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oz

Aydin Ilinin pamuk yetistirilen alanlarindan 2004-2005 yillar1 arasinda
yetisme mevsimi boyunca farkli pamuk ¢esitlerinden ve yabanci otlardan endofitik
bakteriler izole edilmistir. Izole edilen 280 izolat arasindan 12 adet bakteriyel 1k
patates dekstroz agar (PDA) besiyerinde Verticillium dahliae’ nin gelisimine karsi
onemli Ol¢iide engelleme gdstermistir. 12 adet antagonist itk in-vitro’ da ugucu
organik bilesik {iretimi ve fosfat ¢oziiniirligli acisindan test edilmistir. Antagonist
irklar ayrica in-vivo’da Verticillium Solgunlugunun kontrolii ve tohum kaplamasiyla
da in-vitro’ da gelisimi tesvik acisindan degerlendirilmistir. iki adet Fluorasans
Pseudomonas ve bir adet Bacillus cinsi bakteri pamuk bitkilerinde Verticillium

Solgunlugunu 6nemli dl¢iide azaltmistir.

Anahtar sozciikler: Aydin, Verticillium dahliae, ugucu bilesikler

ABSTRACT

Endophytic bacteria were isolated from the roots of various cotton cultivars
and weeds in the cotton fields of Aydin province during 2004-2005 growing season.
12 bacterial strains out of 280 isolates showed significant inhibition zone towards
Verticillium dahliae Kleb. on potato dextrose agar (PDA) plate. Twelve antagonistic
strains were tested for their in vitro ability of producing volatile organic compounds,
and phosphate solubilization. The antagonistic strains were further evaluated for the
capacity to control Verticillium wilt in vivo and to induce growth promotion in vitro
by bacterial seed treatment. Two fluorescent Pseudomonads and one Bacillus strains

significantly reduced the incidence of Verticillium wilt on cotton plants.

Key words: Aydin, Verticillium dahliae, volatile chemicals
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1. GIRIS

Malvales takimina bagli Malvecaea familyasinin Gossypium cinsine ait olan
pamuk (Anonymous, 2006) insanlar tarafindan tariminin yapilma tarihi ¢ok eski
donemlere rastlayan ve lifi islenen bir bitkidir. Pamugun eski diinyadaki besigi olan
Hindistan’da pamuk tariminin en az 5000 yil dnce yapildigi, kumas dokumasinda
kullanilmasmin da M.O. 3000 yilina rastladigi arkeolojik kazilarda belirlenmis ve

buradan da I. yilizyilda Anadolu’ya getirildigi bildirilmistir (Anonymous, 2004a).

Pamuk sicag1 seven 32° giiney ve 47° kuzey enlemleri arasinda kuru ve sulu
sartlarda yetistirilebilen bir bitkidir. Toprak istegi bakimindan fazla sorunlu
olmamakla beraber siizek ve aliiviyal topraklarda yetismektedir. Toprak asitligi
bakimindan ise toleransli olup pH’s1 6,5 — 7,5 olan orta dereceli (tuzsuz) topraklarda

iyi yetismektedir (Anonymous, 2004c).

Insan yasamindaki yeri ve faydalari nedeniyle pamuk gerek diinya gerekse
Tiirkiye ekonomisinde dnemli bir yere sahiptir. Endiistri bitkileri i¢inde lif ve yag
bitkilerinin her ikisine de giren pamuk, bir¢ok sanayi kolunun temel ham maddesini
karsilayan 6nemli bir bitkidir. Lifiyle tekstil sanayisinin, ¢ekirdeginden elde edilen
pamuk yag ile bitkisel yag sanayinin, kapgik ve kiispesiyle yem sanayinin ayrica
lifleriyle seliiloz sanayinin hammaddesini olusturan en 6nemli tarimsal iiriinlerden
birisidir. Pamuk dogal olusu, teri emmesi, 1sitilip kaynatildiginda diger liflere goére
saglam kalis1, statik elektrigi daha az iletmesi, hava gecirgenligi ve hijyenik 6zellik
tasima avantajlari ile beseri ihtiyaglarin karsilanmasinda diger bitkisel ve sentetik
elyaflara gore tercih edilmektedir. Pamuk tohumlarinda %20 oraninda bulunan ¢igit
yagi ile bitkisel yag, lifleri ile selilloz sanayinin hammaddesini teskil etmekte, kalan
aminoasitlerce zengin kiispesi ise hayvan beslenmesine katkida bulunmaktadir.
Pamuk bitkisi diinyada soya fasulyesinden sonra ikinci 6nemli bitkisel yag
kaynagidir. Diinya pamuk yagi iretimi 3,8-4,3 milyon ton arasinda degisirken
tilkemizde 130-150 bin ton arasinda olup bitkisel yag ihtiyacimizin %25’ini
karsilamaktadir. Pamuk sahip oldugu ozellikleri nedeniyle stratejik bir {iriin olup
uluslararasi ticarette yeri biiyiiktiir. Ayrica iilkemizde de 6 milyon kisinin ge¢imini

saglamaktadir (Anonymous, 2004a,b,c).



Diinya ve iilkemiz i¢in 6nemli olan pamugun 1997-2003 yillar1 arasinda

Diinyadaki ekim alanlari, iiretim ve lif verim degerleri Cizelge 1’de gosterilmistir.

Cizelge 1. Diinya'da 1997-2003 yillar1 arasindaki pamuk (kiitlii) ekim alanlari, iiretim ve lif verim
degerleri (Anonymous, 2004b)

Yillar Ekim alam (ha) Uretim (ton) Lif verimi (kg/da)
1997 33.956.827 54.374.752 160

1998 33.345.648 51.885.163 156

1999 32.611.052 52.884.385 162

2000 31.561.755 53.143.086 168

2001 34.433.546 60.508.684 176

2002 32.281.621 54.165.613 168

2003 32.374.092 56.969.044 176

Cizelge 1’de goriildiigii gibi diinyada 1997-2003 yillar1 arasindaki 7 yillik

veriler degerlendirildiginde ekim alanlarinin 31-34 milyon hektar arasinda oldugu,

iretimin ise 51-60 milyon arasinda degistigi goriilmektedir. Diinya ortalama pamuk

lif verimi ise 156-176 kg/da arasinda degismektedir. Diinyada pamuk tarimi yapilan

bazi 6nemli pamuk iireticisi iilkeler Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Diinyada bazi pamuk iireticisi iilkelerde pamuk ekim alanlari, tiretim ve kiitlii verim

degerleri (Anonymous, 2004b)

Ulkeler Ekim alam (ha) Uretim (ton) Verim (kg/da)
Cin 4.500.000 15.600.000 347
Amerika 4.879.750 10.100.000 207
Hindistan 8.390.000 6.300.000 75
Pakistan 3.000.000 5.455.000 181
Ozbekistan 1.393.000 2.856.000 205
Tiirkiye 711.000 2.489.000 350
Brezilya 717.160 2.200.143 307
Tiirkmenistan 750.000 713.700 95
Avustralya 145.000 628.000 433
Yunanistan 365.000 1.300.000 356
Diinya 32.374.092 56.969.044 176




Diinyada pamuk ekimi daha ¢ok Asya kitasinda toplanmistir. Bunu izleyen
kitalar sirastyla Amerika ve Afrika’dir. Diinyanin en biiylik pamuk iiretici tilkesi Cin
olup, toplam diinya pamuk iiretiminin % 27’sini gergeklestirmektedir. Diinyanin
ikinci pamuk Tretici tilkesi ABD’dir. ABD’nin diinya pamuk iiretiminden aldig1 pay
%17°dir. Bu iilkeleri sirastyla Hindistan, Pakistan ve Ozbekistan izlemektedir.
Ulkemiz 711.000 ha’lik ekim alam ile diinya pamuk ekilis alanlarinin %2’sine,
2.489.000 ton’luk {iretimi ile de diinya pamuk iiretiminin %4’line sahip olup
diinyanm altinc1 pamuk iireticisidir. Ulkemizin kiitlii verimi 350 kg/da ile diinya

verim ortalamasinin iki katidir (Cizelge 2).

Ulkemizin olduk¢a genis bir alam1 pamuk iiretimi bakimindan elverisli
ekolojik sartlara sahiptir. Ozellikle Ege, Giineydogu Anadolu, Akdeniz Bélgesi ana
tiretim merkezleridir. Ancak Dogu ve Orta Anadolu’da mikroklima olarak
adlandirdigimiz 2 ilimizde de pamuk yetisebilmektedir. 2003 yil1 pamuk iiretiminin
%22’si Cukurova, %46,5’1 Gilineydogu Anadolu ve %30°’u Ege Bodlgesi’nde
gerceklesmistir. Akdeniz Bolgesi ise {iretimin sadece %1,5’lik  kismim

olusturmaktadir (Sekil 1) (Anonymous, 2004b).

%1,5

%30, -
/

= Akdeniz
‘V‘ ® Cukurova
/// = GUuneydo_u Anadolu
\\\ / O Ege

0 =

%46

Sekil 1. Ulkemizde bélgelere gére 2003 yili pamuk iiretimi (Anonymous, 2004b).

Ege Bolgesi’nde pamuk ekim alan1 bakimindan ilk sirada yer alan Aydin
ilinde 2000-2005 yillar1 arasindaki pamuk ekim alani, {iretim miktar1 ve verim

degerleri Cizelge 3 ve 4’de gosterilmistir.



Cizelge 3. 2000-2005 yillar1 arasinda Aydin li pamuk ekim alany, {iretim miktar1 ve kiitlii verimi (*)

Yillar Ekim Alani ( ha) Uretim Miktar1 ( ton) Verim(kg/da)
2000 76691 249248 325.0
2001 82601 252559 305.7
2002 79463 269147 338.7
2003 77685 267309 344.0
2004 67636 247008 366.2
2005 47695 190123 398.6

* Tarim ve Kodyisleri Bakanlig1, Aydin Tarim Il Miidiirliigii Kayitlari, 2000-2005

Cizelge 4. Aydn Ili ve ilgelerine ait 2005 y1l1 pamuk ekim alan, kiitlii ve 1if {iretimi, kiitlii verimi(*)

lceler Ekim Alam Kiitlii Uretimi Lif Uretimi Kiitlii Verimi
(Ha) (Ton) (Ton) (kg/da)
Merkez 3500 14750 5900 421
Bozdogan 504 1512 605 300
Buharkent 417 1667 667 399
Cine 2200 8800 3520 400
Didim 2400 9600 3840 400
Germencik 1600 6400 2560 400
Incirliova 2000 6200 2480 310
Karacasu 450 1350 540 300
Karpuzlu 600 2500 1000 416
Kogarli 5100 17000 6800 333
Kosk 194 582 232 300
Kusadasi - - -
Kuyucak 1800 7200 2880 400
Nazilli 2500 8500 3485 340
Soke 22000 94600 37840 430
Sultanhisar 430 1462 584 340
Yenipazar 2000 8000 3200 400
TOPLAM 47695 190123 76133 Ort. 398

*Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Aydin Tarim 1 Miidiirliigii Kayitlari, 2006

Cizelge 4 incelendiginde Soke ilgesi 22000 ha’lik ekilis alan1 ve 430.0 kg/da
kiitlii verimi ile ilk sirada yer almis olup, Aydn Ili ortalama kiitlii veriminin de
tizerinde bir degere sahip olmustur. Kogarl ilgesi ise ekim alan1 bakimindan 2. sirada

olup kiitlii verimi agisindan diger ilgelere gore daha diisiik bir deger kaydetmistir. 3.



sirada ise 3500 ha’lik ekim alani ve 421.4 kg/da kiitlii verimi ile Aydin Merkez yer

almistir. Kugadasi ilgesinde ise pamuk tariminin yapilmadig: dikkat cekmektedir.

Pek ¢ok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi pamukta da hastalik ve zaralilar verim
ve kaliteyi etkileyen en oOnemli unsurlar arasinda yer almaktadir. Bunlardan
"Verticillium Solgunlugu" hastaligi (Verticillium dahliae Kleb.) diinyada pamuk
yetistirilen her yerde goriilen pamuk bitkisinin en 6nemli hastaliklar1 arasindadir.
Hastalik etmeni 6zellikle iliman bolgeleri tercih eden (25-27 °C), 200 den fazla
konukgusu bulunan, toprak kaynakli bir fungustur ve ki1 mikrosklerot olarak gegirir.
Toprakta konukgu bitki olmadan uzun yillar canli kalabilen sklerotlar sayesinde
etmenin 10 yili askin bir siire canli kalabilecegi ileri siiriilmektedir. Kuraklik ve
yiiksek sicaklik, konidileri kolaylikla o6ldiirdiigli i¢in, fungusun yasamini devam

ettirmesinde konidilerin 6nemli bir rolii bulunmamaktadir (Agrios, 1997).

V. dahliae’nin farkli irklarimin bulundugu da tespit edilmistir. Hastalik
belirtileri ve siddeti bu irklara gore de degisebilmektedir. Schnathorst and Mathre
(1966) diinyada ilk defa V. dahliae izolatlarinin farkli virulenslikte oldugunu ve
pamuklarda yaprak dokiimii seklinde belirtilerle ortaya cikan viriilent irkin "Yaprak
Doken" (Defoliating-D), digerinin ise daha hafif siddette belirtilere neden olan
"Yaprak Dokmeyen" (Nondefoliating-ND) 1rk oldugunu Amerika Birlesik Devletleri'

nde Kaliforniya’da pamuklarda yapmis oldugu ¢alismalarla kanitlamistir.

Hastalik etmeninin toprak patojeni olmasi, toprakta uzun siire canli kalmasi
ve genis bir konukcu dizisine sahip olmast bu hastalikla miicadeleyi
zorlastirmaktadir. Hastaliga kars1 ne kimyasal ne de etkin bagka bir miicadele olanag1
bulunmamaktadir. Hastaligin kontroliinde saglikli iiretim materyali ve 0Ozellikle
topragin bulasik olmamasi ¢ok Onemlidir. Bu nedenle toprak dezenfeksiyonu en
etkili miicadele yontemi olarak uygulanabilir ancak yiiksek maliyeti nedeniyle
pamuk gibi genis ekim alanlarinda iiretimi yapilan tarla bitkilerinde ekonomik
olmamaktadir. Hastaligin zararini1 azaltabilmek icin dayanikli ¢esit, ekim ndbeti ve
bir dizi kiiltiirel 6nlemlerle birlikte entegre bir miicadele yontemi Onerilmektedir

(Agrios, 1997).

Son yillarda yapilan calismalar pek ¢ok organizmanin kiiltiir bitkileri i¢inde

endofitik olarak yasadigimi (Hallmann et al., 1997; Mclnroy and Kloepper, 1995;



(HongLian et al., 1999), bu endofitlerden bazi bakterilerin Fusarium Solgunlugu ve
Verticillium Solgunlugu gibi iletim demeti hastaliklarinin kontroliinde alternatif bir
biyolojik miicadele yontemi olabilecegini gostermistir (Chen ef al.,1995; Zheng Jun
et al.,1997; Zheng-Qing et al., 1999a). Bu calisma pamuk bitkilerinden ve pamuk
tiretim alanlarinda goriilen yabanci otlardan izole edilen endofitik bakterilerin
pamukta Verticillium Solgunlugu’na ve pamuk gelisimine olas1 etkilerini belirlemek

amaciyla ele alinmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Tiirkiye’de pamuk tarimini etkileyen faktorlerden biri de Verticillium dahliae
Kleb. fungusunun neden oldugu solgunluk hastaligidir. Pamuklarda Verticillium
Solgunlugu iilkemizde ilk kez 1941 yilinda Manisa Kirkagac’ta Iyriboz (1941)
tarafindan saptanmis, ancak etmenin V. dahliae Kleb. oldugu Karaca et al.,(1971)
tarafindan bildirilmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda, bu hastaligm Tiirkiye nin
biitlin pamuk ekim alanlarinda yaygin oldugu ve onemli {iriin kayiplarina neden
oldugunu gostermektedir. Hastaliga yakalanma oraninin Izmir, Aydin ve Manisa
illerinde %27 (Uygun ve ark., 1978’e atfen Sezgin, 1985), Adana’da 9%0.01
(Esentepe, 1979), Giineydogu Anadolu Bdlgesinde %16.27 (Sagir ve ark., 1995),
Antalya’da %14 (Esentepe, 1979) oldugu, iiriin kaybinin ise izmir, Aydin ve Manisa
illerinde %12 (Uygun ve ark., 1978’e¢ atfen Sezgin, 1985), Adana’da 9%0.03,
Antalya’da %4 oldugu bulunmustur (Esentepe, 1979). Yapilan baska bir ¢calismada
da, bu hastaligin Tiirkiye’nin biitiin pamuk ekim alanlarinda yaygin oldugu ve
onemli {irlin kayiplarina neden oldugu, Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde bir survey
caligmasinda hastaligin bolgedeki ortalama yayginlik oraninin %79.28 ve yakalanma

oraninin ise %16.27 oldugu saptanmistir (Karaca et al.,1971; Sagir ve ark., 1995).

Saydam ve ark. (1973), pamuklarda solgunluk etmeni V. dahliae fungusu ile
inokulasyon metodlar1 {izerine yaptiklar1 ¢alismada yapilacak islah caligmalarinda
cabuk ve etkili sonug verecek inokulasyon yontemini saptamak amaciyla laboratuvar
kosullarinda 10 farkli inokulasyon yontemi (koklerin misel siispansiyonuna
daldirilmasi, yulaf unu kiiltiirii, misir unu kiitiirti, misir unu kum kiiltiirti, hipodermik
siringa ile inokulasyon, topraga icirme ve steril tlip yontemi, PDA besiyerinde
gelisen inokulumun steril topraga karistirilmasi, dogal inokulum ile inokulasyon,
inokule edilmis pamuk tohumlar1) denemislerdir. Bunlardan koklerin daldirilmasi ve
benzeri inokulasyon metotlarinda oldukca yliksek degerde hastalik siddeti tespit
edilmis ancak bu yontemlerin sasirtma sirasinda bitkide zararlanmalara neden oldugu
icin pamuk fidelerinin kok bogazina hipodermik siringa ile yapilan inokulasyonlarin

en uygun metot oldugu bildirilmistir.

Pamukta Verticillium Solgunluguna kars1 dayanikli gesit yetistiriciliginin en

etkili miicadele yontemlerinden biri olmasi nedeniyle {ilkemizde bu konuda pek ¢ok



arastirma yapilmistir. Dolar (1984), Akdeniz Bolgesi pamuklarinda goriilen
solgunluk hastaligina karsi 19 pamuk ¢esit ve hattim1 saks1 ve tarla kosullarinda
denemeye almis ve 19 cesitten Taskent 1 c¢esidinin en dayanikli, Acala S.J.1, Aleppo
1, Nazilli 66-100, QF 34/1 ve Coker 310 ¢esitlerinin orta derecede duyarli, bolgenin
standart ¢esitleri olan Deltapine 15/21, Cukurova 1518, Adana 967-10 ve Sayar 314
cesitlerinin en duyarl olduklarini belirlemislerdir. Ege Bolgesi’ nde Karcilioglu ve
ark. (1992) sera ve tarla denemeleri sonucunda 18 pamuk ¢esit ve hatt1 igcinde ST
250/1, ST 250/2 ve ST 226/2° nin dayanikli, Stoneville-506, Stoeville-825
cesitlerinin duyarli oldugunu bildirmistir. Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yapilan
tarla denemelerinde Taskent 1, Nazilli 87, Nazilli M 39, Nazilli M503-6, ST 250/1,
ST 250/2 Ersan 92 (SAT 32), Maras 92 (KAT 64) ve Delta Pine 90 ¢esitleri tolerant,
Sayar 314, Stoneville 453, Stoneville 825, Stoneville 691/32, Stoneville907, Delta
Pine 20, Delta Pine 50, Mc Neir 235 ve Aktas 3 cesitleri duyarli bulunmustur (Sagir
ve Tath, 1995). Adana’da 11 pamuk cesidinin V. dahliae’a duyarhililiklarinin
belirlendigi bir arastirmada Ersan 92, Nazilli 84, M 503/6, Nazilli 87, M-39 ve Maras
92 cesitleri dayanikli, Aktas 3 ve Cukurova 1518 ¢esitleri duyarli bulunmustur (Cetin
ve Atac 1995). Ege Bolgesi’nde pamuk solgunluk hastalik etmeni V. dahliae’nin
patotiplerini ve Nazilli 84 pamuk ¢esidinin solgunluga toleransinin belirlenmesi
amaciyla yapilan calismada V. dahliae’nin SS-4 tipi patotipinin sorumlu oldugunu ve
Verticillim Solgunlugu hastaligina kars1 tolerant olan Nazilli 84 ¢esidinin patojene

kars1 toleransligini yitirdigi belirlenmistir (Onan ve Karcilioglu,1998).

Ulkemizde pamuklarda Verticillium Solgunluguna karst dayamikli gesit
yetistiriciligi disinda diger miicadele yontemleri konusunda da ¢alismalar yapilmistir.
Diyarbakir’da pamuklarda yapilan bir arastirmada damlama sulama yonteminin karik
sulama yontemine gore verimde % 10,80-48,84 arasinda artis, solgunluk hastaliginda
ise % 36,21-53,46 arasinda bir azalis kaydedilmistir (Sagir ve Basbag, 1998). Uckan
ve ark. (1998) Ege Bolgesi’nde pamuk {iiretiminde kullanilan 4 adet bitki gelisim
diizenleyicisinden Aminofol, Atonik ve Pix’in Verticillium Solgunluguna etki
etmediklerini, Megahix’in ise Onerilen doz ve zamanda uygulandiginda hastalig:
onemli olgiide gerilettigini bildirmiglerdir. Onan (1993), Ege Bolgesi’nde toprak
solarizasyonun V. dahliae etmeninin mikrosklerot canlilig1 {izerine etkisini incelemis

ve 30 giinliik toprak solarizasyonunun V. dahliae’ nin canli kalan mikrosklerot



say1sin1 bilylik oranda azalttigin1 veya tamamen yok ettigini tespit etmistir. Ad1 gegen
arastirict bir baska c¢alismasinda 6 haftalik toprak solarizasyonunun topraktaki
mikrosklerot populasyonunun ortalama % 97,5 oraninda azalmis oldugunu
Verticillium Solgunluguna karsi ise % 93,4 oraninda etkili oldugu saptamistir (Onan

ve ark.,1994).

Ulkemizde Verticillium Solgunluguna kars1 biyolojik miicadele galismalar
ise in-vitro ikili kiiltiir testlerine dayali 2 6n calismadan ibarettir. Ulukus (1988),
topraktan izole ettigi Bacillus sp. izolatinimin in-vitro kKosullarda V.dahliae’nin
gelismesini engelledigini, Turhan ve ark. (1995) ise patlicanda Verticillium
Solgunluguna kars1 Chaetomium jodhpurense izolatinin saksi kosullarinda hastaligi

%75-80 oraninda azalttigin1 kaydetmiglerdir.

Son yillarda 6zellikle iletim demetlerinde solgunluga neden olan hastaliklara
kars1 ylizey dezenfeksiyonu uygulanmis bitki dokularindan veya bitkinin i¢inden
izole edilen ve bitkiye goriinebilir bir zarar1 olmayan mikroorganizmalar olarak
tanimlanan endofitik bakterilerin potansiyel biyokontrol ajanlar1 olabilecegi
bildirilmistir (Hallmann et al., 1997). Endofitik bakterilerin iletim demetleri
solgunluk hastaliklar1 ve bitki gelisimini tesvik edici etkileri lizerine yapilan

arastirmalar asagida 6zetlenmistir.

Pseudomonas fluoresces’ in M4 wrkinin in-vitro kosullarda patates bitkisinin
gelisimi ve V. dahliae’ a kars1 etkinligini arastirmak amaciyla yapilan saksi
denemelerinde V. dahliae ile bulasik topraklarda P. fluoresces’ in toz halde patates
yumrularina uygulanmasiyla bitkilerin boy, siirgiin ve yas agirhiklarinin artis
gosterdigi ayrica etmenin inokulum yogunlugunun Onemli Olglide azaldig:
kaydedilmistir. Steril toprakta ise koklerde yogun bir bakteri kolonizasyonu olmasina
ragmen V. dahliae ile bulasik topraga gore bitki gelisimi acisindan Onemli bir artis
kaydedilmemistir. Tarla denemelerinde ise P. fluoresces’in Verticillium

Solgunluguna veya iiriin miktarina etki etmedigi saptanmistir (Leben et al.,1987).

Berg et al. (1994), in-vitro’ da antagonist Pseudomonas bakterilerinin ¢ilekte
Verticilium Solgunlugu etmeni (V. dahliae)’ni kitinaz ve hiicre duvarini pargalayan

enzimler sayesinde engelledigini belirlemiglerdir.
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Musson et al. (1995), yapmis olduklar1 ¢alismada 15 adet endofitik bakteri
izolatinin pamuk bitkisinin kok ve gdvdesindeki dagilimini belirlemek amaciyla;
bakterilerin govde de yarik agilarak bitki igerisine inokule edilmesi, tohumlarin
bakteri siispansiyonuna daldirilmasi, methylcellusose ile tohum kaplamasi, yapraga
slispansiyon olarak uygulama, bakterinin graniil halde uygulanmasi, vakum
infiltrasyonu ve koklerin daldirilmasi seklinde yontemler uygulamislardir. Govde
lizerine veya kokciiklere yarik acarak yapilan inokulasyonda 10 adet endofitik
bakteri pamukta Fusarium Solgunluguna karst uygulanmis ve inokule edilen
bitkilerin % 50’sinden basarili bir sekilde tekrar bakteri izole edilmistir. Ancak bu
metodun bitkide yara olusturabilecegi ve bazen bitki gelisimini azaltabilecegi ifade

edilmistir.

Misir (Zea mays L.) ve pamuk (Gossypium hirsutum L.) bitkilerinin kok ve
govdesindeki endofitik bakterilerin genotipik ¢esitliligini belirlemek amaciyla
yiiriitiilen tarla ¢alismasinda yetisme mevsimi boyunca dokularin yiizeyinden izole
edilen 36 bakteri izolat1 yag asit analizleri yapilarak tanimlanmis 27’ si endofitik
olarak belirlenmis, % 70’inin de gram negatif oldugu saptanmistir. Her iki iiriinde de
bakteri yogunlugunun koklerde govdeye oranla daha fazla oldugu kaydedilmistir
(MclInroy and Kloepper, 1995).

Chen et al.(1995), tarafindan yapilan bir ¢aligmada P. fluorescens 89B-61
irkinin - pamukta Fusarium Solgunlugunun siddetini 6nemli o6l¢iide azalttig1
bulunmustur. Bu konukgu patojen sisteminde 89B-61 irki fide gdvdesine yarik
acilarak inokule edilmis, 13 giin sonra da Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum
bakteriyel inokulasyon noktasinin 1,5 cm {izerine inokule edilmistir. Calismada 89B-
61’in rifampicine dayanikli ki kullanilmis ve govde iizerinde bakteriyel
inokulasyon noktasinin st kismina dogru bakteriyel bir hareket olmadig

gOriilmiistiir.

Quadt-Hallman et al.(1997a), tarafindan yapilan ¢aligmada uyarilmis sistemik
dayaniklilig1 (ISR) tesvik eden bir endofitik bakteri olan Pseudomonas fluorescens’in
89B-61 izolatina 0zgli poliklonal antikor kullanilarak ELISA ve immunogold
labeling sistemi ile bakterinin pamuk bitkisinde ki kolonizasyonu incelenmistir.

[zolasyon calismalar1 sonucunda tohum uygulamasi sonrast 89B-61’in koklerdeki
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icsel kolonizasyonunda bakteri populasyonu ortalama 1.1x10° cfu/g iken bakterinin
govde, kotiledon veya yapraklardan izole edilemedigi bildirilmigstir. Irk 89B-61
ELISA testi ile koklerin i¢inde ve disinda belirlenmis fakat gévde, kotiledonlar veya
yapraklarin i¢inde ve disinda tespit edilememistir. Elektron mikroskobunda
immunogold labeling yontemi ile 89B-61’in koklerin i¢sel kolonizasyonu incelenmis
bakterilerin epidermisin hiicreler arasi bosluklarinda, zaman zaman epidermis
hiicrelerinin iginde ve korteks disinda hiicreler arasinda kolonize oldugu

saptanmustir.

Ayn1 bakteri, yapraklara inokule edildiginde yaprak dokusu i¢inde ortalama
bakteri populasyonu 1,6x10° cfu/g olarak bulunmustur. Gvdeye inokule edildiginde
P. fluorescens 89B-61in kok ve yapraklarda kolonize olmadig1 goriilmiistiir. JM 22
kodlu Enterobacter asburiae’ nin diger endofit Paenibacillus macerans Tri2-10 ile
birlikte uygulandigi durumlarda JM 22’ nin tek bagina uygulandigi duruma gore igsel
populasyonunda azalma oldugu dikkati ¢ekmistir. Bununla bir rizosfer bakterisi olan
Micrococcus agilis (2 RD-11) birlikte inokule edildiginde JM 22 negatif olarak
etkilenmemistir. Bu caligmalar biyolojik kontrol aktivitesine sahip bir bakterinin
bitki patojenlerine kars1 konuk¢uyu korumada 6nemli rol oynayabilecegi ancak icsel
kolonizasyonunda diger bakteri kolonilerinin de Onemli rol oynayabilecegini

gostermistir (Quadt-Hallmann ef al., 1997 a).

Sistemik olarak bitki i¢inde kolonize olabilen Enterobacter asburiae JM 22°
nin pamuk bitkisi i¢ine nasil girdiginin belirlenmesi i¢in yapilan bir arastirmada
bakterinin pasif olarak alinimina yonelik olarak glutaraldehit ile fikse edilmis bakteri
hiicreleri tohuma uygulanmis ancak kok ve yapraklarin iginde ve disinda varligi
saptanmamugtir. JM 22’ nin dis yara agilmaksizin su agarda ¢imlenen pamuk
tohumlarina bakteri siispansiyonu seklinde uygulanmasi sonucu fide iginde bakteri
populasyonunun 3,8x10° cfu/g’ a ulastigi goriilmiistiir. Bitkide yapilan ¢alismalar JM
22 hiicrelerinin bulundugu yerde hiicre duvarlarinda seliilozun hidrolize oldugu ve
ayni olaym P. fluorescens 89B-61’de goriildiigiinii gostermistir (Quadt-Hallmann et

al, 1997 b).

Peroksidaz, SOD (Super oksit dismutaz) ve esteraz enzim aktiviteleri {izerine

yapilan c¢alismada V. dahliae ile miicadele i¢in endofitik bakteriler kullanilmistir.
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Pamuk gdvdeleri 73a bakterisi ile inokule edildikten sonra izoenzim aktivitesinde
artis gozlenmistir. Yapraklar 73a bakterisi ile inokule edildiginde inokulasyondan 4
giin sonra peroksidaz aktivitesinin bakterisiz kontrole gore daha yliksek oldugu

goriilmiistiir (ZhengJun et al,. 1997).

Cin’de  Verticillium  Solgunlugunun endofitik  bakterilerle  kontrol
mekanizmas1 amaciyla pamuktan izole edilen Ala ve 73a endofitik bakteri izolatlar1,
Czapek ortaminda V. dahliae’nin yaprak doken 1rk1 JC1B ve yaprak dokmeyen BP2
ki ile ikili kiiltiir testine alinmistir. Ala bakteri izolatinin BP2 nin toksin iiretimini
%51,97 oraninda azalttig1 kaydedilirken, 73a irkinin  JC1b’nin toksin tiretimini %
72,6 oraninda engelledigi bildirilmistir. Ayrica Ala ve 73a wrklarinin JC1b ve BP2’
nin hifsel gelisimini de engelledigi kaydedilmis ve 73a uygulanan pamuk

tohumlarinin ¢imlenme giiciliniin artti1 saptanmistir (Zheng-Qing et al. 1999a).

Zheng-Qing et al. (1999b), Cin’de yapmis olduklar1 diger caligmada
pamuklarda Verticillium dahliae’ nin mycelial gelisimi ve toksin liretiminin endofitik
bakterilerle engellenmesi amaciyla endofitik bakteri irklarindan 73a ve Ala’ nin
pamukta V. dahliae irklarindan JC1b ve BP2 nin mycelial gelisimini sirastyla %51,0
ve 53,3 oraninda engelledigini saptamislardir. Ayrica 73 a wrkinin bitki gelisimine %

19,15 oraninda etkili oldugu bildirilirken Ala irkinin etkili olmadig: tespit edilmistir.

Cin’de dayanikli ve duyarl pamuk kiiltiirlerinin rizosferindeki fungal floranin
V. dahliae’a kars etkisi farkl gelisme donemlerinde test edilmistir. Dayanikli pamuk
kiiltiirlerinin rizosferinde duyarlilara gore daha fazla fungal tiiriin oldugu bildirilmis
ve pamukta V. dahliaea kars1 dayanikliligin rizosferdeki mikroorganizmalarla iliskili
oldugu sonucuna varilmigtir. Dayanikli pamuk c¢esitlerinin rizosferinde baskin olan
funguslar Myrothecium, Gliocladium, Aspergillus ve Penicillium cinsi olarak
kaydedilirken duyarli ¢esitlerin rizosferinde ise Cephalosporium, Fusarium,
Doratomyces, Gliocladium ve Myrothecium cinsine ait funguslar bulunmusgtur

(HongLian et al., 1999).

Rizosfer, filosfer ve saglikli bitki dokular1 i¢indeki bitki bakteri iliskisini
aragtirmak amaciyla toprak kaynakli ve yaprak hastaliklarinin 6nlenmesinde bu
iliskinin dogal olarak nasil meydana geldiginin belirlenmesi amaciyla yliriitiilen bir

caligmada toprak kaynakli patojen ve nematodlara kars1 biyolojik kontrol ajan1 olarak
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rizobakter ve endofitik bakterilerden yararlamilmistir. Rizobakterlerle yapilan
uygulamada kok veya tohumda yaprak patojenlerine karsi sistemik koruma
saglanmis ve elde edilen sonuglara gore viriis, fungus ve bakteri gibi bir¢ok patojenin
zararimin azaldigr kaydedilmistir. Kok cevresindeki antagonistlerin  varliginin
cogalmasinin 6zel antagonistlerin varligina bagh oldugu ve bu ¢ogalmanin 6zel
organik maddelerin olusumu ya da ilavesi ile biyolojik kontrol mekanizmalarinin
ortaya cikabilecegi belirtilmistir. Bazi tropikal Legliminacea iiyelerinin Ornegin
kadife fasulyesinin (Mucuna deeringiana) ekim nébetinde kullanimi ile fitoparazitik

nematodlarin kontrol altina alinabilecigi bildirilmistir ( Kloepper ef al., 1999).

Sera kosullarinda steril olmayan toprakta kolza ve domates tohumlar1 belirti
gostermeyen kolza bitkisinden elde edilen endofitik bakteri irklar1 ile veya irklarin
karigimlari ile inokule edilmis, V. dahliae ve Fusarium oxysporum fsp. lycopersici ile
bulasik toprakta yetistirilen domates ve kolza bitkilerinde hastaligin kontrol altina
alinmas1 ve gelisme hizi incelenmistir. V. dahliae’ nin toprakta varlifinda veya
yoklugunda 4 bakteri izolatinin (PO, PP, PN ve PV) toprak inokulasyonu sonrasinda
kolza bitkisinin kuru agirlig1 ve bitki boyunda artis goriilmiistiir. Bakteri izolatlar1
tohuma uygulandiginda s6z konusu patojenler baski altina alinmis, kolza ve domates
bitkilerinin kuru agirliklar1 ve bitki boylarinda artis gézlenmistir. PF, PA ve PN’ nin
tohum uygulamalar1 ile domates bitkisinin yas agirligi uygulama yapilmamis saglikli
bitkilere gore daha fazla olmustur. Farkli izolatlarin birlikte uygulanmasi ile 2
patojenin hastalik siddeti % 75 oraninda azalmis ve in-vitro kosullarda kolza
tohumlarinin ¢imlenme giici artmistir. Ayrica bu c¢alismada izolatlarin ¢ogu
patojenlerin miselial gelisiminin ugucu metabolitlerle engellendigini gostermistir

(Nejad and Johnson, 2000).

Pamuk fidelerinde tohum, gdvde ve kok dokularinda endofitik bakteri
populasyonunun konukgu genotipine olan etkileri iklim odasi ve tarla denemelerinde
arastirilmistir. 9 pamuk cesitinin tohumlar1 i¢cinde bakteri populasyon yogunlugunun
baslangigta cok diisiik diizeyde oldugu goriilmiis ancak su agarda 4 giin sonra kokgiik
gelisimi ile birlikte 6nemli dl¢lide artmis ve cesitler arasinda belirgin farklilik oldugu
saptanmistir. Benzer sekilde tarla denemelerinde dikimden 5, 8 ve 15 giin sonra
fidelerdeki bakteri populasyonu cesitlere gore 6nemli dlglide farklilasmigtir. Sonug

olarak pamuk bitkilerinde endofitik bakteri kolonizasyonundaki farkliliklarin fidenin
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gelisme baslangicinda  genetik, morfolojik ve fizyolojik faktorlere gore

degisebilecegi belirtilmistir (Adams and Kloepper, 2002).

Solarizasyon uygulanmis toprakta yetisen domates bitkilerinin kdk uglarindan
V. dahliae’a kars1 antagonistik endorizosfer bakterileri izole edilmis ve 435
bakteriyel izolattan 53 tanesinin V. dahliae’a ve diger cesitli toprak kaynakli
patojenlere karsi ikili kiiltiir testlerinde antagonist etki gosterdigi saptanmistir. Sera
kosullarinda yapilan denemelerde 18 antagonistik bakteriden 3’1 V. dahliae’a kars1
etkili bulunmus ve Bacillus cinsi bakteriler oldugu ifade edilmistir. Domates bitki
rizosferinden elde edilmis olan Fluoresan Pseudomonaslarin hi¢ birisinde V.
dahliae’a kars:1 ikili kiiltiirlerde onemli antagonistik aktivite saglanamamistir. En
etkili bakteriyel izolat olarak bulunan K-165 ve 5-127 izolatlarinin rizosferde
kolonize oldugu belirlenmis, serada patlican bitkilerinin kdklerin daldirilmasi veya
bakterilerin topraga siispansiyon seklinde uygulanmasi ile yapraklardaki hastalik
belirtilerinin ylizde %40-70 oraninda azaldigi kaydedilmistir. Ayn1 ¢aligmada
Verticillium’la bulagik patates tarlalarinda bakteri toz formulasyon seklinde patates
tohumlarina uygulanmis, patates bitkilerindeki hastaligin yiizde olarak gelisimi ve
simptom olusumu 6nemli 6l¢iide azaldigi ve ayrica % 25 oraninda iirlin artist
saglandig1 kaydedilmistir. K-165 ve 5-127 bakterilerinin indol biitirik, indol piriivik
ve indol propionik asit iirettigi ve her ikisinin de bitki gelisimini tesvik ettigi
belirlenmistir. Yag asit analizlerinin sonucunda K-165 Paenibacillus alvei, 5-127 ise

Bacillus amiloliquefaciens olarak tanimlanmistir (Tjamos et al,.2004).

Zeytinde Verticillium Solgunlugunun kontrolii amaciyla V. dahliae ile
bulagik bitkilerin yayilmasimin onlenmesi ve saglikli bitkilerin korunma yollarinin
aragtirilmasi iizerine yapilan bir ¢alismada 8 izolat Pseudomonas fluorescens (6) ve
Pseudomonas putida (2) zeytin bitkilerinin koklerinden izole edilmis ve kontrollii
kosullar altinda fidanlik iiretiminde Verticillium Solgunlugunun baski altina alinmasi
icin test edilmislerdir. P. fluorescens ve P. putida’ nin antagonistik aktivitesi kiiltiir
ortaminda zeytinde V. dahliae’ nin yaprak doken (D) ve dokmeyen (ND)
patotiplerine karsi test edilmis ve PDA besiyerinde P. putida’nin patojene karsi P.
fluorescens’ e gore daha engelleyici oldugu bildirilmistir. K6k uygulamasi ile bazi P.
fluorescens izolatlar1 baslangi¢c simptomlarin1 dnemli 6l¢iide geciktirmis ve sonugta

hastaligin yogunlugunu ve siddetini % 31-82 ve %73-96 oraninda azalttig
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bildirilmistir. Ayrica bu bakterilerin patojen tarafindan enfekte edilmis bitkinin
gelisimini artirdig1 ve patojenin etkisini azalttig1 kaydedilmis ve kok uygulamasi ile
secilmis olan P. fluorescens izolatlarinin zeytinde V. dahliae nin yaprak doken
irkinin biyokontroliinde kullanilabilecegi belirtilmistir. Ancak test edilen bakteriyel
izolatlarin in-vitro’ daki etkinlikleri ile antagonistlerin in-vivo da Verticillium
Solgunlugunun baski altina alinmasi arasinda bir iligki bulunamamistir (Mercado-

Blanco et al., 2004).
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3. MATERYAL ve METOT

Aydin 1li ve ilgelerinde (Aydin Merkez, Buharkent, Cine, Germencik,
Incirliova, Karpuzlu, Kogarli, Késk, Kuyucak, Nazilli, Séke ve Yenipazar) pamuk
alanlarindan Verticillium dahliae’nin konukgusu olan (Thanassoulopoulos ef al.,
1981, Johnson and MacKinnon, 2002) yabanci otlar (4maranthus spp., Avena spp.,
Calendula arvensis, Capsella bursa pastoris, Chenapodium album, Datura spp.,
Malva sylvestris, Portulaca oleraceae, Solanum spp., Xanthium spp.) ve pamuk
bitkileri caligmanin ana materyalini olusturmustur. Ayrica bu bitkilerden elde edilen
bakteri ve V. dahliae izolatlar1 patojenisite ve in-vivo etkinlik denemelerinde
kullanilan Sayar 314 ve Acala Maxa cesidi pamuk tohumlar1 ¢aligmada materyal

olarak kullanilmistir.

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornek toplama calismalar;, 2004 (Temmuz - Kasim) ve 2005 (Eyliil)
yillarinda Aydin ili ve ilgelerinde yapilmistir. 2004 yili Ekim aymda yapilan
caligmalarda yukarida belirtilen Aydin Merkez ve ilgelerinden toplam 20 adet
yabanci ot tiirii 6rnegi alinmigtir. 2004 yili Kasim ayinda 13 adet, 2005 yil1 Eyliil
ayimda ise 10 adet olmak iizere toplam 23 adet pamuk bitki 6rnegi ise Nazilli Pamuk
Aragtirma Enstitlisi deneme alanlarindan endofitik bakteri izole etmek igin
almmistir.  Ayrica Verticillium dahliae izolatlar1 toplamak amaciyla pamuk
tarlalarinda hastalik belirtisi gosteren yabanci ot ve pamuk bitkilerinden de 6rnekler
alinmistir. Alinan bitki Ornekleri polietilen torbalara konmus ve etiket bilgileri
yazilarak (tarith, alindigr yer) laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen
orneklerden 24-48 saat icerisinde bakteri ve fungus izolasyon ¢alismalar

tamamlanmustir.

3.2. izolasyon Calismalar

3.2.1. Fungus izolasyonu ve patojenisite testleri

Laboratuvara getirilen hastalikli yabanci ot ve pamuk bitkilerinin kok

bogazindan yukar1 5-7 cm’lik govde pargalari ¢ikarilmis ve %2’lik sodyum
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hipokloriir ¢ozeltisinde 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra steril su ile durulanmis ve
steril kurutma kagitlar1 arasinda kurulanmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan bu
parcalardan steril bistiiri yardimiyla 0,5-1 mm kalinli§inda enine kesitler alinmis ve
doku parcalart Su Agar-SA (agar 18g, 1000ml damitik su) besiyeri iizerine
birakilmistir. inkubasyon igin petriler 24+2 °C’ deki inkubatore yerlestirilmis ve 48-
72 saatlik inkubasyon sonrast mikroskobik incelemeye alinmistir. Verticillat
dallanma gosteren fungal kolonilerden steril 6ze yardimiyla alinan kiiltiir Patates
Dekstroz Agar-PDA (dekstroz 20g, agar 18g, patates 200g, damitik su 1000ml)
besiyeri bulunan petrilere inokule edilmistir. Daha sonra petriler inkubasyon i¢in
2442 °C’deki inkubatore konmus ve 10 giinliik bir inkubasyon sonrasinda izolatlar
sklerot olusumu ve verticillat dallanma yoniinden tekrar incelendikten sonra icinde
PDA bulunan tiiplere saflagtirilmigtir. Tiipler ayn1 sicaklikta inkubasyona birakilmis
ve calismalarda kullanilmak tizere buzdolabinda (+4 °C) saklanmustir.

Tek Spor Izolasyonu: V.dahliae izolatlar1 PDA besiyerinde 14 giin siireyle
24+2°C’de gelistirilmis ve petride gelisen izolatlarin iizerine 5 ml, litresinde 1-2
damla Tween 80 iceren steril su dokiilmiistiir. Elde edilen spor siispansiyonunun
hemacytometrede spor sayimi yapilmis 10° spor/ml olacak sekilde spor yogunlugu
ayarlanmistir. Elde edilen siispansiyondan mikropipetle 100ul ¢ekilerek igerisinde
SA bulunan petrilere damlatilmis ve cam bagetle yayilarak 24+2°C’ de inkubasyona
birakilmigtir. 24 saatlik inkubasyon periyodundan sonra petriler mantar delici
yardimiyla 2mm ¢apinda diskler agilarak delinmis ve diskler mikroskop altinda
incelenmistir. Igerisinde bir adet ¢imlenmis spor bulunan disk steril 6ze yardimiyla
alinarak PDA besiyerine aktarilmis ve 2442°C’de gelismeye birakilmigtir. Daha
sonra gelisen izolatlar % 15 glycerol iceren tiiplerde -80° C’de saklanarak stoga

alimustir.

Patojenisite caligmalari i¢in hastaliga duyarli Sayar-314 ¢esiti pamuk bitkileri
kullanilmistir. Bu amagla pamuk tohumlar1 24 +£1°C’de 16 saat aydinlik/8 saat
karanlik kosullardaki iklim odasinda steril torf, kum, toprak (1/3) karisimina
ekilmistir. Bitkiler 5-6 yaprakli oldugu devrede V. dahliae konidi siispansiyonu
kullanilarak inokule edilmistir. Patojenisite ¢alismalarinda V. dahliae izolatlarinin
tek spor kolonilerinden iiretilen 24°C’de 14 giinlik PDA’daki kiiltiirleri

kullanmilmistir. Kiiltiirlerin bulundugu petri kaplarmin igerisine, litresinde 1-2 damla
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Tween 80 iceren 5 ml steril su konulmus ve steril cam baget besi yeri ylizeyine
hafifce siirtiilerek spor siispansiyonu elde edilmistir. Hazirlanan siispansiyon tiip
karistiricida galkalanmis ve kan sayim aleti ile lam-lamel arasima 20 pl koyularak
spor sayimi yapildiktan sonra inokulum yogunlugu 4.10° spor/ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Inokulasyon islemi Saydam et al. (1973)’e gore siringa ile fide
govdesine yapilmistir. Inokule edilen bitkiler 4 hafta boyunca incelenmis ve 4. hafta

sonunda asagidaki skalaya gore degerlendirilmistir.

0-4 Skalas1

Indeks Hastalik Siddeti (%)

0 Belirti yok

1 % 1-25

2 % 26-50

3 % 51-75

4 > %75 veya 0lii bitki
3.2.2. Endofitik bakteri izolasyonu

Laboratuvara getirilen yabanci ot ve pamuk bitki drneklerinin kdk bogazinin
st kismindan (4-5 cm uzunlugunda) parcalar alinmig ve bu parcalar ylizey
dezenfeksiyonu i¢in % 3’ liikk sodyum hipokloriir ¢ozeltisinde 3 dakika bekletilmistir.
Daha sonra 3 defa 30’ar saniye 0.01 M steril fosfat tamponu (Na,HPO, 0,724¢g/1,
KH,PO4 0,21g/l, damitik su 1000ml, pH=7,2) ile durulanmis ve steril kurutma
kagitlar1 arasinda kurulanmistir. Bu pargalardan steril bir bistiirii yardimiyla enine
kesit seklinde ¢ikarilan 300-400 mg doku pargalar1 steril havan i¢inde 5-10 ml fosfat
tampon iginde ezilmistir. Elde edilen siispansiyondan 107 ye kadar seyreltme serileri
hazirlanmis ve her seriden mikropipet yardimiyla 100ul ¢ekilerek R2A (Oxoid)
besiyerine cam bagetle ekim yapilmustir. Inkubasyon i¢in petriler 24-72 saat siireyle
24+2 °C’ deki inkubatére konmustur. Bu siirenin sonunda R2A besi yerinde
geligsmelerini tamamlayan bakterilerden farkli gelisim gosteren koloniler renk, bigim
ve kenar Ozellikleri dikkate alinarak gruplandirilmis ve her gruptan birer temsilci
koloni, Pseudomonas Agar F (PAF) (Merck) ve Nutrient agar (NA) besiyerlerine
saflastirilmistir. PAF besiyerinde UV 1s1ik altinda fluoresans verme 0Ozellikleri
kaydedilmis (King ef al., 1954), NA besiyerindekiler de tekrar saflastirilarak in-vitro
kosullarda ikili kiiltlir testlerini yapmak tizere —80 °C’de %15 glycerol i¢inde

saklanmustir.
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3.3. In-vitro Etkinlik Denemeleri ve Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi

Yabanc otlar ve pamuk bitkilerinden izole edilen endofitik bakterilerin in-vitro
etkinliklerini belirlemek amaciyla icinde PDA besiyeri bulunan petrilerde merkezden
esit uzakliktaki 4 ayr1 noktaya 0ze ile antagonist aday1 bakteriler ekilmis, 24 saat
sonra merkeze 5 mm capinda V. dahliae (Vpla) misel diski konmustur. Petriler 1
hafta siireyle 24+1 °C de inkube edilmistir. Fungus kolonisinde engelleme zonu
olusturan izolatlar potansiyel antagonist olarak degerlendirilmistir.

In-vitro on testlerde etkili bulunan endofitik bakteriyel izolatlarin Nutrient
agar besiyerinde 24-48 saat siireyle gelismis kiiltlirlerinden i¢inde 2 ml steril
fizyolojik serum (% 0.85g NaCl) bulunan tiiplerde mililitrede 3x10® hiicre olacak
sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyondan mikropipet
yardimiyla 10pl ¢ekilerek icinde PDA besiyeri bulunan petrilere her petride ayni
bakteri olmak {izere karsilikli olarak 4 noktaya merkezden 2 cm uzaklikta olacak
sekilde inokule edilmistir. Inokulasyon isleminden 24 saat sonra V.dahliae (Vpla)
fungus izolatinin PDA daki kiiltiirlerinden 0,5 cm c¢apli mantar delici ile ¢ikarilan
diskler 1 giin 6nce bakteri ekimi yapilmis petrilerin merkezine ekilmistir. Denemeler
3 tekerriirlii olarak yiiriitilmiis ve fungusun gelisme zonlar1 giinliik olarak takip
edilmistir. Degerlendirmeler ise fungus ekiminden 9 giin sonra fungal koloni caplari
Olgiilerek yapilmis ve uygulama yapilmamis kontrol petrideki capa gore yiizde
engelleme orani agagidaki formiile gére saptanmustir.

Kontrol petrideki ¢ap- Bakterili petrideki fungus koloni ¢ap1

% engelleme = —— x 100
Kontrol petrideki ¢ap

Pamuk bitkilerinden izole edilen endofitik bakterilerin bitki patojeni olup
olmadiklarin1 saptamak amaciyla tiitiinde asir1 duyarlhilik testi (Klement, 1963)
uygulanmistir. Tiitlinde asir1 duyarlilik testi White Burley cinsi tiitiin bitkilerinin
yapraklar1 kullanilmistir. Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat gelismis olan
bakterilerden steril su ile siispansiyon hazirlanmistir (107 hiicre/ml). Hazirlanan
slispansiyon enjektor yardimiyla tiitlin yapraginin iki yan damari arasina enjekte
edilmigtir. Tiitiin bitkileri 16h aydinlik / 8h karanlik kosullardaki iklim odasinda 24
+1°C’de tutulmus ve inokulasyondan 24 saat sonra incelenmistir. Bakteri

slispansiyonu enjekte edilen bdolgenin nekroze olmasit pozitif sonug, belirti
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olugsmamas1 ise negatif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Bu calismalarda pozitif
kontrol amaciyla Pseudomonas syringae pv syringae - Pss-577 nolu bakteri izolatt

kullanilmustir.

3.4. In-vivo Etkinlik Denemeleri

Pamuk bitkilerinden elde edilen, tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu negatif
olup in-vitro’da Verticillium dahliae’a engelleyici etkisi saptanan 12 adet bakterinin
in-vivo etkinlik calismalar1 su sekilde yiiriitiilmiistiir: Duyarli Sayar 314 pamuk
cesidi tohumlar1 %3’liikk sodyum hipokloriir ¢dzeltisi icerisinde 1 dakika
bekletildikten sonra 3 kez 30’ar saniye steril fosfat tampon ile durulanmis ve steril
kurutma kagitlar1 arasinda kurulanmistir. Tryptic Soy Broth —TSB (Oxoid) igerisinde
24 saat siireyle gelismis olan bakteriler santrifiij tiipleri icerisinde 6.000 devirde 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij tiipii icerisinde elde edilen 200 mg bakterinin
lizerine steril su igerisinde eritilen 2 ml %1°lik carboxymethylcelulase (Sigma) ilave
edilmis ve tiip karistiricida karistirildiktan sonra 20 adet pamuk tohumu karigimin
icerisine atilmistir (Quadt-Hallmann ef al.,1997a). Tohumlar yarim saat sureyle
hazirlanan karisimin igerisinde bekletildikten sonra kurumasi igin steril kurutma
kagitlar1 tizerine alinmigtir. Kuruyan tohumlar 24 +2°C’de 16h aydimnlik / 8h karanlik
iklim odas1 kosullarinda igerisinde kum, toprak, torf (1/3) bulunan saksilara
ekilmistir. Gelisen fidelere ekimden 21 giin sonra siv1 giibre siispansiyonu (Sheffer
16-8-24, N P K) verilmistir. inokulasyon islemi patojenisite testlerinde anlatilan
yonteme gore yapilmis ve 0-4 skalasina gore 4 hafta boyunca her hafta sayim
yapilarak sonuglar istatistiki olarak degerlendirilmistir. Denemeler her saksida 1 bitki
olacak sekilde 5 tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir.

In-vivo testlerde etkili bulunan 5 endofitik bakteri izolat1 ayrica 2 farkl V.
dahliae izolat1 (Vpla ve PYDV-6) kullanilarak Sayar-314 ¢esiti pamuk bitkilerinde
etkinlik testleri tekrarlanmistir. Bu amacgla yukarida belirtilen yontemle pamuk
tohumlar1 bakteri izolatlar1 ile kaplanmis ve bitkiler 2 farkli V. dahliae izolat1 ile
inokule edilmistir. Denemeler her saksida tek bitki olacak sekilde ve 10 yinelemeli
olarak yiiriitiilmiistiir. Inokulasyondan sonra birer hafta araliklarla sayimlar yapilarak

sonuglar degerlendirilmistir.
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3.5. Etki Mekanizmalarma Yonelik Testler

3.5.1. Kolonizasyon

Bu amagla in-vivo testlerde en etkili bulunan endofitik bakteri izolatlarinin
(C5, E21, FS5) pamuk bitkisinde kolonizasyonunu belirlemek amaciyla bu izolatlar
rifampicine dayanikli hale getirilmeye ¢alisilmis ve pamuk tohumuna uygulanarak
bakterilerin pamuk bitkisinde kolonize olma durumlari incelenmistir. Bunun ig¢in
Nutrient agar besi yeri 121°C” de 15 dakika otoklav edildikten sonra 50'C’ye kadar
sogutulmus ve her petride 15 ml olacak sekilde ve gradient olusturacak sekilde 30 °
egimle steril plastik petrilere dokiilmiistiir. 24 saat sonra tekrar NA besi yeri
hazirlanmis ve 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 100 pg/ml olacak
sekilde rifampicine ilave edilmistir. Dikkatlice karistirilarak antibiyotigin karigimi
saglanmis ve bir giin once hazirlanmis olan besiyerinin ilizerine dokiilmistiir.
Yiizeyleri steril kabin i¢inde iyice kuruyan antibiyotik igeren besiyerleri 24 saatlik
NA kiiltiirlerinden hazirlanan bakteri siispansiyonundan (yaklasik 107 hiicre/ml)
200pl bagetle yayilarak inokule edilmistir. Antibiyotigin en yogun oldugu kisimda
gelisen koloniler se¢ilmis ve tekrar iginde 100 pgiml rifampicine bulunan
besiyerlerine ekilmistir (Klement et al., 1990). Bu islem 3 kez tekrarlanmis ve
sonugta elde edilen koloniler rifampicine dayanikli mutant izolat olarak
degerlendirilmistir.

Rifampicine’e dayanikli hale getirilen mutant ve normal bakteri izolatlar1
tryptic soy brothda gelistirilmis ve in-vivo testlerde belirtilen yonteme gore Sayar
314 ve Acala Maxa ¢esidi pamuk tohumlar1 bakteri ile kaplanmistir. Tohum
ekiminden 8 giin sonra gelisen fidelerden izolasyon yapilmistir. Bu amagla 5 adet
bitki dikkatlice koklenip ¢esme suyunda iyice yikandiktan sonra her bir bitkinin kok
bogazinin altinda kalan ilk 5 cm’ lik kisim, kok tizerindeki ilk 5 cm ve daha sonraki 5
cm olmak iizere 3 esit parcaya ayrilmistir. Esit parcalara ayrilan bu kisimlar ayr1 ayri
%3’liik sodyum hipokloriir ¢ozeltisi icerisinde 1 dakika bekletildikten sonra 2 kez
steril su ile durulanmis ve steril kurutma kagitlar1 arasinda kurulanmistir. Daha sonra
kurulanan parcalarin her bir grubu i¢inde 2 ml fizyolojik serum bulunan steril
porselen havan iginde iyice ezilmis ve bakteri siispansiyonu elde edilmistir.

Hazirlanan siispasiyondan 500ul cekilerek icinde 4,5 ml steril fizyolojik serum
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bulunan tiipe aktarilmis ve her seferinde tiip karistiricida karistirmak suretiyle -3’e
kadar seyreltme serisi hazirlanmistir. Daha sonra her seyreltme serisinden
mikropipetle 100 pl ¢ekilerek mililitresinde 50pg rifampicin iceren ve rifampicin’siz
PAF besiyerine damlatilmis ve cam baget yardimiyla yayilarak ekim yapilmigtir. Her
giin petrilerin gelisimleri diizenli olarak incelenmis 24-48 saat sonra gelisen bakteri
kolonilerinin binokiilerde sayimlar1 yapilmistir. Bdylece tohumlarna bakteri
bulastirilan pamuk bitkilerinde endofitik bakteri izolatinin yesil aksamda
ulasabilecegi seviye belirlenmeye calisiimistir.

Mutant antagonist bakteri izolatlarinin etkinliklerinde farklilik olup
olmadigin1 belirlemek i¢in normal ve mutant izolatlarla inokule edilen pamuk
bitkilerinde patojenisite testleri yapilmistir. Bu amagla Sayar 314 ve Acala Maxa
cesidi pamuk tohumlar1 normal ve mutant bakteri izolatlar1 ile daha 6nce belirtilen
yonteme gore kaplanmis 10 yinelemeli olarak saksilarda yetistirilerek V. dahliae
PYDV-6 izolat1 ile inokule edilmistir. Inokulasyondan 10 giin sonra patojenisite
testlerinde belirtilen skalaya gore degerlendirilmis ve farklilik istatistiki olarak

degerlendirilmistir.
3.5.2. Fosfati ¢cozme

Bu test isleminde Freitas et al,. (1997)’de belirtilen yonteme gore hazirlanan
besiyeri (glucose 10g, Ca(PO4), 4g, NH4Cl 5g, NaCl 1g, MgSO,4 1g, purified water
1000ml, agar 20g, pH=7,2 ) kullamlmustir. I¢inde 3ml hacimli steril su bulunan
tiiplere Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat siireyle gelismis bakteri kiiltiirlerinden
bir siispansiyon (10%-10° hiicre/ml) hazirlanmistir. Elde edilen slispansiyondan
hazirlanan besiyerine 4 farkli bakteri karsilikli olarak 10 pl inokule edilmistir. Daha
sonra 24+2°C’de 24-72 saat siireyle inkubasyona birakilmistir ve bu siirenin sonunda
renk agilmasi gozlenen alanlar pozitif sonug, gézlenmeyen alanlar ise negatif sonug
olarak degerlendirilmistir. Ayraca renk acilmasi goriilen alanlarin ¢aplar1 6lgiilerek

kaydedilmistir.
3.5.3. Ugucu bilesik iiretimi

Verticillium dahliae’a etkileri: Antagonistik bakteriler tarafindan besi
yerinde olusturulan ugucu maddelerin V. dahliae’a karst etkilerini belirlemek

amaciyla bolmeli ve bolmesiz petrilerde PDA besi yeri hazirlanmistir. Bu iglem igin
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bolmeli petrinin alt kism1 merkezden esit uzaklikta olacak sekilde karsilikli iki
noktadan isaretlenmistir. Daha sonra bdlmeli petrinin bir yarisina testlenecek olan
antagonist bakteriler merkezden esit uzaklikta olacak bicimde steril bir oze
yardimiyla 3cm uzunlugunda ¢izgi ekim yapilarak inokule edilmistir. Inokulasyon
isleminden 24 saat sonra petrilerin diger yarisina V. dahliae (PYDV-6 tekspor) agar
diski (5mm capli) 6ze ile misel iceren yiiz asag1 gelecek sekilde ekilmistir. Kontrol
amacl olarak ise antagonist bakteri uygulanmadan sadece PYDV-6 fungus izolati
ekimi yapilmistir. Denemeler 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve engelleme zonlar
giinliik olarak incelenmis ve fungus ekiminden 10 giin sonra engelleme zonlar
ol¢tim yapilarak kaydedilmistir. Sonuglar fungus izolatinin merkezinden 10. giinde

ulastig1 mesafeye kadar yar1 ¢ap dl¢limii yapilarak degerlendirilmistir.

Cimlenmeye etkileri: Antagonistik bakterilerin pamuk tohumlarinda kokgiik
(radicle) uzunluguna etkilerini belirleme calismalar1 bakterilerin dogrudan
uygulandig1 ve bolmeli petrilerde bakterilerin olusturdugu ugucu maddelerin kokgiik
olusumuna etkilerini saptayabilmek amaciyla iki yontemle yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in
200 adet Sayar 314 pamuk ¢esidi tohumlar1 %1’lik sodyum hipokloriir ¢ozeltisi
igerisinde 1 dakika bekletilmis, daha sonra steril su ile durulanarak steril kurutma
kagitlar1 arasinda kurulanmistir. Her iki yontem i¢in kullanilacak olan tohumlar
bakteri uygulamasi Oncesi steril pens yardimiyla icerisinde %1°lik su agar bulunan
petrilere her petride toplam 50 adet tohum olacak sekilde yerlestirilmis ve 24 saat

siireyle ¢itlatmak amaciyla 24+ 2 °C’de inkubasyona birakilmigtir.

Bakterilerin besiyerinde olusturdugu ucgucu maddelerin tohum gelisimine
etkilerini belirlemek amaciyla ortasinda bolmesi olan steril plastik petriler
kullanilmistir. Bu islem i¢in bdlmeli petrinin bir yarisina %1°lik su agar diger
yarisina ise PDA besiyeri konmusgtur. Bolmeli petrinin PDA iceren bdliimiine
testlenecek olan antagonist bakteriler steril 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yapilarak
inokule edilmistir. inokulasyondan 24 saat sonra, bdlmeli petrilerin SA igeren
kismina her petride 2 adet tohum olacak sekilde %1°lik su agarda daha 6nce ¢itlatilan
tohumlar steril pens ile yerlestirilmis ve petri kenarlar1 saran film ile iyice kapatilarak
2442 °C’deki inkubatore yerlestirilmistir. Antagonist bakterilerin dogrudan pamuk
tohumu ¢imlenmesine etkilerini belirlemeye yonelik ¢calismalar, icinde sadece %1 su

agar igeren bolmesiz petrilerde yapilmistir. Bu amagcla her petriye 2 adet daha 6nce
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citlatilan tohum konmus ve tohumlarin ¢im tiipii olusturdugu u¢ kisma steril suda
hazirlanmus bakteri siispansiyonundan (10® hiicre/ml) mikropipetle her tohuma 25 pl
olacak sekilde damlatilmistir. Her iki denemede de kontrol olarak bakteri uygulamasi
yapilmaksizin sadece pamuk tohumlarmin yerlestirildigi petriler kullanilmistir.
Petriler 24+2 °C’de 3 giin siireyle inkubatore yerlestirilmistir. Bakteri
uygulamasindan 48 ve 96 saat sonra kokeiik boylar dlgiilerek kaydedilmis ve kdkgiik
biiyiime orani mm/giin olarak hesaplanmistir. Bu denemeler her petride 2 tohum
olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve elde edilen tiim verilere istatistiki

analiz uygulanarak sonuglar degerlendirilmistir.

3.6. Biyokimyasal Testler

Pamuk bitkilerinden izole edilen antagonistik bakterilerin tanilanmasinda ikili
kiiltiir testi sonucunda engelleme gosteren ve Verticillium dahliae’a Karst in-vivo
etkileri saptanan toplam 12 adet endofitik bakterinin 6n tanilamasini yapmak
amaciyla uygulanmistir. Bu testlerde pozitif kontrol amaciyla daha 6nce tanilanmis

bilinen bakteri kiiltiirleri kullanilmstir.
3.6.1. Gram boyama

Gram boyama iglemi Klement (1968)’de belirtilen yonteme gore yapilmistir.
Oncelikle temiz bir lam alinarak iizerine bir damla steril su damlatilmistir. Sonra
Nutrient agar besiyerinde gelismis olan 24-48 saatlik bakteriler steril 6ze yardimiyla
yayllmis ve daha sonra lam hafifce alevden gecirilerek bakteriler lam {iizerine
sabitlenmistir. Lam iizerine crystal violet sollisyonu damlatilarak bir dakika
bekletilmis ve lamlar ¢esme suyunda yikanmigtir. Sonra gram iodine damlatilarak bir
dakika beklenmis ve tekrar ¢esme suyunda yikanmistir. Ardindan lamin tizeri %
95°lik etil alkol ile yikanip 30 saniye beklenmistir. Son olarak lamin iizeri safranin
soliisyonu ile kaplanmis ve 1 dakika beklenerek lam yikanmis ve temiz bir pegete ile
kurulanmistir. Hazirlanan preparatlara mikroskopta 100x objektif altinda immersiyon
yag1 ile bakilmis mavi-mor goriilen bakteriler gram pozitif, pembe-kirmiz1 olarak
goriilenler ise gram negatif olarak degerlendirilmistir. incelenen bakterilerin hiicre

sekilleri kaydedilmistir.
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3.6.2. Potasyum hidroksit testi

Bu test i¢in bir adet lam {izerine % 3’liik Potasyum hidroksit soliisyonundan
pastor pipeti yardimiyla 1 damla damlatilmigtir. Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat
slireyle gelismis olan bakteri kiiltlirlerinden steril bir kiirdan yardimiyla bir miktar
alinarak lam iizerinde yayilmasi saglanmigtir. Lam {izerine yayilan bakteri
kiiltiirtinde kiirdan1 hafifce kaldirdigimizda erime olup uzama saglaniyorsa pozitif
reaksiyon (gram negatif), uzama olmuyorsa negatif reaksiyon (gram pozitif) olarak

degerlendirilmistir (Fahy and Hayward, 1983).
3.6.3. Fluoresan Pigment Olusumu

Bu amagla izole edilen bakterilerin King et al., (1954)’e gore Pseudomonas
Agar F (Merck) besiyerinde UV 1sik altinda fluoresan verme Ozellikleri

incelenmistir
3.6.4. Oksidaz testi

Bu test i¢in Kovacs (1956)’da belirtilen yonteme goére %1 tetra methyl-p-
phenylendiamine dihydrochoride igeren test sollisyonu kullanilmistir. Nutrient agar
besiyerinde 24-48 saat sureyle gelistirilmis olan bakterilerden platin 6ze ( veya steril
kiirdan) ile bir miktar alinmis ve steril kurutma kagidina yayilmistir. Daha sonra
hazirlanmis olan test soliisyonundan pastor pipeti yardimiyla 1 damla damlatilmis
kiiltiiriin 10 saniye i¢ginde mavimsi mor renk almasi pozitif, 15-60 saniye arasindaki
renklenme gecikmis pozitif, 5 dakika igerisinde renk degisimi gdzlenmemisse negatif

sonug olarak degerlendirilmistir.
3.6.5. Is testi

Bu test isleminde i¢inde 2,5-3ml hacimli steril su bulunan tiiplere Nutrient
agar besiyerinde 24-48 saat gelismis taze bakteri kiiltiirlerinden bir siispansiyon
hazirlanmis ve su banyosuna koymadan Once hazirlanan siispansiyondan bir 6ze
dolusu bakteri Nutrient agar besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir. Daha sonra tiipler su
banyosunda 80°C’de 15 dakika kaldiktan sonra tekrar Nutrient agar besiyerine ¢izgi
ekim yapilmistir ve 24+2 °C’de inkubasyona birakilmistir. 48 saat sonra 1s1 sonrasi
gelisen bakteriler pozitif olarak degerlendirilirken gelisme gdstermeyenler negatif

olarak kaydedilmistir (Bradbury, 1970).
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3.6.6. Levan olusumu

Bu test isleminde %5 sakkaroz igeren Nutrient agar (sakaroz 50g, Difco NA
23g, damitik su 1000ml, pH=7,2) besiyeri kullanilmistir. Nutrient agar besiyerinde
24-48 saat siireyle gelismis bakteri kiiltiirlerinden NSA besiyerine ekim yapilmis ve
gelisen bakterilerin NSA besiyerinde kubbe seklinde koloni olusturmasi pozitif,

olusturmamasi negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
3.6.7. Patateste yumusak ciiriikliik testi

Bu test i¢in yaklasik 1cm kalinliginda kesilen patates dilimleri 6nce alkolden
( % 96’lik) ardindan alevden geg¢irilmis ve steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur.
Daha sonra her bir halkanin orta kismindan steril bisturi yardimiyla 3-4 mm
derinlikteV seklinde bir serit ¢ikarilmistir ve iginde nemlendirilmis steril kurutma
kagidi bulunan steril petri kaplarinin icine patates dilimleri yerlestirilmistir. Serit
seklinde c¢ikarilan kisma 24-48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden steril 6ze yardimiyla
alinan inokulum yayilmis ve petriler 24+2°C’de 24-48 saat inkube edilmistir. Bu siire
sonunda yumusama goriilen patates dilimleri pozitif, goriilmeyenler ise negatif sonug

olarak kaydedilmistir (Bradbury, 1970).
3.6.8. Nitrati indirgeme testi

Nitrat indirgeme testi Lelliot et al. (1966)’ da belirtilen yonteme gore
yapilmistir. Bu amacgla 5 ml hacimli tiiplere hazirlanan besiyeri (peptone 10g,
K,HPO,4 5g, agar 2g, yeast extract 1g, damitik su 1000ml pH= 7.2 ) kullanilmistir.
Nitrat ayiract olarak soliisyon A (sulfanilik asit 400mg, 5N asetik asit 50 ml) ve
solisyon B (1- naphthylamine 300mg, 5N asetik asit 50 ml) kullanilmistir.
Hazirlanan besiyeri 121°C’ de 3 dakika eritilerek vida kapakli tiiplere 5° er ml
konmus 121°C” de 15 dakika otoklav edilmistir. Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat
stireyle gelismis bakteri kiiltiirlerinden steril 6zeyle bakteri alinmis ve hazirlanan
tiiplere batirma inokulasyon yapilmistir. Tiipler 24+2°C’de 24 saat siireyle inkube
edilmis daha sonra 1 damla gram iodine ardindan 0.5ml soliisyon A ve 0.5ml
soliisyon B mikropipet yardimiyla alinarak tiiplerin lizerine damlatilmistir. Tiiplerde
nitratin indirgendigini gOsteren rengin kirmizi olmasi pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir. Birka¢ dakika igerisinde renk olugmazsa bistiiri ucuyla ¢inko
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tozu ilave edilmis ve tiiplerde renk olugmasi negatif, renk olugsmamasi ise pozitif

sonug olarak degerlendirilmistir.

3.6.9. Oksidatif fermentatif (O/F) reaksiyon testi

Bu test isleminde peptone 1g, NH4H,PO, 1g, KCI 0.2 g, MgSO47H,0 0.2 g,
bromothymol blue 0.03g, agar 3g, 100g glikoz (%10), damitik su 1000ml (pH=7.2)
kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri 121°C’ de 3 dakika eritilerek vida kapakli tiiplere
4.5’ er ml konmus ve 121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir. Glikoz 100 ml suda
eritilmig ayr1 otoklav edildikten sonra besiyerine ilave edilmistir. Besiyeri otoklav
edilip 50°C’ ye kadar sogutulduktan sonra ayri olarak otoklav edilen glikozdan
mikropipetle 0.5 ml c¢ekilerek her bir tiipe ayr1 ayr1 koyularak tiip karistiricida
homojen olarak karistirllmistir. Daha sonra Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat
stireyle gelistirilen bakteriler steril 6zeyle alinmis ve 2 ayr tlipe batirma inokulasyon
yapilmustir. Tiiplerden birinin {izerine 1.5 ml mineral yag ilave edilmis digerine ise
yag konmadan 24+2°C’de 24-48 saat siireyle inkube edilmistir. Inkubasyon siiresinin
sonunda tiiplerde sar1 renk olusumu pozitif sonug, yesil renk ise negatif sonug olarak

degerlendirilmistir (Bradbury, 1970).
3.6.10. Arginine hidrolizi testi

Bu amagla L+ arginine hydrochloride 10g, sodium chloride 5g, peptone 1g,
K,HPO4 0.3 g, phenol red 0.01g, damitik su 1000ml (pH=7.2) olmak {iizere
hazirlanan besiyeri 121°C” de 3 dakika eritilerek vida kapakl tiiplere 4’er ml konmus
ve 121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir. Nutrient agar besiyerinde 24-48 saat
stireyle gelismis taze bakteri kiiltiirlerinden steril 6zeyle bir miktar bakteri alinmis ve
tiipler steril 6ze yardimiyla batirma seklinde inokule edilmistir. Daha sonra tiiplerin
tizerine 1ml steril minerel yag ilave edilmis 244+2°C’de 24 — 48 saat siireyle inkube
edilmistir. Bu siirenin sonunda tiiplerde sar1 renk olusumu negatif sonug, kirmizi renk

olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Bradbury, 1970).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. izolasyon Calismalari

4.1.1. V. dahliae izolatlar:

Kasim 2004 yilinda Aydm ili ve ilgelerindeki pamuk iiretimi yapilan
alanlardan hastalik belirtisi gdsteren yabanci ot (Sekil 2) ve pamuk bitki (Sekil 3)
ornekleri alinmis ve yapilan izolasyon calismalar1 sonucunda 8 adet Verticillium
dahliae izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin tek spor izolatlar1 elde edilerek
denemelerde kullanilmistir. Yapilan mikroskobik degerlendirmelerde konidi
tastyicilarmin verticillat dallanma gosterdigi ve PDA besiyerinde mikrosklerot
olusturdugu saptanmustir. Sayar-314 pamuk bitkilerinde yapilan patojenisite testleri
sonucunda 8 adet izolat V. dahliae olarak tanilanmistir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Izolasyon ¢aligmalarindan sonra elde edilen Verticillium spp. izolatlar1 ve Sayar 314 gesiti
pamuk bitkilerinde olusturdugu hastalik siddeti

izolat no Alindig1 yer Alindig1 bitki 7w Hastalik Siddeitrildeks*
AmRVD-1 | Incirliova Amaranthus spp 22.8 1.5
PYDV-2 Kosk Pamuk 114 0.5
PYDV-3 Yenipazar Pamuk 61.4 3.0
PYDV-4 Kosk (Dalama) Pamuk 27.0 1.5
PYDV-5 Incirliova Pamuk 64.5 3.0
PYDV-6 Ortaklar Pamuk 75.0 3.0
PYDV-7 Nazilli Pamuk 45.8 2.5
Vpla AD.U. Zir. Fak. Pamuk 57.29 2.5

(*) iki tekerriiriin ortalamasidir
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Sekil 2. Aydn {li incirliova ilgesinde V. dahliae ile enfekteli bir horozibigi (Amaranthus sp.)
bitkisinin gdriiniimii.

Sekil 3. Aydn li incirliova ilgesinde Veriticillium Solgunlugu belirtileri gdsteren bir pamuk
bitkisi.
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Cizelge 5 degerlendirildiginde 1 adet Amaranthus sp. yabanci ot bitkisinden
ve 7 adet pamuk bitkisinden olmak tiizere toplam 8 adet Verticillium dahliae izolat1
elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin hastalik siddeti inokulasyon tarihinden 4 hafta
sonra her bitkideki yaprak alanlar1 esas almarak degerlendirilmigtir. Pamuk
bitkisinden elde edilen PYDV-3, PYDV-5 ve PYDV-6, VPIA izolatlar1 % 50 ile
%75 arasinda hastalik siddeti olusturmus ve viriilenslikleri diger izolatlara gore
yiiksek bulunmustur. En diisiik virlilenslik ise hastalik siddeti ortalamasi %1-25
arasinda olup hastalik indeks ortalamasi ise 0.5 olan PYDV-2 izolatinda tespit
edilmistir. Amaranthus spp.” den izole edilen AmRVD-1 ve pamuktan elde edilen
PYDV-4 izolatlar1 Sayar 314 ¢esiti pamuk bitkilerinde sirasiyla % 22,8 ve % 27

oraninda hastalik olusturmustur.
4.1.2. Endofitik bakteri izolatlar:

Aydin Ili ve ilgelerindeki pamuk ekim alanlart 2004 Temmuz ayinda alman
toplam 20 adet yabanci ot tiirli 6rneklerinden yapilan izolasyon ¢aligmalarinda 117
adet bakteri izolat1 elde edilmis ancak ikili kiiltiir testlerinde etkili bir antagoniste
rastlanmamistir (Cizelge 6). 2004 yili Kasim ayinda 13 adet, 2005 yili Eyliil ayinda
ise 10 adet olmak {izere toplam 23 adet pamuk bitki 6rnegi Nazilli Pamuk Arastirma
Enstitiisii deneme alanlarindan alinmig ve izolasyon calismalari sonucunda koloni
morfolojisi bakimindan gruplandirilmis toplam 163 adet bakteri izolati elde
edilmistir. Yapilan ikili kiiltiir testleri sonucunda 2004 yilinda 3 adet, 2005 yilinda
ise 9 adet olmak lizere antagonistik etki gosteren toplam 12 adet endofitik bakteri
izolat1 elde edilmistir. Cizelge 6’da elde edilen bakteri izolatlar1 sayis1 ve in-vitro
etkileri sonucunda 6n elemeye tabi tutularak etkili bulunan endofitik bakteri izolatlar1
isimleri ve alindig1 konukcu bitkilerin isimleri verilmistir. Etkili bulunan bu

izolatlarin hig birisi tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu gostermemistir.
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Cizelge 6. Survey c¢alismalar1 sonucunda elde edilen bakteri izolatlar

éz;);?stl Alindig1 yer Alindig1 bitkinin tiirkce ve bilimsel adi In;;'(l)tl:: ;t(l)ﬂh

6 | AD.U Zir. Fak. | Semiz otu Portulaca oleracea

17 | AD.U Zir. Fak | Képek iiziimii Solanum nigrum
2 | AD.U Zir. Fak | Pitrak Xanthium strumanium

22 | AD.U Zir. Fak | Benekli darican Echinochlua colonum

21 | AD.U Zir. Fak Beneksiz darican Echinoclua cruss-galli
7 | AD.U Zir. Fak Yapigkan ot Seteria verticillata
1 | Aydin-Merkez Kopek liziimii Solanum nigrum
3 | Aydmn-Merkez Pitrak Xanthium strumanium

16 | Yenipazar Horoz ibigi Amaranthus retroflexus
1 | Yenipazar Kopek liziimii Solanum nigrum
1 | N.P.A Enst. Esek marulu Sonchus oleraceus
3 | Pamukoéren Yabani hardal Sinapis arvensis
1 | Buharkent Sirken Chenopodium murale
3 | Buharkent Yabani turp Raphanus raphanistrum
1 | Cine Yabani turp Raphanus raphanistrum
1 | Incirliova Yabani turp Raphanus raphanistrum
3 | Incirliova Siitlegen Euphorbia spp.
6 | Incirliova Seytan elmasi Datura stramarium
1 | Kogarlt Sirken Chenopodium murale
1 | Sazlikoy/Soke Seytan elmasi Datura stramarium
9 | N.P.A Enst. Pamuk-GC 8915 Gossypium hirsitum E-2
1 | N.P.A Enst. Pamuk-108F Gossypium hirsitum
3 | N.P.A Enst. Pamuk-Deltapine886 Gossypium hirsitum

2 | N.P.A Enst. Pamuk-Bahar 82 Gossypium barbadense
5 | N.P.A Enst. Pamuk-TKY 9309 Gossypium hirsitum

4 | N.P.A Enst. Pamuk-Agkabat 71 Gossypium hirsitum
3 | N.P.A Enst. Pamuk-Deltapine 882 Gossypium hirsitum E-21, E22
4 | N.P.A Enst. Pamuk-Giza 45 Gossypium barbadense
3 | N.P.A Enst. Pamuk-Mc namara Gossypium hirsitum

2 | N.P.A Enst. Pamuk-GW 8752 Gossypium hirsitum
9 | N.P.A Enst. Pamuk-Is 10 Gossypium sp.
9 | N.P.A Enst. Pamuk-Tamcot Gossypium hirsitum B-4
9 | N.P.A Enst. Pamuk- Tamcot Gossypium hirsitum B-5
9 | N.P.A Enst. Pamuk- Tamcot Gossypium hirsitum B-8
9 | N.P.A Enst. Pamuk-Giza 45 Gossypium barbadense C-5
8 | N.P.A.Enst Pamuk-Albania Gossypium barbadense
8 | N.P.A Enst Pamuk-Coker 100AWR | Gossypium hirsitum
8 | N.P.A.Enst Pamuk-Stonville 825 Gossypium hirsitum F-2
8 | N.P.A.Enst Pamuk- Stonville 825 Gossypium hirsitum F-5
8 | N.P.A.Enst Pamuk- Stonville 825 Gossypium hirsitum F-8
8 | N.P.A.Enst Pamuk-Varamine Gossypium hirsitum
9 | N.P.A Enst Pamuk-Agskabat 100 Gossypium barbadense H-9
9 | N.P.A Enst Pamuk-Gedera 5 Gossypium hirsitum 1-3
3 | N.P.A Enst Pamuk-GS 247 Gossypium hirsitum
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4.2. In-vitro Etkinlik Denemeleri

Pamuk bitkisinden elde edilen in-vitro’ da on eleme testinde etkili bulunan ve
bitki patojeni olmadig: tiitiin testi ile tespit edilen 12 adet endofitik bakteri izolatinin
V. dahliae’a kars1 in-vitro® da etkilerini belirlemek amaciyla yapilan 3 yinelemeli

ikili kiiltiir testlerinin sonuglar1 Cizelge 7 ve Ek 1’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 7. In-vitro’da V. dahliae’nin gelismine kars1 antagonistik bakterilerin etkileri

Izolat no Ortalama % Engelleme
(mm)*
F2 11.0a 66.8
F5 12.7a 61.8
B8 17.0b 48.7
Cs 17.3 be 47.7
E22 18.7 bed 43.7
B4 19.2 bede 422
B5S 20.7 cde 37.7
E2 22.2 def 33.2
I3 22.2 def 33.2
H9 22.5de 32.1
F8 24.7 fg 25.6
E21 265¢ 20.1
Kontrol 332h 00.0

(*) Ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiksel agidan fark yoktur, LSD testi P<0.05

Cizelge 7 degerlendirildiginde antagonist bakterilerin yiizde engelleme
oranlart % 20,1-66,8 oraninda degistigi tespit edilmistir. En yiiksek etki 9%66,8
engelleme orantyla F2 izolatinda gozlenirken onu F5 izolati % 61,8 oranla takip
etmis ve bu iki izolatinda istatistiksel olarak farkli olmadigi kaydedilmistir. B8 %
48,7, C5 %A47,7, E22 % 43,7 ve B4 % 42,2 oranlarinda engelleme gostermisler ve
bunlar istatistiksel olarak kendi aralarinda farksiz bulunmustur. E2 ve I3 izolatlar1
ayni derecede engelleme gostermis ve yiizde engellemeleri 33,2 olarak tespit
edilmistir. H9, F8 ve E21 ise in-vitro kosullarda V. dahliae’a kars1 en diisiik etkiyi
gosteren izolatlar olarak belirlenmislerdir. Higbir inokulasyon yapilmayan kontrol
petride saptanan koloni c¢ap1 tiim diger karakterlerden istatistiki olarak farkl

bulunmustur.



-33.

4.3. In-vivo Etkinlik Denemeleri

In-vitro testlerde antagonistik etkisi saptanan 12 adet endofitik bakteri
izolatinin, V. dahliae’a kars1 in-vivo etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla duyarl
Sayar 314 c¢esidi pamuk tohumlar1 kullanilarak saksi kosullarinda yiiriitiilen
denemelerde; tohum ekimi 27/12/05, inokulasyon 25/01/2006, giibreleme
17/01/2006, saymmlar da 1/02/2006, 8/02/2006, 15/02/2006 ve 22/02/2006
tarihlerinde olmak Ttizere 4 sayim yapilmigtir. Her sayimda skalaya gore
degerlendirilen hastalik siddetleri her sayim i¢in ayri istatistiki analiz yapilarak
sonuglar Cizelge 8 ve Ek 2’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 8. Antagonist bakteri izolatlari ile kaplanmig Sayar 314 ¢esidi pamuk tohumlarindan olusan
bitkilerde V.dahliae inokulasyonu sonrasi hastalik sidetleri

tpolatlar Hastahk Siddeti (%)*
1. Sayim 2. Sayimm 3. Saymm 4. Sayim

B4 7.33 be 60.83 abc 79.49  abc 88.33 ab
B5 6.49bcd 42.16 bede 69.16 abcd 79.66 abc
BS 1.08 cd 43.32 bede 66.83 abcde 76.83 abc
(O8] 0.00 d 17.83 e 37.99  ef 59.82 cd
E2 1449 a 69.33 ab 90.66 ab 95.16 a
E21 0.00 d 1449 ¢ 23.49 f 4482 d
E22 3.49bcd 53.32abcd 74.83 abc 89.33 ab
F2 8.08 ab 7699 a 92.33 a 9583 a
F5 4.66bcd 27.50 de 42.00 def 59.99 cd
F8 1.00 cd 2932 de 71.33 abed 79.66 abc
H9 032 d 38.66 cde 61.83 bede 72.83 abc
I3 5.82bcd 44.49bcde 75.66 abc 90.66 a
Kontrol 3.16bcd 26.39 de 54.66 cde 65.82 bed

(*) Aynu siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur, LSD testi P<0.05

Cizelge 8 incelendiginde antagonist bakterilerin V.dahliae’a karst
etkinliklerini belirlemeye yoOnelik yapilan hastalik siddeti degerlendirmelerinde
sirastyla E21, C5, F5 in en etkili izolatlar oldugu, H9 ve B8 nolu izolatlarin da ikinci
derecede tUmitvar etkiye sahip olduklar1 goriilebilir. Dort sayim sonucu

degerlendirildiginde bazi izolatlarda hastalik siddetinin sadece patojen fungusun
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verildigi baska hi¢ uygulama yapilmayan kontrole gore hastalik siddetini arttirdig:
goriilmiistiir. Bunlar sirasiyla F2, E2, 13, E22 ve B4 olarak sayilabilir. Bu bulgular
tim sayim sonuglar1 grafik seklinde gosterimi (Sekil 4) ile daha belirgin sekilde
goriilebilmektedir. Sekil 4 incelendiginde E21, C5 ve F5 nolu izolatlarin tiim
sayimlarda kontrole gore daha diisiik diizeyde hastalik olusturdugu buna karsin diger

izolatlarin kontrole gore daha yiiksek oranda hastaliga neden oldugu agikca

goriilmektedir.
100
90 B 4
—=—B 5
80 B8
-~
S 70 —=C5
:_: —t—F 2
@ 60 F5
3 ——F 8
= 50
or
x H9
3 40 I3
7] E2
]
£ 30 E 21
20 E 22
Kontrol
10
0
0 1 2 3 4
Hafta

Sekil 4. Antagonist bakteri izolatlari ile kaplanmis Sayar 314 ¢esidi pamuk tohumlarindan olusan
bitkilerde V. dahliae inokulasyonu sonrasi yiizde hastalik sidetleri.

Saksi testlerinde en etkili bulunan E21, C5, F5 ve limitvar sonug veren B8 ve
HO nolu izolatlar ile 2 farkli V. dahliae izolat1 kullanilarak yiiriitiilen in -vivo etkinlik
denemelerinde PYDV-6 izolatinin kullanildig1 bitkilerde inokulasyondan 21 giin
sonra tlim bitkiler yapraklarini dokiip oldiikleri i¢in sayim yapilamamistir. Bu
nedenle deneme 2. sayim verileri dikkate alinarak degerlendirilmis ve sonuglar

Cizelge 9 ve Ek 3’de verilmistir.
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Cizelge 9. Bes Antagonist bakteri izolatlari ile kaplanmig Sayar 314 ¢esidi pamuk tohumlarindan
olusan bitkilerin 2 V. dahliae izolat1 ile inokulasyonu sonrasi yiizde hastalik siddeti

Bakteri V. dahliae izolatlar: Ortalama
Izolatlan Vpla PYDV-6

F5 7.83 D 58.70 C 33.27
H9 13.83 D 79.00 B 46.41
E21 16.19 D 81.50 B 48.84
B8 7.81 D 93.87 AB 50.84
C5 16.70 D 87.41 AB 52.05
Kontrol 12.54 D 98.00 A 55.27
Ortalama 12.48 83.08

(*) Ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur, LSD testi P<0.05

Bes antagonist bakteri izolatinin 2 farkli V. dahliae izolatina kars1 yiiriitiilen
denemelerde izolatlarin V. dahliae agisindan etkinlikleri farkli bulunmus ve bu
etkinin 2 farkli V. dahliae izolatina gore degistigi goriilmiistiir. Denemelerde en iyi
etkinlik F5 nolu izolatin kullanimi ile elde edilmistir. Calismada kullanilan PYDV-6
izolat1 viriilensi ¢ok yiiksek bir izolat olup inokulasyondan 2 hafta sonra bitkilerde

yapraklarin tamamen dokiildiigii ve bitkilerin 6ldiigii goriilmiistiir.

Birinci in-vivo denemelerde inokulasyondan sonra her sayim dncesi bitkilerin
fotograflar1 Sekil 5, 6, 7 ve 8 de gosterilmektedir. Sekillerde goriilecegi gibi
inokulasyondan 1 hafta sonra bitkilerde yapraklarda sararma ve nekrozlar seklinde
belirtiler baglamis, 2 haftadan sonra yaprak dokiimleri goriilmiis 3 hafta sonunda ise

bazi karakterlerde yapraklar tamamen dokiilerek bitkiler 6lmeye baslamistir.
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Sekil 5. Tohumlarina antagonist bakteri uygulanmis pamuk bitkilerinin V. dahliae (Vpla)
inokulasyonundan 1 giin sonraki goriiniimii.

Sekil 6. Tohumlarina antagonist bakteri uygulanmis pamuk bitkilerinin V. dahliae (Vpla)
inokulasyonundan 7 giin sonraki goriiniimii.
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Sekil 7. Tohumlarina antagonist bakteri uygulanmis pamuk bitkilerinin V. dahliae (Vpla)
inokulasyonundan 14 giin sonraki gériinimii.
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Sekil 8. Tohumlarina antagonist bakteri uygulanmis pamuk bitkilerinin V. dahliae (Vpla)
inokulasyonundan 21 giin sonraki gériinimii.
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4.4. Etki Mekanizmalarima Yonelik Testler

4.4.1. Kolonizasyon

In-vivo testlerde en etkili bulunan antagonist bakterilerden E21, F5 ve C5
izolatlarinin rifampicine dayanikli mutant 1wrklarinin elde edilmesine yonelik
caligmalarda sadece E21 ve F5 izolatlar1 i¢in mutant irk elde edilebilmis, buna
karsilik C5 izolatindan dayanikli itk elde edilememistir. Bu nedenle kolonizasyon
caligmalar1 sadece normal ve mutant E21 ve F5 izolatlar1 kullanilarak yiiriitiilmiistiir.
Bu amagcla elde edilen bu izolatlarin pamuk fidelerindeki dagilimini tespit etmek

amaciyla yapilan ¢alismanin sonuglari asagidaki Cizelgede verilmistir.

Cizelge 10. Mutant antagonist bakteri izolatlarmin pamuk fidelerindeki dagilimi

Izolat Kok bogazi alti Kok bogazi iistii Kok bogazi iistii
ilk 5 cm I’inci Sem 2’inci Scm
E21 Rif 16100* 20%* 0
F5 Rif 700%* - -

(*) 5 adet 5 cm lik bitki par¢asindan hazirlanan siispansiyonunun mililitresindeki bakteri sayist

Cizelge 10 degerlendirildiginde pamuk fidelerinin kdk bogaz: alt1 ilk 5 cm,
kok bogazi listii birinci 5 cm ve kok bogazi {istii ikinci 5 cm’ lik bitki pargalarindan
yapilan izolasyon g¢aligmalar1 sonucunda hazirlanan siispansiyonun mililitresindeki
bakteri sayisini belirlemek amaciyla yliriitiilen ¢alismada E21Rif izolat1 ile kaph
tohumlardan olusan bitkilerde, ekimden 8 giin sonra koklerde yogun olarak kolonize
oldugu aym1 zamanda kok bogazi {iistii birinci 5 cm’de de kolonize olabildigi
belirlenmistir. Fakat kok bogazi iistii ikinci 5 cm’ den bakteri izole edilememistir.

Mutant F5 Rif izolatinin ise kok bolgesinde (kok bogazi alt1 ilk 5 cm)
kolonize olabildigi ancak E21 Rif izolat1 ile kiyaslandiginda bu kolonizasyonun daha
diistik oldugu belirlenmistir. Bitkilerin diger kisimlarindan ise bakteri izole
edilememistir.

Mutant antagonist bakteri izolatlarmin V. dahliae’a kars1 etkinliklerinde
mutasyon sonrast farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in 2 farkli pamuk ¢esitinin
(Sayar 314 ve Acala Maxa) tohumlar1 normal ve mutant bakteri izolatlar1 ile daha
once belirtilen yonteme gore kaplanarak bitkiler V. dahliae PYDV-6 izolat1 ile
inokule edilmistir. Inokulasyondan 10 giin sonra 0-4 skalasina gore yapilan

degerlendirme sonuclar1 Cizelge 11 ve Ek 4° de verilmistir.
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V. dahliae’a (PYDV-6 ) reaksiyonlari.

. Sayar 314 Acala Maxa
1zolatlar
Hastahk Siddeti (%)* Hastahk Siddeti (%)*

E21 24.62 a 3475 a

E21-Rif 3125 a 36.50 a

F5 35.00 a 23.62 a

F5 Rif 39.25 ab 41.25 ab

Kontrol 48.49 b 4591b

(*) 10 tekerriir ortalamasidir. Ayni siitundaki rakamlar istatistiki olarak farksizdir P<0.05

Cizelge 11°de verilen mutant ve normal antagonist bakteri izolatlar1 ile
inokule edilen Sayar 314 ve Acala Maxa pamuk cesitlerindeki yiizde hastalik
siddetleri istatistiki olarak incelenmis ve normal ve mutant izolatlarin etkinlikleri

arasinda bir fark olmadigi ve hastalig1 kontrol altina alabildigi goriilmiistiir.
4.4.2. Fosfat coziiniirligii

Fosfat ¢oziiniirliigiine yonelik olarak kalsiyum fosfat iceren besiyerinde
bakteri kolonileri etrafindaki agik zon dikkate alinarak yiiriitiilen test sonuclar

Cizelge 12’ de verilmistir.

Cizelge 12. Antagonist bakteri izolatlarmin fosfat ¢dzebilme yetenekleri

izolatlar Acik zon ¢ap1 izolatlar Acik zon ¢cap1
(mm)* (mm)*
B4 0 E22 11
BS 9 F2 0
B8 0 F5 0
C5s 0 F8 8
E2 0 H9 10
E21 10 I3 8

(*) 3 tekerriir ortalamasidir.
Cizelge 12 incelendiginde endofitik bakterilerden sirasiyla E22, E21, H9, BS,

F8 ve I3 izolatlarinin fosfat ¢6zebilme 6zelligine sahip oldugu, buna karsin B4, BS,

CS5, E2, F2 ve F5’ in fosfat ¢6zme 6zelligi olmadigr goriilmektedir.
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4.4.3. Ucucu bilesik iiretimi

V. dahliae’a etkileri: Antagonistik bakteriler tarafindan besi yerinde
olusturulan ugucu bilesiklerin V. dahliae’a (PYDV-6) karst etkilerini belirlemek
amaciyla bdlmeli petrilerde yiiriitiilen denemelerde endofitik bakterilerin varliginda
V. dahliae fungusunun koloni yaricaplar1 ve ylizde engelleme degerleri Cizelge 13 ve
Ek 5’ de verilmistir.

Cizelge 13. Antagonistik bakterilerin in-vitro’da V. dahliae’nin gelisimine kars1 olusturduklari
engelleme zonlari

. Bolmesiz Petri Bolmeli Petri
Izolatlar | Koloni yari ¢capi % engelleme Koloni yar ¢ap1 % engelleme
(mm) (mm)

B4 16.3 ab 6.67 17.0 abc 3.77
B5 17.0 ab 2.86 16.5 abc 6.60
B8 16.0 ab 8.57 18.0 ab -1.89
(O8] 155 b 11.43 183 a -3.77
E2 175 a 0.00 17.3 abc 1.89
E21 175 a 0.00 16.0 bc 9.43
E22 17.0 ab 2.86 14.0 d 20.75
F2 12.0 c 31.43 17.5 abc 0.94
F5 12.0 c 31.43 17.3 abc 1.89
F8 17.0 ab 2.86 17.5 abc 0.94
H9 16.5 ab 5.71 17.0 abc 3.77
13 16.7 ab 4.76 15.7 cd 11.32
Kontrol 175 a 0.00 17.7 ab 0.00

(*) 3 tekerriir ortalamasidir, ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur P<0.05
(**) % Engelleme = (kontrol-uygulama)/kontrol x 100

Cizelge 13 incelendiginde bakterilerin dogrudan fungus gelisimine etkilerini
belirlemek amaciyla bolmesiz petride yliriitilen denemede en yiiksek engelleme
orani sirastyla F5, F2, C5 bakterilerinden elde edilmistir. Bunlar1 sirasiyla BS, B4,
H9, I3 izolatlar1 izlemistir. Ugucu bilesiklerin etkilerini tespit etmek amaciyla i¢inde
bdlmeli petride ise en yiiksek etkiyi % 20,75 ile E22 izolat1 gostermis olup bunu %
11,32 oranla I3 ve %9,43 ile E21 no’lu izolat izlemistir. Geride kalan izolatlarin ise
PYDV-6 nolu V.dahliae fungus izolatina karst ugucu bilesikler agisindan énemli bir

etkisi goriilmemistir.
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Cimlenmeye etkileri: Antagonistik Ozellikte olan endofitik bakterilerin
pamuk tohumlarinin ¢imlenmesine yonelik etkilerini belirlemek amaciyla bakterinin
dogrudan ve olusturdugu ucucu bilesikler yoluyla etkilerini saptamak i¢in kokgiik
(radicle) uzunluklarimin biliylime oranlar1 dikkate alinarak degerlendirilmistir.

Sonuglar Cizelge 14 ve Ek 6’ da verilmistir.

Cizelge 14. Antagonist bakteri izolatlarmin Sayar 314 pamuk tohumlarinin kdk¢iik uzunluguna olan

etkileri

. Bolmesiz Petri Bolmeli Petri
Izolatlar | Kokgiik biiyiime % biiyiime Kokciik biiyiime % biiyiime

orani (mm/giin)* orani** orani (mm/giin)* orani**
B4 12.75 cd -12.59 20.32 ab 34.60
B5 2225a 52.51 17.08 bed 13.16
B8 15.58 be 6.79 22.16 a 46.79
Cs5 12.07 cd -17.25 11.65f -22.81
E2 18.58 ab 27.40 14.33 def -5.10
E21 10.90d -25.25 17.14 bed 13.56
E22 15.77 be 8.11 16.69 bed 10.53
F2 12.51 cd -14.24 19.80 abc 31.15
F5 14.58 bed -0.02 17.75 bed 17.60
F8 16.23 be 11.24 11.98 ef -20.64
H9 15.48 be 6.12 16.58 bed 9.83
13 13.50 cd -7.47 15.89 cde 5.28
Kontrol 14.59 bed 0.00 15.10 def 0.00

(*) 3 tekerriir ortalamasidir, ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur P<0.05
(**) % biiylime oran1 = (uygulama-kontrol)/kontrol x 100

Endofitik bakterilerin bdlmesiz petride pamuk tohumlarinda kokeiik biiytime
oranlarina dogrudan etkileri incelendiginde (Cizelge 14) B5 ve E2 nolu izolatlarin
gelismeyi 6nemli oranda tesvik ettigi, bu bakterileri ikinci derecede F8, B8 ve H9’un
izledigi, baz1 bakteriyel izolatlarin da (E21, CS5, F2, B4) gelismeyi yavaslattig
dikkati c¢ekmistir. Ayni bakteriler, bolmeli petride ugucu bilesiklerinin kokgiik
uzunluguna etkileri yoniinden degerlendirildiginde gelismeyi tesvik eden bakteriyel
izolatlar sirasiyla B8, B4 ve F2 olarak bulunmustur. Bunlari ikinci derecede F5, BS,
H9, E21 ve E22 bakterileri izlemistir. Buna karsilik bazi izolatlarin (F8, C5, E2) da

aksine gelismeyi yavaglattig1 saptanmistir.
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Ortasinda bolmesi olan steril plastik petriler kullanildigi bu denemelerde bazi
endofitik bakteri izolatlarindan bazilarinin kokgiik uzunluguna yonelik etkileri Sekil

9’ da gosterilmektedir.

Sekil 9. B4 no’lu endofitik bakterinin bélmeli petride Sayar-314 ¢gesiti
pamuk tohumlarinda kdkeiik uzunluguna etkisi.

Sekil 10. CS5 no’lu endofitik bakterinin bolmesiz petride Sayar-314 cesiti
pamuk tohumlarinda kokg¢iik uzunluguna etkisi.
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4.5. Biyokimyasal Testler

Pamuk bitkilerinden elde edilen toplam 12 adet antagonistik bakteri izolatinin
gram boyama ve biyokimyasal tanilama testleri yapilmis ve elde edilen sonuglar
Cizelge 15°de degerlendirilmistir.

Cizelge 15. Pamuk bitkilerinden izole edilen endofitik bakterilerin gram boyama ve bazi biyokimyasal
test sonuglari

2 Z - g - N Q 4 o = §, = Q .—E
z B| 2| B | 68|82 |225s8 |2 % ES
E 25| 3 | £ | 25|22 |EEEE L BBy = [BEw
O .5 M A Ea8|l02kk5Ba7e 2828 O <ol
B4 - + - + - - + +/- -
B5 - + - + + - + + +/- +
B8 - + - + - - + +/- -
Cs5 + - + - - - - - +/+ -
E2 + - + - - - - - +/+ -
E21 - + - + + - - + +/- +
E22 - + - + + - - + +/- +
F2 - + - - + - - - +/- -
F5 - + - - + - - - +/- -
F8 - + - + + - + + +/- +
HY9 - + - + + - + + +/- -
13 - + - + + - - + +/- +
Ecc-133* + - + + +/+
Pss-577% - + + - - + +
Bt* + - + +
E-595* - + - +
P.tolasii + +

(+) Pozitif (-) Negatif Sonug
Ecc -133 Erwinia corotovora subsp. carotovora, Bt Bacillus thrugiensis, E-595 Erwinia amylvora, P.tolasii

Pseudomanas tolasii, Pss-577 Pseudomanas syringae pv. syringae.

Cizelge 15°de goriildigii gibi test edilen bakterilerden C5 ve E2’nin gram
pozitif digerlerinin ise gram negatif bakteri oldugu belirlenmistir. C5 ve E2
bakterileri KOH (potasyum hidroksit) ve 1s1 testlerine pozitif sonu¢ verirken diger

bakteriler ise bu testlere negatif sonu¢ vermistir. Bu bakteriler gram boyama sonucu
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mikroskop altinda incelendiginde cubuk sekilli ve endospor igerdikleri dikkati
cekmis ve Bacillus cinsine bagl bakteriler olabilecegi kanisina varilmistir.

Gram negatif izolatlardan B4, B5, B8, E21, E22, F§, H9 ve I3 PAF
besiyerinde UV 151k altinda fluoresans veren bakteriler oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle Fluorasan Pseudomonaslar olarak degerlendirilmis ve Pseudomonas
genusuna ait bakteriler oldugu sonucuna varilmistir. Tiim pseudomonas izolatlar1
oksidaz pozitif, nitrat pozitif olarak bulunmus ve hi¢ birisi patateste yumusak
cliriikliige neden olmamistir. Pseudomonas izolatlarindan, 3 tanesi (B5, F8 ve H9)
levan pozitif, 5 tanesi de (BS5, E21, E22, F8, I3) Arginine hidrolaz pozitif
bulunmustur. Biyokimyasal testlerde gram negatif bakterilerin hi¢ birisi glikozu hem
oksidatif hemde fermentatif olarak kullanmamis, bu nedenle de izolatlar iginde

Enterobacteriaceae’e ait bir bakteri tiirli olmadig1 kanisina varilmstir.
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Sekil 11. Endofitik bakterilerin biyokimyasal test sonuglari. [1- O/F testi a) pozitif, pozitif b) pozitif,

[
m &:,
g

negatif, ¢) pozitif, pozitif d) inokule edilmemis kontrol 2-Nitrat rediiksiyonu testi a) negatif
b) pozitif ¢) inokule edilmemis d ve e) pozitif 3-Arginine dehidrolizi testi a) inokule

edilmemis kontrol b)pozitif ¢) negatif d) pozitif].
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5. TARTISMA

Calismamizda Aydin Ili ve ilgelerindeki pamuk iiretimi yapilan alanlardan
hastalik belirtisi gosteren yabanci ot ve pamuk bitki drnekleri alinmis ve yapilan
izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda 7 tanesi pamuk bitkilerindan 1 tanesi de Horoz ibigi
bitkisinden olmak iizere toplam 8 adet Verticillium spp. izolat1 elde edilerek
morfolojik yapilari, sklerot olusturma ozellikleri ve pamuk bitkilerinde patojenisite
testleri sonucunda V. dahliae olarak tamlanmustir (Cizelge 5). Ulkemizde yapilan
caligmalarda, hastalifa yakalanma oraninin Izmir, Aydin ve Manisa illerinde %27
(Uygun ve ark., 1978’e atfen Sezgin, 1985), Adana’da %0.01(Esentepe, 1979),
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde %16.27 (Sagir ve ark., 1995), Antalya’da %14
(Esentepe, 1979) oldugu bulunmustur. Ege Boélgesi'nde V. dahliae kayisi, yer
fistig1, kavun, Amaranthus viridis, Datura sp, Erigeron sp. ve Xanthium
strumarim 'dan izole edilmistir (Kocatiirk ve Karcilioglu, 1976).

Pamuk {iiretim alanlarindan alinan pamuk ve yabanci ot bitki drneklerinden
yapilan izolasyon g¢alismalar1 sonucunda yabanci otlardan 117 adet bakteri izolati
elde edilmis ancak Verticillium dahliae’a etkili bir antagonist endofitik bakteriye
rastlanmamistir. Pamuk bitkilerinden ise toplam 163 adet bakteri izolat1 elde edilmis
antagonistik etki gosteren toplam 12 adet endofitik bakteri elde edilebilmistir. Zinniel
et al. (2002) 4 kiltlir bitkisi (soya, sorgum, bugday ve musir) ve 27 farkli bitki
tiriinden 853 endofitik bakteri izolatinin fenotipik oOzelliklerini belirlemis ve
hi¢birinin patojenik 0Ozellik tagimadigini ve izolatlardan bazilarimin biyolojik
miicadelede kullanilabilecegini bildirmistir.

Calismamizda pamuk bitkisinden elde edilen 12 adet endofitik bakteri
izolatindan V. dahliae’nin misel gelisimine karst in-vitro’ da etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan ikili kiiltlir testlerinin sonucunda en yiiksek antagonistik etki
sirastyla F2 (% 66,8), F5 (%61,8), B8 (%48,7), C5 (%47,7), E22 (43,7) ve B4
(%42,2) izolatlarindan elde edilmistir. Buna karsilik in-vivo testlerde V. dahliae’a
karsi en iyi sonu¢ E21, C5 ve F5 izolatlarindan alinabilmistir (Cizelge 8). Bu
endofitlerden sadece 2 tanesi in-vitro da antagonistik etkiye sahip olup E21 nolu
izolatin in-vitro etkinligi ise oldukca diisiiktiir. Zheng-Qing et al. (1999b), Cin’de

yapmis olduklar1 ¢alismada endofitik bakteri izolatlarindan 73a ve Ala’ nin pamukta
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V. dahliae 1rklarindan JC1b ve BP2 nin misel gelisimini sirastyla %51,0 ve 53,3

oraninda engelledigini bildirmislerdir.

Endofitik bakterilerin in-vitro ve in-vivo etkinlikleri arasinda tam bir
korelasyon s6z konusu olmadigir gibi (Mercado-Blanco et al., 2004) bu bakteri
tiiriinden tiiriine ve biyolojik etki mekanizmasia gore de degisebilmektedir. Ornegin
Chen et al. (1995), pamuklarda Fusarium Solgunluk hastaligina kars1 endofitik
bakterilerle biyolojik miicadele olanaklarini aragtirdigi ¢aligmasinda pamuk
bitkilerinden izole ettigi 170 endofitik bakteriden 49 tanesi pamukta kok
hastaliklarina kars1 in vitro’ da etkili bulurken Fusarium Solgunluguna karsi in-vivo
testlerde sadece 6 izolatin etkili oldugunu belirtmistir. Ad1 gecen arastiricilar etkili
bulunan bu endofitlerin pamuk goévdesinde 28 giine kadar kolonize olabildigini,
testlenen 5 izolattan 2 tanesinin bitki i¢inde hareket edebildigini bildirmistir.
Denemelerimizde etkili bulunan endofitik bakterilerden F5 ve E21 tohum
inokulasyonu sonrasi bitki koklerinde igsel olarak kolonize olabildigini, bunlardan
E21’in govde de kolonize olabilecegini gostermistir. Quadt- Hallman et al. (1997a),
endofitik bir SIR 6zellikli bakteri olan P. fluorescens 89B-61’in pamuk bitkisindeki
i¢sel kolonizasyonu serolojik testlerle incelemistir. Arastiricilar izolasyon caligmalari
sonucunda tohum uygulamasi sonrasinda 89B-61’in kok igindeki populasyonu gram
dokuda 1.1x10° hiicre seklinde bulunurken bakterinin govde, kotiledon veya
yapraklardan izole edilemedigi bildirilmistir. Quadt-Hallmann et al. (1997b),
pamuklardan izole ettikleri bir bagka endofit bakteri Enterobacter asburiae irk
JM22’nin pamuk tohumlarmin su agarda ¢imlendirilerek bakteri ilavesi seklinde
uyguladiklar1 calismada; endofitik bakterinin yara acilmaksizin aktif bir sekilde
dokularin igine girebildigini ve kokgiik i¢inde bakteri populasyonunun gram dokuda
3.8x10° bakteri hiicresine ulastigini belirtmislerdir. Adams and Kloepper (2002),
pamuk bitkilerinde endofitik bakterilerin varliginin belirlenmesinde konukc¢u
genotipinin etkisini aragtirmiglar ve pamuk bitkisinin tohum ¢imlenmesini takiben
orijini ister toprak isterse tohum olsun endofitik bakterileri bilinyesine aldigim
saptamislardir. Bu kolonizasyonun pamuk c¢esitlerine gore degisen oranda genetik,
fizyolojik ve morfolojik kriterlere gore farkliliklar gosterebilecegini ifade etmislerdir.
Calismalarimizda etkili bulunan endofitik bakteriler hepsi pamuk orijinli olup farkl

pamuk ¢esitlerinden izole edilmistir (Cizelge 6).
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Biyolojik miicadelede kullanilan ve bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin
onemli etki mekanizmalarindan biri de fosfat ¢ozme yeteneklerinin olmasidir (Freitas
et al., 1997). Pamuklardan izole edilen endofitik bakteri izolatlarimiz fosfati ¢6zme
ozellikleri acisindan degerlendirildiginde 12 izolattan 6 tanesi fosfati ¢ozebilme
ozelliginde oldugu belirlenmistir. Gerek bitki gelisimini tesvik gerekse hastaligin
engellenmesi ile fosfat ¢ozebilme oOzellegi arasinda bir iliskinin varligi ilerde

yiiriitiilecek ¢aligmalarla aydinlatilmasi gerekir.

Bolmeli petriler kullanarak endofitik bakterilerin ugucu bilesikler yardim ile
fungal gelismeyi engelleyebildigi ve de pamuk bitkilerinin koke¢iik gelisimini tesvik
ettigi calismalarimizla saptanmistir (Cizelge 13 ve 14). Benzer sekilde Cin’de
yapilan bir calismada 73a kodlu endofitik bakteri ile muamele edilen pamuk
tohumlarinin ¢imlenme giicliniin arttig1 saptanmistir (Zheng-Qing et al. 1999a). V.
dahliae ve Fusarium oxysporum fsp. lycopersici ile bulasik toprakta yetistirilen
domates ve kolza bitkilerinde endofitik bakteriler tarafindan hastaligin kontrol altina
alinmasi ve bitki gelisme hizinin incelendigi bir ¢alismada in-vitro kosullarda kolza
tohumlarinin ¢imlenme giicliniin artti1 ayrica patojenlerin miselial gelisiminin ugucu
bilesiklerle engellendigi rapor edilmistir (Nejad and Johnson, 2000). Avustralyada
yapilan bir ¢aligmada (Dass and Teyegaga, 1996) Bacillus subtilis bakterisinin
olusturdugu ucucu bilesiklerin odun dokularinda ciirlimeye neden olan funguslarda
engelleyici etkiye sahip ugucu bilesikler olusturdugunu bildirmistir. Son yillarda
yapilan bir aragtirma ile bazi gelismeyi tesvik edici rizobakteriler tarafindan tiretilen
ucucu bilesiklerin Arabidopsis thaliana bitkisinin gelismesini tesvik ettigini kesin

olarak ortaya konmustur (Ryu et al., 2003).

Calismalarimizda izole edilen endofitik bakterilerden 2 tanesinin Bacillus
tiirii olabilecegi, 8 tanesinin Pseudomonas cinsi bakteriler oldugu sonucuna varilmis
bunlardan 1 Bacillus tiirii ve 1 Fluoresan Pseudomonas tiirii in-vivo” da en etkili
izolatlar olarak saptanmistir. Pamuk bitkilerinde endofitik bakterilerin varligina
yonelik arastirmalarda yaygin olarak bulunan bakterilerin Agrobacterium sp.,
Serretai sp., Burkholderia sp, Bacillus sp., Rhizobium sp., Pseudomonas sp.,
Variovorax sp., Acenitobacter sp., Arthrobacter sp. ve Enterobacter sp. olabilecegi

(MclInroy and Kloepper, 1995), ancak bunlarin i¢inde Fluoresan Pseudomonaslarin
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en yaygin endofitler oldugu bilinmektedir (Leben et al.,1987; Berg et al. 1994; Chen
et al., 1995, Mercado-Blanco et al., 2004).
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde Verticillium dahliae min neden oldugu solgunluk hastaligma karst
endofitik bakterilerin biyolojik miicadele de kullanimina ydnelik ilk olan bu ¢alisma
ile sz konusu bakterilerle hastaligin kontrolii konusunda {imitvar sonuglar elde
edilmistir. Sera kosullarinda etkili bulunan bu izolatlarla tarla denemelerinin
yapilarak etkinliklerin arastirilmasi uygun olacaktir. Ayrica izole edilen endofitik
bakterilerin tiir diizeyinde tanilanmasi, farkli pamuk cesitlerinde kolonizasyonu,
hastalia karst tolerant c¢esitlerle birlikte kullanimi, etki mekanizmalarinin
belirlenmesi ve bitki gelisimi ile aralarindaki korelasyon olup olmadiginin

saptanmasi gibi daha detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekir.

Bu calisma ile elde edilen 6nemli bulgulardan biri de son yillarda biyolojik
kontrolde yeni bir etki mekanizmasi olarak ortaya ¢ikan ugucu bilesiklerin varligidir.
Calismamizda izole edilen endofitik bakterilerin olusturdugu ugucu bilesikler
sayesinde V. dahliae miseliyal gelisiminin engellenebildigi ve de bitki gelisimi tesvik
edebilecegi sonuglar1 elde edilmistir. Ancak kesin kaniya varabilmek i¢in bu konuda

da ayrintili ¢aligmalara gereksinim vardir.
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OZET
Bu ¢alisma, 2004 (Temmuz — Kasim) ve 2005 (Eyliil) yillar1 arasinda Aydin

Ili ve ilgelerinde pamuk yetistirilen alanlardaki yabanci ot ve pamuk bitkilerinden
endofitik bakteri izole etmek ve izole edilen bu bakterilerin Verticillium Solgunlugu
hastaligina kars1 in-vivo ve in-vitro etkinliklerini ve ayrica bitki gelisimine olan
etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Yapilan izolasyon c¢aligmalari sonucunda
yabanci ot ve pamuk bitkilerinden toplam 280 adet bakteri izolat1 elde edilmistir.
Yiiriitiilen in—vitro testlerde pamuk bitkilerinden toplam 12 adet antagonist bakteri
izolat1 elde edilirken yabanci otlardan endofitik bakteri izole edilememistir. Ayrica
hastalik belirtilerinin goriildiigii yabanci ot ve pamuk bitkilerinden yapilan izolasyon
caligmalar1 sonucunda 1 adet yabanci ot ve 7 adet pamuk bitkisinden olmak iizere
toplam 8 adet Verticillium spp. izolati elde edilmis ve pamik bitkisinde yapilan
patojenisite ¢aligmalar1 sonucunda bu izolatlarin Verticillium dahliae oldugu
belirlenmistir. Pamuk bitkisinden izole edilen in vitro’da 6n eleme testinde etkili
bulunan ve bitki patojeni olmadig: tiitiin testi ile tespit edilen 12 adet endofitik
bakteri izolatindan in- vitro’da Verticillium dahliae’ nin gelisimine kars1 en yiliksek
etki F2 (% 66,8), F5 (% 61,8) ve B8 (% 48,7) izolatlarinda saptanmistir. /n-vivo
kosullarda ise antagonist bakterilerin V. dahliae’a karst hastalik siddeti
degerlendirmelerinde E21, C5 ve F5 izolatlar1 etkili bulunmustur. /n-vivo testlerde
etkili bulunan antagonist bakterilerden E21 ve F5 izolatlarindan rifampicine
dayanikli mutant 1tk elde edilebilmis ve pamuk fidelerindeki dagilimi incelendiginde
bu rklarin koklerde igsel olarak kolonize olabildigi belirlenmistir. Mutant antagonist
bakteri izolatlarin V. dahliae’a karsi etkinliklerinde normal izolatlarla
kiyaslandiginda yiizde hastalik siddetleri agisindan istatistiki olarak fark olmadigi ve
hastaligi kontrol altina alabildigi goriilmistiir. Ayrica izole edilen endofitik
bakterilerin dogrudan fungus gelisimine etkilerini incelemek amaciyla bdlmesiz
petride en yiiksek engelleme F5 (%31,43), F2 (% 31,43) ve C5 (% 11,43)
izolatlarinda kaydedilirken bolmeli petride ugucu bilesiklerin gelismeyi tesvik
etkilerine yonelik en yiiksek etki ise E22 (% 20,75), 13 (% 11,32) ve E21 (% 9,43)
izolatlarinda bulunmustur. 12 adet Antagonist bakteriden E22, E21, BS, F8, 13 ve H9
izolatlarinin fosfat ¢ozebilme yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan gram
boyama ve biyokimyasal testler sonucunda 2 endofitik bakterinin gram pozitif ve
Bacillus cinsine ait oldugu 8 adedinin ise fluoresan Pseudomonas cinsine ait oldugu

saptanmustir.
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SUMMARY

BIOLOGICAL CONTROL OPTIONS OF VERTICILLIUM WILT
(Verticillium dahliae KLEB.) OF COTTON BY ENDOPHYTIC BACTERIA

In 2004-2005 growing season, the study was carried out in cotton growing
areas of Aydin province and towns with the aim of isolating endophytic bacteria
from cotton and weed plants and using the bacteria in-vitro and in-vivo activity
against Verticillium wilt and growth promotion of cotton radicle. Eight fungal
isolates (7 from cotton plants and 1 Amaranthus sp.) were collected from cotton
growing fields in Aydin and identified as Verticillium dahliae according to the
morphological characteristics and pathogenicity tests. Twelve bacterial strains out of
280 isolates were isolated from weeds and cotton plants showed in-vitro antagonistic
effect against V. dahliae. None of the twelve-endophytic bacterial strains reacted as
non-pathogenic in tobacco hypersensitivity test. The most effective isolates against
V. dahliae were and F2 (% 66,8), F5 (% 61,8) and B8 (% 48,7) in -vitro tests while
the isolates E21, C5 and F5 were significantly reduced Verticillium wilt symptoms in
vivo tests. The rifampicin resistant strains of E21, C5 and F5 were also tested for
colonization in cotton seedlings and disease reduction ability comparing non-mutant
ones. Endophytic strains were further evaluated for the inhibition capacity of
mycelial growth of V. dahliae and growth promotion effect of cotton seedlings by
means of volatile compounds in divided plastic petri dishes. The volatile compounds
of F5 (% 31,43), F2 (% 31,43) and C5 (% 11,43) significantly inhibited mycelial
growth of V. dahliae and E22 (% 20,75), 13 (% 11,32) and E21 (% 9,43)
significantly induced radicle growth of cotton. The antagonistic strains were
determined for the ability of phosphate solubilization and E22, E21, BS, F8, 13 and
H9 were found to solubilize phosphate in-vitro. Two endophytic strains were
identified as Bacillus sp. and eight was fluorescent Pseudomonas according to gram

staining and biochemical tests.
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Ek 1. In-vitro’da V. dahliae’nin gelismine kars1 antagonistik bakterilerin etkilerinin saptanmasinda
karakterlere ait varyans analiz tablosu

Kaynak SD Kareler Toplamm  |Kareler Ort. F Degeri Prob>F
Karakterler 12 1231.3974 102.616 22.4204 <.0001
Hata 26 119.0000 4.577

Toplam 38 1350.3974




-viii-

Ek 2. Antagonist bakteri izolatlar1 ile kaplanmig Sayar 314 ¢esidi pamuk tohumlarindan olugan
bitkilerde V.dahliae inokulasyonu sonrasi hastalik sidetleri varyans analiz tablosu

1. Sayim

Kaynak SD Kareler Toplamm  |Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar 12 1053.4173 87.7848 3.0873 0.0024
Hata 52 1478.5901 28.4344

Toplam 64 2532.0074

2. Sayim

Kaynak |SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 22142.665 1845.22 3.1644 0.0019
Hata 52 30322.173 583.12

Toplam |64 52464.838

3. Sayim

Kaynak |SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 24915.426 2076.29 3.6264 0.0006
Hata 52 29772.623 572.55

Toplam |64 54688.048

4. Sayim

Kaynak |SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 14635.726 1219.64 3.5299 0.0007
Hata 52 17967.034 345.52

Toplam |64 32602.760
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Ek 3. Bes Antagonist bakteri izolatlar ile kaplanmig Sayar 314 ¢esidi pamuk tohumlarindan olusan
bitkilerin 2 V. dahliae izolat1 ile inokulasyonu sonrasi yilizde hastalik siddeti istatistik analiz
tablolar1

Tiim Model Varyans Analiz Taslosu

Kaynak SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri
Model 11 159997.71 14545.2 50.1642
Hata 108 31314.92 290.0 Prob>F
Toplam 119 191312.63 <0.0001
V. dahliae izolatlari en kiiciik kareler ortalama tablosu

Diizey En kiiciik Kareler ort. Standart Hata Ort.
PYDV-6 83.082667 2.1983059 83.0827
Vpla 12.485833 2.1983059 12.4858
Vd Leverage, P<.0001

Antagonist Bakteriler En kiiciik kareler ortalamasi tablosu

Diizey En kii¢iik Kareler ort. Standart Hata Ort.

B8 50.846000 3.8075775 50.8460
C5 52.058500 3.8075775 52.0585
E21 48.845500 3.8075775 48.8455
F5 33.268500 3.8075775 33.2685
H9 46.416500 3.8075775 46.4165
Kontrol 55.270500 3.8075775 55.2705
Antagonist Leverage, P=0.0019

Antagonist Bakteriler x V. dahliae izolatlar1 en kiiciik kareler ort. tablosu,

Diizey En kiiciik Kareler ort. Standart Hata

B8, PYDV-6 93.875000 5.3847278

BS, Vpla 7.817000 5.3847278
C5,PYDV-6 87.417000 5.3847278

Cs5, Vpla 16.700000 5.3847278
E21,PYDV-6 81.500000 5.3847278

E21, Vpla 16.191000 5.3847278
F5,PYDV-6 58.704000 5.3847278

F5, Vpla 7.833000 5.3847278

H9, PYDV-6 79.000000 5.3847278

H9, Vpla 13.833000 5.3847278

Kontrol, PYDV-6 98.000000 5.3847278

Kontrol, Vpla 12.541000 5.3847278

Antagonist x Vd Leverage, P=0.0113




Ek 4. Mutant ve Normal Antagonist bakteri izolatlar1 ile inokule edilen 2 farkli pamuk gesitinin V.
dahliae’a (PYDV-6 ) reaksiyonlari istatistiki analiz sonuglarini gsteren varyans analiz tablosu
Sayar 314 Ort. Hastalik Siddeti

Kaynak (SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |4 3193.109 798.277 1.2644 0.2980
Hata 45 28411.725 631.372

Toplam |49 31604.833

Acala Maxa Ort. Hastahk Siddeti

Kaynak (SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |4 2799.715 699.929 0.8642 0.4928
Hata 45 36447.997 809.955

Toplam |49 39247.712




-X1-

Ek 5. Antagonistik bakterilerin in-vitro’da V. dahliae’nin gelisimine kars1 olugturduklar1 engelleme
zonlart ile ilgili istatistiki analiz sonuglarini gésteren varyans analiz tablosu
Bolmeli petride V. dahliae koloni yaricaplari

Kaynak |SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 0.45431373 0.037859 3.2015 0.0095
Hata 21 0.24833333 0.011825

Toplam |33 0.70264706

Bolmesiz petride V. dahliae koloni yari¢aplari

Kaynak |SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 1.1696667 0.097472 16.8511 <.0001
Hata 17 0.0983333 0.005784

Toplam |29 1.2680000




-Xii-

Ek 6. Antagonist bakteri izolatlarinin Sayar 314 pamuk tohumlarinin kokgiik uzunluguna olan etkileri
ile ilgili istatistiki analiz sonuglarini gsteren varyans analiz tablosu
Bolmesiz petride koke¢iik uzunluklar:

Kaynak (SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 321.73813 26.8115 3.9684 0.0016
Hata 26 175.66093 6.7562

Toplam |38 497.39907

Bolmeli petride kok¢iik uzunluklar:

Kaynak (SD Kareler Toplam Kareler Ort. F Degeri Prob>F
izolatlar |12 331.69510 27.6413 4.3489 0.0008
Hata 26 165.25353 6.3559

Toplam |38 496.94864
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