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Bu calisma, Tokat ili domates iiretim alanlarinda toprak rizosfer bolgesinden elde edilen,
fosforu ¢6zme ve azotu indirgeme yetenekleri yiiksek olan rizobakteri izolatlarinin beyaz
cliriiklik hastalik etmeni Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary iizerine olan etkilerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Caligmada Pseudomonas cinsine ait 10 adet rizobakteri
izolat1 kullanilmigtir. Yapilan in vitro ¢alismada, bakteriyel izolatlar S. sclerotiorum 'un
miselyum gelisimini %65.5-88.26 arasinda degisen oranlarda engellemistir. Miselyum
gelisimi iizerinde yiiksek engelleme oranina sahip olan izolatlar ayn1 zamanda patojen
fungusun sklerotlarinin canlilig1 {izerinde de etkili olmustur. Bes bakteri izolat1 S.
sclerotiorum’un sklerotlarmin canliligimi  kaybetmesine neden olmustur. In vitro
caligmalar sonucu patojen fungus flizerinde yiiksek etkiye sahip olan bakteriyel
izolatlardan se¢im yapilmis, sera kosullarinda saksi ¢alismalar1 yiiriitilmiistiir. Saksi
caligmalarinda beyaz ciiriiklik hastaligi iizerinde en etkili uygulama Pseudomonas
chlororaphis (R-7) uygulamasi ve Pseudomonas brassicacearum+Pseudomonas
chlororaphis (R-3+R-7) ikili uygulamasinda goriilmistiir. Bunun aksine, rizobakteri
izolatlarinin hiyar bitkisinde bitki gelisimi ilizerinde etkili olmadig1t da yapilan saksi
calismasi ile belirlenmistir. Bu calisma sonuglari, kullanilan bakteriyel izolatlarin S.
sclerotiorum’un biyolojik kontroliinde kullanilabilecegini gostermistir. Buna ilaveten in
vitro ve in vivo ¢alismalarda beyaz ciiriikliik hastaligi iizerinde en yiiksek etkiye sahip
olan rizobakteri izolatlarinin fiiretici seralarindaki performanslarinin da belirlenmesi
gerekmektedir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS
DETERMINATION OF EFFECTS OF LOCAL PLANT GROWTH PROMITING
RHIZOBACTERIA ON WHITE MOLD DISEASE AGENT

[Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary]

MEHMET BAYRAM

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

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

This study was carried out to determine the effects of rhizobacteria isolates, which were
obtained from the soil rhizosphere in tomato production areas of Tokat and have the strong
abilities to dissolve phosphorus and reduce nitrogen, on the white mold disease agent
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. In the study, ten rhizobacteria isolates of the genus
Pseudomonas were used. In the in vitro study, the tested bacterial isolates suppressed the
mycelial growth of S. sclerotiorum by 65.49-88.25%. Isolates with a high inhibition rate
on mycelial growth were also effective on the viability of the sclerotia of the pathogenic
fungus. Five bacterial isolates caused complete loss of sclerotia viability. According to
the result of the in vitro studies, bacterial isolates with strong effects on the pathogenic
fungus were selected and assayed in pot studies under greenhouse conditions. In pot
studies, single treatments with Pseudomonas chlororaphis (R-7) and the dual treatments
with Pseudomonas brassicacearum + Pseudomonas chlororaphis (R-3 + R-7) were the
most effective against white mold disease. On the contrary, it was determined by pot study
that bacterial isolates were not effective on plant growth in cucumber. The results of this
study show that these rhizobacteria can be used in the biological control of S.
sclerotiorum. In addition to the in vitro and in vivo studies, it is necessary to determine
the performances of rhizobacteria isolates, which had the highest effect on white mold
disease, in greenhouses and field conditions.

2021, 63 pages.

KEYWORDS: White mold disease, Sclerotinia sclerotiorum, biological control,
rhizobacteria.



ONSOZ

Tarla bitkileri ve sebzelerde beyaz ciiriiklik hastaligina sebep olan Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, toprak kaynakli patojenler igerisinde olup, konukgu
bitkilerde 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Hastalik etmeni, toprakta, bulasik bitki
artiklarinda sklerotium veya misel olarak uzun yillar canli kalabilmektedir.
Sklerotiumlarin uzun yillar canli kalmasi veya hepsinin ayni1 zamanda ¢imlenmemesi,
yapilan kimyasal uygulamalar sonucu patojenlerin dayaniklilik kazanmasi gibi
sebeplerden dolayr hastalik etmeni ile miicadelede zorluklar yasanmaktadir. Toprak
kaynakli hastaliklar ile miicadele kapsaminda biyolojik miicadele 6nemli bir yer
tutmaktadir. Biyolojik miicadelede kullanilan mikroorganizmalar igerisinde yer alan
antagonistik bakteriler-rizobakteriler toprak kokenli patojenlere direk etkileri ile hastalik
etmenlerini basarili bir sekilde baskilamaktadir. Yiirtitiilen bu ¢alisma ile, antagonistik
bakteri izolatlarinin beyaz ¢iiriiklik hastaligina kars1 biyolojik miicadele ajani olarak
kullanilma potansiyeline sahip olduklar1 basarili bir sekilde ortaya konmustur.

Yiiksek lisans tezim boyunca bilgilerini paylasan, c¢aligmalarimda yardimeci olan
danisman hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi Sabriye BELGUZAR’a minnettarim.

Ozellikle Sclerotinia sclerotiorum hastalik etmeni hakkinda benimle bilgilerini paylasan,
denemeler konusunda yol gosteren Anabilim Dali Bagskanimiz Saym Prof. Dr. Yusuf
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1. GIRIS

Hiyar (Cucumis sativus L.), diger bir ismi ile salatalik, kabakgiller familyasindan bir bitki
tiiri olup, hiyar ismi bitkinin meyvesine verilen addir. Anavataninin Kuzey Hindistan
oldugu disiiniilen bitkinin yetistiriciligi, ¢ok eski donemlerden beri yaygin olarak
yapilmaktadir. Uretim miktar1 olarak Cin ve Rusya’dan sonra Tiirkiye ii¢iincii sirada yer
almaktadir (FAO, 2018). Tiirkiye’de 1 916 645 ton hiyar iiretimi yapilmaktadir (TUIK,
2019). Bu iiretimin %44'i Akdeniz bolgesinden elde edilirken, Akdeniz bolgesini
sirasiyla Ege (%11), Marmara (%9.8) ve Karadeniz (%9) bolgeleri takip etmektedir.
Ozellikle seralarda turfanda yetistirilen hiyar, pazarda oldukca yiiksek fiyatlardan

satilmaktadir.

Hiyar iiretiminin 168 202 tonluk kismi {iretim kayiplarindan dolayr yok olmaktadir
(TUIK, 2019). Kayiplar1 en aza indirebilmek igin zararl ve hastaliklara kars1 miicadelede
bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bunlar fiziksel miicadele, kiiltiirel miicadele, mekanik
miicadele, kimyasal ve biyolojik miicadele yontemleridir. Bu miicadele yontemleri iginde
daha ¢ok kullanilan kimyasal miicadeledir. Ciinkii kolay olmasi, ¢abuk, kesin ve gozle
goriilebilir sonuglar vermesi gibi 6zelliklere sahiptir. Ancak bu 6zelliklerinin yani sira
pestisitlerin siirekli kullanilmas: ve talimatlara uygun olmayan dozlarda kullanilmasi
sonucu ¢evre kirlenmesi, dogal dengenin bozulmasi, hastalik ve zararlilarin ilaglara
direng kazanmasu, tiretimi yapilan gida tiriinlerinde kalint1 sorunu gibi bir¢ok sorun ortaya
cikmaktadir (Delen ve Tosun, 1997). Bu nedenle son yillarda pestisit kullanimindan
kacimilmaya c¢alisilmis ve biyolojik miicadele yontemlerine daha fazla 6énem verilmeye

baglanmistir.

Bitkilerde toprak kokenli patojenlerin sebep oldugu bitki hastaliklar1 solgunluk, beyaz
curiikliik, kok ciiriikligli, ¢okerten gibi fungal hastaliklardir. Bu hastaliklara karsi
simdiye kadar genellikle kimyasal miicadele yontemi kullanilmaktadir. Kimyasal
ilaglarin etkileri ve 6zellikle patojenin dayanikli formlarinin ortaya ¢ikmasindan dolay1
toprak kokenli hastalik etmenlerinin miicadelesinde kimyasal bilesikler Gnemini

yitirmistir ve bu konuda biyolojik miicadele ile ilgili caligmalar 6nem kazanmaktadir.



Hiyar bitkisinde verim kaybina sebep olan bircok hastalik bulunmakta olup, bu
hastaliklardan birisi de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary’nin neden oldugu beyaz
curiiklik hastaligidir. Beyaz ciliriikliik hastalifi, plastik seracilifin yapildig1 turfanda
tiretim alanlarinda hiyar, domates ve patlican bitkilerinde bitki ¢esidine ve ortam
kosullarina bagl olarak yiiksek diizeyde liriin kayiplarina neden olmaktadir (Aksay ve

ark., 1991).

Ozellikle 1liman bolgelerde yaygin olarak goriilen beyaz ¢iiriikliik hastalig1 ¢ok genis
konukgu dizisine sahiptir (Ferreira ve Boley, 2002). S. sclerotiorum sebzelerin hemen
hemen hepsinde hastalik olusturabilmektedir. iklim kosullar1 uygun oldugunda sebze
ekimi yapilan tiim alanlarda goriilebilir. Ozellikle nemli bdlgelerde fidelerin tamamen
clirimesine neden olur. Beyaz ciiriikliik hastalig1 bitkinin yaprak ve siirgiinlerinde
solgunluk ve 6zellikle bitkinin kok ve kok bogazinda islak ciiriikliikk yapar. Hastalik
ilerledikce de kok bogazi kisminda beyazimsi pamuk seklinde bir misel tabakasi olusturur
zamanla bu yap1 yumak halini alir ve kahverengileserek vejetatif dinlenme yapisi olan

sklerotlara donistir (Anonim, 2008).

Ulkemizde yapilan bazi ¢alismalar sonucu beyaz ciiriikliik hastalig1 cesitli oranlarda
[zmir, Manisa ve Aydin’da marullarda (Yildiz, 1970), Trakya Bolgesi’'nde ve Cukurova
Bolgesi’nde ayciceginde (Ylicer, 1980; Cimnar ve Bigici, 1982), Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde hiyar, domates ve patlicanlarda (Aksay ve ark., 1991), Tokat ve Amasya’da
hiyarlarda (Onaran ve Yanar, 2004), Hatay, Adana, Mersin ve Antalya seralarinda
domateslerde (Tok ve Kurt, 2007), Erzurum ili Pasinler ilgesinde aygicegi tarlalarinda
(Tozlu ve Demir, 2008) ve Antalya ili seralarinda hiyarlarda (Onaran, 2009)

belirlenmistir.

Hastalik etmeni, toprakta, bulasik bitki artiklarinda sklerotium olarak veya misel olarak
kislarlar. Ilkbaharda sklerotlar ¢imlenerek, apotheciumlar, ascus ve ascosporlar olusur.
Ascosporlar apotheciumlardan havaya firlatilmakta ve bitki ile temas ederek ¢imlenip
enfeksiyon baglamaktadir (Agrios, 1997). Yapilan ¢aligmalar sonucu, hastalik etmeninin
sklerotiumlariin toprakta 5 yildan daha uzun siire canli kalabildigi (Adams ve Ayers,

1979) ve hastaligin olusmasinda c¢evre sartlarinin etkisinin 6nemli oldugu belirtilmistir.



Beyaz ciirtikliik hastaligi ile miicadelede, kiiltiirel 6nlemler, fiziksel miicadele, toprak ve
yesil aksam ilaglamalar1 seklinde kimyasal miicadele uygulamalar1 yapilsa da (Anonim,
2008) baz1 ¢esitlerin patojene karsi dayaniklilik gostermesi, sklerotiumlarin uzun yillar
canli kalmasi veya hepsinin ayn1 zamanda ¢imlenmemesi, yapilan kimyasal uygulamalar
sonucu patojenlerin dayaniklilik kazanmasi gibi sebeplerden dolayr hastalik etmeni ile
miicadelede zorluklar yasanmaktadir. Bundan dolay1 hastalik ile miicadeleye alternatif
olarak farkli yontemler arastirilmaktadir. Hastaliga karsi bitki gelisimini tesvik eden
rizobakterilerin kullanilmas1 da bu yontemler igerisindedir. Bitki biliyiime diizenleyici
veya bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler (Plant Growth Promoting Rhizobacteria-
PGPR) bitki koklerinin bulundugu toprak rizosferinde yogun olarak bulunan ve toprakta
fizyokimyasal aktiviteleri gergeklestiren mikroorganizmalardir. PGPR‘lar bitki kokleri
ile yakin iligki icerisindedir ve bitkinin gelisimini olumlu yonde etkilerler. PGPR’larin
bitkiler iizerinde direkt ve indirekt etkileri vardir. PGPR’lar farkli bakteri cinsleri
icerisinde yer alabilir. Ozellikle Pseudomonas cinsi en etkili rizobakterilerdir.
Pseudomonas cinsi bakterileri toprak rizosferinde hizli bir sekilde gogalirlar ve koke
yayilirlar. Buna ilaveten bitkiyi stresten koruyarak, bitki kék ve boy gelisimini tesvik

eder, verimi artirir ve hastalik etmenlerine karsi da bitkileri korurlar (Imriz ve ark., 2014).

Biyolojik miicadele kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar igerisinde yer alan
rizobakteriler kok yiizeyine kolonize olan ve kok cevresindeki toprakla yakin iliskide
bulunan bakterilerdir. Bu bakterilerin en Onemli 0Ozellikleri bitki biiylimesini
gelistirmeleri, bitkiyi stresten korumalar1 ve patojenlerin gelisimini baskilamalaridir
(Kloepper ve ark., 1980). Bu bakteriler ¢esitli mekanizmalari1 kullanarak, patojenlerin
gelisimini engellerler (Cattelan ve ark., 1999; Cetinkaya-Yildiz, 2007).

Rizosferde yasayan bazi bakterilerin farkli etki mekanizmalari ile bitki gelisimini bir¢ok
yonden destekledigi yapilan aragtirmalar sonucu ortaya konulmustur. Bitkiye sagladiklar
pek c¢ok yarardan dolay1 "Probiyotik Rizobakteriler" olarak da bilinmektedir (Ram ve
ark., 2013). Bu bakteriler bitki gelisimini dogrudan veya dolayli bi¢imde etkiler.
Cevredeki bazi besinlerin artmasi veya bakteri tarafindan bir bilesigin sentezlenmesi
PGPR’mn dogrudan etkisidir. Azotu fiske ederek bitkinin kullanimina imkén saglar,

siderofor ve indolasetik asit gibi bircok bitki hormonlarini sentezler. Fosfati toprakta



cozerek kullanigh hale getirir, boylece bitkide biiyiime artis1 saglayarak, hastaliklar da

engellenir (James ve ark., 2002).

Toprak kokenli patojenlere karsi biyo-kontrol ajani olma potansiyeline sahip bu
bakterilerin direk etkileri ile hastalik etmenlerini basarili bir sekilde baskilamaktadir.
PGPR’lar bitkinin kok ve yesil aksam biiylimesini desteklemekte, koklenmeyi artirmakta,
cevresinde bulunan su ve besinden daha fazla faydalanmasini saglamaktadir. Bu sekilde
bitkiler ¢evresel etkilerden daha az etkilenmekte ve kokler daha hizli gelismektedir.
Boylece 6zellikle funguslar gelismek i¢in yeterli zaman bulamayacagindan patojenlerin

zarar1 minimize edilmektedir (Mao ve ark., 1997; Shakir ve ark., 2012).

Sclerotinia sclerotiorum’un biyolojik miicadelesine yonelik ¢esitli aragtiricilar tarafindan
yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Zazzerini ve Tosi, 1985; Bogdanova ve ark., 1986;
Turhan ve Grossmann, 1986; Inbar ve ark., 1996; Aksay ve ark., 1991; Tuncer ve
Damdere, 1997; Thaning ve ark. 2001; Masri ve ark., 2002; Kamensky ve ark., 2003;
Mansour ve ark., 2008; El-Kafrawy, 2008; Onaran ve Yanar, 2011; Tozlu ve Demirci,
2011; Rostami ve ark., 2013; Tozlu ve ark., 2016, Abdeljalil ve ark., 2016; Helmy, 2016;
Mun ve ark., 2019). Antagonistik bakteri tiirlerinden 6zellikle Bacillus subtilis ve Bacillus
cereus sklerotlarda ¢cimlenmeyi azaltmakta ve hifte 6liimlere neden olmaktadir (Zazzerini
ve ark., 1987). Benzer sekilde, Pseudomonas putida ve P. fluorescens tiirlerinin S.
sclerotiorum’un olusturdugu zarari azalttigi (Expert ve Digat; 1995), Bacillus ve
Pseudomonas tiirlerinin hastalik gelisimini %75,3 oraninda engelledigi belirlenmistir
(Soylu ve ark., 2006). In vivo kosullar altinda da Burkholderia cepacia, Serratia
plymuthica tiirleri (Onaran ve Yanar, 2011), B. subtilis, Serratia sp., P. fluorescens
(Helmy, 2016; El-Kafrawy, 2008), P. chlororaphis PA-23 (Savchuck, 2002) tiirlerinin
onemli Olclide hastalik gelisimini azalttig1 ifade edilmistir. Ayni1 zamanda yapilan
calismalarda B. subtilis, B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens, Enterobacter cloacae, P.
fluorescens izolatlarinin bitki gelisimini olumlu yonde etkiledigi de belirlenmistir (El-
Kafrawy, 2008; Abdeljalil ve ark., 2016).

Yapilan bu calisma ile, domates iiretim alanlarindan elde edilen, fosfati indirgeme ve
azotu baglama 6zellikleri yiiksek olan rizobakteri izolatlarinin hiyarlarda beyaz ¢iiriikliik
hastaligina sebep olan Sclerotinia sclerotiorum’a olan etkilerinin belirlenmesi

amaclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1  Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary hakkinda genel bilgiler

Hiyarda beyaz c¢iiriikliik veya govde ciirtikliigii hastaligini olusturan toprak kaynakli bir
patojen olan Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Discomycetes sinifinin Helotiales
takiminin Sclerotiniaceae familyasina girmekte olup (Melzer ve ark., 1997), fungus 1837
yilinda Libert tarafindan Peziza sclerotiorum olarak adlandirilmigtir. Daha sonra 1884
yilinda De Bary tarafindan "Uluslararasi Botanik Adlandirma Kurallar" ile S.

sclerotiorum olarak degistirilmistir.

Sclerotinia sclerotiorum hastalik etmeni bol miktarda misel vermekte ve sonrada bu
miseller yumruklar halinde bir araya gelerek sklerotlari olusturmaktadir. Etmenler degisik
iriliklerde ve diizensiz sekillerde koyu kahve ve siyah renkte ¢evre kosullarina dayanikli
sert sklerotlar1 ile kolayca taninmaktadir. Etmen genellikle konuk¢unun kok kismina veya
toprak seviyesindeki govdesine saldirir. Lezyonlar govde iizerinde gelisir ve giderek kok
bogazini sarar konukgu bitki solar ve oliir. Bunun yan sira iiretmis oldugu askospor ile
de yesil aksamm dogrudan enfekte edilebilir. Ozellikle nemli ortamlarda fidelerin
tamamen ¢iiriimesine neden olabilirler. Gelismis bitkilerde dnce kok bogazi ve topraga
yakin olan alt yapraklarda ¢ikar. Hastaligin ilerlemesi ile kok bogazinda bol miktarda ve
pamuk beyazliginda bir misel tabakasi olusur. Zamanla yumaklar seklinde toplanan misel
tabakalar1 6nce kirli beyaz renkte ve yapiskan bir halde iken daha sonra havani etkisi ile
koyu kahverenginden siyaha degisen renkler alarak sert bir tohum sekline doniisiir ve
kurumus bitki artiklar ile birlikte topraga karisirlar sebzelerin hemen hepsinde hastalik

olusturabilir (Sekil 2.1) (Anonim, 2008).
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Sekil 2.1. Sclerotinia sclerotiorum yasam dongiisti (Anonim, 2020)

S. sclerotiorum ¢ok genis bir konuk¢u ¢evresine sahip olup 64 familya, 225 cinse bagl
361 tiiriinde hastalik olusturmaktadir (Dillard ve Cobb, 1995; Purdy, 1979). Ozellikle
thman bolgelerde genis alanlarda goriilmekte ve neredeyse biitiin genis yaprakli tarim
tirtinlerinde enfeksiyona neden olmaktadir (Adams ve Ayers, 1979). Nelson (1998),
Sclerotinia tiirlerinin zarar yaptig1 bitkiler arasinda, fasulye, soya fasulyesi ve kolzanin
bulundugunu ve ABD’de Kuzey Dakota'nin yarisinda bezelye, patates, hardal, aspir,
mercimek, keten, su teresi, karabugday, nohut, liipen, bakla, domates, patlican, hiyar ve
daha ¢ok sayida sebzenin bu patojenlere kars1 hassas oldugunu ve bu patojenin neredeyse

408 bitki tiiriinii enfekte ederek zarar olusturdugunu belirtmistir.

Sclerotinia sclerotiorum tiiriiniin sebep oldugu belirtiler, konuk¢uya veya konuk¢unun
enfekteli boliimiine ve ¢evre kosullarina bagli olarak farklilagsmakta olup, patojenin neden
oldugu hastaliklar pamuklu ciiriiklik, beyaz kif, sulu yumusak g¢iiriiklik, govde
clirlikligii ve tag ¢lirtikligl gibi gesitli isimlerle taninmaktadir (Sekil 2.2) (Agrios, 1997).
Hastaligin en belirgin ve tipik belirtileri enfekteli bitkiler tizerinde biiyiik ve bir araya
toplanmis dinlenme yapisinin goriilmesidir ya da sklerotiumlardan beyaz tiiylii misellerin

gelismismesidir (Sekil 2.3). Patojen tarafindan hastalandirilan bitkilerin gévdelerinin



tabaninda agik veya koyu kahverengi lezyonlar olusur, zamanla bu lezyonlar beyaz
pamuksu fungal miselyumlar tarafindan kaplanir. Enfeksiyonun erken donemlerinde
enfekteli bitkiler kolay fark edilemeyebilir. Fungusun tamaminin bitki gévdesini sarmasi
halinde, yapraklar tazeligini kaybeder, sarkar ve oliir (Sekil 2.4). Baz1 durumlarda da
enfeksiyonun yapraklarda baslayip, daha sonra yapraktan goévdeye dogru yayilarak,
fungus sklerotiumunun goévdenin icinde veya govdenin dis kisminda gelistigi
belirlenmistir. Bu patojenler toksik oksalik asit iireterek hiicre Oliimlerine sebep

olmaktadir (Venette, 1998).

Sekil 2.2. Sclerotinia sclerotiorum hiyar meyvesinde yapmis oldugu beyaz ciirtikliik
(Onaran, 2009)



Sekil 2.3. Sclerotinia sclerotiorum bitki govdesinin iginde ve disinda olusturdugu
sklerotiumlar (Onaran, 2009)

Sekil 2.4. Sclerotinia sclerotiorum hiyar bitkisinde yaprak ve govdede olusturdugu
belirtiler (Onaran, 2009)

Sclerotinia sclerotiorum’un olusturmus oldugu sklerotlar iizerinde fincana sekline
benzeyen apotheciumlar bulunmaktatdir, bunlarin lizerinde ise ascus adi verilen yapilarin

bulunmasi ve bu ascuslarin i¢indede 8 adet ascospor bulunmaktadir (Dorrance ve Lipps,



2002) (Sekil 2.2). Ziman (1997) tarafindan yapilan ¢alismada scan elektron microscop
teknigi ile sklerotiumlarin kabuk tabaka sayisi ve ascusdaki ascosporlarin boyutlari
Ol¢iilmiis ve S. sclerotiorum tiiriiniin diger Sclerotinia tiirlerinden farkli olarak sklerotium

kabugunun sadece iki tabaka kiiresel hiicreden olustugu belirtilmistir.

Sekil 2.5. Cimlenen sklerottan meydana gelen apotheciumlar (Anonim, 2008)

Beyaz ¢iiriikliik hastalig1 ile miicadelede, en az 5 yilllik ekim ndbeti, sklerotlarin ve hasta
bitkilerin toplanarak imha edilmesi, seralarda havalandirmanin iyi yapilmasi, sik ekimden
kacinilmas1 gibi kiiltiirel 6nlemler alinmaktadir. Ayrica solarizasyon, tavuk ve sigir
giibresi kullanim1 seklinde fiziksel miicadele, toprak ve yesil aksam ilaglamalar1 seklinde
kimyasal miicadele uygulamalar1 yapilmaktadir (Anonim, 2008). Ancak, hastalik ile
miicadelede toprakta uzun siire yasayabilen sklerotlardan dolay1 ve ozellikle de hava
enfeksiyonuna neden olan ascosporlardan dolay1 zorluklar yasanmaktadir. Bu yiizden
miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin ¢ok 6nemli yeri vardir. S. sclerotiorum kisa mesafelere

yayilimu kiiltiirel uygulamalar esnasinda sklerotiumlarin dagilmasi ile olmaktadir.

Kiiltiirel onlemler icerisinde iiriin rotasyonu patojen fungus iiretim alaninda ciddi bir
problem olmadan 6nce baslatildiginda oldukca etkili olmaktadir. Petrenkova (1994)
tarafindan Ukrayna’da yapilan bir calismada aygicegi-nadas-kishik bugday-misir
miinavebede sklerotiumlarin canlilik oraninin en aza indigini gézlemlenmistir. Buna
ilaveten, 2 yildan uzun siire rotasyonu, ekimin ertelenmesi, potasyum giibresinin
artirtlmasi1 ve fungisit kullanimi1 seklinde entegre bir uygulamada beyaz ciiriikliglin
kontroliinde 6nemli bir basar1 saglamaktadir (Hua ve ark., 1994). Topraktaki sklerot

yogunlugunu azaltmada etkin miicadele tekniklerinden birisi de solarizasyondur.



Solarizasyon uygulanan topraklarda sklerotium canliligi 6nemli oranda diismektedir
(Yanar, 2005). Bunlara ilaveten, hastaliga alternatif konukcu olan yabanci otlar ile

miicadele olduk¢a 6nemlidir (Agrios, 1997).

2.2  Beyaz Ciiriiklik Hastahgimin Biyolojik Miicadelesine Yonelik
Yapilan Calismalar

Toprak kokenli patojenlerden biri olan S. sclerotiorum ‘a karsi miicadelede, kiiltiirel
onlemlerin ve kimyasal miicadelenin yetersiz kalmasindan dolay1 biyolojik miicadele
yontemleri iizerinde yapilan arastirmalar kaginilmaz olmustur (Fernando ve ark., 2005).
Toprak patojenlerine karsi kullanilan etkili miicadele yontemleri degerlendirildiginde,
biyolojik miicadele yontemlerinin de en az kimyasal miicadele kadar basarili oldugu
tespit edilmis ve hatta bazi arastirma sonuglarina gére kimyasal miicadele yontemlerinden
daha basarili sonuglar elde edildigi belirtilmistir. (Oldag ve ark., 2002; Johansson ve ark.,
2003). Antagonist bakterilerin biyolojik kontrol ajanlari olarak alternatif miicadele
yontemleri arasinda S. sclerotiorum‘a karst kullanilmast neredeyse 30 yildan uzun bir

suredir devam etmektedir.

Zazzerini ve Tosi (1985) tarafindan yapilan calismada, italya’daki topraklardan izole
edilen mantar ve bakterilerin S. sclerotiorum’a kars1 antagonistik etkileri arastirilmistir.
Sera denemesi seklinde yiriitiilen calismada, sterilize edilmis toprak ve sterilize
edilmemis toprak kullanilmistir. Etkinligi testlenen mantarlar topraga karistirilmais,
bakteriler ise tohum kaplamasi olarak uygulanmistir. Yapilan ¢alisma sonuglarina gore,
Trichoderma viride ile lprodione kullanilarak yapilan uygulama ve T. viride ile Bacillus
subtilis ve Coniothyrium minitaris uygulamalari ay¢igeginde solgunlugu 6nemli 6l¢iide

azaltmistir.

Turhan ve Grossmann (1986), tarafindan yapilan ¢alismada ise, Modifiye edilmis agar-
ring metodu kullanilarak Tiirkiye*deki toprak 6rneklerinden elde edilen antibiyotik etkiye
sahip 300 Actinomycetes‘in S. sclerotiorum’a olan etkileri arastirilmig olup, biyolojik
etkinligi incelenen test izolatlarinin %90‘nindan daha fazlasinin S. sclerotiorum‘un

gelisimini azalttig1 belirtilmistir.
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Zazzerini ve ark. (1987), Bacillus subtillis ve B. cereus bakterilerinin ay¢igegi bitkisinde
topraktaki sklerotlardan miselyum olusumu iizerinde etkili oldugunu ve apikal hifte
Oliimler meydana getirdigini belirtmistir. Ayn1 zamanda sklerotiumlarin ¢imlenmesinde

de azalma oldugu belirtilmistir.

Aksay ve ark., (1991) tarafindan yapilan calismada, topraktan izole ettikleri 134
mikroorganizmay1 sebzelerde dnemli miktarda {iriin kaybina neden olan S. sclerotiorum’a
kars1 denemislerdir. Laboratuvar ve saksi ¢aligmalart seklinde yiiriitiilen ¢alismalarda
antagonistik etki gosteren 4 Pseudomonas bakteri izolati belirlenmistir. Ayrica 2

Streptomyces bakteri izolatinin da sklerotlarin tahribinde etkili oldugu belirlenmistir.

Huang ve ark., (1993) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda da Bacilus cereus alf-
87A'nin 1rkinin kuru bezelye tizerine puskiirtiilmesi ile S. sclerotiorum enfeksiyonunu

azalttig1 bildirilmistir.

Expert ve Digat (1995) ise, S. sclerotiorum’a kars1 fasulye tohumlari ekilmeden once
tohumlarin Pseudomonas putida veya P. fluorescens bakteriyel siispansiyonu (1x10°

tinite/ml) ile 1slatilmasinin patajenin olusturacagi erken zarar1 engelledigini belirtmistir.

Tahining ve ark. (2001), S. sclerotiorum’un eseysel gelisimini Onlemeye yoOnelik
yaptiklar1 ¢aligmada, 300 bakteri izolatindan dokuzunun Onemli seviyede patojenin
gelisimini  engelledigini  belirtmistir. ~ Serratia  plymuthica  izolat1  yiiksek
konsantrasyonlarda apothecial olusumunu tamamen bastirmistir. Ayni1 zamanda
askosporlarin ¢imlenmesini ve S. sclerotiorum hiflerinin biiyiimesini 6nemli derecede

engelledigi belirtilmistir.

Tozlu (2003) tarafindan yapilan calismada Erzurum ili Pasinler Ovasi’nda ayciceginde
govde clirtkligi hastaligina sebep olan S. sclerotiorum ve S. minor patojenlerinin
kontroliinde bakteri izolatlarinin etkilerine bakilmistir. Yiiriitiilen ¢alisma sonuglarina
gore, in vitro Bacillus amyloliquefaciens, B. lentimorbus, B. subtilis, Enterobacter
pyrinus, Stenotrophomonas maltophila ve Staphylococcus cohnii-cohnii izolatlarinin
govde curtkligi hastalik etmenleri S. sclerotiorum ve S. minor'a karsi timitvar biyolojik

miicadele ajani1 olarak etkili oldugu belirlenmistir. In vivo testlerde kullanilan
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bakterilerden ise Bacillus lenthimorbus ve Enterobacter pyrinus’un S. sclerotiorum’un

olusturdugu hastalik gelisiminin tamamen engellendigi goriilmiistiir.

Tekin (2004), Hatay ilinin farkli biber ekim alanlarinda yetistirilen bitkilerin
rizosferlerinden izole ettikleri 72 bakteri izolatin1 Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina, Phytophthora capsici, Pythium spp., Rhizoctonia solani ve Sclerotinia
sclerotiorum toprak kokenli fungal etmenlerine karst denemislerdir. In vitro ve in vivo
kosullarda yiirlitiilen c¢aligmada, kullanilan izolatlarin bakteri slispansiyonlar1 sklerot
cimlenmesini 6nemli dl¢lide engellerken, bu izolatlara ait kiiltiir filtratlar1 da funguslarin
miselyal gelisimini lizerinde etkili olmustur. In vitro kosullarda S. sclerotiorum’a karsi
en yliksek antagonist potansiyele sahip olan FP6 ve B3 izolatlarinin in vivo kosullarda
etkinligi, yapay olarak bulastirilmis topraklarda arastirilmistir. FP6 ve B3 izolat: ile
muamele edilmis tohumlarin ekildigi bulasik topraklarda hastalik ¢ikisi, sirasiyla %73 ve
%79 gibi yiiksek bir diizeyde engellenmistir. Yapilan 30 giinliik gézlem sonucunda, her
iki izolatin hastalik ¢ikisini engellemeleri yani sira, hastali§in olmadigi topraklarda bitki

biiylimesini kontrol uygulamalarina oranla énemli diizeyde tesvik ettigi belirlenmistir.

Soylu ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, Hatay’in Amik ovasmin farkli bélgelerinden
aldiklar1 toprak orneklerinden segici besi yerleri kullanarak 113 bakteri izolat1 elde
etmiglerdir. Bu izolatlarin toprak kokenli bitki patojeni olan iki Oonemli fungus S.
sclerotiorum ve Rhizoctonia solani’ye karsi etkileri aragtirtlmigtir. Yapilan testlemeler
sonucunda, Bacillus spp. ve Pseudomanas spp. izolatlarindan AKB50 ve AFP104 kodlu
izolatlar S. sclerotiorum ve Rhizoctonia solani’nin hif gelisimini sirasiyla %75.3 ve

%83.3 oraninda engellemistir.

Bacillus amyloliquefaciens izolati1 in vivo ve in vitro kosullarinda yapilan biyolojik
miicadele ¢alismalarinda, S. sclerotiorum ile inokule edilen domates, patlican ve kabak
tohumlarinda B. amyloliquefaciens‘in %80°in iizerinde sklerot iiretimini ve gelisimini
engelledigi ve ayn1 zamanda antibiyosis yoluyla etki gosterdigi gozlenmistir (Mansour
ve ark., 2008).

Yilmaz ve ark. (2009) tarafindan yapilan c¢alismada, kokbakteri izolati Lysobacter

enzymogenes C3RS izolatinin bitki gelisimini tegvik etmesinin yan1 sira domateste sorun
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olan Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum ve Sclerotinia
sclerotiorum toprak kokenli fungal hastalik etmenlerine karsi etkinligi ve etki
mekanizmalarinin karakterizasyonu arastirilmistir. In vitro denemelerde L. enzymogenes
C3RS5 izolat1 ve kiiltiir filtrat1 fungal etmenlerin miselyal gelisimlerini 6énemli diizeyde
engelleyerek antagonizm gostermistir. Antagonist izolatla funguslarin birlikte kiiltiire
alindig1 PDA besi yerlerinde gelisen miseller {izerinde yapilan mikroskobik gézlemlerde
ise, fungus hiflerinde kivrilma, kararma, sitoplazmik iceriklerde pihtilagsma, vakuollesme,
sitoplazmik bosalma ve hiicre duvarlarinda erimeler gibi morfolojik bakimdan oldukca
onemli anormallikler gbzlenmistir. In vivo calismalarda antagonist izolatin farkli
uygulamalarinin (tohuma kaplama, yaprak yiizeyine piiskiirtme ve fidelerin koklerini
bakteri siispansiyonu i¢ine daldirma) bitki biiylimesi iizerine etkinliginin yani sira
bitkilerde hastalik ¢ikis1 lizerine olan etkinlikleri arastirilmis olup L. enzymogenes C3R5
izolat1 kontrol ile karsilagtirildiginda bitki gelisimini tesvik etmezken, hastaliklarin

bitkilerde ¢ikisini 6nemli diizeyde engelledigi belirlenmistir.

Zhang ve Xue (2010) tarafindan yiiriitiilmiis olan bir ¢alismada Bacillus subtilis SB24
izolatinin Soya fasulyesi beyaz ciiriikliige neden olan Sclertinia sclerotiorum {izenine
etkisi belirlenmistir. Caligmada labaratuvar denemelerinde patojenin misel gelisimini
%50 ile 75 oraninda azaltmis ve sklerot olusumunu %90 oraninda engelledigi
kaydedilmistir, tarla denemelerinde kullanilmis olan hiicre siispansiyonu ve sivi kiiltiir

preparatlar1 hastalik siddetini %45 ile 90 oraninda azaltmistir.

Soylu (2011) yiiriitiilen ¢alismada da marul (Lactuca sativa L.) bitkisinde S. sclerotiorum
tarafindan olusturulan beyaz c¢iiriikliik hastaligina karsi topraktan elde edilen bakteri
izolatlarinin etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada farkl tiirlere ait bitki biiytimesini tegvik
eden kok bakteri (PGPR) izolatlar1 (Bacillus pumilus T4, Bacillus amyloliquefaciens
IN937a, Pseudomonas fluorescens WCS417r ve Pseudomonas putida 89B-61)
kullanilmigtir. In vitro ve in vivo kosullarda yiiriitilen calismada, in vitro ikili test
denemelerinde, PGPR izolatlar1 funguslarin miselyal gelisimi iizerinde etkili olamamustir.
Fakat in vivo kosullarda ise PGPR izolatlar1 marul bitkisinin daha saglikli bir sekilde
gelismesini saglamis ve uygulama yapilmis bitkilerde hastalik olusumu 6nemli diizeyde

engellenmistir.
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Onaran ve Yanar (2011), tarafindan yiriitiilmiis olan ¢alismada ise, 23 bakteri izolat S.
sclerotiorum ‘a karsi test edilmistir. Bakteriyel izolatlarin in vivo ve in vitro testlerde
(Serratia plymuthica, Burkholderia cepacia, Pseudomonas flourocens, Pseudomonas
putida, Paenibacillus macerans, Pantoea aglomerans ve Burkholderia pyronicia) S.
sclerotiorum 'un misel biliylimesini tamamen inhibe ettigi ve sklerotlarin canliliginda

Oonemli Olgiide azalmaya neden oldugu belirtilmistir.

Ji (2013) tarafindan yiriitillen ¢alismada, B. amyloliquefaciens izolatinin in vitro
kosullarda S. sclerotiorum’un misel biiyiimesinin ve sklerot olusumunun inhibe edildigi
bildirilmigtir. Rostami ve ark. (2013) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada ise salatalik
rizosferinden izole edilen B. amyloliquefaciens’in, S. sclerotiorum 'un misel biiyliimesini

%72 oraninda engelledigi bildirilmistir.

Kanola bitkisinde, kok ¢lirtikliik etmeni S. sclerotiorum'a Bacillus cereus (SC-1 ve P-1)
ve Bacillus subtilis (W-67) antagonistik izolatlar1 denemis olup, in vitro testlerde misel
gelisimi 6nemli derecede azalirken, sklerot ¢imlenmesi tamamen inhibe edilmistir.
Bakteri uygulamalari sera saksi denemesinde yiliksek oranda sklerotlar Glimii
saglanmigtir. Ayni1 zamanda bakteriyel soliisyonlarin spreyle uygulanmasinda da hastalik
oran1 6nemli olgide azaltilmis ve kotiledonlarda, saplarda da daha yiiksek kontrol
etkinligi saglanmstir. Yiiriitiilen ¢calisma sonuclarina gore, B. cereus SC-1 uygulamasinin
kontrolle karsilastirildiginda (%20,0-29,8) S. sclerotiorum kok ¢iiriikliigii hastalik oranini
(9%6,5-9,3) 6nemli olgiide engelledigi belirtilmis ve biyolojik kontrol ajan potansiyeline
sahip oldugu kaydedilmistir (Kamal ve ark., 2015).

Kirmiz1 lahana iizerinde yapilan bir ¢aligmada S. sclerotiorum'a kars1 Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium ve Bacillus pumilus bakteriyel izolatlar kullanilmistir. Yiiriitiilen
saks1 denemelerinde beyaz ciiriikliik hastalig1 lizerinde %42,64-79,41 arasinda degisen
oranlarda engelleme tespit edilmis olup, 6zellikle de B. subtilis ‘in baz1 (TV-17C, TV-
12H ve TV-6F) kiiltiirlerinin S. sclerotiorum'un biyokontroliinde biyolojik ajan olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Tozlu ve ark., 2016).
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Hardal bitkisi ilizerinde yiiriitiilmiis olan bir ¢alismada S. sclerotiorum 'a karsi1 Bacillus
izolatlar1 kullanilmistir. Calismanin in vitro kismindaki deneme asamalarinda misel
biiyiimeyi 6nemli 6lgiide azlttig1 ve sklerot olusumunu baskiladigi kaydedilmistir. Tohum
bakterizasyonu yapilan hardal fidelerinin hastaliga kars1 %98 oraninda biiyiik bir koruma
saglamistir. Bitkiye yapraklardan uygulanan izolatlar patojenin gelisimini %90 oraninda
azaltmistir. Bunun yanisira tohum c¢imlenmesini ve bitki gelisimini tesfik ettigide

diistiniilmektedir (Rahman ve ark., 2016).

Sagliklt domates bitkilerinin koklerinin etrafindaki rizosferden izole edilen 25
rizobakteriyel tiir (Bacillus amyloliquefaciens, B. thuringiensis, B. megaterium, B.
subtilis, Enterobacter cloacae, Chryseobacterium jejuense ve Klebsiella pneumoniae‘ya
ait farkli sayida tiirler) S. sclerotiorum’a kars1 denenmis olup in vitro ve in vivo kosullarda
yiriitiilen ¢aligmalarda hastalik siddetinde %72-100 azalma tespit edilmis olup, ayni
zamanda bitki boyunda %52-67 gibi yiiksek oranda bir artis goriilmiistiir (Ouhaibi-Ben
Abdeljalil ve ark., 2016).

Vinodkumar ve ark., (2017) tarafindan yiiriitilmiis olan ¢alismada ise karanfil, pamuk,
zerdegal ve muz gibi farkli bitkilerin rizosferinden izole edilen Bacillus tiirlerinin S.
sclerotiorum'un gelisimi tizerine etkileri arastirilmigtir. B. amyloliquefaciens 'in VB7 1rki
in vitro kosullarda miseliyal biiylimesiyi %45 oraninda engellemis olup, sklerot {iretimi

%100 oraninda inhibe edilmistir.

Waheda ve ark. (2018) tarafindan Banglades ‘te yiiriitilmiis olan bir ¢alismada ise, sifali
bitkilerin rizosferinden izole edilen endofitik bakterilerin S. sclerotiorum'a kars: etkileri
degerlendirilmistir. B. amyloliquefaciens ve B. subtilis izolatlar1 salatalik ve piring
fideleri tizerinde biiylimeyi tesvik ederken, S. sclerotiorum'un gelismesini 6nemli 6l¢iide

inhibe etmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada kullanilan rizobakteri izolatlar:

Calismada Tokat ili domates iiretim alanlarindan izole edilerek, biyokimyasal testler ve
MALDI-TOF teknigi ile tanis1 yapilan, fosfati indirgeme ve azotu baglama ozellikleri
yiiksek olan 10 adet rizobakteri izolat1 kullanilmustir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan rizobakterilerin kodlar1 ve bilimsel adlari

izolat kodu izolatin bilimsel adi
R-1 Pseudomonas kilonensis

R-2 Pseudomonas monteilii

R-3 Pseudomonas brassicacearum
R-4 Pseudomonas thivervalensis
R-5 Pseudomonas koreensis

R-6 Pseudomonas thivervalensis
R-7 Pseudomonas chlororaphis
R-8 Pseudomonas sp.

R-9 Pseudomonas sp.

R-10 Pseudomonas thivervalensis

3.1.2 Calismada kullanilan patojen fungus

Calismada kullanilan Sclerotinia sclerotiorum kiiltiirii Dog. Dr. Abdurrahman ONARAN
(Akdeniz Universitesi, Kumluca Meslek Yiiksekokulu)’dan temin edilmistir. Patojen

fungus hiyar bitkisinin enfekteli dokularindan izole edilmistir.

16



3.1.3 Calismada kullanilan besi yerleri

-Tryptic Soy Agar (TSA)
Tryptic Soy Agar

Saf su

-Nutrient Agar (NA)
Nutrient Agar

Saf su

-King B Besi Yeri (King ve ark., 1954)

Proteose peptone

Gliserin

Di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)
Magnesium sulfate heptahydrate (MgS04.7H20)

Agar

Saf su

-Potato Dextrose Agar (PDA)
Potato Dextrose Agar

Saf su

-Luria Bertani Broth (LB)
Tryptone

Yeast ekstrakt

Sodyum kloriir (NaCl)

Saf su

3.1.4 Cahsmada kullanilan hiyar fidesi

40 ¢
1000 ml

209
1000 ml

209

10 ml
15¢9
15g
15¢
1000 ml

40 ¢
1000 ml

109

5g

109
1000 mi

Saksi1 calismalarinda Tokat ilinde yaygin olarak kullanilan Doértel F1 ¢esidi hiyar fidesi

kullanilmistir.



3.2 Yontem

3.2.1 Invitro cahismalar

Rizobakterilerin Sclerotinia sclerotiorum ’un miselyum gelisimine etkisinin belirlenmesi

Calismada besi yeri olarak Tryptic Soy Agar (TSA) kullanmilmistir. 24 saat gelistirilen
rizobakteri izolatlar1 90 mm c¢apli petri kaplarindaki besi yerinin u¢ kismina halka
seklinde ¢izilmistir (Sekil 3.1). Daha sonra besi yerinin merkezine patojen fungus S.
sclerotiorum’dan alinan 5 mm ¢apli miselyum disk yerlestirilmistir (Sekil 3.2). Kontrol
olarak bakteri izolatlarinin ¢izilmedigi besi yerlerine sadece patojen fungus
yerlestirilmistir. Parafilm ile kapatilan petriler 25°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol grubundaki fungus petriyi kapladigi zaman deneme sonlandirilmistir. Deneme
sonunda kontrol gurubundaki ve rizobakteri uygulamasi yapilan petrilerdeki miselyum
gelisimleri Olglilmiistiir (Tozlu ve ark., 2016; Kotan, 2017). Miselyum Olc¢limleri
kiyaslanarak % engelleme oranlari hesaplanmistir (Mari ve ark., 1996). Deneme bes

tekerriirlii olarak kurulup, iki kez tekrarlanmistir.

1 (%) =[(C—T)/(C)]x 100

I: Engelleme oran1 (%); C: Kontroldeki patojenin miselyum gelisimi T: Bakteri
uygulamasindaki miselyum gelisimi
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Sekil 3.2. Sclerotinia sclerotiorum’dan alinan 5 mm diskin besi yerine yerlestirilmesi
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Rizobakterilerin Sclerotinia sclerotiorum ’un sklerot cimlenmesine etkisinin belirlenmesi

Sclerotinia sclerotiorum’un Potato Dextrose Agar (PDA) besi yerinde 10 giinliik siireyle
gelistirilen sklerotlar1 6nce %2’lik sodyum hipoklorit igerisine daldirilmis, daha sonra 3
kez steril distile sudan gegirilerek yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulmustur (Sekil 3.3).
Yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulan sklerotlar 10 ml Luria Bertani Broth (LB) besi yeri
ile hazirlanan 1x10® hiicre/ml yogunlugundaki bakteri siispansiyonlar: igerisine
konulmustur (Sekil 3.4). Her bir rizobakteri izolati igin 5 sklerot kullanilmis olup,
uygulama yapilan erlenmayerler 24 saat 175 rpm’de ¢alkalanmistir. Rizobakteri
uygulamasi yapilan sklerotlar bistiiri ile ikiye boliinerek PDA besi yerine aktarilmis ve 5
giin 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5). Inkiibasyon siiresi sonunda gimlenen
sklerotlar canli olarak kabul edilmis ve miselyum gelisimleri kaydedilmistir. Kontrol
olarak bakteri izolatinin olmadig1 LB besi yerine 5 adet sklerot konulmustur. 3 tekerriirlii
olarak kurulan deneme 2 kez tekrarlanmistir. Rizobakteri izolatlar1, kontrol grubu ile
kiyaslama yapilarak sklerotlarin canlilik oranlari ve miselyum gelisimlerine etkisi

belirlenmistir (Abdeljalil ve ark., 2016).

Sekil 3.3. Sklerotlarin %2’lik sodyum hipoklorit ile yiizey dezenfeksiyonuna tabi
tutulmast
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Sekil 3.4. Sklerotlarin 10 ml LB besi yeri ile hazirlanan bakteri siispansiyonlari igerisine
konulmasi

Sekil 3.5. Bakteri soliisyonlarindan ¢ikarilan sklerotlarin PDA besi yerine aktarilmasi
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3.2.2 Invivo ¢alismalar

Rizobakterileri izolatlarinin hiyarda beyaz curiikliik hastaligi  {izerine etkisinin
belirlenmesi

In vitro testler sonucu hastalik etmeni tizerinde en yiiksek etkiye sahip olan 3 rizobakteri
izolat1 ile tekli, ikili ve li¢lii kombinasyonlar halinde saksi calismasi yliriitiilmiistiir
(Cizelge 3.2). Calisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Arastirma ve Uygulama
Merkezi, Bitki Koruma Boliimii hastalik serasinda Dortel F1 fide ¢esidi kullanilarak
gerceklestirilmistir. King B besi yerine ¢izgi ekimi yapilan bakteri izolatlar1 28 °C’de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen bakteri izolatlar1 tuzlu su (0.85% NacCl) i¢erisinde
¢oziilmiis, spektrofotometre kullanilarak 600 nm’de 1x10® hiicre/ml yogunlugunda
stispansiyonlar hazirlanmistir (Sekil 3.6). Hazirlanan siispansiyon igerisine hiyar fideleri
daldirilarak 1 saat bekletilmis ve bakterilerin kolonizasyonu saglanmistir (Sekil 3.7).
Daha sonra uygulama yapilan fideler steril toprak, torf ve perlit (1:1:0,5) bulunan
saksilara sasirtilmistir (Sekil 3.8). Fideler saksilara aktarildiktan 7 giin sonra bitki
govdesinde topraktan 4 cm yukarida, 5 mm capinda yara acilmistir (Sekil 3.9). 1x108
hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan bakteri siispansiyonundan agilan yaralara 0,5 ml pipet
yardimiyla uygulanmistir (Sekil 3.10). Uygulamadan hemen sonra S. sclerotiorum’un 5
mm capindaki miselyum diski agilan yaraya yerlestirilmistir (Sekil 3.11). Inokule edilen
nokta nemli pamuk ile sarilarak kapatilmistir (Sekil 3.12). Pozitif kontrol bitkileri
yalnizca S. sclerotiorum ile inokule edilmistir (Tozlu ve ark., 2016). Negatif kontrol
grubu olarak bitkilere sadece saf su, ilagli kontrol grubu olarak da bitkilere Metalaxyl-
M+Fludioxonil etkili maddeli ila¢ firmanin o6nerdigi dozda uygulanmistir. Deneme
tesadiif parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii olarak 2 kez kurulmustur.
Uygulamadan 7 giin sonra kontrol grubundaki ve uygulama yapilan gruplardaki 6li ve

canli bitki sayimi yapilmigtir.
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Cizelge 3.2. Saks1 calismasinda yapilan uygulamalar

Kodlar Uygulamalar

PK Sclerotinia sclerotiorum uygulamasi

NK Saf su uygulamasi

IK Metalaxyl-M+Fludioxonil uygulamasi

R-3 Pseudomonas brassicacearum

R-6 Pseudomonas thivervalensis

R-7 Pseudomonas chlororaphis

R-3+R-6 Pseudomonas brassicacearum+ Pseudomonas thivervalensis
R-3+R-7 Pseudomonas brassicacearum+ Pseudomonas chlororaphis
R-6+R-7 Pseudomonas thivervalensis+ Pseudomonas chlororaphis
R-3+R-6+R-7 Pseudomonas brassicacearum+ Pseudomonas thivervalensis+

Pseudomonas chlororaphis

Sekil 3.6. Uygulama yapilan rizobakteri izolat siispansiyonu
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Sekil 3.8. Siispansiyona daldirilan fidelerin sasirtilmasi
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Sekil 3.10. Agilan yaralara 0.5 ml bakteri soliisyonunun uygulanmasi
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Sekil 3.12. Inokule edilen yerlerin nemli pamuk ile kapatilmasi
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Rizobakteri izolatlarinin hiyar bitkisinde bitki gelisimine etkisinin belirlenmesi

Rizobakteri izolatlarinin beyaz ¢iiriikliik hastalig1 {izerine etkisinin yaninda hiyar
bitkisinde gelisime olan etkilerini belirlemek amaciyla da saksi ¢aligmasi yiiriitilmiistiir.
Hastaliga etkinlik c¢alismasinda belirtildigi gibi, calisma Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi, Arastirma ve Uygulama Merkezi, Bitki Koruma Béliimii hastalik serasinda
Dortel F1 fide ¢esidi kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismanin bu kisminda da Cizelge
3.2’de verilen uygulamalar (PK uygulamasi hari¢) yapilmistir. King B besi yerinde
25°C’de 48 saat gelistirilen rizobakteri izolatlariin yogunlugu saline buffer (%0,85
NaCl) ile spektrofotometre kullanilarak 600 nm dalga boyunda 0.5 absorbans degerine
ayarlanmigtir. Hazirlanan uygulama siispansiyonlar1 igerisine hiyar fidelerinin kokleri 1
saat daldirilarak koklere bakterilerin kolonizasyonu saglanmigtir (Sekil 3.13). Uygulama
yapilan bitkiler steril toprak, torf ve perlit (1:1:0,5 v/v) karistmi olan saksilara
sasirtilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii olarak 2 kez
kurulmugtur (Sekil 3.14). Glinliik bakim-sulama iglemleri takip edilmis ve yaklasik 2 ay
sonra deneme sonlandirilmistir. Deneme alanindaki tiim bitkilerde bitki boyu, gévde ¢api,

meyve sayisl, bitki yas ve kuru agirligi, kok yas ve kuru agirligr alimmistir (Sekil 3.15).

Sekil 3.13. Hazirlanan rizobakteri izolat soliisyonlarinin fidelere uygulanmasi
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Sekil 3.14. Saksi ¢calismasindan genel bir goriintii

Sekil 3.15. Deneme sonunda bitkilerde yapilan degerlendirmeler (bitki boyu, gévde ¢api,
dal ve meyve sayisi, bitki yas ve kuru agirlig1 alinmasi)

3.3 istatistiki Analizler

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS istatistik 25 paket programi kullanilarak
varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu

karsilastirma testi ile p<0.05 6nem diizeyinde belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 In vitro ¢alismalar

4.1.1 Rizobakterilerin Sclerotinia sclerotiorum’un miselyum gelisimine
etkisi

Calismanin bu kisminda rizobakterilerin S. sclerotiorum’un miselyum gelisimi {izerine
olan etkisine bakilmistir. Yapilan ¢alismada, testlenen 10 adet rizobakteri izolat1 patojen
fungus S. sclerotiorum iizerinde %65.49-88.25 arasinda degisen oranlarda bir engelleyici
etki gostermistir. Cizelge 4.1’de goriildiigi tizere, biitiin bakteri izolatlarinin fungus
tizerindeki etkisinin kontrolden farkli grupta yer aldig1 ve istatistiki olarak 6nemli oldugu
belirlenmistir. Patojen fungus iizerinde en yiiksek etki R-6 kodlu Pseudomonas
thivervalensis izolatinda %88.25 belirlenmistir (Sekil 4.1). Patojen fungus iizerinde en az
etkiye sahip olan ise R-8 kodlu Pseudomonas sp. izolatidir (Sekil 4.2). Testlenen bakteri
izolatlarinin hepsi patojen fungusun miselyum gelisimi {izerinde %60°dan fazla
engelleyici etki gostermistir.

Cizelge 4.1. Rizobakteri izolatlarinin Sclerotinia sclerotiorum’un miselyum gelisimine
etkisi

Kodlar Uygulamalar Miselyum Ortalama Etki oram

gelisimi (mm) (%)

K Kontrol 90 a* Of
R-1 Pseudomonas kilonensis 23,81 cd 73,54 cd
R-2 Pseudomonas monteilii 13,46 ef 85,04 ab
R-3 Pseudomonas brassicacearum 10,85 f 87,93 a
R-4 Pseudomonas thivervalensis 12,40 ef 86,31 ab
R-5 Pseudomonas koreensis 15,27 e 83,03 b
R-6 Pseudomonas thivervalensis 10,56 f 88,25 a
R-7 Pseudomonas chlororaphis 14,71 ef 83,64 ab
R-8 | Pseudomonas sp. 31,05b 65,49 e
R-9 | Pseudomonas sp. 25,86 ¢ 71,26d
R-10 | Pseudomonas thivervalensis 20,03 d 77,73 ¢C

*Aynu siitun igerisinde ortalamalar yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin dnemli olmadigin
gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).
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Sekil 4.1. R-6 kodlu Pseudomonas thivervalensis izolatinin Sclerotinia sclerotiorum
patojeni lizerindeki miselyum gelisimini engellemesi

Sekil 4.2. R-8 kodlu Pseudomonas sp. izolatinin S. sclerotiorum patojeni tizerindeki
miselyum gelisimini engellemesi

Yapilan in vitro ¢alismaya benzer sekilde gesitli arastiricilar tarafindan bir¢ok ¢alisma
gerceklestirilmistir. El-Kafrawy (2008) yaptigi ¢alismada S. sclerotiorum’un radyal
gelisimi tizerinde Pseudomonas fluorescens’in %69.26 oraninda antagonistik etkiye sahip
oldugunu ve sclerot olusumu {iizerinde 6nemli 6l¢iide baskilayic1 etki gosterdigini

belirtmistir. Helmy (2016) tarafindan yapilan calismada da 6zellikle Streptomyces sp.,
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Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis (Bsl) S. sclerotiorum’un miselyum
gelisimini sirasiyla %72.2, 68.0, 62.22 oraninda azaltmigtir. Soylu ve ark. (2006) ikili
petri kiiltiir testi ile 113 adet bakteri izolatinin S. sclerotiorum’a karsi antagonistik
potansiyelini incelemis ve Pseudomonas spp. AFP104 izolatinin patojen fungus ilizerinde
%83.3 oraninda etkili oldugunu belirtmistir. Aktan (2018) tarafindan yapilan benzer bir
calismada da, ikili kiiltiir testlemeleri ile 46 bakteri izolatinin S. sclerotiorum’un misel
gelisimi {lizerine olan etkileri incelenmistir. Yiiriitiilen denemede 6zellikle Bacillus spp
bagl izolatlar hastalik etmeninin misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigi tespit
edilmistir. Yapilan calisma ile hastalik etmeninin misel gelisimini engelleyen izolatlarin
cogunlugunun epifit kokenli oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar arasinda en yiiksek etki
%79.58 engelleme orani ile Bacillus cereus izolatinda goriilmiistiir. B. cereus’u takiben
ikinci sirada %74.58 oran ile Pseudomonas chlororapsis ssp. aurantiaca izolat1 yer
almistir. Bizim yaptigimiz petri denemelerinde de Pseudomonas chlororaphis izolati

%83,64 ortalama etki oran1 patojen fungus tizerinde yiiksek bir etki gdstermistir.

S. sclerotiorum ile yapilan biyolojik ¢aligmalarina benzer sekilde, Gokge (2013) yaptigi
calismada Bipolaris sorokiniana patojen fungusuna kars1 antagonistik bakteri izolatlarini
denemistir. Antifungal 6zellikleri bakimindan test edilen toplam 25 farkli tiire ait 212
izolattan en etkili olan izolatlarin iginde Pseudomonas sp. tiirleri yer almistir. Tiirler
patojen fungus lizerinde %35.72 ile %85.72 arasinda degisen oranlarda engelleme zonu

olusturmustur.

4.1.2. Rizobakterilerin Sclerotinia sclerotiorum’un sklerot ¢cimlenmesine etkisi

Calismanin bu kisminda ise, bakteri izolatlarinin sklerot canlilig1 iizerindeki etkisine
bakilmistir. Yapilan test sonucuna gore, 5 izolat (R-1, R-2, R-4, R-5, R8) ile muamele
edilen sklerotlarda canlilik devam ederken (Sekil 4.3), 5 izolat da (R-3, R-6, R-7, R-9, R-
10) sklerot oliimii gerceklesmistir (Sekil 4.4). Miselyum gelisimi lizerinde yiiksek etkiye
sahip olan izolatlar aynm1 sekilde sklerotlar {izerinde de etkili olmustur. Buna ilaveten,
canliligini kaybetmeyen sclerotlardan R2, R4 ve R5 kodlu antagonistlerle muamele
edilenlerin miselyum gelisiminin de 6énemli diizeyde baskilandig1 da goriilmiistiir. Bu
durum s6z konusu antagonistlerin fungustatik etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Rizobakterilerin Sclerotinia sclerotiorum’un sklerot canliligi tizerine etkisi

Kodlar Uygulamalar Sklerot canlihg1 Miselyum
gelisimi (mm)

K Kontrol Canli 60 a*

R-1 Pseudomonas kilonensis Canli 53,09 b

R-2 Pseudomonas monteilii Canli 21,25d

R-3 Pseudomonas brassicacearum | Olii Of

R-4 Pseudomonas thivervalensis Canli 14,27 e

R-5 Pseudomonas koreensis Canli 26,38 cd

R-6 Pseudomonas thivervalensis Olii oOf

R-7 Pseudomonas chlororaphis Olii 0Of

R-8 Pseudomonas sp. Canli 32,39 ¢

R-9 Pseudomonas sp. Olii of

R-10 Pseudomonas thivervalensis Olii Of

*Ayni siitun igerisinde ortalamalar yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin énemli olmadigini
gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Sekil 4.3. R-5 kodlu Pseudomonas koreensis izolatinin sklerot tizerindeki etkisi (misel
gelisimi goriilmiistiir)
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Sekil 4.4. R-3 kodlu Pseudomonas brassicacearum izolatin sklerot tizerindeki etkisi

Yapilan diger caligmalarda elde edilen sonuglar yiiriittiiglimiiz ¢alismayr destekler
niteliktedir. Benzer sekilde, Onaran ve Yanar (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada da
testlenen 23 izolattan 12 tanesinin sklerotlarda 6lim sagladigi, 6zellikle Pseudomonas
cinsinden P. putida ve P. fluorescens, Paenibacillus macerans, Bacillus pumilis
izolatlarinin sklerotlar izerinde etkili oldugu belirtilmistir. Yapilan diger calismalarda ise
Bacillus tiirlerinin ham ekstraktlarmin S. sclerotiorum'da misel biiyiimesini ve sklerotial
formunu inhibe ettigi belirtilmistir (Bardin ve Huang, 2001; Huang ve ark., 2002; Boland,
2004; Fernando ve ark., 2005; Onaran, 2009; Bonaldi ve ark., 2014; Ji, 2013; Ouhaibi-
Ben Abdeljalil ve ark., 2016; Vinodkumar ve ark., 2017).

Kogak (2019) tarafindan yiiriitilen bagka bir c¢alismada ise Bacillus sp. tiirlerinin
uygulandigi sklerotlarda oliimlerin goriildiigii ve misel gelisiminin ise hi¢ olmadigi
sadece Brevibacterium frigoritolerans adli bakteri izolatinin uygulandigi sklerotta misel
gelisiminin oldugu belirtilmistir. Pseudomonas cinsine ait olan R-10 kodlu Pseudomonas
thivervalensis, R-9 kodlu Pseudomonas sp., R-7 kodlu Pseudomonas chlororaphis, R-6
kodlu Pseudomonas thivervalensis ve R-3 kodlu Pseudomonas brassicacearum sklerotlar
iizerinde Oldiriicti etkiye sahip olup, diger Pseudomonas tiirlerinde ise Oliim
goriilmemistir. Sekil 4.4’de goriildiigii lizere sklerotun etrafindaki yesil renkli bakteri
gelisiminin, bakterilerin ortama biraktiklar1 metabolitlerin S. sclerotiorum‘un miselyum
gelisimini  engelleyerek  sklerotlarin  canliligimi  kaybetmesine neden oldugu

diistiniilmektedir.
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4.2 In vivo cahisma

4.2.1 Rizobakterileriizolatlarinin hiyarda beyaz ciiriikliik hastalig iizerine
etkisi

In vitro caligmalar sonucu S. sclerotiorum’un miselyum gelisimi ve sclerot canliligi
tizerinde yliksek etkiye sahip olan li¢ izolat (R-3, R-6 ve R-7) ile in vivo testler
yiiriitiilmiistiir. Ug izolatin tekli, ikili ve iiclii kombinasyonlar1 kullanilmistir. Sera
kosullarinda yapilan saksi calismasinda uygulamalarin degerlendirilmesinde 6lii/canli
bitki sayimi yapilmistir. Calisma sonucuna gore, sadece patojen fungusun uygulandigi
pozitif kontrol bitkilerinde %100 6liim gergeklesirken, negatif kontrol ve ilaglt kontrol
uygulamalarinda bitki 6liimii olmamuistir (%0). R-3 tekli uygulamasi ve R-3+R-6+R-7
ticlii kombinasyon uygulamasinda 10 bitkiden 5’inde 6liim (%50) gerceklesmistir (Sekil
4.5). R-6 tekli uygulamasi ve R-3+R-6, R-6+R-7 ikili kombinasyon uygulamalarinda ise
10 bitkiden 6’sinda 6lim (%60) gerceklesmistir (Sekil 4.6). Uygulamalar igerisinde en
yiiksek etki R-7 tekli uygulamasi ve R-3+R-7 ikili uygulamasinda goriilmiistiir (Sekil
4.7). Her iki uygulamada da 10 bitkiden 2’sinde 6liim gergeklesirken, 8’inin canlt oldugu,
herhangi bir hastalik belirtisi ve 6liim olmadigi goriilmiistiir. Bu iki uygulamada da

hastaligin %80 oraninda baskilandig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Rizobakterilerin hiyar bitkisinde beyaz ¢iiriikliik hastaligi {izerine etkisi

Kodlar Uygulamalar Olii Canh Etki
Bitki Bitki orani
Sayisi Sayisi (%)
(adet) (adet)
PK Sclerotinia sclerotiorum 10 0 0
uygulamasi
NK Saf su uygulamasi 0 10 100
IK Metalaxyl-M-+Fludioxonil 0 10 100
uygulamasi
R-3 Pseudomonas brassicacearum 5 5 50
R-6 Pseudomonas thivervalensis 6 4 40
R-7 Pseudomonas chlororaphis 2 8 80
R-3+R-6 Pseudomonas brassicacearum+ 6 4 40
Pseudomonas thivervalensis
R-3+R-7 Pseudomonas brassicacearum+ 2 8 80
Pseudomonas chlororaphis
R-6+R-7 Pseudomonas thivervalensis+ 6 4 40
Pseudomonas chlororaphis
R-3+R-6+R- | Pseudomonas brassicacearum+ 5 5 50
7 Pseudomonas thivervalensis+
Pseudomonas chlororaphis

Sekil 4.5. R-3+R-6+R-7 kodlu kombine edilen rizobakteri izolatlarinin S. sclerotiorum

patojenine karsi etkisinin NK ve PK ile karsilastirilmasi
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Sekil 4.6. R-3+R-6 kodlu kombine edilen rizobakteri izolatlarmin S. sclerotiorum
patojenine kars1 etkisinin NK ve PK ile karsilagtiriimasi

Sekil 4.7. R-7 kodlu Pseudomonas chlororaphis izolatin S. sclerotiorum patojenine karst
etkisinin NK ve PK ile karsilastirilmasi
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Beyaz ciiriiklik hastaligimin biyolojik kontroliine yonelik yapilan daha Onceki
caligmalarda c¢ok sayida antagonistik bakterinin kismen veya tamamen hastalifi
engelledigi belirlenmistir. Bu ¢alismada oldugu gibi, sera kosullarinda Onaran ve Yanar
(2011) tarafindan yapilan calismada da testlenen bakteri izolatlar1 beyaz ciirtikliik
hastalig1 {lizerinde %43.20-89.22 arasinda degisen oranlarda etkili olmustur. Calisma
sonucuna gore, en etkili izolatin Burkholderia cepecia oldugu belirtilmistir. Ayni sekilde,
Helmy (2016) tarafindan sera kosullarinda bakteri siispansiyonuna fidelerin daldirilmasi
isleminden bir hafta sonra patojen fungusun uygulanmasi seklinde yapilan ¢calismada da
Bacillus subtilis, B. thuringiensis ve Streptomyces sp. hastalik siddetini %100 oraninda

engellemistir.

Antagonistik bakteriler ile muamele edilen topraklara hiyar fidelerinin dikimiyle yapilan
bir sera ¢alismasinda ise, Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens tiirlerinin beyaz
clirlikliik hastaligini sirasiyla %95-100 ve %85-90 oranlarinda engelledigi belirlenmistir
(El-Kafrawy, 2008).

Hiyar bitkisinin disinda, kanola bitkisinde S. sclerotiorum’un biyolojik kontroliine
yonelik sera ve arazi kosullarinda yapilan bir ¢calismada da P. chlororaphis (PA-23),
Pseudomonas sp. (DF-41), B. amyloliquefaciens (BS6) fungusit uygulamasi ile
kiyaslandiginda Onemli Olciide hastaligi baskilamistir. Patojenin inokule edildigi
bitkilerde govde ciiriiklik oran1 %?20-75 arasinda degisirken, P. chlororaphis
uygulamasinda bu oran %5.0-29.6 arasinda degismistir (Fernando et al., 2007). Buna
ilaveten, Savchuck ve Fernando (2004), 10%-108 cfu mlI yogunluktaki P. chlororaphis ve
P. brassicacearum uygulamasinin askospor ¢imlenmesi {izerinde de yiiksek oranda etkili

oldugunu vurgulamislardir.

S. sclerotiorum’a karst antagonistik bakteriler konuk¢u bitki {izerinde sistemik
dayaniklilig1 etkilemektedir. Pseudomonas spp., pyoluteorin, pyrrolnitrin, phenazines,
siderophores, cyanide, 2,4-diacetylphloroglucinol gibi ¢ok sayida antimikrobiyal bilesen
(Compant et al., 2005) ve cellulose, chitinase, proteases, beta-glucanase gibi enzimler
(Hernandez-Leon et al., 2015) iiretmektedir. Benzer sekilde, in vitro kosullarda S.
sclerotiorum’u engelleyen Pseudomonas spp. DF200 ve DF209 bakteri izolatlart
benzothiazole, cyclohexanol, n-decanal, dimethyl trisulfide, 2-ethyl 1-hexanol, nonanal

antifungal organik ugucu bilesenleri liretir. Arazide ise bakteriler sclerotlarin carpogenik
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¢imlenmesini ve ascosporlarin ortaya ¢ikisini engeller (Fernando et al., 2004). Mevcut
calismada kullanilan Pseudomonas brassicacearum’un S. sclerotiorum’u baskilamada
hydrogen cyanide (HCN), protease, alginate, sclerocin ve lipopeptide molekiillerini, 2,4-
diacetylphloroglucinol ve cyanide gibi antifungal bilesenlerini kullandigi rapor edilmistir
(Berry et al., 2010; 2014; Ortet et al., 2011; Loewen et al., 2014).

Yine bu c¢alismada kullanilan P. chlororaphis, S. sclerotiorum baskilamada, sclerot ve
spor ¢imlenmesini engellemede, hyphal lysis, vacuolation ve protoplast leakage’e neden
olan 6nemli bir biyokontrol ajan1 olup, phenazine-1-carboxylic acid, 2-hydroxyphenazine
ve pyrrolnitrin (PRN) gibi antibiyotikleri irettigi rapor edilmistir (Savchuck, 2002;
Fernando et al., 2007; Zhang et al., 2004; Zhang, 2004; Selin et al., 2010).

4.2.2 Rizobakteri izolatlarimin hiyar bitkisinde bitki gelisimine olan etkisi

Calismanin bu kisminda, patojen fungus ile enfekteli olmayan sadece rizobakteriler ile
muamele gérmiis hiyar bitkilerinde rizobakterilerin bitki gelisimi {izerine olan etkisi
incelenmistir. Rizobakterilerin bitki gelisimi {izerine etki ¢alismalar1 hastalik etmenine
olan etki ¢aligmalar1 ile ayn1 donemde ve ayni1 kosullar altinda yiirtitiilmiistiir. Bitkilerde
bakim, sulama iglemleri giinliik takip edilmis ve 70 giin sonra deneme sonlandirilmistir.
Denemeler sonlandirilirken bitki boyu ve gévde ¢apr 6l¢iilmiis, meyve sayilmis, bitkinin
yas ve kuru agirligi, koklerin yas ve kuru agirliklart alinmistir. Calismaya ait veriler

Cizelge 4.4’de verilmistir.

Rizobakterilerin uygulandig1r bitkilerde 32.35-40.30 cm araliginda bitki boyu
Olclilmiistiir. Yapilan uygulamalarin kontrol bitkisinden farkli olmadigi rizobakterilerin
bitki boyu gelisiminde etkili olmadigr goriilmiistir. Govde c¢apina olan etkisi
incelendiginde de, en yiiksek gelisim R-7 uygulamasinda (3.35 cm) goriilmiistiir. Negatif
kontrol bitkisinden daha diisiik etki gosteren uygulamalarda oldugu tespit edilmistir.
Rizobakterilerin meyve sayisina etkisi ise, diger parametrelere gore daha yiiksek
goriilmiistiir. Uygulamalarda 9-12 adet meyve hasat edilirken, NK’dan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bitki yas ve kuru agirliginda R-3 uygulamasi kontrol bitkilerinden
daha ytiksek bir agirlik gdstermistir. Diger uygulamalarda kontrolden farkli olmadig:
goriilmistiir. Kok yas agirliginda ise R-6+R-7 ikili uygulamada kontrolden daha yiiksek
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oldugu ve istatistiki olarak da farkli bir grupta oldugu belirlenmstir. Kok kuru agirliginda
ise yapilan uygulamalarin istatistiki olarak onemsiz oldugu ve bdylece kontrol ile ayni

grupta yer aldiklar1 goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Rizobakteri izolatlarinin hiyar bitkisinde bitki gelisimine olan etkisi

Uygulamalar | Bitki Govde Meyve Bitki yas | Bitki Kok yas | Kok
Boyu capi (cm) | sayisi agirhk kuru agirhk kuru
(cm) (adet) (9) agirhk (9) agirhk
Q) (9)
NK 37,50 ab* | 3,10 bc 94a 29,98Dbc | 4,46 ab 8,85 ab 0,61 ab
R-3 40,30ab | 2,85abc | 10,70ab | 31,43c 5,64 b 9,12 ab 0,72 ab
R-6 37,05ab | 2,80ab 12,00 b 27,92 abc | 4,47 ab 9,34 ab 0,64 ab
R-7 37,35ab | 3,35¢ 11,90b 29,21abc | 5,63b 10,52ab | 0,78 ab
R-3+R-6 36,35ab | 3,20 bc 10,30ab | 27,69 abc | 4,70 ab 8,56 ab 0,49 a
R-3+R-7 33,75ab | 3,20 bc 9,7 ab 25,25ab | 4,37a 10,61ab | 0,67 ab
R-6+R-7 32,35b 2,55a 10,00ab | 24,84a 4,16 a 11,39b 0,7 ab
R-3+R-6+R-7 | 36,80ab | 2,95abc | 11,10ab | 28,09abc | 524 b 8,05a 0,54 a

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

Calismanin bu kismu ile ilgili rizobakterilerin hiyar bitkisinde bitki gelisimine yonelik
olarak beklenen sonuglar elde edilememistir. Yukarida da belirtildigi {izere kullanilan
bakteriyel izolatlarin hryar bitki gelisimi iizerinde etkin olmadiklar1 goriilmiistiir. Diger
caligmalar incelendiginde ise, kullandigimiz bakteriyel izolatlar disinda baz1
rizobakterilerin/antagonistik bakteriyel izolatlarin bitki gelisiminde olumlu etki yaptigi
gorilmiistiir. Elkafrawy (2008), 4 adet Trichoderma, 2 adet Gliocladium izolat1 ve
Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens bakteriyel izolatlarinin hiyar bitkisindede
bitki gelisimine olan etkilerine bakmistir. Yiiriitiilen sera ¢alismasinda, G. virens, B.
subtilis ve T. hamatum’un bitki boy gelisiminde daha etkili olduklari, ¢igek sayisini
%50’den %87’ye yiikselttikleri ve meyve verimini artirdiklart goriilmistiir. Rostami ve
ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, 7 adet Bacillus amyloliquefaciens izolatinin hiyar
bitikisinde govde ve kok uzunlugunu, bitki gelisimini ve kok agirligini 6nemli 6lciide
artirdigin1 belirtmislerdir. Caligmada bakterilerin kok bolgesinde yogun bir sekilde
kolonize oldugu belirtilmistir. Diger yapilan bir ¢aligmada da Bacillus subtilis (Bs2) ve
Serratia sp.’nin hiyarda kok ve siirgiin uzunlugunu kontrole gore 6nemli 6l¢tide artirdigi

belirtilmistir (Helmy, 2016).
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Biyolojik kontrol ajanlar1 bitki gelisimini {rettikleri bitki hormonlarindan ve
vitaminlerinden dolay1 artirirlar bu sekilde de bitki de kok boyu uzar ve verim artar. Ayni
zamanda minerallerin translokasyonunda ve aliniminda da uygun forma doniistiirtiliir.
Cok sayida mikroorganizma bitkide kok, siirgiin ve verimde 6nemli 6l¢iide artis saglayan
Indol-3-asetik-asit (IAA), fitohormon, giberalik asit iiretirler (Haggag ve Wafaa, 1997,
Green ve ark., 2001). Bitki kok gevresini, kok yiizeyini habitat edinen bu bakteriler yogun
bir sekilde kok bdlgesine kolonize olarak, topraktaki fizyokimyasal aktiviteleri
gerceklestirirler. Rizobakterilerin etki mekanizmalari tam olarak bilinmemekle birlikte,
tarimsal {iretimde biyotik ve abiyotik faktorlere karsi kullanimina yonelik son yillarda
calismalar yogun bir sekilde artmaktadir. In vitro, in vivo denemeler seklinde yiiriitiilen
bu ¢aligmalarda, kullanilan rizobakteriler veya antagonistik bakteriyel izolatlar hastalig
baskilamada veya bitki gelisimini artirmada ayni etkiyi gostermeyebilirler. In vitro
denemelerde yiiksek etki gosteren bakteriye izolatlar her zaman en etkili biyolojik
miicadele eleman1 olamayabilir (Weller, 1998; Bernett ve ark., 1999). Yiiriittiigiimiiz bu
caligmada da, S. sclerotiorum hastalik etmeninin miselyum gelisimi ve sklerot canliligi
tizerinde etkili olan bakteriyel izolatlar hiyar bitkisinde bitki gelisimi {izerinde etkili
olamamuistir. Calismanin bu kismi ile ilgili olarak bakterilerin kdk bolgesinde yeterince

kolonize olamadig1 veya yeterli yogunlukta olmadig diisiiniilmektedir.

Sekil 4.8. Rizobakteri izolatlarinin uygulandigi hryar bitkilerinin goriiniimii
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Sekil 4.9. Deneme sonunda bitki agirlik 6l¢timlerinin yapilmasi

Sekil 4.10. Deneme sonrasi bitkilerin degerlendirilme agamast
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5. SONUC

Giinlimiizde bitkisel iiretimde kalitenin ve verimin artirilmasi ve tarimsal ilaglarin
kullaniminin azaltilmasi i¢in biyolojik miicadele kapsaminda bitki hastaliklarina kars
antagonistik bakterilerin ve/veya bitki biiyiime diizenleyici rizobakterilerin kullanilmalari
Oonemli arastirma konularindan birisidir. Bitki hastaliklarinin baskilanmasi ve saglikli
bitki gelisiminin saglanmasi acisindan bu bakteriler ile yapilan ¢aligmalar timit vericidir.
Beyaz ¢iiriikliik hastaligi ile miicadelede, 6zellikle kiiltiirel 6nlemler, fiziksel ve kimyasal
miicadele yapilsa da dayaniklilik problemleri ve sklerotiumlarin uzun yillar canli kalmasi
gibi sebeplerden dolay1 hastalik etmeni ile miicadelede zorluklar yasanmaktadir. Sonug
olarak, bu caligma ile, antagonistik bakteri izolatlarinin beyaz ¢iirtikliik hastaligina kars1
biyolojik miicadele ajani1 olarak kullanilma potansiyeline sahip olduklar1 ortaya
konmustur. Bu baglamda, in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucu etmen iizerinde etkili
bulunan R-7 kodlu izolatin ve R-3+R-7 kodlu ikili kombinasyonun iiretici seralarindaki

performanslarinin da belirlenmesi gerekmektedir.
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