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OZ: Ascochyta yamkhg Tiirkiye'de bezelyenin énemli bir yesil aksam hastaligidwr. Hastaliga
iclerinde Ascochyta pisi, A. pinodes ve A. pinodella’nin bulunabildigi Ascochyta kompleksi fungal
patojenler neden olmaktadir. Bu ¢alismayla Ege ve Marmara bélgesinde hastaliktan sorumlu patojenler
arastirilmis ve bunlar A. pinodes ve A. pisi olarak tanilanmistir. Bunun yaninda, patojenisite testleriyle
hastaliga karsi ¢esitlerin dayaniklilik durumlari incelenmis, bu testlerde Bolero 'nun tolerant, geriye kalan
diger ¢esitlerin duyarl ya da asirt duyarl bir reaksiyon sergiledikleri ortaya konmustur. Ayni zamanda bu
calismada fluoresent Pseudomonaslarin A. pinodes’ten kaynaklanan Ascochyta yamikhiginin entegre
yonetiminin bir komponenti olarak potansiyeli de ele alimmigtir. Dért izolat tarla kosullarinda hastalig
baskilayiciliklart ve bitki gelisimini uyarici etkileri agisindan tek baglarima ve kombinasyonlar halinde
denenmistir. Izolatlarin bireysel kullanimi Ascochyta yanikligim yesil aksam ve kalinti uygulamalarimn her
ikisinde de kombinasyon uygulamalarina gore daha yiiksek oranda azaltmigtir. En umitvar izolat 51 ’le
ortalama hastalik siddeti yesil aksamda %60, kalinti uygulamalarinda %55 oraninda azalmistir. Hastaligin
baskilanmas: yaninda Pseudomonaslar bitki boyunda ve verimde sagladiklar: artisla bitki gelisimini de
uyarmistir. Ayrica bu bakteriler bazi fungisitlerle 100 ppm gibi yiiksek konsantrasyonlarda uyumlu
bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Biyolojik savas, Ascochyta pisi, A. pinodes ve A. pinodella, Ascochyta yaniklig,
fluoresent Pseudomonas, bezelye.

ASCOCHYTA BLIGHT OF PEA AND ITS BIOLOGICAL CONTROL BY
FLUORESCENT PSEUDOMONADS

ABSTRACT: Ascochyta blight is a serious foliar disease of pea in Turkey. The disease is
caused by the “Ascochyta complex” of fungal pathogens which may include Ascochyta pisi, A. pinodes and
A. pinodella. With this study, responsible pathogens from the disease in Aegean and Marmara regions
were investigated and identified as A. pinodes and A. pisi. Besides, determination of the cultivars
resistance against the disease was performed with pathogenicity test which clearly showed that Bolero
expressed a tolerant reaction and the rest of the cultivars were found to be susceptible or more susceptible.
Also, the potential of fluorescent pseudomonads as component of integrated management of Ascochyta
blight caused by A. pinodes was investigated with this study. Four isolates were tested alone and in
combinations for suppression of the disease and promotion of plant growth under field conditions. The

! Bu galisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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individual isolates significantly reduced the Ascochyta blight incidence when applied as either bacterial
suspension through foliar and plant debris treatments, compared to the respective mixture isolates. The
average mean of disease reduction with the most promising isolate 51 was 60% in foliar and 55% in plant
debris treatment. In addition to disease suppression, pseudomonads promoted plant growth in terms of
increased plant height and grain yield. Moreover, found compatible with some fungicides at the
concentration as high as 100 ppm in vitro.

Keywords: Biological control, Ascochyta pisi, A. pinodes ve A. pinodella, Ascochyta blight, fluorescent
Pseudomonads, peas.

GIRIS

Insan beslenmesindeki yerini bundan 8000-9000 yil once alan ve
Ortadogu’da ilk kiiltiire alinan bezelye (Pisum sativum L.), giiniimiizde diinyada
nohuttan sonra en yaygin kiiltiirii yapilan baklagil bitkisidir. FAO’nun 2004 yili
verilerine gore diinya genelinde yaklagik 18 milyon ton’luk bir iretimi bulunan
bitkinin insan ve hayvan beslenmesindeki yeri olduk¢a biiyiliktiir. En ¢ok gelismis
iilkelerde tiretimi yapilan bitkinin, tiiketimi de yine en fazla bu iilkelerde olmaktadir.
Tiirkiye’de ise bu bitki ortalama 1450 hektar araziye ekilmekte, 4000 ton iiretim
yapilmakta ve de hektardan 2770 Kg verim almmmaktadir (Anonymous, 2002).
Diinyada bezelye iiretimini sinirlandiran en 6nemli sorun ise Ascochyta yanikligidir
(Bretag ve ark., 1995; Clulow, 1989; Wroth ve Khan, 1999). Bundan sorumlu 3 etmen
bulunmaktadir. Bunlar Ascochyta pinodes, A. pisi ve A. pinodella’dir. Tiim diinyada
yaygin olan ve liriin eksiliglerinin %96 gibi biiyiik bir kismindan sorumlu olan tiir ise
A. pinodes’tir (Bretag, 1991; Wroth, 1998). Toprakta saprofitik yetenegi oldukca
yiiksek olan bu etmen, tohum ve hastalikli kalintilarla taginabilmekte ve bezelyenin
tim toprakiistii organlarinda enfeksiyon olusturabilmektedir (Lawyer, 1984;
McKenzie ve Morrall, 1973; Wallen, 1974). Bu etmen ayni zamanda ¢ikis dncesinde
tohum ¢iiriikligii ve ¢ikis sonrasinda ise fide kok bogazi ¢iiriikliigiinden sorumlu
olabilmektedir (Ali ve ark., 1978; Barbetti ve Brown, 1993; Carter ve Moller, 1961).
Tim diinyada gegmisten giinlimiize hep aragtirmasi yapilan dayanikli gesit ve
kimyasal savasgla kontrol altina alinmaya calisilan bu hastaligin onlenmesindeki
giicliikler asilabilmis degildir. Ozellikle, dayanikli gesit ¢alismalarmdan pratige heniiz
somut bir sonu¢ verilememistir (Bretag, 1991; Wroth ve Khan, 1999). Ciinki
hastaliga karsi dayaniklilikta bir ¢ok genin rol oynamasi ve patojenin bir ¢ok
patotipinin ~ bulunmasi kalict bir dayanikli gesit gelistirmeyi gilinlimiize kadar
miimkiin kilmamistir (Xue ve ark., 1998; Clulow ve ark., 1991; Nasir ve Hoppe,
1991). insan ve hayvan beslenmesinde kullanilan bezelye bitkisinde, yesil aksama
uygulanan kimyasallar ise dogrudan insan ve ¢evre sagligi acisindan bir tehdit
olusturmaktadir. Ozellikle vejetasyon donemindeki ilaclamalar cevre kirliligini
artirmast agisindan dikkat cekicidir (Bretag, 1991). Hastaligin o6zelligi geregi tek
ilaglama ile yetinilememesi ila¢ kullanimimim saglik sorunu kadar ekonomik sorun
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yaratmasini da kag¢inilmaz kilmaktadir. Diinyanin kimyasal savagimdan insan sagligi,
gevre kirliligi, dogal denge ve ilaglara bagisiklik kazanma gibi nedenlerle
uzaklagmaya calistigi glinlimiizde; hastaliklarla biyolojik savag giin gegtikge 6n plana
cikmaktadir (Bora ve Ozaktan, 1998). Biyolojik savas icinde ise 1980’lerden sonra
bitki gelisimine olumlu etkileri, hizli gelismeleri ve giiclii antagonistik silahlariyla 6n
plana ¢ikan etmen grubu olarak fluoresent Pseudomonaslar1 gérmekteyiz (Kloepper
ve ark., 1980; Lemanceau ve ark., 1992). Bitkilerin hem kok katmaninda hem de
toprak Ustii organlarinda epifitik olarak yasayabilme, hizli kolonize olabilme ve ayni
zamanda hem bakteriyel hem de fungal patojenlere karsi antagonistik nitelikleriyle 6n
planda olan bu grup, bitkisel konukg¢usu agisindan da ¢ok segici davranmayan bir
tutum sergilemektedir (Lim ve ark., 1991; Velazhahan ve ark., 1999). iste bu
calismayla fluoresent Pseudomonaslarin bezelyenin en Onemli hastaligi olan
Ascochyta yanikligina karsi kullanilabilme olanaklar1 temelinde bir biyolojik savas
calismast ylriitilmiis ve hastaligin kontroline donik yeni bir yaklagimin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amaca doniik ¢aligmalar oncesinde, iilkemizde bu
hastaliktan sorumlu olan tiirler belirlenmis ve yaygin ekilisi yapilan gesitlerin bu
hastaliga karsi reaksiyonlar1 saptanmustir.

MATERYAL VE METOT
Test Bitkisi ve Patojeni

Sanayi Ol¢eginde en fazla tercih edilen ve tiiketicinin taze tliketimde pazar
pay1 en biiyiik olan Karina, test bitkisi ¢esidi olarak secilmistir. Virulensligi bilinen
Ascochyta pinodes 12 nolu izolat ise ¢alismada test patojeni olarak kullanilmistir
(Gore ve Bora, 2003).

Antagonist Aday1 Fluoresent Pseudomonaslar

Mikroparsel denemelerinde Ascochyta yanikligina karsi in vitro ve in vivo
kosullarda bagarili bulunan 4 izolata yer verilmistir (Gore ve Bora, 2003). Bu
izolatlar hastaliga kars1 tekli ve ikili kombinasyon performanslar1 dikkate alinarak
17, 51 ve 122 nolu izolatlar tek baslarma, 17+122 ve 51+116 ise ikili kombinasyonlar
seklinde tarlada mikroparsel denemelerine alimmustir. Adi gegen izolatlara ait bilgiler
Cizelge 1°de verilmistir.

16



M. E. GORE ve T. BORA: BEZELYEDE ASCOCHYTA Y ANIKLIGI VE BUNUN FLUORESENT
PSEUDOMONASLARLA BiYOLOJIK KONTROLU

Cizelge 1. Mikro parsel denemelerinde kullanilan fluoresent Pseudomonas izolatlar.
Table 1. Isolates of fluorescent Pseudomonas used in the microplot field experiments.

izolat izole edildigi yer Izolasyon Biyolojik | Fluoresent
Isolate Origin Isolation kontroliin Renk
mekanizmasi| Fluorescent
Mechanism of]  colour
biological
control
P. putida 17 Ege U. Z. F. Bahgesi | Tiitiin/Kok Siderofor Yesil
P. fluorescens 51 | Manisa/Hacihaliller | Bezelye/Kok | Siderofor Yesil
P. fluorescens 116 | Bursa/Karacabey Bezelye/ Siderofor + | Mavi
Yaprak Antibiosis
P. fluorescens 122 | Bursa/Karacabey Bezelye/Sap | Siderofor + | Yesil
Antibiosis

Ascochyta Yamkhgindan Sorumlu izolatlarin Tamilanmasi

A. pinodes ve A. pisi’nin birbirinden ayrilmasinda yulaf agar ortamindan
yararlanilmistir. Eldeki izolatlarin 4. pinodella (5-8um x 2.5-4 um) olup olmadigina
karar vermede ise piknidiosporlarin 6l¢iilmesi yeterli olmustur. Ciinkii bu etmen gerek
A. pinodes (8-16 (-18) x 3-4.5 (-5) um) gerekse de A. pisi'ye gore (10-16 x 3-4.5um)
daha kiigiik sporlara sahiptir (Jones, 1927).

Ascochyta pinodes’e Karsi Cesitlerin Reaksiyonu

AG 7302, AG7306, AG 7307, Bolero, Greanpearl, Jof, Karina, Manuella,
Puget, Ronda, Spring, Sprinter, Utrillo ve Viner gesitlerinin A. pinodes’e karsi
reaksiyonlarmin arastirildigi deneme, 3 haftalik bitkiler {izerinde; sicakligi
22+2°C’ye, orantili nemi %60’a ve aydinlik periyodu 12 saate ayarh iklim odasinda 5
tekerriirlii ve her saksida 3 bitki bulunacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Patojenin Coon’s
agardaki 14 giinliik kiiltiirinden 4.10° spor/ml’lik siispansiyonlar hazirlanmis ve 3
haftalik bitkilere, her bir tekerriir i¢in 10 ml piskiirtiilmistiir. Bitkilerin iizeri
inokulasyondan sonra polietilen torbayla ortiilerek, 4 giin siireyle nemli peryod
saglanmistir. Denemenin degerlendirilmesi inokulasyondan sonraki 9. giinde, 0-5
1skalasiyla yapilmistir. Morrall ve Mc Kenzie (1974) tarafindan gelistirilen bu 1skala,
modifiye edilerek kullanilmistir (0 Bitkide hastalik belirtisi yok; 1 Bitkinin
yapraklarinda zor secilen kiigiik lekeler; 2 Bitkinin genelinde %25’ten fazla olmayan
yaprak yanikliklar1 ve sapta ylizeysel lezyonlar; 3 Bitkinin sahip oldugu yapraklarin
en az %50’si yaniklik belirtisi gostermekte, sapta derin lezyonlar; 4 Bitkinin
genelinde yapraklarin en az %75°1 yaniklik belirtisi sergilemekte, sap lezyonlari
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olduk¢a belirgin, bitkide halsizlik; 5 Bitkide derin sap lezyonlart ve yaprak
yanikliklari, bitki 6lmeye yiiz tutmus).

Tarlada Mikroparsel Denemeleri

Aday antagonistlerin yesil aksam ve kalintilarda hastalik etmenine karsi
etkililikleri Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii deneme tarlalarinda tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore kurulan 2 farkli denemeyle ortaya konmustur.
Arastirma yaklasik 1000 m?”lik bir alanda, 1.5 x 2 m boyutlarindaki 3 m?’lik
parsellerde, 5 tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir. Her parsel 4 siradan olusmus, ve sira
arast 35-40 cm, sira {izeri ise 15-20 cm olacak sekilde ekim yapilmistir. Dekara
yaklasik 12 kg tohumun kullanildigi denemede tarla 2 kez siiriilmiis, arkasindan
diskaro ile diizeltilmis ve kazayagi ile agilan ¢izgilere ekim yapilmistir.

Yesil aksam uygulamalarinda bitkilerin 4 nodyumlu déneme gelmelerinin
ardindan antagonistlerin 10" cfu/ml yogunlugundaki 2 It’lik siispansiyonu 15 m? lik
alana piilverize edilmistir. Patojenin 3 It’lik 1.10° spor/ml konsantrasyonundaki
siispansiyonu ise 24 saat sonra, negatif kontrol disindaki tiim deneme alanmin
inokulasyonu i¢in kullanilmistir.

Tarla denemelerinin hastalikli kalintilara antagonistlerin uygulandigi
boliimiinde, graminda 1.107 spor bulunan kalntidan 150 g’lik kisim once her parselin
yiizeyine yayilmis ve sonrasnda 750 ml’lik 10" cfu/ml dozundaki bakteri
siispansiyonu ilgili iglemin tiim parsellerine uygulanmistir. Arkasindan hastalikli
kalmtilarin tirmikla topragm 0-3 cm derinligine karistirilmast saglanmistir. Deneme
alanima tohumlarm ekimi kalintilarin bakterizasyonundan 5 giin sonra yapilmistir.

Denemelerin degerlendirilmesi gerek yesil aksam gerekse de hastalikli
kalintt denemesinde her parselin her sirasindan tesadiifi olarak segilen 5 bitki tizerinde
yapilmistir. Boylece 20 bitki x 5 parsel, toplam 100 bitki ilizerinde alinan 1skala
degerleriyle sonuca gidilmistir. Yesil aksam uygulamasinda kullanilan 0-5 1skalasi (0
Bitkide hastalik belirtisi yok; 1 Bitkinin genelinde %10’dan fazla agirligi olmayan, 1-
2 nodyumdan ¢ikan yan dallardaki yapraklarda yaniklik veya lekeler; 2 Yapraklarda
belirgin leke ve yaniklik saplarda %10 dolayinda lezyon veya ayni zamanda her
bitkide en ¢ok 2 kapsiilin leke tagimasi; 3 Yapraklarin %30’unda leke ve yaniklik
saplarda lezyonlar nedeniyle kuruma ve kirilmalar dikkati ¢eker diizeyde veya ayni
zamanda kapsiillerin en az 4’linde leke var; 4 Hastalik bitkide yaprak lekeleri,
yanikliklar, kurumalar ve sap lezyonlariyla en az %50 dolaylarinda yayilmis
durumda, kapsiillerin de en az yarisinda lezyonlar, bitkinin genelinde halsizlik; 5
Hastalik bitkide yaprak lekeleri, yanikliklar, kurumalar ve sap lezyonlariyla en az
%75 dolaylarinda yayilmis durumda, kapsiillerin de en az %75’inde lezyonlar, bitki
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kurumaya yiiz tutmus) ve hastalikli kalinti denemesinde kullanilan 0-4 1skalas1 (0
Herhangi bir belirti yok; 1 ilk 5 nodyuma kadar yaprak ve yaprak sapinda yiizeysel
lezyonlar; 2 Birinci 1skala degerine ek olarak sapta ylizeysel lezyonlar; 3 5. nodyuma
kadar yaprak ve sapta derin lezyonlar; 4 Bitki derin lezyonlar nedeniyle kismen 6lmiis
veya Olmeye yiiz tutmus, bazi bitkilerin toprak iistii alaninin hemen iizerinde
infeksiyon nedeniyle kopmalar) bu ¢alisma sirasinda tarafimizdan gelistirilmistir.

Bezelye Uretiminde Yaygin Olarak Kullamlan Fungisitlerin Antagonistlere
Etkisi

In vitro testlerde Chlorothalonil, Mancozeb, Methalaxyl ve Thiram gibi
fungisitlerin 3, 10, 50 ve 100 ppm’lik dozlar1 40°C’ye sogutulmus KB besiyerine
verilmistir. Fungisitlerin degisik doz basamaklarimim bakteriyel antagonistlerin koloni
gelisimine etkisi her bir doz serisine 3 yinelemeli ekimler yapilarak testlenmistir.
Ekimler 10"°cfu/mI’lik bakteri siispansiyonunun 107 lik seyreltme serisinden her
petriye 0.1 ml verilip bagetle yayilmasiyla yapilmistir. 48 saat sonra her islemin 3
petrisinde olusan kolonilerin sayimi yapilarak bunlarin ortalamasi alinmis ve koloni
gelisimindeki engellenme degerleri Abbott ‘a gére hesaplanmistir.

Antagonistlerin Bitki Gelisimine Etkileri

Cicek sayisi: Yesil aksam deneme alaninda ilk ¢igeklenmeden 1 hafta sonra
islemlerde agan ¢igek sayisi tespit edilmistir.

Bitki boyu: Hastalik siddetinin belirlenmesi amaciyla kullanilan bitkilerdeki
ol¢timlerle belirlenmistir.

Verim: Hastalikli kalintt uygulamasinda parsellerin 2. sirasindaki bitkiler
hasat edilmis ve sonrasinda her parsel 4 siradan olustugu icin bu degerle garpilmistir.
Deneme alaninda 5 parseli bulunan her islemin toplam verimi, ilgili parsellerdeki
verimlerin toplanmasi sonrasinda hesaplanmustir.

BULGULAR
Ascochyta izolatlarimin Tamlanmasi

Calismanin  bezelyede Ascochyta yanikligindan sorumlu etmenlerin
belirlenmesine doniik yiiriitiilen kisminda, {ilkemizde patojen popiilasyonun % 96.6
oraninda A.pinodes’ten, %3.4 oraninda ise A.pisi’den olustugu saptanmistir (Cizelge
2). Bu ayrimin yapilmasinda izolatlarin piknidium/piknidiospor 6lgiileri ve yulaf agar
ortaminda olusturdugu renk belirleyici olmustur. Bu ortamda, 18°C’de, 8-12 giinliik
bir gelismeden sonra havu¢ kirmizist kiremit renginde piknidiospor yigmlarinin
goriilmesi, 4. pisi 'yi; ten renginde bir gelisme ise 4. pinodes i karakterize etmistir.
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Test Patojenine Karsi Cesitlerin Reaksiyonu

Ulkemizde en yaygin ekilisi yapilan 14 cesitle yiiriitiilen calismalarda en
diisiik hastalik siddeti Bolero ¢esidinde saptanmuis, bunu Jof ve Manuella izlemistir.
En ¢ok ekilis alanina sahip olmasi nedeniyle test bitkisi olarak secilen Karina ise
Viner ¢esidinden sonra test patojenine karsi en duyarli gesit olarak saptanmistir
(Cizelge 3). Bu durum biyolojik savas aragtirma siirecinde, hastaliga kars1 duyarl bir
gesitle calisilmasi gerekliligini de karsilamaktadir.

Cizelge 3. Bezelye ¢esitlerinde dlgiilen hastalik siddeti degerleri.
Table 3. Measured disease severity values on pea cultivars.

Cesit Hastalik siddeti” (%) Cesit Hastalik siddeti (%)
Cultivar Disease severity (%) Cultivar Disease severity (%)
AG 7302 40 Manuella 18
AG 7306 47 Puget 40
AG 7307 23 Ronda 25
Bolero 1 Spring 25
Greenpearl 25 Sprinter 27
Jof 15 Utrillo 22
Karina 48 Viner 57

—— p -
Degerler 5 yinelemenin ortalamasidir.
Values are means of five replications.

Tarlada Mikroparsel Denemeleri
Yesil aksam uygulamalar

Bu c¢alisma kapsaminda yiiriitiilen yesil aksam tarla denemesi 07.02.2002
tarihinde kurulmustur. Bitkilerin 4 nodyumlu doneme gelmelerinin ardindan once
antagonist sonra patojen spor siispansiyonu sirasiyla 14.03.2002 ve 15.03.2002
tarihlerinde uygulanmugstir. Hastalik belirtilerinin tarlada genel anlamda gdzlenmesi
ise 8-10 nodyumlu dénemde 10.04. 2002°de olmustur. Hastalik bu dénemden sonra
tarlada islemler arasinda farklhiliklar1 ortaya koyar bir tarzda gelisim izlemistir. ilk
gdzlemin 19.04.2002°de yapildig1 denemede, antagonistler kontrole gore %60’le %68
araliginda degisen bir etkililik gostermistir. Bu dénemde pozitif kontrolde saptanan
hastalik siddeti %36 olmustur (Cizelge 4).

Bu calismada ayrica antagonist izolatlarin bitki gelisimini artirici etkileri de
aragtirilmustir. Ik goézlemin yapildigi donemde bitkilerdeki gelisim, pozitif kontrole
gore boy olarak (cm) 51, 51+116, 17+122, 17 ve 122°de sirastyla %7.6, %5.8, %5.3,
%4.7 ve %2.9 daha fazla olmustur. Antagonist uygulamalarinda ¢igeklenmenin de
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fazla oldugu tespit edilmistir. Bu amagla 02.04.2002 tarihinde go6zlenen ilk
ciceklenmeden 7 giin sonra yani 08.04.2002 tarihinde tiim islemlerde sadece agan
gigekler sayilmis ve ¢igeklenme 17, 51, 122, 17+122 ve 51+116 nolu islemlerde
sirastyla 57, 51, 39, 41 ve 43 adet olarak Ol¢iilmiistiir. Bu dénemde pozitif kontrol
(sadece patojen uygulanan) ve negatif kontrolde (sadece su uygulanan) gigek sayisi
sirastyla 40 ve 25 adette kalmistir. Yesil aksam alanindaki ikinci gozlem, 3 hafta
sonra yapilmistir. Bu gecen 3 hafta igerisindeki goézlemlerde hastaligin genel
seyrindeki artisin yine pozitif kontrolde oldukga hizli oldugu, ozellikle sap
kirilmalarinin olusumuna neden olan derin lezyonlarin bu dénemde olduk¢a sik
rastlandigi gézlenmistir. Cigeklenme donemiyle kapsiillerin yaklasik 2-3 cm oldugu
vejetasyon donemini kapsayan 1. gézlemden farkli olarak 09.05 2002 tarihinde
yapilan 2.gézlemde kapsiiller dolmus ve hasat olgunluguna gelmistir. 2. gézlemde
antagonistlerin tiimii yine test patojenine kars1 etkili bulunmustur. izolatlarm kontrole
gore % etkililikleri 51, 122, 17, 51+116 ve 17+122°de sirasiyla 59.6, 54.3, 51.7, 46.1
ve 43.5 olarak gergeklesmistir (Cizelge 4).

Antagonistlerin  bitki gelisimini artirict  etkilerini saptamak amaciyla
bitkilerde yapilan 6lgtimlerde; pozitif kontrole gore 17+122, 17, 51+116, 51 ve 122
nolu islemlerde sirasiyla %8.2, 6.3, 6.2, 5.6 ve 4’lik bir boy artig1 saptanmustir.

Hastahkh Kalint1

13.02.2002 tarihinde kurulan denemede, hastalik belirtileri bitkinin yine
yaklasik 7-10 nodyumlu déneminde yaygin olarak ortaya cikmistir. Hastalik
gelisiminin olduk¢a dikkat ¢ekici bir sekilde seyrettigi denemede pozitif kontrolde
belirtilerin 6zellikle ilk 5 nodyuma kadar ki alanda yayginlik gésterdigi saptanmaistir.
Belirtiler 6zellikle bitkinin ana gdvdesinde, sap lezyonlar1 seklinde yogunlagmistir.
Oyle ki bitkinin toprak iistiindeki govdesinin 1. cm’sinde lezyonlar sap1 gepe gevre
sarmistir. Bu da aslinda hastaligin yildan yila tasinmasmda kalmtilarin ne denli
onemli olduguna isaret etmektedir.

Antagonist parsellerinde oOzellikle ilk goézlemin yapildigi 12.04.2002
tarihinde sap lezyonlarina olduk¢a az oranda rastlanmigtir. Denemenin
degerlendirilmesi igin bir 0-4 1skalasi gelistirilmis ve bu 1skalaya gore alinan
degerlerle antagonistlerin hastaligi oldukg¢a iyi kontrol ettigi saptanmuistir.
Antagonistlerin % etkililikleri 51, 17, 122, 17+122 ve 51+116°da sirastyla 70.9, 69.5,
67, 67 ve 55.7 seklinde gerceklesmistir (Cizelge 4).
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Bu deneme kapsaminda yesil aksam uygulamalarinda oldugu gibi
antagonistlerin bitki gelisimini artirict etkileri de arastirilmistir. Ancak bu ilk
gozlemlerde dnemli bir farklilik saptanamamustir.

Ik gozlemi 12.04.2002 tarihinde yapilan denemenin ikinci gozlemi
09.05.2002 tarihinde yapilmustir. ilk gozlemde hastaligin daha ¢ok 5. nodyuma kadar
ki alanda yayginlik gosterdigi belirtilmisti. Lezyonlarin bu gozlemde daha da
derinlestigi ve sekonder bulasmalarla yukaridaki yesil aksama dogru tasindigi
goriilmiistir. Ancak, yukar1 kisimdaki bu lezyonlar daha c¢ok yaprak lezyonlari
seklinde ortaya ¢ikmis sap lezyonlari yine 5. nodyuma kadar ki alanda kiimelenmistir.
Antagonistler bu gézlemde de oldukga etkili bulunmustur. Oyle ki, 6zellikle 17, 51 ve
51+116 nolu islemlerde sap lezyonlarinin olduk¢a az oldugu, lezyonlarin ise derin
olmadigr saptanmistir. Kontrole goére % etkililikler ise 17, 51, 51+116, 122 ve
17+122°de sirasiyla %55.2, 54.4, 54, 43.6 ve 41.2 seklinde gerceklesmistir (Cizelge
4).

Antagonistlerin bitki gelisimini artirict etkileri ise ozellikle bu gozlemde
oldukga agik bir sekilde ortaya ¢ikmigtir. Denemede 51 nolu izolatin bitki boyunu
%6.4 oraninda artirdig, bunu %5.4’le 17+122, %5.1°le 51+116 ve %4.2’yle 17’nin
takip ettigi saptanmustir. Verim ise tiim antagonist islemlerinde pozitif kontrole gore
%5.1-14.6 arasinda artis gostermistir. En yiiksek verim artis1 51 nolu izolatta %14.6
oraninda saptanirken, bunu 122, %13.7 ile izlemis, 17 ve 17+122 nolu antagonist
uygulamalarinda ise %12.8’lik bir deger saptanmuistir.

Uretim Alaninda Kullamlan Fungisitlerin Antagonistlere Etkisi

Chlorothalonil’in 50 ppm’lik dozu sadece 17 nolu izolat {izerinde %41
oraninda gelismeyi baskilamis, 100 ppm’lik dozda ise bakteriyel gelisme 17’de %56,
122’de %33 ve 116°da %26 oraninda engellenmistir. Calismada mancozeb bakteriler
iizerinde en etkili bulunan fungisit olmustur. Oyle ki 100 ppm dozda 51, 17, 116 ve
122 iizerinde sirasiyla gelismeyi %66, 62, 26 ve 20 oraninda engellemistir. Metalaxyl
50 ppm dozunda sadece 17 ilizerinde %38 oraninda etkili bulunmus, bu deger 100
ppm dozunda %56’ya ¢ikmistir. Ayrica bu dozda fungisitin 51 nolu izolat {izerinde de
%13’liik bir etkililiginin bulundugu belirlenmistir. 116 ve 122 iizerinde ise fungisitin
herhangi bir olumsuz etkisi saptanmamustir. 17 nolu antagonist izolatn gelisimi
thiram’m 50 ppm’lik dozunda %38, 100 ppm’lik dozunda ise %353 oraninda
engellenmistir. Fungisitin 51, 116 ve 122 iizerinde ise herhangi bir etkisinin
bulunmadigi saptanmustir (Cizelge 5).
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Cizelge 5. Segilen fungisitlerin biyokontrol ajanlari iizerine etkisi.
Table 5. The effect of selected fungicides on biocontrol agents.

Etkili maddeler izolatlar Degisik doz basamaklarinda saptanan
Active ingredient Isolates ortalama koloni sayisi
Average number of the colonies in the different
concentration of the fungicides”
0 ppm 3 ppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm
17 34 34 32 20 15
. 51 38 36 36 36 37
Chlorothalonil 116 35 35 35 35 26
122 46 46 42 43 31
17 34 34 18 16 13
51 38 38 31 29 13
Mancozeb 116 35 30 28 28 26
122 46 46 46 43 37
17 34 32 29 21 15
51 38 38 35 38 33
Metalaxyl 116 35 35 33 35 35
122 45 45 45 43 45
17 34 34 20 21 16
Thiram 51 38 38 38 38 38
a 116 35 31 34 32 34
122 46 45 45 45 45
Etkili maddeler izolatlar Kotrole gore koloni azalist (%)
Active ingredient Isolates Colony decrease over control (%)
3 ppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm
17 0 6 41 56
. 51 5 5 5 3
Chlorothalonil 116 0 0 0 26
122 0 9 7 33
17 0 47 53 62
51 0 18 24 66
Mancozeb 116 14 20 20 26
122 0 0 7 20
17 6 15 38 56
51 0 8 0 13
Metalaxyl 116 0 6 0 0
122 0 0 4 0
17 0 41 38 53
. 51 0 0 0 0
Thiram 116 11 3 9 3
122 2 2 2 2
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TARTISMA

Bu ¢alisma, diinyada bezelyenin en yikici hastaligr olarak bilinen Ascochyta
yanikligmin ~ fluoresent Pseudomonaslarla  Onlenmesi  olanaklar1  iizerinde
yiiriitiilmiistiir. Diinya genelinde, hastaligin kontroliine doniik yapilan ¢alismalara
bakildiginda bunlarin daha ¢ok dayanikli ¢esit ve kimyasal savasim iizerinde
yogunlastig1 goriilmektedir (Bretag, 1991; Wroth ve Khan, 1999). Ancak, ne var ki
dayanikli ¢esit gelistirme ¢abalarindan pratige heniiz somut bir sonug aktarilamamistir
(Xue ve ark., 1998; Clulow ve ark., 1991; Nasir ve Hoppe, 1991). Oncelikli amaci
biyolojik savas temelinde hastaligin kontrolii olan ¢alismamizda, Ege ve Marmara
bolgesinden elde edilen 30 patojen izolatn tanisi yapilmis ve bunlardan en
virulentiyle (Gore ve Bora, 2003) hem hastaligin biyolojik savasla kontrol olanaklari,
hem de mevcut Onemli ticari ¢esitlerin hastalik etmenine karsi reaksiyonlari
saptanmustir. Sonuglart yurt disindaki ¢alismalarla ortiisen bulgular, eldeki izolatlarin
%96 oraninda A. pinodes’ten ve %4 oraninda ise A. pisi’den olustugunu ortaya
koymustur (Bretag, 1991; Wroth, 1998). Hastaliga kars1 ¢esit reaksiyon testlerinde ise
en disiik hastalik siddeti %1°le Bolero ¢esidinde gerc¢eklesmis, bunu Jof ve Manuella
gesitleri sirastyla %15 ve 18 degerleriyle izlemistir. Calismalar, Bolero ¢esidinde
hastaligin diger ¢esitlere gore oldukga yavas gelistigini ortaya koymustur.

Hastaligin biyolojik savas yoluyla kontrol olanaklari tarla kosullarinda
kurulan mikroparsel denemeleriyle belirlenmistir. Bu denemelerde hastaliga karsi in
vitro ve in vivo testlerde en umutvar bulunan antagonist izolatlar ve bunlarin ikili
kombinasyonlarina yer verilmistir (Gére ve Bora, 2003). Bilindigi tizere son yillarda
antagonistlerin bir karisim halinde uygulanmasiyla, biyolojik savas ajanlarmnin
aralarindaki sinerjiden yararlanilmakta, uygulama alanindaki toplam mikroflora
iizerine daha dogrudan miidahale edilebilmekte ve ekolojik kosullarin biyolojik savas
iizerindeki baskilayiciligi boylece daha aza indirilebilmektedir (De Boer ve ark.,
1997; Johnson ve ark., 1993; Pierson ve Weller, 1994).

Mikro parsel denemelerinde hastaligin karakteristik belirtileri, pozitif kontrol
islemlerinde 8-10 nodyumlu doénemde ortaya ¢ikmustir. Nitekim yapilan literatiir
taramalarinda da hastaligin tipik belirtilerinin genelde 10 nodyumlu dénemdeyken
ortaya ¢iktigi kayitlidir (Beasse ve ark., 2000; Garry ve ark., 1996; Xue ve ark.,
1997). Bir vejetasyon donemi boyunca yapilan 2 gozlemle degerlendirilen
denemelerde pozitif kontrol ve antagonist uygulamalari arasinda hastaligin seyri ve
siddeti agismdan belirli oranda farklihklar saptanmustir. Oyle ki, yesil aksam
uygulamalarinda hastalik %43-59, kalinti uygulamalarinda %41-55 oranlarinda
kontrol edilebilmistir. Biyolojik savasta en iyi etkinin maksimum %70 dolayinda
olabilecegi diisiiniiliirse elde edilen etkinin 6nemli oldugu kuskusuzdur (Harvey,
1994). Hastaligin bu denli iyi kontrol edilmesinin yaninda, ¢alismada, antagonistlerin
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gigek sayisi, bitki boyu ve verimde sagladigi artiglarla bitki gelisimine olumlu
etkilerinin bulundugu da saptanmistir. Bu tiir bulgulara rizobakterilerin kullanildig:
¢alismalarda sik¢a rastlanmaktadir (Albuquerque ve ark., 2003; Anith ve ark., 2003;
Diby ve ark., 2003; Kochuthresiamma ve ark., 2003). Bu durum antagonistlerin yer ve
besin yarismast ve antibiosis yoluyla hastaligt kontrol yeteneklerinden
kaynaklanabilmektedir. Nitekim yapilan g¢alismalarda fluoresent Pseudomonaslarin
patojenleri daha ¢ok besin ve yer yarismasi (Elad ve Baker, 1985; Elad ve Chet,
1987), pyrrolnitrin, pyocyanine, 2,4 diacethy phloroglucinol gibi metabolitlerin rol
oynadigi antibiosis (Pierson ve Thomashow, 1992) ve siderofor salgilamak suretiyle
(6zellikle patojenlerin demir kullanimini sinirlandiran pseudobactin’le) (Kloepper ve
ark., 1980; Lemanceau ve ark., 1992) kontrol ettikleri belirtilmektedir. Diger onemli
kimyasallar1 ise olusturduklar1 litik enzimleridir. Ornegin, hiicre duvarmmn
parcalanmasinda chitinase ve -1-3 glucanase (Lim ve ark., 1991; Velazhahan ve ark.,
1999), HCN iiretimi (Defago ve ark., 1990) ve patojen tarafindan tiretilen toksinlerin
parcalanmasidir (Borowitz ve ark., 1992; Duffy ve Defago, 1997). Son yillarda
uyartlmis dayaniklilik yoluyla da fluoresent Pseudomonaslarin bitki patojenlerini
basariyla kontrol ettigi goriilmektedir (Van peer ve ark., 1991; Vidhyasekaran ve
Muthamilan, 1999).

Calismada 3, 10, 50 ve 100 ppm’den olusan bir doz serisi kullanilarak
antagonist izolatlarin bezelyede en ¢ok kullanilan chlorothalonil, mancozeb, metalxyl
ve thiram gibi fungisitlerle olan etkilesimi de arastirilmigtir. Yesil aksam ve kalintt
uygulamalarmda en iyi sonucun alindigi 51 ve 17 nolu fluoresent Pseudomonas
izolatlarmin fungisitlerle olan etkilesimine bakildiginda 51°in mancozeb disinda diger
fungisitlerden etkilenmedigi gozlenmistir. 17 ise tiim fungisitlerden en fazla etkilenen
antagonist olmustur. 116 ve 122 nolu izolatlar ise metalaxyl ve thiram’dan hig
etkilenmemis, chlorothalonil ve mancozeb’in 100 ppm’lik dozunda koloni
gelismelerinde %20-30 arasinda bir engellenme saptanmuistir.

Tohum kaynakli Ascochyta infeksiyonlarinin 6nlenmesinde en ¢ok thiram ve
metalaxyl, yesil aksam infeksiyonlarmim onlenmesinde ise en ¢ok chlorothalonil ve
mancozeb etkili maddeli preparatlar kullanilmaktadir. Pratikteki uygulamanm bu
sekilde oldugu goz oniinde tutulursa, 51’in mancozeb disindaki tiim ilaglarla birlikte
veya doniisiimlii olarak kullanilabilecegi yapilan bu calismayla ortaya konmustur.
Calismada 51°den sonra en basarili bulunan 17 nolu izolat ise fungisitlerden en fazla
etkilenen antagonist olmustur. Bu nedenle bu izolatin ad1 gegen fungisitlerle birlikte
kullanilmasmim dogru olmayacagi, ancak konunun hastaliga etkili olabilecek baska
fungisitlerin denenmesine agik oldugu kuskusuzdur. Fungisitlerle etkilesimin ortaya
konmaya ¢alisildign bu in vitro denemede 116 ve 122’nin ise yine tiim ilaglarla
kombine bir sekilde kullanilabilecegi saptanmistir.
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Onceki ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin ¢alismamiz paralelinde oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Yapilan ¢aligmalar Pseudomonaslarin fungisitlere karsi
duyarliliginin oldukga diisiik oldugunu gostermektedir (Pedersen ve ark., 2001). Levy
ve arkadaslarinin (1988) yaptigi bir ¢calismada Mycosphaerella graminicola, Puccinia
recondita f.sp. tritici, Geotrichum candidum, Rhizoctonia solani ve Sclerotium
rolfsii‘ye kars1 basarili bulunan 2 fluoresent Pseudomonas izolatinin 2,4-D, dichlofob
methyl, benomyl, captafol, chlorothalonil, fenarimol, mancozeb, maneb, metalaxyl,
prochloraz, propiconazole, triadimefon gibi etkili maddelerden etkilenmedigi
belirlenmistir.

Pestisitlerin mikroorganizmalar {izerinde etkilerinin arastirildigi Odeyeni ve
Alexander’m (1977) yaptigt caligmada thiramm bezelyede nodiill olusturan
rhizobiumlara karsi etkisiz bulundugu bildirilmektedir. Bunun yaninda toprak
mikrobiyal dengesine metalaxyl, mancozeb ve thiram’m etkililiginin arastirildig
calismalarda da bakteri popiilasyonu iizerinde herhangi bir olumsuzluk
saptanmamustir (Digrak ve Ozcelik, 1998).

Sonug olarak, bu ¢alisma ile bezelyenin en dnemli hastaligi olarak bilinen
Ascochyta yanikliklarinin  fluoresent Pseudomonaslarla kontrol edilebilecegi
saptanmugtir. Hastalik, yesil aksama 4 nodyumlu dénemde, hastalikli kalintiya ise
ekimden bir hafta 6nce yapilan antagonist uygulamalariyla %55-60 oranlarinda
kontrol edilebilmistir. Bunun yaninda verim kalinti uygulamasinda kontrole gore
%15°lik bir artis gostermistir. Ustelik, antagonist izolatlardan 51, 116 ve 122
bezelyede en ¢ok kullanilan chlorothalonil, metalaxyl ve thiram fungisitlerinden
etkilenmemistir. Bu sonuglarla, bitki hastaliklariyla entegre miicadele igerisinde yer
alan, biyolojik savasin oniimiizdeki zaman diliminde 6nemini daha da artirmasi
beklenmelidir. Bundan sonra ki yapilacak ¢aligmalarda elde edilen sonuglarin makro
parsel denemeleriyle de dogrulanmasi ve daha sonra biyopreparat gelistirmeye doniik
calismalara gecilmesi gerekmektedir.
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