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Bitki gelisimini tesvik eden bazi1 bakterilerin marulun gelisimi ve
Bakteriyel yaprak lekesi hastalig iizerine etkileri

Kenan KARAGOZ', Recep KOTAN!

Effects of some plant growth promoting bacteria on growth of lettuce and
Bacterial leaf spot disease

Abstract: Bacterial leaf spot of lettuce caused by Xanthomonas axonopodis pv. vitians (Brown)
Dye. is present in several parts of the world and was observed for the first time in Turkey in 2000.
Management of the pathogen with chemical pesticides provides limited control. Presently, no
bactericides are registered in Turkey for controlling bacterial diseases on lettuce. In this study,
according to MIS (Microbial Identification System) identification result, forty candidate plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) and plant growth promoting endophytic bacteria (PGPE)
from the genera Pantoea (33 strains), Bacillus (6 strains) and Paenibacillus (1 strain) were tested
for their ability to control the pathogen and on growth of lettuce. All of the bacterial strains were
identified by MIS and Biolog System. All isolates were able to grow in N-free media indicating
their abilities to produce nitrogen. This isolates were able to solubilize insoluble phosphate which
ranged from 40.95-227.20 ug ml™. The eleven phosphate solubilizing strains and their four
different combinations were selected for greenhouse experiment. Consequently, our results
indicated that some of tested strains and their some combinations had a positive effect on lettuce
growth and ability to suppress disease growth.
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Ozet: Diinyanin farkli bolgelerinde marul yaprak lekesi hastaliina neden olan Xanthomonas
axonopodis pv. vitians, iilkemizde ilk kez 2000 yilinda goriilmistiir. Kimyasal pestisitler
kullanilarak hastaligin kontrolii zordur. Ulkemizde, marulda gériilen bakteriyel hastaliklarin
miicadelesi i¢in ruhsatlandirilmis herhangi bir bakterisit de bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada, MIS
tan1 sonuglarina gore Pantoea (33 izolat), Bacillus (6 izolat) ve Paenibacillus (1 izolat) cinslerine
mensup 40 aday bitki gelisimini tesvik edici rizobakteri (PGPR) ve bitki gelisimini tesvik edici
endofitik (PGPE) bakterinin, hastalik siddeti ve marulun gelisimi {izerine etkileri aragtirilmistir.
Tiim izolatlar MIS (Mikrobiyal Tan1 Sistemi) ve Biolog sistemleri ile tanilanmis, fosfati ¢ozme ve
azotu fikse etme yetenekleri test edilmistir. Izolatlarin tamami azotsuz (N-free) besiyerinde gelisim
gostermis ve azotu fikse etme yetenekleri pozitif olarak degerlendirilmistir. Yine izolatlarin
coziillemez formda bulunan fosfat: 40.95-227.20 pg ml™ arasinda degisen degerlerde ¢ozebildigi
tespit edilmistir. Bu izolatlar arasindan fosfati1 ¢6zme yetenegi en fazla olan 11 tanesi ve bunlarin 4
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farkli kombinasyonu sera denemelerine tabi tutulmustur. Sonuglarimiz test edilen izolatlar ve
kombinasyon uygulamalarindan bazilarmmin marulun gelisimi iizerine pozitif etkileri ve hastalik
gelisimini baskilama yetenekleri oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: Xanthomonas axonopodis pv. vitians, PGPR, PGPE, marul

Giris

Xanthomonas axonopodis pv. Vitians ' sebep oldugu marul yaprak lekesi hastaligr ilk
olarak 1918 yilinda ABD’de ortaya ¢ikmis (Brown 1918) ve daha sonra diinyanin degisik
bolgelerinde goriilmiistiir (Wallis & Joubert 1972; Boesewinkel 1977; Ohata et al. 1979;
Stefani et al. 1994; Elena et al. 2008; Al-Saleh & Ibrahim 2009). Ulkemizde ise ilk olarak
2000 yilinda Erzurum’da rapor edilmistir (Sahin 2000). Bitkiye yaralar ve dogal
acikliklardan giren etmen marul bitkisinde iki farkli tip simptoma neden olmaktadir.
Birincisi yaprak yiizeyinde dagmik sekilde bulunan nekrotik lekelerdir. Ikincisi ise koyu
kahverengi lezyonlar seklinde baslayan, daha sonra yaprak damar aralarimi sararak “V”
sekilli lekelere ve geriye dogru 6liime neden olan sistemik enfeksiyonlardir (Sahin &
Miller 1997). Cevre kosullart uygun olmadiginda siddetli epidemilere ve iiriin kaybina
neden olmamasina ragmen, kosullar uygun oldugunda siddetli epidemiler yapabilecegi
bilinmektedir (Mirik et al. 2004). Ohiao (ABD)’da 1995 yilinda hastaliktan ¢ok sayida
bitkinin etkilendigi (Sahin ve Miller 1997), Cukurova’da meydana gelen epidemide ise
iiriiniin bitylik kisminin kaybedilerek pazarlanamaz hale geldigi bildirilmistir (Mirik et al.
2004). Ayrica etmen biber (Capsicum annum L.) ve domates (Lycopersicon esculantum
Mill.) bitkilerinde de nekrotik lekelere neden olabilmektedir (Sahin & Miller 1998).

Hastaligin miicadelesinde, Oncelikle dayanikli gesit kullanilmasi, ekim nobeti ve
yagmurlama sulamadan kaginilmasi 6nerilmistir. Kimyasal miicadele kapsaminda Maneb,
Cuprofix, elementel bakir gibi preparatlarin uygulanmasinin (Bull & Koike 2005) yani
sira tohum sterilizasyonu ¢aligmalart da goze carpmaktadir (Sahin & Miller 1997). Acak
sebze iiretiminde kayiplara neden olan patojenlerin miicadelesinde kimyasal kullaniminin
istenen diizeyde sonu¢ vermedigi (Pernezny et al. 2008), ayrica insan ve hayvan
sagliginda meydana getirebilecekleri olumsuz etkilerden dolay1 Ozellikle sebze
iretiminde tarla ve sera kosullarinda kimyasal kullaniminin yasaklanmasi gerektigi
bildirilmistir (Delaney et al. 1994).

Bu calisma ile; daha once yapilan bazi ¢alismalarda bakteriyel ve fungal bitki
patojenlerine karsi etkili olduklar1 belirlenen Bacillus, Paenibacillus ve Pantoea cinsine
dahil baz1 bakteri izolatlariin (Kotan 2002; Kotan et al.. 2004; Kotan & Sahin 2006;
Kotan et al. 2008), marul yaprak lekesi hastaliginin biyolojik miicadelesinde
kullanilabilirliginin test edilmesi ve ayni zamanda bu izolatlarin marul bitkisinin gelisimi
tizerine etkinliklerinin de degerlendirilmesi amaglanmigtir.
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Materyal ve yontem

Kullanilan bakteriyel izolatlar ve test bitkileri

Bu calismada kullanilan bakteri izolatlar1 degisik bitkilerin toprak iistii ve toprak alti
kisimlarindan izole edilmistir (Cizelge 1). Kullanilan bu izolatlarin pek ¢ogu daha 6nce
yapilan ¢alismalarda bazi bakteriyel ve fungal hastaliklarin kontroliinde etkili biyolojik
miicadele elemani olarak belirlenmistir (Kotan 2002; Kotan et al. 2004; Kotan & Sahin
2006; Kotan et al. 2008). Patojen bakteri izolati ise ABD’de marul bitkisinden izole
edilmis virulanshigi oldukga yiiksek bir izolattir (Sahin & Miller 1997). Test bitkisi olarak
25 °C’de ve % 70 nem igeren bitki biiyiitme kabinlerinde tohumdan yetistirilen marul
(Lactuca sativa L. var. Yedikule) ve tiitiin (Nicotiana tabacum L. var. Samsun) bitkileri
kullanilmugtr.

Tiitiinde asir1 duyarhlhik (HR) testi

Asirt duyarlilik testlerinde 24 saatlik geng bakteri kiiltiirleri steril distile su (sdH,O)
icerisinde ¢oziilerek vortekslenmis ve yogunluklar1 10% hiicre/ml olarak ayarlanmustir.
Elde edilen bakteri siispansiyonlarindan siringa yardimiyla 2 ml alinarak tiitiin
yapraklarinin damar aralarina enjekte edilmistir. Uygun sartlarda 24-48 saat inkiibe edilen
bitkilerde nekroz olusumu gozlemlenmistir. Nekroz olusturanlar HR pozitif (HR +),
olusturmayanlar ise HR negatif (HR-) olarak degerlendirilmistir. Kontrol olarak steril
distile su kullanilmis ve test ayni sartlarda 3 kez tekrar edilmistir (Klement et al. 1964).

izolatlarin yag asidi profillerinin belirlenmesi

Izolatlarin yag asidi metil esterlerinin saflastirilmasi standart MIS prosediiriine gére
yapilmigtir (Sahin 1999). Protokole gore hazirlanan 6rnekler MIS cihazi tizerindeki 6rnek
depolama tepsisine yerlestirildikten sonra, cihaz ¢alistirilmistir. MIS sistem kilavuzunda
belirtildigi gibi ornekler tek tek analiz edilmis ve bilgisayar ortaminda tani sonuglart
almmustir. Bu testler her bir 6rnek i¢in 3 kez tekrar edilmis ve yiizde olarak elde edilen en
yiiksek deger tan1 sonucu olarak alinmustir.

izolatlarin metabolik enzim profillerinin (biolog) belirlenmesi

Test edilecek bakteriler gram reaksiyon oOzelliklerine gore gruplara ayrilarak; gram
pozitifler BUG+M (Biolog Universal Growth Agar + % 0.25 Maltoz) besi yerine; gram
negatifler TSA (Tryptic Soy Agar) besi yerine ¢izilmistir. Kiiltiirler 27 °C’de 16-24 saat
siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Cogaltilan canli hiicreler steril ekiivyon ¢ubuklari ile
alinarak salina tampon ¢ozeltisi (% 0,5’lik NaCl)’ne aktarilmistir. Sonra vorteks
cihazinda karigtirilarak standart turbudite tlipline gore turbitimetre ile konsantrasyonlar
10° hiicre/ml’ye ayarlanmustir. Hazirlanan soliisyonlardan pipet ile 150 ul alinarak
mikroplate iizerindeki her bir ¢gukurcuga ilave edilmistir. Mikroplateler 4 saat siireyle 27
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi mikroplateler iizerinde metabolik
reaksiyon sonrast olusan renklenme gozlenmis ve test edilen bakteriyel izolatlarin
metabolik reaksiyon profilleri Biyolog kinetik okuyucuda okutulmugtur. Sistemin paket
programindaki bilinen mikroorganizmalarin metabolik enzim profilleri, test edilen
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mikroorganizmalarin profilleri ile karsilastirilarak tanis1 yapilmig ve bilgisayar ortaminda
sonuclar alimmustir (Holmes et al. 1994).

izolatlarin azotsuz (N-free) besiyerinde gelistirilmesi

Nutrient Agar (NA)’da 24 saat gelistirilen bakteri kiiltiirleri, steril 6ze yardimi ile N-free
(azotsuz) kiiltiir ortamina ekilmis ve 4 giin siire ile 25-27 °C sicaklikta inkiibe edilmistir
(Han et al. 2005) . Besiyerinde gelisim gosteren bakterilerin azot fiske etme yetenekleri
pozitif olarak degerlendirilmistir.

izolatlarin ¢ézebildigi fosfat miktarin belirlenmesi

Oncelikle NA’da 24 saat gelistirilen bakteri kiiltiirleri sdH,O iginde siispanse edilmis ve
yogunluklar1 10® hiicre/ml olarak ayarlanmustir. Her bir siispansiyon i¢inde 5 ml NBRIP-
BPB (Metha ve Nautiyal 2001) bulunan tiiplere inokule edilmistir. 15 giinliik inkiibasyon
periyodundan sonra besiyerinde renk acilmasi gosteren bakterilerin fosfati ¢dzme
yetenekleri pozitif olarak degerlendirilmistir. Ardindan izolatlarin ¢ozebildikleri fosfat
miktarinin kantitatif tayini yapilmistir. NA’da gelistirilen 24 sa’lik bakteri kiiltiirleri
sdH,0 iginde siispanse edilmis ve yogunluklar1 10® hiicre/mlolarak ayarlanmustir. Bakteri
stispansiyonlar1 i¢inde NBRIP besiyeri (Metha & Nautiyal 2001) bulunan erlenlere
inokule edilmig 1 hafta 90 rpm’de donen g¢alkalayicida 25+2 °C’de gelistirilmistir. Daha
sonra 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatanttan 1 ml alinmis ve farkli bir
tipe aktarilmigtir. Siipernatant iizerine 5 mlI dH,O ve 1 ml Barton Mixed reagent
eklenmis ve 30 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir (Cetinkaya & Yildiz 2007).
Cozeltilerin absorbanslart 400 nm’de Slglilmiistiir (Barton 1948). Elde edilen degerler 0,
25, 50, 100 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan standart fosfor ¢ozeltilerin absorbans
okumasindan elde edilen degerlerle karsilastirilarak yorumlanmistir. Bunun igin standart
¢ozeltilerin absorbans degerlerinden bir regresyon egrisi olusturulmus ve hesaplamalar bu
dogrunun egimi kullanilarak yapilmistir.

Sera calismalari

Sera calismalar;; % 70 nem ve 18-20 °C sicaklikta, 12 saat gece-giindiiz olarak
aydmlatilan bitki biiylitme kabinlerinde iki farkli deneme ile yiiriitiilmiistiir. Birinci
deneme, bakterilerin PGPR ve PGPE etkinliklerini test etmek amaciyla, laboratuar
testlerinde azotsuz besiyerinde gelisebilen ve fosfat ¢ozme yetenegi en fazla olan 11
bakteri izolat1 (KBA-2, KBA-8, KBA-10, RK-32, RK-72, RK-77, RK-92, RK-126, RK-
134, RK-198, RK-205) ve bunlardan bazilarinin kombinasyonlar1 (RK-126+KBA-2, RK-
126+KBA-10, RK-134+KBA-2, RK-134+KBA-10) ile kurulmustur. Denemede kontrol
olarak uygulama yapilmamig bir hat ve giibre uygulamasi yapilmis hatlar (azot
uygulamasinda saks1 basina 107 mg iire, fosfat uygulamasinda saks1 bagina 91 mg TSP ve
azot-fosfat uygulamasinda saksi bagina 107 mg itire + 97 mg TSP) kullamilmistir.
Tohumdan gelistirilen marul fideleri 2 haftalik olunca igleri steril toprakla dolu saksilara
sasirtilmis, 3. hafta sonunda segilen bakteriler ve bakteri kombinasyonlar1 10° hiicre/ml
konsantrasyonda bitki bagina 1 ml olacak sekilde steril enjektor yardimu ile bitkilerin
rizosferine verilmistir. Ayni uygulama gelisimin 5. haftasinda da tekrarlanmustir. Bitkiler
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gelisimlerinin 9. haftas1 sonunda sdokiilerek yaprak sayilari, kok uzunluklari, kok
agirliklari, govde agirliklart ve toplam agirliklar: Sl¢iilmiistiir. Elde edilen degerler SPSS
istatistik programi kullanilarak Duncan testine gore analiz edilmistir. Deneme 3 tekrarh
olarak yliriitiilmiistir.

Ikinci denemede ise; PGPR ve PGPE uygulamalarimin hastalik iizerine etkileri
arastirilmistir. Bunun i¢in kullanilan tiim PGPR ve PGPE izolatlar1 TSB siv1 besiyerine
asilanmis ve yatay calkalayicida 1 gece gelistirilerek yogunluklart 10® hiicre/ml olarak
ayarlanmistir. Daha sonra yapismay1 kolaylastirmak amaci ile tiim besiyerlerine sukroz
(0,01 g/ml) ilave edilmis ve marul fidelerinin kokleri besiyerine daldirilarak 15 dakika
bekletilmistir. Ardindan fideler daha 6nceden steril edilmis toprakla dolu pet bardaklara
sasirtilmis ve son asamada patojen, piiskiirtme yontemi ile bitkilere inokule edilmis ve
hastalik gelisimi gozlemlenerek 1-5 skalasina gore (1: saglikli bitki, 2: yapraklarinin %
25’inde simptom, 3: yapraklarin % 50’sinde simptom, 4: yapraklarin % 75’inde simptom,
5: yapraklarin tamaminda simptom) degerlendirilmistir. Ardindan uygulamalarin %
etkinlikleri abbott formiiliine gore hesaplanmigtir (Abbott 1925). Kontrol olarak kokleri
bakteri icermeyen TSB besiyerinde bekletilmis fideler kullanilmistir. Deneme 3 tekrarh
olarak yiirttilmistiir.

Bulgular ve tartisma

Bu c¢aligmada kullanilan toplam 40 PGPR ve PGPE bakteri izolatinin MIS ve Biolog tani
sonuglar1 Cizelge 1’de verilmistir. MIS sonuglarina gore; 33 izolat Pantoea agglomerans,
2 izolat Bacillus subtilis, 2 izolat Bacillus atrophaeus, 1 izolat Bacillus cereus, 1 izolat
Bacillus megaterium ve lizolat Paenibacillus polymyxa olarak tanilanmistir. Biolog
sistemi ile metabolik enzim profillerine gore degerlendirilen izolatlardan 28’1 Pantoea
agglomerans, 3’i Raoultella terrigena, 2’si Bacillus amyloliqufaciens, 2’si Bacillus
subtilis,1’i Escherichia vulneris, 1’i Enterobacter sakazakii, 1’1 Bacillus cereus, 1’i
Bacillus licheniformis ve 1’i de Paenibacillus polymyxa olarak tanilanmustir.

Daha 6nce belirtildigi gibi, izolatlarin azot fiske etme ve fosfat ¢ozme yetenekleri test
edilerek Cizelge 2°de verilmistir. Buna gore; tiim izolatlarin azot fiksasyonu o6zellikleri
pozitif olarak belirlenmistir. Fosfat ¢cozme yetenekleri bakimindan da izolatlarin tamami
NBRIP-BPB besiyerinde renk agilmasi meydana getirmis ve hepsinin ¢ozebildigi fosfat
miktart hesap edilmistir. Biitiin izolatlarin ¢ozebildigi fosfat miktar1 40.95 ve 227.20 ug
ml™ arasinda olmustur. Cozebildigi fosfat bakimindan ilk {i¢ sirada P. agglomerans izolat
RK-134, P. agglomerans izolat RK-126 ve P. agglomerans izolat RK-77 yer almustir.

Sera ¢aligsmalari igin fosfat1 ¢6zebilme yetenegi en fazla olan 11 izolat ve bunlarin bazi
kombinasyonlar1 secilmis; uygulamalarin hastalik gelisimine olan etkileri Cizelge 3’te,
marulun gelisimine etkileri ise Cizelge 4’te verilmistir. Buna gore, P. agglomerans izolat
RK-72 ve P. agglomerans izolat RK- 77 disinda tiim uygulamalarin hastalik siddetinde
meydana getirdigi dists istatistiki olarak 6nemli bulunurken, B. megaterium izolat
KBA-10’un % 77,7, P. agglomerans izolat KBA-8’in % 89 ve P. agglomerans izolat RK-
198’in ise % 100 etkinlik gostererek hastalik siddetini azalttiklar1 belirlenmistir.
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Cizelge 2. Bakteriyel izolatlarin azot fiksasyonu ve ¢ozebildigi fosfat miktarlar
Table 2. Nitrogen fixing and solubilizing phosphate value of the bacterial strains

izolatlar *AF *CFM (ug ml™) izolatlar AF CFM (ug ml'))
RK-134 + 227.20 RK-139 + 150.11
RK-126 + 217.54 RK-169 + 147.60
RK-77 + 211.74 RK-79 + 146.44
RK-198 + 192.18 RK-44 + 143.93
KBA-10 + 188.94 RK-117 + 142.19
RK-92 + 188.56 RK-87 + 141.61
RK-205 + 185.66 RK-93 + 140.45
RK-72 + 180.83 RK-441 + 139.48
KBA-8 + 177.35 RK-94 + 139.10
KBA-2 + 172.52 RK-84 + 138.91
RK-32 + 171.56 RK-80 + 136.39
RK-120 + 166.15 RK-83 + 131.56
RK-85 + 155.71 RK-118 + 130.01
RK-113 + 153.78 KBA-7 + 129.05
RK-122 + 153.40 KBA-4 + 124.42
RK-160 + 152.82 RK-97 + 123.64
RK-138 + 152.62 KBA-9 + 122.87
RK-100 + 151.66 KBA-6 + 85.00
RK-196 + 150.69 KBA-5 + 69.74
RK-59 + 150.50 KBA-1 + 40.95

*AF: Azot fiksasyonu, CFM: Céziinebilen fosfat (PO,> P) miktar1 (ug ml™)

Azotu fikse etme ve fosfati parcalama yetenekleri dogrultusunda segilen PGPR ve
PGPE’lerin tek ve kombinasyon uygulamalarinda basarili sonuglar elde edilmistir.
Kombinasyon uygulamalari1 fosfati ¢6zme yetenegi en fazla olan Pantoea agglomerans
RK-126 ve RK-134 ile yine fosfati1 ¢ozme yetenegi en fazla olan Paenibacillus polymyxa
KBA-2 ve Bacillus megaterium KBA-10 ile ile yuriitilmiistiir. Bu uygulamalar kontrol
ile mukayese edildiginde tiim parametrelerde {iistiinliikk sagladiklar1 goriilmiis, ancak
yaprak sayisi kok uzunlugu ve govde agirligi parametrelerinde elde edilen artis istatistiki
olarak onemli bulunmamistir. Ayni zamanda yaprak sayilarindaki farkliliklar higbir
uygulama i¢in 6nemli bulunmazken, kok uzunluklarinda sadece azot uygulamasinin
sagladig1 artis onemli bulunmustur. Kombinasyon uygulamalarindaki artiglarin pek ¢cogu
kombinasyona dahil edilen bakteri izolatlarinin tek basina yapilan uygulamalarindan daha
az olmustur.

PGPR ve PGPE’lerin bitkilerde verimi artirmaya yonelik olarak kullanildigi cok
sayida ¢alisma mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada; Bacillus OSU-140, Bacillus OSU-142
ve Bacillus M-13 izolatlar1 arpa ve seker pancart bitkilerine tek ve kombine halde
uygulanmistir. Caligma sonucunda tiim uygulamalar yaprak agirligi, kok agirligi, toplam
agirlik gibi parametrelerde kontrollere nazaran énemli artiglar saglarken, kombinasyon
uygulamalarindan daha basarili sonuglar alindig1 gézlenmistir. Ancak tekli ve kombine
uygulamalarin meydana getirdikleri artiglar, genel itibari ile istatistiki olarak ayni grupta
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yer almistir (Sahin et al. 2004). Bu ¢alismada kullanilan Paenibacillus polymyxa KBA-2
izolat1 sadece kok agirliginda; Bacillus megaterium KBA-10 izolati ise kok, govde ve
toplam agirlikta istatistiki olarak dnemli bulunan artislar saglamistir.

Cizelge 3. Uygulamalarin hastalik gelisimi iizerine etkileri
Table 3. Effect of applications on disease growth)

Uygulamalar Hastalik siddeti (1-5 skalasi) Uygulamalarin % etkinligi
Kontrol (TSB) 4.00 £0.00 "
P. agglomerans RK-72 3.33+0.66 % 223
P. agglomerans RK-77 3.33+0.66 ® 22.3
P. agglomerans RK-205 3.00+£0.00% 333
P. agglomerans RK-134 3.00+0.00 @ 333
P. agglomerans RK-126 2.67+0.57 © 44.3
P. polymyxa KBA-2 2.67+0.33 @ 44.3
P. agglomerans RK-32 2.33+0.33" 55.7
P. agglomerans RK-92 2.33+0.33 " 55.7
B. megaterium KBA-10 1.67+0.33 ® 77.7
P. agglomerans KBA-8 1.3340.66 ° 89.0
P. agglomerans RK-198 1.00+0.00 100

*Istatistiki analiz p<0,05 6nem derecesine gore yapilmis olup, farkli harfler istatistiki olarak énemli bulunan uygulamalari
gostermektedir

Ikili kombinasyon halinde uygulanan bakteri izolatlarinin bitki gelisimi {izerine olan
etkileri tek baslarina yapilan uygulamalarindan daha az etkili olmustur. Sahin et al.
(2004), tarafindan yapilan ve sonuglari yukarida verilen ¢alismada kullamilan tim
izolatlar ayni cinse (Bacillus) mensupken, bu ¢alisgmada kombinasyon uygulamalari farkli
cinslere mensup (Bacillus, Paenibacillus, Pantoea) izolatlardan seg¢ilmistir. Buradan
hareketle bu ¢alismada kombinasyon i¢in kullanilan izolatlarin birbirlerinin gelisimi
iizerine negatif etkide bulunmus olabilecegi diisiiniilmektedir.

Govde agirliginda istatistiki olarak onemli bulunan artisi saglayan tek bakteri
uygulamas: Bacillus megaterium KBA-10 izolati olmustur. Bu izolat ayn1 zamanda
Bacillus izolatlar1 arasinda fosfati en fazla ¢ozebilen bakteridir ve sagladigi artisin suni
giibre uygulamalarina ¢ok yakin olmasi olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle marulun gévde
kismindan faydalanilan bir bitki olmasi goz oniinde bulunduruldugunda, bu izolatin marul
bitkisi icin oOzellikle organik yetistiricilikte basarili bir sekilde kullanilabilecegi
diistintilmektedir. Cakmakg1 et al. (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada; B. megaterium izolat
RCO07’nin yine govde kismindan yararlanilan 1spanak bitkisinde Onemli verim artisi
sagladigini tespit etmislerdir.
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Pantoea agglomerans izolatlarinin PGPR olarak kullanildig1 bir ¢alismada Prunus
cinsine ait farkli bitkilerde bu bakterinin bitki boyu ve kok agirliginda 6nemli artiglar
sagladig1 tespit edilmistir (Bonaterra et al. 2003). Bu ¢alismada; Pantoea agglomerans

izolatlarinin etkinlikleri incelendiginde RK-134 ve RK-205 izolatlarimin kok agirlign ve

toplam agirlikta, KBA-8 izolatinin ise yalmizca kok agirliginda istatistiki olarak énemli
bir artisa sebep oldugu belirlenmistir. Aslinda ¢ozebildikleri fosfat miktar1 bakimindan

Bacillus sp. ve Paenibacillus polymyxa’dan daha iistiin olan Pantoea agglomerans
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izolatlar1 olmasina karsin en Onemli artis Bacillus megaterium KBA-10’ dan elde
edilmistir. Bunun, Bacillus cinsine mensup izolatlarin bitki kdk rizosferinde daha iyi
kolonize olmasi nedeniyle gosterdikleri yiiksek aktiviteye bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Zaten Pantoea agglomerans tiirii bakteriler kendi aralarinda degerlendirildiginde faydali
oldugi diisiiniilen izolatlarin (KBA-8, RK-134, RK-205) fosfat ¢ozme yeteneklerinin
genel itibari ile izolatlarin birgogundan fazla oldugu goriilmiistir. Ancak bazi
uygulamalarda elde edilen artiglarin aksine Pantoea agglomerans RK-126 bakterilerinin
kok agirhg, Pantoea agglomerans RK-32, RK-72, RK-77, RK-92 ve RK-126
bakterilerinin govde agirhigi ve Pantoea agglomerans RK-32, RK-72 ve RK-126
bakterilerinin ise toplam agirlikta istatistiki olarak dnemli bulunmayan diisiislere neden
olmustur. Bu diisiisiin bitki-bakteri arasindaki etkilesim ve bakteriler tarafindan iiretilen
maddelerin miktara bagl oldugu sanilmaktadir. Nitekim Barazani & Friedman (1999)
Israil’de yaptiklar1 bir caligmada izolatlarm yararlh (PGPR) veya zararli (DRB;
deleterious rizobacteria) etkilerinin {rettikleri oksin maddelerinin miktarma bagh
oldugunu belirtmislerdir. Marul bitkisi {izerinde yiiriitiilen ¢aligmada fazla miktar indol
asetik asit (IAA) tireten Micrococcus luteus, Streptoverticillium sp., Gluconobacter sp. ve
Pseudomonas putida bakterilerinin inokulasyonu ile kok gelisiminin baskilandigi,
Agrobacterium sp., Alcaligenes piechaudii, Comamonas acidovorans gibi indol asetik
asiti digerlerine nazaran daha diisiik seviyelerde tireten bakterilerin inokulasyonu ile bitki
gelisimin tetiklendigi bildirilmistir. Bu ¢alismada izolatlarin IAA iiretimlerine iligkin bir
arastirma yapilmamasina kargin Pantoea agglomerans izolatlarinin TAA iiretebildikleri
daha 6nce yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Sergeeva et al. 2007; Chou et al. 2003).
PGPR uygulamalarinin bazi besin elementlerinin alimimu tesvik ettigi ve dolayli olarak
fitopatojenik organizmalar1 engelledigi, bunun yam1 sira bitkilerin fiziksel ve
biyokimyasal olarak etkilenmeleri sonucu dayaniklilk meydana getirebildikleri
bildirilmistir (Cakmake¢1 2005). Bu calismada kullanilan PGPR ve PGPE bakterilerin
hastalik gelisimi iizerine etkilerine bakildiginda tiim uygulamalarin hastalik siddetinde
diistise neden oldugu, Pantoea agglomerans RK-72 ve RK-77 diginda tiim uygulamalarin
meydana getirdigi diisligiin istatistiki olarak dnemli oldugu goriilmiistiir. Zaten Pantoea
agglomerans yogun olarak kullanilan bir biyolojik miicadele elemanidir. Bu ¢alismada
kullanilan Pantoea agglomerans izolatlarinin pek ¢ogu daha once yapilan bazi
caligmalarda Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae pv. syringae’nin
miicadelesinde kullanmis ve basarili sonuglar elde etmistir (Kotan 2002; Kotan et al.
2004; Kotan & Sahin 2006). Yapilan bir diger calismada Pantoea agglomerans, ates
yanikligi etmeni Erwinia amylovora bakterisine karst kullanilmis ve yaniklik
simptomlarmin % 63-76 oraninda azaltildigi belirtilmistir (Ozaktan & Bora 2004).
Gunashinghe et al. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada; Pantoea agglomerans, muzda
kahverengi kok ciiriikliigiine neden olan Colletotrichum musae ve Botryodiplodia
theobromae’ye karsi kullanilmis, sonugta P. agglomerans’in hastaligi biiyiikk oranda
baskiladigi bildirilmistir. Han et al. (2000) ¢alismalarinda ise; Pantoea agglomerans
turpta yaprak lekelerine neden olan Xanthomonas campestris pv. armoraciae’ya karsi
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kullanilmistir. Arastirmacilar Pantoea agglomerans’in simptom olusumunu baskiladigini
ve bitkiye uyarilmig sistemik dayaniklilik (ISR) sagladigini 6ne stirmiislerdir.

Pantoea agglomerans’in biyokontrol mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik
yapilan bir calismada demir (Fe*®) iyonlar1 yoniinden rekabete girdigi ve bitkilerin SAR
mekanizmasini harekete gegirdigi bildirilmistir (Kim et al. 1998). Elde edilen veriler bu
calismalarin sonuglart ile Ortligmiistiir. Simptom gelisimine izin vermeyen Pantoea
agglomerans RK-198’in marul bitkisinde dayaniklilik gelisimini tesis ederek, hastalik
olusumunu engelledigi disiinilmektedir. Pantoea agglomerans KBA-8 ve Bacillus
megaterium KBA-10’da hastalik siddetini 6nemli oranda azaltan izolatlardan olmustur.
Yapilan bir ¢calismada B. megaterium cay bitkisinde kahverengi kok ciiriikliigiine neden
olan Fomes lamaoensis’e karst kullanilmistir. Topraga yapilan Bacillus megaterium
uygulamasi ile hastaligin 6nemli dl¢lide azaldigi bildirilmistir. Caligmada ayn1 zamanda,
kokte Bacillus megaterium kolonizasyonunun ardindan patojen inoklasyonu yapilmis ve
cay bitkisinde meydana gelen biyokimyasal degisimler incelenmistir. Sonugta bitki
savunma mekanizmasiyla ilgili peroksidaz, kitinaz, B-1,3-glukanaz gibi enzimlerin
dretiminin arttigi gorilmiistiir (Chakraborthy et al. 2006). Bacillus megatrium KBA-10
icin bu dogrultuda bir arastirma yapilmamis olsa da, marul bitkisinin dayaniklilik
mekanizmasini harekete gecirdigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada da bazi
Bacillus izolatlarinin bitki biiylimesini tesvik edici etkilerinin yami sira bakteriyel ve
fungal patojenlere kars1 biyolojik miicadele elemani olduklar: belirtilmistir (Cuppels et al.
1999; Kotan et al. 1999; Sahin et al. 2000; Cakmakgi et al. 2001; Esitken et al. 2003;
Compant et al. 2005; Young et al. 2006; Orhan et al. 2006; Aslantas et al. 2007).

Sonug

Sonu¢ olarak; yapilan bu calisma ile, marul yaprak lekesi hastalifinin biyolojik
miicadelesine olanak saglayabilecek ve ayni zamanda da marul gelisimini tesvik ederek
katki saglayabilecek bakteri izolatlari tespit edilmis olup; bu izolatlarin organik tarimda
kullanilabilmesine yonelik detayli calismalarimiz siirmektedir.
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