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Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastahigiyla
[Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis et. al] biyolojik miicadelede bakteriyel antagonistlerin
etkinliginin arastirilmasi

Senem AKAT', Hatice OZAKTAN'

Investigation of efficiency of bacterial antagonists on biological control of
Bacterial cancer of tomato [Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Smith) Davis et. al]

Abstract: The aim of the this study were to isolate potential antagonistic rhizobacteria of
Cmm, and to investigate their efficiency on Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) in vitro and on tomato plants. A collection of 49 bacterial strains,
antagonistic of Cmm were isolated from rhizoplane of healthy plants as epiphytes and
endophytes, originating from different provinces of Aegean Region, Turkey. Of these 49
strains, 40% inihbited Cmm with zones of inhibition ranged from 2 to 37 mm in vitro tests.
The most efficient strains were fluorescent Pseudomonads according to in vitro test results.
Eleven strains (S6/2EP, 19a, 2/9, S6/3EP, 11/1, S5/4, 30, 35EN, P.f. Bo, Serratia, 51) were
screened in vivo pot experiments for control of bacterial canker. Experiment was set up as a
andomized parcels with two replicates in two different growing seasons. According to the
first experiment results; only four of the 11 strains reduced infection between the rate of 54
to 86% when applied as a seed treatment compared to the non treated control. These strains
reduced the disease incidence by the rate of 80 to 97% when applied as a seed treatment
followed by a root treatment before transplanting. This combined treatment was
significantly more efficient than the seed treatment alone. In the second experiment; the
disease was being controled 50-60% with only the seed treatment. In the seed and root
treatment before the transplanting of the seedlings, the antagonistic bacteria inhibited the
Cmm by rate of 59 to 74%.

Key words: Bacterial canker of tomato, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
biological control, rhizobacteria

Ozet: Bu calismanin amaci, domates bitkilerinden izole edilen kok bakterilerinin
domateste bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm)’i engelleme potansiyellerinin in vitro ve in vivo kosullarda
denenmesidir. Calismada Ege bolgesinde saglikli bitkilerin koklerinden elde edilen toplam
49 adet epifitik ve endofitik antagonist aday bakteri izolati kullanilmigtir. Testlenen
bakteriyel antagonistlerin % 40’1 in vitro testlerde 2-37 mm arasinda degisen engelleme
zonlar1 olusturarak Cmm’i engellemistir. In vitro test sonuglarina gore en etkili
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antagonistlerin floresan Pseudomonaslar oldugu saptanmistir. Onbir bakteri izolati
(S6/2EP, 19a, 2/9, S6/3EP, 11/1, S5/4, 30, 35EN, P.f. Bo, Serratia, 51) in vivo saksi
denemelerinde kullanilmak {izere se¢ilmistir. Deneme iki farkli donemde tekrarlanmustir.
flk deneme sonuglarina goére, on bir bakteriyel antagonistin dérdii domates tohumlarina
uygulandiginda, Pozitif kontrol’e goére bakteriyel solgunlugu % 54-86 oraminda
engellemistir. Bu izolatlar, tohum bakterizasyonu uygulamasini takiben gasirtma sirasinda
koklere uygulandiginda hastalik ¢ikisini % 80-97 oraninda engelleyerek tek basina tohum
uygulamasindan daha basarili bulunmustur. ikinci denemede ise; tek basina tohum
bakterizasyonu uygulamasi ile hastalik % 50-60 oraninda engellenirken, sasirtmadan once
fideye yapilan tohum bakterizasyonu + kdk daldirma bigimindeki uygulamada Cmm e karsi
% 59-74 oraninda engelleme saptanmustir.

Anahtar sozciikler: Domateste bakteriyel kanser ve solgunluk, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, biyolojik miicadele, kok bakterileri

Giris

Ulkemizde domates yetistiriciliginin yapildig1 her bolgede goriilebilen Domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensi,) ilk kez Bremer et al. (1952) tarafindan Ankara ilinde saptanmustir.
Kahveci & Giircan (1993)’iin bildirdigine gore, sonraki yillarda Karahan (1965) I¢
ve Giiney Anadolu’da, Karaca & Saygili (1977) Marmara ve Ege Boélgesi’nde,
Ulukus (1982) Elazig, Diyarbakir ve Mardin’de, Cmar (1980) Cukurova
Bolgesi'nde, Oktem (1985) Ankara ve Eskisehir’de etmenin varligim
saptanmiglardir. Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin oldukg¢a
yikict ve Onemli kayiplara neden oldugu bilinmektedir. Etmen 1910 yilinda
A.B.D’de ilk rapor edilisinden bu yana, tiim diinya’ya yayilmis; tarla ve seradaki
domateslerde ciddi kayiplara neden olmustur (Hayward & Waterson 1964).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin primer inokulum
kaynagimin tohum kabugu veya embriyoda bulunan bakteri olmasi nedeniyle, bu
hastaliga kars1 alinabilecek miicadele 6nlemleri tohumdaki patojeni elimine etmeye
yonelik olmalidir (Ozaktan & Bora 1991). Ancak uygulanabilirligi kabul edilmis
olan tohum uygulamalar1 Cmm’e kars1 her zaman etkili olmayabilir (Thyr et al.
1973; Shoemaker & Echandi 1976). Ikincil bulasmalarda ise, yagmur, su, pestisit
damlaciklari, budama, koltuk alma gibi kiiltiirel islemler ve sasirtma rol
oynamaktadir (Agrios 2005; Fatmi & Schaad 1988).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Cmm’e kars1 biyolojik miicadelenin alternatif
bir yontem olabilecegi belirtilmektedir ve Cmm’in Onlenmesine yonelik
calismalarda bakteriyel antagonistlerle biyolojik miicadele g¢aligmalar1 dikkati
¢cekmektedir (Umesha 2001; Boudyach et al. 2001). Bakterinin birincil bulagma
kaynagi infekteli tohumdur. Hastalik bitki igerisinde iletim demetleri boyunca
sistemik olarak yayilmakta ve ¢iceklenme doneminde solgunluk ve kanser
lezyonlar1 belirginlesmeye baslamaktadir. Etmenin bitkiye oldukca erken donemde
giris yapmasi nedeniyle, bu agamadan sonra hastaligi dnlemek miimkiin degildir
(Ozaktan & Bora 1991).
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Bu ¢alismanin amaci; domates bitkilerinden izole edilen kdk bakterilerinin yani
sira Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi (E.U.Z.F.) Bitki Koruma Béliimii
Bakteriyoloji laboratuari stoklarinda bulunan gesitli konukgu X patojen sisteminde
biyolojik miicadele agisindan etkililigi kanitlanmigs antagonist bakterilerin
domateste  bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Cmm’i engelleme
potansiyellerinin in vitro ve in vivo saksi1 denemeleriyle belirlenmesidir.

Materyal ve yontem

Arastirmada kullanilan bitkisel materyal

Bu c¢alismada test bitkisi olarak standart domates c¢esidi olan Rio Grande
kullanilmistir. Domates tohumlari steril torfta ¢imlendirilmis, fideler 3 hafta sonra
1:1:1 torf, kum, giibre karigimina sagirtilmugtir.

Arastirmada kullanilan test patojeni

Calismada test patojeni bakteri olarak, daha énce E.U.Z.F. Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji laboratuvari stoklarinda bulunan, kesin tanisi yapilmus Cmm
strainlerinden viriilensi en yiiksek olan Cmm 7 straini kullanilmustir.

Arastirmada kullanilan bakteriyel antagonistler

Calismada, Izmir ve cevresinde sanayi domatesi iiretim alanlarindan ve seralarda
yetisen domates bitkilerinin kok bolgesinden izole edilen bakteriyel biyolojik
miicadele elemanlar1 kullanilmistir. izole edilecek epifitik antagonist aday:
bakterilerin izolasyonunda, saglikli domates kdk dokularindan yiizeysel kesitler
almarak 100 ml Fosfat tamponu (0.1 M) icinde 30 dakika siireyle calkalayicida
tutulduktan sonra (Geels & Schippers, 1983) King-B (King et al. 1954; Cuppels &
Elmhirst 1999) besi yerlerine ekim yapilmustir.

Endofitik antagonist aday1 bakterilerin izolasyonunda ise; saglikli domates kok
dokularindan kesit alindiktan sonra yiizey dezenfeksiyonu yapilmis (% 0.5 NaOCI)
ve bu kesitler steril havanda ezilerek homojenize edilmistir. Elde edilen
homogenattan King-B besi yerine ¢izgi ekim yapilmistir. 24-48 saatlik
inkubasyondan sonra besi yerlerinde gelisen koloniler incelenerek saflastirilmistir.
Gram (+) bakteriler ve UV 151k altinda (366 nm) fluoresens gosteren strainler aday
antagonist olarak se¢ilmistir.

Bu izolatlara ek olarak, E.U.Z.F Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji
laboratuvar1 stoklarinda bulunan ¢esitli konuk¢u x patojen sisteminde biyolojik
miicadele acisindan etkililigi kanitlanmig 26 adet antagonist bakteriler de bu
calismada kullanilmustir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Bakteriyoloji laboratuar kiiltiir stoklarinda bulunan ve caligmada kullanilan
antagonist bakterilerin listesi
Table 1. The list of antagonistic bacterial isolates used in this study from bacteriology
laboratory culture collection

izolat kodu izole edildigi konukeu bitki Tiirii
15/1 Hiyar Pseudomonas putida
114/2 Hiyar Pseudomonas fluorescens
31/1m Fasulye Gram (-)
30/1m Fasulye Pseudomonas fluorescens
6a Fasulye Gram (+)
8/3en Zeytin Gram (+) Brevibacillus
39ep Zeytin Pseudomonas fluorescens
180 Kavun Pseudomonas putida
22ep Zeytin Pseudomonas fluorescens
62 Domates Serratia marcescens
Serratia spp Domates Serratia liquefaciens
70 Domates Pseudomonas fluorescens
30 Kavun Pseudomonas putida
11/1 Fasulye Gram (+)
2/9 Fasulye Gram (+)
19a Nohut Bacillus micoides
40/2 ep Zeytin Pseudomonas fluorescens
51 Bezelye Pseudomonas fluorescens
50 Bezelye Pseudomonas fluorescens
35 en Zeytin Pseudomonas fluorescens
Pf bo Domates Pseudomonas fluorescens
31/1 en(+) Zeytin Bacillus sereus
66/3 Domates Bacillus sp.
18/1K Domates Pseudomonas pitida
10/1en Zeytin Bacillus mycoides
109 Kavun Pseudomonas fluorescens

Bakteriyel antagonistlerin Clavibacter michiganensis’e karsi biyolojik
miicadele potansiyellerinin testlenmesi

In vitro testler: Antibiosis etkisi testlenecek kokbakterileri nokta ekim ile
Nutrient Broth Yeast Extract Agar (NBYA) besiyerine birbirine esit uzaklikta 4
noktaya ekilerek, 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu
petrilere, 10° cfu/ml konsantrasyonunda patojen Cmm siispansiyonu piilverize
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edilerek 72 saat siireyle, 24 'C’ de inkubasyona birakilmistir (Jetiyanon &
Kloepper 2002; Boudyach et al. 2001). Kokbakterilerinin ¢evresinde olusan
engelleme zonlart mm olarak Ol¢iilmiistiir. In vitro antagonistik etki testlerinde
bakteriyel antagonistlerin etkililigi ile karsilastirmak amaciyla % 6.8 w/w Cu
iceren Labicuper (iiretici firma, Mavesa) ve % 6.3 w/w Cu igeren Sergomil L-60
(tretici firma, Servalesa) gibi kimyasallar kullanilmustir. In vitro testlerde bu
kimyasallarin 3, 10 ve 30 pg/ml’lik dozlar1 denenmistir. Belirtilen dozlar, sterilize
edildikten sonra, 40-45 'C’ye sogutulmus King-B besiyerine karistirilmustir.
Cmm’in 48 saatlik kiiltiirinden 2.5 x 10° hiicre/ml yogunluguna sahip olan bir
siispansiyon hazirlanmigtir. Elde edilen bu siispansiyondan petrilere 100 pl
oraninda verilmis ve steril cam baget ile petri yilizeyine yayilmistir. Petriler 48 saat
sireyle inkubasyona birakilmis ve gelisen koloniler sayilarak kimyasallarin Cmm’
e etkisi degerlendirilmistir. In vitro testler 3 tekerriirlii olarak kurulmustur.

In vivo testler: In vitro antibiosis testlerinde Cmm’in gelisimini basariyla
engelleyen bakteriyel antagonistler, in vivo saksi denemelerinde Cmm’e karsi
etkililikleri agisindan testlenmistir. Bakteriyel antagonistler tohuma ve fideye
uygulanmigtir. Bu uygulamalar (1) tohum ve (2) tohum bakterizasyonunu takiben
domates fidelerinin saksilara sasirtilmasindan o6nce kok uygulamasi seklinde
yapilmistir.

Tohum bakterizasyonu: Antagonist bakteri uygulamasi yapilacak domates
tohumlarina yilizey dezenfeksiyonu (% 1°lik NaOCIl) yapildiktan sonra 2 kez
yikanip kurutulmustur. Triptic soya agar (TSA)’da 24 saat siireyle gelistirilen bir
petri kab1 dolusu bakteriyel inokulum % 1.5’luk orta viskozitedeki carboxy methyl
cellulose (CMC, 5 ml) ile siispanse edilmistir. Domates tohumlar1 (5g tohum / 5ml
siispansyon) bu bakteri slispansiyonu ile 30 dakika boyunca dairesel ¢alkalayicida
(120 rpm) kaplanmis ve 1 saat siireyle oda sicakliginda kurutulmustur (Callan et al. 1997).
Bakterizasyon yapilmis tohumlar i¢inde steril torf bulunan viyollere ekilmis, bakterizasyon
yapilmamis tohumlari i¢eren viyoller ise kontrol olarak kullanilmustir. Viyoller 3— 4
hafta siireyle 24 °C’de 12 saatlik fotoperiyotta iklim odasinda tutulmustur.

Tohum bakterizasyonu ve kok uygulamasi: Yukarida belirtildigi sekilde
tohum bakterizasyonu yapilan 3-4 haftalik domates fidelerin torfu aritilarak kokleri
hafif tiraslanmus, sasirtma sirasinda 6nce antagonist bakteri siispansiyonuna (10°
cfu/ml konsantrasyonunda, 600 nm’de OD: 0.45) 5 dakika siireyle daldirilmis, daha
sonra, 30 dakika siireyle Cmm siispansiyonuna daldirilarak saksilara sasirtilmigtir.
Antagonist uygulamalarinin etkililigini karsilagtirmak amaciyla, in vivo etki
testlerinde Labicuper (% 6.8 w/w Cu) ve Sergomil L-60 (% 6.3 w/w Cu) adli
preparatlar firetici firmalar tarafindan Onerilen uygulama dozunda (3 pg/ml)
kullanilmistir (tohum bakterizasyonu ve tohum bakterizasyonu + kok uygulamasi).
Bu preparatlar domates fideleri sasirtildiktan sonra kdklere icirme seklinde (100
ml/ 3 bitki/ saks1) verilmistir. Pozitif kontrolde ise, domates fidelerinin kdoklerine
yalnizca Cmm silispansiyonu uygulanmustir. In vivo saksi testleri 4 yinelemeli
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olarak yapilmistir, her yinelemede 2 bitki yer almigtir. Patojen uygulamasindan 30
giin sonra, her yinelemede yer alan bitkilerde Cmm’den kaynaklanan solgunlugu 0-
4 skalasina gore degerlendirilmistir (0: Hic hastalik goériilmiiyor, 1: Asagidan
yukariya bitkinin 1/4’1 solmus veya kurumus, 2: Asagidan yukarrya bitkinin 1/2 si
solmus veya kurumus, 3: Asagidan yukartya bitkinin 3/4’l solmus veya kurumus,
4: Tiim bitki solmus veya kurumus).

Bulgular ve tartisma

Arastirmada kullamlan antagonist bakterilerin izolasyonu

Yapilan izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda, 23 antagonist aday1 bakteri straini elde
edilmistir. Izole edilen bu bakterilerin % 80’inin epifitik kok bakterisi, % 20’inin
ise endofitik kokbakterisi oldugu saptanirken, tim bu etmenlerin % 70’inin

Cizelge 2. Domates bitkilerinin kok bolgesinden izole edilen antagonist adaylari
Table 2. The antagonistic bacteria isolated from rhizoplane of tomato plants

izolat kodu Konukcu izole edildigi yer Tiirii
S1/1 Domates Tire/Atalan tarla 1 Flourosent Epifitik
S1/2 Domates Tire/Atalan tarla 1 Flourosent Epifitik
S2FL Domates Tire/Atalan tarla 2 Flourosent Epifitik
S2/1 Domates Tire/Atalan tarla 2 Gram (+) Endofit
S2/2 Domates Tire/Atalan tarla 2 Gram (+) Endofit
S3FL Domates Torbal1 / Ege fideyan: Flourosent Epifitik
S3/1 Domates Torbali / Ege fideyani Gram (+) Endofit
S4/1 Domates Bayindir /Zeytinova Flourosent Endofit
S4/2 Domates Bayindir /Zeytinova Flourosent Epifitik
S4/3 Domates Bayindir /Zeytinova Flourosent Endofitik
S4/4 Domates Bayindir /Zeytinova Gram (+) Epifitik
S4/5 Domates Bayindir /Zeytinova Gram (+) Epifitik
S4/6 Domates Bayindir /Zeytinova Gram (+) Endofitik
S5/1 ep Domates Akgapinar /Turgutlu Gram (+) Epifitik
S5/1en Domates Akgapinar /Turgutlu Flourosent Endofitik
S5/3en Domates Akcapinar/Turgutlu Flourosent Endofitik
S5/4 Domates Akcapinar /Turgutlu Gram (+) Endofitik
S6/1ep Domates Sart / Turgutlu Flourosent Epifitik
S6/1len Domates Sart / Turgutlu Flourosent Endofitik
S6/2en Domates Sart / Turgutlu Flourosent Endofitik
S6/2ep Domates Sart / Turgutlu Flourosent Epifitik
S6/3ep Domates Sart / Turgutlu Flourosent Epifitik

S6/6 Domates Sart / Turgutlu Fluoresent(+) Epifitik
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fluoresent pseudomonas (F.P) oldugu, Biomerieux 50 CHB/E Medium API tan1 kiti
kullanilarak % 26’ Bacillus spp, 32 GN ve Biomerieux API 20E tani kiti
kullanilarak % 4’tiniin ise Serratia spp. oldugu belirlenmistir (Cizelge 2).

Bakteriyel antagonistlerin Clavibacter michiganensis’e karsi biyolojik
miicadele potansiyellerinin testlenmesi

In vitro test sonuclari

Bu calisma sirasinda 23’1 izole edilen toplam 49 antagonist aday1 bakteri Cmm’e
kars1 in vitro biyolojik miicadele potansiyeli agisindan testlenmistir. In vitro test
sonuglarina gore; 19 izolat 5-37 mm arasinda degisen engelleme zonlar
olusturarak Cmm’in koloniyal gelisimini basariyla engellemistir. En yiksek
engelleme zonunu 35 ENen kodlulu izolat 37 mm olustururken (Sekil 1, Sekil 2),
en diisliglinii ise 51 kodlu izolat (5 mm) olusturmustur. Cmm’e kars1 bakteriyel
antagonistlerden toplam 30 adeti in vitro’da hicbir etki gosterememistir. Bu test
sonuclarina gore; engelleme zonu olusturma potansiyellerine bakilarak 11 izolat
(S6/2EP, 19a, 2/9, S6/3EP, 11/1, S5/4, 30, 35EN, P.f.Bo, Serratia, 51) in vivo
testlerde kullanilmak tizere se¢ilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Antagonist bakterilerin in vitro testlerde Clavibacter michiganensis’e karsi
olusturduklari engelleme zonlar1 (mm).

Figure 1. The inhibition zones (mm) produced by antagonistic bacteria against Clavibacter
michiganensis.

In vitro testlerde en yiiksek engelleme zonu olusturan antagonist aday1 bakterilerin
yani sira daha diigiik engelleme zonu olusturanlara da in vivo saksi denemelerinde
yer verilmistir. Denemede, diisiik engelleme zonu olusturan antagonist adaylarina
yer verilmesinin sebebi; in vitro ve in vivo testlerin sonuglarmin her zaman uyumlu
olmamasidir. In vitro testlerde etkililigi arastirilan preparatlar, testlendikleri her 3
oz uygulamasinda (3, 10, 30 ppm) da Cmm’i tamamen engellemeyi basarmistir
(Sekil 3).
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Sekil 2. 35en antagonistinin Clavibacter michiganensis’e in vitro’da antagonistik etkisi.
Figure2. The antagonistic activity of the bacteria strain 35en against to Clavibacter
michiganensis in vivo.

Sekil 3. Labicuper (solda) ve sergomil (sagda) preparatlarmim Clavibacter michiganensis’e
kars1 in vitro testlerde etkililigi.
Figure 3. The efficacy of Labicuper (left) and sergomil (right) against Clavibacter
michiganensis in vitro.

In vivo test sonuclari

In vitro’da elde edilen sonuglara gore, secilen 11 antagonist bakteri ve iki referans
preparat in vivo saksi testlerine alinmugtir. In vivo saksi denemeleri 2 kez
yinelenmistir. Sakst denemelerinde tohum bakterizasyonundan elde edilen sonuglar
Cizelge 3’de, tohum bakterizasyonu + kok uygulamalarinin sonuglari ise Cizelge
4’te yer almaktadir. Tohum bakterizasyonu seklinde yapilan uygulamalarin pozitif
kontrolde hastalik siddeti % 60 olarak saptanirken, Serratia spp. kodlu izolatin
hastaligi % 49’luk bir etki ile engelledigi sonucuna varilmigtir. Serratia spp.
uygulamas1 hem hastalik bakimindan hem de vejatatif aksam gelisimi yoniinden
oldukea iyi sonug vermistir (Sekil 4). Referans olarak secilen Sergomil Cmm’ nin
bitkideki gelisimini % 39 oraninda engellerken, Labicuper ise hastalig1 % 5°lik bir
etki ile oldukca diisiik bir oranda Onleyebilmis ve bitkilerde gelisme geriligi
gozlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 4. Serratia spp. antagonistinin Clavibacter michiganensis’e kars1 in vivo testlerde
etkililigi.
Figure 4. The efficacy of the bacteria strain Serratia spp. against Clavibacter
michiganensis in vivo tests.

Sekil 5. Labicuper (solda) ve sergomil (sagda) preparatlarimin Clavibacter michiganensis’e
kars1 in vivo testlerde etkililigi.
Figure 5. The efficacy of Labicuper(left) and sergomil (right) against Clavibacter
michiganensis in vivo.

Tohum bakterizasyonu + kok uygulamasi bigiminde sisteme verilen antagonist
bakterilerin domates bitkilerinde ortalama hastalik siddetini % 10-97 oraninda
azalttig1 gozlenmistir. Bu bakterilerden 19A, S6/2 EP, S6/3 EP, 30 ve 51 kodlu
izolatlar Cmm’ in solgunluk gelisimini % 80-97 oraninda engelleyerek en basarili
antagonistler olmustur. S6/2EP kodlu izolat tohum + kok uygulamasi bigiminde
patosisteme verildiginde in vivo saksi denemelerinde hastaligt % 97 oraninda
engelleyen en basarili kok bakterisi olmustur (Sekil 6).Tohum bakterizasyonu ile
tohum bakterizasyonu + kok uygulamalari karsilastirildiginda ise, istatistiki agidan
tohum bakterizasyonu + kok uygulamalarinin Cmm’e karsi daha basarili oldugu
dikkati ¢gekmistir (Sekil 7).
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Cizelge 3. In vivo tohum bakterizasyonu uygulamalarinin Clavibacter michiganensis’in

geligimine etkisi

Table 3. The effect of seed bacterization treatment on Clavibacter michiganensis growth

in vivo
Birinci saks1 denemesi ikinci saks1 denemesi
Tohum Ortalama has % etki** Ortalama has % etki**

Kontrol (-) 00% 0.0°

51 8.3 ¢ 86.4 40.5 @ 36.8
S5/4 10.4 ¢ 79.6 46.9 ™ 26.4
19A 12.5 bed 77.8 45.6“ 28.2
S6/2 EP 21.9 54.1 41,73 34.6
30 28.1 %f 69.4 70.8¢
Serratia sp 31.2 %M 48.7 32.3%¢ 49.3
11/1 43.7 % 28.7 39.6 39.6
S6/3 EP 437 1 28.7 45.8 °™ 28.7
PF.BO. 44.8 ©1 30.7 24.0 ¢ 60.8
Sergomil 39.6 ¢ 38.8 41.7 % 34.6
35EN 55.2 1 14.4 60.4 ™ 5.2
2/9(+) 52.1 1 15.1 55.6 12.8
Kontrol(+) 60.4 1 637

*Tekerriirlerde saptanan ortalama hastalik siddeti (%) degerlerine uygulanan Duncan testi sonucunda ayni harfi tasiyan
uygulamalar, P<0.05olasilikla birbirinden farksizdir.
**Degerler, uygulamalardan elde edilen ortalama hastalik siddeti (%) degerlerinin pozitif kontrol uygulamasindan

farklihigini

Cizelge 4. In vivo

(%) gostermektedir.

tohum bakterizasyonu+kok

michiganensis’in gelisimine etkisi
Table 4. The effect of seed bacterization and root bacterization on Clavibacter
michiganensis growth in vivo

uygulamalarinin

Clavibacter

Birinci saks1 denemesi

ikinci saks1 denemesi

Tohum + kék  Ortalama has % etki** Ortalama has % etki**
uygulamalari siddeti (%)* siddeti (%)*

Kontrol (-) 0.0°% 0.0°%

S6/2 EP 21 96.6 19.8%® 68.0
30 21%® 96.6 16.7 2 73.9
S6/3 EP 4.1 93.6 35.4 44.4
51 12.5 ¢ 79.6 41,73 34.5
19A 12.5 b« 79.6 19.8%® 68.0
11/1 41,7 °" 44.5 45,80 28.1
2/9(+) 39.6 " 42.0 38.5 39.5
35EN 56.2 1 9.6 45.8 °™ 28.1
PF.BO. 56.2 ™ 18.5 26.0 *° 59.1
S5/4 66.7 ¢ 0.0 49.0 21.6
Labicuper 60.4 1 4.9 59.4 6.8
Kontrol(+) 60.4 " 63.7

*Tekerriirlerde saptanan ortalama hastalik siddeti (%) degerlerine uygulanan Duncan testi sonucunda ayni harfi tagiyan
uygulamalar, P<0.05 olasilikla birbirinden farksizdir.

**Degerler, uygulamalardan elde edilen ortalama hastalik siddeti (%) degerlerinin pozitif kontrol

farkliligin

(%) gostermektedir.

uygulamasindan
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I3
Kontrol S6/2 ep
—

Sekil 6. S6/2 EP kodlu izolatin Clavibacter michiganensis’e kars1 etkisi.
Figure 6. The efficacy of the bacteria strain S6/2 EP against Clavibacter michiganensis in vivo.
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Sekil 7. Tohum ve tohum + kdk uygulamalarinin karsilagtiriimast.
Figure 7. The comparison of seed bacterization with seed and root bacterization.

Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen verilere gore; birinci saksi testlerinden
alinan sonuglar degerlendirildiginde; PF. Bo, Serratia ve S5/4 kodlu izolatlar harig,
genel anlamda tohum bakterizasyonu + kok igirme seklinde yapilan uygulamanin
basarili oldugunu sdylemek miimkiindiir. Tohum bakterizasyonu bi¢ciminde yapilan
uygulamada ortalama etki % 49 iken, tohum bakterizasyonu + kok uygulamasi
seklinde yapilan uygulamada bu etkinin % 52 oldugu saptanmistir. Tohum
bakterizasyonu seklinde yapilan uygulama sonucunda bazi antagonistler hari¢ (30
kodlu izolat), her iki denemede de ¢ok biiyiik bir farklilik olmadigi saptanmistir.
51, S5/4, 19A, S6/2EP, 11, S6/3EP, PF.BO ve Serratia kodlu antagonistler Cmm’e
kars1 her iki denemede de etkili bulunmuslardir (Cizelge 3). Tohum bakterizasyonu
+kok uygulamalarindan almman sonuglara gore; tohum bakterizasyonu
uygulamasinda oldugu gibi iki farkli donemde gergeklestirilen denemeler arasinda
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farklilik gozlenmemistir. Her iki denemede de PF.BO, S6/2ep, 30, 19A, 51,
S6/3EP, 2/9, ve 11/1 kodlu izolatlarda saptanan hastalik siddetleri ayn1 diizeylerde
olmustur. (Cizelge 4).

Son yillarda Cmm’e karsi biyolojik miicadelenin alternatif bir miicadele
yontemi olabilecegi ifade edilmektedir. Bu amacla bakteriyel antagonistlerle
biyolojik miicadeleye yonelik pek cok calisma yapilmustir. Ulkemizde yapilan
calismalara Ornek olarak; domates meyve etinin fermantasyon sivisindan,
fermantasyon sirasinda izole edilen antagonistik bakterilerin Cmm’e olan etkisinin
arastirldign (Ozaktan & Bora 1991), polen ve propolis ekstrakti kullaniminin
patojen bakteriye etkisinin arastirildigi (Basim et al. 2005) ¢alismalar verilebilir.

Diinyada Cmm’in biyolojik miicadelesi konusunda yapilan c¢alismalara
bakildiginda in vitro testlerde Streptomyces pulcher ve S. citrefluorescens’in
etkisinin arastirildigi (EI-Abyad et al. 1992), bakteriyel antagonistlerle Cmm’i
engellemeye yonelik in vivo ve in vitro ¢alismalar (Boudyach et al. 2001; Slusarski
2004; Umesha 2001), mercankosk, kekik, yer feslegeni, lavanta, adagayi, yabani
feslegen, kugsburnu ve geyik otu gibi ¢esitli bitkilerden elde edilen eterik yaglarin in
vitro kosullarda Cmm’e kars1 olan etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalar (Dimitra
2002) sayilabilir.

Bu caligmada izole edilen bakterilerin % 70’inin fluorescent pseudomonas, %
26’smin Bacillus spp, % 4’iniin ise Serratia spp. oldugu saptanmstir. Boudyach et
al. (2001), domates rizosfer ve rizoplane’ inden izole edilen antagonistlerin Cmm
infeksiyonunu basariyla engelledigini ve bu antagonist bakterilerinin genelde
floresan Pseudomonaslar oldugunu bildirmistir. Arastiricilarin elde ettikleri in vivo
test sonuglarinda oranla; Gram (-) bakterilerin, Gram (+) bakterilere gére domates
bitkisinin  koklerindeki  kolonizasyon yeteneklerinin  daha iyi oldugunu,
Pseudomanas tiirlerinin ise olduk¢a hizli iireme yetenegine sahip oldugunu
belirtmislerdir. Bunun ise kokteki eksudatlarla iligski oldugu sonucuna varmiglardir.
Bakterilerin besin ihtiyaglarinin kok tarafindan salgilanan bazi metabolitler
sayesinde karsilandigimi saptamuglardir. Ayrica bu bakteriler tarafindan iiretilen
bazi antibiyotik bilesikleri ve sideroforlarin 6zellikle kok hastaliklarinda yaygin
bicimde biyolojik miicadele elemani olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir
(Boudyach et al. 2001). Umesha (2001), antagonistik Pseudomonas flourescens (P.
flourescens) ile tohum bakterizasyonu uygulamasinin laboratuar kosullarinda Cmm
gelisimini basartyla engelledigini saptamistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise,
Bacillus subtilis’in (B. subtilis) in de iginde bulundugu bir gurup antagonistin
Cmm’e olan etkisi belirlenmistir. Sera kosullarinda, B. subtilis (Quadra 136), B.
subtilis (Quadra 137) domates bitkilerine piiskiirtilerek uygulandiginda, Cmm’den
kaynaklanan bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligim1 basartyla engelledigi
saptanmustir (Utkhede & Koch 2004).

Yiiriitiilen bu caligmada, iklim odasi kosullarinda gergeklestirilen ve iki kez
yinelenen saksi testlerinden elde edilen sonuglara gore, antagonistlerin etkililigi
acisindan tekrarlar arasinda, bazi uygulamalar harig elde edilen sonuglarin birbirini
destekleyici nitelikte oldugu soylenebilir. EI-Abyad (1992) tohum bakterizasyonu,
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tohum daldirma ve toprak inokulasyonu yontemlerini kullanmig ve Cmm’e karsi en
iyi yontemin tohum bakterizasyonu uygulamasi oldugunu bildirmistir. Bizim
caligmamizda, in vivo testlerde tohum bakterizasyonu + kok i¢irme uygulamasinin
tohum bakterizasyonu uygulamasina oranla hastaligi Onlemede daha basarili
oldugu saptanmugtir. Yapilan bir bagka ¢alismada yine tohum bakterizasyonu+kok
uygulamasinin, tohum uygulamasina oranla daha basarili oldugu tespit edilmistir.
Aragtiricilar bunun sebebini domates bitkisinin ikincil dokularinin farklilagmasi
sirasinda olusan ve giderek artan bir dayaniklilik mekanizmasina baglamislardir.
Sasirtma sirasinda patojene karst korunma gereksinimi duyan kok uglarmin
antagonistlere daldirildiktan sonra dikim yapilmasinin daha etkili bir uygulama
oldugunu bildirilmislerdir (Boudyach et al. 2001).

Yiriitiilen bu ¢alismada in vivo saksi denemelerinde, floresan Pseudomonaslarin
oldukca basarili oldugu saptanmistir. Umesha (2001), P. fluorescens’in farkl
formiilasyonlarmin (saf kiiltiir siispansiyonu ve talk pudra), 3 farkli domates
¢esidinde de Cmm’i 6nemli Olglide engelledigini saptamistir. Slusarski (2004),
tohum bakterizasyonu + kok igirme yontemine benzer bir yontemi kullanarak,
dezenfektan, antagonist bakteri ve greyfurt ekstraktini damla sulama sistemi ile
bitkilere vermistir. En iyi sonucu greyfurt ekstraktindan elde etmis, bunu antagonist
bakteriler ve dezenfektanlar izlemistir.

Calismada in vitro test sonuglari ile in vivo test sonuglarinin her zaman birbirini
destekleyici olmadigr saptanmistir. Bu durum biyolojik miicadelenin olduk¢a sik
rastlanan bir sonucudur. Antagonist bakteri agar+besi yerinde patojenin gelisimini
engelleyici antibiyotik veya bazi metabolitleri {iretebilir, ancak saks1 testlerinde
bunu yapmakta giiglilk ¢ekebilir. Antagonist bakteri ve patojen petri kabinda
birbirinden belli uzaklikta ekildigi i¢in karsilasma olasilig1 yiiksek olabilir ancak
saksida bu sans1 bulamayabilirler. Saks: testlerinde her ne kadar sicaklik, nem gibi
parametreler ayarlansa da toprakta / kok yilizeyinde antagonistin kolonize olmasi
veya topragin mikro florasi iizerine yapilacak ¢ok sey olmadigi ig¢in bu tip
uyumsuzluklarla karsilasgilabilir (Cook & Baker 1983; Bora & Ozaktan 1998).

Bu calismada etkisi arastirilan referans kimyasallar, Cmm’i engellemede bazi
bakterilerden daha basarisiz bulunmustur. Labicuper her iki in vivo denemede de en
basarisiz uygulamalar arasinda yer almus, diger bir kimyasal preparat olan
Sergomil’e oranla diisiik bir etkililik gostermistir.

Sonug olarak; hastalikla miicadele konusunda c¢evre ve insan sagligi agisindan
zarar teskil etmeyen bazi kimyasallar ve biyolojik uygulamalarin da yer aldigi
entegre miicadeleye ve bitki iletim sistemlerine yapilacak uygulamalara (damla
sulama sistemine antagonistlerin ya da kimyasallarin verilmesi vb. gibi) agirhik
verilmelidir.
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