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ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum is one of the most destructive fungal disease agent on lettuce. The pathogen cause the
watery soft rots and produce the overwintering structures known as sclerotium. Inadequate control by using fungicides
on disease agent and increasing the resistance to fungicides is accelerated necessities of the biological control studies.
The most virulent isolate of S.sclerotiorum was selected among the samples collected from lettuce producing area. The
sclerotia collected from the pathogen isolate were used as bait for isolation of biocontrol agent of parasitic fungi. Thirty
fungal isolates were tested for their antagonistic characteristics using dual cultures. The isolate H1/2 showed the most
strong hyperparasitic activity (67.60%) on detached leaf test. Among them, three isolates having antibiosis effect
(A1/1,A3/5, A3/6) and eight isolates (H1/2, H5/1,H7/1, H7/2,H7/3, H10/1,H13/1, H18/2) having hyperparasitic activity
were evaluated for ability of control of the disease. Gliocladium spp. (H1/2), having hyperparasitic activity,
significantly reduced the disease incidence as 54.79% in the pot tests.

Key words: Lettuce, Sclerotinia sclerotiorum, antagonist, sclerotium

OZET

Marulda Beyaz Ciiriikliikk Hastaligi’min (Sclerotinia sclerotiorum) Fungal Antagonistlerle Biyolojik
Miicadelesi

Sclerotinia sclerotiorum, marulun en 6nemli hastalik etmenlerinden birisidir. Patojen, kok ve kok bogazinda
yumusak cliriikliiklere neden olur ve toprakta kislamasina neden olan sklerot yapilari olusturur. Hastalik etmeni ile
savasimda kullanilan fungisitlerin patojeni engellemekte yetersiz kalmasi ve fungusun dayaniklilik kazanmasi
nedeniyle biyolojik savagim ¢aligsmalart hiz kazanmistir. Caligmada, marul yetistirilen alanlardan toplanan ornekler
icerisinden en virulent S. sclerotiorum izolat1 secilmistir. Bu izolattan elde edilen sklerotlar tuzak olarak kullanilmig
ve sklerotlar1 parazitleyen funguslar izole edilmistir. In vitroda yapilan ikili testlerde 30 fungus, antagonizma
ozelliklerine gore testlenmislerdir. Hiperparazitik etki gosteren funguslar icerisinde H1/2 izolat1 koparilmis yaprak
testlerinde en yiiksek parazitik etkiyi (%67.60) gostermistir. Daha sonra antibiyosis etkiye sahip 3 (A1/1, A3/5,
A3/6) ve hiperparazit etkiye sahip 8 (H1/2, H5/1,H7/1,H7/2,H7/3,H10/1,H13/1, H18/2) antagonistik fungus, saksi
kosullarinda marul fidelerinde hastalig1 kontrol agisindan incelenmistir. Saks1 testleri sonuglarina gore, hiperparazit
etkiye sahip Gliocladium spp.(H1/2) izolat1 kontrole gore %54.79 etkililik gdstermistir.

Anahtar sozciikler: Marul, Sclerotinia sclerotiorum, antagonist, sklerot

GIiRiS
Marul, Asteraceae (Compositeae) familyasinin iiyesi olup, basta Akdeniz bolgesi olmak iizere diinyada pek
¢ok iilkede yetistiriciligi yapilan bir sebzedir. Diinyada marul {iretimi yapilan toplam alan 1,062,958 hektardir.
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Toplam marul {iretimi ise; 23,622,366 tondur. Marul tiretimi yapan iilkelerin baginda %48 iiretim miktari ile Cin,%
20 iiretim miktar1 ile Amerika Birlesik Devletleri gelmektedir (Anonymous, 2016). Ulkemizde yaygm olarak
iiretilen sebzelerden birisi olan marul, 2015 yilinda 447.492 ton iiretilmis ve bu miktarin 47,470 tonu diger tilkelere
ihrac edilmistir. Ulkemizde, marul iiretiminin yiiksek oldugu bolgeler Akdeniz, Marmara ve Ege bolgeleridir. Ege
bolgesindeki toplam marul Giretimi ise 61.527 tondur (Anonymous, 2015).

Marulda goriilen pek ¢cok dnemli hastalik etmeni bulunmaktadir. Bunlar igerisinde beyaz ¢iiriiklikk hastaligina
neden olan Sclerotinia tiirleri, toprak kaynakli patojenler arasinda dnemli bir yer tutmaktadir. Yogun olarak enfekteli
bitkiler tiimiiyle 6lmekte; daha az enfekteli bitkiler ise {iriin, boyut ve agirlikta olusan kayiplar nedeniyle pazar degerini
kaybetmektedir (Van Beneden et al., 2009; Clarkson et al., 2014). Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary bitki
patojenleri arasinda en polifag olanlarindan biridir. Kaynaklarda, 64 familyaya bagh 225 cins ve bu cinslere bagl
400°den fazla bitki tiirliniin bu patojene duyarli oldugu bildirilmektedir (Purdy, 1979; Boland and Hall, 1994).

Sicak ve tropik bolgeler disinda genis bir konukcu dizisini etkileyen S. sclerotiorum nedeniyle olusan
kayiplarin, bazi tarlalarda % 5 ile %85 arasinda oldugu saptanmistir (Tu, 1989; Pratt, 1992). Ulkemizde yapilan ve
[zmir, Manisa ve Aydin illerini kapsayan bir arastirmada; bdlgede goriilen zarar derecesinin %2,11 oldugu
saptanmustir (Yildiz, 1969). Ayrica, bitki ¢esitlerinin patojene karsi reaksiyonlari lizerine ve toprak solarizasyonuna
yonelik arastirmalar da yapilmistir (Cetinkaya, 1987; Yanar, 2005). Soylu ve ark. (2016) Hatay ili marul ekim
alanlarinda en sik rastlanilan fungal hastaliklarin basinda S.sclerotiorum™n neden oldugu beyaz ciiriiklik
hastaliginin geldigini bildirmislerdir.

Serin ve nemli ortamlar etmenin gelisimi i¢in optimum kosullar olmakla birlikte, ¢cok sicak ve sogukta
gelisme gostermemektedirler (Singleton et al., 1992; Pratt., 1992).

S. sclerotiorum toprakta olusturdugu dayanikli yapilar nedeniyle savasimi zor olan bir hastalik etmenidir.
Kiiltiirel savagim, kimyasal savasim, biyolojik miicadele ve dayanikli cesit, S. sclerotiorum etmeni ile miicadelede
kullanilan yontemler arasindadir (Subbarao, 1998). Etmen ile savasta kiiltiirel dnlemlerin ¢ok 6nemli yeri vardir.
Ornegin; toprakta fazla nem bulunmasini énlemek igin iyi bir drenaj saglanmasi, hava neminin fazla yiikselmesine
yol agan yagmurlama sulamadan kagmilmasi, patojenle bulasik toprakta uzun siireli bir ekim noébeti programi
uygulanmasi, etmeni zararsiz diizeye getirilebilir. Bunun yani sira bitki siklig1 da bir diger faktor olarak onem
kazanmaktadir. Sira aralarinin arttirilmast ve sira lizerindeki bitki sayisinin azaltilmasi, bitkiler arasinda
havalanmay1 sagladig: igin, hastalik ¢ikisinda ortaya ¢ikan uygun kosullarin olusumu riskini de azaltabilmektedir
(Saharan and Mehta., 2008). Sklerotlardan ari temiz tohumluk kullanilmasi, toprakta bulunan sklerotlarin
havasizliktan ¢iiriiyiip 6lmesi igin tarlanin 23-45 giin gibi uzun bir siire su altinda birakilmasi, hasattan sonra bitki
artiklarmim tiimiiyle toplanarak yakilmasi veya derine gomiilmesi gibi Onlemler hastaligi engellemede 6nemli
faktorler olarak goriilmektedir. Toprakta bulunan sklerotlarin apotesyum olusturmasinin dnlenmesinde malglama
uygulamalar1 da 6nemli kiiltiirel islemlerden sayilabilir. Bunun yani sira seralarda nem ve sicakligin kontrol altinda
tutulmas1 ve havalandirmaya 06zen gosterilmesi ve ayrica seralarda buharla toprak sterilizasyonu bagarili sonug
vermektedir (Hall., 1990). Toprak solarizasyonu toprakta bulunan sklerotlarin yasamasini ve apotesyum
olusturmasini azaltmaktadir. Bu azalig daha ¢ok topragin 5 cm gibi iist kisimlarinda bulunan sklerotlar1 61diirmekte
oldukga etkili olurken, 10-15 c¢m lik derinliklerdeki etkileri daha az olabilmektedir (Saharan and Mehta,2008).

Sclerotinia gibi patojenik funguslarin toprak igerisindeki varliklarini ortadan kaldirmak igin toprak
flimigantlar icerisinde en etkili uygulamalar arasinda yer alan metil bromidin yasaklanmasindan sonra, alternatif
bazi fiimigantlardan 1,3 diclopropene+dazomet ve dimetil disiilfit + basamid kombinasyonlarinin bu amaca yonelik
etkililikleri arastirilmistir. Bu arastirma kapsaminda, gerek ortii altinda gerekse agik alanda yapilan yetistiricilikte,
fiimigantlarin kombinasyon halindeki uygulamalarindan iyi sonuglar alinmistir (Van Wambeke et al., 2010).

Ticari olarak Sclerotinia hastaliklarina dayanikli marul g¢esitlerinin bulunmamasi, patojenin olduk¢a genis bir
konukgu dizisine sahip olmasi nedeniyle, iirlin rotasyonu da hastaligin dnlenmesinde yeterli olmamaktadir. Bu
nedenle; bu hastaliga karsi, fungisit uygulamalari yogun olarak kullanilmaktadir. S.sclerotiorum’a karsi, dicloran,
iprodione ve vinclozolin gibi fungisitler, ancak orta derecede bir kontrol saglayabilmektedir (Matheron and
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Porchas., 2004). Bu fungisitler ayrica, toprakta kisa siire kalarak, hizla parcalanmaktadirlar. Bunun yani sira
iprodione ve vinclozolin’e kars1 gelisen bir dayaniklilik da goriilmektedir.

Ulkemizde, S.sclerotiorum ile kimyasal savasim programlarinda iprodine, procymidone.fenhexamid ve
fludioxanil gibi fungisitler dnerilmektedir (Yiicer, 2007). Dicarboximide grubu i¢inde yer alan iprodione iilkemizde
hiyarda Sclerotinia sclerotiorum igin ruhsathidir.

Pestisitlerden kaynaklanan ve yapragi yenen bu sebze grubunda ortaya ¢ikan kalinti riskleri, hastaligin
onlenmesinde kimyasal olmayan uygulamalarin arastirilmasini giindeme getirmektedir (Chitrampalam et al.,2008).
Genel savasim stratejilerinin igerisinde gittikge dnem kazanan biyolojik savasim ¢aligmalari, sklerot yapisina sahip
bu patojen icin de gegerlidir. Biyolojik savasim ¢aligmalarinda, sklerotlarin agirlikli olarak mikoparazitik funguslar
tarafindan parazitlenmesi yoniindeki arastirmalarin yogunluk kazandigi goriilmektedir. Bu c¢aligmalarin basarili
olmas1 sonucunda etkili bulunan bazi antagonistik funguslarin ticari olarak da formiile edildigi goriilmektedir.
Mikoparazit funguslar igerisinde Trichoderma spp., Sporodesmium sclerotivorum ve Coniothyrium minitans
Gliocladium spp.,Fusarium, Hormodendrum, Penicillium gibi mikoparazitler sayilabilir (Adams et al., 1981;
Stoneman.,2002). C.minitans ve Gliocladium virens bu patojenin parazitlenmesinde dnemli bir potansiyele sahip
antagonistler arasindadir (Mercier and Reelede., 1987; Knudsen et al., 1991; Menendez and Godeas, 1998; Jones
and Stewart, 2000; Schmiedeknecht et al.,2001; Fernando et al., 2004., Li et al.,2005; Chitrampalam et al., 2008 ve
2010; Huang and Erickson,2008; Kim and Knudsen, 2009).

Pek ¢ok toprak patojenine kars1 antagonistik bir potansiye sahip bir toprak fungusu olan, Clonoctahys rosea
(Gliocladium roseum) S.sclerotiorum gibi sklerotlu funguslarda da etkili olmaktadir. Bu fungusun antifungal etkileri
petri testlerinde incelenmis ve C.rosea’nin iirettigi antifungal maddelerin patojenin miseliyal gelisimini engelleyerek
sklerot olusumunu durdurdugu ortaya konmustur. Benzer etkilerin in vitro yanisira saksida yetistirilen hiyar ve soya
fasulyesi bitkilerde yapilan testlerde de etkili oldugu belirtilmistir (Rodriguez et al., 2011).

Ulkemizde Sclerotinia ile yapilan biyolojik savasim ¢alismalarina bakildiginda Trichoderma spp. ve Bacillus
spp.gibi bazi fungal ve bakteriyel antagonistlerin domates ve hiyar bitkilerinde etkileri lizerinde g¢aligmalarin
bulundugu goriilmektedir (Aksay ve ark., 1991). Benzer sekilde hastaligin baskilandigi farkli bolgelerden izole
edilen Bacillus spp. ve Pseudomonas spp.’ye ait antagonistik bakteri izolatlarinin gerek marul ve gerekse diger
sebzelerde sorun olan S.sclerotiorum’unda iginde yer aldigi pek c¢ok toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi
oldukga etkili oldugu bildirilmistir (Soylu ve ark., 2005; Soylu, 2011; Kara ve ark., 2016; Kara et al., 2017).
Domateslerde S.sclerotiorum ve S.rolfsii’nin biyolojik ve kimyasal yollarla énlenmesi iizerinde yapilan bir doktora
calismasinda, bazi fungisit, giibre ve bir Trichoderma preparatinin etkileri incelenmistir. Bitki gelisimi agisindan
Trichoderma etkili bulunmustur (Irshad ve Onogur.,2002).

Erzurum’da ayg¢igeginde S. sclerotiorum ve S.minor ile yapilan bir biyolojik savagim c¢alismasinda, fungal ve
bakteriyel antagonistlerin hem in-vitro hem de in-vivo denemeleri yapilmistir. Bu arastirma sonucunda, Alternaria
alternata, T. harzianum, Ulocladium atrum, Verticillum tenerum gibi fungal, B.subtilis, Enterobacter pyrinus gibi
bazi bakteriler etkili bulunmustur (Tozlu ve Demirci., 2011).

S.sclerotiorum’un marulda neden oldugu hastaliklardan dolayr meydana gelen iiriin kayiplarinin azaltilmasi
ile ilgili ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir. Bu amagla ¢alismamizda, marullarda 6nemli bir ¢iiriiklilk etmeni olan
S.scleriorum hastaligmin biyolojik miicadele ydntemleriyle azaltilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir Bu
arastirma, antagonistik nitelikteki bazi fungal etmenlerin izolasyonu ve mikoparazitik etkilerini in-vitro ve in-vivo
kosullarda ortaya koyma c¢alismalarini kapsamaktadir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Patojen ve antagonistik funguslarin gelistirilmesi igin su agar (SA) ve patates dextroz agar (PDA) besi yerleri
kullanilmistir. Laboratuvar ve saksi kosullarinda yapilan testlerde, iki farkli marul g¢esidi kullanilmstir. Patojen
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enfeksiyonunun yaprak sekli agisindan daha net olarak goriilebildigi yaghk marul Lactuca sativa capitata L.
Janschen ¢esidi laboratuvar kosullarinda patojen izolatlar1 belirlemek amaciyla kullanilmistir. Patojen izolatlari
belirleme testlerinde kullanilan marul bitkileri, pazarlardan temin edilmistir. Etkililik aragtirmalarinin yapildigi saksi
testlerinde ise; L.sativa crispa L. iceberg marul ¢esidi kullanilmistir. Bu bitkiler viyollerde koklendirilmis olarak
hazir olarak temin edilmis ve kullanilmistir. Calismada, antagonistlerle karsilastirma yapmak amaciyla iprodione
(Rovral WP 50, Bayer) 6nerilen dozda saksilara uygulanmstir.

Sclerotinia sclerotiorum izolatlari, marul yetistiriciligi yapilan izmir (Torbali, Odemis, Bornova ve
Bayindir), Manisa (Salihli), Balikesir (Bandirma) il ve ilgelerinde agikta ve Ortii altinda yetistirilen marul
tarlalarindan alinan 6rneklerden elde edilmistir.

Yontem
Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin toplanmasi ve izolasyonu

Marul yetistiriciligi yapilan alanlardaki hastalik belirtisi gosteren bitkilerden patojen izolasyonlari
yapilmigtir. Hastalikli bitki 6rnekleri laboratuvara getirilerek kok bolgesi ¢esme suyu altinda yikanmistir. Bitki kok
bogazindan elde edilen sklerotlar, % 0,5 lik sodyum hipoklorit ile 3 dakika yiizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra
su agar besiyerine ekilmistir. Gelisen koloninin petri yiizeyini kaplamasindan sonra kiiltiirler, PDA besi yerine
transfer edilerek saflastirilmig, daha sonra PDA besi yeri igeren tiiplerde saklanmigtir.

Patojenisite testleri

Elde edilen S. sclerotiorum izolatlarinin virulensliklerini belirlemek i¢in koparilmis yaprak testi
uygulanmigtir. Bunun i¢in ¢esme suyunda yikanan marul yapraklari kurutulduktan sonra, patojen izolatlarin 4 mm
capindaki diskleri yapragin her iki tarafina karsilikli olarak yerlestirilmistir. Kontrol yapraklar iizerine bog PDA
diskleri konmustur. Yapraklar, altlarinda nemlendirilmis kurutma kagitlar1 bulunan, iizeri kapatilmis plastik kaplarin
icerisinde 20°C’de karanlikta inkube edilmistir. Yapraklar {izerinde geligen lezyonlarin ¢ap1 3 giin sonra Ol¢iilerek
kaydedilmistir (Van Beneden et al., 2009).

Sklerotlarmin Kkitle halinde iiretilmesi

Antagonistik funguslarin izolasyonu igin ¢ok sayida sklerot iiretimi gerekmektedir. Bu amagcla, kiigiik
parcalar halinde kesilen havuglar 1 litrelik erlenlerin 1/4 ini kaplayacak sekilde hazirlanip otoklavda 121° C’de 20
dakika siireyle sterilize edilmistir. S.sclerotiorum’un 5 giinliik kiiltiirlerinden cork borer yardimiyla 1 cm ¢apinda
olan 3 disk pargasi alinarak sogutulmus erlenlere aktarilmistir. Erlenlere inokule edilen patojen kiiltiirler 22°C’de 15
giin boyunca sklerot olusturuncaya kadar inkube edilmislerdir. Elde edilen sklerotlar daha sonra kurutularak steril
cam kaplarda 4°C’de kullanilincaya kadar bekletilmislerdir (Gracia-Garza et al., 1997., Zeng et al.,2012).

S.sclerotiorum‘a karsi antagonist etkideki funguslarin elde edilmesinde toprak érneklerinin hazirlanmasi

Hastalik belirtilerinin goriilmedigi marul bitkilerinin yetistirildigi bahgelerin topraklarindan 6rnekler
alimmusgtir. Topragin 10 cm’lik derinliginden alinan 6rnekler, PVC torbalar icerisinde laboratuara getirilmistir.
Toprak ornekleri 3-5 giin boyunca oda sicakliginda kurutulmus ve 2mm lik eleklerden gegirilerek elenmistir. Toprak
ornekleri alindiklar yerlere gére numaralandirilarak, islem yapilincaya kadar 10°C’de bekletilmislerdir (Rabeendran
et al., 1998).

Topraktan antagonist adaylarimin tuzak sklerotlar ile izolasyonu

Antagonistik funguslarin elde edilmesi igin 1 litrelik cam beherler kullanilmistir. Beherler daha once
alindiklar1 yerlere gore etiketlenmis ve elenerek hazirlanmig topraklar ile doldurulmustur. Kiiltiirde gogaltilarak
hazirlanan 5’ser adet sklerot tiil torbalara konarak her bir saksiya 5 sklerot torbasi gelecek sekilde yaklasik 5-10 cm
derinliginde gdmiilmiistiir. Yaklagik 2 hafta sonra topraktan ¢ikarilan torbalarda bulunan sklerotlar akar su altinda
yikanmustir. Sklerotlar daha sonra %1 lik sodyum hipokloritte (NaOCl) yiizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra,
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besi yerlerine ekilmistir. Sklerotlar iizerinden gelisen funguslar PDA besi yerinde saflagtirilmistir (Gracia-Garza et
al., 1997).

Antagonistik funguslarin in vitro antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Antagonistik funguslarin in vitro etkililiklerini belirlemek i¢in PDA igeren besi yerlerinde testler yapilmistir.
Bunun i¢in aday antagonistik fungusun geligmis kiiltiiriinden alinan 5 mm ¢apindaki bir disk, petri kabmimn kenarmdan
1 em uzaklhiga ekimi yapilmistir. Fungus kiiltiirleri 23°C de 2 giin boyunca gelismesi i¢in inkube edilmistir. Daha sonra
yine PDA besi yerinde 3 giin boyunca gelistirilmis S.sclerotiorum kiiltiiriinden 5 mm ¢apindaki disk ayn1 petri kabinin
6 cm uzakligma ekilmistir. Petriler 3 giin boyunca inkubatdrde gelistirildikten sonra iki fungun arasinda gelisen
inhibisyon zonu (IZ) 6lgiilerek ve skala yardimiyla degerlendirilmislerdir (Li et al., 2003). Mikoparazitik etki de benzer
sekilde skalaya gore degerlendirilmistir (Bell et al., 1982). Tek basina veya aday antagonist funguslarla birlikte inokule
edilmis petriler 2 ay boyunca sklerot olusumlart beklendikten sonra, gelisen sklerotlarin yiizey dezenfeksiyonu
yapilmis ve daha sonra, su agar icerine alinarak parazitlenen sklerotlar saptanmustir.

Mikoparazitlerin secimi

Sklerotlarin tuzak olarak kullanilmasiyla elde edilen aday antagonistlerin testlerinde kullanilacak toprak
70°C’de 30 dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir. Aday antagonistlere ait kiiltiirler, 5 giin boyunca PDA
iceren besi yerlerinde gelistirilerek ve 5x10° konidi/g gelecek sekilde spor siispansiyonlar1 hazirlanmustir. Sterilize
edilmis ve kurutulmus topraklar, sklerotlar iizerinden izole edilmis fungal inokulum ile bulastirilmig ve iyice
karigtirildiktan sonra 7-8 cm ¢apli saksilara aktarilmistir. Her bir saksiya daha once hazirlandigt gibi igerisinde 50
sklerot iceren tiil torbalardan 1 tanesi yaklagik 1 cm derinlige gomiilmistiir. Bu islemler, her bir fungus icin 10
saksida yapilmustir. Inokule edilen saksilar laboratuvarda 22°C’de karanlikta bekletilerek diizenli araliklarla su ile
islatilmistir. Yaklasik 20 giin sonra topraktan ¢ikarilan sklerotlar ¢cesme suyunun altinda yikanmistir. Her saksidan
geri alman sklerotlar sayilarak kaydedilmistir (Zazzerini and Tossi., 1985).

Sklerotlarin canliliklarni testlemek igin, nemlendirilmis kurutma kagitlart bulunan petri kaplarma yiizey
sterilizasyonu yapilmis 5 adet sklerot 9 cm ¢apl petri kaplarina gore kesilen marul yapraklari tizerine konmustur.
Marul yapraklar {izerine konan bu sklerotlar 10 giin boyunca 22°C’de 12 h 11k altinda inkube edilmiglerdir.
Sklerotlar iizerini kaplayan mikoparazitik kolonizasyon mikroskop altinda incelenmistir (Gracia-Garza et al., 1997).

Saksi testleri

Topraklar otoklavda sterilize edildikten sonra, 1 1t’ lik saksilara doldurulmustur. Hazirlanan saksilarin her
birisine daha once kitle halinde iiretilen sklerotlardan 9 tanesi bulastirilmistir. Antagonistik o6zellik gosteren
funguslarin kiiltiirlerinden elde edilen spor siispansiyonlari, 100 ml su igerisinde hazirlanarak, sklerot verilen saks1
topraklarina inokule edilmistir. Etmenle bulastirilan topraklar ertesi giin 10 cm derinlige kadar elle karistirilarak fide
dikilinceye kadar inkubasyona birakilmistir. Bu islemlerden yaklagik 15 giin sonra 3-4 yapraklt marul fideleri 9
tekrarli olarak, her bir saksiya 1 fide gelecek sekilde dikilmislerdir. Uygulamalarda, sklerot ve antagonist
uygulamasi yapilanlar, sadece sklerot verilen saksilar ve fungisit (Iprodione) uygulamasi yapilan kontrol uygulamasi
yer almistir. Hastalikli bitki sayilart dikimden 40 giin sonra, 0-10 skalasi (O=hastalik belirtisi yok, 1-9=%10-90
nekrotik lezyon, 10=%100 nekrotik yaprak belirtisi ve 6lii bitki) yardimiyla degerlendirilmistir (Fiume and Fiume,
2005). Hastalik siddeti degerleri Tawsend-Heuberger formiiliine gore hesaplanmustir.

SONUCLAR
Sclerotinia sclerotiorum izolatlar1 ile patojenisite testi sonuclari

[zmir, Manisa ve Balikesir’e bagli ilgelerdeki marul yetistirilen alanlardan kék bogazlarinda yumusama ve
curtikliik belirtisi gosteren veya sklerot iceren bitkiler toplanarak laboratuvara getirilmistir. Patojen izolatlarinin elde
edilmesi igin kok bogazi bolgelerinden yapilan izolasyonlarda, 17 adet S.sclerotiorum izolati elde edilmistir. Bu
izolatlardan bir tanesinde ($B-3) yapraklar iizerinde lezyon gelisimi gdzlenmemistir. Bu izolatlarla kesilmis



BIOLOGICAL CONTROL OF WHITE MOLD DISEASE (SCLEROTINIA SCLEROTIORUM) ON
LETTUCE BY USING FUNGAL ANTAGONISTS

yapraklarla yapilan patojeniste testleri sonucunda elde edilen izolatlar ve olusan hastalik siddeti degerleri Sekil 1’de
verilmektedir. Yaprak testleri sonucunda izolatlar arasinda en yiiksek lezyon capi olusturarak virulensi en yiiksek

olarak bulunan izolat, Torbali-2 (TRB-2) olarak degerlendirilmistir.

patojenisite

koloni caplari (mm)

SAL-1
TRB-1
TRB-2
TRB-4
TRB-5
TRB-6

AKH-1

6D-1
6D-2
6D-3
SB-4
SB-5

BAY-1

BAY-2
KM-1

MAM-1

izolatlar

Sekil 1. Patojenisite testi sonucunda Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin virulenslik diizeyleri

Antagonistik funguslarla in vitro testler

Marul yetistirilen topraklardan yontem kisminda belirtildigi sekilde, tuzak olarak kullanilan sklerotlar
iizerinde antagonistik Ozellik gosteren funguslarin izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Sklerotlarin {izerinden izole
edilen aday antagonistlerin etki mekanizmalarindan antibiyosis ve hiperparazitik etkileri saptamak i¢in in vitro’da
testler yapilmistir. Bu amagcla en yiiksek virulenslik diizeyine sahip S.sclerotiorum (TRB-2) izolat1 segilerek, aday
antagonistler PDA besiyerlerinde karsilikli olarak gelistirilmislerdir. Antibiyotik etki funguslar arasindaki zonlarin
(I1Z) olgiilmesi ile hiperparazitik etki ise; bir skala yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 2). /n vitro testlerde elde
edilen izolatlarin antagonistik test sonuglar1 Cizelge 1°de goriilmektedir.

Cizelge 1. Aday antagonistik funguslarin Sclerotinia sclerotiorum karsisindaki durumlari

izolat Engelleme zonu Skala Etki bigimine izolat Engelleme zonu Skala Etki bigimine
genisligi (IZ) (mm) degeri gore durum genisligi (IZ) (mm) degeri gore durum
a-5) a-5)
Al/l 12.13 - *KA H7/3 0 1 KH
HI1/2 0 1 *FKH H10/1 0 1 KH
1/3 0 5 Etkisiz H10/1 0 1 ZA
3/1 0 5 Etkisiz H13/1 0 1 KH
32 0 5 Etkisiz H13/2 0 1 KH
A3/3 0.25 - **ZA 16/1 0 5 Etkisiz
3/4 0 5 Etkisiz 18/1 0 5 Etkisiz
A3/5 6.57 - KA H18/2 0 1 KH
A3/6 7.19 - KA 21/1 0 5 Etkisiz
4/1 0 5 Etkisiz 23/1 0 5 Etkisiz
4/2 0 5 Etkisiz A23/2 1.86 - ZA
H5/1 0 1 KH 25/1 0 5 Etkisiz
6/1 0 5 Etkisiz 25/2 0 5 Etkisiz
H7/1 0 1 KH 25/3 0 5 Etkisiz
H7/2 0 1 KH 26/1 0 5 etkisiz

* KA: kuvvetli antibiyosis (engellenme zonu 7-10 mm)

**ZA: zay1f antibiyosis (engellenme zonu <3mm)

***KH: Hiperparazit skala degerleri (1-5 skalasi): l:hiperparazit tiim yiizeyi kapliyor,2: ortam yiizeyinin 3/2’sini kapliyor.3: Patojen ve
hiperparazit ortamda yar1 yariya gelisiyor, 4: Patojen ortamin en az 3/2’sini kapliyor, 5: Patojen hiperparazitin lizerini tamamen kapliyor.
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Mikoparazitlerin Secimi

Hiperparazitik etki gosteren 8 fungal izolat, toprak igerisinde sklerotlarin tuzak olarak kullanilmas1 yontemi
ile incelenmislerdir. Mikoparazitik etki gosteren funguslar sterilize edilmis topraklara, yontemde belirtildigi sekilde
inokule edilmislerdir. Saksilardaki tiil torbalar igerinde birakilan 50 sklerot, 20 giin sonra topraktan ¢ikarilmistir.
Cikarilan torbalar igerisindeki sklerotlar ¢esme suyu altinda yikanmis, sklerotlar sayilmig ve degerlendirilmistir.
Sklerotlarin canliliginin testlemek amaciyla steril kurutma kagith petri kaplarinin icerisine marul yapraklari yilizey
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra konmustur. Filtre kagitlar: islatilarak yapraklarin kurumasi dnlenmistir. Her bir
petri kabma 5 adet sklerot birakilmig ve 10 giin siiresince 22°C de inkube edilmislerdir. Sklerotlar daha sonra
binokuler altinda miselyum gelisimi, mikoparazit gelisimi ve sporulasyonlar1 agisindan incelenmislerdir. Test
sonuglarma gore hiperparazitik funguslar tarafindan parazitlenen sklerotlar topraklarda geri alindiktan sonra
degerlendirilmislerdir. Degerlendirmede sklerotlardaki parazitlenme skala degerlerine, topraktan geri alinan sklerot
sayilarina ve parazitik etkilerine gore yiizde olarak degerlendirilmislerdir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Sklerotlar lizerinde mikoparazitik etki gosteren funguslarin durumu

Hiperparazit etki gosteren Skala degerlerine gore sklerot sayilari* Topraktan geri alinan Parazitik etki

izolatlar 1 2 3 4 5 sklerot sayilari (%)
H1/2 6 6 1 2 28 43 67.60
H5/1 50 - - - - 50 00.00
H7/1 40 6 - 1 50 26.40
H7/2 39 3 1 1 2 46 24.80
H7/3 42 8 - - - 50 23.20
H10/1 35 7 4 2 2 50 31.60
H13/1 35 8 0 5 2 50 32.40
H18/2 40 1 0 0 9 50 32.80

Kontrol 50 0 0 0 0 50 -

*: Skala degerleri: 1: sklerotta parazitlenme yok; 2: sklerotta %25 parazitlenme; 3:sklerotta %50 parazitlenme; 4: sklerotta %75 parazitlenme; 5:
sklerotta %100 parazitlenme.

Mikoparazitik funguslarin sklerotlar tizerindeki parazitleme durumlar1 makroskobik ve mikroskobik olarak
incelenmistir. Bazi petri kaplarinda yer alan sklerotlar degisik saprofitik funguslar (Mucor spp., Aspergillus spp vs)
ile bulastig1 i¢in degerlendirme yapilamamustir. Skala degeri 1 ve 2 olan izolatlarin verildigi sklerotlarda ¢imlenme
goriiliirken, 3-5 degerleri araligindaki sklerotlarda ¢imlenme goriilmemistir. Parazitlemenin belirlenmesi amaciyla,
herbir izolat i¢in toplam 50 sklerot topraga gomiilmiistiir. Bu sklerotlar daha sonra topraktan ¢ikarilarak sayilmig ve
erime sonucu toprakta pargalanan sklerotlar bu yolla saptanmistir. Geriye alinan sklerot sayilar1 bakimindan en iyi
etki gosteren izolat 43 sklerot sayist ve en yiiksek skala degeri verilen 28 adet sklerot ile H1/2 izolat1 olmustur.
Skala degerlerine gore parazitleme Ozelligini gosteren bu izolatin % 67.60 gibi bir etki oranmna sahip oldugu
goriilmiistiir. Diger hiperparazitik etki gosteren izolatlar % 24.80 ile %32.80 gibi degisen oranlarda parazitik etki

gostermislerdir. Parazitik etki gosteren tiim izolatlarin genel durumlart Sekil 3’de goriilmektedir.
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Sekil.2. Antagonistik funguslarla yapilan in vitro testlerde antibiosis ve hiperparazitik etki gosteren funguslar ile parazitlenmenin gorildigi
sklerotlar

mikoparazitik etki
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Sekil 3. Sklerotlar1 parazitleyen aday antagonistlerin durumu

Saksi Testleri

Antagonist adaylarinin saks1 kosullarinda S.sclerotiorum tizerindeki etkileri belirleyebilmek amaciyla, iklim
odasinda yiiriitiilen testlere gecilmistir. Etki mekanizmasi antibiosis ve hiperparazitik etki olan antagonist
adaylarmin daha 6nce yapilan testlere gore segimleri yapilmigtir. Bunun igin antibiosis etki gosteren 3 izolat (A1/1,
A3/5 ve A3/6) ile hiperparazitik etki gosteren; 8 izolat (H1/2,H5/1,H7/1,H7/2,H7/3,H/10/1,H13/1 ve HI18/2)
secilmislerdir. Yontem boliimiinde agiklandigi sekilde yapilan saksi testlerinde bitkiler, 0-10 skalasina gore
degerlendirilmislerdir. Bu degerlendirme sonuglart Cizelge 3 ve Sekil 4’de verilmektedir. Denenen izolatlar
igerisinde en yiiksek etkililik H1/2 (%54.79) numarali izolatta goriilmistiir.

Cizelge 3. Saks1 denemesinde marul bitkileri iizerinde antagonistik funguslarin etkileri

Karakterler Hastalik saglam yaprak  Etkililik  Karakterler =~ Hastalik Saglam yaprak  Etkililik
siddeti* say1s1 (%) sidd.% say1s1 (%)
(%)
Kontrol (+) 81.10 ab 9 - H7/1 79.99 ab 3 1.36
Kontrol(iprodione)  64.44 ab 10 20.54 H7/2 79.99 ab 10 1.36
Al/l 56.66 be 12 30.13 H7/3 84.44 b 8 0
H1/2 36.66 ¢ 21 54.79 H10/1 66.66 ab 10 17.80
A3/5 73.33 ab 14 9.58 H13/1 86.66 a 18 0
A3/6 72.22 ab 9 10.94 H18/2 76.66 ab 9 5.47
H5/1 59.99 abc 17 26.02

*Ortalamalar Duncan (P <0.01) testine gore ayrilmistir.
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Sekil. 4. Antagonistik izolatlarin hastalik ¢ikisi tizerindeki etkileri

In-vitro ve yar1 in-vivo kosullarda en virulent izolat ve aday antagonistler belirlenmistir. Bu testlerden sonra,
aday antagonistlerin segilen virulent S.sclerotiorum’ile etkilesimlerinin incelemek amaciyla, iklim odasi
kosullarinda saksilarda yetistirilen marul bitkileri ile testler gerceklestirilmistir. Bu testler sonucunda genus
diizeyinde tanilamalar1 yapilan iki izolattan hiperparazitik etki gosteren ve Gliocladium spp. olarak tanilanan H1/2
izolat1 ile antiobiosis etkiye sahip Fusarium spp. olarak tanilanan A1/1 izolatlar1 hastalik siddetini kontrola gére
sirastyla %54.79 ve %30.13 oraninda baskilayan bir biyoetkinlik ortaya koymuslardir.

TARTISMA

Diinyada ve Ulkemizde gerek agik alanda gerekse ortii altinda yetistirilen marul bitkilerinin en &nemli
sorunlarindan birisi Sclerotinia tiirlerinin neden oldugu beyaz ¢iiriiklik hastaligidir. Bu hastaligi olusturan etmenler
S.sclerotiorum ve S.minor olarak bilinmektedir. Hastalik etmenlerinin yiiksek oranda virulenslige sahip olmalar1
nedeniyle, marul gibi suca zengin, yumusak govdeli olan bu sebze grubunda hastalik, biiyiik 6l¢iide zarar yapmakta
ve liriinde nitel ve nicel kayiplara neden olmaktadir.

Sclerotinia hastaliklarinda, hastalik gelisimi i¢in sklerot yapilari son derecede 6nemlidir. Bu yapilarin ortadan
kaldirilmasinin olduk¢a zor olmasindan kaynaklanan ve sonraki bitki yetistirme periyotlarinda yeniden enfeksiyon
yapma yeteneginden dolay1 savagiminda giicliikler yasanmaktadir (Y1ldiz.,1969; Mert-Tiirk ve Mermer, 2004; Kara
ve ark., 2016; Soylu, 2011; Soylu ve ark., 2016).

Hastalik etmeninin polifag olmasindan ve ticari olarak bu hastaliga dayanikli g¢esit olmamasindan
kaynaklanan nedenlerle, savasimda daha ¢ok kimyasallar kullanilmaktadir. Kimyasal savasimda kullanilan
fungisitlerin toprakta pargalanmalar1 ¢ok hizli oldugu igin, sklerotlarin ortadan kaldirilmasinda ¢ok yeterli
olamamaktadir (Bardin and Huang.,2001). Bunun yanisira topraga uygulanan fungisitlerin toprak igerisindeki yararl
organizmalara olan olumsuz etkilerinden dolayi, Sclerotinia gibi toprakta yerlesen patojenleri etkili bir sekilde
baskilayacak biyolojik savagim caligmalari 6n plana ¢ikmistir. Bu yonlii ¢alismalardan, onemli Slclide etkili
olabilecek nitelikte mikroorganizmalar elde edilmistir.

Biyolojik savasim c¢aligmalarinda sklerotlart parazitleyerek ¢imlenmeyi onleyen bazi mikrobiyal ajanlar
iizerinde ¢alismalar yogunlasmistir. Bu mikroorganizmalar igerisinden Coniothyrium minitans, Gliocladium spp. ve
Trichoderma spp gibi fungal antagonistler, lizerinde en ¢ok ¢alisma yapilanlar arasinda sayilabilir. Bu funguslar
icerisinde C.minitans, ticari olarak Contans WG ad1 ile formiiliize edilmistir (Budge and Whipps., 2001; Zeng et al.,
2012).
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Calismamiz, bu patojeni dnlemeye yonelik olarak, yararli mikroorganizmalarin etkinliklerinin incelendigi bir
biyolojik savasim calismasidir. Bu amacla ilk asamada Izmir ve Balikesir illerine bagh ilgelerinde ortii alt1 veya
acikta marul iiretimi yapilan alanlar gezilmis ve hastalik belirtisi gosteren drnekler toplanmustir. Orneklemede farkli
marul g¢esitlerinden (goébekli, kivircik ve iceberg gibi) bitki ornekleri toplanmustir. Vegetasyonun farkli
donemlerinde toplanan bitki drneklerinden S.sclerotiorum izolasyonlar1 yapilmistir. Bu izolasyonlar sonucunda elde
edilen patojen izolatlar icerisinden en yiiksek virulenslige sahip izolati belirleyebilmek icin koparilmis yaprak
testleri yapilmistir. Patojenisite testlerinde 16 S.sclerotiorum izolati marul yapraklari {izerinde inokule edilmistir.
Yapraklar iizerinde gelisen lezyonlar ¢ap Ol¢limleri ile degerlendirilmis ve izolatlar izolatlar karsilastirilmstir.
Yaprak testlerinde Torbali 2 (TRB-2) izolati, en yiiksek hastalik siddeti gdsteren izolat olmus ve diger testlerde
kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Ikinci asamada, marul yetistirilen alanlarda bu kez saglikl1 bitkilerin bulundugu topraklardan &rnekler alinmis
ve bu topraklarin igerisine secilmis patojen izolattan elde edilen sklerotlar gdmiilmiistiir. Bu sekilde sklerotlar,
antagonistleri yakalamak amaciyla tuzak olarak kullanilmigtir. Bu sklerotlar daha sonra topraktan geri alinmis ve
uygun besi yerlerinde kiiltiire alinarak, {izerlerinde geligen olasi parazitler saptanmustir (Grazia-Garza et al., 1997).

Sonraki asamada, sklerotlar tizerinden alinarak saflastirmalar yapilmistir. Elde edilen funguslar Trichoderma
spp., Gliocladium spp., Fusarium spp., Myrothecium spp., Aspergillus spp.gibi 30 kadar farkli fungal genusa bagh
izolat, patojene olan biyolojik etki sekline gore incelenmislerdir. Etki bicimlerinin arastirildigi bu testlerde, izolatlar
petri kaplarinda patojenik izolat ile karsilikli ekilmis, patojen fungusun petriyi doldurdugu siire sonunda gelisen
kolonilerdeki etkilesimler antibiosis ve hiperparazitik etki olarak ayrilmiglardir (Rodriguez et al., 2011). Bu izolatlar
icerisinde 6 izolat, petri testlerinde 7-10 mm den daha fazla inhibisyon zonu olusturarak kuvvetli antibiosis
gostermislerdir. Yine aym testlerde 8 fungal izolatin, patojen fungusun {izerini tamamen oOrterek, yiiksek oranda
parazitleme gosterdigi saptanmustir. Bu izolatlarin Trichoderma spp. ve Gliocladium spp. gibi mikoparazit olarak
bilinen funguslar oldugu goriilmiistiir.

Mikoparazitik etkiye sahip antagonistlerin Sclerotinia hastaliklarmin engellenmesindeki etkileri iizerinde pek
cok caligma yapilmigtir. Bu ¢alismalarda sklerotlar iizerinden izole edilen ve parazitik etki gosterenler arasinda;
Coniothyrium minitans, Trichoderma sp. Gliocladium spp., Sporidesmium sclerotivorum, Clonostachys rosea bunlar
arasinda en ¢ok calisilan funguslardir (Tu., 1997; Jones et al., 1997;Bardin and Huang., 2001; Budge et al., 1995;
Kim and Knudsen.,2009; Elias et al., 2016; Rabeendran et al.,2006; Rodriguez et al., 2011). Baz1 bakteriyel
antagonistlerle de ¢aligmalar bulunmaktadir ( Bonaldi et al., 2014; Huang et al., 1993).

Calismada daha sonra, izolasyonlar sonucunda elde edilen funguslardan 8 tanesi ile steril toprakta antagonizma
testi yapilmis ve sklerotlardaki 6liim oranlar1 saptanmustir. Bu testlerde hiperparazit etki gosteren Trichoderma spp.,
Gliocladium spp., genuslarindaki antagonistlerin toprak icerisindeki sklerotlarda parazitleme gerceklestirdikleri ve
bir Gliocladium spp. (H1/2) izolatinda geriye alinan sklerot sayilarinda azalma ile birlikte, %67.60 oraninda bir
parazitlik olusturdugu belirlenmistir.

Saksi kosullarinda marul bitkileri ile yapilan in-vivo testlerde, cesitli kademelerde etki gosteren izolatlar
icerisinden antibiosis etki mekanizmasini gosteren dort izolat ile hiperparazitik etkiye sahip 7 izolatin hastalik ¢ikist
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bitki dikiminden 40 giin sonra yapilan hastalik degerlendirmelerinde hastalik
siddeti ve etkililik oranlart saptanmistir. Buna gore, antibiosis etki gosteren Fusarium spp. (Al/1) kontrola gore
yapilan karsilastirmada % 30.13 etki gosterdigi, buna karsin Gliocladium spp. (H1/2) antagonistinin %54.79 etkililik
orani ile S.sclerotiorum lzerinde bir engelleme olusturdugu saptanmistir. Patojenin dnlemesinde kontrol karakteri
olarak uygulanan fungisit (iprodione ), antagonistik organizmadan daha diisiik bir etkililik ( %20.54) gdstermistir.

Trichoderma ve Gliocladium genusu iiyelerinin dzellikle sklerotlar1 parazitleyen genuslar olduguna iliskin ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir. Bu aragtirmalar, in-vitro, in-vivo saksi ve tarla denemeleri yapilarak denenmistir
(Chitrampalam et al., 2008; Rabeendran et al., 2006;Budge et al., 1995;Kim and Knudsen., 2009; Villalta et
al.,2012; daSilva et al., 2015).
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S.sclerotiorum, ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde hastalik olusturan bir patojendir. Literatiir kayitlarinda marulla
yapilan calismalar incelendiginde, bu hastaligin biyolojik savagiminda basta C.minitans (Rabeendran et
al.,2006;Budge and Whipps.,2001;Jones and Whipps.,2002; Jones et al., 2003; Chitrampalam., 2009), Trichoderma
spp. ve Gliocladium virens ( Tu., 1980; Budge et al.,1995;Rodriguez et al., 2011; Huang.,1980;Tozlu ve
Demirci.,2011) gibi antagonistik funguslarla yapilan calismalarin bulundugu ve arastirma sonuglarinda etkili
olanlarin bir bdliimiiniin tarla kosullarinda da basarili sonuglar verdigi goriilmektedir. Benzer sekilde, iilkemizde
marulda S.sclerotiorum etmenine karst Bacillus spp. ve Pseudomonas spp ve Lysobacter spp. ait antagonistik bakteri
izolatlarmin kullanildig1 biyolojik miicadele caligmalar1 yapilmistir. S6z konusu izolatlarin in vitro ve in vivo
kosullarda hastalik ¢ikisini 6nemli diizeyde engelledigi, bazi1 bakteri izolatlarmi fungus hiflerinde morfolojik
deformasyonlara neden oldugu, bazilarmin ise; sklerot ¢imlenmesini tamamen baskildig1 belirlenmistir (Soylu,
2011; Kara ve ark., 2016; Soylu ve ark., 2016; Kara ve ark., 2017).
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ABSTRACT

Leucostoma canker, caused by several species of the genus Leucostoma, is an important disease of stone
fruits. Our knowledge on the reactions of the cultivars of stone fruit species to Leucostoma spp. is not adequate. In
this study, reactions of five cultivars from the four hosts (peach, plum, almond, and apricot) against Leucostoma spp.
were determined using excised-stem section test. The length of the canker lesions (mm) developed on the stem
ranged from 13.3 to 48.5 in peach, from 12.5 to 60.8 in plum, from 6.8 to 19.3 in almond, and from 11.8 to 57.3 in
apricot. The pathogen formed larger lesions on cv.‘Papaz’ (plum), ‘Ninfa’ (apricot), ‘Ruby Rich’ (peach) and
‘Ferraduel’ (almond). In a separate experiment, reaction of one cultivar as representative for each host was also
determined on potted plants. Large lesions developed on the plants of cvs. ‘Ninfa’, Vista Rich’ (peach) and
‘Formosa’ (plum). The pathogen created smaller lesions on ‘Texas’ (almond) than other cultivars. Results indicated
that susceptibility of stone fruit cultivars against Leucostoma spp. varied and none of them were completely
resistant.

Keywords: Leucostoma canker, Leucostoma spp., stone fruits, cultivar reactions

Tiirkiyede Yetistiriciligi Yapilan Baz1 Tas Cekirdekli Meyve Cesitlerinin Leucostoma spp.’ye
Kars1 Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

OZET

Leucostoma cinsine ait bazi tiirlerin neden oldugu Leucostoma Kanseri, tag ¢ekirdekli meyve tiirlerinin
onemli hastaliklarindan biridir. Tas ¢ekirdekli meyve tiirlerine ait gesitlerin Leucostoma spp.’ye karsi reaksiyonlari
konusundaki bilgiler yeterli degildir. Bu ¢aligmada, dort konukcu (seftali, erik, badem ve kayisi)’dan beser cesidin
Leucostoma spp.’ye karsi reaksiyonlari kesik-dal testi yontemi ile belirlenmistir. Dallar {izerinde lezyon uzunluklari
(mm) seftalide 13,3 ile 48,5, erikte 12,5 ile 60,8, badem de 6,8 ile 19,3 ve kayisida 11,8 ile 57,3 arasinda degisen
kanserler olusmustur. ‘Papaz’ (erik), ‘Ninfa’ (kayis1), ‘Ruby Rich’ (seftali) ve ‘Ferraduel’ (badem)’ ¢esitlerinde
diger cesitlere gore daha bilylik lezyonlarin olustugu gézlenmistir. Ayrica her bir konukgu tiirden temsilen se¢ilmis
bir gesitin reaksiyonu saksi kosullarinda fidanlar {izerinde de belirlenmistir. ‘Ninfa’, Vista Rich’ (seftali) ve
‘Formosa’ (erik) ¢esidi fidanlarda biiyiik kanserler olusurken ‘Texas’ (badem) cesidinde ise kanser gelisimi sinirlt
kalmigtir. Caligmanin sonuglarina gore; tag ¢ekirdekli meyve cesitleri Leucostoma spp.’ye karst farkli reaksiyonlar
gostermistir ve tam olarak dayaniklilik gosteren bir ¢esit goriilmemistir.

Anahtar sozciikler: Leucostoma Kanseri, Leucostoma spp., tas ¢ekirdekli meyveler, ¢esit reaksiyonlari

‘Bu yaymn Ethem Yilmaz tarafindan hazirlanmis “Ege Boélgesinde Kirazlardan Elde Edilen Leucostoma spp. izolatlarmin Kiiltiirel ve Patojenik Ozelliklerinin
Belirlenmesi” adli tezden tiiretilmistir.
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DETERMINATION OF REACTIONS OF SOME STONE FRUIT CULTIVARS, COMMONLY
GROWN IN TURKEY, AGAINST LEUCOSTOMA SPP.

GIRIS

Diinyada tas ¢ekirdekli meyve tiirlerinde govde, dal ve siirgiinlerde kurumalara yol agan hastaliklarin basinda
Leucostoma Kanseri (Cytospora Kanseri) gelmektedir (Biggs, 1989). Baslangigta agaglarin kabuk dokusunda ¢okiik
alanlar seklinde baslayan hastalik, bu bolgenin siskinlesip catlamasi ile kanser adi verilen Sliimciil yaralar halini
almaktadir. Kanser, agacin dalin1 cepegevre sardiginda iist kisimlara su taginmasinin tamamen durmasi sonucu kismi
dal ya da tiim aga¢ o6liimleri meydana gelmektedir (Ogawa et al., 1995). Hastaligin, siddetli seyretmesi durumunda
bahgenin ortalama dmriinii 10 yila kadar diisiirdiigii bildirilmistir (James and Davidson, 1971). Hastaligin, Tiirkiye
dahil bir ¢ok iilkede farkli konukgular iizerinde yaygin olarak varlig1 bildirilmistir (Hayova and Minter, 1998).

Tas ¢ekirdekli meyve tiirlerinde goriillen Lecostoma Kanseri, Leucostoma persoonii (Nitschke) Hohn.,
L. cincta (Fr.) Hohn., ve L. parapersoonii Adams, Surve-lyer, et lezzoni olmak iizere Leucostoma cinsinden lig
farkl tiir ile iligkilendirilmistir (Adams et al., 1989; Regner et al., 1990; Adams et al., 2002). Bu tiirlerden ilk ikisi,
uzun yillardan beri bilinmesine karsilik sonuncusu yakin zamanda ABD’nin Michigan Eyaletinde seftali iizerinde
tanilanmigtir (Adams et al., 2002). Bu tiirlerin ayrimlari, konukgular {izerinde olusturduklari hastalik belirtileri ile
miimkiin olmayip besi ortamlarindaki kiiltiirel 6zelliklerinin karsilagtirilmasi da saglikli sonuglar vermemektedir
(Tekauz and Patrick, 1974; Adams et al.,1989, Adams et al., 2002). Son yillarda Leucostoma tiirlerinin tanisi,
ribosomal DNA’nin ITS boélgesine yonelik olarak gelistirilmis iiniversal primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan
DNA pargalarinin dizilim analizleri ile miimkiin hale gelmistir (Wang et al., 1998; Adams et al., 2002).

Daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda, farkli Leucostoma tiirlerine ait izolatlarin konukgu tiirlerine gore farkli
viriilensliklerinin oldugu bildirilmistir (Schmidle et al., 1979; Adams et al., 1989; Surve-Iyer et al., 1995). Ancak
bunun tam olarak konukgu-patojen 6zellesmesinden kaynaklanip kaynaklanmadigi ortaya konulmamistir. Farkli
iilkelerde yiiriitiilmiis siirveyler, hastalik etmenlerinin belirli bir konukgu tiiriindeki yayginlik ve viriilensliginin
cografik bolgelere gore degistigini gdstermektedir (Willison, 1936; Wensley, 1964). Baz: arastiricilar, bu durumun
bolgesel iklim kosullarindan kaynaklanmis olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Willison, 1936; Bertrand and English,
1976). Nitekim L. persoonii’nin yliksek sicakliklarda L. cincta’nin ise diisiik sicakliklarda daha iyi gelistigi bir ¢ok
arastirict tarafindan bildirilmistir (Adams et al., 1989; Regner et al, 1990; Wangs et al., 1998; Surve-lyer et al.,
1995).

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde, cesitli tas ¢ekirdekli meyve tiirleri iizerinde Leucostoma Kanserinin varligi
bildirilmistir (Kural ve Erdiller, 1995; Celiker ve Kural, 2007; Gokge vd., 2011; Calig ve Yanar, 2015). Dogu
Anadolu Bolgesinde Malatya ve Elazig illerinde kayisilarda Leucostoma Kanserinin énemli bir hastalik oldugu,
bahgelerin %90’inda ve agaglarin %36’sinda Leucostoma Kanserinin bulundugu, hastaliktan sorumlu fungus
tiiriniin de L. cincta oldugu ve test edilen dort kayist ¢esidinde ‘Soganct’ gesidinin daha az duyarli oldugu
bildirilmistir (Kural ve Erdiller, 1995). Dogu Anadolu Bdlgesinde yiiriitiilen diger bir ¢alismada, kirazlarda
Leucostoma Kanserinin yayilis oran1 Erzincan’da %38,1 ve Glimiishane’de %13,3 olarak rapor edilmistir (Gokce
vd., 2011). Ege Bolgesinde kiraz, badem, seftali ve erik agaclarinda (Celiker ve Kural, 2007) Tokat Ydoresinde ise
kiraz ve visne agaglarinda (Calis ve Yanar, 2015) Leucostoma Kanserinin agaclarda kurumalara neden oldugu
bildirilmistir.

Leucostoma Kanserine karsi dnerilen miicadele yontemleri oldukca siirhidir. (Biggs, 1989; Ogawa et al.,
1995). Kimyasal miicadelesi olmayan bu hastaligin, en iyi kontrolii sanitasyon ve etmenlerin yara paraziti
olmalarindan dolayr yara yonetimidir (Biggs, 1989). Ancak bazi durumlarda, dzellikle hastaligin yogun olarak
goriildiigii alanlarda, bu yontemler hastaligi kontrol etmede yeterli olmayabilmektedir (Chang et al., 1991). Farkl
iilkelerde yiiriitiilen caligmalarda, bazi ticari tas g¢ekirdekli meyve tiirlerine ait ¢esitlerin Leucostoma Kanseri
etmenlerine karsi duyarliliklari test edilmis ve gesitler arasinda hastaliga ¢ok hassas olanlarin yaninda belli oranda
tolerant gesitlerin de oldugu bildirilmistir (Miles et al., 1989; Chang et al., 1989b; Iezzoni et al., 1990; D’Ercole et
al.,, 1995). Ancak tascekirdekli meyve tiirleri igerisinde Leucostoma spp.’ye karst tam dayaniklilik gosteren
gesitlerin varligina rastlanmamistir (Luepschen et al., 1975; Dhanvantari and Dirks, 1983). Yetistiricilikte daha ¢ok
don zararma karsi dayanikli ve yara iyilesmesi hizli olan g¢esitlerin segilmesi hastalikla miicadelede Onerilmistir
(Biggs, 1989).
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Meyve iiretiminde, agronomik 6zellikleri iyilestirilmis veya hastaliklara kars1 dayanikliligr arttirilmis yeni
cesitler, cok hizli bir sekilde eski gesitler ile yer degistirmektedir. Ulkemizde son zamanlarda 6zellikle Avrupa
iizerinden girmis ¢cok sayida yeni meyve ¢esidi ve anaci bulunmaktadir. Maalesef bu ¢esitlerden 6nemli bir kisminin
hastalik ve zararlilara karsi olan hassasiyetleri bilinmemektedir. Ulkemizde, Leucostoma tiirleri 6zellikle yash
bahgelerde 6nemli zararlar yapmakta (Kural ve Erdiller, 1995) ve bu durum karsisinda iireticilerin kuruyan agaglarin
yerine yenilerini diktikleri goriilmektedir. Her ne kadar bugiine kadar tas ¢ekirdekli meyveler arasinda Leucostoma
Kanserine karsi tam dayaniklilik tespit edilmese de hastaligin ¢cok yogun oldugu yerlerde bu hastalifa duyarliligi
daha az cesitlerin segilmesi, hastalik yonetimi agisindan daha uygun olacagi diisliniilmektedir. Ancak, gesitlerin
hastalik etmenlerine karst olan reaksiyonlar1 konusundaki eksiklikler c¢esit secimlerinin istenildigi gibi
yapilamamasina yol agabilmektedir. Bu nedenle bu ¢aligma, iilkemizde yetistiriciligi yapilan tas ¢ekirdekli meyve
tirlerine ait baz1 ticari ¢esitlerin Leucostoma spp.’ye karsi olan reaksiyonlarmin belirlenmesi amaciyla
yiiriitilmiistiir.

MATERYAL VE METOD
Leucostoma spp. izolatlan

Ege Bolgesi iiretim alanlarindan toplanmis ve patojen oldugu daha dnceki ¢aligmalarda belirlenmis olan 150
adet Leucostoma spp. izolat1 arasndan segilen 6 adet izolat bu ¢alismada kullamlmustir. Izolatlarin saklanmast,
gelistirilmesi ve inokulum hazirlanmasinda patates dekstroz agar (PDA) ortamu kullanilmugtir.

Konukcu Bitkiler ve Cesitler

Caligmada tilkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan tag ¢ekirdekli meyve tiirlerinden seftali, kaysi, erik
ve badem bitkilerine ait izmir'in Odemis ilgesinden ticari bir fidan isletmesinden elde edilen materyaller
kullanilmustir. Kullanilan gesitler ise sirasiyla soyledir: bademde ‘Texas’, ‘Nonpareil’, ‘Ferragnes’, ‘Ferraduel’ ve
‘Tuana’ cesitleri; seftalide ‘Vista Rich’, ‘Francoise’, ‘Ruby Rich’, ‘Monreo’ ve ‘Elegand Lady’ ¢esitleri; kayisida
‘Sekerpare’, ‘Precoce de Thyrinte’, ‘Ninfa’, ‘Perfect Red’ ve ‘Alyanak’cesitleri; erikte ‘Papaz’, ‘Bekiroglu’, ‘Santa
Rosa’, ‘Formosa’ ve ‘Black Diamond’ gesitleridir.

Cesit Reaksiyonlari
Kesik-Dal Testi

Yukarida adi gegen her bir tas ¢ekirdekli meyve cesitlerinden alinan saglikli ve homojen goriiniimlii bir yillik
2,5-3 cm capindaki dallar 20 cm boyunda kesilerek, Chang et al. (1989a)’a gore viriilenslik testlerinde
kullanilmustir. Dallar %2°1ik sodyum hipoklorid igerisinde 1,5 dk bekletilerek yilizey dezenfeksiyonlari yapilmis ve 1
dakika steril saf suda bekletildikten sonra steril kosullarda kurumalar1 saglanmistir. Her bir dalin boydan orta yerine
gelecek sekilde kabuk dokusundan steril mantar delici ile 6 mm capinda bir disk ¢ikarilarak inokulasyon i¢in yara
acilmistir. Yara yerinin {izerine Leucostoma spp. izolatlarinin PDA da gelistirilmis 4 giinliik kolonilerinden alinan 6
mm ¢apinda bir disk, misel kismi alta gelecek sekilde yerlestirilerek dallar inokiile edilmistir. Kontrol dallarima
sadece steril agarli disk yerlestirilmistir. inokulasyon noktasi serit parafilm ile sarildiktan sonra, dallarin tepe
kisimlart eriyik haldeki parafine daldirilarak bu kisimdaki kesik yerinin kapanmasi saglanmistir. Dallar icerisinde
nemlendirilmis perlit bulunan saksilara dip kisimlarindan batirilmis ve {izerlerine nemlendirilmis seffaf plastik torba
gecirilerek kapatilmistir. Saksilar, 24°C ve 14 saat 151k 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis iklim odasina
yerlestirilerek inkiibasyona birakilmislardir. Her bir izolat i¢in dort kesik dal kullanilmis ve her bir kesik dal bir
tekerriir olarak kabul edilmistir. Inokulasyonun 15’inci giiniinde saksilarin iizerindeki plastik posetler kaldiriimis ve
inkiibasyona iki hafta daha devam edilmistir. Siirenin sonunda dallar kanser olusumu yo6niinden degerlendirilmistir.
Degerlendirmelerde inokulasyon yeri ve kanserli alanin kabuk dokusu bistiiri ile kazindiktan sonra kabuk altinda
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kararan bolgenin uzunlugu dl¢iilmiistiir. izolatlar ve cesitlere gore kanser boyutlar1 arasindaki varyasyon tesadiif
parselleri deneme desenine gore ANOVA ile p< 0,05 6nem derecesinde analiz edilerek ortaya konmus ve varyasyon
onemli bulundugunda ortalamalar arasindaki fark Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile belirlenmistir.

Fidan Testi

Kesik-dal testi, cok fazla deneme alanina ihtiyag duyulmamasi ve materyal temini kolayligi nedeniyle ¢ok
sayida cesidin ve izolatin ayn1 anda testlenmesine olanak saglayan ve son derece 6lgiilebilir sonuglar veren bir test
yontemidir. Ancak, bu testin kanser gelisimini uzun siireli gdzlenmesine olanak vermeyen bir dezavantaji
bulunmaktadir. Calismamizda kanser gelisimlerini daha uzun siire takip etmek amaciyla, her bir tag ¢ekirdekli
meyve tiriinii temsil edecek sekilde birer cesit rastgele segilerek iki adet Leucostoma spp. izolatina karsi
reaksiyonlar1 yoniinden test edilmislerdir. Buna gore ¢ogiirler tizerine asilanmis iki yasindaki ‘Formosa’, ‘Texas’,
‘Vista Rich’ ve ‘Ninfa’ ¢esitlerine ait fidanlar tiiplerde gelistirilmistir. Bu teste Leucostoma spp. izolati olarak kesik-
dal testi sonuglarina gore saldirgan olarak bulunan izolatlardan ikisi olan Ki-435 ve Ki-283 kullanilmistir. Fidanlarin
inokulasyonunu, yukarida kesik-dal testinde bahsedildigi gibi dnce yara agilmis ve daha sonra agilan yaraya
patojenin misel diski yerlestirilmek suretiyle gerceklestirilmistir. Her bitki gdvdesinde {i¢ farkli noktadan inokulasyon
yapilmustir. Inokule edilen bitkiler, 24°C sicaklik ve 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis
iklim odasina yerlestirilmistir. Inokulasyonlar 4 tekerriirlii her tekerriirde bir bitki olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
Bitkilerde hastalik degerlendirmesi 2 aylik inkiibasyonun sonunda yapilmistir. Kanserler arasindaki varyasyon
tesadiif parselleri deneme desenine gore ANOVA ile p<0,05 6nem derecesinde analiz edilerek ortaya konmus ve
varyasyon onemli bulundugunda ortalamalar arasindaki fark Duncan Coklu Karsilasgtirma testi ile belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Kesik-dal testi

Badem: Test edilen badem gesitleri olan ‘Ferraduel’, ‘Nonpareil’, ‘Tuana’, ‘Ferragnes’ ve ‘Texas’
Leucostoma spp.’nin tiim izolatlarma kars1 diisiikte olsa reaksiyon vermislerdir (Cizelge 1). izolatlar ortalama olarak
6,8 mm ve 19,3 mm arasinda degisen uzunluklarda lezyonlara neden olmuslardir. Bu sonuglar test edilen badem
gesitlerinin Leucostoma spp.’ye karst hassasiyetlerinin diisiik oldugunu gostermektedir. Ki-60 ve Ki-283 digindaki
diger izolatlar, en biiyiik lezyonlar1 ‘Ferraduel’ ¢esidinde olusturmuslardir. “Nonpareil” ve ‘Tuana’ ¢esitlerinde en
biiyiik lezyonlar Ki-60 izolati tarafindan meydana getirilmis olsa da bu biiyiikliik istatistiki olarak diger izolatlardan
farkli bulunmamustir.

Cizelge 1. Kesik-dal testinde bazi Leucostoma spp. izolatlarmin farkli badem gesitleri iizerinde olusturduklar lezyon uzunluklar:

Ortalama Lezyon Uzunlugu (mm)

izolat

Ferragnes Nonpareil Texas Tuana Ferraduel
Ki-119 7,0aBY 70bB 9,0aB 75bB 193a”A
Ki-60 7,5aA 93aA 73aA 9,0a A 6,8b A
Ki-488 8,0aA 8,8ab A 7.8aA 8,8ab A 95bA
Ki-435 8,0aB 8,8ab B 75aB 78bB 11,5ab A
Ki-194 8,5aB 8,3abB 7,8aB 7,5bB 11,8 ab A
Ki-283 9,0a A 7,5ab B 7.8aB 8,5ab AB 8,0b AB

YSatirlarda soldan saga farkli bityiik harfler Duncan Coklu Karsilagtima Testine gore (p<0,05) gesitler arasinda istatistiksel olarak
farkliliklarin oldugunu gostermektedir.

“Siitunlarda yukaridan asagiya farkli kiigiik harfler Duncan Coklu Kargilastima Testine gore (p<0,05) izolatlar arasinda istatistiksel olarak
farkliliklar1 oldugunu gostermektedir.

Erik: Test edilen erik ¢esitlerinin (‘Papaz’, ‘Formosa’, ‘Santa Rosa’, ‘Bekiroglu’ ve ‘Black Diamond”) tiimii
Leucostoma spp.’nin tiim izolatlarma karsi ortalama uzunluklart 12,5-60,8 mm arasinda degisen lezyonlar
olusturmusglardir (Cizelge 2). Ki-283 disindaki tiim izolatlar en biiyiik lezyonlar1 iilkemizde yesil olarak tiiketilen
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‘Papaz’ erik ¢esidinde meydana getirmiglerdir. Tiim izolatlar genelinde ‘Papaz’ erik g¢esidinde olusan ortalama
lezyon uzunluklar1 29,8-60,8 arasinda degismistir. Ki-283 izolat1 ise en biiyiik lezyonlarmi (52,5 mm) ‘Formosa’ ve
‘Santa Rosa’ erik c¢esitlerinde meydana getirmistir. En fazla varyasyon ‘Black Diamond’ ¢esidinde goriiliirken ¢
izolat en kiiciik lezyonlarini bu ¢esitte meydana getirmis ve ortalama lezyon uzunlugu 15 mm’nin altinda kalmistir.
Yesil olarak tiiketilen erik cesitlerinden bir digeri olan ‘Bekiroglu’nda ise ‘Papaz’a gore daha kiiciik lezyonlar
olusmustur.

Cizelge 2. Kesik-dal testinde bazi Leucostoma spp. izolatlarinin erik g¢esitleri iizerinde olusturduklart lezyon uzunluklari.

Ortalama Lezyon Uzunlugu (mm)

izolat
Santa Rosa Bekiroglu Black Diamond Formosa Papaz

Ki-119" 155bB 20,8aB 21,0abB 23,0 b AB 42,5a° A
Ki-60 16,3bB 243aA 238aB 25,0bB 60,8 a A
Ki-488 17,5bB 19,5aB 15,3bc B 17,0bB 450a A
Ki-435 153bB 21,3aAB 13,5bc B 26,6 b AB 29,8a A
Ki-194 24,0 b AB 22,5a AB 12,5¢B 32,3 ab AB 36,8 a A
Ki-283 52,5aA 16,0aB 21,0 ab AB 52,5aA 353aAB

YSatirlarda soldan saga farkli bityiik harfler Duncan Coklu Karsilagtima Testine gore (p<0,05) gesitler arasinda istatistiksel olarak
farkliliklarin oldugunu gostermektedir.
“Stitunlarda yukaridan asagiya farkl kii¢iik harfler Duncan Coklu Kargilagtima Testine gére (p<0,05) izolatlar arasinda istatistiksel olarak

farkliliklarim oldugunu gostermektedir.

Kaysi: Test edilen kayisi gesitleri olan ‘Ninfa’, ‘Perfect Red’, ‘Alyanak’, ‘Precoce de Thyrinte’ ve ‘Sekerpare’
Leucostoma spp.’nin tiim izolatlarina kars1 ortalama biiyiikliikleri 11,8-57,3 mm arasinda degigen lezyon olusumlari
gostermislerdir (Cizelge 3). Ki-488, Ki-194, Ki-435 ve Ki-283 izolatlar1 en biiyiik lezyonlarini ‘Ninfa’

¢esidinde meydana getirmis ancak izolatlarin tiimii arasinda olusturduklari lezyonlar bakimindan istatistiki olarak bir
fark bulunmamistir. ‘Sekerpare’ c¢esidi hari¢, tiim kayisi g¢esitlerinde izolatlarin olusturduklart lezyonlarin
biiyiikliikleri arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmamustir. Tiim izolatlar en kiigiik lezyonlarini (11,8-
14,0 mm) ‘Sekerpare’ cesidinde olusturmuslardir . Benzer bir sekilde, ‘Precoce de Tyrinthe’ ¢esidinde de kiigiik
lezyon olusumu gozlemlenirken ortalama lezyon boyu 12,5-15,3 mm arasinda bulunmustur.

Cizelge 3. Kesik-dal testinde baz1 Leucostoma spp. izolatlarinin kayisi gesitleri tizerinde olusturduklari lezyon uzunluklar

Ortalama Lezyon Uzunluklar (mm)

Izolat
Alyanak Ninfa Perfect Red Sekerpare Precoce de Thyrinte

Ki-119Y 353aA 32,8aA 28,5a AB 11,8abB 15,3 a* AB
Ki-60 21,5aAB 37,0a A 380aA 12,0 abB 128aB
Ki-488 26,8 a AB 573aA 26,8 a AB 10,3bB 138aB
Ki-435 27,0a A 29.8a A 24.8a A 12,5abB 12,5aB
Ki-194 23,0aAB 483 aA 453aA 12,3abB 153aB
Ki-283 248a A 27.8a A 17,5aA 140aA 150a A

YSatirlarda soldan saga farkli biiyiik harfler Duncan Coklu Karsilagtima Testine gore (p<0,05) gesitler arasinda istatistiksel olarak

farkliliklar1 gostermektedir.
“Siitunlarda yukaridan asagiya farkli kiigiik harfler Duncan Coklu Kargilastima Testine gore (p<0,05) izolatlar arasinda istatistiksel olarak

farkliliklart gostermektedir.

Seftali: Test edilen seftali gesitleri ‘Ruby Rich’, ‘Vista Rich’, ‘Monroe’, ‘Elegand Lady’ ve ‘Francois’
seftali ¢esitleri Leucostoma spp.’nin tim izolatlarina karsi ortalama biiytikliikleri 13,3-48,5 mm arasinda degisen
lezyon olusumlar1 gostermiglerdir (Cizelge 4). Ki-119, Ki-488, Ki-194 ve Ki-283 kodlu izolatlar en biiyiik
lezyonlarint (41,5-48,5 mm) ‘Rubirich’ ¢esidi iizerinde meydana getirmislerdir. ‘Elegand Lady’, ‘Francois’ ve
‘Vista Rich’ ¢esitlerinde tiim izolatlarin olusturduklart lezyon biiyiikliikleri arasinda istatistiki 6nemi agisindan bir
fark goriilmemistir. ‘Monroe’ ¢esidinde ise izolatlar arasinda istatistiki olarak 6nemli farklar bulunmus olup Ki-119
ve Ki-60 izolatlar1 sirasiyla 13,3 ve 15,3 mm uzunlugunda kiigiik lezyonlar meydana getirmislerdir.
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Cizelge 4. Kesik-dal testinde baz1 Leucostoma spp. izolatlarinin seftali gesitleri tizerinde olusturduklari lezyon uzunluklari

Ortalama Lezyon Uzunluklari (mm)

izolat

Elegand Lady Francois Monroe Ruby Rich Vista Rich
Ki-119” 158aB 143aB 133¢cB 48,5a A 21,0a"B
Ki-60 19,0 a AB 21,3aAB 153¢B 243 aAB 29,3a A
Ki-488 16,3aB 173aB 39,0a AB 46,8a A 33,3aAB
Ki-435 16,0aB 19,5aB 31,5ab A 17,8aB 253 aAB
Ki-194 27,3 a AB 16,3aB 18,8 bc B 41,5a A 24,3 a AB
Ki-283 27,5aAB 13,5aB 21,5bc AB 42,0a A 34,8a AB

YSatirlarda soldan saga farkli biiyiik harfler Duncan Coklu Kargilastima Testine gore (p<0,05) gesitler arasinda istatistiksel olarak
farkliliklar1 gostermektedir.
“Siitunlarda yukaridan asagiya farkli kiigiik harfler Duncan Coklu Kargilastima Testine gore (p<0,05) izolatlar arasinda istatistiksel olarak
farkliliklar1 gostermektedir.

Fidan testi

Fidan testi, kesik-dal testine gore kanser gelisiminin daha uzun siire izlenebilmesine olanak saglamistir.
Inokulasyonun 2’nci ayinda yapilan dlciimlerde, badem gesidinin Ki-283 nolu izolata verdigi reaksiyon harig tiim
cesitlerde kesik-dal testine gore inkiibasyon siiresinin daha uzun olmasi nedeniyle daha biiyiik lezyonlar olusmustur.
Her iki Leucostoma spp. izolat1 ‘Ninfa’ kayisi, ‘Formosa’ erik ve‘Vista Rich’ seftali ¢esitlerinde ‘Texas’ badem
¢esidine gore daha biiyiik lezyonlar olusturmustur (Cizelge 5). Ki-435 izolat1 ‘Ninfa’, ‘Formosa’ ve ‘Vista Rich’
cesitlerinde uzunluk ortalamasi sirasiyla 198,8, 191,4 ve 120,5 mm olan bilyiik lezyonlar olustururken, ‘Texas’
tizerinde ise ortalama boyu 26,0 mm olan kiigiik lezyonlar meydana getirmistir. ‘Ninfa’ ve ‘Vista Rich’ ¢esitleri Ki-
283 izolat1 ile inokiile edildiginde Ki-435 ile inokulasyonlara benzer sekilde biiyiik lezyonlar olusturmuslardir. Ki-
283 izolat1 ‘Formosa’ da ortalama boyu 27,5 mm olan kii¢iik lezyonlar meydana getirirken ‘Texas’ ¢esidinde hic
lezyon olusmamis hatta inokulasyon yerlerinde kallus olusumu ile yaralarin kapandigi goriilmistiir.

Cizelge 5. Leucostoma spp. izolatlarinin baz1 taggekirdekli meyve cesitlerine ait fidanlar iizerinde olusturduklari lezyon uzunluklari

Ortalama Lezyon Uzunlugu (mm)

Konukeu/Cesit

Ki-435 Ki-283
Badem/Texas ¥ 26,0b A 0,0cB
Seftali/Vista Rich 120,5a A 115,0a A
Kayisi/Ninfa 198,8a A 145,0aB
Erik/Formosa 191,4a A 27,5bB

YSatirlarda soldan saga farkli biiyiik harfler Duncan Coklu Karsilagtima Testine gore (p<0,05) cesitler arasinda istatistiksel olarak
farkliliklar1 gostermektedir.
“Siitunlarda yukaridan asagiya farkli kiigiik harfler Duncan Coklu Kargilastima Testine gore (p<0,05) izolatlar arasinda istatistiksel olarak
farkliliklar1 gostermektedir.

Caligmanin kesik-dal testi sonuclari, seftali, kayisi, erik ve bademin Leucostoma spp.’ye karsi degisen
diizeyde hassasiyetlere sahip olduklarini gostermistir. Seftali, kayis1 ve erik tiirlerinde yer alan bazi cesitlerde
(‘Ninfa’ kayisi; ‘Ruby Rich’ seftali; ‘Papaz’, ‘Santa Rosa’ ve ‘Formosa’ erik) biiyiikk boyutta kanser olusumlar1 bu
cesitlerin etmene karst hassasiyetlerinin yiiksek olabilecegini ortaya koymustur. Test edilen badem g¢esitlerinin
timiiniin kiigiik kanserler olusturmasinin, ¢esitlerin herbirinin belli diizeyde Leucostoma spp.’ye karsi tolerant
olmasindan kaynaklanmig olabilecegi gibi, buna konukgu tiir diizeyinde bir 6zellesme de neden olmus olabilir.
Nitekim, ge¢miste yiiriitiilen 1slah ¢aligmalari sonucunda elde edilen Badem x Seftali hibritlerinden, dal, kabuk ve
yaprak yapist badem o6zelliklerini tastyan fidanlarin, seftali fidanlarina goére Leucostoma Kanserinden daha az
etkilendigi (%99 daha az kanser olusumu) ve bunun bademde bulunan Leucostoma ssp.’ye karsi dayaniklilik
saglayan genlerden kaynaklandigi bildirilmistir (Puterka et al., 1993). Ayrica Badem x Seftali hibritlerinin bazi
biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin seftaliden oldukca farkli oldugu, ve bunlarin Leucostoma Kanserine karst
dayaniklilikta rol aldigi da one siiriilmiistiir (Puterka et al., 1993; Biggs and Scorza, 1997). Badem x Seftali
hibritlerinde don zarari sonucu daha az yara olustugu bunun da birer yara paraziti olan Leucostoma tiirlerinin
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enfeksiyon etkinligini azaltti1 6ne siiriilmiistiir (Puterka et al., 1993). Bunun disinda Badem x Seftali hibritlerinde
yara yerinde, patojenlere toksik oldugu bilinen fenol igerikli stiberin maddesi birikiminin yiiksek oldugu ve bunun
da Leucostoma Kanserine dayaniklilikta gorev aldigi bildirilmistir (Biggs and Scorza, 1997). Badem disinda
konukeu tiir bazinda Leucostoma Kanserine dayaniklilik diger bir tas g¢ekirdekli meyve tiirii olan visnede de
goriilmiistiir. Geibel (1995) visne bitkilerinde bulunan flavonoidli bilesiklerin L. persoonii’ye karst dayaniklilik
sagladigini bildirmistir.

Calismamizda ayrica seftali, kayisi ve erikte de bazi gesitlerin istikrarli olarak goreceli de olsa kiigiik
kanserler olusturduklart belirlenmistir. Erikte ‘Black Diamond’ ve ‘Bekiroglu’, kayisida ‘Sekerpare’ ve © Precoce de
Thyrinte’, seftalide ‘Francois’ ve ‘Monroe’ bu duruma 6rnek olarak gosterilebilir. Bu ¢alisma ile, sozii edilen bu
cesitlerde Leucostoma spp.’ye kars1 toleranshigin belki de dayanikliligin olabilecegi yoniinde timitvar sonuglar elde
edilmistir. Gegmiste, Ozellikle ABD’de seftali gesitleri ilizerinde Leucostoma spp.’ye dayaniklilik konusunda
¢aligmalar yapilmistir (Luepschen et al., 1975; Dhanvantari and Dirks, 1983). 1970°1i yillarda mevcut seftali gesitleri
iizerinde baslayan bu ¢aligmalar baslangicta hayal kiriklig1 yaratsa da (Luepschen et al., 1975), sonraki yillarda
yapilan ¢alismalarda Leucostoma spp’ye tolerant seftali genotiplerinin gelistirilmesi miimkiin olmustur (Miles et al.,
1989; Chang et al., 1989b; Iezzoni et al., 1990; D’Ercole et al., 1995). Leucostoma spp.’ye tolerant seftali
varyetelerinden biri olan ‘Yennoh’ ile duyarl: ¢esitlerin ¢caprazlamasindan yine toleranslik diizeyi yiiksek hatlar elde
edilmistir (Chang et al., 1989b; Iezzoni et al., 1990) ve dayanikliligin kalitsal oldugu ortaya konmustur. Italya’da
yapilan seleksiyon caligmalarinda 2000 seftali hattt arasindan Leucostoma spp.’ye karsi 6 adet tolerant hat
secilebilmistir (D’Ercole et al., 1995).

Caligmamizda elde edilen veriler dogrultusunda Leucostoma Kanseri lezyon boyutunun kii¢iik bulundugu
cesitlerde kesin bir dayanikliligin oldugu ve bunun mekanizmasi konusunda bir goriis bildirmek miimkiin
goriilmemektedir. Bunun i¢in ek c¢alismalara ihtiyag ihtiya¢ vardir. Gegmiste tolerant seftali gesitleri lizerinde
yiriitiilen ¢alismalar ile Leucostoma tiirlerine dayaniklilik mekanizmasi anlagilmaya ¢aligilmigtir. Tarla kosullarinda
yiiriitiilen gozlemler ozellikle yara derinligi ve yara iyilesme hizinin kanser olusumunda etkili oldugu one
striilmiistir (Wensley, 1970; Biggs, 1986; Biggs, 1997). Ancak, yara olusumunun ve iyilesme hizminin g¢esit
ozelligi disinda gevre kosullarindan da dogrudan ve yiiksek oranda etkilendigi belirtilerek sadece tarla kosullarinda
yapilan dayaniklilik degerlendirmelerinin saglikli sonuglar vermeyebilecegi dngoriilmiistiir (Biggs, 1997). Ancak
yine de don ve bdcek zararindan daha az etkilenen ve yara yeri hizli iyilesen cesitlerin segilmesinin hastalikla
miicadele de faydali olacagi one siiriilmiistiir (Dhanvantari, 1978; Biggs, 1989; Chang et al., 1989b). Daha sonraki
yillarda 1slah caligmalar1 sonucunda elde edilen tolerant ¢esitlerin dayaniklilik mekanizmalarinin genetik kaynaklt
oldugu ve bir ¢esitten digerine aktarilabildigi bildirilmistir (Chang et al., 1991; Biggs and Scorza, 1997). Genetik
olarak yara yerinde suberin birikimi fazla olan seftali gesitlerinin Leucostoma tirlerine daha dayanikli olduklari
ortaya konmugstur (Biggs, 1986; Puterka et al., 1993; Biggs and Scorza, 1997). Son yillarda bu konuda yapilan
calismalarin azaldig1 6zellikle de yeni idiretilen ticari gesitlerin Leucostoma tiirlerine karsi reaksiyonlarini ortaya
koyan g¢alismalarin olmadig1 goriilmektedir. Ayrica seftali disinda diger tas ¢ekirdekli meyve tiirlerine bakildiginda,
dayaniklilik konusunda ¢ok az sayida galismanin yapildigi dikkat ¢ekmektedir. Dogu Avrupa iilkelerinde kayisi
iizerinde Leucostoma spp.’ye karst 1slah caligmalari yapildigi ve dayanikli hatlarin elde edildigi bildirilmektedir
(Balan et al., 1995). Diinya kayis1 ve kiraz iiretiminde birinci sirada olan iilkemizde ise Leucostoma Kanserine karsi
cesit reaksiyonlarint belirleme ve dayanikli ¢esit gelistirme {izerine ¢aligmalar oldukca sinirlidir. Kural ve Erdiller
(1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada Malatya ve Elazig illerinde yetistirilen yerel kayisi cesitlerinden olan
‘Hacihaliloglu’, ‘Kabaast’, ‘Hasanbey’ ve ‘Soganct’ L. cincta’ya karsi test edilmis ve ‘Soganct’ ¢esidinin daha az
duyarli oldugu bildirilmistir.

Caligmamizda kullanilan tiim Leucostoma izolatlar1 kesik dal testinde tiim g¢esitlerde lezyon olusumuna
neden olduklar1 goriilmiistiir. Ancak, bazi izolatlar arasinda olusturduklar1 lezyonlarin biiyiikliikleri agisindan
farkliliklarin  da oldugu dikkat ¢ekmektedir. Calismada kullanilan izolatlarin tiirlerinin bilinmemesi burada elde
edilen farkliliklarin tiir o6zelliginden mi yoksa izolat ozelliginden mi kaynaklandigini sdylemek miimkiin
olmamaktadir. Geg¢mis ¢aligmalarda Leucostoma tiirlerine ve izolatlarina bagli olarak konukgu tiirlerin
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reaksiyonlarinda farkliliklarin oldugu bazi ¢caligmalarda bildirilmistir. Almanya’da yiiriitiilen bir caligmada seftali ve
erikten toplanan izolatlarin toplandiklar1 konukgularda enfeksiyona neden olduklari ancak kirazi enfekte etmedikleri,
kirazdan toplanan izolatlarin ise seftali erik ve kiraz da enfeksiyonlara neden olduklari bildirilmistir (Schmidle et al.,
1979). Yine ABD’de yapilan bir ¢alismada ise elmadan elde edilen bazi L. cinta izolatlarinin seftalide diisiik
viriilenslik gosterdigi bildirilmistir (Surve-Iyer et al., 1995). Ancak, Leucostoma Kanserine neden olan tiirlerin
tanisindaki zorluklar ve etmenlerin gecmiste dahil edildigi Cytospora anamorf cinsinin taksonomisindeki
karigikliklar ile konuk¢u dzellesmesi ile ilgili ¢aligmalarin yetersiz olusu gibi durumlar dikkate alindiginda, konukgu
0zellesmesine yonelik bulgularin teyit edilmeye ihtiyag oldugu diistiniilmektedir.

Meyve yetistiricili§inde cesit se¢iminde daha ¢ok meyve kalitesi 6n planda tutulmakta ve hastaliga tolerant
cesitlerin se¢imi geri planda kalmaktadir. Bu ylizden giiniimiizde yetistiriciligi yapilan ¢ok sayida ¢esidin hastalik
ve zararlilara kars1 duyarliliklar bilinmemektedir. Diinyada kayis1 ve kiraz tiretiminde birinci sirada olan iilkemiz ve
bir ¢ok iilke, bu 6nemli hastaliga karsi dayanikli ya da tolerant cesit gelistirilmesi ve kullanilmasi ¢aligmalarinda
istenilen noktada degildir. Bu calisma ile iilkemizde ticari olarak yetistiriciligi yapilan dort farkli tag ¢ekirdekli
meyve tiiriindeki gesitlerin Leucostoma spp. karsi reaksiyonlari kesik-dal testi ile ortaya konmus ve 6nemli bulgular
elde edilmistir. Kesik-dal testi yukarida belirtildigi gibi ¢ok sayida ¢esidin ayni anda testlenmesine olanak saglamasi
nedeniyle tarama c¢aligmalarinda kullanilabilecek yontemlerden biri olabilecegi calismamizda da ortaya konmustur.
Ancak, kesik-dal testinde kanser gelisimi izleme siiresinin sinirli olmasi ve acilan yaralar nedeniyle muhtemel
uyartlmis konukc¢u savunma mekanizmalarmin belli 6lgiide bertaraf ya da dahil edilmesi ihtimali gozoniinde
bulunduruldugunda kesik-dal testinden elde edilen sonuglarin fidanlar iizerinde de test edilmesi daha saglikli
sonuglarin elde edilmesi agisindan 6nemlidir. Nitekim, ¢alismamizda fidanlar {izerinde yapilan testlerde kanser
gelisiminin daha uzun siire izlenebilmesinin miimkiin oldugu gériilmiistiir. Bundan sonraki agamada, bu ¢alismada
elde edilen bulgularin saksi ve tarla caligmalart ile teyit edilmesi gerekmektedir. Bu calismalar sonucunda
Leucostoma spp.’ye tolerant ¢esitlerin saptanmasi durumunda, hastaligin yogun olarak bulundugu yerlerde tolerant
cesitlerin segilmesi miimkiin olabilecek ve bu da siiphesiz lilkemizde Leucostoma Kanseri ile miicadeleyi daha iyi
bir duruma getirecektir.
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum f.sp. melonis (FOM), the causal agent of Fusarium wilt of melon, has various
physiological races specialized to infect particular melon varieties. The aim of this project was determining the races
of FOM causing wilting on ‘Cesme Melon’, a widely-grown melon variety in Urla Peninsula. A total of 44
pathogenic FOM isolates collected from ‘Cesme Melon’ fields in 2009 were subjected to race determination. Race
of each isolate was identified by testing their virulence on a set of differential melon cultivars. Results indicated that
all four races of FOM (Race 0, 1, 2 and 1.2) were found in the area. Race 1, represented by 24 isolates, was the most
prevalent one. Race 0 and race 1.2, each was represented by 8 isolates and race 2 by 4 isolates. The findings will be
beneficial for the researchers who are interested in managing Fusarium wilt of ‘Cesme Melon’.

Keywords: Fusarium oxysporum f.sp. melonis, Fusarium wilt, Melon, Cesme Melon, Physiological races.

OZET

Urla Yarimadas: Cesme Kavunu Uretim Alanlarinda
Fusarium oxysporum f. sp. melonis’in Fizyolojik Irklari

Kavun Fusarium Solgunlugunun etmeni olan Fusarium oxysporum f.sp. melonis (FOM),”in belirli kavun ¢esitlerine
Ozellesme gosteren ¢esitli fizyolojik formlart bulunmaktadir. Bu calisma Urla Yarimadasinda yaygin olarak
yetistiriciligi yapilan Cesme Kavununda solgunluga neden olan FOM irklarinin  belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilmistir. ‘Cesme Kavunu’ iretim alanlarinda 2009 yilinda toplanmis olan 44 patojenik FOM izolati
irklarmin belirlenmesi amaciyla testlenmistir. Irk tanisi, izolatlarin bir dizi ayirici kavun cesidine gosterdikleri
viriilenslik derecelerine bakilarak yapilmistir. Calisma sonuglari, FOM’un dort wkinin da (Irk 0, 1, 2 ve 1.2)
bolgede varoldugunu ortaya koymustur. Dort 1tk arasinda, 24 izolat ile temsil edilen itk 1 yorede en yaygin 1k
olarak bulunmustur. Irk 0 ve 1rk 1.2 den her biri 8’er izolat ile temsil edilirken irk 2 ise 4 izolat ile temsil edilmistir.
Bu ¢aligmaki bulgular, Cesme Kavunu Fusarium Solgunlugunun miicadelesine yonelik olarak ¢alisacak arastiricilara
yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: Fusarium oxysporum f.sp. melonis, Fusarium Solgunlugu, Kavun, Cesme Kavunu, Fizyolojik
wklar
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INTRODUCTION

Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Leach & Currence) Snyder & Hansen (FOM) is
an economically important disease of melon worldwide (Jacobson and Gordon 1991; Chikh-Rouhou et al., 2013).
The disease can be destructive in the favorable soil conditions and may cause crop losses of up to 100% (Luango et
al., 2015). The pathogen first colonizes the root cortex then invades the vascular tissues, specifically the xylem, thus
leading disruption of absorption and translocation of water within the plant (Michielse and Rep, 2009). The
management of the disease is quite problematic since FOM is capable of surviving in the soil by colonizing crop
residue and staying viable as chlamydospores for decades (Zuniga et al., 1997). The use of disease-resistant varieties
is the most effective and economical method for controlling Fusarium wilt (Zink, 1992; Chikh-Rouhou et al., 2010;
Sebastiani et al., 2017). To manage the disease successfully with the use of resistant varieties, proper variety
selection regarding with the pathogen variants should be taken into consideration (Schreuder et al., 2000) .

F. oxysporum f.sp. melonis has various physiological races, which exhibit pathogenic specialization on
particular melon varieties (Risser et al., 1976). This specialization is based on the host resistance genes associated
with the four different races of FOM, designated as race 0, 1, 2, and 1.2. Resistance to race 1 and race 2 is controlled
by single dominant genes FOM-2 and FOM-1, respectively (Risser et al, 1976). Both genes confer resistance
also to race 0, but not race 1.2. Resistance to race 1.2 is complex and partial, probably involving multiple recessive
genes (Perchepied and Pitrat, 2004).

The determination of the predominant FOM races in certain geographical melon-growing regions was the
subject of great interest for the subsequent purposes of disease management and breeding (Zuniga et al., 1997;
Schreuder et al., 2000; Kurt et al., 2002; Chikh-Rouhou et al., 2013). The race diversity of FOM in different melon
growing sites of Turkey and reactions of numerous melon varieties and lines to FOM have been previously studied
(Yildiz, 1977; Erzurum et al., 1999; Kurt et al., 2002; Sensoy et al., 2007) . ‘Cesme Melon’, a local variety mainly
grown in Urla Peninsula, is known to be susceptible to FOM. Since cultivation area is both limited and used
intensively in Urla Peninsula, losses due to soil borne diseases in the production of ‘Cesme Melon’ have
been gradually risen. No updated scientific data on Fusarium wilt for the area are available, but yield losses as high
as 80% were estimated by the growers (Personal communication). ‘Cesme Melon’ is a high value crop in local
markets so that losses have economic significance. Taking into account in subsequent management of Fusarium
wilt, this study was performed to determine the FOM races in ‘Cesme Melon’ producing areas in Urla Peninsula.

MATERIALS AND METHODS
Sampling and Isolation of FOM Isolates

Roots and crowns of the plants exhibiting Fusarium wilt symptoms (yellowing, vascular discoloration and
wilting) were collected from 63 commercial ‘Cesme Melon’ fields in three counties, including Cesme, Urla and
Karaburun, in Urla Peninsula in July-August 2009. Geographical coordinates of each sample were recorded by a
hand held GPS device (Model Etrex Vista, Garmin International Inc.) and illustrated on a map in Figure 1. Tissue
samples were placed in paper bags and transferred to laboratory for isolation. Each sample was washed under
running tap water for approximately 30 seconds and air-dried at room temperature prior to isolation. Five or six
tissue pieces cut from each sample were surface disinfected in a 2% solution of NaOCI for 3 min, then rinsed three
times in sterilized water, and blotted dry of excess moisture on sterile filter paper. The sterilized pieces were placed
in a 10-cm-diameter petri plate containing PDA amended with antibiotic (streptomycin sulfate 100 ml/L). After 7-10
days of incubation, colonies having Fusarium-like appearance were selected and transferred to potato dextrose agar
(PDA) plates. Isolates were grown on carnation leaf agar (CLA) (Fisher et al., 1982) and the ones that produced
three- to five-septate, sickle-shaped macroconidia with a foot-shaped basal cell, ellipsoid microconidia borne in false
heads on short monophialides, and chlamydospores, were identified as F. oxysporum according to Leslie and
Summerell (2006). Single microconidia cultures of all isolates of F. oxysporum were made and isolates were stored
at 4°C in test tubes containing PDA.
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Fig 1. Map of the area where Fusarium oxysporum f.sp. melonis were sampled. Green dots are the sampling points.

Pathogenicity Tests

Pathogenicity of the isolates was performed by using root-dipped inoculation method (Burger et al., 2003).
A spore (microconidia) suspension for each isolate was obtained from the culture grown in a potato dextrose broth
(PDB) medium on a rotary shaker (125 rpm) under 12-h photoperiod at 25° C for 8-10 days. Following the filtering
of the suspension through two layers of cheesecloth, the concentration of the spore suspension was determined with
a hemacytometer and adjusted to 10° conidia/ml. Seedlings of cv. ‘Ananas’, known as susceptible to all races of
FOM, were grown in a sterilized mixture of peat and sand (1:1 v/v). Two-week-old seedlings having fully expanded
leaves were removed from the soil and their roots were first washed gently with water, then cut 1/3 of the root tips.
Seedlings were inoculated by dipping the roots into the spore suspension for 5 min. Control plants were treated with
only sterile PDB solution without inoculations. Seedlings were transplanted into pots (8 cm diameter) containing
sterile soil and placed in a growth chamber under 14-h daily photoperiod at 25° C. Nine seedlings were used per
isolate and each three were grouped into one that served as a replication. Plants were evaluated for the presence of
Fusarium wilt symptoms (yellowing, vascular discoloration, wilting and death) 14 days after inoculation. Isolates
causing wilt incidence of >33% were identified as pathogenic and <33% were considered as non-pathogenic (Zhou
et al., 2010).

Formae specialis determination

For formae specialis determination, randomly selected 44 pathogenic isolates of FOM were tested in cross
pathogenicity on the susceptible varieties of cucumber (cv. ‘Cengelkdy’), watermelon (cv. ‘Sugar Baby’) and squash
(cv. ‘Sakiz’). Inoculum preparation, planting, inoculation and disease rating were performed as described earlier in
the pathogenicity test.

Race determination

Virulence tests for race determination were performed using seven differential melon cultivars based on the
theory suggested by Risser et al. (1976). These cultivars were Charentais T’, ‘Vedrantais’, ‘Doublon’ ‘Isovac’, ‘CM
17187, ‘Margot’ and ‘Isabelle’, and presented in Table 1 (Risser et al., 1976; Perchepied and Pitrat, 2004). The
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seeds of differential cultivars were provided by other researchers in Turkey and National Germplasm Resources
Laboratory (ARS, USDA, Beltsville, Maryland, USA). Seeds of each cultivar were produced on the plants that were
grown in isolated chambers and received a hand-polination treatment to maintain genetic purity. Forty pathogenic
FOM isolates and a tester isolate for each race were tested on each of these cultivars. Inoculum preparation,
planting, inoculation and incubation were performed using the same procedures described in the pathogenicity test.
For each cultivar-isolate combination, 9 seedlings were inoculated. There were three pots for each cultivar-isolate
combination and each pot had three seedlings serving as one replication. The incidence of seedlings exhibiting
typical symptoms of Fusarium wilt (yellowing, stunting, wilting and death) was recorded 14 days after inoculation.
Mean of wilt incidence for each cultivar-isolate combination was averaged across replications. Within each cultivar-
isolate combination, any differantial cultivar giving mean wilt incidence of >33% was considered as susceptible and
<33% was considered as resistant (Zhou et al., 2010).

Table 1. Differential melon cultivars used to identify races of Fusarium oxysporum f. sp. melonis.

. . . . Races of FOM
Differential melon cvs. And their genes for resistance
Race 0 Race 1 Race 2 Race 1.2

Charentais T S S S

Vedrantais, Doublon FOM-1 R S R S
Isovac, CM 17187 FOM-2 R R S S
Margot R R R S
Isabelle (polygenic) R R R R

S=Susceptible; R=Resistant (Risser et al., 1976; Perchepied and Pitrat, 2004)

RESULTS AND DISCUSSION
Isolate characterization and race determination

On the basis of morphological characteristics of the isolates on CLA, 165 isolates were identified as Fusarium
oxysporum. Pathogenicity tests revealed that 88 isolates were found to be pathogenic on melon cv. Ananas. The
number of isolates found nonpathogenic in the pathogenicity test is quite high representing as nearly as half of the total
isolates. It has been known that the nonpathogenic forms of F. oxysporum are very common in nature and they can
effectively colonize the plant rhizosphere and roots without causing any symptoms (Gordon and Martyn, 1997). The
growing of ‘Cesme Melon’ in Urla Peninsula over the years probably has given a good opportunity for both pathogenic
and nonpathogenic forms of F. oxysporum to multiply and build up their own populations.

Fortyfour isolates used in cross pathogenicity test did not cause any wilt symptoms on the other Cucurbit
hosts, including cucumber, watermelon and squash. Since all tested isolates were found to be pathogenic only on
melon, they were assigned as Fusarium oxysporum f.sp. melonis.

Race determination test showed that the four races of FOM, including race 0, race 1, race 2, and race 1.2, were found in
‘Cesme Melon’ fields (Table 2). Eight isolates were virulent only on cv. Charentais T, and designated as as race 0.
Twenty four isolates were virulent on cvs. Charentais T, Vedrantais and Doublon but avirulent on cvs. Isovac, CM
17187, Margot and Isabelle, and classified as race 1. Four isolates caused symptoms on cvs. Charentais T, Isovac and
CM 17187 but did not on cvs Vedrantais, Margot, Doublon and Isabelle, and identified as race 2. Eight isolates were
virulent on all differential cultivars, except Isabelle, a cultivar known as partially resistant to all races of FOM, and
classified as race 1.2. Presence of the four races indicated that ‘Cesme Melon’ appeared to be succeptible to all races of
FOM. However, the reports from the previous studies on the susceptibility of ‘Cesme Melon’ to FOM were conflicting.
In an earlier study, ‘Cesme Melon’ was characterized as highly resistant to race 0, but highly susceptible to race 1, 2
and 1.2 (Yildiz, 1977). More recently, high level of resistance to race 1 was reported in two ‘Cesme Melon' genotypes,
however their reactions to the other races varied significantly (Kurt et al,. 2002). In another recent research, a
significant susceptibility was found in a Cesme Melon genotype to race 1 (Sensoy et al., 2007). Regarding all these
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reports, it can be suggested that there might be a high genetic variation among Cesme Melon genotypes. Since there is
no available commercial seed of ‘Cesme Melon’, the growers generally use their own seeds, selecting each year the
best plants most suitable for their own criteria. Seeds generated by the growers might have a great potential of genetic
diversity because of the cross pollination under field conditions.

Table 2. Race determination of Fusarium osysporum f.sp. melonis isolates collected from ‘Cesme Melon’ fields based on their virulence on
differential melon cultivars.

Isolate Code Location Differentail varieties Race
(County/Village) ~ Charentais T ~ Vedrantais Doublon  Isovac ~CM 17187  Margot  Isabelle
K-108-A Cesme/Ciftlikky S (67)° S(89) S8 R(0) R (0) R(0)  R(0) 1
K-116 Cesme/Ciftlikkoy S (67) R (0) R (0) R (0) R (0) R(O)  R(0) 0
K-131 Cesme/Ciftlikkoy S (67) R (0) R (0) R (0) R (0) R(O)  R(0) 0
K135-B Cesme/Ciftlikkoy S(89) R(11) R(22)  R(0) R (0) R (0) R (0) 0
K-136 Cesme/Ciftlikkdy S (67) S(89) S(@89)  R(0) R (0) R (0) R (0) 1
K-159-A Cesme/Ovacik S (78) S(@89)  S(100)  R(0) R (0) R(O) R(22) 1
K-195-A Cesme/Ovacik S (100) S(78) S(100) S (55) S (67) S®9)  R(0) 12
K-219 Utla/Kadiovacik S (89) S (89) S@®9)  S(78) S (89) S78)  R(0) 12
K-221-A Urla/Kadiovacik S (67) S(100)  S(89)  R(0) R (0) R(22)  R(0) 1
K-222 Urla/Kadiovacik S (67) S (78) S(67)  R(0) R (0) R(I1)  R(0) 1
K-228 Urla/Kadiovacik S (89) R (0) RO)  S(78) S (78) R (0) R (0) 2
K-231-A Urla/Kadiovacik S (78) S(100)  S(89)  S(55) S (67) S(@89)  R(0) 12
K-233 Utla/Barbaros S (89) S(100)  S(78)  S(67) S (67) S(@89)  R(0) 12
K-234 Utla/Barbaros S (78) S (67) S@67) Sl S (0) S (0) R (0) 1
K-234-B Urla Barbaros S (67) R (0) R (0) R (0) R (0) R(O)  R(0) 0
K-235 Urla/Barbaros S (67) R (0) R(O)  S(78) S (89) R(0) R (0) 2
K-239 Urla/Barbaros S (78) S (78) S(@89)  R(0) R (0) R(22)  R(0) 1
K-240 Urla/Barbaros S (78) S(100)  S(100)  S(67) S (89) S(89)  R(22) 12
K241-1 Utla/Barbaros S (78) S(89)  S(100)  R(0) R(11) R(@22) R(22) 1
K-241 Urla/Barbaros S (78) S(100)  S(100)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-243 Urla/Barbaros S (78) S(100)  S(78)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-245-A Urla/Barbaros S (78) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) 0
K-258-A Urla/Zeytinler S (67) R (22) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) 0
K-260 Utla/Zeytinler S (67) S(100)  S(89)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-260-B Utla/Zeytinler S (100) S(100)  S(100)  R(0) R (0) R(0)  R(0) 1
K-261 Urla/Zeytinler S (78) S(100)  S(89)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-261-A Urla/Zeytinler S (89) R (0) R©O)  S(78)  S(100) R(O)  R(0) 2
K-261-C Utla/Zeytinler S (100) R (0) RO)  S(89) S (89) R (0) R (0) 2
K-262-A Utla/Uzunkuyu S (55) R (0) R (0) R (0) R (0) R()  R(0) 0
K-270-B Urla/Nohutalan S (89) S(100)  S(78)  S(55) S (67) S(78)  R(22) 12
K-271 Utla/Nohutalan S (67) S (78) S8  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-272-C Urla/Nohutalan S (78) S (89) S8  R(0) R (0) R (0) R (0) 1
K-273 Urla/Nohutalan S (78) S(100)  S(100)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-280 Urla/Nohutalan S (78) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) 0
K286 Cesme/Germiyan S (89) S(100)  S(78)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-288 Cesme/Germiyan S (78) S(100)  S(100)  S(67) S (55) S(78)  R(0) 12
K-292 Cesme/Germiyan S (78) S (78) S8  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-327 Urla/Birgi S (67) S(100)  S(100)  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-334-A Urla/Birgi S (78) S(100)  S(100)  S(67) S (78) R(78)  R(0) 12
K-335 Utla/Birgi S (89) S(100)  S(89)  R(0) R (0) R (0) R (0) 1
K-337-B Utla/Birgi S (78) S(100)  S(100)  R(0) R (0) R(O) R(22) 1
K-338 Utla/Birgi S (89) S (89) S8  R(0) R (0) R(O)  R(0) 1
K-340 Utla/Birgi S (55) S(100)  S(89)  R(0) R (0) R()  R(0) 1
K34 UdaBirei SO S0 S RO RO RO RO 1
Race 0 Tester ; S(67) R (0) R (0) R (0) R (0) R©O)  R(0)
Race 1 tester ; S (78) S(100)  S(89)  R(0) R (0) R (0) R (0)
Race 2 tester ; S (100) R (22) R(22)  S(100)  S(100) R (0) R (0)
Race 1,2 tester W - S (100) S(100)  S(100) S(100)  S(100)  S(100) R(Il)
Race 1,2 tester Y S (78) S (89) S8  S(89) S (89) S78)  R(0)
Control - 0 0 0 0 0 0 0

YNumbers in brackets in each column are the percentages of seedlings showing Fusarium wilt symptoms.
“S=Susceptible; R=Resistant. Disease incidence of >33% was considered susceptible and <33% was considered resistant (Zhou et al., 2010).
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In our study, among FOM races, race 1 was the most widely distributed one, which was found in eight village
districts and comprised of 55% of the total isolates (Figure 2). Race 0 and race 1.2 were found in equal frequency,
and each represented 18% of the isolates. Race 2 was the lesser one (9%), which was found only in three villages,
which are located in very close proximity to each other. Seventyseven percent of the isolates (34 isolates) were from
the six villages of Urla, including Kadiovacik, Barbaros, Birgi, Zeytinler, Uzunkuyu and Nohutalan. Lack of or less
irrigation opportunities in these villages make ‘Cesme Melon’ a highly preferable crop since it can be grown without
irrigation. Intensive cultivation of ‘Cesme Melon’ in the area might have caused FOM to increase its inoculum
density in the soil over the years.
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Figure 2. Distribution of the races of Fusarium oxysporum f.sp. melonis in Urla Peninsula.

The four races of FOM have been previously reported from different regions of Turkey but their frequencies
varied depending on the region. Race 0, 1 and 1.2 appeared to be widely distributed in Turkey whereas race 2 is rare
or does not existing in most locations (Yildiz, 1977; Kurt et al., 2002 ). Low frequency of race 2 was also detected
in our study. Turkey is a rich source of gene for melon with numerous local varieties some of which are intensively
grown in certain areas. Studies on the resistance of melon genotypes of Turkey indicated that most local genotypes
were lack of resistance to FOM races; however, some of them have various degrees of resistance to particular ones
(Kurt et al. 2002; Demir et al., 2006; Sensoy et al., 2007). This might be one of the reasons that certain races are
widely distributed whereas the others are absent or rare in any given region of Turkey.

In conclusion, Fusarium wilt is one of the major factors limiting ‘Cesme Melon’ production in Urla
Peninsula. Fusarium wilt of melon is best controlled by the use of resistant cultivars. Unfortunately, all FOM races
exist in the area and ‘Cesme Melon’ appears to be susceptible to all of them. Improving of ‘Cesme Melon’ for
resistance to FOM is necessary for sustainable cultivation of this cultivar. In future studies, developing resistance in
‘Cesme Melon’ both by breeding and grafting on resistant rootstocks should be considered to establish novel
management strategies against Fusarium wilt.

30



0. ERINCIK

LITERATURE CITED

Burger, Y., N. Katzir, G. Tzuri, V. Portnoy, U. Saar, S. Shriber, R. Perl-Treves & R. Cohen, 2003. Variation in the
response of melon genotypes to Fusarium oxysporium f.sp. melonis race 1 determined by inoculation tests
and molecular markers. Plant Pathology, 52:204-211.

Chikh-Rouhou, H., R. Gonzalez-Torres, J. M. Alvarez & A. Oumouloud. 2010. Screening and morphological
characterization of melons for resistance to Fusarium oxysporum f. sp. melonis race
1.2. HortScience, 45(7):1021-1025.

Chikh-Rouhou, H., R. Sta-Baba, C. Ayed, S. Belgacem, N. Boughalleb & M. Cherif. 2013. Physiological races of
Fusarium oxysporum f. sp. melonis in Tunisia. Phytoparasitica, 41(5), 593-596.

Erzurum, K., Y. Taner, E. Secer, R. Yanmaz & S. Maden. 1999. Occurrence of races of causing wilt of Fusarium
oxysporum f. sp. melonis melon in Central Anatolia. Journal of Turkish Phytopathology, 28:87-97.

Demir, S., O. Tiirkmen, S. Sensoy, A. Akkdprii, C. Erding, M. Yildiz & T. Kabay. 2006. Reactions of melon
landraces grown in the Lake Van Basin to the physiologic races (Race 1 and Race 2) of Fusarium oxysporum
f.sp. melonis. European Journal of Horticultural Science,71(2): 91-95.

Fisher, N. L., L. W. Burgess, T. A. Toussoun& P. E. Nelson. 1982. Carnation leaves as a substrate and for
preserving cultures of Fusarium species. Phytopathology, 72(1):151-153.

Gordon, T. R., & R. D. Martyn. 1997. The evolutionary biology of Fusarium oxysporum. Annual Review of
Phytopathology, 35(1):111-128.

Jacobson, D. J. & T.R. Gordon. 1991. Fusarium oxysporum f. sp. melonis: A case study of diversity within a forma
specialis. Phytopathology, 81:1064-1067.

Kurt, S., B. Baran, N. Sar1 & H. Yetisir. 2002. Physiologic races of Fusarium oxysporum f. sp. melonis in the
southeastern  anatolia  region of turkey and varietal reactions to races of the
pathogen. Phytoparasitica, 30(4):395-402.

Leslie. J. F, & B. A. Summerell. 2006. The Fusarium Laboratory Manual. Blackwell Publishing. Ames, Iowa.

Luongo, L., A. Ferrarini, A. Haegi, S. Vitale, A. Polverari & A. Belisario. 2015. Genetic diversity and pathogenicity
of Fusarium oxysporum f. sp. melonis races from different areas of Italy. Journal of Phytopathology, 163:73—
83.

Michielse, C. B., & M. Rep. 2009. Pathogen profile update: Fusarium oxysporum.Molecular Plant
Pathology, 10(3):311-324.

Perchepied, L. & M. Pitrat. 2004. Polygenic inheritance of partial resistance to Fusarium oxysporumf.sp. melonis
race 1.2 in melon. Phytopathology, 94:1331-1336.

Risser, G., Z. Banihashemi & D. W. Davis. 1976. A proposed nomenclature of Fusarium oxysporum f.sp. melonis
races and resistance genes in Cucumis melo. Phytopathology, 66:1105-1106.

Schreuder, W., S. C. Lamprecht & G. Holz. 2000. Race determination and vegetative compatibility grouping of
Fusarium oxysporum f. sp. melonis from South Africa. Plant Disease, 84:231-234.

Sebastiani, M. S., P. Bagnaresi, S. Sestili, C. Biselli, A. Zechini, L. Orru, L. Cattivelli & N. Ficcadenti. 2017.
Transcriptome analysis of the melon-Fusarium oxysporum f. sp. melonis race 1.2 pathosystem in susceptible
and resistant plants. Frontiers in Plant Science, 8:362.

Sensoy, S., S. Demir, S. Biiyiikkalaca & K. Abak, , 2007. Response of Turkish Melon Genotypes to Fusarium
oxysporum f.sp.melonis Race 1 determined by inoculation tests and RAPD markers. European Journal of
Horticultural Science,72(5):220-227.

31



PHYSIOLOGICAL RACES OF FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. MELONIS IN CESME MELON
PRODUCING AREAS OF URLA PENINSULA, TURKEY

Yildiz, M. 1977. Ege Bolgesinde Kavun Solgunluk Etmeninin Patojenisitesi, Irklart ve Yerel Cesitlerinin
Dayanikliliklarinin Saptanmasi Uzerine Aragtirmalar E. U. Ziraat Fak. Bitki Koruma Béliimii. Dogentlik
Tezi. Bornova, Izmir, 112 s.

Zhou, X. G., K. L. Everts & B. D. Bruton. 2010. Race 3, a new and highly virulent race of Fusarium oxysporum f.
sp. niveum causing Fusarium wilt in watermelon. Plant Disease, 94:92-98.

Zink, F. W. 1992. Genetics of resistance to Fusarium oxysporum f. sp. melonis races 0 and 2 in muskmelon cultivars
Honey Dew, Iroquois, and Delicious 51. Plant Disease, 76:162-166.

Zuniga, T. L., T. A. Zitter, T. R. Gordon, D. T. Schroeder & D. Okamoto. 1997. Characterization of pathogenic
races of Fusarium oxysporum f. sp. melonis causing Fusarium wilt of melon in New York. Plant
Disease, 81:592-596.

32



J. Turk. Phytopath., Vol. 46 No. 1, 33-41, 2017 ISSN 0378 - 8024

Races of Fusarium oxysporum f.sp. niveum in the Aydin Province

Birsen GECIOGLU ERINCiK' Mustafa Timur DOKEN?

' Adnan Menderes University, Kogarli Vocational School, 09100, Aydin, Turkey.
*Adnan Menderes University, Faculty of Agriculture, Department of Plant Protection, 09100, Aydn, Turkey.
Corresponding author email: bgerincik@adu.edu.tr

Accepted for publication: 09 September 2017

ABSTRACT

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f.sp. niveum (FON) is a common soil-borne disease in the
watermelon production areas of the Aydin Province in Turkey. In this study, a total of 73 pathogenic F. o. f.sp.
niveum isolates were sampled from the vicinities of the Aydin Province in 2010 and 2011. Races of FON isolates
were detected by using the differential watermelon cultivars Sugar Baby, Charleston Gray, Calhoun Gray and PI-
296341-FR. Two-week-old seedlings of differential cultivars were root-dipped in spore suspansion with 1x10°
microconidia/ml of each of the isolates. After inoculation, the plants were observed for yellowing and wilting.
Results of this study evidenced that three races of FON exists in the Aydin Province. Among 73 isolates, 21 were
designated as Race 0, 27 as Race 1 and 25 and as Race 2. Race 3, the most virulent race of FON, was not detected.

Keywords: Fusarium oxysporum f.sp. niveum, watermelon, wilting, race.
OZET
Aydin ilinde Fusarium oxysporum f.sp. niveum’un (FON) Irklar

Fusarium oxysporum f.sp. niveum (FON) adli toprak kokenli fungal patojenin yol ac¢tigi Fusarium
solgunlugu, Aydin ili karpuz iiretim alanlarinda yaygin olarak goriilmektedir. Calismamizda 2010 ve 2011 yillarinda
yapilan sorveylerde Aydin ve ilgelerindeki karpuz iiretim alanlarindan 73 adet FON izolati elde edilmistir. Elde
edilen FON izolatlarinin fizyolojik irklar1 Sugar Baby, Charleston Gray, Calhoun Gray ve PI-296341-FR ayirici
karpuz cesitleri kullanilarak tespit edilmistir. iki haftalik olan karpuz fidelerinin kokleri, her bir izolatm 1x10°
mikrokonidi/ml olarak ayarlanan spor siispansiyonuna daldirilarak inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra bitkiler
sararma, solma veya Sliim yoniinden gozlemlenmistir. Yapilan bu degerlendirmelere gére Aydin’dan 3 FON irkinin
varlig1 saptanmistir. Toplam 73 FON izolatlan arasinda, 21 izolat Irk 0, 27 izolat Irk 1, 25 izolat Irk 2 olarak
belirlenmistir. Viriilensligi en yiiksek irk olan Irk 3’iin varligina rastlanmamustir.

Anahtar sozciikler: Fusarium oxysporum f.sp. niveum, karpuz, solgunluk, irk

GIRIS
Karpuz tiretimi birgok faktoriin olumsuz etkisi altinda bulunmaktadir. Bunlardan biri de Fusarium solgunlugu

hastaligidir. Karpuz Fusarium solgunlugu hastalig1 diinyada ve iilkemizde karpuz yetistirilen tiim alanlarda ortaya
¢ikan ve ¢ogu kez karpuz iiretimini siirlayan faktorlerin baginda yer almaktadir (Martyn and Mclaughlin,1983).
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Bilinen tiim Fusarium solgunlugu hastaliklar1 arasinda ilk tanimlananlardan birisi olan Fusarium oxysporum
f. sp. niveum (E.F. Sm.) Snyd. & Hans. adli bir fungal etmenin neden oldugu bu hastalik 6nce Amerika’da, daha
sonra da Asya ve Avrupa’da karpuz iiretim alanlarinda biiyiik capta tahribat olusturmustur (Bora et al., 1994;
Martyn, 2012).

Tiirkiye’de ilk kez 1965 yilinda Marmara Bdlgesinde saptanan Fusarium solgunlugu karpuzda %50’ den
fazla zarar yaptig1 bildirilmistir (Akdogan, 1969). Daha sonra Ege Bélgesinde, Izmir, Manisa, Aydin illerinde
belirlenen bu hastaligin (Bora and Ozkut, 1972; Karaca ve Qureshi, 1979; Qureshi and Yildiz, 1982; Filiz ve
Turhan, 1991), Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde de bulundugu (Yiicel et al., 1999; Kurt ve ark.,
2005) ve bu bolgelerde ciddi ekonomik kayiplara neden oldugu saptanmustir.

Karpuz yapraklarinda once renk agilmasi seklindeki belirtilerle dikkati ¢eken karpuz Fusarium solgunlugu
bitkinin tiim gelisme dénemlerinde goriilebilir. Genellikle kokbogazina yakin yasl yapraklarda baslayan ve uglara
dogru ilerleyen yaprak sararmalari, daha sonra solgunluk ve takiben kuruma bitkinin toprak iistii organlarinda
goriilen hastalik belirtileridir. Kok ve kok bogazinda da kahverengilesmelere neden olan bu hastaligin en giivenilir
ve dogru tani belirtisi, iletim demetlerinde ortaya ¢ikan kahverengilesmedir (Egel and Martyn, 2007).

Giiniimiizde toprak kokenli bu hastalikla miicadelede birgok yontem uygulanmakla birlikte bazi arastiricilar
dayanikli ¢esitlerin kullaniminin diger miicadele yontemlerinden daha basarili ve pratik oldugunu belirtmektedir.
Yine ayni arastirmacilar dayanikli ¢esit se¢iminde bolgedeki FON irklarinin varliginin ve yayginliginin dikkate
alinmasi gerekliligine de isaret etmektedirler. (Netzer and Martyn, 1989; Koike et al., 2003; Zhou and Everts, 2003).

Sadece karpuzlarda solgunluga neden olan FON ‘un ayiric1 karpuz cesitlerinin gosterdigi reaksiyonlar esas
alinarak 0, 1, 2 ve 3 olmak iizere toplam 4 fizyolojik 1rki tanilanmistir. Bunlardan Irk 0, tiim irklar arasinda en diisiik
viriilenslige sahip olmasi nedeniyle ekonomik 6nemi oldukga diisiiktiir (Zhou et al., 2010). Diinyada karpuz iiretim
alanlarinda en yaygin olan Irk 1 ise (Martyn and Bruton, 1989), orta diizeyde viriilenslige sahip olup, hastaliga
dayanikli olarak siniflandirilmis olan birgok ¢esitte hafif ve orta diizeyde solgunluga neden olmaktadir (Martyn and
Netzer, 1991). Ugiincii 1rk olan Irk 2 ise, yiiksek diizeyde viriilenslige sahip bir 1rk olup, giiniimiizde iiretimi yapilan
biitiin ticari karpuz cesitlerinde solgunluga neden olmaktadir (Martyn, 1987; Zhou and Everts, 2001). Bu irklarin
disinda en son saptanan ve dordiincii ik olan Irk 3’tin, Irk 2’den daha yiiksek viriilenslige sahip oldugu
belirlenmistir.

Ulkemizde de ¢ok sayida olmamakla birlikte FON’un fizyolojik iklarinin belirlenmesine yoénelik bazi
calismalar yapilmistir. Ege, Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bdlgeleri’nde yiiriitiilen ¢alismalar sirasinda
elde edilen FON izolatlar arasinda Irk 0, Irk 1 ve Irk 2’ nin varlig1 saptanmustir. (Qureshi and Yildiz, 1982; Filiz ve
Turhan, 1991; Yiicel et al., 1999; Ay ve Erkilig, 2008; Kurt et al., 2008).

FON’un miicadelesinde en basarili stratejilerinden biri olan dayanikli karpuz ¢esitlerinin kullanimindan
istenilen etkinin saglanabilmesi igin yetistiricilik yapilacak bdlgede patojenin hangi irklarinin yaygin oldugunun
bilinmesi 6nem arz etmektedir. Ancak Aydin ilinde mevcut FON populasyonu igindeki fizyolojik irklar ve bunlarin
dagilimi konusunda bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda FON populasyonundaki ik gesitliliginin
belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Fusarium oxysporum f. sp. niveum izolatlarimmn Elde Edilmesi

2010-2011 yillarinda Aydin ili ve ilgelerinde (Merkez, Bozdogan, Buharkent, Cine, Didim, Germencik,
Incirliova, Karacasu, Karpuzlu, Kocarli, Késk, Kusadasi, Kuyucak, Nazilli, S6ke, Sultanhisar, Yenipazar) karpuz
tiretiminin yapildig1 alanlarin tamami gezilerek bitkiler incelenmistir. Yapilan sorveylerde tarlalarda tipik solgunluk
belirtisi sergileyen bitkilerden alinan toplam 470 bitki 6rneginde laboratuvarda izolasyon galismalari yapilmustir.

34



B. GECIOGLU ERINCIK, M. T. DOKEN

Elde edilen izolatlardan kiiltiirel ve morfolojik 6zelliklerine gore Fusarium spp. olarak ayrilan 185 izolat arasindan
patojenisite testleri ve tanilama ¢aligmalari sonucu 73 adet FON izolat1 elde edilmistir.

Fusarium oxysporum {.sp. niveum >un Irklarinin Belirlenmesi

73 adet FON izolatinin fizyolojik wrklari, ayirt edici karpuz gesitleri olarak bildirilen Sugar Baby, Charleston
Gray, Calhoun Gray ve PI- 296341- FR gesitleri (Zhou et al., 2010) kullanilarak belirlenmistir. Karpuz g¢esitlerinin
tohumlar1 Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nden temin edilmis olup, tohumlarinin
cogaltilmasi izole edilmis alanlarda tarla ve sera kosullarinda yetistirilen bitkilerde gerceklestirilmistir. Ayirici
karpuz bitkilerin inokulasyonu, spor siispansiyonuna daldirma yontemine gore yapilmistir (Martyn, 1987). Bu
testte; ayirict karpuz cesitlerinin fideleri yaklasik iki haftalik iken yani kotiledon-ilk gercek yaprak doénemi
geldiginde viyollerden c¢ikarilarak kokleri muslukta akan suyun altinda yikanarak topragindan temizlenmistir.
Takiben bitki koklerinin boyu antiseptik kosullarda makasla kesilmek suretiyle kisaltilarak inokulasyon igin
hazirlanmistir. Inokulasyon igin hazirlanmus fidelerin kokleri mikrokonidi siispansiyonu icinde 1-2 dk ile
bekletilerek inokule edilmislerdir. Siispansiyonu hazirlarken once test edilen izolatlar oda sicakliinda 12 saat 151k
peryodunda 5-6 giin siireyle 128 rpm’ de calisan calkalayicida Patates Dextroz Broth (PDB) besi ortaminda
gelistirilmistir. Daha sonra gelisen kiiltiirler 4 katli tiilbentten siiziilerek her bir kiiltiir i¢in mikrokonidi siispansiyonu
elde edilmistir. Mikrokonidi siispansiyonun konsantrasyonu hemositometre ile dlgiilerek 10° mikrokonidi/ml olacak
sekilde ayarlanmistir (Zhou et al., 2010). Siispansiyon igerisinden ¢ikarilan fideler igerisinde steril toprak-torf-perlit
karigimi bulunan 15 ¢cm gapindaki saksilara sasirtilmustir.

Bitkiler iklim odasinda 24 °C de 14 saat aydinlik 10 saat karanlik kosullarda 2 giin siire ile inkiibasyona
birakilmis ve takiben seraya taginmuslardir. Sera kosullari giindiiz (14 saat aydinlik, gerektiginde ek 1siklandirma
yapilarak) 30 °C 14 saat gece (10 saat karanlik) 18 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Bitkiler bu kosullardaki gelisme
siireci i¢inde sararma, solma veya 6liim yoniinden gozlemlenmistir. Prof. Dr. Kathryne Everts’den temin edilen
referans izolatlar da kargilastirma yapmak amaciyla test bitkilerine inokule edilmistir. Irk belirleme ¢aligmalart 3
tekerriirlii yapilmis ve her bir tekerriirde 3 fide kullanilmistir. Kontrol bitkilerine steril saf su ayn1 yontemle inokule
edilmistir.

Hastalik degerlendirmesi inokulasyonun 4. haftasinda sararmig, solgun veya olii bitkiler baz alinarak
yapilmistir. Her bir gesitte toplam bitkilerin %33’#i ve fazlasinda hastalik belirtileri saptanmis ise reaksiyon duyarlt
(S), aksi taktirde dayanikli olarak (R) degerlendirilerek Cizelge 1.’de verilen skalaya uygun olarak irklar
belirlenmistir (Zhou et al., 2010).

Cizelge 1. Fusarium oxysporum f.sp. niveum izolatlarinin irklarini belirlemede kullanilan ayiric gesitler ve reaksiyonlar:

Ayiricl Karpuz Cesidi Irk 0 Irk 1 Irk 2 Irk 3
Sugar Baby S S S S
Charleston Gray

Calhoun Gray

S S S
R S S
PI- 296341- FR R R S

~ R =R

S: Duyarli R: Dayanikli

BULGULAR VE TARTISMA
Fusarium oxysporum £.sp. niveum izolatlarinin Irklari

Aydin ve ilgelerinden elde edilen 73 FON izolatinin Sugar Baby, Charleston Gray, Calhoun Gray ve PI-
296341-FR ayirict karpuz cesitlerinde hastalandirdig1 (sararma, solma veya 6liim) bitkilerin oranlar iizerinden
yapilan degerlendirmelere gore irklar1 belirlenmistir (Sekil 1). Zhou et al., (2010) tanimladig1 gibi her bir ayirict
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cesitte toplam bitkilerin %33 ve iizerinde bitki hastalanmis ise ayirici karpuz ¢esidinin reaksiyonu duyarl: olarak
kabul edilmistir. Aksi halde dayanikli olarak kaydedilmistir.

PI1-296341-FR

Calhoun Gray

Charleston Gray

Sugar Baby

Sekil 1. Ayirict karpuz gesitlerinin Irk 2 izolat1 SO-12’ye kars1 gosterdikleri reaksiyonlar

Bu degerlendirmelere gore Cizelge 2’°de de goriildiigii gibi 73 FON izolatindan, 21 izolat Irk 0, 27 izolat Irk
1, 25 izolat Irk 2 olarak belirlenmistir. Test edilen izolatlar arasinda Irk 3’e rastlanmamustir. Irk 0 olarak belirlenen
izolatlarin tamami sadece Irk 0’a hassas oldugu bilinen Sugar Baby ¢esidine ait bitkilerin %33-100’iinde hastalik
olustururken, Irk 0’a dayanikli diger iki ¢esit olan Charleston Gray ve Calhoun Gray de bazi izolatlar %33’ den az
oranda hafif diizeyde hastalik olusturdugundan cesitlerin reaksiyonu dayanikli olarak kaydedilmistir. Saptanan tiim
wrklara dayanikli olan PI-296341-FR ¢esidinde ise hi¢bir hastalik belirtisine rastlanmamuistir. Irk 1 iginde yer alan 27
izolat bu wkmn tanilanmasinda belirleyici hassas cesitler olan Sugar Baby ve Charleston Gray’de hastalik
olusturmustur. Hastalanan bitkilerin yogunlugu en fazla Sugar Baby ¢esidinde goriiliirken hastalikli bitkilerin orani
%356-100 arasinda degismistir. Diger hassas g¢esit Charleston Gray’da ise bu oranlar %33-67 arasinda saptanmuistir.
Irk 1 izolatlarina kars1 dayanikli olan g¢esitlerden Calhoun Gray da sadece 6 izolat bitkilerde %33°den az oranda
hastaliga neden olmustur. Yine Irk 0 da oldugu gibi Irk 1 izolatlar1 da PI- 296341- FR c¢esidinde enfeksiyona neden
olmamuglardir. FON izolatlari arasindan Irk 2 olarak belirlenenlerin tamami bu irka karsi hassas olan Sugar Baby,
Charleston Gray ve Calhoun Gray ¢esitlerinde hastaliga neden olmustur. Tiim irklara kargi hassas olan Sugar Baby
de, bitkilerin tamamina yakini siddetli bir sekilde hastalanirken, diger hassas gesitlerde olusan hastalik orani1 %33-
100 arasinda degismistir. Irk 3 izolatlarmin saptanmasinda belirleyici ¢esit olan PI-296341-FR ¢esidinde ise hastalik
orant %33’den diisiik bulunmus ve hastalanan bitkilerde de enfeksiyon siddetinin hafif seyrettigi gozlemlenmistir

(Cizelge 2).

36



B. GECIOGLU ERINCIK, M. T. DOKEN

Calismamiz kapsaminda elde edilen 73 FON izolat1 arasindan higbiri Zhou ve arkadaglariin (2010) belirttigi
gibi Irk 3 izolatlarinin saptanmasinda belirleyici olan PI-296341-FR karpuz ¢esidinde yogun diizeylerde hastalik
olusumuna neden olmamugtir. Baz1 FON izolatlar1 PI-296341-FR karpuz cesidinde hafif diizeylerde hastaliga neden
olmuglarsa da bu izolatlar Itk 2’ye ait izolatlar arasinda yerini almistir. Nitekim ayni arastirmacilar ABD
Maryland’den elde ettikleri 4 adet FON izolatinin oldukga viriilent bulunan tiim izolatlara 6zellikle de 2 no’lu irka
kars1 yiiksek diizeyde dayanikli olan PI-296341-FR ¢esidinde %78 ile %100 arasinda solgunluk olusturdugunu
saptamustir. Irk 3’e ait bu dort izolatin, PI-296341-FR bitkilerinin gdvde alt kisimlarinda Irk 2’ye ait izolatlardan ¢ok
daha yogun bir sekilde kolonize oldugunu, viriilensliklerininde diger irklara gére ¢ok daha yiiksek bulundugunu
bildirmisglerdir.

izelge 2.  Ayirici karpuz gesitlerinin Fusarium oxysporum f.sp. niveum izolatlarina karsi reaksiyonlari, hastalikli bitki orani (%) ve izolatlarin
Cizelg y puz ges ysp P $ y ) (%)

fizyolojik irklart
Izolat No Sugar Baby Charleston Gray Calhoun Gray PI- 296341- FR Fizyolojik Irk

KO-1 S(33) R (0) R (0) R (0) Irk 0
KO-6 S (67) R (0) R (0) R (0) Irk 0
KO-9 S (56) R (22) R (11) R (0) Irk 0
KO-10 S (89) R (0) R (0) R (0) Irk 0
KO-12 S (67) R (0) R (0) R (0) Irk 0
KO-18 S (67) R (22) R (0) R (0) Irk 0
KO-25 S (44) R (0) R (0) R (0) Irk 0
KO-36 S(33) R (0) R (0) R (0) Irk 0
CN-28 S (56) R(11) R(11) R (0) Irk 0
SO-2 S (56) R (0) R (0) R (0) Irk 0
SO-3 S (100) R (0) R (0) R (0) Irk 0
SO-10 S (100) R (0) R (0) R (0) Irk 0
SO-22 S (78) R (0) R (0) R (0) Irk 0
SO-25 S (100) R (0) R (0) R (0) Irk 0
ME-1 S (56) R(11) R (0) R (0) Irk 0
ME-5 S (78) R(11) R (0) R (0) Irk 0
ME-6 S (44) R (0) R (0) R (0) Irk 0
YP-4 S (67) R(11) R (0) R (0) Irk 0
YP-12 S (78) R (0) R (0) R (0) Irk 0
SH-3 S (44) R (0) R (0) R (0) Irk 0
NA-1 S (100) R (0) R (0) R (0) Irk 0
KO-5 S (89) S(33) R (22) R (0) Irk 1
KO-8 S (100) S(33) R (0) R (0) Irk 1
KO-17 S (56) S(33) R (0) R (0) Irk 1
KO-19 S (100) S(33) R (22) R (0) Irk 1
KO-20 S (78) S(33) R (0) R (0) Irk 1
KO-28 S (100) S (67) R (0) R (0) Irk 1
KO-32 S (67) S(33) R (0) R (0) Irk 1
KO-34 S (100) S (67) R (0) R (0) Irk 1
KO-42 S (78) S(33) R (0) R (0) Irk 1
CN-1 S (100) S(33) R (0) R (0) Irk 1
CN-4 S (56) S(33) R (22) R (0) Irk 1
CN-24 S (89) S(33) R (0) R (0) Irk 1
CN-30 S (67) S(33) R (0) R (0) Irk 1
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Cizelge 2. Devam

Izolat No Sugar Baby Charleston Gray Calhoun Gray PI- 296341- FR Fizyolojik Irk
CN-32 S (67) S (33) R (0) R (0) Irk 1
CN-34 S (89) S (33) R (0) R (0) Irk 1
SO-8 S (67) S (33) R (0) R (0) Irk 1
S0O-26 S (67) S (33) R (0) R (0) Irk 1
BD-1 S (100) S (44) R (0) R (0) Irk 1
BD-7 S (100) S (44) R (0) R (0) Irk 1
BD-11 S (100) S (33) R (11) R (0) Irk 1
BD-16 S (67) S (33) R (0) R (0) Irk 1
BD-17 S (100) S (33) R (0) R (0) Irk 1
ME-3 S (89) S (33) R (0) R (0) Irk 1
ME-4 S (100) S (44) R (11) R (0) Irk 1
SH-8 S (100) S (33) R (11) R (0) Irk 1
SH-12 S (100) S (67) R (0) R (0) Irk 1
10-1 S (100) S (33) R (0) R (0) Irk 1
KO-2 S (100) S (100) S (100) R(11) Irk2
KO-4 S (89) S (56) S (44) R (0) Irk2
KO-27 S (100) S (100) S (67) R (0) Irk2
KO-38 S (100) S (78) S (33) R (0) Irk2
CN-2 S (100) S (33) S (33) R (0) Irk2
CN-5 S (100) S (33) S (33) R (0) Irk2
CN-6 S (100) S (56) S (33) R (0) Irk2
CN-11 S (100) S (56) S (33) R (0) Irk2
CN-13 S (100) S (44) S (33) R (0) Irk2
CN-20 S (100) S (33) S (33) R (0) Irk2
CN-22 S (100) S (100) S (100) R (22) Irk2
CN-25 S (100) S (100) S (100) R (11) Irk2
CN-33 S (100) S (67) S (56) R (11) Irk2
SO-6 S (100) S (78) S (33) R (0) Irk2
SO-9 S (100) S (100) S (67) R (22) Irk2
SO-11 S (100) S (78) S (56) R (0) Irk2
SO-12 S (100) S (100) S (100) R (22) Irk2
SO-21 S (100) S (100) S (56) R (11) Irk2
SO-29 S (56) S(33) S(33) R (0) Irk2
SO-40 S (100) S (100) S(33) R (11) Irk2
BD-12 S (100) S (100) S (56) R (0) Irk2
BD-20 S (100) S (78) S(33) R (0) Irk2
ME-2 S (100) S (78) S (78) R (0) Irk2

YP-1 S (100) S (100) S (44) R (0) Irk2
YP-5 S (100) S (67) S (44) R (0) Irk2
S: Hassas ( Hastalikl1 bitki oran1 %33 ve tlizeri) R: Dayanikli (Hastalikl1 bitki oran1 % 33’den diisiik)

Aydmn 1ili ve ilgelerinde bulunan karpuz iiretim alanlarindan elde edilen FON izolatlarinin %28,8’1 Irk 0,
%37,0’1 Irk 1, %34,2°si Irk 2 olarak bulunurken bu irklarin ilgelere gore dagilimlar1 Cizelge 3’de verilmistir. En
fazla FON izolat1 elde edilen Kogarli ilgesinde 8 adet Irk 0, 9 adet Irk 1, 4 adet Irk 2 izolati saptanmistir. En yiliksek
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karpuz tiretiminin yapildig1 Cine’de ise bir adet Irk 0, 6 adet Irk 1’e ait izolat belirlenirken, 9 adet Irk 2 izolat ile en
¢ok Irk 2 izolatininin bulundugu ilge olmustur. Yine karpuz iiretimi yiiksek olan ilgelerden Soke’de 5 adet Irk 0, 2
adet Irk 1, 7 adet Irk 2 izolat:1 tespit edilmistir. Diger ilgelerden Bozdogan’da 5 adet Irk 1 ve 2 adet Irk 2, Merkez
(Efeler) ilge’ de 3 adet Irk 0, 2 adet Irk 1, 1 adet Irk 2 izolat: bulunmaktadir. Yenipazar ilcesi’nde 2 adet Irk 0, 2 adet
Irk 2, Sultanhisar’ da ise 1 adet Irk 0, 2 adet Irk 1 izolat1 saptanirken, sadece birer FON izolatina sahip Incirliova
ilcesinde Irk 1, Nazilli il¢esinde ise Irk 0 izolat1 belirlenmistir.

Cizelge 3. Farkli fizyolojik irklar’a ait Fusarium oxysporum f.sp. niveum izolatlarinin Aydin ilgelerine gore dagilimi

Fusarium oxysporum f.sp. niveum’un fizyolojik irklar

flgeler
Irk 0 Trk 1 Trk 2 Irk 3
KO-1 KO-5 KO-2
KO-6 KO-8 KO-4
KO-9 KO-17 KO-27
KO-10 KO-19 KO-38
Kogarl KO-12 KO-20
KO-18 KO-28
KO-25 KO-32
KO-36 KO-34
KO-42
CN-28 CN-1 CN-2
CN-4 CN-5
CN-24 CN-6
CN-30 CN-11
Cine CN-32 CN-13
CN-34 CN-20
CN-22
CN-25
CN-33
SO-2 SO-8 SO-6
SO-3 SO-26 SO-9
SO-10 SO-11
Soke SO-22 SO-12
SO-25 SO-21
SO-29
SO-40
BD-1 BD-12
BD-7 BD-20
Bozdogan BD-11
BD-16
BD-17
ME-1 ME-3 ME-2
Merkez ME-5 ME-4
ME-6
Yenipazar YP-4 YP-1
YP-12 YP-5
Sultanhisar SH-3 SH-8
SH-12
Incirliova 10-1
Nazilli NA-1
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Aydn ilini kapsayan ¢aligmamizda elde edilen FON izolatlar1 arasinda 3 fizyolojik irk belirlenmistir. Ege
Bolgesi'nde yiiriitiillen bir ¢calismada da Qureshi ve Yildiz (1982) bolgeden elde ettikleri 23 FON izolatint Sugar
Baby, Charleston Gray ve Calhoun Gray karpuz ¢esitlerinde testlemeleri sonucunda ikisinin Irk 0, bir izolatin Irk 1
oldugunu saptamuglardir. Diger 20 izolatin ise her ii¢ karpuz ¢esidini de hastalandirmasindan dolay1 baska irk yada
wklar1 olabilecegini bildirmisglerdir. Yine ayn1 bolgeden Filiz ve Turhan (1991)’ nin yaptig1 farkli bir ¢alismada da
37 FON izolatindan 2’sinin Irk 0, 8’inin Irk 1 ve 27’sinin de Irk 2 oldugu belirtilmistir. Cukurova Bolgesi’nde ise
Yiicel ve ark., (1999) 47 FON izolatindan 3’{inii Irk 0, 30’unu Irk 1, 14’lini Irk 2 olarak tanimlarken, Ay ve Erkilig
(2008) 25 adet FON izolatindan 4’{inii Irk 0, 7°sini Irk 1, 14’ Gnii de Irk 2 olarak belirlemistir. Dogu Akdeniz ve
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’ni kapsayan bir baska ¢aligmada da Adana ilinden elde edilen 21 FON izolatindan
10’unun Irk 0, 8 inin Irk 1, 3’iniin de Irk 2 oldugu; Gaziantep, Sanlurfa, Adiyaman, Batman ve Diyarbakir
illerinden elde edilen 12 FON izolatindan 4’ {iniin Irk 0, 8’inin ise Irk 1 oldugu bildirilmistir (Kurt et al., 2008).

Sonug olarak; ¢alismamizin baginda da belirttigimiz gibi karpuz Fusarium solgunlugunun kontroliinde bir¢ok
yontem uygulansa ve onerilse de, dayanikli ¢esit kullanimi tiim diinyada en ¢ok tercih edilen yontemdir. Ancak
FON’un dort farkli fizyolojik irki bulunmakta olup, karpuz g¢esitlerinin reaksiyonlart bu irklara bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Dayanikli ¢esit kullaniminin etkili olabilmesi igin karpuz iiretimi yapilacak alanlarda
FON 'un hangi fizyolojik irklarinin var oldugunun bilinmesi ve iiretimde kullanilacak karpuz ¢esidinin buna gore
secilmesinde bilyiik yarar bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda Aydin karpuz {iretim alanlarindan elde edilen
FON izolatlarinin 1rklart ile bunlarin ilgelere gore yaygmligi belirlenmistir. Aydin ve ilgelerinden elde edilen 73
FON izolatinin ayiric1 karpuz gesitleri (Sugar Baby, Charleston Gray, Calhoun Gray ve PI-296341-FR) iizerinde
neden oldugu sararma, solma veya 6liim {izerinden yapilan degerlendirmelere gore 3 ki bulunmustur. Aydin’dan
elde edilen 73 FON izolatindan, 21 izolat Irk 0, 27 izolat Irk 1, 25 izolat Irk 2 olarak belirlenmistir. Test edilen
izolatlar arasinda Irk 3’e rastlanmamistir. Yapilan sorveyler sirasinda karpuz iiretim alanlarinda FON’ un en
saldirgan 1rk1 olan Irk 3’e rastlanmamis olmasi karpuz iiretimindeki kayiplarin daha da yiikselmemesi agisindan
onemlidir. Ancak daha duyarli karpuz ¢esitlerinin {iretimi ve etmen i¢in uygun kosullar mevcut irklarin giiniimiizde
olusturdugu zararin artmasi ihtimalini giiclendirmektedir. Ureticilerin sectikleri karpuz cesitlerinde, iiretim
alanlarinda tespit edilen FON’un fizyolojik irklarmin varligini géz dniinde bulundurmalari 6nem arz etmektedir.
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ABSTRACT

This paper describes a novel technique that allows detecting and isolating of R. solani mycoparasites subsist
in soil incorporating the precolonized agar method and a modified nutrient medium supplemented with tolclophos-
methyl. A great number of potential biocontrol agents like Trichoderma and Gliocladium could be isolated into pure
culture. Most of the isolates examined macroscopically and microscopically in dual cultures had been recognized as
mycoparasites. By using this novel technique, various mycoparasitic isolates were obtained from soil. The majority
of the isolates were in the genera of Trichoderma and Gliocladium. Fourteen Trichoderma species, Gliocladium
roseum Bainier, Chaetomium sp., Geotrichum sp., Paecilomyces sp., Papulospora sp. and a Spicaria sp. were
determined as having mycoparasitic activity against R. solani as well. Some of them possessed both parasitic action
and antifungal antibiotic activity. This novel technique proved to be useful and showed promise for studies of the
ecology of biocontrol agents added to soil or seed.

Keywords: Isolation technique, mycoparasite, Rhizoctonia solani, Trichoderma, Gliocladium, tolclofos methyl

Topraktaki Rhizoctonia solani Mikoparazitlerinin Saptanmasi, izolasyonu ve
On Degerlendirilmesi I¢in Yeni Bir Yontem

OZET

Bu yayin, toprakta bulunan R. solani mikoparazitlerini saptamak ve izole etmek amaciyla “petri kabinda
agarli ortamda gelistirilmis R. solani kolonisi lizerine toprak drnegi ekleyip bir siire beklemek ve bundan cork-borer
ile kesilen pargalar tolclophos-methyl iceren 6zel besiyerine aktarmak™ seklinde 6zetlenebilen yeni bir yontemi
acgiklamaktadir. Bu yontemi kullanarak, Trichoderma ve Gliocladium gibi potansiyel biyokontrol etmenlerinden
bircok saf kiiltiir elde edilebilmistir. Ikili kiiltiirlerde makroskopik ve mikroskobik olarak incelenen izolatlarin
¢ogunun mikoparazit oldugu anlasilmistir. Bu yeni teknigi kullanarak topraktan farkli mikoparazitik izolatlar elde
edilmistir. Izolatlarmn ¢ogunlugu Trichoderma ve Gliocladium cinslerine aittir. Ondort farkli Trichoderma tiirii,
Gliocladium roseum Bainier, Chaetomium sp., Geotrichum sp., Paecilomyces sp., Papulospora sp. ve Spicaria
sp.’nin de R. solani’ ye karst mikoparazitik aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. izolatlardan bazilarmin hem
parazitik hem de antifungal antibiyotik etkili oldugu anlagilmistir. Bu yeni yontemin topraga veya tohuma
uygulanan biyokontrol etmenlerinin ekolojisi konusundaki ¢aligmalarda yararli olacagi 6ng6riilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: izolasyon ydntemi, mikoparazit, Rhizoctonia solani, Trichoderma, Gliocladium, tolclofos methyl

INTRODUCTION

There is an urgent need for new technologies of crop protection. Traditional methods used to protect crops
from diseases have been largely based on the use of chemical pesticides. But today there are strict regulations on
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chemical fungicide use due to carcinogenic effects, residual toxicity problems, environmental pollution and
development of fungicide resistant strains but also strong political and public pressure to remove the most hazardous
chemicals from the market. Therefore many researchers have focused their efforts on developing alternative inputs
to synthetic chemicals for controlling pests and diseases and different strategies have been hypothesized (Pal and
Gardener, 2006; Vinale et al., 2008; Abo-Elyousr et al., 2014).

One of the most promising means is the use of new tools based on biocontrol agents. The use of antagonist
microorganisms against fungal plant pathogens is an attractive and environmentally-friendly alternative to the use of
chemical pesticides. Control of fungal plant diseases using naturally occurring non-pathogenic microorganisms
represents a promising approach for the control of plant disease. Biological control using antagonistic microbes
alone, or as supplements to minimize the use of chemical pesticides in an integrated plant disease management
system, has become more prevalent in recent years.

Rhizoctonia solani Kiihn [teleomorph: Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk] is one of the most
important, universal, destructive soilborne phytopathogenic fungi that causes various diseases in many plant species
world-wide. It is responsible for the damping-off on seedlings and root rot, stem rot, stem canker, foliage blights or
spots near the ground and rotting of storage organs (Banville et al., 1996; Boosalis and Scharen, 1959).

Mycoparasites and their possible use in biological control have been recognized since 1932. Since that time
there are a number of examples of fungi that parasitize plant pathogens including R. solani. Considerable work has
focused on various Trichoderma and Gliocladium species; they have been studied to the greatest extent and possess
great potential as biocontrol agents (Weindling, 1932; Barnett and Binder, 1973 ; Lumsden, 1981; Elad et al., 1980,
1983; Papavizas, 1985; Adams, 1990; Coley-Smith et al., 1991; Wilson et al., 1992; Cuevas et al., 1995; Lumsden et
al., 1995; Hjeljord and Tronsmo, 1998; Kredics et al., 2003; Samuels, 2006; Aydin and Turhan, 2013).

Trichoderma spp. are basically soil-borne saprophytic fungi which possess a symbiotic relationship with the
plant rhizosphere. They are well known for their antagonism against several fungi, to produce different antibiotic
substances and to inhibit the growth of pathogenic fungi by modifying the rhizosphere. The antagonistic properties
of Trichoderma spp. towards fungal pathogens are based on strong mycoparasitism, antibiosis, competition for
nutrients and space, promotion of plant growth and plant defense responses. They are widely used as commercial
biofungicides all over the world (Dennis and Webster, 1971; Chet and Baker, 1981; Chet et al., 1981; Howell, 2003,
2006; Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Harman, 2006; Almeida et al., 2007; Verma et al., 2007; Woo and
Lorito, 2007; Bailey et al., 2008; Vinale et al., 2008; Amin et al., 2010; Anees et al., 2010; Brotman et al., 2010;
Chaverri et al., 2015; Hermosa et al., 2012; Kumar et al., 2012; Hyakumachi, 2013; Abo-Elyousr et al., 2014; Asad
et al., 2014; Mukherjee et al., 2014; Naher et al., 2014; Rinu et al., 2014).

The isolation of Trichoderma and Gliocladium from soil was investigated frequently by researchers using a
variety of methods such as “serial dilution plate technique”, “ pour plate”, “differential centrifugation technique”,
“the slide-trap method” and “the dilution plate count technique” (Hopkins et al., 1991; Aydin and Turhan, 2009;

Vargas Gil et al. 2009).

Furthermore, several authors have reported the use of agar cultures of fungi or their resting bodies like
sclerotia as selective bait for the isolation of specific mycoparasites from soil or from natural habitats. It is possible
to specifically select the mycoparasitic fungi by using agar plate precolonized with a suitable host fungus as a bait.
Promising results have been obtained using this method and various mycoparasitic fungi including Trichoderma
spp., Gliocladium spp. and others could be isolated (Deacon and Henry, 1978; Foley and Deacon, 1985; van den
Boogert and Gams, 1988; Lodha and Webster, 1990; van den Boogert et al., 1990; Deacon and Berry, 1992;
Mulligan and Deacon, 1992; Mulligan et al., 1995; Knudsen et al., 1997; Crauss et al., 1998; Molan, 2009).

Ribeiro and Butler (1992) used the “sclerotia bait technique” for the isolation of Pythium species
mycoparasitic on Sclerotinia sclerotiorum. Trichoderma strains were isolated from S. sclerotiorum sclerotia by
selective isolation employing the sclerotial bait technique (Melo et al., 1996). Ali-Shtayeh and Saleh (1999)
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reported that the sclerotia baiting technique was highly effective for the detection and isolation of some
mycoparasitic Pythium species from soils assayed. Baiting and filtering techniques are used to recover species of
Phytophthora and Pythium from water and soil (Roberts et al., 2005). Karaca et al. (2008) used the sclerotia of
Botrytis cinerea and S. sclerotiorum as baits for the isolation of the mycoparasitic fungi from Oomycetes. Burgess
and Hepworth (1996) used sclerotia of S. minor as baits to isolate 7. virens from soil. Selective isolation of
mycoparasites of S. minor from soil by baiting proved to be useful for enumerating 7. virens on roots of sunflower
and showed promise for studies of the ecology of biocontrol agents added to soil or seed (Isnaini et al., 1998).
Human hair baiting technique was followed to isolate dermatophytes and related keratinophilic fungi from the soil
samples (Kachuei et al., 2012; Malek et al, 2013; Deshmukh and Verekar, 2014). The larvae of Galleria mellonella,
were used as a standard bait insect for the isolation of entomopathogenic fungi, because the larvae are highly
susceptible to infection by these fungi (Chandler et al. 1997; Meyling, 2007; Goble et al., 2010, 2012; Hernandez-
Dominguez et al., 2016).

The objective of this study was to improve the isolation efficiency of mycoparasitic fungi, especially
Trichoderma spp. and Gliocladium spp. from soil applying precolonized R. solani culture as a trap in the first stage
and using a modified nutrient medium supplemented with tolclophos-methyl in the second.

MATERIALS AND METHODS
The isolation process of R. solani mycoparasites

For the isolation of Rhizoctonia mycoparasites, the soil samples were taken from 11 different ecological habitat
in Turkey. They were collected from a depth of 1-15 cm, litter-free layer; transported to the laboratory in plastic bags
and processed immediately. An isolate of R. solani recovered from diseased potato roots was used for all experiments.
First, R.solani was allowed to cover the PDA plate completely. Then somewhat soil was placed onto the precolonized
plate and incubated in the dark at 24 °C for two weeks. After removal of the soil particles, the underlying Rhizoctonia
colony was thoroughly washed with sterilized water. Potato Dextrose Agar (Merck 1.10130) was sterilized in
autoclave after adding 33 mg/L Rose Bengal (BDH Chemicals). Than Streptomycin sulfate (Sigma, 200 mg/L)
dissolved in 10 ml sterile distilled water and tolclofos-methyl (Rizolex”, Sumimoto, 12 mg/L) dissolved in 10 ml
95% ethyl alcohol were added after the sterile medium had cooled to 50°C. Discs (5 mm) cut from the freshly
washed R. solani colony were transplanted (mycelial side beneath) onto the modified PDA containing rose bengal,
streptomycine and tolclophos-methyl (33 mg/L, 200 mg/L and 6 mg active ingredient/L, respectively) and reincubated
approximately for two weeks on a laboratory bench at room temperature (Figure 1, 2). Variegated fungi grown in the
meanwhile were isolated into pure cultures and evaluated then for their potential to parasitize R.solani in dual cultures.

Demonstrating the mycoparasitic nature of the isolates

A mycelial disc (5 mm) of the potential mycoparasitic isolate was placed onto the surface of modified PDA
(ten times diluted PD broth + 15 g/l agar). According to growth rate of candidate antagonist, either simultaneously
or two days later, a mycelial disc of R. solani was placed 4 cm apart onto the same plate. The mycelial disc of
pathogen or antagonist grown alone served as control. Then the plates were incubated in the dark at 24 °C. As from
the paired colonies reached each others after some days, overgrowth of R. solani by mycoparasitic isolate could be
detected. Directly interaction area or only mycelial samples taken from there were examined under light microscope.
Throughout the experiments, there were three replications.

RESULTS AND DISCUSSION

When the colonies grown in dual cultures come into contact, the mycoparasite has continued to grow rapidly
through the Rhizoctonia colonies. When cultures intermingled, the physical interaction between the mycoparasites
and R.solani was examined by light microscopy. Hyphae of R. solani and hyperparasites were distinguished from
each other by the orientation of hyphal growth. The fine hyphae of the mycoparasites were also readily
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differentiated from the coarse hyphae of Rhizoctonia. Tight coiling by the mycoparasites around Rhizoctonia hyphae
was observed. The internal parasitism was evidenced by the fact that parasitic hyphae were frequently found inside
the host hyphae

Figure 1. Mature Rhizoctonia solani colony on PDA (a), waiting period as covered with soil sample (b)

C d e

Figure 2. Discs cut from thoroughly washed colony (c), rapid growth of Rhizoctonia solani alone on PDA having Rose Bengal and
Streptomycine  (d), growth of mycoparasites on the same medium having additionally tolclophos-methyl (e).

By using the novel technique introduced in this study, 264 mycoparasitic isolates were obtained from soil.
The majority of the isolates were found to be in the genera of Trichoderma and Gliocladium. Fourteen Trichoderma
species, Gliocladium roseum Bainier, Chaetomium sp., Geotrichum sp., Paecilomyces sp., Papulospora sp. and a
Spicaria sp. were determined as having mycoparasitic activity against R. solani as well. Identification of
mycoparasites made by Prof. Dr. W. Gams, Prof. Dr. G. J. Samuels and Prof. Dr. G. Turhan.

Mycoparasitism, the direct attack of one fungus to another, is a very complex process. It has been known for
many years that the genus Trichoderma has a strong mycoparasitic activity; it can sense the presence of target fungi;
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it is attracted to grows towards its host and appeared to grow typically, probably by chemotropism toward them
(Chet et al., 1981; Hyakumachi, 2013).

Trichoderma harzianum, T. viride, T. pseudokoningii, T. hamatum, T. virens, T. koningii, T. aureoviric]e and
Trichoderma spp. were previously isolated by using known conventional methods in Turkey (Turhan, 1973; Iren et
al., 1988; Celiker and Nemli, 1994).

It is possible to specifically select the mycoparasitic fungi by using precolonized agar plate with the host
fungus. Only fungi that are able to derive nutrients from the precolonizing fungus and to tolerate its waste products
are able to grow. Unfortunately there is no universally susceptible host fungus that can be used in this technique.
Since all mycoparasitic fungi have restricted host ranges, the host fungus used to precolonize the plate will greatly
influence the type of mycoparasite that will be detected. Mycoparasites isolated by this method include Gliocladium
roseum and related species (Foley and Deacon, 1985), Papulaspora sp. (Deacon and Berry, 1992; Mulligan and
Deacon, 1992), Pythium oligandrum and related species (Deacon and Henry, 1978; Foley and Deacon, 1985;
Mulligan et al., 1995) and Verticillium biguttatum (van den Boogert and Gams, 1988).

In the present study the precolonized plate method was used at the first stage of the technique. But, because
of the extremely fast growing rate of R. solani, it was difficult to catch it by invaders, even though it is already
parasitized during the waiting period beneath the soil coating in petri dishes. Hence R. solani grew first from the
precolonized discs and completely filled the plate in a little while (Figure 2d) unless the presence an intentional
inhibitive in the culture medium.

The results of a study by Hameed (2008) showed that Rizolex” (50% Tolclofos methyl) was effective on
radial growth of R. solani. There were differences between R.solani and T.harzianum in response to Rizolex, then
isolates of R.solani were inhibited completely at all concentrations tested, while T.harzianum was affected lesser.
Yobo et al.(2010) found that although R. solani growth was completely inhibited in concentrations of 0.05 and 0.125
g ai/l tolclofos-methyl, Trichoderma isolates tested were less sensitive to this chemical.

We hypothesized that R.solani is more susceptible to tolclophos-methyl than Trichoderma and Gliocladium
spp. Based on this hypothesis, we used a special growth medium supplemented with tolclofos methyl. The purpose
of adding this chemical into the isolation medium was to prevent extreme speedy growth of R. solani, which already
existed on precolonized discs. Really, the presence of tolclophos-methyl in nutrient medium prevented the
unwelcome growth of R. solani significantly. Fortunately, Trichoderma and Gliocladium isolates were least affected
displaying considerable tolerance to this fungicide and they could grow well on this modified PDA medium.

On account of the lesser sensitivity of two foremost important mycoparasitic genera to tolclophos-methyl
than R. solani, it can be concluded that this chemical could be used in integrated management in addition to
biocontrol agents against this pathogen.

Furthermore, the technique described, without doubt, may also be used for detecting and isolating the
mycoparasites of other fast growing fungus and fungus-like organisms such as Pythium from soil by changing the
supplemented chemical which suppress only the target pathogen.
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