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Arastirma Makalesi
Kavunda Bakteriyel Fide Yamikhig1 Hastali@i’nin Biyolojik Miicadelesinde
Rizosfer Bakterilerinin in vitro ve in vivo Kosullarda Kullanim Olanaklarinin
Belirlenmesi
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Bu calismada, Acidovorax citrulli’nin neden oldugu kavunda Bakteriyel Fide Yaniklig1 Hastalig1’nin biyolojik
miicadelesinde rizosfer bakterilerinin kullanim olanaklar in vitro ve in vivo kosullarda arastirilmistir. Bu
amagla cesitli bitkilerin rizosferinden alinan toprak drneklerinden 241 adet, laboratuvarimiz koleksiyonundan
157 adet olmak {iizere toplam 398 aday antagonist bakterinin in vitro antagonistik ve bitki gelisimini tegvik
eden etki mekanizmalar1 (antibakteriyel etki, siderofor liretme yetenegi, fosforu ¢6zme yetenegi ve indol asetik
asit iiretme miktarlari) incelenmistir. Bu testler sonucunda, 8 bakteriyel izolatin biyokontrol potansiyelleri in
vivo kosullarda tohum denemeleri ile belirlenmistir. Birinci tohum denemesinde, 8 uygulama hastalik siddetini
%0.48-39.45 oraninda baskilamistir. En bagarili iki izolat ile kurulan ikinci tohum denemesinde ise Y90 izolati
hastalig1 %46.37 oraninda engellerken Y28 izolat1 hastalig1 %18.97 oraninda baskilamistir. Bagarili antagonist
bakteriyel izolatlar Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum Y90 ve Providencia rettgeri Y28 olarak
tanilanmugtir.
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Determination of the Potential Use of Rhizosphere Bacteria in in vitro and in
vivo Conditions for the Biological Control of Bacterial Seedling Blight Disease
in Melon

ABSTRACT

In this study, the potential use of rhizosphere bacterial isolates in the biological control of Bacterial Seedling
Blight Disease in melon caused by Acidovorax citrulli was investigated under in vitro and in vivo conditions.
A total of 398 candidate antagonist bacteria, including 241 soil samples from the rhizosphere of various plants
and 157 isolates from our laboratory collection, were screened for their in vitro antagonistic and plant growth
promoting mechanisms (antibacterial activity, siderophore production capability, phosphorus solubilization
ability, and indole acetic acid production levels). As a result of these tests, 8 bacterial isolates were selected for
use in biological seed trials. In the first seed trial, the 8 applications suppressed disease severity by 0.48-
39.45%. In the second seed trial with the two most successful isolates, Y90 isolate prevented the disease by
46.37% while Y28 isolate prevented the disease by 18.97%. Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum Y90
and Providencia rettgeri Y28 were identified as successful antagonist bacterial isolates.
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Giris

Tiirkiye cografi yapisi, ekolojik uygunlugu ve gen
kaynaklarinin gesitliligi ile birgok sebze tiirliniin
yetigtirilmesine olanak saglayan Onemli bir
iilkedir. Tiirkiye’de toplam sebze iiretimi miktart,
2023 yili Tiirkiye sebze iiretimi verilerine gore
31.690.50 ton olup bu iiretimin yaklasik %35’ini
Cucurbitaceae familyasina ait sebze tiirleri
olusturmustur (Anonim, 2023). Bu tiirlerden
karpuz (Citrullus lanatus), kavun (Cucumis melo
L.), hiyar (Cucumis sativus L.) ve kabak
(Cucurbita pepo L.) ililkemizde yaygin olarak
yetistirilen tiirler olup acur (Cucumis melo var.
flexuosus), su kabag1 (Lagenaria siceraria), lif
kabag1 (Luffa cylindrica L.) ve kudret nar
(Momordica charantia L.) ise mindr diizeyde
iretilmigtir (Sari ve ark., 2007). Cucurbitaceae
familyasi icerisinde hem yiiksek besin i¢erigi hem
de ekonomik degeriyle 6n plana ¢ikan sebzelerden
olan kavunun yetistiriciligini smirlayan bir¢cok
bakteriyel, fungal ve viral hastalik etmeni
bulunmaktadir. Bu hastalik etmenleri arasinda
Bakteriyel Meyve Lekesi ve Fide Yaniklig
Hastalig1’na neden olan Acidovorax citrulli, kavun
iretim alanlarinda tahripkar etkileri nedeniyle
ekonomik agidan son derece 6nemli bir bakteriyel
bitki patojenidir (Horuz, 2021). Acidovorax
citrulli; aerobik, gram negatif, cubuk seklinde,
genellikle tek kamgili (ender olarak 2 veya 3
kamgili da olabilir) bakteriyel bir bitki patojenidir.
[Ik inokulum kaynagi bulagik tohumlar olup
yagmur, sulama suyu, bocekler, tarim alet ve
ekipmanlan ile bitkiden bitkiye kolay bir sekilde
yayilmaktadir.  Patojenin, uygun kosullarin
varliginda bulasik tohumlarda 30 yila kadar
canliligim koruyabildigi rapor edilmistir (Block
ve Shepherd, 2008). Diger bir inokulum kaynagi
da toprak, topraktaki hasta bitki kalintilar1, tarlada
kendiliginden gelisen fideler ve yabanci otlardir.
Bitkilere yara veya dogal agikliklardan giris
yapabilen patojen, hiicreler arasi bosluklara
lokalize olmaktadir. Patojenin gelismesi igin
optimum sicaklik 32 °C’dir (Burdman ve Walcott,
2012).

Acidovorax citrulli’nin neden oldugu Bakteriyel
Fide Yaniklig1 ve Meyve Lekesi Hastalig1 kendini
oncellikle kotiledon yapraklarda olusturdugu su
emmis goriiniimlii lekelerle belli eder. Bu lekeler
yapraklarda farkli noktalarda olusur. Daha sonra
birleserek kotiledon yapraklarin orta damari
boyunca ilerleyebilir. Ger¢ek yapraklarda ise yine

baglangicta su emmis lekeler seklinde goriilse de
ilerleyen donemlerde bu lekeler kahverengiye
donebilir. Patojen, genellikle gercek yapraklarda
belirti olusturmaz. Ayrica patojen yapraklarda
epifitik  olarak  yasamim  siirdiirebilir  ve
enfeksiyonlar meyve doneminde ortaya ¢ikabilir.
Kavun meyvelerinde patojenin neden oldugu
hastalik belirtileri kavun ¢esitlerinin 6zelliklerine
gore farklilhik gosterir. Boyuna ¢izgili kavun
meyvesinde ilk basta belirgin olmayan ¢ok kiiciik,
diizensiz, yag emmis lekeler seklindedir. Ilerleyen
enfeksiyonlarda meyve kabugunda ige c¢okiik,
kahverengimsi lekeler olusturur (Walcott, 2008).
Kabuk yiizeyi ag seklinde ¢izgilerden olusan
kavunlarda ise meyve kabugunda kiiciik ve
belirsiz gukurlar olusur. ilerleyen enfeksiyonlarda
kabuktaki patojen meyve etine dogru ilerler.
Meyvelerde ciiriimeler, agir koku olusumlari
meydana gelir (Frankle ve ark., 1993).

Bakteriyel Fide Yanikligi ve Meyve Lekesi
Hastaligi ile miicadelede temel yaklasim
hastaligin tedavi edilmesinden ziyade, hastaligin
olusmas1 ve yayilmasmn Onlemek olmalidir.
Hastalikla miicadelede en etkili yontem dayanikli
cesitlerin kullanilmasidir. Ancak bu hastaliga
dayanikli, ticari olarak erigilebilecek herhangi bir
kabakgil c¢esidi bulunmamaktadir. Bu nedenle
hastalikla miicadele ilk adim, primer inokulum
kaynaginin patojenle bulasik tohumlar olmasi
nedeniyle tohum enfeksiyonlarini 6nlemeye veya
azaltmaya yonelik c¢alismalar olmalidir. Kavun
yetistiriciliginde kullanilacak ticari tohumlar,
Acidovorax citrulli ile bulagik olmamalidir. Diger
kabakgil bitkilerinden kaynaklanabilecek
kontaminasyonu engellemek amaciyla dnlemler
alimmalidir.  Acidovorax citrulli’nin  epidemi
olusturabilmesi i¢in 30.000 tohumdan sadece 1
tanesinin bile patojenle bulagik olmasinin yeterli
olabildigi ve bu nedenle tohum saglig1 testlerinin
olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmistir (Walcott ve
ark., 2003). Ancak 1990’I1 yillardan giliniimiize
pek cok fiziksel, kimyasal ve biyolojik tohum
uygulamasinin etkinligi arastirmacilar tarafindan
incelense de heniiz patojenin tohumdaki
inokulumunu tamamen yok edecek etkin bir
uygulama bulunamamigtir (Oliveira ve ark.,
2006). Bu durum Acidovorax citrulli’nin
miicadelesinde kullanilabilecek yeni miicadele
yontemlerinin gelistirilmesini her zaman igin
gerekli  kilmisti,.  Bu kapsamda  6zellikle
biyokontrol yetenegi olan mikroorganizmalarin
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kesfedilmesi ve bunlarin biyolojik tohum
uygulamalariyla patojen lizerindeki etkinliklerinin
aragtirllmasina yonelik c¢aligmalarin yiriitiilmesi
son derece dnem arz etmektedir.

Bitkisel iiretimde sentetik kimyasal pestisitlerin
kullanimi ¢evre, ekoloji ve insan saglig1 iizerinde
son derece dnemli hasarlara neden olmaktadir. Bu
nedenle siirdiiriilebilir tarim1 destekleyen, sentetik
kimyasallara alternatif olabilecek biyopestisitlerin
geligtirilmesi  son donemin en  popller
konularindandir. Bu baglamda rizosfer bakteriler,
stirdiiriilebilir tarim ig¢in kaynak olmas1 ve
bitkilerde besin kullanilabilirligini arttirirken ayn1
zamanda bitki hastaliklarinin =~ olusumu  ve
kontroliinde baskilayic1 bir potansiyele sahip
olmasi yoniiyle Onemli mikroorganizmalardir
(Khalid ve ark., 2009; Bozkurt ve Soylu, 2019;
Duman ve Soylu, 2019).

Bu calismada bazi rizosfer bakterilerin ve farkli
patojenlere antagonistik etkileri kanitlanmis
bakteriyel izolatlarin, Acidovorax citrulli’nin
neden oldugu kavun Bakteriyel Meyve Lekesi ve
Fide Yaniklig1 Hastalig1’na kars1 in vitro ve in vivo
kosullardaki biyokontrol etkinlikleri ve etki
mekanizmalarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada patojen bakteri izolat1 olarak
Acidovorax citrulli Tasc1 izolatt kullanilmigtir
(Selguk. 2014)

Aday antagonist bakteri kiiltiirleri, Adana ilinde
karpuz, kavun, domates iiretim alanlarindan,
Mersin ilinde okaliptiis (Karabucak Ormani) ve
Cam agaclarmin (Go6zne yaylas1) bulundugu
bolgelerden, Konya ilinde kavun ve karpuz
tarlasindan alinan toprak Orneklerinden izole
edilmistir. Bunlarin yam sira bakteriyoloji
laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda bulunan 157
adet aday antagonist bakteri kiiltiirii ¢aligmaya
dahil edilmistir.

Biyolojik ~ tohum  denemeleri ~ Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimiinde bulunan iklim odasinda kurulmustur.
Tohum denemelerinde Dortbudak Tohumculuk
firmasindan temin edilen, tohum ilaglamasi
yapilmamig Kirkagag ¢esidine ait kavun tohumlari
kullanilmigtir. Torf olarak ise Klasmann Torf
Potgrond P {irtini kullanilmstir.

Topraktan Rizosfer Bakterilerinin izolasyonu
Topraktan rizosfer bakterilerinin izole edilmesi
amaciyla karpuz, kavun, domates, okaliptiis ve
cam rizosferinden alinan toprak ornekleri filtre
kagitlar1  {lizerine  serilerek  kurutulmustur.
Kurutulan bu toprak ornekleri 2 mm kalinliga
sahip eleklerden gegirilerek yabanci cisimlerden
arindirilmistir. Ardindan elenmis topraklardan 25
g tartilarak igerisinde 250 ml salin buffer (%0.85
NaCl) bulunan erlenlere koyulmustur. Sonrasinda
bu erlenler oda sicakliginda 150 rpm hizda 2 saat
calkalayicida karistirilmistir. Calkalama isleminin
ardindan siispansiyonlardan seyreltme serileri
(10'-10°) hazirlannmistir. Her bir seyreltmeden
100 pl alinarak igerisinde TSA (Tryptic Soy Agar)
besiyeri olan petri kaplarina yayma yontemi ile
ekilmistir (Johnson ve Curl, 1972). Bu petriler
daha sonra 25 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmugtir. inkiibasyon siiresinin sonunda farkls
koloni morfolojisine sahip oldugu belirlenen
bakteriler saflagtirilmistir. Bu bakteriler daha
sonra aday antagonist ¢aligmalarinda kullanilmak
iizere igerisinde YDCA (Yeast Dekstroz Kalsiyum
Karbonat Agar) besiyeri bulunan egik deney
tiplerine almarak +4 °C’de buzdolabinda
saklanmigtir.

Topraktaki Toplam Bakteri Popiilasyonunun
Hesaplanmasi

Topraktaki  toplam  bakteri  popiilasyonun
hesaplanmas1 amaciyla igerisinde 250 ml salin
buffer bulunan siselere 25 g toprak Ornegi
koyulmustur. Bu siseler 150 rpm hizda 2 saat
calkalayicida calkalanmistir. Elde edilen bu
soliisyondan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml salin
buffer bulunan siselere aktarilmis ve 10 ya kadar
seyreltme serileri hazirlanmistir. Daha sonra her
bir seyreltmeden alinan 100 pl soliisyon TSA besi
yerine konulmus ve bir baget yardimiyla besiyeri
iizerine yayimistir. Bu petriler 25 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda her
bir seyreltme i¢in petri kabinda gelisen koloniler
sayilmigtir. Elde edilen veriler iizerinden [(Koloni
sayist x Seyreltme 6rnegi x 10 = 1 g topraktaki
bakteri sayisi (koloni/g toprak)] formiililne gore
toprak Orneklerindeki popiilasyon yogunlugu
hesaplanmistir (Klement ve ark.,1990).
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Rizosfer Bakterilerinin In vitro’da Acidovorax

citrulli’ye Kars1 Antagonistik Etkilerinin
Belirlenmesi

Calismada  aday  antagonist  bakterilerin
antagonistik  etkilerinin ve  aktivitelerinin

belirlenmesinde; antibiyosis, siderofor {liretiminin
belirlenmesi, indol asetik asit (IAA) {retme
miktarlar1 ve fosforu ¢6zme yeteneklerinin
belirlenmesi olmak {izere toplamda 4 farkli
yontem kullanilmigtir,. Tiim bu ydntemlerin
sonucunda Acidovorax citrulli’ye karsi etkili
bulunan ve birden fazla etki mekanizmasina sahip
oldugu belirlenen aday antagonistlerden tohum
denemesinde kullanmak amaciyla secimler
yapilmustir.

Antibakteriyel Etkinin Belirlenmesi: Aday
antagonist bakterilerin antibakteriyel etkisinin
belirlenmesinde ikili kiiltiir testi kullanilmistir
(Mirik ve ark., 2008; Aktepe ve Aysan, 2023). Bu
amacla aday antagonistler TSA besiyerinde saf
olarak gelistirilmistir. Daha sonra bu kiiltiirlerden
alinan saf bakteriler, her bir petri kabinda 3 farkli
noktaya 120 derecelik agiyla inokule edilmistir.
Bu petriler 25 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu
siirenin sonunda 5.2x 107 hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanmig olan patojen siispansiyonu 24 saat
gelistirilen aday antagonistlerin  bulundugu
petrilere esit uzakliktan piskiirtiilmiis ve petrinin
tamaminin patojenle kaplanmasi saglanmistir. Her
bir aday antagonist icin 3 tekrarli olacak sekilde
deneme kurulmustur. Kontrol petrilere sadece
patojen Acidovorax citrulli piskiirtiilmiistiir.
Piiskiirtme islemi tamamlanan petriler 25 °C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda petri kabinda olusan inhibisyon zonlari
(mm) dlgiilerek degerlendirmeler yapilmigtir.

Siderofor Uretiminin Belirlenmesi: Acidovorax
citrulli’ye antibakteriyel etkisi oldugu kanitlanan
bakterilerin siderofor iiretme potansiyellerinin
belirlenmesi amaciyla Chrome Azurol-S Agar
(CAS) besiyeri kullanilmigtir  (Schwyn ve
Neilands, 1997). Bu amagla oncelikle antagonist
bakteriler ~ saf olarak TSA  besiyerinde
gelistirilmistir. Saf olarak gelisen bu bakteriler
steril 6ze yardimiyla Chrome Azurol-S Agar
(CAS) igeren besiyerine 3 nokta ekim teknigiyle
inokule edilmistir. Bu petriler 25 °C’de 7 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda antagonist bakteri etrafinda olusan
sarims1 renkte bir hat olusmasi durumunda

siderofor tiretiminin pozitif oldugu belirlenmistir.
Deneme her antagonist icin 3 tekrarli olarak
kurulmustur.

Indol Asetik Asit (IAA) Aktivitesinin
Belirlenmesi: Bir biiylime hormonu olan [AA
iireten antagonistler bitkinin saglikli bilylimesini
saglar ve bitkinin hastaliklara kars1 direncini
arttirir. Acidovorax citrulli’ye antibakteriyel etkisi
oldugu belirlenen antagonist bakterilerin IAA
iretme yeteneklerinin tespit edilmesi amaciyla
Salkowski yontemi kullanilmistir (Patten ve
Glick, 2002). Bu yontemde Oncelikle antagonist
bakteriler s1vi ortamda 48 °C’de gelistirilmistir. Bu
bakteri siispansiyonundan 500 pul alinarak
icerisinde L-tryphtophan bulunan steril LB
besiyerine eklenmistir. Bakteri iceren LB besiyeri
30 °C’de 4 giin boyunca ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda deney
tiipleri 5000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen tiiplerin ist kisminda bulunan
slipernatanttan 1 ml alinarak iizerine yaklasik 40
ul fosforik asit eklenmistir. Daha sonra 4 ml
Salkowski ¢ozeltisi (150 ml %98’lik H,SO4, 250
ml distile H,O, 7.5 ml-0.5 M FeCl;-6H>0) igeren
deney tiliplerine hazirlanan bu karigim ilave
edilmistir. Bu tiipler oda sicakliginda, karanlik
ortamda 30 dk bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda bu c¢ozeltiler spektrofotometrede 535
dalga boyunda okunarak absorbans degerleri
tespit edilmistir. Elde edilen bu degerler saf [AA
cozeltisinden elde edilen IAA konsantrasyon
egrisiyle karsilastirilmig ve antagonist bakterilerin
IAA iiretim miktarlar (ug/ml) tespit edilmistir.

Fosforu Cozme Yeteneginin Belirlenmesi:
Fosforu ¢ozerek bitkinin alimini kolaylastiran dost
bakteriler, bitki biiylimesini tesvik eder ve bu
sayede bitkilerin hastaliklara karst direngli
olmasin1 saglarlar.

Acidovorax citrulli’ye karsi antibakteriyel etkisi
oldugu tespit edilen antagonist bakterilerin fosforu
¢ozme potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla
Pikovskaya Agar (PVK) besiyeri hazirlanmistir.
Aday antagonistlerin 24 saatlik taze kiiltiiriinden
steril 6ze ile alinmis ve PVK besiyerine her bir
antagonist ayr1 ayr1 inokule edilmistir. Bu petriler
25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda petriler kontrol edilmis ve
antagonist bakterilerin inokule edildigi bolgenin
etrafinda seffaf zon olugmasi durumunda test
sonucu pozitif kabul edilmistir (Pikovskaya,
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1948). Deneme her antagonist i¢in 3 tekrarh
olarak kurulmustur.

Rizosfer Bakterilerinin Tohum Uygulamasi
Yontemiyle Kavunda Fide Yanmikhg:
Hastalhigr’na Etkisinin Belirlenmesi
Laboratuvar denemelerinde aday antagonistlerin
Acidovorax citrulli’ye kars1 antagonistik etkisi 4
farkli yontemle (Antibiyosis, Siderofor Uretimi,
IAA Uretimi, Fosforu Cozebilme Potansiyeli)
testlenmistir. /n vitro c¢alismalar1 sonucunda
birden fazla etki mekanizmasiyla patojeni
baskiladig1 belirlenen 8 antagonistin, Acidovorax
citrullinin neden oldugu hastalik giddeti
iizerindeki baskilayici etkileri tohum uygulamasi
yontemiyle arastirilmistir.  Tohum denemeleri
sonucunda bu 8 antagonist icerisinden en basarili
bulunan 2 antagonistle ikinci bir biyolojik tohum
uygulama denemesi kurulmustur.

Kavun tohumlarina patojenin bulastirilmasi
amaciyla, saf olarak gelistirilen Acidovorax
citrulli kiiltiirlerinden 10® hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanan siispansiyonlar igerisine tohumlar
konulmus ve oda sicakliginda 200 rpm’de 30
dakika siireyle galkalayicida karigtirilmigtir. Daha
sonra bu tohumlar ince tiil slizgecten gegirilerek
steril kabin igerisinde kurutma kagitlarina alinmig
ve 1 saat kurumasi saglanmistir. Tohumlara
patojen bulastirma agsamasindan sonra antagonist

bakterilerin saf kiiltiirleri TSA besiyerinde
gelistirilmis ve bu kiiltiirlerden 10® hiicre/ml
yogunlugunda antagonist slispansiyonlari
hazirlanmustr. Bu antagonist iceren

siispansiyonlar igerisine tohumlar konulmus ve
150 rpm hizda 30 dakika boyunca ¢alkalanmstir.
Bu siirenin sonunda tohumlar ince tiil siizgecten
gecirilerek siiziilmiis ve steril kabin igerisinde
kurutma  kagitlarinda 1  saat  kurumaya
birakilmistir. Negatif kontrol tohumlar steril saf su
igerisinde c¢alkalanirken pozitif kontrol sadece
patojen bulastirilmis tohumlardan olusmustur.

Antagonist uygulamasi yapilmig hastalikli kavun
tohumlari, steril torf iceren plastik kaplara ekilmis
ve iklim odasinda 28 °C’de %85 nem varliginda
yetistirilmistir.  Birinci denemede her bir
antagonist bakteri i¢in deneme 3 tekrarli olarak
kurulmustur. Her tekrarda 35 adet tohum, her
antagonist bakteri i¢in toplamda 105 adet tohum
kullanilmigtir. Ikinci denemede ayni sekilde 3
tekrarli kurulmus olup her tekrarda 50 adet tohum,
her antagonist i¢in toplamda 150 adet tohum

kullanilmistir.  Kavun tohumlart ¢imlendikten
sonra giinliik olarak hastalik ¢ikisi takip edilmis ve
bitkilerin temel bakim islemleri rutin olarak
yapilmstir. Giinliik yapilan gézlemler sonucunda
pozitif kontrol bitkilerin biiylikk ¢ogunlugunda
hastalik  belirtileri ~ goriildiigiinde ~ deneme
sonuclandirilmistir.

Degerlendirme

Antagonist bakteriyel izolatlarin Acidovorax
citrulli’nin neden oldugu hastalik siddeti iizerine
etkisinin tespit edilmesi amaciyla Cizelge 1’de
verilen 0-7 skalasina gore kotiledon yapraklardaki
lekelenme orani dikkate alinarak her bir bitki igin
skala degeri belirlenmistir (Horuz, 2021). Elde
edilen bu skala degerleri lizerinden Tawsend-
Heuberger formiiliine gore hastalik siddeti (%)
hesaplanmigtir. Antagonist bakterilerin, hastalik
siddetini azaltma orami ise %Abbott formiiliine
gore belirlenmis ve elde edilen veriler kullanilarak
LSD c¢oklu karsilagtirma testiyle uygulamalarin
birbirinden farklilig1 saptanmistir.

Cizelge 1. Hastalik Siddetinin Belirlendigi 0-7
skalas1 (Horuz, 2021).

Skala Hastalik Durumu

0 Hastalik belirtisi yok

Yapragin % 1-10’unda lekelenme
Yapragin % 11-20’sinde lekelenme
Yapragin % 21-35’inde lekelenme
Yapragin % 36-50’sinde lekelenme
Yapragin % 51-70’inde lekelenme
Yapragin % 71-85’inde lekelenme
Yapragin % 86-100’tinde ¢okme ve
Oliim

N (N[N (W~

Basaril Antagonist Bakterilerin Tanilanmasi
Bitki bakteriyolojisinde klasik (farkl
besiyerlerinde koloni morfolojisi, LOPAT testleri,
potasyum hidroksit ile gram reaksiyon testi vd.),
serolojik (ELISA, Agliitinasyon vd.) ve molekiiler
testlere (PCR, Real Time PCR vd.) dayanan
birgok tanilama teknigi bulunmaktadir. Bu testler
cesitli biyokimyasal kriterler, farkli igerige sahip
besiyerleri, maliyetli kimyasallar ve zaman alic1
prosediirler gerektirmektedir. Buna karsilik
MALDI TOF MS daha basit metodolojik yaklasim
igeren, teshiste kullanilan malzeme ve zamam
onemli Ol¢lide azaltan ve dakikalar igerisinde
sonu¢ verebilen basarili bir tam1 yontemidir
(Wieser ve ark., 2012).
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Bakteriyel antagonistlerin kavunlarda Bakteriyel
Fide Yaniklig1 Hastaligi’na etkisinin arastirildigi
bu c¢aligma kapsaminda, basarili bulunan
antagonist izolatlarin kesin tanis1 Hatay Mustafa
Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi’nde Prof. Dr.
Soner Soylu danigmanliginda Matrix Assisted
Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI TOF MS) analiz yontemi
kullanilarak yapilmigtir. MALDI TOF MS tam
yontemi, temel olarak mikroorganizmalarda
bulunan spesifik peptid ve proteinlerin kiitle
spektrometresi analizine dayanir. Analiz amaciyla
saf olarak besiyerlerinde gelistirilen bakteri
kolonileri matrix sollisyonu iceren target adini
verdigimiz metal tabakalara koyulur ve tabakalar
cihaza yerlestirilir. Daha sonra plakalardaki bu
bolgelerde lazer atisiyla protein molekiillerinin
iyonizasyonu yani harekete gecirilmesi saglanir.
Hareketli, ugusan protein molekiilleri dedektor
sayesinde toplanarak sinyaller kayit altina alinir.
Daha sonra bu veriler bilgisayar yaziliminda
bulunan kiitiiphane verileri ile karsilastirilarak
mikroorganizmalarin kesin tiir tamilar yapilir
(Ahmad ve ark., 2012; Aktan ve Soylu 2020).

Bulgular ve Tartisma

Topraktan Rizosfer Bakterilerin izolasyonu
Bakteriyel Fide Yanikligi ve Meyve Lekesi
Hastalig1 etmeni Acidovorax citrulli’nin biyolojik
miicadelesinde  kullanilabilecek, antagonistik
potansiyeli olan bakteriyel izolatlar1
kesfedebilmek amaciyla Konya ilinde kavun ve
karpuz, Adana ilinde kavun, karpuz ve domates,
Mersin ilinde okaliptiis ve ¢am agaci rizosferinden
toprak oOrnekleri alinmis ve bu Omeklerden
bakteriyolojik yontemlere gore izolasyonlar
yapilmustir.

Adana, Mersin, Konya olmak {izere 3 ilin 7 farkli
bolgesinden alman toprak oOrneklerinden 228’1
bakteri, 13’ maya olmak {izere toplamda 241
izolat saflastirilmistir. Cizelge 2’de gorildiigi
iizere bu izolatlarin 59’u karpuz, 63’1 kavun, 23’
domates, 45’1 okaliptis ve 51 adedi g¢am
rizosferinden izole edilmistir.

Cizelge 2. Toprak Orneklerinden Izole Edilen
Bakteri ve Maya Sayilar

il Rizosfer | Topraktan Elde Edilen
Bolgesi Izolat Sayis1
Kavun 47 Bakteri, 6 Maya
Adana | Karpuz 45 Bakteri, 1 Maya
Domates 20 Bakteri, 3 Maya
.| Okaliptiis 44 Bakteri, 1 Maya
Mersin Cam 49 Bakteri, 2 Maya
Konva Kavun 10 Bakteri, 0 Maya
Y Karpuz 13 Bakteri, 0 Maya
Toplam 228 Bakteri + 13
P Maya=241 izolat
Rizosfer oOmneklerinden yapilan izolasyonlar

sonucunda petri kaplarinda, farkli morfolojik
Ozelliklere sahip cok sayida bakteri ve maya
gelisimi goriilmiistiir. Adana’da kavun ve karpuz
yetistirilen {retim alanlarindan alman toprak
orneklerinde pembe, kirik beyaz ve beyaz renkte
bakteriler daha yogun olarak gelismistir. Bu
bakterilerden kirik beyaz ve beyaz renkte olanlarin
cogunlukla mat ve simetrik olmayan yapida
oldugu belirlenirken pembemsi olanlarin parlak ve
diizgiin sekilli bir goriiniise sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica maya gelisiminin kavun
orneginde daha yogunken karpuz 6rneginde daha
sinirli  oldugu  goriilmiistiir. Buna karsilik
Adana’dan alman Orneklerin aksine Konya’dan
alman  karpuz ve kavun  Orneklerinde
biyogesitliligin daha az oldugu belirlenmis ve bu
ormeklerde g¢ogunlukla aymi tipte bakteri
kolonilerinin geligtigi goriilmiistiir. Bu kolonilerin
genellikle mat veya parlak kremsi beyaz renkte
olup agirlikli olarak diizgiin sekillere sahip oldugu
belirlenmistir. Bunlarm yam1 sira Konya
orneklerinde maya gelisiminin goriilmedigi tespit
edilmistir. Mersin ilinden alinan ¢cam ve okaliptiis
orneklerinde bakteri gelisimi mayalara gore daha
fazla olmustur. Okaliptiis Omeginde agirhikl
olarak kremsi, beyaz renkte, siinme egiliminde
olan parlak renkte bakteri kolonileri gdriiliirken
cam Orneginde sari, turuncu, pembe, beyaz ve
bunlarin tonlart olmak iizere ¢ok farkli renklerde;
simetrik, ortas1 bombeli parlak, beyaz iizeri
kabartmali, dairesel opak goriiniimlii gibi gesitli
tip ve sekillerde bakteri gelisimleri goriilmiistiir.

Topraktaki Toplam Bakteri Popiilasyonu
Tarimsal uygulamalarin (toprak isleme, pestisit ve
kimyasal giibre kullanimi vd.) yaygm olarak
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kullanildigr kavun, karpuz ve domates iiretim
alanlar1 ile tarimsal {iretimin yapilmadigi bilinen,
dogal bir dengeye sahip cam ve okaliptiis
ormanlarinin  bulundugu bdlgelerden toprak
ornekleri alinmis ve bu toprak oOrneklerindeki
toplam bakteri popiilasyonlari tespit edilmistir.

Rizosfer  topraklarindaki  toplam  bakteri
popiilasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
analizler sonucunda toprak drneklerindeki toplam
bakteri popiilasyonunun 100x10° ile 800x10°

koloni/g toprak arasinda degistigi tespit edilmistir
(Sekil 1).

800
800

Koloni*10°/ g toprak
2
=

Sekil 1. Toprak Orneklerindeki Toplam Bakteri
Popiilasyonu

Cam topra@1, 800x10° koloni/g toprak ile en fazla
popiilasyona sahip 6rnek olarak belirlenmistir.
Bunu 200x10° koloni/g toprak ile kavun (Adana)
ve karpuz (Adana) ornekleri izlemistir. Domates,
okaliptiis, kavun (Konya) ve karpuz (Konya)
ornekleri ise 100x10° koloni/g toprak ile en az
popiilasyona sahip toprak ornekleri olarak tespit
edilmistir.

Toprak biyogesitliligin zenginligi ve mikrobiyal
topluluklarin popiilasyonu, toprak verimliligi ve
bitki sagligi iizerinde oldukca Onemli etkilere
sahiptir. Toprakta bulunan mikrobiyota, karbon ve
azot dongiisii, organik bilesiklerin ayrigmasi,
bitkilerde besin kullanilabilirligi ve bitki
hastaliklarmin baskilanmas1 gibi bir¢ok biyolojik
stirecle  baglantilidir. Ozellikle ~ modern
konvansiyonel tarimin yayginlagsmasiyla kimyasal
giibreler ve pestisitlerin kullanimlarindaki artis,
toprak mikrobiyotasinin azalmasina ve toprakta

bulunan organik maddenin kalitesinin
bozulmasina neden olarak mikrobiyal
popiilasyonu  negatif yonde etkilemektedir

(Thiele-Bruhn ve ark., 2012). Bu konu iizerine
yliriitilen bir calismada Pampulha ve Oliveira
(2006), %60 bromoxynil+%3 prosulfuron iceren

herbisit kombinasyonunun, dehidrogenaz
aktivitesi {izerinde etkili olarak topraktaki
mikrobiyal popiilasyonun azalmasina neden

oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmaya benzer
sekilde Adebavo ve ark. (2007), Thiodan ve
Karate ticari isimli insektisitlerin topraktaki
fungus, aktinomiset ve protozoa sayisinda diisiise
neden oldugunu rapor etmistir.

Bu c¢aligmalar1 destekleyici nitelikte sonuglar elde
ettigimiz bu tez ¢aligmasinda herhangi bir tarimsal
isleme ve kimyasala maruz kalmadig1 bilinen ¢am
agac1 rizosferinden almman topraktaki bakteri
popiilasyonunun,  tarimsal  iiretim  yapilan
alanlardan almman toprak Orneklerine gore daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Cam topraginin
organik madde iceriginin kaliteli olmasi, ¢am
agacinin koklerinden cesitli sekonder
metabolitlerin salgilanmas1 ve toprak yapisinin
bozulmasina yol acacak herhangi bir tarimsal
uygulamanin yapilmamasi bu popiilasyonunun
artmasin1 tesvik eden bazi unsurlar arasinda
sayilabilir.

Rizosfer Bakterilerinin In vitro’da Acidovorax
citrulli’ye Kars1 Antagonistik Etkileri

Kavun, karpuz, domates, okaliptiis ve c¢cam
agacinin rizosfer bolgesinden elde edilen 241 adet
aday antagonist bakteriyel izolat ile daha dnceki
calismalarda bazi patojenlere karsi antagonistik
etkisi kanitlanmis 157 adet antagonist bakterinin
in vitro kosullarda Acidovorax citrulli’ye karst
antagonistik ve bitki gelisimini tegvik eden etki
mekanizmalart 4 farkli yontemle (antibiyosis,
siderofor {iretme potansiyeli, [AA iiretimi, fosfati
¢Ozme yetenegi) arastirilmisgtir.

Antibakteriyel Etki: Antibakteriyel etkisi
aragtirllan 398 aday antagonistten sadece 38
tanesinin Acidovorax citrulli’ye kars1
antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir. Bu
izolatlar petri kaplarinda 0.3-7.7 mm araliginda
inhibisyon zonu olusturmustur. Toplamda 398
aday antagonist bakteri ile yiiriitiilen ikili kiiltiir
testinde 7.7 mm inhibisyon zonu ile OG 1-2, en iyi
etkiyi gosteren izolat olarak tespit edilmistir. Bunu
strasiyla 7.0, 5.3 ve 4.3 mm inhibisyon zonu ile
OG 1-2, Y17 ve Y28 isimli izolatlar izlemistir. Ote
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yandan Y90, Y8, Y65, Y13 ve OG 7-7 kodlu
izolatlar patojenin gelismesine firsat vermeyerek
petri kabin1 hizh bir sekilde kaplamustir.

Siderofor Uretme Yetenegi: Demir, cesitli
toprak tiirlerinde bol miktarda bulunan temel bir
mikro besin elementi olmasina ragmen genellikle
toprakta cogu bitki ve diger organizmalar
tarafindan kullanima elverisli olmayan kompleks
bir yapida (Fe™) bulunur. Rizosfer bakterileri
tarafindan {retilen sideroforlar, kompleks yapili
bu molekiillerin ¢ézlinmesini saglayarak demiri
bitkiler icin almabilir forma (Fe™)
doniistiirmektedir. Boylece sideroforlar, bitkilerde
demir ihtiyacinin  giderilmesine  yardimci
olmaktadir (Arora ve ark., 2013; Boiteau ve ark.,
2016). Bununla birlikte demirin kisith bulundugu
ortamlarda siderofor iireten antagonist
mikroorganizmalar ve fitopatojenler arasinda
demir i¢in rekabet olusmaktadir. Ferrik demire
baglanma egiliminde olan mikrobiyal sideroforlar,
fitopatojenlerin demire erisimini sinirlayarak
patojen popiilasyonun azalmasma neden olur ve
boylece bitkilerde hastalik olusumu ve gelisimini
dolayli olarak azaltabilmektedir (Beneduzi ve
ark., 2012; Saha ve ark., 2016).

CAS besiyeri kullanilarak yapilan in vitro testler
sonucunda 38 bakteriyel izolattan sadece 15
tanesinin siderofor iiretme yetenegine sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu 15 antagonist bakteri
etrafinda ortalama 0.67-2.67 mm araliginda
sarims1 bir hat olusmustur. Y57, Y28 ve Y32
isimli bakteriler 2.67 mm sar1 hat ile siderofor
iiretme potansiyeli en yiiksek bakteriyel izolatlar
olarak belirlenmis ve bunlar1 2.33 mm ile Y90
izlemistir. Y49 ise 0.67 mm ile siderofor {iretme
potansiyeli en diislik izolat olarak belirlenmistir.

Bitki biiylimesini destekleyen bakteriler (PGPB)
olarak bilinen, tohum ve kok gibi bitki organlarina
uygulandiginda bitkilerde gelismeyi tesvik eden,
bitki hastaliklarinin  baskilanmasinda G6nemli
rolleri olan bir¢cok Pseudomonas tiirli vardir.
Birgok aragtirict Pseudomonas cinsi bakterilerin
bitki hastaliklarmin baskilanmasinda yaygin
olarak kullandiklart mekanizmalardan birinin
pyoverdin ve pycohelin gibi sideroforlarin iiretimi
oldugunu bildirmistir (Kloepper ve ark., 1980).
Lim ve ark. (2002) tarafindan yiiriitilen bir
calismada Psedudomonas fluorescens GL20 isimli
rizobakterinin fasulyelerde Fusarium solani’nin

neden oldugu Kok Ciirtikligii Hastaligi’m kayda
deger diizeyde baskiladigini ve ayn1 zamanda bitki
biiylimesini tegvik ettigini bildirmistir. Bagka bir
calismada ise Wensing ve ark. (2010),
Pseudomonas syringae pv. glycinea’nin neden
oldugu Soya Fasulyesinde Bakteriyel Yaniklik
Hastaligi’'nin  biyokontroliinde, Pseudomonas
syringae pv. syringae 22d/93’lin etkili oldugunu
bildirmis ve bu antagonist bakterinin onemli
diizeyde siderofor {rettigini rapor etmistir.
Pseudomonas cinsinin yani sira Rhizobium,
Azotobacter ve Azosprillum gibi bircok bakteri
cinsine ait ¢esitli bakterilerin de biyokontrol etki
mekanizmalar1 ~ sideroforlardir.  Ornegin  bir
caligmada, hidroksamat tipi siderofor iireten
Azotobacter chrococcum RRLJ 203’lin Fusarium
oxysporum, F. solani ve F. moniliforme gibi
birgok fungal patojen lizerinde biyokontrol etkisi
oldugu bildirilmistir (Saikia ve Bezbaruah, 1995).

Indol Asetik Asit (IAA) Uretme Miktar:
Fitohormonlar, bitkilerde hiicre genislemesi ve
boliinmesi, tohum ¢imlenmesi, ¢i¢eklenme, kok
olusumu, dormansi ve yaprak dokiilmesi gibi
bircok  hiicresel ve  fizyolojik  siireci
diizenlemektedir (Lwin ve ark., 2012). Bu
hormonlarm en Onemlileri arasinda yer alan
oksinler; indol, naftelen, fenoksi ve benzol olmak
lizere 4 gruba ayrilmaktadir. Indol grubuna dahil
olan ve bitkilerde dogal bir sekilde iiretilebilen
Indol Asetik Asit (IAA), oOzellikle tepe
tomurcuklar1 ve kok uglar1 gibi meristematik
dokularda sentezlenerek bitkilerde biiyiimeyi ve
gelismeyi tesvik etmektedir (Seger, 1989). Bu
sayede IAA, bitkilerde dayanikliligi arttirarak
dolayli yoldan hastalik olugsumunun ve gelisiminin
azaltilmasini saglayabilmektedir.

Ikili kiiltiir testleri sonucunda Acidovorax
citrulli'ye kars1 antibakteriyel etkisi oldugu
saptanan 38 bakteriyel izolatin IAA {retme
aktivitesi, Salkowski yoOntemi uygulanarak
hazirlanmig bakteri igeren cozeltilerin
spektrofotometrede okunmasiyla analiz edilmistir.
Analiz sonucunda bakteriyel izolatlarn TAA
iiretme miktarlar1 (ug/ml) tespit edilmistir. Indol
Asetik Asit (IAA) tiretim miktarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan analizler sonucunda 27 izolatin
diisiik miktarda (3.6-26.2 pg/ml) IAA firettigi
tespit edilirken 11 izolatin yiliksek miktarda
(156.8-170.5 pg/ml) TAA firettigi belirlenmistir.
En yiiksek TAA {iretim miktar1 170.5 pg/ml ile
Y90, Y65, Y63, Y61, Y13, OG 7-7, OG 1-2, OG
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1-10, AZ 10(6)2 ve B isimli izolatlarda
gOriilmiistiir. Bunlar1 156.8 pg/ml iiretim miktari
ile Y28 izlemistir. Y62 ve Y14 ise sirasiyla 5.5 ve
3.6 pg/ml konsantrasyonla en az TAA freten
izolatlar olarak belirlenmistir.

Cesitli llkelerden farkli arastiricilar tarafindan
yiriitilen birgok c¢alismada, baz1 rizosfer
bakterilerinin IAA tiretme yoluyla farkl bitkilerde
biiylimeyi ve gelismeyi tesvik ettigi bildirilmistir
(Aktan ve Soylu, 2020). Reetha ve ark. (2014),
sogan rizosferinden izole ettikleri ve IAA {iretme
yetenegine sahip oldugunu belirledikleri Bacillus
subtilis ve Pseudomanas fluorescens’in, sogan
yumrularina uygulanmasmin bitkilerde kok
gelisimini tegvik ettigini bildirmislerdir. Baska bir
calismada ise Velusamy ve ark. (2013),
rizosferden elde ettikleri PDY7 isimli izolatin
Xanthomonas oryzae pv. oryzae’nin neden
oldugunu Celtik Bakteriyel Yaniklig1 Hastaligi’m
%51.88 oraninda baskiladigin1 belirlemis ve
bununla birlikte P. fluorescens olarak tanilanan
PDY7’nin IAA {iretme yoluyla ¢eltik bitkilerinde
biiylimeyi destekledigini rapor etmiglerdir.

Fosforu Cozme Yetenegi: Fosfor, bitkiler igin
azottan sonra ikinci en Onemli bitki besin
elementidir. Bitkilerde c¢esitli fizyolojik ve
biyolojik siireglerde (hiicre boliinmesi, sinyal
iletimi, fotosentez vd.) Onemli rolleri olan
fosforun  %95-99°u  genellikle  toprakta
¢oziinemeyen formda bulunur ve bu nedenle
bitkiler fosforu verimli bir sekilde kullanamaz
(Vassilava ve ark., 1998). Organik fosfor, bircok
toprakta toplam fosforun biiylik ¢ogunlugunu
olusturmaktadir. Ancak bitkiler fosforu, genellikle
inorganik formda kullanabilirler. Organik fosfor
bilesiklerinin mineralizasyonu genellikle fosfataz
enzimleri araciligiyla gerceklesmektedir.
Topraktaki fosfataz aktivitesinin ana kaynaginin
mikrobiyal kokenli oldugu disiiniilmektedir.
Bitkiler i¢in fosforun kullanilabilirligini arttirmak
amaciyla Pseudomonas, Rhizobium, Enterobacter
ve Bacillus gibi bir¢cok bakteri cinsi, organik asit
iiretme yoluyla fosforu bitkiler icin alinabilir
forma (HPO,* ve H,PO* ) doniistiiriir ve bdylece
bitkilerde biiyiime ve gelismeyi tesvik eder. Bu
fonksiyona sahip bakteriler ‘Fosfat Coziici
Bakteriler (PBS)’ adlandirilmaktadir (Singal ve
ark., 1994). Bitki biiylimesini tegvik eden PSB’ler;
rekabetci kok kolonizasyonu, litik enzimler ve
allelokimyasallarin ~ sentezi ve  virlilenslik

faktorlerinin  detoksifikasyonu  gibi  ¢esitli
mekanizmalarla fitopatojenlerin neden oldugu
bitki hastaliklarin1 baski altina alirlar ve ayrica
bitkilerde hastaliklara karst direnci
uyarabilmektedir (Siili ve ark., 2016; Paul ve
Sinha, 2017; Soylu ve ark., 2021; Kara ve Soylu,
2022; Soylu ve ark., 2022). Mohammed ve ark.
(2020) tarafindan yiriitiilen bir calismada fosforu
¢cozdiigli bilinen Pseudomonas fluorescens’in
lipaz, proteaz ve o-amilaz iireterek Ralstonia
solanacearum’un metabolik aktivitesine zarar
verdigi bildirilmis ve bu antagonistin uygulandigi
domates bitkilerinde R. solanacearum’un neden
oldugu solgunluk belirtilerinin azaldig1 rapor
edilmistir.

Bu calisma kapsaminda, Acidovorax citrulli’ye

kars1 antibakteriyel etkisi ispatlanmig 38
bakteriyel izolatin fosforu ¢6zme yetenegi
Pikovskaya ~ Agar  besiyeri  kullanilarak

testlenmistir. /n vitro’da yiiriitilen denemede, 38
izolattan higbirinin fosforu ¢6zme yetenegine
sahip olmadig: tespit edilmistir.

Rizosfer Bakterilerinin Tohum Uygulamasi
Yontemiyle Kavunda Fide Yanmikhgi
Hastahigr’na Etkisi

Calismanin son kisminda ise in vitro denemeleri
sonucunda ¢ farkli etki ~mekanizmasina
(Antibiyosis, Siderofor liretme ve TAA iiretme)
sahip oldugu belirlenen Y28, Y61, Y90, Y13,
Y65, OG 1-2 ve OG 7-7 isimli izolatlar ile
rizosferden izole edilen bakteriler icerisinde en
yiiksek antibakteriyel etkiye sahip izolat olan
Kavun 10’un kavunlarda Fide Yanikligi
Hastaligi’'n1  baskilama  potansiyeli  tohum
uygulamasi yontemiyle aragtirilmasgtir.

Birinci tohum denemesinde, Acidovorax citrulli
ile bulagik kavun tohum tohumlarina 8 farkh
antagonist bakteriyel izolat uygulanmistir. Bu
bakteriyel izolatlar, hastalik siddetini %0.48 ile
%39.45 araliginda degisen oranlarda azaltmistir.
Istatiksel olarak degerlendirildiginde, en basarili
istatistiki grupta yer alan Y28 ve Y90 hastalig
sirastyla %39.45 ve  %34.61  oraninda
baskilamugtir. Tkinci istatistiki grubu %11.38 etki
orantyla Y61 olustururken diger bir etkili grupta
yer alan OG 7-7°de bu oran %9.94 olarak tespit
edilmistir. Diger 4 izolat (Kavun 10, Y13, OG 1-2
ve YO65) ise hastaligt her ne kadar belirli
diizeylerde engellese de kontrole gore
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uygulamalar arasinda istatistiki olarak fark

saptanamamistir (Cizelge 3; Sekil 2).

Cizelge 3. Antagonist Bakterilerin Kavunda Fide
Yaniklig1 Hastaligi’na Etkisi (Birinci Deneme)

baskiladigi tespit edilmistir. Y90 hastalik siddetini
%46.37 oraninda azaltarak en basarili uygulama
olarak belirlenirken Y28’de bu oran %18.97
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4).

LSD (0.05): 3.89; CV:4.9
*Farkl1 harfi iceren ortalamalar istatistiksel olarak
farkhdir.

Pozitif Kontrol

£
<
S
=
=
®
53
o
z

4
, )
Sekil 2. Y90, Y28, Pozitif ve Negatif Kontrol

Uygulamalarinin ~ Hastalik ~ Siddetine  Etkisi
(Birinci Deneme)
Birinci tohum denemesinde en  basaril

uygulamalar olarak tespit edilen Y90 ve Y28 ile
kurulan ikinci tohum denemesinde, bu antagonist
bakteriyel izolatlarin Kavunda Fide Yaniklig
Hastaligi’n1 engelleme potansiyeli bir kez daha
dogrulanmistir. Istatistiki olarak incelendiginde,
her iki uygulamanin da kontrole gore farkl etkiler
gostererek  hastaligi  kayda deger diizeyde

Uygulamalar Hastalik Siddeti | % Etki Cizelge 4. Antagonist Bakterilerin Kavunda Fide
Yaniklign Hastaligi’na Etkisi (Ikinci Deneme)
Y28 334 a* 39.45 Hastalik
Uygulamalar ddeti % Etki
Y90 367 a | 3461 Siddeti
Y61 526 b | 1138 Bacillus
amyloliquefaciens 229 a* 46.37
oG 7-7 53.6 bc 9.94 subsp. plantarum Y-90
Kavun 10 54.8 bed 8.15 Provzdenc;agrettgerz Y- 346 b 18.97
Y13 55.4 bced 7.37
Pozitif Kontrol 427 ¢
0G 1-2 58.0 bed 3.46
LSD (0.05): 6.83; CV:11.2
Y-65 60.1 cd 0.48 *Farkl1 harfi iceren ortalamalar istatistiksel olarak
farklidir
Pozitif Kontrol 60.4 d
Gerek fillosfer gerekse rizosfer bakterilerinin

Acidovorax citrulli’nin neden oldugu Bakteriyel
Meyve lekesi ve Fide Yanikligi Hastaligi’nmin
biyokontroliinde potansiyel vaat ettigi birgok
calisma ile kanitlanmistir. Ozellikle Bacillus
cinsine ait Bacillus cereus (Oliveira ve ark., 2006),
Bacillus megaterium pv. cerealis (Santos ve ark.,
20006), Bacillus amyloliquefaciens (Jiang ve ark.,
2015), Bacillus subtilis (Fan ve ark., 2017; Siili,
2020) ve Bacillus methylotrophicus (Horuz ve
Aysan, 2018b) gibi birgok tiir bu hastaligin
biyokontroliinde etkin antagonistlerdir.

Bacillus amyloliquefaciens’in karpuz bitkilerinde
Bakteriyel Meyve Lekesi ve Fide Yanikligi’'nin
biyokontroliinde kullanilabilecegine dair ilk rapor
Jiang ve ark. (2015) tarafindan verilmistir. Bu
calisma kapsaminda ise Bacillus
amyloliquefaciens ~ subsp.  plantarum  ve
Providencia rettgeri isimli bakteriyel izolatlarin
kavun bitkilerinde biyokontrol bakteri olarak
kullanilabilecegi ilk kez ortaya konmustur.

Basarih Antagonistlerin Tanisi

Acidovorax citrulli’ye kars1 basarisi ispatlanmig
Y90 ve Y28 isimli bakteriyel antagonistlerin tanisi
MALDI TOF MS yoéntemiyle yapilmistir. Tam
sonucuna gore Y28 izolati 2.146 benzerlik indeks
degeriyle Providencia rettgeri olarak
tanilanmistir. Y90°nin benzerlik indeks degeri
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1.884 olarak belirlenerek Bacillus  siderofor  {irettigi  belirlenirken  higbirinin
amyloliquefaciens subsp. plantarum ile tam fosforunu ¢6zemedigi saptanmistir. Bununla

eslesme sagladigi belirlenmistir.

Sonuc ve Oneriler

1980’li yillardan giliniimiize kadar Bakteriyel
Meyve Lekesi ve Fide Yamkligi Hastaligi’nin
miicadelesi amaciyla peroksiasetik asit (Hopkins
ve ark., 2003), kitosan uygulamas1 (Li ve ark.,
2013), laktik asit ve sicak su uygulamasi (Selguk,
2014), rizobakterilerinin (Adhikari ve ark., 2017;
Silii, 2020) ve fillosfer bakterilerinin kullanimi
(Horuz ve Aysan, 2018a) gibi bir¢ok yontem
arastirllmigtir. Ancak patojenin tohum kaynakli
inokulumunu tamamen yok edecek etkili bir
yontem bulunamamis ve hastalik hala diinya
capinda Ozellikle kavun ve karpuz iretim

alanlarinda tehdit unsuru olmaya devam
etmektedir. Bu nedenle bu tez c¢aligmasi
kapsaminda, rizosfer bakterileri ile farkli
patojenlere antagonistik etkileri kanitlanmig
bakterilerin,  Acidovorax  citrulli’ye  karsi
antagonistik etkileri ile etki mekanizmalar

incelenmis ve sonrasinda in vitro’da etkinligi

ispatlanmis  antagonistlerin  biyolojik tohum
uygulamalariyla  hastalik  siddetine  etkisi
arastirllmstir.

Biyokontrol etkilerin yani sira rizosfer toprak
orneklerindeki toplam bakteri popiilasyonlari
tespit edilmistir. Cam topraginda, tarimsal
iretimin yapildig1 toprak oOmeklerine (kavun,
karpuz ve domates) kiyasla daha fazla bakteri
popiilasyonu bulunmus ve biyogesitliligin daha
fazla oldugu gorilmiistir. Cam agacinin
koklerinden salgilanan metabolitlerin toprak
mikrobiyotasimi etkilemesi, bu topragin tarimsal
islem ve kimyasallara maruz kalmamasi dost
mikroorganizmalarin cesitliligini ve
popiilasyonunu tesvik eden faktorlerdendir.

Kavun, karpuz, domates, c¢am, okaliptiis
rizosferinden alman toprak Orneklerinden izole
edilen 241 izolat ve cesitli patojenlere karsi
antagonistik Ozellikler gosteren 157 bakteriyel
izolat olmak iizere toplamda 398 aday antagonist
izolat ile kurulan ikili kiiltlir testinde sadece 38
izolatin Acidovorax citrulli’ye kars1 antibakteriyel
etki gosterdigi saptanmistir. Bu 38 izolatin in vitro
kosullarda siderofor iiretme, IAA iiretme miktari
ve fosforu ¢ozme yeteneklerinin arastirildigi
denemeler sonucunda, 38 izolattan 15’inin

birlikte 10 izolatin ise yiiksek miktarda TAA
iirettigi tespit edilmistir.

In vitro denemeleri sonucunda basarili bulanan &
antagonistle kurulan birinci tohum denemesinde,
bakteriyel izolatlar hastalik siddetini %0.48-39.45
araliginda baskilamis ve en iyi etki Y28 ve Y90
uygulamalarinda goriilmiistiir. Birinci tohum
denemesinde %40’a yakin oranda hastalik
siddetini azaltan Y90 ve Y28 ile kurulan ikinci
tohum denemesinde ise %46.37 etki oraniyla Y90
en basarili uygulama olarak tespit edilmistir.
MALDI TOF MS yontemiyle yiiriitilen tam
caligmalarinda, Y28 kodlu izolat Providencia

rettgeri ve Y90 kodlu izolat ise Bacillus
amyloliquefaciens subsp. plantarum  olarak
tanilanmustir.

Bu calisma kapsaminda, Providencia rettgeri ve
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum,
kotiledon yapraklardaki enfeksiyonlarin kontrol
altina almmasinda kayda deger diizeyde basarili
bulunmustur. Ancak bu ¢alismayi, etkili bulunan
antagonistlerin  gergek yaprak ve meyve
enfeksiyonlarina olan etkisinin arastirilmasina
yonelik calismalar izlemelidir. Ayrica etkili
bulunan biyolojik etmenlerin daha kapsaml
olarak  arastinlarak  farkli  etkiye  sahip
antagonistlerle karigimlarinin Bakteriyel Meyve
Lekesi ve Fide Yamkligi Hastaligi’m1 baskilama
potansiyelleri detayli olarak incelenmelidir.
Bunlarin yam1 sira  Acidovorax citrulli ile
miicadelede  etkili olabilecek yeni yerel
antagonistlerin kesfedilmesine yonelik
caligmalarin yiiriitiilmesi fayda saglayacaktir. Bu
baglamda bu c¢alisma, gelecekte yapilacak
akademik ¢aligmalara yol goOsterici nitelikte
olmasi yoniiyle olduk¢a 6nemlidir.

Tesekkiir

Basaris1  kanitlanan  antagonist  bakteriyel
izolatlarin tanilanmasinda degerli katkilar sunan
Prof. Dr. Soner Soylu’ya (Hatay Mustafa Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
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