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Cilekte Kok ve Tag Curlikligl Hastalig1 (Phytophthora cactorum)’na Karsi Kok Bakterileri ile
Biyolojik Micadele
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Oz: Phytophthora kék ve tag ¢urlklUgl (Phytophthora cactorum) cilek Gretimini sinirlayan hastaliklardan bir tanesidir. Bu
calisma hastalik ile micadelede antagonist bakterilerin kullanilmasini hedeflemektedir. Bu amagla; cilek, karnabahar, kirmizi
lahana, brokoli, lahana, turp, bakla ile yabanci otlardan yabani turp, darican ve ¢oban g¢antasi bitkilerinin kok bolgesinden
toplam 362 adet bakteri izole edilmistir. Yapilan ikili kiiltlir ve bazi 6n eleme testleri ile ¢alisilan bakteri sayisi 101’e daha
sonra da 24 disurilmistir. Bu antagonistlerin sahip olduklari etki mekanizmalarini belirlenmeye yonelik testlerde; hig bir
izolatin kitinaz, seliilaz ve pektinaz aktivitesine sahip olmadigi, 13 izolatin proteaz, 3 izolatin fosfataz aktivitesine sahip
oldugu, 20 izolatin inorganik fosfati ¢ozebildigi saptanmistir. 19 izolatin HCN, 18 izolatin siderofor, 11 izolatin ylizey aktif
madde ve 16 izolatin da 2-4,DAPG Urettigi bulunmustur. Antagonistlerin IAA {iretim kabiliyetlerine bakildiginda 62.4 ve 1.9
ug/ml olarak iki izolatin IAA Urettigi belirlenmistir. Tim bakteriler Pseudomonas spp. olarak tanilanmistir. Saksi
denemelerinde 3ss9 ve 6110 izolatlarinin P. cactorum’a karsi %50 oraninda bir engelleme gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Phytophthora, antagonist, kok bakterileri, Pseudomonas
Biological Control of Root and Crown Rot Disease of Strawberry (Phytophthora cactorum) with Rhizobacteria

Abstract: Phytophthora Root and Crown Rot (Phytophthora cactorum) is one of the diseases of strawberry that limit production. This study
aims to use antagonistic bacteria against the disease. For this purpose, a total of 362 bacteria were isolated from the rhizosphere of
strawberry, cauliflower, red cabbage, broccoli, cabbage, radish, wild radish, broad bean, barnyard grass, and shepherd’s purse plants. The
number of bacteria studied was reduced to 101 and then to 24 according to dual culture and pre-tests. In tests to determine the mode of
actions of these antagonists; out of 24 bacteria, none of the isolates produced chitinase, cellulase, and pectinase, while 13 produced
protease, 19 produced HCN, 18 produced siderophore, 11 produced biosurfactant, 16 produced 2-4 DAPG, 2 produced IAA (62.4 ve 1.9
ug/ml). Three antagonists had a phosphatase activity. Twenty had able to solubilize inorganic phosphorus. All bacteria were identified as
Pseudomonas spp. 3ss9 and 6110 reduced the disease severity by %50 in pots trials.
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GIRiS

Cilegin (Fragaria x ananassa Duch.) bitki koruma agisindan
bircok problemi bulunmaktadir. Bunlar iginde belki de en
onemli olanlarindan biri toprak kaynaklh patojenlerdir. Bu
patojenler Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
Verticillium dahliae, Phytophthora cactorum, Pythium spp.,
Phoma spp., Colletotrichum spp. ve Macrophomina

bitkilerde cesitli patojenlere karsi yapilan biyolojik savas
arastirmalarinda Pseudomonas’larin iyi birer bakteriyel
antagonist ya da bitki gelisimini arttiran bakteri (PGPR)
olduklari birgok ¢alismada belirtilmistir (Gamliel ve Katan,
1993; Koch ve ark., 1998; Gulati ve ark., 1999; De La Fuente
ve ark., 2000; Berg ve ark., 2000a; Berg ve ark., 2001).

Cilegin 6nemli problemlerinden biri olan Phytophthora

phaseolina olarak belirlenmistir (Benlioglu ve ark., 2018;
Maas, 1998; De los Santos ve ark., 2003; Golzar ve ark.,
2007). Aydin ili Sultanhisar ilgesinde yetistirilen cileklerde
1997-2000 arasinda
Phytophthora cactorum’un 6ne ¢ikan patojenler oldugu
rapor edilmistir (Benlioglu ve ark., 2004).

Toprak patojenlerine ve yabanci otlara karsi kullanilan metil
bromirin yasaklanmasinin ardindan, c¢ilek Uretiminde
solarizasyon c¢evre dostu ve iyi bir alternatif olarak 6ne
¢ikmistir (Benlioglu ve ark., 2005). Gerek fumigasyon
gerekse solarizasyon sonunda topraktaki mikroorganizmalar
O0lmekte ve rekabet ortami ortadan kalkmaktadir. Bu
durumda bazi mikroorganizmalarin sayisi digerlerine gore
artmaktadir. Ornegin fumigasyon uygulanmis topraklarda
bitki koklerinde toplam fluoresan
sayisinin arttigi bildirilmistir (Martin ve Bull, 2002). Farkl
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cactorum dunyanin birgok bolgesinde ¢ilek Gretimini
Fideler yardimiyla farkli lokasyonlara
tasinabilen hastalik drenaj ve sulama sulari ile kolaylikla
yayilabilmektedir (Eikemo ve ark., 2000; 2003). Kok ve tag
clrukligine neden olan hastalik ayni zamanda derimsi
meyve c¢lrikligine de sebep olmaktadir (Irzykowska ve
ark., 2005).

etkilemektedir.
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Cilekte Kok ve Tag Clirlikligl Hastaligi (Phytophthora cactorum)’na Karsi Kék

Bakterileri ile Biyolojik Miicadele

Bu galisma; Phytophthora cactorum’a karsi etkili olabilecek
antagonist Pseudomonas’lari bazi
izole etmek, bu antagonistlerin etki
belirlemek ve gerek in-vitro gerekse iklim odasi ¢alismalari
ile antagonizmi ortaya koymak amaciyla yirGtalmustir.
MATERYAL ve YONTEM

Antagonist Bakteri izolasyonu ve On Testler

Cahsmada kullanilacak antagonist bakteriler Aydin ili
Sultanhisar ilgesinde, 2003 yili Subat, Nisan, Kasim ve 2004
yili Nisan, Agustos, Eylll aylarinda, gilek bitkileri (Camarosa
ve Sweet Charlie gesidi) ile ayni yorede gilek ekim
alanlarinda yetistirilen Crucifereae familyasi sebzeleri
karnabahar (Brassica oleracea L. var. botrytis), kirmizi
lahana (Brassica oleracea L. var. rubra), brokoli (Brassica
oleracea L. var. italica), lahana (Brassica oleracea L. var.
capitata), turp (Raphanus sp.) bitkilerinden, ayrica bakla
(Vicia faba) bitkileri ile yabani turp (Raphanus raphanistrum
L.), darican (Echinochloa crus-galli L.) ve ¢oban gantasi
(Capsella bursa-pastoris (L.) Medik.) yabanci otlarinin
koklerinden izole edilmistir. Calismalarda kullanilan 11 adet
tanisi yapilmis P. cactorum cilek izolati Adnan Menderes
Universitesi, Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma B&limi stok
kilturlerinden saglanmistir.  Saksi  kosullarinda yapilan
hastalik etmeni virllenslik belirleme testleri ve biyolojik
etkinlik testleri; 16 saat aydinlik / 8 saat karanhk donguld,
24 + 1°C'ye ayarli iklim odasinda, ¢alisma sirasinda bolgede
yaygin ekimi yapilan hastaliga orta duyarhliktaki (Browne ve
ark., 2003) Camarosa c¢esidi frigo fideleri kullanilarak
yapilmistir.

Antagonist bakterilerin bitki koklerinden izolasyonu igin 3 g
kok ornegi 27 ml steril fizyolojik serum (%0.85 NaCl, pH7.0)
icinde stomacher (BagMixer®, Interscience, Fransa) ile
homojenize edilmistir (Berg ve ark., 2001). Hazirlanan
seyreltme serilerinden King B (King ve ark., 1954)
besiyerlerine ekim yapilmis ve 25°C'de 4 gin gelisme
sonunda farkli  koloni morfolojisine sahip koloniler
saflagtiriimistir. Ayrica King B besiyerinde UV isik altinda
fluoresans verme durumlari kaydedilmistir. Saflastirilan her
bakteri izolati P. cactorum (P2/01) ile PDA besi yerinde
karsihkh ekilerek, potansiyel antimikrobiyal etkisi olanlar
ikili  kdltirde  olusan  engelleme Olglim
yapilmaksizin degerlendirilmesi ile belirlenmis ve -80°C’ye
yedeklenmistir.

ikili kiltiir 6n eleme testleri ile sayilari azaltilan antagonist
adaylarinin detayl ikili kiltur testleri Gg tekerrirli olarak
petri kabinda Bora ve Ozaktan (1998)' nin dnerdigi yénteme
ufak eklemeler yapilarak gergeklestiriimis ve engelleme
zonlari Olgllmistir. Bunun igin; PDA besiyerinin (pH 7)
merkezinden 25 mm uzakliktaki 4 farkli noktaya 5 pl 10®
hiicre/ml bakteri stispansiyonu damlatiimis ve 24 saat sonra

bitkilerin koklerinden
mekanizmalarini

zonunun
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merkeze 10 mm c¢aph P.
yerlestirilmistir.  Degerlendirme
yapilmayan kontrol petrilerindeki
merkezden 25 mm mesafeye ulasmasiyla birlikte engelleme
zonlarinin olgilmesi seklinde yapiimistir.

Calisma kapsaminda  degerlendiriimeyecek  bakteri
izolatlarinin belirlenmesi igin bazi testler yapilmistir. Bunun
icin; bitkilerde olusabilecek bir duyarliigin belirlenmesi igin
titinde asir duyarhhk testleri (Klement, 1963), cilek fide
dikim uygulamasi sirasinda c¢evre sicakliklarini
edemeyecek izolatlarin belirlenmesi igin 37°C'de gelisme
testleri, ayrica gram boyama testleri yapiimistir.

Sekonder Metabolit Uretme Kabiliyetleri

Potansiyel antagonist izolatlarin in-vitro’da bazi sekonder
metabolitleri Gretme yetenekleri arastirilmistir. Tim testler
en az Ug tekerrirli olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Kitinaz: Kitinaz aktivitesini belirlemek igin bakteriler Kitin
Agar (CA; 1.62 g Nutrient broth, 0.5 g NaCl, 3.6 g Na,HPO,,
1.8 g KH,PO,, 0.6 g NH,Cl, 2 g kitin, 0.1 mM CaCl,, 1 mM
MgS0,, 3 nM Thiamin-HCl, 15 g agar, 1 L damitik su, pH 7.2)
besi yerine ekilmis ve 30°C'de 5 glnlik inkubasyonun
sonunda bakterilerin ¢evresinde olusan agik alanlar pozitif
sonug olarak kaydedilmistir (Berg, 1996; Berg ve ark.,
2000b).

Proteaz: Proteaz aktivitesini belirlemek icin bakteriler skim
milk agar besi yerine (50 ml sterilize edilmis skim milk, 50
ml 1/5 TSA ve %4 agar) ekilmistir. 5 ginlik 20°C'de
inkubasyonun sonunda koloniler etrafindaki agik alanlar
pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Krechel ve ark., 2002).
Pektinaz: Pektinaz aktivitesi igin pektat agar besiyerinden
(45 ml 1 N NaOH, 3 ml %10 CaCl,.2H,0, 0.5 ml %1.5
brothymol blue, 5 g yeast ekstrakt, 1.5 g agar, 15 g sodyum
polipektat ve 500 ml su) yararlaniimistir (Beraha, 1968).
25°C’de 18 saatlik inkubasyonun ardin bakterilerin bir cukur
olusturarak gelismesi pozitif reaksiyon
kaydedilmistir.

Seliilaz: Selulaz aktivitelerinin belirlenmesi igin dort ayr
solisyondan olusan besiyeri kullanilmistir (Andro ve ark.,
1984). Her biri ayri ayri otoklav edilen sollsyonlardan
(Solusyon A: 0.25 g NaCl, 1.5 g K;HPO,, 2.5 g karboksi metil
seliiloz, 400 ml damitik su; Soltisyon B: 3 g Na,HPO,, 0.5 g
NH,CI, 2.5 g glycerol, 0.5 g yeast ekstrakt, 6.5 g agar 100 ml
damitik su; Sollisyon C: 1 M MgSQ, ve Solisyon D: %7.5 v/w
CaCl,) A ve B kanstirildiktan sonra C ve D sollisyonlarindan
1’er ml bu karisimin Uzerine eklenmistir. 25°C'de 4 giin
inkunasyonun sonunda gelisen bakteri kolonilerinin Gizerine
%0.1 kongo kirmizisi dokilmis, 20 dk sonra uzaklastiriimis,
1 M NaCl konulmus ve 5 dk beklenmistir.
etrafindaki sari alanlar pozitif olarak kaydedilmistir (Andro
ve ark., 1984; Klement ve ark., 1990).

tolere

olarak

Koloniler



DNAz: Merck DNAz hazir besi yerinden faydalanilan testte
25°C'de 5 gunluk inkubasyonun sonunda bakteri
kolonilerinin Gzerine 1N HCI dokiilmiis ve olusan agik zon
pozitif olarak kaydedimistir (Jeffries ve ark., 1957). Fosfataz:
Holt ve digerlerinin (1994) 6nerdigi yontem ile bakterilerin
organik fosfati ¢6zebilme kabiliyetleri test edilmistir.
Hazirlanan besi yerine (8 g nutrient broth, 28 g agar, 1 L
damitik su, %0.05 phenolphthalein phosphate [otoklav
sonrasi filtre ile sterilize edilmis]) ekilen bakteriler 25°C’'de 2
gln inkubasyona birakilmigtir. Petriler ters c¢evrilerek
kapagina 100 ul %25 amonyak konulmus ve besi yerindeki
kolonilerin renginin pembe-kirmiziya donmesi pozitif olarak
kaydedilmistir.

inorganik fosfati ¢6zebilme: De Freitas ve ark. (1997)'nin
onerdigi yontemden yararlaniimistir. Besi yerine (10 g
glukoz, 4 g Cas(PO,),, 5 g NH,Cl, 1 g NaCl, 1 g MgS0,, 20 g
agar, 1 L damitik su pH 7.2) bakteriler 10 pl 10® hiicre/ml
olacak sekilde damlatilarak ekilmis ve 25°C'de 7 giin
inkubasyona birakilmistir. Koloniler etrafinda olusan agik
alan pozitif sonug olarak kaydedilmis ve zonun capi
Olglilmistar.

Indol asetik asit lretimi: Bakterilerin indol 3 asetik asit
Uretme yetenekleri Patten ve Glick (2002)'in 6nerdigi
yontemden yararlanilarak saptanmistir. 25°C’'de 5 ml Triptik
Soya Broth (TSB) sivi besiyerinde gece boyu gelistirilen
bakteriler yine 5 ml TSB sivi besiyerine buradan alinan 20 ul
ile inokule edilmistir. Ayni sekilde gece boyu inkubasyonun
ardindan 20 pl olacak sekilde icinde 200 pg/ml L-triptofan
bulunan 5 ml Dworkin Foster (DF) tuz minimal besi yerine (4
g KH,PO,, 6 g Na,HPO,, 0.2 g MgS0,.7H,0, 2 g glukoz, 2 g
glukonik asit, 2 g sitrik asit, 2 g (NH,4),S0,4, 0.1 ml Sollsyon
A, 0.1 ml Solisyon B, 1 L damitik su; [Solisyon A: 10 mg
H3B0O;, 11.19 mg MnSO,4.H,0, 124.6 mg ZnS0O,.7H,0, 78.22
mg CuS0,4.5H,0, 10 mg Mo03, 100 ml damitik su; Sollsyon
B: 100 mg FeSO,4.7H,0, 10 ml damitik su]) (Dworkin ve
Foster, 1958) alinmistir. iki giinliik calkalamali inkubasyonun
ardindan 1.5 ml bakteri stspansiyonu 5500 g’de 10 dk
santrifij edilmis, Ust sividan 40 pl alinmis, mikropleyt
kuyularina konulmus, 160 pl Salkowski ayiraci [150 ml
H,S0,4, 250 ml damitik su, 7.5 ml 0.5 M FeCl;.6H,0; (Gordon
ve Weber, 1951)] eklenmis ve karistirilmistir. Karanlkta ve
oda sicakhiginda 20 dk bekletmenin ardindan 535 nm’de
spektrofotometrede okunmus ve hazirlanan IAA standardi
(calisma verileri gosterilmemistir) ile karsilastirilarak her bir
izolat icin IAA miktarlari hesaplanmistir.

Hidrojen siyanid (retimi (HCN): Bakker ve Schippers
(1987)'in 6nerdigi yontem ile bakterilerin HCN olusturup
olusturmadiklari belirlenmistir. Bunun igin %0.44 glisin
iceren 5 ml King B sivi besi yerine bakteri ekimleri yapilmis,
besi yerine degmeyecek sekilde pikrik asit (%2 sodyum
karbonat, %0.5 pikrik asit) emdirilmis filtre kagitlar tip
kapaklarina tutturulmus ve agizlari sikica kapatilmigtir. 4
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gunlik 20°C'de ¢alkalamali inkubasyonun ardindan
kagitlarin portakal renginden kahverengine dénmesi pozitif
sonug olarak degerlendirilmistir.

Yiizey aktif madde (iretimi: Siegmund ve Wagner (1991)’in
onerdigi yontemde belirtilen besi yerine (1 L damitik su, 20
g glycerol, 0.7 g KH,PO,, 0.9 g Na,HPO,, 2 g NaNO3, 0.4 g
MgS0,.7H,0, 0.1 g CaCl,.2H,0, 0.2 g cethyltrimethyl
ammonium bromide, 0.005 g methylen blue, 15 g agar ve 2
ml iz element solisyonu [FeSO,.7H,0 2 g,
(NH4)6M070,4.H,0 0.6 g, MnSO,4.H,0 1.5 g ve 1 L damitik
su], toplam besi yerinin pHsi 6.7) bakteri ekimi yapiimistir.
24 saat 30°C’'de gelisen kolonilerin etrafinda meydana gelen
mavi alan pozitif olarak kaydedilmis ve gapi 6lgtlmustir.
2,4-Diacetylphloroglucinol iiretimi: McSpadden Gardener ve
ark. (2001)’'nin onerdigi yontemden vyararlaniimistir. Bu
yontem 2,4-DAPG Uretiminden sorumlu phl/D geninin
B2BF/BPR4 primer giftleri kullanilarak (F: ACC CAC CGC AGC
ATC GTT TAT GAG C, R: CCG CCG GTA TGG AAG ATG AAA
AAG TC) PCR ile edilmesi  seklinde
gerceklestirilmistir. Amplifikasyon toplam 20 ul PCR karisimi
olacak sekilde 94°C’de 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 30 x
(94°C’de 10 sn denatlirasyon, 60°C’de 15 sn annealing ve
72°C’'de 15 sn uzama) ve 72°C'de 5 dk son uzama
kosullarinda gergeklestirilmistir (Eppendorf Mastercycler).
Amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmediginin
belirlenmesi igin Urtinler %1.5’lik agaroz jelde yirGtilmis,
etidyum bromiir ile boyanmis ve jel gériintiileme sistemi ile
fotografi cekilmistir. 629 baz cifti (bg) buyiklGgindeki
bantlarin varligi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Siderofor Uretimi: Bu testler igin Blue CAS besiyeri
kullanilmistir  (Schwyn ve Neilands, 1987).
kullanilan kasamino asit solisyonu Cox (1994)e gobre
demirden arindirilmistir. Bes giinlik 25°C’de inkubasyonun
ardindan koloniler etrafinda olusan portakal rengi alan
pozitif olarak degerlendirilmis, capi dlgilerek kaydedilmistir.
Ayrica, metabolit Uretimi test edilen bu bakterilerin yag
(FAME) profilleri gikarilmis  ve
tanilanmaya calisiimistir (Agilent 6890N, Sherlock MIS,
TSBA4O kiitiiphanesi) (Midi, 2006).

P. cactorum izolatlarinin Viriilensliginin Belirlenmesi

P. cactorum
yonelik test calismalarinda kullanmak Gzere ilk dnce gilek
fideleri saksilara dikilerek 3 hafta boyunca taze kok
olusturmasi saglanmistir. Daha sonra bitkiler dikkatlice
alinarak agirliklari olglilmiis ve steril yetistirme harci ile
hazirlanmig %1 (hacim/hacim) inokulumunlu topraga
sasirtilmistir (Kurze ve ark., 2001; Martin, 2000). inokulum,
patojenlerin 250 ml bugday kepegi, 250 ml vermiculit, 30 gr
soya unu ve 84 ml saf sudan olusan kepek besi yerine
ekilmesi ve 22°C'de 4 hafta inkube edilmesi seklinde
hazirlanmigtir. Bitkilerin bes hafta yetistirilmesi sonunda,
Kurze ve ark. (2001)'nin onerdigi yontemde degisiklik

amplifiye

Testlerde

asitleri metil ester

izolatlarinin viriilensliginin belirlenmesine
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yapilarak hazirlanan 0-3 skalasi (0: belirti yok, 1: yaprak
uglarinda kuruma ve yaprak sapinda kararma ama heniz
solgunluk yok, 2: solgun bitki, 3: 6lu bitki) kullanilarak
degerlendirmeler  yapilmistir.  Daha bitkiler
saksilardan dikkatlice sokilmus, topraklarindan arindiriimis,
tekrar tartilmistir ve baslangigtaki agirhgi ile karsilastirilarak
oransal degisim hesaplanmistir.
parselleri deneme desenine gore Ug tekerrirli olarak
yapilmistir.

Saksi Kosullarinda Biyolojik Kontrol Testleri

Bu testlerde; P. cactorum izolatlarinin virlilenslik testi
sonucunda en yiiksek hastalik skala degeri alan izolatlardan
biri olan P5 izolati kullaniimistir. Antagonist bakterilerin
etkinliginin degerlendirildigi saksi denemelerinde, bitki
hazirhigr ve inokulumlu toprak hazirligi yukarida anlatildigi
gibi yapilmistir. Bitkiler koklendirilip patojen inokule edilmis
topraga alinirken  bitkilerin  kokleri 10° hicre/ml
yogunlugundaki antagonsit bakteri slispansiyonuna yarim
saat slre ile daldinlmistir. Tesaduf parselleri deneme
desenine gbre Ug¢ tekerrlrden ¢alismada
degerlendirme sasirtmadan 5 hafta sonra yukarida anlatilan
skala kullanilarak yapilmis, Towsend-Heuberger formiili ile
hastalik oranlarina gevrilmis ve Abbott formili ile etki
oranlari hesaplanmistir (Karman, 1971).

BULGULAR ve TARTISMA

Bitkilerin kok bolgeleri salgiladiklari maddeler nedeniyle
icinde biyolojik savas ajanlarinin da bulundugu bir
mikroorganizma yogunluguna sahiptir (Sorensen, 1997).
Farkh  bitki tdr ve bolgesindeki
mikroorganizmalarin farkli oldugu da bilinmektedir (Smalla
ve ark., 2001). Bu c¢alismada degisik bitkilerin kok
bolgelerinden toplam 362 adet antagonist adayl elde
edilmistir. Yapilan ikili kdltir 6n eleme testlerinde 101
izolatin potansiyel antagonist olabilecegi belirlenmistir. ikili
kiltirde on inceleme seklinde degerlendirilen bu 101
bakteri detayh olarak ikili kiltir ¢ahsmalarina alinmis ve
etmeni engelleme oranlari hesaplanmistir. Etmene; 35 cilek,
6 bakla, 10 brokoli, 12 karnabahar, 2 kirmizi lahana, 5
lahana, 6 turp, 3 yabani turp, 3 darican ve 6 ¢oban g¢antasi
izolatinin az ya da ¢ok bir
saptanmistir. Detayh ikili kaltur testlerine gore; toplam 88
adet P. cactorum’a etkili antagonist elde edilmis, bunlardan
37 tanesi %40 ve Uzeri bir engelleme gostermis ve
maksimum engelleme %84 (6ba3) olarak belirlenmistir. Bu
antagonistlerden 5 yapraklarinda asiri
duyarlihk belirtisi gostermis ve diger bitkilerde de buna
benzer hassasiyetin meydana gelebilecegi duslincesiyle
elenmistir. Antagonistlerin hepsi 25°C'de iyi bir gelisim
gosterirken 33 tanesi 37°C’de ya hig gelismemis ya da sinirh
bir  gelisim  sergilemistir, bu nedenle g¢alismada

degerlendirilmemistir.  Ayrica 5 gram pozitif
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sonra

Denemeler tesadif

olugan

gesitlerinin - kok

engelleme gosterdigi

tanesi tdtun

izolat

bulunduklari igin ¢alisma konusu diginda tutulmustur.
Calisma disinda tutulan izolatlar ve ikili kiltir testlerinde
6ne c¢ikan izolatlar degerlendirildiginde nihai antagonist
sayisi 24’e dusirialmastir (3k9, 3mb12, 3msss12, 3msss5,
3ss9, 3tgl3, 3tg8, 4b7, 4kl, 6b2, 6b6, 6ba2, 6ba3, 6bab,
6k4, 6k8, 6110, 6114, 6t14, 7ecll, ka, ke, mbe ve mbj).
Sekonder Metabolit Uretme Kabiliyetleri

Antagonist bakterilerin metabolit Uretim yetenekleri;
kitinaz, proteaz, pektinaz, seliilaz, DNAz, fosfataz enzim
aktiviteleri ile inorganik fosfati ¢ozebilme kabiliyetlerinin
arastirilmasi ile gergeklestirilmistir. Ayni zamanda indol
asetik asit (IAA), hidrojen siyanid (HCN), ylizey aktif madde,
2,4-Diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG) ve siderefor Gretme
yetenekleri de arastirilmistir.

Cizelge 1 incelendiginde; kitinaz ve sellilaz enzim aktivitesini
sadece calismalarda kontrol olarak kullanilan HRO-C48
(Serratia plymuthica) gostermistir. Degisen miktarlardaki
proteaz aktivitesi 3k9, 3msss12, 3ss9, 4b7, 6ba2, 6ba3,
6ba6, 6110, 6114, 7ecll, ke, mbe, mbj ve HRO-C48
izolatlarinda gozlenirken pektinaz aktivitesine sahip bir
izolat bulunmamustir. 6110, 6114 ve 6t14 izolatlarinda DNAz
aktivitesi saptanmis ancak HRO-C48 izolatina gore daha
disuk oldugu gorulmastir. 3k9, 3mbl12, 3msss5, 3ss9,
3tgl13, 3tg8, 4b7, 4k1, 6b2, 6b6, 6ba3, bab, 6k8, 6110, 6114,
6t14, ka, ke, mbe, mbj ve E11 izolatlari degisik oranlarda
inorganik fosfati ¢ozebilirken 4b7, 6b2, 6b6 ve HRO-C48
izolatlari fosfataz pozitif olarak bulunmustur.

Antagonist bakterilerin IAA Uretim miktarlarinin test edildigi
denemede  spektrofotometrede  okunan  absorbans
degerleri  standart seri (r2=0.97, veri
sunulmamistir) yerine konuldugunda 6k4 izolatinin 62.4 ve
6k8 izolatinin ise 1.9 pg/ml oraninda IAA (rettigi
hesaplanmistir. 3k9, 4b7, 6110, 6114, mbj, 3mb12, 3msss12,
3msss5, 3ss9, 3tg8, 4kl, 6b6, 6ba2, 6ba3, 6bab, 6t14,
7ecll, ke, mbe ve E11 izolatlarinin degisen oranlarda HCN
Urettigi bulunurken; 6110, 6ba2, 3ss9, 3k9, 3tg8, 6ba3, 6bab,
6l14, 6t14, ke, mbj ve E11 izolatlarinin yine degisen
oranlarda ylzey aktif madde Urettigi saptanmistir.

2,4-DAPG (retimini saptamak amaciyla vyapilan PCR
¢alismasinda amplifikasyon sonunda ph/D genine 0zgi
primer giftlerinin 629 bg buylkliginde bant olusturdugu
gozlenmis ve 3k9, 3mb12, 3msss5, 3ss9, 3tgl3, 3tg8, 4b7,
6ba2, 6ba3, 6bab, 6110, 6l14, 6t14, ka, ke mbj ile E11
izolatlari pozitif olarak bulunmustur (Sekil 1).

Son olarak izolatlarin biylk bir kisminin farkli oranlarda
siderefor Urettigi belirlenmistir (6ba3, 6ba6, 6ba2, 3k9,
3mb12, 3msss5, 3ss9, 3tgl3, 3tg8, 4b7, 4k1, 6110, 6114,
6t14, 7ecll, ka, ke, mbj ve E11). Yapilan yag asitleri profili
analizine gbre izolatlarin  timiinin  Pseudomonas
genusunda yer aldigi belirlenmistir.

denkleminde



Cizelge 1. Calismalar igin segilen antagonist bakteriler ve test sonuglari

OzYILMAZ U, BENLIOGLU K

Q

. z _ 8

E E = g ¢

: R £ e 2

. I : s &

% .g N, n : = g E o '\LD ‘6 5

5 g % % B ow oo, & FT B 5§ ¢ 0§ 3

. e 8 8 § £ 2 % & 2¢ 3  §ge 3 g GZ
izolat s ¢ & & @ g & & 2E = g s$E J 2 =
3k9 C + - + - - - - 9 0 ++++ 20 + 12 13
3mb12 C + - - - - - 9 0 ++ 0 + 16 22
3msss12 C + +++ - - - - 0 + 0 - 0 60
3msss5 C + - - - - - - 11 0 +++ 0 + 15 62
3ss9 C + - + - - - - 9 0 +++ 21 + 15 22
3tg13 C + - - - - - - 13 0 - 0 + 12 66
3tg8 C - - - - - - - 12 0 + 14 + 16 75
4b7 B + - +++ - - - ++ 9 0 +H++ 0 + 5 78
4k1 K + - - - - - - 13 0 + 0 - 56
6b2 B + - - - - - + 13 0 - 0 - 45
6b6 B + - - - - - + 12 0 ++ 0 - 50
6ba2 Ba + - ++ - - - - 0 0 +++ 22 + 22 72
6ba3 Ba + - + - - - - 10 0 ++ 14 + 25 84
6bab Ba + - ++ - - - - 0 ++ 16 + 23 83
6k4 K + - - - - - - 0 62.4 - 0 - 25
6k8 K + - - - - - - 10 1.9 - 0 - 28
6110 L + - ++ - - + - 11 0 ++++ 23 + 15 27
6114 L + - ++ - - + - 0 ++++ 19 + 18 23
6t14 T - - - - - * - 0 + 14 + 23 67
7ecll C + - +++ - - - - 0 ++ 0 - 5 60
ka C + - - - - - - 11 0 - 0 + 15 63
ke C + - + - - - - 12 0 +++ 11 + 14 71
mbe C + - + - - - - 14 0 ++ 0 - 0 42
mbj C + - + - - - - 11 0 ++++ 14 + 17 56
*HRO-C48 Ko nt + + - + + +++ 0 0 - 0 nt 0 49
*E11 Ko nt - B B B - - 13 0 + 17 + 16 63
*ECC-133 nt nt nt + nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt

1(;: cilek, B: brokoli, K: karnabahar, Ba: bakla, L: lahana, T: turp, Ko: kolza
24 pozitif sonug, -: negatif sonug

3 Acik zonun gapi 5mm’ye kadar olanlar +, 5-10 mm olanlar ++, 10 mm’den biyuk olanlar +++

e pozitif sonug, +: zayif pozitif, -: negatif sonug

> Olusan kirmizi rengin siddetine gore; kirmizi ise +++, agik kirmizi ise ++, hafif pembemsiise +
®Elde edilen kahverenginin tonuna gore en koyu renk ++++ ve en agik + olmak Uzere pozitif sonug dort sinifa ayrilmistir.

’Yuritilen jelde 629 bp biyikliginde bant olusumu +
* Pozitif ve negatif kontroller (HRO-C48: Serratia plymuthica, E11: Pseudomonas fluorescens, ECC-133: Erwinia corotovora

subsp. carotovora)
nt: Test edilmedi
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1.2 3 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Sekil 1. B2BF/BPR4 primer ciftleriyle yapilan PCR sonucunda elde edilen urlnlerin %1.5 agaroz jelde elektroforez edilip
ethidium bromide ile boyanmasi ile gézlenen 629 bg buytikligindeki bantlar. 1 ve 15: Marker (New England Biolabs), 2: 3k9,
3:3mb12, 4: 3msss12, 5: 3msss5, 6: 3ss9, 7: 3tgl3, 8: 3tg8, 9: 4b7, 10: 4k1, 11: 6b2, 12: 6b6, 13: 6ba2, 14: 6ba3, 16: 6bab,
17: 6k4, 18: 6k8, 19: 6110, 20: 6114, 21: 6114, 22: 7ecll, 23: steril saf su, 24: E11, 25: ka, 26: ke, 27: mbe, 28: mbj

P. cactorum izolatlarinin Viriilensliginin Belirlenmesi
Yapilan hastalik etmeni virllenslik belirleme testleri
sonucunda P3, P14, P13, P5 ve P12 P. cactorum izolatlarinin
digerlerine goére daha viriilent oldugu, yas agirlik degisimi
acgisindan bakildiginda ise P3, P7, P14, P4, P2/01, P5 ve P13
izolatlarinin 6ne ¢iktig gorulmektedir (Cizelge 2). Tim
tekerrirlerde her bir skala degerine denk gelen agirlik
degisimlerinin  patojen bagimsiz olarak ortalamasi
alindiginda, skala degeri ile agirlik degisim orani arasinda
negatif yonde bir korelasyonun oldugu hesaplanmistir (R2 =
0.7573). Cizelge 2’de verilen grafige bakildiginda 2 skala
degerine ulasan bir bitkinin ileriki durumlarda artik daha da
agirhk kaybetmedigi goriilmektedir.

Saksi Kosullarinda Biyolojik Kontrol Testleri
Skala degeri agirhktaki degisim orani arasinda
hesaplanan bu iliskiden dolayr saksi kosullarinda biyolojik

ve

kontrol testlerinde degerlendirmeler skala degerleri dikkate
alinarak yapilmistir. Bu etki denemelerinde 3ss9 ve 6110
antagonist bakterilerinin ¢gilek bitkisini %50 oraninda
korudugu saptanirken diger bakterilerin bir koruma
saglayamadigl hatta bazilarinin hastalig§l tesvik ettigi de
gorilmistir (Cizelge 3). Vestberg ve ark. (2004)'nin yapmis
oldugu calismada P. cactorum’un gilekte kontrolu igin
kullandigi bazi antagistlerin hastalik artisina neden
olduguna deginmistir. Ayni sekilde Berg ve ark. (2001)
cileklerde Verticillium solgunluguna karsi yaptigl denemede
bazi mikroorganizmalarin hastalik artisina neden oldugunu
bildirmistir.

SONUC

Cilek bitkilerinde kok ve tag clrikligine neden olan
Phytophthora cactorum’a karsl, cilek ve bazi bitkilerin
koklerinden izole edilen antagonist bakteriler ile biyolojik
micadeleyi hedefleyen bu c¢alismada farkli  koloni

Cizelge 2. Cilek bitkilerinde Phytophthora cactorum izolatlarina yapilan virllenslik testi sonucunda besinci haftada elde
edilen skala degerleri ortalamalari ve bitkilerde meydana gelen agirlik degisim oranlari (%) (sol). Skala degeri ile agirhk

degisimi arasindaki iliski (sag)

izolat Skala degeri(Ort) Agirhk yizde degisim (Ort)

P3 3.00a -30.05 a

P14 3.00 a -17.30ab 17

P13 3.00a -12.60 abc 75

P5 3.00a -12.62 abc §

P12 3.00a 7.07 cd s ]

P1 2.67 ab -2.59 bed g 2

P2/01 2.33ab -12.85 abc £

P8 2.33ab -2.32 bed "o

P2 2.33ab 16.44 d .

P7 1.67 ab -19.31 ab . . .
P4 1.33b -13.31 abc 0 ! 2 :
kontrol 0.00 ¢ 123.38 e Skala degeri

Ug tekerriiriin ortalamasidir, ayni siitiinda ayni harfle gdsterilen degerler arasinda istatistiki acidan fark yoktur (LSD,
P<0.05), skala degerlerine sqrt(sakala degeri + 0.5) transformasyonu yapilmistir
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Cizelge 3. Antagonist bakterilerin  ¢ilek bitkisini

Phytophthora cactorum’a karsi koruma durumlari

izolat Skala Ort" Yiizde Hast.” Yiizde Etki’
kontrol (hastaliksiz)  0.00 a 0

3ss9 0.67 ab 22 50
6110 0.67 ab 22 50
HRO-C48 1.00 bc 33 25
ka 1.00 bcd 33 25
6b2 1.33 bcde 44 0
6bab 1.33 bcde 44 0
6k4 1.33 bcde 44 0
3msss5 1.33 bede a4 0
kontrol (hastalikli)  1.33 bcde 44 0
E11 1.67 cdef 56 0
3msss12 1.67 cdef 56 0
6b6 1.67 cdef 56 0
6114 1.67 cdef 56 0
3tg8 1.67 cdef 56 0
6k8 1.67 cdef 56 0
6t14 1.67 cdef 56 0
ke 2.00 def 67 0
4kl 2.00 def 67 0
mbe 2.00 def 67 0
6ba2 2.00 def 67 0
3tgl3 2.00 def 67 0
3mb12 2.00 def 67 0
7ecll 2.33 ef 78 0
3k9 2.33 ef 78 0
6ba3 2.33 ef 78 0
mbj 2.67f 89 0
4b7 2.67f 89 0

! Ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (LSD, P<0.05)

? Yiizde hastalik degerleri Towsend-Heuberger, ylzde etki
Abbott formdllerine gére hesaplanmistir

morfolojisine sahip toplam 362 bakteri izole edilmistir.
Yapilan ikili kaltur testleri sonucunda bu sayi ilk 6nce 101’e
ve daha sonra yapilan ek test ve degerlendirmeler ile de
24’e dusirilmistir. On eleme testleri sonucunda segilen
bu 24 bakteri geri kalan testlerin ve saksi denemelerinin
hepsinde degerlendirilmistir.

Biyokontrol ¢alismalarina baslamadan 6nce mevcut P.
cactorum izolatlarinin  virllenslik  belirleme testleri
yapilmistir.
hastaliktan dolayr yas agirlikta meydana gelen azalma
arasinda bir bagintinin oldugu ve skala degerlendirmesinin
hastaligin  6lglilmesinde olacagi
variimistir.

Bakterilerin hastaliga karsi antagonistik etkileri
kosullarinda degerlendirildigi denemede en yiksek hastalik
skala degerine sahip olan izolarlardan biri olan P5
kullaniimistir. Denemede 3ss9 ve 6110 izolatlarinin etkili
oldugu bulunmus ve Gmitvar sonuglar verdigi gérilmustar.

Bu testler sonucunda hastalik skalasi ile

kullanilabilir kanisina

saksi

6zYILMAZ U, BENLIOGLU K
Ancak bu izolatlarin ikili kdltir test sonuglarinin diger
antagonistlere gore daha az oldugu gorilmektedir. Bununla
birlikte bazi antagonistlerin (mbj, 4b7) saksi denemelerinde
hastaligin siddetini istatistiki olarak arttirdigi gérulmustir.
Bu izolatlar ikili kultir testlerinde iyi birer engelleyici olarak
karsimiza ¢ikmistir. Biyolojik miicadele arastirmalarinda
laboratuvar ve doga calismalari arasindaki uyusmazhk
karsilasilan  bir (Fravel, 1988). Antagonist
bakterilerin segiminde in-vitro testlerin in-vivo ¢alismalar ile
desteklenerek sonuca gidilmesi gerektigi
Antagonist arayisi iginde, iklim odasi ¢alismalarinin mevcut
antagonist adaylarinin hepsine ya da biyik ¢ogunluguna
uygulanabilmesi ancak koparilmis bitki pargalari veya doku
kiltiri ile dUretilmis bitkiciklerin devreye sokulmasi ile
mimkiin gérilmektedir.
Belirli bir hastaliga etkili antagonist bakterinin ayni zamanda
farkl patojenlere de etki edebilecegi bilinmektedir (Berg ve
ark., 2000a; Berg ve ark., 2001; Krechel ve ark., 2002). Cilek
Uretiminde toprak dezenfeksiyonu yapilmakta ve bu birgok
toprak kaynakh patojeni kontrol edebilmektedir. Ancak
giniimuzde Aydin ilinde komir glrukligine neden olan
Macrophomina phaseolina major patojen
gecmeye  baslamistir.  Cilekte  biyolojik
galismalarinda bu hastaligin da g6z 6niinde bulundurulmasi
ve mevcut izolatlarin bu etmene karsi da degerlendirilmesi
cahisilabilecek konular arasindadir.
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