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OZET Aragtirma Makalesi
Ulkemizde ortii alty patlican (Solanum melongena L.) tretiminde . .

kursuni kiif hastalign (Botrytis cinerea Pers) onemli verim Makale T'ar.lh(;e.m
kayiplarina neden olmaktadir. Bu ¢alismada, kursuni kif hastaligina Gelis Tarll'u‘ 06.12.2018
karst bazi bitki gelisme duzenleyici rhizobakterilerin etkinlikleri Kabul Tarihi = ©04.03.2019
arastirlmistir. Bacillus spp. (B379¢, B10a ve 76A-1) ve Pseudomonas Anahtar Kelimeler
spp. (P07-1, P07-4 ve 85A-2) izolatlar1 in wvitro kosullarda B. Kursuni kiif
cinereanin  (Bc-TRO7) miseliyal gelisimini %21-33 oraninda PGPR

engellemistir. PGPR izolatlar1 arasinda P. aeruginosa (P07-1), saks1 Uyarilmis dayanmkhlik
denemelerinde sadece patojen inokulumu i¢eren pozitif kontrole gore Patlican

%58.1 etki orani ile en bagarili izolat olarak belirlenmistir. Bu izolat

baz1 bitki gelisim parametrelerini de benzer sekilde énemli oranda

arttirmistir. PO7-1 izolati, patojen inokulasyonundan 72 saat sonra

patlican bitkilerinde toplam prolin igerigini pozitif kontrole gére

%27.0 oraminda artirirken, ayni sirede savunma enzimlerinden

katalaz (CAT) ve peroksidaz1 (POX) sirasiyla %22.8 ve %27.7 oraninda

artirmigtir. Bu izolati CAT ve POX enzim aktiviteleri agisindan

sirasiyla P. putida (P11-4) ve B. amyloliquefaciens (76A-1) takip

etmigtir. Test edilen PGPR izolatlarinin baglica hastalik baskilama

mekanizmalarinin, bitki biiyime duzenleyici ve dayanikliligi uyarici

ozellikleri oldugu belirlenmigtir

Effects of Plant Growth Promoting Rhizobacteria Treatments of Eggplant Seeds Against Grey Mold
(Botrytis cinerea Pers.: Fr.) Disease

ABSTRACT Research Article
Grey mold disease of eggplant (Botrytis cinerea Pers.) causes serious

yield losses on eggplant (Solanum melongena L.) production in Article History

greenhouses in Turkey. In this study, effects of some plant growth Received ) 06.12.2018
regulating rhizobacteria against grey mold disease were investigated. Accepted - 04.03.2019
Bacillus spp. (B379¢, B10a and 76A-1) and Pseudomonas spp. (P07-1,

P07-4 and 85A-2) isolates inhibited mycelial development of B. cinerea Keywords

(Bc-TRO7) under in vitro conditions at varying rates (21-33%). Among Grey mold

the PGPR isolates, P. aeruginosa (P07-1) was found as the most PGPR .

successful isolate in pot experiments with an efficiency rate of 58.1%, IEngdgl;(iZi;eSIStance

compared to positive control containing only pathogen inoculum.
Similarly, this isolate significantly increased some plant growth
parameters. The P07-1 isolate resulted a 27.0% increase in total
proline content of eggplants 72 h after pathogen inoculation, and in
the same period, defense enzymes catalase (CAT) and peroxidase
(POX) were also increased 22.8% and 27.7% respectively, compared to
positive control. This isolate was followed by P. putida (P11-4) and
then B. amyloliquefaciens (76A-1) by means of CAT and POX enzymes
activity. The major disease suppression mechanisms of the tested
PGPR isolates were identified as their plant growth regulation and
resistance induction abilities.
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Kiif (Botrytis cinerea Pers.: Fr) Hastaligma Etkilerii KSU Tarim ve Doga Derg 22(3): 421-429. DOIL:
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GIRIS

Turkiye; iklimi, tirtin ¢esitliligi, verimli toprak yapisi,
cografi konumu gibi sahip oldugu ekolojik 6zellikleri
1le sebze Uretiminde dinyada O6nemli tretici ulkeler
arasinda yer almaktadir. Solanaceae familyas i¢inde
yer alan pathican (Solanum melongena L.) {ilkemizde
basta Akdeniz Boélgesi olmak tizere Ege, Marmara,
Karadeniz ve Giineydogu Anadolu Bélgelerinde gerek
acikta ve gerekse de Ortu altinda ekonomik anlamda
yetigtiriciligi yapilan bitki durumundadir. Turkiye,
232 bin dekar alanda 854.686 tonluk liretimle diinyada
Cin, Hindistan ve Misir’dan sonra doérdiinci sirada yer
almaktadir (FAO, 2016). Ulkemizde értii alt: patlican
tretiminde solgunluk ve kok c¢urikligi fungal
hastaliklarinin yani sira kursuni kaf, beyaz ¢uriuklik
ve killleme hastaliklari da ekonomik olarak verim
kayiplarina neden olabilmektedir (Altinok, 2012).
Ulkemizde ortii alti sebze tariminda, kursuni kif
hastaliginin verim kayiplarina neden oldugu baz
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Yiicel, 1994,
Kaygisiz 2000, Ozan ve Askin, 2006; Altinok, 2012).

Botrytis cinsi funguslar, Ascomycota subesine bagh
Helotiales takimi, Sclerotiniaceae familyasinda yer
almaktadir (Kirk ve ark., 2008). Botrytis cinerea Pers.:
Fr. [telemorph: Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetz.] parazitik ve saprofitik olarak, farkl iklim ve
toprak kosgullarina adaptasyon yetenegi yuksek,
konukeu dizisi genis 6nemli bir fungustur (Domsch ve
ark., 1993, Jarvis, 1977). Etmenin konidileri, sera
igerisinde ani sicaklik ytlikseligleri sonucu artan nemle
birlikte ortama hizla yayilmaktadir (Epton ve
Richmond, 1980). Duyarh cesitlerde konidiler,
optimum 15-25°C sicaklik ve %90-95 nisbi nemde
birka¢ saat i¢inde c¢imlenerek, gri-kahverengi
konidiofor ve konidileri igceren, genis ve sinirlari
diizensiz lezyonlara neden olmaktadir (Yunis ve ark.,
1994). Botrytis cinsi funguslar diisiik sicakliklarda
depolanan sebzelerde de sorun olusturabilmektedir.
Fungus infekte ettigi bitkiye gore yaygin olarak cicek
yanikligl, meyve curikliugi, govde ve dal ¢urukligi,
yaprak lekeleri, kok ¢uriukligi ve yumusak curuklik
gibi simptomlar sergilemektedir (Elad ve ark., 2004).
Etmen toprakta bitki artiklarinda sklerot formunda
kigs1 gecirmektedir. Etmenin olusturdugu sklerotlar
toprakta 7-8 yil dormant formda canli kalabilmekte,
apotheciumdan askospor  veya miselyumdan
konidiospor ureterek primer infeksiyonu
gerceklestirmektedir (Hugerford ve Pitts, 1953).
Kursuni kuf hastaliginin  kontroliinde kiultiirel
onlemler, dayamikli ¢esit kullanimi, toprak
dezenfeksiyonu, kimyasal miicadele oOnerilmekte
ancak, ¢ogu durumda enfeksiyonlar
engellenememektedir. Kursuni kiaf  hastalik
yonetiminde, cicek enfeksiyonlarinin o6nlenebilmesi
esastir. Solanaceae familyasinda domates bitkisinde
bu hastaligin kontroliinde, ¢ok sayida sistemik ve
kontak etkili fungisit onerilmekte, ancak patojenin
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fungisitlere karsi hizli direng gelistirmesi micadeleyi
zorlastirmaktadir (Delen ve ark., 2010). Bu baglamda,
kimyasal micadeleye alternatif ¢cevre dostu yontemler
6nem kazanmaktadir. Gilntimiizde ticari olarak
ruhsatli biyopreparatlar, entegre hastalik yénetiminin
bir parcas1 olarak bitki patojenlerinin kontroliinde
basar: ile kullamlmaktadir (Bora ve Ozaktan, 1998).
Biyokontrol ajani bazi bakteri ve funguslarin B.
cinereaya antagonistik etki gosterdigi bildirilmigtir
(Dik ve Elad, 1999). Baz iiriin gruplarinda Botrytis
cinsi funguslar i¢in pratikte Onerilen preparatlar
sinirli sayidadar.

Bitki hastaliklarinin miicadelesinde
yarisma, hiperparazitizm, hipovirilens, uyarilmig
dayamiklihbk ve c¢apraz koruma  biyokontrol
mekanizmalarindan yararlanilmaktadir (Ozaktan ve
ark., 2010). Bitkiler, bitki-patojen interaksiyonu
evrimi sonucunda gelismis olan dogal bagisiklik
yoluyla patojen saldirisindan korunmaktadir (Jones ve
Dangl, 2006). Uyarilmis savunma yanitlari patojen
enfeksiyonu, mikrobiyal simbiyoz veya yaralanma gibi
baz1 elisitorlerle aktive edilebilmektedir. Farkli
patojenlere karsi bitkide dayaniklilik regiilasyonunda,
salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve etilen (ET)
sinyal bilesenleri énemli rol oynamaktadir (van Loon
ve ark., 1998). SA, patojen-tesvikli sistemik
kazanilmig dayaniklibkta (SAR; Systemic Acquired
Resistance), JA ve ET rizobakterilerin tesvik ettigi
sistemik dayamklilikta (ISR; Induced Systemic
Resistance) anahtar bir regiilatér olarak gérev
yapmaktadir. Abiyotik ve biyotik elisitorlerle tegvik
edilmis dayanikliligin her iki cesidi de cok sayida
patojene karsi etkilidirler (Wei ve ark., 1996).
Bitkilerin kok bolgesinde yasayan bakterilerin toprak
ve bitkinin  saghgim  destekleyici  ozellikleri
bilinmektedir (Glick, 1995; Hallman ve ark., 1997).
Son yillarda toprak kokenli hastalik etmenlerini
baskilamada, biyotik faktérlerden PGPR’larin (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) ISR biyokontrol

antibiyosis,

mekanizmasindaki rolleri {lzerine arastirmalar
giderek artmaktadir. PGPR’larin urettigi
metabolitlerle ve rekabetle rizosferdeki patojen

popiilasyonlarini azalttigi, ancak hastaliklara kars:
genis spektrumlu korumadaki asil rolinin bitkilerde
dayanikliligr tesvik etmek oldugu rapor edilmistir
(Anderson ve Guerra, 1985).

Bu hastaligin kontrolinde degisik tiriin gruplarinda
yesil aksam ilaglamasinin yani sira, tohum ilaglamasi
da onerilmektedir. Hastaligin kimyasal kontrolii ¢cogu
durumda enfeksiyonlar1 6nlemede yetersiz kalmakla
birlikte, toksisite ve fungisit direnci sorunlarini da
beraberinde getirmektedir (Delen ve ark., 2004; Saito
ve ark., 2016). Bitkilerin kok bélgesinde yasayan
bakterilerin toprak ve bitkinin sagligini destekleyici
ozellikleri bilinmektedir (Glick, 1995; Hallman ve ark.,
1997). Bugday tohumlarina PGPR inokulasyonlarinin
Pythium ve Gaeumannomyces graminis hastalik
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simptomlarini azalttigi belirtilmistir (Milus ve
Rothrock, 1997; Weller ve Cook, 1983). Baz1 PGPR
streynlerinin tohumun ¢imlenme oranini artirdigi,
Botrytis cinerea ve Aspergillus nigerin enfeksiyonunu
da biyiikk oranda azalttig1 kaydedilmistir (Tabli ve
ark., 2018). Ancak, kursuni kiif hastaliginin PGPR’lar
ile  kontroliinde, pratikte kullanim avantaj
sunabilecek olan tohum uygulamalarina yonelik
arastirmalarin sinirli sayida oldugu goriillmektedir. Bu
calismada, ulkemiz 6rti alt1 patlican tariminda énemli
verim kayiplarina neden olan kursuni kif hastalik
etmeni B. cinereaya kars1 Pseudomonas ve Bacillus
turla bazi rizobakterilerin direkt antagonistik etkileri
ve tohum uygulamalarinin biyolojik kontrol ajani
olarak potansiyelleri arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOT

Pathicanda kursuni kif hastalign etmeni Botrytis
cinerea Pers.: Fr. (Bc-TRO7) ve rizobakteriler “ Bacillus
subtilis subsp. subtilis (B379c), B. cereus (B10a), B.
amyloliquetaciens (76A-1), Pseudomonas aeruginosa
(P07-1, PO74 ve 85A-2), Pseudomonas putida (P11-4)”
Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Bolumu Mikoloji Laboratuvar: kultir
koleksiyonundan temin edilmigtir. Bitki gelisme
diizenleyici  rizobakteriler = (PGPR), ERU-BAP

FBA1065 kodlu proje kapsaminda karakterize edilen
bakteriyel izolatlar arasindan secilmistir (Yildiz ve
ark., 2012; Altinok ve ark., 2013). Saks1 denemelerinde
kursuni kif hastaligina duyarh pathcan (Solanum
melongena L. cv. Kemer) cesidinin tohumlar:
kullanilmigtar.

Rizobakteri Izolatlarmin Antagonistik Etkilerinin
Testlenmesi

PGPRlarin in vitro kosullarda antagonistik
aktivitelerinin belirlenmesi calismalarinda, kultiur
koleksiyonunda bulunan 17 adet rizobakteri
degerlendirmeye alinmistir. Patojen izolat (Be-TRO07),
patates dekstroz agar (PDA Merck, Germany) ve
PGPRlar ise, nutrient agar (NA, Merck) besi
ortamlarinda gelistirilmiglerdir. Petri kaplarimin (9
cm) kenarlarindan ve merkezden esit uzakhktaki 4
noktadan PGPR izolatlarinin 50 pl 108 hiicre ml?
yogunlukta  silispansiyonlari  inokule  edilerek
25°C+1’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkibasyondan
sonra Botrytis cinereanin (Bc-TR07) bir haftalik taze
kiltirinden alinan 4 mm’lik agar diski Petri kabinin
merkezine inokule edilerek, 25°C+1’de karanhk
kosullarda 7 gin inkiibe edilmistir. Tesadif parselleri
deneme desenine gore 10 tekerriirli kurulan
denemede (Her Petri kab1 bir tekerriir) patojenin
koloni ¢ap1 dlgiilerek mm cinsinden kaydedilmis ve
ylizde inhibisyon Esgitlik 1’de verilen (%) Abbott
formiiliine gére hesaplanmistir (Yildiz ve ark., 2012).

[% Inhibisyon=(R-p/R* 100]) 6))

r: bakteri kolonisinin karsisindaki fungal koloninin
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¢apy; R: Fungal koloninin maksimum ¢api.

Aragtirmada, kultir  koleksiyonundaki  PGPR
izolatlarinin se¢iminde antibiyosis etki mekanizmasi
ile birlikte, bu 1izolatlarin proje kapsaminda
belirlenmis  karakterizasyon oOzellikleri  dikkate
alinmistir. Bu baglamda arastirmada nitrojen
baglayan, fosfat ¢ozebilen, proteaz aktivite goésteren,
siderofor ve HCN iireten iki PGPR (Pseudomonas
aeruginosa; P07-1 ve P07-4), nitrojen baglayan ve
proteaz aktivite gosteren bir izolat ve Pseudomonas
aeruginosa; 85A-2), sadece nitrojen baglayan Bacillus
subtilis subsp. subtilis; B379c, B. cereus; B10a, B.
amyloliquefaciens; T6A-1, P putida; P11-4
rizobakterileri kullamilmistir (Yildiz ve ark., 2012).
Ayrica calisma kapsaminda, saksi denemelerinde bitki
gelisimi ve hastalik siddeti degerlendirmelerinde
basarili ¢ 1izolat kombinasyonu Pseudomonas-
Bacillus (P07-1, P11-4 ve 76A-1) uygulamalarina da

yer verilmigtir. Kombinasyon uygulamasi 1:1:1
oraninda hazirlanmigtir.
PGPR Uygulamalarinin Pathcanda Kursuni Kiif

Hastaliginin Gelisimine Etkileri

Yiizey dezenfeksiyonu yapilan patlhican tohumlar:
(NaOCl %2) steril distile suda iki kez 1’er dakika
durulanmis daha sonra bir saat stireyle oda
sicakhiginda  steril  kosullarda  kurutulmustur.
Kurutulan tohumlar 5011 gruplara ayrilmis ve
tohumlara NA besiyerinde geligsen bakterilerin 108
hiicre ml! yogunlukta siispansiyonlar1 puskurtme
yontemi ile uygulanmistir. PGPR inokule edilen
tohumlar bir saat oda sicakliginda steril kogullarda
kurutulmus ve steril kum-toprak-torf (1:2:1) iceren
plastik kiivetlere (28x38 cm) ekilmistir. Fideler
kotiledon yaprakli dénemde steril kum-toprak-torf
(1:2:1) iceren 13 cm ¢apl plastik saksilara (her saksida
iki fide) sasirtilmistir. Fideler 56 gercek yapraklh
déneme geldiklerinde yesil aksama patojen (108 konidi
ml1) spreyleme yontemi ile inokiile edilmis ve saksilar
posetle kapatilmigtir. Pozitif kontrol bitkilere de ayni
islem yapilmig ancak, spor siispansiyonu yerine steril
distile suya daldirilmistir. Negatif kontrol fidelere
herhangi bir inokulasyon yapilmamistir. Deneme
tesadif parselleri deneme desenine gore 3 tekerrtirli
olarak kurulmus ve 16 saat aydinhk (11000 liiks), 8
saat karanhk fotoperyota ayarli, %80 nisbi nem,
glindiz 27+2°C ve gece 244+2°C sicaklik iceren Erciyes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi iklim kontrollii
kabinlerinde yuritulmustir. Fideler inokulasyondan
sonra ilk simptomlarin gézlendigi giinden itibaren
bitkilerde olim goriinumlerinin bagladig1 stireye
kadar (28 giin) periyodik olarak 7. 11, 14, 21 ve 28.
giinlerde (0-4) skalasina gore degerlendirilmistir.
Kursuni kif hastalig: i¢in, domateste kullanilan skala
modifiye edilmigtir. “O=hastalik yok; 1=%25 yaniklik
velveya yaprak dokumi, 2=%50 yanmiklik ve/veya
yaprak dokumiu, 3=%75 yamklhk ve/veya yaprak
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dokimi, 4=%100 yaniklik ve/veya yaprak dékimi”
(Ziogas ve ark., 2005; Altinok, 2012). Denemenin
sonlandirildig1 28. giine ait skala degerleri tizerinden
Townsend—Heuberger formiiliine gore hastalik siddeti
(%) hesaplanmis ve Abbott formiiliine gore de
uygulamalarin yizde etkileri saptanmistir (Karman,
1971). Verilere tek yonlii varyans analizi (one way
ANOVA) yapilmis ve Tukey’s HSD testi (P<0.01) ile
uygulamalar arasindaki fark karsilastirilmistir (JMP
v9.0 software, SAS Institute Inc., Carry, NC, USA).
Ayrica, bakterilerin tek tek ve kombine
uygulamalarina ait hastalik gelisim egrisi altinda
kalan alan (AUDPC; The area under disease progress
curve) Esitlik 2’de verilen formiile gore hesaplanmistir
(Campbell ve Madden, 1990; Altinok ve Can, 2010).

AUDPC = Z[(xi + xi+1) / 2] (tis1 — 1),

X, 1 ginindeki degerlendirmede kaydedilen hastalik
siddeti; (tis1 — t), ardisik iki 6l¢iim arasindaki zaman

(2.

Savunmada Rol Alan Enzimlerin Biyokimyasal

Analizleri

Rizobakterilerin bitkilerde dayaniklilik mekanizmasi
tuzerindeki etkilerini saptamak amaciyla bitki
savunmasinda rol alan enzimler arastirilmigtir.
Biyokimyasal analizler i¢in, saks1 denemelerinde
patojen inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21
giin sonra bitkilerden yaprak érnekleri (1 g) alinarak
distile suda yikanmis, sivi azotta dondurulmus ve
analiz yapilana kadar -80°C’de stoklanmigtir. Prolin
ekstraksiyonu ve belirlenmesi; Bates ve ark. (1973)'nin
yontemine gore yapilmigtir. Renk maddesi olarak asit-
ninhidrin karistmi kullamilmistir. Ninhidrin (1.25 g),
glasiyal asetik asit (30 ml) ve 6 M fosforik asit (20 ml)
icerisinde ¢éziilmiistiir. Yaprak ornekleri (1 g) 10 ml
%3luk sulfosalisilik asit icinde homojenize edilmistir.
Homojenat Whatman No: 2 filtre kagidindan
gecirildikten sonra 2 mllik karisim 100°C’de 1 saat

kaynatilmig ve reaksiyon buz icerisinde
sonlandirilmigtir.  Absorbans 515 nm  toluen
kontroliine kars1 okunmus ve standart olarak 6nceden
hazirlanmis olan L-Prolin soliisyonu kullanilmigtir.
Katalaz (CAT) enziminin 6lciimiinde; Milosevic ve
Slusarenko (1996)’nun yénteminden yararlanilmistir.
Bu amaca yonelik olarak 50 ul of protein ekstrakti,
2.95 ml (10 mM H:202, 50 mM potasyum fosfat buffer
(pH 7.0) ve 4 mM Na:EDTA) reaksiyon karisimina
illave edilerek, 240 nm’de 25°C’de 30 sn sure ile
Olcilmustir. Reaksiyon ilk kinetigini gosterdigi
durum AA240 mg! protein min! olarak
kaydedilmistir. Peroksidaz (POX) 6l¢iimii; Cvikorova
ve ark. (1994)min yéntemine gére yapilmistir. Bu
amaca yonelik olarak 1 g yaprak 6rnegi homojenize
edilmig, 100 ul yaprak ekstrakti 3 ml reaksiyon
karisimina (13 mM gayacol, 5 mM H202ve 50 mM Na-
fosfat; pH 6.5) eklenmistir. Peroksidaz aktivitesi 470
nm de 25°Cde 1 dakikalik stirede Olgiilmustir.
Reaksiyon kinetigi, AA240 mg! protein min! olarak
ifade edilmistir (Altinok ve ark., 2013; Altinok ve
Dikilitas, 2014).

BULGULAR ve TARTISMA
Rizobakteri Izolatlarinin Antagonistik Etkileri

Rizobakteri ve patojen (Bc-TR07) arasindaki
antagonistik  iligkinin  belirlenmesi  ¢alismalari
kapsaminda, kultir koleksiyonundan 17 adet PGPR
izolat1 degerlendirilmeye alinmigtir. Istatistiksel
analizlerde uygulamalar arasindaki fark o6nemli
bulunmustur (F=82.0436; P<0.01). Rizobakteri

1izolatlarmin, Be-TRO7in miseliyal gelisimini inhibe
etmedigi yada c¢ok simirli dizeyde inhibe ettigi
saptanmistir. Testlenen rizobakteriler arasinda
B379¢c, B10a, 76A-1, P07-1, P07-4, 85A-2 ve P11-4
izolatlarinin Be-TRO7 patojen izolatin koloni gelisimini
%21-33 arasinda degisen oranlarda inhibe ettikleri
saptanmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Rizobakteri izolatlarinin Botrytis cinereanin (Be-TR07) miseliyal gelisimine etkisi

Izolat Kodu Koloni Capi (mm) Yiizde Etki

Rizobakteriler

Bacillus subtilis subsp. subtilis B379¢
Bacillus cereus B10a
Bacillus amyloliquefaciens T6A-1
Pseudomonas aeruginosa Po7-1
Pseudomonas aeruginosa P07-4
Pseudomonas aeruginosa 85A-2
Pseudomonas putida P11-4
Kontrol

71.0b" 21.1
60.04 33.3
65.0¢ 27.8
62.0¢d 31.1
73.0p 18.9
63.0¢d 30.0
65.0¢ 27.8
90.02

*Farkl harfle gosterilen siitunlar icindeki rakamlar arasindaki fark, Tukey’s HSD testine gore nemlidir (P<0.01)

PGPR Uygulamalarinin Bitki ve Hastalik Gelisimine
Etkileri

Patojen inokulasyonundan 12 giin sonra fidelerde ilk
simptomlar gézlenmistir. Hastalik siddeti degerleri ve
AUDPC degerleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir (r=0.81). PGPR izolatlar1 arasinda P.
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aeruginosa (P07-1) %36.1 hastalik siddeti (pozitif
kontrole gére %58.1 etki) ile en basarili izolat olarak
belirlenmistir (%AUDPC 52.3). Bu izolati, P. putida
(P11-4) ve B. amyloliquefaciens (76A-1) izolatlar
sirasiyla %37.6-38.9 hastalik siddeti %AUDPC 49.1-
55.4 oranlariyla izlemistir. P. aeruginosa (85A-2), B.
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cereus (B10a), B. subtilis subsp. subtilis (B379¢c) ve P.
aeruginosa (P07-4) ise, (+) kontrole gére kursun kiif
hastaliginin gelisimi lzerine sirasiyla %53.2, %48.4,
%46.8 ve %43.6 etki gostermigtir.

Uc izolat kombinasyonu Pseudomonas-Bacillus (P07-1,
P11-4 ve 76A-1) uygulamalar1 ise, %38.8 hastalik
siddeti (pozitif kontrole gére %55.0 etki) ve %AUDPC

55.6 degerleri ile hastaligi engellemede bagaril
bulunmustur.
Calisma kapsaminda, bu rizobakterilerin bitki

geligimini diizenleyici olarak rolleri de arastirilmigtir.
P. aeruginosa (P07-1) hastalig1 engelleme yetenegine
paralel olarak bitki gelisimini de tesvik edebilen en
basarili izolat olarak belirlenmigstir. Negatif kontrolde
bitki boyu 24.4 mm ve kdék-yesil aksam kuru agirligi
2.2 g iken, bu oran P07-1 inokulasyonu sonucunda
sirasiyla 32.8 mm ve 2.3 g saptanmistir. Bu izolat1
sirasiyla ve bitki boyu ve kuru agirlik degerleriile P11-
4 (29.4 mm-1.8 g), 76A-1 (28.6 mm-1.5 g) ve B379c
(26.3 mm-1.5 g) rizobakterileri izlemistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. PGPR ve bitki aktivatorlerinin patlicanda bitki gelisim parametreleri ve kursuni kif hastaligina etkileri

Uygulamalar  Bitki Boyu Kuru Agirhk  Hastalhk Siddeti Etki AUDPC

(mm) ()] (%)! (%) (%)2
P0O7-1 32.8 £ 4.1" a* 2.3 + 1.3 a 36.1 £ 2.3 f 58.1 52.3
P07-4 243 £ 3.1 d 09 £08d 486 +42 b 43.6 44.8
B379c¢ 26.3 + 28 bed 15 + 1.0 ¢ 458 + 2.33 ¢ 46.8 40.9
B10a 25.6 £ 3.2 cd 1.1 £ 02 d 444 + 2.6 ¢ 48.4 50.6
T6A-1 28.6 £ 3.6 bc 1.5 £+ 0.8 bc 389 £ 20 de 549 554
P11-4 294 + 44 b 1.8 £02b 375 £ 2.2 ef 56.5 49.1
85A-2 27.6 £ 4.0 bc 1.6 + 0.6 bc 403 £ 2.6 d 53.2 45.6
Kombine 245 + 2.5 d 22 + 13 a 388 =24 def 550 55.6
Kontrol (+)  15.6 + 2.7 e 1.2 +£07d 861=+16 a 100.0
Kontrol (-) 244 + 3.2 d 2.22 + 0.3 a

“Standart sapma

“Farkl harfle gosterilen stitunlar i¢indeki rakamlar Tukey’s HSD testine gore P<0.01 diizeyinde énemlidir

1Yiizde hastalik siddeti (28. giin skala verileri {izerinden hesaplanmistir)

?Hastalik gelisim egrisi altinda kalan alan (AUDPC). AUDPC rakamlari, tiim uygulamalar arasindaki en yiiksek deger baz alinarak, yiizdelik

degerlere dontistirilmustiir.

Savunma Enzimlerinin Biyokimyasal Analizleri

Patlican fidelerine patojen (Bc-TRO7)
inokulasyonundan sonra periyodik olarak 24, 48, 72.
saatler ve 7, 14 21. ginlerde alinan yaprak
orneklerinde prolin igerigi, CAT ve POX enzimleri
analiz edilmistir. bitkilerin prolin miktarlar1 ve
enzimlerin sentez oranlar1 (+) kontrol ve (-) kontrol
bitkileri ile birlikte Sekil 1, 2 ve 3’de verilmistir.
Pathican fidelerine PGPR uygulamalarinin hepsinde
prolin degerlerinde kontrol gruplarina goére artig
saptanmagstir. Patojen inokulasyonundan 72 saat sonra
alinan yaprak orneklerinde prolin orani en yuksek
saptanmigtir (Sekil 1). CAT ve POX enzim oranlarinda
da proline benzer bir durum gériilmiistiir (Sekil 2 ve
3). P. aeruginosa (P07-1) en yiiksek prolin iireten
(33.33 pmol g'1) izolat olarak belirlenmistir. Bu izolatz,
28.50 umol gt degeriyle P. putida (P11-4) izolat: takip
etmistir. Ayni giin 6l¢timlerinde proline benzer sekilde
CAT (0.97 mg?! protein minl) ve POX (7.21 mg?!
protein min!) enzimleri de en yiiksek oranda P07-1
izolatindan elde edilmigtir. Bu izolatin CAT ve POX
enzim oranlari kombine uygulamalardan iki kat daha
yiksek  saptanmistir. P07-1 izolati, patojen
inokulasyonundan 72 saat sonra patlican bitkilerinde
toplam prolin icerigini pozitif kontrole gore %27.0
oraninda artirirken, savunma enzimlerinden katalaz
(CAT) ve peroksidazi (POX) sirasiyla %22.8 ve %27.7
oraninda artirmigtir. Aymi 6lgiim glintnde, CAT ve

POX enzim turetimleri bakimindan bu izolat: sirasiyla
P. putida (P11-4) ve B. amyloliquefaciens (76A-1) takip
etmistir. PGPR uygulamalar1 patojene karsi bitkide
savunma mekanizmasini maksimum oranda patojen
inokulasyonundan 72 sa sonra tetiklemis, daha sonra
savunma enzimlerinin sentez oranlarinda haftaya
bagl olarak goéreceli bir diisiis saptanmigtir. Ayni glin
olctimlerinde ¢ izolat kombinasyonu (Pseudomonas-
Bacillus; P07-1, P11-4 ve 76A-1) uygulamalarinda
prolin icerigi, CAT ve POX savunma enzimleri PO7-1,
P11-4, 76A-1 ve PO07-4 izolatlarinin tek basina
uygulamalarina gore diigiik oranda saptanmistir. PO7-
1, P11-4 ve 76A-1 izolatlarinin prolin miktari, CAT ve
POX enzimleri, kombine uygulamalardan sirasiyla
%36-40, 42-50 ve 47-53 arasinda degisen oranlarda
yiksek saptanmigtir.

PGPR’larin patlicanda kursuni kif hastaligini énleme
mekanizmasinin;, PGPR ve patojen (Bc-TRO7)
arasindaki kismi antagonizmin yani sira, konukcu-
patojen savunma tepkilerinin baglatilmasinin bir
sonucu oldugu degerlendirilmigtir. Fungal
hastaliklarin kontroliinde biyotik faktorlerin direkt
antagonistik etkileri ile birlikte, bitki savunma
mekanizmalarini da tegvik ettigi rapor edilmistir
(Benhamou ve ark., 2002; Harman ve ark., 2004).
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Sekil 1. Patojen (Bc-TRO7) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra PGPR uygulamalarinin patlican fidelerinde
prolin igerigine etkisi

1.0
Bl 24 sa

N 48 sa
BN 72 sa
7 gun
I 14 gun
21 gin

0.8+

0.6+

0.4-

0.2-

CAT A240 mg-1 protein min-1

0.0-

Uygulamalar
Sekil 2. Patojen (Bc-TR07) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra PGPR uygulamalarinin patlican fidelerinde
katalaz (CAT) enzim aktivitelerine etkisi

8 Bl 24 sa
7 I 48 sa
6- BN 72 sa
Il 7 gun
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POX A470 mg-1 protein min-1
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Sekil 3. Patojen (Bc-TRO7) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra PGPR uygulamalarinin patlican fidelerinde
peroksidaz (POX) enzim aktivitelerine etkisi
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Baz1 biyotik ve abiyotik uyaricilarin, patojen ve
konukg¢u bitkinin reseptorleri arasindaki etkilegimi
aktive ederek konukg¢uda bulunan ve dayanikliligi
yoneten baz1 dayaniklilik genlerini harekete gecirdigi
belirtilmistir (Liu ve ark., 1995; Ozaktan ve ark.,
2001).

Bitki hiicre membraninda lokalize olan patojeni
tanima reseptorlerinin flagellin, lipopolisakkaritler,
glikoproteinler veya Kkitin igeren patojenle iligkili
molekiiler paternler olarak bilinen korunmus patojen
tamimlama molekillerini algiladiklar: belirtilmigstir.
Bu interaksiyon oksidatif kararma, kalloz birikimi,
mitojen-aktif protein kinaz ve savunmayla iligkili gen
ekspresyonu gibi  birgok  savunma  tepkisini
baslatmaktadir (Jones ve Dangl, 2006).

Pozitif kontrol fidelerinde de POX ve PPO enzimleri
saptanmistir. Bu durum reaktif oksijen turlerinin
(ROS:; reactive oxygen species) patojenle enfekte olan
bitkilerde de sentezlenebildigini gostermektedir.
Bitkilerde ROS’un, patojen saldirilarina yanitla iligkili
oldugu, aktif oksijen tiirlerinden H2O2nin, bitkide PR
proteinlerinin sentezine ve fitoaleksin {retimine
neden olarak dayaniklilik mekanizmasini tetikledigi
bildirilmistir (Bolwell ve Daudi, 2009). Fenolik
bilesiklerin birikmesine yol ag¢an antioksidan ve

fenolik enzimlerin artmasiyla bitki savunmas:
tetiklenebilir (Van Steekelenburg, 1976; Arfaoui ve
ark.,, 2006). Konukcu-patojen interaksiyonunda

stiperoksit anyon Og, hidroksil radikal OH ve hidrojen
peroksit (H202) yaygin olarak gozlenmistir (Borden ve
Higgins, 2002).

Siderofor tiretebilen ve fosforu ¢ozebilen P. aeruginosa
izolatinin hem antibiyosis etkisi gosterdigi hem de
pathicanda Fusarium solgunlugu hastalik gelisimini
%80’'in tizerinde baskiladigi ve CAT, POX ve PPO
savunma enzimlerini aktive ettikleri bildirilmistir
(Altinok ve ark., 2013). Benzer baska bir arastirmada,
Cattelan ve ark. (1999), fosforu c¢ozebilen ve
sideroforlar uretebilen soya bitkisi rizobakterilerinin
soya Uretiminde verimi arttirdigini saptamiglardir.
Scher ve Baker (1982), siderofor iireten P. putidanin
Fusarium solgunluk hastaligin1 baskiladigin1 rapor

etmiglerdir. Nohutta Fusarium solgunlugunun
kontrolinde PGPR’larin tohum ve kotiledon
uygulamalarinin patojene karsi Dbitkide direng

gelisimine neden olduklar:i bildirilmistir (Landa ve
ark., 2004). PGPRlar ile tohum inokulasyonundan
sonra fasiilyede patojenlere karsi PR proteinleri,
endoktinaz ve B-1,3 glukanaz sentezi artmistir (Hynes
ve Lazarovits, 1989). Marul ve hiyarda kok
curikliginin (Amer ve Utkhede, 2000) ve bugdayda
Pythium kok cuirukliginiin kontrolinde PGPR’larin
tohum uygulamalar: basarili bulunmustur (Milus ve
Rothrock, 1997).
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SONUC ve ONERILER

Bu arastirma kapsaminda, PGPR uygulamalarinin
patojen uzerinde kismen antibiyosis etkisinin yani
sira, hastaligi baskilamadaki esas mekanizmasinin,
bitki biiyiime diizenleyici roli ile birlikte uyarilmig
dayaniklilik o6zellikleri oldugu degerlendirilmigtir.
Aragtirma bulgularimiz PGPR’larin tek basina ve g
izolat kombinasyonu (Pseudomonas Bacillus, P07-1,
P11-4 ve 76A-1) uygulamalarinin, patlicanda kursuni
kif hastaligina karsi savunma mekanizmasinin
aktivasyonunda rol alan prolin lretimini, katalaz ve

peroksidaz enzimlerinin sentezini arttirdig:
gostermistir. Ayrica PGPR uygulamalarinin bitki
biyomasina olumlu etkisi ile birlikte kismen
antibiyosis etkisi de gosterdigi saptanmistir. Biyolojik
kontrol mekanizmalarinda, tim bu sistemlerin
birbiriyle iligkilendirilmesi  6nemlidir. PGPR
uygulamasi sonucu konukc¢u-patojen

interaksiyonunun savunma genleri acisindan da

arastirilmasi yararlh olacaktir.

Nitrojen baglama, fosfat ¢ézebilme, proteaz aktivite,
siderofor ve HCN tretme gibi 6zellikleri a¢isindan
karakterize edilen bu izolatlar, ayn1 uriin grubunda
Fusarium solgunluk hastaligini da o6nemli 6l¢tude
baskilamigtir. PGPR izolatlarinin patlicanda kursuni
kif hastaligini  engellemedeki basaris1  6nceki
arastirma bulgularimizi desteklemistir. Bu hastaligin
PGPR’lar ile kontrolinde tohum uygulamalarinin,
yetigtiricilikte pratikte etkili bir kullanim avantaj
sunabilecegi degerlendirilmektedir. Arazi
kosullarinda biyokontrol ajan1 ve/veya biyolojik giibre
olarak aday PGPR’larin kolonizasyon yetenekleri
konusunda arastirmalarimiz devam etmektedir.
Olumlu sonuglar elde edildigi takdirde, s6z konusu
rizobakterilerin  ireticilerin kullanimina yonelik
ruhsatlandirma siirecine gecilmesi hedeflenmektedir.
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