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Dogu Akdeniz Bolgesi biber iiretim alanlarindaki hasta bitkilerden izole edilen
bakteri izolatlan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, DAS-ELISA, PCR ve yag asit
metil ester analizleri ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) olarak
tanilanmagtir.

Bu ¢aligmada, hastahipin kimyasal miicadeleye alternatif olarak bitki biiylime
diizenleyici rizobakterilerle biyolojik kontrol olanaklan arastimlmugtir. Adana,
Mersin, Osmaniye, Kahramanmaras ve Hatay illerinde biber liretim alanlarindan
alinan toprak ve bitki koklerinden 189 adet bakteri izole edilmigtir. Bunlar igerisinde
fosfat: indirgeyen 11 bakteri izolat1 aday PGPR olarak se¢ilmigtir. Segilen 3 bakteri
izolat: ve onlarin kombinasyonlari ile saks: ve tarla galigmalan yapilmagtir.

Bitki bliyiime diizenleyici rizobakteri izolatlan ile uygulama yapilan bitkilerde
hastalik siddeti %65 oraminda azalmig ve defisen oranlarda bitki bliytimesi (bitki
boyu, gbvde capi, bitki yas agirhigy, bitki kuru agirhig, kok uzunlugu, kék kuru
agirh@, verim, meyve boyu ve meyve sayist) artmigtir. Bitki biiylime diizenleyici
rizobakteriler yag asit metil ester analizi ile Bacillus megatarium olarak tamlanmistir.

Anahtar kelimeler: bakteriyel leke hastalifi, Das-ELISA, PCR, biyolojik
kontrol, antagonist.
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Bacterial strains, isolated from diseased pepper plants in commercial fields of
the eastern Mediterranean region in Turkey, identified as Xanthomonas axonopodis
pv vesicatoria (Xav) by physiological, biochemical, DAS-ELISA, PCR and FAMEs
analysis.

In the present study, possibility of biological control of the disease by pant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) was investigated as an alternative method to
chemical applications. 187 bacterial strains were isolated from soil and pepper roots
in Adana, Mersin, Osmaniye, Kahramanmaras and Hatay cities. Eleven phosphate
solublizing bacteria were selected as candidate PGPR Selected three bacterial strains -
and their combination as PGPR were used in pot and field experiments.

PGPR applications significantly reduced disease incidence on pepper plants
(average 65%), and increased plant growth (plant length, stem diameter, plant
weight, dried weight, root length, root dried weight, yield, fruit length and fruit
weight) at different rates compared with control. PGPR strains used in this study
were identified as Bacillus megatarium by FAME analysis.

Key words: bacterial spot disease, DAS-ELISA, PCR, biological control,
antagonist.




ONSOZ

Biber bakteriyel leke hastalik etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(Xavy’m varlig1 1921 yilindan beri bilinmektedir. Ulkemizde ise ilk olarak Karaca ve
Saygih (1982) tarafindan domateslerde, Aysan ve Cmar (2001) tarafindan biberlerde
varhg saptanan hastalik ozellikle Dogu Akdeniz Bolgesi salgalik biber firetim
alanlarinda biiyiik sorun olmaktadr.

Hastalik etmeni biber ve domates tohumlarimin yan: sira, toprakta infekteli bitki
kalintilarinda ve bazi Solanacea familyasina ait bitki tiirlerinde epifitik ve endofitik
olarak, yabanci otlarda ise epifitik olarak canliifim slirdiirmektedir. Kimyasal
miicadelesi zor olan etmenin kisa siirede kimyasallara kars1 dayamklihk kazanmasi
hastalik ile miicadelede bagar sansim azaltmaktadir. Bu olumsuzluklar g6z oniine
alindipinda kimyasal miicadeleye alternatif ySntemlerin aragtirilmasi zorunlu hale
gelmigtir. Yapilan bu doktora ¢alismasinda tipik hastalik belirtileri gosteren biber
bitkilerinden etmeninin izolasyonu, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, DAS-
ELISA, PCR ve yag asit metil ester analizi ile tamis1 yapilmistir. Topraktan izole
edilen rizobakterilerin hastalik etmenini baski altina almada biyolojik kontrol ajanlar
olarak kullamilma olanaklari ve bu ajanlarin bitki biiylimesine olan etkileri
aragtirllmigtir. Rizobakterilerin biber bakteriyel leke hastalifini baski altina
alabilece§i ve bitki biiyimesine olumlu etkilerinden dolayr iirlin artirici olarak
kullamlabilecegi diigliniilmektedir.

Maustafa MIRIK
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

DAS-ELISA: Double Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
DNA: Deoksiribonukleik asit

ECW: Early Carwonder

EPS: Ektraselular polisakkarit

FAME: Fatty acid methyl ester

g: Gram

GSPB: Géttingen Sammlung Phytopathogener Bakterien
HR: Hypersensitive reaction (Asin duyarhlik reaksiyonu)
ISR: Induced systemic resistance

JA: Jasmonoik asit

KB: King’s medium B

KOH: Potasyum hidroksit

1: Litre

LPS: Lipopolisakkarit

M: Molar

Mg: Magnezyum

mg: miligram

ml: Mililitre

mM: Milimolar

N: Normalite

NaCl: Soydum Kloltir

NaOClI: Sodyum Hipoklorit

NaOH: Sodyum Hidroksit

NBRIP: National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium
nm: namometre

°C: Santigrat derece

PBS: Phosphate buffered saline

PCR: Polymerase chain reaction



PGPR: Plant growth promoting rhizobacteria (Bitki biylime diizenleyici
rizobakteriler)

PR: Pathogenesis Related (Patojenite ile ilgili)

pv: pathovar

rpm: Rounds per minute (dakikada d6niis hiz1)

SA: Salisilik asit

SAR: Systemic Acquired Resistance

SDS: Sodyum Dodecyl Siilfat

SPA: Sukroz Peptone Agar

spp.: species (tiirler)

Xav: Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

Xcv: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

XCVA4-4: Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 'nin bdlge izolat1

YDCA: Yeast extract kalcium karbonat agar.

pg: Mikro gram

pum: Mikro litre
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1.GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) gerek serada gerekse agik alanda taze ﬁik_etim ve
cesitli sofralik yan triinlerin {iretimi amacryla ¢ok yaygin olarak yetistirilen, i¢
tilketim ve ihracata yOnelik OGnemli bir Uriiniimilzdiir. 2002 verilerine gore,
iilkemizde 1.750.000 ton biber firetimi yapilmaktadir. Meyvesi yenen secbzeler
igerisinde biber, %9°1luk bir {iretim payina sahiptir (Anonymous, 2002).

Ulkemiz igin dnemli bir gelir kaynap: olan biberin fitopatolojik agidan en
O6nemli sorunlarindan birisi, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav)'nin
neden oldugu bakteriyel leke hastalifidir (Aysan ve Sahin, 2003).

Hastaligin biber bitkisinin yaprak, gévde ve meyvelerinde dairesel kiigiik capli
(1-5mm) lekelerin olusmasina neden oldugu, gen¢ yaprak ve meyvelerin, olgun
yaprak ve meyvelere gére daha duyarh oldugu saptanmigtir. Biberde bakteriyel leke
hastaligimn ilk simptomlannin yaprak kenarlarinda ortaya ¢iktifi, yaprak ve meyve
sap1, tag yapraklarm hastalifa en duyarli yerler oldugu, yaprakta dnce kiiglik sani-
yesil, etrafi sarimsi bir hale ile gevrili lekelerin, nemli kosullarda su emmis alanlar
seklini aldigi, daha sonra lekelerin birleserek merkezi kahverengi-siyah olan genel
bir sarilik simptomu meydana getirdifi gézlenmistir. Bazi durumlarda nekrotik
alanlari kuruyarak dokiilmekte ve yapraklar sanki sagma ile delinmig bir goriiniim
almaktadir. Yapraklar erken donemde infektelendiginde deforme olur ve goguntukla
etkilenmis yapraklarin kenarlari ince bir nekrotik doku band: ile gevrilir. Biber
yapragindaki diizensiz ve sekilsiz nekrotik alanlara lekelere karsin gévde ve meyve
Iekeleri dairesel ve diizenli lekeler seklindedir. Hastalik gdvdede 6nce hafif sulu ve
sanimsi, zamanla koyu kahverengi ve tizeri derin ¢atlaklar olusmus nekrotik alanlar
seklinde ortaya ¢ikar. Méyvedeki bakteriyell Iekeler baslangigta kiiciik, kabarcik
benzeri ve diizenlidir, daha sonra kahverengilegir ve sigilli bir gériniim alarak
meyvede sekil bozukluklarina neden olurlar. Hastalik etmeni geng meyvelerde
simptom olusturmadan meyve dékiimiine neden olabilir (Nayudu ve Walker, 1960;
Goode ve Sasser, 1980; Bashan ve Okon, 1986: Lelliott ve Stead, 1987; Stall, 1993;
Ritchie, 1996; Sahin, 1997; Aysan ve Cinar, 2001).
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Xav’'nin biberlerde pétojen oldugu ilk kez 1921 yilinda Giiney Afrika’da
saptanmugtir (Gardner ve Kendrick, 1923). Hastahigm varhfi daha sonra yazlan
yagmurlﬁ ve sicak iklime sahip biber yetistirilen pekcok -ilkede rapor edilmistir .
(Cook ve Stall, 1982)

Ulkemizde ilk kez domateste Canakkale ilinde (Karaca ve Saygih, 1982),
biberde ise Adana, Osmaniye (Aysan ve Cinar, 2001; Aysan ve Sahin, 2003),
Antalya, Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde (Sahin, 2001).

Biber bakteriyel leke hastaligs bitki biiytimesini yavaglatip, meyve verimini ve
kalitesini diigiirerek zarar meydana getirir. Hastalifin yofun olarak ortaya ¢iktidi
durumlarda, meyve afirhifinda %52’ye varan {riin kayiplarina neden oldugu,
hastalik siddetine ve bitki yasina bagh olarak verim kaybinin gen¢ bitkide olgun
bitkiye gore daha fazla olabilecegi bir ¢ok aragtirmaci tarafindan belirtilmigtir (Cook
ve Stall, 1982; Cook ve Baker, 1983; Jones ve ark, 1986; Pohronezny ve ark, 1992).

Bitki hastaliklan; konukgu, ¢evre ve patojen arasindaki iliskilere bagh olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Biber bakteriyel leke .hastahgxmn ortaya ¢ikmasinda ve
yayiimasinda bitki ylizeyindeki nemin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Hastalik
tohum ve toprak kokenlidir. Hastaltk gevrede kendiliginden bityliyen konukgu
bitkiler {izerinde, toprakta ve bitki artiklarinda canliligin stirdiirmektedir. Hastalikla
miicadelede hastaliksiz tohum kullanimi sart olmasina ragmen konukcu bitkilerden
gelen hastalik kaynaginin da elimine edilmesi gereklidir (Saygili ve ark, 1985; Stall,
1993). Tohumlann patojenden arndirmada Bronopol, NaOCl ve sicak su
uygulamalarinm, topraktan eliminasyonu veya bask: altina alinmasinda ise toprak
solarizasyonu etkili olmaktadir (Cinar ve Aysan,1995). Biber yetistiricilifine
elverigli bolgelerde biberin her yil aym yere ekim ‘yapxldlgmdan inokulum stirekli
olarak toprakta artmaktadir. Bu nedenle hastalikla miicadelede en az 3 yillik bir firiin
rotasyonu yapilmas: gerekmektedir (Stall, 1993).

Her ne kadar kimyasal miicadele amaciyla bakir icerikli kimyasallarin
kullanimu Snerilse de hastalifin kontroliinde yeterli bir basan saglanamamaktadir.
Ayrica kimyasallara karst patojenin dayamklilik gelistirebilme olasihigt kimyasal
miicadele uygulamasimi zorlagtirmaktadir (Ward ve O’Garro, 1992). Bakteriyel
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hastabiklarla miicadelede ekim ndbeti. hastaliksiz tohum ve fide kullanima,
sanitasyon, rotasyon, dayamkli varyetelerin yetigtirilmesi, kimyasal miicadele ve
biyolojik miicadele ydntemlerinin kombine olarak kullanilmasi basan sansim
artrmaktadir (Stall, 1993; Kotan, 1998). Ancak yiksek inokulum ve hastaligm

yOntemlerin ortaya konmasi ve bunlarin pratige aktarilmas: gerekmektedir.

Son yillarda aragtirmacilar tarafindan bitki hastaliklarina karst bitki
dayamkhiligimin arttinlabilecegi diglincesi ortaya atlmugtir. Bitkilerde fungus (hiicre
duvarn parcalari, 6l spor kiiltiirit, patojenik olmayan irklar) (Dempsey ve Klessig,
1995) ve bakteri (EPS, LPS, siderefor, hiicre duvart pargalari, patojenik olmayan
izolatlar) (Burr ve ark, 1978; Kloepper ve ark, 1992) gibi biyotik veya salisilik asit
(Malamy ve Klessig, 1992), jasmonoik asit (van Loon ve ark, 1998), etilen (Picterse
ve ark, 2001), bazi herbisitlter (Yang ve ark, 1997) gibi abiyotik uyaricilarla
hastaliklara kargi dayamikliligin tegvik edildigi belirlenmigtir. Biyotik ve abiyotik
etmenlerle . hastaliklara kargt {iretim materyallerinin korunmas: fizerine yapilan
laboratuvar, kontrollii kosullarda saksi ve sera denemelerinde basani olduk¢a
yiiksektir. Ancak arazi ¢alismalarinda kontrol edilemeyen ¢evre kosutlanindan dolay:
bagari sansi azalmakla beraber timit var sonuglar elde edilmigtir (Wei ve ark, 1996).
Ayrica bitkilerde dayanikhilidr tesvik etmek igin kullanilan yontemlerin maliyetinin
kimyasallara gore disiik olmast ve yetistirilen (riinde fitotoksite ve kalhint1 gibi
olumsuz etkilerinin olmamasi bir avantaj olarak degerlendirilmelidir
(Ozeretskovskaya, 1995). Biyotik etmenler ile kazandirilan sistemik dayaniklihk
hastalik etmeni ile bitki temas etmeden 6nce uygulandifinda bakirht bilesiklerin
uygulanmasindan daha yiiksek ve daha uzun siiren bir koruma saglamaktadr (Kuc,
2001). Sistemik kazamimis dayaniklilik, dayanikhilik stiresinin uzon olmasi, fungal,
bakteriyel ve viral hastéxlﬂdann tamamina uygulanabilir olmasi ve aym anda birgok
mekanizmay: harekete gecirmesi gibi pek ¢ok avantajlart sayilabilic (Lui ve ark,
1995). Ayrica hastalik etmenlerinin kimyasallara kargi dayaniklilik kazanmalan s6z
konusu olmasma rafmen sistemik kazanilmis dayanikhilikta boyle bir durum s6z
konusu degildir.

PGPR’ler hastaliklara dayanikhik sagladigs gibi bitkide de biytimeyi artiririar.

3
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Bu bakteriler toprakta bulunan fosfati bitkinin olabilecegi forma doniistiiriiler.
Bitkiler toprakta bulunan fosfati indirgeyip biinyelerine alamazlar. Topraga fosfat
icerikli giibreler uygulandiginda bitki bunu alir ancak kisa bir siire sonra kalan fosfat
tekrar alinamayacak forma dontigtir. Toprakta bulunan fosfatt indirgeyen
mikroorganizmalar fosfat:  bitkinin kullanabilecegi forma doniistiiriirerek
bilytimesinde artis saglamr (Nautiyal, 1999). Fosfat: indirgeyen bu bakteriler ayrica
bitkide hastaliklara karsi da dayaniklilifi tegvik eder ( de Freitas ve ark, 1997). Bu
baglamda ¢alismamizda topraktan izole edilen bakteriler icinde NBRIP besi veri
yardimiyla fosfati indirgeyen bakteriler se¢ilmis ve PGPR olarak kullanilmigtir. Bu
hastahigin milcadelesinde fosfatt indirgeme 8zellifindeki bitki biiylime diizenleyici
rizobakterilerin (Plant Growth Prommoting Rhizobacteria-PGPR) kullamim
olanaklar: laboratuvar, saksi ve tarla ¢aligmalariyla arastirttmistir.

Ayrnica galigmada; Dogu Akdeniz Bolgesinde salgalik biberin yogun olarak
gelistirildigi Adana ve Osmaniye illerinde Xav’'nin neden oldufu bakteriyel leke
hastaligina bakirli preparatlarin etkisiz oldugu ve yeterli kontrolii saglamadig
gbzlenmigtir. Ayrica bolgeden izole edilen patojen bakteri izolatlarnnn bakira ve
streptomisine dayamkhlik diizeyleri saptanmistir. Izole edilen bu izolatlar
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testleri igeren klasik testlerin yaninda
serolojik (DAS-ELISA), molekiiler (PCR) ve yag asit metil ester (FAME)
analizleriyle tamilari yapilmugtir. Bagarth PGPR izolatlan da LOPAT (L: levan
olusumu, O: oksidaz reaksiyonu, P: patateste pektolitik aktivite, T: tiitlinde asirt
duyarhiik reaksiyonu) ve FAME analizleriyle tanilanmustir,
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2.0ONCEKI CALISMALAR
2.1.Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria (Xav) ile Iigili Cahsmalar
2.1.1.isimlendirilmesi

Biberde bakteriyel leke hastalif ilk kez 1921 yilinda Doidge tarafindan Giiney
Afrika’da saptamig ve etmen Bacterium vesicatorium olarak isimlendirmistir. Aym
yillarda Gardner ve Kendrick (1921)’de hastalifi Amerika Birlesik Devletleri’nde
saptamiglar ve etmeni Bacterium exitiosum olarak isimlendirmislerdir. Daha sonra
kendi bakteri izolatimn, Doidge’nin izolatina gbre giiclt bir amylolitik Ozellik
gistermesine ragmen etmenin ismini Bacterium vesicatorium olarak kabul
etmislerdir. Gardner ve Kendrick (1923) biberde bakteriyel lekeve neden olan
etmenin ve domateste de benzer simptomlar olusturdugunu bildirmislerdir. Daha
sonra yapilan ¢aligmalarda etmen biyokimyasal ve fizyolojik dzellikleri g6z &niine
alinarak bu tiirli Xanthomonas sinifi icerisine alinmis ve Xanthomonas vesicatoria
olarak isimlendirilmigtir (Dowson, 1939).

Sutic tarafindan 1957 yilinda domateste saptanan ve Pseudomonas gardneri
olarak isimlendirilen etmenin 1966 yilinda Dye tarafindan yapilan morfolojik ve
biyokimyasal testler sonucunda Xamthomonas cinsine dahil edilmistir. Patojen
Xanthomonas vesicatoria’nin bir sinonimi olan Xanthomonas gardneri olarak
isimlendirilmigtir (Dye, 1966). Son olarak Dye tarafindan yapilan sistematik
¢alismalarda etmen yine Xanthomonas campestris pv. vesicatoria olarak
isimlendirilmigtir (Dye, 1978). 1960’larin baginda organizma icerisinde ¢ok fazla
fenotipik farklihklarin oldugu ortaya ¢ikmig, 1990’larin baginda ise 3 farkh tiiriin
biber ve domateste bakteriyel yaprak leke hastalidindan sorumlu oldugu bildirilmistir
(Jones ve ark, 2000).

DNA-rRNA hibridizasyon testleri ile de bu smiflandirma desteklenmistir.
Bununla birlikte DNA-DNA hibridizasyon testleri X. gardneri ile X. campestris pv.
vesicatoria arasinda ¢ok diigiik degerde akrabalik iligkisi olmasina ramen X
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gardneri ve X. vesicatoria arasinda %60’m {zerinde bir benzerlik oldugunu
gostermistir (Hildebrand ve ark, 1990).

Vauterin ve ark, (1990) Xanthomonas vesicatoria igerisinde iki farkli genetik
grubun varhigini belirlemigler ve bunlart grup A ve B olarak isimlendirmiglerdir.
Vauterin ve ark. (1995) yaptiklari molekiiler ¢aligmalar sonucunda Xanthomonas
cinsine dahil olan bakterileri tekrar smuflandirmslar ve Xanthomonas vesicatoria’yi
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Grup A) ve Xanthomonas vesicatoria
(Grup B) olarak iki tiire ayirmuslardir. Schaad ve ark, (2001) ise Grup A igerisinde
bulunan tlirlerin Xanthomonas axonopodis’in degil Xanthomonas campestris’in
patovari oldugunu kabul etmistir.

Bouzar ve ark, (1994a) gesitli bolgelerden topladiklar izolatlarla bir kitiiphane
olusturmuglar ve elde ettikleri tiim izolatlanin fenotipik farklibklanm ortaya
koymuslardir. Bouzar ve ark, 1999 yilinda yaptiklani ¢alismada izolatlarin karbon
kaynaklanindan yararlanma, serovar ve ya§ asit profillerinin farkliliklar
degisikliklerini belirlemislerdir. Farkh Glkelerden topladiklari 252 izolatin fenotipik
bir 6zellik olan nigastayr hidrolize etme yeteneklerini karstlagtirmislardir. X

" vesicatoria (grup B) grubu igersine giren izolatlan nigastay1 2 giinden daha az siirede
hidrolize ederken Xav (grup A) grubuna dahil olan izolatlarin nigastay: hidrolize
edemedikleri g6riilmiigtir.

O’Garro (1998) yaptif: caligmada Grup A’nin nigastay: ve pektat: indirgeme
yetenegine sahip olmadifim ve cis-aconitate kullanamadigim, Grup B’nin ise
nisastaytr ve pektati indirgeme yetenefine sahip oldufunu ve cis-aconitate
kullanabildigini saptamugtir,

Jones ve ark, (1998) Xav’'nm A ve B olarak iki grubunun oldugunu ve bu
gruplarin ayinminda amylolitic aktiviteye bagh olarak olusan tek bir proté.in banchm,
farkh konukgu reakstyonlarini, monoklonal reaksiyonu ve DNA:DNA hibridizasyon
testi sonuglarini kullanmuglardir. Yaptiklan ¢aligmalarda grup A (Xav) ve grup B (X.
vesicatoriayden serolojik olarak ayrilan ve farkli bir DNA yapisina sahip olan
patojenik izolatlar1 grup C olarak isimlendirmiglerdir. Yine aym sekilde DNA:DNA
hibridizasyon testlerine gbre Grup D olarak isimlendirilen ve X. gardneri izolatlarim
kapsayan yeni bir grup saptanuglardir.
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Jones ve ark, (2000) Xanthomonas campestris pv. vesicatoria nin bes farkl alt
grubunun [Xav (grup A, Al ve C), X. vesicatoria (grup B) ve X. gardneri (grup D)}
oldugunu belirlemiglerdir. Bu gruplandirmay: izolatlarin nigastayr ve pektati
indirgeme ozelliklerindeki farkliliklara dayandirmislardir.

Jones ve ark, (2004) biber, domates ve her iki killtiir bitkisinde bakteriyel leke
hastalifina neden olan dort farkli fenotipik Xanthomonas grubunun bulundugunu ve
buniarin Grup A ve C (Xav), grup B (X vesicatoria) ve grup D(X. gardneri)
oldugunu bildirmislerdir. DNA homolojisine gére hastalifa neden olan etmenleri X
euvesicatoria (grup A), X. vesicatoria (grup B), X perforans (grup C) ve X. gardneri
(grup D) olarak isimlendirmiglerdir.

2.1.2. Diinya veTiirkiye’deki Yaygmnlif

Diinyada ticari olarak biber ve domates yetistirilen her yerde bakteriyel leke
hastalifinin goriilebilecedi, ¢ok yagmur alan ve ayn1 zamanda yliksek sicakliga sahip
iklimlerde siddetli bir hastalia neden olabilecegi bildirilmigtir (Stall, 1993). Biberde
bakteriyel leke hastalii Israil (Volcani, 1969), ABD, Yeni Zelanda, [talya,
Hindistan, Macaristan, Guadelop, El Salvador, Brezilya, Avustralya ve Arjantin'de
bulundugu Cook ve Stall (1982) tarafindan bildirilmigtir. Ayrica Tayvan (Hartman ve
Yang, 1990), Sudan (Bouzar ve ark, 1994), Barbados (Heather ve ark, 1992), Sudan
(Bouzar ve ark. 1994a), Kore (SeungDon ve YoungSup, 1996), Grenada (Gore ve
O’Garro, 1999), Caribbean (Okey ve O’Garro, 1999), Filipinler (Sahin ve ark, 1999),
Yugoslavya (Obradovic ve ark, 2000), Cin (Fuzai ve ark, 2000) Etiyopya, Kenyva,
Malawi, Mozambik, Tanzanya, Giiney Afrika (Black ve ark, 2001) ve Brezilya
(Quezado-Duval ve ark. 2004)’da da biberde (Capsicum annuum L.) bakteriyel leke
hastaliginin bulundugu rapor edilmigtir.

Xav Ulkemizde, domateslerde Canakkale ilinde Karaca ve Saygili (1982),
biberlerde ise, Dogu Akdeniz Bolgesinde (Adana ve Osmaniye) sofralik ve salgahik
biber firetimi yapilan alanlarda hastalik Aysan ve Cinar, (2001), Aysan ve Sahin
(2003) tarafindan rapor edilmigtir. Sahin (2001) ise Bati Akdeniz’de (Antalya) ve
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Dogu Anadolu (Erzurum, Erzincan ve Yusufeli) blgesinde biber tiretim alanlarinda
bu hastaligin varhignt saptamigtir.

2.1.3.Tams:

Xav, Gram negatif, cubuk seklinde 0.6x1.0-1.5 pm biyiikligtnde tek kamgiya
sahip, sart renkli, ve King B besi yerinde flouresan pigment olusturmayan bir
bakteridir. Glikoz igeren ortamlarda xanthan isimli ekstraselular polisakkarit Oretir.
Oksidaz negatif, nitrat rediiksiyonu negatif ve katalaz pozitif reaksiyonuna sahiptir.
Jelatini hidrolize eder ve 4-37°C’de gelisir, optimum gelisimi 25-30°C’dir. Patojen
glikoz, arabinase, mannase, trehalase ve sellobiozdan asit Gretir (Gitatis ve ark, 1986;
EPPO, 1988; Schaad ve Stall, 1988; Ward ve O’Garro, 1992; Stall, 1993; Saygils,
1995; Sahin, 1997; Schaad, 2001).

McGuire ve Jones (1984) izolasyonda sari renkli diger bakterilerin gelisimini
tamamen, lypolitik bakterilerin gelisimini %60 6nleyen ve igerigi 10g bacto pepton,
10gr KBr, 0.25¢g CaClz, 15g agar olan ve otoklavdan sonra 10ml Tween 80, 25mg
cephalexin, 6mg 5-fluorauracil, 0.4mg tobramicin ve 75mg cycloheximide
antibiyotiklerini iceren yart segici bir besi yeri geligtirmislerdir. Tween ad: verilen bu
besi yerinde Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Kolonilerinin gOriiniimii
dairesel kabarik sar renkte ve etraflar1 beyaz kristal bir zonla kaph yagda kizarmus
yumurta geklindedir.

Sijam ve ark, (1991 ve 1992) CKTM adh yari segici bir besi yerinde
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’nin 2-3 giinliik kolonilerinin etrafinda san
temiz bir halka olustuunu ve bu temiz halka icinde 4 giinde minik kristallerin
gelistigini, domates izolatlar1 2-4 gitn icinde koloniler etrafinda donuk beyaz hale
gelistirirken, biber izolatlarinda bu hale gelismediginden bu ortam ile biber ve
domates izolatlarinin ayirt edilebilecegini bildirmiglerdir.

Xanthomonas cinslerinin tanisinin biyokimyasal ve fizyolojik karakterine gore
yapildifs (Dye, 1980) ancak bakterilerin her cinsinin veya tiiriintin bulundurdugu yag
asit igerigiinin farkl olma dzelliginden yararlamlarak tanilamanin daha iyi yapilacag:
(Sasser, 1990) bildirilmigtir
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Sahin ve Miller (1996) izole edilen Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
izolatimn tamisim biyokimyasal testlerin yanisira gaz kromotografi sistemi
kullanilarak yag asidi metil ester analizi (FAMEs) testlerine gore yapnuslardur. Tatiin
(Nicotiana tabacum cv Samsun) bitkisi {izerinde yapilan agint duyaﬂxhk testlerinde
izole edilen izolatlarin hepsinin pozitif reaksiyon verdigini ve bunlarin 76’sinmn
duyarht biber ¢esidi (Marengo) fizerinde patojenik olduBunu saptamislardir. Aym
zamanda bu izolatlarin ¢ogunlugunun (%89) biber bitkisinin yanisira duyarl domates
¢esidi OH 8245 iizerinde de patojenik oldupunu belirlemislerdir. Izole ettikleri
izolatlarin %80’ninin biber ki 3, diger izolatlarin %2.6’si wk 0, %12’si wk 1,
%4’ tinlin 1k 2 ve ancak bir tanesinin 1tk 6 oldugunu bildirmisterdir.

Sahin ve Miller (1995) Xanthomonas campestris pv. vesicatoria izolatlarimn
belirlenmesi ve tanilanmasinda spesifik poliklonal ve monoklonal antiserumlarin
uygun olmadifimi bildirmiglerdir. Ayrica bu bakterinin biitlin  izolatlarmn
monoklonal antiserularin hepsiyle reaksiyona girmedigini saptamuslardir.

Bouzar ve ark, (1994b) diinya ¢apinda kolleksiyonlardan alinan farkh
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria izolatlarimi amylolitik aktivite ve B protein
bantlarinin varliina gore test ederek A ve B grubu olarak ayirmiglardir. Grup A ve
grup B izolatlarinin arasinda yer aldif: gruplar serolojik, karbon substrat kullanimi
ile yapilan grup analizleri ve yag asitleri ile ilgili elde edilen verilerle, herbir grup
icerisinde bulunan izolat grubunun heterojen oldufunu gostermislerdir. ki
monoklonal antibadi sadece grup A izolati ile, iki grup ise sadece B izolat: ile
reaksiyona girmigtir. Yag asit komposizyonuna gore grup A ve grup B izolatlarinin
aynminin grup A izolatlarindaki 15:0 ante-iso’nun diiglik miktarina bagh oldugunu
bildirmislerdir. Iki grubun izolatlan arasinda ayirim yapan tek substrat sadece grup A
izolat1 i¢in kullantlan cis-aconinate’dir. Bakteriyel patojen Pseudomonas gardneri
grup A ve grup B izolatlaninmn her ikisinin &zelliklerini tagimasindan dolay
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ile ilgili oldugunu, ayrica farklilik gdsteren
izolatlarin 1rk 1 izolatlarina yakmligmmn avrRxv icerisindeki 680 bp’lik dizinin PCR-
amplifikasyonu ile belirlenebilecegini bildirmiglerdir.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’yi da icene alan pek c¢ok bitki patojen
bakterinin saptanmasinda ve tamilanmasinda polimer zincir reaksiyonunun (PCR)
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bagari ile kullamlabilecegi (Leite ve ark, 1994; Leite ve ark, 1995), yag asit
analizlerinin kullanilmasinin yam: swa Xanthomonas campestris pathovarlan
arasindan Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’nn ayrilmasinda yeterli bir metot
oldugu (Sahin ve Miller, 1995; Bouzar ve ark, 1999; Obradovic ve ark, 2004)
bildirilmigtir.

2.1.4.-rklan

Hastalik etmeninin Walter domates g¢esidi ve Early Calwonder (bu gesit ve
isogenik hatlan ECW-10R, ECW-20R ve ECW-30R) biber ¢esitlerinde bulunan
dayaniklilik genlerine bagli olarak farkli wklar igerdigi belirlenmigtir. Domates
grubunda ti¢ farkl ik (T1, T2, ve T3) bulunurken biber grubunda on bir farkl rkin
(PO, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 ve P10) bulundugu belirlenmistir (Minsavage
ve ark, 1990; Ritchie ve Dittapongpitch, 1991; Bouzar ve ark. 1994b; Kousik ve
Ritchie, 1995; Sahin ve Miller, 1995; Sahin ve Miller, 1996; Sahin ve Miller, 1998).

Pernezny ve ark, (1999) ABD’nin Florida eyaletinde yaptiklari surveyde
bolgede yetistirilen biber ¢esitlerinin Xcv (X. vesicatoriaynmn wk 1 ve uk 3 ile
infektelt oldufunu saptamuglardir. 27 bolgeden topladiklan izolatlarla Early
Calwonder biber ¢esidi ve 3 yakin izogenik (ECW-10R, ECW-20R, ECW-30R) hatt
{izerinde yaptiklan ¢aligmada izolatlarm %73’ irk 6 ve %10’ nunun ik 4 oldusunu
belirlemislerdir.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’mun 20 izolat: ile ilgili son zamanlarda
yapilan taksonomik ¢aligmalarda, genetik olarak iki ayri grup (A ve B) belirlenmigtir.
A ve B gruplan arasindaki DNA homolojisi (benzerligi) %50’den daha fazla bir
oranda bulundugu ig¢in bunlarin iki ayr tiir oldugu, A ve B izolatlani arasindaki
fenotipik farkliliklarin, karbon bilegiklerinin kullanilmasi, monoklonal antibadilere
kargi (MADbs) reaksiyonu, yag asit kompozisyonu, domates hatlari {zerindeki
hipersensitif reaksiyonlar (HR) ve amilolitik aktivite ile belirlenmigtir. Domateste
patojenik Xanthomonas campestris pv. vesicatoria izolatlan ile ilgili ¢calismada, her
bir grup igerisinde tek bir protein bandr saptanmigtir. Cogu A grubu izolatmin 32-
35kDa blyiikliglinde protein bandmna (alfa) sahipken, buna kargihk B grubu

10



2.ONCEKI CALISMALAR Mustafa MIRIK

izolatlarinin ise 25-27kDa biiytikltigtinde protein (beta) banda sahip oldugu, alfa ve
beta protein bantlarinm varhifinin, patojenite ve daha 6nemlisi amilolitik aktivite ile
iligkili oldugu bulunmugtur. Grup A izolatimin nigastayr hidrolize etme yeteneginde
olmadigini, buna karsin B izolatlarinmn giight amilolitik aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmigtir (Bouzar, ve ark, 1994b).

ftalya’da Gretimi yapilan biberlerde sirasiyla ik 1 (%39), k 2 (%16) ve 1k 3
(%A45) olarak belirlenen izolatlarin %45 inin bakir siilfata (200pug/ml) dayanikh iken
streptomisin stilfata (100pug/ml) ise duyarli bulunmustur. Irk 2’lerin tamami ve rk
1’in %734 bakira dayanikli, irk 3 izolatlarinin tlimit ise bakira duyarh oldugu tespit
edilmistir (Buonaurio ve ark, 1994)

Sahin ve Miller (1998) biber bakteriyel leke etmeninin yeni wrklar meydana
getirdifini ve yaptiklar: ¢alismalarda biber grubu icerisinde yeni farkli fizyolojik
wklar1 (P7, P8 ve P10) belirlemiglerdir.

Sahin ve ark, (2004) tilkemizin Bati Anadolu ve Akdeniz Bﬁigééinden elde
ettikleri 72 Xav izolatinin 69 adedinin irk 4 ve geriye kalan 3 izolatin irk 5 oldugunu
belirlemislerdir.

2.1.5.Epidemiyolojisi

Hastabk etmeni Xav’in konukgulart arasinda domates (Lycopersicon
esculentumn) ve biber (Capsicum spp.) gibi kiiltiir bitkilerinin yam sira Solanaceae
familyasindan Nicotiana rustica, Physalis minima, Solanum nigrum, S. dulcamara, S,
rostratum, S. tuberosum, S. melongene, Solanum spp., Hyoscyamus niger, H
aureum, Lycium chinense, L. halimifolium ve Datura spp, Nicotiana rustica ve
Ohysalis spp. bitkileri bulunur (Lelliott ve Stead, 1987; EPPO, 1988; Sahin, 1997).

Crosan ve Morehart (1963) Xav’i biber bitkilerinin iletim demetlerinden,
sekonder koklerinden, govdesinden, ovaryumundan ve tohumlarindan izole
etmislerdir.

Saghikh gorilen bitkilerden elde edilen tohumlarn patojenle bulagik
olabilecegi, hastalik etmeni Xav’in kurutulmus biber tohumlarinda 10 yil, domates
tohumlarmda 20 yil canhhifi stirdiirebildigi, primer inokulum kaynagi olarak

11
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infekteli tohumlariin Snemli rol oynadigt ve hastaligin uzun mesafelere infekteli
tohumlarla yayildig birgok aragtirict (Goode ve Sasser, 1980; Bashan ve ark, 1982a;
Diab ve ark, 1982; Bashan ve Okon, 1986; Ritchie, 1996; Aysan ve Cinar, 2001;
Mirik ve ark, 2004) tarafindan bildirilmistir.

ftalya’da farkh wuklann ortaya ¢ikmasinda Onemli primer inokulum
kaynaklarinin bulagtk biber tohumlan ve/veya fideler oldugu, aynica infekteli biber
ve domates bitki kalintilanmin bulundugu topraklardan da hastalifin bulastifi rapor
edilmistir (Buonaurio ve ark, 1994).

Hastalik etment Xav konuk¢u bitkilerde, hastalikli bitkilerden elde edilen
tohumlarda (Bashan ve ark, 1982b), bitki kalintilarinda (Peterson, 1963) ve yabanci
otlar iizerinde epifitik olarak yasayabilmesinin yam sira topraktaki bulasik bitki
artiklarinda canhiligini 18 ay sfirdfirebilmektedir (Jones ve Scott, 1986). Xav’nin kigt
bugday, domates ve soya bitkilerinin rizosferinde gecirirken bu tip infekteli toprakta
gelisen bitkiler igin inokulum kayna olusturur (Stall, 1993; Ritchie, 1996). infekteli
topraklarda bakterinin canh kalma siiresi topragin yapisi ve kullanilan giibrelere
bagh olarak degisir (Saygilt ve ark, 1985).

Hastalik icin yogun yagmur, yiliksek nem ve 30°C civarinda sicaklik optimum
kosullar olugtururken, 35°C tizerindeki sicakligin hastalik gelisimine uygun olmadig
bildirilmistir (Diab ve ark, 1982)

Nisbi nem, biber bitkilerinde bakteriyel yaprak leke hastaliginin gelisimini
etkiler. Uzun periyotlarda yapraklardaki serbest suyla birlikte yiiksek nemin
infeksiyon igin uygun oldugu ancak hastaliin ortaya ¢ikabilmesi igin yiiksek nisbi
nemle birlikte thiman bir iklimin gereklﬂigi vurgulanmstir. Patojen infeksiyonundan
sonra kisa periyotta uygun olmayan diigik nispi nem hastalik olusumunu gegici
olarak durdurmasina kargin bunu izleyen yiliksek nispi nemin hastahk gelisimini
tesvik ettifi, ayrica siirekli yagigin ve yiiksek sicakliin hastalik siddetini artirdig
saptanmugtir (Diab ve ark, 1982; Sahin, 1997).

Biber bakteriyel leke hastalifinin etmeni kolaylikla hastalikli bitkiden
yakinindaki saghkh bitkilere, yapraktan yagmur damlalarmin sigramasi, yagmurlama
sulama ve 1slak bitkiye defme gibi her tlirlii su hareketiyle yayilmaktadir. Bakteri
yaprak stomalarindan, yaprak kenarmndaki hidatodlardan ve zarar gbrmiis epidermal
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hiicrelerden giriy yaparak yeni lekelere neden olur. Riizgar veya yliksek basing
piiskiirtmesi sonucu olusan yaralar patojenin girisini kolaylastinir, uzun siire
bitkilerin 1slak kalmasi infeksiyonlarin olusumuna elverigli bir ortam saglar. Tarla
icerisinde seyreltme, fide dikimi, budama, baglama ve meyve toplama gibi kiiltiirel
igslemler sirasinda hizla yayilir (Volcani, 1969; Goode ve Sasser, 1980; Pohronezny
ve ark, 1990; Pohronezny ve ark, 1992; Ward ve O’Garro. 1992; Stall, 1993; Ritchie,
1996).

Azaizeh ve Bashan (1984) biberlerdeki bakteriyel leke hastahigimin Israil'de
O6nemli bir bakteriyel hastalik oldugunu ve %44’den fazla irlin kaybina neden
oldugunu rapor etmislerdir.

Bashan ve ark, (1990) Xav’mn infekteli biber bitkilerinde %23-44 arasinda
degisen oranlarda {irlin kaybina neden oldugunu, iirlin kaybmin yapraklardaki leke
sayisina ve bitkinin infektelenme yasina bagh olarak degisecegini belirtmislerdir.

2.1.6.Miicadelesi

Standart bakirli preparatlarla ilaglamalar yaprak lekelerinde azalmaya ve buna
bagh olarak firiinde artisa neden olur. Eger bitki yiizeyinde bakirh fungisitle bir film
saglanirsa bakterinin yaprak ve meyvelere girmeden Olebilecegi, bu nedenle
yagmurlu periyotta ve dncesinde bakirh bir kimyasal uygulamanin ¢ok Gnemli
oldugu ancak ilaglamanin doku igerisindeki bakteriye karsi etkili olmadig
bildirilmistir (Goode ve Sasser, 1980; Pernezy ve ark, 1995; Ritchie, 1996; Wright ve
Miller, 2000).

Adaskaveg ve Hine (1984)’nin biberden elde ettikleri Meksika izolatlan bakir
(Bakir siilfat, Kocide 101, Count-N ve Cosmocel 200) uygulamalarina kars:
dayamklt iken Arizona izolatlanimin biitin bakir formilasyonlarina ve tarlada
Onerilen dozlanna duyarli oldugunu belirlemiglerdir. Aynica her iki bélgeden elde
edilen tiim izolatlarin antibiyotiklere (streptomisin, tetracycline, neomycin, penicilin
G ve erythromycin) karg: degisik oranlarda duyarh oldugunu saptamiglardir.
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Stall ve ark, (1986) bakira dayanmiklilik genleri igeren bakteriyel plazmitin bu
6zelligini kendi kendine bir sonraki nesle gecirme yetenegine sahip oldugunu
bildirmiglerdir. .

Dittaponapitch ve ark, (1989) biber ve domatesten izole edilen Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria’nn 200ug/ml bakir siilfata duyarliliklarim testlemigler ve
testlenen izolatlarnn %60’ mmn dayanikh oldugunu tespit etmislerdir.

Ward ve O’Garro (1992) Barbados’da son 20-25 yildir yaygin olarak bakteriyel
leke kontroliinde kullamiimakta olan bakir vefveya ¢inko iceren kimyasallarin bagar:
saglayamamasim etmenin bu kimyasallara karsi dayamiklilik kazanmasina
baglamglardir.

Pernezny ve ark, (1999) yaptiklari ¢alismada ABD’nin Florida eyaletinden elde
ettikleri Xav izolatlarmin 250mg/ml CuSO; H,O’ta karsi %91 oranda tolerant
oldugunu belirlemislerdir.

Buonaurio ve ark, (1994) italya’daki biber firetim alanlarindan elde ettikleri
izolatlar bakir siilfata (200ug/ml) dayanikh bulurken streptomisin siilfata (100ug/ml)
duyarh bulmuslardur.

Biber bakteriyel leke hastalifina karsi Kocide + Mancozeb ile yapilan standart
kimyasal kontrol uygulamalarmmin verimi artirdifini gbzlemislerdir (Wright ve
Miller, 2000).

Martin ve ark, (2004) Avustralya’da bu hastalifa karst bakir kullanimu etkili
olmasina karsin, Xav izolatlarmin bakira kars1 kisa donemde direng kazandigim rapor
etmislerdir.

Uretim sezonu boyunca yiikkseck nem ve sicakhik biber bakteriyel leke
hastaliginin miicadelesini giiglestirmektedir (Nayudu ve Walker, 1960). Etmene kars:
antibiyotik kullanum etkili olmasma karsm, Xav izolatlarmm streptomisine kisa
dénemde direng kazandiklar: bildirilmigtir (Goode ve Sasser, 1980).

Dittaponapitch ve ark, (1989) ile Ritchie ve Dittapongpitch (1991) bakir ve
streptomisine dayanikli Xanthomonas campestris pv. vesicatoria wklarini domates ve
biber bitkilerinde belirlemiglerdir. Bakir igerikli kimyasallarm genellikle bu
hastaligin kontrolinde kullanilmasi sonucu bakterinin bakir igerikli bilegiklere kars:
dayanikhlik kazandifin: bildirmislerdir.
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Minsavage ve ark, (1990) bakir ve streptomisine dayaniklilik ve aviriilensligin
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria wklann igerisinde bulunan plasmid
tarafindan kodlandigini belirlemiglerdir.

Pohronezny ve ark, (1992) vaptklan bir c¢alismada ABD’nin Florida
eyaletinden elde ettikleri Xav izolatlannin 200ug/ml streptomisine (%82) ve bakir
stitfata (%97) tolerant olduklarini belirlemislerdir.

Sahin ve ark, (2004) Bati Anadolu ve Akdeniz Bolgesinden elde ettikleri 72
Xav izolatimn streptomisine (%98) ve bakir siitfata (%15) dayamikh olduklarnmi
bildirmiglerdir.

Sahin ve Miller (1998) tiretimi yapilan kiltiire alinmis yabani biberlerde Xav’a
dayamikhilik saglayan 4 adet gen (Bsl. Bs2, Bs3, Bs4) bulmuglardir. Kousik ve
Rithchie (1998) Bsl, Bs2 ve Bs3 dayamkhlik genlerini kiiltiir bitkilerine aktararak
ticari olarak {iretimini saglamiglardir.

Bakteriyel hastaliklara kars: biyolojik ajanlarin kullammina dayanan biyolojik
kontrol ile ilgili ilk galigmalar, bakirli preparatlarla miicadelesi miimkiin olmayan
veya ¢ok zor olan bitki patojen etmenlere karst yapilmistir (Meadows ve Stall, 1981;
Xu ve Gross, 1986; Cinar ve Aysan, 1995).

Byme ve ark, (2005) Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’ye karsi P.
syringae ve P. putida ile uygulama vapilmig domates bitkilerinde standart bakir
uygulamasina gére %45 oraminda bakteriyel leke hastahifimt engelledigini
bildirmislerdir.

Flaherty ve ark, (2000) domateslerde Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria’ye karsi bakteriyofaj ve bakir mancozeb kangiminin etkinligini
arastirmuglardir. Bakteriyofaj ile uygulama gormis bitkilerde hastalik siddeti %2.7
olurken bakir-mancozeb kangiminda %5.5 oldugunu saptamuglardir. Ayrica iiriin ve
meyve bitytikliiglinde birinci yil bakteriyofajlarda %14.9 bakir-mancozebde %37.8
ikinci yil ise sirasiyla %24.4 ve %23.9 oranlarinda artirdigini bildirmiglerdir.

Wright ve Miller (2000) Xav’'nin kontrolilnde dayamkhihig: tesvik eden bir
kimyasal olan Actigard’in meyve lezyonlarim azaltifim ancak yaprakta meydana
gelen hastalift engelleyemediginden verim kayiplarina neden oldugunu rapor
etmislerdir. ‘
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Bitkide biyotik (patojenin avirlilent izolatlari, inaktive edilmis patojenler,
patojen olmayan bakteri tiirleri, patojenin hiicre duvan bilesenleri) ve abiyotik
(etilen, UV 1511, bazi sent. .. bilesikler, bazi herbisitler, fungisitler, salisilik asit,
jasmonoik asit ve indol asetik asit vb) uyaricilar aracthif: ile bitkide dayamkhlik
mekanizmasi harekete gegirilebilir (Kuc, 2001).

Acibenzolar-S-methyl (CGA 245704 veya Actigard50 WG) bir ¢ok farkh
irtinde ¢ok sayida patojene karst sistemik kazamilmis dayamkhilii (SAR)’1 tegvik
eder. Acibenzolar-S-methy domateste bakteriyel kara lekeye (Pseudomonas syringae
pv. tomato) kars1 7 ve bakteriyel lekeye (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)
kars1 15 farkh alanda kontrol i¢in denenmigtir. Uygulama 35g/ha Actigard50 WG
bakteriyel leke igin denenen 15 farkh alanin 14’tinde ve bakteriyel kara lekeye karg:
denenen 7 alanm tiimiinde hastalik siddetini azaldifi goriilmistiir. Acibenzolar-S-
methyl meyvelerdeki bakteriyel leke ve kara leke simptomlarimi azaltmasina kargin
domates fidelerinin kuru agirhifina olumsuz etki yapmugtir. Acibenzolar-S-methyl’in
6zellikle bakira karsi dayanikli populasyonlarin baskin oldugu yerlerde bakteriyel

leke ve kara lekenin arazi kontrollerinde temel bakirh bilesiklere karsi alternatif

olabilecegi belirlenmigtir (Louws ve ark, 2001; Romero ve ark, 2001; Buonaurio ve
ark, 2002).

Biberde Bion, uygulamasi Clavibacter michiganenesis subsp. michiganensis’e
karsi %75 oraninda etkili oldugu, dayamklihgin ortaya c¢ikmasinda oksidatif
antioksidatif ve PR proteinlerin rol oynadifi bildirilmigtir (Soylu ve ark, 2003,
Baysal ve ark, 2003).

Bitki hastaliklari konukgu, ¢evre ve patojen arasindaki iligkilere bagh olarak
ortaya ¢ikar. Bakteriyel hastaliklar g6z oniine alindipinda hastahgm meydana
gelmesinde ve yayimasinda bitki ylizeyindeki nem 6neinli rol oynar. Hastalikla
miicadelede basari sansr; ekim ndbeti, hastaliksiz tochum ve fide kullammu kadar
konukg¢u bitkilerden gelen inokulum kaynagimn da elimine edilmesi, sanitasyon,
rotasyon, dayamikh varyetelerin yetistirilmesi, kimyasal miicadele ve biyolojik
miicadele yOntemlerinin kombine edilmesiyle saglanabilir. Patojenin konuk¢u
bitkiler fizerinde, toprak ve bitki artiklarinda yasamimi stirdiirmesi nedeniyle
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hastalikla miicadelede 3 yillik bir {iriin rotasyonunun yapilmas: gerekir (Stall, 1993;
Kotan, 1998).

Yapilan ¢aligmalarda antagonist bakterilerin tohumdaki inokulumu %12.5-87.5
oraninda azalmgf, Bronopol, NaOCl ve sicak su uygulamalarnin etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica patojenin topraktan eliminasyonu veya baski altina
alinmasinda ve ikincil infeksiyonlan engellemede toprak solarizasyonunun bagarih
oldugunu ve bu yolla hastalik ¢ikiginda %71 oraninda bir azalma meydana geldigi
bildirilmistir (Cinar ve Aysan, 1995; Aysan ve Cinar, 2001)

2.2.Bitki Biiyiime Diizenleyici Rizobakteriler (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria-PGPR) ile ilgili Cahgmalar

Hastaliga karsi dayamklilik bitkide tesvik edici bir etmenin aktivitesi
sonucunda meydana gelir. Bitkilerde hastaliga karst dayanukhlidin tesviki, biyotik ve
abiyotik tesvik ediciler tarafindan aktive edilen konukgu bitkideki fiziksel ve
kimyasal engeller olarak tanimlanabitir (van Loon, 1997).

Salisilik asit (SA), jasmonoik asit (JA), ve asibenzolar-S-methyl gibi abiyotik
faktorler birgok bitkide olusan fenolik yapida sekonder metabolitlerdir wve
giinfimtizde bu tiir fenolik bilesiklerin bitki biiylimesini ve gelisimini tegvik etmede
ve bitkilerin dier organizmalarla interaksiyonunda Onemli bir rol oynadig:
belirlenmis olan bitki aktivatorleridir. Bu sckonder bilesikler bitkide patojen
saldirilarina karst do@al biyolojik savunma tepkisi olan sistemik kazanilmis
dayamkliligi tesvik ederek patojene kargt koruyucu dayamkhlikta rol oynayan
elementleri aktive ederler (Mauch ve ark, 1988; Malamy ve Klessig, 1992; Dempsey
ve Klessig, 1995; van Loon, 1997; van Loon ve ark, 1998; Picterse ve ark, 2000;
Metraux, 2001; Ozaktan ve ark, 2001; Ellis ve ark, 2002).

Rizobakteriler bitki gelisiminde faydali etkilerinden dolay: Bitki Bilyiime
Diizenleyici Rizobakteriler (PGPR) olarak isimlendirilmistir. Ciinkii bunlarin
uygulanmasi ile bitki bliylime oranlarinda gozle goriillir bir artiy gdzlenmigtir
(Kleopper ve ark, 1980). PGPR ile ilgili itk ¢caligmalar 1950°1i yillarda eski Sovyetler
Birliginde ve daha sonralan bat: lilkelerinde baglamustir (Backman ve ark, 1997).
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Cin’de “Uriin Arttinc: Bakteriler” (YIB) olarak isimlendirilen PGPR preparatlan 20
yih agkin bir siiredir yaklagtk 20 milyon hektarlik bir #retim alaninda
kullantlmaktadir (Chen ve ark, 1996).

PGPR’ler kullanilabilir - azot ve fosfat miktarim arttirmasi ve toprak
patojenlerine karst baskilayict bir etkiye de sahip olmalart nedeniyle {riin
giibrelemesine olumlu etki saglamaktadir. Bu etkilerinden dolayr PGPR bakterileri
biyolojik ajan olarak kullanilabilir (Dunleavy, 1955; Broadbent ve ark, 1971;
Schippers ve ark, 1987).

Actinoplanes (Filonow ve Lockwood, 1979; Sutherland ve Lockwood, 1984),
Agrobacterium, Azotobacter, Cellulomonas, Pasteuria (Weller, 1988), Alcaligenes
(Elad ve Chet, 1987), Amorphosporangium (Filonow ve Lockwood, 1979),
Arthrobacter (Mitchell ve Hurwitz, 1965), Bacillus (Capper ve Campbell, 1986),
Enterobacter (Kwok ve ark, 1987), Erwinia (Snch ve ark, 1984), Flavebacterium
(Chen ve ark, 1987), Hafnia (Sneh, 1981) Micromonospora (Filonow ve Lockwood,
1979), Pseudomonas (Genesan ve Ginanamanickam, 1987), Rhizobium ve
Bradyrhizobium (Tu, 1980), Serratia (Snéh ve ark, 1985), Streptomyces (Merriman
ve ark, 1974}, Xanthomonas (Chen ve ark, 1987) cinsi i¢inde yer alan ¢ok sayida
bakteri tiirii biyokontrol 6zelligine sahiptir.

Biyolojik kontrolii saflama yetenegindeki bakteriler rizosfer bakterilerin
%]10°’ndan daha azim baskida tutabilmektedir. Etkili izolatlarin elde edilme sansi
hastalifin bulundugu ortamdan bakterilerin izole edilmesi ile arttirilabilir. Patojenin
baskin olarak bulundugu topraklarda biyolojik ajan olarak etkili izolatlarin izole
edilme sansi artabilir (Cook ve Baker, 1983).

Ahmed ve Baker (1987) rizosfer i¢inde biyokontrol etmenlerinin gelisme ve
fonksiyon kabiliyetlerini tarif etmek igin “rizosfer yeterliligi” terimini kullanmuslar
ve bir irkin “rizosfer yeterliligi” kolonize edilmis kdklerin sayisi veya uzunlugu ya
da bir kok fizerinde ulagitan populasyonu o&lgerek tayin edilebilecegini
belirtmiglerdir.

Ekolojik yeterlilik bakterinin dofada yasama ve rekabet etme kabiliyeti ile
olgiiltir. Rizosferdeki ekolojik yeterlilige pek ¢ok bakteriyel 6zellik yardim eder ve
herhangi birinin kaybr bakterinin yasam yetenegini azaltabilir. Boyle mutanttar bir
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biyokontrol etmenleri olarak kullamldifinda yasama kabiliyetleri daha az olabilir. /n
vitro da flouresan Pseudomonas’larin kiiltiirleri yenilendik¢e tarla etkinliklerinin
kayboldugunu bildirmislerdir (Schroth ve ark, 1984: Weller, 1988).

Floresan Pseudo)nonas’lér Ozellikle besinsel olarak kolay bakterilerdir, bir
besinden digerine donebilirler ve rizosferde hizli olarak gelisirler. Genellikle kok
patojenlerinin biyokontrolii i¢in topraga verilen bakterilerin k&kii kolonize etmeleri
gerekir ve koke verilen bakterilerdeki populasyon artiglant hastalik kontrollini
artinr. Bir kok tizerine verilen bakterinin populasyonunun miktari, bir kékiin
uzunlugu boyunca degisir. Genellikle en fazla sayr inokulum kaynagi yakininda
meydana gelir ve kdk ucuna dogru azalir. PGPR’ler bir bitkiden digerine hatta bir
bitki i¢erisinde kokten koke degisebilir bir kok kolonizasyonu meydana getirebilir.
Genelde bir kok kolonizeri bitkiye verildigi zaman dogal toprakta kdk boyunca
dagilmali, ¢cogalmali ve dogal rizosfer mikroflorasinda rekabet varliginda belli bir
siire yasayabilme yetenegine sahip olmasi gerekir (Weller, 1988).

Weller (1986) ile Bahme ve Schroth (1987). PGPR’lerin kék kolonizasyonunun
yeteﬂi dﬁzeyde olmadigim saptamuslardir. Aragtinicilar kok koldnizasyonunun yeterli
seviyede olmamasim su aracihifryla toprakta bakterilerin hareketi, toprak pH’si,
sicakligi, su icerigi, por Olglilerinin dagilimi, toprak tipi tarafindan oldugu kadar
elektrostatic degisim, hiicre bi¢imi, Olgiisti, yiizme kabiliyeti, hareketliligi gibi
bakteriyel Ozelliklerin yam swa bitki genotipinin de etkileyecegini ortaya
koymuslardir.

P. fluorescens ile bugday koklerinin kolonizasyonu iki fazda olusur. Bunlar
birinci fazda bakteri verilir ve sonra sivrilmis kok ucu {izerine tasinur, ikinci fazda
bakteriler lokal olarak yayilir ve rizosferdeki organizmalar ile rekabet iginde uygun
limitlere ulagir ve yasarlar (Howie ve ark, 1987).

PGPR bakterilerinin kéke yeterli miktarda kolonize olmasini saglamak icin ya
fideler sasirtiimadan 6nce bakteriyel siispansiyona batiriimali ya da yiiksek miktarda
bakteri ile tohumu bulagtirmalidir (Kloepper, 1996).

PGPR’ler bitki gelisimini dogrudan veya dolayh bigimde etkiler. PGPR i bitki
gelisimine dogrudan etkisi ya gevredeki bazi besinlerin artmasi ile veya bakteri
tarafindan bir bilesifin sentezlenmesi ile ortaya ¢ikar. PGPR’ler atmosferik azotu
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fikse ederek bitkiler tarafindan kullanilmasina olanak saglar (Brown, 1974). Diisiikk
molekiiler agirhiktaki siderefor ve indolasetik asit (IAA) gibi birgok farkli bitki
hormonlarini sentezler. Ayrica bitkiler igin gerekli fosfat gibi bazi minarelleri
tohrakta cozerek kullamish hale getirirler. Bylece bitkide biliylime artigi ortaya
¢ikarken pek ¢ok hastalik da engellenir (Glick ve ark, 1998; James ve ark, 2002).

Rizosfer bolgesinde bulunan ve kokleri kolonize etme kabiliyetindeki
rizobakteriler patojenlerin saldirisina karg: kokler igin bir 8n savunma hatt: meydana
getirirler. Primer infeksiyondan nce, primer enfeksiyon sirasinda veya kdklerdeki
ikincil yayilma esnasinda patojenler, rizosfer mikroorganizmalanin antogonizmi ile
karst karsiya gelirler. Bu etkilesim sonucunda hastahiin gelismesi engellenir ve
yavaglar. Eger bir bakteriyel kontrol etmeni yalmizca patojenlerden birini bastirir
digeri de predominant olur ise uygulama etkisiz sonug verir (Weller, 1988).

Biitlin bitkiler patojen saldirilarina kargi aktif savunma mekanizmalarina
sahiptirier. Bir patojen tarafindan bitki infektelendiginde bu mekanizma aktif hale
geger. Herhangi bir patojenin saldinisindan 6nce bitki gesitli sekillerde uyarilarak
savunma kapasitesi artar. Tesvik edilmis dayamklilik patojenin aviriilent irk1, patojen
olmayanlar, patojenlerin uyumsuz wklari, uygun olmayan ¢evre kosullarinda viriilent
bir patojen veya bazi kimyasallar tarafindan tetiklenir. Bir patojeni baskilamak icin
verilmig bir biyolojik ajanda birden fazla mekanizma etkin olabilir ve &zel bir
mekanizmanmn etkinligi rizosferdeki fiziksel veya kimyasal kosullar ile degiskenlik
gosterir (Weller, 1988).

Rizosferden secilen ve sistemik dayaniklihigi tesvik eden (ISR) rizobakterilerin
bitkilerde dayaniklilik mekanizmasim aktive ederek hastali1 azalttig: ve patojenlerin
ISR benzeri sistemik kazamlan dayanikliligi (SAR) tegvik ettigi ve her iki
dayanikhiliginda birden fazla bitki patojenine karg: bitkileri dayamikh hale getirdigi
bildirilmistir. Baz1 rizobakteriler salsisilik asite (SA) bagimli ISR olusumunda kék
ylizeyinde SA iretimiyle tetiklerler, bazi rizobakterilerin tetiklemesinde ise SA
gerektirmeden ISR olusumu baslayabilmektedir. Jasmonoik asit (JA) ve etilen de
SAR benzeri savunma durumunu tetiklemektedir. Rizosfer bakterilerin neden oldugu
SAR’da bitkide herhangi bir simptom olusumu gdzlenmez ancak bitki gelisiminde
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bir artig meydana gelir. (Kloepper ve ark, 1992; Piertese ve ark, 1996; Ryals ve ark,
1996; Pieterse ve ark, 2001),

van Loon (1997)’a gére PGPR’ler bitkileri hastalik etmenlerine kars: korumada
ideal bir aractir. Ciinkit bunlar hem tohum hem de fide yastiklanndaki topraklara
kolayca uygulanabili. Aubum Universitesi ve Gustafon firmasinin yapugh
aragtirmalarda, gelisim diizenleyicileri ile sistemik hastaliklara kargt korumamn yam
sira toprak patojenlerine karst koruma sagladifint ayrica son zamanlarda yapilan
caligmalarla yaprak patojenlerine karsi sistemik koruma i¢in kimyasal pestisitlere
kargt bir alternatif olarak PGPR’larin kullanildig: bildirilmistir. PGPR’nin bir
avantaji da bir defa sistemik dayaniklilifi tegvik etmesi ve bu dogal savunma
mekanizmalarinin uzun siire etkinligini stirdirmesidir.

1985 yilinda Gustafon Firmasi ilk ticari rizobakter biyolojik ajani Bacillus
subtilis A-13 izolatinin GBO7 ve GBO3 izolatlartyla birlikte (ticari olarak Quantum,
Kodiak ve Epic) Amerika’da {iretmigtir. Bu firlinlerin tohuma uygulanan fungisitler
ile birlikte kullanildifinda toprak patojenlerine kars: tohumlan koruyabildidi rapor
edilmigtir. Pamukta toprak patojenlerinden Rhizoctonia ve Fusarium’u bask: altina
almak icin B. subtilis etkili maddeli Kodiak Amerika’da pamuk tiretim alanlarmm
%60-75’inde kullanmaktadir. Cin’de de yer fistid1, soya, musir, sebze {irlinlerinde 18
tane ticari PGPR izolati kullanildigi ve bunlarin ¢ogununda Bacillus cinsinin spor
formundan tretildigi bildirilmigtir (Backman ve ark, 1997).

Gorlach ve ark, (1996) ile Tally ve ark, (1999) PGPR firiinleri tek basma
kullanildiginda hastalik kontrollerinde kabul edilir bir seviyede kontrol sagladigin
bildirmislerdir. Arastiricilar PGPR uygulamalant dayamkli @iriin  varyetelerinin
kullamilmasi, virlis vektdr bScekleri ile micadele edilmesi, kiltirel islemlerin
yapilmasi, diger hastaliklar bask: altna alan benziothiadizole benzeri kimyasal
uyaricilar ve ajanlarin uygulamasi gibi diger hastaliklart kontrol yontemleri ile
kombine edilmesi durumunda bagar: oraninin artacagim bildirmislerdir.

Broadbent ve ark, (1977) tarafindan Bacillus subtilis A-13 wki lysis edilmis
Sclerotium rolfsii’den izole edilmistir. B. subtilis A-13 major ve mindr patojenleri
bastirarak ve aym zamanda da bitki gelisimini direkt tegvik ederek bitki biiyilmesini
saflamaktadir. Tohum uygulamast sonucunda havuclarda %48, yulaflarda %33 ve
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yerfistifinda %37’nin {izerinde Griin artigt saSlanmugtir.

Hiyarda Erwinia tracheiphila (Smith)’nin neden oldugu bakteriyel solgunluk
hastaliginin yayilmasinda ve inokulasyonda benekli (Diabrotica undecimpunctata
(Howardi Barber) ve ¢izgili (Acalymma vittata (Fabricius)) hiyar bocekleri 6nemti
rol oynamaktadir. Bu nedenden dolay: hastalik siddeti ve bdcegin yogunlugu
arasinda paralel bir iliski oldugu bilinmektedir. Hiyar béceginin beslenmesinde ve
zaraninn artmasinda Cucurbitaceae bitki familyasi bitkilerindeki cucurbitacin gok
etkili olmaktadir. PGPR izolatlanndan P. putida izolat 89B-61, Serratia marcesens
izolat 90-166, Flavomonas oryzihabitans izolat INR-5 ve Basillus pumilis izolat
INR-7 ile yapilan uygulamalar sonucunda hiyar bdceklerinin yogun olarak
bulundugu tarlalarda bakteriyel solgunluk hastahiina karst ¢ok iyi koruma
saglanmistir. PGPR  bakterileri tarafindan olusturulan sistemik kazanttmig
dayamiklilikta bitkinin sekonder olarak {irettigi metabolitlerinden cucurbitacin
birikimi engellenmektedir. Metabolik diizeyde meydana gelen degisiklikle ISR ile
hiyarda cucurbitacin olusumunda azalma meydana gelmektedir. Buradan PGPR’in
tesvik ettigi ISR ile hiyarlardaki bakteriyel solgunluga karsi korumada iki seviye
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi: cucurbitacin sentezinin PGPR ile azaltilmasi
sonucu hiyar bdceklerinin hiyarda beslenmelerinin azalmasi, bdylece patojenin
tasmma oranmnin dismesi, digeri ise PGPR’ler bitkiler tarafindan algilandiktan sonra
patojene karsi diger savunma mekanizmalarmin (mesela fitoaleksin firetimi ve ISR
icindeki diger bilesikler) olusumunun saglanmasidir (Weller, 1988).

PGPR’lar tarafindan iiretilen antibiyotikler baz: bakteriler tarafindan hastalig
baskida tutmada biiylik bir role sahiptirler. Weller (1988} A. radiobacter izolat K84
tarafindan iiretilen Agrocin 84’in A. fumefaciens i baski altina aldigim bildirmistir.

Krishnamurthy ve Gnanamanichkam (1998) P. fluorescens Pfl-14 ki
kullamlarak ¢eltik tohumlarinda yaptiklan ¢alismada tohum uygulamasini takiben 3
defa yaprak uygulamasi yapildifi zaman c¢eltik yanikhidimn tohum yataklarinda
%68.5 baskilandigim tarla denemelerinde ise %59.6 oraninda azaldifim
belirtemislerdir.

Bitki biiylime diizenleyici rizobakterilerden Bacillus pumilus, Serratia

marcescens, Pseudomonas flourescens, P. putida, Curtobacterium flaccumfaciens ve
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Burkholdera gladioli PR1 proteinini aktive ederek P-glucuronidase olusumunu
sajlamis ve sonugta Pseudomonas syringae pv. tomato’nun domateste meydana
getirdigi simptomlarin azalmasina neden olmugtur (Park ve Kloepper, 2000).

Nejad ve Johnson (2000) izole ettikleri PGPR izolatlar ile yaptiklar calismada
uygulamamn tohum ¢imlenmesinde ve fide uzunlugunda azalmaya neden oldugunu
buna kargin tohum uygulamas: yapildiginda iletim demeti yaniklik patojenlerinden
olan Fusarium oxysporum £. sp. lycopersici (Sacc.) ve Verticillium dahliae’nin neden
oldugu hastalik simptomlarinda Snemli azalmalara neden oldugunu saptamislardir.

Chen ve ark, (2000) Pythium aphanidermatum neden oldugu hiyarda tag
¢liriikligiintin cesitli PGPR tarafindan bask: altina alinabilecefini saptamuglardir. P
corrugata 13 veya P. aureofaciens 63-28 uygulamalarinda hiyarda peroksidase (PO)
ve polyphenol oxidase (PPO) aktivitelerinin kéklerde arttugmt ve hiyar kokii bakteri
ile kolonize olduktan sonra P. aphanidermatuma kargi bu enzimlerin artiginmm
saglanarak hastalik gelisminde bir azalma oldugunu gdzlemislerdir.

P.  fluorescens 5014 izolati ve 24-diacetylphloropglucinol {iretme
yetenepindeki 5-2/4 mutandi ile Phythium ultimum’a karst tohum uygulamast
yapildiginda bitki agirh@s artarken hastalik siddeti ve fungal kolonizasyonunu
azalmugtir (Hultberg ve ark, 2000}

Biberde ve domateste Ralstonia solanacearum’a karsi ASM ve rizobakteri
uygulamalarmin etkisi denenmigtir. Rizobakter izolatlarimin uygulanmas: ile en
basarili sonuc elde edilirken Actigard uygulmasinin hastalifs engelleyemedigi rapor
edilmistir (Anith ve ark, 2004).

Kilig-Ekici ve Yuen (2004) Pseudomnas flourescens WCS417r rizobakterisinin
in vitro kosullarda Bipolaris soskiniana’mn konidial geligimini engelledigini
bildirmistir. | |

Serratia sp. (J2), Bacillus sp. (BBl1) ve floresan pseudomonas (J3)’m
domateste Ralstonia solanacearum’un neden oldugu bakteriyel solgunlugu azalttig:
ve {irlinde %180-237 oranlarinda bir artig sagladifz gézlenmigtir (Guo ve ark, 2004).

Biyolojik ¢aligmalarda genelde bir biyolojik ajan tek bir patojene kargi
kullanihir. Birden fazla rizobakteri izolatmin kanstirilmast ile ¢ok sayida patojene
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karst kontrol saglanabilir. Clinkii herbir rizobakteri izolati farkli mekanizma
kullanarak hastaliklara karst bitkileri koruyacaktir (Silva ve ark. 2004).

Son zamanlarda Pseudomonas tiitleri biyokontrol etmenler olarak daha fazla
dikkat ¢ekmektedir. Burr ve ark, (1978) P. flourescens ve P. putida wklarmnt patates
tohumu, gsekerpancant ve turpta da uygulandiklarinda bitki gelisiminin daha iyi
oldugunu bildirmislerdir.

Khalid ve ark, (2003) rizosferden elde edilen rizobakteri izolatlar ile yaptiklar
_calismada bitki boyunun (%9.9), kék sayismin (%32.3), basak uzunlugunun (%6.8),
samanin (%16.1) ve dane afirhiinin (%29) artirdigini rapor etmiglerdir.

Asghar ve ark, (2004) Brassica tiirlerinin rizosferinden izole ettikleri
rizobakteri izolatlaninin Brassica napus L.’un kdk uzunlugunu (%139), siirgiin
uzunlugunu (%78) ve siirgiin agirhigin (%72) arttirdifini rapor etmislerdir.

Bugday rizosferinden elde edilen rizobakteri izolatlarinin yapilan uygulanmalar
sonucu kék uzuntufunu (%17.3), kék kuru agirhigm (%13.5), stirglin uzunlugunu
(%37.7) ve stirgiin kuru agirhiin (%36.3) arttirdig1, ayrica saks: denemelerinde dane

agichgim %14.7 oraminda artinrken tarla denemesinde dane afwhfinda %27.5

oraninda bir artisa olugturduklar: belirlenmigtir (Khalid ve ark, 2004).

Floresan Pseudomonas’larin hektar basina patateste %5-33 oraminda verim
artig1 saglarken, sekerpancarinda hektarda driini 4-8 tonluk arttirabilmigtir. Turp
koklerinde ise floresan Pseudomonas’lar %60-144 arasinda defisen oranlarda artis
saglandif: saptanmugtir (Schroth ve Hancock, 1982)
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3.MATERYAL VE METOD

3.1.Materyal

Survey alami, bolge izolatlari, Dr. Rudolph’da temin edilen (Gottingen,
Almanya) referans kiltiirler (GSPB 224 ve GSPB 1645), Bursa yaghk ve Karaisali
salcalik biber gesitleri tohumlan ve fideleri, besi yerleri, gesitli kimyasallar, ELISA
antiserum ve PCR malzemeleri bu ¢alismada materyal olarak kullaniimsstir.

3.2.Metod

3.2.1.Biber Uretim Alanlarinin Surveyi

Adana, Mersin, Osmaniye, Hatay ve Kahramanmarag illeri ve ilgelerindeki
biber tiretim alanlarina, biber fideleri tarlaya gasirtildiktan iki hafta sonra baglamak
fizere 2002, 2003 ve 2004 yillarinda her 15 gilinde bir arazi gikislari ditzenlenmigtir.
Arazi ¢ﬂu$}annda en az 5 doniim olan {iretim alanlari surveylenmis ve alanin %1-
5'ni temsil edecek sekilde Omekleme yapilmistir. Omekleme yapilan firetim
alanlarinda en az 100 bitki sayilmak {izere hastalikh ve saglikh bitkiler belirlenerek
hastalik yogunlugu hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970).

3.2.2.Biber Bakteriyel Leke Etmeninin izolasyonu

Adana, Mersin, Osmaniye, Hatay ve Kahramanmarag illeri ve ilgelerindeki
biber dretim alanlarindan tipik bastalik simptomu gosteren biber bitkilerinden
yaprak, meyve ve govde Srnekleri alinmugtir. Alinan bitki 6rnekleri gazete kigitlanina
sarildiktan sonra naylon torbalara yerlegtirilmis ve buz kutusu icerisinde muhafaza
edilerek laboratuara getirilmigtir. Hastalikli ve saglikli doku kisimiarimi igeren bitki
pargalari % 70’lik alkol ile yiizeyden dezenfekte edilmis ve icinde 2 ml steril su
bulunan havanlarda ezilmigtir. Elde edilen ekstraktan bir 8ze dolusu siispansiyon
ahnarak Yeast dekstroz kalsiyum karbonat (YDC) besi yerine (Ek 1) ¢izimler
yapimugtir. 25°C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra. gelisen san renkli. koloniler
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saflagtirilmig ve gelecekteki galigmalarda kullanilmak {izere egik olarak hazirlanmig
YDC ortaminda +4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.3.Biber Bitkilerinin Yetigtirilmesi

Patojenite testinde Bursa yaglik biber (Capsicum annuum L.) bitkileri
kullanilmustir. Icinde 3:1 oraminda toprak ve torf kansimi bulunan 25cm capinda
plastik kaplar igerisine tohum ekimi yapilmugtir. Fideler 15-20 giinlik oldugunda
aym har¢ kangim iceren saksilara (8.5x8.5cm) sasirtilmgtir. Bitkiler 25°C sicaklik,
%60-70 nem ve 16 saat aydinlikk 8 saat karanlik kogullardaki klima odasinda
tutulmustur.

3.2.4.Patojenin ml’deki Hiicre Sayismin Belirlenmesi

YDC besi yerinde geligtirilen 48 saatlik bdlge izolatlan ve orjinal kiiltiirler
spektrofotometrede 600nm 0.2 Jl¢im degerine ayarlanarak siispansiyonlar
hailrlénmxsnr. Elde edilen siispansiyonlardan 100pu] alinarak igerisinde 0.9 ml steril
su bulunan tiiplerde -7’¢ kadar seri sulandirmalar vapilmigtir. Her bir sulandirmadan
igerisinde YDC besi yeri bulunan petrilere 100ul siispansiyon koyulmug ve bir baget
yardimi ile ortam {izerine yayilmusgtir. Her seyreltme igin {i¢ adet petri kullanitmistir.
25°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra petriler gelisen koloniler sayilarak ml’deki
hiicre yogunlugu hesaplanmigtir (Klement ark, 1990).

3.2.5.Xav’mm Tam Testleri
3.2.5.1.Koleni Gelisimi
3.2.5.1.(1).YDC Besi Yerinde Gelisim
YDC besi yerine gizilen biber bakteriyel leke izolatlart ve orijinal bakteri

‘kiltiirleri 48-60 saat 25°C’de inkiibasyondan sonra sari koloni gelisimine gore
degerlendirilmigtir (Lellito ve Stead, 1987).

26 -



3.MATERYAL VE METOD Mustafa MIRIK

3.2.5.1.(2).Nutrient Agar Besi Yerinde Geligim

Nutrient Agar (NA) besi yerine (Ek 1) gizilen biber bakteriyel leke izolatlar ve
orijinal bakteri kaltiirleri 48-60 saat 25°C’de inkiibasyondan sonra a¢ik san koloni
gelisimine gore degerlendirilmigtir (Schaad, 2001).

3.2.5.1.(3).Tween B Besi Yerinde Gelisim

Tween B besi yerine (Ek 1) ¢izilen biber bakteriyel leke izolatlar1 ve orijinal
bakteri kiiltiirleri 7-14 giin 25°C’de inkitbasyondan sonra dairesel timsek beyaz
kristalize bir alanla gevrili san1 koloni geligimine gére degerlendirilmigticr (McGuire
ve Jones, 1986).

3.2.5.1.(4).CKTM Besi Yerinde Gelisim

CKTM besi yerine (Ek 1) izilen biber bakteriyel leke izolatlari ve orijinal
_ bakteri kiiltiirleri 7-14 giin 25°C’de inkitbasyondan sonra dairesel tilmsek ¢evresinde
temiz bir hale bulunan sar1 koloni gelisimine gore degerlendirilmigtir (Sijam ve ark,
1991, 1992).

3.2.5.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Taze hazrlanan %3°lak potasyum hidroksit solisyonundan lam @izerine bir
damla damlatildiktan sonra biber bakteriyel yaprak leke izolatlanmin 48 saatlik
kiltirinden platin Ozeyle alman bakteri, solisyona dairesel hareketlerle
kangtiriougtir. 15-20 saniye sonra 6ze yukan kaldinldiginda viskoz, yapigkanims:
bir slinmenin olugmas: gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990). Pozitif
kontrol olarak Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (GSPB 382) kiiltiirii
kullaniimugtir,
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3.2.5.3.0ksidaz Testi

Taze hazirlanan %1°lik N; N; N; N° - Tetramethyl- 1.4 phenylene diammonium
diclorid erigi steril filtre kagidina damlanlmigtir. Biber bakteriyel leke izolatlannin
48 saatlik kiiltiirii platin 6ze ile 1slak kurutma kagidina ¢izildiginde 10 saniye iginde
olusan koyu mor renk pozitif olarak degerlendirilmigtir (Kovaks, 1956). Pozitif
kontrol olarak Pseudomonas cichorii (GSPB 2097) kilttrl kullanilmigtur.

3.2.5.4.0ksidasyon/ Fermantasyon Testi (O/F)

Litrede 2g pepton, S5g NaCl, 0.3g KH,PO4, 3g agar, 3ml %1’lik
bromothymolblue igeren ortam hazirlandiktan sonra tiiplere 5’er ml konulmustur.
Otoklavdan sonra 50°C’ye kadar sogutulan tiiplerin her birine soguk sterilizasyon
yapilan %10’luk glikoz soliisyonundan 0.5 ml ilave edilmigtir. Taze geligtirilmis 48
saatlik biber bakteriyel leke izolatlar: ve orijinal bakteri kiiltiirleri ile nokta asilama
yapllrmstn'; Her izolat igin 6 tiip kullanilmugtir. Bu tiiplerden tigiine 1 ml steril 1hk
vaspar (Bir 6l¢ii vaselin {i¢ 8l¢ii parafin kanisimi) konarak yiizeyi kapatilmus diger
figiine higbir ekleme yapilmamigtir. 25°C’de 5-6 gilinliik bir inkiibasyondan sonra
ortam renginin sanya donmesi pozitif olarak degerlendirilmigtir (Sands, 1990).
Pozitif kontrol olarak Erwinia amylovora kiltiirleri, negatif kontrol olarak
agilanmanug besi yerleri kullamlmusgtir,

3.2.5.5.Nisasta Hidrolizasyonu

Nisastanin hidrolizasyonu 'iq:in litrede 23gr nutrient agar igeren besi yeri
icerisine %2 oranminda eriyebilir nisasta ilave edilmigtir. Bunun icin 10-20ml distile
suda eritilen nigasta 1sitilarak ¢oziildiikten sonra nutrient agara ilave edilmis ve
121°C°de 15 dakika otoklav edilip steril petrilere dokilmiistiir. Besi yerine ¢izilen
biber bakteriyel leke izolatlani ve orijinal bakteri kiiltiirleri 7-14 giin 25°C’de
inkiibasyondan sonra kiiltiirler {izerine lugol erigi (1g iyot ve 2g KI 300ml distile
suda eritilmistir) d6kitlmigtiir. Nisastanin hidrolizasyonu serit seklindeki bakteri
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kolonisinin etrafinda meydana gelen boyanmamig alanin izlenmesiyle saptanmigtir,
Pozitif kontrol olarak Xcv (GSPB 224) ve negatif kontrol olarak Erwinia caratovora
subsp. caratovora (GSPB 1405) kullamlmigtir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.5.6.Katalaz Testi

Litrede 23g nutrient agar ile hazirlanan ortam 121°C’de 15 dakika otoklav
edildikten sonra petrilere dokiilmigtiir. 36-48 saatlik biber bakteriyel leke izolatlar:
ve orijinal bakteri kiltitrleri ile zigzag seklinde agilanan petriler 25°C’de 24 saat
tutulduktan sonra {izerlerine 1ml %3’lik hidrojen peroksit ddkiilmiistiir (soliisyon
taze olarak hazirlanmamig ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmigtir). Pozitif
reaksiyonda birkag saniye iginde katalaz aktivitesi sonucu agifa ¢ikan oksijen
kabarciklan gozle goriilmiigtiir. Pozitif kontrol olarak Xamthomonas campestris pv.
vesicatoria (GSPB 224) kullanilmustir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.5.7.Hareketlilik Testi

Litrede 10g tryptone, 5g NaCl ve 5g agar (pH:6.8-7.2) igeren ortam tiiplere 5’er
ml konulmus ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Ortam yar katt formdadsr.
Oze ile ¢izgi geklinde yapilan inokulasyondan sonra 25°C’de inkiibe edilmistir.
Inktibasyonun 8, 24 ve 48 saatlerinde degerlendirme yapilmistir. Inokulasyon
bolgesinden cevreye dofru yayilmis bir koloni pelisimi gozlenmesi pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Pozitif kontrol olarak Erwinia caratovora subsp. caratovora
(GSPB 1405) izolat: kullanilmugtir (Schaad ve ark, 2001)

3.2.5.8.Levan Olusumu
Nutrient Agar ortamina %5 oraninda Sakkaroz cklenerek hazirlanan Sakkaroz

nutrient agar (SNA) besi yerine (EK 1) biber bakteriyel leke ve aday PGPR izolatlan
cizildikten sonra 25°C’de 3-4 giin inkilbe edilmigtis. Kalin, beyaz, konveks, mukoid
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koloniler pozitif olarak degerlendirilmigtir (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol
olarak Erwinia amylovora kiiltiirit kullansimastir.

3.2.5.9.Pektolitik Aktivite Testi

Patateslerin yiizeysel sterilizasyonu igin 6nce deterjanh suda fircalanarak
yikamis ve daha sonra %1’lik NaOCI'da 3 dakika bekletilmigtirr. NaOCl'yi
uzaklagtirmak i¢in 3 kez steril saf su ile durulanmigtir. Bu islemden sonra steril bir
bisturi ile kabuklant soyulmugtur. Steril islak filtre kagidi iceren steril petri icine
kabugu soyulmug bir cm kalinligindaki patates dilimleri yerlestirilmigtir. Bir 6ze
dolusu kiiltliri patates dilimi {izerine bulagtinlmistir. 25°C’de iki giinlik
inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmigtir. Inokule edilen bolgedeki yumusama
pozitif olarak kabul edilmigtir. Pozitif kontrol olarak Erwinia caratovora subsp.
caratovora (GSPB 1405) kullanilmugtir {Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.5.10.Tiitlinde Agirs Duyarhilik Testi

Tiitlin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi yapraginin alt yiizeyine damar
aralarma biber bakteriyel leke izolatlannmn 10° hiicre/ml yopunlugundaki
slispansiyonu bir enjektdr yardimu ile infiltre edilmigtir. 24-48 saat sonra inokule
edilen alanlarda olusan nekrotik gdriintim pozitif olarak kabul edilmigtir (Klement ve
Goodman, 1967). Pozitif kontrol olarak P. cichorii (GSPB 2097) kiiltiiri
kullanitmistir,

3.2.5.11.Patojenite Testi

Elde edilen bakteri izolatlari ile 3-5 yaprakli dénemdeki Bura yaglik ¢esidi
biber bitkileri kullanilarak patojenite testleri yapilmigtir. Bunun icin 36-48 saatlik
bakteri kiltiirlerinden hazirlanan 10° hiicre/ml yopunlugundaki siispansiyon yaprak
alt ytizeyinden epidermise enjekte edilmigtir. Pozitif kontrol olarak GSPB 224 ve
GSPB 1645 kiiltiirleri, negatif kontrol olarak ise saf su kullanslmistir. Inokule edilen
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bitkiler klima odasina yerlegtirilmig ve yilkksek nem saBlamak amaciyla 24 saat
stireyle slak polietilen torba icerisinde tutulmustur. Degerlendirme inokulasyondan
7-10 giin sonra yapraklardaki tipik leke olusumuna gdre yapilmistr (Jones ve ark,
1981). ‘

3.2.5.12.Xav lzolatlarmn Bakir Siilfat ve Streptomisine Karg:
Dayamkhlikiarinin Belirlenmesi

Taze hazirlanan SPA besi yeri (Ek 1) otoklav edildikten sonra 50°C’ye kadar
sogutulmus ve igerisine bakir siilfat (30, 100, 150 ve 300 ppm) ve streptomisin (25
ve 100 ppm) ilave edilerek ve petrilere dokiilmiigtiir. Besi yerine ¢izilen biber
bakteriyel leke izolatlann ve orijinal bakteri kiltlirlerinin 7-14 giin 25°C’de
inkilbasyonundan sonra geligimine bakilarak degerlendirilmigtir -(Ritchie ve
Dittapongpitch, 1991).

3.2.6.Molekiiler Tam
3.2.6.1.Xav izolatlarimin DAS-ELISA Testi ile Tamisi

Das-ELISA testi Febres ve ark, (1996)’na gore yapilmigtir. Yapilan ELISA
testlerinde kullamlan plakalarin her birinde ticari ELISA kiti ile bazir gelen negatif
ve pozitif kontrol kullamlmigtir. Negatif kontroliin iki kati ve daha fazla absorbans
degerini (>2x) veren sonuglar pozitif olarak degerlendirilmigtir,

Arazi ¢ikiglani sonucu toplanan hastalikh bitki omeklerinden yapilan )
izolasyonlar sonucu elde edilen izolatlar Loewe marka ticari kit (Katalog No: 07 131
ile testlenmigtir. Bu amagla yapilan DAS-ELISA yonteminde firmamin belirttigi
sartlara da dikkat edilmistirr DAS-ELISA testinde izlenen prosediir asafida
verilmigtir

Kaplama tamponu (Ek 2) iginde sulandinlan gama globiilinden ELISA
plakasindaki her ¢ukuruna 200ul konmus ve plakanin fizeri kapatlarak 37°C’de 4
saat ink{ibe edilmigtir.
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Inkiibasyondan sonra yikama tamponu (Ek 2) ile tim cukurlar ii¢ kez
yikanmigtir. Yikama tamponu 3 dakika siire ile gukurda bekletilmis ve aniden ters
cevrilerek plaka bosaltilmis ve 6-8 kat kagit havlu Gzerine vurularak kurumas:
saglanmustir.

Her bir cukura Omek tamponu iginde hazirlanan testlenecek bakteri
siispansiyonundan 3 tekrarli olmak iizere 200pl yerlestirilmigtir. Plaka {izeri
kapatilarak 37°C’de 4-6 saat veva 4°C’de bir gece boyu inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi plaka, gukurlar aras: kansma olmayacak sekilde dikkatlice
yikama tamponu ile ¢ kez yikanmigtir.

Konjugate tamponu (Ek 2) ile optimum kullanilacak konsantrasyona goére
sulandinilmig konjugattan her bir ¢ukura 200ul konmus ve plaka 30°C’de 4-6 saat
veya 4°C’de gece boyu inkiibasyona birakilarak yikanmugtir

Subtrat tamponu (Ek 2) ile taze olarak hazirlanan substrattan (0.75-1.0 mg/mi
p-nitrophenyl phosphate) her bir ¢ukura 200ul konmug ve 30-60 dakika veya gerekli
oldugunda daha uzun siire oda sicakhifinda karanlikta inkiibe edilmistir.

Titertek Multiscan marka ELISA plate okuyucusunda 405 nm dalga boyunda
plaka cukurlarinin absorbans degerleri belirlenmigtir. Daha sonra devam eden
reaksiyon 50pl 3N NaOH ile durdurulmugtur.

3.2.6.2.Xav Izolatlarmn PCR Teknigi Ile Tanist

Elde edilen Xav siipheli izolatlar ve GSPB 224 ile GSPB 1645 kodlu referans
izolatlarn DNA’si De Boer ve Ward (1995)’a gore izole edilmistir. Bu yontemde
izlenen prosediir agagida verilmistir. |

1. Bakteri izolatlart 9 ml Nutrient broth stv1 besi yerine (Ek 1) astlanarak 24
saat gelistirilmigtir.

2. Bakteri siispansiyonundan 1ml steril ependorf tiipiine alinmis ve tiiplerin
agirliklar: dengelenerek 14.000rpm’de 20dak. santriflij edilmigtir.

3. Pellet ahinarak siipernatant atilmstir. Pelletin {izerine hiicre parcalanmasini
saglamak {izere %I1’lik SDS+TAE bufferdan (Ek 3) 100ul eklenmis ve tip
kanigtiricisinda kanigtiriimistir.
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4. Tupler 50°C’deki su banyosunda 3 saat bekletilmistir.

5. 7.5M Amonyum asetat (Ek 3) (1 dlgege yanm 6lgek olacak sekilde)
eklenerek kangtiriimugtsr.

6. 14.000rpm’de santrifiij yapilarak amonyum asetat artiklanmn altta
toplanmas: saglanmustir. Uste kalan DNA kesik bir pipet ucu ile alinmus (yaklagik
130ul) ve yeni bir ependorf tlipline aktarilmigtir.

7. Buna esit miktarda (yaklagik 130ul) derin dondurucuda sofutulmus
isopropanol eklenmistir. Tipler derin dondurucuda 45dak. bekletilmistir.

8. 10.000rpm’de 10dak. santrifiij yapilarak pellet alinmistir.

9. Sogutulmus %70°lik alkolden 100ul ependorf tiiplerine eklenmis ve
10.000rpm’de 10 dak. santrifiij yapilarak alkolle yikama yapilmistir.

10. Ependorf tiiplerinden alkol d6kiilmiis ve steril kabinde bir saat kurumaya
birakilmistar.

11. Ependorflar igerisine 40 ul bidistile su (ddH,0) konarak tiip kanigtincisinda
kangtinimastir. .

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

PCR c¢aligmasi Leite ve ark, (1995)’e gore yapilmugtir. Calisma, reaksiyon tiipii
adi verilen 0.5ml’lik ince duvarlt eppendorf tiiplerde toplam hacmi 25ul olan
reaksiyon kangimmin kullanilmasiyla gergeklestirilmigtir. Reaksiyon kangiminin
icerigi Cizelge 3. 1’de verilmistir.

Cizelge 3.1.PCR isleminde kullanilan reaksiyon karigimn icerigi

Reaksyon Karistmmnn Icerigi Miktar: (ul)
PCR Master Mix (Promega, M7502) 125
20pmole RST9 primer 2.0
20pmole RST10 primer 2.0
H,0 (Nuclease free water) 6.5
g-DNA 2.0
Toplam 25
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Kullanilan Primerlerin diziligleri syledir:

RST9 :5-GGCACTATGCAATGACTG-3’

RST10 :5-AATACGCTGGAACTGCTG-3’

Thermalcycler cihazinda (Genius Marka) kullamilan program Cizelge 3.2°deki
gibidir.

Cizelge 3.2.PCR islemi igin kullanilan program

Program adimlar Sicakhik (2C ) Siire(dak)
1 Ik denatiirasyon 93 2
2  Denatiirasyon 94 1
3  Primer annealing 55 L5
4  Extention 72 1
5 (2,3,4)x30 Dongii
6 Final extention 72 10
7 Beklemede 4 Siiresiz

Elde edilen bakteri DNA’sinin ve PCR firiinlerinin Agarose jel elektroforezine
yonelik calismalar Sambrook ve ark, (1989)’a gore yapilmistir. Bunun ig:in' 0.9g'
agarose 90ml 1XTAE (Ek 3) tamponuna konularak mikrodalga firinda eriyinceye
kadar kaynatilmistr. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulan soliisyon, taraklar
yerlestirilen jel tepsisine dSkiilmiigtlir. Agaroz jelin donmasindan sonra jel tank
icerisine jeli Ortiinceye kadar 1XTBE buffer (Ek 3) konmustur. Daha sonra ek
koymak i¢in kullanilan tarak dikkatlice gekilerek gikartimugtir. Bu sekilde hazirlanan
agaroz jel ¢ukurlarina 3ul loading buffer (Ek 3) ve 12ul PCR {iriintt karisim bir
mikropipet yardim ile dikkatlice verilmigtir. Molekiiler agirlik igaretleyici (Marker)
olarak 100bp DNA isaretleyici (Marker, Fermentos SM 0623) kullanilmigtir.
Elektroforez tankinda agroz jeldeki drnek hiicrelerin bulundugu yer giic kaynagimin
negatif (-) kutbuna denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve PCR iirtinleri 100V elektrik
akiminda yaklagik 1 saat stire ile yliriitiilmiigtiir. Bantlarin goriillmesi i¢in ethidium
bromiir ile (10mg/ml) 10 dak. boyama yapilmig ve bunu takiben 15 dak. saf su ile jel
yikanarak transliminatdrde (302nm) bantlar incelenmis ve fotograflanmugtir.
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3.2.6.3.Xav izolatlannmm Yag Asit Profillerinin Belirlenmesi:

Calismanin bu kism Atatiick Universitesi Biyoteknoloji Aragtirma ve
Uygulama Merkezinde (Erzurum) Dog. Dr. Fikrettin SAHIN damgmanhiginda
vapiimistir. Calismada kullamlan PGPR izolatlan De Boer ve Sasser (1986)’in
yontemine gore hazirlanmig ve yag asit metil ester profilleri gaz kromotogrofisi
(HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA) ile birbirinden aynlarak tanilanmastir.
Izolatlarin yag igeriklerini tamlamak igin 4 farkh ¢Szelti kullamlmugtir, Tirlerin
tanisinda Mikrobiyal Identifikasyon Sistemin (MIS version 4.5, Microbial ID, Inc.,
Newark, DE) bilgisayar programi kullamlmugtir. Elde edilen yag asit oranlars ile
yapilan kiime analizi ile izolatlar arasinda bulunan akrabalik dereceleri belirlenmistir.
Calismada asagidaki prosediir izlenmigtir.

Tryticase soy agar (TSBA) besi yerine (Ek 4) 4 fazh sekilde ¢izilen izolatlar
25°C’de 24 saat gelistirilmigtir. Geligtirilen bakterinin 3. ve 4. fazindan toplanarak
agz1 teflon kapakhi steril cam tiiplere konmugtur, Hiicreleri pargalamak igin her bir
test tiipiine Iml ¢dzelti 1’den (Ek 4) eklenmigtir. Tiipler 10 saniye calkalandiktan
sonra 100°C’deki su banyosunda 5 dakika bekletilmigtir. Cikartilan tiipler tekrar 10
saniye daha calkalanmigtir. Daha sonra 100°C’deki su banyosunda 25 dakika
bekletilmigtir. Bu iglemle bakteri hiicreleri parcalanarak yag asitlerinin serbest
kalmas: saglanmugtir, Test tliplerine 2ml ¢8zelti 2°den (Ek 4) eklenip 10 saniye
calkalandiktan sonra tiipler 80°C’deki su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bunu
takiben tiipler -20°C’de 10 dakika tutulmugtur. Bu islem ile serbest yag asitlerine
ester baglar ile metil eklenerek yag asitlerinden yad asit metil esterleri elde
edilmigtir. Bu durum yag asitlerine yiksek sicakikta buharlasma ozelligi
kazandirmaktadir, Sogutulmus tiiplere 2.5ml ¢ozelti 3 (Ek 4) eklenerek 5 dakika
tipler ¢alkalanmigtir. Bu agamada tiiplerin alt kisminda asidik, @ist kismunda da
organik sivi fazlar1 olmak {izere iki ayn faz olugmustur. Pastdr pipet kullanilarak
tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmig ve organik faz toplanmugtir. En son asamada
ise her tiipe 3ml ¢dzelti 4 (Ek 4) ilave edilerek 5 dakika g¢alkalanmigtir. Daha sonra
tiipler 10 dakika oda sicakhifinda bekletilmigtir. €6zelti 4 bazik bir solusyon olup
serbest yag metil esterlerinin daha fazla saf olarak elde dilmesini saglar. Bu
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asamadan sonra tiipler igerisinde yine iki farkl faz olusmustur, Ust fazda toplanan
yag asit metil esterlerini iceren faz, pastdr pipet ile alinarak 2ml'lik gaz
kromotografisi tiiplerine aktanlmig ve agizlan sikica kapatilmistir. Tiipler MIS cihaz
(HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA) fizerindeki drnek depolama birimine
yerlestirilmis ve daha sonra Mikrobiyal Identifikasyon Sistemin (MIS) bilgisayar
paket programu kullamilarak (Shelock MIS version 4.5 Microbial ID. Inc. Newark,
Delaware) her izolat tamlanmustr, izolatlarn yag asit tiirleri ve % oranlarina
bakilarak istatistiki analizler yapilmis ve aritmetik ortalamalan ve standart sapmalan
hesaplanmustir.

3.2.7.PGPR izolasyonu ve Tamis:

PGPR izolasyonu: PGPR'lerin izolasyonu igin Adana, Mersin, Osmaniye,
Hatay ve Kahramanmaras illerinde biber firetimi yapilan alanlarda, bitki kok bélgesi
topragindan 6mekler alinmistir. Biber dretim alanlarninda &mek abirken firetim
alamnda diger bitkilere gore daha iyi geligmis bir goriiniimde olan bitkiler dikkate
alinmistir (Sekil 3.1.). Segilen bitkilerin kik bogazindan kileal kikler de dahil olmak
fizere toprak dmekleri ahinmigtir, Bir firetim alanindan Smekleme yapilirken, tiretim
alaminda bir zigzag yapilarak alamn tamamim temsil etmesine 6zen gosterilmistir.
Toplanan mekler dnce kese kafidina sonra plastik torbalara konularak buzluk
igerisinde laboratuara getirilerck bunlardan bakteri izolasyonlan yapilmistir.

= TR o TER L P
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Toprak ve kok izolasyonu Freitas ve ark, (1997) ile Rangarajan ve ark,
(2003Y’e gore yapilmustir. Toplanan toprak Ornekleri laboratuar kogulunda iyice
kurutulmus ve daha sonra 0.2mm delik biiyiikligine sahip toprak eleginden
gegirilmistir. Bu sekilde hem yabanci maddeler topraktan uzaklagtiribrmg hem de
iiretim alanindan alinan topraklar homojen bir gekilde kangtirilmigtir. Homojen
olarak karistirilan elenmig toprak rneklerinden 10gr alinarak 90ml fosfat buffer-tuz
tamponu (PBS)YEk 2) icerisinde oda sicakhfinda iki saat calkalanmigtir.
Stispansiyondan 1ml alinarak icerisinde 9m} saline buffer (% 0.85 NaCl) bulunan
tﬁplefde seyreltme serileri hazirlanmgtir ve 4, -5 ve -6 seyreltmelerden 100ul
alinarak 3 tekerriirlii olarak King B besi yerine (King ve ark, 1954) (KB) (Ek 1)
ckimler yapilmigtir, 25°C’de 48 saat inkilbasyondan sonra petrilerdeki koloni
gelismeleri incelenerek farklt morfolojik gelisim gdsteren kolonilerden saflagtirma
yapilmugtir.

Saflagtirilan izolatlarin King B besi yerinde gelisimi, potasyum hidroksit testi,
oksidaz reaksiyonu, levan olusumu, patates dilimlerinde pektolitik aktiviteleri,
tiittinde asin duyarlilik reaksiyonu 3.2.5°de anlatildif1 gibi PGPR izolatlan iginde
aym testler uygulanmstyr. Tiitlinde agin duyarlilik reaksiyonu ve patates dilimlerinde
pektolitik aktiviteleri pozitif olan izolatlar deneme disi birakilmugtir. Elde edilen
izolatlar sonraki ¢ahismalarda kullamimak Gzere 4°C’de YDC besi yerinde
saklanmgtir

Calismanin bir sonraki adimi olan fosfati indirgeyen bakteriler secilmis ve
onlarm tamilart 3.2.6.3’deanlatildifs gibi FAME analizleri yapilmugtir.

Aday PGPR Izolatlarmmn Segimi: Elde edilen aday PGPR izolatlan arasinda
secim fosfati indirgeme Gzelliklerine gbre yapimigtir. TOplere hazirlanan NBRIP
(National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium) sivi besi yerine
(Ek 1) (Nautiyal, 1999) izolatlar i¢ tekerritrli olarak agilanmms, 14 giin 25°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Spektrofotometrede 400nm’de absorbans degerleri
dlciilerek kaydedilmigtir. Inkubasyon sonunda koyu mavi renkte olan srvi besi
yerinde renk agilmasina neden olan ve absorbans degerleri en kiigiik olan izolatlar
aday PGPR olarak secilmigtir.
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Ayrica en diiglik absorbans deferini gOsteren 3 izolatin Freitas ve ark,
(1997)’na gbre fosfati ¢6zme miktarlar: belirlenmigtir. Bakteri izolatlart 125 ml siv
patates dekstroz yeast sivi besi yerine agilama yapilmis ve 125devir/dakika 27°C’de
24 saat galkalanarak gelistirilmistir. Buradan 1 ml alinarak 125 ml RPAM (04 gr
KoHPO+, 0.5g (NH4):S804, 0.05¢ MgSO,; 7H,0, 0.1g MgCh, 0.01lg FeCli,0.1g
CaCl,, 1g peptone, 1g yeast ekstrakt, 1g glikoz, %0.5 (w/vol-1) bromtylmol blue)
besi yerine ti¢ tekrar olarak astlama yapilmustir. Karanhk ortamda 27°C ve
125dev/dak besi yeri ¢alkalanmugtir. 0., 2., 3., 6., 8., 9., ve 15. giinlerde 10 ml
alinarak 5000g’de 15 dakika santrifuj edilmig ve siipernatant alinmistir. Elde edilen
supernatant 0.45um filtreden gegirilmigtir. Bunu igin 1ml kiltir Iml 25mM p-
nitrophenyl phosphate ve 4.0ml buffer eklenmis ve 1 saat beklenmistir. Daha sonra
1.0ml 0.5M CaCl, ve 4 ml 0.5M NaOH eklenerek karisim Whatman No:2 filtre
kagidindan gegirilerek olugan sart renk 410 nm’de Slgim yapilarak ¢dziinen fosfat
miktar1 belirlenmigtir.

3§2.8.Secilén PGPR izolatlarmin Antagonistik ve Siderefor Etkilerinin

Testlenmesi —

Adana, Mersin, Hatay, Osmaniye ve Kahramanmarag’tan elde edilen 189 adet
aday PGPR izolatlari KB besi yerinde bakteriyel leke etmeni Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria’ya kargt antibiosis etkileri Krishnamurthy ve
Gnanamarickam (1998) ve siderefor etkileri ise Kloepper ve ark, (1980) ile Bora ve
Ozaktan (1998)’a gére testlenmigtir (Sekil 3.2).

KB besi yerine aday PGPR izolatlari ¢izilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. 24 saat sonra aday PGPR’ye dik olacak sékilde dort farkls noktadan
bakteriyel leke etmeninin ¢izimi yapilmis ve petri tekrar 25°C’de inkiibe edilmistir.
inkiibasyondan 96 saat sonra aday PGPR izolatlariin Xav geligimine olan etkileri
engelleme zonlari Slglilerek degerlendirilmistir. Bu deneme #ic tekerriirlit olarak

yiiriittlmigtir.
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> Aday PGPR

Hastalik etmeni

Sekil 3.2. Aday PGPR izolatlarmmn ve hastalik etmeninin petri kabindaki ekim
deseni

Antibiyosis etkinin belirlenmesinde oldugu gibi izolatlar aynm1 yontemle Xav’a
testlenmistir. Ancak besi yeri olarak litreye 80uM Fe™ eklenmis KB besi yeri
kullanilmigtir,

3.2.9.PGPR’lerin Xav Uzerine Etkisi

Fosfat: indirgeme yetenegine gbre segilen 3 aday PGPR izolatlannin (M1-3,
M3-1 ve H8-8) tekli, ikili ve {iclii kombinasyonlann kullamlarak saksi ve tarla
denemeleriyle bu izolatlarin bakteriyel leke hastalifina etkisi aragtinlmistir.

Saks:1 Cahymasi: Deneme 2002 yilinin Mayis Haziran aylan arasinda 3.2.3’de
belirtilen kogullardaki klima odasinda yapilmigtir. Caligmada fideleri tarafimizdan
yetigtirilen “Bursa Yaghk” cesidi biber bitkileri kullamlmigtir. Cahigma tesadtf
parselleri deneme desenine gére kurulmus, 6 tekrarli ve her tekrarda bir bitki olacak
sekilde planianmgtir.

Aday PGPR izolatlarmn 24-36 saatlik kalttirinden 10'! hiicre/ml (Ag0:0.1)
yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmigtir. Izolatlarin ikili ve figli kangimlan
hazirlamirken her birinden egit hacimde alimmgtir. 4-5 yaprakh donemdeki biber
fideleri saksilarindan ¢ikarlmugtir, Hazirlanan PGPR siispansiyonu igerisinde 15
dakika daldirildiktan sonra fideler tekrar saksilara aktanlmigtir, Kontrol olarak 6 bitki
gesme suyu icerisine 15 dakika daldinlmigtir. Uygulamadan bir hafta sonra XCVA4-
4 kodlu patojenin 36-48 saatlik kiilttirtinden hazirlanan 10° hticre/m! (Ag00:0.2)
yogunlugundaki stispansiyondan 1ml almip steril bir enjektdrie kontrol uygulamasi
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dahil tiim bitkilerin yapraklarindan inokulasyon yapilmugtir.  Patojen
inokulasyonundan sonra fideler 24 saat nemli polietilen torbalarda muhafaza edilerek
nem ¢emberi olusturulmugtur. Negatif kontrol olarak 6 bitkiye hicbir uygulama
yapilmamustir. Bitkiler her glin kontrol edilmig ve hastalik ¢ikist takip edilmigtir.
Hastalik ¢ikisi 0-5 skalasina (0:Herhangi bir simptom yok, 1:Birkag nekrotik leke,
2:Birlesmis bircok leke, 3:Siddetli hastalik simptomu, 4:0lii yaprak ve yaprak
dokiimii, 5:Bitki Oliimd) gore degerlendirilmis ve izolatlar arasindaki farklar
ANOVA (Duncan p<0.05) testine gore belirlenmis, uygulamalarn etkinligi ise %
Abbott formiiliine gére hesaplanmugtir.

Tarla Cahymasy: Tarla denemeleri Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Aragtirma ve Uygulama Parselinde 500m?’lik alanda 2003 ve 2004
yillarimin Mayis-Eylill aylart arasinda viiriitiilmistiir. Calisma tesadiif bloklar
deneme desenine gre 6 tekrarh ve her tekrarda 9 bitki olacak sekilde planlanmustir,
Calismada “Karaisali sal¢calik™ biber ¢esidi kullamilmistir. Fideler ticari bir fidelikten
satin alinmig ve hepsinin hemen hemen aym boyda ve gelisim diizeyinde olmasma
6zen gosterilmistir. Viyoller icerisinde gelen fideler 15 dakika 10" hiicre/ml
yogunlugundaki aday PGPR siispansiyonunda daldinlmig ve tarlaya sasirtilmigtir.
Kontrol parselindeki bitkiler ise ¢esme suyuna daldinlmustir. Bir hafta sonra tiim
bitkiler 1ml 10® hiicre/ml yogunlugundaki patojen stispansiyonuyla yapraklardan
injeksiyon yb&ntemiyle inokule edilmigti. PGPR uygulamasi yapilmadan ¢esme
suyuna daldirilan bitkilere patojen inokulasvonu yapilarak pozitif kontrol parseli
olarak deferlendirilmistir. Bir parseldeki bitkilere ise hi¢bir uygulama yapilmamig ve
negatif kontrol olarak birakilmistir. inokulasyondan sonra bitkiler giinlik olarak
incelenmis ve pozitif kontrol parselindeki bitkilerde hastalik simptomlari gﬁzlem’nce.
0-5 skalasina gdre degerlendirilmis ve izolatlar arasindaki farklar ANOVA (Duncan
p=<0.05) testine gore belirlenmis, uygulamalann etkinligi ise % Abbott formiliine

gore hesaplanmigtir,
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3.2.10.PGPR Izolatlarinin infekteli Biber Bitkilerinde Bitki Biiylimesine
Etkisi

Sakst denemesi ve iki yillik yapilan tarla galigmalarinda PGPR izolatlarmin
bitki biiylimesine etkisini saptamak icin kontrol parselindeki bitkilerle, PGPR
uygulamas: yapilmug bitkilerin boylari, gévde gaplar, bitki yas agirliklan, bitki kuru
agirhiklari, kok uzuntuklari, kok kuru agurliklan, verimleri, meyve boylarn ve meyve
sayilan Olgiilerek deferlendirilmigtir. Kuru agirlik verileri alinirken bitkiler kese
kagtlarina koyularak 80°C’deki etiivde bir gece kurutulmustur (Nejad ve Johnson,
2000).

Tarla ¢alismasinda fidelerin boylart 15 giinde bir &lglilerek kaydedilmistir,
PGPR uygulamasindan 150 gilin sonra bitkiler skiilerek bitkilerin; yesil aksam
agirhiklarnna, kuru afirh@ina, kok yag agirhiklarina, kék kuru agirliklarina, kék
uzunluklanna, gévde ¢apr ve verime olan etkisi degerlendirilmigtir. Elde edilen
sonuglar ANOVA (Duncan p<0.05) istatistiki analizlerle degerlendirilmis ve
uygulamalar arasindaki fark saptanmugtir.

3.2.11.PGPR izolatlarmin Saghkh Biber Bitkilerinde Bitki Biiyiimesine
Etkisi
Fosfat1 indirgeme yetenegine gore segilen 3 aday PGPR izolatlarinin (M1-3,
M3-1 ve H8-8) tekli, ikili ve iiclii kombinasyonlar: kullanilarak viyol, sakst ve tarla
denemeleriyle bu izolatlarm bitki bliylimesine etkisi aragtirtlmugtir.

Viyol Calismasi: Deneme 2002 yilmin Ocak-Mayis aylan arasinda 3.2.3’de
belirtilen kosullardaki klima odasinda yapilmugtir. Viyollere steril torf koyulmug ve
her bir gukura iki adet “Bursa yaglik” biber tohumu ekilmigtir. Her viyol
cukurlanindan ¢ikan fidelerden farkli boyda olanlar sokiilmiis ve benzer gelisim
gosterenler denemeye dahil edilmistir. 24-36 saatlik aday PGPR izolatlanindan 10"
hiicre/ml yofunlufunda sfispansiyonlar hazirlanmig ve fidelerin yapraklarina
piiskiirtiilmiigtiir. Uygulama haftada bir aynt giin ayni saatte olmak {izere 10 hafia
stireyle tekrarlanmugtic. Kontrol olarak kullamilan bitkilere ise ¢esme suyu
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piiskiirtiilmiistiir. Bu siire sonunda bitkiler s6kiilerek bitkilerin; bitki boyuna, gévde
¢apina, yaprak sayisina, yaprak alamna, bitki kuru agirhifina ve kék kuru agirhigma
etkisi belirlenmigtir (Zhang ve ark, 1997; Garcia ve ark, 2004). Kuru agirlik verileri
alinirken bitkiler kese kagitlarna koyularak 80°C’ deki etiivde bir gece kurutulmustur
(Nejad ve Johnson, 2000). ANOVA (Duncan p<0.05) istatistik testi ile izolatlar
arasindaki farklar belirlenmigtir

Saksi Cahgmasi: Deneme 2002 yilinin Mayis-Haziran aylan arasinda 3.2.3’de
belirtilen kogullardaki klima odasinda yapilmistir. Calisma fideleri tarafimizdan
yetigtirilen “Bursa Yaghk” ¢esidi biber bitkileri kullanilmigtir. Calisma tesadiif
parselleri deneme desenine gore kurulmus, 6 tekrarh ve her tekrarda bir bitki olacak
sekilde planlanmgtir. Aday PGPR izolatlarmn 24-36 saatlik kiltlirtinden 10"
hiicre/m] (Ag00:0.1) yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanmistir. Izolatlann ikili ve
iicli karnigimlan hazirlanirken her birinden esit hacimde alinmustir. 4-5 yaprakh
dénemdeki biber fideleri saksilarindan ¢ikarilmistir. Hazirlanan PGPR siispansiyonu
icerisinde 15 dakika daldinldiktan sonra fideler tekrar saksilara aktariimigtir. Kontrol
olarak 6 bitki cesme suyu igerisinde 15 dakika daldirilmustir.

Tarla Cahsmasi: : Tarla denemeleri Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiltesi
Bitki Koruma Bolim{i Aragtirma ve Uygulama Parselinde 500m®’lik alanda 2003 ve
2004 yillarinin Mayis-Eyliil aylan arasinda yiiritGlmiistiir. Calisma tesadiif bloklan
deneme desenine gore 6 tekrarl: ve her tekrarda 9 bitki olacak sekilde kurulmugtur.
Cahismada “Karaisals salcalik™ biber ¢esidi kullanilmigtir. Fideler ticari bir fidelikten
satin alinmig ve hepsinin hemen hemen aym boyda ve gélisim diizeyinde olmasina
6zen gésterﬂmistir. Fideler tarlaya sasxmhnadén once 15 dakika 10" hicre/ml
yogunlugundaki aday PGPR siispansiyonunda daldirilnug ve tarlaya sasirtilmistir. Bir
parseldeki bitkilere ise higbir uygulama yapilmamis ve negatif kontrol olarak
birakilmigtir. Izolatlar arasmdaki farklar ANOVA (Duncan p<0.05) testine gore
belirlenmis, uygulamalarin etkinligi ise % Abbott formiiliine gdre hesaplanmigtir.
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Saks1 denemesi ve iki yillik yapilan tarla ¢galigmalarinda PGPR izolatlarmin
bitki biiylimesine etkisini saptamak i¢in kontrol parselindeki bitkilerle, PGPR
uygulamasi yapilmig bitkilerin boylan, govde gaplari, bitki yas agirliklars, bitki kuru
agirhiklan, k6k uzuntuklan, k6k kuru agirliklari, verimleri, meyve boylan ve meyve
sayilan olgiilerek degerlendirilmistir. Kuru afirlik verileri alimirken bitkiler kese
kagitlarina koyularak 80°C’deki etiivde bir gece kurutulmustur (Nejad ve Johnson.
2000).
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Biber Uretim Alanlarimn Survey Sonuglan

Dogu Akdeniz Bolgesinde Mersin ili Kazanh, Siliftke ve Aydincik ilgelerinde
ortii alti biber yetigtiricilii, Adana ili Merkez, Karaisali, Ceyhan ve Karatag
ilgelerinde, Osmaniye ili Sunbas ve Kadirli il¢elerinde, Kahramanmarag ili Merkez,
Narli, Pazarcik ve Tirkoglu ilgelerinde, Hatay ilinde isc Merkez, Serinyol, Kirikhan,
ve Erzin ilgelerinde agik alanda biber tiretimi yapilmaktadir ve bu alanlar ¢galismada
surveylenmigtir.

Tarlada tiretim yapan giftgiler Subat-Mart aylannda hazirlanan fide yastiklarina
tohum ekimini yapmaktadirlar, Fideler Nisanin ikinci yamsinda tarlaya
sasirtilmaktadir. Urin basads Temmuzun ikinci yansinda baglamakta Eylil-Ekim
aylarina kadar stirmektedir. Mersin, Adana ve Hatay illerinde tarlaya hazirlanan
kariklarmn sirtlarina ekim yapilirken (Sekil 4.1) Kahramanmarag ilinde tohumlar direk
hazirlanan tavalara ekilmektedir (Sekil 4.2). Yapilan gobzlemlerde bu ekim
farklihgindan dolay1 ozellikle fungal bir hastalik olan biber yamkhif hastalifs
(Phytophthora capsici) Kahramanmaras bolgesinde daha yopun olarak ortaya
cikmaktadir. Bir tavada hastalik ortaya ¢iktifinda sulama ile beraber hastalik diger
tavalar bulagmaktadir.

Adana’min Karaisali ilgesindeki biber fretim alanlarr 2002, 2003 ve 2004
yillarinda Haziran ayindan itibaren 15 giin ara ile siirekli kontrol edilmigtir. Hatay,
Osmaniye, Kahramanmarag ve Mersin illerine ise 2002 yilinda birer kez olmak {izere
arazi gikiglant diizenlenmis ve elde edilen bulgular Cizelge 4. 1°de verilmistir.

Cizelge 4.1.2002 {iretim yihnda Dogu Akdeniz Bolgesi biber iiretim alanlarina

yapilan survey sonuglar
Yer Uretim | Survey Yapilan | Uretim | Xav ile Bulagik Tarla
Alani(da)| Tarla Sayist | Alam (da) Sayisi
Mersin 2500 7 40 0
Adana 6000 50 426 41
Osmaniye 1100 5 70 3
Hatay 40000 14 4000 0
Kahramanmaras | 15000 11 200 0
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Cizelge 4.2.2002, 2003 ve 2004 iiretim yillaninda Adana biber iiretim alanlarina
yapilan survey sonuglan

Yil Yer Tarla | Toplam Siirvey |Hasta Tarla Hasta Bulagik
Sayist | Alani(Da) | Alan(Da) Sayist | Bitki %'si | Tarla %si
2002 | Salbas 13 300 82 7 16 54
Pirili 10 450 219 5 4 50
2003 | Salbas 23 380 155 22 32 92
Pirili 17 500 230 14 8 32
| Kuyucu 4 50 28 4 23 100
Giiveng | 2 25 8 ] 17 100
2004 | Salbag 8 250 145 8 42 100
Pirili 6 350 228 6 25 100

Cizelge 4.1'de de gorilldiigil {izere Mersin bblgesinde siirvey yapilan 40
doniimiinde hastalik goriillmezken Adana bolgesinde gezilen 426 ddniimiin
%82’sinin Xav ile bulagik oldugu saptanmigtir. Osmaniye ilinde 70 donfim Gretim
alamnm %60’ inda hastalik belirlenmistir, Hatay ve Kahramanmaras ilinde hastalifa
rastlamlmamstir. Hatay ve Kahramanmarag bolgelerinde bakteriyel leke hastahifinin
gozZlenmemesi klima kosullanna ve zellikle Hatay bolgesinde hibrit gesitlerin
kullanilmasina baglanmaktadir. Gerek Kahramanmarag'ta ve gerekse Hatay illerinde
siirekli bir esintinin bulunmasi ve dolayisiyla hava neminin ortadan kalkmas: sonucu,
bakteriyel leke hastalifinin ortaya ¢ikisina engel oldugu da digiiniilmektedir. Adana
bolgesinde ise, hem iklim kogullarinin bakteriyel lekenin olugmas: igin uygun olmas:
hem de {ireticilerin tohumluklanim kendi {iretim alanlarindan saglamalanndan dolay:
hastalik her yil artan oranda ortaya ¢ikmaktadir (Cizelge 4.2). Adana Karaisal
bélgesinde kurulan salga fabrikasina bolgedeki biber iiretimi yeterli olmamaktadr.
Bu nedenle Osmaniye ili Sunbas ilgesine biber tohumlar Karaisali sal¢a fabrikas:
tarafindan firetimi yapilmak {izere gonderilmis ve bdylece tohum kokenli hastalik
olan bakteriyel yaprak leke hastalin Sunbas bdlgesine giris yapmigtir. Bu tarihten
itibaren bu bolgede de hastahik Karaisali iireticilerin yaptif1 gibi, kendi tohumlarim
kendi iiretim alanlarnindan saglamalanndan dolay: artan yofunlukta ortaya ¢ikmaya
baglamigtir.
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4.2.Bakteri izolatlarinin Tanilama Test Sonuclan

Yapilan arazi incelemelerinde bakteriyel leke simptomu gosteren bitkilerden
omekler alinmugtir. Yaprak, meyve sapi ve tag yapraklan hastalifa en duyarh
yerleroldugu gozlenmigtir. Biberdeki yaprak lekesi iri diizensiz ve gekilsiz
olabilmektedir (Sekil 4.3 ve 4.4). Govde simptomlan Once hafif sulu ve sarims:
zamanla koyu kahverengi ve f(izeri derin catlaklar olusmus nekrotik lekeler
seklindedir (Sekil 4.5 ve 4.6). Meyvedeki bakteriyel lekeler baslangigta kiigiik,
diizensiz, kabarcik seklindedir ve daha sonra kahverengi sigilli bir goriiniim aldig:
belirlenmigtir (Sekil 4.7). Giinege maruz kalan meyvelerde giineg yamifii ve sekonder
meyve giiriikliiklerin meydana geldigi gozlenmigtir (Sekil 4.8). Tipik hastalik
simptomlan gdsteren bitki dmeklerinden yapilan izolasyonlar sonucu 67 adet bélge
izolati elde edilmistir. Bu izolatlann izole edildigi yer ve izolasyon tarihi Cizelge
4.3°de verilmigtir.

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan bakteriyel leke Xav izolatlannin listesi

zolatlarm Kod  [lzole Edildigi Yer izolasyon Tarihi
Adlan

1 | GSPB224-1* Almanya (Referans izolat) -

2 | GSPB 2645* Almanya(Referans izolat) -

3 |XCVMEI-1 Mersi 2001
|4 |XCVMEI2 Mersin 2001
5 | XCVMEI-3 Mersin 2001
6 | XCVYMEI4 Mersin 2001
7 | XCVAIL-1** Karaisali-Adana 2000
B [XCVAl-2** Karaisali-Adana 2000
9 [XCVAl-3** Karaisali-Adana 2000
(10 [XCVAI4** Karaisali-Adana 2000
11 [XCVAL-5** Karaisah-Adana 2000
112 [ XCVA1-6** Karaisali-Adana 2000
13 | XCVAIL-7T** Karaisali-Adana 2000
14 [ XCVAI-8** Karaisali-Adana 200

15 | XCVA2- Karaisali-Adana 200

16 | XCVA2-2 Karaisali-Adana 200

17 | XCVA2-3 Karaisali-Adana 2001
18 | XCVA24 Karaisali-Adana 2001
19 | XCVA2-5 Karaisali-Adana 2001
20 | XCVA3-1** Ceyhan-Adana 2001
21 | XCVA3-2** Ceyhan-Adana 2001
122 | XCVA3-3** Ceyhan-Adana 2001
23 | XCVA34** Ceyhan-Adana 2001
24 | XCVA3-5** Ceyhan-Adana 2001
25 | XCVA41 Pirili-Karaisali-Adana 2002
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Cizelge 4.3'0n devam

izolatlarin Kod le Edildigi Yer izolasyon Tarihi
| |Adilan
26 | XCVA4-2 Pirili-Karaisali-Adana 2002
27 | XCVA4-3 Pirili-Karaisali-Adana 2002
28 [XCVA44 Pirili-Karaisali-Adana 2002
29 | XCVA4-5 Pirili-Karaisali-Adana 2002
30 | XCVAS-1** salbag-Karaisal-Adana 2001
31 | XCVAS-2** albas isali-Adana 2001
32 | XCVAS5-3** Ibas isali-Adana 2001
33 | XCVAS-4 Salbag-Karaisali-Adana 2001
34 | XCVAS-S Salbag-Karaisali-Adana 2002
35 | XCVAS-6 Salbas-Karaisali-Adana 2002
36 | XCVAS-7 salbag-Karaisali-Adana 2002
37 | XCVAS5-8 Salbas-Karaisahi-Adana 2002
38 | XCVAS5-9 Salbag-Karaisali-Adana 2002
39 | XCVA6-1 Kuzgun-Karaisali-Adana 2002
40 | XCVA6-2 Kuzgun-Karaisali-Adana 2002
41 [ XCVAS-1 Karaisali-Adana 2002
42 | XCVAS-2 Karaisali-Adana 2002
43 [ XCVOI-1 Osmaniye 2001
44 [XCvol-2 Osmaniye 2001
45 |XCVO2-1 Armaganli-Sunbas-Osmaniye 2002
46 | XCV02-2 Armaganli-Sunbas-Osmaniye 2002
47 [XCVO02-3 Armaganhi-Sunbas-Osmaniye 2002
48 | XCVO3-1 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye 2002
49 | XCv032 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye 2002
50 | XCVO3-3 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye 2002
51 | XCVO34 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye 2002
52 | XCV04-1 Mehmetli-Sunbas-Osmaniye 2002
53 | XCVO04-2 Mehmetli-Sunbas-Osmaniye 2002
54 | XCVO04-3 Mehmetli-Sunbas-Osmaniye 2002
55 | Kuyucu 1 Karaisali-Adana 200
56 | Kuyucu?2 Karaisali-Adana 200
57 |[K u3 karaisali-Adana 200
58 | Pirili 2003-1 Karaisali-Adana 2003
59 | Pirili 2003-2 Karaisali-Adana 2003
60 | Pirili 2003-3 Karaisali-Adana 2003
61 | Pirili 2003-4 Karaisali-Adana 2003
62 | Pirili 2003-5 Karaisali-Adana 2003
63 | Salbas 2003-1 Karaisah-Adana 2003
64 | Salbag 2003-2 Karaisali-Adana 2003
65 | Salbag 2003-3 Karaisali-Adana 2003
66 | Salbas 2003-4 isali-Adana 2003
67 | Salbag 2003-5 Karaisali-Adana 2003
68_| Orciln Koyt | Karaisali-Adana 2003
69 | Orclin Koy 2 Karaisali-Adana 2003

*Referans Koltlrler Gottingen Almanya’dan Dr. Rudoulph’dan temin edilmistir.
**Doktora tez ¢aligmasina baglamadan Once bblgeden izole edilmis izolatlar
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o

Sekil 4.4. Xav'in olugturdufu yaprak simptomlan
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Sekil 4.6. Xav'in olusturdugu gévde simptomu
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Sekil 4.7. Xav'in olugturdugu meyve simptomu

Sekil 4.8. Glinese maruz kalan meyvelerde sekonder meyve giiriikliikleri
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4.2.1.Koloni Gelisimi

4.2.1.1.YDC Besi Yerinde Geligim

Bolge izolatlan ve orijinal kiiltiirleri
YDC besi yerinde mukoid, san,
konveks koloniler seklinde geligmigtir
(Sekil 4.9).

Sekil 4.9. XCVAI-2 bolge izolatimn
YDC besi yerindeki koloni gelisimi

Bélge izolatlan wve orijinal
kiiltiirler NA besi yerinde tipik sari
yuvarlak mukoid koloni gelisimi
gostermislerdir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. XCVA1-2 bélge zolatimin
NA besi besi yerinde koloni geligimi
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4.2.1.3.Tweeen B Besi Yerinde Gelisim

4.2.1.4.CKTM Besi Yerinde Gelisim

Bilgeden izole edilen Xav
izolatlan ve orijinal kiltirler
Tween B besi yerinde yuvarlak,
san tiimsek ve gevresinde temiz
haleli  koloniler  geligtirmigtir

(Sekil 4.11).

Sekil 4.11. XCVAI-2 bilge
izolatimn Tween B besi yerinde
olusturdugu koloni morfolojisi

Bélgeden izole edilen Xav
izolatlan ve orijinal kiiltiirler
CKTM yerinde 1-2 giin sonra
koloni etrafinda temiz bir halka
olugturmugtur (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. XCVAI-2 bolge
izolatmin CKTM besi yerinde
olugturdugu koloni morfolojisi
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4.2.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Orijinal kiiltiirler ve bblge izolatlan test sonucunda dzeye yapisarak siimiiksii
bir yapi olusturdugundan gram negatif olarak kabul edilmigtir (Cizelge 4.4, Sekil
4.13). Karsilastirma kiiltiiri olarak kullamlan gram pozitif Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’de stimiiksii bir olusum gozlenmemistir.

Sekil 4.13. KOH testinde Gram negatif killtiirlerinin olugturdugu stimiiksii yaps

4.2.3.0ksidaz Testi
Xav'in orijinal kiiltiirleri ve bélge izolatlan oksidaz test soliisyonu emdirilmis
filre kafidna ¢izilen zigzaglar sonucu higbir renk degisimi meydana
getirmediginden oksidaz negatif olarak de@erlendirilmigtir. Pozitif kontrol olarak
kullamlan P. cichorii kiiltiiri birkag saniye iginde koyu mor renk olusturmugtur

(Cizelge 4.4, Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Solda oksidaz pozitif
(+). sagda negatif (-) olan reaksiyon
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4.2.4.0ksidasyon / Fermantasyon Testi (O/F)

Degerlendirme 26°C’de alti giinliik bir inkiibasyondan sonra yapilmis ve biitiin
bakteri kiiltiirleri oksijenli (vasparsiz) besi yerinde gelisim gdstererek tilplerin rengini
sanya gevirmiglerdir. Oksijensiz (vasparli) besiyerinde, elde edilen izolatlar ve
orijinal kiiltiirlerin tiimii gelismediginden besi yerinin renginde bir degisme
olmamustir (Cizelge 4.4). Pozitif kontrol olarak kullamlan Erwinia amylovora ile

agilanmig oksijensiz besiyerinde de higbir degigim gdzlenmemigtir.

4.2.5.Nigasta Hidrolizasyonu

Nisasta besi yerine gizilen biber bakteriyel leke izolatlan ve referans killtiirler
7-14 giinlitk inkiibasyon sonunda iizerine lugol erigi dokiildiigiinde koloni ¢evresinde
referans kiiltiirde belirgin parlak bir alan gdzlenirken bolge izolatlarinda bu alan
zayif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.15). Bolge izolatlan nisastayr geg
hidrolize ettiklerinden zayif pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.15. Referans kiiltiir (GSPB 224)(a) ve XCVA4-4 (b) nisastay: hidrolize
etmesi

4.4.6.Katalaz Testi

Besi yerine agilama yapildiktan 24 saat sonra %3’lik H,O, dokildiigtinde
birkag saniye igersinde gaz kabarciklan giisteren orijinal killtiir ve bolge izolatlan
pozitif olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.4).
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4.4.7.Hareketlilik Testi

Besi yerine ekimi yapilan biber bakteriyel leke etmeni izolatlan ve referans
kiiltiir ile agilama yapilan bblgenin gevresinde koloni gelisimi pdsterdiklerinden
pozitif olarak degerlendirilmigtir (Cizelge 4.4)

4.2.8.Levan Olusumu

SNA besi yerine ¢izimi yapilan 67 izolaun tamami ve Erwinia amylovora
kiiltiirii levan olusumu gstermistir ((lizelge 4.4, Sekil 4.16).

Sekil 4. 16. Xav izolat (a) ve Erwinia amylovora 'mn (b) levan olusumu
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4.2.9.Pektolitik Aktivite

Elde edilen 67 adet izolat patates dilimlerine bulagtinldifinda iki giin izolatlanin
tamamu patates dilimleri Gizerinde ¢iiriiklik olugturmamstr. Pozitif kontrol olarak
kullanalan Erwinia caratovora subsp. caratovora (GSPB 1405) patates dilimlerinde
yumusamaya neden olmustur (Cizelge 4.4, Sekil 4,17).

Sekil 4.17. Patateste pektolitik aktivite [+:Erwinia caratovora subsp. caratovora
(GSPB 1405), - XCVA2-1]

4.2.10.Tiitlinde Asinn Duyarhhk (Hypersensitive Reaction-HR) Testi

[nokulasyondan 24-36 saat sonra Xav izolatlarin tiimii ve referans kiiltitr
(GSPB 224) tiitiin yapraklannda tipik agin duyarlihk reaksiyonuna neden olmustur
(Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Xav test izolatmn (a) ve referans kiiltiiriin
(GSPB 224) (b) tiitin yapraginda olusturdugu asin
duyarhlik simptomu
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4.2.11. Patojenite Testleri

Elde edilen 67 adet bolge izolati ve orijinal kiltiirler ile yapilan patojenite
testlerinde tiim izolatlar inokulasyondan sonraki 14-21 giin iginde biber bitkilerinin
vapraklarinda karakteristik sari haleli yaprak lekeleri olugturmugtur ($ekil 4.19).
Negatif kontrol olarak gesme suyuyla inokule edilen bitkilerde herhangi bir hastalik
simptomu gézlenmemistir. Tipik hastalik simptomu gosteren bitkilerden yapilan re-
izolasyonlar sonucu izolatlar tekrar elde edilmis ve tam testlerinde kullamlmustir. Bu

izolatlarin izole edildigi yer ve izolasyon tarihi Cizelge 4.3 de verilmistir.

v,

Sekil 4.19. Bursa Yaghk Biber gesidinde yapilan patojenite testi sonucu olugan
yaprak lekeleri
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Farkli bélgelerden izole edilen Xav’in tanilama galigmalaninda yapilan testlerde
elde edilen sonuglar Cizelge 4.4.’de topluca verilmigtir.

izelge 4.4. Elde edilen Xav izolatlan ve bunlara yapilan testlerin sonuglan

latlarin Kod Adlan | KOH | Oks |O/F| Nig [ Kat [H[L [ P | Tiit [Patoj
GSPB224* T .6l + e+ &1 &
GSPB 2645* e By R IR N o
XCVMELLI (00D | - | - [0l z [+ [*1x -1 * [ +
XCVMEI2(200) | - | - 1oz | + |+=l+ -1 + | =
XCVMEI3(200) | - | - 0l Z | + |+1+ -] + | +
XCVMEI4(2001) | - | - JOo | Z | + |+|+ -] + | +
XCVALL@0000* | - | - Ol 2] + [+|+1-1 + | +
XCVAIZ(20007 | - | - Jo 1z | + [+|+[-] + | +
XCVAL-3 (2001)** = - O|Z | + [+]|+]- + +
XCVAI4(2000* | - | - oz | + |+|+]|-] + | +
XCVAIL-5 (2000)** - - O|Z ]| + |+]|+]- e +
XCVAL-6 (2000)** | - -lolz ]| + [+[+]-] + 3
XCVALT(000)* | - | - o1z | + [+]+]-] + | +
XCVAI8Q00)* | - | - 0|z | + [+[+|-] + | +
XCVA2-1 (2001) - - O L& + |+l+1 - ra +
XCVA2-2(2001) - - 0 z + == R [ & =
XCVA2-3 (2001) S Dl T | i eet=l v
XCVA2-4 (2001) - s O Z e detel=] .+ | %
XCVA2-5 (2001) - -lolz] + [+]+]-1 =+ g
XCVA3-1(2001)** | - - lolz}l + [+]+[-1 + +
XCVAI2(2001)* | - | - o0l Z |+ [+ -] + [ +
XCVA3-3 2001)** | - -lolz]| + |+[+]-] + ¥
XCVA3-4 (2001)** | - - oz + [+[+[-1 + ¥
XCVA3-5 (2001)** | - - lO[Z ]| + [+[|+[-] =+ E
XCVA4-1 (2002) — = atil: T+
XCVA4-2 (2002) - -jlolz | + [+[+[-] + s
XCVA4-3 (2002) PRI e T ) RS B N e )
XCVA4-4 (2002) —— T T s -
XCVA45 (2002) N M W N (S S e e
XCVAS-1(2000)** | - -lolzl + [+[+]-] + ¥
XCVAS2(20000% | - | - oz + [+x |- =+ | =
XCVAS3(20000* | - | - (0| Z | + |[+1+|-] + | +
XCVAS3G00) | - | - o1z + [+ 1-1 * [ =
XCVAS4(00) | - | - o1z + [++]-1 + [ =
XCVAS-5 (2002) = - [ UE] = tFEiFT-] * +
XCVAS-6 (2002) # « TOVFZ} + [+ ]=-7 * +
XCVAS5-7 (2002) - | -Jolz|+ [+*x[-1 + | +
XCVAS-8 (2002) & - oz + [+]+]-1 + ¥

LA
b -]
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Cizelge 4.4’tin devam

zolatlann Adi  |KOH |Oks |O/F |Nis | Kat |H |L |P [Tit |Patoj
XCVAS-9(2002) - = O] Z] * [#{Ef-]% +
XCVA6-1 (2002) - S A EF S B +
XCVAG-2 (2002) = —toFZz T & Hiel=T &
XCVAS-1 (2002) s =zl = [=lxi=l 521 &
XCVAS-2 (2002) = = T O TEL £ HIE ot T o
XCVOI-I(ZOOI) - - (8] Z + L la=l=F T+
XCV01-2 (2001) = —Tolzl + Isl+-+T =
XCVO02-1 (2002) " “Tolz!| + [ll-1 1 +
XCV022(2002) | - | - oz | * [+|*[-|+] +
XCV02-3 (2002) . =0 Tl = kel al el =
XCVO03-1(2002) g — LDl ZEY & lelal=l = =
XCVO03-2 (2002) 2 | 17 5 ) iy 2] T ) ) N e =
XCV03-3 (2002) -] = POJZL = [Hl*d-] % | &
XCV03-4 (2002) = B QB LD - i
XCVO4-1 (2002) - | | T e T
XCV04-2 (2002) = - lolZ] + J+]+][-]+ +
XCV04-3 (2002) - o ez T = T
Kuyucu | ~af sk gl e il el +
Kuyucu 2 - - oz + [+[+[-[+1 +
Kuyucu 3 - - JOTZ] + |+Fl1*F[-1+1 +
Pirili 2003-1 B - 0| Z el E N +
Pirili 2003-2 - = O Z | o= il T
Pirili 2003-3 - corT ZdiEE e T
Pirili 2003-4 - - 0] Z + +i L4l + +
Pirili 2003-5 . T odal s I+ i<- Tl &
Salbag 2003-1 - . |egal + [+ |- | fupeee
Salbag 2003-2 - - ol Z]| + [+|[+[-[+ 1 +
Salbag 2003-3 - - OfZ] + |[+]+]-]+ +
Salbag 2003-4 - - lolz] + [+][+]-T+1 +
Salbag 2003-5 - - lolz] + [+]+]-]+1 +
Orctin Koyt 1 - - lolz] + [++[-1T+1 +
Orciin Koyt 2 - - o[z + [+][+[-1+1 +

KOH: Potasyum Hidroksit, Oks: Oksidaz, O/F:Oksidatif/Fermentatif, Nis: Nisasta
Hidrolizasyonu, Kat: Katalaz, H: Hareketlilik, L:Levan olusumu, P:Pektolitik aktivite, Patoj:
Patojenite, TGt: ThtOnde HR, Z:Zayif pozitif *Orijinal Kiltirler ** Doktora tez galiymasina
baglamadan &nce bolgeden izole edilmis izolatlar
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Hastalikli biber bitkilerinden alinan Srneklerden izole edilen bakteri kiiltiirleri
ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite testleri sonunda olugan simptonlar arasinda
bir fark gozlenmemigtir. Ancak izolatlann virlilenslik derecelerine gore simptom
geligim hizi ve geklinde depisiklikler saptanmugtir. Aragtinlan fizyolojik ve
biyokimyasal ézellikler igin elde edilen sonuglarda bolge izolatlan ile orijinal kitltiir
arasinda bazi farkliliklar belirlenmistir. En dnemli fark izolatlarin nigastay: hidrolize
etme yeteneklerinde gozlenmigtir. Elde ettifiimiz 67 adet bdlge izolatlannin nigastay:
zayif hidrolize etmesinden dolayr grup A igerisinde bulundugu distiniilmektedir.
Vauterin ve ark, (1990), Bouzar ve ark, (1994b), Jones ve ark, (1998) amylolitik ve
pektolitik etkilerinin olmamasi veya zayif olmasindan dolay1 bu dzellikleri gdsteren
izolatlarin grup A igerisinde bulundugu ve Xav oldugunu bildirmiglerdir.

Tween B besi yerine ekimi yapilan izolatlar yuvarlak, san, timsek ve
gevresinde temiz haleli koloniler geligtirmigtir. Tween B besi yerindeki koloni
gelisimi McGuire ve Jones (1984)'un; CKTM besi yerine ekimden 1-2 gilin sonra
kolonilerin etrafinda olusan temiz halka Sijam ve ark, (1991 ve 1992) bulgulanna
benzerlik gdstermistir.

Yapilan fizyolojik ve biyokimyasal testlerde izolatlann tamams: KOH testine
gore gram negatif, pektolitik aktivite negatif, oksidaz negatif, oksijensiz besi yerinde
gelismeyen, katalaz pozitif, hareketli, levan olusumu pozitif ve tiitinde HR pozitif
olmasi nedeniyle sonuglanmiz Lelliot ve Stead (1987), Bouzar ve ark, (1994b),
Sahin (1997) ile Schaad ve ark, (2001) ¢aligmalanyla paralellik igindedir.
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4.2.12.Xav izolatlarimin Balar Siilfata ve Streptomisin Karg: Dayamikhiik

SPA besi yerine gizilen Xav bblge izolatlan ve referans kiiltiirleri 25°C’de 7-14
glin inkiibe edildikten sonra besi yeri fizerindeki gelisimleri degerlendirilmigtir.
Degerlendirme sonucunda Cizelge 4.5 ve Sekil 4.20°de gdrilldiit izere izolatlarin
tiimii (%100) 30 ve 100 ppm dozunda bakr siilfata dayamkhlik gdsterirken 150 ppm
dozundaki bakir siilfata sadece referans killtiirler (GSPB 2645 ve GSPB 224)
dayaniklilik gdstermiglerdir. 200 ppm dozunda hazirlanan bakir silfata ise bitlin
izolatlarn duyarli olduklar gériilmiigtir. 20 ppm streptomisine 5 izolat (%7)
(XCVA4-1, XCVA4-2, Salbag 2003-2, Salbas 2003-3, Salbag 2003-5) dayanikh iken
100 ppm dozuna biitiin izolatlarin duyarls oldugu belirlenmistir.

Bakteriyel leke hastalifina bakirh preparatlann yanhis kullanimi sonucu
zamanla dayaniklik problemi ortaya gikmaktadir. Calismamizda testlenen
izolatlarin tamamimin 100ppm dozunda bakir siilfat’a dayanikli oldugu saptanmustir.
Benzer gekilde Marco ve Stall (1983), Dittaponapitch ve ark, (1989), Ritchie ve
Dittapongpitch (1991) biber ve domatesten izole edilen Xav izolatlanmin bakir siilfata
(100-200 ppm) dayaniklik kazandigin bildirmiglerdir. Ayni gekilde Sahin ve Miller
(1996) ABD’de biber Xav izolatlanmin bakira ve streptomisine dayamkhibk
gisterdigini rapor etmislerdir. Biz ¢aligmamizda Xav izolatlanmin %7 sini 20ppm
dozundaki streptomisine dayamkh olarak saptadik. Minsavage ve ark, (1990) bakir
ve streptomisine karst dayamklibik genlerinin plazmid iizerinde bulundufunu ve
yanhs bakir kullammi sonucu olugan dayamkhigin yeni nesillere plazmit aracihifyla
aktanldigin: ve bu bdlgenin her zaman korundugzunu belirtmistir. Streptomisine karss
20ppm doz oldukca diigiik bir doz olup dayamkhlik igin ¢ok &nemli bir dzellik
degildir. Calisma yapilan {iretim alanlarinda streptomisin kullaniimamasina ragmen
dayaniklibigin belirlenmesi, bu dayanikhligin plazmid {izerinde bulunan genlerden
kaynaklandifs diiglincesini akla getirmektedir.
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Cizelge 4.5. Xanthomonas axanopodis pv vesicatoria izolatlanimn bakir sillfata
ve streptomisin kars: dayamkhliklan

Sira
No

Izolat Adu

CuS0, (ppm)

Streptomisin (ppm))

100

150

200

20 100

GSPB224-1*

+

GSPB 2645

XCVMEI-1 (2001)

XCVMEI-2 (2001)

XCVMEL-3 (2001)

XCVME1-4 (2001)

XCVAI-1 (2000)**

XCVAI-2 (2000)**

XCVAI-3 (2001)**

XCVAI-4 (2001)**

XCVA1-5 (2000)**

XCVAI-6 (2000)**

XCVAI-7 (2000)**

XCVAI-8 (2001)**

XCVA2-1 (2001)

XCVA2-2 (2001)

XCVA2-3 (2001)

XCVA2-4 (2001)

XCVA2-5 (2001)

XCVA3-1 (2001)**

XCVA3-2 (2001)**

XCVA3-3 (2001)**

XCVA3-4 (2001)**

XCVA3-5 (2001)**

XCVA4-1 (2002)

XCVA4-2 (2002)

XCVA4-3 (2002)

XCVA4-4 (2002)

XCVA4-5 (2002)

XCVAS-1 (2000)**

XCVAS-2 (2000)**

XCVAS-3 (2000)**

XCVA5-4 (2001)

XCVAS-5 (2002)

XCVAS5-6 (2002)

XCVA5-7 (2002)

XCVAS5-8 (2002)

XCVAS5-9 (2002)

XCVAG-1 (2002)

XCVAG6-2 (2002)

o B b e e e e B ) ) S T S B S ) B ) R

e e B B e e o R e e B B e e B B e B e A R R e R R A R R R E AL R e

=
(v



4,

L

L

VET

No

izolat Ads

izelge 4.5'in devamu
Sira

CuSO, (ppm)

Streptomisin (ppm)

100] 150

XCVAS-1 (2002)

XCVAS-2 (2002)

XCVOI-1 (2001)

XCV01-2 (2001)

XCVO02-1 (2002)

XCV02-2 (2002)

47

XCVO02-3 (2002)

48

XCVO03-1 (2002)

49

XCV03-2 (2002)

50

XCVO03-3 (2002)

51

XCVO3-4 (2002)

52

XCVO4-1 (2002)

53

XCV04-2 (2002)

54

XCV04-3 (2002)

55

Kuyucu 1

56

Kuyucu 2

57

Kuyucu 3

58

Pirili 2003-1

59

Pirili 2003-2

60

Pirili 2003-3

61

Pirili 2003-4

62

Pirili 2003-5

63

Salbag 2003-1

64

Salbas 2003-2

65

Salbas 2003-3

66

Salbag 2003-4

67

Salbag 2003-5

68

Orciin Kéyii 1

69

Orciin Koyt 2

e B R R e e e R e R R o e e e e e e e e e B B R R

S a b R B B B R R R B R R RS S R B B B R RS ) ) () ) ) )
"

+ =verilen doza dayanikly; - =verilen d

loza duyarh
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Sekil 4.20. Salbas 2003-2 ve XCVA4-1 kodlu test izolatlannin SPA besi yerinde
bakir siilfat dayamklihk testi
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4.2.13.Molekiiler Tam
4.2.13.1. Xav izolatlarmin DAS-ELISA Testi
Dr. Stall tarafindan Gretilip ticani kit haline getirilen Loewe marka antiserum ile
yapilan DAS-ELISA testinde, 405nm’de absorbans degerleri 2.592-2.796 arasinda
kaydedilmigtir. Pozitif kontroldeki absorbans degeri 2,807 iken negatif kontrolde
0.074 olarak belirlenmigtir. Elde edilen absorbans degerlerinin negatif kontroliin

degerinin 2 katindan fazla olusu ve pozitif’ kontrole yakin oluguyla tim testlenen
izolatlar Xav olarak tamlanmigtir (Sekil 4.21),

Sekil 4.21. Xav izolatlarina yapilan DAS-ELISA sonucu ELISA plakalannn
goriiniigi.
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Cizelge 4.6, ELISA plate okuyucusunda Xav izolatlannin okunan absorbans

degerleri (Slglimler 405 nm’de yapilmigtir)
lat ads 1zolatin alindif yer Ortalama [ Sonug
[ Negatif kontrol 0.074 -
Pozitif kontrol 2.807 -
GSPB224-1 Referans 2.789 +
GSPB224-4 Referans 2.705 +
GSPB224-5 Referans 2.772 +
GSPB224-6 Referans 2.772 E
XCVMEI-2 (2001) | Mersin 2.683 +
XCVAI-2 (2000) Karaisali-Adana 2.688 +
XCVAI-4 (2000) Karaisali-Adana 2.770 +
XCVAI-T (2000) Karaisal-Adana 2.658 +
XCVAI-8(2000) | Karaisali-Adana 2.632 +
XCVA3-2(2000) | Ceyhan-Adana 2.662 +
XCVA3-4(2000) | Ceyhan-Adana 2.791 +
XCVA3-5(2000) | Ceyhan-Adana 2592 +
XCVA4-4(2002) Pirili-Karaisali-Adana 2.731 4+
XCVA3-1(2000) | Salbas-Karaisahi-Adana 2.745 +
XCVA5-8(2002) | Salbas-Karaisali-Adana 2.749 +
XCVAS5-9(2002) | Salbag-Karaisali-Adana 2.796 +
XCVAG6-1(2002) | Kuzgun-Karaisahi-Adana 2.745 3
XCVA63 (2002) | Kuzgun-Karaisali-Adana 2.788 +
XCVOI-1(2001) | Osmaniye 2575 T
XCV01-2 (2001) Osmaniye 2.770 +
XCV01-3(2001) | Osmaniye 2.689 +
XCV02-1(2001) | Armaganhi-Sunbas-Osmaniye | 2.766 ¥
XCV02-2(2001) Armaganli-Sunbas-Osmaniye 2.610 4
XCVO03-1(2002) [ Alibeyli-Sunbas-Osmaniye 2.652 +
XCVO04-1(2002) | Mehmetli-Sunbas-Osmaniye 2.470 +
XCVO04-2 (2002) Mehmetli-Sunbas-Osmaniye 2.616 +
Kuyucu 1 (2002) | Karaisali-Adana 2.763 T
Kuyucu 2 (2002) | Karaisali-Adana 2.780 +
Kuyucu 3 (2002) | Karaisah-Adana 2.684 ¥
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4.2.13.2.Xav izolatlarimin PCR Testi

DNA izolasyonu isleminden sonra Uriinler %l 'lik agaroz jele verildiginde Sekil
4.22'de gortildigd gibi olusan bantlar genomik DNA'min izole edildigini
kanitlamaktadir.

Saflagurilan genomik DNAlar ve RST9-RST10 primerleri kullanilarak vapilan
PCR testlerinde tiim izolatlar % 1.5 agaroz jel Gzerinde 355bp biyiikliigiinde bantlar
olusturmuslardir. Molekiler afirhk igaretleyici olarak kullamlan 100bp’likmarke
PCR (riiniinin 355bp buviklinde oldugunu gdstermektedir (Sekil 4.23 ve Sekil
+.24). XCVA3-5 kodlu Ceyhan, Adana'dan izole edilen bir izolat 355 ve 500bp’lik
iki bant olusturmustur. Bu izolatin molekiiler diizeyde diger izolatlardan farkli
oldugu gozlenmistir. Ancak bu izolaun morfolojik, fizyolojik ve biyvokimyusal
testlerde diger izolatlardan farkl olmadigi saptanmigtr. Bu ¢alisma ile testlenen 67
adet izolaun Xav oldugu molekiiler ¢ahisma ile de belirlenmigtir ve izolatlann
spesifik, duyarl ve hizh tamsi vapilmugtir. Liete ve ark, (1994, 1995) RST 9 ve RST
10 primerleri ile yapuklan galiymada Xav izolatlarinm spesifik olarak 355 bp'lik
bantlar olusturdugunu bildirmigler ve yaptigimiz ¢alismalar sonucunda ayni sonuglar

¢lde edilmigtir.

Sekil 4.22. Xav izolatlanna DNA izolasyonu sonucu %1°lik agaroz jelde bantlarn
goriiniimi
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1300bp

500bp

355h
300bp e

Sekil 4.23. RST 9 ve RST 10 primerleri kullanilarak yapilan PCR testi sonucunda
elde edilen iiriinlerin agaroz jelde gériniimii. Cukur 1: 100 bp DNA marker, (ukur
2: Salbas 2003-2, Cukur 3: XCVA6-2, Cukur 4: XCVO2-2, Cukur 3:XCVME 1-1,
Cukur 6: XCVA 3-5, Cukur 7: XCVAL-2, Cukur 8: XCVA4-4, Qukur 9: XCVAS-2

1500bp

0% 355bp

300bp

Sekil 4.24. RST 9 ve RST 10 primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde
edilen firlinlerin agaroz jelde goriinimi. Cukur 1: 100 bp DNA marker,
Cukur 2: XCAVS-2, Qukur 3: XCVA3-5, Qukur 4: Salbag 2003-2,
Cukur 5:XCVME -1, Cukur 6: XCVA 2-1, Cukur 7: XCVOI1-2, Cukur
8: GSPB 224, Cukur 9:Orciin Koyil.
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42133 Xav izolatlarinin Ya§ Asit Analizleri

Cizelge 4.7°de de goriildiga tzere 19 izolat ile yapilan gahsmada 26 farkh
yag asidi izole edilmistir. Izole edilen yag asitleri unknown 9.531 (%0.5), 10:0
(%0.71), 11:0 ISO (%3.93), 11:0 ANTEISO (%0.23), 10:0-30H (%0.38), unknown
11.799 (%1.33), 11:0 ISO-30H (%1.88), 12:0-30H (%:2.34), 14:0 (%1.60), 13:0
[SO-30H (%3.78), 13:0-20H (%0.48), 15:0 1SO (%31.01), 15:0 ANTEISO
(%12.66), 15:0 (%0.95), 16:0 ISO (%1.62), 16:1 w9c (%1.95), Sum in feature 3
(%22.27), 16:0 (%3.61), ISO 17:1 w9c (%6.52), 17:0 1SO (%5.26), 17:0 ANTEISO
(%1.17), 17:1 w8c (%0.48), Sum in feature 5 (%1.88),18:1 w9c (%0.80), Summed
feature 3 (%22.42) ve Summed feature 5 (%1.28) olarak belirlenmistir. Izole edilen
yag asitleri doymug (10:0, 14:0, 15:0, 16:0), doymamig (16:1 w9c, ISO17:1 w8c,
18:1 w9c ), methyl branched (11:0 ISO, 11:0 ANTEISO, 11:0 ISO 30H, 13:0 ISO-
30H, 15:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 17:0 ISO, 17:0 ANTEISO), iki tane sum
in features (3,5), hidroksil (10:0 30H, 12:0-30H, 13:0-20H) ve bilinmeyen yad
asitleri (unknown 9.531, unknown 11.799) olmak {izere 6 grup oldugu saptanmigtir.
Genelde yag asit ¢egidi ve miktan agisindan biyilk benzerlikler oldugu
goriilmektedir. Yag asitlerinden 11:0 ISO, 10:0-30H, unknown 11.799, 11:0 ISO-
30H, 12:0-30H, 14:0, 13:0 ISO-30H, 15:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, Sum in
feature 3, 16:0, ISO 17:1 w9c, 17:0 1SO, ve Summed feature 3 yag asitlerinin tiim
izolatlarda bulundugiu belirlenmistir. Diger yag asitleri agisindan defisen oranlarda
farkliliklar bulunmaktadir. Obradovic ve ark, (2004) 11:0 ISO, 11:0 ISO 30H ve
13:0 ISO 30H ya asitlerinin Xanthomonas'lar igin karakteristik oldufunu
belirtmistir. Yag asit analizlerine gore yapilan tamda izolatlar %37-76 benzerlik
oramiyla Xav oldugu saptanmgtir.

Microbiyal Identifikasyon Sistemin bilgisayar programimn 3.60 versiyonu
(Microbial ID, NEtwark, DE) ile yapilan analiz sonucu olugan dendogramda 19
izolatin %96.4 oraminda birbirleri ile benzer olduklan saptanmugtir. iki farkli grup
belirlenmistir. Birinci grup igerisinde GSPB 224, XCVAI-2, XCVA1-6, XCVA2-2,
XCVA3-4, XCVA4-2, XCVA44, XCVAS5-3, XCVAS-5, XCVAS5-9, XCVAG6-3,
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XCVAS8-2, XCVMEI-3, XCVOI1-3, XCV02-3, XCVO4-1 ve KUYUCU izolatlan,
ikinci grup igerisinde XCVME1-2 ve XCV04-2 izolatlan yer almugtir (Sekil 4.25).

Birinci grup igerisinde bulunan izolatlarda unknown9.531, 10:0, 11:0
ANTEISO, 10:0 30H, unknown11:799, 13:0 20H, 15:0, 16:0 1S0, 16:1 w9¢, 17:1
w8c, Sum In Feature 5 ve 18:1 w9¢ yag asitleri bulunurken diger grup igerisinde bu
ya asitleri bulunmamasindan dolay: farkls grup olduklan belirlenmigtir.

Tree Diagram for 19 Cases
Single Linkage
Euclidean distancas

1.0 15 20 25 30 35 40
Linkage Distance

Sekil 4. 25. Yap asit analizinin cluster analizi sonucu izolatlarin benzerlik oranlan
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Cizelge 4.7. Yag asit analizi sonucu izolatlannin yag asitleri ve bulunma oranlan (%)

L Grup IL Grup

Yag Asitleri fzolat Dagilm Aralifn  izolat  Dafilim Arahif

Says Saysi
unknown9.53 2 0.25-0.74 - =
10:0 14 0.44-0.87 - -
11:0 ISO 17 3.49-4.29 2 3.38-3.76
11:0 ANTEISO 1 0.23 - -
10:0 30H 3 0.31-0.51 - -
unknownl1:799 17 0.83-235 - -
11:0 ISO 30H 17 1.50-2.09 2 238253
12:0 30H 17 1.78-3.31 P 223-2.76
14:0 17 1.16-1.72 2 1.25-1.90
13:0 ISO 30H 17 3.52-4.05 2 3.954.52
13:0 20H 1 0.48 - -
15:0 ISO 17 26.10-34.76 2 28.49-28.58
15:0 ANTEISO 17 9.43-15.34 2 14.57-14.93
15:0 10 0.59-1.27 - - _
16:0 150 16 1.20-2.12 - ; -
16:1 w9c 9 1.66-215 - -
Sum In Feature 3 17 20.13-23.78 2 20.39-23.25
16:0 17 2.95-4.68 2 3.884.36
ISO 17:1 w9c 17 5.40-7.10 2 6.66-7.68
17:01SO 17 3.02-6.60 2 7.08-7.32
17:0 ANTEISO 3 0.43-0.67 2 1.54-2.65
17:1 wBe 2 0.44-0.52 - -
Sum In Feature 5 1 1.88 - -
18:1 woc 2 0.31-1.28 - -
Summed Feature 3 17 20.73-23.78 2 20.39-23.25
Summed Feature 5 1 1.28 - .

Sum In Feature 3: 16:1 w7c veya 15 1SO 20H; Sum In Feature 5:18:2 w6, 9¢ veya 18:0
ANTEISO:
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4.3.PGPRlerin izolasyonu ve Tan: Sonuglan

izolasyonu ve Tamsi: Toprak ve kik izolasyonu sonucu elde edilen 189 adet
bakteri izolatimin 4 tanesi KB besi yerinde floresan pigment firetirken geriye kalan
185 izolatn floresan pigment firetmedigi saptanmustir. KB besi yerinde izolatlann
105" krem, 34’01 san, yedisi turuncu, 39"u beyaz ve dordii ise yesil renkte koloni
olugturmuglardir (Cizelge 4.8).

SNA besi yerine ¢izimi yapilan 189 izolatin higbirinde levan olugumu
gozlenmemistir (Cizelge 4.8).

Elde edilen 189 adet izolatin 84 adedi oksidaz pozitif, geriye kalan 105 izolat
ise oksidaz negatif olarak degerlendirilmigtir (Cizelge 4.8).

Pektolitik aktivite testinde ¢izim yapilan patates dilimlerinin 26°C’de iki
giinliik inkiibasyondan sonra sadece bes izolat patates dilimleri iizerinde giiriikliik
olugturmustur (Cizelge 4.8).

Tiitiin yapraklannda yapilan asin duyarlilik reaksiyonunda inokulasyondan 24
saat sonra, 16 izolat pozitif reaksiyona neden olurken 173 izolat higbir reaksiyon
vermemigtir (Cizelge 4.8).

Aday PGPR izolatlannin tams sonuglar: Cizelge 4.87de 6zetlenmigtir.

.! izelge 4.8.Topraktan elde edilen aday PGPR izolatlan ve yapilan tesllenn sonuglan
lat

fzolatin Alndiga Yer Koloni | F/NF | Koloni |L P|T|Fo
Ady Rengi Geligimi
AT-1__| Ceyhan-Yanik degirmeni San | NF | Nomal [-|-[-|-1-
Al-3 | Ceyhan-Yanik degirmeni Krem NF | Mukoid |-]| - |-| -] -
Al Ceyhan-Yanik degirmeni Turuncu | NF | Mukoid {-| + | -] - | -
Al-S Ceyhan-Yamik degirmeni Beyaz NF Aukoid |- | - [ - | - | -
Al-6__ | Ceyhan-Yanik degirmeni Krem NF_| Mukoid |- [+ | - | - | -
Al-7 Ceyhan-Yanik degirmeni San NF | Normal |-| -|-]-]-
A2-1 Merkez ~Adana Krem NF | Mukoid |- |+ | -] -] -
A22 Merkez ~Adana Krem NF | Mukoid |- |+ [-|-| -
A2-3 Merkez —Adana Krem NF | Mukoid |- |+ | - |+ ] -
A2-4 Merkez —Adana Krem NF | Normal |- |+ | -]-] -
A2-6 Merkez ~Adana San NF | Nomal |-| - | -| - | -
A2-7 Merkez ~Adana Krem NF Nnmu] =l-1-1-1-
A3- Giiveng (Karaisali)-Adana Krem NF_| Muk -l-1-1-1]-
A3-2 Gaveng (Karaisal))}-Adana Krem NF | Normal |- -]-]-]-
A3-3 | Glveng (Karaisal)-Adana Krem NF | Normal |- [+ [-|-1-
Al4 Gilveng (Karaisali)}-Adana Krem NF ={=f=-}-1+

=~
W
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Cizelge 4.8’in devami

lat |izolatin Alndi}x Yer Koloni | F/NF | Koloni O|P|{T|Fo

Adi Rengi Gelisimi

A4-2 | Pirili (Karaisali}-Adana Krem NF | Normal o = N
Ad-3 Pirili (Karaisali)}-Adana Krem NF | Normal ~-f-t=1-
Ad4 Pirili (Karaisali}-Adana Beyaz NF | Normal BEEERE
A4-5 Pirili (Karaisali)-Adana Krem NF | Normal -} -1
A4-6 Pirili (Karaisali)-Adana Krem NF | Normal -i-1-1-
Ad-8 Pirili (Karaisali)-Adana | Krem NF | Normal R
Ad4-9 Pirili (Karaisaht)}-Adana Krem NF | Normal BEEE
A4-10 | Pirili (Karaisah)-Adana Krem NF | Mukoid -f-F-1-
A4-11 | Pirili (Karaisah)-Adana Krem | NF | Bacillus -t-f-1-
A4-12 | Pirili (Karaisah)-Adana Beyaz NF | Normal +4-F-1-
Aé6-1 Salbas (Karaisal)-Adana Krem NF | Normal b=t~ -
A6-2 ] Salbag (Karaisali)-Adana Krem NF | Nomal +f-}-1-
A6-3 Salbas (Karaisali)-Adana Krem NF | Nomnal -i-]-1-
A6-4 Salbas (Karaisah)-Adana Beyaz NF | Mukoid -j-}-1]-
A6-5 Salbas (Karaisali}-Adana Krem NF | Bacillus -f-}-1-
A6-6 | Salbas (Karaisali)-Adana Krem NF | Normal +)=f-1~
Hi-1 Erzin-Burnaz-Hatay Krem NF | Normal -l-t-f-
Hi-2 Erzin-Burnaz-Hatay Beyaz NF | Nonmal -t-1-1-
HI1-3 Erzin-Burnaz-Hatay Beyaz NF | Normal ~f-}-1-
H1-5 Erzin-Burnaz-Hatay San NF | Normal +f-1-1-
Hi-6 Erzin-Burnaz-Hatay Krem NF | Normal +l-}-1-
H1-7 Erzin-Burnaz-Hatay Turunca | NF | Mukoid -t-t -] -
H2-1 Erzin-Burnaz-Hatay- Beyaz NF | Normal ~l-ft-1-
H2-2 Erzin-Burnaz-Hatay Krem NF | Normal -t+1-1-
H2-3 Erzin-Burnaz-Hatay San NF | Normal +}-1-1-
H2-5 - | Erzin-Burnaz-Hatay Krem NF | Normmal +fef o}
H2-6 Erzin-Burnaz-Hatay Beyaz NF | Normal +f-) -] -
H2-7 Erzin-Burnaz-Hatay Sari NF | Normal -l-1-1-
H2-8 Erzin-Burnaz-Hatay Beyaz | NF | Normal -1-1+1-
H3-1 Uzimdah Koyd-Hatay Beyaz NF | Normal -1-1-
H3-2 Uziimdah Kdyll-Hatay Krem NF | Normal -~ -
H3-3 Uziimdah Kéy@-Hatay Turunce | NF | Normal -f-f-1-
H34 Uziimdah Koy#-Hatay Krem | NF | Mukoid -l-1-1-
H3-6 | Uzimdah KoyQ-Hatay Krem | NF | Nomal ~l-1-1<
H3-7 Uziimdah KayQ-Hatay Krem NF | Normal +1-1-1-
H4-3 Kirikhan-Hatay Krem NF | Normal -} -F-1-
H4-8 Kirkhan-Hatay Turuncu | NF | Normal -1 - -
-H4-9 Kmkhan-Hatay Krem NF | Normat +l-1-]-
H5-1 Avsuyu-Hatay Krem NF | Normal NERERE
H6-1 Kirikhan-Hatay Krem NF | Mukoid +{-1-1-
H6-2 Kinikhan-Hatay Krem NF | Normal +}-}-1-
H7-1 Danaahmetli-Kmkhan-Hatay Beyaz NF | Normal -j-1-1-
H7-3 Danaahmetli-Kinkhan-Hatay Krem NF | Normal -f~} -1~
H7-6 Danashmetli-Kirikhan-Hatay Beyaz NF | Normal +{-1-1-
H7-8 Danazhmetli-Kinkhan-Hatay Krem NF | Normal +f-}-1-
H7-9 Danaahmetli-Kmrikhan-Hatay Krem | NF | Normal + =)=}~
H7-10 | Danaahmetli-Kirikhan-Hatay Beyaz NF | Normal -} -}=}-
H§-1 Yarsel K8yil-Hatay Krem NF | Normal -t -1-
H8-2 Yarseli Koyil-Hatay Beyaz | NF | Mukoid -t -1-
HS8-3 Yarseli KOyt-Hatay Beyaz NF { Normal - + ] -
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Cizelge 4.8’in devami

Izolat |lIzolatin Ahndifh Yer Koloni | F/NF | Koloni 0 Fo
Adr Rengi Gelisimi
H8-4 Yarseli Koyt-Hatay Krem NF | Mukoid - -
H8-8 Yarseli Koyo-Hatay Krem NF | Normal -
H8-10 | Yarseli K8yll-Hatay Krem NF | Normal - | -
H$-11 | Yarseli Koyti-Hatay San NF | Mukoid + -
HS8-13 | Yarseli K6yfi-Hatay Beyaz NF | Mukoid + -
H10-1 | Madenboyu-Hatay Krem NF | Normal + -
H10-2 | Madenboyu-Hatay Yesil F | Mukoid + -
Hil-1 | Madenboyu-Hatay Krem NF | Mukoid + -
H11-2 | Madenboyu-Hatay Krem NF | Normal + -
H11-3 | Madenboyu-Hatay Krem NF | Normal - -
HI2-1 | Demirkopril-Hatay Krem NF | Mukoid + -
H13-1 |Camsan-Hatay Yesil F | Mukoid + -
H13-2 | Camsar-Hatay Krem NF | Normal + -
H14-1 | Danaahmetli-Kinkhan- Hatay Krem NF | Normal - -
H14-2 | Danaahmetli-Kinkhan- Hatay Krem NF | Normal + -
H14-4 | Danaahmetli-Kinkhan- Hatay Krem NF { Normal + -
H14-5 | Danaahmetli-Kirikhan- Hatay Krem NF | Normal + -
H14-6 | Danaahmetli-Kmkhan- Hatay San NF | Normal - -
H14-7 | Danashmetli-Kinkhan- Hatay Krem NF | Mukoid + -
H14-8 | Danaahmetli-Kinkhan- Hatay Krem NF | Normal - -
01-1 bas-Osmaniye Beyaz NF | Mukoid + -

101-2 Armaganh-Sunbas-Osmaniye Krem NF | Normal +
O1-3 | Armaganh-Sunbas-Osmaniye Krem NF | Normal - -
01-6 -Sunbas-Osmaniye Turuncu | NF | Normal - -
O1-7 Armaganh-Sunbas-Osmaniye Beyaz NF_| Mukoid + -
02-1 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye Beyaz NF | Normal +
02-2 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye Krem NF | Normal + -
02-3 Alibeyli-Sunbas-Osmaniye Beyaz NF | Normal - -
03-1 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Mukoid + -
03-3 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye San NF | Mukoid + -
034 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye San NF | Normal + -
03-6 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem F | Mukoid +
03-7 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Beyaz NF | Normal -} - -
03-8 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Mukoid + -
03-9 Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Turuncu | NF | Mukoid + -
03-10 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Normal - -
03-11 | Méhmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Mukoid - -
03-13 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Mukoid + -
03-14 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Beyaz NF | Normat - -
03-15 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Normal + -
03-17 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye San NF | Normal + -
03-18 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Normal + -
03-19 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye San NF | Normal - -
03-20 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Nommal -
03-21 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Sant NF | Normal - -
03-23 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Mukoid - -
03-25 | Mehmetli- Sunbas-Osmaniye Krem NF | Mukoid - -
Mi-1 Merkez-Kurugay Kovil- K.Maras 1 | San NF | Normal - -
Mi-2 Merkez-Kurucay Koyli- K.Marag 1 {Krem NF | Normal - -
Mi-3 Merkez-Kurucay Koy~ K. Marag 1 | Krem NF | Normal -
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Cizelge 4.8’in devamu
Izolat latin Ahndifhs Yer Koloni | F/NF| Koloni [L|O [P | T |Fo
Adi \ Rengi _ Geligimi
Mi4 Merkez-Kurucay Kdyll- K.Maras 1 | Beyaz NF | Mukoid | « }-{+ 1} ~
Mi-5 Merkez-Kurucay Koyll- K. Marag 1 | Krem NF | Normal {-{-]-{-1-
M1-6 Merkez-Kurucay Kdyll- KMarag 1 | San NF | Normal -} -1 -}]-1} -
M2-2 | Merkez-Kurucay Koyill- K.Marag2 |San NF | Nommal |-} -}-} -1} -
M2-3 Merkez-Kurucay Koyil- K. Maras 2 | San NF | Nomal [-]+]-]-1 -
M2-4 Merkez-Kuru¢ay K8yll- K. Maras2 {San NF { Nomal J~}+} -} -} -
M3-1 Merkez-Kirucay Koyll- K.Maras 3 | Beyaz NF | Nomal -} -} -} -1} +
M3-2 | Merkez-Kurucay Koyit- KMaras 3 | Yegil NF {Mukoid {-{+ ] -] -1 -
M3-3 Merkez-Kurucay Koyil- K.Maras 3 | Krem NF | Nommal j-} -}-}-] -
M3-4 Merkez-Kurucay Koyli- K. Marag 3 | Beyaz NF | Nomal j-}-}{+}-1]-
M3-5 Merkez-Kurucay Koyfl- K.Maras 3 | Krem NF {Mukoid [ -{+ |-} -1} ~
M3-6 Merkez-Kurucay KOyil- K. Marag 3 | Krem NF | Mukoid |-} +}1 -] -1} -
M4-2 | Karahasanh K8yit-Narli- K Maras | Krem NF | Nomal {-}+}-]~-1{ -
M4-3 | Karahasanli K6y8-Narhi- K.Maras | San NF | Normal |[-{+{-]-1]-
M4-4 | Karahasanh Koy@i-Narh- KMaray | Beyaz NF | Normmal -} -§-1-1] -
M4-5 Karahasanh Koyili-Narh- K.Maras | Krem NF | Nomal |-} - + | -
M4-6 | Karahasanh K8y@-Narh- KMaras | San NF | Normal {-|+[-1+1{ -
MS5-2 | Doganli K8yti- Nark- K. Maras Beyaz NF { Nommal |-} -} -} -1 -
M5-3 Doganhi K8yl- Narhi- K.Marasg Krem NF | Nommal |-} +|-]-1]-
M5-4 | Doganh KdyQl- Narli- K Marag Beyaz NF { Nomal [-|+}-{-1{ -
M5-5__ | Doganli Koy Narli- K.Marag San NF_ | Nommal |-+ | -] -] -
M5-6 | Dofanh Koyil- Narh- K.Marag Beyaz NF | Nomal {-|+}| -1 -1{ -
M5-7 | Doganh K8yl- Narh- K. Maray Beyaz | NF | Normal |- | + | - | - | -
M5-9 | Doganli K8yd- Narli- K.Marag Krem NF | Nomal |-} -} -]+] -
Mé6-1 Delhis Kdyil-Narli- K.Marag Beyaz NF | Mukoid -1 -} -] -1{ -
M6-2 Dethis K8yti-Narli- K. Maras Krem NF | Mukoid } ~{ -} ~} - { -
M6-3 Delhis K 8yti-Narh- K. Maras Krem NF | Normal j-|{-}-}|-1} -
M7-1 Seyranh KOyt-Pazarcik- K.Maras | San NF | Mukoid {-| - | - -
M7-3 Seyranh Kdyli-Pazarcik- K.Marag | Krem NF |Mukoid j-f - {-{-1{ -
M7-4 | Seyranh Kdyil-Pazarcik- K Marag | Krem NF | Nomal |-} -}-}-] -
M8-1 igli-Narli-Kahramanmarag San I NF | Mukoid -} +} -} -1} -
M8-2 Cipli-Narli- Kahramanmarag Beyaz NF | Nommal {-{ -} -[-{ -
M8-3 | Cigli-Narh- Kahramanmaray Krem NF | Normal |-} -t -]+ | -
M84 | Cigli-Narl Kahramanmarag Krem | NF |[Mukoid |-|+1 -1+ 1]+
M8-6 | Cipli-Narli- Kahramanmarag Krem NF {Normal j-{+|-j+]-
M8-7 | Cigli-Nark- Kahramanmarag Krem NF | Nommal j-} -}-}+] -
M8-8 | Cigli-Narl- Kahramanmaray San NF { Nomal }-} -}{-}-1{ -
M9-2 Kilik- Kahramanmaras Krem NF [ Mukoid { -} + -] - -
M9-3 Kihk- Kahramanmarag San NF | Nomal |-} +{-}|-1| -
M9-5 Kilik- Kahramanmarag Krem NF | Normal j-{-1-}-1] -
M9-6 | Kilik- Kahramanmaras Krem NF | Normal |- | + - | -
M9-8 Kilik- Kahramanmarag Krem NF | Nomal |-} + | ~ -
M9-10 | Kihik- Kahramanmaras Beyaz NF | Normat -} +}-1-1-
M10-1 | Aksu- Kahramanmarag Beyaz NF {Mukoid {- [+ -1 -1 -
M10-2 | Aksu- Kahramanmaras Krem NF | Nomal }-]-}-}-1]-
M10-3 | Aksu- Kahramanmaras San NF { Nomal |-} -f-}-}|+
M10-5 | Aksu- Kahramanmarag San NF | Normal {-|{ -{-1-1{ -
M10-6 | Aksu- Kahramanmaras Krem NF | Normal { -} -} -} -1 -
M10-8 | Aksu- Kahramanmarasg Krem NF { Nogmal | -1 +{-1-1{-
M10-9 | Aksu- Kahramanmarag Beyaz, NF | Nomal {-}-}{-}§-1-
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Cizelge 4.8’in devamu

Izolat | lzolatm Ahndifa Yer Koloni | F/NF | Koloni |L{O |P|T|Fo
Adr Rengi Gelisimi

M1i-1 | Torkogh- Kahramanmarag Beyaz NF | Normal {-§~-|-}-{-
M11-2 | TirkoBh- Kahramanmarag Krem NF {Mukoid {~-|{+| -] - | +
M11-3 | Torkogl- Kahramanmarag San NF | Nomal }~1-}-]-1-
MI114 | Tirkogl- Kahramanmaras San NF | Nomal {-]+}-]-]-
M11-5 | Tarkogh- Kahramanmarag Krem NF | Normal -] -}{-}]-]-
M11-6 | TirkoZl- Kahramanmaras Beyaz NF { Nomal j-|-]-]|-1}-~
M11-7 | Tirkogh- Kahramanmarag Krem NF | Mukoid }-1+}-1]-1-
ME1-2 | Glineyli-Erdem}i-Mersin Krem NF | Normal {-}{-|-1-1{-
ME1-3 | Glineyli-Erdemli-Mersin Krem NF { Normal [-|{-{-]-} -
ME1-4 | Gineyli-Erdemli-Mersin Krem NF | Mukoid {-|+{-{-{-
MEI1-5 | Glineyli-Erdemli-Mersin Krem NF { Normal {-| -} -] -} -
ME1-6 | Gineyli-Erdemli-Mersin , San F | Mukoid {-|+]-]-1}-
ME1-7 {Gineyli-Erdemli-Mersin Krem NF | Normal [-{+]-]-1}-
ME1-9 | Giineyli-Erdemli-Mersin Krem NF { Normal |-} -}|-}-1|-~-
MEI1-10 | Giineyli-Erdemli-Mersin San NF | Normal {-|+}|-|-]-
ME2-2 | Cicik-Erdemli-Mersinl | San NF | Nomal j-|+}{-]-1-
ME2-4 | Cicik-Erdemli-Mersin} San F Normal {-{+{-{-1{ -
ME2-5 | Cicik-Erdemli-Mersinl Beyaz NF | Normal {-{ -1-} -] -
ME2-6 | Cicik-Erdemli-Mersinl Krem NF | Normalt {-{+]-!-] -
ME2-7 | Cicik-Erdemli-Mersinl Krem NF | Mukoid -] -]|-]-1]-
ME2-9 | Cicik-Erdemli-Mersin] Turuncy §| NF | Normal {-{ - |-}{-1| -
ME3-2 | Cicik-Erdemli-Mersin2 Beyaz NF | Normal -] -}|-1-1}-
ME3-3 | Cicik-Erdemli-Mersin2 Krem NF | Mukoid |-} -|-]-1| -

F/NF: Floresan/Nonfloresan,L: Levan Olusumu, T: Ttinde HR O: Oksidaz, P.: Patateste Pektolitik
Aktivite Fo:Fosfat Indirgeme 8zelligi e

Cahisma sonucunda bagarili bulunan 3 PGPR izolati ile yapilan ya§ asit
profillerine gore M1-3 %36, M3-1 %71 ve H8-8 %46 benzerlik oranlarnda Baciflus
megaterium olarak tamlanmstir. Elde edilen ya§ asit analizi sonucu olugan yag

profilleri Cizelge 4.9°da verilmigtir.
Cizelge 4.9. PGPR 0zellikteki Bacillus megaterium izolatlanmin yad asit analizi
sonucu olusan yag asit profilleri
Yag Aistleri 1zolat Dagihm Ortalama Standart
Sayist Arahp . Hata
14:0ISO 3 6.57-8.10 7.96 1.33
14:0 2 2.40-2.84 2.62 0.31
15:0ISO 3 31.43-34.14 33.74 2.13
15:0 ANTEISO 3 44.38-49.56 46,51 2.71
16:wllc 3 3.18-5.89 443 1.40
16:0 2 3.89-4.20 4.05 022
Sum In Feature 4 1 554 554 0
17:0 ANTEISO 1 230 230 0
Summed Feature 4 1 554 . 5.54 0

Summed Feature 4; 17:1 ISO veya ANTEIB
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Cizelge 4.9°da goriildiiSt fizere 3 izolat ile yapilan ¢ahsmada 9 farkh yad
asidi izole edilmigtir. izole edilent yag asitleri Sum in feature 4 (%5.54), 14:0 ISO:
(%7.96), 14:0 (%2.62), 15:0 ISO (%33.74), 15:0 ANTEISO (%46.51), 16:wllc
(%4.73), 16:0 (%4.05), 17:0 ANTEISO (%2.30) olarak belirlenmistir. izole edilen
yad asitleri doymug (14:0, 16:0), doymanmus (16:w11c), methyl branched (14:0 ISO,
15:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 17:0 ANTEISO) ve | tane sum in features (4) olmak
fizere 4 grup oldudu saptanmigtir. Genelde yag asit ¢esidi ve miktan agisindan biiyiik
benzerlikler oldugu gorillmektedir. 14:0 1SO, 15:0 ISO, 15:0 ANTEISO ve 16:wlle
yag asitlerinin tiim izolatlarda bulundugu belirlenmigtir. Diger yag asitleri agisindan
degisen oranlarda farklsliklar buluaomaktadsr.

Bacillus spp. fosfati indirgeme Szelliginden dolayr “phosphobacterin™ olarak
isimlendirmigtir (Brown, 1974). De Freitas ve ark, (1997) topraktan elde ettikleri
bakteri izolatlarinin fosfati indirgeme testleri ve yag asit analizleri ile izolatlarn
tanilama ¢aligmalarinda oldugu gibi topraktan izole ettigimiz M1-3, M3-1 ve H8-8
izolatlan ile yaptufimiz caligmalarla paralellik gostermektedir.

Aday PGPR Izolatlarimin Segimi: Aday PGPR olarak biber bitkilerinin kdk
ve kdk bolgesin toprafindan izole edilen 189 bakteri izolatiyla yapilan fosfat
indirgeme testi somucunda 11 izolatm (A3-4, H8-8, 01-2, 02-1, 03-6, 03-20, M1-3,
M3-1, M8-4, M10-3, M11-2) fosfati indirgeme yetenefinde oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.8). bu izolatlann spektrofotometrede 400nm’deki absorbans degierteri
detayl olarak Cizelge 4.10°da verilmistir. Bunlar igerisinde absorbans deferi en
kiigitk olan ve istatistiki olarak kontrolden farkl: bulunan 3 izolat (M1-3, M3-1, H8-
8) ileriki galigmalarda kullaniimak {izere segilmigtir. Bu izolatlar NBRIP besi yerinde
Sekil 4.26'da gorildiigh gibi farkls diizeylerde renk agilmalarma neden olmuglardir.
Bu izolatlann suda ¢oziilebilen fosfat mikian M1-3 ve M3-1de 40ug/ml H8-8
izolatinda ise 39ug/ml olarak saptanmugtir,

Bitki biiylimesi icin temel besin maddelerinden biri fosfordur. Bitkiler toprakta
bulunan ¢ozillmeyen formdaki fosforu besin olarak kullanamazlar. Inorganik fosfat
giibre olarak toprafa uygulandiinda bir siire sonra abnmayan forma donisir.
Toprakta bulunan ¢bziilmeyen ve bagls formdaki fosfatr toprakta bulunan bakteriler
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¢Ozerek bitkinin alacafy forma getirirler (Nautiyal, 1999). Fosfati indirgeyen
mikroorganizmalarin  segiminde genellikle Pikovskaya (PVK) agar besi yeri
(Pikovskaya, 1948) kullanilabilir. Fosfat indirgeyen bakteriler bu kat besi yerinde
bir hale veya bir temizieme alani olugtururiar. Fakat NBRIP sivi besi yerinde fosfan
indirgeyen mikroorganizmalarin PVK besi yerinde herhangi bir hale veya temizieme
alam olusturmadikian gesitli araguncilar tarafindan rapor edilmistir (Gupta ve ark,
1994; Nautiyal, 1999; Mehta ve Nautiyal, 2001). Biz de ¢ahigmamaizda bu durumu
gz Oniine alarak aday PGPR’ler arasinda se¢im yaparken fosfan indirgeyen
bakterileri saptamak igin PVK kau besi yerine NBRIB sivi besi yerini kuilandik.
Fosfan indirgeyen bakterileri segiminde spektrofotometrede klorimetrik Slgtimler
yapilmig bunun yaninda sivi besi yerinin bromofenol blue igermesi nedeniyle olusan
renk agiimasi da bize izolat se¢iminde yardimer olmugtur. Bu besi yeri difer
arasurmalarda (Johri ve ark. 1999) oldufu gibi bizim ¢ahiymalarda da basanyla
kullamimistir.

Sekil 4.26. PGPR izolatlanmin NBRIP besi
yerinde fosfat indirgemesi sonucu olugan
renk degisimi (Sagda negatif kontrol, solda
bakteri ile agilanmusg besi yerleri)
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Cizelge 4.10.NBRIP besi yerinde gelisen PGPR  izolatlanmn
spektrofotometrede absorbans degerleri (400nm)
izolat ady I.Tek | 1. Tek | IIl. Tek | Ortalama*

Negatif Kontrol 0240 | 0.198 | 0.200 0212% |
A34 0.171 0.159 0.159 0.163°
HS-8 0.104 | 0.096 | 0.075 0.092°
MI1-3 0.099 | 0.067 0.68 0.078°
M3-1 0.065 | 0.063 | 0.152 0.093°¢
M8-4 0201 | 0.187 | 0212 0.200% |
MI11-2 0218 | 0218 | 0.157 0.198% |
M10-3 0.186 | 0.173 | 0.169 0.176°
01-2 0203 | 0.204 0203 | 0203% |
02-1 0.233 | 0240 | 0225 0.233°
03-6 0130 | 0.155 | 0.191 0.159°
03-20 0.186 | 0.110 | 0.233 0.176°

L5 € ANOVA istatistiki programinda Duncan (p=0.05)’e gore farkliliklan gdstermektedir.

* Ortalama degerlerin yaminda verilen ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel

olarak dnemli oldugunu gosterir.

4.4.Segilen PGPR lzolatlaninin Antagonistik ve Siderefor Etkilerinin
Testlenmesi

Segilen ii¢ adet izolat ile kurulan deneme sonucunda izolatlar 0.05-0.27cm
arasinda defigen engelleme zonlan olugturmuslardir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.27).
Denemede kullamlan i PGPR izolatimin (M1-3, M3-1 ve H8-8) siderefor etkisi Fe™
elementi igeren KB besi yeri {izerinde test edildiginde bu izolatlardan M1-3 ve M3-1
izolati Fe' yoklugunda engelleme zonu olustururken (Cizelge 4. 11) Fe* varliinda
engelleme zonu olugturmamigtir. Diger izolat H8-8 izolai Fe™ yoklugunda 0.05 olan
inhibisyon zonu Fe varhfinda 1.30cm gibi artan oranda engelleme zonu
olugturmugtur. Bu sonuglar M1-3 ve M3-1"in patojen engellemesinde siderefor
etkisini kullandifini gOsterirken H8-8 izolatinin patojen geligimini engellemede
siderefor etkisinin olmadifim géstermigtir (Sekil 4.28).

Cizelge 4.11.PGPR izolatlanmn Xav'ya kargi petride olugturuklan antagonistik ve
siderefor testinde engelleme zonlan (cm)

PGPR izolatlan Antagonistik etki Siderefor Etki
H3-8 0.05 1.30
M1-3 0.21 0
M3-1 0.27 0
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Sekil 4.27. Petride ikili killtiir antagonistik etki denemesinde M3-1 izolatimin
olugturdugu engelleme zonu

Sekil 4.28. Petride ikili kultur siderefor etki dememesinde H8-8 izolatinn
olusturdugu engelleme zonu
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4.5.PGPR’in Xav Uzerine Etkisi

Klima odasi kogullannda 2002 yihmin Mayis-Haziran aylan arasinda kurulan
sakst denemesinde, kontrol olarak kokleri suya daldinlan, yapraktan patojen
inokulasyonu yapilan bitkilerde inokulasyon tarihinden sonraki 10-15 giin iginde
bitkilerde yaprak simptomlan gozlenmigtir. Pozitif kontrol wygulamasindaki
bitkilerin tiimiinde simptom gbzlendikten sonra degerlendirme yapilmims ve
kontroldeki hastalik siddetinin ortalama 3.32 skala degerinde oldugu saptanmustir.
H8-8 kodlu PGPR uygulamasinda hastalik siddeti 2.96, M3-1°de 2.25, M1-3"de ise
1.89 olmugtur. izolatlann ikili kombinasyonlanndaki hastalik giddeti M1-3+H8-8'de
221, M1-3+M3-1’de 1.79 ve M3-1+H8-8"de 1.61 olmustur. Ug izolatin esit oranda
kangimindaki hastalik siddeti 1.25 olarak saptanmugtir. Kontrole gore belirlenen etki
%’si ise en etkili uygulamamin %62 oramyla f(iglé kombinasyonda oldugu
belirlenmistir. [kili kombinasyonlan %51, %46 ve %33 oraminda hastalif
engellemistir. Izolatlar tek baglanina ise %11, %32 ve %43 oraninda hastalik siddetini
azalttifs saptanmustir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.29). Istatistiki olarak da incelendiginde
H8-8’in pozitif kontrol ile aym grupta yer alarak etkisiz oldugu, diger tekli ve ikili
kombinasyonlann ayni gru.pta yer aldiff, @i¢li kombinasyonun farkh bir grupta yer
alarak en iyi uygulama olduu goriilmektedir. Negatif kontrol olarak higbir uygulama
yapilmayan bitkilerde ise hi¢bir hastalik simptomu gézlenmemistir.

C. U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Balimii Aragrma ve Uygulama
parselinde 2003 ve 2004 yihnda kurulan iki yilhk tarla denemesinin ilk yilinda
pozitif kontrolde hastalik giddeti 2.11 iken PGPR izolatlan uygulanmis bitkilerdeki
hastalik giddeti 1.31-0.69 arasinda olmugtur (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.29). En etkili
uygulamanin hastalik siddetini %67 oraninda azaltan M1-3 izolatinda oldufiu
saptanmigtir. M1-3 uygulamasi digindaki diger tim uyglamalar hastalik giddetini
%38-51 oraninda azaltmay: basarmugtir. Istatistiki olarakda M1-3 izolat: ayn bir grup
olugtururken diger uygulamalar aym grupta yer almaktadir.
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Cizelge 4.12. PGPR izolatlarinin biberde bakteriyel leke hastaliginin siddetine etkisi

Uygulamalar
Pazitif Kontrol
M1-3
M3-1
H8-8
M1-3+M3-1
M1-3+H8-8
M3-1+H8-8

MI1-34M3-1+H8-8

Siksi
Has. Sid | % Erki
3.32 0
1.89" 43
ot 32
296 11
1.79™4 46
27" 33
1.61% 51
1.25¢ 62

2003 Tarla
Has. Sid | % Etki
21 0
0.69° 67
L1’ 47
1.31° 38
1.09° 48
129° 39
1.22° 2
1.04° 51

2004 Tarla

Has. Sid [ % Etki
2.04° 0
0.77° 62 |
0.75" 63
0.86° 58
0.88" 57
0.79" 6L
L T
086" | 58 |

% Etki

Pozitif Kontrol |

2 & ¥ 2 o
= = 23_::_"_::5
¢ % 5 3
:IE?

Q

5

Uygulamalar :

m Saksi Denemesi
@ 1. Yil Tarla Denemesi
m2. Yil Tarla Denemesi|

Sekil 4.29.K5kdere dalduma seklinde wygntanan PGPR izolatlanmn saksida
v tarls kogstlarnda biber bakieriyel leke hastalifinin siddetine olan

etkisi
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2004 yilinda yapilan ikinci yil tarla denemesinde kontrolde hastalik siddeti 2.04
iken PGPR’lerle uygulama gérmils bitkilerde hastalik siddeti 0.75-0.88 oldugu
saptannugtir. Hastalik giddeti PGPR uygulamalanyla %57-63 arasinda azalmugtir.
Tiim uygulamalar istatistiki olarak kontrolden farkls bulunmus ve hepsi tek bir grup
igerisinde yer almiglardir. Bu y1l yapilan denemede PGPR izolatlarinn tekli, ikili ve
iigli kombinasyonlarinin hastalify engellemede son derece basanh oldugu
goriilmektedir.

Dogal kogullar altinda iki yi} tekrar edilen denemelerin sonuglarna gore bu ii¢
PGPR izolat: biberde bakteriyel leke hastalifim baski altina almada baganh izolatlar
olarak goriilmektedir. izolatlar arasinda en Gimit var gériileni Bacillus megaterium
olarak tanilanan M1-3 izolahdir. Calismamizda M1-3, M3-1 ve H8-8 uygulamalan
ve bunlann kangimlar daha iyi etki géstermigtir. Birden fazla PGPR'mn kangimy, tek
bir izolat uygulamasi ile mukayese edildiginde etkinin daha fazla oldugu diger
arastiricilar tarafindan da saptanmugtir (Romero ve ark, 2003; Anith ve ark, 2004).

Bacillus tirlerinin farkli bitki tiirlerinde gesitli hastaliklann kontroliinde etkili
oldugu bildirilmistir (Guo ve ark, 2004). Bizim ¢ahsmamizda da Bacillus
megaterium uygulamalanmn biyolojik kontrol aktivitesini arttirabilen dnemli bir
faktdr oldugunu ortaya kenmugtur. Biyokontrol ajanlaninin kangtinlarak kullanilmas:
sinergistik etki yaprak hastalifi baskilamada daha etkili olmaktadir. Ciinkii birden
fazla biyokontrol ajaninin kangtinlmass farkls kontrol mekanizmalarni (antibiyotik,
siderefor, vb) harekete gegirerck gok sayida hastalik etmenine karsi koruma saglar.
Sung ve Chung (1997) kitinaz iireten Streptomyces spp. ve Bacillus cereus izolatlan
ile antibiyotik fireten P. flourescens ve Burkholdere cepecia izolatlarini
kangtinldipinda meydana gelen sinergistik etki ile ¢eltik kin yamklifmm daha iyi
baskilandigini bildirmislerdir.

Biberde bu hastalifin kontroliinde antagonistlerin (Byme ve ark, 2005) ve
PGPR’larin (Romero ve ark, 2003; Romeiro ve ark, 2005) kullamlabilecefini
gbstermektedir. Henilz biberde bu hastaliga kargi ruhsat almig bir biyolojik preparat
olmasa da fimit verici aragtrmalar bulunmaktadir. Caligmamizda kullandifinuz
basanili izolatlarin patojeni baski altna almada kullandsfs mekanizmalann
belirlenmesi igin daha detayh aragtirmalar gerekmektedir.
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4.6.PGPR izolatlanmin infekteli Bitkilerde Bitki Gelisimine Etkisi

Saksi Cahgmasi: Klima odas: kosullannda 2002 yilimin Mayis-Haziran aylan
arasinda yapilan saksi denemesinde, Xav ile infekteli biber bitkilerinin kklerine
daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlarimn bitki boyuna, gdvde ¢apina, bitki
yas agirhgna, bitki kuru agirhgina, kék uzunluguna, kék kuru agirhifing, verime,
meyve boyu ve meyve sayisma etkisi arasunlmig ve elde edilen veriler Cizelge
4.13 de olarak verilmistir.

Klima odasi kogullarinda 2002 yilinin Mayis-Haziran aylan arasinda yapilan
sakst denemesinde, kokten PGPR uygulamasimin bitkilerin bitki boyuna etkisi
degerlendirilmig ve Cizelge 4.13, $ekil 4.30"da goriildiigi gibi bitki boylari M1-3 ve
M3-1 tekli uygulamalan bitki boyunda %18, diger uygulamalar (H8-8, M1-3+M3-1,
MI1-3+H8-8, M3-1+H8-8 ve M1-3+M3-1+H8-8) ise %9’luk artiga neden olmustur.
Istatistiki olarak kontrol ve PGPR uygulamalan arasinda herhangi bir farkin
bulunmadigi belirlenmistir.

% Etki

= . ey

© © © o
= = I I
+ + + +
(] © o o
- = & ¢
- = = ?

i

A

=

Uygulamalar

Sekil 4.30. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlanmin saksida
infekteli biber bitkilerinin bitki boyuna olan etkisi
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Saksi galigmasinda govde ¢apimi artirmada en etkili uygulamamin %74"lik
artisla M1-3+M3-1 uygulamasinda oldugiu belirlenmigtir. Bu uygulamay: %67 etki
ile Ogli kombinasyon (M1-3+M3-1+H8-8) uygulamas: takip etmistir. Tekli
uygulamalar (M3-1, H8-8 ve M1-3) %41, %30 ve %30 oranlarinda bir artisa neden
olmustur. ikili uygulamalardan M3-1+Hg8-8'de %30’luk ve MI1-3+H8-8'de ise
9%19’luk bir artis gbzlenmisgtir. [statistiki olarak da incelendiginde M1-3+M3-1 ikili
uygulamasi ve iiglii kangim digerlerinden farkli bir grup igerisinde bulunduklan ve
en etkili uygulamalar olduklan saptanmugtir. M3-1 tekli uygulamas: farkh bir grup
igerisinde bulunmakta ve diger uygulamalar ile arasindaki farkin énemli oldugu
goriilmektedir. Bunlarin disindaki uygulamalarin (M1-3, H8-8, M1-3+H8-8 ve M3-
1+H8-8) kontrolle aym grup igerisinde yer aldifi ve etkisiz oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.13, Sekil 4.31)

% Etki

3 & & 2
E = x XL L
TR T

£ - : 2 2
8 - - 2
" i
=

Uygulamalar

Sekil 4.31. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlanmin saksida
infekteli biber bitkilerinin gévde gapina olan etkisi
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Saksi galigmasinda PGPR uygulamalan pozitif kontrolle kargilastinldifinda
bitki yag agirhfinin %43-165 oramnda artirdin belirlenmigtir. M3-1 uygulamas:
bitki yas afirhfinda %165°lik bir atiga neden olmustur. M1-3 ve H8-8 tekli
uygulamalan sirasiyla %83 ve %74 oraminda bitki yag agirligini artrmustr., Ikili
uygulamalarin (M1-3+H8-8, M3-1+H8-8 ve MI1-3+M3-1) ise %70, %65 ve %43
oranlarinda yas agirh@ arttirdis saptanmgtir. Ul karisim ise bitki yag agirhginda
%70 oraninda artiga neden olmustur. Istatistiki olarak da incelendiginde M3-1
uygulamasi dier uygulamalardan farkh bir grupta yer alarak en iyi uygulama oldugu
goriilmektedir. M1-3, H8-8, M1-3+H8-8, M3-1+H8-8 ve figlil kargim istatistiki
olarak aym grup igerisinde yer aldiklan ve aralaninda herhangi bir farkin
bulunmadiga saptanmistir. M1-3+M3-1 ikili uygulamasimin ise digerlerinden farkh
bir grup igerisinde bulundugu ve daha az etkili bir uygulama oldugu belirlenmesine
ragmen tiim uygulamalar kontrolden farkhh grupta yer alarak etkili olduklan
saptanmugtir (Cizelge 4.13, Sekil 4.32).

% Etki

Pozitif Kontrol
M1-3 |

M3-1

H8-8

M1-3+M3-1

M1-3+H8-8
M3-1+Hg8-8 |2

M1-3+M3-1+H8-8 |,

Uygulamalar

Sekil 4.32. Kdklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlannin saksida
infekteli biber bitkilerinin bitki yag agirhgina olan etkisi
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Saksi ¢aligmasinda pozitif kontrole gore bitki kuru agirhifin en fazla arttiran
uygulamanin %250 oramyla M3-1 uygulamasinin oldugu belirlenmigtir. H8-8 ve
MI1-3 tekli uygulamalan sirasiyla %67 ve %42 oraminda bitki kuru agirhgim
artirmugtir. [kili uygulamalar (M1-3+H8-8, M3-1+H8-8 ve M1-3+M3-1) ise %50,
%42 ve %33 oranlarinda kuru agirhf arttinrken iiglii kansim ise bitki kuru agirhgim
%50 oraminda artirmustir. Istatistiki olarak da incelendiginde M3-1 uygulamas: diger
uygulamalardan farkh bir grupta yer alarak en iyi uygulama oldugu gorillmektedir.
Diger uygulamalardan farkli bir grupta bulunan H8-8 uygulamasimn M3-1
uygulamasindan sonra en etkili uygulama oldugu gdzlenmigtir. M1-3, M1-3+H8-8,
M3-1+H8-8 ve iiglil kangim istatistiki olarak aym grup igerisinde yer aldiklan ve
aralannda herhangi bir farkin bulunmadifi saptanmigtir. MI1-3+M3-1 ikili
uygulamasinin ise digerlerinden farkh bir grup igerisinde bulundugu ve daha az etkili
bir uygulama oldugu belirlenmigtir. Tim uygulamalar kontrole gire istatistiki olarak
farkli ve etkili bulunmugtur (Cizelge 4.13, Sekil 4.33).

250
200
= 150+
® 100 | l
501 i |
0 .- .:"" == _ Z":-_..E.--." '.
T £ 3 8 &8 ¢ &
E - r B o
g i S ;
?
b=
Uygulamalar

Sekil 4.33. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlanmn saksida
infekteli biber bitkilerinin bitki kuru agirhigina olan etkisi
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Saksi ¢ahsmasinda kék vzunlugunu artiran en iyi uygulamanin %21 oramiyla
MI13+M3-1 uygulamasinin oldugu belirlenmistir. Bu uygulamay %19’luk artig ile
M1-3+M3-1+H8-8 uygulamas: takip etmistir. Tekli uygulamalan ( M3-1, H8-8 ve
M1-3) %16, %10 ve %8 oranlarinda bir artisa neden olmustur. Ikili uygulamalardan
M3-1+H8-8 uygulamasi kok uzunlugunu %8 arttinrken M1-3+H8-8 uygulamasinda
%10 oraninda bir azalmaya rastlamlmigtir. Istatistiki olarak da incelendiginde higbir
uygulamanin kontrolden farkh olmadign goriilmektedir. PGPR uygulamasinin kék
uzunlugunda istatistik olarak etkili olmadif tespit edilmistir (Cizelge 4.13, Sekil
4.34).
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Uygulamalar

Sekil 4.34.Kiklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlaninin saksida
infekteli biber bitkilerinin kok uzunluguna olan etkisi
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Saksi galigmasinda M3-1+H8-8 ile yapilan uygulama kok kuru agirhfinda
%33’lillk bir artig saglayarak en iyi uygulama olarak belirlenmistir. Bu uygulamay:
%27 etki ile M1-3+H8-8 uygulamas: takip etmigtir. Tekli uygulamalardan M3-1
uygulamasi %7 oraninda bir artig gosterirken M1-3 ve H8-8 uygulamalan kik kuru
apirhginda herhangi bir etki gbstermemistir, ikili uygulamalardan MI1-3+M3-1
uygulamas ise kok kuru afirhginda %7 oraninda bir artiga neden olmustur. Uglit
kangim ise kok kuru agirhfim %13 oraminda azaltmigtir. Istatistiki olarak da
incelendiginde M3-1+H8-8 ve M1-3+H8-8 ikili uygulamalar aym grup igerisinde
bulunan diger etkili uygulamalar olduklan saptanmistir. Geriye kalan uygulamalarin
tiimil istatistiki olarak aym grup igerisinde yer aldiklan ve kontrol ile aralarinda
herhangi bir farkin bulunmadif saptanmigtir (Cizelge 4.13, Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlannin saksida
infekteli biber bitkilerinin kdk kuru agirhifina olan etkisi
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Tarla Cahsmasi

2003 ve 2004 yillarinda yapilan tarla denemelerinde ($ekil 4.36 ve 4.37) Xav

ile infekteli biber bitkilerinin koklerine daldirma geklinde uygulanana PGPR
izolatlanmin bitki boyuna, gdvde ¢apina, bitki yag agirhgina, bitki kuru agirhigina,
kok uzunluguna, kik kuru agirh@ina, verime, meyve boyu ve meyve sayisina etkisi
arastirilmig ve elde edilen veriler Cizelge 4.2"de toplu olarak verilmigtir.

Sekil 4.37. 2003 yls tarla denemesinde bir parselin gbrlintisti
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Cizelge 4.14. PGPR izolatlarinin infekteli bitkilerde tarlada_bitki biiylimesine etkisi
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2003 ve 2004 yilinda yapilan tarla denemelerinde Xav ile hasta bitkilere PGPR
uygulamasi yapildifinda kontrole gore bitki boyundaki artig oramin %]1-13 arasinda
oldugu saptanmugtr. ilk yilki denemede istatistiki olarak higbir uygulamanin
kontrolden farkl olmadig belirlenmistir. Ikinci yil denemesinde M1-3+M3-1 ve M1-
3+H8-8 uygulamalari bitki boyunda %13’lilk bir artig safglanug ve istatistiki olarak
diger uygulamalardan farkli oldugu bulunmugtur. Bu iki (M1-3+M3-1, M1-3+H8-8)
uygulama bitki boyunu artiran en etkili uygulamalar olarak saptanmustir (Cizelge
4.14 ve Sekil 4.38)
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Sekil 4.38. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlannin tarlada
infekteli biber bitkilerinin bitki boyuna olan etkisi
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PGPR uygulamalan gévde ¢apinda 2003 ve 2004 yillaninda %8-18 oraninda
artisa neden olmustur. ik yil M3-1, H8-8, MI1-3+H8-8, M3-1+H8-8 ve iicli
kombinasyon uygulamalan %10-18 artigla kontrole gire givde gapinda istatistik
olarak etkili bulunmuslardir. 2004 yilinda ise M3-1 tekli uygulamasinda gévde ¢apim
%18 oraminda arttirdify saptanmug ve en etkili izolat olarak da digerlerinden farkl
bulunmugtur. M1-3+H8-8, M3-1+H8-8 uygulamalan %15 ve %I11’lik artisla
istatistiki olarak ayn bir grupta yer almusg, kontrolden farkl olarak etkili uygulamalar

igine dahil edilmigtir (Cizelge 4.14 ve Sekilid.39).

M1-3+M3-1 g

Uygulamalar

M1-3+M3-1+HB-8 g
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Sekil 4.39 Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlanmin tarlada

infekteli biber bitkilerinin gévde ¢apina olan etkisi

Her iki yilda bitki yas agirh@inda %2-36 arasinda artis oldugu saptanmasina
ragmen kontrolle karsilastirildiginda higbir uygulama arasinda istatistiki olarak bir

fark bulunmamugtir (Cizelge 4.14 ve $ekil 4.40).

Uygulamalar

®m 1. Y1 Tarla Denemaesi
82 Vil Toris Denemesi

Sekil 4.40. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada

infekteli biber bitkilerinin bitki yag afurlifina olan etkisi
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Bitki kuru afirhifinda ise 2003 yilinda %12-38, 2004 yilinda ise %7-26
oraminda artig oldugu saptanmmstir. ancak iki yil yapilan tarla denemsinde higbir
uygulama istatistiki olarak kontrolden farkhi bulunmamigtr. lkinci yil tarla
galismasinda bitki kuru afarhgim %26 oraninda artiran M3-1 kodlu izolat istatistiki
olarak da difer uygulamalardan farkli bulunarak en etkili uygulama olarak
degerlendirilmigtir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada
infekteli biber bitkilerinin bitki kuru afirh@ina olan etkisi




4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MiRI

Tarla denemelerinde PGPR izolatlan ana koékiin uzunlugunu ilk y1l %1-17,
ikinei y1l %7-17 oranlannda artirmglardir. 2003 yilinda %1 artisa neden olan H8-8
hari¢ geriye kalan tiim uygulamalar istatistiki olarak kontrolden farkli bulunarak kok
uzunlufuna artisa neden olan baganl uygulamalar olarak degerlendirilmigtir. 2004
yilinda M3-1, M1-3+M3-1 ve M1-3+H8-8 izolatlanyla uygulama gdrmiis bitkilerin
koklerinde %10-17 oramindaki artig istatistik olarak digerlerinden farkh olarak
belirlenmigtir. Bu ii¢ uygulama her iki yilda da etkili uygulamalar grubunda yer
almustir (Cizelge 4.14 ve Sekili4.42),
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Uygulamalar
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Sekil 4.42. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarnimn tarlada
infekteli biber bitkilerinin kok uzunluguna olan etkisi
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fki yillik tarla galismalarina gére PGPR uygulanmig Xav ile hasta bitkilerde
kontrole gore kok kuru agirhiginda 2003 yilinda %1-28 oraninda artisa neden olurken
bazi uygulamalarda (M3-1+H8-8, M1-3+H8-8, M1-3+M3-1 ve tiglii kangim) %1-12
oraninda azahg tespit edilmigtir. M3-1 uygulamasi 2003 yilinda kdk kuru agirlifim
%28 artirarak istatistiki olarak diger uygulamalardan farkli bulunmugtur. 2004 yili
tarla denemelerinde higbir uygulama kdk kuru agarhifinda azalisa neden olmanustir.
2004 yih tarla denemsinde kok kuru agirhfiindaki artig orammn %2-26 arasinda
oldugu belirlenmigtir. PGPR izolatlanimin ikili kombinasyonlan (M3-1+H8-8, MI-
3+H8-8 ve MI1-3+M3-1) sirasiyla %21, %25, %26 oramnda kok kuru afirhgim
artirmug ve istatistiki olarak kontrolden farkli bulunan basanh uygulamalar olarak
degerlendirilmigtir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlannin tarlada
infekteli biber bitkilerinin kik kuru agirlifina oaln etkisi
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2003 ve 2004 yilinda kurulan iki yillik tarla denemesinde en etkili uygulama
verimi %28 oraninda arttran M3-1 uygulamasi oldugu saptanmistir. Tekli
uygulamalardan M1-3 %16, H8-8 uygulamas: ise %14 artisa neden olmustur. Ikili
uygulamalardan M3-1+H8-8'de %26, M1-3+M3-1'de %17 ve M1-3+H8-8'de ise
2%13’likk bir ariga neden oldugu gorilmistir. Ugli kansimin ise %18 oraninda
verimi arttirdi@ belirlenmigtir. Istatistiki olarak uygulamalarin aym grup igerisinde
bulundugu ve aralarinda farkin bulunmadifn saptanmigtir (Cizelge 4.14 ve Sekil
4.44). 2004 yilinda yapilan ikinci yil tarla denemesinde kontrole giire meyve verimi
PGPR uygulamalaniyla %]1-28 arasinda artmugtir. M1-3+M3-1 ikili uygulamas:
verimi %28 oraninda arttirarak en etkili uygulamalar olarak ortaya ¢ikmugtir,
Istatistiki olarak uygulamalar aym grup igerisinde bulunmakta ve aralarinda fark
bulunmamaktadir
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Sekil 4.44. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlanmn tarlada
infekteli biber bitkilerinin verime olan etkisi
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2003 yilinda yapilan ilk yil tarla denemesinde M3-1 tekli uygulamasinin meyve
boyunda %37'lik bir artisa neden oldugu saptanmugtir. Tekli uygulamalardan M1-3
%25, H8-8 uygulamas: ise %10’luk artisa neden olmugtur. Ikili uygulamalardan M1-
3+H8-8'de %27, M3-1+H8-8'de %26 ve MI1-3+M3-1'de ise %16’hk bir artig
saptanmugtir. Uglii kanisim ise %15 oraminda bitki boyunu arttirdifn belirlenmistir.
istatistiki olarak M3-1 uygulamasi diger uygulamalardan farkh grup igerisinde
bulundugu ve en etkili uygulama oldugu saptanmugtir. M1-3, M1-3+H8-8, M3-1+H8-
8 ve M1-3+M3-1 aym grup igerisinde bulunmakta ve aralannda farkin bulunmadig
gozlenmigtir. Uglit karsimda ise digerlerinden farkhi grup igerisinde bulundugu ve
daha az etkili bir uygulama oldu@u belirlenmesine ragmen kontrolde farkh grupta yer
alarak etkili olduklan saptanmigtir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.45).

2004 yilinda vapilan ikinci yil tarla denemesinde PGPR uygulamalan meyve
boyunu %4-6 oraminda artimiglardir. Bazi uygulamalarda (M3-1, H8-8 ve dglii
kombinasyon) negatif bir etki belirlenmigtir. Istatistiki olarak degerlendirildiginde
higbir uygulamanin kontrolden farkh ve etkili olmadign goriilmektedir (Cizelge 4.14
ve Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada
infekteli biber bitkilerinin meyve boyuna olan etkisi
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2003 ve 2004 wyilinda kurulan iki yilhik tarla denemesinde kontrolle
kargilaginldifinda meyve sayisinda M3-1 tekli uygulamasi %46°lik bir artiga neden
oldugu saptanmugtir. Tekli uygulamalardan M1-3 %43, H8-8 uygulamas: ise %19
olarak belirlenmistir. Ikili uygulamalardan M1-3+M3-1'de %36, M1-3+H8-8'de
%29, ve M3-1+H8-8'de ise %20’k bir artisa neden olduu gorillmistir. Uglii
karisimin ise meyve sayisim etkilemedigi belirlenmigtir. Istatistiki olarak M3-1 ve
M1-3 tekli uygulamalan aym grup igerisinde bulunmakta ve diger uygulamalardan
farkli oldugu gozlenmigtir. M1-3+M3-1 ve M1-3+H8-8 ikili uygulamalan aym grup
icerisinde yer almakta ve dier uygulamalar ile farkh olduklan belirlenmistir. Geriye
kalan diger uygulamalar (H8-8, M3-1+H8-8 ve fi¢lii kanigim) ile kontrol arasinda
herhangi bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.46).

2004 yilinda yapilan ikinci yil tarla denemesinde meyve sayisi %9-25 oraninda
artiy saptanmugtir. [statistiki olarak degerlendirildifinde higbir uygulamanin
kontrolden farkli olmadigi goriillmektedir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlannin tarlada
infekteli biber bitkilerinin meyve sayisina olan etkisi
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Klima odasi kogullannda 2002 yihimin Mayis-Haziran aylan arasinda kurulan
saks: denemesinde, kontrol olarak kokleri suya daldinlan yapraktan patojen
inokulasyonu yapilan bitkilerle PGPR izolatlanmin bitki biiyiimesine etkilerine
bakildiginda saksi ¢aligmasinda en etkili uygulamalar olarak; bitki boyunda %18 ile
M3-1 ve M1-3, gévde capinda %74 ile M1-3+M3-1, bitki yas agirhfinda %165 ile
M3-1, bitki kuru afirhiginda %250 ile M3-1, kok vzunlufunda %21 ile M1-3+M3-1
ve kdk kuru agirhiginda ise %33 ile M3-1+H8-8 uygulamalarindan elde edilmistir.

C. U. Ziraat Fakilltesi Bitki Koruma Bolimii Arasirma ve Uygulama
parselinde 2003 ve 2004 yilinda kurulan iki yillik tarla denemesinin ilk yilinda en
etkili uygulamalar olarak; bitki boyunda %5 ile M1-3, govde ¢apinda %18 ile M3-1,
bitki yas agrhginda %36 ile M3-1, bitki kuru agirhfinda %38 ile H8-8, kok
uzunlugunda %17 ile M3-1, kok kuru agirlfinda %28 ile M3-1, verimde %28 ile
M3-1, meyve boyunda %37 ile M3-1 ve meyve sayisinda ise %46 ile M3-1
uygulamalanndan elde edilmigtir.

2004 yihnda yapilan ikinci yil tarla denemesinde ise en etkili uygulamalar
olarak; bitki boyunda %13 ile M1-3+M3-1 ve M1-3+H8-8, gbvde ¢apinda %18 ile
M3-1, bitki yas agirliginda %21 ile M1-3+M3-1, bitki kuru agirhginda %26 ile H8-8,
kok uzunlugunda %17 ile M3-1, kék kuru afirhiinda %26 ile M1-3+M3-1, verimde
%28 ile M1-3+M3-1, meyve boyunda %6 ile M1-3 ve meyve sayisinda ise %25 ile
M1-3 uygulamalarindan elde edilmistir.

Dogal kogullar alunda iki yil tekrar edilen denemelerin sonuglan saksi
cahgmalanna paralellik gdstermistir. M1-3 ve M3-1 PGPR izolat: biberde bitki
biiyfimesini tesvik eden baganli izolatlar olarak gbriilmektedir. Bitki biiylimesine
etkide {imit var gorillen izolat ise M3-1 izolatidur.

Benzer ¢aligmalarda da (Romeiro ve ark., 2005; Byme, 2005) Xav ile infekteli
bitkilerde uygulanan PGPR izolatlanmin hastalifs %45 oarninda azalttifs ve bitki
bityiimesini arttirdin gdzlenmistir.



4.BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

4.7.PGPR lizolatlarmm Saghkh Biber Bitkilerinde Bitki Biiyiimesi Uzerine
Etkisi

Viyol ¢absmasi: Klima odasinda 2002 Ocak-Mayis aylan arasinda yapilan
viyol denemelerinde (Sekil 4.47) saghkh biber bitkilerinin yapraklarina uygulanan
PGPR izolatlarinin bitki boyuna, gévde ¢apina, yaprak sayisina, yaprak alanina, bitki
kuru agirhfina ve kik kuru agirhgina etkisi aragtirllmis ve clde edilen veriler Cizelge
4.2"de toplu olarak verilmistir.

e,

Klima odasinda 2002 ak-Majns z'wlén arasinda yapilan viyol
denemesinin gériiniisii
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Klima odasi kogullarinda 2002 yilmin Ocak-Mays aylan arasinda yapilan viyol
denemesinde, saghkli biber bitkilerinin yapraklanndan PGPR uygulamas: yapilarak
uygulamanin bitki boyuna etkisi degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.15 ve Sekil
4.48°de verilmistir. PGPR uygulamalarinin %47-103 oraninda bitki boylarinda bir
artisa neden olduklan saptanmugtir. Istatistiki olarak tiim uygulamalar kontrolden
farkhi ve etkili olarak degerlendirilmigtir M1-3, M3-1, M1-3+M3-1, MI1-3+H8-8,
M3-1+H8-8 ve ligli kombinasyon uygulamalan aym grup igerisinde yer alan etkili
uygulamalardir. H8-8 ve iglit kombinasyon diger uygulamalardan farkh bir grup
igerisinde yer aldifn ve diger uygulamalara gore daha az etkili olduklan

belirlenmistir.
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Uygulamalar

Sekil 4. 48. Piiskiirtme geklinde biber fidelerine uygulanan PGPR izolatlarinin
viyolde bitki boyuna olan etkisi
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Viyol gahgmasinda PGPR uygulamas: yaplan bitkilerin givde ¢aplan %33-
61 oramnda artrmgtir. M1-3+H8-8 ile yapilan uygulama govde ¢cap %61°lik bir artig
saflayarak en iyi uygulama olarak belirlenmistir. Bu uygulamay: %56 etki ile M1-3
ve M1-3+M3-1 uygulamalan takip etmigtir. Tekli uygulamalardan M3-1 uygulamasi
%50 ve H8-8 uygulamasi isc %28 oraninda govde gapimi artirdig saptanmistr. ikili
uygulamalardan M3-1+H8-8 uygulamasi %50 oramnda bir artisa neden olurken iiglii
karnigim ise govde gapim %33 oraninda artirdifn belirlenmistir. Istatistiki olarak da
incelendiginde M1-3+H8-8, M1-3 ve M1-3+M3-1 uygulamalan aym grupta yer
almakta ve aralannda bir farkin bulunmadifn gozlenmigtir. M3-1 ve M3-1+H8-8
uygulamalan ayn bir grup igerisinde bulunmakla birlikte diger uygulamalar ile
arasinda istatistiki olarak fark oldugu saptanmugtir. H8-8 ve {i¢lii kombinasyon farkl
bir grup igerisinde yer almakta ve diger uygulamalara gore daha az etkili olduklan
belirlenmistir. Tim uygulamalar istatistiki olarak kontrolden farkli bulunmustur
(Cizelge 4.15, Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. Piskiirtme seklinde biber fidelerine uygulanan PGPR izolatlarinin
viyolde gévde gapina olan etkisi
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Viyol ¢aligmasinda yaprak sayisim artiran en iyi uygulamamn %61 oramyla
M1-3+M3-1 uygulamasinin oldufu belirlenmistir. Bu uygulamay: %50 etki ile M3-
1+H8-8 uygulamas: takip etmistir. Tekli uygulamalari (M1-3, M3-1 ve H8-8) %46,
%34 ve %33 oranlarinda bir artisa neden olmugtur. ikili uygulamalardan M3-1+HS-
8'de %50, M1-3-+H8-8'de %39 ve lglii kombinasyonda ise %27 oraminda bir artig
gzlenmigtir. Istatistiki olarak da incelendiginde M1-3+M3-1, M3-1+H8-8 ve M1-3
uygulamalart aym grup igerisinde bulunmakta ve en etkili uygulamalar olarak
saptanmugtir. Geriye kalan diger uygulamalar ise farkli grup igerisinde bulundugu ve
aralaninda bir farkin bulunmadif tespit edilmistir. Tiim uygulamalar istatistiki olarak
kontrolden farkl bulunmugtur (Cizelge 4.15, Sekil 4.50).
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Uygulamalar

Sekil 4.50. Piiskiirtme seklinde biber fidelerine uygulanan PGPR izolatlarinin
viyolde yaprak sayisina olan etkisi
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Viyol galigmasinda yaprak alamindaki artigta en etkili uygulamamin %110’ luk
artisla M1-3+M3-1 uygulamasinda oldugu belirlenmigtir. Bu uygulamay: %96 etki
ile M1-3+H8-8 uygulamasi takip etmigtir. Tekli uygulamalar (M3-1, M1-3 ve H8-8)
%72, 69 ve 40 oranlarinda bir artiga neden olmustur. ikili uygulamalardan M3-1+H8-
8de %22’lik bir artig gbzlenmigtir. Istatistiki olarak da incelendiginde M1-3+M3-1
ve M1-3+H8-8 ikili uygulamalan aym grup igerisinde bulunan en etkili uygulamalar
olarak saptanmigtir. M1-3 ve M3-1 tekli uygulamalar farkh bir grup igerisinde
bulunmakta ve difer uygulamalar ile aralarindaki farkin istatistiki olarak Gnemli
oldugu tespit edilmigtir. Geriye kalan uygulamalar H8-8, M3-1+H8-8 ve dglii
kombinasyon kontrol ile aym grup igerisinde yer alan etkisiz uygulamalar oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. Piiskiirtme seklinde biber fidelerine uygulanan PGPR izolatlarinin
viyolde yaprak alanina olan etkisi
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Viyol ¢alismasinda kontrolle karsilastinldiginda PGPR uypulamalar bitki kuru
agirhginda %]15-88 oranlarinda artiy meydana getirdikleri saptanmigtir. M1-3+H8-8
ikili uygulamas: bitki kuru agirhginda %88°1ik bir atisla en etkili uygulama olarak
saptanmigtir. Istatistiki olarak da incelendiginde H8-8 wve iiglii kombinasyon
uygulamalan kontrol ile aym grupta yer alan uygulamalar olduklan saptanmistir.
MI-3, M3-1, M1-3+M3-1 ve M3-1+HE&-8 uygulamalari ise %60-87 oranmda artisa
neden olmug ve en etkili uygulama olan M1-3+H8-8 ile istatistiki olarak ayn1 grupta
yer alan diger etkili uygulamalar olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.15, $ekil
4.52).
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Sekil 4.52. Piiskiirtme seklinde biber fidelerine uygulanan PGPR izolatlarin viyolde
bitki kuru agirhgina olan etkisi
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Viyol cahsmasinda kontrole gore kiok kuru afirhiini en fazla arttiran
uygulamanin %56 oramyla M1-3 uygulamasimin oldugu belirlenmigtir. M3-1 tekli
uygulamasi %46 orannda kok kuru agirhgim artinrken [kili uygulamalar (M1-
3+M3-1, M1-3+H8-8 ve M3-1+H8-8) ise %47, 34 ve 26 oranlannda kék kuru
agirign arturdin saptanmistir. Uglit karigim ise bitki kuru agrhgmi %3 oraninda
arttirrmstir. H8-8 tekli uygulamasi %9 oraminda azaltmustr. Istatistiki olarak da
incelendiginde M1-3, M3-1 ve MI-3+M3-1 uygulamalan aym grup igerisinde
bulunan ve en etkili uygulamalar olduklan saptanmugtir. Geriye kalan biitiin
uygulamalanin ve kontrol ile aym grup igerisinde yer aldifi gozlenmigtir (Cizelge
4.15, Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Piiskiirtme geklinde biber fidelerine uygulanan PGPR izolatlaninin
viyolde kok kuru afirligina olan etkisi
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4 BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Saksi Cahbgmasi: Klima odasinda 2002 Mayis-Afustos aylan arasinda
yapilan saksi denemelerinde saghkl biber bitkilerine kik uygulamas: olarak verilen
PGPR izolatlaninin bitki boyuna, gbvde capina, bitki yas afirh@ina, bitki kuru
agirhigina, kok uzunlufuna ve kdk kuru afirhfina etkisi arastinlmus ve elde edilen

veriler Cizelge 4.16’da toplu olarak verilmigtir.

Sekil 4.54. Klima odasinda 2002 Mayis Afustos aylan arasinda yapilan vivol
denemesinin gdriiniisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Klima odasi kogullannda 2002 yilimn Mayis-Haziran aylan arasinda yapilan
saks1 denemesinde, kitkten PGPR uygulamasi yapilan bitkilerin bitki boyuna etkisi
degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.16, Sekil 4.54’de verilmigtir. Bitki boylan
M3-1 tekli uygulamasi bitki boyuna %8 artisa neden olarak en etkili uygulama
olmugtur. Tekli uygulamalar (H8-8 ve M1-3) %2 ve %] oranlaninda bitki boyunu
arttirirken geriye kalan uygulamalar %3-10 oranlarda bitki boyunu azalttiklar tespit
edilmigtir. Farkl oranlarda bitki boyunu etkilemelerine karsi PGPR uygulamalarinin
tiimii istatistiki olarak kontrolle aymi grupta yer almis ve etkisiz olduklan
belirlenmistir.
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Sekil 4.54. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin saksida
saglikh biber bitkilerinin bitki boyuna olan etkisi
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4.BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Saksi caligmasinda gdvde gapim en fazla artiran izolatin %74 artigla M1-3
uygulamasinda oldugu belirlenmis ve bu uygulamay: %65°lik bir artigla M3-1
uygulamas: takip etmigtir. Ikili uygulamalardan (M1-3+H8-8, M1-3+M3-1 ve M3-
1+H8-8) %52, %43 ve %39 oranlaninda artig gdzlenmistir. Uglii kombinasyon ise
%30 oraninda gévde ¢apim arttirmugtir. Istatistiki olarak da incelendiginde M1-3 ve
M3-1 tekli uygulamalan aym grup igerisinde yer almakta ve en etkili uygulamalar
olarak ortaya gikmaktadir. Tlim uygulamalar kontrole gore istatistiki olarak farkh ve
etkili bulunmustur (Cizelge 4.16, Sekil 4.55).

% Etki

3§ Y ima: 3
ESEIE - i
- & : X
= @ & o
= = =
5 :
=

Uygulamalar

Sekil 4.55. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlannin saksida
saghkl biber bitkilerinin gdvde ¢apina olan etkisi

114



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MI

Sakst galigmasinda kontrolle kargilastinldifinda M1-3+H8-8 uygulamasi bitki
yas agirhfinda %31°lik bir atsa neden olmustur. Diger uygulamalar %12-19
oraninda  bitki yas agirhfim artiediklan  saptanmgtir.  Istatistiki  olarak da
incelendiginde M1-3+H8-8 ikili uygulamasi diger uygulamalardan farkh grupta yer
alarak en etkili uygulama olarak belirlenmistir. Geriye kalan tiim uygulamalar aym
grupta yer almakta ve aralannda bir farkin bulunmadifi saptanmgtir. PGPR
uygulamalar, kontrolle farkli grupta yer almalanndan dolay: hepsi etkili olarak
belirlenmigtir. (Cizelge 4.16, Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlanmin saksida
saglikli biber bitkilerinin bitki yag afirhfima olan etkisi
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4 BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Saks1 calismasinda kontrolle kargilagtinldiginda M1-3 uygulamas: bitki kuru
agirhgim %14°liik bir artiga neden olmustur. Bu uygulamay: %7’ lik artigla M3-1 ve
M1-3+H8-8 uygulamalari takip etmigti. MI1-3+M3-1, M3-1+H8-8 ve iiglii
kombinasyon uygulamalan bitki kuru agirhgimi kontrole gore etkilemezken H8-8
tekli uygulamasi %1 oramnda azaltmigtr. Istatistiki olarak da M1-3, M3-1 ve M1-
3+H8 uygulamalan aym grup igerisinde bulununan etkili uygulamalar olarak ortay
agikmistir. Geriye kalan uygulamalar kontrol ile aym grup igerisinde bulunmakta ve
bitki kuru agirhina etkili olmadiklan saptanmigtir (Cizelge 4.16 Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlannin saksida
saghkl biber bitkilerinin bitki kuru agirhgina olan etkisi
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4BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Saks: galigmasinda kik uzunlugunu en iyi uygulamanin %65 oramiyla M1-
3+M3-1 uygulamasimin oldugu belirlenmistir. Bu uygulamay: %59 etki ile M3-1
uygulamas: takip etmigtir. Tekli uygulamalan (M1-3ve H8-8) %50 ve 11 oranlarinda
bir artiga neden olmustur. Ikili uygulamalardan M1-3+H8-8 uygulamasi kok
uzunlugunu %43 artirirken M3-1+H8-8 uygulamasinda herhangi bir degigiklik
goriilmemigtir. Istatistiki olarak da incelendiginde H8-8 ve M3-1+H8-8 uygulamalan
kontrol ile aym grup igerisinde bulunmakta ve kok uzunluguna etkili olmadiklari
saptanmustir. Geriye kalan uygulamalar aym grup igerisinde bulunmakta ve
aralaninda fark bulunmadig belirlenmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.58).
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Sekil 4.58. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlanmin saksida
saglikh biber bitkilerinin kok uzunluguna olan etkisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Saksi galigmasinda PGPR izolatlan ile yapilan uygulamalann tamaminda kok
kuru apirhginda %6-28 oraninda bir azalma meydana gelmigtir. Yapilan PGPR
uygulamalan kok kuru agirhiginda olumsuz bir etkiye neden oldugu gdzlenmistir

(Cizelge 4.16, Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlanmin saksida
saglikh biber bitkilerinin kok kuru agirhigina olan etkisi
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4.BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Tarla Cahgymasi: Iki yil yapilan tarla denemelerinde saghkli biber
bitkilerinin koklerine daldirma seklinde uygulanana PGPR izolatlanimin bitki boyuna,
govde capina, bitki yas agirh@ma, bitki kuru agirhgma, kok uzunluguna, kok kuru
agirhifina, verime, meyve boyu ve meyve sayisina etkisi aragtinlms ve elde edilen
veriler Cizelge 4.17"de toplu olarak verilmistir.

PGPR uygulamalan her iki yilda da bitki boyunda istatistiki diizeyde nemli
diizeyde bir artiga neden olmamustir. Benzer durum saksi ¢aligmasinda da elde
edilmigtir. Uygulamalann gofunlugu her iki yilda tarlada her iki yilda tarlada bitki
boyunda azalmaya bile neden olmustur (Cizelge 4.17, Sekil 4.60).
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Sekil 4.60. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada
2003-2004 yillarinda saglikh biber bitkilerinin boyuna olan etkisi
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Mustafa MIRIK

Cizelge 4.17.Tarlada bulunan saghkh biber bitkilerine kdk uygulamas: olarak verilen

PGPR izolatlanimn bitki bik ine etkisi
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4 BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Koklerine daldirma seklinde yapilan PGPR uygulamalan tarla kogullarinda
govde ¢apinda 2003 yilinda %3-22, 2004 yilinda %7-20 oramnda artiga neden
olmugtur. 2003 yilinda M3-1 uygulamasi %22°lik artigla en etkili uygulama
olmustur. M1-3+M3-1 (%]15), M3-1+H8-8 (%12) ve iigli kombinasyon (%9)
istatistiki olarak ayn bir grupta yer almis ve diger etkili uygulamalar olarak
belirlenmistir. Geriye kalan uygulamalar kontrol ile aym grupta yer aldiindan
etkisiz olarak degerlendirilmigti. 2004 wyilinda ise yine M3-1(%19) ve igli
kombinasyon (%20) en etkili uygulamalar olmustur. Diger uygulamalar istatistiki
olarak farkll bir grupta yer almis ve kontrolden farkh bulunmuglardir. M1-3
uygulamasi kontrol ile aym grupta yer alan etkisiz bir uygulama olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.17, $ekil 4.61).
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Sekil 4.61. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada
2003-2004 willarinda saglikli biber bitkilerinin gévde ¢apina olan
etkisi
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4 BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

Koklerden PGPR uygulamas: tarla kogullaninda ilk yil bitki yas agirhginda
%14-108, ikinci y1l %8-24 oraminda artisa neden olmustur. Bitki yas afirhfim
artirmada en basanh uygulama M3-1 izolatinda olmustur. Ug izolatin karigimi, M3-
1+H8-8 ve MI1-3+4M3-1 izolatlan da sirasiyla %88.c %79 ve %74°lik artigla
istatistiki olarak M3-1 izolatiyla aym grup i¢inde yer almig ve basanl uygulamalar
olarak degerlendirilmiglerdir. 2003 yilinda yapilan uygulamalar iginde HB8-8
uygulamasi hari¢ tiimii istatistiki olarak bitkinin yas agirhfim arttirmada bagarih
olmustur, %14’litk artiga neden olan H8-8 uygulamas: kontrolle aym grup iginde yer
alarak etkisiz kalmistir. Saks1 ¢alismasinda da bitki yas afirhfumi en fazla arttiran
izolat yine M3-1 izolati olmugtur. Bu sonu¢ ilk yil tarla denemsiyle de
desteklenmigtir. 2004 yilinda ise bitki yas agirhiindaki artig istatistiki olarak
kontrolden farkli bulunmamugtir. 2004 yilinda M3-1 izolati istatistiki olarak
kontrolden farkh olmasa da en etkili izolat oldugu saptanmustir (Cizelge 4.17, Sekil
4.62).
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Sekil 4.62. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada
2003-2004 yillarinda saglikli biber bitkilerinin yas agirhfina olan
etkisi
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Tarla kosullarinda 2003 yilinda H8-8 uygulamas: (%24 azaltnigtir) hari¢ tiim
uygulamalar bitki kuru agirhginda artisa neden olmuglardir. Istatistiki olarak da
incelendiginde HB8-8 uygulamasi ve kontrol aym grupta yer alrken diger
uygulamalar kontrolden farkh bagarih uygulamalar olarak degerlendirilmistir. Bitki
kuru agirhgim artiran en bagarih uygulama ise hem saksi hem de ilk yil tarla
denemesinde M3-1 izolati olmugtur. 2004 yili ikinei yil tarla denemesinde ise bu
izolat %26’lik bir artisa neden olmusgtur. 2004 yilinda en etkili uygulama ii¢ PGPR
izolatimn karigiminda (/%33) elde edilmistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.63). Ancak 2004
yilinda higbir uygulama istatistiki olarak kontrolden farkhh bulunmamistir
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Sckil 4.63. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada 2003-
2004 yillaninda saghikh biber bitkilerinin kuru agirligina olan etkisi
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Tarla kosullarinda 2003 yilinda M3-1 (%19), M1-3+M3-1 (%14) ve tglii
kombinasyon (%!14) kontrolden farkl olan basanli uygulamalar olarak belirlenmistir.
M1-3 (%9), H8-8 (%11), M1-3+H8-8 (%12) ve M3-1+H8-8 (%12) uygulamalan
istatistiki olarak aym grupta yer alan, kontrolden farkh olan diger etkili uygulamalar
olarak saptanmigtr. 2004 yilinda ise higbir uygulama kontrolden farkh
bulunmamuistir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.64)
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Sekil 4.64. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarimin tarlada
2003-2004 yillarninda saghkh biber bitkilerinin kok uzunluguna
olan etkisi
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iki yillik tarla galismalarina gére PGPR uygulanmis saglikh bitkilerde kontrole
gore kok kuru agirhginda 2003 yilinda H8-8 uygulamasinda %5 azalirken diger

uygulamalarda %5-33 oraninda artisa neden olmugtur. % 33 oraminda artig gbsteren

M3-1 uygulamas istatistiki olarak da digerlerinden farkli oldugu saptanmigtir. Diger

uygulamalarn tiimii aym grup igerisinde yer almakta ve kontrolle aralarinda bir
farkin bulunmadifn goriilmiistiir. 2004 yilinda kok kuru agirh@inda %9-21 arasinda
artig saptanmugtir fakat istatistiki olarak uygulamalar ile kontrol arasinda bir fark
bulunmadig belirlenmistir (Cizelge 4.17, Sekili4.65).
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Sekil 4.65. Kdoklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlanmn tarlada
2003-2004 yillarinda saghkli biber bitkilerinin olan agirhgina etkisi
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4.BULGULAR VE TARTISMA Mustafa MIRIK

2003 ve 2004 yihnda kurulan iki yilhk tarla denemesinde ilk yil en etkili
uygulama verimi %48 oraminda arttiran M1-3+M3-1 oldugu saptanmugtir. Tekli
uygulamalardan M3-1 %36, M1-3 %16 ve H8-8 uygulamas: ise %13 oraninda verimi
artirmistir. Ikili uygulamalardan M3-1+H8-8"de %34 ve M1-3+H8-8'de ise %17'lik
bir verim artist meydana gelmistir. Uglii kangim ise %11 oraminda verimi arttirdif
belirlenmistir. Istatistiki olarak M3-1, M1-3+M3-1 ve M3-1+H8-8 uygulamalar ayni
grup igerisinde bulundufu ve aralannda farkin bulunmadig: saptanmustir. Diger
uygulamalar farkh bir grup igerisinde yer almakta ve aralannda fark
bulunmamaktadir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.66). 2004 yilinda yapilan ikinci yil tarla
denemesinde kontrole gore meyve verimi PGPR uygulamalanyla %1-28 arasinda
artmugtir. M3-1 uygulamasi verimi %24 oraninda arttirarak en etkili uygulama olarak
ortaya gikmgtir. Ancak istatistiki olarak uygulamalar kontrol ile aym grup igerisinde
yer alarak verime etkilerinin olmadif belirlenmisgtir.
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Sekil 4.66. Koklere daldirma geklinde uygulanan PGPR izolatlanmn tarlada
2003-2004 yillaninda saghkl biber bitkilerinin verime olan etkisi
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2003 yilinda meyve boyunda en fazla ari;t M1-3 tekli uygulamas: ve M1-
3+M3-1 ikili uygulamasmin  %17°lik neden oldugu saptanmistr. Tekli
uygulamalardan M3-1 %2’lik bir atiga neden olurken H8-8 uygulamas: ise %I17’lik
azalmaya neden olmugtur. Ikili uygulamalardan M3-1+H8-8'de %13 oraminda
artinrken ve M3-1+H8-8'de ise %16’lik bir azalma saptanmigtir. Uglit kangim ise
%16 oraninda meyve boyunu arttirdigs belirlenmigtir. Istatistiki olarak M1-3, M1-
3+M3-1, MI1-3+H8-8 ve fgli uygulama aym grupta bulunmakta ve diger
uygulamalardan farkli olduklan saptanmigtir. 2004 yihnda yapilan ikinci il tarla
denemesinde PGPR uygulamalart meyve boyunu %1-14 oramnda artirmuglardir.
Istatistiki olarak degerlendirildiginde higbir uygulamamn kontrolden farkh ve etkili
olmadi gorillmektedir (Cizelge 4.17, Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. Kiklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlanmin tarlada
2003-2004 willarinda saglikh biber bitkilerinin meyve boyuna olan
etkisi
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2003 ve 2004 yilinda kurulan iki yilbk tarla denemesinde kontrolle
karsilastinldifinda meyve sayisinda 2003 yilinda M3-1 tekli uygulamas: ise %26’lik
bir artig saptanmugtir. Tekli uygulamalann etkisi de M1-3 %8, H8-8 uygulamas ise
%4 olarak belirlenmistir. Ikili uygulamalardan M1-3+M3-1de %22, M1-3+H8-8’de
%11, ve M3-1+H8-8'de ise %7’lik bir artisa neden oldugu gorilmustir. Uglii
kangimin ise meyve sayisim %14 oraninda arttirdifr belirlenmistir. Istatistiki olarak
M3-1 ve MI1-3+M3-1 uygulamalan aym grup igerisinde bulunmakta ve diger
uygulamalar ile aralaninda farkin bulundugu gozlenmistir. Geriye kalan diger
uygulamalar ile kontrol arasinda herhangi bir fark bulunmamaktadir. 2004 yilinda
yapilan ikinci yil tarla denemesinde meyve sayisi %4-40 oraninda artig saptanmgtir.
Istatistiki olarak degerlendirildiginde M3-1, M1-34+M3-1 ve M3-1+H8-8
uygulamalar aym grup igerisinde yer almaktadir. Aym gekilde M1-3, H8-8 ve iiglil
kombinasyon aym grup igerisinde yer aldify ve difer gruplardan farkh oldugu
saptanmugtir,. M1-3+H8-8 uygulamas: kontrol ile aymi grupta bulunmakta ve
kontrolden farkli olmadif gorillmektedir (Cizelge 4.17 ve Sekil 4.68).
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Sekil 4.68. Koklere daldirma seklinde uygulanan PGPR izolatlarinin tarlada
2003-2004 yillarinda saglikli biber bitkilerinin meyve sayisina olan
etkisi
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Klima odasi kogullannda 2002 yihmin Ocak-Mayis aylan arasinda kurulan
saks1 denemesinde, yapraktan PGPR izolatlan ile uygulama gbrmiis bitkilerin bitki
bilyfimeye etkilerine bakildifinda viyol ¢alismasinda en etkili uygulamalar olarak;
bitki boyunda ile M3-1+H8-8 (%103), M3-1 (%100), M1-3+M3-1 (%95), M1-3+H8-
8 (%92) ve M1-3 (%90), govde capinda M1-3+H8-8 (%61), M1-3 (56) ve Ml-
3+M3-1 (%56), yaprak sayisinda M1-3+M3-1 (%61), M3-1+H8-8 (%50) ve M1-3
(%46), yaprak alaminda M1-3+M3-1 (%110), M1-3+H8-8 (%96), bitki kuru
agirhifinda M1-3+H8-8 (%88), M1-3+M3-1 (%87), M1-3 (%71) ve M3-1 (%71),
kok kuru afirhfinda ise MI1-3 (%56), MI-3+M3-1 (%47) ve M3-1 (%46),
uygulamalanndan elde edilmisgtir.

Saksi denemesinde, PGPR izolatlan kék daldirma ySntemine gbre uygulama
gormils bitkilerin bitki biiylimeye etkilerine bakildifinda saksida ¢aligmasinda en
etkili uygulamalar olarak; bitki boyunda M3-1 (%8), gévde ¢apinda M1-3 (%474) ve
M3-1 (%65), bitki yas agirlipinda M1-3+H8-8 (%31), bitki kuru agirhginda M1-3
(%o14), M3-1(%7) ve M1-3+H8-8 (%7), kik uzunlugunda M1-3+M3-1 (%65), M3-1
(%59), MI1-3 (%50), figli kombinasyon (%48) ve MI-3+HS-8 (%43)
uygulamalanndan elde edilirken biitiin uygulamalar kok uzunlufunda bir azalmaya
neden olmugtur.

Iki yillik tarla denemesinin ilk yilinda en etkili uygulamalar olarak; bitki
boyunda M1-3+M3-1 (%3), govde gapinda M3-1 (%22), bitki yas agirhiginda M3-1
(%108), ilii kansim (%88), M3-1+H8-8 (%79) ve M1-3+M3-1 (%74) bitki kuru
agirhfinda M3-1 (%53), M1-3+M3-1 (%52), iigli kombinasyon (%39), M1-3+H8-8
(%34) M3-1+HS-8 (%10) ve MI1-3 (%I10), kdk uzunlugunda M3-1 (%19), Ml-
3+M3-1 (%]14) ve iigli kombinasyon (%14), k6k kuru apirliginda M3-1 (%33),
verimde M1-3+M3-1 (%48), M3-1 (%36) ve M3-1+H8-8 (%34), meyve boyunda
M1-3 (%17), M1-3+M3-1 (%17), igli kombinasyon (%16) ve M1-3+H8-8 (%13) ve
meyve sayisinda ise M3-1 (%26) ve MI-3+H8-8 (%22) uygulamalanndan elde

2004 yilinda yapilan ikinci yil tarla denemesinde ise en etkili uygulamalar
olarak; bitki boyunda M3-1 (%3), govde gapinda fighii kanigim (%20), M3-1 (%19),
bitki yas agirh@inda M3-1 (%24), bitki kuru agirhfinda figli kangim (%33), kok
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uzunlufunda M3-1 (%15), igll kombinasyon (%12), M3-1+H8-8 (%12), M1-3+M3-
1 (%11) ve M1-3+H8-8 (%11), kok kuru agurifinda ile M3-1+H8-8 (%21), verimde
M3-1 (%24), meyve boyunda M3-1+H8-8 (%14) ve meyve sayisinda ise M1-3+M3-
1 (%40) uygulamalanndan elde edilmistir.

Dogal kosullar altnda iki yil tekrar edilen denemelerin sonuglan saksi
¢ahsmalanna paralellik gdstermigtir. M1-3 ve M3-1 PGPR izolati biberde bitki
bilytimesini tegvik eden baganli izolatlar olarak gorillmektedir. Izolatlar arasinda en
iimit var gorillen izolat ise M3-1 izolatidir.

De Freitas ve ark, (1997) Bacillus megaterium, B. sphaericus ve B. polymyxa
uygulanarak yaptiklan galigmalannda, bu bakterilerin ortamda bulunan kaya fosfatim
gizerek bitki boyu ve afarhifiun arttsfn bildirilmistir. Caligmamizda kullandifnmiz
fosfati indirgeme Ozellifindeki M3-1, M1-3 ve H8-8 izolatlan biber bitkilerinde
farkh oranlarda bilyiimeyi tegvik etmigtir. M3-1 uygulamas: bitki yas agirhifom %108
oraninda artinrken, M1-3 uygulamasinda bu oran %43 olarak saptanmistir. PGPR
izolatlarmin bitki bilyiimesine etkisi, dncelikle PGPRlerin kdklere kolonize olma ve
orada yagamim slirdirebilme yeteneklerine baglidir. Bu nedenle PGPR izolatlanimin
bitki bilyiimesine etki oranlarinda farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir (Weller, 1988).

Benzer galismalarda da (Wei ve ark, 1996; Khalid ve ark, 2003) bitkilere
uygulanan PGPR izolatlanmn bitki biiylimesini arttirdifn gdzlenmigtir. Aym sekilde
Khalid ve ark, (2003), ve Asghar ve ark, (2004) rizosferden elde edilen rizobakteri
izolatlanmn kullanilmas: ile kiiltiir bitkilerinde bitki boyunun, siirgiin uzunlugunu,
siirgiin agirlifim, kok sayisinin, k6k uzunlugunu, ve verimi artirdifim saptamiglardir.
Son zamanlarda organik tanmda organik gilbre kullammi ve hastaliklardan
korunmak igin biyolojik miicadele 6nem kazanmaktadir. Son yillarda hastahiklardan
konmmanin yam: sira bitki bilylimesini tegvik etmek igin topraktan elde edilen
bakterilerin kullanumi yayginlagmaktadir. Ozellikle Cin gibi fazla niifusa sahip olan
iilkelerde birim alandan fazla miktarda firlin almak igin son zamanlarda topraktan
elde ettikleri ve genis alanda kullandiklan rizobakterilerden yararlanmaktadir (Chen
ve ark, 1996). Yapmus oldufumuz viyol, saksi ve tarla ¢aligmalan bu gahigmalara
paralel sonuglar vermis ve topraktan elde edilen rizobakterilerin bitki biiylimesini
artirmak amaciyla kullanilabilecegini gostermisgtir.
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5.SONUC VE ONERILER

Biberde bakteriyel leke hastalifina neden olan Xanthomanas axonopodis pv.
vesicatoria’mn tamilanmasi ve bitki biiyiime diizenleyici rizobakteriler ile biyolojik
miicadele olanaklan ve bitki biiylimesine olan etkilerinin aragtinlmasi hedeflenen bu
doktora galigmasinda elde edilen sonuglar agagida 6zetlenmigtir.

1. Salgalik ve sofralik sivri biber dretiminin yapildifi Adana, Mersin,
Kahramanmarag, Osmaniye ve Hatay illerinde bu hastalik yoniinden incelemeler
yapilmis ve hasta bitki rnekleri toplanmugtir. Hastahik salgalik biber tretim alam
olan Adana'min Karaisali ilgesinde ve Osmaniye ilinde yogun olarak saptanmistir.
Karaisah ilgesinde 2002, 2003 ve 2004 yillarinda siirvey yapilan tarlalarda bulagiklik
oraninin sirasiyla %52, %94 ve %100 oldufu belirlenmistir. Karaisah ilgesinde
hastaliin her yil ve giderek artan oranlarda ortaya giktit gériilmiistiir. Ureticilerden
alinan bilgiye gtre, Osmaniye ilinin Sunbas ilgesinde yetistirilen “karaisali salgahik™
biber gesidinin tohumlar1 Adana’min Karaisal ilgesinden getirilmistir. Hastaligin bu
ile bulagik tohumlar vasitas: ile giris yaptifi disiiniilmektedir. Mersin ilinde ise
hastalik ¢ok yaygin olmamakla beraber serada yetigtirilen biberlerden bir kez izole
edilmigtir. Hatay ve Kahramanmaras'da bu hastaliga rastlamlmamigtir. Bu illerde
riizgar sonucu nemin az olugu, sicakhifin yiiksek olmamasi ve hastalifin heniiz o
alanlara bulasmamasindan dolay: hastalik ortaya gikmanus olabilir.

2. Adana, Osmaniye ve Mersin illerinde tipik hastalik simptomu gsteren
bitkilerden 67 adet Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria izolat elde edilmigtir.
izolatlann  tamsi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal &zelliklerinin
belirlenmesinin yam sira DAS-ELISA, PCR ve yaf asit metil ester analizleri ile
yapilmigtir. Bu testler etmenin tamisinda izl ve rutin olarak kolaylikla kullamilabilir.

3. Adana ve Osmaniye illerinde tireticilerin bakirl preparatlar kullanmalanna
ragmen hastalikla yeterli diizeyde miicadele edemedikleri gizlenmistir. Elde edilen
patojen izolatlanmn bakir siilfat ve streptomisine karst dayamkhilik diizeylerinin
arastinldiy ¢aligmalarda izolatlann tamaminin bakir siilfatn 100 ppm dozuna,
%7’sinin 100 ppm streptomisine dayanikh oldugu belirlenmigtir. Bu alanlarda
kimyasal kontrol olarak bakirhi preparatlanin kullamminin bir yarar saglamayacag
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tespit edilmigtir. Hastalikla miicadelede kiiltiirel &nlemler, tohum uygulamalan (sicak
su, sodyum hipoklorit veya Bronopol), toprak solarizasyonu, birkag yillik {iriin
rotasyonu ve biyolojik miicadele gibi farkh miicadele stratejilerinden
faydalamimalidir.

4. Biberde bu hastalifin miicadelesindeki zorluklar, kimyasallann gevreye olan
zararli etkileri ve organik tanma ilginin artmasindan dolay: biyolojik miicadele gibi
alternatif yontemler 6nem kazanmaktadir. Caligmamizda, PGPRlarla bu hastalifin
biyolojik milcadele olanaklan saks: ve tarlada kosullannda aragtinlmigtir. Biber kok
bolgesi topragindan 189 adet aday rizobakteri izole edilmis ve bunlar arasindan
fosfati indirgeme ozelliklerine gore segim yapilmistir. Segilen 3 PGPR izolatinin
(MI1-3, M3-1 ve H8-8) 39-40pg/ml miktarinda suda gOziinebilen fosfati
indirgedikleri saptanmugtir. Segilen bu izolatlar yag asit metil ester analizleri Bacillus
megaterium olarak tamlanmugtir.

5. Segilen 3 PGPR izolati ve onlarin kombinasyonlan kk uygulamasi olarak
bitkiye verildiginde hastalik siddeti saksi galigmalarninda %11-62, ilk wil tarla
denemesinde %38-67, ikinci yil tarla denemesinde ise %57-63 oraninda azaltilmugtir.
Hastalik giddetini engellemede en baganh izolatin M1-3 oldufu saptanmigtir. Bu
izolatlar hastalif baskilarken bitki bilyiimesinde de artiglara neden olmuglardir.

6. PGPR izolatlan saglikli biber bitkilerine kdkten veya yapraktan uygulanarak
bitki bilylimesine olan etkileri aragtinlmigtir. Yaprak uygulamasiyla bitki boyunda
(%103), govde capinda (%61), yaprak sayisinda (%61), yaprak alaninda (%88), bitki
kuru agirhifanda (%88), kok kuru agirlifanda (%56) artiglar elde edilmistir. PGPR
izolatlan kdk uygulamasiyla saksida ve tarlada iki yil boyunca yapilan denemelerde
bitkilerin boyunda (%8), gdvde ¢apinda (%74), bitki yas afirhiginda (%108), bitki
kuru afirhifinda (%53), kék uzunlufunda (%65), kok kuru afirhginda (%19),
verimde (%48), meyve boyunda (%17) ve meyve sayisinda (%46) artisa neden
olmugtur. M3-1 izolati bitki biiylimesini arrmada en etkili izolat olarak
degerlendirilmistir.

9. Uygulamalardaki baganlar ve biber bakteriyel leke hastalifinin kontroliinde
PGPR’lerin kullamlabilirlii yapilan bu ¢alisma ile ortaya konmugtur. Bagarili
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izolatlann formulasyonu ve preparat haline getirilerek iretici kogullaninda kullanam
olanaklarimin saptanmas: gelecekte planlanan aragtirmalarimiz arasindadir.
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EKLER
EK1

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

Yeast Extract 10.0g
Dextrose 20.0g
Calcium Carbonate 20.0g
Agar 15.0g
Distile Su 1000m!
121°C’de 15 dakika otoklav edilmigtir.

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

Nutrient Agar 13.0g
Distile Su 1000ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmigtir.

Tweeen B Besi Yerinde (McGuire ve Jones, 1986)

Peptone 10.0g.
KBr 10.0g
CaCL,, 0.25g
Borik Asit 0.30g
Agar 15.0g
Distile Su 100ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Ortam 50°C’ye kadar soButularak
icerisine agafidaki kimyasallar ilave edilmigtir.

Tween 80 10.0ml
Cycloheximide 50.0mg
Cephalexin 65.0mg
S-flouracil 12.0mg
Tobramycin 0.4mg

CKTM Besi Yeri (Sijam ve ark, 1992)

Distile Su 900ml
Soy Peptone 2.0g
Bacto Tryptone 2.0g
Dekstroz 1.0g
L-glutamine 6.0g
L-histidine 1.0g
(NHq)> HPO, 0.8g
KH,PO4 I.Og
MgS0,4 7TH,0 0.4g
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CaCl, 0.25g

Borik asit 0.30g

Agar 15.0g

121°C’de 15 dakika otoklav edilmigtir. Ortam 50C’ye kadar sofutularak
igerisine

Tween 80 10.0ml

Cycloheximide 50.0mg

Bacitracin 100.0mg

Neomycin sulphate 10.0mg

100ml distile su igerisinde eritilen; Cephalexin 65.0mg
5-flouracil 12.0mg
Tobramycin 0.4mg ilave edilmigtir.

SPA Besi Yeri(Ritchie ve Dittapongpitch, 1991)

Sukroz 20.0g
Pepton 5.0g
K>HPO4 0.5g
MgSO4 7H20 0.25g
Agar 15.0g
Saf su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Ortam 50°C’ye kadar sofutularak
icerisine streptomisin ve bakur siilfat ilave edilmigtir.

SNA Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar 13.0g
Sukroz 50.0g
Distile Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Broth Sivi Besi Yeri (Lelliot ve Stead 1987)

Nutrient broth 8g
Distile Su 1000ml
121°C°de 15 dakika otoklav edilmisgtir.

King B Besi Yeri (King ve ark 1954)

Proteose Peptone 20.0g
Gliserin 10.0ml
K,HPO, 1.5g
MgSO47H,0 1.5g
Agar 15.0g
Distile Su 1000ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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NBRIP (National Botanical Research Institute’ phosphate growth

medium) Besi Yeri (Nautiyal, 1999)
Glukoz 20.0g
Ca3(POs), 10.0g
(NH4)SO4 0.1g
MgS0,4-7/H,0 0.25g
KcCl 0.2g
MgCl, 6H,0 5.0g
Bromphenoleblue (BPB) 0.025¢
Saf su 1000ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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EK2
ELISA testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

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

NaCl 8.0g
KH,PO4 0.2g
Na;HPO, veya 1.15g
Na;HPO42H,0 1.44g
Na,HPO,7H,0O 23g
Na,HPO412H,0 29g
KCl 0.2g
NaNj3 0.2g

Yukarida miktarlan verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1N
NaOH veya 0.1N HCl ile ayarlanmig ve +4°C’de saklanmigtir

Coating buffer pH 9.6 (Kaplama Tampon Cdzeltisi)

Na,CO;3 1.59g .
NaHCO; 2.93g
NaN3; ' 0.2g

Yukarida miktar verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 ayarlanmg
ve +4°C’de saklanmigtir

Washing Buffer (Yikama Tamponu)

Bir litre PBS tamponu 0.5ml Tween 20 ilave edilerek hazirlanmigtir.

Sample Extraction Buffer (Ornek Tamponu Cézeltisi)

Bir litre ytkama tamponu ¢dzeltisi igine 20g Polyvinylpyrolidone (PVP-40)
ilave edilerek hazirlanmugtir.

Enzyme Conjugate Buffer (Konjugate Tampon Cozeltisi)

Bir litre rnek tampon ¢dzeltisine 2g ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek
hazirlanmugtir.

Substrat Buffer pH:9.8 (Subtrat Tampon Cozeltisi)

97 ml Diethanolamine 800ml saf su igine ilave edildikten sonra 0.2g NaNj
konmus ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmugtir.
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EK3
PCR Caligmasinda Kullanilan Soliisyonlar

%1’lik Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)

10ml 10xTAE buffenn 90ml su ile kangtir ve behere koyulur. Siispansiyon
bulunan beheri igerisinde sicak su bulunan beher igerisine yerlestir ve 1g
Sodium dodecyl sulphate eklenir. Calkalaya koyularak SDS’nin ¢6ziinmesi

saglanir,

7.5 M Amunium Acetate
57.75g Amonium acetate 100ml su igerisinde ¢dziinmiistilr.

%1 Agarose Jel

IXTAE buffer igerisine lg agarose konulmus ve mikrodalgada kaynatarak
¢Ozlinmesi daglanmugtir.

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

Tris-HC1 0.24g
EDTA 0.074¢g
Distile Su 200ml
TBE buffer

Tris 107.89 g

Borik asit 55.0g
Na; EDTA 7.44g
Distile su 1000ml

pH:8.0

6.5x Loading Buffer

Bromophenol blue 30.0mg
5xTBE 4.25ml

Her ikisi kariginldiktan sonra 5.75ml Gliserin eklenerek +4°C’de saklanir.
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EK 4
Yag Asit Analizi Caligmasinda Kullamlan Ortam ve Cozeltiler

Trypticase Soy Broth Agar (TSBA) Besi yeri

Trypticase Soy Broth (BBL # 11768) 30.0g
Agar 15.0g
Distile su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmis ve petrilere d6kiilmiistiir.

Cozelti 1
Metil Alkol 150ml
Distile su 150ml
Sodyum Hidroksit 45¢g

Siras: ile 150ml metil alkol ve 150ml H,O bir litrelik renkli ¢ozelti sigesine
ilave edilmis ve daha sonra kati formdaki 45g sodyum hidroksit ekleyip iyice
¢Oziilinceye kadar kangtirilmigtir

Cozelti 2
6 N Hidroklorik Asit 325mL
Metil Alkol 225mil

Sirast ile 6N’lik 325ml hidroklorik asit ve 225ml metil alkol bir litrelik renkli
¢ozelti sisesinde iyice ¢Oziinlinceye kadar karigtirlmagtir.

Cozelti 3
Methyl-tert-butyl Ether 200ml
Hexane 200ml

Sirast ile 200ml methyl-tert-butyl ether. 200ml hexane {izerine ilave edilerek
bir litrelik renkli ¢bzelti sigesinde iyice ¢oziiliinceye kadar kangtirilmigtir.

Cozelti4
Sodyum Hidroksit 10.8¢g
Distile su 900m!

Strast ile 10.8g kat1 formdaki sodyum hidroksit. 900ml distile su igerisinde bir
litrelik renkli ¢6zelti sigesinde iyice ¢dziiliinceye kadar kangtintmugtir.
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