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Fosfat ¢ozen bakterilerin pamuk bitkisinin gelisimine ve
Verticillium solgunlugu’na etkileri

Umit OZYILMAZ', Kemal BENLIOGLU'

Effect of phosphate solubilizing bacteria to growth of cotton plant and
Verticillium wilt

Abstract: The five bacterial strains (6k8-Pseudomonas putida, 6ba6-Pseudomonas
fluorescens, F5-Burkholderia cepacia, E21-Pseudomonas sp., C5-Bacillus megaterium)
isolated from rizosphere of various crop plants were selected for their potential to solubilize
organic or inorganic phosphate, and investigated for the effect of Verticillium wilt of cotton
and plant growth. Bacterization of cotton seeds (cv. Carmen) with F5 and 6ba6 significantly
increased the uptake of phosphorus and dry weight of cotton plants by 47.9% and 23.1%,
respectively. After inoculation of cotton plants by stem injection, seed bacterization with
E21 and F5 resulted in significant protection (68.4% and 38.9%, respectively) against non-
defoliating strain of Verticillium dahliae, but none of the strains was effective against the
defoliating strain. In the presence of mikrosclerotia (10 ms/g soil) of two different strains of
V. dahliae, seed bacterization with E21 and 6ba6 was significantly suppressed the disease
by 69% and 66% respectively, against the non-defoliating strain and by 51.4% and 54%
respectively, against the defoliating strain.
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Ozet: Organik veya inorganik fosfati ¢dzebilme potansiyeline sahip, c¢esitli kiiltiir
bitkilerinin rizosferinden izole edilen 5 bakteri izolatinin (6k8-Pseudomonas putida, 6ba6-
Pseudomonas fluorescens, F5-Burkholderia cepacia, E21-Pseudomonas sp., C5-Bacillus
megaterium) Pamuk Verticillium Solgunlugu’na ve bitki gelisimine etkisi arastirilmustir.
Tohum bakterizasyonu uygulanmis Carmen cesiti pamuk bitkilerinde F5 ve 6ba6 izolatlar1
fosfor alinimimi 6nemli derecede artirmus, sirasiyla % 47.9 ve % 23.1 oraninda bitki kuru
agirhiginda artis saglamistir. Govde enjeksiyon yontemi ile inokule edilen pamuk
bitkilerinde, E21 ve F5 ile tohum bakterizasyonu Verticillium dahliae’nin yaprak dokmeyen
irkina kars1 sirasiyla % 68.4 ve % 38.9 oraninda etkili olurken, yaprak doken irka karsi hig
bir izolat etkili bulunmamuistir. Toprakta iki farkli V. dahliae irkina ait mikrosklerotlarin (10
ms/g toprak) varligi durumunda, E21 ve 6ba6 izolatlar1 ile tohum bakterizasyonu, yaprak
dokmeyen 1rka karsi sirastyla % 69 ve % 66, yaprak doken irka karsi da sirasiyla % 51.4 ve
% 54 oraninda 6nemli diizeyde etktili bulunmustur.
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Giris

Fosfor (P) biyolojik gelisme ve biliyiime i¢in en Onemli makro besin
elementlerinden biridir. Biyosferdeki fosfor g¢evrimi bir dizi indirgenme ve
yiikseltgenme reaksiyonlar1 seklinde olur ve bu ¢evrimde mikroorganizmalar ¢ok
O6nemli rol oynar. Topraktaki ¢6ziinebilir P konsantrasyonu genellikle diisiik olup
normalde 1 ppm veya daha az orandadir (Rodriguez & Fraga 1999). Diinyamizda P
dogal olarak fosfat kayalar1 ve apatit seklinde mineral formlarda bulunmaktadir ve
bunlarin en 6nemli 6zelligi de ¢oziinemez durumda olmalaridir. Bitkiler topraktan
HPO,* veya H,PO, formundaki fosforu alabilir. Bitkiler i¢in topraktaki diger bir
fosfor kaynagi da Gzellikle tarim yapilan alanlarda kullanilan normal ¢6ziinebilir
formda P iceren giibrelerdir. Ancak uygulanan bu ¢oziinebilir formdaki inorganik
fosfatin biiyiik bir kismm toprakta kisa siirede tutunarak ¢dziinemez forma geger.
Fosfor fiksasyonu olarak bilinen bu olayda toprak pH’s1 ¢ok onemli rol oynar.
Toprak yapisina bagli olarak fosfor iilkemizde de oldugu gibi pH’s1 yiiksek kirecli
topraklarda kalsiyum tarafindan, asitli topraklarda ise demir ve aliiminyum
tarafindan tutularak ¢oziinemez forma gecer. Topraktaki ii¢iincii P kaynagi organik
fosfattir. Topraklarin pek ¢ogunda toplam fosforun % 30-50 si organik fosfat
kaynaklidir. Ancak bunlar yiiksek molekiil agirlikli bilesikler (nukleik asitler,
fosfolipitler, fosfodiesterler) seklinde bulunmaktadir. Bu nedenle de alinabilmesi
icin ¢oziinebilir iyonik fosfatlara (Pi, HPO,” veya H,POy) veya diisiik molekiil
agirlikli fosfor bilesiklerine doniismesi gerekmektedir (Paul & Clark 1996).

Toprakta bulunan bitki koklerinde simbiyotik olarak yasayan kok funguslar
(mikorhiza) ve pek c¢ok bakteri basta olmak {iizere bir ¢ok mikroorganizma
¢Oziinemez durumunda bulunan inorganik fosfati metabolik islevleri sonucu
¢Oziinebilir hale getirebilmektedir. Ozellikle Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium ve
Burkholderia cinsine bagli olan bu bakterilerin {irettikleri organik asitler yardimi
ile inorganik fosfati, fosfataz enzimleri yardimiyla da organik fosfati ¢oziinebilir
hale getirebilme yeteneginde olduklar1 bilinmektedir (Rodriguez & Fraga 1999).
Son yillarda yapilan ¢alismalar bu bakterilerin biiylik bir kisminin bitkinin kok ve
yakin cevresinde (rizosfer) bulunduguna, ayni zamanda indol asetik asik ve
antibiyotik gibi metabolitler iiretti§ine ve bu nedenle de bitki gelisimini tesvik
etmesinin yanisira bitki hastaliklarina karst da biyokontrol ajam1 olarak
kullanildigina dikkati ¢ekmektedir (Vassilev et al. 2006).

Diinyada 200’den fazla bitki tiirlinde goriilen Verticillium Solgunluk hastalig:
Verticillium dahliae (Kleb.) adi verilen toprak kaynakli bir fungus tarafindan
olusturulmaktadir. Fungusun toprakta mikrosklerot adi verilen 10-120 um
boyutlarindaki zor kosullara dayanikli yapilar1 sayesinde yasamini siirdiirdiigii ve
toprakta 10 yili agkin bir siire canli kalabilecegi bilinmektedir. Hastaliga duyarl
konukgularin varligi durumunda mikrosklerotlar kok salgilariyla ¢imlenerek kdkten
bitkiye giris yapmakta ve odun borulari (xylem) yoluyla ilerleyerek konukgu
bitkilerde solgunluk belirtileri olusturmaktadir (Agrios 1997). Diinyada en
tahripkar hastaliklardan biri olan Verticillium Solgunlugu’na kars1 tek yillik bitki
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tiirlerinin bazilarinda mevcut olan dayanikli cesit yetistiriciligi disinda etkin bir
miicadele yontemi bulunmamaktadir. Hastalik iilkemizde ilk defa 1941 yilinda
Manisa Kirkagag’ta pamuklarda saptanmistir (Iyriboz 1941). Ulkemizde yapilan
calismalar bu hastaligin Tirkiye’nin biitiin pamuk ekim alanlarinda yaygin
oldugunu ve oOnemli {iirlin kayiplarina sebebiyet verdigini gostermektedir. Bu
hastalik nedeniyle pamukta iiriin kayiplarimin Izmir, Aydin ve Manisa illerinde %
12 (Sezgin 1985), Adana’da % 0.03, Antalya’da % 4 oldugu (Esentepe 1979),
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nde ise hastaligin bolgedeki ortalama yayginlik
oraninin % 79.28 ve yakalanma oranmin ise % 16.27 oldugu saptanmistir
(Karacaet al. 1971; Sagir et al. 1995). Hastalik son yillarda 6zellikle tilkemizin en
onemli tarim iirtinlerinden biri olan zeytin agaclarin1 da tehdit eder konuma
gelmistir. Ege Unv. Ziraat Fakiiltesi ve TARIS tarafindan ortaklasa yiiriitiilen bir
arastirmada Canakkale, izmir, Manisa, Aydin ve Mugla illerinde yetistirilen
zeytinlerde hastaligin yayginlik oraninin %55, yakalanma oraninin % 1 oldugu
belirlenmis (Yolageldi et al. 2003), Aydin ilinde hastalik goriilen zeytinliklerde ise
yakalanma oraninin % 9 oldugu rapor edilmistir (Benlioglu et al. 2001).

Ulkemizde azot fikse eden ve fosfat ¢ozen bakterilerle ilgili yapilan bir
calismada azot fikse eden iki Bacillus (OSU-140, OSU-142) tiirliniin seker pancari
ve arpada hi¢ uygulama yapilmayan kontrole gore % 5.6-11, P ¢cdzen bir Bacillus
(M-13) tiiriiniin de % 5.5-7.5 oraninda verimi artirdiklar1 saptanmustir. iki veya ii¢
bakterinin kombinasyonlu birlikte uygulanmasi durumunda ise verim artis1 % 7.7-
12.7 olarak bulunmustur (Sahin et al. 2004). Akgil & Mirik (2008) fosfat
cozlintrligiinii dikkate alarak segtikleri ii¢ Bacillus megatorium izolatim (M1-3,
M3-1, H8-8) ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar seklinde kullanmiglar ve biber fidelerinin
koklerini  bakteri inokulumuna daldirarak in-vivo denemeler yiiriitmiislerdir.
Calismada bakterilerin birlikte uygulanmasinin hastaligi énemli derecede azalttig
ve % 36.2-47.7 oraninda verim artisina neden oldugu belirtilmistir.

Diinyada antagonistik bakteri uygulamalari ile Verticillium Solgunlugu’nun
basarili sekilde kontrol edilebildigi pek ¢ok Ornek vardir (Leben et al. 1987;
Safiyazov et al. 1995; Zhengjun et al. 1996; Berg et al. 2001; Tjamos et al. 2004).
Ulkemizde de Turhan et al. (1995) pathicanda Verticillium Solgunlugu’na kars
Chaetomium jodhpurense fungal izolatinin saksi kosullarinda hastaligi % 75-80
oraninda azalttigimi bildirmislerdir. Cubuk¢u & Benlioglu (2007) ise pamuk
bitkilerinden izole edilen endofitik bakterilerin tohum uygulamalari ile pamukta
Verticillium Solgunlugu’nu onemli diizeyde azalttigini rapor etmislerdir. Son
yillarda Verticillium’a duyarli ve dayanikli pamuk ¢esitlerinde antagonist floresan
Pseudomonas’lar ile tohum bakterizasyonu yapilarak yliriitilen tarla
denemelerinde bakteri uygulamalarinin V. dahliae’a karst etkili oldugu ve ayni
zamanda verim artig1 da sagladig1 saptanmistir (Erdogan & Benlioglu 2010).

Bu galigma, pamuk bitkilerinde fosfat ¢ozme yetenegindeki farkli bakterilerin
bitkinin fosfor alimina, bitki gelismesine ve Verticillium Solgunlugu’na neden olan
iki farklt V. dahliae irkina karsi etkilerini belirlemek amaciyla ele alinmistir.
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Materyal ve yontem

Calismada; Aydin ilinde yetistirilen gesitli kiiltiir bitkilerinden izole edilmis bes
bakteri izolat1 (6k8: Pseudomonas putida karnabahar rizosfer, 6ba6: Pseudomonas
fluorescens brokoli rizosfer, F5: Burkholderia cepacia pamuk govde endofitik,
E21: Pseudomonas sp. pamuk govde endofitik, C5: Bacillus megaterium pamuk
govde endofitik), Aydin ili pamuk ekim alanlarmmdan izole edilmis olan iki
Verticillium dahliae izolat1 (VP1A: Yaprak dokmeyen 1tk, PYDV6: Yaprak doken
irk) ve Carmen ¢esiti pamuk tohumlar1 materyal olarak kullanilmistir. Bakterilerin
fosfat ¢oziimiine ve fosfor alimimina etkisine yonelik yapilan denemelerde; daha
once Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Toprak Béliimiince analizi
yapilmus, fosforca diisiik (pH 7.56, alinabilir fosfor 3.2 ppm) oldugu bilinen ve
tarim arazisi olarak kullanilmayan bir alandan temin edilen toprak kullanilmistir.

Bakterilerin in-vitro fosfat cozme ve IAA, siderofor, 2,4-DAPG, HCN
iiretimi

Bu amagla testlenen bakterilerin inorganik fosfati ¢ozme yetenekleri Freitas et al.
(1997)’de belirtilen yonteme gore kati besiyerine (glikoz 10 g, Ca(PO,), 4 g,
NH4CI 5 g, NaCl 1 g, MgSO, 1 g, damitik su 1000 ml, agar 20 g, pH=7.2)
bakterilerin nokta inokulasyonu seklinde yapilmistir. Yirmi dort saatlik
kiiltiirlerinden steril damitik su iginde bakteri siispansiyonlar1 (10° hiicre/ml)
hazirlanmis ve 10 pl olacak sekilde ii¢ tekerriirlii olarak kati besiyerine nokta
inokulasyonu yapilmistir. Petriler 25 °C’de 48 saat inkubasyona birakilmis ve
gelisen bakteri kolonilerinin etrafindaki agik zonun ¢ap1 dlgiilerek kaydedilmistir.
Organik fosfati ¢ozme testleri Nutrient Agar (Merck) kati besi yerine % 0.5
sodyum fenolfitaleyn trifosfat eklenerek yapilmistir. Besi yerine bakteri ekimi
yukarida belirtilen nokta inokulasyonu seklinde yapilmis ve petriler 25 °C de 48
saat inkubasyona birakilmistir. Gelisimin ardindan petriler ters cevrilerek petri
kapaklarina ikiser damla amonyak damlatilmis ve besiyeri iceren petriler
kapaklarin iizerine konmustur. iki dakika iginde pembemsi kirmizi renk alan
koloniler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Schaad et al. 2001).

Siderofor {iretimi Crom Azurol S (CAS) agar besiyeri kullanilarak
gergeklestirilmistir (Schwyn & Neiland 1987). Bunun igin 24-48 saatlik taze
bakteri kiiltiirleri ile CAS agar besiyeri nokta inokulasyonu seklinde inokule
edilmis ve 25 °C’de bes giin inkubasyon sonunda koloni g¢evresindeki portakal
renkli alan olusumu pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Bakterilerin indol
asetik asit (IAA) lretimi Kkantitatif olarak Patten & Glick (2002) tarafindan
tanimlanan kolorimetrik yontem ile belirlenmistir. Bakteriler L-triptofan igeren
Dworkin Foster (DF) mineral besiyerinde gelistirilmis ve Salkowski ayiraci
kullanilarak renk degisimi spektrofotometrede 535 nm de 6l¢iilmiistiir. Belirlenen
Olciim degerleri, daha 6nceden bilinen konsantrasyonlarda IAA iceren ¢ozeltiler ile
spektrofotometrede yapilan Ol¢limler sonrasi elde edilen standart kurveye gore
hesaplanarak IAA miktarlar pg/ml olarak belirlenmistir.
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Bakterilerin antibiyotik liretiminin saptanmasi 2.4 Diacetylphloroglucinol (2,4-
DAPG) diiretiminden sorumlu phlD geninin spesifik primer ¢ifti (B2BF: 5’-
ACCCACCGCAGCATCGTTTATGAGC-3’, BPR4: 5’-CCGCCGGTATGGAAG
ATGAAAAAGTC-3’) kullanilarak PCR ile amplifikasyonu yoluyla belirlenmistir
(McSpadden Gardener et al. 2001). Steril damutik suda hazirlanan bakteri
siispansiyonu 13 dakika kaynatilmig, hemen ardindan buza alinmis ve daha sonra
13,000 rpm’de +4 °C’de iki dakika santrifiij edilmistir. Ust stvidan alinan 2 pl PCR
testlerinde kalip DNA olarak kullanilmistir (Benlioglu et al. 1998). PCR 0.2 ml’lik
tiplerde 20 pl PCR karisimi kullanilarak Eppendorf® Personnel thermal cyclerda,
94 °C de 3 dk, 30 x (94 °C de 10 sn, 60 °C de 15 sn ve 72 °C de 15 sn) ve 72 °C’de
5 dk son dongii kosullarinda gergeklestirilmistir. PCR firiinleri % 1.5 agaroz jel
elektroforezde yiiriitiilmiis ve jel etidium bromiir ile boyandiktan sonra UV 11k
altinda incelenmis ve 629 baz ciftlik bant varlig1 pozitif olarak degerlendirilmistir.

Bakterilerin zehirli ugucu bilesik olan hidrojen siyanid (HCN) olusturma
yetenekleri Bakker & Schippers (1987)’mn Onerdigi yonteme goére yapilmustir.
Bunun i¢in bakteriler; i¢cinde 5 ml siv1 besi yeri (King B + % 0.44 glisin) bulunan
tiplerde, 150 devir/dakika calkalama kiiltiir olacak sekilde, 20 °C’de 4 giin
boyunca inkubasyona birakilmistir. Inkubasyona birakilmadan &nce tiiplerin
kapaklarina besi yerine degmeyecek ve hava almayacak sekilde, pikrik asit
solusyonu emdirilmis (% 2 sodyum karbonat, % 0.5 pikrik asit) 10 mm
genigliginde 100 mm uzunlugundaki filtre kagidi seritleri tutturulmustur.
Inkubasyon sonras: filtre kagitlarinin renginin portakal renginden kahverengine
donmesi pozitif sonug olarak kayit edilmistir.

Bakterilerin bitki gelisimine ve fosfor allmimina etkileri
Bu denemelerde kullanilan Carmen ¢esiti pamuk tohumlarma % 1 NaOCl ile ylizey
dezenfeksiyonu yapilmis ve {i¢ defa steril 0.05 M fosfat tamponu ile (pH 7.4)
durulandiktan sonra tohumlar bakteri ile kaplanmustir. Tohum bakterizasyonu
Quadt-Hallmann et al. (1997) tarafindan belirtilen yonteme gore 20 pamuk
tohumuna 100 mg bakteri gelecek sekilde ve % 1 karboksi metil seliiloz iginde
yapilmistir. Bakteriler 25 °C’de 48 saat siireyle triptik soya sivi besiyerinde
calkalanarak gelistirilmis, daha sonra 10,000 rpm’de bes dakika santrifiij edilmis ve
pellet miktar1 belirlenerek % 1’°lik karboksi metilseliiloz iginde siispanse edilmistir.
Pamuk tohumlar1 bu siispansiyon i¢inde karistirilmis ve steril kabin i¢inde 12 saat
siireyle kurutulduktan sonra saksi denemelerinde kullanilmigtir. Kontrol olarak
kullanilan pamuk tohumlar1 sadece % 1 karboksi metil seluloz ile kaplanmustir.
Daha o6nce analizi yapilmis fosforca fakir oldugu (3.2 ppm) saptanan topraga 30
ppm fosfor igerecek sekilde ¢oziilemez formdaki trikalsiyum fosfat ilave edilmis ve
10 cm capli plastik saksilara her birinde 300’er ml toprak olacak sekilde
dagitilmistir. Benzer sekilde pozitif kontrol olarak fosforca fakir topraga 30 ppm
fosfor olacak sekilde alinabilir formdaki K,HPO, ilave edilmis ve saksilara
dagitilmistir. Bu denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore, ¢ozillemez
formda fosfat iceren toprakta 5 bakteri uygulamasi ve hi¢ bakteri uygulanmamis
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kontrol (negatif kontrol) ile ¢oziilebilir formda fosfat i¢eren toprakta hi¢ bakteri
uygulanmamis kontrol (pozitif kontrol) olmak tizere 7 karakterli ve 3 tekerriirlii
olarak, 25 °C ye ayarli 16 saat aydmlik / 8 saat karanlik 151k periyodundaki iklim
odasinda yiiritiilmiistiir.

Bitki ¢ikisindan sonra bitkilere besin maddesi gereksiniminin karsilanmasi igin
degerlendirme yapilincaya kadar haftada bir olmak iizere makro ve mikro besin
elementleri iceren Hoagland solusyonu ile (Hoagland & Arnon 1950) giibreleme
yapilmigtir. Bakteri uygulamasi yapilmis ve bakteri uygulamasi yapilmamis
(negatif kontrol) karakterlerin giibrelenmesinde fosfor igermeyen soliisyon
kullanilirken; pozitif kontrole ait karakterin gilibrelenmesinde 30 ppm olacak
sekilde fosfor igeren (K,HPO, ilave edilmis) Hoagland solusyonu kullanilmigtir.

Degerlendirme igin bitkiler ekimden yedi hafta sonra 4-6 yaprakli oldugu
devrede saksilardan dikkatlice ¢ikarilmisg, kokleri cesme suyu ile yikanmis ve suyu
iyice siiziildiikkten sonra kese kagitlarina konarak 65°C’de iki gilin siireyle
kurutulmustur. Kurutulan bitkilerdeki mevcut fosforun saptanmasi Lott et al.
(1956)’da belirtilen vanadomolibdofosforik sar1 renk yontemine gore kolorimetrik
olarak yapilmistir. Ornekler havanda ezilerek toz haline getirilmis, 500 mg alarak
porselen klozelere konulmusg ve 450 °C’de iki saat yakilmistir. Firindan ¢ikarilan
kiil haline gelmis bitki orneklerine 10 ml 1 N HCI ilave edilmis ve filtreden
gecirilerek siiziilmiistiir. Orneklerden 5 ml alinarak 25 ml’lik erlenlere konulmus
ve lizerine 2 ml Barton ¢ozeltisi (30 ml amonyum molibdat, 30ml % 0.25
amonyum beta-vanadat) ilave edilmistir. Iki saat beklendikten sonra
spektrofotometrede 430 nm’de Ol¢iim yapilmis ve absorbans degerleri
kaydedilmistir. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen fosfor miktarlarinin
belirlenmesi i¢in 100 ppm fosfor stok ¢ozeltisinden (0.439 g/L. K,HPO,) 0, 1, 2, 3,
4,5, 6 ve 7 ppm’lik standart seriler hazirlanmistir. Bu seriler yukarida belirtilen ve
bitki Orneklerine uygulanan islemlerden gegirilmis ve absorbans degerleri
spektrofotometrede okunmustur. Hesaplamalarda; sulandirma ve standartlara gore
saptanan kurve faktorii dikkate alinarak her Ornekteki ylizde fosfor oranlari
belirlenmistir.

Bakterilerin Verticillium solgunlugu’na etkileri

Bakterilerin Verticillium Solgunlugu’na olan etkilerinin aragtirildigi denemeler; iki
farkli inokulasyon yontemine gore, iki farkli patojen izolat ile, bes karakter, bir
kontrol ve dort tekerriirlii olacak sekilde, iklim odasinda saksilarda yiiriitiilmiistiir.
Bunun i¢in pamuk tohumlar1 yukarida anlatildig1 gibi testlenecek bakteriler ile ayri
ayr1 kaplanmig, ayrica bakteri uygulamasi yapilmayan bir de kontrol karakteri
birakilmigtir,. Pamuk tohumlart 300 ml steril toprak karisimi (1:1:1
toprak:kum:torf) bulunan saksilara ekilmis ve bitkilere alt1 gergek yaprakli oldugu
devrede inokulasyon yapilmistir. Inokulasyon steril damitik su igine hazirlanan V.
dahliae (VP1A ve PYDV6) spor siispansiyonu (4x10° spor/ml) ile, her bitkiye 5 pl
olacak sekilde, steril siringa yardimiyla, gévde enjeksiyonu seklinde yapilmistir
(Erdogan & Benlioglu 2010). Inokule edilen bitkiler 11 giin sonra incelenmis ve
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hastalik belirtileri kloroz, nekroz, solgunluk ve yaprak dokiimii dikkate alinarak 0-4
skalasina (O=saglikl1 bitki veya yaprak, 1=% 1-33, 2=% 34-66, 3=% 67-99, 4=06li
bitki veya dokiilmiis yaprak) gore degerlendirilmistir (Bejarano-Alcazar et al.
1995). Sayim i¢in her bitkide kotiledon ve en {istteki yeni gelisen 2-3 yaprak harig
tim yapraklar skalaya gore degerlendirilmis ve toplam skala degeri incelenen
yaprak sayisina boliinerek o bitki i¢in indeks degeri bulunmustur.

Ikinci inokulasyon yonteminde bakteri ile kaplanan pamuk tohumlari
mikrosklerot i¢eren topraga ekilerek uygulanmistir. Bunun i¢in patates dekstroz
agar besi yerinde 24 °C’de 21 giin boyunca gelistirilen V. dahliae kiiltiirleri
yaklasik 200 ml steril damitik su iginde {i¢ petri igerigi, iic dakika siireyle, yiiksek
devirde blender yardimiyla pargalanmis ardindan sirasiyla 110 ve 32 mikrometrelik
eleklerden gecirilmistir. Otuziki mikrometrelik elekte toplanan sklerotlardan 1 g
topragal 0 mikrosklerot gelecek sekilde siispansiyon olusturulmus ve denemelerde
kullanilacak topraga el spreyi ile piiskiirtiilerek karistirilmistir (Bejarano-Alcazar et
al. 1995). Bu sekilde inokule edilen toprak 500 ml’lik saksilara 375 ml olacak
olacak sekilde dagitilmistir. Daha sonra her saksiya 125 ml inokulum igermeyen
steril toprak ilave edilmistir. Saksilara tohum kaplamasi seklinde bakteri
uygulamast yapilan pamuk tohumlar1 ekilmig, ayrica bakteri uygulamasi
yapilmayan bir karakter de denemeye eklenmistir. Denemeler yine yukarida
belirtilen kosullarda iklim odasinda tesadiif parselleri deneme desenine gore 4
tekerrirlii olarak yiirtitilmiistiir. Bitkilerde tohum ekiminden itibaren 7, 8, 9 ve 10.
haftalarda yukarida belirtilen 0-4 skalasina gore her bitki yapragi ayr1 ayn
degerlendirilerek hastalik indeksi ve ylizde hastalik degerleri saptanmistir. Yapilan
4 sayim sonrasinda haftalik veriler dikkate alinarak her tekerriir igin hastalik
baskist altindaki alan (AUDPC) degeri asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir
(Campbell & Madden 1990).

n

AuDPC= 2 [(R,, + R) /2] *[1,,, — 1]
i=1

R;: Sayim yapilan giinde hastalik yiizdesi
t;: Ik sayim zamani
n: Toplam degerlendirme sayist

Her iki denemede de uygulamalarin etkililigi (%) Abbott formiilii yardimi ile
kontroldaki indeks ve AUDPC degerlerine gore hesaplanmistir (Karman1971).
Denemelerde elde edilen verilere JMP 5.01 istatistik programi kullanilarak tek
yonlii varyans analizi yapilmis ve ortalamalar asgari 6nemli fark testi (LSD) ile
kargilastirilmugtir.

Bulgular

Bakterilerin fosfat ¢c6zme yeteneklerinin in-vitro’da saptanmasi
Denemede kullanilan 5 bakteri izolatinin kat1 besiyerinde inorganik ve organik
fosfatt ¢ozme Ozellikleri Cizelge 1°de verilmistir. Cizelge 1 incelendiginde C5
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(Bacillus megaterium) izolat1 haricindeki tiim bakterilerin inorganik fosfati ¢6zme
ozelliginde oldugu, buna karsin C5 izolatinin organik fosfati en iyi sekilde
parcaladigi goriilmiistiir. 6ba6 (Pseudomonas fluorescens) ve E21 (Pseudomonas
sp.) izolatlar1 digerlerine gore inorganik fosfati ¢c6zme acisindan en etkili izolatlar
olarak belirlenmis, bu bakterilerin ayni zamanda organik fosfati da ¢dzme
yeteneginde olduklar1 gorilmistir. F5 (Burkholderia cepacia) ve 6k8
(Pseudomonas putida) izolatlar organik fosfati parcalayamazken, inorganik fosfati
¢Ozdligli saptanmistir. Bunlara ek olarak izolatlarin indol asetik asit, siderofor, 2,4
DAPG (Sekil 1) ve HCN olusturma yetenekleri Cizelge 1’°de verilmistir.

Cizelge 1. Bakteri izolatlarinin sekonder metabolit tiretimi ve fosfat ¢6zme yetenegi
Table 1. Phosphate-solubilizing activity and secondary metabolite production of bacterial
strains

Inorganik P Organik TIAA Siderofor 2,4
Bakteriler  ¢ozme (mm)' P ¢ozme’  pg/ml (mm)> DAPG' HCN

F5 10.3b - 0.1 16.5 - -
6k8 10.0b - 2.1 - - -
C5 00c +++ 1.4 - - -
6ba6 153 a ++ 0.7 23.0 + +
E21 133a + 1.4 - - +

Tagik renkli zon gap1 (3 tekerriir ortalamasidir, ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki olarak fark
yoktur (LSD testi P<0.05)

*koloni renk degisimi - negatif, + agtk pembe (diisiik), ++ kirmuzi (orta), +++ koyu kirmiz1 (yiiksek aktivite)
*koloni etrafinda olusan portakal renkli zon cap1

#2,4-DAPG antibiyotigi iiretiminden sorumlu phlD geninin varlig:

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 1. Bakteri izolatlarindan ekstrakte edilen edilen kalip genomik DNA’larin phlD
genine Ozgli B2BF/BPR4 primer c¢ifti ile ¢ogaltilmasi sonucu olusan PCR
iirtinlerinin etidium bromiir ile boyanmis agaroz jel fotografi (Sira 1, 1Kb marker-
Fermentas; Swra 2, 3k9 [Pseudomonas fluorescens, pozitif kontrol]; 3, 6ba6; 4,
6k8; 5, F5; 6, E21; 7, C5 ve 8, damitik su).

Figure 1. Photograph of an ethidium bromide stained agarose gel containing PCR products
amplified with B2BF/BPR4 primer pairs specific for phlD gene from template
genomic DNA isolated from bacterial strains (Lane 1, 1Kb marker-Fermentas;
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Lane 2, 3k9 [Pseudomonas fluorescens as positive control]; 3, 6ba6; 4, 6k8; 5,
F5; 6, E21; 7, C5 and 8, distilled water).

Bakterilerin bitki gelisimine ve fosfor alhmimina etkileri

Bakteri uygulamalarinin bitki gelisimine ve fosfor alinimina etkileri Cizelge 2°de
verilmistir. Cizelgeden goriilecegi gibi en iyi gelisme ve yiiksek fosfor icerigi
almabilir formda fosfor verilen pozitif kontrol bitkilerinde goriilmiistiir. Veriler
istatistiki olarak degerlendirildiginde fosfat ¢ozme o6zellliginde olan F5 ve 6ba6
bakteri uygulamalar istatistiki olarak 6nemli diizeyde fosfor alimimi artirmis ve
sirastyla bitkide % 47.9, % 23.1 oranlarinda kuru agirlik artis1 saglamistir. Diger
bakteri uygulamalar1 negatif kontrol ile ayni grupta yer almis ve bitki kuru agirlig:
ve fosfor igerigi agisindan dnemli bir farklilik olusturmamastir.

Cizelge 2. Tohuma bakteri uygulamalarinin pamuk bitkisi geligsimine ve bu bitkilerdefosfor
almimina etkisi
Table 2. The effect of seed bacterization on cotton plant growth and phosphore uptake

Bitkide toplam

Bitki kuru agirhg Bitkide yiizde fosfor miktar:
Uygulamalar (2)" fosfor' (mg)’
F5 441b 0.053 be 2.34b
6bab 3.67 be 0.056 b 2.06 b
E21 3.00c 0.052 be 1.56 ¢
6k8 294 ¢ 0.049 ¢ 144 c
C5 292¢ 0.051 be 149 ¢
Kontrol (-) 298¢ 0.053 be 1.58 ¢
Kontrol (+) 5.68 a 0.083 a 471 a

'3 tekerriir ortalamasidir, her siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur (LSD
testi P<0.05).

Bakterilerin Verticillium solgunlugu’na etkileri

Tohumlar1 fosfat ¢ozme yetenekleri bilinen bes bakteri izolati ile kaplanmis
Carmen cesiti pamuk bitkilerinde, iki farkli V. dahliae ki kullanilarak, iki farkl
yontem ile inokulasyonu sonrasi elde edilen hastalik indeks degerleri ve bakteri
uygulamalarinin ylizde etkileri Cizelge 3 ve 4’te verilmistir.

Cizelge 3’teki wveriler VPIA (yaprak dokmeyen) izolati agisindan
degerlendirildiginde E21 bakteri izolatinin bakteri uygulamasi yapilmamus kontrole
gore % 68.4 oraninda istatistiksel olarak hastalia en etkili izolat oldugu
bulunmustur. Bu izolati F5 % 38.9 etki orami ile izlemistir. C5, 6ba6 ve 6k8
uygulamalarinin etkileri ise istatiksel anlamda kontrole gore farkli ¢ikmamustir.
Yaprak dokmeyen V. dahliae izolatina kargi iimitvar sonu¢ veren bakteri
uygulamalarinin ¢ok daha viriilent oldugu bilinen PYDV6 (yaprak doken) izolatina
kars1 govde inokulasyon yonteminde saptanan hastalik indeksi degerleri kontrol ile
ayni grupta yer almis ve etkisiz oldugu goriilmiistiir.



56 Fosfor ¢dzen bakterilerin Verticillium solgunlugu’na etkileri

Cizelge 3. Iki farkli Verticillium dahliae 1k ile (yaprak dokmeyen-VP1A ve yaprak doken-
PYDV6) govde enjeksiyon yontemi ile inokule edilmis pamuk bitkilerinde
tohum bakterizasyonu uygulamalarinin etkileri

Table 3. The effects of seed bacterization on cotton plants inoculated with two different
Verticillium dahliae strain (non-defoliating-VP1A and defoliating-PYDV6) by
means of stem injection.

Hastalik indeksi Hastalik indeksi

Uygulamalar VPIA' Etki (%) PYDV6' Etki (%)
E21 0.87 a 68.4 4.00 a 0.0
6ba6 2.25be 18.2 3.06a 14.1
F5 1.68 ab 38.9 3.56a 0.0
Cs 2.18 be 20.7 3.06a 14.1
6k8 2.25bc 18.2 4.00 a 0.0
Kontrol (+) 2.75¢ 3.56a

'4 tekerriir ortalamasidir, her siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur (LSD
testi P<0.05)

Cizelge 4. iki farkli Verticillium dahliae wkimin (yaprak dokmeyen-VP1A ve yaprak doken-
PYDV6) mikrosklerotlar1 varhiginda yetistirilen pamuk bitkilerinde tohum
bakterizasyonu uygulamalarinin etkileri

Table 4. The effects of seed bacterization on cotton plants grown in the peresence of
microsclerotia of two different Verticillium dahliae strain (non-defoliating-VP1A
and defoliating-PYDV6)

AUDPC AUDPC
Uygulamalar VP1A' Etki (%) PYDV6' Etki (%)
E21 136.02 a 69.0 336.35a 51.4
6bat6 149.19 ab 66.0 318.33 a 54.0
F5 220.59 be 49.7 490.88 b 29.0
C5 285.61 ¢ 349 536.74 be 22.4
6k8 424.43d 3.3 609.91 cd 11.8
Kontrol (+) 438.79 d 691.81 d

'4 tekerriir ortalamasidir ve her siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur
(LSD testi P<0.05)

Patojen mikrosklerotlarinin topraga karistirilarak dogal enfeksiyon kosullarinin
saglandig1 denemelerde, tohum bakteri uygulamalarindan E21 ve 6ba6 izolatlar1 en
etkili sonuglart vermistir (Cizelge 4). Adi gecen izolatlar yaprak dokmeyen
VP1A’ya kars1 sirastyla % 69.0 ve 66.0, yaprak doken PYDV6’ya karst % 51.4 ve
% 54.0 oraninda etkili bulunmustur. Cizelge 4 te goriilecegi gibi F5 ve C5
uygulamalar1 da VP1A’ya karsi istitistiki olarak farkli bir grup olusturmus ve
sirastyla % 49.7 ve 34.9 oraninda etki gostermiglerdir. Ayni izolatlar PYDV’e kars1
da % 29.0 ve 22.4 oraninda etki saglamiglardir.
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Tartisma

Calismalarimizda Bacillus, Pseudomonas ve Burkholderia olmak iizere ii¢ farkli
genusa ait rizobakterilerden yararlanilmistir. Fosfat ¢ozen bakteriler icinde en ¢ok
calisilan genus Rhizobium olmakla birlikte 6zellikle, Pseudomonas, Burkholderia
ve Bacillus cinsi bakterilerin de inorganik fosfati ¢dzme yeteneginde oldugu
bilinmektedir (Kampfer 2007). S6z konusu bakterilerin mineral fosfati ¢ozmede
yararlandiklar1 en dnemli mekanizma organik asit liretmeleridir. Bu bakterilerden
Pseudomonas, Burkholderia tiirleri 6zellikle bol miktarda glukonik asit iireterek
fosfatt ¢ozmektedir (Rodrigues & Fraga 1999). Fosfat ¢ozen pek ¢ok bakterinin
aynt zamanda kiiltiir bitkisinde gelismeyi de tesvik ettigi ve PGPR olarak
adlandirilan  “Bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler” iginde yer aldigi
(Rodriguez & Fraga 1999; Cakmakg1 2005; Vassilev et al. 2006) ve pek ¢ok kiiltiir
bitkisinde verim artisina neden oldugu (Freitas et al. 1997; Rodriguez & Fraga
1999; Sahin et al. 2004) bilinmektedir.

Denemelerimizde inorganik fosfati ¢dzme yetenegine sahip F5 kodlu
Burkholderia cepacia ve 6ba6 kodlu P. fluorescens bakteri uygulamalar1 pamuk
bitkisinde kuru agirlik artis1 yanisira bitkide fosfor alimina da 6nemli diizeyde
katki saglamigtir. Sundara et al. (2002) Hindistan’da fosfat ¢ozebilen Bacillus
megatherium var phosphaticum bakterisi ile yapmis oldugu tarla denemelerinde
seker pancar1 ve seker kamisinda verim artis1 sagladigi ve bitkide fosfor alimina
katki saglayarak fosforlu giibre kullaniminda % 25 oraninda tasarruf sagladigini
bildirmistir.

Calismalarimizda inorganik ve organik fosfat cozebilen 6ba6 ve E21 bakterileri
bitkinin fosfor alinimina katki saglamasi ve bitki gelisimini tesvik etmelerinin
yanisira pamukta V. dahliae’nin yaprak doken ve dokmeyen patotiplerine karsi
hastaligi % 50-60 oraninda baski altinda tutmustur. S6z konusu bakterilerin etki
mekanizmalari ile ilgili 6zellikleri dikkate alindiginda 6ba6 kodlu P. fluorescens’in
fosfat ¢ozme 6zelliginin yanisira IAA, siderofor ile HCN metabolitlerini iirettigi ve
2,4-DAPG antibiyotigi olusturdugu saptanmistir (Cizelge 1). E21 kodlu
Pseudomonas sp. ise fosfat ¢ozme Ozelligine ilaveten IAA ve HCN iirettigi
belirlenmistir.

Fosfat ¢ozen bakterilerde IAA ve siderofor iiretimi en sik rastlanan biyokontrol
mekanizmalarindan biridir (Vassilev et al. 2006). Ozellikle IAA glutatyon S
transferaz ile birlikte bitki dayanikliligi ile ilgili reaksiyonlarda rol oynamakta
(Hahn & Strittmatter1994; Droog 1997) ve pek ¢ok fungusun miseliyal gelisim ve
spor ¢imlenmesini engelleyebilmektedir (Brown & Hamilton 1993). HCN sitokrom
oksidaz yolunu bloke ederek etki eden ve pikomolar diizeylerde tiim aerobik
mikroorganizmalara son derece toksik olan bir maddedir. Bu maddenin floresan
Pseudomonas’lar tarafindan salgilanarak pek ¢ok kok patojenini kontrol etmede rol
oynadig1 bilinmektedir (Pal & McSpadden Gardener 2006). Son yillarda
Hindistan’da yapilan bir ¢alismada geltik ve muz iiretim alanlarindan toplanan 443
floresan Pseudomonas kdk bakterisinden 80 tanesinin inorganik fosfati ¢6zme
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yeteneginde oldugu, bunlarin tlimiiniin siderofor olusturdugu, % 49’unun IAA, %
41’inin antibiyotik, % 25 inin de HCN f{irettigi bildirilmistir (Naik et al. 2008).

Calismalarimizda bakterilerin V. dahliae’a in-vivo etkinlikleri iki farklh
inokulasyon yontemi ile testlenmistir. Bunlardan birincisi antagonist bakteri ile
patojenin karsilasmadigr gévde enjeksiyonu seklinde patojenin dogrudan bitkiye
verilmesiyle yapilmistir. Govde enjeksiyon yonteminde yaprak dokmeyen irka
kars1 sadece E21 (Pseudomonas sp.) uygulamasindan %68 oraninda bir etkinlik
elde edilirken yaprak doken irka karsi bakteri uygulamalarinin hi¢ birinden olumlu
sonu¢ alinamamustir (Cizelge 3). V. dahliae’nin yaprak doken irkinin daha viriilent
oldugu ve govde enjeksiyonu yapilan pamuk bitkilerinin 5-8 giin i¢cinde tamamen
coktigl (Tzeng & De Vay 1985), esit inokulum kosullarinda tarlada daha erken
enfeksiyonlara neden oldugu ve hastaligin ¢ok siiratle ilerledigi (Bejarano-Alcazar
et al. 1995), pamukta yaprak dokmeyene oranla ¢ok daha yiiksek verim kayiplarina
neden oldugu (Frietbertshauser & DeVay 1982) bildirilmistir.

Topraga mikrosklerot bulastirarak yiiriitillen denemelerde E21 ve 6ba6 izolatlar
ile V. dahliae’nin hem yaprak doken hem de yaprak dokmeyen patotipine karsi
etkili sonuclar alinmistir (Cizelge 4). Dogal enfeksiyon kosullarina uygun olan bu
yontemde topragin suni olarak konidi veya mikrosklerot ile bulastirildigi pek ¢ok
denemede Verticillium Solgunlugu’na karst bakteri uygulamalarindan olumlu
sonuclar alindig1 bilinmektedir (Leben et al. 1987; Berg et al. 2001; Mercado-
Blanco et al. 2004; Tjamos et al. 2004; Malandraki et al. 2008; Uppal et al. 2008).
Son yillarda tilkemizde ¢esitli yabanciot ve pamuk bitkilerinin rizosferinden izole
edilen floresan Pseudomonas’lar ile V. dahliae’nin yaprak dokmeyen patotipi ile
dogal olarak bulasik oldugu bilinen tarlalarda yapilan denemelerde tohum
bakterizasyonu sonrast Verticillium’a duyarli ve dayanikli cesitlerde hastaligin
kontrol altina alindigi bildirilmistir (Erdogan & Benlioglu 2010). Ege bolgesi
pamuk ekim alanlarinda V. dahliae’nin yaprak doken patotipinin varlifi da
bilinmektedir (Gore 2007).

Bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar, diinyada etkin bir miicadelesi bulunmayan
bu hastaliga kars1 yapilacak olan biyolojik miicadele ¢alismalarina 1s1k tutacaktir.
Ayrica organik pamuk iiretiminde diinyada 6nemli bir yeri olan iilkemizde organik
pamuk yetistiriciliginde hastaliga kars1 alternatif bir miicadele yontemi olacag:
gibi, bakterilerin fosfat ¢6zme 6zellikleri nedeniyle de suni giibreleme ile giderek
artan ¢evre kirliliginin 6nlenmesine katkida bulunabilecektir. Ancak bu bakterilerin
tek basina veya karisim seklinde tarla kosullarinda farkli pamuk cesitleri ile
denemelerinin de yapilmasi pratikte kullanimi ag¢isindan gerekli goriilmektedir.
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