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Bu cgaligmada Adana ve Mersin illerinde yetistiriciligi yapilan domates iiretim
alanlarinda yapilan sorveylerin yan sira Antalya, Artvin, Bursa ve Izmir illerinden temin
edilen hasta domates bitkilerinden toplam 57 bakteri izolati morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal, serolojik (indirekt ELiZA), molekiiler (PCR) ve yag asit metil ester analiz
yontemleri sonucunda domates bakteriyel solgunluk hastaligi etmeni olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) olarak tanilanmustir.

Tamlama c¢aligmalarimin yani sira hastalikla kimyasal miicadeleye alternatif
olarak bitki biiylime diizenleyici rizobakterilerin (Plant Growth Promoting Rhizobacter,
PGPR) kullanilma olanaklar1 da arastirilmistir. Adana, Antalya, Hatay, Osmaniye, Mersin
ve Mugla illerinden temin edilen 39 farkl toprak 6rneginden 499 adet aday PGPR bakteri
izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar arasinda en fazla fosforu ¢ézme, azotu baglama
Ozelliklerine sahip 30 izolat aday PGPR olarak se¢ilmis olup, bu izolatlar arasinda en
etkili olan 8 izolatin Cmm tarafindan neden olunan hastaligi baskilayabilme potansiyelleri
in vivo saksi c¢alismalar1 ile belirlenmistir. Saksi ¢alismalar1 sonucunda 3 izolat ve
kombinasyonlari ile tohum denemeleri, 2 izolat ve kombinasyonlari ile tarla ¢aligmalari
yiiritiilmistiir. Calismalarda bitki aktivatorii olan ISR 2000 adli ticari preparatta PGPR
uygulamalariyla karsilastiriimak amaci ile kullanilmistir.

Elde edilen sonuglara gore PGPR izolatlar1 ile muamele gormiis domates
bitkilerinde Cmm tarafindan neden olunan hastalik siddetinin tarla kosullarinda ortalama
%43 oraninda azaldigr belirlenmistir. Hastalik etmeninin bulunmadigi kosullarda PGPR
izolatlar1 bitki biiyiimesini (bitki boyu, govde ¢api, dal sayisi, bitki yas agirligi ve kuru
agirligl, kok boyu ve verim) degisen oranlarda artirmiglardir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Clavibacter, tani, biyolojik miicadele, PGPR




ABSTRACT

PhD THESIS

IDENTIFICATION OF TOMATO BACTERIAL WILT DISEASES AGENT
[Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et. al.] AND
RESEARCH ON THEIR BIOLOGICAL CONTROL BY USING PLANT
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In this study, 57 bacterial strains were isolated from tomato plants growing in
surveyed field located in Adana and Mersin provinces and also infested plants which
were sent from Antalya, Artvin, Bursa and Izmir provinces. All bacterial strains were
identified as Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), causal agent of
tomato bacterial wilt disease by using morphological physiological, biochemical,
serological (indirect ELISA), molecular (PCR) fatty acid methyl ester analyses methods.

In addition to identification studies, possible use of plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) was also investigated as an alternative method to chemical control
of disease caused by Cmm. Totally 499 putative bacterial strains were isolated from 39
different rhizosphere-associated soils from different tomato grown fields in Adana,
Antalya, Hatay, Osmaniye, Mersin ands Mugla provinces. Among these strains, 30
putative bacterial strains were initially selected as PGPR which solubilized phosphorus
and fixed nitrogen. The most efficient eight putative PGPR strains were further assessed
to suppress disease caused by Cmm in vivo conditions. Following these experiments, 3
PGPR strains and combinations for seed treatments, two PGPR and combinations for
field experiments were used to suppress disease occurrence. For comparison ISR 2000, as
a commercial plant activator, was also included in these studies.

Field experiments revealed that disease severity was significantly suppressed at
43% by PGPR strains used. In the absence of the pathogen, PGPR strains have also
promoted plant growth (i.e., plant length, stem diameter, branch number, plant fresh and
dry weight, root length and yield) at varying ratios.

Key Words: Tomato, Clavibacter, identification, biological control, PGPR
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TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve bana “Domates
Bakteriyel Solgunluk Hastaligi Etmeni [Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith) Davis et. al.]’nin Tanilanmast Ve Bitki Biiylime
Diizenleyici Rizobakteriler Ile Biyolojik Miicadele Olanaklarmnin Arastirilmas:”
konulu doktora tezini veren yapict ve yonlendirici fikirleri ile bana daima yol
gosteren danigsman hocalarim Sayin Prof. Dr. Ozden CINAR ve Dog. Dr. Yesim
AYSAN’a sonsuz tesekkiirler.

Doktora Tez Izleme Komitesi iiyesi Saym Prof. Dr. Hikmet SAYGILI’ya
calismamim tiim asamalarinda yonlendirici ve olumlu katkilarindan dolay1
tesekkiir ederim. Doktora tezi jiiri iiyelerinden Sayin Dog¢ Dr. Pervin KINAY a ve
Saym Do¢ Dr. Soner SOYLU’ya yapici ve yoOnlendirici fikirleriyle katkida
bulunduklar1 i¢in tesekkiirlerimi sunarim.

Tezim siiresince bana destek veren Adana Tarim il Miidiirii Saymn
Abdullah KESKIN’e, 11 Miidiir Yrd. Saym Y. Izzet ISIK a ve Bitki Koruma Sube
Miidiirii Saym Ahmet GUNES’e, ayrica Adana Zirai Miicadele Arastirma
Enstitiisiit Miidiirii Saymm Ahmet KUSDEMIR ve Fitopatoloji Sube Sefi Sayin
Seral YUCEL e tesekkiir ederim.

Doktora ¢alismam igerisinde yer alan yag asit metil ester analizleri igin
Atatiirk Universitesi Biyoteknoloji Arastrma ve Uygulama Laboratuari
olanaklarimdan yararlanmami saglayan, engin bilgi ve deneyimini paylasan Sayin
Prof. Dr. Fikrettin SAHIN e siikranlarimi sunarim.

Doktora ¢alismalarim esnasinda tiim bolim olanaklarindan yararlanmami
saglayan C.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliim Baskanlig1’na, maddi destek
veren C.U. Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi’ne (Proje no: ZF2005D5) ve
Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’na (Proje no:
TOVAG 105 O 465) icten tesekkiirlerimi sunarim.

PCR calismalarimda yardimci1 olan ve Viroloji laboratuar olanaklarindan
yararlanmami saglayan Prof. Dr. Mehmet Asil YILMAZ’a, Prof. Dr. Saadettin
BALOGLU’na, Yrd. Dog. Dr. Muharrem KAMBEROGLU’na, Ars. Gor.
Gokmen KOC’a ve Dr. Behcet Kemal CAGLAR ’a, tesekkiir ederim.
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Aday PGPR izolatlarmin sivi ortamda ¢ozdiigii fosfor miktarmin
belirlenmesinde C.U. Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii laboratuar1 olanaklarmdan
yararlanmami saglayan Dog¢. Dr. Ayfer Torun’a, bu caligmalar sirasinda emegi
gecen Ars. Gor. Halil ERDEM’e ve saksi calismasinda kullandigim topragin
analizini yapan Ars. Gor. Ebru KARNEZ e igten tesekkiirlerimi sunarim.

Iklim odas1 calismalarimda Mikoloji laboratuar1 olanaklarindan
yararlanmami saglayan Sayim Prof. Dr. Ali ERKILIC’a tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda emegi gecen degerli arkadaslarrm Dr. Mustafa
MIRIK’e, Dr. Mustafa KUSEK’e, Dr. Derya SENAL’a, Zir. Yiik. Miih. Hatice
ORNEK e, Zir. Yiik. Miih. Sencan UNLU’ye, Zir. Miih. Fatma SELCUK’a ve
Bitki Koruma Boliimii Arastrma ve Uygulama Parseli’ndeki g¢alismalarimda
emekleriyle katkida bulunan Talip OKUTUCU, Bekir DAL ve Cemal YILDIZ’a
cok tesekkiir ederim. Saksi ve tarla denemelerimde bana yardimci olan lisans
ogrencilerimizden Nihal ARICI, Menfo ONEN, Birgiil DERYAOGLU, Siddika
ERFEN ve Ozgiir YALCIN’a tesekkiir ederim.

Ayrica ¢alismalarim esnasinda manevi desteklerini siirekli yanimda
hissettigim Adana Tarmm 11 Miidiirliigii Bitki Koruma Subesi elemanlarma
tesekkiirlerimi sunarim. Saym Siikrii ABAY, Semra CELTIK ve Giirkan
YASAR’a tezimin yazim agsamalarinda gosterdikleri sabir i¢in tesekkiir ederim.
Calismalarim esnasmda beni her konuda destekleyen Sayin Ali OZER e, Hiiseyin
ARICI’ya ve 6zellikle Hatice YIGITHAN a sonsuz tesekkiirler.

Hayatimim her asamasinda oldugu gibi; doktora ¢aligmalarim esnasinda da
manevi destegini ve sevgisini hi¢ esirgemeyen, zorluklarla savastikga daha gii¢lii
olacagimi1 Ogreten sevgili annem ve babam iyi ki varsiniz. Sevgisiyle daima
yanimda olan ve benim birlikte olamadigim her an oglumu sevgiyle kucaklayan
kiz kardesim Rana’ya ylirekten sonsuz tesekkiirler.

Doktora ¢aligmam sirasinda manevi destegi, sevgisi ve sonsuz sabr1 ile
daima yanimda olan ve beni her konuda destekleyen sevgili esim Suat YILDIZ ve

canim oglum SUKRU BERKAY YILDIZ a kalpten tesekkiirler......
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1. GIRIS Raziye CETINKAYA YILDIZ

1. GIRIS

Domates (Lycopersicon esculentum Mill.) yiiksek vitamin ve mineral igerigi
ile diinyada ve iilkemizde tiiketimi olduk¢a yogun olan sebzelerden biridir. Diinyada
ve lilkemizde en fazla tiiketilen sebzelerin basinda gelen domatesin iiretimi, bu
ihtiyact karsilamak amaci ile her gecen yil artis gostermektedir. Ekolojik kosullarin
uygunlugu iilkemizde sebze iiretiminin yogun olarak yapilmasia olanak saglamistir.
2005 it verilerine gore iilkemizde toplam 20.753.000 ton sebze {iretimi
gerceklestirilmistir. Domates iiretimi ise toplam sebze iiretiminin 10.050.000 tonluk
kismimi1 olusturarak birinci sirada yer almaktadir. Domates i¢ piyasada taze olarak
tiiketilmesinin yani1 sira gida endiistrisinde de ham madde olarak kullanilmakta, dig
pazarlara ise taze olarak veya islenerek ihra¢ edilmektedir (Anonymous, 2005).

Ulkemizin farkl iklim bdlgelerine sahip olusu hem agik alanda hem de ortii
altinda sofralik ve sanayi domatesinin iiretilmesine olanak saglamaktadir. Ulkemizde
sofralik domates tiretimi en fazla Akdeniz bdlgesinde kis aylar1 boyunca ortii altinda,
yaz aylarinda ise agik alanda yapilmaktadir.

Domateslerde fungal ve viral hastalik etmenlerinin yani swra pek cok
bakteriyel etmende Onemli iiriin kayiplaria neden olmaktadir (Karaca ve Saygili,
1982). Bu bakteriyel hastaliklardan biride Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith) Davis et al.’in (Cmm) neden oldugu bakteriyel solgunluk
hastaligidir.

C. michiganensis subsp. michiganensis, Prokaryota alemi, Firmicutes
bolimii, Thallobacteria smifi, Microbacteriaceae familyasi, Clavibacter cinsi
icerinde yer almaktadir (Agrios, 2005)

Etmen Erwin F. Smith tarafindan ilk olarak Bacterium michiganense daha
sonra  Aplanobacter  michiganense olarak isimlendirmistir.  Pseudomonas
michiganensis, Phytomonas michiganensis ve Mycobacterium michiganensis’1 igeren
ilave isimlendirme girisimlerinden sonra terminolojik isimlendirme kabul edilmis ve
yaklasik 50 yil Corynebacterium michiganense olarak adlandirilmistir. 1980’lerde

patojenin hiicre duvar1 yapist ile ilgili yeni bilgilere dayanilarak Clavibacter smifi
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icerisinde yeniden simiflandirma yapilmis ve Cmm olarak isimlendirilmistir (Gleason
ve ark., 1993).

Etmen ilk kez 1909 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinin Michigan
eyaletinde domates iiretim alanlarinda saptandigindan beri diinyanin domates
yetistirilen biitiin bdlgelerinde rapor edilmistir (Gleason ve ark., 1993). Ulkemizde
ise bakteriyel solgunluk hastaligmin varligi Tokgoniil (1998)’lin bildirdigine gore ilk
olarak I¢ Anadolu bdlgesinde (Bremer ve Ozkan, 1950) saptandiktan sonra , Giiney
Dogu Anadolu (Bremer ve ark.,1952), Marmara (Karahan, 1965) ve Ege bolgesinde
(Karaca ve Saygili 1977) tespit edilmistir. Daha sonra yapilan calismalarda etmen
Dogu Akdeniz (Cinar, 1980), Bat1 Akdeniz (Basim ve ark., 2004) ve Dogu Anadolu
(Sahin ve ark., 2002) bolgelerinde domates tliretim alanlarinda belirlenmistir.

Hastalik simptomlari sistemik veya lokalize olmus enfeksiyonlardan meydana
gelmelerine gore farklilik géstermektedir. Enfeksiyon tohum veya agilan yaralar yolu
ile direkt iletim demetleri dokusu igerisine taginan inokulumdan meydana gelirse
sistemik enfeksiyonun simptomlar1 olusur ve hastalik ilk olarak solgunluk ile kendini
gostermeye baglar. Bitkiler sistemik olarak enfektelendigi zaman geng fideler hizla
solar ve coker, yash bitkilerde ise solgunluk simptomlar1 yavas ve asama asama
gerceklesir. Enfekteli govdelerde iletim demetleri sarimsi bir renk bozulmasi
gosterir, daha sonra kahverengiye doner, Ozellikle dikey c¢atlak govdelerde ki
bogumlarda bu durum agikca goriilebilir. Hastalik admni spesifik kosullar altinda
gelisen govde solgunluklarindan alir. Patojen ksilemden yanindaki floem ve
parankima hiicrelerine yayildig1 i¢in hasta govdede ve petiollerde acik sari-
kahverengi cizgiler seklinde belirti olusturur. Bu cizgiler gittik¢e koyulasir ve bazen
catlaklar acilir, koyu kahverengi yapilar 6z ve korteksde biiylik nekrozlarin aciga
cikmasi ile sonuglanir (Sekil 1.1).

Eger patojen hidatodlar gibi dogal acikliklar veya tiiylerin kirilmasi ile acilan
yaralardan giris yapmussa, ilk olarak nekrozlar ve yaprak lekeleri ile kendini gosteren
lokalize olmus simptomlar goriiliir. Yaprake¢iklarin kenar nekrozlar1 genellikle
lokalize olmus enfeksiyonlarin ilk simptomlaridir. Bazen “yanmis faz” olarak
belirtilen bu goriiniim ilk olarak kahverengilik, alt yaprak¢ik kenarlarinin kurumasi

olarak baglar, bazen de ince, sar1 bir doku ile ¢evrilerek yesil kisimdan ayrilir.
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Nekrotik alan gittikge genisler, yapragin ve zamanla biitiin govdenin biiziilmesine
neden olur (Sekil 1.2). Meyvelerde kus gozii lekesi olarak bilinen ve taze olarak
tiiketilen meyvenin pazar degerini diisiiren kiigiik (0.3 cm ¢apindan daha kiigiik),
beyaz hale ile ¢evrili kahverengimsi lezyonlar etmenin lokalize olmus
enfeksiyonunda goriilmektedir. Enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda ise meyve
iletim demetlerinde sarilagsma ve kahverengilesme goriilebilmektedir.
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Sekil 1.1. Domates bitkisinde Cmm’in iletim demetlerinde meydana getirdigi
kahverengilesme
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Sekil 1.2. Cmm’in domates bitkisinin yapraklarinda olusturdugu nekrozlar

Lokalize olmus bir enfeksiyon zamanla, iletim demetlerine ilerleyerek uygun
kosullar altinda sistemik bir enfeksiyonu baglatabilir. Belirli yer ve zamanda
simptomlarin olusumu bitkinin yasi, enfeksiyon alani, ¢esit duyarliligi ve c¢evresel
kosullar gibi pek ¢ok etmen tarafindan belirlenmektedir (Gleason ve ark., 1993).

Etmen Solanaceae familyasindan domates (Lycopericium esculentum L.),
biber (Capsicum annum L.), patlican (Solanum melongena) ve L. hirsutum, L.

pimpinellifolium gibi tiirlerde hastalik olustursa da domates ekonomik anlamda
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onemli oldugu tek kiiltiir bitkisidir (Gleason ve ark., 1993; Forster ve Echandi,
1973).

Cmm domates bitkisinde hem kalite hemde kantite de azalmaya neden
olmaktadir. Sherf ve Macnab (1986) bakteriyel solgunluk hastaligin1i domatesin en
korkulan ve yikici hastaliklarindan biri olarak tanimlamakta ve 1960 yilinda Kuzey
Carolina, Kenya ve Ontario’da %60-80’nin iizerinde {iriin kayiplar1 ile sonug¢lanan
epidemiler olusturdugunu bildirmektedirler. Chang (1992a) fidelerin tarlaya
sasirtilmas1  esnasinda enfektelenen domates bitkilerinde %31-83 oraninda
enfeksiyon olustugunda, ortalama meyve agirhiginda 13 g, toplam {iriin miktarinda
ise %46 oraninda azalma oldugunu bildirmistir. Etmen Amerika Birlesik
Devletlerinin Midwest (1930’lu ve 1980’11 yillar), Ontario (1960’11 ve 1980’11 yillar)
ve Kuzey Carolina (1960’11 yillar) eyaletlerinde cesitli yillarda meydana getirdigi
epidemilerde iiretici bazinda %80 nin iizerinde, bolgesel olarak ise %5-10 oraninda
irlin kaybina neden olmustur (Gleason et al., 1993). Ricker ve Riedel (1993)
yaptiklar1 c¢alismada, fideler tarlaya sasirtilmadan Once etmen tarafindan
enfektelendiginde cevre sartlarmma bagli olarak {iriin miktarmin %63-93 oraninda
azaldigimi bildirmislerdir.

Bitki hastaliklar1 ile miicadelede yogun bigimde kullanilan kimyasallarin
insan saglig1 ve doga iizerine olan olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasi, diisiik
dozlarda ve cevreye dost kimyasal kullaninminin hizla artan bir gereklilik olmasi,
ozellikle bakteriyel patojenlerin kimyasallara karsi dayanikliik olusturmalari,
bunlara karsin bakteriyel solgunluk hastaligina karsi yeterli ve etkili bir miicadele
yonteminin olmayis1 biyolojik miicadeleyi de kapsayan alternatif ydntemlerin
calisilmasini oncelikli konular haline getirmistir.

Yaklasik 60 yildir iizerinde bilimsel olarak ¢alisilan ve kisaca PGPR olarak
adlandirilan bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (Planth Growth Promoting
Rhizobacteria) hem bitkilerde hastalik olusturan pek ¢ok bakteriyel, fungal ve viral
etmene karsi bitkide bulunan dogal dayaniklilig1 tesvik ederek koruma saglamakta
hemde bitki biiyiimesini artiric1 6zelliklerinden dolay: tercih edilmektedir (Backman

ve ark., 1997; Weller, 1988; Wei ve ark., 1996).
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PGPR’lar genel olarak Acinetobacter, Achromobacter, Aereobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microccocus, Pseudomonas, Rhizobium,
Serratia ve Xanthomonas cinsleri icerisinde yer almakta olup genellikle bitkinin kok
bolgesine yerleserek toprak kokenli patojenlerin gelisimini smirlamaktadirlar
(Montesinos 2002; Cakmake¢1 2005).

Rizobakteriler yasam alan1 ve besin icin rekabet, patojen gelisimini
engelleyici kimyasallarin iiretimi, siderefor iiretimi ve bitkide tesvik edilmis
dayanikliligimm harekete gecirilmesi gibi bir takim mekanizmalar1 kullanarak hem
bitkinin gelisimini artirmakta hemde patojenlere karst bitkide koruma
saglamaktadirlar (Compant ve ark., 2005). PGPR’lar ozellikle saglikli bitkiye
uygulama yapildiginda sistemik dayamikliligi harekete gecirerek kimyasal
uygulamalardan, 6zelliklede bakirli bilesik uygulamalarimdan daha etkin sonuglar
vermektedir (Kuc 2001). PGPR’larin bitki gelisimini tesvik ettigi laboratuar ve tarla
denemeleriyle ortaya konulmustur. Kok bakterilerinden Pseudomonas putida ve
Pseudomonas fluorescens kanola, marul ve domatese uygulandiginda kok ve govde
boyunu artrmustir (Hall ve ark., 1996; Glick ve ark., 1997).Benzer sekilde
Pseudomonas uygulamasi seker pancarinda kok ve seker verimini artirmis
(Cakmake1 ve ark., 2001), 1spanakta ise gelismeyi tesvik etmistir (Urashima ve Hori
2003).

Cukurova bdolgesinde son bes yil icerisinde gerek yaptigimiz arazi
sorveylerinde, gerekse laboratuarimiza iireticiler tarafindan getirilen hasta domates
bitkilerinden yapilan izolasyonlarda domates bitkilerinin yogun bicimde Cmm etmeni
ile bulasik oldugu saptanmistir. Bu doktora ¢caligmasi kapsaminda Adana ve Mersin
illerindeki domates iiretim alanlar1 gezilerek domates bitkilerinde solgunluk ve iletim
demetlerinde renklenmeye neden olan bakteriyel hastalik etmenin izolasyonu, elde
edilen izolatlarm morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testleri, serolojik (Indirekt
ELISA), molekiiler (PCR) ve yag asit metil ester (Fatty Acid Methyl Ester: FAME)
analizleri ile tanis1 amag¢lanmustir. Hastalikla miicadelede etkin bir yontemin olmayisi
bizi alternatif yontemleri arastirmaya yonlendirmis olup, bu kapsamda domates

bakteriyel solgunluk hastaliginin PGPR’lar ile miicadele olanaklar1 arastirilmistir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

2.1. C. m. subsp. michiganensis le Tlgili Yapilan Epidemiyolojik Calhsmalar

Domates iretimini diinya capinda smirlayan en Onemli bakteriyel
etmenlerden biri olan Cmm ilk kez 20. yiizyillm basinda Amerika Birlesik
Devletlerinde saptandiktan sonra (Gleason ve ark., 1993), 1950’11 yillarin basinda
iilkemizde de rapor edilmistir. EPPO (European and Mediterranean Plant Protection
Organization), Cmm’in yayildig1 alanlar1 gosteren bir harita ortaya koymustur (IMI,
1996-www. eppo.org; Sekil 2.1). Etmen diinyada domates iiretiminin yapildigi
hemen hemen her alanda goriilmektedir. Avusturya, Beyaz Rusya, Belgika,
Bulgaristan, Cek Cumhuriyeti, Misir, Finlandiya (dogrulanmamis bilgi), Fransa,
Almanya, Yunanistan, Macaristan, irlanda Cumbhuriyeti, Israil, Italya (Sardinya ve
Sicilya), Liibnan, Litvanya, Fas, Hollanda, Norve¢ (yok edilmis), Polonya, Portekiz
(yok edilmis), Romanya, Rusya (Avrupa ve Sibirya kismi), Slovenya, Ispanya,
Isvigre, Tunus, Ingiltere (ge¢miste bulunmus ama daha sonra tespit edilememis),
Ukrayna, Ermenistan, Azerbaycan, Cin (ge¢miste bulunmus ama daha sonra tespit
edilememis), Hindistan (Madhya ve Pradesh bolgeleri), Iran, Japonya, Kenya, Kuzey
Afrika, Tunus, Togo Cumhuriyeti, Uganda, Zambia, Zimbabve, Kanada, Amerika
Birlesik Devletleri (California, Florida, Georgia, Hawaii, lowa, Illinois, Indiana,
Michigan, Kuzey Dakota, Ohio, Wyoming), Meksika, Kosta Rika, Kiiba Dominik
Cumhuriyeti, Grenada, Panama Cumbhuriyeti, Arjantin, Brezilya, Sili, Kolombiya,
Peru, Uruguay, Avusturalya, Tonga Kralligi ve Yeni Zelanda’da Cmm’in varlhigi
rapor edilmistir. Etmenin varli§1 son olarak 1999 yilinda Tanzanya’da (Black ve ark.,
1999), 2000 yilinda Kibris’da (Ioannou ve ark., 2000), 2004 yilinda ise
Endonezya’da (Anwar ve ark., 2004) bildirilmistir.
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Ulkemizde etmen Tokgoniil (1998)’iin bildirdigine gore ilk olarak Bremer ve
Ozkan (1950), Bremer ve ark. (1952), Karahan (1965) ve Karaca ve Saygili (1977)
tarafindan swas1 ile I¢ Anadolu, Giiney Dogu Anadolu, Marmara ve Ege
Bolgelerinde saptanmistir. Dogu Akdeniz bolgesinde ise Cinar (1980) acikta ve Ortii
altinda yetistirilen domates bitkilerinde Cmm’in neden oldugu bakteriyel solgunluk
hastaligin1 gézlemlemistir. Arastirict hasta domates bitkilerinin yaprak, yaprak sapi,
govde ve meyvelerinden elde ettigi bakteriyel izolatlar1 biyokimyasal yontemlerle
Cmm olarak tamlamistir. Sahin ve ark., (2002) Dogu Anadolu bdlgesinde Oltu, Ispir
ve Yusufeli il¢elerinde Target cesidi ticari domates liretimi yapilan 6 farkli iiretim
alaninda hastalik yaygmnhigmm %100 oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar elde
ettikleri izolatlar1 yaptiklar1 biyokimyasal testler ve yag asit metil ester analizleri
sonucunda Cmm olarak tanilamiglardir. Isparta ili ve ¢evresinde Ortii alt1 domates
iretim alanlarm bakteriyel hastaliklar yoniinden incelenmesi sonucunda 40 seranin
Cmm, 25 seranin Pseudomonas corrugata ve 2 seraninda Erwinia caratovora subsp.
caratovora ile bulasik oldugu saptanmistir (Basim, 2002). Basim ve ark., (2004) Bat1
Akdeniz bolgesinde Isparta (Keciborlu, Candir ve Seyhler ilgeleri) ve Antalya (Serik,
Aksu, Kumluca, Demre ve Kinik ilgeleri) illerinde ortii alt1 domates yetistiriciligi
yapilan iiretim alanlarin1 %26 ile %65 arasinda degisen oranlarda Cmm ile bulasik
olarak saptamislardir. Hastaligin goriildiigii seralarda Selin, Astona, 198 RN, Malike
ve Tiilin ¢esidi domates yetistiriciligi yapildigin1 bildirmislerdir. Arastiricilar elde
ettikleri izolatlar1 patojenite, SCM (semiselective medium for C. michiganense) besi
yerinde koloni morfolojisi, PCR testi ve yag asit metil ester analizleri ile Cmm olarak
tanilamislardir. Ozdemir 2005 yilinda yayimladigi ¢alismasinda NDM 447 cesidi
domates bitkilerinin meyvelerinde etmen tarafindan olusturulan kusgozii
simptomlarint saptamistir. Arastirict etmen tarafindan hastalandirilmis bitkilerin
govde ve meyvelerinden elde ettigi izolatlar1 Cmm oldugunu aksamsafasi bitkisinde
asir1 duyarlilik ve patojenite testleri ile dogrulamistir.

Chang ve ark., (1992a) yaptiklar1 ¢alismada domateslerde Cmm’in neden
oldugu hastalik siddetini sicaklik, bitki yasi, inokulum yogunlugu ve bitki ¢esidinin
etkiledigini bildirmiglerdir. Orta derecede dayanikli c¢esitler, diisiik inokulum

konsantrasyonu, ileri donemdeki bitki ve serin hava kosullar1 altinda inkiibasyon
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periyodunun uzamasmin yani swra simptom gelisiminin azaldigi saptanmigtir.
Aragtiricilar ortam sartlarina bagli olarak inokule edilen petiollerin kenarinda
simptomlar goriilmeden once 12-34 gilinliikk bir periyodun gerekli oldugunu
bildirmislerdir.

Cmm ekonomik anlamda zarar olusturdugu tek bitki olan domates
(Lycopericium esculentum L.)’ler de hem kalite hemde kantite de azalmaya neden
olmaktadir. Etmenin Amerika Birlesik Devletlerinin Midwest (1930’Iu ve 1980°li
yillar), Ontario (1960’1 ve 1980’li yillar) ve Kuzey Carolina (1960’11 yillar)
eyaletlerinde ¢esitli yillarda meydana getirdigi epidemilerde iiretici bazinda %80 nin
iizerinde, bolgesel olarak ise %5-10 oraninda iirtin kaybina neden oldugu
saptanmustir (Forster ve Echandi, 1973; Gleason ve ark., 1993)

Chang (1992b) fidelerin tarlaya sasirtilmasi esnasinda enfektelenen domates
bitkilerinde %31 -83 oraninda enfeksiyon olustugunda, ortalama meyve agirliginda
13 g, toplam iirlin miktarinda ise %46 oraninda azalma oldugunu bildirmistir. Ricker
ve Riedel (1993) yaptiklar1 calisgmada, fideler tarlaya sasirtilmadan Once etmen
tarafindan enfektelendiginde cevre sartlarma baglh olarak iirtin miktarinin %63 -93
oraninda azalma goriildiiglinii saptamiglardir.

Nedumaran ve Vidhyasekaran (1982, 1982a) Hindistan’m farkl
bolgelerinden elde ettikleri domates tohumlari ile yaptiklar1 ¢alismada Cmm ile dogal
bulasikliligin ciddi bir tehlike olusturdugunu saptamislar ve bununla ilgili genis
calismalarin acil olarak baslamasi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica enfekteli
domates tohumlarindan etmenin elde edilmesi ve tanilanmasi icin ¢esitli yontemleri
arastrmiglardir. Etmenin tohumdan fideye tasmmasinin epidemi olusumundaki
oneminin belirlenmesi i¢in yapilan bir c¢aliymada ise tohumdan fideye 90.01
oraninda tasman Cmm’in tarlada Onemli bir epideminin baslangic1 olabilecegi
belirlenmistir (Chang ve ark., 1991). Ozaktan (1991)’in bildirdigine gdre Byran
(1930) etmenin iletim sistemi yardimi ile tohumlar1 sistemik olarak enfekte ettigini
ve embiryoda bulundugunu belirlemistir. Ayrica calismada dogal enfekteli
tohumlarda bakterinin tohuma gegis oranmin %1 -5, yapay enfekteli tohumlarda ise
%21 -40 oraninda oldugu belirlenmistir. Patino-Mendez (1964) yaptig1 c¢alismada

Cmm’in tohumlar1 tohum kabugu veya tohum zarindan gecerek enfekte ettigini,
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tohum zarmi en i¢te bulunan hiicrelerine dogru hareket ettigini, ancak embiryoya
giremedigini saptamistir. Walker (1969) ise etmenin enfekteli meyve etinin
ekstraksiyon islemi sirasinda tohumlar1 yiizeysel olarak bulastirabildigini ve tohum
kabugundan kotiledon yapraklara daha sonra ise iletim sistemine yayildigini
belirtmistir.

Cmm’in topraktaki yasam siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢aligmada
inokulasyondan 8 ay sonra hava ile kurutulmus topraktan etmen geri izole
edilemezken, 2°C’deki nemli toprakta 18-30 ay siire ile canli ve viriilent kalabildigi
saptanmustir (Strider, 1967). Ozaktan (1991)’in bildirdigine goére Byran (1930)
Cmm’in inokulum kaynaklarmdan birinin toprak oldugunu ve patojenin toprakta
belirli kosullarda yasamini siirdiirebildigini saptamistir. Ayrica Ciccarone ve Carili
(1948)’de yaptiklar1 ¢alismada Italya’da etmenin toprakta dort yil siireyle
yasayabildigini belirlemislerdir. Grogan ve Kendrick (1953) ise yaptiklar1 ¢caligma
sonucunda tarla topraginda yasayan patojenin epidemi olusumunda Onemli
olmadigin1 bildirmislerdir.

Gleason ve ark. (1991) toprak ylizeyinde kalan bulasik bitki artiklarinda
etmenin en az 24 ay boyunca canli kalabildigini fakat topraga gomiilen bulagik bitki
artiklarinda sadece 7 ay boyunca canliligini stirdiirdiigiinii belirlemislerdir. Ayrica
arastiricilar kigi bulasik bitki artiklarinda geciren epifitik Cmm populasyonunun
primer inokulum kaynagi olarak rol oynayabilecegini bildirmektedirler. Chang ve
ark., (1992c) patojenin toprak ylizeyinde kalan bulagik bitki artiklarinda, topraga
gomiilen bulasik bitki artiklarina gére daha uzun siireyle canliligini koruyabildigini
belirlemislerdir. Gitaitis ve ark., (1989) domates bakteriyel solgunluk hastaliginin
esas inokulum kaynaklarinin topraktaki artiklar, yabanci otlar, bulasmis odunsu
parcalar, enfekteli bitkiler ve enfekteli tohumlar oldugunu bildirmislerdir. Etmenin
latent peryodunun uzun olmasi, hasta ve saglikli fide ayrimmimn yapilmasini
gliclestirmektedir. Bu yiizden arastiricilar hizli tanida yar1 segici besi yeri kullanimini
onermekte ayrica aksamsafasi (Mirabilis jalapa) bitkisinde etmen tarafindan
olusturulan asir1 duyarliblk reaksiyonunun hizli tamida giivenilir bir kriter

olabilecegini bildirmektedirler.
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Trevors ve Finnen (1990) ise organik maddeler igeren kumlu, killi yapidaki
steril olmayan topraga 12 patojenik Cmm izolat1 inokule etmislerdir. 30 giin boyunca
yaptiklar1 izolasyonlarda baslangigta etmeni %90 seviyelerinde geri izole ederken 30.
glinde bu oran %10’un altina diismistiir. Arastiricilar patojenin bazi izolatlarinin
toprakta canliligmi devam ettirebildigini bir kismimin ise zayif canlilik gosterdigini
saptamislardir.  Patojenin  diisiik  yogunlukta elde edilmesinin, etmenin
izolasyonundaki zorluklardan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Fatmi ve Schaad (2002) farkli cografik bolgeler de Cmm’in bulasik bitki
artiklarinda canliliginin belirlenmesi tizerine arastirmalar yapmiglardir. Caligmalarini
Amerika Birlesik Devletlerinin California ve Ohio eyaletlerinde Fas’in ise Melk Zhar
ve Ait Melloul bolgelerinde siirdiirmiislerdir. Arastiricilar patojenin toprak ylizeyine
birakilan domates gévdelerinde Ohio ve California’da 314 giin boyunca, Melk Zhar
ve Ait Melloul’da siras1 ile 194 ve 132 giin boyunca canliligin1 devam ettirdigini
saptamislardir. Topraga gomiilen govdelerde ise etmenin Ohio’da 314 giin,
California’da 240 giin, Ait Melloul ve Melk Zhar’da 60 giin boyunca yasamini
stirdiirdiiglinii belirlemislerdir. Arastiricilar elde ettikleri bu bilgiler 1sinda Cmm’in
bitki artiklarindaki yasam siiresinin hem cografik bolgeye gore, hem de bitki
artiklarinin toprak yiizeyinde veya toprak icerisinde gomiilii olmasina bagl olarak

degistigini bildirmislerdir.
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2.2. C. m. subsp. michiganensis’in izolasyonu ve Tamsi ile ilgili Calismalar

Bolkan (1987) etmenin izolasyonunda yar1 seg¢ici ortam olan SCM
(semiselective medium for C. michiganense)’nin basart ile kullanilabilecegini
bildirmistir. Fatmi ve Schaad (1988) SCM besi yerinin Cmm’in izolasyonunda
kullanilan CNS (selective medium for C. nebraskense), YDS (Yeast extract dextrose
selective medium) ve NBY (Nutrient broth yeast extact) besi yerlerine gore yliksek
oranda duyarlilik gosterdigini bildirmistir. Gleason (1993)’lin bildirdigine gore daha
sonra yapilan caligmalarda c¢esitli arastiricilar SCM  besi yerinin igeriginden
Potasyum telluriti azaltarak yada tamamen elimine ederek ve/veya sukroz ile
mannoz’u yer degistirerek SCM besi yerinin duyarliligint gelistirmislerdir. Ayrica
patojen icin yar1 segici 6zellik gdsteren diger bir besi yeri olan KBTS besi yerinin
daha hizli koloni gelisime olanak verdigini (6-13 giin) ve SCM besi yerinden daha
duyarl oldugunu bildirmistir. Fakat patojenin hem SCM hemde KBTS besi yerinde
birden fazla koloni tipinde gelismesi ve koloni tiplerinin izolatlar arasinda cesitlilik
gostermesi bu besi yerlerinin dezavantajidir. Kaaya ve Mortensen (1993) Cmm’in
domates tohumlarindan izolasyonunda 6nce tohumlari1 3 saat 5°C’de inkiibe etmisler
ardindan 1 saat siireyle calkalamislardir. Daha sonra siizerek santrifiij etmisler ve
elde ettikleri pelleti KB, PF, PFCC, NA, NAD, CKTM ve SCM besi yerlerine
yaymiglardir. Yapilan caliyjmada SCM besi yeri en duyarli besi yeri olarak
saptanmistir. Ayrica arastiricilar elde ettikleri izolatlar1 Das-ELISA yardimi ile de
Cmm olarak teyit etmislerdir. Kado ve Heskett (1970) Agrobacterium,
Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas ve Xanthomonas tiirlerini iceren
patojenlerin izolasyonu i¢in D serisi admi verdikleri 5 farkli secici besi yeri
gelistirmislerdir. Corynebacterium i¢in dizayn edilen D2 segici besi yeri, direkt
izolasyonlarda secici olmayan besi yerine gore %27.1°lik, topraktan yapilan
izolasyonlarda ise %79.8 oraninda etkinlik gostermistir.

Gitaitis (1990) etmenin patojenik olan izolatlarinin aksamsafas1 (Mirabilis
jalapa) ve tiitin (Nicotiana tabacum L) bitkilerinin yaprak damar aralarina inokule
edildiginde asir1 duyarlilik benzeri, sinirli lokal lezyonlarin olustugunu bildirmistir.

Yine ayni arastirict denemesinde tiitlin yapraklarinda yapilan asir1 duyarlilik testinde
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izolatlar arasinda fark gézlemis ve ayrica test sonucunun ortamin sicakligina baglh
olarak degisim gosterdigini saptamistir. Oysa aksamsafasi bitkisinde patojen olan
biitlin izolatlarin pozitif reaksiyon olusturdugu ve elde edilen bu sonucun ortam
sicakligr ile herhangi bir iliskisinin bulunmadigini belirlemistir. Etmenin patojenik
izolatlarmin belirlenmesinde aksamsafasi bitkisinin kullanimini 6nermistir. Alarcon
ve ark., (1998)’da Cmm’in aksamsafas1 (Mirabilis jalapa) ve tiitin (Nicotiana
tabacum L) bitkilerinde asir1 duyarlilik olusturdugunu bildirmislerdir.

Chaldecott ve Preece (1983) ise yaptiklar1 ¢alismada, dort giinliik domates
fidelerinin tam gelismis kotiledon yapraklarina, en az 10° hiicre/ml yogunlukta
hazirlanan Cmm soliisyonu pamuklu bir ¢ubuk yardimiyla siiriildiikten sonra,
26°C’de yaklasik %50 -70 nisbi nem igeren iklim odasi kosullarinda 3-4 giin inkiibe
edildiginde yapraklarda beyazimsi sigil benzeri yapilarin olustugunu bildirmislerdir.

Etmenin tanilanmasinda serolojik bir yontem olan ELISA testi de
kullamlmaktadir. ELISA yontemi ile etmen 10°-10* hiicre/ml gibi diisiik oranlarda
bile saptanabilmektedir. Ayrica antiserum ile kaplanmis ELISA ¢ukurlarma direkt
bitki gdvdesinden Ozsuyun sikilmasi veya govdenin batirilmasi yontemleri
kullanilarak simptomsuz bitkilerde Cmm’in varlig1 belirlenebilmektedir. Fakat bu
calismalarin patojenin canlilig1 konusunda bilgi vermemesi ve sonuglar1 teyit etmek
icin kiiltiir olmamasi ¢aligmalarin sinirlayict yonii olarak bildirilmistir (Gleason,
1993). Benzer sekilde Gitaitis ve ark., (1995)’da simptomsuz bitkilerde Cmm’in
varligmin ELISA testi ile belirlenebilecegini bildirmislerdir.

Nario ve ark., (2001) yaptiklar1 ¢alismada ELISA testinde patojenin son
sulandirma noktasin1 10° hiicre/ml yogunluk olarak belirlemislerdir. Arastiricilar
domates tohumlarindan ve bulasik topraktan elde ettikleri izolatlar1 ELISA ydntemini
kullanarak tanilamislardir. Omer (2002) ise Agdia marka polikonal antibodi ve
alkalin fosfatazla etiketli konjugat kullanarak yaptigt DAS-ELISA yOnteminde,
DAS-ELISA tespit siur1 107 hiicre/m] olarak saptamustir.

Vaerenberg ve Chauveau (1987) etmenin domates tohum partilerinden
aranmasinda immunofluorescence (IF) yonteminin kullanilabilecegini bildirmistir.
Immunoizolasyon adi verilen ve seroloji ile agar ortanmu iizerinde gelismenin

birlestirildigi bir diger yonteminde, diger bitki patojenlerinde oldugu gibi Cmm’in
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izolasyonunda da yiiksek se¢icilik ve duyarlilik gosterdigi saptanmistir (Gleason,
1993).

Patojenik olan izolatlarin PCR testi ile saptanmasi amaci ile Santos ve ark.,
(1997) tarafindan CM; -5’CCT CGT GAG TGC CGG GAA CGT ATC 3’ ve CMy -
5> CCA CGG TGG TTG ATG CTC GCG AGA T 3’ primer ¢ifti, Louws ve ark.,
(1999) tarafindan ise CMM-5 (GCGAATAAGCCCATATCAA) ve CMM-6
(CGTCAGGAGGTTCGCTAATA) primer cifti gelistirilmistir. Omer (2002) Bio-
PCR testi ile hastalik simptomu goriilmeden bile patojenin tespit edilebilecegini
bildirmistir. Bitkinin erken gelisme devrelerinde 6zellikle bitki simptom
gostermediginde ve lriin tohum iiretimine yonelik oldugunda patojenin tespit
edilmesi i¢cin BIO-PCR yontemini 6nermistir. Hadas ve ark., (2005) ise 10.000°de 1
bulasik tohumun Bio-PCR teknigi ile saptanabilecegini bildirmislerdir. Benzer
sekilde Burokiene (2006) domates fidelerinde Cmm’in neden oldugu enfeksiyonun
erken donemde tanilanabilmesi i¢in Bio-PCR’1n kullanim olanaklarini arastirmistir.
Aragtirict CMM-5 ve CMM-6 primerlerini kullandig1 Bio-PCR c¢aligsmas1 sonucunda
bu teknigin seciciliginin yiiksek, hizli ve giivenilir oldugunu, saglikli domates
bitkilerine patojenin yayilmasmi erken donemde Onlemede kullanilabilecegini
bildirmistir.

Jahr ve ark., (1999) yaptiklar1 ¢alismada Cmm’in patojenik ozelliklerinin
yaklagik 1500 niikleotid’den olusan pat-1’geni iizerinde toplandigini belirlemislerdir.
Pa-t1 genine sahip olan Cmm 1zolatlar1 viriilent sahip olmayanlar ise aviriilent olarak
ayrilmistir. Tan1 ¢aligmalarinda viriilent Cmm izolatlarmi ayirt etmek icin PCR
testinde kullanilan primer dizilerinin pat-/ geni lizerinde bulunan baz dilimlerine
gore dizayn edildigini bildirmislerdir. Garterman ve ark., 2003 yilinda yaptiklari
calismada pCM1 ve pCM2 plazmidine sahip olan Cmm izolatlarinin viriilenslik
gosterebildiklerini digerlerinin ise virlilent izolatlar olmadigini ortaya koymuslardir.
pCM1°de seliilaz1 kodlayan celd geni, pCM2 {izerinde ise serin proteazi kodlayan
pat-1 geni yer almaktadir. Bach ve ark., (2003) ise fitopatojenik C. michiganensis alt
tiirlerinin farkliliklarmin ve niteliklerinin belirlenmesi i¢cin TagMan-PCR protokolii

olusturmuglardir.
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Geylani (2005), cesitli firmalardan temin edilen 75 tohum 6rnegini ISTA
(International Seed Testing Association) prosediirlerine gore testlemis ve elde ettigi
izolatlar1 biyokimyasal testler, PCR testi ve Immunofloresan boyama testi ile Cmm
olarak saptamustir.

Ozdemir (2005a) Cmm ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria igin
strasi ile pat-1 genlerinden elde edilen 614 bp’lik CMMS5 ve CMMB6 primer ¢ifti ile
hrp genlerinden elde edilen 840 bp’lik RST2 ve RST3 primer ¢iftlerini kullanarak
multiplex-PCR kullanimi olanaklarimi arastwrmistir. Bu calisma ile tek bir PCR
tiiptinde Cmm ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nmm sirasi ile CMMS5 ve
CMM6 ile RST2 ve RST3 primerlerinin en iyi 0.2:0.4 puM primer
konsantrasyonlarinda ¢ogalabilecekleri ve en 1yi baglanma sicakliginin da 58.5 ile
59.5 °C oldugu belirlenmistir. Ayrica arastirict multiplex-PCR  kullanilarak
zamandan, i giliclinden ve reaksiyon maliyetlerinden tasarruf edilebilecegini
bildirmektedir.

Rep-, Eric- ve Box-PCR kullanilarak C. michiganensis’in bes alt tiirii olan C.
m. subsp. michiganensis, C. m. subsp. nebraskensis, C. m. subsp. tesellarius, C. m.
subsp. sepedonicus ve C. m. subsp. insidiosum’un genetik farkliliklar1 ortaya
konmustur. Ayrica Rep-PCR kullanilarak, DNA polymorfizmine gére C. m. subsp.
michiganensis’in en az dort tipi (A, B, C ve D) oldugu saptanmistir (Louws ve ark.,
1998).

Dreier ve ark. (1995) C. michiganensis’in alt tiirlerinin plasmid {lizerinde yer
alan ve endoniiklez enzimini kodlayan celd’ya spesifik olarak gelistirilen DNA
problar1 kullanilarak ayirt edilebilecegini ortaya koymuslardir. Ayrica Cmm’e 6zgii
olan ve viriilensligi kodlayan patl genine spesifik primer kullanilarak PCR testi ile
hastalik olusturma yetenegine sahip izolatlari saptanabilecegini belirtmislerdir.

Hiicre  duvar1  yapisinda  2,4-diaminobutrikasit ~ bulunan,  yiiksek
Guanin/Sitozin oranina sahip gram pozitif bitki patojenlerini iceren Clavibacter cinsi
serolojik ve molekiiler testler ile ii¢ ana gruba ayrilmistir. 1. grupta C. michiganensis
(C. m. ssp. michiganensis, C. m. ssp nebraskensis, C. m. ssp sepedonicus, C. m. ssp
tessellarius ve C. m. ssp insidious alt tiirlerini icermektedir), 2. grupta otsu bitkilerde

zamklanma olusturan tiirler (C. iranicus, C. rathayi, C. tritici ve C. toxicus), 3. grupta
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ise ksileme yerlesen C. xyli (C. x. ssp. xyli ve C. x. ssp cynodontis) alt tiirleri yer
almaktadir. Arastiricilar 6zellikle C. michiganensis ve C. xyli alt tlirlerinin bitkilerde
sik sik simptomsuz bulunmalar1 nedeni ile tanilanmalarmnin zor olabilecegini
saptamuslar ve bu hastaliklarin kontroliiniin saglanmasi i¢in serolojik ve DNA temelli
tan1 sistemlerinin gelistirilmesinin gerekli oldugunu bildirmislerdir (Metzler ve ark.,
1997).

Gitaitis ve Breaver (1990) etmenin yag asit metil ester (FAME) profillerinin
kiitliphanesini olusturmuslardir. Bu arastiricilar cesitli alanlardan, tohumlardan ve
domates bitkilerinden elde edilen morfolojik olarak benzer tiirlerin igerdigi yag asit
metil ester oranlarindaki farklarini belirlemislerdir. FAME analizleri ile Cmm olarak
tanilanan biitiin izolatlarin asir1 duyarlilik reaksiyonu ve patojenite testlerinin de
pozitif sonug verdigini saptamislardir. Henningson ve Gudmestad (1991) Clavibacter
cinsini de igeren fitopatojenik coryneform bakterilerin yag asit analizlerini
yapmiglardir. Ayrica Gleason (1993) Cmm’de igeren gram-pozitif bakteriler i¢in
spesifik BIOLOG test platelerinin dizayn edilmesi ile etmenin yiiksek dogruluk
oraninda tanilama imkaninin dogdugunu ve bu yontem ile etmenin karakterizasyonu

icin gereken siirenin ¢ok kisaldigini bildirmistir.

17



2.ONCEKIi CALISMALAR Raziye CETINKAYA YILDIZ

2.3. C. m. subsp. michiganensis’in Miicadelesi ile lgili Cahsmalar

1991 yilinda yapilan bir ¢caligmada domates bitkilerinde budama yerlerinde
acilan yaralardan bulastirilan Cmm’in epifitik populasyonu acik alanda yetistirilen
domates bitkilerinde iletim demetlerine kolonizasyonu ve yesil aksamda hastalik
gelisimini artirirken 1990 yilinda herhangi bir degisikligine neden olmamistir. 1991
yilinda budanmayan bulasik bitkilere gore budananlarda 6nemli 6l¢iide verim diisiisii
gozlenmis; 1990 yilinda yapilan galismada ise boyle bir bulguya rastlanmamustir.
Fakat hastalik her iki yilda iirlin miktarinda 6nemli oranda azalmaya neden olmustur
(Carlton ve ark., 1994).

Thyr ve ark. (1973) domates tohumlar1 %0.6’lik HCL ile 30-45 dakika stire
daldirildiktan sonra 66°C’de 3 saat siireyle kurutulmasmin sistemik bulagik domates
tohumlarinda bulunan C. michiganense’yi elemine ettigini belirlemislerdir. Tohum
kokenli olan etmenle miicadelede Brassicol (%18 Teknik Pentachlornitrobenzol),
Brestan (%54 Triphenyltinacetate), Derasol (%60 Carbendazim), Dithane M22 (%80
Maneb=Manganese ethylene bis dithiocarbamate), Dithane M45 (Maneb+Zineb=
%16 Manganese iyonu- %2 Cinko iyonu+ %62 ethylene bis dithiocarbamate),
Orthocide 50 (%50 Captan-N-Trichloromethylmercaptan-4-Cyclohexene -1,2
dicarboximide) ve Pomarsol Forte (%80 Teknik Thiuram=tetramethylthiuram
disulfide) kuru ilaglama seklinde tohuma uygulanmis ve Orthocide 50 hari¢ diger
tiim ilaclarin etkili olduklar1 belirlenmistir.

Yapay besi yerlerinde piliskiirtme seklinde kullanilan ilaglarin ve bazi
antibiyotiklerin ~ Corynebacterium  michiganense’yt  engelleme  yetenekleri
arastirilmistir.  Etmeni engellemede Streptomycin siilfat (100-200 ppm) ve
Tetracyclin HCI (100-200 ppm) oldukca etkili olurken Dikotan Z78, Dithane M22,
Polyram Combi ve Tiezene antibiyotikler kadar etkinlik gdstererek saksi ve tarla
calismalari i¢in timit var ilaglar olmuslardir (Cinar 1978).

Cmar (1980) Cukurova bdlgesinde yaptigi calismada ise 23 adet domates
cesidini bakteriyel solgunluk hastaligma dayaniklilik yoniinden incelemis ve {i¢

domates ¢esidini az duyarli olarak saptamistir. Ayrica yas tohum ilaglarindan
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Tiezene, kuru tohum ilaglarindan Femaset ve antibiyotiklerden Tetra etmene karsi
etkili olarak saptanmaistir.

Dhanvantari (1989) patojenin tohumlardan eradikasyonu i¢in 20°C’de 96
saatlik fermentasyonun gerekli oldugunu ve 0,6 M HCL’e 1 saat daldrma
uygulamasinin ya da %0.05 hydroxydiphenyl ile 15 dakika muamelenin fidelerde
solgunluk hastaligi yogunlugunu, 15 dakika %0.6 NaOH uygulamasindan ¢ok daha
fazla oranda azalttigimni belirlemistir. Yapay olarak bulastirilmig bir tohum lotunun
0.6 M HCL i¢inde bir saat 1slatilmasmin fidelerde solgunluk hastaligi simptomlarini
%0.1 ile %38 oraninda azalttig1 saptanmistir. Fatmi ve ark., (1991) etmenin dogal
enfekteli domates tohumlarindan 0.6 M HCL’e 5 saat, %0.25 ve 0.50’lik cupric
(bakir) asetata 20 dakika, 52°C’de sicak suya 20 dakika ve 56°C’de ki sicak suya 30
dakika daldirma uygulamalar1 kullanilarak elimine edilebilecegini bildirmislerdir. Bu
uygulamalarin tohum ¢imlenmesine olan etkisine bakildiginda ise sadece 56°C’de 30
dakika sicak su uygulamasmin tohum c¢imlenmesi {izerinde herhangi bir olumsuz
etkisi gozlenmemistir. Buna karsin buhar ile sterilize edilen topraga ekilen domates
tohumlarindan HCL uygulamasi yapilanlar da c¢imlenme orant 6nemli Olgiide
diiserken 52°C’de 20 dakika sicak su uygulamasinda kontrollere gore daha yiiksek
cimlenme oran1 gdzlenmistir.

Ozaktan (1991) sicak su (54-56°C’de 20 dakika), streptomycin (300 pug/ml),
metoksietil civakloriir (30 pg/ml) ve antagonist uygulamasinin patojene karsi etkili
oldugunu saptamustir. Arastirici tarla kosullarinda sicak su (54-56°C’de 20 dakika)
uygulamasinin %94, antagonist uygulamasinin %75 ve kuru sicaklik uygulamasinin
%40 oraninda etki gosterdigini belirlemistir. Fakat civa kloriir ve kuru sicaklik
uygulamalariin tohum ¢imlenmesine toksik etkisi, streptomisine ise bakterilerin kisa
siirede diren¢ kazanma ihtimali gbz Oniine alindiginda sadece sicak su uygulamasini
onermektedir. Ayrica yapilan calismada meyve etli domates tohumlarinin 72 siireyle
fermentasyonunun tohumdaki patojeni elimine ettigi saptanmistir. Kritzman (1993)
bakir asetat, asetik asit, pentakloronitrobenzen, 5-ethoxy-3 (triklorometil),-1,2,4-
thidiazol ve Triton x-100 igeren kimyasal solusyona domates tohumlarmi daldirmis
ve tohumun ¢imlenmesine zarar vermeden patojenin eredikasyonunu arastirmigtir.

Arastiric yaptigi ¢alismalar sonucu 25°C’de tutulan kimyasal solusyonuna 30 dakika
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siireyle daldirilan domates tohumlarindan etmenin eredike oldugu ve uygulamanin
tohumun ¢imlenmesinde herhangi olumsuz bir etkisinin olmadigini belirlemistir.
Ricker ve Riedel (1993) bakirl ilaglar1 tek baslarina veya ¢esitli kontakt fungusitlerle
karigtirarak 5-7 giine bir yapilacak piiskiirtme seklinde uygulamanin yaprak yanikligi
ve/veya meyve lekelenmesini 6nemli oranda azalttigini bildirmistir.

Hausbeck ve ark., (2000) baz1 bakterisitlerin etmenin populasyon biiyiikligii
ve hizina olan etkilerini arastirmiglardir. Yaptiklar1 calismada bakir hidroksit, bakir
hidroksit/mankozeb, streptomisin ve streptomisin/ bakir hidroksit uygulamalarinin
5x10”’den kiiciik Cmm populasyonunu smnirladigini bildirmislerdir. Tarlaya sasirtilan
fidelerde patojen populasyonu 10® hiicre/gram bitki dokusu miktarma esit veya daha
fazla oldugunda, bitkinin canliligin1 ve tarladaki iirlin miktarmi 6nemli Olglide
etkilemektedir. Ayrica arastiricilar bu uygulamalarin hi¢ birinin inokuleli kontrol
bitkiler ile karsilastirildigi zaman meyve lekelerinin siddetini 6dnemli oranda
azalmaya neden olmadigini saptamiglardir. Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada 5-6
haftalik solarizasyon uygulamasinin plastik seralarda domates bakteriyel solgunluk
hastaligin1 6nemli dl¢iide azalttig1 rapor edilmistir (Antoniou ve ark., 1995). Werner
ve ark.,(2002) 1996-1998 yillar1 arasinda yaptiklar: calisma sonucunda tarlada Cmm
tarafindan olusturulan domates bakteriyel solgunluk hastaliginin siddetini azaltmak
ve etmeni baski altina almak i¢in bitkiler heniiz serada iken bakterisit uygulamalarina
baglamalar1 ve bunu devam ettirmeleri gerektigini bildirmislerdir. Arastiricilar
dayanikli ¢esit ve acidibenzolar-S-metil kullaniminin hastalikla miicadelede yardimci
olabilecegini bildirmislerdir.

Tokgoniil (1997) solarizasyon uygulamasmin plastik tiinelde 5 ve 30 cm, cam
serada 15 cm derinliklerde patojene zayif etkide bulundugunu saptamistir. Dogal
kosullarda yapilan ¢aligmalarda toprak solarizasyonun tek basina bir yil uygulamasi
etkili bulunmazken, ayn1 yerde ikinci yil uygulandigi zaman etki %355 oraninda
arttigin1 bildirmistir. Daferera ve ark., (2003) Cmm’e kars1 keklik otu, kekik,
gazelotu, mercan kosk, lavanta, biberiye, adagayr ve yarpuz bitkilerinin ugucu
yaglarinin etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar besi yeri iizerinde patojenin
gelisimini keklik otu, kekik, gazelotu, mercan kosk bitkilerinin diisiik oranlarda (85-

300 pl/ml) bile tamamen engelledigini saptamiglardir.
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Polenlerin ve propolis (isci bal arillarnin aga¢c ve calilarmin yaprak
tomurcugu, gévde yaralar1 gibi biiyliyerek yenilenen kisimlarindan topladiklar: sari,
yesil ve kahverengi recinemsi bir madde) ekstraktinin Cmm’e karsi antibakteriyel
etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmada polen ekstraktinin 1/5 oraninda,
propolis ekstraktinin ise 1/10 oraninda kullanildiginda patojene kars1 en etkili sonucu
verdigi saptanmistir. Polen orani 1/100, propolis orani ile 1/1000° e diistiriildiiginde
ise antibakteriyel etkinin minumum oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma ile polen ve
propolisin bitki patojeni bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesinin oldugu ortaya
konmustur (Basim ve ark., 2005).

Taiwo ve Oso (1997) tinli kumlu ve kumlu yapidaki iki farkli toprak ¢esidin
de atrazine, pyrethrin ile metobromuron ve metolacher karigimlarmin topraktaki
mikroorganizmalara ve onlarin minerilizasyon aktivitelerine olan etkisini
arastrmiglardir.  Arastiricilar  her 1iki toprak yapisinda da hem mikrobiyal
populasyonda hem de karbon, azot, potasyum ve pH’da baslangigta bir yiikselme
daha sonra 6nemli oranda azalma saptamislardir. Uygulama yapilmayan tinli, kumlu
yapida ki toprakda ikisi aktinomiset besi ise fungus toplam sekiz mikroorganizma
tespit etmislerdir. Bu mikroorganizmalarin yogunlugunun uygulama yapilan
topraklarda kontrollere gore azalma gosterdigini saptamislardir.

Cmm’e kars1 antagonist bakterilerin kullanim olanaklarmmm arastirildigi bir
calismada, Tokgoniil ve Cmar (1999) 79°u Aktinomiset, 9’u floresan Pseudomonas
ve 2’si Bacillus olmak iizere toplam 90 adet antagonist bakteri izolat1 elde
etmislerdir. Bunlardan 27 tanesinin in vitro petri denemeleri sonucunda etkili
oldugunu saptamislardir. Bu izolatlar arasindan segilen 7 antagonist bakteri izolatin
in vivo saks1 caligmalarinda domates bakteriyel solgunluk hastaligmmin gelisimini
temiz toprakta %46-100; bulasik toprakta ise %65-100 arasinda degisen oranlarda
engelledigini  belirlemigler, bu antagonistleri {imit var izolatlar olarak
degerlendirmiglerdir.

Boudyach ve ark., (2001) Fas’imn Souss- Massa vadisinde domates bitkilerinin
kok cevresinden, kok ¢evresi disindaki topraktan ve yaprak ylizeyinden elde ettikleri
178 adet antagonist izolat1 gram reaksiyon, sporulasyon, King B besi yerinde

floresan renk olusumu ve fizyolojik testlerle tanilamislardir. 178 adet izolatin %43’
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tanilanamamig gram negatif bakteri, %281 floresan Pseudomonas, %20’s1 Bacillus
spp. ve %9’u da actinomiset olarak tespit edilmistir. Arastiricilar 18 izolatin Cmm i
engelleme yeteneklerini saksi ¢alismalar1 ile arastirmuslardir. Izolatlar tohuma
uygulandiklarinda sadece ii¢ izolat hastalik siddetinde azalma yaparken, tohum
uygulamasini takiben liretim alanina dikimden 6nce izolatlar koklere uygulandiginda
10 izolatin hastalik siddetinde azalmaya neden oldugunu saptamiglardir.

Yaptigimiz literatlir c¢aligmalar1 gostermektedir ki bakteriyel solgunluk
hastaligi etmeni olan Cmm hem acgik alanda hem de Ortii altinda yapilan domates
yetistiriciliginde onemli oranlarda verim kaybmna neden olmaktadir. Kullanilabilir
durumdaki yontemlerin ¢ok etkin olmamasi arastiricilari hastalikla miicadelede yeni
arayislar igerisine yonlendirmistir. Bu yontemlerden biri de kisaca PGPR olarak
isimlendirilen Bitki Biiylime Diizenleyici Rhizobakterilerin kullanimidir. PGPR’lar
bitki biiyiimesini artirmaya paralel olarak pek ¢ok bakteriyel, fungal ve viral etmene
kars1 bitkide bulunan dogal dayaniklilig1 tesvik ederek koruma saglamaktadir. (Wei
ve ark., 1996). Bitkilerde dayanikliligin tesvik edilebilmesi i¢in biyotik uyaricilar
(bakteri, fungus, viriis ve nematodlar) yada abiyotik uyaricilar (salisilik asit, glisin,
jasmonat, etilen ve bazi herbisitler) oldukga genis bir patojen dizisine karsi pek ¢ok
kiiltiir bitkisinde kullamilmistir (Ozeretskovskaya, 1995; Kuc, 2001). Abiyotik
uyaricilar smifina giren Actigard veya Bion 50 WG (acidibenzolar-S-methyl) adiyla
bilinen ticari preperatin domates bitkilerinde peroxidase, glutathione peroxidase,
chitinase, superoxide dismutasu ve glutathione S-transferase enzimlerinin
miktarlarim1 artirarak Cmm’e karst dayamikliligi tesvik ettigi ayrica uygulamalar
sonucu bitkilerde hastalik siddetini %76, bakteriyel gelismeyi ise %68 oraninda
azalttig1 belirlenmistir (Baysal ve ark., 2003, Soylu ve ark., 2003a ve Soylu ve ark.,
2003b).

Patojenik mikroorganizmalar bitki sagligini etkilemekte ve diinya capinda
iretimi kronik olarak tehdit etmektedir. Son yillarda tarimsal iiretimin yogunlagmasi
ile treticiler, Uriinlerini korumak amac1 ile tarimsal kimyasallar1 siirekli artan
oranlarda kullanmaya bagslamiglardir. Fakat tarimsal kimyasallarin hedef olmayan
canlilara zarar vermesi, bitkide kalint1 birakmasi, patojenlerin dayaniklilik

kazanmalar1 gibi pek cok problem kimyasal kullaniminin sinirlayic1 yonleri olarak
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ortaya ¢ikmaktadir. Bu noktada biyolojik miicadele yontemi hastalikla miicadelede
tarimsal kimyasallara alternatif bir yontem olabilmektedir. Biyolojik miicadele
kapsaminda kullanilan bu bakteriler arasinda en ¢ok calisilan kismi kok yiizeyine
kolonize olan ve kok cevresindeki toprakla yakin iliskide bulunan rizobakteriler
olusturmaktadir ve bunlar Bitki Biiylime Diizenleyici Rizobakteriler (PGPR) olarak
isimlendirilmektedir. Bir kistm PGPR ise bitkilerin yaprak ylizeyinden ya da erkek
organ cevresinden elde edilebilirler. Bu bakteriler bitkinin farkli kisimlarindan elde
edilseler de bitki biliylimesini saglamak, bitkiyi stresten korumak ve patojenleri
kontrol altinda tutmak i¢cin ayni mekanizmalar1 kullanirlar. Bunlar; yasam alani ve
besin i¢in rekabet, gelisim engelleyici kimyasallarin iiretimi ve bitkide tegvik edilmis
dayanikliligim harekete gecirilmesini kapsamaktadir (Compant ve ark., 2005).
PGPR’larin bitkide biiyiimeyi artirirken yada patojen gelisimini engelleyici rol
oynarken kullandiklar1 mekanizmalar heniiz tam olarak anlagilmamakla birlikte; (1)
indol asetik asit, giberallik asit, sitokinin ve etilen gibi bitkisel hormonlarin iiretimi
veya bunlarin konsantrasyonlarmin degistirilmesi; (2) topraktaki serbest azotun
baglanmasi; (3) siderefor, B-1,3-glukanaz, kitinaz, antibiyotik ve siyanit liretimi ile
patojenlerin gelisiminin engellenmesi; (4) toprakta alinamayacak formdaki fosfor ve
diger besin elementlerinin aliminin saglanmasi ve (5) besin rekabeti yoluyla oldugu
disiiniilmektedir (Cattelan ve ark., 1999).

Biitiin bitkiler patojen saldirilarina karsi dogal bir savunma mekanizmasina
sahiptirler. Patojen saldirisindan Once bitki gesitli sekillerde uyarilarak savunma
mekanizmasini baglatir ve boylece hastalik olusumu azaltilabilir ya da engellenebilir.
Ozellikle floresan Pseudomonas’lar toprak kokenli hastaliklarm engellenmesinde en
etkili rizosfer bakterileri olarak karsimiza c¢ikmaktadirlar. PGPR’lar sistemik
dayaniklilig1 tesvik edebilme yetenegine de sahiptirler. Bunun i¢inde antibiyotik
ireterek bitkileri patojen saldirilarina karsi koruma yada siderefor oOzellikleri ile
patojen mikroorganizmalarin topraktaki demiri kullanmalarin1 engelleme gibi cesitli
mekanizmalar1 kullanabilmektedirler (van Loon ve ark., 1998).

Azot ve fosfor bitki icin gerekli en onemli besin elementleri arasinda yer
almaktadirlar. Fakat bitkiler her zaman, toprakta serbest halde bulunan azotu ve

fosforu kullanamazlar. Toprakta serbest halde bulunan azotu ve alinamayan formdaki
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fosforu bitkilerin alabilecegi forma doniistiirmek yukarida da belirtildigi gibi
PGPR’larin etki mekanizmalari arasinda yer almaktadir (Cakmakgi, 2005).

PGPR’larin izolasyonlar1 ve sec¢imi i¢in gesitli besi yerleri kullanilmaktadir.
Hindistan’da yapilan bir caligmada topraktan ve bitki koklerinden izole edilen
mikroorganizmalarim fosfor ¢ozme yeteneklerini belirleyebilmek icin PVK
(Pikovskaya) besi yerinden daha etkili olan NBRIP (National Botanical Research
Institute) besi yeri gelistirilmistir. Yapilan petri denemelerinde NIBRIB besi yeri ve
PVK besi yeri benzer sonuglar verirken sivi NBRIP besi yerinin sivi PVK besi yerine
oranla 3 kat daha etkili oldugu saptanmistir. Arastirici topraktan ve bitki koklerinden
izole bakterilerin fosfor ¢ozme yeteneklerini belirleyebilmek igin stivi NBRIP besi
yeri kullanimimin daha avantajli oldugunu bildirmistir (Nautiyal, 1999).

PGPR’larin segici 6zelliklerinden biri olan toprakta alinamayan formdaki
fosforun alinabilir hale getirilmesi i¢in Nautiyal ve ark., (2000) alkali yapidaki toprak
ve nohut koklerinden NBRI0603, NBRI12601, NBRI113246 ve NBRI14003 kodlu
fosforu ¢ozen bakterileri izole etmislerdir. Cesitli karbon (fruktoz, galaktoz, sorbitol,
mannitol, xyloz, sukroz, maltoz ve laktoz) ve azot (KNOs;, CaNO;, NaNO; ve
(NH4):NO3) kaynaklarint kullanarak bu dort izolatin farkli seviyelerde fosfor
¢cOzdiigilinii belirlemislerdir. Arastiricilar asit iiretiminin fosfor ¢éziilmesini artirdigini
fakat mikroorganizmalarin  kullandigi tek mekanizmanin bu olmadigini
bildirmektedirler. Bu dort izolat arasinda Gzellikle NBRI12601 kodlu
mikroorganizma %10 tuz varliginda, pH 12 ve 45°C sicaklikta en yiiksek miktarda
fosforu ¢ozebilmistir.

Cakmakct (2005) bitki gelisimini sinirlayan temel elementlerden olan
fosforun toprakta genelde c¢oziinemez formda bulunmasindan dolayr yetersiz
oldugunu bildirmektedir. Fosfor noksanliginin karsilanmasi i¢in yogun giibre
kullaniminin, yiiksek maliyet ve cevre sorunlarina neden olmaktadir. Tarimda
kimyasal gilibre kullanimmna alternatif olarak mikroorganizma kullanimi gittikce
onem kazanmaktadir. Bir cok bakteri organik asit iiretimi veya diger mekanizmalarla
inorganik ve organik fosfatin ¢oziiniirliglinii artirmakta ve bitkiler i¢in almabilir

forma doniistiirmektedir.
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Rhizobium ve Bradyrhizobium bakterilerinin kaya fosfatim1 ¢6zme
yeteneklerinin belirlenmesi i¢in iki farkli besi yeri (AYG ve YQG) kullanilmigtir.
Calisma 7’si Bradyrhizobium, 16’s1 Rhizobium tiirlerine ait toplam 23 izolat ile
yapilmustir. izolatlar arasmda Rhizobium leguminosarum biovar viceae’nin en etkili
izolat oldugu saptanmistir. Bu izolatin 2-ketoglukonic asit iiretimi yiiksek miktarda
kaya fosfat1 ¢cozebilmesinin baslica nedeni olarak belirlenmistir. Besi yeri icerisinde
bulunan ¢oziinmeyen kaya fosfati miktari, ¢6ziilen fosfor miktarim1 ¢ok az oranda
etkilerken, besi yerine CaCl,, CaCOs; ve Ca(OH), gibi kalsiyum bilesiklerinin
eklenmesinin ¢6ziilen fosfor miktarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Ayrica
arastiricilar pH degerindeki degisikligin fosfor ¢oziilmesinde pek 6nemli olmadigini
bildirmektedirler (Halder, ve ark., 1990).

Kumar ve Narula (1999) bugday (Triticum aestivum L.) kok bolgelerinden
izole edilen Azotobacter chroococcum mutantlarinin fosfor ¢ézme yeteneklerini
arastirmislardir. Arastiricilar Pikovskaya besi yerinde izolatlarin olusturduklart
zonlar1 6lgmek amaci ile fosfat ¢ozme indeksini kullanmiglardir. Bunun i¢inde
toplam ¢apin (koloni ¢ap1 + zon ¢ap1) koloni ¢gapma oranimni esas almiglardir.

Johri ve ark., (1999) tohum veya topraga uygulanan fosforu c¢ozme
yetenegine sahip bakterilerin {irlin miktarinda artisa neden oldugunu
bildirmektedirler. Arastiricilar Pikovskaya besi yerinde izolatlarm olusturduklar:
zonlar1 6lgcmek amaci ile fosfat ¢ozme indeksini kullanmiglardir. Alkali topraklardan
elde edilen bakteriyel izolatlarin yiiksek sicaklik, pH ve tuzluluk gibi stres
kosullarinda fosfor ¢6zme yeteneklerinin gelisebilecegini bildirmislerdir.

Bugdaylarda yapilan bir ¢aligmada bitkiler fosforu ¢ozen mikroorganizmalar,
Bacillus circulasn, Cladosporium herbarum ve vesikiiler arbiskiiler bir fungus olan
Glomus sp. 88 ile inokule edilmis, toprak olarak ise kumlu yapida toprak
kullanilmistir.  Mikroorganizmalar tek tek ve kombinasyonlar halinde
uygulandiklarinda en iyi sonucun fosfat ¢cozen bakteriler ile Glomus sp. 88’in
kombinasyonunda elde edildigi gdzlenmistir (Singh ve Kapoor, 1999).

Vazquez ve ark, (2000); siyah ve beyaz mangrove (swrast ile Avicennia
germinans L. ve Laguncularia racemosa (L.) Gaertn.) bitkilerinin kdklerinden elde

edilen mikroorganizmalarm fosfor ¢6zme yeteneklerini arastirmiglardir. Arastiricilar

25



2.ONCEKIi CALISMALAR Raziye CETINKAYA YILDIZ

Bacillus  amyloliquefaciens,  Bacillus  licheniformis, Bacillus atrophaeus,
Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus, Xanthobacter agilis, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter taylorae, Enterobacter asburiae, Kluyvera cryocrescens,
Psudomonas stutzeri ile Chryseomonas luteola’y1 igeren 13 mikroorganizma,
Avicennia germinans L.’nin koklerinden izole edilen Aspergillus niger ve
tanilanamayan bir bakteri tiirii ile c¢alismislardir. Izolatlarm fosfor ¢ozme
yeteneklerini suda ¢oziinmeyen kalsiyum fosfat icerikli kat1 besi yerinde kolonilerin
etrafinda olusan zonlarin biiylikliigiine gore niteliksel olarak saptamislardir. Tiim
bakteri izolatlar1 ve Aspergillus niger’in suda ¢ozlinmeyen kalsiyum fosfat igerikli
sivi besi yerinde c¢ozdiikleri fosfor miktar1 spektrofotometrik olarak belirlenmis ve
Vibrio proteolyticus’un bu tiirler icerisinde en fazla fosfor ¢dzen bakteri oldugu
saptanmistir. Bu bakterilerin sivi besi yerinde olusturduklar1 organik asitlerden 11
tanesi belirlenmis fakat birka¢ tanesi tanilanamamustir. Farkli tiirler tarafindan
iretilen en yaygim asitler laktik, siiksinik, isovalerik, isobutirik ve asetik asittir.
Bakterilerin bliyiik bir kismi1 birden fazla organik asit liretirken; 4. niger sadece
siiksinik asit Uretmistir. Mangrove bitkisinin rizosferinde yasayan ve bu asitleri
ireten mikroorganizmalarin kalsiyum fosfatin ¢6ziilmesinde etkili oldugu
diistiniilmektedir.

Nejad ve Johnson (1999) kolza ve domates bitkisinin kok ve govdesinden
elde ettikleri PGPR izolatlarmin fide boyunda ve tohum ¢imlenmesinde azalmaya
neden oldugunu bildirmislerdir. Fakat bu PGPR izolatlarin1 Fusaium oxysporum f.
sp. lycopersici (Sacc) ve Verticillum dahliae’nin neden oldugu iletim demeti
solgunluk hastaligina karsi tohum uygulamalar1 seklinde denediklerinde hastalik
simptomlarinda dnemli oranda azalma meydana geldigini saptamislardir

Zehnder ve ark., (2001) hiyar’larda Erwinia tracheiphila tarafindan neden
olunan bakteriyel yaniklik hastaligina karsi etkili PGPR uygulamalarinin iki farkh
mekanizma ile hastalik olusumunu azalttigim1 bildirmislerdir. Bunlardan birincisi
PGPR’larin bitkide bulunan ve hastaligin yayilmasinda 6nemli bir rol iistlenen
bocekler i¢in giiclii bir cezbedici olan cucurbitacin sentezini azaltmalar1 ve buna
bagli olarak da bdcek beslenmesinin ve hastalik yayilimmin azalmasidir. Ikincisi ise

PGPR’larin bitki tarafindan algilanmasindan sonra patojene karsi diger savunma
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mekanizmalarmi (6rn, fitoaleksin olusumu) harekete gecirmesidir. Arastiricilar
yaptiklar1 calismada PGPR iiriinlerinin hastalik kontroliinde kabul edilebilir seviyede
koruma sagladigin1 fakat bu etkinin yildan yila ve ¢evre kosullarina bagl olarak
degistigini  bildirmislerdir. Bu ylizden PGPR’larin diger hastalik miicadele
yontemleri ile kombine kullanilmasini 6nermektediler.

Cattelan ve ark., (1999) azot baglayan bakterileri tespit etmek icin N
icermeyen bir besi yeri kullanmiglar ve izole ettigi bes izolatin azot baglama
ozelligine sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Pseudomonas chlororaphi ve
Pseudomonas putida ile soya fasulyesi arasinda olumlu PGPR etkilesimi oldugunu
ortaya koymuslardir.

Ahmad ve ark., (2005) ¢esitli toprak orneklerinden elde ettikleri 21 izolatdan
11’nin  Azotobacter 10 tanesinin ise Pseudomonas oldugunu saptamiglardir.
Arastiricilar Azotobakterlerin izolasyonunda azot icermeyen Jensen’s besi yerini
kullanmiglardir.

Romero ve ark. (2003) rhizobakteri benzeri Azospirillum brasilense Sp7T ve
Azospirillum sp. BNM-65 bakterilerini i¢eren slispansiyonlara domates tohumlarini
daldirmis ve dort hafta gelistirilen bitkilere 10° cfu/ml” yogunlukta hazirladiklari
Cmm stispansiyonu ile inokule etmislerdir. Azospirillum’lar ile muamele goren
tohumlardan gelisen bitkiler ile sadece patojen uygulanan bitkiler karsilastirildiginda
hastalikk siddetinde herhangi bir fark olmadigi fakat uygulama gdrmiis bitkilerde
yaprak ve bitki 6limlerinin daha geg ortaya ¢iktig1 gozlenmistir

Hirano ve ark., 2001 uzun yillar tarimsal kimyasal uygulanmig bir piring
tarlas1 ile dogal haldeki bir pirin¢ tarlasinda bitkilerin kok bolgesinden aldiklari
orneklerde bulunan azot baglayan bakterilerin tanismm1 16 sDNA analizine gore
yapmislardir. Arastiricilar uygulama yapilmayan tarlada yogun olarak aktinomiset, a-
proteobacteria ve [ —proteobacteria tirii bakteriler bulurken, tarimsal kimyasal
uygulanan tarlada ise aktinomiset, a-proteobacteria ve az sayida da B—proteobacteria
saptamislardir. Azot baglayan bakterilerin %98.3 -99.3’1i Agromonas oligotrophica
olarak belirlenirken bu izolatlardan bir tanesi %99.2 diizeyinde piringte biiyliime

diizenleyici bakteri olarak bilinen Burkholderia vietnamiensis olarak saptanmistir..
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James ve ark., (1994) Brezilya’da seker kamisi liretim alanlarinda yaptiklari
calismada s1v1 besi yerinde koklendirdikleri seker kamis bitkilerine azot baglayan ve
immunogold ile isaretlenmis Acetobacter diazotrophicus’u inokule etmigler ve
bakterinin 4, 7, 9, ve 15. giinlerde bitki icerisindeki hareketini incelemislerdir. 15.
giline kadar bakteri koklere ve gévdenin alt kisimlarina kolonize olmus, 15. giinden
sonra ise iletim demetlerinde varlig1 saptanmistir. Caballero-Mellado ve ark., (2007)
Meksika’da domates iliretim alanlarindan elde ettikleri azot baglama 6zelligine sahip
Burkholderia tirlerinin in vitro kosullarda bitki biliylimesini artrmak i¢in yada
biyolojik kontrol saglamada kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Prosopis juliflora kok nodiillerinden elde edilen NBRI330 kodlu Rhizobium
sp. 1zolatinin Ozelliklerinin ve bitki biliylimesine olan etkilerinin arastirildigi bir
calismada bu izolatinin Prosopis juliflora koklerinde nodiil olusturabilme yetenegine
sahip oldugu belirlenmistir. NBRI330 kodlu izolat ile inokule edilen bitkiler kontrol
bitkiler ile karsilastirildiginda bitki kuru agirliginda %60.6 oraninda artis oldugu
gozlenmistir (Kulkarni ve Nautiyal, 2000)

Erzurum’da Cakmakg1 ve ark., (2001) 1999- 2000 yillarinda seker pancari ve
arpa iiretim alanlarinda yaptiklar1 bir calismada Bacillus (BA-140, BA-142, M-3, M-
13, M-58), Burkholderia (BA-7) ve Pseudomonas (BA-8) cinslerine ait 7 adet azot
baglayan bakteriyel izolat elde etmislerdir. Arpa ve seker pancari tohumlar1 bu
izolatlar ile inokule edildiginde iirlin miktarinda ve kalitesinde Onemli artiglar
gozlemislerdir. Ozellikle BA-140 ve BA-142 kodlu Bacillus izolatlar1 tiim
uygulamalar icerisinde en iyi sonucu vermis ve umit var izolatlar olarak kabul
edilmislerdir.

Dwivedi ve Johri (2003) bitki rizosferinde bulunan PGPR’lar icerisinde en
yaygin olarak fluoresan Pseudomonas’larla karsilagildigini ve bunlarin hastalig1 hem
baslangic hem de yayilma asamalarinda baskilayabildiklerini bildirmislerdir. Ayrica
Pseudomonas’larin  pyoluteorin,  pyrolnitrin, phenozions ve 2,4-diacetyl
pholuglucinol gibi antifungal metabolitlerin iiretimi ile toprak kokenli fungal
patojenlerin gelisimini de baskiladigini bildirmislerdir.

Kaysilarda (Armeniaca vulgaris Lam., cv Hacihaliloglu) 2000-2001

yillarinda yapilan calismada Bacillus OSU 142 izolatinin iirlin miktari, bitki gelisimi
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ve yapraklardaki besin elementleri diizeylerine olan etkisi arastirilmistir. Bacillus
OSU 142 tam ¢i¢eklenme doneminde, 30 ve 60 giin sonrasinda spreyleme seklinde
uygulanmistir. Uygulama sonucunda 2000 yilinda iiriin miktar1 kontrole gore %30,
2001 yilinda ise %90 oraninda artis gostermistir. Siirglin uzunlugun ise her iki yilda
onemli oranda arttig1 gézlenmistir. Benzer sekilde yapraklardaki N, P, K, Ca ve Mg
konsantrasyonlarmin da ytikseldigi gozlenmistir. Bu calisma sonucunda Bacillus
OSU 142 izolatinin kaysilarda iiriin artic1 olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir
(Esikten ve ark., 2003).

Utkhede ve Koch (2004) yaptiklar1 ¢alismada Cmm’e karst B. subtilis
(Quadra 136) (0.3 g/l) ve Trichoderma harzianum (RootShield) (0.6 g/l), lysozyme
(10 g/l), vermicompostea (konsantre), Rhodosporodium diobovatum (S33) (1x10°
hiicre /ml) ve B subtilis (Quadra 137) (0.5 g/)’1 puskiirtme seklinde domates
bitkilerine uygulamiglar ve hastalik siddetinin %54 ile %74 arasinda degisen
oranlarda azaldigini bildirmislerdir.

Anith ve ark. (2004) domates bakteriyel solgunluk hastaligi etmeni Ralstonia
solanacearum’a (biovar 1) karst Bacillus pumilus SF 34, Pseudomonas putida
89B61, BioYield (Bacillus subtilis GBO3 ve Bacillus amyloliquefaciens IN937a),
Equity (40’dan fazla mikrobiyal izolat), acibenzolar-S-methyl (Actigard) ile tarimsal
ve endiistriyel artiklar igeren toprak karigiminin  kullanim  olanaklarini
arastirmislardir.  Yaptiklar1 c¢alisma sonucunda Pseudomonas putida 89B61’°in
Ralstonia solanacearum ile inokulasyondan bir hafta once fidelere uygulandigi
zaman hastaligi 6nemli Olgiide azalttigimi bildirmislerdir. BioYield hastalik
siddetinde Onemli oranda azalmaya neden olurken, Equity uygulanan bitkilerde
hastalik siddetinde azalma gézlenmemistir. Actigard ise Pseudomonas putida 89B61
veya BioYield ile karistirilarak kullanildiginda bakteriyel solgunluk hastaligini
azaltmistir. Silva ve ark., (2003) Pseudomonas syringae pv tomato’ya Kkarsi
Rizobakterilerin tesvik edilmis sistemik dayaniklilik saglayip saglamadiklarmin
belirlenmesi i¢in domates bitkilerinin koklerinden izole ettikleri 500 bakteriyi
testlemislerdir. Bu mikroorganizmalardan 28 tanesinin hastaligi %40 oraninda

azalttigini saptamiglardir.
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Yan ve ark., (2003) bitki gelisimini arttirmak ve biyolojik miicadele amaci ile
PGPR uygulamalari i¢in en uygun kosullarin fideliklerde oldugunu bildirmislerdir.
Fide iiretimi esnasinda ¢evresel kosullarin tarla sartlarina gore ¢cok daha stabil olmasi
PGPR’larin bitkiye daha yiiksek oranda kolonize olmalarina olanak saglamaktadir.

PGPR izolatlarmin ¢esitli bitkilerde dayaniklilik mekanizmalarini harekete
gecirerek hiyarda P. syringae pv. lachrymans (Caruso ve Kuc, 1979), kabakgillerde
Erwinia tracheiphila (Zehnder ve ark., 2001), domateste P. s. pv fomato (Ton ve
ark., 1999) ve Cucumber mosaic virus (Murphy ve ark. 2003) enfeksiyonunu basar1
ile Onledigini gosteren ¢calismalar vardir.

Mirik (2005) biberlerde Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria tarafindan
neden olunan bakteriyel leke hastaligmnin biyolojik miicadele olanaklarmi arastirdig:
calismada Adana, Mersin, Osmaniye, Kahramanmaras ve Hatay illerinden biber
iretim alanlarindan alman toprak ve bitki koklerinden toplam 118 adet bakteri izolat1
elde etmistir. Arastirict fosfati indirgeyen 11 adet bakteri izolatin1 aday PGPR izolat1
olarak se¢mistir. Bunlardan ii¢ tanesi ile yaptig1 saks1 ve tarla calismalarinda PGPR
uygulanan bitkilerde hastalik siddetinin %65 oraninda azaldigini saptamistir.
PGPR’larin bitki boyu, gévde capi, bitki yas agirhigi, bitki kuru agwrhgi, kok
uzunlugu, kok kuru agirhigi, verim, meyve boyu ve meyve sayisinda degisen
oranlarda artisa neden oldugunu belirlemistir.

Benzer sekilde Kiisek, (2007) asmalarda urlara neden olan Agrobacterium
vitis’in PGPR’larla biyolojik miicadelesini arastirmistir. Adana, Mersin, Hatay,
Osmaniye, Gaziantep ve Kahramanmaras illerindeki baglardan izole ettigi aday
PGPR izolatlarinin 63 tanesinin katt NBRIB besi fosforu ¢ézdiigiinii belirlemistir.
Arastiric1 bu izolatlar arasinda nicel olarak en ¢ok fosforu ¢ozen 10 izolatir saksi
calismalarinda kullanmistir. Bu izolatlardan bes tanesi Agrobacterium vitis’in
asmalarda olusturdugu urlarm agwrhigimm %45 ile %98 arasinda degisen oranlarda

azaltmstir.
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3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Materyal

Calismanin ana materyalini Adana, Mersin, Antalya, Bursa, Artvin ve
[zmir illerinde domates iiretim alanlarindan izole edilen Cmm’in bdlge izolatlari,
Almanya Georg-Agust Universitesi Dr. Rudolph’dan temin edilen GSPB 382
kodlu Cmm izolat1, domates tohumlar1 ve fideleri, antagonist izolatlar, besi yerleri,
cesitli kimyasallar, ELISA tan1 kiti ve PCR malzemeleri olusturmustur.

Saksi1 ¢aligmalarinda domates ¢esidi olarak cv. Netta, tarla calismalarinda
cv. Tutku, viyol caligmalarinda ise cv. H-2274 kullanilmistir.

Besi yeri olarak King B (King’s Medium B), YDC (Yeast Dekstroz
Kalsiyum Karbonat), NA (Nutrient Agar), SCM (semiselective medium for C.
michiganense), sivi NB (sivi Nutrient Broth) ve TSBA (Trypticase Soy Broth
Agar) besi yeri kullanilmistir. Besi yerlerinin igerikleri Ek1 ve Ek 4 ‘de ayrmtili

olarak verilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Hasta Domates Bitkilerinin Toplanmasi

Adana ve Mersin illerindeki domates yetistiriciligi yapilan tarla ve seralar
incelenerek solgunluk ve iletim demetlerinde kahverengilesme simptomu gdsteren
domates bitkilerinden 6rnekler alinmustir. Ornekler gazete kagidi arasma sarilip
polietilen torba igerisinde laboratuara getirilmistir. Antalya Bursa, Artvin ve Izmir
illerinden Ttreticiler tarafindan labaratuarimiza gonderilen hasta bitki 6rnekleri de

calismaya dahil edilmistir.

3.2.2. Domateste Bakteriyel Solgunluk Etmeninin izolasyonu

Hasta bitkinin iletim demetlerinden hastalikli ve saglikli kismi igeren 2-3

mm biiyiikliiglinde bitki pargalar1 alinip %70°lik alkol veya %]1’lik NaOCL ile
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ylizeyden dezenfekte edilmistir. Pargalar steril havanda fizyolojik tuzlu su
(%0.85’1ik NaCL ¢ozeltisi) ile homojenize edilmistir. Bir 6ze dolusu siispansiyon,
YDC agar ve King B besi yeri igeren petrilere ¢izgi ekimiyle c¢izilmistir ve
25°C’deki inkiibatérde 2-3 giin inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler
incelenmis ve acgik sar1 renkli koloni morfolojisine sahip olanlar saflastirilmistir.
Saflagtirilan izolatlar gelecekteki calismalarda kullanilmak {izere egik olarak
hazirlanmis YDC agar besi yerinde (Lelliott ve Stead, 1987) gelistirilmis ve

+4°C’de buzdolabinda saklanmustr.

3.2.3. Domates Bitkilerinin Yetistirilmesi

Patojenite testi icin H-2274 cesidi domates fideleri kullamilmustir. I¢inde
3:2 oraninda toprak ve torf karisimi bulunan 25 cm ¢apinda plastik kaplar i¢ine
tohum ekimi yapilmistir. Fideler 15-20 giinliik oldugunda 3:1 oraninda toprak ve
torf karigimi iceren saksilara (8.5x8.5 c¢m) sasirtilmustir. Sasirtilan bitkiler 25°C
sicaklik, %70-80 nem ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlk kosullardaki iklim

gelistirilmistir.

3.2.4. Patojenite Testi

Hasta domates bitkilerinden izole edilen bakteri izolatlari, 3-5 yaprakli
donemde bulunan domates fidelerine gdévdeden steril kiirdan yardimiyla 3 tekrarlh
olarak inokule edilmistir. Calismada 36-48 saatlik bolge izolatlar1, pozitif kontrol
olarak GSPB 382 kodlu Cmm referans izolat1 ve negatif kontrol olarak steril su
kullanilmustir. Inokule edilen bitkiler iklim odasma yerlestirilmis (16 saat 151k, 8
saat karanhk, 25°C sicaklik, %70-80 nisbi nem) ve yiiksek nem saglamak
amacityla 24 saat siireyle 1slak polietilen torba igerisinde tutulmustur.
Inokulasyondan bir giin sonra fideler nem ¢emberinden alinmis ve giinliik olarak
simptom gelisimi acisindan incelenmistir. Inokulasyondan 8-10 giin sonra
enfekteli fidelerde olusan solgunluk simptomlar1 ve iletim demetlerinde olusan

kahverengiliklere gore, hastalik var/yok olarak degerlendirilmis ve izolatlarin
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patojen olup olmadig1 belirlenmistir. Simptom veren bitkilerden re-izolasyonlar

yapilarak elde edilen re-izolatlar ile tan1 caligmalar1 yapilmaistir.

3.2.5. Bakteri Populasyonunun Belirlenmesi

Cmm’in 48 saat gelistirilmis bolge izolat1 (Cmm 3/1A) spektrofotometrede
600 nm 0.2 Olclim degerine ayarlanarak elde edilen siispansiyonlardan 1 ml
almmis igerisinde 9 ml steril su bulunan tiiplere konmus ve alt1 kez seyreltilerek
sulandirma serileri hazirlanmistir. Her bir sulandirmadan 100ul alinip icerisinde
King B besi yeri bulunan petrilere bir baget yardimi ile yayma yapilmistir. Her
seyreltme igin {i¢ adet petri kullanilmustir. 25°C’de 72 saat inkiibasyondan sonra
petrilerde gelisen koloniler sayilarak ml’deki hiicre yogunlugu hesaplanmistir

(Klement ve ark., 1990).

3.2.6. C. m. subsp. michiganensis’in Tam Testleri

3.2.6.1. Koloni Gelisimi

YDC Agar Besi Yerinde Gelisim: Taze hazirlanmis YDC agar besi
yerine (Ek 1) cizilen domates bakteriyel solgunluk hastaligi izolatlar1 ve referans
izolat (GSPB 382) 48 saat 25°C’de inkiibe edildikten sonra agik sar1 renkli koloni
gelisimine gore degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Nutrient Agar Besi Yerinde Gelisim: NA besi yerine (Ek 1) cizilen
domates re-izolatlar1 ve referans bakteri kiiltiirii 48 saat 25°C’de inkiibasyondan

sonra agik sar1 koloni gelisimine gore degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

SCM Besi Yerinde Gelisim: Taze hazirlanmig SCM besi yerine (Ek 1)
cizilen domates bakteriyel solgunluk re-izolatlar1 ve referans bakteri kiiltiirii 2-3
giin 25°C’de inkiibe edildikten sonra koyu gri etrafi agik renk haleli koloniler
pozitif olarak degerlendirilmistir (Fatmi ve Schaad, 1988).
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3.2.6.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Taze hazirlanan %3’liik potasyum hidroksit soliisyonundan lam {izerine bir
damla damlatildiktan sonra domates bakteriyel solgunluk izolatlar1 ve referans
izolatin 48 saatlik kiiltiirlinden platin 6zeyle alinarak soliisyona dairesel
hareketlerle karistirilmistir. 15-20 saniye sonra 6ze yukari kaldirildiginda viskoz,
yapiskanims1 bir siinmenin olugsmamasi1 ile sonu¢ gram pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sands, 1990). Negatif kontrol olarak Pseudomonas cichorii

(GSPB 2297) kiiltiirti kullanilmistir.

3.2.6.3. Aksamsafasi1 (Mirabilis jalapa) Bitkisinde Asir1 Duyarhhik Reaksiyonu

Domates bakteriyel solgunluk izolatlar1 ve pozitif kontrol (GSPB 382)’iin 48
saatlik kiiltiirlinden hazirlanan siispansiyonlar Aksamsafas1 (Mirabilis jalapa)
bitkisinin yaprak damar aralarina enjekte edilmistir. Calismada iilkemizde
bulunan yerli ¢esitlerde simptom olusumu gézlenmezken, Fransa’dan ithal edilen
Vilmorin marka F1 tohumlarindan gelistirilen bitkilerde tipik asir1 duyarlilik
simptomlar1 olugsmustur. 48 saat’lik inkiibasyon periyodundan sonra enjekte
edilen Aksamsafas:t bitkilerinin yapraklarinda asir1 duyarhilik reaksiyonun
olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak steril distile su

kullanmilmistir (Gitaitis, 1990).

3.2.6.4. Domates Kotiledon Testi

Domates bakteriyel solgunluk izolatlar1 ve pozitif kontrol (GSPB 382)’iin 48
saatlik  kiltirinden 10’  hiicre/ml  yogunlukta bakteri siispansiyonlari
hazirlanmistir. Dort giinliik domates fidelerinin tam gelismis kotiledon yapraklari
bu bakteri siispansiyonlarina batirilan ucu pamuklu bir ¢ubuk yardimi ile inokule
edilmistir. inokule edilen bitkiler 26°C’de yaklasik %60-70 nisbi nem i¢eren iklim
odast kosullarinda 3-4 giin tutulmus ve bu siire sonunda degerlendirme

yapilmistir. Yapraklarda beyazimsi sigil benzeri yapilarin olusumu pozitif sonug
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olarak kabul edilmistir. Negatif kontrol olarak steril distile su kullanilmistir

(Chaldecott ve Preece, 1983).

3.2.6.5. C. m. subsp. michiganensis izolatlarimn Bakir Siilfat’a Kars

Dayanikhiliklarinin Belirlenmesi

NA besi yeri otoklavda sterilize edildikten sonra 50°C’ye kadar su banyosu
icerisinde sogutulmus ve icerisine bakir siilfat (CuSQOy) (30, 100, 200 ve 300 ppm)
ilave edilerek petrilere dokiilmiistiir. Besi yeri iizerine ii¢ tekerriirlii olarak cizilen
domates bakteriyel solgunluk izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirii (GSPB 382) 7-
14 gin 25-26°C’de inkiibe edildikten sonra gelisimlerine bakilarak
degerlendirilmistir (Ritchie ve Dittapongpitch, 1991).

3.2.7. Taniy1 Destekleyici Geleneksel Testler

Hasta domates bitkilerinden elde edilen re-izolatlar, patojenite, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore Cmm olarak tanilanmis ve yapilan taniy1
desteklemek i¢in indirekt-ELISA, PCR testleri ve Yag Asit Metil Ester analizi

kullanilmstir.

3.2.7.1 C. m. subsp. michiganensis izolatlarmim indirekt ELISA Testi ile

Tanisi

Domates iiretim alanlarindan izole edilen bakteri izolatlarinin igerisinden
virlilenslikleri yiiksek olan izolatlar segilerek tanilamalari Vunakis (1980) ve
Coligan ve ark., (1991)’e gore {ii¢ tekrarli olarak ELISA testi kullanilarak
yapilmistir. Calismada Cmm’e karsi iiretilen monoklonal antibody [Agdia marka
ticari kit (BRA 44001)] kullanilarak, Alkalin Fosfataz ile isaretlenmis indirekt
ELISA testi yapilmistir. Pozitif ve negatif kontrol olarak ELISA kitinin i¢inde
hazir olarak gelen kontrollere ilaveten negatif kontrol olarak kiiltiir hazirlamasinda
kullanilan PBS (Phoshate Buffered Saline) ve saglikli domates bitkisi yapragi
ekstrakti, pozitif kontrol olarak ise GSPB 382 kodlu (Gottingen-Almanya)
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referans izolat kullanilmistir. Indirekt ELISA test yapilirken firma tarafindan
belirtilen sartlara uyulmustur. Okumalar Titertek Multiscan marka ELISA plate
okuyucusunda 405 nm dalga boyunda yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.
Negatif kontroliin iki kati veya daha yiiksek degerler pozitif olarak kabul
edilmistir. Testte kullanilan ¢6zeltilerin igerikleri ayrica Ek 2’de detayli olarak

aciklanmastir.

ELISA calismalarinda kullanilan test protokolii asagida verilmistir.

Stvi Nutrient Broth besi yerinde 24 saat gelistirilen Cmm izolatlar1 10.000
devirde 2 dakika santrifiij edildikten sonra pipet yardimi ile supernatant
uzaklastirilarak pellet alinmastir.

Pellet iizerine 1 ml 1X PBS Buffer (Ek 2) eklenmis ve tiipler
karistirilmistir. Bu islem iki kez daha tekrarlanmastir.

Ug yikama sonunda hiicreler kaplama buffernda (Ek 2) yeniden siispanse
edilmistir. 600 nm de optikal yogunluk 6lgiilerek ve yaklasik 0.01°e ayarlanmaistir.
Hazirlanan 6rneklerden plate ¢ukurlarma 100’er pl konulmustur.

Calismada ELISA kitinden c¢ikan pozitif kontrol, negatif kontrol ve
bunlara ilaveten PBS ile Cmm’in bolge izolatlar1 kullanilmistir

Plateler 37°C’deki etiivde bir gece kurutulmustur.

PBS icerisinde %5 oraninda yagsiz siit tozu eklenerek hazirlanan bloklama
soliisyonundan her ¢ukura 200 pl eklenmistir.

Plateler nem kutusu igerisine yerlestirilerek oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmistir.

Daha sonra plateler hizla ters c¢evrilerek ¢ukurlar arasi karigma olmayacak
sekilde dikkatlice bosaltilmistir.

Cukurlara 200’er pl 1X PBST (Ek 2) konularak 3 dakika siire ile
cukurlarda bekletilmis ve ¢ukurlar arasi karisma olmayacak sekilde dikkatlice ters
cevrilerek plate bosaltilmistir. Plate 6-8 kat kagit havlu {izerine wvurularak
kurumas1 saglanmaistir.

Her ¢ukura hazirlanan antibody’den100 pl eklenmistir.

Plate’ler nem kutusu igerisine yerlestirilerek oda sicakliginda bir saat

inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyondan sonra yikama tamponu (1X PBST) 3 dakika siire ile
cukurlarda bekletilmis ve ¢ukurlar arasi karisma olmayacak sekilde dikkatlice ters
cevrilerek plate bosaltilmistir. Plate 6-8 kat kagit havlu {izerine vurularak
kurumasi saglanmistir. Bu islem bes kez tekrarlanmistir.

Hazirlanan enzim konjugatindan her ¢ukura 100 pl eklenerek, plateler nem
kutusunda, 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

Inkiibasyondan sonra yikama tamponu (1X PBST) 3 dakika siire ile
cukurlarda bekletilmis ve ¢ukurlar arasi karisma olmayacak sekilde dikkatlice ters
cevrilerek plate bosaltilmistir. Plate 6-8 kat kagit havlu lizerine vurularak
kurumast saglanmistir. Bu islem bes kez tekrarlanmistir..

Her ¢ukura 100 pl PNP solusyonu eklenmistir.

Plateler nem kutusu igerisine yerlestirilerek 30-60 dakika inkiibe
edilmistir.

ELISA okuyucusunda 405 nm’de okuma yapilarak sonuglar
degerlendirilmistir. Daha sonra devam eden reaksiyon 50 pl 3N NaOH ile

durdurulmustur.

3.2.7.2. C. m. subsp. michiganensis izolatlarmm PCR Teknigi ile Tamsi

Klasik tani, Indirekt-ELISA testi ile tanilanan Cmm izolatlar1 igerisinden
farkli illerden gelen 6rneklerden secilen 5 izolat (Muc 1c, Cicik 1, 33-A (TT111),
Coruh Nehri 1, 15/4al) ve GSPB 382 kodlu referans izolatin DNA’s1 De Boer ve
Ward (1995)’a gore izole edilmistir. Bu yontemde izlenen prosediir asagida
verilmistir.

1. Bakteri izolatlar1 9 ml Nutrient broth siv1 besi yerine (Ek 1) asilanarak
200 dev./dak. ¢alkalayicida gece boyu 27+1°C’de gelistirilmistir.

2. Bakteri siispansiyonundan 1ml steril ependorf tiipiine alinmis ve
tiiplerin agirliklar1 dengelenerek 14.000 dev/dak.’da 20 dakika santrifiij edilmistir.

3. Pellet alimarak siipernatant atilmistir. Pelletin {izerine hiicre
parcalanmasmi saglamak {izere %]1°lik SDS+TAE buffer’dan (Ek 3) 100ul
eklenmis ve tiip karistiricisinda karistirilmastir.

4. Tipler 50°C’deki su banyosunda 3 saat bekletilmistir.
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5. Bu siirenin sonunda her bir tiipe 50 pl 7.5M Amonyum asetat (Ek 3)
eklenerek karistirilmistir.

6. 14.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifiij yapilarak amonyum asetat
artiklarinm altta toplanmasi saglanmistir. Ustte kalan DNA kesik bir pipet ucu ile
almmus (yaklasik 130ul) ve yeni bir ependorf tiipiine aktarilmistir.

7. Buna esit miktarda (yaklasik 130ul) derin dondurucuda sogutulmus
isopropanol eklenmistir. Tiipler derin dondurucuda 45dak. bekletilmistir.

8. 10.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifiij yapilarak pellet alinmigtir.

9. Sogutulmus %70’lik alkolden 100ul ependorf tiiplerine eklenmis ve
10.000 dev/dak.’da 10 dakika santrifiij yapilarak alkolle yikama yapilmistir.

10. Ependorf tiipler ters cevrilerek alkol dokiilmiis ve steril kabinde bir
saat kurumaya brrakilmistir.

11. Ependorf tiipler igerisine 50 pl bidistile su (ddH,O) konarak tiip
karistiricisinda  karistirilmustir.  izole edilen  DNA’lar PCR  calismalarida
kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

12. Daha sonra bu DNA’lar %1’lik hazirlanan agarose jele (Ek 3) verilerek
izole edilip edilmedikleri tespit edilmistir. Hazirlanan agaroz jel 70 miliamperde
yarim saat yuriitiildiikkten sonra etidyum bromid (10mg/ml) ile boyama yapilmis
ve transliminatorde bantlar incelenmistir.

Iki farkli PCR ¢alismasit Dreier ve ark., (1995) ve Santos ve ark.,
(1997)’na gore yapilmistir. Calisma, reaksiyon tiipii ad1 verilen 0.5ml’lik ince
duvarli ependorf tiliplerde toplam hacmi 25ul olan reaksiyon karigiminin
kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Reaksiyon karigiminin igerigi Cizelge 3.1°de
verilmistir.

Cizelge 3.1. Dreier ve ark., (1995) ile Santos ve ark., (1997)’nin dizayn ettigi

primerler kullanilarak yapilan PCR isleminde kullanilan reaksiyon
karisimin igerigi

Reaksiyon Karisimnin Icerigi Miktan (ul)
PCR Master Mix (Promega, M7502)  12.5

Primer 1 1.0

Primer 2 1.0

H,O (Nuclease free water) 8.5

g-DNA 2.0

Toplam 25

38



3.MATERYAL VE METOD Raziye CETINKAYA YILDIZ

Kullanilan Primerlerin dizilisleri soyledir:

Dreier ve ark. (1995) CMMS5: 5°- GCGAATAAGCCCATATCAA-3’

Drieer ve ark. (1995) CMM6: 5°- CGTCAGGAGGTTCGCTAATA -3°

Santos ve ark., (1997) CM3: 5°- 5’CCT CGT GAG TGC CGG GAA CGT ATC 3°

Santos ve ark., (1997) CM4: 5’- CCA CGG TGG TTG ATG CTC GCG AGA -3’
Thermalcycler cihazinda (Genius Marka) kullanilan programlar Cizelge

3.2’deki gibidir.

Cizelge 3.2. PCR islemi i¢in kullanilan programlar

Program adimlan Dreier ve ark (1995)
Sicakhk (°C) Siire(dak) Dongii Sayisi

Ik denatiirasyon 93 2 1
Denatiirasyon 94 1 ~ 30
Primer Baglanmas1 55 1.5 s
Uzama 72 1

Son Uzama 72 10 1
Bekleme 4 Stiresiz

DNA c¢ogaltimi sonucu elde edilen bakteri DNA’sinin ve PCR {iriinlerinin
Agarose jel elektroforezine yonelik ¢aligmalar Sambrook ve ark, (1989)’a gore
yapilmistir. Bunun i¢in 0.9g agarose 90ml 1XTAE (Ek 3) tamponuna konularak
mikrodalga firinda eriyinceye kadar kaynatilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar
sogutulan soliisyon, taraklar yerlestirilen jel tepsisine dokiilmiistiir. Agaroz jelin
donmasindan sonra jel tanki igerisine jeli ortiinceye kadar 1XTBE buffer (Ek 3)
konmustur. Daha sonra 6rnek koymak i¢in kullanilan tarak dikkatlice cekilerek
cikarilmistir. Bu sekilde hazirlanan agaroz jel ¢ukurlarina 3pl loading buffer (Ek
3) ve 12ul PCR firiinii karigimi bir mikropipet yardimu ile dikkatlice verilmistir.
Molekiiler agirlik isaretleyici (Marker) olarak 100bp ve 1kb DNA isaretleyici
(Marker, Fermentos SM 0623) kullanilmistir. Elektroforez tankinda agroz jeldeki
ornek hiicrelerin bulundugu yer giic kaynagmin negatif (-) kutbuna denk gelecek
sekilde yerlestirilmis ve PCR firiinleri 70V elektrik akiminda yaklasik 3 saat stire
ile yiiriitiilmiistiir. Bantlarin goriilmesi i¢cin ethidium bromiir ile (10mg/ml) 10
dak. boyama yapilmis ve bunu takiben 15 dak. saf su ile jel yikanarak
transliminatorde bantlar incelenmis ve fotograflanmistir. Dreier ve ark (1995) nin

onerdigi primerler ile yapilan PCR ¢alismasinda 614 bp biyiikliigiinde bant
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olusumu; Santos ve ark., (1997)’'nin dizayn ettigi primerler kullanilarak yapilan
PCR c¢alismasinda 645 bp biyiikliigiindeki bant olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.7.3. C. m. subsp. michiganensis izolatlarimn Yag Asit Profillerinin

Belirlenmesi

Calismanin bu kismi Atatiirk Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezinde (Erzurum) Prof. Dr. Fikrettin SAHIN danismanlhiginda 5
bolge izolat1 (3/1A Yayla, 31/1A, Tarsus 2, Coruh nehri, Cmm 23 kodlu izolatlar)
ve GSPB 382 kodlu referans izolat ile yapilmistir. Bakteri hiicresinden yag asitleri
izolasyonu asagida belirtildigi lizere Chase ve ark. (1992)’ye gore yapilmistir.
Tirlerin tanisinda Mikrobiyal Identifikasyon Sisteminin (MIS) bilgisayar paket
programi kullanilip (Sherlock MIS version 4.5 Microbial ID. Inc. Newark,
Delaware) izolatlarin icerdigi yag asit tiirleri ve % oranlar1 karsilastirilarak tani
yapilmistir. SPSS istatistik programiyla izole edilen yaglarm aritmetik
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Bu veriler karsilastirilarak

kiime analizi yapilmis ve izolatlar arasindaki akrabalik dereceleri belirlenmistir.

Bakteri Hiicresindeki Yag Asitlerin Izolasyonu: Tryticase soy agar
(TSBA) besi yerine (Ek 4) 4 fazli sekilde ¢izilen izolatlar 25 °C’de 24 saat
gelistirilmistir.

Gelistirilen bakterinin 3. ve 4. fazindan toplanarak agzi teflon kapakl
steril cam tiiplere konmustur.

Hiicreleri parcalamak i¢in her bir test tiirline Iml ¢ozelti 1’den (Ek 4)
eklenmistir.

Tiipler 10 saniye ¢alkalandiktan sonra 100°C’deki su banyosunda 5 dakika
bekletilmistir.

Cikartilan tiipler tekrar 10 saniye daha c¢alkalanmigtir. Daha sonra
100°C’deki su banyosunda 25 dakika bekletilmistir. Bu islemle bakteri hiicreleri

parcalanarak yag asitlerinin serbest kalmas1 saglanmastir.
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Test tiiplerine 2ml ¢ozelti 2°den (Ek 4) eklenip 10 saniye calkalandiktan
sonra tiipler 80°C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.

Bunu takiben tiipler -20°C’de 10 dakika tutulmustur. Bu islem ile serbest
yag asitlerine ester baglar1 ile metil eklenerek yag asitlerinden yag asit metil esteri
elde edilmistir. Bu durum yag asitlerine yiiksek sicaklikta buharlasma 6zelligi
kazandirmaktadir.

Sogutulmus tiiplere 2.5 ml ¢ozelti 3 (Ek 4) eklenerek 5 dakika tiipler
calkalanmistir. Bu asamada tiiplerin alt kisminda asidik, {ist kisminda da organik
swv1 fazlar1 olmak iizere iki ayr1 faz olusmustur. Pastor pipet kullanilarak tiiplerin
alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz toplanmistir.

En son asamada ise her tiipe 3ml ¢ozelti 4 (Ek 4) ilave edilerek 5 dakika
calkalanmistir. Daha sonra tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Cozelti 4 bazik bir soliisyon olup serbest yag metil esterlerinin daha fazla saf
olarak elde edilmesini saglar. Bu asamadan sonra tiipler icerisinde yine iki farkli
faz olusmustur.

Ust fazda toplanan yag asit metil esterlerini igeren faz, pastor pipet ile
almarak 2ml’lik gaz kromotografisi tiiplerine aktarilmis ve agizlar1 sikica
kapatilmistir.

Tipler MIS cihazi1 (HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA) iizerindeki
ornek depolama birimine yerlestirilmis ve daha sonra Mikrobiyal Identifikasyon
Sistemin (MIS) bilgisayar paket programi kullanilarak (Shelock MIS version 4.5

Microbial ID. Inc. Newark, Delaware) her izolat tanilanmaistir.

3.2.8. C. m. subsp. michiganensis’in Biyolojik Miicadelesi fle flgili Cahsmalar

3.2.8.1. Aday PGPR Bakterilerin izolasyonu

PGPR’lerin izolasyonu i¢in Adana, Mersin, Antalya, Mugla, Hatay ve
Osmaniye illerinde domates iiretim alanlarinda diger bitkilere gore daha iyi
gelisim gosteren ve saglikli goriinen domates bitkilerinin kok bolgesi topragimdan
kilcal kokleri de icerecek sekilde drnekler almmustir. Ornekleme yapilirken alman

orneklerin alani temsil eder nitelikte olmasma 6zen gosterilmistir. Toplanan
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ornekler once kese kagidina, sonra plastik torbalara konularak buzluk igerisinde
laboratuara getirilerek bunlardan bakteri izolasyonlar1 yapilmistir.

Toprak ve kok izolasyonu igin toplanan toprak Ornekleri laboratuar
kosullarinda iyice kurutulmus ve daha sonra hem yabanci maddeler topraktan
uzaklastirilmasi hem de {iiretim alanindan alinan topraklarn homojen olarak
karistirilmasi icin 2 mm delik biiyiikliigiine sahip toprak eleginden gegirilmistir.
Elenmis toprak orneklerinden 10 gr almarak igerisinde 90 ml Nutrient broth (Ek
1) bulunan erlenlere konmus ve oda sicakliginda 100 dev./dak.’da ¢alisan
calkalayicilarda iki saat ¢alkalanmistir. Stispansiyondan 1 ml alinarak igerisinde 9
ml fizyolojik tuzlu su ( %0.85) bulunan tiipe ilave edilmis ve bu sekilde -6’ya
kadar seyreltme serileri hazirlanmistir. Hazirlanan sulandirma serilerinin -4, -5 ve
-6 seyreltmelerden 100ul alinarak 3 tekrarli olarak King B besi yerine (King ve
ark, 1954) (King B) (Ek 1) ekimler yapilmustir (Sekil 3.1). 25°C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra petrilerdeki koloni gelismeleri incelenerek farkli morfolojik

gelisim gosteren kolonilerden saflagtirma yapilmistir.

T

Saline Buffer - -5

+10gr .

toprak 6rnegi + kilcal kok KingB
besi yeri

st
fmy fo
e

Sekil 3.1. Toprak ve kdk orneklerinden aday PGPR izolatlarinin eldesinin sematik
gorunimu
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Saflastirilan izolatlarin King B besi yerindeki koloni morfolojileri
incelenmistir. Elde edilen izolatlarm bir kismina King B besi yerinde floresanlik,
patateste pektolitik aktivite ve tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu testleri
yapilmistir. Diger bir kisminin ise direkt fosfati indirgeme ve azotu baglama
ozelliklerine bakilmistir. Saksi, viyol ve tarla calismalarinda kullanilan aday
PGPR izolatlarmin LOPAT (L: Levan olusumu; O: oksidaz testi, P: patateste
pektolitik aktivite; A: Arginin dehidrolaz; T: Tiitlin’de asir1 duyarlhilik reaksiyonu)
ozellikleri Lelliott ve Stead (1987)’ye gore belirlenmistir. Elde edilen izolatlar

sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {izere 4°C’de YDC besi yerinde saklanmustir.

3.2.8.2. Aday PGPR izolatlarin Seg¢imi

Topraktan elde edilen aday PGPR izolatlar1 arasinda se¢im fosfati

indirgeme ve azotu baglama 6zelliklerine gore yapilmastir.

Fosfati indirgeme Ozelligine Gore Aday PGPR izolatlarinin Secimi

Topraktan izole edilen bakterilerin fosforu (P) c¢ozme yeteneklerini
belirlemek i¢in iki yontem kullanilmistir. Birinci yontemde topraktan izole edilen
aday izolatlar tiiplerde hazirlanan sivi NBRIP-BPB (National Botanical Research
Institute’s phosphate growth medium) (Nautiyal ve ark., 1999) (Ek 5) besi yerine
li¢ tekerrlirlii olarak asilanmustir. Yedi giin 25°C’de calkalayicida 80 devir/dakika
calkalanarak inkiibe edilmistir. Spektrofotometre’de 400 nm absorbans degerleri
Olciilerek kaydedilmistir. Baslangicta koyu mavi renk olan sivi besi yerinde,
inkiibasyon sonunda renk acilmasina neden olan ve absorbans degeri en kiiclik
olan izolatlar aday PGPR olarak belirlenmistir. Ayrica bu izolatlarin patateste
pektolitik aktivite ve tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonlari testlenmistir.

Aday PGPR izolatlarmin se¢iminde kullanilan ikinci yOntemde ise
topraktan saf olarak izole edilen bakteriler steril kiirdan yardimi ile kat1 NBRIP
besi yeri igeren petrilere, her bir petride 9 izolat olacak sekilde ekilmistir. Deneme
3 tekrarlh olarak kurulmustur. Bir hafta sonra besi yerinde bakteri kolonisinin

etrafindaki seffaf zonun cap1 ve bakteri kolonisinin ¢ap1 dl¢iiliip ¢ikan degerler
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birbirine oranlanarak fosfor ¢6zme indeksi belirlenmistir (Sekil 3.2). Fosfor

cozme indeksi yiiksek olan bakteriler se¢ilmistir (Johri ve ark., 1999).

Coziilebilme indeksi= A/B

A: Seffaf zon cap1

B: Bakteri kolonisinin ¢ap1

A
B
Sekil 3.2. Coziilebilir fosfat indeksinin hesaplanmasi

Bu izolatlardan fosfor ¢ozme indeksi en yiiksek olan ve azot baglama
ozelligine sahip olan 30 izolat secilerek bunlarm sivi NBRIP (Nautiyal ve ark.,
2000) (Ek 5) besi yerinde ¢6zebildigi fosfor miktarlar1 Barton (1948) yontemine
gore belirlenmistir. Calismanm bu kismu C.U. Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii
laboratuarnda Yrd. Dog¢. Dr. Selim EKER damigmanliginda yapilmistir. Bu
yontemde izlenen prosediir asagida verilmistir.

Secilen 30 adet aday PGPR izolat1 stvi NBRIP besi yerine asilanarak bir
hafta 200 dev./dak. donen calkalayicida 27+1°C’de gelistirilmistir (Nautiyal ve
ark., 2000). Daha sonra bakterileri ve suda c¢oziilmeyen kati maddeleri
(Caz(POy4),) coktiirmek i¢in 10.000 dev./dak.’da 10 dakika santrifiij yapilmis ve
siipernatant elde edilmistir. Supernatanttan 1 ml alinarak yeni tiiplere aktarimistir.
Icinde 1 ml siipernatant bulunan tiiplere 5 ml saf su eklenmistir. Olusan yeni
cozelti lizerine 1 ml Barton ¢ozeltisi (Ek 5) ilave edildikten sonra 30 dak. karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Fosfor eriyigi ile farkli ppm dozlarinda (0, 25, 50, 100
ppm) dort standart ¢dzelti (Ek 5) hazirlanmustir. Ik énce bu dort standart ¢ozelti
430 nm’de spektrofotometrede Olglilmiistiir. Daha sonra yarim saat karanlik
ortamda inkiibe edilen c¢ozeltilerin ne kadar fosfor c¢ozdiikleri 430 nm’de
spektofotometrede ppm diizeyinde belirlenmistir. Cikan sonuglar dort standart

coOzelti degerleri baz alinarak yorumlanmistir.
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Azotu Baglama Yetenegine Gore Aday PGPR izolatlarimin Se¢imi

Topraktan elde edilen bakteri izolatlarinin azotu baglama yeteneklerinin
belirlenmesi amaci ile azot icermeyen Jensen’s besi yeri hazirlanmistir (Ahmad ve
ark., 2005). Izolatlarimiz {i¢ tekerriirlii olarak bu besi yerine c¢izgi ekim
yapilmistir. Azot icermeyen besi yerinde gelisim gosteren izolatlar aday PGPR

izolatlar olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuclara gore sivi NBRIP besi yerinde en fazla fosfor ¢cozen 7
izolat ve Jensen’s besi yerinde gelisim gosteren 1 izolat segilerek toplam 8 izolat

saks1 calismalarinda kullanilmistir.

3.2.8.3. Secilen Aday PGPR lizolatlarimn Antagonistik ve Siderefor

Etkilerinin Belirlenmesi

Saks1 c¢alismalarinda kullanilmak tizere secilen 8 adet aday PGPR
izolatmin Cmm’e kars1 antagonistik etkileri Krishnamurthy ve Gnanamarickam
(1998) gore ve siderefor etkisi ise Kloepper ve ark., (1980) ile Bora ve Ozaktan
(1998)’a gore testlenmistir.

King B besi yerine aday PGPR izolatlar1 petrinin iist kismmna diiz ¢izgi
seklinde ekim yapilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra aday
PGPR’ye dik olacak sekilde dort farkli noktadan Cmm ekimi yapilmis ve petriler
25°C’de inkiibe edilmistir (Sekil 3.3). Ug tekrarl olarak yiiriitiilen bu ¢alismada,
inkiibasyondan 96 saat sonra aday PGPR izolatlarmin Cmm gelisimine olan
etkileri engelleme zonlar1 6l¢iilerek degerlendirilmistir.

PGPR izolatlarmin siderefor etkisinin belirlenmesinde yukarida anlatilan
antibiyosis etkisini belirleme yontemi temel alimmistir. Ancak burada ayni besi

yeri igerisine 80 uM FeCls ilave edilmistir.
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Aday PGPR

Hastalik Etmeni

v

Sekil 3.3. Aday PGPR izolatlarinin ve hastalik etmeninin petri kabindaki ekim
deseni

3.2.8.4. Cahsmada Kullanilacak Patojen Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bitkide tipik hastalik simptomlar1 olusturabilecek en diisiik inokulum
yogunlugunu (ml’deki hiicre sayisi) belirlenmek amaci ile kalibrasyon caligsmasi
yapilmistir. Cmm’in (3/1A re izolatinin)’nin 48 saatlik kiiltiirtinden hazirlanan
siispansiyon spektrofotometrede 600 nm’de 0.2 degerine ayarlanmistir. Bu
siispansiyondan 1ml alinarak icerisinde 9 ml steril su bulunan tiiplere 6 kez (1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1000000) seyreltilmistir. Her bir
seyreltmeden 100ul alinarak 3 tekrarli olarak King B besi yerine ekimler
yapilmustir. Her seyreltme igin ti¢ adet petri kullanilmistir. Petriler 25°C’de 48-72
saat inkiibe edildikten sonra koloni sayilar1 not edilmistir. Ayrica her bir
seyreltmeden 100 pl almip steril bir enjektor ile 2 tekrarli olarak domates
fidelerine enjekte edilmistir. Daha Once Ozellikleri belirtilen iklim odasinda
muhafaza edilen bitkilerde 1.5 ay sonra domates fideleri kesilerek iletim
demetlerinde hastalik belirtileri var/yok seklinde degerlendirme yapilmistir.
Hastalik belirtisinin  goriildiigii en distik bakteri konsantrasyonu ileriki

calismalarda kullanilmastir.
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3.2.8.5. Aday PGPR’larin Domates’te Bakteriyel Solgunluk Hastah@inin
Gelisimi Uzerine Etkisi

Fosfat1 indirgeme yetenegine sahip 7 izolat ve azot baglama yetenegine
sahip 1 izolat kullanilarak toplam 8 izolat ile saks1 ¢alismasi gerceklestirilmistir.
Saks1 calismasinin tarla denemelerinin bir 6n ¢alismasi oldugu diistiniilerek daha
az saylda izolat ve kombinasyonlarinin denemesi yerine bu agamada miimkiin
oldugunca ¢ok aday PGPR izolat1 ile c¢alismalar yiiriitilmiistiir. Tarla
denemelerinde, saksi calismasinda en 1yl sonucu veren i1ki izolat ve
kombinasyonu, tohum denemelerinde ise saksi ¢alismasinda en iyi sonucu veren

ii¢ izolat ve kombinasyonlar1 kullanilmastir.

Saks1 Cahsmasi: Fosfati indirgeme Ozelligine sahip 7 aday PGPR
(Y1.6.7,N6.6.21, Y6.4, Y9.4.9, R3.3.6, E3.5.2, R6.3.1) izolatinin ve azot baglama
ozelligine sahip 1 aday PGPR izolatinin (R2.1) Cmm’in neden oldugu domates
bakteriyel solgunluk hastaligi iizerine etkisi saksi ¢alismasi ile arastirilmastir.
Calismada Netta ¢esidi domates fideleri, pozitif kontrol olarak Cmm 3/1A kodlu
Cmm’in bolge izolat1 (1.1x107 hiicre/ml), negatif kontrol olarak ise steril su
kullanmilmistir. Karsilastirma olarak ise bitki biliylimesini artiran ISR 2000
(Lactobacillus acidophilus + maya ekstrakti + bitki ekstrakti + benzoik asit)
(Improcrop Firmasi) adli bir bitki aktivatori kullanilmastir.

King B besi yerinde 25+1°C’de 24-48 saat gelistirilmis olan aday PGPR
izolatlarinin yogunlugu steril su ile spektrofotometre kullanilarak 600 nm dalga
boyunda 0.3 absorbans degerine ayarlanmistir. Hazirlanan uygulama
siispansiyonlar1 igerisine domates fidelerinin kokleri 15 dakika batirilmistir.
Koklere bakteri kolonizasyonu saglandiktan sonra uygulama gormiis bitkiler
fosforca fakir ozellige sahip (%2.7 Kireg, 3.75 kg/da Fosfor, pH 7.54) saksi
topragina sasirtilmistir. Bir hafta sonra PGPR uygulamasi gormiis bitkilerin
govdesine steril bir enjektdr yardimiyla patojen bakteri stispansiyonundan 100ul
inokule edilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 6 tekrarl
olarak 2 kez kurulmustur. ilki Cukurova Universitesi (C. U.) Bitki Koruma

Boliimii iklim odasinda ikincisi ise C. U. Arastirma ve Uygulama Parseli
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seralarinda Mart- Mayis 2006 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir. Haftada 3 kez
bitkilere su verilmistir. Pozitif kontrollerde hastalik simptomlar1 olusuncaya kadar
bitkiler giinliik olarak incelenmistir.

Pozitif kontrol bitkilerinde hastalik simptomlar1 gézlendikten sonra tiim
bitkiler boyuna kesilerek govdedeki enfeksiyon iletim demetlerindeki lezyon boyu
Olgiilerek degerlendirilmistir. Uygulamalar arasindaki farklar ANOV A ve Duncan
coklu karsilastirma testi (p<0.05) ile karsilastirilmis ve uygulamalarin etkinligi %

Abbot formiiliine gore hesaplanmastir.

Viyol Calismasi: Domates tohumlarinda Cmm inokulumunun aday PGPR
izolatlar1 tarafindan engelleme yeteneginin belirlenmesi i¢in tohumlar %1’ lik
NaCL’de 3 dakika dezenfekte edilmistir. Calismada ii¢ aday PGPR izolati
(Y1.6.7, N6.6.21 ve Y6.4), bunlarin kombinasyonlart (Y1.6.7+ N6.6.21,
Y1.6.7+Y6.4, N6.6.21+Y6.4 ve Y1.6.7+N6.6.21+Y6.4) ile ISR 2000
kullanilmistir. King B besi yerinde 25+1°C’de 24-48 saat gelistirilmis olan aday
PGPR izolatlarinin yogunlugu steril su ile spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda 0.3 absorbans degerine ayarlanmistir. Hazirlanan PGPR siispansiyonu
icerisine domates tohumlar1 15 dakika daldirilarak vakumla izolatlarin tohum
ylizeyine kolonize olmalar1 saglanmistir. Uygulamadan bir hafta sonra Cmm’in
24-48 saatlik kiiltiirlerinden 1.1x10” hiicre/ml konsantrasyonunda hazirlanan
siispansiyon ile tohumlar inokule edilmistir. Pozitif kontrol olarak sadece patojen
ile bulagik tohumlar, negatif kontrol olarak ise sadece suyla muamele gormiis
tohumlar kullanilmigtir. Uygulama gormiis tohumlar torf iceren viyollere
ekilmistir (Krishnamurthy ve Gnanamanickam, 1998). Calisma iki kez
tekrarlanmis ve her bir uygulama icin 100 adet tohum kullanilmistir. Gergek
yapraklar ¢ikincaya kadar viyoller nem c¢emberi igerisinde tutulmus ve pozitif
kontrollerde hastalik simptomlar1 gozleninceye kadar bitkiler giinliik olarak
incelenmistir. Aday PGPR izolatlarmin hastalik gelisimine etkisi, bitkilerin iletim
demetlerinde lezyon boyu dlgiilerek degerlendirilmistir. Uygulamalar arasindaki
farklar ANOVA ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi (p<0.05) ile karsilastirilmig

ve uygulamalarin etkinligi % Abbot formiiliine gére hesaplanmustir.
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Tarla Cahsmasi: Tarla denemeleri Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Arastirma ve Uygulama Parselinde 2006-2007
yillarmm Mayis- Eyliil aylarinda kurulmustur. Saksi denemesinde en iyi sonug
veren Y1.6.7 ve N6.6.21 kodlu iki izolat tarla kosullarinda denenmistir. Calisma
tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 4 tekrarli ve her tekrarda 10 bitki olacak
sekilde planlanmistir. Netta ¢cesidi domates fideleri kullanilmistir. Fideler ticari bir
fidelikten alinmis ve ¢aliymada kullanilan fidelerin gelisim diizeylerinin homojen
olmasina dikkat edilmistir. Viyoller icerisinde deneme alanina getirilen fideler 15
dakika yogunlugu spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0.3 absorbans
degerine ayarlanmis aday PGPR siispansiyonlarina daldirilmistir. ISR 2000 ise
firma tarafindan Onerilen dozda kullanilmistir Uygulamadan bir hafta sonra
fidelerin govdesine 1.1x10 hiicre/ml yogunlugundaki patojen siispansiyonundan
100ul inokule edilmistir. PGPR uygulamasi yapmadan steril suya daldirilan
fidelere patojen inokulasyonu yapilarak pozitif kontrol parseli olarak
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak ise sadece steril suya daldirilan bitkiler
kullanilmistir. Inokulasyondan sonra bitkiler giinliik olarak incelenmis ve pozitif
kontrol parselindeki bitkilerde hastalik simptomlar1 goézlenince iletim
demetlerindeki renklenme oOlciilerek degerlendirme yapilmistir. Uygulamalar
arasindaki farklar ANOVA ve Duncan ¢oklu karsilastrma testi (p<0.05) ile
karsilagtirilmis  ve uygulamalarmm etkinlii % Abbot formiiliine gore

hesaplanmistir.

3.2.8.6. Aday PGPR’larin Enfekteli Domates Bitkilerinde Bitki Biiyiimesine
Etkisi

Calismanin bu kismi1 3.2.8.5’de ayrmtili olarak anlatilan deneme igerisinde
yiiriitiilmistiir. Bu nedenle denemenin kurulum asamasi tekrar detayli olarak
anlatilmamastir.

Saks1 ve viyol denemelerinde aday PGPR izolatlarmin enfekteli domates
bitkilerinde, bitki biiyiimesine olan etkilerini saptamak amaci ile kontrol
parselindeki bitkiler ile uygulama yapilan bitkilerin bitki boylari, gévde caplari,
dal sayilari, bitki yas agrliklart ve bitki kuru agirliklar1  Olgiilerek
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degerlendirilmistir. Kuru agirliklarin alinmasi i¢in bitkiler kese kagitlar igerisinde
konmus ve 80°C’deki etiivde bir gece kurutulmustur (Nejad ve Johnson, 2000).
Tarla caligmalarinda ise uygulamalarm bitki boyuna, gévde ¢apina, dal sayisina,
bitki yas agirligma, bitki kuru agirligina, kok boyuna ve domates verimine olan
etkisi degerlendirilmistir.

Uygulamalar arasindaki farklar ANOVA ve Duncan coklu karsilastirma
testi (p<0.05) ile karsilastirilmig, uygulamalarin etkinligi % Abbot formiiliine gore
hesaplanmistir, Towsend ve Heuberger formiilii kullanilarak % artis belirlenmistir

(Karman, 1971).

3.2.8.7. Aday PGPR’larin Saghkh Domates Bitkilerinde Bitki Biiyiimesine
Etkisi

3.2.8.5°de bildirilen fosfat1 indirgeme yetenegine sahip 7 (E3.5.2, Y6.4,
Y1.6.7, R6.3.1, Y9.4.9, R3.3.6, N6.6.21) izolat ve azot baglama yetenegine sahip
1 (R2.1) izolat kullanilarak toplam 8 izolat ile saksi caligmasi ylriitiilmiistiir.
Tarla denemelerinde saksi g¢alismasinda en iyi sonucu veren iki izolat ve
kombinasyonlari, tohum denemelerinde ise saksi ¢alismasinda en iyi sonucu veren

ii¢ izolat ve kombinasyonlar1 kullanilmastir.

Saks1 Calhismasi: Deneme 2006 yili Mart-Mayis aylarinda 3.2.85.°de
belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir. Calismada Netta ¢esidi domates fideleri
kullanilmistir. Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore 6 tekrarl olacak
sekilde kurulmustur. Her tekrarda bir bitki olacak sekilde planlanmistir.
Calismada 8 aday PGPR izolati, ISR 2000 ve negatif kontrol olmak iizere toplam
10 uygulama yapilmistir. Aday PGPR izolatlarinin 24-36 saatlik kiiltiirlinden
hazirlanan siispansiyonlar spektrofotometre’de 600 nm’de 0.3’e ayarlanmigtir. 15
dakika uygulamalara daldirilan fideler fosforca fakir toprak iceren saksilara

aktarilmistir. Kontrol olarak ise steril su kullanilmistir.

Viyol Cahsmasi: Torf igeren viyollere ikiser adet domates tohumu

ekilmistir. Her viyol ¢ukurundan farkli gelisim diizeyi gosteren fideler sokiilmiis,
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homojen boy uzunlugu gosteren fideler denemeye dahil edilmistir. Calismada ii¢
aday PGPR izolat1 ve bunlarin kombinasyonlari, ISR 2000 kullanilmistir. 24-36
saatlik aday PGPR izolatlarindan hazirlanan siispansiyonlar spektrofotometre’de
600 nm’de 0.3’e ayarlanmis ve fidelerin yapraklarina piiskiirtiilmiistiir. Uygulama,
haftada bir ayn1 giin ve saate olmak iizere 10 hafta siire ile tekrarlanmistir. Kontrol
olarak kullanilan bitkilere ise steril su piiskiiriilmiistiir. Calisma iki tekrarli olarak
yapilmistir. Her bir uygulamada 100 adet fide kullanilmistir Uygulamalarin bir
birini etkilemesi Onlemek icin piiskiirtme islemleri iklim odalarmin disinda

gerceklestirilmistir.

Tarla Cahsmasi: Tarla denemeleri Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimii Arastrma ve Uygulama Parselinde 2006 -2007
yillarmimn Mayis- Eyliil aylarinda kurulmustur. Caligma tesadiif bloklar1 deneme
desenine gore 4 tekrarli ve her tekrarda 10 bitki olacak sekilde planlanmistir.
Netta ¢esidi domates fideleri kullanilmistir. Fideler ticari bir fidelikten alinmis ve
calismada kullanilan fidelerin gelisim diizeylerinin homojen olmasma dikkat
edilmistir. Viyoller igerisinde deneme alanina getirilen fideler 15 dakika
yogunlugu spektrofotometre’de 600 nm dalga boyunda 0.3 absorbans degerine
ayarlanmis aday PGPR siispansiyonlarma daldirilmistir. ISR 2000 ise firma
tarafindan Onerilen dozda kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise sadece steril
suya daldirilan bitkiler kullanilmistir.

Saks1 ve viyol denemelerinde aday PGPR izolatlarinin bitki biiylimesine
olan etkilerini saptamak amaci ile kontrol parselindeki bitkiler ile uygulama
yapilan bitkilerin bitki boylari, gévde ¢aplari, dal sayilari, bitki yas agirliklar1 ve
bitki kuru agirliklar1 6lgiilerek degerlendirilmistir. Kuru agirliklarin alinmasi i¢in
bitkiler kese kagitlar1 icerisinde konmus ve 80°C’deki etiivde bir gece
kurutulmustur (Nejad ve Johnson, 2000). Tarla ¢aligmalarinda ise uygulamalarin
bitki boyuna, govde ¢apina, dal sayisina, bitki yas agirhigna, bitki kuru agirhigma,
kok boyuna ve domates verimine olan etkisi degerlendirilmistir.

Uygulamalar arasindaki farklar ANOVA ve Duncan coklu karsilastirma
testi (p<0.05) ile karsilastirilmig, uygulamalarin etkinligi % Abbot formiiliine gore
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hesaplanmistir, Towsend ve Heuberger formiilii kullanilarak % artis belirlenmistir

(Karman, 1971).
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4.BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Hasta Domates Bitkilerinin Toplanmasi

Mersin (Erdemli, Tarsus, Bozyazi1) ve Adana (Merkez, Tuzla) illerinde arazi
sorveyleri sonucu de domates yetistiriciligi yapilan tarla ve seralardan (Sekil 4.1),
yan dallarda tek tarafli solgunluk yaniklik (Sekil 4.2), govde tizerinde kahverengi
—beyaz renkli sigiller (Sekil 4.3), iletim demetlerinde kahverengilik (Sekil 4.4),
ilerleyen donemlerde tiim 6ziin kahverengilesmesi, yapraklarda sararma nekrotik
alanlar ve ige dogru kivrilma (Sekil 4.5) simptomlar1 gosteren bitki Ornekleri
toplanmistir. Antalya (Gazipasa, Kas, Koyunlar), Bursa (Yenisehir, Karacabey,
Kemalpasa), Artvin ve izmir (Dikili) illerinden ise iireticiler tarafindan gonderilen

orneklerden izolasyonlar yapilmaistir.

[ ¥ K
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Sekil 4.1. Domates iiretimi yapilan bir tarlanin genel goriiniimii
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Sekil 4.3. Domateslerde govde lizerinde kahverengi —beyaz renkli sigiller
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F

Sekil 4.4. Domates bitkilerinde iletim demetlerinde kahverengilik ve tek tarafli
solgunluk
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Sekil 4.5. ilerleyen dénemde domates bitkilerinde tiim &ziin kahverengilesmesi,
yapraklarda sararma nekrotik alanlar ve ige dogru kivrilma
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Sorvey yapilan iiretim alanlarinda simptomolojik olarak yapilan gézlemler ve
iireticiler ile yapilan goriigmelere dayanarak bakteriyel solgunluk hastaliginin ilk
kez goriildiigii yillarda %15-25 arasinda degisen oranlarda yayginlik gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle bir 6nceki iiretim sezonunda hastalik saptanmis ise

yayginlik oraninin %70-80’lere vardig1 saptanmustir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Cmm’in domates iiretim alanindaki yaygmligi

4.2. Domateste Bakteriyel Solgunluk Etmeninin izolasyonu

Cmm ile enfekteli oldugu tespit edilmis bitki Orneklerinin dal ve
govdelerinden yapilan izolasyonlarda 2-3 giin i¢inde YDC besi yerinde sar1 (Sekil
4.7) ve King B besi yerinde sar1 (Sekil 4.8) renkte dominant koloniler geligmistir.
Cizelge 4.1’de goriildiigi gibi Mersin ilinden 32 adet, Adana ilinden 9 adet,
Antalya ilinden 3 adet, Artvin ilinden 2 adet, izmir ilinden 6 adet ve Bursa ilinden
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ise 5 adet olmak iizere toplam 57 adet izolat saflastirilarak bu tez ¢alismasinda
kullanilmistir. Bu izolatlardan Cmm 23 kodlu izolat Dr. Sabiha Tokgoniil’den

temin edilmistir.

Sekil 4.8. King B besi yerinde gelisen sar1 renkte koloniler
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Cizelge 4.1. Domates bitkilerinden elde edilen izolatlar ve izole edildikleri yerler
Sira No izolatlarin Kod Adlan izole Edildigi Yerler

GSPB 382 Gottingen/Almanya
1 1/2C-Yayla Tapureli koyii / Mersin
2 1/4C Yayla Tapureli koyii / Mersin
3 1/5A Yayla Tapureli koyii / Mersin
4 1/5B Yayla Tapureli koyii / Mersin
5 2/1A Yayla Tapureli koyii / Mersin
6 2/1B Yayla Tapureli koyii / Mersin
7 3/1A Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
8 3/1B Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
9 3/2A Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
10 3/2B Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
11 3/3A Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
12 3/3B Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
13 4/1A Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
14 4/1B Yayla Sahmurdu koyii / Mersin
15 5/1B Yayla Albeyli mevkii/Mersin
16 5/2B Yayla Albeyli mevkii / Mersin
17 6/1A Yayla Canbogazli kdyii/Mersin
18 7/1A Yayla Tekeralan mevkii Mersin
19 7/1B Yayla Tekeralan mevkii/Mersin
20 8/1A Yayla Sahmurdu koyii /Mersin
21 8/1B Yayla Sahmurdu koyii /Mersin
22 9/1A Yayla Canbogazli kdyii /Mersin
23 10/1A Yayla Tekerli mevkii/Mersin
24 10/1B Yayla Tekerli mevkii/ Mersin
25 Sahmurdu koyii 1 Sahmurdu koyii /Mersin
26 Sahmurdu koyii 2 Sahmurdu koyii /Mersin
27 Sahmurdu koyii 3 Sahmurdu koyii /Mersin
28 DTla Bozyazi/Mersin
29 DT1b Bozyazi/Mersin
30 Cicik 8b Cicik / Mersin
31 Cicik 1 Cicik / Mersin
32 Tarsus 1 Tarsus /Mersin
33 Tarsus 2 Tarsus /Mersin
34 Mucla Merkez /Adana
35 Muclc Merkez /Adana
36 Tuzla 1 Tuzla / Adana
37 Tuzla 2 Tuzla / Adana
38 Tuzla geril Tuzla / Adana
39 Tuzla ¢eri2 Tuzla / Adana
40 Tuzla ¢eri3 Tuzla / Adana
41 Tuzla geri4 Tuzla / Adana
42 Dikilil Dikili/izmir
43 Dikili2 Dikili/izmir
44 Dikili3 Dikili/izmir
45 Dikili4 Dikili/izmir
46 Dikili5 Dikili/izmir
47 Dikili6 Dikili/izmir
48 Coruh nehri 1 Artvin
49 Coruh nehri 2 Artvin
50 11/1b1 Gazipasa / Antalya
51 15/4al Kas / Antalya
52 CMM 23 Koyunlar / Antalya
53 24-2A Yenisehir / Bursa
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Cizelge 4.1.”in devamui

54
55
56
57

25M. A
31-A 9985
33-A
34-1A

4.3. Patojenite Testi

Yenisehir / Bursa

Karacabey / Bursa
Kemalpasa / Bursa
Karacabey / Bursa

Elde edilen 55 adet bdlge izolat1 ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite

testlerinde tiim izolatlar inokulasyondan sonraki 8-10 giin iginde domates

fidelerinde inokulasyon bolgesinde kahverengilikler, yapraklarda ve dallarda

solgunluk (Sekil 4.9), iletim demetlerinde ve 6zde kahverengilesme olusturmustur

(4.10). Negatif kontrol olarak saf su ile inokule edilen fidelerde herhangi bir

hastalik simptomu gdézlenmemistir. Tipik hastalik simptomu gdsteren bitkilerden

yapilan re-izolasyonlar sonucu 55 re-izolat tekrar elde edilmistir.

Sekil 4.9. Domates bitkilerinde yapilan patojenite c¢alismalart sonucunda
inokulasyon bdlgesinde kahverengilikler, yapraklarda ve dallarda

solgunluk
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Sekil 4.10. Domates bitkilerinde yapilan patojenite ¢aligsmalar1 sonucunda iletim
demetlerinde ve 6zde olusan kahverengilesme

4.4. Patojenin Populasyonunun Belirlenmesi

Patojenite ¢aligmalarinda yiiksek viriilenslik gosteren bir bolge izolat1 ile
yapilan kalibrasyon c¢alismalarinda 3/1A kodlu Cmm izolatt kullanilmistir.
Spektrofotometre’de 600: 0.2’ye ayarlanan izolat besi yerine yayildiktan 72 saat
sonra sayim yapilmistir. 3 tekerriirlii olarak yapilan seyreltmeler sonucunda -4
seyreltmesinde ortalama 918 koloni, -5 seyreltmesinde ortalama 109 koloni, -6
seyreltmesinde ortalama 9 koloni gelistigi saptanmustir (Sekil 4.11). Yapilan
hesaplama sonucunda 600nm’de 0.2’ye ayarlanan bakteri siispansiyonun

yogunlugu 1.1x10® hiicre/ml yogunlukta oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.11. Cmm izolatinin -5 seyreltmesinde koloni gelisimi
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4.5. C. m. subsp. michiganensis’in Geleneksel Tam Testleri

4.5.1. Koloni Gelisimi

Nutrient Agar (NA) Besi Yerinde Gelisim: Domates re-izolatlar1 ve
referans kiiltiir NA besi yerinde tipik parlak sar1 etrafi diiz koloni gelisimi
gostermislerdir (Sekil 4.12a, Cizelge 4.2).

YDC Agar Besi Yerinde Gelisim: Domates re-izolatlar1 ve referans
kiiltiir YDC besi yerinde koyu sari, etrafi diiz koloniler olugturmustur (Sekil
4.12b, Cizelge 4.2).

SCM Besi Yerinde Gelisim: Domates re-izolatlar1 ve referans kiiltiir
SCM besi yerinde gelisen koyu gri etrafi agik renk haleli koloniler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.12¢, Cizelge 4.2).
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Sekil 4.12. Cmm izolatinin (a) NA besi yerinde, (b) YDC Agar besi yerinde, (c)
SCM agar besi yerinde koloni gelisimleri
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4.5.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Cmm re-izolatlar1 ve referans kiiltlir test sonucunda Ozeye yapisarak
stimiiksii bir yap1 olusturmadigindan gram pozitif olarak kabul edilmistir (Cizelge
4.2). Karsilastirma kiiltiirii olarak kullanilan Pseudomonas cichorii (GSPB 2297)
kiiltiirti 6zeye yapisarak siimiiksii bir yap1 olusturdugundan gram negatif olarak

degerlendirilmistir.

4.5.3. Aksamsafasi1 (Mirabilis jalapa) Bitkisinde Asir1 Duyarhihk Reaksiyonu

Domates bakteriyel solgunluk izolatlar1 ve pozitif kontrol (GSPB 382)’den
hazirlanan siispansiyonlar Aksamsafasi (Mirabilis jalapa) bitkisinin yaprak damar
aralar1 enjekte edilmistir. 48 saat’lik inkiibasyon periyodundan sonra inokule
edilen Aksamsafasi bitkilerinin yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu olugmus
ve pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.13, Cizelge 4.2). Negatif kontrol
olarak kullanilan steril distile su uygulamasinda ise herhangi bir degisim

gbozlenmemistir.

bolge izolat1

. g

Sekil 4.13. Aksamsafasi bitkisinde inokulasyon noktasinda (*) asir1 duyarlilik
reaksiyonu
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4.5.4. Domates Kotiledon Testi

Domates bakteriyel solgunluk izolatlar1 ve pozitif kontrol (GSPB 382) dort
giinlik domates fidelerinin tam gelismis kotiledon yapraklarinda beyazimsi sigil
benzeri yapilar olusturarak pozitif olarak degerlendirilmislerdir (Sekil 4.14.,

Cizelge 4.2). Negatif kontrol olarak kullanilan steril distile su uygulamasinda ise

herhangi bir degisim gozlenmemistir.

Sekil 4.14. Domates kotiledon testi sonucunda olusan beyaz sigilimsi yapilar

Sonuglar toplu halde Cizelge 4.2.’de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Cmm izolatlarini tanilama test sonuglar1

Testler Domates Izolatlari Referans Izolat

(57 Adet) (GSPB 382)
Gram reaksiyon + +
Oksidaz testi - -
YDC Agar besi yerinde koloni | Koyu sari, etrafi diiz Koyu sari, etrafi diiz
morfolojisi koloniler koloniler
NA besi yerinde koloni | Parlak sari etrafi diiz | Parlak sar1 etrafi diiz koloni
morfolojisi koloni
SCM besi yerinde koloni | Koyu gri etrafi agik Koyu gri etrafi agik renk
morfolojisi renk haleli koloniler haleli koloniler
Aksamsafas1 Bitkisinde Asiri + +
Duyarlilik Reaksiyonu
Domates Kotiledon Testi + +
Patojenite + +
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455 C. m subsp. michiganensis lizolatlarmn Bakira Kars

Dayanikhiliklarinin Belirlenmesi

Nutrient Agar besi yerine cizilen Cmm re-izolatlar1 ve referans kiiltiirleri
25-26°C’de 7-14 giin inkiibe edildikten sonra besi yeri tizerindeki gelisimleri
degerlendirilmistir. Cizelge 4.3’de gorildiigii gibi izolatlarin timi (%100) 30
ppm dozunda bakir siilfata dayaniklilik gosterirken iki izolat (%12.5) 100 ppm,
bes izolat (%31.3) ise 200 ppm dozunda bakir siilfata duyarlilik gostermistir.
Izolatlarm higbiri 300 ppm dozunda bakir siilfat igeren NA besi yerinde gelisim
gostermemis ve duyarlt olarak saptanmistir. GSPB 382 kodlu orijinal izolatimiz
ise  higbir uygulamada gelismeyerek bakir ve iline duyarli olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.3. Cmm izolatlarinin bakir siilfat’a kars1 dayanikliliklari
izolat Adh Bakar Siilfat (ppm)

100 200 300

[
<

Cicik 1

Cicik 8b

1/2C Erd. Yay.
4/1A Erd.Yay.
6/1A Erd.Yay.
7/1A Erd.Yay.
10/1B Erd.Yay.
Ektar 1
31-9985 A Cmm
33-A (TT111)
24-2A

Coruh nehri 1

+| +| +| +

+| | |+ ] +H] o+

Dom.il.dem.
15/4al
11/1b1
Dikili 3
GSPB 382

+| | | | |+

+| | | | | | ] ] ] ] ] ] ] ] ]+

+: Gelisim var
-2 Gelisim yok
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Ureticilerin bakirli preperatlar1 yogun ve iiretilen dozun iistiinde
kullanmalar1 nedeni ile zamanla dayaniklilik problemleri ortaya ¢ikabilmektedir.
Ozelikle Dogu Akdeniz bdlgesinde standartlara uygun seracilik anlayisi yerine
havalandirmast hemen hemen hi¢ olmayan, yogun nem tutan biiyiik tiineller
seklinde seracilik yapilmaktadir. Ozellikle fungal patojenlere kars1 yapilan yogun
bakir icerikli ilagclamalardan bakteriyel patojenlerin de etkilendigi ve dayaniklilik
gelistirdigi diisiiniilmektedir. Werner ve ark., 2002°nin bildirdigine gore Cooksey
(1990) uzun siireli ve stirekli bakirl bilesiklerin kullanim1 sonucu bakira dayanikli
bakteri izolatlarinin gelisebilecegini bildirilmektedir. Benzer sekilde Mirik (2005)
biberlerde bakteriyel leke etmeni Xanthomonas vesicatoria subsp. vesicatoria
izolatlarmin bakir siilfat’a kars1 dayanikliliklarmi inceledigi doktora ¢aliymasinda
30 ve 100 ppm dozunda bakir siilfata biitiin izolatlarin dayanikli oldugunu 150 ve

200 ppm bakir siilfata ise biitlin izolatlarin duyarli oldugunu saptamustir.

4.6. Geleneksel Taniy1 Destekleyici Testler

4.6.1. C. m subsp. michiganensis izolatlarmm Indirekt-ELISA Testi ile Tamis:

Bolge izolatlarmin Agdia firmasindan satin alinan ticari tam kiti ile
yapilan Indirekt-ELISA calismasinda, 405nm’de absorbans degerleri 1.051 ile
1.722 arasinda kaydedilmistir (Cizelge 4.4). Pozitif kontroldeki absorbans degeri
3.518 iken negatif kontrolde 0,389 olarak belirlenmistir. Elde edilen absorbans
degerlerinin negatif kontroliin iki katindan fazla olusu nedeniyle izolatlarimiz

Cmm olarak tanilanmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Domates izolatlarina yapilan Indirekt ELISA testi sonucunda plakalarin
gorunumu

Cizelge 4.4. ELISA plate okuyucusunda Cmm izolatlarinin okunan absorbans
degerleri (6l¢iimler 405 nm’de yapilmistir)

izolat Adi izolatin Ahndig1 Yer Ortalama Sonug¢
PBS 0,386 -
Saglikli domates ekstrakt1 0.402 -
Negatif Kontrol 0.389 -
Pozitif Kontrol 3,518 +
GSPB 382 Referans 1,511 +
Cicik 1 Mersin 1,315 +
Cicik 8b Mersin 1,465 +
1/2C Erd. Yay. Mersin 1,654 +
2/1A Erd. Yay. Mersin 1,722 +
3/2A Erd. Yay. Mersin 1,155 +
4/1A Erd.Yay. Mersin 1,051 +
5/1B Erd.Yay. Mersin 1,314 +
6/1A Erd.Yay. Mersin 1,345 +
7/1A Erd.Yay. Mersin 1,245 +
8/1A Erd.Yay. Mersin 1,685 +
9/1A Erd.Yay. Mersin 1,579 +
10/1B Erd.Yay. Mersin 1,546 +
Ektar 1 Adana 1,200 +
Mucla Adana 1,268 +
Dom.il.dem2 Adana 1,416 +
Caligkanlar 1 Adana 1,702 +
31-9985 A Cmm Bursa 1,639 +
33-A(TT111) Bursa 1,452 +
34-1A Bursa 1,605 +
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Cizelge 4.4’in devami

24-2A Bursa 1,152 +
Coruh nehri 1 Artvin 1,466 +
Coruh nehri 1 Artvin 1,503 +
15/4al Antalya 1,299 +
11/1b1 Antalya 1,356 +
Dikili 3 [zmir 1,355 +
Dikili 5 [zmir 1,269 +
Dikili 6 [zmir 1,356 +

+: Pozitif sonug

-: Negatif sonug

4.6.2. C. m. subsp. michiganensis izolatlarinin PCR Testi ile Tanisi

Cmm 1izolatlarinin DNA izolasyonu isleminden sonra saflastirilan genomik
DNA’lar1 ile iki farkli PCR calismasi yapilmistir. Patojene spesifik olan
CMMS:5°- GCGAATAAGCCCATATCAA-3’ ve CMM6:5°-
CGTCAGGAGGTTCGCTAATA -3’ primer dizilimleri kullanilarak yapilan PCR
calismas1 sonucunda tiim izolatlar %1.5 agaroz jel lizerinde Dreier ve ark.,
(1995)’nin bildirdigi gibi 614 bp biiyilikligiinde bntlar olustugu saptanmistir
(Sekil 4.16). CM3: 5°- 5’CCT CGT GAG TGC CGG GAA CGT ATC 3’ ve CMay:
5’- CCA CGG TGG TTG ATG CTC GCG AGA -3’ primerleri kullanilarak
yapilan PCR c¢alismasi sonucunda ise Santos ve ark., (1997) 645 bp
biiytikliglindeki bant olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.17). Bu
calismada elde edilen bantlar Dreier ve ark., (1995) ve Santos ve ark., (1997)
yaptig1 calisma ile birebir ortiigmektedir. Sonug¢ olarak bu calisma cergevesinde
elde ettigimiz izolatlarm Cmm oldugu molekiiler ¢alisma ile de saptanmis ve

izolatlarin spesifik, duyarli ve hizli tanis1 yapilmistir.
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614 bp

Sekil 4.16. Dreier ve ark., (1995) nin primeri kullanilarak yapilan PCR isleminde
olusan bantlar. Cukur 1: 1 kb markir, Cukur2: GSPB 382, Cukur3:
Muc lc, Cukurd: Cicik 1: Cukur5: Negatif kontrol, Cukur6: 33-A
(TT111), Cukur7: Coruh Nehri 1, Cukur8: Negatif kontrol, Cukur9:
15/4al

1213 14 15 1617 18 19 20 21

645 bp

Sekil 4.17. Santos ve ark., (1997)’nin primeri kullanilarak yapilan PCR isleminde
olusan bantlar. Cukur 1: 1 kb markir, Cukur2: GSPB 382, Cukur3:
Muc Ilc, Cukurd: Negatif kontrol, Cukur5: Cicik 1, Cukur6: 33-A
(TT111), Cukur7,8,9,10,11: Bos, Cukurl2: Coruh Nehri 1, Cukurl3:
15/4al, Cukurl4:Dikili 3, Cukurl5: Negatif kontrol, Cukur16: Erwinia
spp., Cukurl7: 10/1B, Cukurl8: Negatif kontrol: Cukurl9: 11/1bl,
Cukur20: Pseudomonas spp, Cukur21: Dom.il. dem.
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4.6.3. C. m. subsp. michiganensis Izolatlarmm Yag Asit Profillerinin
Belirlenmesi
Cmm 1zolatlarmin yag asit profillerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligma

Atatiirk Universitesi, Biyoteknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezinde
gerceklestirilmistir. Calismada 6 Cmm izolatmin yag asit metil ester analizleri
yapilmis ve 12 farkli yag asidi izole edilmistir (Cizelge 4.5). Izole edilen yag
asitleri, 10:0 OH (%0.58), 15:1 ANTEISO (%3.46), 15:0 ANTEISO (%48.6),
15:0 ISO (%1.83), 16:0 ISO (%11.59), 16:00 (%6.56), 17:0 ANTEISO (%28.45),
17:0 ISO (%1.29), 16:0 ISO 30H (%0.49), 18:1 ISO H (%1.28), 18:1 wéc
(%0.29), 18:00 (%0.65) olarak belirlenmistir. Izole edilen yag asitlerinin doymus
(16:00, 18:00), doymamis (18:1 wo6c ), bir metil grubuna baglanmis (15:1
ANTEISO A, 15:0 ANTEISO, 15:0 ISO, 16:0 ISO, 17:0 ANTEISO, 17:0 ISO,
16:0 ISO 30H, 18:1 ISO H) ve hidroksil (10:0 OH) olmak {izere 4 grup oldugu
saptanmustir. Izolatlar arasinda genelde yag asitleri miktar1 agisindan biiyiik
benzerlikler bulunmaktadir. Yag asitlerinden 15:1 ANTEISO A, 16:0 ISO, 16:00,
17:0 ANTEISO yag asitlerinin her izolatta bulundugu belirlenmistir. 15:1
ANTEISO A yag asidinin ise bes izolatta oldugu saptanmistir. Diger yag asitleri

acisindan degisen oranlarda farkliliklar bulunmaktadir.

Cizelge 4.5. Cmm izolatlarindan elde edilen yag asitleri, bunlarin bulunma
oranlar1 (%) ve bu yag asitlerine sahip izolat sayisi

Yag Asitleri izolat Sayis1 | Dagihm Arahg Ortalama (%)
10:0 OH 1 0.58 0.58
15:1 ANTEISO A 5 1.93-5.55 3.46
15:0 ANTEISO 6 46.58-51.35 48.6
15:0 ISO 3 1.34-2.1 1.83
16:0 ISO 6 7.15-17.8 11.59
16:00 6 4.07-11.32 6.56
17:0 ANTEISO 6 25.27-30.82 28.45
17:0 ISO 2 0.18-1.5 1.29
16:0 ISO 30H 1 0.49 0.49
18:1 ISOH 1 1.28 1.28
18:1 woc 1 0.29 0.29
18:00 1 0.65 0.65

Gitiatis ve Beaver (1990) 15:1 ANTEISO A ‘nin Cmm i¢in karakteristik

oldugunu bildirmislerdir. Sahin ve ark., (2002) Dogu Anadolu bdlgesinden
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domates lretim alanlarindan izole ettikleri 16 adet izolat1 yag asit metil ester
analizleri ile %47-89 oraninda Cmm olarak tanilamislardir. Yag asit analizlerine
gore yapilan tanmida izolatlarimiz %41-81 benzerlik oramiyla Cmm oldugu
saptanmustir.

Izole edilen yag asitlerinin miktarma gére yapilan analiz sonucu olusan
dendogramda 6 izolatin %93 oraninda birbirleri ile benzer olduklar1 saptanmig

(Sekil 4.18) ve izolatlar bir grup icerisinde kiimelenmislerdir.

Tree Diagram for 6 Cases
Single Linkage
Euclidean distances

382

3M1A

TARSUS2

31/A

CMM23

CORUH

4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0

Linkage Distance

Sekil 4.18. Yag asit profillerine goére kiime analizi sonucu izolatlarin farklilik
oranlar1
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4.7. C. m. subsp. michiganensis’in Biyolojik Miicadelesi ile lgili Cahsmalar
4.7.1. PGPR’larin izolasyonu ve Aday PGPR izolatlarimin Se¢imi

PGPR’lerin toplanmasi ve izolasyonu i¢in yapilan ¢aligmalar iki bolim
olarak ger¢eklestirilmistir. Birinci bolimde Adana (Koylioglu koyii, Cukurova
Universitesi domates iiretim alanlar1), Mersin (Erdemli ilgesi Merkez, Yaylalar,
Tarsus ilgesi), Antalya (Kumluca ilgesi) ve Mugla (Karadere ve Gociik ilgeleri)
illerinde domates yetistirilen alanlardan saglikli bitkilerin kok bdlgesi topragindan
kilcal kokleri de igerecek sekilde 29 adet 6rnek alinmistir. Alinan 29 toprak
orneginden toplam 386 adet aday izolat elde edilmistir. ikinci kisimda ise Hatay
(Kirikhan ve Hassa Ilgesi), Osmaniye (Karatopakli, Karakiitiik, Gaffarli, ve
Resadiye koyleri), Adana (Yumurtalik ve Ceyhan ilgeleri) illerinden 11 toprak
ornegi alinmis 113 aday izolat elde edilmistir. Toplam olarak ise 499 adet aday
PGPR izolati ile ¢aligilmistir. Sekil 4.19°de PGPR izolasyonu i¢in 6rnek alman bir

domates tarlasi, Sekil 4.20°de ise King B besi yerine topraktan yapilan izolasyon

goriilmektedir.

Sekil 4.19. PGPR izolasyonu i¢in Mersin ili Erdemli ilgesinde toprak Ornegi
alinan bir domates tarlasindan goriiniim
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Sekil 4.20. Topraktan izole edilen aday PGPR’larin King B besi yerinde
gelistirdikleri koloniler

4.7.2. Aday PGPR izolatlarinin Secimi

Topraktan elde edilen aday PGPR izolatlar1 arasinda se¢im fosforu
indirgeme ve azotu baglama oOzelliklerine gore yapilmistir. Fosfor ve Azot
toprakta bitki gelisimi i¢in en 6nemli besin elementleri grubunda yer almakta olup

bitki gelisimini direkt olarak etkilemektedir (Cakmakg1 2005).

Fosfat1 indirgeme Ozelligine Gore Aday PGPR izolatlarinin Secimi

Fosforun sadece toprakta bulunmasi yetmemekte, cogu durumda toprakta
fosfor miktar1 yeterli olsa veya diizenli olarak giibreleme yapilsa dahi, bitkilerce
alim etkinligi diisiik olmaktadir. Alinabilir fosfor yiiksek verim igin genellikle
yetersizdir ve uygulanan inorganik fosfor da giibrelemeden hemen sonra fikse
edilmektedir. Kimyasal giibre fiyatlarinin yiikselmesi, ¢evreye olumsuz etkilerinin
ortaya ¢ikmasi; dogal olarak meydana gelebilen, giivenilir, alternatif fosfor
giibrelerinin ortaya konulmasini giindeme getirmis; kaya fosfatin1 pargalayan
bakterilerin, izolasyonu, tanisi, arastirilmasi, gelistirilmesi ve kullanimi
benimsenmeye baslamistir. Bunun icinde oOzellikle toprakta bulunan ve
¢coziilmeyen formdaki fosfati ¢ozerek bitkinin alacagi forma getiren bakteriler
onem kazanmistir (Nautiyal 1999; Cakmakg1 2005).
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Toprakta c¢oziinmeyen formda bulunan fosfati ¢6zen PGPR’larin
saptanmas1 amaciyla yapilan ¢aligmada, birinci boliimde elde edilen 386 adet
bakteri izolat1 ile calisilmistir. Bu izolatlar tiitiinde asir1 duyarlilik ve patateste
pektolitik aktivite testlerinde negatif sonu¢ vermislerdir (Cizelge 4.6). Fosfati
indirgeyen bakterilerin se¢iminde spektrofotometre’de kolorimetrik olctimler
yapilmistir. Bunun yani sira sivi NBRIP besi yerinin igerdigi bromofenol blue’da
meydana gelen renk agilmasi da izolat se¢ciminde yardimci bir kriter olarak
degerlendirilmistir. Stvi NBRIP besi yerine asilanan 386 adet izolatdan 34 tanesi
ortamda renk agilmasi olusturmus ve 400nm’de Slgiilen absorbans degerleri 0.141
(E3.5.2 kodlu izolat) ile 0.289 (N3.5.8 kodlu izolat) arasinda olmustur. (Cizelge
4.7).Calismamiz Johri ve ark. (1999)’nimn yaptig1 calisma ile paralel sonug ortaya
koymustur. Sekil 4.21°de ise aday PGPR izolatlarinin stvi NBRIP besi yerinde

olusturduklar1 renk agilmasi goriilmektedir.

e

Sekil 4.21.S1vi NBRIP besi yerinde aday PGPR izolatlarmin olusturdugu renk
acilmasi. 1. Tiip negatif kontrol; 2. Tiip negatif sonu¢ veren bdlge
izolatr; 3. Tiip pozitif sonug veren bolge izolati
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Cizelge 4.6. Toplam 499 adet aday PGPR Izolatinin Listesi ve Yapilan Testler

izolat
Adi Alindig1 Yer Cesit Renk Pat. Tiit. Fos.
El1.5.1 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Beyaz - - -
E1.6.2 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Sarn - - +
E1.6.3 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Koyu Sari - - +
E1.54 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Krem - - -
E1.6.5 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Krem - -
E1.6.6 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Beyaz - - -
E1.4.7 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Krem - - -
E1.4.8 Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Beyaz - - -
Astona Yesilimsi
E1.4.9 Koyuncu/Erdemli/Mersin Seffaf - - -
E1.4.10 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Krem - - -
E1.6.11 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Turuncu - - -
Astona | Yesilimsi
E1.6.12 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Sar1 - - -
E1.4.13 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Beyaz - - +
E1.4.14 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Beyaz - - -
E1.4.15 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Sari - - -
E1.4.16 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Acik Sari - - -
E1.4.17 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Krem - - -
Astona | Yesilimsi
E1.6.18 | Koyuncu/Erdemli/Mersin sar1 - - -
E1.4.19 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Yesilimsi - - -
E1.5.20 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Acik sar1 - - -
E1.5.21 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Krem - - -
E1.5.22 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Astona | Tyruncu - - -
Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
E2.4.1 F1 Beyaz - - -
Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
E2.4.2 F1 Acik Sar1 - - -
Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
E2.4.3 F1 Krem - - -
E2.6.4 Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Sar1 - - -
E2.6.5 Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Beyaz - - -
E2.5.6 Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Yesil - - +
E2.5.7 Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Beyaz - - -
E2.4.8 Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Krem - - -
E2.5.9 Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Acik Sar1 - - -
E2.4.10 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Krem - - -
E2.5.11 | Koyuncuw/Erdemli/Mersin Malike
Fl Beyaz - - -
E2.6.12 | Koyuncu/Erdemli/Mersin Malike
F1 Beyaz - - -
E3.4.1 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Beyaz - - -
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Cizelge 4.6’ nin devami

E3.4.1 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E3.4.2 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E3.43 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E3.44 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E3.4.5 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E3.4.6 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Turuncu - - -
E3.4.7 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Turuncu - - -
E3.5.1 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E3.5.2 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357- Acik

RN-F1 yesilimsi - - +
E3.5.3 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E3.4.8 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357- Beyaz

RN-F1 - - -
E3.4.9 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E3.5.10 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E3.4.11 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E3.4.12 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Seffaf sar1 - - +
E3.6.13 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357- Grimsi

RN-F1 beyaz - - -
E3.4.14 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E4.4.1 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357- Yesilimsi

RN-F1 sar1 - - -
E4.4.2 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357- Yesilimsi

RN-F1 sar1 - - -
E4.4.3 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357- Yesilimsi

RN-F1 sar1 - - -
E4.44 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E4.5.5 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E45.6 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - +
E4.5.7 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E4.4.8 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
E4.4.9 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Sar1 - - -
E4.4.10 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz - - -
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Cizelge 4.6’ nin devami
E4.11 Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Turuncu - - -
E4.5.12 | Karyagdi/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Krem - - -
E5.6.1 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Sar1 - - -
E5.4.2 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.5.3 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.4.4 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.4.5 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Yesilimsi
sari - - -
E5.4.6 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Seffaf sar1 - - -
E5.4.7 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Yesilimsi
sari - - -
E5.4.8 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.4.9 Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.4.10 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Turuncu - - -
E5.4.11 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.4.12 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Krem - - -
E5.4.13 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Turuncu - - -
E5.4.14 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Yesilimsi
sari - - -
E5.4.15 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Yesilimsi
sari - - -
E5.4.16 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E5.4.17 | Karyagdi/Erdemli/Mersin Target Gri beyaz - - -
E6.4.1 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Krem - - -
E6.4.3 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E6.5.4 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E6.6.5 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Turuncu - - -
E6.4.6 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Gri beyaz - - -
E6.4.7 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Krem - - -
E6.4.8 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E6.5.9 Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Turuncu - - -
E6.5.10 | Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Yesilimsi
sari - - -
E6.6.11 | Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Yesilimsi
sari - - -
E6.6.12 | Kocakdy/Erdemli/Mersin Target Krem - - -
E6.6.13 | Kocakdy/Erdemli/Mersin Target Beyaz - - -
E6.6.14 | Kocakoy/Erdemli/Mersin Target Sari geffaf - - -
E7.4.1 Kocakoy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Koyu sar1 - - -
E7.4.2 Kocakoy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Yesil sar1 - - -
E7.4.3 Kocakdy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Krem - - -
E7.4.4 Kocakdy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Krem sar1 - - -
E7.4.5 Kocakdy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Koyu krem - - -
E7.4.6 Kocakdy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Beyaz - - -
E7.4.7 Kocakdy/Erdemli/Mersin 357-
RN-F1 Krem - - -
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Cizelge 4.6’ nin devami

E7.4.8 Kocakoy/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - +
E7.4.9 Kocakoy/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Krem - - -
E7.4.10 | Kocakoy/Erdemli/Mersin 357- Yesilimsi

RN-F1 sar1 - - -
E7.4.11 | Kocakoy/Erdemli/Mersin 357- Agik seffaf

RN-F1 sar1 - - -
E7.4.12 | Kocakdy/Erdemli/Mersin 357-

RN-F1 Beyaz mat - - -
K1.4.1 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Beyaz - - -
K1.6.2 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Sarimsi - - -
K1.4.3 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Sar1 - - -
K1.4.4 Koyliioglu/Adana Tarla Yesilimsi

dom. sari - - -
K1.5.5 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Beyaz - - -
K1.4.6 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K1.4.7 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K1.4.8 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. beyaz - - -
K1.5.9 Koylioglu/Adana Tarla Seffaf

dom. krem - - -
K1.6.10 | Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K1.4.11 | Koylioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K1.4.12 | Koylioglu/Adana Tarla - -

dom. Krem -
K1.4.13 | Koylioglu/Adana Tarla - -

dom. Beyaz -
K1.4.14 | Koylioglu/Adana Tarla - -

dom. Beyaz -
K2.5.1 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K2.6.2 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Beyaz - - -
K2.6.3 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Sar1 - - -
K2.44 Koyliioglu/Adana Tarla Beyaz

dom. - - -
K2.4.5 Koyliioglu/Adana Tarla Beyaz

dom. - - -
K2.6.6 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Turuncu - - -
K2.4.7 Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K2.4.8 Koyliioglu/Adana Tarla Yesilimsi

dom. sari - - -
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Cizelge 4.6’ nin devami

K2.4.9 Koylioglu/Adana Tarla

dom. Krem - - -
K2.5.10 | Koyliioglu/Adana Tarla

dom. Sar1 - - -
K2.4.11 | Koylioglu/Adana Tarla Yesilimsi

dom. sar1 - - -
Cl.4.1 C.U. domates iiretim alan Tarla

dom Sar1 - - -
C1.42 | C.U. domates iiretim alani Tarla

dom. Krem - - -
C1.43 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem koyu - - -
Cl.4.4 | C.U. domates iiretim alani Tarla

dom. Krem - - +
C1.6.5 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C1.5.6 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla Grimsi

dom. beyaz - - -
C1.6.7 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Turuncu - - -
C1.5.8 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C1.49 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Beyaz - - -
C1.6.10 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C1.4.11 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Beyaz - - -
C1.6.12 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C1.5.13 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C1.5.14 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Beyaz - - -
C2.5.1 C.U. domates iiretim alan Tarla

dom. Beyaz - - -
C2.42 | C.U. domates iiretim alani Tarla Koyu

dom. turuncu - - -
C2.43 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Turuncu - - -
C2.6.4 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C2.5.5 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Beyaz - - -
C2.4.6 | C.U. domates iiretim alani Tarla

dom. Krem - - -
C2.6.7 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla Yesilimsi

dom. sar1 - - -
C2.4.8 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla

dom. Krem - - -
C2.49 | C.U. domates iiretim alani Tarla

dom. Sar1 - - -
(C2.5.10 | C.U. domates iiretim alan1 Tarla Yesilimsi

dom. sar1 - - -
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Cizelge 4.6’ nin devami
Y1.4.1 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Krem -
Y1.4.2 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Krem -
Y1.4.3 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Beyaz -
Y154 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Krem -
Y1.6.5 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Beyaz -
Y1.6.6 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Sarimsi -
Y1.6.7 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Krem +
Y1.6.8 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | San -
Y1.6.9 Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Krem -
Y1.4.10 | Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | Beyaz -
Y1.4.11 | Tapureli/Erd. Yayl./Mersin Elif 190 | San -
Y2.5.1 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Krem -
Y2.5.2 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Beyaz -
Y2.5.3 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Beyaz -
Y254 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Krem -
Y2.4.5 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Krem -
Y2.4.6 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Beyaz -
Y2.4.7 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Beyaz -
Y2.4.8 Yagda/Erd. Yaylalar/Mersin | Elif 190 | Krem +
Y3.4.1 Giineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Krem -
Y3.6.2 Giineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Krem +
Y3.5.3 Giineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Beyaz -
Y3.5.4 Gineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Krem -
Y3.5.5 Gineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Krem -
Y3.5.6 Gineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Beyaz -
Y3.5.7 Giineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Beyaz +
Y3.5.8 Giineyli / Erd. Yayl./Mersin | Tutku Krem -
Y4.5.1 Elbeyli / Erd. /Mersin Bona Krem -
Y4.4.2 Elbeyli / Erd. /Mersin Bona Beyaz -
Y4.4.3 Elbeyli / Erd. /Mersin Bona Beyaz -
Y4.4.4 Elbeyli / Erd. Yayl./Mersin Bona Sarimsi -
Y4.4.5 Elbeyli / Erd. Yayl./Mersin Bona Sarimsi -
Y4.4.6 Elbeyli / Erd. Yayl./Mersin Bona Krem -
Y4.4.7 Elbeyli / Erd. Yayl./Mersin Bona Krem +
Y4.4.8 Elbeyli / Erd. Yayl./Mersin Bona Turuncu -
Y5.5.1 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Beyaz -
Y5.5.2 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Krem -
Y5.5.3 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Sar1 -
Y554 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Gri beyaz +
Y5.4.5 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Beyaz -
Y5.4.6 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Krem -
Y5.5.7 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Sar1 -
Y5.5.8 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Beyaz -
Y5.4.9 Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Krem -
Y5.4.10 | Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Beyaz -
Y5.4.11 | Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Krem -
Y5.4.12 | Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Krem -
Y5.4.13 | Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Sarimsi -
Y5.4.14 | Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Krem -
Y5.4.15 | Giizeloluk/Erd../Mersin Bona Sarimsi -
Y6.1 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Krem -
Y6.2 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Krem -
Y6.3 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Krem -
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Y6.4 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y6.5 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Sarimsi
Y6.6 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y6.7 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Turuncu
Y6.8 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Krem
Y6.9 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y6.10 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y6.11 Hiisametli/ Erd../Mersin Safir Krem
Y7.5.1 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Krem
Y7.4.2 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Beyaz
Y7.4.3 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Beyaz
Y7.4.4 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Krem
Y7.4.5 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Krem
Y7.4.6 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Turuncu
Y7.5.7 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Sarimsi
Y7.6.8 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Sarimsi
Y7.6.9 Tapureli/ Erd. Mersin Safir 2 Krem
Y8.6.1 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Krem
Y8.6.2 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Beyaz
Y8.6.3 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Beyaz
Y8.6.4 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Krem
Y8.4.5 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Krem
Y8.4.6 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Turuncu
Y8.4.7 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Sari
Y8.4.8 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Yesilimsi
Y8.4.9 Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Mat beyaz
Y8.4.10 | Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Grimsi
Y8.4.11 | Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Krem
Y8.4.12 | Alibeyli/ Erd. Yayla./Mersin | Y. Talya | Beyaz
Y9.4.1 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y9.4.2 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Krem
Y9.5.3 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y9.4.4 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Sarimsi
Y9.4.5 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Seffaf Krem
Y9.5.6 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Beyaz
Y9.5.7 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Krem
Y9.5.8 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Sar1
Y9.5.7 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Krem
Y9.5.8 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Sar1
Y9.4.9 Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Krem
Y9.4.10 | Yeniyurt/ Erd../Mersin Safir Beyaz
N1.6.1 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Yesilimsi
N1.6.2 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Koyu krem
N1.6.3 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Beyaz
N1.6.4 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem
NI1.6.5 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem
N1.6.6 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Sari
N1.6.7 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem
N1.6.8 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Beyaz
NI1.5.9 Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem
N1.5.10 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem zayif
N1.5.11 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Sarimsi
N1.5.12 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem
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N1.5.13 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Sari - - -
N1.5.14 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem - - -
N14.15 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Kahverengi - - -
N14.16 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem - - -
N14.17 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Sari - - -
N14.18 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem - - -
N14.19 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem - - -
N14.20 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Agiksari - - -
N14.21 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Beyazimsi - - -
N14.22 | Giilek 1/Tarsus /Mersin Belirsiz | Krem - - +
N2.4.1 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesilimsi - - -
N2.4.2 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesilimsi - - -
N2.4.3 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.4.4 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.4.5 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Koyu krem - - -
N2.5.6 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N2.5.7 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.5.8 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
N2.5.9 Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.5.10 | Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.5.11 | Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N2.6.12 | Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.6.13 | Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N2.6.14 | Cukurbag/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesilimsi - - -
N3.6.1 Sarigih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesil - - -
N3.6.2 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
N3.6.3 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sari - - -
N3.6.4 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.6.5 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.6.6 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N3.5.7 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N3.5.8 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
N3.5.9 Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.5.10 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.5.11 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.5.12 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.5.13 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.5.14 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.4.15 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.4.16 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.4.17 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.4.18 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N3.4.19 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N3.4.20 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
N3.4.21 | Sarisih/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.4.1 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N4.4.2 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
N4.4.3 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.4.4 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.4.5 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.4.6 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.4.7 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N4.5.8 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
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N4.5.9 Bogazpinari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.5.10 | Bogazpiari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.5.11 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Beyaz - - -
N4.5.12 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.6.13 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesil sar1 - - -
N4.6.14 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.6.15 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.6.16 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N4.6.17 | Bogazpimari/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.4.1 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.4.2 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.5.3 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.54 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.5.5 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.5.6 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Beyaz - - -
N5.6.7 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Beyazimsi - - -
N5.6.8 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.6.9 Komenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Beyaz - - -
N5.6.10 | Kémenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.6.11 | Kémenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N5.6.12 | Kémenlik /Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -

N6.4.1 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.4.2 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.4.3 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesilimsi - - -
N6.4.4 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sari - - -
N6.4.5 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
N6.4.6 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.5.7 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.5.8 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sari - - -
N6.5.9 Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.5.10 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.5.11 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.5.12 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesilimsi - - -
N6.5.13 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.6.15 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sari - - -
N6.6.16 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Koyu krem - - -
N6.6.17 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.6.18 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Sarimsi - - -
N6.6.19 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Yesil - - -
N6.6.20 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - -
N6.6.21 | Namrun/Tarsus/Mersin Belirsiz | Krem - - +
Ku4.6 Kumluca/Antalya Belirsiz | Krem - - -
Ku4.7 Kumluca/Antalya Belirsiz | Beyaz - - -
Ku4.3 Kumluca/Antalya Belirsiz | Beyaz - - -
Ku6.2 Kumluca/Antalya Belirsiz | Beyaz - - +
Ku4.4 Kumluca/Antalya Belirsiz | Gri beyaz - - -
Ku4.5 Kumluca/Antalya Belirsiz | Krem - - -
Ku6.1 Kumluca/Antalya Belirsiz | Beyaz - - -
Ku5.8 Kumluca/Antalya Belirsiz | Beyaz - - -
Go64.7 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
G066.6 Gocilik/Mugla Belirsiz | Sarimsi - - -
G065.1 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
G6.4.5 Gociik/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
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Go4.1 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
G066.2 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
Go4.4 Gocilik/Mugla Belirsiz | Turuncu - - -
G064.3 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
G64.2 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
G065.3 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
G066.7 Gocilik/Mugla Belirsiz | Sari - - -
G066.5 Gocilik/Mugla Belirsiz | Krem - - -
Ka5.7 Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - +
Ka5.9 Karadere/Mugla Belirsiz | Krem - - -
Ka5.12 | Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
Ka5.8 Karadere/Mugla Belirsiz | Krem - - -
Ka5.10 | Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
Ka4.3 Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
Ka4.1 Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
Ka5.11 | Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
Ka6.14 | Karadere/Mugla Belirsiz | Krem - - -
Ka6.13 | Karadere/Mugla Belirsiz | Beyaz - - -
Ka4.2 Karadere/Mugla Belirsiz | Sarimsi - - -
Ka5.4 Karadere/Mugla Belirsiz | Krem - - -
Ka5s.5 Karadere/Mugla Belirsiz | Krem - - +
R1.3.1 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Sari * * -
R1.3.2 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R1.3.3 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Beyaz * * -
R1.3.4 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R1.3.5 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Beyaz * * -
R1.3.6 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Sari * * -
R1.3.7 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R1.3.8 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Sari * * -
R1.3.9 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Beyaz * * -
R2.1 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem - - +
R2.3.1 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Sari * * -
R2.3.2 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Beyaz * * -
R2.3.3 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R2.3.4 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R2.3.5 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Sari * * -
R2.3.6 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Beyaz * * -
R2.3.7 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Gri beyaz * * -
R2.3.8 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R2.4.1 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R2.4.2 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Gri beyaz * * -
R2.4.3 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Beyaz * * -
R2.5.1 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Krem * * -
R2.5.2 Kirikhan/Hatay Tar.dom | Sari * * +
R3.3.1 Hassa/Hatay Belirsiz | Sari * * -
R3.3.2 Hassa/Hatay Belirsiz | Krem * * -
R3.3.3 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.3.4 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.3.5 Hassa/Hatay Belirsiz | Krem * * -
R3.3.6 Hassa/Hatay Belirsiz | Krem - - +
R3.4.1 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.4.2 Hassa/Hatay Belirsiz | Sari * * -
R3.4.3 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
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R3.4.4 Hassa/Hatay Belirsiz | Sari * * -
R3.4.5 Hassa/Hatay Belirsiz | Krem * * -
R3.4.6 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.4.7 Hassa/Hatay Belirsiz | Sari * * -
R3.4.8 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.4.9 Hassa/Hatay Belirsiz | Krem * * -
R3.4.10 | Hassa/Hatay Belirsiz | Sari * * -
R3.4.11 | Hassa/Hatay Belirsiz | Gri beyaz * * -
R3.5.1 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.5.2 Hassa/Hatay Belirsiz | Beyaz * * -
R3.5.3 Hassa/Hatay Belirsiz | Krem * * -
R4.1 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * +
R4.2 Hassa/Hatay Safir Krem * * -
R4.3.1 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * -
R4.3.2 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * -
R4.3.3 Hassa/Hatay Safir Krem * * -
R4.3.4 Hassa/Hatay Safir Krem * * +
R4.3.5 Hassa/Hatay Safir Sar1 * * -
R4.3.6 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * -
R4.3.7 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * -
R4.3.8 Hassa/Hatay Safir Yesimsi * * -
R4.3.9 Hassa/Hatay Safir Sar1 * * -
R4.3.10 | Hassa/Hatay Safir Krem * * -
R4.4.1 Hassa/Hatay Safir Turuncu * * -
R4.4.2 Hassa/Hatay Safir Sar1 * * -
R4.4.3 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * -
R4.4.4 Hassa/Hatay Safir Beyaz * * -
R4.4.5 Hassa/Hatay Safir Krem * * -
RS5.1 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * +
R5.2 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Yesimsi * * -
R5.4.1 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R5.4.2 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R5.4.3 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R5.4.4 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R5.4.5 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R5.4.6 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Turuncu * * -
R5.4.7 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R5.4.8 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R5.4.9 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Turuncu * * -
R5.4.10 | Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R5.4.11 | Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R6.3.1 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem - - +
R6.4.1 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R6.4.2 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R6.4.3 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R7.3.1 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Yesimsi * * -
R7.4.1 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R7.4.2 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R7.4.3 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R7.4.4 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R7.4.5 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R7.4.6 Kadirli/Osmaniye Tar.dom | Krem * * +
R8.3.1 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * +
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R8.5.1 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R8.5.2 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R8.5.3 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R8.5.4 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R8.5.5 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R8.5.6 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R8.5.7 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R9.3.1 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R9.4.1 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R9.4.2 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R9.4.3 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R9.4.4 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R9.4.5 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * +
R9.5.1 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R9.5.2 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Krem * * -
R9.5.3 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R9.5.4 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Beyaz * * -
R9.5.5 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Sari * * -
R9.5.6 Sumbasti/Osmaniye Tar.dom | Krem * * +
R10.3.1 | Yumurtalik/Adana Belirsiz | Beyaz * * -
R10.3.2 | Yumurtalik/Adana Belirsiz | Krem * * +
R10.3.3 | Yumurtalik/Adana Belirsiz | San * * -
R11.3.1 | Ceyhan/Adana Belirsiz | Krem * * -
R11.3.2 | Ceyhan/Adana Belirsiz | Beyaz * * +
R11.4.1 | Ceyhan/Adana Belirsiz | Sari * * -
R11.4.2 | Ceyhan/Adana Belirsiz | Krem * * +
R11.4.3 | Ceyhan/Adana Belirsiz | Sari * * -
R11.4.4 | Ceyhan/Adana Belirsiz | Beyaz * * -
+: Sonug pozitif
-: Sonug negatif

*: Test yapilmadi
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Cizelge 4.7. Aday PGPR izolatlar1 ve spektrofotometre’de 400 nm dalga boyunda
Olctim degerleri

izolat Ad A: 400 nm
El1.6.2 0.159
E1.6.3 0.155
E1.4.13 0.190
E2.5.6 0.180
E3.5.2 0.141
E3.4.12 0.184
E4.5.6 0.188
E5.4.6 0.188
E7.4.8 0.183
Cl44 0.189
Y1.6.7 0.223
Y2.4.8 0.240
Y3.6.2 0.186
Y3.5.7 0202
Y4.4.7 0.236
Y5.5.4 0.243
Y6.4 0.174
Y6.11 0.152
Y6.6 0.141
Y7.4.4 0.204
Y9.4.1 0.223
Y9.4.9 0.238
N1.5.10 0.286
N14.22 0.274
N2.5.8 0.287
N3.6.2 0.261
N3.5.8 0.289
N3.4.20 0.269
N4.4.2 0.275
N6.4.5 0.238
N6.6.21 0.277
Ku6.2 0.168
Ka5s.7 0.169
Ka5s.5 0.171

Ikinci kisimda ¢alisilan toprak Orneklerinden toplam 113 adet bakteri
izolat1 elde edilmistir. Calismanin bu kisminda ¢ok sayidaki aday bakteri izolat1
arasindan fosfor ¢6zen bakterilerin se¢imini olduk¢a hizlandiran ve kolaylastiran
katt NBRIP besi yeri kullanilmistir. Kati NBRIP besi yerinde fosfor ¢dzen

bakterilerin etrafinda bir zon olugsmaktadir. Bu yontemde her bir petri kabina 9
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adet farkli bakteri izolat1 3 tekeriirrlii olarak asilanmis ve bu kolonilerin etrafinda
olusan zon’a gore degerlendirme yapilmistir (Sekil 4.22). Bakteri gelisimi
sonunda olusan zon ¢apini, bakteri kolonisine oranlayarak fosfor ¢6zme indeksi
belirlenmis ve topraktan izole edilen 113 bakterinin 17 tanesinin 1.21 ile 6.60
arasinda degisen indeks degerlerinde fosforu ¢ozdiigii belirlenmistir (Cizelge 4.8).
Kati1 NBRIP besi yeri Kumar ve Narula (1999) yaptig1 arastirmada oldugu gibi

bizim ¢aligmamizda da basar1 ile kullanilmistir.

Sekil 4.22. Topraktan izole edilen bakterilerin katt NBRIP besi yerinde fosforu
¢ozmesinden dolay1 olugsan zon ve bakteri kolonileri

Cizelge 4.8. Topraktan izole edilen aday PGPR bakterilerinin katt NBRIP besi
yerinde ortalama koloni ve zon ¢aplar1 ile indeks degerleri

izolat Adi Ort. Zon Cap1 (mm) Ort. Koloni Capi (mm) | indeks
R4.3.4 5.00 2.33 2.14
R1.3.3 3.00 2.00 1.50
R2.5.2 9.00 2.33 3.85
Y6.4 10.00 3.33 3.00
R2.1 11.00 1.66 6.60
R3.3.6 6.00 3.33 1.80
R4.1 11.00 4.33 2.53
R5.1 10.00 4.33 2.30
R6.3.1 5.66 3.66 1.54
R11.3.2 4.00 3.00 1.33
R7.4.3 7.66 7.33 1.04
R11.4.2 14.00 3.33 4.2

R7.4.6 6.33 4.00 1.58
R8.3.1 13.00 3.33 3.90
R9.5.6 5.33 4.33 1.23
R10.3.2 4.33 2.66 1.62
R9.4.5 5.66 4.66 1.21
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Azotu Baglama Yetenegine Gore Aday PGPR izolatlarimin Se¢imi

Topraktan elde ettigimiz aday PGPR izolatlarinin azotu baglama
yeteneklerinin belirlenmesi i¢in izolatlarimiz Jensen’s (Ahmad ve ark., 2005) besi
yerine asilanmistir. Her bir petri kabina 6 adet farkli bakteri izolat1 agilanmig ve
bu c¢aligma 3 tekeriiriilii olarak ylriitiilmiistiir. Azot icermeyen Jensen’s besi
yerinde gelisen izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Toplam 499 adet aday
PGPR izolat1 Jensen’s besi yerine ¢izilmis ve 21 tanesinde gelisim gozlenmis ve
bu izolatlar pozitif olarak kabul edilmistir (Sekil 4.23.). Jensen’s besi yerinde
gelisim gosteren izolatin listesi gizelge 4.9.’da verilmistir. Cattelan ve ark., (1999)
ile Ahmad ve ark., (2005)’de calismalarinda azot fikse eden bakterilerin
izolasyonunda azot icermeyen besi yerini kullanmiglar ve azot fikse eden
bakterilerin se¢iminde bu besi yerinin basarili bir sekilde kullanildigini

bildirmislerdir.

Sekil 4.23. Jensen’s besi yerinde gelisen aday PGPR izolatlar1

Cizelge 4.9. Jensen segici besiyerinde gelisim gosteren izolatlar

izolat Adi Jensen besi yerinde gelisim
R8.5.7 +

R1.3.4
R9.3.1
R4.4.5
R2.4.3
R1.3.9
R5.2
R4.2
R2.1

e e e S
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Cizelge4.9’un devami

R7.3.1
R10.3.3
R6.4.3
R7.4.3
R11.4.2
R4.3.10
R5.4.11
R3.5.2
R5.4.11
R11.4.4
R3.4.1
R2.3.8

+:Pozitif sonug

R A e e e e R e

Fosforu ¢ozen bakterilerin se¢ciminde sadece sivi NBRIP besi yerinde renk
acilmas1 veya fosfor ¢ozme indeksi yeterli degildir. Bu nedenle aday PGPR
bakterinin sivi besi yerinde ¢6zdiigli fosfor miktarinin saptanmasi gerekmektedir.
Bu amagla iki farkli yontemle fosforu ¢ozdiigii belirlenen toplam 51 adet aday
PGPR izolat1 ve Jensen besi yerinde gelisim gosteren toplam 21 izolattan en iyi
sonucu veren 30 tanesi se¢ilerek sivi NBRIP besi yerindeki fosfor ¢cozme miktari

belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Secilen 30 izolatin stvi NBRIP besi yerinde ¢6zdiigii fosfor miktari

izolat Ad Coziinen P miktar (pmm)
Kontrol 9.6
E3.5.2 725.83
Y6.4 704.66
Y1.6.7 644.66
R6.3.1 631.33
Y9.4.9 574.63
R3.3.6 550.61
N6.6.21 501.41
R10.3.2 497.96
Y6.4 489.16
R2.5.2 486.7
R11.4.2 476.01
N3.5.8 468.55
N3.6.2 457.73
R2.1 446.7
N6.4.5 428.21
N1.5.10 398.65
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Cizelge 4.10’un devami

Y3.6.2 397.01
N1.4.22 392.85
E2.5.6 391.93
R7.4.6 357.41
Ka.5.7 341.93
N4.4.2 338.35
E7.4.8 320.6
Y2.4.8 289.93
RS.1 266.8
R4.1 260.85
E3.4.12 257.4
R8.3.1 226.63
Y3.5.7 213.98
R4.3.4 211.56

Cizelge 4.10°de goriildiigii izere sivi NBRIP besi yerinde 725.83 ppm ile
en fazla fosfor ¢6zen bakteri izolat1 E3.5.2 kodlu izolattir. Saks1 ¢caligmalarinda
kullanilmak iizere fosfor ¢6zme indeksi en yiiksek olan ilk yedi izolat ile [E3.5.2
(725.83 ppm), Y6.4 (704.66 ppm), Y1.6.7 (644.66 ppm), R6.3.1 (631.33 ppm),
Y9.4.9 (574.63 ppm), R3.3.6 (550.61 ppm), N6.6.21 (501.41 ppm) kodlu bakteri
izolatlar1] fosfor ¢ozme indeksi digerlerine nazaran diisiik (446.7 ppm) olmasina

ragmen azot fikse etme 6zelligine sahip olan R2.1 izolat1 secilmistir.

4.7.3. Secilen Aday PGPR izolatlarinin Antagonistik ve Siderefor Etkilerinin
Belirlenmesi

Saks1 caligmalarinda kullanilmak fosforu indirgeme ve azotu fikse etme
yeteneklerine gore secilen 8 adet aday PGPR izolatinin Cmm’e kars1 siderefor ve
antagonistik etkilerinin belirlenmesi i¢in kurulan petri denemelerinde hi¢bir aday
PGPR izolatmin patojen gelisimini engelleyemedigi saptanmis ve bu nedenle zon
olusumu gozlenmemistir (Sekil 4.24). Yapilan bu ¢alisma ile hastalik etmeninin
gelisiminin engellenmesinde denedigimiz aday PGPR izolatinin siderefor ya da

antagonistik etki mekanizmasina sahip olmadiklar1 saptanmstir.
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Sekil 4.24. Aday PGPR izolatinin 80 uM FeCl; iceren King B besi yerinde
Cmm’in gelisimini engelleyememesi.

4.7.4. Cahismada Kullanilacak Patojen Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada virtilensligi yiiksek bir bolge izolat1 olan 3/1A re kodlu izolat
kullanilmistir. Petri sayimlarina gore izolatimizin 600 nm’de 0.2 degerine ait
siispansiyonun ml’de 1.1x10° hiicre yogunlugunda oldugu saptanmustrr. Bu
siispansiyon petri yaymalar:1 ile birlikte es zamanli olarak domates fidelerine
inokule edilmistir. Inokulasyondan 1.5 ay sonra yapilan olgiimlerde -6
seyreltmesinde herhangi bir simptom goriilmemistir. -5, -4, ve -3 seyreltmesinde
sadece inokulasyon noktasinda c¢ok hafif bir renk degisimi goézlenmis, dissal
simptom saptanmamustir. -2 seyreltmesinde ise inokulasyon noktasinda ¢ok hafif
bir renk degisimi ve etrafinda koflasma saptanmis, digsal simptom
gozlenmemistir. -1 seyreltme ile inokule edilen fidelerde ise distan bakildiginda
yapraklarda tipik tek tarafli solgunluk simptomu gorilmiistiir. Bitkinin i¢
kisminda ise iletim demetlerinde ort. 3.6 cm kahverengilik gozlenmistir. Hastalik
belirtisinin goriildiigli en diisiik bakteri konsantrasyonu olan 1/10 seyreltme

(1.1x10") ileriki ¢alismalarda kullanilmustur.
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4.7.5. Aday PGPR’larin Domates’te Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin
Gelisimi Uzerine Etkisi

Aday PGPR’larin domates’te bakteriyel solgunluk hastaligimin gelisimi
lizerine etkisi tohum, saksi ve tarla ¢alismasi ile arastirilmustir. Caligmanin saksi
kismi C. U. Bitki Koruma Bolimii iklim odasinda ve C. U. Arastrma ve

Uygulama Parseli serasinda Mart- Mayis 2006 tarihleri arasinda

gergeklestirilmistir (Sekil 4.25).

Sekil 4.25. C. U. Bitki Koruma Boliimii iklim odasinda ve C. U. Arastirma ve
Uygulama Parseli serasinda saksi denemesinin goriiniimii

Pozitif kontrol olarak kokleri suya daldirilan ve govdeden Cmm (3/1A
kodlu re-izolat) ile bulastirilan bitkilerde inokulasyondan 32 giin sonra tipik
yaprak simptomlar1 gozlenmeye baslanmistir. Inokulasyondan 60 giin sonra ise
pozitif kontrol bitkilerde govde simptomlar1 da gozlenmis ve degerlendirme
yapilmistir. Uygulamalarimizin Cmm iizerine etkisine baktigimiz zaman N6.6.21
kodlu PGPR izolatinmm C.U. Arastrma ve Uygulama Parselinde kurulan
denemede %380.5 gibi biiyiik bir oranda hastalig1 baskiladigin1 gérmekteyiz. Ayni
uygulama iklim odasinda kurulan denemede ise hastalik ¢ikigint %26.4 oraninda
baskilamistir. iklim odasinda hastalig1 engellemede en yiiksek basariy1 gosteren
izolat ise %52.3’lik oran ile Y6.4 izolat1 olmustur. Ayni1 izolatin C.U. Arastirma

ve Uygulama Parselinde yapilan denemede %34.1 oraninda hastalig1 baskiladigi
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saptanmustir. Cmm i baskilamada en zayif kalan izolatlar ise C.U. Arastirma ve
Uygulama Parselinde yapilan denemede %21.5’lik sonu¢ ile R3.3.6 izolat1
olurken, iklim odasinda yapilan denemede ise %13.9 ile R2.1 izolat1 olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Negatif kontrol olarak hicbir uygulama yapilmayan
bitkilerde ise herhangi bir hastalik simptomu gézlenmemistir (Cizelge 4.11 ve

Sekil 4.26).

Cizelge 4.11. PGPR izolatlarinin saksi calismasinda domates bakteriyel solgunluk
hastaligin1 engelleme oranlari

Saks1 Calismasi
iklim odas: Arastirma ve Uygulama
Uygulamalar Parseli

iletim % iletim Demetlerinde %

Demetlerinde Etki lezyon boyu (cm)* Etki
lezyon boyu (cm)*

Pozitif Kont. 5.6° 0.0 6.8° 0.0
Negatif Kont. 0.0¢ 100.0 0.0° 100.0
Y1.6.7 3.7° 33.3 3.9 42.2
N6.6.21 4.1% 26.5 1.3°¢ 80.5
R2.1 4.8% 13.9 3.6¢ 46.2
Y6.4 2.7¢ 52.3 4.5 34.1
Y9.4.91 4.8% 14.2 5.0% 25.6
R3.3.6 4.0% 28.5 5.3° 21.5
E3.5.2 3.2¢ 42.6 5.0% 25.6
R6.3.1 4.1% 27.0 3.7¢ 44.9
ISR 2000 4.1% 26.1 5.2 23.7

*Siitun icerisindeki ortalama degerler yanindaki ayn1 harfler uygulamalar arasindaki farkin dnemli
olmadigmi gostermektedir (Duncan goklu karsilastirma testi, p<0.05).
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@ C.U. Arastirma ve Uygulama

Parseli
B Iklim Odast

% Etki

RGOS A SeRIIAN

Uygulamalar

Sekil 4.26.Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarmin saksi
kosullarinda domates bakteriyel solgunluk hastaligini engelleme yetenegi

Cmm 1ile bulasik domates tohumlarindan gelisen fidelerin iletim
demetlerinde birinci denemede ortalama 3.5 cm, ikinci denemede ise ortalama 4.9
cm kahverengilesme 6l¢tilmiistiir. ISR 2000 uygulamasi hastaligi sirasi ile %14 ve
%33 oraninda baskilamistir. Yapilan uygulamalar arasinda en iyi sonucu hastaligi
birinci denemede %46, ikinci denemede ise %39 oraninda engelleyen Y1.6.7 +
N6.6.21 uygulamas1 gostermistir. Denemeye {i¢iincli aday PGPR olarak katilan
Y6.4 kodlu izolat hastalik gelisimini birinci denemede %6, ikinci denemede ise
%29 oraninda engellemistir. Fakat bu izolatin diger iki aday PGPR izolat: ile
girdigi kombinasyonlarda hastalik engelleme oranini1 6nemli dlgiide diistirdiigi
gozlenmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.29). Sekil 4.27°de tohum denemesinin genel
goriinimti, Sekil 4.28°de ise pozitif kontrolde hasta domates fidesi yer almaktadir.
Romero ve ark., (2003) yaptiklar1 bir ¢galismada cherry ¢esidi domates tohumlarini
PGPR ile muamele ettiklerinde domates fidelerinin bakteriyel solgunluk
hastaligina kars1 daha dayanikli oldugunu saptamislardir. Arastiricilar sonugta
domateslerde bakteriyel solgunluk hastaliginin kontrolinde PGPR’larin

kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Sekil 4.27. iklim odasinda tohum denemesinin genel goriiniimii

Sekil 4.28. Pozitif kontrolde hasta domates fidesinin goriiniimii
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Cizelge 4.12. PGPR izolatlarinin tohumda domates bakteriyel solgunluk
hastaligin1 engelleme oranlari

Tohum Calismasi

1. Deneme 2. Deneme
Uygulamalar iletim % iletim %
Demetlerinde Etki Demetlerinde Etki
lezyon boyu (cm)* lezyon boyu
(cm)*

Pozitif Kontrol 3.5° 0.0 4.9* 0.0
Negatif Kontrol 0.0° 100.0 0.0¢ 100.0
ISR2000 3.0% 14.3 3.3% 32.7
Y1.6.7 2.1%® 40.0 3.1% 31.6
N6.6.21 2.5%® 28.6 3.4% 30.6
Y6.4 3.3% 5.7 3.5% 28.6
Y1.6.7+N6.6.21 1.9° 45.7 3.0° 38.8
Y1.6.7+Y6.4 3.0% 14.3 4.4%® 10.2
N6.6.21 +Y6.4 3.1%® 11.4 45%® 8.2
Y1.6.7+N6.6.2+Y6.4 2.8° 20.0 43%® 12.2

*Siitun icerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin dnemli
olmadigmi gdstermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

@ 1. Deneme
W 2. Deneme
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Sekil 4.29. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarmi domates
tohumlarinda bakteriyel solgunluk hastaligini engelleme yetenegi
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C. U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Arastrma ve Uygulama
parselinde 2006 ve 2007 yillarinda kurulan iki yillik tarla denemelerinde (Sekil
4.30-4.33) birinci yilda pozitif kontrolde iletim demetlerinde lezyon boyu
ortalamasi1 40.2 cm iken ISR 2000 uygulamasinda bu oran %33.8’lik etkinlikle
%26.6 cm’e diismiistiir. PGPR uygulanan bitkilerde ise iletim demetlerinde
lezyon boyu Y1.6.7 kodlu izolatta 19.9 cm. N6.6.21 kodlu izolatta 20.1 cm.
ikisinin kombinasyonu ile yapilan uygulamada ise 20.1 cm olarak belirlenmistir.
En etkili uygulama ise hastalik siddetini %50.6 oraninda azaltan Y1.6.7 izolatinda
saptanmistir. N6.6.21 uygulamasi hastaligi %50.1 Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamasi
da %50.0 oraninda hastalik gelisimini engellemistir. Tarla ¢alismalarmin ikinci
yilinda ise pozitif kontrol bitkilerde ortalama 23.3 cm iletim demetlerinde lezyon
boyu saptanirken Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamasi da bu rakam 15 cm’e diigsmiis ve
uygulamanin hastalik gelisimini %35.8 oraninda baskiladig1 saptanmistir. Y1.6.7
ve N6.6.21 izolatlarinin hastalik gelisimini %28.3 oraninda engellerken, ISR 2000
uygulamasinin %22.9 oraninda etkinlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.13. ve
Sekil 4.34). Yapilan istatistiki analizler sonucunda uygulamalar hepsinin pozitif
kontrolden farkli oldugu bulunmustur.

Dogal kosullar altinda iki kez tekrar edilen deneme sonuclarina gore
denenen iki PGPR izolat1 (Y1.6.7 ve N6.6.21) ve kombinasyonlar1 domates
bakteriyel solgunluk hastaligmni baski altna almada basarili olmustur. Ozellikle
birden ¢ok izolat karigiminin tekli uygulamalardan daha etkin sonuglar verdigi
Romero ve ark., (2003) ile Anith ve ark., (2004) tarafindan yapilan ¢alismalarda
da ortaya konmustur. Mirik (2005) tarafindan yapilan doktora tezinde, PGPR
izolatlarinin ve kombinasyonlarinin biber bakteriyel leke hastaligmin siddetini
onemli Olciide azalttigr bildirilmistir. Baglar’da yapilan bir ¢alismada ise kok
bogazi uru etmeni Agrobacterium vitis’1 engellemede PGPR’larin rolii arastirilmig
ve kullanilan 10 adet PGPR izolatindan besinin ur sayisi, biiyiikligii ve agirligini

onemli Ol¢iide azalttig1 saptanmistir (Kiisek, 2007).
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A FL

Sekil 4.30. Domates fidelerinin aday PGPR izolatlarma ve ISR 2000
siispansiyonlarina daldirilmasi

Sekil 4.31. Tarla denemesinden genel bir goriiniim
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Sekil 4.33. Tarla denemesinde enfekteli domates bitkilerinin goriiniimii
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Cizelge 4.13. PGPR izolatlarinin tarla calismasinda domates bakteriyel solgunluk
hastaligin1 engelleme oranlari

Tarla Calismasi
2006 Tarla 2007 Tarla
Uygulamalar | fletim % fletim %

Demetlerinde Etki Demetlerinde Etki

lezyon boyu lezyon boyu (cm)*

(cm)*
Pozitif Kontrol 40.2°2 00. 23.3% 0.0
Negatif Kontrol 0.0° 100.0 0.0° 100.0
ISR2000 26.6° 33.8 18.0° 22.9
Y1.6.7 19.9¢ 50.6 16.8" 28.3
N6.6.21 20.1°¢ 50.1 16.8" 28.3
Y1.6.7+N6.6.21 20.1°¢ 50.0 15.0¢ 35.8

*Siitun icerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin dnemli
olmadigmi gdstermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

@ 1. Yil Tarla Denemesi
M@ 1. Y1l Tarla Denemesi
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Sekil 4.34. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarmin tarla
kosullarinda domates bakteriyel solgunluk hastaligin1 engelleme
yetenegi
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PGPR izolatlarinin karigtirilarak kullanimi genellikle sinerjistik etki
gostermekte ve hastaligi baskilamada daha etkin bir rol istlenmektedir. Birden
cok biyojik miicadele etmeninin karistirilmasi farkli kontrol mekanizmalarini
aktive ederek (siderefor liretimi, antagonistik etki, antibiyotik iiretimi vb.) daha
cok sayida hastalik etmenine karsi koruma sagladigi daha once yapilan
calismalarda bildirilmistir. Raupach ve Kloepper (1998) hiyarlarda Pseudomonas
syringae pv. lachrymans ve Erwinia tracheiphila’ya kars1 iki Bacillus ve bir
Curtobacterium flaccumfaciens izolatini tek tek ve kombine ederek denemisler ve
kombinasyonlarin hastaligi baskilamada daha etkili oldugunu saptamislardir.
Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde iki PGPR izolatinin karisimi hastaligi

baskilamada en timitvar sonucu vermistir.

4.7.6. Aday PGPR’larin Enfekteli Domates Bitkilerinde Bitki Biiyiimesine
Etkisi

Saks1 Cahsmasi: C.U. Arastirma ve Uygulama Parseli serasi ve iklim
odas1 kosullarinda kurulan saksi denemesinde Cmm ile enfekteli domates
bitkilerinin koklerine daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin bitki
boyuna, gévde capma, dal sayisma, bitki yas agirhigia ve bitki kuru agirhigina
etkisi arastirilmis ve elde edilen veriler toplu halde Cizelge 4.14 ve 4.15°de
gosterilmistir.

Yapilan saksi denemesinde kokten PGPR uygulamasinin  domates
bitkilerinin bitki boyuna olan etkisi degerlendirilmistir. Y1.6.7 ve N6.6.21
uygulamalar1 C.U. Arastirma ve Uygulama Parseli serasinda kurulan denemede
bitki boyunu pozitif kontrole gore sirasi ile %22 ve %30.3 oraninda artirmis ve
negatif kontrol ile istatistiki olarak ayni grup igerinde yer almistir. R3.3.6 R6.3.1
ve ISR 2000 uygulamalari ise negatif bir etki gostermisler ve bitki boyunda pozitif
kontrole gdre azalmaya neden olmuslardrr. C.U. Bitki Koruma boliimii iklim
odasinda kurulan ikinci denemede ise birinci denemeye gore bitki boyunda genel
bir diisiis gozlenmistir. En etkili uygulama %14.5’lik artis ile R6.3.1 uygulamasi
olarak saptanmig, bunu %10.9’luk artis ile Y9.4.9 uygulamasi takip etmistir. Bu

iki uygulama istatistiki olarak ayni1 grup icerisinde yer almistir. N6.6.21, E3.5.2 ve
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ISR 2000 uygulamalar1 ise bitki boyunu sirasi ile %-4.6, %-4.6 ve -%4.7
oranlarinda azaltmistir. Y1.6.7, N6.6.21, R2.1, Y6.4, R3.3.6 ve E3.5.2

uygulamalar1 istatistiki olarak pozitif kontrolden farksiz bulunmustur (Cizelge

4.14 ve Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
enfekteli domates bitkilerinde bitki boyuna olan etkisi

C.U. Arastirma ve Uygulama Parselinde kurulan saks1 ¢alismasida gdvde
capimm1 artrmada en etkili uygulamanm 9%17.3’lik artis gosteren Y1.6.7
uygulamasi oldugu saptanmistir. Bu uygulamay1 %15.1°’lik artis ile N6.6.21
uygulamasi takip etmistir. Uygulamalardan hi¢ biri gévde ¢apini negatif yonde
etkilemezken biitiin uygulamalar istatistiki olarak ayn1 grup icerisinde yer almistir.
Iklim odasinda kurulan denemede ise Y6.4 uygulamasi %10’luk artisa neden
olarak en etkili uygulama olarak saptanmis,bunu %6’lik artisla R2.1 ve R6.3.1
uygulamalar1 takip etmistir. Bu uygulamalar arasinda istatistiki olarak herhangi
bir fark saptanmamistir. Y9.4.9, E3.5.2 ve ISR 2000 uygulamalar1 ise govde
capmi %]1.6 oraninda azaltmig ve istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer

almislardir (Cizelge 4.14, Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
enfekteli domates bitkilerinde gévde ¢apina olan etkisi

C.U. Arastirma ve Uygulama Parselinde kurulan saks1 ¢alismasinda PGPR
uygulamalariin pozitif kontrolle karsilastirildiginda bitki yas agirligmi %2 -39.8
oraninda artirdig1 saptanmistir. En 1yt sonucu %39.8’lik artisla N6.6.21
uygulamasi gostermistir. Bunu %28.8’lik artigla Y1.6.7 uygulamas1 gostermistir.
ISR 2000. R3.3.6 ve R6.3.1 uygulamalarinda ise negatif bir etki gdzlenmis ve bu
uygulamalarin siras1 ile %4.8, -8.9 ve -24.3 oranlarinda bitki yas agirligini
azalttig1 saptanmustrr. Iklim odasnda kurulan denemede ise yine N6.6.21
uygulamasi %18.2’lik artisa neden olarak en iyi uygulama olarak belirlenmistir.
Bu uygulamay1 %15.2’lik artisla R3.3.6 uygulamas: izlemis bu iki uygulamanin
istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer aldig1 saptanmistir. R2.1 ve Y9.4.9 (%-
10.2 ve %-27.7) uygulamalarinin ise bitki yas agirligini pozitif kontrole gore daha
da azalttiklar1 belirlenmis ve bu uygulamalarin istatistiki olarak ayni grup

icerisinde yer aldig1 saptanmistir Cizelge 4.15, Sekil 4.37).
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@ C.U. Arastirma ve uy gulama M erkezi
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Sekil 4.37. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
enfekteli domates bitkilerinde bitki yas agirligina olan etkisi

C.U. Arastirma ve Uygulama Parselinde kurulan saks1 ¢alismasinda bitki
kuru agirligmi artiran en iyi uygulamanin %49.4’liik artisla Y6.4 uygulamasi
oldugu belirlenmistir. Bu uygulamay1 %35.3’liik artis ile R3.3.6 uygulamas takip
etmistir. Y1.6.7, R2.1 ve E3.5.2 uygulamalar1 ise bitki kuru agirhigmi pozitif
kontrole gore siwrast ile %-7.3, %-8.2 ve %-10.9 oraninda azaltnustir. Iklim
odasinda kurulan denemede ise N6.6.21 uygulamast %56.3. R2.1 uygulamasi
%41.7, Y9.4.9 uygulamas1 %39.2, Y6.4 uygulamasi ise %35.8 oraninda bitki kuru
agirhigint artrrmigtir. ISR 2000 uygulamasi %-3.4, Y1.6.7 uygulamasi ise %-10.5
oraninda azaltmistir. Tlim uygulamalar kontrole gore istatistiki olarak farkli olarak

bulunmustur. (Cizelge 4.15, Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarmin saksida
enfekteli domates bitkilerinde bitki kuru agirligina olan etkisi
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Saks1 ¢caligmasinda Y1.6.7 uygulamasi dal sayisinda %17.8 ve %30.3 ‘lik
artis saglayarak en etkili uygulama olmustur. C.U. Arastrma ve Uygulama
Parselinde N6.6.21 ve Y6.4 uygulamalar1 %16.4’liik artis ile ayni etkiyi
gostermisler. ISR 2000 uygulamasi ise %-2.3 oraninda dal sayisini azaltmistir.
Iklim odasinda kurulan ikinci denemede R3.3.6, R2.1, E3.5.2 ve Y6.4
uygulamalar sirast ile %24.3. %21.4. %20.7 ve %19.4’lik artig gostererek Y1.6.7
uygulamasi ile istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer almislardir. N6.6.21,
Y9.4.9, R6.3 ve ISR 2000 uygulamalarmm ise pozitif kontrolle ayni grup
icerisinde yer alarak uygulamalar arasinda farkin istatistiksel olarak Onemsiz

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.39)

Cizelge 4.16. Aday PGPR izolatlarinin enfekteli domates bitkilerinin saksida dal
sayisina etkisi

Dal Sayisi1 (Adet)
Uygulamalar C.U. Arastirma ve iklim Odas
Uygulama Parseli
Ortalama* | % Etki Ortalama* | % Etki

Pozitif Kontrol 7.7% 0.0 8.3°¢ 0.0
Negatif Kontrol 10.0° 23.3 13° 35.9
Y1.6.7 9.3°? 17.8 12% 30.6
N6.6.21 9.2°? 16.4 9. ¢de 9.2
R2.1 .87 13.1 10.6° 21.4
Y6.4 92°? 16.4 10.3° 19.4
Y9.4.9 8.2° 6.1 9. ¢de 9.5
R3.3.6 8.2° 6.1 11°° 24.3
E3.5.2 9.0° 14.8 10.5° 20.7
R6.3.1 7.8° 2.0 9.5¢de 12.3
ISR 2000 7.5° 223 8.9% 5.7

*Siitun igerisindeki ortalama degerler yanindaki ayn1 harfler uygulamalar arasindaki
farkin 6nemli olmadigini gdstermektedir (Duncan ¢oklu karsilagtirma testi,
p=<0.05).
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@ C.U. Arastirma ve Uy gulama
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Sekil 4.39. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
enfekteli domates bitkilerinde dal sayisina olan etkisi

Viyol Calismasi: Iklim odas1 kosullarinda yapilan viyol ¢alismasinda
Cmm ile bulastirilan domates tohumlarindan gelisen fidelerde PGPR izolatlarinin
ve kombinasyonlarinm etkinligi belirlenmistir. Uygulamalar bitki boyuna olan
etkisine baktigimiz zaman her iki denemede de en etkili uygulamanin %14.9 ve
%20.5 etki gosteren Y1.6.7+ N6.6.21 uygulamasi oldugu saptanmig, bu
uygulamanin istatistiki olarak diger uygulamalardan farkli oldugu ve negatif
kontrol ile ayn1 grup icerisinde yer aldigi belirlenmistir. Bu uygulamay1 tekli
uygulamalar olan Y1.6.7 (%10.9 ve %?20.2) ve N6.6.21 (%9.7 ve %18.9)
uygulamalar takip etmistir. Her iki uygulamada da Y 6.4 tekli uygulamasi en az
artisga neden olmus ve girdigi kombinasyonlarda uygulamalarin etkinligini
disiirdiigii gozlenmistir. ISR 2000 uygulamasi ise bitki boyunda birinci denemede
%4.7, ikinci denemede ise %7.6’lik bir artisa neden olmustur (Cizelge 4.17 ve
Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. Domates tohumlarina uygulanan PGPR izolatlarinin viyolde enfekteli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde bitki boyuna olan etkisi

Viyol caliymasinda PGPR uygulamas1 yapilan bitkilerin gévde g¢aplari
%4.2- 20.7 oraninda artmistir. Her iki uygulamada da Y1.6.7+ N6.6.21

uygulamasi govde capini %20.7 ile %15.8 oraninda artirmistir. Benzer sekilde bu

kombinasyonun tekli uygulamalar1 da gévde ¢apinda %19.3 ile %11.1 oraninda

artisa neden olmustur. ISR 2000 uygulamasi ise bitki boyunu %8 ve %35.9

oranlarinda artrmistir. Y6.4 uygulamasi ve girdigi kombinasyonlarda diger

uygulamalara gore bir diisiis saptanmistir. Uygulamalar arasinda ise herhangi bir

istatistiki fark bulunamamustir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. Domates tohumlarina uygulanan PGPR izolatlarinin viyolde enfekteli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde govde ¢apina olan etkisi

Viyol c¢aligmasinda kurulan birinci ve ikinci denemede bitki yas
agirhigindaki en etkili ilk {ic uygulamanin istatistiki olarak ayn1 grup icerisinde yer
alan Y1.6.7+ N6.6.21 (%35.8). N6.6.21 (%34.8) ve Y1.6.7 (%31.8) uygulamalar1
oldugu belirlenmistir. Y6.4 uygulamasi birinci denemede %-1’lik ikinci olarak
kurulan denemede ise %-3.4’liilk azalma gdstermis ve en basarisiz uygulama
olarak saptanmistir. Ayrica bu uygulama diger PGPR uygulamalar: ile girdigi
kombinasyonlarda da tekli uygulamalara gore diisiise neden olmustur. ISR 2000
uygulamasi ise birinci denemde bitki yas agirhiginda %18.9. ikinci denemede ise
%25.9’luk artigsa neden olmustur. Y1.6.7+N6.6.21+Y 6.4 uygulamasi ise istatistiki
olarak pozitif kontrol ile ayn1 grup icerisinde yer almistir (Cizelge 4.18 ve Sekil
4.42).

112



4.BULGULAR VE TARTISMA Raziye CETINKAYA YILDIZ

O 1. Deneme
B 2. Deneme

% Etki
[\
<

Uygulamalar

Sekil 4.42. Domates tohumlarina uygulanan PGPR izolatlarinin viyolde enfekteli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde bitki yas agirligina olan
etkisi

Yapilan viyol ¢aligmasinda bitki kuru agirligini artiran en iyi uygulamanin
birinci denemede %39.6. ikinci denemede ise %37.3 oraniyla yer alan Y1.6.7+
N6.6.21 uygulamasmin oldugu belirlenmistir. Bu uygulamay1 Y1.6.7 ve N6.6.21
uygulamalar1 takip etmistir. Istatistiki olarak ayn1 grup igerisinde yer alan bu iig
uygulamada bitki kuru agirhigmi %?29.3- 39.6 arasinda degisen oranlarda
artrmugtir. ISR 2000 uygulamasi ise birinci denemede %9.4. ikinci denemede ise
%33.3 oraninda artis saglamis ve istatistiki olarak diger uygulamalardan farksiz

cikmustir (Cizelge 4.18. ve Sekil 4.43)
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Sekil 4.43. Domates tohumlarina uygulanan PGPR izolatlarinin viyolde enfekteli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde bitki kuru agirligina olan
etkisi
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Viyol calismasinda pozitif kontrol ile karsilastirildigi zaman PGPR
uygulamalar1 bitki dal sayisinda %8.7-37.3 oranlarinda artis meydana getirmistir.
Y1.6.7+ N6.6.21 ikili uygulamasi bitki dal sayisinda yapilan birinci denemede
%37.3, ikinci denemede ise %31.3’lik bir artig ile en etkili uygulama olarak
saptanmustir. Istatistiki olarak incelendiginde ise bu uygulamanin kontrolden
farksiz oldugu belirlenmistir. Diger uygulamalar ise kontrol ile ayni1 grupta yer
almigtir. ISR 2000 uygulamasi ise sirast ile %14.3 ile %17.9 oraninda bitki dal
sayisinda artisa neden olmugstur. Y1.6.7 ve N6.6.21 uygulamalari ise dal sayisinda
%23.3 ile %33.3 arasinda degisen oranlarda artis saglamislardir. Y6.4 uygulamasi
ise hem tekli uygulamalarda en disiik artis1 (%12.5 -%22) gostermis hemde
girdigi ikili ve iiclii kombinasyonlarda tekli uygulamalara gore bir azalmaya

neden olmustur (Sekil 4.42).

Cizelge 4.19. Aday PGPR izolatlarinin enfekteli domates bitkilerinin viyolde dal
sayisina etkisi

Dal Sayisi (Adet)
Uygulamalar 1. Deneme 2. Deneme
Ortalama* | % Etki Ortalama* | % Etki

Pozitif Kontrol 42° 0.0 4.6% 0.0

Negatif Kontrol 7.0° 40.0 7.0° 343
ISR 2000 4.9 14.3 5.6° 17.9
Y1.6.7 6.0° 30.0 6.0° 23.3
N6.6.21 6.3 33.3 6.2° 25.8
Y6.4 4.8 12.5 5.9° 22.0
Y1.6.7+ N6.6.21 6.7% 37.3 6.7° 31.3
Y1.6.7+Y6.4 4.8 12.5 5.8° 20.7
N6.6.21+Y6.4 4.6" 8.7 5.8° 20.7
Y1.6.7+N6.6.21+Y6.4 | 4.8% 12.5 5.8° 20.7

*Siitun igerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin
onemli olmadigini gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).
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Sekil 4.44. Domates tohumlarina uygulanan PGPR izolatlarinin viyolde enfekteli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde dal sayisina olan etkisi

Tarla Cahsmasi: Cmm ile enfekteli domates fidelerine uygulanan PGPR
izolatlarmin bitki boyuna, gévde ¢apina, dal sayisina, kok boyuna ve verime etkisi
iki y1l yapilan tarla ¢alismalari ile arastirilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.20
ve 4.21° de toplu olarak gosterilmistir.

Her iki y1l yapilan ¢aligmalarda pozitif kontrol bitkilere oranla uygulama
yapilan bitkilerde bitki boyu bakimindan istatistiki anlamda farklar oldugu ortaya
konmustur. Y1.6.7 kodlu PGPR izolat1 birinci y1l tarla denemesinde bitki boyunu
%29 ikinci yil ise %21 oraninda artiran en etkili uygulama olmustur. Bu
uygulamanin istatistiki olarak diger uygulamalardan farkli oldugu belirlenmistir.
ISR 2000 uygulamasi ise her iki denemede de %8 artig saglamistir. Uygulamalarin
hi¢ biri bitki boyunda negatif etki gostermemistir (Sekil 43, Cizelge 4.20). Saks1
calismalarinda da bitki boyunu en fazla artiran izolatlardan biri olan Y1.6.7 izolat1
tarla denemesinde de en etkili izolat olarak belirlenmistir. Bu sonug iki y1l yapilan

tarla ¢calismalar ile de desteklenmistir.
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Sekil 4.45. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada 2006-
2007 yillarinda enfekteli domates fidelerinin bitki boyuna olan etkisi

Tarla kosullarmda PGPR uygulamalar1 enfekteli domates bitkilerinin
koklerine uygulandiklarinda govde c¢apinda istatistiki diizeyde 6nemli bir fark
olusturmamislardir. Uygulamalar gévde ¢apmda %3.7 ile 20.4 arasinda degisen
oranlarda artig saglamistir. Y1.6.7+ N6.6.21 uygulamast 2006 yilinda %17.6.
2007 yimda ise %?20.4’lik bir artis saglayan en etkili uygulama olarak
belirlenmistir. Birinci y1l yapilan tarla denemesinde ISR 2000 uygulamasi en az
artiy gosteren uygulama (%3.7) olurken, ikinci y1l Y1.6.7 uygulamasi (%9.3) en
az artig saglayan uygulama olmustur. (Sekil 4.44, Cizelge 4.20). Yapilan ilk saks1
calismasinin sonuglarma bakti§imiz zaman tarla c¢alismasi ile birbirini
destekledigini gdrmekteyiz. Ikinci saks1 ¢alismasinda ise izolatlarimiz bitki govde

capinda daha diisiik oranda artis olusturmustur.
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Sekil 4.46. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada 2006-
2007 yillarinda enfekteli domates fidelerinin gdévde ¢apina olan etkisi

Koklerden yapilan uygulamalar tarla kosullarinda bitki dal sayisinda ilk yil
%8.2-18.4. ikinci yil ise %10.8-22.4 oraninda artisa neden olmustur. Y1.6.7 +
N6.6.21 ikili karisiminin bitki dal sayisini artiran en etkili uygulama oldugi
saptanmistir. Y1.6.7, N6.6.21 ve ISR 2000 uygulamalar1 2006 yilinda yapilan
denemede sirasi ile %8.5. %38.2 ve 9.2, ikinci yilda ise %10.8. %17.5 ve %16.5
oraninda bitki dal sayisinda pozitif kontrole gore artis gdstermislerdir. Istatistiki
olarak uygulamalar ile pozitif kontrol arasinda fark oldugu saptanmis ve tiim

uygulamalar etkili olarak belirlenmistir (Sekil 4.45, Cizelge 4.21).
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Sekil 4.47. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada 2006-
2007 yillarinda enfekteli domates fidelerinin dal sayisina olan etkisi

PGPR uygulamasi tarla kosullarinda ilk yil kék boyunda %10.18-31.09.
ikinci yil ise %14.7-38.3 oraninda artis olusturmustur. 2006 yilinda yapilan
calismada en etkili uygulamalar N6.6.21 (%31.1)ve Y1.6.7 (%20.4) olarak
saptannustir. Istatistiki olarak da ayn1 grup icerisinde yer alan ve pozitif
kontrolden farkli olan bu iki uygulama kok boyunu artirmada oldukcga etkili
sonu¢ vermistir. ISR 2000 uygulamasi ise bitki boyunu %10.2 oraninda artirmis
ve Y1.6.7 + N6.6.21 ve pozitif kontrol ile aynm istatistiki grup icerinde yer
almistir. 2007 yilinda kurulan ikinci tarla denemesinde ise Y1.6.7 + N6.6.21
kombinasyonu %11.8 artis ile en etkili uygulama olup istatistiki olarak da diger
biitlin uygulamalardan farkli bir gruba yerlesmistir. Bu uygulamay1 ayni istatistiki
grup igerisinde yer alan N6.6.21 (%10.8) ve Y1.6.7 (%10.2) uygulamalar1 takip
etmistir. ISR 2000 uygulamas: ise negatif kontrol ile aymi istatistiki grup
icerisinde yer almis ve pozitif kontrolden farkli bulunmustur (Sekil 4.46; Cizelge
4.21).

121



4.BULGULAR VE TARTISMA Raziye CETINKAYA YILDIZ

O 1. Y1l Tarla Denemesi

B 2. Y1l Tarla Denemesi

40-

354

30+

25+

20+

% Etki

15

10+

Q A N N
N A
4\'@

Uygulamalar

Sekil 4.48. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada 2006-
2007 yillarinda enfekteli domates fidelerinin kok boyuna olan etkisi
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2006 yiinda kurulan ilk tarla denemesinde en etkili uygulamanin tarla
verimini %22.2 oraninda artwran Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonu oldugu
saptanmis ve bu uygulama istatistiki olarak da farkli bir grup icerisinde yer
almistir. Bu kombinasyonun tek uygulamalar1 olan N6.6.21 verimi %14.4. Y1.6.7
ise %9.9 artrmistir. ISR 200 uygulamasinda ise tersi bir durum gozlenmis ve
pozitif kontrole gore %-2.8’lik bir azalma saptanmistir. 2007 yilinda kurulan
ikinci tarla denemesinde ise yine Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamas1 %22.8’lik verim
artist ile en etkili uygulama olarak belirlenmis ve istatistiki olarak diger
uygulamalardan farkli bir grupta yer almistir. Bu uygulamay1 verimde %6.3 artis
saglayan Y1.6.7 ile %4.6 artis saglayan N6.6.21 kodlu izolatlar takip etmistir. ISR
2000 uygulamasi ise verimde %3.3’liik bir artisa neden olmustur. Son iig¢
uygulama pozitif kontrolden istatistiki olarak farkl fakat birbirleri ile ayn1 grup

icerisinde yer almislardir (Sekil 4.47, Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Koklere daldirma seklinde uygulanan aday PGPR izolatlarinin
tarlada 2006-2007 yillarinda enfekteli domates bitkilerinde verime
olan etkisi

Verim (kg)
Uygulamalar Tarla Denemesi 1 Tarla Denemesi 2
Ortalama* | % Etki Ortalama* | % Etki
Pozitif Kontrol 26" 0.0 21° 0.0
Negatif Kontrol 3.4° 24.7 2.7° 23.9
ISR 2000 25° 2.8 2.1 3.3
Y1.6.7 2.8 9.9 2.2° 6.3
N6.6.21 3.0% 14.4 2.2 4.6
Y1.6.7 +N6.6.21 3.3° 22.2 2.7° 22.8

*Siitun igerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki
farkin 6nemli olmadigmi gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi. p<0.05).
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Sekil 4.49. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada 2006-
2007 yillarinda enfekteli domates fidelerinin verimine olan etkisi

C.U Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Parseli serasinda yiiriitiilen
saks1 calismasinda kontrol olarak kokleri suya daldirilan. patojenin gdvdeden
inokule edildigi kontrol bitkilerle. ISR 2000 ve PGPR izolatlarinin bitki
biiylimesine olan etkisine bakildiginda en etkili uygulamalar; bitki boyunda %30.3
ile N6.6.21, govde capinda %17.3 ile Y1.6.7, bitki yas agirliginda %39.8 ile Y6.4,
bitki kuru agirliginda %49.4 ile Y6.4 ve dal sayisinda ise %17.8 ile Y1.6.7 olarak
saptanmustir.

C.U. Bitki Koruma Bo&liimii iklim odasmda kurulan ikinci saksi
denemesinde ise bitki boyunda %14.5 ile R6.3.1, gévde capinda %10 ile Y6.4,
bitki yas agirhiginda %18.2 ile N6.6.21, bitki kuru agirhiginda %56.3 ile N6.6.21
ve dal sayisinda ise %30.6 ile Y1.6.7 en etkili uygulamalar olarak belirlenmistir.

C.U. Bitki Koruma Boliimii iklim odalarinda kurulan iki viyol
denemesinde de Y1.6.7 + N6.6.21 ikili kombinasyonu biitiin uygulamalarda en
etkili uygulama olarak belirlenmistir. Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamasi sirasi ile bitki
boyunda %14.9 ile %24.5, govde capinda %20.7 ile %]15.8, bitki yas agirliginda
%35.8 ile %36.5, bitki kuru agirliginda %39.6 ile % 373 ve dal sayisinda %37.3
ile %31.3 artis olusturmustur.
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C.U Ziraat Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Parselinde 2006 yilinda
kurulan tarla denemesinde bitki boyunda %29.9 ileY1.6.7, gévde ¢apmnda %17.6
ile Y1.6.7 + N6.6.21, dal sayisinda %18.4 ile Y1.6.7 + N6.6.21, kok boyunda
%31.1 ile N6.6.21 ve verimde %22.2 ile Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamalar: en etkili
uygulama olarak belirlenmistir. 2007 yilinda kurulan ikinci tarla denemesinde ise
bitki boyunda %21.2 ile Y1.6.7, govde ¢capinda %20.4 ile Y1.6.7 + N6.6.21, dal
sayisinda %22.4 ile Y1.6.7 + N6.6.2, kok boyunda %38.3 ile Y1.6.7 + N6.6.21 ve
verimde %22.8 ile Y1.6.7 + N6.6.21 en etkili uygulamalar olmustur.

Dogal kosullar altinda iki yil tekrar edilen tarla denemelerinin sonuclar1
saks1 ve viyol calismalar1 ile paralellik gdstermistir. Y1.6.7 ve N6.6.21 domateste
bitki biiylimesini tesvik eden basarili izolatlar olarak belirlenmistir. Bu iki izolatin
kombine olarak kullanildigi uygulamalarin bir cogunda kombinasyon tekli
uygulamalardan daha iyi sonug¢ vermistir. Utkhede ve Koch (2004) domateslerde
yaptiklar1 ¢alismada Cmm’e kars1 Bacillus ve Trichoderma tiirlerini igeren gesitli
uygulamalar yapmislar bunlarin hastalik siddetini %54 ile %74 oraninda
azalttigini1 saptamiglardir. Mirik (2005) Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria
ile bulasik biberlerde yaptigi calismada PGPR’larin bitki gelisimini degisik

oranlarda artirdigini bildirmektedir

4.7.7. Aday PGPR’larin Saghkh Domates Bitkilerinde Bitki Biiyiimesine
Etkisi

C.U. Arastirma ve Uygulama Parseli serasi ve iklim odas1 kosullarinda
kurulan saks1 denemesinde saglikli domates bitkilerinin koklerine daldirma
seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin bitki boyuna. gévde ¢apma. dal sayisina.
bitki yas agirlhi§ina ve bitki kuru agirhi§ina etkisi arastirilmis ve elde edilen veriler
Cizelge 4.23, 4.24 ve 4.25°de gosterilmistir.

C.U. Arastrma ve Uygulama Parseli serasi kurulan saksi denemesinde
izolatlarin saglikli bitkide, bitki boyuna olan etkilerine baktigimiz zaman en etkili
uygulamalarin bitki boyunu sirasi ile %6.4 ve %6 oraninda artiran N6.6.21 ve
R3.3.5 uygulamalarinda elde edildigi goriilmiistir. Bunu %4.8 ile R3.3.6

uygulamasi takip etmistir. Biitiin uygulamalar istatistiki olarak ayni1 grup
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icerisinde yer alirken sadece bitki boyunu %-3.8 oraninda azaltan R6.3.1
uygulamas1 farkli bir grup igerisinde yer almistir. Iklim odasinda kurulan saksi
denemesinde ise birinci denemeye paralel olarak N6.6.21 uygulamasi bitki
boyunu %35.9 artirarak birinci sirada yer almis, bunu %4.8’lik artiga neden olan
R3.3.6 ve E3.5.2 uygulamalar1 izlemistir. R6.3.1 uygulamasi ise bitki boyunda %-
3.9’luk azalma ile diger uygulamalardan istatistiki olarak farkli tek uygulama

olmustur (Sekil 4.48, Cizelge 4.23).

[m] CU Arastirma ve Uy gulama parseli
| Iklim Odast
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& &9 9 I
%

Uygulama

Sekil 4.50. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
saglikl1 domates bitkilerinde bitki boyuna olan etkisi

Saks1 ¢alismasmda N6.6.21 uygulamas1 hem C.U. Arastirma ve Uygulama
Parseli serasinda hem de iklim odasinda kurulan denemelerde siras1 ile %8.0 ve
%8.5’lik artis saglayarak en etkili uygulama olmustur. Bu uygulamay: C.U.
Arastirma ve Uygulama Parseli serasinda Y1.6.7 (%4.1), iklim odasinda kurulan
denemede ise Y6.4 (%5.8) uygulamasi takip etmistir. Y9.4.9 uygulamasi birinci
denemede govde ¢apinda %4.2 oraninda artisa neden olurken, ikinci denemede
tersi bir etki gOstermis ve %-3.2 oraninda azalmaya neden olmustur. R3.3.6,
E3.5.2, R6.3.1 ve ISR 2000 uygulamalarinda yer alan bitkilerin her iki denemede
de kontrol bitkilere gére gdvde capinda herhangi bir artisa neden olmadiklar1 hatta

tam tersine azalmaya neden olduklar1 saptanmistir (Sekil 4.49, Cizelge 4.23).
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Sekil 4.51. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
saglikl1 domates bitkilerinde bitki govde ¢apina olan etkisi

Saks1 calismasinda kontrolle kiyaslandigi zaman N6.6.21 uygulamast C.
U. Arastirma ve Uygulama Parseli serasinda kurulan denemede bitki yas
agirhiginda %22.9’luk bir artis saglayarak ilk sirada yer almistir. Y6.4 uygulamasi
ise %21.1 oraninda artisa neden olarak N6.6.21 uygulamasi ile istatistiki olarak
ayn1 grupta yer alarak diger uygulamalardan farkli bulunmustur. iklim odasmnda
kurulan denemede ise Y1.6.7 uygulamasi %24.2’lik bir artis gdstermis olup diger
uygulamalardan istatistiki olarak farkli bir grup igerisinde yer almistir. Bu
uygulamay1 Y6.4 (%16.6), N6.6.21 (%14.2) ve R2.1 (%6.9) uygulamalar1 takip
etmis ve bu uygulamalar istatistiki olarak kontrolden fakli bulunarak ve etkili
uygulamalar olarak belirlenmistir. R3.3.6, E3.5.2 ve ISR 2000 uygulamalar: ise
kontrolle karsilastirildigi zaman bitki yas agirliginda her iki deneme de %3.1 ile
%]18.6 arasinda degisen oranlarda azalmaya neden olmuslar ve etkisiz

uygulamalar olarak saptanmiglardir (Sekil 4.50, Cizelge 4.24).
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Sekil 4.52. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
saglikl1 domates bitkilerinde bitki yas agirligia olan etkisi

Saksi1 calismasinda bitki kuru agirligini arttiran en iyi uygulamanm her iki
denemede N6.6.21 (sirast ile %18.2 ve %29.2) uygulamasi oldugu belirlenmistir.
C. U. Arastrma ve Uygulama Parseli serasinda kurulan denemede Y6.4
uygulamasi birinci denemede %6.3, ikinci deneme de ise %19 oraninda artig
saglayarak ikinci en iyi izolat olmustur. Y1.6.7, R2.1, Y9.4.9, R3.3.6, E3.5.2 ve
R6.3.1 uygulamalar1 denemelerin birinde veya ikisinde birden bitki kuru agirligini
kontrole gore azaltmislar ve etkisiz uygulamalar olarak degerlendirilmislerdir

(Sekil 4.51, Cizelge 4.24).
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O CU Arastirma ve Uy gulama Parseli
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Sekil 4.53. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
saglikl1 domates bitkilerinde bitki kuru agirligina olan etkisi
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Saks1 ¢aligmasinda sagliklt domates bitkilerinde dal sayisini artiran en 1iyi
uygulamalarin R2.1 (%17.7 ve %21.4) ve Y6.4 (%10.5 ve %21.4) uygulamalar1
oldugu belirlenmistir. Y1.6.7 uygulamasinda ilk denemede 9%7.3’liik bir artig
saptanirken, ikinci denemede herhangi bir artis gdzlenmemis kontrol ile ayni
sonucu vermistir. N6.6.21 uygulamasi ise ilk denemede %7.3 oraninda artig
saglarken ikinci kurulan denemede bu oran %8.3’e¢ ylikselmistir. ISR 2000
uygulamasi ise dal sayisinda %3.7 ve %8.3 oraninda artisa neden olmustur.
R3.3.6, E3.5.2 ve R6.3.1 uygulamalar1 bitki dal sayisin1 %-2 ile %-37.5 arasinda
degisen oranlarda azaltmiglardir. Uygulamalar arasinda istatistiki anlamda cesitli

oranlarda farklar oldugu saptanmistir (Sekil 4.52, Cizelge 4.25).

@ C. U. Arastirma ve Uygulama Parseli
| Kklim Odas!
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Uygulamalar

Sekil 4.54. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
saglikl1 domates bitkilerinde bitki dal sayisina olan etkisi
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Cizelge 4.25. PGPR izolatlarinin saksida saglikli domates bitkilerinin bitki yas
agirligina ve bitki kuru agirligina etkisi

Dal Sayis1 (Adet)
C.U.Uygulama Parseli iklim Odas:
Uygulamalar Serasi
Ortalama* % Etki Ortalama % Etki
Negatif Kontrol 8.5° 0.0 11.0° 0.0
Y1.6.7 9.2%® 7.3 11.0° 0.0
N6.6.21 9.2%® 7.3 12.0% 8.3
R2.1 10.37 17.7 14.0° 21.4
Y6.4 9.5%® 10.5 14.0° 21.4
Y9.4.91 9.0° 5.6 12.0% 8.3
R3.3.6 8.3° 2.0 13.0% 15.4
E3.5.2 8.3° 2.0 8.0° -37.5
R6.3.1 8.5° 0.0 8.0° -37.5
ISR 2000 8.8° 3.7 12.0% 8.3

*Siitun igerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin
onemli olmadigini gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi. p<0.05).

Viyol Cahsmasi: iklim odasi kosullarnda iki kez tekrarlanan viyol
calismasinda saglikli domates tohumlar1 viyollere ekilmis ve 10 hafta siire ile
PGPR’lar piiskiirtme seklinde fidelere uygulanmistir. Uygulanan PGPR’larin bitki
boyuna, dal sayisina, govde capina, bitki kuru agirligmma ve bitki yas agirlhigma
etkisi arastirilmis olup sonuglar Cizelge 4.26, Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28’de
verilmistir.

Klima odas1 kosullarinda yapilan viyol denemesinde uygulamalarin bitki
boyuna olan etkisi arastirilmistir. Y1.6.7+ N6.6.21 kombinasyonu birinci
denemede %28’lik etki ile en iyl sonucu vermis ve istatistiki olarak biitlin
uygulamalardan farkli bulunmustur. Diger uygulamalar bitki boyuna %-2 ile %7
arasinda degisen oranlarda etki etmisler ve istatistiki olarak ayni grupta yer
almiglardir. Ikinci denemede ise Y1.6.7 uygulamasi %15’lik artis ile en etkili
uygulama olurken, Y1.6.7+ N6.6.21 kombinasyonu %13’liik artis ile ikinci sirada
yer almistir. Bitki boyunu %10 oraninda artiran Y1.6.7+N6.6.21+Y6.4 {iglii
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kombinasyonu ile %9 oraninda artiran Y1.6.7+Y6.4 ikili kombinasyonu istatistiki
anlamda farksiz bulunmuslar ve ayni grupta yer almislardir. Diger uygulamalar
ise bitki boyunu %0 ile %5 arasinda degisen oranlarda etkilemislerdir (Sekil 4.53,
Cizelge 4.26).

O 1. Viyol Denemesi

B 2. Viyol Denemesi
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154

%Etki

10

Uygulamalar

Sekil 4.55 Domates tohumlarina uygulanan PGPR izolatlarinin viyolde saglikli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde bitki boyuna olan etkisi

Tohumdan gelistirilen fidelerde uygulamalarin gévde ¢apina olan etkisine

baktigimiz zaman Y1.6.7+ N6.6.21 kombinasyonunun her iki denemede en iyi

sonucu (sirast ile %31 ve %11) verdigi saptanmis ve diger biitiin uygulamalardan

istatistiki olarak farkli bir grup igerisinde yer aldigi belirlenmistir. Her iki

denemede de uygulamalar ile kontrol arasinda istatistiki anlamda herhangi bir fark

gozlenmemistir (Sekil 4.54, Cizelge 4.26).
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% Etki

O 1. Viyol Denemesi
B 2. Viyol Denemesi
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Sekil 4.56. Domates tohumlarima uygulanan PGPR izolatlarmin viyolde saglikli

domates tohumlarindan gelisen fidelerde govde ¢apina olan etkisi

Tohumdan gelistirilen fidelerde uygulamalarm bitki yas agwrlhigina olan

etkisine baktigimiz zaman, Y1.6.7+ N6.6.21 kombinasyonunun her iki ¢aligmada

da en 1yi sonucu (%35- %36) verdigi belirlenmistir. N6.6.21 uygulamasi ise sirasi

ile %24 ve %23’liik artis ile ikinci en etkili uygulama olarak saptanmistir. Y6.4

uygulamasi ise tekli ve diger uygulamalar ile kombine edilerek uygulandiginda

bitki yas agirliginda kontrole kiyasla bir azalmaya neden olmustur. Uygulamalar

farkl istatistiki gruplar igerisine dagilmis durumdadir (Sekil 4.55, Cizelge 4.27).
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O 1. Viyol Denemesi

M 2. Viyol Denemesi

% Etki

Uygulamalar

Sekil 4.57. Domates tohumlarma uygulanan PGPR izolatlarmin viyolde saglikli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde bitki yas agirligina olan
etkisi

Viyol caligmasinda tohumdan gelisen fidelerde bitki kuru agirliginda
Y1.6.7+ N6.6.21 kombinasyonu her iki calismada da en etkili izolat (%35-%36)
olarak saptanmis ve istatistiki olarak her iki denemede de diger uygulamalardan
farkli bulunmustur. N6.6.21+Y6.4 kombinasyonu bitki kuru agirhigmi ilk
denemede %3 oraninda artirirken, ikinci denemede %-13 oraninda azaltmistir.
Y1.6.7+ N6.6.21+Y6.4 iclii kombinasyonu ise bitki kuru agirhiginda %-6, %-9
oraninda azalmaya neden olmustur. Diger uygulamalar ise bitki kuru agirligmi %5

ile %25 arasinda degisen degerlerde artirmislardir (Sekil 4.56, Cizelge 4.27).
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O 1. Viyol Denemesi
W 2. Viyol Denemesi
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Sekil 4.58. Domates tohumlarma uygulanan PGPR izolatlarmin viyolde saglikli
domates tohumlarindan gelisen fidelerde bitki kuru agirligina olan
etkisi
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Tohumdan gelistirilen fidelerde uygulamalarin dal sayisma olan etkisine
baktigimiz zaman Y1.6.7+ N6.6.21 kombinasyonunun birinci denemede %7’lik,
ikinci denemede ise %15°lik artisla en iyi sonucu verdigi belirlenmistir. ilk
denemede diger uygulamalar dal sayismi %-8 ile %4 arasinda degisen oranlarda
etkilemisler ve istatistiki anlamda birbirinden farksiz bulunmuslardir. Ikinci
denemede ise diger uygulamalar %0 i1le%]12 arasinda degisen oranlarda bitki dal
sayisini etkilemiglerdir. ISR 2000. Y6.4. N6.6.21+Y6.4 ve Y1.6.7+N6.6.21+Y6.4
uygulamalar1 istatistiki anlamda kontrolden farksiz bulunmuslardir (Sekil 4.57,

Cizelge 4.28).

O 1. Viyol Denemesi

W 2. Viyol Denemesi
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Sekil 4.59. Domates tohumlarina uygulanan aday PGPR izolatlarmin viyolde
sagliklt domates tohumlarindan gelisen fidelerde dal sayisina olan
etkisi
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Cizelge 4.28. Aday PGPR izolatlarmin viyolde saglikli domates tohumlarindan
gelisen bitkilerin dal sayisina olan etkisi

Dal Sayis1 (Adet)
Uygulamalar 1. Deneme 2. Deneme
Ortalama* | % Artis Ortalama* | % Artig

Negatif Kontrol 4,76 ® 0.0 4,331 0.0
ISR 2000 4,96 4.0 4,6 6.0
Y1.6.7 4,63 % 3.0 49 12.0
N6.6.21 4,83 % 1.0 4,93 ® 12.0
Y6.4 4,93 ® 3.0 4,53 °d 4.0
Y1.6.7+ N6.6.21 5,1° 7.0 5,06 ° 15.0
Y1.6.7+Y6.4 4,83 % 1.0 4,86 11.0
N6.6.21+Y6.4 4,43 % -8.0 4.4 2.0
Y1.6.7+N6.6.21+Y6.4 4,79 ® 1.0 4,79 @cd 10.0

*Siitun igerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin
onemli olmadigini gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi. p<0.05).

Tarla Cahsmasi: Iki yil yapilan tarla denemelerinde saghkli biber
bitkilerinin koklerine daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin bitki
boyuna, goévde capmna, dal sayisma, kok boyuna ve verim’e olan etkisi

arastirilmis, elde edilen sonuclar Cizelge 4.29, 4.30 ve 4.31°de verilmistir.

Tarla kosullarinda yapilan denemede her iki yilda da Y1.6.7 + N6.6.21
kombinasyonu bitki boyunda siras1 ile %12.6 ve %9.3 oraninda artis saglayarak
en etkili uygulama olarak belirlenmis ve istatistiki olarak negatif kontrolden farkli
bir grupta yer almistir. Bu kombinasyonu ilk y1l denemesinde N6.6.21 (%2.8) ve
Y1.6.7 (%0.7) uygulamalar: takip etmistir. ISR 2000 uygulamasi ise %-3’liik bir
azalmaya neden olmustur. Ikinci yil kurulan denemede ise N6.6.21 (%]1.9)
uygulamasi yine ikinci sirada yer alirken. ISR 2000 uygulamas1 (%5.4) {giincii.

Y1.6.7 (%0.5) ise dordiincii sirada yer almistir (Sekil 4.58, Cizelge 4.29).
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O 1. Y1l Tarla Denemesi
W 2. Y1l Tarla Denemesi
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Uygulama

Sekil 4.60. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada 2006-
2007 yillarinda sagliklt domates bitki boyuna olan etkisi

Tarla kosullarinda 2006 yilinda aday PGPR izolatlarinin gévde ¢apina olan
etkisinin belirlenmesi amaciyla kurulan denemede N6.6.21 uygulamasi negatif
kontrol ile ayni sonucu vermis olup etkisiz uygulama olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde ISR 2000 uygulamasi ise govde ¢apinda negatif kontrole gore %-4.6
oraninda azalmaya neden olmustur. N6.6.21 ve ISR 2000 istatistiki olarak negatif
kontrol ile ayn1 grupta yer almis ve etkisiz uygulamalar olarak belirlenmislerdir.
Y 1.6.7 + N6.6.21 uygulamasi govde capinda %15.6’lik artis ile en etkili uygulama
olmustur. 2007 yilinda yapilan ¢alismada ise benzer sekilde Y1.6.7 + N6.6.21
uygulamasi govde capida %31.3’liikk artig saglayarak en etkili uygulama olurken,
bunu %?26.9 oraninda artis saglayan Y1.6.7 uygulamasi izlemistir. Bu iki
uygulama istatistiki olarak ayn1 grup icerisinde yer almis ve diger uygulamalardan
farkli olmuslardir. Govde capinda %10.9 artis saglayan N6.6.21 ve %6.6 oraninda
artig saglayan ISR 2000 uygulamalari ise istatistiki olarak negatif kontrol ile ayn1
grupta yer almislardir (Sekil 4.59, Cizelge 4.29).
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O 1. Y1l Tarla Denemesi
W 2. Y1l Tarla Denemesi
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Uygulamalar

Sekil 4.61. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada 2006-
2007 yillarinda sagliklt domates gévde ¢apina olan etkisi

Tarla denemesinin ilk yilinda N6.6.21 izolat1 dal sayismi %-5.9, Y1.6.7
izolat1 %-8.2 oraninda azaltirken, ISR 2000 uygulamasinda bu oran %-22.8
olmustur. Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonu ise dal sayisin1 %5.6 oraninda artirmis
ve kontrolden farkli olmasa da etkili bir uygulama olarak degerlendirilmistir.
Ikinci y1l yapilan tarla ¢alismasinda ise Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonu %12’lik
artis ile en 1yi sonucu vermistir. Diger uygulamalar ise %1.4 ile %9.9 arasinda
degisen oranlarda bitki dal sayisii artrmuslardir. Ikinci yil yapilan tarla

denemesinde uygulamalar arasinda istatistiki bir fark bulunmamustir (Sekil 4.60,

Cizelge 4.30).
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O 1. Yil Tarla Denemesi
M 2. Yil Tarla Denemesi
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Uygulamalar

Sekil 4.62. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada 2006-
2007 yillarinda sagliklt domates dal sayisina olan etkisi

Koklerine daldirma seklinde yapilan PGPR uygulamalari tarla kosullarinda
kok boyunda 2006 yilinda %13.4- 22.7, 2007 yilinda %6.7- 10.2 oraninda artisa
neden olmustur. 2006 yilinda N6.6.21 uygulamasi1 %22.7’lik artis ile en etkili
uygulama olarak saptanmis ve negatif kontrolden istatistiki olarak farkli bir grup
icerisinde yer almistir. 2007 yilinda kurulan tarla denemesinde ise Y1.6.7 +
N6.6.21 ve N6.6.21 uygulamalar1 kok boyunda %10.6’lik artisa neden olmuslar
ve en etkili uygulamalar olarak belirlenmislerdir. Diger uygulamalar ve negatif
kontrolden farkli bir istatistiki grup icerisinde yer almiglardir. Y1.6.7 ve ISR 2000
uygulamalar1 ise %6.7 oraninda artig géstermelerine ragmen negatif kontrol ile
ayni istatistiki grupta yer almislar ve etkisiz olarak degerlendirilmislerdir (Sekil

4.61, Cizelge 4.30).
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O 1. Y1l Tarla Denemesi
B 2. Y1l Tarla Denemesi

254

20

154

% Etki

10

o
A
= N N
& <
Uygulamalar

Sekil 4.63. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada 2006-
2007 yillarinda saglikli domates kok boyuna olan etkisi
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2006 -2007 yilinda kurulan tarla denemelerinde en fazla artis, %10.2 ve
10.4°lik verim artis1 ile Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonunda gerceklesmistir.
Birinci y1l yapilan tarla denemesinde Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonunu, N6.6.21
uygulamasi %4.7, Y1.6.7 uygulamast %2’lik verim artis1 ile takip etmistir. ISR
2000 wuygulamasi %-1 oraninda verimi azaltmistir. Y1.6.7 + N6.6.21
kombinasyonu hari¢ diger biitiin uygulamalar negatif kontrol ile ayn1 istatistiki
grup igerisinde yer almislardir. 2007 yilinda kurulan denemede ise Y1.6.7
uygulamasi %6.8, ISR 2000 uygulamas1 %6.4, N6.6.21 uygulamasi1 ise %5.9°lik
verim artig1 saglamistir. Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonu istatistiki olarak diger
uygulamalardan ayr1 bir grup icerisinde yer almis en etkili uygulama olmustur

(Sekil 4.62, Cizelge 4.31).

O 1. Y1l Tarla Denemesi
B 2. Y1l Tarla Denemesii

% Etki

Uygulamalar

Sekil 4.64. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada 2006-
2007 yillarinda sagliklt domates verimine olan etkisi
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Cizelge 4.31. PGPR izolatlarmin tarlada saglikli domates bitkilerinin
verimine olan etkisi

Verim (g)
Uygulamalar Tarla Denemesi 1 Tarla Denemesi 2
Ortalama* | % Etki | Ortalama* | % Etki

Negatif Kontrol 33Db 0.0 3.0 0.0
ISR 2000 3.9b -1.0 3.2 6.4
Y1.6.7 3.4 ab 2.0 3.2 6.8
N6.6.21 3.4 ab 4.7 3.2 5.9
Y1.6.7 + N6.6.21 3.7a 10.2 3.4 10.4

*Silitun  igerisindeki ortalama degerler yanindaki ayni harfler uygulamalar
arasindaki farkin énemli olmadigmi gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilagtirma
testi. p<0.05).

C.U Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Parseli serasinda yiiriitiilen
saks1 calismasinda sadece su piiskiirtillen kontrol bitkiler, ISR 2000 ve aday
PGPR izolatlarmin saglikl bitkide. bitki biiylimesine olan etkisine bakildiginda en
etkili uygulamalar; bitki boyunda %6.4 ile N6.6.21; govde capinda %38.0 ile
N6.6.21;, bitki yas agirhiginda %22.9 ile N6.6.21; bitki kuru agirliginda %18.2 ile
N6.6.21 ve dal sayisinda ise %17.7 ile R2.1 uygulamalar1 en etkili uygulamalar
olarak saptanmustir.

C.U. Bitki Koruma Bo&liimii iklim odasmda kurulan ikinci saksi
denemesinde ise bitki boyunda %5.9 ile N6.6.21, gévde ¢apinda %38.5 ile N6.6.21,
bitki yas agirhiginda %24.2 ile Y1.6.7, bitki kuru agirhiginda %29.2 ile N6.6.21 ve
dal sayisinda ise %21.4 ile R2.1 ve Y6.4 en etkili uygulamalar olarak
belirlenmistir.

C.U. Bitki Koruma Béliimii iklim odalarinda saglikl fide gelisimine aday
PGPR’larin etkisinin belirlenmesi i¢in kurulan iki viyol denemesinde de Y1.6.7 +
N6.6.21 ikili kombinasyonu biitiin uygulamalarda en etkili uygulama olarak
belirlenmistir. Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamas1 sirasi ile bitki boyunda %28 ile %09,
govde capinda %31 ile %11, bitki yas agirhiginda %35 ile %36, bitki kuru
agirhiginda %35 ile %36 ve dal sayisinda %7 ile %15 artis olusturmustur.

C.U. Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Parselinde 2006 yilinda
kurulan tarla denemesinde bitki boyunda %15.6 ile Y1.6.7 + N6.6.21, gbévde
capinda %12.3 ile Y1.6.7 + N6.6.21, dal sayisinda %5.6 ile Y1.6.7 + N6.6.21, kok

boyunda %22.7 ile N6.6.21 ve verimde %10.2 ile Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamalar1
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en etkili uygulama olarak belirlenmistir. 2007 yilinda kurulan ikinci tarla
denemesinde ise bitki boyunda %9.3 ile Y1.6.7 + N6.6.21, gdovde ¢apinda %31.3
ile Y1.6.7 + N6.6.21, dal sayisinda %12 ile Y1.6.7 + N6.6.21, kok boyunda %10.6
ile N6.6.21 ve Y1.6.7 + N6.6.21 uygulamalari; verimde ise %10.4 ile Y1.6.7 +
N6.6.21 uygulamasi en etkili uygulama olarak bulunmustur. Dogal kosullar
altinda iki yil tekrar edilen tarla denemelerinin sonuclar1 saksi ve viyol ¢alismalar1
ile paralellik gostermistir. Y1.6.7 + N6.6.21 kombinasyonu domateste bitki
biiylimesini tesvik eden basarili uygulama olarak belirlenmistir.

Weller (1988) aday PGPR izolatlarmin bitki biliylimesine olan etkisinin
bakterinin koklere kolonize olmasma ve orada yasayabilme yetenegine bagli
oldugunu bildirmistir. Bu nedenle aday PGPR izolatlarinin bitki biiyliimesine olan
etkisinde farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Pierson ve Weller, (1994) floresan
Pseudomonas’lar1 kombine ederek bugday bitkilerine uyguladiklarinda tekli
uygulamalara gore verimde daha yiiksek oranda artis saptamislardir. Kaysilarda
yapilan bir ¢alismada yapraklara piiskiirtiilen bir Bacillus izolatinin iki y1l yapilan
denemeler sonucunda hem verimde hemde siirgiin uzunlugunda 6nemli oranda
artisa neden oldugu bildirilmistir (Esikten ve ark., 2003). Khalid ve ark., (2003)
bugdaylarda, Asghar ve ark., (2004) ise kanola’da yaptiklar1 caliymalarda bitki
rizosferinden elde ettikleri rizobakterileri kullanarak bugday ve kanola’da bitki
boyunun, siirgiin uzunlugunun, siirgiin agirhigmmn, kok sayisinin, kok
uzunlugunun ve verimin arttigimi bildirmislerdir.

Cakmake1 ve ark., (2001) seker pancar1 ve arpa liretim alanlarindan elde
ettikleri Bacillus, Burkholderia ve Pseudomonas cinsine ait izolatlarin, iiriin
miktarinda ve kalitesinde onemli artiglar olusturdugunu gézlemlemislerdir. Mirik
(2005), biberlerde yaptig1 calismada biber rizosferinden elde ettigi izolatlarin bitki
biliylimesine olan etkilerini incelemis ve bu izolatlarin saglikli bitkilerde bitki
biiytimesini farkli oranlarda artirdigini bildirmistir. Bizim yaptigimiz saksi, viyol
ve tarla ¢aligmalar1 sonucunda elde ettigimiz bulgularda bu konuda yapilan
calismalarla benzer sonuclar vermis ve bitki kok bolgesinden elde edilen
rizobakterilerin domateslerde bitki biiyiime artirict olarak kullanilabilecegini

gostermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Domatesin tarimsal iiretim igerisindeki ekonomik Onemi, bitkilerin saglikli
kalabilmesi i¢in maksimum diizeyde hastalik ve zararli kontroliinii
gerektirmektedir. Domateste bakteriyel solgunluk hastaligina neden olan
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tanilanmasi ve bitki biiyiime
diizenleyici rizobakterilerle biyolojik miicadele olanaklar1 ve PGPR’lar bitki
bliylimesine olan etkilerini hedefleyen bu doktora c¢alismasinda elde edilen
sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Domates bakteriyel solgunluguna neden olan Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis izolatlarmi toplamak icin Mersin ve Adana illerinde
domates yetistiriciligi yapilan tarla ve seralardan tipik hastalik simptomu gdsteren
bitkiler almmis, Antalya, Bursa, Artvin ve Izmir illerinden ireticilerin
labaratuarimiza gonderdigi domates bitkileri incelenerek toplam 57 adet izolat
elde edilmistir. Izolatlar domateste patojenite &zelliklerinin belirlenmesinin
ardindan farkli besi yerlerindeki koloni morfolojisi, fizyolojik ve biyokimyasal
testlere gore Clavibacter michiganensis subsp. michiganensi olarak tanilanmistir.
Izolatlarm tams1 Indirekt-ELISA, PCR ve yag asit metil ester analizleriyle de
desteklenmistir.

2. Ureticiler ile yapilan goriismelerde hastalifa karsi bakirh preparatlarla
miicadele yapildig1 gozlenmistir. Calismada kullanilan 16 izolatin tamami 30 ppm
dozunda bakira dayanikli olarak saptanmistir. 100 ppm dozunda bakira izolatlarin
sadece %12.5’u, 200 ppm dozunda bakira ise izolatlarin %31.3°li duyarli olarak
bulunmustur. 300 ppm dozundaki bakira ise biitlin izolatlar duyarli olarak
belirlenmistir. Domates bakteriyel solgunluk hastalig1 ile miicadelede kiiltiirel
Oonlemler, tohum wuygulamalar1 ve biyolojik miicadele stratejileri birlikte
kullanilmalidir.

3. Domates bakteriyel solgunluk hastaligi ile miicadelede yogun kimyasal
kullanimina ragmen etkili bir sonucun alinamamasi ve kullanilan kimyasallarin
insan ve ¢evre sagligina olan olumsuz etkileri alternatif yontemler ile miicadeleyi
glindeme getirmistir. Calismamizda bu hastaligin PGPR’lar ile miicadele

olanaklar1 saksi, viyol ve tarla ¢aligmalari ile arastirilmistir. Domates bitkilerinin

151



5. SONUCLAR VE ONERILER Raziye CETINKAYA YILDIZ

kok bolgesinden toplam 499 adet izolat elde edilmistir. Bunlar i¢ginde fosfor
¢ozme indeksi en yliksek olan veya azot baglama 6zelligine sahip 30 adet izolat
secilerek sivi NBRIP besi yerinde ¢ozebildigi fosfor miktar1 belirlenmis ve en
yiiksek fosfor ¢ozen 8 (Y1.6.7, N6.6.21, R2.1, Y6.4, Y9.4.9, R3.3.6, E3.5.2 ve
R6.3.1 kodlu izolatlar) izolat belirlenerek saksi ¢calismasinda kullanilmastir.

4. Saks1 caligmasinda secilen 8 PGPR izolat1 ve ISR 2000 isimli ticari preparat
kok uygulamasi seklinde bitkiye verildiginde uygulamalarimiz ilk g¢aligmada
%13.9-52.3; ikinci c¢aligmada ise %21.5- 80.5, oraninda hastalik gelisimini
engellemistir. Viyol denemesinde, saksi ¢alismasi sonucunda en etkili bulunan ii¢
izolat (Y1.6.7, N6.6.21 ve Y6.4) ve kombinasyonlart1 kullanilmistir.
Izolatlarimizin ilk viyol denemesinde %35.7- 45.7 ikinci viyol denemesinde %8.2-
38.8 oraninda hastalik gelisiminin engellendigi belirlenmistir. Tarla ¢alismasinda
ise sakst calismasinda en etkili bulunan iki izolat (Y1.6.7 ve N6.6.21) ve
kombinasyonu denenmistir. Caligmanin ilk yilinda izolatlarimizin hastalik
gelisimini %33.8- 50.6, ikinci yilinda ise %?22.9-35.8 oraninda engelledigi
saptanmistir. Bu izolatlar sadece bakteriyel patojenle miicadele etmeyip ayni
zamanda enfekteli ve saglikli domates bitkilerinde bitki biiyiimesini farklh
oranlarda artirmustir.

5. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda domates’lerde Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in miicadelesinde PGPR kullanominin iimitvar sonuglar
verdigi ortaya konmustur. Ilerleyen donemlerde basarili sonuglar veren izolatlarin,
tanilanmasi formiilasyonu ve preparat haline getirilmesi hedeflerimiz arasinda yer

almaktadir.
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EKLER

EK 1

Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) Agar (Lelliott ve Stead, 1987)

Yeast Extract 10.0 g
Dextrose 200¢g
Calcium Carbonate 200 g
Agar 150¢g
Distile Su 1000.0 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Agar (NA) Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar
Distile Su

130¢g
1000.0 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Broth Sivi Besi Yeri (Lelliot ve Stead 1987)

Nutrient broth
Distile Su

80¢g
1000.0 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

King B Besi Yeri (King ve ark 1954)

Proteose Peptone 200¢g
Gliserin 10.0 ml
MgSO47H20 1.5 g
Agar 150¢g
Distile Su 1000.0 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

SCM Besi Yeri (Fatmi ve Schaad, 1998)

Yeast extract 0.1g
Sucrose 100 g
H3BO3 (boric acid) 15¢g
MgS04.7H20 025¢g
K2HPO4 20¢g
KH2PO4 15¢g
Agar I5¢g
Distile Su 1000.0 ml

Potassium tellurite 1.0 ml (%1 Chapman tellurite soliisyonu Difco)
121°C’de 15 dakika otoklav isleminden sonra soguk steril edilen asagida verilen
kimyasallar eklenir

Nalidixic acid 30.0 mg

Nicotinic acid 100.0 mg (20 mg/ml distile su)

Cycloheximide 200.0 mg (200 mg/ml metanol)
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EK 2
ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

Phosphate Buffered Saline (PBS). pH:7.4 (Fosfat Tampon Cozeltisi)

NaCl 80¢g
KH2P04 0.2 g
Na,HPO4 veya 1.15¢g
Na,HPO,2H,0 1.44 g
NazHPO47H20 2.3 g
NazHPO412H20 2.9 g
KCl 02¢g
NaN; 02¢g

Yukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0,1N NaOH
veya 0,1N HCl ile ayarlanmis ve +4°C’de saklanmistir

Coating buffer pH 9.6 (Kaplama Tampon Cozeltisi)

Na2C03 1.59 g
NaHCO; 293¢
NaNj; 02¢g

Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmis ve
+4°C’de saklanmistir

Washing Buffer (Yikama Tamponu)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween 20 ilave edilerek hazirlanmistir.

Sample Extraction Buffer (Ornek Tamponu Cozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢ozeltisi i¢cine 20.0 g Polyvinylpyrolidone (PVP-40) ilave
edilerek hazirlanmstir.

Enzyme Conjugate Buffer (Konjugate Tampon Cozeltisi)
Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2.0 g ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek
hazirlanmistir.

Substrat Buffer pH:9.8 (Subtrat Tampon Cozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800.0 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra 0.2 g NaNj;
konmus ve HCl ile pH 9,8’¢ ayarlanarak 1 litreye tamamlanmaistir.
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EK 3
PCR Cahsmasinda Kullanilan Soliisyonlar

%1’lik Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)

10.0 ml 10xTAE buffer1 90.0 ml su ile karistirilir ve behere koyulur. Siispansiyon
bulunan beher; icerisinde sicak su bulunan baska bir beher icerisine yerlestirilir ve 1
g Sodium dodecyl sulphate eklenir. Calkalayicida SDS’nin iyice ¢oziilmesi saglanir.

7.5 M Amunium Acetate
57.75 g Amonium acetate 100.0 ml su icerisinde ¢dziilmiistiir.

%1 Agarose Jel
IXTAE buffer icerisine 1.0 g agarose eklenir ve mikrodalgada isitilarak erimesi
saglanir.

TAE buffer (10mM Tris. Imm EDTA. pH:8)

Tris-HC1 024 ¢
EDTA 0.074 g
Distile Su 200.0 ml
TBE buffer

Tris 107.89 g
Borik asit 550¢g
Na, EDTA 744 ¢
Distile su 1000.0 ml
pH: 8.0

6.5x Loading Buffer

Bromophenol blue 30.0 mg
5xTBE 4.25 ml

Her ikisi karistirildiktan sonra 5.75 ml Gliserin eklenerek +4°C’de saklanir.
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EK 4
Yag Asit Analizi Cahsmasinda Kullanilan Ortam ve Cozeltiler

Trypticase Soy Broth Agar (TSBA) Besi yeri

Trypticase Soy Broth (BBL # 11768) 300¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000.0 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilir.

Cozelti 1

Metil Alkol 150.0 ml
Distile su 150.0 ml
Sodyum Hidroksit 450¢g

Sirasi ile 150.0 ml metil alkol ve 150.0 ml H,O bir litrelik renkli ¢ozelti sisesine ilave
edildikten sonra sodyum hidroksit eklenip iyice karistirilmistir.

Cozelti 2
6 N Hidroklorik Asit 325.0 ml
Metil Alkol 225.0 ml

Siras1 ile 6N’lik hidroklorik asit ve metil alkol bir litrelik renkli ¢ozelti sisesinde
tyice karistirilmastir.

Cozelti 3
Methyl-tert-butyl Ether 200.0 ml
Hexane 200.0 ml

Renkli ¢ozelti sisesi igerisinde Metil-tert-butil eter ilizerine heksan ilave edilerek
hazirlanir.

Cozelti 4
Sodyum Hidroksit 10.8 g
Distile su 900.0 ml

Srrasi ile sodyum hidroksit, distile su i¢erisinde bir litrelik renkli ¢6zelti sisesi icinde
coziiliinceye kadar karistirilmastir.
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EK S

PGPR’larin izolasyonunda Kullanilan Besi Yeri

NBRIP-BPB (National Botanical Research Institute phosphate growth medium)

Besi Yeri (Nautiyal, 1999)

Glikoz 100 g
Ca3(PO4)2 5.0 g
(NH4)SO4 0.1 g
MgS04-7/H,0 025¢
KCl 02¢g
MgCl, 6H,0 50¢g
Bromophenolblue 0.025 g
Saf su 1000.0 ml

pH 7.0’a ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklav edilmisti

NBRIP Besi Yeri (Nautiyal, 2000)

Glikoz 10.0 g
Ca3(PO4)2 5.0 g
(NH4)SO4 0.1g
MgSO04-7/H,0 0.25 g
KCl 02¢g
MgCl, 6H,0 50¢g
Saf'su 1000.0 ml

pH 7.0’a ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Fosfor Analizinde Kullamilan Cozeltiler

Barton Cozeltisi (Barton, 1948)

(NH4)2M07024.4H20
NH4VOs3s

25.0 g*
1.25 g**

*25,0 g (NH4)2M07024.4H20 400 ml saf su igerisinde eritilir. Erimeyi kolaylastirmak
i¢in 50 °C’ye kadar 1sitilir ve gerekirse stiziiliir.

*#1,25 g NH4VOss 1000 ml’lik 6lgii balonu igerisinde 300 ml kaynar saf suda
eritilmistir. Oda sicaklhigina kadar sogutulduktan sonra iizerine 250 ml konsantrik
nitrik asit sp. (1,41 g) ilave edimis ve ¢alkalanmistir.

Asit ilavesinden sonra oda sicakligina kadar sogutulan NH4VOss ¢ozeltisi tizerine
calkalanarak (NH4)2M07024.4H20 ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Standart Fosfor Cozeltisi

KH,PO, 0.2196 g*

*40 °C’de kurutulmus KH,PO4 1000.0 ml’lik 6l¢ii balonu igerisinde eritilmistir. Bu
cozelti 50 ppm Fosfor ihtiva etmektedir.
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