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Investigations on Detection and Control of Waitea circinata var. circinata
Warcup & P.H.B.Talbot Causing Leaf and Sheath
Blight Disease in Turfgrass Areas in Turkey

Filiz UNAL' Nuray KORUKMEZ?

'Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimu Eskisehir
2Zeytincilik Arastirma Enstitiisi Mudurligi lzmir

ABSTRACT

Diseases caused by Rhizoctonia species take the first place in the list of the most common and destructive diseases in
turfgrass areas in our country and in the world. Waitea circinata var. circinata Warcup & P.H.B. Talbot (anamorph period:
Rhizoctonia sp.) is one of the most important species that causes disease in the turfgrass areas of the genus Rhizoctonia. In
this study, surveys were performed in parks and gardens, refuges, stadiums and golf courses in 8 provinces of Turkey with
the largest turfgrass areas and isolations were made from yellowed, stained, burnt, dried leaves, yellow-brown ring patches.
As a result of the morphological and molecular identification studies, 62 W. circinata var. circinata isolates were obtained.
Disease severity values of the obtained isolates were found between 90-100%. In the disease control studies, the effects of
combinations containing different fungicides and plant activators against the disease and an effective and environmentally
friendly control program was tried to be created against the disease. As a result of the studies, it was concluded that
alternating aplication of the recommended dose of the activator (Arthrobacter sp.) and the first sub-dose of the fungicide
(Prothioconazole + Spiroxamide) would be hopeful in the control against the disease.

Keywords: Turfgrass, Control, Rhizoctonia sp., Waitea circinata var. circinata

oz

Tirkiye’deki Cim Alanlarinda Yaprak ve Kin Yanikligi Hastaligina Sebep Olan Waitea circinata var.
circinata Warcup & P.H.B. Talbot’nin Tespiti ve Miicadelesi Uzerinde Arastirmalar

Ulkemizde ve diinyada ¢im alanlarinda en yaygin ve tahripkar hastaliklar listesinde Rhizoctonia tiirlerinin neden oldugu
hastaliklar ilk sirada yer almaktadir. Waitea circinata var. circinata Warcup & P.H.B. Talbot (eseysiz donem: Rhizoctonia sp.)
Rhizoctonia cinsi igerisindeki ¢im alanlarinda hastalik olusturan en énemli tiirlerden birisidir. Bu galismada Tirkiye’'nin en genis
¢im alanlarina sahip 8 ilindeki ¢im alanlarini olusturan park ve bahgeler, refiijler; stadyumlar ve golf sahalarinda surveyler
diizenlenmis ve yapraklarda sararma, lekelenme, yaniklik, kuruma, sari-agik kahverengi halkali yama belirtisi gosteren bitki
orneklerinden izolasyonlar yapilmistir. Yapilan morfolojik ve molekiiler teshis calismalari sonucunda, 62 adet W. circinatas var.
circinata izolati elde edilmistir. izolatlarin hastalik siddeti degerleri %90-100 arasinda bulunmustur. Hastalikla miicadele
calismalarinda, farkli fungisit ve bitki aktivatorleri kombinasyonlarinin hastaliga karsi etkileri arastirilarak etkili ve ¢evre dostu
bir miicadele programi olusturulmaya calisilmistir. Calismalar sonucunda, aktivatoriin (Arthrobacter sp.) onerilen dozu ve
fungisitin (Prothioconazole + Spiroxamide) birinci alt dozunun doénisimli olarak uygulanmasinin hastalikla miicadelede
Umitvar olacagi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Cim, Micadele, Rhizoctonia sp. Waitea circinata var. circinata

GiRiS

Glniumizde dinyanin hemen her bdlgesinde ¢im
bitkisinin kiltiri yapilmaktadir. Bu alanlarda yaygin
olarak  Gramineae  (Bugdaygiller)  familyasinin,
Festucoideae, Panicoideae ve Eragrostoideae alt
familyasina ait 19 cins ve 40 kadar tiir kullaniimaktadir.
Festucoideae alt familyasina ait tiirler (Poa spp, Lolium
spp, Festuca spp, Agrostis spp) serin iklim ¢im bitkileri
olarak, Panicoideae ve Eragrostoideae alt familyasina ait
tirler  (Buchloe  dactyloides, Zoysia  japonica,
Stenotaphrum secundatum, Pennisetum clandesttinum,
Cynodon spp, Paspalum spp) ise sicak iklim ¢im bitkileri
olarak adlandirilirlar (Smiley ve ark., 1992). Ulkemizde
yaygin olarak kullanilan ¢im tirleri ise L. perenne, F.
rubra var. rubra, F. rubra var. commutata, F. ovina, P.
pratensis, A. tenuis, A. stolonifer, Cynodon dactylon ve
bunlarin farkl karigimlaridir.

Article Info / Makale Bilgileri

Corresponding author e-mail: FucarO6@yahoo.com
Received: March 7, 2020 Accepted: September |, 2020
ORCID ID’s of Authors in order:
0000-0003-4620-5397, 0000 0003 3725 7742

Diinyada oldugu gibi llkemizde de modern sehircilik
ve yasam tarzina bagli olarak piknik ve park alanlari,
futbol sahalari, okul bahgeleri, tenis ve golf alanlari gibi
yesil alanlarin miktari her gegen glin artmaktadr.
Degisen turistik talepler ve artan turist beklentileri,
diinyada ve Ulkemizde genis ¢im alanlarinda oynanan
golf sporunu da bir turizm ¢esidi olarak glindeme
getirmeyi saglamistir. Su an Turkiye'de 26’si Antalya'da,
4’4 Istanbul'da, 2’si Ankarada, [|'i Samsun’da, I’i
Aydin’da ve 2’si Mugla'da olmak Ulzere toplam 36 adet
golf sahasi bulunmaktadir (T.C. Kiltir ve Turizm
Bakanhigi, 2020). Ozellikle son 14 yilda tlkemizdeki ¢im
alanlarin ytizolgimi hizli bir artis gostermistir.

Bircok farkli alanda ve farkli amaglarla ekimi
gerceklestirilen ¢im bitkilerinde ortaya ¢ikan kuruma,
sararma, kahverengilesme ve c¢urime sebepleri
arastirilarak ¢im bitkisinin orijinal renginde, kadifemsi
dokuda kalmasi, saglikli ve dayanikli bir sekilde bu
alanlarin siirdiirilebilmesi oldukga onemlidir.

Cim bitkilerinde zarar olusturan en 6nemli etkenlerin
basinda; insanlar, fizyolojik ve kimyasal faktorler,
patojenler, bocekler, algler, yosunlar ve nematodlar

ISSN 0378 - 8024 Turkish Phytopathology Society ©2020


https://fitopatoloji.org.tr
https://fitopatoloji.org.tr

Investigations on Detection and Control of Waitea circinata var circinata Warcup & PH.B. Talbot Causing Leaf and Sheath

Blight Disease in Turfgrass Areas in Turkey

gelmektedir. Onemli zararlara sebep olan patojenlerin
basinda ise fungal kaynakl toprak patojenleri
gelmektedir  Bu fungal etmenlerin  baslicalars;
Rhizoctonia spp., Fusarium, Pythium, ve Sclerotinia
cinsleri igerisinde yer almaktadir. Genis ve kompleks bir
fungus grubu olan Rhizoctonia cinsi igerisinde yer alan
Rhizoctonia solani, R. cerealis, W. circinata var. circinata
ve W. circinata var. zeae tlrleri ¢im alanlarinda hastalik
olusturarak Onemli zararlara sebep olan fungus
turleridir (Smiley ve ark., 1992). W. circinata var.
circinata (eseysiz donem: Rhizoctonia sp.) tlrlindnin
olusturdugu hastalik ilik, sicak ve nemli bolgelerde daha
cok gorilmekle birlikte, diinyadaki tim ¢im alanlarinda
yaygin ve tahripkar hastalik tlrleri arasinda yer
almaktadir. Etmen ¢im bitkilerinin yaprak ve kin
bolgelerinde lekeler olusturarak renk degistirmesine,
sararip  glirimesine neden  olmaktadir.  Bunun
sonucunda kisa kesilmis golf ve spor sahalari gibi
alanlarda saridan agik kahverengiye kadar degisen
renklerde, farkli buyikliklerde, dulzensiz yuvarlak
halkalar olusturmaktadir. Fungusun Poa spp. ekili
alanlarda meydana getirdigi sari halkalar R. ceredlis
belirtisiyle karistirilabilmektedir.

Son yillarda Ulkemizde park, bahge ve rekreasyon
alanlarinin artmasina bagli olarak ¢im alanlarinda fungal
kaynakli  hastaliklarda da artis gozlenmektedir.
Ulkemizde ¢im hastaliklarina ruhsath yeterli sayida
fungisit olmamasindan dolayr ¢ok fazla tavsiye disi,
yanlis ve gelisigizel ilag uygulamalari yapilmaktadir
(Balci ve Gedikli, 2012).

Pestisit kullaniminin tartisiimaz yararlarina karsin etkin
denetimden yoksun, asiri miktarda ve sik uygulanmasi,
gevremizi oldugu kadar sagligimizi ve ekonomimizi de
olumsuz yonde etkilemekte, patojenlerde dayaniklilik
sorununu ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica Avrupa Birligi
Uyum Yasalari cergevesinde pestisitlerin = blytik
kisminin zaman icinde yasaklanacak olmasi, alternatif
drlnler arayisint hizlandirmisti. Bu  alternatiflerden
birisi de bitki koruma ve yetistirmede yeni bir yaklagim
olan bitki aktivatorleridir.

Bitkiler bu aktivatorlerin etkisinde kaldiklarinda,
cogunlukla bu etkiye karsi bitkide uzun kalicilikta ve
genis etki alanh bir bagisiklik ortaya ¢ikmaktadir. Bu
yolla bitkilerin hastaliklara dayanikliik kazanmasi
olayina ‘Sistemik Kazanilmig Dayanikliik’ (Systemic

Acquired Resistance = SAR) ya da ‘uyanimis
dayanikllik’  denmektedir. Son vyillarda  yapilan
calismalar, sistemik dayanikliik kazanma (SAR)

mekanizmasini tetikleyen farkli maddelerin gelistiriimesi
yoninde hiz kazanmistir. Gelistirilenler ise gerek diinya
gerekse Tirkiye piyasasinda kisa slirede yer almistir
(Delen, 2009). Ulkemizde Bitki Koruma Urinleri
icerisinde “Bitki Aktivatorleri” adi ile ayri bir bolim yer
almaktadir (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).
Bitki aktivatorleri bitkilerdeki zararli organizmalara ve/
veya stres kosullarina karsi dogrudan etkili olmayip
bitkilerin dogal savunma sistemini aktive ederek etkili
olan ve bu 6zelliklerden birini veya birkagini bir arada
tastyan maddelerdir (Resmi gazete, 2017).

Bitki aktivatorlerinin amaglarindan birisi de fungisit
etkililigini arttirmaktir. Dinyada ve ulkemizde bitki
aktivatorleri tek baslarina ve fungisitlerle birlikte
hastaliklarin kontrollinde basaril sekilde
kullanilmaktadir. Boylece kimyasal ilaglarlarin ¢evreye
olumsuz etkileri azalmakta, asir ve sik ilag kullaniminda
ortaya ¢lkabilecek fungisitlere  dayaniklilik  riski
azalmakta ve bitki aktivatorlerinin katkisiyla hastalikla
micadelede etkililik artmaktadir (Tosun ve Tugran,
2011).

Tdm tarim alanlarinda oldugu gibi, ¢im alanlarinda da
hastaliklarla etkili, ekolojik ve ekonomik bir savasim
stratejisinin gelistirme zorunlulugu bulunmaktadir. Bu
amagla, bu c¢alismada fungisitlerin yanisira bitki
aktivatorlerine de yer verilmistir.

Bu calismada Ulkemizdeki ¢im alanlarinda W. circinata
var. circinata fungusunun ilk kez tespiti, zarari ve etkili
ve gevre dostu bir miicadele programinin olusturulmasi
hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Survey ve Izolasyon Calismalari

Survey calismalari 2015 yilinda, Istanbul, Ankara,
Antalya, lzmir, Kayseri, Bursa, Aydin, Mugla illerindeki
¢im alanlarini olusturan park ve bahgeler, rekreasyon
alanlari, mesire alanlari, refiijler, stadyumlar ve golf
sahalarinda  her ili  temsil edecek sekilde
gergeklestiriimisti. ~ Survey  alanlari  incelenerek
yapraklarda sararma, lekelenme, yaniklik, kuruma
belirtileri gozlenen ve uzaktan sari-kahverengi halkali
yama seklinde belirti gosteren bitkiler alinarak
laboratuara getirilmistir. lllerin toplam ¢im alanlar
dikkate alinarak, toplam ¢im alan miktari 0-500 000 m?
olan illerin tiim gim alanlari (%100), 500 000-3 000 000
m? olan illerin %50’si, 3 000 000-6 000 000 m? olan
illerin %30’u, 6 000 000-10 000 000 m? olan illerin
%20’si, toplam ¢im alani 10 000 000 m*nin lzerinde
olan illerin ise %10’u incelenmeye calisiimistir. Kontrol
edilen arazinin buyukligline gore, incelemeler yapilip o
alani temsil edecek sekilde, 5 000 m?’ye kadar 5, 5 000-
[0 000 m? arasinda 10, 10 000 m2-15 000 m?ye kadar
I5 6rnek, 15 000 m? ve Uzeri alanlar igin en az 20 ayri
noktadan  gidimli  6rnekleme  (Aktas, 2001)
yapilmistir. Orneklemelerde her bir 6rnekte 10-15 bitki
olacak sekilde kokleri ve yesil aksamiyla birlikte alinarak
laboratuara getirilmistir.

Hastalik belirtisi gosteren sararmis, kahverengilesmis
yaprak, kin ve kok bodlgelerinden hastalik belirtisi
gosteren alanla birlikte saglikl dokuyu da iceren kesitler
alinmis ve %0.5’lik NaOCl'de 1-2 dakika ylzeysel
dezenfeksiyona tabi tutulduktan sonra iki seri saf sudan
gecirilmisti. ~ Steril  kurutma  kagitlan  arasinda
kurutulduktan sonra PDA (Patates Dekstroz Agar,
Difco)’ya ekimleri yapilmistir. Petriler 23-25 °C'de 12
saat aydinlik 12 saat karanlik dénem igeren kosullarda
7-10 giin sureyle inkiibasyona tabi tutulmuslardir.

Teshis Galismalan

[zolasyon sonucu elde edilen ve PDA besi ortaminda
gelistirilen funguslar oncelikle koloni morfolojileri ve
isik mikroskobunda hif yapilari incelenerek teshis
edilmistir. Daha sonra molekdiler teshis igin funguslarin
DNA izolasyonlari Qiagen DNeasy ®Plant Mini Kit
kullanilarak protokollerine uygun olarak
gerceklestirilmistir.

PCR calismalari ise ITS IF ve ITS 4 genel primerleri
kullanilarak yapilmistir (White ve ark., 1990). PCR
reaksiyon karisimi ve kosullari Chen ve ark. (2009)’'na
gore yapilmistir. Son hacmi 20 pl olan PCR reaksiyon
karigimi; 2.5 pl buffer [ 75 mM Tris HCI, pH 9.0, 50 mM
KCl, 20 mM (NH4),SO, ], 5 pM lik her bir primerden
[ yl, 1.5 mM MgCL' den 1.5 pl, 10 mM deoxy
nucleoside triphosphates (dNTPs)'den | pl, 5 U Tagq
polymerase (Fermatas)'dan 0.5 pl, 4 pl bovine serum
albumin (BSA: 10 mg/ml) ve her bir reaksiyon igin 4 pl
DNA olacak sekilde hazirlanip su ile 20 pl'ye
tamamlanmistir. PCR kosullari; 3 dakika boyunca 94
°C'lik bir baglangic denatirasyonunu, 30 saniye
boyunca 95 °C’lik 30 dongl (her biri), 30 saniye
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Cizelge |. Yaprak ve kin lekesi hastaligi ile miicadele galismalarinda uygulanan deneme deseni

In vitro’da Waitea circinata var. circinata’nin segilen bes fungisite karsi duyarlilik diizeylerinin ve en etkili 2

fungisitin belirlenmesi

Serada
Sadece
Aktivator
Uygulamasi

I. Aktivator

2. Aktivator

3. Aktivator

Lactobacillus acidophilus
uygulamasi
(6nerilen dozda)

Harpin Protein uygulamasi
(6nerilen dozda)

Arthrobacter sp. uygulamasi
(6nerilen dozda)

Serada
Sadece
Fungisit
Uygulamasi

I. Fungisit

2. Fungisit

onerilen doz ile uygulama
(I. fungisit)

onerilen doz ile uygulama
(2. fungisit)

. alt doz ile uygulama
(1. fungisit)

. alt doz ile uygulama
(2. fungisit)

2.alt dozile uygulama
(I. fungisit)

2. alt dozile uygulama
(2. fungisit)

Serada
Aktivator -
Fungisit

|. aktivator + |. fungisitin etkili bulunan
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

. aktivator + 2. fungisitin etkili bulunan
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

2. aktivator + 1. fungisitin etkili bulunan
dozu (Ardisikl olarak uygulama)

2. aktivator + 2. fungisitin etkili bulunan
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

3. aktivator + 1. fungisitin etkili bulunan
dozu (Ardisikl olarak uygulama)

3. aktivator + 2. fungisitin etkili bulunan
dozu (Ardisikl olarak uygulama)

|. aktivator + I. fungisitin 1.alt seviye dozu
(Ardisikli olarak uygulama)

. aktivator + 2. fungisitin. 1.alt seviye dozu
(Ardisikli olarak uygulama)

2. aktivator + 1. fungisitin 1.alt seviye dozu

2. aktivator + 2. fungisitin 1. alt dozu

Uygulamasi (Ardisikli olarak uygulama)

(Ardisikli olarak uygulama)

3. aktivator + |. fungisitin l.alt seviye
dozu (Ardisikl olarak uygulama)

3. aktivator + 2. fungisitin 1. alt dozu
(Ardisikl olarak uygulama)

|. aktivator + |. fungisitin 2. alt seviye
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

. aktivator + 2. fungisitin 2. alt seviye
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

2. aktivator + |. fungisitin 2. alt seviye
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

2. aktivator + 2. fungisitin 2. alt seviye
dozu (Ardisikli olarak uygulama)

boyunca 55 °C ve | dakika boyunca 72 °C seklinde
gerceklesmistir. PCR calismalari tamamlanan izolatlarin
sekans analizleri 6zel bir biyoteknoloji firmasi
tarafindan yapilmistir ve Blast analizi ile genbanktaki
izolatlarla karsilastirilarak teshisleri yapiimistir.

Patojenisite Calismalari

Patojenisite galismalari sera kosullarinda fungusa hassas
olan Poa pratensis gesidi kullanilarak yapilmistir (de la
Cerda ve ark., 2007). Toprak sterilizatorunda steril
edilmis (121 °C'de 45 dakika) bahge topragi, yanmis
ciflik glibresi ve ince kum (2: 1: 1) kangimi 12 cm
capindaki steril viollere doldurulmus ve %I’lik
NaOCl'de 2 dakika ylizeysel dezenfeksiyona tabii
tutulan P. pratensis tohumlari her viole 30 adet olacak
sekilde 2 cm derinliginde ekilmistir. Bitkiler 24 £ | °C
sicaklik iceren serada 5 hafta boyunca yetistirilmis ve
haftada li¢ kez dizenli olarak kesilerek 2.5 cm
ylkseklikte tutulmustur. Inokulum igin ise; 500 ml’lik
siselere bugday tohumlari doldurulmus ve bu siseler
ard arda 2 giin 121 °C’de I’er saat siireyle otoklavda
steril edilmistir. Daha 6nce 7-10 glin boyunca PDA'da
gelistirilen fungus izolatlar her siseye [0’ar adet olmak
Uzere 5 mm capli diskler seklinde konulmustur ve 25
°C’de, 15-20 gin sireyle inkiibe edilmistir Kontrol
viollerinde sadece steril toprak kullanilmistir.
Denemeler 3 tekerrirli olarak ydritiilmustlr (de la
Cerda ve ark., 2007). Tohumlar ekildikten 5 hafta
sonra siseler icerisindeki enfekteli tohumlardan
(inokulum) her viole 5’er adet olacak sekilde bitkilerin

Uzerine yerlestirilmistir. Viollerin Uzerine 7 glin boyunca
nemli ortam saglanmasi ve inkiibasyonun baslamasi icin
polietilen torbalar ortiilmustdr. Bitkiler serada bulunan
nem dizenekleri ile enfeksiyon ve hastalik gelisimi icin
yeterli yaprak islakligi saglamak amaciyla glinde dort
kez nemlendirilmistir. Inokulasyondan 15 ve 20 giin
sonra hastalik degerlendirmeleri yapilmistir. Hastalik
degerlendirmeleri 0-10 skalasi kullanilarak yapilmistir
(de la Cerda ve ark., 2007). Hastalik siddeti degerleri
Tawsend-Heuberger formiliine gore hesaplanmistir.
Enfekteli bitkilerden reizolasyonlar yapilmistir

Miicadele Calismalari

Muicadele ¢alismalarinda, Ulkemiz ¢im alanlarinda
yaprak ve kin lekesi ile kahverengi halkali yama
hastaligina sebep olan W. circinata var. circinata’nin
miicadelesinde bitki aktivatori ve etkili fungisitlerden
olusan  bir  micadele  programi  olusturmak
amaglanmistir.

Bu amagla, ilk asamada W. circinata var. circinata
fungusuna  etki  edebilecegi  dusitinllen  etki
mekanizmalari farkli 5 fungisitin, in-vitro galismalarla
etkileri arastinlmistir. Calisma sonucunda fungusa karsi
en etkili bulunan 2 fungisit ikinci asamada aktivatorlerle
birlikte sera denemelerinde kullaniimak amaciyla
secilmistir (Cizelge | ve 2).
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Waitea circinata var. circinata’nin Fungisitlere
Duyarhlik Diizeylerinin ve Etkili Fungisit
Dozlarinin Belirlenmesi

In-vitro galismalarda etki yeri 6zellesmemis fungisitlerde
0 (kontrol), I, 3, 10, 30, 100 pg/ml etkili madde (E.M.)
doz araliklan, etki yeri ozellesmis fungisitlerde ise O
(kontrol), 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, I, 3, 10, 30 pg/ml etkili
madde doz araliklari serisi kullanilmistir (Cizelge 2).
Calismada, istenilen fungisit dozlarini elde edebilmek
amaciyla, ylksek  dozda hazirlanan stok
sollisyonlarindan  seyreltmeler  yapilmisti.  Stok
sollisyonlar 10 000, | 000, 100 ppm’lik E.M dozlari elde
edilebilecek sekilde hazirlanarak, seyreltmelerde steril
saf su kullaniimistir (Georgopoulos ve Dekker, 1982;
Dekker, 1982). Stok soliisyonlarindan istenilen dozu
elde edebilmek amaciyla gerekli miktardaki fungisit
sollisyonu, otoklavda steril edilip sogutulmus
besiyerine eklenmistir. Daha sonra istenilen fungisit
dozlarini iceren ya da icermeyen (kontrol) besiyerleri,
steril petri kaplarina esit miktarda dokilerek bir stre
donmaya birakilmistir. Etmene ait kolonilerin gelisen hif
uglarindan alinan 4 mm c¢apindaki agar diskleri PDA
ortamina ekilerek 24+2 °C’ye ayarli inklibatorde 4-5
gin inkubasyona birakilmisti. Denemeler, tesadif
parselleri desenine gore, g tekrarli olarak kurulmustur.
Inokulasyondan sonra yapilan ¢ap 6l¢im degerleri esas
alinarak %50 engelleme konsantrasyonu (ED50) ve
miseliyal gelismeyi engelleyici en dusik doz (MIC)
degerlerine gore fungisitlerin  etkililikleri  ortaya
konulmustur (Delen ve ark., 1984). ED50 degerleri,
kontrole gére ylzde gelisim degerlerinin log-probit
kagida uygulanmasi ile bulunmustur (Georgopoulos ve
Dekker, 1982; Beevere ve ark., 1989).

Fungisit ve Bitki Aktivatori
Kombinasonlarinin Sera Kosullarinda Waitea
circinata var. circinata’ya Etkililiklerinin
Belirlenmesi

Denemeler, in-vitro etkinlik denemeleri sonuglarina
gore belirlenen iki fungisit ve 3 aktivator (Lactobacillus
acidophilus, harpin protein, Arthrobacter sp.) ile sera
kosullarinda yiratilmustir (Cizelge 3). Calismada,
Ulkemizde yaygin olarak kullanilan ¢im cesitlerinden
(Festuca spp., Lolium sp, Agrostis sp., Poa spp ve Cynodon
sp.) olusan bir karisim kullanilmistir.

Sera denemelerinde 3 aktivator etiketinde onerilen
dozda, 2 fungisit (in-vitro deneme sonuglarinda fungusa
karsi en etkili bulunan) &nerilen ve iki alt dozda ve
aktivator ve fungisitler ilk once aktivatorden baslayarak
I5 glin arayla I’er defa ardisikli olarak denemeye
alinarak fungusa karsi etkililik dlzeyleri arastiriimis ve
sonuglar karsilastinlmistir  (Cizelge 1). Denemeler
tesadif bloklari deneme desenine gore ve 3 tekerrirli
olarak ylritilmustdr.

Patojenin inokulum hazirligi ve bitkilerin viollere ekimi
patojenisite ¢alismalarinda kullanilan  metotla ayni
sekilde yapilmistir. Bitkiler 241 °C sicaklik igeren
serada 5 hafta boyunca yetistirilmis ve haftada tg kez
diizenli olarak kesilerek 2.5 cm yiikseklikte tutulmustur.
Ongoriilen dozlarda hazirlanan fungisit ve aktivatorler
viol bagina 100 ml etkili maddeli su gelecek bigimde
verilmistir. Sadece aktivator uygulamalarinda tohum
ekimi yapildiktan 4 hafta sonra aktivator uygulamasi
yapilmis ve aktivator uygulamasindan 7 glin sonra da
bitki inokulasyonu patojenisite calismasinda yapildig
sekilde yapilmistir. Sadece fungisit uygulamalarinda ise
ekimden 5 hafta sonra ilk olarak fungisit uygulamasi
yapilmistir ve fungisit uygulamasindan | glin sonra da
inokulasyon yapilmistir.  Ardisikli  aktivator—fungisit
denemelerinde ise uygulamalar ayni sekilde tohumlar
ekildikten 4 hafta sonra ilk aktivator ile etiketinde
onerilen dozda basglamis, | hafta sonra inokulum
bulastirlmis, 15 glin sonra da | defa fungisit uygulamasi
yapilmistir. Kontrol saksilarina uygulamalar steril su ile
yapilmistir. Degerlendirmeler, son uygulamadan |5 giin
sonra 0-10 skalasi kullanilarak yapilmistir (de la Cerda
ve ark., 2007). Hastalik siddeti degerleri Tawsend-
Heuberger formiiliine gore hesaplanmistir. Hastalikli
bitkilerden reizolasyon yapilmistir. Hastalik siddeti
degerleri asagidaki Towsend-Heuberger formild
kullanilarak hesaplanmistir. Degerlendirmeler hastalik
siddeti degerlerine gore yapilmistir.

Hastalik Siddeti (%) = [ Y (n.V) / Z.N] x 100

n: skalada farkli hastalik derecelerine isabet eden 6rnek
adedi

V: skala degeri , Z: en yiiksek skala degeri ,N: gézlem
yapilan toplam 6rnek adedi

Istatistik hesaplamalar SPSS paket programinda
Duncan Varyans Analizi metodu kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 2. In-vitro denemelerde kullanilan etkili madde doz araliklari serisi

Fungisit (Etkili Madde)

Formiilasyon Dozlar (pg/ml)

Prothioconazole + Spiroxamide
Propamocarb + Fosetyl
Chlorotholanil + Thiophonate-methy!
Flutolanil

Metconazole

EC 0.01,0.03,0.1,0.3, 1, 3, 10, 30

SL 0.01,0.03,0.1,0.3, 1, 3, 10, 30
WDG [, 3,10, 30, 100

SC 0.01,0.03,0.1,0.3, 1, 3, 10, 30

SL 0.01,0.03,0.1,0.3, 1, 3, 10, 30

Cizelge 3. Sera denemelerinde kullanilan fugisit® ve aktivatorlerin®* etkili maddeleri, formdlasyonlari ve uygulama

dozlari

Etkili madde Formiilasyon Uygulama Dozu
*Prothioconazole + Spiroxamide EC 100 ml/da
*Flutolanil SC [7.5ml/ 100 It
**Lactobacillus acidophilus SL 75 ml/da
**Harpin Protein WG 5gr/da

" 50 ml/2 It su
Arthrobacter sp SL (m? basina 2.5 It su ile)
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BULGULAR ve TARTISMA

Bu calisma ile Tirkiye'de en fazla ¢im alanlarina sahip
olan Istanbul, Ankara, Antalya, |zmir, Kayseri, Bursa,
Aydin ve Mugla illerinde bulunan ¢im alanlarinda yaprak
ve kin yanikligr hastaligina sebep olan etmenin tespiti ve
hastaliga karsi gevre dostu bir miicadele programi
olusturulmasi amaglanmistir.

Calisma kapsaminda yer alan 8 ilde yapilan survey
calismalarinda dlzensiz ve halka seklinde yama
olusturmus sararma, kahverengilesme, yaniklik gibi
belirtiler gosteren 378 adet ¢im 6rnegi toplanmis ve bu
orneklerden  yapilan  izolasyonlar  sonucunda,
Istanbul'dan 12 Antalya'dan 16, Ankaradan 4,
Kayseri'den 7, Bursa'dan 8, Izmir'den 6, Aydin'dan 4 ve
Mugla'dan 5 olmak lzere toplam 62 adet W. circinata
var. circinata izolati elde edilmistir (Cizelge 4).
[zolatlarin teshisleri koloni morfolojileri de dikkate
alinarak rDNA sekans analizi ile yapilmistir. Yapilan
BLAST analizi sonucunda elde edilen izolatlar NCBI
veri tabanindaki W. circinata var. circinata izolatlari ile
9%99-100 oraninda benzerlik gdstermistir.

Waitea circinata var. circinata izolatlarinin - PDA

ortaminda turuncu renk koloni olusturdugu ve 4-5 giin
sonra ortam Uzerinde ve igerisinde dlzensiz olarak
dagilim gosteren |-3 mm gapinda baslangigta portakal
rengi 15-20 glin sonra koyu kahverengine donlsen
sklerotlar meydana getirdigi gozlenmistir. Fungusun
hifleri Safranin O ¢ozeltisi ile boyanip mikroskop altinda
incelendiginde kalin, dik dallanan, dallandiklari yerde
daralan ve hemen sonrasinda bir bolme olusturan ve
¢ok gekirdekli olduklari gézlenmistir (Sekil I).

Sera kosullarinda yapilan patojenisite ¢alismalarinda ise
izolatlarin hastalik siddeti degeri %90-100 arasinda yer
almistir. En virllent izolatlar Antalya ve Bursa'dan izole
edilmislerdir. En fazla izolat elde edilen il 16 izolat ile
Antalya olmustur. Ornek alinan alanlarda ise Cynodon
dactylon, L. perenne, Poa trivialis, P. pratensis, F.
arundinacea, F. rubra-rubra, F. rubra-commutata ¢im
turlerinin kullanildigr belirlenmistir (Cizelge 4).

Micadele galismalarinda fungisitlerin, sera kosullarinda
denemelere alinmadan Once in vitro g¢alismalarla
etkinlikleri  saptanmistir.  Bu amagla, teshis ve
patojenisite galismalari sonucunda en virilent olarak
tespit edilen W. circinata var. circinata izolatina kars in-

Cizelge 4. illerden alinan 6rnek sayisi, elde edilen izolat sayisi, hastalik siddeti degerleri ve alanlardaki gim tiirleri

Elde

. Alinan  edilen

Ornek ornek  izolat  Hastalik siddeti degeri (%)

Alinan |l sayisi sayisi (en diisiik-en yiiksek)  Ornek alinan alanlardaki ¢im tiirleri

istanbul 76 12 82-93 Festuca arundinacea, Lolium perenne, F. rubra-
rubra, F. rubra-commutata, Poa pratensis
Cynodon dactylon, L. perenne, Poa trivialis, P.

Antalya 92 |6 80-100 pratensis, F. arundinacea, F. rubra-rubra, F. rubra-
commutata

Ankara 33 4 78.95 L. perenne, P. pratensis, F. rubra rubra, F. rubra
commutata

izmir 30 6 86-92 L. perenne, P. pratensis, F. arundinacea

Kayseri 37 7 82-98 F. rubra rubra, F. rubra commutata, L. perenne, P.
pratensis

Bursa 45 8 92-99 F. rubra.rubra, F. arundinacea, L. perenne, P.
pratensis

Aydin 31 4 90-98 L. perenne, P. pratensis, F. arundinacea, F. rubra

Mugla 34 5 80-92 Festuca arundinacea, Lolium perenne, F. rubra-

rubra, F. rubra-commutata, Poa pratensis

Cizelge 5. Waitea circinata var. circinata izolatinin uygulanan fungisitlere karsi gosterdigi ED50 (ug/ml) ve MIC

(Hg/ml) degerleri

Fungisitler

ED50* (ug/ml) MIC** (ug/ml)

Metconazole

Flutolanil

Prothioconazole + Spiroxamide
Propamocarb + Fosetyl

Chlorotholanil + Thiophonate-methy!

12 > 40
0.20 5
0.22 9
> 35 > 45

27 >50

*: %50 engelleme konsantrasyonu , **: Cimlenmeyi engelleyici en distk yogunluk
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Sekil 1. a. Waitea circinata var. circinata’nin ¢im alanlarinda yaprak ve kin yanikligi sonucu olusturdugu halkali yama
belirtisi, b. Fungusun Poa spp.'de olusturdugu halka seklinde sari renli yamalar, c. Fungusun PDA (zerindeki koloni

goruntisd (18 glnlik), d. Cok gekirdekli hifi.

vitro calismalart yuritilmustir. Fungisitlerin fungusun
miselyal gelisimine etkinlikleri belirlenmis, en etkili
fungisit dozlar belirlenerek, etmenin so6z konusu
fungisitlere duyarlilk dlizeyleri saptanmistir. W. circinata
var. circinata izolatina, 5 fungisitin farkll dozlarinin
etkinlikleri arastinlmistir. Cizelge 5'de W. circinata var.
circinata izolatinin ED50 ve MIC (pg/ml) degerleri
Ozetlenmistir.

Cizelge 6. In vitro denemelerde kullanilan fungisitlerin
miselyal gelisimleri lizerine etkinlikleri (%)

Cizelge 5'de gorildigl gibi, in-vitro kosullarda
Propamocarb + Fosetyl ve Chlorotholanil +
Thiophonate-methyl W. circinata var. circinata’nin
miselyal gelisimini ylksek  dozlarda  dahi
engelleyememistir. Her iki fungisite karsi da ED50
degerleri > 25 pg/ml olarak bulunmustur. Flutolanil ve
Prothioconazole + Spiroxamide ise, patojenin miselyal
gelisimini onemli Sl¢lide engellemislerdir. Flutolanil igin

farkli dozlarinin Waitea circinata var. circinata izolatinin

Etki (%)
Chlorotholanil+
Prothioconazole+ Propamocarb+  Thiophonate-
Dozlar (ug/ml) Metconazole Flutolanil Spiroxamide Fosetyl methyl
0.01 2.75 5.46 0.4 0 -
0.03 522 5.94 10.67 [.32 2.56
0.1 12.08 8.44 13.41 3.42 4.45
0.3 28.80 45.08 45.95 25.50 14.75
I 35.90 78.50 74.33 32.85 19.57
3 52.4| 80.68 82.10 35.58 [.50
10 60.10 100 100 40.84 36.08
30 65.23 100 100 54.75 48.67
100 - - - - 62.42
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Cizelge 7. Sera denemelrinde kullanilan fungisit + aktivatoriin uygulama dozlari ve uygulama sonrasi bitkilerin

ortalama hastalik siddeti degerlerinin istatistiksel analizi

Uygulanan Kombinasyonlar t  Hastalk siddeti* SH
[Arthrobacter sp.- (Prothioconazole + Spiroxamide 6nerilen doz)] 3 5.267° 1.687
[Arthrobacter sp.- (Prothioconazole + Spiroxamide |. alt doz)] 3 5.233" [.687
Prothioconazole + Spiroxamide onerilen doz 3 6.400" |.687
[Arthrobacter sp.- (Flutolanil énerilen doz)] 3 10.400™ .687
Prothioconazole + Spiroxamide |. alt doz 3 12,667 1.687
Flutolanil dnerilen doz 3 14.800° [.687
[Lactobacillus acidophilus - (Prothioconazole + Spiroxamide onerilen doz)] 3 13333 1.687
[Lactobacillus acidophilus - (Flutolanil 6nerilen doz)] 3 13.667" 1.687
[Lactobacillus acidophilus - (Prothioconazole + Spiroxamide |. alt doz)] 3 11.467" 1.687
[Harpin Protein - (Prothioconazole + Spiroxamide onerilen doz)] 3 18.000™ [.687
Flutolanil 1. alt doz 3 15.867° |.687
[Lactobacillus acidophilus - (Flutolanil 1. alt doz)] 3 13733 1.687
[Arthrobacter sp. - (Flutolanil |. alt doz)] 3 8.600"™ 1.687
[Lactobacillus acidophilus - (Flutolanil 2. alt doz)] 3 32.333" 1.687
[Arthrobacter sp.- (Prothioconazole + Spiroxamide 2. alt doz)] 3 25.767% 1.687
[Harpin Protein - (Flutolanil &nerilen doz)] 3 17.267° |.687
[Harpin Protein - (Prothioconazole + Spiroxamide 1. alt doz)] 3 16.267° 1.687
Prothioconazole + Spiroxamide 2. alt doz 3 34.800" [.687
[Arthrobacter sp. - (Flutolanil 2. alt doz)] 3 25.067°¢ |.687
[Lactobacillus acidophilus - (Prothioconazole + Spiroxamide 2. alt doz)] 3 40.133" 1.687
Flutolanil 2. alt doz 3 47.800" 1.687
[Harpin Protein - (Flutolanil |. alt doz)] 3 29.400% [.687
Arthrobacter sp. onerilen doz 3 42.600™ 1.687
[Harpin Protein - (Prothioconazole + Spiroxamide 2. alt doz)] 3 51.833"" 1.687
Lactobacillus acidophilus dnerilen doz 3 54.067" 1.687
[Harpin Protein - (Flutolanil 2. alt doz)] 3 58.267" 1.687
Harpin Protein 6nerilen doz 3 59.133" 1.687
Pozitif Kontrol 3 98.467" |.687
ED50 degeri 0.20 ug/ml olarak bulunurken, Prothioconazole + Spiroxamide 10 ve 30 pg/ml

Prothioconazole + Spiroxamide icin ise ED50 degeri
0.22 pg/ml bulunmustur.

Cimlenmeyi engelleyici en duslk yogunluk (MIC)
degerlerine bakildiginda, W. circinata var. circinata
izolatinin ¢imlenmesi lzerinde en etkisiz fungisitler
Propamocarb ~ +  Fosetyl,  Metconazole ve
Chlorotholanil  + Thiophonate-methyl  olmustur.
Propamocarb + Fosetyl ve Metconazole etkili maddel
preparatlarda MIC degerleri > 40 pg/ml bulunurken,
Chlorotholanil  + Thiophonate-methyl de MIC
degerleri > 50 pg/ml olarak bulunmustur. Fungusun
gimlenmesi lizerinde en etkili preparatlar ise Flutolanil
(MIC: 5 pg/ml) ve Prothioconazole + Spiroxamide
(MIC: 9 pg/ml) olmustur (Cizelge 5).

Etmene ait izolatin petrilerdeki miselyal gelisimleri
incelenmis, kontrol petrileriyle karsilagtirilarak gelisen
koloni ¢aplari dlctilmek suretiyle fungisitlerin % etkileri
de hesaplanmistir (Cizelge 6). Cizelge 6’de goriildugi
gibi Propamocarb + Fosetyl ve Chlorotholanil +
Thiophonate-methyl in vitro kosullarda en etkisiz
preparatlar olmuslardir. Propamocarb + Fosetyl 100

dozlarinda %100 etkili bulunmustur.

Micadele calismalarinin  sera asamasinda, petri
denemelerinde W. circinata var. circinata’ya en etkili
bulunan Flutolanil ve Prothioconazole + Spiroxamide
etkili maddeli fungisitler ve bu fungisitlerin 3 aktivator
(Lactobacillus acidophilus, Harpin protein, Arthrobacter
sp.) ile doniistimll kullanilarak etkileri metoduna uygun
olarak yapilan denemelerle arastinlmistir. Calismada,
Ulkemizde yaygin olarak kullanilan ¢im gesitlerinden
(Festuca spp., Lolium spp., Agrostis spp., Poa spp. ve
Cynodon spp.) olusan karisim kullaniimistir.

W. circinata var. circinata ile yapilan deneme sonuglari
degerlendirildiginde en etkili uygulama [Arthrobacter
sp.- (Prothioconazole + Spiroxamide 6nerilen doz)] ve
ayni aktivator ile fungisitin bir alt dozunun kullanildig
[Arthrobacter sp.- (Prothioconazole + Spiroxamide |.
alt doz)] uygulamasi bulunmustur. (Cizelge 7). Diger
sonuglar incelendiginde Prothioconazole +
Spiroxamide onerilen doz hastalik siddeti %6.400 etki
ile UGglncl sirada yer almistir bunu %10.400 yakin
hastalik siddeti degeri ile diger fungisitin yer aldigi

pg/ml  dozunda dahi etkisizdir.  Flutolanil ve [Arthrobacter sp. (Flutolanil 6nerilen doz)] program
Prothioconazole + Spiroxamide ise, artan doz izlemistin =~ Aktivatorlerin  tek basina kullanildig
oranlarinda  basart  saglamisti.  Flutolanil ~ ve uygulamalarda bitki gelisiminde olumlu etkiler
J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. |, 2020 7
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goriilmesine ragmen hastaligi engelleme bakimindan
etki distik bulunmustur (Cizelge 7).

Ulkemizde ¢im bitkisinde sadece Rhizoctonia solani tiiri
ile ilgili birkag muicadele ¢alismasi (Tosun ve Tugran,
201 1; Albayrak ve Yildiz, 1991) bulunmaktadir. Ayrica
Konya ilinde ¢im alanlarinda yapilan bir survey calismasi
(Yiimaz ve Boyraz, 2007) ve Yildiz ve ark. (1990)'nin
¢im tohumlarinda yaptiklari bir calisma mevcuttur.
Yilmaz ve Boyraz (2007) ¢im alanlarinda sadece R.
solani tiiriint tespit ederken, Yildiz ve ark. (1990) ise
yaptiklari ¢alismada ¢im tohumlarinda %68.3 oraninda
Rhizoctonia spp. tespit etmislerdir. Bu galisma Glkemizin
en 6nemli ve genis ¢im alanina sahip 4 farkli bolgesinde
yer alan 8 ilde sorun olusturan funguslardan biri olan
W. circinata var. circinata’nin ¢im alanlarinda tespiti,
virllenslikleri ve miicadele olanaklarini ortaya koymasi
bakimindan ilk calisma niteligindedir. Bizim galismamiza
paralel olarak diinyada yapilan ¢alismalarda da W.
circinata var. circinata ¢im alanlarinda sorun olusturan
ve yaygin bir tirdir ve fungusa en hassas ¢im tlri Poa
spp.dir (de la Cerda ve ark., 2007; Kammerer ve ark.,
2011).

Calismamizda etkili bulunan Arthrobacter, topraktaki en
yaygin bakteri cinslerden birisidir ve ilk olarak 1947
ylinda Conn ve Dimmick tarafindan tanimlanmistir
(Conn ve Dimmick, 1947). Gunimize kadar 70'den
fazla tliri tanimlanan etmenin tarim, tip, endustri ve
cevre ile ilgili konularda 6zel islevleri tim dlnyada ilgi
ile izlenmekte ve arastiricilar tarafindan
incelenmektedir. Yapilan arastirmalarda Arthrobacter
cinsinin bazi tirlerinin topraktaki pestisitleri bozma,
parcalama islevi gOsterdigi, nitrojeni fikse etme
ozelliginin ylksek oldugu, bircok faydali enzim urettigi
ve bu enzimler araciligi ile kanalizasyon, agir metal vb.
iceren bircok kirli atigin temizlenmesinde rol aldig
saptanmisti.  Son yillarda Arthrobacter bakterisinin
ozellikle de VBNC (yasayan fakat zararsiz olan)
tlrlerinin,  kirlenmis  ¢evre  onarimi  alanindaki
uygulamalari blyik ilgi cekmektedir ve bu konuda bazi
arastirma sonuglari da elde edilmistirn.  Yapilan
arastirmalar, bakterinin bilinen islevlerinin yanisira
bilinmeyen potansiyel fonksiyonlari ve bunlarin
mekanizmalari  hakkinda derinlemesine ¢aligmalar
yapilmasi gerektigini ortaya koymustur (Huiling ve ark.,
2014).

Arthrobacter spp., bitkisel Uretimde atmosferdeki
serbest azotu baglamasi, fosforu ¢ozmesi, enzim ve
fitohormon (retmesi gibi direk etkileri ile bitki
gelisimini pozitif yonde etkilerken, bitkide sistemik
dayanikliligi (ISR) artirmasi, yer ve besin yarisi ile
patojen gelisimini baskilamasi, Urettigi bazi sekonder
metabolitler ile patojenlerin ve zararlilarin gelisimini
inhibe etmesi gibi indirek etki ile de bitki gelisimini
desteklemektedirler. Son yillarda yapilan galismalar
Arthrobacter spp.’nin bitkisel tiretimde biyolojik kontrol
ajani  olarak da kullanilabilecegini  gostermistir
(Barrows-Broaddus ve ark., 1985; Town ve ark., 2016;
Lilia ve ark., 2005; Huiling ve ark., 2014; Cetintas ve
Kara, 2016).

Dinyada tim ¢im hastaliklari ile muicadeleye yonelik
genis kapsamli galismalar yapilmis ve DMI, Phenylamide
ve Qol grubu fungisitlerin bazi ¢im hastaliklarina karsi
oldukga etkili oldugu ancak, bu fungisitlerin ylksek
dayaniklilik riski tagidiklar tespit edilmistir. Bu nedenle
bu fungisitler diger biyolojik preparatlarla karisim
halinde yada ardisikli olarak kullanilmalari tavsiye
edilmektedir (Quimette, 2012; Vincelli ve Munshaw,
2017). Diinyada yapilan galismalar, bizim ¢alismamiza

benzer  sekilde, bitki aktivatorlerinin  fungisit
kombinasyonlarinin hastalik kontrolleri bakimindan
daha etkili olduklarini gostermistir.  Yapilan  bir
calismada, bitki aktivatoriinin tek basina 30 g/ha
uygulanmasi durumunda %60, bitki aktivatori (30
g/ha) ve fenpropidin (375 g/ha) uygulamasinda %80 ve
bitki aktivatori + cyprodinil uygulamasinda ise hastaliga
karsi %82 koruma saglandig  belirtiimektedir
(Quimette, 2012).

Diinyada ve ilkemizde farkli konukgularda hastaliklarla
muicadelede aktivator ve fungisitlerin  birlikte
kullanildigi, basanli sonuglar alinan birgok calisma
mevcuttur. Ornegin Turkiye'de ¢im bitkisinde yapilan
bir miicadele cgalismasinda, bizim galismamiza benzer
sekilde cimlerde kok ve kok bogazi hastaligina sebep
olan Rhizoctonia solani’ye kars! bitki aktivatori, biyolojik
fungisit ve etkili fungisitlerden olusan miicadele
programlarinin  hastaliga etkililikleri arastirilmistir.
Yapilan uygulamalar sonucunda en iyi etki sirasiyla 4.
Program [(Lactobacillus  acidophilus ~ fermentasyon
Uriini + tolclofos methyl + thiram) + trifloxystrobin]
ve 3. Program (Streptomyces lydicus strain WYEC 108
+ azoxystrobin) da gozlenmistir (Tosun ve Tugran,
2011). Bununla birlikte Tosun ve ark. (2001), farkli bitki
aktivatorleri ile domateslerde yaptiklari calismada
bakteriyel ve fungal hastaliklarin kontroliinde Gmitvar
sonuglar elde etmislerdir.

Fungisit dozu vyariya indirilerek yapilan etkili bir
micadele hem gevre sagligi agisindan 6nemlidir hem de
ekonomik anlamda kazang saglamaktadir.
Calismamizda aktivator kullaniminin tek basina veya
fungisitlerle birlikte uygulandiginda hastaligi
onlemesinin yanisira bitki gelisimini olumlu diizeyde
etkiledigi de gozlenmistir. Aktivatorler dayaniklilig
uyararak bitki direncini artirmalarindan dolayi, birlikte
kullanildiklari fungisitler diisiik dozda dahi olsa hastaliga
karsi yiksek etki gorilmektedir. Bundan sonra
yapilacak galismalarda ¢im alanlarinda sorun olan tim
Rhizoctonia spp. ile hem sera hemde arazi kosullarinda
gevre dostu miicadele galismalarina devam edilmelidir.

LiTERATUR LiSTESI

Aktas, H. 2001. Onemli Hububat Hastaliklari ve Sirvey
Yontemleri. 3-4 s.

Albayrak, G., Yidiz M. 1991. Cimlerdeki baz hastalik
etmenleriyle ilaglh savasim olanaklari izerinde galismalar.
Ege Universitesi Ziraat Fak. Bitki Koruma Bolimu Yiksek
Lisans Tezi.

Balci, V., Gedikli N. 2012. Golf Alanlarinda Kullanilan
Kimyasal llaglarin ve Glibrelerin Cevre ve Uygulayicilar
Uzerine Etkileri - Organik Yaklagimlar. Spormetre Beden
Egitimi ve Spor Bilimleri Dergisi, 9, 4: 141-148.

Barrows-Broaddus, J., Dwinell L.D., Kerr. TJ. 1985.
Evaluation of Arthrobacter sp. for Biological Control of
the Pitch Canker Fungus (Fusarium moniliforme var.
subglutinans) on Slash Pines. Canadian Journal of
Microbiology, 31, 10: 888-892.

Beevere, R.T., Laracy E.P,, Park H. 1989. Strains of B. cinerea
Resistant to Dicarboximade and Benzimidazole
Fungicides in New Zeland Vineyards. Plant Pathology,
39:427-437.

Chen, C.-M,, de la Cerda, K. A., Kaminski, J. E., Douhan, G.
W., and Wong, F. P. 2009. Geographic Distribution and
rDNA-ITS Region Sequence Diversity of Waitea
circinata var. circinata Isolated From Annual Bluegrass in
the United States. Plant Dis. 93, 906-91 |.

Conn, H.J., Dimmick, I. 1947. Soil Bacteria Similar in
Morphology to Mycobacterium and Corynebacterium.
Journal of Bacteriology, 54, 291-303.

8

). Turk. Phytopath., Vol. 49 No. |, 2020



Unal and Kériikmez, 2020

Cetintas, R., Kara H. 2016. Arthrobacter (Roa) ve Kadife
Cicegi (Tagetes patula) Ekstraktlarinin  Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Populasyonuna Karsi Etkinligi.
J. Nat. Sci., 19, 2: 221-226.

de la Cerda, K. A., Douhan, G. W., and Wong, F. P. 2007.
Discovery and Characterization of Waitea circinata var.
circinata Affecting Annual Bluegrass from the Western
United States. Plant Dis. 91:791-797.

Dekker, J. 1982 Counttermeasures for Avoiding Fungicide
Resistance. Fungicide Resistance in Crop Protection,
Dekker, ]. and Georgopoulos, S. G. (Eds), Center for
Agricultural Publishing and Documentation, 177-178,
Wigeningen, 265 pp.

Delen, N., Yildiz M., Maraite H., 1984. Benzimidazole and
Dithiocarbamate Resistance of Botrytis cinerea on
Greenhouse Crops in Turkey. Med. Fac. Landbouww.
Rijksuniv. Gent. 49: 153-161.

Delen, N. 2009. Fungisitler. Nobel Yayin Dagitim Tic. Ltd.
Sti"i. Ankara. Nobel Yayin No: 1360.

Georgopoulos, S.G., Dekker L., 1982. Detection and
Measurement of Fungicide Resistance, General
Principles, FAO method. No:24, FAO, Plant Bot. Bull, 30:
39-42.

Huiling, F.Y. Wei Y., Zou M., Li F,, Wang ., Chen L., Zhang Z.,
Liu L.D. 2014. Research Progress on the Actinomyces
Arthrobacter. Advances in Microbiology, 4, 747-753.

Kammerer, S. |., Burpee, L. L., and Harmon, P. F. 201 1.
Identification of A New Waitea circinata Variety Causing
Basal Leaf Blight of Seashore Paspalum. Plant Dis. 95:
515-522.

Lilia, R.C., Andrés L., Ibafez M., Etcheverry M.G. 2005.
Rhizobacteria and Their Potential to Control Fusarium
verticillioides: Effect of Maize Bacterisation and Inoculum
Density. Antonie van Leeuwenhoek, Volume 87, Issue 3,
179-187.

Quimette, D. 2012. Fungicide Resistance in Crop Protection.
Editor: Tarlochan S. Thind, CABI, UK. .

Resmi  Gazete 2017. Bitki Koruma  Urinlerinin
Ruhsatlandirilmasi ve Piyasaya Arzi Hakkinda Yonetmelik.
Sayr: 30235, ( http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/
2017/11/20171109-3.htm), (Son erisim tarihi: 02. 03.
2020).

Smiley, W.R., Dernoeden H., Clarke B.B. 1992
Compendium of Turfgrass Diseases (Second Edition).
American Phytopathological Society, St. Paul, MN., 98

PP-

T.C. Kdltiir ve Turizm Bakanligi 2020. T.C. Kiiltlr ve Turizm
Bakanligi Yatinm ve lsletmeler Genel Mudirligi ‘Golf
Turizmi®  (http://yigm.kulturturizm.gov.tr/TR, 10161/
golf-turizmi.html), (Son erisim tarihi: 01.03.2020).

T.C. Tarim ve Orman Bakanligi 2020. T.C. Tarim ve Orman
Bakanligi, Gida ve Kontrol Genel Mudirligu. (https://
bku.tarim.gov.tr/Kullanim/TavsiyeAlternatif.), (  Son
erisim tarihi: 02.03.2020).

Tosun, N., Tirkiisay H., Aki C., Karabay U., Tiirkan i. 2001.
Domatesin Onemli Fungal ve Bakteriyel Hastaliklarinin
Kontroliinde Antimikrobiyal Bilesikler; Bitki Aktivatorleri
ve Biostimulantlarin Etkileri. Ege Universitesi Arastirma
Fonu 2000 ZRF 002 no’lu Proje Kesin Raporu. 44s.

Tosun, N. ve Tugran C. 201 |. Cim Alanlarinda Sorun Olan
Kok ve Kok Bogazi Hastaliginin (Rhizoctonia solani
Kihn.) Savasgiminda llaglama Programlarinin Etkinliginin
Arastiriimasi. Anadolu, J. of AARI. 21 (1) 26 — 35.

Town, ], Audy P, Boyetchko S.M., Dumonceaux TJ. 2016.
High-quality Draft Genome Sequence of Arthrobacter
sp. OY3WOI I, A Strain That Inhibits the Growth of
Phytophthora |nfestans Genome Announc 4 , 3:
€00585-16. (doi:10.1128/genomeA.00585-16).

Vincelli, P, Munshaw G. 2017. “Chemical Control of
Turfgrass Diseases 2017.” University of Kentucky,
College of Agriculture, Food and Environment
Cooperative Extension Service. 32p.

White, T. Bruns, T., Lee, S., and Taylor, J. 1990. Amplification
and Direct Sequencing of Fungal Ribosomal RNA Genes
for Phylogenetics. Pages 315-322 in: PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications. M. A. Innis, D. H.
Gelfand, J. J. Sninsky, and T. J. White, eds. Academic
Press, San Diego, CA.

Yildiz, F, Yildiz M., Delen N. 1990. The Preliminary Studies
on The Turfgrass Diseases in Turkey. The Jounal of
Turkish Phytopathology, 19 (1): 21-29.

Yilmaz, A., Boyraz N. 2007. Konya Yesil Alanlarindaki
Cimlerde Abiotik ve Biotik Kaynaklh Kurumalarin
Nedenleri, Selguk Universitesi Ziraat Fakdltesi Dergisi
21,41:123-131.

J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. |, 2020



). Turk. Phytopath., Vol. 49 No. |, 2020



J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. I, 1'1-17, 2020

Reseacrh Article
The Journal of Turkish Phytopathology

fitopatoloji.org.tr

Evaluation of Antagonistic Bacteria Against Fusarium moniliforme Sheldon
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ABSTRACT

Fusarium moniliforme (Fm), casual agent is root rot disease of is a serious fungal disease in maize production areas in
worldwide. In this study, it was aimed to evaluate the biocontrol effectiveness of some beneficial bacteria against Fm under
in~vitro and in-vivo conditions. In-vitro test was performed with dual culture method for determining the effects of 16
candidate bacteria against Fm. In-vivo biocontrol tests for Fm were realized by five promising isolates, which were selected
from in-vitro test results. Naturally contaminated maize seeds with Fm were covered bacteria with carboxy methy! cellulose
(CMC, 1%, v/v) with beneficial bacteria and sowed in pots for in-vivo tests. Pantoea agglomerans E325 was the most successful
bacterial treatment inhibiting the mycelial development of Fm at the rate of 39.68% and decreasing the disease development
by the 82.61% efficacy compared to the positive control.

Keywords: Biocontrol, Root rot of maize, Pantoae agglomerans, Beneficial bacteria

oz

Misir Bitkisinde Kok Ciiriikliigii Etmeni Fusarium moniliforme Sheldon’a Karsi Antagonistik Bakterilerin
Degerlendirilmesi

Misir bitkisinde Fusarium moniliforme (Fm)’nin neden oldugu kok ¢lrikligl hastaligi dlinya genelinde (iretim alanlarinda ciddi
sorunlara yol agan fungal bir hastaliktir. Bu galismada bazi yararl bakterilerin Fm etmenine karsi in-vitro ve in-vivo kosullar
altinda biyokontrol etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Calismada kullanilmak iizere segilen |6 aday bakterinin Fm'ye
karsi in-vitro biyokontrol etkisini tespit etmek igin ikili kiiltiir yontemi kullanilmistir. In-vitro test sonucunda segilen en basarili
bes bakteri izolati ile in-vivo testler gergeklestirilmistir. In-vivo ¢alismada; hastalik etmeni ile dogal bulasik olan misir tohumlari
yararli bakteriyel izolatlar ile carboxy methyl cellulose (CMC, %1 v/v) kullanilarak bakteri ile kaplanmis ve saksilara ekilmistir.
Deneme sonucunda, Pantoae agglomerans E325 izolat, pozitif kontrole gore in-vitro'da %39.68 in-vivo'da %82.6| oraninda
hastaligi baskilayarak misir kok ¢lrlkligl etmeni Fm’ye karsi en basarili uygulama olmustur.

Anahtar kelimeler: Biyokontrol, Misir kok ¢lirlikligl, Pantoae agglomerans, Yararl bakteri

GIRIS

Misir (Zea mays L.) bugdaygil familyasi icerisinde
bulunan tek yillik kiltir bitkisidir (Ozcan, 2009). Misir
bitkisinde, kok curikliklerine neden olan etmenler
sirasiyla; Aspergillus spp., Cephalosporium maydis,
Colletotrichum  graminicola, ~Fusarium — graminearum,
Fusarium  moniliforme,  Helminthosporium  maydis,
Helminthosporium pedicellatum, Macrophomina
phaseolina,  Nigrospora  oryzae,  Phymatotrichum
omnivorum, Pythium spp. ve Rhizoctonia zeae olarak
bildirilmistir. Bu bahsedilen etmenler igerisinde misir
tohumlari ve islenmis Grlinlerde yaygin olarak bulunan
F. moniliforme bitkilerde riin ve kalite kaybina neden
olmakla birlikte Urettigi mikotoksinler ile insan ve
hayvan sagligi agisindan da tehlike arz etmektedir
(GUllG ve ark., 2017). F. moniliforme, ozellikle tropikal
ve subtropikal iklime sahip olan bolgelerde bugdaygil
familyasina ait bitkilerde goriilen dnemli bir patojendir.
Misir bitkisinde kok, kok bogaz, sap ve tane
curlimesine neden olmaktadir ve virilensligi cevre
kosullarina gore degisim gostermektedir (Huang ve
ark., 1997). Bu etmen, bitki artiklarinda ve tohum
Uzerindeki klamidospor benzeri yapilarda  kisi
Article Info / Makale Bilgileri

Corresponding author e-mail: utkusanver@gmail.com,

Received: June 25, 2020 Accepted: September 2, 2020

ORCID ID’s of Authors in order:

0000-0001-5373-2924, 0000-0001-997 -6508,
0000-0001-6729-3619, 0000-0003-0983-0062

Bu calisma Uglinct yazarin lisans tezi Grintdur, Turkiye VII. Bitki
Koruma Kongresinde (2018) poster bildiri olarak sunulmus ve

bildiri kitabinda &zeti basiimistir:

gecirmektedir. Misir bitkisini gesitli yollarla enfekte
ettigi bilinmektedir. En cok gorilen enfekte tipi kogan
enfeksiyonudur. Bu enfeksiyon havadan bulagmaya
sebep olan konidiler ile meydana gelmektedir. Ancak
bu sekilde enfekte olmus misir tanelerinden sadece
cok kiiglk bir kismi hastalik belirtisi gostermektedir. En
cok bilinen enfeksiyon sekli ise hastalikli tohumlardan
sistemik  olarak bitkiye bulagmasidir.  Sistemik
enfeksiyon, tohum icerisinde ve yiizeyinde tasinan
konidi veya miselyumlardan olusmaktadir. Belirtiler
erken donemdeki bitkilerde gorilmek ile birlikte ileri
donemlerde de ortaya cikabilmektedir. Etmen
koklerden sapa dogru en son kogan ve misir tanelerine
kadar ilerlemektedir (Baker ve Ahmad, 1986; Oren ve
ark., 2003). Ulkemizde hastaligin yayginligi konusunda
yapllan calismalara baktigimizda 1986-1987 yillari
arasinda Edirne ve c¢evresindeki misir alanlarinda
gorilen fungal hastalik etmenlerin tespiti yapilmistir.
Yapilan arastirma sonucunda, misir tohumlarinin
9%50.33 Penicillium spp., %32.16 Rhizopus spp., %25.25
F. moniliforme, %12.75 Cladosporium spp., %7.33
Alternaria spp., %5.4| Fusarium equiseti, %#4.59
Fusarium graminearum, %4.33 Aspergillus spp., %0.33
Helminthosporium spp. ve %0.25 teshisi yapilamamis
fungus ile bulasik olduklari bildirilmistir (Soran ve Asan,
1987). Bolu ve Zonguldak cevresinde yapilan bir
calismada toplanan 303 oOrnekten rastgele segilmis
tohumlardan yapilan izolasyonda ise %69.28 Penicillium
spp., %43.06 F. moniliforme, % 13.62 Rhizopus stolonifer,
9%6.26 Aspergillus flavus, %5.95 Aspergillus niger, %5.69
Alternaria alternata, %1.91 Rhizopus oryzae, %|.84
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Fusarium oxysporum, %1.81 Aspergillus parasiticus,
%1.66 Arthrobotrys spp., %1.22 Mucor spp. tespit
edilmistir (Aktas ve ark., 1998). Altiparmak ve Tunali
(2009), 2005 ve 2006 yillarinda yaptiklar calismada
Samsun ve gevresindeki 140 Misir tarlasinda Fusarium
cinsine bagli tiirlerin dagiimini arastirmiglar ve en yaygin
goriilen tirin Fusarium verticilliodites (Sinonim: F.
moniliforme) oldugunu bildirmislerdir. Samsun ve Ordu
cevresinde 2010 ve 2015 yili misir Gretiminin yogun
olan bolgelerinden toplanan misir tanelerinden yapilan
izolasyonlar sonucunda her iki yilda da %56.30 ve
9%51.25 oranlarinda Fusarium cinsine bagl tiirler oldugu
rapor edilmistir. Fusarium tirleri igerisinde ise en fazla
yogunluk 2010 yilinda 9%73.8 ve 2015 yilinda ise %30.5
F. verticilliodites (Sinonim: Fusarium moniliforme) oldugu
bildirilmistir  (Tunali ve ark., 2016). Adana ve
cevresinde |. ve. 2. misir Uretimi yapilan alanlarda
yapilan izolasyonda %75.8—83.7 oranlarinda Fusarium
cinsine bagl turler (F. verticilliodites [Sinonim: F.
moniliforme],  Fusarium  graminearum,  Fusarium
culmorum), %35.8—47.3 oranlarinda Aspergillus cinsine
bagl tlrler (Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus terreus); %17.6—17.7 oranlarinda Penicillium
cinsine bagl tlrler (Penicillium carneum, Penicillium
verrucosum) izole edilmistir (Lavkor, 2019).

Bu hastalik etmenine karsi basta kimyasal micadele
olmak Uizere birgok yontem kullanilmaktadir. Ancak bu
yontem bu etmenin kontroliinde tamamen basari
saglayamamakla birlikte insan ve gevre sagligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Bundan dolayr bu hastaligin
kontroliinde biyolojik mucadele yaklasiminin iyi bir
alternatif olacagr distiniilmektedir. Biyolojik miicadele
icerisinde yer alan yaklasimlardan bir tanesi de bitki
hastaliklarina karsi yararli bakterilerin kullaniimasidir.
Bitki koklerinde, ylizeyinde ve dokulardan bulunan baz
bakterilerin farkli mekanizmalar ile hastalik etmeni
gelisimini durdugu ve bitki gelisimini olumlu yonde
etkiledigi  yapilan  aragtirmalar  sonucu  ortaya
konulmustur. PGPR  (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) olarak adlandirilan bu bakteriler
Urettikleri antibiyotik ve siderefor gibi bazi maddeler ile
patojenleri dogrudan durdurabildigi gibi hastalik
etmenlerine karsi sistemik dayanikliligin uyarilmasi
yoluyla dolayli olarak da etki etmektedir (Benzeduzi ve
ark., 2012). F. moniliforme etmenine karsl antagonistik
bakterilerin kullanimi konusunda gesitli galigmalar

Cizelge |. Calismada kullanilan antagonistik bakteri
izolatlarina iligkin bilgiler

Sirano  Aciklama

| Bacillus sp. CB2/1

2 Pseudomonas flurorescens CC7/ |
3 Pantoae vagans C9/ |

4 Pseudomonas fluorescens 14/ |y
5 Bacillus sp. 18ep
6
7
8
9

Pseudomonas fluorescens 22ep
Pseudomonas putida 41
Pseudomonas fluorescens 8/2 En
Pseudomonas fluorescens CC25/2

10 Pantoae agglomerans E325

I Pseudomonas fluorescens TR 2/ |
12 Pseudomonas putida 181/K

13 Pseudomonas fluorecens A506

14 Pseudomonas fluorescens 30/ 1 M
15 Pseudomonas putida 180

16 Pseudomonas putida Tr 21/

bulunmaktadir.  Pseudomonas  cepecea’nin  tohum
kaplama yoluyla misir tohumlarina  uygulama
sonucunda F. moniliforme etmenine bagl enfeksiyonun
%23 ile %80 arasinda azaldigi bildirilmistir (Hebber ve
ark., 1992). Basgka bir calismada ise Steptomyces spp.
izolatlarinin misir  tohumlarina  uygulandiginda
Aspergillus spp., Curvularia lunata, Fusarium spp. ve
Cephalosporium aceramonium tilerine ait funguslari
baskiladigi tespit edilmistir (Bressan, 2003). Ayni
sekilde Burkholderia cepacea (Bevivino ve ark., 1998),
Pseudomonas flourescens (Raju ve ark., 1999) ve Bacillus
subtilis (Bacon ve ark., 2001) tiirline bagli antagonistik
bakterilerin de F. moniliforme etmenini baskiladig
calismalarda yer almaktadir.

Bu calismanin amaci; misir yetistiriciliginde ciddi sorun
olan F  moniliforme etmenine karsi, kimyasal
micadeleye alternatif olarak biyolojik micadele
etmeni bazi antagonistik bakterilerin in-vitro ve in-vivo
kosullar altinda biyokontrol etkinligini arastirmaktir.

MATERYAL ve YONTEM

Galismada  kullanilan  antagonistik  bakteriler, Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii
Fitopatoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari
stoklarinda bulunan 6zglin kiiltiirlerden ve Oregon
State Universitesinden gelen referans kdltlrler icinden
segilmistir (Cizelge 1). Calismada Fusarium moniliforme
etmeni ile bulasik misir tohumlari Ege Universitesi,
Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(TOTEM)’nden temin edilmistir. In-vitro galismalarda
kullanilan patojen etmen bulasik tohumlar lzerinden
elde edilmistir.

In-vitro kosullarda ikili kiltiir testi ile
antagonistik bakterilerin Fusarium moniliforme
Sheldon’na karsi etkisinin arastiriimasi

In-vitro testler igin; antagonistik bakterilerin Gretiminde
King B, F. moniliforme etmeninin gelisimini saglamak icin
Potato Dextrose Agar (PDA), kullanilmistir.
Antagonistik bakteri izolatlari F. moniliforme etmenine
karsi etkililikleri agisindan bir on elemeden gegirilmistir.
Bu amagla; F. moniliforme igin in-vitro biyokontrol
testleri ikili kiltlir yontemi tarafimizca modifiye
edilerek gergeklestirilmistir (Nejad ve Johnson, 2000).
[kili kiiltir testi, PDA iceren 9 ¢cm boyutlarina sahip
plastik petri kaplarinda gerceklestirilmistir. Patojen
etmen (F. moniliforme) petrinin merkezine parca ekim
(5 mm’lik diskler) yoluyla ekildikten sonra antagonistik
bakteri izolatlari karsilikli 2.5 cm aralikla gizgi ekim yolu
ile, petri kabinin 4 yoniine ekilmistir (Sekil 1). In-vitro
testler petride 4 tekerrlrli olacak sekilde tesadif
parseli deneme desenine gore kurulmustur. In-vitro
testlerin  degerlendiriimesinde, 7 gin sireyle,
24+ 1°C’de tutulan petri kaplarinda F. moniliforme’nin
miselyal gelisim yari ¢api degerleri pozitif kontrolde
elde edilen misel gelisim yari ¢capi degerleriile ABBOTT
formdli  yardimiyla  kiyaslanarak  antagonistik
bakterilerin patojen fungusun miselyal gelisimine etki
(%) degerleri elde edilmistir

In-vivo olarak Antagonistik Bakterilerin
Fusarium moniliforme Sheldon’na karsi
etkisinin arastirilmasi

In-vitro ikili kiiltlr testlerinde testte en basarili olan 5
aday bakteri patojene karsi olusturduklari engelleme
zonu buyikligline gore in-vivo test igin secilmistir.
Antagonistik bakteri inokulasyonu tohum
bakterizasyonu seklinde gergeklestirilmistir. Bunun icin
Tryiptic Soya Agar (TSA) besi yerinde 24 saat siireyle
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» Yararh bakteri

+ Hastaliketmeni

Sekil 1. Fusarium moniliforme Sheldon etmeni ve
antagonistik bakterilerin 6n elemesine ait in-vitro ikili
karsilagtirma testi.

gelistirilen bakteriyel kiiltirler %1.5’lik CMC ile OD,
=0.1 (I x108®) siispansiyon haline getirilmistir. Onceden
ylzeyi % |’lik Na-hipoklorit ile dezenfekte edilmis ve F.
moniliforme etmeni ile dogal bulagik misir tohumlarina
(5 g tohum /' 5 ml sispansyon) bu bakteri siispansiyonu
[21 rpm hizda 30 dakika boyunca galkalandiktan sonra
kurutma kagitlari arasinda 24°C'de | saat kurumaya
birakilmistir (Sarma ve Saikia, 2014). In-vivo testler,
steril torf iceren har¢ materyali igerisinde saksi basina
| bitki igeren ve her tekerriirde | saksi olacak sekilde 4
tekerriirli olarak tesadif parselleri deneme desenine
gore kurulmustur. Bitkiler biylitme kabini icerisinde 16
saat aydinlik 8 saat karanlik periyotta %70 nem iceren
ortamda yetistirilmistir. 4 hafta sonunda in-vivo
denemelerde elde edilen hastalik belirtileri 0—5
skalasina gore (Pal ve ark.,, 2001) degerlendirilmis
(Cizelge 2) ve elde edilen skala degerleri Townsend-
Heuberger gore 9% hastallk siddeti degerlerine
donustlirilmastir (Townsend, 1943). In-vivo testler
sonunda, ayrica, tekerrlrlerde yer alan bitkilerin
agirliklart Slgllerek, uygulamalarin yas agirliga etkisi de
degerlendirilmistir.

In-vitro engelleme sonuclari, in-vivo hastalik siddeti ve
yas agirlik degerleri SPSS 24 paket programinda %95
given ile tek yonll varyans analizi (ANOVA) ve ¢oklu
karsilastirma testi olarak Duncan’a gore istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

In-vitro kosullarda antagonistik bakterilerin
Fusarium moniliforme Sheldon’nun miselyal
gelisimine etkisi

Yapilan ¢alisma sonucunda, in-vitro kosullarda ikili kiiltiir
yontemiyle testlenen |6 antagonistik bakteri arasinda
ikili kiltir testinde pozitif kontrole gore istatistiksel
olarak en basarili bulunan 5 izolat, sirasiyla, P
agglomerans E325 (%39.68 etkililik) (Sekil 2), P. vagans
C9/1 (%38.89), Pseudomonas putida 180 (%34.92),
Pseudomonas putida 41 (%34.13) ve Pseudomonas
fluorescens CC25/2 (%30.95) olmustur (Cizelge 3). In-
vitro testten elde edilen sonuglara gore P. vagans C9/1,
P. putida 41, P. fluorescens CC25/2, P. agglomerans E325
ve P. putida 180 bakteri izolatlari in-vivo denemede
kullanilmak Gzere segilmistir.

In-vivo kosullarda Antagonistik Bakterilerin
Fusarium moniliforme Sheldon’nun Neden
Oldugu Hastalik Gelisimine Etkileri

In-vivo testler sonucunda; Fusarium moniliforme ile dogal
bulasik tohumlardan gelisen ve hig uygulama gdrmeyen
pozitif kontrol bitkilerinde %57.50 = 5.00 gibi yiksek
bir hastalik siddeti saptanmistir (Sekil 3). P. agglomerans
E325 ile uygulama gbren tohumlardan gelen misir
bitkilerinde ise %10.00 £ 8.16 oraninda hastalik
olusumu meydana gelmis ve pozitif kontrole gore
%82.61 etki gostererek hastaligi onlemede en basarili
izolat olarak degerlendirilmistir. Bunu 9%30.43 etkililik
ile P vagans C9/1 izolati takip etmistir. P. fluorescens
CC25/2 ve P putida 180 no'lu izolatlar ise pozitif
kontrolden daha ylksek hastalik siddeti gOstererek
basarili olamamislardir (Cizelge 4). Tohum ekiminden
baslayarak 50 glnlik bitki gelisim siresi sonunda,
hastalik baskisi altinda bitki biyomass degerlerine
bakildiginda, P. agglomerans E325 uygulanmis F
moniliforme ile dogal bulagik misir tohumlarindan
gelisen bitkilerin yesil aksaminda pozitif kontrole gore
bitki agirliginda %47.09 oraninda artis saptanmis ve bu
etki istatistiksel agidan onemli bulunmustur. P. vagans
C9/ 1’de bitki agirliginda 9%5.34 oraninda artiran ikinci
basarili uygulama olmustur. Ancak P. putida 180, P.
putida 41 ve P fluorescens CC25/2 no’lu bakteri
izolatlari hastalik baskisi altinda hem biyokontrol hem
de yas agirlik agisindan basarisiz bulunmustur (Cizelge

Misir hastaliklari; misir Gretimini etkileyen en onemli
sorunlardan birisidir. Bunlarin arasinda kok ve kok
bogazinda sorun olan fungal hastalik etmenleri, verimi
kisitlayan en 6nemli patojenler arasinda yer almaktadir.
Ayrica, yapilan bazi calismalarda F. moniliforme’nin
mikotoksin  olusumuna sebep olan en 6nemli
etmenlerden birisi oldugu bildirilmistir (Miller 1994).
Hastaligin muicadelesinde dayanikli cesitlerin kullanimi,

ve fiziksel ve kimyasal miicadele yontemleri
onerilmektedir. Ancak bu uygulamalar ¢ogunlukla
hastalik siddetini azaltmamakta ve mikotoksin

olusumunu da engelleyememektedir (Keser ve Kutay,
2009). Onerilen kimyasallar ise, insan saglig ve gevreye
olan olumsuz etkileri nedeni ile sorunlara neden
olmaktadir (Bata ve Lasztity, 1999). Bu calismada P.
agglomerans E325 hem in-vitro hem de in-vivo testlerde
en basarili sonucu vermistir. P. agglomerans E325
ABD’de BLOOMTIME adiyla Ates Yanikligi Hastaligi
etmeni Erwinia amylovora’ya karsi ruhsath  bir
mikroorganizmadir (Pusey ve ark., 2011). Pantoae
cinsine bagll bakteriler herbicolin tiiri antibiyotik
Ureterek cevredeki mikroorganizmalar ile rekabet
etmektedir (Walterson ve Stavrinidas, 2015). P
agglomerans  E325 izolatinin  Urettigi  herbicolin
antibiyotigi diger Pantoae cinsi izolatlardan farkli bir
aktivite gostermektedir. P. agglomerans Eh252, P. vagans
C9/1 ve P. agglomerans Eh3 18 strainleri histidine gibi
aminoasitleri geri donusiimli olarak inaktive ederken;
P agglomerans E325 izolati hisitidini inaktive
etmemektedir (Pusey ve ark., 2011). Ancak; P

Cizelge 2. Hastalik siddeti degerlendiriimesinde kullanilan 0—5 skalasi (Pal ve ark., 2001)

Skala Acgiklama

Saglikh bitki
Kok bogazinda hafif incelme ve sararma

U AWM —O

Bitkinin 6lmesi ve kurumasi

Kok bogazinda lezyon, turgor kaybi ve Ust yapraklarda hafif kloroz.
Kok bogazinda daha genis kahverengi lezyon, st govdede turgor kaybi ve Ust yapraklarda solgunluk
Kok bolgesinde derin kahverengi lezyon, asiri turgor kaybi ve govdenin devrilmesi
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Cizelge 3. Aday bakteri izolatlarinin in-vitro'da Fusarium moniliforme Sheldon’nun miselyal gelisimine etkisi

Fusarium moniliforme Sheldon’nun

Sirano  Bakteriyel izolatlar miselyum gelisimi yaricapi (mm)* Etki (%)**
I Pantoae agglomerans E325 [9.00£1.15a 39.68
2 Pantoae vagans C9/1 19.25%£1.89 a 38.89
3 Pseudomonas putida 180 20.50£0.57 ab 34.92
4 Pseudomonas putida 41 20.75+0.95 ab 34.13
5 Pseudomonas fluorescens CC25/2 21.75%1.50 bc 30.95
6 Bacillus sp. 18ep 22.3310.58 bcde 29.11
7 Pseudomonas fluorescens 22ep 23.00£1.63 cde 26.98
8 Pseudomonas fluorescens 8/2 En 23.00£0.82 cde 28.98
9 Pseudomonas fluorescens 30/ 1 M 23.00%+1.83 cde 26.98
10 Bacillus sp. CB2/| 23.00%1.41 cde 26.98
I Pseudomonas putida 181/K 23.50%0.58 cde 25.40
12 Pseudomonas fluorecens A506 23.50%1.29 cde 25.40
13 Pseudomonas fluorescens TR 2/ | 23.75%0.96 cde 24.60
14 Pseudomonas flurorescens CC7/ | 23.75%0.96 cde 24.60
I5 Pseudomonas fluorescens 14/ 1y 24.00£0.82 de 23.81
16 Pseudomonas putida Tr 21/ | 24.00£0.58 e 23.81
17 Pozitif Kontrol 31.50£2.38 f 0

* Degerler 4 tekerrir ortalamasidir. Duncan ¢oklu testine gére ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark P < 0.05’e

gore onemsizdir.

** Degerler porzitif kontrole gére patojenin miselyal gelisimindeki engellenme oranidir.

Sekil 2. Pantoae agglomerans E325 izolatinin Fusarium
moniliforme Sheldon’nun miselyal gelisimine etkisinin
(sag) porzitif kontrol (sol) ile karsilastiriimasi

agglomerans E325 tarafindan salglanan Herbicolin
pH'yr  5.0—-6.0 diizeyine dlsirmekte ve E.
amylovora’nin biyolojik miicadelesinde yarismanin yani
sira bu pH distsiinln de sorumlu oldugu bilinmektedir
(Wodzinski ve ark., 1994; Pusey ve ark., 2008). F.
moniliforme’nin optimum pH ve sicaklik isteklerinin
arastirildigl bir calismada, bu patojenin pH 7.0'de ve
30°C  sicaklikta  optimum  gelisme  gosterdigi
saptanmistir (Marin ve ark., 1995). Bu nedenle, bu
calismada P. agglomerans E325 izolatinin hem in-vitro'da
hem in-vivo’da basari gostermesinin antibiyosis’e dayali
bir biyokontrol mekanizmasinin yani sira, bu bakteriyel
antagonistin  ortam  pH’sini  dustrmesinin ~ F.
moniliforme’nin gelisimini engellemesinden olabilecegini
dustindirmustlr. Ayrica; P. agglomerans E325’in Urettigi
bu spesifik antibiyotik, ortamdaki antibiyotigi inhibe
ettigi bilinen proteazlar dahil olmak Uzere bir dizi
enzimden etkilenmeden aktivite gosterebilmektedir
(Kearns ve Hale, 1996). Bu da, bu izolatin dogadaki
basari sansini artirmaktadir.

Bu calismada basari gésteren diger izolat olan Pantoae
vagans C9/ | ise ticari olarak BlightBan adiyla yumusak

cekirdeklilerde ates vyanikhig hastaligi etmeni E.
amylovora’ya karsi ruhsatlidir (Mason ve Gillespie,
2013). Pantoe vagans C9/ | izolatinin “herbicolin O” ve
“herbicolin I” isminde iki tane antibiyotik tGretmektedir.
“Herbicolin " metabolitinin hastalik etmenlerini
engelleme konusundaki mekanizmasi tam olarak
belirlenmemesine ragmen “herbicolin O” diger adiyla
“pantocin A”, patojen etmenlerde yer alan L-histidine
geri donlisiimll olarak inaktive etmektedir (Jin ve ark.,
2003; Stockwell ve ark., 2010). Benzer sekilde, bu
calismada da P. vagans C9/1’in F. moniliforme’ye bu
yolla etki ettigi dustnilmustir. Ayrica Pantoae cinsi
bakterilerin  kitinolitik ~ etkide bulunarak enzim
Uretmesiyle antifungal bir aktiviteye sahip oldugu da
belirtiimektedir (Chernin ve ark., 1995). Bu cinse ait
bakterilerin daha o6nceden tahillarda 6nemli fungal
patojen olan Fusarium culmorum (Kempf ve Wolf,
1989), Fusarium avenaceum, Fusarium  gibbosum
(Romanenko ve Alimov, 2000) ve Fusarium
graminearum’a (Pandolfi ve ark., 2010) karsi etkili
olduklarina dair galismalar mevcuttur. Bu ¢alismada ilk
kez P. agglomerans E325 ve P. vagans C9/1 izolatinin
misir bitkisinde sorun olan F. moniliforme etmenine
karsi etkili oldugu tespit edilmistir.

Pantoea cinsine bagl bakteri tiirlerinin fosforu ¢ozerek
ve/veya fitohormon salgilanmasini artirarak gelisimini
tesvik ettikleri bilinmektedir (Tsavkelova ve ark., 2007).
P. agglomerans’in, salglladigi ekzopolisakkatilerin tahil
yetistiriciligi yapilan yerlerde toprak yapisina ve bitki
gelisimine olumlu yonde etki ettigi, verim artisi sagladig
bildirilmistir (Amellal ve ark., 1998). Yapilan baska bir
calismada ise P. agglomerans NBRISRM izolatinin indol
asetik asit lireterek ve trikalsiyum fosfati yarayisl hale
getirerek misir  bitkisinde verim artisi  sagladigi
belirtilmistir (Mishra ve ark., 2011). Bu calismada,
patojen baskisi altinda antagonistik bakteri izolatinin yas
agirliga  etkisi  degerlendirildiginde en  basaril
uygulamanin P agglomerans E325 ve P. vagans C9/1
oldugu saptanmisti. Bunun nedeninin Pantoea cinsi
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Cizelge 4. Fusarium moniliforme Sheldon ile dogal bulasik misir tohumlarina uygulanan bakteri izolatlarin in-vivo
kosullarda hastalik siddetine etkisi

Uygulama Hastalik Siddeti (%)* Hastaliga Etki (%)**
Negatif Kontrol 0.00+0.00 a 100
Pantoae agglomerans E325 10.00 £ 8.16a 82.61
Pantoae vagans C9/ | 40.00 £ 28.28 b 30.43
Pseudomonas putida 41 50.00 £ 0.00 b 13.04

Pozitif Kontrol 57.50 £ 5.00 bc 0
Pseudomonas fluorescens CC25/2 62.50 £9.75 ¢ -8.69
Pseudomonas putida 180 70.00 + 14.14 c -21.74

* Degerler 4 tekerrir ortalamasidir. Duncan ¢oklu testine gére ayni stitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark P < 0.05'e
gbre dnemsizdir.
#* Degerler pozitif kontrole gére patojenin gelisimindeki engellenme oranidir.

Cizelge 5. Fusarium moniliforme Sheldon ile dogal bulasik misir tohumlarina uygulanan bakteri izolatlarin in-vivo

kosullarda yas agirliga etkisi

Izolat Kodu Biyomass (g)* Yas agirhga etki (%)**
Negatif Kontrol 1729 £ 376 a 96.70
Pantoae agglomerans E325 1293 £3.77b 47.09
Pantoae vagans C9/ | 9.26 £4.05 bc 5.34
Pseudomonas putida 41 8.81 = 1.70 bc 0.22

Pozitif Kontrol 8.79 £ 1.36 bc 0
Pseudomonas fluorescens CC25/2 771 £0.8I ¢ -12.28
Pseudomonas putida 180 606+ 1 .86¢ -31.05

* Degerler 4 tekerriir ortalamasidir. Duncan goklu testine gore ayni siitunda ayni harfler ile gésterilen ortalamalar arasindaki fark P <

0.05’e gore 6nemsizdir.

** Degerler pozitif kontrole gére patojenin gelisimindeki engellenme oranidir.

bakterilerin hastalik etmeninin inokulumunu inhibe
ederek bitkideki biyotik stresin azaltmasini saglamasi
yonlinde bir etkisi oldugu dusinilmektedir. Ayrica
indol asetik asit, siderofor ve fosfat ¢ozme
aktivitelerine bagli olarak bitkideki gelisimi tesvik
etmesi de hastallk etmenine karsi miicadelede
etkinligini artirmaktadir.

Sonu¢ olarak antagonistik bakterilerin  biyolojik
micadele elemani olarak ideal adaylar olabilecegi
soylenebilir. Calismada In-vitro kosulda etkili olan
antagonistik bakterilerin  kontrolli  kosullar altinda
degerlendirilerek F. moniliforme ile dogal bulasik misir
tohumlarina uygulandiginda, hastalik etmenine karsi
biyokontrol 6zellikleri oldugu gorilmis olup bu

calismanin sonuglart dogrultusunda gevreyle dost olan
biyokontrol ajanlarinin bu etmenin miicadelesinde
kimyasal =~ micadeleye iyi  bir alternatif = olacag
dlstntlmektedir. Bu nedenle, konu hakkindaki ¢aligmalarin
nitel ve nicel olarak artirilmasi onem arz etmektedir.
Tesekkiir

Calismada hastalik etmeninin ve bulasik tohumlarin
temininde yardimci olan Prof. Dr. Gilay TURHAN ve
Zir. Yik. Mih. Hande Evren ARDA'ya, referans
kilturlerinin  temini konusunda yardimci olan Dr.
Virginia Stockwell’e ayrica calisma sirasinda emegi
gecen Ars. Gor. Dr. Mustafa AKBABA'ya, Zir. Yik.
Mih. Gizem ERYIGIT e, Zir Mih. Asli AKBIYIK’a ve
Zir. Mih. Okan TOPAL a tesekkir ederiz.
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P. agglomerans E325°

Sekil 3. Pantoae agglomerans E325 ile tohum uygulamasinin Fusarium moniliforme Sheldon’a etkisi: a) negatif

kontrol ve b) porzitif kontrol ile karsilastirilmasi.
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ABSTRACT

In the tests that were carried out by grafting Verticillium sensitive high economical important cultivars on some resistant and
tolerant clonal rootstocks , the disease severity values were determined between 0% and 41.67% in all applications except
D-9+Uslu (86.67%) while it was 91.67% in the control. In 8 of the 30 applications in the trial, there was no disease
development. Frontoio, one of the rootstocks, grafted with many susceptible cultivars took the first rank in controlling the
disease. It was followed by Erdek Yaglik cv. and D-36 clonal rootstock of wild origin. Positive results have also been obtained
in some susceptible cultivars grafted on some resistant cultivars as Dilmit and Yin Celebi. Besides, it was also seen that the
disease was considerably suppressed in the combinations composed of resistant rootstocks and cultivars as Frontoio +
Gemlik, Arbequina + Gemlik, D-36 + Gemlik and D-36 + Dilmit. In this application, Frontoi, Erdek yaglik cv and D 36 clonal
rootstocks of wild origin were ranked first.

Keywords: Olive, Verticillium wilt, Sensitive cultivars, Grafting resistant root stocks

oz

Duyarh Zeytin Cesitlerinin Dayanikli Anag ve Cesitler Uzerine Asilanarak Zeytinde Verticillium
solgunlugunun Onlenmesi Uzerinde Arastirmalar

Verticillium dahliae’ye dayanikli ve orta derecede duyarli bazi klonal delice anaglari ve gesitleri tizerine ekonomik énemde
yiiksek derecede duyarli zeytin gesitleri asilanarak yiiritiilen denemelerde, kontrolde %91.67 oraninda hastalik belirlenirken,
D-9 + Uslu (hastalik orani %86.67) disindaki tim uygulamalarda, hastalik siddeti degerleri %0 ile %41.67 arasinda
saptanmistir. Deneme de yer alan 30 uygulamanin 8’inde hig hastalik gelisimi olmamistir. Cok sayida farkli duyarli gesidin
asilandigi anaglardan, Frontoio, hastaligi baskilamada ilk sirayr almis, onu Erdek yaglik ve klonal delice anaci D-36 izlemistir.
Dilmit ve Yin celebi gibi bazi dayanikli gesitler lzerine asilanmis bazi ¢esitlerde de olumlu sonuglar alinmistir. Frontoi +
Gemlik, Arbequina + Gemlik, D-36 + Gemlik ve D-36 + Dilmit gibi, hastaliga belirli dlizeyde dayanikli anaglar ve cesitler
kullanildiginda da, hastaligin énemli dlglide baskilandig gorilmistiir. Bu uygulamada da, yine Frontoio, Erdek Yaglik ve D-36
delice anaci ve gesitleri 6ne ¢ikmiglardir.

Anahtar kelimeler: Zeytin, Verticillium solgunlugu, Duyarli gesitler, Dayanikli anaglara asilama

GiRis

Zeytin ve zeytinyagl insan beslenmesi ve sagliginda
onemli yeri olan tarim Uriinlerinden biridir. Buna bagli
olarak, tim diinyada oldugu gibi, llkemizde de zeytin
yetistiriciligine olan ilgi, gittikce bir artig egilimi
icerisindedir. Diger yandan, Akdeniz'in kutsal agaci
olarak kabul edilen bu o6nemli drlndn, gen
merkezlerinden biri olarak Antalya-Hatay-Mardin-
Maras lggeni kabul edilmektedir. Nitekim, zeytin, en iyi
gelisme  kosullarint  Akdeniz ~ iklim  kusaginda
bulmaktadir (Candzer, 1991; Unsal, 2000). Tirkiye
diinya zeytin Uretiminde Ispanya, Italya ve Yunanistanin
ardindan %10.1’lik bir payla 4. sirada yer almaktadir
(FAQ, 2020). Yine, Tirkiye gerek Diinya zeytinyag ve
gerekse sofralik zeytin ticaretinde 6nemli bir yere
sahiptir  (T.C. Gumrik ve Ticaret Bakanlg,
2018).Diinya tarminda s6z sahibi olmamizi saglayan
Urlnler iginde yer alan zeytin, I¢ ve Dogu Anadolu
bolgeleri disinda, tim bolgelerde yetistirilmektedir.
Ulkemizde 81 ilin 37’sinde, 843 ilgenin 280’ninde
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zeytin yetistiriciligi yapilmaktadir. Ancak, asil zeytin
Uretimi Ege ve Marmara bdlgelerinde yogunlasmistir.
Ancak, Ege Bolgesinde yaglik, Marmara bolgesinde ise
sofralik zeytin yetistiriciligi hakim konumdadir. 2016 ve
2017 yil verilerine gore, (lilkemizde 938 bin hektar
alanda zeytin yetistiriciligi yapilmakta, 174 milyon
agactan yilda, | milyon 730 bin ton dUrin elde
edilmektedir Zeytin ve Urlnleri yaklagik 380 milyon
dolar civarinda bir dis ticaret hacmine kaynaklik
etmekte ve c¢ok sayida ailenin gecim kaynagini
olusturmaktadir (T.C. Gimrik ve Ticaret Bakanlig,
2018).

Her tarimsal lriinde oldugu gibi, zeytinde de Uretimi
olumsuz yonde etkileyen birgcok hastalik ve zararli
bulunmaktadir.  Zeytin yetistiriciligi  yapilan tim
Ulkelerde, agaglarda kismi dal kurumalarina veya tam
kurumaya yol agan Verticillium dahliae Kleb. fungusu
tarafindan olusturulan solgunluk hastaligi, zeytinin en
onemli hastaligl olarak bilinmektedir. Hastalik etmeni
fungusun ¢ok genis bir konukgu dizisine sahip olmasi,
toprak kokenli bir patojen olmasi ve hastaligin
kontrolunda basarili yontemlerin azlig, hastaligin
onemini daha da arttirmaktadir.

Hastalik etmeni V.dahliae fungusu 1940’l yillardan beri
Ulkemizde bilinmesine karsin, zeytinde varligi 1970
yilinda Ayvalik ve Milas zeytinliklerinde saptanmistir
(Saydam ve Copgu,1972). Bu hastalik zaman iginde
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ozellikle sulanan, ¢ok sirilen ve ara ziraatin yapildigi
taban arazide kurulmus entansif zeytinliklerde
yayginlagmis ve dikkati ¢eken bir sorun olarak ortaya
gikmistir.

Zeytinlerde Verticillium solgunlugunun saptanmasindan
sonra, hastaligin Turkiye'deki durumunu belirlemeye ve
hastalik gelisimini etkileyen faktorlere yonelik olarak
cok sayida calisma yapilmistir (Benlioglu ve ark., 2001;
Onogur ve ark., 2001; Yolageldi ve ark., 2003; Yildiz ve
ark., 2011). Nitekim bu yonli yirutilen bir diger
arastirmada; onemli zeytin bolgelerini iceren 14 ildeki
919 bahgede hastaligin ortalama yayginlik orani %35
(%14-9%52.9) ve yakalanma orani %3.1 (%0.6-%6.4)
olarak saptanmistir (Dervis ve ark., 2010).

Cok sayida bitkiyi hastalandiran V. dahliae fungusu
konukguya oOzellesmemistir.  Ancak, bu fungusun
populasyonu iginde, farkl vejetatif uyum gruplar ve
buna bagli olarak zeytinde farkli hastalik gikisina neden
olan patotipler bulunmaktadir. Zeytinde V. dahliae
fungusunun bu ozellikleri de bir¢ok calismayla ortaya
konmustur (Dervis ve ark., 2007, 2010; Erten ve ark.,
2007). Bu caligmalarda, Tirkiye kapsaminda |4 ildeki
zeytinlerden izole edilen 280 V. dahliae izolatinin 234’4,
Bati Anadolu Bolgesine ait 208 izolatin 189'u VCGI A,
diger bir deyisle D patotipi olarak belirlenmistir. Bati
Anadolu Bolgesinde yirdtilen diger bir ¢alismada da,
[44 izolatin 122’si VCGI A olarak belirlenmistir (Erten
ve ark., 2007).Yapilan galismalarda, V. dahliae’'nin D
patotipi, ND patotipine oranla zeytinlerde daha yliksek
hastalik ¢ikisina neden olmaktadir (Dervis ve ark.,
2010). Yapilan galismalarda, zeytinlerdeki V. dahliae
populasyonunun yiiksek oranda VCGIA, diger bir
deyisle D patotipi olmasi hastaligin 6nemini daha da
arttirmaktadir.

Verticillium solgunlugu, Diinya ve Tirkiye'de zeytin
yetistiriciliginde onemli ekonomik kayiplara yol agan
sorunlardan biridir. Solgunluga neden olan V. dahliae
fungusu, konukgusu oldugu bitkilerin oli dokularinda
olusturdugu mikrosklerotlari ile toprakta canlligini 10
ylldan daha fazla slre koruyabilmektedir (Green,
1980). Topragin Ust kisimlarinda bulunan sklerotlar
kiltiirel islemler, sulama ve riizgar gibi etkenlerle yayilir.
Hasta zeytin yapraklarinin  yere dokilmesiyle,
topraktaki etmen populasyonunun arttigl bilinmektedir
(Hiemstra, 1998). Etmen salma sulama yapilan
alanlarda, kolayca yakin mesafelere tasinabilmektedir
(Thanassoulopoulos ve ark., 1981). Uzun mesafelere
taginma ise, daha ¢ok bitki materyali araciig ile
olmaktadir. Ogzellikle fidanliklarda bulasik materyalin
kullanilmasi, fidanliklarda yarattigi sorunlar yaninda,
hastaligin yeni alanlara bulagmasina da kaynaklik
etmektedir (Sinclair ve ark., 1987). Yunanistan'da
zeytin fidanliklarinin %33’Unl kapsayan bir arastirmada
I8 fidanligin |I'inde (%61) V. dahliae saptanmistir
(Thanassoulopoulos,  1993).  Nitekim,  llkemiz
fidanliklarinda bu yonli bir ¢alismada, 9 fidanligin
4’linde (%44) 10 damizlik bahgenin yarisinda (%50)
Verticillium solgunlugu saptanmis ve etmen izole
edilmistir (Celebi, 2002).

Verticillium  solgunlugu, hemen hemen zeytin
yetistiriciligi yapilan tim Ulkelerde, énemli ekonomik
kayiplara yol agan fitopatolojik sorunlardan biridir.
Zeytinlerde hastalik ilk kez Italyada 1946 yilinda
belirlenmis, daha sonra Tiirkiye dahil zeytin yetistiriciligi
yapilan tim ulkelere yayilmistir (Bubici ve Cirulli, 201 1;
Dervis ve ark., 2010; Jimenez-Diaz ve ark., 2012;

Zeytinlerde Verticillum solgunlugu ile savasim, entegre
hastalik yonetimi stratejisine uygun olarak dikim oncesi
ve dikim sonrasi kontrol yontemlerinin uygulanmasini
icermek durumdadir (Tjamos, 1993). Dikim oncesi
alinacak onlemler arasinda, dikimde V. dahlige
inokulumunun  distik oldugu ve D patotipinin
bulunmadigl alanlara yapilmasi ve Oozellikle hastalik
etmeninden ari fidanlarin  kullanimi 6nemli  yer
tutmaktadir. Ayrica, dikim materyalinin gogaltim veya
dikimi sirasinda V. dahliae’nin erken enfeksiyonlarindan
korunmasi da buyik onem tasimaktadir (Mercado-
Blanco ve ark., 2001; 2002).

Bitlin bu agiklamalardan, zeytinlerde V. dahliae’nin
neden oldugu solgunlugun onlenmesinde, etkili
olabilecek uygulamalar oldukga sinirlidir. Bazi kdltirel
uygulamalarla hastaligin  baskisi azaltilabilmektedir.
Hastaligin kontrolunde 6nemli olabilecek uygulamalar
arasinda, V. dahliae’ye dayanikli anag ve gesitlerin segimi
gelmektedir. Bu nedenle, hastalikla savagimda pek ¢ok
Ulkede, V. dahliae’ye dayanikll anag ve gesitlerin
saptanmasi, onemli bir arastirma alani olarak ortaya
ctkmistir. Bu dogrultuda, degisik Ulkelerde kdltirel ve
yabani  delice  zeytin  gesitlerinin  Verticillium
solgunluguna karsi konrollii kosullarda duyarliliklarinin
belirlenmesi icin pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu yonli
arastirmalar, pek cok llkede yapilmakla birlikte, agirlikh
olarak Akdeniz Bolgesindeki tlkelerde ydrittlmustdr.
Ispanya'da yiritilen iki aragtirmada 28 ve 42 olmak
Uzere toplam 70 yerel zeytin cesidi ile calsilmistir
(Garcia-Ruiz ve ark., 2014; 2015). Cesitlerin gogunlugu
V. dahliae’nin D patotipine karsi ylksek derece de
duyarli bulunmuslardir. Ik calismada 3, ikincisinde ise, 9
gesit hastaliga dayanikli tepki vermislerdir. Bu yonld
calismalar Tirkiye'de de yuritilmastir. llk calismada
45 (Erten, 2004), ikincisinde ise 26 (Yildiz ve ark.,
2009) olmak tizere toplam 71 yerel zeytin gesidi
kullanilmistir. Bu calismada ayrica bazi yabanci zeytin
gesitleri, yabani delice zeytin gesitleri ve klonlarina da
yer verilmistir. llk calismada, 4 yerel ve 2 yabanci gesit
ve | delice anac hastaliga dayanikli olarak
belirlenmistir. Diger calisma da ise, hastaliga karsi 6
cesit ylksek derecede dayanikli, 7 gesit ise dayanikli
tepkime vermistir. Bu yonli diger bir arastirmada, 19
yerel ve yabani gesitlerle calisiimistir. Sadece bir gesit ve
bir delice anaci hastaliga orta derecede duyarli
bulunmustur (Sesli ve ark., 2010).

Bu yonli calismalar farkl ilkelere ait zeytin gesitleriyle
de yapilmistir. 33 zeytin gesidi ile yiritllen galismada,
Ispanya kokenli 2 gesit (Changlot Real, Empeltre)
[talyan kokenli | ¢esit (Frontoio) hastaliga dayanikli
bulunmustur (Mortes-Moreno ve ark., 2006). Bu tip
testler Iran (Sanei ve Razavi, 2017) ve Misir'da da
(Hegazi El Said ve ark., 2012) yapilmistir. Iran’da yapilan
calismada, Koroneiki ve Kalamon cesitleri etmenin her
iki patotipine dayanikli bulunmustur. Misir'da 12 cesitle
yuritllen calismada Frontoio ve Cairo 7 hastaliktan en
az etkilenen 2 gesit olmustur.

Zeytin gesitlerinin V. dahliae’ye karsi duyarliliklari, bazi
tarla denemeleri ile de degerlendirilmistir. |1 zeytin
cesidi ile ylksek ve orta derecede bulasik iki tarlada
yuritllen denemede, Arbequina, Koroneiki, Sevillenca
ve Ozellikle Frontoio, Empeltre ve Changlot Real
gesitleri hastaliga yilksek derece de dayanilkli
bulunmuglardir (Trapero ve ark., 2013).

Degisik Ulkelerde bu yonlu yapilan testlerde, genel
olarak llke ekonomisinde onemli yeri olan cesitlerin
hastaliktan yliksek derecede etkilendikleri gérilmustdr.
Nitekim Ulkemizde yirdtilen ¢alismada da, yogun
olarak Uretimi yapilan ekonomik dnemdeki 5 gesitten,

Lopez-Escudero ve Mercado-Blanco, 2011; Tsror,
2011).
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Gemlik disindaki 4 cesit (Ayvalik, Domat, Memecik,
Uslu) hastaliga ylksek derce de duyarli tepkime
vermislerdir (Erten ve Yildiz, 2008). Bu nedenle, V.
dahliage’'nin D patotipinin  bulundugu topraklarda,
dayanikli anaglar Uzerine asilanmis ticari ve ekonomik
yeri olan gesitlerin yetistirilmesi, hastalikla savasim
agisindan ¢ok Gnemli bir uygulamadir. Hastaliga
dayanikli anaglar elde edebilmek igin, yerel zeytin
cesitleri disinda, yabani zeytin gesitleri Gzerinde de gok
sayida arastirma yapilmistir.  Bu yonld  yapilan
calismalarda da, hastaliga dayanikli cesitler elde
edilmistir (Bubici ve Cirulli, 2012; Colella ve ark., 2008;
Jimenez-Fernandez ve ark., 2016; Sanei ve Razavi,
2017).

Degisik llkelerde, hastaliga dayanikli gesitler ve yabani

zeytin cesitleri  Uzerine asilanmis  Snemli  zeytin
gesitlerinin - durumunu  belirleyen  calismalar da
yapiimisti.  Hastaliga duyarli Cornicabra gesidi,

hastaliga dayanikli Arbequina, Empeltre ve Frontoio
Uzerine asilanarak yapilan calismada, Frontoio ¢esidi
olumlu sonug vermistir (Soriano ve ark., 2003).
Frontoio Uzerine asilanan, hastaliga ylksek derecede
duyarli Coratina ve Leccino gesitleri, hastaliktan onemli
dlclide korunmuglardir (Bubici ve Cirulli, 2012).
Ulkemizde de, orta derecede duyarli Gemlik lizerine
asll, hastaliga ylksek derecede duyari Domat,
Manzanilla ve Uslu gesitlerinde hastaligin belirli dlglide
baskilandigi saptanmistir (Erten, 2004).

Bu calisma, zeytin bitkilerinde 6nemli hastaliklardan
birisi olan Verticillium solgunlugunun baskilanmasinda,
dayanikli anaglar tzerine agilanmis, ekonomik Gneme
sahip zeytin gesitlerinin hastalik karsisindaki durumlarini
ortaya koymayi amaglamistir.

MATERYAL ve YONTEM
Calismada, Bornova Zeytincilik Arastirma Enstitisl
tarafindan Kemalpasa'daki arazide 1968 yilinda

kurulmus olan 88 yerel ¢esit, bazi yabanci cesit ve
delice anaglarindan olusan Kolleksiyon bahgesindeki
zeytin  agaglarindan alinan celiklerden gelistirilen
fidanlar kullanilmistir.

Daha onceki calismalarla V. dahliae’nin virulent ve
yaprak dokimiine yol agan patotipi karsisinda farkl
diizeylerde dayaniklilik gosteren bazi delice anaglari
(D9, D36), yerel (Dilmit, Erdek Yaglik, Yiin Celebi) ve
yabanci (Frontoio, Arbequina) cesitleri, anag cesitler
olarak kullanilmistir (Erten, 2004; Erten ve Yildiz,
2008). Dayanikli anaglar {izerine, yine ayni kolleksiyon
bahgesindeki hastaliga duyarli ancak ekonomik zeytin
cesitlerinden (Ayvalik, Domat, Manzanilla, Memecik,
Uslu) asi materyali alinmistir.

Denemelerde kullanilan Verticillium dahliae izolati, Ege
Bolgesinde hastalikll  agaglardan alinan sirgiin  ve
dallardan izole edilen, 9 izolat iginde inokulasyondan 90
glin sonra %92.50 hastalik siddeti degeri ile one
ctkmisti. Daha sonra yapilan galismalarla bu izolatin
VCGIA grubunda yer aldigi ve yaprak doktiiren
patotip (T-1) ozellikleri tagidigi saptanmistir (Erten,
2004). Kiltir stoklarimizda korunan bu izolat, proje
kapsaminda yer alan tiim denemelerde kullanilmistir.
Belirli bir gelisme asamasina gelmis dayanikli klonal
delice anaglari ve cesitleri Gzerine, ekonomik dnemdeki
zeytin gesitlerinden (Ayvallk, Domat, Manzanilla,
Memecik, Uslu) asilama islemleri yapiimistir. Bu islemde
kabuk alti kalem asisi uygulanmistir. Bu gesitlerin bir yil
onceki sirglinlerinden alinan asi kalemleri ile yapilan
asllamalar sabahin erken saatlerinde gergeklestirilmistir.
Bu islemler Bornova Zeytincilik Arastirma Enstitlsu
elemanlari tarafindan yapilmistir. Asilanan bu fidanlarda

gelisme  donemi bakim
gerceklestirilmistir.

Denemelerde kullanilan V. dahlige fungusu sivi PD
ortamlarinda  gelistirilmistir.  Gelisen  kilturlerden
hazirlanan  spor  siispansiyonu,  2x10” spor/ml
yogunlugunda hazirlanmistir Bu bigimde hazirlanan
inokulumdan her saksiya 300 ml topraga igirme
biciminde uygulanmistir (Mercado-Blanco ve ark.,
2004).

Tdm uygulamalar 24 °C sicaklik 16 saat aydinlk
periyoduna ayarlanmis iklim odasina yerlestirilmis
bitkilere yapilmistir. Inokule edilmis fidanlar 6 ay sireyle
bu kosullarda tutulmustur. Degerlendirmelere, olusan
belirtiler dikkate alinarak, inokulasyondan 3 ay sonra
baslanmisti. Degerlendirmeler 0-5 skalasina gore
yapilmistir  (Erten, 2004; Yildz ve ark, 2019)
Denemelerde yer alan fidanlar bu skalaya gore
degerlendirilerek, hastalik siddetleri hesaplanmistir
(Levin ve ark., 2003). Ayrica, 5 skala degerine ulasan
bitki sayisi tUzerinde de bir degerlendirme yapilmistir.
Deneme materyali daha sonra, kosullari belirli dlglide
kontrol edilen iki plastik seraya aktarilmislardir. Sera
icerisine alinan bitkilerdeki hastalik gelisimlerini 6 ay
slireyle izlemeye alinmis ve bitkilerde goriilen hastalik
gikiglari ~ sera  denemelerine  benzer  sekilde
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere, JMP paket
programinda varyans analizi uygulanarak, Duncan
coklu karsilastirma yontemine gore degerlendirilmistir.

boyunca islemleri

BULGULAR ve TARTISMA

Bu amagla, ilgili bolimlerde verildigi gibi, V. dahliae’ye
dayanikli ve orta derecede duyarli bulunan bazi delice
anaglari, yerel ve yabanci gesitler lizerine, hastaliga cok
duyarli bulunan bazi zeytin gesitleri asilanarak elde
edilen fidanlarda, hastalik gelismesi izlenmistir. Ancak,
Dilmit ve Yiin Celebi gibi, bazi yerel gesitlerde, mevcut
agaclardan yeterli celik saglamada giclikler ve gerekse
celiklerin  bilinen  koklenme  zorluklari  nedeniyle
ongorilmesine ragmen, bunlardan yeterli diizeyde
fidan elde edilememistir. Agirlikli olarak, denemeler D-
9 ve D-36 klonal delice anaglari, Erdek yaglik gibi yerel,
Frontoi ve Arbequina gibi yabanci kokenli gesitler
Uzerine asilanmig fidanlarla  ydritdlmastir.  Bu
denemede, bu nedenlere bagli olarak her uygulama igin
5 ile 17 arasinda fidan kullanilmisti. Deneme dayanikli
anag ve gesitler Uzerine asili 332 fidanla yurittlmustir.
Bu denemelerde inokulasyondan 6 ve 12 ay sonra
yapilan  degerlendirme sonuglari  Cizelge I’de
verilmistir.

Cizelge |'de izlendigi gibi daha onceki ¢alismalarda,
dayanikli anag¢ olarak belirlenen D-36 (zerine 8,
dayanikli yerel cesitlerden Erdek yaglk (zerine 5,
Dilmit ve Yin celebi Uzerine 2’ser, dayanikli yabanci
gesit olarak belirlenen Frontoio ve Arbequina tzerine
sirasiyla 5 ve 3, orta derecede duyarli klonal anag
olarak belirlenen D-9 Ulzerine 5 olmak lzere, toplam
30 uygulama yapilmistir. Kontrol olarak ¢ok duyarli
Manzanilla zeytin gesidi kullaniimistir (Erten, 2004).
Kontrollu  kosullarda 6 ay sonra vyapilan
degerlendirmede, D-9 disinda, 6 anag ve gesit lizerine
asil 14 gesidin higbirisinde hastalik gelisimi olmamistir.
[k siray1 Frontoi Uzerine asili 5 cesit almistir. Onu 3’er
cesitle Erdek yaglk ve D-36 izlemistir. Arbequina,
Dilmit ve YUn gelebi tizerine asili birer cesitte solgunluk
gelisimi olmamistir (Cizelge. I).

Fidanlarin seraya aktarilmasindan 6 ay, inokulasyondan
|2 ay sonra yapilan son degerlendirmede de onemli bir
degisiklik saptanmamistir. Yine, Frontoi 3 c¢esit ile
birinci ve Erdek yaglik 2 gesitle ikinci sirayr almistir. Bu 2
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Cizelge |. Dayanikli anaglar Gzerine asili bazi zeytin gesitlerinde Verticillium solgunluguna karsi belirlenen hastalik

siddeti degerleri ve kurumus bitki oranlar

Inokulasyon sonrasi

6.AY (iklim Odasi) 12.AY (Sera)
Anag ve Gesitler ?i?ifit:tlgk(%) biete o (%) ls-li?ifit:tlgk(%) Biete o (%)
Kontrol (Manzanilla) 91.67 91.67 91.67 91.67
D-9-Uslu 71.67 a 60.00 86.67 a 80.00
Erdek yaglik-Memecik 40.00 b 33.33 41.67 bc 41.67
Arbequina-Manzanilla 34.44 bc 14.29 33.33 bede 28.97
D-9-Memecik 33.33b 25.00 35.00 bed 33.33
D—9-Domat 31.67 bcd 25.00 33.33 bede 33.33
D-9-Gemlik 28.33 bcde 25.00 31.67 bcde 25.00
Dilmit-Gemlik 23.33 bedef 14.29 23.33 bede 14.29
Arbequina-Ayvalik 20.00 bcdef 16.67 [8.34 bcde 18.18
D-36-Memecik 20.00 bcdef 18.18 28.33 bede 25.00
D-36-Ayvalik 20.00 bcdef 16.67 33.33 bede 33.33
D-9-Ayvalik 16.67 bedef 16.67 33.33 bede 33.33
D-36-Erkence 8.33 cdef 8.33 8.33 cde 8.33
D-36-Domat 8.33 cdef 8.33 16.67 bcde 16.67
D-36-Gemlik 8.00 def 6.25 20.00 bede 18.75
Erdek yaglik-Gemlik 3.33f 0.00 8.33 de 0.00
Yingelebi-Memecik .67 f 0.00 8.33 de 0.00
Dilmit-Domat 0.00 ef 0.00 0.00 de 0.00
D-36-Uslu 0.00 f 0.00 8.33 cde 8.33
D-36-Manzanilla 0.00 f 0.00 [3.33 bde 8.33
Erdek yaghk-Domat 0.00 f 0.00 0.00 e 0.00
D-36-Dilmit 0.00 f 0.00 0.00 e 0.00
Erdek yaglik-Ayvalik 0.00 f 0.00 0.00 e 0.00
Arbequina-Gemlik 0.00 f 0.00 3.33 cde 0.00
Frontoio-Ayvalik 0.00 f 0.00 8.33 cde 8.33
Frontoio-Domat 0.00 f 0.00 0.00 e 0.00
Frontoio-Gemlik 0.00 f 0.00 0.00 de 0.00
Frontoio-Manzanilla 0.00 f 0.00 .67 e 0.00
Frontoio-Memecik 0.00 f 0.00 0.00 e 0.00
Yingelebi-Domat 0.00f 0.00 0.00 e 0.00
Erdek yaglik-Uslu 0.00 f 0.00 6.67 cde 0.00
anaci, birer gesitle D-36, Dilmit ve Yin gelebi anaglari  Uretilen  fidanlarda, solgunlugun  baskilanmasinda

izlemistir (Sekil | ve 2).

Cok sayida gesitle calisilan, D-36, D-9, Erdek yaglik ve
Frontoi dayanikli anag ve gesitler lizerinden genel bir
degerlendirme  yapildiginda,  Frontoi  hastalig
baskilamada ilk sirayi almis, onu Erdek yaglk ve D-36
klonal delice anaci izlemistir. Koklenme sorunlari
nedeniyle, Dilmit ve Yin celebi anaglariyla, az sayida
cesitle calisilmisti.  Ancak, bunlar da hastaligin
baskilanmasinda, olduk¢a etkin anaglar olarak
belirlenmistir.

Diger yandan bazi dayanikli ve orta derecede duyarli
klonal delice anag ve gesitleri izerine, Dilmit, Erkence
ve Gemlik gibi dayanikli ve orta derecede duyarl
cesitlerin asilandigi bazi fidanlar da V. dahliae’ye karsi
testlenmisti.  D-9, D-36 klonal delice anaglari,
Arbequina, Erdek yaglik ve Frontoio lzerine agirlikl
olarak, Gemlik ¢esidi asilanmistir. Ozellikle, Frontoi +
Gemlik, D-36 + Dilmit, Arbequine + Gemlik bigiminde

oldukga olumlu sonuglar alinmistir (Sekil 2).

Pek ¢ok llkede, zeytinlerde V. dahliae’'nin olusturdugu
solgunlugun  kontrolunde,  dayanikli  cesitlerin
saptanmasi yaninda, dayanikli anag ve gesitler lzerine,
ekonomik ancak hastaliga duyarli zeytin cesitleri
asllanarak, sonuglar  degerlendirilmisti. ~ Yapilan
calismalarda (ABD), V. dahliae’ye dayanikli olarak
belirlenen Oblango lizerine asilanan duyarli Manzanilla
ve Sevillano gesitlerinde hastalik gelisimi Snemli dlglide

baskilanmistir  (Hartmann ve ark., 1971). Yine
Yunanistan'da, V. dahliage’ye dayanikh  bulunan
Oblango’nun 113 nolu klonu lizerine duyarl

Konservolia gesidi asilandiginda da benzer sonuglara
ulasilmistir (Tjamos ve ark., 1985). Ispanyada V.
dahliae’nin  yaprak dokimine yol agan patotipi
karsisinda dayanikli bulunan, Arbequina, Frontoio ve
Empeltre cesitleri lzerine, ¢ok duyarli Cornicabra
cesidi asilanarak yapilan testlerde, Frontoi, hastaligi en
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ylksek dlzeyde baskilayan gesit olmustur. (Soriano ve
ark., 2003). Nitekim c¢alisgmamizda da Frontoi lizerine
asili Ayvalik, Manzanilla, Domat ve Memecik gibi
hastaliga karsi cok duyarli gesitlerde hastalik gok yiiksek
diizeyde baskilanmistir (Cizelge 1).

Bu calisma, daha o6nce belirtildigi gibi, 2004 yilinda
tamamlanmis bir arastirmada V. dahlige’ye dayanikl
bazi ana¢ ve cesitler Uzerine, ekonomik 6nemdeki
hastaliga duyarli zeytin gesitleri asilanarak yetistirilen
fidanlarla ydritilmustir. Bu denemelerin ilkinde 45
(Erten, 2004) cesitle calisiimis ve | anag ve 4 yerel
zeytin gesidi hastaliga dayanikli bulunmustur. Bu galisma
konusunu olusturan arastirmada da; bu galismalardan
basarili olan anag ve kalemlerden yapilan asi calismalari
sonucunda segilen 30 uygulama ve 332 fidan ile testler
yurGtilmastur.  Arastirma  bulgularinda, Frontoi ve
Erdek yaglk lizerine asili duyarli gesitlerde hastaligin
onemli Olglide baskilandigi goriilmektedir. Calisma
sonucunda, bundan sonra yapilacak bu yonli
arastirmalar icin bazi 6neriler yapmak gerekirse, one
cikan asili fidanlarin, patojen yogunluguna gore farklilik
gosteren bahgelerde denemelerinin yapilmasidir. Bu
calismalar, bazi Ureticilerin de katki verecegi bir izleme
stirecinde bahcgedeki fidanlarda yiriitilip, hastaligin
seyri takip edilebilir.Diger yandan ilk galismada 45 yerel
cesit icinde | anag ve 4 yerel zeytin ¢esidi hastaliga

dayanikli bulunmasina karsin (Erten, 2004),daha sonra
26 yerel zeytin gesidi ile yiritilen diger bir ¢alismada
(Yildiz ve ark., 2009),hastaliga yiksek derecede
(HR) 6 ve dayanikli (R) 7 gesit saptanmustir.

dayanikli

Bunlar iginden segilen bazi uygun cgesitler Uzerine,
hastaliga duyarli gesitler asilanarak bu yonli calismalar
strdirilmelidir.  Degisik  ulkelerde oldugu  gibi,
Ulkemizde de ekonomik 6nemdeki zeytin gesitlerinin
hastaliga ylksek derecede duyarli olmalari nedeniyle,
bu yonlu uygulamalarin yapiimasi kaginilmazdir.

Bu dogrultuda vydritilen galigmalarla, Ulkemizde
zeytinlerde o6nemli kayiplara yol agan Verticillium
solgunlugunun ~ onemli  Olglide  baskilanabilecegi
degerlendirilmelidir.
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