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Bitki bilyiimesini tesvik eden kok bakterilerini kullanilarak
asma uru hastali@1 etmeni Agrobacterium vitis’in biyolojik
miicadelesi'

Mustafa KUSEK?, Ozden CINAR’®

Biological control of grapewine crown gall disease agent Agrobacterium vitis
by using plant growth promoting rhizobacteria

Abstract: Crown gall, caused by the bacterium Agrobacterium vitis, is a common and
devastating grape disease in many vineyards of the world, including in Turkey. In this
study, possibility of biological control of grapewine crown gall disease was investigated.
Totally 464 putative Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) were isolated from 39
soil samples which were collected from vineyards of Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay,
Gaziantep and Kahramanmaras provinces. Sixty-three bacterial strains solubilized
phosphorus on solid NBRIP medium. Ten PGPR strains which have solubilized phosphorus
with the highest ratio were used in pot experiments. PGPR strains, Ga7/3-6 (45%), Gal0/2-
5 (97%), Os1/3-1 (80%), OsD1/3-1 (98%) ve HaD6/3-1 (75%), significantly reduced galls
weight on grape plants in pot experiments. This is the first study on biological control of
Agrobacterium vitis in Turkey.
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Ozet: Agrobacterium vitis’in neden oldugu ur hastaligi, Tiirkiye’yi de igine alan diinyanin
asma yetistirilen pek ¢ok yerinde yaygin ve yikici bir hastaliktir. Bu ¢aligmada asma uru
hastaliginin biyolojik miicadele olanaklar1 aragtirllmistir. Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay,
Gaziantep ve Kahramanmaras illerinde bulunan bag alanlarindan bitki biiyiimesini tesvik
eden aday kokbakterisi (PGPR) izolatlar1 elde etmek i¢in 39 toprak 6rnegi alinmis olup
toprak orneklerinden 464 adet bakteri izole edilmistir. Katt NBRIP besi yeri kullanilarak bu
bakteri izolatlarindan 63’{inlin fosforu ¢6zdiigii belirlenmistir. En yiiksek fosfor ¢dzen 10
izolat segilerek saksi ¢aligmalarinda kullanilmistir. Saksi ¢alismasinda PGPR izolatlar1 olan
Ga7/3-6 (% 45), Gal0/2-5 (% 97), Os1/3-1 (% 80), OsD1/3-1 (% 98) ve HaD6/3-1 (%
75)’nin asmada ur agirhigimi dnemli diizeyde azalttig: belirlenmistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye’de
Agrobacterium vitis’in PGPR ile biyolojik miicadelesi iizerine ilk ¢calisma niteligindedir.

Anahtar sozciikler: Biyolojik miicadele, asma, ur, Agrobacterium vitis, PGPR

'Bu calisma; birinci yazarin Doktora tezinin bir béliimiidiir.
2Siit¢ii imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, 46100, Kahramanmaras
3Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bélimii, 01330, Saricam, Adana
Sorumlu yazar (Corresponding author) e-mail: mkusek@ksu.edu.tr
Alinis (Received): 12.01.2012 Kabul edilis (Accepted): 30.04.2012



22 Kok bakterileri ile Agrobacterium vitis’in biyolojik miicadelesi

Giris

Ulkemiz, cografi durumu, iklim ve toprak yapisindan dolay1 asma yetistiriciligi i¢in
diinyada en uygun yerlerden birisi olmanin yanisira asmanin ana vatani olmasi
nedeniyle de 6nemli bir gen merkezidir. Bagin ana iiriinii olan {iziim tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de sadece sofralik olarak kullanilmamakta, bununla birlikte
sarap, kuru iiziim, pekmez, sirke, pestil, sucuk ve sira olarak da kullanilmaktadir.
Bunun yani sira budama sonucu elde edilen gubuklarin yakacak olarak kullanilmasi
ve yapraklarinin salamura olarak degerlendirilmesi de diger yararlari arasinda
belirtilebilinir (Agaoglu 1986).

Gilinlimiizde asma yetistiriciligini tehdit eden pek ¢ok hastalik ve zararli vardir.
Bunlar arasinda en 6énemlilerinden biri de asma uru hastaligidir. Asmalarda genel
olarak ura neden olan bakteriyel hastalik etmeni Agrobacterium vitis Ophel and
Kerr olsa da, bu hastalik nadiren de Agrobacterium tumefaciens adli bakteri
tarafindan da olusturulur. Bu hastalik etmenlerine karsit etkili bir miicadele
yonteminin olmamasindan dolayi, iklim kosullarinin hastalik gelisimi i¢in uygun
oldugu bolgelerde, dnemli verim ve gelisme kayiplari ortaya ¢ikmaktadir (Celik et
al. 2000).

Asmada ur olusumu uzun yillardir bilinmekle birlikte ilk defa 1897°de bir
bakterinin (Bacillus ampelopsarae) ura neden oldugu bildirilmistir (Cavara 1897).
Kerr & Panagopoulos (1977) asmadan izole edilen tiimériigenik bakterileri A.
tumefaciens biovar 3 olarak smiflandirmiglardir. Sonraki yillarda diinyanin bir¢ok
yerinde aragtiricilar asmada biovar 3 izolatlarin1 belirlemislerdir. Ophel & Kerr
(1990) yaptiklart taksonomik caligsmalar (biyokimyasal, monoklonal antibody ve
DNA baglanma seviyeleri) sonucunda biovar 3’ A. vitis olarak
isimlendirmislerdir. Glinlimiizde 4. vitis asmada ur olusturan en baskin tiir olarak
bilinmekle birlikte 4. tumefaciens de nadir olarak asmalardan izole edilmektedir
(Knauf et al. 1983; Salomone et al. 1996; Ride et al. 2000; Argun et al. 2002).

Agrobacterium vitis asmada sistemik olarak yayillmakta ve simptom
olusturmadan yillarca canli kalabilmektedir. Bu nedenle kolaylikla vejetatif iiretim
materyali ile yayilmakta, hastalik etmeninin varligi ancak ur olusumu goézlenince
fark edilmektedir. Bulagik dallarda A. vitis dondan veya baska bir nedenden dolay1
meydana gelen yaralanmadan sonra bitkide ur olusturabilmektedir. Agrobacterium
cinsi bakteriler genelde toprak kokenlidir. Ancak topraktan izole edilen
Agrobacterium’larin biliyiik cogunlugu ur olusturma 6zelliginde degildir (Bouzar &
Moore 1987). Bununla birlikte 4. vitis asma kalintilarinda en az iki y1l ur olusturma
yetenegini kaybetmeden yasayabilmektedir (Burr et al. 1995).

Bu bakteri asma govdesinin % 50’si urla ¢evrelendiginde bitki gelisiminde ve
veriminde 6nemli azalmalara neden olmaktadir (Schroth et al. 1988). Bu hastalik
etmenine kars1 etkili bir kimyasal miicadele bulunmamakla birlikte, ¢iftciler
tarafindan bilingsizce ila¢ kullanilmaktadir. Son yillarda hastalik etmenine karsi
Nogall isimli ticari biyolojik bir preperat kullanilmaya baglamasina ragmen, 4. vitis
tarafindan olugturulan hastalik olusumunu yeterince engelleyemedigi bildirilmistir
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(Burr et al. 1998). Hastalik etmenine karsi etkili bir miicadele yOnteminin
bulunmamasi, bilingsizce tarimsal ilaglarin kullanilmasi, bu ilaglarin ¢evreye ve
insan sagligina olan olumsuz etkilemesi ve son yillarda bilinglenen tiiketicilerin
organik tarima olan ilgileri nedeniyle arastiricilar hastalik etmenine karsi ilagh
miicadeleye alternatif miicadele yontemlerinin arastirilmasina yoneltmistir.

Kokbogaz1 uruna karsi ticari olarak kullanilan Agrobacterium rhizogenesis K84
izolat1 1980’den itibaren kullanilmaktadir (Kerr 1980). Bununla birlikte K84 izolati
asmada ura neden olan A. vitis’e kars1 etkili degildir (Staphorst et al. 1985; Burr et
al. 1998; Kawaguchi et al. 2005). Bunun yaninda biyolojik miicadelede
kullanilabilecek antogonist bir¢ok izolatlar elde edilmistir (Liang et al. 1990; Bell
et al. 1995; Kawaguchi et al. 2005; Chen et al. 2007). Asma kok bolgesinden izole
edilen Rahnella aquatilis HX2 izolat1 A. vitis, Agrobacterium tumefaciens ve A.
rhizogenes izolatlarin1 laboratuar kosullarinda geligsmesini engellemektedir (Chen
et al. 2007).

Bu hastalikla miicadelede biyolojik miicadele yontemleri hakkinda olduk¢a ¢ok
arastirma yapilmigs olmasmna ragmen, Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden
Kokbakterilerini (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) kullanarak
bitkilerde sistemik tesvik edilmis dayaniklilik ¢alismalar1 oldukc¢a sinirlidir.
PGPR’lar birgok bitkide birgok bitki hastaligina karst dayanikliligi tesvik etmekte
ve bunun yaninda topraktaki fosfor ve azotu bitkinin alabilecegi forma getirerek
verimde de 6nemli artiglar saglamaktadir (Weller 1988).

Bu calismada; Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman ve
Kahramanmaras illerinde yetistiriciligi yapilan saglikli asmalarin kok bolgesindeki
topraklardan izole edilen ve bitki gelisimini tesvik eden kok bakteri izolatlarinin 4.
vitis’e karsi biyolojik miicadelede kullanim olanaklari arastirilmistir.

Materyal ve yontem

PGPR’larin izolasyonu

Bitkilerde dayanikliligi tesvik edici PGPR bakterilerinin izolasyonu amaciyla
Adana, Mersin, Hatay, Osmaniye, Gaziantep ve Kahramanmaras illerindeki bag
alanlarindan digerlerine gore daha iyi gelismis ve saglikli asmalarin kok
bolgesinden toprak ornekleri toplanmistir. Laboratuara getirilen topraklar serilerek
iki giin kurumasi i¢in bekletilmistir. Kuruyan topraklar 1 mm c¢apli eleklerden
elenmistir. Elenen topraktan 10 g toprak alimarak 90 ml fosfat buffer-tuz tamponu
(PBS) (1 1t: 8 g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 1,1 g Na,HPO, ve 0,2 g KCI, pH: 7,4)
igerisinde iki saat 100 dev./dak.’da calisan c¢alkalayicilarda ¢alkalanmigtir.
Siispansiyondan 1 ml alinip i¢inde 9 ml fizyolojik su (% 0,85 NaCl) bulunan tiipe
ilave edilerek 10 kat sulandirma serileri hazirlanmigtir. Bu 10 katlik seriler halinde
hazirlanan siispansiyonlardan ikinci, ii¢lincii ve dordiincii sulandirma serilerinden
100 pl alinarak King B (KB) besi yerine ekim yapilmis ve 251 °C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra besi yerinde gelisen koloniler incelenmis
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ve farkli morfolojik gelisim gosteren koloniler secilerek saf kiiltiir elde edinceye
kadar KB besi yerine ekimi yapilmistir.

Topraktan saf olarak izole edilen bakterilerin fosforu ¢ézebilme yeteneklerini
belirlemek i¢in steril kiirdan ile kati NBRIP besi yeri iceren her bir petriye 9 izolat
olacak sekilde ekim yapilmistir. Deneme 3 tekrarhi olarak kurulmustur. Bir hafta
sonra besi yerinde bakteri kolonisinin etrafindaki seffaf zonun g¢api ve bakteri
kolonisinin ¢ap1 Olciilerek Sekil 1’deki formiile gore fosfor c¢ozme indeksi
belirlenmistir. Fosfor ¢6zme indeksi yiiksek olan bakteriler se¢ilmistir (Johri et al.
1999).

n Coziilebilir fosfor indeksi= A/B

l A: Seffaf zon ¢ap1

B: Bakteri kolonisinin ¢api1

Sekil 1. Coziilebilir fosfor indeksinin hesaplanmasi.
Figure 1. Calculation of index of the soluble phosphorus.

Bu izolatlardan fosfor ¢6zme indeksi en yiiksek olan 29 izolat segilerek NBRIP
sivi besi yerinde ¢oOzebildigi fosfor miktarlarini belirlemek i¢in kullanilmigtir.
Secilen 29 izolat stvi NBRIP besi yerinde calkalayici tizerinde bir hafta kiiltiire
almmustir (Nautiyal et al. 2000). Daha sonra bakterileri ve suda ¢oziilmeyen kati
maddeleri [Caz(PO,),] ¢oktiirmek icin 10.000 dev./dak.’da 10 dakika santrifiij
yapilmigtir. Tiipiin {ist kisminda biriken sivi kisim alinarak iginde ¢oziilen fosfor
miktar1 Barton (1948) yontemine gore belirlenmistir. Siv1 besi yerinde en fazla
fosfor ¢ozen 9 izolat (Gal/2-1, Ga3/3-1, Ga4/3-1, Gal0/2-5, Gal6/2-1, OsD1/3-1,
Osl1/3-1, OsD3/3-1 ve HaD6/3-1) ve fosfor ¢c6zme indeksi en yliksek olan 1 izolat
(Ga7/3-6) secilerek toplam 10 izolat saksi ¢alismalarinda kullanilmistir. Segilen bu
PGPR izolatlarin karakterizasyonu i¢in KB besi yerinde gelisme 6zelligi, gram
reaksiyonu ve oksidaz testi yapilmistir.

Saksi1 calismasi

Secilen 10 PGPR izolatlarmin A. vitis’e karsi etkinligini belirlemek igin 6 tekrarli
olarak saksi denemesi kurulmustur. KB besi yerinde 25+1°C’de 24-48 saat
gelistirilmis olan PGPR izolatlarinin yogunlugu steril su ile 600 nm dalga boyunda
0,3 absorbans degerine ayarlanmistir. Daha sonra soguk odada bekletilen asma
cubuklan ti¢ goz icerecek sekilde kesilerek dip kisimlar1 PGPR bakteri izolatlar
stispansiyonu i¢in daldirilarak 15-20 dakika bekletilmistir. Bu ¢ubuklar her saksiya
2 ¢ubuk olacak sekilde dikilmistir. Bir hafta sonra bu ¢ubuklarin gévdesine 3 mm
capli matkap ucu ile 3 ¢ukur agilmistir. Daha 6nce KB besi yerinde 25+1 °C’de 24-
48 saat gelistirilmis olan A. vitis izolatt 600 nm dalga boyunda 0,1 absorbans
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degerine ayarlanmig ve ¢ubuktaki her bir ¢ukura 100 ul ilave edilmistir. Bakteri
siispansiyonunun doku ig¢ine difuze olmasi i¢in 20-30 dakika bekledikten sonra
nem saglamak amaciyla bu cukurlarin tizeri i1slak pamuk ve parafilm ile
kapatilmigtir. 3 giin sonra parafilm ve pamuklar ¢ikartilmistir. Yaklasik 3,5 ay
sonra saksilardan asmalar sokiilerek kok uzunlugu, kok kuru ve yas agirligi, siirgiin
uzunlugu, siirgiin yas ve kuru agirligi, gubugun ve yeni siirmiis siirgiiniin birinci
bogumunun ¢api Ol¢iilerek bitki biiylimesine etkisi belirlenmistir. Ayrica olusan ur
sayisi, ur ¢api (en, boy, yikseklik) ve ur agirligi dlgiilerek PGPR izolatlarinin A.
vitis’in neden oldugu hastaligt baskilama oran1 Abbott formiiline gore
degerlendirilmistir. Uygulamalar arasindaki farklar Duncan c¢oklu karsilastirma
testine (p<0.05) gore yapilmustir.

Bulgular ve tartisma

PGPR’larin izolasyonu

Mersin, Kahramanmaras, Gaziantep, Hatay, Osmaniye ve Adana illerindeki bag
alanlar1 igerisinde digerlerine gore daha iyi gelismis bitkilerin kok bolgesinden
alman 39 adet toprak Orneginden yapilan izolasyonda farkli morfolojik gelisim
gosteren 464 bakteri kolonisi secilerek saflastirilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Topraktan izole edilen aday PGPR’lerin King B besi yerinde gelistirdikleri
koloniler.

Figure 2. Puatative PGPR bacterial colonies isolated from soil samples and development of
PGPR colonies on King B medium.
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PGRP’lerin secimi

Bitki gelisimini saglamak icin ilk akla gelen yontem topraklarin uygun giibrelerle
giibrelenmesidir. Bitkilerin en fazla ihtiyag duydugu besin maddesi azot (N),
potasyum (K) ve fosfor (P) oldugundan giibrelemede en fazla bu kimyasallar
kullanilmaktadir. Toprakta fazla miktarda fosfor bulunmasindan c¢ok alinabilir
formdaki fosfor miktar1 cok dnemlidir.

Topraktaki fosforun biiylik bir miktar1 kalsiyum tarafindan tutulur ve topraga
uyguladigimiz fosfor da kisa siirede kalsiyum tarafindan tutularak bitkilerin
alamayacagi forma doniisiir. Fosfor ¢Ozen bakteriler topraga veya tohuma
uygulandiginda topraktaki alinamayan formdaki fosforu alinabilir forma
doniistiirerek bitkilerin daha iyi gelismesi saglanabilir (Abd-Alla 1994; Jones &
Darrah 1994). Bu bakteriler sekerleri kullanarak organik asitler iliretmekte ve bu
asitlerin etkisi ile suda ¢oziilemeyen fosforlar ¢oziilebilir forma doniismektedir
(Leyval & Barthelin 1989).

Kat1 NBRIB besi yeri kullanildiginda fosfor ¢dzen bakterilerin etrafinda bir zon
olusmaktadir. Bu yontemde her bir petriye 9 bakteri izolat1 ekilmekte ve kisa
siirede P ¢ozebilen bakteri kolonilerinin etrafinda agik bir zon olusmaktadir (Sekil
3). Bakteri gelisimi sonunda olusan zon c¢apinin bakteri kolonisine oranlayarak
fosfor ¢6zme indeksi belirlenmektedir. Topraktan izole ettigimiz 464 bakteri
izolatindan 63’{iniin zon olusturdugu belirlenmistir (Cizelge 1).

Sekil 3. Topraktan izole edilen bakterilerin katt NBRIB besi yerinde olusturdugu acik zon.
Figure 3. Formation of pale inhibition zone caused by bacterial colony on solid NBRIB
medium.
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Cizelge 1. izole edilen aday PGPR’1n kati NBRIP besi yerinde olusturdugu zon ¢ap1, koloni

cap1 ve fosfor ¢6zme indeksi

Table 1. Formation of inhibition zone, colony diameter and phosphorus solubility index
caused by different PGPR isolates on solid NBRIP medium

izolatlar Zon Capi1 (mm) Koloni Cap1 (mm) P Cézme indeksi
Ga7/3-6 15,50 1,50 10,33
OsD1/2-2 13,33 2,33 5,89
OsD3/3-1 12,33 2,50 4,99
T2/2-2 10,00 2,17 4,67
HaD3/3-1 9,00 2,00 4,50
OsD2/4-4 10,17 2,50 4,14
HaD6/3-1 9,33 2,33 4,00
T6/3-7 8,00 2,50 3,38
Ga3/3-1 8,00 2,83 2,85
Gal0/2-5 4,33 1,83 2,39
Os2/4-5 2,67 1,83 2,25
Gal/2-1 5,67 2,67 2,17
Ga20/4-1 4,00 2,00 2,00
Osl/4-5 3,00 1,50 2,00
Osl/4-4 3,33 1,83 1,81
Osl/4-7 3,17 1,77 1,81
HaD5/2-1 14,17 8,00 1,78
Ha3/4-3 2,00 1,17 1,78
0s2/4-9 3,00 2,00 1,71
Ga5/4-4 8,33 5,00 1,70
0s2/4-6 2,17 1,33 1,67
Ha4/3-2 5,00 3,00 1,66
T1/4-6 8,00 5,67 1,55
0Os3/4-3 3,33 2,17 1,53
Ga4/3-1 9,50 6,25 1,53
Osl/4-8 2,00 1,50 1,33
Osl/3-1 3,00 2,25 1,33
OsD1/3-1 8,50 6,50 1,31
Gal6/2-1 11,67 9,33 1,26
Osl1/4-2 1,25 1,00 1,25
T2/3-1 3,67 3,00 1,22
Ha3/4-4 3,17 2,67 1,19
T6/3-3 4,33 3,67 1,18
MBA4/3-9 1,17 1,00 1,17
Gal5/2-6 4,00 3,50 1,14
HaD4/2-1 1,67 1,50 L,11
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Cizelge 1’in devami
Table 1 continued

Gad/2-6 3,33 3,00 1,11
Gal3/4-2 3,50 3,17 1,10
Gall/3-4 6,67 6,17 1,09
T2/2-1 3,00 2,83 1,07
Ga2/2-3 5,67 5,33 1,06
T1/4-10 6,67 6,33 1,06
Os3/4-2 4,17 4,00 1,04
Gal/3-6 7,33 7,33 1,00
Gal2/3-5 6,33 6,33 1,00
MB3/3-5 3,67 3,67 1,00
Os3/4-5 5,33 5,33 1,00
Ga20/2-3 3,33 3,33 1,00
Gal4/4-2 7,00 7,00 1,00
Ga6/4-1 4,33 4,33 1,00
Ga5/3-7 3,67 3,67 1,00
Gal4/4-1 3,67 3,67 1,00
Ha6/4-5 3,33 3,33 1,00
T6/3-2 3,33 3,33 1,00
T1/3-6 6,67 6,67 1,00
OsD1/4-2 6,33 6,33 1,00
Ha6/3-6 2,67 2,67 1,00
Os3/4-4 4,67 4,67 1,00
Ga8/3-2 3,00 3,00 1,00
T3/2-2 6,33 6,33 1,00
T1/4-3 5,33 5,33 1,00
T3/2-1 1,67 1,67 1,00
T2/3-4 3,00 3,00 1,00

Fosfor ¢6zen bakterilerin se¢iminde sadece fosfor ¢ézme indeksi géz Oniine
alimdiginda yeterli olmadigi, bununla birlikte bakterinin koloni ¢api1 da dnemli
olmaktadir. Bunun i¢in bu bakterilerin sivi besi yerinde ¢6zdiigli fosfor miktarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Fosfor ¢ozme indeksi en yiiksek 10.33 ile Ga7/3-6
izolatinda elde edilmistir. Fosfor ¢ozdiigii belirlenen 63 izolattan fosfor ¢ozme
indeksi en yiiksek (10.33 ile 1,26 aras1) olan 29 izolat segilerek sivi besi yerindeki
fosfor ¢ozme miktar1 belirlenmistir (Cizelge 2).

Sivi besi yerinde 401,27 ppm ile en fazla fosfor ¢ézen GA16/2-1 izolatinin
fosfor ¢ozme indeksi (1,26) ¢ok diisiik olmasina ragmen bakteri koloni ¢ap1 (9,33
mm) olduke¢a fazladir. Bununla birlikte fosfor ¢6zme indeksi (10,33) en fazla olan
Ga7/3-6 izolat1 s1v1 besi yerinde 79,91 ppm fosfor ¢ozebilmistir. Ga7/3-6 izolatinin
fosfor ¢cozme indeksi ¢ok yliksek olmasina ragmen koloni ¢ap1 ¢ok kiiclik kalmas,
bunun da bakterinin ¢ok yavas gelismesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Fosfor ¢ozme indeksi ile ¢oziilen fosfor miktar1 arasinda bir iliskinin olmadigi
goriilmiistiir. Izole edilen bakterilerin segiminde fosfor ¢dzme indeksinin ¢ok
onemli olmadig: fakat 6n se¢im i¢in yararli olmaktadir. Bakterilerin se¢iminde sivi
besi yerinde ¢oziilen fosfor miktarina gére yapilmasi gerektigi goriilmiistiir.

Cizelge 2. Farkli PGPR izolatlarin kat1 ve stvi NBRIP besi yerindeki fosfor ¢c6zme indeksi,
bakterinin koloni ¢ap1 ve ¢dziilen fosfor miktarlari

Table 2. Formation of phosphorus solubility index, colony diameter and the amount of
soluble phosphorus caused by different PGPR isolates on solid and liquid NBRIP

medium
Izolatlar P ¢6zme indeksi Koloni Cap1 P miktar1 (ppm)
Kontrol 0 0 9,6
Gal6/2-1 1,26 9,33 401,27
Ga4/3-1 1,53 6,25 277,33
Ga3/3-1 2,85 2,83 269,60
Gal/2-1 2,17 2,67 194,61
Osl1/3-1 1,33 2,25 191,73
OsD1/3-1 1,31 6,50 189,53
Gal0/2-5 2,39 1,83 183,36
HaD6/3-1 4,00 2,33 173,31
OsD3/3-1 4,99 2,50 156,75
T6/3-7 3,38 2,50 138,07
T2/2-2 4,67 2,17 135,19
OsD1/2-2 5,89 2,33 125,46
Ga5/4-4 1,70 5,00 105,54
OsD2/4-4 4,14 2,50 96,56
Ga7/3-6 10,33 1,50 79,91
Os2/4-5 2,25 1,83 66,20
T1/4-6 1,55 5,67 45,29
Os1/4-8 1,33 1,50 34,19
Ga20/4-1 2,00 2,00 32,06
0Os2/4-9 1,71 2,00 25,79
Osl/4-4 1,81 1,83 17,67
Os2/4-6 1,67 1,33 16,18
T2/3-1 1,22 3,00 14,30
HaD5/2-1 1,78 8,00 13,06
HaD3/3-1 4,50 2,00 12,89
Os1/4-7 1,81 1,77 12,31
Osl/4-2 1,25 1,00 10,62
Osl1/4-5 2,00 1,50 10,23

Ha4/3-2 1,66 3,00 10,15
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Fosforu ¢ozdiigii belirlenen izolatlar sivi besi yerinde gelistirilmis ve ¢ozdiigii
fosfor miktar1 yoniinden izolatlar arasinda c¢ok fark oldugu belirlenmistir.
Kontrolde 9,6 ppm fosfor bulunurken en fazla fosfor ¢6zdiigli belirlenmis olan
Gal6/2-1 izolatinda ortalama 401,27 ppm elde edilmistir. Stvi besi yerinde en fazla
fosfor ¢ozen 9 izolat ve fosfor ¢ozme indeksi en yiiksek olan 1 izolat saksi
calismalarinda kullanilmigtir. Segilen bu PGPR izolatlarin (Cizelge 3) 6’s1
Gaziantep, 3’i Osmaniye ve 1’de Hatay’dan alinan topraklardan izole edilmistir.
Bu bakteri izolatlarinin 3 floresan, 3 sari, 3 krem ve 1 izolatta kirmizi renkte
gelismistir. Izolatlardan 2’si gram pozitif ve 4’ii ise oksidaz pozitif sonug vermistir.

Cizelge 3. Segilen PGPR izolatlarin King B besi yerinde olusturdugu karakteristik koloni

yapilari
Table 3. Characteristic appearence of colonies of selected PGPR isolates on King B

medium
izolatlar Toplandig1 yer Koloni rengi Gram reaksiyon Oksidaz Testi
Gal/2-1 G.Antep Sar1 - -
Ga3/3-1 G.Antep Floresan - +
Ga4/3-1 G.Antep Floresan - +
Ga7/3-6 G.Antep Krem - +
Gal0/2-5 G.Antep Floresan - +
Gal6/2-1 G.Antep Sar1 - -
OsD1/3-1 Osmaniye Sar1 - -
Osl/3-1 Osmaniye Kirmizi - -
OsD3/3-1 Osmaniye Krem + -
HaD6/3-1 Hatay Krem + -

PGPR izolatlarinin Agrobacterium vitis’in neden oldugu ur olusumuna
etkisi

Secilen 10 PGPR izolatinin A. vitis’e karsi etkinligini belirlemek amaciyla 6
tekrarlt olarak kurulan saksi denemesinde 4. vitis bitkiye inokule edildikten
yaklasik 3,5 ay sonra olusan ur sayisi, urlarin capi (eni, boyu ve yiiksekligi) ve
urlarin agirliklan Slgiilerek degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak uygulamalar
arasinda LSD analizine gore % 5 Onem seviyesinde Onemli farklar oldugu
belirlenmistir (Sekil 4). Ur sayis1 bakimindan ortalama 0,25 adet ile en az Ga7/3-6
izolati uygulanan asmalarda gdzlenmistir. Bunu sirasiyla Gal0/2-5 (0,67 adet) ve
HaD6/3-1 (0,75 adet) izolatlari izlemistir. En fazla sayida ur olusumu ise 2 adet ile
OsD3/3-1 ve 1,5 adet ile Ga4/3-1 izolatlarinda elde edilmistir.

PGPR izolatlar1 uygulanmig asmalarda olusan ur agirliklart karsilastirildiginda
en hafif ur Os1/3-1 (0,01 g) ve Gal0/2-5 (0,02 g) izolatlarinda elde edilmistir.
Agirlik yoniinden en fazla ur olusumu ise Ga4/3-1 (0,63 g) ve Ga3/3-1 (0,62 g)
izolatlarindan elde edilmistir. Ur biiyiikliigii yoniinden karsilastirildiginda da
Gal0/2-5 (¢ap1 1,02 mm) izolat1 en kiigiik uru olusturmustur. Bunu sirayla Ga7/3-6
(cap1 1,34 mm), OsD1/3-1 (¢ap1 1,39 mm), Os1/3-1 (¢ap1 1,9 mm) ve HaD6/3-1
(capt 2.23 mm) izolatlart izlemistir. En biiylik ur olusumu ise OsD3/3-1 (¢ap1 6,38
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mm) ve Ga4/3-1 (¢ap1 6,18 mm) izolatlart uygulanmis asmalardan elde edilmistir.
Ur sayisi, ur ¢api ve ur sayist dikkate alinarak yapilan genel bir degerlendirmede
baglarda A. vitis ile miicadelede Ga7/3-6, Gal0/2-5, Osl/3-1, OsD1/3-1 ve
HaD6/3-1 izolatlarinin iimit var oldugu goriilmektedir. Bu izolatlarin dayaniklilig:
tesvik etme mekanizmasi oOzellikle tarla denemeleri ile daha detayli olarak
calistlmalidir.
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Sekil 4. Farkli PGPR izolatlar1 uygulanmis asmalarda olusan urlarin sayisi, agirligt ve
caplari.
Figure 4. Formation of tumor number, tumor-weight and tumor-size developed on vines
treated with different PGPR isolates.

Agrobacterium rhizogenes K84 ve bundan gelistirilen K1026 izolatlarindan elde
edilen ticari preparatin (Nogall) tiim diinyada kok bogazi ur hastaligi etmeni A.
tumefaciens’e karsi basarili bir sekilde kullanilmasina ragmen (Moore & Warren
1979; Shim et al. 1987; Kawaguchi et al. 2005), bu preparatin A. vitis izolatlarina
karsi miicadelede etkisiz olmasi arastiricilar1 yeni izolatlarin elde edilmesine
yonlendirmistir. Bu giline kadar birgok arastirici tarafindan bag uruna karsi degisik
seviyelerde kontrol edebilen bir¢ok izolat elde edilmis olmasina ragmen heniiz
ticari biopreperat gelistirilmemistir (Burr et al. 1998; Liang et al. 1990; Webster &
Thomson 1986; Xianying & Wangnian 1986).

Topraktan izole edilen farkli PGPR izolatlari, ya dogrudan bitki hormonlarinin
analoglarmi tireterek, organik maddeleri mineralize ederek, suda erimeyen kaya
fosforunu suda eriyebilir forma donistiirerek, ya da dolayli olarak tesvik edilmis
dayanikliligi uyararak bitki gelismesini tesvik edebilirler (Elad & Chet 1987;
Tomashow & Weller 1988; Sumner 1990; Glick & Bashan 1997). Silva et al.
(2004)’'nin  yaptig1 bir calismada domateste Alternaria solani, Phytophthora
infestans ve Septoria lycopersici’ye karst miicadelede kimyasal preparatlarla PGPR
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izolatlar1 kombine edilerek kullanildiginda basarinin arttigini belirtmislerdir. PGPR
izolat kullaniminin kimyasal preparatlarin kullanimini yar1 yariya azaltacagim
vurgulanuglardir. Ulkemizde yapilan bir galismada PGPR izolatlarmin biberde
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ya kars1 kullanildiginda hastalik siddetini
% 65 oraninda azaltti1 vurgulanmaktadir (Mirik 2005).

Bizim yaptigimiz bu ¢alismada, PGPR izolatlarinin ur biiyiikligiinii % 80 ve ur
agirhigimi ise % 98 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Sekil 5). Ur sayisinda ise % 85
oraninda bir azalma tespit edilmistir.
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Sekil 5. Asmada ur olusumuna PGPR izolatlarinin etkisi.
Figure5. Effect of PGPR isolates on tumor formation on vine.

PGPR izolatlar1 uygulanmis asma c¢ubuklarinda siirgiin sayisi ydniinden
istatistiksel olarak LSD’ye gore % 5 onem seviyesinde dnemli farkliliklar oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4). Ortalama 1,5 adet siirgiin ile en yiiksek Os1/3-1 izolatt
uygulanmig c¢ubuklarda goriilmiistiir. En az sayida siirglin ise Gal/2-1 izolatt
uygulanan ¢ubuklarda elde edilmistir. Silirglin uzunlugu yoniinden ise en uzun
siirgiin Gal/2-1 uygulanmig gubuklardan elde edilirken en kisa siirgiinler sirasiyla
Ga4/3-1, Gal6/2-1 ve Ga3/3-1 uygulanan asma ¢ubuklarinda belirlenmistir.

Siirgiin kuru ve yas agirliklarinda uygulamalar arasinda 6nemli farkliliklar
olmus ve en fazla siirgiin yas ve kuru agirligit OsD1/3-1 uygulanmig asma
cubuklarindan elde edilmistir. K6k uzunlugu, kék yas ve kuru agirligina gore de en
fazla OsD1/3-1 izolat1 uygulanmis asma ¢ubuklarinda gézlenmistir. Bitki gelisimi
yoniinden genel olarak degerlendirildiginde en fazla etkili olan OsD1/3-1 izolati
ayni1 zamanda ur gelisimini de dnemli diizeyde azaltmistir. Bununla birlikte Ga7/3-
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6, Gal0/2-5, Osl/3-1 ve HaD6/3-1 izolatlar1 da genel olarak az da olsa bitki
gelisimini tesvik etmistir. Ayrica bu izolatlar ur olusumunu da belirli oranda
azaltmaktadir. Bundan dolay1 asmalarda A. vitis ile miicadelede Ga7/3-6, Gal0/2-5,
OsD1/3-1, Os1/3-1 ve HaD6/3-1 izolatlarimin {imit var oldugu goériilmektedir.

Cizelge 4. PGPR izolatlar1 uygulanmis asmalarda 3.5 ay sonra olusan siirgiin sayisi, siirgiin
ve kok uzunlugu, yas ve kuru agirligi

Table 4. Determinations of the number of shoot and root lenght, fresh and dry weight of
shoot and root on vines 3.5 month after treatment by PGPR isolates

- Siirgiin - . Kok
- Siirgiin Siirgiin Kok ..
Siirgiin . yas < Kokyas kuru
Uygulamalar savist uzunlugu asirhd kuru uzunlugu agirhigi () agirhgn
Y (cm) g(g)g agirhg (g) (cm) swhgt (2 g(g)g

Negatif Kontrol 1,17 bc 2867 b 549 ab 1,22 b 18,17 ¢ 1,54 b 0,76 b
Pozitif Kontrol 1,00 bc 46,50 ab 845 a 2,61 a 27.83ab 2,88 ab 1,64 Ab

Gal/2-1 083 ¢ 5433 a 695 ab 1,85 ab 18,00¢c 242 b 1,25 ab
Ga3/3-1 1,33 ab 29,17 b 582 ab 142 ab 1233 ¢ 1,78 b 1,08 ab
Ga4d/3-1 1,25 abc 2425 b 2,09 b 090 b 12)75¢ 3,10 ab 1,85 ab
Ga7/3-6 1,25 abc 32,63 ab 7,71 a 1,58ab 1725¢ 2,81 ab 0,86 ab
Gal0/2-5 1,33 ab 3333 ab 585 ab 1,66 ab 13,17 bc 2,69 b 1,55 ab
Gal6/2-1 1,33 ab 28,08 b 845 a 2,60 a 1933c¢ 2,64 b 1,54 ab
Os1/3-1 1,50 a 31,50 ab 4,62 ab 1,46 ab 1575¢ 1,36 b 0,96 ab
OsD1/3-1 1,00 bc 33,50 ab 9,33 a 2,69 a 33,67a 5,05 a 2,04 a
OsD3/3-1 1,00 bc 45,20 ab 6,76 ab 1,55 ab 15,80 ¢ 2,73 ab 1,38 ab
HaD6/3-1 1,25 abc 47,88 ab 8,68 a 1,89 ab 14,50¢ 2,01 b 1,14 ab

*Ortalamalar yukardan asag1 dogru izlendiginde ayni harfi tagiyan ortalamalar farksizdir. (Duncan; p<0.05)

Topraktan izole edilen PGPR bakteriler A. vitis tarafindan neden olan ur
olusumunu 6nemli 6l¢iide azalttigi belirlenmistir. Bu izolatlarin ikili veya tglii
kombinasyonlarinin birlikte uygulandiginda A4. vitis tarafindan neden olan ur
olusumu iizerine tekisi belirlenmelidir. Bununla birlikte daha 6nce dikilmis olan
asmaya etkisininde belirlenerek daha Once kurulmus baglarda uygulanip
uygulanmayacagi da ortaya ¢ikarilmalidir.
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