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Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastalig
kabakgillerde verim kayiplarina neden olan 6nemli bir bakteriyel hastaliktir. Bu ¢alismada, Adana’da
bulunan ticari fideliklerde sorun olan kabakgil bakteriyel hastalik etmenlerinin tanilanmasi ve yerel
antagonistleri kullanarak Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik miicadelesi arastirilmustir.
Adana’da ticari kabakgil fidesi iiretilen alanlar gezilerek hasta hiyar fidelerinden 19 adet ve kabak
fidelerinden 8 adet olmak iizere toplam 27 izolat Pseudomonas syringae pv. lachrymans olarak
tanilanirken 14 farkli hasta kavundan elde edilen izolatlar Pseudomonas syringae pv. syringae olarak
tanilanmistir. Biyolojik miicadele calismalarinda kabakgil yetistirilen toprak, yesil aksam, meyve ve
tohumlardan toplam 134 adet yerel aday antagonist bakteri izole edilmis ve laboratuvarimiz kiltiir
koleksiyonunda bulunan 164 adet antagonist bakteri de calismaya dahil edilmistir. Toplam 298 adet aday
antagonist bakterinin in vitro antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve 29 tanesi inhibisyon zonu olusturarak
Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in gelisimini baskiladigi belirlenmistir. Ayrica bu 29 izolatin
fosfor ¢ozme potansiyeli, siderofor liretimi ve IAA iiretme yetenegi incelenmis ve biyolojik tohum
uygulamalari i¢in 15 adet antagonist bakteri se¢ilmistir. Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligina biyolojik
tohum uygulamalarinin etkisinin arastirildigi birinci denemede, 12 etkili antagonist hastaligi %21-78
oraninda baskilamistir. Ikinci tohum denemesinde, 5 adet (AD 4-2, OG1-2, OG7-7, NC-KK, X-77)
antagonist ve bir ¢ift antagonistin kombinasyonu (OG1-2 ve OG7-7) kullanildiginda hastaligin etkili bir
sekilde baskilandig1 tekrar teyit edilmistir. Basarili antagonistler Providencia rettgeri, Bacillus
amyloligofasciens, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus ve Enterecoccus casseliflavus olarak
tanilanmustir. Bu veriler 1s18inda bu izolatlarin Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik
miicadelesinde tohuma uygulanabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Tohum uygulamalari, IAA, Siderofor,
Antimikrobiyal etki
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ABSTRACT

Cucumber Angular Leaf Spot Disease, caused by Pseudomonas syringae pv. lachrymans, is a
significant bacterial disease causing yield losses in cucurbit crops. This study focuses on identifying
bacterial pathogens affecting cucurbits in commercial nurseries in Adana and investigating the biological
control of Cucumber Angular Leaf Spot Disease using local antagonists. A total of 27 isolates, including
19 from infected cucumber seedlings and 8 from zucchini seedlings, were identified as Pseudomonas
syringae pv. lachrymans, while isolates from 14 infected melon samples were identified as Pseudomonas
syringae pv. syringae. In the biological control experiments, 134 local candidate antagonist bacteria were
isolated from soil, aerial parts, fruits, and seeds of cucurbit crops, along with 164 antagonist bacteria
taken from the laboratory’s culture collection. The in vitro antimicrobial effect of 298 candidate
antagonists were assessed, of which 29 showed inhibition of Pseudomonas syringae pv. lachrymans
growth by forming inhibition zones. Additionally, the phosphorus solubilization potential, siderophore
production, and indole-3-acetic acid (IAA) production capabilities of these 29 isolates were investigated,
leading to the selection of 15 antagonists for biological seed treatments. In the first trial to investigate
the efficacy of biological seed treatments against Cucumber Angular Leaf Spot Disease, 12 antagonists
demonstrated disease suppression ranging from 21% to 78%. A subsequent trial confirmed effective
disease suppression with five antagonists (AD 4-2, OG1-2, OG7-7, NC-KK, X-77) and a combination
of OG1-2 and OG7-7. The successful antagonists were identified as Providencia rettgeri, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus, and Enterococcus casseliflavus. On the basis
of these results, it is concluded that these isolates can be applied to seeds for the biological control of
Cucumber Angular Leaf Spot Disease.

Keywords: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Seed treatments, IAA, Siderophore, Antimicrobial
effect
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1. GIRIS

Kabakgiller; Cucurbitaceae familyasina ait ¢ogunlukla tropik, subtropik ve iliman bolgelerde
yayilis gosteren, yaklasik 98 cins ile 975 tiirden olusan ¢igekli bir bitki ailesidir (Xu ve ark., 2017; Paris,
2001). Asya’da 3000 yildan daha uzun bir siire 6nce kabakgil yetistiriciliginin basladig1 bilinmektedir
(Lebeda ve ark., 2007). Ulkemiz gerek toprak zenginligi gerekse iklim kosullarinin uygunlugu sebebiyle
kabakgiller dahil bir¢ok bitki tiirliniin yetistigi bir cografyadir. Diinya kabakgil tiretiminde 6ncii iilkeler
olarak Cin, Ukrayna, Rusya, ABD ve Tiirkiye siralanabilir (FAO, 2021). Ulkemizde ticari anlamda
yetistiriciligi yapilan kabakgiller familyasina ait bitki tiirleri olarak karpuz (Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum. & Nakai), hiyar (Cucumis sativus L.), kavun (Cucumis melo L.), kabak (Cucurbita pepo L.),
bal kabagi (Cucurbita moschata L.) ve acur (Cucumis melo var. flexuosus) olarak siralanabilir.
Tiirkiye’de kabakgillerin 2022 yili iiretim verilerine gore karpuz 3.394.783 ton, hiyar 1.938.545 ton,
kavun 1.587.230 ton, sakiz kabagi 590.362 ton, balkabagi 92.968 ton, ¢erezlik kabak tiretimi 60.970 ton
ve acur iiretimi ise 39.421 ton olarak agiklanmustir (TUIK, 2022).

Kabakgil iiretiminde pek ¢ok bakteriyel, viral ve fungal hastaligin {iretim esnasinda sorun oldugu
bilinmektedir. Tehdit olusturan en 6nemli viral hastalik etmenlerinin kabak mozaik viriisii (SMV), kabak
sar1 mozaik virlisii (ZYMYV) hiyar mozaik viriisii (CMV), karpuz mozaik viriisi (WMV) ve papaya
halkali leke viriisii (PRSV) oldugu bilinmektedir. Fungal hastaliklar olduk¢a yaygin goriilmekle birlikte
iilkemiz i¢in en 6nemli olanlar1 Kiilleme etmeni olan Sphaerotheca fuligiena ve Erysiphe cichoracearum,
Mildiy6 etmeni olan Pseudoperonospora cubensis, Alternarya yaprak yanikligi etmeni olan Alternaria
cucumerina (Ellis & Everh.) Elliott, Solgunluk ve Kok ¢iiriikligli etmenleri Fusarium spp., Pythium
spp., Rhizoctonia spp. ve Antraknoz etmeni olan Colletotrichum lagenarium olarak siralanabilir (Kurt,
2020).

Viral ve fungal hastalik etmenlerinin yansira kabakgillerde sorun teskil eden bakteriyel hastalik
etmeni sayisi da oldukga fazladir. Bu hastalik etmenleri Acidovorax citrulli (Schaad et al.), Pseudomonas
syringae pv. lachrymans (Smith & Bryan) Young, Dye & Wilkie, Pseudomonas viridiflava (Burkholder)
Dowson, Pseudomonas syringae pv. syringae (Van hall), Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp,
Pseudomonas syringae pv. aptata (Brown & Jamieson) Young, Dye & Wilkie, Pseudomonas fluorescens
(Migula), Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum (Jones) Hauben et al., Pantoea ananatis
(Serrano) Mergaert, Verdonck & Kersters, Erwinia tracheiphila (Smith) Bergey et al., Erwinia
carnegiena (Standring) Brenner (Zitter, 1996), baz1 Enterobacter iiyeleri (Ozdemir, 2021), Dickeya
dadantii (Samson et al), Xanthomonas campestris pv. cucurbitae (Bryan) Vauterin, Hoste, Kersters and

Swings, Ralstonia solanecearum (Smith) ve Sphingomonas melonis, seklinde siralanabilir.



Bu hastalik etmenlerinden tilkemizde sorun oldugu tespit edilenler ise; Pseudomonas syringae
pv. lachrymans (Karaca ve Demir, 1988), Acidovorax citrulli (Demir, 1996), Pseudomonas viridiflava
(Aysan ve ark., 2003), Pseudomonas syringae pv. syringae (Dillon ve ark., 2021), baz1 Enterobacter
iiyeleri (Ozdemir, 2021) ve Pectobacterium carotovorum subsp. caratovorum (Aysan ve ark., 2006)
seklinde siralanabilir (Cizelge 1.1). Bahsedilen bakteriyel hastalik etmenlerinin hepsi liretim materyali
kokenli olmakla birlikte; ilk belirtileri kabakgil fidelerinin kotiledon yapraklarinda su emmis/yag emmis
lekeler seklinde kendini gosterir. Bunlar tohum kokenli bakteriyel hastalik etmenlerinin karakteristik ilk

belirtileridir.

Cizelge 1.1. Kabakgillerde goriilen 6nemli bakteriyel hastalik etmenleri
Ulkemizde Gériilen Kabakgil Bakteriyel Hastahk  Ulkemizde Gériilmeyen Kabakgil

Etmenleri Bakteriyel Hastalik Etmenleri
Acidovorax citrulli Dickeya dadantii

Bazi Enterobacter tiyeleri Erwinia tracheiphila

Bazi Fluorescent Pseudomonas tiirleri Erwinia carnegiena
Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum Pantoea ananatis

Pseudomonas syringae pv. lachrymans Pseudomonas cichorii
Pseudomonas syringae pv. syringae Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas viridiflava Pseudomonas syringae pv. aptata

Ralstonia solanecearum
Sphingomonas melonis
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae

Ulkemizde varhigr bilinen ve kabakgillerde hastalik yaptigi kanitlanmis olan etmenler iginde
2009 yilinda Cukurova Bolgesinde biiyiik bir epidemi yapmasi nedeniyle ilk akla gelen etmen karpuzda
Bakteriyel Fide Yanikli§i ve Meyve Lekesi Hastaligi etmeni olan Acidovorax citrulli’dir. Bu patojen
bakteri lilkemizde ilk kez 1996 yilinda Edirne sehrine bagli Enez ilgesinde goriilmiis ve etmenin yikict
ozelligi bilindigi i¢in, bu iiretim alan1 tamamen yakilip temizlenmistir (Demir, 1996). Bu tarihten itibaren
dokuz yil boyunca varligina hi¢ rastlanmayan etmenin 6nce 2004 yilinda Dogu Akdeniz’de karpuzda ve
2011 yilinda ise kavunda varlig1 tespit edilmistir (Mirik ve ark., 2006; Horuz ve ark., 2014). Acidovorax
citrulli, adindan da anlagilacagi {izere fidelerde yaniklik ve meyvelerde nekrotik lekeler seklinde tipik
belirtilere sahiptir. Bakteriyel hastalik etmenlerinin tamaminda oldugu gibi ilk bulasiklik kaynaginin
iretim materyali olmas1 sebebiyle ilk belirtilerini kotiledon yapraklarda su emmis lekeler seklinde
gosterir. Kabakgillerin tamaminda hastalik yapabilmekle birlikte, asil zararmi kavun ve karpuzda
vermektedir (Horuz ve ark., 2018).

Pseudomonas viridiflava iilkemizde ilk kez 2003 yilinda kavun ve karpuz yetistiriciliginin
yapildig ticari bir fidelikte tespit edilmistir (Aysan ve ark., 2003). Kotiledon yapraklarin altinda ilk

belirtisini veren Pseudomonas viridiflava sulu bir lezyon seklinde ortaya ¢ikabilir. Ilerleyen asamada



gercek yapraklarda diizensiz sekilli, nekrotik sari haleli lekeler seklinde bitkiyi oliime kadar
gotlirebilmektedir (Al-Fallooji ve ark., 2020).

Olduk¢a genis bir konuk¢u dizisine sahip olan Pectobacterium carotovorum subsp.
caratovorum, birgok sebze de oldugu gibi kabakgil familyasinda da yumusak ciiriikliige sebep olan
etmenlerin basinda gelmektedir (Gardan ve ark., 2003). Hastalik etmeni bir iletim demeti patojeni
(trakeobakteri) olmasi nedeniyle miicadelesi olduk¢a zordur (Aysan ve ark., 2006). Etmenle bulasik
topraklarda uzun yillar konukgu bitkilerin yetistirilmemesi Onerilmektedir (Adeolu ve ark., 2016).
Ozdemir’in yaptig1 bir ¢alismada bildirdigine gore iilkemizde artik Enterobacter cloacae, Kosakonia
cowanii ve Klebsiella pneumoniae’nin varlig1 tespit edilmis ve bu patojenik bakteri tiirlerinin de kavun
bitkilerinde yumusak ciiriikliiklere neden oldugu kamtlanmistir (Ozdemir 2021).

Ulkemizde varlig1 yaklasik 35 yildir bilinmekte olan ve Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligina
sebebiyet veren Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith and Bryan) Young et al. (Ps/) hiyar
bitkilerindeki en 6nemli bakteriyel hastalik etmenidir. Aerobik 6zellikte olan, gram-negatif, 1-5 polar
kamgiya sahip bir bakteridir. Bu patojen bakterinin optimum gelisme sicakligi 25-27°C’dir (Ozaktan ve
Bora, 1994). Hastalik etmeninin tanisint ve miicadelesini saglamak amaciyla bazi aragtirmalar
yiiritilmistir (Aksoy, 2006). Bati Anadolu bolgesinde yapilan bir ¢alismada, hastalik siddetinin illere
gore farklilik gosterdigi ve %32’°ye kadar ulastig1 belirlenmistir. Hastaligin yayginlik oraninin ise %30.5
oldugu saptanmistir (Tirkiisay, 1998). Pseudomonas syringae pv. lachrymans, bitki artiklar1 araciligiyla
topraga bulagarak burada 1-2 yil yasamini siirdiirebilir, ancak bitki artiklart bulunmadiginda toprakta
uzun siire varligmm siirdiiremez. Etmen {iretim materyali kokenli olmasi sebebiyle ilk belirtilerini
kotiledon yapraklarda verir, ilerleyen hastalik ger¢ek yapraklarda damarlarla sinirlanmig koseler seklinde
kendine 6zgii bir belirti ile karsimiza ¢ikar. Bu lekelerin zamanla rengi degisir once sar1 ardindan
kahverengilesir ve hiicreler 6liir. Olen hiicreler dokiilerek yapraklarda diizensiz deliklere sebebiyet verir.
Hastalik, yagmur, sulama ve bakim iglemleri sirasinda yayilir ve bu yayilista sulama suyunun énemli bir
rolii vardir. Sicak ve nemli iklim kosullar1 hastali§in gelisimini tesvik eder (Mortensen ve Fatmi, 2017).
Sabahin erken saatlerinde veya yliksek nem kosullarinda yapragin alt yiizeyinde bakteriyel akinti
gozlemlenebilir ve daha sonra bu akinti beyazimsi bir kabuk benzeri sekilde kurur. Hastalikla
miicadelede kiiltiirel dnlemler arasinda, hastaliktan arindirilmis tohum ve direngli ¢esitlerin kullaniminin
yani sira, Urlin rotasyonu, hastalikli bitki artiklarmin temizlenmesi, 6zellikle seralarda etmenin gelisimi
icin uygun ortamin engellenmesi, nem dengesinin korunmasi ve vektorlerle miicadele 6nemli bir yere
sahiptir. Kimyasal miicadelede, koruma amaciyla bakir bilesikleri, Maneb ve Mancozeb gibi maddelerin
kullanilabilecegi belirtilmektedir (EPPO, 2004).

Hastalikla miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin her zaman istenilen sonucu vermedigi ve kimyasal

miicadelenin gevre ve insan sagligina potansiyel riskler tagidigi gergegi, kimyasal miicadeleye alternatif



miicadele yontemlerinin 6zellikle biyolojik miicadelenin (Horuz ve Aysan, 2023) aragtirilmasini tesvik
etmektedir. Bu baglamda, biyolojik miicadelenin 6nemli bir alternatif olabilecegi diisliniilebilir. Bu tez
calismasi ¢ercevesinde ilk olarak ticari fideliklerde yaygin olarak bulunan kabakgil hastalik etmenlerinin
neler oldugunu tespit etmek, ililkemizde varlig1 tespit edilmemis hastalik etmenlerinin varligini kontrol
etmek amaclanmistir. Bir diger amag ise iilkemizde varligi uzun yillardir bilinen Pseudomonas syringae
pv. lachrymans’in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligi’'nin miicadelesinde yerel
antagonistleri kullanarak biyolojik tohum uygulamalarinin kullanim potansiyelini ortaya koymak

olmustur.



2. ONCEKI CALISMALAR

Carsner’mn (1918) bildirdigine gore; Pseudomonas syringae pv. lachrymans’m bilinen ilk
calismasini Smith ve Brayn, 1915 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde yapmistir. Smith ve Brayn
hastalik etmenini tanimlarken etmenin konukcusunda olusturdugu gozyasi benzeri bakteriyel
akintilardan ilham alarak, Latince’de gdzyasi anlamina gelen "lachrymans" kelimesini se¢mis ve bu
patojeni Bacterium lachrymans olarak adlandirmislardir. Carsner (1918), Smith ve Brayn’in 6nceki
calismalarin1 temel alarak yeni arastirmalara imza atmis ve sonu¢ olarak yeni kesfedilmis olan bu
patojene "Pseudomonas lachrymans" ismini vermistir. Zamanla, bu patojen farkli isimlerle
tanimlanmasina ragmen, Young ve Wilkie (1978) tarafindan Pseudomonas syringae pv. lachrymans
olarak adlandirilmis ve bu isim giiniimiizde de kabul gormiistiir.

Tohum kokenli olan bu hastalik, tohum ticaretiyle kabakgil yetistirilen pek cok iilkeye bulagsmis
ve varligi rapor edilmistir (Zitter ve ark., 1996). Ulkemizde bu hastalikla ilgili galismalar incelendiginde,
ilk aragtirma Karaca ve Demir (1988) tarafindan yapilan farkli bitkilerde sorun olan tohum kokenli
bakteriyel hastaliklarin tespitidir. Bu kapsamda Ege Bolgesinde hiyardan Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’1 izole etmislerdir. Ardindan, bu hastaligin Karadeniz Bolgesinde Samsun ilinin Bafra
ilgesinde (Aksoy, 2006) ve Akdeniz Bolgesinde Antalya ilinde (Basim, 2012) varlig: bildirilmistir.

Ulkemizde bu hastaligimn miicadelesi ve farkli cesitlerdeki reaksiyonlar: iizerine calismalar
yapilmustir. Ozaktan ve Bora (1994) Pseudomonas syringae pv. lachrymans’m neden oldugu hastaliga
kavun, tiiylii salatalik ve balkabaginin oldukga duyarli oldugunu kabak, salatalik ve karpuz gesitlerinin
orta veya zayif derecede duyarli oldugunu belirlemislerdir.

Tiirkiisay ve Saygili (2008) Bati Anadolu Bolgesinde yetistirilen hiyarlarda Pseudomonas
syringae pv. lachrymans’m neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaliginin siddetini ve sikca
kullanilan gesitlerin patojenlere karsi direnci, toleranst veya duyarliligini da arastirmislardir. Hastalik
siddetinin ortalama degerleri, Manisa’da %32.7, Bursa’da %17.0, Balikesir’de %16.1 ve [zmir’de %15.3
olarak hesaplanmustir. Tursuluk cesitleri arasinda Ophix, Fancipak ve AG 1204, sofralik c¢esitler arasinda
ise Reia, Sahara, Vlasstar, Octopus diger gesitlere gore patojene daha az duyarli bulundugu tespit
edilmistir.

Bu hastaligin biyolojik miicadelesi ile ilgili calismalar incelendiginde, 80’li yillarin sonunda
basladig1 ve halen devam ettigi goriilmektedir. Burada iilkemizde ve farkli {ilkelerde yapilan biyolojik
miicadele aragtirmalarina yer verilmistir.

Stankiewicz ve ark. (1990) tarafindan; hiyar rhizosfer ve filosferinde bulunabilen Bacillus,

Brevibacterium, Enterobacter ve Saccharomyces gibi mikroorganizmalarin biyolojik miicadele elemani



olma potansiyellerinin oldugu bildirilmistir. Pseudomonas syringae pv. lachrymans’i baskilama
mekanizmasi olarak antibiyosis ve besin i¢in rekabetin etkili oldugunu ileri siirmiislerdir.

Liu ve ark. (1995) Pseudomonas syringae pv. lachrymans’i neden oldugu hiyarda Koseli
Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik miicadelesinde bitki biiylimesini tesvik eden kok bakterilerinden
(PGPR) Pseudomonas putida 89B-27 ve Serratia marcescens 90-166 adli iki izolat1 tohuma kaplama
seklinde kullanmiglardir. Uygulama gormiis tohumlardan gelisen fidelerin kotiledon yapraklarindaki
lekelerde istatiksel olarak 6nemli oranda azaliglar tespit edilmistir. Ayrica bu antagonistler yapraga
kolonize oldukca yapraktaki patojen popiilasyonunun da azaldigini belirlemislerdir. Sonug olarak, bu
hastaligin entegre miicadelesinde PGPR’larin kullaniminin 6neminden bahsetmislerdir.

Wei ve ark. (1996) Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu hiyarda Koseli
Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik miicadelesinde bitki biiyiimesini tesvik eden kok bakterilerini
(PGPR) kullanarak bitkideki sistemik dayanikliligi uyarmislardir. Dayanikliligin tesviki iizerine yapilan
bu arastirmalar iki yillik bir siire boyunca ii¢ tarla denemesiyle incelenmistir. PGPR, tek bagina tohum
muamelesi olarak veya ekim sirasinda tohum muamelesi ile toprak 1slatma olarak uygulanmistir. PGPR
ile bitkide hastaliklara dayaniklilik uyarildiginda hem Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden
oldugu hiyarda Koseli Yaprak Leke Hastaligi hem de fungal etmen Colletotrichum orbiculare’nin neden
oldugu Antraknoz Hastalig1 siddetinde istatiksel olarak 6nemli diizeyde azalis tespit edilmistir.

Raupach ve Kloepper (1998) bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) olan Bacillus
pumilus INR7, Bacillus subtilis GB03 ve Curtobacterium flaccumfaciens ME1 izolatlarin1 hiyar
tohumlarina ve yesil aksama uyguladiklarinda fungal ve bakteriyel hastaliklarin 6nemli oranda azaldigini
bildirmislerdir. Iki y1l boyunca yapilan tarla denemelerinde hiyarda Colletotrichum orbiculare’nin neden
oldugu Antraknoz Hastaligi, Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu Koseli Yaprak Leke
Hastalig1 ve Erwinia tracheiphila’nin neden oldugu Kabakgillerde Solgunluk Hastaligi oldukga
azalmigtir. Bu denemeler biyolojik miicadele etmenlerinin patojen popiilasyonunu azalttigini, bitkide
dayaniklilig1 tesvik ettigini ve verimi arttirdigini géstermistir.

Kokalis-Burelle ve ark. (2003) kavun ve karpuzda sorun olan bir nematod, bir fungal etmen olan
Didymella bryoniae ve bir bakteriyel etmen olan Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu
hastaliklarin miicadelesinde, bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterilerden (PGPR) olan Bacillus
subtilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus’un etkisini sera ve tarla denemeleriyle
arastirmiglardir. Hastalik ¢ikiglarinda istatistiksel olarak azalis kaydedilirken bitki biiyiimesinde artiglar
meydana gelmistir. Kavunda Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu yaprak lekesi
kontrol parselinde ortalama 125 leke iken PGPR uygulanmis bitkilerde ortalama 44.8 ile 93.0 leke
arasinda degigmistir. Biyolojik miicadele elemanlar1 kavunda bakteriyel kokenli hastaligt %26-64

oraninda azaltmistir.



Yedidia ve ark. (2003) hiyar bitkilerinde hastaliklara dayaniklili§i uyarmak icin 7richoderma
asperellum adli antagonistik fungusu koke uygulanmasiyla koklere kolonize olan antagonist bitkide
fenolik yapidaki bilesikleri (fenilalanin, amonyak liyaz ve hidroksiperoksit) sentezleyerek ve
fitoaleksinlerin sistemik birikmesine yol agarak dayanikliligi uyardigini tespit etmiglerdir. Boylece
hiyarda Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu bakteriyel hastalik belirtilerinde %80°¢
varan azaliglar tespit edilmistir. Arastiricilar hastaligi baskilamada ve bitkide dayaniklik mekanizmasini
uyarmada etkili olan bu bilesiklerin gelecekte hastalik yonetiminde kullanim olanaklarinin
olabileceginden bahsetmislerdir.

Acar ve ark. (2008) hryar, domates ve patateste hastali§a neden olan bazi fungal ve bakteriyel
hastalik kars1 bir bitki gli¢lendiricisi olan Elexa karsisindaki durumunu arastirmislardir. Sonug olarak bu
iriin, hiyarda Pseudomonas syringae pv. lachrymans’i, domates ve patateste Botrytis cinerea,
Pseudoperanospora cubensis ve Phytophthora infestans’1 basarili bir sekilde engelleyerek %60’a varan
bir koruma sagladigini bildirmislerdir.

Garcia-Gutiérrez ve ark. (2012) kavunda Podosphaera fusca’nin neden oldugu Kiilleme
Hastalig1 ve Pseudomonas syringae pv. lachrymans’ i neden oldugu Koseli Yaprak Leke Hastaliginin
biyolojik miicadelesinde bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterilerden (PGPR) olan Bacillus subtilus,
Bacillus cereus ve Pseudomonas fluorescens’un etkisini arastirmiglardir. Bu PGPR izolatlar1 tohuma
uygulandiginda kavunda hastaliklara karsi sistemik dayaniklilik aktive edilmis ve bakteriyel hastalik
%16-61 oraninda baskilanmistir. Ayrica bu uygulamalar bitki biiyiimesinde %30’luk bir artisa neden
olmustur. Elde edilen veriler kavun iiretiminde entegre hastalik yonetiminde PGPR kullaniminin timit
var sonuglara sahip oldugunu gostermistir

Ozaktan ve ark. (2013) hryarlardan elde edilen endofitik bakteriler ile Fusarium oxysporum f.
sp. cucumerinum’un neden oldugu Hiyar Solgunlugu ve Pseudomonas syringae pv. lachrymans’ i neden
oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligina karsi biyolojik miicadele olanaklkarimi arastirmiglardir.
Calismalar sonucunda elde edilen 104 adet endofitik bakterinin %30’undan fazlasinin [AA iiretme
yeteneginde oldugu, ortalama %46’simmin 3-19 mm arasinda degisen siderofor zonlar1 lirettigi ve
%29’unun fosfat ¢ézme yeteneginde oldugu belirlenmistir. Pseudomonas syringae pv. lachrymans’
engelleme oranini belirlemek i¢in yapilan ikili kiiltiir petri denemelerinde ise 104 endofitik bakterinin
23 tanesinin 2-7 mm arasinda degisen inhibisyon zonlar ile patojen bakteriyi baskilayabildigi tespit
edilmistir.

Akbaba ve Ozaktan (2018) Pseudomonas syringae pv. lachrymans’m neden oldugu Hiyar Koseli
Yaprak Leke Hastaligmin biyolojik miicadelesinde endofitik bakterilerin etkisini arastirmislardir.
Saglikli hiyar bitkilerinin kok, gévde ve yapraklarindan izole ettikleri antagonist bakterilerin se¢iminde

antibakteriyel etki, siderofor iiretimi, indol-3-asetik asit {iretimi ve fosfat ¢dzme yeteneklerini



aragtirmiglardir. Yapilan saksi denemelerinde CB361-80 ve CC372-83 kodlu endofit bakteri izolatlart
hastalik gelisimini baskilarken bitkide biiyiimeyi tesvik etmiglerdir. Ayrica bu antagonistler tohuma
uygulandiginda biiyliyen yesil aksamda da antagonist bakteri kolonize olmay1 basarmistir. Bu etkili
antagonistler Ochrobactrum pseudintermedium ve Pantoea agglomerans olarak tanilanmigtir.

Akkoprii ve Ozaktan (2018) Pseudomonas syringae pv. lachrymans’mn neden oldugu hiyarda
Koseli Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik miicadelesinde koke kolonize olan bakterilerin etkisini
arastirmiglardir. Serada topraksiz bir yetistirme sisteminde yapilan denemelerde kok bakterilerinden
Pseudomonas putida AA11/1 kodlu izolatin ve bir bitki aktivatorii olan asibenzolar-S-metil (ASM)’in
strasiyla hastalig1 duyarli gesitte %69 ve %34, toleranslh ¢esitte ise %92 ve %21 oraninda azalttigin
belirlemislerdir. Uygulamalarin meyve verimini duyarli ve toleransh gesitte sirasiyla %68 ve %33
oraninda 6nemli 6l¢iide artirdigini bildirmislerdir. Bu aragtirma kdk bakterilerinin hem hastalig azalttigi
hem de verimi arttirdigini gostermektedir.

Luo ve ark. (2019) hiyar filosferinde bulunan mikrobiyal topluluklari ve bunlarin degisiminin,
hiyarda Koseli Yaprak Leke Hastaligina neden olan patojen bakteri Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’la olan iligkisini arastirmiglardir. Farkli bolgelerden alinan yaprak orneklerinde mikrobiyal
toplulugun yapisinin degistikge patojen popiilasyonun da degisime ugradigini belirlemislerdir. Yaprak
yiizeyindeki mikrobiyal toplulugun cesitliligi ve rekabeti arttik¢ca patojen popiilasyonu stabil kalirken,
mikrobiyal toplulugun istikrar1 bozuldugunda ekosistemin isleyisinin bozuldugunu ve patojen
popiilasyonda artis oldugunu belirlemislerdir.

Akkoprii ve ark. (2021) Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu hiyarda Kdoseli
Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik miicadelesinde kullanilan endofitik bakterilerin yesil aksama
kolonizasyonu, kaliciligi, bitki bliylimesine, verime ve hastalik baskilanmasina etkisi konusunda ¢ok
onemli veriler elde etmislerdir. Endofitik bakterilerin uzun vadeli popiilasyon dinamiklerini
incelediklerinde, bunlarin bitkinin her yerine kolonize oldugunu ve sistemik olarak da tagmabildigini

gostermislerdir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calisma Alam: Adana ilinde kabakgil fidesi yetistiren ticari fidelikler, Cukurova Universitesi
Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvari ve iklim odasi ¢alisma alani olarak kullanilmastir.

Besi Yerleri: Calismada patojen ve antagonist bakteri izolatlarinin gelismesi ve saklanmasi i¢in
Tryptic Soy Agar (TSA) (40 gr/L), Nutrient Broth (NB) (8 gr/L), King B (Proteose peptone 20 g/L,
gliserin 10 ml/L, KoHPO4 1.5 g/L, MgSO47(H20) 1.5 g/L, agar 15 g/L) ve Yeast Dekstroz Kalsiyum
Karbonat Agar (YDCA) (yeast extract 10gr/L, dextrose 20 gr/L, CaCOs 20 gr/L, agar 15 gr/L.) besi
yerleri kullanilirken (Lelliott ve Stead, 1987), antagonistlerin etki mekanizmalarinin aragtirildig1 kisimda
Pikovskaya Agar (PVK), Mavi Chrome Azurol-S (CAS) Agar ve Luria Bertani Broth (LB) (tryptone 10
gr/L, yeast exctract 5 gr/L, NaCl 10 gr/L, pH: 7.0) besiyerleri (Sezonov ve ark., 2007) kullanilmigtir
(Chung ve ark., 2005, Schwyn ve Neilands, 1987).

Alet ve Makinalar: Calismada saf su cihazi, hassas terazi, magnetik karistirici, Ph metre,
otoklav, etiiv, sicak su banyosu, steril kabin, buzdolabi, inkiibatdr, McFarland dansiyometre ve erlen
calkalayici kullanilmistir.

iklim Odasi: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma boliimiinde bulunan, klima
ile 1sitilan ve sogutulan 26+2°C sicaklikta, %65-75 nem igeriginde, giindiiz 16 saat aydinlik, gece 8 saat
karanlik kosullara sahip, iklim odasinda patojenite testleri ve tohum denemeleri yapilmustir.

Bakteri Kiiltiirii: Denemelerde bakteri kiiltiirii olarak 2023 yilinda izole edilen ve tiir diizeyinde
tanisi yapilan Pseudomonas syringae pv. lachrymans kullanilmistir. Patojenin alt tiir diizeyindeki tanisi
bu tez ¢calismasi kapsaminda yapilmistir. Karsilastirma kiiltiirii olarak YA-913 kodlu Acidovorax citrulli,
YA-95 kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, YA-241 kodlu Erwinia amylovora, YA-
713 kodlu Pectobacterium caratovorum, YA-731 kodlu Pseudomonas corrugata ve YA-26 kodlu
Pseudomonas syringae pv. syringae kullanilmistir.

Tohum/Fide ve Torf: Calismada ticari olarak satin alinan Borna ¢esidi hiyar fideleri, Hermanos,
FK-202 ve Bravos ¢esidi kavun fideleri, Mico c¢esidi kabak fideleri, Karain ve Sahra g¢esidi karpuz
fideleri ile; Beith alpha cesidi hiyar tohumu ve iireticiden temin edilen ilagsiz yerli hiyar tohumlari

kullanilmistir. Torf olarak ise Klasmann Torf Potgrond P iiriinii kullanilmistir.



3.2. Metot
3.2.1. Ticari Fidelik Ziyaretleri ve Hastalikhi Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Adana ilinde birgok ticari fidelik bulunmakta ve bu ticari fideliklerin tamaminda kabakgillerin
iiretimi yogun olarak yapilmaktadir. Ticari fideliklerde iiretilen hiyar, karpuz ve kavun fidelerinin Adana,
Mersin, Osmaniye, Hatay, Maras ve Adiyaman illerinde bulunan {ireticilere sevkiyati subat aymin
basindan itibaren baslamaktadir. Benzer sekilde kabak ve balkabagi fidelerinin sevkiyati da eyliil-ekim
aylarinda yapilmaktadir. Bu tarihler géz 6niinde bulundurularak, kabakgil yetistiriciligi yapilan ticari
fideliklere fide sevkiyatinin hazir oldugu donemde ziyaretlere baglanmistir. ilk ziyaret 3 Subat 2023
tarihinde yapilmistir ancak 6-7 Subat 2023 tarihinde yasanan deprem felaketi nedeniyle fidelik
incelemelerine ara verilmek zorunda kalinmistir. Bu siirecte ticari fidelikler yetistirdikleri fidelerin
sevkiyatini zaten yapamamig ve satisa hazir fideler ticari fideliklerde muhafaza edilmek zorunda
kalinmigtir. Deprem sonrasi 1 Mart 2023 tarihinde tekrar ticari fidelik ziyaretlerine baglanmis ve
incelemelere 14 Mart 2023 ve 30 Mart 2023 tarihlerinde devam edilmistir (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2).

Daha o6nce Adana ilinde Acidovorax citrulli, Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas viridiflava’nin neden oldugu kabakgil bakteriyel hastaliklarinin varlig1 rapor edildigi i¢in
bu patojenlerin sorun oldugu bilinmektedir. Bunlar yaninda Pseudomonas syringae pv. lachrymans, bazi
Enterobacter iyeleri (Enterobacter cloacae, Kosakonia cowanii ve Klebsiella pneumoniae),
Pectobacterium carotovorum, Dickeya dadantii, Xanthomonas campestris pv. cucurbitae, Ralstonia
solanecearum ve Sphingomonas melonis’in neden oldugu bakteriyel hastaliklarin Adana ilinde varlig
konusunda arastirma yapilmistir. Bahsedilen bu bakteriyel hastalik etmenlerinin hepsi tohum kokenlidir
ve tohum kokenli bakteriyel hastaliklar da ilk belirtilerini her zaman kotiledon yapraklarda su emmis
1slak lekeler seklinde olusturmaktadir (Horuz ve Aysan, 2023). Bu ilk belirtiler tohum kdkenli bakteriyel
hastalik etmenleri i¢in ortaktir. Kabakgillerin kotiledon yapraklarinda su emmis gibi goriinen 1slak
lekeler bakteriyel bir hastaligin varligini kanitlar nitelikte oldugundan ticari fideliklerden hastalikli bitki
ornekleri toplanirken kotiledon yapraklardaki su emmis lekeler referans noktasi olarak kullanilmisgtir.
Fidelik ziyaretlerinde inceleme yapilirken bitkilerin kotiledon yapraklar1 ve ardindan gergek yapraklari
son derece dikkatli bir sekilde incelenmistir. Ger¢ek yapraklarda 6zellikle yaprak kenarlarinda sarimsi
haleler bulunan nekrotik lekeler, yaprakta ve/veya govde dokularinda yumusak ciiriikliik belirtileri

gosteren Oornekler toplanmistir.
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Seil 3.1. Ticari fideliklerin incelenmesi ve hasta bitki 6rneklerinin toplanmasi
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Kabakgil bitkilerine ait hasta bitki dokular1 kagit havlu arasina sarilarak kese kagidi igerisinde
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimiinde bulunan Bakteriyoloji laboratuvarima
getirilmigtir. Hasta orneklerden patojen bakteri izolasyonu yapilana kadar hasta dokular +4 C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Hasta Bitkilerden Patojen Bakteri izolasyonlar

Farkli tarihlerde ticari fideliklere yapilan ziyaretlerde 82 adet bitkide hastalik belirtileri tespit
edilmis ve ayrica her bir tohum lotundan gelisen fidelerin yer aldig: viyollerden en az iki adet olmak
iizere toplam 10 adet hasta kabakgil (hiyar, kavun ve kabak) bitkileri toplanmistir. Bu bitkilerden patojen
izolasyonu yapilana kadar drnekler buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Laboratuvarda hasta bitki dokular1 (kotiledon ve gercek yapraklar) once akan ¢cesme suyunda
yikanmis ve ilag kalintilar1 (6zellikle mavi renkli olarak goriilen bakirli preparatlar) uzaklagtirilmstir.
Kagit havlu tizerinde tamamen kuruyuncaya kadar 6rnekler bekletilmistir. Calisma alanm1 %70’lik alkolle
silinerek bir kagit havlu yayilmis ve iizerine hasta bitki dokular1 yerlestirilmistir. Ardindan, steril bir
bistiiri yardimiyla hastalikli ve saglikli kismi icerecek sekilde tek bir lekeden 3-4 mm boyutunda doku
ornekleri alinmistir. Alinan bu leke %70’lik alkol ile yiizeyden dezenfekte edilmis ve steril porselen
havanlara konulmustur. Havanlarin igerisindeki ek havaneli yardimiyla iyice ezilerek iizerine 3 ml
Saline Buffer (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi) eklenerek homojenize edilmistir. TSA besi yeri iceren petriler
cizim yapilmadan once kapaklan steril kabinde acilarak yiizeyindeki nem uzaklagtirilmistir. Steril
kabinde 15 dakika bekletilen havanlardan bir 6ze dolusu (yaklagik 10ul) homojenat alinarak petrilere iig
¢izgi yontemi ile ¢izimler yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Petrilerin agzi parafin sarilarak
kapatilmistir. izolasyon petrileri 26°C’de inkiibatdrde 24-48 saat inkiibe edilmis ve gelisen koloniler
incelenmistir. Besiyerinde baskin olarak gelisen beyaza yakin krem renkli tek koloniler secilerek TSA

besiyerine saflastirmalar yapilmistir

3.2.3. Bakteri Izolatlarinin Tans

Hasta bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda saflastirilan bakterilerin tanisinda Gram
reaksiyon, LOPAT testleri (Lelliot ve Stead, 1987), TSA ve King B besiyerlerindeki koloni morfolojisi
ve MALDI-TOF MS yontemi (Soylu ve ark., 2020) kullanilmustir.

Potasyum Hidroksit ile Gram Reaksiyon: Gram reaksiyonlar1 belirlenecek tiim kiiltiirler TSA
besiyerine c¢izilerek 24 saat gelistirilmistir. Bu test i¢in taze hazirlanmis olan %3’liik KOH (potasyum
hidroksit) ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu ¢ozelti lamlar {izerine bir damla damlatilmis ve taze gelistirilmis

patojen bakteriler kiirdan yardimiyla bu damlaya bulastirilarak yavasca karigtirllmistir. KOH, Gram
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negatif bakterilerin hiicre duvar1 ve zar yapisim1 bozarak hiicrelerin 6liimiine ve i¢ yapilarin agiga
¢ikmasina neden olur, bu sayede kiirdan yukar1 dogru yavasga kaldirildiginda viskoz bir durum meydana
gelir, karisimda iplik gibi bir uzama/siinme olusur. Bu reaksiyon bakterinin Gram negatif oldugunu
gostermektedir. Calismada karsilagtirma amaciyla laboratuvar kiiltiir stogunda bulunan Gram negatif
ozellige sahip Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) ve Gram pozitif 6zellige sahip
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (YA-95 kodlu) kiiltiirii kullanilmustir.

TSA ve King B Besiyerlerinde Koloni Morfolojisi: Elde edilen izolatlar TSA ve King B
besiyerlerine ii¢ ¢izgi yontemiyle cizildikten sonra 26 £1°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra TSA besiyerinde tek koloni gelisen izolatlarin koloni rengi, biiytlikliigt, yiiksekligi, kenar sekli ve
kivami not edilmistir. Ayrica, King B besiyerine ¢izilen bu izolatlarin floresan pigmentasyon 6zelligi
degerlendirilmistir (Schaad ve ark., 2001). Calismada karsilagtirma amaciyla laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan floresan 6zellige sahip Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) ve
non-floresan 6zellige sahip Pseudomonas corrugata (YA-731 kodlu) kiiltiirti kullanilmastir.

Levan Olusumu: Levan olusumu, levan siikraz enziminin sakkaroz lizerindeki aktivitesi ile
olugmaktadir. Bir litre steril saf su igerisine 23 gram Nutrient agar ve 5 gram siikroz konulmus ve 121°C
15 dakika otoklavda sterilize edilmistir. Sicak su banyosunda 50+2°C sicakliga kadar sogutulan besi yeri
petrilere dokiilmiistiir ve ardindan patojen bakteriler bu besiyerine ii¢ ¢izgi ekimi seklinde ekilmistir.
Petriler 25+1°C’de 2-3 giin inkiibe edildikten sonra ortamda mukoid ve kubbemsi koloni gelisimi pozitif
olarak kabul edilmistir. Calismada levan tipte koloni olusturan Erwinia amylovora (YA-241 kodlu)
izolat1 karsilastirma amaciyla kullanilmigtir.

Oksidaz Testi: TSA besiyerinde 24 saat gelistirilen patojen bakteri izolatlar1 taze hazirlanan
%1°1lik N:N:N:N- Tetrametilyl,4 phenylene diammonium diclorid soliisyonu damlatilmig kurutma
kagitlari iizerine steril plastik 6ze yardimiyla siiriilmiis ve 15 saniye sonra renk degisimi maviye donmesi
pozitif olarak degerlendirilmistir. 15 saniyeden daha uzun bir siirede maviye doniisiim pozitif
saytlmamistir. Calismada oksidaz pozitif 6zellikteki Acidovorax citrulli (YA-913 kodlu) ve oksidaz
negatif ozellikteki Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) izolatlar1 karsilastirma amaciyla
kullanilmustir.

Patateste Pektolitik Enzim Aktivitesi: Patates yumrular1 toprak ve yabanci maddeler
temizlendikten sonra %]1’°lik sodyum hipoklorid ile dezenfekte edilmis ve ardindan steril distile su ile
durulanmistir. Yaklasik 1 cm kalinliginda dilimlenen patatesler nemli, steril filtre kagidi iceren steril cam
petrilere yerlestirilmistir. TSA besiyerinde 24 saat gelistirilen kabakgil izolatlarindan hazirlanan bakteri
siispansiyonlari (107 hiicre/ml) patates dilimlerinin {izerine 100ul damlatilmistir. Petriler 25+1°C’de 2-3

giin inkiibe edildikten sonra patates dilimlerinde goriilen yumusak ¢iiriikliik olusumu pozitif olarak
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degerlendirilmistir. Calismada pektolitik enzim iireten Pectobacterium carotovorum (YA-713 kodlu)
izolat1 karsilastirma amaciyla kullanilmistr.

Arginin Dehidrolase Testi: Arginin dehidrolase testi i¢in 1.0 g Peptone, 5.0 g NaCl, 0.3 g
K2HPO4, 0.01 g Phenolred, 10 g L - Arginin HCL ve 3 g Agar 1000 ml saf su igerisinde 1sitilmistir.
Hazirlanan besi ortami sicak su banyosunda 45°C’ ye kadar sogutulduktan sonra Ph:7.2 olacak sekilde
ayarlanmig ve 10 ml’lik cam tiiplere 3’er ml olacak sekilde konulmustur. Tiipler 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilip sogutulan tiiplere steril bir 6ze yardimiyla kabakgil
bakteri kiiltiirleri bulastirilmis ve tiiplerin iizeri steril parafin ile kaplanmistir. Karsilagtirma kiiltiirii
olarak arginin dehidrolase testi pozitif olan Pseudomonas corrugata (YA-731 kodlu) izolati
kullanilmistir. Bakteri asilanan tiipler 10-12 giinliik inkiibasyondan sonra besi ortamini koyu pembe-
kirmiz1 rengi agik pembeye ceviren kiiltiirler pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Reaksiyonu: TSA besiyerinde 24 saat gelistirilmis olan kabakgil
bakteri izolatlar1 steril distile su ile karigtirilarak 107 hiicre/ml yogunlugunda siispansiyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan stispansiyonlar, steril enjektor yardimiyla Nicotiana tabacum L. cv. Samsun-
NN c¢esidi tiitiin yapraginm iki damar arasina inokiile edilmistir. Inokule edilen alanlarda 24-48 saat
icinde olusan nekrotik gdriinim pozitif olarak kabul edilmistir. Caligmada tiitiinde asir1 duyarlilik
reaksiyonu pozitif olan Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) izolati karsilastirma amaciyla
kullanilmagtir.

Bakteri Izolatlarinin MALDI-TOF MS ile Tansi: Patojenlerin kesin tiir teshisleri Prof. Dr.
Soner Soylu Danismanliginda MALDI-TOF (Matriks Assisted Lazer Desorption lonization Time Of
Flight Mass Spectrometry/ Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ucus Siireli Kiitle
Spektroskopi) (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kiitle spektrofotometresiyle
gerceklestirilmistir (Soylu ve ark., 2020). MALDI-TOF sistemi son teknoloji ve oldukca yeni bir
sistemdir. Sistemin ¢aligma mekanizmasi, bakteriden dogrudan lazer ile elde edilen protein profillerinin
cihazin kiitliphanesindeki tanimli izolatlar ile karsilastirilma prensibine dayanmaktadir. Saf kiiltiirden
alinan ve TSA besi yeri ortaminda 24 saat gelistirilen bakteri kolonisinden alinan 6rnekler ethanol/formik
asit yontemi ile muamele edildikten sonra (Pavlovic ve ark., 2012) cihazin 6rnek tablasina (target)
yiiklenerek cihazin kiitiiphanesindeki mikroorganizmalar ile BioTyperTM 1.1 software (Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) yazilimi ile karsilastirmak sureti ile teshisleri yapilmistir. Teshisler
sonucunda firmanin belirttigi {izere ortaya ¢ikan skor degerleri 2.3-3.0 aralifinda ise tiir diizeyinde
oldukea giivenilir; 2.0-2.99 araliginda cins diizeyinde oldukga giivenilir, tiir diizeyinde giivenilir; 1.70-
1.99 arasinda ise cins diizeyinde giivenilir tiir diizeyinde muhtemel diizeyde giivenilir; 1.7 degerinin

altinda olan skorlar ise giivensiz tan1 olarak degerlendirilmistir (Soylu ve ark. 2020). Kabakgillerden
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izole edilen 41 izolat igerisinden segilen 4 izolat (MOH-1, MOK-1-1, MOKa-1 ve MOKa-1-1) ile bu

calisma yapilmistir.

3.2.4. Farkh Kabakgil Bitkilerinde Patojenite Testleri

Hasta kabakgil bitkilerinden yapilan izolasyonlar sonucunda saflagtirilan 41 adet bakteri
izolatimin tamisinda Gram reaksiyon, LOPAT testleri, farkl1 besiyerlerindeki (TSA ve King B) koloni
morfolojisi ve MALDI-TOF MS yontemi kullanilarak tiir diizeyinde tanis1 yapilabilmektedir. Patojen
bakterinin alt tiir yani pathovar diizeyindeki tanisi i¢in konukgu testlerine ihtiya¢ vardir. Genis bir
konukeu dizisine sahip olan Pseudomonas syringae pv. syringae limon, hiyar, kabak, kavun ve karpuz
bitkilerini hastalandirirken (Dillon ve ark., 2021), Pseudomonas syringae pv. lachrymans sadece hiyar
ve kabak bitkilerini hastalandirmaktadir (Lelliot ve Stead, 1987). Bu baglamda, ¢alisma kapsaminda
hasta kabakgil bitkilerinden izole edilen bakteri izolatlarinin farkli konukgulart (limon, hiyar, kabak,
kavun ve karpuz) hastalandirma yetenekleri laboratuvar ve cam sera kosullarinda arastirilmistir.

Ik patojenite testi laboratuvar kosullarinda koparilmis hryar ve limon meyveleri iizerinde
yapilmigtir. Akan ¢esme suyu altinda yikanan hiyar ve limon meyveleri kurutulduktan sonra yiizeyi
%70’1ik alkolle silinerek dezenfekte edilmistir. Yiizeyden dezenfekte edilen meyveler steril filtre kagidi
yerlestirilmis petriler igerisine konulmustur. Hasta hiyar, kabak ve kavun bitkilerinden izole edilen 41
adet bakteri izolatinin 24-48 saatlik taze Kkiiltiirlerinden dansiyometre yardimiyla 107 hiicre/ml
yogunlugunda bakteri siispansiyonlari hazirlanmigtir. Hazirlanan siispansiyonlar, steril siringa
yardimiyla meyvelerin iist kisminda bulunan bes yere yara agilarak inokiile edilmistir. Negatif kontrol
olarak steril su ile, pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) izolatiyla
meyvelere ayni sekilde isleme tabii tutulmustur. Filtre kagitlar1 steril suyla nemlendirildikten sonra
meyveler oda sicakliginda 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Hiyar meyvelerinde inokulasyon noktasi
etrafinda gelisen su emmis alanlarin ve limon meyvelerinde inokulasyon noktasi etrafinda ige ¢okiik
kahverengi lekelerin varligi hastalik olusumu igin pozitif olarak degerlendirilmistir. inokulasyon noktas1
etrafinda hastalik belirtisi olusturan izolatlarin patojenitesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Ikinci patojenite testi 1s1tmasiz cam sera kosullarinda, ticari fideliklerden satin alinan 8-10cm
boyunda, saglikli kabakgil (hiyar, kabak, kavun ve karpuz) fideleri iizerinde 17 Mayis 2023 tarihinde
yapilmistir (Sekil 3.3). Calismada hiyar (Cucumis sativus) gesidi olarak oturak, agik tarla yetistiriciligine
uygun Borna F1; kavun (Cucumis melo) ¢esidi olarak tiinel ve agik tarla yetistiriciligine uygun Kirkagag
tipi kavun cesitleri olan Hermanos F1 ve Bravos F1; kabak (Cucurbitae pepo) gesidi olarak agik tarla
yetistiriciligine uygun ampul tipi bir ¢esit olan Migo F1; karpuz (Citrullus lanatus) cesidi olarak agik
tarla ve Ortii alt1 yetistiriciligine uygun siyah meyve rengine sahip bir ¢esit olan Karain F1 ve Crimson

Sweet yani alaca meyve rengine sahip bir ¢esit olan Sahra F1 ¢esitlerine ait fideler kullanilmistir. Bu
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denemede 41 bakteri izolat1 yerine, bunlarin izole edildigi 10 hasta bitkiden birer adet izolat segilerek
toplam 10 izolat ile ¢alisilmigtir. Segilen bakteri izolatlar1 TSA besiyerinde 24-48 saat gelistirildikten
sonra dansiyometre yardimiyla steril saf suda 107 hiicre/ml yogunlugunda siispansiyonlari1 hazirlanmustir.

Yaprak patojenlerinin bitkiye stomalardan giris yaptig1 géz 6niinde bulundurularak, patojenin
dogadaki yasam sekli taklit edilmis, bakteri siispansiyonu bir el piilverizatorii yardimiyla fidelerin yaprak
altindan piiskiirtiilerek bitkilere inokulasyon gerceklestirilmistir. Her bir bakteri izolati, 6 kabakgil
¢esidine (Borna, Hermanos, Bravos, Mico, Karain ve Sahra) iiger tekrar olmak iizere toplam 18 fideye
inokule edilmistir. Negatif kontrol olarak steril su ve pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv.
syringae (YA-26 kodlu) izolati, aym ydntemle farkli c¢esit ve tiirlere ait kabakgil fidelerine
piiskiirtiilmiistiir. Denemede toplam 216 adet fide kullanilmistir. Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliim arazisindeki 1sitmasiz cam serada tutulan bitkilerin, pozitif kontrolde hastalik
belirtisi goriilen 1 Haziran 2023 tarihine kadar (yaklasik 2 hafta) bakimlar1 yapilmstir. Fideler glinliik
olarak kontrol edilmis ve hastalik belirtisi gosteren bitkilerden yeniden bakteri izolasyonlar1 yapilarak

Koch postulatlarinin asamalar1 tamamlanmustir. Yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen re-izolatlar

egik agar besi yeri olan YDCA besi yerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

5 ; %%t i :
Sekil 3.3. Patojenite testlerinin yapildig1 cam sera goniimii (solda) ve degerlendiril

me zamani (sagda)
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3.2.5. Biyolojik Miicadele Calismalari

Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin
biyolojik miicadele olanaklarinin arastirlldign bu kisimda, aday antagonistler kabakgil yetistirilen
alanlarin topragindan, yesil aksamindan, meyvelerinden ve tohumlarindan izole edilmis ve bu patojen
bakteriye etkisi in vitro ikili kiiltlir petri denemeleri ile ortaya konmustur. Aday antagonistler icerisinde
antibiyotik iireterek patojenin gelisimini engelleyen, siderefor olusturan, indol asetik asit tiretme (IAA)
ve fosfor ¢ozme yeteneklerine sahip izolatlar secilmistir. Ardindan basarili antagonistlerle biyolojik

tohum uygulamalar1 yapilmistir. Yapilan islemler asagida detayli olarak agiklanmaistir.

Aday Antagonistlerin Eldesi: Aday antagonistler kabakgil yetistiricili§i yapilan tarla
topragindan, kabakgillerin yesil aksamindaki epifitik floradan ve kabakgil tohumlarindan izole
edilmistir. Izolasyonlar i¢in 6rnekler segilirken hastalik etmeni Pseudomonas syringae pv. lachrymans’m
varligiin bilindigi tarlalar ve bitkiler tercih edilmistir. Arazide nispeten diger hastalikli bitkilere gore
daha saglikli goriinen bitkiler toplanmigtir. Bunun temelinde antagonist bakterinin patojen bakteriyi
dogal yasam kosullarinda bile baskiliyor olabilecegi fikri yatmaktadir.

Topraktan Aday Antagonist Izolasyonu: Adana ilinin Kozan ilgesinde balkabag bitkisinin
yetistirildigi tarlalardan alinan iki adet toprak 6rnegi laboratuvara getirildikten sonra gazete kagitlarina
serilerek oda sicakliginda kurumasi beklenmistir. Nemi azalan toprak érnekleri 0.2 mm deliklere sahip
elekten gegirilerek isleme hazir hale getirilmistir. Elenen 6rnekten 20 gram hassas terazide tartilmis ve
onceden hazirlanmig 180 ml saline buffer (%0.85 NaCl) igeren erlenlere eklenmistir. Karisim en az 3
saat 200 dev/dak hizda calisan galkalayicida ¢alkanmigtir. Calkalana isleminin sonunda erlenden alinan
Iml’lik 6rnek 9 ml saline buffer iceren tiiplere koyularak seyreltme serileri hazirlanmistir. Her
seyreltmeden 100ul 6rnek alinarak TSA besiyerine 3 tekrarli olacak sekilde ekimleri yapilmustir.
Seyreltme ekimleri en ¢ok seyreltilenden en aza dogru gerceklestirilmistir. Petrilerin 26°C’de 48 saat
gelismesi beklenmis ve gelisen koloniler incelenmistir. Besi yerinde farkli koloni morfolojisine, rengine
ve yapisal Ozelliklerine sahip koloniler TSA besi yerlerine saflagtinlmistir. Elde edilen izolatlar daha
sonraki ¢caligmalarda da kullanilmak iizere YDCA besiyerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Yesil Aksamdan Epifitik Bakteri izolasyonu: Bitki Ornekleri Bitki Koruma Boliimii
Arazisinde yetistirilen hiyar fidelerinden, patojen izolasyonu i¢in ziyaret edilen ticari fideliklerden ve
Kozan ilgesinde balkabag: yetistirilen alanlardan toplam 12 adet ornek temin edilmistir (Sekil 3.5).
Ornekler segilirken diger bitkilere nazaran daha iyi gelisim gosteren kabakgil bitkileri tercih edilmistir.
Alman bitkilerin yapraklar steril makas yardimyla kii¢iik parcalara ayrilmistir. Bu kiiciik pargalardan
20 gram Ornek hassas terazide tartilmis ve onceden hazirlanmis 180 ml saline buffer (%0.85 NaCl) igeren

erlenlere koyulmustur. Karisim ortalama 3 saat 200 dev/dak hizda g¢alisan ¢alkalayicida ¢alkanmistir.
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Calkalanma igleminin sonunda erlenden alinan 1ml’lik 6rnek 9 ml saline buffer iceren tiiplere koyularak
seyreltme serileri hazirlanmistir. Her seyreltmeden 100pl 6rnek alinarak TSA besiyerine 3 tekrarli
sekilde ekimleri yapilmistir. Petrilerin 26°C’de 48 saat gelismesi beklenmis ve gelisen koloniler
incelenmigtir. Farkli renklere ve koloni morfolojisine sahip olan bakterilerin TSA besiyerlerine
saflagtirmalar yapilmistir. Elde edilen izolatlar daha sonraki ¢aligmalarda da kullanilmak iizere YDCA
besiyerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Meyveden Aday Antagonist izolasyonu: Balkabagi ve hiyar meyve yiizeyindeki floradan aday
antagonist izolasyonu yapilmistir. Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliim
arazisinde yetistirilen hiyar bitkilerinden meyve hasadi yapilarak ylizeyindeki bakteriler izole edilmistir.
Ayrica ticari olarak satin alinan dort adet bal kabagi meyvelerinden de izolasyon yapilmistir (Sekil 3.4).
Laboratuvara getirilen 6rnekler o6ncelikle toprak ve yabanci maddelerden arindirilmak igin steril su ile
yikanmistir. Her bir meyvenin etinden ayr1 ayr1 20°ser gram 6rnek hassas terazide tartilmig ve iki ayri
180 ml’lik saline buffer (%0.85 NaCl ¢ozeltisi) iceren erlene koyularak oda sicakliginda 200 dev/dak
hizda calisan ¢alkalayicida en az 3 saat ¢alkalanmistir. Calkalanma isleminin sonunda erlenden alinan
Iml’lik 6rnek 9 ml saline buffer igeren tiiplere koyularak seyreltme serileri hazirlanmistir. Her
seyreltmeden 100ul 6rnek alinarak TSA besiyerine 3 tekrarli sekilde ekimleri yapilmistir. Petrilerin
26°C’de 48 saat gelismesi beklenmis ve gelisen koloniler incelenmistir. Farkli renklere ve koloni
morfolojisine sahip olan bakterilerin TSA besiyerlerine saflagtirmalar yapilmistir. Elde edilen izolatlar
daha sonraki ¢aligmalarda da kullanilmak {izere YDCA besiyerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir,

Tohumdan Aday Antagonist izolasyonu: Tohumdan aday antagonist izolasyonlari, satin alinan
balkabagi meyvelerinden ¢ikarilan tohumlardan ve {ireticiden temin edilen kavun ve karpuz
tohumlarindan yapilmistir. Konya ili Cumra il¢esinde atalik tohumlardan iiretim yapan ¢iftgilerden, Aras.
Gor. Mustafa Alparslan UMARUSMAN vasitasiyla atalik kavun ve karpuz tohumu temin edilmistir. Bu
tohumlar kislik kavun, yazlik kavun, kislik karpuz ve yazlik karpuz olmak iizere 4 farkli tohumdan
olugmustur. Tohumlarin hem yiizeyinden hem i¢ dokularindan izolasyon yapilabilmesi i¢in oncelikle
tohumlar bir beher igerisine koyularak mikser yardimiyla yara acilmistir. Ardindan yara agilan farkli
tohum cesitlerinden ayri1 ayr1 olmak kosuluyla 20 gram o6rnek hassas terazide tartilmis ve onceden
hazirlanmig 180 ml saline buffer (%0.85 NaCl) igeren erlenlere koyulmustur. Karigim en az 3 saat 200
dev/dak hizda calisan calkalayicida ¢alkanmistir. Calkalanma isleminin sonunda erlenden alinan 1ml’lik
ornek 9 ml saline buffer igeren tiiplere koyularak seyreltme serileri hazirlanmistir. Her seyreltmeden
100u1 6rnek alinarak TSA besiyerine 3 tekrarl sekilde ekimleri yapilmistir. Petrilerin 26°C’de 48 saat
gelismesi beklenmis ve gelisen koloniler incelenmistir. Farkli renklere ve koloni morfolojisine sahip olan
bakterilerin TSA besiyerlerine saflagtirmalar1 yapilmistir. Elde edilen izolatlar daha sonraki ¢alismalarda

da kullanilmak iizere YDCA besiyerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmuistir.
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Sekil 3.4. Kozan ilgesinde balkabgl yetistirilen tarla (solda) ve satin alinan .ba>lkaba1'.meyvesi (sagda)

Sekil 3.5. Bitk Koruma Béliimii arazisinde yetistirilen hlar fidelerinden rneklerin almmas
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Aday Antagonistlerin Secimi: Kabakgil yetistiriciligi yapilan tarla topragindan, kabakgillerin
yesil aksamindaki epifitik floradan ve kabakgil tohumlarindan elde edilen aday antagonistler ve
Bakteriyoloji kiiltiir koleksiyonunda bulunan, toplam 298 adet aday antagonist ¢alismanin bu kisminda
kullanilmistir. Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a kars1 antibakteriyel etki, siderofor tiretimi, IAA
iiretme potansiyeli ve fosfat1 indirgeme yeteneklerine gore aday antagonistlerin se¢imi yapilmistir.

Antibakteriyel Etki: Aday antagonistlerin in vitro kosullarda Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’a olan antibakteriyel etkisi ikili kiiltiir petri denemeleriyle arastirtlmistir (Mitchell, 1992).
Bu amagcla, TSA besi yerinde 24 saat gelistirilen aday antagonistler yeni bir TSA besi yerine ii¢ nokta
seklinde ekim yapilmis ve 24-48 saat inkiibe edilmistir. Ardindan farkli bir TSA besi yerinde 48 saat
gelistirilen Pseudomonas syringae pv. lachrymans kiiltiiriinden steril saf su ile siispansiyon hazirlanmis
ve McFarland dansiyometre yardimiyla siispansiyonun yogunlugu 107 hiicre/ml’ye ayarlanmustir. Temiz
bir el piilverizatoriine aktarilan patojen siispansiyonu ii¢ nokta ekimi yapilmis aday antagonistlere 15 cm
uzaktan piskiirtiilmiigtiir. Kontrol petrisi olarak, TSA besiyerine yalnizca patojen bakteri
plskiirtiilmiistiir. Bakteri siispansiyonunun piiskiirtiildiigii petriler 26°C’de calisan inkiibatore
koyulmustur ve 24-48 saat bakterilerin gelisimi beklenmistir. Petrilerde gelisen aday antagonist
izolatlarin ¢api ile ¢evresinde olusan engelleme zonlari mm olarak 6lgiilmiis ve kaydedilmistir. Daha
sonra bakteri cap1 ve engelleme zonu birbirine oranlanmus ve izolatlarin “Antagonistik indeks Degerleri”
hesaplanmistir (Jiang ve ark., 2015).

Siderofor Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi: Siderofor liretme yetenegi antagonist
bakterinin patojen bakteri ile besin elementi olarak demir i¢in rekabetine girmesini dayanan bir sistemdir.
Siderofor olusturma yetenegi bakterinin, kullanilamayan formda olan (Fe**) demiri doniistiirmesi (Fe*?)
ve bitkinin kullanimina sunmasi olarak tanimlanabilir. Bu yilizden elde edilen aday antagonistlerin
siderofor iiretme yeteneklerine gore de elemeler yapilmistir. Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a
kars1 antibakteriyel etki gosteren 29 adet antagonistin siderofor iiretebilme yetenekleri mavi CAS agar
besi yeri kullanilarak belirlenmistir (Schwyn ve Neilands, 1987). CAS agar besi yerine esit uzakliklarda
iic nokta seklinde ekimi yapilan antagonistler 26+1 C’de 7 giin boyunca gelistirilmistir. Gelisim siiresinin
sonunda bakteri kolonisi cevresinde zon olusturan antagonistler i¢in Ol¢limler yapilmistir. Aday
antagonistlerin siderofor siddeti, zon olusan bdlgenin c¢apinin antagonist bakterinin ¢apina
oranlanmasiyla elde edilen indeks degerine gore degerlendirilmistir. Hi¢ engelleme zonu olusturmayan
aday antagonistlerin ¢oziiniirliik indeksi 0 olarak kabul edilmis, ¢6ziiniirliik indeksi 1 ve {izeri olan aday
antagonistler siderofor iiretme yani demiri besin olarak kullanma yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.

Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Yeteneklerinin Belirlenmesi: indol asetik asit (IAA), bir diger
ismiyle oksinler, bitki biiylimesindeki roliiniin O6nemiyle bilinmektedir. Oksinlerin bitkideki kok

gelisimine ve ylizey alaninin biiylimesine katkist, bitkiye besin elementi alimini kolaylastirmasi ve hiicre
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boliinmesini tesvik etmesi gibi birgok islevi bulunmaktadir (Imriz ve ark., 2014). Antagonist bakterilerin
birgogunun IAA {iretebildigi ve bitkinin biiyiimesine, gelismesine ve direncinin artirilmasia yonelik
kullanabildigi bilinmektedir (Glick, 1995, Hallman, 1997). Bu bilgiler géz 6niinde bulundurularak
Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a kars1 antibakteriyel etki gosteren 29 adet antagonistin [AA
iiretimi Salkowski yontemiyle tespit edilmistir (Glickman ve Dessaux, 1995). Igerisinde 3 mg ml! L-
tryphtophan igeren Laura Bertoni (LB) sivi besi yeri tiiplerine, 107 hiicre/ml yogunluguna ayarlanmis
olan antagonist siispansiyonlar1 500 pl eklenmis ve 4 giin boyunca 30°C’de 200 dev/dak calkalayicida
calkalanmistir (Sezonov ve ark., 2007). Bu siirenin sonunda 6rneklerin i¢cindeki tortularin ayrilmasi i¢in
soliisyonlar 5000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmis ve islemin sonunda tiiplerin iistiinde kalan
stipernatant tortudan ayrilarak steril eppendorflara aktarilmistir. Siipernatantin iizerine 2 damla (yaklasik
40 pl) fosforik asit eklenmis ve bu karisim i¢inde 4 ml Salkowski ¢ozeltisi (150 ml %98’lik H,SO4, 7.5
ml 0.5 M’lik FeCl3.6H>O, 250 ml saf su) olan cam tiiplere aktarilarak oda sicakliginda ve karanlik bir
ortamda 30 dakika beklemeye birakilmistir. Islem sonunda IAA iiretim miktar1 yiiksek olan
antagonistlerin besiyerinin rengini kirnizi/mora dogru degistirdigi gézlenmistir. Olgiimler 535 nm dalga
boyundaki spektrofotometrede okunarak absorbans degerleri kaydedilmistir (Sekil 3.6). Antagonistlerin
tirettigi [AA miktari standart IAA absorbans degerleriyle kiyaslanmak suretiyle ppm (ug ml!) diizeyinde
belirlenmistir (Dokséz, 2021).

IAA Standart Egrisi
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Sekil 3.6. Standart IAA egrisi
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Fosfor ¢ozme yeteneklerinin belirlenmesi: Fosfor, azottan sonra bitki beslenmesindeki en
onemli besin elementlerinden biridir. Bitkiler fosforu topraktan ortofosfat anyonlar1 olarak alirlar fakat
bu anyonlarin reaksiyon yetenegi oldukga yiiksek oldugu icin bitkide her zaman yarayish formda
bulunmayabilirler (Holeckova ve ark., 2017). Bu sebeple toprakta fosfor elementi olsa bile bitkilerde
fosfor noksanlig1 goriilebilmektedir. Bu gibi durumlarda bazi antagonist mikroorganizmalarin bitkinin
topraktan almasi gereken fosforu kullanilabilir hale getirerek bitkinin kullanimina olanak sagladigi
bilinmektedir. Bu bilgiler g6z oniinde bulundurularak c¢aligmada elde edilen 29 adet antagonist
mikroorganizmanin fosforu ¢6zebilme yetenekleri incelenmistir. Antagonistlerin fosforu ¢6zme yetenegi
tri-kalsiyum fosfat igeren Pikovskaya Agar (PVK) kullanilarak belirlenmistir (Kumar ve ark., 2012).
S6zii edilen bu besi yerini iceren petrilere antagonistler ii¢ nokta seklinde ekim yapilmis ve petriler 26+1
C’de 7 giin gelismeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda ekimi yapilan antagonist bakterilerin ¢evresinde
seffaf bir engelleme zonu olusturan Ornekler pozitif kabul edilmistir. Olusan bu zonun, bakteri

kolonisinin ¢apina oranlanmasiyla fosfor ¢oziiniirliikk indeksi hesaplanmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. (A) petri kabindaki antagonist bakterinin ¢ap1 ve (B) antagonist bakterinin olusturdugu zon
cap1

__Antagonist zon ¢api1 (B)

Indeks =

Antagonist ¢capi1 (A)

Antagonistlerin Tohum Kékenli Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastah@i’na Etkisi: Tohum
uygulamalari; tohum kokenli bakteriyel hastalik etmenlerinin miicadelesi noktasinda en ¢ok tercih edilen
ve bagar1 orani yiiksek yontemlerden biridir. Tohum uygulamalar kimyasal ve fiziksel olabildigi gibi

biyolojik yontemlerle de yapilabilmektedir. Bu tez ¢alismasi ¢ergevesinde biyolojik miicadele stratejileri
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iizerine odaklanilmistir. Biyolojik tohum uygulamalar1 yoremizden izole ettigimiz yerel antagonist
bakteri izolatlariyla gergeklestirilmistir.

Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a kars1 antibakteriyel etkiye sahip, buna ek olarak fosfati
indirgeme, siderofor ve IAA iiretme yeteneginden en az ikisine sahip antagonistler segilerek tohum
denemeleri yapilmustir. ilk denemede 298 aday antagonist iginden basarili olan 15 antagonist ile biyolojik
tohum denemeleri kurulurken ikinci denemede en basarili bulunan 5 izolat ve bu bes izolatin
kombinasyonuyla deneme kurulmustur. Onbes adet antagonist bakterinin kullanildig1 birinci biyolojik
tohum uygulamasi denemesi 1 Kasim 2023 ve 18 Kasim 2023 tarihleri arasinda kurulurken, ikinci
deneme 5 adet antagonist ve bunlarin bir ¢iftinin kombinasyonuyla 4 Kasim 2024 ve 16 Kasim 2024
tarihleri arasinda kurulmustur.

Antagonistlerin Birbirleriyle Etkilesiminin Belirlenmesi: Antagonist bakteriler patojen
bakterilere karsi antimikrobiyal maddeler {irettigi gibi, kendi aralarinda da besin ve yer rekabetine
girebilmektedir. Antagonistler karisim halinde kullanilmadan 6nce ikinci denemeye alinacak 5 adet
antagonist bakterinin birbirleriyle etkilesimleri yine ikili kiiltiir petri denemelerinden ortaya konmustur.
Bu antagonistler TSA besi yerine {i¢ nokta ekimi ve 4 tekerriir olacak sekilde yapilmistir. Antagonistler
24 saat gelistirildikten sonra, antagonist bakterilerden dansiyometrede 107 hiicre/ml yogunlugunda
siispansiyonlar hazirlanmig ve bu petrilerin iizerine 15 cm uzakliktan piiskiirtiilmiistiir. Piiskiirtme iglemi
gercgeklestirilen petriler 24 saat gelistirildikten sonra antagonist bakterilerin birbirlerine karsi engelleme
zonu olusturup olusturmadigi incelenmistir. Birbirilerine karsi engelleme zonu olusturan antagonist
bakteriler, kombinasyon g¢aligmasinda deneme dig1 birakilirken, birbirlerini engellemeyen antagonist
izolatlarin kombinasyonlari ¢alismaya dahil edilmistir.

Tohumlarin Patojen Bakteri ile Bulastirilmasi: Birinci deneme igin ticari olarak satin alinan
Beith alpha ¢esidi hiyar tohumlari kullanilmigtir. Tohumlar ticari bir fungisitle ilaglanmis oldugundan
tohum ilacim1 uzaklasgtirmak i¢in musluk suyuyla 3 kez yikanarak pestisitler arindirilmistir. ikinci
denemede Trabzon ilinin Akcaabat ilgesinden getirilen ¢esidi bilinmeyen ilagsiz yerli hiyar tohumlari
kullanilmistir. Tohumlar herhangi bir ilagla muamele gormedigi i¢in direk kullanilmistir. Patojen bakteri
Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in TSA besiyerinde 48 saat gelistirilmis olan taze kiiltiiriinden
dansiyometrede 1.00 6l¢iim degerinde bir siispansiyon hazirlanmistir. Hiyar tohumlarina yara agilmasi
ve patojenin girisinin kolaylagsmasi i¢in bu siispansiyona 1g/L karborandum tozu eklenmistir (Bashan ve
ark., 1978). Patojen bakteri siispansiyonunun igine hiyar tohumlar1 daldirilmis, patojenin tohumlara
tutunabilmesi i¢in 150 dev/dak hizda ¢alisan bir erlen karistiricida 30 dakika boyunca calkalanmustir.
Calkalamanin sonunda tiilbent yardimiyla siiziilen patojenle suni olarak bulastirilmig tohumlar steril

kurutma kagitlarina serilerek 30 dakika boyunca steril kabinde kurumaya birakilmustir.
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Tohumlarin Antagonist Bakteri ile Bulastirllmasi: Antagonist bakteri izolatlart TSA
besiyerinde 48 saat gelistirildikten sonra saf suyla siispanse edilerek dansiyometrede 1.00 yogunlukta
hazirlanmigtir. Ardindan, patojen bakteriyle suni olarak bulastirilmis hiyar tohumlari, 15 farkli antagonist
siispansiyonunun igerisine daldirilmigtir. Antagonistlerin tohuma kolonize olmasii saglamak igin
uygulama goérmiis tohumlar 150 dev/dak hizda 30 dakika boyunca ¢alkalanmistir. Calkama sonunda
antagonist soliisyonlar1 siiziilerek ayrilmistir ve hemen ardindan tohum ekimleri gerceklestirilmistir.
Tohum ekimi, kapakli steril plastik kiivetler igerisine ve steril torflara yapilmistir (Sekil 3.9).

Uygulamalar ve Denemenin Degerlendirilmesi: Biyolojik tohum uygulamasi olarak ilk
denemede 15 antagonist (NC-KK, NC-YK-I, NC-YK-R, DK-Sar1 OG 7-13, OG 7-7, OG 1-2, OG 8-8,
YL 4-3, AY10-M2, AZ10-6-2, Ad4-2, X77, HA9 ve HA3), ikinci denemede 5 antagonist (NC-KK, AD
4-2, OG 1-2, OG 7-7 ve X-77 kodlu izolatlar) ve bir kombinasyon (OG 1-2 ve OG 7-7 kodlu izolatlar)
uygulamasi yer almistir. Antagonist kombinasyonunda OG 1-2 ve OG 7-7 kodlu izolatlardan hazirlanan
esit poplilasyon yogunlugundaki bakteri siispansiyonu esit miktarda karistirilarak kullanilmistir. Pozitif
kontrol olarak sadece patojenle bulastirilmis tohumlar, negatif kontrol olarak sadece steril saf suya
daldirilmis tohumlar kontrol uygulamalari olarak denemede yer almustir. Ik denemede yer alan her bir
uygulama 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 50 tohum bulunurken ikinci denemede benzer sekilde 3
tekerriirlii ve her tekerriirde 25 adet tohum yer almistir. Torf igeren plastik kiivetlere tohum ekimi
gerceklestirildikten sonra nem saglamak amaciyla kapaklar1 kapatilmis ve Cukurova Universitesi Bitki
Koruma Béliimiinde bulunan iklim odasina (sicaklik 26+2°C, nem %65-75, 16 saat aydinlik, 8 saat
karanlik) yerlestirilmistir. Deneme giinliikk olarak kontrol edilmis ve tohumlar ¢imlendikten sonra
kiivetlerin kapaklar1 agilmistir.

Pozitif kontrol uygulamasinda yer alan hiyar fidelerinin kotiledon yapraklarinda gézle goriiliir
hastalik belirtileri (su emmis lekeler, sar1 haleli kahverengi lekeler) olustuktan sonra degerlendirme
asamasina gecilmistir. Her bir biyolojik tohum uygulamasinda yer alan toplam fide sayisi ve hasta fide
sayilar1 not edilmistir. Hasta fide sayist ¢imlenen toplam fide sayisina oranlanarak hastalik orani (%)
hesaplanmistir. Ayrica her bir uygulamadaki hasta fidelerin kotiledon yapraklarindaki lekeler 0-3
skalasina gore degerlendirilmis ve hastalik siddeti hesaplanmistir (Karman, 1970). Hastalik siddetinin
tespitinde Aysan (1999) tarafindan gelistirilen 0-3 skalas1 modifiye edilerek (0: kotiledonlarda leke yok,
1: kotiledonlarda 1 leke, 2: kotiledonlarda 2 leke, 3: kotiledonlarda 3 veya daha fazla leke var ise)
kullanilmistir (Sekil 3.8). Antagonistlerin hastaligi baskilama diizeyi pozitif kontrolle karsilagtirilarak
Abbott formiiliine gére hesaplanmistir (Karman, 1970). Elde edilen veriler CoStat Istatistik Yazilim
(CoHort Software, Pacific Grove, CA, U.S.A. Version 6.4) kullanilarak analiz edilmistir. Tek yonlii
ANOVA ile varyans analizi yapilarak p<0.05 6nem diizeyinde LSD ¢oklu karsilagtirma testiyle

uygulamalar arasindaki farklilik ortaya konmustur.
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Sekil 3.8. Aday antagonistlerin tohum kokenli Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligi’na etkisi
degerlendirilirken kullanilan skala. (0: kotiledonlarda leke yok, 1: kotiledonlarda 1 leke, 2:
kotiledonlarda 2 leke, 3: kotiledonlarda 3 veya daha fazla leke var ise)
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Basarili Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine Etkisi: Tohum denemeleri sonucunda
Pseudomonas syringae pv. lachrymans in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligini basarili
bir sekilde baskilayan antagonist bakterilerin tohum c¢imlenmesine etkisi bu tez ¢alismasinda
arastirilmigtir. Tohum denemelerinde basarili olan antagonist bakteriler (OG 1-2, NC-KK, OG 7-7, AD
4-2 Kombinasyon ve X77) TSA besiyerinde 48 saat gelistirildikten sonra saf suyla silispanse edilerek
dansiyometrede 1.00 yogunlukta hazirlanmistir. Hryar tohumlari, antagonist siispansiyonlarinin igerisine
daldirilmistir ve tohumlar 150 dev/dak hizda 30 dakika boyunca calkalanmistir. Calkalama sonunda
antagonist soliisyonlart siiziilerek ayrilmistir ve hemen ardindan tohum ekimleri steril kiivet ve steril
torflara gerceklestirilmistir. Kontrol olarak tohumlar steril suya daldirilmistir ve ekimleri bu sekilde
yapilmistir. Deneme 3 tekerriir ve her tekerriirde 25 tohum olacak sekilde kurulmustur. Denemeler,
sadece suyla muamele gormiis ¢cimlenen tohum sayis1 (kontrol) ve antagonist bakteri uygulamasi gérmiis
cimlenen tohum sayis1 birbirine oranlanarak degerlendirilmistir.

Basarili Antagonistlerin Tamisi: Tohum denemelerinde Pseudomonas syringae pv.
lachrymans in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligini basarili bir sekilde baskilama yetenegi
olan antagonistlerin bitki patojeni veya insan patojeni olabilme ihtimalleri g6z 6niinde bulundurularak
bazi tanilama testlerine bagvurulmustur. Bu tanilama testleri agagida detayli sekilde anlatilmistir.

Tiitiinde Asir1 Duyarhlik (HR) Reaksiyonu: Tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu bazi patojen
bakterilerin tanilanmasinin ilk basamaginda kullanilan, laboratuvar kosullarinda oldukga kisa bir siirede
ve diisiik maliyetle uygulanabilen bir yontemdir. Izole edilen ve antagonist bakteri oldugu diisiiniilen
izolatlarin bitki patojeni olup olmadigini belirlemek i¢in de ilk basamak olarak tiitiinde asir1 duyarlilik
reaksiyonuna basvurulmustur. Tohum denemelerinde basarili bulunan 5 adet antagonist bakteri (AD 4-
2,0G 1-2, OG 7-7, NC-KK ve X77) dansiyometrede 1.00 yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmis ve
hazirlanan bu siispansiyonlar tiitiin yapragimin iki damar arasina steril bir siringa yardimiyla inokiile
edilmistir. Inokulasyonun ardindan 24 saat oda sicakliginda inkiibe edilen tiitiiniin, inokiilasyon yapilan
yaprak damar aralarindaki nekrotize olmus goriiniimii pozitif olarak degerlendirilmistir.

Patateste Pektolitik Enzim Aktivitesi: Patates iceriginde olduk¢a yiiksek oranda nisasta
bulundurmaktadir, pektolitik enzim iiretebilme aktivitesi de nisastanin par¢alanmasiyla aciga c¢ikan
yumusak/sulu ¢iirtikliige sebep olan yumusak ciiriikliik patojenlerinin tanilanmasin 6n tanilama testi
olarak kullanilmaktadir. Tohum denemelerinde basarili bulunan 5 adet antagonist bakteri (AD 4-2, OG
1-2, OG 7-7, NC-KK ve X77) yumusak ciiriikliikk etmeni olup olmadigini belirlemek i¢in de bu tanilama
testine bagvurulmustur. Patatesler musluk suyuyla yikanarak topragindan arindirilmig ve %1°lik sodyum
hipoklorid ¢ozeltisinin i¢ine daldirilarak 30 dakika siireyle bekletilmistir. Siirenin sonunda patates
yumrulari 3 kere steril saf sudan gegirilerek durulanmig ve steril kabin igerisinde kurumaya birakilmistir.

Kuruyan patatesler steril bir bigak yardimiyla yaklasik 1 cm kalinliginda daireler seklinde kesilmis ve
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icinde steril kurutma kagidi bulunan steril cam petrilere koyularak 24 saatlik taze kiiltiirden gelistirilmis
antagonist bakteriler bu patateslerin iizerine steril kiirdan yardimiyla inokiile edilmistir. Patateslerin
altinda bulunan kurutma kagidi yaklasik 1 ml steril saf su ile nemlendirilerek kapaklar1 kapatilmis ve 26
C’de calisan inkiibatore alinarak 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda patateste
yumusak/sulu ciiriikliige sebep olan antagonist bakterilerin pektolitik enzim iiretme aktivitesinin oldugu
ve yumusak ciirlikliik patojeni olabilecegi belirlenmistir.

36 °C’de Gelisim: Bakteriler hayatimizin her alaninda varligini siirdiirmektedir. Laboratuvar
kosullarinda izole ettigimiz bakterilerin insan patojeni olup olmadigini anlamak icin insan viicut
sicakliginda gelisimini bilmek gerekmektedir. Tohum denemelerinde basarili bulunan 5 adet antagonist
bakteri (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, NC-KK ve X77) izolat1 TSA besiyerine ekilmis ve 36 °C’de 24-48
saat boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda bu sicaklikta gelisme yetenegi olmayan bakterilerin
insan patojeni olamayacagi belirlenmistir.

MALDI TOF MS ile tani: MALDI-TOF MS patojenlerin kesin tiir teshislerinin yapilmasini
saglayan bir sistemdir. Sistemin ¢alisma mekanizmasi, bakteriden dogrudan lazer ile elde edilen protein
profillerinin cihazin kiitiiphanesindeki taniml1 izolatlar ile karsilastirilma prensibine dayanmaktadir. Saf
kiiltirden alinan ve TSA besi yeri ortaminda 24 saat gelistirilen antagonist bakteri kiiltiirleri
ethanol/formik asit yontemi ile muamele edildikten sonra (Pavlovic ve ark., 2012) cihazin 6rnek
tablasina (target) yiliklenerek cihazin kiitliphanesindeki mikroorganizmalar ile BioTyperTM 1.1 software
(Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) yazilimi ile karsilagtirmak sureti ile teshisleri yapilmustir,
Teshisler sonucunda firmanin belirttigi lizere ortaya ¢ikan skor degerleri 2.3-3.0 araliginda ise tiir
diizeyinde oldukga giivenilir; 2.0-2.99 araliginda cins diizeyinde olduk¢a giivenilir, tiir diizeyinde
giivenilir; 1.70-1.99 arasinda ise cins diizeyinde giivenilir tiir diizeyinde muhtemel diizeyde giivenilir;
1.7 degerinin altinda olan skorlar ise giivensiz tani olarak degerlendirilmistir (Soylu ve ark. 2020).
Tohum denemelerine dahil edilen 15 antagonist bakteri izolati igerisinden 5 tanesinin (AD 4-2, OG 1-2,

0OG 7-7, NC-KK ve X77) tiir teshisi MALDI TOF MS yontemi ile yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Ticari Fidelik Ziyaretleri ve Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Ticari fideliklere yapilan ilk ziyaret olan 3 Subat 2023 tarihinde, hasta kavun bitkilerinde gercek
yapraklarin ug kisimlarda yaniklik ve bazi yapraklarda sar1 hale ile ¢evrili yaniklik belirtilerinin (Sekil
4.1) oldugu goriilmiistiir. Toplam 150 adet kavun fidesinin bulundugu bir viyolde dokuz adet fidede bu
belirtiler tespit edilmistir (Sekil 4.2). Ticari fideliklere, 1 Mart 2023 tarihinde yapilan ikinci ziyarette,
hiyar bitkilerinin yaprak kenarlarinda diizensiz lekeler (Sekil 4.3) tespit edilmistir. Toplam 150 adet hiyar
fidesinin bulundugu bir viyolde 30 adet fidede hastalik belirtilerinin varligi belirlenmigtir. Ticari
fideliklere, 14 Mart 2023 tarihinde yapilan {iglincii ziyarette, kavun bitkilerinin yaprak kenarlarinda
diizensiz lekeler (Sekil 4.4) tespit edilmistir. Toplam 150 adet kavun fidesinin bulundugu bir viyolde
sadece dort adet fidede hastalik belirtilerinin varligi saptanmistir. Ticari bir fidelige, 30 Mart 2023
tarihinde yapilan dordiincii ve son ziyarette, kabak ve hiyar bitkilerinde hastalik belirtilerinin varlig
saptanmigtir. Kabak (Sekil 4.5) ve hiyar (Sekil 4.6) bitkilerinin kotiledon yapraklarinda 1slak su emmis
lekeler ve gercek yapraklarda benzer sekilde yuvarlak su emmis lekeler tespit edilmistir. Toplam 150
adet kabak fidesinin bulundugu bir viyolde sadece dort adet fidede; hiyar fidelerinin bulundugu viyolde

35 adet fidede hastalik belirtilerinin varlig1 saptanmstir.

Sekil 4.1. Kavun ergek yapraklarindaki yaniklik (solda) ve sar1 haleli yamkhklarv(sagda)
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Sekil 4.2. Kavun yaprak kenarlarindaki diizensiz yanikliklar
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Sekil 4.3. Hiyar yaprak kenarlarindaki diizensiz yanikliklar
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Sekil 4.5. Kabak fidelerinin kotiledonlarindaki su emmis ve agik kahver
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Sekil 4.6. Hiyar fidelerinin kotiledonlarindak su emmis leke (solda) ve gercek yapraklardaki lekeler
(sagda ve altta).
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Cizelge 4.1°de goriildiigli gibi ticari fideliklere yapilan toplam dort ziyarette, 82 hasta bitki
Orneginin 65 adeti hiyar, 13 adeti kavun ve 4 adeti ise kabak fidelerinden alinmistir. Karpuz fidelerinde
hastalik belirtisine rastlanmamistir. Toplam 10 hasta fideden (hiyar, kavun ve kabak) ayr ayr

izolasyonlar gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Ticari fideliklerin incelenmesi sirasinda alinan bitki 6rnekleri sayisi

Tarih Bitki Hasta Fide Sayisi Alinan Ornek Sayisi
3 Subat 2023 Kavun 9 2
1 Mart 2023 Hiyar 30 3
14 Mart 2023 Kavun 4 1
30 Mart 2023 Kabak 4 2
Hiyar 35 2
Toplam 82 10

4.2. Hasta Bitkilerden Patojen Bakteri izolasyonlar

Dort farkl: tarihte ziyaret edilen ticari fideliklerde toplam 82 adet hasta bitki icerisinden segilen
10 adet hasta hiyar, kabak ve kavun bitkilerinin kotiledon ve gercek yapraklarindan yapilan
izolasyonlarda, TSA besi yerinde krem renkli, parlak, mukoid ve yuvarlak koloniler dominant olarak
gelismistir (Sekil 4.7). Her bir hasta bitki 6rneginin izole edildigi petriden toplam 41 adet bakteri izolati
saflastirilmistir. Saflastirilan 41 adet bakteri izolatlariin bilgilerini (izolat kodu, izole edildigi konuk¢u
bitki tiirli, 6rnek alinan tarih ve izole edildigi bitki numarasi) igeren liste hazirlanmis ve Cizelge 4.2°de
sunulmustur. Bu 41 izolatin 19 adeti hiyardan, 14 adeti kavundan ve 8 adeti kabak bitkilerinden izole

edilmistir.
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Sekil 4.7. TSA besiyerinde gelisen Pseudomonas syringae pv. syringae’nin gelisimi

S

Sekil 4.8. Pseudomonas syringae pv. lachmans in TSA besiyerinde (solda), King B besiyerinde
(ortada) ve King B besiyerinde UV 151k altinda (sagda) goriinimii.
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Cizelge 4.2. Saflagtirilan bakteri izolatlar1 listesi

izolat Kodu Alindig1 Bitki Alindig1 Tarih Bitki Numarasi
1 MOKa-1 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 1. Bitki
2 MOKa-2 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 1. Bitki
3 MOKa-3 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 1. Bitki
4  MOKa-4 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 1. Bitki
5 MOKa-5 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 2. Bitki
6 MOKa-6 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 2. Bitki
7 MOKa-7 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 2. Bitki
8 MOKa-8 Cucumis melo (kavun) 03.02.2023 2. Bitki
9 MOH-1 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 3. Bitki
10 MOH 1-1 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 3. Bitki
11 MOH 1-2 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 3. Bitki
12 MOH 1-3 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 3. Bitki
13 MOH 14 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 3. Bitki
14 MOH 2 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 4. Bitki
15 MOH 2-1 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 4. Bitki
16 MOH 2-2 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 4. Bitki
17 MOH 2-3 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 4. Bitki
18 MOH 2-4 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 4. Bitki
19 MOH 2-5 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 4. Bitki
20 MOH5 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 5. Bitki
21 MOHG®6 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 5. Bitki
22 MOH7 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 5. Bitki
23 MOHS8 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 5. Bitki
24 MOH9 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 6. Bitki
25 MOH 10 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 6. Bitki
26 MOH11 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 6. Bitki
27 MOH 12 Cucumis sativus (hiyar) 01.03.2023 6. Bitki
28 MOKal-1 Cucumis melo (kavun) 14.03.2023 7. Bitki
29 MOKal-2 Cucumis melo (kavun) 14.03.2023 7. Bitki
30 MOKal-3 Cucumis melo (kavun) 14.03.2023 7. Bitki
31 MOKal+4 Cucumis melo (kavun) 14.03.2023 8. Bitki
32 MOKal-5 Cucumis melo (kavun) 14.03.2023 8. Bitki
33 MOKal-6 Cucumis melo (kavun) 14.03.2023 8. Bitki
34 MOK1-1 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 9. Bitki
35 MOK1-2 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 9. Bitki
36 MOK1-3 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 9. Bitki
37 MOK 1-4 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 9. Bitki
38 MOK 2-1 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 10. Bitki
39 MOK 2-2 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 10. Bitki
40 MOK 2-3 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 10. Bitki
41 MOK 2-4 Cucurbita pepo (kabak) 30.03.2023 10. Bitki
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4.3. Bakteri izolatlarimin Tanis

Potasyum Hidroksit ile Gram Reaksiyon: Karsilastirma izolat1 olarak kullanilan YA-26 kodlu
Pseudomonas syringae pv. syringae izolatinin ve kabakgil bitkilerinden hiyar, kabak ve kavun
bitkilerinden izole edilen 41 adet bakteri izolatinin tiimiiniin Gram negatif hiicre yapisina sahip oldugu
belirlenmistir. Yine karsilagtirma izolati olarak kullanilan YA-95 kodlu Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolatinin Gram pozitif bakterilere ait hiicre yapisina sahip oldugu tespit edilmistir.

TSA ve King B Besiyerlerinde Koloni Morfolojisi: Hiyar, kabak ve kavun bitkilerinden izole
edilen 41 adet bakteri izolatinin tiimiiniin TSA besiyerinde rengi, biiyiikliigii, yiiksekligi, kenar sekli ve
kivamu 6zellige sahip koloniler olusturdugu belirlenmistir. zolatlarin tiimii King B besi yerinde floresan
tipte koloniler olarak gelismistir (Sekil 4.8).

Levan Olusumu: Levan olusumu testlemeleri sonucunda, hiyar, kabak ve kavundan elde edilen
izolatlar SNA besiyerinde kubbemsi bir gelisim gostererek levan pozitif olarak belirlenmislerdir. Erwinia
amylovora (YA-241 kodlu) izolat1 kabakgil izolatlarina gére daha kubbemsi ve inci gibi koloniler
iiretmislerdir.

Oksidaz Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) izolat: ile hiyar, kabak ve
kavundan elde edilen izolatlarin tiimii Oksidaz negatif olarak belirlenirken Acidovorax citrulli (YA-913
kodlu) izolatinin oksidaz pozitif 6zellikte oldugu saptanmustir.

Patateste Pektolitik Enzim Aktivitesi: Karsilastirma izolat1 olarak kullanilan Pectobacterium
carotovorum (YA-713 kodlu) patates dilimlerinde ¢iirimeye neden olarak pektolitik aktivite testinin
pozitif oldugunu gosterirken kabakgil izolatlarinin tlimii patateste herhangi bir ¢lirlimeye neden olmamis
ve pektolitik enzim {iretme yetenekleri negatif olarak saptanmustir.

Arginin Dehidrolase Testi: Karsilagtirma amaciyla kullanilan Pseudomonas corrugata (YA-
731 kodlu) kiiltiirii arginin dehidrolase testi sonucunda pozitif olarak degerlendirilirken kabakgil
izolatlarinin tiimiiniin negatif sonug verdigi belirlenmistir.

Tiitiinde Asir1 Duyarliik Reaksiyonu: Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-26 kodlu)
izolati ve kabakgil izolatlariin tiimii 24-48 iginde tiitiin damar aralarinda bakteri siispansiyonunun
enjekte edildigi yerde nekrotik alanlar olusturmus ve tiitiinde asir1 duyarhilik reaksiyonu gostermiglerdir.

Patojen Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS ile Tamisi: MALDI TOF MS ile yapilan tan
sonucunda, sirastyla MOKa-1, 2.379, MOKa 1-1, 2.352, MOK-1 2.350 ve MOH-1 izolat1 2.235 indeks

degerleri ile tiir diizeyinde Pseudomonas syringae olarak tanilanmistir.
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Cizelge 4.3. Patojen izolatlarimin tani testlerinde elde edilen sonuglar

Testler Hiyar Izolatlar Kabak Izolatlar Kavun Izolatlar
(19 adet) (8 adet) (14 adet)

Floresan pigment + + +

Gram reaksiyon - - -

L (levan olusumu) + + +

O (Oksidaz testi) - - -

P (Pektolitik aktivite) - - -
A (Arginin reaksiyonu) - - -
T (Tiitiinde asir: + + +

duyarhhk)
+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon

Cizelge 4.3’te goriildiigli gibi hiyardan izole edilen 19 adet, kabaktan izole edilen 8 adet ve
kavundan izole edilen 14 adet izolatin tiimiiniin (41 adet) Pseudomonas syringae oldugu Gram reaksiyon,
LOPAT testleri, farkl1 besiyerlerindeki (TSA ve King B) koloni morfolojisi ve MALDI-TOF MS
yontemiyle belirlenmistir. Izolatlarn pathovar diizeyinde tamisinda patojenite testlerinden

yararlanilmistir.

4.4. Farkh Kabakgil Bitkilerinde Patojenite Testleri

Laboratuvar kosullarinda koparilmis hiyar ve limon meyveleri iizerinde yapilan patojenite
testinde, inokulasyondan 5-7 giin sonra inokulasyon noktasi etrafinda hiyar meyvelerinde su emmis
alanlar ve limon meyvelerinde ice ¢okiik kahverengi lekeler tespit edilmistir (Sekil 4.9). Cizelge 4.4.’de
goriildiigli gibi, hiyar, kabak ve kavundan izole edilen bakterilerin tiimii farkli konukculara ait
meyvelerin en az birinde hastalik olusturarak patojen izolatlar olduklar1 kanitlanmistir. Calismada
kullanilan 41 izolatin tiimii hiyar meyvelerini hastalandirirken sadece kavun izolatlari limon meyvelerini
hastalandirmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan YA-26 kodlu Pseudomonas syringae pv. syringae
izolat1 da hem limon hem de hiyar meyvelerini hastalandirmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan steril
su uygulamasi yapilan meyvelerin higbirinde hastalik belirtisi gozlenmemistir. Pseudomonas syringae
pv. syringae izolatlarinin limon, hiyar, kabak, kavun ve karpuz bitkileri gibi genis bir konukgu dizisini
hastalandirirken Pseudomonas syringae pv. lachrymans izolatlarmin sadece hiyar ve kabak bitkilerini
hastalandirdigi (Lelliot ve Stead, 1987), karpuzda hastaligin ya hi¢ ya da ¢ok az diizeyde ortaya ¢iktigi
(Ozaktan ve Bora, 1994) bilinmektedir. Bu denemede elde ettigimiz veriler de bu bilgiyi
desteklemektedir. Koparilmis meyvelerde yapilan patojenite testine gore, kavundan elde edilen 14
izolatin Pseudomonas syringae pv. syringae oldugu, hiyar ve kabaktan elde edilen 27 izolatin

Pseudomonas syringae pv. lachrymans oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Patojen izolatlarin koparilmig hiyar ve limon meyvelerinde patojenite testleri

Testler Hiyar Izolatlarn  Kabak izolatlarn  Kavun Izolatlan  YA-26  Steril
(19 adet) (8 adet) (14 adet) (Pss Su
izolat)
Hiyar Meyveleri + + + + -
Limon Meyveleri - - + + -

+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon

Sekil 4.9. Koparilmig limon (iistte) ve hlyar. meyvelerinde (altta) patojenite testleri sonucu olusan
hastalik belirtisi

Cizelge 4.5.’de goriildiigli gibi, saglikli kabakgil (hiyar, kabak, kavun ve karpuz) fideleri
iizerinde, segilen 10 izolatla, cam serada kosullarinda yapilan patojenite testlerinde, izolatlarin tiimii
Borna F1 ¢esidi hiyar fidelerini (Sekil 4. 10) ve Migo F1 c¢esidi kabak fidelerini (Sekil 4. 11)
hastalandirmustir. Hiyar ve kabak bitkilerinin gergek yapraklarinda 1slak lekeler seklinde haslayan
hastalik belirtileri onikinci giinde ortaya g¢ikarken, onbesinci giinde etrafi sar1 kahverengi lekelere
doniismiistiir. Lekeler genellikle yaprak kenarlarinda olugsmustur. Yaprak ayasinda meydana gelen lekeler
hizlica ilerleyerek birkag giin iginde yaprak ayasim kapladiklart gozlenmistir. Kirkagag tipi kavun
cesitleri olan Hermanos F1 ve Bravos F1 cesitlerine ait fidelerin yapraklarinda sadece kavundan elde
edilen bakteriyel izolatlar hastalik olusturmustur. Kavun yapraklarinda kahverengi lekeler meydana
gelmistir (Sekil 4.12). izolatlarin higbiri Karain F1 ve Sahra F1 gesitlerine ait karpuz fidelerini
hastalandirmamustir. Pozitif kontrol olarak kullanilan YA-26 kodlu Pseudomonas syringae pv. syringae
izolat1 hiyar, kavun ve kabak fidelerini hastalandirmistir. Negatif kontrol olarak su uygulanan bitkilerde

herhangi bir leke tespit edilmemistir.



Cizelge 4.5. Patojen izolatlarin farkli kabakgil tiirlerine ait fidelerde patojenite testleri
Hiyar Izolatlan Kabak  Kavun Izolatla  YA-26 Steril

(4 izolat) izolatlan (4 izolat)  (Pss izolatr) Su
(2 izolat)
Hiyar (Borna cesidi) + + + T ;
Kavun (Hermanos ¢esidi) - - + + R
Kavun (Bravos ¢esidi) - - + + ;
Kabak (Mico cesidi) + + + + ;
Karpuz (Karain cesidi) - - - . R
Karpuz (sahra cesidi) - - - - ;

+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon

Inokulasyondan 15 giin sonra yapilan degerlendirmede hiyardan ve kabaktan elde edilen bakteri
izolatlar1 hiyar ve kabak bitkilerine ait fideleri hastalandirirken kavundan izole edilen bakteri izolatlar
hiyar, kabak ve kavun bitkilerini hastalandirdig1 saptanmustir. Farkli kabakgil tiirlerine ait fidelerde
yapilan patojenite test sonuglarina goére, kavundan elde edilen 4 izolatin Pseudomonas syringae pv.

syringae oldugu, hryar ve kabaktan elde edilen 6 izolatin Pseudomonas syringae pv. lachrymans oldugu

belirlenmistir.

|
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Sekil 4.10. Hiyar fidelerindeki patojenite testi sonucu meydana gelen yaprak lekeleri
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Sekil 4.12. Kavun fidelerindeki patojenite testi sonucu meydana gelen yaprak lekeleri
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4.5. Biyolojik Miicadele Calismalar:

Pseudomonas syringae pv. lachrymans 1 neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin
biyolojik miicadelesine odaklanilan bu kisimda, kullanilan aday antagonistler kabakgil bitkilerinin dogal
olarak yetistigi floradan, bu alanlarin topragindan, yesil aksamindan, meyvelerinden ve tohumlarindan
izole edilmistir. Izole edilen antagonist bakterilerin etki mekanizmalar1 ve biyolojik tohum

uygulamalarindaki faaliyetlerinin sonucu asagida verilmistir.

Aday Antagonistlerin Eldesi: Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligi etmeni Pseudomonas
syringae pv. lachrymans’in biyolojik miicadelesinde kullanilmak iizere yapilan aday antagonist
izolasyonlar1 sonucunda, kabakgil yetistiriciligi yapilan topraktan 39 adet, kabakgil yesil aksamindan 27
adet, kabakgil meyvelerinden 24 adet ve kabakgil tohumlarindan 44 adet olmak iizere toplam 134 adet
aday antagonist izole edilmistir. Ayrica bakteriyoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan 164
adet aday antagonist de ¢alismaya dahil edilmistir ve toplam 298 adet bakteri izolat1 ¢aligmada aday
antagonist olarak kullanilmistir.

Aday Antagonistlerin Secimi: Calismada kullanilan toplam 298 adet aday antagonist bakterinin
29 adeti Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a karsi antibakteriyel etki gostererek besi yerinde
patojenin gelisimini baskilamistir. Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, petrilerde gelisen antagonist izolatlarin
cap1 ile ¢evresinde olusan engelleme zonlar1 mm olarak &lgiilerek “Antagonistik indeks Degerleri”
hesaplandiginda, 29 izolat 1.71-5.33 indeks degeri arasinda degisiklik gostermistir. En yiiksek
antagonistik indeks degerleri 5.33 ile NC-YK-I isimli antagonist bakteri izolatinda olmus ve tek bir
istatistiki grubta yer almistir. OG1-9 kodlu antagonist de 4.08 indeks degeri ile ayr1 bir grupta yer alan
bir diger basarili antagonistik etki gosteren izolat olmustur. Bunu sirasiyla, 3.68 ve 3.66 indeks degeriyle
ayni istatistiki grupta yer alan TOROS-6 ve NC-KK kodlu izolatlar takip etmistir. NC-YK-R 3.59, YL4-
3 3.32 ve DK-SARI 3.23 antagonistik indeks degeri olusturarak basarili antagonistler arasinda yer
almiglardir. Etkili antagonistler olarak degerlendirilen 22 izolat ortalama 1.71-2.78 arasinda indeks
degeri olusturarak istatistiki analiz sonucunda 16 farkli istatistiki grupta yer almis ve patojeni baskilama
yeteneginde olduklar tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Antibakteriyel etkiye sahip 29 adet antagonist izolatin 18 adeti, yarayissiz formda olan (Fe™)
demiri yarayish forma (Fe*?) doniistiirme yetenegine yani siderofor iiretme yetenegine sahip oldugu
tespit edilmistir. Antagonistlerin siderofor olusturma indeks degerleri 1.13 ile 2.65 araliginda degisim
gostermistir. Degerlendirme sonucunda siderofor olusturma yetenegi en etkili izolatlar sirasiyla 2.65 ile
HAA4 kodlu antagonist iken, bunu 2.59 ile LOG-6, 2.55 ile HAS8, 2.52 ile YL4-3 ve 2.50 ile HA9 kodlu

antagonistler izlemistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Antagonist bakterilerin etki mekanizmalari

Antagonistler  Antibakteriyel Etki Siderofor Uretme  TAA (ug/ml)  Fosforu Cézme
NC-YK-I 533¢ 1.87 8.011 Negatif
OGI1-9 4.08° 1.87 < 12.96 ¢ Negatif
TOROS 6 3.68°¢ 0.00 ¢ 16.20 Negatif
NC-KK 3.66°¢ 0.00 ¢ 26.30 ¢ Negatif
NC-YK-R 3.59 232 10.467 Negatif
YL4-3 3.32¢ 2.52¢ 7.50° Negatif
DK-SARI 3.234 2.40 10.12" Negatif
KONYAS-1 2.78 1 0.00 ¢ 11.251 Negatif
LOG6 2.77°F 2.59¢ 6.76 1 Negatif
OGl1-2 2751 1.95¢ 170.50* Negatif
0G7-13 2.68 feh 2.11°% 170.50* Negatif
TOROSS5-1 2,651 0.00 ¢ 11.251 Negatif
AY10 M2 2,557 2.26® 10.467 Negatif
HAS 2489 255 9.89 ™ Negatif
TURUNC 2-6 2.46 M 1.18F 637" Negatif
HA1 2.38 ik 0.00 ¢ 9.04° Negatif
TOROSS5-2 2.38 ik 0.00 ¢ 773" Negatif
OG7-7 2.27M 1.33 ¢ 170.50* Negatif
AZ106-2 2.15 kim 1.43 < 73.88 ¢ Negatif
0G6-7 2.10 Km 0.00 ¢ 9.89 ™ Negatif
ADA4-2 2.08 'mn 1.57 % 170.50 * Negatif
HA9 201 250 149.47° Negatif
0GS8-8 1.99 o 1.14 1 9.26" Negatif
MYAPRAK3 1.90 ™ 0.00 ¢ 11.591 Negatif
HA3 1.88 ™ 1.13° 10.467 Negatif
X77 1.81 ™ 0.00 ¢ 16.49 ¢ Negatif
HA4 1.79 °° 2.65° 8.70 7 Negatif
0G1-10 1.78 P 0.00 ¢ 7.16" Negatif
LC8 1.71° 0.00 ¢ 10.23 Negatif

*: farkl1 harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 6nem diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidir.
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Antibakteriyel etkiye sahip 29 adet antagonist izolatin 18 adetinin, bitki biiylimesinde ve
gelismesinde olduk¢a 6nemli bir role sahip olan IAA iiretim miktarlarinin 10.12-170.5 pg/ml araliginda
degisim gosterdigi belirlenmistir. IAA {iretim degeri 170.5 pg/ml olan 4 adet antagonist bakteri (AD 4-
2, 0G 7-7, OG 1-2 ve OG 7-13 kodlu izolatlar) tespit edilmistir. Bu degerleri 149.47 p/ml yogunlukla
HA-9, 73.88 pg/ml ile AZ10-6-2 ve 26.3 pg/ml ile NC-KK isimli izolatlar takip etmistir (Sekil 4.13).

Antibakteriyel etkiye sahip 29 adet antagonistin higbiri tri-kalsiyum fosfat iceren PVK besi

yerinde fosforu ¢6zmeyi bagaramamustir.

Sekil 4.13. Antagonist bakterilerin patojen bakteri ile olusturdugu inhibisyon zonlari
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Antagonistlerin Tohum Kokenli Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastali@i’na Etkisi: Birinci
biyolojik tohum denemesinde, Pseudomonas syringae pv. lachrymans ile suni olarak bulastirilmis hiyar
tohumlarina 15 adet antagonist bakteri (NC-KK, NC-YK-I, NC-YK-R, DK-SARI OG 7-13, OG 7-7, OG
1-2, OG 8-8, YL 4-3, AY10-M2, AZ10-6-2, AD4-2, X77, HA9 ve HA3 kodlu izolatlar) uygulandiginda,
tohumdaki patojen popiilasyonunda azalma oldugundan Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin %20.78
-78.39 oraninda azaldig: tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Negatif kontrol olarak sadece steril suyla
muamele gormiis hiyar tohumlarindan c¢imlenen fidelerin higbirinde herhangi bir hastalik
gbzlenmemistir. Bu durum, denemede kullanilan hiyar tohumlarinin herhangi bir patojenle bulasik
olmadiginin gostergesidir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. lachrymans ile bulasik hiyar
tohumlarindan gelisen fidelerin yaklasik %53 tinde hastalik belirlenmistir. Sekil 4.14’te goriildiigii iizere,
hiyar tohumlarinda patojen bulasikligindan dolay1 kotiledon yapraklarda su emmis lekeler ortaya ¢ikmis
ve {i¢ giin icinde bu belirtiler kahverengi etrafi sar1 haleyle gevrili lekelere donmiistiir. Ilerleyen

donemlerde, 6zellikle nem varliginda besinci giinden sonra fidelerde 6liimler meydana gelmistir.

Cizelge 4.7. Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligina Biyolojik Tohum Uygulamalarinin Etkisi (Birinci

Deneme)
Antagonistler Hastalik Orani (%) Etki (%) Hastalik Siddeti Etki (%)
(Skala degeri ort.)

Pozitif Kontrol 52.88 & - 1.052 -

HA3 55.842 -5.60 0.96 2 7.95
AZ10-6-2 50.72° 4.08 0.88 ® 15.48
HA9 50.62 P 4.27 0.952 8.57
NC-YK-R 41.89°¢ 20.78 0.72 ¢ 30.89
0G 7-13 41.60°¢ 21.33 0.58 ¢ 44.35
NC-YK-I 38.82 ¢ 26.59 0.68 ¢ 34.87
DK-SARI 35.71 % 32.47 0.59 o 43.74
YL4-3 32.65°¢ 38.26 0.46 % 56.20
0G 1-2 27.78F 47.47 0.31 ¢ 70.06
X-77 27.23F 48.51 0.37 defo 72.61
OG 8-8 25.08 19 52.57 0.38 defo 63.98
AY10M2 23.81 10 54.97 0.40 %f 61.42
AD 4-2 21.419 59.51 0.23 9 78.26
0G 7-7 14.73M 72.14 0.29 €' 72.61
NC-KK 11.43M 78.39 0.16 9 64.21

*: farkl1 harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 6nem diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidur.

Cizelge 4.8’de goriildigi gibi, istatistiksel olarak degerlendirildiginde, ti¢ biyolojik tohum
uygulamas1 (HA3, AZ10-6-2 ve HA9 kodlu izolatlar) pozitif kontrolle ayn1 grupta yer alan basarisiz
uygulamalar olarak belirlenmistir. Geriye kalan 12 biyolojik tohum uygulamasi (NC-KK, OG 7-7, AD
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4-2, AY10M2, OG 8-8, X-77, OG 1-2, YL4-3, DK-SARI, NC-YK-I, OG 7-13 ve NC-YK-R) pozitif
kontrolden farkli bir istatistiki grupta yer aldigindan hastaligi baskilayan basarili tohum uygulamalar
olarak saptanmistir. Bu etkili antagonistler hastaligi de %20.78-78.39 oraninda baskilarken, hastalik
siddetindeki azaligin %30.89-78.26 araliginda oldugu tespit edilmistir.

Basarili olan 12 biyolojik tohum uygulamasi igerisinde, en etkili olanlarin NC-KK ve OG 7-7
kodlu antagonist bakterilerin yer aldig1 uygulamalar oldugu tespit edilmistir. NC-KK, %78 ve OG 7-7,
%72 oraninda hastalig1 baskilarken hastalik siddetini de sirasiyla %64 ve %73 oraninda azaltmustir.

Diger basarili tohum uygulamasi olan AD 4-2, AY10M2, OG 8-8, X-77 ve OG 1-2 kodlu
antagonistlerin kullanildig: parsellerde, hastalik %47-60 oraninda azalirken hastalik siddetindeki azalisin
%61-78 arasinda oldugu saptanmustir. istatistiksel olarak etkili bulunan diger uygulamalarda (YL4-3,
DK-SARI, NC-YK-I, OG 7-13 ve NC-YK-R) hastalik %21-38 oraninda baskilanirken hastalik

siddetindeki azalis %31-56 diizeyinde olmustur.

Sekil 4.14. Hastaligin ilk asamalarinda pozitif kontrolde kotiledon yapraklardaki su emmis lekeler
(solda), hastaligin ilerleyen asamalarinda sar1 haleli nekrotik lekeler ve 6lmiis fideler (sagda).
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Ikinci bir tohum denemesi kurmak igin secilen antagonistler éncelikle ilk tohum denemesi
sonuclart géz oniinde bulundurularak degerlendirilmis ve istatistiki olarak en basarili sonug veren iki
antagonist uygulamas1 NC-KK ve OG 7-7 segilmistir. Iki uygulama sayica yetersiz goriildiigii i¢in diger
uygulamalar igerisinden antimikrobiyal etki, [AA iiretme yetenegi ve siderofor iiretme yetenegi de goz
oniinde bulundurularak ii¢ antagonist (X77, AD 4-2 ve OG 1-2) daha secilmistir. Toplam 5 adet
antagonist bakteri ile ikinci biyolojik tohum denemesi basamagina gegilmistir.

Tohum denemelerinde kullanilmak iizere secilen 5 adet (NC-KK, AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7 ve
X-77 kodlu izolatlar) antagonist bakterinin ikili kombinasyonlarinin da denemelere dahil edilmesi
amaglanmistir. Bu sebeple antagonist bakterilerin birbirleriyle etkilesimlerini belirlemek i¢in ikili kiiltiir
petri denemelerine bagsvurulmus ve ikili kiiltlir petri denemelerinde birbirlerine kars1 engelleme zonu
olusturan antagonist bakteri ciftlerinin etkilesimleri pozitif olarak degerlendirilmistir. Cizelge 4.8’de
goriildiigl gibi 5 adet antagonist bakterinin yalnizca bir ¢iftinin birbirleriyle etkilesime girmedikleri (OG
1-2 VE OG 7-7) ve tohum denemelerinde kullanilabilecegi anlagilmstir.

Cizelge 4.8. Antagonist bakteri ¢iftlerinin birbirleriyle etkilesimlerinin sonuglari
Antagonistler AD 4-2 0G 1-2 0OG7-7 NC-KK X77

X77 + + + + X
NC-KK + + + X +
0G 7-7 + - X + +
oG 1-2 + X - + +
AD 4-2 X + + + +

x* ayni izolatlar oldugundan etkilesimleri incelenmedi

Ikinci deneme; ilk deneme ve antagonistlerin etki mekanizmalar1 gz oniinde bulundurularak
secilen 5 adet antagonist (NC-KK, AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7 ve X-77) ve 1 adet kombinasyon (OG 1-2
ve OG 7-7) ile kurulmustur Hastaligin %11-19 araliginda azaldig tespit edilmistir. Negatif kontrol olarak
yalnizca steril suya daldirilmis hiyar tohumlarindan ¢imlenen fidelerin higbirinde herhangi bir hastalik
belirtisine rastlanmamistir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. lachrymans ile bulagik hryar
tohumlarindan gelisen fidelerin %100’{inde hastalik varlig tespit edilmistir (Sekil 4.15). Cizelge 4.9’da
goriildiigi gibi istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim antagonist uygulamalar1 pozitif kontrolden
farkli grupta yer almis ve basarilt uygulamalar olarak degerlendirilmistir. Hastalik siddetini %20.45-
40.52 araliginda azalttiklar1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastalifia Biyolojik Tohum Uygulamalarmin Etkisi (Ikinci

Deneme)
Antagonistler Hastahk Oram (%) Etki(%0) Hastalik Siddeti Etki(%0)
(Skala degeri ort.)

Pozitif Kontrol 100.002 - 2.692

NC-KK 88.87° 11.13 1.60°¢ 40.52
0G 1-2 88.00 ™ 12.00 1.67°¢ 37.92
AD 4-2 87.55 ¢ 12.45 2.14° 20.45
X-77 84.64 ¢ 15.36 1.74 ¢ 35.32
0G 1-2 VE OG 7-7 81.99 ¢ 18.01 1.68°¢ 37.55
0G 7-7 80.78 ¢ 19.22 1.80°¢ 33.09

*: farkl1 harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 6nem diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidir.

Her iki deneme icin de OG 7-7 en basarili tohum uygulamasi olarak kaydedilmistir ve ikinci
uygulamada hastalifi %19 oraninda engellerken hastalik siddetindeki azalisin %33 oldugu tespit
edilmistir. Uygulamalar i¢inden 4 tanesi ayni istatistiki grupta yer alarak hastaligi sirasiyla OG 1-2 %12,
AD 4-2 %12.45, X77 %15.36 ve Kombinasyon %18 oraninda engellemis ve hastalik siddetinde ise %20
-%38 arasinda bir azalisa neden oldugu belirlenmistir. ilk denemede de en basarili uygulamalardan biri
olan NC-KK izolat1 hastalik siddetindeki azalisin en yiiksek oldugu uygulama olmus, %41 oraninda
hastalik siddetini azaltirken, hastalik oraninda %11°1ik bir etki gostermis ve istatistiki olarak basarili bir
uygulama olarak degerlendirilmistir. Sekil 4.16’da da goriildiigli gibi antagonist bakteri uygulamalar

gozle gortiliir bir sekilde bitki bliylimesinde ve hastaligin baskilanmasinda énemli bir rol oynamuistir.
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Sekil 4.15. Pozitif kontrol (éoidef) ve OG 1-2 kodlu antagonist bakteri uygulanmis kiivet gériiniimii
(sagda)

1 :
7
'

Sekil 4.16. Pozitif kontrole it ikiler (solda) ve negatif kontrole ait itkiler (sagda)
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Basarili Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine Etkisi: Tohum denemeleri sonucunda
Pseudomonas syringae pv. lachrymans in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligini basarili
bir sekilde baskilayan antagonist bakterilerin tohum ¢imlenmesine etkisi arastirildiginda, tiim antagonist
bakteri uygulamalarinin (OG 1-2, NC-KK, OG 7-7, AD 4-2 Kombinasyon ve X77) kontrolle ayni grupta

yer aldigini ve istatistiki olarak tohum ¢imlenmesinde bir azalisa neden olmadigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.10. Basarili Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine Etkisi

Antagonistler Ekilen Tohum Cimlenen Cimlenme Oram Degisim
Sayisi Tohum Sayisi (%)

Kontrol (saf su) 75 75 100.00 # -
0G 1-2 75 75 100.00? -
NC-KK 75 73 97.33% 2.67
oG 7-7 75 73 97.33% 2.67
AD 4-2 75 72 96.00 * 4.00
0G 1-2 ve OG 7-7 75 72 96.00% 4.00
X77 75 71 96.67% 5.33

*: farkli harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 dnem diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidir.

Basarili Antagonistlerin Tanisi: Basarili antagonist bakterilerin tanilanma agamasinda tiitiinde
asir1 duyarlilik reaksiyonu, patateste pektolitik enzim aktivitesi, 36 °C’de gelisim ve MALDI-TOF MS
yontemlerine bagvurulmustur.

Tohum denemelerinde kullanilan 5 adet antagonist bakteri (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, NC-KK
ve X77) i¢in tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu testi yapilmis ve tiim antagonist bakteri izolatlar1 negatif
sonug vermistir. Ardindan bu bes izolat patateste pektolitik enzim aktivitesi testine tabii tutulmus ve yine
tiim antagonist bakteriler patateste herhangi bir yumusama/ciiriimeye neden olmaksiniz negatif sonug
vererek nisastay1 parcalama yeteneklerinin olmadigi anlasilmistir. Antagonist bakterilerin insan patojeni
olma riskinin varligin1 kanitlamak i¢in yapilan 36 °C’de gelisim testlerinde ise antagonist bakterilerden
hicbirinin 36 °C’de gelisemedigi gozlemlenmistir. Laboratuvar testlerinin ardindan MALDI-TOF MS ile
yapilan tan1 sonucunda NC-KK kodlu izolatin 1.825 indeks degeri ile Enterecoccus casseliflavus, AD 4-
2 kodlu izolatin 1.882 indeks degeri ile Bacillus mojavensis, OG 1-2 kodlu izolatin 2,133 indeks degeri
ile Bacillus pumilus, OG 7-7 kodlu izolatin 2.386 indeks degeri ile Providencia rettgeri ve X77 kodlu
izolatin 2.190 indeks degeri ile Bacillus amyloligofasciens oldugu tanilanmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Antagonist bakterilerin MALDI-TOF MS sonuglari

Antagonistler Skor degeri MALDI TOF-MS
AD4-2 1.882 Bacillus mojavensis
X717 2.190 Bacillus amyloliquefaciens
0G1-2 2.133 Bacillus pumilus
0G7-7 2.386 Providencia rettgeri
NC-KK 1.825 Enterococcus casseliflavus
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5. TARTISMA

Hiyar, kabak, acur, bal kabagi, kavun ve karpuzun da i¢inde bulundugu kabakgiller ailesi,
tilkemiz dahil pek ¢ok iilkede yaygin olarak yetistirilen ve tiiketilen bitkilerdir. Acidovorax citrulli,
Dickeya dadantii, Erwinia carnegiena, Erwinia tracheiphila, bazi Enterobacter iiyeleri, Pantoea
ananatis, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae pv. aptata,
Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas viridiflava,
Ralstonia solanecearum, Sphingomonas melonis ve Xanthomonas campestris pv. cucurbitae adli bakteri
tirleri bu bitkileri hastalandirarak verim ve kalite kayiplarina neden olan patojen bakterilerdir (Keinath
ve ark., 2017). Adana ilinde ticari kabakgil fidesi iiretilen alanlar 2023 yilinda incelenmis ve yapilan
izolasyonlar sonucu sorun olan bakteriyel patojenler ortaya konmustur. Bu ilde yaklasik 10 yildir
kabakgil bakteri hastaliklarinin tespiti iizerine arastirma yapilmadigindan yeni bakteriyel hastaliklarin
varlig1r ve bilinen hastaliklarin durumu hakkinda yeni veriler elde edilmistir. Yapilan bu galisma
sonucunda Adana ilinde ticari kabakgil fidesi iretilen alanlarda yeni bir bakteriyel patojen tespit
edilmemistir. Hasta hiyarlardan izole edilen 19 adet ve hasta kabak bitkilerinden izole edilen 8 adet izolat
Pseudomonas syringae pv. lachrymans, hasta kavunlardan izole edilen 14 adet izolat Pseudomonas
syringae pv. syringae olarak tanilanmustir.

Cukurova Bolgesinde 2009 ve 2010 yillarinda Acidovorax citrulli karpuz ve kavunda biiyiik bir
epidemi yapmasina (Mirik ve ark., 2006; Horuz ve ark., 2014) ragmen bu c¢aligma kapsaminda yapilan
izolasyonlarda bu patojen bakteri tespit edilmemistir. Yasanan biiyiik ekonomik kayiplardan sonra ticari
tohum ve fide iireticilerinin daha dikkatli {iretim yaptiklar1 ve gerekli 6nlemleri aldiklari, ayrica Tarim
Bakanligina bagli karantina kuruluslarinin da ayn titizligi gosterdigi diisiincesi akla gelmistir.

Ticari fideliklerde saptanan Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
lachrymans ile bulasik kabakgil fideleri lireticiye satilmamakta, imha edilmek zorunda kalinmaktadir.
Bu hastaliklarin neden oldugu ekonomik kayiplari ortadan kaldirmak igin ilk inokulum kaynaklarindan
olan tohumlardaki bulasikligin yok edilmesi veya azaltilmasi gerekmektedir. Bu nedenle tohum
ekiminden Once yapilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik tohum uygulamalari 6nemli bir miicadele
stratejisi olarak kabul edilmektedir. Kimyasallarin, ¢evreye, hedef dig1 canlilara, insan sagligina olan
olumsuz etkileri ve patojenlerin bu kimyasallara direng gelistirme problemi nedeniyle son yillarda
biyolojik tohum uygulamalarina yonelimin arttig1 bir gergektir. Biyolojik ¢dztimler, hastalig1 baski altina
almanin yani sira, topraktaki ve bitkinin yesil aksamindaki biyolojik ¢esitliligi de koruyarak ekosistemin
dengede kalmasini saglamaktadir.

Cukurova Bolgesindeki kabakgil iiretim alanlarindan ve tohumlarin yiizeyinden izole edilen

yerel antagonistlerle (toplam 298 adet) yapilan biyolojik tohum uygulamalar1 sonucunda Pseudomonas
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syringae pv. lachrymans’in neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligi %21-78 oraninda
baskilanirken hastalik siddetinde %31-78 oraninda bir azalis saptanmistir. En basarili 5 antagonistle
yapilan ikinci bir denemede bu antagonistlerin basarisi bir kez daha teyit edilmistir. Bu basarili
antagonistler Bacillus amylaliquefaciens, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus, Enterecoccus
casseliflavus ve Providencia rettgeri olarak tanilanmustir.

Biyolojik tohum uygulamasinda kullandigimiz bu dost mikroorganizmalarin antimikrobiyal
madde ve siderefor iireterek patojeni baski altina aldigi, ayrica biliylime hormonu olan IAA iireterek
bitkide saglikli biliyiimeyi tesvik ettigi belirlenmistir. Genel olarak antagonist bakterilerin bu
yeteneklerinin yaninda topraktaki fosforu ¢ozerek ve azotu fikse ederek bitkinin topraktan besin elementi
aliminmi arttirdig1 bilinmektedir. Bunlara ek olarak bitkiyi tuzluluk, kuraklik gibi abiyotik stres
faktorlerinden de koruma yetenekleri bulunmaktadir (Mercado-Blanco ve Lugtenberg, 2014; Olur,
2020). Dost mikroorganizmalarin tiim ozellikleri gbéz Oniinde bulunduruldugunda hastaliklar
baskilarken ayni zamanda bir biyogiibre gorevi iistlendikleri soylenebilir.

Ozellikle Bacillus cinsine ait faydali bakterilerin bu konuda oldukga basarili olduklar1 bilinir
(Chen ve ark. 2003). Benzer sekilde Bacillus amyloligofasciens hem biyolojik giibre olarak etki
gosterirken hem de bitki hastaliklariyla miicadelede basarili bir antagonist olarak bilinmektedir
(Chowdhury ve ark., 2015; Luo ve ark., 2022). Bu ¢aligmada kullanilan Bacillus amyloligofasciens, ( X-
77 kodlu antagonist izolat) yalnizca Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligini baski altina almakla
kalmamustir, bunun yani sira misirda Dickeya zeae (Samson ve ark., 2005)’nin neden oldugu Bakteriyel
Govde Ciiriikligi Hastaligini baskilamada da oldukga basarili sonuglar vermistir (Keser ve ark., 2023).
Farkli Bacillus amyloliguefaciens izolatlarinin domateste Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden
oldugu Bakteriyel Benek Hastaligina (Lanna-Filho ve ark., 2017; Giildogan ve ark., 2022) ve
Xanthomanas euvesicatoria’nin neden oldugu Biberde Bakteriyel Leke Hastaligina (Tiimen ve ark.,
2022) karst basariyla kullamldigini  gosteren laboratuvarimizda yapilmis olan arastirmalar
bulunmaktadir.

Bacillus mojavensis’in (AD 4-2 izolat1), Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden oldugu
Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin tohum enfeksiyonunu basarili bir sekilde baskiladig: tespit
edilmistir. Bu antagonistin farkli izolatlarinin hem bakteriyel hem de fungal hastaliklara kars1 basarili
oldugunu gosteren farkli ¢aligmalar bulunmaktadir. Elmada Erwinia amylovora’nin neden oldugu Ates
Yanikligi Hastaliginin (Aktepe ve Aysan, 2023), domateste Pseudomonas syringae pv. tomato’nun
neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaliginin (Yildiz ve ark., 2023), kabakgil bitkilerinde fungal kokenli
Antraknoz Hastaliginin, (Neher ve ark., 2009), misir ve diger bazi bitkilerdeki fungal hastaliklarm
biyolojik miicadelesinde patentli olarak etkili bir sekilde kullanildig: belirtilmektedir (Bacon ve ark,
2005).
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Bu hastalig1 azaltmada etkili olan bir diger antagonist bakteri Bacillus pumilus (OG 1-2 kodlu
izolat) olmustur. Bu antagonistin yine domateste Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden oldugu
Bakteriyel Benek Hastaligina karsi basarili oldugunu gdsteren laboratuvar ¢alismalarimiz mevcuttur
(Giildogan ve ark., 2022). Ayrica, Bacillus pumilus’un farkli izolatlarinin kabakgillerde gériilen Kiilleme
Hastaligi’nin (Podosphaera xanthii) biyolojik miicadelesinde etkili oldugu bildirilmistir (Ni ve Punja,
2021).

Providencia rettgeri’nin (OG7-7 kodlu izolat) Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaliginmn
tohumlardaki enfeksiyonunu baskilamadaki basaris1 bu ¢alisma cergevesinde kanitlamistir. Baska bir
calismada ise yine hiyar fidelerinde koklenmeyi artirmak igin 6zellikle koklerde kolonize olan PGPR
bakterileri olarak (Li ve ark., 2020) basariyla kullanilmistir. Bunun yaninda Entomopatojen 6zelligi
bilinen Providencia rettgeri, antagonist boceklerin mikrobiyal miicadelesinde de (Dai ve ark., 2023)
kullanilmaktadir. Yerfistiginda bitkiyi tuzluluk stresine dayaniklt hale getirebilmek i¢in yine
Providencia rettgeri’den yararlanilmis, bu antagonistin fosforu ¢6zme yetenegi 6n plana ¢ikmustir (Jiang
ve ark., 2019). Bunlarin yaninda Providencia rettgeri’nin Cin’de Calla zambaginda Yumusak Ciiriklige
neden olan bir patojen oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada elde ettigimiz Providencia rettgeri izolati
patateslere uygulandiginda herhangi bir ¢iiriiklik yapmamistir. Bu da elde ettigimiz izolatin patojen
bakteri izolat1 olmadigimi gostermektedir.

Entomopatojen bakterilerden olan Enterecoccus casseliflavus’un (NC-KK kodlu izolat) da daha
once depolanmus {iriin zararlilar1 (Channaiah ve ark. 2010) ve lepidopterlerden (Vilanova ve ark. 2016)
izole edildigi ve Enterecoccus casseliflavus Tal2 izolatinin Tuta absoluta larvalarina karsi etkili bir
entomopatojen oldugu rapor edilmistir (Eski ve ark., 2024).

Sonug¢ olarak, biyolojik miicadele stratejileri, cevresel sirdiiriilebilirlik agisindan Gnemli
avantajlar sunarak hem insan sagligina zarar vermeyen hem de tarimsal uygulamalarin uzun vadede
stirdiirilebilirligini saglayan bir yontemdir. Bu yaklasimlar, dogal ekosistemlerin korunmasina katkida
bulunur, biyocesitliligi tesvik eder ve toprak verimliligini artirir. Bu faydalar, biyolojik miicadele
uygulamalarinin yayginlastirilmas1 ve desteklenmesi igin giiclii bir gerekce olusturur. Bu nedenle,
tarimsal uygulamalarda biyolojik miicadele tekniklerini yayginlagtirmak amaciyla daha fazla egitim,
arastirma ve politika destegi gibi ¢esitli onlemler alinmalidir. Calisma sonucunda, basarili izolatlarin
cesitli etki mekanizmalar1 sayesinde giiclii antibakteriyel etki gostermesi, kimyasal miicadele
yontemlerinde siklikla karsilasilan direng gelistirme sorununa potansiyel bir ¢dziim sunmaktadir. Bu
izolatlarin hem in vitro hem de in vivo kosullarda patojenlere karsi yiiksek antibakteriyel potansiyel
sergilemesi, bu biyolojik miicadele elemanlarinin biyopreparat formiilasyonlar1 seklinde gelistirilip

farkli hastaliklara karst entegre miicadele programlarinda kullanilabilecegi onerisini desteklemektedir.
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Bu yaklagim, tarimsal iiretimde siirdiiriilebilirlik ve kimyasallara karsi patojen bakterinin direncli

popiilasyonlarinin yonetimi agisindan énemli bir adim olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu yiiksek lisans ¢calismasinda Adana’da ticari olarak kabakgil fide iiretiminin yapildig: tesislere
ziyaretler gergeklestirilmis ve hasta bitkiler toplanarak patojen bakteri izolasyonlar1 yapilmistir. Yapilan
izolasyonlar sonucunda 82 adet hasta hiyar, kabak ve kavunda Pseudomonas syringae pv. lachrymans
ve Pseudomonas syringae pv. syringae’nin varligi tespit edilmistir. Izolasyonlar, hryar ve kabak
bitkilerinde Pseudomonas syringae pv. lachrymans in, kavun bitkilerinde ise Pseudomonas syringae pv.
syringae’nin en yaygin patojen tiirii oldugunu, yeni patojenik tiirlerin Adana’daki ticari fideliklerde
bulunmadigin1  kanitlar nitelikte olmustur. Farkli konukgularda yapilan patojenite testlerinde
Pseudomonas syringae pv. lachrymans hiyar ve kabakta hastalik olustururken Pseudomonas syringae
pv. syringae’nin kavun, hiyar ve kabakta hastaliga neden oldugu goriilmiistiir. Pseudomonas syringae
pv. lachrymans ve Pseudomonas syringae pv. syringae nin ayriminda limon, kavun /hiyar veya
kavun/kabak bitkilerinin kullanimimin daha dogru sonuglar verecegi kanaatine varilmstir.

Bu baglamda, hiyar ve kabak bitkilerinde baskin olarak bulunan Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’ i neden oldugu Hiyar Kdseli Yaprak Leke hastaliginin biyolojik miicadelesi kapsaminda
kabakgil familyasina ait bitkilerin dogal florasindan, yetistirildigi topraklardan, tohumlarindan ve
meyvelerinden o6rnekler alinarak aday antagonist bakteri izolasyonlari gerceklestirilmistir. Toplam 298
adet aday antagonist bakterinin, patojen bakteri Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a karsi
antibakteriyel etkileri aragtirilmig ve 29 adet antagonist bakteri inhibisyon zonu olusturarak patojen
bakteriyi in vitro kosullarda engelledigi tespit edilmistir. Basarili antagonistlerin etki mekanizmalari IAA
iretme, siderofor olusturma ve fosfati ¢ozme yeteneklerine gore incelendiginde, 18 adet antagonist
bakterinin siderofor olusturma yeteneginin oldugu, tiim antagonist bakterilerin farkli diizeyde IAA
iiretme yeteneginin oldugu ve hig bir antagonist bakterinin fosforu ¢6zme yeteneginin olmadig: tespit
edilmistir. Tiim bu etki mekanizmalar1 g6z 6niinde bulundurularak, biyolojik tohum uygulamalar igin
15 adet (NC-KK, NC-YK-I, NC-YK-R, DK-SARI OG 7-13, OG 7-7, OG 1-2, OG 8-8, YL 4-3, AY10-
M2, AZ10-6-2, AD4-2, X77, HA9 ve HA3 kodlu izolatlar) antagonist bakteri se¢ilmis ve iklim odasi
kosullarinda tohum denemeleri kurulmustur. Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin biyolojik
miicadelesi i¢in kurulan birinci tohum denemesinde hastalik 9%21-78 oraninda baskilanirken, hastalik
siddetindeki azalis %31-78 araliginda olmustur. Birinci denemede bagarili bulunan 5 antagonist bakteri
ve bunlarin bir ¢iftinin kombinasyonuyla (NC-KK, AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, X-77 ve OG 7-7 ve OG 1-
2’nin kombinasyonu) kurulan ikinci denemede ise tiim uygulamalar pozitif kontrolden farkli istatistiki
grupta yer alarak yine basarili uygulamalar oldugu bir kez daha kanitlanmistir. Ayrica antagonist
bakterilerin tohum ¢imlenmesine herhangi bir olumsuz etkisinin de olmadigi tespit edilmistir. Basarili

antagonistlerden, NC-KK kodlu izolat Enterecoccus casseliflavus, AD 4-2 kodlu izolat Bacillus
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mojavensis, OG 1-2 kodlu izolat Bacillus pumilus, OG 7-7 kodlu izolat Providencia rettgeri ve X77
kodlu izolat Bacillus amyloliqofasciens olarak tanilanmustir.

Bitki hastaliklartyla miicadele kapsaminda kimyasal miicadeleye alternatif miicadele yontemleri
gelistirmek insan ve ¢evre sagligi igin oldukca biiyiik bir 6nem teskil etmektedir. Kimyasal miicadele,
kisa vadede kolay sonug veren bir yontem olarak goriilse de uzun vadede zararlar1 yararlarindan ¢ok
daha fazladir. Kimyasallarin tirlindeki kalint1 riski, patojenin bu kimyasallara diren¢ kazanmasi, toprak
ve su kirliligine sebep olmasi, uzun vadede siirdiiriilebilir olmamasi, genis spektrumlu kimyasallarin
hedef dis1 canlilara olumsuz etkisi ve her seyden 6nce insan sagligina olan etkileri degerlendirildiginde
pek cok yan etki kullanimi sinirlayan faktorler olarak sayilabilir. Yalnizca bu sebepler bile hem diinyada
hem de iilkemizde, tarimda tek bagina kimyasallarla yapilan miicadele yontemlerinden uzaklasip daha
stirdiiriilebilir, entegre ve dogaya dost miicadele yontemlerinin arayisina sebep olmaktadir. Bu baglamda
antagonist bakteriler, faydali funguslar ve dost mayalar biyolojik miicadelenin en biiyiik silahlar1 olarak
goriilebilir. Bu mikroorganizmalar bitkileri hastaliklara kars1 direncli hale getirmenin yani sira, biyolojik
cesitliligi koruyarak dogal dengeye katki saglamak, bitkilerin topraktan besin elementi alimini
kolaylastirmak ve bitkiyi tuzluluk, kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerinden korumak icin de oldukca
biiyiik 6nem arz etmektedir.

Kabakgillerdeki bu bakteriyel hastaligin biyolojik miicadelesinde, antagonist bakteriler tohum
uygulamasi olarak kullanildiginda, oldukga basarili sonuglar elde edilmistir. Ancak en son nokta bu
antagonistlerin kitle iiretimlerinin yapilarak fide ve tohum iireticilerinin kullanimina sunulmasidir. Bu
baglamda antagonistlerin toplu iiretimleri, iiretici kosullarinda (fideliklerde, serada ve agik alanda)
etkilerinin belirlenmesi ve hedef disi canlilara olan etkilerinin arastirilmasina ihtiyag vardir. Ayrica
kabakgil tiretim alaninda bu basarili antagonistlerin bakteriyel etmenlerden Pseudomonas syringae pv.
syringae ve fungal etmenlerden Pseudoperonospora cubensis’in miicadelesinde kullanim olanaklarinin
da arastirilmasi faydali olacaktir. Bu arastirma, gelecekte yapilacak olan diger ¢alismalara basamak

olmasi ve 151k tutabilecek olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir.
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EK 1. Patojen bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS sonuclar:
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EK 2. Antagonist bakterilerin MALDI-TOF MS sonuclar1

ShoE e s

Bruker Daltonik MALDI Biotyper

%m;r Logo

Classification Results
Project Info:
Propoct Name: Pral. De. Vesims AYSAN bakieri iesbis__ 6102820
Propect Diencripuen:
Peoprat | s Adein FLEX-PC
Project Creation Duse/Thme R |G 16T 1433 S
Peopoct Analyte Count 4
Propect Type: Devekopenent
Nialulnimwn el farncrd
Wialulstoon Poisteon
Result (herview
Amalyir Amalyie il gamium Soare Soant
Name (1] bl muatel ) Vahse dntmnd besl mateh) Vahse
pw.; NC Knlik knun Enteregocun cansclilaves has Entcrogogiun cameliflave (&1
s Ad a2 [V — 1.2 hacalles sabisia 1747
Wi Bacilhus pumik [T —
e - - -
3.0 30 0 1 T T Ty " e, i Ldati
3]
(1A} O 7.7 Providenc remgen - Pronvudences remgen -

e e B Rt e RS L P SRR A i e aamn Gema W

71



EK 3. Birinci tohum denemesi hastalik oran1 varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA

ANOVA
Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 15 8519.622565 567.97484  69.39006 .0000 ***
Error 32 261.9279322 8.1852479<-
Total 47 8781.550497
Model 15 8519.622565 567.97484  69.39006 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.97017292876

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 2.86098722169

Mean Y = 34.5121001667

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 8.2898091%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 8.18524788268
Degrees of Freedom: 32

Keep If:

n Means = 16

LSD 0.05 =4.75824835295

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 HA3 55.8364196667 Ja
2 PK 52.876984 3ab
3 AZ10-6-2 50.721501 3b
4 HA9 50.617284 3b
5NC-YK-R 41.886512 3c
6 OG 7-13 41.600529 3¢
7NC-YK-I 38.818011 3cd
8 DK-SARI 35.7142856667 3de
9YL4-3 32.6495726667 3e
10 OG 1-2 27.7837196667 3f
11 X-77 27.228164 3f
12 OG 8-8 25.0848266667 3fg
13 AY10M2 23.8095236667 3fg
14 AD 4-2 21.4102563333 3g
150G 7-7 14.7256726667 3h
16 NC-KK 11.4303406667 3h
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EK 4. Birinci tohum denemesi hastalik siddeti varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA

ANOVA
Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 15 3.620102441 0.2413402 13.938295 .0000 ***
Error 32 0.554076756 0.0173149<-
Total 47 4.174179197
Model 153.620102441 0.2413402 13.938295 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.86726090809

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.13158608827

Mean Y = 0.56296429167

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 23.373789%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 0.01731489863
Degrees of Freedom: 32

Keep If:

n Means = 16

LSD 0.05=0.21884728566

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 PK 1.04398133333 Ja
2 HA-3 0.96094133333 Ja
3 HA-9 0.95449733333 3a
4 AZ10-6-2 0.88239533333 3ab
5NC YAZLIK R 0.721539 3bc
6 NC YAZLIK I 0.67994066667 3bc
7 DKSarlKarpuzY 0.58730166667 3cd
8 OG7-13 0.58101866667 3cd
9YL4-3 0.457265 3de
10 AY10-M2 0.40277766667 3 def
11 OG 8-8 0.37608133333 3 defg
12 X77 0.37361866667 3 defg
130G 1-2 0.31259666667 3 efg
14 OG 7-7 0.285973 3 efg
15 ADIYAMAN4-2 0.226923 3fg
16 N_KI'LIK S 0.160578 3g
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EK 5. ikinci tohum denemesi hastalik orami varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA

ANOVA
Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 6 726.3054977 121.05092 5.8679633 .0031 **
Error 14 288.807675 20.62912<-
Total 20 1015.113173
Model 6 726.3054977 121.05092 5.8679633 .0031 **

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.7154921414

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 4.54192906637

Mean Y = 87.4023464762

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 5.1965757%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 20.629119644
Degrees of Freedom: 14
Keep If:

n Means =7
LSD 0.05 =7.95387613092

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 PK 100 Ja
2 NC-KK 88.8695653333 3b
3 0G1-2 88 3bc
4 AD4-2 87.5458936667 3bc
5 X-77 84.6376813333 3bc
6 OG7-7VE OG 1-2 81.9855073333 3bc
7 OGT7-7 80.7777776667 3c
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EK 6. ikinci tohum denemesi hastalik siddeti varyans analizi
HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA

ANOVA
Source df TypelISS MS F P
Main Effects
Cl 6 1.971755177 0.3286259 7.1776329 .0012 **
Error 14 0.640985984 0.0457847<-
Total 202.612741161
Model 6 1.971755177 0.3286259 7.1776329 .0012 **

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.75466915987

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.21397362724

Mean Y =2.2514837619

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 9.5036718%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 0.04578471316
Degrees of Freedom: 14
Keep If:

n Means =7
LSD 0.05=0.3747129692

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 PK 2.68777 Ja
2  ADIYAMAN4-2 2.13678766667 3b
3 0OG7-7 1.79833333333 3c
4  X77 1.7421611 3c
5 OGIl-2VE7-7 1.677971 3c
6 0G1-2 1.6681449333 3c
7 N _KI'LIKS 1.601024 3c
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EK 7. Antagonistlerin cimlenme oranina etkisi varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA

ANOVA
Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 6 74.66666667 12.444444 1.0888889 .4152 ns
Error 14 160 11.428571<-
Total 20 234.6666667
Model 6 74.66666667 12.444444 1.0888889 .4152 ns

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.31818181818

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 3.38061701891

Mean Y = 97.3333333333

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 3.4732367%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 11.4285714286
Degrees of Freedom: 14
Keep If:

n Means =7
LSD 0.05=5.92017370187

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
10G 1-2 100 3a
2 NK 100 3a
30G7-7 97.3333333333 Ja
4N_KI'LIK S 97.3333333333 Ja
5 ADIYAMAN4-2 96 Ja
6 OG1-2 VE 7-7 96 Ja
7 X77 94.6666666667 Ja
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EK 8. Antagonistlerin IAA iiretimi varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA
ANOVA

Rows of data with missing values removed: 0
Rows which remain: 87

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 28 303833.7008 10851.204 7.532e16 .0000 ***
Error 58 8.35598¢-12 1.441e-13<-
Total 86 303833.7008
Model 28 303833.7008 10851.204 7.532e16 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 1

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 3.79563783¢-7

Mean Y = 39.7734482759

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 9.5431e-7%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: Student-Newman-Keuls
Significance Level: 0.05
Variance: 1.4406867e-13
Degrees of Freedom: 58
Keep If:

n Means = 29
LSD 0.05 =6.20357331e-7

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 OG 7-7 170.5 a
20G 1-2 170.5 a
3 0G7-13 170.5 a
4AD 4-2 170.5 a
5 HA-9 149.47 b
6 AZ106-2 73.88 c
7 NC-KK 26.3 d
8 X-77 16.49 e
9 Toros-6 16.2 f
10 OG 1-9 12.96 g
11 Myaprak-3 11.59 h
12 Toros5-1 11.25 i
13 Konya 5-1 11.25 i
14 NC-YK-R 10.46 j
15 HA-3 10.46 j
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16 AY10-M2
17 LC-8

18 DK-SARI
19 OG 6-7
20 HA-8

21 OG 8-8
22 HA-1

23 HA-4

24 NC-YK-I
25 Toros 5-2
26 YL4-3

27 OG1-10
28 Log 6

29 Turung 2-

10.46
10.23
10.12
9.89
9.89
9.26
9.04
8.7
8.01
7.73
7.5
7.16
6.76
6.37

<C"’V”'*.Q’UO:$E§'_‘W‘_"
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EK 9.Antagonistlerin siderofor iiretimi varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES- RAW DATA

ANOVA
Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 28 94.32088966 3.3686032 143.09286 .0000 ***
Error 58  1.3654 0.0235414<-
Total 86 95.68628966
Model 28 94.32088966 3.3686032 143.09286 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.98573045308

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.15343200224

Mean Y = 1.21965517241

Coecfficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 12.579949%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: Student-Newman-Keuls
Significance Level: 0.05
Variance: 0.02354137931
Degrees of Freedom: 58
Keep If:

n Means = 29
LSD 0.05=0.25076857122

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 HA-4 2.65 a
2Logb6 2.59 a
3 HA-8 2.55 a
4YL4-3 2.52 a
5 HA-9 2.5 a
6 DK-SARI 24 ab
7 NC-YK-R 2.32 ab
8 AY10-M2 2.26 ab
9 0G7-13 2.11 be
10 OG 1-2 1.95 c
11 0G 1-9 1.87 cd
12 NC-YK-I 1.87 cd
13 AD 4-2 1.57 de
14 AZ106-2 1.43 ef
150G 7-7 1.33 ef
16 Turung 2-6 1.18 f
17 OG 8-8 1.14 f
18 HA-3 1.13 f
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19 OG 6-7
20 NC-KK
21 OGl1-10
22 HA-1

23 Toros 5-2
24 Myaprak-3
25 Konya 5-1
26 X-77

27 Toros-6
28 LC-8

29 Toros5-1

SO OO O OO OO
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EK 10. Antagonistlerin antibakteriyel etkisinin varyans analizi

HOMOGENEITY OF VARIANCES-RAW DATA
ANOVA
2024-05-18 12:19:45

Rows of data with missing values removed: 0
Rows which remain: 87

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl 28 58.04149885 2.0729107 68.141475 .0000 ***
Error 58  1.7644 0.0304207<-
Total 86 59.80589885
Model 28 58.04149885 2.0729107 68.141475 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.97049789345

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.17441527931

Mean Y = 2.62988505747

Coecfficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 6.6320495%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 0.03042068966
Degrees of Freedom: 58
Keep If:

n Means = 29
LSD 0.05 =0.28506354445

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 NC-YK-I 5.33 a
2 0GI1-9 4.08666666667 b
3 TOROS6 3.68333333333 c
4 NC-KK 3.66 c
5 NC-YK-R 3.59 cd
6 YL4-3 3.32 de
7 DK-SARI 3.23 e
8 KONYAS-1 2.78 f
9 LOG6 2.77 f
10 OG1-2 2.75 fg
11 OG7-13 2.68333333333 fgh
12 TOROSS5-1 2.65 fghi
13 AY10-M2 2.55 fghij
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14 HAS

15 TURUNC2-6
16 HA1

17 TOROS5-2
18 0G7-7

19 AZ106-2

20 0G6-7

21 ADIYAMAN4-2
22 HA9

23 0G8-8

24 MYAPRAK3
25 HA3

26 X77

27 HA4

28 0G1-10

29 LC8

2.48333333333
2.46

2.38

2.38

2.27

2.15

2.1

2.08

2.01
1.99666666667
1.9

1.88

1.81
1.79333333333
1.78

1.71
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