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Domates fideliklerinde ¢okerten hastaligina neden olan
Pythium deliense’ ye karsi florasan pseudomonaslarin
etkisinin belirlenmesi*

Ayse ASKIN?® Y. Zekai KATIRCIOGLU®

SUMMARY

The effect of fluorescent Pseudomonads on damping-off of tomato
seedlings caused by Pythium deliense

Damping-off is a common disease causing seedling losses. Although fungicides
have shown promising results in controlling the damping-off disease, phytotoxicity and
fungicide residues are major problems leading to environmental pollution and human health
hazards. In this research, biological control studies of damping-off of tomato caused by
Pythium deliense were conducted by using fluorescent pseudomonads. Tomato seeds were
coated with seventy isolates of fluorescent Pseudomonads isolated from tomato rhizosphere
and were evaluated for their ability to control tomato damping-off caused by P. deliense in
greenhouse conditions. Four isolates were found to be effective in reducing the damping-off
incidence in tomato and showed above 50% efficacies in controlling damping-off. In
addition, the most effectively isolate was found as 11fp (61,02%). Isomaltes named 44fp
(%59,12), 10fp (%53,17) and 47fp (%51,45) fallowed 11fp isolate. The manner of
mechanism of antagonistic effect was further tested 1n vitro conditions.
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OZET

Cokerten hastaligi fide kayiplarina yol agan yaygin bir hastaliktir.
Fungisitler bu hastaligin miicadelesinde iimit verici olmalarina karsin, fitotoksite,
cevre kirliligi ve insan sagligina zararh etkilerinden dolayr problem
olusturmaktadir. Bu arastirmada, domateste ¢Okertene sebep olan Pythium
deliense’ ye karsi1 florasan Pseudomonas izolatlar1 kullanilarak biyolojik miicadele

! Bu ¢aligma ¢ Ankara ili Ayas, Beypazar1 Ve Nallihan {lgelerindeki Domates Fideliklerinde Cokerten
Hastaligina Neden Olan Bazi Fungal Patojenlere Karsi Patojen Olmayan Pseudomonaslarin
Etkisinin Belirlenmesi’’ adli doktora ¢aligmasinin bir boliimiidiir.
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caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Domates bitkisinin rizosferinden izole edilen 70 adet
florasan pseudomonas izolati tohumlara uygulanarak, P. deliense’ ye kars
antagonist etkileri sera kosullarinda arastirilmistir. Dort izolat domateste ¢okerten
siddetini azaltarak etkili olmus ve hastaliga karsi %50’ nin ilizerinde koruma
saglamistir. En yiiksek etkiyi 11fp izolati (%61,02) gostermistir. Bunu 44fp
(%59,12), 10fp (%53,17) ve 47fp (%51,45) izolatlar: takip etmistir. Izolatlarin etki
mekanizmalarina yonelik ¢aligmalar in vitro kosullarda yiiritilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Florasan Pseudomonas, Pythium deliense, ¢okerten, biyolojik
miicadele

GIRIS

Domates, iilkemizin hemen her bolgesinde yetisen, son yillarda da iiretimi
ozellikle sera sartlarinda kesintisiz yaz-kis devam eden bir sebzedir. Ulkemizde,
10.985.355 ton iiretim miktan ile kiiltiirii en fazla yapilan sebze durumundadir
(Anonim 2008). Yurticinde en ¢ok tiiketilen sebzelerin basinda gelen domates,
ihra¢ ettigimiz taze sebzeler arasinda da ilk kalemi olusturmaktadir. Domateste
cokerten hastaligi fidelerde Onemli kayiplara yol agmaktadir. Pythium spp.,
Phytophthora spp., Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Sclerotinia spp. ve
Alternaria spp. gibi fungal patojenler domatesi de igeren birgok sebze fidesinde
zarar olusturmaktadir. Fideler c¢ikis oncesi ve c¢ikis sonrasi donemde bu patojen
saldirilarina karsi oldukg¢a hassastirlar. Fide eger ¢ikistan 6nce etkilenirse zayif bir
cimlenme goriilmekte cikistan sonra ise fideler devrilerek 6lmekte ve bu durum
¢Okerten olarak adlandirilmaktadir. Cokerten zarart sonucunda fidelikte ocaklar
halinde bosluklar meydana gelmektedir. Fidelik kosullari uygun oldugunda
hastalik, fidelerin tamamen tahrip olmasina neden olabilir. Domates fidelerinde
¢okertene neden olan en onemli fungal etmenler Pythium spp. ve Rhizoctonia
solani’ dir (Walker 1952, Karahan 1965).

Hastalikla miicadelede fungusitler yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat
fungusitler ¢okerten hastaliklarinin kontroliinde iimit verici olmalarina karsin,
fitotoksite, fungal kalintilar, ¢evre kirliligi ve insan sagligina zararli etkileri
nedeniyle problem olusturmaktadirlar (Ramamoorthy et al. 2002). Hastaliga sebep
olan etmenlerden Pythium spp. ‘nin fungusitlere karsi dayaniklilik gelistirmesi
hastalik kontroliinde fungusit kullanimini sinirlamaktadir (Whipps and Lumsden
1991). Bu hastalia karsi kullanilan fungusitler hastaligi olusturan etmenlerin
hepsine karsi etkili olamayabilmektedirler. Toprak sterilizasyonu sicak iklim
kosullar1 altinda basarili olmasina karsin serin iklim kosullart igin pratik
olmamaktadir (Katan 1987). Hastalikla miicadelede hizli bir tohum ¢imlenmesi ve
fide gelisiminin olmasi1 ve bitkide bagisikligin kazandirilmasi ile ileri donem
hastaliklarina karst da koruma saglanmasi yoniinden 6nemlidir.

Florasan Pseudomonaslar antagonist mikroorganizma potansiyeline
sahiptirler ve toprak kokenli patojenlere karsi antagonist etki gostermektedirler.
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Biyolojik savag icinde 1980’ lerden sonra bitki gelisimine olumlu etkileri, hizl
gelismeleri ve gliclii anatgonist etkileriyle 6n plana ¢ikan etmen grubu olarak
florasan Pseudomonaslar énemli bir yere sahiptir (Bora ve Ozaktan 1998). Bu
bakteriler bitkilere bagisiklik kazandirarak ileri donem hastaliklardan bitkileri
koruyabilirler.

Glintimiizde, gerek biyolojik miicadele etmeni gerekse bitki gelisimini
tesvik edici bakteriler olarak biiyiik ilgi géren florasan Pseudomonaslar ile bir¢ok
biyolojik miicadele caligmalar yiiriitilmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda bu
bakterilerin ¢esitli hastaliklara karsi iiretilmis biopreparatlart bulunmaktadir
(Mcspadden Gardener and Fravel 2002, Maurhofer et al. 1992, Gulati et al. 1999,
Landa et al. 2002, Buysens et al. 1996, Bora ve Ozaktan 1998).

Bu ¢alismada Ankara ili domates fideliklerinde ¢okerten hastaligina neden
olan oOnemli fungal patojenlerden Pythium deliense’ye karsi florasan
Pseudomonaslar kullanilarak biyolojik miicadele ¢alismalari yapilmustir.

MATERYAL VE METOT

Calisma 2003 yilinda Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisti’
ne ait iklim odalarinda Joker (yer domatesi) cesiti test bitkisi ve florasan
Pseudomonas izolatlar1 kullanilarak yiriitilmistiir. Saks1 denemelerinde kullanilan
fide harci 1:1:1 oraninda bahge topragi, dere kumu, yanmis ahir giibresi karigimi
seklinde hazirlanarak toprak sterilizatoriinde 121°C” de 75 dak. iki giin ard arda
steril hale getirilmistir.

Fungal inokulum hazirlamak amaciyla misir unu kum ortami kullanilmistir.
Bu amagla %3 musir unu %97 kum karisimina 20 kisim su ilave edilerek hazirlanan
ortam cam siselere doldurmus ve fide harcinda oldugu gibi steril edilmistir.

Bu calismada kullanilan florasan Pseudomonas izolatlarin1 elde etmek
iizere Ankara ili; Ayas, Beypazari ve Nallihan ilgelerindeki fidelik ve tarla
donemindeki 75 adet saglikli domates bitkisi kokiinden ornekler alinarak
laboratuara getirilmistir.

Saglikli bitki orneklerinin kokleri ¢cesme suyu ile yikanarak bistiirii ile
yiizeysel parcalar alinmis ve 100 ml steril saf su i¢inde 2 g 6rnek olacak sekilde
erlenlere konulmustur. Erlenler 30 dakika siireyle 140 rpm’ de ¢alkalanmistir. Daha
sonra bu siispansiyonlardan 10 ' den 10" e kadar seyreltme serileri hazirlanmustr.
Son iki seyreltme serisinden 0,1 ml alinarak King B (King et al. 1954) besi yerine
bagetle ekim yapilmustir. Inkiibatorde 48 saat iginde 24°C’ de gelisen koloniler
yakin NUV (366 nm) 151k altinda incelenmistir. Florasan renk veren koloniler KB’
de gelistirilerek +4°C’ de KB, %15 gliserin eklenmis Nutrient Agar (Nutrient Agar,
NA) ortaminda +4°C’ ve — 20°C’de, saf suda yogun siispansiyon halinde +4 °C’ de
ve Nutrient broth yeast extract (NBY)’ de %30 luk gliserin altinda — 85°C’
saklanmistir (Geels and Schipers 1983, Kloepper et al. 1988, Schaad et al. 2001).
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Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Testi

Etkinlik denemeleri Oncesi antagonist adayr Pseudomonas izolatlarinin
patojen olup olmadiklarii ortaya koyabilmek amaciyla tiitinde duyarlilik testi
calismalar1 yapilmistir.

Nutrient Agar (NA)’ da gelistirilen 24-48 saatlik 70 adet bakteri izolatinin
steril saf su ile 10° hiicre/ml’ lik konsantrasyonunda siispansiyonlari hazirlanmustir.
Daha sonra siispansiyonlar bir hipodermik igne ile saglikli tiitin yapraginin
damarlarina enjekte edilmis ve 24-26°C’ de 48-96 saat siireyle inkiibe edilmistir
(Klement et al. 1990).

Florasan Pseudomonas izolatlarmin Saks1 Kosullarinda Cokerten Etmeni
Patojenlere Kars1 Etkileri

Deneme oOncesinde domates tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 (%), ISTA
kurallarma gore belirlenmistir. igine steril kurutma kagitlar1 yerlestirilip
nemlendirilen 4 adet petri kabina 100’er adet Joker domates c¢esidi tohumu
yerlestirilmistir. Petriler 20- 30°C’ de muhafaza edilmis ve 5. ve 14. giinlerde
sayimlar yapilmistir.

Domates tohumlar1 3 dk %1 lik NaOCl ile ylizeysel dezenfeksiyon
yapilmig ve ii¢ kez steril destile su ile yikanarak kurutulmustur. Mc Farland
skalasma gore (Barret 1975) yogunlugu 1x10° cfu/ml’ ye ayarlanan antagonist
bakteri izolatlar1 1 g tohuma 10 ml gelecek sekilde hazirlanmis ve bu
siispansiyonda tohumlar bir gece siireyle bekletilmistir. Bakterilerin yapismasini
Onlemek ve homojen dagilimini saglamak i¢in siispansiyona 1-2 damla Tween 80
ilave edilmistir (Ramamoorthy et al 2002).

Saks1 denemelerinde 6 numarali saksilar kullanilmis ve daha Once
patojenlerin inokule edildigi bu saksilara 7-10 giinliik gelisme periyodundan sonra
25’ser adet bakteri ile kaplanmis domates tohumu ekilmistir. Bitkiler 24+2 °C
sicaklik ve %75-80 nem, 14 saat aydinlik 10 saat karanlik periyot kosullarinda
yetistirilmislerdir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekrarh
olarak diizenlenmistir. Bitkiler diizenli olarak sulanmigtir. Otuz giiniin sonunda
bitkiler sokiilerek kok ve kok bogazlari incelenmis ve hastalik siddeti 0-4 skalasina
gore degerlendirilmistir (Chandler and Santelman 1968) (Cizelge 1).

CIZELGE 1. Denemelerin degerlendirilmesinde kullanilan 0-4 hastalik siddeti
skalas1

Skala degeri Aciklama

0 Fidede herhangi bir zararlanma yok

Fidenin toprak yiizeyi ile birlestigi yerde renk acilmasi ve kiigiik lezyonlar

Daha biiyiik lezyonlar gévdeyi ¢evirmis durumda

1
2
3 Govdeyi gevreleyen biiylik lezyonlar, sonugta konkav bir goriiniim
4

Organizma zarar1 sonucu 6lii bitki

Bitki yetistirme odasmin kapasitesi dogrultusunda patojen olmayan
bakterilerin P. deliense’ ye karsi etkinlikleri, yiriitilen ti¢ ayr1 deneme ile

172



belirlenmis, ii¢ deneme sonunda etkili oldugu belirlenen izolatlar ile dérdiincii bir
deneme daha yapilmistir.

Deneme sonunda ¢imlenmeyen tohumlar, ya da hastalikli fidelerin kok
parcgalar1 fungus cinsine gore segici ortamlara konularak izole edilen funguslarin
inokulasyonda kullanilan funguslar olup olmadiklar1 kontrol edilmistir.

Saks1 denemelerinde elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmus ve
Duncan testi ile izolatlarin etkileri karsilagtirilmigtir. Analizden 6nce %hastalik
siddetine ag1 transformasyonu uygulanmigtir.

Antagonist Aday1 Bakteri izolatlarimin Etki Mekanizmalarimin Tespiti

Saks1 denemeleri sonunda etkili oldugu belirlenen florasan Pseudomonas
izolatlarinin in vitro da test funguslarini engelleyiciliginin antibiyozis ya da besin
yarigsmasi temeline dayali olup olmadigini tespit etmek amaciyla King B ve demir
(FeCl3) eklenmis King B ortaminda denemeler yiirtitiilmistir.

Antibiyozis Testi

Antagonist etkisi denenecek bakteriler King B besiyeri iceren 9 cm ¢apl
petrilere yarigaplarinin tam ortasina gelmek {izere ii¢ ayr1 noktaya 5pl inokule
edilmistir. Aym1 anda PDA besiyerinde gelistirilen 4 giinliik test funguslarindan
2mm c¢apl diskler alinarak petrilerin tam ortasina yerlestirilmistir. Bu petriler 48
saat ile 24°C de inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresinin sonunda petriler
Cizelge 2° deki 0-5 skalasina gore degerlendirilmistir. Degerlendirme sonunda
inhibisyon zonu olusturan izolatlar siderofor testine tabi tutulmustur (Geels and
Schippers 1983).

CIZELGE 2. Patojen olmayan bakterilerin etki mekanizmasimin in vitro’ da tespiti
amaciyla kullanilan skala (Geels and Schippers 1983)

Skala

Degeri Aciklama

0 Engellenme yok,

X< 2mm, engelleme bolgesi 2 mm den kiigiik veya esit

2mm<x<y’, engelleme bolgesi 2 mm den ve patojenin gelisme bdlgesinden
biiyiik

1
2
3 2mm<x>y, patojenin gelisme bolgesi 2 mm’ den kiiciik veya esit
4 y< 2mm, patojende hi¢ gelisgme yok

5 y=0.

*X: Test organizmanin engellenme bélgesi genisligi, 'Y: Patojenin gelisme bolgesidir
Siderefor Etkinin Saptanmasi

Elde edilen bakteri izolatlarmnin P. deliense kolonilerini engelleyici
etkisinin siderefor kokenli olup olmadigimi arastirmak igin bu test uygulanmigtir.
Bu amag ile 80l FeCl; igeren King-B besi ortami hazirlanmistir. 48 saat siire ile
King B besi ortaminda gelistirilmis florasan Pseudomonas izolatlari, daha 6nceki
testlerde oldugu gibi 9cm ¢apli King B iceren petri kaplarina, ii¢ ayr1 noktaya Sul
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inokule edilmistir. Ayni anda PDA besiyerinde gelistirilen 4 giinliik test
funguslarindan 2mm caph diskler alinarak petrilerin tam ortasina yerlestirilmistir.
Bu petriler 48 saat siire ile 24°C de inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon siiresinin
sonunda Petri kaplar1 0-5 skalasina gore degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonunda inhibisyon zonu olusturmayan izolatlarin etkisinin siderefor kokenli
oldugu ve bu patojenlerle arasinda demir rekabetine dayali bir iligski olup olmadigi
tespit edilmistir (Geels and Schippers 1983).

SONUCLAR VE TARTISMA

Florasan Pseudomonas izolatlarmi elde etmek amaciyla bitki Ornegi
almirken hastalik ¢ikis1 goriilen fideliklerdeki saglikli fideler ve tarla donemindeki
tamamen saglikli, gelisimi iyi domates bitkileri tercih edilmistir. Ciinkii bu tip
bitkilerin kdk bolgelerinde antagonist etkiye sahip bakterilerin bulunma olasilig
fazla olmaktadir (Bora ve Ozaktan 1998). Orneklemenin aymi bitkinin yetistirildigi
farkli ekolojik kosullardaki bitkilerden yapilmasi onemlidir. Bdylece antagonist
populasyonu hem gesitlilik hem de yogunluk kazanacaktir (Bora ve Ozaktan,
1998). Bu amagla saglikli bitki ornekleri Ayas ve Beypazari ilgeleri yaninda daha
farkli ekolojik kosullara sahip olmasi nedeniyle Nallthan il¢esinden de alinmuistir.
Toplanan bitki 6rneklerinden 70 adet florasan Pseudomonas izolati1 King B besiyeri
ortaminda 366 nm dalga boyunda floresan 1s1ma vermelerine gore se¢ilmiglerdir
(Geels and Schippers 1983).

Denemeler oOncesi florasan Pseudomonas izolatlarinin patojen olup
olmadiklarim1 belirlemek amaciyla yiiriitillen tiitiinde asir1 duyarlilik testi
sonucunda izolatlarin tiimiiniin patojen olmadig1 belirlenmistir.

Denemelerde kullanilacak domates tohumlarinin ¢imlenme yiizdelerini
belirlemek iizere yapilan degerlendirmelerde 14. giin sonunda yapilan sayimlarda
tohumlarin hepsinin ¢imlendigi tespit edilmistir.

Florasan Pseudomonaslarin P. deliense’ ye karsi etkinligini aragtirmak
amaciyla yiriitiilen ilk deneme sonuglar1 Cizelge 3’ de verilmistir. Yapilan varyans
analizi sonucunda bakteri izolatlarinin etkileri arasinda fark oldugu saptanmustir
(F:4.80, P:0.000). Bu bakteri izolatlarindan 6 tanesi kontroldeki hastalik siddetiyle
kiyaslandiginda, etkili bulunmustur. Diger izolatlar ise etkisiz olmustur. P.
deliense’ nin neden oldugu ¢okerteni engellemede en yiiksek etkiyi %83,40 ile 59
nolu izolat gdstermistir. Bunu sirasiyla 61 (%70,85), 47 (%59,29), 49(%58,37), 10
(%43,45) ve 23 (%43,13) nolu izolatlar izlemistir.
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CIZELGE 3. Antagonist aday1 floresan Pseudomonas izolatlarryla tohum bakterizasyonu
uygulamasinin domates fidelerinde ¢okerten etmeni Pythium deliense’ ye

etkisi”

izolat no| Hastahksiddeti | % Etki izolat no Hastaliksiddeti  |% Etki

1 7 60.4448.84 fghi 18.69 13 42 47.45+12.75 cdefg 36.12

2 9 80.8745.29 hi - 14 43 69.94+1.86 fghi 5.91

3 10 42.03+5.58 cdef 43.45 15 47 30.26+9.05 bed 59.29

4 12 56.54+10.18 defgh 23.93 16 48 62.26+7.78 fghi 16.24

5 15 63.3547.32 fghi 14.77 17 49 30.94+3.37 bcde 58.37

6 23 42.27+7.99 cdef 43.13 18 56 64.29+10.88 fghi 13.51

7 34 58.2149.54 efgh1 21.69 19 57 80.17£7.60 h1 -

8 35 61.6248.93 fghi 17.10 20 59 12.344+4.33 b 83.40

9 36 59.93413.36 fghi 19.37 21 60 68.57+6.88 fghi 7.75
10 38 68.234+14.70 fgh 8.21 22 61 21.67+4.94 bc 70.85
11 40 85.38+1.56 1 - 23 62 47.71£10.53 cdefg 35.81
12 41 67.7842.53 fghi 8.81 24 63 53.00+9.10 defgh 28.70
(-) Kontrol 0.00 a**** - |(-) Kontrol 0.00 a**** -
(+) Kont***  |74.3346.04 ght - |(+) Kont. 74.33+6.04 ght -

* Domates tohumlaria antagonist bakteriler inokule edildi. ** Hastalik ol¢iimii, 0-4 skalasiyla yapildi. ***
Yalnizca P. deliense ile inokule edildi. **** DUNCAN testine gore ayni harfi tasiyan karakterler % 95 olasilikla

farksizdir

P. deliense’ ye karsi 22 adet bakteri izolat1 kullanilarak yiiriitiilen ikinci
deneme sonugclar1 Cizelge 4’de goriilmektedir. Bu deneme sonunda yapilan varyans
analizine gore bakteri izolatlar1 arasinda P. deliense’ nin neden oldugu g¢okerten
olusumunu engellemede farklilik oldugu belirlenmistir (F: 6.279, P: 0.000). Sekiz

adet bakteri

izolat1,

kontroldeki

hastalik siddetiyle

kiyaslandiginda etkili

bulunmustur. Diger izolatlarin olusturdugu etki onemli olmamistir. En yiiksek
etkiyi gosteren izolat %35,11 ile 44 nolu izolat olmustur. Bu izolat1 sirasiyla 30
(%30,15), 51 (%24,66),17 (%25,53), 52 (%21,93), 55 (%19,07), 53 (%17,96) ve
4(%14,32) nolu izolatlar izlemistir.
CiZELGE 4. Antagonist aday1 floresan Pseudomonas izolatlariyla tohum bakterizasyonu

uygulamasinin domates fidelerinde ¢okerten etmeni Pythium deliense’ ye etkisi’

izolat no | Hastahik siddeti” | % Etki izolat no | Hastahk siddeti | % Etki
1 1 72.02+1.08 ghii 3.26 12 26 71.494+2.27 ghii 3.98
2 4 63.79+3.75 defgh 14.32 13 30 52.00+4.32 be 30.15
3 8 76.11£2.08 1i - 14 31 73.77+2.26 hii 0.91
4 14 72.6243.07 hii 2.46 15 33 71.2542.29 ghii 4.30
5 16 72.9844.31 hii 1.97 16 44 48.31+4.52 b 35.11
6 17 |56.93£2.67 bed 23.53 17 50 66.74+1.64 defghii | 10.36
I 18 65.67+3.94 defghi 11.79 18 51 56.09+2.64 hed 24.66
8 19 76.894+2.16 i - 19 52 58.12+5.27 bede 21.93
9 20 70.874+2.95 ghii 4.81 20 53 61.18+1.72 cdefg 17.96
10 21 68.15+2.85 efghii 7.12 21 54 68.99+3.18 fghii 7.33
11 25 71.48+2.34 ghii 3.99 22 55 60.25+2.99 cdef 19.07
(-)Kontrol 0.00 a**** - (-)Kontrol 0.00a -
(+)Kont.™" 74.45+£4.931 - |(+)Kont. 74.45+£4.931 -

* Domates tohumlarina antagonist bakteriler inokule edildi. ** Hastalik 6l¢iimii, 0-4 skalastyla yapildi. ***
Yalnizca P. deliense ile inokule edildi. **** DUNCAN testine gore ayn1 harfi tasiyan karakterler %95 olasilikla

farksizdir
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P. deliense’ ye karg1 geriye kalan 24 adet bakteri izolati ile yiiriitiilen
iiclincli deneme sonuglart ise Cizelge 5° de 6zetlenmstir. Yapilan varyans analizi
sonucunda, P. deliense’ nin neden oldugu ¢okerteni engellemede bakteri izolatlari
arasinda farklilbik oldugu tespit edilmistir (F: 2.127, P: 0.007). Bakteri
izolatlarindan 11 tanesi, kontroldeki hastalik siddetiyle kiyaslandiginda etkili
bulunmustur. Diger izolatlarin olusturdugu etki onemli olmamustir. Hastaligi
engellemede en yiiksek etkiyi %40,56 ile 11 nolu izolat ve %40,20 ile 32 nolu
izolat gostermistir. Bunu sirasiyla 58 (%33,05), 5 (%32,23), 39 (%32,09), 2
(%30,29), 13 (%27,98), 70 (%27,60), 66 (%27,17), 3 (%25,49) ve 67 (%25,29)
nolu izolatlar izlemistir.

CIZELGE 5. Antagonist adayr floresan Pseudomonas izolatlariyla tohum bakterizasyonu
uygulamasinin domates fidelerinde ¢okerten etmeni Pythium deliense’ ye

etkisi”

izolat no | Hastalk siddeti = | % Etki izolat no | Hastahk siddeti % Etki
1 2 51.87+1.38 bc 30.29 |13 37 66.04+2.54 cd 11.25
2 3 55.44+6.54 bc 2549 |14 39 50.53+4.86 bc 32.09
3 5 50.43£7.73 be 32.23 |15 45 66.86+5.32 cd 10.15
4 6 57.90+3.51 bed 2219 |16 46 66.13+5.15 cd 11.13
5 11 44.23+£3.51b 4056 |17 58 49.82+3.06 bc 33.05
6 13 53.59+5.90 be 2798 |18 64 59.04+2.73 bed 20.66
7 22 62.51+5.05 bed 1599 |19 65 68+5.00 cd 8.61
8 24 61.21+6.93 bed 17.74 |20 66 54.19+6.63 bc 27.17
9 27 65.53+6.47 cd 1193 |21 67 55.59+3.51 be 25.29
10 28 57.34+4.30 bed 2294 |22 68 67.36+7.62 cd 9.48
11 29 60.97+5.56 bed 18.06 |23 69 63.79+8.09 cd 14.27
12 32 44.50+4.98 b 40.20 |24 70 53.87+4.92 bc 27.60

(-)Kontrol 0.00 a**** - (-)Kontrol 0.00a**** -

(+)Kont. *** 74.41+£1.83 d - (+)Kont. 74.41+1.83d -

* Domates tohumlarina antagonist bakteriler inokule edildi. ** Hastalik 6l¢iimii, 0-4 skalastyla yapildi. ***

Yalnizca P. deliense ile inokule edildi. **** DUNCAN testine gore ayni harfi tagiyan karakterler %95 olasilikla
farksizdir

P. deliense’ ye kars1 florasan Pseudomonas izolatlarinin etkinliklerini
belirlemek {izere yiiriitiilen iic deneme sonunda etkili oldugu belirlenen 10 adet
bakteri izolat1 kullanilarak bir deneme daha yapilmistir. Bu deneme sonuglar
Cizelge 6’ da verilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda ¢okerten olusumunu
engellemede izolatlar arasinda farkliligin oldugu belirlenmistir (F: 9,605, P: 0.000).
Izolatlarin hepsi kontroldeki hastalik oranina gore etkili bunmustur. En yiiksek
etkiyi 11 (%61.02) ve 44 (%59.12) nolu izolatlar géstermistir. On (%53.17) ve 47
(%51.45) nolu izolatlar %50° nin tizerinde etki gostermislerdir. Kirkdokuz, 59 ve
61 nolu bakteri izolatlar1 ilk denemelerde P. deliense’ ye karsi gosterdikleri
korumay1 bu denemede devam ettirememislerdir.
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CiZELGE 6 Antagonist adayr floresan Pseudomonas izolatlartyla tohum bakterizasyonu
uygulamasinin domates fidelerinde ¢okerten etmeni Pythium deliense’ ye

etkisi®
izolat No Ortalama glaitfllk Oram Antagonistl:rin Etkinligi Smﬂ:‘ﬂg:{:?‘é‘i‘;ﬁ"k
(%) (%) %)
10 31.55+£1.73 bed 53.17 43.45
11 26.26+2.13 b 61.02 40.56
23 36.52+4.38 bed 45.79 43.13
32 39.60+1.91 cd 41.22 40.20
44 27.54+6.05 bc 59.12 35.11
47 32.71+5.18 bed 51.45 59.20
49 53.47+3.21¢e 20.63 58.37
59 37.06+4.27 bed 44.99 83.40
61 35.65+2.78 bed 47.08 70.85
(-) Kontrol 0.00 g**** -
(+) Kontrol*** | 67.37+0.63 f -

* Domates tohumlarma antagonist bakteriler inokule edildi. ** Hastalik 6l¢timii, 0-4 skalasiyla yapildi. ***
Yalnizca P. deliense ile inokule edildi. **** DUNCAN testine gore ayni harfi tasiyan karakterler %95 olasilikla
farksizdir

Florasan Pseudomonas izolatlarinin Pythium spp. nin neden oldugu
¢okerten hastaligina karsi etkili oldugu daha once yapilan degisik ¢alismalar ile
tespit edilmistir. P. fluorescens B2915 ki, Rhizoctonia ve Pythium’ un neden
oldugu cokertenin kontroliinde 6nemli bir biyolojik miicadele eleman1 oldugu ve
degisik bitkilerde tohuma uygulanmalari ile bu patojenlere karsi bitkileri korudugu
bildirilmistir (Ligon et al. 1999). P. fluorescens’ in CFBP 2392 (A6), domates
fidelerini R. solani’ nin neden oldugu g¢okertene kars1 koruma sagladigi ve bazi
deneme kosullarinda dogrudan bitki gelisimini arttirdigi, A6 in- vitro da R. solani,
P. utimum, P. aphanidermatum, F. oxysporum ve Phytophthora parasitica’ ya
kars1 antagonist etki gosterdigi bildirilmistir (Bajsa et al. 2000). Ramamoorthy ve
ark. (2002), 20 adet patojen olmayan Pseudomonas izolatin1 domates ve aci biberde
zarar yapan cokertenin kontrolii icin denemislerdir. In- vitro’da yapilan 6n
elemelerde etkili olan bakteriler P. fluorescens ve P. putida olarak teshis edilmistir.
Bu bakteri izolatlarindan P. fluorescens pfl, P. aphenidermatum’ un miselyal
gelismini en fazla engellemis ve domateste ve aci biberde gelisimi tesvik etmistir.
Izolat pfl sera ve tarla kosullarinda tohum kaplamasi seklinde uygulandiginda
domates ve aci biberdeki c¢okertenin azaltilmasinda etkili olmustur. Gravel ve
ark.(2005), 40 adet patojen olmayan Pseudomonas izolatinin domateste ¢okerten
etmeni P. aphenidermatum ve P. ultimum® e kars1 antagonist etkilerini kaya yiinii
iizerinde testlemislerdir. Aragtirma sonunda Pseudomonas corrugata’ nin 1 ve 3
nolu wrklar1, P. fluorescens alt grup F ve G2 nin 1, 2, 3, 4 ve 5 nolu wrklari, P.
marginalis, P. putida altgrup B’ nin 1 nolu irki, P. syringae’ nin 1 nolu irki ve P.
viridiflava’ nin P. aphanidermatum ve P. wultimum’ un domateste ¢okerten
hastaligini1 6nemli diizeyde azalttigin1 ve bu antagonistler i¢inde P. marginalis’ in
her iki patojene kars1 da en yiiksek engellemeyi gosterdigini tespit etmislerdir.
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P. deliense’ ye karsi kurulan deneme sonuglarina bakildiginda bakteri
izolatlarinin domates fidelerinde bu hastaligi degisik derecelerde engelledigi
goriilmektedir. Bu patojene karsi yiiriitillen denemelerde patojen zarari sonucu
olarak tohum c¢ikisinin olmadig1 ya da fide ¢iktiktan hemen sonra devrildigi ve
gelisimi hizli olan fidelerin hastaliktan kurtuldugu goézlenmistir. Bu calismanin
sonuglarina paralel olarak Stephens (1993) yaptiklar1 arastirmada 8 Pseudomonas
izolatinin topraktaki sekerpancari tohumlarini ¢ikisini artirmada ve agar ortaminda
P. ultimum’ u engellemeleri arasinda dogrusal bir iliski oldugunu tespit etmislerdir.
Pseudomonas izolatlarinin bu etkilerindeki en biiyiik faktdriin P. wltimum’ u
engelleyecek metabolitleri liretmek i¢in tohumdan sizan bilesiklere metabolize
olma kabiliyetleri oldugunu bildirmislerdir.

Bu patojene karsi %50’ nin tizerinde koruma saglayan 3 izolat (11, 44 ve
47 nolu izolatlar) Ayas- Ilica bolgesine ait topraklardan, 10 nolu izolat ise Ayas-
Akkaya bolgesi topragindan izole edilmistir. Florasan Pseudomonaslarin
hastaliklara baskin topraklarda rol alan ©nemli biyolojik etmenler oldugu
bilinmektedir (Haas and Keel 2003). Her iki patojene karsi etkili olan bakteri
izolatlarinin ayni bolgeden elde edilmis olmasi bu bolge topraklarinin ¢bkerten
hastaligina baskin topraklar olabilecegini gostermektedir. Sneh ve ark.(1984),
Fusarium solgunluguna baskin oldugu daha dnce tespit edilen California Salinas
vadisinden elde ettikleri 700 bakteri ve Actinomycetes izolatin1 hiyar solgunluguna
(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum) karsi denemislerdir. Bir florasan
Pseudomonas izolat1 topraga eklendiginde klamidospor ¢imlenmesini gliglii bir
sekilde engellemis, c¢imlenebilen klamidopsorlar ise kisa ¢im tiipleri meydana
getirmiglerdir. Bu calismada florasan Pseudomonaslar, Fusarium solgunlugunu
diger bakteriyel izolatlardan daha fazla baski altina almislardir. Clemente ve ark.
(2000), Arjantin’ de, Comahue ve Mar del Plata bélgelerine ait rizosfer
topragindan izole ettikleri florasan Pseudomonaslarin R. solani’ ye kars1 domates
fidelerini koruma performanslarini incelemiglerdir. Comahue bolgesine ait izolatlar
diger bolgeye gore onemli diizeyde koruma saglamiglardir. Bakteri izolatlarinin
cografik kokeni onlarin R. solani’ ye karst domates koklerini koruma
performanslarmi etkilemistir.

P. deliense’ ye kars1 florasan Pseudomonaslar ile yiiriitiilen etkinlik
denemeleri sonucunda patojene karsi etkili olan izolatlarin etki mekanizmalarin
tespit etmek amaciyla KB ortaminda ve demir ilave (Fe *°) edilmis KB ortaminda
yiiriitilen deneme sonuglar1 Cizelge 7’°de verilmistir. Cizelgeye gore in vitroda 10
nolu bakteri izolat1 1,7 mm engelleme zonu olusturarak 1 nolu skala degerini, 32,
47 ve 59 nolu izolatlar ise sirasiyla 8;83, 7;83, 8 mm hale zonu olusturarak 3 nolu
skala degerini almiglardir. 10 nolu izolat demir ilaveli King B ortaminda 1,43 mm
engelleme zonu olusturmustur. Bu izolatin olusturdugu etkinin hem siderefor hem
de antibiyosis etkiye dayandigi diisiiniilmektedir. 32, 47 ve 49 nolu izolatlarin
demir ilaveli King B besiyerinde herhangi bir engelleme bdlgesi olusturmadigi
goriilmiistiir. Bu da in vitro’da olusan antagonistik etkinin siderefor etkiye
dayandigin1 gostermektedir.
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CIZELGE 7. King B besiyerinde testlenen florasan Pseudomonas izolatlarinin P. deliense‘ye karsi
in-vitro da gostermis olduklari etki

izolat Ortalama engelleme, X Skala Demir ilaveli KingB ortamindaolusan
No degeri (mm)* degeri ortalamaengelleme, X degeri (mm)
10 1.7 1 1.43
11 - -
23 - -
32 8.83 3 -
44 - -
47 7.83 3 -
49 - -
59 8 3 -
61 -

* Petrinin ii¢ farkli bolgesinde olugan hale zonu ortalamalar1 alinmustir.

Bu calisma bulgularina paralel olarak Paulitz ve Loper (1991), yaptiklar
arastirmada Pseudomonas putida’ nin siderefor iireten bir irkin1 hiyarda ¢okertene
neden olan Pythium ultimum’ a Kars1 in- vivo kosullarda etkili bulurken in vitro
kosullarda KB agar {iizerinde patojenin hifsel gelisimini engellemedigini tespit
etmislerdir. Sonugta bu irk tarafindan pyoverdin sidereforunun liretiminin hiyarda
¢okertenin engellenmesinden sorumlu olmadig1 goriilmiistiir. Bir bagka ¢aligmada
ise dort Pseudomonas irkinin hiyarda Pythium aphanidermatum zararina kars
koruma kabiliyetleri arastirilmigtir. Bu wrklardan BTP1 ve siderefordan noksan
mutant1 M3 kontrol bitkisiyle kiyaslandiginda iiriin miktarini arttirmistir. Bu etkide
siderefor iiretiminin etkin rol oynamadigi goriilmiistiir. In vitro’ da degisik
ortamlarda BTP1 patojen gelisimini engellememistir. Bu antibiyosis’ in engelleme
mekanizmasinda rol almadigini géstermistir. BTP1 veya M3 uygulanan kokler
kontrol kdklere gore daha fazla antifungal fenolleri igermistir. Arastirma sonunda
P. aphanidermatum’ a kars1 hiyar koklerine inokule edilen Pseudomona BTP1 ve
M3 tarafindan antifungal bilesiklerin uyarildigi tespit edilmistir (Ongena et al.
1999).

Bu veriler dogrultusunda domateste ¢okertene neden olan P. deliense’ye
kars1 koruma saglamada etkili olan bakteri izolatlarinin antibiosis ya da siderefor
etki disinda farkli bir etki mekanizmasina sahip olabilecekleri diisiiniilmektedir. Bu
sonug c¢okertenin engellenmesinde etkili olan bakteri izolatlarinin dogrudan bitki
gelisimini tesvik edip, fide gelisimini hizlandirdiklarini  diistindiirmektedir.
Nitekim, bitki gelisimini tesvik eden bakteriler (PGPR), bitkinin hassas oldugu
donemi kisa siirede tamamlamasina ve bdylece bitkinin hastaliktan kurtulmasina
neden olurlar. PGPR’ 1n fide ¢ikis oranimi arttirdigi, bdylece ¢ikis 6ncesi ¢okerten
i¢in hassas zamanin azaldig1 bilinmektedir (Kloepper et al.1999).

Bu aragtirmanin devaminda, {imitvar olan florasan Pseudomonas
izolatlarinin teshislerinin yapilarak, etkilerini artiracak yontemlerle beraber doga
kosullarinda tek tek ya da kombine halde denenmelerinin biyolojik miicadelede
basari sanslarini daha da artiracag: diisiiniilmektedir.
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