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Pseudomonas syringae pv. tomato adli bakterinin neden oldugu Domateste
Bakteriyel Benek Hastali§i verim kayiplarina neden olan 6nemli bir bakteriyel
hastaliktir. Bu ¢aligmada hastaligin biyolojik miicadelesi aragtirilmistir. Mersin ili
Erdemli ve Toroslar ilcesinde domates bitkisinin yetistigi toprak ve kok
orneklerinden 323 adet aday antagonist bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin
antimikrobiyal etkileri in vitro petri denemeleriyle arastirilmig ve 12 izolat 2.3-11.0
mm inhibisyon zonu olusturarak patojenin gelisimini baski altina almistir. In vitro
calismalarda bagarili bulunan 12 adet antagonistik bakteri izolati tohuma
uygulandiginda hastaligin ¢ikisin1 %33-95 oraninda azalttig1 ve hastalik siddetini
%28-95 arasinda baskiladigi saptanmugtir. Uygulamalar tohum ¢imlenmesinde
olumsuz bir etki yaratmamistir. En basarili dort izolatla yapilan ikinci tohum
denemesinde hastalik %81-100 oraninda baskilanmistir. MALDI-TOF MS ile
yapilan tani testlerine gore basarili antagonistler Bacillus subtilis tirleri, Bacillus
pumilus ve Paenobacillus polymyxa olarak tanilanmistir. Yapilan bu c¢alismayla,
antagonist 6zellikteki Bacillus tiirlerinin Domateste Bakteriyel Benek Hastaligina
basartyla kullanilabilecegi gosterilmistir. Gelecekte yapilacak calismalarda bu
izolatlarin yan etki denemeleri yapildiktan sonra bu hastaligin entegre miicadele
programina alinabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelime: Domates, Bakteriyel Benek, Antagonist, Tohum Uygulamalari
Biyolojik Miicadele.




ABSTRACT

MSc. THESIS

THE POSSIBILITIES ON BIOLOGICAL CONTROL OF TOMATO
BACTERIAL SPECK DISEASE WITH BACTERIAL ANTAGONISTS

Ozgiir GULDOGAN

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

Supervisor : Prof. Dr. Yesim AYSAN
Year: 2022, Pages : 52
Jury : Prof. Dr. Yesim AYSAN
: Asst Prof Dr Stimer HORUZ

: Asst Prof Dr Benian P. AKTEPE

Bacterial Speck Disease caused by Pseudomonas syringae pv. tomato is an
important bacterial disease that causes yield losses on tomatoes. In the study a total
of 323 candidate bacterial antagonist strains were isolated from tomato soils and
roots in Erdemli and Toroslar districts of Mersin. Antimicrobial effects of the
strains were investigated by In vitro petri dishes and 12 strains suppressed the
growth of the pathogen with the inhibition zones between 2.3 and 11.0 mm. The
stains reduced the disease incidence by 33-95% and disease severity by 28-95%
when the twelve strains were applied to tomato seeds as biological seed treatments.
In the second seed experiment with the most successful strains, the disease was
suppressed by 81-100% ratios. The antagonistic strains didn’t pose a negative
effect on seed germination. The antagonistic bacterial strains were identified as
Bacillus subtilis species, Bacillus pumilus and Paenobacillus polymyxa according
to MALDI-TOF MS. The research has been shown that Bacillus strains can be used
successfully against bacterial speck disease of tomatoes. It was concluded that the
antagonistic strains can be used in part of an integrated disease management
program after side effect experiments are performed.

Key words: Tomato, Bacterial Speck, Antagonist, Seed Treatment, Biological
Control
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GENISLETILMIS OZET

Domates (Solanum lycopersicum L.); diinya c¢apinda en ¢ok iretilen ve
tiiketilen sebzelerden biridir. Ulkemiz 12,6 milyon ton iiretimle diinyanin en
onemli domates {ireticilerinden biridir. Domates iiretiminde; 2018 yilinda Antalya
2.410 bin ton domates iiretim ile birinci sirada yer alirken, Bursa 1.575 bin ton ile
ikinci, Manisa ise 975 bin ton ile liglincii sirada yer almaktadir. Tirkiye’de en
yiiksek verim, iklim avantajinin ve seracilik bdlgesi olmasinin dogal sonucu olarak
Akdeniz Bélgesi’nde alinmaktadir. Ulkemizde domates {iretimi 2012 yilina oranla
2018 yilinda %7 oraninda artmis ve 12.2 milyon tona ulagsmustir. TUIK bitkisel
iiretim istatistiklerine gére 2019 yilinda domates iiretimi bir 6nceki yila gore %5.7
artarak 12.8 milyon ton olarak gerceklesmistir. Fide doneminden hasat donemine
kadar 200°den fazla hastalik, domateste ekonomik zarara neden olmaktadir.

Tirkiye’de ortii altinda sebze yetistiriciligi 1950’1i yillarda baslamis olup
1990’11 yillara kademeli bir sekilde ilerlemesine ragmen, 1990’dan sonra hizli bir
sekilde artis gostermistir. Ortii alt1 sebze yetistiriciligindeki bitki tiirleri
karsilastirildiginda en biiyiik payr domates almaktadir. Ulkemizin tiim tarimsal
alanlarinda acgikta yetistiriciligi yapilmasina ragmen ortii alt1 yetistiriciligi daha ¢ok
Ege ve Akdeniz kiy1 seritlerinde yapilmaktadir.

Pseudomonas syringae pv. tomato bitkinin tiim toprak {istii organlarinda
belirti olusturabilir. Baglangicta fidelerde yaprak ve sap kisminda goriilen hastalik
zaman zaman tim fidelerin kurumasina yol agabilir. Tarla déneminde g¢igek
sapinda ve meyvelerde de belirti olusturur. Hastaligin simptomlar1 fide doneminde
kotiledon yapraklarda lekler, vejetatif gelisim doneminde yapraklarda sar1 bir hale
ile gevrili koyu kahverengi-siyah lekeler olusur ve bu lekeler birleserek yapragin
kurumasma neden olur. Meyvelerde ise 1 mm c¢apinda yiizeysel lekeler
dokunmayla belli olacak kadar disar1 ¢ikintilidir.

Bu caligmada Mersin ili Erdemli ve Toroslar ilgesi domates yetistiriciligi

yapilan tarla, sera ve ev bahgelerinden domates bitkisinin kok ve kok bolgesinden
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alman Ornekler laboratuvara getirilmistir. Toplanan oOrneklerden yapilan
izolasyonlar sonucunda elde edilen antagonistik bakteri adaylarinin Pseudomonas
syringae pv. tomato’ya antibakteriyel etkisi in vitro petri denemeleriyle ortaya
konmustur. Besi yerinde {i¢ nokta inokulasyonu ile gelistirilen aday antagonistlere
1520 cm uzakliktan el piilverizatoriiyle patojen bakteri siispansiyonu
puskiirtiilmiistiir. Her aday antagonistik izolat, patojen bakteriye karsi ii¢ tekrarl
olarak test edilmistir. Kontrol olarak ii¢ adet Tryptic Soy Agar (TSA) besi yerine
herhangi bir aday antagonist bakteri asilamasi yapilmadan sadece patojen bakteri
piiskiirtmesi yapilmustir. Inkiibatorde 25°C’de 48 saat inkiibe edilen petrilerde
olusan inhibisyon zonlart mm olarak dlgiilerek kaydedilmistir. inhibisyon zonu
olusturan aday antagonist bakteriler in vivo tohum denemeleri i¢in se¢ilmistir.

In vitro petri denemelerine gore Pseudomonas syringae pv. tomato’ya
antibakteriyel etkisi saptanmis 12 adet bakteriyel antagonist tohum denmelerinde
kullanilmigtir. Bu antagonistlerin suni olarak Pseudomonas syringae pv. tomato ile
bulagtirllmis  domates tohumlarindaki hastaligi  baskilama oran1 tohum
denemeleriyle arastirilmistir. Denemeye alinan 12 adet antagonist igerisinde en
basarili bulunan ve farkli yerlerden izole edilen dort antagonistle tohum sayilari
artirilarak ikinci bir deneme daha kurulmustur. Yapilan denemeler sonucunda 12
antagonistik bakteri izolatinin hastalifin ¢ikisiii %33-95 oraminda azalttigi ve
hastalik siddetini %28-95 arasinda baskiladigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
uygulanan antagonistlerin ¢imlenmeye etkisinin olup olmadigi da bu kapsamda
degerlendirilmistir. MALDI-TOF MS ile yapilan tani testlerine goére basarili
antagonistlerin Bacillus subtilis, Bacillus pumilus ve Paenobacillus polymyxa
olarak tanilanmistir. Yapilan bu calismayla, antagonist oOzellikteki Bacillus
tiirlerinin Domateste Bakteriyel Benek Hastaligina kars1 basariyla kullanilabilecegi

gosterilmis ve bundan sonraki caligsmalar i¢in de bir veri olusturmustur.



TESEKKUR
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1. GIRIS Ozgiir GULDOGAN

1. GIRIS

Domates bitkisi (Solanum lycopersicum L.) Solanaceae familyasi
icerisinde yer alan ve anavatani Giliney Amerika’nin bati sahillerindeki yiiksek
daglarin yer aldig1 ve Orta Amerika olan bolgedir. Otsu bir bitki olan domates
meyvesi yenebilen bir bitki tiirii olmasina ragmen 1893 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri mahkemeleri tarafindan sebzelerle birlikte muhafaza edilip
tiikketildiginden sebze olarak siniflandirilmigtir. 16. yilizyillda Avrupa’ya, 18.
yiizyillda buradan Kuzey Amerika’ya getirildigi, ardindan tiim diinya iizerine
yayildig1 kabul edilmektedir Anonim, 2021a). Giiniimiizde taze ve islenmis veya
kurutulmus olarak tiiketilen yiizlerce farkli 6zellik ve tipte domates ¢esidi tiim
diinyada yaygin bir sekilde yetistirilmektedir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore ortii altinda sebze
yetigtiriciligi 1950’li yillarda baslamig olup 1990’11 yillara kademeli bir sekilde
ilerlemesine ragmen, 1990°dan sonra hizli bir sekilde artis gdstermistir. Ortii alt1
sebze yetistiriciligindeki bitki tiirleri karsilastirildiginda en bilylik payr domates
almaktadir. Ulkemizin tiim tarimsal alanlarinda agikta yetistiriciligi yapilmasina
ragmen Ortii alti yetistiriciligi daha ¢ok Ege ve Akdeniz kiy1 seritlerinde
yapilmaktadir (Anonim., 2021b).

Onemli bir besin kaynagi olan domates vitamin ve mineral maddelerce
zengindir. 100 gr. taze domates; 20-23 kalori, 1 gr protein, 0.3 gr yag, 0.6 gr kiil,
%93.8-96.0 su, 4 gr karbonhidrat, %2-3.5 seker, 0.6 gr seliiloz, 7.21 mg kalsiyum,
17-28 mg fosfor, 0.6 mg demir, 1000-1100 IU A vitamini, 264-314 mg potasyum,
19-20 mg magnezyum, 24 -69 mg klor, 17-28 mg fosfor, 3-10 mg sodyum, 0.5-0.8
mg niacin, 20-28 mg C vitamini, 0.09 mg thiamin, 0.03 mg riboflavin, 0.40-0.80
mg K vitamini igerir. (Anonim., 2022c)

Tiirkiye’de domates iiretimi 2019 yilinda 12.84 milyon ton olan {iretim,
2020 yilinda %2.8 oraninda artarak 13.2 milyon tona yiikselmistir (Cizelgel.1).

Antalya 2020 yilinda 2.6 milyon ton domates iiretimi (%19.5) ile birinci sirada yer
1



1. GIRIS Ozgiir GULDOGAN

alirken, Bursa 1.3 milyon ton (%10.1) ile ikinci, Manisa (%8.5) ise 1.1 milyon ton

ile liglincii sirada yer almaktadir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye Domates Verileri (bin ton) (Anonim, 2021d)

2015/16 | 2016/17 | 2017/18 | 2018/19 | 2019/20

Uretim 12.615 12.600 12.750 12.150 12.842

Tuketim 9.340 9.284 9.443 9.013 9.511

Kisi Basina Tuketim (kg) | 118.6 116.3 116.9 109.9 114.4

Birgok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi domates yetistiriciliginde de hastalik
ve zararlilar mevcuttur. Domates bitkisinde hastalifa neden olan pek ¢ok
bakteriyel, fungal ve viral etmen sorun olusturmaktadir. Domateste goriilen baslica
bakteriyel hastaliklar: Bakteriyel Solgunluk (Ralstonia solanacearum), Domates
Bakteriyel Kanser ve Solgunluk (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis),
Domateste  Bakteriyel Leke (Xanthomonas  vesicatoria, Xanthomonas
euvesicatoria, Xanthomonas perforans ve Xanthomonas gardneri), Domateste
Bakteriyel Benek (Pseudomonas syringae pv. tomato)’tir. Domates Erken Yaprak
Yaniklig1 (Alternaria solani), Mildiyo (Phytophthora infestans), Domates Yaprak
Kifu (Cladosporium fulvum), Domateste Kiilleme (Leveillula taurica), Domateste
Kok Ciiriikligi (Cokerten) (Pythium spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp.,
Alternaria spp., Sclerotinia spp., Phytophthora spp.), Domateste Kursuni Kiif
(Botrytis cinerea) ise fungal hastaliklardir. Bakteriyel ve fungal etmenlere gore
daha az hastaliga neden olan viral etmeler ise Domates Lekeli Solgunluk Viriisii
(TSWV) (Tomato spotted wilt tospovirus), Domates Mozaik Viriisii (ToMV)
(Tomato mosaic tobamovirus) Domates Sar1 Yaprak Kivirciklik Viriisii (TYLCV)
(Tomato yellow leaf curl viriis)’diir.

Bitkisel {iretim faaliyetleri agisindan 6nemli bir paya sahip olan domateste
Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young, Dye ve Wilkie’nun, neden
oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligi domatesin pazar degerini diisiiren ve

2




1. GIRIS Ozgiir GULDOGAN

verimi azaltan bakteriyel bir hastaliktir (McCarter ve ark., 1983; Devash ve ark.,
1980; Miller ve Jones, 2014). Pseudomonas syringae pv. tomato domates
yapraklarinda govde ve meyvelerde kara lekeye yani nekroza neden olan Gram
negatif bir bakteridir (Jones ve ark., 1991).

Pseudomonas syringae pv. tomato bitkinin tiim toprak {istii organlarinda
belirti olusturabilir. Baslangicta fidelerin kotiledon yapraklarinda goriilen hastalik
gercek yapraklara ve sap kismina sigrar ve ilerleyen zamanda tiim fidelerin
kurumasina yol acabilir. Sekil 1.1°de goriildiigii gibi gercek yapraklarda sar1 bir
hale ile gevrili koyu kahverengi-siyah lekeler olusur ve bu lekeler birleserek
yapragin kurumasina neden olur. Tarla doneminde yaprak, yaprak sapi, ¢igek, ¢igek
sapinda ve meyvelerde de belirti olusturur. Meyve belirtileri 1 mm ¢apinda
yiizeysel lekeler dokunmayla belli olacak kadar disar1 ¢ikintilidir. Etmen 6zellikle
yesil meyveleri hastalandirir. Ozellikle o6rtii  altinda yapilan  domates
yetistiriciliginde, gévde ve yan dallardaki lekeler kahverengi-siyah renkte uzunca
ve ylzeyseldir. Turfanda domates yetistiriciliginde en Onemli zarar ¢igeklerde

goriiliir ve hasta ciceklerin oliimilyle meyve tutumunu engelleyeceginden biiyiik

iiriin kayiplari olugur (Miller ve Jones., 2014; Aysan ve Saygili, 2019).

N @ k : ‘
Sekil 1.1.  Pseudomonas syringae pv. tomato’nun domates fide ve yapraklarinda
olusturdugu lekeler
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Pseudomonas syringae pv. tomato 13-28°C arasi1 sicaklikta ve yiiksek
nemde geliserek yayilir ve erken donemde enfekte olan bitkiler ortalama % 75,
gelisim doneminin sonunda enfekte olan bitkiler ise yaklasik % 5’lik bir iiriin
kaybina neden olur (Yunis ve ark., 1980). Hastalik tohum kaynakli olarak ya da
daha oOnceki iiriinlerden tarlada kalan hastalikli bitki artiklarindan bulasma ile
saglikli fidelerin enfeksiyonu baslar. Bulagsma sonucunda hastalik etmeni bulasik
fideler araciligiyla tarlaya aktarilir, etmen uygun kosullar oldugunda epidemilere
yol acar. Toprak iistii aksamdaki enfekteli bulasik bitki artiklarindan saglikli
bitkiye giris yaralardan olur (Aysan ve Saygili, 2008; Miller ve Jones, 2014).

Bakteriyel etmenler tarafindan enfekte edilen bitkilerdeki ekonomik
kayiplarin 6niine ge¢mek veya baski altinda tutmak bazen oldukga zordur. Cevresel
kosullar hastalik gelisimini desteklediginde standart tedaviler her zaman etkili
degildir (Jardine ve Stephens, 1987). Patojen bakterinin kisa siirede degiskenlik
gostermesi, farkli mutasyonlarin olusumu, kullanilan kimyasallara direng olusumu
gibi etkenlerin yani sira uygun iklim kosullarinda patojen bakterinin yiiksek lireme
giicii de ayr1 bir etkendir. Bu nedenlerle bakteriyel hastalik miicadelesinde en
basarili yol kiiltiirel 6nlemler, tohum uygulamalar (Horuz ve ark, 2018), kimyasal
(Jardine ve Stephens, 1987; Saad ve Hassan, 2000) ve biyolojik miicadeleyi
kapsayan entegre miicadele yontemlerinin kullanilmasidir (Jones ve ark., 2007).
Entegre miicadele uygulamalariyla farkli miicadele teknikleri bir arada kullanilarak
geleneksel pestisitlerin kullanimini azaltilir boylece tarimin yapildigi ekolojik
cevreye daha az zarar verilir, ekonomik kazang saglanir ve tarimin siirdiiriilebilir
olmasina katki verilir. Biyolojik miicadele giiniimiizde ekolojik dengenin
korunabilmesi agisindan stratejik 6nem arz eden 6nemli bir konuma gelmistir.

Yapilan bu yiiksek lisans tez calismasinda domatesin tamamen kendi
habitatindan, ticari olarak domates yetistiriciligi yapilan tarla, sera ve ev
bahgelerinde yetistirilen domates bitkilerinin kdk ve kok bolgesi topragindan
antagonist bakteriler izole edilmis ve Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden

oldugu Bakteriyel Benek Hastaliginin biyolojik miicadelesinde antagonist
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bakterilerin kullanim olanaklar1 aragtirilmistir. In vitro kosullarda yapilan ikili
kiiltiir testleriyle 323 adet aday antagonist iginde antimikrobiyal aktiviteye sahip
olanlar tespit edilmis ve in vivo testlerle segilen 12 adet antagonist bakterinin
hastaligin ¢ikis oranini ve hastalik siddetine etkisi ortaya konmustur. Ayrica

antagonist bakterilerin domates tohumlarimin ¢imlenmesi iizerindeki etkisi de

arastirilmstir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Domateste Pseudomonas syringae pv. tomato’nun miicadelesi hatta
biyolojik miicadelesi iizerine uzun yillardir olduk¢a c¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Ancak bu ¢alismalarin sayisinin fazla olmasindan dolayr bu boliimde
son 20 yilda yapilan ¢alismalara yer verilmistir.

Wilson ve ark., (2002) Amerika Birlesik Devletleri’nin Alabama ve Florida
eyaletlerinde Kanada’nin Ontario eyaletinde 10 farkl tarlada yaptiklar1 ¢alismada
Pseudomonas syringae pv. tomato’'nun neden oldugu Bakteriyel Benek
Hastaliginin miicadelesinde antagonist bakteri Pseudomonas fluorescens strain
A506, Pseudomonas syringae strain TLP2 ve Pseudomonas syringae Cit7’yi
kullanmislardir. Pseudomonas syringae Cit7 en etkili antagonist olarak belirlenmis
ve hastaligi tek basina 10 tarlada da %28’in iizerinde baskiladig1 belirtilmistir.
Pseudomonas fluorescens strain A506 da hastalik siddetini %18’in {izerinde
engelledigini saptamiglardir.

Bashan ve de-Bashan (2002) tohum kokenli Pseudomonas syringae pv.
tomato popiilasyonunu baskilamak i¢in tohuma kimyasal ve fiziksel uygulama
yaninda antagonist bakteri Azospirillum brasilense uygulamiglardir, antibiyotik
(streptomisin siilfat) ve ticari bakirli bilesiklerin etkisini arastirmiglardir. Higbir
uygulama tek bagina tamamen hastaligi baskilayamazken kombinasyon halinde
uygulandiginda daha basarili oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligma entegre miicadelenin
Onemini vurgulamaktadir.

Obradovic ve ark., (2005) Bakteriyel Benek Hastaliginin miicadelesinde
Bacillus pumilus B122, Pseudomonas fluorescens B130, Pseudomonas syringae
Cit7, Pseudomonas putida B56, harpin protein (Messenger, ticari {iriin),
acibenzolar-S-methyl (Actigard, ticari {iriin), bakteriyofaj (Agriphage, ticari {iriin)
ve bakir hidroksit (Kocide, ticari lriin)’i kullanmislardir. Bakira direngli bir
popiilasyonun olmadigi durumda bakir hidroksitin olduk¢a etkili oldugunu bunu

acibenzolar-S-methyl’in takip ettigini bildirmislerdir.
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Ji ve ark.,, (2006) domateste Pseudomonas syringae pv. tomato
popiilasyonunu baski altina almak i¢in antagonist bakterilerden Bacillus pumilus
SE34, Pseudomonas fluorescens 89B-61 ve Pseudomonas syringae Cit7 kodlu
izolatlarin1 koke, tohuma ve yesil aksama uygulamislardir. Hastaligin %12-%383
diizeyinde baskilandigint ve bu antagonist mikroorganizmalarin bitkinin
biiylimesini tesvik eden kok bakterileri oldugunu bildirmislerdir.

Silva ve ark., (2008) Acinetobacter johnsonii, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Paenibacillus macerans ve Staphylococcus
aureus adl1 antagonist bakterileri tohuma uygulayarak tohum kokenli Pseudomonas
syringae pv. tomato popiilasyonunu %44 oraninda kontrol alta almislardir.

Weller ve ark., (2012) 2.4-diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG) ad1 verilen
bir antibiyotik iireten Pseudomonas fluorescens Pf-5 adli bir antagonist bakteriyi
domates bitkilerinde sistemik dayanikliligt uyarmak i¢in kullanmiglar ve
Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaligini
basariyla baski altina almislardir. Bu biyolojik miicadele elemaninin sadece bu
hastaligin degil toprakta ve yesil aksamda yasayan diger bakteriyel ve fungal
patojenlerin miicadelesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Niu ve ark., (2012) Bacillus cereus AR156 nolu antagonist bakteriyi
Pseudomonas syringae pv. tomato miicadelesinde yesil aksama piiskiirttiikklerinde
hastalik siddeti %27 olarak belirlenirken kontrol bitkilerde %45 oldugunu
saptamislardir. Bu antagonist bakteri izolat1 daha 6nce yaptiklari ¢aligmalarda yine
bir domates bakteriyel hastalik etmeni olan Ralstonia solanacearum ve kok ur
nematodu olan Meloidogyne incognita miicadelesinde de basarili oldugunu
belirlemislerdir. Bu antagonist bakteri domates bitkilerinde dayaniklik
mekanizmasini harekete geciren genler olan PR1 ve Pin2’yi aktive ettigini
bildirmektedirler.

Fousia ve ark., (2016) Pseudomonas syringae pv. tomato miicadelesinde
yesil aksam uygulamasi olarak Bacillus subtilis QST 713 nolu antagonist bakteri ve

bakir hidroksit uygulamalarin1 karsilagtirmislardir. Sadece patojen bakteri
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uygulanan kontrol bitkilerinde hastalik %25, bakir hidroksit uygulanan bitkilerde
%13 ve antagonist bakteri Bacillus subtilis QST 713 uygulanan bitkilerde %5
olarak kaydedilmistir. Bacillus subtilis QST 713 uygulamas1 bitkide dayamiklik
mekanizmasini aktive eden patogenezle ilgili proteinleri (PR1a, PR1b ve Pin2)
aktive ettigini molekiiler testlerle kanitlamislardir.

Lanna-Filho ve ark., (2017)’nin yaptig1 arastirmada Pseudomonas syringae
pv. tomato miicadelesinde endofitik yasayan Bacillus pumilus ve Bacillus
amyloliquefaciens antagonist bakterileri kullanildiginda bitkide dayaniklik
mekanizmasinin tesvik edildigini gostermigler ve bitkide peroxidase, polyphenol
oxidase ve phenylalanine ammonia-lyase enzimleri aktive oldugundan Bakteriyel
Benek Hastalig1 62% oraninda baskilanmstir.

Liu ve ark., (2017) 28 farkli Bacillus ve Paenibacillus cinsine ait
antagonist bakteriyi, i¢inde Pseudomonas syringae pv. tomato’nun da yer aldigi
domateste fungal ve bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde kullanmiglardir.
Antagonist izolatlardan besi genis etki spektrumuna sahip olarak hastaliklar
oldukea iyi bir sekilde kontrol altina almistir. Biyolojik miicadele ve dayanikliligin
uyarilmasinda tek bir antagonist yerine farkli izolatlarin karigim halinde
uygulanmasini 6nermislerdir.

McLeod ve ark., (2017) Giiney Afrika’nin Limpopo bdlgesinde bakira
direng gelistirmis Pseudomonas syringae pv. tomato popiilasyonuyla miicadelede
bitkide dayaniklilk mekanizmasini uyaran acibenzolar-S-methyl (ASM)
kombinasyonu ve ASM ile biyolojik miicadele elemanlarindan Bacillus subtilis ve
Microbacterium maritypicum adli antagonist bakterilerin kombinasyonunu
kullanmislardir. Bitkide hastaliklara karsi dayanikliligin uyarilmasi ve biyolojik
miicadele preperatlarinin  kullanimi  bakirlt  bilesiklere goére daha basaril
uygulamalar olarak saptanmustir. Ozellikle bakira direng gelistirmis patojen
popiilasyonunun kontrol altina alinmasinda biyolojik miicadelenin 6nemini

vurgulamislardir.
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Cemen ve ark., (2018) domateste Pseudomonas syringae pv. tomato adli
bakterinin neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaliginin biyolojik miicadelesinde 47
farkl1 bakteriyofaji tohuma uygulamislar ve bir fajin tohum kokenli hastalig
tamamen, digerlerinin ise %15-66 oraninda hastalig1 baskiladigin1 saptanuslardir.
Ulkemizde bu hastaligin biyolojik miicadelesinde faydali viriislerin kullanildig: ilk
calisma oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Patojen Bakteri izolati: Cukurova Universitesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve Prof. Dr. Yesim
Aysan tarafindan Pseudomonas syringae pv. tomato olarak tanilanan YA-845
kodlu izolat bu ¢calismada patojen olarak kullanilmistir.

Aday Antagonist Bakteri Izolatlar1: Bu ¢alisma kapsaminda, Mersin ili
Erdemli ve Toroslar ilgesinde ziyaret edilen domates iiretim alanlarindan izole
edilen 323 adet ve Ziraat Miihendisi Buse Canpolat’in lisansiistii tez ¢alismasinda
elde ettigi 14 adet olmak {iizere toplam 337 adet bakteri izolati aday antagonist
olarak kullanilmustir.

Besi Yerleri: Calismada bakterilerin izolasyonu ve ¢ogaltilmasi
islemlerinde Nutrient Agar (NA) (13 gr/lt, Merck 1.05450.0500), Tryptic Soy Agar
(TSA) (40 gr/lt, Merck 1.05458.0500), bakteri izolatlarinin saklanmasinda Yeast
Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDC) (yeast extract 10 g/It, dextrose 20 g/lt,
kalsiyuam karbonat 20 g/lt, agarl5S g/lt), floresan pigment {iretiminin
belirlenmesinde King B (KB) (20 g proteose peptone, 10 ml gliserin, 1,5 g
K,HPO,, 1,5 g MgSO,7H,0, 15 g agar, 1000 ml distile su) besi yeri kullanilmigtir.

Domates Fidesi: Patojenite ¢alismasinda Hishtil Toros fidecilikten temin
edilen Alaturka F1 ¢esidi 3-5 yaprakli donemdeki domates fideleri kullanilmigtir.

Domates Tohumu: Tohum denemelerinde Arzuman Tohumculuk
firmasina ait kimyasallarla ilaglanmamuis standart bir ¢esit olan Rio-grande ¢esidine
ait domates tohumu kullanilmustir.

Torf: Tohum denemelerinde Terra Dena firmasina ait torf bitki yetistirme
ortamu kullanilmustir.

Kullanmilan Alet ve Ekipmanlar: Besi yeri hazirlanmasinda saf su cihazi,
hassas terazi, pH metre, otoklav, mikrodalga firin, sicak su banyosu ve pipetorler

kullanilirken bakteri izolasyonu, ¢ogaltimi ve saklanmasinda erlen calkalayici,
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steril kabin, etilv, inkiibatéor ve buzdolabi kullanilmistir. Tohum ve bitki
denemelerinde saksilar, plastik kiivetler, torf, toprak ve piiskiirtme tabancasi

kullanilmastir.

3.2. Metod:
3.2.1. Patojen Bakteri izolatimin Gelistirilmesi ve Viriilensliginin Artirilmasi
Bakteriyoloji Laboratuvar1 kiiltiir koleksiyonunda bulunan YA-845 kodlu
Pseudomonas syringae pv. tomato izolati derin dondurucudan cikarilip ii¢ adet
TSA besi yerine bagetle yayma seklinde ekilmistir. Bakteri ekimi yapilan petriler
25°C’deki inkiibatorde 48 saat bekletildikten sonra gelisen tek bir koloni alinip
saflastirilmistir. Uzun siire derin dondurucuda saklanan patojen bakterinin
viriilensligi azalabileceginden bu izolatin viriilensliginde artig saglamak amaciyla
domateste patojenite testi yapilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). YA-845 kodlu
izolatin 48 saatlik kiiltiirinden hazirlanan 10° hiicre/ml  yogunlugundaki
siispansiyon, domates fidelerine piiskiirtme tabancasiyla yaprak altindan
piiskiirtiilerek bulastirilmustir. Iklim odasinda (22°C’de, %75 nem, 8/16 saat
aydinlik/karanlik) muhafaza edilen domates bitkilerinin yapraklarinda benek
belirtileri gozlendikten sonra bakteriyolojik tekniklere gore tek bir lekeden patojen
bakteri izolasyonu yapilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Koch postulati asamalari
tamamlandiktan sonra viriilensligi artirilmis YA-845 kodlu izolatin gram
reaksiyonu, KB besi yerinde floresan pigment iiretimi ve LOPAT karakterleri
(Lelliott ve Stead, 1987) belirlendikten sonra ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere
egik olarak hazirlanmis YDCA besi yerinde saklanmustir.

3.2.2. Aday Antagonist izolasyonu I¢in Orneklerinin Toplanmasi

Mersin ili Erdemli ve Toroslar ilgeleri sinirlar1 iginde yer alan, ticari olarak
domates yetistiriciligi yapilan 18 farkli alan Agustos-Ekim 2021 tarihleri arasinda
ziyaret edilmistir. Ayrica domates yetistirilen alt1 adet ev bahgesinde de inceleme

yapilmistir. Domates iiretim alanlarmmda digerlerine gore gelisimi daha iyi olan
12



3. MATERYAL VE METOD Ozgiir GULDOGAN

domates bitkileri kokiinden sokiilmiis ve kok ile kok bolgesi topragi kese
kagitlarina yerlestirilmistir. Her bir 6rnegin alindig1 yer, iiretici ismi ve domates
cesidi not edilerek etiket bilgileri olusturulmustur. Toplanan Ornekler serin bir

sekilde muhafaza edilerek miimkiin olan en kisa zamanda Cukurova Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvarina getirilmistir.

s

Sekil 3.1.  Domates kok bdlgesi toprak Orneginin alinmasi, paketlenmesi ve
etiketlenmesi

3.2.3 Aday Antagonist Bakterilerin izolasyonu ve Saflastirilmas

Mersin ili Erdemli ve Toroslar ilgelerinden toplanan 18 adet ornek kok ve
kok bolgesi topragi olarak ikiye ayrilmis ve toplam 36 adet Ornekten aday
antagonist izolasyonu yapilmistir. Domates kok bolgesindeki toprak partikiilleri
temizlenip kilcal kdklerden parcalar alinmistir. Her bir liretim alanindan elde edilen
kilcal kokler birlestirilmis ve pagal yapilarak 10 gr kokten izolasyonlar yapilmistir.
Kok bolgesi topragi ise gazete kagidi lizerine serilerek oda sicakliginda kurutulmus

ve ardindan 0.2 mm deliklere sahip elekten gecirilmistir. Bir iiretim alanindan elde
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edilen toprak ornekleri birlestirilerek tek bir 6rnek haline getirilmis ve 10 gr
topraktan bakteri izolasyonu yapilmustir. izolasyona hazir hale gelen 10’ar gr’lik
toprak ve kok ornekleri 90 ml Saline Buffer (%085 NaCl ¢ozeltisi) icerisinde oda
sicakliginda 200 dev/dak’da calisan calkalayicida en az 3 saat calkalanmustir.
Calkalanan o6rneklerden Iml alinarak 9ml salin buffer iceren tiiplere seyreltme
serileri hazirlanmistir. Her bir seyretmeden 100ul alinarak 3 tekrarli olacak sekilde
TSA besi yerine ekim yapilmustir. Petrilerin 25°C’de 48 saat inkiibasyonundan
sonra gelisen koloniler incelenerek sekilsel ve renksel olarak farkli morfolojik

gelisim gosteren tek kolonilerden TSA besi yerine saflastirmalar yapilmstir.

3.24. Aday Antagonistlerin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya
Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi

Caligmanin bu kisminda domates koklerinden ve domates yetistirilen
topraktan izole edilen 323 adet aday antagonist ve Ziraat Miihendisi Buse
Canpolat’in lisansiistii tez calismalar1 kapsaminda Xanthomonas tiirlerine
antagonist 6zelligi saptanmig olan 14 adet bakteri izolati kullanmilmistir. Bu aday
antagonistlerin patojen bakteri Pseudomonas syringae pv. tomato’ya antibakteriyel
etkisi in vitro petri denemeleriyle ortaya konmustur. Aday antagonistler TSA besi
yerine ii¢ nokta inokulasyonu ile ekilip (Mitchell, 1992; Horuz ve Aysan, 2018)
25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Benzer sekilde, besi yerinde 48 saatlik
taze gelistirilen Pseudomonas syringae pv. tomato izolatinin spektrofotometre
yardimiyla 10° hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu hazirlannustir. Besi yerinde
iic nokta inokulasyonuyla gelistirilen aday antagonistlere 15-20 cm uzakliktan el
piilverizatoriiyle patojen bakteri siispansiyonu piiskiirtiilmiistir. Her aday
antagonist izolat1 patojen bakteriye karsi {li¢ tekrarh olarak test edilmistir. Kontrol
olarak ti¢ adet TSA besi yerine herhangi bir aday antagonist bakteri asilamasi
yapilmadan sadece patojen bakteri piiskiirtmesi yapilmustir. inkiibatérde 25°C°de

48 saat inkiibe edilen petrilerde olusan inhibisyon zonlar1 mm olarak Olgiilerek
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kaydedilmistir. inhibisyon zonu olusturan aday antagonist bakteriler in vivo tohum

denemeleri icin segilmistir.

3.2.5. Bakteriyel Antagonistlerin Tohum Koékenli Bakteriyel Benek
Hastahigina Etkisi

Calismanin bu kisminda, in vitro petri denemelerine gore Pseudomonas
syringae pv. tomato’ya antibakteriyel etkisi saptanmis 12 adet bakteriyel antagonist
kullanilmistir. Bu antagonistlerin suni olarak Pseudomonas syringae pv. tomato ile
bulastirllmis domates tohumlarindaki hastaligi baskilama orani tohum
denemeleriyle aragtirilmistir. Denemeye alinan 12 adet antagonist icerisinde en
basarili bulunan ve farkli yerlerden izole edilen dort antagonistle tohum sayilari
artirilarak ikinci bir deneme daha kurulmustur.

Domates Tohumlarinin Patojen bakteriyle Bulastirllmasi: YA-845
kodlu Pseudomonas syringae pv. tomato izolat1 TSA besi yerinde 25°C’de 48 saat
gelistirildikten sonra Aktepe (2021)’¢ gore yaklasik 2.9x10° hiicre/ml
(dansiyometre 1.27 degerinde) yogunlugunda bir siispansiyon hazirlanmisgtir.
Herhangi bir kimyasalla ilaglanmamis domates tohumlar1 hazirlanan bu patojen
bakteri siispansiyonuna 30 dakika siireyle daldirilarak bulastirilmistir (Horuz ve
ark., 2018; Karabiiyiik ve Aysan., 2019). Tohumlar patojen bakteriyle
bulastirildiktan sonra tiilbentten gegirilerek siiziilmiis ve 20x20 ebatlarinda tahta
gerceveler lizerine yayilarak bulastirma iglemi tamamlanmigtir. Negatif kontrol
uygulamasi olarak ilk denemede 105, ikinci denemede 150 adet domates tohumu
sadece steril suya daldirilmig ve ekimi yapilmstir.

Aday Antagonistlerin Tohuma Uygulanmasi: /n vitro denemelerde
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenen 12 adet antagonistin 48 saatlik taze
kiiltiirinden  dansiyometreyle (2.0 degerinde) siispansiyonlart ayr1 ayri
hazirlanmistir. Yaklagik bir saat once patojenle bulastirilmis domates tohumlari
hazirlanan antagonist siispansiyonuna 30 dakika siire ile daldirilarak muamele

edilmistir. Bu silire sonunda siizgegle siiziilen antagonistlerle uygulama gormiis
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bulasik tohumlar steril torfla dolu plastik kiivetlere ekilmistir. ilk denemede, her bir
antagonist uygulamasi i¢in 3 tekrar ve her tekrarda 35 tohum olacak sekilde
deneme kurulmustur. Her bir antagonist igin toplamda 105 adet tohum
kullanilmustir. ikinci denemedeyse yine 3 tekrar, her tekrarda 50 tohum olmak
iizere her uygulama icin 150 tohum kullanilarak deneme kurulmustur. Uygulama
gormiis tohumlarin ekildigi kiivetler %75 nem ve 25+3°C’de muhafaza edilmistir.
Yaklasik olarak 14 giin sonra ¢imlenen tohumlardan gelisen fidelerin kotiledon
yapraklar giinliik olarak incelenerek pozitif kontrole ait uygulamada gozle goriiliir
Bakteriyel Benek Hastalig1 belirtileri olustugunda degerlendirme yapilmustir.

Degerlendirme: Tohumlar c¢imlendikten sonra pozitif kontrol
uygulamasindaki fidelerin kotiledon yapraklarinda lekeler ortaya ciktiginda bitkiler
hasta olarak kabul edilmistir. Her bir antagonist bakteri uygulamasinda hasta bitki
sayilart ¢imlenen bitki sayilarina boliinerek her tekerriiriin  hastalik  %’si
hesaplanmistir. Hastalik yilizdesi ortalamalari antagonist bakterinin % kag etkili
oldugunu bulmada yardimci olmustur. Bu etki Abbott formiilii (% etki= (kontrol-
uygulama) /kontrol) x 100) kullanilarak yapilmistir (Karman, 1971). Bu hesaplama
sonucunda antagonistin fide Ttizerindeki hastalik ¢ikisina etkisi % olarak
hesaplanmigtir. Antagonist bakterinin fidelerde olusturdugu hastalik siddetini
degerlendirirken Aysan (1999b) tarafindan gelistirilen 0-3 skalasi (0:
kotiledonlarda leke yok, 1: kotiledonlarda 1 leke var, 2: kotiledonlarda 2 veya 3
leke var, 3: kotiledonlarda 4 ve daha fazla leke var) kullanilmistir. Degerlendirme
yapildiktan sonra her uygulamanin bir tekerriiriindeki hasta bitkilerden bir adet
hastalikli yaprak ornegi alinarak olusan belirtilerden patojen bakteri izolasyonu
yapilarak Tiitinde Asiri Duyarlilik Testi (HR) ile hastalik belirtilerinin
Pseudomonas syringae pv. tomato’dan kaynaklandig ispatlanmustir.

Elde edilen skala degerleri, Townsend-Heuberger formiilii kullanilarak %
hastalik siddeti degerlerine doniistiiriilmiistiir (Karman, 1971). Uygulamalarinin
hepsinin % hastalik siddeti oranlar1 hesaplanmistir. Antagonist bakterilerin hastalik

siddetini azaltma oran1 Abbot formiilii ile hesaplanmustir.
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Yapilan uygulamalar arasindaki istatistiki farklar ANOVA istatistiki
programinda LSD c¢oklu karsilagtirma testi ile (p<0.05) uygulamalar arasindaki

farkliliklar ortaya konulmustur.

3.2.6. Bakteriyel Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine Etkisi

Tohuma yapilan uygulamalarda ilagsiz domates tohumlar1 plastik kiivet
icindeki steril torflara ekilerek uygun kosullarda ¢imlenmeleri saglanmistir. 14 giin
sonunda kotiledon yapraklar olustuktan sonra steril torflara ekilen ve ¢imlenen
tohum sayilar1 not edilmistir. Antagonist uygulamalar1 yapilmig tohumlarin
cimlenme %’si hesaplanarak pozitif kontroldeki c¢imlenme %’si ile
karsilagtirllmigtir.  Antagonistlerin ¢imlenmeye % etki Abbott formiiliine gore
hesaplanmistir. Anova istatistik programinda LSD c¢oklu karsilagtirma testinde

p<0.05 6nem diizeyinde uygulamalar arasindaki istatistiki farklar hesaplanmustir.

3.2.7. Bakteriyel Antagonistlerin Tanis1

Denemede kullanilan antagonistlerin tanist Tryptic Soy Agar (TSA) besi
yerine ¢izildikten ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi MALDI-TOF MS ile
yapilmistir. Giiniimiizde mikroorganizmalarin tanisinda yaygin olarak kullanilan
MALDI-TOF MS teknolojisi ile antagonist bakterilerin tanisi Prof. Dr. Soner
SOYLU’nun denetiminde Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saghg Klinigi
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde yapilmisgir. MALDI-TOF MS’ de
mikroorganizmalarin protein yapilarmin kiitle spektrometresindeki izolasyonu ve
m/z degerlerine gore bulunan spektralarin grafiksel goriintiilerinin sistemin kendi
veri tabanindaki referans organizmalara uyumuna gore mikroorganizmalarin cins

ve tiirleri tanilanmaktadir (Pavlovic ve ark., 2012).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Patojen Bakteri izolatimin Gelistirilmesi ve Viriilensliginin Artirilmasi
Patojen bakteri, YA-845 kodlu Pseudomonas syringae pv. tomato
izolatindan hazirlanan 10° hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyon domates
fidelerinin yaprak altina piiskiirtiildiikten sekiz giin sonra etrafi sar1 hale ile ¢evrili
siyah lekeler tipik Bakteriyel Benek Hastaligi belirtileri gozlenmistir.
Bakteriyolojik tekniklere gore tek bir lekeden patojen bakteri izolasyonu yapilmis
ve viriilensligi artirilmis bu izolatin dort adet saf kiiltiirii elde edilmistir. Patojen
bakterinin gram negatif, floresan tipte koloni olusturdugu ve LOPAT karakterine
(+ - - - +) gore Pseudomonas syringae oldugu teyit edilmistir. Patojenite testiyle de

Pseudomonas syringae pv. tomato oldugu bdlirlenmistir.

4.2. Aday Antagonist izolasyonu i¢cin Orneklerinin Toplanmasi

Cizelge 4.1.’de goriildiigi gibi aday antagonist bakteri izolasyonu igin,
Mersin ilinin Erdemli ilgesinde domates yetistirilen iki seradan ve alti tarladan
toprak ve kok ornegi alinirken Toroslar ilgesinde domates yetistirilen bir sera, li¢
tarla ve alt1 ev bahgesinden 10 adet toprak ve 10 adet kok 6rnegi alinmistir. Mersin
ilinin Erdemli ve Toroslar ilgelerinden iigli sera, dokuzu tarla ve altist ev

bahgesinden olmak iizere toplam 36 adet toprak ve kok 6rnegi toplanmustir.
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Cizelge 4.1. Mersin ilinden alinan 6mek ve bu 6rneklerden elde edilen bakteri

izolat sayilari

.. Kokten Izole Topraktan
Ornekler ("'Jrr(:ekgi -{;:;%I: Edilen izole Edilen
Bakteri Bakteri
Sera 2 2 16 20
Erdemli Tarla 6 6 54 68
Ev bahgesi - - -
Sera 1 1 7 11
Toroslar Tarla 3 3 22 28
Ev bahgesi 6 6 46 51
Toplam 18 18 145 178

4.3 Aday Antagonist Bakterilerin izolasyonu ve Saflastirilmasi

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi, Mersin ilinden alinan 36 adet toprak ve kok

orneginden bakteriyolojik tekniklere gore yapilan izolasyon islemi sonunda farkli

morfolojik karaktere sahip toplam 323 adet aday antagonist bakteri izolati

saflagtirilmustir (Sekil 4.1). Bu izolatlarin 70 adedi Erdemli ilgesinden alinan kok

orneklerinden, 88 adedi ise toprak Orneklerinden izole edilmistir. Toroslar

ilgesinden alinan kok 6rneklerinden 75 adet ve toprak drneklerinden 99 adet olmak

iizere bu ilgeden 174 adet aday antagonist saf olarak elde edilmistir. Mersin ilinden

izole edilen 323 aday antagonistin 145 adedi domates bitkisinin kdk bdlgesinden ve

178 adeti domates iiretimi yapilan topraktan izole edilerek saflastirilmigtir.
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‘ > N
Domates kokiinden yapilan izolasyonda gelisen farkli koloni
morfolojileri (a) ve saflastirilan farkli renklerdeki bakteri izolatlarmin
besi yerindeki gelisimi (b)

S
Sekil 4.1.

4.4. Aday Antagonistlerin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya Antibakteriyel
Etkisinin Belirlenmesi

Domates koklerinden ve domates yetistirilen topraktan izole edilen 323
adet aday antagonist ve Xanthomonas tiirlerine antagonist 6zelligi saptanmis 14
adet bakteri izolat1 olmak iizere toplam 337 adet aday antagonist bakteriyle yapilan
in vitro petri denemelerinde, 12 izolatin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya
antibakteriyel etkisi saptanmistir. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de goriildigi gibi, TSA
besi yerinde olusan inhibisyon zonlari ortalamasinin 2.3 ile 11.0 mm arasinda
degistigi saptanmistir. Xanthomonas tiirlerine antagonist 6zelligi saptanmig dort
izolat Pseudomonas syringae pv. tomato’nin da besi yerinde gelisimini baski altina
almistir. Mersin ili Erdemli ilgesinden bes izolat ve Toroslar ilgesinden iki izolatin
antibakteriyel 6zellige sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiiksek lisans tezinde izole
edilen antagonist 6zellikteki yedi bakteriyel izolatin besi topraktan ikisi kdkten elde
edilmistir.

Cizelge 4.2°de goriildiigii lizere, Erdemli’de domates yetistirilen topraktan

izole edilen OG/6-8 kodlu izolat 11.00 mm, Xanthomonas tirlerine antagonist
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ozelligi saptanmis AE/2-6 kodlu izolat 10.60 mm ve YL/4-3 kodlu izolat 10.00
mm, Toroslar’da yetistirilen domates kokiinden izole edilen KG/8-9 kodlu izolat
9.60 mm, yine Erdemli’de domates yetistirilen topraktan izole edilen OG/6-14
kodlu izolat 9.30 mm inhibisyon zonu olusturarak besi yerinde patojenin gelisimini
engellemistir. OG/7-1, Surug¢/4-3, OG/7-13 ve YL/5-3 kodlu izolatlar sirastyla
ortalama 7.60, 7.60, 7.30 ve 6.00 mm inhibisyon zonu olustururken TOH/4, OG/6-
7 ve KG/6-6 kodlu izolatlar 3.60, 2.30 ve 2.30 mm inhibisyon zonu olusturmustur.
Sekil 4.2°de YL4-3 kodlu izolatin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya karsi

olusturdugu inhibisyon zonu goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Patojen bakteriye karsi antimikrobiyal madde fiireten antagonist

izolatlar
izolat Kodu | Yer Toprak/Kok Domates inhibisyon
Cesidi Zonu Ort
(mm)
0G/6-8 Erdemli Toprak Miras F1 11.00
AE/2-6 Laboratuvarimiz kultir koleksiyonu izolati 10.60
YL/4-3 Laboratuvarimiz kaltir koleksiyonu izolati 10.00
KG/8-9 Toroslar Kok Lapgin(yerel) 9.60
0G/6-14 Erdemli Toprak Miras F1 9.30
OG/7-1 Erdemli Toprak Android F1 7.60
Surug/4-3 Laboratuvarimiz kiltir koleksiyonu izolati 7.60
OG/7-13 Erdemli | Toprak | Android F1 7.30
YL/5-3 Laboratuvarimiz kiltir koleksiyonu izolati 6.00
TOH/4 Laboratuvarimiz kiltar koleksiyonu izolati 3.60
OG/6-7 Erdemli Toprak Miras F1 2.30
KG/6-6 Toroslar Kok Lapgin(yerel) 2.30
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SO0

Sekil 4.2. YL4-3 kodlu izolatin Pseudomnas syringae pv. tomato’ya Xkarsi
olusturdugu inhibisyon zonu

4.5. Bakteriyel Antagonistlerin Tohum Koékenli Bakteriyel Benek Hastaligina
Etkisi

Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi, Pseudomonas syringae pv. tomato ile
bulasik domates tohumlarina 12 bakteriyel antagonistin uygulandigi birinci
denemede Bakteriyel Benek Hastaligi %33.00-100.00 oraninda baskilanmistir.
Sadece patojen bakteriyle bulagtirilmis domates tohumlar1 ¢imlendiginde gelisen
fidelerin %26.07’sinin kotiledon yapraklarinda lekelerin oldugu ve pozitif
kontrolde yer alan lekeli fidelerdeki hastalik siddetinin ortalama %15.55 oldugu

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Antagonistlerin Domateste Bakteriyel Benek Hastaligina Etkisi
(Birinci Deneme)

izolat Kodu | Hastalik Orani (%) | % Etki Hastalik Siddeti (%) | % Etki
0G/6-7 1.23° 95.30 0.82° 94.72
0G/6-14 461 84.73 461> 70.32
Suruc/4-3 451 82.70 2.63° 83.08
0G/7-13 6.23° 76.10 3.66° 76.46
YL/5-3 6.66 ©° 74.45 3.70°¢ 76.20
KG/8-9 6.91 % 73.49 2.62° 83.15
TOH/4 7.50° 71.23 417° 73.18
KG/6-6 8.18 > 68.62 5.08 *° 67.33
0G/7-1 8.45° 67.59 6.52 >° 58.07
YL/4-3 10.27 ™ 60.60 340° 78.13
0G/6-8 11.07™ 57.53 517°° 66.75
AE/2-6 17.38 ® 33.33 11.25%® 27.65
Pozitif Knt. 26.07 2 - 15.55 %7 -

Istatistiksel olarak incelendiginde AE/2-6 kodlu izolat haric tiim
uygulamalar tohum kokenli bakteriyel hastaligi engellemede basarili bulunmustur.
0OG/6-7 kodlu izolat hastalig1 %95.30 diizeyinde baskilayarak en basarili uygulama
olarak belirlenmis ve tek bir istatistiki grupta yer almistir. ikinci istatistiki grubu
0G/6-14, Suru¢/4-3, OG/7-13, YL/5-3 ve KG/8-9 kodlu izolatlar olusturmustur.
Bu bes izolat hastaligi %73.49-84.73 oraninda baskilayip hastalik siddetini
9%76.20-83.15 oraninda azaltmistir. TOH/4, KG/6-6 ve OG/7-1 kodlu izolatlar da
diger bir etkili grubu olusturmus ve hastalik c¢ikisin1 %67.59-71.23, hastalik
siddetini %58.07-73.18 oraninda azaltmislardir. YL/4-3 ve OG/6-8 kodlu izolatlar
Bakteriyel Benek Hastaligin1 %57.53-60.60 ve hastalik siddetini de % 66.75-78.13
diizeyinde engellemistir.

Istatistiksel olarak en basarili bulunan ilk iki grupta yer alan alt1 izolat dort
farkli tiretim alaninda izole edilmistir ve her birinden segilen dort antagonistle
yapilan ikinci tohum denemesinde bu izolatlarin basarisi bir kez daha teyit
edilmistir. Cizelge 4.4’de goriildigii gibi KG/8-9, Surug/4-3, YL/5-3 ve OG/6-7

kodlu izolatlarla yapilan ikinci denemede pozitif kontrol uygulamasinda yer alan
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fidelerin % 24.90’1nda hastalik goriiliirken antagonist bakteri uygulamasi yapilmis

tohumlardan gelisen fidelerin  %4.24-4.68’1 hasta olarak belirlenmistir.
Antagonistlerle yapilan tohum uygulamalar1 hastaligt %81.16-100.00 oraninda
hastalik siddeti de %53.32-100.00 oraninda

azalmistir. Uygulamalarin basarisi istatistiksel olarak da teyit edilmistir.

baskilamistir. Benzer sekilde

Cizelge 4.4. Antagonistlerin Domateste Bakteriyel Benek Hastaligina FEtkisi

(Ikinci Deneme)

izolat Kodu Hastahk Oram (%) | % Etki Hastahk Siddeti (%) | % Etki
KG/8-9 0.00° 100.00 0.00° 100.00
Suruc/4-3 424" 82.97 1.63° 90.96
YL/4-3 4.61° 81.44 2.80° 53.32
0G/6-7 4.68° 81.16 2.51° 86.08
Pozitif Knt. 24.90° - 18.04 *

Detayli aragtirmalar i¢in segilen dort antagonist ile yapilan in vitro ve in
vivo deneme sonuclar1 Cizelge 4.5’de toplu olarak goriilmektedir. Mersin ili
Toroslar ilgesinde ev bahgesinde yetistirilen domates topragindan elde edilen
KG/8-9 kodlu izolat in vitro denemelerde 9.60 mm’lik inhibisyon zonu olusturmus,
tohum kokenli inokulumdan kaynakli hastalik olusumunu ilk denemede %73.49
ikinci denemede tamamen (%100) baskilamistir. Bu durum KG/8-9 kodlu izolatla
ticiincil bir deneme yapilmasina ihtiyag oldugunun gostergesidir. Mersin ili Erdemli
ilgesinde serada yetistirilen domates topragindan elde edilen OG/6-7 kodlu izolat
2.30 mm ile en kii¢iik inhibisyon zonuna sahip olmasina ragmen hastalig1 %95.30

ve %81.16 oraninda baskilamustir.
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Cizelge 4.5. Secilen Antagonistlerin Domateste Bakteriyel Benek Hastaligina
Etkisi (In vitro ve In vivo Denemeler)

. Birinci Deneme ikinci Deneme

. Inhibisyon
Izolat . Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik

onu
Kodu (mm) Oraninda Siddetinde Oraninda | Siddetinde

mm

Azalig (%) Azalig (%) Azalig (%) | Azahs (%)

0G/6-7 2.30 95.30 94.72 81.16 86.08
Surucg/4-
3 7.60 82.70 83.08 82.97 90.96
YL/4 -3 6.00 74.45 76.20 81.44 53.32
KG/8-9 9.60 73.49 83.15 100.00 100.00

4.6. Bakteriyel Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine Etkisi

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi hi¢bir uygulama yapilmamis pozitif
kontrolde bulunan domates tohumlarmin %98.24’s1 ¢imlenmistir. Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, pozitif kontrol, OG/7-1, OG/6-8, KG/8-9, AE/2-6 ve
TOH/4 uygulamalar1 pozitif kontrol ile ayni grupta yer almis ve ¢imlenmeye
olumsuz bir etki yapmadiklar1 belirlenmistir. Bu uygulamalarda ¢imlenme orani
%82.45 ile %98.24 arasinda olmustur. Diger uygulamalarda (OG/6-14, OG/7-13,
0G/6-7, YL/5-3, KG/6-6, Surug/4-3ve YL/4-3) cimlenmedeki azalig istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.6. Biyolojik Tohum Uygulamalarmin Cimlenmeye Etkisi (Birinci

] Deneme)

I1zolat Kodu Cimlenme Orani (%) Cimlenmedeki Azalis (%)
Pozitif Kontrol 98.24% -
TOH/4 93.86%° 4.40
AE/2-6 85.96%° 12.50
KG/8-9 84.21%° 14.28
0G/6-8 82.45% 16.07
OG/7-1 82.45%C 16.07
Suruc/4-3 78.07°° 20.53
YL/4-3 78.07° 20.53
KG/6-6 71.93%% 26.87
YL/5-3 66.66 31.58
0G/6-7 56.14% 42.85
0G/7-13 54.38' 44.64
0G/6-14 51.75' 47.32

Cizelge 4.7°de secilen antagonistlerle (KG/8-9, OG/6-7, YL/4-3 ve

Surug/4-3) daha fazla tohum sayisiyla yapilan ikinci denemede YL/4-3 ve Surug/4-

3 kodlu izolatlarin istatiksel olarak tohum ¢imlenmesine herhangi bir olumsuz etki

yaratmadig1 saptanirken KG/8-9 ve OG/6-7 kodlu izolatlar ¢imlenmesi sirasiyla
%37.24 ve %26.89 diizeyinde azaltmustir.

Cizelge 4.7. Secilen

Antagonistlerle

Cimlenmeye Etkisi

Yapilan

Tohum

Uygulamalarinin

izolat Kodu Cimlenme Orani (%) Cimlenmedeki Azalis (%)
Pozitif Kontrol 96.66° -
Surug/4-3 92.00° 4.82
YL/4-3 85.33° 11.72
0G/6-7 70.66" 26.89
KG/8-9 60.66" 37.24
Tim veriler birlikte degerlendirildiginde, laboratuvarimiz — kiiltiir

koleksiyonunda bulunan Ziraat Miihendisi Irem Buse Canbolat’in yiiksek lisans
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caligsmasi kapsaminda Adana ve Urfa ili biber iiretim alanindan izole edilen YL/4 -
3 ve Surug/4-3 kodlu izolatlarin hem Bakteriyel Leke (Xanthomonas euvesicatoria)
hem de Bakteriyel Benek Hastaligint (Pseudomonas syringae pv. tomato)
engelleneme yeteneginde oldugu ve tohum c¢imlenmesine herhangi bir olumsuz
etkisinin olmadigr bu g¢alismayla ortaya konmustur. Domates tohumlarindaki
Xanthomonas euvesicatoria ve Pseudomonas syringae pv. tomato popiilasyonunu
azaltmak i¢in gelecekte YL/4 -3 ve Suru¢/4-3 kodlu izolatlarin biyolojik tohum
uygulamalari olarak kullanimi basar1 getirebilecektir.

Dost mikroorganizmalar olarak adlandirilan, bitki hastaliklarinin biyolojik
miicadelesinde kullanilan antagonist bakteriler, bakteriyofajlar ve funguslar ile
ilgili aragtirmalar son yillarda biiyliik 6nem kazanmistir. Gida giivenligi, ¢evre ve
insan saglig ile siirdiirebilir tarim konularina verilen 6nem arttikca biyolojik
miicadele aragtirmalari da dikkat ¢ekmeye baglamistir. Dost mikroorganizmalar
organik veya geleneksel iiretim yapilan alanlarda toprak mikrobiyal aktivitesini
artirarak toprak yapisi ve ozelliklerini iyilestirir ayrica bitkinin hastaliklara karsi
daha dayanikli olmasini saglar. Bu durum domateste yapilan pek ¢ok arastirmayla
ortaya konmustur. Ornegin solucan giibresi kullanimiyla toprak mikrobiyatasi
zenginlestirilmis ve domateste Bakteriyel Benek Hastaligina karsi direng
saglanmistir (Karnez ve ark., 2021). Diger bir arastirmada Bacillus pumilus ve
Bacillus amyloliquefaciens adli antagonist bakteriler tohuma uygulandiginda
domateste Bakteriyel Benek Hastaligina karsi dayaniklik mekanizmasi harekete
gecirilmistir (Lanna-Filho ve ark., 2017). Dost mikroorganizmalarin kullanildig:
bir diger alan da bakira direng gelistirmis patojen bakteri popiilasyonun yaygin
oldugu iiretim alanlaridir. Ornegin Giiney Afrika’da bakira direng gelistirmis
Pseudomonas syringae pv. tomato popilasyonuyla miicadelede entegre hastalik
yonetiminde Bacillus subtilis izolatlar1 bagsartyla kullanilmigtir (McLeod ve ark.,
2017).

Bu yiiksek lisans tez calismasinda farkli Bacillus tiirline ait izolatlar

kullanilarak tohum kdkenli hastaligi baskilama yetenekleri arastirilmis ve oldukca
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basarili sonuclar elde edilmistir. Hatta Bacillus subtilis YL/4 -3 ve Bacillus subtilis
Surug¢/4-3 kodlu izolatlarin hem Bakteriyel Leke (Xanthomonas euvesicatoria) hem
de Bakteriyel Benek Hastaligini (Pseudomonas syringae pv. tomato) engelleneme
yeteneginde oldugu belirlenmistir. Bu arastirmada her ne kadar bu izolatlarin etki
mekanizmalar1 ortaya konmamis olsa da iimit var sonuglar oldugu aciktir.
Gelecekte bu izolatlarin etki mekanizmalari, diger antagonistlere, bitki
patojenlerine ve insanlara etkisi arastirilmalidir. Pratikte kullanimi icin kitle

iiretimleri, ruhsat ve patent alma gibi detayli ¢alismalara da ihtiyag¢ vardir.

4.7. Bakteriyel Antagonistlerin Tanis1

MALDI TOF MS ile yapilan tani sonucunda, YL/4 -3 ve Surug¢/4-3 kodlu
izolatlarin indeks degeri 1.976 ve 1.876 olarak belirlenerek Bacillus subtilis ile tiir
diizeyinde tam eslesme saglanmistir. OG/6-7 kodlu izolat 1.974 indeks degeri ile
Bacillus pumilus olarak KG/8-9 kodlu izolat 1.984 indeks degeri ile Paenobacillus

polymyxa olarak tanilanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Pseudomonas syringae pv. tomato’nun tohum kaynakli
bulasikligini azaltmak i¢in yerel antagonistler kullanilarak yapilan biyolojik tohum
uygulamalarinin etkinlikleri arastirilmistir.

Domates koklerinden ve domates yetistirilen topraktan izole edilen 323
adet aday antagonist ve Xanthomonas tiirlerine antagonist 6zelligi saptanmis 14
adet bakteri izolat1 olmak {izere toplam 337 adet aday antagonist bakteriyle yapilan
in vitro petri denemelerinde, 12 izolatin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya
antibakteriyel etkisi saptanmistir. Patojenle bulagik domates tohumlarina 12
bakteriyel antagonistin uygulandigi birinci denemede Bakteriyel Benek Hastaligi
%33-100 oraninda baskilanmigtir. Detayli arastirmalar i¢in segilen dort antagonist
(KG/8-9, Suru¢/4-3, YL/5-3 ve OG/6-7) ile yapilan ikinci denemede, tohuma
uygulanan antagonitler hastaligi  %81.16-100.00 oraninda baskilamustir.
Cimlendirme denemelerinde KG/8-9 kodlu izolat birinci denemede, Surug/4-3 ve
YL/5-3 kodlu izolatlar ikinci denemede ¢imlenmeye herhangi bir olumsuz etki
yapmadiklar1 belirlenmistir. MALDI TOF MS ile yapilan tan1 sonucunda, YL/4 -3
ve Surug/4-3 kodlu izolatlar Bacillus subtilis, OG/6-7 kodlu izolat Bacillus pumilus
ve KG/8-9 kodlu izolat Paenobacillus polymyxa olarak tanilanmustir.

Domates tohumlarindaki Xanthomonas euvesicatoria ve Pseudomonas
syringae pv. tomato popiilasyonunu azaltmak i¢in gelecekte YL/4 -3 ve Surug¢/4-3
kodlu izolatlarin biyolojik tohum uygulamalar1 olarak kullanimi basari
getirebilecegi sonucuna varilmistir. Bu antagonistlerin pratikte kullanim ile ilgili
daha detayli yapilacak arastirmalara (diger antagonistlere, patojenlere, insanlara

etkisi, kitle tiretimleri, ruhsat ve patent alma vb) gereksinim vardir.
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Ek-1. Antagonistlerin hastalik ¢ikigina etkisi (I. deneme sonuglari)

Uygulamalar

Tekerrur

Hastalik orani (%)

Pozitif Kontol

36.11

1
Pozitif Kontol 2 26.32
Pozitif Kontol 3 15.79
AE/2-6 1 14.28
AE/2-6 2 21.21
AE/2-6 3 16.66
YL/5-3 1 0.00
YL/5-3 2 0.00
YL/5-3 3 20.0
OG/7-1 1 8.57
OG/7-1 2 9.09
OG/7-1 3 7.69
TOH/4 1 7.89
TOH/4 2 2.86
TOH/4 3 11.76
0G/6-8 1 5.71
0G/6-8 2 12.12
0G/6-8 3 15.38
KG/6-6 1 4.34
KG/6-6 2 6.89
KG/6-6 3 13.33
Surug/4-3 1 3.03
Surug/4-3 2 6.66
Surug/4-3 3 3.84
0G/7-13 1 0.00
0OG/7-13 2 10.00
0OG/7-13 3 8.69
KG/8-9 1 0.00
KG/8-9 2 14.28
KG/8-9 3 6.45
0G/6-14 1 0.00
0G/6-14 2 4.76
0G/6-14 3 9.09
YL/4-3 1 3.33
YL/4-3 2 12.12
YL/4-3 3 15.38
0G/6-7 1 0.00
0G/6-7 2 0.00
0G/6-7 3 0.00
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Ek-2. Antagonistlerin hastalik siddetine etkisi (I. deneme sonuglari)

Uygulamalar Tekerrir H. siddeti (%)
Pozitif Kontrol 1 20.37
Pozitif Kontrol 2 15.78
Pozitif Kontrol 3 10.52
AE/2-6 1 9.52
AE/2-6 2 13.13
AE/2-6 3 11.11
YL/5-3 1 11.11
YL/5-3 2 0.00
YL/5-3 3 0.00
0G/7-1 1 11.42
0G/7-1 2 3.03
0G/7-1 3 512
TOH/4 1 2.77
TOH/4 2 1.90
TOH/4 3 7.84
YL/4-3 1 1.11
YL/4-3 2 9.09
YL/4-3 3 0.00
0G/6-8 1 3.80
0G/6-8 2 4.04
0G/6-8 3 7.69
0G/6-7 1 2.46
0G/6-7 2 0.00
0G/6-7 3 0.00
KG/6-6 1 2.89
KG/6-6 2 4.59
KG/6-6 3 7.77
Surug/4-3 1 2.02
Surug/4-3 2 3.33
Surug/4-3 3 2.56
0G/7-13 1 6.66
0G/7-13 2 4.34
0G/7-13 3 0.00
KG/8-9 1 5.71
KG/8-9 2 215
KG/8-9 3 0.00
0G/6-14 1 3.17
0G/6-14 2 6.06
0G/6-14 3 0.00
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Ek-3. Antagonistlerin ¢cimlenmeye etkisi (I. deneme sonuglari)

Uygulama Tekerrir Cimlenen | Ekilen | Cimlenme Oran (%)
Pozitif Kontrol | 1 36 38 94.74
Pozitif Kontrol | 2 38 38 100.00
Pozitif Kontrol | 3 38 38 100.00
AE/2-5 1 35 38 92.11
AE/2-5 2 33 38 86.84
AE/2-5 3 30 38 78.95
YL/5-3 1 20 38 52.63
YL/5-3 2 26 38 68.42
YL/5-3 3 30 38 78.95
0G/7-1 1 35 38 92.11
0G/7-1 2 33 38 86.84
0G/7-1 3 26 38 68.42
TOH/4 1 38 38 100.00
TOH/4 2 35 38 92.11
TOH/4 3 34 38 89.47
YL /4-3 1 30 38 78.95
YL /4-3 2 33 38 86.84
YL /4-3 3 26 38 68.42
0G/6-8 1 35 38 92.11
0G/6-8 2 33 38 86.84
0G/6-8 3 26 38 68.42
0G/6-7 1 16 38 42.11
0G/6-7 2 21 38 55.26
0G/6-7 3 27 38 71.05
KG/6-6 1 23 38 60.53
KG/6-6 2 29 38 76.32
KG/6-6 3 30 38 78.95
SURUC/4-3 1 33 38 86.84
SURUC/4-3 2 30 38 78.95
SURUC/4-3 3 26 38 68.42
0G/7-13 1 19 38 50.00
0G/7-13 2 20 38 52.63
0G/7-13 3 23 38 60.53
KG/8-9 1 30 38 78.95
KG/8-9 2 35 38 92.11
KG/8-9 3 31 38 81.58
0G/6-14 1 16 38 42.11
0G/6-14 2 21 38 55.26
0G/6-14 3 22 38 57.89
Negatif Kontrol | 1 38 38 100.00
Negatif Kontrol | 2 39 39 100.00
Negatif Kontrol | 3 33 38 86.84
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Ek-4. Antagonistlerin hastalik ¢ikisina etkisi (II. deneme sonuglari)

Uygulamalar Tekerrur H. Orani (%)
Pozitif Kontrol 1 24.00
Pozitif Kontrol 2 22.45
Pozitif Kontrol 3 28.26
YL/4-3 1 9.09
YL/4-3 2 2.33
YL/4-3 3 2.44
Surug/4-3 1 6.12
Surug/4-3 2 417
Surug/4-3 3 2.44
0G/6-7 1 3.13
0G/6-7 2 4.88
0G/6-7 3 6.06
KG/8-9 1 0.00
KG/8-9 2 0.00
KG/8-9 3 0.00

EKk-5. Antagonistlerin hastalik Siddetine etkisi (II. deneme sonuglar)

Uygulamalar Tekerrir H. Siddeti (%)
Pozitif Kontrol 1 16.66
Pozitif Kontrol 2 14.28
Pozitif Kontrol 3 23.18
YL/4-3 1 6.06
YL/4-3 2 1.55
YL/4-3 3 0.81
Surug/4-3 1 2.72
Surug/4-3 2 0.81
Surug/4-3 3 1.38
0G/6-7 1 2.08
0G/6-7 2 2.43
0G/6-7 3 3.03
KG/8-9 1 0.00
KG/8-9 2 0.00
KG/8-9 3 0.00
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Ek-6. Antagonistlerin ¢imlenmeye etkisi (II. deneme sonuglari)

Uygulamalar Tekerrar Cimlenme orani (%)
Pozitif Kontrol 1 100.00
Pozitif Kontrol 2 98.00
Pozitif Kontrol 3 92.00
YL/4 -3 1 88.00
YL/4 -3 2 86.00
YL/4 -3 3 82.00
Surug/4-3 1 98.00
Surug/4-3 2 96.00
Surug/4-3 3 82.00
0G/6-7 1 64.00
0G/6-7 2 82.00
0G/6-7 3 66.00
KG/8-9 1 70.00
KG/8-9 2 58.00
KG/8-9 3 54.00
Negatif Kontrol 1 100.00
Negatif Kontrol 2 100.00
Negatif Kontrol 3 94.00
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Tohuma Uygulanan Antagonistlerin Cimlenmeye Etkisine Gore Varyans Analiz
Sonuglari (I. deneme)
2021-08-04 14:31:24

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Uygulama 13 8977.546695 690.58052 7.6988375 .0000 ***
Error 28 2511.581067 89.699324<-
Total 41 11489.12776
Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 89.6993238095
Degrees of Freedom: 28

n Means = 14

LSD 0.05 =15.8403668907

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 P. Kontrol 98.2466666667 3a
2 N. Kontrol 95.6133333333 3a
3 TOH/A4 93.86 3ab
4 AE/2-6 85.9666666667 3 abc
5 KG/8-9 84.2133333333 3 abc
6 OG/6-8 82.4566666667 3 abcd
7 OG/7-1 82.4566666667 3 abcd
8 Surug/4-3 78.07 3 bed
9 YL/4-3 78.07 3 bed
10 KG/6-6 71.9333333333 3 cde
11 YL/5-3 66.6666666667 3 def
12 OG/6-7 56.14 3 ef
13 OG/7-13 54.3866666667 3 f
14 OG/6-14 51.7533333333 3 f
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Tohuma Uygulanan Antagonistlerin Hastalik Cikisina Etkisinin Varyans Analiz
Sonuglari (I. deneme)

Filename: IWCR.AOV -1 Way Completely Randomized

Source df TypelSS MS F P
Main Effects

uygulamala 12 1526.093477 127.17446 3.6025335 .0030 **
Error 26 917.8362667 35.301395<-
Total 38 2443.929744
Model 12 1526.093477 127.17446 3.6025335 .0030 **
Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 35.3013948718
Degrees of Freedom: 26

Keep If:

n Means = 13

LSD 0.05=9.97181021866

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 P. kontrol 26.0733333333 3a
2 AE/2-6 17.3833333333 3ab
3 0G/6-8 11.07 3 be
4 YL/4-3 10.2766666667 3 bc
5 0G/7-1 8.45 3 bed
6 KG/6-6 8.18666666667 3 bed
7 TOH4 7.50333333333 3 bed
8 KG/8-9 6.91 3 cd
9 YL/5-3 6.66666666667 3 cd
10 OG/7-13 6.23 3 cd
11 OG/6-14 4.61666666667 3 cd
12 Surug/4-3 4.51 3 cd
13 OG/6-7 1.23 3 d
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Tohuma Uygulanan Antagonistlerin Hastalik Siddetine Etkisinin Varyans Analiz
Sonuglari (I. deneme)

2021-08-04 14:38:33

Source df TypelSS MS F P
Main Effects

C1 12 560.8167009 46.734725 3.7011391 .0028 **
Error 25 315.6779833 12.627119<-
Total 37 876.4946842
Model 12 560.8167009 46.734725 3.7011391 .0028 **
Test: LSD

Significance Level: 0.05

Variance: 12.6271193333

Degrees of Freedom: 25

n Means = 13

Since the n's are unequal (minimum n=2), there is no single LSD value.
But a conservative LSD is: LSD 0.05 = 7.31849985201

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 P. Kontrol 15.5566666667 3a
2 AE/2-6 11.2533333333 3ab
3 0G/7-1 6.52333333333 3 be
4 0G/6-8 5.17666666667 3 be
5 KG/6-6 5.08333333333 3 be
6 OG/6-14 4.615 2 be
7 TOH/4 4.17 3 ¢
8 YL/5-3 3.70333333333 3 ¢
9 0G/7-13 3.66666666667 3 ¢
10 YL/4-3 3.4 3 ¢
11 Surug/4-3 2.63666666667 3 ¢
12 KG/8-9 2.62 3 ¢
13 OG/6-7 0.82 3 ¢
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Tohuma Uygulanan Antagonistlerin Cimlenmeye Etkisine Gére Varyans Analiz

Sonuglart (II. deneme)

Source df TypelSS MS P
Main Effects
C1 4 2716.266667 679.06667 12.606436 .0006 ***
Error 10 538.6666667 53.866667<-
Total 14 3254.933333
Model 4 2716.266667 679.06667 12.606436 .0006 ***
Test: LSD
Significance Level: 0.05
Variance: 53.8666666667
Degrees of Freedom: 10
n Means =5
LSD 0.05 = 13.352318179
Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 P. Kontrol 96.6666666667 3a
2 Surug/4-3 92 3a
3YL/4-3 85.3333333333 3a
4 0G/67 70.6666666667 3b
5 KG/8-9 60.6666666667 3b
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Tohuma Uygulanan Antagonistlerin Hastalik Siddetine Etkisinin Varyans Analiz
Sonuglart (II. deneme)

Source df TypelSS MS F P
Main Effects

C1 4 652.0434933 163.01087 26.724759 .0000 ***
Error 10 60.9962 6.09962<-
Total 14 713.0396933
Model 4 652.0434933 163.01087 26.724759 .0000 **3*
Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 6.09962

Degrees of Freedom: 10
Keep If:

n Means =5

LSD 0.05 =4.49311993962

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 P. Kontrol 18.04 3a
2 YL/4-3 2.80666666667 3b
3 0G/6-7 2.51333333333 3Db
4 Surug/4-3 1.63666666667 3Db
5 KG/8-9 0 3b
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Tohuma Uygulanan Antagonistlerin Hastalik Cikigina Etkisinin Varyans Analiz
Sonuglart (II. deneme)

Source df TypelSS MS F P
Main Effects

C1 4 1157.291356 289.32284 48.807326 .0000 **3*
Error 10 59.27856854 5.9278569<-
Total 14 1216.569925
Model 4 1157.291356 289.32284 48.807326 .0000 **3*
Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 5.92785685413
Degrees of Freedom: 10
Keep If:

n Means =5
LSD 0.05 = 4.42940585952

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 P. Kontrol 249032833333 3a
2 OG/6-7 4.687885 3b
3YL/4-3 4.61850466667 3b
4 Surug/4-3 4.24271333333 3 be
5 KG/8-9 0 3 ¢
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