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Evaluation of Antagonistic Bacteria Against Fusarium moniliforme Sheldon
Causal Agent of Root Rot of Maize

Utku SANVER' Hatice OZAKTAN' Cagan CAVDAROGLU' Jiilide AKPINAR'
'Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bélimi Bornova izmir

ABSTRACT

Fusarium moniliforme (Fm), casual agent is root rot disease of is a serious fungal disease in maize production areas in
worldwide. In this study, it was aimed to evaluate the biocontrol effectiveness of some beneficial bacteria against Fm under
in~vitro and in-vivo conditions. In-vitro test was performed with dual culture method for determining the effects of 16
candidate bacteria against Fm. In-vivo biocontrol tests for Fm were realized by five promising isolates, which were selected
from in-vitro test results. Naturally contaminated maize seeds with Fm were covered bacteria with carboxy methy! cellulose
(CMC, 1%, v/v) with beneficial bacteria and sowed in pots for in-vivo tests. Pantoea agglomerans E325 was the most successful
bacterial treatment inhibiting the mycelial development of Fm at the rate of 39.68% and decreasing the disease development
by the 82.61% efficacy compared to the positive control.
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Misir Bitkisinde Kok Ciiriikliigii Etmeni Fusarium moniliforme Sheldon’a Karsi Antagonistik Bakterilerin
Degerlendirilmesi

Misir bitkisinde Fusarium moniliforme (Fm)’nin neden oldugu kok ¢lrikligl hastaligi dlinya genelinde (iretim alanlarinda ciddi
sorunlara yol agan fungal bir hastaliktir. Bu galismada bazi yararl bakterilerin Fm etmenine karsi in-vitro ve in-vivo kosullar
altinda biyokontrol etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada kullanilmak iizere segilen |6 aday bakterinin Fm'ye
karsi in-vitro biyokontrol etkisini tespit etmek igin ikili kiiltiir yontemi kullanilmistir. In-vitro test sonucunda segilen en basarili
bes bakteri izolati ile in-vivo testler gergeklestirilmistir. In-vivo ¢alismada; hastalik etmeni ile dogal bulasik olan misir tohumlari
yararli bakteriyel izolatlar ile carboxy methyl cellulose (CMC, %1 v/v) kullanilarak bakteri ile kaplanmis ve saksilara ekilmistir.
Deneme sonucunda, Pantoae agglomerans E325 izolat, pozitif kontrole gore in-vitro'da %39.68 in-vivo'da %82.6| oraninda
hastaligi baskilayarak misir kok ¢lrlkligl etmeni Fm’ye karsi en basarili uygulama olmustur.

Anahtar kelimeler: Biyokontrol, Misir kok ¢lirlikligl, Pantoae agglomerans, Yararl bakteri

GIRIS

Misir (Zea mays L.) bugdaygil familyasi icerisinde
bulunan tek yillik kiltir bitkisidir (Ozcan, 2009). Misir
bitkisinde, kok curikliklerine neden olan etmenler
sirasiyla; Aspergillus spp., Cephalosporium maydis,
Colletotrichum  graminicola, ~Fusarium — graminearum,
Fusarium  moniliforme,  Helminthosporium  maydis,
Helminthosporium pedicellatum, Macrophomina
phaseolina,  Nigrospora  oryzae,  Phymatotrichum
omnivorum, Pythium spp. ve Rhizoctonia zeae olarak
bildirilmistir. Bu bahsedilen etmenler igerisinde misir
tohumlari ve islenmis Grlinlerde yaygin olarak bulunan
F. moniliforme bitkilerde riin ve kalite kaybina neden
olmakla birlikte Urettigi mikotoksinler ile insan ve
hayvan sagligi agisindan da tehlike arz etmektedir
(GUllG ve ark., 2017). F. moniliforme, ozellikle tropikal
ve subtropikal iklime sahip olan bolgelerde bugdaygil
familyasina ait bitkilerde goriilen dnemli bir patojendir.
Misir bitkisinde kok, kok bogaz, sap ve tane
curlimesine neden olmaktadir ve virilensligi cevre
kosullarina gore degisim gostermektedir (Huang ve
ark., 1997). Bu etmen, bitki artiklarinda ve tohum
Uzerindeki klamidospor benzeri yapilarda  kisi
Article Info / Makale Bilgileri

Corresponding author e-mail: utkusanver@gmail.com,

Received: June 25, 2020 Accepted: September 2, 2020

ORCID ID’s of Authors in order:

0000-0001-5373-2924, 0000-0001-997 -6508,
0000-0001-6729-3619, 0000-0003-0983-0062

Bu calisma Uglinct yazarin lisans tezi Grintdur, Turkiye VII. Bitki
Koruma Kongresinde (2018) poster bildiri olarak sunulmus ve

bildiri kitabinda &zeti basiimistir:

gecirmektedir. Misir bitkisini gesitli yollarla enfekte
ettigi bilinmektedir. En cok gorilen enfekte tipi kogan
enfeksiyonudur. Bu enfeksiyon havadan bulagmaya
sebep olan konidiler ile meydana gelmektedir. Ancak
bu sekilde enfekte olmus misir tanelerinden sadece
cok kiiglk bir kismi hastalik belirtisi gostermektedir. En
cok bilinen enfeksiyon sekli ise hastalikli tohumlardan
sistemik  olarak bitkiye bulagmasidir.  Sistemik
enfeksiyon, tohum icerisinde ve yiizeyinde tasinan
konidi veya miselyumlardan olusmaktadir. Belirtiler
erken donemdeki bitkilerde gorilmek ile birlikte ileri
donemlerde de ortaya cikabilmektedir. Etmen
koklerden sapa dogru en son kogan ve misir tanelerine
kadar ilerlemektedir (Baker ve Ahmad, 1986; Oren ve
ark., 2003). Ulkemizde hastaligin yayginligi konusunda
yapllan calismalara baktigimizda 1986-1987 yillari
arasinda Edirne ve c¢evresindeki misir alanlarinda
gorilen fungal hastalik etmenlerin tespiti yapilmistir.
Yapilan arastirma sonucunda, misir tohumlarinin
9%50.33 Penicillium spp., %32.16 Rhizopus spp., %25.25
F. moniliforme, %12.75 Cladosporium spp., %7.33
Alternaria spp., %5.4| Fusarium equiseti, %#4.59
Fusarium graminearum, %4.33 Aspergillus spp., %0.33
Helminthosporium spp. ve %0.25 teshisi yapilamamis
fungus ile bulasik olduklari bildirilmistir (Soran ve Asan,
1987). Bolu ve Zonguldak cevresinde yapilan bir
calismada toplanan 303 oOrnekten rastgele segilmis
tohumlardan yapilan izolasyonda ise %69.28 Penicillium
spp., %43.06 F. moniliforme, % 13.62 Rhizopus stolonifer,
9%6.26 Aspergillus flavus, %5.95 Aspergillus niger, %5.69
Alternaria alternata, %1.91 Rhizopus oryzae, %|.84
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Fusarium oxysporum, %1.81 Aspergillus parasiticus,
%1.66 Arthrobotrys spp., %1.22 Mucor spp. tespit
edilmistir (Aktas ve ark., 1998). Altiparmak ve Tunali
(2009), 2005 ve 2006 yillarinda yaptiklar calismada
Samsun ve gevresindeki 140 Misir tarlasinda Fusarium
cinsine bagli tiirlerin dagiimini arastirmiglar ve en yaygin
goriilen tirin Fusarium verticilliodites (Sinonim: F.
moniliforme) oldugunu bildirmislerdir. Samsun ve Ordu
cevresinde 2010 ve 2015 yili misir Gretiminin yogun
olan bolgelerinden toplanan misir tanelerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda her iki yilda da %56.30 ve
9%51.25 oranlarinda Fusarium cinsine bagl tiirler oldugu
rapor edilmistir. Fusarium tirleri igerisinde ise en fazla
yogunluk 2010 yilinda 9%73.8 ve 2015 yilinda ise %30.5
F. verticilliodites (Sinonim: Fusarium moniliforme) oldugu
bildirilmistir  (Tunali ve ark., 2016). Adana ve
cevresinde |. ve. 2. misir Uretimi yapilan alanlarda
yapilan izolasyonda %75.8—83.7 oranlarinda Fusarium
cinsine bagl turler (F. verticilliodites [Sinonim: F.
moniliforme],  Fusarium  graminearum,  Fusarium
culmorum), %35.8—47.3 oranlarinda Aspergillus cinsine
bagl tlrler (Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus terreus); %17.6—17.7 oranlarinda Penicillium
cinsine bagl tlrler (Penicillium carneum, Penicillium
verrucosum) izole edilmistir (Lavkor, 2019).

Bu hastalik etmenine karsi basta kimyasal micadele
olmak Uizere birgok yontem kullanilmaktadir. Ancak bu
yontem bu etmenin kontroliinde tamamen basari
saglayamamakla birlikte insan ve gevre sagligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bundan dolayr bu hastaligin
kontroliinde biyolojik mucadele yaklasiminin iyi bir
alternatif olacagr distiniilmektedir. Biyolojik miicadele
icerisinde yer alan yaklasimlardan bir tanesi de bitki
hastaliklarina karsi yararli bakterilerin kullaniimasidir.
Bitki koklerinde, ylizeyinde ve dokulardan bulunan baz
bakterilerin farkli mekanizmalar ile hastalik etmeni
gelisimini durdugu ve bitki gelisimini olumlu yonde
etkiledigi  yapilan  aragtirmalar  sonucu  ortaya
konulmustur. PGPR  (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) olarak adlandirilan bu bakteriler
Urettikleri antibiyotik ve siderefor gibi bazi maddeler ile
patojenleri dogrudan durdurabildigi gibi hastalik
etmenlerine karsi sistemik dayanikliligin uyarilmasi
yoluyla dolayli olarak da etki etmektedir (Benzeduzi ve
ark., 2012). F. moniliforme etmenine karsl antagonistik
bakterilerin kullanimi konusunda gesitli galigmalar

Cizelge |. Calismada kullanilan antagonistik bakteri
izolatlarina iligkin bilgiler

Sirano  Aciklama

| Bacillus sp. CB2/1

2 Pseudomonas flurorescens CC7/ |
3 Pantoae vagans C9/ |

4 Pseudomonas fluorescens 14/ |y
5 Bacillus sp. 18ep
6
7
8
9

Pseudomonas fluorescens 22ep
Pseudomonas putida 41
Pseudomonas fluorescens 8/2 En
Pseudomonas fluorescens CC25/2

10 Pantoae agglomerans E325

I Pseudomonas fluorescens TR 2/ |
12 Pseudomonas putida 181/K

13 Pseudomonas fluorecens A506

14 Pseudomonas fluorescens 30/ 1 M
15 Pseudomonas putida 180

16 Pseudomonas putida Tr 21/

bulunmaktadir.  Pseudomonas  cepecea’nin  tohum
kaplama yoluyla misir tohumlarina  uygulama
sonucunda F. moniliforme etmenine bagl enfeksiyonun
%23 ile %80 arasinda azaldigi bildirilmistir (Hebber ve
ark., 1992). Basgka bir calismada ise Steptomyces spp.
izolatlarinin misir  tohumlarina  uygulandiginda
Aspergillus spp., Curvularia lunata, Fusarium spp. ve
Cephalosporium aceramonium tilerine ait funguslari
baskiladigi tespit edilmistir (Bressan, 2003). Ayni
sekilde Burkholderia cepacea (Bevivino ve ark., 1998),
Pseudomonas flourescens (Raju ve ark., 1999) ve Bacillus
subtilis (Bacon ve ark., 2001) tiirline bagli antagonistik
bakterilerin de F. moniliforme etmenini baskiladig
calismalarda yer almaktadir.

Bu calismanin amaci; misir yetistiriciliginde ciddi sorun
olan F  moniliforme etmenine karsi, kimyasal
micadeleye alternatif olarak biyolojik micadele
etmeni bazi antagonistik bakterilerin in-vitro ve in-vivo
kosullar altinda biyokontrol etkinligini arastirmaktir.

MATERYAL ve YONTEM

Galismada  kullanilan  antagonistik  bakteriler, Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii
Fitopatoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari
stoklarinda bulunan 6zglin kiiltiirlerden ve Oregon
State Universitesinden gelen referans kdltlrler icinden
segilmistir (Cizelge 1). Calismada Fusarium moniliforme
etmeni ile bulasik misir tohumlari Ege Universitesi,
Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TOTEM)’nden temin edilmistir. In-vitro galismalarda
kullanilan patojen etmen bulasik tohumlar lzerinden
elde edilmistir.

In-vitro kosullarda ikili kiltiir testi ile
antagonistik bakterilerin Fusarium moniliforme
Sheldon’na karsi etkisinin arastiriimasi

In-vitro testler igin; antagonistik bakterilerin Gretiminde
King B, F. moniliforme etmeninin gelisimini saglamak icin
Potato Dextrose Agar (PDA), kullanilmistir.
Antagonistik bakteri izolatlari F. moniliforme etmenine
karsi etkililikleri agisindan bir on elemeden gegirilmistir.
Bu amagla; F. moniliforme igin in-vitro biyokontrol
testleri ikili kiltlir yontemi tarafimizca modifiye
edilerek gergeklestirilmistir (Nejad ve Johnson, 2000).
[kili kiiltir testi, PDA iceren 9 ¢cm boyutlarina sahip
plastik petri kaplarinda gerceklestirilmistir. Patojen
etmen (F. moniliforme) petrinin merkezine parca ekim
(5 mm’lik diskler) yoluyla ekildikten sonra antagonistik
bakteri izolatlari karsilikli 2.5 cm aralikla gizgi ekim yolu
ile, petri kabinin 4 yoniine ekilmistir (Sekil 1). In-vitro
testler petride 4 tekerrlrli olacak sekilde tesadif
parseli deneme desenine gore kurulmustur. In-vitro
testlerin  degerlendiriimesinde, 7 gin sireyle,
24+ 1°C’de tutulan petri kaplarinda F. moniliforme’nin
miselyal gelisim yari ¢api degerleri pozitif kontrolde
elde edilen misel gelisim yari ¢capi degerleriile ABBOTT
formdli  yardimiyla  kiyaslanarak  antagonistik
bakterilerin patojen fungusun miselyal gelisimine etki
(%) degerleri elde edilmistir

In-vivo olarak Antagonistik Bakterilerin
Fusarium moniliforme Sheldon’na karsi
etkisinin arastirilmasi

In-vitro ikili kiiltlr testlerinde testte en basarili olan 5
aday bakteri patojene karsi olusturduklari engelleme
zonu buyikligline gore in-vivo test igin secilmistir.
Antagonistik bakteri inokulasyonu tohum
bakterizasyonu seklinde gergeklestirilmistir. Bunun icin
Tryiptic Soya Agar (TSA) besi yerinde 24 saat siireyle
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Sekil 1. Fusarium moniliforme Sheldon etmeni ve
antagonistik bakterilerin 6n elemesine ait in-vitro ikili
karsilagtirma testi.

gelistirilen bakteriyel kiiltirler %1.5’lik CMC ile OD,
=0.1 (I x108®) siispansiyon haline getirilmistir. Onceden
ylzeyi % |’lik Na-hipoklorit ile dezenfekte edilmis ve F.
moniliforme etmeni ile dogal bulagik misir tohumlarina
(5 g tohum /' 5 ml sispansyon) bu bakteri siispansiyonu
[21 rpm hizda 30 dakika boyunca galkalandiktan sonra
kurutma kagitlari arasinda 24°C'de | saat kurumaya
birakilmistir (Sarma ve Saikia, 2014). In-vivo testler,
steril torf iceren har¢ materyali igerisinde saksi basina
| bitki igeren ve her tekerriirde | saksi olacak sekilde 4
tekerriirli olarak tesadif parselleri deneme desenine
gore kurulmustur. Bitkiler biylitme kabini icerisinde 16
saat aydinlik 8 saat karanlik periyotta %70 nem iceren
ortamda yetistirilmistir. 4 hafta sonunda in-vivo
denemelerde elde edilen hastalik belirtileri 0—5
skalasina gore (Pal ve ark.,, 2001) degerlendirilmis
(Cizelge 2) ve elde edilen skala degerleri Townsend-
Heuberger gore 9% hastallk siddeti degerlerine
donustlirilmastir (Townsend, 1943). In-vivo testler
sonunda, ayrica, tekerrlrlerde yer alan bitkilerin
agirliklart Slgllerek, uygulamalarin yas agirliga etkisi de
degerlendirilmistir.

In-vitro engelleme sonuclari, in-vivo hastalik siddeti ve
yas agirlik degerleri SPSS 24 paket programinda %95
given ile tek yonll varyans analizi (ANOVA) ve ¢oklu
karsilastirma testi olarak Duncan’a gore istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

In-vitro kosullarda antagonistik bakterilerin
Fusarium moniliforme Sheldon’nun miselyal
gelisimine etkisi

Yapilan ¢alisma sonucunda, in-vitro kosullarda ikili kiiltiir
yontemiyle testlenen |6 antagonistik bakteri arasinda
ikili kiltir testinde pozitif kontrole gore istatistiksel
olarak en basarili bulunan 5 izolat, sirasiyla, P
agglomerans E325 (%39.68 etkililik) (Sekil 2), P. vagans
C9/1 (%38.89), Pseudomonas putida 180 (%34.92),
Pseudomonas putida 41 (%34.13) ve Pseudomonas
fluorescens CC25/2 (%30.95) olmustur (Cizelge 3). In-
vitro testten elde edilen sonuglara gore P. vagans C9/1,
P. putida 41, P. fluorescens CC25/2, P. agglomerans E325
ve P. putida 180 bakteri izolatlari in-vivo denemede
kullanilmak Gzere segilmistir.

In-vivo kosullarda Antagonistik Bakterilerin
Fusarium moniliforme Sheldon’nun Neden
Oldugu Hastalik Gelisimine Etkileri

In-vivo testler sonucunda; Fusarium moniliforme ile dogal
bulasik tohumlardan gelisen ve hig uygulama gdrmeyen
pozitif kontrol bitkilerinde %57.50 = 5.00 gibi yiksek
bir hastalik siddeti saptanmistir (Sekil 3). P. agglomerans
E325 ile uygulama gbren tohumlardan gelen misir
bitkilerinde ise %10.00 £ 8.16 oraninda hastalik
olusumu meydana gelmis ve pozitif kontrole gore
%82.61 etki gostererek hastaligi onlemede en basarili
izolat olarak degerlendirilmistir. Bunu 9%30.43 etkililik
ile P vagans C9/1 izolati takip etmistir. P. fluorescens
CC25/2 ve P putida 180 no'lu izolatlar ise pozitif
kontrolden daha ylksek hastalik siddeti gOstererek
basarili olamamislardir (Cizelge 4). Tohum ekiminden
baslayarak 50 glnlik bitki gelisim siresi sonunda,
hastalik baskisi altinda bitki biyomass degerlerine
bakildiginda, P. agglomerans E325 uygulanmis F
moniliforme ile dogal bulagik misir tohumlarindan
gelisen bitkilerin yesil aksaminda pozitif kontrole gore
bitki agirliginda %47.09 oraninda artis saptanmis ve bu
etki istatistiksel agidan onemli bulunmustur. P. vagans
C9/ 1’de bitki agirliginda 9%5.34 oraninda artiran ikinci
basarili uygulama olmustur. Ancak P. putida 180, P.
putida 41 ve P fluorescens CC25/2 no’lu bakteri
izolatlari hastalik baskisi altinda hem biyokontrol hem
de yas agirlik agisindan basarisiz bulunmustur (Cizelge

Misir hastaliklari; misir Gretimini etkileyen en onemli
sorunlardan birisidir. Bunlarin arasinda kok ve kok
bogazinda sorun olan fungal hastalik etmenleri, verimi
kisitlayan en 6nemli patojenler arasinda yer almaktadir.
Ayrica, yapilan bazi calismalarda F. moniliforme’nin
mikotoksin  olusumuna sebep olan en 6nemli
etmenlerden birisi oldugu bildirilmistir (Miller 1994).
Hastaligin muicadelesinde dayanikli cesitlerin kullanimi,

ve fiziksel ve kimyasal miicadele yontemleri
onerilmektedir. Ancak bu uygulamalar ¢ogunlukla
hastalik siddetini azaltmamakta ve mikotoksin

olusumunu da engelleyememektedir (Keser ve Kutay,
2009). Onerilen kimyasallar ise, insan saglig ve gevreye
olan olumsuz etkileri nedeni ile sorunlara neden
olmaktadir (Bata ve Lasztity, 1999). Bu calismada P.
agglomerans E325 hem in-vitro hem de in-vivo testlerde
en basarili sonucu vermistir. P. agglomerans E325
ABD’de BLOOMTIME adiyla Ates Yanikligi Hastaligi
etmeni Erwinia amylovora’ya karsi ruhsath  bir
mikroorganizmadir (Pusey ve ark., 2011). Pantoae
cinsine bagll bakteriler herbicolin tiiri antibiyotik
Ureterek cevredeki mikroorganizmalar ile rekabet
etmektedir (Walterson ve Stavrinidas, 2015). P
agglomerans  E325 izolatinin  Urettigi  herbicolin
antibiyotigi diger Pantoae cinsi izolatlardan farkli bir
aktivite gostermektedir. P. agglomerans Eh252, P. vagans
C9/1 ve P. agglomerans Eh3 18 strainleri histidine gibi
aminoasitleri geri donusiimli olarak inaktive ederken;
P agglomerans E325 izolati hisitidini inaktive
etmemektedir (Pusey ve ark., 2011). Ancak; P

Cizelge 2. Hastalik siddeti degerlendiriimesinde kullanilan 0—5 skalasi (Pal ve ark., 2001)

Skala Acgiklama

Saglikh bitki
Kok bogazinda hafif incelme ve sararma

U AWM —O

Bitkinin 6lmesi ve kurumasi

Kok bogazinda lezyon, turgor kaybi ve Ust yapraklarda hafif kloroz.
Kok bogazinda daha genis kahverengi lezyon, st govdede turgor kaybi ve Ust yapraklarda solgunluk
Kok bolgesinde derin kahverengi lezyon, asiri turgor kaybi ve govdenin devrilmesi
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Cizelge 3. Aday bakteri izolatlarinin in-vitro'da Fusarium moniliforme Sheldon’nun miselyal gelisimine etkisi

Fusarium moniliforme Sheldon’nun

Sirano  Bakteriyel izolatlar miselyum gelisimi yaricapi (mm)* Etki (%)**
I Pantoae agglomerans E325 [9.00£1.15a 39.68
2 Pantoae vagans C9/1 19.25%£1.89 a 38.89
3 Pseudomonas putida 180 20.50£0.57 ab 34.92
4 Pseudomonas putida 41 20.75+0.95 ab 34.13
5 Pseudomonas fluorescens CC25/2 21.75%1.50 bc 30.95
6 Bacillus sp. 18ep 22.3310.58 bcde 29.11
7 Pseudomonas fluorescens 22ep 23.00£1.63 cde 26.98
8 Pseudomonas fluorescens 8/2 En 23.00£0.82 cde 28.98
9 Pseudomonas fluorescens 30/ 1 M 23.00%+1.83 cde 26.98
10 Bacillus sp. CB2/| 23.00%1.41 cde 26.98
I Pseudomonas putida 181/K 23.50%0.58 cde 25.40
12 Pseudomonas fluorecens A506 23.50%1.29 cde 25.40
13 Pseudomonas fluorescens TR 2/ | 23.75%0.96 cde 24.60
14 Pseudomonas flurorescens CC7/ | 23.75%0.96 cde 24.60
I5 Pseudomonas fluorescens 14/ 1y 24.00£0.82 de 23.81
16 Pseudomonas putida Tr 21/ | 24.00£0.58 e 23.81
17 Pozitif Kontrol 31.50£2.38 f 0

* Degerler 4 tekerrir ortalamasidir. Duncan ¢oklu testine gére ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark P < 0.05’e

gore onemsizdir.

** Degerler porzitif kontrole gére patojenin miselyal gelisimindeki engellenme oranidir.

Sekil 2. Pantoae agglomerans E325 izolatinin Fusarium
moniliforme Sheldon’nun miselyal gelisimine etkisinin
(sag) porzitif kontrol (sol) ile karsilastiriimasi

agglomerans E325 tarafindan salglanan Herbicolin
pH'yr  5.0—-6.0 diizeyine dlsirmekte ve E.
amylovora’nin biyolojik miicadelesinde yarismanin yani
sira bu pH distsiinln de sorumlu oldugu bilinmektedir
(Wodzinski ve ark., 1994; Pusey ve ark., 2008). F.
moniliforme’nin optimum pH ve sicaklik isteklerinin
arastirildigl bir calismada, bu patojenin pH 7.0'de ve
30°C  sicaklikta  optimum  gelisme  gosterdigi
saptanmistir (Marin ve ark., 1995). Bu nedenle, bu
calismada P. agglomerans E325 izolatinin hem in-vitro'da
hem in-vivo’da basari gostermesinin antibiyosis’e dayali
bir biyokontrol mekanizmasinin yani sira, bu bakteriyel
antagonistin  ortam  pH’sini  dustrmesinin ~ F.
moniliforme’nin gelisimini engellemesinden olabilecegini
dustindirmustlr. Ayrica; P. agglomerans E325’in Urettigi
bu spesifik antibiyotik, ortamdaki antibiyotigi inhibe
ettigi bilinen proteazlar dahil olmak Uzere bir dizi
enzimden etkilenmeden aktivite gosterebilmektedir
(Kearns ve Hale, 1996). Bu da, bu izolatin dogadaki
basari sansini artirmaktadir.

Bu calismada basari gésteren diger izolat olan Pantoae
vagans C9/ | ise ticari olarak BlightBan adiyla yumusak

cekirdeklilerde ates vyanikhig hastaligi etmeni E.
amylovora’ya karsi ruhsatlidir (Mason ve Gillespie,
2013). Pantoe vagans C9/ | izolatinin “herbicolin O” ve
“herbicolin I” isminde iki tane antibiyotik tGretmektedir.
“Herbicolin " metabolitinin hastalik etmenlerini
engelleme konusundaki mekanizmasi tam olarak
belirlenmemesine ragmen “herbicolin O” diger adiyla
“pantocin A”, patojen etmenlerde yer alan L-histidine
geri donlisiimll olarak inaktive etmektedir (Jin ve ark.,
2003; Stockwell ve ark., 2010). Benzer sekilde, bu
calismada da P. vagans C9/1’in F. moniliforme’ye bu
yolla etki ettigi dustnilmustir. Ayrica Pantoae cinsi
bakterilerin  kitinolitik ~ etkide bulunarak enzim
Uretmesiyle antifungal bir aktiviteye sahip oldugu da
belirtiimektedir (Chernin ve ark., 1995). Bu cinse ait
bakterilerin daha o6nceden tahillarda 6nemli fungal
patojen olan Fusarium culmorum (Kempf ve Wolf,
1989), Fusarium avenaceum, Fusarium  gibbosum
(Romanenko ve Alimov, 2000) ve Fusarium
graminearum’a (Pandolfi ve ark., 2010) karsi etkili
olduklarina dair galismalar mevcuttur. Bu ¢alismada ilk
kez P. agglomerans E325 ve P. vagans C9/1 izolatinin
misir bitkisinde sorun olan F. moniliforme etmenine
karsi etkili oldugu tespit edilmistir.

Pantoea cinsine bagl bakteri tiirlerinin fosforu ¢ozerek
ve/veya fitohormon salgilanmasini artirarak gelisimini
tesvik ettikleri bilinmektedir (Tsavkelova ve ark., 2007).
P. agglomerans’in, salglladigi ekzopolisakkatilerin tahil
yetistiriciligi yapilan yerlerde toprak yapisina ve bitki
gelisimine olumlu yonde etki ettigi, verim artisi sagladig
bildirilmistir (Amellal ve ark., 1998). Yapilan baska bir
calismada ise P. agglomerans NBRISRM izolatinin indol
asetik asit lireterek ve trikalsiyum fosfati yarayisl hale
getirerek misir  bitkisinde verim artisi  sagladigi
belirtilmistir (Mishra ve ark., 2011). Bu calismada,
patojen baskisi altinda antagonistik bakteri izolatinin yas
agirliga  etkisi  degerlendirildiginde en  basaril
uygulamanin P agglomerans E325 ve P. vagans C9/1
oldugu saptanmisti. Bunun nedeninin Pantoea cinsi
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Cizelge 4. Fusarium moniliforme Sheldon ile dogal bulasik misir tohumlarina uygulanan bakteri izolatlarin in-vivo
kosullarda hastalik siddetine etkisi

Uygulama Hastalik Siddeti (%)* Hastaliga Etki (%)**
Negatif Kontrol 0.00+0.00 a 100
Pantoae agglomerans E325 10.00 £ 8.16a 82.61
Pantoae vagans C9/ | 40.00 £ 28.28 b 30.43
Pseudomonas putida 41 50.00 £ 0.00 b 13.04

Pozitif Kontrol 57.50 £ 5.00 bc 0
Pseudomonas fluorescens CC25/2 62.50 £9.75 ¢ -8.69
Pseudomonas putida 180 70.00 + 14.14 c -21.74

* Degerler 4 tekerrir ortalamasidir. Duncan ¢oklu testine gére ayni stitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark P < 0.05'e
gbre dnemsizdir.
#* Degerler pozitif kontrole gére patojenin gelisimindeki engellenme oranidir.

Cizelge 5. Fusarium moniliforme Sheldon ile dogal bulasik misir tohumlarina uygulanan bakteri izolatlarin in-vivo

kosullarda yas agirliga etkisi

Izolat Kodu Biyomass (g)* Yas agirhga etki (%)**
Negatif Kontrol 1729 £ 376 a 96.70
Pantoae agglomerans E325 1293 £3.77b 47.09
Pantoae vagans C9/ | 9.26 £4.05 bc 5.34
Pseudomonas putida 41 8.81 = 1.70 bc 0.22

Pozitif Kontrol 8.79 £ 1.36 bc 0
Pseudomonas fluorescens CC25/2 771 £0.8I ¢ -12.28
Pseudomonas putida 180 606+ 1 .86¢ -31.05

* Degerler 4 tekerriir ortalamasidir. Duncan goklu testine gore ayni siitunda ayni harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki fark P <

0.05’e gore 6nemsizdir.

** Degerler pozitif kontrole gére patojenin gelisimindeki engellenme oranidir.

bakterilerin hastalik etmeninin inokulumunu inhibe
ederek bitkideki biyotik stresin azaltmasini saglamasi
yonlinde bir etkisi oldugu dusinilmektedir. Ayrica
indol asetik asit, siderofor ve fosfat ¢ozme
aktivitelerine bagli olarak bitkideki gelisimi tesvik
etmesi de hastallk etmenine karsi miicadelede
etkinligini artirmaktadir.

Sonu¢ olarak antagonistik bakterilerin  biyolojik
micadele elemani olarak ideal adaylar olabilecegi
soylenebilir. Calismada In-vitro kosulda etkili olan
antagonistik bakterilerin  kontrolli  kosullar altinda
degerlendirilerek F. moniliforme ile dogal bulasik misir
tohumlarina uygulandiginda, hastalik etmenine karsi
biyokontrol 6zellikleri oldugu gorilmis olup bu

calismanin sonuglart dogrultusunda gevreyle dost olan
biyokontrol ajanlarinin bu etmenin miicadelesinde
kimyasal =~ micadeleye iyi  bir alternatif = olacag
dlstntlmektedir. Bu nedenle, konu hakkindaki ¢aligmalarin
nitel ve nicel olarak artirilmasi onem arz etmektedir.
Tesekkiir

Calismada hastalik etmeninin ve bulasik tohumlarin
temininde yardimci olan Prof. Dr. Gilay TURHAN ve
Zir. Yik. Mih. Hande Evren ARDA'ya, referans
kilturlerinin  temini konusunda yardimci olan Dr.
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P. agglomerans E325°

Sekil 3. Pantoae agglomerans E325 ile tohum uygulamasinin Fusarium moniliforme Sheldon’a etkisi: a) negatif

kontrol ve b) porzitif kontrol ile karsilastirilmasi.
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