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OZET

Doktora Tezi

AYDIN ILINDE CiLEK KOK HASTALIKLARINA KARSI ANTAGONIST
BAKTERILERLE BiYOLOJIK SAVAS

Umit OZYILMAZ

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU

Bu ¢alisma; Aydm ili Sultanhisar ilgesinde ¢ilek yetistiriciliginde sorun olan énemli toprak
kaynakli fungal hastaliklar Rhizoctonia solani ve Phytophthora cactorum'a karsi antagonist
bakterileri kullanarak biyolojik savagimi hedeflemistir. Bu amagla yorede yetistirilen saglikli
cilek bitkileri, karnabahar, kirmiz1 lahana, brokoli, lahana, turp, bakla ile yabanci otlardan
yabani turp, darican ve goban c¢antasi bitkilerinin koklerinden 362 adet bakteri izolati elde
edilmistir. ikili kiiltiir testlerinde bir ya da her iki fungal patojene kars1 engelleme zonu
olusturan 101 antagonist bakteri i¢inden bazi 6n testler yapilarak 24 tanesi secilmis ve bu
izolatlar yag asiti metil ester analizi (FAME) ile tanilanmistir. Segilen 24 antagonist bakteri
izolattmin her iki fungal patojene karsi in-vivo etkinlikleri, enzim aktiviteleri, sekonder
metabolit olusturma yetenekleri ve cilek bitkisinin gelisimine olan etkileri ayrica
belirlenmigstir. Testlenen izolatlardan hi¢ biri kitinaz, seliilaz ve pektinaz enzim aktivitesi
gbstermemis buna karsin 13 izolat proteaz, 3 izolat fosfataz enzimi {iretmis, 20 izolat da
inorganik fosfat1 ¢ozebilme yeteneginde oldugu goriilmiistiir. ikincil metabolit olusturma
yeteneklerine bakildiginda ise 19 izolatin HCN, 18 izolatin siderofor, 11 izolatin yiizey aktif
madde ve 16 izolatin da 2-4, DAPG firettigi, iki izolatin da 62.4 ve 1.9 pg/ml oraninda TAA
olusturdugu saptanmistir. Camarosa c¢esidi ¢ilek fideleri ile saksi kosullarinda yiiriitiilen
denemelerde; 3ss9, 6110, 7ecl1, mbe izolatlar1 R. solani'ye kars1 %57; 3ss9 ve 6110 izolatlari
P. cactorum'a kars1 %50 oraninda etkili bulunmustur. Her iki patojene de etkili bulunan 3ss9
ve 6110 antagonist bakterilerinin inorganik fosfati ¢6zebilme, proteaz, HCN, yiizey aktif
madde, 2-4,DAPG ve siderofor iiretebilme karakterinde oldugu belirlenmistir. Ug yil
boyunca ticari ¢ilek (Camarosa ¢esidi) yetistirilen bir tarlada yiiriitiilen denemelerde sadece
2006-2007 ¢ilek iiretim sezonunda 3ss9, 6110, ka ve HRO-C48 izolatlarinin fide dikimi ile
beraber ve dikimden yaklasik 7 ay sonra topraga icirme seklinde yapilan uygulamalardan
olumlu sonuglar alinmigtir. Bu denemede 3ss9 ve ka Pseudomonas fluorescens biyotip F
bakteriyel antagonislerinin uygulandigi parsellerde hasat sonunda yapilan sayimlarda
kontrole gore istatistiki agidan daha az bitkinin 6ldiigii saptanmistir. Ayrica tiim bakteri
uygulamalar1 (ka 4282 kg/da, 3ss9 4170 kg/da, HRO-C48 4103 kg/da, 6110 4029 kg/da)’nin
istatistiki olarak 6nemli olmamakla birlikte kontrol (3928 kg/da)’e goére verimi arttirdigi
goriilmustiir.

2007, 128 sayfa

Anahtar Sozciikler:

Rhizoctonia, Phytophthora, biyolojik miicadele, kok bakterileri, Pseudomonas
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ABSTRACT

Ph.D Thesis

BIOLOGICAL CONTROL of STRAWBERRY ROOT
DISEASES by RHIZOBACTERIA in AYDIN PROVINCE

Umit OZYILMAZ

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU

The study aims to use bacteria-mediated biological control against to soil-born diseases of
strawberry (Rhizoctonia solani and Phytophthora cactorum) in Sultanhisar town of Aydin
province of Turkey. A total of 362 bacterial isolates were obtained from the rhizosphere of
healthy strawberry, cauliflower, red cabbage, broccoli, cabbage, radish, wild radish, broad
bean, barnyard grass and shepherd's purse plants. The 24 isolates out of 101 producing zone
of inhibition against at least one (or both) fungal pathogen in dual culture tests were selected
by in-vitro antifunal activity and preliminary tests, and identified by using Fatty Acid Methyl
Ester (FAME) analysis. The isolates were tested in-vivo against both fungal pathogens, and
they were also screened for their ability to produce enzymes, secondary metabolites and
growth promotion in strawberry seedlings. None of the isolates produced chitinase, cellulase
and pectinase, while three, thirteen and twenty of 24 isolates showed phosphatase, protease
and inorganic phosphorus solubilization activity, respectively. Of 24 isolates tested, 19
produced HCN, 18 produced siderophore, 11 produced biosurfactant, 16 had ph/D gene for
2-4, DAPG production and two produced indole acetic acid (62.4 and 1.9 pg/ml). Among the
rhizobacterial isolates tested in potted-plant (cv Camarosa) trials; 3ss9, 6110, 7ecl1, mbe
controlled R. solani (57%) while 3ss9 and 6110 reduced the severity of P. cactorum root rot
by %50. All these isolates effective in-vivo were found to be positive for protease, HCN, bio-
surfactant, 2-4,DAPG, siderophore production and phosphorus solubilization. In only
2006-2007 growing season of the three-year field trials conducted in a commercial
strawberry (cv Camarosa) fields, the promising results were obtained from bacterial
treatments (3ss9, 6110, ka, HRO-C48) applied as a soil drench before planting and 7 months
later. The number of dead plants after harvest was significantly less in Pseudomonas
fluorescens biotype F isolates 3ss9 and ka treated plots than untreated control. However,
marketable strawberry yield was least in untreated control plots (3928 kg/da), although yield
differences were not statistically significant in all treatments (ka 4282 kg/da, 3ss9 4170 kg/
da, HRO-C48 4103 kg/da, 6110 4029 kg/da).

2007, 128 pages
Key Words:

Rhizoctonia, Phytophthora, biological control, rthizobacteria, Pseudomonas



ONSOZ

Bu calisma; cileklerde 6nemli fungal kok hastaliklar1 (Rhizoctonia solani ve
Phytophthora cactorum) ile savasim i¢in kullanilabilecek etkili bakteriyel
antagonistleri ¢ilek bitkisi ve baz1 Crucifereae familyasina ait bitkilerin rizosferinden
izole etmek, bu antagonistleri tanilayip olasi etki mekanizmalarin1 belirlemeye
calisarak biyolojik savasimda kullanilabilme olanaklarin1 degerlendirmek amaciyla

ele alinmustir.

Calisma TUBITAK TOGTAG 3282 ve Adnan Menderes Universitesi, Bilimsel
Arastirma Projeleri ZRF04009 no’lu projeler ile desteklenmis ve Adnan Menderes
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji laboratuvari ve
iklim odas1 ile Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari
olanaklar1 kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Tarla denemeleri ise Aydin ili Sultanhisar

ilgesinde Nihat OZYIGIT e ait ticari gilek iiretim alanlarinda gerceklestirilmistir.

Calismalarim sirasinda her tiirlii yardimi esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Saymn
Kemal BENLIOGLU basta olmak iizere, Tez Izleme Komitesi toplantilarinda
katkilarin1 ve goriislerini esirgemeyen Prof. Dr. Saymm Tayyar BORA (Ege
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii)’ya, kullanilan fungal izolatlari
sagladigi ve Tez Izleme Komitesi Toplantilarinda yardimlarini esirgemedigi igin
Sayn Prof. Dr. Seher BENLIOGLU (Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Boliimii, Aydin)’na, etkinligi saptanmis ve test calismalarinda pozitif
kiltiir olarak kullanilan HRO-C48 ve E11 izolatlarii génderdigi i¢in Prof. Dr. Sayin
Gabriele BERG (Rostock Universitesi, Almanya)’e, elde edilen bakterilerin
tanilanmasinda kullanilan yag asitleri metil ester (FAME) analizi ydnteminin
uygulanmasi ve laboratuvarimi kullanima agtig1 i¢in desteklerinden dolay1 Prof. Dr.
Sayin Fikrettin SAHIN (Yeditepe Universitesi, Istanbul)’e, arazi calismalar1 igin
tretim alanlarindan parsel ayirdigir ve tim bakim islemlerini iistlendigi i¢in Sayin

Nihat OZYIGIT e tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Rosales takiminda, Rosaceae (Giilgiller) familyasinda yer alan Fragaria cinsinin
icerdigi bitki tiirlerine ve bu tiirlerin yenilebilir meyvelerine ¢ilek adi verilmektedir.
Cilek, hem sanayiye elverisli hem de taze olarak tliketilebilen ¢ok lezzetli ve hos
kokulu bir meyve tiiridiir. Taze olarak tiiketilmesinin yaninda, regel, marmelat,
dondurma, pasta ve likdr yapiminda da genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Ayrica
dondurularak saklanabilmekte, konservesi yapilmakta ya da meyve suyu olarak
degerlendirilebilmektedir. insan saglig1 ve beslenmesi acisindan son derece yararli
bir meyve olan ¢ilek C vitamini bakimindan da zengindir. Ayrica seliiloz iceriginden
dolayr sindirimi kolaylastirmakta ve yiiksek diizeyde elajik asit ihtiva ettiginden

dolay1 da kanseri 6nleyici 6zelligi bilinmektedir.

Anayurdu Kuzey ve Giliney Amerika olan ¢ilek deniz seviyesinden 3,255 m
yiikseklikte, soguk yorelerde, subtropik bolgelerde, sulanabilir ¢ollerde, yaz
aylarinda gece giindiiz aydinlik olan arktik (Kuzey Kutbuna yakin) bdolgelerde,
Ekvator’da, yani ¢ok degisik ekolojik kosullarda dogal olarak yetisebilmektedir.
Kuzey Yarim Kiire’nin iliman bolgeleriyle birlikte Gliney Yarimkiire’de genis
olciide tarrmi1 yapilmaktadir. 1k olarak kiiltiire alinan cilek tiirii “Orman Cilegi” veya
“Yabani Cilek” olarak adlandiririlan, meyveleri kiiciik fakat kokulu Fragaria
silvestris’dir (Aybak, 2000).

Giliniimiizde yetistiriciligi yapilan kiiltiir cesitlerinin biiyiik ¢ogunlugu, 1750 li
yillarda Avrupa’da Fragaria chiloensis ve Fragaria virginiana isimli iki tiiriin
hibritlenmesi ile elde edilen Fragaria x ananassa’dan elde edilmistir. Bu tiire ismi
meyvelerinin  kokusu ananasa benzediginden dolayr verilmistir (Maas, 1998).
Diinyada yaygmn olarak yetistiriciligi yapilan cesit California Universitesi’nde
gelistirilen Camarosa c¢esididir. Bu cesit kisa giin ¢esidi olup erkenci ve iri
meyvelidir. Meyveleri parlak, kirmizi, sert ve yola dayaniklidir (Hancock, 1999).
Ulkemizde de en ¢ok iiretimi yapilan cilek ¢esitlerinden birisi Camarosa’dir. Bu cesit

sera ve acikta yaz dikimi ¢ilek yetistiriciligine uygundur (Aybak, 2000).
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Cilek yalanci bir meyvedir. Yenilen ¢ilek meyvesi 40-60 pistilin birlesmesinden

olusan c¢icek ekseninin ¢icek tablasinin genisleyerek etlenmesiyle olugmakta ve
ylizeyinde ¢ok sayida gercek meyve (aken) sayilan kiiclik tohum goriiniimiindeki
kabartilar bulunmaktadir. Cilek yiizeysel sacak koklii bir bitkidir. Kokler kok
govdesi (ana tag)’nden c¢ikmaktadir. Kokler iyi drene edilmis, siizek kumlu
topraklarda 60-70 cm derinlige kadar inebilmektedir. Killi topraklarda ise kokler
yatay bliylimektedir. Bitki yaslandik¢a kok sistemi odunlasmakta ve yeni siirgilinler
vermektedir. Kok ve gen¢ kok silirglinleri tasiyan siiriingen gdévdelere stolon adi
verilmektedir. Kollar yaz boyunca yeni yapraklarin koltuklarindaki tomurcuklardan
meydana gelmektedir. Kollar sayesinde c¢ilek vejetatif olarak iiretilebilmektedir.
Cilegin +7.2 °C altindaki sicaklik istegi toplam 400-500 saattir. Bu gereksinimin
tamami dogal olarak karsilanamadiginda fideler soguk depolarda bir iki hafta
tutularak yapay olarak soguklama ihtiyaci kargilanmaktadir. Soguklama gereksinimi
ortiialt1 yetistiriciliginde ve Akdeniz’in ve Ege’nin sicak bdlgelerinde agikta
yetistiricilikte sorun olabilmektedir. Optimum sicaklik istegi giindiizleri 18-22°C,
geceleri 10-13°C’dir. Cileklerde biiyiime igin sicaklik esigi 16°C’dir. Sonbaharda
havalarin serinlemesi ile beraber bitkilerde vejetatif biiylime yavaslamakta, kok ve
toprak altt govdesinde nisasta toplanmaktadir. Toprak istegi olarak siizek, kumlu
tinl, hafif organik maddece ve humusca yeterli, besin maddelerince zengin, hafif asit
(pH 5.5-6.5), suda ve toprakta Cl (klor) ve Na (Sodyum)’dan kaynaklanan tuzlulugun
az oldugu topraklarda iyi gelismektedir. Toprak pH alt sinir1 5.3diir (Aybak, 2000).

Diinyada ¢ilek tiretimi 2005 verilerine gore yaklasik 3,700,000 ton ve Tiirkiye nin bu
iiretimdeki pay1 200,000 ton ile %5.4’tiir. Diinya cilek iiretiminde besinci sirada olan
Tiurkiye’de ekilis alan1 14,000 ha’dir (Cizelge 1.1, Sekil 1.1). FAO (Food and
Agricultural Organization) verileri incelendiginde ABD yaklasik olarak 50 ton/ha
verim elde ederken bunu yaklasik 40 ton/ha ile ispanya izlemektedir. Ulkemizdeki
verim ise 14 ton/ha civarlarindadir (Anonymous, 2007). Son on yil dikkate
alindiginda Tirkiye’deki ¢ilek tiretimi ve ekim alanlar1 yaklasik olarak iki kat
artmistir (Sekil 1.2). Tiirkiye, dondurulmus ¢ilek ihracatindan yillara gore degisen
10,000-17,000 ton firiine karsilik 10-30 milyon dolar, taze cilek ihracatindan ise,
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2003 yilinda 179,000 kg friine karsilik 146,000 dolar doviz elde etmistir

(Anonymous, 2003).

Cizelge 1.1. 2005 yili Diinya ¢ilek iiretimi (Anonymous, 2007)

Ulke Alan (x1000 ha) | Uretim (x1000 ton) Verim (ton/ha)
ABD 21 1053 50
Ispanya 8 308 41
Rusya 36 217 6
Kore 7 202 29
Tiirkiye 14 200 14
Japonya 7 196 29
Polonya 55 185 3
Italya 6 147 25
Almanya 13 147 11
Meksika 4 129 32
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Sekil 1.2. Tirkiye’de 1990-2005 yillar1 arasinda Tiirkiye’de cilek ekim alani ve {iretimi

Tiirkiye c¢ilek iiretiminin %7.1°ini ve Ege Bolgesi ¢ilek tliretiminin %60’ 1n1 saglayan
Aydm ili, ¢ilek yetistiriciligi agisindan en onemli iiretim merkezlerinden biridir.
Aydm ili'nde ¢ilek yetistiriciligi tamamen Ortiialt1 yetistiriciligi seklindedir ve
iiretimin en yaygin oldugu bolge Sultanhisar ve Kosk ilgelerini kapsamaktadir
(Cizelge 1.2). 2005 yili verilerine gore Sultanhisar ilgesi 12,320 ton ile ilin ¢ilek

iiretiminin %87 sini karsilamaktadir (Anonymous, 2005; Anonymous, 2007).

Cizelge 1.2. 2001-2005 yillarinda Aydin ili merkez ve ilgelerindeki ¢ilek iiretimi
(Anonymous, 2005)

2005 2004 2003 2002 2001
Alan |Uretim| Alan |Uretim| Alan | Uretim | Alan | Uretim | Alan | Uretim
(da) (ton) | (da) | (ton) (da) (ton) (da) (ton) | (da) | (ton)
Sultanhisar | 3850 | 12320 | 3100 | 10850 | 2500 | 7500 | 2500 | 7500 | 2900 | 10150
Kosk 260 800 163 489 93 372 195 682
Merkez 151 452
Incirliova 127 381 127 445 127 445 50 150
Yenipazar 100 200 100 200 90 180 90 180 44 132

Nazilli 15 45 100 300 30 90 30 90 30 90
Karpuzlu 3 9 3 9
Didim 9 36 13 65 7 35 5 30

TOPLAM 4506 | 14207 | 3439 | 11840 | 2923 | 8769 | 2770 | 8327 | 3174 | 11084
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Sultanhisar ilgesinde yogunlasmis olarak yiiksek tiinel seklinde yapilan ¢ilek tarimi;

yiiksek randiman elde etmek ve verimliligi artirmak i¢in sulama, mekanizasyon,
giibreleme ve ilaglama programlart gibi tiim olanaklarin kullanildig1 entansif bir
tarim seklinde gerceklestirilmektedir. Dikimlerde genel olarak Camarosa ¢esidi frigo
fideler kullanilmaktadir. Aydm Ili'nde ¢ilek fidelerinin dikimi yaklasik olarak
agustos aymin basinda genellikle solarizasyon uygulanmis sirtlara yapilmakta ve
eyliil ayinda sirtlarin lizerine siyah malg ¢ekilmektedir. Ocak ayinda ¢ilek bitkilerinin
yesil aksami traglanarak bitkilerin iizerine naylon Ortii ¢ekilerek yiiksek tiineller
olusturulmaktadir. Bolgede hasat mart ayinin sonunda baslamakta ve haziran ay1
sonuna kadar devam etmektedir. En yiiksek verim nisan sonu mayis basi gibi

alinmaktadir.

Cilek gelisimini gevresel, genetik ve biyolojik faktorler etkilemektedir. Uretimde
verimi etkileyen en 6nemli faktorlerden biri bitki koruma problemleridir. Yabanci
otlar, bocekler ve hastaliklarin neden oldugu zarar diger bitkilerde oldugu gibi ¢ilek
bitkisinde de kalitatif ve kantitatif olarak 6nemli 6l¢iide kayiplara neden olmaktadir.
Diinyada yapilan calismalar cileklerde bir ¢ok fungal patojenin ekonomik o6l¢iide
zarara neden oldugunu ortaya koymustur. Bu fungal hastaliklar baglica yaprak,
meyve gibi kisimlart hastalandiran toprak iistii hastaliklar ve kok ile kok bogazini
hastalandiran toprak kaynakli hastaliklar olarak siniflandirilabilir. Yesil aksamda
gorlilen hastaliklar kursuni kif (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) basta olmak {izere,
kiilleme (Sphaerotheca macularis (Wallr.:Fr.) Jacz.), yaprak leke hastalig1
(Mycosphaerella fragariae (Tul.) Lindau) ve antraknoz (Collectotrichum spp.) olarak
sayilabilir. Toprak kaynakli fungal hastaliklardan ise en yikict olanlar1 Rhizoctonia
solani Kiihn, Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrot, Phytophthora
fragaria C. J. Hickman, Verticillium dahliae Kleb, Pythium spp. ve Fusarium spp.
oldugu bildirilmistir (Maas, 1998; De los Santos et al., 2003). Farr et al. (1989)’nin
sadece ABD’de 500 adet konukgusunu saptadiklari R. solani diinyanin birgok
yerinde cileklerde de ciddi kayiplara neden olmaktadir. Rhizoctonia ¢ileklerde ana
kokleri ve ona bagli besleyici kokleri dldiiren toprak kaynakli bir patojen olup

fidelikte ve tarlada en iyi sekilde metil bromiir (MeBr) ile kontrol edilebilmektedir.
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Fakat uygulamadan sonra rekabet¢i mikroorganizmalarin da azalmasi1 (Maas, 1998)

veya bulasik fide ile hastalik tekrar kendini gosterebilmektedir.

Cileklerde P. cactorum adi verilen fungusun neden oldugu kok ciiriikligi
hastaliginin belirtileri ise kok ve meyvelerde goriilmektedir. Hastalik ¢ogunlukla
bitkinin {ist kisimlarindan baslamakta ve koklere dogru ilerlemektedir. Bazi
durumlarda kollarda yeni koklenen geng cilek bitkilerinden de baslayabilmektedir.
Hastaliga kars1 en iyi miicadele yontemleri; temiz fide kullanimi, iyi bir drenaj ve
fideleri uygun bir fungisit soliisyonuna bandirarak dikmektir. Daha once cilek
yetistirilen bir alanda yine ¢ilek dikimi yapilacaksa mutlaka solarizasyon

uygulanmasi 6nerilmektedir (Maas, 1998).

Ulkemizde ¢ilek iiretiminin en yaygin oldugu Ege ve Akdeniz Bolgelerinde iiretimi
simirlandiran ve ekonomik kayiplara neden olan en Onemli hastaliklarin basta
Kursuni kiif (B. cinerea) ve toprak kaynakli fungal hastaliklardan da Rhizoctonia
spp., P. cactorum (Kapkin, 1978; Pala, 1987; Giincii, 1989) oldugu bilinmektedir.
Son yillarda Aydm ili ¢ilek alanlarinda yiiriitiilen ¢calismalarda ise ¢ilegin en dnemli
toprak kaynakli hastaliklarindan biri olan Phytophthora fragariae var. fragariae’nin
mevcut olmadigi, V. dahliae nin ¢ok sinirli oranda bulundugu (Benlioglu et al.,
2002); R. solani ve P. cactorum’un ise cileklerde en Onemli toprak kaynakli
hastaliklar oldugu ve % 84’e varan bitki 6liimlerine neden oldugu rapor edilmistir

(Benlioglu et al., 2004).

Diinyada pek cok iilkede ¢ilek yetistiricisi, toprak kaynakli etmenler, nematod ve
yabanci otlarla miicadele i¢in dikim Oncesi toprak dezenfeksiyonu uygulamaktadir.
Bilindigi gibi toprak dezenfeksiyonu basta MeBr olmak iizere fiimigantlarla ya da
iklimin uygun oldugu bolgelerde toprak solarizasyonu seklinde uygulanmaktadir.
Ancak degeri yiiksek ve entansif tarimin gerektirdigi ¢ilek gibi iirlinlerde yaygin
olarak kullanilan MeBr stratosferdeki koruyucu ozon tabakasini incelttigi i¢in bu
kimyasalin iiretimine ve kullanimina uluslararas1 diizeyde sinirlamalar getirilmistir.
Yakin bir tarihte de tamamen kullanimdan kaldirilacaktir. Bu smirlandirmalar
Diinyada MeBr yerine kimyasal veya diger alternatiflerinin kullanimimni giindeme

getirmistir (Katan et al., 1976; Donohoe et. al., 2001; Ferguson et al., 2001; Fritsch,
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1998; Gullino et al, 2002; Lopez-Aranda et al., 2001; Martin ve Bull, 2002;

Pinkerton et al., 2002, Martin, 2003). Ulkemizde de bu amagla Diinya Bankasi
destekli bir proje (TTGV-P2/29M) yiiriitiilmiis ve basta toprak solarizasyonu olmak
lizere metam sodium’u da kapsayan bir dizi alternatiflerin kullanimi pratige

verilmistir (Benlioglu et al., 2004; Benlioglu ef al., 2005).

Toprak kaynakli fungal patojenlerle savasimda adi gegen etmenlere dayanikli ¢esidin
olmamasindan dolay1 s6z konusu hastaliklar ile miicadelede en etkili yontem toprak
dezenfeksiyonudur (Berg, 2007). Diinyada bu amagla yaygin olarak uygulanan MeBr
kullanimiin sinirlandirilmast diger alternatif toprak dezenfeksiyonu yontemlerinin
glindeme gelmesine neden olmustur. Bu durumda oOzellikle solarizasyon
uygulamalarinin kiiltiirel ve biyolojik savas uygulamalarin1 da i¢ine alan entegre bir
savasim catis1 altinda kullanilmasi ¢ileklerde toprak kaynakli fungal hastaliklarin
miicadelesinde en etkili yontemdir (Martin ve Bull, 2002). Bilindigi iizere
solarizasyon sonucunda topraktaki zararl1 mikroorganizmalarin yanisira saprofitik ve
faydali diger mikroorganizmalar da 6lmekte ya da populasyonlar1 diismektedir.
Bundan dolay1 topraktaki mikroorganizmalar arasindaki rekabet azalmakta ve
antagonist bakterilerin miktar1 solarize edilmemis topraklara nazaran daha da
artmaktadir. Yiriiten ve arkadaglari (1986) toprak solarizasyonunun ¢ilek koklerinde
bakteri ve aktinomisetlerin populasyonlarini arttirdigini bildirmistir. Martin ve Bull
(2002) fumige edilmis topraklarda bitkilerin kdkiindeki Pseudomonas’larin sayisinda
fumige edilmemis topraklara nazaran bir artis oldugunu belirtmislerdir. Gamliel ve
Katan (1993) floresan Pseudomonas’larin solarize edilmig ve solarize edilmemis
topraklardaki patojenleri baski altina alma ve bitki gelisimine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda bu bakterilerin solarizasyon yapilmamis topraklarda yetistirdikleri
domates bitkilerinin gelisimini arttirdigin1 ancak solarizasyon yapilmig topraklarda
gelismeye etkisi olmadigimi bildirmistir. Floresan Pseudomonas’larla domates
koklerinin inokulasyonu veya domates bitkilerinin solarizasyon yapilmis topraga
sasirtilmasinin Penicillium pinophilum’un kolonizasyonunu baskiladigini1 ve solarize
edilmis toprakta yetistirilen domates bitkisinin kokiinde testlenen P. putida izolatinin

daha iyi kolonize oldugunu belirtmiglerdir.
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Bu yaklagimlar i¢inde biyolojik savas elemanlari, hastaliklar ile miicadele yaninda

bitki gelisimini de tesvik ederek verim artiglarina neden olduklari i¢in ayr1 bir 6nem
tagimaktadirlar. Diinyada ¢ilek mikrobiyal ekolojisi ile ilgili ¢aligmalar heniiz 15-20
yillik bir gegmise sahip olmakla birlikte (Martin ve Bull, 2002), giiniimiizde c¢ilekte
kok hastaliklarin1 6nlemek ve bitki gelisimini tesvik etmek amaciyla onerilen fungal
ve bakteriyel kokenli ruhsatli biyopreparatlarin varligi da bilinmektedir (Berg, 2007).

Bu biyopreparatlar Cizelge 1.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3. Diinya’da cilekte toprak kaynakli patojenlere karsi ruhsatli biyopreparatlar
(Berg, 2007)

Anti-fungus)

Rhizoctonia solani,
Pythium spp.,
Fusarium,
Verticillium

Ticari Ismi Biyolojik Savas Elemam |Etki Gosterdigi Hastahklar |Firma, Ulke
Bio-fungus Trichoderma sp. Sclerotinia, BioPlant,
(Supresivit, Phytophthora, Danimarka

Polversum
(Polygandron)

Pythium oligandrum

Pythium spp.,
Fusarium spp.,
Botrytis spp.,
Phytophthora spp.,
Alternaria spp,
Tilletia,

R solani

Biopreparaty Ltd.,
Cek Cumbhuriyeti

Root-Shield

Trichoderma harzianum

Pythium spp.,

Bioworks Inc.,

(PlantShield, R. solani, ABD
T-22 Planter box) Fusarium spp.
Rhizo-Plus Bacillus subtilis Bitki gelisimini arttirici KFZB Biotechnik
Almanya
RhizoStar Serratia plymuthica Kok bolgesinde genel E-nema,
HRO-C48 koruyucu Almanya

Cizelge 1.3’te

goriilecegi gibi ruhsathi biyopreparatlardan 2 tanesi bakteriyel

orijinlidir. Bilindigi gibi diinyada bitkilerde goriilen yesil aksam ve kok hastaliklarina
kars1 biyolojik savas amaciyla bir ¢ok bakteri kullanilmaktadir (Campbell, 1989). Bu
bakteriler bitkilerin rizosfer veya filosferinde kolonize olabilecegi gibi endofitik

olarak da bulunabilmektedir (Kloepper et al., 1999).

Biyolojik savasta kullanilan antagonist bakterilerin bitki patojenlerine karsi etki
mekanizmalari; besin ve yer i¢in yarisma, antibiyotik ve toksin olusturma ya da

hiicre duvarin1 yikan enzimleri iretme olarak {i¢ temel bashk altinda

gruplandirilabilmektedir (Fravel, 1988). Bakteriyel biyolojik savas ajanlarinin sahip
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oldugu 1) antibiyotik sentezi, 2) demiri baglayan sideroforlar1 iireterek ¢oziilebilir

demiri olusturma ve bunu bitkinin kullanimina sunma, ayrica patojenler i¢in demir
rekabeti yaratma, 3) HCN gibi antifungal etkisi bulunan diisiik molekiil agirlikl
bilesikler olusturma, 4) Fungal hiicre duvarini eriten kitinaz,  1-3 glukanaz, proteaz
ya da seliilaz gibi enzimleri iiretme ve 5) yer ve besin rekabetine girme gibi
ozellikleri sayesinde biyokontrolde dogrudan kullanilabilmektedirler. Bakteriler
irettikleri bilesikleri ile dogrudan oldugu gibi dolayli olarak da etkili olabilmektedir.
Bu bilesikler sayesinde toprakta bulunan besin maddelerinin bitki tarafindan alimini
kolaylastirarak bitki gelisimini arttiric1 etkide de bulunmaktadirlar. Toprakta bir¢cok
bitkinin kokiinde yasayan bu bakterilere genel olarak bitki gelisimini arttiran kok
bakterileri (Plant Growth Promoting Rhizobacteria PGPR) adi verilmektedir. Bu
bakteriler 1) atmosferik azotu baglayarak bitkiye sunabilmekte, 2) siderofor
sentezleyerek bitkilerin topraktaki demiri kullanmasina yardimer olabilmekte, 3) bir
cok bitki hormonu iiretebilmekte (6rnegin IAA), 4) fosfor gibi bazi mineral
maddeleri ¢ozerek bunu bitkinin kullanimina sunabilmekte ve 5) sentezledigi diger
bilesikler sayesinde bitki biliyiimesini ve gelisimini ayarlayabilmekte, ayrica bitkide

dayaniklilig1 tesvik edebilmektedir (Penrose ve Glick, 2003).

Bu calisma, Aydm ilinde ¢ilek ve c¢esitli bitkilerin rizosferinden izole edilen
bakterilerin ¢ileklerde toprak kaynakli fungal hastalik etmenlerinden Rhizoctonia
solani ve Phytophthora cactorum’a kars1 in-vitro ve in-vivo’da biyolojik savasim

olanaklarini aragtirmak ve etki mekanizmalarini belirlemek amaciyla ele alinmistir.



10
2. KAYNAK BILDIRISLERI

Toprak kaynakli fungal patojenler tiim diinyada c¢ileklerde dnemli verim ve kalite
kayiplarina neden olan biyolojik etmenlerdendir (Maas, 1998). Bunlardan en
tahripkar olanlar1 Verticillium dahliae, Phytophthora cactorum, Rhizoctonia solani,
Phytophthora fragariae, Phythium spp. ve Fusarium spp. olarak sayilabilir (Maas,
1998; De los Santos et al., 2003). Bu hastaliklardan Verticillium dahliae’nin neden
oldugu solgunluk hastaligi, etmenin sahip oldugu mikrosklerotlar1 sayesinde uzun
sire toprakta canliligini siirdiirebilmekte ve bu da hastaligin kontroliini
giiclestirmektedir. Cok sayida konukc¢usu bulunan hastalik kontrol edilmedigi
taktirde bir ¢cok bolgede ticari ¢ilek iiretimi engellenmektedir (Maas, 1998). Kurze et
al. (2001)’nin yaptig1 bir ¢alismada V. dahliae’nin %80 oraninda verim kaybina
neden oldugu bildirilmistir. Cileklerde tag ¢iirlikliigline neden olan Phytophthora
cactorum 1ise ilk kez 1952 yilinda Almanya’da rapor edilmesinin ardindan
gliniimiizde bir¢cok Avrupa {ilkesi ile diinyanin diger kisimlarinda ¢ilek iiretiminde
onemli kayiplara neden olmaktadir. Hastalik, Norveg’te 1992 (Eikomo et al., 2000),
Polonya’da 1994 (Irzykowska, 2005), Ispanya’da 2002 (Porras et al., 2007)
yillarinda tespit edilen P. cactorum fideler yardimiyla farkli lokasyonlara ¢ok hizl
bir sekilde yayilmaktadir. Ulke icinde ve iilkeler arasinda hastaligin yayilmasinda en
onemli etkenlerden birinin hastalikli fideler oldugu da belirtilmistir. Lokal olarak
hastalik drenaj ve sulama sular1 ile bulasik toprak isleme makinalar1 gibi araclarla
yayilmaktadir (Eikemo et al., 2000; 2003). Phytophthora cactorum ¢ilek bitkisinde
“Tag¢ Ctirtikliigline” neden olabilecegi gibi meyvelerde “Derimsi Meyve Ciirtikligii”
adi verilen bir hastaliga neden olmaktadir (Irzykowska, 2005). Phytophthora
hastaliklarindan Phytophthora fragariae ise ilk kez 1927 yilinda Iskogya’da rapor
edilmistir. 1995 yilinda Norveg¢’te saptanmis olup P. cactorum’un aksine sadece
siirli alanlarda ortaya ciktigi bildirilmistir. Toprak kaynakli olan her iki hastalik
etmeninin olusturduklart dinlenme sporlart (oospor) nedeniyle miicadelesinin zor
oldugu ve etmenin birka¢ yil tarlada canli kalabildigi belirtilmistir (Eikemo et al.,
2003). Yine toprak kaynakli ve saprofitik karakterde Rhizoctonia spp., Pythium spp.,
Cylindrocarpon ve Fusarium tirlerinin neden oldugu Siyah Kok Ciirtikliigli hastaligi

ise diinyada ¢ilek tiretimini etkileyen ve 6nemli verim kayiplarina neden olan kok
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hastalik kompleksi olarak bilinmektedir. Bunlar i¢inde en Onemli patojenlerin

Rhizoctonia ve Pythium tiirlerinin oldugu, Cylindrocarpon ve Fusarium tiirlerinin ise
mindr patojenler olarak bulundugu bildirilmektedir (Martin, 2000; Manici et al.,
2005). Martin ve Bull (2002) Pythium, Rhizoctonia ve Cylindrocarpon spp.’nin
ABD’de Kaliforniya’da g¢ilekte %85 lere kadar varan verim kayiplarmma neden

olabilecegine deginmislerdir.

Yurdumuzda Ege ve Akdeniz Bolgelerinde yetistirilen ¢ileklerde sorun olan en
onemli toprak kaynakli fungal hastaliklarin Rhizoctonia spp., Phytophthora cactorum
oldugu bildirilmistir (Kapkin, 1978; Pala, 1987; Giincii, 1989). Kapkin (1978)
Izmirde yaptign c¢alismada elde ettigi 2092 fungal izolattan Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani, Alternaria spp., Aspergillus spp.’ni kok ve tag bolgesinde en
yaygin fungal izolatlar olarak saptamigtir. Pala (1987), Akdeniz bdlgesindeki
cileklerde toprak kaynakli R. solani’nin 6nemini vurgulamistir. Giirer ve Coskun
(1993) Zonguldak ve Bartin’daki ¢ilek alanlarinda Fusarium oxysporum, F.
moniliforme ve R. solani’yi saptamiglardir. Yiiriiten ve arkadaslar1 (1986) toprak
kaynakli mikroorganizmalarin neden oldugu kok ciiriikliigii hastaliginin Akdeniz
Bolgesinde ¢ileklerde onemli sorunlara yol agtigini, hastalik nedeniyle %40-60
oraninda bitkinin 6ldiigiinii bildirmistir. Aydin ilindeki ¢ilek yetistiriciliginde R.
solani ve P. cactorum’un en 6nemli toprak kaynakli hastaliklar oldugu ve hi¢ bir
uygulama yapilmayan topraklarda % 84’e varan bitki Oliimlerine neden oldugu
(Benlioglu et al., 2004), Verticillum dahliae’nin ¢ok sinirli oranda bulundugu ve
diinya ¢ilek tiretiminde c¢ilegin en énemli toprak kaynakli hastaliklarindan biri olan
Phytophthora fragariae C. J. Hickman var. fragariae’'nin mevcut olmadigi
bildirilmistir (Benlioglu et al, 2002). Adi gecgen arastiricilar, {reticilerin
kullandiklar fidelerin de bu etmenlerle bulasik oldugunu ve toprak dezenfeksiyonu
uygulanmayan alanlarda ikinci yila birakilan ¢ileklerin bu hastaliklar nedeni ile

tamamen 6ldiigiinii ifade etmislerdir.

Cileklerde toprak kaynakli fungal patojenler ile miicadele basit olarak hastaliktan ari
topraga temiz iretim materyalinin dikilmesine yoneliktir. Yetistiricilik sirasinda
yapilan sulama gibi islemlerle de etmenlerin bulastirilmamasina dikkat edilmektedir.

Topraktan patojenlerin elimine edilmesi ya da inokulum miktarinin azaltilmas: genel
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olarak toprak dezenfeksiyonu ile miimkiindiir. Cileklerde toprak fumigasyonu ile

yikict hastaliklardan olan V. dahliae ve Phytophtora spp.’nin hastalik orani
azaltilabilmektedir (Martin ve Bull, 2002). Verticillum solgunlugunun kontrolii son
yillara kadar en yaygin kullanilan toprak fumigantlarindan biri olan MeBr ile
yapilabilmekteyken bu kimyasalin uygulamadan kalkmasi1 ile topraktaki
mikrosklerotlarin 6ldiiriilmesi biliylik sorun haline gelmistir (Kurze et al., 2001).
Etmenin genis konukgu dizisi nedeniyle miinavebe ile hastaligin kontroliinde etkili
korunma saglanamamaktadir (Gordon et al., 2006). Bir bagka toprak kaynakli
patojen olan Phytophthora spp.’nin neden oldugu hastaliklar1 kontrol altina alabilen
en etkili fungisitlerden birinin Aliette (Fosetyl-Al) oldugu ve bu fungisitin temiz fide
ile birlikte kullanilmasi1 ve drenaja dikkat edilmesi durumunda hastaligin daha iyi
kontrol edilebilecegi bildirilmistir (Eikemo, 2003). Toprak kaynakli hastaliklarin
kontroliinde alternatif yontemlerden bir taneside toprak solarizasyonudur (Katan et
al., 1976; Grinstein et al., 1995). Porras et al. (2007) yaptiklart ¢aligmada P.
cactorum’n. MeBr uygulanmasi ile dogal enfekteli tarlada solarizasyon
uygulamasinin  etmenin  populasyonunu = %55-100 oranminda  diisiirdiiglini
bildirmiglerdir. Bu maksatla yapilan calismalarda Aydin ili Sultanhisar ilgesinde
cilek ekim alanlarinda toprak solarizasyonunun metil bromiire iyi bir alternatif

oldugu bulunmustur (Benlioglu et al., 2004; Benlioglu et al., 2005).

Tiim bu miicadele yontemleri i¢cinde toprak kaynakli fungal hastaliklarin kontroliinde
biyolojik savas kapsaminda kok bakterilerinin kullanilmasi da bir alternatif olarak
disiiniilmektedir (Berg et al., 2000a). Ancak bu konuda diinyada ¢ok az sayida

biyokontrol {iriiniiniin piyasada mevcut oldugu bildirilmistir (Berg ef al., 2001).

Diinyada yapilan ¢aligmalar ile biyolojik savasta kullanilabilecek olan bakteriler
bircok bitkinin degisik kisimlarindan ya da topraktan izole edilmekte ve bu
bakterilerin antagonistik ozellikleri ile patojene olan etki mekanizmasi ortaya

konulmaya ¢alisilmaktadir.

Leben et al. (1987) patateslerde sorun olan V. dahliae’nin neden oldugu Verticillium
solgunlugu hastaligin1 floresan Pseudomonas M-4 izolat1 ile kontrol etme

olanaklarint incelemisler ve hastalik bulastirilmis saksilarda yetistirilen patates



13
bitkilerine antagonist bakterilerin toz formiilasyonu uygulamasinin siirgiin, kok yas

agirliklar ile bitki boylarinda 6nemli 6l¢iide fark olusturdugunu saptamislardir. Buna
ek olarak govde dokusundaki V. dahliae propagiillerinin bakteri uygulamasi yapilan
patateslerde daha az oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar ayni izolatin 8 saat
77°C’de pastorize edilmis topraklarda patates bitkisi gelisimine olumlu yonde etki
etmedigini, buna ragmen bakterinin hastalik ile bulastirilmis topraklara nazaran

patatesin kok bdlgesinde daha iyi kolonize oldugunu saptamislardir.

Gamliel ve Katan (1993) domates koklerinin floresan Pseudomonas’lar ile inokule
edilmesinin ya da fidelerin solarize edilmis topraklara dikilmesinin Penicillium
pinophilum patojenini baski altina aldigim1 ve bitkilerdeki gelisme geriligini
engelledigini  bildirmislerdir. Buna ek olarak bitki gelisimini tesvik eden
Pseudomonas putida, P. fluorescens ve P. alcaligenes’in bezelyede Sclerotium
rolfsii, domates ve pamukta Fusarium solgunlugunun neden oldugu hastalik oranin
disiirdiigiinii saptamislardir. Bu bakteriler solarize edilmemis topraklardaki bitkilere
uygulandiginda bitkilerin kuru agirliklarinda anlamli 6lgiide artisa neden olurken,
solarize edilmis topraklarda yetistirilen bitkilerde herhangi bir etki gostermedigi
belirtilmigtir. Streptomisin’e dayanakli hale getirilen floresan Pseudomonas’lar ile
yapilan denemelerde kok bolgesindeki bakteri populasyonunun solarize edilmis
topraklarda yetistirilen bitkilerde solarize edilmemise gore daha fazla oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar fluoresan Pseudomonas’lar1 toprakta minor ve major
patojenleri etkili bir sekilde baskilayabilecek biyolojik savas ajanlart olarak

Onermislerdir.

D’Ercole (1993) ¢ileklerde Rhizoctonia fragariae’nin neden oldugu kok ¢iiriikliigii
hastaligini ayni tiirlin patojen olmayan izolatlar1 ile kontrol altina almaya ¢aligmistir.
Arastirict kontrollii kosullarda yiiriittiigii denemelerde RF94 patojen olmayan izolatin
hastaligi kontrol altina alabildigini bildirmis ve bu izolatin hizli bir kok

kolonizasyonuna sahip olabilecegine deginmistir.

Hessenmuller ve Zeller (1996) Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter ve
Pseudomonas genuslarina ait 15 antagonist bakteri izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismalarda

cileklerde problem olan toprak kaynakli fungal hastaliklardan P. cactorum ve P.
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fragaria’yi in-vitro ve kontrollii kosullarda kontrol altina almaya ¢alismislardir. Tiim

izolatlar ikili kiiltiir testlerinde patojenlerin miseliyal gelisimini engellerken dort
tanesinin ¢ilek kok sisteminde hastaligl azalttigin1 saptamislardir. En etkili izolat
olarak bulduklar1 Bacillus licheniformis’in ¢ileklerde kok ciiriikliigiine neden olan P.
cactorum’n %68 oraninda engelledigini bulmuslardir. Arastiricilar bu izolatin
toprakta canli kalabilmesinin ve kok ylizeyinde ¢ok iyi kolonize olmasinin

antagonistik etkisinde 6nemli bir rol oynadigina deginmislerdir.

De Freitas et al. (1997) fosfat ¢ozme kabiliyetindeki kok bakterilerinin kanola
bitkisinin gelisimini arttiric1 etkilerini kontrollii kosullarda saksi denemeleri ile
arastirmiglardir. Tarlada yetistirilen bugday, bezelye, kanola, arpa ve muisir
bitkilerinin kok bolgesinden izole edilen 111 adet bakteriden 9 tanesinin PGPR
ozelliklerinin oldugunu yaptiklar1 fosfati ¢ozebilme testleri ile belirlemiglerdir. En
etkili fosfat ¢ozen bakteriler ise yapilan yag asitleri (FAME) analizi sonucunda
Bacillus brevis, B. megaterium, B. polymyxa, B. sphaericus, B. thuringiensis ve
Xanthomonas maltophilia olarak saptanmistir. Fosfat ¢dzen bakterilerin etkileri
fosfatca yoksun topraklara kaya fosfati ilave edilerek testlenmistir. Bazi izolatlarin
saksidaki bitkilerin gelisimini istatistiki olarak arttirdig1 goriilirken bazilarinin etkili
olmadig1 yazarlar tarafindan bildirilmistir. Kaya fosfatinin ilave edilmedigi
denemede ise bakteriler saksilardaki bitkilerin agirliklart ve verimi agisindan
degerlendirildiginde, B. thuringiensis digerlerinden istatistiki olarak etkili ¢ikmuistir.
Ayni sekilde Xanthomonas maltophilia’a da diger Bacillus cinsi bakteriler gibi bitki
gelisimine olumlu etki gostermistir. Bu nedenle kanola bitkisindeki pozitif yondeki

gelisimin fosfat ¢oziilebilirligi mekanizmasina bagli olmadigi kanisina varilmastir.

Koch et al. (1998) lahana koklerinden izole edilmis ve etkinligi saptanmis {i¢ bakteri
izolatinin (Pseudomonas chlororaphis, P. putida biotype A ve tanilanamamig U410)
hiyar ve kivircik lahana da hastalik olusturan Pyhium ultimum’a karsi antagonistik
etkisini arastirmiglar ve U410 izolatinin tohum uygulamalarinin diger ikisine gore
hastalig1 daha etkili bir sekilde kontrol altina aldigin1 saptamiglardir. Bezelyede ise P.
chlororaphis ve U410 tohum uygulamalari ile R. solani’ye karsi sirastyla %25 ve
%30 oraninda etki elde etmislerdir. Aym sekilde bu izolatlar ile pamukta R. solani’ye

kars1 %23-44 arasinda bir etki saglanmistir. Ayni arastirmada cilek koklerinin P.
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chlororaphis ve U410 bakteri silispansiyonlarina batirilmasi ile sera ve tarlada

Phytophthora fragaria var. fragaria hastalifina karst bir korumanin saglandigi
bildirilmistir.

Gulati et al. (1999), daha onceki calismalarda P. ultimum’a kars1 antagonistik etkisi
saptanan Pseudomonas chlororaphis (I-112) izolat1 ile cileklerde Phytophthora
fragaria var. fragaria’nin neden oldugu kok c¢iiriikligli hastaligin1 kontrol altina
almaya caligmiglardir. Antagonist izolatin kok bandirma yontemi ile ¢ileklere
uygulanmasinin ardindan hastalikta %55 oraninda azalma ve bitki kiitlesinde 6nemli
bir artis oldugunu saptamislardir. Ayrica yaptiklari ikili kiltiir testleri ile bu
antagonistin Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Phytophtora infestans,
Phytophtora fragaria, Phytium ultimum ve Rizoctonia solani miseliyal gelisimini

%85 oraninda azalttiZini bildirmislerdir.

De La Fuente et al. (2000), yemlik baklagillerde sorun olan Pythium ultimum’u iki
floresan Pseudomonas ile kontrol altina almaya calismiglar ve kullandiklar
antagonislerin {rettikleri phenazine, 2,4-diacetylphloroglucinol, pyoluteorin ve
pyrrolnitrin antibiyotiklerinin biyolojik kontrol aktivitesinde rol oynayabilecegine
deginmislerdir. Yukarida bahsedilen iki floresan Pseudomonas 'tan biri olan UP148
izolat1 istatistiki olarak hastaligit onemli diizeyde kontrol etmis ve phenazine
antibiyotigi urettigi belirlenmistir. Buna ek olarak bu izolat HCN ve siderofor

iretirken proteaz aktivitesi de gosterdigi saptanmigtir.

Berg et al. (2000a) cileklerdeki Verticillium solgunlugunu kontrol etmek amaciyla
yaptiklar1 bir calismada yine g¢ilek koklerinden izole ettikleri Pseudomonas ve
Streptomyces cinsi bakterileri kullanmislardir. Sera denemelerinde Streptomyces
albidoflavus ile %117, Pseudomonas fluorescens ile %344; tarla denemelerinde ise S.
albidoflavus ile %113, P. fluorescens ile %247 nisbi verim artis1 saglamislardir.
Yapilan in-vitro denemelerde Verticillium’un yaninda R. solani ve P. cactorum’a
kars1 da antifungal etki gosteren Pseudomonas’larm hepsinin HCN iirettigi
saptanirken, Streptomyces’lerin hi¢birinin bunu iiretmedigi belirlenmistir. Bunun tam

tersi durum kitinaz {iretimi i¢in ortaya ¢ikmis ve Pseudomonas’lar Kkitinaz
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uretmezken Streptomyces’lerin lrettigi saptanmustir. Ayrica calismada tim

izolatlarin siderofor olusturdugu da ortaya konmustur.

Kurze et al. (2001), Serratia plymuthica HRO-C48’nin ¢ilek bitkisinin gelisimine
olan etkisi ile V. dahliae ve P. cactorum’a olan antifungal etkilerini arastirmislardir.
Yiiksek kitin parcalayict aktivite gosteren bu izolat ile yapilan sera denemelerinde
Verticillium solgunlugunun %18.5, Phytophthora kok ciiriikliginiin ise %?33.4
oraninda azaldigi goriilmiistiir. Bu iki hastalik etmeni ile dogal bulasik tarlalarda
birbirini takip eden ii¢ vejetasyon periyodu boyunca diizenlenen denemelerde; dikim
oncesi bitki koklerinin antagonist sollisyonuna bandirilmast ile yapilan uygulamanin
Verticillium solgunlugunu ortalama %24.2 azaltirken verimi ortalama %296 oraninda
arttirdig1 saptanmistir. Buna benzer olarak Phytophthora kok ciiriikliigli ortalama

%9.6 azalirken %60 oraninda da verim artis1 elde edildigi bildirilmistir.

Berg et al. (2001), V. dahliae’nin konukgusu oldugu bitkilerdeki potansiyel
biyokontrol ajani olabilecek kok bakterilerini degerlendirmisler ve bunun igin
patates, kolza ve cilek bitkilerinden bu bakterileri izole etmislerdir. izole edilen 60
bakteri ile yapilan ikili kiiltiir ¢alismalarinda tiim bakteriler V. dahliae’ye karsi
antagonistik etki gosterirken, 31 izolat R. solani’ye, 17 izolat S. sclerotiorum’a
antagonistik etki gostermistir. Her ii¢ hastalik ig¢inde en etkili izolatlarin kolza
bitkisinden izole edildigi bildirilmistir. Etki mekanizmalarina bakildiginda ise bu
bakterilerin biiyiik bir ¢ogunlugunun (54 tane) proteaz, 4 tanesinin -1.3 glukanaz, 9
tanesinin kitinaz aktivitesine sahip oldugu ve bu bakterilerin biiyiik bir kisminin
kolza bitkisinden izole edildigini belirtmislerdir. Bakterilerin bitki gelisimine olan
etkileri mikroplateler i¢inde ¢imlendirilen ¢ilek tohumlarina bakteri uygulanmasi ile
gergeklestirilmistir. Bakteri ile muamele edilmeyen tohumlar kontrol olarak
kullanilmis ve 25 izolatin bitki gelisimini arttirdig1 saptanmistir. Denemede govde ve
kok uzunluklart agisindan izolatlar degerlendirildiklerinde sirastyla %30 ve %41 artis
ile Serratia plymuthica (R12) izolatinin en etkili oldugu bildirilmistir. Arastiricilar
elde ettikleri izolatlarin etkinliklerini degerlendirken puanlama sistemine gitmisler,
boylece sahip olduklar1 6zelliklere gore en yiiksek puan alanlari en etkili izolatlar
olarak degerlendirmislerdir. Bu degerlendirme sonunda ¢ilek izolatlarindan

Pseudomonas putida B (E2), patates izolatlarindan P. chlororaphis (P15) ve kolza
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izolatlarindan ise S. plymuthica (R12) en etkili antagonistler olarak belirlenmistir. Bu

izolatlarin sera kosullarinda kurulan denemede Verticillium solgunluguna kars1 etkili
olduklart bulunmustur. Uygulamadan 10 hafta sonra P. putida (E2)’nin uygulama
yapilmamis kontrole gore %11, P. chloraphis (P15)’in ise %6 oraninda solgunlugu
azalttig1 belirlenmistir. Bunun tam tersi olarak S. plymuthica (R12) uygulamasinin
hastalik oranini istatistiki olarak arttirdigi saptanmistir. Deneme verim degerleri
acisindan degerlendirildiginde ise P. putida (E2)’nin %104, P. chloraphis (P15)’in
%113 ve S. plymuthica (R12)’nin %72 oraninda verim artisina neden oldugu

arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Alstrom (2001) yapmis oldugu calismada kolza bitkisinin kdklerinden izole ettigi
bakterilerin V. dahliae’nin  biyolojik  kontroliinde kullanilma olanaklarini
arastirmistir. Enterobacteriaceae iiyesi bir ¢ok kirmizi pigmentli bakterinin yaninda
Alcaligenes, Stenotrophonas ve Pseudomonas genusundan bakterilerin de izole
edildigi c¢alismada kirmizi bakterilerin Serratia tiirleri ile benzerlik gosterdigi
bildirilmistir. In-vitro g¢alismalarda bakteri izolatlarinin fungusu dogrudan bask1
altina almasinin yaninda dolayli olarak da etkiledigi bildirilmistir. Calismada izole
edilen 16 bakterinin ozellikleri incelendiginde bunlardan 8 tanesinin kitinaz, 12
tanesinin seliilaz, 15 tanesinin proteaz aktivitesi gosterdigi, 11 tanesinin de fosfor
coziicii etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica 7 izolatin da HCN olusturdugu
saptanmistir. Kitinaz aktivitesi gosteren izolatlarin bir tanesi hari¢ digerleri yag
asitleri analizi ile Enterobacteriaceae iiyesi olarak tanilanmis ve diger genuslara ait

olan izolatlarm hig birisinin kitinaz aktivitesine sahip olmadig1 bildirilmistir.

Berg et al. (2002) Almanya’ da yaptig1 bir calismada; degisik bitki tiirlerinde
bakteriyel antagonistlerin varlig1 ve ¢esitliligini arastirmiglardir. Bunun igin patates,
kolza ve ¢ilek bitkileri ile topraktan izole ettikleri Verticillium dahliae’ye karsi
antagonist etkisi bulunan kok bakterilerinin fenotipik ve genotipik c¢esitliligini
saptamaya calismislardir. izole ettikleri toplam 5854 bakterinin Verticillium’a karsi
olan etkisini ikili kiiltiir testleri ile aragtirmiglar ve 334 izolat1 etkili bulmuslardir.
Cilek bitkisi kokiinden izole edilen bakterilerin %9.5’1 antagonistik aktivite
gosterirken bunu %6.3 ile kolza, %3.7 ile patates ve %3.3 ile toprak bakterileri

izlemistir. Yazarlar kolza bitkisi kokiinden izole edilen antagonist bakterilerin



18
Serratia spp. ve Pantoea agglomerans gibi Enterobacteriaceae iyeleri oldugunu

bildirirken, c¢ilek kokiinden izole edilen antagonistlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun
(%69) Pseudomonas putida oldugunu belirtmiglerdir. Bunun yaninda ¢ilekten izole
edilen antagonist bakterilerin %30’unun R. solani’yi, %7’sinin S. sclerotium’u ve
%6.4’tntin  P. cactorum’u baskit altinda tuttugu saptanmistir. Arastiricilar
antagonistik etkisini belirledikleri 33 Enterobacteriaceae iiyesinin 26 tanesini R.
solani’ye, 8 tanesini de P. cactorum’a etkili bulurken, bu izolatlarin 20’sinin kitinaz,
29’unun proteaz Urettigini belirlemislerdir. Buna benzer olarak etkinligi saptanmis 35
adet P. putida A izolatindan 22 tanesi R. solani’yi, 6 tanesi P. cactorum’u
engellerken, bunlarin 33 tanesinin proteaz, 13 tanesinin King B besiyerinde UV 151k
altinda floresan 1s1ma, 11 tanesinin 2,4-DAPG, 20 tanesinin HCN, 24 tanesinin ise
IAA drettigi belirlenmistir. Bu izolatlardan hi¢ birinin kitinaz iiretmedigi
bildirilmistir.

Krechel ef al. (2002) yaptiklart bir calismada; patates bitkisinin kok yiizeyi, kok igi,
gbvde ici ve yaprak yiizeyindeki dogal olarak bulunan bakteri ¢esitliligini aragtirmis
ve bir gram bitki dokusunda sirasiyla 107, 10°, 10’ ve 10° oraminda bakteri
bulmuslardir. Bunun yaninda izole ettikleri 440 adet bakterinin V. dahliae ve R.
solani’ye kars1 olan antagonistik etkilerini ikili kiiltiir testleri ile arastirmislar, yiiksek
etki gosteren bakterilerin %10’unun kok yiizeyinden, %9’unun kok i¢cinden, %6’ sinin
yaprak yiizeyinden ve %5’inin gdvde i¢inden izole edildigini ortaya koymuslardir.
Bunlardan 33 izolat1 in-vitro’da antogonistik mekanizmalar1 (glukanaz, kitinaz,
pektinaz, seliilaz ve proteaz aktiviteleri)’na gore karakterize etmisler ve bu 6zellikleri
de gboz Oniline alarak gelistirdikleri puanlama sistemi ile antagonist adaylarini

secmeye calismislardir.

Anandhakumar ve Zeller (2004a, 2004b) yapmis olduklar1 ¢alismada bir ¢ok kok
bakterisinin ¢ileklerde hastalik olusturan P. fragaria var. fragaria ve P. cactorum’a
kars1 antagonistik etkilerine in-vitro’da bakmiglar ve bunlardan Raoultella terrigena
(G-584), Bacillus amyloliquefaciens (G-V1) ve Pseudomonas fluorescens (2R1-7)"1
en etkili izolatlar olarak seg¢ip in-vivo calismalarda kullanmiglardir. Almanya’da
yuriitiilen sera ve tarla denemelerinde bu ¢ izolat Phytophthora inokule edilmis

topraklarda denenmis ve kok bandirma yontemi ile uygulanan izolatlarin %27-55
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oranlarda bu iki hastalig1 neredeyse “Aliette” isimli fungisit kadar kontrol altina

aldig1 saptanmistir. Antagonistik etkinin farkli enzimatik reaksiyonlardan

kaynaklandig1 belirtilmistir.

Vestberg et al. (2004) baz1 mikroorganizma uygulamalarinin ¢ilekte bitki gelisimi ve
bitki saglig1 tlizerine olan etkilerini aragtirmislar ve bu amacgla Glomus mosseae
(BEG29), Bacillus subtilis (M3), Trichoderma harzianum (DB11), Pseudomonas
fluorescens (C7r12) ve Gliocladium catenulatum (Gliomix®) izolatlarini tek baslarma
veya ikili olarak birbirleri ile karistirarak P. cactorum ve P. fragariae hastaliklarina
kars1 denemislerdir. Sera denemelerinin Finlandiya ve Belgika, fidelik denemelerinin
ise Finlandiya’da yapildig1 ¢alismalarda; 7. harzianum ve G. mosseae haricinde
uygulanan mikroorganizmalarin uygulamadan dort hafta sonra yeterli yogunluga
ulagtigi saptanmustir. Yapilan yedi denemenin sadece ikisinde uygulanan
mikroorganizmalar ya da karigimlar1 anlamli diizeyde bitki gelisimini arttirici etkide
bulunurken, ikili karisim halindeki uygulamalarin tek mikroorganizma
uygulamalarina nazaran daha etkili olmadig1 da bildirilmistir. Uygulamalardan B.
subtilis en 1yi etkiyi gostermistir. Sonbaharda kurulan denemede uygulamalarin
biiylik cogunlugu hastalik belirtilerini ve kokteki oospor sayilarini diisiiriirken, ¢ilek
gelisimi i¢in uygun olan yaz aylarinda kurulan denemede ise uygulamalar hastalig
kontrol edememis hatta bazi mikroorganizmalarin hastalik siddetini arttirdig:
arastiricilar tarafindan gozlenmistir. B. subtilis, G. mosseae ve G. catenulatum
koklerdeki nekrozu ¢ok az bir oranda diislirmiistiir. Hi¢ bir uygulama tek basina ¢ilek
kok bolgesindeki P. fragariae oospor sayisint diistirmezken yapilan birden fazla
uygulama ile bunlarin sayilar1 diisiiriilebilmistir. Calismada kullanilan 7. harzianum,
G. mosseae ve B. subtilis izolatlar1 bitki gelisimini arttiric1 ve hastaliklar1 engelleme
acisindan {imitvar izolatlar olarak saptanmistir. Ancak yazarlar deneme sonuglar
arasindaki varyasyon nedeniyle konu iizerinde daha ¢ok calisilmasi gerektigini de

bildirmiglerdir.

Grosch et al. (2006) degisik ¢evrelerden izole ettikleri 434 adet bakteri izolatinin R.
solani’ye antifungal etkisini patates ve marul bitkilerinde in-vitro ve in-vivo’da
arastirmis, bunlardan 18 tanesini ikili kiltlir testlerinin yaninda kitinaz, beta 1,3-

glukanaz ve proteaz aktivitelerini dikkate alarak en etkili izolat olarak se¢mislerdir.
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Bunlar i¢inde 2 floresan Pseudomonas ve bir Serratia plymuthica izolatinin hem

kontrollii hemde tarla kosullarinda patates ve marul bitkilerinde R. solani’ye karsi

etki gosterdigini ve hastalik siddetini diisiirdiigiinii saptamislardir.

Costa et al. (2007) cilek ve kolza bitkilerinin kdklerinde bulunan Pseudomonas’larin
cesitliligini  ve Verticillium dahliae’ye olan antagonistik potansiyellerini
arastirmiglardir. Almanya’nin Berlin, Braunschweing ve Rostock bolgelerindeki
cilek, kolza ve topraktan izole ettikleri bakterilerden 101 tanesinin V. dahliae’ye
kars1 antagonist etki gosterdigini saptamislardir. Bu 101 izolatin 13 tanesi topraktan,
54 tanesi cilek rizosferinden ve 34 tanesi kolza rizosferinden izole edilmistir.
Bakteriyel izolatlarin 91 tanesinin proteaz, 5 tanesinin kitinaz ve 1 tanesinin ise
seliilaz aktivitesi gosterdigi ancak hic¢ birinin glukanaz aktivitesine sahip olmadigi
belirtilmigtir. Ayrica bu izolatlardan 82 tanesinin R. solani’ye, 68 tanesinin Fusarium
oxysporum’a in-vitro’da antagonistik etki gosterdigi ve 75 tanesinin 2,4-DAPG

tiretiminden sorumlu olan PAID genine sahip oldugu saptanmustir.

Ulkemizde son yillarda biyolojik miicadele konusunda yapilan ¢alismalarin sayisi

artmasina karsin ¢ilekte bu konu ile ilgili cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Yiiriiten ve arkadaslar1 (1986) cilekte kok ciirtikliigli patojeni ve bu patojen lizerinde
etkili olabilecek antagonist mikroorganizmalar1 arastirmis ve giines enerjisi ile
kismen pastorize edilen topraklarda patojen ve antagonistlerin davranigini saptamaya
caligmiglardir. Antagonist mikroorganizmalari hastalikli ve saglikli bitkilerin
rizosferinden alinan topraklardan izole etmislerdir. Rhizoctonia sp.’ye Karsi
antagonistik etki gosteren 18 Thichoderma spp., 7 Aspergillus spp., 17 Bakteri ve 7

aktinamiset grubu mikroorganizma belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

Aydin ili Sultanhisar ilgesinde ticari ¢ilek iiretim alanlarindaki cilek bitkileri
(Fragaria x ananassa cv. Camarosa ve Fragaria x ananassa cv. Sweet Charlie
cesidi) ve aym yorede yetistirilen karnabahar (Brassica oleracea L. var. botrytis),
kirmizi lahana (Brassica oleracea L. var. rubra), brokoli (Brassica oleracea L. var.
italica), lahana (Brassica oleracea L. var. capitata), turp (Raphanus sp.), bakla
(Vicia faba) ile yabanci otlardan yabani turp (Raphanus raphanistrum L.), darican
(Echinochloa crus-galli L.) ve ¢oban cantasi1 (Capsella bursa-pastoris (L.) Medik.)
bitkilerinin rizosferi antagonist bakteri izolasyon caligmalar1 i¢in kullanilmistir.
(Calismalarda ayrica fungal izolatlarin patojenisite testleri ve antagonist bakterilerin
etkinliklerini saptamak i¢in Camarosa ¢esidi ¢ilek fideleri ve tiitiinde asir1 duyarlilik
testleri i¢cin White Burley ¢esidi (Nicotiana tabacum) tiitiin bitkileri bitkisel materyal

olarak kullanilmistir.

Tez kapsaminda tiim in-vitro ve in-vivo ¢aligmalarda yukarida adi gegen bitkilerin
rizosferinden izole edilen bakteri kiiltlirleri, referans izolat olarak Prof. Dr. Gabriele
BERG (Rostock Universitesi, Almanya)’den temin edilen (Ek 1) Serratia
pulymuthica (HRO-C48), Pseudomonas fluorescens (E11) bakteri izolatlari
kullanilmistir. Caligmalarda ayrica pektinaz testi i¢in Erwinia carotovora subsp.
carotovora (Scottish Crop Research Institute, SCRI-133), tiitlinde asir1 duyarlilik
testi icin Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Kiitahya 18: Prof. Dr. Kemal
BENLIOGLU), IAA testi igin Pseudomonas savastanoi (ITM-519: Prof. Dr. Nicola
S. lacobellis, Basilicata Universitesi, Italya) izolatlar1 pozitif kiiltiir olarak
kullanilmistir. Tezde antagonist bakterilerin etkinliklerini belirlemek amaciyla
yiiriitiilen in-vitro ve in-vivo testlerde Prof. Dr. Seher BENLIOGLU tarafindan izole
edilerek tanilanan (TUBITAK-TOGTAG 1641 nolu proje) 10 adet R. solani ve 11

adet P. cactorum fungal izolat kullanilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

2003 yil1 Subat, Nisan, Kasim ve 2004 yil1 Nisan, Agustos, Eyliil aylarinda Aydin ili
Sultanhisar ilgesinde {iretimi yapilan cilek bitkileri ile aym yorede kis sezonunda
cilek ekim alanlarinda yetistirilen Crucifereae familyas1 sebzeleri karnabahar, kirmiz
lahana, brokoli, lahana, turp bitkilerinden, ayrica bakla bitkileri ile yabani turp,
darican ve c¢oban ¢antast yabanci otlarindan kok Ornekleri alinmistir. Polietilen
torbalara konulan 6rnekler buz kutusu i¢inde laboratuvara getirilmis ve 24 saat i¢inde
rizosferden antagonist bakteri izolasyonu yapilmistir. Bunun icin bitkilerin kokleri
elle vurularak fazla topraklarindan arindirilmaya calisilmis ve bistiiri yardimryla 1-2
cm boyunda kesilip pagal yapilmistir. Bu kdk parcalarindan 3 g alinarak i¢inde 27 ml
steril fizyolojik serum (%0.85 NaCl, pH7.0) bulunan stomacher torbalarina konmus
ve 1 dk boyunca stomacher (BagMixer”®, Interscience, Fransa) ile karistirilmistir. Her
ornek i¢in 10°’e kadar steril fizyolojik serum igeren tiiplere seyreltme serileri
hazirlanmis; 107, 10* ve 107 seyreltmelerden 100 ul olacak sekilde baget yardimiyla
yayilarak King B (20 g Proteoz pepton No 3, 1.5 g K,HPO,, 1.5 g MgS0,.7H,0, 15
ml glycerol, 15 g agar, 1 litre damitik su (King et al., 1954)) besiyerlerine ekilmistir.
25 °C’de 4 giin gelisimin ardindan bu petrilerde gelisen farkli koloni morfolojisine
sahip bakteriler KB besiyerine saflastirilmistir. Izole edilen bakterilerin KB
besiyerinde UV 1sik altinda (366 nm) floresans verme oOzellikleri ayrica
kaydedilmistir. Bakterilerin antifungal etkisinin olup olmadigmmin saptanmasi
amaciyla petri kabinda ikili kiiltiir testleri yapilarak izolatlar bir 6n elemeden
gecirilmiglerdir. Bunun igin; patates dekstroz agar (PDA) besiyeri igeren petrilere,
merkezden 2 cm uzaga ve her petri i¢cin dort farkli bakteri olacak sekilde 6zeyle 5
mm ¢apl daire seklinde bakteri inokulasyonu yapilmistir. Ayn1 bakteriler ile bir petri
daha hazirlanmis ve bakteri inokulasyonundan 24 saat sonra petrinin birine R. solani
(R3/2), digerine P. cactorum (P2/01) igeren 1 cm ¢apli agar plagi petrilerin tam
ortalarina gelecek sekilde yerlestirilmistir. Bes giinliik inkubasyonun ardindan test

funguslarina antagonistik etki gdsteren bakteriler ilerideki ¢alismalarda kullanilmak
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tizere %20 glycerol iceren Nutrient Broth (Difco) besiyeri iginde -76°C de

saklanmistir.

3.2.2. Bakterilerin In-vitro Antifungal Aktivitelerinin Saptanmasi

On testlerden gecirilerek stoklanan antagonist aday1 bakteri izolatlarinin R. solani ve
P. cactorum’a kars1 antifungal etkilerinin ne oranda oldugunun saptanmasi amaciyla
3 tekerriirlii olarak in-vitro’da ikili kiiltiir testleri yapilmistir. Bu amagla 24-48 saatlik
NA (Nutrient Agar) kiiltiirlerinden steril fizyolojik serum (%0.85 NaCl) i¢ine 10°
hiicre/ml (McFarland 1 skalas1 kullanilarak hazirlanmis (McFarland, 1907)) olacak
sekilde bakteri slispansiyonlari hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonlar1 i¢ginde PDA
besiyeri bulunan ve alt yiizeyine 6zel bir seffaf Olciim sablonu (Sekil 3.1)
yapistirilmis petri kaplarina merkezden 25 mm uzakliktaki dort noktaya 5 ul olacak
sekilde damlatilmistir. Bakteri inokulasyonundan 24 saat sonra testlenecek fungusa
ait 10 mm caph agar plagi bir haftalik PDA Kkiiltiirlerinin kenarindan alinarak
bakterilerin ekilmis oldugu petrinin merkezine konulmustur. Kontrol petrilerine ise
bakteri inokulasyonu yapilmadan fungus ekimi yapilmistir. Besiyerleri 20 °C’de 5
glin boyunca inkube edilmis ve engellemeler petri kabmin altina yapistirilan
sablondan yararlanilarak degerlendirilmistir. Bakterilerin inokule edildigi petrilerde
gelisen fungus kolonisi ¢ap1 Olciilerek bakteri inokulasyonu yapilmayan petride
gelisen fungus kolonisi ¢api ile karsilastirilmis ve asagidaki formiile gore yiizde

engellemeler hesaplanmastir.

Kontrol petrideki fungus ¢ap1 - Bakteri inokulasyonu yapilmis petrideki fungus ¢ap1
% Engelleme = X 100
Kontrol petrideki fungus ¢ap1

Izolatlarm hem R. solani’yi hemde P. cactorum’u engellemelerini beraber
degerlendirmek amaciyla bu izolatlara kiimeleme analizi yapilmig (JMP IN ver 5,

Cluster analizi) ve izolatlar 12 kiimeye ayrilmistir.
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Sekil 3.1. Antagonist bakterilerin test funguslarini engelleme oranlarinin 6l¢iildigi ikili
kdiltiir testi ve petri alt1 test sablonu

3.2.3. Bakterilerin On Eleme Testleri

Bu amagla in-vitro testlerde fungal patojenlere karsi etkili bulunan antagonist
bakterilerin bitki patojeni olup olmadiklarinin saptanmasi i¢in tiitlinde asir1 duyarlilik
testlert (Klement, 1963), cilek fide dikim zamani bdlgede temmuz sonu agustos
baslarinda yapildig1 ve bakterilerin dikimle birlikte fidelere uygulanmasi planlandig:
icin antagonist aday1 bakterilerin 37°C’de gelisme testleri yapilmistir. Ayrica

bakterilerin 6n ayirimi i¢in gram boyama testleri de uygulanmaistir.

Tiitiinde asir1 duyarhlik testleri: Bunun i¢in 24-48 saatlik NA kiiltiirlerinden steril
damtik su igine 10°* hiicre/ml (McFarland 1) olacak sekilde bakteri siispansiyonlart
hazirlanmigtir. Siispansiyon iklim odasinda gelistirilen White Burley cesidi tiitiin
bitkisinin yapraklarimin damar aralarina ince uglu bir enjektér yardimiyla inokule
edilmistir. Inokulasyon bolgesinde 48-72 saat i¢inde derimsi bir belirti pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Klement, 1963). Bu calismada pozitif kontrol amaciyla
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola bakteri slispansiyonu kullanilmis, ayrica

negatif kontrol olarak da yapraklara steril su enjekte edilmistir.
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Gram boyama testleri: Klement (1968)’in belirttigi yonteme goére yapilmis ve

normal 151k mikroskobunda 100 x objektif altinda goriilen mavi-mor bakteriler gram

pozitif, pembe-kirmizi olarak goriilenler de gram negatif olarak kaydedilmistir.

37°C’de gelisme testleri: Bunun i¢in; 24-48 saatlik NA besiyerinde gelistirilen
bakterilerden her biri 2 farkli petri kabindaki NA besiyerlerine ekilmis ve petrilerin
biri 25°C°de digeri 37°C’de 2 giin inkubasyona birakilmistir. inkubasyonun ardindan

her izolatin farkli iki sicakliktaki gelisimleri degerlendirilmistir.

3.2.4. Enzim AKktivitelerinin Saptanmasi

Yapilan ikili kiiltiir, diger testler ve bakterilerin izole edildigi orijin bitkileri dikkate
alinarak secilen 24 antagonist bakteri izolatinin; kitinaz, proteaz, pektinaz, seliilaz,
DNaz, fosfataz enzim aktiviteleri ve inorganik fosfati ¢6zme kabiliyetleri

arastirilmistir.

Kitinaz: Kitinaz aktivitesinin saptanmasi i¢in; Nutrient Agar besiyerinde 24-48 saat
stireyle gelistirilen bakteriler, Kitin Agar (CA; 1.62 g Nutrient broth, 0.5 g NaCl, 3.6
g Na,HPO,, 1.8 g KH,PO,, 0.6 g NH,Cl, 2 g kitin, 0.1 mM CaCl,, ImM MgSO,, 3
nM Thiamin-HCI, 15 g agar, 1 L damitik su, pH 7.2) besiyerine ¢izgi ekim seklinde
ekilmis ve 5 giin boyunca 30°C’de inkubasyona birakilmistir. inkubasyon sonunda
gelisen bakterilerin etrafinda besiyerinde meydana gelen agik alanlar enzimatik
parcalanmay1 gostererek pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Berg, 1996; Berg et

al., 2000b).

Test besiyerinde kullanilan kitini hazirlamak i¢in; kitin havanda ezilmis, 40 mes’lik
(400 pum) elekten gecirilmis ve elegin altina gecen toz halindeki kitinden 5 g
tartilmistir. Bunun tizerine 50 ml %85’lik fosforik asit eklenmis ve 24 saat boyunca
5°C’de bekletilmistir. Islem sonunda keklesen kitin iizerine 400 ml deiyonize su
eklenmis ve iyice karigtirllmistir. Filte kagidi ile siiziilerek elde edilen yogun
kivamli, beyaz renkli kek iizerine yine 400 ml deiyonize su konularak yikanmustir.
Bu yikama iglemine pH 5.0-5.5 olana kadar devam edilmis ve daha sonra 1 N
sodyum hidroksit ile pH’s1 7.0’ye ayarlanmistir. Daha sonra sivi 8000 g’de 10 dakika

santrifiij edilmis ve elde edilen pellet ayn1 hiz ve siirede bir kere daha deiyonize su
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ile yikanmis ve Ust siv1 atilarak pellet tutulmugtur. Literatiirde %10 oraninda kitin

icerdigi belirtilen pellet bu oran dikkate alinarak besiyerine eklenmistir (Reid ve

Ogrydzial, 1981; Ramirez et al., 2004).

Proteaz: Proteaz aktivitesini saptamak i¢in testlenecek antagonist bakteriler skim
milk agar besiyerine (50 ml sterilize edilmis ve 55°C’ye sogutulmus skim milk
[Pinar Light Siit %0 yag], 50 ml 1/5 Tryptic Soy Agar ve %4 agar ile karistirilmis)
ekilmigtir. 20°C’de 5 giinliikk inkubasyon sonunda koloni etrafinda acik alanlarin
olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Krechel et al., 2002). Acik zonun
capt Smm’ye kadar olanlar “+”, 5-10 mm olanlar “++” ve 10 mm’den biiyiik olanlar

“+++7 olarak kayit edilmistir.

Pektinaz: Pektinaz aktivitesini saptamak i¢in Beraha (1968)’nin pektat agar besiyeri
kullanilmistir. Bu besiyerini hazirlamak i¢in; 200 ml kaynamis damitik su daha
onceden sicak su ile calkalanarak 1sitilmis olan blendere konulmus, bunun iizerine
4.5 ml 1 N NaOH, 3 ml %10 CaCl,.2H,O, 0.5 ml %1.5 brothymol blue (alkol i¢ine
hazirlanmis soliisyonu), 5 g yeast ekstrakt ve 1.5 g agar ilave edilmis ve yiiksek
hizda 15 saniye karistirilmistir. Karigim tizerine 300 ml daha kaynamis damitik su
ilave edildikten sonra en son olarak 15 g sodyum polipektat yavas devirde karistirilan
besiyeri ilizerine azar azar ilave edilmis ardindan 15-30 saniye yiiksek hizda
kanistinnlmistir. Karistirma isleminin hemen ardindan ¢ok hizli bir sekilde 2 L’lik
erlene alinmig, 25 dakika boyunca 121 °C’de otoklav ile sterilize edilmis ve 20 ml
olacak sekilde petrilere dokiilmustiir. Bakteriler yiizeyi kuru besiyerlerine nokta ekim
teknigi ile inokule edilmis ve 25°C’de 18 saatlik inkubasyona birakilmistir.
Gelisimin ardindan besiyeri ylizeyinde krater seklinde cukur olusturarak gelisen
koloniler pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Bu testlerde SCRI-133 kodlu

Erwinia carotovora subsp. carotovora pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

Seliilaz: Bu test i¢in Andro ef al. (1984)’ nin 6nerdigi besiyeri kullanilmistir. Dort
ayr1 soliisyondan olusan besiyeri su sekilde hazirlanmistir. Soliisyon A: 0.25 g NaCl,
1.5 g K,HPO,, 2.5 g karboksi metil seliloz (CMC) 400 ml damitik su igine
konulmustur. Topaklagsmay1 engellemek i¢cin CMC ortama yavas yavas eklenmis ve

15 dakika manyetik karistiricida karistirllmistir. Soliisyon B: 3 g Na,HPO,, 0.5 g
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NH,CI, 2.5 g glycerol, 0.5 g yeast ekstrakt, 6.5 g bakteriyolojik agar 100 ml damitik

su i¢ine konulmustur. Soliisyon C: 1 M MgSO,. Soliisyon D: %7.5 v/w CaCl,. Her
bir sollisyon ayri ayri otoklav ile sterilize edilmis, soliisyon A ve B sicakken
karistirilmig, bu karisim iizerine soliisyon C ve D den 1’er ml eklenmistir. Kopiik
olugmasina izin verilmeden dikkatlice karistirilan besiyeri petrilere dokiilmiistiir.
Petriler 24-48 saatlik NA besiyerinde gelisen bakteri kiiltiirleri ile inolule edilmis ve
25°C’de 4 giin inkubasyona birakilmistir. Inkubasyonun ardindan petri yiizeyi 10 ml
%0.1 kongo kirmizis1 soliisyonu ile kaplanmis ve 20 dakika beklenmistir. Bu siirenin
ardindan soliisyon dokiilerek bu sefer petri yiizeyi 10 ml 1 M NacCl ile kaplanmis ve
5 dakika beklenmistir. Kirmiz1 renk alan besiyerinde kolonilerin etrafindaki sari

renkli acik alan pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Klement et al., 1990).

DNaz: DNaz testi icin Merck DNaz hazirbesiyeri kullanilmistir. Bu amagla 24-48
saatlik NA besiyerinde gelistirilen bakteriler DNaz besiyerine ekilmis ve 25°C’de 5
giin inkubasyona birakilmistir. Gelisimin ardindan petri kabinin {izerine 10 ml IN
HCI dokiilmiistiir. Bakteri kolonileri etrafinda meydana gelen agik alan pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Jeffries et al., 1957).

Fosfataz: Bakterilerin organik fosfati c¢ozebilmesine yonelik fosfataz enzim
aktivitesi Holt et al. (1994)’nin belirttigi yonteme gore testlenmistir. Bunun i¢in 8 g
nutrient broth, 28 g agar, 1 L damitik su i¢ine konulmus ve 121°C’de 15 dakika
otoklav ile sterilize edilmistir. Besiyeri 50°C’ye kadar soguduktan sonra filtre ile
sterilize edilmis phenolphthalein phosphate soliisyonundan son konsantrasyon %0.05
(agirhik/hacim) olacak sekilde eklenmis, karistirllmis ve besiyeri petrilere 20 ml
olarak dokiimiistiir. Besiyeri yilizeyinin kurumasinin ardindan bakteriler nokta ekim
teknigi ile inokule edilmig 25°C’de 2 giin inkubasyona birakilmistir. Geligsimin
ardindan petriler ters c¢evrilerek petri kapagina 100 pl %25°lik amonyum soliisyonu
damlatilmistir. Gelisen kolonilerin renginin ¢ok kisa bir siire i¢inde pembe-kirmizi
renge donmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Olusan kirmizi rengin
siddetine gore; kirmizi ise +++, acik kirmizi ise ++, hafif pembemsi ise + olarak

kaydedilmistir.
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Inorganik fosfat1 ¢ozebilme: Bakterilerin inoganik fosfat1 parcalama kabiliyetleri

De Freitas et al. (1997)’min belirttigi besiyeri kullanilarak degerlendirilmistir.
Besiyerini hazirlamak i¢in 10 g glukoz, 4 g Ca;(PO4),, 5 g NH,CL, 1 g NaCl, 1 g
MgSO,, 1 L damitik su i¢ine konulmus ve pH 7.2’ye ayarlanmistir. Besiyerine 20 g
agar ilave edilerek 121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmis ve petrilere 10 ml
olacak sekilde dokiilmiistiir. Besiyerlerinin yilizeyi kuruduktan sonra McFarland 1
(10% hiicre/ml)’e gore steril fizyolojik serum icine 24 saatlik NA kiiltiirlerinden
hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 besiyerine 10 pl olacak sekilde damlatilmistir.
Inokule edilen besiyerleri 25°C’de 7 giin boyunca inkube edilmis ve koloni etrafinda
olusan acik alan pozitif sonug olarak kaydedilmistir. Olusan bu alanin ¢ap1 6l¢iilerek

izolatlarin inorganik fosforu ¢6zme yetenekleri degerlendirilmistir.

3.2.5. Sekonder Metabolit Uretimi

Yirmi dort antagonist bakteri izolatinin sekonder metabolit iliretim yetenekleri
arastirtlmistir. Bu amagla bakterilerin indol asetik asit (IAA), hidrojen siyanid
(HCN), yiizey aktif madde (biosurfactant), 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG)

iretimi ve siderefor olusturma yetenekleri yapilan testler ile saptanmaigtir.

Indol asetik asit iiretimi: Elde edilen bakteriyel izolatlarin in-vitro’da indol 3 asetik
asit iiretip iretmediginin belirlenmesi icin Patten ve Glick (2002)’in 6nerdigi
kolorimetrik yontemden yararlanilmistir. Bunun icin NA besiyerinde gelistirilen
24-48 saatlik kiiltiirler kullanilmistir. Bakteriler ilk 6nce tiiplerdeki 5 ml Triptik Soya
Broth (TSB) sivi besiyerine ekilmis ve 25°C’de gece boyu calkalanarak inkube
edilmistir. Inkubasyonun ardindan bu besiyerinden 20 pl almarak yine 5 ml TSB siv1
besiyeri igeren tiiplere inokulasyon yapilmistir. 25°C’de gece boyu calkalamali
inkubasyonun ardindan 20 pl alinarak bu sefer 200 pg/ml oraninda L-triptofan igeren
5 ml Dworkin Foster (DF) salts minimal medium (4 g KH,PO,, 6 g Na,HPO,, 0.2 g
MgS0,.7H,0, 2 g glukoz, 2 g glukonik asit, 2 g sitrik asit, 2 g (NH4),SO4, 0.1 ml
Soliisyon A, 0.1 ml Soliisyon B, 1 L damitik su; [Soliisyon A: 10 mg H;BO;, 11.19
mg MnSO,.H,0, 124.6 mg ZnSO,.7H,0, 78.22 mg CuSO,.5H,0, 10 mg MoO3, 100
ml damitik su; Soliisyon B: 100 mg FeSO,.7H,0, 10 ml damitik su]) (Dworkin ve
Foster, 1958)’a alinmistir. 25°C’de 48 saat calkalamali inkubasyonun ardindan
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homojen bir gelismenin elde edilip edilmediginin anlagilmasi amaciyla

besiyerlerinden 200 pl  almarak  mikropleytlerdeki  kuyulara  konmus,
spektrofotometrede (Thermo Scientific, Multiskan® Spectrum) 600’nm de absorbans
degerleri okunmus ve kaydedilmistir. Bu islemden sonra DF besiyerinden alinan 1.5
ml bakteri siispansiyonu mikro santrifiij tiiplerine konmus ve 5500 g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatantdan 40 pl alinmis, mikropleytlerdeki kuyulara
konmus ve tizerine 160 ul Salkowski ayiraci [150 ml H,SO,, 250 ml damitik su, 7.5
ml 0.5 M FeCl;.6H,0; (Gordon ve Weber, 1951)] ilave edilmistir. Ayiracin karigmast
icin 1-2 saniye c¢alkalandiktan sonra oda sicakliginda sabit olarak 20 dakika boyunca
karanlikta inkubasyona birakilmig ve 535 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede
okunarak degerler kaydedilmistir. Spektrofotometrede yapilan tim okumalar g
tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve pozitif kontrol olarak Pseudomonas savastanoi
(ITM-519) izolat1 kullanilmistir. 535 nm’de okunan degerler daha Onceden
hesaplanmis olan IAA standart dogrusu denkleminde yerine konularak IAA
miktarlar1 hesaplanmigtir. Standart dogru denklemini olusturmak igin; 200 pug/ml
oraninda L-triptofan igeren sekiz adet DF besiyerine sirasiyla son konsantrasyonlari
100, 50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 ve 0 ug/ml olacak sekilde IAA eklenmis ve dort tekerriirlii
olarak standartlar hazirlanmistir. Standart cozeltiler yine 535 nm’de okunarak
degerler kaydedilmistir. Olgiilen degerler dikkate almarak JMP In (Macintosh 5.1
ver) bilgisayar programi yardimiyla regresyon denklemi elde edilmistir. Her bakteri
izolatinin TAA tretim miktarlari ise 535 nm’de okunan degerlerin denklemde yerine

konulmasi ile hesaplanmaigtir.

HCN iiretimi: Mevcut antagonist adayir Dbakterilerin HCN  olusturup
olusturmadiklarinin saptanmasi1 amaciyla Bakker ve Schippers (1987)’1in 6nerdigi
yontem degistirilerek kullanilmistir. Bunun i¢in %0.44 glisin igeren KB s1v1 besiyeri
hazirlanmig ve 160 mm uzunlugundaki vidali kapakli tiiplere 5 ml olacak sekilde
dagitilmistir. Bu tiipler 24-48 saatlik NA besiyerinde gelisen bakteri kiiltiirleri ile
inolule edilmistir. Inokulasyondan hemen sonra tiiplerin i¢ine besiyerine degmiyecek
sekilde pikrik asit emdirilmis filtre kagitlar1 sarkitilmistir. Pikrik asitli filtre kagitlari,
10 mm genisliginde 100 mm uzunlugundaki filtre kagitlarina pikrik asit soliisyonu

(%2 sodyum karbonat, %0.5 pikrik asit)’nun emdirilmesi ve oda sicakliginda
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kurutulmas: ile hazirlanmistir. Tiiplerin agzi1 sikica kapatilip saran film ile sarildiktan

sonra 4 giin boyunca 20 °C’de c¢alkalayicida (150 devir/dakika) inkubasyona
birakilmistir. Gelisimin ardindan filtre kagitlarinin renginin portakal renginden
kahverengine donmesi siyanid iiretimini gostermis ve pozitif sonu¢ olarak kayit
edilmistir. Pozitif sonug, elde edilen kahverenginin tonuna goére en koyu renk

“++++” ve en agik “+” olmak iizere dort sinifa ayrilarak degerlendirilmistir.

Yiizey aktif madde (biosurfactant) iiretimi: Bakterilerin ylizey aktif madde
tretimleri Siegmund ve Wagner (1991)’in belirttigi yonteme gore yapilmistir. Testte
kullanilacak besiyerinin hazirlanmasi i¢in i¢in 1 L damitik su i¢ine 20 g glycerol, 0.7
g KH,PO,, 0.9 g Na,HPO,, 2 g NaNO;, 0.4 g MgS0,.7H,0, 0.1 g CaCl,.2H,0, 0.2 g
cethyltrimethylammonium bromide, 0.005 g methylen blue ve 15 g agar eklenmistir.
Daha sonra besiyerine 2 ml iz element soliisyonu (FeSO.7H,O 2 g,
(NH4)sM0;0,4.H,0 0.6 g, MnSO,.H,O 1.5 g ve 1 L damitik su) ilave edilmis ve pH
6.7°ye ayarlanmistir. Otoklav ile sterilize edilen besiyeri petrilere dokiilmiis ve
yuzeyleri kuruduktan sonra bakteriler 5 mm bir ¢ap olusturacak sekilde ozeyle
inokule edilmistir. 24 saat boyunca 30 °C’de inkubasyonun ardindan koloni etrafinda
meydana gelen mavi alan pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmis ve bu alanin c¢ap1

Ol¢iilerek kaydedilmistir.

2,4-Diacetylphloroglucinol iiretimi: Bakterilerin 2,4-Diacetylphloroglucinol (2,4-
DAPGQG) iiretiminin saptanmast i¢in McSpadden Gardener ef al. (2001)’nin 6nerdigi
molekiiler tanilama teknigi PCR kullanilmistir. 2,4-DAPG {iretiminden sorumlu phlD
geninin belirlenmesi amaciyla bu ¢alismada belirtilmis olan primerler (B2BF: ACC
CAC CGC AGC ATC GTT TAT GAG C, BPR4: CCG CCG GTA TGG AAG ATG
AAA AAG TC) kullanilarak asagida anlatilan yol izlenmis ve 629 bp
biiytikliigiindeki nukleotit dizisi amplifiye edilmeye calisilmigtir. Bunun igin 48
saatlik KB besiyerinde gelistirilen bakteri kolonileri kullanilmistir. Platin 6ze
yardimiyla alinan ¢ok az miktardaki bakteri kolonisi mikrosantrifiij tiipleri icindeki
200 pl steril suya konulmus ve tiip karistiricida iyice karistirilarak siispanse
edilmigtir. Daha sonra tiipler 13 dakika boyunca 99°C’de bekletilmis, ardindan
hemen buza alinmis ve 13000 rpm’de 4°C’de 2.5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Elde edilen siipernatant kalip DNA olarak kullanilmistir. Amplifikasyon 2 pl PCR
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buffer (+KCl), 1.2 ul MgCl,, 0.4 pl 4dNTP, 0.05 ul Primer B2BF, 0.05 pl Primer

BPR4, 0.2 pul Taq ve 2 pl kalip DNA iceren 20 ul PCR reaksiyonu karigimi ile
yapilmigtir (Primerler Iontek firmasina sentezlettirilmis, diger karigim malzemeleri
Fermentas firmasindan temin edilmistir). 0.2 ml’lik PCR tiiplerine yiiklenen karisim
Thermal Cycler cihazina (Eppendorf® Mastercycler™ Gradient) konulmus ve
94°C’de 3 dakika, 30 x (94°C’de 10 saniye, 60°C’de 15 saniye ve 72°C’de 15
saniye) ve 72°C’de 5 dakika son dongli kosullar1 ile amplifikasyon
gerceklestirilmistir.  PCR  isleminin  sonunda amplifikasyonun gerceklesip
gergceklesmediginin anlasilmasi i¢in 4 pl reaksiyon karisimlart 0.5 x Tris-Borate-
EDTA buffer (TBE) i¢ine hazirlanmis %1.5’lik agaroz jele yiiklenmis ve 45 voltta 30
dakika yiiriitiilmiistiir. Islem sonunda olusan bantlarmn gériiliir hale getirilmesi igin jel
30 dakika etidyum bromiir ile boyanmis ve jel goriintiileme sistemi (Kodak, Edas) ile

fotografi ¢ekilmistir.

Siderofor Uretimi: Crom Azurol S (CAS) agar besiyeri ile sideroforun varligi
arastirllmistir.  Calismalara baslamadan Once tiim cam malzemeler metal
kirlenmesine kars1 6 M HCI ile yikanmis ve deiyonize su ile ii¢ kez durulanmistir.
Blue CAS agar besiyeri agagidaki gibi hazirlanmistir. Besiyeri: 100 ml 10 x MM9
tuz soliisyonu (6.78 g Na,HPO,, 0.3 g KH2PO4, 0.5 g NaCl, 1 g NH,CI, 100 ml
deiyonize su), 15 g agar, 30.24 g 1,4-piperazinediethanesulfonic acid (Pipes), 750 ml
deiyonize su i¢ine eklenmis, pH’y1 6.8’e ayarlamak i¢in 12 g NaOH soliisyonu (%50
NaOH [sulu]) ilave edilmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir.
Otoklav ile sterilize edilmis ve 50 °C’ye sogutulmus besiyerine, 30 ml demirden
arindirilmis kasamino asit soliisyonu (%10), filtre ile sterilize edilmis 10 ml glukoz
(%20), 1 ml thiamin HCL (%0.2) ve 3 ml L-triptofan (%]1) aseptik kosullarda
eklenmistir. Cox (1994)’un Onerdigi yoOnteme gore kasamino asiti demirden
arindirmak i¢in kasamino asit soliisyonu 1:1 oraninda kloroform i¢ine hazirlanmis
%3’lik 8-hydroxyquinoline soliisyonu ile kanistirllmis, kuvetli bir sekilde
calkalanmis ve 8000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte olusan faz aseptik
olarak dikkatli bir sekilde alinmis ve kullanilmistir. CAS soliisyonu: 50 ml deiyonize
su icine 60.5 mg CAS eritilmis ve tizerine 10 ml demir (III) soliisyonu (1 mM

FeCl;.6H,0O, 10 mM HCI) eklenmistir. Hazirlanan bu soliisyon manyetik karistirici
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tzerindeki 40  ml deiyonize su  i¢inde eritilmis 72.9 mg

hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) iizerine yavasca eklenerek
karistirilmistir. Karigim 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmis ve 50 °C ye
kadar sogutulmustur. Besiyeri CAS soliisyonu ile kopiik olusumuna izin verilmeden
kanistirllmis ve petri kaplarina 30 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Bakteriler petrilere
inokule edilmis ve 25°C’de 5 giinliik inkubasyonun ardindan koloni g¢evresindeki
portakal renkli alanin meydana gelmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Schwyn ve Neilands, 1987). Bu alanin ¢api dl¢iilerek kaydedilmistir.

3.2.6. Antagonist Bakterilerin Tanilanmasi

Antagonist bakterilerin tiir diizeyinde tanilanmasi icin yag asitleri metil ester
(FAME) analizinden yararlamlmistir. Bu testler igin Yeditepe Universitesi,
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Bolimii’nde
bulunan Agilent 6890N marka gaz krotomografi cihazi, buna bagl olarak calisan
Sherlock MIS (Microbial Identification System Inc., Newark, ABD) yazilim1 ve
TSBA40 kiitliphanesinden yararlanilmigtir. Bunun i¢in bakteriler TSBA (Triptik
Soya Broth Agar) besiyerine ¢izgi ekim teknigi ile ekilmis ve 24 saat boyunca
28°C’de inkubasyona birakilmistir. Gelisimin ardindan petri ylizeyindeki tek
kolonilerden plastik kullan-at 6ze yardimiyla 6zenin alabilecegi en fazla miktardaki
bakteri alinarak 13x100 mm’lik vidali kapakli bos cam test tliplerine aktarilmistir.
Tiiplerin tizerine 1 ml Ayira¢ 1 (45 g NaOH, 150 ml metanol ve 150 ml damitik su)
eklenmis, agzi sikica kapatilmis ve bakterilerin siispanse olmasi i¢in tiip karistirici ile
iyice karigtirllmistir. Daha sonra tiipler kaynayan su banyosu icine aliarak 5 dakika
bekletilmis ve sonra tiipler tiip karistirict ile tekrar karistirllmigtir. Tipler su
banyosuna alinarak 25 dakika daha kaynar su icinde bekletilmistir. Siire sonunda
soguk su banyosuna alinan tiipler hemen sogutulmus ve {izerlerine 2 ml Ayirag 2
(325 ml 6 N HCI ve 275 ml metil alkol) eklenmis ve tiip karistiricida kisa siireli
olarak karistirilmistir. Daha sonra tlipler 80°C’deki su banyosuna alinmig ve 10
dakika sonra soguk su banyosuna alinarak hemen sogutulmustur. Soguyan tiiplerin
tizerine 1.25 ml Ayirag 3 (200 ml heksan ve 200 ml metil tert-butil eter) eklenmis,
agzi sikica kapatilmis ve tiipler dairesel dongii hareketi yapan bir karigtirict ile ters-

diiz edilerek 10 dakika boyunca nazik¢e karistirilmistir. Islem sonunda olusan iki
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fazdan alttaki faz pastor pipeti ile ¢ekilip atilmis ve Ustteki faz tutulmustur. Tipler

tizerine 3 ml Aywra¢ 4 (10.8 g NaOH ve 900 ml damitik su) eklenip, agz1 sikica
kapatildiktan sonra yine ayni1 sekilde ters-diiz edilerek 5 dakika daha karistirilmistir.
Karistirmanin ardindan {istte olusan fazin 2/3’liikk kismi pastor pipeti ile ¢ekilerek
vidali kapakli gaz krotomografi tiiplerine alinmis ve agizlar1 kapatilmistir.
Hazirlanan tiipler gaz krotomografi cihazina konularak, yag asitleri metil ester
profilleri ¢ikarilmis ve elde edilen profiller cihaz tarafindan kendi tizerindeki mevcut
TSBAA40 kiitiiphanesi profilleri ile karsilastirilarak bakteri izolatlarinin tiir diizeyinde
teshisleri yapilmistir (Midi, 2006). Test isleminin sonunda benzerlik indeksi (SIM
index) 0.3 ve biiyiik olanlar kesin olarak tanilanmis, 0.3’den kii¢iik olanlar ise kesin

olmayan tanilama seklinde degerlendirilmistir (Siciliano ve Germida, 1999).

3.2.7. In-vivo Testler

Bu amagla mevcut R. solani ve P. cactorum izolatlarinin viriilensi, in-vitro’da secilen
24 antagonist bakteri adayinin ¢ilek bitkileri gelisimine ve her iki patojene karsi saksi
kosullarinda etkinlikleri ile secilen bakteri izolatlarinin tarla kosullarinda

etkinliklerinin saptanmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir.

Saks1 kosullarinda yapilan denemeler Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Boliimii iklim odalarinda yiiriitiiliirken, tarla denemeleri Aydn ili
Sultanhisar ilgesinde ¢ilek iireticisi Nihat OZYIGIT’e ait plastik tiinellerde
yetistirilen cilek parsellerinde gerceklestirilmistir. iklim odasinda kurulan denemeler
24F1 °C sicaklik, %60-70 nisbi nem ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 1s1klanma
periyodunda yiriitilmistiir. Tarlada yiiriitilen caligmalarda hava sicakligi ve
topragin 10 cm derinligindeki sicaklik elektronik veri kaydedici (Onset Hobo")
yardimiyla her saatte bir olmak iizere kaydedilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Tarla denemeleri sirasinda sicaklik verilerini toplayan elektronik kaydedici
3.2.7.1. Saks1 Kosullarinda Yiiriitiilen Testler

Fungal izolatlarin Patojenisite Testleri

In-vitro ve yari in-vivo ¢alismalarda kullanilmak iizere 10 adet R. solani ile 11 adet
P. cactorum fungal izolatinin patojenisite testleri yapilmig ve virulensi saptanmuistir.
Bunun i¢in birinci boy Camarosa c¢esidi frigo c¢ilek fideleri kullanilmistir.
Laboratuvara getirilen fidelerin kokleri 1.5-2 cm kalacak sekilde tamamen traglanmis
ve bitkilerin yeni kok olusturmasi i¢in 3 hafta boyunca iklim odasinda steril kum,
toprak, torf (1:1:1) karistminda koklenmesi icin tutulmustur (Sekil 3.3). Kok
olusumunun ardindan her bitkinin agirlig1 kaydedilerek Kurze ef al. (2001) ile Martin
(2000)’de belirtilen yonteme gore Rhizoctonia solani ve Phytophthora cactorum
izolatlar1 ile inokule edilmis topraklara sasirtilmistir. Inokulumlu topraklar asagida

anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.

R. solani inokulumlu topragin hazirlanmasi: Otoklav ile sterilizasyona dayanabilen
posetler icine 250 ml yulaf kepegi ve 80 ml saf su eklenmis ve karistirtlmistir.
Posetler 2 giin 90’ar dakika otoklav ile sterilize edildikten sonra soguyan posetler
i¢ine 4 giinliik PDA kiiltiirlerinden 1 cm ¢apli mantar delici ile ¢ikarilan 4 adet agarli

plak atilmis ve 25°C’de inkubasyona birakilmistir.



Sekil 3.3. Cilek bitkilerinin patojenisite testleri i¢in yetistirilmesi (1: Temizlenip traglanmig
dikime hazir frigo fide, 2: Saksiya dikilmis fide, 3: Fidelerin 14 giin sonraki
goriiniimil, 4: Patojenisite testlerine hazir 21 giinliik fidelerin kokleri ile birlikte
goriintimil)
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Toplam 3 hafta inkube olan kiiltiirler birinci haftasinda homojen bir gelismenin

saglanmast i¢in kanstirtlmistir. Gelisimin ardindan kiiltiirler steril kabin igine
serilerek 2 giin boyunca kurumasi saglanmistir. Kuruyan kiiltlirler elektrikli kahve
ogiitlicii kullanilarak parcalanmis ve steril kum, toprak, torf (1:1:1) karistminina %1

(hacim/hacim) oraninda karigtirilarak inokulumlu topraklar hazirlanmistir (Sekil 3.4).

P. cactorum inokulumlu topragin hazirlanmasi: Otoklav ile sterilizasyona
dayanabilen posetler i¢ine 250 ml bugday kepegi, 250 ml vermiculit, 30 gr soya unu
ve 84 ml saf su eklenmis ve karigtirllmistir. Posetler 2 giin 90’ar dakika otoklav ile
sterilize edildikten sonra R. solani inokulumlu kiiltiiriin hazirlanmasinda anlatildig:
gibi agar plaklari ile (her torbaya 8 adet) inokule edilmis ve 22°C’de 4 haftalik
inkubasyonun ardindan gelisen kiiltlirler elle ufalanarak topraklara %1 (hacim/

hacim) oraninda karistirilmistir.

Sekil 3.4. R. solani izolatlarinin kepek kiiltlirlerinde gelismesi (sol) ve gelismis kiiltlirlerin
parcalandiktan sonra toprakla karistirilmadan 6nceki goriiniimii

Bu sekilde hazirlanan inokulumlu topraklara sasirtilan bitkiler iklim odasinda bes
hafta boyunca yetistirilmistir. Patojenisite denemelerinde degerlendirmeler skala
yardimiyla ve biyolojik kiitle dl¢cimii yapilarak yiiriitilmiistiir. Bunun i¢in Kurze et

al. (2001)’nda belirtilen 0-2 skalasi tarafimizca degistirilerek 0-3 skalasi (0-belirti
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yok, 1-yaprak uc¢larinda kuruma ve yaprak sapinda kararma ama heniiz solgunluk

yok, 2-solgun bitki, 3-6lii bitki)’na gore sayimlar yapilmistir. Skala degerlerinin

istatistiksel ~ analizi  +/skala degeri + 05 transformasyonu  yapildiktan  sonra
gerceklestirilmistir. Ikinci degerlendirmede bitkiler kklere zarar vermeden topraktan
dikkatlice ¢ikarilarak yas agirliklar1 kaydedilmis ve ilk agirliklar1 dikkate alinarak
agirhik artis veya azaliglari hesaplanmistir. Patojenisite denemelerinde yer alan
karakterlerin ortalama skala degerleri ile fide agirligindaki ortalama yiizde degisim
oranlar1 arasindaki iliski ise korelasyon analizi yapilarak degerlendirilmistir.
Patojenisite ¢aligmalari tesadiif parselleri deneme desenine gore ti¢ tekerriirlii olarak

ylritilmistir.
Antagonist bakterilerin R. solani ve P. cactorum’a Etkileri

Bu testler daha onceki ¢alismalarda segilen toplam 24 antagonist bakteri izolat1 ve 2
adet referans kiiltiir (E11 ve HRO-C48) ile bu testler yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in
patojenisite testlerinde anlatildig1 gibi birinci boy Camarosa ¢esidi frigo ¢ilek fideleri
kullanilmistir. Laboratuvara getirilen fidelerin kokleri 1.5-2 cm kalacak sekilde
tamamen traglanmis ve yeni kok olusturmasi i¢in 3 hafta boyunca iklim odasinda
steril kum, toprak, torf (1:1:1) karisiminda tutulmustur. Kok olusumunun ardindan
bitkiler sasirtilmadan once 24 saat KB besiyerinde gelistirilen ve steril fizyolojik
serum iginde 10° hiicre/ml (McFarland 3) olacak sekilde hazirlanmis bakteri
siispansiyonuna daldirilmis ve 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra patojenisite
testlerinde belirtilen yonteme goére R. solani (R8/2) ve P. cactorum (P5) izolatlar1 ile
inokule edilmis toprak bulunan saksilara 3 tekeriirlii olarak sasirtilmigtir. Bitkiler

iklim odasinda bes hafta boyunca yetistirilmis ve bu siire sonunda 0-3 skalasina gore

sayimlar1 yapilmigtir. Skala degerlerinin istatistiksel analizi /skaladegeri + 0.5
transformasyonu yapildiktan sonra gerceklestirilmistir. Ayrica elde edilen skala
degerleri asagida belirtilen Towsend-Heuberger formiilii ile yiizde hastalik degerine

cevrilmis, Abbott formiilii yardimi ile yilizde etkinlikler hesaplanmistir (Karman,

1971).
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Toplam (n X V)
Towsend-Heuberger hastalik yiizdesi = X 100
Z XN

n= degisik skala gruplarina giren bitki sayisi
V= skala seviyeleri

N= degerlendirilen toplam bitki say1st

Z= sifir grubu harig skala sayisi

Uygulama yapilmamis kontroldeki yiizde etki - bakterilideki ylizde etki
Abbott yiizde etki = x 100
Uygulama yapilmanmus kontroldeki ytizde etki

Antagonist bakterilerin cilek bitkisi gelisimine etkisi

Bu testler 24 antagonist bakteri izolat1 ve 2 adet referans kiiltiir (E11 ve HRO-C48)
ile gergeklestirilmistir. Bunun i¢in birinci boy Camarosa ¢esidi frigo ¢ilek fideleri
kullanilmistir. Laboratuvara getirilen fidelerin kokleri 1.5-2 cm kalacak sekilde
tamamen traslanmis ve yeni kok olusturmasi i¢in 3 hafta boyunca 25°C’deki iklim
odasinda steril kum, toprak, torf (1:1:1) karisiminda tutulmustur. Deneme iklim
odasinda tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir.
KB besiyerinde 24-48 saat gelistirilmis bakteri bulunan petrilerde besiyeri yiizeyi
fizyolojik serumla yikanarak bakteri siispansiyonu hazirlanmis ve konsantrasyonu
McFarland 3’e gore 10° koloni/ml’ye ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan bakteri
siispansiyonlart her saksiya 20 ml gelecek sekilde topraga acilan fide dikim
deliklerine dokiilmiistiir. Bu islemin hemen ardindan agirliklar 6l¢iilerek kaydedilen
cilek fideleri dikilmistir. Bes hafta boyunca iklim odasinda gelistirilen fideler bu
siire¢ sonunda dikkatlice topraklarindan arindirilarak yas agirliklar tekrar tartilmis

ve deneme baslangicindaki agirliklarina gore yiizde degisimleri hesaplanmistir.
3.2.7.2. Tarla Denemeleri

Tarla denemeleri Aydin ili Sultanhisar ilgesinde ticari ¢ilek {iretimi yapilan alanlarda

2004-2007 yillar1 arasinda ii¢ ¢ilek iiretim sezonunda yiiriitilmiistiir.

Bu amagcla 2004-2005 {iretim sezonunda her parseli yaklagik 40 m uzunlugunda, 4.5
m genisliginde ve 4 masuradan olusan ¢ilek yiiksek tiinellerinde 4 karakterli (2
bakteri uygulamasi, on bitki olarak karnabahar ve kontrol) bir 6n deneme

kurulmustur. On bitki parselinde kis déneminde karnabahar yetistirilmis ve hasattan
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sonra kalan bitki artiklar siiriilerek topraga karigtirilmistir. Tiim parsellerde

masuralar olusturulduktan sonra 28/06/2004 - 03/08/2004 tarihleri arasinda
solarizasyon uygulanmistir. Bakteri uygulamalart ve kontroliin bulundugu
parsellerde ise c¢ilek Oncesi herhangi bir bitki yetistirilmemistir. Denemede
calismalarimiz  sonunda karnabahar kokiinden izole edilen bir floresans
Pseudomonas (4K1) ve referans kiiltlir olarak Serratia plymuthica (HRO-C48)
bakterileri kullanilmistir. Bakteri uygulamalar c¢ilek dikimi (4/8/2004) sirasinda
fidelerin sulama suyu i¢ine hazirlanmis 10° hiicre/ml yogunlugundaki bakteri
siispansiyonuna 15 dakika siireyle batirilmasi suretiyle yapilmistir. Ik uygulamadan
27 giin sonra 31/8/2004 tarihinde ayn1 sekilde hazirlanan bakteri slispansiyonlar1 her
bitkiye 10 ml olacak sekilde kok bogazina icirme seklinde verilerek ikinci bir
uygulama daha yapilmistir. Ayni tarihte parsellerdeki masuralara malg cekilmistir.
Daha sonra 04/11/2004 tarihinde her karaktere ait 4 masurada ¢oken bitkiler
sayllmig, karakterler arasinda ylizde c¢oken bitki olarak bir farkin bulunup
bulunmadigi incelenmistir. Hasatin baslamasiyla birlikte (05/04/2005) deneme
alanindaki karakterlerden pazarlanabilir ¢ilek meyveleri ayr1 ayri1 hasat edilerek
tartilmis ve hasat sonuna kadar (22/06/2005) agirliklar1 kaydedilmistir. Hasat
sonunda dekara alinan meyve agirliklar1 hesaplanarak verim degerleri elde edilmistir.
Hasat bitimi ile beraber ¢oken bitkiler tekrar sayilarak degerlendirilmistir. Her
karaktere ait ¢oken yiizde bitki oranlari arasinda istatistiki olarak bir fark olup

olmadig1 arastirilmistir.

2005-2006 cilek iiretim sezonunda ise ayni ireticiye ait farkli bir ¢ilek iiretim
alaninda toprak solarizasyonu uygulanmamis parsellerde tarla denemeleri
kurulmustur. Deneme kurulan arazinin toprak ozellikleri Ek 2’de verilmistir.
Deneme, on testler sonucunda segilen toplam dort antagonist izolat (6b6, 3tg8, 6k8
ve ka) ile etkinligi daha Onceki ¢aligmalarda baska arastiricilarca saptanan bir izolat
(HRO-C48) ve kontrol parseli dahil 6 karakterden olusmustur. Deneme toplam 120
m uzunlugunda, 4.5 m genisliginde ve dort masuradan olusan tek bir yliksek tiinel
cilek parselinde yiiriitiilmiistiir. Tesadiif bloklar1 deneme desenine goére olusturulan
denemede her karakter 4 tekerriirlii olarak planlanmistir. Bakteri uygulamasi ¢ilek

dikimi sirasinda (16/8/2005) c¢ilek fidelerinin sulama suyu igine hazirlanms 10°
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hiicre/ml bakteri siispansiyonunda 15 dakika bekletilmesi ile yapilmistir (Sekil 3.5).

Stispansiyonlarda bakterilerin homojen dagiliminin saglanmasi icin siispansiyona
350 pl/litre oraninda tween 80 eklenmistir. 31/8/2005 tarihinde parsellerdeki
masuralara mal¢ ¢ekilmistir. 19/11/2005 tarihinde her parselde c¢oken bitkiler
sayilmistir. 23/3/2006 tarihinde aymi sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonlari her
bitkiye 10 ml olacak sekilde kok bogazina i¢irme seklinde ikinci bir bakteri
uygulamasi daha yapilmistir. Hasatin baslamasiyla birlikte (19/4/2006) deneme
alanindaki karakterlerden pazarlanabilir ¢ilek meyveleri her hafta ayri ayri hasat
edilerek tartilmis ve hasat sonuna kadar (12/06/2006) agirliklar1 kaydedilmistir.
Hasat sonunda dekara alinan meyve agirliklar1 hesaplanarak verim degerleri elde
edilmistir. 28/6/2006 tarihinde ¢oken bitkiler bir kez daha sayilarak degerlendirilmis
ve her karaktere ait ¢coken yiizde bitki oranlar1 arasinda istatistiki olarak bir fark olup

olmadig: arastirtlmistir.
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Sekil 3.5. 2005-2006 tarla denemelerinde kdk bandirmasi seklinde bakteri uygulamasi (1:
bakteri izolatlari, 2: inokulumlarin artezyen suyu igine hazirlanmasi, 3: bitki
koklerinin inokulum iginde bekletilmesi, 4: ¢ilek fidelerinin dikimi)
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Son olarak 2006-2007 ¢ilek iiretim sezonunda yine ayni ilgede ve Onceki

denemelerden farkli bir tarlada ii¢ilincii tarla denemesi kurulmustur. Tiim parsellere
masuralar olusturulduktan sonra 23/06/2006 - 07/08/2006 tarihleri arasinda
solarizasyon uygulanmistir. Deneme kurulan arazinin toprak ozellikleri Ek 2’de
verilmistir. Deneme, 6n testler sonucunda secilen toplam ii¢ antagonist izolat (3ss9,
6110, ka) ile etkinligi daha onceki ¢aligmalarda bagka arastiricilarca saptanan bir
izolat (HRO-C48) ve kontrol parseli dahil 5 karakterden olusmustur. Deneme toplam
86 m uzunlugunda, 4.5 m genisliginde ve dort masuradan olusan tek bir yiiksek tiinel
cilek parselinde yiiriitiilmiistiir. Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore olusturulan
denemede her karakter 4 tekerriirlii olarak planlanmistir. Bakteri uygulamasi ¢ilek
fidelerinin dikiminden hemen once topraga acilan fide dikim deliklerine 2 giin
boyunca 26°C’de TSB (Triptik Soya Broth) besiyerinde gelistirilmis antagonistlerin
otomatik siringa dagitict ile 20 ml olacak sekilde verilmesiyle yapilmistir (Sekil 3.6).
Bakteri uygulamasinin hemen ardindan fideler bu deliklere sasirtilmistir (15/8/2006).
16/9/2006 tarihinde parsellerdeki masuralara malg ¢ekilmistir. 9/12/2006 tarihinde
her karakterdeki ¢oken bitkiler sayilmis, karakterler arasinda yilizde ¢oken bitki
olarak bir farkin bulunup bulunmadig1 incelenmistir. 28/3/2007 tarihinde ka ve 3ss9,
4/4/2007 tarihinde ise HRO-C48 ve 6110 izolatlar1 aynm1 sekilde TSB besiyerinde
gelistirilerek 20 ml olacak sekilde kok bogazina igcirme seklinde verilerek ikinci bir
uygulama daha yapilmistir (Sekil 3.6). Hasatin baslamasiyla birlikte (9/4/2007)
deneme alanindaki karakterlerden pazarlanabilir ¢ilek meyveleri ayr1 ayr1 hasat
edilerek tartilmis ve hasat sonuna kadar (12/6/2007) agirliklar: not edilmistir. Hasat
sonunda dekara alinan meyve agirliklar1 hesaplanarak verim degerleri elde edilmistir.
(Coken bitkiler 29/5/2007 tarihinde bir kez daha sayilmis ve karakterler arasinda bu

yonden bir farkin olup olmadigi incelenmistir.



Sekil 3.6. 2006-2007 tarla denemelerinde bakteri uygulamasi (iist: deneme alaninin
parsellenmis genel goriiniimii, sol alt: dikiminden hemen o6nce fide dikim
deliklerine bakteri uygulamasi, sag alt: vejetasyon doneminde bakteri
uygulamast)

3.2.8. istatistiki Analizler

Denemelerde elde edilen veriler JMP In istatistik programi (SAS enstitiisii, Cary, NC

Macintosh 5.1 versiyonu) ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BAKTERILERIN iZOLASYONU

2003 - 2004 yillar1 arasinda Aydin ili Sultanhisar ilgesinde iiretimi yapilan ¢ilek ve
aynit yorede yetistirilen karnabahar, kirmizi lahana, brokoli, lahana, turp, bakla ile
yabanci otlardan yabani turp, darican ve goban c¢antasi bitkilerinin kok 6rneklerinden
yapilan izolasyon ¢alismalarinda besiyerinde gelisen farkli koloni morfolojisine
sahip bakteriler izole edilmis ve saflagtirllmistir. Bu sekilde elde edilen 362 adet
bakterinin R. solani ve P. cactorum’a olan antagonist etkileri yapilan ikili kiiltiir 6n
testleri ile degerlendirilmistir (Sekil 4.1). Bu bakterilere ait; izole edildikleri tarih,
izole edildikleri bitki, her bitkiden elde edilen toplam izolat sayisi, bunlar
igerisindeki KingB besiyerinde UV 151k altinda floresans veren izolatlarin sayilari ve
in-vitro 6n degerlendirme ile R. solani ve/veya P. cactorum’a etkili goriilen izolatlar

Cizelge 4.1’te verilmistir.

Sekil 4.1. Dort farkli bakteri izolatinin PDA besiyerinde ikili kiiltiir 6n testlerinde R. solani
R3/2 izolatina kars1 engelleme zonu (iist 3mb1, sol 3mb2, alt 3mb3, sag 3mb4)
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Cizelge 4.1. Calismada izole edilen bakterilerin izole edildikleri tarih, orijin bitki, toplam

izolat sayisi, KingB besiyerinde floresans veren izolat sayisi ve in-vitro 6n
degerlendirme ile segilen R. solani ile P. cactorum’a etkili izolatlar

] KingB’de
) ) 1zole edilen floresans
Izolasyon |Ornek alinan toplam veren izolat
tarihi Bitki bakteri sayisl In-vitro’da etkili bakteri izolatlari
Coban Cantast 10 2 ccb, ccg
Cilek 12 5 ka, ke
18/2/2003 |Cilek 6 3 mbe, mbh, mbj
Cilek 7 2 msssc
Cilek 10 4 ssb, ssj
Cilek 18 8 3k12, 3k9
Cilek 14 8 3mbl, 3mbl1, 3mbl2, 3mb7
Cilek 12 7 3msss1, 3msss12, 3msss5
14/4/2003 | Cilek 12 6 3ss3, 3ss8, 3559
Cilek 14 8 3tgl3, 3tg8
Cilek 15 9 gtgzzé, 3tgss13, 3tgssl4, 3tgss1S, 3tgss2,
Brokoli 17 4 4b12, 4b4, 4b6, 4b7
Cilek 15 2 4cl5, 4c8
Karnabahar 15 4 4k1, 4k15, 4k2, 4k7, 4k8
12/11/2003 Kirmiz1 Lahana 13 1 4kl111, 4k17
Lahana 14 1 4114
Yabani Turp 13 3 4ytl1, 4yt3, 4yt7
Brokoli 15 ] ggéz 66;>81,06,bgb1 1, 6b13, 6b15, 6b2, 6b3,
26/4/2004 | Bakla 12 4 252{1{ 6ball, 6ba2, 6ba3, 6ba5, 6ba6,
Coban Cantast 17 4 6¢l, 6¢17, 6¢6, 6¢7
Darican 6 4 6dlen, 6d2a, 6d3en, 6d5en
Karnabahar s ; 2;13 ?,61(()19<14, 6k2, 6k3, 6k4, 6k5, 6k6, 6k7,
26/4/2004  |Lahana 15 5 6110, 6114, 6115, 613, 614
Turp 15 4 6t10, 6t13, 6t14, 6t15, 6t2/2, 613
ilek 18 7 Tecll
23/8/2004 gilek 12 3 Tycll, 7yc3, Tyc6, Tyc8, Tyc9
15/9/2004 | Cilek 20 7 8c3, 8¢9
TOPLAM 362 130 101

Cizelge 4.1 incelendiginde elde edilen toplam 362 adet bakteriden 130 (%36)
tanesinin KingB besiyerinde UV 151k altinda floresan verdigi saptanmistir. Ayrica
101 bakterinin 6n eleme testlerine gére R. solani ve/veya P. cactorum’a antagonistik

etki gosterdigi gdzlemlenmistir.
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4.2. BAKTERILERIN IN-VITRO ANTIiFUNGAL
AKTIiVITELERININ SAPTANMASI

On testlerden gegirilerek stoklanan 101 adet antagonist aday1 bakteri izolatlarmnin R.
solani ve P. cactorum’a kars1 antifungal etkilerinin ne oranda oldugunun saptanmasi
amaciyla yapilan in-vitro’da ikili kiiltiir testlerinin (Sekil 4.2) sonuglar1 Cizelge

4.2°de verilmistir (Ek 3).

Cizelge 4.2 verileri dikkate alinarak antagonist izolatlarin her iki fungusa olan
etkilerini beraber degerlendirmek amaciyla bilgisayar yardimiyla yapilan cluster
analizinde izolatlar 12 kiimeye ayrilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen her bir kiimeye
ait %95 oranindaki gliven smirlart Sekil 4.3’te gosterilen elipslerin alanlarim

kapsamaktadir.

Sekil 4.3 incelendiginde; P. cactorum % engelleme ekseninde en sagda yer alan 5, 11
ve 12 no’lu kiimelerin, R. solani % engelleme ekseninde en tistte yer alan 2, 11 ve 12
no’lu kiimelerin en etkili izolatlar1 igerdigi gozlenirken, her iki patojen agisindan
cluster analizi degerlendirildiginde en etkili antagonistlerin 2, 5, 11 ve 12 no’lu

kiimelerde yer aldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Buna gore R. solani’ye en yiiksek in-vitro etki gosterenlerden 6b2 (%74), 6b6
(%73.3), 4cl5 (%68.3), 4kl (%67) ve mbe (%66.3) 2 no’lu kiimeyi, P. cactorum’a
en yliksek in-vitro etki gosterenlerden 6ba3 (%84) ve 6ba6 (%83.3) 12 no’lu kiimeyi
olusturmaktadirlar. Oniki no’lu kiimedeki bu izolatlar ayn1 zamanda R. solani’ye
kars1 da sirasiyla %57.3 ve %53.3 oraninda yliksek in-vitro etki gostermislerdir.
Ayrica her iki patojene etki dikkate alindiginda 11. kiimede yer alan 4kl11, 7ecll,
3msss12 nolu izolatlar sirasiyla R. solani’ye %58, %55.3, %50 oraninda, P.
cactorum’a ise sirastyla %58.7, %60, %60 oraninda etki gostermislerdir. Bes no’lu
kiimede yer alan 6ba2 R. solani’ye bu kiimede en yliksek etki (%50)’yi gdsterirken
P. cactorum’a %72 oraninda etki gostermistir. Yine bu kiimede yer alan 4ytl1, 4b7,
3tg8 izolatlar1 P. cactorum’a sirasiyla %78.7, %78.3, %75.3 oraninda, R. solani’ye
ise sirastyla %41.7, %34.3, %44.7 oraninda etki gostermistir.



Sekil 4.2. PDA besiyerinde ylirtitiilen ikili kiiltiir testlerinde 6b8 bakterisinin R3/2 R. solani
izolatin1 engellemesi (sol: petri kabi list gériiniim, sag: petri kabi alt goriiniim)

Her iki fungal izolata da etkili antagonistlerin yer aldig1 2, 5, 11 ve 12 nolu
kiimelerde toplam 24 bakteri bulunmakta ve bunlar toplam izole edilen 362
bakterinin %6.6’sin1  olusturmaktadir. Bu dort kiimede yer alan en etkili
antagonistlerin izole edildikleri orijin bitkilere gore degerlendirilmesi yapildiginda
ise bakladan izole edilen bakterilerin %25 (3/12)’1, brokoliden izole edilenlerin %9
(3/32)’u, cilekten izole edilenlerin %8 (14/185)’1, karnabahardan izole edilenlerin %3
(1/30)’1, kirmizi lahanadan izole edilenlerin %8 (1/13)’1, turptan izole edilenlerin %7
(1/15)’si ve yabani turptan izole edilenlerin %8 (1/13)’1 in-vitro’da ikili kiiltiir testleri

ile etkili bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Ikili kiiltiir testleri sonucunda antagonist izolatlarmn R. solani’yi ve P.

cactorum’u engelleme oranlar1 (%) ve etkilerine gore yer aldiklar1 kiimeler

] R.s. ort. % P.c. ort. %

Izolat Orijin Bitki engelleme engelleme Kiime
3k12 Cilek 50.0 24.7

3mbl Cilek 453 18.0

3tgssl Cilek 50.0 18.0

3tgsslS Cilek 40.0 20.0

4b4 Brokoli 38.0 15.3

4b6 Brokoli 43.0 333 :
6b3 Brokoli 52.0 22.0

6b8 Brokoli 50.0 16.7

7ycll Cilek 32.7 24.7

Tyc3 Cilek 34.7 25.3

Tyc6 Cilek 333 24.7

7yc9 Cilek 34.7 24.7

3mbll1 Cilek 57.3 48.0

3mb7 Cilek 57.3 413

4cl5 Cilek 68.3 32.0

4kl Karnabahar 67.0 56.0

6b2 Brokoli 74.0 447 2
6b6 Brokoli 73.3 50.0

mbe Cilek 66.3 42.0

msssc Cilek 64.3 36.0

ssb Cilek 61.3 37.7

4k7 Karnabahar 0.0 9.7

6b13 Brokoli 0.0 0.0

6b15 Brokoli 0.0 0.0

6b9 Brokoli 0.0 0.0

6bal Bakla 0.0 0.0

6dlen Darican 0.0 0.0 3
6d3en Darican 0.0 53

6k7 Karnabahar 0.7 0.0

7yc8 Cilek 0.0 6.7

8c3 Cilek 0.0 0.0

8¢9 Cilek 0.0 0.0




Cizelge 4.2’nin devamu...
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3k9 Cilek 20.0 12.7
3mbl12 Cilek 14.7 22.0
3ss9 Cilek 20.0 22.0
3tgss9 Cilek 15.3 20.0
4k15 Karnabahar 243 27.7
6bas Bakla 10.7 30.0
6¢l Coban cantasi 15.3 32.7
6¢c17 Coban cantasi 20.3 31.3
6k14 Karnabahar 18.0 30.0
6k8 Karnabahar 12.7 27.7
6110 Lahana 20.0 26.7
6114 Lahana 20.0 22.7
613 Lahana 14.7 22.0
6t3 Turp 22.7 30.7
3msssl Cilek 43.0 66.7
3msssS Cilek 37.3 62.0
3tgl3 Cilek 40.3 66.0
3tg8 Cilek 44.7 75.3
4b7 Brokoli 343 78.3
4ytl1 Yabani Turp 41.7 78.7
6ba2 Bakla 50.0 72.0
6t14 Turp 40.0 66.7
Ell Kolza 423 62.7
ka Cilek 33.7 63.0
ke Cilek 33.0 70.7
3ss3 Cilek 30.0 46.7
3tgss13 Cilek 30.0 50.0
HRO-C48 Kolza 38.0 49.0
mbj Cilek 30.3 55.7
3ss8 Cilek 0.0 20.0
3tgss2 Cilek 0.0 353
4k2 Karnabahar 5.7 38.0
6b1 Brokoli 0.0 32.7
6ball Bakla 0.0 20.0
6k3 Karnabahar 0.0 25.3
6k4 Karnabahar 0.0 25.3
6k9 Karnabahar 5.7 39.7




Cizelge 4.2’nin devamu...

50

4b12 Brokoli 33.7 6.0

4k8 Karnabahar 343 0.0

4k17 Kirmiz1 Lahana 30.3 5.7

4yt3 Yabani Turp 30.3 4.3 B
ccb Coban cantasi 33.7 10.3

ccg Coban ¢antasi 28.7 11.3

3tgss14 Cilek 7.3 57.0

4c8 Cilek 14.0 45.7

4yt7 Yabani Turp 14.7 39.3

6bl11 Brokoli 21.0 40.0

6ba8 Bakla 14.7 54.7

6¢6 Coban cantasi 10.7 45.7

6¢c7 Coban cantasi 15.3 50.0

6d2a Darican 15.3 52.0

6d5en Darican 153 44.7

6k13 Karnabahar 14.7 44.7 ?
6k5 Karnabahar 14.7 39.0

6k6 Karnabahar 14.7 453

6115 Lahana 14.7 42.7

614 Lahana 14.7 38.0

6t10 Turp 14.7 40.0

6t13 Turp 14.7 42.0

6t15 Turp 14.7 48.0

6t2/2 Turp 15.3 46.7

4114 Lahana 227 0.0

6b10 Brokoli 11.3 0.0

6k2 Karnabahar 10.7 0.0 10
mbh Cilek 11.3 0.3

ssj Cilek 19.7 0.0

3msss12 Cilek 50.0 60.0

4k111 Kirmiz1 Lahana 58.0 58.7 11
Tecll Cilek 55.3 60.0

6ba3 Bakla 57.3 84.0

6bab Bakla 53.3 83.3 12
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Sekil 4.3. Bakteriyel izolatlarin her iki fungusa olan etkilerinin degerlendirildigi kiime

analizi sonucunda olusan kiimeler (P<0.05)
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4.3. BAKTERILERIN ON ELEME TESTLERI

Antifungal etkisi saptanan 101 bakteri izolatinin tiitlinde asir1 duyarlilik testleri, gram
boyama testi sonuglar1 ve 37°C’de gelisebilme testi sonuglart Cizelge 4.3’te
verilmistir. Bunlara ek olarak izolatlarin KingB besiyerinde UV 151k altinda floresan

verme yetenekleri de ayni ¢izelgede gosterilmistir.

Sekil 4.4. 4cl5 bakterisi ile inokule edilmis White Burley tiitiin yapraklarinda asir
duyarlilik belirtisi

Cizelge 4.3 incelendiginde 101 izolatin 6 tanesi ve pozitif kontrol olarak kullanilan
bitki patojeni Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Kiit 18) 72 saat iginde tiitlin
yapraklarinda asir1 duyarlilik belirtisi (Sekil 4.4) gostermis ve pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir. Mevcut antagonistler i¢cinden 6k2, 6k7, ccb, msssc ve ssj
izolatlar1 gram boyama sonucunda pozitif sonu¢ vermistir. Tiim izolatlar 25 °C’de
cok iyi gelisirken, 18 tanesi 37°C’de gelismemis, 15 tanesi azda olsa bir gelisim
gOstermis, 68 tanesi ise ¢ok iyi bir sekilde gelismistir. Ayrica 101 izolatin 71

tanesinin KB besiyerinde UV 151k altinda floresans verdigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3. 101 antagonist bakteri izolatinin KB besiyerinde UV 1gik altinda floresans
verme, tlitiinde asir1 duyarlilik olusturma, 37°C’de gelisme durumu ve gram

boyama testi sonuglari

KB de KB de

) Floresans | Tiitiin | 37°Cde | Gram _ Floresans | Tiitiin | 37°Cde | Gram
Izolat verme HR |gelisme|Boyama Izolat verme | HR | gelisme | Boyama
3kl12 + - + - 6bas + - + -
3k9 + - + - 6ba6 + - + -
3mbl + - + - 6ba8 + - - -
3mbl1 + - + - 6¢cl + - + -
3mbl2 + - + - 6¢17 + - - -
3mb7 + - + - 6¢6 + - + -
3msssl + - + - 6¢7 + - - -
3msss12 + - + - 6dlen + - - -
3msss5 + - + - 6d2a + - + -
3ss3 - - + - 6d3en + - - -+
3ss8 - - + - 6dS5en + - + -
3ss9 + - + - 6k13 + - + -
3tgl3 + - + - 6k14 + - + -
3tg8 - - + - 6k2 - - + +
3tgssl + - + - 6k3 - - + -
3tgss13 + - + - 6k4 + - + -
3tgssl4 + - - - 6k5 + - + -
3tgsslS + - + - 6ko + - - -
3tgss2 - - + - 6k7 - - - +
3tgss9 + - + - 6k8 + - + -
4b12 - - + - 6k9 + + + -
4b4 - - + - 6110 + - + -
4b6 + - + - 6114 + - + -
4b7 + - + - 6115 + - + -
4cl5 + + + - 613 + - + -
4c8 + - + - 614 + - + -
4k1 + - + - 6t10 + - - -
4k15 - - + - 6t13 + - - -
4k2 + + + - 6t14 - - + -
4k7 - - - - 6t15 + - + -
4k8 - - + - 6t2/2 - - + -
4kl11 + + + - 6t3 + - - -
4k17 - - + - Tecll + - + -
4114 - - + - 7ycll + - - -
4ytl1 + - + - Tyc3 + - - -
4yt3 - + - - Tyc6 - - - -
4yt7 - - + - Tyc8 - - + -
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Cizelge 4.3’{in devamu...

KB de KB de

) Floresans | Tiitiin | 37°Cde | Gram _ Floresans | Tiitiin | 37°Cde | Gram
Izolat verme HR |gelisme | Boyama Izolat verme | HR | gelisme | Boyama
6bl + - + - 7yc9 - - - -
6b10 - - + - 8c3 + - - -
6bl1 + - + - 8¢9 + - + -
6b13 - - + - ccb - - + +
6bl5 + - + - ccg - - + -
6b2 + - + - ka + - + -
6b3 + - + - ke + - + -
6b6 + - + - mbe + - + -
6b8 + - + - mbh - - + -
6b9 - - + - mbj + - + -
6bal - - + - msssc - - + +
6ball + - + - ssb + - + -
6ba2 + - + - ssj - - + +
6ba3 + - + - kiit 18 nt + nt nt

+: pozitif sonug, -: negatif sonug, =: zayif gelisme
kiit 18: Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
nt: Testlenmedi

Yapilan ikili kiiltlir, diger testler ve bakterilerin izole edildigi orijin bitkiler dikkate
almarak 101 bakteri izolatindan 24 tanesi (3k9, 3mbl2, 3msss12, 3msssS, 3ss9,
3tgl3, 3tg8, 4b7, 4k1, 6b2, 6b6, 6ba2, 6ba3, 6bad, 6k4, 6k8, 6110, 6114, 6t14, Tecll,
ka, ke, mbe ve mbj) secilmis ve calismalarin geri kalam1 bu bakteriler iizerinde

ylritilmistir.

4.4. ENZIM AKTIiVITELERININ SAPTANMASI

Secilen 24 adet antagonist izolatin yaninda etkinligi bilinen iki biyolojik savas ajani
Serratia plymuthica (HRO-C48) ve Pseudomonas fluorescens (E11) kontrol olarak
kullanilmis ve etki mekanizmalarina yonelik testler toplam 26 bakteri ilizerinde
arastirtlmistir. Bu amagcla antagonist bakteri izolatlarinin kitinaz, proteaz, pektinaz,
selilaz, DNaz, fosfataz enzim aktiviteleri ile inorganik fosfati ¢ozebilme

yeteneklerine iliskin sonuclar Cizelge 4.4°te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Antagonist aday1 bakterilerin kitiniaz, proteaz, pektinaz, seliilaz, DNaz, fosfataz
ve fosfat1 ¢ozebilme testleri sonuglari

Inorganik
fosfati

cozebilme
izolat Kitinaz' | Proteaz’ Pektinaz' | Seliilaz' | DNaz' | Fosfataz' | (mm cap)
3k9 - + - - - - 9
3mbl12 - - - - - - 9
3msss12 - +++ - - - - 0
3msss5 - - - - - - 11
3ss9 - + - - - - 9
3tgl3 - - - - - - 13
3tg8 - - - - - - 12
4b7 - +++ - - - ++ 9
4kl - - - - - - 13
6b2 - - - - - + 13
6b6 - - - - - + 12
6ba2 - ++ - - - - 0
6ba3 - + - - - - 10
6bab - ++ - - - - 8
6k4 - - - - - - 0
6k8 - - - - - - 10
6110 - ++ - - + - 11
6114 - ++ - - + -
6t14 - - - - + -
Tecll - +++ - - - - 0
ka - - - - - 11
ke - + - - - - 12
mbe - + - - - - 14
mbyj - + - - - - 11
HRO-C48 + + - + + -+ 0
Ell - - - - - - 13
ECC-133 nt nt + nt nt nt nt

' +: pozitif sonug, -: negatif sonug

* Agik zonun gap1 Smm’ye kadar olanlar +,

* +: pozitif sonug, +: zayif pozitif, -: negatif sonug
* Olusan kirmizi rengin siddetine gore; kirmizi ise +++, acik kirmizi ise ++, hafif pembemsi ise +
nt: Testlenmedi

5-10 mm olanlar ++, 10 mm’den biiyiik olanlar +++
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Cizelge 4.4 incelendiginde sadece HRO-C48 kitinaz (Sekil 4.5) ve seliilaz (Sekil 4.6)

tretmistir. 3k9, 3msss12, 3ss9, 4b7, 6ba2, 6ba3, 6ba6, 6110, 6114, 7ecll, ke, mbe,
mbj ve HRO-C48 izolatlar1 degisik miktarlarda proteaz (Sekil 4.7) iiretirken pozitif
kontrol olarak kullanilan ECC-133 hari¢ hi¢ bir izolat pektinaz (Sekil 4.8)
tretmemistir. Bunun yaninda HRO-C48 izolati DNaz (Sekil 4.9) pozitif sonug
verirken 6110, 6114 ve 6t14 izolatlar1 ise zayif DNaz aktivitesi gostermistir. 3k9,
3mbl12, 3msss5, 3ss9, 3tgl3, 3tg8, 4b7, 4kl1, 6b2, 6b6, 6ba3, ba6, 6k8, 6110, 6114,
6t14, ka, ke, mbe, mbj ve El1 izolatlar1 inorganik fosfati ¢ozebilme (Sekil 4.10)
kabiliyetinde bulunurken, 4b7, 6b2, 6b6 ve HRO-C48 izolatlar1 fosfataz (Sekil 4.11)

testi pozitif sonug¢ vermistir.

Sekil 4.5. Kitin Agar besiyerinde kitinaz aktivitesi testi (soldan saga 3ss9 -, 6ba3 -, HRO-
C48 +, ka -, 6b2 - sonug)
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Sekil 4.6. Seliilaz aktivitesi testi (soldan saga 3ss9 -, 6ba3 -, HRO-C48 +, 6k4 -, 6b2 - sonug)

Sekil 4.7. Skim Milk Agar besiyerinde proteaz aktivitesi testi (saat yoniinde 3msss12 +++,
6ba2 ++, 3mb12, -, 3tg8 -, mbj +, ke +, 6b6 -, 6k4 - sonug)
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Sekil 4.8. Pektat Agar besiyerinde pektinaz aktivitesi testi (list resim Ecc 133 +, alt resim
mbe - sonug)

Sekil 4.9. DNaz Agar besiyerinde DNaz aktivitesi testi (list ve alt HRO-C48 +, sol ve sag
4¢15 - sonug)



Sekil 4.10. inorganik fosfati ¢ozebilme testi (mbe, 6b8, 6115 ve 6114 +; 6ba2 - sonug)

Sekil 4.11. Fosfataz testi (HRO C48 +, diger izolatlar - sonug)

59



60
4.5. SEKONDER METABOLIT URETIMIi

Bakteri izolatlarinin TAA iiretimine yonelik testlerinde 6rneklerin hazirlandigi
besiyerinin uygunluguna yonelik degerlendirmede tiim izolatlarin s6z konusu
ortamda gelistigi gozlenmis ve spektrofotometrede 600 nm absorbans degerleri
1.024-1.451 arasinda degismistir. IAA olusturma miktarin1 belirlemeye yonelik
hazirlanan standart c¢ozeltilerin (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100 pg/ml IAA)
spektrofotometrede 535 nm’de okunan absorbans degerleri (Ek 4)’ne gore cizilen
grafik Sekil 4.12°de verilmis olup standart dogru denklemi y = -2.86 + 143.86x,
korelasyon katsayis1 r’=0.97 olarak hesaplanmistir. Her izolat i¢in 535 nm’de okunan
(Ek 5) ve bu denkleme gore hesaplanan IAA miktarlar1 ile sekonder metabolit
iiretimine yonelik yapilan diger testlerin [hidrojen siyanid (HCN), yiizey aktif madde
(biosurfactant), 2,4-diacetylphloroglucinol ve siderofor] sonuglari Cizelge 4.5°te

verilmigtir.

125

100

y = -2.86 + 143.86x /’
r2=0.97 -

—

75

50

IAA miktari

25—

-25 T T T T T T T
-0.1 0 1 2 3 4 .5 .6 7

535 nm okuma degeri

Sekil 4.12. IAA miktarlarmin hesaplanmasinda kullanilan dogru formiilii ve korelasyon
katsayisi
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Cizelge 4.5. Antagonist aday1 bakterilerin HCN, indol asetik asit, yiizey aktif madde, 2,4-
DAPG ve siderofor iiretimi testleri sonuglari

Yiizey aktif
TAA iiretimi madde Siderophore

izolat (ng/ml) HCN' (mm ¢ap) 2-4 DAPG? (mm ¢ap)
3k9 0 -+ 20 + 12
3mb12 0 ++ 0 + 16
3msss12 0 + 0 - 0
3msssS 0 +++ + 15
3ss9 0 +++ 21 + 15
3tgl3 0 - 0 + 12
3tg8 0 + 14 + 16
4b7 0 -+ 0 +

4k1 0 + 0 -

6b2 0 - 0 -

6b6 0 ++ 0 - 0
6ba2 0 +++ 22 + 22
6ba3 0 ++ 14 + 25
6ba6 0 ++ 16 + 23
6k4 62.4 - -

6k8 1.9 - -

6110 0 -+ 23 + 15
6114 0 ++++ 19 + 18
6t14 0 + 14 + 23
Tecll 0 ++ 0 - 5
ka 0 - 0 + 15
ke 0 +++ 11 + 14
mbe 0 ++ 0 - 0
mbj 0 -+ 14 + 17
HRO-C48 0 - 0 na 0
Ell 0 + 17 + 16
ITM-519 95.6 nt nt nt nt

'Elde edilen kahverenginin tonuna gore en koyu renk ++++ ve en agik + olmak iizere pozitif sonug
dort sinifa ayrilmistir.

* Yiiriitiilen jelde 629 bp biiyiikliigiinde bant olusumu +, na: uygulanabilir degil

nt: Testlenmedi
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Cizelge 4.5 incelendiginde testlenen 26 izolattan 6k4 ve 6k8 izolatlar1 sirasiyla 62.4

ve 1.9 pg/ml oraninda TAA olustururken testte pozitif kontrol olarak kullanilan P.
savastanoi (ITM-519) aynmi besiyerinde 95.6 pg/ml oraninda IAA olusturmustur.
HCN iiretimi dikkate alindiginda 3k9, 4b7, 6110, 6114 ve mbj izolatlar1 basta olmak
tizere 3mb12, 3msss12, 3msss5, 3ss9, 3tg8, 4k1, 6b6, 6ba2, 6ba3, 6bad, 6t14, 7ecll,
ke, mbe ve E11 izolatlarinin farkli diizeylerde HCN olusturdugu goriilmiistiir (Sekil
4.13). Yiizey aktif madde tiretimi bakimindan ise 6110, 6ba2 ve 3ss9 izolatlar1 basta
olmak tizere 3k9, 3tg8, 6ba3, 6bab, 6114, 6t14, ke, mbj ve E11’in degisik oranlarda
bu metaboliti tirettigi saptanmustir (Sekil 4.14). 3k9, 3mb12, 3msss5, 3ss9, 3tgl3,
3tg8, 4b7, 6ba2, 6ba3, 6ba6, 6110, 6114, 6t14, ka, ke mbj ve E11 izolatlarinin PCR
testleri sonucunda phlD genine 6zgii primerler ile 629 bp biiytikliiglinde bant verdigi
goriilmiis ve 2,4-diacetylphloroglucinol iiretimi pozitif olarak bulunmustur (Sekil
4.15). 6ba3, 6ba6, 6ba2 izolatlar1 basta olmak iizere 3k9, 3mbl12, 3msss5, 3ss9,
3tgl3, 3tg8, 4b7, 4kl, 6110, 6114, 6t14, 7ecll, ka, ke, mbj ve El1 izolatlarinin

degisen oranlarda siderofor iirettigi saptanmistir (Sekil 4.16).

Sekil 4.13. HCN test sivi besiyerinde gelisen bakteri izolatlarinin olusturdugu HCN
nedeniyle pikrik asit emdirilmis kagit seritlerde meydana getirdigi renk
degisimi (ka -, 3tg8 +, 6b6 ++, 3589 +++ ve 3k9 ++++)
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Sekil 4.14. Deterjan igeren mineral besiyerinde yiizey aktif madde iireten izolatlarn
olusturdugu zon (6110 +, digerleri - sonug)

5

1 2 3 4 5 7 8 8 10 11 12 13 14

15 16 17 1818 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Sekil 4.15. izolatlarin B2BF ve BPR4 primerleri ile amplifikasyonu sonucunda elde edilen

PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezde ethidium bromide ile boyandiktan
sonraki goriiniimii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 12 | 13 | 14
M* 3k9 | 3mb12 | 3msss12 | 3msssb5 | 3ss9 | 3tg13 | 3tg8 | 4b7 | 4k1 | 6b2 | 6b6 | 6ba2 | 6ba3
+ + - + + + + + - - - + +
15 | 16 17 18 19 20 | 2 22 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28
V¢ | Bbab | Bk4 6k8 6110 | 6114 | 6t14 | 7ec11 | SU | E11| ka ke | mbe | mbj
+ - - + + + - + + + - +

* DNA molekiiler agirlik isaretleyici (PCR Marker, New England Lab)
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Sekil 4.16. CAS Blue Agar besiyerinde siderofor iireten izolatlarin olusturdugu turuncu-sari
zon (ka, mbj ve ccg +; digerleri - sonug)

4.6. ANTAGONIST BAKTERILERIN TANILANMASI

Yag asitleri (FAME) analizi sonucunda tez kapsaminda elde edilen ve
degerlendirmeye alinan 24 bakterinin tiimii Pseudomonas genusunda yer alirken 6b2,
6b6, 6bab Pseudomonas fluorescens biotype A olarak; ka, 3k9, 3mb12, 3msss5, 3ss9,
3tgl3, 6110, 6114, ke, mbe, mbj Pseudomonas fluorescens biotype F olarak; 3msss12,
4b7, 4kl1, 6k4, 6k8, Tecll Pseudomonas putida biotype A olarak tanilanmistir. Bu
izolatlardan bir tanesi (4b7) 0.3’ilin altinda benzerlik indeksi (SIM index) gostermis
ve kesin olmayan bir sonu¢ vermistir. Izolatlardan dort tanesi (3tg8, 6ba2, 6ba3,
6t14) ise sadece Pseudomonas genusunda olduklart saptanabilmistir. Diger
izolatlarin timii 0.3 ve lzerinde SIM indeks degeri vermis ve Cizelge 4.6’da

belirtilen tiirler olduklar1 saptanmistir.



Cizelge 4.6. Yag asitleri analiz sonuglar1

izolat SIM indeks | Tiir

6ba6 0.673 Pseudomonas fluorescens biotype A
6b6 0.520 Pseudomonas fluorescens biotype A
6b2 0.471 Pseudomonas fluorescens biotype A
6114 0.583 Pseudomonas fluorescens biotype F
3ss9 0.581 Pseudomonas fluorescens biotype F
ke 0.576 Pseudomonas fluorescens biotype F
3tgl3 0.565 Pseudomonas fluorescens biotype F
mbyj 0.560 Pseudomonas fluorescens biotype F
ka 0.557 Pseudomonas fluorescens biotype F
3msssS 0.552 Pseudomonas fluorescens biotype F
6110 0.529 | Pseudomonas fluorescens biotype F
mbe 0.525 Pseudomonas fluorescens biotype F
3k9 0.459 Pseudomonas fluorescens biotype F
3mb12 0.381 Pseudomonas fluorescens biotype F
6k8 0.474 Pseudomonas putida biotype A

6k4 0.469 Pseudomonas putida biotype A
Tecll 0.423 Pseudomonas putida biotype A

4k1 0.404 Pseudomonas putida biotype A
3msss12 0.344 Pseudomonas putida biotype A

4b7 0.256 Pseudomonas putida biotype A
6t14 Pseudomonas sp.

3tg8 Pseudomonas sp.

6ba2 Pseudomonas sp.

6ba3 Pseudomonas sp.
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4.7. IN-VIVO TESTLER

4.7.1. Saks1 Kosullarinda Yiiriitiilen Testler

4.7.1.1. Fungal izolatlarin Patojenisite Testleri

Mevcut 10 adet R. solani ve 11 adet P. cactorum fungal izolatin iklim odasinda
yetistirilen ¢ilek bitkileri lizerinde yapilan patojenisite testlerinin sonuglart Cizelge
4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. On Rhizoctonia solani izolatinin patojenisite testinde inokulasyondan 5 hafta
sonraki skala degerleri ve bitkilerin agirligindaki ylizde degisim

Skala degeri Agirlik yiizde degisim

Izolat I I I Ort' I II I Ort'
R.TAC 3 3 1 2.33 -6.25 | -30.88 | 42.19 1.69 A
R8/2 3 2 1 2.00 -13.00 | 6.44 -5.19 -3.92 A
R14/2 1 3 1 1.67 0.31 | -29.24 | 51.67 7.58 A
R16/2 1 3 1 1.67 46.18 | -5.28 | 94.72 4521 AB
R3/2 2 0 3 1.33 31.05 | 54.80 | -5.67 26.73 AB
R11/2 1 2 1 1.33 87.50 | 8.01 30.53 42.01 AB
R12/2 1 2 1 1.33 58.74 | 3142 | 41.33 43.83 AB
R4/2 1 0 1 0.67 21.75 | 50.85 | 52.11 41.57 AB
R17/2 2 0 0 0.67 11.30 | 58.18 | 51.22 40.23 AB
R.KOK 2 0 0 0.67 4226 | 113.78 | 82.19 79.41 BC
Kontrol 0 0 0 0.00 126.10 | 141.15 | 102.88 | 12338 C

'Ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (LSD, P<0.05) (Ek 6)

Cizelge 4.7 incelendiginde tim R. solani izolatlarinin agirliklardaki yiizde
degisimleri yoniinden kontrolden farkli bir grupta yer aldig1 goriilmektedir. Boylece
tiim izolatlarin patojen oldugu belirlenirken skala degerleri (Sekil 4.17) ortalamasina
gore sirastyla R.TAC ve R8/2 izolatlar1 en viriilent izolatlar olarak saptanmigstir. R.
solani ile inokule edilen bitkilerin agirliklarindaki degisim oranlari incelendiginde ise
en virlilent izolatlarin R8/2, R.TAC, R14/2 ve R3/2 oldugu gorilmiistiir (Cizelge
4.7). Skala degerleri ile fide agirligi degisim oranlar1 arasinda korelasyon analizi
yapildiginda her iki deger arasinda negatif yonde Onemli derecede bir iligki
saptanmustir (r’=-0.86). R. solani izolatlar1 ile yiiriitilen denemede bitkilerin

goriiniimii Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.17. R. solani izolatlarinin patojenisite testinde inokulasyondan 5 hafta sonraki skala
degerleri ortalamalar1

Sekil 4.18. Iklim odasinda yiiriitiilen patojenisite testlerinde 10 adet R. solani izolati ile
inokule edilmis saksilarda inokulasyondan 5 hafta sonra cilek bitkilerinin
goriinimii (En solda inokule edilmemis kontrol, onu takiben soldan saga
R.TAC, 16/2, 8/2, 14/2, R.kdk, 4/2, 3/2, 11/2, 17/2 ve 12/2 izolatlar1)

Bu caligmalara paralel olarak 11 adet P. cactorum izolati ile yiiriitiilen patojenisite

testi sonuglar1 Cizelge 4.8 verilmistir.
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Cizelge 4.8. Onbir Phytophthora cactorum izolatinin patojenisite testinde inokulasyondan 5
hafta sonraki skala degerleri ve bitkilerin agirhigindaki yiizde degisim

Skala degeri Agirlik ylizde degisim
izolat I I 11 Ort' I I I Ort'
P3 3 3 3 3.00 A -20.69 | -37.22 | -32.24 | -30.05 A
P14 3 3 3 3.00 A -18.76 | -10.99 | -22.14 | -17.30 AB
P13 3 3 3 3.00 A -36.18 | 149 | -3.11 -12.60 ABC
P5 3 3 3 3.00 A -25.00 | -30.36 | 17.50 | -12.62 ABC
P12 3 3 3 3.00 A 18.50 | 1.48 1.24 7.07 CD
P1 3 3 2 2.67 AB -14.67 | 8.14 | -1.23 -2.59 BCD
P2/01 1 3 3 2.33 AB -23.22 | -1.74 | -13.59 | -12.85 ABC
P8 3 3 1 2.33 AB -11.10 | 0.14 4.00 -2.32 BCD
P2 3 3 1 2.33 AB 9.19 3.40 | 36.74 16.44 D
P7 3 2 0 1.67 AB -19.75 | -16.49 | -21.70 | -19.31 AB
P4 2 0 2 133 B -15.56 | -17.93 | -6.44 | -13.31 ABC
Kontrol 0 0 0 000 C 126.10 | 141.15 | 102.88 | 123.38 E

* Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (LSD, P<0.05) (Ek 7)

Cizelge 4.8°de P. cactorum izolatlarimin hastalik olusturma yetenekleri
incelendiginde; ortalama skala degerleri (Sekil 4.19) agisindan P3, P14, P13, P5 ve
P12 izolatlarinin en viriilent izolatlar oldugu saptanmistir. Yas agirliklarindaki yiizde
degisim oranlar1 dikkate alindiginda ise en viriilent izolatlar P3, P7, P14, P4, P2/01,

P5 ve P13 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.19. P. cactorum izolatlarinin patojenisite testinde inokulasyondan 5 hafta sonraki
skala degerleri ortalamalari
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Denemede P. cactorum izolatlarinin ortalama skala degerleri ile fide agirliklarindaki

ortalama yiizde degisim miktarlar1 arasinda ise negatif yonde istatistiki olarak dnemli

bir korelasyon bulunmustur (1*=-0.76). P. cactorum izolatlar ile yiiriitiilen denemede

bitkilerin goriiniimii Sekil 4.20°de verilmistir.

Sekil 4.20. iklim odasinda yiiriitiilen patojenisite testlerinde 11 adet P. cactorum izolat1 ile
inokule edilmis saksilarda inokulasyondan 5 hafta sonra g¢ilek bitkilerinin
goriiniimil (Soldan saga P7, P3, P2, P4, P2/01, P1, P8, P13, P12, P5 ve P14
izolatlar1 ve en sagda hastalik inokule edilmemis toprakta gelisen ¢ilek bitkileri)

Her iki hastalia ait patojenisite testleri sonuclarina gore elde edilen skala degerleri
ile bitkilerin agirligindaki ylizde degisim oranlar1 arasinda istatistiki olarak 6nemli
bir korelasyon saptanmasi nedeniyle daha sonra yapilan saksi denemelerinde sadece

skala kullanilarak hastalik siddeti 6l¢timleri yapilmustir.
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4.7.1.2. Antagonist Bakterilerin R. solani ve P. cactorum’a Etkileri

In-vitro testler sonucunda segilen 24 antagonist bakteri izolat1 ve 2 referans izolat
(HRO-C48, E11)’nin R. solani ve P. cactorum’a in-vivo etkileri Sekil 4.21, Cizelge
4.9°da verilmistir. Bakteri uygulamalarimin R. solani’ye etkileri incelendiginde
strastyla 3ss9, 6110, 7ecl1 ve mbe izolatlarinin %57 oraninda hastalig1 engelleyerek
en yiiksek etkiyi olusturduklar1 goriilmiistiir. Denemeye alinan diger izolatlardan 16
tanesi 2 ve iizeri hastalik skala degeri ile sadece patojen uygulanan kontrol ile ayni

grupta yer aldig1 gérilmiistiir.

Uygulamalarin P. cactorum’a olan etkileri degerlendirildiginde ise en yiiksek etki
%50 oranla 3ss9 ve 6110 izolatlarindan elde edilmistir. 6b2, 6ba6, 6k4 ve 3msssS
uygulamalar1 pozitif kontrolle ayni hastalik oranina sahipken (%44), baz1 bakteri
uygulamalarinin (E11, 3mssss12, 6b6, 6114, 3tg8, 6k8, 6t14, ke, 4k1, mbe, 6ba2,
3tgl3, 3mb12, 7ecl1, 3k9, 6ba3, mbj ve 4b7) %56 ile %89 arasinda degisen hastalik
oranlar1 ile pozitif kontrolden daha fazla hastalik oranma sahip oldugu dikkati

cekmistir.

Her iki hastalig1 da kontrol altina alma agisindan veriler incelendiginde; 3ss9 ve 6110
kodlu bakteriyel antagonist uygulamasi yapilan bitkilerin hastalikli kontrollerden

daha iyi1 bir gelisim gosterdigi gézlenmistir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.21. Iklim odasinda in-vivo antagonistik etkinin saptanmasi amaciyla yiiriitiilen
denemelerde R8/2 R. solani, P5 P. cactorum izolat1 ile inokule edilmis
topraklardaki bes haftalik ¢ilek bitkilerinin goriintimii
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Cizelge 4.9. Kontrollii kosullarinda antagonistik etkinin saptanmasi denemesinde R. solani
ve P.cactorum son sayim skala degerleri ortalamalari, yiizde hastalik ve yiizde

etki degerleri

R. solani P. cactorum
Yiizde | Yiizde Yiizde | Yiizde

izolat Skala Ort' | Hast.’| Etki’ ||izolat Skala Ort' | Hast’ | Etki’
i(l?;sttre?lllksm) 0.00 \A 0 l((l?;sttr:lllksm) 0.00\A 0

3ss9 1.00 | B 33 57 3ss9 0.67 |AB 22 50
6110 1.00 | B 33 57 6110 0.67 |AB 22 50
Tecll 1.00 | BC 33 57 HRO-C48 1.00 | BC 33 25
mbe 1.00 | BC 33 57 ka 1.00 | BCD 33 25
ka 1.33 | BCD 44 43 6b2 1.33 | BCDE 44 0
Ell 1.33 | BCD 44 43 6ba6 1.33 | BCDE 44 0
6k4 1.67 | BCD 56 29 6k4 1.33 | BCDE 44 0
3msssS 1.67 | BCD 56 29 3msss5 1.33 | BCDE 44 0
3tgl3 1.67 | BCD 56 29 kontrol (+) | 1.33 | BCDE 44 0
3mb12 1.67 | BCD 56 29 Ell 1.67 CDEF 56 0
HRO-C48 2.00 CD 67 14 3msss12 1.67 CDEF 56 0
4kl 2.00 CD 67 14 6b6 1.67 CDEF 56 0
6ba6 2.00 CD 67 14 6114 1.67 CDEF 56 0
6k8 2.00 CD 67 14 3tg8 1.67 CDEF 56 0
4b7 2.00 CD 67 14 6k8 1.67 CDEF 56 0
6t14 2.00 CD 67 14 6t14 1.67 CDEF 56 0
6ba3 2.00 CD 67 14 ke 2.00 DEF 67 0
ke 2.33 D 78 0 4k1 2.00 DEF 67 0
6b2 2.33 D 78 0 mbe 2.00 DEF 67 0
3msss12 2.33 D 78 0 6ba2 2.00 DEF 67 0
6b6 2.33 D 78 0 3tgl3 2.00 DEF 67 0
mbyj 2.33 D 78 0 3mbl12 2.00 DEF 67 0
6ba2 2.33 D 78 0 Tecll 2.33 EF 78 0
6114 2.33 D 78 0 3k9 2.33 EF 78 0
3tg8 2.33 D 78 0 6ba3 2.33 EF 78 0
kontrol (+) | 2.33 D 78 0 mbj 2.67 F 89 0
3k9 2.33 D 78 0 4b7 2.67 F 89 0

! Aym harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki acidan fark yoktur (LSD, P<0.05) (Ek 8).
? Yiizde hastalik degerleri Towsend-Heuberger, yiizde etki Abbott formiiliine gore hesaplanmistir.
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4.7.1.3. Antagonist Bakterilerin Cilek Bitkisi Gelisimine Etkisi

Bakterilerin saglikli bitkilerin gelisimine olan etkilerini saptamak amaciyla yiiriitiilen
denemelerde elde edilen sonuglar Cizelge 4.10°da verilmistir. Cizelge 4.10
incelendiginde sirasiyla 3k9, 6ba3, HRO-C48, 3tg8, 3ss9 ve 6k8 izolatlarinin bitki
gelisimini %76 nin iizerinde arttirdig1 saptanmistir. 6k4, 6b6, 6t14, 4k1, 3tgl13, mbe,
6b2 ve 3mb12 izolatlar bitki gelisimini %50 nin {izerinde tesvik etmistir (Sekil 4.22,
4.23).

Sekil 4.22. iklim odas1 kosullarinda bakterilerin bitki gelisimine olan etkilerinin saptandig
denemede antagonist bakteri ile inokule edilmis ¢ilek bitkilerinin inokulasyondan
bes hafta sonraki gériiniimii

Sekil 4.23. Bakterilerin ¢ilek bitkisi gelisimine olan etkisine yonelik denemelerde sagda
bakteri (6ba3) uygulanan ve solda hi¢ uygulama yapilmayan ¢ilek bitkilerinin
gorunimu
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Cizelge 4.10. Iklim odasi kosullarinda antagonist adayi bakterilerin ¢ilek bitkisinin
gelisimine etkisi

izolat Agirhikta yiizde artis ' izolat Agirhikta yiizde artig'
3k9 159.92 mbyj 46.94
6ba3 158.60 6114 4478
HRO-C48 129.81 ka 42.14
3tg8 121.96 3msss5 40.47
3ss9 78.84 Tecll 39.06
6k8 76.12 ke 38.73
6k4 72.20 6ba2 35.92
6b6 65.00 3msss12 34.85
6t14 63.86 6ba6 34.35
4k1 63.69 Ell 33.08
3tgl3 59.71 kontrol 31.62
mbe 57.28 6110 28.62
6b2 56.14 4b7 14.19
3mb12 54.78

'Ug tekerriiriin ortalamasidir ve karakterler arasinda fark yoktur (Anova, P>0.05) Ek 9

4.7.2. Tarla Denemeleri

2004-2005 c¢ilek iiretim sezonunda yiiriitiilen tarla 6n denemelerinde 4/11/2004
tarihinde her karakterin her sirasina bakilarak ¢oken (6lii) bitkiler sayilmis ve sayilar
kay1t edilmistir. Ayni sekilde hasat bitimi ile beraber 22/6/2005 tarihinde 6l bitkiler
tekrar sayilarak degerlendirilmistir. Her iki tarihte yapilan sayimlarda karakterlere ait

cOken bitki oranlar1 arasinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. 2004-2005 gilek iiretim sezonu tarla denemesinde karakterlere ait ¢oken bitki

oranlar1
Coken bitki oranlar1 %
Uygulama 04/11/2004' 22/06/2005'
Kontrol 16.05 9.98
4k1 14.78 28.75
HRO-C48 14.43 22.38
Karnabahar 12.60 19.43

' Dort tekerriiriin ortalamasidir ve karakterler arasinda fark yoktur (Anova, P>0.05) (Ek 10)
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2004-2005 tarla 6n denemelerinde 5/4/2005 tarihinde ¢ilek bitkilerinin

olgunlagsmasiyla beraber hasata baslanmis ve hasat 22/6/2005 tarihine kadar
stirmistiir (Sekil 4.24). Hasat donemi boyunca her hafta hasat edilen ¢ilek bitkilerine

ait verim degerleri Cizelge 4.12’te verilmistir.

Sekil 4.24. 2004-2005 cilek tiretim sezonu hasat doneminden goriintiiler (sol: 6n bitki olarak
karnabahar yetistirilmis parselde bitkilerin genel goriinlimii, sag: hasat islemi)

Cizelge 4.12. 2004-2005 cilek iiretim sezonunda 5/4/2005 - 22/6/2005 tarihleri arasinda
karakterlere ait pazarlanabilir ¢ilek verimleri (kg/da)

05/ |12/ |19/} 26/ | 03/ | 10/ | 17/ | 24/ | 31/ | 08/ | 14/ | 22/
Uygulama | 04 | 04 | 04 | 04 05 05 05 05 05 | 06 | 06 06 | Top.

HRO-C48 2 | 101|318 983 | 1129 | 665 | 382 | 414 | 244 | 158 | 127 | 120 | 4643
4K1 6 | 2004831049 | 1148 | 535 | 402 | 434 | 241 | 163 | 116 | 116 | 4893
Karnabahar | 5 | 133|677 | 1181 | 1042 | 601 | 460 | 413 | 223 | 186 | 131 | 145 | 5197

0 8 | 181 | 891 | 1585 | 908 | 453 | 321 | 199 | 207 | 159 | 208 | 5120

Kontrol

Cizelge 4.12 incelendiginde 6n bitki olarak karnabar ekilen ve hasat artiklar1 topraga
kanistirilan parsellerde en yiiksek verim (5197 kg/da) alinmistir, bunu sirasiyla
uygulama yapilmamis kontrol (5120 kg/da) ve 4kl uygulamasi (4893 kg/da)
izlemistir. HRO-C48 uygulanan parsellerede ise en diisiik pazarlanabilir ¢ilek verimi

(4643 kg/da) elde edilmistir.

2005-2006 cilek tiretim sezonunda yiiriitiilen tarla denemelerinde ise 19/11/2005 ve
hasat bitimi ile beraber 28/6/2005 tarihinde ¢oken bitkilerin sayim sonuglariyla ilgili
degerlendirmeler Cizelge 4.13 ve Sekil 4.25°te verilmistir. Cizelge 4.13’te goriildigi
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gibi 2005-2006 cilek iiretim sezonunda yapilan uygulamalarin ¢oken cilek bitkilerine

etkisi olmamustir.

Cizelge 4.13. 2005-2006 g¢ilek iiretim sezonu tarla denemesinde karakterlere ait ¢oken bitki

oranlari
Coken bitki oranlari (%)

Uygulama 19/11/2005' 28/06/2006'
3tg8 5.75 4.08
6b6 3.00 9.23
6k8 6.60 7.95

ka 4.38 12.45
Kontrol 6.25 5.13
HRO-C48 5.88 6.88

! Dért tekerriiriin ortalamasidir ve karakterler arasinda fark yoktur (Anova, P>0.05) (Ek 11)

Sekil 4.25. 2005-2006 cilek iiretim sezonunda ¢dken bitkilere ait bir goriiniim

19/4/2006 tarihinde cilek bitkilerinin olgunlagmasiyla beraber hasata baslanmis ve
hasat 12/6/2006 tarihine kadar stirmiistiir (Sekil 4.26). Hasat donemi boyunca her

hafta hasat edilen cilek bitkilerine ait verim degerleri Cizelge 4.14’te verilmistir.



Sekil 4.26. 2005-2006 c¢ilek tiretim sezonu hasat doneminde deneme alaninin genel
gorliniim{i, hasat ve tartim islemi

Cizelge 4.14. 2005-2006 ¢ilek iiretim sezonunda 19/4/2006 - 12/6/2006 tarihleri arasinda
karakterlere ait pazarlanabilir ¢ilek verimleri (kg/da)

19/ 26/ 03/ 10/ 17/ 24/ 30/ 06/ 12/

Uygulama | 04 04 05 05 05 05 05 06 06 Top.!
3tg8 178 944 855 | 477 316 120 83 190 164 3327
6b6 203 1011 832 | 472 339 130 90 175 171 3423
6k8 174 805 816 | 505 333 124 66 147 156 3126
ka 165 955 857 | 473 327 121 73 172 154 3297

Kontrol 252 958 871 | 450 299 83 68 154 169 3304

HRO-C48 | 188 928 779 | 460 302 94 82 185 155 3173
" Dort tekerriiriin ortalamasidir ve karakterler arasinda fark yoktur (Anova, P>0.05) (Ek 12)

Hasat bitiminde elde edilen toplam verim degerleri sirasiyla 6b6’da 3423 kg/da,
3tg8’de 3327 kg/da, kontrolde 3304 kg/da, ka’da 3297 kg/da, HRO-C48’de 3173 kg/
da ve 6k8’de 3126 kg/da olarak hesaplanmistir. Hasat sonunda toplam verim

acisindan karakterler arasinda istatistiki agidan bir farka rastlanmamastir.

Ayni sekilde 2006-2007 yillar1 arasinda bu sefer toprak solarizasyonu uygulanmis
olan tarlada yiriitiilen denemelerde onceki senelerde kurulan denemelerde oldugu
gibi saptanan ¢Oken bitkilerin oranlar1 ile ilgili sonuglar Cizelge 4.15°te
Ozetlenmistir. Bu denemelerde fide dikiminden yaklastk 3 ay sonra yapilan
sayimlarda (9/12/2006) ¢oken bitkiler arasinda istatistiki agidan bir fark
bulunmamistir. Ancak hasat sonuna dogru yapilan ikinci saymm (29/5/2007)
degerlendirildiginde ka ve 3ss9 izolatlarinin uygulandigi parsellerde istatistiki olarak

onemli oranda daha az bitkinin ¢oktiigii gézlenmistir. Istatistiki olarak ayni grupta
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yer alan kontrol, 6110 ve HRO-C48’de en yiiksek ¢O6kme oranlari saptanmistir

(Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. 2006-2007 gilek iiretim sezonu tarla denemesinde karakterlere ait ¢oken bitki

oranlari
Coken Bitki Oranlar1 (%)
Uygulama 09/12/2006 29/05/2007"
Kontrol 4.58 2225 A
6110 1.95 16.33 AB
HRO-C48 0.90 15.25 AB
3ss9 0.90 12.10 B
ka 0.63 1040 B

" Dért tekerriiriin ortalamasidir, aym harfle gosterilen karakterler arasinda fark yoktur (LSD, P<0.05)
(Ek 13)

Bu denemede elde edilen verim degerleri sirasiyla ka’da 4282 kg/da, 3ss9°da 4170
kg/da, HRO-C48’de 4103 kg/da, 6110°da 4029 kg/da ve kontrol’de 3928 kg/da,
olarak bulunmustur. Karakterler arasinda verim degerleri agisindan istatistiki agidan

farka rastlanmamigtir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. 2006-2007 ¢ilek iiretim sezonunda 9/4/2007 - 12/6/2007 tarihleri arasinda
karakterlere ait pazarlanabilir ¢ilek verimleri (kg/da)

09/ | 17/ | 24/ | o1/ | 08/ | 15/ | 22/ | 29/ | 05/ | 12/

Uygulama | 04 | 04 | 04 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 06 | 06 | Top.
ka 178 | 1035 | 882 | 937 | 493 | 223 | 130 | 174 | 161 | 69 | 4282
359 153 | 952 | 862 | 959 | 495 | 214 | 140 | 187 | 157 | 51 | 4170
HRO-C48 | 160 | 1006 | 865 | 931 | 483 | 185 | 125 | 159 | 138 | 51 | 4103
6110 149 | 999 | 839 | 880 | 451 | 188 | 123 | 172 | 168 | 60 | 4029
Kontrol 183 | 1024 | 841 | 890 | 418 | 150 | 107 | 145 | 125 | 45 | 3928

' Dért tekerriiriin ortalamasidir ve karakterler arasinda fark yoktur (Anova, P>0.05) (Ek 14)

Yiriitiilen tarla denemelerinde kok bdlgesindeki ortalama sicakliklar 2005-2006
iiretim sezonunda 14.89°C (min 3.71°C, mak 28.88°C), 2006-2007 iiretim sezonunda
1se 20.20°C (min 6.06°C, mak 30.06°C) olarak saptanmistir (Ek 15).
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5. TARTISMA

Bu ¢aligma Aydin ili ¢ilek tiretim alanlarinda verim kayiplarina yol agan en dnemli
toprak kaynakli fungal etmenlerden R. solani ile P. cactorum’un neden oldugu
hastaliklar1 antagonist bakteriler ile kontrol edebilmek ve bu bakterilerin etki

mekanizmalarini saptamak amaciyla ele alinmistir.

Bitkilerin trettigi kok salgilarinin yogunlastig: rizosfer olarak adlandirilan kokler ve
yakin ¢evresi bakteri populasyonunun en yogun oldugu, biyolojik savas ajanlar igin
onemli bir rezervuar niteligindedir (Sorensen, 1997). Krechel et al. (2002) patatesten
izole ettikleri bakterilerin R. solani’ye antagonist olanlarin %8 oranla en ¢ok
rizosferde oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte kok bolgesindeki rizobakter
tiirlerinin populasyonunun bitki tiirleri ya da ¢esitleri agisindan farklilik gosterdigi de
bilinmektedir (Smalla ez al., 2001). Berg et al. (2002) ¢ilek rizosferinde bulunan
antagonistik bakterilerin bu bitki i¢in tipik oldugunu, kolza ve patates bitkilerindeki
rizobakter populasyonundan 6nemli derecede farklilik gosterdigini belirtmistir. Berg
et al. (2006) V. dahliea’e kars1 antagonistik etkiye sahip 101 Pseudomonas izolatinin
54’tnt ¢ilek, 34’iinii kolza ve 13’iinii topraktan izole ettiklerini bildirmislerdir.
Caligmalarimiz  sirasinda ¢ilek bitkileri ile Crucifereae familyasi sebzeleri
karnabahar, kirmiz1 lahana, brokoli, lahana, turp bitkilerinin, ayrica bakla bitkileri ile
yabani turp, darican ve ¢oban c¢antasi yabanci otlarinin kdk bolgesinden toplam 362
adet bakteri izole edilmistir. /n-vitro’da yapilan ikili kiiltiir 6n degerlendirme testleri
ile bunlar i¢cinden 101 adet antagonist etki gosteren bakteri izolati secilmistir. Bu
izolatlarin in-vitro engelleme oranlari cluster analizi ile incelendiginde (Cizelge 4.2)
en etkili izolatlarin dort grup iginde toplandigi goriilmiistiir. Bu gruplar igindeki
izolatlar dikkate alinarak antagonistlerin izole edildikleri bitkilere gore oranlari
degerlendirildiginde ise bakladan izole edilen bakterilerin %25 (3/12)’1, brokoliden
izole edilenlerin %9 (3/32)’u, ¢ilekten izole edilenlerin %8 (14/185)’1, karnabahardan
izole edilenlerin %3 (1/30)’1, kirmiz1 lahanadan izole edilenlerin %8 (1/13)’1, turptan
izole edilenlerin %7 (1/15)’si ve yabani turptan izole edilenlerin %8 (1/13)’1 etkili
antagonist olarak bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda ¢ilek bitkilerinin kokiinden

izole edilen bakterilerin biiyiik bir kisminin (%9.5) antifungal aktivite gosterdigi
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bildirilmistir (Berg, 2007). Calismamizda 3mb11, 3mb7, 4cl15, 4k1, 6b2, 6b6, mbe,

msssc, ssb, 3msssl, 3msssS, 3tgl3, 3tg8, 4b7, 4ytll, 6ba2, 6tl4, El11, ka, ke,
3msss12, 4kl11, 7ecl1, 6ba3 ve 6bab izolatlarinin her iki patojene de in-vitro’da etki
gosterdigi  saptanmistir.  Benzer sekilde antagonist bakterilerin farkli fungal
patojenlere etkileri oldugu bilinmektedir (Berg et al., 2000a; Berg et al., 2001;
Krechel et al., 2002).

Calismamizda secilen 24 antagonist bakteri izolat1 ile etki mekanizmalar1 ve in-vivo
denemeler yliriitiilmiistiir. Grosch et al. (2006) degisik cevrelerden izole ettikleri 434
adet bakteri izolatininin Rhizoctonia solani’ye antifungal etkisini patates ve marul
bitkilerinde arastirmalari sirasinda, ¢alismamizdakine benzer olarak yaptiklari ikili
kiiltiir testleri ve bazi enzim aktiviteleri testlerini goz 6niinde bulundurarak en etkili
18 izolat1 bunlarin i¢inden sectiklerini bildirmislerdir. Berg (1996) yaptig1 calismada
kolza bitkilerinin kdokiinden izole ettigi 2045 bakteri izolatint in-vitro’da V.
dahliae’ya kars1 denemis, 333 tanesinin etkili oldugunu bildirmis ve bunlar i¢inden
sectigi 30 tanesi ile calismalarina devam etmistir. Diger bir calismada Berg et al.
(2000a) ¢ilek rizosferinden izole ettikleri 600 bakteri izolatinin in-vitro’da V.
dahliae’ya kars1 antifungal etkilerini arastirmiglar ve bunlar i¢inden gii¢lii antifungal
aktivite gosteren ve farkli morfolojik karakterdeki 20 izolat1 segerek ¢alismalarini bu

izolatlar lizerinde yiirtitmiiglerdir.

Calismamizda segilen 24 izolatin enzim aktivitelerine yonelik olarak kitinaz, proteaz,
pektinaz, seliillaz, DNaz, fosfotaz enzim aktiviteleri ile inorganik fosfati ¢ozebilme

yetenekleri de belirlenmistir.

Bilindigi gibi baz1 mikroorganizmalar tarafindan iiretilen kitinaz; kitini endolitik ya
da ekzolitik bir mekanizmayla parcalamaktadir (Fuchs et al, 1986). Kitinaz
aktivitesine sahip bakteriler bitki patojeni funguslarla biyolojik miicadelede basari ile
kullanilmaktadirlar (Berg et al., 1999). Ornegin Serratia tiirleri siklikla bitkilerden
izole edilebilen, antifungal etki gdsteren ve en Onemlisi etkin kitinaz aktivitesine
sahip olan, ilizerinde ¢ok calisilmis bakteriyel biyolojik ajanlarindandir (Reid ve
Ogrydziak, 1981; Fuchs et al., 1986; Berg et al., 1999; Berg et al., 2000b; Kurze et
al., 2001; Ramirez et al., 2004). Alstrom (2001) kolza bitkisinin koklerinden izole



81
edilen bakterilerin Verticillium dahliae’ye olan etkilerini inceledikleri ¢calismasinda;

izole ettigi 16 bakteriden 8 tanesinin kitinaz iirettigini bildirmistir. Bu g¢alisma
sonuglar1 incelendiginde kitinaz  aktivitesi gosteren izolatlarin  hepsinin
Enterobacteriaceae grubunda yer aldigr goriilmektedir. Calismamizda kitinaz
aktivitesine yonelik yapilan testlerde pozitif kontrol olarak kullandigimiz Serraia
pulymutica HRO-C48 izolati hari¢ higbir bakteri izolatinin kitinaz tiretmedigi
saptanmigtir. Calismamizda testlenen 24 bakterinin tiimiiniin yapilan yag asitleri
analizi sonucunda Pseudomonas genusunda yer aldigi bulunmustur. Benzer sekilde
pek ¢ok arastirmada Pseudomonas genusunda yer alan ve kitinaz iiretebilen hi¢ bir
izolata rastlanmadig1 bilinmektedir (Berg, 1996; Berg et al., 2000a; 2001; Krechel et
al. 2002). Ancak son yillarda yapilan bir arastirmada Costa et al. (2007) cilek ve
kolza bitkilerinin koklerinden izole ettigi 101 Pseudomonas izolatindan 5 tanesinin
kitinaz iirettigini bildirmislerdir.

Enzim aktivitelerinin belirlenmesine yonelik testlerde 13 izolat proteaz aktivitesi
gostermistir (Cizelge 4.4). Afsharmanesh ef al. (2005)’ nin yaptiklar1 bir calismada
soya fasiilyesi, fasiilye, biber, hiyar ile seker pancarindan izole edilen ve toprak
kaynakli fungal hastaliklara kars1 antagonist etkileri bilinen 48 floresans
Pseudomonas’tan 38 tanesinin proteaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.
Buna benzer olarak Krechel et al. (2002) patates bitkilerinden izole ettikleri ve
fungal antagonistik etki gdsteren 33 bakteri izolatindan 25 tanesinin proteaz
aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Berg et al. (2001) Verticillium
dahliae’nin konukgusu oldugu bitkilerdeki potansiyel biyokontrol ajani olabilecek
kok bakterilerini degerlendirdikleri calismalarinda izole ettikleri 60 bakteriden 54

tanesinin proteaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Caligmalarimizda segilen 24 antagonist bakterinin hi¢ birisi pektinaz ve seliilaz
aktivitesi gostermemistir. Ayni sekilde Krechel et al. (2002) nin yaptiklar1 ¢alismada
33 izolattan hi¢ birinin pektinaz {iretmedigi ve 12 tanesinin seliillaz iirettigi
saptanmigtir. Ancak literatiirde belirtilen 33 bakteriden 16 tanesinin Pseudomonas
genusunda yer aldigi ve bunlar icinden sadece bir tanesinin seliilaz iiretebildigi

dikkati ¢ekmektedir.
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Bazi bakteriler inorganik fosforu ¢dzebilme kabiliyetindedir. Bu bakteriler toprakta

bol miktarda bulunmakta ve kok bolgesinden kolaylikla izole edilebilmektedirler (De
Freitas et al., 1997). Fosfor bitkiler i¢in olduk¢a dnemli besin maddelerinden bir
tanesidir. Fosfor da dahil olmak iizere toprakta bulunan ve bitki i¢in gerekli olan bir
cok besin maddesi ¢Oziinemeyen formdadir. Giibre olarak topraga uygulanan
inorganik fosfor toprak Ozelliklerine bagli olarak immobil hale gelebilmekte ve
bitkiler i¢in kullanissiz duruma doniismektedir. Ozellikli alkali topraklarda kalsiyum,
asidik topraklarda ise demir ve aliiminyum tarafindan baglanmaktadir. Tohum ya da
topraga uygulanan fosfat c¢ozebilen bakterilerin topraktaki baglanmis fosforu
¢ozebildigi ve verim artigina neden oldugu bilinmektedir (Nautiyal, 1999). De Freitas
et al. (1997) cesitli bitkilerden izole ettigi 111 adet bakteriden 9 tanesinin inorganik
forforu ¢ozmesinin yani sira bitki gelisimi tesvik eden rizobakterler oldugunu
bildirmislerdir. En etkili fosfat ¢ézen bakteriler ise yapilan yag asitleri analizi

sonucunda Bacillus brevis, B. megaterium, B. polymyxa, B. sphaericus, B.

thuringiensis ve Xanthomonas maltophilia olarak saptanmistir. Rodriguez ve Fraga
(1999) fosfat ¢ozen bakterilerin bitkilerin fosfor alimini arttirdigin1 ve Pseudomonas,
Bacillus ve Rhizobium genusunda bulunan bakterilerin en giiclii fosfat ¢ozebilen
bakteriler oldugunu bildirmistir. Calismamizda hepsi Pseudomonas genusunda
bulunan izolatlarin 20 tanesi degisen oranlarda inorganik fosfati ¢ozme yeteneginde
bulunurken, 3 izolatin ise organik fosfati ¢dzebilen fosfataz aktivitesine sahip oldugu

gorlilmiistiir.

Calismamizda bakterilere ait enzim aktivetelerinin yani sira olusturduklari ikincil
metabolitler de incelenmis bu amacgla indol asetik asit (IAA), hidrojen siyanid
(HCN), yiizey aktif madde (biosurfactant), 2,4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG)

iiretimi ve siderefor olusturma yetenekleri saptanmistir.

Bilindigi gibi bitkilerde filosferde ve rizosferde bulunan pek ¢ok bakteri IAA
sentezleyebilmektedir. Bunlardan en ¢ok bilineni bir bitki patojeni olan ve ur
olusturan Pseudomonas savastanoi’dir. Bitki patojeni bakterilerde IAA sentezi
indoleacetamide yoluyla olurken biyolojik savasta kullanilan yararli bakterilerde
bunun indolepyruvic asit yoluyla oldugu bilinmektedir (Patten ve Glick, 1996; 2002).

Caligmalarimizda testlenen 24 izolattan 6k8 ve 6k4 izolatlarinin Pseudomonas putida
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biotype A oldugu ve sirasiyla 1.9 pg/ml ve 62.4pg/ml oraninda TAA irettigi

saptanmigtir. Hafeez et al. (2006), Brezilya, Endonezya, Mogolistan, Pakistan gibi
bir ¢cok degisik cografi bolgeden 17 kok bakterisi izole etmisler, bu bakteriler i¢inde
en yiiksek degerde IAA {ireten (42.1ug/ml) 8N-4 izolatinin bugdaylarda biyokiitle ve
kok uzunlugunda artisa neden oldugununu saptamislardir. Vikram et al. (2007), agir
killi topraklarda yetistirilen {iriinlerden izole ettikleri 30 bakterinin bitki gelisimini
arttirict etkilerini incelemigler ve bu izolatlarin 1.1-28.8 pg/ml arasinda degisen
miktarlarda TAA irettigini saptamiglardir. Xie Hong et al. (1996) bitki gelisimini
arttiran bir bakteri olan Pseudomonas putida GR12-2 izolatinin 2 pg/ml, bu izolatin

yedi mutantinin ise 4-8pg/ml arasinda [AA irettigini bildirmislerdir.

Hidrojen siyanid ¢ok ugucu ve 300 ppm oraninda havada bulunmasi durumunda
yetigkin bir insan1 ¢ok kisa siirede Oldiirebilecek diizeyde oldukg¢a zehirli kimyasal
bir bilesiktir'. Mikroorganizmalar tarafindan dogrudan glycine ve cyanogenic
glycosidlerden tiretilmektedir (Knowles, 1976). Nielsen et al. (1998) bir¢ok bitkinin
kok bolgesinde bulunan floresan Pseudomonas’larn {iirettikleri ikincil bir metabolit
olan HCN’nin funguslar1 baski altinda tutan bir iiriin olduguna deginmislerdir. Keel
et al. (1989) Pseudomonas fluorescens CHAOQ izolatinin tiitiin siyah kok c¢iirikligi
(Thielaviopsis basicola) hastaligini baski altina alma yeteneginin HCN iiretiminden
kaynaklandigini bildirmislerdir. Calismalarimiz sirasinda testlenen 24 izolattan
19’unun HCN olusturdugu saptanmustir. Berg et al. (2000a) yaptiklar1 ¢aligmada
cilek koklerinden izole ettikleri ve R. solani ve P. cactorum’a kars1 antifungal etki
gosteren Pseudomonas cinsi bakterilerin HCN iirettigini bildirmislerdir. HCN {ireten
bakteriler patojenleri baski altina almalarmin yanisira kiiltiir bitkilerinde verim
kaybma da yol agabilmektedirler. Ornegin Bakker ve Schippers (1987) patateslerde
verim dugiikliigiiniin - mikrobiyal bir metabolit olan hidrojen siyanidden
kaynaklanabilecegini  belirtmislerdir.  Arastiricilar  ¢alismalarinda  patates
rizosferinden izole ettikleri Pseudomonas’larin  %50’sinin in-vitro’da siyanid
irettigini, SuM HCN’nin in-vitro’da patates koklerinde sitokrom oksidaz ile ilgili

olarak %40’a varan oranda solunumu engelledigini, in-vitro’da siyanid iiretiminin

1. http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen cyanide [erisim tarihi Ekim, 2007]
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ortamdaki Fe™ konsantrasyonuna bagl olarak degistigini ve topraktaki siderofor

iireten  bakterilerin  siyanid {ireten bakterilerle Fe’ rekabetine girdigini

bildirmislerdir.

Biyolojik savasta kullanilan ve cesitli hastaliklara karsi etkili bulunan floresan
Pseudomonas’lar phenazin tlirevleri, pyoluteorin, pyrrolnitrin, oomycin A,
viscosinamide ve 2.4-diacetylpholoroglucinol (2,4-DAPG) gibi bir¢ok antibiyotik
iretmektedirler (De La Fuente et al., 2006). Pseudomonas’larin irettikleri 2,4-
diacetylpholoroglucinol (2,4-DAPG) antibiyotigi birgok bitki patojeni fungusu
durdurabilmekte, bdylece kok ve fide hastaliklari kontrol altina alinabilmektedir
(McSpadden Gardener ef al., 2001; Landa ef al. 2002; Landa et al., 2003). Floresan
Pseudomonas’lar tarafindan iiretilen phenazine-1 carboxylic asit ve 2,4 DAPG
antibiyotikleri toprak kaynakli fungal patojenlere karsi biyolojik savasta en
belirleyici faktorler oldugu bildirilmistir (Raaijmakers et al., 1997). 2,4-DAPG
tireten Pseudomonas’lar bir ¢cok bitkinin kok bolgesinden izole edilebilmektedir. Bu
bakterilerin bitki gelisimine olan olumlu etkileri ve kok hastaliklarini engelleyebilme
yetenekleri gilinlimiizde son yillarda 6nem kazanan arastirma konularindan biri
olmustur (McSpadden Gardener et al., 2001). 2,4-DAPG’nin bitki patojeni
funguslara karsi olan etki mekanizmasi heniiz tam olarak ortaya konamamakla
birlikte Pythium tiirlerinin zoospor membranlarini erittigi bilinmektedir (De Souza et
al., 2003). Costa et al. (2007) ¢ilek ve kolza bitkilerinin koklerinden izole ettigi 101
Pseudomonas izolatindan 75 tanesinin 2,4-DAPG iiretiminden sorumlu olan PhAID
genine sahip oldugunu saptamislardir. Calismalarimizda 16 floresan Pseudomonas
izolatimin PhID genine sahip oldugu yapilan PCR testleri ile tespit edilmistir. Son
yillarda yetistiricilik tekniklerinin 2-4,DAPG iireten floresan Pseudomonas’larin
dogal populasyonlarinin rizosferdeki kolonizasyonu ve bitki saglig1 iizerine etkileri
ile ilgili yapilan bir arastirmada; yetistiricilik tekniklerinin 2-4,DAPG iireten
Pseudomonas’larin rizosfer populasyonlarini degistirdigi ancak rotasyon, toprak
isleme ve tohum ilaglamasi gibi kok hastaliklarinin siddetini azaltan uygulamalarin
DAPG iireten floresan Pseudomonas’larin kok kolonizasyonu artis1 ile iligkili

olmadigi belirtilmistir (Rotenberg et al., 2006).
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Biyolojik savasta etkili kriterlerden bir tanesi de antagonist bakterilerin siderofor

olusturmasidir. Kok bolgesindeki diger fungus ve bakteri populasyonlarinda énemli
Olclide azalmalara neden olan faktorlerden biri olan siderofor iiretimi, sinirli demir
iyonlart i¢in mikroorganizmalarin rekabete girmesinde onemli rol oynamaktadir.
Ornegin Pseudomonas cinsi topraktaki demir icin sideroforlar1 sayesinde bitki
patojenleri ile rekabete girerek hastaliklari baski altina alabilen en 6nemli bakteri
tirlerini barindirmaktadir (De Weger et al.,, 1986). Bakterilerin irettikleri
sidereforlar sayesinde toprakta bulunan demir ayiklanarak kendileri i¢in gerekli olan
aliabilir besin elementi haline doniistiirtiliir (Neilands, 1995; Milagres et al., 1999).
Daha sonra bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan reseptorler sayesinde taninip
yakalanarak tekrar hiicre i¢ine alinirlar (Lamont ef al., 2002). Siderofor olusumu
acisindan izolatlarimiz degerlendirildiginde 18 izolatin siderofor {irettigi tespit
edilmistir. Berg et al. (2000a) yaptiklar1 calismada izole ettikleri tim Pseudomonas
cinsi bakterilerin siderofor iirettigini bildirmislerdir. Buna benzer olarak Krechel et
al. (2002) da yaptiklar1 calismada izole ettikleri 33 bakteriden 30 Pseudomonas
izolatinin siderofor irettigini saptamiglardir. De Weger et al. (1986) ise kok
bolgesinde kolonize olan ve bitki gelismini arttiric1 etkisi bulunan 30 floresan
Pseudomonas’in siderofor {retimini incelemisler ve tiim izolatlarin siderofor
{irettigini saptamislardir. Bu iiretimin ortamdaki sinirli miktardaki demir (Fe*) ile bir
iligkisinin oldugunu ortaya koyan ve antagonistik etkinin biiyliik oranda bundan
kaynaklandigina deginen yazarlar elde ettikleri iki adet siderofor liretmeyen mutantin

da antagonistik aktivitesinin biiyiik oranda diistiigiinii belirtmislerdir.

(Calismalarimizda degerlendirdigimiz 24 izolatin Pseudomonas genusunda yer aldigi
diisiiniildliglinde, enzim aktivitesi testleri ile sekonder metabolit iiretim testleri
sonuglarinin  diger arastiricilarin - ¢alismalart  ile bir paralellik gosterdigi

gorlilmektedir.

Cilek bitkisinden izole edilen bakteri tiirlerinin diisiik diizeyde bir cesitlilik
gosterdigi ve ¢ilekte kok bolgesinden izole edilen antagonist bakterilerin yaklasik
%90’1 Pseudomonas genusunda yer aldig1 ve izole edilen tiirlerin ise P. putida A/B,
P. fluorescens, P. syringae ve P. corrugata oldugu bilinmektedir (Berg, 2007). Berg
et al. (2006) ayrica ¢esitli ¢evrelerden izole ettikleri 6000 bakteriden 590 tanesini
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antagonist etkili bulmuglar ve bunlarin %75’ini Pseudomonas’larin olusturdugunu

belirtmislerdir.

Calismalarimizda etkili bulunan tiim antagonist bakterilerin yer aldig1 Pseudomonas
genusu sahip olduklari; 1) bir ¢ok eksudat bilesigini besin olarak kullanabilmeleri, 2)
toprakta ve kok sistemlerine kolaylikla adapte olup buralarda bol miktarda
bulunabilmeleri, 3) diger kok bakterilerine gore daha yiiksek oranda gelisme
gosterebilmeleri, 4) patojenlere karsi birgok etki mekanizmasina sahip olmalari, 5)
laboratuvar kosullarinda  kolaylikla gelistirilebilmeleri, 6) tohuma bakteri
uygulamalari ile ilerleyen donemlerde de kok bolgesinde aktivite gdsterebilmeleri ve
7) tzerlerinde genetik uygulamalarin rahat yapilabilmesi gibi 6zellikleri sayesinde
tarimda biyolojik savas ajani olarak kullanilmaya elverigli olduklar1 bildirilmistir
(Thomas et al, 2003). Pseudomonas’larin yukarida sayilanlarin yaninda bitki
gelisimini tesvik edici etkileri de bulunmaktadir. PGPR uygulamalar1 viriislerin,
bakterilerin ve funguslarin neden oldugu ¢ok sayida hastaliga kars1 bitkide sistemik
uyarilmis dayanmiklilik olusumunu da tesvik edebildigi bildirilmistir (Barka et al.,
2002).

Calismamizda izole edilen antagonist bakteriler etki mekanizmalarina yonelik test
sonuglar1 agisindan degerlendirildiginde genellikle belirli bir ikincil metabolit veya
enzim aktivitesine sahip izolatlarin digerlerine de sahip oldugu dikkati ¢cekmektedir.
Bu amagla Cizelge 4.4 ve 4.5°deki veriler dikkate alinarak yapilan korelasyon
analizinde (Ek 16) siderofor ile 2-4,DAPG, ylizey aktif madde ve HCN iiretme
arasinda 6nemli diizeyde pozitif bir korelasyon (r=0.87, r=0.72, r=0.39), 2-4,DAPG
ile ylizey aktif madde ve HCN iiretimi arasinda pozitif korelasyon (1=0.64, r=0.51),
ylizey aktif madde ile HCN olusturma, HCN ile proteaz aktivitesi arasinda pozitif
korelasyon (r=0.56, r=0. 52), buna karsin inorganik fosforu ¢ozebilme ile proteaz

aktivitesi arasinda negatif yonde énemli bir korelasyon (r=0.52) oldugu goriilmiistiir.

Etki mekanizmalar1 belirlenen antagonist bakterilerin iklim odasi kosullarinda R.
solani ve P. cactorum’a olan in-vitro etkilerinin saptanmasina yonelik caligmalarda
3ss9, 6110, 7ecl1 ve mbe izolatlarinin R. solani’yi %57 oraninda kontrol altina aldig:

saptanmugtir. 3ss9 ve 6110 izolatlarinin proteaz, inorganik fosfati ¢dzebilme, HCN,
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ylizey aktif madde, 2-4,DAPG ve siderofor iiretebilme yeteneginde oldugu, 7ecl1

izolatinin proteaz, HCN ve siderofor olusturdugu, mbe izolatinin proteaz, inorganik
fosfat1 ¢dzebilme, HCN acisindan pozitif karakterde oldugu belirlenmistir. Izolatlar
P. cactorum’u kontrol altina alma acisindan degerlendirildiginde %50 engelleme
orantyla 3ss9 ve 6110 izolatlarinin en etkili oldugu gdzlenmistir. S6z konusu olan bu
iki izolat her iki hastalifa kars1 en yiiksek etkiyi gostermistir. Bu iki izolata ait etki
mekanizmasina yonelik test sonuglar1 degerlendirildiginde ayni etki mekanizmalarina
sahip oldugu dikkati cekmektedir. Secilen 24 bakteri izolatinin ikili kiiltiir testlerinde
R. solani ve P. cactorum’u engelleme agisindan aralarinda pozitif yonde bir
korelasyon (r=0.55, p<0.05; Cizelge 4.2) saptanirken, in-vivo testlerde bunun %90
ihtimalle 6nemli oldugu (r=0.38, p<0.1) goriilmiistiir. Buna karsin séz konusu
izolatlarin R. solani ve P. cactorum igin ikili kiiltiir testlerinde engelleme oranlar1 ile
in-vivo’da etkinlikleri arasinda 6nemli bir korelasyon saptanmamustir. (R. solani i¢in
r=0.15, p=0.48; P. cactorum igin r=0.32, p=0.11). Fravel (1988) in-vitro antibiyosis
ile biyokontrol arasinda uyusmazliga dair bir ¢ok bulgunun mevcut oldugunu
bildirmistir. Ornegin Utkhede ve Gaunce (1983) elmalarda P. cactorum’u
bakterilerle kontrol altina almak i¢in yaptiklar1 ¢calismada in-vitro ikili kiiltiir testleri
ile serada elma fidanlarmin ayni bakteriler ile korunmasi arasinda bir iligkinin
bulunmadigint bildirirken, Papavizas ve Lewis (1983) aymi sekilde in-vitro
antibiyosis verilerini hastalik baskilama ile karsilastirdiginda aralarinda herhangi bir
korelasyonun olmadigin1 bildirmistir. /n-vivo kosullarda bitki hastaliklar1 ile
biyolojik savasimda etkin bir sonu¢ almak etkili bir antagonistin yanisira pH,
sicaklik, nem, toprak tekstiirii, inorganik ve organik madde icerigi gibi bir ¢ok
abiyotik faktore de bagldir (Landa et al., 2004). Ozellikle antibiyosise dayali olan
ikili kiltiir testlerinde kullanilan besiyerinin de 6nemli oldugu bilinmektedir.
Ornegin Nielsen et al. (1998) Pseudomonas’larm 2,4-DAPG iiretimini sadece
glukozca zengin ortamlarda gozlediklerini, Shanahan et al. (1992) ise farkli tip
karbon kaynaklarim1 denedikleri calismada DAPG iiretiminin sukroz, fruktoz ve
mannitol’un varliginda glukoz ve sorbozdan daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Fravel

(1988) antibiyotik iiretiminin 6zellikle besin gibi ¢evre faktorlerinden biiylik 6l¢iide
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etkilendigini ve antibiyotik iiretiminin enzim ile iliskili oldugu durumlarda bunun

enzim substaratinin yoklugunda in-vitro testler ile saptanamayacagini belirtmistir.

In-vivo denemelerimizde in-vitro’da etkili bulunmus olan bazi bakteri izolatlarinin
beklenenin aksine hastalik siddetini arttirdig1 gozlenmistir. Cizelge 4.9°da antagonist
bakterilerin P. cactorum’a in-vivo etkileri incelendiginde 3mssss12, 6b6, 6114, 3tg8,
6k8, 6t14, ke, 4k1, mbe, 6ba2, 3tgl3, 3mbl12, 7ecll, 3k9, 6ba3, mbj ve 4b7 izolat
uygulamalarinin %56 ile %89 arasinda degisen oranlarda pozitif kontrolden (hastalik
oran1 %44) daha yiiksek hastalik siddeti olusturdugu goriilmektedir. Benzer sekilde
Vestberg et al. (2004)’nin Glomus mosseae (BEG29), Bacillus subtilis (M3),
Trichoderma harzianum (DB11), Pseudomonas fluorescens (C7r12) ve Gliocladium
catenulatum (Gliomix®) uygulamalarmin ¢ilekte bitki gelisimi, P. cactorum ve P.
fragaria hastaliklaria kars1 etkinliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda uygulamalarin
hastaligi kontrol edemedigini, hatta bazi mikroorganizmalarin hastalik siddetini
arttirdigin1 bildirmislerdir. Buna benzer olarak Berg et al. (2001) sera kosullarinda
cileklerde yaptiklari denemelerde Verticillium solgunlugunu P. putida (E2)’ nin %11,
P. chloraphis (P15)’in ise %6 oraninda azalttigin1 ancak S. plymuthica (R12)

uygulamasinin hastalik oranini istatistiki olarak arttirdigini bildirmistir.

Bakterilerin ¢ilek bitkisinin gelisimine olan etkilerinin arastirildigr  in-vivo
denemelerimizde 3k9, 6ba3, 3tg8, 3ss9 ve 6k8 izolatlarinin bitki gelisimini %76 nin
tizerinde arttirdig1 saptanmistir (Cizelge 4.10). Bu izolatlardan 3k9, 6ba3, 3tg8, 3ss9
izolatlarinin proteaz (3tg8 harig), inorganik fosfati ¢ozme, HCN, ylizey aktif madde,
2-4,DAPG, siderofor iiretebilme yeteneginde oldugu, 6k8 izolatinin ise IAA (1.9ug/

ml) {irettigi ve inorganik fosfat1 ¢6zebildigi belirlenmistir.

Kurze et al. (2001) Serratia plymuthica (HRO-C48) ile yaptiklar1 denemelerde bu
izolatin kontrollii kosullarda tohumdan yetistirdikleri ¢ilek bitkiciklerinin gelisimini
arttirirken, sera denemelerinde P. cactorum’un engelledigini  bulmuslardir.
Calismamizda referans olarak kullandigimiz bu izolatin etkisinin hastaliksiz kontrole
yakin oldugu ve P. cactorum’u engelleme yoniinden 26 izolat i¢inden skala degeri

ortalamasina gore en etkili liclincii izolat oldugu dikkati ¢cekmektedir (Cizelge 4.9).
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Buna benzer olarak bitki gelisimine tesvik yoniinden HRO-C48 izolat1 en etkili

ticlincii izolat olarak saptanmistir (Cizelge 4.10).

2004-2007 yillar1 arasinda biri 6n deneme olmak iizere 3 sene list {iste yapilan tarla
denemeleri degerlendirildiginde; 2006-2007 hasat sonuna dogru yapilan sayim
sonuclar1 disinda (Cizelge 4.15) uygulamalar arasinda olen bitkiler agisindan
istatistiki olarak onemli bir farkliliga rastlanmamigtir. Nitekim pazarlanabilir ¢ilek
verimi ag¢isindan tarla denemelerimiz degerlendirildiginde sadece 2006-2007 yilinda
solarizasyon uygulanmig bir alanda yiiriittiglimiiz denemelerde istatistiki anlamda
onemli olmamakla birlikte tiim uygulamalarin kontrole gore daha yiiksek verim
degerlerine sahip oldugu dikkati ¢ekmektedir (Cizelge 4.16). Bunun bir nedeni de bu
yil itibariyle degistirilen antagonist bakteri uygulama seklinden kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir. Cilek bitkilerinde kok hastaliklarina kars1 pek cok firetici fideleri
fungisit sollisyonuna daldirarak dikim yapmaktadir (Berg, 2007). Bu yaklasim dikim
oncesi yaprak ve kokleri traslanarak dikilen frigo fideler agisindan diisiiniildiiglinde
yeni koklerin olusmasiyla birlikte biyokontrol ajani i¢in ideal bir uygulamadir.
Ancak bu uygulamada biyokontrol ajaninin kok faaliyetlerinin baglamasina degin
kolonizasyonu ve topraktaki diger mikroorganizmalar ile rekabeti i¢in besin
maddelerine de gereksinimi vardir. Cilek fideleri ile yiirlitmiis oldugumuz in-vivo
denemelerdeki gozlemlerimiz tamamen traslanmis ¢ilek fidelerinin dikimden sonra
besleyici koklerini olusturmasi i¢in en az 3 haftalik bir siireye ihtiyag duydugunu
gostermistir. Bu nedenle ¢ileklerde biyokontrol ¢aligmalarinda antagonist bakterilerin
besiyeri iceren bir slispansiyon i¢inde fide dikim yerlerine uygulanmasi ve uygulama
sikliginin arttirilmasinin daha uygun olacagi kanmisim1 uyandirmistir. Gamliel ve
Katan (1993) domates bitkilerinde floresan Pseudomonas’larin solarizasyon
uygulanmamig topraklarda solarizasyon yapilmis olanlara goére bitki gelisimini
arttirdigin1  bildirmigtir. Ayni aragtiricilarin konuyla ilgili diger arastirmalarinda
solarize edilmis topraklarda yetistirilen bitkilerin kok bolgesindeki ekzudatlarin
solarize edilmeyen toprakta yetistirilenlere gore farklilik gostererek diisiik miktarda
seker, yiiksek miktarda amino asit ve amino bilesikleri icerdigine deginmistir.
Aragstiricilar solarize edilmis topraklardaki verim artiginin s6z konusu sekerlerin

bitkinin iist kisimlaria taginmasi nedeniyle oldugunu ve solarize edilmis topraklarda
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kok ekzudatlarindaki diisiik seker icerigine ragmen solarize edilmemis topraklara

gore rekabetin az olmasi nedeniyle floresan Pseudomonas’larin siiratle kolonize
olarak hastaliklar1 baski altina aldiklarini ifade etmislerdir (Gamliel ve Katan, 1992a;

1992b).

Her ii¢ denemede de bu calisma kapsaminda izole ettigimiz bakteriyel antagonistlerin
disinda baska arastiricilar tarafindan etkinligi saptanan ticari bir preparat olan
Serratia plymuthica HRO-C48 izolati da kullanmilmistir. Bu bakteri uygulamasi
beklenildigi gibi tarla kosullarinda pazarlanabilir ¢ilek veriminde bir artiga neden
olmamistir. Berg et al. (1999) cileklerde Verticillium ile bulagik bir tarlada cilek
fidelerini bu izolatin siispansiyonuna daldirilarak ytriittiikleri denemesinde HRO-
C48 izolatinin hastalig1 ortalama %24.2 kontrol ettigi ve bunun bir sonucu olarak
verimi kontrole gbre ortalama %296 arttirdigini ifade etmislerdir. Ayni arastiricilar
bu uygulamanin Phytophthora kok ¢iiriikliigiinii kontrole gore %45-60 arasinda
engelledigini bildirmistir. Ancak Kurze et al. (2001) cileklerde yiiriitiilen bu tarla
denemelerinin abiyotik ve biyotik kosullardan 6nemli oranda etkilendigini ifade

etmislerdir.

Iklim odasinda yiiriitiilen denemelerimizde; gerek hastaliklar1 engelleme gerekse
bitki gelisimine tesvik agisindan bakteri izolatlar1 ile olumlu sonuglar alinirken, tarla
denemelerinde paralel sonuclar alimamamistir. iklim odasinda yiiriitiilen ¢aligmalar
ile tarla denemelerinde ayni ¢esit ¢ilek fideleri kullanildigindan bu farkin cesit
reaksiyonundan ziyade ¢evre faktorlerinden ya da s6z konusu hastaliklarin disinda
baska hastalik(lar)dan kaynaklanmis olabilecegi akla gelmektedir. Nitekim bdlgemiz
cilek alanlarinda son yillarda yapilan caligmalar cilek bitkilerindeki 6liimlerin yeni
bir toprak kaynakli patojen olan Macrophomina phaseolina’dan kaynaklandigini

gostermistir (Benlioglu, 2007, s6zli goriisme).

Porras et al. (2007) cilek bitkisinde P. cactorum’un neden oldugu Derimsi Meyve
Cirikligii hastaligini kontrol altina almak i¢in Trichoderma uygulamalarini
solarizasyon ile tek basina ve kombinasyonlu olarak denemisler ve solarizasyon ile
biyolojik savas kombinasyonunun pazarlanabilir ¢ilek verimini arttirirken P.

cactorum populasyonunu azalttigin1  bildirmislerdir. Ancak c¢alismada toprak
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solarizasyonun tek basina P. cactorum’un populasyonunu diisiirdigti bildirilirken

etmeni tamamiyla elimine edemedigine deginilmis ve biyolojik savas ile
kombinasyonlu uygulamadan ¢ok daha iyi sonug¢ alindig1 belirtmislerdir. Yiiriiten ve
arkadaslar1 (1986) solarizasyon uygulamasi ile toprakta Aktinomiset ve Bacillus
tiirlerinde bir artis gozlediklerini bildirmislerdir. Berg (2007) tek bir antagonistin
uygulanmasindan ziyade 2 veya daha fazla antagonist uygulamasimin hastaliklar
baskilamada daha etkin olabilecegine deginmis ve birbirlerine sinerjistik etki
gosterebilecekleri gibi ¢evre kosullar1 gibi nedenlerden dolay1 birinin inaktiflesmesi
durumunda digerinin aktif konuma gelebilecegini belirtmistir. Subbarao et al. (2007)
cilek bitkisinin brokoli ve biiriiksel lahanasi bitkileri ile rotasyonlu yetistirilmesi
durumunda c¢ileklerde Verticillium solgunlugunun oOnemli diizeyde azaldigini
saptamislardir. Tiim bu konular degerlendirildiginde biyolojik savas uygulamalarinin
tek baslarmma bir alternatif olarak diisiiniilmesinden ziyade entegre miicadelede

kullanilacak bir adim oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Cilek bitkilerinde 06zellikle besleyici koklerin 10-30 cm derinlikte oldugu
bilinmektedir (Berg, 2007). Tarla caligmalarimizda deneme alanlarindaki 10 cm
derinligindeki toprak sicakliklar1 iiretim sezonu boyunca kaydedilmis ve bu
sicakliklarin giinliik ortalamasinin 15-20 °C arasinda degistigi, giin igindeki
maksimum sicakliklarin 30 °C’nin lizerine ¢ikmadigr goriilmiistiir (Ek 15).
(Calismamizda yapilan laboratuvar testlerinde arazi denemelerinde kullanilan
bakterilerin 37 °C’de gelisebildikleri saptanmistir. Landa et al. (2004) nohut iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada floresan Pseudomonas’larin 20 °C’de siirgiin kuru agirliginda,
25 ve 30 °C’de kok kuru agirliginda onemli diizeyde agirlik artisina neden
olduklarma ve tiim izolatlarin kok ile govde dokusu i¢inde 20, 25 ve 30 °C’lerde
kolonize olabildiklerine deginmislerdir. Schmidt et al. (2004) seker pancarinda sorun
olan Pythium’a kars1 etkili bir floresan Pseudomonas in 3-12, 10-20, 3-25, 15-25 ve
25-35°C’ler arasinda topraktaki canliliklarim1i  inceledikleri  c¢aligmalarinda
antagonistin 25-35°C’de topraktaki populasyonunda onemli diizeyde bir azalma
oldugunu belirtirlerken diger dort sicaklikta ise populasyon yogunlugunda herhangi
bir farka rastlamamiglardir. Sicakligin etkisine ek olarak Ownley et al. (2003)

biyolojik savasta rol oynayan phenazine-1-carboxylate iireten Pseudomonas’larin
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aktivitesinin topraktaki amonyum azotu, kum orani, toprak pH’s1, sodyum ve ¢inko

ile pozitif yonde bir korelasyona sahip olduguna deginmislerdir. Bilindigi tizere pH

ozellikle bakterilerin gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Son iki yil tarla denemelerimizin yapildig1 alanlardaki topraklarin analizleri
incelendiginde toprak pH’sinin 8 civarinda oldugu goriilmiistiir. Pal ve McSpadden
Gardener (2006) kok bolgesindeki demirin pH’ya bagl olarak ¢ok sinirli oldugunu,
pH 7.4’te suda ¢dziinemez formda ve konsantrasyonu 10" M gibi diisiik bir diizeyde
bulundugunu bildirirken bu konsantrasyonun mikroorganizma gelisimi i¢in oldukga
disik oldugunu belirtmiglerdir. Ownley et al. (1992) vyaptiklart c¢aligmada
kullandiklar1 ~ floresan = Pseudomonas’im  (NRRL  B-15132)  bugdaylarda
Gaeumonnomyces graminis var tritici’nin neden oldugu zor olum hastaligina olan
etkilerini incelemisler ve in-vitro testlerde en iyi engellemeyi pH 6.0-6.6 arasinda,
orta diizeydeki engellemeyi pH 6.8-8.0 arasinda ve en diisiik engellemeyi ise pH
4.9-5.8 arasinda tespit etmislerdir. Arastiricilar pH degerleri 5.17-8.53 arasinda
degisen on farkli yerde yaptiklari tarla denemelerinde pH’nin azalmas: ile birlikte zor
olum hastaliginin floresan Pseudomonas’lar tarafindan baskilanmasinda da bir

azalma oldugunu bildirmislerdir (Ownley et al., 1992).
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6. SONUC

Cileklerde Rhizoctonia solani ve Phytophthora cactorum’a karsi bakteriler ile
biyolojik miicadele olanaklarinin arastirildigr caligmalarimizda cesitli bitkilerin
rizosferinden izole edilen 362 bakteri izolatindan in-vitro ikili kiiltiir, diger testler ve
izole edildikleri orijin bitkiler dikkate alinarak 24 tanesi secilmistir. Ancak secilen bu
izolatlar ile ytiriitiilen in-vitro ikili kiiltlir testleri ile in-vivo etkinlikler arasinda bir
korelasyon olmadig1 goriilmiistiir. Etkili bir antagonist bulunmasi i¢in 6zellikle in-
vivo testlerin yapilmasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Ancak ¢ilek gibi yetistirilmesi
zor olan ve ¢ok sayida izolatin in-vivo’da testlenmesi icin yer ve zaman gerektigi
durumlarda etki mekanizmalariin tespitine yonelik basit in-vitro testler yapilabilir.
Arastirma sonucglarimiz in-vivo’da etkili antagonistlerimizin 06zellikle inorganik
fosfor ¢ozebilme, HCN olusumu, 2-4,DAPG iiretimi ve siderofor olusumu gibi
Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir. Bu testler ¢alismalarimizda ¢ok sayida
izolatin testlenmesini saglayacak sekilde petri kaplarinda yapilmistir. Bu nedenle iyi
bir antagonist se¢imi i¢in On test olarak kullanilabilir. Ancak yeni biyokontrol
mekanizmalarinin saptandig1 giintimiizde ¢ok sayida izolatla daha kapsamli testlerin
yapilmasiyla etkin antagonistlerin se¢imi icin uygun modeller olusturulmasi

gerekmektedir.

Arastirmalarimizda bu iki hastaligin kontroliine yonelik yaptigimiz in-vitro ve in-
vivo c¢aligmalarda timitvar sonuclar alinmistir. Cilek yetistiriciliginde tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de toprak dezenfeksiyonu yapilmaksizin iiretim ekonomik
olmaktan oldukg¢a uzaktir. En 6nemli toprak dezenfektanlarindan biri olan ve yaygin
olarak yararlanilan metil bromiriin kullaninminin 2008 yili itibariyle tamamen
sonlandirilacak olmasi ¢ilek kok hastaliklari ile miicadelede alternatif yontemlerin
uygulamaya konmasini giindeme getirmistir. Aydin ili Sultanhisar ilgesinde
yiiriitiilen daha 6nceki ¢alismalarda solarizasyon uygulamalarinin bu yore i¢in uygun
bir alternatif oldugu saptanmis ve bu yontem yore cifteileri tarafindan benimsenerek
giderek yaygm olarak kullanilmaya baslanmistir. Oziinde topraktaki mikrobiyal
populasyon artisinin da 6nemli bir yeri oldugu bilinen solarizasyon uygulamalari

biyokontrol ajanlarmin kullanimi i¢in uyumlu bir alternatif olarak dikkati
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cekmektedir. Hem izole edilen antagonist bakterilerin etki mekanizmalarinin

saptandigi, hem de bunlarin farkli karakterdeki iki fungal patojene olan etkilerinin in-
vitro ve in-vivo’da arastirildigi bu calisma lilkemizde bir ilktir. Calismamiz bu
konuda ¢alisanlara 6nemli bir kaynak niteligindedir. Ancak bu aragtirmalarin devami
ile;

 Solarizasyon, kisa siireli solarizasyon, metam sodium ve benzeri fumigantlarin
azaltilmig dozlar1 1ile yapilan uygulamalarin ardindan antagonist bakteri

uygulamalarinin yapilmasi,

» Topraktaki antagonist bakteri gelisimini tesvik edecek ve hastalik etmenlerini
baskilayacak organik madde ilavesi ile birlikte antagonist bakteri uygulamalarinin

yapilmasi,

* Antagonist bakterilerin tarla kosullarinda yiiriitilen denemelerde araziye
uygulanmasi i¢in gelistirilebilecekleri ekonomik ve uygun besiyerlerinin saptanmasi.
Ayrica damlama sulama sistemi ile bakterilerin bitkilere ulastirilmasi gibi kolay
uygulama sekillerinin denenmesi ve uygulama sikliklarinin ¢ogaltilmasi gibi

yontemler ile etkinligin arttirilmaya caligilmasi,

* Yeni bir patojen olarak bolgede ortaya ¢ikan Macrophomina phaseolina’ye etkin

biyokontrol ajanlarinin saptanmasi,

* Birden fazla biyokontrol ajaninin birlikte kullanilmas: ile farkli patojenlerin kontrol

edilmesi, ayrica antagonistlerin birbirlerine olan sinerjistik etkilerinin aragtirilmast,
* Bakteri uygulamalarinin fungusit uygulamalar1 ile beraber denenmesi,

» Cilek liretim sezonundan Once bazi bitkilerin 6n bitki olarak yetistirilip hasat
artiklarinin topraga karistirilmasi ile ¢ilek dikimi sirasinda antagonist bakteri

uygulamalarinin birlikte degerlendirilmesi,

* Upygulanan antagonist bakterilerin ¢ilek rizosferinde fideden itibaren

populasyonunun izlenmesi

gibi pek ¢ok calismanin da yapilmasi uygun olacaktir.



95
KAYNAKLAR

Afsharmanesh, A., Ahmadzadeh, M., Sharifi-Tehrani, A., Javan-Nikkhah, M., and
Ghazanfari, K. 2005. Contribution of phlA and some metabolites of
fluorescent pseudomonads to antifungal activity. Communicationns in

Agricultural and Applied Biological Sciences, 70(3):151-155.

Alstrom, S. 2001. Characteristics of bacteria from oilseed rape in relation to their
biocontrol activity against Verticillium dahliae. Journal-of-Phytopathology,
149: 2, 57-64; 19 ref.

Anandhakumar, J., and Zeller, W. 2004a. Studies on efficacy and mode of action of
rhizosphere bacteria against Phytophthora spp. in strawberry. In Proceeding
‘Management of Plant Disease and Arthropod Pets by BCAs and their
integration in Agricultural System’. Elad, Y., I. Pertot and A. Enkegaard
(eds), , Trentino, Italy, 9-13 June 2004.

Anandhakumar, J., and Zeller, W. 2004b. Investigation on the biocontrol of
Phytophthora diseases on strawberry based on antagonism. 11th
International Conference on Cultivation Technique and
Phytopathological Problems in Organic Fruit-Growing. Proceedings of the
conference, Weinsberg, Germany, 3-5 February 2004: 240-243 2002.

Andro, T., Chambost, J.P., Kotoujansky, A., Cattano, J., Bertheau, Y., Barras, F.,
Van Gijsegem, F., and Coleno, A. 1984. Mutants of Erwinia chrysantemi

defective in secretion of pectinase and cellulase. J. Bacterial. 160:119-1203.

Anonymous, 2003. Tarmmsal Yap1 ve Uretim. T.C. Basbakanlik DIE Yaymlari
Ankara.

Anonymous, 2005. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi, Aydin Tarmm Il Miidiirliigii
Kayitlart.

Anonymous, 2007. Food and Agriculture Organization of The United Nations. [http:/
/faostat.fao.org] Erigim tarihi 12/6/2007.

Aybak, H.C. 2000. Cilek yetistiriciligi. Hasat yayinlari, 118s.



96
Bakker, A.W., and Schippers, B. 1987. Microbial cyanide production in the

Rhizosphere in relation to potato yield Reduction and Pseudomonas spp-

mediated Plant growth-stimulation. Soil Biol. Biochem. 19(4): 451-457.

Barka, E.A., Gognies, S., Nowak, J., Audran, J.C., and Belardi A. 2002. Inhibitory
effect of endophyte bacteria on Botrytis cinerea and its influence to promote

the grapevine growth. Biological Control 24: 135-142.

Benlioglu, S., Boz, 0., Yildiz, A., Kaskavalci, G., and Benlioglu, K. 2002. Soil
solarization options in Aydin strawberry without methyl bromide. Annual
International Research Conference on Methyl Bromide Alternatives and

Emissions Reductions, November 6-8, 2002 Orlando, Florida, USA.

Benlioglu, S., Yildiz, A., and Doken, T. 2004. Studies to Determine the Causal
Agents of Soilborne Fungal Diseases of Strawberries in Aydin and to Control

them by Soil Disinfestation. J. Phytopathology 152 (18), 509-513

Benlioglu, S., Boz, O., Yildiz, A., Kaskavalci, G., and Benlioglu, K. 2005.
Alternative soil solarization Treatments fort he Control of Soil-borne Diseases
and Weed of Strawberry in the Western Anatolia of Turkey. J.
Phytopathology 153: 423-430.

Benlioglu, S. 2007. Sozlii goriisme. Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,

Bitki Koruma Boliimii, Aydin. Eposta seherbenlioglu@yahoo.com

Beraha, L. 1968. A Rapid Method for the Preparation of A Semi-Solid Agar Medium
for Detection of Pectolytic Enzyme Activity in Erwinia Carotovora. Plant

Disease Reporter, Vol. 52, No 2, February 1968.

Berg, G. 1996. Rhizobacteria of oilseed rape antagonistic to Verticillium dahliae ver.
Longisporum  STRAK. Zeitschrift fiir Planzenkrankheiten und
Pflanzenschutz, 103(1),20-30.

Berg, G., Frankowski, J., and Bahl, H. 1999. Biocontrol of Verticillium wilt in
oilseed rape by chitinolyric Serratia plymuthica. Proceeding of the 10th

international rapeseed congress. Canberra, Australia.



97

Berg, G., Kurze, S., Buchner, A., Wellington, E.M. and Smalla, K. 2000a. Successful

Berg,

Berg,

strategy for the selection of new strawberry-associated rhizobacteria
antagonistic to verticillium wilt. Canadian-Journal-of-Microbiology. 46(12):

1128-1137.

G., Frankowski, J., and Bahl, H. 2000b. Interactions between Serratia
plymuthica and the soil borne pathogen Verticillium longisporum. In
Advances in Verticillium Research and Didease Management. Tjamos, E. C.,
C. Rowe, J.B. Heale, D.R. Fravel (eds). St Paul, MN, USA: American
Phytopathological Society Press, 269-273.

G., Fritze, A., Roskot, N. and Smalla, K. 2001. Evaluation of potential
biocontrol rhizobacteria from different host plants of Verticillium dahliae

Kleb. Journal of Applied Microbiology 91(6):963-971.

Berg, G., Roskot, N., Steidle, A., Eberl, L., Zock, A., and Smalla K. 2002. Plant-

Berg,

dependent genotypic and phenotypic diversity of antagonistic rhizobacteria
isolated from different Verticillium host plant. Applied and Environmental

microbiology, July 2002, p3328-3338.

G., Opelt, K., Schmidt, S., Zachow, C., Lottmann, J., and Go6tz, M. 2006.
Therhizosphere effect on bacteria antagonistic towards the pathogenic fungus

Verticillium differs depending on plant species and site. FEMS Microbiol
Ecol 56: 520-261.

Berg, G. 2007. Biological Control of Fungal Soilborne Pathogens in Strawberries, In:

Biological Control of Plant Diseases. Chincholkar S.B., Mukerji K.G. (eds),
Haworth Food & Agricultural Products Press, pp. 1-15, New York.

Campbell, R. 1989. Biological control of microbial plant pathogens. Cambridge

University Press, New York., 218 p, ISBN: 0-521-34088-8.

Costa, R., Gomes, N.C.M, Krogerrecklenfort, E., Opelt, K., Berg, G., and Smalla, K.

2007. Pseudomonas community structure and antagonistic potential in the
rhizosphere: insights gained by combining phylogenetic and functional gene-

based analyses. Environmental Microbiology 9(9), 2260-2273.



98
Cox, C.D. 1994. Deferration of laboratory media and assays for ferric and ferrous

ions. Methods Enzymol. 235: 315-372.

De La Fuente, L., Bajsa, N., Bagnasco, P., Quagliotto, L., Thomashow, L., and Arias,
A. 2000. Antibiotic production by biocontrol Pseudomonas fluorescens
isolated from forage legume rhizosphere. Proceedings of the Sth

International PGPR Workshop. Cérdoba, Argentina.

De La Fuente, L., Landa, B.B., and Weller, D.M. 2006. Host crop affects rhizosphere
colonization and competitiveness of 2,4-diacetylphloroglucinol-producing

Pseudomonas fluorescens. Phytopathology 96:751-762.

De los Santos, B., Barrau, C., and Romero, F. 2003. Strawberry fungal disease.
Food, Agriculture & Environment Vol. 1 (3&4): 129-132.

D’Ercole, N. 1993. Biological control of strawberry root rot through non-pathogenic
isolate of Rhizoctonia fragaria Hussain and McKeen. II International

Strawberry Symposium, Vol 1, USA.

De Freitas, J.R., Banerjee, M.R., and Germida, J.J. 1997. Phosphate-solubilizing
rhizobacteria enhance the growth and yield but not phosphorus uptake of

canola (Brassica napus L.). Biol Fertil Soils 24:358-364.

De Souza, J.T., Arnould, C., Deulvot, C., Lemanceau, P., Gianinazzi-Pearson, V.,
and Raaijmakers, J.M. 2003. Effect of 2,4-diacetylphloro-glucinol on
Pythium: Cellular responses and variation in sensitivity among propagules and

species. Phytopathology 93: 966-975.

De Weger, L.A., Van Boxtel, R., Van Der Burg, B., Gruters, R.A., Geels, F.P., and
Schippers, B. 1986. Ben LugtenbergSiderophores and outer membrane
proteins of antagonistic, plant growth-stimulating, root colonizing

Pseudomonas spp. Journal of Bacteriology Feb, 585-594.

Donohoe, H., Mattner, S., and Brett, R. 2001. Status of methyl bromide phase-out in
the temperate australian strawberry industry. Abstract 44 in: Annual
International Research Conference on Methyl Bromide Alternatives and

Emission Reductions 5-9 November, 2001.



99
Dworkin, M., and Foster, J. 1958. Experiment with some microorganisms which

utilize ethane and hydrogen. J. Bacteriol 75: 592-601.

Eikemo, H., Stensvand, A., and Tronsmo, A.M. 2000. Evaluation of methods of
screening starwberry cultivars for resistance to crown rot caused by

Phytophthora cactorum. Ann. appl. Biol. 137: 237-244.

Eikemo, H., Stensvand, A., and Tronsmo, A.M. 2003. Induced resistance as a
possible means to control diseases of strawberry caused by Phytophthora spp.

Plant Dis. 87: 345-350.

Farr, D.F., Bills, G.F., Chamuris, G.P., and Rossman, A.Y. 1989. Fungi on Plants
and Plant Products in the United States. APS Press. St. Paul, Minnesota. 1252

pp-

Ferguson, L.M., Fernandez, G.E., and Brannen, P.M. 2001. Alternative soil
treatments for strawberry in the southeastern United States. Abstract 42 in:
Annual International Research Conference on Methyl Bromide

Alternatives and Emissions Reductions 5-9 November, 2001.

Fravel, D.R. 1988. Role of antibiosis in the biocontrol of plant diseases. Annu. Rev.

Phytopathol. 26: 75-91.

Fritsch, J. 1998. Strawberry crops in France: Different methods to apply methyl
bromide and metam sodium in open fields. Abstract 14 in: Annual
International Research Conference on Methyl Bromide Alternatives and

Emission Reductions December 7-9, 1998.

Fuchs, R.L., McPherson, S.A., and Drahos, D.J. 1986. Cloning of Serratia
marcescens gene encoding chitinase. Applied and Environmental

Microbiology 51(3): 504-509.

Gamliel, A., and Katan, J. 1992a. Chemotaxis of fluorescent Pseudomonads towards
seed exudates and germinating seeds in solarized soil. Phytopathology

82:328-332.

Gamliel, A., and Katan, J. 1992b. Influence of seed and root exudates on fluorescent

Pseudomonads and fungi in solarized soil. Phytopathology 82:320-327.



100
Gamliel, A., and Katan, J. 1993. Suppression of major and minor pathogens by

fluorescent Pseudomonads in solarized and nonsolarized soils.
Phytopathology 83: 68-75.

Gordon, S.A., and Weber, R.P. 1951. Colorimetric estimation of indoleacetic acid.
Plant Physiology 26: 192-195.

Gordon, T.R., Kirkpatrick, S.C., Hansen, J. and Shaw, D.V. 2006. Response of
strawberry genotypes to inoculation with isolates of Verticillium dahliae

differing in host origine. Plant Pathology 55: 766-769.

Grinstein, A, Kritzman, G., Hetzroni, A., Gamliel, A., Mor, M., and Katan, J. 1995.
The border effect of soil solarization. Crop protection, 14(4): 315-320.

Grosch, R., Faltin, F., Lottmann, J., Kofoet, A., and Berg, G. 2006. Endophytes as
source of efficient biological agents. Bulletin OILB/SROP 29 (2) : 31-36.

Gulati M.K., Koch, E., Zeller, W., Lyr H. (ed.), Russell, P.E. (ed.), Dehne, H.W.
(ed.), and Sisler, H.D., 1999. Isolation and identification of antifungal
metabolites produced by fluorescent Pseudomonas, antagonist of red core
disease of strawberry.Modern fungicides and antifungal compounds II. 12th
International Reinhardsbrunn Symposium, Friedrichroda, Thuringia,

Germany, 24th-29th May 1998. 437-444; 12 ref.

Gullino, M.L., Minuto, M., Camponogara, A., Minuto, G., Garibaldi, A., and Di Va.,
P.R.A. 2002. Soil disinfestation in Italy. Abstract 12 in: Annual
International Research Conference on Methyl Bromide Alternatives and

Emissions Reductions 6-8 November, 2002.

Gilincii, M. 1989. Giliney Anadolu Boélgesinde kiiltlir bitkilerinde zarar yapan
Phytophthora tiirlerinin saptanmasi, bunlarin morfolojik ve biyokimyasal
yontemlere gore tanimlanmasi. Tarim Orman ve Kdyisleri Bakanligi, Ankara,

141pp.

Giirer, M. ve Coskun, H. 1993. Occurence of Strawberry Desiases in Turkey. 6th
International Congress of Plant Pathology, 28 July-6 August, 1993.



101
Hafeez, F.Y., Yasmin, S., Ariani, D., Rahman, M., Zafar, Y., and Malik, K.A. 2006.

Plant growth-promoting bacteria as biofertilizer. Agro. Sustain. Dev.

26:143-150.
Hancock, J.F. 1999. Strawberries. CAB International, Wallingford, UK., 237p.

Hessenmuller, A., and Zeller, W., 1996. Biological control of soil-borne
Phytophthora species in strawberry with bacterial antagonists. I. Antagonistic
effect and colonization of rhizoplane. Zeitschrift-fur-Pflanzenkrankheiten-

und-Pflanzenschutz 103: (6) 602-609.

Holt, J.G., Krieg, N.R., Sneath, P.H.A., Staley, J.T., and Williams, S.T. eds., 1994.
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Ninth edition. Williams &

Wilkins, Baltimore, MD.

Irzykowska, L., Irzykowski, W., Jarosz, A., and Golebniak, B. 2005. Association of
Phytophthora citricola with leather rot disease of strawberry. J.
Phytopathology 153: 680-685.

Jeffries, C.D., Holtmann, D.F., and Guse, D.G. 1957. Rapid method for determining

the activity of microorganisms on nucleic acid. J. Bact., 73: 590-591.

Kapkin, A. 1978. Izmir ili ¢ileklerinde tarla doneminde ve hasat sonrasinda goriilen
fungal etmenlerin saptanmast ve bunlarin patojenisiteleri {izerinde

arastirmalar. E.U. Ziraat Fak., Bitki Koruma B6l., Uzmanlik Tezi, 144 pp.

Karman, M. 1971. Bitki koruma arastirmalarinda genel bilgiler, denemelerin
kurulusu ve degerlendirlme esaslari. T.C. Tarim Bakanlig1 Zirai Miicadele ve

Zirai Karantina Genel Miidiirliigii Yayinlari, 279s.

Katan, J, Greengberger, A., Laon, H., and Grinstein, A. 1976. Solar heating by
polyethylene mulching for the control of diseases caused by soilborne

pathogens. Phytopathology 66:683-688.

Keel, C., Voisard, C., Berling, C.H., Kahr, G., and Defago, G. 1989. Iron sufficiency,
a prerequisite for suppression of tobacco black root rot by Pseudomonas

fluorescens strain CHAO under gnotobiotic conditions. Phytopathology
79:584-589.



102
King, E.O., Ward, M.K., and Raney, D.E. 1954. Two simple media for the

demostration of pyocyanin and fluorescein. J. Lab. Clin. Med. 44:301-307.

Klement, Z. 1963. Rapid detection of the pathogenisty of phytopathogenic
pseudomonas. Nature, 199: 299-300p.

Klement, Z. 1968. Pathogenicity factors in regard to relationships of phytopathogenic
bacteria. Phytopathology, 58: 1218-1222.

Klement, Z., Rudolph, K., and Sands, D.C. 1990. Methods in Phytobacteriology.
Akademiai Kiado, Budapest, 568p.

Kloepper, J.W., Rodriguez-Kabana, R., Zehnder, G.W., Murphy, J., Sikora, E., and
Fernandez, C. 1999. Plant root-bacterial interactions in biological control of
soilborne diseases and potential extension to systemic and foliar diseases.

Australasian Plant Pathology 28:27-33.

Knowles, C.J., 1976. Microorganisms and cyanide. Bacteriological reviews 40,
652-680.

Koch, E., Kempf, H.J., and Hessenmiiller, A. 1998. Characterization of the
biocontrol activity and evaluation of potential plant growth- promoting

properties of selected rhizobacteria. Journal of Plant Disease and

Protection, 105(6), 567-580p.

Krechel, A., Faupel, A., Hallmann, J., Ulrich, A., and Berg, G. 2002. Potato-
associated bacteria and their antagonistic potantial towards plant-pathogenic
fungiand the plant-parasitic nematode Meloidogyne incognita (Kofoid &

White) Chitwood. Can. J. Microbiol. 48: 772-786p.

Kurze, S., Bahl, H., Dahl, R., and Berg, G. 2001. Biological control of fungal
strawberry disease by Serratia plymuthica HRA-C48. Plant Dis. 85:529-534.

Lamont, I.L., Beare, P.A., Ochsner, U., Vasil, A.I, and Vasil, M.L. 2002.
Siderophore-mediated signaling regulates virulence factor production in

Pseudomonas aeruginosa. Proceedings of the National Academy of Science

USA. 2002 May 14;99(10):7072-7077.



103
Landa, B.B., Mavrodi, O.V., Raaijmakers, J.M., McSpadden Gardener, B.B.,

Thomashow, L.S., and Weller, D.M. 2002. Differetial ability of genotypes of
2,4-diacetylphloroglucinol-roducing Pseudomonas fluorescens strains to

colonize the root of pea plants. Applied and Environmental Microbiology,

July 2002, p. 3226-3237.

Landa, B.B., Mavrodi, D.M., Thomashow, L.S., and Weller, D.M. 2003. Interactions
Between Strains of 2,4-diacetylphoroglucinol-producing Pseudomonas

fluorescens in the Rhizaosphere of Wheat. Phytopathology 93:982-994.

Landa, B.B., Navas-Cortés, J.A., and Jiménez-Diaza, R.M. 2004. Influence of
temperature on plant-rhizobacteria interactions related to biocontrol potential

for suppression of fusarium wilt of chickpea. Plant Pathology 53, 341-352

Leben, S.D., Wadi, J.A., and Easton, G.D. 1987. Effect of Pseudomonas fluorescens
on potato plant growth and control of Verticillium dahliac. Phytopathologhy
77:1592-1595.

Lopez-Aranda, J.M., Romero, F., and Montes, F. 2001. Chemical and non-chemical
alternatives to MB fumigation of soil for strawberry, 2000-2001 results.
Abstract 40 in: Annual International Research Conference on Methyl

Bromide Alternatives and Emissions Reductions 5-9 November, 2001.

Maas, J.L. 1998. Compendium of Strawberry Diseases, second edition. APS press
Minnesota USA, 98p.

Manici, L.M, Caputo, F., and Baruzzi, G. 2005. Additional experiences to elucidate
the microbial component of soil suppressiveness towards strawberry black

root rot complex. Annals of Applied Biology 146: 421-431.

Martin, F.N. 2000. Rhizoctonia spp. Recovered from strawberry roots in central
coastal California. Phytopathology 90:345-353.

Martin, F.N., and Bull, C.T. 2002. Biological approaches for control of root
pathogens od strawberry. Phytopathology 92:1356-1362.



104
Martin, F.N. 2003. Development of alternative strategies for management of soil

borne pathogens currently controlled with methyl bromide. Annual Review of

Phytopathology 41:325-350.

McFarland, J. 1907. The nephelometer: an instrument for estimating the members of
bacteria in suspensions used for calculating the opsonic index and for

vaccines. J. A. Med. Assoc. 49:1176-1178.

McSpadden Gardener, B.B., Mavrodi, D.V., Thomashow, L.S., and Weller, D.M.
2001. A rapid polymerase chain reaction-based assay characterizing
rhhizosphere population of 2,4-Diacetylphloroglucinol-producing bacteria.

Phytopathology 91:44-54.

Midi, 2006. Identification of bacteria by gas chromatography of cellular fatty acids.
Microbial Identification System, Technical operating manual. MIDI, Inc., 115

Barksdale Prof. Center, Newark, Delaware.

Milagres, A.M.F., Machuca, A., and Napoleao, D. 1999. Detection of siderophore
production from several fungi and bacteria by a modification of chrome

Azurol S (CAS) agar plate assay. J. Microbiol. Meth. 37: 1-6.

Nautiyal, C.S. 1999. An efficient microbiological growth medium for screening
phosphate solubilizing microorganisms. FEMS Microbiology Letters 170 :
265-270.

Neilands, J.B. 1995. Siderophores: structure and function of microbial iron transport

compounds. J. Biol. Chem. 270(45): 26723-26726.

Nielsen, M.N., Sorensen, J., Fels, J., and Pederson, H.C. 1998. Secondary metabolite
and endochitinase dependent antagonism toward plant-pathogenic microfungi
of Pseudomonas fluorescens isolates from sugar beet rhizosphere. Applied

and Environmental Microbiology, 3563-3569.

Ownley, B.H., Weller, D.M., and Thomashow, L.S. 1992. Influence of in situ and in
vitro pH on suppression of Gaeumannomyces graminis var. tritici by

Pseudomoas fluorescens 2-79. Phytopathology 82: 178-184.



105
Ownley, B.H., Dufty, B.K, and Weller, D.M. 2003. Identification and Manipulation

of Soil Properties To Improve the Biological Control Performance of

Phenazine-Producing Pseudomonas fluorescens. Applied and Environmental

Microbiology Vol. 69 No. 6 p. 3333-3343.

Pal, K.K., and McSpadden Gardener, B. 2006. Biological Control of Plant
Pathogens. The Plant Health Instructor DOI: 10.1094/PHI-A-2006-1117-02.

Pala, H. 1987. Cileklerde kok giiriikliigli etmeni ve antagonistlerinin saptanmasi,
hastalik ¢ikis1 {izerine toprak sterilizasyonunun etkisinin arastirilmasi. C.U.

Fen Bilimleri Enst. Doktora Tezi, Adana, 120 pp.

Papavizas, G.C., and Lewis, J.A. 1983. Physiological and biocontrol characteristic of
stable mutants of Trichoderma viride resistant to MBC fungicides.

Phytopathology 73:407-411.

Patten, C.L., and Glick, B.R. 1996. Bacterial biosynthesis of indole-3-acetic acid.
Can. J. Microbiol. 42(3): 207-220.

Patten, C.L., and Glick, B.R. 2002. Role of Pseudomonas putida Indoleacetic Accid
in Development of the Host Plant Root System. Applied and Environmental
Microbiology, 3795-3801.

Penrose, D.M., and Glick, B.R. 2003. Methods for isolating and characterizing ACC
deaminase-containing plant growth-promoting rhizobacteria. Physiologia

Plantarium, 118:10-15.

Pinkerton, J.N., Ivors, K.L., Reeser, P.W., Bristow, P.R., and Windom, G.E. 2002.
The use of soil solarization for the management of soilborne plant pathogens

in strawberry and red raspberry production. Plant Disease 86: 645-651.

Porras, M., Barrau, C., Arroyo, F.T., Santos, B., Blanco, C. and Romero, F. 2007.
Reduction of Phytophthora cactorum in Strawberry Fields by Trichoderma
spp. and Soil Solarization. Plant Dis. 91:142-146.

Raaijmakers, J.M., Weller, D.M., and Thomashow, L.S. 1997. Frequency of
antibiotic-producing Pseudomonas spp. in natural environments. Appl.

Environ. Microbiol. 63:881-887.



106
Ramirez, M.G., Avelizapa, L.ILR., Avelizapa, N.G.R., and Camarillo, R.C. 2004.

Colloidal chitin stained with Remazol Brilliant Blue, a useful substrate to
select chitinolytic microorganisms and to evaluate chitinases. Journal of

Microbiological Methods 56: 213-219.

Reid, J.D., and Ogrydziaka, D.M. 1981. Chitinase-Overproducing Mutant of Serratia
marcescens. Applied And Environmental Microbiology, 41(3): 664-669.

Rodriguez, H. and Fraga, R. 1999. Phosphate solubilizing bacteria and their role in
plant growth promotion. Biotechnology Advances Volume 17, Issues 4-5,

October 1999, Pages 319-339.

Rotenberg, D., Joshi, R., Benitez, M.S., Gutierrez Chapin, L., Camp, A., Zumpetta,
C., Osborne, A., Dick, W.A, and McSpadden Gardener, B.B. 2006. Farm
Management Effects on Rhizosphere Colonization by Native Populations of
2,4-Diacetylphloroglucinol-Producing  Pseudomonas spp. and  Their
Contributions to Crop Health. Phytopathology Volume 97, Number 6, Pages
756-766.

Schmidt, C. S., Agostini, F., Leifert, C., Killham, K., and Mullins, C. E. 2004.
Influence of soil temperature and matric potential on sugar beet seedling
colonization and suppression of Pythium damping-off by the antagonistic
bacteria Pseudomonas fluorescens and Bacillus subtilis. Phytopathology

94:351-363.

Schwyn, B., and Neilands, J.B. 1987. Universal Chemical Assay for the Detection
and Determination of Siderophores. Analytical Biochemistry 160: 47-56.

Shanahan, P., O’sullivan, D.J., Simpson, P., Glennon, J.D., and O'Gara, F. 1992.
Isolation of 2,4-Diacetylphloroglucinol from a Fluorescent Pseudomonad and
Investigation of Physiological Parameters Influencing Its Production. Appl
Environ Microbiol. 58(1): 353-358

Siciliano, S.E., and Germida, J.J. 1999. Taxonomic diversity of bacteria associated
with the roots of field-grown transgenic Brassica napus cv. Quest, compared to

the non- transgenic B. napus cv. Excel and B. rapa cv. Parkland. FEMS
Microbiology Ecology 29: 263-272.



107
Siegmund, I., and Wagner, F. 1991. New method for detecting rhamnolipid excreted

by Pseudomonas species during growth on mineral agar. Biotechnol. Tech. 5

(4), 265 — 268.

Smalla, K., Wieland, G., Buchner, A., Zock, A., Parzy, J., Roskot, N., Heuer, H., and
Berg, G. 2001. Bulk and rhizosphere soil bacterial communities studied by
denaturing gradient gel electrophoresis. Plant dependent enrichment and

seasonal shifts. Applied and Environmental Microbiology 67: 4742-4751.

Sorensen, J. 1997. The rhizosphere as a habitat for soil microorganisms. In Modern
Soil Microbiology, eds., J.D. Van Elsas, J.T. Trevors, and E.M.H. Wellington.
Marcel Dekker, Inc., New York, pp. 21-45.

Subbarao, K.V., Kabir, Z., Martin, F.N., and Koike, S.T. 2007. Management of
soilborne diseases in strawberry using vegetable rotations. Plant Dis.

91:964-972.

Thomas, F.C., Woeng, C.A., Bloemberg, G.V., and Lugtenberg, B.J.J. 2003.
Phenazines and their role in biocontrol by Pseudomonas bacteria. New

Phytologist 157: 503-523.

Utkhede, R.S., and Gaunce, A.P. 1983. Inhibition of Phytophthora cactorum by a
bacterial antagonist. Can. J. Bot. 61:3343-3348.

Vestberg, M., Kukkonen, S., Saari, K., Parikka, P., Huttunen, J., Tainio, L., Devos,
N., Weekers, F., Kevers, C., Thonart, P., Lemoine, M.C., Cordiwe, C.,
Alabouvette, C., and Gianinazzi, S. 2004. Microbial inoculation for improving
the growth and health of micropropagated strawberry. Applied Soil Ecology
27: 243-258.

Vikram, A., Hamzehzarghani, H., Alagawadi, A.R., Krishnaraj, P.U., and
Chandrashekar, B.S. 2007. Production od Plant Growth Promotiong

Substances by Phosphate Solubilizing Bacteria isolated from vertisols.

Journal of Plant Sciences 2(3): 326-333.



108
Xie Hong, Pasternak, J.J., and Glick, B.R. 1996. Isolation and characterization of

mutants of the plant growth-promoting rhizobacterium Pseudomonas putida

GR12-2 that overproduce indoleacetic acid. Curr Microbiol 32:67-71.

Yiiriiten, H., Cmar, A., ve Cmar, O. 1986. Cilek kok ciiriikliigiine neden olan
etmenin ve etkili antagonistlerinin saptanmasi, hastalik ¢ikisi lizerine toprak
solarizasyonunun etkisinin arastirilmasi. Tiirkiye 1. Biyolojik Miicadele

Kongresi, ADANA, 447-455.



109
EKLER

Ek 1: Biyolojik Materyal Transfer Belgesi

UNIVERSITAT ROSTOCK

FB Biowissenschaften

Institut fir Molekulare Physiologie und Biotechnologie
Mikrobiologie

PD Dr. Gabriele Berg

Transfer of biological material
Between
Adnan Menderes University, Faculty of Agricuiture, Plant Protection Dept.,
Address
Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii,
09100, Aydin / TURKEY
From:
PD Dr. Gabriele Berg
University of Rostock, Department of Life Science, Microbiology, Albert-Einstein-Stir.
3, D-18051 Rostock, Germany

The University of Rostock give the following biclogical material
Strains:

w Serratia plymuthica HRO-C48 and

w Pseudomonas fluorescens E11
for scientific research to the above mentioned person.

Because the strain has a potential value, | will need your assurance that the strain
will not be used in any commercial activity. Also, please do not distrubute the strain
to anyone else without my written permission.

I trust that you will find the above understandings to be acceptable for you and will
acknowledge your acceptance to them by signing, dating, and returning one

duplicate copy of this letter agreement to me.

Date: March 9, 2004

Addepted
Umit Ozyilmaz Prof. Kemal Benlioglu
Research Assistant Supervisor
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Ek 2: Tarla denemelerinin kuruldugu arazilerin toprak 6zellikleri

2005-2006 yillar1 arasinda kurulan tarla denemesine ait toprak analiz sonuglari

Saturasyon (%) Biinye Toplam Tuz| pH CaCO3 (%) | Org. Mad. (%)
(%)
353 Tl 0.014 8.11 0.57 1.04
P K Ca Na Mg Fe Zn Mn
(ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
23 302 1549 67 346 84 0.32 1.6

2006-2007 yillar1 arasinda kurulan tarla denemesine ait toprak analiz sonuglari

Saturasyon (%) Biinye Toplam Tuz| pH CaCO3 (%) | Org. Mad. (%)
(%)
39.2 Tinl 0.0065 8.18 2.55 0.89
P K Ca Na Mg Fe Zn Mn

(ppm) (ppm) (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (ppm)
5 352 2087 81 281 30.16 1.16 102.40
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Ek 3: Ikili kiiltiir testleri sonucunda antagonist izolatlarin R. solani’yi ve P. cactorum’u
engelleme oranlar1 (%)

R. solani % engelleme P. cactorum % engelleme

I II 11 Ort I I 111 Ort
3k12 50 52 48 50 24 26 24 25
3k9 20 24 16 20 10 14 14 13
3mbl 44 46 46 45 20 20 14 18
3mbll 57 57 58 57 51 45 48 48
3mb12 20 12 12 15 22 22 22 22
3mb7 57 57 58 57 42 41 41 41
3msssl 42 42 45 43 65 67 68 67
3msss12 50 50 50 50 58 60 62 60
3msss5 38 38 36 37 61 63 62 62
3ss3 30 30 30 30 50 44 46 47
3ss8 0 0 0 0 22 22 16 20
3ss9 20 20 20 20 24 18 24 22
3tgl3 38 42 41 40 65 67 66 66
3tg8 42 47 45 45 78 75 73 75
3tgssl 52 48 50 50 20 18 16 18
3tgss13 32 28 30 30 44 54 52 50
3tgss14 7 7 8 7 57 58 56 57
3tgss15 40 38 42 40 20 20 20 20
3tgss2 0 0 0 0 34 38 34 35
3tgss9 14 16 16 15 24 18 18 20
4b12 33 33 35 34 2 9 7 6
4b4 38 38 38 38 13 17 16 15
4b6 42 42 45 43 30 33 37 33
4b7 33 33 37 34 78 77 80 78
4cl5 69 69 67 68 30 33 33 32
4c8 14 14 14 14 47 45 45 46
4kl 67 67 67 67 56 55 57 56
4k15 24 24 25 24 26 29 28 28
4k2 5 5 7 6 42 36 36 38
4k7 0 0 0 0 11 9 9 10
4k8 33 33 37 34 0 0 0 0
4kl11 57 57 60 58 60 59 57 59
4k17 29 29 33 30 7 5 5 6
4114 24 21 23 23 0 0 0 0
4ytll 42 42 41 42 78 79 79 79
4yt3 29 29 33 30 2 9 2 4
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4yt7 14 14 16 15 38 41 39 39
6bl 0 0 0 0 32 32 34 33
6b10 10 10 14 11 0 0 0 0
6bl1 20 20 23 21 39 42 39 40
6b13 0 0 0 0 0 0 0 0
6b15 0 0 0 0 0 0 0 0
6b2 73 73 76 74 43 46 45 45
6b3 52 52 52 52 26 18 22 22
6b6 73 73 74 73 48 50 52 50
6b8 46 52 52 50 16 14 20 17
6b9 0 0 0 0 0 0 0 0
6bal 0 0 0 0 0 0 0 0
6ball 0 0 0 0 16 20 24 20
6ba2 50 50 50 50 72 72 72 72
6ba3 57 57 58 57 82 86 84 84
6bas 11 11 10 11 26 33 31 30
6bab 52 52 56 53 82 86 82 &3
6ba8 14 14 16 15 54 58 52 55
6cl 16 14 16 15 34 30 34 33
6cl7 20 20 21 20 30 33 31 31
6¢c6 10 10 12 11 47 45 45 46
6¢7 18 16 12 15 52 50 48 50
6dlen 0 0 0 0 0 0 0 0
6d2a 12 16 18 15 48 56 52 52
6d3en 0 0 0 0 0 4 12 5
6dSen 18 18 10 15 44 46 44 45
6k13 16 16 12 15 44 44 46 45
6k14 18 20 16 18 26 32 32 30
6k2 10 10 12 11 0 0 0 0
6k3 0 0 0 0 20 28 28 25
6k4 0 0 0 0 28 28 20 25
6k5 14 14 16 15 42 36 39 39
6ko6 14 14 16 15 44 46 46 45
6k7 2 0 0 1 0 0 0 0
6k8 10 14 14 13 29 27 27 28
6k9 5 5 7 6 42 36 41 40
6110 22 22 16 20 28 28 24 27
6114 24 20 16 20 24 24 20 23
6115 16 14 14 15 40 42 46 43
613 14 16 14 15 18 24 24 22
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614 16 14 14 15 42 36 36 38
6t10 16 14 14 15 44 42 34 40
6t13 18 12 14 15 40 44 42 42
6t14 38 42 40 40 66 66 68 67
6t15 18 16 10 15 48 50 46 48
6t2/2 16 16 14 15 40 52 48 47
6t3 20 22 26 23 30 30 32 31
Tecll 56 56 54 55 58 60 62 60
Tycll 34 34 30 33 20 28 26 25
Tyc3 38 28 38 35 24 22 30 25
Tyc6 36 36 28 33 22 22 30 25
Tyc8 0 0 0 0 16 4 0 7
7yc9 34 36 34 35 24 24 26 25
8c3 0 0 0 0 0 0 0 0
8c9 0 0 0 0 0 0 0 0
HRO-C48 38 38 38 38 48 50 49 49
El1 42 42 43 42 61 63 64 63
ccb 33 33 35 34 11 9 11 10
ccg 29 29 28 29 16 9 9 11
ka 33 33 35 34 64 64 61 63
ke 33 33 33 33 69 73 70 71
mbe 67 67 65 66 42 41 43 42
mbh 11 11 12 11 0 0 1 0
mbj 29 29 33 30 51 59 57 56
msssc 64 64 65 64 35 38 35 36
ssb 62 62 60 61 38 36 39 38
ss] 20 20 19 20 0 0 0 0
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Ek 4: TAA iiretim miktarlarinin hesaplanmasinda yararlanilan dogrunun olusturulmasinda
kullanilan IAA miktarlar ve spektrofotometrede 535 nm okuma degerleri

Tekerriir |100pg/mL |50pg/mL |10pg/mL |Spg/mL  |1pg/mL  [0.5ug/mL |0.1pg/mL |Opug/mL
I 0.652 0.456 0.128 0.072 0.013 0.004 0.008 0
I 0.676 0.448 0.125 0.072 0.012 0.002 0.002 0
I 0.659 0.421 0.12 0.067 0.017 0.003 0.005 0
v 0.632 0.45 0.125 0.069 0.013 0.014 0.003 0
Ortalama |0.65475  0.44375 |0.1245 ]0.07 0.01375 ]0.00575 |0.0045 0

Ek 5: TAA iiretiminin saptanmasina yonelik 535 nm okuma degerleri ve ortalamalari

535 nm okuma degeri

izolat I IT I Ort

ITM519 0.688 0.693 0.672 0.684
6k4 0.460 0.432 0.468 0.453
6ks 0.034 0.032 0.033 0.033
6t14 0.016 0.011 0.016 0.014
6b6 0.014 0.013 0.013 0.013
3msss12 0.016 0.011 0.010 0.012
ka 0.014 0.011 0.010 0.012
6b2 0.011 0.002 0.015 0.009
Tecll 0.006 0.010 0.006 0.007
3tg8 0.007 0.008 0.007 0.007
3tgl3 0.003 0.009 0.009 0.007
6ba2 0.007 0.007 0.006 0.007
3k9 0.005 0.006 0.008 0.006
6110 0.006 0.007 0.004 0.006
6ba3 0.007 0.003 0.006 0.005
mbe 0.005 0.004 0.005 0.005
ke 0.004 0.004 0.004 0.004
mbj 0.003 0.005 0.004 0.004
6ba6 0.003 0.004 0.004 0.004
6114 0.003 0.002 0.006 0.004
3mbl12 0.002 0.003 0.002 0.002
3msssS 0.002 0.003 0.001 0.002
3ss9 0.003 0.001 0.001 0.002
Ell -0.001 0.004 -0.001 0.001
4k1 0.002 -0.003 -0.005 -0.002
HRO C48 -0.006 -0.007 -0.007 -0.007
4b7 -0.005 -0.010 -0.010 -0.008




Ek 6: R. solani igin yapilan patojenisite testinde elde edilen varyans analizi tablolari

Skala degerlerinin transforme edilmis durumdaki varyans analizi tablosu
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Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamas1

izolat 10 2.4466848 0.244668 1.7135 0.1404

Hata 22 3.1413333 0.142788

Genel 32 5.5880182

CV=129.88

Elde edilen % agirlik degisimlerine ait varyans analizi tablosu

Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamasi

Izolat 10 39514.732 3951.47 3.9357 0.0035

Hata 22 22087.985 1004.00

Genel 32 61602.717

Cv=177.85



Ek 7: P. cactorum igin yapilan patojenisite testinde elde edilen varyans analizi tablolari

Skala degerlerinin transforme edilmis durumdaki varyans analizi tablosu
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Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamasi

[zolat 11 3.9921417 0.362922 4.0806 0.0019

Hata 24 2.1345333 0.088939

Genel 35 6.1266750

CV=18.38

Elde edilen % agirlik degisimlerine ait varyans analizi tablosu

Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamasi

Izolat 11 53225.965 4838.72 24.6667 <.0001

Hata 24 4707.946 196.16

Genel 35 57933.911

Cv=701.85
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Ek 8: R. solani ve P. cactorum’a kars1 antagonist bakterilerin etkisi denemesinde elde edilen
skala degerleri ve ortalamalari

R. solani P. cactorum
Izolat I I | II | Ort ||izolat | I III | Ort
(astaiksiey | © | O | 0000 sy | © | 0| 0 000
3ss9 2 0 1 | 1.00 ||3ss9 0 1 1 |0.67
6110 1 0 2 | 1.00 ||6110 1 0 1 |0.67
Tecll 1 1 1 | 1.00 | HRO-C48 1 2 0 | 1.00
mbe 1 1 1 | 1.00 | ka 1 1 1 1.00
ka 1 1 2 | 1.33 ||6b2 2 1 1 1.33
Ell 2 1 1 | 1.33 | |6ba6 1 2 1 1.33
6k4 2 1 2 | 1.67 | |6k4 2 1 1 1.33
3msss5 1 3 1 1.67 | |3msss5 2 1 1 1.33
3tgl3 2 2 | 1| 167 1(‘1;’(‘)1;81) 12 1 133
3mbl2 1 2 2 | 1.67 | |Ell 2 2 1 1.67
HRO-C48 2 2 2 | 2.00 ||3msssl2 2 2 1 1.67
4k1 2 2 2 | 2.00 | |6b6 2 2 1 1.67
6ba6 1 2 3 |2.00 | |6114 3 1 1 1.67
6k8 2 2 2 | 2.00 ||3tg8 2 2 1 1.67
4b7 2 2 2 | 2.00 ||6k8 2 1 2 | 1.67
6t14 3 2 1 | 200 ||6t14 2 1 2 | 1.67
6ba3 3 2 1 | 200 | ke 2 2 2 ]2.00
ke 3 2 2 | 2.33 | |4kl 2 2 2 12.00
6b2 2 3 2 | 233 | mbe 3 2 1 |2.00
3msss12 2 3 2 | 233 ||6ba2 2 2 2 1200
6b6 2 3 2 | 2.33 ||3tgl3 1 3 2 1200
mbj 2 3 2 | 233 ||3mbl2 2 1 3 |2.00
6ba2 2 2 3 1233 ||7ecll 3 2 2 | 233
6114 2 2 3 1233 ]|3k9 2 3 2 233
3tg8 1 3 3 | 2.33 | |6ba3 3 2 2 233
lgggggg 2 | 2 | 3 233 |mbj 2| 3 | 3 | 267
3k9 3 2 2 | 233 ||4b7 3 3 2 | 2.67




Ek 8’in devamu...

R. solani’ye kars1 antagonist bakterilerin etkisi denemesinde transforme edilmis skala

degerlerine ait varyans analizi tablosu

Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamas1

Izolat 27 4.1866667 0.155062 2.9937 0.0003

Hata 56 2.9005333 0.051795

Genel 83 7.0872000

CV=15.27

P. cactorum’a kars1 antagonist bakterilerin etkisi denemesinde transforme edilmis

skala degerlerine ait varyans analizi tablosu

Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami1 Ortalamasi

izolat 27 4.4960988 0.166522 3.2406 0.0001

Hata 56 2.8776000 0.051386

Genel 83 7.3736988

CV=15.83
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Ek 9: Iklim odas1 kogullarinda antagonist aday: bakterilerin gilek bitkisinin gelisimine etkisi
denemesinde agirlik yiizde degisim oranlari

izolat I 1| 111
ke 12.8 . 64.6
mbj 28.6 68.7 43.6
3tg8 125.2 . 118.7
3mb12 46.2 . 63.4
4k1 91.5 77.9 21.7
6t14 102.3 36.4 52.9
3msss5 4 . 77
Tecll 5.2 13.3 98.8
4b7 . 10.5 17.9
6ba2 32.9 8.1 66.8
6110 35.9 29.9 20.1
El1l . 34.5 31.6
6ba6 53.4 21.3 28.4
6k8 78.7 . 73.5
3ss9 . 45.5 112.2
3k9 191.9 128 .
ka 56.3 47 23.1
HRO-C48 75.5 249.8 64.2
6ba3 238.2 187.5 50.1
3msss12 22.4 . 47.3
6b2 9.3 115 44.1
6k4 129.2 76.3 11.1
6b6 90 3.7 101.3
mbe . 48.5 66
3tgl3 123.3 49.7 6.1
6114 49.5 40.1 .
Kontrol 39.6 28.3 27.0
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamasi
Izolat 26 93956.37 3613.71 1.6955 0.0623
Hata 42 89515.27 2131.32
Genel 68 183471.64

CV=174.19



Ek 10: 2004-2005 cilek tiretim sezonu tarla denemesinde karakterlere ait ¢oken bitki oranlart

ve varyans analiz tablolar1

Coken bitki oranlari (%) 4/11/2004

I I 11 v
Karnabahar 16.3 9.3 18.2 6.6
4k1 14.1 12.9 15.8 16.3
Kontrol 16.5 24.4 11.9 11.4
HRO-C48 12.9 15.5 17.6 11.7
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F

Toplami Ortalamasi
Uygulama 3 24.3525 8.1175 0.4253 0.7384
Hata 12 229.045 19.0871
Genel 15 253.3975
Cv=30.21
Coken bitki oranlari (%) 22/6/2005

I I I v
Karnabahar 6.5 29.6 314 10.2
4k1 12.2 23.5 38.2 41.1
Kontrol 7.7 8.1 15 9.1
HRO-C48 18 28.9 394 32
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F

Toplami1 Ortalamasi

Uygulama 3 731.8619 243.954 1.6297 0.2346
Hata 12 1796.3325 149.694
Genel 15 2528.1944

CV=160.78
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Ek 11: 2005-2006 cilek tiretim sezonu tarla denemesinde karakterlere ait ¢oken bitki oranlart
ve varyans analiz tablolar1

Coken bitki oranlar1 (%) 19/11/2005

I II I v
3tg8 23 3.1 13.6 4
6b6 1.5 6 1.5 3
6k8 12.6 4.5 3.8 55
ka 3 3 7 4.5
Kontrol 2.3 9.8 6.7 6.2
HRO-C48 3 8.3 7.6 4.6
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F

Toplami Ortalamasi
Uygulama 37.08333 7.4167 0.6174 0.6886
Blok 24.22833 8.0761 0.6723 0.5822
Hata 15 180.18667 12.0124
Genel 23 241.49833
CV=65.29
Coken bitki oranlar1 (%) 28/06/2006

I II 1 v
3tg8 1.5 2.3 3.80 8.7
6b6 1.5 1.5 17.4 16.5
6k8 8.9 3.7 12.2 7
ka 13.5 5.5 27.8
Kontrol 2.3 9 6.2
HRO-C48 1.5 3.8 4.6 17.6
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob >F

Toplami Ortalamasi

Uygulama 181.4433 36.289 1.2171 0.3486
Blok 422.5833 140.861 4.7243 0.0163
Hata 15 447.2467 29.816
Genel 23 1051.2733

CvV=171.69
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Ek 12: 2005-2006 gilek liretim sezonunda karakterlere ait pazarlanabilir ¢ilek verimleri (kg/

da)
Tarihlere gore hasat edilen cilek meyveleri (kg/da)

Karakter 19/4 26/4 3/5 10/5 17/5 24/5 30/5 6/6 12/6
448.4 | 719.1 | 707.0 | 329.3 | 231.1 38.2 59.1 108.9 | 175.1

Kontrol 179.1 | 975.6 | 831.6 | 4929 | 301.8 | 83.1 52.0 | 127.1 | 121.8
265.8 | 993.8 | 904.0 | 484.9 | 350.2 | 112.0 | 103.1 | 209.8 | 198.7
116.0 | 1145.3 | 1040.4 | 492.0 | 312.0 | 98.2 59.1 168.9 | 180.0
236.0 | 818.7 | 632.0 | 386.7 | 256.4 | 60.9 56.9 1124 | 1164

HRO-C48 | 211.6 | 960.9 | 805.8 | 508.0 | 341.3 | 1249 | 115.6 | 208.0 | 148.0
168.0 | 923.6 | 809.3 | 475.1 | 301.8 | 99.1 742 | 2089 | 184.0
136.9 | 1009.3 | 867.6 | 469.3 | 309.8 | 90.7 81.3 | 208.9 | 170.7
207.6 | 1044.0 | 696.0 | 438.2 | 336.4 | 1324 | 91.1 1653 | 1364

6b6 196.9 | 1032.0| 907.1 | 480.9 | 366.2 | 121.8 | 62.2 135.6 | 1244
275.1 | 902.2 | 799.6 | 488.9 | 312.4 | 132.4 | 1049 | 199.1 | 187.6
132.4 110649 | 923.6 | 480.4 | 3404 | 1342 | 100.4 | 201.3 | 235.1
208.0 | 8284 | 6924 | 466.7 | 375.6 | 150.2 | 90.7 191.1 | 151.1

3tg8 230.2 | 915.6 | 879.6 | 508.4 | 302.2 | 113.8 | 924 | 194.7 | 174.7
175.6 | 1086.7 | 1006.2 | 504.4 | 273.3 | 86.2 77.3 192.9 | 163.6
100.0 | 944.4 | 841.3 | 428.9 | 312.4 | 1284 | 70.7 183.1 | 164.9
199.1 | 7933 | 727.1 | 452.0 | 334.7 | 146.2 | 86.7 143.1 | 150.2

6k8 203.1 | 9209 | 867.6 | 450.2 | 308.4 | 126.7 | 52.9 120.0 | 122.7
266.2 | 955.6 | 825.8 | 520.0 | 333.3 | 1249 | 85.8 | 207.6 | 219.6
27.6 | 551.6 | 844.9 | 599.1 | 354.7 | 97.8 37.8 117.3 | 129.8
191.6 | 855.1 | 748.4 | 439.1 | 343.6 | 119.6 | 42.7 90.2 56.4
148.0 | 857.3 | 8289 | 458.2 | 3173 | 1253 | 111.6 | 201.8 | 172.0

ka 112.9 | 1050.2 | 896.4 | 441.8 | 302.2 | 115.6 | 742 | 233.8 | 191.1
206.2 | 1056.9 | 955.6 | 552.9 | 3458 | 121.8 | 61.8 162.7 | 196.9

Hasat sonunda elde edilen toplam ¢ilek verimlerine ait varyans analiz tablosu

Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob>F

Toplam1 Ortalamasi

Uygulama 5 233582.2 46716 0.8871 0.5137

Blok 3 828444.5 276148 5.2441 0.0113

Hata 15 789887.8 52659

Genel 23 1851914.5

CV=17.01
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Ek 13: 2006-2007 cilek iiretim sezonu tarla denemesinde karakterlere ait ¢oken bitki oranlart
ve varyans analiz tablolar1

Coken bitki oranlar1 (%) 9/12/2006

I II m v
3ss9 0 0 1.8 1.8
6110 6.9 0.9 0 0
HRO-C48 0 0 0.9 2.7
ka 0.9 0.9 0.7
Kontrol 16.5 0.9 0.9
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F

Toplami Ortalamasi
Uygulama 4 42.893 10.7232 0.7676 0.5664
Blok 3 64.374 21.458 1.5361 0.2558
Hata 12 167.631 13.9692
Genel 19 274.898
CV=208.80
Coken bitki oranlar1 (%) 29/05/2007

I I I v
3ss9 13.2 6.3 16.5 12.4
6110 23 10.1 14.7 17.5
HRO-C48 17.8 10.7 19.9 12.6
ka 10.6 8.1 8 14.9
Kontrol 359 16.1 21.2 15.8
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F

Toplami Ortalamasi

Uygulama 4 334.398 83.5995 4.0383 0.0266
Blok 247.2495 82.4165 3.9812 0.0351
Error 12 248.418 20.7015
C. Total 19 830.0655

CV=29.80
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Ek 14: 2006-2007 cilek iiretim sezonunda karakterlere ait pazarlanabilir kiimiilatif ¢ilek

verimleri (kg/da)
Tarihlere gore hasat edilen ¢ilek meyveleri (kg/da)
Karakter | 9/4 17/4 | 24/4 1/5 8/5 15/5 | 22/5 | 29/5 5/6 12/6
182.1 | 851.8 | 837.4 | 941.3 | 4759 | 203.9 | 128.8 | 155.7 | 160.9 | 42.5
162.4 | 942.3 | 793.9 | 998.2 | 532.7 | 224.5 | 148.5 | 204.9 | 139.1 | 49.2
3859 149.0 | 974.8 | 966.6 | 1057.7 | 525.5 | 233.2 | 159.3 | 186.7 | 1929 | 62.6
118.0 | 1038.5 | 849.7 | 836.8 | 445.8 | 193.5 | 123.7 | 199.2 | 134.0 | 49.2
228.1 | 1211.7 | 974.4 | 911.8 | 4329 | 1723 | 86.4 | 199.1 | 217.2 | 80.2
138.1 | 1063.8 | 962.4 | 1139.4 | 637.2 | 221.9 | 88.4 | 168.1 | 2322 | 77.6
6110 91.0 | 9934 | 847.1 | 912.4 | 450.5 | 255.6 | 191.9 | 195.0 | 198.1 | 79.7
139.2 | 727.1 | 572.0 | 557.5 | 282.4 | 103.5 | 1252 | 124.6 | 249 4.2
205.8 | 1068.4 | 890.1 | 909.8 | 476.4 | 183.7 | 90.0 | 139.7 | 120.5 | 259
HRO.C4S 129.3 | 1042.0 | 910.2 | 9754 | 554.0 | 194.5 | 139.7 | 197.6 | 1955 | 91.5
123.7 | 930.9 | 861.1 | 956.3 | 4583 | 184.7 | 1469 | 171.2 | 152.1 | 59.5
179.5 | 984.1 | 799.0 | 883.9 | 443.2 | 1769 | 1242 | 1283 | 859 | 254
320.7 | 1320.8 | 887.0 | 933.0 | 453.6 | 210.0 | 80.3 | 171.8 | 153.2 | 45.0
123.7 | 944.3 | 852.9 | 967.7 | 510.0 | 2353 | 164.5 | 180.0 | 168.7 | 89.5
ka 114.4 | 893.6 | 870.9 | 880.8 | 505.4 | 259.7 | 159.3 | 172.8 | 168.6 | 71.9
155.2 | 979.5 | 9159 | 966.6 | 503.7 | 1889 | 116.9 | 173.3 | 151.6 | 68.3
183.6 | 1218.4 | 1017.8 | 1043.1 | 445.8 | 1553 | 75.0 | 164.5 | 157.8 | 70.9
Kontrol 190.4 | 1072.1 | 930.4 | 1045.8 | 560.2 | 181.0 | 85.3 | 136.6 | 173.8 | 56.7
135.0 | 1099.9 | 955.2 | 981.7 | 465.0 | 175.3 | 119.5 | 167.6 | 149.5 | 46.1
2224 | 7049 | 462.5 | 488.3 | 199.7 | 86.5 | 149.0 | 109.7 | 20.2 7.8
Hasat sonunda elde edilen toplam ¢ilek verimlerine ait varyans analiz tablosu
Kaynak SD Kareler Kareler F degeri Prob > F
Toplami Ortalamasi
Uygulama 4 290244.7 72561 0.2928 0.877
Blok 3 3089170 1029723 4.1558 0.031
Hata 12 2973370.1 247781
Genel 19 6352784.8

Cv=12.13



125

ol

T

toprak

fw I
1

Ay

hava

W,

[

A\

\

Ek 15: 2005-2007 yillar1 rasinda yiiriitiilen tarla denemelerinde vejetasyon doénemindeki
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hava ve toprak sicakliklar1 (°C)
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Ek 16: Etki mekanizmalari ile sekonder metabolitler arasindaki korelasyon
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Korelasyon katsayisi S. prob. (p)

Siderofor Yiizek aktif mad. +0.7154 0

Siderofor 2-4, DAPG +0.8725 0

2-4 DAPG Yiizek aktif mad. +0.6463 0.0004
Yiizek aktif mad. HCN +0.5622 0.0028
Fosfati1 ¢6zebilme Proteaz -0.5186 0.0066
HCN Proteaz +0.5163 0.0069
2-4,DAPG HCN +0.5091 0.0079
Siderofor HCN +0.3866 0.0511
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