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Arastirma Makalesi
Adana’da Ticari Fideliklerde Sorun Olan Kabakgil Bakteriyel Hastalik
Etmenlerinin izolasyonu ve Hiyar Késeli Yaprak Leke Hastahginin Biyolojik
Miicadelesi
Merve OKUR!, Yesim AYSAN!*
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Bu calismada, Adana’da bulunan ticari fideliklerde sorun olan kabakgil bakteriyel hastalik etmenlerinin
tanilanmasi1 ve antagonist bakteri izolatlarla Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligi’nin biyolojik miicadelesi
arastirilmistir. Adana’da yapilan hastalik sérveylerinde elde edilen hastalik etmeni izolatlar arasinda 27 izolat
Pseudomonas syringae pv. lachrymans ve 14 izolat Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanmustir.
Biyolojik miicadele ¢aligmalarinda 298 adet aday antagonist bakterinin Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’a kars1 in vitro antibakteriyel etkisi, fosforu ¢6zme, siderofor ve TAA {iretme yetenegi incelenmis
ve in vivo tohum uygulamalar i¢in 15 adet antagonist bakteri se¢ilmistir. kurulan birinci tohum denemesinde,
12 etkili antagonist bakterinin %21-78 degerinde hastalik oraninda azalisa neden oldugu tespit edilmistir. Ikinci
tohum denemesinde, 5 adet (AD 4-2, 0G1-2, 0G7-7, NC-KK, X-77) antagonist bakteri ve bir ¢ift kombinasyon
(OG1-2 ve OG7-7) kullanildiginda hastaligin umut vadeden bir sekilde baskilandigi teyit edilmistir. Hastaligi
etkili sekilde baskilayan antagonist bakteri izolatlar1 Providencia rettgeri, Bacillus amyloliqofasciens, Bacillus
mojavensis, Bacillus pumilus ve Enterecoccus casseliflavus olarak tanilanmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, antagonist, IAA, Siderofor, Antimikrobiyal etki

Isolation of Cucurbit Bacterial Disease Agents Affecting Commercial Nurseries
in Adana and Biological Control of Cucumber Angular Leaf Spot Disease

ABSTRACT

In this study, the identification of cucurbit bacterial pathogens and the biological control of cucumber angular
leaf spot disease using antagonistic bacterial strains were investigated in commercial nurseries in Adana.
Among the strains obtained from disease surveys in Adana, 27 were identified as Pseudomonas syringae pv.
lachrymans, and 14 were identified as Pseudomonas syringae pv. syringae. In the biological control studies,
the in vitro antibacterial effects, phosphorus solubilization, siderophore production, and indole-3-acetic acid
(IAA) production capabilities of 298 candidate antagonistic bacteria against Pseudomonas syringae pv.
lachrymans were examined, leading to the selection of 15 antagonistic bacteria for in vivo seed applications.
In the first seed trial, 12 effective antagonistic bacteria achieved a 21-78% reduction in disease incidence. In
the second seed trial, significant disease suppression was confirmed when five antagonistic bacteria (AD 4-2,
0G1-2, OG7-7, NC-KK, X-77) and two combinations (OG1-2 and OG7-7) were applied. The antagonistic
bacterial strains that demonstrated effective disease suppression were identified as Providencia rettgeri,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus, and Enterococcus casseliflavus.
Keywords: Pseudomonas syringae pv. lachrymans, antagonist, IAA, Siderophore, Antimicrobial effect
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Giris

Kabakgiller; Cucurbitaceae familyasina ait
cogunlukla tropik, subtropik ve 1liman bolgelerde
yayilis gosteren, yaklasik 98 cins ile 975 tiirden
olusan cicekli bir bitki ailesidir (Xu ve ark., 2017;
Paris, 2001). Asya’da 3000 yildan daha uzun bir
stire Once kabakgil yetistiriciliginin basladig1
bilinmektedir (Lebeda ve ark., 2007). Ulkemizde
ticari anlamda yetistiriciligi yapilan kabakgiller
familyasma ait bitki tiirleri olarak karpuz
(Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai),
hiyar (Cucumis sativus L.), kavun (Cucumis melo
L.), kabak (Cucurbita pepo L.), bal kabagi
(Cucurbita moschata L.) ve acur (Cucumis melo
var. flexuosus) olarak siralanabilir. Kabakgillerde
sorun teskil eden bakteriyel hastalik etmeni sayist
olduk¢a fazladir, bu hastalik etmenlerinden
iilkemizde sorun oldugu tespit edilenler ise;
Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Karaca
ve Demir, 1988), Acidovorax citrulli (Demir,
1996), Pseudomonas viridiflava (Aysan ve ark.,
2003), Pseudomonas syringae pv. Syringae
(Dillon ve ark., 2021), baz1 Enterobacter iiyeleri
(Ozdemir, 2021) ve Pectobacterium carotovorum
subsp. caratovorum (Aysan ve ark., 2006)
seklinde siralanabilir.

Ulkemizde varligi yaklagik 35 yildir bilinmekte
olan ve Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligina
sebebiyet veren Pseudomonas syringae pv.
lachrymans (Smith and Bryan) Young et al. (Ps/)
hiyar bitkilerindeki en énemli bakteriyel hastalik
etmenidir. Aerobik 6zellikte olan, gram-negatif,
1-5 polar kamgtya sahip bir bakteridir. Bu patojen
bakterinin optimum gelisme sicaklig1 25-27°C’dir
(Ozaktan ve Bora, 1994). Hastalik etmeninin
tanisini ve miicadelesini saglamak amaciyla bazi
arastirmalar yiritiilmiistiir (Aksoy, 2006). Bati
Anadolu Dbolgesinde yapilan bir caligmada,
hastalik siddetinin illere gore farklilik gosterdigi
ve %32’ye kadar wulagtignt  belirlenmistir.
Hastaligin yaygimlik oraninm ise %30.5 oldugu
saptanmistir (Turkiisay, 1998). Pseudomonas
syringae pv. lachrymans, bitki artiklarn
araciligiyla topraga bulasarak burada 1-2 yil
yagamini  siirdiirebilir, ancak bitki artiklan
bulunmadiginda toprakta uzun siire varligim
stirdiiremez. Etmen {retim materyali kokenli
olmasi sebebiyle ilk belirtilerini kotiledon
yapraklarda verir, ilerleyen hastalik gercek
yapraklarda damarlarla smirlanmis  koseler
seklinde kendine 6zgii bir belirti ile karsimiza
cikar. Bu lekelerin zamanla rengi degisir 6nce sar1
ardindan kahverengilesir ve hiicreler 6liir. Olen
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hiicreler dokiilerek yapraklarda diizensiz deliklere
sebebiyet verir. Hastalik, yagmur, sulama ve
bakim islemleri sirasinda yayilir ve bu yayilista
sulama suyunun 6nemli bir rolii vardir. Sicak ve
nemli iklim kosullar1 hastaligin gelisimini tesvik
eder (Mortensen ve Fatmi, 2017). Sabahim erken
saatlerinde veya yilksek nem kosullarinda
yapragin alt ylizeyinde bakteriyel akinti
gbzlemlenebilir ve daha sonra bu akint1 beyazimsi

bir kabuk benzeri sekilde kurur. Hastalikla
miicadelede  kiiltiirel  Onlemler  arasinda,
hastaliktan arindirtlmis  tohum ve direngli

cesitlerin kullaniminin yani sira, iiriin rotasyonu,
hastalikl1 bitki artiklarinin temizlenmesi, 6zellikle
seralarda etmenin gelisimi i¢in uygun ortamin
engellenmesi, nem dengesinin korunmasi ve
vektorlerle miicadele 6nemli bir yere sahiptir.
Kimyasal miicadelede, koruma amaciyla bakir
bilesikleri, Maneb ve Mancozeb gibi maddelerin
kullanilabilecegi belirtilmektedir (EPPO, 2004).
Hastalikla miicadelede kiiltiirel dnlemlerin her
zaman istenilen sonucu vermedigi ve kimyasal
miicadelenin ¢evre ve insan sagligina potansiyel
riskler tasidigi gercegi, kimyasal miicadeleye
alternatif miicadele yontemlerinin ozellikle
biyolojik miicadelenin (Horuz ve Aysan, 2023)
aragtirllmasini tesvik etmektedir. Bu baglamda,
biyolojik miicadelenin Onemli bir alternatif
olabilecegi diistiniilebilir. Bakteriyel hastaliklarla
kimyasallara alternatif miicadele yOntemleri
arasinda dayanikliligin tesvik edilmesi (Baysal ve
ark., 2003), bitki ugucu yag ve ekstraktlarin
kullanilmasi (Soylu ve ark., 2009; Mengulluoglu
ve Soylu, 2012; Bozkurt ve ark., 2020; Soylu ve
ark., 2024), nanopartikiillerin kullanilmas1 (Sahin
ve ark, 2022), wviral ve  bakteriyel
mikrobiyomlarla biyolojik miicadele (Bozkurt ve
Soylu, 2019; Duman ve Soylu, 2019) en fazla
arastirilan konulardir. Bu baglamda, biyolojik
miicadelenin 6nemli bir alternatif olabilecegi
diisiiniilebilir.

Bu c¢aligmanin ilk adiminda ticari fideliklerde
yaygmn olarak bulunan kabakgil bakteriyel
hastalik etmenlerinin neler oldugu tespit
edilmistir. Caligmanin ikinci kisminda ise
ilkemizde varligt uzun yillardir  bilinen
Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden
oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligi’nin
miicadelesinde yerel antagonistleri kullanarak
biyolojik tohum uygulamalarinin  kullanim
potansiyeli ortaya konmustur .
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Materyal ve Metot

Biyoetkinlik denemelerinde bakteri kiiltiirii olarak
2023 yilinda izole edilen ve tiir diizeyinde tanisi
yapilan Pseudomonas syringae pv. lachrymans
kullanilmigtir. Patojenin alt tiir diizeyindeki tanisi
bu ¢aligma kapsaminda yapilmigtir. Karsilagtirma
kiiltiiri  olarak Cukurova Universitesi Bitki
Koruma Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvar
kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve daha onceki
aragtirmalar kapsaminda tiir ve alt tiir diizeyinde
tanis1 yapilmis olan YA-913 kodlu Acidovorax
citrulli, YA-95 kodlu Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, YA-241 kodlu Erwinia
amylovora, YA-713 kodlu Pectobacterium
caratovorum, YA-731 kodlu Pseudomonas
corrugata ve YA-26 kodlu Pseudomonas syringae
pv. syringae izolat1 kullanilmistir.

Caligmada ticari olarak satin alinan Borna ¢esidi
hiyar fideleri, Hermanos, FK-202 ve Bravos
cesidi kavun fideleri, Mico ¢esidi kabak fideleri,
Karain ve Sahra ¢esidi karpuz fideleri ile; Beith
alpha c¢esidi hiyar tohumu ve {ireticiden temin
edilen ilagsiz yerli hiyar tohumlar kullanilmastir.
Torf olarak ise Klasmann Torf Potgrond P {iriinii
kullanilmistr.

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma boliimiinde bulunan, klima ile 1sitilan ve
sogutulan 26+2°C sicaklikta, %65-75 nem
iceriginde, giindiiz 16 saat aydmlik, gece 8 saat

karanlik  kosullara sahip, iklim odasinda
patojenite  testleri ve tohum denemeleri
yapilmustir.

Ticari Fidelik Ziyaretleri ve Hastalikh Bitki
Orneklerinin Toplanmasi

Adana ilinde birgok ticari fidelik bulunmakta ve
bu ticari fideliklerin tamaminda kabakgillerin
dretimi yogun olarak yapilmaktadir. Ticari
fideliklerde {iretilen hiyar, karpuz ve kavun
fidelerinin Adana, Mersin, Osmaniye, Hatay,
Maras ve Adiyaman illerinde bulunan iireticilere
sevkiyati subat aymin Dbagindan itibaren
baglamaktadir. Benzer sekilde kabak ve balkabag1
fidelerinin sevkiyatt da eyliil-ekim aylarinda
yapilmaktadir. Bu tarihler g6z  Oniinde
bulundurularak, kabakgil yetistiriciligi yapilan
ticari fideliklere fide sevkiyatinin hazir oldugu
donemde ziyaretlere baglanmistir. Kabakgillerin
kotiledon yapraklarinda su emmis gibi goriinen
islak lekeler bakteriyel bir hastaligin varligini
kanitlar nitelikte oldugundan ticari fideliklerden
hastalikli bitki ornekleri toplanirken kotiledon
yapraklardaki su emmis lekeler referans noktasi
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olarak  kullamilmigtir. Fidelik ziyaretlerinde
inceleme  yapilirken  bitkilerin  kotiledon
yapraklart ve ardindan gergek yapraklart son
derece dikkatli bir sekilde incelenmistir. Gergek
yapraklarda 6zellikle yaprak kenarlarinda sarims1
haleler bulunan nekrotik lekeler, yaprakta ve/veya
govde dokularinda yumusak ciiriikliik belirtileri
gosteren  Ornekler  toplanmustir.  Kabakgil
bitkilerine ait hasta bitki dokulari kagit havlu
arasina sarilarak kese kagidi igerisinde Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimiinde bulunan Bakteriyoloji laboratuvarina
getirilmistir. Hasta O6rneklerden patojen bakteri
izolasyonu yapilana kadar hasta dokular +4 C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hasta Bitkilerden Patojen Bakteri
Izolasyonlar1
Farkli tarihlerde ticari fideliklere yapilan

ziyaretlerde 82 adet bitkide hastalik belirtileri
tespit edilmis ve ayrica her bir tohum lotundan
gelisen fidelerin yer aldig1 viyollerden en az iki
adet olmak {lizere toplam 10 adet hasta kabakgil
(hiyar, kavun ve kabak) bitkileri toplanmistir. Bu
bitkilerden patojen izolasyonu yapilana kadar
ornekler buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Laboratuvarda hasta bitki dokular1 (kotiledon ve
gercek yapraklar) once akan cesme suyunda
yikanmis ve ila¢ kalintilar1 (6zellikle mavi renkli

olarak goriilen bakirh preparatlar)
uzaklastirilmistir. Kagit havlu {lizerinde tamamen
kuruyuncaya kadar oOrnekler bekletilmistir.

Caligma alan1 %70’lik alkolle silinerek bir kagit
havlu yayilmig ve lizerine hasta bitki dokulari
yerlestirilmistir. Ardindan, steril bir bistiiri
yardimiyla hastalikli ve saglikli kismi igerecek
sekilde tek bir lekeden 3-4 mm boyutunda doku
ornekleri alinmigtir. Alinan bu leke %70’lik alkol
ile ylizeyden dezenfekte edilmis ve steril porselen
havanlara konulmustur. Havanlarin igerisindeki
ornek havaneli yardimiyla iyice ezilerek tizerine 3
ml Saline Buffer (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi)
eklenerek homojenize edilmistir. TSA besi yeri
iceren petriler ¢izim yapilmadan once kapaklar
steril  kabinde acilarak ylizeyindeki nem
uzaklastirilmigtir.  Steril kabinde 15 dakika
bekletilen havanlardan bir 6ze dolusu (yaklasik
10ul) homojenat alinarak petrilere ii¢ ¢izgi
yontemi ile ¢izimler yapilmistir (Lelliot ve Stead,
1987).  Petrilerin agz1  parafin  sarilarak
kapatilmigtir.  izolasyon  petrileri  26°C’de
inkiibatorde 24-48 saat inkiibe edilmis ve gelisen
koloniler incelenmistir. Besiyerinde baskin olarak
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gelisen beyaza yakin krem renkli tek koloniler
secilerek  TSA  besiyerine  saflagtirmalar
yapilmustir.

Patojen Bakteri izolatlarimin Tanist

Hasta bitkilerden yapilan izolasyonlar sonucunda
saflagtirilan ~ bakterilerin ~ tanisinda ~ Gram
reaksiyon, LOPAT testleri (Lelliot ve Stead,
1987), TSA ve King B besiyerlerindeki koloni
morfolojisi ve MALDI-TOF MS yo6ntemi (Soylu
ve ark., 2020) kullanilmstir.

Farkh

Testleri
Hasta kabakgil bitkilerinden yapilan izolasyonlar
sonucunda saflastirilan 41 adet bakteri izolatinin
patojenite testleri konukg¢u bitkileri iizerinde
yapilmustir.

Ik patojenite testi laboratuvar kosullarinda
koparilmig hiyar (Pseudomonas syringae pv.
lachrymans) ve limon meyveleri (Pseudomonas
syringae pv. syringae) Uizerinde yapilmigtir. Akan
cesme suyu altinda yikanan hiyar ve limon
meyveleri kurutulduktan sonra yilizeyi %70’lik
alkolle silinerek dezenfekte edilmistir. Yiizeyden
dezenfekte edilen meyveler steril filtre kagidi
yerlestirilmis petriler igerisine konulmustur. Hasta
hiyar, kabak ve kavun bitkilerinden izole edilen
41 adet patojen bakteri izolatinin 24-48 saatlik
taze kiiltiirlerinden dansiyometre yardimiyla 10’
hiicre/ml yogunlugunda bakteri siispansiyonlari
hazirlanmigtir. Hazirlanan siispansiyonlar, steril
siringa yardimiyla meyvelerin iist kisminda
bulunan bes yere yara agilarak inokiile edilmistir.
Negatif kontrol olarak steril su ile, pozitif kontrol
olarak Pseudomonas syringae pv. syringae (YA-
26 kodlu) izolatiyla meyvelere ayni sekilde isleme
tabii tutulmustur. Filtre kagitlar1 steril suyla
nemlendirildikten sonra  meyveler  oda
sicakliginda 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Hiyar meyvelerinde inokulasyon noktasi etrafinda
gelisen su emmis alanlarin ve limon meyvelerinde
inokulasyon noktast etrafinda ice ¢okiik
kahverengi lekelerin varligi hastalik olusumu igin
pozitif olarak degerlendirilmistir. Inokulasyon
noktast etrafinda hastalik belirtisi olusturan
izolatlarin patojenitesi pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Ikinci patojenite testi 1sitmasiz cam sera
kosullarinda, ticari fideliklerden satin alinan 8-
10cm boyunda, saglikli kabakgil (hiyar, kabak,
kavun ve karpuz) fideleri lizerinde 17 Mayis 2023
tarihinde yapilmistir. Calismada hiyar (Cucumis

Kabakgil Bitkilerinde Patojenite
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sativus) ¢esidi olarak oturak, acik tarla
yetistiriciligine uygun Borna F1; kavun (Cucumis
melo) c¢esidi olarak tiinel ve acik tarla
yetistiriciligine uygun Kirkagac tipi kavun
¢esitleri olan Hermanos F1 ve Bravos F1; kabak
(Cucurbitae pepo) cesidi olarak acgik tarla
yetistiriciligine uygun ampul tipi bir cesit olan
Migo F1; karpuz (Citrullus lanatus) gesidi olarak
acik tarla ve ortii alt1 yetistiriciligine uygun siyah
meyve rengine sahip bir ¢esit olan Karain F1 ve
Crimson Sweet yani alaca meyve rengine sahip
bir ¢esit olan Sahra F1 cesitlerine ait fideler
kullanilmistir. Bu denemede 41 bakteri izolat
yerine, bunlarin izole edildigi 10 hasta bitkiden
birer adet izolat secilerek toplam 10 izolat ile
calisilmistir.  Secilen bakteri izolatlar1 TSA
besiyerinde 24-48 saat gelistirildikten sonra
dansiyometre yardimiyla steril saf suda 10’
hiicre/ml yogunlugunda siispansiyonlari
hazirlanmigtir. Her bir bakteri izolati, 6 kabakgil
cesidine (Borna, Hermanos, Bravos, Migo, Karain
ve Sahra) iicer tekrar olmak iizere toplam 18
fideye inokule edilmistir. Negatif kontrol olarak
steril su ve pozitif kontrol olarak Pseudomonas
syringae pv. syringae (YA-26 kodlu) izolati, ayni
yontemle farkli gesit ve tlrlere ait kabakgil
fidelerine piiskiirtiilmiistiir. Denemede toplam
216 adet fide kullamilmistir.  Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliim
arazisindeki 1sitmasiz cam serada tutulan
bitkilerin, pozitif kontrolde hastalik belirtisi
gorilildiigli tarihie kadar bakimlari yapilmistir.
Fideler giinliik olarak kontrol edilmis ve hastalik
belirtisi gosteren bitkilerden yeniden bakteri
izolasyonlar1 yapilarak Koch postulatlarmin
asamalar1 tamamlanmigtir. Yapilan izolasyonlar
sonucunda elde edilen re-izolatlar egik agar besi
yeri olan YDCA besi yerinde +4 °C’de
buzdolabinda saklanmustir.

Biyolojik Miicadele Calismalar:

Pseudomonas syringae pv. lachrymans’in neden
oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin
biyolojik miicadele olanaklarinin arastirildigi bu
kisimda, aday antagonistler kabakgil yetistirilen
alanlarin  topragmndan, yesil aksamindan,
meyvelerinden ve tohumlarindan izole edilmis,
patojen bakteriye etkisi in vitro ikili kiiltlir petri

denemeleri ile ortaya konmustur. Aday
antagonistler icerisinde antibiyotik iireterek
patojenin  gelisimini  engelleyen, siderefor

olusturan, indol asetik asit liretme (IAA) ve fosfor
¢ozme yeteneklerine sahip izolatlar se¢ilmistir.
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Izolasyonlar icin oOrnekler secilirken hastalik
etmeni Pseudomonas syringae pv. lachrymans’n
varliginin bilindigi tarlalar ve bitkiler tercih
edilmistir. Arazide nispeten diger hastalikli
bitkilere gore daha saglikli goriinen bitkiler
toplanmistr.

Aday Antagonistlerin izolasyonu

Antagonist bakteri izolasyonu i¢in alinan
orneklerden 20 gram hassas terazide tartilmis ve
onceden hazirlanmig 180 ml saline buffer (%0.85
NaCl) igeren erlenlere eklenmistir. Karigim en az
3 saat 200 dev/dak hizda c¢alisan galkalayicida
calkanmigtir. Calkalama isleminin sonunda
erlenden alinan 1ml’lik 6rnek 9 ml saline buffer
iceren tliplere koyularak seyreltme serileri
hazirlanmigtir. Her seyreltmeden 100ul 6rnek
alinarak TSA besiyerine 3 tekrarli olacak sekilde
ekimleri yapilmistir. Seyreltme ekimleri en ¢ok
seyreltilenden en aza dogru gergeklestirilmistir.
Petrilerin 26°C’de 48 saat gelismesi beklenmis ve
gelisen koloniler incelenmistir. Besi yerinde farkl
koloni morfolojisine, rengine ve yapisal
ozelliklerine sahip koloniler TSA besi yerlerine
saflastirilmistir. Elde edilen izolatlar daha sonraki
caligmalarda da kullamilmak tizere YDCA
besiyerinde +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.
Kabakgil yetistiriciligi yapilan tarla topragindan,
kabakgillerin yesil aksamindaki epifitik floradan
ve kabakgil tohumlarindan 134 adet aday
antagonist elde edilmistir, buna ek olarak
Bakteriyoloji kiiltiir koleksiyonunda bulunan, 164
izolat da ¢aligmaya dahil edilmistir. Caligmada

toplam 298 adet aday antagonist bakteri
kullanilmagtr.

Aday Antagonistlerin Secimi

Aday antagonistlerin in vitro kosullarda

Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a olan
antibakteriyel  etkisi  ikili  kiiltir  petri
denemeleriyle arastirilmistir (Mitchell, 1992).
Aday antagonistler TSA besi yerine ii¢ nokta
seklinde ekim yapilmis ve 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Pseudomonas syringae pVv.
lachrymans’n McFarland dansiyometre
yardimiyla 107 hiicre/ml  yogunlukta  bir
siispansiyonu  hazirlanmigtir. Temiz bir el
plilverizatdriine aktarilan patojen siispansiyonu ii¢
nokta ekimi yapilmis aday antagonistlere 15 cm
uzaktan puskiirtiilmiistiir. Kontrol petrisi olarak,
TSA besiyerine yalnizca patojen bakteri
puskiirtiilmiistiir. ~ Bakteri  siispansiyonunun
puskiirtiildiigii petriler 26°C’de 24-48 saat
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gelistirilmistir. Petrilerde gelisen aday antagonist
izolatlarin ¢ap1 ile ¢evresinde olusan engelleme
zonlar1 mm olarak Olglilmiis ve kaydedilmistir.
Daha sonra bakteri c¢apt ve engelleme zonu
birbirine oranlanmig ve izolatlarin “Antagonistik
Indeks Degerleri” hesaplanmistir (Jiang ve ark.,
2015).

Testler sonucunda segilen 29 antagonist
bakterinin siderofor iiretebilme yetenekleri mavi
CAS agar besi yeri kullanilarak belirlenmistir
(Schwyn ve Neilands, 1987). CAS agar besi
yerine esit uzakliklarda ii¢ nokta seklinde ekimi
yapilan antagonistler 26 °C’de 7 giin boyunca
gelistirilmistir. Gelisim siiresinin sonunda bakteri
kolonisi ¢evresinde zon olusturan antagonistler
icin Ol¢iimler yapilmistir. Aday antagonistlerin
siderofor siddeti, zon olusan bdlgenin c¢apimin
antagonist bakterinin ¢capina oranlanmasiyla elde
edilen indeks degerine gore degerlendirilmistir.
Hi¢c engelleme zonu olusturmayan aday
antagonistlerin ¢ozliniirliik indeksi 0 olarak kabul
edilmis, ¢oziliniirliik indeksi 1 ve iizeri olan aday
antagonistler siderofor liretme yani demiri besin
olarak kullanma yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir.

Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a karsi
degisen oranlarda antibakteriyel etki gdsteren 29
adet antagonistin [AA dretimi Salkowski
yontemiyle tespit edilmistir (Glickman ve
Dessaux, 1995). igerisinde 3 mg ml' L-
tryphtophan igeren Laura Bertoni (LB) siv1 besi
yeri tiiplerine, 107 hiicre/ml yogunluguna
ayarlanmis olan antagonist siispansiyonlar1 500 pl
eklenmis ve 4 giin boyunca 30°C’de 200 dev/dak
calkalayicida c¢alkalanmistir (Sezonov ve ark.,
2007). Bu siirenin sonunda 6rneklerin igindeki
tortularin ayrilmasi i¢in soliisyonlar 5000 rpm’de
30 dakika boyunca santrifiij edilmis ve islemin
sonunda tiiplerin istlinde kalan siipernatant
tortudan  ayrilarak steril eppendorflara
aktarilmistir.  Siipernatantin  ilizerine 2 damla
(yaklasik 40 pl) fosforik asit eklenmis ve bu
karigim iginde 4 ml Salkowski ¢ozeltisi (150 ml
%98’lik H2SO4, 7.5 ml 0.5 M’lik FeCl3.6H»0, 250
ml saf su) olan cam tiiplere aktarilarak oda
sicakliginda ve karanlik bir ortamda 30 dakika
beklemeye brrakilmistir. islem sonunda IAA
iretim miktart1 yliksek olan antagonistlerin

besiyerinin  rengini = kirmizi/mora  dogru
degistirdigi gozlenmistir. Olgiimler 535 nm dalga
boyundaki spektrofotometrede okunarak
absorbans degerleri kaydedilmistir.

Antagonistlerin tirettigi [AA miktar1 standart [AA
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absorbans degerleriyle kiyaslanmak suretiyle ppm
(ug ml') diizeyinde belirlenmistir (Doksdz,
2021).

Antagonist bakteri izolatlarmin fosforu ¢6zme
yetenegi tri-kalsiyum fosfat iceren Pikovskaya
Agar (PVK) kullanilarak belirlenmistir (Kumar ve
ark., 2012). Sozii edilen bu besi yerini iceren
petrilere antagonistler ii¢ nokta seklinde ekim
yapilmis ve petriler 26°C’de 7 giin gelismeye
birakilmistir. Bu siirenin sonunda ekimi yapilan
antagonist bakterilerin ¢evresinde seffaf bir
engelleme zonu olusturan ornekler pozitif kabul
edilmistir. Olusan bu zonun, bakteri kolonisinin
capina oranlanmasiyla fosfor ¢oziiniirliik indeksi
hesaplanmustir.

Bu islemler sonucunda segilen antagonist
bakterilerin tohum denemelerine dahil edilmeden
once birbirleriyle olan etkilesimlerine ikili kiiltiir
petri denemeleriyle bakilmistir. TSA besi yerine
iic nokta ekimi ve 4 tekerriir olacak sekilde
yapilmistir. Antagonistler 24 saat gelistirildikten
sonra, antagonist bakterilerden dansiyometrede
10"  hiicre/ml  yogunlugunda siispansiyonlar
hazirlanmig ve bu petrilerin iizerine 15 cm
uzakliktan piiskiirtiilmiistiir. Piiskiirtme islemi
gerceklestirilen petriler 24 saat gelistirildikten
sonra antagonist bakterilerin birbirlerine karsi
engelleme zonu olusturup  olusturmadigi
incelenmigtir. Birbirilerine kars1 engelleme zonu
olusturan antagonist bakteriler, kombinasyon
calismasinda deneme dis1 birakilirken, birbirlerini
engellemeyen antagonist izolatlarin
kombinasyonlari ¢alismaya dahil edilmistir.

Denemelerin Kurulmasi ve Degerlendirilmesi
Toplam iki biyolojik tohum uygulamasimdan
olusan bu ¢alismada birinci deneme ig¢in ticari
olarak satin alinan Beith alpha c¢esidi hiyar
tohumlart kullanilmigtir. Tohumlar ticari bir
fungisitle ilaglanmis oldugundan tohum ilacini
uzaklastirmak i¢in musluk suyuyla 3 kez
yikanarak  pestisitler ~ armdirilmistir.  Ikinci
denemede Trabzon ilinin Akgaabat ilgesinden
getirilen c¢esidi bilinmeyen ilagsiz yerli hiyar
tohumlar1 kullanilmistir. Tohumlar herhangi bir
ilagla ~ muamele gormedigi icin  direkt
kullanilmistr.

Patojen Dbakteri Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’m  TSA  besiyerinde 48 saat
gelistirilmis olan taze kiiltiiriinden
dansiyometrede 1.00 ol¢iim degerinde yaklagik
2.4x10° hiicre/ml yogunlugunda bir siispansiyon
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hazirlanmigtir. Hiyar tohumlarma yara agilmasi ve
patojenin  girigsinin  kolaylagsmas1 i¢cin  bu
stispansiyona 1g/L karborandum tozu eklenmistir
(Bashan ve ark.,, 1978). Patojen Dbakteri
siispansiyonun i¢ine hiyar tohumlar1 daldirilmais,
patojenin tohumlara tutunabilmesi igin 150
dev/dak hizda calisan bir erlen karistiricida 30
dakika boyunca c¢alkalanmigtir. Calkalamanin
sonunda tiilbent yardimiyla siiziilen patojenle suni
olarak bulastirilmis tohumlar steril kurutma
kagitlarina serilerek 30 dakika boyunca steril
kabinde kurumaya birakilmistir. Birinci deneme
i¢in kuruyan tohumlar taze kiiltiirden gelistirilmis
ve 1.0 yogunlukta hazirlanmig olan 15 farkh
antagonist slispansiyonunun igerisine
daldirilmistir. Antagonistlerin tohuma kolonize
olmasin1 saglamak i¢in uygulama goérmiis
tohumlar 150 dev/dak hizda 30 dakika boyunca
calkalanmustir. Ikinci deneme igin aymi islem 5
farkl1 antagonist bakteri ve bir adet ikili
kombinasyon ile gergeklestirilmistir. Antagonist
kombinasyonunda hazirlanan esit popiilasyon
yogunlugundaki bakteri siispansiyonlar1 esit
miktarda karigtirilarak  kullamilmistir.  Pozitif
kontrol olarak sadece patojenle bulagtirilmis
tohumlar, negatif kontrol olarak sadece steril saf
suya daldirilmig tohumlar kontrol uygulamalari
olarak denemede yer almustir. Ilk denemede yer
alan her bir uygulama 3 tekerriirli ve her
tekerriirde 50 tohum bulunurken ikinci denemede
benzer sekilde 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 25
adet tohum yer almistir. Torf igeren plastik
kiivetlere tohum ekimi gergeklestirildikten sonra
nem saglamak amaciyla kapaklar1 kapatilmig ve
Cukurova Universitesi Bitki Koruma Béliimiinde
bulunan iklim odasina (sicaklik 26+2°C, nem
%65-75, 16 saat aydmlik, 8 saat karanlik)
yerlestirilmistir. Denemeler giinliik olarak kontrol
edilmis ve tohumlar ¢imlendikten sonra
kiivetlerin kapaklar1 agilmistir (Horuz ve Aysan,
2018).

Pozitif kontrol uygulamasinda yer alan hiyar
fidelerinin kotiledon yapraklarinda gozle goriiliir
hastalik belirtileri (su emmis lekeler, sar1 haleli
kahverengi lekeler) olustuktan sonra
degerlendirme asamasina gecilmistir. Her bir
biyolojik tohum uygulamasinda yer alan toplam
fide sayis1 ve hasta fide sayilar not edilmistir.
Hasta fide sayist ¢imlenen toplam fide sayisina
oranlanarak hastalik orami (%) hesaplanmistir.
Ayrica her bir uygulamadaki hasta fidelerin
kotiledon yapraklarindaki lekeler 0-3 skalasina
gore degerlendirilmis ve hastalik siddeti
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hesaplanmigtir ~ (Karman, 1970). Hastalik
siddetinin tespitinde Aysan (1999) tarafindan
gelistirilen 0-3 skalasi modifiye edilerek (0:
kotiledonlarda leke yok, 1: kotiledonlarda 1 leke,
2: kotiledonlarda 2 leke, 3: kotiledonlarda 3 veya
daha fazla leke wvar ise) kullamlmistir.
Antagonistlerin hastalig1 baskilama diizeyi pozitif
kontrolle karsilagtirilarak Abbott formiiliine gore
hesaplanmigtir (Karman, 1970). Elde edilen
veriler CoStat Istatistik Yazilim (CoHort
Software, Pacific Grove, CA, U.S.A. Version 6.4)
kullanilarak analiz edilmistir. Tek yonliit ANOVA
ile varyans analizi yapilarak p<0.05 Onem

diizeyinde LSD c¢oklu karsilagtirma testiyle
uygulamalar  arasindaki  farklihk  ortaya
konmustur.

Basarili Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine
Etkisi

Tohum denemelerinde bagarili bulunan 5 adet
antagonist bakteri (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, NC-
KK ve X77) TSA besiyerinde 48 saat
gelistirildikten sonra saf suyla siispanse edilerek
dansiyometrede 1.00 yogunlukta hazirlanmistir.
Hiyar tohumlari, antagonist siispansiyonlarinin
igerisine daldirilmistir ve tohumlar 150 dev/dak
hizda 30 dakika boyunca c¢alkalanmistir.
Calkalama sonunda antagonist soliisyonlar1
stiziilerek ayrilmistir ve hemen ardindan tohum
ekimleri  steril kiivet ve steril torflara
gergeklestirilmigtir. Kontrol olarak tohumlar steril
suya daldirilmistir ve ekimleri bu sekilde
yapilmistir. Deneme 3 tekerriir ve her tekerriirde
25 tohum olacak sekilde kurulmustur. Denemeler,
sadece suyla muamele gérmiis ¢imlenen tohum
sayist (kontrol) ve antagonist bakteri uygulamasi
gormiis ¢imlenen tohum sayisi  birbirine
oranlanarak degerlendirilmistir.

Basarih Antagonistlerin Tanisi

Tohum denemelerinde bagarili bulunan 5 adet
antagonist bakteri (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, NC-
KK ve X77) dansiyometrede 1.00 yogunlugunda
siispansiyonlar hazirlanmis ve hazirlanan bu
slispansiyonlar tiitiin yapraginin iki damar arasina
steril bir siringa yardimiyla inokiile edilmistir.
Inokulasyonun ardindan 24 saat oda sicakliginda
inkiibe edilen tiitiiniin, inokiilasyon yapilan
yaprak damar aralarindaki nekrotize olmus
gorliniimil pozitif olarak degerlendirilmistir.
Antagonist bakterilerin yumusak ¢lirtikliik etmeni
olup olmadigim1 belirlemek igin; patatesler
musluk  suyuyla  yikanarak  topragindan

325

arindiritlmis  ve  %1’lik  sodyum hipoklorid
cozeltisinin i¢ine daldirilarak 30 dakika siireyle
bekletilmistir. Siirenin sonunda patates yumrular
3 kere steril saf sudan gecirilerek durulanmis ve
steril kabin igerisinde kurumaya birakilmustir.
Kuruyan patatesler steril bir bigak yardimiyla
yaklasik 1 cm kalinhiginda daireler seklinde
kesilmis ve i¢inde steril kurutma kagidi bulunan
steril cam petrilere koyularak 24 saatlik taze
kiiltiirden gelistirilmis antagonist bakteriler bu
patateslerin tiizerine steril kiirdan yardimiyla
inokiile edilmistir. Patateslerin altinda bulunan
kurutma kéagidi yaklagik 1 ml steril saf su ile
nemlendirilerek kapaklar1 kapatilmis ve 26 C’de
calisgan inkiibatore alinarak 48 saat boyunca
inklibe edilmistir. Siirenin sonunda patateste
yumusak/sulu ¢iiriikliige sebep olan antagonist
bakterilerin pektolitik enzim {iretme aktivitesinin
oldugu ve yumusak c¢iiriikliik patojeni olabilecegi
belirlenmistir.

Bakterilerin insan patojeni olup olmadigim
anlamak i¢in insan viicut sicaklifinda gelisimini
bilmek gerekmektedir. Bu baglamda, tohum
denemelerinde basarili bulunan 5 adet antagonist
bakteri (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, NC-KK ve
X77) izolat1 TSA besiyerine ekilmis ve 36 °C’de
24-48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siirenin
sonunda bu sicaklikta gelisme yetenegi olmayan
bakterilerin  insan  patojeni  olamayacagi
belirlenmistir.

Tohum denemelerine dahil edilen 15 antagonist
bakteri izolatt (NC-KK, NC-YKI, NC-YKR, DK-
Sar1 OG 7-13, OG 7-7, OG 1-2, OG 8-8, YL 4-3,
AY10-M2, AZ10-6-2, Ad4-2, X77, HA9 ve HA3)
igerisinden 5 tanesinin (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7,
NC-KK ve X77) tiir teshisi MALDI TOF MS
yontemi ile yapilmistir.

MALDI-TOF MS patojenlerin  kesin tiir
teshislerinin yapilmasini saglayan bir sistemdir.
Sistemin c¢alisma mekanizmasi, bakteriden
dogrudan lazer ile elde edilen protein profillerinin
cihazin kiitiiphanesindeki tanimli izolatlar ile
karsilagtirilma prensibine dayanmaktadir. Saf
kiiltiirden alinan ve TSA besi yeri ortaminda 24
saat gelistirilen antagonist bakteri kiiltiirleri
ethanol/formik asit yontemi ile muamele
edildikten sonra (Pavlovic ve ark., 2012) cihazin
omek tablasina (target) yiiklenerek cihazin
kiitiiphanesindeki mikroorganizmalar ile
BioTyperTM 1.1 software (Bruker Daltonics,
Bremen, Almanya) yazilimi ile karsilagtirmak
sureti ile teshisleri yapilmigtir.  Teshisler
sonucunda firmanin belirttigi iizere ortaya ¢ikan
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skor degerleri 2.3-3.0 araliginda ise tiir diizeyinde
olduk¢a giivenilir; 2.0-2.99 aralifinda cins
diizeyinde olduk¢a giivenilir, tiir diizeyinde
giivenilir; 1.70-1.99 arasinda ise cins diizeyinde
giivenilir tiir diizeyinde muhtemel diizeyde
giivenilir; 1.7 degerinin altinda olan skorlar ise
giivensiz tan1 olarak degerlendirilmistir (Soylu ve
ark., 2020).

Bulgular

Ticari Fidelik Ziyaretleri ve Hastalikh Bitki
Orneklerinin Toplanmasi

Cizelge 1’de gorildiigii gibi ticari fideliklere
yapilan toplam dort ziyarette, 82 hasta bitki
Orneginin 65 adeti hiyar, 13 adeti kavun ve 4 adeti
ise kabak fidelerinden almmistir. Karpuz
fidelerinde hastalik belirtisine rastlanmamustir.
Toplam 10 hasta fideden (hiyar, kavun ve kabak)
ayr1 ayr1 izolasyonlar gerceklestirilmistir.

Cizelge 1. Ticari fideliklerin incelenmesi
sirasinda alinan bitki 6rnekleri sayisi

Tarih Bitki Hasta Alman
Fide Ornek
Sayis1 Sayisi
3 Subat 2023 Kavun 9 2
1 Mart 2023 Hiyar 30 3
14 Mart 2023 Kavun 1
30 Mart 2023 Kabak 2
Hiyar 35 2
Toplam 82 10
Hasta Bitkilerden Patojen Bakteri
Izolasyonlari

Dort farkli tarihte ziyaret edilen ticari fideliklerde
toplam 82 adet hasta bitki igerisinden segilen 10
adet hasta hiyar, kabak ve kavun bitkilerinin
kotiledon ve ger¢ek yapraklarindan yapilan
izolasyonlarda, TSA besi yerinde krem renkli,
parlak, mukoid ve yuvarlak koloniler dominant
olarak gelismistir. Her bir hasta bitki orneginin
izole edildigi petriden toplam 41 adet bakteri
izolat1 saflagtirilmistir. Bu 41 izolatin 19 adeti
hiyardan, 14 adeti kavundan ve 8 adeti kabak
bitkilerinden izole edilmistir.

Patojen Bakteri izolatlarimin Tanist

Cizelge 2’°de goriildiigii gibi hiyardan izole edilen
19 adet, kabaktan izole edilen 8 adet ve kavundan
izole edilen 14 adet izolatin tiimiiniin (41 adet)
Pseudomonas syringae oldugu Gram reaksiyon,
LOPAT testleri, farkli besiyerlerindeki (TSA ve
King B) koloni morfolojisi ve MALDI-TOF MS
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yontemiyle belirlenmistir. izolatlarin pathovar
diizeyinde tanisinda patojenite testlerinden
yararlanilmigtir.

Cizelge 2. Patojen izolatlarmin tani testlerinde
elde edilen sonuglar

Testler Hiyar Kabak | Kavun
izolati izolat1 | izolat
(19 adet) [(8 adet) [(14 adet)
Floresan pigment + + +
Gram reaksiyon - - -
L (levan olusumu) + + +
O (Oksidaz testi) - - -
P (Pektolitik - - -
aktivite)
A (Arginin - - -
reaksiyonu)
T (Tiitiinde asir1 + + +
duyarlilik)
Farkhh Kabakgil Bitkilerinde Patojenite
Testleri

Laboratuvar kosullarinda koparilmis hiyar ve
limon meyveleri iizerinde yapilan patojenite
testinde, inokulasyondan 5-7 giin sonra
inokulasyon noktasi etrafinda hiyar meyvelerinde
su emmis alanlar ve limon meyvelerinde ige
cokiik kahverengi lekeler tespit edilmistir.
Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarmin
limon, hiyar, kabak, kavun ve karpuz bitkileri gibi
genis bir konukgu dizisini hastalandirirken
Pseudomonas  syringae  pv.  lachrymans
izolatlarin sadece hiyar kabak ve kavun
bitkilerini hastalandirdigi (Lelliot ve Stead, 1987),
karpuzda hastaligin ya hic ya da ¢ok az diizeyde
ortaya ¢iktigi (Ozaktan ve Bora, 1994)
bilinmektedir. Bu denemede elde ettigimiz veriler
de bu bilgiyi desteklemektedir.

Koparilmis meyvelerde yapilan patojenite testine
gore, kavundan elde edilen 14 izolatin
Pseudomonas syringae pv. syringae oldugu, hryar
ve kabaktan elde edilen 27 izolatin Pseudomonas
syringae pv. lachrymans oldugu belirlenmistir.
Saglikli kabakgil (hiyar, kabak, kavun ve karpuz)
fideleri iizerinde, secilen 10 izolatla, cam serada
kosullarinda  yapilan patojenite testlerinde,
izolatlarin timii Borna F1 ¢esidi hiyar fidelerini
ve Mico F1 ¢esidi kabak fidelerini
hastalandirmistir. Hiyar ve kabak bitkilerinin
gergek yapraklarinda 1slak lekeler seklinde
haslayan hastalik belirtileri on ikinci glinde ortaya
cikarken, on besinci giinde etrafi sar1 kahverengi
lekelere doniismiistiir. Lekeler genellikle yaprak
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kenarlarinda  olugmustur. Yaprak ayasinda  gosteren izolat olmustur. Bunu sirasiyla, 3.68 ve
meydana gelen lekeler hizlica ilerleyerek birkag ~ 3.66 indeks degeriyle ayn istatistiki grupta yer
giin  iginde yaprak ayasmm kapladiklar1  alan TOROS-6 ve NC-KK kodlu izolatlar takip

gozlenmistir. Kirkagac tipi kavun gesitleri olan
Hermanos F1 ve Bravos F1 ¢esitlerine ait fidelerin
yapraklarinda sadece kavundan elde edilen
bakteriyel izolatlar hastalik olusturmustur. Kavun
yapraklarinda kahverengi lekeler meydana
gelmistir. Izolatlarin higbiri Karain F1 ve Sahra F1
cesitlerine ait karpuz fidelerini
hastalandirmamistir.  Pozitif kontrol olarak
kullanilan YA-26 kodlu Pseudomonas syringae
pv. syringae izolati hiyar, kavun ve kabak
fidelerini hastalandirmistir. Negatif kontrol olarak
su uygulanan bitkilerde herhangi bir leke tespit
edilmemistir. Farkli kabakgil tiirlerine ait
fidelerde yapilan patojenite test sonuglarina gore,
kavundan elde edilen 4 izolatin Pseudomonas
syringae pv. syringae oldugu, hiyar ve kabaktan
elde edilen 6 izolatin Pseudomonas syringae pv.
lachrymans oldugu belirlenmistir.

Biyolojik Miicadele Calismalari

Aday Antagonistlerin izolasyonu

Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaligi etmeni
Pseudomonas  syringae pv. lachrymans ' in
biyolojik miicadelesinde kullanmilmak {izere
yapilan aday antagonist izolasyonlar1 sonucunda,
kabakgil yetistiriciligi yapilan topraktan 39 adet,
kabakgil yesil aksamidan 27 adet, kabakgil
meyvelerinden 24 adet ve kabakgil tohumlarindan
44 adet olmak iizere toplam 134 adet aday
antagonist izole edilmistir. Ayrica bakteriyoloji
laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda bulunan 164
adet aday antagonist de ¢aligmaya dahil edilmigstir
ve toplam 298 adet bakteri izolat1 caligmada aday
antagonist olarak kullanilmustir.

Aday Antagonistlerin Secimi

Caligmada kullanilan toplam 298 adet aday
antagonist bakterinin 29 adeti Pseudomonas
syringae pv. lachrymans’a kars1 antibakteriyel
etki gostererek besi yerinde patojenin gelisimini
baskilamigtir.  Petrilerde gelisen antagonist
izolatlarin ¢ap1 ile ¢evresinde olusan engelleme
zonlart mm olarak dlgiilerek “Antagonistik Indeks
Degerleri” hesaplandiginda, 29 izolat 1.71-5.33
degeri arasinda degisiklik gostermistir. En yliksek
antagonistik indeks degerleri 5.33 ile NC-YKI
isimli antagonist bakteri izolatinda olmus ve tek
bir istatistiki grupta yer almisti. OG1-9 kodlu
antagonist de 4.08 indeks degeri ile ayr1 bir grupta
yer alan bir diger basarili antagonisttik etki
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etmistir. NC-YKR 3.59, YL4-33.32 ve DK-SARI
3.23 antagonistik indeks degeri olusturarak
basarili antagonistler arasinda yer almiglardir.
Etkili antagonistler olarak degerlendirilen 22
izolat ortalama 1.71- 2.78 arasinda indeks degeri
olusturarak istatistiki analiz sonucunda 16 farkli
istatistiki grupta yer almis ve patojeni baskilama
yeteneginde olduklan tespit edilmistir (Cizelge
3.).

Antibakteriyel etkiye sahip 29 adet antagonist
izolatin 18 adeti siderofor liretme yetenegine
sahip oldugu tespit edilmistir. Antagonistlerin
siderofor olusturma indeks degerleri 1.13 ile 2.65
araliginda degisim gostermistir. Degerlendirme
sonucunda siderofor olusturma yetenegi en etkili
izolatlar sirasiyla 2.65 ile HA4 kodlu antagonist
iken, bunu 2.59 ile LOG-6, 2.55 ile HAS, 2.52 ile
YL4-3 ve 2.50 ile HA9 kodlu antagonistler
izlemistir.

Cizelge 3. Antagonist bakterilerin etki
mekanizmalari

Antagonistler | Antibak | Siderofor TIAA Fosfor

teriyel Uretme (ug/ml) Cozme

Etki

NC-YKI 5.33¢ 1.87¢ 8.014 Negatif
0G1-9 4.08° 1.87 12.96 ¢ Negatif
TOROS 6 3.68°¢ 0.00 ¢ 16.20 Negatif
NC-KK 3.66°¢ 0.00 ¢ 26.30 ¢ Negatif
NC-YKR 3.59 232 10.467 Negatif
YL4-3 332% 2.52° 7.50°¢ Negatif
DK-SARI 3.23¢ 240 10.12" Negatif
KONYAS5-1 2.78 1 0.00 ¢ 11.251 Negatif
LOG6 2,771 2.59° 6.76" Negatif
0G1-2 275" 1.95¢ 170.50* | Negatif
0G7-13 2.68 & 2.11% 170.5® Negatif
TOROSS5-1 2,651 0.00 ¢ 11.251 Negatif
AY10 M2 2.5570 2.26% 10.467 Negatif
HAS 2489 2.55° 9.89™ Negatif
TURUNC 2-6 | 2.46" 1.18 ¢ 6.37" Negatif
HAI 2.38 ik 0.00 & 9.04° Negatif
TOROSS5-2 2.38 1k 0.00 & 7.73°" Negatif
0G7-7 2271 1.33¢f 170.50* | Negatif
AZ106-2 2,15 kim 1.43 ¢ 73.88 ¢ Negatif
0G6-7 2.10 Kim 0.00 & 9.89™ Negatif
AD4-2 2.08 Imn 1.57% 170.50* | Negatif
HA9 2.01% 2.50° 149.47° | Negatif
0G8-8 1.99 1.14F 9.26" Negatif
MYAPRAK3 1.90 ™P 0.00 ¢ 11.59h Negatif
HA3 1.88 ™ 1.13 ¢ 10.467 Negatif
X77 1.81 P 0.00 ¢ 16.49 ¢ Negatif
HA4 1.79 2.65° 8.70°P Negatif
0Gl1-10 1.78 0.00 ¢ 716" Negatif
LC8 1.71° 0.00 ¢ 10.23 % Negatif

Antibakteriyel etkiye sahip 29 adet antagonist
izolatin 18 adetinin, bitki biiylimesinde ve
gelismesinde oldukca 6nemli bir role sahip olan
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IAA iiretim miktarlarinin 6.37 ile 170.5 pg/ml
araliginda degisim gosterdigi belirlenmistir. IAA
iiretim degeri 170.5 pg/ml olan 4 adet antagonist
bakteri (AD 4-2, OG 7-7, OG 1-2 ve OG 7-13
kodlu izolatlar) tespit edilmistir. Bu degerleri
149.47 p/ml yogunlukla HA-9 isimli izolat, 73.88
pg/ml ile AZ10-6-2 isimli izolat ve 26.3 pg/ml ile
NC-KK isimli izolat takip etmistir.
Antibakteriyel etkiye sahip 29 adet antagonistin
hicbiri tri-kalsiyum fosfat igeren PVK besi
yerinde fosforu ¢ozmeyi basaramamustir.

In vivo Tohum Denemeleri

Birinci  biyolojik ~ tohum  denemesinde,
Pseudomonas syringae pv. lachrymans ile suni
olarak bulastirilmis hiyar tohumlarina 15 adet
antagonist bakteri (NC-KK, NC-YKI, NC-YKR,
DK-SARI OG 7-13,0G 7-7,0G 1-2, OG 8-8, YL
4-3, AY10-M2, AZ10-6-2, AD4-2, X77, HA9 ve
HA3 kodlu izolatlar) uygulandiginda, tohumdaki
patojen popiilasyonunda azalma oldugundan
Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaliginin %20.78 -
78.39 oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Negatif
kontrol olarak sadece steril suyla muamele
gbrmiis hiyar tohumlarindan ¢imlenen fidelerin
hi¢birinde herhangi bir hastalik gozlenmemistir.
Bu durum, denemede kullanilan hiyar
tohumlarimin  herhangi bir patojenle bulagik
olmadiginin gostergesidir.

Pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv.
lachrymans ile bulasik hiyar tohumlarindan
gelisen fidelerin yaklagik %53’linde hastalik
belirlenmistir (Cizelge 4.). Kotiledon yapraklarda
su emmig lekeler ortaya ¢ikmig ve ii¢ giin iginde
bu belirtiler kahverengi etrafi sar1 haleyle cevrili
lekelere  donmiistiir.  Ilerleyen  donemlerde,
ozellikle nem varliginda besinci giinden sonra
fidelerde oliimler meydana gelmistir.

Cizelge 4. Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligina
Biyolojik Tohum Uygulamalarmin Etkisi (Birinci

Deneme)

Antagonist | Hastahk | Etki Hastahk Etki
Oram (%) Siddeti (%)

(%) (Skala

degeri

ort.)
Pozitif 52.88 @ 1.052
Kontrol

HA3 55.84* -5.6 0.96 ° 7.95
AZ10-6-2 50.72° 4.08 0.88 15.48
HA9 50.62° 4.27 0952 8.57
NC-YK-R 41.89¢ | 20.78 0.72 b 30.89
0G 7-13 41.6¢ 21.33 0.58¢ 44.35
NC-YK-I 38.82¢ | 26.59 0.68 b 34.87
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DK-SARI 3571% | 3247 0.59 «d 43.74
YL4-3 32.65¢ | 38.26 0.46 % 56.20
0G 1-2 2778 % | 47.47 0.31 °fe 70.06
X-77 27231 | 4851 0.37 defe 72.61
OG 8-8 25.08% | 52.57 0.38 defe 63.98
AY10M2 23.81% | 5497 0.40 df 61.42
AD 4-2 21418 | 59.51 0.23 ¢ 78.26
oG 7-7 14.73"h 72.14 0.29 °fe 72.61
NC-KK 11.43"h 78.39 0.16¢ 64.21

*. farkli harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 Onem
diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidir.

Cizelge 4’te goriildiigii gibi, istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, 1i¢  biyolojik  tohum
uygulamast (HA3, AZ10-6-2 ve HA9 kodlu
izolatlar) pozitif kontrolle ayn1 grupta yer alan
basarisiz uygulamalar olarak belirlenmistir.
Geriye kalan 12 biyolojik tohum uygulamasi (NC-
KK, OG 7-7, AD 4-2, AY10M2, OG 8-8, X-77,
OG 1-2, YL4-3, DK-SARIL, NC-YK-I, OG 7-13 ve
NC-YK-R) pozitif kontrolden farkl bir istatistiki
grupta yer aldigindan hastalig1 baskilayan basarili
tohum uygulamalar olarak saptanmistir. Bu etkili
antagonistler hastalig1 de %20.78-78.39 oraninda
baskilarken, hastalik siddetindeki azaligin
%30.89-78.26 araliginda oldugu tespit edilmistir.
Basarili olan 12 biyolojik tohum uygulamasi
igerisinde, en etkili olanlarin NC-KK ve OG 7-7
kodlu antagonist Dbakterilerin yer aldig
uygulamalar oldugu tespit edilmigtir. NC-KK,
%78 ve OG 7-7, %72 oraninda hastalig
baskilarken hastalik siddetini de sirasiyla %64 ve
%73 oraninda azaltmstir.

Diger basarili tohum uygulamasi olan AD 4-2,
AY10M2, OG 8-8, X-77 ve OG 1-2 kodlu
antagonistlerin kullamldig1 parsellerde, hastalik
%47-60 oraninda azalirken hastalik siddetindeki
azalisin %70-78 arasinda oldugu saptanmustir.
Istatistiksel ~ olarak  etkili bulunan diger
uygulamalarda (YL4-3, DK-SARI, NC-YK-I, OG
7-13 ve NC-YK-R) hastalik %21-38 oraninda
baskilanirken hastalik siddetindeki azalis %31-56
diizeyinde olmustur. Ikinci bir tohum denemesi
kurmak i¢in secilen antagonistler oncelikle ilk
tohum denemesi sonuglart g6z  Oniinde
bulundurularak degerlendirilmis ve istatistiki
olarak en basarili sonu¢ veren iki antagonist
uygulamas1 NC-KK ve OG 7-7 secilmistir. iki
uygulama sayica yetersiz gorildigi icin diger
uygulamalar i¢erisinden antimikrobiyal etki, [AA
iiretme yetenegi ve siderofor iiretme yetenegi de
g6z Oniinde bulundurularak {i¢ antagonist (X77,
AD 4-2 ve OG 1-2) daha segilmistir. Toplam 5
adet antagonist bakteri ile ikinci biyolojik tohum
denemesi  basamagma  gecilmisti.  Tohum
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denemelerinde kullanilmak iizere secilen 5 adet
(NC-KK, AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7 ve X-77 kodlu
izolatlar) antagonist bakterinin ikili
kombinasyonlarinin da denemelere dahil edilmesi
amaclanmigtir. Bu sebeple antagonist bakterilerin
birbirleriyle etkilesimlerini belirlemek ig¢in ikili
kiiltiir petri denemelerine basvurulmus ve ikili
kiiltir petri denemelerinde birbirlerine karsi
engelleme zonu olusturan antagonist bakteri
ciftlerinin etkilesimleri pozitif olarak
degerlendirilmistir. Bes adet antagonist bakterinin
yalnizca bir ¢iftinin birbirleriyle etkilesime
girmedikleri (OG 1-2 VE OG 7-7) ve tohum
denemelerinde kullanilabilecegi anlagilmistir.
Ikinci deneme; ilk deneme ve antagonistlerin etki
mekanizmalart goz Onilinde bulundurularak
secilen 5 adet antagonist (NC-KK, AD 4-2, OG 1-
2, OG 7-7 ve X-77) ve 1 adet kombinasyon (OG
1-2 ve OG 7-7) ile kurulmustur Hastaligim %11-
19 araliginda azaldig: tespit edilmistir. Negatif
kontrol olarak yalnmizca steril suya daldirilmis
hiyar tohumlarindan ¢imlenen fidelerin hi¢birinde
herhangi bir hastalik belirtisine rastlanmamustir.
Pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv.
lachrymans ile bulagik hiyar tohumlarindan
gelisen fidelerin %100’{inde hastalik varlig1 tespit
edilmistir. Cizelge 5’te goriildiigii gibi istatistiksel
olarak degerlendirildiginde tiim antagonist
uygulamalar1 pozitif kontrolden farkli grupta yer
almis ve basarilh  uygulamalar  olarak
degerlendirilmistir. Hastalik siddetini %20.45-
40.52 araliginda azalttiklar1 belirlenmistir.

Cizelge 5. Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligina
Biyolojik Tohum Uygulamalarmin Etkisi (Ikinci

Deneme)

Antagonist | Hastahk | Etki(%) | Skala | Etki(%)

Orani degeri

(%) ort.

Pozitif 100.00? - 2.69°
Kontrol
NC-KK 88.87° 11.13 1.60°¢ 40.52
0G 1-2 88.00 " 12.00 1.67°¢ 37.92
AD 4-2 87.55 " 12.45 2.14° 20.45
X-77 84.64 b 15.36 1.74 ¢ 35.32
OG 1-2 ve | 81.99% 18.01 1.68°¢ 37.55
oG 7-7
oG 7-7 80.78 ¢ 19.22 1.80° 33.09

*. farkli harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 Onem
diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidir.

Her iki deneme icin de OG 7-7 en basarili tohum
uygulamast olarak kaydedilmistir ve ikinci
uygulamada hastalig1 %19 oraninda engellerken
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hastalik siddetindeki azalisin %33 oldugu tespit
edilmistir.

Uygulamalar iginden 4 tanesi aym istatistiki
grupta yer alarak hastalig1 sirasiyla OG 1-2 %12,
AD 4-2 %12.45, X77 %15.36 ve Kombinasyon
%18 oraninda engellemis ve hastalik siddetinde
ise %?20-38 arasinda bir azalisa neden oldugu
belirlenmistir. 1lk denemede de en basarili
uygulamalardan biri olan NC-KK izolati hastalik
siddetindeki azaligin en yiiksek oldugu uygulama
olmus, %41 oraninda hastalik siddetini azaltirken,
hastalik oraninda %11°lik bir etki gostermis ve
istatistiki olarak bagarili bir uygulama olarak
degerlendirilmistir.

Basaril Antagonistlerin Tohum Cimlenmesine
Etkisi

Tohum denemeleri sonucunda Pseudomonas
syringae pv. lachrymans’in neden oldugu Hiyar
Koseli Yaprak Leke hastaligini bagarili bir sekilde
baskilayan antagonist bakterilerin  tohum
c¢imlenmesine  etkisi  arastirildiginda,  tiim
antagonist bakteri uygulamalarinin (OG 1-2, NC-
KK, OG 7-7, AD 4-2 Kombinasyon ve X77)
kontrolle ayn1 grupta yer aldigin1 ve istatistiksel
olarak Onemli bir azaliga neden olmadigi
sonucuna varilmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Basarili
Cimlenmesine Etkisi

Antagonistlerin - Tohum

Antagonist Ekilen | Cimlenen | Cimlen | Degi
Tohum Tohum me sim
Sayis1 Sayisi Oram
(%)
Kontrol (saf 75 75 100.00 2
su)
0G 1-2 75 75 100.00° -
NC-KK 75 73 97.332 2.67
oG 7-7 75 73 97.332 | 2.67
AD 4-2 75 72 96.00* | 4.00
OG 1-2 ve 75 72 96.00* 4.00
oG 7-7
X77 75 71 96.67° 533

*. farkli harfi iceren ortalamalar LSD testine (%5 Onem
diizeyinde) gore istatistiksel olarak farklidir.

Basarih Antagonistlerin Tanisi

Basarili  antagonist  bakterilerin  tanilanma
asamasinda tiitinde asir1 duyarlilik reaksiyonu,
patateste pektolitik enzim aktivitesi, 36 °C’de
gelisim ve MALDI-TOF MS yontemlerine
bagvurulmustur.

Tohum denemelerinde kullanmilan 5  adet
antagonist bakteri (AD 4-2, OG 1-2, OG 7-7, NC-
KK ve X77) igin tiitinde asir1 duyarhlik
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reaksiyonu testi yapilmis ve tiim antagonist
bakteri izolatlar1 negatif sonug¢ vermistir.
Ardindan bu bes izolat patateste pektolitik enzim
aktivitesi testine tabii tutulmus ve yine tiim
antagonist bakteriler patateste herhangi bir
yumusama/ciirimeye neden olmaksiiz negatif
sonug vererek nisastay1 par¢alama yeteneklerinin
olmadig1 anlagilmistir. Antagonist bakterilerin
insan patojeni olma riskinin varligim kanitlamak
icin yapilan 36 °C’de gelisim testlerinde ise
antagonist bakterilerden higbirinin 36 °C’de
gelisemedigi  gozlemlenmistir.  Laboratuvar
testlerinin ardindan MALDI-TOF MS ile yapilan
tan1 sonucunda NC-KK kodlu izolatin 1.825
indeks degeri ile Enterecoccus casseliflavus, AD
4-2 kodlu izolatin 1.882 indeks degeri ile Bacillus
mojavensis, OG 1-2 kodlu izolatin 2,133 indeks
degeri ile Bacillus pumilus, OG 7-7 kodlu izolatin
2.386 indeks degeri ile Providencia rettgeri ve
X77 kodlu izolatin 2.190 indeks degeri ile
Bacillus amyloligofasciens oldugu tanilanmistir.
Bu antagonistlerin farkli izolatlarinin hem
bakteriyel hem de fungal hastaliklara kars1 basarili
oldugunu gosteren farkl caligmalarda
bulunmaktadir (Gilildogan ve ark., 2022; Tiimen
ve ark., 2022; Aktepe ve Aysan, 2023; Yildiz ve
ark., 2023).

Tartisma

Cukurova  Bolgesindeki  kabakgil  {iretim
alanlarindan ve tohumlarin yiizeyinden izole
edilen yerel antagonistlerle (toplam 298 adet)
yapilan biyolojik tohum uygulamalar1 sonucunda
Pseudomonas syringae pv. lachrymans in neden
oldugu Hiyar Koseli Yaprak Leke Hastaligi %21-
78 oraninda baskilanirken hastalik siddetinde
%31-78 oraninda bir azalis saptanmistir. En
basaril1 5 antagonistle yapilan ikinci bir denemede
bu antagonistlerin basarist bir kez daha teyit
edilmistir. Bu basarili antagonistler Bacillus
amylaliquefaciens, Bacillus mojavensis, Bacillus
pumilus,  Enterecoccus  casseliflavus  ve
Providencia rettgeri olarak tanilanmistir.
Biyolojik tohum uygulamasinda kullandigimiz bu
dost mikroorganizmalarin antimikrobiyal madde
ve siderefor {ireterek patojeni baski altina aldigi,
ayrica biliyime hormonu olan [AA iireterek
bitkide saglikli  biiylimeyi tesvik  ettigi
belirlenmistir. Genel  olarak  antagonist
bakterilerin bu yeteneklerinin yaninda topraktaki
fosforu ¢ozerek ve azotu fikse ederek bitkinin
topraktan besin elementi almm arttirdig
bilinmektedir. Bunlara ek olarak bitkiyi tuzluluk,
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kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerinden de
koruma yetenekleri bulunmaktadir (Mercado-
Blanco ve Lugtenberg, 2014; Olur, 2020). Dost
mikroorganizmalarin tim 6zellikleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda hastaliklar1 baskilarken aym
zamanda bir biyogiibre gorevi istlendikleri
sdylenebilir. Ozellikle Bacillus cinsine ait faydali
bakterilerin bu konuda oldukg¢a basarili olduklari
bilinir. Benzer sekilde Bacillus amyloligofasciens
hem biyolojik giibre olarak etki gosterirken hem
de bitki hastaliklartyla miicadelede basarili bir
antagonist olarak bilinmektedir (Chowdhury ve
ark., 2015; Luo ve ark., 2022). Bu calismada
kullanilan  Bacillus  amyloligofasciens,(X-77
kodlu antagonist izolat) yalmizca Hiyar Koseli
Yaprak Leke hastaligin1 baski altina almakla
kalmamustir, bunun yani1 sira misirda Dickeya zeae
(Samson ve ark., 2005)’nin neden oldugu

Bakteriyel Govde  Ciriikliigi  Hastaligim
baskilamada da olduk¢a basarili sonuglar
vermistir (Keser ve ark., 2023). Bacillus

mojavensis’in (AD 4-2 izolat1), Pseudomonas
syringae pv. lachrymans’in neden oldugu Hiyar
Koseli Yaprak Leke Hastaliginin tohum
enfeksiyonunu basarili bir sekilde baskiladigi
tespit edilmigtir  Bu  antagonistin  farkh
izolatlarmin hem bakteriyel hem de fungal
hastaliklara kars1 basarili oldugunu gosteren farkli
caligmalar bulunmaktadir. Elmada Erwinia
amylovora’nin neden oldugu Ates Yamkligi
Hastaligimin (Aktepe ve Aysan, 2023), domateste
Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden
oldugu Bakteriyel Benek Hastaligimin (Yildiz ve
ark., 2023), kabakgil bitkilerinde fungal kokenli
Antraknoz Hastaliginin, (Neher ve ark., 2009),
misir ve diger baz1 bitkilerdeki fungal
hastaliklarin  biyolojik miicadelesinde patentli
olarak  etkili  bir  sekilde  kullanildig1
belirtilmektedir (Bacon ve ark, 2005).

Bu hastaligi azaltmada etkili olan bir diger
antagonist bakteri Bacillus pumilus (OG 1-2
kodlu izolat) olmustur. Bu antagonistin yine
domateste Pseudomonas syringae pv. tomato’nun
neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaligina kars
basarili  oldugunu  gdsteren  laboratuvar
caligmalarimiz mevcuttur (Gilildogan ve ark.,
2022). Ayrica, Bacillus pumilus’un  farklh
izolatlarmin kabakgillerde goriilen Kiilleme
Hastaligi’nin (Podosphaera xanthii) biyolojik
miicadelesinde etkili oldugu bildirilmistir (Ni ve
Punja, 2021).

Providencia rettgeri’nin (OG7-7 kodlu izolat)
Hiyar Koseli Yaprak Leke hastaliginin
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tohumlardaki  enfeksiyonunu  baskilamadaki
basaris1 bu calisma cergevesinde kanitlamistir.
Baska bir c¢alismada ise yine hiyar fidelerinde
koklenmeyi artirmak icin Ozellikle koklerde
kolonize olan PGPR bakterileri olarak basariyla
kullanilmigtir. Bunun yaninda Entomopatojen
ozelligi bilinen Providencia rettgeri, antagonist
boceklerin - mikrobiyal —miicadelesinde  de
kullanilmaktadir. Yerfistiginda bitkiyi tuzluluk
stresine dayanikli hale getirebilmek igin yine
Providencia  rettgeri’den  yararlanilmig, bu
antagonistin fosforu ¢6zme yetenegi 6n plana
cikmistir (Jiang ve ark., 2019). Bunlarin yaninda
Providencia rettgeri’nin Cin’de Calla zambaginda
Yumusak Ciiriikliige neden olan bir patojen
oldugu rapor edilmistir Bu c¢alismada elde
ettigimiz Providencia rettgeri izolati patateslere
uygulandiginda herhangi bir curtiklik
yapmamustir. Bu da elde ettigimiz izolatin patojen
bakteri izolat1 olmadigim gostermektedir.
Entomopatojen bakterilerden olan Enterecoccus
casseliflavus’un (NC-KK kodlu izolat) da daha
once depolanmis iirlin zararlilar1 (Channaiah ve
ark. 2010) ve lepidopterlerden (Vilanova ve ark.
2016) izole edildigi ve Enterecoccus casseliflavus
Tal2 izolatinin Tuta absoluta larvalarma kars
etkili bir entomopatojen oldugu rapor edilmistir
(Eski ve ark., 2024).

Sonug olarak, biyolojik miicadele stratejileri,
cevresel siirdiiriilebilirlik  agisindan  6nemli
avantajlar sunarak hem insan saglhigna zarar
vermeyen hem de tarimsal uygulamalarin uzun
vadede  siirdiiriilebilirligini  saglayan  bir
yontemdir. Bu yaklagimlar, dogal ekosistemlerin
korunmasina katkida bulunur, biyogesitliligi
tesvik eder ve toprak verimliligini artirir. Bu
faydalar, biyolojik miicadele uygulamalarinin
yayginlastirilmasi ve desteklenmesi i¢in giiclil bir
gerekce  olusturur.  Bu  nedenle, tarimsal
uygulamalarda biyolojik miicadele tekniklerini
yaygmlagtirmak amaciyla daha fazla egitim,
arastirma ve politika destegi gibi ¢esitli onlemler
almmalidir.  Caligma  sonucunda, basarili
izolatlarin ¢esitli etki mekanizmalar1 sayesinde
giiclii antibakteriyel etki gostermesi, kimyasal
miicadele yontemlerinde siklikla karsilagilan
diren¢ gelistirme sorununa potansiyel bir ¢6ziim
sunmaktadir. Bu izolatlarin hem in vitro hem de in
vivo kosullarda patojenlere kars1 yiiksek
antibakteriyel potansiyel sergilemesi, bu biyolojik
miicadele elemanlarinin biyopreparat
formiilasyonlar1 ~ seklinde  gelistirilip  farkli
hastaliklara kars1 entegre miicadele
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programlarinda  kullanilabilecegi Onerisini
desteklemektedir. Bu yaklagim, tarimsal tiretimde
stirdiiriilebilirlik ve kimyasallara karsi patojen
bakterinin direngli popiilasyonlarmin ydnetimi
acisindan 6nemli bir adim olabilir.

Sonug¢

Bu calisma gercevesinde Adana’da ticari olarak
kabakgil fide {iretiminin yapildig1 tesislere
ziyaretler gergeklestirilmis ve hasta bitkiler
toplanarak  patojen  bakteri  izolasyonlarn
yapilmstir. Yapilan izolasyonlar sonucunda 82
adet hasta hiyar, kabak ve kavunda Pseudomonas
syringae pv. lachrymans ve Pseudomonas
syringae pv. syringae’nin varligi tespit edilmistir.
Izolasyonlar, hiyar ve kabak bitkilerinde
Pseudomonas syringae pv. lachrymans n, kavun
bitkilerinde ise Pseudomonas syringae pv.
syringae’nin en yaygin patojen tiirii oldugunu,

yeni patojenik tiirlerin Adana’daki ticari
fideliklerde bulunmadigmi kanitlar nitelikte
olmustur.

Farkli konukgularda yapilan patojenite testlerinde
Pseudomonas syringae pv. lachrymans hiyar ve
kabakta hastalik olustururken Pseudomonas
syringae pv. syringae’nin kavun, hryar ve kabakta

hastaliga neden oldugu gOriilmiistiir.
Pseudomonas syringae pv. lachrymans ve
Pseudomonas  syringae  pv.  syringae nin

ayrimmda limon, kavun /hiyar veya limon,
kavun/kabak bitkilerinin kullaniminin daha dogru
sonuglar verecegi kanaatine varilmisti. Bu
baglamda, hiyar ve kabak bitkilerinde baskin
olarak bulunan Pseudomonas syringae pv.
lachrymans’m neden oldugu Hiyar Koseli Yaprak
Leke  hastaliginin  biyolojik  miicadelesi
kapsaminda kabakgil familyasina ait bitkilerin
dogal florasindan, yetistirildigi topraklardan,
tohumlarindan ve meyvelerinden 6rnekler
alinarak aday antagonist bakteri izolasyonlar1
gergeklestirilmigti.  Toplam 298 adet aday
antagonist bakterinin, patojen bakteri
Pseudomonas syringae pv. lachrymans’a karsi
antibakteriyel etkileri aragtirllmis ve 29 adet
antagonist bakteri inhibisyon zonu olusturarak
patojen bakteriyi in vitro kosullarda engelledigi
tespit edilmistir. Basarili antagonistlerin etki
mekanizmalar1 IAA {iretme, siderofor olusturma
ve fosfati  ¢ozme  yeteneklerine  gore
incelendiginde, 18 adet antagonist bakterinin
siderofor olusturma yeteneginin oldugu, tiim
antagonist bakterilerin farkli diizeyde IAA {iretme
yeteneginin oldugu ve higbir antagonist bakterinin
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fosforu ¢dzme yeteneginin olmadig1 tespit
edilmistir. Tim bu etki mekanizmalar1 goz
ontinde  bulundurularak, biyolojik  tohum
uygulamalari i¢in 15 adet (NC-KK, NC-YKI, NC-
YKR, DK-SARI OG 7-13, OG 7-7, OG 1-2, OG
8-8, YL 4-3, AY10-M2, AZ10-6-2, AD4-2, X77,
HA9 ve HA3 kodlu izolatlar) antagonist bakteri
secilmis ve iklim odasi kosullarinda tohum
denemeleri kurulmustur. Hiyar Kdseli Yaprak
Leke Hastaliginin biyolojik miicadelesi igin
kurulan birinci tohum denemesinde hastalik %21-
78 oraninda baskilanirken, hastalik siddetindeki
azalis %31-78 araliginda olmustur. Birinci
denemede basarili bulunan 5 antagonist bakteri ve
bunlarin bir ¢iftinin kombinasyonuyla (NC-KK,
AD 4-2,0G 1-2,0G 7-7, X-77 ve OG 7-7 ve OG
1-2’nin kombinasyonu) kurulan ikinci denemede
ise tim uygulamalar pozitif kontrolden farkli
istatistiki grupta yer alarak yine bagarili
uygulamalar oldugu bir kez daha kanitlanmigtir.
Ayrica antagonist bakterilerin tohum
cimlenmesine herhangi bir olumsuz etkisinin de
olmadig1 tespit edilmistir. Basarili
antagonistlerden, NC-KK  kodlu izolat
Enterecoccus casseliflavus, AD 4-2 kodlu izolat
Bacillus mojavensis, OG 1-2 kodlu izolat Bacillus
pumilus, OG 7-7 kodlu izolat Providencia rettgeri
ve X77 kodlu izolat Bacillus amyloligofasciens
olarak tanilanmistr.

Bitki hastaliklariyla miicadele kapsaminda
kimyasal miicadeleye alternatif —miicadele
yontemleri geligtirmek insan ve ¢evre sagligi igin
oldukca biiyilk bir onem teskil etmektedir.
Kimyasal miicadele, kisa vadede kolay sonug
veren bir yontem olarak goriilse de uzun vadede
zararlar1 yararlarindan ¢ok daha fazladir.
Kimyasallarm iiriindeki kalint1 riski, patojenin bu
kimyasallara diren¢ kazanmasi, toprak ve su
kirliligine  sebep olmasi, uzun vadede
stirdiiriilebilir  olmamasi, genis spektrumlu
kimyasallarin hedef dis1 canlilara olumsuz etkisi
ve her seyden Once insan saghigina olan etkileri
degerlendirildiginde pek ¢ok yan etki kullanimi
smirlayan faktorler olarak sayilabilir. Yalnizca bu
sebepler bile hem diinyada hem de iilkemizde,
tarimda tek basma kimyasallarla yapilan
miicadele  yOntemlerinden uzaklasip daha
stirdiiriilebilir, entegre ve dogaya dost miicadele
yontemlerinin arayigina sebep olmaktadir. Bu
baglamda antagonist bakteriler, faydali funguslar
ve dost mayalar biyolojik miicadelenin en biiyiik
silahlar olarak goriilebilir. Bu mikroorganizmalar
bitkileri hastaliklara kars1 direngli hale getirmenin
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yani sira, biyolojik cesitliligi koruyarak dogal
dengeye katki saglamak, bitkilerin topraktan
besin elementi alimimi kolaylagtirmak ve bitkiyi
tuzluluk,  kuraklik gibi  abiyotik  stres
faktorlerinden korumak i¢in de oldukga biiyiik
onem arz etmektedir. Kabakgillerdeki bu
bakteriyel hastaligin biyolojik miicadelesinde,
antagonist bakteriler tohum uygulamasi olarak
kullanildiginda, olduk¢a basarili sonuglar elde
edilmistir. Ancak en son nokta bu antagonistlerin
kitle iiretimlerinin yapilarak fide ve tohum
iireticilerinin ~ kullanimina  sunulmasidir. Bu
baglamda antagonistlerin toplu iiretimleri, iretici
kosullarinda (fideliklerde, serada ve agik alanda)
etkilerinin belirlenmesi ve hedef digi canlilara
olan etkilerinin arastirilmasia ihtiya¢ vardir.
Ayrica kabakgil iiretim alaninda bu basarili
antagonistlerin bakteriyel etmenlerden
Pseudomonas syringae pv. syringae ve fungal
etmenlerden  Pseudoperonospora  cubensis’in
miicadelesinde  kullaniom  olanaklarmin  da
aragtirllmas1 faydali olacaktir. Bu arastirma,
gelecekte yapilacak olan diger ¢aligmalara
basamak olmasi ve 1sik tutabilecek olmasi
nedeniyle oldukga dnemlidir.
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