T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILIiM DALI

NIiLAY AYHAN

YUKSEK LiSANS TEZi

Antakya/HATAY

NISAN-2013



T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BEYAZ CURUKLUK ETMENI Sclerotinia sclerotiorum 'a KARSI
FARKLI KOMPOST VE GUBRELERDEN ELDE EDIiLEN
MIKROORGANIZMALARIN in vitro ANTIFUNGAL ETKILERI

NiLAY AYHAN

YUKSEK LiSANS TEZi

BIiTKi KORUMA ANABILIM DALI

Dog¢.Dr. E. Mine SOYLU danigsmanliginda hazirlanan bu tez 20/03/2013 tarihinde asagidaki jiiri

tarafindan oybirligi ile kabul edilmistir.

Do¢.Dr.E.Mine SOYLU  Dog¢.Dr.Elif CANDIR Yrd.Dog¢.Dr.i.Adem BOZKURT
Bagskan Uye Uye

Bu tez Enstitlimiiz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmigtir

Kod No:

Prof.Dr.Ismail Hakki KARAHAN
Enstiti Muduri

Bu ¢alisma MKU Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunca Desteklenmistir.
Proje No: 1105Y0104

Not: Bu tezde kullamilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelgelerin, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayil fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki
hiikiimlere tabidir.



ICINDEKILER
ICINDEKILER ... oottt e I
OZET .. 1
ABSTRACT ... e v
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI...........ooiiiiiiiiiiii, \Y%
CIZELGELER DIZINI... ... Vi
SEKILLER DIZINI. ..o Vil
LGIRIS 1
2.ONCEKI CALISMALAR . ...ttt 7
3.MATERYAL VE YONTEM.......oouiiiiiiiiiiiee e 18
3.1.FuNgus Materyali........oouiniiiii e 18
3.2.KOomPOost Materyali........c.oouiiriiiiiii i 18
3.3.Calismada Kullanilan Besi Yerleri ve Icerikleri..............coooviinenin .. 19
3.4. Kompost ve Giibrelerin Mikrobiyal Analizleri ..................c.ooooini. 19
3.5. Fungal ve Bakteriyel izolatlarm Teshisi ...............ccccoeeiuieeeiiinn... 20

3.5.1. Bakteriyel Izolatlarin Yag Asitleri Profillerine Gére Tanilanmast... 20
3.6.Secilen Aday Antagonist Fungus Ve Bakteri Izolatlar1 ile in vitro
CaliSmalar. . ... 22
3.6.1.1zole Edilen Fungus ve Bakterilerin Sclerotinia sclerotiorum’ a
Kars1 Antagonist Etkilerinin Degerlendirilmesi........................ 22

3.6.2. On Inkiibasyon Siiresinin Bakterilerin Antagonist Potansiyelleri

Uzerine Olan BKinlifi...............cooiiiiiiiiiiiii e 23
3.7.Tiitiinde Asir1 Duyarlilik Testi (HR=Hypersensitive Reaction)............. 24
3.8.Deneme Deseni Ve Istatistik Analizler..................ccoueeviiieeeiinaeeeenn.. 24

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA. ... 25

4.1. Farkli Kompost ve Giibrelerden izole Edilen Aday Antagonist Fungus
ve Bakteri Izolatlarmin Aylara Gére Populasyon Seyri................... 25

4.2. Fungus Ve Bakteri izolatlari ile in vitro Calismalar.......................... 31



4.2.1. Ikili Kiiltir Testlerinde Antagonist Fungus ve Bakterileri
izolatlarinin Sclerotinia sclerotiorum’ un Miselyal Gelisimine
211 <1 [ o T

4.2.2. On Inkiibasyon Siiresinin Bakterilerin Antagonist Potansiyelleri

Uzerine Olan BKinlifi.............ooviuiiiiiiiiieie e,

4.3.Titiinde Asirt Duyarlilik Testi (HR= Hypersensitive Reaction) ............
5.SONUC VE ONERILER. ... ..ouiiiiiiie e
KAYNAKLAR . . e e e e

TESEKKUR ...t
OZGE CMIS . .o e

31

37
39
41
43
53
54
55



OZET

BEYAZ CURUKLUK ETMENI Sclerotinia sclerotiorum 'a KARSI
FARKLI KOMPOST VE GUBRELERDEN ELDE EDIiLEN
MIKROORGANIZMALARIN in vitro ANTIFUNGAL ETKILERI

Bu calismada, Hatay ili ve ¢evresinde ticari isletmelerden saglanan silaj ve kiispeler
ile MKU Selam Ciftliginden temin edilen materyallerden olusturulan giibre ve
kompostlardan elde edilen mikroorganizmalarin toprak kokenli fungal beyaz ciiriikliik
hastalik etmeni Sclerotinia sclerotiorum’ un gelisimini engellemeleri {izerine olan
antagonistik etkinlikleri in vitro kosullarda arastirilmistir

Yapilan izolasyonlar sonucunda, elde edilen fungal izolatlar arasinda 5 fungal izolat
(toplam izolatin % 64°) ile bakteriyel izolatlar arasinda 37 bakteriyel izolat (toplam
izolatin % 60°1) ikili kiltiir testlemelerinde fungal hastalik etmeni Sclerotinia
sclerotiorum’ un miselyal gelisimini degisik oranlarda engelleyerek antagonistik
aktivite gostermislerdir. Antagonist potansiyele sahip fungal izolatlardan 4 tanesi
Penicillium spp., 1 tanesi ise Aspergillus niger olarak tanilanirken, bakteriyel izolatlarin
cogunlugunu Bacillus spp. (% 90) olusturmustur.

Farkli kompostlardan elde edilen fungal izolatlardan Penicillium spp. (G3F:1:6:30)
Penicillium spp. (G1F:2:5:32), Penicillium spp. (G2F:2:4:5), Aspergillus niger
(G2F:3:6:8), Penicillium spp. (G3F:3:4:20) fungal etmenin miselyal gelisimini in vitro
ikili kiltir testlemelerinde %?22-45 oraninda engellerken, bakteriyel izolatlardan
Bacillus subtilis (G3B:3:5), Bacillus cereus (G1B:3:6), Bacillus subtilis (G5B:3:5),
G5B:0:5 (Bacillus amyloligefaciens) ve Bacillus thuringiensis (G2B:0:4 )’in, test
edilen fungal etmene karst % 75-88 gibi degisen oranlarda engelleyerek antagonist
potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir. Antagonist bakterilerin in vitro antagonizm
etkinligi, fungus inokulasyonu Oncesi On inkiibasyon siiresine bagli olarak artis
gostermistir.

2013, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyolojik miicadele, giibre, kompost, Sclerotinia sclerotiorum



ABSTRACT

In vitro ANTIFUNGAL EFFECTS OF MiCROORGANISMS OBTAINED FROM
VARIOUS COMPOST AND MANURES AGANIST Sclerotinia sclerotiorum THE
WHITE ROT AGENT

In this study, antagonistic efficacies of microorganisms, obtained from various
manure and compost which were supplied by local commercial silage, pulp
manufacturers and MKU Selam Farm, were investigated against fungal soilborne white
rot disease agent Sclerotinia sclerotiorum in vitro conditions.

Among the isolated microorganisms, 5 fungal (64% of total isolates) and 37
bacterial (60% of total isolates) isolates showed antagonistic activities against fungal
disease agent S. sclerotiorum by inhibiting mycelial growth in varying rates. Following
morphological identification, 4 fungal isolates having the antagonistic potential were
identified as Penicillium spp. and one isolate is identified as Aspergillus niger.
Majorities of antagonist bacterial isolates (90%) were identified as Bacillus spp.

Five selected fungal antagonistic isolates, namely Penicillium spp. (G3F:1:6:30)
Penicillium spp. (G1F:2:5:32), Penicillium spp. (G2F:2:4:5), Aspergillus niger
(G2F:3:6:8), Penicillium spp. (G3F:3:4:20) inhibited mycelial growth of fungal diseases
agents by 22-45 %. Among the 37 bacterial isolates, 5 bacterial isolates, namely
Bacillus subtilis (G3B:3:5), Bacillus cereus (G1B:3:6), Bacillus subtilis (G5B:3:5),
G5B:0:5 (Bacillus amyloligefaciens) and Bacillus thuringiensis (G2B:0:4) which were
isolated from different composts, inhibited mycelial growth of fungal diseases agents by
75-88 %. Results clearly revealed that these fungal and bacterial isolates have
antagonistic potential against fungal disease agent. Antagonistic potential of the fungal
and bacterial isolates increased by the preincubation period prior to fungal inoculation
in dual culture tests

2013, 54 pages

Key words: Biological control, manure, compost, Sclerotinia sclerotiorum
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1. GIRIS

Tiirkiye’ de yaklasik 25 milyon ha tarim alan1 bulunmakta ve bunun % 30’ luk
kisminda (802 bin ha), ortli alt1 ve acik alanda sebze iiretimi yapilmaktadir. Bu alanin
ise % 20’ si, Akdeniz Bolgesi’nde yer almaktadir. Ulkemizde toplam sebze iiretimi
yaklasik 26 milyon ton olup, bunun yaklasik %5' i 6rtii altinda gergeklesmektedir. Ortii
alt1 sebze iiretiminin % 80’ lik boliimii ise, Akdeniz Bélgesi’nden saglanmaktadir. Uriin
dagilimima bakildiginda Tiirkiye’ deki ortii alt1 sebze tiretiminin % 52” si domates; %
18’ 1 hiyar; % 7’ si biber; % 4’ i patlican; % 1° i fasulye ve kalan % 18’ i diger
sebzelerden olusmakta, ortli alt1 toplam domates tliretiminin % 80’ i; hiyarin % 67’ si;
biberin % 96’ s1; pathicanin % 92° si ve fasulyenin % 71’ 1 Akdeniz Bolgesi’nden
karsilanmaktadir ( TUIK, 2010).

Diinyada ve iilkemizde sebze ekim alanlarmi kisitlayan, verim ve kalitesini
etkileyen faktorler arasinda sicaklik, yagis, toprak yapisi gibi abiyotik faktorler ile
fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri gibi biyotik faktorler onemli bir yer
tutmaktadir. Biyotik faktorlerin tiretimi sinirlayan en 6dnemlileri arasinda toprak kokenli
patojen funguslarin olusturdugu hastaliklar bulunmaktadir.Toprak kokenli hastalik
etmeni olan Sclerotinia sclerotiorum solgunluk, kok ve kok bogazi ¢iiriikligii gibi
hastaliklara neden olan, bitkinin fide déneminde oldugu kadar ileri dénemlerinde de
ortaya ¢ikan, erken enfeksiyonlarda bitki 6liimlerine neden olan 6nemli fungal hastalik
etmenidir. Genis bir konukc¢u dizisine sahip oldugu i¢in bu fungusun tiim bitkilere ait
tek bir belirti tipi bulunmamaktadir. Yapraklar genellikle suda haglanmis gibi lezyonlar
gosterir, bunlar hizla geliserek yaprak sapindan asagi govdeye dogru ilerler. Bu
lezyonlar, nekrotik dokulara doniislir ve daha sonra beyaz kabarik miselyum Kkitlesi
olustururlar, serin ve nemli havalarda olusan miselyumlar iizerinde 7-10 giin sonra
sklerotlar meydana gelir. Fungus ana govdeye dogru gelismeye basladiginda tipik
olarak solgunluk ortaya ¢ikar. Lezyon yaslandik¢a enfekteli dokuda beyazlagma ortaya
cikar ve ¢ogu zaman sadece iletim dokular1 kalacak sekilde bitki dokusu parcalanarak
lifli bir goriiniim kazanir. Sklerotlar, tipik olarak enfekteli bdlgenin i¢ kisminda,
cogunlukla gévde boslugu icinde olusur ancak, yiiksek nemli kosullar altinda bitki
dokusunun yiizeyinde de meydana gelebilir. Bunlar, bitkinin ¢iceklenme doneminde ve

generatif aksaminda yaygin olarak ortaya ¢ikar (Sekil 1.1)



Sekil 1.1. Farkli sebze bitkilerinde Sclerotinia sclerotiorum’ un olusturdugu beyaz
ciiriikliik hastalig belirtileri ve patojenin misel ve sklerotlar

Hastalik, konukcu bitkide basladiginda enfeksiyon, temas yolu ile diger saglikli
bitkilere yayilabilir (Bolton ve ark., 2006). Bitkiden bitkiye yayilma, oncelikle sulu
tarzda asirt miselyal gelisme sonucu gerceklesir. Boylece tarlanin biiyiikk bir kismi
hastalikli hale gelebilir ve bitkiler, tarlanin asag1 yukari dairesel alanlarinda Sliimlere
maruz kalir (Kurt, 2012). S. sclerotiorum’ un neden oldugu hastaliklar1 geleneksel
yontemlerle kontrol etmek oldukga giictiir. Hastalik ¢ikisinin sporadik yapisi nedeniyle,

bu patojenin zarar verdigi onemli konukcu bitkilerde hastaliga karsi yiiksek diizeyde



dayaniklilik bulunmamaktadir. Patojen fasulye, hiyar, patlican, domates, lahana, marul,
havug ve aygicegi gibi bitkilerin i¢inde bulundugu 400°den fazla bitki tiirlinde beyaz
curiiklik, govde ciirtikliigli ve meyve ¢iirtikliigii olarak adlandirilan hastaliklara neden
olmaktadir (Kurt, 2012). Ulkemizde ve Akdeniz Bélgesinde bu patojenin neden oldugu
beyaz ciiriikliik hastaliginin bir ¢ok farkli kiiltiir bitkisinde oldukca yaygin oldugu ve
onemli verim kayiplarina yol agtig1 bildirilmistir (Yiicel, 1994; Kurt ve Erkilig, 1997;
Kiran ve Ertung, 1998; Arici ve Basim, 2001; Irshad ve Onogur, 2001; Soylu ve Kurt,
2001; Yanar ve ark., 2004; Dogu ve ark., 2007; Tok ve Kurt, 2007).

S. sclerotiorum’ un neden oldugu hastaliklarin epidemiyolojisinde sklerotlar, 5
yildan daha uzun siireleri canli kalabilme yetenekleri ve kitlesel ¢ogalma potansiyeli
gibi 6zellikleri nedeni ile 6nemli bir yere sahiptir (Ayers ve Adems, 1991). Sklerotlar,
yilin belirli zamanlarinda, fungusun genetik 6zelligine ve degisik cevresel kosullara
bagli olarak miselyum ya da apotesyum olusturmak iizere cimlenirler ve saglikli
dokular1 dogrudan hastalandirabilirler (Le Tourneau, 1979; Abawi ve Grogan, 1979;
Lumsden, 1979). Bu ¢imlenme tiplerinde ortaya ¢ikan hifler, seffaf, bolmeli, dallanmis
ve ¢ok ¢ekirdekli olup in vitro kosullarda kullanilan yapay kiiltiir ortamlar1 ve bitki
tizerinde beyaz-Sar1 renkte miselyum olustururlar. Bununla birlikte, hifler tizerinde
olusan ancak c¢imlenme yetenegi olmayan bu mikrokonidilerin, fungusun
biyolojisindeki rolleri ise heniiz bilinmemektedir (Bolton ve ark., 2006). Bunlar, stoma
yolu ile veya bu kosullarin olmadigi durumlarda mekanik giic ve enzimleri kullanarak
konukgu bitkinin kutikulasini penetre edebilirler (Lumsden ve Dow, 1973; Lumsden,
1979). Patojenin hem miselyal hem de sklerotiyal ¢imlenme 6zelligi nedeniyle farkli
miicadele seklinin uygulanmasi gereklidir. Ornegin, bitkinin toprak iistii aksaminin
askospor enfeksiyonundan korunmasi, hem yaprak uygulamalari hem de askospor
inokulumunun azaltilmasimi gerektirir. Oysaki toprak alti bitki dokularinin miselyal
enfeksiyondan korunmasi toprak uygulamalarini zorunlu kilar (Bardin ve Huang, 2001).
Ancak, bu fungusun fungisitlere karst her zaman dayamiklilik gelistirme riski
bulunmaktadir (Demir ve Delen, 1991; Gossen ve ark., 2001; Hsiang ve ark., 2007).

Bu hastalik etmeniyle miicadelede kiiltlirel ve mekanik 6nlemlerin de etkili sonuglar
vermedigi diisiiniildiigiinden, biyolojik miicadele yontemlerine olan ilgi artmistir.
Etmenin yeni irklarinin ortaya ¢ikmasi sonucu cesitlerin dayanikliligir kisa siirede

kirilmakta, toprak kokenli patojenlerin zamanla pestisitlere karsi diren¢ kazanmaya



baslamasi, ilaglarin iirlin lizerinde kalinti birakmasi, insan ve g¢evre lizerine olan
olumsuz etkileri bu tip hastalik etmenleriyle alternatif miicadele yollarinin arastirilmasi
gerekliligini ortaya koymustur (Staub, 1991). Organik tarimmn da giderek O6nem
kazanmasi, bu yontemlere olan ilgiyi arttirmistir. Hastaliklarla alternatif miicadele
yollarindan biri olan biyolojik miicadele, giiniimiizde oldukca fazla ragbet gormekte
olup, bir¢cok patojene karst (¢ogunlukla fungal kokenli) biyolojik preparatlar
gelistirilerek basarili bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Hastaligin bastirilmis oldugu
topraklardan izole edilen antagonist mikroorganizmalarin, laboratuar kosullarinda
gelistirilen mikroorganizmalara oranla hem ortama daha hizli adaptasyonu hem de
minimum diizeyde yetisme sartlarina ihtiya¢ duymasi nedeniyle biyolojik miicadeledeki
basar1 sanslarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Giacomodonata ve ark., 2001).

Beyaz ciiriikliik etmeni S. Sclerotiorum ile biyolojik miicadelede, otuzdan fazla
fungus ve bakteri tiiriniin antagonistik etki gosterdigi bilinmektedir (Huang ve ark.,
1993; Yuen ve ark. 1991; Mcquilken ve ark., 1995). Bu konu ile ilgili yapilan bir¢ok
calismada tarla kosullarinda sklerotlara saldirip i¢ine girerek onlarin pargalanmasina yol
acan Coniothyrium minitans ve Sporidesmium sclerotivorum gibi bazi mikoparazitlerin
etkili oldugu bildirilmistir (Ayers ve Adams, 1981). Bakterilerden 6zellikle Bacillus
tirlerinin toprak kokenli patojenlere karst oldukca etkili oldugu yapilan bir¢ok
caligmalarda ortaya konulmustur (Fravel, 1988; Weller, 1988). Pek cok Bacillus spp.
antimikrobiyal bilesikler {iretmelerinin yaninda, olumsuz g¢evre kosullarina dayanikli
spor olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu sporlar kolaylikla ¢esitli teknolojik araglarla
biyolojik preparatlara doniistiiriilerek bitki koruma alaninda birgok hastaligin
miicadelesinde kullanilabilmektedir (Emmert ve Handelsmann, 1999). Antagonistlerin
bitkide birtakim hormonlarin sentezlenmesini harekete gecirerek bitki gelisimini tesvik
ettigi, sonugta hem bitkinin saglikli olarak gelisip hastaliklara kars1 direng
gelistirmesine hem de iiriin artisina olanak sagladig: bildirilmistir (Glick, 1995).

Toprak kokenli patojenlerin miicadelesinde biyolojik preparatlarin kullaniminin yani
sira hayvan giibresi, yesil giibre, kompost ve torf gibi organik materyallerin kullanimi
da tarimda hem geleneksel hem de biyolojik sistemlerde (Magid ve ark., 2001; Conklin
ve ark., 2002; Cavigelli ve Thien, 2003), hastaliklarin olusumunun azaltilmasi agisindan
onerilmektedir (Litterick ve ark., 2004; Noble ve Coventry, 2005). Organik materyalin

aerobik ayrigmasinin son irilinii olarak ortaya ¢ikan kompostlarin  pek c¢ok bitki



hastaliklarinin ortaya c¢ikisini engellemede belirgin bir etkisinin oldugu bildirilmistir
(Hoitink ve Fahy, 1986 ; Hoitink ve ark., 1993 ; Hoitink ve Boehm , 1999 ; Hoitink ve
ark., 2001). Aynm1 zamanda bu kompostlarin bitkinin biiyiime ve gelismesinde olumlu
etkisinin oldugu ortaya konmustur (Hoitink ve Boehm, 1999). Bitki hastaliklariyla
miicadelede kompost uygulamalarinda farkli mekanizmalarin  rol oynadigi
belirlenmistir. Bu mekanizmalar besinler i¢in rekabet, yararli mikroorganizmalardan
antibiyotik tiretimi veya bitkilerde hastaliga kars1 dayaniklilik genlerinin aktivasyonu
gibi yontemlerden olusmaktadir (Hoitink ve Boehm, 1999). Heterojen bitki
artiklarindan elde edilen kompostlarin hastaliklara neden olan bitki patojenlerinden
Pythium (Mandelbaum ve Hadar, 1988; Pascual ve ark., 2000) , Phytophthora (Hoitink
ve Boehm, 1999; Widmer ve ark., 1999), Rhizoctonia (Tuiter ve ark., 1998) ve
Fusarium (Suarez-Estrella ve ark., 2001) tiirlerini engellemede 6nemli sonuglar verdigi
bilinmektedir. Toprak kékenli patojenlerin neden oldugu hastaliklar1 baskilamada gesitli
kompost tiirleri bilinmektedir (Erhart ve ark., 1999; Gorodecki and Hadar, 1990; Hadar
and Mandelbaum, 1986; Hoitink ve ark., 1993, 1997; Kwok ve ark., 1987; Trillas-Gay
ve ark., 1986). Farkli organik atiklardan elde edilen kompostlar topraksiz ortam olarak
da kullanilirlar. Aritma camuru, belediye kati atiklari, hayvan diskisi gibi farkli organik
atiklar ile geltik kavuzlari, misir koganlart gibi endiistri atiklarindan tiretilmis topraksiz
ortamlardir.

Organik giibreler bitki besin maddelerini biinyesinde organik bilesikler halinde
bulunduran, topragin fiziksel ve kimyasal yapisini diizelterek bitki besin maddelerinin
alimin1 kolaylastiran, canlilara ait (bitki ve hayvan) atiklardan veya yan iriinlerinden
hazirlanmig iirlinlerdir. Organik giibreler igerisinde ahir giibresi, tavuk giibresi ve kus
giibrelerinin kullanimi 6nemli yer tutmaktadir. Ahir giibresi, ahir hayvanlarmin sivi ve
kat1 diskilar1 ile yatakliklarinin karisimindan olusan bir giibredir. Ulkemizde ahir
giibresinin % 50’ si tezek olarak kullanilir, % 15° i topraga verilir, geri kalani ise
degerlendirilmez. Ahir giibresi ayrica topraga yararli bakteriler ekler ve onlarin
cogalmasi igin uygun toprak sartlari saglar. Ahir giibresinin iriin artirmadaki etkisi
azalarak 3-4 sene devam eder. Toprak igin uzun siireli bir azot kaynagidir. Tavuk
giibresi, azot igerigi yoniinden diger ciftlik giibrelerine oranla daha degerlidir, nem
igerigi az ve kuru madde miktar1 yiiksektir. Ancak dogrudan kullanilmasi durumunda

bitkide yanmalara neden olabilir. Bu nedenle topraga az miktarda uygulanarak veya sap,



saman ve yosun ile karistirilarak bitki besin diizeyi seyreltilip kullanilabilir. Tarimda bir
cesit giibre olarak kullanilan iire ise azot kaynagi bakimindan zengindir, bu nedenle
topraga taban giibresi olarak verilmektedir (Anonim, 2010). Diinyada soya iiretim
miktarlarindaki artis, ekim alani artisindan daha fazla olup, 2009 yilinda diinya soya
tretimi 210,9 milyon ton olup, yaklasitk 80 milyon hektar alanda soya ekimi
gerceklesmektedir (FAO, 2009). Hatay’da soya iiretimi ilge bazinda Merkez ve Kumlu’
da toplam ekim alami 250 dekar, iiretim 63 ton, dekara verim ise 252 kg/dekardir
(TUIK, 2010). Soya kiispesi ¢esitli islemler sonucunda kabugunun ve yagmin
ayrilmasindan sonra geriye kalan kismidir. Kiispe soya fasulyesinin % 72’ lik kismini
olusturmaktadir. Yiiksek protein icerikli olmasi sebebi ile hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir (Anonim,2010).

Bu c¢alismada ¢esitli kompost ve giibre bilesenleri tek baslarina (tavuk giibresi %
100, gilivercin glibresi % 100, biiyiikbas hayvan giibresi % 100, soya kiispesi % 100) ve
kombine bir sekilde kullanilmis olup (biiyiikbas hayvan giibresi % 30 + soya kiispesi %
50 + {ire % 10) elde edilmis aday antagonist fungus ve bakterilerin beyaz ¢iirtiklik

etmenine neden olan S. sclerotiorum’ a kars: etkileri in vitro kosullarda arastirilmstir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Lumsden ve ark. (1983), birgok toprak kokenli patojenler ve bunlarin sebep oldugu
hastaliklara kars1 kanalizasyon kompostunun etkisini sera kosullarinda test etmislerdir.
Topraga % 10 oraninda kompost karigtirilmasiyla marulda Sclerotinia c¢lirtikliigi,
fasulye, pamuk ve turp koklerinde Rhizoctonia c¢iriikliigii, bezelye koklerinde
Aphanomyces c¢iiriikliigli, hiyarda Fusarium solgunlugu ve biberde Phytophthora kok
bogazi ciiriikliigli gibi hastaliklarin 6nemli miktarda azaldigini, diger hastaliklardan,
bezelye ve fasulyede ¢okertene neden olan Pythium, fasulyede Fusarium kok ¢iirikligii
ve fasulye ile pamukta Thieloviopsis kok ¢iiriikliiglinlin ya hi¢ etkilenmedigini ya da
kompost uygulamasiyla arttigin1 bildirmiglerdir. Pythium ve Rhizoctonia tiirleri
tarafindan olusturulan hastaliklarin topraga kompost uygulanmasi ve dikim arasindaki
zamanin artigiyla arttigini gézlemlemislerdir. Sclerotinia minor, Rhizoctonia solani ve
Pythium spp.” nin canliiginin kompost ile azaltilmadigini fakat bu patojenlerin
topraktaki aktivitelerinin topraga kompost ilavesi ile uyarilan mikrobiyal aktivitenin

artisindan etkilenmis olabilecegini diisiinmiislerdir.

Basim ve ark. (1990), yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis izolatinin, 7 adet bitki
patojeni fungusa karsi antagonistik etkisini in vitro kosullarda ikili kiltiir teknigi
kullanilarak arastirmiglardir. B. subtilis izolatlar1 PDA’ da 48 saat gelistirildikten sonra
Sclerotinia sclerotiorum ve Sclerotium rolfsii’ e karsi test edilmistir. PB-27 ve AB-2
nolu B. subtilis izolatlarinin ele alinan patojenlere karsi antagonistik etki gosterdigini

belirlemislerdir.

Adreoli ve ark. (1993), aygicegi ve bugday bitkilerinin rizosferlerinden izole
ettikleri antagonist bakteri izolatlarini, Sclerotinia sclerotiorum ve Gaeumannomyces
graminis’ € kars1 in vitro kosullarda test etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda S.
sclerotiorum gelisimini engelleyen 6 bakteri izolati, G. graminis’ in gelisimini
engellemezken, G. graminis’ in gelisimini engelleyen 5 izolat ise S. sclerotiorum
gelisimini engellememistir. Yine bu aragtiricilar her iki fungal etmene karsi etkili olarak
gozlenen izolatlarin sivi1 kiiltiirde trettikleri antifungal maddeler sayesinde patojenlerin

miselyumunu erittigini ve askospor ¢imlenmesini engelledigini bildirmislerdir.



Walker ve ark. (1998), taze fasulye ve bezelyenin ¢anak ve kotiledonlarindan izole
ettikleri 92 bakteri izolatindan 72 sini, Bacillus spp. olarak tanilamiglardir. Bacillus
izolatlarindan 4’ niin in vitro kosullarda yapilan ikili kiltir ve kiiltiir filtrat
denemelerinde Botrytis cinerea ve Pythium mamillatum’ a kars1 antagonist potansiyele

sahip oldugu belirlemislerdir.

Nemec ve ark. (1996), yaptiklar1 ¢alismalarda antagonist bakteri Bacillus subtilis
tirtine bagl izolatin, tarla denemelerinde domates bitkisinde goriilen Fusarium tag
clirlikliglinii % 31 oraninda, tarla ve sera denemelerinde turunggillerde Phytophthora
parasitica’ nin neden oldugu kok cirikligini % 67, tarla denemelerinde biber
bitkisinde Phytophthora capsici’ nin neden oldugu kok bogazi yanikhigimi % 69

azalttigini belirlemislerdir.

Giesler ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢alismada uzun gayir otlari ve saksi fidelerinin
bagimsiz yapraklar iizerinde Rhizoctonia solani’nin neden oldugu kahverengi ¢iiriikliik
hastaliginin baskilanmasinda ¢im yapraklarindan izole edilen bakteri irklarini test
etmiglerdir. Stenotrophomonas maltophilia irki1 C3, uzun yapraklar tizerindeki fungus
biliylimesini engellemis ve fidelerdeki nekroz siddetini azaltmistir. Biyolojik kontrol
irkinin uygulandigi ¢ayir otu arazilerinin bir ¢esidinde kahverengi cliriikliik hastaliginin

siddetini azalttigini, ancak digerlerinde hastaligin siddetini artirdigini tespit etmislerdir.

Berg ve ark. (2001), Verticillium dahliae’ nin konukgusu olan ¢ilek, patates ve kolza
bitkilerinin koklerinden izole edilmis Pseudomonas putida, P. chlororaphis, P.
fluorescens, P. syringae, P. marginalis ve Stenotrophomonas maltophilia tiirlerine ait
antagonist bakteri izolatlarinin, in vitro kosullarda ikili kiiltiir yontemiyle V. dahliae’ nin
yani sira diger fungal etmenlerden Rhizoctonia solani, ve Sclerotinia sclerotiorum’ a
kars1 etkinligi test edilmistir. Deneme sonunda bu bakteri izolatlarin tamami1 V.dahliae’
nin gelisimini engellerken, bir kisminin R. solani ve S. sclerotiorum’ un miselyal
gelisimini engelledigi saptanmistir. Patojenlerin gelisimini engellemede antagonist
bakterilerin irettigi enzimlerin etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Sera denemelerinde
ise antagonist bakterilerle muamele edilmis ¢ilek fideleri V. dahliae ile enfekteli topraga
ekildiginde, hastalik yogunlugu % 6-11 oraninda azalirken, {iriinde % 72-113 oraninda

artis gorildiigiinii kanitlamiglardir.



Irshad ve Onogur (2001), sera kosullarinda yetistirilen domateslerde sorun olan
onemli patojenlerden Sclerotinia sclerotiorum ve Sclerotium rolfsii’ nin neden oldugu
hastaliklarin miicadelesine yonelik olarak brokoli bitki materyalinin, hastalik ¢ikisina ve
topraktaki patojen propagullerinin azalmasmma neden olan etkisini denemislerdir.
Calisma sonucunda, brokoli bitki materyali ile benomyl fungisitinin karigim

uygulamasinin, hastalik siddeti iizerine % 100 etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Soylu ve ark. (2002), yaptiklar1 calisma ile Hatay ilinin farkli bolgelerinde
yetistirilen biberlerin rhizosferlerinden izole edilen 72 bakteri izolatlarinin S.
sclerotiorum gibi toprak kokenli fungal etmenlerin gelisimini engellemeleri {izerine olan
etkinliklerini in vitro kosullarda tespit etmislerdir. Elde edilen bakteriler arasindan 32
bakteri izolat1 fungal etmenin gelisimini ikili kiiltiir denemelerinde degisik oranda
engellemistir. Antagonist 0zelige sahip bakteri izolatlarinin biiylik ¢ogunlugu (% 69),
toprak kokenli hastaliklarin etkin sekilde bastirildig1 topraklarda gelistirilen bitkilerin
rhizosferlerinden elde edilirken bir kismi da (% 31), hastaliklarin degisik siklikla
goriildiigli topraklarda yetistirilen bitkilerin rhizosferlerinden izole edilmistir. Elde
edilen antagonist bakteri izolatlar1 arasindan S. sclerotiorum’ un fungal gelisimini en

yiiksek diizeyde Bacillus spp. tarafindan engellendigini tespit etmislerdir.

Li ve ark. (2003), Sclerotinia sclerotiorum’ a kars1 Ulocladium atrum’ un
antagonizm ve biyokontrol potansiyelini arastirmiglar ve S.sclerotiorum’ un diger
biyolojik savas etmeni Coniothyrium minitans ile karsilagtirmiglardir. Patates dekstroz
agar (PDA) tizerinde yapilan ikili kiiltiir denemesinde, U.atrum 'un S.sclerotiorum’ un
antagonisti  oldugunu ortaya c¢ikarmuglardir.  S.sclerotiorum’ un  kolonisinde
gelisebildigini ancak bu patojenin sklerotunun paraziti olamadigi anlagilmistir. PDA ve
su agarinda yapilan spor ¢imlenme testlerinin sonuglart U.atrum’ un konidiyumu veya
C.minitans’ 1 pikniosporlarinin S.sclerotiorum’ un askospor ¢imlenmesinde engelleyici
olmadigini ortaya koymuslardir. U.atrum’ un konidiyumu daha hizli ¢cimlenmis olup ve
S.sclerotiorum’” un ve C.minitans’ 1n pikniosporlarinin askosporlarindan daha c¢ok
gelismistir. Kanola petallarinin 5 spor/petal oraninda (24 saat dnce, es zamanl ya da 24
saat sonra) U.atrum ve C.minitans’ 1n sporlariyla ve 5 askospor/petal oraninda
S.sclerotiorum’ un askosporlariyla inokule edilmesi ve kanolanin ayrik yapraklarinin

bulastirilmasi S.sclerotiorum kaynakli petal aracili yaprak enfeksiyonunun yogunlugu
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onemli 6l¢iide azaltmistir. S.sclerotiorum kaynakli petal kolonizasyonunun baskilamasi
bu iki biyokontrol etmeninin spor konsantrasyonlariyla ilgili olmustur. Alfalfa
tizerindeki diger test, alfalfa kapsiiliine bagh kalan petallerdeki U.atrum ve C.minitans
uygulamasinin alfalfa tohum ve kapsiillerindeki S.sclerotiorum enfeksiyonunu 6nemli
Olgiide azalttigini gostermistir. Bu ¢alisma sonucunda U.atrum’un S.sclerotiorum’ un
etkili bir biyolojik savas etmeni oldugunu ve etkisinin mikoparazit fungus

C.minitans mkiyle benzer oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Yanar ve ark. ( 2004), Tokat ve Amasya cevresinde seralarda yetistirilen hiyar
bitkilerinde Sclerotinia sclerotiorum’ un neden oldugu beyaz ciiriikliik hastaliginin
miicadelesine yOnelik olarak yiiriittiikleri calismada, solarizasyonla birlikte tavuk
giibresinin tekli ve karisim uygulamalarinin, topraktaki patojeninin sklerotlarinin
canliligr iizerine etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda solarizasyon
uygulanan parsellerde, tavuk giibresi + solarizasyon uygulanan parseller arasinda

onemli bir fark gozlenmedigini bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2005), Sclerotinia sclerotiorum’ dan kaynaklanan bezelye kiifliniin
kontrolii i¢in organik toprak islahlari ve biyolojik kontrol ajanlarinin etkisini
arastirmiglardir. 3 yil siliren calisma sonucunda organik madde olarak denenen sari
yonca anizt (2,5 ton) ya da balik unu (2,5 ton)’ nun S. sclerotiorum’ un karpogenik
¢imlenmesini ve bunun etkisiyle de bezelye kiifiiniin siddeti ile etki alanin1 azalttigini
belirlemislerdir. Biyolojik savas etmenlerinden ise Coniothyrium minitans, Penicillium
griseofulvum ya da Trichoderma virens gibi tiirlerin baskin etkisi tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore bu calismalarin umut verici oldugunu ve bezelyenin kiiflenmesinin

kontroliinde ¢evreci bir yontem oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Flores-Moctezuma ve ark. (2006), Meksika’ nin Morales ve Guanajuato
eyaletlerinden alinan S. rolfsii’ nin iki sogan izolatinin 51 bitki tiirli iizerine etkisini
calismiglardir. Bu calisma sonucunda se¢ilen sogan izolatlarinin test edilmis bitkilerin
yarisindan fazlasinda hastalik seviyesini arttirdiklarini tespit etmislerdir. Bu calismay1
Sclerotium rolfsii’ nin kontrolii igin solarizasyon ve organik madde kombinasyonu ile
birlestirerek denemislerdir. Bu kombinasyonlu ¢aligma sonucunda toprakta bulunan

Parthenium hysterophorus’ un S. rolfsii’ nin sklerot sayisini1 ve zararini azaltmada etkili
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oldugunu belirlemislerdir. Degisimin sadece zarari arttirdigmni ve yiiksek sklerot

populasyonuna neden oldugunu ortaya koymuslardir.

Hou ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢alisma ile Sclerotinia sclerotiorum’ un sklerotlarinda
antifungal aktiviteye sahip bakteri bulundugunu tespit etmislerdir. Toplamda 140
bakteri izolatindan 32’ sinin S. sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Alternaria brassicae
ve Leptosphaeria maculans’ m gelisimini engelledigini belirlemislerdir. Bu genis
spektrumlu izolatlardan birinin LEV-006 16S r rRNA analizine dayanarak Bacillus

subtilis ile yakindan iligkili oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Rabeendran ve ark. (2006), laboratuvar ¢alismalarinda Sclerotinia spp.” ye karsi
etkili oldugu bilinen fungal izolatlarin dort arazi ¢alismasinda (1998-2000) Sclerotinia
minor’ U kontrol etme kapasiteleri test edilmistir. Ilk ¢alismada, sekiz fungal izolatin
(Trichoderma hamatum LU595,LU593, LU592, Trichoderma virens LU555 ve LU556,
Coniothyrium minitans LU112, Clonostachys rosea LU115 ve Trichoderma rossicum
LU596) transplant ¢amur karigimina spor slispansiyonlarini ekleyerek ve arazi bolgesine
birakilan S.minor’ a marul fideleri ekerek degerlendirilmistir. Hasat zamaninda
T.hamatum LU595,LU593, T.virens LU555, C.minitans LU112’ in, yiiksek hastalik
altinda (% 100) tedavisiz kontrolle karsilastirildiginda, % 50 ile % 30 oraninda hastaligi
azalttig1 gozlenmistir. Daha sonraki arazi ¢alismalarinda, misir kiispesi — perlit toprak
1slahi olarak uygulanan ve ¢amurlu karisima eklenen C.minitans LU112 ve T.hamatum’
un LUS593 hastalik basincinin {izerinde (% 29-91) hastalign azaltmigtir. Hastalik
kontroliiniin esdeger ve standart karbendazim fungusit tedavisiyle basarilandan daha iyi
oldugunu bildirmislerdir. Her iki izolatin marul rizosferini ve etrafin1 saran topragi
kolonize etmekte etkili oldugu ve bu kolonizasyonun S.minor kaynakli enfeksiyondan
kokleri koruyabildigi gdsterilmistir. C.minitans LU112 ve T.hamatum’ un LUS593
formiilasyonlarinin ¢oklu uygulamalar1 ekimde tek uygulamalarla karsilastirildiginda
hastalik kontroliine hi¢bir katki saglamadigini tespit etmislerdir. Transplant tedavi, kati
substrat olarak ya da bir spor direnci olarak uygulanan T.hamatum LU593 ve
C.minitans LU112 gibi ticari formiilasyonlar ile uyumlu hastalik kontrolii saglanmistir

ve daha da gelistirilebilecegini belirlemislerdir.
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Fernando ve ark. (2007) kanolada ciirtikliik etmeni olan Sclerotinia sclerotiorum’ a
kars1 in vitro kosullarda biyolojik miicadele etmeni olan Pseudomonas chlororaphis
(PA-23), Bacillus amyloliquefaciens (BS6), Pseudomonas sp. (DF41) ve B.
amyloliquefaciens (E16)’nin etkinliklerini arastirmislardir. Calismaya goére P.
chlororaphis tiirtinin  S. sclerotiorum’un petallerindeki askospor ¢imlenmesini
engelledigini tespit etmislerdir. Konak g¢iiriimesini engellemede PA-23 ve BS6’ nin
arazi kosullar1 altinda S. sclerotiorum’ u kontrol etmek i¢in kullanilabilecegini ifade

etmislerdir.

Suarez-Estrella ve ark. (2007), cesitli kompost gruplarindan elde edilen antagonist
bakteri ve funguslarin Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM)’ e kars1 engelleme
yeteneklerini in vitro ve in vivo kosullarda arastirmislardir. Olgunlasma fazlarina baglh
olarak farkli kompost 6rneklerinden 245 bakteri, 73 actinomycetes, 175 fungus izole
edilip toplam 493 izolat elde etmislerdir. Bunlar igerisinde 10 fungusun antagonist
oldugunu ve FOM’ un gelisimini engelledigini bildirmislerdir. Antagonist etki gdsteren
funguslarin ise Aspergillus tiirleri oldugunu tespit etmislerdir ve FOM’a karsi

potansiyel biyolojik savas elemani oldugunu ortaya koymuslardir.

Dutta ve ark., (2008), fasulyede ¢iirimeye neden olan Sclerotinia sclerotiorum’ a
kars1 cesitli antagonistlerin ikili kiiltiir metotlariyla etkisini arastirmiglardir. Bu
arastirmalar sonucunda biitiin antagonistler arasindan % 64,93 oraninda gelisim
azalmasin1 saglamasiyla Pseudomonas fluorescens, % 62,86 ile Bacillus subtilis, %
59,08 ile Trichoderma harzianum’ un takip ettigini tespit etmislerdir. Bakteriyel
antagonistlerin patojen ile baglantiya gectikten sonra patojenin gelisimini durdurdugunu
gozlemlemiglerdir. T. harzianum’ un tohum tedavisinde tohum ¢imlenmesini
gelistirmede (% 18,43), enfeksiyon azaltmada (% 90,46) ve verimi arttirmada ¢ok etkili
oldugunu kanitlamiglardir. T. harzianum’dan sonra sirasiyla B. subtilis’ in ve P.

fluorescens’ in etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

Huang ve ark. (2008), Sclerotinia sclerotiorum’ un kontoliinde bes fungal
antagonistin etkilerini belirlemek icin vyiiriittiikleri ¢calismada 20°C’de kuru (% 9 nem)
ve 1slak (% 24 nem) kosullar altinda steril topraklarda S. sclerotiorum’ un sklerotlarinin

canliligimi azaltmada etkisi oldugunu, Coniothyrium minitans’ 1n 15-20 °C’de sklerot
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azalmasinda en etkili antagonist oldugu, Trichoderma virens’ in C. minitans kadar
olmasada 25°C’de en iyi etkiyi gosterdigini, Eprococcum purpurancens, Talaromyces
flavurs ve Trichothecium roseum ’un bazi durumlarda S. sclerotiorum’ un sklerotlarina
kars1 etkili olsalar da C. minitans ve T. virens’ den daha az etkisi oldugunu

belirlemiglerdir.

Mansour ve ark. (2008), biyolojik miicadele eleman1 olan Trichoderma harzianum
ve Bacillus amyloliquefaciens izolatlarinin Sclerotinia sclerotiorum’ a karsi antagonist
etkilerini in vivo ve in vitro kosullarda arastirmiglardir. Yapilan ¢aligma sonucunda
denemeye alinan T. harzianum ve B. amyloliquefaciens’ in, S. sclerotiorum’ un misel ve

sklerot gelisimi ile tiretimini engelledigini saptamiglardir.

Uppal ve ark. (2008), 5 adet onceden secilmis izolat ve 4 adet bitki ekstrakti
(kanola, kolza, deniz yosunu, ve Kanada geveni), iki bolgede iki biiyiime mevsimi
boyunca in vivo kosullarda ve biiylime odasinda iki farkli patates g¢esidini (Russet
Burbank, hassas ve Kennebec oldukga elverisli) Verticillium dahliae’ ya karsi
koruyabilme etkileri igin test etmislerdir. Bliylime odasi denemelerinde, Pseudomonas
fluorescens Biotipi F izolatt DF37, iki mevsimde de her iki kiiltiir bitkisi Kennebec ve
Russet Burbank’ ta Verticillium solgunlugundan kaynaklanan damar renk degisikliginin
siddetini ve oranini onemli Ol¢iide azaltmustir. Bacillus pumulis izolati M1 sadece
Kennebec Kkiiltiir bitkisinde solgunluk parametrelerini azaltmistir. Test edilen bitki
eksraktlart arasindan, Kanada geveni eksraktinin (MVE) Verticillium solgunlugunu
azaltmada en etkili bitki ekstrakti (%54-84 oraninda) oldugunu tespit etmislerdir. In
vivo testinin ilk yilinda bakteri tedavisi DF37 ve bitki eksraktt MVE sirasiyla Russet
Burbank ve Kennebec tizerindeki Verticillium solgunlugunu azaltmada etkili olmustur.
Hastalik ve damar renk degisikligindeki azalmalar tedavisiz kontrole gore sirasiyla
DF37 i¢in % 26-67, MVE igin % 45-55 degerinde olmus, in vivo denemelerinin ikinci
yilinda bakteri izolatlar1 DF37 ve M1 ve bitki eksraktlart MVE % 19 dan % 31’ e kadar
biitlin solgunluk parametrelerini azalttifin1 ve Kennebec kiiltiir bitkisinde verimi % 18
arttirdi@ini tespit etmislerdir. Bakteriyel izolat DF37 ayrica Verticillium solgunlugunu
(% 29-43 arasinda) azalttigini ve Russet Burbank kiiltiir bitkisinde verimi de % 24

oraninda arttirdigini belirlemislerdir.
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Yang ve ark. (2008), Sclerotinia sclerotiorum’ a karsi gii¢lii antagonist aktiviteli
Penicillium zinciri PY-1" in toprakta ayristirilmasini g¢alismiglardir. PY-1 zincirinin
Penicillium oxalicum oldugunu belirlemislerdir. P. oxalicum’ un S. sclerotiorum’ un
miselyal gelisimini engelleyen antifungal maddeler lirettigini tespit etmislerdir. PY-1
sporlarin1 ve filtratlarinin test edilen bitkilerin yaprak evresinde S.sclerotiorum

enfeksiyonunu, enfeksiyon boyutunu 6nemli 6l¢iide engelledigini ortaya koymuslardir.

De Cal ve ark. (2009), Penicillium oxalicum’ un farkli gelisme kosullarinda kavunda
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) ve karpuzda Fusarium oxysporum f. sp.
niveum (FON)’ un neden oldugu solgunlugu baskilamadaki biyolojik miicadele
potansiyellerini test etmislerdir. Sera denemelerinde FOM’un neden oldugu Fusarium
solgunlugunu azaltmak igin P. oxalicum ve dazometi birlikte uygulamislardir. Karpuzda
FON i¢in P. oxalicum yalniz uygulanmistir, biiyiime odasinda % 58 ve sera
denemelerinde ise % 54 oraninda hastalik alanlarmi azalttiklarini tespit etmislerdir.
Yapilan ¢alismanin sonucunda P.oxalicum’ un kavun ve karpuz bitkilerinde Fusarium

solgunlugunun kontroliinde etkili olabilecegini diisiinmiislerdir.

Yang ve ark. (2009), Bacillus subtilis tiiriiniin (NJ-18) in vivo ve in vitro kosullarda
Sclerotinia kok ¢iirtikliigiine kars1 etkisini aragtirmiglardir. Bu ¢alisma ile NJ-18 tiiriiniin
fermantasyonu sonucunda yapilan arazi calismalarinda hastaligin yogunlugunu ve
siddetini azalttigini, B. subtilis’in NJ-18 tiiriiniin umut verici bir biyolojik savas etmeni
oldugunu piring kint kiifii ve kolza ciiriikliigii ile diger Sclerotinia hastaliklarinin

kontrolii i¢in kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Kurt ve ark. (2011) Brassicaceae’ deki glukosinolatlarin enzimatik hidrolizi ile
aciga ¢ikan Isothiocyanate’ lar1 ( ITCs), fungus patojenlerini kontrol etmede potansiyel
faydalilar olarak bildirmislerdir. Sclerotinia sclerotiorum’ a karsi saf ITCs’ in in vitro
ortamdaki aktivitesi gelisme diizenleyicilerde eritilerek yapilan c¢aligmalarla
iliskilendirilmistir. Bu ¢alisma ile metil, alil ve benzil ITC’ ler S. sclerotiorum izolat1 Ss
31° 1i biyo analizlerdeki bilesimlerin en fungitoksik olanlari olarak bildirilmistir. S.
sclerotiorum’ un miselyal gelisimi metil, alil ve benzil ITC’ ler tarafindan tamamen
inhibe edilmistir. Aromatik ITC’ ler petri kutularinda daha az toksik etki gosterirken
agar ortamda c¢ozildiigiinde alifatik ITC’ lerden daha fazla toksik etki gdsterdigini
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ortaya koymuslardir. Benzil ITC, 75.1 mol L™in EC50 degeriyle sklerot
cimlendirmesinde en yiiksek inhibitdr etkisi gdstermistir. Butil ve benzil ITC’ler en
yiiksek konsantrasyonda S. sclerotiorum’ un apotesyal iretimini % 92.5’¢ kadar
azalttigim One siirmiislerdir. /n vivo ortam calismalarinda, sadece alil ve 2-feniletil ITC’
ler diisiik konsantrasyonda hastalik olusumunu sirasiyla % 76,7 ve % 70 oraninda
azaltmistir. Calisma sonucunda ise S. sclerotiorum, Brassica juncea, B. carinata, B.
nigra ve Sinapsis spp.” nin ayrismasindan ¢ikan alil ve benzil ITC’ lerin daha yiiksek

konsantrasyonlarda direng gosterebilecegini tespit etmislerdir.

Danon ve ark. (2010), kompostlarin toprak kokenli bitki patojeni olan Sclerotium
rolfsii’ nin sklerotiyal ylizeydeki ve onun etrafindaki fungal topluluklarin gelisimini ve
S. rolfsii ’nin paraziti olan direnglerini tespit etmek i¢in ¢alismiglardir. Bu calisma
sonucunda Threlavia ve Petriella tiirleriyle beraber, Chaetomium, Geomyees,
Penicillium ve Trichoderma tiirleri olarak bilinen mikro parazitler tespit etmislerdir.
Ancak bu mikroparazitler arasinda Sclerotinia’ nin tamamini yenebilen tek bir tiire
rastlamamuslar, aksine cesitli direngler kazanildigini belirlemislerdir. Bu antagonist
mikroorganizmalar toplulugunun Sclerotinia’ nin paraziti oldugu hipotezini 6ne

stirmiislerdir.

Zhang ve ark. (2010), Sclerotinia sclerotiorum’ un sebep oldugu Sclerotinia govde
¢liriikligli Kanada’da yaygin bir soya fasulyesi hastaligidir. Bu ¢alismada in vitro ve in
vivo ortamda yapilan deneyler SSR (Sclerotinia Stem Rot = Sclerotinia govde
curikliigi)’ 1n  Onlenmesi igin  Bacillus subtilis zinciri SB24’tin  hiicre
slispansiyonlarinin, hiicresiz kiiltiir filtratlarinin ve siv1 kiiltiirlerinin potansiyel etkisini
degerlendirmek {izere yiiritiilmistiir. SB24 hiicre siispansiyonlar1 ve hiicresiz kiiltiir
filtratlar1 % 50° den % 75° e kadar S. sclerotiorum’ un miselyal gelisimini 6nemli
6lciide azaltmis olup, % 90’dan daha fazlaya kadar sklerot olusumunu 6nlemistir. Hiicre
siispansiyonu ve swvi kiiltir hazirhklari 5. 10%a (cfu ml™) kadar siralanan
konsantrasyonlarda SRR yogunlugunu/siddetini % 45’ten % 90’ a kadar ciddi olciide
azaltmistir. Bu calisma sonucunda ii¢c hazirlik icin en etkili konsantrasyon SRR
yogunlugunu %60’tan %90’a kadar azaltan 5.10% (cfu mI™) olmustur. S.sclerotiorum’

lu bitki, agilamasindan 6nce 24 sa uygulandiginda hastalik siddetini azaltmada en etkili
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olanin B. subtilis SB24 oldugunu ve bitki asilamasindan 15 giin sonraya kadar 6nemli

bir etki gozlemlendiklerini 6ne siirmiislerdir.

Pane ve ark. (2011), bes farkli kompostun toprak kokenli patojen olan Pythium
ultimum, Rhizoctonia solani ve Sclerotinia minor’ a olan baskilayict etkisini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda denemeye alinan bu bes kompost igerisinden
hayvan giibresinden ¢ikan bilesenlerin % 60’ inda P. ultimum, R. solani ve S. minor’ un

neden oldugu hastaliga kars1 gelismeyi engelleyici etki gosterdigi saptanmistir.

Yang ve ark. (2011), Sclerotinia sclerotiorum’ un umut veren bir biyolojik
miicadele elemani olan Coniothyrium minitans’ i toprak uygulamasi sirasinda giibre
uygulamasiyla birlestirilip birlestirilemeyecegini degerlendirmek amaciyla N-P-K
bilesikli ticari glibreyle uyumlulugunu saptamak i¢in bir ¢alisma yiriitmiislerdir. Bu
calisma sonucunda bilesik giibrenin in vitro ortamda C. minitans’ in misel gelisimini ve
konidial ¢imlenmesini % 0,1 ile % 10 konstrasyonunda engelledigini tespit etmislerdir.
C. minitans’ 1 giibre ile es zamanli uygulamasi S. sclerotiorum’ un sklerotlariyla
tiretilen apotesyum sayisini azalttigini, karpogenik ¢imlenmeyi baskilamak igin
herhangi bir olumsuz etki gostermedigini gozlemlemislerdir. Bu uygulama sonucunda
yagli tohum kolzasinin govde ciiriikliik etmeni olan S. sclerotiorum’ un baskilamasinda
ve uygulanan giibrelerle birlikte {irlin verimliliginin artisinda bir avantaj sagladigini

belirlemislerdir.

Rodriguez ve ark. (2011), Clonostachys rosea BAFC 3874’ iin Sclerotinia
sclerotiorum’ a karsi antagonist etkisini ikili kiiltiir testlerinde in vitro kosullarda
arastirmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda kullanilan C. rosea kapta yetistirilen lahana ve
soya fasulyesindeki S. sclerotiorum’un antagonisti oldugunu tespit etmislerdir. Bununla
birlikte S. sclerotiorum’ un yiiksek miselyal gelisimini ve sklerot {retimini
engellemesinin aynt zamana denk geldigini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak C. rosea
BAFC 3874’ iin sera deneylerinde patojen S. sclerotiorum’ a karsi etkili bir antagonist

oldugunu kanitlamiglardir.

Kumar ve ark. (2012) tarafindan yapilan calismada, fasulye rhizosferlerinden elde
edilen 7 bakteriyel izolat arasindan BPR7 irki Bacillus spp. olarak tespit edilmistir.
BPR7 ki in vitro ortamda Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
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sclerotiorum, Colletoricum sp. gibi birkag fitopatojenin biiylimesini baskilamada dnemli
etki gostermistir. BPR7 1rkinin hiicresiz kiiltiir filtrat: test edilmis ve patojenlerin koloni

gelisimini 6nledigini gézlemlemislerdir.

Meng ve ark. (2012), bu calisma ile BACO3’ i karakterize etmek ve tanimlamak
icin patatesin yaygin patojeni olan Streptomyces spp.” e karst biyolojik kontrol
aktivitesini degerlendirmek ve BACO3’ le iiretilen antimikrobiyal bir madde karakterize
etmeyi amacglamiglardir. Streptomyces spp.’nin diren¢ kaynagindan izole edilen BACO3
genlerinin dizilimi analiz edilerek Bacillus amyloliquefaciens olarak tanimlanmistir.
BACO3 ortak kiiltiir yontemi kullanilarak = Streptomyces spp.” e kars1 antagonist bir
aktivite gostermistir. Sera ¢aligmalarinda saks1 karisimlarina uygulanan BACO3 6nemli
olglide patojenin siddetini azaltmis olup, potansiyel olarak patates bitkisinin gelisimini
arttirdigim1  6ne stirmiislerdir. Calisma sonucunda B. amyloliquefaciens zinciri
BACO3’iin giicli bir antagonist aktiviteye sahip oldugu, Streptomyces spp.” e karsi
direng ve bitki gelisimini ylikseltebilme potansiyeli gosterdigini ve ticari biyolojik savas

etmeni olarak gelistirilebilir potansiyeli oldugunu bildirmislerdir.

Zeng ve ark. (2012), yaptiklar1 calisma ile biyolojik miicadele etmenlerini
Michigan’ daki soya fasulyesi iiretim arazilerinde Sclerotinia kok ¢iiriikligi tizerine ve
topraktaki Sclerotinia sclerotiorum’ un sklerot sayisini azaltmadaki etkisi agisindan
degerlendirmislerdir. Biyolojik etmenler Coniothyrium minitans CON/M/91-08 ( iiriin
adi: Contans WCN ) Streptomyces lydicus WYEC 108 ( actinovate AG) , Trichoderma
harzianum T-22 ( Plant Shield HC) ve Bacillus subtilis QST713 (Serenade MAX)’ tir.
Iki arazi bolgesinde, S. sclerotiorum’ un sklerotlariyla bulastirilan topraklar,
bitkilendirme 6ncesinde iist toprakta yukarida adi gecen etmenlerle tedavi edilmistir.
Etkili biyolojik kontrol etmeni olan C. minitans R1 gelisim evresinde yapraklara
fungisit olarak uygulanmistir ve hastalik siddetini % 68.5” e kadar, S. sclerotiorum’ un
topraktaki sklerot sayisini ise % 95.3° e kadar azalttigin1 belirlemiglerdir. S. lydicus ve
T. harzianum sirasiyla hastalik siddetini % 43.1 ve % 38.5” ¢ kadar, topraktaki sklerot

sayisint ise % 90.6 ve % 70.8 e kadar azalttigin1 bu ¢alisma ile birlikte kanitlamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Fungus Materyali

Denemede kullanilacak olan Sclerotinia sclerotiorum Ss 31 nolu domates izolati
boliimiimiizde 2008 — 2009 yillar1 arasinda yiiriitiilen Tiibitak — 1080304 nolu proje
kapsaminda elde edilmistir. Bu izolat — 20 °C de saklanan kiiltiir koleksiyonundan

saglanmistir.
3.2. Kompost Materyali

Bu calismada kullanilacak olan kompost ve giibre materyali, kiispe yapim
tesislerinden ve MKU Selam Ciftliginden saglanmistir. Soya yapim tesisinden saglanan
soya kiispesi 1/20 oraninda steril saf su ile nemlendirilerek c¢aligmada kullanilmak
amactyla hazirlanmistir. Asagidaki ¢izelgede ¢alismada kullanilmis olan kompost ve

giibre materyallerinin igerikleri verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Biyolojik miicadele potansiyeli agisindan Sclerotinia sclerotiorum’ a karsi
antagonist mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilan kompost ve
giibrelerin igerikleri

Kompost ve Giibre No  Kompost ve Giibre Materyalleri

Gl Soya kiispesi % 50 + Ure % 20+Biiyiikbas hayvan
giibresi % 30( Sk; U; Bbg; 50:20:30)

G2 Biiytikbas hayvan giibresi % 100 (Bbg; 100)

G3 Tavuk giibresi % 100 (Tg; 100)

G4 Gtivercin giibresi % 100 (Gg; 100)

G5 Soya kiispesi % 100 (Sk; 100)
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Kompostlar hava almayacak sekilde kapatilmig 50 litrelik plastik variller icerisinde

hazirlanarak acik havada bekletilmistir, giibreler ise saf olarak kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Antagonist mikroorganizmalarin izole edildigi kompost materyali ve
giibrelerin dogal goriiniimii. (A) Biiyiik bas hayvan giibresi, (B) Giivercin
giibresi, (C) Soya kiispesi

3.3. Cahismalarda Kullanilan Besi Ortamlar ve icerikleri

Calismada kullanilan tiim besi yerleri 121 %C’ de 15 dk. otoklavda sterilize
edilmistir. Denemelerde hazir ticari olarak satilan Nutrient Agar (NA), Trypton Soya
Agar (TSA) Dbakteriyel izolasyonlarda, Czapek-Dox Agar (CDA) fungus
izolasyonlarinda besiyerleri olarak kullamlmistir. Ikili kiiltiir ve &n inkiibasyon
denemelerinde Patates Dekstroz Agar (PDA) kullanilmistir. Bu ortamlarin icerikleri Ek-

1 de verilmistir.
3.4. Kompost ve Giibrelerin Mikrobiyal Analizleri

Kompostlarin ve giibrelerin mikrobiyal populasyonlarinin durumu 0-4 aylar
arasinda 250 ml’ lik erlenler igerisindeki 90 ml steril saf suya 10 gr kompost ve giibre

Orneginin ilave edilmesiyle belirlenmistir. Erlenler 20 dk siire ile 200 rpm hizla orbital
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calkalayicida calkalanarak elde edilen siispansiyon bir seri halinde (10, 10%, 10, 10
10°, 10°, 107, 10® ve 10°)  seyreltilmis olup her bir drnekten alnan 200 pl’lik
siispansiyonlar, bakteriyel izolasyonlar i¢cin NA, TSA, fungus izolasyonlari i¢inde CDA
besi ortamlarinin yiizeylerine yayilmistir. Ekim yapildiktan sonra tiim petri kaplari
25°C” de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Populasyon yogunlugu cfu g™ olarak

belirlenmistir.
3.5. Fungal ve Bakteriyal izolatlarinin Teshisi

Antagonist aktivitesi belirlenmis olan fungus kolonilerinin tiir tanisi, steroskopik
mikroskop yardimi ile olusturduklar1 vejetatif ve spor yapilarinin morfolojik yapilarina

bakilarak elde edilmistir (Singleton ve ark. 1992).

Bakteriyel izolatlarin yag asitleri MIS (Microbial Identification System) standart
protokoliine gore firmanin bildirdigi sekilde elde edilmistir. Ekimi yapilan petriler
tizerinde gelisen bakteriyel izolatlarin hiicre morfolojilerine bakilmis ve aday izolatlar
ortamda gelisen populasyonu temsil edecek sekilde tesadiifi olarak tek bir hiicreden
aliarak saflastirilmistir. Her bir hiicre (koloni) bir izolat olarak degerlendirilmistir.
Tiim bakteri izolatlar rutin analizler igin +4°C’ de buzdolabinda petri kaplar1 igerisinde
PDA besi yerinde, uzun siireli saklamalar icin % 20’lik glycerol icerisinde —20°C’ de

derin dondurucular i¢inde muhafaza edilmistir.
3.5.1. Bakteriyel izolatlarin Yag Asitleri Profillerine Gére Tamilanmasi

Bakteriyel izolatlarin yag asitlert MIS (Microbial Identification System) (Sekil 3.2.)
standart protokoliine gore elde edilmistir (Sasser, 1990).

Bu protokole gore, steril bir 6ze ile test edilecek bakteri kiiltiirlerinin tek
hiicrelerinden alinarak TSA besi yerine 4 fazli ¢izgi ekim yapilmustir. Kiiltiirler 25'C’ de
48 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi bakteri kiiltiirlerinin 3. ve 4. fazlarindan
steril 6ze ile almarak teflon kapakli steril cam tiiplere aktarilmistir. Izolatlarn yag

asitleri 4 farkli ¢ozeltinin kullani1ldig1 4 asamada yapilmistir.

1) Hiicrelerin parcalanmasi asamasinda tiiplere transfer edilen bakteri hiicrelerinin

tizerine 1ml ¢ozelti 1 (45 g NaOH, 150 ml metanol (HPLC grade) ve 150 ml steril saf
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su) eklenerek 5 dakika 100 °C su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra bakterilerin
slispanse olabilmesi i¢in tiip karistirict ile 5-10 sn karigtirilmis ve tekrar su banyosuna
konularak 25 dakika bekletilmistir. Stire sonunda tiipler soguk su banyosunda hizli bir

sekilde sogutulmustur.

2) Metillestirme agamasinda siispansiyonun iizerine 2 ml ¢ozelti 2 (325ml 6 N HCl ve
275 ml metanol (HPLC grade)) eklenerek 5-10 saniye tiip karistirict ile karistirildiktan
sonra 10 dakika 80 °C’ lik su banyosunda bekletilmistir ve siire sonunda tiipler hizla

sogutulmustur.

3) Saflastirma asmasinda orneklerin iizerine 1.25 ml ¢ozelti 3 (200 ml heksan (HPLC
grade) ve 200 ml metil tert-butil eter (HPLC grade)) eklenerek tiiplerin agzi sikica
kapatilmigtir. Daha sonra tiipler dairesel dongii hareketi yapan karistirtict ile ters-diiz
edilerek 10 dakika boyunca 20 rpm hizda karistirilmistir. Islem sonunda olusan iki
fazdan alttaki faz pastor pipeti ile uzaklastirilmistir ve listteki faz bir sonraki asama ig¢in

saklanmustir.

4) Bazik yikama asamasinda ise tiiplerin iizerine 3 ml ¢6zelti 4 (10.8 g NaOH ve 900 ml
steril saf su) eklenerek tiipler bir 6nceki asamada oldugu gibi dairesel dongii hareketi
yapan karistirtici ile ters-diiz edilerek 5 dakika boyunca 20 rpm hizda karistirilmistir.
Islem sonras1 olusan iist fazin 2/3” liik kismu pastdr pipeti ile alinip gaz kromotografi

(GC) tiiplerine aktarilmistir.

Elde edilen yag asitlerinin Kkarekterizasyonu, yag asitleri metil esterler gaz
kromotografisi (Agilent Technologies 6890N Network GC System) ile yapilmistir ve
yag asitleri 0zelliklerine gore bakterilerin tanis1 Sherlock MIS 4.5, Microbial ID, Inc.,

Newark, Delaware bilgisayar programui ile yapilmistir.



22

Sekil 3.2. Bakteri izolatlarin Yag asit metil ester profillerine gore teshis etmekte

kullanilan MIS (Microbial Identification System)’ in genel gériintimii

3.6. Secilen Aday Antagonist Fungus ve Bakteri izolatlari ile in vitro Calismalar

3.6.1. izole Edilen Fungus ve Bakterilerin, Sclerotinia sclerotiorum’ a Karsi

Antagonist Etkilerinin Degerlendirilmesi

Segilen bakteriyel ve fungal izolatlar, Sclerotinia sclerotiorum’ u antagonize etme
yetenekleri yoOniinden degerlendirilmistir. Antagonist fungal izolatlar1 segmek igin
antagonist fungus agar diskleri ve S. sclerotiorum birbirinden yaklasik 4 cm mesafede

olacak sekilde PDA ortamina aktarilmis ve sonuclar 4 giin igerisinde degerlendirilmistir.

Elde edilen tiim bakteri izolatlarinin S. sclerotiorum’ a karst antagonistik
potansiyelleri, PDA igeren petri kaplarinda ikili kiiltiir testleriyle saptanmistir (Landa ve
ark. 1997). Bu testlerde her bir petrinin ucuna test edilecek bakteri izolati ¢izilerek
26°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Bakterilerin gelismesini takiben, PDA
ortaminda gelismis 4 giinliik S. sclerotiorum kiiltiiriiniin u¢ kisimlarindan alinan 5 mm

capinda miselyal diskler petrilere cizgi halinde gelisen bakterilerin 4 ¢cm uzagina
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yerlestirilerek 25°C’ de gelismeye birakilmistir. Kontrol olarak fungus, bakterilerin

cizildigi yere benzer sekilde disardan kalemle ¢izilmistir.

Kontrol petrilerinde fungusun isaretli alana ulasmasiyla birlikte, bakterilerin
¢izildigi tiim petrilerde bakteriye dogru yonelen fungal miselyal gelisimi (Rb) oOl¢iilmiis
ve kontrol petrilerdeki miselyal gelismeye (Rc) gore engelleme oranlarinin % Si

hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).
% Engelleme= (Rc-Rb)*100/Rc

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in dlgtimler 5 farkli petri kabinda yapilmis olup,

deneme 3 farkli zamanda tekrar edilmistir.

3.6.2. On Inkiibasyon Siiresinin Bakterilerin Antagonist Potansiyelleri Uzerine

Olan Etkinligi

Yapilan degerlendirmede antagonist 6zellik gosteren Bacillus pumulis (G4B:1:49),
Bacillus cereus (G1B:2:6), Bacillus amyloliquefaciens (G5B:2:5), Tanis1 yapilamadi
(G2B:3:4), Stenotrophomonas maltophilia (G2B:3:7), Bacillus subtilis (G3B:3:5),
Bacillus pumulis (G2B:5:4), Virgibacillus pantothenticus (G1B:2:5) izolatlari, 6n
inkiibasyon siiresinin bakterilerin antagonizm potansiyeli iizerine olan etkinliginin
belirlenmesi ¢alismalarinda kullanilmak tizere secilmistir. Bu amagla seg¢ilen antagonist
ozellik gosteren izolatlar PDA igeren petrilere fungus inokulasyonunun 1, 24, 48 ve 72
saat oncesinden cizilerek 6n inkiibasyona birakilmis ve daha once agiklandigr sekilde
(Boliim 3.6.1) S. sclerotiorum kiiltiirlerinden alinan diskler petriye bakterilerin ¢izildigi
noktadan 4 cm uzagina yerlestirilerek inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak yalniz
S. sclerotiorum ekimi yapilmistir. Degerlendirmeler ikili kiltiir testlemelerinde oldugu
gibi yapilmis ve patojen gelisiminin antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan

engellenmeleri (%) hesaplanmistir.
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3.7. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi (HR= Hypersensitive Reaction)

Kompost ve giibrelerden izole edilen bakteriyel izolatlarin patojenisitelerinin
belirlenmesi amaci ile tiitlinde asir1 duyarlilik testi (HR) yapilmistir. HR testinde PDA
besi yerinde 2 giinliik bakteri kiiltiirleri 10® cfu mI™ (OD=0.13) yogunlukta steril saf su
icerisinde siispanse edilerek tiitiin yapraklarina enjekte edilmistir. Negatif kontrol olarak
yapraklara steril saf su inokule edilmis, pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae
pv. syringae izolat: kullanilmistir. inokulasyondan 2 giin sonra degerlendirme yapilarak
inokulasyon noktasinda doku g¢okmesine neden olan izolatlar HR (+) olarak kabul

edilmistir.
3.8. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus ve
patojen gelisiminin engellenme oranlart % oranlarina g¢evrilmeden SPSS istatistik
programi kullanilarak tek yonli ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve Tukey coklu
karsilastirma testi ile izolatlar arasindaki farkliliklar tespit edilmistir (p<0.05).



25

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farkh Kompost ve Giibrelerden Izole Edilen Aday Antagonist Bakteri ve

Fungus izolatlarinin Aylara Gore Populasyon Seyri

Hatay ili ve g¢evresindeki kiispe iiretim tesislerinden, MKU Selam Ciftliginden
aliman giibre ve kompost materyallerinden 0-4 aylar1 arasinda yapilan izolasyonlar

sonucu elde edilen toplam fungus ve bakteri sayilar1 Cizelge 4.1 ve 4.2° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli kompost ve giibrelerden izole edilen bakteri sayilarinin aylara gore

populasyon seyri (Log Degerleri)

Aylar
Kompost ve Giibre 0 1 2 3 4
G1 8,99 h 8,92 fgh 8,87 efgh 8,95 gh 8,96 gh
G2 8,7 defg 8,7 defg 8,67 cdef 8,65 cdef 8,59 bcd
G3 8,7defg 8,6 bcde 8,6 bcd 8,61 hcde 8,61 hcde
G4 8,41 abc 8,27 a 8,3a 8,36 ab 8,25a
G5 8,23a 8,23 a 8,15a 8,25a 8,25a

Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kii¢iik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Tukey test, P<0.05)

Kompostlama siirecinde baslamadan &nce G1 (Soya kiispesi % 50 + Ure %
20+Biiytikbas hayvan giibresi % 30) kompostundan elde edilen bakteri sayisi 8,99
olmustur. Siire¢ igerisinde yapilan degerlendirmelerde bakteri sayisinin aylar igerisinde
onemli degisiklige ugramadigr gézlemlenmistir. G2 (Biiyiikbas hayvan giibresi % 100)
giibresinden elde edilen bakteri sayist baslangigta 8,7 olup 1. ayda da aymi deger
gozlemlenmis ve bakteri sayis1 aylara gore azalan oranlarda devam etmistir. G3 (Tavuk
giibresi % 100) gilibresinin olgunlastirma siiresinin baglangicinda elde edilen bakteri
sayis1 8,7 olup takip eden aylarda bakteri ayis1 8,6 ve 8,61 olarak gozlemlenmistir. Bu
durum aralarinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar olmadigini bildirmektedir. G4
(Giivercin giibresi % 100) giibresinde bakteri sayist en yiiksek seviyesini (8,41)
olgunlagtirma siirecini baglangicinda, en diisiikk seviyesini ise 4. ayda (8,25)

gostermistir. 2. ve 3. aydaki bakteri sayilar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik tespit
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edilmemistir. G5 (Soya kiispesi % 100) kompostundan elde edilen bakteri sayilarinda
aylar igerisinde istatistiksel olarak farkliliklar g6zlemlenmemistir.

Kompost ve giibreler arasinda aylar igerisinde yapilan degerlendirmelerde (0-4.
aylar arasi) en yliksek bakteri sayilar1 G1 kompostundan elde edilmis olup 1-2-3.
aylardaki bakteri sayisindaki siralama G2, G3, G4, G5 seklinde olup 4. ayda ise G3, G2,
G4=G5 seklinde belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Farkli kompost ve giibrelerden izole edilen fungus sayilarinin aylara gore

populasyon seyri (Log Degerleri)

Aylar
Kompost ve Giibre 0 1 2 3 4
G1 453 bcdef 4,62 cdef 4,16 abc 4,69 def 4,2 abcd
G2 4,10 ab 4,16 abc 4a 4,52 bcdef 4,10 ab
G3 43 43 4,10 ab 4,36 abcde 4,16 abc
G4 4,10 ab 4,54 bcdef 4,55 bedef 4,65 cdef 4,10 ab
G5 4a 5f 4,81 ef 4,81 ef 4a

Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kii¢clik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Tukey test, P<0.05)

Kompostlama siirecine baslamadan dnce G1 kompostundan alinan ilk &rneklerde
fungus sayis1 4,53 olmustur. Kompostlama siirecinde yapilan degerlendirmelerde 3.
ayda 4,69 ile en yiiksek seviyesinde ulasmis ve 4. ayda (4,2) tekrar diisme egilimine
girmistir. En diisiik fungus sayist 4,16 ile 2. ayda gézlemlenmistir. G2 kompostundan
aliman orneklerde olgunlastirma siirecinin baslangicinda fungus sayist 4,10 olmustur.
Yapilan degerlendirmelerde 1. ayda 4,16 olarak belirlenmis ve aylar igerisinde yapilan
degerlendirmede istatistiksel olarak 6nemli farklilik gézlemlenmemekle birlikte fungus
sayis1 3. ayda 4,52 ile en yiiksek seviyesine ulagsmistir. G3 giibresinden alinan
orneklerde olgunlagtirma siirecine baglamadan 6nce 4 olan fungus sayisi, 3. ayda en
yiiksek seviyesine (4,36) ulasmis olup, 4. ayda tekrar diisme egilimine girmistir. G4
giibresinde olgunlagtirma siirecinin baglangicinda fungus sayist 4,10 olup siirecin 4.
ayinda yine ayni degeri gostermistir ve aralarinda istatistiksel olarak farklilik

gozlemlenmemistir. 3. ayinda fungus sayisi en yiiksek (4,65) seviyesine ulagmustir.
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Kompost ve glibreler arasinda aylar igerisinde yapilan degerlendirme sonucu (0-4.
aylar aras1 ) en yiiksek fungus sayist G5 kompostundan elde edilmis olup, en yiiksek
degere (4,81) 2. ve 3. ayda ulasmistir. 4. ayda yapilan degerlendirme sonucunda
kompost ve giibrelerden elde edilen fungus sayilarinda istatistiksel olarak ©Onemli
farkliliklar gbézlemlenmemistir. Calismada kullanilan materyallerin aylar icerisindeki
siralamasi ise su sekilde olmustur; 1. aydaki siralama G5, G1, G4, G2 ve G3, 2. ayda
G5, G4, G1, G3 ve G2, 3. ayda ise G5, G1, G4, G2 ve G3.

Kompost igerikli ¢alismalar icerisinde organik madde olarak denenen sariyonca
anizt (2,5 ton) ya da balik ununun (2,5ton) S. sclerotiorum’ un karpogenik
cimlenmesini engelledigi ve bunun etkisi ile de S. sclerotiorum’ un neden oldugu
bezelye kiifiinlin siddetini ve etki alanimi azalttigimi bildirmislerdir (Huang ve ark.
2005). S. sclerotiorum’ un biyolojik savas etmeni olan C. minitans’ mn toprak
uygulamasi sirasinda giibre uygulamasi (N-P-K) ile birlestirilip ve ticari giibrelerle
uyumlulugunu ortaya koyduklar1 ¢alismayla bilesik giibreler ile C. minitans’ 1n in vitro
ortamda S. sclerotiorum’ un misel gelisimi ile konidial ¢imlenmesini engelledigini C.
minitans’ 1 yagl tohum kolzasinin gdvde ciirlikliik etmeni olan S. sclerotiorum’ un
baskilanmasinda bilesik giibreler ile kullaniminda iirin verimliliginin artisinda bir
avantaj oldugunu bildirmislerdir (Yang ve ark. 2011). Organik madde olarak sera
kosullarinda denenen brokoli bitki materyalinin domateslerde sorun olan S.
sclerotiorum ve Sclerotium rolfsii’ e karsi hastalik siddetini azaltmada 6nemli bir etkiye
sahip oldugunu ve benomyl (fungisit) karisimi ile uygulandigi zaman % 100 etki
gosterdigini belirlemislerdir (Irshad ve Onogur 2001). Yapilan bir diger benzer
caligmada seralarda yetistirilen hiyar bitkilerinde S. sclerotiorum’ un neden oldugu
beyaz ciiriikliilk etmeni i¢in tavuk giibresi ve tavuk giibresi + solarizasyon karigimi
uygulanmis ve sklerot canliligini azaltmada ©nemli sonuclar elde ettiklerini 6ne
stirmislerdir ( Yanar ve ark. 2004 ).

Kompost ve giibrelerden yapilan izolasyonlarda genel populasyonu temsil eden
farkli morfolojik yapida 37 bakteriyel izolat ve 5 fungal izolat elde edilmistir. Mevcut
bakteriyel izolatlar arasindan 14 izolatin tanis1 yapilabilmis ve elde edilen izolatlara cins
diizeyinde bakildiginda biiyiik bir kismimnin Bacillus spp. (%80), fungal izolatlarin ise 4
tanesinin Penicillium spp. ve birinin Aspergillus sp. oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.3, Cizelge 4.4).



28

Elde edilen bakterilerin dagilimina bakildiginda Bacillus spp. en fazla G2’ den izole
edilirken bunu siras1 ile G5, G1 ve G4 takip etmistir. G3” den izole edilen bakteriler
arasinda Bacillus spp.’ e rastlanilmamustir. izole edilen funguslarin biiyiik cogunlugunu
olusturan Penicillum spp. en fazla G2’ den izole edilirken, en az G3 ve G1’ den izole

edilmistir.

Cizelge 4.3. Kompost ve Giibrelerden izole edilip yag asidi metil ester profillerine gore
tanis1 yapilan antagonist bakteri izolatlar:

izolat No Tiir Ad1

G2B:3:7 Bacillus atrophaeus (0.392), Virgibacillus pantothenticus (0.321)

G2B:0:4 Bacillus thuringensis-israelensis (0.512)

G2B:3:7 Stenotrophomonas maltophilia (0.812)

Gb5B:1:3 Bacillus subtilis (0.473), Bacillus amyloliquefaciens (0.518)

G4B:0:4 Bacillus pumilis (0.522),

G5B:0:5 Bacillus cereus (0.617)

G5B:3:5 Bacillus amyloliquefaciens (0.352)

G2B:1:4 Stenotrophomonas maltophilia (0.946)

G1B:2:5 Virgibacillus pantothenticus (0.537)

G2B:5:4 Bacillus pumilis (0.564)

G3B:3:5 Bacillus subtilis (0.437)

G1B:3:6 Bacillus cereus (0.642)

G5B:3:5 Bacillus pumilis (0.203), Bacillus megaterium (0.532)
Bacillus amyloliquefaciens (0.352), Bacillus  thuringensis-
israelensis (0.489)

G5B:0:5

Teshisi yapilabilen 14 bakteriyel izolat arasindan Bacillus subtilis (G5B:1:3),
Bacillus cereus (G5B:0:5), Bacillus amyloliquefiacens (G5B:3:5), Bacillus pumilis
(G5B:3:5), Bacillus amyloliquefaciens (G5B:0:5) G5’ den izole edilirken; Bacillus
atrophaeus (G2B:3:7), Bacillus thuringiensis (G2B:0:4), Bacillus pumilis (G2B:5:4)
G2’den; Bacillus subtilis (G3B:3:5), Bacillus pumilis (G4B:0:4) G4’ den; Virgibacillus
pantothenticus (G1B:2:5), Bacillus cereus (G1B:3:6) G1° den izole edilmistir.
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Antagonist etki gosteren 14 bakteriyel izolattan 5 tanesi G2’den, 5 tanesi G5’ ten, 1
tanesi G4’ ten ve diger 2 tanesi G1 kompostundan, 1 tanesi de G3 giibresinden izole
edilmistir. Antagonistik potansiyele sahip bakteriyel ve fungal izolatlar farkli
zamanlarda yapilmis izolasyonlardan elde edilmistir. En yiiksek antagonistik yetenege
sahip Bacillus subtilis (G3B:3:5), Bacillus amyloliquefiacens (G5B:3:5), Bacillus
atrophaeus (G2B:3:7) izolasyonun 3. aymnda elde edilirken, Bacillus thuringiensis
(G2B:0:4) ve Bacillus amyloliquefaciens (G5B:0:5) kompostlama siirecinin
baslangicinda ilk izolasyondan elde edilmis, Bacillus subtilis (G5B:1:3) izolasyonun 1.
ayimnda elde edilirken, en diisiik antagonistik yetenege sahip Bacillus pumilis (G2B:5:4)

kompostlamanin 2. ayinda yapilmis olan izolasyondan elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Kompost ve Giibrelerden izole edilip tanisi yapilan antagonist fungal

izolatlart
izolat No Tiir Ad1
G3F:1:6:30 Penicillium spp.
G1F:2:5:32 Penicillium spp.
G2F:2:4:5 Penicillium spp.
G2F:3:6:8 Aspergillus spp.
G3F:3:4:20 Penicillium spp.

Teshisi yapilabilen 5 fungus izolati arasindan Penicillium spp. (G3F:1:6:30)
G3’ten, Penicillium spp. (G1F:2:5:32) G1 kompostundan, Penicillium spp.
(G2F:2:4:5) G2 den, Aspergillus spp. (G2F:3:6:8) G2’den, Penicillium spp.
(G3F:3:4:20) G3 den izole edilmistir. Calismada kullanilan S.sclerotiorum’ a karsi
antagonizm gosteren 5 fungal izolatin 1’ 1 G1 kompostundan, 2’ si G2 den, diger 2
tanesi de G3’ ten izole edilmistir. G4 ve G5’ den elde edilen fungus tiirlerinde
antagonist etki gortilmedigi i¢in ikili kiiltiir testlerinde kullanilmamuislardir.

Fungal izolatlardan en yiiksek antagonistik yetenege sahip Penicillium spp.
(G3F:1:6:30) ve Penicillium spp. (G1F:2:5:32) kompostlama siirecinin baglangicinda
ilk izolasyondan elde edilirken Penicillium spp. (G2F:2:4:5) kompostlamanin 2.
ayimnda yapilan 2. izolasyondan, Aspergillus spp. (G2F:3:6:8) ise kompostlamanin 3.

Ayinda yapilan 1. izolasyondan elde edilmistir.
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Yapilan benzer ¢aligsmalarda Bacillus spp. izolatinin gerek in vitro gerekse in vivo
kosullarda bir¢ok bitkide sorun olan fungal patojenin gelisimini engelledikleri ortaya
konulmustur (Thomashow ve Weller, 1988; Brannen ve Backman, 1994; Buysens ve
ark., 1996; Chin-a-Woeng ve ark., 1998; Gupta ve ark., 1999; Chen ve ark., 2001;
Ramamoorthy ve Samiyappan, 2001; Ramamoorthy ve ark., 2002). Bacillus subtilis’
in in vitro kosullarda PDA {izerinde 48 h gelistirdikten sonra ikili kiiltiir teknigi
kullanilarak S. rolfsii ve S. sclerotiorum’ a karsi antagonizm etkisinin varligin
bildirmislerdir (Baum ve ark., 1990). Bacillus spp., Pseudomonas spp. ve Erwinia
herbicola gibi bakteri izolatlarinin in vitro kosullarda ikili kiiltiir testlerindeki
antagonizm potansiyelleri PDA igeren petri kaplarinda Fusarium oxysporum ve
S.sclerotiorum’ a karsi denenmistir. Ikili kiiltiir petrilerinde inkiibasyondan 5 (S.
sclerotiorum) ve 7 (Fusarium oxysporum) giin sonra olusan engelleme zonlar
Ol¢iilmiistiir ve elde edilen engelleme zonlarina gore bakteriler 3 grup altinda
incelenmistir. Engelleme zonu 1-5 mm. olanlar zayif, 5-9 mm. arasi olanlar etkili, 10
mm tizeri olanlar giiclii antagonist olarak degerlendirilmistir (Berg ve ark. 2001).
Antibiosis, siderofor iireterek demir icin rekabet, bitki gelisiminin ve dayanikliligin
tesvik edilmesi gibi mekanizmalar antagonist bakteriler tarafindan hastaligin
engellenmesinde kullanilan mekanizmalar olarak gosterilmistir (Scher ve Baker,
1980; Elad ve Baker, 1985; Neilands, 1986; Schppers ve ark., 1987; Fravel, 1988:
Weller, 1988; Tiiziin ve Kloepper, 1994). Bacillus spp.” nin subtilin, bacilysn,
mycobacillin ve iturin A. gibi antimikrobiyal bilesiklerin patojen gelisimini
engellemede rol oynadigi bildirilmistir (Walker ve Abraham, 1970; Sengupta ve ark.,
1971; Gross ve ark. 1973; Pierson ve Thomashow, 1992; Frindlender ve ark., 1993;
Maurhofer ve ark., 1995; Pierson ve ark., 1995; Buysens ve ark.,1996; Keel ve ark.,
1996; Thomashow ve Weller, 1996; Loper ve ark., 1997; Thomashow ve ark., 1997;
Anjaiah ve ark., 1998; Raaiymakers ve Weller, 1998; Robleto ve ark., 1998; Chen ve
ark., 2001; Tambong ve Hofte, 2001; Ramamoorthy ve ark., 2002). Kompostlama
stirecinin  antagonizm lizerine olan etkinligi degerlendirildiginde kompostun
olgunlagsma siirecinin antagonist potansiyele sahip mikroorganizmalarin artist ile
dogrudan bir iligkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan benzer bir ¢alismada kompost
olgunlagma diizeyinin antagonist mikroorganizmalarin sayisiyla iligkili oldugunu

(Suarez-Estrella, 2007), diger baz1 ¢alismalarda ise asir1 olgunlagsmis kompostlarin
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biyolojik savas etmenlerinin aktivitesinin desteklemedikleri bildirilmistir (Workneh
ve ark., 1993; Hoitink ve ark., 1997).

Giibre ve kompostlardan izole edilen bakteriyel antagonist izolatlarin 6zellikle
soya fasulyesinde Sclerotinia govde ¢iiriikliikk etmeni S. sclerotiorum’ a bugdayda
siyah bacak hastaligi etmeni Gaeumannomyces graminis var. tritici’ ye tiitlinde siyah
kok ciiriiklikk etmeni Theilaviopsis basicola’ ya, domates, hiyar nohut ve karpuzda
Fusarium solgunlugu etmenleri olarak bilinen (F. oxysporum f. sp. lycopersici, F.
melonis, F. ciceris, F. niveum) etmenlerinin gelisimini 6nemli diizeyde engelledikleri
belirlenmistir (Weller ve Cook, 1983; Weller ve ark., 1985; Weller, 1988; Lemanceau
ve Alabouvette, 1993; Tamiette ve ark., 1993; Keel ve ark., 1996; Larkin ve ark.,
1996; Landa ve ark., 1997; Raaijmakers ve ark., 1997; Raaijmakers ve Weller, 1998;

Giacomodonato ve ark., 2001).
4.2. Fungus ve Bakteri Izolatlar ile in vitro Calismalar

4.2.1. ikili Kiiltiir Testlerinde Fungus ve Bakterilerin Fungal Patojen Sclerotinia

sclerotiorum’ un Miselyal Gelisimine Etkileri

Kompost ve giibrelerden elde edilen her izolatin S. sclerotiorum’ a kargi antagonist
etkinligi ikili kiiltiir testleri ile belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). Ikili kiiltiir
testleri sonucunda 37 bakteri izolat1 ve 5 fungus izolat1 test edilen fungal patojene karsi
degisik oranlarda antagonist etki géstermistir. Calismalardan elde edilen ve ikili kiiltiir
testlerine tabi tutulmus antagonist potansiyele sahip bakteriyel izolatlarin ¢ogunlugunu
(% 90) Bacillus spp. (Sekil 4.2) ve fungal izolatlarin ¢ogunlugunu ise (% 80)
Penicillium spp. olusturmustur. Yapilan caligmalarda S. sclerotiorum’ un in vitro

gelisimi en yiiksek diizeyde Bacillus spp. izolatlari tarafindan engellenmistir.
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Sekil 4.2. Soya kiispesinden elde edilen Bacillus subtilis (G5B:1:3) izolatinin in vitro
kosullarda fungal hastalik etmeninin gelisimini engellemesinin ikili kiiltiir
testlemeleri ile belirlenmesi. (A), antagonistik 6zellik gosteren bakteri izolati
tarafindan olusturulan engellenme bolgesinin gozlendigi (*) ikili kiiltiir
petrisi

Kompost ve giibrelerden izole edilen 228 bakteriyel (koloni) hiicreden rastgele
secilmis 37 adet izolatin S. sclerotiorum’ a karsit antagonist etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan denemeler sonucunda en yiiksek antagonist etkiyi % 88 engelleme
yiizdesi ile Bacillus subtilis (G3B:3:5) kodlu izolat, bunu siras1 ile Bacillus cereus
(G1B:3:6), Bacillus pumulis (G5B:3:5), Bacillus thuringiensis (G2B:0:4), Bacillus
amyloliquefaciens (G5B:0:5) kodlu izolatlar takip etmistir.
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Cizelge 4.5. Se¢ilmis bakteri izolatlarmin in vitro kosullarda Sclerotinia
sclerotiorum’ un gelisimini engellemesi tizerine (%) etkisi
Bakteriyel izolat ~ Miselyal Gelisimi (cm) % Engelleme
Kontrol 4,00 m 0,00
G3B:1:3 1.2 abcde 70
G1B:1:3 1.6 defgh 60
G2B:0:4 0.96 abcd 76
G5B:1:5 1.33 bedef 66
G4B:0:4 1.5 cdef 62,5
G5B:0:5 1 abcd 75
G1B:2:6 2.43 jkIm 39
G2B:2:5 3.33 mno 16,7
G3B:2:4 2.13 ijklm 46
G3B:2:5 1.86 fghi 53
G4B:2:7 1.73 efghi 56
G5B:2:5 2.33 Imnp 41
G2B:2:4 1.63 defghi 59
G2B:3:4 2.03 hijk 49
G2B:3:7 0.93 abcd 76
G5B:3:5 0.70 abc 82
G3B:3:5 0.46 a 88
G3B:3:3 1.53 cdef 61
G1B:3:6 0.66 ab 83
G2B:3:2 2.16 jkim 46
G1B:4:6 2.30 kImn 42
G2B:4:4 2.33 jkim 43
G3B:4:4 2.63 kImn 34
G3B:4:7 2.16 ijkim 46
G4B:4:6 1.96 ghij 51
G2B:4:7 1.90 ghij 52
G3B:4:6 2.43 jkIm 39
G5B:5:6 2.16 kImn 42
G3B:5:3 2.60 Klmn 35
G1B:5:5 2.4 ijkl 40
G2B:5:4 2.76 Imn 31
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Cizelge 4.5’ in devamu

Bakteriyel izolat Miselyal Gelisimi (cm) % Engelleme
G2B:5:5 2.8 mn 30
G3B:5:6 1.83 fghi 54
G1B:2:5 1.16 abcde 71
G5B:1:5 1.56 defg 61
G5B:3:3 1.86 fghi 53

Ayn1 siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik harfler izolatlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Tukey’s Test, P<0.05)

Daha once yapilan bir¢cok benzer g¢alismada kompostlardan izole edilen bakteriyel
ve fungal izolatlarin S. sclerotiorum’ a karsi antagonist potansiyelleri belirlenmis olup
ozellikle Bacillus spp. ve C. minitans’ m, S. sclerotiorum’ u baskilayabildigi ve
bunlarin irklar ile biyolojik miicadelenin saglanabilecegini bildirilmistir (Mansour ve
ark., 2008;; Huang ve ark., 2008; Yang ve ark.,2009-2011). Beyaz ciiriikliige neden
olan S. sclerotiorum’ un sklerot ve miselyal gelisimini engellemede B.
amyloliquefaciens’ in 6nemli antagonist etkiye sahip oldugunu (Mansour ve ark.,
2008), S. sclerotiorum’ un umut veren biyolojik savas etmeni olan C. minitans’ 1n
giibre ile es zamanli uygulamalarin da, S. sclerotiorum’ un sklerotlariyla tiretilen
apotesyum sayisini azalttigi, karpogenik ¢imlenmeyi baskilamak i¢in herhangi bir
olumsuz etki gostermedigi ve Tlriin verimliliginin artmasinda bir avantaj oldugu
bildirilmistir ( Yang ve ark., 2011).

Bacillus subtilis tiirlinin  (MS-18) fermantasyonu sonucu yapilan arazi
caligmalarinda hastaligin yogunlugunu ve siddetini azalttigin1 ve B. subtilis’ in umut
verici bir biyolojik savas etmeni oldugu ifade edilmistir (Yang ve ark., 2008). C.
minitans CON/M/91-08, Streptomyces lydicus WYEC 108, B. subtilis QST713,
Trichoderma harzianum T-22’ nin S. sclerotiorum’ un apotesyum ve sklerotlarini
engellemedeki oranlarinin 6nemli sonuglar verdigini bildirmislerdir (Zeng ve ark.,
2012). Bacillus amyloliquefaciens zinciri ARP23 ve MEP218 tarafindan soya
fasulyesinde hastalik etmeni olan Sclerotinia kok ¢irtikligiinii kontrol etme
calismalarinda sklerot ¢cimlenmesini, miselyal gelismeyi ve morfolojideki degisiklikleri

baskilamada 6nemli biyolojik miicadele etmeni oldugunu belirlemislerdir (Alvarez ve
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ark., 2011). Bacillus spp. BPR7 wkinin in vitro ortamda S. sclerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani gibi birkag fitopatojenin biiylimesini
baskilamada 6nemli biyolojik savas etmeni oldugunu belirlemislerdir (Kumar ve ark.,
2012).

Soylu ve ark. 2002’ de biber rizosferlerinden izole edilen bakteri izolatlarinin S.
sclerotiorum gibi toprak kokenli fungal etmenlerin gelisimini ikili kiiltiir denemelerinde
degisik oranlarda engellediklerini, S. sclerotiorum’ un fungal gelisimi en yiiksek

diizeyde Bacillus spp. izolatlar1 tarafindan engellendigi belirlemislerdir.

Cizelge 4.6. Secilmis bazi fungal izolatlarin in vitro kosullarda Sclerotinia

sclerotiorum' un gelisimini engellemesi tizerine (%) etkisi.

Iki izolat arasinda gozlenen

izolat No Fungal Gelisim (cm) engelleme zon uzunlugu (cm)
Kontrol 4.0d 0

G3F:1:6:30 1.5ab 1.2

G1F:2:5:32 1.7abc 1.1

G2F:2:4:5 1.33a 0.3

G2F:3:6:8 1.83bc 0.6

G3F:3:4:20 2.1c 0.7

Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiiclik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigin1 gosterir (Tukey test, P<0.05)

Kompostlardan izole edilen toplam 32 fungal (koloni) hiicreden rastgele segilmis 5
adet izolatin S. sclerotiorum’ a kars1 antagonist etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan
denemeler sonucunda Penicillium spp. (G3F:1:6:30), Penicillium spp. (G1F:2:5:32),
nolu izolatlarin antagonist etkili olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.3). Diger izolatlarda
Penicillium spp. (G2F:2:4:5), Aspergillus spp. (G2F:3:6:8), Penicillium spp.
(G3F:3:4:20) ise engelleme zonu sirast ile (0.3, 0.6, 0.7) olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.3. Biiyiikbas hayvan giibresinden elde edilen Penicillium spp. (G2F:2:4:5)
izolatimin in  vitro kosullarda fungal hastalik etmeninin gelisimini
engellemesinin ikili kiiltiir testlemeleri ile belirlenmesi. (A), antagonistik
ozellik gosteren fungus izolat1 tarafindan olusturulan engellenme bolgesinin
gozlendigi (*) ikili kiiltiir petrisi

4.2.2. On Inkiibasyon Siiresinin Bakterilerin Antagonist Potansiyelleri Uzerine

Olan Etkinligi

On inkiibasyon siiresinin antagonizm potansiyeli iizerine olan etkinliginin
belirlenmesi amaciyla antagonist etki gosteren izolatlar arasindan rastgele segilen
Bacillus pumulis (G4B:1:4), Bacillus cereus (G1B:2:6), Bacillus amyloliquefaciens
(G5B:2:5), Tanist yapilamadi (G2B:3:4), Stenotrophomonas maltophilia (G2B:3:7),
Bacillus subtilis (G3B:3:5), Bacillus pumulis (G2B:5:4), Virgibacillus pantothenticus
(G1B:2:5) kodlu izolatlar denemede kullanilmistir. Bu ¢alismada, bakterilerin 6n
inkiibasyon siiresiyle antagonistik potansiyelleri arasindaki iligki S. sclerotiorum’ a,
kars1 arastirilmistir. Elde edilen sonuglar 6n inkiibasyon siiresiyle (1, 24, 48 ve 72 saat)

bakterilerin antagonist potansiyelleri arasinda pozitif bir iligskinin oldugunu gostermistir

(Cizelge 7).
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Cizelge 4.7. Secilmis bazi antagonist bakteri izolatlarin in vitro kosullarda fungal
hastalik etmeni S. sclerotiorum’ un gelisimini engellemesi lizerine 6n
inkiibasyon siirelerinin etkisi

On Inkiibasyona Bagh Miselyal Gelisim (cm)

Bakteriyel

iolatlar 1h 24h 48h 72h
Kontrol 4.0 np 4.0 np 4.0 np 4.0 np
G4B:1:4 2.23 jki 2 ghijk 1.5 bedefg 1.13 abc
G1B:2:6 3.03m 2.16 ijkl 1.73 defghij 1.56 cdefg
G5B:2:5  1.73 deghijk 1.5 bcdefg 1ab 0.86 a
G2B:3:4 2.66 Im 2.16 ijkl 1.16 cdefghi 1.26 abcde
G2B:3:7 3.16m 2.23 jki 1.93 ghijk 1.60 cdefg
G3B:3:5 2.66 Im 2.13 hijkl 1.73 defghij 1.20 abcd
G2B:5:4 2.36 kI 2 ghijk 1.63 cdefghi 1.36 abcdef
G1B:2:5 2 ghijk 2 ghijk 1.86 fghijk 1.80 efghij

Aym siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiiciik harfler izolatlar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Tukey’s Test, P<0.05)

Yapilan bu degerlendirmede antagonist etki gdsteren izolatlar arasindan rastgele
secilen Bacillus pumulis (G4B:1:4), Bacillus cereus (G1B:2:6), Bacillus
amyloliquefaciens (G5B:2:5), Tanist yapilamadi (G2B:3:4), Stenotrophomonas
maltophilia (G2B:3:7), Bacillus subtilis (G3B:3:5), Bacillus pumulis (G2B:5:4),
Virgibacillus pantothenticus (G1B:2:5) kodlu izolatlarin en yiiksek antagonist etkiyi 72.
saatte gosterdigi ve miselyal gelisimin sirasiyla 1.13 cm, 1.56 cm, 0.86 cm, 1.26 cm,
1.60 cm, 1.80 cm, 1.36 cm ve 1.20 cm oldugu belirlenmistir. 72 saatten sonra en yiiksek
antagonist etki 48. saat ile devam etmis olup, bu siray1 24. saat ve 1. saat takip emistir,
48-24-1. saatlerdeki antagonizm potansiyeli degerlendirmesinde miselyal gelisimi ise
degisik oranlarda engellemislerdir. 72. saatten 1. saate dogru ilerledikge miselyal

gelisim engellenmesi azalmistir.
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Ayni1 6n inkubasyon saatleri arasinda 1. saatte en yiiksek antagonist etkiyi Bacillus
amyloliquefaciens (G5B:2:5) ve Virgibacillus pantothenticus (G1B:2:5) kodlu izolatlar
(1.73 cm, 2 cm) gostermis olup bunu siras1 ile Bacillus pumulis (G4B:1:4), Bacillus
pumulis (G2B:5:4), Bacillus subtilis (G3B:3:5), Tanis1 yapilamad: (G2B:3:4) ve
Stenotrophomonas maltophilia (G2B:3:7) kodlu izolatlar takip etmistir. Bacillus subtilis
(G3B:3:5) ve Tanist yapilamadi (G2B:3:4) kodlu izolatlar arasinda istatistiksel olarak
bir fark olmadigi belirlenmistir. 24. saatte en yiiksek antagonist etkiyi Bacillus
amyloliquefaciens (G5B:2:5) kodlu izolatin gosterdigi, Bacillus pumulis (G4B:1:4),
Virgibacillus pantothenticus (G1B:2:5), Bacillus pumulis (G2B:5:4), Tanis1 yapilamadi
(G2B:3:4) ve Bacillus cereus (G1B:2:6) kodlu izolatlar arasinda istatistiksel olarak bir
farkin olmadigi, en diisiik antagonist etkiyi Stenotrophomonas maltophilia (G2B:3:7)
kodlu izolatin gosterdigi tespit edilmistir.

On inkiibasyonun 48. saattinde en yiiksek antagonist etkiyi Bacillus
amyloliquefaciens (G5B:2:5) kodlu izolatin, bunu siras1 ile (G2B:3:4) Tanisi
yapilamadi, Bacillus pumulis (G4B:1:4), Bacillus pumulis (G2B:5:4), Bacillus cereus
(G1B:2:6), Bacillus subtilis (G3B:3:5) ve Virgibacillus pantothenticus (G1B:2:5) kodlu
izolat takip etmistir. Bacillus cereus (G1B:2:6) ve Bacillus subtilis (G3B:3:5) kodlu
izolatlar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi belirlenmistir. 72. saatte en
yiiksek antagonist etkiyi Bacillus amyloliquefaciens (G5B:2:5) kodlu izolat gostermis
olup, siras1 ile Bacillus pumulis (G4B:1:4), Bacillus subtilis (G3B:3:5), Tanisi
yapilamadi (G2B:3:4), Bacillus pumulis (G2B:5:4), Bacillus cereus (G1B:2:6),
Stenotrophomonas maltophilia (G2B:3:7) ve Virgibacillus pantothenticus (G1B:2:5)
nolu izolatlarin takip ettigi belirlenmistir.

On inkiibasyon siiresinin antagonizm potansiyeli iizerine olan etkinliginin
belirlenmesi amaci ile yapilan genel degerlendirme sonunda en iyi etkiyi Bacillus
cereus (G1B:2:6) nolu izolat gostermekle birlikte yalnizca antagonist agidan
degerlendirildiginde Bacillus amyloliquefaciens (G5B:2:5) nolu izolatin diger izolatlar
arasmnda en iyi antagonist etkiyi gdsterdigi tespit edilmistir. On inkiibasyon siiresinin,
tiretilen antifungal bilesiklerin konsantrasyonlarinin yiikselmesine katkida bulunarak
fungal etmenlerin miselyal gelisimlerinin engellenmesinde rol oynadigi yapilan diger
caligmalarda da bildirilmistir (Yoshida ve ark. 2001; Tekin, 2004; Soylu ve ark. 2005;
Yilmaz, 2008; Cakirbey, 2012).
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4.3. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi (HR= Hypersensitive Reaction)

Kompost materyallerinden elde edilen 37 bakteriyel izolat arasindan teshisi
yapilabilen 14 izolat ile tiitiinde asir1 duyarlilik testi (HR) yapilmistir. Elde edilen
sonuclara gore kullanilan izolatlarin (Cizelge 4.8) hi¢biri HR gdstermemistir (Sekil 4.3).
Bu durum izole edilen antagonist bakterilerin higbirinin bitki patojeni olmadigini

gostermektedir.

Cizelge 4.8. Tiitiinde asir1 duyarlilik testi (HR= Hypersensitive Reaction) ne tabi tutulan

bakteri izolatlar1

izolat No Tiir Ad1

G2B:3:7 Bacillus atrophaeus

G2B:0:4 Bacillus thuringensis-israelensis
G2B:3:7 Stenotrophomonas maltophilia
G5B:1:3 Bacillus subtilis

G4B:0:4 Bacillus pumilis

G5B:0:5 Bacillus cereus

G5B:3:5 Bacillus amyloliquefaciens
G2B:1:4 Stenotrophomonas maltophilia
G1B:2:5 Virgibacillus pantothenticus
G2B:5:4 Bacillus pumilis

G3B:3:5 Bacillus subtilis

G1B:3:6 Bacillus cereus

G5B:3:5 Bacillus pumilis

G5B:0:5 Bacillus amyloliquefaciens
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Sekil 4.4. Farkli kompostlardan elde edilen antagonist izolatlar (A) ve patojenik bakteri
izolatlarinin (B) tiitlin yapraklarindaki inokulasyon noktalarinda (*)
olusturdugu asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 (HR testi). Damar aralarinda
gosterilen 1, 2, 3 ve 4 sayilar1 herhangi bir reaksiyona sebep olmayan farkli
antagonist izolatlarinin inokulasyon noktalarini; pl ve p2 HR tepkimesine
neden olmus bitki patojeni bakteri izolatinin inokulasyon noktalarini; w, ise

herhangi bir reaksiyona sebep olmayan steril su inokulasyonunu gosterir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez projesi kapsaminda hazirlanmis giibre ve kompostlar oldukca zengin ve etkili
mikroorganizmalara konukguluk etmektedir. Bu gilibre ve kompostlardan elde edilen
antagonist potansiyele sahip mikroorganizmalarin beyaz ciliriiklilk etmeni olarak
karsimiza ¢ikan Sclerotinia sclerotiorum’ un miicadelesinde etkin bir rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Calismada kullanilan S. sclerotiorum’ a karsi en yiiksek diizeyde
antagonist etkiye sahip olan G3F:1:6:30 (Penicillium spp.), G1F:2:5:32 (Penicillium
spp.), G2F:2:4:5 (Penicillium spp.) ve G2F:3:6:8 (Aspergillus niger), G3F:3:4:20
(Penicillium spp.) kodlu fungal izolatlar ile, G3B:3:5 (Bacillus subtilis), G1B:3:6
(Bacillus cereus), G5B:3:5 (Bacillus pumulis), G2B:0:4 (Bacillus thuringiensis) ,
G5B:0:5 (Bacillus amyloliquefaciens) kodlu bakteriyel izolatlardir. Bakteriyel izolatlar
arasindan G2B:0:4, G3B:3:5 ve G1B:3:6 izolatlarinin bu hastalik etmeninin, iiriinlerde
sebep oldugu kayiplari engellemede kullanilabilecek bir araca dogrudan (biyolojik
preparat) doniistiiriilebilecegi diisiiniilmektedir. Biyolojik miicadele kapsaminda tiim
giibre ve kompostlar, igerisinde bulundurduklar1 potansiyel mikroorganizmalar
acisindan zenginlik gostermekle birlikte, G3B:3:5 nolu bakteri izolatt G3 (Tavuk
giibresi % 100) giibresinden, G1B:3:6 nolu bakteri izolati G1 kompostundan
(Biiytlikbas hayvan giibresi 20, iire %30, soya kiispesi %50) izole edilmis oldugundan bu
kompostlarin  dogrudan kullanilmas1  Onerilebilir. Kompostlardan izole edilen
mikroorganizmalarin laboratuar kosullarinda gelistirilen mikroorganizmalara oranla
gerek ortama daha hizli adaptasyon saglamasi gerekse minimum diizeyde yetisme
sartlarina ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle biyolojik miicadeledeki basar1 sanslarinin daha
yiksek oldugu bildirilmistir (Larkin ve ark., 1996). Pek ¢ok Bacillus spp.
antimikrobiyal bilesikler iiretmelerinin yani sira, olumsuz ¢evre kosullarina dayanikli
spor olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu sporlar kolaylikla uygun teknolojilerle
biyolojik preparatlara doniistiiriilerek  bircok  bitki  hastaliinin  kontroliinde
kullanilabilmektedir (Emmert ve Hendelsmann, 1999). Bu doniisiim gerek bakteri
hiicresinin dogrudan kullanilmas1 ile gerekse yapilacak olan kimyasal analizlerle
belirlenecek olan bakterilerin  liretmis oldugu antimikrobiyal —metabolit(ler)

saflastirilarak sentetik olarak tiretilip biopreparat olarak kullanilabilir.
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Bu antagonistlerin in vivo kosullarda Sclerotinia sclerotiorum’ a karsi kullanilma
potansiyellerinin arastirilmasiyla biyolojik preparat olarak kullanima en uygun olanin
secimi ve hastaligi engellemede kullandiklar1 mekanizmalarin belirlenmesi {izerine

caligmalar gelecekte siirdiirtilmelidir.
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EK-1
Patates Dekstroz Agar (PDA)
Patates 200 g/l
Dekstroz 20 g/l
Agar 15 g/l
Nutrient Agar (NA)
Meat extract 1 g/l
Maya ekstrakti 2 gll
Peptone 5 gll
Sodyum klorid 5 g/l
Agar 15 g/l
Czapek- Dox Agar (CDA)
Sukroz 30 g/l
Sodyum nitrat 3 gl
Potasyum hydrojen-fosfat 1 gl
Agar 13 g/l
Tryptone Soya Agar (TSA)
Tryptone 15 g/l
Soya peptone 5 gl
Sodyum klorid 5 gl

Agar 15 g/l



