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Bugday kok ciiriikliigiine neden olan Bipolaris sorokiniana
(Sacc.)’ya kars1 PGPR ve biyoajan bakterileri kullanilarak
kontrollii kosullarda biyolojik miicadele imkanlarinin
arastirnlmasi®
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ABSTRACT

Investigation of biological control possibilities of wheat root rot disease caused
by Bipolaris sorokiniana (Sacc.) using PGPR and bio-control bacteria in
controlled condition

The aim of this study was to determine the effect of using PGPR and biocontrol bacteria
against root rot disease on wheat caused by Bipolaris sorokiniana (Sacc.) control and plant
growth promotion. A total of 212 antagonistic bacterial isolates belonging to 25 different
species isolated from under-ground or above-ground of wild and cultivated plants in the
previous studies were used in this study, carried on in 2012-2013. They were identified
using fatty acid methyl esters profiles by the Microbial Identification System (MIS). The
antagonistic bacterial strains were tested to determine their antifungal properties against the
fungal pathogen in vitro conditions. A total of 39 antagonistic bacterial isolates, selected by
determining antifungal properties, nitrogen fixation and phosphate solubulising activities,
were growth in suitable liquid carrier formulation. They tested for suppressing root rot
disease and wheat plant growth parameters by using seed coating method in pot
experiments. It was found that many of the antagonistik bacteria both suppressed the
disease and provided important contributions to the development of the plant. Consequently
our results indicated that some of the liquid formulation consist of antagonistic bacteria
(Bacillus megaterium TV-6D, Brevibacillus choshinensis TV-53D and Bacillus pumilus
TV-3C) can be used as both biopesticide for the control of wheat root rot disease and
biofertilizers for wheat crop.
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Bu c¢alismanin amaci; PGPR ve biyoajan bakteriler kullanilarak bugday kok ciiriikliigii
hastalig1 Bipolaris sorokiniana (Sacc.)’nin kontrolii ve bitki gelisimi {izerine etkisinin
belirlenmesidir. 2012-2013 yillarinda yapilan bu ¢aligmada; daha dnce yapilmis olan farkl
aragtirmalarda yabani ve kiiltiir bitkilerinin toprak alt1 veya toprak iistii aksamlarindan izole
edilerek, Mikrobiyal Tani Sistemi (MIS) ile tanilanan 25 fakli tiire ait toplam 212
antagonist bakteri izolati kullamlmigtir. Bu antagonist bakteriler in-vitro kosullarda
patojene karsi antifungal Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in test edilmistir. Antifungal
ozellikleri, azot fiksasyonu ve fosfati ¢ozebilme Ozellikleri dikkate alinarak segilen 39
antagonist bakteri izolati sivi tasiyici formiilasyonda gelistirilmigtir. Tohum kaplama
yontemi kullanilarak saksi denemelerinde hastalik gelisimi ve bugday bitkisinin gelisim
parametreleri iizerine etkinlikleri bakimindan test edilmigtir. Antagonistik bakterilerin pek
cogunun hem hastalig1 baskilamakta etkili oldugu hem de bitki gelisiminde dnemli katkilar
sagladig: tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, antagonist bakteri izolatlarindan olusturulan sivi
formiilasyonlardan bazilarinin (Bacillus megaterium TV-6D, Brevibacillus choshinensis
TV-53D ve Bacillus pumilus TV-3C) hem bugday kok ¢iiriikliigii hastaligini kontroliinde
biyopestisit ve hem de bugday yetistiriciliginde mikrobiyal giibre olarak kullanilabilecegi
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyogiibre, biyopestisit, Bipolaris sorokiniana, PGPR, bugday
GIRIS

Tarim, insanlarin gida ve giyim ihtiyaglarini karsilamak amaciyla bitkisel ve
hayvansal iirlin iiretimini konu alan faaliyetlerin bitiiniidiir. Bitkisel kaynakli
gidalar; hayvansal olanlara gore yetistirilmeleri, saglanmalari, tasinmalari,
saklanmalar1 ve iglenmeleri daha ucuz ve kolay olmasindan dolayr &zellikle
teknolojide geri kalmis {ilke ve toplumlarda daha yiiksek miktarlarda
tiiketilmektedir.

Ozellikle bugday, arpa, cavdar, yulaf, misir, piring ve sorgum diinya capinda
ekonomik dneme sahip tahil ¢esitleridir. Bunlar icerisinde en yliksek pay1 %32 ile
bugday almaktadir (Anonymous 2012). Tiirkiye’de toplam tahil tiretiminin biiyiik
cogunlugu I¢c Anadolu Bolgesi’nde olup, bunu sirasiyla Marmara, Akdeniz,
Gluneydogu Anadolu, Ege, Karadeniz ve Dogu Anadolu Bolgesi takip etmektedir
(Anonim 2012). insan beslenmesinde ¢ok onemli bir yere sahip olan bugday,
tilketim aligkanliklar1 nedeniyle 6zellikle iilkemizde ilk siralarda yer almaktadir.
Serin iklim tahillar1 i¢inde 6nemli yere sahip ve adaptasyon yetenegi yiiksek olan
bugday, un, makarna, biskiivi, irmik, nisasta, bulgur ve yem sanayiinde kullanildigi
gibi, hasat ve harman sonrasi kalan bitki artiklar1 da hayvan beslenmesinde kaba
yem olarak da kullanilmaktadir (Kiin 1988, Aktas 2010).

Ulkemizde bugday, tahillar icerisinde ekim alani bakimindan birinci sirada yer
almaktadir. Yillara gore degismekle beraber 2012 yili verilerine gore 112.933.013
da olan tahil ekim alanlarinin, 75.296.394 da’in1 bugday ekimi olusturmaktadir. Bu
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alanda verimin 267 kg/da oldugu, toplam iiretimimizin ise 20.100.000 ton oldugu
belirtilmektedir (Anonim 2012).

Bitki patojenlerine karsi onlem alinmadigi takdirde yilda yaklasik olarak %65
oraninda {iriin kayb:1 olusmaktadir (Agrios 1997). Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO)’niin 1993 yili istatistiklerine gore, her yil diinya tarim iriinlerinin en az
%12’lik bir boliimii (tarla ve depo sartlarinda) patojen mikroorganizmalarin neden
oldugu bitki hastaliklarindan dolay1 kaybedilmekte, bu oran az gelismis veya
gelismekte olan iilkelerde daha da fazla olmaktadir. Yapilan aragtirmalar, bitki
hastaliklarina %60-75 oraninda fungus ve bakteriler, %1015 oraninda viriis ve
viroidler, %10 oraninda ise diger patojenler ve gevresel faktorlerin sebep oldugunu
gostermektedir (Agrios 1997).

Bugday ve arpanin verimini ve kalitesini etkileyen bir¢ok hastalik etmeninin
yaninda, Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Subram ve Jain [Eseyli donemi
Cochliobolus sativus (Ito ve Kurib.) Drechler ex Dastur]nin olusturdugu kok
cliriikliigi hastaligi da biiyiik bir 6neme sahiptir (Eken ve Demirci 1998).

D. sorokiniana’nin olusturdugu hastalik “noktali yaprak lekesi” olarak
isimlendirilmistir (Couture ve Sutton 1978, Luz ve Bergstrom 1986, Conner 1990).
Fakat ilk enfeksiyonun kok ve kok bogazinda goriilmesi, sicak ve az yagish
bolgelerde ise hastalifin sadece bu durumda seyretmesinden dolayr bu hastalik
“kok ¢lirikliigi” olarak da adlandirilmaktadir (Piening et al. 1976, Tinline and
Ledingham 1979, Duczek et al. 1985). Fungus kok ciriikligi, fide yanikligi,
yapraklarda agik kahverengiden siyaha kadar degisen ve kenarlar1 kesin bir hatla
ayrilan oval lekeler, bitkilerde bodurlasma, basak biiyiikliigli ve tane agirliginda
azalma seklinde kendini gostermektedir (Dickson 1956, Ledingham et al. 1973,
Piening et al. 1976, Wiese 1987a, Wiese 1987b).

Diinyada hububat ekim alanlarinin hemen hemen hepsinde kok ve kok bogazi
curiikliigii hastaliklar1 goriilmektedir (Aktag 2001). Bugday ve arpada kok ve kok
bogaz1 ciiriikliigi hastaligi nedeniyle %10—40 arasinda iiriin kaybi meydana
gelmektedir. Kok ¢iiriikligiiniin, mevsimin ve miinavebenin hastaligin ¢ogalmasina
uygun oldugu yerlerde %50 veya daha fazla iiriin kaybina neden oldugu
kaydedilmektedir (Wallwork 2000). Bugdayda kok ve kok bogazi ciiriikligii
hastaliklar1 etmenleri, dayanikli spor formlari ile toprakta uzun yillar yasamlarini
stirdlirmeleri ve kozmopolit bir dagilim gostermeleri nedeniyle, hububat tariminda
verim ve kalite unsurlarin1 olumsuz yonde etkilemektedirler. Bitki kok sistemi
hastalikli oldugunda, ana kok ve lateral kok olusumundaki aksakliklara bagl olarak
bitki besin maddeleri yeterince kullanilamamakta ve kok bdlgesinden daha
derinlere inerek, bitki tarafindan faydalanilamayacak hale gelmektedir. Bu
hastaliklar 6zellikle iklim kosullarinin hastalik gelisimine uygun oldugu yillarda,
Oonemli zararlara neden olmaktadirlar.

Bugdayda kok ve kok bogazi ciiriikligii hastaliklari etmenleri, dayanikli spor
formlar1 ile toprakta uzun yillar yasamlarimi siirdiirmeleri ve kozmopolit bir
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dagilim gostermeleri nedeniyle, hububat tariminda verim ve kalite unsurlarin
olumsuz yonde etkilemektedirler. Bitki kok sistemi hastalikli oldugunda, ana kdk
ve lateral kok olusumundaki aksakliklara bagli olarak bitki besin maddeleri
yeterince kullanllamamakta ve kok bolgesinden daha derinlere inerek, bitki
tarafindan faydalanilamayacak hale gelmektedir. Bu hastaliklar 6zellikle iklim
kosullarinin hastalik gelisimine uygun oldugu yillarda, 6nemli zararlara neden
olmaktadirlar.

Kok ve kok bogazi giiriikliigiine karg1 miicadelede, kiiltiirel onlemlerin ve kimyasal
miicadelenin yetersiz kalmasi dolaysiyla alternatif miicadele ydntemlerinin
arastirilmasi kacinilmazdir. Bitki hastaliklariyla alternatif miicadele yollarindan biri
olan biyolojik miicadele, gliniimiizde ¢ogu iilkede arastirmacilarin ilgisini cezbeder
hale gelmis ve bircok patojene karst biyolojik preparatlar gelistirilerek
yetistiricilerin hizmetine sunulmustur (Wallwork 2000).

Ozellikle de yogun tarim uygulamalarinda asir1 kimyasal ilag ve giibre kullanima;
tarimsal iiretim sistemlerinin sirdiiriilebilirligini riske atmig, dogal kaynaklarin
insan sagligini tehdit eder boyutlarda kirlenmesine, patojen ve zararli etmenlerde
ilaglara kars1 dayaniklilik riskinin olusmasina sebep olmustur. Bu nedenle tarimsal
iretimde verimliligin artirilmasi, topraklarin fiziksel ve kimyasal yapisinin
tyilestirilmesi, insan sagliginin korunmasi ve ¢evre kirliliginin 6nlenmesine katkida
bulunacak biyolojik irlinlerin (biopestisit ve mikrobiyal giibre) kullaniminin
gerekli oldugu artik bilinmektedir. Toprak ve su kaynaklarina daha az zarar veren,
tarimsal kimyasallara daha az bagimli olan ¢evre dostu stratejilerin kullanilmasina
ve slirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin yayginlastirilmasina duyulan ihtiyag
kiiresel boyutlardadir. Bunun yanisira siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin anahtar
elementlerinden birisi de, bitki korumada biyolojik miicadele etmenlerinin
kullanimidir (Szekeres 2006).

Kok ve kok bogazi ciiriikliigiine kars1 miicadelede, kiiltiirel onlemlerin ve kimyasal
miicadelenin yetersiz kalmasi dolaysiyla alternatif miicadele yontemlerinin
arastirilmasi kacinilmazdir. Bitki hastaliklariyla alternatif miicadele yollarindan biri
olan biyolojik miicadele, giiniimiizde ¢cogu iilkede arastirmacilarin ilgisini cezbeder
hale gelmis ve bircok patojene karsi biyolojik preparatlar gelistirilerek
yetistiricilerin hizmetine sunulmustur. Biyolojik miicadelede amaca ulagsmak igin
etmeni dogru sekilde kullanmak c¢ok onemlidir. Biyolojik miicadele etmenleri,
tohum uygulamalarinda kimyasal fungisitler kadar etkili olmamakla birlikte,
kokleri kolonize ederek, kok kiitlesini ve sagligini artirarak verim artisi saglarlar.
Kimyasallar kisa vadeli iyi tohum korumas1 yaparken, biyolojik miicadele, fungusa
kars1 uzun vadeli kok korumasi temin etmektedir (Harman 2000).

Tohuma uygulanan baz1i bakteriyel biyolojik miicadele ajanlari, bitkide
dayanikliligi uyararak birden ¢ok hastaligi engelleyebilmesi nedeni ile {imitvar bir
alternatif miicadele yontemi olarak goriilmektedir. Genel olarak uyarilmis
dayanikliligin sistemik olmasiyla, savunma mekanizmalar1 sadece enfekteli bitki
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kisimlarinda degil, bitkinin tiim dokularinda etkili olmaktadir. Rizosferde bulunan
Pseudomonas ve Bacillus cinslerine dahil bakteri tiirleri, besin ve yer igin rekabet,
antibiyosis, sistemik dayanikliligin uyarilmasi gibi farkli mekanizmalar1 kullanarak
toprak patojenlerinin neden oldugu iiriin kayiplarin1 azaltabilmektedirler (Bora ve
Ozaktan 1998). Rizobakterilerin cesitli mekanizmalar yardimiyla hastaliklar:
engellemelerinin yanisira, bitki gelisimini tesvik etmeleri ve iirlin artisina imkan
saglamalar1 da iilkemizde bu konuda aragtirmalarin yapilmasi gerektigini gozler
Oniine sermektedir.

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi talimatlarina gore; B. sorokiniana etmeni ile
miicadelede, ekim 6ncesi tohuma pestisit uygulamasi ve kiitiirel 6nlemler haricinde
etkili bir yontemin olmadigi belirtilmektedir. Bu nedenle gelistirilecek etkili
biyoajanlar bu hastaligin kontroliinde biiyik onem tasimaktadir. Ayrica hem
iilkemiz hem de diinyada siirekli kimyasal kullanilmasi; basta insan ve hayvan
sagligimi tehdit etmekte olup, ¢evre kirliligi, ila¢ kalintisi, dayaniklilik riski gibi
bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. Bu agidan son yillarda Snemini
giderek artirmakta olan insan ve cevre dostu biyolojik miicadele g¢aligmalar
insanlhigin gelecekteki birgok kaygisina umut 15181 olmustur.

Bu c¢alismada, bugdayda kok ciiriikliigli hastaligina karst etkili ve ayn1 zamanda
bitki gelisimine katkida bulunabilecek antagonist bakteri izolatlarinin belirlenmesi
amaglanmugtir.

MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan patojen fungus izolati

Calismada patojen fungus olarak; Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma
Enstitiisi Midirligi, Hububat Hastaliklar1 laboratuvarinda bulunan ve farkli
bolgelerden izole edilerek viriilenslikleri bakimindan test edilen izolatlar arasindan
virtilensligi en yiiksek olarak belirlenen Bipolaris sorokiniana (Sacc.) B1 izolati
kullantlmgtr.

Calismada kullanilan bakteri izolatlar

Calismada antagonist bakteri izolatlar1 olarak cesitli kiiltiir ve yabani bitkilerin
toprak iistii aksami veya kok rizosferinden izole edilen, fosfat ¢dzme, azot
fiksasyonu, hormon ve amino asit iiretimi bakimindan test edilen, klasik yontemler
ve molekiiler sistem (MIS) ile tamlamasi yapilan Atatiirk Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinde Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonunda yer
alan toplam 25 fakl tiire ait toplam 212 adet izolat kullanilmistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Calismada kullanilan bakteri tiirleri ve izolat sayilari

Sira no Bakteri tiirii Test edilen toplam izolat sayisi

1 Bacillus megaterium 79

2 Bacillus cereus 16

3 Brevibacillus choshinensis 16

4 Bacillus atrophaeus 15

5 Pseudomonas flourescens 12

6 Bacillus subtilis

7 Pseudomonas putida

8 Bacillus pumilus

9 Bacillus sp.

10 Bacillus psychrosaccharolyticus

11 Bacillus sphaericus

12 Bacillus laevolacticus

13 Bergeyella zoohelcum

14 Bacillus mycoides

15 Bacillus thuringiensis

16 Brevibacillus centrosporus

17 Bacillus coagulans

18 Pantoea agglomerans

19 Bacillus alcolophilus

20 Bacillus licheniformis

21 Bacillus oleronius

22 Bordetella bronchiseptica

23 Brevibacillus reuszeri

24 Pseudomonas agarici

25 Serretia grimesii

N
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Test edilen toplam izolat sayist

Calismada kullamlan bugday cesidi ve diger materyaller

Test bitkisi olarak kok g¢iirtikliigiine orta derecede hassas olan Mizrak cesidi
bugday (Triticum aestivum L.) tohumu, patojen fungus inokulasyonunda bugday
kepegi, biiylime ortami olarak plastik bardak (¢cap 10 cm), yetistirme ortami olarak
ise elenmis dogal tarla topragi, kum ve yanmus ciftlik giibresi (1:1:1) karigimi
kullanilmastir (Demirci 2003).

Calismada kullanilan siv1 tasiyici

Calismada BM-Mega Flu isimli ticari mikrobiyal giibre igin gelistirilen sivi tagiyici
kullanilmis olup, tasiyicida kullanilan maddeler {irliniin igeriginin gizliligi
agisindan verilmemistir.
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Calhismada kullamlan antagonist bakteri ve fungus kiiltiirlerinin muhafazasi

Her antagonist bakterinin 24 saatlik (h) saf kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak,
icerisinde 500 pl %30’luk gliserol ve 500 pul Luria Broth (1 L dH.O (destile su), 10
g tryptone, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract) bulunan eppendorf tiiplere aktarilarak
etiketlenmis ve vortexde karistirilarak daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere
—80°C’de muhafaza edilmistir. Patojen fungus ise egik agarda hazirlanan Potato
Dextrose Agar (PDA) besi ortaminda gelistirilerek buzdolabinda daha sonraki
calismalarda kullanilmak tizere +4 °C’de saklanmustir.

In vitro da engelleme zonu testi

Cizelge 1°de verilen 25 fakli antagonist bakteri tiirene ait toplam 212 adet
antagonist bakteri izolatiin patojen fungus B. sorokiniana’ya karsi antifungal
ozelliklerinin belirlenmesi i¢cin PDA besi yeri igeren petriler (¢ap 8.5 cm)
kullanilmistir. Bunun i¢in B. sorokiniana patojen fungusu PDA besi ortaminda
24°C’de 15 h aydinlik 9 h karanlik sartlarda gelistirilmistir. Petri yilizeyinde gelisen
sporlar toplanarak, sdH>O (steril destile su) ile siispanse edilmis ve Thoma lami
yardimiyla spor konsantrasyonu 1x10° spor/ml’ye ayarlanmgtir. Potansiyel
biyoajan bakteri kiiltiirleri ise dondurucudan ¢ikarilarak Nutrient Agar (NA) besi
ortami igeren petrilere (¢ap 8.5 cm) ekilmis, 27°C’de inkiibasyona birakilarak 24
h’lik taze kiiltiirleri elde edilmistir. Gelisen taze bakteri kiiltiirlerinden steril gubuk
ile alinarak sdH,O ile siispanse edilmis ve BIOLOG tiirbidimetre ile hiicre
konsantrasyonu 1x10® hiicre/ml’ye ayarlanmistir. Patojen fungusun spor
stispansiyonundan 100 pl alinarak PDA besi ortamina pipetle aktarilmis ve steril
cam bagetle petri yiizeyine yayilmigtir. Patojen inokule edilen bu petrilerin tam
ortasina bos bir disk (Oxoid) konularak test edilecek bakteri kiiltiirlerinden pipetle
alman 15 pl bakteri siispansiyonu bu diske emdirilmistir. Kontrol olarak bakteri
icermeyen bos disk kullamlmigtir. Kiiltiirler parafilmle kaplanarak 24°C’de 15 h
aydinlik 9 h karanlik sartlarda 7 giin gelistirilmistir. Bakteri kodlu diskin etrafinda
olusan inhibasyon zonu dlgiilerek degerlendirme yapilmistir. Her bakteri 3 petride
test edilmis ve bu 3 petriden elde edilen degerler yardimiyla biyoajanin olusturdugu
ortalama inhibasyon zonu belirlenmistir.

Saks1 denemelerinde antagonist bakterilerin bugday gelisimi ve hastahk
gelisimi iizerine etkileri

In vitro petri denemeleri sonucunda toplam 212 adet antagonist bakteri izolatt
igerisinden gliglii hiperparazitik etki gosteren 39 adet antagonist bakteri izolati
bugday bitkisinin gelisimi ve hastalik siddeti {izerine etkinlikleri bakimindan in
vivo saksi denemelerinde biyoajan olarak kullanilmustir. Saksi denemeleri Zirai
Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigiine ait iklim odast kosullarinda
(35000 liix 151k, 14 h aydinlik 10 h karanlk, 25/20+£2°C (giindiiz/gece) sicaklik,
%50—-6045 nem) yiriitilmiistir (Sekil 1).
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Sekil 1. In vivo saksi denemeleri.

Bugday tohumlar1 %2’lik sodyum hipoklorit i¢inde 3 dakika bekletilerek, ylizeysel
dezenfeksiyona tabi tutulmus, steril saf sudan geg¢irildikten sonra, steril kurutma
kagitlar1 arasinda kurumaya birakilmgtir.

Her bir uygulama i¢in 4 plastik bardak (¢ap 10 cm) kullanilmis ve uygulamalar
tesadiifi dagitilmistir. Kontrol olarak antagonist bakteri izolatlari verilmeden sadece
patojen ile bulasik topraga tohum ekilen plastik saksilar kullanilmstir.

Potansiyel biyoajan bakteri kiiltiirleri dondurucudan ¢ikarilarak NA besi ortami
iceren petrilere ekilmis, 27°C’de 24 h inkiibasyona birakilarak taze kiiltiirleri elde
edilmistir. Gelisen taze bakteri kiiltiirlerinden steril ¢ubuk ile alinarak sdH>O ile
siispanse edilmis ve hiicre konsantrasyonu 1x10® hiicre/ml’ye ayarlanmstir. Bu
siispansiyondan 100 ml alinarak 1 L sivi tagtyiciya aktarilmigtir. Yatay ¢alkalayict
inkiibatorde 27°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu
biyoformiilasyonlar 50 kat musluk suyu ile seyreltilerek yapistirici olarak 1/100
(kg/L) oraninda toz seker ilave edilmistir. Icerisine bugday tohumlar: atilarak yine
yatay calkalayici inkiibatorde tohum kaplamasi yapilmistir.

Patojen inokulumu hazirlamak amaciyla, 1000 ml'lik siselerde 300 g bugday kepek
kiiltiiri hazirlanmistir. Saf su ile nemlendirilen kiiltiir, otoklavda 1 atm. basing
altinda, 121°C’de 20 dakika bir giin arayla 2 defa sterilize edilmistir. inokulumda
kullanilan patojen B. sorokiniana PDA besiyerinde 24°C’de 7 giin gelistirilmis,
steril su ilave edilmis hif ve sporlar iyice kazinarak bugday kepek Kkiiltiiriine
aktarilmustir. 15 giin, 24°C’de 14 h 151k ve 10 h karanlik kosullarda inkubasyona
birakilmistir. Bu kiiltiirler, daha sonra denemenin yapilacag: topraga %5 oraninda
karistirilarak patojenle bulasik topraklar elde edilmistir (Ugkun ve Yildiz 2004).

Denemede dogal tarla topragi, kum ve yanmus ¢iftlik giibresi (1:1:1) karigimi iki
defa steril edilmistir. B. sorokiniana ile bulastirilmis toprak plastik saksilara
doldurulmus, 10 giin siire ile plastik saksilarda yayilmasi beklendikten sonra, sivi
tastyicida gelistirilen biyoajan bakteri kiiltiirleri ile kaplanmis bugday tohumlar
saks1 bagma 6 adet ve 3 cm derinlige olacak sekilde patojen ile bulasik toprak
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iceren saksilara ekilmistir. Tohum ekiminden 20 giin sonra plastik saksilardaki
¢imlenen bitki sayist 4’e indirilerek seyreltme yapilmustir. Bitkiler, iklim odasinda
35000 lix 151k siddetinde, 14 h aydinlik 10 h karanlik fotoperiyod kosullarinda,
25/202£2°C (giindiiz/gece) sicaklikta, %50—60+5 nemde gelistirilmis ve diizenli
olarak sulanmistir (Ekmekgi ve Terzioglu 1998).

Bitkilerin ¢ikis1 ile beraber diizenli olarak gozlem yapilmis ve 4 hafta sonra
saksilardaki bitkilerin kokleri gekilerek, topraklar1 yikanmis ve bitki boyu (cm),
yaprak sayist (adet), kok sayisi (adet) ve yas agirlik (g/bitki) degerleri saptanmus,
ayrica bu bitkiler 60°C’ye ayarl etiivde 48 h bekletilerek toplam kuru gévde ve kok
agirhiklart (g) tartilmistir. Ayrica 0-7 skalasi (Aktas 2001) kullanilarak her bir
bitkide B. sorokiniana’min olusturdugu hastalik orammin degerlendirmesi
yapilmistir (Cizelge 2 ve Sekil 2).

Cizelge 2. Bugdayda kok ve kdk bogazi ¢lirtikliigii skalasi

Skala degeri Hastaligin taninm %
0 Saglam 0
1 Hafif kahverengi 1-15
3 Orta derecede kahverengilesme (1. yaprak kinina kadar ilerlemis) | 16 — 40
5 Siddetli kahverengilesme 41-70
7 Bitki 6lmiisg 71- 100

Hastalik siddeti degerleri (%) Tawsend-Heuberger formiilii, uygulamalarin yiizde
etkileri ise Abbott formiilii yardimiyla hesaplanmistir (Karman 1971).

Tawsend-Heuberger formiilii:
Hastalik Siddeti (%) =[Z (n.V)/Z.N]

n : skalada farkli hastalik derecelerine isabet eden 6rnek adedi
V: skala degeri

Z: en yiiksek skala degeri

N: gozlem yapilan toplam 6rnek adedi

Yiizde etki = [Kontrol hastalik — Uygulama hastalik ] / Kontrol hastalik X 100

Icerisinde 4 adet bitki olan her bir saks1 bir tekerriir olarak alinmustir. Her bir
bitkideki lezyonun kokteki oran1 0-7 skalasina gore gruplandirilmigtir. Daha sonra
her tekerriirde (4 adet bitki) Tawsend-Heuberger formiilii yardimiyla hastalik
siddeti (%) Dbelirlenmistir. Elde edilen hastalik siddeti degerlerine ag1
transformasyonu uygulandiktan sonra, kontrol ile hastalik siddetleri arasinda fark
olup olmadigini tespit etmek amaciyla varyans analizi yapilmistir. Fark tespit
edildikten sonra her bir izolatin hastalik siddetine olan etkisini tespit icin Abbott
formiiliinden yararlanilmistir. Etkiler arasinda farki belirlemek igin tekerriirler
bazinda elde edilen etki degerlerine ag¢1 transformasyonu uygulandiktan sonra
varyans analizi yapilmistir. Izolatlar arasindaki gruplandirma i¢in Duncan goklu
aralik testi kullanilmistir.
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Sekil 2. 0-7 hastalik skalas1 goriinlimil istatistik analizler

Sonuglarin degerlendirilmesi

Calismada elde edilen sonuglar IBM.SPSS 20 programu ile analiz edilmistir. Elde
edilen veriler, Ward yontemine gore hiyerarsik siniflandirma analizine tabi
tutulmustur.

SONUCLAR

In vitro da engelleme zonu testi

Petri denemelerinde patojen fungusa karsi antifungal ozellikleri bakimindan test
edilen toplam 25 farkl tiire ait 212 adet antagonistik bakteri izolatinin etkili izolat
sayilar1 ve olugturduklari minimum-maksimum engelleme zonu degerleri Cizelge
3’de verilmistir. Cizelge 3’e gore gore toplam 121 izolatin 12-41 mm arasinda
degisen engelleme zonu olusturduklari tespit edilmistir. Bacillus zoohelcum, B.
thuringiensis, B. alcolophilus, B. licheniformis, B. oleronius, B. bronchiseptica ve
B. reuszeri tiirlerine ait toplam 12 izolatin etkisiz oldugu belirlenirken, diger tiirlere
ait bakteri izolatlarinin biiyiik oranda etkili bulundugu ve fungusa karsi degisen
oranlarda engelleme zonu olusturduklari saptanmustir (Sekil 3).
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Cizelge 3. In-vitro’da test edilen toplam ve etkili antagonist bakterilerin sayist ve
olusturduklar1 engelleme zonlar1

Sira Test edilen bakteri tiirleri . Toplam ) Etkili Minimum-maksimum
no izolat sayisi | izolat sayis1 | engelleme zonu (mm)
1 | Bacillus megaterium 79 48 12-40
2 | Bacillus cereus 16 9 13-41
3 | Brevibacillus choshinensis 16 8 13-39
4 | Bacillus atrophaeus 15 12 12-40
5 | Pseudomonas flourescens 12 6 20-40
6 | Bacillus subtilis 9 8 30-40
7 | Pseudomonas putida 9 3 17-20
8 | Bacillus pumilus 8 6 14-40
9 | Bacillus sp. 8 3 16-23
10 | Bacillus psychrosaccharolyticus 6 3 20-37
11 | Bacillus sphaericus 6 2 15-21
12 | Bacillus laevolacticus 4 4 13-38
13 | Bacillus mycoides 3 3 12-40
14 | Brevibacillus centrosporus 3 1 35-37
15 | Bacillus coagulans 2 1 40-42
16 | Pantoea agglomerans 2 2 40-40
17 | Pseudomonas agarici 1 1 15-16
18 | Serretia grimesii 1 1 15-16
19 | Bergeyella zoohelcum 4 0 0
20 | Bacillus thuringiensis 3 0 0
21 | Bacillus alcolophilus 1 0 0
22 | Bacillus licheniformis 1 0 0
23 | Bacillus oleronius 1 0 0
24 | Bordetella bronchiseptica 1 0 0
25 | Brevibacillus reuszeri 1 0 0
Toplam say1 212 121

Sekil 3. In vitro da antagonist bakterilerin olusturduklar1 engelleme zonlari.
In vitro petri denemelerinde patojen fungusa karsi etkili oldugu belirlenen izolatlar
arasindan azot fiksasyonu ve fosfat ¢6zebilme 6zellikleri de dikkate alinarak in
vivo saksi denemelerinde kullanilmasina karar verilen bakteri izolatlar1 Cizelge
4’de verilmistir.
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Cizelge 4. In vitro petri denemelerinde B. sorokiniana’ya karsi etkili bulunan bakteri
izolatlarinin lokasyon, konukgu, azot fiksasyonu, fosfati ¢dzebilme ve patojene

kars1 olugturduklari engelleme zonu (EZ) degerleri (mm)

Sira no | izolat no MIS tami sonucu Bi |Lokasyon| Konuk¢u | N | P |[EZ
1 |FDG-37 |Pseudomonas fluorescens 0.563 |[Erzurum |Baklagil + | + |40
2 |KBA-10 |Bacillus megaterium 0.776 |[Erzurum  |Kayisi K+| + |40
3 |[RK-79 Pantoea agglomerans 0.762 |[Erzurum |Elma + |+ |41
4 RK-92 Pantoea agglomerans 0.889 |[Erzurum |Armut + |K+] 40
5 |TV-20E |[Bacillus megaterium 0.519 [Van Bugdaygil | + | - |30
6 |TV-40D |Bacillus atrophaeus 0.472 |Van Bugdaygil |K+|Z+|35
7 |TV-57A |Bacillus megaterium 0.628 [Van Bugdaygil | + | - |38
8 |TV-59D |[Bacillus megaterium 0.504 [Van Taraxacum |K+| - |38
9 |TV-61C |Bacillus megaterium 0.624 |Van Bugdaygil | + | - | 27
10 |TV-6D |Bacillus megaterium 0.750 [Van Bugdaygil | + | + |40
11 |TV-96B |Bacillus laevolacticus 0.429 [Van Bugdaygil | + | - |13
12 | TV-103B |Bacillus megaterium 0.514 |[Van Bugdaygil |K+| - |32
13 | TV-12H |Bacillus subtilis 0.744 |Van Bugdaygil |K+| - |30
14 | TV-13B |Bacillus subtilis 0.687 [Van Ahududu  |K+|Z+]| 37
15 | TV-13C |Bacillus megaterium 0.595 [Van Ahududu + |Z+| 35
16 | TV-22B |Bacillus megaterium 0.431 |[Van Adagay1 K+|Z+| 39
17 | TV-30C |[Paenibacillus lentimorbus 0,729 [Van Bugdaygil |K+| + |13
18 | TV-32C |Bacillus megaterium 0.474 |Van Bugdaygil | + |Z+]| 30
19 |TV-3C |[Bacillus pumilus 0.464 [Van Cavdar + ] - 140
20 | TV-3D |Bacillus megaterium 0.563 [Van Cavdar K+| + |40
21 | TV-53D |Brevibacillus choshinensis 0.689 [Van Taraxacum |K+|K+| 30
22 | TV-54A |Cellulomonas turbata 0,597 [Van Bugdaygil |K+| - |13
23 | TV-56F |Bacillus megaterium 0.457 [Van Bugdaygil | + | + |29
24 | TV-67C |Bacillus pumilus 0.630 [Van Ahududu -1 -135
25 |TV-6E Achromobacter xylosoxidans |0,717 |Van Bugdaygil |K+| + |13
26 | TV-6F |Bacillus subtilis 0.831 [Van Bugdaygil |K+| - |37
27 | TV-71C |Pseudomonas agarici 0,345 [Van Sedum Z+|Z+] 13
28 | TV-73A |Bacillus pumilus 0.650 [Van Bugdaygil |K+| + |37
29 | TV-73F |Bacillus pumilus 0.594 |Van Bugdaygil |K+|Z+|36
30 | TV-77B |Bacillus subtilis 0.483 [Van Bugdaygil |K+| - |36
31 | TV-83A |Bacillus pumilus 0.568 |Van Maydanoz |K+| - [14
32 | TV-83D |Bacillus atrophaeus 0,460 |Van Maydanoz |K+| - [13
33 | TV-87A |Bacillus megaterium 0.467 |Van Sekrpanc. | + | - |30
34 | TV-89E |Bacillus subtilis 0.690 [Van Glayol K+| - 136
35 | TV-91C |Bacillus megaterium 0.474 |Van Bugdaygil | + |Z+]| 24
36 | TV-93B |Bacillus subtilis 0.732 [Van Pancar K+| - |38
37 |BFT Bacillus megaterium 0.776 |[Erzurum |Bugdaygil | + |Z+]12
38 |BRT Bacillus megaterium 0.654 |[Erzurum |Bugdaygil | + |Z+]| 12
39 |RO Bacillus megaterium 0.446 |Erzurum  |Bugdaygil | + [Z+]12

MIS: Mikrobiyal tani sistemi; BI: Benzerlik indeksi; N: Azot fiksasyonu; P: Fosfat1 ¢dzebilme; +: Pozitif; K+:
Kuvvetli pozitif; -: Negatif; Z+: Zayif pozitif
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Cizelge 4’e gore 17 adet B. megaterium, 6 adet B. subtilis, 5 adet B. pumilus, 2 adet
B. atrophaeus, 2 adet P. agglomerans, 1 adet A. xylosoxidans, 1 adet B.
laevolacticus, 1 adet B. choshinensis, 1 adet C. turbata, 1 adet P. lentimorbus, 1
adet P. agarici ve 1 adet P. fluorescens olmak fiizere toplam 39 adet antagonist
bakteri izolati in vivo saks1 denemelerinde kullanilmak tizere se¢ilmistir. Secilen bu
bakteri izolatlari, azot fiksasyonu, fosfati ¢ozebilme ve antifungal aktivite
ozelliklerinden en az bir yada bir kagini bir arada gosterebilme 6zelligine sahiptir.

Saks1 denemelerinde antagonist bakterilerin bugday gelisimi ve hastahk
gelisimi iizerine etkileri

Saks1 denemelerindeki uygulamalarin bitki gelisimi {izerine etkileri Cizelge 5’de
verilmistir,

Cizelge 5 incelendiginde, bitki boyu kontrol olarak kullanilan sivi tasiyicinin
uygulandig bitkilerde 28.50 cm, sadece patojen uygulamasinda 26.56 cm olurken;
diger uygulamalarda bitki boyu 14.10 cm ile 36.43 cm arasinda degismistir. Bitki
boyundaki en biiytik artis 17 nolu B. pumilus TV3C (36.43 cm) uygulamasindan
elde edilmis ve bunu siras1 ile P. agglomerans RK-79 (35.41 cm), B. megaterium
TV-56F (34.93 cm) ve B. megaterium TV91C (34.24 cm) izolatlar takip etmistir
(Sekil 4).

Ortalama yaprak sayisi sivi tasiyicinin  uygulandigt ve sadece patojen
uygulamasinda 3.83 ve 3.62 adet olurken; diger uygulamalarda 1.87 ile 4.99 adet
arasinda degismistir. Bitki yaprak sayisindaki en biiyilk artig 24 nolu B.
megaterium TV-91C (4.99 adet) uygulamasindan elde edilmis ve bunu B.
megaterium TV-56F (4.87 adet), B. atrophaeus TV-83D (4.83 adet) ve B. pumilus
TV-3C (4.79 adet) izolatlar1 takip etmistir (Sekil 5).

Bitki yan kok sayisi, sivi tasiyict uygulamasinda 5.18 adet, sadece patojen
uygulamasinda 4.93 adet olmustur. Diger uygulamalarda bu say1 3.87 ile 5.66 adet
arasinda degismistir. Yan kok sayisindaki en biiyiik artis 14 no’lu B. megaterium
TV-56F (6.31 adet) uygulamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 P. agglomerans
RK-92 (5.66 adet), B. atrophaeus TV-83D (5.50 adet) ve B. megaterium TV-87A
(5.41 adet) izolatlar1 takip etmistir (Sekil 6).

61



Bugday kok ciiriikliigiine neden olan Bipolaris sorokiniana (Sacc.)’ya karst PGPR ve biyoajan bakterileri

kullanilarak kontrollii kosullarda biyolojik miicadele imkanlarinin arastirilmasi

Cizelge 5. Antagonist bakteri izolatlarinin bazi bitki gelisim parametreleri tizerine etkisi

Sirano | lizolat Bakteri tiirii BB YS KS YA | TKKA | TKGA
1 |TV 103B |B. megaterium 28.24 | 424 | 5.22 | 0.330 | 0.017 0.122
2 |BRT B. megaterium 21.33 | 3.52 | 4.22 | 0.160 | 0.013 0.076
3 |TV61C |B. megaterium 25.87 | 3.75 | 475 | 0.255 | 0.020 0.121
4 |TVG6E |A xylosoxidans | 24.58 | 3.87 | 4.29 | 0.257 | 0.011 0.061
5 |TV 87A |B. megaterium 24.24 | 433 | 541 | 0.280 | 0.012 0.078
6 |TV54A |C.turbata 2443 | 3.81 | 4.68 | 0.232 | 0.025 0.129
7 |TV 73A |B. pumilus 2745 | 441 | 533 | 0.352 | 0.024 0.134
8 |TV67C |B. pumilus 22.37 | 403 | 470 | 0.235 | 0.021 0.116
9 |TV77B |B. subtilis 1891 | 3.81 | 5.20 | 0.176 | 0.011 0.064
10 |TV 3D |B. megaterium 29.33 | 441 | 5.33 | 0.383 | 0.018 0.112
11 |TV 93B |B. subtilis 23.70 | 3.91 | 4.83 | 0.236 | 0.015 0.075
12 [TV 73F |B. pumilus 26.87 | 450 | 5.25 | 0.382 | 0.011 0.068
13 |TV 89E |B. subtilis 24.00 | 4.25 | 4.25 | 0.272 | 0.006 0.031
14 |TV 56F |B. megaterium 34.93 | 487 | 6.31 | 0.605 | 0.020 0.123
15 |TV 53D |B. choshinensis | 29.52 | 4.18 | 4.89 | 0.435 | 0.025 0.167
16 |RO B. megaterium 1410 | 2.16 | 5.25 | 0.107 | 0.005 0.026
17 |TV3C |B. pumilus 36.43 | 4.79 | 5.25 | 0.757 | 0.034 0.217
18 |TV 59D |B. megaterium 19.10 | 3.29 | 439 | 0.183 | 0.016 0.102
19 |TV57A |B. megaterium 23.33 | 3.00 | 5.33 | 0.265 | 0.086 0.079
20 |RK-79 P. agglomerans | 35.41 | 4.66 | 458 | 0.530 | 0.020 0.100
21 [TV 13C |B. megaterium 25.33 | 3.83 | 4.33 | 0.360 | 0.020 0.118
22 [TV 22B |B. megaterium 31.25 | 475 | 5.08 | 0.476 | 0.027 0.176
23 |TV 83D |B. atrophaeus 31.25 | 483 | 5.50 | 0.652 | 0.018 0.092
24 [TV 91C |B. megaterium 34.24 | 499 | 5.00 | 0.695 | 0.037 0.246
25 [TV 71C |P. agarici 3049 | 433 | 491 | 0451 | 0.021 0.120
26 [TV 40D |B. atrophaeus 25.75 | 3.87 | 468 | 0.357 | 0.023 0.133
27 [TV 32C |B. megaterium 26.08 | 3.87 | 458 | 0.467 | 0.016 0.097
28 |BFT B. megaterium 15.62 | 1.87 | 3.87 | 0.040 | 0.004 0.023
29 [TV 13B |B. subtilis 18.27 | 2.81 | 5.08 | 0.140 | 0.019 0.105
30 |TVE6F B. subtilis 29.33 | 4.00 | 4.16 | 0.292 | 0.011 0.093
31 |FDG-37 |P. fluorescens 26.30 | 418 | 5.22 | 0.282 | 0.023 0.142
32 |TVe6D |B. megaterium 28.35 | 420 | 5.35 | 0.342 | 0.030 0.188
33 [TV 30C |P. lentimorbus 27.25 | 4.00 | 4.00 | 0.297 | 0.013 0.090
34 |TV83A |B.pumilus 23.95 | 3.79 | 454 | 0.220 | 0.011 0.073
35 |KBA-10 |B. megaterium 23.99 | 3.83 | 4.72 | 0.237 | 0.012 0.102
36 [TV 12H |B. subtilis 20.25 | 2.87 | 3.87 | 0.127 | 0.004 0.030
37 |TV96B |B. laevolacticus | 22.25 | 3.00 | 4.25 | 0.165 | 0.011 0.060
38 [TV 20E |B. megaterium 2493 | 3.66 | 447 | 0.227 | 0.015 0.092
39 |RK-92 P. agglomerans | 30.66 | 4.37 | 5.66 | 0.432 | 0.022 0.150
40 |Kontrol |Sadece patojen 26.56 | 3.62 | 4.93 | 0.262 | 0.024 0.158
41  |Kontrol |Sivi tagtyici 28.50 | 3.83 | 5.18 | 0.272 | 0.020 0.121

BB: Bitki boyu (cm); YS: Yaprak sayis1 (adet); KS: Kok sayis1 (adet); YA: Yas agirhik (g/bitki);

TKKA: Toplam kuru kdk agirligt (g); TKGA: Toplam kuru gévde agirlifi (g)
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Sekil 4. Saks1 denemelerinde uygulamalarin bitki boyu iizerine etkileri.
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Sekil 5. Saks1 denemelerinde uygulamalarin bitki yaprak sayisi iizerine etkileri.
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Sekil 6. Saks1 denemelerinde uygulamalarin bitki yan kok sayisi iizerine etkileri.

Yas agirlik degerleri, sivi tastyici ve sadece patojen uygulamasinda sirasi ile 0.272
ve 0.262 g olmustur. Maksimum yas agirlik 17 no’lu B. pumilus TV-3C (0.757 g)
uygulamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 B. megaterium TV-91C (0.695 g), B.
atrophaeus TV-83D (0.652 g) ve B. megaterium TV-56F (0.605 Q) takip etmistir
(Sekil 7).

Toplam kuru kok agirligi, sivi tastyicida 0.020 g ve sadece patojen uygulamasinda
ise 0.024 g olmustur. Maksimum kuru kok agirligt ise 19 no’lu B. megaterium TV-
57A (0.086 g) uygulamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 B. megaterium TV-91C
(0.037 g), B. pumilus TV-3C (0.034 g) ve B. megaterium TV-22B (0.027 g) takip
etmistir (Sekil 8).

Toplam kuru govde agirligi ise; sivi tagiyicida 0.121 g, sadece patojen
uygulamasinda ise 0.158 g olmustur. Maksimum toplam kuru govde agirhigr 24
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no’lu B. megaterium TV-91C (0.246 g) uygulamasindan elde edilmis bu izolat1 B.
pumilus TV-3C (0.217 g), B. megaterium TV-6D (0.188 g) ve B. megaterium TV-
22B (0.176 g) izolatlar1 takip etmistir (Sekil 9).
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Sekil 7. Saksi denemelerinde uygulamalarin bitki yas agirligi {izerine etkileri.
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Sekil 8. Saks1 denemelerinde uygulamalarin bitki kuru kok agirlig: {izerine etkileri.
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Sekil 9. Saks1 denemelerinde uygulamalarin toplam kuru gévde agirligi tizerine etkileri.
Patojene kars1 etki degerlendirmesi ve hastalik siddeti degerlendirmesi Cizelge 6’da
verilmistir. Antagonist bakterilerin saksi denemesinde B. sorokiniana’ya karsi

etkileri ise Sekil 10’da verilmistir.
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Cizelge 6. incelendiginde; patojene karsi etki degerlendirmesinde en diisiik etki
ortalama 0.00’lik deger ile B. subtilis TV-12H ve B. megaterium BFT
uygulamasindan elde edilirken, en yiiksek deger 79.39 ile B. megaterium TV-6D
uygulamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 B. subtilis TV-93B (78.39), B. pumilus
TV-3C (75.90), B. choshinensis TV-53D (70.66), B. megaterium TV-56F (70.31)
ve P. fluorescens FDG-37 (66.39) izolatlar1 takip etmistir. Patojene karsi hastalik
siddeti degerlendirmesinde ise; en diisiik hastalik orani ortalama %20.23 ile B.
megaterium TV-6D uygulamasindan elde edilmistir. Bu izolat1 B. subtilis TV-93B
(%21.44), B. megaterium TV-56F (%26.70), B. choshinensis TV-53D (%29.04), B.
pumilus TV-3C (%31.44) ve P. fluorescens FDG-37 (%32.73) izolatlar1 takip
etmistir. Hastalik siddeti degerleri siv1 tasiyict ve sadece patojen uygulamasinda
sirast ile 55.94 ve 71.42 olmustur. En disiik hastalik siddeti degeri 32 no’lu B.
megaterium TV-6D (%20.23) uygulamasindan elde edilmis olup bunu sirasi ile B.
choshinensis TV-53D (%22.02) ve B. pumilus TV-3C (%23.80) uygulamasi takip
etmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Saks1 denemelerinde uygulamalarin hastalik siddeti tizerine etkileri.

Otuzdokuz adet antagonist bakteri uygulamasinin B. sorokiniana’ya karsi etkisinin
test edildigi sakst denemelerinde etkili bulunan B. megaterium TV-6D, B.
choshinensis TV-53D ve B. pumilus TV-3C izolatlarinin bugday bitkisinde kok
gelisimi ve kok ¢iiriikligii hastaligina etkisi Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. Bazi antagonist bakterilerin B.sorokiniana’ya karg: saks1 denemelerindeki etkisi
(1-39: Bakteri uygulamalari, S: Sadece patojen, K: Sadece tasiyici).

TARTISMA VE KANI

Daha once yapilan saksi ve arazi ¢aligmalarinda bugdayda bitki beslemesi iizerine
etkili olan ¢ok sayidaki bakteri izolatinin hububatta kok ciiriikliigiine neden olan B.
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sorokiniana’ya karsi biyolojik miicadelede kullanilabilirlikleri arastirilmistir.
Yapilan in vitro petri denemelerinde B. sorokiniana patojenine karsi etkili bulunan
toplam 39 adet antagonist bakterinin hastaligin gelisimi {izerine de etkileri test
edilmisgtir.

In vitro kosullarda patojene karsi petride olusturduklari inhibasyon zonu agisindan
40 mm inhibasyon zonu olusturarak en etkili bulunan izolatlar P. fluorescens FDG-
37, B megaterium KBA-10, TV-3D ve TV-6D, P. agglomerans RK-79 ve RK-92
ve B. pumilus TV-3C izolatlar1 olmustur. In vivo kosullarda patojene kars1 etki
degerlendirme sonucuna gore; en etkili izolat %79.39 engelleme orani ile 32 no’lu
B. megaterium TV6D izolat: olmustur. Bu izolati, %78.39 engelleme ile 11 no’lu
B. subtilis TV-93B, %75.90 engelleme ile 17 no’lu B. pumilus TV3C, %70.66
engelleme ile 15 no’lu B. choshinensis TV53D izolati ve %70.31 engelleme ile 14
no’lu B. megaterium TV56F izolat1 takip etmistir. In vivo da etkili bulunan bu
izolatlarin in vitro petri denemelerinde 30-40 mm arasinda inhibasyon zonu
olusturduklar1 saptanmigtir. Caligmada in vitro ve in vivo sonuglar1 arasinda bir
uyum goriinse de pratikte bu uyum her zaman beklenen bir durum degildir (Kotan
1997, Kotan 2002, Kotan et al. 2004, Karagoz 2009).

B. licheniformis ve B. subtilis tiirlerinin B. sorokiniana’ya karsi en etkili tiirler
oldugu ve test edilen bu bakteriyel biyoajanlarin fungus hiflerinde nekrozlara sebep
olduklari, konidi olusumunu engelledikleri, klamidospor formasyonunda ve
sitoplazmada diizensizliklere neden olduklari belirlenmistir (Alippi et al. 2000).
Bagka bir ¢aligmada ise; B. sorokiniana’nin biyolojik kontroliinde etkili bulunan
Stenotrophomonas maltophilia strain C3 bakteri izolatinin en az 2 farkli kitinaz
enzimi {irettigi kromatografik olarak belirlenmis olup, bu enzimlerin biyolojik
miicadelede etkili oldugu belirtilmistir (Zhang et al. 2001). Bitki kok rizosferindeki
patojenlerin bastirilmasinda kullanilan PGPR ya da biyoajan bakterilerinin rekabet
ozelliklerinin de biyoajan organizmaya Onemli avantaj sagladigi bilinmektedir.
Nitekim yapilan bir calismada; soya ve bezelye tohumlarindan sizan etanol ve
acetaldehydin’in Phythium ultimum un sporangiumlar1 tarafindan emilerek hifsel
gelismenin tesvik edildigi goriilmistir. P. putida N1R ile soya ve bezelye
tohumlarmin  muamelesi sonucu, ortamdaki etanol karbon kaynagina
dondstiiriilerek, patojen organizmanin sporangial iiremesi ve hif gelisimi
zayiflatilmis ve bu yolla kontrol saglanmistir (Paulitz 1991). Yapmis oldugumuz
bu calismada da etkili bulunan izolatlarin rekabetci 6zelliklerinden ve Kkitinaz
aktivitelerinden  dolay1 patojeni  baskiladiklar1  diisiiniilmektedir.  Bunun
aydinlatilabilmesi i¢in ileride daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

B. subtilis TV-93B, B. megaterium TV56F, B. choshinensis TV53D, B. pumilus
TV3C ve B. megaterium TV6D izolatlarin tamami bugdayda bitki boyu ve yaprak
sayisinda sadece patojen uygulamasi yapilan kontrole gore artiglara sebep
olmustur. B. megaterium TV56F, B. pumilus TV3C ve B. megaterium TV6D
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izolatlar1 yan kok sayist ve toplam yas agirlikta; B. choshinensis TV53D, B.
pumilus TV3C ve B. megaterium TV6D izolatlari ise toplam kuru kok ve toplam
kuru govde agirhiginda artisa sebep olmuslardir. B. subtilis TV-93B disindaki diger
izolatlarin tamaminin (B. megaterium TV56F, B. choshinensis TV53D, B. pumilus
TV3C ve B. megaterium TV6D) hastalik siddetini 6nemli seviyede azalttigi
belirlenmistir. Bu izolatlardan B. subtilis TV-93B ve B. pumilus TV-3C izolatlar
sadece azotu fikse etme 6zelligine sahipken, diger izolatlarin tamaminin azotu fikse
etme Ozelliginin yaninda fosfati ¢6zebilme oOzelligine de sahip oldugu tespit
edilmistir. Bugday bitkisinde vejetatif aksamdaki elde edilen olumlu etkilerin bir
kismmin bakterilerin hormonal aktivitenin yanisira azot fiksasyonu ve fosfat
cozebilme Ozelliklerinden kaynaklandigi diistintilmektedir. Nitekim, Karagoz
(2009) yaptig1 calismada; bakteriyel organizmalar kullanarak. marulda bakteriyel
leke hastaligin1 kontrol ederken, ayni zamanda marul gelisimi iizerine de bu
biyoajanlarmm onemli katkilar saglayarak yas ve kuru agirlik artisina sebep
oldugunu belirlemistir. PGPR bakterilerin basta azot fiksasyonu olmak iizere,
fosfati ¢ozebilme, kalsiyumu ¢6zebilme, demir alimma yardimci olma, hormon
iretimi, amino asit ve organik asit liretimi gibi etkileri sayesinde bir ¢ok bitkide
verim artiglarina sebep olduklari bilinmektedir. Bugdayda da arazide yapilacak
denemlerde bu antagonistik bakterilerin verim iizerine etkinlikleri de test edilmesi
gerekmektedir.

Ulkemizde hububatta PGPR bakterilerinin bitki gelisimi ve verim iizerine
etkinliklerini belirlemek ve etkili bakteriyel izolatlarin etki mekanizmalarini
aydinlatmak amaci ile yapilan ¢alismalarda; B. megaterium M3, B. subtilis
0OSU142, Azospirillum brasilense Sp245 ve Raoultella terrigena bakteri
uygulamalarinin toprak enzimleri {izerinde de olumlu katkilarinin oldugu
belirlenmistir (Turan et al. 2011). B. megaterium M3, B. subtilis OSU142,
Azospirillum brasilense Sp245 ve Raoultella terrigena bakteri uygulamalariin
bugday ve arpa bitkisi {izerinde bitki gelisimi {izerinde katkilarinin yan1 sira bitki
klorofil oraninda artiglara ve bazi fizyolojik parametrelerde de pozitif yonde
etkilere sebep oldugu saptanmustir (Turan et al. 2012a).

Tohum inokulasyon yontemi kullanilarak bugdayda yiiriitiilen bagka bir ¢alismada,
B. megaterium M3, B. subtilis OSU142 ve Azospirillum brasilense Sp245 bakteri
izolatlarinin inorganik fosfati ¢ozerek vejetatif gelismede Onemli katkilar
sagladiklar1 ve verimde onemli artislara sebep olduklari belirlenmis, 6zellikle B.
megaterium M3 izolatinin bitki gelisimi iizerine Onemli katkilar1 oldugu
saptanmustir (Turan et al. 2012b). B. megaterium M3, B. subtilis OSU142,
Azospirillum brasilense Sp245 ve Raoultella terrigena bakteri uygulamalariin
bugday ve arpa bitkisinin gelisimi iizerinde 6nemli katkilarmin yani1 sira, don zarari
ve bitkilerde sistemik dayaniklilik mekanizmasinda gorev alan bazi antioksidan
enzim aktiviteleri lizerine de etkileri oldugu tespit edilmistir (Turan et al. 2013).
Calismada kullanilan antagonist bakteri izolatlarmin etki mekanizmalarimin da
benzer oldugu diisiiniilmektedir.
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Bitki boyu ve yaprak sayisindaki en biiyiik artiglar B. pumilus TV3C ve P.
agglomerans RK-79 izolatlarindan elde edilmistir. Bu izolatlarin hastalik siddetini
de 6nemli seviyede azalttig1 belirlenmistir. Lindh et al. (1991) yapmis olduklari bir
caligmada insan, hayvan ve bitkisel dokulardan izole ettikleri 65 P. agglomerans
straininden sadece bitkilerden izole edilen 22 strainin alpha-methyl-glycoside’den
geg asit tiretmeleri yoniiyle digerlerinden farkli bir fenotipik 6zellik gosterdiklerini
bildirmislerdir. Bu bakterinin sicakliktaki diisiisii takiben intracellular
proteinlerinin oraninda bir artis oldugu ve bunun bakterinin soguga
adaptasyonunda rol oynadigi bildirilmistir. Koda et al. (2000) ve Nunes et al.
(2001) yaptiklart bir ¢alismada P. agglomerans strain CPA-2’nin soguk depo
sartlarinda armutlarda problem olusturan Botrytis cinerea ve Penicillium
expansum’a kars1 ¢ok iyi koruma sagladigim tespit etmislerdir. Bu 6zelliginden
dolay1 P. agglomerans’in Dogu Anadolu gibi ¢ok soguk iklime sahip bolgelerde
dahi hububat ekim alanlarinda kolaylikla kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak; kok ciriikliigii hastaliklarina karsi mevcut cesitlerin tamamen
dayanikli olmamasi, ¢evre faktorlerinin etkisi ve hastalik etmenlerinin kompleks
yapisi nedeniyle, kok hastaliklarinin miicadelesi i¢in entegre bir miicadele
yonteminin uygulanmasi gerekmektedir. Bu yontem; dayanikli g¢esit, miinavebe,
bitki yetistirme teknikleri, biyolojik miicadele ve kimyasal miicadeleyi igine alan
entegre bir miicadele yontemi olmak durumundadir. Calisma kapsaminda, kok ve
kok bogazi ciiriikligii hastalik etmenlerinden B. sorakiniana’ya karsi biyolojik
miicadelede kullanilabilecek etkili antagonist bakteri izolatlar1 (B. megaterium TV-
6D, B. choshinensis TV-53D ve B. pumilus TV-3C) belirlenmistir. Bu izolatlarin
ayn1 zamanda bitkinin vejetatif gelisimi iizerine de etkili olduklar tespit edilmistir.
Hem bitki gelisimi, hem de hastalik siddeti iizerine etkili bulunan bu izolatlarin tek
basia ya da kombinasyonlarinin tarla sartlarinda da test edilmesi gerekmektedir.
Farkli lokasyonlarda kurulacak denemeler sonucunda, hububat tarmminda kok
hastaliklarinin 6nlenebilecegi ve bitki gelisimi iizerine etkili olan bir biyolojik
iriiniin gelistirilebilecegi diigiinilmektedir.
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