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Sardunya (Pelargonium spp.) bakteriyel yamkhk etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin biyolojik
miicadelesi iizerine arastirmalar

Sencan UNLU?, Yesim AYSAN?

Research on biological control of Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii,
geranium (Pelargonium spp.) bacterial blight disease agent

Abstract: Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii is a bacterium causing leaf spots and
necrosis, bacterial blight and rot on stem, wilting on geranium (Pelargonium peltatum and
Pelargonium hortorum) plants. In the biological control studies of the disease, 16 soil
samples were taken from geranium rhizosphere in Adana for isolating candidate plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR). Totally 234 candidate PGPRs were isolated from
samples. Among 60 PGPR strains were solubulized phosphorus on solid NBRIP medium.
Five selected PGPR strains were tested to reduce disease by pot studies. Two PGPR strains
reduced disease incidence at 88-100 % for leaf infections and one PGPR strain significantly
reduced disease incidence at 63 % for stem infections.
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Ozet: Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii adli bakteri, Sardunya (Pelargonium
peltatum ve Pelargonium hortorum) bitkilerinde yaprak lekesi ve yaprak yanikligi,
bakteriyel govde ciiriikliigii ve solgunluk belirtilerine neden olur. Bu hastaligin biyolojik
miicadelesi ile ilgili ¢caligmalarda, Adana’da sardunya yetistirilen farkli alanlardan bitki
biiytimesini tesvik eden rizobakterileri (PGPR) izole etmek icin toplam 16 adet toprak
ormegi alinmugtir. Orneklerden toplam 234 adet aday PGPR izole edilmistir. Kati NBRIP
besi yeri kullanilarak bu bakteri izolatlarindan 60’min fosforu ¢6zdiigii belirlenmistir. En
yiiksek fosfor ¢dzen 5 izolat secilerek saksi galismasinda hastaligi engelleme yetenegi
aragtiritlmistir. Yaprak enfeksiyonunu iki PGPR izolati % 88-100 oraninda, bir PGPR izolati
govde enfeksiyonunu % 63 oraninda engellemistir.

Anahtar sozciikler: Pelargonium, bakteri, Xanthomonas, PGPR, fosfor

Giris
Siis bitkileri sahip olduklar gesitli 6zellikleriyle yasantimizin hemen her alaninda
yerini almistir. Cevre estetigi ve gilizelligi acisindan oldugu kadar insan sagligi ve

milli ekonomiye katkilarindan dolay1 iilkemizde siis bitkileri iiretimi yeni gelisen
ve hizla biiyiiyen tarimsal bir sektdr olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kesme ¢igek
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iiretiminde Antalya, dis mekan siis bitkileri iiretiminde Izmir, Yalova ve Sakarya,
ic mekan siis bitkileri iiretiminde ise Yalova ve Adana illeri ilk siralarda yer
almaktadir (S6zen et al. 1991).

Siis bitkileri sektorii hizla biiylimesine ragmen bu konuda giderek ¢esitlenen ve
artan ihtiyaglart tam olarak karsilayacak bir yurt i¢i iiretim kapasitesine ve
teknolojik seviyeye heniiz ulasilamamistir. Ortaya cikan siis bitkileri aci1g1 yurt disi
kaynakl: ¢elik, fide, fidan ve yetiskin bitkilerle kapatilmaya ¢alisilmaktadir (S6zen
et al. 1991; Zencirkiran 2004). Ithalati yapilan tiirler i¢c ve dis mekanda farkli
amaglar icin kullanilmaktadir. Yurtdis1 kaynakli i¢ mekan bitki tiirlerinin fideleri
sera kosullarinda biiyiitiillerek pazarlanmaktadir. Siis bitkileri sektoriiniin
gelismesiyle beraber iiretim materyali ithalati ile iilkemize yeni hastaliklarin girisi
de olabilmektedir.

Son yillarda ev balkonlar1 ve bahge diizenlemelerinde en fazla kullanilan siis
bitkilerinden biri de sardunyalardir. Bu siis bitkisi halk arasinda nerdane olarak da
adlandirilmaktadir. En yaygin yetistirilen sardunyalar, dik gelisimli ¢ali tipindekiler
(Pelargonium x hortorum ve Pelargonium x zonale), sarkici formlu sakiz
sardunyalar (Pelargonium peltatum), yapraklari ve gi¢ekleri katmerli olan Siikriye
hanim (Pelargonium x domesticum) ve 1tir (Pelargonium graveolens)’dir.
Sardunya, Pelargonium takimindan Geraniaceae familyasindan olan bir siis
bitkisidir. Yapraklar1 parcali, orta kisimlari agik, kenarlar1 koyu; cigekleri yalinkat
veya katmerli ve degisik renklerde (kirmizi, mor, pembe, beyaz vb) olan bir siis
bitkisidir. Vejetatif iretimle (gelikle) ve tohumla tiim diinyada yetistiriciligi
yapilmaktadir. 1996 yilinda sardunyalarin satisindan elde edilen gelir sadece
Amerika Birlesik Devletlerinde 205 milyon $ civarindadir (Nameth et al. 1999).
Sardunya tiirlerinin 1632’de Giiney Afrika’dan Avrupa’ya getirildigine inanilir ve
1700’1 yillarin baglarinda bahgelerde kullanilmaya baslanmig, 1800’li yillarda
hibritleme c¢aligsmalar1 da baslamistir. Yogun hibritleme sonucu olusan yeni
genotiplerde hastaliklara karsi duyarliligin da arttign gozlenmistir (Nameth et al.
1999). Bakteriyel etmen olarak da Xanthomanas axonopodis pv. pelargonii,
Ralstonia solanacearum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas syringae,
Rhodococcus fascians, Acidovorax sp. ve Agrobacterium tumefaciens tiirleri
hastalik yapmasina ragmen tiim diinyada Sardunya’larin en yikict hastalig
Xanthomanas axonopodis (synonim: campestris) pv. pelargonii (Brown) Starr &
Burkholder’in neden oldugu bakteriyel govde cliriikliigli, yaprak lekesi ve
solgunluk hastaligidir (Nameth et al. 1999).

Kisaca “Sardunya Bakteriyel Yaniklig1 veya Bakteriyel Leke Hastalig1” olarak
bilinen bu hastalik 1800’1l yillari sonu ile 1900°1i yillarin bagindan beri Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde bilinmektedir. ABD disinda Avrupa’da pek c¢ok
iilkede ve Israil’de de yaygin bir hastaliktir. Patojen bakterinin tek konukcusu
sardunyadir. Etmen enfekteli bitkinin iletim demetlerinde yasar ve celiklerle
taginir. Tohumlardan gelisen hibrit sardunyalar bakteriyel yanikliga duyarl
olmalarina ragmen yesil kisimdan gelikle vejetatif olarak ¢ogaltilan sardunyalar ve
sakiz sardunyalar en fazla etkilenenlerdendir (Nameth et al. 1999).
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Xanthomanas axonopodis pv. pelargonii’nin yaprak belirtileri sardunya
gruplarina goére degisiklik gostermektedir. Sakiz sardunyalarin (Pelargonium
peltatum) yapraklarinda hastalik kiigiik, karakteristik, su emmis lekeler seklindedir.
Baglangigta 1-2 mm capindaki bu lekeler zamanla biiyiiyiip genisler ve 2-3 mm
boyutuna ulasirlar. Lekeler diizensiz sekillidir, lekeli alanlarin etrafinda sararma
olusur, zamanla lekeler nekrotik bir hal alir ve lekeler birlesirler. Enfekteli yaprak
kahverengilesir ve incelir. Bitki govdesinde enfeksiyondan dolay1 sinir1 olmayan
kahverengi-siyah lekeli alanlar olusur, iletim demetleri renklenir, gdévde igi
cliriiyerek bosalir ve solan yapraklar dokiilmeden kuru sert olarak dalda asili kalir.
Dik biiyliyen ¢ali formundaki sardunyalarda (Pelargonium x hortorum ve
Pelargonium zonale) hastalik belirtileri genel bir sararma ve solgunluk seklinde
baslar. Bu ¢esitte yapraklarda “V” seklinde baslayan sararma zamanla nekrotik bir
hal alir ve bu etmenin tipik simptomudur. Eger bakteri hidadotlar aracilig1 ile bitki
icine giris yaparsa da bu tip belirtiler olusur. Enfeksiyon iletim demetlerinde
olustugu zaman ayr dallar lizerindeki yapraklar solar, bu asamada bitkide diger
simptomlar gériilmeyebilir. Govde belirtileri ise sakiz sardunyalarda (Pelargonium
peltatum) oldugu gibidir.

Hastalik gelisimi i¢in uygun olmayan kosullar altinda bakteri bitki yiizeyinde
epifitik olarak veya bitki igerisinde latent olarak yasamini siirdiirebilir. Simptom
gostermeyen bitkilerin seralardan diger seralara nakli ile patojen yayilir (Nameth et
al. 1999). Ureticiler enfekteli oldugu bilinmeyen gelikleri kullandiklar1 zaman
hastalik tohum yatagindan digerlerine yayilmaktadir. Sardunya iiretim alanlarinda
Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’ye karsi kimyasal miicadelenin yetersiz
oldugu bilinmektedir (Flaherty et al. 2001). Bu yiizden hastaligin miicadelesi igin
kiiltiirel dnlemlerden biri olan hastaliksiz iiretim materyalinin kullanimu ilk sarttir.
Uygun testleme yontemleriyle hastalik yoniinden incelenmis, hastaliksiz oldugu
bilinen ana bitkiden almmmis celikler {iretim materyali olarak kullaniimalidir
(Nameth et al. 1999).

Tohum ve ¢elik ithalati ile farkli Sardunya tiir ve gesitleri de iilkemize girmistir.
Son birkag yildir Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde Sardunya bitkilerinde yaprak lekesi,
govde ¢iriikliigii ve yaniklig1 belirtilerini igeren bu hastalik problem olmaktadir.
Ayrica Istanbul ve Manisa illerindeki iiretim yerlerinde de benzer sikayetler olmus
ve hasta bitki 6rneklerinden bu patojen izole edilmistir (Unlii & Aysan 2006; Mirik
et al. 2010).

Bitki hastaliklariyla miicadelede yogun kimyasal kullanimi sonucu ortaya ¢ikan
olumsuzluklarmin fark edilmesi, kimyasallarin ¢evreye ve insan saglig1 lizerine
olumsuz etkileri, kimyasallara karsi olusan dayaniklilik sorunlari ve bazi
hastaliklarin kimyasallarla yeterli ve etkili miicadele yonteminin olmayisi biyolojik
miicadele ¢alismalarimi oncelikli bir konu haline getirmistir. Son yillarda entegre
miicadele programlar1 igerisine biyolojik miicadele yontemlerinin dahil edilmesi
kaginilmaz olmustur. Bitki biiylimesini tesvik eden rhizobakteriler (Planth Growth
Promoting Rhizobacteria: PGPR) biyolojik miicadele eleman1 olarak
kullanildiginda bitkilerde bir ¢ok hastaliga kars1 dayamikliligi tesvik etmekte ve
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bunun yaninda verim artigina sebep olmaktadir (Weller 1988). Bu bakteriler
bitkilerin gelisimine katkida bulunurken ayni zamanda bitkilerin stres kosullarina
direncini artirirlar (van Loon 1997; van Loon et al. 1998). Bitki gelisimi agisindan
azottan sonra gelen en Onemli besin elementlerinden birisi de fosfordur. Tarim
yapilan alanlarda fosfor yeterli miktarda bulunmasina ragmen bitkiler tarafindan
almamaz formdadir. Topraktaki alinamayan fosforu ¢6zerek bitkilerin alabilecegi
forma doniistiirmek, PGPR’larin etki mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir. Bu
caligmada, Sardunya’da Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin neden oldugu
bakteriyel leke ve yaniklik hastaliginin biyolojik miicadelesinde fosforu ¢ozen
PGPR izolatlarinin kullanim olanaklar1 arastirilmistir.

Materyal ve yontem
Materyal

Patojen izolat
Unlii & Aysan (2006) tarafindan Adana’dan izole edilen Xanthomonas axonopodis
pv. pelargonii’nin Sar 3-2/c (re) kodlu izolat1 kullanilmistir.

Cahsmada kullanilan patojen bakteri yogunlugu

Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin Sar 3-2/c (re) kodlu izolatinin
sardunya ¢eliklerinde hastalik belirtisi olusturan en diisiik bakteri yogunlugu olan
3x10° hiicre/ml saks1 ¢alismalarinda kullamlmustur.

ISR-2000

Improcrop firmasi tarafindan iretilen ISR-2000; Lactobacillus acidophilus
fermentasyon iiriinii, yucca bitki ekstrakti, maya ekstrakti, riboflavin, benzoik asit,
nikotinamid ve thiamine i¢ermektedir. Formulasyon soliisyon SL’dir ve 100ml/da
dozunda uygulanmustir. Bitki aktivatorii olarak ruhsatlidir.

Sardunya bitkileri

Syngenta firmasindan (Syngenta Tarim San. ve Tic. A.S. Seed/Flowers Deneme
Istasyonu, Cihadiye Koyii Aksu-Antalya) temin edilen, 4-5 yaprakli donemdeki dik
biiylime gosteren Pelargonium x hortorum grubu Sardunya bitkileri kullanilmigtir.

Toprak ve saksi ozellikleri

Saks1 denemelerinde, fosforca fakir 6zellige sahip (% 2.7 kireg, 3.75 kg/da fosfor,
pH 7.54) toprak torf ile, 3:2 oraninda karigtirilarak 12 cm ¢apindaki plastik
saksilara doldurularak kullanilmstir.

iklim odasinin dzellikleri

Deneme, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii’nde
bulunan 25 °C sicaklik, % 70-80 nem ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik
kosullardaki iklim odasinda yiiriitiilmiistiir.



Unlii & Aysan 29

Yontem

PGPR izolasyonu ve aday PGPR izolatlarinin se¢cimi

Fosforu ¢6zme yetenegindeki PGPR’lerin izolasyonu ve se¢iminde Mirik (2005)
tarafindan belirtilen yontemlerden yararlanilmistir. PGPR’lerin izolasyonu ig¢in
Adana ve cevresindeki sardunya yetistirilen farkli alanlardan, bitki kok bolgesi
topragindan drnekler alinmustir. Ornek alirken iiretim alaninda diger bitkilere gore
daha iyi gelismis goriiniimde olan bitkiler dikkate alinmistir. Segilen bitkilerin kok
bogazindan kilcal kdkler de dahil olmak iizere toprak 6rnekleri alinmistir.

Toprak ve kdk izolasyonu i¢in toplanan toprak érnekleri laboratuar kosullarinda
kurutulmug ve 0.2 mm delik biiyiikliigline sahip toprak eleginden gegirilmistir. Bu
sekilde hem yabanci maddeler topraktan uzaklastirilmis hem de tiretim alanindan
alman topraklar homojen bir sekilde karistirilmistir. Homojen olarak karistirilan
elenmis toprak 6rneklerinden 10 gr alinarak 90 ml Nutrient broth (Lelliott & Stead
1987) igerisinde oda sicakliginda 100 dev./dak.’da ¢alisan ¢alkalayicilarda iki saat
calkalanmigtir. ~ Siispansiyondan seyreltme serileri hazirlanmis ve  her
seyreltmelerden 100pul alinarak 3 tekrarli olarak King B besi yerine (Lelliott &
Stead 1987) ekimler yapilmustir. 25 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra petrilerdeki
koloni gelismeleri incelenerek farkli morfolojik gelisim gosteren kolonilerden
saflastirma yapilmstir.

Elde edilen aday PGPR izolatlar1 arasinda se¢im, fosfati1 indirgeme 6zelliklerine
gore yapilmistir. Topraktan izole edilen bakterilerin fosforu (P) c¢ozme
yeteneklerini belirlemek i¢in katt NBRIP (Nautiyal 1999) ve sivi NBRIP (Nautiyal
et al. 2000) olmak tizere iki farkli besi yeri kullanilmigtir. Topraktan saf olarak
izole edilen bakterilerin fosforu ¢ozebilme yeteneklerini belirlemek igin steril
kiirdan ile kat1 NBRIP besi yeri igeren her bir petriye 9 izolat olacak sekilde ekim
yapilmigtir. Deneme 3 tekrarli olarak kurulmustur. Bir hafta sonra besi yerinde
bakteri kolonisinin etrafindaki seffaf zonun gap1 ve bakteri kolonisinin ¢ap1 dlgiiliip
c¢ikan degerler birbirine oranlanarak fosfor ¢6zme indeksi belirlenmistir (Johri et al.
1999). Fosfor ¢c6zme indeksi yiiksek bakteriler ileriki ¢alismalar i¢in secilmistir.

Bu izolatlardan fosfor ¢6zme indeksi en yiiksek olan 30 izolat secilerek NBRIP
stvi besi yerinde ¢ozebildigi fosfor miktarlar1 Barton (1948) yontemine gore
belirlenmistir. Calismanin bu kismi, C.U. Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii
laboratuarinda Yrd. Dog. Dr. Selim EKER danismanliginda yapilmustir.

Secilen aday PGPR izolatlarinin antagonistik ve siderefor etkileri
Fosforu indirgeme kabiliyetlerine gore segilen 30 adet PGPR izolatlarin
Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’ye karsi antagonistik etkileri
Krishnamurthy & Gnanamarickam (1998) gore ve siderefor etkisi ise Kloepper et
al. (1980) ile Bora & Ozaktan (1998)’a gore belirlenmistir.

NA besi yerine aday PGPR izolatlari ¢izilmis ve 25°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Aday PGPR izolatlart ¢ok hizli gelisme gosterdikleri igin ayni giin
icinde aday PGPR’ye dik olacak sekilde dort farkli noktadan patojen bakterinin
¢izimi yapilmis ve petriler 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 96 saat sonra
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aday PGPR izolatlarinin patojenin gelisimine olan etkileri engelleme zonlari
Olgiilerek degerlendirilmistir. Bu deneme ¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. PGPR
izolatlarinin siderefor etkisi yukarida anlatilan antibiyosis etkisini belirleme
yonteminde oldugu gibi belirlenmistir. Fakat burada ayn1 besi yeri igerisine 80 pM
Fe*® ilave edilmistir.

Aday PGPR’lerin Sardunya’da bakteriyel yamikhik hastaliinin
gelisimine etkisi

Sivi besi yerinde en fazla fosfor ¢6zen 4 izolat (12-12b, 13-1a, 10-4b, 13-10) ve
kat1 NBRIP besi yerinde en genis zon ¢ap1 olusturan 1 izolat (14-2a) segilerek
toplam 5 aday PGPR izolatm, 3x10° hiicre/ml yogunlugundaki Xanthomonas
axonopodis pv. pelargonii’nin inokuluma etkisi saksi ¢alismasiyla aragtirtlmustir.

PGPR izolatlarmin 24 saatlik taze kiiltiiriinden 1.5x10° hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanan siispansiyonun igerisine sardunya bitkilerinin kdkleri 15 dak. siireyle
daldirilmistir. Koklere bakteri kolonizasyonu saglandiktan sonra uygulama gérmiis
bitkiler saksi topragina sasirtilmistir. Ticari bitki aktivatorii olan ISR 2000,
firmanin Onerdigi kullanim talimatina gore siispansiyon haline getirilmis ve
sardunya bitkilerinin kokleri 15 dak. siireyle bu siispansiyona batirilmistir. Pozitif
ve negatif kontrol olarak kullanilacak bitkilerin kdkleri de steril suya ayn1 siirede
batirilmigtir. Bir hafta sonra aday PGPR izolatlariyla ve ISR-2000 ile uygulama
gormiis ve pozitif kontrole ait bitkilerin govdesine steril bir enjektor yardimiyla
patojen bakterinin 3x10° hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan siispansiyondan 10ul
inokule edilmistir. Negatif kontrole ait bitkilerin gévdesine ayn1 yontemle steril su
injekte edilmistir. Uygulama gormiis bitkiler iklim odasinda muhafaza edilmistir.
Degerlendirme; Porzitif kontrol bitkilerinde hastalik simptomlar1 gozlendikten
sonra Yyapraklardaki enfeksiyon 0-5 skalasina (0: hastalik yok; 1: toplam
yapraklarin % 1-20’sinde solgunluk ve/veya kuruma; 2: toplam yapraklarin % 21-
40’1inda solgunluk ve/veya kuruma; 3: toplam yapraklarm % 41-60’1da solgunluk
velveya kuruma; 4: toplam yapraklarin % 61-80’inde solgunluk ve/veya kuruma; 5:
toplam yapraklarimn % 81-100’linde solgunluk ve/veya kuruma) gore
degerlendirilmistir. Tiim bitkiler boyuna kesilerek govdedeki enfeksiyon 0-4
skalasina (0: hastalik yok; 1: 0.1-1.0 cm govde i¢i kahverengilik; 2: 1.1-2.0 cm
govde ici kahverengilik; 3: 2.1-3.0 cm govde i¢i kahverengilik; 4: 3.1 cm ve Usti
govde ic¢i kahverengilik) gore degerlendirilmistir. Pozitif kontroldeki hastalik
siddeti ile PGPR izolatlar1 ile uygulama gormiis bitkilerdeki skala degerine ait
hastalik siddeti karsilastirilarak PGPR izolatlarinin Xanthomonas axonopodis pv.
pelargonii’yi engelleme orant ABBOTT formiiliiyle ortaya konmustur.

Bes aday PGPR izolati, ISR-2000, pozitif ve negatif kontroller olmak tizere 8
uygulama ve her uygulama i¢in 10 sardunya bitkisi olacak sekilde deneme plani
hazirlanmigtir. Calisma toplamda 80 sardunya bitkisiyle yapilmistir. Uygulamalar
arasindaki istatistiki farklar Anova istatistik programinda Duncan ¢oklu
karsilagtirma testinde p<0.05 Onem diizeyine gore yapilmistir. Ayni istatistiki
grupta yer alan uygulamalar ayni harfle isaretlenmis ve sonuglar yorumlanmistir.
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Bulgular ve tartisma

PGPR bakterilerin izolasyonu ve aday PGPR izolatlarinin se¢cimi
PGPR’lerin izolasyonu igin Adana ve c¢evresindeki sardunya yetistirilen farkl
alanlardan, bitki kok bolgesi topragindan toplam 16 adet 6rnekten 234 koloni
secilerek saflagtirllmistir. Topraktan izole edilen 234 aday PGPR izolatlariin kati
NBRIP besi yerinde 60’min zon olusturdugu belirlenmistir. Fosfor ¢ozen
bakterilerin seciminde sadece fosfor ¢6zme indeksi yeterli degildir, bakterinin

Cizelge 1. Secilen 30 izolatin kati NBRIP besi yerindeki zon ¢api, koloni ¢api, fosfor
¢ozme indeksi ve sivi NBRIP besi yerinde ¢dziinen fosfor miktari
Table 1. Zone diameter, colony diameter, solubulizing phosphorus on solid and in liquid
NBRIP medium of selected 30 strains

Izolatlar Zon capi Koloni ¢ap1 P ¢6zme P miktari
(mm) (mm) indeksi (ppm)
Kontrol 0.00 0.00 0.00 079.96
12-12b 1.40 0.40 3.50 439.49
13-1a 1.00 0.30 3.30 408.40
10-4b 1.00 0.40 2.50 386.11
13-10 0.88 0.36 2.44 378.45
16-5 1.10 0.45 2.44 377.52
9-14 1.00 0.50 2.00 376.99
7-18 1.20 0.40 3.00 373.95
9-17 0.85 0.30 3.83 370.29
2-6 1.86 0.43 4.32 367.60
5-12 1.83 0.40 4.57 358.43
15-5 0.93 0.23 4.04 357.15
6-4 1.10 0.33 3.33 350.69
13-11 1.66 0.30 6.66 332.72
7-11 1.12 0.30 3.88 320.03
15-2 1.13 0.20 5.66 319.57
10-6 1.90 0.30 6.33 311.39
7-2 1.23 0.30 4.10 293.52
11-1 0.80 0.25 3.20 289.65
11-6 0.90 0.25 3.60 276.93
3-2 1.46 0.56 2.61 267.28
14-3 1.28 0.42 3.04 252.11
16-14 0.85 0.30 2.83 249.07
14-7 1.71 0.50 3.42 233.01
2-5 1.30 0.30 4.33 218.29
5-6 0.93 0.23 4.04 211.36
1-1 0.60 0.26 2.30 177.92
2-4 1.46 0.23 6.35 173.60
2-7 1.40 0.33 4.24 166.83
14-2a 2.13 0.48 4.47 133.20

3-1 0.70 0.20 3.50 131.49
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¢ozdiigii fosfor miktar1 kadar koloni ¢capt da 6nemli olmaktadir. Bu nedenle aday
PGPR bakterilerin sivi besi yerinde c¢ozdiigii fosfor miktarinin belirlenmesi
gerekmektedir. Katt NBRIP besi yerinde fosfor ¢ozdiigii belirlenen 60 izolattan
fosfor ¢ozme indeksi en yiiksek olan 30 izolat segilerek, stvi NBRIP besi yerindeki
fosfor ¢6zme miktar1 belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1’de goriildiigii iizere stvi NBRIP besi yerinde 439.49 ppm ile en fazla
fosfor ¢ozen bakteri izolat1 12-12b izolatidir. Saksi calismalarinda kullanilmak
iizere fosfor ¢c6zme indeksi en yliksek (439.49, 408.40, 386.11 ve 378.45 ppm) olan
12-12b, 13-1a, 10-4b ve 13-10 kodlu ilk dort izolat ile fosfor ¢ozme indeksi ¢ok
diisiik (133.20 ppm) olmasina ragmen katt NBRIP besi ortaminda diger izolatlara
gore daha genis zon ¢apina (2.13 mm) sahip olan 14-2a izolati secilmistir.

Secilen aday PGPR izolatlarinin antagonistik ve siderefor etkileri
Fosforu indirgeme kabiliyetlerine gore secilen 30 adet PGPR izolatinin siderefor
ve antagonistik etkilerini belirlemek icin yapilan petri denemelerinde PGPR
bakterilerin ~ Xanthomonas  axonopodis  pv.  pelargonii’nin  gelisimini
engelleyemedikleri ve bu nedenle zon olusturamadiklar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma
ile etmenin gelisiminin engellenmesinde 30 aday PGPR izolatinin siderefor yada
antagonistik etki mekanizmasina sahip olmadiklar1 da saptanmustir.

Aday PGPR’lerin Sardunya’da bakteriyel yanmikhik hastahi@inin
gelisimine etkisi

Iklim odas1 kosullarinda 2007 yilmin Mart-Nisan aylar1 arasinda kurulan saksi
calismasinda, kontrol olarak kokleri suya daldirilan govdeden Xanthomonas
axonopodis pv. pelargonii (Sar 3-2/c kodlu re-izolat1) ile bulastirilan bitkilerde
inokulasyondan 15 giin sonra yaprak belirtileri gdzlenmeye baglanmistir. Pozitif
kontrol uygulamasindaki bitkilerin tiimiinde yaprak ve gévde simptomlari

Cizelge 2. PGPR izolatlarimin sardunyada bakteriyel leke hastaliginin siddetine etkisi
Table 2. Effect of PGPR strains on geranium bacterial blight disease incidence

Uygulamalar Yaprak enfeksiyonu Govde enfeksiyonu
Hastalik siddeti % etki Hastalik siddeti % etki
Negatif Kontrol 0.00 - 0.00 -
Pozitif Kontrol 2.67%" - 1.83*™ -
14-2a 2.67% 0.00 1.83° 0.00
13-1a 2.67% 0.00 1.67% 8.74
ISR-2000 2.33% 12.73 1.67% 8.74
10-4b 1.50° 43.82 1.50° 18.03
12-12b 0.33" 87.64 0.67° 63.38
13-10 0.00° 100.00 1.00? 45.35

*:Duncan's Multiple Range Test, Hata Kareler Ortalamasi = 0.919047619, Serbestli Derecesi= 35, Onem Seviyesi
=5%, LSD .05 =1.1236408175

**:Duncan's Multiple Range Test, Hata Kareler Ortalamas1 = 0.8761904762, Serbestli Derecesi = 35, Onem
Seviyesi =5 %, LSD .05 = 1.0971291751
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gozlendikten sonra (inokulasyondan sonraki 21. giinde) degerlendirme yapilmis ve
0-5 skalasina gore pozitif kontrolde yapraklarda hastalik siddetinin ortalamasinin
2.67, 0-4 skalasina gore govdede hastalik siddetinin ortalamasimin 1.83 skala
degerinde oldugu saptanmustir.

Yaprak enfeksiyonununa gore yapilan degerlendirmede pozitif kontrol, 14-2a ve
13-1a kodlu PGPR uygulamalarinda hastalik siddeti 2.67, ticari bitki aktivatorii
olan ISR 2000 2.33, 10-4b kodlu PGPR izolatinda 1.50, 12-12b kodlu izolatinda
0.33 ve 13-10 kodlu izolattta ise hastalik siddeti 0.00 olarak saptanmugtir. Pozitif
kontrole gore belirlenen etki %’sinde ise en etkili uygulamanin % 100 oraniyla 13-
10 kodlu izolatta oldugu belirlenmistir (Cizelge 2 ve Sekil 1). Bu izolat yaprak
enfeksiyonlariin olusumunu tamamen 6nlemistir. 12-12b kodlu PGPR izolati1 da
yaprak belirtilerinin ortaya ¢ikigini % 88 oraninda engellemistir. 10-4b kodlu izolat
% 44 ve ISR-2000 % 13 oraninda hastalik siddetini azaltmistir. 14-2a ve 13-la
kodlu izolatlar hastaligi engellemede herhangi bir basar1 gdsterememistir. Negatif
kontrol olarak hicbir uygulama yapilmayan bitkilerde ise herhangi bir hastalik
simptomu gdzlenmemistir. Istatistiki olarak da incelendiginde ISR-2000, 14-2a,
13-1a ve 10-4b kodlu izolatlar pozitif kontrol ile ayni grupta yer alarak hastaligin
yaprak belirtilerini engellemede basarisiz izolatlar olarak degerlendirilmistir. 12-
12b ve 13-10 kodlu izolatlar pozitif kontrolden farkli bir grupta yer alarak etkili
uygulamalar oldugu saptanmustir.

Cizelge 2’de gorildigi gibi, govde enfeksiyonuna gore yapilan
degerlendirmede pozitif kontrol ve 14-2a kodlu PGPR uygulamasinda hastalik
siddeti 1.83; ISR 2000 ve 13-1a kodlu izolatta 1.67, 10-4b kodlu izolatta 1.50, 13-
10 kodlu izolatta 1.00 ve 12-12b kodlu izolatta ise hastalik siddeti 0.67 olarak
tespit edilmistir. Pozitif kontrole gore belirlenen etki %’sinde govde
enfeksiyonlarini azaltmada en etkili uygulamanin % 63 oraniyla 12-12b kodlu
izolatta oldugu belirlenmistir (Sekil 2). 13-10 kodlu izolat govde enfeksiyonunu %
45, 10-4b kodlu izolat % 18, 13-1a kodlu izolat ve ISR-2000 % 9 oraninda
azaltmistir. 14-2a kodlu izolat hastaligi engellemede herhangi bir basari
gOsterememistir. Istatistiki olarak incelendiginde 12-12b kodlu izolat pozitif
kontrolden farkli bir grupta yer alarak gévde enfeksiyonunu azaltmada etkili bir
uygulama oldugu saptanmigtir. 14-2a, 13-10, 13-1a, 10-4b kodlu izolatlar ve ISR-
2000 pozitif kontrol ile ayni grupta yer alarak hastaliin goévde belirtilerini
engellemede basarisiz izolatlar olarak belirlenmistir.

Elde edilen verilere gore yaprak enfeksiyonlarini engellemede 12-12b ve 13-10
izolatlari, gévde enfeksiyonlarini engellenmede ise 12-12b izolat1 etkili olmustur.
Bu izolatlar ayrica bitki biiylimesine de olumlu etkide bulunmustur. Sardunya’da
Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin kontroliinde PGPR’lerin kullanimina
dair imit var sonuglar oldugu bu ¢alismayla ortaya konmustur.
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Sekil 1. Yaprak enfeksiyonu engelleyen 13-10 kodlu etkili PGPR izolati (solda) ve pozitif
kontrol (sagda).
Figure 1. Effective PGPR strain, 13-10 on leaf infections (left), and positive control plant

(right).

Sekil 2. Pozitif kontrol (iistte) ve govde enfeksiyonunun engelleyen 12-12b kodlu PGPR
izolat1 (altta).
Figure 2. Positive control (above) and effective PGPR strain, 12-12b on stem infections
(below).

Dis mekanlarda, balkon, pencerelerde saksilar icinde yetistirilen ve bahge
diizenlemelerinde kullanilan sardunyalarda gorsel kalite kriterleri ¢ok onemlidir.
Satin alma sirasinda bitkilerin formunu almig olmalarinin yani sira hastaliksiz
goriiniime sahip olmalar gerekmektedir. Ciinkil siis bitkileri c¢evre estetigine
katkilar1 ve dis giizellikleri sayesinde bir pazar payma sahiptir. Uretim, satis ve
kullanim agsamalarinda bitkilerin saglikli kalabilmesi i¢in maksimum diizeyde
hastalik ve zararli kontrolii yapilmalidir.
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Bitki hastaliklartyla miicadelede yogun kimyasal kullaniminin ¢evreye ve insan
saglig1 tizerine olumsuzluklarinin fark edilmesi, kimyasal kullanimindan bir siire
sonra hastalik etmenlerinin dayaniklilik kazanmasi ve bazi hastaliklarin
miicadelesinde kimyasallarin yeterli olmayisi biyolojik miicadele ¢aligmalarina hiz
kazandirmistir ve oncelikli bir konu haline getirmistir. Yapilan bu caligmada
PGPR’ler ile Sardunya’da Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin biyolojik
miicadele olanaklar1 arastirilmistir.

PGPR’lar sahip olduklar1 mekanizmalarla patojen mikroorganizmalarin
bitkilerde hastalik olusturmasini engelleyebilirler. Floresan Pseudomonas’lar
toprak kokenli hastaliklarin engellenmesinde en etkili rizosfer bakterileri arasinda
bulunur (van Loon 1997; van Loon et al. 1998). Bu bakteriler siderefor 6zellikleri
ile patojen mikroorganizmalarin topraktaki demiri kullanmalarini engelleyerek ya
da antibiyotik iireterek bitkileri patojen saldirilarina karsi korurlar. Ayrica sistemik
dayanikliligi tesvik edebilme yetenegine sahiptirler (Pieterse et al. 2000).

Nautiyal (1999), topraktan izole edilen mikroorganizmalarin fosfor ¢ézme
yeteneklerini belirleyebilmek i¢in PVK besi yerinden daha etkili olan NBRIP besi
yerini gelistirmistir. Bu amacla daha dnceden fosfor ¢ozdiigii bilinen bakteriler her
iki besi yerinde de gelistirilmistir. Petri denemelerinde kati NBRIP besi yeri PVK
besi yerine kiyasla daha etkili bulunurken sitvi NBRIP besi yerinin PVK’ya oranla
3 kat daha etkili oldugu kanitlanmistir.

Sonug olarak; topraktan izole edilen bakterilerin fosfor ¢ozme kabiliyetlerini
belirleyebilmek i¢in sivi NBRIP ortamimin daha avantajli oldugu saptanmustir.
Sistemik dayanikliigi (ISR) ve uyarilmig dayanikliligi (SAR) tesvik eden
rizobakterilerin bitkilerde hastalik gelisimini azalttig1 bildirilmistir. Her iki
dayaniklilik da bitkileri birden fazla bitki patojeninin saldirilarina karg1 dayanikli
kilmaktadir. Bazi rizobakteriler ISR olusumunu kok yiizeyinde salisilik asit
iretimiyle tetiklerler, bazi rizobakteriler ise salisilik asite gereksinim duymadan
ISR olusumunu baslatabilmektedirler. Jasmonoik asit ve etilenin de bitkilerde SAR
benzeri savunma durumunu harekete gecirebildikleri gozlenmistir (Pieterse et al.
2000; Pieterse et al. 2001).

Biyolojik miicadele ile ilgili ¢alismalar ¢ok emek isteyen, uzun zaman alan,
sonugclari kisa slirede ortaya ¢ikmayan, farkli iiretim alanlar1 ve bolgelerde etkisinin
belirlenmesi gereken arastirmalardir. Her arastirmanin sonunda etkili biyolojik
miicadele elemanlar1 bulunamayabilir. Bu durum g6z 6niine alinarak arastirmalar
devam etmelidir. Heniiz sardunyada bu hastaliga karsi ruhsat almis bir biyolojik
preparat olmasa da imit verici arastirmalar bulunmaktadir. Flaherty et al. (2001),
Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’ye spesifik 16 adet bakteriyofaj (patojen
bakteriyi eriten viriisler) izole etmislerdir. Fajlarin giinliik uygulamasiyla ancak
basari elde edildiginden pratikte kullaniminin ekonomik olamayacagi belirtilmistir.
Hoitink et al. (2005) ise, Xanthomonas axonopodis pv. pelargonii’nin biyolojik
miicadelesi lizerine yaptiklar1 arastirmada sadece 0Ozel torf (Hindistan cevizi
kabugu) kullanilan saksi ¢alismasinda az bir basar1 elde etmislerdir. Bizim bu
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calismamizda, PGPR izolatlar1 kok uygulamasi olarak bitkilere verildiginde; 12-
12b ve 13-10 kodlu izolatlar yaprak enfeksiyonlarmni %88-100 oraninda
engellemiglerdir. Bununla birlikte 12-12b kodlu izolat gévde enfeksiyonlarinda
hastalik siddetini % 63 oraminda engelleyerek en etkili izolat oldugu tespit
edilmistir. Ayrica bu izolatlarin bitki biliyiimesini de arttirdigi gozlenmistir.
Herhangi bir 0l¢iim yapilmamasina karsin sadece gorsel olarak yapilan
incelemelere gore 12-12b ve 13-10 izolatlarimin yaprak sayisini artirdigi ve
yapraklarin daha irilesmesine neden oldugu gozlenmistir. Hoitink et al. (2005) de
benzer sekilde biyolojik miicadele uygulamalarimin sardunyada yesil aksam
gelisiminde artis sagladigini belirtmektedir.

Yapilan bu g¢alisma ile; Sardunya’da Xanthomonas axonopodis pv.
pelargonii’nin kontroliinde PGPR’lerin kullanimina dair iimit var sonuglar oldugu
ortaya konmustur. Bu c¢alismada kullandigimiz ve basarili oldugu saptanan
izolatlarin patojeni engellemede ikili kombinasyonlarinin arastirilmasi, doga
sartlarinda denemenin tekrarlanmasi ve basarili izolatlarin tiir diizeyinde tanisi igin
daha detayli arastirmalar gerekmektedir.
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