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OZET

Sogan Dip Ciiriikliigii hastalik etmeni Fusarium oxysporum f.sp. cepae (FOC)'nin
sebep oldugu hastalik diinya genelindeki sogan iiretim alanlarinda goriilen en Gnemli
toprak kokenli hastalik olarak goriilmektedir. Hastalik etmeni organizma dncelikle soganin
dip kismina enfekte olmakta ve sonunda bitkinin Oliimiine sebebiyet vermektedir. Bu
calisma, 2015-2016 yillarinda sogan gelisim zamanlarinda Amasya’nin farkli bolgelerinde
Sogan Dip Ciiriikliigiine sebep olan FOC'nin tanimlanmasi ve biyolojik miicadelesi amaci
ile yiritilmistir. FOC izolatlart Amasya ili Suluova, Merzifon, Glimiishacikoy,
Goyniicek, Hamamozii ve Tasova ilgelerinde incelenen tarlalardaki dogal olarak enfekte

olan sogan bitkilerinden izole edilmistir.

Tim FOC izolatlar1 patojenite testi, ITS1 ve ITS4 primerler kullanilarak
molekiiler olarak tanimlanmistir. Hastaligin biyolojik kontrolii i¢in bolgede incelenen
tarlalarda yetisen saglikli ve iyi gelismis sogan bitkilerinin kok bolgesinden 269 fosfor (P)
¢oziicl bitki gelisimini tesvik eden kok bakterisi (PGPR) izole edilmistir. Bu izolatlarin, in
vitro kosullarda ikili kiiltiir test yontemi ile FOC’un misel gelisimi tizerindeki antagonistik
etkileri belirlenmistir. Test edilen bakteri izolatlar1 arasindan, sekiz izolatin ikili kiiltiir
testlerinde % 72,6 - 75,3 arasinda FOC’ un misel gelisimini inhibe ettigi saptanmistir. Tiim
bakteriler arasindan en yiiksek P ¢c6zme potansiyele sahip olan on iki PGPR izolat1 ve en
yiiksek antagonist {i¢ izolat secilerek in vivo saksi deneylerinde kullanilmistir. Saksi
denemeleri icin secilen 15 PGPR izolahi BIOLOG GEN III tanimlama sistemi Ve
biyokimyasal testler yontemi ile ile Enterobacter cloacae ssp. dissolvens (8), Yersinia
intermedia (1), Pantoea agglomerans, Basillus subtilis (3) olarak tanilanmistir. Bununla

birlikte, test edilmis iki bakteri izolat1 tiir seviyesinde tanimlanamamustir.



Segilen izolatlarin tohumla inokulasyon yapilmasi ile sadece FOC inokulasyonu
yapilmis denemeler karsilagtirlldiginda sera ve agik alan kosullarindaki sakst
denemelerinde hastalik siddetini % 11,2 - 77,8 arasinda degisen oranlarda baskilandigi
saptanmustir. Sera ve tarla kosullarinda kurulan saksi denemesinde patojenin yoklugunda,
bu izolatlarin bitki biiyiime parametrelerini (sogan yaprak boyu, sogan yaprak sayisi, sogan
kok uzunlugu, bas sogan ¢api, bas sogan kuru ve yas agirlik) de farkli oranlarda arttirdigi
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: sogan, Fusarium oxysporum f. sp. cepae, biyolojik miicadele, PGPR,
ITS
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CHARACTERIZATION OF BASAL ROT DISEASE AGENT
Fusarium oxysporum f.sp. cepae OBSERVED GROWING ONIONS IN AMASYA
AND BIOLOGICAL CONTROL BY PLANT GROWTH PROMOTING
RHIZOBACTERIA
(Ph.D. THESIS)
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ABSTRACT

Basal rot disease of onion, caused by Fusarium oxysporum f.sp. cepae (FOC), is
an important soil-borne disease of onion worldwide. The causal organism infects the basal
stem plate of the onion bulb and eventually kills the entire plant through degradation of the
basal plate. This study was conducted for identifacition and biological control of onion
basal rot disease agent FOC in different districts of Amasya province during 2015-2016
growing seasons. lIsolates of FOC obtained from naturally infected onion plants in
surveyed fields in Suluova, Merzifon, Glimiishacikdy, Goyniicek, Hamamozii, and Tasova

disricts of Amasya province.

All fungal isolates of FOC was identified by pathogenicity test and molechuler
metod by using ITS1 and ITS4 primers. For biological control of disease, 269 putative
phosphorus (P) solubilising plant growth promoting rhizobacterial (PGPR) isolates were
obtained from rhizosphere of healty onion plants growing in surveyed fields in the region.
These isolates were further tested to determine their suppressive antogonistic effects on the
mycelial growth of FOC in dual culture tests in vitro conditions. Among the tested
bacterial isolates, eight isolates were determined to inhibit mycelial growth of FOC at the
highest rates of 72,6-75,3 % in dual culture tests. Among the all bacterial, twelve PGPR
isolates, having the highest P-solubising potential and three the most effective antagonist
isolates were selected to use in vivo pot experiments. The 15 bacterial isolates were
identified as Enterobacter cloacae ssp. dissolvens (8), Yersinia intermedia (1), Pantoea
agglomerans, Basillus subtilis (3) by using biochemical tests and BIOLOG profiling

system. Two tested bacterial isolates were however not identified in species level.



Seed treatment with selected isolates were found to suppress disease incidence in
varying ratios of 9,9 - 77,8 % comparable to the only FOC experiments. In the absence of
the pathogen, these isolates were also found to enhance plant growth parameter (such as
lenght of onion leaf, number of onion leaf, root lenght of onion, head diameter onion, head
onion dry and wet weight) in varying ratios in both pot and field experiments.

Key words: Onion, Fusarium oxysporum f. sp. cepae, biological control, PGPR, ITS
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Graduate School of Nature and Applied Sciences
Department of Bioengineering, May/ 2017
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1.GIRIS

Amaryllidales takiminda, Liliaceae familyasindaki tek c¢enekli bitkiler sinifi
icerisinde O6nemli bir yere sahip bitki olan Sogan (Allium cepa L.) insanlik tarihinin
baslangicindan beri tiiketilen keskin kokulu, yumrulu bir bitkidir. Kiiltiire alinmis en eski
sebzelerden birisi olan soganin anavatanit Orta Asya olup, Dogu Asya ve Orta Avrupa’ya
buradan yayilmistir. Sogan ¢evre kosullarina yiiksek derecede adaptasyon saglamasi ve diinya
tizerinde birgok tilkede yetismesi bakimindan 6nemli bir bitkidir (Necola, 2007). Diploid
genoma sahip olan bitki ii¢ gelisim safhasi (yaprak, bas sogan olusumu ve olgunlagsma formu)
gecirmektedir (Kyofa-Boamah ve ark., 2000). Soguga karsi olduk¢a toleransli olan sogan
kisa, orta ve uzun giinlerde bas sogan olusturabilirler. Bas sogan yesil, taze ve kuru (beyaz,
mor, kirmizi) gibi farkli renklerde tiiketilmektedir (Kyofa-Boamah ve ark., 2000; Necola,
2007).

Bas sogan bilesiminde ugucu ve sabit yaglar, sekerler, tuz (potasyum ve siilfiir),
vitaminler (A, B1, B2, C, E, K), mineraller ve aminoasitler bulundurmaktadir. Antiseptik ve
antibiyotik 6zellik gostermesi ve pisirildiginde vitamin kaybinin az olmasi nedeni ile diinyada
ve lilkemizde en fazla tiiketilen sebzelerin basinda gelmektedir (Giinay, 1992). Yapilan
aragtirmalarda sogan bitkisinin gosterdigi antibiyotik ve antiseptik 6zelligin muhtemelen
yapisinda bulunan kiikiirtten oldugu diistiniilmektedir. Geleneksel tipta da 6nemli rol oynayan
sogan bitkisi soguk alginligi, grip, kizamik, romatizma, idrar soktiiriicli, kan sekerini
diistirtici ve kalp hastaliklarindan korunma amaci i¢in kullanilmaktadir (Schwartz and
Mohan, 1995). Ayrica taze olarak tiiketildiginde kani kuvvetlendirerek insana zindelik
kazandirdigi,  sindirim agisindan iyi bir barsak dezenfektani oldugu bildirilmektedir

(Bayraktar, 1981).

Diinya genelinde 2015 verilerine gore iiretilen 83 milyon 357 bin ton kuru bas
sogandan, 20 milyon 897 bin 638 ton iiretim miktari ile Cin birinci olurken, Tiirkiye 2 milyon
120 bin 581 ton iiretimi ile diinya siralamasinda besinci sirada bulunmaktadir (FAO, 2017).
TUIK verilerine gore, 2016 yilinda kuru bas sogan iiretimi yapilan &nemli iller
degerlendirildiginde 460,012 ton ile Ankara birinci olup, bu ili siras1 ile 293,551 ton ile
Amasya, 229,931 ton ile Hatay, 219,904 ton ile Adana, 174,919 ton ile Corum, 156,105 ton
ile Eskisehir, 133,571 ton ile Tokat, 8,.414 bin ton ile Bursa illerimiz izlemektedir (TUIK,
2017).



1.1. Sogan Hastahklar

Diinya genelinde sogan iiretim alanlarinda bulunan bir ¢ok zararl ve hastalik etmeni

onemli derecede iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Walker ve ark., 2009). Soganda énemli

hastalik etmenleri ve simptomlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir. Bu hastaliklardan Pembe kok

hastaligi (Pyrenochaeta terrestris), Fusarium dip ¢iriikliigii (Fusarium oxysporium f.sp.

cepae), Mildiyo hastaligi (Peronospora destructor), Sogan siirmesi hastaligi (Urocystis

cepulae), siyah ciiriikliik (Aspergillus spp.), yumru ve boyun cirikligi (Botrytis spp.)

hastaliklar1 6nem arz etmektedir (Corgan, 2002; Khatun ve Ashrafuzzaman, 2008; Walker ve

ark., 2009;).

Cizelge 1.1. Sogan iiretim alanlarinda goriilen bazi hastaliklar ve simptomlari

Etmen

Hastalik Grubu Etmen Goriilen Simptomlar
Fusarium Kok curtkligi, sogan
Dip Ciirtikliigii Fungus  oxysporum f.sp. curtikliigli, yapraklarda sararma
cepae ve bitki 6liimii
Koklerin pembe-mor arasinda
Pembe Kok Fungus Pyrenoc_:haeta renk almasi ve yumruda geligim
terrestris e
geriligi
Govdede gri renkte lezyonlar,
Boyun ve Govde Ciriikliigii  Fungus  Botrytis spp. boyun bolgesinde sulanma ve
kursuni renk almasi, bitki 6liimii
Yumruda {ist dokunun saglam
Siyah Ciiriikliik Fungus  Aspergillus niger  goriniip doku altlarinda siyah
sporlarin goriinmesi
Mor Leke Fungus  Alternaria spp. Yapraklarda pembe mor lekeler
.. . . Yapraklarda soluk sar1 renkte
Kiilleme Fungus Leveillula taurica lezyonlar
Yapraklarda klorotik ¢ukurlasma,
TR Peronospora ..
Mildiyo Fungus destructor govc}e boyun kisminda burusma
ve slingerlesme
. Dokularda seffaflasma, sulanma,
Yumusak Ciiriikliik Bakteri Pectobacterium agik soluk kahverengi lekeler ile
carotovorum -
beraber kotii koku olusumu
: Sogan iist kisminda kii¢lilme ve
Govde Cirtkliik Bakteri Burkholderia ic kisminda siimiiksii sararmig

cepacia

doku



_ : Sogan dip kismi disartya dogru
Sogan I¢ Yumusamasi Bakteri Burk_ho.lde“a siskinlesme ve sogan i¢ kisminda
gladioli kahverengilesme

Soganda ve kokte gelisim

Kok Ur Nematodu Nematod MEIOId.(;gyne geriligi, urlu kokler, sararmis
Incognita yapraklar
. Yapraklarda merdivensi sekil
Sogan Sak Nematod D.Ityler.]Chus bozuklugu ve yumruda diizensiz
dipsaci A
sigkinlikler
Yapraklarda halka seklinde i¢ ige
Yaprakta Sar1 Nokta Viriis Tospoviriis ssp. sararmalar, soganda  gelisim
geriligi
: Alt yapraklardan itibaren
Yaprakta Sar1 Nokta Fungus Scle_rotlum sararma, yumrular beyaz fungal
cepivorum i

ortu
Bitkinin yaprak ve yumrusunda

Sogan Siirmesi Fungus  Urocystis cepulae  koyu kahverengi ¢izgiler, yaprak
kisminda kivrilma

1.2. Sogan Dip Ciiriikliigii Hastahg:

Sogan iiretim alanlarinda toprak, tohum ve hava kokenli ¢ok sayida fungal
etmenlerin neden oldugu hastaliklar iiretimde 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu
fungal etmenler arasinda Sogan Dip Ciiriikliigii hastaligi Fusarium oxysporum f.sp. cepae
(FOC) etmeni oOnemli bir yer tutmaktadir. Hastalik etmeni tohum ve toprakla
tasinabilmektedir. Hastalik etmeni ile bulasik tohumlar kullanildiginda, fungus tohumlardan
topraga gegcis yaparak toprakta canliligini devam ettirebilmekte daha sonra da tekrar bitkiyi
enfekte edebilmektedir (Kodama, 1983; Abd-El Razik ve ark. 1990; Boff ve ark., 1995;
Ké&ycii ve Ozer, 1997; El-Zawahry ve ark., 2000).

Sogan Dip Ciiriikliigii hastaligi genellikle fide doneminde etkisini gosterirken tarlada
ve depo kosullarinda belirtilerini devam ettirmektedir. Cin, Tiirkiye, Italya, Japonya, Giiney
Afrika ve ABD basta olmak tizere sogan iiretimi yapilan hemen hemen her iilkede goriilen
hastalik % 60 - % 80’lere kadar verim kayiplarina neden olmaktadir (Havey, 1995; Ozer
ve Kdycti, 2004).



Cimlenme sonras1 geng¢ fidelerin Oliimiine sebebiyet veren fungus, bas sogan
olusturmus gelismis bitkilerde kok kisminda ¢iiriikliikk olusturmakta ve bas soganlarin dip
kisminin giirimesine neden olmaktadir (Naik ve Burden, 1981; Kodama, 1983, Srivastava ve
Qadri, 1984; Ozer ve Kdycii, 1997) (Sekil 1.1). Soganlarda hastalik belirtisi olarak koklerin
bulundugu bolge ve kokler kahverengi bir renk almakta, bu nedenle hastaliga dip ctirtikliigii
ad1 verilmektedir (Cramer, 2000). Patojen bazen olgun soganda latent enfeksiyona neden
olabilmekte, bu durumda bas sogan agirhiginda azalma meydana gelmektedir (Abawi ve
Lorbeer, 1972). Ayrica hastalik etmeni ile bulagik bitki diger hastaliklara ve iklim
kosullarindaki degisikliklere daha hassas hale gelmektedir (Fantino ve Shiavi, 1987; Stadnik
ve Dehingra, 1995).

Sekil 1.1. FOC tarafindan neden olunan bas soganin dip kisminda meydana gelen ¢iiriiklilk

1.3. Sogan Dip Ciiriikliigii Hastalhigi ile Miicadele

Sogan Dip Ciirtikliigi Hastaligi ile miicadelede ekim nobeti, dayanikli cesit
kullanimi, biyolojik ve kimyasal miicadele yontemleri ile yapilmaktadir. Hastaliga karsi
dayaniklt ¢esit ve hatlar bulunmakla birlikte hastaliga karsi uzun siiren bir koruma
saglanamamaktadir (Ozer ve ark., 2003). Kimyasal miicadele yonteminde ise tohum ya da

tarla topragina fungisit uygulanmasi hastaligin siddetini azaltmaktadir. Fakat kullanilan bu



kimyasallar insan ve cevre sagligi iizerine olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Ozellikle
bitki patojenlerinin kimyasallara karst dayaniklilik olusturmalar1 kimyasal miicadeleye
alternatif yeni miicadele yontemlerinin arastiritlmasina sebep olmustur (Gupta ve ark., 1987,
Roberti ve ark., 1989; Abd-El Razik ve ark., 1990; Ozer ve Koycii, 1998).

Yapilan altenatif ¢alismalardan fungal antagonistlerden olan bazi Trichoderma
spp.’nin, bakteriyel antagonistlerden ise Pseudomanas fluorescens ve Bacillus subtilis 'in in
vitro kosullarda patojenin miselyal gelisimini engelledigi bildirilmektedir (Abouzaid ve ark.,
1993; Rajendran ve Ranganathan, 1996). Bununla birlikte T. viride ve P. fluorescens ’in
birlikte kullanilmasi ile saks1 ve tarla kosullarinda da hastalik ¢ikisinin azaltildig: bildirilmistir

(Rajendran ve Ranganathan, 1996).

1.4. Bitki Hastaliklar1 ve Bitki Gelisimi I¢in Kullanilan Biyolojik Miicadele Etmenleri

Bitkilerde hastalik olusturan pek ¢ok bakteriyel, fungal ve viral hastalik etmenine
kars1t PGPR olarak adlandirilan bitki gelisimini tesvik eden kok bakterileri (PGPR) bitkilerde
bulunan dogal dayaniklilig1 uyarmak suretiyle hastaliklara karsi bitkilerde dayanikliligi tesvik
ettigi belirlenmistir. PGPR’ler diger yonii ile bitki gelisimini arttiric1 6zelliklerinden dolay1
glinimiizde tarimsal tiretimde biyolojik giibre olarak tercih edilmektedir (Backman ve ark.,
1997; Weller, 1988; Wei ve ark., 1996). PGPR’ler ¢ogunlukla Azospirillum, Acinetobacter,
Achromobacter, Flavobacterium, Aereobacter, Enterobacter, Agrobacterium, Bacillus,
Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Erwinia, Microccocus, Rhizobium, Pseudomonas,
Xanthomonas ve Serratia cinsleri igerisinde yer almakta olup genellikle bitkinin kok

bolgesine yerleserek toprak kokenli patojenlerin gelisimini sinirlamaktadirlar.

PGPR’ler iizerine yapilan calismalarda bakterilerin bitki gelisimini tesvik ettigi
laboratuar ve tarla denemeleri ile ortaya konulmustur (Montesinos, 2002; Cakmakg1, 2005).
PGPR’ler 6zellikle saglikli bitkiye uygulama yapildiginda sistemik dayamikliligi harekete
gecirerek kimyasal uygulamalardan, o6zelliklede bakirli bilesik uygulamalarindan daha etkin
sonuglar vermektedir (Kuc, 2001). PGPR  bakterilerinden = Pseudomonas  putida,
Pseudomonas fluorescens kanola, marul ve domatese uygulandiginda kok ve gévde boyunu
artirmigtir (Hall ve ark.,1996; Glick ve ark., 1997). Benzer sekilde Pseudomonas spp.

uygulamasi seker pancarinda kok ve seker verimini artirmistir (Cakmaker ve ark., 2001).



Antagonistik Bacillus sp. MSU-127 izolat inokulasyonu seker pancarinda énemli
zarar yapan Rhizoctonia solani fungusunun neden oldugu kok ¢iirtikligii hastaligint 6nemli
oranda azaltmistir (Kiewnik ve ark., 2001). Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici ve
Pythium aphanidermatum gibi hastalik etmenlerinin, antagonistik etmenler B. subtilus,
Trichoderma harzianum, Trichoderma kningii, Penicillium citrinum ve Penicillium oxalicum
izolatlar1 tarafindan kontrol altina alinabildigi ifade edilmistir (Saber, 2001; Kotan, 2002).
PGPR uygulamalarinda kullanilan bakteriler ve alinan bazi sonuglar Cizelge 1.2°de verilmistir

(Cakmake1, 2005).

Cizelge 1.2. Farkli bitkilerde PGPR’lerin etkisi (Cakmakgi, 2005).

Bakteri Bitki Ortam Etki Referans
Azospirillum Sorgum S Kurumadde, yaprak alam, kok | Sarig ark,. 1992
brasilense Sorgum T say1st ve uzunlugunda % 33 - 40, %

. 25 - 40 hidrolik gegirgenlik, % 12 -

Azospirillum spp. 18,5 verim artis!

A. brasilense Fasulye BBK Kok ve govde agirhigr artist Vedder-Weiss
ark., 1999

A. brasilense Sorgum, T % 25 oraminda verim, kok sayisi, | Dobbelaere ve

A. brasilense Cd bugday, arpa, | T kok ve govde agirhik artist ark., 2001

A.brasilense Cd 245 | misir, yulaf, S, T

A. brasilense Cd Misir T % 35 - 40 oraninda mineral giibreyi Okon  ve L-

A. lipoferum Br-17 | Bugday T karsilama, verim artigi Gonzalez, 1994

A. brasilense Sp111 | Misir T

A. brasilense Cd Sorgum T % 11 - 24 oranlarinda verim artisi Smit ark., 1984

A. brasilense Cd Nohut, bakla S, T Kok, govde, verim artig Hamaoui ark.,2001

A. brasilense Cd Dar1 T % 21 - 30 verim artist Di Ciocco ve R.

A. lipoferum Az-30 Caceres, 1994

A. brasilense Cd Bugday T Verim artigt Caceres ark., 1996

A. brasilense NO40 | Piring % 15 - 20 verim artis1 Omar ark., 1989

A. lipoferum Aygicegi Gelisme ve ¢imlenme tesviki Fages ve Arsac,

X. maltophla Aygicegi L,S 1991

A. lipoferum CRTI | Misir T N orani artig, kok geligimi Jacoud wve ark,
1998

Azospirillum spp. Bugday T % 15,8 - 31 verim artis1 Baldani ve ark.,
1987




Azospirillum spp. Dar1 T % 12,1 - 31,7 verim degisim, Kloepper ve ark.,
Hardal T % 16 - 12,8 verim artis1 1989
Celtik T % 4,9 - 15,5 verim artis1
Azospirillum spp. Misir T % 11 - 14 verim artis1 Fallik ve Okon,
1996
Azospirillum spp. Misir T Kuru madde ve Mg mineral artig1 Hernandez ve
ark.,1997
Azospirillum spp. Misir S Glutamat sentez ve dehidrojenaz | Ribaudo ve ark.,
aktivite, kok ve yaprak N element | 2001
artis1
Azospirillum spp. Bugday S Biomas, dane, protein ve N element | Saubidet ve ark.,
artis1 2002
Azotobacter spp. Celtik T Kuru madde, dane, klorofil oram ve | Alam ve ark., 201
Enterobacter spp. N oraninda % 6 - 24 artig
Xanthobacter spp
B. amyliquefaciens | Domates, T Bitki gelismesi, yaprak alani, kok- | Kokalis-Burelle ve
B. pumilis, Biber govde agirhg, meyve verimi artist, | ark., 2002
B. subtilis nematot azalmasi
B. cereus
B. polymyxa Seker pancari, | S, T % 7,5 - 16,5 seker pancar1 kok, % 8,4 | Cakmaker ve ark.,
B. megaterium arpa - 18,2 arpa dane verim artis1 1999
B. polymyxa, Seker pancart | T % 6,1 - 13,0 kok, % 7,8 seker verim | Cakmakci ve ark.,
Pseudomonas spp. artis1 2001
Bacillus spp. Sorgum T % 15,3 - 33 verim artis1 Broadbent ve ark.,
1977
B. subtilis A-13 Yerfistigi T % 37 verim, su, besin sicaklik stresi | Turner ve
ile rispons artisi Backman, 1991
B. subtilis B2 Sogan BBK % 12 - 94 govde, % 13 - 100 kuru | Reddy ve Rabhe,
agirlik artisi 1989
Beijerinckia mobilis | Pancar, Arpa, | L, S Cimlenme, uzunluk ve agirlik artisi Polyanskaya  ve
Clostridium spp Bugday, turp ark., 2000
Burk. vietnamiensis | Celtik T,S % 33 gbvde uzunlugu, % 53 kok | Tran Van ve ark.,
agirhik, % 13 - 22 dane verimi artigi 2000
Bacillus spp. Sekerpancari, | T Ikili asilama pancar % 11,9 - 12,4, | Sahin ve ark.,
arpa arpa % 7,4 - 9,3 verim artig1 2004
E. cloacea CAL3 Domates, S Fide gelisimini tesvik Mayak ve ark.,
biber 2001




P. cepacia R85, Kislik bugday | BBK, % 46 -7 5 dane verim artig1 De Freitas ve
P.fluorescens R104 T Germida,
P. putida R111 1992a,b
P. chlororaphis Yazlik bugday | T, L % 6 - 8 ¢cimlenme artig1, Fusarium Kropp ve ark,
culmorum biyolojik kontrolii 1996
P. corrgata Horozibigi, S Bitki gelisimi ve N artis1 Pandey ve ark.,
A. chroococcum ragi 1999
P. fluorescens Domates S % 5,6 - 9,4 verim arstis1 Gagne ve ark,
1993
P. fluorescens Hiyar T % 12 meyve sayisi, % 18 meyve | McCullaugh  ve
P. corrugate agirhik artigi, Pythium ile enfekte | ark., 1996
S. plymthica edilen toprakta % 18 verim artist
P. fluorescens, Yaban S Yaprak alani ve govde ¢api artist De Silva ve ark.,
B. pumilus yasemini 2000
P. putida, Hiyar BBK, B.subtilis ile Kok uzunlugu, % 29 | Uthede ve ark.,
B. subtilis S bitki agirhigt % 14 meyve verimi | 1999
B.cereus, % 50 meyve sayisi artigt
P. putida GR12-2 Kanola, arpa | BBK Dikotiledon ve bitki kok gelisimi | Hall ve ark., 1996
bugday,marul, artist
Pseudomonas spp. | Kanola BBK % 11 - 52 kok kuru agirlik artist Bertrand ve ark.,
Variovovax spp. 2001
Pseudomonas spp. Patates ST Serada bitki agirligi, tarlada yumru | Frommel ve ark.,
agirhiginda artig 1993
Pseudomonas spp. Seker pancart | S, T Sera fide agirhgi, tarlada verim | Suslow ve
artig1, hastaliklara kars1 antagonizm Schroth, 1982
Pseudomonas spp. | Patates, Piring | T % 14 - 33 verim artist Kloepper ve ark,
1989
Pseudomonas spp Misir, arpa, | T % 15 - 25 verim artig1 Iswandi ve ark.,
bugday 1987
P. syringae pv. Fasulye Protein artig1, patojen kontroli Alstrom, 1995
Pseudomonas W34 | Marul, S Fide biomass artisi, % 9 verim artisi Hoffmann-
B. cereus S18 domates Hergarten ve ark.,
1998
Bacillus spp., | Misir S % 8-14 verim artis1 Lalande ve ark.,

Pseudomonas spp.

1989

A.: Azospirillum, B.: Bacillus, Burk.: Burkholderia, P.: Pseudomonas, S.: Serratia, , X.: Xanthomonas; T: Tarla, S: Sera,
BBK: Bitki biiyiitme kabini, L: Laboratuar




1.5. Bitki Gelisimini Tesvik Eden Kok Bakterilerinin Etki Mekanizmalar

Bitki gelisimini tesvik eden kok bakterileri bitkinin kdk ve yakin bolgesindeki
topraklarda bulunurlar. Bu mikroorganizmalar siirdiiriilebilir tarim igin potansiyel araglardir.
Bitkilerde kok gelisimini arttirmakta ve bitki patojenlerini kontrol altinda tutmaktadirlar.
Giiniimiizde bu bakteriler ile ilgili onemli ¢alismalar yapilmaktadir. PGPR olarak adlandirilan
bu bakteriler ile bitki hastaliklarinin biyokontrolii, bitki gelisimini tesvik etmedeki rolleri,
biyogiibreleme ve bitki hormonlarinin iiretimi gibi konular bu ¢alismalar arasina girmektedir

(Antoun ve Prevost, 2006; Siilii ve ark., 2016).

PGPR ’ler bitki bitylimesini tesvik ederek bitki gelisimi ve kalitesinde yaptiklari etki
dogrudan ve dolayli olmak lizere iki grupta agiklanmaktadir. Dogrudan etki mekanizmasi,
biyolojik azot fiksasyonu, sitokininler, gibberalinler, oksinler gibi bitkisel hormonlarin
tiretilmesi, ACC deaminaz enzim aktivitesi yoluyla etilen sentezinin engellenmesi, ¢evresel
strese kars1 direng, bakteri-bitki iliskisinde uyum, inorganik fosforun ¢o6ziiniirliigiiniin
arttirtlmas1 ve organik fosfor bilesiklerinin mineralizasyonu, siderefor iiretim yoluyla demir
alinimin arttirilmasi ve diger bazi iz elementlerin oraninda artis saglama, vitamin sentezi,
kok gecirgenligini artirma etkilerini igermektedir. PGPR’ler antibiyotik lireterek hastalik
etmeni tlizerine etki edebilmekte ve bundan dolayr antagonist biyokontrol etmeni olarak
kullanilabilmektedir (Cakmakg1, 2006).

PGPR arasinda yer alan Floresan Pseudomonas’lar toprak kokenli hastaliklarin
engellenmesinde en etkili bakteriler arasinda yer almaktadir (Van Loon ve ark., 1998). Bu
bakteriler siderefor iiretimi Ozellikleri ile patojen mikroorganizmalarin topraktaki demiri
kullanmalarin1 engelleyerek ya da antibiyotik iireterek bitkileri patojen saldirilarina karsi
korumaktadirlar. Ayrica sistemik dayanikliligi tesvik edebilme yetenegine de sahiptirler
(Pieterse ve ark., 2000). Sistemik dayanikliligi (ISR) ve uyarilmis dayanikliligi (SAR)
tesvik eden bakterilerin bitkilerde hastalik gelisimini azaltti§i bildirilmistir. Her iki
dayaniklilik da bitkileri birden fazla bitki patojeninin saldirilarina karst dayanikli kilmaktadir.
Bazi bakteriler kok yilizeyinde salisik asit liretimi ile ISR olusumunu tetiklerken, bazilari ise
salisilik aside gereksinim duymadan ISR olusumunu baslatabilmektedirler. PGPR bakterileri
antifungal maddeler, siderofor ve antibiyotik sentezi disinda patojen gelismesini engelleyici
diger bazi mekanizmalara daha sahip oldugu bilinmektedir. Pseudomonas benzeri bazi

bakterilerin HCN (hidrojen siyanit) sentezlemeleri ve bu yolla fungus gelisimini



engellemektedir. Cladosporium werneckii, P. cepacia gibi bakteri tiirleri Fusarium
enfeksiyonunda bitkiye zarar veren fusarik asit bilesiklerini hidrolize ederek, farkli
funguslarin neden oldugu bitki hastaliklarin1 6nleyebilmektedir. P. cepacia da oldugu gibi,
baz1 bakteriler funguslarin miselleri {izerinde gelisebilmektedir. Bu bakteriler Rhizoctonia,
Sclerotium ve Pythium gibi patojenlerin iizerinde geliserek hastalik siddetini azaltmaktadir.
PGPR bakterilerinin bagka bir etki mekanizmasinda ise bakteriler kok yiizeyinde besin
elementleri bakimindan rekabete girerek bitkileri patojenlerden korumaktadir. Bitki ve
tohumlarin PGPR ile asilanmasi uzun donemde hastaliklara neden olan funguslara kars1 genis
etkili bir sistemik dayanikliliga neden olmaktadir. Inokule edilen Pseudomonas benzeri
bakterilerle hedef dogal mikroflora arasindaki antibiyosis ve rekabete dayali antagonistik
interaksiyon ortaya ¢ikmaktadir (Cakmake¢i, 2005). PGPR’ler ayni zamanda tohum
cimlenmesi, kok gelisimini saglayarak bitkinin su ve besin maddesi alinimini arttirarak ¢ok
onemli katkilar saglamaktadir. Bu bakteriler faydali mikrorganizmalar lehine rizosferde
mikrobiyal dengeyi degistirerek mineral madde oranini diizenlemekte bunun sonucunda
bakteriyel, fungal ve nematod hastaliklarini genis Olgiide baskilamakta, ayrica viral
hastaliklara karsi koruma saglamaktadirlar (Siddiqui, 2006). PGPR’nin verim artisi, yaprak
alani, klorofil icerigi, Mg, N igerigi, protein, hidrolik aktivite, kuraga dayanim, siirgiin ve
kok agirliklart ve yaprakta absisyon tabakasinin olusumunun gecikmesi suretiyle bitki

biiyiimesine fayda sagladigi belirlenmistir(Lucy ve ark., 2004).

Inorganik veya organik fosfat ¢dzebilen PGPR bakterileri topraga veya bitki
tohumlarina inokiilasyonu ile bitki biiylimesinin tesvik edildigi yapilan ¢aligmalarda rapor
edilmistir (Kucey ve ark., 1989). Ayrica bu mikroorganizmalarin fosfat ¢6ziicii rollerinin
yani sira, olusturduklari  bitki  hormonlari, antibiyotikler, sideroforlar gibi faydal
metabolitler ile de bitki hastaliklar1 ile miicadelede spesifik bir rol oynadiklar1 belirlenmistir

(Kloepper ve ark., 1989).

1.6. Fosfor’un Bitkiler i¢in Onemi

Fosfor, bitki biliyiime ve gelismesi i¢in gerekli olan en 6nemli makro elementlerden
birisidir (Reddy ve ark., 2002). Hiicre zarinin yapitagi olan fosfolipit tabakasinin en 6nemli
bileseni olan fosfor, hiicredeki en 6nemli makromolekiiller olan DNA ve RNA'nin da temel
yapi tasidir. Ayrica canlilarin kullandiklari enerji ¢esidi olan ATP molekiiliinde de birbirlerine

yiiksek enerji baglariyla baglanan {i¢ adet fosfat grubu bulunur. Hayatin devami igin temel
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fizyolojik olaylar olan fotosentez ve solunum reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan NAD ve
FAD koenzimlerinde de fosfor onemli bir yapi tasidir. Fosfor kok gelisimini arttirarak
nodiillerin fazla sayida olugsmasina neden olmakta, dolayisiyla azot fiksasyonunu
artirmaktadir. Bitki olgunlasmasi, erken tohum tesekkiilii, dollenme ve hastalik ve zararlilara
kars1 direnci arttirdifindan biiylik 6nem arz eden bir besin elementidir (Kadioglu, 1998).
Bitkide fosfor eksikligi sadece verimi azaltmakla kalmaz tanelerin protein igeriklerinin
diismesine neden olur. Onemli amino asitlerden olan lysin, isoleucine, tryptophane ve

methionin miktarina fosforun oldukga olumlu etkisi vardir (Sepetoglu, 1996).

1.7. Fosfor Cozen Bakterilerin Tarimda Kullaninm

Fosfor Diinyamizda dogal olarak fosfat kayalar1 ve apatit seklinde mineral formlarda
bulunmaktadir ve bunlarin en 6nemli 6zelligi de ¢ézliinemez durumda olmalaridir. Bitkiler ise
ihtiyac duyduklar1 fosforu topraktan HPO4* veya H,PO, formunda alabilir (Rodriguez ve
Fraga 1999). Tarim yapilan alanlarda kullanilan normal ¢oziinebilir formda fosfor igeren
giibreler bitki i¢in diger bir fosfor kaynagidir. Bu giibrelerdeki ¢éziinebilir formdaki inorganik
fosfatin biiyiik bir kism1 uygulamadan kisa bir siire sonra toprakta tutunarak ¢6ziinemez forma
geger. Toprak pH’sinin 6nemli rol oynadigi bu olaya fosfor fiksasyonu denilmektedir. Kire¢li
ve pH’s1 yiiksek topraklarda fosfor kalsiyum tarafindan tutulurken, asitli topraklarda ise demir
ve alliminyum tarafindan tutularak ¢oziinemez forma doniismektedir. Bitki igin topraktaki
ti¢iincti fosfor kaynag ise organik fosfattir. Topraklarin pek ¢ogunda toplam fosforun % 30-
50’si organik fosfat kaynaklidir. Ancak bunlar yiiksek molekiil agirlikli bilesikler (nukleik
asitler, fosfolipitler, fosfodiesterler) seklinde bulunmaktadir. Bu nedenle de alinabilmesi igin
¢oziinebilir iyonik fosfatlara (Pi, HPO, veya H,PO,) veya diisiik molekiil agirlikli fosfor
bilesiklerine doniismesi gerekmektedir (Paul ve Clark, 1996).

Toprakta ¢oziinemez durumumda bulunan organik fosfatt ¢ozen bitki koklerinde
simbiyotik olarak yasayan kok funguslart (mikorhiza) ve pek c¢ok bakteriler basta olmak
iizere bircok mikroorganizmanin metabolik islevleri sonucu ¢Oziinebilir hale
getirebilmektedir. Ozellikle Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium ve Burkholderia cinsine bagl
olan bu bakterilerin tirettikleri organik asitler yardimi ile inorganik fosfati, fosfataz enzimleri
yardimiyla organik fosfati ¢oziinebilir hale getirebilme yeteneginde olduklart bilinmektedir
(Rodriguez ve Fraga, 1999). Son yillarda yapilan calismalar ile bu bakterilerin biiyiik bir

kisminin bitkinin kok ve yakin c¢evresinde (rizosfer) bulunduguna, ayni zamanda indol
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asetik asik ve antibiyotik gibi metabolitler iirettigine ve bu nedenle de bitki gelisimini
tesvik etmesinin yani sira bitki hastaliklarina karst da biyokontrol etmeni olarak
kullanilabilecegine dikkat ¢ekmektedir (Vassilev ve ark., 2006).

Yapilan bu ¢alismada, Amasya ilinde sogan ekim alanlarinda sogan dip ¢lirtikliigiine
neden olan fungal etmenin izole edilmesi ve tanilanmasi amaglanmistir. Bitki gelisimini
tesvik eden kok bakterileri kullanilarak in vitro ve in vivo kosullarda dip ciiriikliigli hastalik
etmenine karsi biyolojik miicadele olanaklari arastirilarak bu PGPR’lerin sogan bitkisi

gelisimi tizerine etkisi incelenmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. PGPR Bakterilerinin Bitki Gelisimine EtKisi

Kulkarni ve Nautiyal (2000), Prosopis juliflora bitkisinin kok kismindan izole
ettikleri Rhizobium sp. NBRI330 izolatinin 6zelliklerini ve bitki biiyiimesine olan etkilerini
arastirmiglardir.  Rhizobium izolatinin Prosopis juliflora bitkisinin koklerinde nodiil
olusturabilme 6zelligine sahip oldugu belirlemislerdir. NBRI330 izolati ile inokule edilen
bitkiler kontrol karsilastirildiginda bitki kuru agirliginda % 60,6 oraninda bir artis oldugu

gozlemlemislerdir.

Asghar ve ark. (2004), Brassica tiirlerinin kok kismindan izole ettikleri kok bakteri
izolatlarinin Brassica napus L.’un kok uzunlugunu kontrole gore % 139, siirgiin uzunlugunu

% 78 ve siirgilin agirligimi % 72 oranlarinda arttirdigini saptamislardir.

Khalid ve ark. (2004), bugday kok kismindan izole edilen kok bakteri izolatlarinin
bugday bitkisi gelisimi lizerinde etkisini kontrollii sartlarda arastirmislardir. Yaptiklar bakteri
uygulanmalar: sonucu bitkinin siirgiin uzunlugunu % 37,7 ve siirgiin kuru agirligint % 36,3
kok uzunlugunu % 17, kok kuru agirhgint % 13,5 oranlarinda arttirdigi gozlemlemislerdir.
Saks1 denemelerinde yaptiklari ¢aligmada ise dane agirligini % 14,7 oraninda artirirken tarla

denemesinde dane agirhiginda % 27,5 oraninda bir artis tespit etmislerdir.

Erman ve ark. (2010), fosfor ¢o6ziicii ve azot fiske eden bakterilerin bugday ve
sekerpancarinda biliylime ve verim {izerine etkilerini arastirmiglardir. Bugdayda 11 ve seker
pancarinda 15 adet bakteri izolat1 ile 5 farkli kontrol uygulamasinin [giibresiz ve bakterisiz
(kontrol), azot (N), fosfor (P), tam doz N+P (N1P1) ve yarim doz N+P (N2P2)] etkileri
karsilastirmali olarak incelenmistir. Bugdayda incelenen ozellikler bakimindan kontrol
uygulamasina gore en yiikksek artiglar tam doz N+P uygulamasinda elde edilmistir.
Achromobacter xylosoxidans ve Rhodococcus erythropolis izolatlari, N, P ve yarim doz N+P
uygulamalarindan daha yiiksek tane verimi elde edilmistir. Bacillus pumilus, Paenibacillus
macerans, Bacillus subtilis ve Achromobacter xylosoxidas izolatlarin1 verim bakimindan
inorganik giibre uygulamasina yakin degerler vermislerdir. Bacillus megaterium ve Bacillus
cereus ise seker pancarindaki seker igerigi bakimindan en yiiksek degeri veren tam doz N+P

uygulamas ile istatistiksel olarak ayn1 grupta yer almiglardir. Kuru madde igerigi bakimindan
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en yiksek degerler sirasiyla tam doz uygulamasi, Pseudomonas flourescens ve Bacillus

cereus uygulamalarindan elde edildigini saptamislardir.

Cakmakg1 ve ark. (2011), Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Pseudomonas
fluorescens,  Bacillus pumilus, Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus macquariensis,
Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinin Fener-3 ¢ay ¢esidinde bitki gelisimine etkisini
arastirmiglardir. Bakteri izolatlariin ozellikle enzim aktivitesini, makro ve mikro element

icerigini ayrica govde ve yaprak gelisimini artirdiklarini saptamiglardir.

Dasc1 ve ark. (2012), Pseudomonas flourescens TV83E, Paenibacillus lentimorbus
TV30C, Achromobacter xylosoxidans TV6E, Variovorax paradoxus TV39F, Hafnia alvei
TV34A, Serretia fonticola TV21A ve Alcaligenes faecalis TV113D izolatlarinin ve NP (12
kg N/da + 8 kg P/da) giibrelemesinin seker pancart gelisimine etkilerini arastirmislardir.
Izolatlar kontrole gore kok verimini sirasi ile % 3, 7, 6, 20, 22, 32, 18 ve 29; aritilmis seker
verimini ise % 2, 7, 8, 19, 24, 30, 17 ve 21 oranlarinda arttirdigini belirlemislerdir.
Aragtirmada kullanilan izolatlarin kimyasal giibre gereksinimini ve su stresinin olumsuz
etkisini azaltabildigi, siirdiiriilebilir ve organik seker pancari iretiminde biyolojik giibre

olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu belirtmislerdir.

2.2. PGPR Bakterilerinin Bitki Hastaliklarina Karsi Etkisi

Gamliel ve Katan (1993), domateste hastaliga neden olan minor fungal hastalik
etmeni Penicillium pinophilum’u biyolojik miicadele calismasi ile kontrol altina almaya
calismiglardir. Domates tohumlarinin floresan Pseudomonas’lar ile inokule edilmesi ile
patojenin baski altina alindigin1 bildirmiglerdir. Ayrica bu izolatlarin domates bitkisinde
gelisimi artirdigimi bildirmislerdir. Bitki gelisimini tesvik eden Pseudomonas putida, P.
fluorescens ve P. alcaligenes’in bezelyede Sclerotium rolfsii, domates ve pamukta Fusarium
solgunlugunun neden oldugu hastalik oranini diislirdiiglinii saptamislardir. Arastirmacilar
yaptiklar bu ¢aligma ile fluoresan Pseudomonas’lar1 toprakta minor ve major patojenleri etkili

bir sekilde baskilayabilecek biyolojik miicadele etmeni olarak 6nermislerdir.

Knudsen ve ark. (1995), bugdayda fungal hastalik etmenlerinden olan Bipolaris
sorokiniana’a kars1 Gliocladium roseum’un etkinligini saksi ortaminda aragtirmiglardir. G.
roseum uygulamasinda bugdayda B. sorokiniana enfeksiyonlarinda % 73 oraninda azalis

meydana geldigini saptamislardir.
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Hessenmuller ve Zeller (1996), ¢ileklerde en 6nemli fungal hastaliklardan olan P.
cactorum ve P. fragaria’ya karsi Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter ve Pseudomonas
cinslerine ait 15 antagonist bakteri izolatilarinin in vitro kosulladarda hastalik etmenlerinin
gelisimini engelleyici etkisini arastirmislardir. Bu amag ile yapilan in vitro ikili kiiltiir
testlerinde tiim izolatlar patojenlerin miselyum gelisimini engellerken in vivo ortamda dort
izolatin ¢ilek koklerinde hastaligi azalttigini saptamislardir. Bu dort izolat arasinda en etkili
izolat olarak Bacillus licheniformis’in ¢ileklerde kok ciirtikliigiine neden olan P .cactorum’u
% 68 oraninda engelledigini saptamislardir. Arastiricilar bu izolatin toprakta canl
kalabilmesinin ve kok yiizeyinde ¢ok iyi kolonize olmasinin antagonistik etkisinde 6nemli bir

rol oynadigina bildirmislerdir.

Koch ve ark. (1998), lahana koklerinden izole ettikleri ii¢ bakteri izolatinin
(Pseudomonas chlororaphis, P. putida biotype A ve tanilanamamis U410) hiyar ve kivircik
lahana da hastalik olusturan Pyhium ultimum’a kars1 antagonistik etkisini arastirmiglardir.
Izolatlar arasindaki U410 izolatinin diger izolatlara gore hastaligm kontroliinde daha etkili
oldugunu saptamislardir. Bezelyede yaptiklar ¢alismada ise P. chlororaphis ve U410
izolatlarinin R. solani’nin engelleme orani1 % 25 ve % 30 oraninda oldugunu gostermislerdir.
Ayn sekilde bu izolatlar ile pamukta R. solani’ ye kars1 % 23 - 44 arasinda bir engelleme

etkisi saglanmistir.

De La Fuente ve ark. (2000), yemlik baklagillerde hastalik etmeni olan Pythium
ultimum’u iki floresan Pseudomonas spp. ile kontrol altina almaya c¢alismislardir.
Kullandiklar1 antagonist izolatlarin salgiladiklar1 phenazine, 2,4-diacetylphloroglucinol,
pyoluteorin  ve pyrrolnitrin  antibiyotiklerinin  biyolojik  kontrol aktivitesinde rol
oynayabilecegine belirtmislerdir. Floresan Pseudomonas izolatlarindan biri olan UP148
izolat1 istatistiki olarak hastaligi 6dnemli diizeyde azalttigin1 phenazine antibiyotigi, HCN ve

siderefor tirettiklerini Saptamislardir.

Dwivedi ve Johri (2003), bitki kok bolgelerinde bulunan PGPR’lar igerisinde en ¢ok
fluoresan Pseudomonas ile karsilagildigini ve bunlarin hastaligt hem baslangi¢ hem de
yayllma asamalarinda baskilayabildiklerini bildirmislerdir. Ayrica etki mekanizmasi

bakimindan bu Pseudomonas’larin pyoluteorin, pyrolnitrin, phenozions ve 2,4-diacetyl
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pholuglucinol gibi antifungal metabolitlerin salgilayarak toprak kokenli fungal patojenlerin

gelisimini de baskiladigini bildirmislerdir.

Utkhede ve Koch (2004), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ‘e kars1 B.
subtilis (Quadra 136) (0,3 g/l) ve Trichoderma harzianum (RootShield) (0,6 g/l), lysozyme
(10 g/1), vermicompostea (konsantre), Rhodosporodium diobovatum (S33) (1x10° hiicre /ml)
ve B. subtilis (Quadra 137) (0,5 g/1)’i piiskiirtme seklinde domates bitkilerine uygulamiglar ve

hastalik siddetinin % 54 ile % 74 arasinda degisen oranlarda azaldigini tespit etmislerdir.

Mirik (2005), biberlerde bakteriyel leke hastaligi etmeni Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria ile biyolojik miicadele olanaklarini aragtirmistir. Adana, Mersin, Osmaniye,
Kahramanmarag ve Hatay illerinden biber iiretim alanlarindan alinan toprak ve bitki
koklerinden toplam 118 adet izolat izole etmistir. izolatlar icerisinden fosfat1 indirgeyen 11
adet bakteri izolatin1 aday PGPR izolat1 olarak se¢mistir. Bunlardan ii¢ tanesi ile yapilan saks1
ve tarla ¢alismalarinda PGPR uygulanan bitkilerde hastalik siddetinin % 65 oraninda
azaldigin1 saptamistir. PGPR’larin bitki boyu, goévde ¢api, bitki yas agirligi, bitki kuru
agirhigl, kok uzunlugu, kok kuru agirligi, verim, meyve boyu ve meyve sayisinda degisen

oranlarda artisa neden oldugunu belirlemistir.

Grosch ve ark. (2006), farkli alanlardan izole ettikleri 434 adet bakteri izolatinin
patates ve marul bitkilerinde R. solani’ye kars1 antifungal etkisini in vitro ve in vivo ortamda
arastirmistir. Izolatlardan 18 tanesi ikili kiiltiir testlerinin yaninda kitinaz, beta 1,3-glukanaz
ve proteaz aktivitelerini dikkate alarak en etkili izolat olarak se¢mislerdir. Hem kontrollii hem
de tarla kosullarinda izolatlar igerisindeki 2 floresan Pseudomonas ve bir Serratia plymuthica
izolat1 patates ve marul bitkilerinde R. solani’ye karsi etki gosterdigini ve hastalik siddetini

onemli bir sekilde diisiirdiigiinti saptamiglardir.

Costa ve ark. (2007), farkli bitkilerinin koklerinde izole ettikleri Pseudomonas’larin
Verticillium dahliae, R. solani ve Fusarium oxysporum’ye olan antagonistik etkilerini
arastirmiglardir. Cilek, kolza ve topraktan izole ettikleri izolatlardan 101 tanesinin in vitro 'da
V. dahliae’ye kars1 antagonist etki gosterdigini saptamiglardir. Bu izolatlardan 82 tanesinin R.
solani’ye, 68 tanesinin Fusarium oxysporum’a in-vitro’da antagonistik etki gosterdigi ve 75

tanesinin 2,4-DAPG iiretiminden sorumlu olan PhID genine sahip oldugu saptamustir.
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Khedher ve ark. (2015), B. subtilis izolatinin patateste siyah kabuk hastalik etmeni
R.solani’ye kars1 biyokontrol etkisini in vivo ve in vitro ortamda arastirmiglardir. Bu amag ile
in vitro ortamda yapilan denemede B.subtilis izolati 6nemli derecede antifungal etki
gostererek R. solani gelisimini % 80 oraninda baskilamustir. /n vivo ortamda yapilan
caligmada ise antagonist izolat patateste kok kanseri ve siyah kabuk hastaligini sirasi ile % 63

ve % 81 oraninda baskilayarak bitki gelisimini artirdigini bildirmislerdir.

Valenzuela ve ark. (2015), kavunda hastalik etmeni Colletotrichum
gloeosporioides ¢ kars1 Trichoderma ssp. izolatlariin antagonistik etkisini in vitro ve in vivo
da test etmislerdir. Trichoderma ‘nin tiim izolatlar1 in vitro ortamda C. gloeosporioides
gelisimini ortalama % 50 - 60 oraninda engelledigini tespit etmislerdir. Bu Trichoderma
izolatlar1 igerisinde Trichoderma longibrachiatum en biiyiik antagonistik etki gostererek
(% 87,4) Colletotrichum 'un misel gelisimini engellemistir. Yatiklar1 in vivo ¢alismalarda ise
patojen uygulamasindan 24 saat 6nceki Trichoderma viride uygulamasinin meyvede en az

lezyon goriildiiglint saptamislardir.

Demir ve Kotan ( 2016), bag (Vitis vinifera L.) alanlarinda kiilleme hastalig1 etmeni
Uncinula necator (Sch.). etmenine karsi biyokontrol etmenlerinin gelistirilmesine yonelik
yaptigi caligmalarinda yabani ve kiiltiir bitkilerinin kok kisimlarindan izole ettikleri
Brevibacillus, Bacillus, Pseudomonas ve Pantoea izolatlarindan toplam on ii¢ bakteri
izolatin1  kullanilmislardir. izolatlarn tanilart MIS ve BIOLOG sistemi kullanilarak
dogrulanmustir. Bakterilerin alti farkli kombinasyonu uygun bir siv1 tasiyicida gelistirilerek
sprey yontemi kullanilarak kiilleme hastaliginin kontrolii i¢in test etmislerdir. Bakteri igeren
stvi formiilasyonlarin tamaminin kiilleme hastaliginin gelisimini 6nemli dl¢lide engelledigini
saptamiglardir. En etkili formiilasyon; Brevibacillus brevis RK-342, Pseudomonas fluorescens
RK-255 ve Bacillus thuringiensis TV-72F izolatlarindan olusan Formiilasyon E olarak
belirlemislerdir. Bu biyoformiilasyon bag kiillemesi hastaliginin kontroliinde biyopestisit

olarak kullanilabilecegi ileri stirmiislerdir.

2.3. Fosfor Cozen Bakteriler

Halder ve ark. (1990), Rhizobium ve Bradyrhizobium izolatlarinin kaya fosfatini
¢ozme Ozelliklerinin belirlenmesi igin iki farkli besi yeri (AYG ve YG) kullanmiglardir.
Toplam 23 izolat kullandiklar1 ¢alismalarinda 7’si Bradyrhizobium, 16’s1 Rhizobium

tiirlerindendir. Izolatlar arasinda Rhizobium leguminosarum biovar viceae’nin kaya fosfati
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¢ozme bakimindan en etkili izolat oldugu saptanmistir. Bu izolat kaya fosfati ¢6zme 6zelligi
yiilksek miktarda 2-ketoglukonic asit {iretimi baslica neden olarak belirtmislerdir. Ayrica
caligmalarinda besi ortamindaki ¢oziinmeyen kaya fosfati miktari, ¢oziilen fosfor miktarini
cok az oranda etkilerken, besi ortamima CaCOjz; CaCl, ve Ca(OH), gibi bilesiklerinin
eklenmesinin ¢oziilen fosfor miktarinda azalmaya neden oldugunu saptamislardir. Ayrica
arastiricilar  pH degerindeki degisikligin fosfor ¢ozlilmesinde pek Onemli olmadigini

bildirmislerdir.

De Freitas ve ark. (1997), fosfat ¢6zme Ozelligine sahip kok bakteri izolatlarinin
kanola bitkisinin gelisimi tizerindeki etkilerini saks1 denemeleri ile aragtirmiglardir. 111 izolat
bugday, bezelye, kanola, arpa ve musir bitkilerinin kdk bolgesinden izole etmislerdir. Bu
izolatlardan 9 tanesinin fosfat ¢6zme 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir. En fazla fosfat
¢ozen izolatlar ise yapilan yag asitleri (FAME) analizi sonucunda Bacillus brevis, B.
megaterium, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve Xanthomonas maltophilia
izolatlar1 olarak belirlenmistir. Fosfat ¢6zme oOzelligine sahip izolatlarin etkileri fosfatca
yoksun topraklara kaya fosfati ilave edilerek arastirilmistir. Bazi bakterilerin saksidaki
bitkilerin gelisimini istatistiki olarak énemli derecede arttirdigi goriiliirken bazilarinin etkili
olmadig1 saptamislardir. Kaya fosfatinin ilave edilmedigi denemede ise bakteriler saksilardaki
bitkilerin agirliklar1 ve verimi agisindan degerlendirildiginde, B. thuringiensis digerlerinden

istatistiki olarak etkili ¢ikmistir.

Kumar ve Narula (1999), yaptiklar1 ¢caligmada bugday (Triticum aestivum L.) kok
bolgelerinden izole edilen Azotobacter chroococcum izolatlarinin fosfor ¢ozme yeteneklerini
arastirmiglardir. Arastiricilar Pikovskaya besi ortami kullanilarak izolatlarin olusturduklari
zonlar1 6lgmek yolu ile fosfat ¢6zme indeksini hesaplamiglardir. Bu amagc ile toplam capin

(koloni ¢ap1 + zon cap1) koloni ¢apina oranini esas almiglardir.

Johri ve ark.(1999), toprak veya tohuma uygulanan fosforu ¢ozme 6zelligine sahip
bakteri izolatlarinin iriin miktarinda artisa neden oldugunu belirtmislerdir.  Arastiricilar
Pikovskaya besi ortaminda izolatlarin olusturduklar1 zonlar1 6lgme yontemi ile fosfat ¢cozme
indeksini hesaplamiglardir. Alkali topraklardan elde edilen izolatlarin yiiksek sicaklik, pH ve

tuzluluk gibi stres kosullarinda fosfor ¢6zme yeteneklerinin gelisebilecegini belirtmislerdir.

Singh ve Kapoor (1999), bugday bitksi iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada bitkiler

fosforu ¢ozen izolatlardan Bacillus, circulasn Cladosporium herbarum ve mikorizal bir
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fungus olan Glomus sp. 88 ile inokule etmislerdir. Toprak olarak ise kumlu toprak
kullanilmigtir.  Mikroorganizmalar tek baslarina ve beraber uygulanmalari halinde en iyi

sonucun fosfat ¢6zen bakterilerin beraber kullanilmasi sonucu elde edildigini saptamislardir.

Nautiyal (1999), topraktan ve bitki koklerinden izole edilen bakterilerin fosfor ¢c6zme
ozelliklerini belirleyebilmek i¢in yaptig1 calismada PVK (Pikovskaya) besi yerine daha etkili
olan NBRIP (National Botanical Research Institute) besi ortami gelistirmistir. Yaptigi petri
denemelerinde NBRIP besi ortam1 ve PVK besi ortami benzer sonuglar verirken sivi NBRIP
besi ortaminin s1vi PVK besi ortamine oranla 3 kat daha etkili oldugu saptanmistir. Arastirici
topraktan ve bitki koklerinden izole edilen bakterilerin fosfor ¢6zme yeteneklerini
belirleyebilmek icin sivi NBRIP besi ortami kullaninminin daha avantajli oldugunu
bildirmistir.

Nautiyal ve ark. (2000), ¢alismalarinda alkali yapidaki toprak ve nohut koklerinden
NBRI10603, NBRI12601, NBRI13246 ve NBRI114003 fosfor ¢dzen bakteri izolatlarini izole
etmiglerdir. Bu dort izolatin farkli seviyede fosfor ¢ozdiigiinii ¢esitli karbon (fruktoz,
galaktoz, sorbitol, mannitol, xyloz, sukroz, maltoz ve laktoz) ve azot (KNOj, CaNOs,
NaNO; ve (NH4);NO3) kaynaklarini kullanarak belirlemislerdir. izolatlarin asit iiretiminin
fosfor ¢oziilmesini artirdigimi fakat mikroorganizmalarin kullandigi tek mekanizmanin bu
olmadigmi bildirmislerdir. Bu dort izolat arasinda 6zellikle NBRI12601 izolatim1 % 10 tuz
varliginda, pH 12 ve 45 °C sicaklikta en yiiksek miktarda fosforu ¢ozebilmistir.

Kiisek  (2007), asmalarda urlara neden olan bakteriyel hastalik etmeni
Agrobacterium vitis’in PGPR’lar ile biyolojik miicadelesini aragtirmigtir. Farkli illerdeki
baglardan elde ettigi izolatlardan 63 adet PGPR izolatlarinin katt NBRIB besi ortaminda
fosforu ¢6zdiigiinti belirlemistir. Arastirict bu izolatlar arasinda nicel olarak en ¢ok fosforu
cozen izolat1 belirlemek i¢in sivi NBRIP besiyeri kullanmistir. Bu izolatlar arasindaki en
yiiksek fosfor ¢ozen 10 izolat segilerek saksi ¢alismalarinda kullanmistir. Bu izolatlardan bes
tanesi Agrobacterium vitis’in asmalarda olusturdugu urlarin agirhigmi % 45 ile % 98

arasinda degisen oranlarda azalttigini belirlemistir.

2.4. Sogan Hastaliklarinin Biyolojik Kontrolii

Rajendran ve Ranganathan (1996), fungal antagonist olan Trichoderma viride, T.
harzianum, T.hamatum, T. koningii, T. pseudokoningii ve bakteriyel antogonist olan

Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis’in in vitro da sogan dip ¢iiriiklik etmeni olan
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Fusarium oxsyporum f. sp. cepae’ye karsi oldukga etkili bulmuslardir. Tarla ve saksi
denemelerinde yapilan calismada T.viride + P. fluorescens ‘nin tohum uygulamalarinin

soganlarda olusan dip ¢iiriikligii hastaligina kars1 oldukga etkili oldugunu belirtilmislerdir.

El-Neshawy ve ark. (1999), yaptiklari ¢alismada igerisinde T. harzianum ve T.
koningii bulunan ticari preparatin soganlarda A. niger’e etkisini belirlemek amaciyla, ¢iiriime
oranint ve sogan pullari lizerindeki lezyon ¢aplarini incelemislerdir. Uygulama sonucunda A.
niger'in sogan pullar lizerinde daha kii¢iik ¢apli lezyon olusturdugunu ancak tiim sogan
pullarinda lezyonlarin meydana geldigini goézlemlemislerdir. Yaptiklar baska bir ¢alismada
soganda fungal patojenlerden olan Botrytis allii ve Aspergillus niger i¢in kullanilan biyolojik
miicadele yontemlerinden T. harzianum ve T. koningii karisim halinde tohum ve sprey

uygulamalarinda hastaliga etkili bulundugu bildirilmistir.

Tehrani ve Ramezani (2003), Iran’da soganlarda goriilen en dnemli hastaliklardan
birinin  Fusarium oxysporum’un neden oldugu dip ¢lrikligi hastaligi oldugunu
belirtmislerdir. Saglikli sogan bitkilerin kok kisimlarindan elde edilen 120 bakteri izolatindan
6 tanesi en etkili antogonist olarak belirlenmistir. Bu antogonistlerden 22, 38, 46 ve 52 nolu
izolatlar Basillus spp. olarak tanimlamislardir. Bu izolatlar antifungal metabolit iireterek
F.oxysporum’un misel gelisimini engelledigini saptamiglardir. 16 ve 48 kodlu izolatlar ise
Pseudomonas fluorescens olarak tanimlamislardir. Toprak denemelerinde 22 ve 52 kodlu
izolatlar % 56 ve % 51 arasinda Fusarium hastaligina karsi etki gostermistir. Bu iki izolatin

karigimi ise hastalig1 % 60 oraninda azaltmistir

Karthikeyan ve ark. (2005), sogan siirmesi hastalik etmeni Alternaria palandui’nin
biyolojik kontrolii iizerine yaptiklart ¢aligmada, in vitro ve in vivo ortamda Pseudomonas
fluorescens (Pf1) izolatmin A. palandui ‘nin gelismesini baskiladigin1 saptamiglardir. Pf1 ile
muamele edilmis dayanikli ve hassas bitkilerde yapilan caligmada hastaliga karsi bitkilerin
protein sentezini artirma, bazi enzimlerin (kitinaz, f-1.3 glukonaz, peroksidaz ve polifenol
oksidaz) sentezi gibi mekanizmalar ile uyarilmis dayanikliligini harekete gecirildigini

belirtmislerdir.

Rafika ve ark. (2006), Tunus'da depolarda ciirliyen soganlardan izole edilen
funguslar arasinda en fazla Fusarium oxysporum'un bulundugunu tespit etmislerdir. Sogan
cinsi bakimindan degerlendirildiginde kirmizi soganlarin beyaz renkli olanlara gore kok

gelisiminin fazla olmasindan dolay1 hastaliga kars1 daha dayanikli olduklarini belirmislerdir.
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Tiirkkan ve Karaca (2006), yaptiklar calismada Amasya Ili yemeklik sogan (Allium
cepae L.) ekilis alanlarinda goriilen fungal kok ¢iiriikliigii hastalik etmenleri, yayilislarini ve
yogunluklar1 belirlemislerdir. Bu amag ile 2000 ve 2001 yillarinda toplam 110 yemeklik
sogan tarlasinda inceleme yapmiglardir. Calisma sonucunda, inceleme yapilan yemeklik
sogan alanlarinda kok ciiriikliigii hastaliginin yogun bir sekilde bulundugu belirlemislerdir.
Calismanin ilk yilinda Amasya ili yemeklik sogan ekilis alanlarinin % 95,7 sinin, 2001
yilinda ise % 100’lniin kok ¢iiriikliigii hastalik etmenleriyle bulasik oldugu ve hastaligin
bitkilerde 2000 yilinda % 49,1, 2001 yilinda ise % 70,7 oraninda yaygin oldugu
saptamislardir. Hastalik siddetinin ise 2000 yilinda % 34,3 ve 2001 yilinda % 42,4 oldugunu
tespit etmislerdir. Kok ciiriikliigii hastaligina yakalanmig bitkilerden yapilan izolasyonlardan,
% 91,6 oraninda Fusarium spp., % 4,2 oraninda Rhizoctonia spp., % 1,9 oraninda

Sclerotium cepivorum, % 1,5 oraninda Pythium oligandrum izole etmislerdir.

Coskuntuna ve Ozer (2008), yaptiklari calismada ticari bir preperat olan
Trichoderma harzianum KUEN 1585 ‘nin Fusarium oxysporum f.sp. cepae (FOC) gelisimi
iizerine etkisini saks1 ve arazi sartlarinda sogan bitkisi lizerinde arastirmiglardir. Saksi ve arazi
denemelerinde ¢alismalarinda toprak, FOC ile inokule edismis ve sogan tohumlar1 T.
harzianum ile kaplanmistir. T. harzianum’un tohum uygulamalarinda bir fungusit olan
imidazole ve prochloraz gibi misel gelisimi baskilamasi 6zelligi bakimindan ytliksek miktarda
antifungal o6zellik gosterdigini saptamislardir. T. harzianum’un anifungal 6zelliginden dolay1
FOC’a kars1 biyokontrol olarak kullanilabilecegini 6nermisler ayrica bitki gelisimini artirarak

sogan cap1 ve agirligimin arttigini belirtmislerdir.

Sintayehu ve ark. (2011), yaptiklari ¢alismada fungusitlerden Mirage ve Seed Plus
‘in kok ciirtikliik etmeni FOC’un soganlarda arazi ve depo sartlarinda verdigi zarar1 azaltmaya
yonelik kullanilabilecegini 6nermislerdir. Bes farkli fungusit olan Mirage 50 WP, Folicur 25
EC, Seed plus 30 WS, Penncozeb 80 WP ve Ridomil Gold 68 WG arazi ve depo sartlarinda
soganlara uygulanmistir. Mirage ve Seed Plus kontrol ile kiyaslandiginda hastaligi sirasi ile %
40 ve % 43 orani ile en fazla azaltmistir. Depo sartlarinda bu oran % 42 ve % 45’e ¢iktigini

bildirmislerdir.

Tiirkkan (2013), yaptig1 ¢caligmada sogan dip ¢lirtikliigli etmeni FOC’un kontrolii igin
sentetik fungusitlere alternatif olabilecek 26 farkli tuzun etkinligini degerlendirmistir.
Kontrole kiyasla potasyum asetat, potasyum klorit, potasyum nitrat, potasyum fosfat dibazik,

sodyum klorit, sodyum stilfat ve trisodyum fosfat fungusun gelisimini artirdi§in1 saptamistir.
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Diamonyum fosfat misel gelisimini etkilememis; diger 15 tuz misel gelisimini % 16,6 - 83,4
oraninda azalttigin1 tespit etmistir. Amonyum bikarbonat, amonyum karbonat ve sodyum
metabisiilfit misel gelisimini tamamen engelledigini gdzlemlemistir. /n vitro’da amonyum
bikarbonat, amonyum karbonat ve sodyum metabisiilfitin engelleyici etkilerinde énemli bir
farklilik gézlenmemistir. Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC) ve minimum fungisidal
konsantrasyon (MFC) degerleri sodyum metabisiilfitin amonyum bikarbonat ve amonyum
karbonattan daha etkili oldugunu saptamslardir. Ayrica, toprak testleri sodyum metabisiilfitin
% 0,4 konsantrasyonda fungus gelisimini tamamen engelledigini gosterir iken test edilen
amonyum bikarbonat ve amonyum karbonatin yalnizca en yiiksek konsantrasyonu (% 2)
fungus gelisimini engelleyebilmistir. Calismada ayrica FOC’un hem asidik hem de bazik
ortamda gelisebildigini gozlemlemistir. Fungus pH 6 ile 9 aras1 degerlerde engellenmeksizin
gelisirken, daha yiiksek ve daha diisiik pH degerlerinde gelismesi dnemli bir sekilde azalmis

ve pH 12°de tamamen engelledigini saptamistir.

Malathi (2015), soganda kok ciirtikliigii etmeni FOC’a karsi biyolojik miicadele
yontemlerini arastirmigtir.  Hindistan Tamil Nadu bolgesinde yetisen soganlarin kok
bélgelerinden biyokontrol etmenlerinin izolasyonunu gerceklestirmistir. Izolatlarin in vitro da
antogonistik Ozelliklerini incelemistir. Test yaptigi izolatlar icerisinde FOC’un misel
gelisimini Trichoderma spp., T. harzianum (TH 3) izolati % 83 orani ile en fazla etkinlik
gosterirken Pseudomonas spp. (Pf 12) izolati % 75 oraninda baskilamistir. Sera sartlarinda
yaptig1 ¢l kombinasyonda ise (Pf12 +Pf27+ TH3) hastaligin % 85 oraninda azaldigini
gozlemlemis olup biyokontrol etmenlerinin hem iriin artisinda, hemde hastaliga karsi

biyokontrol elemani olarak kullanilabilecegini belirtmistir.

2.5. Sogan Dip Ciiriikliigii Etmeninin Karakterizasyonu

Dissanayake ve ark. (2009), Hastalik belirtisi gosteren sogan bitkilerinden otuz adet
Fusarium oxysporum izolat1 izole etmislerdir. Izolatlar ribozomal DNA (rDNA)’daki ITS
bolgesinin niikleotid sekanslarindaki farkliliklar agisindan incelenerek viriilenslik testine tabi
tutulmustur. ITS sekans analizine dayanan filogenetik analizde, izolatlarin viriilensligi ile
aralarindaki genetik ilski filogenetik olarak karsilastirmiglardir. Calismalarinda diisiik
virlilense sahip izolatlarin, genetik olarak yiiksek ve orta viriilense sahip izolatlardan farkl

oldugunu saptamislardir.
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Bayraktar ve ark. (2010), Tiirkiyede sogan tiretim alanlarinda yayilis gosteren sogan
dip ciiriikiigli etmeni FOC izolatlar1 arasindaki genetik iliskiyi belirlemek amact ile Bursa,
Eskisehir, Ankara, Corum, Amasya, Tokat ve Yozgat sehirlerinden 75 adet FOC izolat1 izole
etmislerdir. Izolatlar arasindaki genetik iliskiyi Vejatatif Uyum Gruplar1 (VCGs) ve rDNA
bolgesindeki ITS bolgelerine gére RFLP analizi ile yapmislardir. Herbir izolatin tek basina
bulundugu 48 vejatatif uyum grubu belirlemislerdir. Sadece s6 izolati referans izolat olan
VCGO0423 ile heterekaryon 6zellik gostermistir. Bes izolat (s24, s34, s40, s62 ve s137) ise yari
hetereckaryon uyusma gostermistir. RFLP analizi sonucunda 75 FOC izolatindan 13 adet ITS
ortaya ¢ikarilirken referans izolat olan Colarado (ABD)’de ise 16 ITS enzim tipi ortaya
koymuslardir. Cogunlugu tek tiyeli VCGs gruplari kendi aralarinda kii¢iik sapmalar ile RFLP
bantlar1 olusurken referans izolattan 6nemli bir sekilde farkli bulunmuslardir. Bu sonuglar ile

Tiirkiyeden izole edilen FOC izolatlar: farkli bir klonal soydan tiiredigini belirtmislerdir.

Malathi ve Mohan (2012), Hindistanda Tamil Nadu bolgesindeki sogan ekim
alanlarindaki FOC izolatlar1 arasindaki genetik iliskiyi RAPD analizi ile arastirmiglardir.
Calismalarinda her biri 12 baz igeren 12 primer kullanarak RAPD profilinin skorlarindan
tiiretilen genetik katsayr matrisinin analizi hesaplamislardir. FOC izolatlar arasinda genetik
fark bulundugunu tespit ederek % benzerliklerin minimum ve maksimum % 14 - 85 arasinda

oldugunu saptamiglardir.

Taylor ve ark. (2013), yaptiklar1 calismada Ingilterede farkli bolgelerden hastalikli
soganlardan izole ettikleri ettikleri Fusarium oxysporum izolatlarini transfer elongation factor
1-a (TEF) gen sekansina gore karakterize etmislerdir. Bu amag ile EF1 (5-ATGGGTAAG-
GARGACAAGAC-3) ve EF2 (5-GGARGTACCAGTSATCATGTT-3) primerlerini
kullanmiglardir.Ayrica FOC izolatinin belirlenmesi amaci ile de Fusarium oxysporum
izolatlarini ile iki farkli tohum kullanilarak viriilenslik testi yaparak viriilenslik siddetlerini

tespit etmislerdir.

Sasaki ve ark. (2015), yaptiklart c¢alismada 55 adet FOC izolatlarin1 rDNA
bolgelerindeki ITS ve translation elongation factor-1a (EF-1a) niikleotit gen sekansina gore

karakterize etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Sogan dip ciirikligii etmenini izole etmek i¢in 2015 yili Temmuz - Ekim aylari
arasinda Amasya Ili (Suluova, Merzifon, Giimiishacikdy, Tasova, Gdyniicek, Hamamdzii)
sogan ekim alanlar1 gezilerek toplanan dip c¢iiriikliigii hastalik belirtisi gosteren bitkiler
kullanilmigtir (Sekil 3.1). Hastalikli bitkilerden izole edilen dip ¢iiriikliigii etmeninin
patojenisite ve topraktan izole edilen yararli bakterilerin hastalik etmeni lizerine etkisini
belirlemek i¢in FOC’a kars1 hassas olan Kantartopu cesidi (Ozer, 1998; Ozer ve ark. 2003) ve
hastaliga dayanikli Banko ¢esidi sogan kullanilmistir.

Sekil 3.1. FOC ile bulasik sogan bitkilerinin tarlada gortiiniimii

Biyolojik miicadele ¢alismasinda kullanilacak PGPR izolatlarini elde etmek iizere
ayni bolgedeki saglikli ve diger bitkilere gore daha iyi gelismis sogan bitkisi koklerinden
alinan toprak oOrnekleri kullanilmistir. Topraktan izole edilen bakteri izolatlarmin asiri
duyarlilik reaksiyonunda White Burley ¢esidi 5 - 6 yaprakli Nicotiana tabacum (tiitiin)

fideleri bitkisel materyal olarak kullanilmustir.
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Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU’ndan temin edilen Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola R52 izolati tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonunda pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Saksi denemelerinde kullanilan kaya fosfati ise Mardin Mazidagi fosfat
tesisinden temin edilmistir. Ayrica cesitli besi yerleri (EK - 1) ve kimyasallar, PCR

malzemeleri bu ¢alismada materyal olarak kullanilmistir.

3.2. Metod
3.2.1. Sogan dip ciiriikliigii hastalik etmeninin izolasyonu

Sogan Dip Ciirtikliigii hastalik etmeninin izolatlarinin elde edilmesi amaci ile 2015 yil
Temmuz - Ekim aylarinda Amasya ili sogan ekim alanlari dikkate almarak hastalik belirtisi
olarak yapraklarinda sararma, kok kisminda ¢iiriime goriilen soganlar toplanmustir (Sekil 3.2).
Bas soganlar kurutma kagitlarina sarildiktan sonra polietilen torbalara konularak buz kutusu
icerisinde laboratuvara getirilmis ve 24 saat i¢inde Sogan Dip Ciirlikliigli hastalik etmeninin

izolasyon islemi yapilmistir.

Sekil 3.2. Sogan Dip Ciirtikliigii hastaliginin bas sogan dip bolgesindeki ¢iiriikliik simptomlar:

Sogan Dip Ciiriikliigii hastalik etmeninin izolasyon islemi 19 Mayis Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakterioloji Laboratuarinda Dog¢.Dr. Hasan Murat
AKSOY danismanliginda asagida belirtilen yonteme gore yapilmistir. Sogan Dip Ciirtikliigii
hastalik etmeninin izolasyonunda bas soganlarin kok veya kokbogazi bolgesindeki

kahverengilesmis bolgelerinden 5 - 6 mm uzunlugunda dokular kesilmistir. Dokular % 2’lik
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sodyum hipoklorit (NaOCl) soliisyonunda 2 dakika bekletilerek yiizeysel dezenfeksiyon
yapildiktan sonra 2 kez steril saf suda durulanmis ve ardindan steril kurutma kagitlarinda
kurumaya birakilmigtir. Sogan Dip Ciriikliigii hastalik etmeninin izolasyonunda Patates
Dextroz Agar (PDA) besi ortami kullanilmistir. Besi ortami, 50 °C’ye sogutulmus, igerisine
500 mg/l ampicillin antibiyotigi ilave edilmis ve 9 cm ¢aph petri kaplarina dokiilmiistiir.
Yiizeysel olarak sterilize edilen bitki dokulari, bu besi ortam tizerinde kiiltiire alinmis ve 25
°C sicaklikta, karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. izolasyon isleminden 4 giin sonra, petride
gelisen kolonilerinden birbiri ile morfolojik olarak beyaz, krem, pembe, bordo ve tonlarindaki
misel rengine sahip funguslar tek spor yolu ile saflastirilmistir. Bu islem igin steril bir lam
tizerine 100 pl steril distile su damlatilmis ve igne ucu ile izolasyonu yapilmis fungus
kolonilerden, aseptik kosullarda, bir miktar miselyum alinip bu suyun igerisine batirilarak
spor siispansiyonu elde edilmistir. Daha sonra, igerisinde antibiyotikli su agar1 bulunan petri
kaplarindaki agar yiizeyine, bir 6ze dolusu spor siispansiyonu ¢izilerek dagitilmis ve bu
petriler 12 saat siireyle 25 °C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyondan sonra bir tek
spordan elde edilen fungus izolatlar patojenisite testlerinde ve diger ¢alismalarda kullanmak

amaciyla egik PDA besi ortaminda +4 °C'de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2.2. Sogan dip ciiriikliigii etmeni izolatlarinin viriilensliginin belirlenmesi

Sogan Dip Ciiriikliigi hastalik etmeni izolatlarinin viriilensligini belirlemek i¢in
FOC’a duyarli oldugu bilinen Kantartopu sogan c¢esidi kullanilmistir. Bu amagla ile
121 °C’de 30 dakika otoklavda sterilize edilmis olan 250 g torf, kum, perlit (3:1:1) karisim1 6
cm capindaki 250 ml’lik pet bardaklara doldurumustur. Hastalikli bitkilerden izole edilerek
saf fungal izolatlarin konidiol inokulum siispansiyonu hazirlamak igin, 10 ml tiiplerdeki egik
agardaki stok kiiltiirlerden PDA besi ortami igeren petrilere ekim yapilmistir. Ekim yapilan
petriler 25 °C sicaklikta inkibatorde 7 - 8 giin inkiibe edilerek konidiospor olusmasi
saglanmigtir. PDA besi ortaminda gelisen konidiosporlari elde etmek igin petrilere bir miktar
steril su eklenmistir. Steril lam yardimu ile petri yiizeyinden siyrilan fungus konidiosporlar bir
tip icerisinde toplanarak spor siispasiyonu hazirlanmistir. Elde edilen spor siispansiyonlari
Thoma lami ile sayilarak konsatrasyonlart steril saf su yardimi ile 10° spor/ml’ye
ayarlanmistir. Her saksiya 100 ml spor soliisyonu inokule edilerek bir hafta bekletilerek
inokulum hazirlanmustir (Ozer ve Kéycii, 1998). Negatif kontrol olarak ise ayn1 miktarda su
eklenmistir. Sogan tohumlar1 % 2’lik NaOCI i¢inde 3 dak. yiizeysel sterilizasyon yapilmis ve

icerisinde inokulumlu toprak bulunan her pet bardaga 5 tohum ekimi yapilmistir. Tohumlarin
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¢imlenme durumu dikkate alinarak her saksida 3 fide birakilmistir. Deneme iklim odasinda 5
tekerriirlii olarak yuriitilmiistiir. Kirk bes giliniin sonunda bitkiler sokiilerek kok gelisimi ve
yaprak sararmasi incelenerek hastalik siddeti O - 4 skalasina gore degerlendirilmistir (Kehr
ve ark., 1962) (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.3). SPSS 20 paket programi kullanilarak ikili
karsilagtirma testi ile fungus inokule edilmemis uygulama ile her bir fungus uygulamasi

karsilagtirilarak funguslarin hastalik siddetleri istatistiki olarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.1. izolatlarm viriilenslik hesaplanmasinda kullanilan 0-4 hastalik skalasi

. Hastalik
Indeks o Hastalik Tanimi
Belirtisi (%)

0 0 Hastalik belirtisi yok
1 1-25 Yapraklarda hafif sararma ve kok gelisim geriligi
2 26 - 50 Bitkide % 50 ye varan sararma ve gelisim geriligi
3 51-99 Bitkinin tamaminda sararma ve kok bolgesi lekeli
4 100 Yapraklarin tamamen kurumasi, kok ciiriimiis

Sekil 3.3. Hastalik siddeti hesaplanmasinda kullanilan O - 4 degerlerin sogan bitkilerindeki

gorinimi
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Hastalikli bitki dokusundan izole edilen her bir fungus izolatinin hastalik siddeti

Tawsend-Heuberger formiilii (3.1) ile hesaplanmistir (Karman 1971).

Hastalik Siddeti (%) = --------=---==-- x 100 (3.1)

n: her bir skala degerindeki bitki sayisi
V: skala degeri

Z: en yiiksek skala degeri

N: gozlem yapilan toplam bitki sayisi

Hastalikli soganlarin dip kismindan izole edilen fungus izolatlarinin her birinin
hastalik siddeti hesaplanarak viriilenslik siddetleri belirlenmistir. Yapay olarak inokule edilen
bitkilerden yiiksek derecede viriilens (hastalik siddeti > % 70) olan funguslar re izolasyon
yapilarak daha Once yetistirilmis kantartopu cinsi soganlarda patojenite testi yapilmistir.
Bunun i¢in; Kantartopu cinsi soganlar % 75’lik alkol ¢6zeltisinde 5 dak. siire boyunca ylizey
dezenfeksiyonuna tabi tutulmus, daha sonra her bir soganin iki tarafina 0,5 cm c¢apinda ve 2
cm derinliginde iki adet yara acilmistir (Latorre ve ark. 1997). Acilan yaralara re izolasyon
yapilan funguslardan hazirlanan 10° mI™ konidio siispansiyonlarindan 250 pl ilave edilmistir
(Sekil 3.4). Kontrol uygulamasinda ise konidio siispansiyonu yerine sadece saf su inokule
edilmistir. Steril saf su ile 1slatilmig 3 katli kurutma kagitlarinin bulundugu kiivetlerin igine
inokule edilen soganlar yerlestirilmistir. Kiivetler seffaf naylon torbalar ile ortiilerek 27 °C'de
bir hafta karanlik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda soganlarda
cliriklik meydana getiren izolatlar patojen olarak degerlendirilmistir. Patojen olan ve
viriilenslik testinde yiiksek derece viriilens sinifina giren re izolasyon sonucu edilen FOC
izolatlarin viriilenslik sidetleri Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak kendi arasinda

ve negetif kontrol uygulamasi ile karsilastirilmistir.
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Sekil 3.4. Kantartopu cinsi bas sogan kullanilarak yapilan patojenite testi; a: yara agilmas,

b: fungus inokiilasyonu
3.2.3. Fusarium oxysporum izolatlarimin morfolojik tanilanmasi

Patojen olan ve yiiksek derece viriilenslik sinifina giren izolatin tiir diizeyindeki
ayrmmi,  morfolojik ve mikroskopik incelemeleri Cukurova Universitesi Bitki Koruma
Bolimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog.Dr. Davut Soner AKGUL yardimi ile yapilmistir.
Morfolojik karakterlerin diizgiin bir bi¢cimde ortaya ¢ikmasi i¢in, fungus izolati ayr1 ayri
Sentetik Nutrient Agar (SNA) ve PDA ortamlarinda gelistirilerek incelenmistir. PDA
ortam1 daha ¢ok miseliyal biliylime orani, havai miselyum olusturma, koloni pigmentasyonu
gibi karakterlerin belirlenmesinde kullanilirken, SNA ortami makro ve mikrokonidilerin
optimum bir bi¢imde gelisimi, konidiofor morfolojisi ve klamidospor olusumu gibi
ozelliklerin ortaya konmasinda ihtiya¢ duyulmustur. Besi ortamlar1 hazirlanarak pH 6,8’e
ayarlanmis ve otoklav edilmistir. Ardindan bu ortamlar 9 cm ¢apli petrilere dokiiliip, bunlarin
iizerine daha Once saflastirilarak saklanmis orijinal kiiltiirlerden petri kaplarina ekim
yapilmistir. PDA ve SNA ortamina ekilen kiiltiirler 24°C sicaklik ve karanlik kosullarda 10

giin gelismeye birakilmislardir.Inkiibasyondan sonunda sonra tiim fungal izolatlar
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mikroskop altinda incelenmis ve bunlarin mikroskobik o6zellikleri kaydedilerek Booth,
(1971), Nelson ve ark., (1983), Burgess ve ark., (1994) ve Secifert (1996)’c gore teshis
anahtarlar1 kullanilarak tanilanmistir. Tanilamada, asagidaki 16 farkli 6zellik aragtirilmig olup
bunlar su sekilde siralanmaktadir:

1- Biiyiime orani (24 °C’de 10 giinliik koloni ¢ap1 uzunlugu)

2- Havai miselyum olusturma 6zelligi

3- Koloni rengi

4- Sporodochium 6zellikleri

5- Makrokonidi sekilleri

6- Makrokonidideki en genis kisim

7- Makrokonidi boyutlari

8- Makrokonidi b6lmeleri

9- Bazal hiicrenin yapisi

10- Apikal hiicre uzunlugu

11- Apikal hiicrenin sekli

12- Havai miselyumdaki mikrokonidi yogunlugu

13- Mikrokonidilerde kiimelesme ve zincirlesme

14- Mikrokonidi sekli

15- Havai miselyumdaki konidiofor sekilleri

16- Klamidospor olusumu ve bunlarin olusum sekilleri

Teshis ile ilgili incelemeler tamamlandiginda tiirlerin belirleyici 6zelliklerini yansitan bazi

fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.4 . Sogan dip ciiriikliigii etmeni izolatlardan genomik DNA izolasyonu

Yiiksek derecede viriilens 6zelligine sahip fungal izolatlarin genomik DNA’sin1 elde
etmek i¢cin Doyle ve Doyle (1987) tarafindan gelistirilen CTAB (hexa-
decyltrimethylammonium bromide) metodunda baz1 degisiklikler gergeklestirilerek
yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in PDA besi ortaminda 7 giin gelistirilen funguslardan 10 mm
capinda 3 misel disk alinarak 100 ml erlenlerde 50 ml Patates Dekstroz Broth (PDB) besi
ortamina ekim yapilmis ve ¢alkalayicida 120 dev/dak’da 25 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde bir
hafta calkalanarak gelistirilmistir. Besi ortami fungal miselyumlar1 elde etmek i¢in iki kat
tiillbent ile siiziilmiistir (Sekil 3.5). Miselyumlar saf suda yikanip spor ve besi ortamindan

armdirildiktan sonra kurutma kagitlarinda kurutulup 2 ml cryo tiipler igerisinde sivi azot ile
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dondurulmustur. Dondurulan hiicreler 0,5 mm capinda ¢elik bilye kullanilarak hiicre duvarlari
parcalanmistir. Hiicre duvarlari kirilan hiicrelerin iizerine CTAB izolasyon tamponu (0,1 M
Tris HCI, 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA; % 2 CTAB, pH 8,0) 700 ul eklenmistir. Tiipler
65 - 70 °C’de 90 dak. boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiiplere 500 ul
kloroform eklenmis ve tiipler vortekslenmistir. Kisa siireli bir 1sitma iglemi (70 °C’de 5 dak)
gerceklestirildikten sonra 6rnekler 10,000 dev/dak’da 10 dak santrifiij yapilmistir. Stipernatant
kismindan 500 pl alinarak 2 ml’lik yeni bir cryo tiiplerine aktarilmig ve lizerine 300 pl soguk
isopropanol ilave edilmistir. Tipler 10,000 dev/dak’da tekrar 10 dak. santrifiij edilmis ve {ist
stvi dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir. Tipiin dip kisminda toplanan DNA iizerine 1 ml % 70
etanol eklenerek yikanmis ve tuzlarin ortamdan uzaklagmasi saglanmistir. Bu islem sonunda
DNA pelleti 10,000 dev/dak’da 10 dak. santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve iist sivi atilmustir.
Tiplerin kapaklar1 bir siire agik olarak bekletilmis ve etanoliin tiimiiyle u¢gmasi saglanmistir.
Elde edilen DNA 50 pl TE tamponu (1 mM TrisHCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA) igerisinde
¢oziilerek PCR ¢alismalar i¢cin  —20 °C’de saklanmistir.

¥

Sekil 3.5. DNA izolasyonunda kullanilan fungal miselyumlarin siiziilerek elde edilmesi

3.2.5. Sogan dip ciiriikliigii hastahik etmeni izolatlarimin PCR teknigi ile amplifikasyonu

Hastalikli sogan bitkiciklerinden elde edilen re izolatlarin tanilanmasinda PCR
yontemi kullanilmigtir. PCR ¢alismasinda ITS1-5.8S-ITS2 DNA bolgesini kodlayan ve
amplifikasyonu saglayan iki primer (ITS-1 ve ITS-4) kullanilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Sogan bitkisinden izole edilen Fusarim oxysporum izolatlarinin teshisi igin

kullanilan primer ¢ifti ve baz dizilimi

Hedef fungus Primer Sekans (5'-3") Twm Biiytikliik (bp) Kaynak
F. oxysporum ITSIF ACATACCACTTGTTGCCTCG 58,4 340 Mishra ve ark.
ITS4AR CGCCAATCAATTTGAGGAACG 59,.5 (2003)

Twm: Melting Temperature

PCR isleminde kullanilan soliisyonun hazirlanmasinda 0,2 ml hacminde 96’lik PCR
playtleri kullanilmistir. PCR Soliisyonunun hazirlanmasinda: 1 pl dNTP (5 mM) (Vivantis), 2
ul 10x PCR soliisyonu, 2,5 ul MgCI, (25 mM), primer ¢ifti (1 ul (10 pmol) F ve 1 pul (10
pmol) R), 1 pl genomik DNA (10 ng), 11 pl dH,0 ve 0,5 ul DNA Taq polimeraz kullanilarak
toplam 20 pl solisyon hazirlanmis ve Cizelge 3.3’deki gibi PCR programlanarak

calistirilmastir.

Cizelge 3.3. PCR islemi i¢in kullanilan program

Sicaklik (°C) Zaman (sn) Déngii
94 180 1
94 30
57 30 35
72 60
72 300 1
4 © -

Elektroforez islemi i¢in elde edilen PCR iiriinleri 0,5X TBE (1 It H,O + 5,4 g Tris +
2,75 g Borik Asit +0,5 M 2 ml EDTA (pH:8)) ile % 3'lik agaroz jel hazirlanmistir. PCR
iirlinleri yiikleme soliisyonu ile ylikleme kuyucuklarina, 10 pl PCR firtinii ve 3 pl yiikleme
soliisyonu olacak sekilde yiiklenmis ve 50 mA’de yaklasik 4 saat kosturulmustur.
Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel ethidium bromiir soliisyonunda (100 ml 1x
TBE i¢in 30 pul etidium bromiide) 15 dak. bekletilerek, jel goriintiileme cihazinda, UV 151k

altinda goriintiilenerek fotografi ¢ekilmistir.
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3.2.6. ITS1-5.8S-1TS2 gen bolgelerinin sekans analizleri

Fungal izolatlarm DNA ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesi ITS-1 ve ITS-4 primerleri
kullanilarak PCR’da amplifiye edimistir. UV 1s1k altinda goriintiileme sonucunda tek bant
elde edilen ITS1-5.85-1TS2 rDNA amplifikasyon iiriinleri KSU USKIM’de MacroGen Inc
(Korea) firmasina ait automatic sequencer 3730XL kullanilarak sekanslandirilmistir. Fungal
izolatlara ait tek yonlii primer kullanilarak elde edilen ITS1-5.8S-1TS2 rDNA gen sekans
verileri her bir izolata ait sekansi elde etmek igin Clone Manager programina aktarilarak ITS
sekanslari elde edilmistir. Bu sekanslar NCBI veri bankasinda bulunan FOC’a ait Sekil 3.6’de
verilen 1TS1-5.8S-1TS2 rDNA (Acc. No. HQ658965) gen sekansi ve farkli Fusarium spp.’ler
ile karsilagtirilmistir. Dizilerin hizalanmasi igin Clustal W ve Clustal X bilgisayar programlari

kullanilmigtir (Thompson ve ark., 1994). Clustal W online programi (http://www.ebi.ac.uk/

Tools/clustalw?), niikleotid veya protein dizileri arasinda homolog (benzer) bolgeleri

hizalamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir ve karsilastirilan diziler i¢in bir homoloji skoru
hesaplamaktadir. Dizi hizalanmasi sonucu elde edilen hesaplanmis genetik uzaklik veya
benzerlik, her bir takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda
kullanilabilirler. Filogenetik iliskileri gostermek amaciyla Kimura-2-parametre modeli ve
Neighbor-Joining metoduna gore MEGA 6.0 programi kullanilarak filogenetik agag
olusturulmustur. Olusturulan agactaki kladlarin istatistiksel olarak ne kadar desteklendigini
belirlemek amaciyla yine heuristic search algoritmasi kullanilarak bootstrap (10000
replikasyon) analizi yapilmistir. Ayrica farkli aga¢ dallanma gosterimleri i¢inde treev32 ve

SplitsTree programlarindan yararlanilmistir.

TTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCC
TGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAAC

CATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTAATCATCGAA

TCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCG

TCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCT
CAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTT
ACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCG

GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA TCATTAAGCGGAGGAA

Sekil 3.6. NCBI veri bankasinda bulunan FOC’a ait ITS1-5.8S-1TS2 gen bolgesini iceren
rDNA gen bolgesinin dizisi

33


http://www.ebi.ac.uk/%20Tools/clustalw2
http://www.ebi.ac.uk/%20Tools/clustalw2

3.2.7. Sogan dip ciiriikliik hastalik etmeni Fusarium oxysporum f.sp. cepae ’in biyolojik

Mmiicadelesiyle ilgili calismalar

3.2.7.1. Fosfor ¢oziicii PGPR’lerin izolasyonu

Biyolojik miicadele ¢alismasinda kullanilacak fosfor ¢6zen PGPR’lerin izolasyonu
icin Amasya merkez ve ilgeleri (Suluova, Merzifon, Giimiishacikdy, Tasova, Goyniicek,
Hamamozii) sogan iiretim alanlarinda diger bitkilere gore daha iyi gelisim gosteren ve
saglikli goriinen sogan bitkilerinin kdk bolgesi topragindan kilcal kokleri de icerecek sekilde
ornekler almmustir (Sekil 3.7). Toplanan ornekler once kurutma kagidina, sonra plastik
torbalara konularak buzluk igerisinde laboratuvara getirilerek iki giin kurumasi igin
bekletilmistir. Kuruyan toprak ornekleri 2 mm ¢apli eleklerden elendikten sonra 10 g toprak
ornegi alinarak 90 ml fizyolojik su (% 0,85 NaCl) igerisinde iki saat 150 dev./dak.’da
calkalayicida galkalanmistir. Siispansiyondan 1,0 ml almip i¢inde 9,0 ml fizyolojik su
(% 0,85 NaCl) bulunan 15 ml’lik falkon tiipe ilave edilmis ve tiip karistiricida iyice
karistirildiktan sonra 10 kat sulandirma serileri hazirlamak igin tiiplerden 1,0 ml alinarak, 9,0
ml fizyolojik su (% 0,85 NaCl) olan tiipe ilave edilmistir. Bu 10 katlik seriler halinde
hazirlanan siispansiyonlardan ikinci, tigiincii ve dordiincti sulandirma serilerinden 100 pl
alinarak katt NBRIP (Nautiyal, 1999) besi ortamina yiizeysel ekim yontemiyle ekim yapilmis
ve 25 + 1 °C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra besi ortaminda
fosforu ¢ozerek zon olusturan koloniler segilerek ¢izgi ekim yontemiyle saf kiiltiir elde
edinceye kadar kat1 King B (KB) besi ortaminda ekim yapilmistir. Elde edilen saf kiiltiirler 10
ml’lik falkon tiipleri igerisindeki 5,0 ml sivi Nutrient Broth (NB) besi ortamina ekilerek
calkalayici inkiibatdrde 25 + 1 °C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
Sivi NB’de gelisen izolatlardan 200 pl ve % 40’luk Glycerol *de 200 pl alinarak 2 ml’lik cryo
tiiplerde karistirilmis ve tiipler etiketlenerek -20 °C’de stoklanmistr.
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Sekil 3.7. Fosfor ¢6zen kdk bakterilerinin izole edildigi sogan bitkisi kok kismi1 ve topragi

PGPR izolatlarin sivi ve kati ortamda fosfati indirgeme 6zelikleri Nautiyal ve
ark., (1999) ve Johri ve ark., (1999) gore hesaplanmistir. PGPR izolatlar1 ayn1 zamanda
patateste pektolitik aktivite, tiitin’de asirt duyarlilik reaksiyonu, levan olusumu, oksidaz testi

ve katalaz ozellikleri Lelliott ve Stead (1987)’ye gore belirlenmistir.
3.2.7.2. PGPR’ lerin fosfati indirgeme 6zelliginin hesaplanmasi

Topraktan izole edilen bakterilerin fosforu (P) ¢6zme 6zelliklerini belirlemek igin
iki yontem kullanilmigtir. Birinci yontemde topraktan izole edilen PGPR izolatlar1 steril
kiirdan yardimi ile kati NBRIP besi ortamina nokta ekim yapilmis ve her bir petride 9 izolat
olacak sekilde ekilmistir. Deneme 3 tekrarli olarak kurularak 27 + 1 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Bir hafta sonunda fosfor ¢dzme indeksinin hesaplanmasinda besi ortaminda
bakteri kolonisinin etrafindaki seffaf zon ¢ap1 ve bakteri kolonisinin ¢ap1 Olgiiliip elde

edilen degerler birbirine oranlanarak belirlenmistir (Sekil 3.8) (Johri ve ark., 1999).
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Coziinebilme Indeksi= A/B
A: Seffaf zon ¢ap1

B:Bakteri kolonisinin ¢ap1

Sekil 3.8. Kati NBRIP besi ortaminda PGPR izolatlarinin fosfor ¢6zme indeksinin

hesaplanmasinda kullanilan yontem

PGPR izolatlarinin se¢iminde kullanilan ikinci yontemde NB ortaminda gelistirilen
izolatlar 10 ml sivi NBRIP (National Botanical Research Institute’s phosphate growth
medium) besi ortami igeren tiiplere ii¢ tekerriirlii olarak ekilmistir. Topraktan izole edilen
bakteri izolatlar1 sivi NBRIP besi ortaminda bir hafta 150 dev./dak. donen calkalayicida 27
+1°C’de gelistirilmistir (Nautiyal ve ark., 1999). Daha sonra bakterileri, suda ¢oziilmeyen
katt maddeleri ve Caz(POy),’yi ¢oktiirmek igin tiipler 10.000 dev/dak’da 10 dakika santrifiij
yapilmis ve siipernatant elde edilmistir. Supernatant kisimdan pipet yardimi ile 1 ml alinarak
10 ml’lik yeni tiiplere aktarilmustir. Icinde 1 ml siipernatant bulunan tiiplere 5 ml saf su
eklenerek seyreltilmistir. Olusan karisim iizerine 1 ml Barton ¢ozeltisi eklendikten sonra 30
dak. karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Spektrofotometrik analizler i¢in stok fosfor ¢ozeltisi
ile farkli ppm dozlarinda (0, 10, 25, 50, 100, 200 ppm) bes standart ¢dzelti hazirlanmstir.
Hazirlanan ¢ozeltiler 430 nm’de Ol¢iilmiis ve absorbans degerleri kaydedilmistir. Karanlik
ortamda inkiibe edilen ¢ozeltilerde ¢oziinmiis halde ne kadar fosfor bulundugu 430 nm’de
spektofotometrede olgiilerek elde edilen absorbans degerleri, standart ¢dzeltilerin absorbans

degerleri ile kiyaslanarak ppm diizeyinde hesaplanmaistir.
3.2.7.3. PGPR izolatlarimin 6n eleme testleri

Kat1 ve s1v1 besi ortaminda fosfor ¢6zme degerleri hesaplanan PGPR izolatlarinin bitki
patojeni olup olmadiklarinin saptanmasi igin tiitiinde asirt duyarlilik testleri (Klement, 1963)
ve Pektolitik Aktivite testleri Lelliot ve Stead (1987)’ye gore yapilmistir.

36



3.2.7.3.1. PGPR izolatlarimn tiitiinde asir1 duyarhhk testleri

NA besi ortaminda 24 - 48 saat gelistirilen izolatlar fizyolojik su kullanilarak 600
nm’de 0,1 absorbans degerine ayarlanarak bakteri siispansiyonlari hazirlanmistir. Siispansiyon
daha Once yetistirilen White Burley ¢esidi tiitiin bitkisinin yapraklarinin damar aralarina bir
enjektdr yardimiyla enjekte edilmistir (Sekil 3.9). Inokulasyon bdlgesinde 24 saat iginde
derimsi kuruma gosteren belirti pozitif olarak degerlendirilmistir (Klement, 1963). Bu
caligmada pozitif kontrol amaciyla Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola bakteri
siispansiyonu kullanilmus, ayrica negatif kontrol olarak da yapraklara fizyolojik su enjekte

edilmistir.

Sekil 3.9. Tiitiinde asir1 duyarlilik testi i¢in tiitiin yaprak damar arasina bakteri siispansiyonun

enjekte edilmesi
3.2.7.3.2. PGPR izolatlarimmin pektolitik aktivite testler

Pektolitik aktivite testi i¢in patates (Solanum tuberosum) dilimleri kullanilmustir.
Patateslerin ylizeysel sterilizasyonu i¢in deterjan eklenmis suda fircalanarak yikanmis ve
% 1’lik NaOCI’de 3 dak. bekletilmistir. NaOCT’i yiizeyden uzaklastirmak igin 3 kez steril
saf su ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile kabuklari soyulmustur. Steril
islak filtre kagidi igeren steril petri i¢ine kabugu soyulmus 1 cm kalinligindaki patates

dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii patates dilimi {izerine bulastirilmistir.
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Negatif kontrol olarak su kullanilmistir. 25 °C’de iki giinliik inkiibasyondan sonra
degerlendirme yapilmistir. Inokule edilen bolgedeki yumusama ve ¢iiriime pozitif olarak

kabul edilmistir. (Lelliot ve Stead, 1987).
3.2.7.4. PGPR izolatlarimin antagonistik ve siderefor etkilerinin belirlenmesi

PGPR bakteri izolatlarinin FOC’a kars1 antifungal etkilerini belirlemek amaci ile 3
tekerriirlii olarak in vitro’da ikili kiiltiir testleri yapilmistir. Bu amag ile NA besi ortaminda
24-48 saatlik gelistirilen bakteri izolatlar: steril fizyolojik su (% 0,85 NaCl) ile 600 nm’de 0,1
absorbans degerine ayarlanmis bakteri silispansiyonlari hazirlanmistir. PDA besi ortami
bulunan petri kaplarina petri merkezinden 25 mm uzakliktaki ii¢ noktaya PGPR siispansiyonu,
bir noktaya ise kontrol olarak steril fizyolojik su 5 pl olacak sekilde damlatilmistir. Bakteri
inokulasyonundan 24 saat sonra bir hafta PDA besi ortaminda gelistirilen FOC’a ait 10 mm
capl agar plagi alinarak bakterilerin ekilmis oldugu petrinin merkezine konulmustur (Sekil
3.10). Besi ortaminde 26 °C’de 7 giin boyunca inkube edilmis ve bakterilerin inokule edildigi
bolgede gelisen fungus kolonisi yarigapt dlgiilerek bakteri inokulasyonu yapilmayan bolgede
gelisen fungus kolonisi yarigapi ile Karsilagtirilmastir.

Sekil 3.10. PGPR izolatlarinn in vitro ortamda FOC’a kars1 antagonistik 6zellikleri

PGPR izolatlarmin antagonistik 06zelligi Abbott % engelleme formiiliine gore
hesaplanmistir (Sekil 3.11). Antagonistik izolatlarin etkileri istatistiki olarak Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi ile 0,05 6nem seviyesinde karsilastirilmistir. PGPR izolatlarinin siderefor
etkisi Kloepper ve ark. (1980) ile Bora ve Ozaktan (1998)’a gére yukarida anlatilan
antogonistik etki belirleme yontemine (3.2) gore yapilmistir. Fakat burada PDA besi ortami
icerisine litreye 80 uM FeClsilave edilmistir.

38



Negatif kontrol fungus Bakteri inokiilasyonu

varigapi vapimis varigapi

% Engelleme = X100 (3.2)
Negatif kontrol fungus varicaps

Sekil 3.11. PGPR izolatlarmin in vitro ortamda FOC’a kars1 antagonistik degerlerini

hesaplanmasinda kullanilan formiil
3.2.7.5. PGPR izolatlarimin secimi yapilan biyokimyasal testler

Sogan rizosferinden izole edilen PGPR izolatlar1 arasinda se¢im fosfat ¢ozme
ozelliklerine gore ve tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu ve patateste ciirime yapmayan
toprakbakterilerinden secilmistir. Tiitinde asir1 duyarlilik testinde ve pektoliktik aktivite
testlerinde negatif sonug veren izolatlar arasindan sivi besi ortaminda en fazla fosfor ¢ozen
10, fosfor ¢6zme indeksi en yiiksek olan 2 ve in vitro ortamda FOC’a kars1 antagonistik 3 adet
PGPR izolati segilerek saksi ¢alismalarinda kullanilmistir. Segilen bu PGPR izolatlarin
karakterizasyonu morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler ve BIOLOG GENIII otomatik

tanilama sistemi ile yapilmistir.
3.2.7.5.1. Levan olusumu

Bu biyokimyasal test i¢in Nutrient Agar ortamina % 5 oraninda sakkaroz eklenmis
Sakkaroz Nutrient Agar besi ortami kullanilmistir. Segilen 15 adet PGPR izolati ¢izgi ekim
yontemi ile besi ortamma ekildikten sonra 25 °C’de 3 - 4 giin inkiibe edilmistir. Kalin,
konveks, beyaz, mukoid koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.7.5.2. Oksidaz testi

Taze hazirlanmis % 1°lik N; N; N; N* - Tetramethyl- 1.4 phenylene diammonium
diclorid ¢6zeltisi steril filtre kagidina bir damla damlatilmistir. Se¢ilmis PGPR izolatlarinin 48
saatlik taze kiiltirii kiirdan ile filtre kagidina ¢izildiginde koyu mavi-mor renk 10 saniye
icerisinde olusturanlar pozitif, 10 - 60 sn i¢inde olusturanlar zayif pozitif, renk

degistirmeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956).
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3.2.7.5.3. Katalaz Testi

Nutrient Agar (NA) besi ortammda bakteri izolatlar1 25 °C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra gelisen koloniler {izerine 1 ml % 3’liikk taze hazirlanmis hidrojen peroksit
damlatilmistir. Bakteri kolonisi iizerinde birka¢ saniye i¢inde katalaz aktivitesi sonucu aciga

c¢ikan oksijen kabarciklar1 pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).
3.2.7.6. Bakteri izolatlarimin BIOLOG sisteminde tanilanmasi

Secilen bakteri izolatlart BIOLOG GENIII sistemi yardimi ile metabolik enzim
profilleri ortaya konularak tanilanmistir. Bu g¢alismada sadece denemelerde kullanilacak
bakterileri izolatlari BIOLOG GEN III tanilama sistemine gore tanilanmustir. Izolatlarin
tanimlamasinda kullanilan The Biolog GEN III Micro Pleytleri (BIOLOG 21124 Cabot Blvd.
Hayward, CA 94545), Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin tiir seviyesinde tanilanmasi
icin 94 biyokimyasal testin kullanildigi, standart bir otomatik tanilama sistemidir (Cizelge
3.4) (Bochner, 1989a ve 1989b). Tanis1 yapilacak izolatlarin metabolik profillerin belirlemek
amaci ile; bakteri izolatlar1 Bug Agar besi ortaminda 32 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Bakteri izolatlart BIOLOG IF-A tampon c¢ozeltisinde siispansiyon hazirlanmis ve bakteri
konsantrasyonu turbidimetre ile absorbans degeri % 92 - 98 olarak ayarlanmistir.
Yogunluklar1 ayarlanan bakteriyel slispansiyonlar1 mikropleytlerdeki her bir ¢ukura 100 pl
konulmus ve 32°CRde 20-24 saat inkiibe edilmistir (Anonymous, 2008). Daha sonra
mikropleytler pleyt okuyucuda okutularak sistemin veri bankasi ile karsilagtirilarak bakteri
teshisi yapilmitir. BIOLOG otomatik tanilama sisteminde MicroLog 3/5.2.01 33 versiyonu

kullanilmisgtir
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Cizelge 3.4. Biolog GEN III Micro Pleytlerinin (BIOLOG 21124 Cabot Blvd. Hayward, CA

94545) her bir gukurunda bulunan karbon, azot ve stres faktorleri

A B C D E F G H
1 Negatif D-Raffinose a-D-Glucose | D-Sorbitol Gelatin Pectin p-Hydroxy- Tween 40
kontrol Phenylacetic
Acid
2 a-D-Lactose D-Mannose D-Mannitol Glyceyl-L- D- Methyl y-Amino-
Dextrin Proline Galacturonic | Pyruvate Butryric
Acid Acid
3 D-maltose D-Melibiose | D-Fructose D-Arabitol L-Alanine L- alactonic | D-Lactic a-
Acid Lactone | Acid Methyl | Hydroxybuty
Ester ric Acid
4 D-Trehalose B- Methyl-D- | D-Galactose | Myo-inositol | L-Arginine D-Gluconic L-Lactic B- Hydroxy-
Glucoside Acid Acid D, L-
ButyricAcid
5 D-Cellobiose | D-Salicin 3-Methyl Glycerol L-Aspartic D- Citric Acid a-Keto-
Glucose Acid Glucoronic Butyric Acid
Acid
6 Gentiobiose N-Acetyl-D- | D-Fucose D-Glucose- L-Glutamic Glucoron a-Keto- Acetoacetic
Glucosamine 6- Phosphate | Acid amide Glutaric Acid
Acid
7 Sucrose N-Acetyl- - | L-Fucose D-Fructose- L-Histidine Mucic Acid D-Malic Propionic
D- Mannosa- 6- Phosphate Acid Acid
mine
8 D- Turanose N-Acetyl-D- | L-Rhamnose | D-Aspartic L- Quinic Acid L-Malic Acetic Acid
Galactosami Acid Pyroglutamic Acid
ne Acid
9 Stachyose N-Acetyl Inosine D-Serine L-Serine D-Saccharic Bromo- Formic Acid
Neuraminic Acid Succinic
Acid Acid
10 Positive %1 NaCl %1 Sodium | Troleando- Lincomycin Vanco-mycin | Nalidixic Aztreonam
Control Lactate mycin Acid
11 pH 6 %4 NaCl Fusidic Acid | Rifamycin Guanidine Tetrazolium Lithium Sodium
% HCI Violet Chloride Butyrate
12 pH S %38 NaCl D-Serine Minocycline Niaproof 4 Tetrazolium Potassium Sodium
Blue Tellurite Bromate

3.3. In vivo Saks1 Cahsmalar1
3.3.1. Denemede kullanilan topragin temini, hazirlanmasi ve kimyasal 6zellikleri

Saks1 denemesinde kullanilacak topragin belirlenmesi i¢in arazi ¢alismasi yapilarak
bitki Ortiistiniin zayif oldugu 6 lokaliteden 30 cm derinlikten toprak ornekleri alinmistir.
Toprak 6rneklerinin fosfor analizi Merzifon Su ve Toprak Analiz Laboratuvarinda yapilarak
toprakta ¢oziilebilir fosfor miktar1 belirlenmistir. Bu topraklar igerisinde en diisiik ¢oziilebilir
fosfor (5,58 ppm) miktarina sahip ¢alismada kullanilmistir. Saksi ¢aligmasi i¢in yeterli olacak
sekilde fosfor bakimindan fakir olan 5 numarali Suluova boélgesindeki lokaliteden alinan
toprak deneme alanina getirilmistir (Sekil 3.12). Saksi denemesinde kullanilan olan fosfor

bakimindan fakir topraga % 5 oraninda kaya fosfati eklenerek karistirilmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Fosfor bakimindan fakir olarak belirlenen topragin saksi denemesi i¢in araziden

alinmasi

Sekil 3.13. Fosfor bakimindan fakir olan deneme topragina % 5 oraninda kaya fosfati

eklenmesi
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3.3.2. PGPR izolatlarinin sogan dip c¢iiriikliigii hastalik ¢ikis1 ve bitki gelisimi iizerine
etkisi

3.3.2.1. PGPR izolatlarinin sogan dip c¢iiriikliigii hastalik ¢ikisi iizerine etkisi

Fosfat1 ¢6zme degeri en yiiksek 12 izolat ile in vitro’da antagonist 6zellik gosteren 3
PGPR izolatin FOC’un neden oldugu Sogan Dip Ciirtikliigii Hastalig1 ve bitki gelisimi {izerine
etkisi saksi ¢aligmalari ile arastirilmistir. Deneme 2016 yili Subat — Eyliil aylar1 arasinda sera
ve agik alan kosullarinda gergeklestirilmistir. Deneme boyunca ortam sicaklik degisimleri 1G-
150 sicaklik kayit cihazi ile Kayit altina alinmistir. Calismada duyarli gesit olarak Kantartopu,
dayanikli gesit olarak da Banko sogan ¢esitleri kullanilmigtir. Hastalik etmeni olarak yiiksek
derece viriilens olan FOC (iB-57) izolati (1 x 10° spor/ml), negatif kontrol olarak ise steril
su kullanilmigtir. Hastalik denemesinde sahit olarak ISR 2000 (Lactobacillus acidophilus +
maya ckstrakti + bitki ekstrakti + benzoik asit) (Improcrop Firmasi) adli bitki aktivatori
firma tarafindan 6nerilen dozda (L/1ml) kullanilmistir. Deneme 6ncesinde sogan tohumlarinin
¢imlenme Oranlari, ISTA (Uluslararas1 Tohum Test Birligi) kurallarina gore belirlenmistir.
Sogan (Allium cepa L.) tohumlari ¢imlenme deneyi dncesi % 1’lik NaOCI’de 2 dak. yiizeysel
olarak steril edilmistir. NaOCI’yi tohum yiizeyinden uzaklastirmak icin saf su ile yikanmis ve
her iki sogan ¢esidindin tohumlar ¢ift katl filitre kagitlar1 bulunan 9 cm ¢apl petri kaplarina
aktarilarak steri su ile nemlendirilmistir. Herbir tohum ¢esidi i¢in 3 petri kab1 kullanilmis ve
her petri kabinda 100 tohum olacak sekilde tohumlar yerlestirilmistir. Bu petri kaplar1 15 giin
boyunca 25 - 27 °C’de muhafaza edilmistir. Tohumlarin ¢imlenme durumunda radikulanm
testadan disar1 ¢ikmasi ¢imlenme Kkriteri olarak degerlendirilmis ve deneme sonunda her
petrideki bu sekilde ¢imlenen tohumlar sayilarak tohumlarin % ¢imlenme oranlari

hesaplanmustir.

King B besi ortaminda 25 + 1 °C’de 24 - 48 saat gelistirilmis olan PGPR izolatlarinin
yogunlugu fizyolojik su ile spektrofotometre’de 600 nm dalga boyunda 0,3 absorbans
degerine ayarlanmistir. Yiizeysel steril ederek yikanan 1 g tohuma 10 ml olacak sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyona karboksi metil selulaz (CMC) eklenerek bir gece siireyle
bekletilmistir (Sekil 3.14). Bakterilerin kiimeleserek yapismasini 6nlemek ve homojen
dagilimini saglamak i¢in slispansiyona 1-2 damla Tween 80 ilave edilmistir (Ramamoorthy ve
ark., 2002). ISR 2000 uygulamasinda ise tohumlar firma tarafindan &nerilen dozda soliisyon

hazirlanarak tohumlar bir gece soliisyonda bekletilmistir.
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Sekil 3.14. Tohumlarin PGPR bakterileri ile inokulasyon yapilmasi

Kaya fosfatt eklenmis deneme topragt 15 x 28 cm Olgiilerindeki poset saksilara
doldurulmustur. Inkibatorde 7 - 8 giin inkiibe edilerek konidiospor olusmasi saglanan FOC
izolat steril saf su yardimi ile 1 x 10° spor/ml konidiospor yogunluguna ayarlanarak her
sakstya 250 ml inokule edilmistir. Negatif kontrole ise ayni miktarda saf su eklenmistir. Bir
hafta sonra PGPR bakteri ve ISR 2000 inokulasyonu yapilan sogan tohumlarinin saksilara
ekimi yapilmistir (Sekil 3.15). Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore her bir

saksida 1 bitki olacak sekilde 6 tekrarli olarak diizenlenmistir.

Sekil 3.15. PGPR bakteri inokiile edilmis tohumlarin saksilara ekimi
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Bitkiler diizenli olarak esit miktarda sulanmistir. Alt1 ayin sonunda bitkiler sokiilerek
kok, kok bogazlar1 ve yapraklar incelenmis meydana gelen hastalik siddeti O - 4 skalasina
gore degerlendirilmistir (Kehr ve ark.,1962) (Cizelge 3.5; Sekil 3.16). Skalaya gore elde
edilen degerler Towsend-Heuberger formuliine uygulanarak bitkilerdeki hastalik siddeti
hesaplanmistir. Hastalik siddeti degeri kullanilarak Abbott formiilii ile bakteri izolatlarinin
% etkileri belirlenmistir. Uygulamalar arasindaki farklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile
0,05 onem seviyesinde karsilagtirllmis ve PGPR izolatlariin etkinligi asagida verilen %
Abbot formiiliine (3.3) gore hesaplanmustir.

X-Y
% Etki =----------- x 100 (3.3)
X
X= Pozitif kontroldeki hastalik yiizdesi
Y= Uygulamalardaki hastalik yiizdesi

Cizelge 3.5. PGPR izolatlarinin sogan dip ¢iiriikliigiine etkisinin degerlendirme skalasi (Kehr
ve ark.,1962)

Indeks Hastalik Hastalik Tanimi
Belirtisi (%)

0 0 Hastalik Belirtisi yok

1 1-25 Yaprak uglarinda sararmalar ve kok gelisiminde
azalma

2 26 - 50 Yapraklarda boydan boya sararmalar ve kok yapisi
son derece zayif

3 51-99 Bitkinin tamamma yakininda sararma ve kok
kisminin ¢lirlimesi

4 100 Bitkinin tamamen sararmasi ve kok bdlgesinin
clirimesi
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Sekil 3.16. Hastalik degerlendirme skalasinda kullanilan bitkilerin kok ve yaprak goriiniimleri

3.3.2.2. PGPR izolatlarmin bitki gelisimi iizerine etkisi

Calismada 15 PGPR izolati, sahit uygulama (ISR 2000) ve negatif kontrol olmak tizere
toplam 17 uygulama kullanilmistir. Fosfor bakimindan fakir ve % 5 oraninda kaya fosfati
eklenmis deneme topraginin ve tohumlarin ekime hazirlanmasi, tohumlarin saksilara ekimi
yukarida anlatilan yonteme gore yapilmistir. Farkli olararak deneme topragina hastalik etmeni
FOC inokule edilmemistir. Deneme yeri sicaklik degisimi tiim uygulamalarda kayit cihazi ile

kaydedilmistir.

PGPR izolatlariin bitki gelisimine etkisini belirlemek i¢in ISR 2000, negatif kontrol

ve PGPR uygulamasi yapilan sogan bitkilerinin hasat sonunda asagidaki 6lgtimler yapilmistir.

1. Yaprak Sayisi: Sogan bitkisinde bulunan tiim yapraklarin adet olarak ifadesidir.

2. Yaprak Uzunlugu: Sogan bitkisinde yapraklarin ¢ikmaya basladigr kisimdan
yapraklarin en u¢ noktasina kadar olan kisim cetvel ile dlgiilerek cm olarak ifade edilmistir.

3. Bas sogan c¢api: Sogan bas orta noktasi olan ekvatoral kismin kumpas yardimi ile
Ol¢iiliip cm olarak ifade edilmistir.

4. Bas sogan yas agirhgi: Bas soganlarin kokleri kesildikten sonra kalan bas kismi

hassas terazi ile tartilarak gr olarak ifade edilmistir.
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5. Bas sogan kuru agirhgi: Bas soganlarin kokleri kesildikten sonra kalan bas kismi
kese kagitlari icerisinde konmus ve 80 °C’deki etiivde tartilinca agirliklar: degismeyene kadar
kurutulmustur (Nejad ve Johnson., 2000). Bas soganlar hassas terazide tartilarak gr olarak
ifade edilmistir.

6. Bitki Kok Uzunlugu: Bas sogan dip kismindaki kok ¢ikis noktasindan en uzun

koke kadar olan kisim cetvel ile dlgiilerek cm olarak ifade edilmistir.

Uygulamalarin bitki gelisimindeki istatistiki etkisi SPSS 20 programi kullanilarak
Duncan ¢oklu karsilastirma testi (p<0,05) ile kendi aralarinda karsilastirilmistir. PGPR

izolatlarinin bitki gelisimine % etkisi negatif kontrol ile karsilagtirilarak hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sogan Dip Ciiriikliik Hastahk Etmeninin izolasyonu

Sogan Dip Ciirtikliigii hastalig1 etmeninin izolasyonu i¢in yapilan arazi gozlemlerinde
hastalik sogan bitkilerinde baslangicta yapraklarda sararma ve bitkilerde gelisme geriligi
olarak simptomlarin1 goéstermis, hastalik ilerledik¢e Ozellikle yapraklardaki kurumalar,
gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Bitkinin topraktan sokiilmesi ile kok gelisiminde gerileme
gbzlemlenmis, siddetli enfeksiyonlarda ise kok tamamen ¢lirimiis ve bitki 6liimii meydana
gelmistir (Sekil 4.2). Sogan dip ¢iiriikligli etmeninin izolasyonu igin Nisan - Eylil 2015
arasinda Amasya Merkez ilge, Suluova, Merzifon, Giimiishacikdy, Goyniicek, Hamamozii ve
Tasova ilgesinde sogan iiretimi yapilan alanlarda tesadiifi bir sekilde 10’ar farkli sogan {iretim
alani gezilmistir. Sorvey yapilan sogan ekim alanlarindan Suluovada 8, Merzifon 6,
Glimiishacikdy 7, Goyniicek 5, Hamamozii 5 ve Tasova ilgesinde 4 ekim alaninda hastalik

belirtisi gdsteren bitkiler gozlemlenmistir.

Amasya ilinde ilgeler diizeyinde iiretim alanlarinda simptomolojik olarak yapilan
gozlemlere dayanarak Sogan Dip Ciiriikliigii hastaliginin ilgelere gore % 40 - 80 arasinda
ekim alanlarinin yaygin oldugu tespit edilmistir. Yapilan degerlendirmede Suluova ilgesinde
sogan ekim alanlarinin % 80 oraninda, Tasova il¢esinde ise % 40 oraninda dip ciirikligi
hastalig1 etmeni ile yaygin oldugu tespit edilmistir. Dip ¢iirtikliigli hastaliginin gorildiigi
ekim alanlarindan hastalik belirtisi gosteren 3’er bitki ve toplam 105 adet Sogan Dip
Curikligi Hastaliginin goriildiigii sogan 6rnegi alinmistir (Sekil 4.3). Dip ¢iiriikliigi hastalig
goriilen soganlardan PDA besi ortami kullanilarak izole edilen beyaz, krem, pembe, bordo ve
tonlarindaki misel rengine sahip funguslar (Sekli 4.4) ve funguslarin tek spor yolu ile
saflastirilmasi ile Fusarium spp. izolatlar1 elde edilmistir (Sekil 4.5). Izolasyon sonucunda
Suluoava’dan 45, Merzifon’dan 22, Gimiishacikdy’den 27, Goyniicek 23, Hamamozii 15 ve
Tasova 18 olmak tizere toplam 150 adet Fusarium spp. izolati elde edilmistir. Bu izolatlardan
114 adet Fusarium spp. izolatinin patojen oldugu belirlenmistir. Fusarium spp. izolatlariin

belirlenmesinde mikroskobik yontem kullanilmistir.
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B 2 Aok
Sekil 4.1. a) Saglikli ve b) Sogan Dip Ciiriikliigii hastaligi goriilen sogan bitkilerinin

goriiniimleri

Sekil 4.2. Sogan bitkisinde siddetli Sogan Dip Ciirtikliigii hastaliginin goriiniimii
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Sekil 4 .4. Hastalikli soganlardan PDA besi ortaminda gelisen farkli morfolojideki

Fusarium spp. izolatlar
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Sekil 4. 5. Hastalikl1 bitki dokusundan saflastirilan farkli Fusarium spp. izolatlarinin genel

gorunimii

Amasya ili sogan ekim alanlarinda kok ¢iiriikliigli etmeni FOC un yaygin olarak
bulunmasi ayn1 zamanda yiiksek oranda hastalik siddeti olusturdugu belirlenmistir.
Calismamizda ilgeler diizeyinde sorvey yapilan sogan ekim alanlarinin % 40 - 80 arasinda
sogan dip ciirlikliik hastalik etmeni ile bulasik oldugu saptanmustir. Tiirkkan ve Karaca
(2006), Amasya ili sogan ekim alanlarinda goriilen fungal kok ¢lirtikligi hastalik
etmenleri, yayilislar1 ve yogunluklarmi yaptiklari calisma ile belirlemislerdir. incelemeleri
sonucunda, kuru sogan alanlarinda kok ¢iirtikligii hastaliginin % 95,7-100 oraninda hastalik

etmenleriyle bulasik oldugu saptamislardir. Kok ¢tirtikliigii hastaligimin goriildiigi bitkilerden
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yaptiklari izolasyonlarda, % 91,6 oraninda Fusarium spp., % 4,2 oraninda Rhizoctonia spp.,
% 1,9 oraninda Sclerotium cepivorum, % 1,5 oraninda Pythium oligandrum izole
etmiglerdir. Bu ¢alismalar bolgede Sogan Dip Ciiriikliigiiniin yaygin oldugunu ve en 6nemli

patojenin Fusarium spp. tiirleri oldugunu gostermektredir.

FOC’un hastalikli bas soganlarin dip kismindan izolasyonu ile ilgili bir¢cok ¢alisma
bulunmaktadir. Bu caligmalardan Rauf ve Javaid (2013), yaptigi calismada Chenopodium
album’dan farkli kimyasallar kullanarak elde ettigi bitki eksatraklarinin in vitro ortamda
FOC’a kars1 aktivitelerini arastirmiglardir. Hastalik etmeni fungusu PDA besi ortami
kullanilarak bas sogan dip kismindan izole edilmistir. Biz de ¢alisamamiz da kullandigimiz
FOC benzer sekilde PDA besi ortami kullanilarak hastalikli bas soganlarin dip kisimlarindan

izole edilmistir.

4.2. Sogan Dip Ciiriikliikliigii Hastahk Etmeni izolatlarimin Viriilensliginin Belirlenmesi

Izole edilen 150 adet Fusarium spp. bolge izolatinin viriilenslik testlerinde 114 izolat
inokulasyondan sonraki 8 hafta icerisinde Kantartopu sogan fidelerinde kahverengilikler,
yapraklarda ve dallarda solgunluk ve bazi bitkilerde 6liim meydana gelmistir. Izolatlarin
viriilenslik derecelerine gore simptom gelisim hiz1 ve siddetinde degisiklikler saptanmustir.
Patojenite denemesi sonucunda sokiilen sogan bitkileri O - 4 hastalik skalasina gore
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak saf su ile inokule edilen deneme topraginda yetisen
bitkilerde herhangi bir hastalik simptomu gozlenmemistir (Sekil 4.6). izolatlar arasinda
% 78,3 ile en yiiksek hastalik siddeti olusturan iB-57, IB-66, IB-87, IB-107, IB-109 izolatlar
Suluova’dan; IB-114 izolat ise Giimiishacikdy ilgesindeki sogan ekimi yapilan alanlardan
alinan hastalikli bitkilerden izole edilmistir. Viriilenslik testinde 43 adet Fusarium spp.
izolatin meydana getirdigi hastalik siddeti > % 70 oldugu i¢in yiiksek viriilens, 68 adet
Fusarium spp. izolatinin hastalik siddeti ise % 30 - 70 arasinda bulundugu i¢in orta deceli
viriilens, 3 Fusarium spp. izolatin hastalik siddeti ise % 30’un altinda olup diisiik siddetli
viriilens olarak smiflandirilmigtir. 36 Fusarium spp. izolatt ise higcbir hastalik belirtisi
gostermemistir. Yiiksek derece viriilens olan Fusarium spp. izolatlariin hastalik siddetleri
istatistiki olara kendi aralarinda karsilastirmalar1 Cizelge 4.1.’de izole edilen tim Fusarium

spp. izolatlarinin hastalik siddetleri ise EK-2’de verilmistir.
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tizerinde gostermis oldugu hastalik siddetleri

Cizelge 4.1. Yiiksek derece viriilens olan Fusarium spp. izolatlarinin kantartopu sogan ¢esidi

T Sy e
Kontrol(K-) |0,0+0,0° iB-94 76,0+3,0°
iB-107 78,3+5,7° iB-25 75,3+4,0°
iB-57 78,3+2,8" iB-32 75,0+5,0°
iB-66 78,3+2,8° iB-48 75,0+5,0°
iB-87 78,3+2,8" iB-53 75,0+5,0°
iB-109 78,3+2.8"° iB-92 75,0£5,0°
iB-114 78,342,8" iB-129 75,0+0,0°
iB-49 77,6+6,4° iB-3 75,0+5,0°
iB-10 76,6+2.8"° iB-39 73,3£7,6"
iB-61 76,6+2,8" iB-56 73,3+7,6°
iB-67 76,6+2,8" iB-123 73,3+7,3"
iB-89 76,6+2,8" B-19 73,3+5,7"
iB-101 76,6+2,8" [B-38 73,3+5,7"
iB-113 76,6+2,8" iB-84 73,345,7"
B-115 76,6+2,8" B-21 73,342,8"
iB-121 76,6+2.8" IB-60 73,3+2,8"
iB-124 76,6+2.8"° iB-136 73,3+2.8°
iB-125 76,6+2,8" B-1 71,6 +7,6"
B-130 76,6+2,8" [B-50 71,6+7,6"
B-146 76,6+2,8" 1B-47 71,6£2,8"
iB-147 76,6:2.8° iB-110 71,6+2,8"
B-150 76,6+2,8" 1B-33 71,6£7,6°

*Ayni harf ile ifade edilen hastalik siddetleri arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma tesine gore fark yoktur
(p>0,05).

Kantartopu sogan cesidinde yiiksek derece virlilenslik gosteren izolatlarin hastalik
siddetleri kendi aralarinda ve negatif kontrol uygulmasi ile karsilastirilmistir. Negatif kontrol
uygulamasinda herhangi bir hastalik gézlenmemistir. Fusarium spp. izolatlarinin uygulamari
ise negatif kontrolden istatistiki olarak farkli olarak yiiksek derece viriilenslik meydana
getirmiglerdir. Fusarium spp. izolatlarinin viriilenslik siddetleri kendi aralarinda
kargilagtirildiginda ise aralarindaki farkin onemli olmadigi tespit edilmistir. Sasaki ve ark.
(2015), sogan tohumlarini 1x10° spor/ml FOC solusyonunda 25 C° de 1 saat bekletilerek
tohuma hastalik inokulasyonu gergeklestirmislerdir. U¢ hafta sonra bitkilerin kok kisimlari
incelenerek hastalik siddetlerine gore funguslar yiiksek viriilens > % 70, orta viriilens >

% 30-70 ve diisiik viriilens < % 30 olmak tizere {i¢ sinif olusturmuslardir.
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Sekil 4. 6. Farkli Fusarium spp. izolatlarin kantartopu sogan tizerindeki etkisi

Tipik hastalik simptomu olarak yapraklarda kurumalar ve bas sogan dip kisminda
ciirlimeler goriilen bitkilerden yapilan re izolasyonlar sonucu 43 re-izolat tekrar elde
edilmistir. Izolatlar Kantartopu cinsi bas soganlarda patojenite testine tabi tutulmustur.
Degerlendirme sonucunda tiim re izolatlar Kantartopu cinsi bas sogan tizerinde giirtikliik
olusurdugu saptanmustir (Sekil 4.7). Bas soganlarda patojen reaksiyon gosteren funguslar

PCR islemi ile molekiiler karakterizasyona tabi tutulmustur.

Sekil 4.7. Farkli re-izolatlarin kantartopu bas sogan tizerindeki etkisi; a) negatif kontrol, b)
iB-80, ) iB-124, d) iB-49, ) iB-150, f) iB-3, g) iB-57)
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4.3. Fusarium oxysporum izolatlarinin Morfolojik Tamlanmasi

Sogan bitkisinde hastaliklara yol agan fungal etmenlerden Fusarium oxysporum
f.sp.cepae tiiriiniin yaninda baska fungal etmenlerin de bulunmasindan dolayi, yiiksek
derecede virlilens olan 43 adet Fusarium spp. tir bakimmdan tanilanmasi amaci ile
morfolojik karakterizasyona tabi tutulmustur. Fusarium spp. izolatlarinin tamami PDA besi
ortaminda; miseller agar ylizeyinde pamugumsu bol miktarda ve beyazdan soluk mora kadar
renk araliina sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.8). Soluk mor renge sahip miseller, merkezi
spor kiitlesi i¢inde iiretildigi saptanmistir. Koloni ¢ap1 24 °C’de 10 giinde 80 - 85 mm’ye

ulagmustir.

Sekil 4.8. FOC’un IB-57 izolatinin PDA besi ortamindaki gelisimi (a: iistten, b: alttan)

Sporodochiumlar1 soluk kahverengi ve bol miktarda oldugu goriilmistiir.
Makrokonidialari ince duvarli ug kism1 bazen hafif bir kanca gibi sivri genellikle {i¢ bolmeye
sahip orta uzunlukta, hafif kavisli, nispeten ince oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9 a,b,c)
Mikrokonidialar bolmesiz oval, eliptik veya bobrek seklinde ve havai misellerde bol miktarda
olustugu saptanmustir (Sekil 4. 9d). Monofialidleri kisa ve siskin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.
9e). Diiz hiicre duvarli olan klamidosporlari kisa siirede gergeklesmistir. Genellikle tek veya
ciftler halinde baz1 durumlarda ise kiimelerde veya kisa zincirler halinde oldugu saptanmistir
(Sekil 4.15f). Booth, (1971), Nelson ve ark., (1983), Burgess ve ark., (1994) ve Seifert
(1996)’in ortaya koyduklari tan1 yontemleri dogrultusunda bu izolatlarin tamaminin Fusarium

oxysporum oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. PDA besi ortaminda Fusarium oxysporum izolatlarinin mikroskobik goriintiileri a)
F. oxysporum makrokonidileri, b) u¢ kisim kanca gibi makrokonidialar, ¢) ti¢ bolmeli
makrokonidialar d) oval eliptik mikrokonidialar ¢) basit kisa siskin fialitler f) inter ve terminal

klamidosporlar
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4.4. Sogan Dip Ciiriikliigii Hastalik Etmeni Izolatlanmin PCR Teknigi ile Molekiiler

Karakterizasyonu

Fusarium oxysporum f.sp. cepae izolatlarinin molekiiler tanisinda tekrar re izolasyon
sonucu elde edilen ve patojen oldugu tespit edilen ayni zamanda yiiksek derece viriilens
olan, morfolojik tanisinda Fusarium oxysporum oldugu belirlenen 43 adet fungusun genomik
DNA’larinin izolasyonu yapilmistir. Molekiiler karakterizasyon isleminde ITS primerleri
kullanilarak izolatlarin rDNA ITS (ITS1-5.8S-ITS2) gen bolgelerinin PCR amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. PCR amplifikasyonu UV 1sik altinda agaroz jel elektroforezinde DNA
fragmentleri gozlemlenmis 41 adet izolatta tek bir bolgenin ¢ogaldigini belirten 340 bp
biiyiikliigiinde tek fragment gozlemlenmistir. Fusarium spp.’nin farkli bir tiirii olarak
diisiindiigiimiiz Suluova ilgesinden izole edilen IB-92 ve Merzifon ilgesinden izole edilen IB-
110 izolatlarinda ise daha kiigiik bir fragmentin olustugu gézlemlenmistir (Sekil 4.10).
Mishra ve ark. (2003), patojen Fusarium ssp.’lerin tanisi lizerine yaptiklari ¢alismada
funguslarm ITS gen bolgeleri icin spesifik primerler kullanmiglardir. Fusarium
oxysporum’un tiir teshisinde ise ITS1F: 5P-ACATACCACTTGTTGCCTCG-3P  ve
ITS4R: 5P-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3P primerlerini kullanarak elektroforez jel
gorlintiisiinde 340 bp biyiikliginde tek bant elde etmislerdir. Calismamizda Fusarium
oxysporum f.sp. cepae ‘nin molekiiler karakterizasyonunda ayni primerlerin kulanilmasi ile
340 bp biiyiikliigiinde tek bant elde edilerek literatiir ile benzer sonuglarin elde edildigi

gozlenmistir.

57



N

T0T-€1

v6-€1

N z6-41
6e-dl 68-4l
ge-dI /8-€l
ee-dl vg-€I
se-ql L9-€1
gz-dI 99-41
- mm 19-41
09-€1

614l 1561
0T-4l 95-€1
e-dl es-dl
I-€l 05-€1
" 64l

8y-dl
Ly-dl

.
.
»

w BRI T

(b)

0ST-4dl

LyT-dl
9vT-dl
9cT-4dl
0€T-4dI

6¢1-4dl

sz1-4l
vT-dl
Al
TZ1-41
STT-41 |
pTT-6l |
eTT-a1 |
0TT-4I
60T-41
L0T-41

WEEBEIIIIN

:
:
:
:
:
1
E
3
1
i
1
1
3

-

(©)

Sekil 4.10. Fusarium oxysporum izolatlarinin PCR ile ¢ogaltilmis DNA fragmentlerinin

¢) M: marker

b

agaroz jel gorlintiisi (a

58



4.5. Fusarium oxysporum izolatlarinn 1 TS Sekans Verilerinin Analizi

Morfolojik ve molekiiler olarak Fusarium oxysporum olarak belirlenen patojen olan
ayn1 zamanda yliksek derece viriilens oldugu tespit edilen fungal izolatlarin kendi arasindaki
ve NCBI veri bankasinda bulunan FOC’a ait referans HQ658965 accession numarali izolat
arasindaki genetik iliski gosterilmistir. Bu amag ile 41 Fusarium oxysporum izolatlatinin ITS
(ITS1-5.85-ITS2) rDNA bolgelerinin molekiiler dizi analizleri yapilmigtir (Sekil 4.11).
Kullanilan spesifik ITS primerlerin fungus DNA’sinda amplifikasyon yaptigi bdlgenin
sekans1 Sekil 4.12°da verilmistir. Tiim izolatlarin sekans dizi analizleri EK-3 ve izolatlarin

homolojisi EK-4’de verilmistir.

ITSI primer ——
W
ITS] bélgesi ITS2 bolgesi
185 rRNA 5.8s 28s rRNA

<—— |TS54 primer

Sekil 4.11. Fungus izolatlarinin ¢ogaltilan ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgeleri
(http://lwpamushroomclub.org/education/introduction-dna-barcoding/)

ACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGG
CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCAT
AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCA
AATTGATTGGCG

Sekil 4.12. Spesifik ITS Primerlerin HQ658965 accession numarali izolatin ITS (ITS1-5.8S-
ITS2) rDNA gen bdlgesinde amplikasyon yaptigi bolgenin dizisi (kirmizi renk ile belirtilmis

olan diziler primerlerdir)
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Farkli bolgelerden izole edilen Sogan dip ¢uriikliigii hastalik etmeninin 41 adet
izolatinin PCR uriniiniin nuikleotit dizileri NCBI veri bankasinda
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&L |

NK_LOC=blasthome) blast edilmis ve tiim dizilerin Fusarium osxsporum’a ait ITS1-5.8S-

ITS2 bolgesine ait niikleotit dizisi oldugu gorilmiistiir. Fusarium osxsporum’un 41 adet
izolatinin sekans analizine dayali olarak filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.13).
Filogenetik aga¢ olusturulmasinda gerek sinirli DNA polimorfizmi goriilmesi gerekse
haplotip sayis1 ve haplotipler arasindaki genetik farkliliklarin diisiik olmasi nedeni ile burada
sadece genetik iligkileri gostermek icin Aritmetik Ortalamali Agirliksiz Cift Grup Yontemi
(UPGMA) kullanilmistir. Bootstrap ¢alismasi ile elde edilen filogenetik agacin kladlarinin
hangi oranda desteklendigi belirlenmistir. Bootstrap oran1 0 - 100 arasinda degisen
degerlerdir. Yapilan ¢alisma ile elde edilen dallanmada yiizdelik oran ne oranda desteklendigi
analiz edilmistir. Bu sekilde elde edilen agacta UPGMA kriterleri kullanilarak istatistiksel
olarak referans FOC’a ile en yakin izolati bulmak amaglanmistir. Fusarium oxysporum
izolatlarinin ITS1-5.8S-ITS2 gen bdlgesine gore ¢izilen soy agaci incelendiginde tiim izolatlar
koken olarak ayni soydan geldigi aralarindaki genetif farkliligin c¢ok diisiik oldugu
saptanmistir. Bu benzeligin ise % 99 Bootsrap degeri ile desteklendigi saptanmustir.
Fusarium oxysporum izolatlarinin referans FOC izolat1 ile kiyaslandiginda aralarinda yiiksek
oranda filogenetik benzerlik oldugu belirlenmistir. Izolatlar farkli NCBI veri bankasindaki
ITS gen bolgesi bakimindan farkli Fusarium spp. tiirleri kiyaslandiginda ise Fusarium spp.
(Fusarium proliferatum HQ332533.1, Fusarium longipes KF918596.1 Fusarium
brachygibbosum KJ541486.1, Fusarium phyllophilum AB587006.1, Fusarium equiseti
KY365254.1, Fusarium fujikuroi HF679024.1, Fusarium oxysporum KC119203.1, Fusarium
subglutinans JX960431.1, Fusarium verticillioides FJ867932.1) ’ler farkli bir kola ayrilarak
farkli bir klad olustugu saptanmistir (Sekil 4.13). Filogenetik siiflandirmada Suluova
bolgesinden izole edilen IB-57 izolaty, referans FOC izolatia ITS gen bdlgesi bakimindan en
yakin izolat olarak belirlenmistir. Bu izolat ile yapilan viriillenslik testinde viriilensliginin

oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. FOC bolge izolatlarin ITS sekanslarinin Fusarium oxysporum f.sp.cepae ve farkli
Fusarium spp. lere ait ait filogenetik akrabalig1 gosteren soyagaci (Dallar tizerindeki

rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir)
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Sekil 4.14. Patojenite denemesinde hastalik uygulanmamis kontrol (a) ve IB-57 nolu izolatin

uygulanmis (b) oldugu sogan bitkilerinin kok ve gévde goriiniimii

Molekiiler karakterizasyon yontemi ile Fusarium oxysporum olarak tanimlanan ve
patojen oldugu tespit edilen referans izolat FOC’a genetik yakinligi en yiiksek olarak 1B-57
nolu izolat olarak tespit edilmistir. Southwood ve ark. (2012), FOC’un sogan {izerindeki
hastalik siddetini % 80 - 100 arasinda degisen degerde saptamislar ve FOC’u yiiksek
derecede viriilens sinifina dahil etmislerdir. Calismamizda da referans izolat FOC’a en yakin
izolat olan IB-57 nolu izolat yiiksek viriilens sinifina dahil oldugu ortaya ¢ikmistir bu yonii ile
yapilan ¢alisma ile benzer sonug¢ elde edilmistir. Fusarium spp. tiirlerinin teshisinde ITS
bolgelerinin kullanilabilecegini belirten bir ¢alismada Dissanayake ve ark. (2009), Japonyada
solgunluk gosteren sogan bitkilerinden izole ettikleri 32 adet fungusu molekiiler ve morfolojik
olarak tanimlamiglardir. Bu izolatlar arasinda F. oxysporum (18 izolat), F. verticillioides
(7 izolat) ve F. solani (7 izolat) teshis ederek izolatlara sera kosullarinda patojenite testi
yapmuslardir. Ozellikle 8, 15, 17,22 ve 30 nolu izolatlarm yiiksek derecede viriilens 6zellik
gostererek  patojen  olduklarin1  saptamiglardir.Fusarium  izolatlarmin  molekiiler

karakterizasyonunu PCR-RFLP yontemi ile ribozomal ITS bolge analizlerine gore karakterize
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ederek 4 tip F. oxysporum, 1 tip F. verticillioides ve F. solani teshis etmislerdir. Yaptiklar1 bu
caligma ile ITS bolge analizinin Fusarium tiirlerinin teshisinde faydali olabilecegini
belirtmislerdir. Tirkiyede Fusarium oxysporum f.sp. cepae bdolge izolatlarinin farkl
genotiplere sahip oldupunu belirten bir calismada Bayraktar ve ark., (2010), yaptig1 ¢alismada
Tiirkiye’de farkli bolgelerden izole ettigi Fusarium oxysporum f. sp. cepae izolatlarini
Random Amplified Polymorphic (RAPD) teknigi kullanilarak molekiiler markor analizi ile
incelemistir. Kullanilan 11 polimorfik primer ile 110 RAPD fragmenti gézlemlemistir (10
polimorfik bant/primer). Elde edilen verilerin UPGMA ile cluster analizi % 5 benzerlik
seviyesinde 5 farkli soy ortaya ¢ikarmustir. Tiirkiye’den elde edilen Fusarium oxysporum
f.sp. cepae izolatlarinin biiyiik ¢ogunlugunun muhtemelen ayni klonal Soydan tiiredigini
belirtmistir. Genetik degerlendirmeler ve popiilasyon farkliliklar1 da Tiirkiye’ den elde edilen
izolatlarin referans izolat Colorado izolatlarindan biiyiik dlgiide farkli oldugunu ve Bursa
popiilasyonunun Tiirkiye popiilasyonlar1 arasinda en farkli popiilasyon oldugunu gostermistir.
Ayrica Tiirkiye popiilasyonlart arasinda diisiik seviyelerde genetik farkliliklar ortaya
cikarmistir. Toplam genetik farkliligin sadece % 11,4’lik kismimin cografik popiilasyonlar
arasindaki farkliliklardan kaynaklandigi gozlemlenmistir. Molekiiler varyans analizi de
(ANOVA) popiilasyonlar arasindaki diisiik genetik farkliliklart dogrulamistir. Caligmamizda
patojen oldugu tespit edilen tiim Orneklerin sekans dizi analizleri referans dizi analizi ile
kiyaslandiginda referans izolata gore bolge izolatlarinin farkli bir clade olusturdugu ve kendi
arasinda diisiik genetiksel farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Bostroop analizinde referans olarak
kullanilan dizinin yurt disi kaynakli olmasi ve aradaki genetiksel fakliligin muhtemelen
fungusun iilkeden tilkeye farkli genetiksel yapiya sahip oldugu, izole ettigimiz fugusun
Amasya bolgesine 0zgii olabilecegini sonucuna varilmasi ile yapilan ¢alisma ¢alismamizi
destekler yonde oldugu goriilmektedir. Calismamiz ile benzer sonuclar elde edilen baska bir
calismada Malathi ve Mohan (2012), Hindistan da Tamil Nadu bdlgesindeki fakli sogan ekim
alanlarindan izole ettikleri FOC’lar arasindaki genetik iliskiyi incelemistir. RAPD
primerlerinin kullanildig1 yontemde izolatlarin benzerlik oraninin minimum % 14, maksimum
% 85 oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklar1 bu c¢alisma ile FOC’un genetik c¢esitlilik

icerdigini ve bu gesitlilige ¢evre kosullarinin sebebiyet verdigini ileri stirmiiglerdir.
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4.6. F.oxysporum f.sp. cepae’nin Biyolojik Miicadelesi Ile ilgili Calismalar
4.6.1. Fosfor ¢oziicii PGPR’larin izolasyonu

Sogan dip ¢iiriikligi etmeni F.oxysporum f.sp. cepae’nin biyolojik miicadelesinde
kullanilacak fosfor ¢6ziicii PGPR’lerin izolasyonu sogan bitkileri kok ¢evresindeki topraktan
yapilmistir. Amasya ilgelerindeki (Suluova, Merzifon, Glimiishacikdy, Goyniicek, Tasova
ilgeleri) sogan yetistirilen alanlarda (Sekil 4.15) digerlerine gore daha iyi gelismis saglikli
bitkilerin kok bolgesi topragindan kilcal kokleri de igerecek sekilde 30 adet toprak ornegi
almmistir.  Alinan 30 toprak oOrneklerinden kati NBRIP besi ortami kullanilarak farkli
morfolojik 6zellik gosteren 269 adet fosfor ¢ézen bakteri izolat1 elde edilmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.15. Fosfor ¢oziicii toprakbakterilerinin izolasyonu igin toprak 6rnegi alinan bir

sogan tarlasindan goriiniimii
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Sekil 4.16. Topraktan izole edilen fosfor ¢cozen kokbakterilerinin katt NBRIP besi

ortaminda gelisen kolonileri ve olusturdugu zonlar

Kati NBRIP besiyeri fosfor ¢ézen bakterilerin hizli bir sekilde belirlemek icin
kullanilan bir besiyeri ¢esididir. Fosfor ¢ozen bakterilerin belirlenmesi ile ilgili yapilan bir
caligmada Kiisek ve Ciar (2007), asma kok bolgesindeki fosfor ¢ozen bakterilerin izolasyonu
ve se¢iminde katt NBRIP besi ortami kullanmiglardir. Farkli sehirlerden izole ettikleri 464
bakteri izolat1 icerisinde 63 tanesi katt NBRIP besiyerinde fosforu ¢ozdiigiinii belirten zon
gbzlemlemislerdir. Calismamizda fosfor ¢6zen bakterilerin hizli bir sekilde belirlenmesinde
dogrudan kati NBRIP besiyeri kullanilmis ve calismaya benzer sekilde besiyerinde zon
olusturan 269 bakteri izolati segilerek bu bakteriler fosfor ¢6zen bakteri olarak

degerlendirilmistir.
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4.6.2. PGPR’lerin fosfati indirgeme ozelliklerinin incelenmesi

Bitki gelisimini saglamak i¢in en etkili yontem topraklarin uygun giibre ile
giibrelenmesidir. Bitkilerin en fazla ihtiyag duydugu besin maddeleri arasinda fosfor
bulunmakta ve giibrelemede fazla fosfor giibresi kullanilmaktadir. Kimyasal giibre fiyatlarinin
artmasi, giibrelerin ¢evreye olumsuz etkilerinin ortaya c¢ikmasi; dogal olarak meydana
gelebilen, giivenilir, alternatif fosfor giibrelerinin ortaya konulmasini giindeme getirmistir.
Yapilan arastirmalar ile toprakta var olan kaya fosfatin1 ¢ézen bakterilerin, izolasyonu, tanisi,
arastirilmas1,  gelistirilmesi ve kullanimi 6nem kazanmaya baslamistir. Ozellikle toprakta
bulunan ve ¢6ziilmeyen formdaki fosfati ¢ozerek bitkinin alacagi forma doniistiiren bakteriler
onem kazanmistir (Nautiyal 1999; Cakmake¢1 2005). Fosforun toprakta fazla miktarda
olmasindan daha ¢ok alinabilir formdaki fosfor miktar1 ¢ok diistiktiir. Topraktaki fosforun
biiylik bir miktar1 kalsiyum tarafindan tutulur ve topraga uyguladigimiz fosfor da kisa siirede
kalsiyum tarafindan tutularak bitkilerin alamayacagi forma doniisiir. Fosfor ¢6zen bakteriler
topraga veya tohuma uygulandiginda topraktaki bitkiler tarafindan alinamayan formdaki
fosforu alinabilir forma doniistiirerek bitkilerin daha iyi gelismesi saglanabilir (Abd-Alla,
1994; Jones ve Darrah, 1994). Bu bakterilerin etki mekanizmasi sekerleri kullanarak organik
asitler liretmekte ve bu asitlerin etkisi ile suda c¢oziilemeyen fosfor c¢oziilebilir forma

dontstiiriilerek bitki tarafindan alinabilir forma dontismektedir (Leyval ve Barthelin, 1989).

Bakteri izolatlarinin fosfor ¢ozebilme indekslerinin hesaplanmasinda Kati NBRIP
besi ortami kullanilmistir. Bu yontemde her bir petriye 9 bakteri izolat1 ekilimistir ve kisa
stirede fosfor ¢6zebilen bakteri kolonilerinin etrafinda agik bir zon olusmustur (Sekil 4.17).
Bakteri gelisimi sonunda olusan zon capinin bakteri kolonisine oranlayarak fosfor ¢dzme
indeksi belirlenmistir. Topraktan izole ettigimiz 269 bakteri izolatinin se¢iminde dogrudan
katt NBRIP besiyeri kullanilarak saflastirildigr i¢in izolatlarin tamaminda belirli bir fosfor
¢ozme indeksi hesaplanmistir. Katt NBRIP besi ortamina ekilen izolatlarin fosfor ¢dzme
indekslerinin hesaplanmasi sonucunda fosfor ¢6zme indeksi en yiiksek 4,83 ile EB-38 nolu
izolat oldugu saptanmustir. Unlii ve Aysan (2011), yaptiklari calismada Adana ilinde sardunya
yetistirilen farkli alanlardan izole ettigi PGPR bakterileri igerisinde 60 tanesinin fosfati
cozdiigii ve fosfat ¢cozme indekslerinin 2 — 6,6 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada da fosfat ¢ozme indeksleri 1,0 — 4,8 arasinda degistigi bulunarak yapilan

calisma ile uyum i¢inde oldugu tespit edilmistir.
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Mardad ve ark. (2013), inorganik fosfatin ¢oziiniirliigii tizerine yaptiklari bir ¢alismada izole
ettikleri bakterilerin fosfor ¢6zme indekslerini hesaplamislardir. PSB6 kodlu izolat 4,4 fosfor
¢ozme indeksi ile en fazla fosfor ¢ozerken bu izolat1 4,1 ile PSB4 ve 3,7 ile PSB5 izolatlari
takip etmistir. Gorildiigi gibi bakteri izolatlar1 fosfor ¢ézme indeksi bolgeden bolgeye,
izolattan izolata degisiklik gostermektedir ve c¢alismamizi destekler yonde sonuglara

ulagilmistir.

Sekil 4.17. Topraktan izole edilen izolatlarin fosfor ¢6zme indeksinin hesaplanmasinda kati

NBRIB besi ortaminda fosforu ¢6zmesinden dolay1 olusan agik zon ve bakteri kolonisi

izolatlarin ¢ozdiikleri fosfor miktar1 Barton ydntemine gore analiz edildiginde
izolatlar arasinda farkliliklar oldugu saptanmistir (Sekil 4.18). Sivi NBRIP besi ortamina en
yiiksek fosfor ¢6zen 382,5 mg/ ml ile OB- 169 nolu izolat olurken en az ¢dzen 19,3 mg/ ml ile
OB-203 nolu izolat olmustur.

Sekil 4.18. Farkli PGPR izolatlarinin stvi NBRIP ortaminda fosfor ¢ozme 6zelliklerine gore

Barton ¢ozeltisi eklenmesi ile meydana getirdigi renk farkliligi
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Sivi NBRIP besi ortamina inokule edilen 269 adet izolat arasindan en fazla fosfor
¢ozme Ozelligi olan 50 adet izolatin fosfor ¢cozme Gzellikleri istatistiki olarak negatif kontrol
uygulamasi ve kendi aralarinda karsilastirilmistir. Stvi NBRIP besi ortamina ¢6zdiigii fosfor
degerinin hesaplanmasinda 50 adet izolatin ¢6zdiigli fosfor miktar1 negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda aradaki farkin tiim  izolatlar icin istatistiki olarak Onemli oldugu
saptanmustir. Izolatlarin fosfor ¢6zme degerleri kendi aralarinda karsilastirldiginda ise
izolatlar arasinda farkliliklar olabilecegi saptanmistir (Cizelge 4.2). Tim izolatlarins Sivi
NBRIP besi ortaminda fosfor ¢6zme degerleri ve kati NBRIB besi ortamindaki fosfor ¢ozme

indeksleri ise EK - 5’de verilmistir.

Cizelge 4.2. PGPR izolatlarinin sivi NBRIP besi ortaminda ¢ozdiikleri fosfor miktarlari ve
kat1 NBRIB besi ortamindaki fosfor ¢6zme indeksleri

_ Fosfor Cézme Fosfor _ Fosfor C6zme Fosfor
Izolatlar miktar1 (ppm)+ Cozme Izolatlar | miktart (ppm)+ Cozme

SS Indeksi SS Indeksi
K~ 11,7+1,6° - IB-162  |258,8+4,7™® 1,1
OB-169 382,542.1° 1,2 OB-173 [257,9+2,5™ 1,5
EB-14 337,6+0,7° 1,0 EB-1 257,3+1,5™°P 1,5
EB-15 321,9+4,3° 1,9 AZB-80 [256,9+1,2™" 1,8
EB-21 316,9+3,3° 2,7 MK-249 |255,5+5,1%" 1,5
HB-234 304,4+2,5° 1,3 OB-188 |[254,6+1,3"" 1,2
HB-230 298,74+2.3 2,1 [B-127 |253,7+4,4" 2,0
HB-207 295,8+3,7" 1,7 OB-197 |[253,6+2,3"° 2,1
HB-204 282,1+3,29 1,7 HB-232 |253,342,4"° 1,1
HB-228 281,3+2,8° 1,6 OB-170 |[250,7+5,1™" 1,1
AZB-64  [278,8+7,3" 1,9 EB-10 |250,6+1,0™" 3,1
MK-257  [274.8+4,0" 2,3 OB-189 |250,0+5,16™" 1,1
HB-228 27424220 1,0 MK-258 |249,7+3,3 S 1,7
EB-16 271,8+2,0 " 1,5 HB-239 |2494+4 35" 2,2
HB-229 268,0+2,6' 1,8 MK-248 |[249,0+7,75" 1,6
AZB-79 265,9+42,7% 1,6 MK-262 |247,8+2,5 5™ 1,9
EB-38 265,5+4,9% 4.8 OB-165 |246,0+3,25" 1,1
OB-219 265,443 4% 1,2 MK-250 |245,7+4,7"" 1,5
HB-218 264,9+6,0™ 1,5 OB-183 |[245,2+5,1"" 1,1
EB-22 264,5+3,7 1,1 HB-238 |245,2+4,9"" 1,6
EB-6 264,4+1,6 35 AZB-43 [245,0+52"" 3,3
MK-264  |261,4+6,4" 1,7 MK-252 |243,8+3,0" 3,9
HB-212 261,1+4,04M 3,0 HB-214 |[242,6+3,2" 2,1
OB-194 260,3+5,1™ 2,4 ZEB-87 [241,4+13" 1,9
ZEB-94 259,4+7,9™° 5,0 AZB-75 |240,7+4,4" 1,6
HB-244 259,4+3,8™° 1,6

Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore izolatlarin sivi NBRIP besi ortaminda ¢ozdiikleri

fosfor miktar1 bakimindan istatistiki agidan fark yoktur (p>0,05).
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Kapri ve Tewari (2010), farkli bitki koklerinden izole ettikleri Trichderma spp. nin
in vitro’da ne kadar fosfor ¢ozdiiginii sivi NBRIP besi ortami kullanarak nicel olarak
arastirmiglardir. Bitki rizosferlerinden izole ettikleri DRT-1 kodlu izolat 96 saatin sonunda
404,07 ppm fosfat ¢ozdiigiinii tespit etmislerdir. Th-Std kodlu izolat 386,42 ppm ve PRT-1
izolat1 377,44 ppm fosfor ¢ozdiigiinii belirlemislerdir. Kumar ve ark. (2012), yaptiklari
caligmada bezelye bitkisinin kok kismindan izole ettikleri 30 bakteri izolatin1 biyokimyasal
testler ile tanimlamislardir. izolatlarin fosfor ¢ézme ozelliklerini belirlemek i¢in stvi NBRIP
besi ortami kullanmiglardir. Bes giiniin sonunda yapilan fosfor analizinde ¢6ziilen fosfor
miktariin en fazla 562,34 ppm ile FBJ6 kodlu Pseudomanas spp. izolati oldugunu tespit
etmislerdir. Bu izolat1 sirasi ile 482,64 ppm ile FBS kodlu Bacillus sp. ve 443,46 ppm ile FBJ
kodlu Acinetobacter sp. izolatlar1 takip ettigini saptamislardir. Topraktan izole etigimiz
bakteri izolatlarinin nicel olarak fosfat ¢ozme Ozelliklerini belirlemek igin literatiirde
belirtildigi gibi sivi NBRIP besi ortami kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore izolatlarin
farkli miktarlarda fosfor ¢6zdiigli saptanarak calismamiz belirtilen literatiir ¢alismalar ile

uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.
4.6.3. PGPR izolatlarinin 6n eleme testleri
4.6.3.1.PGPR izolatlarinin tiitiinde asir1 duyarhhk testleri

Aday 269 PGPR izolat arasindaki 6 izolat ve referans izolat olarak kullanilan bitki
patojeni Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 24 saat iginde tiitiin yapraklarinda asirt
duyarlilik belirtisi (Sekil 4.19 b ve c) gostermis ve bitki patojeni olabileceginden dolay1

calismadan ¢ikarilmstir.

it

Al

Sekil 4.19. Titiinde asir1 duyarliklik tesinde; saf su (a), EB-20 (b) ve referans Pseudomonas

savastanoi pv. phaseolicola (c) izolatlarinin tiitiin yapraklarinda olusturduklari reaksiyon
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4.6.3.2. Pektolitik aktivite testleri

Topraktan izole edilen edilen 269 adet izolat patates dilimlerine inokule edilerek iki
giin sonunda 15 izolat patates dilimleri iizerinde ¢iiriikliik olusturdugu saptanmistir. Negatif
kontrol olarak kullanilan saf su da ise higbir etki goriilmemistir (Sekil 4.20). Bu izolatlarin

bitki patojeni olma olasiligindan dolay1 ¢calismadan ¢ikarilmistir.

Sekil 4.20. Aday bakteri izolatlarinin patateste pektoliktik aktivite reaksiyonlari (a ve b

pozitif reaksiyon), (c ve d negatif reaksiyon)
4.6.4. PGPR izolatlarinin antogonistik ve siderefor etkilerinin belirlenmesi

Yapilan ikili kiiltiir testinde testinde EB-18, AZB-59, AZB-78, ZEB-82, ZEB-116,
[B-162, MK-252 ve MK-262 nolu izolatlarinin antogonistik oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.21; Sekil 4.22).

Sekil 4.21. In vitro’da yapilan ikili kiiltiir testinde antagonist bir bakteri izolatinin FOC’a kars1

olusturdugu engelleme zonu
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Sekil 4.22. In vitro’da yapilan ikili kiiltiir testinde antagonist dért bakteri izolatinin FOC’a

kars1 olusturdugu engelleme zonu

Antagonist PGPR izolatlarinin in vitro ortamda FOC’u engelleme oranlar
% 71,5-75,7 arasinda degistigi tespit edilmistir. Antagonistik degeri en yiikksek MK-252 adli
izolat oldugu tespit edilmistir. Bu izolat1 siras1 ile MK- 262, AZB-59, ZEB-82, IB-162, ZEB-
116, AZB-78 ve EB-18 no’lu izolatlar takip etmis ve bu izolatlarin antagonist yiizdeleri kendi

aralarinda karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmiistiir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3.Antagonist PGPR izolatlarinin FOC’a kars1 in vitro’da olustuduklar: antagonistik

engelleme yiizdeleri ve standart sapmalari

Izolat Adi Antagonistik etki* (%) = SS
K’ (saf su) 0,000+0,000°
MK-252 75,7+5,0°
MK-262 75,3+4,0°
AZB-59 73,7+4,0°
ZEB-82 73,1+4,3°
IB-162 72,5+4,1°
ZEB-116 72,4+4,0°
AZB-78 71,8+6,1°
EB-18 71,5+3,5°

Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Duncan g¢oklu karsilastirma testine gore izolatlarin antagonistik

degerleri bakimindan istatistiki agidan fark yoktur (p>0.05).
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Malathi ve Mohan (2013), farkli bitki kok kisimlarindan elde ettigi 62 tane
Pseudomanas spp. nin in vitro kosullarda ikili kiiltiir test yontemi ile FOC’a kars1 antagonistik
etkilerini arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada 6 adet izolat in vitro’da FOC’un miselyum
gelismesini %74,68-41,43 arasinda baskilayarak antagonistik etki gosterdigini saptamislardir.
Diger izolatlar herhangi bir antagonistik etki gostermedigi saptamislardir. Bizim
caligmamizda da in vitro’da yaptigimiz ikili kiltiir testlerinde 8 adet izolat % 71,5 - 75,7
arasinda FOC’a karsi antagonistik etki gostererek yapilan g¢alisma ile benzer sonuca
ulasilmistir. Antagonist 6zellige sahip izolatlarin siderefor 6zelligini belirlemek i¢cin PDA ve
FeCl; eklenmis PDA besi ortamlari kullanilmistir. Her iki besiyerinde yapilan ikili kiiltiir test
yonteminde izolatlarin antagonist 6zelliklerinin karsilastiriimasinda FeCl; eklenmis PDA besi
ortaminda hicbir izolatin olusturdugu zon azalmamistir. Bu 6zellikten dolay1 izolatlarin sahip

oldugu antogonistik 6zelligin siderefor 6zelliginden olmadigi saptanmustir (Sekil 4.23).

Sekil. 4.23. EB-18 nolu izolatin siderefor etkisinin belirlenmesi a) PDA besi ortami, b) PDA +
FeCls besi ortami

Mirik (2005), biberde bakteriyel leke etmeni Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria’nin tanilanmasi ve bitki biiyiime diizenleyici rizobakteriler ile biyolojik miicadele
olanaklarinin arastirdig1 calismasinda saksi ve tarla ¢alismasinda kullanacagi antagonistik
olan ii¢ tane izolatin siderefor Ozelligini incelemistir. M1-3 ve M3-1 izolatlar Fe*?
yoklugunda KB besiyerinde patojene karsi engelleme zonu olustururken Fe** varliginda bu
zon olugmamustir. Elde ettigi bu sonug ile M1-3 ve M3-1 izolatlarinin patojeni engellemesinde

siderefor etkisinden oldugunu saptamislardir. Calismamizda ise Fe™ varliginda herhangi bir
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zon azalmast meydana gelmedigi icin calismadan farkli olarak antagonistik izolatlarin

antagonistik 6zelligi siderefor 6zelliginden olmadig1 sonucuna varmistir.

4.6.5. PGPR izolatlarimin secimi yapilan biyokimyasal testler

Patateste Pektoliktik aktivite ve Tiitiinde asir1 duyarliklik gosterenler bitki patojeni

olma riski nedeni ile ¢alismadan ¢ikarilmistir. Kalan izolatlar arasindan Sivi besi yerinde en

fazla fosfor ¢ozen 10, fosfor ¢ozme indeksi en yiiksek olan 2 ve in vitro’da en yiiksek

antogonistik ozellik gosteren 3 izolat saksi denemelerinde kullanilmak i¢in segilmistir

(Cizelge 4. 4).

Cizelge 4. 4. Saks1 denemelerinde icin segilen PGPR izolatlar1 ve 6zellikleri

8 %~§ é% s~ = 07 8%._ S - S

S = A3 8 E = L OG5 .EE-— 2| &
OB-169 - 382,5+2,1 1,2 - - -
EB-14 - 337,6+0,7 1,0 - - -
EB-15 - 321,9+43 1,9 - - -
EB-21 d 316,9+3,3 2,7 - - -
HB-234 - 304,4+2 .5 1,3 - - -
HB-230 - 298,7+2.3 2,1 - - -
HB-207 - 295,8+3,7 1,7 - - -
HB-204 - 282.143,2 1,7 - - -
HB-228 - 281,3+2,8 1,6 - - -
AZB-64 - 278,8+7,3 1,9 - - -
ZEB-94 - 259,4+7.9 5,0 - - -
EB-38 - 265,5+4,9 48 - - -
MK-252 - 243,8+3,0 3,9 + 75,7 -
IB-162 - 258,8+4.7 1.1 + 72,5 -
MK-262 - 247,842.5 1.9 + 75,3 -

Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore izolatlarin ¢dzdiikleri fosfor miktari

bakimindan istatistiki agidan fark yoktur (p>0.05).

4.6.5.1. Levan olusumu

Saks1 denemesi i¢in segilen aday PGPR izolatlarinin levan olusum testi % 5 sakkaroz

iceren NA besi ortaminda yapilmis ve sonugta EB-14, EB-15,

EB-21, EB-38, AZB-64,

ZEB-94, OB-169, HB-204, HB-207, HB-228, HB-230 ve HB-234 nolu izolatlarda kalin

konveks ve mukoid gelisim gozlendiginden levan pozitif olarak degerlendirilmistir.Kalin
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konveks ve mukoid gelismeyen MK-252, IB-162 ve MK-262 nolu izolatlar ise levan negatif
olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. Nutrient sakkaroz agar besi ortaminda Levan testi; (a) pozitif ve (b) negatif
4.6.5.2. Oksidaz Testi

Saks1 denemesi igin secilen izolatlar oksidaz test soliisyonu emdirilmis filtre kdgidina
cizilen zigzaglar sonucu herhangi bir renk degisimi olmadigi i¢in saksi denemeleri igin segilen

PGPR izolatlar oksidaz negatif olarak degerlendirilmistir.
4.6.5.3. Katalaz Testi

NA ortaminda gelistirilmis 48 saatlik saksi denemeleri i¢in se¢ilmis izolatlarin
tizerlerine lam tizerinde 1 ml % 3’lik Hidrojen Peroksit damlatilmasi ile tiim izolatlarda
oksijen kabarciklar1 goriilmiistir (Sekil 4.25a). Oksijen kabarciklarinin gozlenmesi katalaz
pozitif olarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak ise Hidrojen Peroksit’in saf suya

damlatilmasi ile herhangi bir gaz ¢ikisi gozlenmemistir.

Sekil 4.25. Katalaz pozitif (+) reaksiyon veren izolatlarin lam tizerinde olusturdugu
kabarciklar (a) ve saf su (b)
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4.7. Bakterilerin BIOLOG GEN |11 Sisteminde Tanilanmasi

BIOLOG GEN Il sisteminde tanisi yapilan bakterilerin tani sonuglari, benzerlik
indeksleri ve biyokimyasal ozellikleri Cizelge 4.5’de verilmistir. BIOLOG GEN IlI tani
sonuclarina gore; EB-14, EB-38, ZEB-94, OB-169, HB-204, HB-228, HB-230, HB-234
kodlu izolatlar1 Enterobacter cloacae ssp dissolvens, EB-15 kodlu izolat Pantoea
agglomerans, EB-21 kodlu izolat Yersinia intermedia, 1B-162, MK-262 Bacillus subtilis
/atrophaeus MK-252 nolu izolat Bacillus subtilis olarak tanilanmistir. AZB-64 ve HB-207
kodlu izolatlar ise cihazda tanilama yapilamamistir (EK - 6). Tanimlanan izolatlar saksi

denemelerinde kullanilmistir.

Cizelge 4.5. Secilen bakteri izolatlarinin BIOLOG tani sonuglar1 ve biyokimyasal 6zellikleri

: 2 |2| JE|l g«
= 8 > iﬁ 7 = el = Z = § 8
= O = 5 A g = S |s g R =
E S 2 NS 22 (S| BB ¢
S = o S & B 5|4 22| S |8
e @) ()] o —_— (<] ol ‘& =

m = n [®)

OB-169 Enterobacter cloacae ssp 054 | Suluova | - P I )

dissolvens

EB-14 Enteroba_cter cloacae ssp 0.54 Tasova i " i + i

dissolvens

EB-15 Pantoea agglomerans 0.77 | G.Hacikdy | - + -] + -

EB-21 Yersinia intermedia 0.55 | Goyniicek | - + | - + -

HB-234 Enteroba_cter cloacae ssp 065 | Merzifon i P I )

dissolvens

HB-230 Enteroba_cter cloacae ssp 052 | Goyniicek | - N i + i

dissolvens

HB-207 Tanimlanamadi ) suluova i + i + )

HB-204 Enterobacter cloacae ssp 066 | Suluova | - P N )

dissolvens

HB-228 Enteroba_cter cloacae ssp 0.56 | Goyniicek | - + i + )

dissolvens

A7B-64 tanimlanamadi ) Suluova i + i + )

ZEB-94 Enteroba_cter cloacae ssp 054 | Goyniicek | - + i + )

dissolvens

EB-38 Enteroba_cter cloacae ssp 0.64 | G.Hacikoy | - + i + )

dissolvens

MK-252 Bacillus subtilis/ subtilis 0.56 | Suluova - - - + +

[B-162 | Bacillus subtilis /atrophaeus | 0.58 | Goyniicek | - S +

MK-262 | Bacillus subtilis /atrophaeus | 0.57 | Suluova - - - + +
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4.8. In vivo Saksi Denemelerinde Kullamilan Toprak Ozellikleri

Saks1 ¢aligmalarinda kullanilan toprag: belirlemek i¢in 6 farkli yerden toprak ornegi
alinmigtir. Toprak ornekleri Merzifon Toprak ve Su Analiz Laboratuvarinda fosfor analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda fosfor bakimindan en diisiik olarak belirlenen yerden alinan
toprak saksi ¢alismasinda kullanilmak tizere deneme alanina getirilmistir (Cizelge 4.6). Saksi

caligmasinda kullanilan topragin fosfor miktar1 5,58 ppm oldugu belirlenmistir. Bu deger

fosfor bakimindan fakir toprak sinifina girmektedir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6. Saks1 calismasinda kullanilacak topragi belirlemek i¢in alinan 6rneklerinin fosfor

miktarlari

Toprak Ornekleri

Fosfor miktari(ppm)

12,9

6,56

32,74

5,66

5,58

OO OB~ WIDN

13,86

Cizelge 4.7. Topraklarin fosfor iceriklerine gore siniflandirilmasi (Tiiziiner, 1990)

Alkalen reaksiyonlu
topraklarda Asit reaksiyonlu topraklarda
P (ppm) Smiflandirma P (ppm) | Smiflandirma
<25 Cok fakir <5 Cok fakir
2,5-6 Fakir 5-12 Fakir
6-12 Orta 12-22 Orta
>12 Zengin > 22 Zengin
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4.9. Sogan’da Dip Ciiriikliigii Hastahk Cikis1 Uzerine PGPR’lerin EtKisi

Amasya Universitesi Suluova Meslek Yiiksekokulu deneme serasinda yiiriitiilen
saks1 denemelerinde Kantartopu ve Banko sogan ¢esitleri kullanilmistir (Sekil 4.26).
Denemede kullanilacak tohumlar ISTA kurallarina gore in vitro’da yapilan ¢imlenme testinde
¢imlenme oranlar1 belirlenmis ve Kantartopu i¢in ortalama % 88 olurken Banko ¢esidinde ise

% 92 olmustur.

Sekil 4.26. Hastalik denemesinin kuruldugu deneme serasi (a) ve arastirma parseli (b)

PGPR izolatlarinin her iki sogan cesidindeki dip ¢iiriikliigli hastalig1 lizerine etkisi
pozitif kontrole gore dnemli bulunmustur (Cizelge 4.8). FOC IB-57 izolat1 ile enfekteli
toprakta yetistirilen Kantartopu ve Banko sogan ¢esidinde kontrolde hastalik siddetleri sirasi
ile % 75 ve % 41,6 olarak saptanmustir (Sekil 4.27). Cesitler arasindaki kontroldeki
hastalik siddetlerinin farkli olmasi ise ¢esitlerin dayamikli ve duyarli olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Her iki sogan ¢esidinin hastalik etmeninin bulunmadigi topraga ekilmesi
sonucu ise hicbir hastalik belirtisi goriilmemistir. Deneme boyunca sera i¢i sicaklik degisimi
kayit altina alinmustir. 1G-150 sicaklik kayit cihazina gore en diisiik sicaklik 15°C 6lgiiliirken
en yiiksek sicaklik ise 45 °C dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.8. Aday PGPR izolatlarinin sera kosullarinda farkli sogan ¢esitlerinde hastalik

siddeti iizerine olan etkisi

Kantartopu Sogan

Cesidi Banko Sogan Cesidi

Izolatlar

Hastalik % Hastalik %
Siddeti = SS | Etki | Siddeti+SS | Etki

Pozitif Kontrol (FOC) 75,0 £ 15,81f - 41,6+12,9 -

Negatif Kontrol 0,0+0,0° - 0,0+0,0% -
ISR 2000 + FOC 41,6 £12,9° | 44,4 1 20,8 +10,2™% | 44,4
Bacillus subtilis MK-252+FOC 25,0+15,8" |66,6| 83+12,9" (778
Enterobacter cloacae ssp dissolvens OB-169+FOC 29,1+18,8" |61,1| 83+12,9% |778
Pantoea agglomerans EB-15+FOC 33,3+12,9% | 55,6 12,5+13,6™ | 66,6

Enterobacter cloacae ssp dissolvens EB14+FOC 33,3+12,9% | 55,6 | 16,6+12,9% | 55,7

Bacillus subtilis /atrophaeus MK-262+FOC 33,3+20,4* | 555 16,6+12,9% | 55,7

Bacillus subtilis /atrophaeus iB-162+FOC 33,3+12,9" | 555 12,5+13,6 | 66,6

Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB230+FOC | 37,5+13,6™ | 50 | 25+ 15,8 | 33,3

Enterobacter cloacae ssp dissolvens ZEB94+FOC | 41,6+20,4" |44,4 | 16,6£12,9% | 55,7

Yersinia intermedia EB-21+FOC 45,8+18,8°° | 38,8 | 25+ 15,8™%" | 333

AZB-64+FOC 58,3+12,9%" | 222 | 333+12,9%" 11,1

Enterobacter cloacae ssp dissolvens EB-38+FOC 62,5+13,6° | 16,6 | 29,1+18,8°®" | 22,4

Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB234+FOC | 62,5£13,6° | 16,6 | 20,8+ 10,2® | 44 4

Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB228+FOC | 62,5+13,6 | 16,6 | 37,5+13,6° |10,9

HB-204+FOC 66,6+12,9" | 11,2 | 29,1+18,8°" | 22,4

Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB207+FOC | 66,6+12,9" |11,2| 33,3+20,4™ |11,1

*Ayni siitunda aym harfle ifade edilen degerler arasinda Ducan goklu karsilastirma testine gére istatistiki agidan fark yoktur ( p>0,05).
Kantartopu ve Banko g¢esitlerinde farkli PGPR uygulamalar1 sonucunda meydana

gelen hastalik siddetleri Kantartopu ¢esidinde dokuz, Banko ¢esidinde ise sekiz PGPR izolati

hastalik siddetini kontrole gore istatistiki olarak azalttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

78



Kantartopu ¢esidinde MK-252 kodlu PGPR izolati Sogan Dip Ciiriikliigi hastalig
tizerine etkisi % 66,6 oraninda olmustur. Banko ¢esidinde ise MK-252 izolat1 ile OB-169
izolat1 % 77,8 oraninda hastaliga karsi etkili oldugu saptanarak hastaliga karsi en yiiksek
etkiyi gostermiglerdir (Sekil 4.28; Sekil 4.29). Bu izolatlar1 Kantartopu ¢esidinde % 61,1 ile
OB-169, % 55,6 ile EB-14 ve EB-15, % 55,5 ile iB-162 ve MK-262, % 50 ile HB-230, %
44,4 ile ZEB-94 ve % 38,8 ile EB-21 izolatlar1 etkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.27).

Banko ¢esidinde ise Sogan Dip Ciiriikliigii Hastaligina kars1 % 66,6 etki ile iB-162
ve EB-15 izolatlar1, % 55,7 etki ile MK-262, ZEB-94 ve EB-14 izolatlari, % 44,4 etki ile HB-
234 izolatlart etkili oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.8). PGPR izolatlarindan HB-207, HB-204,
HB-228, HB-234, EB-38, AZB-64 izolatlar Kantartopu cesidinde hastalik siddeti pozitif
kontrole gore % 11,2 - 22,2 oraninda, HB-228, HB-207, AZB-64, HB-204, EB-38, EB-21,
HB-230 izolatlar Banko ¢esidinde hastalik siddetlerinin % 10,9 - 33,3 oraninda azaltmasina

ragmen istatistiki olarak hastaliga kars1 etkisi 6nemli olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Kantartopu ve Banko ¢esidinde ISR 2000’in sogan dip ciriikliigii etmeni FOC’un
meydana getirdigi hastalik siddetini pozitif kontrole gore her iki cesitte % 44,4 oraninda
azalttigi saptanmistir (Sekil 4.30; Sekil 4.31). Her iki sogan ¢esidindeki ISR 2000
uygulamalarinda meydana gelen hastalik siddeti pozitif kontrol ile karsilastirildiginda aradaki
farkin istitistiki olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.8). Kantartopu
¢esidin PGPR uygulamalari ISR 2000 uygulamasi ile meydana gelen hastalik siddeti ile
istatistiki olarak karsilastirildiginda on adet izolat, Banko ¢esidi kullanilmasi ile de izolatlarin

tamami1 ISR 2000 ile benzer etki gostermistir (Cizelge 4.8).

Sekil 4.27. Pozitif kontrolde Banko (a), Kantartopu (b) ve Negatif kontrolde (c) sogan kok

gelisim
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Sekil 4.28. MK-252 izolatinin Banko (a) ve Kantartopu (b) sogan ¢esitlerinde Sogan Dip
Ciurtkligt hastaligina etkisi

Sekil 4.29. Pozitif kontrol uygulamasinin (a) ve OB-169 izolatinin (b) Kantartopu ¢esidinde

toprak tstii kism1 goriiniimii
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Sekil 4.30. PGPR izolatlarinin sera kosullarinda ile meydana gelen Sogan Dip Ciirtikliigi

hastalik siddetleri
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Sekil 4.31. PGPR izolatlarinin sera kosullarinda Sogan Dip Ciiriikliigii hastaligi tizerine %

etkisi
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Sogan Dip Ciiriikliigii hastaligi etmeninin PGPR’ler ile kontroliinii ikinci defa
tekrarlamak igin deneme agik alanda poset saksilarda kurulmustur. PGPR izolatlarin Sogan
Dip Ciiriikligii hastalifina karsi Kantartopu ve Banko ¢esitlerinde etkisini belirlemek igin
yapilan ¢alismada soganlarin dip kisimlar1 ve yapraklar1 incelenmistir. Kantartopu ¢esidinde
pozitif kontroldeki sogan dip ¢iiriikliigii hastalik siddeti % 83,3 saptanirken Banko ¢esidinde
bu oran % 45,83 saptanmistir. Negatif kontrolde ise hastalik belirtisi gozlenmemistir. Tim
uygulamalarin sogan ¢esitlerinde meydana getirdigi sogan dip ciiriikligii hastalik siddetleri ve

izolatlarin dip ¢iirtikligii hastaligini % engelleme oranlari hesaplanmustir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. PGPR izolatlarinin acik alanda kurulan saksi denemesinde hastalik siddeti

iizerine yiizde etkisi

. Kantartopu Banko
Y Hastalik Siddeti| % | Hastalik Siddeti| %
+SS Etki + SS Etki
Pozitif Kontrol (FOC) 83,3+ 12,99 - 45,8 +10,2° -
Negatif Kontrol 0,0+0,0° 100 | 0,0+0,0% 100
ISR 2000 + FOC 50,0 +15,8°® | 39,9(25,0+ 158" |454
Enterobacter cloacae ssp dissolvens OB-169+FOC | 25,0+15,8" 69,9 [16,6 £ 12,9 | 63,7
Bacillus subtilis MK-252+FOC 33,3+12,9™ 60,0 [ 16,6 +12,9®° | 63,7
Pantoea agglomerans EB-15+FOC 33,3+12,9" 60,0 | 20,8+10,2 | 54,5
Enterobacter cloacae ssp dissolvens EB-14+FOC | 37,5+26,2" 54,9 | 25,0 + 15,8™% | 454
Bacillus subtilis /atrophaeus iB-162+FOC 37,5+13,6™ 54,9 | 12,5+ 13,6™ 72,7
Bacillus subtilis /atrophaeus MK-262+FOC 41,6+20,4> 50 |12,5+ 13,6™ 72,7
Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB-230+FOC | 45,8+18,8° 45 29,1+ 10,2°%* | 36,3
Enterobacter cloacae ssp dissolvens ZEB-94+FOC | 50,0+22,3°* 39,9 | 29,1+ 10,27% | 36,3
Yersinia intermedia EB-21+FOC 54,1+18,8° 35 [33,3+12,9"" |27,3
Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB-234+FOC | 62,5+20, 9% | 24,9 | 37,5+20,9° 18,1
HB-204+FOC 62,5+13,6*% | 24,9 37,5£20,9°° | 181
Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB-207+FOC | 70,8+10,2°" 15 |41,6+12,9% 9,2
Enterobacter cloacae ssp dissolvens EB 38+FOC | 70,8+18,8° 15 |33,3+20,4™% | 27,3
AZB-64+FOC 75,0+15,8" 9,9 |41,6£12,9% 9,2
Enterobacter cloacae ssp dissolvens HB-228+FOC 75,0+15,8™ 9,9 |41,6+12,9% 9,2

*Ayni siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Ducan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiki agidan fark yoktur ( p>0,05).
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Kantartopu ¢esidinde dokuz PGPR izolat (OB-169, MK-252, EB-15, EB-14, IB-162,
MK-262, HB-230, ZEB-94, EB-21) hastaligin kontroliinde istatistiki olarak etkili oldugu
belirlenmistir (p<0,05). izolatlar arasindaki OB-169 PGPR izolat1 % 69,9 etki ile Sogan Dip
Ciurtkligi hastaligina karsi en iyi etki gosteren izolat oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.32). Bu
izolat1 sirast ile % 60,3 ile MK-252 ve EB-15 izolatlari, % 54,9 ile EB-14 ve IB-162 izolatlart,
% 50 ile MK-262 izolat1 ,% 45 ile HB-230 izolat1, % 39,9 ile ZEB-94 izolat1 ,% 35 ile EB-21
izolat1 takip etmistir. Alt1 izolat ise hastalig1 pozitif kontrole gore % 24,9 ile % 9,9 arasinda

engellemesine ragmen bu oran istatistiki olarak énemsiz oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Banko ¢esidinde ise alt1 PGPR izolat1 (OB-169, MK-252, EB-15, EB-14, IB-162,
MK-262) ile meydana gelen hastalik siddeti pozitif kontrole gore istatistiki olarak hastaliga
karst etkili bulunmustur (p<0,05). Soganlarin dip kisimlar1 ve yaprak sararmalari
incelendiginde hastalig1 pozitif kontrole gére % 72,7 engelleme oram ile MK-262 ve iB-162
PGPR izolatlar1 dip ¢iiriikliigii hastalifa kars1 en etkili izolatlar oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). PGPR izolatlarindan MK-252 ve OB-169 izolalar1 % 63,7, EB-15 izolat1 % 54,5,
EB-14 izolat1 % 45,4 oraninda hastalig1 engelledigi goriilmiistiir (Sekil 4.34). Dokuz PGPR
izolat ise hastalik siddetini % 9,2 - 36,3 oraninda azaltmasina ragmen istatistiki olarak

hastaliga kars1 etkisi 6nemsiz olduklari gériilmistiir (Cizelge 4.9).

ISR 2000 uygulamasinda ise Sogan Dip Ciiriikligii Hastaligini1 pozitif kontrole gore
Kantartopu ¢esidine gore % 39,9 oraninda, Banko ¢esidinde % 45,4 oraninda azalttig
saptanmigtir. Kantartopu ve Banko ¢esidi Sogan Dip Ciiriikliigii hastaligina karsi etkili
bulunan izolatlarin hepsi ISR 2000 ile istatistiki olarak benzer etki gdsterdigi saptanmigtir
(Cizelge 4.9).
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Sekil 4.32. OB-169 bakteri izolatinin Kantartopu sogan ¢esidi tizerinde hastalik ¢ikigina etkisi
(a) Kantartopu kontrol, (b,c) OB-169 izolat1 uygulanmis Kantartopu sogan bitkisi tizerinde

hastalik ¢ikisini engellemesi
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Sekil 4.33. PGPR izolatlarinin uygulandigi soganlarda saksi denemesinde meydana gelen
hastalik siddetleri
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Sekil 4.34. PGPR izolatlarinin saks1 denemesinde sogan bitkisinde ortaya ¢ikan hastalik

siddetini engellemesi lizerine % etkisi

Kantartopu ve Banko ¢esidinde Sogan Dip Ciirtikliigii Hastaligina kars1 gosterdigi
duyarlilik reaksiyonunda farkli oldugu ve bu g¢esitlerin duyarli ve dayanikli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Coskuntuna ve Ozer (2008), Fusarium oxysporum f.sp. cepae’nn
biyolojik kontroliine yonelik yaptiklari ¢aligmada hastaliga karsi hassas oldugunu belirtikleri
Kantartopu ¢esidini kullanmiglaridir. Pozitif kontroliin hastalik siddetini % 70 olarak
saptamiglardir. Sera kosullarinda kurdugumuz denemede Kantartopu ¢esidinde pozitif
kontroldeki hastalik siddeti % 75 olarak saptanarak literatiir ¢alismasi ile uyum i¢inde oldugu
goriilmistlir. Acik alan kosullarinda yapilan saksi caligmalarinda Kantartopu cesidinde
hastalik siddeti % 83,3 olarak saptanmistir. Dis ortamda hastalik dip ¢iiriikligi siddetinin
daha fazla olmasinin nedeni olarak sera ortamina giindiiz sicakliginin ¢ok fazla artmasi ve

hastalik etmeni FOC’un bundan olumsuz etkilendigi sdylenebilir.

Abawi ve Lorbeer (1972), FOC ekolojisi ve patolojisi lizerinde yaptiklar1 ¢alismada
ortam sicakligin fungusun gelisimini etkiledigini belirtmislerdir. Yaptiklari in vitro ¢alismada
FOC igin gelisim sicaklign en uygun 27 °C olarak saptamislardir. Bizim ¢alismamizda sera
igerinin sicakligi dis ortama bagli olarak deneme boyunca ortalama 33,4 °C olarak
hesaplanmistir. Tarla kosullarmin sicakligi ise ortalama 25,75 °C olmustur. Bu sicaklik
farkina bagli olarak aymi cesitte kurulan denemelerde tarla kosullarindaki dip ciiriikligi
hastalik siddeti daha fazla olmustur.Banko cesidinde ise hastalik siddeti ise her iki deneme

alaninda da Kantaropu cesidine gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Calismamizda Banko
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cesidi sogan dip clriikliigii hastalik etmeni FOC’a kars1 Kantartopuna gore oldukg¢a dayanikli
bir ¢esit oldugu tespit edilmistir.

Diinya iizerinde bitki hastaliklarina kars1 kullanilan kimyasal ilaglarin ¢evre ve insan
saglig lizerine zararh etkilerinin ortaya konulmasi ile beraber gliniimiizde bitki hastaliklarina
kars1 biyolojik miicadele dnem kazanmistir. Sogan dip ¢iiriikligi etmeni FOC’un biyolojik
miicadelesi {izerine yapilan ¢alismada topraktan izole ettigimiz PGPR izolatlarinin Sogan Dip
Cirikligi Hastaligt etmeni FOC’a karst biyokontrol elemani olarak kullanilabilecegi

belirlenmistir.

Jagtap ve Suryawanshi (2015), in vitro da yaptigi ikili kiiltiir test ¢aligmasinda
Bacillus subtilis izolatinin Fusarium oxysporum f.sp. cepae’nin misel gelisimini % 23,7
oraninda baskiladigini gézlemlemistir. Calismamizda da topraktan izola ettigimiz ve Bacillus
subtilis olarak tanimladigimiz MK-252, IB-162 ve MK-262 PGPR izolatlar: in vitro’da dip
cliriikligii hastalik etmeni FOC’un miselyum gelisimini % 72,5 - % 75,8 arasinda engelledigi

tespit edilmistir.

Orio ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢alismada sogan kok kisimlarindan izole ettikleri B.
subtilis ALBA 01 izolati1 soganda pembe kok hastalik etmeni Setophoma terrestris’e karsi in
vitro’da oldukg¢a etkili oldugu saptarken FOC’a kargt herhangi bir etki goéstermedigini
belirtmislerdir. Bu sonu¢ PGPR izolatlarinin ayni tiir icerisinde olmasina ragmen izolatlar

arasinda farkliliklar oldugunu gostermektedir.

Cavaglieri ve ark. (2005), topraktan izole ettikleri B. subtilis CE1 izolatinin misirda
hastalik etmeni Fusarium verticillioides’a karsi etkisini in vivo’da sera kosullarinda
aragtirmiglardir. Farkli yogunluktaki bakteri uygulamalar1 ile yaptiklar1 denemede tiim
yogunluklarin hastaliga karsi etkili oldugunu saptarken en etkili yogunlugun 10® CFU/m
uygulamasi oldugunu saptamislardir. Calismamizda da B. subtilis izolatlart hem sera
kosullarinda hem de tarlada kosullarinda sogan dip cliriikliigti etmeni FOC karsi etkili oldugu
saptanarak yukaridaki ¢alisma ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Ashwini ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada B. subtilis’in biyolojik kontroldeki etki
mekanizmasin1 arastirmislardir. Biber bitkisi kok kismindan izole ettikleri B. subtilis’in
ozellikle hiicre duvarini parcalayan enzimler olan glukanaz ve sellilaz enzimlerini
salgiladigim1 ve bu enzimlerin patojen funguslarin hiicre duvarlarin1 parcaladigimni

belirtmislerdir.
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Wang ve ark. (2015), hasat edilmis kirazlardaki c¢iriiklik etmeni Penicillium
expansum fungusuna karsi Bacillus cereus AR156 etki mekanizmasini arastirmiglardir.
Bacillus cereus AR156 izolatinin 6zellikle kitinaz ve glukanaz enzimleri ile P. expansumun
hiicre duvarini pargalayarak misel gelisimini engelledigini belirmislerdir. Bizim ¢alismamizda
topraktan izole ettigimiz Bacillus spp. olarak tanimladigimiz izolatlarmn ile hem in vitro hem
de in vivo’da sogan dip ¢iiriikliigii etmeni FOC’a kars1 etkili oldugunu ve bu etkinin benzer
mekanizma ile olup olmadig: arastirilmalidir. Calismamizda topraktan izole ettigimiz ve
Enterobacter spp. ve Pantoea agglomerans olarak tanimladigimiz yiiksek derece fosfor
¢ozme Ozelligine sahip PGPR izolatlar1 in vitro’da antagonistik olmadigi, in vivo da hastalik
gelisimini engelledigi gortiilmistiir. Bu PGPR izolatlarinin etki mekanizmasinin arastirilmasi

gerektigini ortaya konulmustur.

Enterobacter cloacae izolatlarinin bitki hastalik etmenlerine karsi biyolojik
miicadele amaci ile kullanilabileceginin belirtildigi bir ¢alismada Chen ve ark. (2016),
narenciye triinlerinde yesil ¢iirlikliik etmeni Penicillium digitatum konidialar ile E. cloacae
izolatinin  hiicrelerini  su yardimiyla kanstirarak farkli  yogunlukta fungus+tbakteri
stispansiyonlar hazirlamislardir. Siispansiyonlarin narenciyelere piiskiirtiilmesi sonucu bakteri
izolatli stispansiyon pozitif kontrol olarak kullanilan uygulamaya gore fungus gelisimini
bakteri yogunluguna gore % 100’¢ kadar engelledigini saptamislardir. Etki mekanizmasi
olarak GC/MS’de yaptiklar1 analizde E. cloacae’nin biitil asetat, feniletil alkol ve dimetil
hekzan salgilayarak hastalik etmenlerine kargi antifungal etki gosterdigini saptamiglardir.
Chen ve ark. (2006), fosfor ¢ozen PGPR bakterilerin etki mekanizmalarini arastirmislardir.
Yaptiklart HPLC’de organik asit analizinde bakterilerin sitrik asit, glukonik asit, laktik asit,
sukkinik acit, propionik asit ve tespit edilemeyen ii¢ organik asit’in fosfor ¢ézmede rol
aldigin1 tespit etmislerdir. Calismamizda fosfor ¢ozme Ozelligine sahip ve Sogan Dip
Curtkligii hastaligina karsi etkili bulunan E. cloacae olarak tanimladigimiz izolatlarin
hastalik gelisimini 6nlemede ve fosfor c¢oziiniirliiglinde kullanildig1 etki mekanizmalarinin

arastirilmasi gerektigi goriilmektedir.

Abdeljalil ve ark. (2016), domates (Lycopersicon esculentum) kok bolgesinden izole
ettikleri 25 adet PGPR bakterisinin domates ¢okerten hastalik etmeni Rhizoctonia solani’ye
kars1 etkilerini in vivo ve in vitro’da arastirmislardir. /n vivo’da bakteri izolatlar1 hastalik
etmeni fungusun miselyum gelisimini 6nemli 6l¢iide baskiladigim saptamslardir. Ozellikle

antagonist izolatlardan B. thuringiensis B2 (% 62,9), B. subtilis B10 (% 63,8 ) ve E. cloacae
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B16 (% 67,2) domates c¢okerten hastaligini engellemede en etkili izolatlar olduklari
bildirilmistir.

Ramesh ve ark. (2009), yaptiklari ¢aligmada topraktan izole ettikleri Enterobacter
spp. (EB44, EB89) bakteri izolatinin patlicandaki Ralstonia solanacearum hastalik etmenine
kars1 etkisini sera kosullarinda arastirmislardir. Kontroldeki hastalik siddetini % 100 olarak
bulduklart denemelerinde Enterobacter spp. (EB44, EB89) uygulamalarinda hastalik
siddetleri % 30’a diiserek izolatlarin R. solanacearum’a karst % 70 etki gosterdiklerini
saptamislardir. Calismamizda tanimladigimiz Enterobacter spp. cinsi izolatlarin in vivo’da
FOC’a kars1 etkili olmas literatiirdeki Enterobacter spp. cinsi bakterilerin farkli hastaliklara

kars1 da biyolojik miicadelede kullanabilecegini gostermektedir.

Calismamizda toraktan izole ettigimiz ve Pantoea agglomerans tiirii olarak
tanimladigimiz  EB-15 izolatida farkli hastaliklara karsi  biyolojik miicadelede
kullanilabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada da Smail ve ark. (2016), Pantoea agglomerans
P10C izolatinin armut ates yanikligina neden olan Erwinia amylovora patojenine karsi
etkinligini tarla kosullarinda arastirmistir. Pozitif kontrol olarak tek basina uygulanan E.
amylovora’nin armut meyveleri {izerinde hastalik siddetini % 96 olarak belirlemislerdir.
Pantoea agglomerans’in 108 CFU/ml yogunlukta soliisyon hazirlanmasiyla yapilan meyve
uygulamalarinda ise meyve ciiriikligliniin % 64,7 - 76,9 arasinda azaldigini tespit ederek
armut ates yanikligt etmeni Erwinia amylovora’ya karsi biyokontrol ajant olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Dastager ve ark. (2009), Hindistan’da fosfat ¢ozme 6zelligine sahip Pantoea spp.
izolatinin TAA, siderefor, HCN {iretimi ile bitkiler tizerinde patojenik fungus olan Penicillium
chrysogenum, Aspergillus niger ve Geotrichum candidum in vitro kosullarda antagonistik

ozellik gosterdigini saptamislardir.

Li ve ark. (2010), fakli pamuk c¢esitlerinin koklerinden izole ettikleri endofitik
bakterilerden olan Pantoea spp. izolatlarinin pamukta hastalik etmeni funguslardan
Verticillium dahliae Kleb V107, V396 ve Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (F108)
izolatlarina kars1 etkili olduklarin1 saptamislardir. Calismamizda topraktan izole ettigimiz ve
Sogan Dip Ciiriikliigii etmeni FOC’a kars1 biyolojik miicadelesinde basarili sonug aldigimiz
EB-15 kodlu izolat Pantoea agglomerans olarak tanilanmistir. Bu izolatin literatiirde farkli

hastalik etmenlerine kars1 biyolojik miicadelede kullanilabildigi saptanmastir.
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Yapilan literatiir calismasinda soganda dip clriikliigli hastaligina karsi yapilan
biyolojik miicadele ¢alismalarina olduk¢a az rastlanmistir. Coskuntuna ve Ozer (2008),
soganda dip ¢liriikliigii etmeni Fusarium oxysporum f.sp. cepea nin biyolojik kontrolii iizerine
yaptiklar1 c¢aligmada ticari preperat olan Trichoderma harzianum KUEN 1585 izolatinin
hastlik etmenine kars1 etkisini in vivo ve in vitro calismalar ile arastirmislardir. /n vitro’da
yaptiklart ikili karsilagtirmada T. harzianum sogan dip ¢iiriiklik etmeni FOC’un miselyum
gelisimini % 73,3 oranma baskiladigini saptamislardir. Bu sonug topraktan izole ettigimiz
B.subtilis olarak tanimladigimiz MK-262, [B-162 ve MK-252 izolatlarinin yiizde
engellemeleri ile yaklasik olarak ayni oranda oldugu goriilmektedir. Calismalariin ikinci
asamalarinda ise tarla kosullarinda yaptiklart denemelerinde T. harzianum uygulamalarimin
dip ¢irtkligi hastaligmma kars1 etkisini bir fungusit olan prochloraz etkisi ile
karsilastirmislardir. iki uygulamanmn da higbir uygulama yapilmamis pozitif kontrole gére
hastaligi onemli bir sekilde disilirdiiglinii saptamislardir. Kendi aralarindaki hastaligi
azaltmast bakimindan Kkarsilastirildiginda ise aradaki farkin istatistiki olarak Onemsiz
oldugunu saptayarak T. harzianum un bir fungusit olan prochloraz ile benzer etki gosterdigini

saptamislardir.

Rajendran ve Ranganathan (1996), FOC’un biyolojik kontroliine yonelik saksi ve
tarla kosullarinda yaptiklar1 ¢alismada Trichodema spp. ve Pseudomonas fluorescents

kombinasyonunun hastalig1 azaltmada etkili oldugunu saptamislardir.

Joon ve ark. (2000), soganda tarla ve depoda hastalik etmenleri olan Fusarium
oxysporum, Aspergillus spp. ve Botrytis allii nin biyokontrolii ile ilgili calisma yapmislardir.
Soganlar tizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda sogan bitkilerinden kok kisimlarindan izole
ettikleri bazi epifitik mikroorganizmalardan olan Bacillus spp., Paenibacillus spp.,
Pseudomonas putida ve Trichoderma harzianum’un hastalik etmenlerinin gelisimini farkli
oranlarda inhibe ettiklerini saptamislardir. Bunlar arasindaki Trichoderma harzianum ve
Bacillus amyloliquefaciens uygulamalart % 16 olan kontroldeki dip c¢iiriikliigi hastalik

siddetini % 4’e indirerek en iyi etki gosterdiklerini saptamiglardir.
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4.10. PGPR izolatlarinin Sogan Bitkisinin Gelisimine Etkisi

Amasya Universitesi Suluova MYO uygulama ve arastirma serasinda % 5 oraninda
kaya fosfati eklenmis fosfor bakimindan fakir toprak (5,58 ppm) ile kurulan saksi
denemesinde Kantartopu ve Banko sogan gesitleri kullanilmistir. Deneme iki sogan ¢esidinin
tohumlarma PGPR izolat1 olarak segilen 15 adet izolat, bitki gelisimini artirici sahit ticari
preperat (ISR 2000) uygulamasi ve tohumlara su uygulanan negatif uygulama seklinde

kurulmustur.

PGPR izolatlarinin sogan yaprak boyu, sogan yaprak sayisina, sogan kok
uzunluguna, bas sogan c¢apina, bas sogan yas agirligina ve kuru agirligina etkileri oldugu

belirlenmistir.
4.10.1. PGPR izolatlarinin sogan yaprak uzunlugu ve yaprak sayisina etkisi

Kantartopu ve Banko sogan ¢esitlerinde farkli PGPR izolat ve ISR 2000
uygulamalar1 sonucunda meydana gelen yaprak uzunlugu, yaprak sayisi, uygulamalarin
negatif kontrole gore etkilerinin farkli olduklar1 saptanmistir (Cizelge 4.10). Farkli PGPR
uygulamalart sonucunda her iki sogan ¢esidinde meydana gelen yaprak uzunluklarinin negatif
kontrole gére kiyaslandiginda dokuz PGPR izolatinin (EB-14, OB-169, EB-15, IB-162, MK-
252, HB-204, HB-234, MK-262, HB-228) yaprak uzunlugu istatistiki olarak 6nemli bir
sekilde artirdig1 saptanmistir (p<0,05) (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. PGPR izolatlarinin

sogan ¢esitlerinde yaprak uzunlugu ve yaprak sayisina

etkisi
Kantartopu Banko
Izolatlar
\Z(aglralf % Yaprak % \Z(alrlJlraF % Yaprak %
(1;;1) iug; Etki | Sayis1 + SS | Etki (lé nlll) iuglé Etki | Sayis1 + SS | Etki
Negatif Kontrol 18,8+2,1% | - |3+0,8% - | 20,6408 | - | 45+0,5% | -
ISR 2000 22,542,7° | 19,6 | 4+0,6? 33,3 | 24,1+0,7° | 16,9 | 7.5+ 1,87® | 77
Enterobacter cloacae ssp | )¢ 1,5 42 | 388 [4.8404® | 60 | 26.6+1,0° | 291 | 7.861.6° | 733
dissolvens EB-14
E.nterobactercloacaessp 26+ 1,7 | 382 |5,120,7° 70 | 263+1,0° | 27,6 | 8,5+ 1,64* | 888
dissolvens OB-169
Egr]tl"seaagg'omerans 25,542,1° | 356 [4,5£0,8° | 50 | 26,1+1,6® | 26,6 | 7,3+ 12% | 62,2
Bacillus subtilis ab abed ab abc
Jatrophasus [B.162 24,6+1,9® | 25 |43+13 433 | 26,3+1,6% | 27,6 | 7,5+ 1,0 77
Bacillus subtilis MK-252 | 22,6+4,1°° | 20,2 |4+1,09% | 33,3 | 24,5+3,6™ | 18,9 | 7,5+ 12% | 77
HB-204 22,3+1,8% | 18,6 |3,5+1,0™%* | 16,6 | 23,6+2,1° | 14,5 | 6,6+ 1,7 | 46,6
Enterobacter cloacae ssp | ) | ) goe| 175 [33010% | 10 | 24.1413% | 169 | 7.1+ 1.9% | 577
dissolvens HB-234
Bacillus subtilis be abed abe abc
Jatrophasus MK-262 21,8+1,7%| 15,9 | 4,1+1,4 36,6 | 24,8+0,7% | 20,3 | 6,6+1,2 46,6
HB-228 21,6+£2,0° | 14,8 | 3,1+0,7°% 3 | 23,6+2,3% [ 145 6,1+1,7° | 35,5
Enterobacter cloacae ssp de abed cde bed
dissolvens HB.230 21+1,7% | 11,7 | 4,1+1,8 36,6 | 22,8+0,9°° | 10,6 | 6,1+1,7° | 355
;irs'“'a'”termed'a B lis6e17®| -1 | 35405 | 166 | 21,6:2,0% | 48 | 55:24% | 22,2
Enterobacter cloacae ssp | ¢ o1 1e | 106 | 3341209 | 10 | 18.541.7° |-101| 5.5+ 1.8% | 22.2
dissolvens EB-38
Enterobacter cloacae ssp e | de fg | _ de | _
dissolvens ZER-04 16,8+1,8° | -10,6 | 3+0,8 0 | 19,6+1,6 48 | 4,1+1,1 8,8
Enterobacter cloacae ssp | ¢ o5 ge | 117 | 3.601.5%% | 20 | 20842770 | 09 | 4x12° |-111
dissolvens HB-207
AZB-64 16,3+1,8° 132 2,3+0,5° |-233| 18,8+2,4% | -87 | 4,8+23% | 6,6

*Ayni siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Ducan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiki agidan fark yoktur ( p>0,05).

PGPR izolatlarindan EB-14 izolat1 Kantartopu ¢esidinde negatif kontrole gore yaprak
uzunlugunu % 38,8, OB-169 izolat1 % 38,2, EB-15 izolat1 % 35,6, [B-162 izolatt % 25
oranlarinda artirdig1 tespit edilmistir. Bu dort izolat uygulamalarinin yaprak uzunluguna etkisi
istatistiki olarak kendi arasinda kiyaslandiginda ise aradaki farkin 6nemli olmadigi tespit
edilmistir. Sogan yaprak uzunluguna etkisi bu izolatlardan farkli olarak MK-252 izolat1 %
20,2, HB-204 izolat1 % 18,6, HB-234 izolat1 % 17,5, MK-262 izolat1 % 15,9 ve HB-228
izolati % 14,8 oranlarinda artirmasi ile yaprak uzunluguna etkisi 6nemli bulunmustur
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(Cizelge 4.10; Sekil 4.35). Kantartopu gesidinde yaprak yaprak uzunlugu artisinda onemli
olan PGPR izolatlar1 (OB-169, EB-14, EB-15, MK-252, iB-162, MK-262, HB-234, HB-204
ve HB-228) ayni sekilde Banko sogan ¢esidinde de yaprak uzunlugu artisinda (% 14,5 - 29,1)
onemli oldugu saptanmustir (Cizelge 4.10).

Sekil 4.35. PGPR izolatlarinin Kantartopu sogan ¢esidinde yaprak uzunluguna olan etkisi; a)
Kontrol, b) EB-14 izolat1

Kantartopu sogan ¢esidinde AZB-64, HB-207, ZEB-94, EB-38 ve EB-21 PGPR
izolatlarinin yaprak uzunluguna etkisi % 1 - 13,2 arasinda ve Banko sogan ¢esidinde ise EB-
38, ZEB-94 ve AZB-64 PGPR izolatlarinda ise % 4,8 - 10,1 arasinda azalma olmasina ragmen
bitki boylar1 negatif kontrole gore kiyaslandiginda aradaki farkin 6nemli olmadig1 tespit

edilmistir (Cizelge 4.10).

Kantartopu sogan ¢esidinde sahit ticari preperat (ISR 2000) uygulamasi negatif
kontrole gore yaprak uzunlugu % 19,6 oraninda Banko ¢esidinde ise % 16,9 artirmis ve bu
artisin her iki sogan ¢esidin de istatistiki olarak onemli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.36).
PGPR izolatlatlarinin Kantartopu sogan ¢esidinde yaprak uzunluguna etkisi ISR 2000 ile
kiyaslandiginda HB-234, HB-230, HB-204, HB-228, MK-252, IB-162 ve MK-262 izolatlar

92



ISR 2000 ile istatistiki olarak benzer etki gostermistir (Sekil 4.37). OB-169, EB-14 ve EB-15
PGPR izolatlart ise ISR 2000°den istatistiki olarak daha iyi etki gosterdigi saptanmistir
(Cizelge 4.10).

Banko sogan ¢esidine PGPR izolatlarindan dokuz izolat (HB-230, OB-169, MK-
262, HB-234, HB-204, MK-252, iB-162, EB-15 ve HB-228) istatistiki olarak ISR 2000 ile
benzer etki gostermistir. EB-14 PGPR izolati ise negatif kontrole gore yaprak uzunlugunu

% 29,1 oraninda artirarak ISR 2000’den daha iyi etki gostermistir (p<0,05) (Cizelge 4.10).

PGPR izolatlarindan EB-21, EB-38, ZEB-94, HB-207 ve AZB-64 izolatlar
Kantartopu sogan ¢esidinde bitki yaprak uzunlugunu % 1 - 13,2 arasinda, Banko ¢esidinde
ise EB-38, ZEB-94 ve AZB-64 izolatlar1 % 4,8-10,1 arasinda azaltmis bu azalmanin istatistiki

olarak dnemli oladig1 tespit edilmistir.
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etkisi
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Sekil 4.37. PGPR izolatlarinin ve ISR 2000 uygulamasinin farkli sogan ¢esitlerinde sogan

yaprak uzunluguna % etkisi

PGPR izolatinin Kantartopu ve Banko sogan ¢esitlerinde yaprak sayisina etkileri
arastirllmistir (Sekil 4.38). Kantartopu ¢esidinde PGPR izolatlarindan OB-169, EB-14 ve EB-
15 izolatlar1 yaprak sayis1 negatif kontrole gore istatistiki olarak onemli bir sekilde artirdigi
saptanmistir. Bu PGPR izolatlarindan yaprak sayist negatif kontrole gore % 70 oraninda artig
saglayan OB-169 PGPR izolat1 en etkili izolat olmustur. Bu izolat1 siras1 ile % 60 ile EB-14
ve % 50 oraninda yaprak sayisimi artiran EB-15 PGPR izolatlar1 takip etmistir. Bu ii¢ izolat
arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Banko ¢esidinde
PGPR izolatlarindan MK-262, HB-234, HB-204, MK-252, EB-14, EB-15, OB-169, IB-162
izolatlar1 yaprak sayisini negatif kontrole gore % 46,6 - 88,8 oraninda istatistiki olarak 6nemli
diizeyde artirdig1 saptanmistir. Bu izolatlardan OB-169 PGPR izolati yaprak sayisint % 88,8

oraninda artirarak en etkili izolat oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10).

PGPR izolatlarindan AZB-64 izolat1 Kantartopu ¢esidinde % 23,3, HB-207 ve ZEB-
94 izolatlar1 Banko ¢esidinde % 11,1 - 8,8 oraninda yaprak sayisini1 azaltmis fakat bu azalma

her iki sogan ¢esidinde istatistiki olarak 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.
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Kantartopu c¢esidinde ZEB-94 izolat1 ise yaprak sayisi iizerine herhangi bir etki
gostermeyerek negatif kontrol ile ayni etkiyi gostermistir. Diger PGPR izolatlar1 yaprak
sayisini Kantartopu ¢esidinde % 3 - 36,6 arasinda, Banko ¢esidinde ise % 6,6 - 35,5 oraninda
artirmasina ragmen yaprak sayilari negatif kontrole gore fark istatistiki olarak dnemsiz oldugu

tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

ISR 2000 Kantartopu sogan c¢esidinde yaprak sayisint % 33,3 oraninda artirmis
fakat bu artig istatistiki olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir. Banko c¢esidinde ise % 77,7
oraninda artirmig ve bu artis istatistiki olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.39).
PGPR izolatlar1 ile ISR 2000°nin Kantartopu ¢esidinde yaprak sayisini artirma bakimindan
istatistiki olarak fark olmadigi belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.10). Banko ¢esidinde ise
yaprak sayis1 artigi bakimindan HB-230, HB-228, MK-262, HB-234, HB-204, MK-252, IB-
162, EB-15, OB-169 ve EB-14 PGPR izolatlar1 ile ISR 2000°nin istatistiki olarak benzer etki
gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.40).

Sekil 4.38. Farkli PGPR izolatlarinin sogan yaprak sayisi ve yaprak uzunluguna olan etkisi: a)
OB-169 izolat1 b) ISR 2000 c) ZEB-94 izolat1 ve d) AZB-64 izolati
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Sekil 4.39. PGPR izolatlariin ve ISR 2000 uygulamasinin farkli sogan ¢esitlerinde yaprak

sayisina etkisi
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Sekil 4.40. PGPR izolatlarmin ve ISR 2000 uygulamasinin farkli Sogan ¢esitlerinde yaprak

sayilarina % etkilerinin karsilastirilmast
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4.10.2. PGPR izolatlarinin bas sogan ¢api ve kok uzunluguna etkisi

Amasya Universitesi Suluova Meslek Yiiksek Okulu deneme serasinda ISR 2000 ve
PGPR izolatlarinin Kantartopu ve Banko sogan c¢esitlerinde bas sogan ¢apina ve sogan kok

uzunluguna etkisi istatistiki olarak onemli bulunmustur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. PGPR izolatlarinin farkli sofan c¢esitlerinde bas sogan ¢apr1 ve sogan kok

uzunluguna etkisi

Kantartopu Banko
Izolatlar Bag sogan | | Sogan kok o, |Bassogan| o |Sogan kok Y
capi(cm) Etoki uzunluk Et(l)<i capi(cm) Etf(i uzunluk Etoki
+ SS (cm) £SS +SS (cm) £SS
Negatif Kontrol 3,1+0,14° - [3,8+0,3° - 13,9+0,1° - |42+03% -
ISR 2000 3,9+0,3° [258 |4,5+0,4° |18,4 |4,6+0,3" | 17,9 |4,7+02% | 11,9

Pantoea agglomerans EB-15 |5,1+0,3% |64,5 |5,1+0,6® |34 |54+0,1* | 384 |5,6+03% | 333

Bacillus subtilis /atrophaeus
iB-162
Bacillus subtilis /atrophaeus
MK-262
Enterobacter cloacae ssp
dissolvens EB-14
Enterobacter cloacae ssp
dissolvens OB-169

Bacillus subtilis MK-252 [ 4,5+0,5% |451 |4,8+0,5* |26,3 |4,8+0,3" 23 [5,1£0,3" | 21,4

5,040,8%° | 61,2 |5,3+04® [39,4 |5,3+0,2% | 35,8 |5,4+03% | 28,5

5,0£0,7 |61,2 |5,5£0,4° |44,7 |54+0,5* | 38,4 |57+0,5° | 357

4,5+0,4% 451 |4,9+0,4 |28,9 |4,7£0,2 | 20,5 | 5+0,2° 19

45404 (451 |524+02% |36,8 |4,9+0,3" | 256 |5,4+0,4® | 285

Enterobacter cloacae ssp
dissolvens HB-207

Yersinia intermedia EB-21 | 4,0404% |29 |4,4404% |157 |4,620,2° | 17,9 |4,8+0,2% | 14,2

4,0£03% |29 |42+0,2% [105 |4,2+0,3%9| 7.6 |4,5+02% | 7.1

Enterobacter cloacae ssp
dissolvens HB-234

HB-204 3,840,4% 22,5 [4,240,4% [105 |4,4+0,2°® | 12,8 | 4,5+0,1% | 7,1

3,940,3° |25,8 |4,2+0,5% |10,5 |4,4+0,4°"| 12,8 |4,7+0,6 | 11,9

Enterobacter cloacae ssp
dissolvens ZEB-94
Enterobacter cloacae ssp
dissolvens HB-228
Enterobacter cloacae ssp
dissolvens HB-230
Enterobacter cloacae ssp
dissolvens EB-38

AZB-64 3,340,39 6,4 [3,9+0,4° |26 [4,0£029 | 25 |4,2+0,1° 0

3,740,2%" 19,3 [4,1£0,4% |78 [4,2402%%| 7.6 |4,2+0,2° 0

3,740,4%9 19,3 [42+02% [105 |4,2+02%9| 76 |4,4203%" | 47

3,540,2°9 (12,9 3,9£03°% [2,6 [4,120,3%@ | 51 |4+0,3" 47

3,340,39 |64 |4+02% |52 [4,1£0,2%9 | 51 |4,2+0.2° 0

*Ayni siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Ducan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiki agidan fark yoktur (p>0,05).
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PGPR izolatlarin Kantartopu ¢esidinde bas sogan ¢apinda % 6,4 - 64,5 oraninda,
Banko cesitlerinde ise % 5,1- 38,4 oraninda artis meydana geldigi tespit edilmistir (Cizelge
4.11). Kantartopu cesidinde 11 izolatin (ZEB-94, HB-204, HB-234, EB-21, HB-207,
MK-252, OB-169, EB-14, MK-262, IB-162, EB-15) ve Banko c¢esidinde ise 9 adet izolatin
(MK-252, OB-169, EB-14, MK-262, 1B-162, EB-15, HB-204, HB-234, EB-21) bas sogan
capinda meydana getirdigi artig istatistiki olarak Onemli bulunmustur (Cizelge 4.11;
Sekil 4.41). Kantartopu sogan ¢esidinde bas sogan ¢apini en fazla artiran izolati EB-15 izolati
(% 64,5) oldugu tespit edilmistir. Bu izolat ile iB-162 (% 61,2) ve MK-262 (% 61) PGPR
izolatlariin bas sogan c¢apina etkisi bakimindan istatistiki olarak fark bulunmamistir. Bu
izolatlar (IB-162 (% 35,8), MK-262 (% 38,4 ) ve EB-15 (% 38,4)) ayni zamanda Banko
cesidinde de bas sogan c¢apinda istatistiki olarak onemli bir artig sagladigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.11; Sekil 4.42). Kantartopu sogan ¢esidinde dort PGPR izolati (AZB-64, EB-38,
HB-230, HB-228) % 6 - 19,3 oraninda, Banko ¢esidinde ise alti PGPR izolati (AZB-64,
EB 38, HB-230, HB-228, ZEB-94, HB-207) % 5,1 - 7,6 oraninda artis saglanmis ve kontrol

ile arasindaki fark istatistiki olarak 6nemsiz oldugu saptanmistir (Cizelge 4.11).

ISR 2000 Kantartopu cesidinde bas sogan capmni % 25,8 oraninda artirdig
saptanmistir. HB-230, HB-228, ZEB-94, HB-204, HB-234, EB-21 ve HB-207 izolatlar
% 12,9 ile 29 arasindaki oraninda bas sogan capinda artis saglayarak sahit uygulama
(ISR 2000) ile benzer etki gdsterdikleri tespit edilmistir. EB-15, IB-162, MK-262, EB-14,
OB-169 ve MK-252 izolatlar1 ise bas sogan capini % 45,1 - 64,5 oraninda arttirmis ve ISR
2000’den istatistiki olarak farkli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.11). Banko ¢esidinde ise
ISR 2000 bas sogan ¢apini1 % 17,9 oraninda artirdig1 saptanmistir. HB-228, ZEB-94, HB-204,
HB-234, EB-21, HB-207, MK-252, OB-169 ve EB-14 izolatlar1 bas sogan c¢apinda
% 7,6 - 20,5 oraninda artis saglayarak ISR 2000 ile istatistiki olarak benzer etki
gostermislerdir. [B-162, MK-262 ve EB-15 izolatlar1 ise bas sogan capmni % 35,8 - 38,4
oraninda artirarak ISR 2000°den daha etkili olmustur (Cizelge 4.11; Sekil 4.43).
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Sekil 4.41. PGPR izolatlarinin ve ISR 2000°nin farkli sogan ¢esitlerinde bas sogan ¢apina

etkisi
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Sekil 4.42. PGPR izolatlarinin ve ISR 2000°nin farkl1 Sogan ¢esitlerinde bas sogan ¢ap1

artisina % etkisi
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Sekil 4.43. Kantartopu ¢esidinde bas sogan ¢api; a) Negatif kontrol ve b) EB-15 izolati

PGPR izolatlarin Kantartopu sogan c¢esidinde kok uzunluklarma etkisi
degerlendirildiginde yedi izolat (EB-15, IB-162, MK-262, EB-14, OB-169, MK-252, EB-21)
kok uzunlugunu % 15,7- 44,7 oraninda artirmigtir (Sekil 4.44). Sekiz izolat ise (AZB-64, EB-
38, HB-230, HB-228, ZEB-94, HB-204, HB-234, HB-207) ise kok uzunlugunu % 2,6 - 10,5
arasinda artirmasina ragmen kontrole gore istatistiki olarak Onemli olmadigi saptanmistir.
PGPR izolatlarinin Banko sogan ¢esidinde kok uzunluguna etkisi degerlendirildiginde ise
sekiz izolat (HB-234, EB-21, MK-252, OB-169, EB-14, MK-262, iB-162, EB-15) k&k
uzunlugunu % 11,9 - 35,7 oraninda artirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4.45). Ug izolat (HB-204,
HB-228 ve HB-207) ise kok uzunlugunu % 4,7 - 7,1 oraninda artirmasina ragmen bu artigin
negatif kontrole gore istatistiki olarak énemsiz oldugu tespit edilmistir. Ug izolatin (AZB-64,
EB-38 ve ZEB-94) ise kok gelisim iizerine herhangi bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
HB-230 izolat1 kdk uzunlugunu % 4,7 oraninda azaltmasina ragmen bu azalis negatif kontrole

gore istatistiki olarak 6nemsiz oldugu saptanmistir (Cizelge 4.11).

MK-262 izolat1 sogan kok uzunlugunu Kantartopu sogan c¢esidinde % 44,7 oraninda
Banko sogan cesidinde ise % 35,7 oraninda artirarak her iki ¢esitte kok gelisiminde en fazla
artis saglayan izolat olarak belirlenmistir (Sekil 4.45); (Sekil 4.46). Kantartopu ¢esidinde bu
izolat1 siras1 ile IB-162 (% 39,4), OB-169 (% 36,8), EB-15 (% 34), EB-14 (% 28,9), MK-252
(% 26,3) ve EB-21 (% 15,7) izolatlar1 takip etmistir. Banko ¢esidinde ise bu izolat1 EB-15 (%
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33,3), OB-169 ve iB-162 (% 28,5), MK-252 (% 21,4), EB-14 (% 19), EB-21 (% 14,2) ve HB-

234 (% 11,9) izolatlar1 izlemistir (Cizelge 4.11).

ISR 2000 Kantartopu sogan ¢esidinde sogan kok uzunlugu % 18,4 oraninda, Banko
cesidinde ise % 11,9 oraninda artirdigi saptanmigtir. Her iki tohum ¢esidine OB-169, EB-15,
[B-162 ve MK-262 izolatlart ISR 2000°den istatistiki olarak daha etkili oldugu saptanmustir.
Kantartopu ¢esidinde EB-38, MK-252, ZEB 94, HB-228, HB-204, HB-207, HB-234, EB-21
ve EB-14 izolatlar1 Banko ¢esidinde ise EB-14, EB-15, EB-21, HB-234, HB-207, HB-204,
HB-228 ve MK-252 izolatlari ile ISR 2000 istatistiki olarak benzer etki gostermistir (Cizelge

4.11).

n

0

Hil)
12

g

z

|
|

e

L

t Z
s PP b
|

(1}

Sekil 4.44. PGPR’larin Kantartopu sogan ¢esidinde kok uzunlugu iizerine etkisi; a) Negatif
kontrol, b) OB-169 izolat ve ¢) EB-15 izolat uygulamalari
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Sekil 4.46. PGPR izolatlarinin ve ISR 2000’nin sogan ¢esitlerinde kok uzunluguna % etkisi
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4.10.3. PGPR izolatlarinin bas sogan yas ve kuru agirhklarina etkisi
PGPR izolatlar1 ve sahit ISR 2000’in Kantartopu ve Banko sogan ¢esidinde bas

soganlarin yas ve kuru agirliklarina dnemli diizeyde etkili oldugu belirlenmistir(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. PGPR’lerin farkli sogan ¢esitlerinde bas sogan yas ve kuru agirliga etkisi

Kantartopu Banko
izolatlar Bas sogan Bas sogan Bas sogan Bas sogan
yas % kuru % yas % kuru %
agirlik(g) | Etki | agirlik(g) + | Etki | agirlik(g) + | Etki | agirlik(g) | Etki
+SS SS SS +SS

Negatif Kontrol 17+1,5° - 12,840,7° | - | 268+1,7" | - |20,6+0,8"| -

ISR 2000 19,1£0,9° | 12,3 | 15,140,7% | 17,9 | 30,8+1,4"° | 11,9 | 25,3+0,8° | 22,8

Z?féﬂﬂiiﬂftfﬂsm 22,8+14° | 341 | 17,6513 | 375 | 343+1,3* | 27,9 [283+1,6¥(37,3

Z?fégﬂ;:ﬂ?t&'i_%z 223425 | 3L1| 18:1,6° |406 | 34,6+1,0° | 29,1 | 29+0,8° |407

Tg“toeaagglomerans EB- 100121, | 30 | 17,6513% | 3755 | 31,5£2,8% | 17,5 | 27,6:2,6™ | 33,9

Bacillus subtilis MK-252  [21,1£1,6® | 27 | 17+14%° | 32,8 | 33,3+2,0% | 24,2 | 28,8+1,6* | 39,8

Eir;tsf)rl‘\)/zﬁgt;gf'&acaess'o 213£12% | 252 | 1741.9% | 32,8 | 33,1£1.9% | 235 | 29.3+1,7° | 42,2

Eir;tsf)ﬁ?/zﬁgtgrBf'fggaeSSp 213+1,0% | 252 | 17.8£13% | 39 | 343+1,0° | 27,9 | 29,1<1.1° | 41,2

E{Egﬁﬁﬁ?ﬁrB‘i'z"é‘?“ P |20£1,7 | 17,6 | 15.6+2% | 21,8 | 29.8+1,7% | 11,1 | 23.842.3% | 15,5

Yersinia intermedia EB-21 | 19,8+0,7™ | 16,4 | 15,5£1,6% | 21 | 31+1,6° | 156 |26,3+1,6™|27,6
cd

ey asae s | IBOELST g | 146017 | 14 | 2760287 | 29 | 23,142.9% 121
cd

efopacier cloacae P | JSIELTH] 76 | 13500 | 5.4 | 288007 | 82 |233418%| 13
cd

e oo P IS IELTT 64 | 135013% | 54 | 28501890 | 63 |23,1418%| 12

HB-204 18£1,7°° | 58 | 14,6+1% | 14 | 29,6419 | 10,4 | 24,3+2,2% | 17,9

Eir;tgl‘\’/gﬁgﬁBc_'zosfae Pl 17621.9% | 35 | 13:2° | 1,5 | 30327 | 11,9 | 25:23% |21,3

AZB-64 17,6+£2,2% | 35 | 14,1+1,6% | 10,1 | 28,5+1,8%" | 6,3 |23,3+2,4%|13,1

Eiggﬁzﬁgtﬁrsf?ﬁgaessp 17,5418 | 29 | 12,8424° | 0 | 27,3422 | 18 |21,5¢1,77| 43

*Ayni siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda Ducan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiki agidan fark yoktur ( p>0,05).
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Kantartopu ¢esidinde sekiz adet izolat (IB-162, MK-262, EB-15, MK-252, EB-14,
OB-169, HB-207, EB-21) bas sogan yas agirliklarim1 % 16,4 - 34,1 oraninda artirdigi
saptanmistir. Banko ¢esidinde ise bu izolatlara ek olarak HB-234 ve HB-204 izolatlar1 bas
sogan yas agirliklarin1 % 10,4 - 29,1 oraninda artirmistir. Bas Sogan yas agirligi artisinda
Kantartopu ¢esidinde IB-162 izolat1 (% 34,1), Banko ¢esidinde ise MK-262 izolat1 (% 29,1)
en etkili izolatlar orak belirlenmistir (Sekil 4.47). Kantartopu ¢esidinde bas sogan yas agirlik
artisina yedi izolat (HB-228, AZB-64, HB-234, HB-204, ZEB-94, EB-38, HB-230) % 2,9 -
9,4 oraninda, Banko ¢esidinde ise bes izolat (HB-228, AZB-64, ZEB-94, EB-38, HB-230)
% 1,8-8,2 oraninda neden olmasina ragmen bu artisin istatistiki olarak onemli olmadigi

saptanmistir (Cizelge 4.12).

Sekil 4.47. Kantartopu cesidinde bas sogan agirliklari; a) Negatif kontrol ve b) IB-162 izolat
uygulamasi

Kantartopu ¢esidinde ISR 2000’in bas sogan yas agirligimi % 12,3 oraninda, Banko

cesidinde ise % 11,9 oraninda istatistiki olarak O6nemli bir diizeyde artirdigi saptanmistir.

(Cizelge 4.12). Kantartopu ¢esidinde bas sogan yas agirligimi artirmast bakimindan dokuz

izolat (HB-228, AZB-64, HB-234, HB-204, ZEB-94, EB-38, HB-230, EB-21, HB-207), ISR

2000 ile benzer etki gostermistir (Sekil 4.48). IB-162 (% 34,1), MK-262 (% 31,1), MK-252
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(% 27), EB-15 (% 30), OB-169 (% 25,2) ve EB-14 (% 25,2) izolatlar1 ise ISR 2000 (%
12,3)’den istatistiki olarak onemli diizeyde daha yiiksek etkili oldugu goriilmiistiir. Banko
cesidinde dokuz izolat (EB-15, MK-252, EB-14, HB-207, EB-21, EB-38, ZEB-94, HB-234,
HB-204) ise ISR 2000 ile istatistiki olarak benzer etki gostermistir (Sekil 4.49). MK-262, iB-
162 ve OB-169 izolatlar1 ise bas sogan yas agirligr artisi iizerine etkisi ISR 2000’den
istatistiki olarak daha etkili oldugu bulunmustur (Cizelge 4.12).
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Sekil 4.48. PGPR izolatlarinin ve ISR 2000’in farkli sogan ¢esitlerinde bas sogan yas

agirliklarina etkisi
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Sekil 4.49. PGPR izolatlarinin ve ISR 2000’in farkli sogan ¢esitlerinde bas sogan yas

agirhgma % etkisi

PGPR izolatlart ve ISR 2000’in bas sogan kuru agirligina etkisi istatistiki, olarak
onemli bulunmustur (Cizelge 4.12). Kantartopu ¢esidinde sekiz izolat (IB-162, MK-262, EB-
15, MK-252, EB-14, OB-169, HB-207, EB-21) bas sogan kuru agirligini istatistiki olarak
onemli bir diizeyde artirmistir. Bu izolatlardan MK-262 izolat1 bas sogan kuru agirligini
% 40,6 oraninda artirarak en etkili izolat olmustur. Bas Sogan kuru agirliginda yedi izolat (IB-
162, MK-262, EB-15, MK-252, EB-14, OB-169, HB-207, EB-21) ise % 1,5 - 14 arasinda
artis saglamasma ragmen bu artig istatistiki olarak Onemsiz oldugu goriilmiistiir (Cizelge

4.12).

Banko c¢esidinde ise izolatlarindan on dordii (AZB-64, HB-234, HB-204, ZEB-94,
EB-38, HB-230, EB-21, HB-207, OB-169, EB-14, MK-252, EB-15, MK-262 ve IB-162) bas
sogan kuru agirhigini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir artis saglamistir (Sekil 4.50). HB-
228 izolat1 ise bas sogan kuru agirhigr % 4,3 oraninda artirmasina ragmen bu artisin dnemli
olmadigi saptanmistir. Bas sogan kuru agirlik iizerine etkisi en fazla olan izolatlar EB-14 (%
42,2), OB-169 (% 41,2), MK-262 (% 40,7), MK-252 (% 39,8) oldugu gozlemlenmistir
(Cizelge 4.12).
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Kantartopu sogan ¢esidinde ISR 2000’in bas sogan kuru agirhigint % 17,9, Banko
cesidinde ise % 22,8 oraninda istatistiki olarak 6nemli bir diizeyde artirdig1 tespit edilmistir.
Kantartopu ¢esidinde dokuz izolat (EB-14, EB-21, HB-230, HB-207, HB-204, AZB-64, MK-
252, EB-38 ve ZEB-94) ISR 2000 ile istatistiki olarak benzer etki gosterdigi saptanmustir.
Dort izolat ise bas sogan kuru agirlik artis1 yoniinden (MK-262 (% 40,6), OB-169 (% 39) ,
EB-15 (% 37,5)) ISR 2000°den istatistiki olarak daha iyi etki gosterdigi saptanmistir. Banko
cesidinde yedi izolat (AZB-64, HB-234, HB-204, ZEB-94, HB-207, HB-230, EB-38) ISR
2000 ile istatistiki olarak benzer etki gdstermistir. IB-162, MK-262, EB-21, MK-252, EB-14,
OB-169, EB-15 izolatlar1 ise bas sogan kuru agirlik artisinda ISR 2000°den daha yiiksek etki
gosterdigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.12). HB-228 izolat1 ise bas sogan kuru agirhigimi % 4,3
oraninda artirmasina ragmen ISR 2000’den daha diistik bir artis gostermistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.50. PGPR izolatlarmin ve ISR 2000’in farkli sogan ¢esitlerinde bas sogan kuru

agirliklarina etkisi
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Sekil 4.51. PGPR izolatlariin ve ISR 2000’in farkli sogan ¢esitlerinde bas sogan kuru

agirliklarma % etkisi

Sogan bitkisinde farkli PGPR izolatlarmin bitki gelisimine etkisinin tarla
kosullarinda arastirildig: bir calismada Malathi (2015), farkli bitkilerin kdklerinden i1zole ettigi
Trichoderma sp.(TF3), T. harzianum (TH3), Pseudomonas sp. (PF 12) izolatlarmin bitki
boyunu sirasi ile % 36, % 31,9 ve % 36,8 oraninda artirdig1 saptamistir. Calismamizda ise
BIOLOG GEN 1II sisteminde E. cloacae ssp dissolvens olarak teshis edilen OB-169 izolat1
Kantartopu ¢esidinde bitki boyunu % 30, Banko ¢esidinde ise % 22,5’lik bir artig saglamistir.
Ayni arastirict izolatlarin sogan kok uzunlugunu % 24,8 - 36,3 oraninda artirdigini
saptamistir. Benzer sekilde ¢alismamizda farkli PGPR izolatlar1 farkli sogan ¢esidinde kok
uzunlugunu % 0-44 oraninda arttirmis olup, PGPR izolatlariin bitki gelisimi lizerine olumlu

etkisinin oldugunu belirten 6nceki ¢alismalar ile uyum i¢inde oldugu goriilmistiir.

El-Gabry ve ark. (2015), Bacillus subtilis, izolatlatini sera kosullarinda saksida Giza
cesit sogan bitkisinin gelisimine etkisini aragtirmiglardir. Basillus subtilis uygulamasi yapilan
toprakta 130 giinlik deneme sonucunda bitkilerdeki yaprak sayilar1 negatif kontrole gore

% 13,6 oraninda ve sogan agirliklari yaklasik % 15 artis meydana geldigini saptamislardir.
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Calismamizda ise BIOLOG GEN 111 sisteminde Bacillus subtilis olarak tanimlanan
MK-252, IB-162 ve MK-262 kodlu PGPR izolat uygulamalar1 sogan agirliklarmi % 27 - 34,1
oraninda, yaprak sayisimi ise % 18,1 - 30 oraninda artirdigi saptanarak arastiricilarin

sonuclarina benzer sonuglar elde edilmistir.

Colo ve ark. (2014), Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens ve Azotobacter
chroococcum’in Damascus hibrit sogan gesidi gelisimi lizerine etkisini arastirmislardir. Egit
boydaki sogan bitkileri izolat yogunluklart 102 CFU/mI ‘lik ¢ozeltide 1,5 saat bekletilerek 28
C° iklim odasmda gelismeye birakilmistir. Besinci, onuncu ve altmismnci giinde sogan
bitkilerinin boyu 6l¢iilmiistiir. Besinci giiniin sonunda en etkili izolat % 81°lik etki ile 8,9 cm
boy uzunlugu 6l¢iilen Azotobacter chroococcum olurken, bu izolati % 71°lik etki ile 8,4 cm
olglilen Bacillus subtilis takip etmistir. 10.giinde ise % 29,6 etki ile 11,8 cm olgiilen
Azotobacter chroococcum en etkili izolat belirlenirken, 60 giiniin sonunda bitkinin toprak iistii
kismu Ol¢iildiigiinde Bacillus subtilis % 40,2 etki ile boy uzunlugu 46 cm olarak 6lgiilen izolat
en etkili izolat oldugunu tespit etmislerdir. Vejetasyon siiresinin sonunda sogan ¢aplarinin
Ol¢iilmesi ile Pseudomonas fluorescens % 23 etki ile 7,66 cm, Azotobacter chroococcum
% 21 etki ile 7,33 cm ve Bacillus subtilis % 10,5 etki ile 7 cm ¢apli yumrularin elde
edilmesini saglamigtir. Sogan agirliklar1 degerlendirildiginde Azotobacter chroococcum
% 97’lik etki ile ortalama 173,6 gr olurken Bacillus subtilis % 63,6’lik etki ile 144 gr
olmustur. Calismamizda ise kullandigimiz PGPR izolatlar1 sogan ¢apini Kantartopu sogan
cesidinde % 6,4-64,5 oranlarinda, Banko ¢esitte ise % 5,1- 38,4 oranlarinda artis saglayarak

literatiir ¢calismasi ile uyum i¢inde oldugu tespit edilmistir.

Enterobacter spp. cinsi PGPR izolatlarmin bitki gelisine katki sagladiginin
belirlendigi bir ¢alismada, Shankar ve ark. (2011), iyi gelismis piring bitkilerinin kok
kisimlarindan izole ettikleri Enterobacter cloacae GS1 izolatinin pring bitkisinin gelisimi ve
azot igerigi tlizerine etkisini arastirmiglardir. Tohumlarin E. cloacae GS1 ile kaplanmasi
sonucunda negatif kontrol ile kiyaslandiginda bitki yas agirliginin % 122, kdk uzunlugunun
% 72,7, govde uzunlugunun % 40 ve azot igeriginin % 17,6 oraninda arttigini tespit
etmislerdir. Calismamizda’da BIOLOG GEN Il sisteminde Enterobacter cloacae olarak
tanimlanan PGPR izolatlarinin sogan yas agirligini, kok uzunlugunu ve bitki boyunu negatif
kontrole gore farkli oranlarda artirdig1 tespit edilerek ¢calismamizin liretatiirdeki ¢alisma ile

uyum i¢inde oldugu saptanmistir.
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Saleh ve Glick (2001), arastirmalarinda Enterobacter cloacae izolatini kullanarak B.
napus (kanola) bitkisinin kok ve govde uzunlugunun kontrole gére énemli bir sekilde arttigini

saptamiglardir.

Dursun ve ark. (2010), Pantoea agglomerans FF izolatinin diger PGPR izolatlarina
gore hiyar ve domates meyvelerinde N, P, Mg, Ca, Na, K ve Cu igerigi en yliksek oldugunu
bulmuslardir. Domates tohumlarina Pantoea agglomerans FF uygulamasi sonucu yetisen
bitkilerde ortalama meyve agirligi 124,5 g, bitki basina meyve verimi 6120,57 g ve bitki boyu
368.33cm oldugu tespit etmislerdir. Hiyar bitkisinde ise bitki basina diisen meyve sayis1 68,7
adet, bitki basina verim 8857,4 g, bitki uzunlugu 246,8 cm, meyve genisligi 37,7 mm, meyve
uzunlugu 17,3 cm olarak elde etmislerdir. Calismamizda izole ettigimiz ve BIOLOG GEN III
sisteminde Pantoea agglomerans olarak tanimladigimiz EB-15 kodlu izolat bitki gelisiminde

etkin olmas1 yapilan ¢alisma ile uyum ig¢inde oldugunu gdstermektedir.

Goriildigu gibi uygulamalarda kullandigimiz izolatlar literatiirde farkli hastaliklarin
biyokontroliinde ve farkli bitkilerin gelisimde’de kullanildigi belirlenerek ¢alismamizin

literatiir caligmalari ile uyum iginde oldugu sonucuna varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda sogan Amasya bolgesinde ekimi yapilan (Allium cepa L.)’da 6nemli
derecede iiriin kayiplarina neden olan sogan dip ¢iiriikliigii etmeni FOC molekiiler yontemler

ile ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesine gore tanilanmistir.

Sera ve acik alan kosullarinda farkli sogan cesitleri kullanilarak kurulan saksi
denemelerinde dip ¢iiriikliik hastalik etmenine kars1 fosfor ¢6zen PGPR izolatlar ile biyolojik

miicadele ve bu izolatlarin sogan gelisimine etkisi aragtirilmistir.

Saglikli sogan bitkilerinin rizosferinden fosfor ¢ézme 6zelligine sahip 269 PGPR
izolat1 elde edilmistir. Aday PGPR izolatlar1 arasindan in vitro’da fosfor ¢cozme 6zelligi, ikili
kiiltiir testi ile antagonistik oOzelliklerine gore 15 PGPR izolati segilerek tarla ve sera
kosullarinda saksida yapilan c¢aligmalarda kullanilmistir. Secilen PGPR izolatlart BIOLOG
GEN 11l otomatik tanilama sistemi ile tanilanmis ve bunlardan 13 tanesi BIOLOG GEN IlI
kiitiphanesindeki bakterilerle yakin benzerlik gosterirken 2 tanesi yakin benzerlik

gostermemistir.

Acik alan kosullarinda hastalik siddeti sera kosullarindan daha fazla oldugu
gortilmistiir. Bu duru, deneme boyunca sera kosullarinda olgiilen sicaklik ortalamasinin tarla
kosullarina gore yiiksek olmasinin sonucu olarak, dip ¢iiriikliik etmeni FOC’un yeteri kadar

gelisememesi ile viriilensliginin azalmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Amasya bolgesinde FOC’un neden oldugu dip ¢iiriikliigli hastaligina karsi Fosfor
cozen PGPR izolatlarinin biyolojik miicadelede kullanimi ve izolatlarin bitki gelisimine

etkilerine yonelik yapilan ¢alismada timitvar sonuglar elde edilmistir.

Ozellikle in vitro’da yiiksek derece fosfor ¢ozme o6zelligine sahip Enterobacter
cloacae ssp dissolvens, Pantoea agglomerans olarak teshis edilen izolatlar: hastaligi 6nemli
derecede baskiladig1 saptanmistir. Bu izolatlar ile yapilan in vitro denemelerde FOC’a kars1
herhangi bir antagonistik 6zellik géstermemesine ragmen sera ve tarla kosullarinda hastalik
gelisimini engelledigi saptanmistir. Bu izolatlarin dogal kosullar altinda bitki ile yakin bir
etkilesim igerisine girerek biyotik ve abiyotik streslere karst bitkiyi korumakta, ayni
zamanda bitkinin gelismesini destekleyerek, patojenlere karsi bitkide inaktif olan savunma

mekanizmalarii tesvik ettigi diisiiniilmektedir.
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BIOLOG GEN IlI kiitiiphanesindeki bakterilerden Bacillus subtilis’e yakin benzerlik
gosteren PGPR izolatlart ise in vitro ortamda gosterdigi antagonistik 6zellikten dolayi Sera ve
tarla ortaminda onemli derecede hastaligi baskiladigi saptanmistir. Bazi uygulamalarda ise en

basarili izolatlar olarak saptanmustir.

PGPR izolatlarmin sogan bitki gelisimine etkisine bakildiginda in vitro ortamda
yiiksek oranda fosfat ¢ozen mikroorganizmalarin sakst denemelerinde bitki gelisimini %
47’ye varan oranda artirdig1 saptanmistir. Bacillus spp. olarak teshis edilen izolatlar ise fosfat
¢ozme Ozellikleri diisiik olmasina ragmen bitki gelisimine etkisinin yiiksek olmasi topraktaki
diger mikroorganizmalar ile rekabet giicliniin daha yliksek veya bitki ile ortak yagamaya daha

iyl uyum saglamis olabileceginden dolay1 ayni etkiyi gostermis olabilir.

Bu calisma, soganda (Allium cepa L.) farkli fosfor ¢6zen PGPR izolatlarin
Fusarium oxysporum f.sp. cepa nin sebep oldugu sogan dip ¢iiriikliigiine ve bitki gelisimine
olan etkilerinin arastirildigi ilk aragtirmadir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde edilen sonuglar
bundan sonra yapilacak olan biyolojik miicadele ¢alismalarina da 1s1k tutacaktir. Yapilan bu
calisma ile Sogan Dip Ciiriikkligii Hastaliginin kontroliinde PGPR’lerin kullanilabilirligi
ortaya konmustur. Basarili izolatlarin formulasyonu ve preparat haline getirilerek iiretici
kosullarinda kullanim olanaklarinin arastirilmas: gelecekte planlanan arastirmalarimiz
arasindadir. Bu arastirmanin devaminda; denemenin tarla denemesi seklinde kurulmasi,
izolatlarin bitki gelisimi ve hastalik siddetinin azaltilmasina sinergistik etkisi olup olmadig1 ve

basarili bulunan olan izolatlarin etki mekanizmasi iizerine ¢alismalar 6nerilebilir.
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EKLER

EK-1 (Kullanilan Besi Ortamlari ve Cozeltiler)
-Potates Dextrose Agar (PDA) besi ortami

Potates Dextrose Agar (PDA) 39,0 gr
Saf su 1000 ml

-Potates Dextrose Broth (PDB) Besi Ortam
Potates Dextrose Broth (PDB) 24,0 gr

Saf su 1000 ml
-Nutrient Agar (NA) Besi Ortami

Nutrient Agar 13,0 gr
Saf su 1000 ml

-Nutrient Broth (NB) Besi Ortami
Nutrient Broth 8,0 gr
Saf su 1000 ml

-King B Besi Ortamm

Proteose Peptone 2009
Gliserin 10,0 ml
K,HPO, 159
MgSO,7H,0 159
Agar 1509
Saf Su 1000 ml

-NBRIP Sivi Besi Ortami

Glukoz 20,09
Caz (PO4)2 10,0 ¢
(NH4)SO, 0,1g
MgSO,47H,0 0,25¢g
KCI 0,29
Saf Su 1000 ml
MgClI,6H,0 5009
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-NBRIP Kat1 Besi Ortamm
Glukoz

Caz (PO4)2
(NH4)SO,
MgSO,7H,0
KCI

Distile Su
MgCl,6H,0
Agar

-Sentetik Nutrient Agar SNA Besi Ortamm
KH,PO,

KNO;

MgSO 47H, O
KCI

Glikoz
Sakkaroz

Agar

Distile Su

-Su Agar Besi Ortami
Agar

Saf Su

-Barton Cozeltisi
(NH4 );M07024.4H,0
NH;VOs3s

20,0 g
10,0 ¢
01g
0,259
0,29
1000 ml
5049
159

1049
109
059
05¢g
0,29
0,2
1509
1000 mi

15,09
1000 ml

25,0 g*
1,25 g**

*25,0 g (NH4 );M07024.4H,0 400 ml saf su igerisinde eritilir. Erimeyi kolaylastirmak igin

50 °C’ye kadar sitilir ve gerekirse siiziiliir.

**1,25 g NH4VO35 1000 ml’lik olgii

balonu igerisinde 300 ml kaynar saf suda

eritilmistir. Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra iizerine 250 ml konsantrik nitrik

asit sp. (1,41 g) ilave edimis ve ¢alkalanmistir.

Asit ilavesinden sonra oda sicakligina kadar sogutulan NH;VOss c¢ozeltisi iizerine

calkalanarak (NH4 );M0;024.4H,0 ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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-Standart Fosfor Cozeltisi

KH,PO4 0,2196 g*
Saf su 1000 ml

*40 °C’de kurutulmus KH,PO,; 1000.0 ml’lik 8l¢ii balonu icerisinde eritilmistir. Bu ¢dzelti
50 ppm Fosfor ihtiva etmektedir.
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EK-2 (Hastahkh Soganlardan Izole Edilen Funguslarin Hastalik Siddetleri)

[zolat Hastalik izolat |Hastalik [zolat Hastalik izolat Hastalik
No Siddeti +£SS | [No Siddeti+ SS No [ Siddeti =SH No | Siddeti= SS
(K-) 0,0+0.,0 B-1 [71,6+7.6 |[iB-26 [60,0+5.0 iB-6 |0,0£0,0
IB-107 |78,3+5,7 IB-50 |[71,6+7.6 IB-134 [58,3+2.8 IB-7 0,00,0
IB-57 [78,3+2,8 IB-47 [71,6+2.8 IB-139 [58,3+2.8 [B-11 |0,0£0,0
iB-66 |[78,3+2.8 iB-110 [71,6£2,8 IB-127 [ 56,6+2,8 [B-14 |0,0+0,0
iB-87 |78,3+2.8 IB-33 [71,6+7.6 IB-149 | 56,6+2.8 [B-18 [0,0+0,0
IB-109 [78,3+2,8 [B-29 [70,0+5,0 [B-83 |53,7+4,3 [B-22 10,0+0,0
IB-114 [78,3+£2,8 [B-52 |70,0£5,0 IB-100 | 53,7+4,3 iB-24 [0,0+0,0
IB-49 |77,6+6.4 [B-55 |70,0+5,0 IB-148 | 53,3+7,6 iB-27 ]0,0£0,0
IB-10  |76,6+2.8 [B-58 |70,0£5,0 B-17 [51,647,6 iB-37 |0,0+0,0
IB-61 76,642,8 IB-68 [70,0+5,0 IB-97 [51,6+5,7 iB-40 [0,0+0,0
iB-67 |76,6+2.8 [B-20 |68,3£7,6 IB-126 | 51,6+2.8 [B-41 [0,0+0,0
iB-89 |76,6+2.8 iB-30 |68,3+7,6 IB-45 [50,0+5,0 iB-42 [0,0+0,0
iB-101 |76,6+2.8 iB-79 |68,3+5,7 iB-5 [50,0+8.,6 iB-43 [0,0+0,0
iB-113 [76,6+2,8 IB-54 |68,3£28 [B-46 [48,6+5,5 IB-51 ]0,0+0,0
iB-115 |76,6+2.,8 [B-16 |66,6+2.8 IB-§ [46,6+2,8 IB-59 ]0,0+£0,0
IB-121 |[76,6+2,8 IB-23 [66,6+2.8 IB-116 | 46,6428 iB-62 |0,0+0,0
IB-124 |[76,6+2,8 IB-35 |66,6+2,8 IB-133|46,6+£2,8 IB-64 |0,0£0,0
IB-125 |[76,6+2.8 IB-63 |[66,6+2.8 IB-142 | 46,6+2.8 IB-65 |0,0+0,0
IB-130 |[76,6+2.,8 IB-82 [66,6+2.8 IB-34 [43,6+32 B-69 [0,0+£0,0
iB-146 |76,6+2.8 IB-135 |66,6+2.8 IB-104 [43,3+2.8 IB-71 [0,0+0,0
iB-147 |[76,6+2.8 iB-12 [65,0+35,0 IB-9 [43,3+15.2 IB-73  |0,0+£0,0
IB-150 |76,6+2.8 IB-117 |65,0+8,6 [B-28 |41,6+5,7 IB-75 10,000
IB-94 |76,0+3,0 IB-119 [65,0+8,6 IB-128 | 41,6+2,8 IB-76 |0,0+£0,0
IB-25 |[75,3+4,0 [B-95 |65,0+5,0 IB-131 41,6428 [B-77 10,0+0,0
IB-32  |75,0+£5,0 IB-85 |65,0£5,0 [B-140 | 41,6+2,8 [B-78 ]0,0+£0,0
IB-48  |[75,0+5,0 IB-36 |63,6+3,2 IB-15 |40,0+5.,0 [B-80 [0,0+0,0
IB-53  [75,0+5,0 IB-31 |63,3+£5,7 iB-93 [39,3+6,0 iB-81 [0,0+0,0
IB-92 [75,0+5,0 IB-74 [63,3+5,7 [B-91 |36,0+£3,6 [B-90 |0,0+0,0
IB-129 | 75,0+0,0 [B-108 |61,6+7,6 B-122 [35,3+4,04 iB-98 [0,0+0,0
IB-3 75,0+ 5,0 [B-13 |61,642,8 IB-88 |35,0+5,0 [B-99 [0,0+0,0
IB-39  [73,3£7,6 [B-86 [61,6+2,8 IB-111 |35,0+13,2 iB-102 [0,0+0,0
IB-56 |73,3£7.6 IB-96 |61,6£2,8 iB-72 [34,3+1,1 iB-103 [0,0+0,0
IB-123 |73,3+7.3 IB-118 |61,6£2.8 B-70 [32,0+1,7 IB-106 |0,0+0,0
iB-19 |73,3+5,7 iB-132 |61,6+2.8 IB-44 |31,6+5,7 [B-112 |0,0+0,0
iB-38 [73,3+5.7 iB-137 [61,6+2,8 iB-138 [28,3+14,4
IB-84 [73,3£5,7 IB-141 [61,6+2.8 IB-145 [22,0+3.4
iB-21 73,3+2.8 IB-143 |61,6+2,8 IB-144 [ 21,6+6,0
IB-60  |73,3+£2,8 B2 [61,6+238 IB-120 | 0,0+0,0
IB-136 |[73,3+£2.,8 [B-105 |60,0+8,6 iB-4 10,0400
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EK-3 (Yiiksek Derece Viriilens FOC izolatlarinin Sekans Dizi Analizleri)

>F1
CYSGGAKCTACCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMGAGGCAACAAGTG
GTATRT

>F3
CYGGAARGCTACCCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCC
AGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCRATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAG
GGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAG
TGGTATGTAACACCGACCATTTCCTTGAACAACCTCTTGTWTACAGTGTTTTTAATGTGT
TGTTTGAGGTCKTTTCGGCTTATGGGTGCGTTGGTCTGTCCATGGGCTTACCARGAAAAA
GCTACAGCATGGSTGGAGGCATGCACCGAGGCAACAAGTGGTATGTA

>F10
CYGGGGAKCTACCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGLCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMRAGGCAACAAGT
GGTATRT

>F19
CYCGGAKCCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCRATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMRAGGCAACAAGTG
GTATRT

>F21
CCYKAAGCTTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTAGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGYMRAGGCAACAAGT
GGTATRTCAGACCGACCATTTCCTTGAACAACCTCTTGTTTACAGTGTTTTTAATGTGTT
GTTTGAGGTCGTTTCGGCKTRTGGGKGCGTTGGTCTGTCCATGGGCTTACCAGGAAAAAG
CTACAGCATGGCTGGAGGCATGCACCGAGGCAACAAGTGGTATGTAWRAAA

>F25
CSYYSAAKCCTCCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGAACCAGSGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGMMRAGGCAACAAGTG
GTATGT

>F32
CYYSGRAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMRAGGCAACAAGTG
GTATRT
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>F33
CYCAWASCTACCCAGRCTSWGCTTGAGKRTKKAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTRGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMGAGGCAACAAGT
GGTATRT

>F38
GGCCCAGACCTCTCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCC
AGAATACTGGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAG
GGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMGAGGCAACAAG
TGGTATGTAAGACCGACCATTTCCTTGAACAACCTCTTGTTTACAGTGTTTTTAATGTGT
TGTTTGAGGTCGTTTCGGCTTATGGGTGCGTTGGTCTGTCCATGGGCTTACCAGGAAAAA
GCTACAGCATGGCTGGAGGCATGCACCGAGGCAACARGTGGTATGTATA

>F39
CYYYGRARKCCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCC
AGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAG
GGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMRAGGCAACAAG
TGGTATRT

>F47
GATGGGAAGCTACCCCAGCTSWGCTTGAGKRTKGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGC
CAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAAT
TCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTT
GTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTA
GGGGTCCTCTGGCGGGCCGYCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCRMMRAGGCAACAA
GTGGTATRT

>F48
CGAAAKCTCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAAT
ACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACAT
TACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAA
AGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTC
CTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCMRAGGCAACAAGTGGTA
TRTA

>F49
CYTKGAGGCTCTCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGSGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGT
GGTATGT

>F50
CYCRAAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA
ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGG
TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTGG
TATRT

>F53
CYGRAAKCWCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAA
TACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA
TTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGT
CCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCSRAGGCAACAAGTGGT
ATRT
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>F56
CYGGATCAACCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAA
TACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA
TTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA
AAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGT
CCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTGGT
ATRT

>F57
GGGGTGAACTCGCWGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCSAACAGGCATGCCCGCCWG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCMAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTG
GTATRT

>F60
CYSGAAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA
ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGG
TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTGG
TATRT

>Fo6l
CYYGAAGSCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTG
GTATGT

>F66
CCKGGGAAKCTCCCCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGC
CAGAATACTGGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAAT
TCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTT
GTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTA
GGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAA
GTGGTATGT

>F67
CYCGGAKCTACCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTG
GTATGT

>F84
CSGGGAKCTACCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA
ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGG
TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGG
TATGTA

>F87
CYCGGAKCTCCCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTG
GTATGT
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>F89
CYGGRAKCTACCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTG
GTATRT

>F94
CGGSGGAARGCTSGCCWAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAGTGACGCTCGAACAGGCATGCCC
GCCAGAATACTGGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCRATGATTCACTGAATTCTGCA
ATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTT
TAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAAC
AAGTGGTATGTCTGACCGACCATTTCCTTGAACAACCTCTTGTTTACAGTGTTTTTAATG
TGTTGTTTGAGGTCGTTTCGGCTTATGGGTGCGTTGGTCTGTCCATGGGCTTACCAGGAA
AAAGCTACAGCATGGCTGGAGGCATGCACCGAGGCAACAAGTGGTATGT

>F101
CSSCMAKCTSGCYTAGCATGWGCTWSAGGGTTGATGTGACGCTCGAACAGGCATGCCCGC
CAGAATACTGGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAAT
TCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTT
GTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTA
GGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAA
GTGGTATGT

>F107
CYSGRAKCTASCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCMWTGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTG
GTATGT

>F109
CTTGGATCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGYATCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATRCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRARGCAACAAGTG
GTATGT

>F113
CCSCYGGAAGCCTCSCTAGCTGTRCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCG
CCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAA
TTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGT
TGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTT
AGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACA
AGTGGTATRT

>F114
CCTCTCGGAGCTCCCAGCTGTRCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCLCGLCC
AGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAG
GGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAG
TGGTATGT

>F115
CYCGGRATCWACACCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCC
AGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAG
GGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAG
TGGTATGT
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>F121
CYKGGAAKCTCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA
ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGG
TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTGG
TATRT

>F123
CYSGGAAKCTACCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGT
GGTATRT

>F124
CYTKGGAKCCTACCCAGCTGTRCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGLCC
AGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATT
CACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAG
GGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAG
TGGTATRT

>F125
CYSSGAAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG
AATACTGGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTT
GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG
GTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGTG
GTATG

>F129
CSSGTGAGSCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGLCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGSYRAGGCAACAAGT
GGTATRT

>F130
CYYYSRRAKSTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGMMRAGGCAACAAGT
GGTATG

>F136
CSGGGAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA
ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG
AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGG
TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGG
TATGT

>F146
CSTCGYKAKCTCSGCCTAGCATGTRCTTSAGGGTTGATGTGACGCTCGAACAGGCATGCC
CGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGC
AATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCC
GTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGT
TTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAA
CAAGTGGTATGT
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>FE147
CYYWRARRCTCCCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGLCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGT
GGTATRT

>F150
CTTYTGAAGCTCCCARCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGG
GGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCRAGGCAACAAGT
GGTATRT

142



EK-4 (Yiiksek Derece Viriilens olan FOC izolatlarmim Homolojisi)

F101
Fl146
F25
F47
F33
F109
F57
F113
F114
F84
F136
F38
F107
F67
F87
Fl24
F19
Fl
F10
F89
F123
Fo4
F21
F115
F49
F56
F48
F53
F121
F3
F66
F129
F130
F147
F150
F39
F32
F50
F60
Fol
F125

F101
F146
F25
F47
F33
F109
F57
F113
F114
Fg84
F136
F38
F107
Fe67
F87
F124
F19
Fl
F10
F89

---CSSCMAKCTSGCYTAGCATGWGCTWSAGGGTTGATGTGACGCTCGAACAGGCATGCC
CSTCGYKAKCTCSGCCTAGCATGTRCTTSAGGGTTGATGTGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CSYYSAAKCCTCCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—-—-GATGGGAAGCTACCCCAGCTSWGCTTGAGKRTKGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYCAWASCTACCCAGRCTSWGCTTGAGKRTKKAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—————— CTTGGATCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGTTGAATGACGYATCGAACAGGCATGCC
————— GGGGTGAACTCGCWGCTGTGCT-TGAGGGTTGAATGACGCTCSAACAGGCATGCC
-CCSCYGGAAGCCTCSCTAGCTGTRCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
---CCTCTCGGAGCTCCCAGCTGTRCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—————— CSGGGAKCTACCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—————— CSGGGAKCTCCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—---GGCCCAGACCTCTCAAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYSGRAKCTASCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYCGGAKCTACCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYCGGAKCTCCCAAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—-—-CYTKGGAKCCTACCCAGCTGTRCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYCGGAKCCTCCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYSGGAKCTACCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
----CYGGGGAKCTACCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYGGRAKCTACCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
----CYSGGAAKCTACCCAGCTGTGCTTG-AGGGTTGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
-CGGSGGAARGCTSGCCWAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAGTGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CCYKAAGCTTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
---CYCGGRATCWACACCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—-——--CYTKGAGGCTCTCAAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
——————— CYGGATCAACCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
———————— CGAAAKCTCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
——————— CYGRAAKCWCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—————— CYKGGAAKCTCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
---CYGGAARGCTACCCAAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
——CCKGGGAAKCTCCCCAAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
----CSSGTGAGSCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—-———CYYYSRRAKSTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
----CYYWRARRCTCCCAAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————CTTYTGAAGCTCCCARCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
---CYYYGRARKCCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYYSGRAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—————— CYCRAAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
—————— CYSGAAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYYGAAGSCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC
————— CYSSGAAKCTCCCAGCTGTGCTTGAGGGT-TGAATGACGCTCGAACAGGCATGCC

* *k kkkkkkkkkkxk

CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACTGGC--GGGCGAACCAGSGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-RGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCMAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCMATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCMWTGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCRATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CGCCAGAATACT-GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
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CGCAATGT
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Fl46
F25
F47
F33
F109
F57
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F114
F84
F136
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Fo67
F87
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F10
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F101
Fl46
F25

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
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G

KA A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR AR A A AR A A A A AR Ak Kk * kKK

GTCTGACCGACCATTTCCTTGAACAACCTCTTGTTTACAGTGTTTTTAA
RTCAGACCGACCATTTCCTTGAACAACCTCTTGTTTACAGTGTTTTTAA

146



F101
F146
F25

TGTGTTGTTTGAGGTCGTTTCGGCTTATGGGTGCGTTGGTCTGTCCATGGGCTTACCAGG
TGTGTTGTTTGAGGTCGTTTCGGCKTRTGGGKGCGTTGGTCTGTCCATGGGCTTACCAGG
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EK-5 ( PGPR izolatlarimin Fosfor C6zme Degerleri ve Fosfor C6zme Indeksleri)

Fosfor Fosfor

) Fosfor N Fosfor

[zolatlar C(_)zme Cozme [zolatlar C(_)zme Cozme

miktari Indeksi miktart Indeksi

(ppm)+ SS (ppm)+ SS
K 11,7+1,6 - OB-165 |246,0+3,2 1,1
OB-169 |[382,5+2,1 1,2 MK-250|245,7+4,7 1.5
EB-14 337,6+0,7 1,0 OB-183 |245,2+5,1 1,1
EB-15 321,9+4.3 1,9 HB-238 |245,2+4.9 1,6
EB-21 316,9+3.3 2,7 AZB-43 |245,0+5,2 33
HB-234 |304,4+2,5 1,3 MK-2521243,8+3,0 3,9
HB-230 |[298,7+2,3 2,1 HB-214 |242,6+3,2 2,1
HB-207 [295,8+3,7 1,7 ZEB-87 |241,4+1,3 1,9
HB-204 |[282,1+3,2 1,7 AZB-75 240,7+4,4 1,6
HB-228 |281,3+2,8 1,6 iB-131 |239,0+3,0 1,4
AZB-64 |[278,8+7,3 1,9 [B-159 [238,7+2.8 1,9
MK-257 [274,8+4,0 2,3 EB-23 [236,8+4,3 1.4
HB-228 [274,2+2.2 1,9 ZEB-88 [233,6+2,6 2,0
EB-16 271.842.0 1,5 MK-266|233,0+2.4 1,1
HB-229 |[268,0+2,6 1,8 [B-141 |232,6+2.8 1,2
AZB-79 [265,9+2,7 1,6 ZEB122 | 228,6+3,2 1,6
EB-38 265,5+4,9 4.8 iB-148 [227,8+2.5 1,4
OB-219 [265,4+3,4 1,2 EB-36 |226,4+4,9 2,8
HB-218 [264,9+6,0 1,5 [B-150 |226,442,1 1,2
EB-22 264,5+3.7 1,1 [B-157 [225,8+5,1 1,7
EB-6 264.,4+1,6 3,5 OB-168 |225,5+5,0 1,1
MK-264 [261,4+6,4 1,7 EB-9 221,144 .4 1,3
HB-212 [261,144,0 3,0 EB-4 220,8+0,7 1,2
OB-194 |[260,3+5,1 2,4 ZEBI108 [220,3+4.6 3,0
ZEB-94 [259,4+79 5,0 [B-138 [219,343,1 1.4
HB-244 |[259,443.8 1,6 EB-18 [218.,8+1,7 1,7
[B-162 [258,8+4.7 1,1 AZB-60 |218,7+2.4 1,3
OB-173 [257,942.5 1,5 EB-8 218,14£2,0 1,5
EB-1 257,3+1,5 1,5 7ZEB-82 |218,1+2,5 1,8
AZB-80 [256,9+1,2 1,8 OB-180 |213,6+2,1 1,3
MK-249 |[255,5+5,1 1,5 EB-28 [213,3+2,1 3,1
OB-188 [254,6+1,3 1,2 EB-19 |212,5+1,9 2,0
[B-127 [253,7+4,4 2,0 MK-267|212,4+2,9 1,7
OB-197 [253,6£2,3 2.1 [B-142 (212,339 |1,1
HB-232 |253,3+24 1,1 AZB-78 |208,6+2,5 1,7
OB-170 [250,7+5,1 1,1 AZB-59 [208,5+2,1 1,2
EB-10 250,6+1,0 3,1 ZEBI116 |208,2+3,0 1,2
OB-189 [250,0+5,1 1,1 EB-20 |208,2+1,9 2,1
MK-258 [249,7+3,3 1,7 AZB-42 |208,0+2,5 3,7
HB-239 [2494+43 |22 [B-125 [208,0+2,8 |1,1
MK-248 |249,0+7,7 1,6 OB-164 |205,3+4,0 1,1
MK-262 [247,8+2.5 1,9 AZB-81 [204,0+£3.,0 2
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Fosfor Fosfor

R Fosfor u Fosfor
Izolatlar C(.)zme Cozme Izolatlar Cc.)zme Cozme

miktari indeksi mikiar ks

(ppm)+ SS (ppm)+ SS
[B-156  |203,8+2.6 |1,5 ZEB-84 152,942.5 1,5
ZEB-115 |203,2+1,7 [1,0 B-140 152,8432 |32
MK-246 |201,6+5,0 [1,2 ZEB-111 |1512424 |25
HB-223 |201,043,8 |12 ZEB-110 |150,9+2,7 (22
[B-153  [200,9+2.6 |1,5 ZEB-98 150,241,2 | 1,6
IB-139  |200,7+1,2 |[1,5 HB-235 147,4+3,1 |22
ZEB-119 (200,6+2,3 |[1,8 EB-13 146,7+4.4 |19
ZEB-99 1983424 (4,0 ZEB-112 | 146,7+3,5 [2,5
ZEB-102 | 197,624 |[1,0 iB-151 146,5+3,7 [1,1
[B-161 197,543.0 | 1.4 AZB-44 1453439 | 1,0
ZEB-100 [ 197,425 |18 EB-2 143,0£2,6 |24
OB-179 |196,5+3,5 |14 EB-24 142,6+58 |34
OB-191 |194,3+4,1 |[2,1 HB-245 142,3+7,2  |[1,1
ZEB-93 [192,8+2,0 |3 OB-193 138,93,1  |2,5
HB-227 |192,742,7 |1,7 ZEB-104 |138,6+2,5 |1.1
[B-158 |192,742,5 |19 EB-12 137,1£1,5 |28
[B-134  |190,243,1 [1,9 OB-184 135,6+5,0 [1,1
[B-128 189,543,5 | 1.9 HB-237 135,5£5,0 |17
[B-123  |189,143,3 |[1,7 B-154 1348439 | 1,7
MK-263 |185,4+4,7 |19 AZB-73 133,9+2.8 |20
ZEB-105 |183,845,9 |[1,7 iB-126 133,242.5 | 1,1
HB-226 |183,042,4 |[1,6 AZB-70 132,6+23  |1,8
ZEB-107 |181,243,3 |[1,6 [B-133 132,312 | 1,8
ZEB-101 |178,5+2,3 |[1,5 EB-29 132,242.6 | 1,9
HB-233 |178,3+2,3 |[1,2 ZEB-97 127,942.0 |1,7
OB-167 1779424 |12 iB-132 126,9+32 | 1,5
ZEB-117 |175,6+4,9 |[1,5 AZB-74 126,8£3.6 |1,5
HB-217 |174,843,6 |14 HB-242 126,743.6 | 1,7
OB-166 |174,4+44 (23 OB-177 126,6+6,2 | 1,8
[B-135 |172,842,9 |[1,1 MK-269 | 125,150 |12
ZEB-96 |172,5+1,6 |12 ZEB-95 1245433 |18
ZEB-91 |172,143,6 (3,0 EB-34 1243455  |[1,1
OB-198 |171,543,0 |19 EB-32 123,3£2.5  |2,7
ZEB-89 |1694+34 |18 iB-124 1224422 | 1,8
MK-260 |169,043,5 |2,17 AZB-48 121.843,6 |1,7
AZB-68 |167,7£3,6 (2,2 ZEB-86 119,634 |22
MK-255 |164,0£2.8 | 1.6 HB-240 117,9€2,7  |2,1
HB-241 1632422 |18 EB-17 116,9+1,6 |2,1
AZB-50 |162,3+1,9 |[1,1 HB-243 115,0£52 | 1,6
HB-236 |153,841,2 |[1,6 AZB-63 1142429 |1,3
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Fosfor

Fosfor

) Fosfor N Fosfor
Izolatlar (6zme Cozme [zolatlar (6zme Cozme
miktart Indeksi miktart indeksi
(ppm)+ SS (ppm)+ SS
EB-40 113,943,5 1,8 [B-144 77,9£2,5 1,8
ZEB-90 113,4+3,2 3,5 HB-220 77,925 1,9
AZB-71 1129422 [1,2 AZB-49  |75,5+5,1 1,8
IB-163 112,625 1,5 ZEB-120 74,5£3,5 1,9
OB-182 [1122+14 |12 AZB-51  |74,0=4.4 1,9
OB-176 [109,4+1,3 |25 iB-155 73,4+2,0 2,0
OB-181 109,0+3.3 1,2 [B-160 72,8+2.3 1,5
OB-195 108,8+2,6 2.4 AZB-77 71,7+0,9 1,9
EB-39 108,0+2,5 2,2 OB-199 69,4+3.8 1,9
MK-256 [105,1£2,5 2,1 EB-31 69,3+£3.,0 1,2
HB-221 104,3+2,7 1,2 ZEB-118 67,842,5 1,7
HB-216 [104,9+1,6 2,1 EB-3 67,8£2,3 1,0
HB-219 [103,3+£2,6 1,2 MK-265 66,0+5,3 1,5
HB-224 |98,9+1,7 1,5 [B-130 65,9+1,2 3.5
ZEB-B5 [98,3+2,6 1,8 MK-253 65,84+4,8 1,5
AZB-54 |98,1+£23 1,5 HB-222 65,7£2.6 1,1
AZB-72 196,5+3,5 2,1 A7ZB-55 65,3+1,3 1,6
AZB-76 [94,1+2,8 1,2 EB-35 64,0+2,9 1,2
IB-136 93,6+2,5 1,7 MK-251 63,6+3,8 1.4
AZB-61 |[92,7+1,9 1,9 OB-174 63,2424 1,9
OB-190 ([92,0+2,0 2,8 ZEB-106 62,92 .4 1,8
EB-25 90,7+4,1 2,5 MK-268 62,4+2,7 1,9
iB-147  [90,6+2,1 1,6 AZB-41 62,242 1,6
EB-27 90,5+2,3 1,5 AZB-45 61,9+1,2 1,1
OB-175 [90,4+2,0 1,9 AZB-52 61,310 1,8
AZB-47 (90,114 1,1 MK-247 60,7£5,0 1,8
ZEB-103 |[88,7£3,0 1,2 A7ZB-53 59,9+3,9 1,1
iB-152 88,4425 1,7 iB-137 59,8+4, 1 1,5
AZB-65 |[88,3£2.6 1,1 EB-11 57,8427 1,5
ZEB-92 | 88,7+2.3 2,1 ZEB-83 57,3+1,5 1,5
EB-30  |87.8£1,8 1,1 MK-259 [57,2+1,6 1,6
EB-5 87,5+£2,1 1,3 [B-149 56,6£1,6 1,3
AZB-57 |[87,0+£2,4 1,7 OB-187 55,8+5,1 1,1
AZB-67 |85,142,0 1,9 HB-225 [55,8+23 1,5
MK-261 |84,7+5.,8 1,2 ZEB-114 54,3+2,6 1.4
AZB-69 |[83,744,2 1,5 OB-185 54,2+1,5 1,2
IB-143 83,5+£2,2 1,9 [B-146 53,3£2.6 1,8
AZB-62 |[82,3+1,5 1,2 ZEB-113  |52,0+2,0 2,5
ZEB-109 |81,7+3,6 2,1 EB-37 51,9+1,6 3,1
HB-231 80,2+1,8 2,2 0OB-201 51,54+3,7 1,5
AZB-46 |78,6+3,3 1,9 HB-211 | 48,7+5.3 1,5
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‘ Fosfor Cézme | Fosfor ‘ gnggz Fosfor Czme
[zolatlar miktar Cozme Izolatlar . " .
(ppm) SS | indeksi miktart | Indeksi
P (ppm)= SS
HB-210 48,2+2.4 2,1 AZB-66 [40,7+1,6 1,0
[B-145  [457£2,6 1,6 AZB-58 (412424 1,6
HB-206 44,8442 2,1 AZB-56 |38,9+3,3 1,7
HB-215 |44,0+24 3,1 B-129 (37,9427 3,0
OB-171 |433+24 12 OB-192 |31,6246 (2,1
OB-200 42,5429 1.9 OB-196 |31,8+1,7 (2.2
HB-205 |42,2+1,5 2.1 OB-178 [29,141,8 |17
OB-172  |40,0£1,9 1,1 HB-213 (28,1423 |2,
OB-202 140,1+2,7 1,6 ZEB-121 [27.8+1,8 1,5
MK-254 |40,3+4,3 1,5 OB-186 [23,2+23 1,1
EB-26 40,4+4,7 1,2 0OB-203 [19,3%1,3 1,7
EB-7 40,4+2,1 3,6 EB-33  [15,7+0,9 |10

151




EK-6 (PGPR izolatlarinin BIOLOG GEN III Sisteminde Tanimlama Sonuglar1)

Program MicroLog 3/5.2.01 33
Project MLS

File Name 18.12.2015.D5E

User biolog

Instrument MicroStation 2 Reader
Instrument S/N o

Incubation Hours 23.00

Plate Number 1

Plate Type GEN Il

Pratocaol A

Izolat Mo iBA-1

[zole Edilen Yer TOPRAK

lzole Eden IDRIS BEKTAS

Tanimlayan MUSTAFA KUSEK

Tarh 18122015

Date & Time of Read Ara 18 2015 B:14 AM

Biolog 1D DB Biolog GEN 1l 2_6_1_08.15G
Result Species ID: Entercbacter cloacae ss dissolvens
Comment

Motice

Rank | PROB 3IM DIST  Organism Type Species

1 0767 0546 4076 GN-Ent Entercbacter cloacae =5 dissolvens
2 0078 0045 6266 GN-Ent Yersinia intermedia

3 0.078 0.045 G268 GN-Ent Entercbacter cloacae ss cloacae

4 0.076 0.043 6304 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

Key: <x: positive, ¥ negative, <x-- mismalched positive, x+: mismaltched negative, {x: borderline, -x less than A1 well

Well Color Values

Plate | 1 2 3 4 5 & 7 8 ] 10 11 12
A Bl {156 <203 <203 <207 <207 <208 121 { 156 <234 <231 | 205
B |=200 114 <202 <204 <212 <230 <219 <231 BB+ <234 <225 | 177
C |<203 <208 <204 <205 {127 108 { 184- <198 <200 <239 { 221 74
D |<208 <209 {124 <213 <198 <217 <217 88 <233 <236 <245 69
E 75 <206 <220 113 {183 { 182 { M2+ 112 <212 =227 <230 <257
Fo|{184 <227 <232- <228 <225 {175 <228 85 <226 <240 <380 <363
G |<212 {190 96 <217 <28 95 86 <228 {180 7§ {200 77
H g 8l 42 <195 53 112 57 <198 {154 {154 <225 | 12§

Report Date Sub 03 2016 4:23 PM
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Program

Microlog 3/5.2.01 33

Project MLS

File Mame 18.12.2015.D5E

User biolag

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument S/N ]

Incubation Hours 23.00

Plate Number 1

Plate Type GENIN

Protocol A

lzolat Mo iB6-37

[zole Edilen Yer TOPRAK

[zole Eden IDRIS BEKTAS

Tanimmlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18,12, 2015

Date & Tima of Read Ara 18 2015 815 AM

Biolog ID DB Biolog GEN 11l 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Enterobacter cloacas ss dissolvens

Comment

Matice

Rank| PROE SIM DIST  Qrganism Type Species

1 0830 0669 3993 GN-Ent Entercbacter cloacae ss dissolvens

2 0039 0023 6024 GN-Ent Entercbacter cloacae ss cloacas

3 09 0011 6482 GN-Ent Entercbacter azburiaa

4 0011 0006 6812 GMN-Ent Entercbacter kobei

Key:  <x positive, x: negalive, =x-: mismalched posilive, x+: mismatched negative, {x: borderline, -x: less than A1 well

Well Color Valuss

Plate 1 2 3 4 ] B 7 8 9 10 11 12
A g2 {161 =197 <196 <197 <203 <206 111 {177 <23 <23 | 21
B < 1% 116 <192 =197 <206 <228 <217 <227 B2+ <233 {219 {130
c <195 <182 <202 <200 115 01 {181- =193 <207 <232 { 222 04
D <201 =201 80 =212 <183 <223 <21 86 =235 <243 <246 72
E T4 =202 =229 M7 {184 [ 185 {138+ M9 <MD <246 <238 <204
F {178 <23 <228- <235 <227 [ 172 <227 88 <228 <238 <390 <358
G [=208 <210 96 =217 =< 200 92 81 =226 =19 70 {154 &8
H 106 85 ({131 <203 e {136 94 <197 {156 [ 176 { 223 81

Report Date Sub 03 2016 4:23 PM
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Program

Microlog 3/5.2.01 33

Project MLS

File Name 18,12, 2015.05E

User biolag

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument S/ 0

Incubation Hours 23.00

Plate Mumber 1

Plate Type GEN Il

Protacol A

izolat Mo IBE-6

[zole Edilen Yer TOPRAK

izole Eden IDRIS BEKTAS

Tamimlayan MUSTAFA KOSEK

Tanh 18,12.2015

Date & Time of Read fira 18 2015 8:17 AM

Biolog ID DB Biolog GEN 11 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Bacillus subtilis 55 sublilis

Comment

Notice

Rank | PROBE SIM  DIST  Organism Type Species

1 0589 0580 6051 GP-Rod-SB Bacillus subtilis g5 sublilis

2 0153 0153 6443 GP-Rod-SB Bacillus subtilis/atrophaeus

3 0107 0407 6751 GP-Rod-5B Bacillus subtilis ss spizizenil

4 0062 0.082 7227 GP-Rod-SB Bacillus licheniformis

Key: < positive, x: negative, =x-: mismaiched posiive, x+: mismaiched negative, {x: bordarline, -x: less than A1 well
Well Calor Values

Plate | 1 2 3 4 5 & 1 ] ] 10 1 12
A 145 {178 {176 {180 {177 {178 {175 {17B {164 <214 <7 {188
B [{ 170 { 182- {164 <184 | 181 { 183 148 148 18 =210 <207 { 196
C o |{176 {176 {178 { 154 138 14 150 148 151 <231 52 61
Do|{1ve {176 133 {179 {77 181 {161 | 168 &1 48 71 2]
E |{176 {174 <184 <184 <187 <200 {181 {167 { 1#™ 67 «212- 69
F {170 {175 <186- <185 { 161 145 {158+ { 172 { 166+ 51 102 71
G 133 { 166 151 <188 <187 { 153 06 <203 {183- B9 <208 <24
H [ 167 { 153 130 149 e {173 132 {173 {174 [ 188 58 70
Report Date Sub 03 2016 423 PM
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Program

Project

File Mame

User

Instrument
Inzgtrument S/N
Incukbation Hours
Plate Number
Plate Type
Protocol

izolat Mo

izole Edilen Yer
izole Eden
Tanimlayan
Tarih

Date & Time of Read

Microlog 3/5.2.01 33
MLS

18.12.2015.D5E
biolog

MicroStation 2 Reader
0

23.00

1

GEM I

A

iB7-15

TOPRAK

IDRIS BEKTAS
MUSTAFA KUSEK
18.12.2015

Ara 18 2015 8:18 AM

Biolag ID DB Biclog GEM Il 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Enterobacter cloacae ss dissolvens

Comment

Motice

Rank | PROBE 3IM DIST  Organizm Type Species

1 0811 0565 4.291 GN-Ent Entercbacter cloacae ss dissolvens

2 0142 0085 5408 GN-Ent Enterchacter cloacae ss cloacae

3 0026 0014 6509 GMN-Ent Entercbacter asburiae

4 0021 0011 B6E36  GN-Ent Entercbacter kobed

Key: <x: positive, X negative, <x-: mismalched positive, x+: mismalched negative, {x borderline, -x less than A1 well

Well Calor Values

Plate 1 2 3 4 5 ] T 8 2] 10 11 12
A 91 {168 <1896 { 188 =181 <199 < 202 118 =200 =234 =236 | 208
B {185 {140 {183 =195 {180 =226 =218 =19 B1+ =237 {222 {194
C <106 <195 <1956 <200 121 04 { 188- =182 <203 <233 { 188 | 1862
D < 201 < 199 88 =207 =191 <215 =208 o4 <224 <249 <248 76
E g2 <202 =219 126 <204 {186 { 159- 114 <210 <230 <237 =253
F {182 <213 <222- <219 =217 {176 =213 95 =221 <245 =371 =358
G < 207 < 200 97 =29 =203 92 95 =228 <197 54 | 186 57
H 116 92 {142 =194 85 { 140 97 =193 {165 { 173 { 223 107

Report Date Sub 03 2016 423 PM
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Program

Microlog 35.2.01 33

Project MLS

File Name 18.12.2015.D5E

User bialag

Instrument MicroStation 2 Reader

Inzstrument SiN 0

Incubation Hours 23.00

Plate Number 1

Plate Type GEMN I

Pratocol A

[zolat No IBT-17

izole Edilen Yer TOPRAK

izole Edan IDRIS BEKTAS

Tamimlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18,12, 2015

Date & Time of Read Ara 18 2015 8:18 AM

Biolag ID DB Biolog GEMN Il 2_6_1_08.15G

Result Species |ID: Entercbacter cloacas

Comment

Motice

Rank | FROE SIM DIST  Organizm Type Species

1 - 0.528 4765 GN-Ent Enterchacter cloacae a5 dissolvens
2 — D062 6419 GHN-Ent Entercbacter cloacae ss cloacae
3 - 0.053 G845 GMN-Ent Yarsinia intermedia

4 -— D.050 6701 GH-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

Key: < positive, x negalive, <x-: mismalched posilive, x+: mismalched negative, {x: borderling, -x: less than A1 well

Well Calor Valuas

Plate 1 2 3 4 5 6 T 8 ] 10 11 12
A TTO{ 162 {183 {185 <180 <198 <198 106 <180 <240 <232 | 206
B {179 i {183 =181 <186 <230 <219 <225 i+ <232 {208 {175
C <188 { 181 =185 =198 1 94 {175- <191 =212 <232 { 213 7
8] <205 <195 70 =G <188 <222 <218 B0 =235 <250 < 246 54
E 73 =207 =237 M2 {18 {174 {125+ 105 <218 <240 <238 <250
F { 183 =227 <«233- =231 <227 [ 160 =< 227 79 =226 <230 <3563 < 389
G =208 { 1&7 91 =220 <207 81 T4 =223 {179 52 {178 35
H 99 78 {120 =2 B3 | 125 B4 <196 {151 { 149+ { 220 63

Report Date Sub 03 2016 4:24 PM
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Program

Microlog 3/5.2.01 33

Project MLE

File Name 18.12.2015.05E

Usar biclog

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument SiM i

Incubation Hours 23.00

Plate Number 1

Plate Type GEM I

Pratocol A

[zolat No IB7-21

izole Edilen Yer TOPRAK

izole Eden IDRIS BEKTAS

Tanimlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18,12,2015

Date & Time of Read Ara 18 2015 8:19 AM

Biolag 1D OB Biolog GEN IIl 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Enterobacter cloacae ss dissolvens

Comment

Motice

Rank| PROB  SIM DIST  Organizsm Type Species

1 0903 0656 3848 GMN-Ent Entercbacter cloacae =5 dissolvens

2 0.065 0040 5531 GN-Ent Enterobacter cloacae 25 cloacae

3 0023 0013 6202 GN-Ent Entercbacter asburiae

4 0008 0005 6841 GMN-Ent Enterobacter kobed

Kay: <x: positive, x negative, <x-- mismalched positive, x+: mismalched negalive, {x: borderline, -x: less than A7 well

Waell Color Values

Plate 1 2 3 4 5 ] 7 8 ] 10 1" 12
A TroOo{ 165 =200 =201 <208 =204 =203 {123 {160 <236 =224 | 207
B { 188 120 <203 <207 <212 <224 <215 <223 Bd+ <231 =223 {160
C =201 <203 =207 <204 {135 M2 {179- <191 <205 <2356 { 221 { 156
D <195 < 207 86 =25 <196 <220 <210 90 =229 <242 <245 67
E 78 =180 <237 118 =189 {188 { 157- 121 =211 <220 <236 < 243
F {180 <221 <227- <225 <Z2H { 177 <227 B9 =228 <23 <381 <349
G < 208 <193 106 =222 <209 a0 91 =227 <192 66 { 196 63
H 28 a0 51 =197 T {126 67 <197 [ 147 {167 <227 [ 130

Report Date Sub 03 2016 4:24 PM
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Program

MicroLog 3/5.2.01 33

Project ML5

File Name 18.12.2015.D5E

User biolog

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument SIN 0

Incubation Hours 23.00

Plate Number 1

Plate Type GEN Il

Protocol A

Izolat No iB4-14

izole Edilen Yer TOPRAK

Izole Eden IDRIS BEKTAS

Tanimlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18.12.2015

Date & Time of Read Ara 18 2015 8:20 AM

Biolog ID DB Biolog GEN Il 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Enterobacter cloacae ss dissolvens
Comment

Notice

Rank | PROB SIM DIST  Organism Type Species

1 0906 0644 4101 GN-Ent Enterobacter cloacae ss dissolvens
2 0.049 0.028 5968 GN-Ent Enterobacter cloacae ss cloacae
3 0.025 0.014 6411 GN-Ent Enterobacter asburiae

4 0.020 0.011 6.541 GN-Ent Enterobacter kobei

Key: <x: positive, x: negative, <x-: mismatched positive, x+: mismatched negative, {x: borderline, -x: less than A1 well

Well Color Values

Plate 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 9 10 1 12
A 79 {168 { 184 <186 { 185 <186 <204 116 <188 <237 <232 { 205
B { 174 120 {177 <198 <197 <228 <209 <222 75+ <226 {208 { 183
Cc <187 { 182 <196 <199 108 99 {176- <186 <205 <236 { 223 43
D <191 <196 73 <207 <198 <215 <205 88 <2256 <241 <240 62
E 80 <199 <228 ({123 <187 <186 { 152 117 <210 <234 <237 <240
F <186 <218 <219- <218 <218 { 171 <219 87 <222 <241 <393 < 368
G <203 <194 103 <220 <2086 87 82 <220 <196- 47 {185 45
H 97 80 {131 <199 70 {125 83 <195 {149 ({171 {177 68

Report Date Sub 03 2016 4:24 PM
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Program

Project

File Name

User

Instrument
Instrument S/N
Incubation Hours
Plate Mumber
Plate Type
Protocol

|zolat Mo

izole Edilen Yer
izole Eden
Tammlayan
Tarih

Date & Time of Read

Microlog 3/5.2.01 33
MLS

18.12.2015.D5E
bialag

MicroStation 2 Reader
0

23.00

1

GEN I

A

iB2-15

TOPRAK

IDRIS BEKTAS
MUSTAFA KUSEK
18122015

Ara 18 2015 8:22 AM

Biolog ID DB Biolog GEN Il 2_6_1_08.15G

Result Species ID; Entercbacter cloacae ss dissolvens

Comment

Motice

Rank| PROB SIM DIST  Organism Type Species

1 0.549 0549 G669 GN-Ent Entercbacter cloacae =5 dissolvens

2 0120 0420 7.293 GN-Ent Yersinia intermedia

3 0119 0118 7304 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

4 0.041 0081 7796 GN-Ent Entercbacter cloacas ss cloacas

Kay: < positive, x negalive, =x-: mismalched positive, =+ mismalched negative, {x: borderling, -« less than A1 well

Well Calor Values

Plate 1 2 3 4 5 G T 8 9 10 1 12
A & {180 {182 <187 =187 <190 <200 106 {181 <239 =234 { 200
B {173 a7 {18 =18 =197 <226 <= 213 = 227 BB+ <230 { 214 | 166
C {181 {183 =197 =205 108 93 [ 171- =105 =200 <234 { 217 32
D < 202 =21 68 =201 =180 =220 <219 B) <235 <247 =240 46
E TS =205 =239 95 {188 {174 {121+ 99 =223 <236 <237 <236
F { 182 =223 =<235- -2+ =223 { 163 <225 T8 =23 =240 =378 =372
G < 206 < 196 87 {181 = 208 Ta T2 o= x2 {17s- 41 {18 48
H a5 w17 {188 58 {125 80 =194 | 1H 49+ [ 216 63
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Program

MicroLeg 3/5.2.01 33

Project MLS

File Mame 18.12.2015.D5E

User biclag

Instrument MicroStation 2 Reader

Inzstrument S/N ]

Incubation Hours 23.00

Plate Number 1

Plate Type GEMW Il

Protocol A

[zolat No iB1-21

izole Edilen Yer TOPRAK

izole Eden IDRIS BEKTAS

Tanimlayan MUSTAFA KOSEK

Tarih 18,12.2015

Date & Time of Read Ara 18 2015 8:23 AM

Biolog ID DB Biolog GEM Il 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Yersinia intermedia

Comment

Matice

Rank | PROB SIM DIST  Organizm Type Species

1 0.585 0585 G.E08 GN-Ent Yersinia intermedia

2 0154 D184 B8 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

3 0102 0102 T30 GN-Ent Yarsinia frederiksenil

4 0.097 0097 T.385 GN-Ent Entercbacter asburiaa

Key: < positive, ¥ negative, <x-: mismalched posilive, x+: mismatched negative, {x: borderling, -x: less than A1 wel

Well Caolor Values

Plate 1 2 3 4 5 ] T ] ] 10 11 12
A B1 {171 {179 {160 {178 <185 <189 | 13 76 =237 =227 23
B o124 T3 O{1mE {17 <23 =219 <8 7B =238 {202 {140
C {167 {177 =185 =198 119 100 <185 =<180- <203 <229 { 216- 35
n] <193 [ 181 74 =197 =101 <2086 <207 2 =226 <238 =237 57
E 78 =200 <210 116 <208 <189 { 139 118 <201 <236 <238 <235
F {181 =217 =217- =221 <217 { 170 =219 92 <221- <238 <378 =323
G < 208 - < 196 102 < 219- < 206 88 84 <228 <200 53 [ 178 47
H 101 a7 117 =<196- 71 115 82 <193 {11 {170 =222 53
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Program
Project

File Mame
User
Instrument
Inzstrument S/M

Incubation Hours

Plate Mumber
Plate Type
Protocol

izolat Mo

izole Edilen Yer

izole Eden
Tammlayan
Tarih

Date & Tima of Read

MicroLog 3/5.2.01 33
MLS

18.12.2015.D5E
biolog

MicroStation 2 Reader
0

23.00

1

GEN I

A

iB1-14

TOPRAK

IDRIS BEKTAS
MUSTAFA KUSEK
18.12.2015

Ara 18 2015 8:24 AM

Biolag ID DB Biolog GEM 111 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Enterobacter cloacas ss dissolvens

Comment

Maotice

Rank | PROEB SIM DIST  Organism Type Species

1 0729 0503 4423 GM-Ent Entercbacter cloacae 35 dissolvens

2 0108 0062 6261 GM-Ent Entercbacter cloacae ss cloacae

3 0085 0048 6488 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

4 0077 0043 6580 GN-Ent Yerzinia Intarmedia

Kay: < positive, x negative, <x-: mismalched positive, x+: mismatched negative, {x: borderling, -x: less than A1 well

Well Color Values

Plate 1 2 3 4 & £ T 8 ] 10 1" 12
A B0 { 152 {188 <192 <192 =184 <= 203 106 <188 =236 =233 | 202
B { 183 106 { 184 <198 <197 <230 =216 = 27 TP+ =230 { 207 { 153
c <190 { 184 <196 <198 102 93 {175- <106 =208 <220 { 214 50
D =203 < 200 T1 =26 <191 <223 <223 6 <230 <243 <248 39
E T =208 <232 10 {179 {181 {1289+ &3 <211 <238 <236 <28
F { 185 =228 <=236- <232 <220 {170 =224 80 =226 <240 <385 <353
G =211 =198 89 =223 <210 85 75 =221 {1 59 {180 61
H 102 80 113 = 204 52 113 71 =185 {138 { 146 { 220 T
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Program MicroLog 3/5.2.01 33

Project MLS

File Name 18.12.2015.05E

User biolag

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument SiM ]

Incubation Hours 23.00

Plate Mumber 1

Plate Typa GEM I

Protocol A

[zolat No IB1-15

izole Edilen Yer TOPRAK

izole Eden IDRIS BEKTAS

Tammlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18122015

Date & Time of Read Ara 182015 5:25 AM

Biolog ID DB Biolog GEN 11 2_6_1_08.15G

Result Species ID; Pantoea agglomerans

Comment

Motice

Rank | PROB SIM DIST  Organism Type Species

1 0862 0772 2747 GN-Ent Pantoea agglomerans

2 0036 0024 4859 GN-Ent Pantoea dispersa

3 0002 0001 B.588 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 3

4 0000 0000 B57F GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 5

Key: < positive, x negative, <x-: mismalched positive, x+: mismalched negative, {x bordarling, -x: less than A7 well

Well Color Values

Plate 1 2 3 4 5 ] 7 8 ] 10 11 12
A 86 { 143 =180 { 156 a7 101 | 163 113 B2 <236 =229 | 206
B 8 83 W06 {156 [ 164 <181 104 114 B0 =228 {191 {134
> [164- {76 {171 {177 B2 { 18B- 109 <202 <206 <235 56 33
D 106 {170 =198 <199 <187 <213 <205 1M 33 <224 =234 44
E 89 <200 <195 {138 <213 <213 <189- B9 <182 {210 {201 <227
F {174 <206 <206 <226 <226 { 172 <221 {185 <222 <231 <413 <3mM
G 66 | 162 84 =203 98 94 =196 <210 <216 43 ar 45
H 112 | 151 63 Il 3 140 38 {158 {147 {100 { 113 41

Report Date Sub 03 2016 4:24 PM
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Program

MicroLog 3/5.2.01 33

Project ML5

File Name 24,12.2015-2.D5E

User biolog

Instrument MicroStation 2 Reader
Instrument S/IN 0

Incubation Hours 20.00

Plate Number 1

Plate Type GEN Il

Protocol A

Izolat No iB8-3

izole Edilen Yer TOPRAK

Izole Eden IDRIS BEKTAS

Tanimlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 24/12/2015

Date & Time of Read Ara 24 2015 10:37 AM
Biolog 1D DB Biolog GEN Il 2_6_1_08.15G
Result Species ID: Bacillus subtilis/atrophaeus
Comment

Notice

Rank | PROB SIM  DIST

Organism Type Species

1 0575 0575 6.277
2 0111 0111 7.251
3 0.095 0.095 7.440
4 0.086 0.086 7.562

Key:  <x:positive, x: negative, <x-: mismatched positive, x+: mismatched negative, {x: borderline, -x: less than A1 well

GP-Rod-SB Bacillus subtilis/atrophaeus
GP-Rod-SB Bacillus subtilis ss subtilis
GP-Rod-SB Bacillus megaterium
GP-Rod-SB Bacillus subtilisimojavensis

Well Color Values

Plate | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 137 {174 {173 {177 {179 {175 {178 {175 { 143 <210 <211 <195
B |[{155 (173 {158 <184 (172 (178 {145 122 118 <206 { 177 { 182
C |{175 {174 {178 {144 118 131 126 139 141 <223 52 53
D |[{156 (167 135 {156 {173 (148 {152 {156 46 43 65 58
E {167 {169 <183 {169 <189 <187 {172 {163 40 60 { 187 61
Fol{176 {177 <184- {178 {151 128 { 145+{ 175-{ 145 44 95 62
G 128 (172 {148 <181 {177 {156 55 <197 <183- 53 <193 <220
H |{157 110 90 130 79 { 149 84 {173-{176- 47 45 69

Report Date
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Program MicroLog 35201 33

Project MLS

File Mame 24.12.2015-2.D5E

User bialog

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument S/N ]

Incubation Hours 20.00

Plate Mumber 1

Plate Type GEM I

Protocol A

Izolat Mo IB&-1

izole Edilen Yer TOPRAK

izole Edan IDRIS BEKTAS

Tarmmilayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 241212015

Date & Time of Read Ara 24 2015 10:36 AM

Biolog 1D DB Biokog GEMN Il 2_6_1_08.15G

Result Species |0: Bacillus subtilis/atrophasus

Comment

Matice

Rank | PROB SIM DIST  Organism Type Species

1 0.569 056% 6336 GP-Rod-SB Bacillus subtilisfatrophaeus

2 0136 013 6793 GP-Rod-5B Bacillus sublilis 25 subtilis

3 0107 0107 7.079 GP-Rod-SB Bacillus megaterium

4 0104 0104 7127 GP-Rod-SB Bacillus sublilis/mojavensis

Kay: < positive, x negative, <x-: mismalched positive, x+: mismatched negative, {x: borderling, -x: less than A1 well

Well Calor Values

Plate 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 1 12
A 167 {180 {179 [ 178 {183 {180 {183 {175 {171 <206 <214 <200
B {188 { 183- {173 {178 {182 { 182 { 169 152 121 <214 {191 { 196
> {178 { 180 { 182 { 168 150 155 { 158 149 | 164 = 225 45 35
8] {182 {179 {181 {182 {1 {182 {181 {175- 37 39 48 50
E {177 {180 =190 {187 =192 <195 { 181 {158 { 179- 46 { 187 43
F {177 {183 { 181-{ 186 { 160 147 153+ { 173 153 41 87 53
G 137 {174 {171 <192 [ 185 { 181 83 <196 ([ 178- 44 <208 <227
H { 162 151 101 143 62 { 1M 140 {175 { 172 68 {151 T

Report Date Sub 03 2016 4.26 PM
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Program

MicroLog 35,201 33

Project MLE

File Name 18.12.2015.D5E

User biolag

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument S/N ]

Incubation Hours 23.00

Plate Mumber 1

Plate Type GEN Il

Protocol A

lzolat Mo IB6-39

izole Edilen Yer TOPRAK

izole Eden IDRIS BEKTAS

Tarmlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18,12,.2015

Date & Time of Read Ara 18 2015 816 AM

Biolog 1D DB Biolog GEN 11 2_6_1_08.15G

Result Mo 1D

Comment

Notice

Rank | PROB SIM DIST  Organizsm Type Species

1 - 0.112 9740 GN-Ent Serratia proteamaculans

2 = 0.102 9870 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

3 - 0.083 10128 GN-Ent Entercbacter aerogenas (Kleb. mobilis)
4 -— 0.072 10282 GN-Ent Enterobacter cloacas ss dissolvens
Kay: <x: positive, x negative, =x-: mismalched positive, x+: mismatched negative, {x: borderling, -x: less than A1 well

Well Calor Values

Plate 1 2 3 4 5 B 7 8 ] 10 11 12
A 77 22+ =192 <1897 <1880 <194 < 205 06 | 182- <243 <229 ! 208
B = 187 17 =193 =188 <206 <225 <211 =22 80 <235 { 212 {176
C { 157 23+ <199 =197 | 115 a7 {167 <187 - < 206 < 237 | 197 o+
0 < 197 22+ T3 =200 =192 <212 =215 88 =225 <266 <228 G4
E 75 25 =230 [ 14 {177 <187 {143 { 113 =210 =241 <238 <24
F { 184 5 <227 <2 <22 (150 <227- BS <230- <240 <369 < 332
G < 210 -2 87 =214 <205 &7+ T8 =222 <185- 52 { 180 =T
H 93 84 [ 122 =200 65 { 109 83 =196 { 133 0 {216 a0
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Program

MicroLog 3/5.2.01 33

Project MLS

File Name 18.12.2015.D5E

User biolog

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument SIN 0

Incubation Hours 23.00

Plate Mumber 1

Plate Type GEMW I

Protocol A

izolat Mo iB3-20

[zole Edilen Yer TOPRAK

izole Eden IDRIS BEKTAS

Tammlayan MUSTAFA KUSEK

Tarih 18122015

Date & Tima of Read Ara 18 2015 8:21 AM

Biclog 1D DB Biglog GEM 111 2 6 1_08.5G

Result Mo 1D

Comment

Notice

Rank | PROE 3IM DIST  Organism Type Species

1 = 0137 7926 GN-Ent Yersinia intermedia

2 s 0133 7946 GM-Ent Entercbacter nimipressuralis

3 - 0108 8203 GN-Ent Pantoea agglomerans bgp 7

4 - D08 8497 GMN-Ent Kluyvera ascorbata

Key: =< positive, x negative, <x-: mismalched positive, x+: mismatched negative, {x: borderling, -x: less than A1 wall

Well Color Values

Plate 1 2 3 4 5 5 7 8 ] 10 1 12
A BE {144 {166 { 158 { 158 { 176 < 189 a3 B2 =23 <236 { 207
B { 166 79 {162 {153 {158 <230 <229 =227 B0 <220 {192 { 174
c {143 {155 { 162 =184 B0 i 68+ =182 <207 <233 <225- M
D <181 { 163 54 <206 =192 <220 <208 B =226 <246 <247 | 212
E BE <202 =233 93 <179 {170 a8 79 =3 <235 <238 <255
F { 168 <236 <228- <225 <3222 [ 143 <224 71 =<229- <237 <381 < 367
G [=210- 14+ B0 =217- <208 73 68 =224 {170 44 {145 = 236-
H a8 3 (1M 65 65 { 108 76 =188 {125 {123 { 206 43
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