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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaligi ekonomik anlamda domates bitkilerinde 6nemli iiriin
kayiplarina neden olmaktadir. Bu yiiksek lisans calismasinda bu hastalikla
miicadelede ¢evre dostu mikrobiyal giibreler (SS-Stomafix, Bio-Ag ve SS-Siiper
Root), iki dezenfektan (klordioksit ve hidrojen peroksit) ve domateste ruhsatli bir
bakirli preparatin Kocide (%35 Metalik bakira esdeger bakir hidroksit) domates
bitkilerinde baskilayici etkisi cam serada saksi denemesiyle arastirilmistir. Ayrica bu
uygulamalarin domates yesil aksamindaki toplam bakteriyel floraya etkisi de ortaya
konmustur. Bu uygulamalar arasinda, 14 farkli antagonist bakteri tiiriinii igeren bir
biyolojik miicadele iirlinii olan Bio-Ag, Bakteriyel Solgunluk Hastaligi’n1 %51.07
oraninda baskilayarak en etkili ve en basarili uygulama olarak belirlenmistir. Bunu
takiben, SS-Siiper Roots ve SS-Stomafix uygulamalar1 da etkili diger uygulamalar
olarak belirlenmis ve hastalik sirasiyla %35.70 ve %35.17 oraninda baskilanmaistir.
Bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit uygulamalari ise pozitif kontrolle
ayni grupta bulundugundan etkisiz uygulamalar olarak degerlendirilmistir. Sonug
olarak mikrobiyal giibrelerin domates bitkilerinde Bakteriyel Solgunluk
Hastaligi’nin biyolojik miicadelede kullanilma potansiyeline sahip oldugu
belirlenmigtir.

Anahtar Kelime: Domates,  Bakteriyel = Solgunluk, = Mikrobiyal  Giibre,
Dezenfektan, Biyolojik Miicadele.
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Bacterial Wilt Disease caused by Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis causes significant crop losses in tomato plants in economic terms. In
this master's study, environmentally friendly microbial fertilizers (SS-Stomafix, Bio-
Ag and SS-Super Root), two disinfectants (chlorine dioxide and hydrogen peroxide)
and a licensed copper preparation in tomato were used in Kocide (35% copper
hydroxide equivalent to metallic copper) in this disease control. The suppressive
effect on tomato plants was investigated with a pot experiment in a glass greenhouse.
In addition, the effect of these preparations on the total bacterial flora in tomato green
parts was also revealed. Among these applications, Bio-Ag, a biological control
product containing 14 different types of antagonist bacteria, was determined to be
the most effective and most successful application by suppressing Bacterial Wilt
Disease with a 51.07% rate. Following this, SS-Super Roots and SS-Stomafix
applications were determined as other effective applications and the disease was
suppressed by 35.70% and 35.17%, respectively. Copper hydroxide, chlorine
dioxide and hydrogen peroxide applications were evaluated as ineffective
applications since they were in the same group as the positive control. As a result, it
was determined that microbial fertilizers have the potential to be used in the
biological control of Bacterial Wilt Disease in tomato plants.

Key words: Tomato, Bacterial Wilt, Microbial Fertilizer, Disinfectant, Biological
Control
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GENISLETILMIS OZET

Solanaceae familyasinin bir tiyesi olan Domates (Solanum lycopersicum L.)
diinya capinda en fazla yetistirilen sebze tiirlerinden biridir. Ulkemiz 13 milyon ton
iiretimle diinyada {iciincii sirada yer almaktadir. Ulkemizin sahip oldugu stratejik
konumu sebebiyle iiretimini yildan yila artis gostermektedir. Domatesin zengin
vitamin, mineral, organik asit, esansiyel aminoasit ve besin lifi icerigiyle insan
beslenmesindeki 6nemi sayesinde en cok tiiketilen sebzelerdendir. Hem islenmis
hem de taze tiiketilmesi ve ihracatinin yiliksek olmasiyla iilkemiz ekonomisine
onemli bir katki saglamaktadir.

Tarimsal tiretimde, gida sanayinde ve insan sagliginda 6nemli bir yere sahip
olan domates bitkisi, ¢esitli fungal, viral ve bakteriyel hastalik etmenleri nedeniyle
iiretiminde ciddi kalite ve verim kayiplarina neden olmaktadir. Ekonomik anlamda
domates bitkilerinde 6nemli tiriin kayiplarina sebep olan bakteriyel hastaliklarindan
biri Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.’in neden
oldugu Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastaligi’dur.

Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastaligi enfeksiyonun baslangi¢ yerine
gore farklilik gostermektedir. Enfeksiyon, tohum kaynakli veya yaralar yoluyla
iletim demetlerinde ise sistemik enfeksiyon, domates bitkisinin yiizeyinde olusan
yaralar veya hidadot gibi dogal agikliklar yoluyla olusan bir enfeksiyon ise lokal
enfeksiyon s6z konusudur. Sistemik enfeksiyonlarda baslangicta bitkide solgunluk
goriiliir, bitki boyuna kesildiginde iletim demetlerinde goriilen sarimsi renklenme,
siddetli enfeksiyonlarda kahverengilesmeye ve bogumlarda catlamalara neden olur.
fletim demetlerindeki tikamklik nedeniyle yeterince beslenemeyen bitki sonunda
yanarak kavrulmug bir goriiniin alir. Lokal enfeksiyonlar ise nekrozlar ve yaprak
lekeleri seklinde baslayarak uygun kosullarda sistemik enfeksiyonu baslatabilirler.

Bu ¢alismada domateste ruhsathi bir bakirli preparatin Kocide (%35 Metalik
bakira esdeger bakir hidroksit), iki dezenfektanin (klordioksit ve hidrojen peroksit),

ve Ug¢ farkli mikrobiyal giibre olarak ruhsatli biyolojik miicadele iiriiniin (SS-
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Stomafix, Bio-Ag ve SS-Siiper Root) domates bitkilerinde Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel Solgunluk
Hastaligina etkisi cam serada saksi denemesiyle arastirilmistir. Ayrica bu
preparatlarin domates yesil aksamindaki toplam bakteriyel floraya etkisi de ortaya
konmustur. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu
Bakteriyel Solgunluk Hastaligina biyolojik (Bio-Ag, SS-Stomafix, SS-Siiper Root)
ve kimyasal (bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit) iirlinlerin etkinligi
arastirilirken bu irlinler kok daldirmasi ve yesil aksama piiskiirtme seklinde
uygulama yapilmistir. Panzer ¢esidi domates fideleri kullanilarak tesadiif bloklari
deneme desenine gore her bir uygulamada 20 bitki olacak sekilde toplam 160
bitkiyle deneme kurulmustur. Antagonist bakterileri igeren biyolojik miicadele
iriinleri  bitkide dayaniklik mekanizmalarini uyarma yetenekleri oldugu
bildirildiginden fide dikimi o6ncesi koke uygulanmis ve ardindan yesil aksam
puskiirtmeleri yapilmistir. Kimyasal iiriinler olan bakir hidroksit, klordioksit ve
hidrojen peroksit sadece yesil aksama piiskiirtme seklinde uygulamasi yapilmisgtir.
Bitkiler saksilara sagirtildiktan 7 giin sonra negatif kontrol hari¢ yedi uygulamadaki
bitkilerin tamamina 2.1x10° hiicre/ml patojen bakteri siispansiyonundan 100ul kok
bogazindan injekte edilmistir. Patojen bakteri inokulasyonundan 35 giin sonra pozitif
kontrolde hastalik belirtisi gozlenmis ve degerlendirme yapilmistir. Pozitif kontrolde
enfeksiyon %49.47 oraninda tespit edilirken diger uygulamalarda enfeksiyon alani
%24.2 ile %50.2 arasinda oldugu belirlenmistir. Uygulamalar sonucunda 14 farkli
antagonist bakteri tiiriinii igeren bir biyolojik miicadele {iriinii olan Bio-Ag, domates
fidelerinin kdklerine ve yesil aksamina uygulandiginda, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaligini %51.07
oraninda baskilamistir. Bu hastaliga en etkili ve en basarili uygulamanin Bio-Ag
oldugu belirlenmistir. Bunu takiben, SS-Siiper Roots ve SS-Stomafix uygulamalar
da etkili diger uygulamalar olarak belirlenmis ve hastalik sirasiyla %35.70 ve
%35.17 oraninda baskilanmustir.

Bu calisma sonucunda Domateste Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin
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miicadelesinde, bitkinin koklerine basarili bir sekilde kolonize olarak hem bitki
beslenmesinde hem de hastalifi baskilayici etkisi bulunan mikrobiyal igerikli

giibrelerin entegre miicadele programina dahil edilmesi 6nerilmektedir.
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1. GIRIS Hatice KAYA

1. GIRIS

Domates (Lycopersicon esculentum Mill.) diinyada ve lilkemizde iiretim ve
tiikketim agisindan 6nde gelen sebzelerdendir. Ulkemizin konumu nedeniyle sahip
oldugu iklim kosullar1 sebze iiretimini her gecen yil arttirmakta ve hem agik alanda
hem de orti altinda sofralilk ve sanayi domatesinin iiretilmesine olanak
saglamaktadir. 2021 yii TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verilerine gore
iilkemizde toplam 13.095.258 ton (Anonim, 2022a), diinyada ise 186.821.216 ton
domates Tliretimi gerceklestirilmistir (Anonymous, 2022). Sebze iiretiminde
domatesin ilk sirada gelmesinin nedeni, zengin mineral ve vitamin igerigiyle
beslenmedeki 6nemi ve gida sanayinde tursu, konserve, dondurulmus, sal¢ca ve
ketcap olarak farkli kullanim alanlarina sahip olmasidir (Anonim, 2022b).

Sofralarimizda 6nemli bir yeri olan domates bitkisinde, bir¢ok biyotik ve
abiyotik kokenli hastalik etmenleri 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir.
Ekonomik anlamda domates bitkilerinde dnemli {iriin kayiplarina sebep olan biyotik
etmenlerden biri de Microbacteriaceae familyas: icerinde yer alan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.”in (Cmm) neden oldugu
Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastaligi’dir (Agrios, 2005; Fatmi ve ark., 2017;
Peritore-Galve ve ark., 2021). Etmen Solanaceae familyasindan domates
(Lycopericium esculentum L.), biber (Capsicum annum L.) ve patlican (Solanum
melongena)’da hastalik olustursa da ekonomik anlamda 6nemli oldugu tek kiiltiir
bitkisi domatestir (Chang ve ark., 1992; Gleason ve ark., 1993).

Hastalik etmeni ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nin Michigan
eyaletindeki domates iiretim alanlarinda 1909 yilinda saptanmistir (Gleason ve ark.,
1993). Tokgoniil (1998)’in bildirdigine gore bu hastaliginin varlig: iilkemizde ilk
olarak I¢ Anadolu bolgesinde belirlenmis ve sonrasinda diger bolgelere bulasik
tohum veya fidelerle yayilim gostermistir (Karaca ve Saygili, 1982; Cinar, 1980;
Sahin ve ark., 2002; Basim ve ark., 2004; Belgiizar ve ark., 2019).
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Hastaligin belirtileri enfeksiyonun baslangi¢ yerine gore farklilik
gostermektedir. Enfeksiyon, tohumdan gelisip iletim demetlerine girmis ise sistemik
enfeksiyondan, domates bitkisinde koltuk alma iglemi gibi kiiltiirel iglemler sirasinda
acillan yaralardan veya hidadot gibi dogal acikliklardan olusmugsa lokal
enfeksiyondan soz edilir. Sistemik enfeksiyonda ilk hastalik belirtisi solgunluktur.
Bitki fide doneminde sistemik enfeksiyona yakalanmis ise geng fideler hizla solar,
coker ve oliir, olgun donemde ise bitkilerde solgunluk simptomu daha yavas ve
dereceli olarak ilerler. Hastalikli bitkiler boyuna kesildiginde iletim demetlerindeki
renk degisimi kolaylikla goriilebilir. Hastalik etmeninin erken donemde iletim
demetlerinde olusturdugu sarimsi renklenme, ilerleyen donemlerde kahverengilesir
ve govdelerde catlamalar meydana gelir (Sekil 1.1). Patojen bakterinin iletim
demetlerindeki bu tahribatindan dolay1 yeterli su ve besin alamayan bitkiler solmus
bir hal alir. Hastalik adin1 spesifik kosullar altinda gelisen govde solgunluklarindan
alir. Lokal enfeksiyonlarda ise belirtiler, nekrozlar ve yaprak lekeleri ile baslayip
uygun sartlar altinda ilerleyerek sistemik enfeksiyonu baslatabilirler. Meyve de ise
ortasi kahverengi ve g¢evresi beyaz bir hale ile g¢evrili kus gozii lekeleri olarak
adlandirilan simptomlar gosterir. Lokalize olmus bir enfeksiyon zamanla, iletim
demetlerine ilerleyerek uygun kosullar altinda sistemik bir enfeksiyonu baslatabilir
(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008).

Patojen latent donemdeyken tohumda, bulasik toprakta, topraktaki bitki
artiklarinda ve yabanci otlar tizerinde epifitik olarak yasamini siirdiirebilmektedir
(Chang ve ark., 1992; Fatmi ve ark., 2017; Gleason ve ark., 1991; Peritore-Galve ve
ark., 2021). Etmenin farkli yerlerde yasamini siirdiirebilme yeteneginden dolay1
miicadelesi olduk¢a zordur. Bitki hastaliklar1 ile miicadelede yogun bigimde
kullanilan kimyasallarin insan saghigi ve doga iizerine olan olumsuz etkilerinin
olmasi, 6zellikle bakteriyel patojenlerin pestisitlere kars1 direng olusturmalari, son
yillarda bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde doga dostu alternatif yontemlerin
kullanilmasini 6ncelikli konular haline getirmistir (Aktepe ve Aysan, 2022; Ercan ve

ark., 2022; Tiimen ve ark, 2023).
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Sekil 1.1. Bakteriyel Solgunluk Hastaligi’nin domates bitkilerinde olusturdugu
hastalik belirtileri

Bu hastaligin miicadelesinde bakteriyofajlar (Cement ve ark., 2018), bitki
ekstraklar1 ile ugucu yaglarmin (Oloyede ve ark., 2021) ve antagonist
mikroorganizmalarin (Belguzar ve ark., 2021; Giil ve Horuz, 2021; Cetinkaya-Y1ldiz
ve Aysan, 2014) basariyla kullanilabilecegini gosteren pek ¢ok arastirma makalesi

bulunmaktadir.
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Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastaligi’nin biyolojik miicadelesinde
Bacillus, Lactobacillus, Paenibacillus, Lactococcus, Pseudomonas, Aureobasidium,
Pantoea, Bifidobacterium ve Saccharomyces cinslerin igerisinde yer alan tiirlerin
dost mikroorganizma olarak kullanimi hakkinda son yillarda pek ¢ok arastirma
yaymlanmistir (Abo-Elyousr ve Almasaudi, 2022; Hwajin ve ark, 2022; Ucar ve
Akkoprii, 2022). Bu antagonistler, farkli etki mekanizmalariyla (yer ve besin
rekabeti, antibiyosis, siderefor iiretimi ve bitkide dayanikliligin uyarilmasi) bitki
gelisimini arttirdig1 gibi patojenleri de baskilayarak hastalik olusumunu engellerler
(Ozaktan ve ark., 2010).

Ozellikle toprak orijinli Bacillus megaterium, Bacillus  subtilis,
Pseudomonas fluorescens, Paenibacillus polymyxa, Pantoea agglomerans tiirlerini
iceren ticari {iriinler organik asit ve amino asit iiretme 6zelligine sahip olmalari
nedeniyle bitkinin kok gelisimine olumlu etki sagladigi bilinmektedir. Ayrica bu dost
mikroorganizmalar bitkinin kok bolgesine veya yesil aksamina kolonize oldugunda
klorofil ve karotenoid igeriginin artmasina katki saglamaktadir. Bitkideki faydali
mikroorganizma dengesinin olumlu yonde degisimiyle bitki saglikli biyiirken
hastaliklara da dayanikli hale gelmektedir (Shoda, 2020). Ayrica, bitkilerin kok
bolgesinde yararli mikroorganizma sayisini artirarak topraktaki fosfat, demir ve azot
bitkiler tarafindan alinabilir hale gelir. Buna bagl olarak verim ve {iriin kalitesini
artirmaya yardime1 olur (Kumar ve ark., 2021).

Bu hastaligin miicadelesinde ireticinin etkili bir sekilde kullanabilecegi
ruhsath bir kimyasal bulunmamaktadir. Entegre hastalik yonetimi kapsaminda
saglikli fide kullanimi, {iretim alaninda patojen bakterinin sekonder yayilmalarini
onlemek i¢in hijyen kurallarina uyulmasi ve bakirli preparatlarin kullanimi, aktivator
veya biyolojik miicadele iirlinlerinin kullanimu ile bitkide dayanikliligin uyarilmasi
Onerilmektedir.

Mikroorganizmalar iiretim zincirinde ¢alisan personelin ellerine,
kiyafetlerine (6zellikle ayakkabilar) ve tasima materyaline yapisarak bir yerden

digerine veya bir bitkiden digerine mekanik olarak kolaylikla taginir. Tarimsal liretim
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alanlarinda patojenlerin bu bulasma sorununu Onlemek igin genellikle hijyen
kurallarma uyulur ve dezenfektanlar kullanilir (Wales ve ark., 2020). Ornegin iiretim
alanina giris ve c¢ikis kapilarma dezenfektan igeren paspaslarin yerlestirilmesi,
personelin el hijyenine dikkat etmesi ve giinliik temiz kiyafet giymeleri bitki patojen
bakterilerin yayilmasini1 6nlemek i¢cin 6nemli kiiltiirel 6nlemlerdir (Baysal-Gurel ve
ark., 2013). Uretim alaninda kullanilan budama makaslarinin, bigaklarin veya koltuk
aliminda isci ellerinin dezenfeksiyonunda kullanilmas: gereken kimyasal
dezenfektanlarin son yillarda bitkiye piiskiirtiilmesi islemi ile karsilagsmaktay1z.

Bu yiiksek lisans ¢alismasinda iki dezenfektanin (klordioksit ve hidrojen
peroksit), domateste ruhsathi bir bakirli preparatin (Kocide; %35 Metalik bakira
esdeger bakir hidroksit) ve ii¢ farklt mikrobiyal giibrenin (ruhsatli biyolojik
miicadele {irlinli; SS-Stomafix, Bio-Ag ve SS-Siiper Root) domates bitkilerinde
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaligi’na etkisi cam serada saksi denemesiyle arastirilmigtir. Ayrica bu
preparatlarin domates yesil aksamindaki toplam bakteriyel floraya etkisi de ortaya

konmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde bakirli preparatlarin siirekli ve asir
kullanim1 nedeniyle patojenlerin direng gelistirme sorunu en 6nemli problemlerden
biridir (Paguirigan ve ark., 2022). Ayrica kimyasallarin dogal ekosisteme zararlari
nedeniyle ¢evre dostu siirdiiriilebilir miicadele yontemlerini kullanma ihtiyaci, son
yillarda arastirmacilari biyolojik miicadele gibi alternatif yaklasimlara dogru
yoneltmistir.

Bakteriyel Solgunluk ve Kanser Hastaligi’na neden olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, hem ortii alt1 iiretim sistemlerinde hem de agik
alan tiretiminde domates bitkilerinin kok, govde, yaprak, cicek ve meyvelerine zarar
vererek ciddi verim kayiplarina neden olan tohum koékenli bir patojendir. Hastalik
ilk defa 1909 yilinda domateste tespit edildikten bu tarihe kadar, pek ¢ok iilkede ¢cok
sayida arastirma yapilmis ve halen yapilmaya devam edilmektedir. Yayinlanan
arastirma sayisinin ¢oklugu nedeniyle bu kisimda, son yillarda yapilan bu tez
konusuyla iliskili olan biyolojik miicadele ve dezenfektanlarla ilgili caligmalara yer

verilmistir.

2.1. Hastahigin Biyolojik Miicadelesi ile lgili Onceki Calismalar

Abo-Elyousr ve Almasaudi (2022) Suudi Arabistan’da ¢evreyi kimyasal
kirlilikten korumak i¢in Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden
oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaligi’min biyolojik miicadelesinde, saglikli
domates koklerinden izole edilen 25 adet Trichoderma izolatinin etkisini
arastirmistir. KABOFT4 kodlu Trichoderma izolati hastaligi %61 oraninda
baskilarken hastalik siddetinde %40 azalisa neden olmustur. Trichoderma
uygulamasi sadece hastalig1 baskilamamig ayn1 zamanda domates bitkilerinin daha
iyi biiylimesini saglamis, kuru madde miktarinda artisa neden olmus ve toplam fenol
ve flavonoid igeriklerini de arttirmistir. Sonug olarak, Trichoderma uygulamasi

verimi artirip hastaligi baskilarken cevre dostu bir miicadele yontemi olarak
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domateste bu hastaligin yonetiminde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Esquivel-Cervantes ve ark. (2022), Meksika’da sera iiretiminde domateste
sorun olan fungal ve bakteriyel hastaliklarin yonetiminde, biiyiik oranda kimyasal
miicadele yapildigi ve fungal hastaliklara karsi bir sezonda 24 kadar fungisit
uygulamast yapilmadiginda hasat edilebilir bir mahsul elde edilemedigini
bildirmistir. Bu kadar yogun fungisit kullanimi sonucu maliyet artmakta, ekolojik
enge bozulmakta ve patojenler bu kimyasallara diren¢ gelistirmektedir. Kimyasal
miicadeleye alternatif bir uygulama olarak biyorasyonel {irtinlerin (Bacillus subtilis,
Reynoutria sachalinensis, Melaleuca alternifolia, harpin proteinleri ve ar1 bali),
domateste fungal (Botrytis cinerea, Phytophthora infestans ve Leveillula taurica) ve
bakteriyel (Pseudomonas corrugata ve Clavibacter michiganensis) hastaliklara
etkisini incelemislerdir. Ticari bir domates iiretim serasinda geleneksel miicadele
programi ile biyorasyonel {irlinlerin karsilastirildigi denemede, hastalik oranlari alt1
ay boyunca periyodik araliklarla takip edilmistir. Botrytis cinerea ve Leveillula
taurica’nin neden oldugu hastalik orani biyorasyonel iiriinlerle oldukea etkili sekilde
baskilanirken bakteriyel hastaliklar1 azaltmada etkili olamamistir. Genel olarak,
incelenen hastaliklarin ¢ogunun baskilanmasinda biyorasyonel iiriinlerin kimyasal
miicadeleden daha etkili oldugu belirlenmistir. Hastaliklarin yonetiminde entegre
miicadele programina dahil edilme potansiyeline sahip bu iirlinler, ¢evre dostu
yontemler olmasinin yaninda bir hektar {iretim alaninda 2500 Amerikan dolari
masraf azalis1 saglamustir.

Ghadamgabhi ve ark. (2022) domates bitkilerinin rizosferinden izole ettikleri
Pseudomonas aeruginosa izolat FG106’nin yiiksek fosfat ¢ozliniirligiine sahip
oldugunu, bunun yaninda siderofor, amonyak ve indol asetik iiretme yetenegi
bulundugunu belirlemislerdir. Bu antagonist izolat domateste fungal (Alfternaria
alternata, Botrytis cinerea, Phytophthora colocasiae, Phytophthora infestans,
Rhizoctonia solani) ve bakteriyel (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
ve Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans) patojenleri baskilayabilmis ve degerli

bir biyolojik miicadele elemani oldugunu belirtmiglerdir.
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Jang ve ark. (2022) domateste Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaliginin baskilanmasinda
H8-1 ve K203 kodlu dost mikroorganizmalarin suyla hazirlanmis siispansiyonlarimi
kullandiklarinda, domateste patojen kolonizasyonunun azaldig1 ve etilen sentezini
engelleyen enzim {retiminin arttigt buna bagli olarak hastaligin azaldig
bildirilmistir. Bu izolatlar hastaligin biyolojik miicadelesinde potansiyel olarak
kullanilabilecegi vurgulanmustir.

Panebianco ve ark. (2022), Italya’da ortii altinda yetistirilen domateslerde
kimyasal kullanimin1 azaltmak i¢in, iiretimde sorun olan fungal (Botrytis cinerea ve
Alternaria alternata) ve bakteriyel (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato ve Xanthomonas euvesicatoria
pv. perforans) hastalik etmenlerinin biyolojik miicadelesinde faydali mikrobiyal
popiilasyonlarin etkisini arastirmistir. Sicilya’nin gliney dogusunda bulunan ve
Avrupa Birligi tarafindan “Korumali Cografi Isaret” {invanina sahip Pachino
bolgesindeki seralarda yetistirilen, yedi farkli domates c¢esidinden epifitik ve
endofitik 6zellikteki mikrobiyal popiilasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunun Bacillus ve
Pseudomonas cinslerine ait bakteri tiirleri oldugu belirlenmistir. Bu antagonistik
bakterilerin Uretim esnasinda yesil aksamda ve hasat sonrasi depoda pek ok
hastalig1 basariyla baski altina alinabilecegi kanitlanmis ve biyolojik miicadelenin
kimyasal miicadeleye alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

Ugar ve Akkoprii (2022), Tiirkiye’de domateste Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in ikincil enfeksiyonuna karsi bitki gelisimini tesvik eden
bakterilerin (PGPB) alt grubu olan endofit bakterilerden doért izolatin biyokontrol
kapasitesini aragtirmiglardir. EB T2K2-1 izolat1 hastalik siddetini %40 azaltirken
bunu %18 ve %16 etki ile V30G2 ve T14K1-1 izolatlar: takip etmistir. izolatlar
arasinda farklilik olsa da bitki gelisim parametrelerine pozitif katki sagladigi
gozlenmistir. Bu uygulamalar hastalik gelisimini smirlandirabilmesi ve bitki
gelisimine pozitif katki ortaya koymalari, bitkisel iiretimde pestisit ve sentetik giibre

kullaniminin azaltilmasina yardimeci olabilecekleri hipotezini desteklemistir.
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Belguzar ve ark. (2021) Anadolu’nun toprak rizosfer bolgelerinden elde
edilen yiliksek fosfor ¢ozme ve azot baglama yetenegine sahip kdk bakterilerin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e antibakteriyel etkilerini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 aragtirmada 12 farkli rizobakteri izolati elde
etmislerdir. Bu izolatlar tohum uygulamalar: olarak saksi ¢alismalarinda domateste
Bakteriyel Solgunluk Hastaligi’na etkisi degerlendirildiginde, Pseudomonas
koreensis+P.thivervalensis uygulamasi hastalig1 yaklasik %53 oraninda baskilarken
P. koreensis+P.thivervalensis+P. koreensis kombinasyonda hastalik %73 oraninda
engellenmistir.

Gil ve Horuz (2021) domateste Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastaligi’na karsi
farkli nitrifikasyon inhibitorlii giibrelerin  hastalik gelisimi {iizerine etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda, azot inhibitorsiiz normal amonyum siilfat ile yavas
salimim 6zelligine sahip disiyandiamid (DCD) ve 3,5 dimetilpirazolyum gliseroborat
(DMPB) azot inhibitorlii amonyum siilfat giibreleri kullanilmistir. Denemede
giibrelerin 100, 250 ve 500 ppm dozlar1 bitkilere sulama suyu seklinde birer hafta
arayla ii¢ kez uygulanmig ve uygulanan giibrelerin etkinligi, pozitif kontrol
grubundaki bitkilerle kiyaslandiginda, birinci denemede giibreler hastalik gelisimini
%42-78 oranlar1 arasinda, ikinci denemede ise %44-82 oranlar1 arasinda
engellemistir. Her iki denemede inhibitorlii ve inhibitdrsiiz giibrelerin 500 ppm
dozlar1 hastaligi baskilamada en etkili uygulamalar olmustur. Bu arastirmada azot
inhibitorlii giibrelerin bu hastaligin iizerine entegre miicadele programlarina
eklenmesinin faydali olacag bildirilmistir.

Li ve ark. (2021) tarimda sentetik pestisitlere olan bagimlilig1 azaltmak igin,
Kanada’dan izole ettikleri Bacillus velezensis’in 1B-23 kodlu izolatin farkli pH ve
sicaklikta siirfaktin iiretim diizeyini arastirmiglar ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in neden oldugu bakteriyel hastaligin sera sartlarinda biyolojik
miicadelesinde kullanim olanaklarini arastirmislardir. Bacillus velezensis’in 1B-23

kodlu izolatinin patojeni baskilarken tirettigi siirfaktinin, 16 °C ve pH’nin 6 oldugu
10



2. ONCEKI CALISMALAR Hatice KAYA

kosullarda en fazla iiretildigini saptamislardir.

Oloyede ve ark. (2021) tibbi ve aromatik bitkilerin kok bolgesinden izole
ettikleri 21 izolat igerisinden, Clavibacter michiganensis’e karsi petride 38.00 mm
ve 19.50 mm inhibisyon zonu olusturan Acinetobacter sp. ve Alcaligenes faecalis
adli bakteri izolatlarinin en basarili iki izolat oldugunu belirlemislerdir. Bu
antagonistlerin, sera kosullarinda yetistirilen domateslerde patojen enfeksiyonlarini
iki farkli denemede %?28.447.4 ve %30.0-50.0 oranlarinda azalttifi, bitki
biiylimesini de tesvik ettigi bildirilmistir.

Solano-Alvarez ve ark. (2021) Meksika’da domates bitkilerinde hastaliklara
dayanikliligi uyarmak i¢in Ricinus communis koklerinden izole ettikleri, fosfati
¢cozme ve giberellik asit iiretme yeteneginde olan Bacillus cereus Amazcala (B.c-A)
adli bakteri izolatin1 biyolojik miicadele elemani olarak kullandiklarinda, sera
kosullarinda Clavibacter michiganensis enfeksiyonlarinda énemli diizeyde azalis ve
bitki biliylimesinde artis kaydetmislerdir. Bu antagonist bakterinin ortii altinda
yetistirilen domateslerde bu hastaligin miicadelesinde basarili bir arag¢ olabilecegini
bildirmislerdir.

Yilmaz ve ark. (2021) domateste Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in neden oldugu tohum kaynakli enfeksiyonlar1 dnlemek i¢in ana
bileseni karvakrol olan Origanum vulgare ugucu yagini tohum kaplamasi olarak
kullandiklarinda oldukga kuvvetli bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu
yontemin tohum kokenli hastalik kayiplarimin dnlenmesinde kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Yin ve ark. (2021) toprak mikrobiyatasiyla o toprakta yetisen bitki
arasindaki etkilesimin Onemli oldugunu ve domateste Bakteriyel Solgunluk
Hastalig1’n1 bu mikrobiyatanin nasil etkiledigini ortaya koymak i¢in Cin’in Gansu
eyaletinde 15 farkli domates ¢esidine ait 49 farkli domates bitkisinin topragindan,
kok bolgesi topragindan ve iletim demetlerinden izolasyonlar yapmislardir. Yapilan
izolasyonlar sonucu  Xanthomonadales, = Sphingobacteriales, Rhizobiales,

Pseudomonadales ve Burkholderiales takimina ait 149 bakteri izolat1 elde
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etmislerdir. Yapilan izolasyonlarda saglikli, hasta ve ¢ok hasta bitkilerdeki bakteri
tiiri ve poplilasyonunda farkliliklar oldugunu belirlemislerdir. Hasta bitkideki
patojen, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, ile miicadele etmek i¢in
onu baskilayacak antagonist popiilasyonun hasta bitkinin kok bolgesinde artig
gosterdigini bildirmislerdir.

Banayem ve ark. (2020) Iran’da domateste Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in neden oldugu bakteriyel hastaligin miicadelesinde domates
koklerinden ve yesil aksamindan izole edilen floresan Pseudomonas tiirlerine ait 96
izolatin etkisini aragtirmigtir. Siderofor ve hidrojen siyanit iiretme yetenegindeki
MI1R1 ve HI1RI1 kodlu iki adet Pseudomonas putida izolat1 %42.88-52.93 oraninda
hastaligi baskilamistir. Ayrica antagonist bakteri uygulanmis bitkilerde biiyiime
parametlerinde de olumlu etki belirlenmistir. Bu hastalifin yonetiminde faydal
bakterilerle biyolojik miicadelenin kullaniminda basar1 saglayacagi belirtilmistir.

Golembiovska ve ark., (2020) Ukrayna’da Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin biyolojik
miicadelesinde 26uf7 ve 35ng3 kodlu Streptomyces tiirlerini tohum uygulamasi
olarak kullandiklarinda cherry domateslerde hastaligin %75 oraninda baskilandigini
bildirmislerdir.

Laird ve ark. (2020) cyclic lipopeptideler liretme yetenegindeki iki farkli
Bacillus izolatim (Bacillus velezensis izolat 1B-23 ve Bacillus sp. izolat 1D-12)
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaliginin biyolojik miicadelesinde kullandiklarinda hastalik siddeti
onemli diizeyde azalmistir. Antagonist izolatlar surfactin A, surfactin B ve surfactin
C iireterek patojen gelisimini baskiladigini belirlemislerdir.

Le ve ark. (2020) Paenibacillus elgii JCK-5075 kodlu antagonist bakteri
izolatiin iirettigi pelgipeptinlerin (A, B, C, D) in vitro petri denemelerinde pek ¢cok
bitki patojeni bakteriye antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu belirlemis ve in vivo
denemelerde domateste Bakteriyel Solgunluk Hastaligim1 bu antagonist %81

diizeyinde baskilamistir.
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Abo-Elyousr ve ark. (2019) Misir’da siderofor, hidrojen siyaniir ve indol
asetik asit iiretme yetenegindeki dort adet kok bakterisini sera kosullarinda
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaliginin biyolojik miicadelesinde kullandiklarinda, Bacillus
amyloliquefaciens %74.4, Pseudomonas aeruginosa %66.7, Bacillus subtilis %53.3
ve Pseudomonas fluorescens %40 oraninda hastalig1 baskilamistir. Bitki biiyiimesini
artiran ve hastaliklar1 azaltan koke kolonize olan, antagonist bakteriler ¢cevre dostu
alternatif uygulamalar olarak degerlendirilmistir.

Gautama ve ark. (2019) farkli arastirmalar kapsaminda ¢ilek, elma ve kayis1
koklerinden izole edilen 150 adet rizobakteri ve endorizobakteri izolatlarinin
Clavibacter —michiganensis subsp. michiganensis’e antimikrobiyal etkisi
arastirildiginda, fosforu ¢ézme ve indol asetik asit iiretme yetenegiyle bitki
biiylimesini tegsvik eden S1 kodlu Bacillus amyloliquefaciens izolati en bagarili izolat
olarak belirlenmistir. Bu antagonist bitki denemelerinde bakteriyel kokenli hastalig
%30 oraninda baskilamustir.

Yesilayer ve ark. (2019) Tokat ilinden toplanan Origanum onites L.’ in ugucu
yag ve etanol ekstraktinin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis hastalik
etmenine karsi antibakteriyel etkisini arasgtirmiglar ve ugucu yag ve ekstrakt
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak O. onites’in patojen iizerindeki etkisi de
artmigtir. Besi yerinde Clavibacter michiganensis gelisimini %93-99 oraninda
engellemigtir.

Cetinkaya-Yildiz ve Aysan (2014) domateslerde Bakteriyel Solgunluk
Hastalig1 ile kimyasal miicadeleye alternatif olarak bitki biiylime diizenleyici kdk
bakterilerinin (PGPR) kullanilma olanaklarimi aragtirmislar ve alti farkli ilden
toplanan 39 farkli toprak 6rneginden 499 adet aday PGPR izolat1 elde etmislerdir.
Bu izolatlar arasinda en fazla fosforu ¢6zme ve azotu baglama 6zelliklerine sahip 30
izolat aday PGPR olarak secilmis olup, bu izolatlar arasinda en etkili olan sekiz
izolatin hastalig1 baskilayabilme potansiyelleri in vivo saks1 ¢aligmalarinda % 38-54

oraninda oldugu belirlenmistir. Tarla denemelerinde ise iki izolatin kombinasyonu
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ile hastalik % 43 oraninda baskilanmistir. Ayrica bu uygulamalarin bitki biiylimesine
olan olumlu katkilar1 da belirlenmistir.

Ustiin ve ark. (2009) ISR-2000 ve Crop set adli ticari bitki aktivatorlerinin
domateste Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu
Bakteriyel Solgunluk Hastaligina etkisini arastirdiklar: saksi caligmalarinda higbir
uygulamanm yapilmadigi pozitif kontrol bitkilerinde hastaligin ortalama %87
oldugunu, ISR-2000 ve Crop set uygulanmis bitkilerde bu oranin sirasiyla %44 ve
%42’ye distiigiini bildirmislerdir.

Soylu ve ark. (2003) domateste Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaligina karsi ticari bir bitki
aktivatorii olan acibenzolar-S-methyl (benzo [1,2,3]thiadiazole-7-carbothioic acid-
S-methyl ester, ASM; Bion 50 WG)’i kullandiklarinda hastalik %75 oraninda
baskilanmigtir. Uygulama yapilmis bitkilerde peroksidaz ve glutatyon peroksidaz
aktivitesinde artis oldugu ve buna baglh olarak hastaliga karsi dayaniklilik

mekanizmasinin harekete gegtigi belirtilmistir.

2.2. Hastahk Miicadelesinde Dezenfektanlarin Kullammyla ilgili Onceki
Calhismalar

Kotonen ve ark. (1992) patatesin 6nemli iki bakteriyel patojeni olan
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve Erwinia carotovora subsp.
atroseptica’min farkli ylizey materyallerinden (ahsap, metal ve plastic) yok
edilmesinde yedi farkli dezenfektanin (%0.2’lik, %1’lik, %2’lik amonyum tuzu,
%3’lik iyot, %3’lik Glutaraldehyde, %10’luk aktif klor olan NaOCI, %!1’lik
Potassium peroxysulphate) etkisini arastirmislar ve Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus igin en basarili ylizey dezenfektaninin iyot, glutaraldehyde ve
potassium peroxysulphate oldugunu belirlemislerdir.

Tiirkiisay ve Tosun (2005) Izmir’de yaptiklart denemelerde hidrojen
peroksit ve kollaidal glimiis i¢ceren (Huwasan TR 50 ticari isimli) bir dezenfektan ve

bakir hidroksit (Champ formula ticari isimli) igeren bir fungisiti tohuma ve yesil
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aksama uyguladiklarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden
oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaligina etkisini incelemislerdir. Dezenfektan
tohumlardaki bakteriyi %73.5 oraninda azaltirken yesil aksam uygulamasi olarak
kullandiklarinda hastalik %67.3 oraninda baskilanmistir. Karsilagtirma olarak
kullanilan bakir hidroksit hastalig1 %47.3 oraninda azaltmustir.

Baysal-Gurel ve ark. (2013) ABD’nin Ohio eyaletinde ortii alt1 domates
yetistiriciliginde yaptiklar1 denemelerde, koltuk alma ve budama gibi islemlerde
calisan personelin ellerinin ve kullanilan aletlerin farkli kimyasallarla dezenfekte
edilmesinin hem Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis hem de fungal
etmenlerden Botrytis cinerea’nin yayilmasinda etkili oldugunu belirlemislerdir.

Yim ve ark. (2013) patojenlerle bulasik topraga yeniden elma dikimi
yapabilmek igin, 1s1l igslem (50 ve 100 °C) ve toprak dezenfektanti (Bazamid,
Tetrahydro-3,5-dimethyl-2 H-1,3,5-thiadiazine-2- thione) uygulamasi yaparak
koklere ve topraga kolonize olan toplam bakteriyel (Bacillus ve Pseudomonas) ve
fungal popiilasyonu karsilastirdiklarinda, hicbir islem yapilmamis kontrol parseline
gore uygulama yapilmis alandaki toplam mikroorganizma popiilasyonunun %79,
%108 ve %124 oraninda arttigini belirlemislerdir. Toprak mikrobiyatasindaki
zenginligin hem bitki biiyiimesine hem de toprak kokenli patojenlerle miicadelede
oldukga biiyiik etkiye sahip oldugu vurgulanmistir.

Howard ve ark. (2015) Kanada’da patates iiretimi, depolanmasi ve nakliyesi
esnasinda, hijyen ve sanitasyon islemlerinde li¢ farkli dezenfektan: (sodyum
hipoklorit, kuaterner amonyum ve hidrojen peroksit) kullanarak Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus’un ahsap, kauguk, ¢imento, ¢elik ve polikarbonat
plastik {izerinden dezenfeksiyonundaki basariy1 incelemislerdir. Ahsap kasalar ve
yiizeylerden patojen dezenfeksiyonunda en etkili dezenfektan sodyum hipoklorit
iken ¢elik ve polikarbonat plastik yiizeylerde hidrojen peroksit daha etkili olmustur.
Sodyum hipoklorit en kisa siirede patojeni yok ederek en etkili dezenfektan olarak
belirlenmistir.

Maeso ve Walasek (2015) Uruguay’da domatesin en tehlikeli hastalik
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etmenlerinden biri olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in serada
budama makaslariyla tagimmasini 6nlemek igin farkli dezenfektanlar (%1’lik
sodyum hipoklorit, %1°lik potasyum peroksimonosiilfat, %0.15’1lik iyot, %1’lik
didesildimetilamonyum kloriir) kullannuglardir. Iyot hari¢ tiim dezenfektanlarla
makas temizligi yapildiginda hasta bitki oraninda 6nemli diizeyde azalis tespit edilse
de iiretim alaninda hastaligin tamamen yayilmasi engellenememistir. Arastiricilar
sadece kiiltiirel 6nlemlerle degil bunlara ek olarak diger miicadele sekillerinden de
faydalanilarak entegre hastalik yonetiminin uygulanmasi gerektigini belirtmislerdir.

Czajkowski ve ark. (2013) patates yumrularmi depolamadan veya ekim
yapmadan oOnce farkli dezenfektanlarla muamele ederek yumru kabugundan
patojenik bakteri Dickeya solani’yi uzaklastirmay1 amagcladiklar1 c¢alismalarinda
sekiz farkli kimyasal1 dezekfektan (%70 etanol, %1 sodyum hipoklorit, %2 bakir
siilfat, %S5 perasetik asit, %10 hidrojen peroksit, %1 MennoClean (benzoik asit), %5
trisodyum fosfat ve %0.2 kafein) olarak kullanmiglardir. Laboratuvar sartlarinda
yapilan denemelerde hidrojen peroksit hari¢ tim uygulamalar 5 dakika iginde
patojeni Oldiirmeyi basarirken sera denemelerinde trisodyum fosfat hari¢ tim
uygulamalar kontrolden farkli istatistiki grupta yer alan basarili uygulamalar
olmustur. Maalesef hidrojen peroksit ve kafein uygulamasi yumruda fitotoksiteye
neden olmustur. En basarili uygulamanin sodyum hipoklorit ve benzoik asit oldugu
belirlenmistir. Bu basarili dezenfektanlarin bu hastaligin entegre miicadelesine dahil

edilebilecegi belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Patojen izolat: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii bakteriyoloji laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan Prof. Dr. Yesim
Aysan tarafindan izole edilip farkli metotlarla tanis1 yapilmis YA-142 kodlu
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolat1 ¢aligmada kullanilmstir.

Kimyasal iiriinler: Ticari bir bakirl preparat olan Kocide (%35°1ik metalik
bakira esdeger bakir hidroksit) ve iki pH diizenleyici ruhsath dezenfektan (hidrojen
peroksit ve klordioksit) bu ¢alismada kimyasal tirtinler olarak kullanilmisgtir.

Kocide 2000: Corteva Agriscience firmasi tarafindan ruhsat alinmis olan
irin = %35’lik  metalik bakira esdeger bakir hidroksit icermektedir
(https://www.corteva.com.tr/urunler/bitki-koruma/kocide-2000.html). Bag, zeytin,
domates, patates, seftali ve turunggil gibi sebze ve meyvelerde mildiyo, erken yaprak
yaniklig1 ve halkali leke hastaligi gibi yaygin goriilen fungal hastaliklarin kimyasal
miicadelesi i¢in kullanimi 6nerilmektedir. Firmanin domateste 6nerdigi uygulama
dozu 100 litre suya 150-200 gr’dur.

Best Clean: Agro Flora Kimya Tarim Uriinleri San. ve Tic. Ltd. Sti.
tarafindan bir pH diizenleyici olarak ruhsat alinmig dezenfektandir
(http://www.agrofloratarim.com/best-clean.html). Best Clean, suyun sertligini
gidererek ilaglama, sulama suyu ve topragin pH’sin1 diizenler ve bitkiyi rahatlatici
ozellige sahip olup makro ve mikro elementlerin alimimi kolaylastirmaktadir.
Ureticiler dezekfektan olarak kullanmaktadir. Igerisinde orami belli olmayan
hidrojen peroksit bulunmaktadir. Sebzelerde kullanim dozu 2.5 ml/It olarak
Onerilmektedir.

SMC-000: Semica Kimya A.S tarafindan bir pH diizenleyici olarak ruhsat
alinmis dezenfektandir (https://www.semica.com.tr/index.php/urun/smc-ooo/#tab-
description). Bitki kdkiiniin yosunlagmasini engeller ve sulama suyu ile gelen insan

patojeni olan bakterileri (Escherichia coli, Staphylococcus tirleri ve Candida
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albicans) 6ldiirmektedir. Ureticiler dezekfektan olarak kullanmaktadir. Dekara 25
litre kullanimi  &nerilmektedir. Igerisinde orami belli olmayan klordioksit
bulunmaktadir.

Mikrobiyal giibre ruhsath biyolojik miicadele iiriinleri: SS-Stomafix,
SS-Siiper Root ve Bio-Ag adli ticari iirlinler bu tez c¢alismasinda kullanilmstir.
Uygulama dozlar1 firmanin 6nerdigi doza gore hazirlanmustir.

SS-Stomafix: Supersol Biyoteknoloji AS. tarafindan biyolojik tiriin olarak
ruhsatlandirilmistir. Organik asit ve amino asit tiretme 6zelligine sahip toprak orijinli
Bacillus subtilis (1x10'° hiicre/ml) tiirii faydali bakteriyi igeren SS-Stomafix, hem
bitkinin kok sistemini olusturmasinda olduk¢a etkili hem de yaprak ylizeyinde
faydali mikroorganizma dengesinin olumlu yonde olusmasini saglayarak klorofil ve
karotenoid igeriginin artmasini saglamaktadir. Sebzelerde kullanim dozu 250-500
ml/100 litre olarak onerilmektedir (http://supersol.com.tr/urunler/ss-stomafix/).

SS-Siiper Root: Supersol Biyoteknoloji AS. tarafindan ruhsat alinmis olan
mikrobiyal tUrin Pseudomonas fluorescens, Paenibacillus polymyxa, Bacillus
megaterium, Pantoea agglomerans karisiminm (1x107 hiicre/ml) igermektedir.
Bitkilerin kdk bolgesinde yararli mikroorganizma sayisini artirarak topraktaki fosfati
¢ozilinilir hale getirir ve bitkiler tarafindan alinabilirligini saglamaktadir. Buna bagh
olarak verim ve iiriin kalitesini artirmaya yardimci olmaktadir. Sebzelerde kullanim
dozu 1 L/da olarak dnerilmektedir (http://supersol.com.tr/urunler/root/).

Bio-Ag: Agrotrade Kimya tarafindan 26/10/2021 yilinda mikrobiyal {iriin
olarak ruhsat alinan Bio-Ag’nin igeriginde Bacillus subtilis, Bifidobacterium
animalis, B. bifidum, B. longum, Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. casei,
L. fermentum, L. plantarum, Lactococcus lactis, Streptococcus termophilus,
Rhodopseudomonas palustris, R. spheroides, Saccharomyces cerevisae karigimi
(1x107hiicre/ml) bulunmaktadir. Bu faydali mikroorganizmalar ayrica aminoasit,
niikleik asit ve gesitli vitamin ve hormonlar1 dogrudan bitkiler tarafindan kullanilir forma
doniistiirerek mikrofloray1 zenginlestirmektedir. Topraktaki mikrobiyal ekosistemi

dengeler ve patojenik mikroorganizmalar1 kontrol altinda tutar. Sebzelerde kullanim
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dozu 500 ml/litre olarak 6nerilmektedir.

Domates Fidesi: Hishtil Toros fidecilikten temin edilen Panzer F1 ¢esidi 3-
5 yaprakli donemdeki domates fideleri kullanilmisgtir.

Torf: Tohum denemelerinde TerraDena firmasina ait torf bitki yetistirme
ortamu olarak kullanilmustir.

Saksi: Saks1 denemelerinde yetistirme ortami, 1:1 oraninda toprak ve kum
karisimi 3 kg’lik saksilar kullanilarak yapilmistir.

Cam Sera: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Deneme ve Arastirma parsellerinde bulunan yiiksek tip 1sitmasiz cam sera ¢aligma
alan1 olarak kullanilmustir.

iklim odas:: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii’nde bulunan, 16:8 saat aydinlatmali, %75 nem, 2542 °C sicaklik, klima ile
wsitilan/sogutulan iklim odasi kosullarinda patojenite ¢calismalar1 yapilmistir.

Besi yerleri: Calismada bakterilerin izolasyonu ve suni besi yerinde
gelistirilmesi islemlerinde Tryptic Soy Agar (TSA) (40 gr/lt, Merck KGaA), patojen
izolatin saklanmasinda Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDC) (yeast
extract 10 g/lIt, dextrose 20 g/lt, kalsiyum karbonat 20 g/It, agar15 g/lt) besi yerleri
kullanilmugtr.

Kullamlan Alet ve Ekipmanlar: Saf su cihazi, hassas terazi, pH metre,
otoklav, mikrodalga firin, sicak su banyosu, otomatik pipet seti, erlen ¢alkalayici,
steril kabin, etilv, inkiibatér, macfarland dansiyometresi, koloni sayim aleti,
buzdolabi, saksi, plastik kiivetler, el piilverizatorii calisma boyunca kullanilan alet

ve ekipmani olusturmustur.

3.2. Metod

3.2.1. Clavibacter michiganensis izolatinin Viriilensliginin Artirilmasi ve

Denemelerde Kullanilacak Patojen Konsantrasyonun Belirlenmesi
Bakteriyoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan YA-142 kodlu

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati alti aydan fazla siiredir
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%40°1lik gliserol igerisinde -20 °C’de saklandigindan dolayi viriilensliginde azalma
oldugu disiiniilmiistiir. Bu izolat besi yerinde gelistirildikten sonra belirli
siispansiyondaki bakteri koloni sayisi tespit edilmis, domateste patojenite ¢aligmast
yapilarak izolatin viriilensligi artirilmis ve denemelerde kullanilmak iizere geri izole
edilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda ilk adim olarak, YA-142 kodlu Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis izolatin saklandigi derin dondurucudan
cikarilan vida kapaklt tiiplerdeki buzlu kisimdan bir parga alinip TSA besi yeri iceren
petrilere yayma yontemiyle bakteri ekimi yapilmistir. Petriler 25 °C’de 72 saat
inkiibe edildikten sonra gelisen sar1 renkli kolonilerden biri se¢ilip yeni bir TSA besi
yeri igeren petriye ii¢ ¢izgi yontemiyle cizim yapilarak YA-142 kodlu izolat
saflastirilmistir (Cizelge 3.1).

Ikinci adimda, saflastirilan YA-142 kodlu izolat TSA besi yerinde 25 °C’de
48 saat gelistirildikten sonra steril bir 6ze ile toplanmis ve steril saline buffer
(%0.85’lik NaCl) ile bir bakteri siispansiyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan
siispansiyonun yogunlugu macfarland dansiyometresinde 0.70 Ol¢iim degerine
ayarlanmustir.

Ugiincii adimda, hazirlanan patojen bakteri siispansiyonundan 1 ml almip
igerisinde 9 ml steril su bulunan tiiplerle 6 kez seyreltilerek seyreltme serileri
hazirlanmigtir. Her bir seyreltme serisinden 100 pl alinarak TSA besi yeri igeren
petrilere steril cam bagetle yayma islemi yapilmigtir. Her bir seyreltmeden iki
tekrarli olmak {izere toplam 12 petriye farkli oranlarda seyreltilmis bakteri
stispansiyonu yayilmustir. Petriler 25 °C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra gelisen
sar1 renkli koloniler sayilarak macfarland dansiyometresinde 0.70 6l¢iim degerinde
hazirlanan siispansiyonun igerdigi ml’deki bakteri koloni sayisi hesaplanmistir
(Klement ve ark., 1990).

Dordiincli adimda, hazirlanan patojen bakteri siispansiyona ait alt1 farkli
seyreltme serisinden 100’er pl alinip steril siringa ile Panzer ¢esidi domates

fidelerinin kok bogazi yakinindaki kabuk alt1 dokusuna enjekte edilmistir (Sekil 3.1).
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Her bir seyreltmeden iki tekrarli olmak {izere toplam 12 domates fidesine bakteri
asilamas1 yapilmistir. Patojenle inokule edilen bitkiler Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimii’nde bulunan 25+2 °C sicaklik, %75 nem ve 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik iklim odasi kosullarinda muhafaza edilmistir. Domates
fideleri giinliik olarak kontrol edilmis ve patojen inokulasyonundan 25 giin sonra
yapraklarda solgunluk ve sararma belirtileri gozlemlendiginde, boyuna kesilerek
iletim demetlerinde goriilen lezyon boyu 6lgiilerek bitki boyuna oranlanip hastalik
oran1 (%) hesaplanmistir. Toplamda alti farkli bakteri yogunlugu igeren
siispansiyonla bulastirilan bitkilerde goézlenen hastalik orani ayr1 ayri not edilmistir.
Hastalik belirtisinin goriildiigii en diisiik bakteri konsantrasyonu saksi ¢calismasinda
kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Besinci adimda, en iyi hastalik belirtisinin gézlendigi bir bitkiden TSA besi
yeri kullanilarak yeniden patojen izolasyonu yapilmis ve Koch postulati agamalar
tamamlanmustir. izolasyon petrisinden saflastirilan YA-142 kodlu re-izolatin
hastalik yapma yetenegi belirlenip viriilensligi artirillmistir. Bu izolatin gram
reaksiyonu, TSA besi yerindeki koloni rengi ve aksam sefasi bitkisinde asiri
duyarlilik reaksiyonu (Lelliott ve Stead, 1987; Gitaitis, 1990) belirlendikten sonra
ileriki ¢aligmalarda patojen izolat olarak kullanilmak {izere, egik olarak hazirlanmis

YDCA besi yerinde 4 °C’deki buzdolabinda saklanmugtir.
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Sekil 3.1. YA-142 kodlu Clavibacter michiganensis‘sub-sp. michiai;énsis izolatinin
TSA besi yerinde goriiniimii ve domates fidelerine inokiilasyonu

3.2.2. Domates Bakteriyel Solgunluk Hastah@min Kimyasal ve Biyolojik
Miicadele Olanaklarimin Arastirilmasi

Deneme, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii
aragtirma ve deneme parselinde 1sitmasiz cam serada 25 Mart 2022 tarihinde saks1
denemesi olarak kurulmustur.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaligina biyolojik (Bio-Ag, SS-Stomafix, SS-Siiper Root) ve kimyasal
(bakar hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit) iiriinlerin etkinligi arastirilirken bu
iriinler kok daldirmasi ve yesil aksama piiskiirtme seklinde uygulama yapilmistir.
Antagonist bakterileri igeren biyolojik miicadele iriinleri bitkide dayaniklik
mekanizmalarini uyarma yetenekleri oldugu bildirildiginden fide dikimi &ncesi kdke
uygulanmis ve ardindan yesil aksam puskiirtmeleri yapilmistir. Kimyasal {iriinler
olan bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit sadece yesil aksama piiskiirtme
seklinde uygulamasi yapilmistir (Soykan ve Aysan, 2011).
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Kimyasallarin ve Biyolojik Miicadele Uriinlerinin Hazirlanmasi ve
Uygulama sekilleri: Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi, denemeye alinan tiim biyolojik
ve kimyasal {riinler iretici firmanin Onerdigi dozlarda hazirlanmistir.
Kimyasallardan bakir hidroksit igerikli Kocide 2000 adli {iriiniin tavsiye dozu 100
litre suya 150-200 gr oldugu i¢in denemede kullanilmak {izere bir litre saf suya 2 gr
eklenerek kiiciik bir miktarda hazirlanmistir. Dezenfektanlar olan klordioksit ve
hidrojen peroksit i¢in bir litre saf suya 2.5 ml eklenerek hazirlanmistir. Biyolojik
miicadele iiriinleri olan Bio-Ag ve SS-Stomafix bir litre saf suya 5 ml eklenerek
hazirlanirken SS-Siiper Root adli {iriin bir litre saf suya 3.5 ml eklenerek

hazirlanmustir.

Cizelge 3.1. Uygulama zamanlari ve dozlar1

Uveulamalar Uygulama zamam Uygulama
8 1. uygulama 2.uygulama 3. uygulama dozu
Bakir Sasirtmadan . .
Hidroksit fic eialfemhra 10 giin sonra 17 giin sonra 2.0 gr/lt
Hidrojen Sasirtmadan . N
Peroksit @97 sonud 10 giin sonra 17 giin sonra 2.5 ml/It
Klordioksit S aslftmadan 10 giin sonra 17 giin sonra 2.5 ml/lt
ii¢ glin sonra
Bio-Ag S aslftmadan 10 giin sonra 17 giin sonra 5.0 ml/11t
li¢ giin sonra
SS-Stomafix S aslftmadan 10 giin sonra 17 giin sonra 5.0 ml/11t
ii¢ glin sonra
SS-Stiper S aslftmadan 10 giin sonra 17 giin sonra 3.5 ml/11t
Root ¢ giin sonra
Clavibacter Sasirtmadan i i 2.1x10°
michiganensis  alt1 giin sonra hiicre/ml

Biyolojik miicadele iirlinlerini (Bio-Ag, SS-Stomafix ve SS-Siiper Root)
iceren antagonist bakteri siispansiyonlari ikiser litrelik plastik beher igine alinip
Panzer cesidi domates fidelerinin kokleri bu siispansiyona 15 dakika daldirilarak kok
uygulamalar1 yapilmigtir (Sekil 3.2). Biyolojik miicadele {irlinleriyle muamele

gormiis fideler esit oranda toprak ve torf iceren plastik saksilara sasirtilmis ve esit
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oranda can suyu verilmistir. Sulama esnasinda suyun saksilardan akip gitmesini
onleyecek sekilde her bir saksiya 250 ml su verilmis saksilar cam seraya
yerlestirilmistir.

Kimyasal iiriinlerin (bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit)
bulundugu parseldeki fidelere herhangi bir kok uygulamasi yapilmadan 25 Mart
tarihinde sadece saksilara sagirtma islemi yapilmistir. Cesme suyuyla esit oranda can
suyu verilen bitkiler birbirine degmeyecek sekilde cam serada konumlandirilmustir.

Saksilara fide sasirtma isleminden {i¢ giin sonra (28 Mart 2021), Cizelge
3.1°de belirtilen dozlarda taze hazirlanan biyolojik ve kimyasal {iriinler temiz bir el
plilverizatorii yardimiyla domates bitkilerinin toprak iistiinde kalan tiim aksamina
esit oranda denk gelecek sekilde yesil aksam piiskiirtmesi yapilmistir (Sekil 3.3).
Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi, yesil aksama piiskiirtme uygulamasi yedi giinliik
araliklarla iki kez daha yinelenmistir. Bitkilerin rutin bakim ve sulama islemleri
yapilmis ve ek olarak herhangi bir organik ve inorganik giibre beslemesi
yapilmamustir.

Patojen Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmas1 ve Bitkilere
Uygulanmasi: TSA besi yerinde 25 °C’de 48 saat gelistirilmis olan YA-142 kodlu
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatinin steril su ile hazirlanan
siispansiyonunun yogunlugu macfarland dansiyometresinde 0.70 6l¢iim degerine
ayarlanmistir (Klement ve ark., 1990). Mikrobiyal giibrelerin (Bio-Ag SS-Stomafix
ve SS-Siiper Root) ve kimyasal iiriinlerin (bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen
peroksit) bitkiye ilk piiskiirtiilmesinden {i¢ giin sonra, yani fidelerin saksilara
sasirtilmasindan 6 giin sonra (31 Mart 2021) domates bitkilerinin kok bogazi kismina
kabuk altina steril bir enjektor yardimiyla Sekil 3.1°de goriildiigii gibi patojen bakteri
stispansiyonundan 100 pl inokule edilmistir (Soykan ve Aysan, 2011).
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Sékil 3.2. Mikrobiyal giibrelerin fide koklerine daldirilma yontemiyle uygulanmasi

;s

Seki13.3. ikrobiyal giibrelerin yesil aksama p{iskﬁrtﬁlmesi ve sa denemesinin
goriiniimii
Deneme Deseni ve Uygulamalar: Mikrobiyal iiriinler (Bio-Ag SS-Stomafix
ve SS-Siiper Root), kimyasallar (bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit),
pozitif ve negatif kontroller olmak iizere 8 uygulama denemede yer almistir.
Her bir uygulama 20 tekrar ve her tekrarda bir domates fidesi olacak sekilde

deneme plani hazirlanmistir. Calisma toplam 160 domates bitkisiyle yiiriitilmiistir.

Pozitif kontrol uygulamasinda yer alan domates fideleri sadece patojenle
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bulastirilirken negatif kontrol parselinde yer alan fidelere ayni yontemlerle sadece
steril su uygulamasi yapilmstir.

Degerlendirme: Bitkilerin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
ile inokiilasyonundan sonra rutin uygulama olarak bakim ve sulama islemlerine
devam edilmistir. Bitkiler hastalik gelisimi acisindan giinliik olarak incelenmistir.
Pozitif kontrolde gozle goriiliir hastalik belirtileri (solgunluk, yaprak yanikligi,
dallarda catlama) gozlendikten sonra 29 Nisan 2021 tarihinde denemedeki tiim
bitkiler bir bigak yardimiyla boyuna kesilip bitkilerin iletim demetlerindeki lezyon
boyu Olglilmiis ve tiim bitki boyuna oranlanarak hastalik oram1 % olarak
hesaplanmistir (Klement ve ark., 1990). Uygulamalarin etkinligi, pozitif kontroldeki
hastalik ylizdesinin uygulamalarin hastalik yiizdesine oranlanmasiyla % Abbot
formiiliine goére hesaplanmistir (Little ve Hills, 1978). Uygulamalar arasindaki
istatistiki farklar Anova istatistik programinda LSD ¢oklu karsilagtirma testinde
p<0.05 6nem diizeyine gore yapilmistir. Ayni istatistiki grupta yer alan uygulamalar

ayni harfle isaretlenmis ve sonuglar yorumlanmustir.

3.2.3. Dezenfektanlarin, Bakirl Preparatin ve Biyolojik Miicadele Uriinlerinin
Yapraktaki Toplam Bakteriyel Floraya Etkisi

Denemelerde kullanilan hidrojen peroksit ve klordioksit igeren iki
dezenfektan, bakir hidroksit igeren ticari bir bakirli preparat ve farkli antagonist
bakterileri i¢eren li¢ farkli (SS-Stomafix, SS-Super Root ve Bio-AG ticari isimli)
biyolojik miicadele {iriiniiniin saglikli domates bitkilerinin yesil aksaminda yasamini
stirdiiren toplam bakteriyel floraya etkisi ¢aligmanin bu kisminda ortaya konmustur.
Calisma iklim odasi1 kosullarinda Panzer ¢esidi domates fideleri kullanilarak ve her
uygulamada 10 bitki olacak sekilde toplam 80 domates fidesiyle kurulmustur. Bu
amagcla Uretici firmalarin 6nerdigi sekilde hazirlanan alt1 farkl ticari preparat saglikli
domates yapraklarma piiskiirtiilmiistiir. Kontrol olarak ayn1 sayida domates bitkisine
ayni yontemle steril su piiskiirtiilmiistiir. Uygulamadan 1, 4, 7 ve 14 giin sonra, her

bir uygulamadaki domates bitkilerinin tiim dallarindan, orta kismindaki
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yapraklardan yesil aksam Ornekleri aliip seyreltme teknigi kullanilarak bakteri
izolasyonlar1 yapilmis ve 1 gram yapraktaki toplam bakteri popiilasyonu Klament ve
ark. (1990)’na gore hesaplanmustir.

Bakteri izolasyonu i¢in alinan 10 gram yaprak 6rnegi toplam 90 ml steril
saline buffer iceren erlen mayerlere konup dakikada 200 devirde donen bir erlen
calkalayicisinda 2 saat ¢alkalanmistir. Yesil aksamdaki bakteriler saline buffer icine
gectikten sonra, buradan 1 ml alip icerisinde 9 ml steril su bulunan tiiplere
aktarilmis ve ayni sekilde toplamda 6 kez seyreltme islemi yapilmistir. Her bir
seyreltmeden 100 pl alinarak TSA besi yeri iceren steril petrilere cam bagetle yayma
islemi iki tekrarli olarak yapilmustir. Izolasyon petrileri 25 °C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra tiim petriler 1s1kl1 ve biiyiitmeli koloni sayim aletinde incelenerek
gelisen tiim koloniler sayilarak not edilmis ve gram yapraktaki toplam bakteri
popiilasyonu hesaplanmistir. Ayrica, her bir uygulamadan yapilan izolasyonlarda
petrilerde gelisen farkli tipteki bakteri kolonileri sayisi da not edilmis ve gesitlilik
degerlendirilmistir. Sonugta steril su uygulanmis kontrol uygulamasiyla
kiyaslanarak dezenfektanlarin, bakirh preparatin ve biyolojik miicadele iiriinlerinin
yapraktaki toplam bakteriyel floraya etkisi ortaya konmustur. Elde edilen veriler
Log10 tabaninda doniistiiriildiikten sonra uygulamalar arasindaki istatistiki farklar
Anova istatistik programinda LSD c¢oklu karsilagtirma testinde p<0.05 6nem
diizeyine gore yapilmistir. Ayni istatistiki grupta yer alan uygulamalar aynm harfle

isaretlenmis ve sonuglar yorumlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Clavibacter michiganensis Izolatimn Viriilensliginin Artirllmasi ve
Denemelerde Kullanilacak Patojen Konsantrasyonun Belirlenmesi

YA-142 kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatinin
macfarland dansiyometresinde 0.70 6l¢iim degerinde hazirlanan siispansiyonunun
ml’de 2.1x107 hiicre/ml bakteri kolonisi igerdigi hesaplanmustir.

Y A-142 kodlu patojen bakterinin, farkli konsantrasyonlardaki siispansiyonu
panzer ¢esidi domates bitkilerin gévdesine injekte edildiginde, inokulasyondan 25
giin sonra hastalik belirtileri olugsmustur (Cizelge 4.1). Patojen bakterinin 2.1x10’
hiicre/ml, 2.1x10° hiicre/ml ve 2.1x10° hiicre/ml popiilasyonunu igeren bakteri
stispansiyonu domates fidelerinde sirasiyla %50.5, %31 ve %18.6 oraninda hastalik
olusturmustur. Degerlendirmenin yapildig1 inokulasyondan sonraki 25. giinde diger
patojen popiilasyonlarinda herhangi bir hastalik gézlenmemistir. Saksi ¢alismasinda
kullanilmak iizere patojen bakterinin 2.1x10° hiicre/ml yoZunlugundaki

konsantrasyonu segilmistir.

Cizelge 4.1. YA-142 kodlu izolatin farkli seyreltmelerinin domates bitkisinde
olusturdugu hastalik oranlar1 (%)

Popiilasyon Enfeksiyon oram (%)
Hiicre/ml 1 2 3 Ortalama
2.1x107 50.5 50.0 51.0 50.5
2.1x108 34.5 32.5 26.0 31.0
2.1x10° 16 21 19 18.6
2.1x10* 0 0 0 0
2.1x10° 0 0 0 0

En iyi hastalik belirtisinin gozlendigi bir bitkiden TSA besi yeri kullanilarak
yeniden patojen izolasyonu yapilmis ve 5 adet re-izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin
gram pozitif 6zellikte, TSA besi yerinde sar1 renkli koloniler olusturdugu ve aksam

sefas1 yapraklarinda agir1 duyarlilik reaksiyonu pozitif oldugu belirlenmis ve bu
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hastalik  belirtilerinin  patojen bakteri  Clavibacter —michiganensis  subsp.

michiganensis izolatinin tarafindan olusturuldugu teyit edilmistir

4.2. Domates Bakteriyel Solgunluk Hastahginin Kimyasal ve Biyolojik
Miicadele Olanaklarinin Arastirilmasi

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii arastirma ve
deneme parselinde 1sitmasiz cam serada yapilan saks1 denemesinde sadece patojenle
bulastirilmis pozitif kontrolde yer alan bitkilerde hastalik belirtileri olarak alt
yapraklarda tek tarafli solgunluk, yapraklarin kivrilmasi, asagiya sarkmasi, ardindan
sararma ve kuruma belirtileri gézlenmistir (Sekil 4.1). Patojenin inokule edildigi

noktada kahverengi yaniklik alanlari tespit edilmistir.

Sekil 4.1. Pozitif kontroldeki bitkide tek tarafli solgunluk, yapraklarin kivrilmasi,
asagiya sarkmasi, ardindan sararma ve kuruma belirtileri

30



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice KAYA

Pozitif kontroldeki hastalik belirtileri ilerledikten sonra patojen
inokulasyonundan 30 giin sonra tiim bitkiler kesilerek degerlendirilmis ve pozitif
kontrolde yer alan bitkilerin iletim demetlerinde hastalik oraninin ortalama %49.47
oldugu tespit edilmistir. Bakir hidroksit uygulamasinda enfeksiyon oraninin
ortalama %50.17 ile pozitif kontrolden de yiiksek bir degerde oldugu tespit
edilmistir. Bir dezenfektan olan klordioksit uygulamasi yapilmis bitkilerde
enfeksiyon ortalama %48.47 iken, diger bir dezenfektan olan hidrojen peroksit
uygulanmus bitkilerdeki hastalik oran1 da benzer sekilde %47.82 olarak saptanmustir.
Istatistik analizlerine gdre pozitif kontrol, bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen
peroksit uygulanmis parsellerdeki hastalik diizeyi ayni grupta yer almis ve aym
harfle isaretlenmistir. Bu uygulamalar pozitif kontrolle ayni grupta bulundugundan

etkisiz uygulamalar olarak degerlendirilmistir.

Enfeksiyon Alani (%)
60,00
49,47a 950,17a
50,00 48,47a 47.82a
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Sekil 4.2. Kimyasal ve biyolojik {iriinlerin uygulandig1 bitkilerdeki hastalik oranlar
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Biyolojik iiriinler olan SS-Stomafix, SS-Siiper Root ve Bio-Ag uygulanmis
domates bitkilerinde ortalama hastalik orani sirastyla %32.7, %31.80 ve %24.20
olarak belirlenmistir. Istatistiki olarak incelendiginde bu ii¢ uygulama pozitif
kontrolden farkli harfle isaretlendiginden etkili uygulamalar olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.2). Etkili uygulamalar igerisinde SS-Stomafix ve SS-Siiper Root
uygulamalar1 ayni istatistiki grupta yer alirken, Bio-Ag uygulamas: tek basina ayri
bir istatistiki grupta yer almistir. Bio-Ag uygulamasi en az hastalik oraninin
belirlendigi en basarili uygulama olarak tespit edilmistir. Ayrica biyolojik iiriinlerin
uygulandig bitkilerde, hastaligin patojenin inokule edildigi bolgede sinirlt kaldigi,
pozitif kontroldeki gibi enfeksiyonun iletim demetlerinde ilerlemedigi gézlenmistir
(Sekil 4. 3). Negatif kontrol olarak sadece steril suyla uygulama gérmiis bitkilerde

herhangi bir hastalik belirtisi gdzlenmemistir.

32



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice KAYA

Sekil 4.4. Pozitif kontrol ve Bio-Ag uygulamasindaki hastalik gériintimi. (A) Pozitif
kontrolde hastaligin iletim demetindeki belirtileri. (B) Bio-Ag uygulanan
bitkide enfeksiyonun sinirli kalmasi. (C) ilk iki yaprak pozitif kontrol,
sagdaki iki yaprak Bio-Ag uygulamasindaki hastalik goriintiisii.
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Cizelge 4.2°de gortildigii gibi, 14 farkli antagonist bakteri tiiriinii igeren bir
biyolojik miicadele iriinii olan Bio-Ag, domates fidelerinin koklerine ve yesil
aksamima uygulandiginda, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
neden oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaligin1 %51.07 oraninda baskilamistir. Bu
hastaliga en etkili ve en basarili uygulamanin Bio-Ag oldugu belirlenmistir. Bunu
takiben, SS-Siiper Roots ve SS-Stomafix uygulamalar1 da etkili diger uygulamalar

olarak belirlenmis ve hastalik sirastyla %35.70 ve 9%35.17 oraninda baskilanmustir.

Cizelge 4.2. Dezenfektanlarin, bakirli preparatin ve biyolojik miicadele iiriinlerinin
Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligina etkisi

Uygulamalar Enfeksiyon Oram (%) Etki (%)

Pozitif Kontrol 49.47 a* 0

Bakir hidroksit 50.17 a -1.45
Klordioksit 4847 a 2.02
Hidrojenperoksit 47.82a 3.33
SS-Stomafix 32.07 b 35.17
SS-Siiperroots 31.80 b 35.70
Bio-Ag 2420 ¢ 51.07
Negatif Kontrol 0.00 0.00

*: LSD c¢oklu testine gore ayni siitiinda ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark
p<0.05’e gore onemsizdir.

Dezenfektan iiriinler olan hidrojen peroksit ve klordioksit uygulanmis
bitkilerde, hastalik sirasiyla sadece %3.33 ve %2.02 oraninda azalmistir. Bakir
hidroksit uygulamasi da hastalig1 azaltmada etkili olmayan bir kimyasal olarak tespit
edilmistir. Istatistiksel olarak incelendiginde, bu ii¢ uygulama pozitif kontrol ile ayn1
grupta yer aldigindan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden
oldugu Domates Solgunluk Hastaligin1 engellemede basarisiz uygulamalar olarak

belirlenmistir.
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Uretim alaninda patojen bakterilerin sekonder yayilmalarim énlemek igin
kiiltiirel islemler esnasinda kullanilan makaslarin, bigaklarin ve ellerin dezenfekte
edilmesi hastalik yonetimi agisindan oldukc¢a 6nemlidir ve hijyen uygulamalartyla
patojenin iiretim alaninda yayilimi engellenmektedir (Baysal-Giirel ve ark., 2013).
Ulkemizde domates iireticisinin dezenfektanlar1 yesil aksama piiskiirtmesi yerine
kiiltiirel islemler esnasinda kullanilan makaslarin, bigcaklarm ve ellerin
dezenfeksiyonunda kullanmas1 gerektigi bu ¢aligmayla da gosterilmistir.

[letim demetlerinde yasamimi devam ettiren ve iletim demetlerinde hastaliga
neden olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’nin baskilanmasinda
bakirlt preparatlarin azaltici etkisinin olmadigi bu c¢alismayla bir kez daha
belirlenmistir. Bakirli preparatlar yesil aksamda yasayan ve domateste yaprak
lekelerine neden olan Xanthomonas tiirleri ve Pseudomonas syringae pv. tomato gibi
bakteriyel etmenlerin miicadelesinde olduk¢a basariyla kullanilirken (Giil, 2019)
iletim demetlerinde bulunan patojen bakterilere maalesef etkileri olmamaktadir.
Ancak bu patojenlerin bir bitkiden digerine degme veya su si¢ramasi yoluyla
gerceklesen sekonder yayilmalarini 6nlemede basartyla kullanilmaktadir. Pek ¢ok
patojen bakterinin sekonder yayilmasimi onlemede, ireticilerin dezenfektanlari
tercih etmeleri sonucu yesil aksamdaki saprofitik ve/veya antagonistik bakterilerin
yasami olumsuz yonde etkilenmektedir. Dezenfektanlarin uygulanmasindan sonra
bunlardan olumsuz etkilenen tiirler yok olurken ortamda kalan veya o alana sonradan
gelen bakteri tiirleri o yasam yerinde ¢ogalmaya ve yerlesmeye baglar. Degisen
mikrobiyal yasam ve ekolojik denge hastalik etmenlerini baskilamada yeterli
olamayabilir.

Dogal hayati1 ve mikrobiyal ¢esitliligi korumak i¢in kimyasal miicadeleye
alternatif bircok yontem son yillarda arastiricilarin ortak calisma konusudur.
Ozellikle farkli gevre dostu mikroorganizmalarin ve bitkide hastaliklara dayanikliligt
uyaran bitki aktivatorlerinin kullanimiyla bakteriyel hastaliklarin azaltilabilecegini

gosteren bir ¢ok arastirma mevcuttur (Ghadamgahi ve ark., 2022; Panebianco ve ark.

35



4. BULGULAR VE TARTISMA Hatice KAYA

2022; Belguzar ve ark., 2021; Li ve ark., 2021; Yin ve ark., 2021; Banayem ve ark.,
2020). Bu uygulamalar hem kimyasal kullamimini azaltacak hem de Bacillus ve
Pseudomonas tiirlerine ait bakteriyel antagonistlerin domates rizosferine ve/veya
filosferine yerleserek dogal hayatin korunmasina katki saglamaktadir (Esquivel-
Cervantes ve ark., 2022). Son yillarda yapilan ¢aligmalar agirlikli olarak ¢evre dostu
mikroorganizmalarin hastaligi baskilayici etkisi iizerine olmustur. Bu calismada
oldugu gibi ¢cogu arastirict bu hastaligin yonetiminde faydali bakterilerle hastalik
etmeninin baski altina alinarak biyolojik miicadelede kullaniminda basart
saglayacagimi belirtmisglerdir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2014; Abo-Elyousr ve
ark., 2019; Banayem ve ark., 2020; Golembiovska ve ark., 2020; Lee ve ark., 2020).

Kimyasal miicadeleye alternatif bir uygulama olarak mikrobiyal {iriinlerin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’nin neden oldugu domateste
Solgunluk Hastaligini baskilayici etkisine yonelik yapilmis 6nceki ¢calismalarda da
farkll Bacillus spp. ve Pseudomonas spp.’ye ait bakteriyel izolatlarin antagonistik
etki gosterdigi bildirilmistir (Ghadamgahi ve ark., 2022; Panebianco ve ark. 2022;
Belguzar ve ark., 2021; Li ve ark., 2021; Yin ve ark., 2021; Banayem ve ark., 2020).

Yapilan bu arastirmada domatesteki bu hastaligi baskilamada basari
gosteren biyolojik miicadele Uriinleri (SS-Stomafix, SS-Siiper Root ve Bio-Ag)
farklt Bacillus, Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Rhodopseudomonas ve Saccharomyces cinslerine ait farkli tiirlerin karigimini
igermektedir. Bu dost mikroorganizmalar antimikrobiyal madde iireterek, patojenle
besin ve yer rekabetine girerek, bitkinin dayaniklik mekanizmalarin1 harekete
gecirerek bitki hastaliklarina karsi etkili olmaktadirlar. Benzer sekilde bu
antagonistler domateste bakteriyel kokenli yaprak leke hastaliklar1 (Aktepe, 2021;
Giildogan ve ark., 2022), fungal hastaliklarin (Xinyu ve ark., 2020; Yu ve ark., 2022;
Medeiros ve Bettiol, 2021) ve nematodlarin (Akbay ve ark., 2021) biyolojik

miicadelesinde kullanimi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
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Sonug olarak, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden
oldugu domateste Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin miicadelesinde hastaliksiz
tohum ve {iretim materyali kullanimina 6ncelik verilerek, iiretim alaninda kullanilan
aletlerin ve ellerin dezenfeksiyonu, kiiltiirel islemlerden sonra bakirli preparatlarin
koruyucu olarak kullanimi, dengeli bitki besleme ve biyolojik miicadele
preparatlariyla hastaliklara dayanikliligin saglanmasiyla bir entegre hastalik

yonetimi uygulanmalidir.

4.3. Dezenfektanlarin, Bakirli Preparatin ve Biyolojik Miicadele Uriinlerinin
Yapraktaki Toplam Bakteriyel Floraya Etkisi

Cizelge 4. 3 ve Sekil 4.6°te goriildiigii gibi, dezenfektanlar (hidrojen peroksit
ve klordioksit), bakir hidroksit ve biyolojik miicadele {iiriinleri domates bitkilerinin
yesil aksamina puskiirtiildiigiinde, bu alanda yasamini siirdiiren bakteriyel
popiilasyonda degisimler oldugu tespit edilmis ve bu durum istatistiksel olarak da

teyit edilmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.3. Dezenfektanlarin, bakirli preparatin ve biyolojik miicadele iriinleri
uygulanmis  bitkilerin ~ yapraklarindaki ~ toplam  bakteriyel

popiilasyonlari
Uygulamalar Yapraktaki Bakteriyel Flora (hiicre/ml)
1 giin sonra [4 giin sonra |7 giin sonra | 14 giin sonra

Kontrol 4.1x10%b* | 2.2x10% 3.0x10% 6.0x10%b
SS-Stomafix 4.5x10°a 2.8x10%d 2.8x10% 5.0x10%¢
Bakir Hidroksit 4.6x10% 1.0x10% 2.5x10% 7.5x10%
SS-Siiperroots 2.4x10%d 3.0x10°g 8.0x10% 2.9x10%
Bio-Ag 1.2x10% 6.4x10°f 2.0x10%d 6.0x10%b
Klordioksit 9.0x10%f 7.2x10%b 7.2x10°b 2.3x10%
Hidrojen peroksit 1.2x10°g 5.9x10%c 2.6x10°c 1.4x107f

*: LSD ¢oklu testine gore ayni siitiinda ayni harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark
P<0.05’e gore dnemsizdir.
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Uygulamadan bir giin sonra, sadece steril suyla piiskiirtme yapilan
yapraklarm 1 graminda 4.1x10° hiicre/ml bakteri popiilasyonu bulunurken
dezenfektanlar olan hidrojen peroksit ve klordioksit pliskiirmesi sonucu bakteri
popiilasyonu sirastyla 9.0x10* hiicre/ml ve 1.2x10° hiicre/ml’ye diismiistiir. Benzer
sekilde yaklagik 10 kat azalis bakir hidroksit, SS-Siiperroots ve Bio-Ag’de tespit
edilmigtir. Bu verilerden farkli olarak biyolojik miicadele iiriinlerinden biri olan SS-
Stomafix uygulamasinda bakteri popiilasyonunun kontrol kadar oldugu hatta daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Benzer sonuglar dordiincii ve yedinci giinde yapilan
izolasyonlarda da elde edilmistir. Uygulamadan 14 giin sonra yapilan izolasyonlarda
tim uygulamalarda, bir gram yapraktaki toplam bakteri popiilasyonunun benzer

oldugu, kimyasal kullanimi sonucu azalan popiilasyonun tekrar arttig1 belirlenmistir.

Klordioksit

SlUperroots - Stomafix

Sekil 4.5. Farkli uygulamalardan elde edilen toplam bakteri popiilasyonu
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Kimyasal ve biyolojik Urtinler uygulanmis yapraklardaki
toplam bakteri populasyonu

1 4 7 14

e N egatif KONtro| ems=Bjo-Ag s Stomafix
e S{iperroots e Bakirhidroksit e Klordioksit

= Hidrojenperoksit

Sekil 4.6. Kimyasal ve biyolojik {iriinler uygulanmis yapraklardaki toplam bakteri
poplilasyonu
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5. SONUC VE ONERILER

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu,
Bakteriyel Solgunluk Hastalig1, domates bitkilerinde 6nemli verim kaybina sebep
olan 6nemli bir bakteriyel hastaliktir. Bu hastaliga biyolojik (Bio-Ag, SS-Stomafix,
SS-Siiper Root) ve kimyasal (bakir hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit)
iiriinlerin etkinligi ve bu {irlinlerin domates yapraklarinda bakteriyel floraya etkisi bu
yiiksek lisans tezi ¢ergevesinde arastirilmistir. Kimyasal uygulamalar olarak bakir
hidroksit, klordioksit ve hidrojen peroksit uygulamasi hastalig1 azaltmada etkisiz
uygulamalar olarak tespit edilmistir.

Domates fidelerinin koklerine ve yesil aksamina uygulanan mikrobiyal
giibrelerden SS-Siiper Root ve SS-Stomafix hastalig1 %35.70 ve %35.17 oraninda
baskilayan basarili uygulamalar olarak saptanmistir. Bio-Ag uygulamasi ise hastaligi
%51.07 oraninda baskilayarak en basarili uygulama olmustur.

Dezenfektanlar (hidrojen peroksit ve klordioksit), bakir hidroksit ve
biyolojik miicadele iiriinleri domates bitkilerinin yesil aksamina puskiirtiildiigiinde,
bu alanda yasamini siirdiiren bakteriyel popiilasyonda degisimler oldugu tespit
edilmistir. Sadece SS-Stomafix uygulamasi yesil aksamdaki toplam bakteri
popiilasyonuna olumsuz bir etki yapmamustir. Uygulamadan 14 giin sonra tim
uygulamalarda, bir gram yapraktaki toplam bakteri popiilasyonunun benzer oldugu,
kimyasal kullanimi sonucu azalan popiilasyonun tekrar arttig1 belirlenmistir.

Yapilan bu c¢alisma dogrultusunda domates iireticisi, kiiltiirel iglemler
esnasinda kullanilan aletlerin ve ellerin dezenfeksiyonda hidrojen peroksit ve
klordioksit kullanimi, kiiltiirel islemlerden sonra bakirli preparatlarin koruyucu
ilaglama olarak kullanim1 ve biyolojik miicadele iiriinlerini bu hastalig1 baskilamada

entegre hastalik yonetimin bir pargasi olarak kullanimi 6nerilebilir.
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Biyolojik (Bio-Ag, SS-Stomafix, SS-Siiper Root) ve kimyasal (bakir hidroksit,
klordioksit ve hidrojen peroksit) iiriinlerin Bakteriyel Solgunluk Hastaligina
etkisi

HOMOGENEITY OF VARIANCES -
ANOVA
AQV Filename: IWCR.AOV - 1 Way Completely Randomized

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl1 6 4994.615714 832.43595 32.000298 .0000 ***
Error 35910.4683333 26.013381<-
Total 41 5905.084048
Model 6 4994.615714 832.43595 32.000298 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.84581619398

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 5.10033145515

Mean Y = 41.4452380952

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 12.306194%

Compare Means

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 26.0133809524
Degrees of Freedom: 35
Keep If:

n Means =7
LSD 0.05 =5.97801362325

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 Bakir Hidroksit 50.1666666667 6a
2 Pozitif Kontrol 49.4666666667 6a
3 Klordioksit 48.4666666667 6a
4 Hidrojenperoksit 47.8166666667 6a
5 SS-Stomafix 32.0666666667 6b
6 SS-Siiperroots 31.8 6 b
7 BioAg 24.2 6 c
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Kimyasal ve biyolojik iiriinler uygulanmis yapraklarin 1.giin deki toplam
bakteri popiilasyonu

HOMOGENEITY OF VARIANCES - RAW DATA
Rows of data with missing values removed: 0
Rows which remain: 21

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
Cl1 6 15.32348804 2.5539147 111982.99 .0000 ***
Error 14 3.192878e-4 2.2806e-5<-
Total 20 15.32380732
Model 6 15.32348804 2.5539147 111982.99 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.99997916394

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.00477559148
Mean Y = 4.48534614286

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 0.106471%
Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05

Variance: 2.2806274e-5

Degrees of Freedom: 14

Keep If:

n Means =7
LSD 0.05 = 0.00836306831

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 SS-Stomafix 5.64995966667 3a
2 Negatif Kontrol 5.612784 3b
3 Bakirhidroksit 4.662758 3 ¢
4 SS-Siiperroots 4.37405 3 d
5 Bio-Ag 4.06444733333 3 e
6 Klordioksit 3.954243 3 f
7 Hidrojenperoksit 3.079181 3 g
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Kimyasal ve biyolojik iiriinler uygulanmis yapraklarin 4.giin deki toplam
bakteri popiilasyonu

HOMOGENEITY OF VARIANCES - RAW DATA

Rows of data with missing values removed: 0
Rows which remain: 21

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
C1 6 7.693641588 1.2822736 5420.0933 .0000 ***
Error 14 0.003312089 2.3658e-4<-
Total 20 7.696953677
Model 6 7.693641588 1.2822736 5420.0933 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.99956968836

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.01538108485

Mean Y = 3.44453966667

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 0.4465353%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 2.36577771e-4
Degrees of Freedom: 14
Keep If:

n Means =7

LSD 0.05 =0.02693552494

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 Bakir Hidroksit 4.40929533333 3a
2 Klordioksit 3.85983666667 3b
3 Hidrohen Peroksit 3.77082066667 3 ¢
4 SS-Stomafix 3.447156 3 d
5 Negatif Kontrol 3.34212333333 3 e
6 Bio-Ag 2.80542466667 3 f
7 SS-Siiperroot 2477121 3 g
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Kimyasal ve biyolojik iiriinler uygulanmis yapraklarin 7.giin deki toplam
bakteri popiilasyonu

HOMOGENEITY OF VARIANCES - RAW DATA
Rows of data with missing values removed: 0
Rows which remain: 21

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
C1 6 130415.1429 21735.857 3356.2721 .0000 ***
Error 14 90.66666667 6.4761905<-
Total 20 130505.8095
Model 6 130415.1429 21735.857 3356.2721 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.9993052672

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 2.54483604112
Mean Y = 62.2380952381

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 4.088872%
Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05

Variance: 6.4761904762

Degrees of Freedom: 14

Keep If:

n Means =7

LSD 0.05 = 4.45654486206

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges

1 bakl1rhidroksit 250 3a

2 klordioksit 72 3b

3 Negatif Kontrol 30 3 ¢

4 stomafix 28.6666666667 3 ¢

5 hidrohen peroksit 26 3 ¢

6 Bio-Ag 21 3 d

7 sliperroot 8 3 e
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Kimyasal ve biyolojik iiriinler uygulanmis yapraklarin 14.giin deki toplam
bakteri popiilasyonu

HOMOGENEITY OF VARIANCES - RAW DATA

Source df TypelSS MS F P
Main Effects
C1 6 1.408899867 0.2348166 1274.6132 .0000 ***
Error 14 0.002579161 1.8423e-4<-
Total 20 1.411479028
Model 6 1.408899867 0.2348166 1274.6132 .0000 ***

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.99817272437

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.0135729806

Mean Y = 7.5766177619

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 0.179143%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 1.84225802e-4
Degrees of Freedom: 14
Keep If:

n Means =7
LSD 0.05 =0.0237691529

Rank Mean Name Mean n Non-significant ranges

1 Bakir Hidroksit 7.875061 3a

2 Bio-Ag 7.785291 3b

3 Negatif Kontrol 7.77761966667 3b

4 SS-Stomafix 7.698912 3 ¢

5 SS-Siiperroot 7.46713333333 3 d

6 Klordioksit 7.28617933333 3 e

7 Hidrohen Peroksit 7.146128 3 f
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