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OZET

VERMIKOMPOSTTAN ELDE EDILEN BAKTERILERIN DOMATES
BAKTERIYEL KANSER VE SOLGUNLUK HASTALIGI
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) UZERINE ETKISI

Aldirmaz, Stimeyye
Yiksek Lisans, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Sabriye Belgiizar
Agustos 2025, ix+65 sayfa

Bu c¢alismada vermikompottan elde edilen bakterilerin domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalig1 (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) {izerine etkilerini
belirlemek amaglanmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu vermikompostlardan 40 adet
izolat elde edilmistir. izole edilen izolatlar ile patateste pektolitik aktivite testi, tiitiinde
hipersensitif reaksiyon testi, 37 °C’de gelisim testi yapilmis, izolatlarin fosforu
indirgeme ve azotu ¢6zme Ozellikleri belirlenmistir. Secilen 22 izolat ve patojen bakteri
C. michiganensis subsp. michiganensis ile ikili kiiltiir testi yapilmig ve 10 bakteri izolati
2.45-11.98 mm arasinda degisen oranlarda patojen bakteri iizerinde etkili olmustur. Bu
testler sonucu segilen 3 bakteri izolati (SA-2, SA-5, SA-7) ile tohum g¢alismasi
yirltilmistlr. Patojen ile bulasik tohumlara bakteri izolatlar1 kaplama seklinde
uygulanmis ve sera kosullarinda viyollere ekilmistir. Sadece patojenin uygulandig
tohumlardaki fide gelisimleri dikkate alinarak yapilan degerlendirmelerde hastaligi
baskilamada en yiiksek etki %70 ile SA-7 (Bacillus megaterium) izolatinda
goriilmistiir. Bu izolat1 takiben SA-5 kod ile Bacillus sp. izolat1 da %64 oraninda etki
gostermistir. Buna ilaveten ¢alismada izolatlarin fide gelisimi {izerine etkisi de
arastirilmistir. Kullanilan materyal ve yonteme gore patojenin uygulanmadig1 yalnizca
segilen bakteri izolatlarinin uygulandigi tohumlardan gelisen fidelerde bakterilerin bitki
gelisimini artiric1 etkisi gozlenmemistir. Ydriitiilen bu yiiksek lisans tez calismasi
sonucu, tohum ¢alismasinda etkili olan Bacillus megaterium SA-7 ve Bacillus sp. SA-5
izolatlarinin etki mekanizmalarinin belirlenmesi, sera ve tarla ¢aligmalari ile patojen
tizerindeki etkinliinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Elde edilen sonuglar ileride
yapilacak ¢alismalar icin alt yap1 olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Vermikompost,
Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastaligi, Tohum, Biyokontrol



ABSTRACT

EFFECT OF BACTERIA OBTAINED FROM VERMICOMPOST
ON TOMATO BACTERIA CANCER AND WILT DISEASE
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

Aldirmaz, Stimeyye
Master’s Thesis, Department of Plant Protection
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sabriye BELGUZAR
August 2025, ix+65 pages

The aim of this study was to determine the effects of bacteria obtained from
vermicompost on the bacterial canker and wilt disease (Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis. As a result of the isolations, 40 isolates were obtained from
vermicomposts. Pectolytic activity test on potato, hypersensitive reaction test on
tobacco, growth test at 37 °C were performed with the isolated isolates and phosphorus
reducing and nitrogen solubilizing properties of the isolates were determined. A dual
culture test was performed with 22 selected isolates and pathogen bacteria C.
michiganensis subsp. michiganensis and 10 bacterial isolates were effective on the
pathogenic bacteria at rates ranging from 2.45 to 11.98 mm. Seed study was carried out
with 3 bacterial isolates (SA-2, SA-5, SA-7) selected because of these tests. Bacterial
isolates were applied to pathogen-contamined seeds as coating and sown in vials under
greenhouse conditions. Selected bacterial isolates were applied to the seeds
contaminated with the pathogen as coating and sown in vials under greenhouse
conditions. In the evaluations made by considering only the seedling development in the
seeds applied with the pathogen, the highest effect in suppressing the disease was seen
in the SA-7 (Bacillus megaterium) isolates with 70%. Following this isolate, the
Bacillus sp. isolate with code SA-5 also showed 64% efficacy. In addition, the effect of
isolates on seedling development was also investigated in the study. According to the
materials and methods used, no plant growth enhancing effect of bacteria was observed
in seedlings developed from seeds to which only selected bacterial isolates were applied
and no pathogen applied. This master’s thesis study aims to determine the mechanisms
of actions Bacillus megaterium SA-7 and Bacillus sp. SA-5 isolates effective in seed
treatment and to demonstrate their pathogen effectiveness through greenhouse and field
studies. The results will provide a foundation for future studies.

Keywords: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Vermicompost, Tomato
Bacterial Cancer and Wilt Disease, Seed, Biocontrol
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1.GIRIS

Diinyada ekonomik ag¢idan en Onemli sebzelerin basinda domates (Solanum
lycopersicum L.) gelmektedir. Domates en fazla tiretimi ve tiikketimi gergeklestirilen bir
sebzedir. Domates giinliik tiiketim i¢in sofralik olarak, sanayiye hammadde olarak ayn1
zamanda i¢ ve dis pazarlara islenerek veya taze olarak ihrag edilmektedir. FAO (2024)
verilerine gore Tiirkiye’deki domates tiretimi yaklasik 13 milyon ton olup, diinyada
domates tiretiminde Cin ve Hindistan’dan sonra 3. sirada yer almaktadir. 2023 yilinda
Tirkiye’de yaklastk 31.8 milyon ton sebze iiretimi gergeklestirilmis olup sebze
iiretiminde %40.8’lik bir paya sahip olmustur (TUIK, 2024). Tiirkiye’de hem agik
alanda hem de ortii altinda domates iiretimi yapilmaktadir. Ortii altinda 6zellikle
Antalya, Mersin, Izmir, Mugla gibi illerde iiretim yapilmaktadir. Seralarda yapilan
domates Uretim miktar1 yillik toplam domates {iretim miktarinin  %30’unu
olusturmaktadir (Oztiirk, 2024). Bolgeler acisindan bakildiginda sanayilik domates
tiretimi Dogu ve Bati Marmara ve Ege Bolgelerinde, sofralik domates iiretimi ise Bati
Karadeniz, Akdeniz ve Ege Bolgeleri’nde gorillmektedir. Domates {iretiminin
%30.7’sini Akdeniz Bolgesi, %69 unu da diger bolgeler karsilamaktadir (Anonim,
2023).

Diinyada agikta ve ortii altinda yetistiriciligi yapilan domateslerde bakteriyel, fungal ve
viral patojenlerden dolayr Onemli iriin kayiplart olusmaktadir. Domateste zarar
olusturan baslica bakteriyel patojenler Clavibacter, Erwinia, Ralstonia, Xanthomonas,
Pseudomanas ve Agrobacterium cinsleri igerisinde bulunmaktadir (Ustiin, 2008). Bu
etmenlerin igerisinde yer alan 6nemli hastaliklardan birisi de Domates Bakteriyel
Kanser ve Solgunluk Hastaligina neden olan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis [(Smith) Davis et al.] dir. Domates bitkisinde ciddi tiriin kayiplarina
sebep olan hastalik etmeninin inokulum kaynagini bulagik tohum, toprak, bitki artiklar
ve yabanci otlar olusturmaktadir. Patojen Solanaceae familyasinda patlican ve biber
gibi bitkilerde hastalik olustursa da ekonomik olarak kaybi1 domateste olusturmaktadir
(Cetinkaya-Y1ildiz ve ark., 2019).

Patojen lokal ve sistemik enfeksiyon olusturarak domateste ciddi iirlin kayiplarina
neden olur. Ozellikle tohumla olusan enfeksiyonda hastaligin ilk simptomlari;

yapraklarda leke ve nekrotik alanlar, saplardaysa kahverengi ya da giimiisi ¢izgiler veya
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noktalardir. Solgunluk domates bitkisinin Oncelikle tek yonli siirgiin = ve
yaprakciklarinda goriilmekte ve zamanla iletim demetlerinde iki farkli yonde
yayilmaktadir. Solgunluktan kisa bir zaman sonra bitki kurumaya baslar. Enfeksiyon
baslangicinda bitkiyi iletim demetleri boyunca kesip baktigimizda i¢inin sar1 renk aldigi
goriiliir. Ana saptaysa vaskiiler renklenme enfeksiyonun ge¢ donemlerinde goriiliir.
Enfeksiyon ¢ogaldik¢a govde ve siirgiinlerde yara ve catlaklara sebep olur. Bakteri
meyvede orta kismi agik kahverengi, beyaz hale ile ¢evrelenmis kusgozii olarak ifade
edilen Kkarakteristik lekeler olusturur ve bdylece etmen meyveden tohuma tasinir
(Mohammedi, 2018).

C. michiganensis subsp. michiganensis ilk olarak Amerika’nin Michigan eyaletinde
goriilmiis olup diinyada domates yetistirilen biitiin bolgelerde varligi rapor edilmistir
(EPPO, 2025). Tirkiye’de ise cesitli arastiricilar tarafindan yapilan caligmalar ile
domates tiretiminin yapildigi bolgelerde etmen tespit edilmistir (Cinar, 1980; Sahin ve
ark., 2002; Basim ve ark., 2004; Ozdemir, 2005; Cetinkaya-Yildiz, 2007; Serin ve
Horuz, 2022; Donmez, 2024). Calismanmn yiritildigii Tokat ilinde ise domates
tretiminin sik gorildiigii Merkez, Erbaa, Niksar, Pazar, Turhal il¢elerinde hastaligin
goriilme oran1 2011 yilinda %18-88, 2012 yilinda ise %0-62 oranlar1 arasinda
saptanmustir (Belgiizar ve ark., 2016).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig: sistemik olarak yayilan bir hastaliktir.
Patojenin  primer inokulum kaynagt tohumdur ve hastaligi baslatabilecek
potansiyeldedir. Tohumdan fideye %0.01-0.05 (1000 fideye 1-5 bulasik tohum) gibi ¢ok
kiiciik bulagiklik dahi tarlada ciddi bir epidemiye sebep olmaktadir (Chang ve ark.,
1991). Bulasik tohumlardan yetistirilen fidelerin kullanimi ile de hastalik bulagsmakta ve
ciddi tirtin kayiplari meydana getirebilmektedir (Chang ve ark., 1992; Ricker ve Riedel,
1993). Tohuma ilaveten bulagik fideler de 6nemli inokulum kaynagidir. Tokat ilinde
yiiriitiilen bir ¢calismada 2013, 2015 ve 2016 yillarinda toplanan domates fidelerinde C.
michiganensis subsp. michiganensis ile bulasiklik orani sirasiyla %18.62, %8.53 ve
%4.25 olarak belirlenmistir. 2017 ve 2018 yillarinda ise bolgeye gelen fidelerde
bulasiklik oraninda ciddi 6lglide azalma olmustur (Belgiizar ve ark., 2019). Tohum ve
fide disinda etmen bitki artiklari, toprak, sera malzemeleri gibi ortamlarda da yasamin

stirdiirebilir. Caligmanin yiritildigi Tokat ilinde etmenin farkli kaynaklarda yasamina



yonelik yapilan epidemiyoloji ¢alismalarinda etmenin hastalikli tohumlarda 370. giine
kadar canliligini korudugu, toprak ve bitki artiklarinda ise canliligimi devam

ettiremedigi belirlenmistir (Belgiizar ve ark., 2018).

Hastalik ile miicadelede en etkin yol inokulum kaynaklarinin azaltilmasidir. Etmene
kars1 etkili bir kimyasal uygulamanin olmayis1 6zellikle sertifikali tohum ve fide
kullanimimi ve tohuma yapilacak uygulamalarin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu
sebeple kiiltiirel miicadeleyi destekleyici kimyasal uygulamalara alternatif yontemlerin
gelistirilmesi  gerekmektedir. C. michiganensis subsp. michiganensis’e karsi
antogonistik bakterilerle biyolojik miicadele ¢aligmalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Yapilan
literatlir taramalarinda ¢aligmalarin ¢ogu ¢esitli bitkilerin rizosfer bolgelerinden elde
edilen Bitki Gelisimini Tesvik Eden Rizobakteriler (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria-PGPR) ve farkli bitki aksamlarindan elde edilen epifitik ve endofitik
bakterilerin patojene etkileri {izerinedir (Ozaktan, 1991; Boudyach ve ark., 2001; Akat
ve Ozaktan, 2011; Karut, 2011: Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2014; Jung ve ark., 2014;
Ozyillmaz ve Benlioglu, 2015; Takishita ve ark; 2018; Abo- Elyousr ve ark., 2019;
Gautam ve ark., 2019; Banayem ve ark., 2020; Oloyede ve ark., 2021; Belgiizar ve ark.,
2021; Ugar ve Akkoprii, 2022).

Son yillarda bitki hastaliklarinin miicadelesinde biyolojik miicadele kapsaminda
vermikompostun (solucan digkisi; giibresi) kullanimi da ¢ok biiyilk ©6nem
kazanmaktadir. Vermikompost, 6nemli organik giibrelerin basinda yer almakta olup,
topragin besin elementi ve organik madde acisindan zenginlesmesini saglamaktadir.
Mezofilik kompostlama yontemiyle elde edilen vermikompost yapiminda ileri
kompostlama uygulamasi solucanlara yaptirilmakta ve solucanlarin sindirim
sisteminden gecirilmis zengin igerige sahip bir son iiriin ortaya ¢ikmaktadir (Fracchia ve
ark., 2006; Dominguez ve Edwards, 2011; Adhikary, 2012). Vermikompost tiretiminde
yaygin bir sekilde kullanilan materyaller bitkisel atiklar, biiyiikbas hayvan giibresi,
evsel atiklar ve endiistriyel atiklardir. En ¢ok kullanilan materyal ise sigir giibresidir.
Bunun yaninda vermikompost {iretiminde kullanilan solucan tiirleri, iiretim yontemi,
sicaklik, kurutma teknikleri de onemlidir (Ceritoglu ve ark., 2018). Vermikompost
tirtinlerinin, toprak diizenleme, bitki biiyiimesini saglama, antioksidan 6zelligi olmasinin

yaninda vermikompost her tirli atigin dretimde kullanilabilmesine olanak



saglamaktadir. Vermikompost uygulamasi topragin organik madde miktarini artirmasi
haricinde; topraga makro ve mikro bitki besin elementleri, enzimler, hormonlar ve
humik maddeler saglamaktadir. Bununla birlikte mikrobiyal aktiviteyi ¢ogaltarak toprak
canliligint ve verimliligini olumlu etkilemektedir (Ceritoglu ve ark., 2018).
Vermikompost kimyasal {riinlerin kullanimimi azaltmada onemli bir role sahiptir
(Simsek-Ersahin, 2010). Solucan giibresi, bitkiler i¢in temel besin elementlerinin
dengeli bir sekilde alinimini saglar. Bitki besin elementlerinin alinimini iyilestirdigi i¢in
bitki gelisimini arttirict etkiye sahiptir (Szczech, 1999; Atiyeh ve ark., 2000;
Nagavallemma ve ark., 2004). Vermikompost solucanlarin viicutlarindan salgilanan
solom sivisini igermektedir. S6lom sivisinin yapisindaki aglutinin, kitinaz, fetidin gibi
enzimler ve proteinler bazi fungus, bakteri ve zararlilar iizerinde etkili olmaktadir

(Wang ve ark., 2006; Yavig ve ark., 2020).

Bitki hastaliklarinin ~ kontroliinde vermikompostun kullanimimna yoénelik cesitli
arastiricilar tarafindan yapilan calismalar mevcuttur (Van Heerden ve ark., 1995;
Pharand ve ark., 2002; Chaoui ve ark., 2002; Rose ve ark., 2003; Asciutto ve ark., 2006;
Sarma ve ark., 2010; Karnez ve ark., 2021). Ozellikle ¢esitli sebzelerde sorun olan
fungal hastaliklarin miicadelesinde vermikompostun etkili oldugu bildirilmistir
(Simsek-Ersahin, 2009; Gopalakrishnan ve ark., 2011; Tutar, 2012; 2013; Zhao ve ark.,
2019; Yavig, 2019; Kawicha ve ark., 2020; Uzunok, 2021; Karak, 2021). Yapilan
literatiir taramalarinda vermikompostun domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligina etkisi tizerine ¢ok az sayida ¢alismaya rastlanilmistir (Utkhede ve Koch,
2004; Yogev ve ark., 2009; Belgiizar, 2023). Yiriitilen bu yiikksek lisans tez
calismasinda vermikomposttan elde edilen bakteri izolatlart kullanilmis olup bu alanda
yapilan c¢alismalar incelendiginde, Soylu ve ark. (2020)’nin vermikomposttan izole
ettikleri mikrobiyomlarin Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum ve Verticilium dahliae {izerine olan antagonist etkilerini, Kawicha ve ark.
(2020)’nin vermikomposttan izole ettikleri 30 izolatin Colletotrichum gloeosporioides,
C. musae, Fusarium sp. TFPK201, Fusarium sp. Foc 1699 ve Pestalotia sp. karsi

antifungal etkilerini arastirdiklar1 goriilmistiir.

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi gibi kiltiirel ve kimyasal yollar ile

micadelesi zor bakteriyel ve fungal hastaliklar ile yapilan biyokontrol ¢alismalar: son



donemlerde olduk¢a O6nem arz etmektedir. In vitro-ikili kiiltiir denemesi ve tohum
uygulamasi seklinde yiiriitiilen bu c¢alismada vermikomposttan elde eldilen bakteri
izolatlarmin C. michiganensis subsp. michiganensis iizerine etkisi arastirilmigtir. Ayrica
secilen bakteri izolatlar1 domates tohumuna uygulanarak tohumdan fide gelisimi

tizerinde bakterilerin etkisi ortaya konulmustur.



2. LITERATUR OZETLERI
2.1. Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastaligi Hakkinda Genel Bilgiler

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis [(Smith) Davis et al.] Prokaryota
alemi, Firmicutes bolimi, Actinobacteria sinifi, Microbacteriaceae familyasi,
Clavibacter cinsi igerisinde bulunmaktadir (EPPO, 2025). Patojenin taksonomik
stirecteki isimlendirmeleri Bacterium michiganense, Aplanobacter michiganense,
Pseudomonas  michiganensis,  Phytomonas  michiganensis, = Mycobacterium
michiganensis ve Corynebacterium michiganense’dir. Etmenin Clavibacter cinsi
igerisinde tanimlanmas1 Gleason ve ark. (1993) tarafindan yapilmistir. Patojen aerobik
ve gram pozitif bir bakteridir. Bakteri yar1 se¢ici SCM (Semi-selective medium Phyto
Cmm Agar Base) besi yerinde ortas1 koyu gri ¢evresi agik renkli ve haleli, Nutrient
Agar besi yerinde parlak sar1 renkli etrafi diiz, YDC (Yeast Extract Glucose
Chloramphenicol) besi yerinde koyu sar1 etrafi diiz, PSF (Pseudomanas Agar F) besi

yerinde ise agik sar1 koloni yapisina sahiptir (Cetinkaya-Yildiz, 2007).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi ilk defa 1909°da Amerika Birlesik
Devletleri’nin Michigan eyaletinde domates yetistiriciligi yapilan yerlerde goriilmiis
olup diinyanin domates iiretimi yapilan tiim alanlarinda kaydedilmistir (Gleason ve ark.,
1993; EPPO, 2025; Sekil 2.1). Domates {iiretimi yapilan alanlarda patojen bakteri
sebebiyle %80’in iistiinde zarar olusmaktadir. Uriindeki zarar, konuk¢u enfeksiyonu i¢in
yer, yil, ¢esit ve fenolojik zamana gore degisiklik gostermektedir. Kanada’nin Ontario
eyaletinde domateslerde %84 (Poysa, 1993), Fransa’da %20-30 ve ABD’de Illinois’te
%46 oraninda iiriin kayiplar1 rapor edilmistir (Rat, 1991; Chang, 1992). Michigan
eyaletinde patojenden kaynakli zararin bir yil i¢inde 300.000 dolar oldugu belirtilmistir
(Hausbeck ve ark., 2000).



Sekil 2.1. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in dagilimi
(EPPO; European and Mediterranean Plant Protection Organization-IMI, 2025

WWW.eppo.int)
Tiirkiye’de C. michiganensis subsp. michiganensis’in varligi ilk kez Bremer ve ark.

(1952) tarafindan Ankara’da rapor edilmistir. Hastaligin Ankara ilinde %0.5-23
arasinda bir epidemi gosterdigi tespit edilmis olup bazi ilgelerde %100 bulasik tarlalara
rastlanilmistir (Oktem, 1984). Orta Anadolu Bélgesi'nde 14 sehirde (Afyon, Ankara,
Bolu, Burdur, Cankiri, Eskisehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde,
Yozgat ve Zonguldak) yapilan survey calismasinda domates iiretim alanlarinda 354
ornekleme yapilmis, survey sonuclarina goére Afyon haricinde 13 ilde 97 iiretim
alaninda hastalik saptanmistir. Isparta ilinde %05,25, Yozgat’ta %4.67, Ankara’da
%3.71, Cankiri’da %1.8 ve Nigde’de %1.4 oraninda hastalik tespit edilmistir. Diger
illerde ise bu oran %0.07-0.71 arasinda degisiklik gdstermistir (Oktem ve Benlioglu,
1993). Aydin ilinde yapilan bagka bir ¢aligmada ise hastalik yayginhigmm %1-10
arasinda oldugu tespit edilmistir (Ozyilmaz, 2001). Sahin ve ark. (2002) tarafindan
yapilan ¢alismada ise Dogu Anadolu Bélgesi'ndeki Ispir, Oltu ve Yusufeli ilgelerinde
etmenin yaygmligi %100 olarak saptanmistir. Basim ve ark. (2004) tarafindan yapilan
calismada da Antalya ve Isparta illerinde farkli domates cesitlerinin yetistirildigi
seralardan alinan oOrnekler sonucunda %26-65 oranlar1 arasinda hastalik yogunlugu
saptanmistir. Cetinkaya-Yildiz (2007) tarafindan Adana ve Mersin illerinde yapilan
surveylerde C. michiganensis subsp. michiganensis’in yaygmligmin %15-25 arasinda
degisen oranlarda oldugu ifade edilmistir. Tokat ilinde 2010 yilinda yapilan ¢aligmada
hastaligin gériilme sikliginin %1.65 oraninda oldugu belirlenmistir (Saygi, 2010). Ayni
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ilde yapilan diger bir ¢aligmada etmenin domates {iretim alanlarinda goriilme oranlari
2011 yilinda Merkez’de %88.88, Niksar’da %54.54, Erbaa’da 952,38, Turhal’da
%46.15 ve Pazar’da %18.18, 2012’de Erbaa’da %61.90, Merkez’de %52.85, Turhal’da
%47.72, Pazar’da %44.44 ve Niksar’da %0 olarak belirlenmistir (Belgiizar ve ark.,
2016; Sekil 2.2). Son yillarda yapilan g¢alismalar incelendiginde Mersin’in Silifke
ilgesinde 2019 ve 2021 yillarinda yapilan bir ¢calismada 31 farkli seradan alinan 6rnekler
sonucu hastalik yayginliginin %1.5 oldugu belirlenmistir (Serin ve Horuz, 2022). 2024
yilinda Igdir’in Aras Vadisinde yapilan baska bir calismada elde edilen 57 izolatin
18’inin C. michiganensis subsp. michiganensis oldugu belirlenmistir (Donmez, 2024).

i . £ .

Sekil 2.2. Tokat’ta domates tarlasinda domates bakteriyel kanser ve sblgunluk hastalig
goriilen bir arazi
(Belgtizar, 2014)

Etmenin birincil enfeksiyon kaynag:i tohumdur (Ozaktan, 1991). Tohumun kabuk
kismindaki etmen ¢imlenerek ksilemde kolonize olur, daha sonra bitkinin biiylimesiyle
yapraklara gecer. Ikincil enfeksiyonlar ise stomalar, yaralar ve bitkinin dogal acikliklari
yolu ile olusur (Peritore-Galve ve ark., 2019). Domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligi bitkide olustugu yere gore farkli simptomlar gostermektedir. Hastalik
tohumdan gelismis veya yaralardan iletim demetlerine gecis yapmissa sistemik
enfeksiyon, bitkinin tiiylerinin zarar gormesiyle olusan yaralardan ya da bitkinin dogal
acikliklarindan gelismigse lokal enfeksiyon olusur. Hastaligin en tipik belirtisi tek tarafl
solgunluk (Sekil 2.3) ve iletim demetinde kahverengilesme ve koflagsmadir (Sekil 2.4).



Sekil 2.3. Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginda tek tarafli solgunluk
(Belgiizar, 2014)
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Sekil 2.4. Domatesin iletim demetlerinde kahverengilesme ve koflagsma

(Belgtizar, 2014)

Bitki fide doneminde sistemik enfeksiyona yakalanmis ise gen¢ fideler hizla solar,
¢oker ve oliir. Olgun donemde ise solgunluk simptomu daha yavas seyreder. Bu bitkiler

boyuna kesildiginde iletim demetlerinde Once sarimsi renklenme, ileri donemlerde



kahverengilesme ve bogumlarda ¢atlamalar goriiliir. Bakterinin olusturdugu tikanmadan
dolay1 da yeterli besin ve su alamayan bitkiler zamanla yanar ve kurur (Cetinkaya-
Yildiz ve ark., 2019). Lokal enfeksiyonlar ise nekrozlar ve yaprak lekeleri ile baslar.
Yapraklarda yanmis faz olarak ifade edilen sarimsi-kahverengi renkte kuru dokular
seklinde belirtiler olusur. Meyvelerde olusan kus gozii olarak ifade edilen simptom
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin tipik belirtisidir (Sekil 2.5). Beyaz, kiigiik
haleyle ¢evrilmis bu lekeler meyvenin pazar degerini diisiirmektedir (Cetinkaya-Yildiz
ve ark., 2019).

Sekil 2.5. C. michiganensis subsp. michiganensis’in domates meyvesinde olusturdugu
tipik belirti-kus g6zii simptomu

(Belgiizar, 2014)

Hastalik etmeni sistemik taginan bir patojen oldugu i¢in 6zellikle bulasik tohumlar ile
yayilmaktadir (Belgiizar ve ark., 2018). Bryan (1930) dogal enfekte olmus tohumlarda
hastalik etmeninin tohuma gegisinin %1.5, yapay enfekteli tohumlarda %21-40 oraninda
oldugunu ifade etmistir. Strider (1967) tarafindan yapilan ¢alismada da patojenin
tohuma ge¢me oraninin %0.25-81 arasinda degistigi ayni zamanda %1 oraninda tohuma
gecisin tarlada %54 oraninda enfeksiyona sebep olabilecegi belirlenmistir. Tokat ilinde
Belgiizar ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada hastalik etmeninin tohumda yasam
stiresi  belirlenmistir. Domates tohumlar1 rifampicin antibiyotigine dayanikli C.
michiganensis subsp. michiganensis izolatiyla bulastirilmig, patojenle bulagik olan
tohumlar aylik olarak antibiyotik igeren besi yerlerine ekilerek patojenle bulasik tohum

orani saptanmustir. Etmenle bulasik tohumlarda inokulasyonun yapildig: ilk giin (0. giin)
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%100 oraninda hastalik ile bulasiklik goriiliirken, aylik yapilan izolasyonlarda bu oran
diismiis ve 370. giin %17 oraninda bulasiklik gériilmiistiir. Daha ileriki gilinlerde yapilan
izolasyonlarda hastalik etmenine rastlanilmadig belirtilmistir. C. michiganensis subsp.
michiganensis’in bulasma yollar1 arasinda bulasik toprak ve bitki artiklar1 da sayilabilir.
Etmen toprakta belirli sartlarda canliligini devam ettirir (Bryan, 1930). Yapilan
calismalarda Newyork ve Washington’da patojen 11 ay, Italya’da 8 ay toprakta
canliligim siirdiirmiis, sicaklik ve nemin etmenin toprakta kalicilik siiresinde 6nemli
oldugu ifade edilmistir. Toprak icine gomiilii bitki artiklarinda patojen toprak
yiizeyindekilere gore daha kisa yasamini siirdirmiistir. Gleason ve ark. (1991)
tarafindan yapilan c¢alismada patojen toprak yiizeyinde 24 ay toprak icinde 7 ay
canliligin1 koruyabilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise patojenle bulasik domates
yapraklarinda toprak sicakligi -20 °C oldugunda patojenin en az 36 hafta yasamini
stirdiirdiigii, toprak sicakligi 5-35 °C iken 3 haftadan fazla canliligini koruyamadigi
belirlenmistir (Basu, 1970). Belgiizar ve ark. (2018)’min patojen bakterinin
epidemiyolojisi lizerine yaptiklar1 arastirmada, Tokat ilinde etmenin toprak ve bitki
artiklarindaki yagsam siiresi belirlenmistir. Arastirmada teneke kutulara patojenle bulasik
toprak konularak ¢aligma alanina gdmiilmiistiir. Daha sonra yaz ve ki aylarinda toprak
numuneleri alinmis ve bakteri yogunlugu belirlenmistir. izolasyon sonuglarmna gore
Tokat ilinde etmen kisin 30 giin, yazin 15 giin yasamini devam ettirmistir. Calismanin
diger kisminda patojenle bulagik bitki artiklarinda etmenin canlilik = siiresi
hesaplanmistir. Hastalik etmeni ile bulastirilmis bitki artiklari tiilbentlere konularak
topraga gdmiilmiis ve aylik olarak &rnekler alinmustir. Orneklerden yapilan
izolasyonlarda bakteri yogunluklar1 hesaplanmistir. Bir yi1l boyunca aylik olarak yapilan

izolasyon sonuglarina gore 1. ay hastalik goriiliirken 6biir aylar hastalik gézlenmemistir.

C. michiganensis subsp. michiganensis ile miicadele olduk¢a zordur. Etmenin yagam
kosullarin1 farkli yerlerde geg¢irmesi etkili bir kimyasal uygulamanin olmayisi
miicadeleyi zorlagtirmaktadir. Bu kapsamda yapilan literatiir taramalarinda domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1 ile miicadelede kiiltiirel tedbirlere, kimyasal ve
biyolojik uygulamalara yonelik cesitli arastiricilar tarafindan yiiriitiilen ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bu kisimda calismalarin hepsine yer verilmemis olup o6zellikle

faydal1 bakteriler ile yapilan ¢aligmalardan bazilar1 6zetlenmistir.
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Boudyach ve ark. (2001)’nin yapmis oldugu ¢alismada Fas’in Souss-Masa Vadisindeki
topraktan ve o bolgede iiretim yapilan domateslerin rizosfer bolgesinden 178 adet
bakteri izolat1 elde edilmistir. In vitro denemelerde bakteri izolatlarmin patojen ile
etkilesimi sonucu olusturdugu zon degerleri 2-30 mm arasinda degismistir. En etkili
izolatlarin fluoresan Pseudomanas bakteri tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Etkili olan
18 izolatla serada saksi calismasi yapilmistir. Bakteri izolatlar1 ile sadece tohum
uygulamasi ve tohum uygulamasinin ardindan kékten muamele seklinde uygulamalar
yapilmistir. Tohum uygulamasinda izolatlardan 3 tanesi patojeni baskilamis, tohum ve

kok kombine uygulamasinda ise izolatlarin ¢ogu hastaligi tamamen engellemistir.

Ege bolgesinde yapilan ¢aligmada ise 49 aday bakteri izolatiyla in vitro deneme ve saksi
calismasi yapilmistir. In vitro ‘da testlenen bakterilerin %40°1 2-37 mm arasinda degisen
oranlarda zon olusturarak C. michiganensis subsp. michiganensis’i engellemistir. Etkili
olan antogonistlerin floresan Pseudomonas’lar oldugu saptanmustir. In vitro testlemeler
sonucu segilen 4 bakteri izolatiyla saksi ¢alismasi yapilmistir. Sonuglara gore yalnizca
tohuma bakterinin uygulanmasiyla hastalik %54-86 arasinda degisen oranlarda
engellenmistir. Fide sasirtmasindan Once tohuma bakterinin uygulamasi+fide kok
daldirma seklinde yapilan uygulama %80-97 arasinda degisen oranlarda hastaligi
baskilamistir (Akat ve Ozaktan, 2011).

Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan (2014) tarafindan Adana, Antalya, Artvin, Bursa, izmir ve
Mersin illerinden almman 39 adet toprak Orneginden 499 aday bakteri izolati elde
edilmistir. Yapilan biyokimyasal, patojenite, fosforu ¢ozme, azotu baglama gibi testler
sonucu 8 izolat segilerek in vivo saksit denemesi kurulmustur. Deneme sonuglarina gore
Y1.6.7 ve N6.6.21 kodlu bitki gelisimini tesvik edici rizobakteri izolatlar1 hastalik
gelisimini sirasiyla ortalama %38 ve %54 oranlarinda azaltmistir. Saksi denemesi
sonucu se¢ilen 3 bakteri izolat1 ve kombinesiyle tohum caligmasi, 2 bakteri izolat1 ve
kombinesiyle tarla denemesi yapilmistir. Deneme sonuglarina bakildiginda Y1.6.7 +
N6.6.21 kodlu kombine bakteri uygulamasi tohum uygulamasinda %46 oraninda, tarla

ortaminda ortalama %43 oraninda domateslerde hastalik siddetini azaltmistir.

Tireng Karut ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’e kars1 K2C kodlu antogonist bakteri, ISR 2000, Serenade,

Sodyum hipoklorit, iiziim sirkesi, elma sirkesi, laktik asit ve sicak su ile tohum
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uygulamasi yapilmigtir. Her bir uygulama igin patojenle bulastiriimig 100 tohum, K2C
kodlu antagonist bakteri siispansiyonuna (10° hiicre/ml), ISR 2000 (1 ml/l dozunda),
Serenade (15 ml/l dozunda), %0.25’lik NaOCl, %10’luk iiziim ve elma sirkesine ve
%30’luk laktik asit ¢ozeltisine igerisine ayr1 ayri1 konulup 30 dakika 150 rpm hizdaki
calkalayicida 25 °C’de calkalanmistir. Ayn1 zamanda bulasik tohumlar 55 °C’deki sicak
suda 25 dakika bekletilmistir. Calisma sonucunda uygulamalarin tohumdaki bakteri
varligint %77-100, bulasik tohum miktarint %31-100 oraninda disiirdiigi tespit
edilmistir. En basarili uygulamalar ise elma sirkesi ve iiziim sirkesi uygulamalar1 olup

tohumdaki bakteri varligini ve bulasik tohum miktarin1 tamamen azaltmistir.

Abo-Elyousr ve ark. (2019)’nin yapmis oldugu g¢alismada formiile edilmis Bacillus
subtilis, B. amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens ve P. aeruginosa bakteri
izolatlarinin siispansiyonlar1 in vitro ve sera kosullarinda C. michiganensis subsp.
michiganensis iizerine denenmistir. In vitro denemede izolatlar patojenin gelisimini
engellemistir. In vivo ¢alismada ise bakteri siispansiyonlari tohum, yaprak ve kok olacak
seklinde uygulanmistir. Deneme sonuglarina gore hastalik siddetinde en yiiksek azalma
%74.4 oranla B. amyloliquefaciens izolatinda, ardindan %66.7 oranla P. aeruginosa
izolatinda belirlenmistir. B. subtilis uygulanan bitkilerde %53.3 ve P. fluorescens

uygulanan bitkilerde %40 oraninda hastalikta azalma tespit edilmistir.

Gautam (2019)’mn yapmis oldugu ¢alismada elma, kayis1 ve g¢ilek bitkilerinden elde
edilen rizobakteri izolatlarinin C. michiganensis subsp. michiganensis’e kars1 etkisi
arastirilmistir. In vitro kosullar altinda patojen iizerinde 5 antogonistten S-1 izolati
%0.25 konsantrasyonunda 9.90 mm, %1 konsantrasyonunda 15.40 mm zon degeri
olusturarak en etkili izolat olmustur. In vivo kosullarda yapilan calismada ise ayni
sekilde S-1 izolat1 hastalik siddetini %28.55, hastalik yogunlugunu %70 oraninda
azaltmistir. Yapilan tani testi sonucu S-1 izolati Bacillus amyloliquefaciens olarak

belirlenmistir.

Oleyede ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada tibbi bitkilerin rizosfer bolgesinden
elde edilen 21 bakteri izolatinin C. michiganensis subsp. michiganensis’e etkisinin

incelendigi arastirmada in vitroda yapilan petri ¢alismasinda Alcaligenes faecalis (38

Bu izolatlarin tek basina ve kombine seklindeki siispansiyonlar1 ile sera caligmasi
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yapilmistir. Ik uygulama tohum uygulamasi olarak ikinci uygulama ise patojen
inokiilasyonundan 1 hafta once toprak 1slatmasi seklinde yapilmistir. Acinetobacter sp.
ve A. faecalis izolatlar1 hastalik gelisimini baskilanmis ve hastalik yogunlugunu
sirasiyla %28.4-47.4 ve %30.0-50.0 oraninda azaltmistir. Kombine uygulamada ise

hastalik yogunlugu birinci ve ikinci denemede sirastyla %28-30 oranlarinda azalmistir.

Takishita ve ark. (2021)’nin yapmis oldugu c¢alismada daha Onceden rizosfer
bolgesinden elde edilmis ve in vitroda yapilan ¢alismada yiiksek antagonistik etki
gostermis olan Pseudomanas 23S izolatinin domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaliginin siddetini azaltma potansiyeli PR1a salisilik asit (SA), PI2 jasmonik asit
(JA) ve ACO etilen (ET) gibi iyi karakterize edilmis markér genler kullanilarak
arastirilmistir. Iki haftalik domates bitkilerine Pseudomonas sp. 23S topraktan
uygulanmig ve C. michiganensis subsp. michiganensis Pseudomonas sp. 23S
uygulamasindan 5 giin sonra govdeye asilanmistir. Bu uygulama sonucu hastalik
yogunlugunda onemli bir azalma olmustur. Gergek zamanli kantitatif PCR analiz
sonuglarina gore sadece Pseudomonas sp. 23S ile domates bitkilerinde PRla
transkriptlerinin seviyesinde 6nemli bir artis saglanmistir. Bitkiler Pseudomonas sp. 23S
uygulamasi sonras1 C. michiganensis subsp. michiganensis ile agilandiginda, PR1a ve
ACO transkriptlerinin seviyesi artmistir ve bu artma C. michiganensis subsp.
michiganensis uygulanan ancak Pseudomonas sp. 23S uygulamasi yapilmayan

bitkilerde daha hizli ve biiyiik olmustur.

Farkli bitkilerden elde edilen 120 bakteri izolatiyla in vitro ve in vivo’da yapilan
caligmalarda in vitro testlerde 19 tane antagonistik izolatin C. michiganensis subsp.
michiganensis’i baskiladigi tespit edilmistir. En etkili izolatin 11 mm zon ile
Brevibacillus parableris GC subgroup A strain OSLM 5/6 oldugu goriilmiistiir. Diger
strainlerin 3 tanesi (Bacillus cereus GC subgroup B strain O75, Bacillus megaterium
GC subgroup A strain O75 ve Bacillus thurigenensis israelensis strain OSLM 3/2)
hastaliga kars1 hiperparazitik etki gostermistir. In vitro testlerde hastaliga karsi basarili
bulunan bakterilerden 8 tanesi se¢ilmis ve in vivo kosullarda patojene karsi test
edilmistir. B. thurigenensis israelensis ve B. parabrevis strainlerinin hastaligi %100
oraninda baskiladig1 ve yiiksek oranda biyokontrol etkisinin oldugu saptanmistir (Kurt,
2023).
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Kaya (2023) tarafindan yapilan ¢alismada C. michiganensis subsp. michiganenis’e karsi
ruhsati1 olan bakirl bir preparat (Kocide), mikrobiyal giibre (Bio-Ag, SS-Stomafix, SS-
Stiper Root) ve iki dezenfektan (klordioksit ve hidrojen peroksit) ile saksi ¢alismasi
yiriitiilmiistlir. 14 farkli rizobakteri tiiriinii igeren Bio-Ag giibresiyle yapilan uygulama

hastalig1 %51.07 oraninda engelleyerek en etkili uygulama olmustur.

2.2. Bitki Hastahklarmin Kontroliinde Vermikompostun Kullanimmma Yoénelik

Yapilan Calismalar

Onemli organik giibrelerden biri olan vermikompost (vermikest), bitkisel ve hayvansal
atiklarin solucanlarin sindirim sisteminden gecirilmesiyle elde edilen son {iriindiir.
Vermikompost, topragin organik maddesini ve besin elementini artiric etkiye sahiptir.
Vermikompost, temel besin elementlerinin yavas salinimi ile dengeli olarak alinimini
saglar (Kaya ve ark., 2022). Vermikompost iiretiminin az girdisi oldugu ve organik
atiklar1 kolayca degerlendirme avantaji bulundugundan kimyasal giibrelemeye alternatif
olarak tercih edilmektedir. Vermikompost iiretiminde bitkisel, hayvansal, endiistriyel
atiklar en ¢ok da sigir giibresi kullanilmaktadir. Vermikompost, makro ve mikro besin
elementlerini, azot fikse eden ve fosfat ¢oziicii bakterilerileri, mikorizal funguslari,
humik maddeleri, hormonlar1 ve enzimleri iceren 6nemli bir materyaldir (Karak, 2021).
Yapilan arastirmalarda vermikompostun bitkiler tarafindan dogrudan alinabilir formdaki
temel besin elementleri olan azot, fosfor ve potasyumu barindirdigi ifade edilmistir
(Soylu ve ark., 2020). Vermikompost, topragin; verimini, havalanmasini,
gozenekliligini ve su tutma kapasitesini artirir. Topraktaki mikrobiyal aktiviteyi
artirarak bitki biiylimesini saglayan vermikompost iirettigi antibiyotikler ile patojenlere
kars1 savunma mekanizmasini gelistirmekte ve bdylece bitki hastaliklarina kars1 direng

saglamaktadir (Karnez ve ark., 2021).

Son yillarda vermikompostla yapilan biyolojik miicadele ¢alismalar1 dikkat
cekmektedir. Bu calismalarin birgcogu fungal etmenler {izerinedir. Bu kisimda
vermikompostun bitki hastaliklarinin  kontroliinde kullanimma yoénelik yapilan

caligmalar 6zetlenmistir.

Uthede ve Koch (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada vemikomposttan elde edilen

kompost ¢ayinin C. michiganensis subsp. michiganenis’i %63 oraninda engelledigi
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saptanmistir. Bu ¢alismada Dombito ¢esidi domates bitkilerine biyolojik ve kimyasal
uygulamalar yapilmistir. Patojen bakteri kotiledon yapraklara piiskiirtme seklinde
uygulanmistir. Inokulasyondan 42 giin sonra yapilan degerlendirmelerde C.
michiganensis subsp. michiganenis’in uygulandigi bitkilerde enfeksiyon orani 71.6 iken

vermikompost uygulamasinda 26.6 oraninda diisiik bir enfeksiyon tespit edilmistir.

Vermikomposta benzer sekilde, Yogev ve ark. (2009) tavuk ve sigir giibreleri ile
kombine edilen domates ve biber atiklarindan olusan kompostun hastaliga etkisi torf ile
karsilagtirmali olarak incelemislerdir. Yapilan c¢alismada kompost hem dogal
enfeksiyonda hem de asilama ile inokulasyonlarda domates bakteriyel kanser ve
solgunluk yogunlugunu %70 ile %100 oranlar1 arasinda azaltmistir Kompostlardaki C.
michiganensis subsp. michiganenis popiilasyonlari 15-20 giin i¢inde tespit edilemez
seviyelere diiserken, torftaki popiilasyonlar 35-40 giin boyunca yiiksek kalmistir.
Benzer sekilde kompostta yetistirilen domates-bitki dokularinin patojen tarafindan
kolonizasyonu torfta (%53-90 kolonizasyon) veya perlitte (%30-90 kolonizasyon)

yetistirilen bitkilere kiyasla azalmistir (%0-20 kolonizasyon).

Simsek-Ersahin ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada sigir giibresi, agag kabugu,
patates kabugu ve elmadan olusan tarimsal atiklardan {iretilen vermikompostun hiyarda
Rhizoctania solani Kiihn. hastaligina karsi etkisi arastirilmistir. In vitro denemede
vermikompostun su ekstraktlari kullanilmistir. Saksi ¢alismasinda ise Trichoderma
harzianum ile karigtirllmis vermikompostun %0, 10, 20 ve 30 dozlar1 ayrica T.
harzianum kullanilmistir. Fideler patojenle asilandiktan 4 hafta sonra 0-5 arasi endeks
kullanilarak  hastaligin  etkisi ~ degerlendirilmistir. Deneme sonuglarina gore
vermikompostun su ekstraktlart R. solani’nin misel gelisimini baskilamig, Saksi
calismasinda ise T. harzianum ile karigtirllmamis vermikompostun %20 ve %30 dozlar
hastalig1 baskilamigtir. Vermikompostun %30 dozunda, T. harzianum ile karistirilmamis
fidelerin hastalik endeksi 5.0 iizerinden 0.4 olarak belirlenmistir. T. harzianum ile
karigtirllmamis olanla karsilastirildiginda, karistirllmig vermikompost diisiik  bir

degisiklik oraninda (%10) bile etkili bir hastalik kontrolii (0.74) saglamustir.

Gopalakrishnan ve ark. (2011) tarafindan yapilan calismada 25 farkli Dbitkisel
vermikomposttan elde edilen toplam 137 izolattan ikili kiiltiir testi sonucu antagonistik
potansiyelleri yiikksek olan CAI- 24, CAI-121, CAI-127, KAI-32 ve KAI-90 kodlu 5
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izolat ile nohutta Fusarium oxysporum f. sp. ciceri (FOC) hastaligi iizerine yapilan
calismada sera ve tarla kosullarinda hastalik sirasiyla %45-76 ve %4-19 oraninda
engellenmistir. Segilen CAIl- 24, CAI-121, CAI-127, KAI-32 ve KAI-90 kodlu
izolatlarin sirasiyla Streptomyces tsusimaensis, S. caviscabies, S. setonii, S. africanus ve

tanimlanmais bir Streptomyces tiiriine ait oldugu belirlenmistir.

Tutar (2013) tarafindan yiiriitiilen arastirmada Eisenia fetida tiirii toprak solucanlarindan
elde edilen vermikompostun kloroform ve etanol ekstraktlarinin, bitkilerde hastaliklara
neden olan toprak kaynakli 9 adet bakteri ve 9 adet fungusa kars1 etkinliklerinin tespit
edilmesi igin “disk difiizyon”, “MIC” (Minimum Inhibitér Konsantrasyon) ve “MBC”
(Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) testleri uygulanmistir. Sonuglara gore
kloroform ekstraktlar1 kullanilarak yapilan ¢alismada Pseudomonas syringae (20.3
mm=*1.52), Xanthomonas carotae (31.6 mmz=0.57), Sclerotinia sclerotiorum (25.3
mm=+2.08), Fusarim oxysporum (13.6 mm=+0.57), Aspergillus humicola (20 mm+1.73)
ve A. fumigatus (24.6 mm=1.52)’a karsi vermikompost giiglii bir etkiye sahipken;
Erwinia chrysanthemi (13 mm=1.73), P. fluorescens (12.6 mm=0.57) ve Penicillium
brevicompactum (18.3mm=+1.15)" a kars1 etkilerinin daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Etanol ekstraktlar1 kullanilarak yapilan ¢alismada ise P. syringae (24 mm+1.73), X.
campestris (32.3 mm=1.52) ve A. fumigatus (21 mm+1.00)’ a kars1 vermikompostun
gliclii bir etki gosterdigi, E. herbicola (14 mm+1.00), E. chrysanthemi (17.6 mm+0.57)

ve S. sclerotiorum (12.3 mm+ 0.57)’ a kars1 daha zayif bir etki gosterdigi saptanmustir.

Basco (2017)’nun yapmis oldugu ¢alismada biyolojik kontrol ajanlar1 olan Trichoderma
harzianum, Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis ile giiglendirilmis
vermikompost Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici‘ye karsi kulanilmistir. Kullanilan
biyolojik ajanlar F. oxysporum f. sp. lycopersici'ye kars1 antagonistik aktivite agisindan
degerlendirilmistir. T. harzianum, F. oxysporum f. sp. lycopersici'nin misel biiyiimesini
%95 oraninda azaltmistir B. subtilis %88 ve P. fluorescens ise %83 oraninda
antogonistik etki gostermistir. Saksi caligmasinda ise patojenin spor siispansiyonu, pipet
ile toprak islatma yontemi kullanilarak uygulanmistir. Uygulamadan once, kokler
govdeden 1 cm uzakta bir igne sokularak hafifce kesilmistir. Deneme sonuglarina gore

biyolojik olarak gili¢lendirilmis solucan giibresi uygulanan domates bitkilerinde kontrole
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kiyasla hastalik insidansinda azalma goriilmistiir. Maksimum azalma ise T. harzianum

ile giliglendirilmis vermikompost uygulamasi yapilan bitkilerde kaydedilmistir.

Kawicha ve ark. (2020)’nin yaptig1 ¢alismada Colletotrichum gloeosporioides, C.
musae, Fusarium sp. TFPK201, Fusarium sp. Foc 1699 ve Pestalotia sp. funguslarina
kars1 vermikomposttan elde edilen 30 izolatin antifungal 6zellikleri incelenmistir. SEF1,
SEF8, SEF47, SEF48, SEF49 kodlu Streptomyces cinsine ait 5 izolat kullanilarak
yapilan ikili etki ¢alismasinda funguslarin miselyum biiyiimesi ve sklerot ¢gimlenmesi
baskilanmistir. C. gloeosprioides’te SEF48 (%77.93+£0.79), C. musae’de SEF47
(%53.62+1.45), Fusarium sp. TFPK201’de SEF49 (%58.88+1.11), Fusarium sp. Foc
1699°da SEF1 (%62.59+2.20) izolatlar1 miselyal biiylimeyi azaltmada en yiiksek etkiyi
gostermiglerdir. Segilen bu izolatlarla Fusarium sp. TFPK201’e karsi yapilan in vivo
caligmada izolatlar patojen uygulamasindan 2 giin 6nce uygulandiginda domateste
Fusarium solgunlugunu 6nemli 6lgiide (%12.5-25) baskilamiglardir ve SEF49 izolati
hastalik insindansin1 (%12.5) ve siddetini (1.5) azaltmada en yiiksek etkiye sahip
olmustur. Izolatlar patojen uygulamasindan 2 giin sonra uygulandiginda yalnizca SEF47
hastalik goriildiikten sonra da hastalik yogunlugunu %25 oraninda azaltmis ve hastalik

siddeti 2 olarak olgiilmiistiir.

Yavi¢ (2020) tarafindan yiiriitilen ¢alisgmada domateste kok ¢iriikligi etmeni
Sclerotinia sclerotiorum hastaligina karst vermikompostun etkisi arastirilmustir. Iki
asamada yapilan ¢alismanin ilk asamasinda petri ¢alismasi yapilarak S. sclerotiorum’un
koloni gelisimine etkisi belirlenmistir. Ol¢iim sonuglarina gore patojen her petride
gelismis ve vermikompost emdirilen diskler patojenin koloni gelisimini engellememis
ancak sklerot olusumunu engellemistir. In vivo kosullarda gergeklestirilen ¢aligmada ise

vermikompostun fidelerdeki hastalik siddetine engelleyici etkisi olmamaistir.

Karak (2021) tarafindan yapilan ¢alismada patateste Rhizoctania solani Kiihn.’ye kars1
mikorizal fungus olan Glomus intraradices’in vermikompost ve vermikompost ¢ayi ile
tek ve Kkombine uygulamalarmin etkisi arastirtlmistir. Mikorizal fungusun
vermikompost ve ¢ay1 ile tek ve kombine uygulamalarinda hem patojen varliginda hem
de yoklugunda %35-51 oranlarinda kolonizasyon saglanmistir. Hastalik siddeti lizerine

en diisiik etkiyi vermikompost ¢ay1 uygulamasi (%43.5) gosterirken, en yiiksek etkiyi
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tek basina fungisit uygulamasi (%82.3) ve vermikompost-mikorizal fungus uygulamasi
(%80.6) gostermistir.

Karnez ve ark. (2021) vermikompostun domates bakteriyel benek hastaligini
(Pseudomonas syringae pv. tomato) baskilamadaki etkisi arastirtlmistir. Cam serada ve
iklim odasinda saks1 ¢alismasi seklinde gerceklestirilen denemede vermikompostun kati
formu topraktan verilmis sivi formu ise yapraktan uygulanmistir. Calisma sonucuna
gbre cam serada yapilan ¢alismada hastalik, %34-39 oraninda, iklim odasinda yapilan

calismada ise %12-42 oraninda engellenmistir.

Belgiizar (2023)‘in vermikompostun C. michiganensis subsp. michiganenis’e etkisi
lizerine yapmis oldugu saksi denemesinde vermikompost saksi topragina %10, %20,
%30, %40 dozlarinda agik alan denemesinde ise topraga 600 kg/da dozunda
uygulanmistir. Saks1 ¢aligmasinda hastalik siddeti %53.4 ile %90.8 arasinda degisen
oranlarda baskilanmustir. %40°’lik dozda iletim demetlerinde diisiik oranda lezyon ve
hastalik enfeksiyonu tespit edilmis ve hastalik %66.77 oraninda baskilanmistir. Ag¢ik
alan denemesinde ise vermikompost uygulanan bitkilerde diisiikk oranda hastalik tespit

edilmis ve hastalik siddeti %66.6 oraninda saptanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan vermikompost

Calismada kullanilan vermikompostlar Tokat ve Istanbul’da vermikompost iireten zel
firmalar tarafindan temin edilmistir (Sekil 3.1). Firma tarafindan etiketlenerek
gonderilen vermikompostlar serin bir yerde muhafaza edilmistir. Vermikompostlarin

ozellikleri EK 1’de verildigi gibidir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan vermikompost

3.1.2.Calismada kullanilan patojen bakteri

Calismada Tokat ili domates iiretim alanlarindan hastalikli domates bitkilerinin iletim
demetlerinden elde edilen (Cmm-PK-1 kodlu; Sekil 3.2) patojen bakteri izolati
kullanilmistir. Bakteri izolat1 Bitki Koruma Boéliimii Fitopatoloji Laboratuvarinda -20
°C’de buzdolabinda Nutrient Broth (NB) ve Gliserol igerisinde stok kiiltiir olarak

bulunmaktadir.
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan patojen izolat Cmm-PK-1

3.1.3. Calismada kullamlan tohum cesidi

Tohum g¢aligsmalarinda Alsancak RN-F1 domates ¢esidi tohum kullanilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan besi yerleri

Calismada Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), King’s B (KB; King ve ark.,
1954), Jensen’s (Ahmad ve ark., 2005) ve National Botanical Research Institute’
phosphate growth medium (NIBRIP; Nautiyal, 1999) besi yerleri kullanilmistir.
Kullanilan besi yerlerinin igerigi EK 2’de verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Laboratuvar ¢alismalari

3.2.1.1. Bitki patojeni bakterinin gelistirilmesi

Calismada kullanilan bakteri izolat1 Fitopatoloji laboratuvarinda -20 °C’de NB ve
gliserol icerisinde stok kiiltiir olarak bulunmaktadir. Bakteri NA besi yerine ¢izildikten
sonra 25+2 °C’de inkiibatorde gelistirilmis olup c¢alismada 2 giinliik taze kiltiirler
kullanilmistir.  Gelisen kiiltiirden 1x10° hiicre/ml yogunlugunda siispansiyon
hazirlanmistir.

3.2.1.2. Vermikomposttan bakteri izolatlarinin elde edilmesi

Vermikompostlardan bakteriler izole edilirken 90 ml NB bulunan erlenmayerlere 10 g
vermikompost tartilip konulmus ve 2 saat 150 rpm’de c¢alkalanmistir. Calkalanan
stispansiyonlardan 10°°¢ seyreltme serisi hazirlanmig ve serilerden 100’er ul alinarak NA
besi yerine steril cam ¢ubuk ile yayma ekim yapilmigtir. Petriler 25+2 °C’de inkiibe

edilmis ve iki giin sonrasinda besi yerinde gelisen bakteri kolonileri saflastirilmistir
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(Sekil 3.3). Saflagtirilan bakteriler buzdolabinda NB ve Gliserol igerisinde stok kiiltiir

olarak -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Vermikomposttan bakteri elde etme asamalart a) Vermikompostlarin
calkalanmasi, b) Seyreltme serisinin hazirlanisi, ¢) Bakteri siispansiyonunun
vortekslenmesi d) Yayma ekimin yapilis;, €) NA besi yerinde gelisen koloniler, f)

Bakterilerin saflagtiriimasi
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3.2.1.3. Vermikomposttan elde edilen bakteri izolatlar1 ile vapilan titiinde asiri

duyarlilik testi
Elde edilen bakteriler ile tiitiin bitkisinde asir1 duyarlilik (Hipersentitive Reaksiyon)

testi yapilmistir. Tiitlinde asirt duyarlilik testi igin 24 saat gelistirilen izolatlardan
spektofotometrede hazirlanan 10° hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonlar steril
enjektorler yardimu ile tiitlin yapraginin alt ylizeyine damar aralarina verilmistir (Sekil
3.4). 48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan ¢6kme ve su emmis gibi bir goriiniim
pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Cokme olmadan sararma negatif reaksiyon

olarak degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas

syringae pv. tomato, negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir.

3.2.1.4. Vermikomposttan elde edilen bakteri izolatlar1 ile vapilan patateste yumusak

ciirtikliik testi
Vermikomposttan elde edilen bakteriler ile patateste doku yumusamas: testi yapilmustir.

Patates yumrulart 6nce %5’lik sodyum hipoklorit soliisyonuna 10 dk daldirilmis sonra
alevden gecirilmistir. Yilzeyden dezenfekte edilen yumrularin kabugu soyularak
dilimlenmis ve steril nemli kurutma kagidi iceren steril cam petri kaplarina
yerlestirilmistir. NA besi yerinde 24 saat gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu
alinarak dilimlerin yiizeyine yayilmistir (Sekil 3.5). 27 °C’de 3-4 giinliikk inkubasyondan

sonra patates dilimlerinde meydana gelen doku yumusamasi kiirdan yardimiyla kontrol
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edilmis, yumusama veya doku ¢okmesi olusturan izolatlar pektolitik aktivite agisindan
pozitif, herhangi bir degismenin goriilmedigi izolatlar ise negatif olarak
degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006). Negatif kontrol olarak saf su, pozitif kontrol
olarak stok kiiltiirde bulunan Pectobacterium spp. (MC-14 (1)) izolat1 kullanilmustir.

LU
e
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Sekil 3.5. Patateste yumusak c¢iriiklik testinin asamalar1 a) Patateslerin alevden
gegcirilmesi b) Patates dilimlerinin petriye yerlestirilmesi ¢) Bakterilerin patates dilimi
ylizeyine yayilmasi d) Kurutma kagidinin nemlendirilmesi

3.2.1.5. Bakteri izolatlarinin 37 °C’de gelisim testi

Bakteri izolatlarinin insan patojeni olup olmadigini belirlemek i¢in bakteriler King B
besi yerine ¢izilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Besi yerinde gelisim gésteren
izolatlar elenmis, calismada kullanilmamustir (Berg ve Hartmann, 2005).

3.2.1.6. Bakteri izolatlarimin fosforu indirgeme 6zelliklerinin belirlenmesi

Vermikomposttan elde edilen bakterilerin fosforu indirgeme ozelliklerini belirlemek
icin ylriitiilen calismada kat1 NBRIP besi yeri kullanilmistir. Hazirlanan besi yeri 121
°C’de 15 dakika otoklav edilmis ve 90 mm c¢apl steril petrilere dokiilmiistir. Elde

edilen izolatlar KB besi yerinde gelistirildikten sonra, steril kiirdan yardimi ile kati
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NBRIP besi yeri igeren petrilere nokta ekimi yapilmistir (Sekil 3.6). Deneme 3
tekerriirlii olarak kurulmustur. Petriler 2542 °C’ de bir hafta inkiibe edilmistir. Besi
yerinde bakteri kolonilerinin etrafinda seffaf zon olusturan izolatlar se¢ilmistir (Johri ve
ark., 1999; Mirik ve ark., 2008).

-

Sekil 3.6. NBRIP besi yerine kiirdanla bakteri ekimi

3.2.1.7. Bakteri izolatlarinin azot fiksasyon dzelliklerinin belirlenmesi

Calismanin bu kisminda Jensen’s besi yeri kullanilmistir. Hazirlanan besi yeri 121
°C’de 15 dakika otoklav edilmis ve 90 mm ¢apl petrilere dokiilmiistiir. Elde edilen
izolatlar Jensen’s besi yerine ¢izilmis ve besi yerinde gelisim gosteren izolatlar pozitif

olarak kabul edilmistir (Sekil, 3.7).
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Sekil 3.7. Jensen’s besi yerine bakterilerin ¢izimi

3.2.1.8. Bakteri izolatlarin MALDITOF-MS teknigi ile tanisi

Secilen bakteri izolatlar1 Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saghg Klinigi
Arastirma ve Uygulama Merkezine gonderilmis ve Matris yardimli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ugus siiresi kiitle spektrometresi (MALDITOF-MS) teknigi ile
bakterilerin protein parmak izine dayanarak hizli tanisi yapilmistir (Uysal ve ark.,
2018). Bu yontem, protein yapisinin iyonizasyonu ile mikroorganizmalarin protein
profilinin ortaya ¢ikarilmasina ve bu iyonize kiitlelerin elektrik alanindan ge¢mesine
dayanir. Mikroorganizmalardan elde edilen profiller, sistemin veri tabaniyla

karsilastirilarak tanimlama yapilir (Soner ve ark. 2014).

3.2.1.9. Secilen bakteri izolatlarinin C. michiganensis subsp. michiganensis’e olan

etkisinin belirlenmesi

Calismada ilk olarak bakteri izolatlar1 NA besi yerine nokta seklinde ekilmis ve petriler
24 saat 25+2 °C’de inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.8). Inkiibasyon siiresi sonunda
1x10° hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan C. michiganensis subsp. michiganensis
siispansiyonu bir el piilverizatorii ile gelisen bakterilerin {izerine piiskiirtiilmiistiir (Sekil
3.9). 25+2 °C’de iki giinliik inkiibasyona birakilan petrilerde izolatlarin etrafinda olusan
zonlar bir kumpas yardimi ile Sl¢iilmiistiir (Horuz ve Aysan, 2018). Kontrol olarak
bakterilerin ekilmedigi besi yerlerine sadece patojen bakteri plskiirtiilmiistiir. Her bir

bakteri i¢in 3 petri kullanilmis olup ¢alisma bir kez daha tekrarlanmustir.
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Sekil 3.9. Patojenin bakterilere piiskiirtiilmesi

3.2.2. Tohum ¢alismalari

Ikili etki ¢alismasinda patojen bakteri C. michiganensis subsp. michiganensis iizerinde
yiiksek etkiye sahip olan (Cizelge 4.2) ve MALDITOF-MS teknigi ile tanilanan {i¢
izolat ile (Bacillus sp. SA-2, Bacillus sp. SA-5, B. megaterium SA-7) ile tohum
calismasi yiriitiilmiistiir (Cizelge 3.1). Calisma Arastirma ve Uygulama Merkez
Miidiirligi Bitki Koruma Boliimii serasinda Alsancak RN F1 domates tohumlar ile
gerceklestirilmistir. Calismada ilk olarak tohumlar patojen ile bulastirilmistir. Bu

asamada patojen bakteri C. michiganensis subsp. michiganensis NA besi yerinde 25+2
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°C’de 48 saat gelistirilmistir. Gelisen bakteriden saline buffer ile siispansiyon
hazirlanmis ve spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda absorbans degeri 0.2 olacak
sekilde bakteri yogunlugu 1x10° hiicre/ml olarak belirlenmistir. Tohumlar bakteri
siispansiyonuna konulmus ve erlenmayerler 30 dakika siireyle 150 rpm’de calkalayicida
calkalanmistir (Umarusman ve ark., 2019; Horuz ve Aysan, 2018). Calkalama
isleminden sonra iki saat vakum yontemi kullanilarak patojenin tohumlara inokulasyonu
saglanmistir (Belglizar ve ark., 2019). Siispansiyondan siizdiiriilen tohumlar steril
kurutma kagidi lizerinde kurumaya birakilmistir. Patojenle bulasik tohumlar daha sonra
SA-2, SA-5 ve SA-7 kodlu bakteri izolatlarindan hazirlanan 1x10® hiicre/ml
yogunlugundaki siispansiyonlara konulmus ve 30 dk siire ile ¢alkalanmistir. Bu siire
sonunda siizgecle siiziilen tohumlar kuruduktan sonra steril torf ve perlit (2:1) bulunan
viyollere ekilmistir (Sekil 3.10, Sekil 3.11). Negatif kontrol uygulamasi olarak sadece
steril suya daldirilan tohumlar, pozitif kontrol olarak ise sadece patojenle bulastirilan
tohumlar kullanilmastir.

Deneme, her bir uygulama icin 2 tekrar ve her tekrarda 50 tohum olacak sekilde
kurulmus olup 100 tohum iizerinden degerlendirilmistir (Sekil 3.12). Tohumlar
¢imlendikten sonra giinliik takipler yapilarak kotiledon yapraklardaki hastalik belirtileri
incelenmistir. Fidelerde gelismeler takip edilmis ve pozitif kontrol fidelerinde 30 giin
sonra hastalik belirtileri olustugunda yapilan tiim uygulamalarda solgun bitki ve canli
bitki sayilmistir. Pozitif kontrol ile kiyaslanarak uygulamalarin etki oran1 belirlenmistir.

Etki oran1 (%), [(Kontrol-Uygulama) / (Kontrol)] x 100 formiilii ile hesaplanmustir.

Yapilan degerlendirmeler sonrasinda her uygulamadan hastalik belirtisi goésteren
fidelerin iletim demetlerinden &rnekler alinmig ve bakteri izolasyonu yapilarak hastalik

belirtilerinin patojen bakteriden kaynaklanip kaynaklanmadigi ortaya konulmustur.

Cizelge 3.1. Tohum ¢alismasinda yapilan uygulamalar

Kodlar Uygulamalar

Pozitif Kontrol | Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Negatif Kontrol | Saf su

SA-2 Bacillus sp.
SA-5 Bacillus sp.
SA-7 Bacillus megaterium
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Sekil 3.10. a) Tohumlarin bakteri siispansiyonu igerisinde calkalanmasi, b) Vakum
islemi ile patojenin tohumlara bulastirlmast c¢) Patojen bakteri ve bakteri
stispansiyonlarina daldirilmis tohumlar d) Tohumlarin steril kabinde kurutulmasi

Sekil 3.11. Tohum ekimi
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Sekil 3.12. Tohum c¢alismasindan genel bir goriintii

3.2.2.1. Gelisen fidelerden vapilan izolasyon calismalari

Deneme sonlandirildiktan sonra solgun ve lekeli domates fidelerinden 6rnekler alinmis
ve kese kagidinin icerisine koyularak polietilen torba icerisinde laboratuvara
getirilmigtir. Fidelerin gévde kismindan (iletim demetlerinden) steril bistiiri ile 2 parga
aliarak %70’lik etil alkol ile yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulmustur. Sterilize edilen
parcalar steril porselen havan igerisinde fizyolojik tuzlu su (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi) ile
ezilmigtir. Bir 6ze dolusu siispansiyon KB besi yeri igeren petrilere ¢izgi ekim ile
¢izilmis ve petriler 25+2 °C’deki inkiibatérde 2-3 giin inkiibe edilmistir (Sekil 3.13).
Inkiibasyon siiresi boyunca petrilerde gelisen koloniler incelenerek, sar1 renkli koloni
morfolojisine sahip olanlar saflagtiriimstir.
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Sekil 3.13. Fidelerden yapilan izolasyon g¢alismalar1 a) Fidenin gévdesinden alinan kesit
b) Fideden alinan kesitin yiizey sterilizasyonu c¢) Dezenfekte edilen pargalarin havanda
ezilmesi d) Gelisen kolonilerin saflastirilmasi

Saflagtirilan izolatlarn C. michiganensis subsp. michiganensis olup olmadigini
belirlemek i¢in potasyum hidroksit ile Gram reaksiyon testi, patateste pektolitik aktivite
testi, tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyon testi ve domates bitkisinde patojenite testi
yapilmistir. Gram reaksiyon testinde taze hazirlanmis %3’liik potasyum hidroksit
soliisyonu kullanilmigstir. Lam tiizerine hazirlanan soliisyondan bir damla damlatilmis ve
fidelerden alinan izolatlardan bir plastik 6ze ile almarak soliisyonla karistirlmistir. Oze
yukar1 dogru kaldirildiginda lam iizerinde viskoz, yapiskanimsi bir uzamanin olusmasi
ile sonu¢ negatif (-), uzamanin olusmamasi ile pozitif (+) olarak degerlendirilmistir
(Sekil 3.13). Referans izolat olarak Gram (+) hiicre yapisina sahip C. michiganensis
subsp. michiganensis (Cmm-PK-1) izolati ve Gram (-) hiicre yapisina sahip
Xanthomonas euvesicatoria (SB-2c (r)) izolati kullanilmistir.
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Sekil 3.14. izolatlara gram testinin uygulanmas1

Fidelerden elde edilen izolatlara patateste pektolitik aktivite testi ve tiitinde asiri
duyarlilik testi yapilmistir. Her iki test 3.2.1. Laboratuvar Calismalar1 bashigi altinda
bahsedildigi gibidir. Pektolitik aktivite testinde patates dilimlerinde meydana gelen
doku yumusamasi pozitif, herhangi bir degismenin goriilmedigi izolatlar ise negatif
olarak degerlendirilmistir. Tiitinde asir1 duyarlilik testinde izolatlarin inokule edildigi

alanlarda olusan nekrotik goriiniim pozitif olarak kabul edilmistir.

Fidelerden elde edilen izolatlar ile domates bitkisinde patojenisite testi yapilmistir. Tim
izolatlar ve Cmm-PK-1 referans izolati KB besi yerine ¢izilerek 48 saat gelistirilmistir.
izolatlardan hazirlanan bakteriyel siispansiyonlar spektrofotometrede 600 nm’de 0.2
absorbans degerine ayarlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlar domates fidesinin govde
kisimlarinda kabuk altina steril bir enjektor yardimi ile enjekte edilmistir (Sekil 3.15).
Inokulasyon sonrasi bitkiler bir giin boyunca nem ¢emberine alinmstir (Sekil 3.16). Her
bir izolat i¢in {i¢ bitki kullanilmistir. Pozitif kontrol bitkilerindeki gelismelere bakilarak
degerlendirmeler yapilmistir. Bitkilerde belirgin hastalik belirtilerinden re-izolasyon
icin laboratuvara getirilen (Sekil 3.17) fide 6rneklerinin gévde kisimlarindan bakteri
izolasyonu yapilmistir. %70’lik alkol ile yiizeyden dezenfekte edilen pargalar steril
havanda fizyolojik tuzlu su (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi) ile homojenize edilmistir. Bir
6ze dolusu siispansiyon, KB besi yeri igeren petrilere ¢izgi ekim ile ¢izilmis ve 25+2
°C’deki inkiibatorde 2-3 giin inkiibe edildikten sonra bakteri kolonileri saflagtirilmustr.

Re-izolasyonlar sonucu elde edilen re-izolatlar MALDITOF-MS teknigi ile tanilanmistir.
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Sekil 3.16. Patojenisite uygulamasi sonrasi nem g¢emberine alinan inokule edilmis
domates fideleri
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Sekil 3.17. Re-izolasyon i¢in alinan 6rnek

3.2.2.2. Vermikompostlardan elde edilen bakteri izolatlarmmin fide gelisimine olan

etkisinin belirlenmesi

Calisma biyolojik kontrol caligsmasiyla es zamanl olarak Bitki Koruma serasinda
yapilmistir. Calismada Alsancak RN-F1 domates ¢esidi kullanilmistir. Caligmanin bu
kisminda pozitif kontrol uygulamasi hari¢ Cizelge 3.1°de verilen uygulamalar
yapilmustir. Izolatlar NA besi yerinde 25+2 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Gelisen izolatlardan saline buffer (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi) ile siispansiyonlar
hazirlanmustir. Siispansiyonlar 1x10% hiicre ml (spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda, absorbans degeri:0.2) yogunluguna ayarlanmistir. Sonra tohumlar tiilbentten
gecirilerek steril kabinde kurumaya birakilmistir. Daha sonra tohumlar igerisinde torf ve
perlit (1:1/2) bulunan viyollere ekilmistir. Kontrol grubu olarak sadece steril saf suya
daldirilan tohumlar kullanilmistir. Ekim tarihinden itibaren giinlik bakim-sulama
islemleri yapilarak 45 giin sonunda deneme sonlandirilmistir. Kontrol grubundaki
fideler ile uygulama yapilan fidelerin govde capi, yaprak sayisi, yaprake¢ik sayisi,
koksiiz bitki boyu, kdk boy uzunlugu, bitki yas agirligi, bitki kuru agirligi, kok yas
agirligi, kok kuru agirhigr degerleri alinmustir (Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20).
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Sekil 3.19. Fide kok uzunlugu 6l¢timii
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Sekil 3.20. Fide kok kuru agirliginin alinmasi

3.3. istatistiki Analizler

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS istatistik 25 paket programi kullanilarak
varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar Duncan c¢oklu
karsilastirma testi ile p<0.05 6nem diizeyinde belirlenmistir. Ayni istatistiki grupta yer

alan uygulamalar ayn1 harf ile ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Laboratuvar Calismalan

Vermikomposttan yapilan izolasyonlar sonucu besi yerlerinde gelisen bakterilerden 40
tane bakteri saflastirilmistir. Saf kiiltlirler ile tlitiinde asir1 duyarlilik ve patateste
pektolitik aktivite testleri, 37 °C’de gelisim testi yapilmis. Jensen’s besi yerinde azotu
baglama oOzellikleri ve NBRIP besi yerinde fosforu ¢6zme O6zellikleri belirlenmistir
(Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Cizelge 4.1. Vermikomposttan elde edilen bakteri izolatlar1 ile yapilan testler ve
sonugclari

Kod Patateste pektolitik 37°C [Tiitiinde  |Azotu Fosforu
aktivite testi Testi HR testi baglama  [¢c6zme
testi testi

51 - - -
52 h - -
53 - - -
S-4 - - -
S5 - . 2
S6 - . -
57 - - -
S8 - . -
59 - - -
5-10 3 3 -
S-11 3 - -
S-12 - 3 ;
S5-13 - . -
S-14 - - -
5-15 - . -
S-16 - . -
S-17 - - -
S-18 - - -
S-19 - . -
S-20 - . -
S-21 - - -
S-22 - - -
S-23
S-24
S-25
S-26
S-27
S-28 ; - -

+ |+ |+
1
1

1
+
1

[+ |+ |+ |+ F |+ |+ |+ |+ F [+ |+ ||+ |+ |+ |+ ]+ ]+ |+
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Cizelge 4.1. (Devam) Vermikomposttan elde edilen bakteri izolatlari ile yapilan testler
ve sonuglart

S-29 + - - + -
S-30 + - - + -
S-31 - + - + -
S-32 + - - + -
S-33 - + - + -
S-34 + - - + -
S-35 + - - + -
S-36 - + - + -
S-37 + + - + -
S-38 - + - + -
S-39 + - - + -
S-40 + + - + -

Cizelge 4.1°de gortildiigii tizere, test edilen 40 izolattan 12 tanesi (S-24, S-25, S-26, S-
28, S-29, S-30, S-32, S-34, S-35, S-37, S-39, S-40) patateste pektolitik aktivite testinde

yumusama gostermis (Sekil 4.1), diger izolatlar yumusama gostermemistir (Sekil 4.2).

Seil 4.1. Pats eklltlk aktivite testinde pozitif sonug
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Sekil 4.2. Patateste pektolitik aktivite testinde negatif sonug

Tiitlinde asir1 duyarlilik testinde test edilen tiim izolatlar yaprakta verilen alan igerisinde
herhangi bir ¢okme meydana getirmedigi i¢in negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3. Tiitiinde asir1 duyarlilik testinde negatif sonug
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Test edilen aday izolatlarin Jensen’s besi yerinde ise gelisim gosterdikleri (Sekil 4.4),

NBRIP besi yerinde zon olusturmadigi (Sekil 4.5) belirlenmistir.

Sekil 4.5. NBRIP besi yerinde fosforu ¢6zme test sonucu
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Bu testlemeler sonucunda patateste pektolitik aktivite, tiitlinde asir1 duyarlilik, 37 °C
gelisim testlerine gore negatif sonug veren 22 tane bakteri izolat1 ve patojen bakteri C.
michiganensis subsp. michiganensis ile ikili kiiltiir testi yapilmisir. Bu asamada besi
yerine segilen bakteri izolatlar1 nokta olarak ekilmis ve bakterilerin tizerine 1x10°
hiicre/ml yogunlugunda patojen bakteri piiskiirtiilmiistiir. Inkiibasyon siiresi sonunda
bakteriler etrafinda olusan alan kumpas ile Olglilmiis ve kontrol grubuyla
karsilastirilmistir. Ikili kiiltiir testinde bakteri izolatlarinin patojen ile etkilesimde olusan

engelleme alani Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Ikili kiiltiir test sonuglari

izolat Kodu Engelleme alan1 (mm) (ortalama)
SA-7 11.98+0.58
SA-2 10.19+0.44°
SA-5 6.78+0.69°
SA-8 5.11+0.01°
SA-20 4.80+0.41°
SA-13 3.67+0.20°
SA-9 3.1440.43%
SA-19 3.12+0.19%
SA-6 2.93+0.16%
SA-16 2.45+0.24"
SA-11 0.00+0.007
SA-12 0.00-£0.00°
SA-10 0.00+0.007
SA-14 0.00-£0.00°
SA-15 0.00+0.007
SA-1 0.00+0.00°
SA-17 0.00-£0.00°
SA-18 0.00+0.007
SA-4 0.00+0.007
SA-3 0.00-£0.00°
SA-21 0.00+0.00°
SA-22 0.00+0.00°

* Ayni siitun icerisinde ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin
o6nemli olmadigin1 gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Secilen 22 izolat ile yapilan ikili kiiltiir testinde bakteri izolatlar1 patojen bakteri
tizerinde 0.00-11.98 mm arasinda degisen oranlarda engelleme alani olusturmustur
(Cizelge 4.2). C. michiganensis subsp. michiganensis tizerinde en yiiksek etki (11.98
mm) SA-7 kodlu izolatta belirlenmistir (Sekil 4.6). SA-7’yi takiben 10.19 mm alan ile

SA-2 kodlu bakteri izolat1 ve 6.78 mm engelleme alani ile SA-5 izolat1 patojen tizerinde
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yiiksek etki gostermistir (Sekil 4.7). Bu {i¢ izolata ilaveten SA-8 (5.11 mm), S-20 (4.80
mm), SA-13 (3.67 mm), SA-9 (3.14 mm), SA-19 (3.12 mm), SA-6 (2.93 mm) ve SA-16
(2.45 mm) izolatlar1 da patojen iizerinde etki gostermistir. Diger izolatlar ise herhangi

bir engelleme alan1 (0.00 mm) olusturmamis olup patojen iizerinde etkili olmadigi

belirlenmistir (Sekil, 4,8).

KONTROL
Sekil 4.7. SA-2 izolatinin patojen {izerinde olusturdugu engelleme alani
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Sekil 4.8. Ikili kiiltiir testinde engellemenin olusmadig1 petri goriintiisii (SA-15)

Ikili kiiltiir testleri etkili bir biyolojik miicadele elemani bulmanin temel evrelerini
olusturmaktadir. Bu testler ile antagonist izolatlar ile patojen besi yerinde
karsilastirilmis olmaktadir. Boylece testlenen bakteri izolatlarinin patojen iizerinde
antagonistik etkisinin olup olmadig1 belirlenir. Ayn1 zamanda rekabet, mikoparazitizm
ve antibiyosis mekaizmalar1 da bu testler ile ortaya konulmaktadir (Bora ve Ozaktan,
1998). Ydriitiilen ikili testlerde 22 izolattan 10 tanesi patojen iizerinde etkili olmustur.
Patojen tizerinde yiiksek etkiye sahip olan ii¢ izolat (SA-2, SA-5 ve SA-7) secilmis ve
MALDI-TOF-MS teknigi ile tanist yapilmistir. MALDI-TOF-MS teknigi tiim hiicre
analizini esas alir, protein parmak izine dayanarak mikroorganizmalarin tanilanmasini,
tiplendirilmesini ve siniflandirilmasin1 saglar (Uysal ve ark., 2018). Yapilan analiz
sonuglarina gore SA-2 izolat1 Bacillus sp., SA-5 izolat1 Bacillus sp. ve SA-7 izolati

Bacillus megaterium olarak tanilanmustir.

Elde edilen sonuclar daha onceki yapilan calismalar ile kiyaslandiginda benzerlik
gostermektedir. Mohammedi (2018) C. michiganensis subsp. michiganensis’e kiiltiir ve
yabani bitkilerden elde ettigi 48 aday bakteri izolatin1 denemis ve izolatlarin bakterisidal
olarak 0-38 mm, bakteriyostatik olarak ise 0-16 mm zon degeri olusturdugu, patojen
iizerinde etkili olan grubun Bacillus tiirleri oldugu gorilmiistiir. Benzer sekilde

Boudyach ve ark. (2001)’nin yapmis oldugu ¢alismada Fas’in Souss-Masa Vadisindeki
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topraktan ve domatesin rizosfer bolgesinden 178 tane bakteri izolat1 elde edilmis, C.
michiganensis subsp. michiganensis’e kars1 yapilan ikili kiiltiir testinde izolatlarn zon
degerleri 2-30 mm arasinda degismistir. En etkili izolatlarin ise fluoresan Pseudomanas
bakteri tiirline ait oldugu belirtilmistir. Oleyede ve ark. (2021) tarafindan yapilan
calismada da tibbi bitkilerin rizosfer bolgesinden elde edilen 21 bakteri izolatinin C.
michiganensis subsp. michiganensis’e etkisinin incelendigi petri ¢alismasinda
Alcaligenes faecalis 38 mm, Acinetobacter sp. 9.5 mm degerinde engelleme alanlari

olusturmustur.

Yiriitiilen ¢alismada testlenen bakteri izolatlar1 vermikomposttan elde edilmis olup bu
kapsamda yapilan benzer calismalar incelendiginde 6zellikle fungal patojenlere karsi
etkili oldugu ve etkili olan tiirlerin ¢ogunlugunun Bacillus tiiriine ait oldugu
bildirilmistir. Soylu ve ark. (2020)’nin yaptigi ¢alismada vermikomposttan izole edilen
mikrobiyomlarin Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea,
Verticillium dahliae fungal patojenlerine karsi antogonistik etkileri incelenmistir. In
vitro’da yapilan izolasyonlar sonucu 69 tane aday bakteriyel izolat elde edilmistir. Bu
izolatlar arasindan 28 bakteriyel izolat S. Sclerotiorum’un gelisimini %1.72-75.43, M.
phaseolina’nin gelisimini %1.67-65.83, B. cinerea’nin gelisimini %3.44-57.18, V.
dahliae’nin gelisimini ise %2.28-58.74 oraninda engellemistir. Potansiyel bakteri

izolatlarinin ¢ogunlugunun Bacillus spp. oldugu goriilmiistiir.

Calisma konusu olan patojen bakteri C. michiganensis subsp. michiganensis’in disinda
da diger patojenler ilizerinde ikili kiiltiir ¢aligmalar1 yiritilmiistiir (Abo-Elyousr ve
Hassan, 2021; Bitgen ve Mirik, 2021; Bozkurt ve Soylu, 2019; Erdevil ve Aysan, 2024,
Keser ve ark., 2023). Bu calismalarda engelleme oranlari aday biyolojik miicadele
elemanina, patojene, kullanilan yontemlere vb. diger faktorlere gore degisebilmektedir.
In vitro testler 6zellikle in vivo testlere girismek agisindan kolaylik saglamaktadir. Ayni
zamanda yiiriitiillecek diger calismalara da yon vermektedir. Rekabet veya antibiyosis
iliskisi bu testler ile orataya konulabilmektedir. Cok sayidaki izolatin karsilastirilmasi

da bu testler ile miimkiin olabilmektedir.
4.2. Tohum Uygulamalan

In vitro ¢alismalar sonucu se¢ilmis, C. michiganensis subsp. michiganensis ile ikili
kiiltiir testinde yiiksek etkiye sahip SA-2, SA-5, SA-7 kodlu bakteriler ile yapilan tohum
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calismalar1 Nisan-Haziran 2023 ve Haziran-Temmuz 2023 tarihleri arasinda sera
kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Tohumlar ¢imlendikten sonra giinliik takipler yapilarak
kotiledon yapraklardaki hastalik belirtileri ve bitkilerde tek tarafli solgunluk belirtileri
incelenmistir. Tohumlar ekildikten 1 ay sonra ¢ikan fidelerde (ilk olarak pozitif kontrol
fidelerinde) solgunluk gozlemlenmis ve deneme sonlandirilmistir (Sekil 4.9). Calisma
sonucuna gore, sadece hastalik etmeninin uygulandig1 pozitif kontrol bitkilerinde 100
bitkinin 50’sinde solgunluk goriilmiistiir. Sadece saf su uygulamasi yapilan negatif
kontrol bitkilerinde ise herhangi bir hastalik belirtilerine rastlanilmamistir. En fazla etki
orant SA-7 kodlu Bacillis megaterium’da gorilmiistir. B. megaterium uygulanan
bitkilerde 100 bitkiden 15’inde solgunluk gdzlemlenmistir (%70 etki). fkinci en yiiksek
etki SA-5 kodlu Bacillus sp. uygulamasinda goriilmiis ve 82 bitkiden 12’sinde (%64)
solgunluk belirlenmistir. SA-2 kodlu Bacillus sp.’de ise etki goriilmemis olup, 100
bitkiden 40’1nda hastalik gozlemlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Tohum uygulamasinda bakteri izolatlarinin domates bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalig1 iizerine etkisi

Kodlar | Uveulamalar Solgun Fide | Canh Fide | Etki Oram
ye Sayisi (adet) | Sayisi (adet) | (%)
PK Clavibac.ter‘ michiganensis 50 50 i
subsp. michiganensis

NK Saf su uygulamasi 0 100 -

SA-7 Bacillus megaterium 15 85 70

SA-5 Bacillus sp. 18 82 64

SA-2 Bacillus sp. 40 60 20
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Sekil 4.9. Fidelerde gozlemlenen solgunluklar

Solgun fidelerden yapilan izolasyonlar sonucu saflastirilan izolatlarin C. michiganensis
subsp. michiganensis olup olmadigini belirlemek i¢in patateste pektolitik aktivite testi,
potasyum hidroksit ile Gram reaksiyon testi (KOH), tiitinde asir1 duyarliik (HR)
reaksiyon testi ve domates bitkisinde patojenisite testi yapilmigtir. Patateste pektolitik
aktivite testinde SA-7 izolat1 i¢in segilen 10 izolattan 5’inde yumusama olmamis ve
negatif kabul edilmigtir. SA-5 izolat1 i¢in secilen 7 izolattan 4’linde yumusama
olmamistir, SA-2 izolatinda ise segilen 5 izolattan sadece 1’inde yumusama olmamastir.
PK izolatinda ize izolatlarin hepsinde yumusama goriilmiistiir. Yapilan KOH testinde
izolatlarin hepsi pozitif sonug gostermistir. Tiitinde HR testinde ise izolatlarin higbiri
sonug¢ vermemis ve negatif kabul edilmistir. En son yapilan patojenite testinde fidelerin
hepsinde hastalik belirtileri gozlenmistir. Fidelerden yapilan re-izolasyondan sonra re-
izolatlara uygulanan KOH testinde SA-7 izolatinda 10 izolattan 6’s1 pozitif kabul
edilmistir, SA-5 izolatinda 7 izolattan sadece biri pozitif kabul edilmistir, SA-2
izolatinda ise ayn sekilde 1 izolat pozitif kabul edilmistir. PK izolatinda ise 10 izolattan
5’1 pozitif kabul edilmistir.

Mevcut galisma sonuclarina benzer sekilde, Akat ve Ozaktan (2011)’1n yapmis oldugu
calismada S6/2EP, 19a (Bacillus micoides), 2/9, S6/3EP, 11/1, S5/4, 30 (Pseudomanas
putida), 35EN (Pseudomanas fluoerescens), P.f.Bo (Pseudomanas fluoerescens),
Serratia (Serratia ligqufaciens), 51 (Pseudomanas fluoerescens) kodlu 11 bakteri izolati
ile C. michiganensis subsp. michiganensis’e karst tohum ¢alismasi yiirttilmistiir.

Deneme sonucuna gore bakteriler hastaligi %54-86 arasinda degisen oranlarda
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engellemislerdir. Bu bakterilerden 19a, S6/2 EP, S6/3 EP, 30 ve 51 kodlu izolatlar
tohum uygulamasina ilave olarak sasirtma esnasinda koklere uygulandiginda hastalik
¢ikisini %80-97 oraninda baskilamis ve uygulama tohum uygulamasindan daha basarili
olmustur. Bu ¢alismada da vurgulandig gibi 6zellikle fide dikimi esnasinda daldirma ile
bakterilerin uygulanmasi hastaligi baskilamada daha etkili olmaktadir. Cetinkaya-Y1ldiz
ve Aysan (2014) tarafindan yapilan tohum c¢alismasinda da benzer oranlarda etki
gorilmiistiir. Adana’da yapilan denemelerde ¢evre illerden (Antalya, Hatay, Osmaniye,
Mersin, Mugla) temin edilen 39 farkli toprak 6rneginden izole edilen 499 rizobakteri
izolatiyla C. michiganensis subsp. michiganensis’e karst laboratuvarda yapilan
testlemeler sonucu en etkili 8 izolatla saks1 ¢alismasi yliriitiilmiistiir. Sakst denemesi
sonucu segilen 3 izolat ve kombinasyonlariyla tohum c¢aligsmasi yiiriitiilmiistiir. Hastaligi
engelleyen en etkili izolat %46 etki ile Y1.6.7.+N6.6.21 kombine uygulamasi olmustur.
Ikinci en etkili uygulama ise %29 etki orani ile Y1.6.7+Y6.4 kodlu uygulama olmustur.

Yiriitilen bu ¢alismada Bacillus tiirine ait bakteri izolatlar1 kullanilmig olup tiirlere
gore hastaliklar izerindeki etki oranlar1 da degismektedir. En yiiksek etki SA-7 kodlu
Bacillus megaterium izolatinda belirlenmistir. Mohammedi ve Kotan (2024) tarafindan
yapilan in vitro ve in vivo denemelerde de B. megaterium, C. michiganensis subsp.
michiganensis tizerinde en yiiksek etkiyi gostermistir. Petri denemesinde testlenen 1150
bakteriyel antagonistten etkili olan 48 bakteri sivi besi yerlerinde gelistirilerek patojen
bakteriye karsi saks1 denemesi ile denenmistir. Deneme sonuglarina gore en etkili izolat

%93.4 ile Bacillus megaterium TV- 49A olmustur (Mohammedi ve Kotan, 2024).

Abo-Elyousr (2019)’un yapmis oldugu c¢alismada da formiile edilmis Bacillus subtilis,
B. amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens ve P. aeruginosa bakterilerinin
siispansiyonlar1 ile tohum uygulamasi yapilmis ve siispansiyonlar tohum uygulamasini
takiben vyaprak ve kok uygulamasi seklinde domateslere verilmistir. Deneme
sonuglaria gore domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginda en yiiksek etki
%74,4 oranla B. amyloliquefaciens izolatinda, ardindan %66.7 oranla P. aeruginosa
izolatinda goriilmistiir. B. subtilis ve P. fluorescens uygulamalarinda ise sirasiyla
%53.3 ve %40 oraninda etki goriilmiistiir. Yine 4 endofit bakteri ile Cmm’ye kars1 saksi
denemesi seklinde yapilan baska bir calismada hastaligi engellemede en etkili izolat

%40 etki orani ile Bacillus pumilus T2K21-1 izolat1 olmustur (Ucar ve Akkoprii, 2022).
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Biyolojik miicadelede son yillarda Bacillus cinsine ait tiirler ile yapilan caligmalar
dikkat ¢ekmektedir. Endospor olusturabilen Bacillus tiirlerine ait izolatlar (6zellikle B.
megaterium, B. cereus, B. pumilus, B. subtilis, B. thuringiensis) bakteriyel ve fungal
hastalik etmenlerine karsi yiiksek antogonistik etki gostermektedir. Abbo ve ark.
(2012)’nin domates rizosferinden elde ettikleri dort Bacillus tiirii kullanarak Alternaria
alternata’ya karsi yaptiklar1 in vitro ve in vivo ¢alismalarda B. megaterium hastaligi
baskilamada en etkili izolatlardan biri olmustur. B. megaterium’un 4 farkli izolatinin
(TV-60D, TV-87A, TV-91C ve KBA-1) kullanildigi baska bir ¢alismada B.
megaterium’un bitki patojeni funguslara kars1 etkisi arastirilmistir. B. megaterium TV-
91C izolatinin 6zellikle Alternaria alternata, Fusarium solani, Penicillium digitatum ve
P. italicum patojenlerine kars1 funguslarin miselyal gelisiminde énemli derecede etkili
oldugu gozlenmistir (Oral ve Kotan, 2021). Bagka bir ¢alismada bugdayda Septoria
tritici’nin kontroliinde B. megaterium fide ve tarla ¢alismalarinda sirasiyla %62 ve %80
oranlarinda etki goéstermistir. B. megaterium izolatin1 takiben etkili olan izolat B.
pumilus olmustur (Kildea ve ark., 2008). Agarwal ve ark. (2017)’nin yaptig1 ¢alismada
da Bacillus pumilis MSUA3 izolati kara bugdayda goériilen Rhizoctania solani ve
Fusarium oxsyporum’a kars1 sirasiyla %78.9 ve %72.8 inhibisyon gostererek misel
gelisimini giliclii bir sekilde engellemistir. B. pumilis MSUA3 izolatinin hem F
oxysporum hem de R. solani ile kapli tohumlar ile yapilan tarla denemesinde ise. B.
pumilis MSUA3 izolati hastalik yogunlugunu %70 oraninda azaltmistir. Abbo
(2012)’nun yapmis oldugu ¢alismada da, domates rizosferinden izole edilen 36 izolattan
4 Bacillus tiirii (B. subtilis, B. megaterium, B. pumilus, B. cereus) kullanilarak in vitro
ve in vivo kosullarda Alternaria alternata’ya karsi etkisi arastirilmistir. In vitro
caligmada B. subtilis ve B. megaterium A. alternata’nin biiyiimesini 6nemli 6lgiide
baskilamistir. In vivo ¢alismada ise izolatlar fidelere daldirma seklinde uygulanmustir.
Sonuglar incelendiginde, en diisiik hastalik yogunlugu %25.89 oranla B. pumilus’ta

goriilmiistiir. En yliksek hastalik yogunlugu ise %71.45 ile B. cereus’ta goriilmiistiir.

Biyolojik miicadele elemanlarinin antagonistik etkilerinin antimikrobiyal bilesikler
(siderofor, amonyak, proteaz, peptit ve lipopeptit gibi), indol-3 asetik asit, salisilik asit,
biyofilm, biyosiirfektant, organik ucucu yaglar, mikolojik enzimler, endoglukanaz ve
beta-glukanaz gibi enzimlerinden kaynaklandigi oldugu vurgulanmaktadir. Bu

mekanizmalarin yani sira fosfat1 ¢c6zme, azotu fikse etme mekanizmalari ile de patojen
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biyokontroliinii ve konukcuda sistemik dayanikliligi saglamaktadirlar (Soylu, 2020;
Keles, 2021).

4.3. Bakteri Izolatlarinin Domates Bitkisinde Fide Gelisimine EtKkisi

Biyokontrol ¢aligmalarina ilaveten vermikomposttan elde edilen bakteri izolatlarin fide
gelisimine olan etkisi Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’de verilmistir. Degerlendirilen
parametreler incelendiginde; negatif kontrol (NK) fidelerinde govde c¢ap1 0.70 mm
olarak ol¢iilmiistiir. Yapilan ii¢ uygulamada govde caplar1 NK ile ayn1 grupta yer almis
olup izolatlarin gévde ¢apini artirict bir etkisi belirlenmemistir. Diger bir parametre olan
yaprak sayisinda izolatlar ortalama bitki basina 3.16-3.40 adet yaprak olusturmustur.
NK fidelerindeki yaprak sayisina gore (2.92 adet) artis gozlenmis olup en yiiksek etki
(3.40 adet) B. megaterium (SA-7) uygulamasinda goriilmiistiir. Yaprak¢ik sayisinda ise
SA-2 uygulamasinda (9.26 adet) NK’e (8.84 adet) gore fazla etki goriilmiistiir. Diger
uygulamalar NK ile aym istatistiki grupta yer almistir. Koksiiz bitki boyu
parametresinde tiim uygulamalar ayni istatistiki grupta yer almis olup NK’dan farkli bir
etki gostermemistir. Kok yapist incelendiginde kok boyunda SA-2 (11.09 cm) ve SA-5
(10.48 cm) uygulamalar1 NK (10.98 cm) ile aynm1 grupta yer almis olup, SA-7 (9.96
cm)’nin NK’e gore daha diisiik etki gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.10, 4.11, 4.12).
Bitki yas agirliginda negatif kontrolde (1.09 g) daha fazla agirlik olciiliirken diger
bakteri uygulamalarinda daha diisiik (0.93-0.97 g) agirlik 6lciilmiistiir. Ayni sekilde kok
yas agirhginda da izolatlar uygulamalarinda kok yas agirliga etki NK’e gore farkl
gruplarda yer almistir. NK (0.10 g)’e gore disik agirlik (0.04-0.07 g) olciilmiistiir.

Bitki ve kok kuru agirliginda uygulamalar ile NK arasinda bir fark goriilmemistir.

Cizelge 4.4. Bakteri izolatlarinin domateste fide gelisimine etkisi

Govde cap1 | Yaprak Yaprakeik Koksiiz  bitki | Kok  boyu
Uygulamalar (cm) sayisi (adet) | sayisi (adet) | boyu (cm) (cm)
NK* 0.70+0.08° 2.92+0.16° 8.84+0.52° | 14.16+0.34° 10.98+0.29°
SA-2 0.72+0.01° 3.160.11° 9.26+0.54° 14.13+0.13° 11.09+0.28°
SA-5 0.71+0.01° 3.36+0.04° 9.04+0.82%° | 13.77+0.25° 10.48+0.53"
SA-7 0.71+0.00° | 3.40+0.00° | 8.04+0.11° | 13.9440.79° 9.96+0.08"

*NK: Negatif kontrol, SA-2: Bacillus spp., SA-5:Bacillus spp., SA-7:Bacillus megaterium

*Ayni siitun igerisinde ortalama degerlerin ayn1 harfler uygulamalar arasindaki farkin 6nemli

olmadigin gostermektedir (Duncan ¢oklu kargilagtirma testi, p<0.05)
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Cizelge 4.4. (Devam) Bakteri izolatlarinin domateste fide gelisimine etkisi

Uygulamalar i@ | | g | KOk e @
NK* 1.09+0.12° 0.12+0.03° 0.10+0.01° 0.016%0.00°
SA-2 0.97+0.01%° 0.14+0.00° 0.0740.00° 0.016%.,00°
SA-5 0.94+0.02° 0.14+0.00° 0.05b+0.00° 0.013+0.00°
SA-7 093+0.03° 0.15+0.00° 0.04£0.00° 0.029+0.01°

*NK: Negatif kontrol, SA-2: Bacillus spp., SA-5:Bacillus spp., SA-7:Bacillus megaterium

* Ayni siitun igerisinde ortalama degerlerin yanindaki ayni harfler uygulamalar arasindaki farkin

onemli olmadigini gostermektedir (Duncan ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05).

Sekil 4.10. SA-7 kodlu Bacillus megaterium ile NK uygulamasi yapilan fide arasindaki
karsilastirma
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Sekil 4.12. SA-5 uygulamésmda e NK’de fide gelisimi

Yiiriitiilen bu c¢alismada uygulanan bakteri izolatlarinin fide gelisiminde artig
saglamadig@i gorilmistir. Ancak buna benzer calismalar incelendiginde PGPR,

antagonistik bakteri, faydali bakteri, biyolojik miicadele uygulamalarinin bitki gelisimi
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tizerinde olumlu etkiler gosterdigi bildirilmistir (Anith ve ark., 2004; Cakmakge1 ve ark.,
2006; Esitken ve ark., 2006). Igdir’da yapilan bir ¢alismada topraktan elde edilen 25
PGPR izolatinin domatesin bitki gelisim parametreleri lizerine etkisi degerlendirilmistir.
Deneme sonuglarina gére govde uzunlugunu ve govde kalinligint en ¢ok artiran izolat
Bacillus megaterium olmustur (Uysal-Sahin ve Donmez, 2020).

Biyokontrol ve bitki gelisimi agisindan yapilan ikili kiiltiir testlerinde, sera ve saha
caligmalarinda, tohum wuygulamalarinda kullanilan bakterilerin veya genel olarak
biyolojik miicadele elemanlarinin etkisi farkli olmaktadir veya etki goriilmeyebilir. In
vitro testlerde olumlu sonu¢ veren veya yiiksek etki gosteren bakteri tiirleri bitki
hastaliklarinin engellenmesinde ve bitki gelisimini tesvik etmede etkili olmayabilir
(Weller, 1998; Bernett ve ark., 1999). Yiiriitiilen bu ¢alismada da ikili kiiltiir testinde ve
tohum uygulamalarinda etkili olan tiirler bitki gelisiminde etki gostermemistir. Bu
durumun nedenleri; uygulanan bakteri tiirlerinin yogunluklarinin yeterli olmayisi veya
yeterince kolonize olamayisi, tekli uygulama yerine kombine uygulamanin yapilmasi

gerektigi sdylenebilir.
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SONUC
Domateste yikici kayiplar olusturan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile
kimyasal miicadelenin etkili olmamasindan dolay1r bilimsel arastirmalarda hastalik
etmeni ile biyolojik miicadele ¢alismalar1 dikkat c¢ekmektedir. Bu calismada bitki
hastaliklarinin kontroliinde ve bitki gelisiminde olumlu sonuglart olan vermikompost
materyalinden elde edilen bakterilerin C. michiganensis subsp. michiganensis tizerinde
olusturdugu etkiler ikili kiiltiir testleri ve tohum uygulamalar1 seklinde arastirilmistir.

Calisma sonuglar1 agagida verilmistir.

Vermikompostlardan elde edilen bakteri izolatlar1 ile yapilan ikili kiiltiir testlerinde
izolatlar patojen iizerinde 2.45-11.98 mm arasinda degisen oranlarda etki gostermistir.

Patojen tizerinde en basarili izolat SA-7 kod ile Bacillus megaterium olmustur.

Tohum calismasinda ikili kiiltiir testi sonucu yiiksek etki gdsteren ii¢ bakteri izolati
kullanilmistir. Serada yiiriitiilen tohum ¢alismasinda hastaligi baskilamada en yiiksek
etki %70 ile Bacillus megaterium’da goriilmiistiir. Diger basarili izolat ise %64 etki ile
Bacillus sp. SA-5’de gorilmistiir. Calismada ayni zamanda bakteri izolatlarmin
uygulandigi, patojenin uygulanmadigi tohumlarda izolatlarin fide gelisimi tizerine etkisi
de incelenmistir. Kullanilan izolatlar ve yonteme gore bakterilerin fide gelisimi tizerinde

olumlu bir etkisi olmamustir.

Sonu¢ olarak bu bakteriler ile tohum uygulamalarina ilaveten sera ve tarla
denemelerinin yiiriitiilmesi gerekmektedir. Ozellikle etki mekanizmalarmin belirlenmesi
ve domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi gibi miicadelesi zor olan diger

patojenlerin miicadelelerinde kullanilmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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EK1

EKLER

Yapilan analizler

Analiz sonuclar

Organik madde %

64.19

Toplam azot % 2.60
Nem % 76.55
pH 7.70
EC mscm™ 4.75
Toplam fosfor % 1.59
Toplam potasyum % 1.43
Toplam kalsiyum ppm 17162
Toplam magnezyum ppm 7060
Toplam demir ppm 5274
Toplam bakir ppm 76.16
Toplam ¢inko ppm 149.02
Toplam mangan ppm 289.02
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EK 2

Cahismada Kullanilan Besi Yerleri:

- King B

Proteose Peptone 10¢g
Gliserin 5ml

K PO, 0,759
MgSO 47H ;0 0,759
Agar 7549
Saf su 500 ml
-Nutrient Agar (NA)

Nutrient Agar 20 gr
Saf su 1000 ml
-Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth 0,72 gr
Saf su 90 ml
-JENSEN’ S

Sucrose 10 gr
K,PO 4 0,59r
MGSO 0,25 gr
NaCl 0,25 gr
FeSO, 0,0025 gr
Agar 10gr
Saf su 500 ml
-NBRIP

Glikoz Sor
Caz(POs) 2 2,50r
(NH,4)SO, 0,05 gr
MgSO,47H,0 0,125 gr
KCL 0,1gr
MgCI,6H,0 2,50r
Agar 750r
Saf su 500 mi
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