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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Domates Bakteriyel Benek Hastah@min Biyolojik Miicadelesinde Farkh Bacillus Tiirlerinin
Kullanim

Use of Different Bacillus Species in the Biological Control of Tomato Bacterial Speck Disease

Ozgiir GULDOGAN?, Benian Piar AKTEPE?, Yesim AYSAN®

Oz

Pseudomonas syringae pv. tomato’ nun neden oldugu Bakteriyel Benek Hastahgi domateste verim kayiplarma neden olan 6nemli
bir bakteriyel hastaliktir. Bu hastalik son yillarda domates yetistirilen tarla ve seralarda hatta ticari fideliklerde sorun
olusturmaktadir. Hastaligin miicadelesinde tohum uygulamalari 6nemli bir hastalik miicadele stratejisidir ve antagonist
mikroorganizmalari kullanarak biyolojik tohum uygulamalar etkili ve gevre dostu bir miicadele seklidir. Bu ¢aligmada, domates
alanlarindan izole edilen antagonist bakteriyel mikroorganizmalarla hastaligin biyolojik miicadele olanaklar1 arastirtmustir.
Antagonistleri izole etmek i¢in Mersin ili Erdemli ve Toroslar ilcesinde domates bitkisinin yetistigi alanlardan toplam 36 adet
toprak ve kok 6rmekleri toplanmugtir. Bu 6rneklerden bakteriyolojik tekniklere gore yapilan izolasyonlarda toplam 323 adet aday
antagonist bakteri izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarm antimikrobiyal etkileri in vitro petri denemeleriyle incelenmis ve 12 izolat
2.3-11.0 mm arasinda inhibisyon zonu olusturarak patojenin gelisimini baski altma almustir. In vitro ¢alismalarda basarih bulunan
12 adet antagonistik bakteri izolat1 patojenle suni olarak bulastiriimis tohuma uygulandiginda hastahigm %33-95 oraninda azaldigi
ve hastalik siddetinin %28-95 arasinda baskilandigi saptanmustir. Uygulamalar tohum ¢imlenmesinde olumsuz bir etki
yaratmamustir. En basarili bulunan dort antagonist bakteri izolatlariyla yapilan ikinci biyolojik tohum uygulamasi denemesinde,
hastalik %81-100 oraninda baskilanmustir. Béylece basarih antagonistlerin etkisi ikinci kere kanitlanmugtir. Bu basarili izolatlarm
tar ¢alismalarmda MALDI-TOF MS tekniginden faydalaniimistir ve yapilan tam testlerine gére antagonistlerin Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus ve Paenobacillus polymyxa oldugu belirlenmistir. Yapilan bu ¢aligmayla, antagonist ozellikteki Bacillus
tiirlerinin domateste Bakteriyel Benek Hastaligimin miicadelesinde biyolojik tohum uygulamasi olarak basartyla kullanilabilecegi
gosterilmigtir. Gelecekte antagonistik Bacillus izolatlarin yesil aksamdaki bu hastaligi engelleme orani, etki
mekanizmalari ve diger antagonistlere, bitki patojenlerine olan etkileri arastirilmalidir. Pratikte kullanimi igin kitle
uretimleri, ruhsat ve patent alma gibi detayli caligmalara da ihtiya¢ vardir. Antagonistlerle ek denemeler
yapildiktan sonra bu hastaligin entegre yonetiminin bir pargasi olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Abstract

Bacterial Speck Disease caused by Pseudomonas syringae pv. tomato is an important tomato bacterial disease that causes yield
losses. In recent years, the disease has been a problem in tomato growing areas such as greenhouses and open fields and also
commercial nurseries. Seed treatment is an important disease management strategy in the control of the disease, and seed
treatments using by antagonistic microorganisms are an effective and environmentally friendly disease control method. In the
research, biological control possibilities of the disease were investigated with antagonistic bacterial microorganisms isolated from
tomato fields. In order to isolate the antagonists, a total of 36 soil and root samples were collected from the tomato plant growing
areas in Erdemli and Toroslar districts of Mersin province. A total of 323 candidate antagonist bacterial strains were isolated from
these samples in their isolations according to bacteriological techniques. The antimicrobial effects of these strains were investigated
by in vitro petri dishes, and 12 antagonistic strains formed an inhibition zone between 2.3-11.0 mm and suppressed the growth of
the pathogen. The strains reduced the disease incidence by 33-95% ratios and disease severity by 28-95% ratios when the twelve
strains, which were successful in in vitro tests, were applied to tomato seeds as biological seed treatments. Applications did not
have a negative effect on seed germination. In the second biological seed treatment experiment with the four most successful
antagonistic bacterial strains, the disease was suppressed by 81-100% ratios. Thus, the effect of successful antagonists has been
proven for the second time. The MALDI-TOF MS technigque was used in the identification of the successful antagonistic strains,
it was determined that the antagonists were identified as Bacillus subtilis, Bacillus pumilus and Paenobacillus polymyxa. It has
been shown in the study that Bacillus species with antagonist properties can be used successfully as biological seed treatments in
the control of Bacterial Speck Disease on tomatoes. It should be investigated in the further research that the effect of the antagonistic
Bacillus strains on the inhibition of the disease on foliage parts of tomato, their mechanism of action and the effects on other
antagonists, plant pathogens. There is also a need for detailed studies such as mass production, obtaining licenses and patents for
its practical use. It was concluded that the antagonistic strains can be used in part of the integrated disease management programs
after the additional experiments are performed.

Keywords: Antagonist, Bacterial speck, Biological control, Tomato, Seed treatment.
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1. Giris

Domates (Solanum lycopersicum L.) Solanaceae familyasinda bulunan ve anavatani Giiney ile Orta Amerika
olan énemli bir bitkidir. Giiniimiizde sofralik, kurutmalik veya sanayilik olarak yiizlerce farkli 6zellik ve tipte
domates ¢esidi diinya capinda yaygin bir sekilde yetistirilmektedir. Ulkemizde ise tiim yil boyunca hem ortii
altinda hem de ac1k alanda sofralik ve sanayilik domates iiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore iilkemizde Ortii altinda sebze yetistiriciligi 1950’1 yillarda baslamis olup, 1990’dan sonra hizli bir
sekilde artis gostermistir. Ortii alt1 sebze yetistiriciligindeki bitki tiirleri karsilastirildiginda en biiyiik pay1 domates
almaktadir. Ulkemizin tiim tarimsal alanlarinda agikta yetistiriciligi yapilmasina ragmen ortii alti yetistiriciligi
daha ¢ok Ege ve Akdeniz kiy1 seritlerinde yapilmaktadir (Anonim, 2021).

Bircok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi domates yetistiriciliginde de hastalik ve zararlilar mevcuttur. Domates
bitkisinde hastaliga neden olan pek ¢ok bakteriyel, fungal ve viral etmen sorun olusturmaktadir. Pseudomonas
syringae pv tomato (Okabe) Young, Dye ve Wilkie’nun neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaligi da domates bitkisinde
gortilen bakteriyel hastaliklarmdan biridir. Bitkisel iiretim faaliyetleri agismdan 6énemli bir paya sahip olan Bakteriyel Benek
Hastalig1 domatesin pazar degerini diistiren ve verimi azaltan bir hastaliktir (Mc Carter ve ark., 1983; Devash ve ark., 1980; Miller
ve Jones, 2014). Pseudomonas syringae pv. tomato domates yapraklarinda ve gévdede kara lekeye yani nekroza neden olan Gram
negatif bir bakteridir (Jones ve ark., 1991). Etmen, bitkinin tiim toprak tistii organlarinda belirti olusturabilir. Baslangicta fidelerin
kotiledon yapraklarmda goriilen hastalik, gergek yapraklara ve sap kismma sigrar ardindan ilerleyen zamanda tiim fidelerin
kurumasma yol agabilir. Ozellikle értii altmda yapilan domates yetistiriciliginde, govde ve yan dallardaki lekeler kahverengi-siyah
renkte uzunca ve ylizeyseldir. Turfanda domates yetistiriciliginde en 6nemli zararm ¢igeklerde olusturur ve hasta gigeklerin
oliimiiyle meyve tutumunu engelleyeceginden biiyiik {iriin kayiplari olusur (Miller ve Jones, 2014; Aysan Ve ark., 2019). Hastahk
tohum kaynakl olarak ya da daha 6nceki {iriinlerden tarlada kalan hastalikli bitki artiklarmdan bulasma ile saglikli fidelerin
enfeksiyonu baglar. Domates tohumlarinda uzun siire yasammi siirdiiren bu patojen tohumun ¢imlenmesi esnasinda
popiilasyonunu arttirir ve tohum kabugundan gercek yapraklara bulagarak hastaligin yayilmasma neden olur (Aysan ve ark., 2005).
Bulasma sonucunda hastalik etmeni bulasik fideler araciligiyla tarlaya aktarilir, boylece etmen uygun kosullar oldugunda
epidemilere yol agar. Toprak iistii aksamdaki enfekteli bulagik bitki artiklarindan saglikli bitkiye giris yaralardan olur (Aysan ve
Saygili, 2008; Miller ve Jones, 2014). Bakteriyel etmenler tarafindan enfekte edilen bitkilerdeki ekonomik kayiplarm 6niine
geemek veya baski altinda tutmak bazen oldukga zordur. Cevresel kosullar hastalik gelisimini desteklediginde standart tedaviler
her zaman etkili degildir (Jardine ve Stephens, 1987). Bu nedenlerle bakteriyel hastalik miicadelesinde en basarili yol kiiltiirel
6nlemler, tohum uygulamalar1 (Horuz ve Aysan, 2018; Umarusman ve ark., 2019), kimyasal (Jardine ve Stephens, 1987; Saad ve
Hassan, 2000) ve biyolojik miicadeleyi kapsayan entegre miicadele yontemlerinin kullamlmasidir (Jones ve ark., 2007). Entegre
miicadele uygulamalarinda farklt miicadele teknikleri bir arada kullanilarak geleneksel pestisitlerin kullanimint azaltilir bdylece
tarmmin yapildigi ekolojik cevreye daha az zarar verilir, ekonomik kazang saglanir ve tarimin siirdiiriilebilir olmasimna katki saglanir.
Biyolojik miicadele giiniimiizde ekolojik dengenin korunabilmesi agisindan stratejik 6nem arz eden bir konuma gelmistir. Bu
nedenle ¢ahigmamizda domatesin tamamen kendi habitatindan, ticari olarak domates yetistiriciligi yapilan tarla, sera ve ev
bahgelerinde yetistirilen domates bitkilerinin kok ve kok bolgesi topragindan antagonist bakteriler izole edilmis ve Pseudomonas
syringae pv. tomato’nun neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaliginin biyolojik miicadelesinde kullanim olanaklari aragtirilmugtir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Patojen bakteri izolatinin gelistirilmesi ve viriilensliginin artirilmast

Cukurova Universitesi Bitki Koruma Béliimii Bakteriyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve Prof.
Dr. Yesim Aysan tarafindan Pseudomonas syringae pv. tomato olarak tanilanan Y A-845 kodlu izolat bu ¢aligmada
patojen olarak kullanilmistir. Uzun siire derin dondurucuda saklanan patojen bakterinin viriilensligi azalabileceginden
bu izolatin viriilensliginde artis saglamak amaciyla domateste patojenite testi yapilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Y A-
845 kodlu izolatin 48 saatlik kiiltiiriinden hazirlanan 108 hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyon, domates fidelerine €l
piilverizatérii ile yaprak altindan piiskiirtiilerek bulastiriimistir. Iklim odasinda (22°C’de, %75 nem, 8/16 saat
aydinlik/karanlik) muhafaza edilen domates bitkilerinin yapraklarinda benek belirtileri gozlendikten sonra
bakteriyolojik tekniklere gore tek bir lekeden patojen bakteri izolasyonu yapilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Koch
postulati agamalar1 tamamlandiktan sonra viriilensligi artirllmis YA-845 kodlu izolatin gram reaksiyonu, KB besi
yerinde floresan pigment iiretimi ve LOPAT Kkarakterleri (Lelliott ve Stead, 1987) belirlendikten sonra ileriki
caligmalarda kullanilmak {izere egik olarak hazirlanmig YDC agar besi yerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmustir.
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2.2. Aday antagonist bakterilerin izolasyonu

Mersin ili, Erdemli ve Toroslar il¢elerinde 18 iiretim alanindan, 36 adet kok ve kok bolgesi topragindan aday
antagonist izolasyonu yapilmistir. Domates bitkisinin kok bolgesindeki toprak partikiilleri temizlenip kilcal
koklerden pargalar alinmistir. Her bir tiretim alanindan elde edilen kilcal kdkler birlestirilmis ve pagal yapilarak
10 gr kokten izolasyonlar yapilmistir. Kok bolgesi topragi ise gazete kagidi iizerine serilerek oda sicakliginda
kurutulmus ve ardindan 0.2 mm deliklere sahip elekten gegirilmistir. Bir iiretim alanindan elde edilen toprak
ornekleri birlestirilerek tek bir rnek haline getirilmis ve 10 gr topraktan bakteri izolasyonu yapilmustir. izolasyona
hazir hale gelen 10’ar gr’lik toprak ve kok ornekleri 90 ml Saline Buffer (%085 NaCl ¢dzeltisi) icerisinde oda
sicakliginda 200 dev/dak’da caligan calkalayicida en az 3 saat calkalanmistir. Calkalanan 6rneklerden 1ml alinarak
9ml salin buffer iceren tiiplere seyreltme serileri hazirlanmistir. Her bir seyretmeden 100ul alinarak 3 tekrarl
olacak sekilde TSA besi yerine ekim yapilmistir. Petrilerin 25°C’de 48 saat inkiibasyonundan sonra gelisen
koloniler incelenerek sekil ve renk olarak farkli morfolojik gelisim gosteren kolonilerden TSA besi yerine
saflastirmalar yapilmistir (Martinez-Cano ve ark., 2022).

2.3. Aday antagonistlerin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya antibakteriyel etkisinin belirlenmesi

Domates koklerinden ve domates yetistirilen topraktan izole edilen 323 adet aday antagonist bakteri ve
Cukurova Universitesi Bitki Koruma Béliimii Bakteriyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan
Xanthomonas tiirlerine antagonist 6zelligi saptanmig olan 14 adet bakteri izolatinin Pseudomonas syringae pv.
tomato’ya antibakteriyel etkisi in vitro petri denemeleriyle incelenmistir. Aday antagonistler TSA besi yerine ¢
nokta inokulasyonu ile ekilip (Mitchell, 1992; Horuz ve Aysan, 2018) 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Benzer sekilde, besi yerinde 48 saatlik taze gelistirilen Pseudomonas syringae pv. tomato izolatinin
spektrofotometrede 10° hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu hazirlanmistir. Besi yerinde {i¢ nokta
inokulasyonuyla gelistirilen aday antagonistlere 15-20 cm uzakliktan el piilverizatorityle patojen bakteri
slispansiyonu piiskiirtiilmiistiir. Her aday antagonist izolat1 patojen bakteriye karst ii¢ tekrarli olarak test edilmistir.
Kontrol olarak ii¢ adet TSA besi yerine herhangi bir aday antagonist bakteri asilamasi yapilmadan sadece patojen
bakteri piiskiirtmesi yapilmistir. Inkiibatérde 25°C’de 48 saat inkiibe edilen petrilerde olusan inhibisyon zonlar
mm olarak dlgiilerek kaydedilmistir. Inhibisyon zonu olusturan aday antagonist bakteriler in vivo tohum
denemeleri i¢in segilmistir.

2.4. Bakteriyel antagonistlerin tohum kokenli bakteriyel benek hastaligina etkisi

In vitro petri denemelerine gore antibakteriyel etkisi saptanmis 12 adet bakteriyel antagonist suni olarak
Pseudomonas syringae pv. tomato ile bulagtirilmis domates tohumlarindaki hastaligi baskilama orani tohum
denemeleriyle aragtirtlmistir. Denemeye alinan 12 adet antagonist igerisinde en bagarili bulunan ve farkli yerlerden
izole edilen dort antagonistle tohum sayilar1 artirilarak ikinci bir deneme daha kurulmustur. YA-845 kodlu
Pseudomonas syringae pv. tomato izolat1 TSA besi yerinde 25°C’de 48 saat gelistirildikten sonra yaklasik 2.9x10°
hiicre/ml (dansiyometre 1.27 degerinde) yogunlugunda bir siispansiyon hazirlanmigtir (Aktepe, 2021). Herhangi
bir kimyasalla ilaglanmamis domates tohumlar1 hazirlanan bu patojen bakteri siispansiyonuna 30 dakika siireyle
daldirilarak bulastirilmistir (Horuz ve ark., 2018; Karabiiyilk ve Aysan, 2019). Tohumlar patojen bakteriyle
bulastirildiktan sonra tiilbentten gecirilerek siiziilmiis ve 20x20 ebatlarinda tahta cerceveler iizerine yayilarak
bulastirma islemi tamamlanmuistir. Negatif kontrol uygulamasi olarak ilk denemede 105, ikinci denemede 150 adet
domates tohumu sadece steril suya daldirilmis ve ekimi yapilmustir. In vitro denemelerde antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu belirlenen 12 adet antagonistin 48 saatlik taze kiiltiirinden dansiyometreyle (2.0 degerinde)
siispansiyonlar1 ayri ayri hazirlanmistir. Yaklasik bir saat once patojenle bulagtirilmis domates tohumlar
hazirlanan antagonist siispansiyonuna 30 dakika stire ile daldirilarak muamele edilmistir. Bu siire sonunda siizgecle
siiziilen antagonistlerle uygulama gérmiis bulasik tohumlar steril torfla dolu plastik kiivetlere ekilmistir. ilk
denemede, her bir antagonist uygulamasi i¢in 3 tekrar ve her tekrarda 35 tohum olacak sekilde deneme kurulmustur.
Her bir antagonist icin toplamda 105 adet tohum kullanilmistir. Tkinci denemedeyse yine 3 tekrar, her tekrarda 50
tohum olmak iizere her uygulama i¢in 150 tohum kullanilarak deneme kurulmustur. Uygulama gérmiis tohumlarin
ekildigi kiivetler %75 nem ve 25+°C’de muhafaza edilmistir. Yaklasik olarak 14 giin sonra ¢imlenen tohumlardan
gelisen fidelerin kotiledon yapraklar giinliik olarak incelenerek pozitif kontrole ait uygulamada gozle goriiliir
hastalik belirtileri olustugunda degerlendirme yapilmigtir. Tohumlar ¢imlendikten sonra pozitif kontrol
uygulamasindaki fidelerin kotiledon yapraklardaki lekeler ortaya ¢iktiginda bitkiler hasta olarak kabul edilmistir.
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Her bir antagonist bakteri uygulamasinda hasta bitki sayilar1 ¢imlenen bitki sayilarina boliinerek her tekerriiriin
hastalik %’si hesaplanmistir. Antagonist bakterinin hastalig1 baskilama etkisi Abbott formiilii (% etki= (kontrol-
uygulama) /kontrol) x 100) kullanilarak yapilmistir (Karman, 1971). Bu hesaplama sonucunda antagonistin fide
iizerindeki hastalik ¢ikisina etkisi % olarak hesaplanmistir. Antagonist bakterinin fidelerde olugturdugu hastalik
siddetini degerlendirirken Aysan (1999) tarafindan gelistirilen 0-3 skalasi (0: kotiledonlarda leke yok, 1:
kotiledonlarda 1 leke var, 2: kotiledonlarda 2 veya 3 leke var, 3: Kkotiledonlarda 4 ve daha fazla leke var)
kullanilmistir. Degerlendirmelerden sonra her uygulamanin bir tekerriiriindeki hasta bitkilerden patojen bakteri
izolasyonu yapilarak tiitinde asir1 duyarlilik testi (HR) ile hastalik belirtilerinin Pseudomonas syringae pv.
tomato’dan kaynaklandigi ispatlanmistir. Elde edilen skala degerleri, Townsend-Heuberger formiilii kullanilarak
ylizde hastalik siddeti degerlerine doniistiirilmistiir (Karman, 1971). Antagonist bakterilerin hastalik siddetini
azaltma oran1 Abbot formiilii ile hesaplanmistir. Yapilan uygulamalar arasindaki istatistiki farklar ANOVA
istatistiki programinda LSD ¢oklu karsilastirma testi ile (p<0.05) ortaya konulmustur.

2.5. Bakteriyel antagonistlerin tohum cimlenmesine etkisi

Tohuma yapilan uygulamalarda ilagsiz domates tohumlari plastik kiivet igindeki steril torflara ekilerek uygun
kosullarda ¢imlenmeleri saglanmistir. 14 giin sonunda kotiledon yapraklar olustuktan sonra steril torflara ekilen
ve ¢imlenen tohum sayilart not edilmistir. Antagonist uygulamalari yapilmig tohumlarm ¢imlenme %’si
hesaplanarak pozitif kontroldeki ¢imlenme yiizdesi ile karsilagtirilmigtir. Antagonistlerin ¢imlenmeye % etki
Abbott formiiliine gore hesaplanmistir. Anova istatistik programinda LSD ¢oklu karsilagtirma testinde p<0.05
6nem diizeyinde uygulamalar arasindaki istatistiki farklar hesaplanmstir.

2.6. Bakteriyel antagonistlerin tanist

Denemede kullanilan antagonistlerin tanisi Tryptic Soy Agar (TSA) besi yerine ¢izildikten ve 48 saatlik
inkiibasyon sonrast MALDI-TOF MS ile yapilmistir. Glinlimiizde mikroorganizmalarin tanisinda yaygin olarak
kullanilan MALDI-TOF MS teknolojisi (Soylu ve ark., 2020) ile antagonist bakterilerin tanis1 Prof. Dr. Soner
SOYLU’nun denetiminde Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saglig1 Klinigi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
yapilmistir. MALDI-TOF MS’ de mikroorganizmalarin protein yapilarinin kiitle spektrometresindeki izolasyonu
ve m/z degerlerine gbre bulunan spektralarin grafiksel goriintiilerinin sistemin kendi veri tabanindaki referans
organizmalara uyumuna gére mikroorganizmalarin cins ve tiirleri tanilanmaktadir (Pavlovic ve ark., 2012).

3. Arastirma Sonuglar1 ve Tartisma
3.1. Patojen bakteri izolatimin gelistirilmesi ve viriilensliginin artirilmast

Patojen bakteri, YA-845 kodlu Pseudomonas syringae pv. tomato izolatindan hazirlanan 106 hiicre/ml
yogunlugundaki siispansiyon domates fidelerinin yaprak altina piiskiirtiildiikten sekiz giin sonra etrafi sar1 hale ile
cevrili siyah lekeler tipik Bakteriyel Benek Hastaligi belirtileri gozlenmistir. Bakteriyolojik tekniklere gore tek bir
lekeden patojen bakteri izolasyonu yapilmis ve viriilensligi artirilmig bu izolatin dort adet saf kiiltiirii elde
edilmistir. Patojen bakterinin gram negatif, floresan tipte koloni olusturdugu ve LOPAT karakterine (+ - - - +) gore
Pseudomonas syringae oldugu teyit edilmistir. Patojenite testiyle de Pseudomonas syringae pv. tomato oldugu
belirlenmistir.

3.2. Aday antagonist bakterilerin izolasyonu

Mersin ilinden alinan 36 adet toprak ve kok drneginden bakteriyolojik tekniklere gore yapilan izolasyon islemi
sonunda farkli morfolojik karaktere sahip toplam 323 adet aday antagonist bakteri izolat1 saflagtirilmistir. Bu
izolatlarin 70 adedi Erdemli ilgesinden alinan kok 6rneklerinden, 88 adedi ise toprak 6rneklerinden izole edilmistir.
Toroslar ilgesinden alinan kdok 6rneklerinden 75 adet ve toprak drneklerinden 99 adet olmak iizere bu ilgeden 174
adet aday antagonist saf olarak elde edilmistir. Mersin ilinden izole edilen 323 aday antagonistin 145 adedi domates
bitkisinin kok bolgesinden ve 178 adeti domates iiretimi yapilan topraktan izole edilerek saflastirilmistir

3.3. Aday antagonistlerin Pseudomonas syringae pv. tomato ’ya antibakteriyel etkisinin belirlenmesi

Domates koklerinden ve domates yetistirilen topraktan izole edilen 323 adet aday antagonist ve Xanthomonas
tiirlerine antagonist 6zelligi saptanmis 14 adet bakteri izolat1 olmak iizere toplam 337 adet aday antagonist
bakteriyle yapilan in vitro petri denemelerinde, 12 izolatin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya antibakteriyel

etkisi saptanmistir. TSA besi yerinde olusan inhibisyon zonlar1 ortalamasinin 2.3 ile 11.0 mm arasinda degistigi
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saptanmugtir. Xanthomonas tiirlerine antagonistik dort izolat Pseudomonas syringae pv. tomato’nin da besi yerinde
gelisimini baski altina almistir. Mersin ili Erdemli ilgesinden bes izolat ve Toroslar ilgesinden iki izolatin
antibakteriyel 6zellige sahip oldugu belirlenmistir. Izole edilen antagonist dzellikteki yedi bakteriyel izolatn besi
topraktan ikisi kokten elde edilmistir.

3.4. Bakteriyel antagonistlerin tohum kékenli bakteriyel benek hastaligina etkisi

Tablo 1°de gorildiigii gibi, domates yetistirilen topraktan izole edilen OG/6-8 kodlu izolat 11.00 mm,
Xanthomonas tiirlerine antagonist 6zelligi saptanmis AE/2-6 kodlu izolat 10.60 mm ve YL/4-3 kodlu izolat 10.00
mm, domates kokiinden izole edilen KG/8-9 kodlu izolat 9.60 mm, yine topraktan izole edilen OG/6-14 kodlu
izolat 9.30 mm inhibisyon zonu olusturarak besi yerinde patojenin gelisimini engellemistir. OG/7-1, Surug/4-3,
OG/7-13 ve YL/5-3 kodlu izolatlar sirasiyla ortalama 7.60, 7.60, 7.30 ve 6.00 mm inhibisyon zonu olustururken
TOH/4, OG/6-7 ve KG/6-6 kodlu izolatlar 3.60, 2.30 ve 2.30 mm inhibisyon zonu olugturmustur.

Tablo 1. Patojen bakteriye karst antagonistik etki gésteren izolatlar

Table 1. Isolates with antagonistic effects against pathogenic bacteria

Inhibisyon Zonu

izolat Kodu Yer Toprak/Kok Domates Cesidi ort (mm)
0G/6-8 Erdemli Toprak Miras F1 11.00
AE/2-6 C.U. Bitki Kor. Bél. Bakteriyoloji Lab. kiiltiir koleksiyonu izolat: 10.60
YL/4-3 C.U. Bitki Kor. Bél. Bakteriyoloji Lab. kiiltiir koleksiyonu izolat: 10.00
KG/8-9 Toroslar Kok Lapgin 9.60
0G/6-14 Erdemli Toprak Miras F1 9.30
0G/7-1 Erdemli Toprak Android F1 7.60

Surug/4-3 C.U. Bitki Kor. Bsl. Bakteriyoloji Lab. kiiltiir koleksiyonu izolat: 7.60
0G/7-13 Erdemli Toprak Android F1 7.30
YL/5-3 C.U. Bitki Kor. Bél. Bakteriyoloji Lab. kiiltiir koleksiyonu izolat: 6.00
TOH/4 C.U. Bitki Kor. Bél. Bakteriyoloji Lab. kiiltiir koleksiyonu izolat: 3.60
0G/6-7 Erdemli Toprak Miras F1 2.30
KG/6-6 Toroslar Kok Lapgin 2.30

Tablo 2’de goriildugii gibi, Pseudomonas syringae pv. tomato ile bulasik domates tohumlarina 12 bakteriyel
antagonistin uygulandigi birinci denemede Bakteriyel Benek Hastaligi %27.65-94.72 oraninda baskilanmustir.
Sadece patojen bakteriyle bulastirilmis domates tohumlar1 ¢imlendiginde gelisen fidelerin %26.07’sinin kotiledon
yapraklarinda lekelerin oldugu ve pozitif kontrolde yer alan lekeli fidelerdeki hastalik siddetinin ortalama %15.55
oldugu hesaplanmistir.

Tablo 2. Antagonistlerin domateste bakteriyel benek hastaligina etkisi (birinci deneme)

Table 2. Effect of antagonists on bacterial pith disease in tomatoes (first trial)

izolat Kodu Hastalik Orani (%) % Etki Hastalik Siddeti (%) % Etki
0G/6-7 1.23% 95.30 0.82°¢ 94.72
0G/6-14 4,61 84.73 4.61% 70.32
Surug/4-3 451 82.70 2.63°¢ 83.08
OG/7-13 6.23 76.10 3.66°¢ 76.46
YL/5-3 6.66 ° 74.45 3.70°¢ 76.20
KG/8-9 6.91 < 73.49 2.62°¢ 83.15
TOH/4 7.50 bed 71.23 4.17°¢ 73.18
KG/6-6 8.18 bed 68.62 5.08 67.33
0G/7-1 8.45 bed 67.59 6.52 bc 58.07
YL/4-3 10.27 b 60.60 340° 78.13
0G/6-8 11.07% 57.53 5.17 ¢ 66.75
AE/2-6 17.38 33.33 11.25%® 27.65
Pozitif Kontrol 26.07 2 - 15552 -

*Farkl1 harfi igeren ortalamalar LSD(0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.
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Istatistiksel olarak incelendiginde AE/2-6 kodlu izolat hari¢ tim uygulamalar tohum kokenli bakteriyel
hastalig1 engellemede basarili bulunmustur. OG/6-7 kodlu izolat hastaligi %95.30 diizeyinde baskilayarak en
basarili uygulama olarak belirlenmis ve tek bir istatistiki grupta yer almistir. ikinci istatistiki grubu OG/6-14,
Surug/4-3, OG/7-13, YL/5-3 ve KG/8-9 kodlu izolatlar olusturmustur. Bu bes izolat hastaligi %73.49-84.73
oraninda baskilayip hastalik siddetini %76.20-83.15 oraninda azaltmistir. TOH/4, KG/6-6 ve OG/7-1 kodlu
izolatlar da diger bir etkili grubu olusturmus ve hastalik ¢ikisint %67.59-71.23, hastalik siddetini %58.07-73.18
oraninda azaltmiglardir. YL/4-3 ve OG/6-8 kodlu izolatlar Bakteriyel Benek Hastaligin1 %57.53-60.60 ve hastalik
siddetini de % 66.75-78.13 diizeyinde engellemistir. Istatistiksel olarak en basarili bulunan ilk iki grupta yer alan
alt1 izolat dort farkli iiretim alaninda izole edilmistir ve her birinden seg¢ilen dort antagonistle yapilan ikinci tohum
denemesinde bu izolatlarin basarisi bir kez daha teyit edilmistir. Tablo 3’te gortldiigii gibi KG/8-9, Surug/4-3,
YL/5-3 ve OG/6-7 kodlu izolatlarla yapilan ikinci denemede pozitif kontrol uygulamasinda yer alan fidelerin %
24.90’1nda hastalik goriiliirken antagonist bakteri uygulamasi yapilmis tohumlardan gelisen fidelerin %4.24-4.68’1
hasta olarak belirlenmistir. Antagonistlerle yapilan tohum uygulamalar1 hastaligi %81.16-100.00 oraninda
baskilamistir. Benzer sekilde hastalik siddeti de %53.32-100.00 oraninda azalmistir.

Tablo 3. Antagonistlerin domateste bakteriyel benek hastaligina etkisi (ikinci deneme)

Table 3. Effect of antagonists on bacterial pith disease in tomatoes (second trial)

Izolat Kodu Hastalik Oram (%) % Etki Hastalik Siddeti (%) % Etki
KG/8-9 0.00 ¢ 100.00 0.00° 100.00
Surug/4-3 4,24 ¢ 82.97 1.63° 90.96
YL/4-3 4610 81.44 2.80° 53.32
0G/6-7 4.68° 81.16 2510 86.08
Pozitif Kontrol 24.90% - 18.042

*Farkl harfi iceren ortalamalar LSD(0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Detayli arastirmalar i¢in se¢ilen dort antagonist ile yapilan in vitro ve in vivo deneme sonuglar1 Tablo 4’te toplu
olarak goriilmektedir. Mersin ili Toroslar ilgesinde ev bahgesinde yetistirilen domates topragindan elde edilen
KG/8-9 kodlu izolat in vitro denemelerde 9.60 mm’lik inhibisyon zonu olusturmus, tohum kokenli inokulumdan
kaynakli hastalik olusumunu ilk denemede %73.49 ikinci denemede tamamen (%100) baskilamigstir. Mersin ili
Erdemli ilgesinde serada yetistirilen domates topragindan elde edilen OG/6-7 kodlu izolat ise 2.30 mm ile en kiiglik
inhibisyon zonuna sahip olmasina ragmen hastalig1 %95.30 ve %81.16 oraninda baskilamistir.

Tablo 4. Secilen antagonistlerin domateste bakteriyel benek hastaligina etkisi (In vitro ve In vivo test)

Table 4. The effect of selected antagonists on bacterial spot disease in tomatoes (In vitro and In vivo Test)

. Birinci Deneme Ikinci Deneme
izolat Kodu Inhibisyon Hastahk Hastahk Hastahk Hastahik
Zonu (mm) Oraninda Siddetinde Azahs Oraninda Siddetinde
Azalis (%) (%) Azalis (%) Azalis (%)
0G/6-7 2.30 95.30 94.72 81.16 86.08
Surug/4-3 7.60 82.70 83.08 82.97 90.96
YL/4 -3 6.00 74.45 76.20 81.44 53.32
KG/8-9 9.60 73.49 83.15 100.00 100.00

3.5. Bakteriyel antagonistlerin tohum ¢imlenmesine etkisi

Tablo 5’te goriildiigi gibi herhangi bir uygulama yapilmamis pozitif kontrolde bulunan domates
tohumlarinin %98.24’s1 ¢imlenmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde, pozitif kontrol, 0G/7-1, OG/6-8,
KG/8-9, AE/2-6 ve TOH/4 uygulamalar pozitif kontrol ile ayni grupta yer almis ve ¢gimlenmeye olumsuz bir etki
yapmadiklar1 belirlenmistir. Bu uygulamalarda ¢imlenme oranit %82.45 ile %98.24 arasinda olmustur. Diger
uygulamalarda (0G/6-14, OG/7-13, OG/6-7, YL/5-3, KG/6-6, Suru¢/4-3ve YL/4-3) ¢imlenmedeki azalig
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.
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Tablo 5. Biyolojik tohum uygulamalarinin cimlenmeye etkisi (birinci deneme)

Table 5. Effect of biological seed treatments on germination (first trial)

1zolat Kodu Cimlenme Oram (%) Cimlenmedeki Azals (%)
Pozitif Kontrol 98.24%" -
TOH/4 93.86% 4.40
AE/2-6 85.96%° 12.50
KG/8-9 84.213¢ 14.28
0G/6-8 82.45%cd 16.07
0G/7-1 82.4530d 16.07
Surug¢/4-3 78.07° 20.53
YL/4-3 78.07bd 20.53
KG/6-6 71.93¢ 26.87
YL/5-3 66.66%f 31.58
0G/6-7 56.14°f 42.85
0G/7-13 54.38f 44.64
0G/6-14 51.751 47.32

*Farkl1 harfi igeren ortalamalar LSD(0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Tablo 6’da secilen antagonistlerle (KG/8-9, OG/6-7, YL/4-3 ve Surug/4-3) daha fazla tohum sayisiyla yapilan
ikinci denemede YL/4-3 ve Surug/4-3 kodlu izolatlarin istatiksel olarak tohum ¢imlenmesine herhangi bir olumsuz
etki yaratmadig1 saptanirken KG/8-9 ve OG/6-7 kodlu izolatlar ¢cimlenmesi sirastyla %37.24 ve %26.89 diizeyinde
azaltmistir. Tim veriler birlikte degerlendirildiginde, YL/4 -3 ve Surug¢/4-3 kodlu izolatlarin hem Bakteriyel Leke
(Xanthomonas euvesicatoria) hem de Bakteriyel Benek Hastaligini (Pseudomonas syringae pv. tomato)
engelleneme yeteneginde oldugu ve tohum ¢imlenmesine herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig1 bu ¢alismayla
ortaya konmustur. Domates tohumlarindaki Xanthomonas euvesicatoria ve Pseudomonas syringae pv. tomato
popiilasyonunu azaltmak igin gelecekte YL/4 -3 ve Surug/4-3 kodlu izolatlarin biyolojik tohum uygulamalari
olarak kullanimi basar getirebilecektir

Tablo 6. Secilen antagonistlerle yapilan tohum uygulamalarinin ¢cimlenmeye etkisi

Table 6. The effect of seed treatments with selected antagonists on germination

izolat Kodu Cimlenme Orani (%) Cimlenmedeki Azals (%)
Pozitif Kontrol 96.66% -

Surug/4-3 92.002 4.82

YL/4-3 85.332 11.72

0G/6-7 70.66° 26.89

KG/8-9 60.66" 37.24

*Farkl1 harfi igeren ortalamalar LSD(0.05) testine gore istatistiksel olarak farklidir.

Dost mikroorganizmalar olarak adlandirilan, bitki hastaliklarinin biyolojik miicadelesinde kullanilan
antagonist bakteriler (Aktepe, 2018), bakteriyofajlar (Cemen ve ark., 2018) ve funguslar (Tekiner ve ark., 2019)
ile ilgili arastirmalar son yillarda biiyiik dnem kazanmistir. Gida giivenligi, ¢evre ve insan sagligi ile siirdiirebilir
tarim konularma verilen 6nem arttikca biyolojik miicadele arastirmalart da dikkat ¢ekmeye baglamistir. Dost
mikroorganizmalar organik veya geleneksel iiretim yapilan alanlarda toprak mikrobiyal aktivitesini artirarak
toprak yapis1 ve dzelliklerini iyilestirir ayrica bitkinin hastaliklara kars1 daha dayanikli olmasini saglar. Bu durum
domateste yapilan pek ¢ok arastirmayla ortaya konmustur. Solucan giibresi kullanimiyla toprak mikrobiyatasi
zenginlestirilmis ve domateste Bakteriyel Benek Hastaligina kars1 direng saglanmistir (Karnez ve ark., 2021).
Diger bir arastirmada Bacillus pumilus ve Bacillus amyloliquefaciens adli antagonist bakteriler tohuma
uygulandiginda domateste Bakteriyel Benek Hastaligina karsi1 dayaniklilik mekanizmasi harekete gegirilmistir
(Lanna-Filho ve ark., 2017). Dost mikroorganizmalarin kullanildig1 bir diger alan da bakira direng gelistirmis
patojen bakteri popiilasyonun yaygin oldugu iiretim alanlaridir. Ornegin Giiney Afrika’da bakira direng gelistirmis
Pseudomonas syringae pv. tomato popiilasyonuyla miicadelede entegre hastalik yonetiminde Bacillus subtilis
izolatlar1 basariyla kullanilmistir (McLeod ve ark., 2017). Silva ve ark., (2008) Acinetobacter johnsonii, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Paenibacillus macerans ve Staphylococcus aureus adli
antagonist bakterileri tohuma uygulayarak tohum kokenli Pseudomonas syringae pv. tomato popiilasyonunu %44
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oraninda kontrol altina almiglardir. Ji ve ark., (2005) domateste Pseudomonas syringae pv. tomato popiilasyonunu
baski altina almak i¢in antagonist bakterilerden Bacillus pumilus SE34, Pseudomonas fluorescens 89B-61 ve
Pseudomonas syringae Cit7 kodlu izolatlarini koke, tohuma ve yesil aksama uygulamislardir. Hastaligin %12-%83
diizeyinde baskilandigini bildirmislerdir. Lanna-Filho ve ark., (2017)’nin yaptig1 arastirmada Pseudomonas
syringae pv. tomato miicadelesinde endofitik yasayan Bacillus pumilus ve Bacillus amyloliquefaciens antagonist
bakterileri kullanildiginda bitkide dayaniklilik mekanizmasinin tesvik edildigini gostermisler ve Bakteriyel Benek
Hastaligi 62% oraninda baskilandigin1 saptamiglardir. Bu ¢alismada da farkli Bacillus tiiriine ait izolatlar
kullanilarak tohum kokenli hastaligt baskilama yetenekleri arastirilmis ve oldukga basarili sonuglar elde edilmistir.
Hatta Bacillus subtilis YL/4 -3 ve Bacillus subtilis Surug¢/4-3 kodlu izolatlarin hem Bakteriyel Leke hem de
Bakteriyel Benek Hastaligini engelleme yeteneginde oldugu belirlenmistir. Bu aragtirmada her ne kadar bu
izolatlarin etki mekanizmalari ortaya konmamis olsa da timit var sonuglar oldugu aciktir. Gelecekte bu izolatlarin
yesil aksamda hastalig1 engelleme etkileri ve etki mekanizmalari ile diger antagonistlere, bitki patojenlerine ve
insanlara olan etkileri arastirilmalidir. Pratikte kullanimi igin kitle iiretimleri, ruhsat ve patent alma gibi detayli
calismalara da ihtiyag vardir.

3.6. Bakteriyel antagonistlerin tanisi

MALDI TOF MS ile yapilan tan1 sonucunda, YL/4 -3 ve Surug¢/4-3 kodlu izolatlarin indeks degeri 1.976 ve
1.876 olarak belirlenerek Bacillus subtilis ile tiir diizeyinde tam eslesme saglanmistir. OG/6-7 kodlu izolat 1.974
indeks degeri ile Bacillus pumilus olarak KG/8-9 kodlu izolat 1.984 indeks degeri ile Paenobacillus polymyxa
olarak tanilanmistir. Bu iki bakteri tiirliniin antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gosteren farkli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Cakar ve Tozlu (2022) yaptiklar1 ¢alismada iki Bacillus pumilus (RK-103 ve TV-67C) izolatinin
patateste verim kayiplarina neden olan toprak kaynakli kuru ¢iiriiklik etmeni Fusarium oxysporum'un biyolojik
miicadelesinde timit var oldugu belirtilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada da Paenobacillus polymyxa’nin genis
bir konukgu araligina sahip bitki biiyiimesini tegvik eden antagonistik kok bakterilerinden (rizobakter) biri oldugu
bildirilmistir (Timmusk ve ark., 2005).

4. Sonug

Bu c¢alismada, Pseudomonas syringae pv. tomato’nun tohum kaynakli bulagikligini azaltmak i¢in yerel
antagonistler kullanilarak yapilan biyolojik tohum uygulamalarinin etkinlikleri arastirilmistir. Domates
koklerinden ve domates yetistirilen topraktan izole edilen 323 adet aday antagonist ve Xanthomonas tiirlerine
antagonist 6zelligi saptanmig 14 adet bakteri izolati olmak iizere toplam 337 adet aday antagonist bakteriyle
yapilan in vitro petri denemelerinde, 12 izolatin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya antibakteriyel etkisi
saptanmistir. Patojenle bulasik domates tohumlarina 12 bakteriyel antagonistin uygulandigi birinci denemede
Bakteriyel Benek Hastaligi %28-95 oraninda baskilanmigtir. Detayli arastirmalar i¢in segilen dort antagonist
(KG/8-9, Surug/4-3, YL/5-3 ve OG/6-7) ile yapilan ikinci denemede, tohuma uygulanan antagonitler
hastaligi %81.16-100.00 oraninda baskilamistir. Cimlendirme denemelerinde ise KG/8-9, Surug¢/4-3 ve YL/5-3
kodlu izolatlarin ¢imlenmeye herhangi bir olumsuz etki yapmadiklari belirlenmigtir. MALDI TOF MS ile yapilan
tan1 sonucunda, YL/4 -3 ve Surug/4-3 kodlu izolatlar Bacillus subtilis, OG/6-7 kodlu izolat Bacillus pumilus ve
KG/8-9 kodlu izolat Paenobacillus polymyxa olarak tamilanmistir. Domates tohumlarindaki Xanthomonas
euvesicatoria ve Pseudomonas syringae pv. tomato popiilasyonunu azaltmak igin gelecekte YL/4 -3 ve Surug¢/4-3
kodlu izolatlarin biyolojik tohum uygulamalar1 olarak kullanimi bagar1 getirebilecegi sonucuna varilmistir. Bu
antagonistlerin yesil aksamdaki hastaligi1 baskilama diizeyi, diger domates patojenlerine, tohum ve yesil aksamdaki
antagonistlere ve hedef dis1 canlilara da etkisi aragtirilmalidir. Ayrica kitle tiretimleri, ruhsat ve patent alma
konusunda daha detayli yapilacak incelemelere de ihtiyag vardir.

Tesekkiir
Bu ¢aligmada kullanilan antagonist bakteri izolatlarin MALDI-TOF MS ile tanisin1 yapan saym Prof. Dr. Soner
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