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Muisir bitkisinde Bakteriyel Govde Ciiriikligii Hastaligina Dickeya sp. neden olmaktadir. Bu
calisma kapsaminda Adana ve Osmaniye illerinde misir Bakteriyel Govde Ciiriikliigii hastaliginin
saptanmasi ve biyolojik miicadele olanaklarinin aragtirilmasi amaglanmaktadir. Hastaligin yayginligi
Ceyhan, Kozan ve Kadirli ilgelerinde incelenen tarlalarda sirastyla ortalama %8, %9 ve % 40 olarak
saptanmigtir. Hastalikla bulagik tarlalarda, hastaligin yayginlik oraninin %8-15 arasinda oldugu
belirlenmistir. Dickeya sp. isimli bakteri, hasta bitkilerden izole edilmis ve geleneksel yontemler,
MALDI-TOF MS ve PCR testleri kullanilarak tanilanmistir. Patojenin toprakta varligi tespit
edilemezken sulama suyunda bulundugu saptanmistir. Hastaligin, patojen ile bulasik sulama suyuyla
musir tarlalarina bulagma riskinin oldugu bu ¢alismayla ortaya konmustur. Bu hastaligin biyolojik
miicadelesiyle ilgili calisma, 332 adet aday antagonist ile yapilmis ve in vivo kosullarda 84 adet
antagonistin Dickeya sp.’ye antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Patates dilimlerinde
yapilan yart in vivo denemelerde 84 antagonist izolatin altis1 pozitif kontrolden daha az ¢iirlime
olusturmus ve iki antagonist izolat (X77 ve OG/1-12 kodlu izolatlar) ¢iiriime gelisimini sirasiyla %
56 ve %27 oraminda baskilamustir. ki antagonist bakteri izolatintn MALDI-TOF MS analizi ile
Bacillus cinsine ait tiirler oldugu belirlenmistir. Kimyasal miicadelesi olmayan bu hastalik ile
miicadelede etkili bir bolgesel antagonistin saptanmasi biyolojik miicadele agisindan timitvar bir
sonugtur.

Anahtar Kelimeler: Misir, Bakteriyel Govde Ciiriikligii, Dickeya sp., Biyolojik kontrol.
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ABSTRACT

The causal agent bacterial microorganism Dickeya sp. causes Bacterial Stalk Rot disease on
corn plants. Within the scope of this study, it was aimed to detection of Bacterial Stalk Rot disease
of corn in Adana and Osmaniye provinces and to investigate biological control possibilities. The
prevalences of the disease in the fields examined were 8%, 9% and %40 in Ceyhan, Kozan and
Kadirli counties, respectively. The disease incidences were between 8-15% ratios in disease
contaminated fields. The suspicious bacterium Dickeya sp. isolated from diseased corn stalks, and
then identified by using traditional methods, MALDI-TOF MS and PCR tests. The pathogenic
bacterium did not detect in soil, however, the pathogen detected in irrigation water. Based on the
study, pathogen contaminated irrigation water have a risk for corn fields. The research on the
biological control of the disease was carried out with 332 candidate antagonists and it was determined
that 84 representative antagonists had antibacterial effect on Dickeya sp. in in vivo conditions. In
semi in vivo experiments on potato slices, six out of 84 antagonists caused rot on potato slicesless
than the positive control, and two antagonists (strain X77 and strain OG/1-12) suppressed rot
development by 56% and 27% ratios, respectively. Two antagonistic bacteria were identified as
Bacillus sp. by MALDI-TOF MS analysis. Because of the non effective chemical control of the
disease, having of an effective local antagonist is a promising result for biocontrol research.

Keywords: Corn, Bacterial Stalk Rot, Dickeya sp., Biological control.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi asamasinda sahip
oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢aligmay1 yonlendiren ve her tiirlii destegi esirgemeyen
saygideger danigman hocam Prof. Dr. Yesim AYSAN’ a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Yiksek lisans calismamda jiiri liyeligini kabul etme nezaketinde bulunan ve degerli
katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Mustafa MIRIK ve Dog¢. Dr. Siimer HORUZ’a tesekkiiriimii ve
saygilarimi sunarim.

Caligma siirecim boyunca bana yardimlarini esirgemeyen, ¢alismamda emegi gecen degerli
arkadaglarim, Ziraat Miihendisi Merve OKUR, Ziraat Miihendisi Omar H. ABDULRAZZAQ, Dr.
Ogr. Uyesi Benian Piar AKTEPE’ye, Survey arastirmalarimda arazi konusunda bana yardimei olan
Ziraat Mithendisi Muhammet KIROGLAN’a tesekkiir ederim.

Yaptigim arastirmalarda desteklerini esirgemeyen, dikkat etmem gereken noktalarda
bilgileriyle yonlendiren saym Dr. Raziye CETINKAYA YILDIZ’a tesekkiir ederim.

Calismalarimin istikrarli bir sekilde devam etmesi ig¢in beni tesvik eden ve her tiirli
yardimlarini esirgemeyen saygideger isverenim Ahmet Cem CELIK’e sonsuz saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans calismalarimda ve tiim egitim hayatim boyunca desteklerini benden
esirgemeyen, maddi manevi daima yanimda olan canim ablam Eylem ERDEMCI ve annem Saziye
KESER’e sabir ve desteklerinden dolayi tesekkiir ederim.

Son olarak her konuda destek¢im olan, bu siiregte de varligiyla yiikiimii hafifleten, tezimi

tamamlamam konusunda beni ylireklendiren en bilyiik sansim olan Tartk AYKUT’a tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Bugdaygiller (Poaceae) familyasinda yer alan musir (Zea mays L.) tropik, subtropik ve
tliman iklim kusaklarinda iiretilen tek yillik ve yazlik bir bitkidir. Misir bitkisinin anavatanm Orta
Amerika’da Meksika-Guatemala olup, binlerce yildir bolgenin ana iiriinii olarak yetistirilmektedir.
Kitada heniiz insan yokken musirin var oldugu arkeolojik kazilar sonucunda anlasilmistir. Kitanin
kesfinden sonra Misir bitkisi Kristof Kolomb tarafindan 1493’te Avrupa’ya getirilmis, 15. yiizyilda
buradan Kuzey Afrika yoluyla Asya’ya ve daha sonra Hindistan ve Cin gibi Uzakdogu iilkelerine
gotliriilmiistiir. Misir yoluyla tilkemize girmis ve uygun ekolojik kosullar altinda en yiiksek verimi
saglayan bitkilerden biri konumuna gelmistir (Anonim, 2022;Anonymous, 2022).

Diinya’da yetistirilen yedi farkli misir grubu iginde, at disi misir, sert misir, unlu musir, seker
misir, cin misir, mumlu misir ve kavuzlu misir yer almaktadir (Bozokalfa ve ark., 2004). Misir
tanesinin yaklasik %701 nisasta %10 u protein, %5°1 yag, %2’si seker, A vitamini ve pentozanlardan
olusmaktadir (Kirtok, 1998).

Mistr, diinya tahil tiretimi igerisindeki degerini 6zellikle son yillarda iyice arttirmistir. Diinya
Gida Organizasyonu (FAO), Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) ve Toprak Mahsulleri Ofisinin
(TMO) verileri de bunun gostergesidir (Anonim, 2022; Anonymous, 2022). Diinya musir {iretiminde
Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Cin Halk Cumhuriyeti ve Brezilya ilk ii¢ sirada yer alirken,
Tiirkiye yaklagik 691 bin ha alanda, 6.5 milyon ton musir liretimiyle 23. sirada bulunmakadir
(Anonim, 2022; Anonymous, 2022). Ulkemizde nusir iiretimi yapilan verimli topraklara sahip olan
Adana ilinde 664.187 dekar alanda ortalama 1.220 kg/da, Osmaniye ilinde ise 327.901 dekar alanda
986 kg/da verim elde edilmektedir (TUIK 2021).

Ulkemizde birinci ve ikinci iiriin olarak yilda iki kez yetistirilen, ekonomik agidan énemli
bir kiiltiir bitkisi olan misirin un, yag, tatlandirici, hayvan yemi ve islenmis gida (patlamis misir veya
haglanmis misir) gibi genis bir kullanim alani vardir. Bir¢ok biyotik faktér misir {iretiminde verim
kaybina neden olurken bunlar arasinda yer alan bakteriyel ve fungal etmenler %8.5’e ulasan verim
kayb1 ile ekonomik zarara neden olmaktadir (Oerke, 2006).

Misirda hastalik olusturan bakteriyel etmenlerden biri olan ve diinyanin en 6nemli bakteriyel
bitki patojenleri icerisinde yer alan Dickeya cinsine ait tiirler, Dickeya zeae, D. dadantii, D.
dianthicola, D. chrysanthemi, D. paradisiaca, D. solani, D. aquatica ve D. fangzhongdai olarak
siralanabilir (Samson ve ark., 2005; Parkinson ve ark., 2014; Tian ve ark., 2016).

Onemli nusir {iretim alanlar1 olan Adana ve Osmaniye illerinde iiretim alanlarinda 2021
yilina kadar bakteriyel bir hastaligin sorun oldugu bildirilmemistir. Ancak 2021 {iretim sezonunda
birkag tarlada ¢ok diisikk yayginlik oraniyla Dickeya sp.’nin neden oldugu Bakteriyel Govde
Ciuriikliigi Hastaligiyla ilgili sikayetler gelmistir. Bir sonraki yil, 2022 iiretim sezonunda ise bu
hastalik ile ilgili sikayetlerin artan bir yayginlikla devam ettigi dikkat ¢ekmistir. Bu yiiksek lisans

tezinde musirda Bakteriyel Govde Ciiriikliigii Hastaligina neden olan Dickeya sp. tlizerine



odaklanilmistir. Bu hastalik misirm kok ve govde kisimlarini hastalandirmakta ve bu bolgelerde
yumugama, c¢lriime, koti koku ve bitkilerde devrilme belirtileri olugturmaktadir (Sekil 1.1)

(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2022).
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Sekil 1.1. Bakteriyel Govde Ciiriikliigii Hastaligi
belirtileri

‘nin musir bitkilerinde olusturdugu hastalik

Bu hastalik iilkemizde ilk defa misir iiretim alanlarinda 2021 yilinda Giineydogu Anadolu
bolgesi, Diyarbakir ili, Bismil ilgesinde rapor edilmis (Caplik ve ark., 2022) ardindan Cukurova
Bolgesindeki varligr bildirilmistir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2022). Bu hastalifin ABD
(Reifschneider, 1982), Brezilya (Thind ve Payak, 1985), Japonya (Sah, 1991), Hindistan (Nishat,
2009), Pakistan (Myung ve ark., 2010), Kore (Martinez-Cisneros ve ark., 2014), Cin (Guan ve ark.,
2019), Meksika (Proki¢, 2020), Endonezya (Suriani ve ark., 2020) ve Sirbistan’da (Yanchang ve



ark., 2021) iretilen misirlarda sorun oldugu cesitli arastiricilar tarafindan farkli yillarda rapor
edilmisgtir.

Dickeya zeae, Enterobacteriaceae familyasinda yer alan gram negatif, cubuk seklinde,
genellikle 8-11 adet peritrik kamgtya sahip hareketli bir bakteri olup, boyutlar1 0.8-3.2 x 0.5-0.8 pm
(ortalama 1.8 x 0.6 pm) arasinda degisebilmektedir. Bu bakterinin King B besi yerinde non floresan
geligsme, patates yumrularinda pektolitik aktivite ve tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturma
yetenegine sahip, katalaz ve lesitinaz iiretebilen, nitrati indirgeyebilen ve 37°C’de gelisebilme
yeteneginde oldugu bildirilmistir (Myung ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2015; Kumar ve ark., 2016;
Suriani ve ark., 2021).

Patojen fitotoksik zeaminler ve ekstraseliiler enzimleri (pektinaz, proteaz, feruloyl esterez ve
seliilaz) igeren viriilenslik faktdrlerine sahiptir. Bu enzimler bitki hiicre duvarinin yikilmasina,
hiicrelerin parcalanmasina ve bitki dokusunda ¢iirlimeye neden olmaktadir (Hugouvieux-Cotte-Pattat
ve ark., 1996; Zhou ve ark., 2015).

Misirin yetistigi sicak iklim kosullarina uyum saglayan bu bakterinin optimum gelisme
sicakligt 30°C’nin iizerindedir. Patojenin enfeksiyon olusturmasinda ve hastaligin gelisiminde
yiiksek sicaklik ve neme ihtiyag duyulmaktadir. Bu hastalik etmeni tohum ve toprak kaynaklidir.
Hastaligin ilk inokulum kaynagmin da bulasik tohumlar oldugu bilinen bir gergektir. Yogun yagis
alan bolgeler, yagmurlama sistemi ile sulanan, yesil aksami tamamen 1slanan alanlar veya gol, golet
ya da yavas akan derelerden pompa ile ¢ekilen salma sulamanin kullanildigi alanlar patojenin
gelisimini tesvik etmekte ve hastalik yaygin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sah, 1991; Kumar ve ark.,
2017).

Uretim alaninda yogun sulama nedeniyle toprak iistii aksamin nemli olusu ve toprak alti
zararlilar1 varligi, etmenin tiretim alaninda kolaylikla yayilabilmesine neden olmaktadir. Dickeya
zeae’nin mustr, tiitiin, g¢eltik, muz, seker kamisi, patates, ananas, siis bitkileri (krizantem, siimbiil,
Philodendron, Brachiaria) gibi ¢ok sayida bitki tiiriinde yumusak ctiriikliik hastaligi olusturabilmesi
patojenin dnemini artirmaktadir (Jafra ve ark., 2008; Toth ve ark., 2011; Pu ve ark., 2012; Bertani ve
ark., 2013; Zhang ve ark., 2014; Martinez-Cisneros ve ark., 2014; Ramachandran ve ark., 2015;
Kumar ve ark., 2017; Hu ve ark., 2018; Yanchang ve ark., 2021).

Bu hastaligin kimyasal miicadelesinde kullanilabilecek etkin bir bitki koruma {iriinii
bulunmamaktadir. Tohum ve toprak kokenli olan bu hastalikla miicadelede ilk sart, hastaliksiz ve
sertifikali tohum kullanimi olmalidir. Hindistan’da tohumlardaki bulasiklik diizeyini azaltmak igin
kimyasal ve biyolojik tohum uygulamalar1 kullanilmistir (Kumar ve ark., 2016). Ayrica hastalik
etmeni olan bakteri toprakta uzun siire yasayabilecegi i¢in hasta bitkiler tarladan uzaklagtirilmali ve
ekim nobeti uygulanmalidir. Bakteri sulama suyuna da bulasarak farkli tarlalara ulasabileceginden
sulama suyunun temizligi de diger bir 6nemli konudur. Bakteriyel Gévde Ciirtikliigli Hastaligi etmeni
Dickeya zeae topraktaki mikrobiyal aktivitenin zayif, PGPR oranmin diisiik oldugu topraklar1 tercih
etmektedir (Kumar ve ark., 2017).



Dayaniklilik mekanizmalarini uyaran bitki aktivatorleri ile topragin mikrobiyal aktivitesini
artiran biyolojik miicadele elemanlarinin yani antagonistlerin kullanimi bitki hastaliklarinin
baskilanmasi agisindan 6nemlidir (Aktepe, 2021; Bitgen ve Mirik, 2021; Karnez ve ark., 2021).

Verilen bilgiler dogrultusunda, bu yiiksek lisans tezinde Dickeya sp.’nin neden oldugu
Bakteriyel Govde Ciiriikliigi Hastaliginin Cukurova bolgesinde misirin yogun olarak yetistirildigi
Adana ve Osmaniye illerindeki yayginlik oranlari, etmenin hasta bitkilerden, sulama suyundan ve
topraktan izolasyonu ile yasama yetenegi ve ayrica yerel antagonistlerin hastalik iizerindeki etkisi
arastirilmigtir. Bu calisma kapsaminda su, toprak ve hasta bitki 6rnekleri toplanarak patojen bakteri
izolasyonu yapilmistir. Toplanan bu o6rneklerden ayrica aday antagonist mikroorganizmalarin
(bakteri ve mayalarin) izolasyonu yapilmis ve gelecekte yapilacak biyolojik miicadele arastirmalari
icin muhafaza edilmistir. Bu calisma sonunda hastaligin bolgedeki yayginligi, sulama suyunda ve
toprakta yasama potansiyeli ve yerel antagonist mikrofloranin hastalik iizerindeki etkisi in vitro ve

yar1 in vivo denemelerle ortaya konulmustur.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Dickeya sp’nin Tamsi, Yayginhig ve Bulunusuyla ilgili Calismalar

Dickeya spp. diinyanin en 6nemli 10 bakteriyel bitki patojeninden biri olup, Dickeya zeae,
D. fangzhongdai, D. dadantii, D. solani, D. paradisiaca, D. chrysanthemi, D. aquatic ve D.
dianthicola’y1 igeren sekiz tiirden olugsmaktadir (Samson ve ark., 2005; Parkinson ve ark., 2014; Tian
ve ark., 2016).

Kumar (2017)’nin bildirdigine gore, Dickeya zeae adli bakteriyel patojen ilk defa Jones
tarafindan 1900 yilinda Bacillus sp. olarak isimlendirilmis, 1917 yilinda Winslow ve ark. tarafindan
Erwinia sp., 1953’te ise Burkholder tarafindan Erwinia chrysanthemi olarak adlandirilmistir.
Sabet’in 1954 yilinda Erwinia caratovora f. sp. zea olarak isimlendirdigi patojen, 1980 yilinda Dye
ve ark., tarafindan Erwinia chrysanthemi pv. zea olarak yeniden isimlendirilmistir. Son isimlendirme
2005 yilinda Samson ve ark., tarafindan yapilmis ve etmen Dickeya zea adin1 almistir.

Ferreira-Pinto ve ark., (1994) Portekiz’de 1991 yilinda yagmurlama sulama ile sulanan misir
tarlalarinda, yumusak c¢iiriiklik ve gdvde ciiriimesine neden olan bakteriyel bir hastalik
gozlemislerdir. Arastiricilar yapilan izolasyonlarda elde edilen bakteriyi, morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal testler ve musir bitkisindeki konukgu testlerine gore Erwinia chrysanthemi olarak
tanilamiglardir.

Askari ve ark., (2018) iran’da musirin ekonomik 6neminin gittikge arttigini, artik ana iiriin
olarak kabul edildigini ve yetistiriciliginin desteklendigini bildirmislerdir. Arastiricilar misirda govde
ciiriikliigiine neden olan hastaligin Iran’nin giineyinde musir {iretim alanlarinda %50’nin iizerinde
yayginlik gosterdigini rapor etmiglerdir. Yapilan tani testlerine (patojenite, fenotipik ve molekiiler
testler) gore patojenin Dickeya dadantii veya Dickeya zeae (sinonim Erwinia chrysanthemi pv. zeae)
ile benzerlik gosterdigini belirlemislerdir. Ek olarak yapilan biyokimyasal testlere gore iran’da musir
govde ciirtikliigl hastaligina Dickeya dadantii 'nin neden oldugunu ilk defa bildirmislerdir.

Proki¢ ve ark., (2020), Sirbistan’da musir bitkisinde govde ¢iiriikliigline neden olan bakteriyel
etmeni izole etmis ve morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve patojenite testleriyle 23
adet izolat1 Dickeya zeae olarak tanilamislardir. Bu arastirma Sirbistan’da bu hastaligin ilk raporu
niteligindedir.

Caplik ve ark., (2022) ise hastaligin ilk kez 2022 yilinda tilkemizde, Diyarbakir ilinin Bismil
ilgesinde ortaya ciktigini bildirilmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri izolatlar1 biyokimyasal,
molekiiler ve patojenite testlerine gore ile Dickeya zeae olarak tanilamiglardir. Ayni y1l patojenin
varlig1 Adana ve Osmaniye illerinde de Cetinkaya Y1ldiz ve Aysan (2022) tarafindan rapor edilmistir.
Aragtiricilar Adana ve Osmaniye illerinde musir alanlarinda saplarda su emmis goriiniim,
kahverengilesme, yumusama, ¢iirlime ve ilerleyen zamanda gévdenin yikilmasi belirtilerine neden
olan bakteriyel etmeni, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler, MALDI-TOF ve PCR testine

gore Dickeya zeae olarak tanilamiglardir.



Boluk ve ark., (2022) ABD’nin Hawai eyaletinde, Dickeya zeae’nin musir, patates, celtik,
muz, ananas, taro (kolokas, Colocasia esculenta) ve gesitli siis bitkilerinde hastalik olusturabildigini
ve iirlinde azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar single molecule real time (SMRT)
dizileme teknigini kullanarak ekonomik 6neme sahip bitkilerden olan taro ve ananastan izole edilen
Dickeya zeae izolatlarinin tiim genomlarini analiz etmislerdir. Yapilan genomik analizlerde taro
izolatinda kesikli type III (T3SS9) ve type IV (T4SS) salg1 sistemlerinin oldugunu type VI (T6SS)
salgi sisteminin ise yiiksek heterojenite gosterdigini bildirmislerdir. Arastiricilar Dickeya zeae
izolatlarinin ana viriilenslik faktorleri olarak, bitki hiicrelerinin duvar yapilarini1 bozan ekstraseliiler
enzimler ve proteaz enzimini karsilastirmiglardir. Her iki konukg¢u bitkiden elde edilen izolatlarin
proteaz, pektat liyaz ve seliilaz enzimlerini iirettigini ve izolatlar arasinda 6nemli kantitatif farklar
gbzlenmedigini bildirmislerdir. Patojenite calismalarinda taro yumrulari ile ananas yapraklarim
kullanmuslar, biitiin izolatlar taro yumrularinda ve ananas yapraklarinda yumusak ¢iiriikliik belirtileri
olusturmustur.

Jatoth ve ark., (2022) Hindistan’in giliney ve kuzey boélgelerinde ytiriittiikleri ¢aligmada
Dickeya zeae’nin misirda olusturdugu bakteriyel govde ciiriikliigii hastaliginin ekonomik anlamda
onemli oldugunu bildirmistir. Muson yagmurlarinin sik¢a goriildiigii 2019-2021 iiretim sezonunda,
Hindistan’da bes eyaleti kapsayan bir survey ¢alismas yiiriitiilmiistiir. inceleme yapilan bolgelerde
hastaligin %13.30 ile %37.93 arasinda degisen oranlarda yayginlik gosterdigi bildirilmistir. Nutrient
agar besi yerinde yapilan izolasyonlarda beyazimsi krem renkli, parlak, piiriizsiiz, ortasi kabarik ve
akigkan olmayan koloniler izole edilmistir. Elde edilen izolatlarin patojenite testlerinde, Dickeya
zeae’ya hassas oldugu bilinen CM 600 g¢esidi musir bitkileri kullanilmis ve biitlin izolatlar tipik
hastalik belirtisi olusturulmustur. Yapilan biyokimyasal testler sonucunda izolatlar nitrat indirgemesi,
H,S iiretimi sitrat kullanimi, indol, Voges Proskauer’s ve malonat kullanim testlerinde pozitif sonug
vermigler, arabinose, xylose, rhamnose, cellobiose, melibiose, sacharose, rafnos gibi karbon
kaynaklarini kullanmislardir. Arastiricilar Dickeya zeae’ya 6zgii fliC gen bdlgesini kullanarak yeni
bir primer tasarlamislar ve 230 bp’de bant olusturan izolatlar1 molekiiler olarak Dickeya zeae olarak

tanilamislardir.

Dickeya sp’nin Miicadelesine Yonelik Calismalar

Thind ve ark., (1984) Erwinia chrysanthemi pv. zeae’nin neden oldugu misirda Govde
Ciirikliigii Hastaliginin miicadelesinde antibiyotikler (streptomisin ve agrimisin), bakirli preparat
(bakir oksikloriir) ve farkli dezenfektanlarin (klor ve potasyum permanganat) etkisini
arastirmiglardir. Bu kimyasallar tek ve kombinasyon halinde yesil aksama ve topraga piiskiirtme
seklinde uygulandiklarinda, en etkili uygulamanin streptomisin antibiyotigi ile bakir oksikloriir
kombinasyonu oldugunu bildirmislerdir.

Aysan ve ark., (2003) domateste Yumusak Ciiriikliige neden olan Erwinia chrysanthemi ile

miicadelede baz1 antagonist bakterilerin biyolojik kontrol olanaklarini arastirmiglardir. Arastiricilar



Adana ve Mersin illerindeki domates bitkilerinden 71 adet aday antagonist bakteri izole etmisler ve
saks1 denemelerinde sekiz antagonist izolat hastalik gelisimini %89 ile %33 arasinda degisen
oranlarda azaltmigtir. Sera denemelerinde en etkili antagonist, hastaligi %74 oraninda baskilamistir.
Bu c¢alisma domates bakteriyel patojenlerine karsi potansiyel antagonistlerin etkinligine iligkin
Tiirkiye’de yapilan ilk aragtirma niteligindedir.

Jafra ve ark., (2008) Dickeya zeae’nin siimbiilde neden oldugu Yumusak Ciirtikliik
Hastaliginin miicadelesinde, antagonistik bakterileri kullanarak biyolojik miicadele potansiyelini
arastirmiglardir. Toplam 565 adet aday antagonistle yapilan calismada, izolatlar arasinda se¢im
yaparken antagonistik etki, siderefor iiretimi ve a¢il homoserin lakton (AHL) inaktivasyonu yoniinde
degerlendirme yapmigslardir. Denemeye alinan 565 izolatin 35 adedi Dickeya zeae’ya karst
antagonistik etki gostermis, 35 izolatin siderefor irettigi belirlenmis ve 20 izolat AHL’de
degredasyona neden olmustur. Farkli biyolojik miicadele yetenegine sahip antagonistlerin hastaligi
baskilama diizeyleri Pink Pearl ve Carnegie cesidi slimbiil bitkilerinde arastirildiginda ii¢ adet
antagonist bakteri (iki izolat Rahnella aquatilis ve bir izolat Erwinia persicinus) simbiil soganlarinda
hastalik belirtilerini 6nemli 6l¢tide azaltmistir. Bu izolatlar tohum uygulamasi olarak kullanildiginda
basariliyken, yesil aksama piiskiirtme seklinde uygulandiginda beklenen basariy1 gosterememistir.

Kumar ve ark., (2016) Hindistan nin Hoshiarpur bolgesinden izole edilen viriilensligi yiiksek
Dickeya zeae (M-13) izolatina kars1 bes kimyasal maddenin (¢amasir suyu, streptosiklin, kristosiklin,
blitox, kocide) ve bir bakteriyel antagonistin (Pseudomonas fluorescens) etkinligini in vitro ve in
vivo kosullarda arastirmiglardir. Kimyasallar 50, 100, 200, 500, 1000 ve >1000 ppm gibi farkli
konsantrasyonlarda kullanilirken, antagonist bakteri de hangi bir seyreltme yapilmadan siipernatant
kullanilmigtir. Caligmada kullanilan biitiin kimyasallar ve Pseudomonas fluorescens izolatlari
Dickeya zeae 'ya karsi etkili bulunmus, kimyasallar arasinda 100 ppm konsantrasyonda ¢amasir suyu
ile Pseudomonas fluorescens’in MP izolat1 en etkili antibakteriyel aktiviteyi gOstermistir. Tarla
kosullarinda 100 ppm dozunda ¢amasir suyu uygulamasinda hastalik siddetinde ortalama %7.13
oraninda azalma go6zlenirken, kullanilan ii¢ misir ¢esidinde (cv. Dekalb Double, Punjab Sweet Corn-
1,PMH-1) ise iirlin miktarinda artis saptanmistir. Kontrole kiyasla verim yiizdesindeki artis Dekalb
Double ¢esidinde %52.4, Punjab Sweet Corn-1 ¢esidinde % 64, PMH-1 musir ¢esidinde ise %57.9
olarak belirlenmistir.

Kumar ve ark., (2017) musirda Dickeya zeae nin neden oldugu Bakteriyel Govde Ciiriikliigi
Hastaliginin miicadelesinde bitki sira aralarinda yer alan suya klor (toz veya graniil kalsiyum klortir)
uygulamasi yapmuislar ve hastalik oranin 6nemli 6l¢iide azaldigini saptamislardir. Farkli dozlarda klor
iceren ¢ozeltilerin hastalig1 %20 ile %70 arasinda degisen oranlarda azalttigini bildirmislerdir.

Guan ve ark., (2019) Hindistan’in Kuzey ve Giiney eyaletlerinde musir bitkisinde Dickeya
zeae'nin neden oldugu Bakteriyel Govde Ciirikligi hastaliginin yaygin olarak gorildigini
bildirmislerdir. Arastiricilar antibiyotiklerin ve biyolojik miicadele elemanlarinin bu hastaliga karsi

etkinligini arastirdiklarinda, antibiyotiklerden streptomisinin ve antagonistik bakterilerden Bacillus



amyloliquefaciens DSBA-11 izolatinin basarili oldugu ve hastaligin entegre ydnetimine bu
uygulamalarin eklenmesinin faydali olabilecegini belirtmislerdir.

Li ve ark., (2020) misirda, Dickeya zeae nin neden oldugu Bakteriyel Govde Ciiriikligii
Hastaliginin biyolojik miicadelesinde Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas parafulva ve Bacillus
velezensis’in basari ile kullanilabilecegini bildirmislerdir. /n vitro denemelerde iki Pseudomonas
izolatinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirlemisler ve sera denemelerinde bu izolatlarin
hastalig1 6nemli diizeyde azalttigini saptamislardir.

Jiang ve ark., (2021) yaptiklar1 calismada kekik bitkisinin ana bilesenleri arasinda yer alan
karvakrol maddesinin Dickeya zeae’nin hiicre zar1 {izerindeki etkisini ortaya koymuslardir. Dickeya
zeae’ya karst giicli antimikrobiyal aktivite gdsteren karvakrolin Dickeya zeae ile iliskili
hastaliklarinin miicadelesinde biiyiik potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Jatoth ve ark., (2022) giiney ve kuzey Hindistan’da goriilen, Dickeya zeae’nin neden oldugu
Bakteriyel Govde Ciiriikliigii Hastaliginin miicadelesinde alt1 antibiyotik (streptomisin, tetrasiklin,
streptosiklin, kloramfenikol, rifampisin and eritromisin), iki fungusit (bakir oksiklorid ve
karbendazim) ile dort bakteriyel antagonistin (Bacillus subtilis DTBS-5, Bacillus amyloliquefaciens
DSBA-11, Pseudomonas fluorescens DTPF-3 ve Pseudomonas fluorescens DCPF-5) etkinligi in
vitro kosullarda aragtirmiglardir. Yapilan calismada streptosiklin kullanilan diger antibiyotik ve
fungusitlere gore bakteri gelisimini en iyi engelleyen uygulama olarak belirlenmistir. Antagonist
izolatlar arasinda ise Bacillus amyloliquefaciens DSBA-11 izolati, diger {i¢ antagonist izolata gore

en yiiksek inhibisyon zonunu olusturarak en etkili antagonist olarak saptanmustir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calisma Alami: Adana ili Ceyhan ve Kozan ilgelerinde ile Osmaniye Ili Kadirli ilgesinde Cizelge
3.1°de goriilen misir liretim alanlar1 ¢alisma alanini olusturmustur. Surveyler illerin toplam misir
arazilerinin en az %1 ini kapsayacak sekilde yapilmistir.

Besi Yerleri: Calismada patojen ve antagonist izolatlarin gelistilmesi ve saklanmasi i¢in King B
(Proteose peptone 20 g/It, Gliserin 10 ml/lt, K;:HPO4 1.5 g/lt, MgSO47H,O 1.5 g/lt, Agar 15 g/lt),
Nutrient Agar (Peptone from meat 5.0 g/lt; meat extract 3.0 g/lIt; agar-agar 12.0 g/lIt), Tryptic Soy
Agar (TSA) (40 gr/lt) ve Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDCA) (Yeast extract 10 g/lt,
dextrose 20 g/lt, kalsiyum karbonat 20 g/It, agar15 g/It ) besi yerleri kullanilmistir.

Alet ve Makinalar: Caligsmada steril kabin, otoklav, saf su cihazi, hassas terazi, sicak su banyosu,
erlen calkalayici, inkiibator, buzdolab ve etiiv kullanilmistir.

iklim Odas:: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde bulunan, 16:8 saat
aydinlatmali, %75 nem, 25+2°C sicaklik sartlarina sahip, klima ile 1sitilan/sogutulan iklim odasi
kosullarinda patojenite testlemeleri yapilmustir.

Bakteri Kkiiltiirii: Cetinkaya-Yildiz ve Aysan (2022) tarafindan daha 6nce tanisi yapilmis Dickeya
zeae kiltliri patojenin tanisi c¢aligsmalarinda karsilagtirma izolati olarak kullanilmistir. Gram
reaksiyon testinde, pozitif kontrol olarak Almanya’dan getirilmis ve laboratuvar Kkiiltiir
koleksiyonunda bulunan GSPB 382 kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati
kullanilmigtir. Hasta bitkiden, topraktan ve sulama suyundan izole edilen patojen ve aday antagonist

bakteri izolatlar1 da calismanin materyalinde yer almstir.

3.2. Metod
3.2.1. Misir Uretim Alanlarimin Hastahik Yoniinden incelenmesi

Cukurova Bolgesinde ilk iiriin misir yetistiriciliginde tohum ekimi subat ayinda yapilmakta
ve hasat iglemleri agustos ayinda tamamlanmaktadir. Bu yetistiricilik tarihleri géz oniine alinarak
tarla incelemelerine, 2022 yilinin nisan aymda baslanmis ve 15 giinde bir olmak iizere, ayni yilin
temmuz ayina kadar devam edilmistir. Bu tez ¢calismasi kapsaminda toplam 9 kere arazi ¢alismasi
yapilmistir. Arazi gézlemlerinde en az 50 dekar olan {iretim yerleri incelenmis ve daha kii¢iik alanlar
degerlendirmeye alinmamustir.

Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi, TUIK 2022 verilerine gore Adana ili Ceyhan ve Kozan
ilgelerinde toplam 457.854 dekar alanda musir yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu iiretim alaninin
%1.01’1ni olugturan 4.645 dekar msir iiretim alan1 Bakteriyel Gévde Ciiriikliigii Hastalig1 agisindan
incelenmistir. Benzer sekilde, diger bir dnemli musir {iretim alani olan Osmaniye ilinin Kadirli
ilgesinde 184.254 dekar alanda yetistirilen misir Giretiminin %1.29’una karsilik gelen 2.385 dekar

musir iiretim alan1 bu hastalik agisindan incelemeye alinmistir. Incelemelerde, Bora ve Karaca (1970)



tarafindan bildirildigi gibi, Adana ve Osmaniye illerinde toplam iiretim alanlarmin en az %]1’1
degerlendirilmistir. Toplam incelenen tarla sayis1 ve hasta tarla sayis1 kaydedilmistir. Hastaligin

bolgedeki yayginligi hesaplanirken, hasta tarla sayisi incelenen tarla sayisina oranlanmistir.

Cizelge 3.1. Adana ve Osmaniye illerinde misir iiretim alanlar1 ve incelenen tarlalar

Il Tige Toplam Misir Uretim Incelenen Alan Incelenen
Alam (da) (da) Tarla Sayisi
Adana Ceyhan 360.000 3.150 13
Kozan 97.854 1.495 11
Osmaniye Kadirli 184.254 2.385 10

Misir tarlasina girilmeden Once {ireticiyle sohbet edilmis ve hastaligin fotograflari
gosterilerek misir yapraklarinda sararma, kahverengilesme, govdede yumusama, nekrozlar ve kotii
koku gibi farkli tipte hastalik belirtisinin tarlalarinda bulunup bulunmadigi, hatta gegmis yillarda
goriip gormedikleri konusunda bilgi alinmistir (Sekil 3.1). Tarlalarin sulama tipi, tarlada yetisen misir
cesidi ve bir onceki sezonda yetistirdigi kiiltiir bitkileri not edilmistir. Hastaligin oldugu tarlalara
girildiginde zik zak ¢izilerek tarlanin farkli yerlerindeki bitkiler incelenmis ve tesadiifi olarak 100

bitki sayilarak hastaligin tarladaki orani (%) hesaplanmstir.

Sekil 3. . Mistr tarlalarinda yapilan incelemelerden bir gérﬁnﬁm
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3.2.2. Hasta Misir Bitkisinde, Sulama Suyunda ve Toprakta Patojen Bakterinin Varhiginin
Saptanmasi

Cukurova Bolgesinde Adana ve Osmaniye illerinde 2022 yilinin nisan ve temmuz aylari
arasinda yapilan tarla incelemelerinde, hastaligin tespit edildigi her bir tarladan en az dort adet
hastalik belirtisi gosteren hasta misir bitkisi alinmigtir. Hasta tarlalar ile o tarlaya komsu ancak
hastaligin goriilmedigi tarlalardan sulama suyu ve toprak ornekleri toplanmistir. Hasta bitkilerden
klasik bakteriyolojik yontemlerle patojen izolasyonu (Lelliott ve Stead, 1987) yapilirken, sulama
suyu ve toprak drneklerinde patojenin varli§inin saptanmasinda santrifiij yontemi (Schaad ve ark.,

2001; Czajkowski ve ark., 2015) kullanilmistir. Kullanilan yontemler asagida detayli anlatilmistir.

Hasta Bitkiden Patojen izolasyonu: Misir yapraklarinda sararma, gévdede kahverengilesme, su
emmis alanlarin olusumu, yumusama ve kotii koku belirtisine sahip, hasta musir bitkileri kokten
sokiilmiistiir. Kok bolgesi naylon torba icine alinip kok bogazindan baglanmis ve toprak
partikiillerinin yesil aksamla temas etmesi engellenmistir. Baz1 hasta bitkiler daha siddetli hastalik
belirtisi gosterdiginden, govde kismi yumusayanlar koklii alinamamis sadece kopan iist govde
ornekleri alinmistir. Bu 6rnekler kagit havluya sarilarak polietilen torbalar igerisine yerlestirilmis ve
torbalarin agzi agik birakilmistir. Her bir 6rnek etiketlenerek en kisa siirede izolasyon islemi igin
Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bé&liimii Bakteriyoloji laboratuvarina
getirilmistir. Laboratuvara getirilen hasta bitki 6rneklerinin hastalikli ve saglikli dokusunu igerecek
sekilde 2-3 mm biiyiikligiinde bitki dokular1 steril bir bistiiri yardimiyla kesilmistir. Alinan izolasyon
ornekleri kagit havlu tizerine konulmus ve %70’lik alkolle yiizeyden dezenfekte edildikten sonra
steril porselen havanlara aktarilip iyice ezilmistir. Icerisine iki ml Salin Buffer (% 0.85’lik NaCl
¢Ozeltisi) eklenip ornekler siispanse edilmistir. Steril kabinde 15-20 dakika bekletilen havanlardan
bir 6ze dolusu (10ul) alinarak TSA veya NA besi yerine ¢izgi yontemi ile ekimler yapilmistir (Lelliot
ve Stead, 1987). izolasyon petrileri 28°C’de inkiibatdrde 2-3 giin muhafaza edildikten sonra gelisen
bakteri kolonileri incelenmistir. Besi yerinde dominant olarak gelisen krem renkli ve parlak gelisen
tek koloniler secilerek TSA besi yerine saflagtirilmistir.

Sulama Suyunda Patojen Bakterinin Varhiginin Saptanmasi: Adana ve Osmaniye illerinde
sulama yapilan musir tarlalarinda iireticilerin yeralt1 su kaynaklar1 (kuyu suyu) veya kanal sularini
kullandiklar1 gézlenmistir. Incelenen tarlalarin kullandig1 sulama suyunun farkli yerlerinden alinan
su ornekleri birlestirilerek her tarlaya 6zgii toplam 500 ml su 6rnegi elde edilmistir (Sekil 3.2). Plastik
sigselerde etiketlenerek laboratuvara getirilen su drnekleri buzdolabinda muhafaza edilmistir. Direk
500 ml sudan patojen bakteri izolasyonunda basar1 oran1 az olacagindan tuzaklama yontemi olarak
santrifij kullanilarak, patojenin sulama suyunda varligi arastirilmistir (Schaad ve ark., 2001;
Czajkowski ve ark., 2015). Her bir tarlaya ait su 6rnekleri 7.000 devirde dénen bir santrifiijde 30
dakika santrifiij edilmis ve pellet toplanmistir. Elde edilen pellet bir ml salin buffer ile tekrar

sulandirilarak saglikli patates yumrularina steril bir enjektorle bulastirilmistir. Pozitif kontrol olarak
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Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan (2022) tarafindan daha dnce tanis1 yapilmis Dickeya zeae izolati, negatif
kontrol olarak steril su ayni yontemle saglikli patates yumrularina inokule edilmistir. Bulagtirilan
patates yumrulart tabanina filtre kagidi serilmis temiz bir kiivet igine yerlestirilmis ve 32°C’de
inkiibatorde 3-5 giin inkiibe edilmistir. Sulama suyundan toplanan bakteriler igerisinde, patojen
bakteri varsa patates yumrularinda inokulasyon noktasinda renk degisimi ve yumrular ikiye
kesildiginde yumugama ile kotli koku varligi yoniinden inceleme yapilmistir. Bu belirtileri gosteren

patates yumrularindan yeniden izolasyon yapilmis ve patojen bakteri izole edilip tanilanmig ise o

sulama suyunda patojen bakteri Dickeya sp.’nin varligi kanitlanmigtir.

2 & “-{. 3 B 0 e AT

kullanildig: tarlalardan su 6rneklerinin toplandigi yerler

eil 3.2. Salma sulanieimn

Topraktan Patojen Bakterinin Varh@imin Saptanmasi: Adana ve Osmaniye illerinde ziyaret
edilen 14 musir tarlasinda, misir bitkisinin kok bolgesinden 5-20 cm derinlikten toprak ornekleri
almmustir. Araziden getirilen toprak Ornekleri laboratuvarda oda isisinda 2-3 giin kurumasi
beklendikten sonra elek yardimi ile elenmistir. Toprak Orneklerinden 10 g tartilarak, 250 ml
hacmindeki steril cam siselerde 90 ml salin buffer igerisinde 2 saat ¢alkalanmistir. Her bir toprak
orneginin ¢alkalama suyu alinarak 7.000 devirde donen bir santrifiijde 30 dakika santrifiij edilmis ve
pellet toplanmistir. Elde edilen pellet bir ml salin buffer ile tekrar sulandirilarak saglikli patates
yumrularina steril bir injektorle bulagtirilmistir. Bulagtirilan patates yumrular1 tabanina filtre kagidi
serilmis temiz bir kiivet icine yerlestirilmis ve 32°C’de inkiibatérde 3-5 giin inkiibe edilmistir.
Toprak oOrneklerinde patojen bakteri varsa patates yumrularinda inokulasyon noktasinda renk
degisimi ve yumrular ikiye kesildiginde yumusama ile kotii koku varligi yoniinden inceleme

yapilmistir (Schaad ve ark., 2001; Czajkowski ve ark., 2015). Pozitif kontrol olarak Cetinkaya-Y1ldiz
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ve Aysan (2022) tarafindan daha once tanist yapilmis Dickeya zeae izolati, negatif kontrol olarak
steril su ayn1 yontemle saglikli patates yumrularina inokule edilmistir. Bu belirtileri gdsteren patates
yumrularindan yeniden izolasyon yapilmig ve patojen bakteri izole edilip tanilanmis ise o toprak
orneginde patojen bakteri Dickeya sp.’nin varligi kanitlanmigtir.

Patojen Bakteri izolatlarimn Tamisi: Hasta bitkiden, sulama suyundan ve topraktan yapilan
izolasyonlarda saflastirilan bakterilerin tanisinda gram reaksiyon, farkli besi yerlerindeki (TSA ve
King B) koloni morfolojisi, patates dilimlerinde pektolitik aktivite testi, misir bitkisinde patojenite
testi, MALDI-TOF MS analizi (Bozkurt ve Soylu, 2019) ve PCR testi (Dickeya cinsine spesifik
primer seti; Nassar, 1996) kullanilmistir.

Gram Reaksiyon: Elde edilen izolatlarin gram reaksiyonlarinin belirlenmesi i¢in taze hazirlanan
%?3’liik potasyum hidroksit soliisyonundan lam {izerine bir damla damlatilmistir. Ardindan 48 saatlik
bakteri kiiltiirleri platin 6zeyle alinarak soliisyona dairesel hareketlerle karistirilmigtir. Oze 15-20
saniye sonra yukari kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinme olustugunda sonug¢ pozitif,
bakteri ise gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990). Gram pozitif &zellikteki
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (GSPB 382) izolat1 kontrol olarak kullanilmastir.
Farkh Besi Yerlerindeki (TSA ve King B) Koloni Morfolojisi: Elde edilen izolatlar TSA ve King
B besi yerlerine ¢izildikten sonra 28 +1°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. TSA besi yerine ¢izilen
izolatlar inkiibasyondan sonra krem renkli parlak koloni gelisimine, King B besi yerine ¢izilen
izolatlar ise krem renkli non-floresan koloni gelisimine gore degerlendirilmistir (Schaad ve ark.,
2001).

Patateste Pektolitik Aktivite Testi: Fir¢alanarak temizlenen saglikli patates yumrular1 %1°lik
sodyum hipoklorit ile dezenfekte edilip steril saf ile durulanmistir. Yaklasik 1 ¢cm kalinliginda
dilimlenen patatesler nemli, steril filtre kagidi igeren steril petrilere yerlestirilmis, patates dilimlerinin
yiizeylerine 2-3 giin gelistirilen bakteri kiiltiirleri steril kiirdan ile bulastirilmistir. Petriler 28+1°C’de
2-3 giin inkiibe edildikten sonra patates dilimlerinin yiizeyinde goriilen yumusak g¢iiriiklik olusumu
pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve Schaad 1987).

Misir Bitkisinde Patojenite Testi: Pektolitik enzim iiretme yetenegine sahip oldugu belirlenen
izolatlar 24 saat TSA besi yerinde gelistirildikten sonra spektrofotometre (Aeoonm:0.2) yardimiyla 10’
hiicre/ml yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmistir. Steril enjektoér kullanmlarak Kale F1 (3-5
gercek yaprakli donemde) cesidi saglikli misir fidelerinin govdelerine 100 pl bakteri siispansiyonu
inokule edilmistir. Pozitif kontrol olarak Cetinkaya-Y1ildiz ve Aysan (2022) tarafindan daha 6nce
tams1 yapilmus Dickeya zeae izolati, negatif kontrol olarak steril su kullamilmistir. Inokule edilen
musir fideleri Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde bulunan iklim
odasinda (26+1°C sicaklik, %75 nem ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik) muhafaza edilmistir.
Bitkiler giinliik olarak incelenmis, hastalik belirtisi gosteren musir fidelerinden re izolasyonlar

yapilmistir (Schaad ve ark., 2001).
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Bakteri izolatlarmin MALDI-TOF MS Ile Tamsi: Kesin tiir tamsi Prof. Dr. Soner Soylu
danigsmanliginda MALDI-TOF (Matriks Assisted Lazer Desorption Ionization Time Of Flight Mass
Spectrometry/ Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ucus Siireli Kiitle Spektroskopi)
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kiitle spektrofotometrisi ile gergeklestirilmistir (Soylu
ve ark., 2020). MALDI-TOF MS mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan hizli ve dogru
sonu¢ veren yeni bir sistemdir. Bu yontemde mikroorganizmalarin biyokiitleleri (protein, peptid,
seker) iyonize edilmektedir. Iyonizasyondan sonra TOF tiipii icerisinde manyetiksel alandan
gecirilerek protein profilleri ortaya c¢ikarilmaktadir. Elde edilen veriler, sistemin veri tabanindaki
referanslar ile karsilastirilarak tiir bazinda tanimlanmaktadir. Teshisler sonucunda firma beyanina
gore ortaya cikan skor degerleri 2.30-3.0 araliginda ise tiir diizeyinde ¢ok yiiksek diizeyde giivenilir
olarak; 2.00-2.299 araliginda ise cins diizeyinde oldukca giivenilir, tiir diizeyinde yiiksek giivenilir
olarak; 1.70-1.999 arasinda ise cins diizeyinde giivenilir, tiir bazinda muhtemel diizeyde olarak; 1.7
degerinden asag1 olan degerler ise gilivensiz tani olarak degerlendirilir (Soylu ve ark., 2020).
Bakteri izolatlarimin PCR Testi fle Tanis:

Bakteri izolatlarinin DNA izolasyonu Genomik DNA piiriifikasyon kiti (ThermoFisher firmasi
GenelET, ABD) kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyonunda firetici firmanin 6nerdigi izolasyon
protokolii uygulanmistir. Genomik DNA’lar PCR calismalarinda kullanilmak iizere -20°C’de
muhafaza edilmistir. PCR testi ile tanilamada Nassar ve ark., (1996) tarafindan gelistirilen ve
bakterilerin pektolitik enzim tiretiminden sorumlu pel genlerini kodlayan ADE1 (5'-GAT CAG AAA
GCC CGC AGC CAG AT-3") ve ADE2 (5'-CTG TGG CCG ATC AGG ATG GTT TTG TCG TGC-
3" primer oligoniikleotidleri kullanilmigtir. PCR iiriinleri 80V elektrik akiminda yaklasik 1 saat
yiriitiilmiis ardindan transliminatérde bantlar incelenerek, fotograflanmistir (Sambrook ve ark.,

1989).

3.2.3. Biyolojik Miicadele Calismalar:

Aday Antagonistlerin Eldesi: Patojen bakteri ve antagonistin yasam yerlerinin beraber oldugu
diistincesiyle, Cukurova Bolgesinde Adana ve Osmaniye illerinde misir yetistirilen 14 adet tarladan
ve bu tarlalarin sulandig1r dokuz adet su kaynagindan toplam 23 adet 6rnek toplanmistir. Toprak
orneklerinden 10 gr ve su orneklerinden 10 ml alinip 90 ml saline buffer igceren 250 ml’lik erlen
mayerlere eklenmistir. Erlen mayer iginde bulunan ornekler 200 rpm hizla dénen bir erlen
calkalayicida iki saat oda sicakliginda calkalanmigtir. Buradan otomatik pipetle 1 ml alinarak 9 ml
salin buffer iceren cam tiiplere aktarilarak 1/10 oraninda seyreltme yapilmistir. Seyreltme islemi
toplamda 6 kez yapilmis ve her seyreltme isleminden sonra homojen dagilmasi igin tiipler tiip
karigtiricida iyice karistirilmigtir. Her bir seyreltmeden 100 pl alinip TSA besi yeri igeren petrilere
aktarilmig ve steril cam bagetle yayma yapilarak tek koloni gelisimi saglanmistir. Aday antagonist
izolasyonu amacityla yapilan bu islemde yer alan tiim petriler 25°C’de inkiibatorde iki giin inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerde gelisen koloniler 151k altinda ve biiyiitecle incelenerek
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farkli koloni morfolojisine sahip bakteri ve maya kolonileri saflastirilmistir. Benzer sekilde
saflastirma igleminde TSA besi yeri kullanilmis, ¢izimler steril 6zeyle zig zag seklinde yapilmis ve
benzer sekilde saflagtirma petrileri 28°C’de inkiibatdrde iki gilin inkiibe edilmistir. Ayrica
Bakteriyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan daha 6nceki arastirmalarda elde edilerek
aday antagonist olarak muhafazasi yapilan 95 adet izolat da ¢aligsmaya dahil edilmistir.

Aday Antagonistlerin In Vitro Kosullarda Dickeya sp.’ye Antibakteriyel Etkisi: Aday
antagonistlerin Dickeya sp. lizerine antibakteriyel etkisi in vitro kosullarda ikili kiiltiir petri
denemeleriyle arastirilmistir (Mitchell, 1992). TSA besi yerinde patojen ve aday antagonistler bir
araya getirilmis ve aralarinda etkilesim varsa engelleme alanlar1 olusmus ve basarili antagonistlerin
secimi yapilmistir. Bu amagla 48 saatlik taze gelistirilmis aday antagonist izolatlar1 TSA besi yerine
iic nokta asilama yontemi ile bulastirildiktan sonra petriler 24 saat 28°C’deki inkiibatérde gelismeye
birakilmistir. Benzer sekilde patojen bakteri Dickeya sp. TSA besi yerinde 48 saatlik gelistirildikten
sonra dansiyometre yardimiyla 107 hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu hazirlanmistir. Besi
yerinde gelismis olan aday antagonistlerin iizerine 15 cm uzakliktan el piilverizatoriiyle patojen
bakteri siispansiyonu piiskiirtiilmiistiir. Kontrol petrisi olarak, TSA besi yeri iceren bir petriye
herhangi bir aday antagonist bakteri agilamasi yapilmadan sadece patojen bakteri Dickeya sp.
piskiirtiilmiistiir. Her bir aday antagonist {i¢ tekrarli olarak denemeye alinmustir. Petriler 25°C’deki
inkiibatorde 48 saat bekletilmis ve petrilerde gelisen antagonist izolatlarin ¢api ile ¢evresinde olusan
engelleme zonlart mm olarak Olgiilerek kaydedilmistir. Daha sonra bakteri ¢ap1 ve engelleme zonu
birbirine oranlanmis ve izolatlarin “Antagonistik indeks Degerleri” belirlenmistir (Jiang ve ark.,
2015).

Aday Antagonistlerin Yar1 In Vivo Kosullarda Dickeya sp.’ye Antibakteriyel Etkisi: Aday
antagonistlerin Dickeya sp. lizerine antibakteriyel etkisi yari in vivo kosullarda petride patates
dilimleri tizerinde arastirilmistir (Aysan ve ark., 2003). Saglikli patates yumrulari énce ¢esme
suyuyla yikanip toprak partikiilleri uzaklastirilmistir. Ardindan patates yumrulart %1°lik sodyum
hipoklorit icinde iki dakika bekletilerek yilizeyden dezenfekte edilmistir. Daha sonra sodyum
hipoklorit kalintisin1 uzaklastirmak i¢in steril saf su icinde durulanmistir. Alevden gegcirilerek steril
edilmis bir bigakla patateslerin kabugu soyulmus ve patates yumrular1 enine kesilerek (yaklasik 1
cm) steril filtre kagid1 iceren petrilere yerlestirilmistir. Alevden gegirilerek steril edilmis bir mantar
delici ile patates dilimlerine minik yiizeysel bir ¢ukur ac¢ilmigtir. Cukurun dilimleri pargalamasina
miisaade edilmemistir. TSA besi yerinde 48 saat gelistirilen aday antagonist siispansiyonlar
dansiyometrede 0.80 degerine ayarlanmus (yaklasik 108 hiicre/ml) ve bu siispansiyonlardan 20’ser pl
aliip patates dilimleri tizerindeki ¢ukurlara yerlestirilmistir. Steril kabinde bir saat bekletilen patates
dilimlerine aday antagonistlerin yerlesmesi saglanmig ve ardindan taze gelistirilerek 107 hiicre/ml
yogunlugunda hazirlanan Dickeya sp. slispansiyondan 20 ul ayni ¢ukura eklenmistir. Pozitif kontrol
olarak patates dilimleri sadece Dickeya sp. siispansiyonuyla bulastirilirken, negatif kontrol olarak

sadece steril su uygulamasi yapilmistir. Patates dilimlerini igeren petriler 32°C’deki inkiibatdrde 48
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saat inkiibe edilmis ve yumusamanin miktar1 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Pozitif kontrolde meydana
gelen clirime miktar1 ortalamasi, antagonistin yumrularda meydana gelen cilirime miktar
ortalamasina oranlanarak hastaligi engelleme orant Abbott formiiliiyle (% etki) hesaplanmstir.
Uygulamalar arasindaki istatistiki farklar Anova istatistik programinda LSD ¢oklu karsilagtirma
testinde p<0.05 6nem diizeyine gore yapilmistir. Ayni istatistiki grupta yer alan uygulamalar ayni
harfle isaretlenmis ve sonuglar yorumlanmustir.

Basarili Antagonist/lerin Tanis1 ve Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi: Yar1 in vivo denemelerde
etkili bulunan antagonistlerin tanist MALDI-TOF MS yo6ntemi kullanilmistir (Soylu ve ark., 2020).
Elde edilen antagonist izolatlarin bitki patojen olup olmadiklarini saptamak icin tiitlinde asir1

duyarlilik testi yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Masir Uretim Alanlarinin Hastalik Yoniinden Incelenmesi

Cukurova Bolgesinde Adana ve Osmaniye illerinde, 2022 yilinda 642.108 dekar ekilig
alanina sahip, ilk iirlin misir yetistirilen tarlalarin 7.030 dekarlik boliimii nisan ve temmuz aylar
arasinda ziyaret edildiginde, incelenen 34 adet tarlanin altisinda Bakteriyel Govde Ciirtikligii
Hastalig1 tespit edilmistir. Bu hastalik yOniinden yapilan incelemelerde, misir tarlalarinin
%17.65’inde hastalik belirtileri tespit edilmistir. Cizelge 4.1.”de goriildiigii gibi Adana ilinin Ceyhan
ilcesinde incelenen 13 adet tarlanin birinde, Kozan il¢esinde 11 adet musir tarlasinin birinde hastalik
tespit edilirken Osmaniye ilinin Kadirli ilgesinde ziyaret edilen 10 adet tarlanin dérdiinde hastalik
saptanmistir. Misirda Bakteriyel Govde Ciiriikligi Hastaligimin Ceyhan, Kozan ve Kadirli
ilgelerindeki incelenen tarlalarda yayginlig: sirasiyla %7.69, %9.09 ve %40 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Adana ve Osmaniye illerinde Misirda Bakteriyel Govde Ciiriikliigii Hastaliginin

Yayginligi
Il Tige Incelenen Tarla Hasta Tarla Hastalhik Yayginhg
Sayisi Sayisi (%)
Adana Ceyhan 13 1 7.69
Kozan 11 1 9.09
Osmaniye Kadirli 10 4 40.00

Cizelge 4.2’de goriildiigi gibi, survey yapilan Adana ili Ceyhan ilgesinde hastalik belirtisi
gozlenen tarladaki bitkilerin %10 nun hasta oldugu, Kozan ilgesinde ise %8’inin hastalikla bulasik
oldugu belirlenmistir. Osmaniye ilinin Kadirli ilgesinde hastalikla bulasik oldugu tespit edilen dort

tarladaki hastalik orani sirasiyla %10, 11, 15 ve 13 olarak saptanmuistir.

Cizelge 4.2. Adana ve Osmaniye illerinde Misir Tarlalarinda Bakteriyel Govde Ciriikligi
Hastaliginin Orani1 (%)

Hasta Tarla iice Tarla Alani (dekar) Tarladaki Hastahk
Oram (%)
Tarla-1 Ceyhan 150 10
Tarla-2 Kozan 50 8
Tarla-3 Kadirli 125 10
Tarla-4 Kadirli 130 11
Tarla-5 Kadirli 150 15
Tarla-6 Kadirli 180 13

Masir liretim alanlarina yapilan ziyaretlerde, hasta tarlalar incelendiginde misir yapraklarinda
sararma, kahverengilesme, govdede yumusama ve ¢lirlime, bitkilerde devrilme, nekrozlar ile kotii
koku gibi farkli tipte hastalik belirtileri tespit edilmistir (Sekil 4.1A, B, C). Uretim alanlarinin

timiiniin salma sulamayla sulandifi ve bir Onceki sezonda genellikle fistik yetistirdikleri
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belirlenmistir. Misir {ireticisiyle yapilan sohbetlerin birinde bu hastaliga 2015 yilinda Adana’nin

Yiiregir ilgesinde rastlandigi bildirilmistir.
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Sekil 4.1 Misir bitkisinde Dickeya s.’in olusturdugu hastalik belirtileri; (VA) Misir bitkisinde
nekroz, govde ciiriimesi ve yapraklarda sararma belirtileri. (B) Misir bitkisinde devrilme
ve yapraklarda kahverengilesme. (C) Kok igerisinde ¢iirlime ve renk degisimi

Dickeya zeae adli bakteriyel patojen misirda, geltikte (Liu ve Wang, 2004), muzda (Zhang
ve ark., 2014) ve siis bitkilerinde (Jafra ve ark., 2009; Hu ve ark., 2018) Yumusak Ciiriikliik
Hastaligina neden olmaktadir. Bu hastalik Asya, Amerika, Avustralya, Afrika ve Avrupa kitalarinda
yetistirilen 22 farklt monokotiledonlu ve 24 farkli dikotiledonlu bitkide gozlenmistir (Hu ve ark.,
2018). Dickeya zeae Asya kitasinda yer alan uzak dogu iilkelerinde genellikle monokotiledonlu
bitkileri hastalandirmaktadir. Dickeya zeae’nin musir bitkilerinde neden oldugu Goévde Ciiriikligi
Hastaligt ABD, Brezilya, Cin, Fransa, Hindistan, Iran, 1talya, Japonya, Kore, Kiiba Meksika, Misr,
Senegal ve Tayland’da varligi farkli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Li ve ark., 2020). Son
yillarda bu hastaligin musir, celtik ve muzda c¢ok biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugu
bilinmektedir. Dickeya zeae’nin geltikte neden oldugu hastalik Cin’in giineyinde %10-30 arasinda
degisen oranlarda verim kayiplarina sebep oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2020). Yine Cin’de muz
yetistirilen plantasyonlarda hastaligin yayginliginin %20 ile %70 arasinda oldugu saptanmis ve
2010-2012 yillann arasinda Guangzhou’daki muz alanlarindaki hastalik oranmnin %90 oldugu
belirlenmistir (Zhang ve ark., 2014; Lin ve ark., 2010). Hindistan’da 2019-2021 yillar1 arasinda
misirda bu hastaligin %13 -38 bulunus oranina sahip oldugu rapor edilmistir (Jatoth ve ark., 2022).
Bu yiiksek lisans tezinde elde edilen verilere gore, misirda Dickeya sp.’nin neden oldugu Bakteriyel
Govde Ciiriikligi Hastaliginin Cukurova Bolgesinde ¢ok yaygin olmadigi, ayrica hasta tarlalardaki
bulasiklik oraninin da ¢ok fazla olmadig1 saptanmistir. Bu hastaliga neden olan patojen bakteri sicagi
seven ve optimum gelisim sicakligi 30°C’nin iizerinde olan bir tiirdiir (Czajkowski ve ark., 2015;
Kumar ve ark., 2017) ve kiiresel iklim degisikliklerine bagli olarak bolgemizde sicaklik artis1 olursa

bu tiirlin kolaylikla yayilabilecegi diisiiniilmektedir. Cukurova Boélgesi hem sicak hem de nemli bir
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bolge olmasi nedeniyle sicagi seven bakteriler kolaylikla bu alanlara yerlesip, hastalik yapma

yeteneginde olabilirler.

4.2. Hasta Misir Bitkisinde, Sulama Suyunda ve Toprakta Patojen Bakterinin Varhigimin
Saptanmasi

Cukurova Bolgesinde Adana ve Osmaniye illerinde, 2022 yilinin nisan ve temmuz aylari
arasinda yapilan musir tarlalarindaki incelemelerde, alti1 adet hasta tarladan toplam 24 hasta bitki
toplanmig ve yapilan izolasyonlarda 72 adet bakteri izolati saflastirilmigtir. Bakteri izolatlarinin tiimii
King B besi yerinde non-floseran tipte kolonilere sahipken, TSA ve NA besi yerinde krem renkli,
parlak ve yuvarlak koloniler olugturmuslardir. KOH ile yapilan gram reaksiyon testinde izolatlarin
timiiniin gram negatif bakteriler oldugu belirlenmis ve izolatlarin tiimii patates dilimlerinde
yumusamaya neden olarak pektolitik aktivite testi pozitif olarak bulunmustur. Saksida yetistirilen
musir fidelerinde yapilan patojenite testinde izolatlarin tlimii inokulasyon noktasinda renk degisimine
ve yumusak cliriikliige neden olmustur. Secilen bir adet izolat ile yapilan MALDI-TOF MS ile tan1
testinde ise musir izolatt 2.025 skor degerleriyle (Ek 1’de sunulmustur) Dickeya sp. olarak
tanilanmustir. Ayrica, Sekil 4.2°de goriildiigii gibi, Dickeya cinsine spesifik ADE1 ve ADE2 primer
setiyle yapilan PCR testinde segilen alt1 izolat 420 bp biiytikliikte bant olusturarak Dickeya sp. olarak

tanilanmiglardir.

Sekil 4.2. ADE1 ve ADE2 primerleri kullanilarak yapilan PCR igleminde olusan bantlar. M: 100 bp
DNA ladder; 1. cukur: Pozitif Kontrol; 2-7. ¢ukur: Altt musir tarlasindan elde edilen
izolatlar; 8.cukur: Negatif Kontrol

Cizelge 4.3 te goriildiigii gibi, hasta musir tarlalar1 ve onlarin yakinindaki tarlalarin sulandigi

su kaynaklarindan alinan, dokuz su 6regindeki bakteriler santrifiijlenerek pellet haline getirilmis ve
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patates yumrularina bulastirildiginda yumrularin tamaminda inokulasyon noktasinda renk degisimi

ve yumusak ciirtikliik belirtileri saptanmigtir (Sekil 4.3). Yumusak ciiriikliik belirtisinin varligi su

orneklerinde patojen bakteri Dickeya sp.’nin varligi kanitlanmaktadir. Pozitif kontrol olarak

Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan (2022) tarafindan daha 6nce tanis1 yapilmis Dickeya zeae izolati patates

yumrularina ayn1 yontemle inokule edildiginde, yumusak c¢iiriikliik belirtileri gézlenmistir. Negatif

kontrol olarak steril suyla bulastirilmis yumrularda herhangi bir ¢iiriime veya yumusak ¢iiriikliik

belirtisi olmamistir. Yumusama belirtileri gdsteren patates yumrularindan yeniden izolasyon yapilip

elde edilen dokuz izolatla PCR ¢aligmalar1 yapilmig ve sulama suyunda patojen bakteri Dickeya

sp.’nin varhigr teyit edilmistir. Sonu¢ olarak patojenin saglikli tarlalara yayilmasinda salma

sulamanin énemli bir rol oynadigi yapilan bu aragtirmayla ortaya konmustur.

Cizelge 4.3. Misir tarlalarinin sulandig1 kaynaklardan toplanan su ornekleri ve patojenle bulasiklik

durumu

Su . Hastahk . . Patojeni

Ornekleri L Durumu pulamadipt Sapt;ma

Su-1 Ceyhan Hasta tarla IIki yagmurlama sonra salma +
sulama

Su-2 Kozan Hasta tarla Ilki yagmurlama sonra salma +
sulama

Su-3 Kozan Saglikl tarla Salma sulama +

Su-4 Kozan Saglikli tarla Salma sulama +

Su-5 Kozan Saglikli tarla Salma sulama +

Su-6 Kozan Saglikl tarla Salma sulama +

Su-7 Kadirli Hasta tarla Ilki yagmurlama sonra salma +
sulama

Su-8 Kadirli Hasta tarla fIki yagmurlama sonra salma +
sulama

Su-9 Kadirli Saglikli tarla Salma sulama +

Sekil 4.3. Sulama suyundan elde edilen bakterilerin patates yumrularinda meydana getirdigi ¢iiriikliik

Adana ve Osmaniye illerinde ziyaret edilen 14 adet misir tarlasinda, misir bitkisinin kdk

bolgesinden 5-20 cm derinlikten alinan toprak drneklerinden elde edilen pellet patates yumrularina
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bulastirildiginda yumrularin higbirinde hastalik belirtisi tespit edilmemistir. Sadece pozitif kontrol
uygulamasinda, yumrularda c¢ilirlime ve yumusak ¢iiriiklik belirtisi gozlenmistir. Cizelge 4.4’te

goriildiigii gibi, 14 adet toprak 6rneginin hi¢birinde Dickeya sp.’nin varligi saptanmamustir.

Cizelge 4.4. Misir tarlalarindan alinan toprak 6rnekleri ve patojenle bulagiklik durumu

Toprak Ornekleri  ilce Alan (da) Hastalik Durumu  Patojeni Saptama
Toprak-1 Ceyhan 150 Hasta tarla -
Toprak-2 Kozan 140 Saglikli tarla -
Toprak-3 Kozan 170 Saglikli tarla -
Toprak-4 Kozan 50 Saglikli tarla -
Toprak-5 Kozan 120 Saglikli tarla -
Toprak-6 Kozan 50 Hasta tarla -
Toprak-7 Kozan 200 Saglikli tarla -
Toprak-8 Kozan 80 Saglikli tarla -
Toprak-9 Kozan 90 Saglikli tarla -
Toprak-10 Kadirli 125 Hasta tarla -
Toprak-11 Kadirli 150 Hasta tarla -
Toprak-12 Kadirli 180 Hasta tarla -
Toprak-13 Kadirli 130 Hasta tarla -
Toprak-14 Kadirli 100 Saglikli tarla -

Pectobacterium ve Dickeya cinsi iginde yer alan, farkli konukg¢u bitkilerde yumusak
cliriikliik hastaliklarina neden olan patojenik bakteriyel tiirler, uygun olmayan mevsimleri asarken
hayatta kalmalar1 ortamdaki sicaklik, nem ve pH’a baglhdir. Bu patojenler, bir sonraki {iretim
mevsimine kadar toprakta oldukca az popiilasyonda yasarken, hasat sonrasi tarlada kalan bitki
artiklarinda ve yabanci otlar iizerinde daha uzun siire yasama yetenegindedir (Perombelon ve
Kelman, 1980). Topragin olduk¢a zengin bir mikrobiyal popiilasyon oldugu diisiiniildiigiinde,
toprakta diisik popiilasyonda bulunan bu patojenik tiirlerin yasamina, topraktaki antagonist
mikroorganizmalarin etkisi de s6z konusudur. Bu nedenlerle, toprakta diisiikk popiilasyonda bulunan
Pectobacterium ve Dickeya cinsi i¢inde yer alan patojenik bakteri popiilasyonunu saptamak oldukca
zordur (Czajkowski ve ark., 2012). Toprak 6rneklerinde patojen bakterilerin varligi saptanirken
sadece steril su icinde birkag saat ¢calkalamak yeterli olmayacaktir. Bu karigik popiilasyon igerisinde
Pectobacterium ve Dickeya cinsinin popiilasyonunu artirmak i¢in zenginlestirilme islemi
gerceklestirilerek, besi yerine ekimden dnce santrifiijleme yaparak bakterileri toplamak (Perombelon
ve van der Wolf, 2002) ve ardindan toplanan bakterilerin patates yumrusu gibi duyarli bitki
organlarina inokule ederek tuzaklama yontemini tercih etmek basar1 sansini artiracaktir (Czajkowski
ve ark., 2012). Topraktaki yasamin aksine, Pectobacterium ve Dickeya cinsi iginde yer alan patojenik
bakterilerin steril suda 200 giin yasayabilirken (Cother ve Gilbert, 1990), {iretim alanindaki ylizey
sularinda da yasamini devam ettirdigi farkli arastirmalarda saptanmistir (Quinn ve ark., 1980).
Yapilan onceki ¢aligmalar 15181inda, bu yliksek lisans calismasinda patojenin toprakta ve sulama
suyunda varligin1 belirlerken santrifiij kullanilarak zenginlestirme islemi yapilarak tuzaklama

yontemi kullanildiginda basarili veriler elde edilmistir. Uretim déneminde heniiz hastalik belirtisi
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gostermeyen ancak patojenle epifitik veya latent olarak bulasik bulunan bitki artiklari, sulama suyuna
veya yilizey sularina bulastiginda, patojen bakteriler kolaylikla bu suyla sulanan tarlalara

bulasabilmektedir (Cappaert ve ark., 1988; Czajkowski ve ark., 2012).

4.3. Biyolojik Miicadele Calismalari

Aday Antagonistlerin Eldesi: Cukurova Bolgesinde Adana ve Osmaniye illerinde misir yetistirilen
14 adet tarladan ve bu tarlalarin sulandigi dokuz adet su kaynagindan yapilan aday antagonist
izolasyonu calismasi sonucu, 100 adet bakteri ile 137 adet maya izolati saflastirilmistir. Ayrica
Bakteriyoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda yer alan 95 adet izolat da ¢alismaya dahil
edildiginde, toplamda 332 adet aday antagonist bu arastirmada yer almistur.

Aday Antagonistlerin In Vitro Kosullarda Dickeya sp.’ye Antibakteriyel Etkisi: Aday
antagonistlerin Dickeya sp. lizerine antibakteriyel etkisi in vitro kosullarda, ikili kiiltiir petri
denemeleriyle arastirildiginda, 332 adet aday antagonistin 84 adedinin Dickeya sp.’ye antibakteriyel
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4). In vitro sartlarda antibakteriyel ozellikteki 84
antagonistin tiimii bakteri izolatlarindan olusmaktadir. Patojen gelisimini petride engelleyen basarili
izotlarm 11.7-50 arasinda de@isen Antagonistik Indeks Degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.
Patojene kars etkili olan antagonistlerin olusturduklari engelleme alanlar ve indeks degerleri Ek-
2’de gizelge olarak sunulmustur. Antagonist izolatlarin 65 adeti 11.7-29.2 arasinda degisen indeks
degerine sahipken, 19 adetinin 30-50 arasinda degisen indeks degerine sahip oldugu belirlenmistir.
Aday Antagonistlerin Yar1 In Vivo Kosullarda Dickeya sp.’ye Antibakteriyel Etkisi: Cizelge
4.5’te goriildiigi gibi, Dickeya sp.’ye antibakteriyel etkiye sahip 84 adet antagonistin etkisi yar1 in
vivo kosullarda petride patates dilimleri lizerinde arastirildiginda, sadece 6 adetinin patates
dilimlerinde ¢ilirimeyi %4 ile %56 arasinda degisen oranlarda azalttigi belirlenmistir (Sekil 4.5).
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde X77 ve OG/1-12 kodlu antagonistler patates dilimlerinde

cliriimeyi baskilamada basarili olmustur.

Osmaniye ilinin Kadirli ilgesinde musir yetistirilen ve hastaligin gézlendigi tarla topragindan
izole edilen X77 kodlu antagonist bakteri, Dickeya sp.’nin patates dilimlerinde olusturdugu yumusak
¢lirikliigii %55.77 oraninda baskilayan en basarili antagonist olmustur. Istatistiksel olarak da
incelendiginde bu izolat tek basina ayr1 bir grubu olusturmustur. X77 kodlu bu antagonistin in vitro
petri denemelerindeki antagonistik indeks degeri 2.73 ile orta diizeyde basarili bulunmustur. Bu
durum in vitro ve in vivo denemelerde farklilik olabileceginin gostergesidir. Daha 6nce yapilan pek
cok calismada da benzer durumlar kaydedilmistir (Aysan ve ark., 2003). Bu durumdan dolay1 aday
antagonistlerin se¢ciminde sadece petri denemeleri yerine, yari in vivo denemeler ardindan sera veya
tarla ¢alismalarmin yapilmasi gereklidir. MALDI TOF MS ile yapilan tiir tanisinda en basarili

antagonist olan X77 kodlu bakteri izolati, Bacillus amyloliquefaciens olarak tanilanmistir (Ek 1).
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X77 kodlu bakteri izolat1 tiitiinde yapilan asir1 duyarlilik testinde negatif sonug vermis ve patojenik

ozellige sahip olmadigi teyit edilmistir.

Cizelge 4.5. Patates dilimlerinde Dickeya sp.’nin neden oldugu ¢iirlimeye antagonistlerin etkisi
Patates Dilimlerinde Ciiriime Capi (mm)

Uygulamalar 1. 2. 3. 4. Ortalama Etki (%)
Tekrar Tekrar Tekrar Tekrar

X717 5.00 6.00 6.00 6.00 5.75%%* 55.77

0G/1-12 6.00 7.00 12.00 13.00 9.50° 26.92

MZ12 9.00 10.00 10.00 11.00 10.00% 23.08

AY-10 8.00 9.00 10.00 15.00 10.50% 19.23

X91 10.00 11.00 13.00 14.00 12.00 7.69

YL-4-3 8.00 12.00 14.00 16.00 12.50% 3.85

Pozitif Kontrol 12.00 14.00 13.00 13.00 13.00? -

Negatif Kontrol 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -

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

Diger bir etkili antagonist olan, Cukurova Universitesi Bakteriyoloji laboratuvari kiiltiir
koleksiyonunda bulunan Bacillus sp. olarak tanilanmig OG/1-12 kodlu izolat, bu hastalig1 %26.92
oraninda engellemis ve istatistiksel olarak ayr1 bir grupta yer almistir. Bu izolat Ziraat Yiiksek
Miihendisi Ozgiir Giildogan’in yiiksek lisans ¢aligmasi kapsaminda Mersin’in Erdemli ilgesinde
domates yetistirilen alanlardan izole edilmistir (Giildogan, 2022). OG/1-12 kodlu bu izolat, in vitro
petri denemelerinde 50 mm’lik antagonistik indeks degeriyle Dickeya sp.’nin gelisimini en iyi
baskilayan antagonistken, yar1 in vivo denemelerde patates dilimlerindeki ¢iirlimeyi en iyi engelleyen
izolat olamamistir. Benzer sekilde in vitro ve in vivo denemelerdeki farklilik bir kez daha ortaya
¢ikmustir.

Denemeye alinan diger dort izolat (MZ12, AY-10, X91 ve YL-4-3) istatistiksel olarak pozitif

kontrolle ayn1 grupta yer aldigindan etkisiz izolatlar olarak degerlendirilmistir.

23



Sekil 4.4. Dickeya sp.’ye karsi antibakteriyel etkiye sahip antagonistlerin olusturdugu engelleme
alanlar1
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Sekil 4.5. Dickeya sp.’nin patateé dilimlerinde olusturdugu g:iime (solda) antibakteriyel etkiye sahip
X77 kodlu antagonistin ¢iiriimeyi engelleme yetenegi (sagda)

Adana ilinin Ceyhan ilcesi, Yalak koylinde biber yetistirilen tarla topragindan Ziraat Yiiksek
Miihendisi irem Buse Tiimen’in yiiksek lisans ¢alismasi kapsaminda izole edilen, YL-4-3 kodlu
izolat in vitro petri denememelerinde 2.63 antagonistik indeks degeriyle Dickeya sp.’nin gelisimini
baskilarken, yari in vivo denemelerde patates dilimlerinde yumusak ciirtikliigii yeterli diizeyde
engelleyememistir (Cizelge 4.6). Cukurova Universitesi Bakteriyoloji laboratuvar: Kkiiltiir
koleksiyonunda bulunan bu izolat biberde Bakteriyel Leke Hastaligini ve domateste Bakteriyel
Benek Hastaligin1 engellemede basar1 gosteren bir Bacillus subtilis izolatidir.

Bitki hastaliklarinin yonetiminde, sentetik kimyasallarin kullanimina en iyi alternatif, gevre
dostu olan biyolojik miicadeledir (Emmert ve Handelsman, 1999). Diger bakteriyel hastaliklarda
oldugu gibi yumusak ¢iiriikliik hastaliklarinda da temel strateji bakteriyel, fungal veya viral
(bakteriyofaj) antagonistleri kullanarak, bitkinin dayaniklik mekanizmasini harekete gegirmek, bitki
patojenlerinin  bir araya gelerek koloni olusturmasini engellemek veya antagonist

mikroorganizmalarin iirettigi antimikrobiyal maddelerle patojen bakteri popiilasyonunu azaltmaktir

24



(Czajkowski ve ark., 2015). Daha once yapilan pek ¢ok calismada, petri denemelerinde Dickeya
tiirlerinin  gelisiminin baskilandig1 gosterilmistir. Ornegin Serratia plymuthica A30 antagonist
izolatryla muamele edilen patates yumrularinda depo kosullarinda Dickeya solani’nin neden oldugu
yumru ¢iirikliigiinde azalma saglanmistir (Hadizadeh ve ark., 2019). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
tek bir antagonist yerine farkli antagonistlerin karistirilarak uygulanmasinin hastaligi daha fazla
baskiladigin1 bildirmektedir (Krzyzanowska ve ark., 2019; Li ve ark., 2020). Ornegin Dickeya
zeae’nin biyolojik miicadelesinde ti¢ farkli antagonist bakteri (Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas parafulva ve Bacillus velezensis) karisim halinde basariyla kullanilmistir (Li ve ark.,

2020).

Cizelge 4.6. Basaril1 antagonistlerin in vitro ve yar1 in vivo deneme sonuglari

Antagonistik Patates Dilimlerinde .
Uygulamalar indel%s Degeri  Ciiriime Capi (mm) Etki (%)
X77(Bacillus 2.73 5.75%" 55.77
amyloliquefaciens)
OG/1-12 (Bacillus sp.) 5.00 9.50° 26.92
MZ12 3.33 10.00% 23.08
AY-10 2.71 10.50% 19.23
X91 3.60 12.00% 7.69
YL-4-3 2.63 12.50% 3.85
Pozitif Kontrol - 13.00* -
Negatif Kontrol - 0.00 -

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

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda yapilan c¢aligmada, antagonistler karigim halinde
uygulanmasa hatta sadece bir etki mekanizmasi ile se¢cim yapilmis olsada Bacillus amyloliquefaciens
X77 adl1 antagonist izolat %56°lik engelleme oraniyla en etkili antagonist olarak saptanmistir. Chen
ve ark., (2019)’nin yaptig1 arastirmada Dickeya chrysanthemi’ye karsi ayni antagonist bakteri tiirii
olan Bacillus amyloliquefaciens, benzer sekilde olduk¢a etkili bulunmustur. Bacillus
amyloliquefaciens adl1 antagonist tiir, “Fengycin, Surfactins, Bacillomycin D, Ituin A, Bacillaene,
Difficidin, Macrolactin ve Bacilysin” adi verilen antimikrobiyal maddeler {ireterek patojen
mikroorganizmalarin gelisimini sinirlandirmaktadir (Luo ve ark., 2022).

Genel olarak Bacillus cinsine ait bakteri tiirleri toprakta ve bitki ylizeyinde baskin olarak
bulunan mikroorganizmalardir ve son yillarda pek ¢ok bitki hastaliginin biyolojik miicadelesinde
etkin olarak kullanilmaktadirlar (Chen ve ark, 2003). Bu cins iginde yer alan Bacillus
amyloliquefaciens adli antagonist tiir hem biyolojik giibre hem de basarili bir biyokontrol etmeni
olarak bilinmektedir (Chowdhury ve ark., 2015; Luo ve ark., 2022). Bu bakteri tiirii topraktaki azot,
fosfor ve potasyumu bitkinin alabilecegi forma doniistiirerek, biiyiime hormonu olan indol asetik asit
sentezleyerek bitki biiylimesine ve buna bagl olarak verime katki saglamaktadir. Bu yetenegine ek

olarak topraktaki mikrobiyal topluluga etki ederek topraktaki diger mikroorganizmalarin
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popiilasyonunu bitki biiyiimesi lehine degistirebilir. Uciincii bir yetenegi de salgiladig1 hormonlar ve
ucucu bilesiklerle bitki koklerinin daha iyi gelismesini saglamasidir. Dordiincli yetenegi olan
biyolojik miicadele konusunda ise, toprakta yasayan patojen popiilasyonunu azaltarak bitkiyi toprak
kokenli hastaliklara karsi korur (Luo ve ark., 2022). Bu aragtirma kapsaminda hastaligin saptandigi
musir tarla topragindan izole edilen Bacillus amyloliquefaciens X77 adli antagonist izolat, yerel bir
antagonist olmasi nedeniyle olduke¢a kiymetlidir ve iilkemiz ekolojik kosullarinda yasamaya adapte
olmus bir izolattir. Ulkemizde ilk defa yapilan bu arastirmada, antagonist bakteri Bacillus
amyloliquefaciens X77’nin, misirda Dickeya sp.’nin neden oldugu yumusak ¢iiriikliige etkisi ortaya
konmustur. Gelecekte yapilacak caligmalarda, en basarili antagonist olarak saptanan X77 kodlu

Bacillus amyloliquefaciens izolat1 ile ilgili daha detayli arastirmalar yapilmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda elde edilen veriler kiiresel 1sinmanin artmasiyla, yiiksek
sicakliklarda gelisebilme yeteneginde olan patojenlerin bdlgemize adapte olma potasiyelinin
olustuguna isaret etmektedir. Misirda Bakteriyel Govde Ciiriikligii Hastaligina neden olan Dickeya
zeae, 30°C’nin iistiinde iyi gelisebilme 6zelligine sahip bir bakteridir. Gegmis yillarda bolgemizde
goriilmeyen veya {reticilerimizin dikkatini ¢ekmeyecek diizeylerde olan Bakteriyel Govde
Ciiriikliigii hastalig1 son iki yilda fark edilir hale gelmistir. Patojenin sulama suyundan elde edilmesi,
ozellikle sulama islemi esnasinda tarlalar arasinda su gecisinin hastaligin yayilmasinda potansiyel
bir faktor olabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica yapilan arazi incelemelerinde misir bitkisinin
govdesinde, toprak seviyesinin 10-15 cm iistiinden baslayan yumusama/ciiriime belirtilerinin
gbzlenmesi etmenin yagmurlama sulama ile c¢evredeki bitkilere yayildigina isaret etmektedir.
Ureticilerimizin sulama isleminde damlama sulama uygulamasina gecmesi hastaligin yayilmasim
sinirlandirmak acisindan 6nemlidir. Hastalik ile miicadelede etkili bir bolgesel antagonistin
saptanmasi biyolojik miicadele i¢in iimitvar bir sonugtur. Dickeya sp’nin mikrobiyal faaliyetlerin az
oldugu topraklarda daha yogun olarak gozlenmektedir. Bu nedenle ilerleyen zamanda yapilacak
calismalarda hem patojenle miicadele edebilen, hemde topragin mikrobiyal aktivitesini artirmada rol
oynayan ‘Bitki Gelisimini Artiran Rizobakterilerin’de etkinliginin aragtirilmast Oncelikli

konularimiz arasindadir.
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Ek 1. MZ1 Kodlu Patojen izolatin MALDI TOF MS Sonucu

Analytel ~Bruker Logo
Analyte Name: F§
Analyte Description:
Analyte ID: MZ1
Analyte Creation Date/Ttme: 2023-06-02T14:05:41.505
Applied MSP Library(ies)
Applied Taxonomy Tree: Projects. Bruker Taxonomy, Taxonomy
Rank Score NCBI
(Quality) Rlathedbet o Value Identifier
(+1+) CFBP-2052-Dickeya zeae_20161107 - 100134258
(i) CFBP-1246-Dickeya dieffenbachia 20161107 1.868 100134258
( i ) Dickeya dadantii DSM 18020T HAM 1.764 204038
(i‘) Enterobacter cloacae 20105_2 CHB 350
(? ) Dickeya zeae DSM 18068T HAM 204042
(?) Dickeya solani_20171205 100134258
( f ) Enterobacter cloacae 13159_1 CHB 350
( ?) Enterobacter cloacae MB11506_1 CHB 350
(?) Salmonella sp (enterica st Anatum) 11 LAL 58712
(170) Enterobacter hormaeche ssp hormaechei DSM 12409T DSM 301105
Meaning of Score Values
Range Description Symbols Color
2.300 _.. 3.000 (+++) green
2.000 . 2.299 (++) green
1.700 ... 1.999 probable genus identification (+) vellow
0.000 ... 1.699 -) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Description
A Species Consistency: The best match was classified as ‘green’ (see above). Further 'green’ matches are of the same species as the first one. Further 'vellow’ matches are at
least of the same genus as the first one.
B Genus Consistency: The best match was classified as 'green’ or 'vellow' (see above). Further ‘green’ or 'vellow' matches have at least the same genus as the first one. The
conditions of species consistency are not fulfilled.
C No Consistency: Nesther species nor genus consistency (Please check for synonyms of names or microbial mixture).

Bruker Daltonik MALDI Biotyper
Classification Results

Project Info:

Project Name:
Project Description

Project Owner

Project Creation Date Time
Project Azalyte Count

“Bruker Logo

Mizgin Keser 1 adet bakier! teshisS_14062013

Admin@FLEX-PC
2023-06-19TD5:32:07.162

Developmens

Project Tvpe.
Validation: ot present
Validation Position.
Result Overview
Analyte Analste Organism Score Organism Score
Name ™ {best match) Value (second best match) Value
('P)’E o 77 ‘Bacillus amylobiquefaciens_ssp plantamm Bacillus amyloliguefacens
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EK 2. X77 Kodlu Aday Antagonist izolatin MALDI TOF MS Sonucu

Meaning of Score Values
Range Description Symbols Color
2.300 ... 3.000 (+H+) green
2.000 ... 2.299 (++) reen
0.000 ... 1.699 () red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Description

A |Species Cansistency: The best match was classified as 'green’ (see abave). Further ‘green’ matches are of the same species as the first one. Further ‘yellow* matches are at least of the same genus as the first ane.

B Genus Consistency: The best match was classified as 'green’ or 'vellow’ (see above), Further 'green’ or ‘yellow' matches have at least the same genus as the first one. The conditions of species consistency are not fulfilled.

C | No Consistency: Neither species nor genus consi (Please check for of names or microbial mixture).

Analyte Name b7

Analyte Description

Analyte ID: X717

Analyte Creation Dste Time 2023-06-14T06:5228 518

Applied MSP Library(ies)

Applied Taxonomy Tree Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy
Rank Score NCBI

: 2 Matched Pattern Value Tdentifier
(+’+) Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantsrum CICC 23985_b CICC 279145
3
G Bl ciec 10075 cice 1390
i Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plastarum CICC 20037 CICC 29145
3

ey Bacillus amy 3 ciee 10079 cice 1390
; 3 Bacillus subtiisssp subrilis CICC 23950 CICC 1921 135461
(f) Bacillus subtilis ssp subsilis DSM 10T DSM 1821 135461
o Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum CICC 23981_b CICC 1792 29145
s Bacillus subtilis 13p sublilis DSM 5660 DSM 1769 133461
(f) Bacillus vallismortis DSM 11031T DSM 1752 72361
& Bacillus subtilis DSM $552 DSM 1744 123

42



EK 3. Aday antagonistler hakkinda bilgiler

Tiim Cap

Aday Antagonistin.

Zon Oram

Kodlar (mm) Capi (mm) (mm) Lokasyon
X1 19 7 2.71 Kozan/ Saglikli Tarla
X3 11 5 2.20 Kozan/ Saglikli Tarla
X4 32 12 2.67 Kozan/ Saglikli Tarla
X5 35 25 1.40 Kozan/ Saglikli Tarla

X23 13 10 1.30 Kozan/ Saglikli Tarla
X24 15 5 3.00 Kozan/ Saglikli Tarla
X32 20 4 5.00 Kozan/ Hasta Tarla
X34 35 14 2.50 Kozan/ Hasta Tarla
X44 27 13 2.08 Kadirli/ Hasta Tarla
X45 20 7 2.86 Kadirli/ Hasta Tarla
X48 20 10 2.00 Kadirli/ Hasta Tarla
X54 9 6 1.50 Ceyhan/ Hasta Tarla
X55 19 8 2.38 Ceyhan/ Hasta Tarla
X64 23 8 2.88 Ceyhan/ Hasta Tarla
X69 27 8 3.38 Ceyhan/ Hasta Tarla
X74 20 9 2.22 Kadirli/ Hasta Tarla
X75 20 6 3.33 Kadirli/ Hasta Tarla
X77 30 11 2.73 Kadirli/ Hasta Tarla
X87 18 6 3.00 Kadirli/ Hasta Tarla
X91 18 5 3.60 Kadirli/ Hasta Tarla
X92 14 10 1.40 Kadirli/ Hasta Tarla
X9%4 16 12 1.33 Kozan/ Saglikli Tarla
X95 20 9 2.22 Kozan/ Saglikli Tarla
X98 28 10 2.80 Kozan/ Saglikli Tarla
X99 14 7 2.00 Kozan/ Saglikli Tarla
X101 16 7 2.29 Kozan/ Saglikli Tarla
X103 20 6 3.33 Kozan/ Saglikli Tarla
X104 18 8 2.25 Kozan/ Saglikli Tarla
X105 18 9 2.00 Kozan/ Saglikli Tarla
X108 18 7 2.57 Kozan/ Saglikli Tarla
X109 22 10 2.20 Kozan/ Saglikli Tarla
X111 19 6 3.17 Kozan/ Saglikli Tarla
X112 21 8 2.63 Kozan/ Saglikli Tarla
X119 25 10 2.50 Kozan/ Saglikli Tarla
X121 25 15 1.67 Kozan/ Saglikli Tarla
X126 11 6 1.83 Kozan/ Saglikli Tarla
X128 22 7 3.14 Kozan/ Saglikli Tarla
X130 40 14 2.86 Kozan/ Saglikli Tarla
X132 7 4 1.75 Kozan/ Saglikli Tarla
X136 13 6 2.17 Kozan/ Saglikli Tarla
X140 20 8 2.50 Kozan/ Saglikli Tarla
X145 27 7 3.86 Kozan/ Saglikli Tarla
X147 28 7 4.00 Kozan/ Saglikli Tarla
X148 25 15 1.67 Kozan/ Saglikli Tarla
X151 25 10 2.50 Kadirli/ Hasta Tarla
X159 34 10 3.40 Kadirli/ Hasta Tarla
X161 25 9 2.78 Kadirli/ Hasta Tarla
X170 33 7 4.71 Kadirli/ Hasta Tarla
X171 18 9 2.00 Kadirli/ Hasta Tarla
Y21 14 12 1.17 Koleksiyon
Y24 12 5 2.40 Koleksiyon
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Y28 40 10 4.00 Koleksiyon

Y11 25 5 5.00 Koleksiyon

Y18 11 7 1.57 Koleksiyon

Y72 21 8 2.63 Koleksiyon

Y71 19 7 2.71 Koleksiyon

Y90 29 14 2.07 Koleksiyon

Y43 26 12 2.17 Koleksiyon

Y92 28 15 1.87 Koleksiyon

Y16 22 10 2.20 Koleksiyon

Y67 30 8 3.75 Koleksiyon

Y61 19 9 2.11 Koleksiyon

Y62 28 18 1.56 Koleksiyon

Y60 15 8 1.88 Koleksiyon

Y64 33 12 2.75 Koleksiyon

Y68 32 9 3.56 Koleksiyon

Y57 27 11 245 Koleksiyon

Y4 14 6 2.33 Koleksiyon

Y66 35 12 2.92 Koleksiyon

Y65 34 10 3.40 Koleksiyon

Y63 26 10 2.60 Koleksiyon

MZ1 10 6 1.67 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ46 20 15 1.33 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ59 25 15 1.67 Kadirli/ Bulagik Sulama Suyu
MZ754 30 25 1.20 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ66 30 25 1.20 Kadirli/ Bulagik Sulama Suyu
MZ49 18 7 2.57 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ50 34 20 1.70 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ12 20 6 3.33 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ6 15 7 2.14 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ15 13 7 1.86 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ16 40 26 1.54 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
MZ17 17 7 243 Kozan/ Bulasik Sulama Suyu
MZ10 15 7 2.14 Kozan/ Bulagik Sulama Suyu
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