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PATLICANDA KURSUNI KUF (Botrytis cinerea Pers.: Fr.) HASTALIGINA
KARSI BiTKi BUYUME DUZENLEYIiCI RIZOBAKTERILERIN TOHUM
UYGULAMALARININ ETKINLiGININ BELIRLENMESI

Giilperi CIFCI
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Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2019
Damisman: Do¢. Dr. H. Handan ALTINOK

OZET

Ulkemiz acik alan ve 6rtii alt1 patlican (Solanum melongena L.,) yetistiriciliginde sorun
olusturan ve polifag bir fungus olan Botrytis cinerea kursuni kif hastalik etmeni,
patlicanin {iretim alanlarinda 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu tez
caligmasi kapsaminda bazi bitki gelisme diizenleyici rhizobakterilerin “Bacillus subtilis
subsp. subtilis (B379c), B. cereus (B10a), B. amyloliquefaciens (76A-1), Pseudomonas
aeruginosa (P07-1, PO7-4 ve 85A-2), Pseudomonas putida (P11-4)” patlicanda kursuni

kiif hastaligina kars1 etkileri arastirilmistir.

Degerlendirmeye aliman PGPR izolatlarimin B. cinerea (Bc-TRO7)’nin miseliyal
gelisimini inhibe etmedigi ya da ¢ok smirli inhibe ettigi tespit edilmistir (%21,11-
33,33). P. aeruginosa (P07-1) izolat1 %36,11 hastalik siddeti (pozitif kontrole gore
%58,07 etki) ile hem hastalif1 engelleme hem de bitki gelisimini tesvik edebilme
yetenegi ile en basarili izolat olarak saptanmistir. PO7-1 izolati, patojen
inokulasyonundan 72 saat sonra toplam prolin igerigini pozitif kontrole gore %27,00
oraninda artirirken, savunma enzimlerinden katalaz (CAT) ve peroksidazi (POX)
sirastyla %22,80 ve %27,70 oraninda artirmistir. Bu izolati CAT ve POX enzim
aktiviteleri agisindan sirasiyla P. putida (P11-4) ve B. amyloliquefaciens (76A-1)
izolatlar1  izlemistir. Test edilen PGPR izolatlarimin  hastalik  baskilama
mekanizmalarinin, bitki biliylime diizenleyici ve dayanikliligi uyarici 6zellikleri oldugu

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Patlican, Botrytis cinerea, Kursuni kiif, PGPR
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DETERMINATION OF THE EFFECTIVENESS OF SEED APLICATION OF
PLANT GROWTH REGULATING RHIZOBACTERIA AGAINST GRAY
MOLD DISEASE (Botrytis cinerea Pers.: Fr.) IN EGGPLANT

Giilperi CIFCI

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, August 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. H. Handan ALTINOK

ABSTRACT

The gray mold disease, Botrytis cinerea, is a polyphagous fungus and causes significant
yield losses both in field and greenhouse cultivation of eggplant (Solanum melongena
L.,) in Turkey. In this study, the inhibition potential of some Rhizobacteria isolates
“Bacillus subtilis subsp. subtilis (B379c), B. cereus (B10a), B. amyloliquefaciens (76A-
1), Pseudomonas aeruginosa (P07-1, PO7-4 and 85A-2), Pseudomonas putida (P11-4)”

against the pathogen B. cinerea Pers.: Fr. (B¢c-TR0O7) were investigated.

Obtained results showed that investigated PGPR isolates had very limited antagonistic
efficacy on the mycelial growth of Bc-TRO7 (21-33%). P. aeruginosa (P0O7-1) isolate
with 36.11% disease severity (as compared to positive control with 58.07% disease
severity) was the most efficient isolate both in prevention of the disease and promotion
of plant growth. Following 72 hours pathogen inoculation, P. aeruginosa (P07-1)
isolate increased proline content by 27.00% as compared to positive control and
increased activity of defense enzymes (CAT and POX) respectively by 22.80 and
27.70%. for CAT and POX activity, this isolate was respectively followed by P. putida
(P11-4) and B. amyloliquefaciens (76A-1) isolates. It was concluded that disease
suppression mechanism of investigated PGPR isolates promoted plant growth and

improved plant resistance against the diseases.

Keywords: Eggplant, Botrytis cinerea, Gray mold, Pgpr
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GIRIS

Patlican (Solanum melongena L.) genis genotipik ve fenotipik cesitlilige sahip,
1000°den fazla tiirii igerisinde bulunduran Solanaceae familyasina ait yaygin olarak
yetistirilen bir sebze tiiriidiir (Fukuoka et al., 2010). Anavatan1 Hindistan olup, Asya’da
1500 yildir tariminin yapildigr disiiniilmektedir (Kashyap et al., 2003). Hindistan’in
dogal bitkisi olan patlican, sicak iklim kusaginda ¢ok yillik, 1liman bdlgelerde ise tek
yillik olarak yetistirilmektedir (Kalloo, 1993). Eski diinyanin endemik bitkisi olan
patlican (Solanum melongena L.) (Daunay et al., 2001), Tirk ve Diinya mutfaginda
degisik sekillerde (konserve, pisirilerek, kurutularak vb.) kullanilmasinin yaninda;
gecmiste tibbi bitki olarak, giiniimiizde ilag sektoriinde ve ¢evre diizenlemesinde siis
bitkisi olarak kullanilmaktadir (Daunay ve Janick, 2007).Vitamin ve mineral igerigi
bakimindan diger sebzeler kadar zengin ve gii¢lii bir antioksidandir. Bu nedenle insan
beslenmesinde Onemli bir yere sahiptir. Diinya Gida ve Tarim Tegkilati (FAO)
verilerine gore; Diinya toplam patlican iiretimi yaklagik 52,3 milyon ton olmus ve bu
tiretimin %94’ Asya’da, %3’ Afrika’da ve yaklasik %2’si Avrupa’da ger¢eklesmistir
(Anonim, 2017a). Diinya iiretiminde Cin 32,9 milyon ton ile ilk sirada yer alirken,
Hindistan 12,5 milyon ton ile ikinci, Misir 1,3 milyon ton ile iigiincii, Tirkiye ortii altt
ve agik alanda olmak {izere toplam 884 bin ton iiretim ile dordiincii siradadir (Anonim,

2017b). Sekil 1.1’de Diinya patlican iiretim oranlar1 verilmistir.

3% 2%1%
H1.Cin
= 2.Hindistan
B 3. Misir
4. Tiirkiye
® 5.Iran

Sekil 1.1. Diinya patlican {iretiminin tilkelere gore dagilimi (Anonim, 2017b)



2018 TUIK verilerine gore iilkemizde yorelere gore patlican iiretiminde ilk siray
407,114 ton ile Akdeniz Bolgesi alirken, 101,583 ton ile Bati Karadeniz Bolgesi ikinci
ve 101,527 ton ile Giineydogu Anadolu Bélgesi iigiincii siradadir. Iller bazinda 190,125
ton iretim ile Antalya ilk sirada gelmektedir. Mersin 170,376 ton iiretimiyle ikinci,
51,550 ton iiretimiyle Balikesir ii¢lincii siradadir. Bu illeri Hatay, Mugla, Adana ve
Bursa izlemektedir (Anonim, 2018a). Patlican iiretiminde ilk sirada yer alan Asya kitasi
tilketiminde biiyiikk pay sahibidir. Hindistan, Misir, Iran gibi iiretimde iist siralarda
bulunan iilkeler iirettikleri patlicanin ¢ogunu kendi i¢ pazarlarinda tiiketirler. Avrupa ise
iirettigi patlicanin ¢ogunu ihra¢ etmektedir. Ulkemizde iiretilen patlicanin biiyiik bir
kismi kendi i¢ pazarimizda tiikketilmektedir. Patlican hem i¢ pazarda ireticiye
kazandiran hem de ihracat degeri diger sebzelerden yiiksek olan bir sebzedir (Topgu ve
Boyaci, 2008).

Patlican iretiminin hem agik alanda hem de ortii altinda artarak devam etmesi
giiniimiizde patlican {retimini; domates, biber ve hiyardan sonra dordiincii siraya
tasimigtir (Anonim, 2018b). Bitkisel iiretimde verim ve kaliteyi olumsuz etkileyen
faktorler; hastalik, zararli ve yabanci otlardir. Hastaliklarin olusmasinda farkli biyotik
ve abiyotik (1s1k noksanligi, uygun olmayan atmosferik sicakliklar, diisiik orantili nem,
yagis noksanligi, siddetli riizgar veya firtina, dolu, kar, yildirrm vb.) etmenler rol
oynamaktadir. Bu nedenle dogru yetistirme teknikleri ile beraber dogru miicadele
yontemleri kullanilmalidir. Biyotik faktorler arasinda hastalik etmeni olarak bilinen;
funguslar, bakteriler virlis ve viroidler, parazitik yiiksek bitkilerin olusturdugu

hastaliklar biiyiik kayiplara yol agmaktadir.

Patlican iretimini sinirlayan baslica hastalik etmenleri; domates bakteriyel benek
hastaligi (Pseudomonas syringae pv. tomato), Fusarium ve Verticillium solgunluklart,
Alternaria solani, Sclerotinia ¢iiriikligii ileri déonemde kiilleme (Leveillula taurica),
kursuni kiif (Botrytis cinerea)’dir. Bunlarin igerisinde kursuni veya gri kiif olarak
bilinen Botrytis cinerea’nin meydana getirdigi hastalik acik alan ve ortii alt1 tiretimde,
hasat sonrasinda (nakliye ve depolama) onemli {iriin kayiplarina yol agmaktadir

(Anonim, 2009).

Yukarida bahsi gecen biyotik faktorlerle miicadelede cesitli savasim yontemleri

kullanilmakta, ancak en ¢ok tercih edilen hem kolay uygulanabilirlik, hizl1 sonu¢ verme



hem de zamandan tasarruf saglattii icin kimyasal savasimdir. Kimyasal savasimda

toprak, cevre, yetistirilen {iriin, hatta insan zarar gérmektedir.

Ozellikle modern tarim uygulamalarinda bitki hastalik ve zararlilar ile miicadelede
kullanilan pestisit ve kimyasal giibre; dogal kaynaklarin insan sagligini tehdit eder
boyutlarda kirlenmesine, bu kimyasallara karsi dayanikliligin olusmasina, tarimsal
iiretim sistemlerinin siirdiiriilebilirliginin olumsuz etkilenmesine sebep olmustur. Bu
sebeple tarimsal iiretimde verimin artmasi, topraklarin fiziksel ve kimyasal yapisinin
tyilestirilmesi, insan sagliginin korunmasi i¢in ¢evre ile dost biyolojik {irtinlerin
(biopestisit, biopreparat ve mikrobiyal giibre) kullanimimnin yarar saglayacagi
bilinmektedir. Dogaya ve insana daha az zarar veren, tarim ilaglarina bagimliligr azaltan
cevre ile dost yontemlerin kullanilmasi ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin
yayginlastirilmas: 6nemlidir. Bu itibarla bitki hastalik ve zararlilarina karsi biyolojik

miicadele etmenlerine olan ilgi her gecen giin artmaktadir (Szekeres, 2006).

Biyolojik miicadelede hastalik etmenleri ile gesitli antagonistik organizmalar arasinda
etki mekanizmalar1 vardir. Bunlar; antibiyosis, yarisma, hiperparazitizm, hipoviriilens,
capraz koruma ve uyarilmis dayanikliliktir. Uyarilmis dayanikliligin sistemik savunma
sistemleri vardir. Bunlar; nekrotik patojenler veya bazi kimyasallar tarafindan tetiklenen
sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR), patojen olmayan rizobakteri izolatlarinin
koklerde kolonize olmasiyla aktive edilen dayaniklilik uyarilmis sistemik dayaniklilik

(ISR)"dir.

Bu tez caligmasinda, ililkemiz Ortii alti patlican tariminda 6nemli verim kayiplarina
neden olan kursuni kiif hastaligina kars1 Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Mikoloji
laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan Pseudomonas ve Bacillus cinsi kok
bakterilerinin B. cinerea’ya kars1 direkt antagonistik etkileri, bitki gelisim

parametrelerine etkisi ve kursuni kiif hastaligin1 baskilamadaki rolleri aragtirilmistir.



1. BOLUM

GENEL BIiLGILER

1.1. Pathcanda Kursuni Kiif (Botrytis cinerea) Hastahk Etmeni

Ulkemiz ortii alt1 patlican yetistiriciliginde, solgunluk, kok ciiriikliigii, beyaz ciiriikliik
ve kiilleme fungal hastaliklarinin yani sira kursuni kiif hastaligi da ekonomik olarak
verim kayiplarma yol agmaktadir (Altinok, 2012). Ulkemiz acik alan ve ortii alt1 sebze
tariminda, kursuni kiifiin sorun olusturdugu bir¢ok arastirici tarafindan gozlemlenmistir
(Yiicel, 1994; Kaygisiz, 2000; Ozan ve Askin 2006; Altinok, 2012). Botrytis cinerea;
Ascomycota subesi, Leotiomycetes sinifi, Helotiales takimi, Sclerotiniaceae familyasi,
Botryotinia cinsine bagli bir fungustur (Williamson et al., 2007). Botrytis cinerea Fr.
(teleomorph: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) 200’den fazla bitkide kursuni
kif hastaligima neden olan, her yerde ve ¢ok yaygin olarak bulunan polifag bir
fungustur. Patojen, bitkilere yaralardan, yar1 6lii veya 6lmiis ¢icek yapraklari, yaprak
sapinin tamami, koltuk siirgiinleri gibi bitki dokularindan giris yapar. Konukgu bitkileri
domates, marul, hiyar, biber, patlican, ¢ilek gibi bitkilerdir. Konidi, miselyum ve sklerot
gibi degisik formlarda bitki artiklari tizerinde ve toprakta yagamini siirdiiriir. Olumsuz
kosullar1 6zellikle sklerotlar halinde gegirmektedir. Hava neminin %95 ve sicakligin 17-
23°C oldugu havalar hastaligin gelismesi i¢in ideal kosullardir. Hastalanan organlar
tizerinde fungusun olusturdugu sporlar sulama suyu, riizgar, isleme aletleri ya da
bocekler ile etrafa kolaylikla yayilabilmektedir. B. cinerea kiiltiir bitkilerinde hastaliga
sebep olabildigi gibi bircok yabanci ot ilizerinde de bulunabilir. Hastalik etmeninin
sporlart; su ve ¢ig bulundugu zaman ¢imlenerek, ¢im tiiplerini meydana getirip yaral
dokulardan bitkilere giris yapar. Cicek yapraklart ya da yanmis ug¢ yaprak gibi
yaslanmis bitki organlar1 mevcut ise fungus bu 6len dokularda hizla gelisir ve saglikli
dokulara dogru ilerler. Fungusun miselleri nemli kosullarda toprak iizerinde de gelisir

ve birbirine yakin bitkileri infekte edebilir. Yaygin olarak goriilen simptomlari; ¢igek



yaniklig1, meyve, gdvde, kok ve dal ciirtiikligii, yaprak lekeleri ve yumusak ctirtikliiktiir.
Sekil 1.2°de kursuni kiif hastaliginin simptomlar1 verilmistir. B. cinerea’ya ek olarak
genis bir konuk¢u dizisinde hastalifa neden olan 20 Botrytis tiiriiniin oldugu
bildirilmektedir. Patojen, ertesi yila hastalikli bitki dokusu {izerinde misel ve sklerot
halinde geger. B. cinerea, genis bir konukg¢u dizisine sahip oldugundan hastalik,
herhangi bir cografik alanda ¢ok yillik bitkilerde bulunabilir ve kosullar en uygun
oldugunda, sporulasyon ortaya ¢ikabilir. Konidiler, riizgar araciligi ile kolayca dagilarak
iiretim alanlarinda yayilabilir. Buna ek olarak patojen, bitkilerin odunsu dokularinda
geligen sklerot formunda bir mevsimden digerine gegerek canliligini koruyabilir. B.
cinerea, c¢ok etkili bir saprofit organizma oldugundan topraktaki organik madde,

fungusun gelismesine destek saglayabilir.

Ilkbaharda sklerotlar, makrokonidi demeti olusturmak i¢in veya ¢ok daha az gériilen
sekli ile apotesyum olusturmak i¢in gelisme gosterir. Bir veya birkag sapli apotesyum,
bir sklerottan olusabilir. Apotesyum birkag mm c¢apinda apotesyal disk ve 1 cm veya
daha fazla uzunlukta bir sapa sahiptir. B. cinerea, bipolar eslesme sistemine sahip,
heterotallik bir fungustur. Tek bir askospor kiiltiirlinde makrokonidi, mikrokonidi ve
sklerotlar ayn1 agar ortaminda gelistirilebilir ancak apotesyum gelistirilemez. Eger, bir
eslesme tipine sahip mikrokonidiler zit eslesme tipinden sklerotlara uygulanirsa
apotesyum olusacaktir. Ascomyceteslerin ¢cogunda oldugu gibi B. fuckeliana, fizyolojik
heterotallizm gosterir. B. cinerea’nin genellikle zayiflik paraziti oldugu diisiiniiliir ancak
fungus, bitki dokusunu apresoryum olusumu ile dogrudan penetre edebilir. Bununla
beraber yapraktaki hastalik belirtisi, bazi yara tipleri ve bocek zarari ile iliskilidir.
Hastalik, genellikle yash yapraklarda baslar ve buradaki inokulumun artmasindan sonra
gen¢ dokuya gegebilir. Hastalik bagladiginda enfeksiyon, miselyum gelisimi sayesinde
dokularda yayilmaya devam eder. Kursuni kiif hastaligi, goreceli olarak serin havalarda
baslar. Geceleyin bitkinin yetistigi alandaki nem kosullari, genellikle hastalik gelisimi
icin uygundur. Yagisli ve nemli havalar etmenin yayilmasi ic¢in oldukca elverislidir.
Hastalik, basladiktan sonra 1liman kosullarda diisiik diizeyde de olsa gelisimini siirdiiriir
(Kurt, 2013). Sekil 1.3’te etmenin morfolojisi ve Sekil 1.4°te Botrytis cinerea’nin yagsam

cemberi verilmistir.



Sekil 1.2. Botrytis cinerea’nin patlican bitkisinde olusturdugu simptomlar (Mayis
2011, Antalya-Gazipasa).

Sekil 1.3.  Botrytis cinerea hif gelisimi ve spor yapisi (Slide culture; lactophenol cotton
blue), Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Mikoloji
Laboratuvari, Altinok, 2016).
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Sekil 1.4. Botrytis cinerea’nin yasam ¢emberi (Fugelsang ve Edwards, 1997).

Kiiltirel yontem olarak, sik dikimden kagmilmali, 1yi havalandirma yapilmali, bitki
artiklar1 serada birakilmamali, 6l cicek yapraklari toplanmalidir. Hastalik etmenine
kars1 ozellikle serada ve belirli {irtinlerde hasat sonrasi depolarda biyolojik miicadele
yontemleri bazi tireticilerce uygulanmakla birlikte genis tarimsal alanlarda miicadelede
fungisit uygulamalar1 yaygindir (Leroux, 2004; Delen, 2006). B. cinerea yogun spor
verebilen, havayla tasinan ve hizli yayilabilen bir patojendir. Patojenin genetik
varyasyondaki yeteneginin yiiksek olusu yapilan dayaniklilik 1slah ¢alismalarinda
ilerlemeyi zorlastirmaktadir (Altinok, 2013). Bununla beraber heterokaryotik olusu bu
fungusun fungisitlere dayaniklilik kazanabilmesini kolaylagtirmakta ve sonugta da
miicadelesi en zor patojenlerden biri olmasina neden olmaktadir (Dekker, 1982;

Gullino, 1992; Courderchet, 2003; Delen, 2006; Topolovec- Pintari¢, 2009).



Botrytis cinerea’a karsi biyolojik miicadele hususunda; fungal antagonistlerden bazi
Trichoderma spp.’nin ve Ulocladium sp.’nin, bakteriyel antagonistlerden olan Bacillus
cinsine ait Bacillus subtilis’in in vitro ve Bacillus licheniformis ile Pseudomonas
fluorescens’in bazi irklarinin ise in vivo kosullarda patojenin gelismesini engelledikleri
bildirilmektedir (Gould et al., 1996; Elad, 2000; Card et al., 2002; Lee et al., 2006).
Etmen ile savasimda her ne kadar kimyasal yontemler etkili olsada, fungusitlerin
dogaya, insana verdigi zarar acisindan biyolojik miicadeleye duyulan ihtiyag

artmaktadir.
1.2. Bitkide Gelisme Diizenleyici Rizobakteriler

Bitki hastaliklari ile biyolojik miicadele; bir antagonistin veya konukc¢u dayanikliliginin
dogrudan, ya da c¢evre etkenlerinin mikrobiyal antagonizmi veya konukcu
dayanikliligini uyarici dolayl etkisiyle, hastalik etmeninin inokulum niceliginde ya da
hastalandirma yeteneginde ortaya c¢ikan diisiis olarak tanimlanmaktadir (Bora ve
Ozaktan, 1998). Biyolojik miicadelede hastalik etmenleri ile cesitli antagonistik
organizmalar arasinda etki mekanizmalar1 vardir. Bunlar; antibiyosis, yarisma,
hiperparazitizm, hipoviriilens, ¢apraz koruma ve uyarilmis dayanikliliktir. Bitkilerin
cesitli patojenlere karsi biyotik ve abiyotik elemanlarla uyarilmasi konusunda;
“Kazanilmig  Fizyolojik Bagisiklik”  (Chester, 1933), “Kazanilmig Sistemik
Dayaniklilik” (Ross, 1961), “Tasinan Dayaniklilik” (Hurbert ve Helton, 1967) ve “Bitki
Immunizasyonu” (Tuzun ve Kuc, 1991) gibi terimler kullamlnustir. Bitkiler patojenlere
kars1 kendilerini hem pasif hem de aktif olarak savunmaktadirlar. Bitkilerde gozlenen
bu dayaniklilik, 6nceden var olan (pasif) ve infeksiyonun tesvik ettigi dayaniklilik

(aktif) olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Dickinson ve Lucas, 1982).

Bitkilerde dayanikliligin olusmasinda ilk asama, patojenin hissedilmesi ve konuk¢u
bitki ile patojen arasinda bazi sinyalizasyon olaylarmin baslamasidir. infeksiyonun
tesvik ettigi (active veya induced) dayaniklilikta infeksiyona karsit bir reaksiyon olarak
histolojik korunma yapilari etkinlesir (Hahlbrock ve Scheel, 1987). infeksiyonun tesvik
ettigi dayaniklilikta, lokalize hiicre 6liimii (HR; Hypersensitive Reaction), lignifikasyon
ve papilla olusumu, patogeneze bagl proteinlerin (PR) sentezi ve fitoaleksin sentez ve
birikimi gibi biyokimyasal savunma reaksiyonlari olusarak savunma mekanizmasi

harekete gecirilmektedir. Patojene kars1 bir duyarlilik tepkimesi olan nekrotik korunma



reaksiyonu (HR, Hypersensitive Reaction), patojen infeksiyonu sonucu patojenin girdigi
noktadan itibaren konukgu bitki hiicrelerinin hizla 6lerek nekrotik bir durum almasi
olarak aciklanmistir (Dickinson ve Lucas, 1982; Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac,
1992).

Konukeu bitkilerde bulunan dayaniklilik mekanizmasini harekete geciren uyaricilara
elisitor denir. Abiyotik ve biyotik uyaricilarla patojen ve konukcu bitkideki reseptor
etkilesimi aktifleserek, konuk¢uda bulunan ve dayanikliligi yoneten genler harekete
gecmektedir (Ebel, 1986; Hahlbrock ve Scheel, 1987; Isaac, 1992; Cosio, 1994). ilk
olarak salisilik asit olmak iizere, isonicotinik asit (INA), hidrojen peroksit, jasmonoik
asit (JA), B-amino butrik asit (BABA) ve indol asetik asit (IAA) gibi elisitorler, bitki
dayanikliliginda SAR’1 tegvik eden sinyal bilesiklerdir (Niki et al., 1998; Staswick ve
Lehman, 1999). Uyarilmis sistemik savunma sistemleri; Sistemik kazanilmig
dayaniklilik (SAR); nekrotik patojenler veya bazi kimyasallar (SA analogu) tarafindan
tetiklenen dayaniklilik, Uyarilmig sistemik dayaniklilik (ISR); patojen olmayan
rizobakteri izolatlarinin koklerde kolonize olmasiyla aktiflesen dayaniklilik, Lokal
Kazanilmis Dayaniklilik (LAR); sadece uyarilan dokularda ortaya ¢ikan dayanikliliktir.
Yara uyarimli savunma ise bdcek beslenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan doku

hasarlariyla uyarilan dayanikliliktir (Aktas ve Giiven, 2005).

ISR ve SAR konukg¢uyu farkli yollardan uyararir. SAR, SA diizeyinde artisa ve PR
proteinlerinin sentezini kodlayan genlerin aktiflesmesine sebep olur. ISR, Jasmonik Asit
(JA) ve Etilen’e (ET) bagli bir savunma reaksiyonunun aktivasyonudur. SAR’da SA
diizeyinde artis olurken ISR’de JA ve ET diizeyinde bir artig belirlenememistir. Bu
sonuglara gére ISR’nin JA ve ET’e olan bagliligi bu hormonlarin iiretimindeki artistan
¢ok konukgu bitkinin bunlara duyarliliginin artisina baghdir (Bakker et al., 2003). Sekil

1.5°de ISR ve SAR mekanizmalarinda gorevli sinyal molekiilleri verilmistir.
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Sekil 1.5. Induced systemic resistance (ISR) ve systemic acquired resistance (SAR)
mekanizmalari

Hem bitki gelisimini tesvik eden hem de biyokontrol ajani olarak bitki hastaliklari ile
miicadelede kullanilan koOkbakterileri daha c¢ok Acetobacter, Acinetobacter,
Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Beijerinckia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Klebsiella, Microccocus, Pseudomonas, Phyllobacterium, Rhizobium,

Serratia ve Xanthomonas cinslerine aittir (Burdman et al., 2000).

Uyarilmis sistemik dayamikliligin - kanitt i¢in uygulanan yontemler, bakteriyel
stispansiyonu otoklavlanmis toprak ile karistirmak, sasirtma sirasinda kokleri bakteriyel
stispansiyona daldirmak veya ekimden Once tohumlar1 yiiksek oranda bakteri ile
muamele etmektir (Kloepper, 1996). Konukgu bitkide dayanikliligin uyarildigin1 ve bu
uyarinin sistemik oldugunu sdyleyebilmek igin uyarilmayi saglayan kok bakterisinin
patojenin baskilandigi bolgede bulunmamasi ve deney siiresince bakteri ile ¢ekismeye
giren patojenin tamamen ayr1 kalmas: gerekmektedir. ISR etkisi gosteren kok

bakterilerinin in vitro’da antagonistik etki gostermesi beklenmemelidir. ISR’nin
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molekiiler diizeydeki kaniti ise, NPR1 geninden (ISR’de rol oynayan gen) yoksun
bitkilerde ISR ’nin ortadan kalkmasidir (Van Loon et al., 1998).

Baz1 rizobakteriler salisilik asite (SA) bagimli ISR olusumunda kok yilizeyinde SA
iretimini tegvik eder, bazi1 rizobakterilerin tesvik edilmesinde ise SA gerektirmeden ISR
olusumu baglayabilmektedir. Jasmonoik asit (JA) ve etilen de SAR benzeri durumu
tetikler.  ISR’nin  bakteriyel  belirleyicileri;  lipopolisakkaritler,  sideroforlar,
antibiyotikler, etilen, jasmonik Asit’tir. PGPR’larin neden oldugu SAR’da bitkide
herhangi bir simptom olusumu gézlenmez ancak bitki gelisiminde bir artis gozlenir

(Kloepper et al., 1992, Piertese et al., 1996, Ryals et al., 1996, Piertese et al., 2001).

Son yillarda PGPR’lar bitkisel iiretimde biyogiibre olarak uygulanmaktadir. Bu
bakterilerin, azot fiksasyonu yoluyla bitkinin azot beslenmesini, fosforun
¢Oziiniirliiglini, su kullanim etkinligini ve bitkisel hormon {iretimini (oksin, stokinin ve
giberallin) arttirdig1, besin elementlerinin bitki tarafindan alimini etkinlestirerek veya
bitkide etilen seviyesini enzimatik yolla azaltarak bitki gelisimi iizerine olumlu etki
yaptigt belirlenmistir  (Glick, 1995). Bunlarin yani1 sira PGPR’larin  bitkilerin
fitopatojenlere dayanaklik gostermesine, kurakliga, tuzluluga ve oksidatif strese
(Saleem et al., 2007) tolerans saglamasina yardimci oldugu ve suda ¢oziinebilen B
vitamin kompleksleri iireterek bitki gelisimini etkiledigi saptanmistir (Revillas et al.,
2000).

PGPR’lar etki mekanizmalarina gore 4 gruba ayrilmistir. Bunlar; besinlerden
yararlanma, bitki hormonlarinin liretimi, zararli mikroorganizmalarin engellenmesi,
besin yarigmasi seklindedir. PGPR’larin bitki biiylimesini diizenlemede rol aldigi
mekanizmalar tam olarak ortaya konulmamis ise de mevcut literatiir bilgileri
cercevesinde dogrudan ve/veya dolayli olmak iizere iki grupta agiklanmaktadir.
Dogrudan mekanizmalar, biyolojik azot fiksasyonu, oksinler, sitokininler, giberalinler
gibi bitkisel hormonlarin {iretilmesi, ACC deaminaz enzim aktivitesi yoluyla etilen
sentezinin engellenmesi, ¢evresel stresi azaltma, bitki-bakteri arasinda uyum, inorganik
fosforun ¢oziinlirligiiniin arttirilmast ve organik fosfor bilesiklerinin mineralizasyonu,
siderofor {iiretimi yoluyla demir aliminin arttirilmasit ve diger bazi iz elementlerin
oraninda artis saglama, vitamin sentezi, kok gecirgenligini artirma etkilerini

icermektedir. Dolayl1 olarak, antibiyotik tiretimi ile hastaliklar1 azaltan biyokontrol ajani
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olarak rol oynamalar1 yaninda, degisik organik bilesiklerle bulasik olan topraklarda
engelleyici ksenobiyotikleri pargalayarak bitkileri koruma o6zelligi gosterirler (Elsheikh
ve Elzidany, 1997; Rodriguez ve Fraga, 1999; Esitken vd., 2003; Cakmakg1, 2006).

Tarimmsal tretim sirasinda patojenik mikroorganizmalar ciddi iiriin kayiplarina yol
agmaktadirlar. Ureticilerin bu tiir sorunlarin ¢dziimiinde kimyasallara bagimliliklar1 giin
gectikce artis gostermektedir. Kimyasal girdilerin tarimsal iiretimde artan kullanimi
neticesinde patojenin kullanilan kimyasala dayaniklilik kazanmasi, bakteriyel
etmenlerin ¢ogunda oldugu iizere birtakim hastalik etmenlerin kontrol altina
alinmasinda kimyasallarin kullanimimin yetersiz kalmasi, gevresel kirlilik ve kalinti
problemlerine yol acgarak ¢evre ve insan sagligi iizerinde olumsuz etkileri gibi sorunlar
ortaya cikmaktadir (Gerhardson, 2002). Tim bunlara, giderek fakirlesen diinya
ekonomisine pestisitlerin getirdigi ekstra maliyet de eklenince kimyasal miicadele giin
gectikge cazibesini yitirmektedir. Bu sorunlardan dolayi arastiricilar yeni arayislara
yonelerek tarimda biyolojik kontroliin kullanimini alternatif ve yeni bir yontem olarak

one siirmiislerdir (Cinar vd., 1986; Ozaktan ve Bora, 2000; Gerhardson, 2002).
1.3. Literatiir Cahismalar
1.3.1. Kursuni kiif hastalik etmeninin biyolojik miicadelesi ile ilgili calismalar

Patlicanda Botrytis cinerea ile biyolojik miicadeleye yonelik smirli sayida arastirma
bulunup etmenin diger konukcularini igeren biyolojik miicadele ¢aligmalarina da yer

verilmistir.

Elmadan elde edilen 95 bakteri izolatindan 3 tanesi Botrytis cinerea’nin sebep oldugu
kursuni kiif kontroliinde etkili olmustur. Bu ii¢ izolattan ikisi kursuni kiif ¢tiriikliiklerini
5°C ve 10°C’de 6nemli oranda azaltmis ve diger izolat ise 20°C’de etkili olmustur.
Biolog Microstation™ sistemi ile tani testleri i¢in segilen otuz alti izolatin, gram-pozitif
oldugu ve endospor igerdigi ve bunlarin 30’unun Bacillus spp. olarak tanilandigi rapor
edilmistir. Biyolojik kontrol ajani olarak etkili olan 15 izolatin daha ileri testlerde;
Bacillus cinsi igin spesifik olan 15 mikrobiyolojik teste dayali olarak, 7’sinin Bacillus
subtilis oldugu ortaya konmustur (Sholberg et al., 1995).



13

Yapilan ¢aligmada fasulye yapraklarinda Botrytis cinerea’nin konidi ¢imlenmesi ve ¢im
tipii uzunluklart Trichoderma harzianum T39 biyolojik kontrol ajaninin azalttigi
belirlenmistir. Inokulasyondan 24 saat sonra ¢im tiipii biyokiitlesinde %20’den %50’ye
kadar azalma gozlemlenmistir. T. harzianum T39 biokontrol ajaninin uygulandigi
yapraklarda nekrotik alanlarin, yaprak yiizeyinin sadece yaklasik kontrole gore %50
kadarini kaplayabildigi bildirilmistir (Zimand et al., 1996).

Antalya Narenciye Arastirma Enstitiisi’nde 1985-1992 yillarinda yiiriitiilen
calismalarda, degisik sebze tiirlerinden elde edilen Botryotinia fuckeliana izolatlar1 ile
patlican, biber, domates, fasulye ve kabak bitkilerinde capraz inokulasyon testleri
yapilarak en patojen izolat (PF.10) belirlenmistir. Sonra Adana, icel ve Antalya
illerinden toplanan 145 adet toprak 6rneginden 30 adet fungistatik toprak elde edilerek
bunlardan 48 adet bakteri, 13 aktinomiset, 31 adet fungus izolati patojene karsi
antagonist olarak tespit edilmistir. Bu antagonistlerle yapilan in vitro ikili etkilesim
testleri sonucunda AA.11/98 no’lu aktinomiset, AB.27/59 no’lu bakteri (Bacillus
subtilis) ve AF.1 no’lu fungus (Trichoderma viride) patojene karsi en yiiksek etkiyi
gostermistir. Bu antagonistler domates, biber, patlican ve hiyar bitkilerinin kok ve

toprak Ustli organlarina bulastirildiklarinda hastalik meydana getirmemistir (Ulukus vd.

1997).

Bacillus pumilus NCIM B 13374 ve Pseudomonas fluorescens NCIM B 13373’in
cileklerde kursuni kiif etmeni Botrytis cinerea gelismesini engelledikleri belirlenmis,
her iki antagonist gelisme ortaminin pH’sin1 6’dan 8,5’a kadar yiikseltmis ve her ikisi
de antifungal etki olusturmustur. Bacillus pumilus’un olusturdugu bilesikler konidi
¢imlenmesi sirasinda fungisit etkisi gostermis, ancak P. fluorescens’in olusturdugu
bilesikler ise fungistatik etki goOstermistir. Buharlasici ve engelleyici bilesikler
olustuguna dair herhangi bir kanita ulagilamamais olup her iki izolat ayn1 zamanda diger
cilek fungal patojenlerini engelleme yetene§i gdstermis ve bitki hastaliklarinin daha
genis bir sinirda 6nlenebilecegi potansiyelini gosterdikleri tespit edilmistir (Swadling ve
Jeffries, 1998).

Ege Bolgesi’nde, bitki patojeni Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea ve
Drechslera sorakiniana’ya karsi bazi tek ve ¢ok yillik bitkilerin in vitro antifungal

etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada Hedera helix yaprak 6ziitii patojenlerin
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spor ¢imlenmesini en yiiksek oranda engellemis, Datura stramonium’un da ikinci sirada
engelledigi tespit edilmistir. Patojenlerin koloni gelisimini de yine en yliksek oranda H.
helix engellemis, Ficus carica ve Avena sativa’nin da engellendigi gorilmistiir. A.
sativa, Xanthium strumarium, F. carica, Nicotiana tabacum ve D. stramonium yaprak
oziitleri ise etmenlerin sporulasyon yogunlugunu %12 ile %82 arasinda
engellemislerdir. Bu calisma sonucunda elde edilen yiiksek engelleme etkilerine
dayanilarak yaprak oziitlerinin in vivo kosullarda Alternaria solani-domates, Botrytis
cinerea-Fasulye, Drechslera sorokiniana-Arpa patojen-konukgu sistemlerinde
denenmesinin yararli sonuglar verebilecegi ortaya konulmustur (Tirkiisoy ve Onogur,

1998).

Marul, tiitiin, domates, fasulye ve biber bitkilerinde T. harzianum T39 ile B. cinerea’nin
biyolojik kontroliinde dayanikliigin tesvik edilip edilmedigi arastirilan ¢alismada,
T39’un 2 ml’lik 10° konidi ml' yogunlugundaki konidial siispansiyonu, saksida 8
hafta siire ile yetistirilen her bir iceberg tipi marul bitkilerinin saks1 topragina enjekte
edilmistir. Bitkilere biyolojik ajan uygulamasindan 1 hafta sonra, B. cinerea 5x10°
konidi ml™" yogunlugunda konidi siispansiyonu yapraklara piiskiirtiilmiis ve hastalik
siddeti tiim bitkilerde ¢iirtiyen bitki yiizdesi olarak degerlendirilmistir. T. harzianum’un
hastalig1, 6zellikle marulda, 6nemli derecede (~%75) baskiladig1 belirlenmistir (Meyer

etal., 1998).

Dik et al. (1999), tarafindan yiiriitiilen bir calismada domates govde pargalari {izerinde
on bes maya, fungus, bakteri izolat1 ve bir ticari lirliniin (Trichodex) B. cinerea’ya kars1
biyolojik etkinlikleri arastirilmistir. Bu izolatlar arasindan Trichoderma harzianum T39,
Aureobasidium pullulans ve Cryptococcus albidus’un biyolojik kontrolii arastirilmistir.
Antagonistlerden 3 adet Trichoderma izolati ve 2 adet Bacillus izolatinin her iki
denemede de kontrollerden 6nemli farklilik gostermedigi belirlenmistir. Diger yandan
denemelerde kullanilan iki Pseudomonas izolatiin B. cinerea hastalik olusumunu ve
sporulasyonunu Onemli derecede azalttigt saptanmistir. Diger etkili antagonistlerin
Aureobasidium pullulans, Cryptococcus luteus, C. albidus, C. laurentii var. flavescens,
Gliocladium catenulatum, G. roseum, Chaetomium globosum, Ulocladium atrum

oldugu bildirilmistir.
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Mercier et al. (2000), yaptiklar1 ¢alismada, depolamadan énce UV uygulamasinin havug
koklerinde, Botrytis cinerea infeksiyonuna etkisini arastirmiglardir. UV 1s1n1 uygulanan
dokularda, antimikrobiyal bir bilesik olan 6-methoxymellein sentezinin arttig1 ve havug
koklerinin B. cinerea’ya karst direng kazandigi tespit edilmistir. Ancak bu uygulama
sonucu ortaya ¢ikan dayanikliligin sistemik olmadigi, yalnizca UV 1s18ma temas eden

dokularda dayanikliligin olustugu sonucuna varilmaistir.

Domates yapraklarindan elde edilen 185 adet bakteri ve maya izolatinin domates ve
bakla bitkilerindeki Botrytis cinerea’nin biyolojik kontroliinde etkisi arastirilmis, bu
185 izolattan 4 maya ve 25 bakteri izolati bakla bitkisinde B. cinerea gelisimini
baskilamistir. Bes adet Pseudomonas fluorescens izolati; P.f. 144, P.f. 141, P.f.163, P.f.
118 ve P.f.150, domates bitkisinde B. cinerea Vve antagonist organizma
inokulasyonundan 20 giin sonra yapraklardaki hastalik seviyesini sirasiyla %77,56,

%78,26, %80,51, %80,65 ve %92,00 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Y1ldiz, 2000).

Helbig (2001), tarafindan yapilan ¢alismada Paenibacillus polymyxa ¢ilekte kursuni kiif
hastalig1 tizerinde biyolojik kontrol ajani1 olarak kullanilmistir. Paenibacillus polymyxa
kullanilan ¢ilek bitkilerinin kursuni kif hastaligina yaklasik olarak %15 daha az

yakalandigi saptanmustir.

Sera kosullarinda yapilan ¢alismada, saprofitik fungus olan Cladosporium
sphaerospermum ile dondan zarar gérmiis geng yapraklarin kolonizasyonuyla kursuni
kif hastaliginin biyolojik kontrolii arastirilmis, yapay olarak olusturulmus nekroze
yaprak yoluyla tespit edilmis olan biyolojik ajan don olayindan bir giin sonra 102
spor/ml yogunlukta uygulanmistir. Uygulamadan 10 giin sonra B. cinerea ile enfekte
edilmis ve edilmemis olan nekrozeli yapraklar sayilmis, kontrol ve uygulama yapilmis
bitkilerden elde edilen veriler degerlendirilmis ve C. sphaerospermum’un nekroze
olmus taze domates yapraklarinin patojen tarafindan kolonizasyonunu %50,52 oraninda

engelledigi belirlenmistir (Yigit, 2005).

Akbudak vd. (2006), biber bitkilerine (Capsicum annuum L. var cvs. “Demre”, “Yalova
charleston” ve “sar1 sivri”) harpin proteinleri uygulamislardir. Daha sonra bitkilere
Botrytis cinerea inokiilasyonu yapmuslardir. Vejetatif biiylimenin ardindan
yapraklardaki toplam klorofil igerigi, yaprak rengi ve clirliyen meyveleri

belirlemislerdir. Yalnizca B. cinerea ile inokiile edilmis “sar1 sivri” ¢esidinde bitki
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boyunu kisa olarak belirlemislerdir. Harpin protein+B. cinerea uygulamasi yapilan
bitkilerin vejetatif biiylimesinin yalnizca B. cinerea uygulanan bitkilere gére daha fazla
oldugunu ancak harpin protein+B. cinerea uygulamasi yapilan bitkilerin klorofil
iceriginin diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Meyvelerde goriilen bozulma ise harpin
protein+B. cinerea uygulamasi yapilan bitkilerde yalnizca B. cinerea uygulanan

bitkilere gore daha az oldugunu belirtmislerdir.

Yildirrm ve Seker (2006), Artvin hurmas: olarak bilinen Drospyros lotus’un
olgunlasmamis meyve ekstraktlarinin, Botrytis cinerea’nin spor ¢imlenmesi ve

miseliyal gelismesini engelleyici etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Sobolewski ve Wrzodak (2007), yaptiklari ¢alismada fasulyede Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum, Lygus spp. ve Acanthoscelides obtectus, bezelyede B. cinerea,
Peronospora pisi, Bruchus pisorum ve Laspeyresia nigricana’ya karsi organik tirlinlerin
etkililigini incelemislerdir. Azoxystrobin ile doniisiimli olarak uyguladiklar
cypermehtrin insektisitini tekil uygulamalara oranla daha etkili bulmuslardir. Harpin
uygulamasindan sonra cypermehtrin veya azoxystrobin uygulamasinin etkili oldugunu

bildirmislerdir.

Arjantin La Plata Bahgecilik boliimiinde yetistirilen Solaneceae familyasina ait
bitkilerin yaprak, meyve ve gi¢eklerinden elde edilen Botrytis cinerea’ya karsi biyolojik
kontrol saglamak amaciyla agar plaka ikili kiltiir teknigi kullanilarak B. cinerea
inhibisyonu i¢in incelenen 300 izolattan 12’sinin patojenin gii¢lii misel biiylimesini
engelledigi tespit edilmistir. Antagonist izolatlar arasinda bir Epicoccun nigrum (126)
izolati, dort Trichoderma harzianum (110, 118, 248 ve 252) izolati, dort Fusarium
izolati, B. cinerea’nin spor ¢imlenmesini %30 ile % 70 arasinda azaltmistir. Meyve
lezyonu ¢aplarini %50 ile %90 oraninda azaltmistir. E. nigrum, Trichoderma harzianum
ve F. equiseti izolatlarin domateste B. cinerea’yr kontrol etmek i¢in fungusit

kullanimina umut verici bir alternatif sundugu belirtilmistir (Monaco et al., 2007).

Erzincan ilinde enfekteli ¢ilek bitkilerinden izole edilen B. cinerea S-TR-20 izolatinin
farkli (103, 104 ve 105 konidi/ml) konsantrasyonlarina fungal antagonistlerin
(Clonostachys rosea f. catenulata (syn. Gliocladium catenulatum), C. rosea f. rosea
(syn. G. roseum) ve Trichoderma asperellum farkli (103, 104 ve 105 konidi/ml)

konsantrasyonlarinin etkilerinin arastirilmasi amaciyla in vitro da ¢alisma yiiriitilmiis
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ve sonucunda, bu antagonistlerden C. rosea f. catenulata in vitro da B. cinerea’nin

biyolojik miicadelesinde etkili oldugu saptanmistir (Eken vd., 2013).

Marulda B. cinerea patojeni ile biyolojik miicadele kapsaminda yapilan ¢alismada bitki
savunmasinda aktivator olarak bilinen harpin protein ve Lactobacillus acidophilus
fermentasyon iriini  (LaFii-be-mm) kullanilarak saksi kosullarinda deneme
kurulmustur. Denemede karsilastirma yapabilmek amaciyla fenhexamide aktif maddeli
bir fungusit ile beraber Chianti ve Yedikule marul ¢esitleri kullanilmistir. Harpin
uygulamasinin bahsi gegen marul ¢esitlerinde patojeni engelleme orani sirasi ile %57,50
ve %68,75, LaFi-be-mm’nin engelleme oranmi %30 ve %57,50 ve fenhexamid
uygulamasinin patojeni engellemedeki basarisi da %90 ve %92,50 olarak tespit

edilmistir (Eser ve Coskuntuna, 2016).

Ozgimen (2018), tarafindan yapilan ¢aliymada mikroalg yaginin farkli ¢oziiciilerde ve
farkli oranlarda hazirlanmis ekstraktlarinin Botrytis cinerea ve Aspergillus niger

patojenlerine kars1 antifungal etki gosterdigi saptanmustir.

Tellez et al. (2019), yaptiklar1 ¢alismada domates bitkilerine Botrytis cinerea ve
Fusarium oxysporum’a karsi Trichoderma asperellum ile 6n muamele uygulamis
hastalik simptomlarinin uygulama yapilmayanlara gore daha az solma ve bodurlasma

seklinde goriildiigiini bildirmislerdir.

1.3.2. Kursuni kiif hastalik etmeninin miicadelesinde bitkide gelisme diizenleyici

rizobakteriler ile ilgili cahsmalar

Leifert et al. (1995); Bacillus subtilis CL27 ve Bacillus pumilus CL45 soylarinin
biyokontrol aktiviteleri ve antibiyotik {retimleriyle ilgili bir calisma yapmislardir.
Caligmalar in vitro ve sakst denemeleri seklinde yapilmigtir. Petri iizerinde yapilan
deneylerde; Bacillus subtilis CL27 ve Bacillus pumilus CL45’in benzer etki gostererek
Botrytis cinerea gelisimini engelledigi gozlenmistir. Ancak fide denemelerinde;
fidelerde ¢iiriimeye neden olan Botrytis cinerea’a karst Bacillus subtilis CL27’nin
onemli diizeyde ticari lretimi yapilan fungisitlere benzer etki gosterdigi, Bacillus
pumilus CL45’in yetersiz kaldigi saptanmistir. Bacillus subtilis CL27 ve Bacillus
pumilus CL45’den f{iretilen antifungal antibiyotikler ince tabaka kromatografisi

yardimiyla (thin layer chromatography; TLC) farkli ortamlardan izole edilmislerdir.
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CL27’den ¢ antibiyotik ve CL45’den bir antibiyotik izole edilmistir ve bu
antibiyotiklerin bitki hastaliklarinin tedavisinde kullanilan pestisitlere benzer etki

gosterdigi Saptanmustir.

Bitki gelisimini diizenleyici rizobakterilerden (Plant Growth Promoting Rhizobacteria;
PGPR), Pseudomonas putida’nin 89B-27 no’lu izolat1 ve Serratia marcessens’in 90-
166 no’lu izolat1 hiyarda Fusarium solgunluk hastaligi etmeni Fusarium oxysporum f.
sp. cucumerinum’a kars1 dayaniklilik uyarici olarak kullanilmistir. Bu bakterilerle hiyar
bitkilerinin kokleri inokule edilmis ve hemen sonrasinda bu koklere patojen inokulumu
verilmigtir. Denemenin sonucunda kontrol bitkilere oranla hastaligin ¢ikisinda bir
gecikme gbzlenmis ve kontrol bitkilerinde toplam lezyon alam1 132,7 mm? olarak
saptanirken P. putida inokule edilen bitkilerde 62,1 mm? ve S. marcessens inokule

edilen bitkilerde ise 57,1 mm? olarak saptanmustir (Liu et al, 1995).

Barka et al. (2002), yaptiklar1 calismada sogan bitkisinden izole edilen endofit
Pseudomonas izolatt PsJN’nin, asma bitkisine kolonize oldugunda Botrytis cinerea’yi

onledigini ve asma bitkisinin biiylimesini destekledigini saptamislardir.

Botrytis hastaliklarinin biyokontrolii 50 yildan fazla bir zamandir yogun bir sekilde
arastirilmaktadir. Botrytis hastaliklarinin biyolojik kontroliinde en biiyiikk potansiyeli
gosteren mikrobiyal ajanlar Trichoderma, Gliocladium ve Ulociladium funguslarini,
Pseudomanas, Bacillus bakterilerini ve Pichia, Candida mayalarini i¢cermektedir. Bu
preparatlarla ticari basari, biyolojik aktivitenin hizlili§1 ve biyokontrol ajanin uygulama
kolaylig1 ve ¢evresel kosullarin stabilligi agisindan en uygun kosullardaki, hasat sonrasi

cevrede ve seralarda elde edilmektedir (Elad ve Stewart, 2004).

Touré et al. (2004), tarafindan elma meyvelerinde kursuni kiif hastaligina neden olan
Botrytis cinerea’nin kontroli ile ilgili denemelerde Bacillus subtilis GA1’in yetenekleri
arastirilmustir. Ozellikle yara almis meyve dokularinda etkili olan Botrytis cinerea’nin
etkinligi GA1 endospor siispansiyonlarinin meyvelere uygulanmasiyla azalmistir.
Patojen inokiilasyonunu takip eden ilk 5 giin i¢inde GA1 hastaligin etki alanini basarili
bir sekilde en aza indirgemis ve sonraki 10 giin boyunca da etkisini siirdiirerek %80
diizeyinde koruma olusturmustur. GA1 kiiltiir siipernatant ekstraktinin elma
meyvelerine uygulanmasi sonucunda kursuni kiif hastaliginin gelisimi 6nemli oranda

baski altina alinmistir. Yapilan analizler sonucunda GA1’in iiretmis oldugu antifungal
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lipopeptid izomerleri olan iturin, siirfaktin, fengisin bilesenleri ortaya ¢ikarilmis ve bu
bilesenlerin hastaligin azalmasinda ¢ok etkili oldugu, bu bakterilerle kolonize olmus
meyve boliimlerinin Botrytis cinerea’dan korundugu ortaya konmustur. Sonug olarak
Bacillus endosporlariyla asilanmig elma meyvelerinde endosporlar etkili bir sekilde

cimlenmis ve lipopeptidlerin sentezlenmesiyle gri kiif engellenmistir.

Bacillus cereus 28-9 bakterisinin antifungal kitinaz aktivitesi ile ilgili yapilan
calismada, kullanilan chitinolytic bir bakteri olan Bacillus cereus 28-9 Taiwan’da
zambak bitkilerinden izole edilmistir. Bacillus cereus 28-9’un, zambak yapraginda
hastaliga neden olan Botrytis patojeninin biyolojik savasiminda kullanilabilecegi
yapilan kiiltiirel ve yaprak deneylerinde anlasilmistir. Bacillus cereus’ tan 2 kitinaz
(ChiCW ve ChiCH) ekstre edilmistir. ChiCW geni klonlanmis ve Escherichia coli
DH50’a aktarilmistir, ChiCW geni aktarilan Escherichia coli hiicrelerinin periplasmik
fraksiyonlarinda homojen ChiCW geni gozlenmistir. In vitro deneyler sonucunda;
zambak yapraginin en 6nemli fungal hastalik etmeni olan Botrytis elliptica konidilerinin
germinasyon aktivitesinin ChiCW geni ile etkisiz hale getirildigi rapor edilmistir
(Huang et al., 2004).

Biyolojik kontrol ajani olan Bacillus licheniformis N1, Botrytis cinerea’nin sebep
oldugu domateste kursuni kiifii kontrol etmek i¢in plastik serada bitkilere spreyleme
seklinde uygulanmis, domates bitkisi ve ¢igekler ilizerinde hastalik siddetini 6nemli
derecede azalttigi belirlenmistir. Bacillus licheniformis N1 tarafindan ¢icek

enfeksiyonunun onlenmesinin meyve sayisini da artirdigi ortaya konulmustur (Lee et
al., 2006).

Cilekte kursuni kiife kars1 biyolojik savasim ajani olarak B. licheniformis N1E’in farkli
formiilasyonlarinin kullanildig1 bir ¢alismada, 1slanabilir toz (Wettable powder-WP)
formiilasyonun saksidaki ¢ilek yaprak ve ¢iceklerinde B. cinerea’y:r engelledigi
gozlenmistir. Serada formiilasyonun 100 kat seyreltilmesi B. cinerea enfeksiyonunu
engellemistir. Yiiz kat seyreltilmis N1E formulasyonunun B. cinerea inokulasyonundan
once uygulanmasi ile kopmus yapraklardaki enfeksiyonun engellendigi, ancak B.
cinerea’nin once uygulanmasi durumunda basar1 saglanamadig tespit edilmistir. Cilek
yaprak ve ciceklerinde B. cinerea enfeksiyonu yapay inokulasyonlarda ve dogal

kosullarda N1E wuygulamalar1 sonucunda Onemli 0Olgiide engellenmistir. Iprodione
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uygulamasi ile yapraklardaki enfeksiyon %61,5, N1E uygulamasinda ise %81 oraninda

gerilemistir (Hyun et al., 2007).

Yildiz vd. (2007), tarafindan yapilan arastirmada seralardan alinan domates bitkisi
yapraklarindan 163 adet bakteri izole edilmis ve bu bakterilerin B. cinerea patojenine
kars1 baskilayici etkisi testlenmistir. Antagonist bakterilerinden 6zellikle dort adedi
hastaligi engellemede basarili olmus ve bunlar Pseudomonas fluorescens olarak
tanilanmistir. Domates seralarinda kullanilan fungisitlerin bu bakterileri etkilemedikleri
testlerle saptanmistir. Bagsarili bu 4 bakterinin sera kosullarinda, fenhexamidin diistik
dozuyla, hastalia etkisi arastirilmistir. Bu bakterilerden Pf163 serada yapilan testlerde
kursuni kiif hastaligini %78 oraninda azaltmistir. Diger izolatlar fenhexamidin diistik
dozu ile birlikte hastaligi sirasiyla %74,17, %70,52 ve %065,74 oraninda hastaligi
engellemistir. Bakteriyel antagonistlerin serada yetistirilen bitkilerdeki hastalig
engellemede ve fungisitlerle kullanimlarinda potansiyel bir etkileri oldugu ortaya

konmustur.

Serada yetistirilen hiyar bitkilerinin rizosferinden 4 adet antibiyotik etkili gaz iiretme
yetenegine sahip olan Bacillus straini izole edilmis, bu bakterilerin irettigi ugucu
bilesikler bazi patojenlere karsi denenmis ve etkili olduklari tespit edilmistir. Ugucu
bilesiklerin fungus misellerinin morfolojik yapilarinda anormalliklerin ortaya ¢ikmasina
sebep oldugu bulunmustur. Petri kabinda yapilan denemelerde S. sclerotiorum’a ait
sklerotlarin sayisinda azalma goriilmiis, B. cinerea sporlarinda ¢atlaklara ve
kahverengilesmelere sebep olduklar1 goriilmiistiir. Bitkinin rizosferinde bu mikrobiyal
kaynakli gazlarin yaygin olarak bulundugu ve hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol
oynadiklar1 belirtilmistir. Bu 4 bakterinin 16SrDNA analizleri sonucu birinin P.
polymyxa (BMP-11), digerinin B. subtilis (BL02), diger 2 tiiriin ise B. pumilus (BSH-4
ve ZB13) olduklari tespit edilmistir (Wei-wei et al., 2008).

Sharifi ve Ryu (2016), vyaptiklar1 ¢alismada Arabidopsis’in Botrytis cinerea
enfeksiyonuna karsit dogrudan ve dolayli bakteriyel ugucu organik bilesiklerin (VOC)
etki mekanizmasini arastirmis, Bacillus subtilis GBO03’ten kaynaklanan ugucu
emisyonlarin, Arabidopsis fidelerini B. cinerea’ya karsi basariyla korudugunu
gozlemlemislerdir. Sonug olarak, bakteriyel VOC’lerin savunma ile ilgili genler olan

PR1 ve PDF1.2°nin ekspresyonunu gii¢lendirdigini, ancak bitki ISR’sinde SA ve JA’ya
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bagimli sinyal yollarini stimiile eden ve bitkileri patojen kolonizasyonuna kars1 koruyan

ChiB’yi kuvvetlendirdigini saptamislardir.

Hernandez et al. (2018), Bacillus metilotrophicus M4-96 rizobakterisinin ¢ilek
bitkisinde, PGPR etkisi yaninda B. cinerea enfeksiyonunun etkisini azaltmak igin
yapraklarda kalloz birikmesini saglama yeteneginin arastirildig1 ¢alismada, yapraklarda
kalloz birikiminin bes kata kadar arttig1, bununda hiicre ¢eperini giiclendirerek kursuni
kiif olusumunu engelleyen hizli bir savunma reaksiyonunu destekledigi goriilmiistiir.
Arastirmacilar B. metilotrophicus M4-96’nin ¢ilek bitkisinde biiylimeyi destekleyerek

sistemik direng olusturdugunu saptamislardir.



2. BOLUM

MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Tez arastirmalarinda kullanilan cihaz, alet ve bazi sarf malzemeleri; Otoklav, etiiv,
inkiibator, Petri kabi, mikroskop, steril kabin, derin dondurucu (-20°C ve -80°C),
calkalayici, manyetik karigtirici, mikro pipet, pipet ucu, hassas terazi, buzdolabi, steril
lam-lamel, saf su cihazi, deney tiipii, vortex, filtre kagitlari, aliminyum folyo, saksi,
kemer patlican tohumu, steril toprak, pens, kurutma kagidi, falkon tiipii, beher glass,
erlenmayer, etil alkol (%70, %60’lik), watman filtre kagidi, 6ze, eppendorf tiip
seklindedir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Patates dekstroz agar (PDA; Patato Dextrose Agar; Merck, Darmstadt, Germany): 39 g
PDA 1000 ml distile su (dH,O ) igerisinde 1sitarak ¢ozdiiriilmiis ardindan 121°C ve 1
atm basing altinda otoklavda 20 dakika sterilize edilmis ve steril Petri kaplarina

dokilmistr.

Nutrient agar (NA, Merck): 20 g nutrient agar 1000 ml distile su igerisinde 1sitarak
¢Ozdirilmis ve 121°C ve 1 atm basing altinda otoklavda 20 dakika sterilize edilmis ve

steril Petri kaplarina dokiilmiistiir.
Etil Alkol Cozeltisi: %96°1ik etil alkolden %70’lik hazirlanmustir.

NaClO (%2): 100 ml’lik ¢ozelti 98 ml dH,O ve %5’lik sodyum hipokloritten 2 ml
sodyum hipoklorit kullanilarak hazirlanmistir. Kemer patlican1 tohumlarmin yiizey

dezenfeksiyonunda kullanilmistir.
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Patlicanda kursuni kiif hastalik etmeni olan Botrytis cinerea Pers.: Fr (Bc-TR07) ve
rizobakteriler “Bacillus subtilis subsp. subtilis (B379c), B. cereus (B10a), B.
amyloliquefaciens (76A-1), Pseudomonas aeruginosa (P07-1, P07-4 ve 85A-2),
Pseudomonas putida (P11-4)” Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Mikoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Bitki gelisme
diizenleyici rizobakteriler (PGPR), ERU-BAP FBA1065 kodlu proje kapsaminda
karakterize edilen bakteriyel izolatlar arasindan secilmistir (Yildiz vd., 2012; Altinok
vd., 2013). Saks1 denemelerinde kursuni kiif hastalik etmenine duyarl: patlican ¢esidinin

(Solanum melongena L. cv. Kemer) tohumlar1 kullanilmistir.
2.2. Metod
2.2.1. Rizobakteri Izolatlarinin Antagonistik Etkilerinin Testlenmesi

Kiltiir koleksiyonumuzda bulunan 17 adet PGPR izolati arasindan Karakteristik
Ozellikleri agisindan basarili bulunan 7 adet rizobakterinin in vitro’da antagonistik
aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismalarinda, patojen izolat (Bc-TR07) PDA ve PGPR
izolatlart NA besiyerlerinde gelistirilmislerdir. Petri kaplarinin (9 cm) kenarlarindan ve
merkezden esit uzakliktaki 4 noktadan PGPR izolatlarinin 2 giinliik taze kiiltirleri dH,O
ile hazirlanan 50 pl 10® hiicre ml™ yogunlukta siispansiyonlar1 inokule edilerek
25°C+1’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra Botrytis cinerea’nin (Bc-
TRO7) bir haftalik taze kiiltiiriinden alinan 4 mm’lik agar diski Petri kabinin merkezine
inokule edilerek, 25°C+1’de karanlik kosullarda 7 giin inkiibe edilmistir. Tesadiif
Parselleri Deneme Desenine gore 10 tekerriirlii kurulan denemede (Her Petri kab1 bir
tekerriir) patojenin koloni ¢ap1 Olclilerek mm cinsinden kaydedilmis ve ylizde

inhibisyon asagida verilen formiile gore hesaplanmistir (Y1ldiz vd., 2012).

[(R-r)/R*100]) r: bakteri kolonisinin karsisindaki fungal koloninin ¢api; R: Fungal

koloninin maksimum ¢ap1

Yiiriitiilen ¢aligmada, kiiltiir koleksiyonundaki PGPR izolatlarinin se¢ciminde antibiyosis
etki mekanizmasi ile birlikte, bu izolatlarin tamamlanan proje kapsaminda belirlenmis
karakterizasyon ozellikleri dikkate alinmistir. Bu bakimdan arastirmada azot baglayan,
proteaz aktivite gosteren, fosfat ¢ozebilen, siderofor ve HCN (hidrojen siyanid) tireten
iic PGPR (Pseudomonas aeruginosa; P07-1, PO7-4 ve 85A-2), sadece azot baglayan
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Bacillus subtilis subsp. subtilis; B379c, B. cereus (B10a), B. amyloliquefaciens (76A-1),
P. putida (P11-4), P. aeruginosa rizobakterileri kullanilmistir (Y1ldiz vd., 2012). Ayrica

calisma kapsaminda, Pseudomonas-Bacillus kombine uygulamalarina da yer verilmistir.

2.2.2. PGPR Uygulamalarimin Pathcanda Kursuni Kiif Hastaliginin Gelisimine
Etkileri

Yiizey dezenfeksiyonu yapilan kemer patlican tohumlar1 (NaOCIl %2) iki kez steril
distile suda 1 dakika durulanmis ve ardindan bir saat siireyle oda sicakliginda steril
kosullarda kurutulmustur. Kurutulan tohumlar 50°1i gruplara ayrilmis ve tohumlara NA
besiyerinde gelisen bakterilerin 10° hiicre/ml yogunlukta siispansiyonlar piiskiirtme
yontemi ile inokule edilmistir. PGPR uygulanan tohumlar bir saat oda sicakliginda steril
kosullarda kurutulmus ve steril kum-toprak-torf (1:2:1) igeren plastik kiivetlere (28x38
cm) ekilmistir. Fideler kotiledon yaprakli donemde steril kum-toprak-torf (1:2:1) igeren
13 cm capli plastik saksilara (her saksida iki fide) sasirtilmigtir. Fideler 5-6 gergek
yaprakli doneme geldiklerinde yesil aksama patojen (10° konidi ml™) spreyleme
yontemi ile inokiile edilmis ve fideler posetle kapatilmistir. Deneme, tesadiif parselleri
deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmus ve 16 saat aydinlik (11000 liiks), 8
saat karanlik fotoperyota ayarli, %80 nisbi nem, gilindiiz 274+2°C ve gece 24+2°C
sicaklik igeren Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi iklim kontrollii kabinlerinde
yiiriitiilmiistiir. Inokulasyondan sonra fideler, ilk simptomlarin gdzlendigi giinden
itibaren bitkilerde 6lim goriiniimlerinin basladigi zamana kadar (28 giin) periyodik
olarak (0-4) skalasina gore degerlendirmeye alinmistir. Kursuni kiif hastaligi igin,

domateste kullanilan skala uyarlanmstir.

“0= hastalik yok,

1< %25 yaniklik ve/veya yaprak dokiimii,

2= %25-%50 yaniklik ve/veya yaprak dokiimii,
3= %50-%75 yaniklik ve/veya yaprak dokiimii,

4= %75-%100 yaniklik ve/veya yaprak dokiimii” (Ziogas et al., 2005; Altinok, 2012).
Denemenin sonlandirildigi 28. giine ait skala degerleri iizerinden Townsend-Heuberger

formiiliine gore hastalik siddeti (%) hesaplanmis ve Abbott formiiliine gore
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uygulamalarin yiizde etkileri bulunmustur (Karman, 1971). Verilere tek yonlii Varyans
analizi (oneway ANOVA) yapilmis ve Tukey’s HSD testi (P<0.01) ile uygulamalar
arasindaki fark karsilastirilmistir (JMP v9.0 software, SAS Institute Inc., Carry, NC,
USA). Ayrica, hastalik gelisim egrisi altinda kalan alan (AUDPC; The area under
disease progress curve) hesabi da yapilmistir (Campbell ve Madden, 1990; Altinok ve
Can, 2010).

Hastalik Siddeti (%): (n.V) / (Z.N) x 100; n: Her bir skala degerine giren bitki sayisi, V:
Skala degeri, Z: En yiiksek skala degeri, N: Gozlem yapilan toplam bitki sayis1

Abbott Formiilii (Etkililik) (%): X-Y\X x 100; X: Kontrol, Y: Uygulama

AUDPC = X[(xitxi+1)/2] (ti+1-t); x, i giiniindeki degerlendirmede kaydedilen hastalik

siddeti, (ti+1-t) ardisik iki 6l¢iim arasindaki zaman
2.2.3. Savunmada Rol Alan Enzimlerin Biyokimyasal Analizleri

Kok bakterilerinin bitkilerde dayaniklilik mekanizmasi tizerindeki etkilerini saptamak
amactyla savunmada rol alan enzimler arastirilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in, saksi
denemelerinde patojen inokulasyonundan 24, 48, 72 saat, 7, 14 ve 21 giin sonra
bitkilerden yaprak oOrnekleri (1 g) alinarak distile suda yikanmis, sivi azotta
dondurulmus ve analiz yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. Prolin ekstraksiyonu ve
belirlenmesi; Bates et al. (1973)’a gore yapilmistir. Renk maddesi olarak asit-ninhidrin
karisimi kullanilmistir. Ninhidrin (1,25 g), glasiyal asetik asit (30 ml) ve 6 M fosforik
asit (20 ml) igerisinde ¢oziilmiistiir. Yaprak ornekleri (1 g) 10 ml %3’liik siilfosalisilik
asit iginde homojenize edilmistir. Homojenizasyon Whatman No: 2 filtre kagidindan
gecirildikten sonra 2 ml’lik karisim 100°C’de 1 saat kaynatilmis ve reaksiyon buz
igerisinde sonlandirilmistir. Absorbans 515 nm toluen kontroliine karst okunmus ve

standart olarak 6nceden hazirlanmis olan L-Prolin soliisyonu kullanilmistir.

Katalaz (CAT) enziminin o6lgiimiinde; Milosevic ve Slusarenko (1996)’nun
yonteminden faydalanilmistir. Bu amaca yonelik olarak 50 ul of protein ekstrakti, 2,95
ml (10 mM H,0,, 50 mM potasyum fosfat buffer (pH 7,0) ve (4 mM Na, EDTA)

reaksiyon karisimina eklenerek, 240 nm’de 25°C’de 30 saniye siire ile Ol¢iilmiistiir.
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Tepkimenin ilk kinetigini gosterdigi durum AA240 mg” protein min™® olarak

kaydedilmistir.

Peroksidaz (POX) olgtimii; Cvikorova et al. (1994)’nin yontemine gére yapilmistir. Bu
amaca yonelik olarak 1 g yaprak 6rnegi homojenize edilmis, 100 pl yaprak ekstrakti 3
ml reaksiyon karisimina (13 mM gayacol, 5 mM H,0, ve 50 mM Na-fosfat; pH 6,5)
eklenmistir. Peroksidaz aktivitesi 470 nm’de 25°C’de 1 dakikalik siirede Olgiilmiistiir.
Reaksiyon kinetigi, AA240 mg™ protein min™ olarak kaydedilmistir (Altinok vd., 2013;
Altiok ve Dikilitag, 2014).



3. BOLUM

BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Rizobakteri izolatlarinin Antagonistik Etkileri

Rizobakteri ve patojen (Bc-TR07) arasindaki antagonistik iliskinin belirlenmesi
calismalar1 kapsaminda, kiiltiir koleksiyonundan 17 adet PGPR izolati arasindan
karakteristik ozellikleri agisindan basarili bulunan 7 adet rizobakteri ile tez ¢alismalari
yiiriitiilmiistiir. Istatistiksel analizlerde uygulamalar arasindaki fark énemli bulunarak
(F=82,0436; P<0,0001) rizobakteri izolatlarinin, Bc-TR0O7°nin miseliyal gelisimini
engellemedigi ya da c¢ok simirli engelledigi saptanmistir (Sekil 3.1-3.2). Bu
rizobakteriler arasinda B379c, B10a, 76A-1, PO7-1, PO7-4, 85A-2 ve P11-4 izolatlarinin
Bc-TRO7 patojen izolatin koloni gelisimini ortalama %21-33 oraninda engelledigi
saptanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Rizobakteri izolatlarinin Botrytis cinerea’nin  (Bc-TR07) miseliyal
gelisimine etkisi

Rizobakteriler izolat Kodu Koloni Cap1 (mm)  Yiizde Etki
Bacillus subtilis subsp. subtilis B379c 71,00" 21,11
Bacillus cereus B10a 60,00 33,33
Bacillus amyloliquefaciens 76A-1 65,00° 27,78
Pseudomonas aeruginosa P0O7-1 62,00 31,11
Pseudomonas aeruginosa PO7-4 73,00° 18,89
Pseudomonas aeruginosa 85A-2 63,00* 30,00
Pseudomonas putida P11-4 65,00° 27,78
Kontrol 90,00°

“Farkli harfle gosterilen siitunlar i¢indeki rakamlar Tukey’s HSD testine P<0,01 diizeyinde 6nemli
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PO7-1- P.aeruginosa Kontrol-Botrytis cinerea

Sekil 3.1.  Pseudomonas aeruginosa (P07-1) izolatinin Botrytis cinerea’nin miseliyal
gelisimine antagonistik etkisi.

PQO7-4 - Bacillus cereus Kontrol-Botrytis cinerea

Sekil 3.2.  Pseudomonas aeruginosa (P07-4) izolatinin Botrytis cinerea’nin miseliyal
gelisimine antagonistik etkisi.
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3.2. PGPR Uygulamalarinin Bitki ve Hastalik Gelisimine Etkileri

Bc-TRO7 patojen izolatinin inokulasyonundan 12 giin sonra fidelerde ilk simptomlar
gozlenmeye baslamistir. Hastalik siddeti degerleri ve AUDPC degerleri arasinda pozitif
korelasyon saptanmustir (r=0,81). PGPR izolatlar1 arasinda P. aeruginosa (P07-1)
%36,11 hastalik siddeti (pozitif kontrole gére %58,07 etki) ile en basarili izolat olarak
saptanmistir (YAUDPC 52,29) (Tablo 3.2). Bu izolati, P. putida (P11-4) ve B.
amyloliquefaciens (76A-1) izolatlar sirasiyla %37,50-38,88 hastalik siddeti % AUDPC
49,05-55,39 degerleri izlemistir. P. aeruginosa (85A-2), B. cereus (B10a), B. subtilis
subsp. subtilis (B379c) ve P. aeruginosa (P07-4) ise, kontrole gore kursuni kif
hastaliginin gelisimi {izerine sirasiyla %53,23, %48,39, %46,78 ve %43,55 etki
gostermistir. Pseudomonas-Bacillus kombine uygulamalari ise, %38,77 hastalik siddeti
(pozitif kontrole gore %54,98 etki) ve %AUDPC 55,59 degerleri ile hastaligi inhibe

etmede basarili olmustur.

Arastirma kapsaminda, bu rizobakterilerin bitki gelisimini diizenlemede ki rollerine de
yer verilmistir. P. aeruginosa (P0O7-1) hastaligi engelleme yetenegine paralel olarak
bitki gelisiminide tesvik edebilen en basarili izolat olarak belirlenmistir. Negatif
kontrolde bitki boyu 24,42 mm ve kok-yesil aksam kuru agirligr 2,21 g iken, bu oran
PO7-1 inokulasyonu sonucunda sirasiyla 32,83 mm ve 2,31 g olarak 6l¢iilmiistiir. Bu
izolat1 sirasiyla ve bitki boyu- kuru agirlik degerleri ile P11-4 (29,41 mm-1,78 g), 76A-
1 (28,61 mm-1,51 g) ve B379c (26,31 mm-1,47 Q) rizobakterileri izlemistir (Tablo 3.2).

Sekil 3.3 ve 3.4’te saks1 denemelerinden genel goriiniim verilmistir.

Tablo 3.2. PGPR ve bitki aktivatorlerinin patlicanda kursuni kiif hastaligina etkileri

Uygulamalar Bitki Boyu Kuru Agirhk Hastalik Siddeti Etki AUDPC

(mm) 9) (%) (%) (%)°
PO7-1 3283 + 413" a~ 231 + 127 a 36,11 + 229 f 58,06 52,29
P07-4 2425 + 305 d 094 + 082 d 4861 + 418 b 4355 44,78
B379c 26,31 + 280 bed 147 + 099 ¢ 4583 + 2,33 c 46,78 40,85
B10a 2558 + 3,19 cd 1,12 + 019 d 4444 + 261 c 4839 50,58
76A-1 2861 + 356 bc 151 + 0,82 bc 38,88 + 2,00 de 5485 55,39
P11-4 2941 + 438 b 178 + 018 b 3750 + 2,22 ef 5645 49,05
85A-2 2763 + 395 bc 160 + 0,61 bc 4027 + 255 d 5323 45,58
Kombine 2447 + 253 d 219 + 128 a 38,77 + 2,35 def 54,98 55,59
Kontrol (+) 1557 £ 2,65 e 1,16 + 069 d 86,11 + 161 a 10,00
Kontrol (-) 2442 + 322 d 221 + 0,28 a

“Standart sapma

““Farkl1 harfle gosterilen siitunlar i¢indeki rakamlar Tukey’s HSD testine P<0,01 diizeyinde 6nemli
Yiizde hastalik siddeti (28. giin skala verileri tizerinden hesaplanmustir)

’Hastalik gelisim egrisi altinda kalan alan (AUDPC)



30

Pseudomonas aeruginosa (P07-1) Kontrol(-) Kontrol(+) P0O7-1

Sekil 3.3.  Pseudomonas aeruginosa (P07-1) izolati uygulanan bitkilerin kurutulmamig
hali (A), P. aeruginosa (P07-1) ve P. aeruginosa (P07-4) izolat1 uygulanan
bitkilerin kurutma islemi yapilmis halleri (B).

Kontrol(+) Kontrol(-)

E Kontrol(+) 85A-2  PO7-1 B10a 76A-1 Kontrol(-)

Sekil 3.4. PGPR uygulamasi yapilan kemer patlican fidelerinden genel goriinim (A),
Nem ¢emberine alinmis patojen inokule edilmis patlican bitkileri (B),
PGPR’larin kursuni kiif hastalik gelisimine etkileri (C ve D).
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3.3. Savunma Enzimlerinin Biyokimyasal Analizleri

Kemer patlican fidelerine (Bc-TR07) patojen inokulasyonundan sonra 24, 48, 72 saat ve
7, 14 ve 21. giinlerde periyodik olarak alinan yaprak érneklerinde prolin, CAT ve POX
enzimlerinin analizi yapilmistir. Bu enzimlerin sentez oranlar1 (+) kontrol ve (-) kontrol
bitkileri ile birlikte Sekil 3.5, 3.6 ve 3.7°de gosterilmistir. Patlican fidelerine PGPR
uygulamalarinin hepsinde prolin, CAT, POX degerlerinde kontrol gruplarina gore artis
oldugu gozlenmistir. Bc-TRO7 patojen inokulasyonundan 72 saat sonra alinan yaprak
orneklerinde prolin enzimi oranin en yiiksek oldugu saptanmustir (Sekil 3.5). CAT ve
POX enzim oranlarinda da proline benzer bir durum gériilmiistiir (Sekil 3.6 ve 3.7). P.
aeruginosa (P07-1) en yiiksek prolin iireten (33,33 pmol g™) izolat olarak saptanmustur.
Bu izolati, 28,50 umol g™ degeriyle P. putida (P11-4) izolat1 takip etmistir. Yine 72 saat
sonra alinan yaprak orneklerinde yapilan dlgiimlerde proline benzer sekilde CAT (0,97
mg™ protein min*) ve POX (7,21 mg™ protein min™) enzimleri de en yiiksek oranda
P07-1 izolatindan elde edilmistir ve bu izolati P11-4 izolat1 izlemistir. Prolin, CAT ve
POX enzim aktivitelerinde Sekil 3.5-3.6-3.7°de goriildiigii gibi bu iki izolati, B.
amyloliquefaciens (76A-1) ve P. aeruginosa (P07-4) takip etmistir. PGPR uygulamalari
patojene karst bitkide savunma mekanizmasini maksimum oranda patojen
inokulasyonundan 72 saat sonra tetiklemis, daha sonra savunma enzimlerinin sentez
oranlarinda haftaya bagli olarak goreceli bir diisiis olustugu gdzlemlenmistir.
Pseudomonas-Bacillus kombine uygulamalarinda da prolin, CAT ve POX enzim
aktiviteleri artig gostermis ancak, bu oranlar P11-4, 76A-1 ve P07-4 izolatlarinin tek
basina uygulamalarindan diisiik bulunmustur. B379¢, B10a ve 85A-2 izolatlarinin 72 sa
Ol¢timlerinde, kombine uygulamalarindan yiiksek oranda prolin, CAT ve POX enzim

aktivitesi gosterdigi saptanmustir.
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Uygulamalar

Sekil 3.5. Patojen (Bc-TRO7) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra
PGPR uygulamalarinin patlicanda prolin icerigine etkisi.
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Sekil 3.6. Patojen (Bc-TRO7) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra
PGPR uygulamalarinin patlicanda katalaz (CAT) enzim aktivitelerine etkisi.
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Sekil 3.7. Patojen (Bc-TRO07) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra
PGPR uygulamalarinin patlicanda peroksidaz (POX) enzim aktivitelerine
etkisi.

PGPR bakteriler bitki gelisimini tesvik edici hormonlarin sentezlenmesi, biyolojik azot
fiksasyonu, fosfat ¢Ozlniirliigiiniin arttirilmas1 ve siderofor {retimi gibi farkli
mekanizmalarla bitki gelisimini tesvik ederek dolayli olarak hastalik gelisimini azalttig1
gibi (Vessey, 2003); antibiyosis, yer veya besin i¢in rekabet ve sistemik dayanikliligin
uyarilmas: gibi mekanizmalarla ise dogrudan patojen gelisimini engelleyerek veya
hastalik siddetini 6nemli Olgiide azaltarak etkili olduklar1 bildirilmektedir (Bora ve
Ozaktan, 1998). Calismamizda, patlicanda PGPR’larin kursuni kiif hastaligim 6nleme
mekanizmasi; PGPR ve patojen (Bc-TR07) arasindaki kismi antagonizmin yani sira
konukgu-patojen savunma mekanizmalarinin baglatilmasinin - bir sonucu olarak

gorilmiistir.

Yildiz vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Pseudomonas fluorescens izolatinin
domateste Botrytis cinerea’nin neden oldugu kursuni kiif hastaligint %78 oraninda
azalttigin1 saptamuglardir. B. licheniformis ve B. subtilis tiirlerinin B. sorokiniana’ya
kars1 en etkili tiirler oldugu ve test edilen bu bakteriyel biyoajanlarin fungus hiflerinde

nekrozlara sebep olduklari, konidi olusumunu engelledikleri, klamidospor
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formasyonunda ve sitoplazmada diizensizliklere neden olduklar1 goriilmiistiir (Alippi et
al., 2000). Bu calismamizda rizobakteri izolatlarinin, Bc-TRO7 patojen izolatinin
miseliyal gelisimini inhibe etmedigi ya da c¢ok simirli inhibe ettigi saptanmis olup
testlenen rizobakteriler arasinda B379c, B10a, 76A-1, P07-1, P07-4, 85A-2 ve P11-4
izolatlarinin Be-TRO7 patojen izolatinin koloni gelisimini ortalama %?21-33 oraninda

inhibe ettikleri saptanmistir.

PGPR bakterileri; havanin serbest azotunu baglama (Cakmake1 vd., 2007a), inorganik
fosfat kaynaklarin1 ¢6zme (Aslantas vd., 2007; Giines vd., 2013), bitki patojenlerini
engelleme (Kotan ve Sahin 2002; Karagéz, 2009), enzim iiretme (Sahin et al., 2004;
Cakmakgt vd., 2007b), biiylime hormonlar1 sentezleme (Aslantas vd., 2007) ve gesitli
kompleks karbon kaynaklarini mineralize etme (Kotan ve Sahin, 2006) gibi farkli

mekanizmalar1 yerine getirmektedirler.

Whipps (2001), yaptigi calismada Bacillus ve iki adet Pseudomonas tiiriine ait
bakterilerin hizl1 gelisebildiklerini, kolay kiiltiire alinabildiklerini, laboratuvarda kolay
genetik manipulasyonlarin yapilabildigini ve kolay metabolize olabilen organik
bilesikleri kullanabildiklerini bildirmektedir. Hofte et al. (1992), ise 6zellikle fluoresant
Pseudomonas’larin farkli antifungal metabolitleri iiretme yetenekleri gibi ozelliklere
sahip olmalarindan dolay1 biyolojik savas caligmalarinda tercih edildiklerini

belirtmektedirler.

PGPR grubu bakterilerin genelde bitki gelisimini uyarmak ve biyokontol saglamak gibi
onemli temel islevleri oldugu bildirilmektedir (Kloepper, 1993).Calismamizda, PGPR
izolatlar1 arasinda P. aeruginosa (P07-1) %36,11 hastalik siddeti (pozitif kontrole gore
%58,07 etki) ile en basarili izolat olarak saptanmistir (% AUDPC 52,29).

Yapilan caligmada, bitkilerin oksidatif zararin yol ac¢tig1 yikici etkilerden korunmak
veya bu zararli reaksiyonlarin etkilerini en aza indirebilecek sekilde CAT, POD ve SOD
gibi antioksidan enzimlerin miktarim1 artirarak dayanim mekanizmasini artirdigi
saptanmistir (Asada ve Takahashi, 1987; Scandalios, 1997, Moussa ve Abdel-Aziz,
2008). Bitkilerde oksidatif streslere tolerans saglamada, bu antioksidan enzimlerin
hiicresel seviyelerinin artirilmasinda olduk¢a 6nemli oldugu (Gechev et al., 2002;
Minibaeva ve Gordon, 2003), farkli stres kosullar1 altinda yetistirilen farkli bitkilerde

(bugday, piring, salatalik) katalaz enzimi aktivitesinin diistiigii (Keles ve Oncel 2002;
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Shim et al., 2003), stres kosullarina toleranslari farkli gesitlerle yapilan ¢alismalarda ise
stres kosullarina dayanikli gesitlerin katalaz ve peroksidaz aktivitelerinin daha yiiksek

oldugu (Sudhakar et al., 2001) saptanmustir.

Yapilan bir diger ¢alismada; B. megaterium M3, B. subtilis OSU142, Azospirillum
brasilense Sp245 ve Raoultella terrigena bakteri uygulamalari bugday ve arpanin
gelisimini pozitif yonde etkilemis bununla beraber don zarari1 ve bitkilerde sistemik
dayaniklilik mekanizmasinda gorev alan bazi antioksidan enzim aktiviteleri iizerine de
pozitif etki gosterdigi saptanmustir (Turan et al., 2013). Bu ¢alismamizda PGPR’larin
tek basina ve Bacillus-Pseudomonas kombine uygulamalarinda prolin, CAT ve POX
enzimlerinin degerlerinde pozitif kontrol gruplarinda artis gozlenmistir. Siderofor
tiretebilen ve fosforu c¢ozebilen P. aeruginosa izolatinin hem antibiyosis etkisi
gosterdigi hem de patlicanda Fusarium solgunlugu hastalik gelisimini %80’in iizerinde
baskiladigi ve CAT, POX ve PPO savunma enzimlerini tetikledigi bildirilmistir
(Altinok vd., 2013).

PGPR’larin bitkilerde ¢imlenmeyi, bitki boyunu, toplam agirligi, cigeklenmeyi ve
verimi arttirici etkide bulunduklari belirtilmektedir (Chen et al., 1996; Almonacit et al.,
2000; Pal et al., 2000; Romeiro, 2000). Calismamizda denemesini yaptigimiz
PGPR’lardan P. aeruginosa (P07-1) bitki gelisimini tesvik eden en basarili izolat olarak
belirlenmis ve bitki gelisimini tesvik ederek, pozitif kontrol bitkilerinin boy ve kuru
agirlhig 32,83 mm-2,31 g iken negatif kontrolde bitki boyu ve kuru agirligi 24,42 mm-
2,21 g olarak olgtilmiistiir.



4. BOLUM

SONUC ve ONERILER

Rizobakterilerin toprak ve bitkinin sagligin1 destekleyici ozellikleri bilinmektedir
(Glick, 1995; Hallman et al., 1997). PGPR’lar ile yapilan ¢alismalarda genellikle bu
bakterilerin Pseudomonas ve Bacillus cinslerine ait olduklar1 ortaya konulmustur
(Kloepper, 1991). PGPR’lar bitkilere, patojenlere kars1 dayaniklilik gelistirmesinde rol
oynayarak patojenlerin pek ¢cogunun kontroliinde direkt antagonistik etki gostererekte
yarar saglamaktadir (Bloemberg ve Lutenberg, 2001; Sturz et al., 2000). Bugiin bitki
hastaliklar1 ile biyolojik miicadelede, bilinen en genel biyolojik kontrol mekanizmalari
antagonizm ve hiperparazitizm olsa da, antibiyotik, siderofor ve litik enzim tiretimleri
de patojeni engellemede Onemlidir (Bora vd., 1994; Nagarajkumar et al., 2004).
Pseudomonas cinsine ait bakterilerden bir boliimiiniin kiiltiire alindiklarinda kitinaz ve
glukanaz gibi antifungal metabolitler irettikleri bildirilmektedir (Neilsen et al., 1998).
Bu metabolitlerin saflagtirilmis hallerinin ve litik enzim aktivitelerinin baz1 funguslarin
miseliyal gelisimini inhibe edici etki gosterdikleri saptanmistir (Radhajeyalakshmi et
al., 2000).

Bu tez galismasi kapsaminda, patlicanda Botrytis cinerea hastalik etmenine kars1t PGPR
uygulamalarinin etkinli arastirilmistir. PGPR larin tek basina ve Pseudomonas-Bacillus
kombine uygulamalarmin Botrytis cinerea’ya karsi bitkide enzimatik savunma
sisteminde rol alan antioksidanlardan prolin icerigi, katalaz ve peroksidaz enzimlerin
sentezinde artisa sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica PGPR’larin, bitki biyomasini

artirdig1 ve kismen antibiyosis etkisi gosterdigi gézlemlenmistir.

Sonuglanmis ve siirmekte olan ¢ok sayida calismayla ulasilan bilgilerin 15181nda,
konukgeu bitkide dayaniklilig1 uyaran ve bitkide gelisimi uyarma (PGPR) etkileri de olan
kok bakterilerinin hastaliklara karsi kullanimimnin pratige aktarilmasina yonelik

caligmalara daha fazla yer verilmelidir. PGPR’larin bitkide savunma mekanizmasini
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tetiklemesinin savunma genleri yoniinden de arastirilmasi yarar saglayacaktir. Hem
biyoajan olarak hem de bitki gelisimini destekleyici biyolojik giibre olarak PGPR’larin
tarimda kullanilmasi biiyiik katkilar saglayacaktir.
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