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Determination of Seed-borne Fungi in Some Sunflower Genotypes
Showing Different Tolerance Degree Against Downy Mildew Disease

Mustafa ARAP' Nuray OZER? Harun BAYRAKTAR?

'Deniz Tarim LTD., Muratl, Tekirdag
2Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakdiltesi, Bitki Koruma Balimdi, Tekirdag
3Ankara Universitesi, Ziraat Fakltesi, Bitki Koruma Bolimu, Ankara

ABSTRACT

Identification of fungi species on pericarps and seeds of sunflower genotypes, which were sensitive and highly tolerant against
downy mildew, and determination of their pathogenicities were aimed in this study. Alternaria alternata was determined in
seeds and perikarps of all sensitive genotypes. The presence of Alternaria infectoria, Bipolaris cynodondis, Cladosporium
cladosporioides and Fusarium oxysporum differed to genotypes, pericarps and seeds. The highest pericarp and seed rate
contaminated with fungi was recorded on 2517-A (19%) and 9728-A (16%), respectively. It was determined that pericarp
and seeds of genotypes highly tolerant to downy mildew were commonly contaminated with Fusarium culmorum, and also A.
alternata and A. infectoria were found in a few genotypes. Among the highly tolerant genotypes, pericarps and seeds of |3-
TR-001 and TTAE-13-19, respectively, were contaminated with fungi at the highest rate. In pathogenicity tests by inoculation
of pericarps with seeds with fungi species, A. alternata, A. infectoria, B. cynodontis, C. cladosporioides, F. culmorum and F.
oxysporum caused disease severity in seedlings at the rates reaching to 33.03%, 22.7%, 30.7%, 26.47%, 52.03% and 38.7%,
respectively.

Keywords: Sunflower (Helianthus annuus L.), sunflower genotypes, seed-borne fungi, pathogenicity
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Mildiy6 Hastaligina Karsi Farkli Tolerans Derecelerindeki Bazi Aycicegi Genotiplerinde Tohum Kokenli
Funguslarin Belirlenmesi

Bu calismada aygicegi mildiyost hastaligina karsi hassas ve yiiksek derecede tolerant olan genotiplerin perikarp ve
tohumlarinda bulunan fungus tiirlerinin tanilanmasi ve patojenisitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismada Alternaria
alternata hassas genotiplerin timiniin tohum ve perikarplarinda tespit edilmistir. Alternaria infectoria, Bipolaris cynodondis,
Cladosporium cladosporioides ve Fusarium oxysporum’un varligi genotiplere, perikarp ve tohum kisimlarina gore farklilik
gostermistir. Funguslarla bulasik en ylksek perikarp ve tohum orani sirasiyla 2517-A (%19) ve 9728-A (%1 6) genotiplerinde
olmustur. Aycicegi mildiyosiine yiiksek derecede tolerant genotiplerin perikarp ve tohumlarinin yaygin olarak Fusarium
culmorum ile bulasik oldugu ayrica az sayida genotipte A. alternata ve A. infectoria’nin da bulundugu belirlenmistir. Yiiksek
derecede tolerant genotipler arasinda 13-TR-001 ve TTAE-13-19un sirasiyla perikarp ve tohumlarinin fungal organizmalarla
en yliksek oranda bulagik oldugu belirlenmistir. izole edilen fungus tiirlerinin tohum iceren perikarba inokulasyonu seklinde
gerceklestirilen patojenisite testlerinde A. alternata, A. infectoria, B. cynodondis, C. cladosporioides, F. culmorum ve F. oxysporum
fidelerde sirasiyla %33.03, %22.7, %30.7, %26.47, %52.03 ve 9%38.7’ye ulagan oranlarda hastalik siddeti olusturmuslardir.
Anahtar kelimeler: Aycicegi (Helianthus annuus L.), aycicegi genotipleri, tohum kokenli funguslar, patojenisite

GIiRiS yagin Uretimini artirmak da Onem tagimaktadir.

Diinya nufusunun hizli artisiyla birlikte, artan nlfusun
ihtiyaglarini karsilamak her gegen glin zorlagsmakta,
sinirl olan tarim arazilerinde daha yiksek verim ve
kalitenin elde edilmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu baglamda insanin temel ihtiyag maddelerinden olan
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Diinyada bitkisel yaglar soya, palmiye, kanola, aygicegi,
fistik, pamuk ve zeytinden karsilanmaktadir. Ulkemizde
bitkisel yagin hammaddesi olan aygicegi (Helianthus
annuus L.) ekonomik degeri oldukga yliksek bir yag
bitkisidir. Aygicegi tohumlarinin %40 ile %60 arasinda
yag icermesi nedeniyle tarimsal Uretimdeki nemi glin
gegtikge artmaktadir.

Diinyada aygigegi Uretim alani 2019 yili verilerine gore
27 368 766 ha ve uretim miktari ise 56 072 746 tondur.
Diinyada 2019 yilinda Uretimde ilk sirayr 15 379 284
ton ile Rusya, ikinci siray1 15 254 120 ton ile Ukranya,
Uguncu sirayr 3 825 750 ton ile Arjantin almaktadir.
Ulkemiz ise 754 693 ha alan ile diinya siralamasinda 10.
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Cizelge 2. Denemelerde kullanilan aygigegi genotipleri

Ornek No Hassas Ornek No Yiiksek derecede tolerant
I 2453-A 6 TTAE-13-19

2 9728-A 7 I3-TR-009

3 9725-A 8 TTAE-13-9

4 2517-A 9 [1-TR-0I5

5 9178-A 10 3-TR-001

sirada olmakla birlikte 2 100 000 ton Uretim ile 7. sirada
bulunmaktadir (FAO 2019).

Aysiceginde gerek yeterli yagis miktarinin alinamamasi
gerekse yapilan yanlis uygulamalara bagl iklimsel verim
kayiplari  yasanmaktadir. Fakat bunun haricinde
ayciceginde basta fungal hastaliklar olmak tizere yabanci
ot sorunu ve diger hastalik ve zararlilar bulunmaktadir.
Ayciceginin en onemli fungal hastaliginin Plasmopara
halstedii  (Farl.) Berlet and de Toni tarafindan
olusturulan aygicegi mildiyosu oldugu bildirilmektedir
(Viranyi ve Spring, 201 |). Bu ylzden giinimizde hala
aygicegi mildiyosiine dayanikli hatlar gelistiriimeye
calisilmaktadir. Ancak gelistirilen bu dayanikli hatlarda
tohum kokenli fungal hastaliklar nedeniyle gikis 6ncesi
ve sonrasi olimler gorilmektedir.

Ulkemizde aycicegi tohumlarinda bulunan fungal
organizmalarin tespiti konusunda sadece bir ¢alisma ile
karsilasiimistir (Aktas ve ark., 2001). Bu galismada ok
sayida fungal organizma (Acromoniella spp., Alternaira
spp., Arthrobotrys spp., Aspergillus spp., Botrytis spp.,
Cladosporium spp., Curvularia spp., Drechslera spp.,
Fusarium spp., Macrophomina spp., Mucor spp.,
Penicillium spp., Phoma spp., Rhizopus spp., Septonema
spp., Stemphylium spp., Trichoderma spp., Ulocladium
spp.) tespit edilmis, ancak bu fungal organizmalarin
patojenisiteleri belirlenmemistir.

Dis  llkelerde aygicegi tohumlarinda  bulunan
funguslarin tespitine yonelik aragtirmalar bulunmakla
beraber (Merriman ve Heathcote, 1978; Dawar ve
Ghaffar, 1991; Bhutta ve ark., 1997; Wu ve Wu, 2003;
Nahar ve ark., 2005; Rao, 2006; El-Azhary, 2008; Afzal
ve ark., 2010; Abdullah ve Al-Mosavi, 2010; Levic ve
ark., 2012; Ghoneem ve ark., 2014; El-Vakil, 2014;
Masirevic ve ark., 2014; Costa Nobre ve ark., 2015;
Irshad ve ark., 2017; Srinivas ve ark., 2017; Patil ve ark.,
2018), tohumlardan tespit edilen fungal etmenlerin
patojenisitelerine (Bhutta ve ark., 1997; Wu ve Wau,
2003; Afzal ve ark., 2010; Ghonem ve ark., 2014) ve
tohum enfeksiyonu ile gesitler arasindaki iligkilere
yonelik (Rao, 2006; El-Azhary, 2008; Abdullah ve EI-
Mosavi, 2010) az sayida arastirma ile karsilagilmistir.
Aygicegi tohumlar perikarp (tohum kabugu) iginde
bulunmaktadir. Danenin %45’ini olusturan perikarp diiz
ya da cizgili gri-siyah renkte olup 6zel kabuk kiricilariyla
kolaylikla  tohumdan  ayrilabilmektedir.  Aygicegi
mildiyosiline hassas ve ylksek derecede tolerant olan
genotiplerin perikarp ve tohumlari ile gergeklestirilen
bu calismada, tohum kokenli fungal organizmalarin

2

tespit edilmesi, patojenisitelerinin belirlenmesi ve
fungal etmenlerin  bulunma oranlar  agisindan
genotiplerin karsilagtiriimasi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Calismada kullanilan genotipler Edirne’de bulunan
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitisi’nden temin
edilmistir. S6z konusu Enstitli'niin uzun yillara dayanan
galismalar sonucunda mildiy6é hastaligina karsi yiiksek
derecede tolerant oldugunu bildirdikleri 5 genotip ve
hassas olarak belirttikleri 5 genotip olmak lizere toplam
[0 genotipe ait perikarp ve tohumlar (Cizelge I)
icerdikleri fungal organizmalar agisindan incelenmistir.

Farkh aycicegi genotiplerinin tohum ve
perikarbinda bulunan fungal organizmalarin
izolasyonu

Fungal etmenlerin tespiti amaciyla perikarp ile birlikte
tohumlar once %2’lik sodyum hipoklorit ile 7 dakika
sure ile sterilizasyona tabi tutulmus daha sonra 2 kez
steril saf sudan gegirilerek steril kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Steril bistlri yardimiyla perikarp ve
tohumlar ayrilarak iginde patates dekstroz agar (PDA)
iceren petri kaplarina yerlestiriimistir. Denemeler her
tekrarda | petri ve her petride 10 adet tohum ya da
perikarp bulunacak sekilde 10 tekrarli olarak tesadif
parselleri deneme deseninde yliritilmis toplamda her
bir genotipten 100’er adet tohum ve perikarp kiiltiire
alinmistir. Perikarp ve tohumlari iceren petriler 23
°C’de karanlikta 7 glin siire ile inkiibasyona birakilmis,
bu slire sonunda gelisen funguslar konidi ve konidiofor
yapilarina ve besi ortamlarindaki koloni gelisimlerine
gore cins diizeyinde tanilanarak gruplandinilimistir (Ellis,
|976; Domsch ve ark., 1980; Watanabe, 2002;
Woudenberg ve ark., 2013; Lawrence ve ark., 2014).
Aspergillus  spp., Penicillium spp. ve Rhizopus spp.
saprofit olarak degerlendirilmistir. Tanilama slirecinde
PDA disinda patates havug agar (PCA), malt ekstrakt
agar (MEA) ve sebze suyu (V8) agar kullanilmistir.
Hassas ve yiksek derecede tolerant genotiplerden
elde edilerek cins diizeyinde gruplandinlmis izolatlarin
tek spor izolasyonlari yapilmistir, daha sonra PDA besi
ortami igeren tiiplere alinarak +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir.

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022
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Sekil 1. Aygicegi fidelerinde fungal etmenlerin
olusturdugu hastalik siddeti igin olusturulan skala.

'
fad

(el

Patojenisite testleri

Patojenisite testlerinde tek spor olarak elde edilen
cinslere ait gruplardan, enfekteli tohum oranlari dikkate
alinarak tesadif olarak segilen izolatlar kullanilmistir.
Testler en yiiksek ve en distik diizeyde bulasik bulunan
2 genotipte gergeklestirilmistir. Tohumlar perikarbi ile
birlikte, segilen izolatlarin spor susplnsiyonu ile
inokule edilmistir. Inokulasyon sirasinda Alternaria spp.
ve Bipolaris sp. i¢in | X 10° konidi/ml (Noelting ve ark.,
2012; Tanahashi ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2017);
Fusarium spp. ve Cladosporium sp. i¢in 10¢ konidi/ml
(Palou ve ark., 2016; Touati-Hattab ve ark., 2016;

Tetorya ve Rajam, 2018) konsantrasyonlari
kullanilmistir. ~ Fungal  organizmalarin  izolasyonu
boliminde  belirtildigi  sekilde  steril  edilen

tohum-+perikarp konidi stispansiyonlar igine alinarak
Uzerine 10 pl Tween 20 damlatiimig ve | saat sire ile
sallayicida galkalanmistir. Calkalanma sonunda  steril
kurutma kagitlarinin  Uzerinde 5 dakika siire ile
kurutulan perikarpli tohumlar, icinde steril su ile
islatiimis 4 kat kurutma kagidi bulunan petrilere her
petriye 10 adet olacak sekilde yerlestirilmistir.
Denemeler 10 tekrarli olarak (her tekrarda bir petri)
tesadif  parselleri ~ deneme  desenine  gore
yUritulmustdr.

Perikarbi ile birlikte inokule edilen tohumlar | hafta
stire ile 23 °C’de karanlikta inkiibasyona birakildiktan
sonra fidelerde farkli belirtiler gézlendigi ve daha once
verilen herhangi bir skala bulunmadigi igin tarafimizdan
olusturulan 0-3 skalasi kullanilarak degerlendirilmistir
(0: Saglikli, 1: Cimlenme var, ancak kok uglari
kahverengilesmis, 2: Cimlenme var, perikarp fungus
tarafindan kolonize olmus, 3: Cimlenme yok, perikarp
ve tohum fungus tarafindan tamamen kolonize olmus)
(Sekil 1). inkiibasyon déneminden sonra olusan hastalik
siddeti ise Towsend-Heuberger formili yardimiyla
hesaplanmistir (Karman 1971).

Fungus tiirlerinin teshisi

Molekiiler teshise temel olmasi agisindan mikroskobik
gorunliimleri ve koloni gelisimlerine gore gruplara
ayrilan izolatlardan ylksek dizeyde patojen olanlari
secilerek PCA, PDA, V8 ve MEA besi ortamlarinda

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022

gelisme hizlan Olglilmistir. Gelisme hizini 6lgmek igin
PDA besi ortaminda gelistirilen izolatlardan mantar
deliciile 0.7 cm gapinda agar disk alinarak belirtilen besi
ortamlarina aktarildiktan sonra 23 °C’de karanlikta
inkiibasyona birakilmis ve 3., 5., 10. ve |5. glinlerde
koloni caplar belirlenmistir. Her bir izolat ve besi
ortami igin 3 tekrar yapilmistir. Ayrica s6z konusu
izolatlarin konidi boyutlari ve her bir besi ortamindaki
koloni gelisimleri belirlenmis, DNA ekstraksiyonu, PCR
amplifikasyonu ve DNA dizi analizi igin Namik Kemal
Universitesi NABILTEM laboratuarina génderilmistir.
Elde edilen sekanslar NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’ de BLAST analizi ile
incelenerek tir teshisleri gergeklestirilmistir.
Calismamizda, fungus tdrlerinin tohum ve perikarp
kisimlarinda bulunma oranlari ve patojenisite testleri
sonucunda elde edilen degerler SPSS programi
kullanilarak tek yonlu varyans analizine tabii tutulmus,
ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD testine (P = 0.05)
gore karsilastiriimistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Farkh aycicegi genotiplerinin tohum ve
perikarbinda tespit edilen fungus tirleri
Calismamizda kullanilan mildiy6 hastaligina karsi hassas
genotiplerde yapilan incelemeler sonucunda, tohum ve
perikarpta alternata tlr grubundan Alternaria alternata,
infectoria tir grubundan Alternaria infectoria, ayrica
Bipolaris cynodontis, Cladosporium cladosporioides ve
Fusarium oxysporum olmak tzere 5 farkli fungus tiri
tespit edilmistir (Cizelge 2). izole edilen fungus tiirleri
arasinda A. alternata tim genotiplerde belirlenmis, en
yUksek enfekteli perikarp orani (%17) 4 no’lu genotipte
olmus, bu genotipte s6z konusu tiir ile enfekteli tohum
ve perikarp orani arasindaki farkliik  Snemli
bulunmustur. Diger genotiplerde enfekteli perikarp ve
tohum orani arasinda istatistiki bir farkllik olmamis,
etmen %2 ile %6 arasinda degisen oranlarda tespit
edilmistir. A. infectoria, | ve 2 no’lu genotiplerin hem
tohum hem de perikarp kisminda, 3 ve 4 nolu
genotiplerin sirasiyla perikarp ve tohum kisminda
bulunmustur. 3 no’lu genotipin tohum kismi s6z konusu
fungus tirind icermemis bu durum istatistiki olarak
onemli olmustur. Bipolaris cynodontis 2 ve 3 no’lu
genotiplerin  sadece tohumlarinda tespit edilmis,
perikarp kisminin  bu fungusla bulagik olmadig
gorilmustlr. C. cladosporioides | no’lu genotipin ve F.
oxysporum ise 3 ve 4 no’lu genotiplerin hem tohum hem
de perikarp kisimlarinda tespit edilmislerdir. C.
cladospoiroides igin | no’lu genotipte, F. oxysporum igin
4 no’lu genotipte enfekteli tohum ve perikarp oranlari
arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli olmustur.
Aygicegi mildiyosiine karsi hassas olan genotipler
toplam fungus agisindan degerlendirildiginde 4 no’lu
genotipin (tohum + perikarp) digerlerine gére daha
ylksek oranda bulasik oldugu gorilmistur.
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Cizelge 2. Aycicegi mildiyostine karsi hassas genotiplerde fungus tirleri ile bulagik tohum ve perikarp oranlari (%
g yGices! )4 8 P g p P

Genotip
| 2 3 4 5

(2453-A) (9728-A) (9725-A) (2517-A) (9178-A)
Fungus tiirleri Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp
Alternaria alternata 5.0b* 4.0b 5.0b 6.0b 0.0b 2.0b 6.0b 17.0a 3.0b 4.0b
Alternaria infectoria 4.0ab 1.0b 8.0a 3.0ab 0.0b 8.0a 2.0b 0.0b 0.0b 0.0b
Bipolaris cynodondis 0.0b 0.0b 3.0ab 0.0b 6.0a 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b
C. cladosporioides 5.0a 1.0b 0.0b 3.0ab |.0b 0.0b 0.0b 1.0b 0.0b 0.0b
Fusarium oxysporum  0.0b 0.0b 0.0b 0.0b |.0b 2.0ab 6.0a 1.0b 0.0b 0.0b
Toplam 14 6 16 12 8 12 14 19 3 4

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Ayni sirada farkli harflerle gésterilen degerler arasindaki farkliliklar LSD testine gore

onemlidir (P = 0.05).

Cizelge 3. Aycigegi mildiyosiine karsi yliksek derecede tolerant genotiplerde fungus tiirleri ile bulasik tohum kisimlari (%)

Genotip
6 7 8 9 10

(TTAE-13-19) (13-TR-009) (TTAE-13-9) (I1-TR-015 (13-TR-001)
Fungus tiirleri Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp Tohum  Perikarp
Alternaria alternata 0.0*b 1.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 2.0b 2.0b 4.0ab 7.0a
Alternaria infectoria 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 0.0b 1.0b
Fusarium culmorum ~ 6.0ab 0.0c 3.0bc |.0bc 1.0bc 9.0a 2.0bc |.0bc 0.0c I'1.0a
Toplam 6 | 3 | | 9 4 3 4 19

*: Her deger 10 tekrarin ortalamasidir. Ayni sirada farkli harflerle gésterilen degerler arasindaki farkliliklar LSD testine gore

onemlidir (P = 0.05)

Mildiyoye yiksek derecede tolerant oldugu bilinen
genotiplerde yapilan incelemeler sonucunda ise A.
alternata, A. infectoria ve Fusarium culmorum olmak
Uzere 3 tlr tespit edilmistir. Bunlar arasinda F.
culmorum’un tiim genotiplerde, A. alternata’nin 7 ve 8
no’lu genotipler harig diger genotiplerde, A.
infectoria’nin ise sadece 10 no’lu genotipin perikarp
kisminda %1 oraninda bulundugu gorilmistir (Cizelge
3). Tespit edilen tirlerden A. alternata ile en yiiksek
bulasikliik orani (%7) 10 no’lu genotipin perikarp
kisminda olmus ancak enfekteli tohum orani ile
arasindaki farklilik onemli bulunmamustir. Diger tirlerle
kiyaslandiginda en yiiksek bulasiklilik orani F. culmorum
ile gozlenmis, 8 ve 10 no’lu genotiplerin perikarplarinin
sirastyla %9 ve %I | arasinda fungusla bulasik oldugu
belirlenmistir. Her iki genotipte s6z konusu etmenle
bulasik perikarp orani, bulasik tohum oranina goére
onemli derecede yuksek olmustur. Fungus ayrica 6
no’lu genotipte tohum kisminda, perikarp kismina gore
onemli derecede yliksek oranda izole edilmistir. Bu
grupta toplam fungus tirleri degerlendirildiginde en
yUksek bulasik tohum ve perikarp oranlarinin sirasiyla 6
ve 10 no’lu genotiplerde bulundugu, 7 no’lu genotipin
(tohum + perikarp) genel olarak funguslarla en diistik
oranda bulasik oldugu gortlmustar.

Calismamizda izole edilen tiirlerden A. alternata, gerek
Ulkemizde  gerekse  dis  Ulkelerde  aygicegi
tohumlarindan izole edilmistir. Dis llkelerde yapilan
calismalardan sadece Tayvan'da etmen ile bulasik
tohum orani %99’a ulasmis (Wu ve Wu, 2003),
llkemiz dahil diger tim Ulkelerde bulasik tohum orani
%1.3 ile %35.3 arasinda degismistir (Dawar ve Ghaffar,

4

1991; Aktas ve ark., 2001; Nahar ve ark., 2005; Rao,
2006; Abdullah ve El-Mosavi, 2010; Ghoneem ve ark.,
2014; El-Vakil, 2014; Irshad ve ark, 2017).
Arastirmamizda aygigegi mildiyosiine hassas ve yliksek
derecede tolerant genotiplerin perikarp ve tohumlari
kullanilmig, s6z konusu etmenin bulunma orani
maksimum %17 olmustur.

Tarafimizdan tespit edilen tirlerden en yiksek %8
oraninda bulunan A. infectoria’nin aygigegi tohum ya da
perikarplarinda bulunduguna dair bir arastirma ile
karsilagilmamistir.  Yine calismamizda izole edilen
turlerden C. cladosporioides, F. culmorum ve F.
oxysporum daha once yapilan galismalarda da dustk
oranlarda (sirasiyla 9%60.5-4.56, %1-3 ve % 0.23-5.71)
izole edilmis olup (Aktas, 2001; Nahar ve ark., 2005;
Abdullah ve Al-Mosavi, 2010; Bhutta ve ark., 2014;
Ghoneem ve ark., 2014; Irshad ve ark., 2017), sadece
bir calismada F. oxysporum ile enfekteli tohum orani
maksimum %19 olarak belirlenmistir (El-Vakil, 2014).
Dis ulkelerde aygicegi perikarp ve tohum kisimlarinin
ayri ayri ele alindig iki arastirma ile karsilagilmistir.
Bunlardan Nahar ve ark. (2005) tarafindan yapilan
calismada sadece yiksek oranda funguslarla bulagiklilik
gosteren oOrnekler incelenmis, F. solani’nin  tohum
kisminda  bulundugu, Macrophomina  phaseoling,
Rhizoctonia solani ve Trichoderma harzianum’un hem
tohum hem de perikarp kisminda bulunabildigi
bildirilmistir. Diger calismada (Rao, 2006) ise izole
edilen fungus tiirlerinden A. alternata, A. helianthi ve
Rhizoctonia bataticola’nin  hem perikarp hem de
tohumlarda bulundugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. iki farkli aycicegi genotipinde Alternaria tiirlerine ait izolatlarin fidelerde olusturduklari hastalik siddeti

(£ Standart hata)

Genotip A. alternata A. infectoria

No izolat No  Hastalik siddeti (%) izolat No  Hastalik siddeti (%)
4 | 29.03+£235ab* [SA 1251 £291 bc
7 27.03 £3.4l ab 631 £1.07c
4 6 2770 £ 1.49 ab 3 [3.14%£2.16b
7 30.70 £ 1.87 ab 2270£2.37a
4 17 33.03£3.55a

7 30.03£298ab

4 25 2737 £23%ab

7 31.70 £ 1.68 ab

4 3 31.03£1.99ab

7 2937 £2.84ab

4 9 2403£2.11b

7 28.70 £2.76 ab

4 45 2470£2.37ab

7 29.70£1.92ab

4 53 2837 % 1.44ab

7 29.03 £2.69 ab

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Her slitunda degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik LSD testine gore istatistiki

olarak 6nemlidir (P < 0.05).

Arastirmamizda tespit edilen A. infectoria, C.
cladosporioides, B. cynodontis, F. culmorum ve F.
oxysporum’'un tohum ya da perikarpta bulunma
durumlari ilk kez incelenmistir. Yine izole edilen fungus
tirlerinin genelde perikarp ve tohum kisimlarinda
degisen oranlarda bulundugu, her tiiriin en az bir
genotipin tohum ya da perikarp kisminda onemli
derecede yiksek oranda bulundugu gozlenmistir.
Calismamizda farkl fungus turleri ile bulasik tohum ve
perikarp oranlari genotiplere gore farklilik gostermistir.
izole edilen tiirler arasinda A. alternata aycicegi
mildiyosiine  hassas olan  genotiplerin  tlimiinde
gorilmesine  karsin, ylksek derecede tolerant
genotiplerin 3 tanesinde bulunmustur. Yine A. infectoria
5 nolu genotip harig, hassas tim genotiplerin tohum ya
da perikarbindan izole edilmis, ylksek derecede
tolerant genotiplerde ise sadece [0 no’lu genotipin
perikarp kisminda %! oraninda tespit edilmistir. Buna
karsin hassas genotiplerde bulunmamasina karsin
ylUksek derecede tolerant genotiplerde %! 1’e varan
oranlarda F. culmorum izole edilmistir. Daha once
yapilan calismalarda her ne kadar mildiyo hastaligina
karsi reaksiyonlari dikkate alinmasa da fungal
etmenlerin tohumda bulunma oranlarinin gesitlere
gore farklilik gosterdigi bildiriimektedir (Wu ve Wu,
2003; El-Ezhary, 2008; Abdullah ve El-Mosavi, 2010;
Patil ve ark., 2018).

Tespit edilen funguslarin patojenisiteleri

A. alternata ile bulagik tohum ve perikarp oranlarina
gore tesadifi olarak segilen 8 izolat ile 2 farkli genotipte
[4: En ylksek oranda bulagik-Hassas), 7: En disik
oranda bulasik (Yuksek derecede tolerant)] yuritilen
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patojenisite testlerinde en yiksek hastalik siddeti
(%33.03) 17 no’lu izolat 4 numarali genotipe inokule
edildiginde olmustur (Cizelge 4). En duslk hastalik
siddeti ise 42 numarall izolat tarafindan 4 numarali
genotipte (%24.03) olusturulmustur. Bu iki izolat
arasindaki farklilik istatistiki olarak onemli bulunmus,
ancak |7 nolu izolat ile diger izolatlar arasinda hastalik
siddeti agisindan onemli bir farkliik olusmamistir. A.
infectoria izolatlari tarafindan olusturulan hastalik
siddeti 4 numarali genotipte o6nemli bir farklilik
gostermezken, 7 numarali genotipte izolatlar arasinda
onemli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. A. infectoria
izolatlarinda 31 no’lu izolat 7 nolu genotipte Snemli
derecede daha yiiksek bir hastalik siddetine neden
olmus, I5A izolati ise her iki genotipte de disuk
hastalik siddeti meydana getirmistir.

iki aycicegi genotipinde olusturduklari hastalik siddeti
agisindan Bipolaris cynodontis’in 8 ve |3 no’lu izolatlari
incelendiginde (Cizelge 5) 8 no’lu izolatin 13 no’lu
izolata gore her iki genotipte de daha ylksek hastalik
siddeti olusturdugu belirlenmistir. Her iki izolatin
olusturdugu hastalik siddeti agisindan genotipler
arasinda onemli bir farkliik bulunmamistir. Fusarium
culmorum  sadece aygicegi mildiyosline  yiiksek
derecede tolerant genotiplerden izole edilse de 4 ve 7
numarall genotiplerde yliksek derecede patojen
bulunmustur. Test edilen izolatlardan 54 no’lu izolat
%52.03 ile 7 no’lu genotipte en ylksek hastalik siddetini
olusturmus, ayni izolatin 4 no’lu genotipte olusturdugu
hastalik siddeti arasinda onemli  bir farkhlik
gorilmemistir. Bununla birlikte 50 no’lu izolat 4 no’lu
genotipte 7 no’lu genotipe gore onemli derecede daha
yUksek hastalik siddetine neden olmus ayni genotip (4)

5
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Gizelge 5. Iki farklh aycicegi genotipinde Bipolaris cynodontis ve Fusarium tiirlerine ait izolatlarin fidelerde

olusturduklari hastalik siddeti (+ Standart hata)

Genotip  B. cynodontis  Hastalik F. culmorum Hastalik siddeti F. oxysporum Hastalik

No izolat No siddeti (%) izolat No (%) izolat No siddeti (%)

4 8 28.03 £1.63 a* 50 39.03£1.82b X 36.70 £2.28 a
7 30.70 £1.33a 29.03%1.95¢ 38.70 £4.03 a
4 13 19.37 £2.26 b 54 44.03 £3.95ab 4 16.37 £2.72 b
7 19.37 £2.93 b 5203 +£391 a 21.37 £1.55b

*: Her bir deger 10 tekrarin ortalamasidir. Her slitunda degisik harflerle gosterilen degerler arasindaki farklilik LSD testine gore istatistiki
olarak 6nemlidir (P = 0.05).

konidileri (e, f).

dikkate alindiginda 54 no’lu izolat ile ayni grupta yer
almistir. Fusarium oxysporum izolatlarindan 21 no’lu
izolat gesitlere gore istatistiki bir farklilik gostermeden
46 no’lu izolata gore daha yliksek hastalik siddeti
olusturmustur (Cizelge 5).

C. cladosporioides’e ait bir izolatla yapilan patojenisite
testleri sonucunda etmen 4 ve 7 nolu genotiplerde
sirasiyla ~ %26.47 ve %2245 hastalk  siddeti
olusturmustur. Etmenin patojenisitesi genotiplere gére
onemli derecede bir farklilik géstermemistir.

Daha 6nce yapilan galismalarda Afzal ve ark. (2010),
steril toprak karigimi bulunan saksilara A. alternata’nin
spor suspansliyonunu karistirarak gergeklestirdikleri
patojenisite testlerinde etmenin %10-12 arasinda fide
Olimlerine  neden  oldugunu  bildirmektedirler.
Galismamizda A. alternata izolatlarinin  olusturdugu
hastalik siddetinin daha ylksek oldugu gorilmistiir.
Ghoneem ve ark (2014) F. oxysporum’un tohuma
inokulasyonu seklinde gergeklestirdikleri patojenisite
testlerinde etmenin %15.3-%37.0 arasinda enfeksiyona
neden oldugunu belirtmektedirler. Arastirmamizda F.
oxysporum ile elde edilen sonuglar, s6z konusu
arastirmacinin sonuglari ile uyum igerisindedir. Bununla
birlikte aygigeginde F. oxysporum’un F. culmorum’a gore
daha virilent oldugunu ileri siren Bhutta ve ark
(1997)’nin aksine ¢alismamizda F. culmorum en ylksek
hastalik siddeti olusturan tir olmustur. Bu durumun,

patojenisite  testlerinde  kullanilan  genotipler,
inokulasyon  yontemleri ve izolatlar arasindaki
6

Sekil 2. Iternaria alternata’nin PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamindaki koloni gelisimi ve

50 pm

farkliiktan ileri geldigi dislintlmektedir. A. infectoria,
Bipolaris cynodontis ve C. cladosporioides‘in aygicegi
tohumlarinda patojenisitesine yonelik daha once
yapilmis bir calisma ile karsilasiimamistir.

izole edilen fungus tiirlerinin baz kiiltiirel ve
morfolojik 6zellikleri

Bu galismada, izole edilen 6 fungus tlrinin molekiler
analizleri  desteklemesi  agisindan  farkli  besi
ortamlarindaki koloni gelisimleri ve ayrica morfolojik
ozellikleri belirlenmistir.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.; fungus PDA, MEA ve
V8 besi ortamlarinda ortasi grimsi yesil, kenarlar
zeytuni yesil renkte gelismistir (Sekil 2a, c ve d). PCA
besi ortaminda ise koyu siyah renkte gelismis ve ¢ok az
hifsel gelisme gostermistir (Sekil 2b). Etmen PDA ve
MEA besi ortamlarinda ig ice gegmis daireler seklinde
bir koloni olusturmustur. Fungusun 15 glinlik
inlbasyon sonucunda gelisme hizlari, PDA’da 0.44
cm/glin, MEA’ta 0.35 cm/glin, PCA’da 0.86 cm/gin,
ve V8de 0.80 cm/giin olarak belirlenmistir. Etmenin
V8 ve PCA’daki gelisme hizi PDA ve MEA'ya gore daha
hizli olmustur. Konidileri basit konidioforlar lizerinde
zincir seklinde olusmus (Sekil 2e ve f), konidi boyu
[5.41-32.08 pm arasinda (ortalama 23.45 pm), eni
8.56-13.37 ym arasinda (ortalama 9.30 ym) olmustur.
Etmenin BLAST analizi sonucunda Gen Bankasinda
bulunan ok sayida A. dlternata izolatina (Ornek
Accession No: KY367499.2, MF281351.2,
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konidileri (f).

Sekil 4. Bipolaris cynodontis’in PDA (a

MF281325.2, KY676196.1,
oraninda benzer bulunmustur.
Alternaria infectoria E.G. Simmons [eseyli formu: Lewia
infectoria (Fuckel) M. E. Barr &E. G. Simmons]: Etmen
PDA besi ortaminda siyah renkte, MEA besi ortaminda
orta kismi siyah kenarlari gri renkte bir gelisim
gostermis, her iki besi ortaminda da havai misel
olusumu gozlenmistir (Sekil 3a ve c). PCA besi
ortaminda sadece merkezde siyahimsi gri renkte havai
olmayan misel gelisimi, V8 besi ortaminda ise merkeze
dogru havai misel olusumu gosteren siyahimsi gri
renkte bir koloni olusturmustur (Sekil 3b ve d). PDA,
PCA, MEA ve V8 ortamlarinda gelisim hizlari sirasiyla;
0.60 cm/giin, 0.51 cm/glin, 0.45 cm/giin ve 0.80
cm/glin olarak belirlenmistir. Konidileri bir ya da iki
hiicreli olup, elips ya da oval sekildedir (Sekil 3e).
Konidi boyu 17.95-32.09 um (ortalama: 23.46 um), eni
ise 8.88-13.37 um (ortalama: 9.29 um) arasinda
olmustur. Yapilan BLAST analizi sonuglarinda Alternaria

LC317410.1) %99

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022

Sekil 3. Alternaria infectoria’nin PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamlarinda koloni gelisimi ve

50 pm

infectoria’nin iki izolatina (Accession No: KT692570. |
ve AY154690.1) %100 oraninda benzer oldugu tespit
edilmistir.

Bipolaris cynodontis (Marignoni) Shoemaker (Eseyli
formu: Cochliobolus cynodontis R. R. Nelson); PDA ve
MEA besi ortamlarinda siyah renkte ve koloninin bazi
bolimlerinde beyazimsi gri renkte fungal misel gelisimi
(Sekil 4a ve c), PCA besi ortaminda ortadan kenarlara
gidildikge siyahtan seffaf renge donlisen kenar
kisimlarinda pamuksu fungal misel gelisimi ($ekil 4b), V8
besi ortaminda ise genel diiz siyah renkte koloni
gelisimi gorilmistiir (Sekil 4d). 15 glinlik inkiibasyon
sonucunda ise PDA, PCA, MEA ve V8 besi
ortamlarinda sirasiyla 0.31 cm/giin, 0.34 cm/gtin, 0.27
cm/glin ve 0.80 cm/gin olarak belirlenmistir.
Konidioforlar tek tek veya gruplar halinde olusur.
Konidileri hafif egimli, silindirik veya elips seklinde, agik
kahverengi renginde ve ¢ok bolmelidir (Sekil 4e).
Konidi boyu 24.40-38.25 ym (ortalama: 30.10 ym), eni
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il

Sekil 5. Fusarium culmorum’un PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamlarinda koloni gelisimi,

konidiofor (e) ve konidileri (f).

konidileri (e).

7.93-1320 um (ortalama: 10.52 pm) arasinda
degismektedir. Etmen BLAST analizinde HG779081.1,
KMO034838.1 ve KC333443.1 Accession numarali
izolatlar ile %100 benzer bulunmustur.

Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc; fungus tim besi
ortamlarinda pembeden sarap rengine doniisen bir
gelisim gostermistir.  PDA, MEA ve V8 besi
ortamlarinda pembe renkte yogun havai misel gelisimi
gozlenmis (Sekil 5a, ¢ ve d), V8 besi ortaminda ise
kenar kisimlarda daha yogun bir havai misel gelisimi
olmustur. PCA besi ortaminda (Sekil 5b) koloni rengi
pembeden kirmiziya donismis ve ¢ok az miktarda
havai misel gelisimi olmustur. 15 giinliik inkiibasyon
periyodu sonucunda, PDA, PCA, MEA ve V8 besi
ortamlarindaki gelisme hizlari ise sirasiyla 1.08 cm/gtin,
0.96 cm/gin, | cm/gin ve 1.68 cm/gin olarak
hesaplanmistir. V8 besi ortamindaki gelisme hizi (1.68

Sekil 6. Fusarium oxysporum’un PDA (a), PCA (b), MEA (c) ve V8 (d) besi ortamlarinda koloni gelisimi ve

50 ym

cm/gin)  6nemli  derecede yiiksek bulunmustur
(P=0.05). Etmenin konidioforlari dallanmis olup kisa ve
genis fialitlerle kaplidir. Fialitler (izerinde olusan
makrokonidileri genis, orak seklinde belirgin bir ayak
hiicresine sahiptir (Sekil 5e ve f). Konidi boyu 28.98-
35.89 pm (ortalama 32.05 pm), eni 4.70-7.53 ym
(ortalama 5.85 pm) arasindadir. Etmenin BLAST analizi
sonucunda Gen Bankasinda bulunan bircok Fusarium
culmorum izolati ile  (Ornek  Accession No:
KP267286.1, JF740860.1, GU370489.1, GU370481.1,
GU370478.1) %100 oraninda benzerlik saptanmistir.

Fusarium oxysporum Schlecht.; fungus PDA, MEA ve V8
besi ortamlarinda birbirleri benzer sekilde pembemsi
beyaz renkte koloniler ve tizerinde pamuksu miselyal
gelisim gostermistir (Sekil 6a, ¢ ve d). PCA besi
ortaminda ise seffafa yakin bir sekilde gelismis ve
lizerinde gok az miktarda havai misel olusmustur (Sekil
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Sekil 7. Cladosporium cladosporioides’in konidiofor (a) ve konidileri (b).

6b). PDA, PCA, MEA ve V8 besi ortamlarindaki hizlari
ise sirastyla 0.60 cm/glin, 0.83 cm/gtin, 0.59 cm/giin
ve 0.89 cm/glin olarak belirlenmistir. Etmen kisa, basit
fialitler tzerinde bolmesiz elips ya da silindir seklinde
bol miktarda mikrokonidi olusturmustur.
Makrokonidileri ig seklinde, hafif kivrik ve ayak hiicresi
belirgindir (Sekil 6e). Makro konidilerinin boyu | 1.87-
[9.29 um, eni 2.15-3.37 ym arasinda, mikrokonidilerin
boyu 5.59-11.05 pm, eni [.28-3.23 um arasinda
degismistir. BLAST analizi sonucunda etmenin Gen
Bankasinda bulunan g¢ok sayida Fusarium oxysporum
izolati ile (Ornek Accession No: KXI65288.1,
KP964863.1, KF574857.1, KF574853.1, KF537337.1)
%99 oraninda benzer oldugunu gostermistir.
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G. A. de Vries;
tim besi ortamlarinda grimsi yesil koloniler
olusturmustur. Etmenin eliptik ya da silindirik sekilli
konidileri dik bir konidioforun dallanmis ug kisimlarinda
gorulmustir (Sekil 7a, b) BLAST analizi sonuglarinda ise
etmen Gen Bankasinda bulunan birgok Cladosporium
cladosporioides izolati ile (Ornek Accession No:
MG946764.1, MF281329.2, LC317546.1,
LC317544.1, KY977538.1) %100 oraninda bezer
oldugunu tespit edilmistir.

Daha  once  vyapllan  calismalarda,  aygigegi
tohumlarindan izole edilen fungus tirlerinden sadece A.
helianthi’ nin molekiler olarak tanilandigi gordimistir
(Udayashankar ve ark., 2012). Bununla birlikte diger
tlim tespit calismalarinda tohumlardan elde edilen ¢cok
saylida fungal etmenin tanilar sadece morfolojik ve
kiltirel ozelliklerine gére yapiimistir.

Bu calisma sonuglarina gore aygicegi mildiyosi
hastaliginin  kontrolli amaciyla ylksek derecede
tolerant genotiplerin kullanilmasi halinde bu galismada
elde edilen verilerin dikkate alinmasi 6nerilmektedir. Bu
baglamda stirdurlebilir tarim gergevesinde aygiceginde
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tohum kokenli fungal patojenlere karsi kimyasal
miicadeleye alternatif olabilecek yontemlerin etkililigine
yonelik arastirmalara ihtiyag duyuldugu
dustinilmektedir. Ayrica fungus tlrlerinin genotiplerde,
tohum ve perikarp kisimlarinda bulunma oranlarindaki
farkliliklar, genotiplerin  tohum ve perikarplarinin
kimyasal yapilarinin farkli olmasindan ileri gelebilir. Bu
kimyasal ~Ozelliklerin  daha sonraki ¢alismalarda
incelenmesinde yarar bulunmaktadir.

TESEKKUR

Bu galismada kullanilan aygigegi tohumlarinin temini igin
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisti (Edirne)’ne cok
tesekkiir ederiz.
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Effects of Seed Treatment with Trichoderma harzianum (TRIC8) on
Seedling Growth and, Root and Crown Rot Disease in
Wheat Caused by Fusarium culmorum
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ABSTRACT

The effects of seed treatment with Trichoderma harzianum isolate (TRIC8) on seedling development, pre-emergence
damping-off, root and crown rot caused by Fusarium culmorum in wheat were determined in this study. The all tests were
carried out under controlled conditions and F. culmorum was inoculated to the sterilized soil. Seeds treated with TRIC8 were
sown in inoculated soil with pathogen at different periods (at the same time as the pathogen inoculation, 3 and 5 days after
inoculation). The sensitive wheat cultivar Flamura 85, a virulent F. culmorum isolate FC14 and a fungicide with active ingredient
of Pyraclostrobin + Triticonazole were used through the experiments. TRIC8 had not any negative effect on seedling
development when it was used alone as seed treatment. The highest increases in length, fresh and dry weight of shoots were
obtained in plants developed from TRICS8 treated seeds at 3 days after inoculation. The pre-emergence damping-off was
inhibited at the rate of 54.55% and 53.73% in this treatment and simultaneous treatment as the pathogen, respectively, and
the rate of root and crown rot was similar to that of fungicide treated seeds. The results show that TRIC8 can be use in the
soils where the pathogen was at low density.

Keywords: Wheat (Triticum aestivum), Fusarium culmorum, Trichoderma harzianum, Biological control, Damping-off

oz

Trichoderma harzianum (TRIC8) ile Tohum Uygulamasinin Bugdayda Fide Gelisimi ve Fusarium culmorum
Tarafindan Olusturulan Kék ve K6k Bogazi Ciiriikligii Hastaligina Etkileri

Bu galismada Trichoderma harzianum izolati (TRIC8) ile tohum uygulamasinin bugdayda fide gelisimine, Fusarium culmorum’un
neden oldugu cikis 6ncesi ¢okerten, kok ve kok bogazi giiriikligline etkileri belirlenmistir. Tim testler kontrollii kosullarda
gerceklestirilmis, Fusarium culmorum steril edilmis topraga inokule edilmistir. TRIC8 ile uygulama yapilmis tohumlar farkl
zaman dilimlerinde (inokulasyonla ayni zamanda, inokulasyondan 3 ve 5 giin sonra) patojenle bulasik topraga ekilmislerdir.
Denemelerde hassas gesit Flamura 85, viriilent F. culmorum izolati (FC14) ve karsilastirmak amaciyla Pyraclostrobin +
Triticonazole etkili maddeli fungisit kullanilmistir. TRIC8 tek basina uygulandiginda fide gelisimi lzerine negatif bir etkisi
olmamistir. Her ne kadar fide ¢ikisi dlislik oranda azalsa da siirglin uzunlugu, stirglin yas ve kuru agirligindaki en yiiksek artiglar,
patojenin inokulasyonundan 3 giin sonra TRIC8 uygulanmis tohumlardan gelisen bitkilerde elde edilmistir. Bu uygulamada ve
patojenle es zamanli uygulamada, gikis 6ncesi ¢okerten sirasiyla %54.55 ve 9%53.73 oraninda engellenmis, kék ve kok bogazi
¢lirtiklik orani fungisit uygulanan tohumlardan gelisen bitkilere benzerlik géstermistir. Elde edilen sonuglar, TRIC8'in patojenin
diisiik yogunlukta oldugu topraklarda kullanilabilecegini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Bugday (Triticum aestivum), Fusarium culmorum, Trichoderma harzianum, Biyolojik kontrol, Cokerten

GiRiS

Bugday (Triticum aestivum L.), Gramineae familyasindan
olup ok eski zamanlardan beri yetistirilen ve insan
beslenmesinde onemli role sahip olan bir bitkidir.
Diinya genelinde insan gidasinin yaklagik %2 1’i bugday
ve bugdaydan hazirlanan Urlnlerden saglanmaktadir
(Meral ve Saydan, 2012). Dinyada bugday ekim alani
2019 vyilinda 215,901,958 hektar olup Uretim
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765,769,635 ton’dur ve Tirkiye 6,831,854 ha ekim
alaniile 1 1. sirada, 19,000,000 ton Uretim ile 2. sirada
yer almaktadir (FAO, 2019). Bugdayda, iklimsel
degisiklikler ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle, verim
kaybi ve Urinln kalite degerlerini olumsuz etkileyen
basak (slirme, rastik) ve yaprak hastaliklarinin (kara
pas, sarl pas, kahverengi pas, septorya yaprak lekesi,
cesitli yaprak lekeleri) yanisira kok ve kok bogazi
cUrikligu hastalig onemli derecede verim kaybina
neden olmaktadir. Bugdayda kok ve kok bogazi
curikligine neden olan 6nemli fungal etmenler
arasinda Fusarium spp., Bipolaris sorokiniana (Sacc.),
Rhizoctonia spp. ve Pseudocercosporella herpotrichoides
bulunmakla birlikte, Trakya Bolgesi'nde en yaygin tiirln
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F. culmorum oldugu belirtimektedir (Tunali ve ark.,
2008; Hekimhan, 2010; Koycu ve Ozer, 201 9).

Hastaligin kontrollinde daha gok  azole
(bromuconazole,  cyraconazole, methaconazole,
prochloraz, propiconazole, prothiaconazole ve

tebuconazole) ve strobilurin  grubu  fungisitler
kullaniimaktadir. Bu fungisitler ozellikle disiik hastalik
yogunlugunun oldugu ve orta dlzeyde dayanikl
genotiplerin kullanilmasi durumunda %70’in Uzerinde
olumlu etki gostermektedirler (Sherm ve ark., 2013;
Sukut ve Koyll, 2019a; 2019b). Bununla birlikte bu
fungisitlerin uzun sureli kullanimi dayanikli patojen
bireylerin ortaya gikmasina neden olmaktadir (Dubos
ve ark., 2011; 2013; Hellin ve ark., 2017). Ulkemizde
hastaliga karsi ylksek derecede dayanikli bir gesidin
bulunmadigl bildirilmektedir (Aktas ve ark., 2000;
Arslan ve Baykal, 2002; Demirci, 2003; Akgiil, 2008;
Kiling ve ark., 2008, Koyci ve Ozer, 2019: Yorgancilar
ve ark, 2017). Alternatif olarak, hastaligin
micadelesinde gevre dostu biyolojik savas ajanlarinin
kullanimiile ilgili calismalar yapilmis olup, bu
galismalarin buyik bir kismi F. culmorum’un tohum
yoluyla (Knudsen ve ark., 1995; Etheridge, 1997;
Teperive ark., 1998; Davanlou ve ark., 1999; Jensen ve
ark., 2000; Johansson ve ark., 2003; Keyser ve ark.,
2016; Mnasri ve ark., 2017) veya govdeden bulagmasini
(Bouanaka ve ark., 202 1) 6nlemeye yoneliktir. Bununla
birlikte patojenin topraga inokulasyonu ile biyolojik
savas ajanlarinin etkinligine yonelik daha az sayida
galisma olup (Czaban ve ark. 2004; Erdurmus ve
Katircioglu, 2008; Khezri ve ark., 201 |; Wachowska ve
Borowska, 2014; Grosu ve ark., 2015; Lounaci ve ark.,
2016; Boukaya ve ark., 2018; Jaber, 2018), bu
calismalarda genellikle antagonist uygulanmis tohumlar,
patojenin topraga inokulasyonu ile ayni zamanda
ekilmiglerdir. Son yillarda yapilan bir calismada da
antagonistin uygulandigi tohumlar ekildikten sonra
bitkiler 3-4 yaprakli oldugu donemde toprak
inokulasyonu yapilmistir (Kthiri ve ark., 2020). F.
culmorum’un topraga inokulasyonu ile gergeklestirilen
tim bu galismalar sonucunda kok ve kok bogazi
cUrikltgu hastaliginin %20 ile %100 arasinda degisen
oranlarda engellendigi gorilmdstir. Ancak, patojenin
toprakta gelisme slrecine bagl olarak biyolojik
ajanlarin etkinligine yonelik detayll bir arastirmaya
rastlanmamistir.

Bu calismada antagonist fungus Trichoderma harzianum
(TRIC8) izolati uygulanmis bugday tohumlarinin,
bugdayda kok ve kok bogazi gurikligi etmeni F.
culmorum’un topraga inokulasyonu ile ayni zamanda,
inokulasyondan 3 ve 5 giin sonra ekilmesi durumunda
fide gelisimi ve hastalik olusumundaki degisikliklerin
belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Calismada patojen izolat olarak Trakya Bolgesi'nde kok
ve kok bogazi ¢lrtkligl gosteren bugdaylardan izole

12

edilen, halen laboratuarimizda mevcut olan ve yiiksek
diizeyde viriilent oldugu bilinen (Kdycii ve Ozer, 2019)
Fusarium  culmorum  FC-Silivri 14 kullaniimistir.
Antagonist  fungus olarak kullanilan ve yine
laboratuarimizda mevcut olan Trichoderma harzianum
(TRIC8, Accession number: MH351669) izolati
Tekirdag ilinde bugday ile ekim nobetine giren sogan
ekili topraklardan izole edilmistir (Ozer ve ark., 2009).
S6z konusu antagonist izolat daha Once vyapilan
calismalarda farkli bitkilerdeki patojenlere karsi saksi ve
tarla kosullarinda etkili bulunmustur (Ozer, 201 1; Ozer
ve Arin, 2014: Hazarhun ve Ozer, 2016; Ciftcigil ve
ark., 2016: Ozer ve ark., 2017; Ozer ve ark., 2021).
Patojen izolat PSA (Patates Sakkaroz Agar) ve PSB
(Patates Sakkaroz Broth) ortaminda, antagonist fungus
ise Patates Dekstroz Agar (PDA-Merck) lzerinde 23
°C’de inkiibatorde gogaltiimistir.

Denemeler bolgede yaygin olarak ekimi yapilan kok ve
kok bogazi clirlikliigli etmeni F. culmorum’a olan
duyarlilig ile bilinen Flamura 85 ekmeklik bugday cesidi
ile gergeklestirilmistir. Kullanilan bu gesit Kirklareli ili
Merkez ilgesinden temin edilmis olup F. culmorum’un
varligi agisindan test edilmis, etmenin varligina
rastlanmamistir. Tim uygulamalardan 6nce tohumlara
ylzey dezenfeksiyonu yapilmistir. Bu amagla tohumlar
%2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 5 dk bekletilip, 2
kez steril destile sudan gegirilerek steril kurutma kagid
lzerinde kurutulmustur.

Denemelerde karsilastirma yapmak amaciyla bugdayda
kok ve kok bogazi glirlikligl etmenleri Fusarium spp.
icin ruhsath olan, ayrica F. culmorum (zerine etkililigi
bilinen (Sukut ve Koycu, 2019a) 40 g/| Pyraclostrobin
+ 80 g/I Triticonazole aktif maddeli tohum ilaci
(Insure® Perform) kullanilmigtir.

Fusarium culmorum ile toprak inokulasyonu

F. culmorum inokulumunun hazirlanmasinda patojen
izolat once PSA besi ortaminda [0 giin sire ile
gelistirilmis, daha sonra PSA besi ortamindan | cm’lik
mantar delici ile alinan diskler, dnceden hazirlanmig 50
ml’lik sivi besi ortamlarinin (PSB) herbirine birer tane
olacak sekilde inokule edilmis ve [0 giin sure ile 23
°C’de, karanlikta inkibatorde gelismeye birakilmistir
(Zalila-Kolsi ve Jamoussi, 2016; Moradi ve ark., 2017;
Moya-Elizando ve Jacobsen, 2016). Patojenin topraga
inokulasyonunda Moya- Elizando ve Jacobsen (2016)
tarafindan  Onerilen  yontem modifiye  edilerek
kullanilmigtir. Bu amagla inokule edilmis toprak karigimi
yerine, patojen izolatin inokule edildigi sivi kiiltiirler
inkiibasyondan sonra steril tiilbentten stiziilerek | x10¢
konidi/ml konsantrasyonunda konidi slspansiiyonu
hazirlanmis, nceden otoklavda steril edilmis ve | hafta
stre ile kurutulmus topraklarin bulundugu saksilara (10
ml/ 100 g toprak) ilave edilmistir. inokulasyon yapilan
topraklar steril bagetle karistirilip patojen gelisimi igin
uygun nem ortami saglanmistir.

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022
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Trichoderma harzianum ile tohum uygulamasi

Tohum uygulamasi igin, T. harzianum izolati
(TRIC8)Ynin | hafta sure ile PDA besi ortaminda
gelitirilmis kiltirlerinden 1X107 konidi/ml oraninda
konidi suspansiyonu hazirlanmis ve igine Tween 20
(0.1%/1, v/v) eklenerek ylizey dezenfeksiyonu yapilmis
tohumlar 2 saat sure (Erdurmus ve Katircioglu, 2008)
ile konidi stispansiyonu iginde sallayicida galkalanmistir.
Uygulama sonrasinda tohumlarin steril kabin ierisinde

kurumasi  beklenmis ve daha sonra  ekimi
gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan  antagonist izolatin  (TRIC8)

oncelikle bitki gelisimine herhangi bir olumsuz etkisinin
olup olmadigi belirlenmistir. Bu amagla TRIC8
uygulanmis tohumlar (TRIC8 uygulamasi), saksilara
ekilerek ekimden 15 glin sonra fide gikisi, 30 glin sonra
strgiin yas ve kuru agirligi belirlenmis herhangi bir
uygulama yapilmamis kontrol bitkilerle
karsilagtirilmistir.

F. culmorum ile bulasik toprakta etmenin kontroliine
yonelik denemeler asagida verilen uygulamalar
kullanilarak gergeklestirilmistir.

I: Patojen inokulasyonu yapilmamis steril topraga
TRICB8 ya da fungisit uygulanmamis tohum ekimi
[Negatif kontrol: K(-)]

2: Patojen inokulasyonu ile ayni zamanda TRIC8
uygulanmis tohum ekimi (FC + TRICS)

3: Patojen inokulasyonu ile ayni zamanda fungisit
uygulanmis tohum ekimi (FC + FUN)

4: Patojen inokulasyonu ile ayni zamanda tohum ekimi
[Pozitif kontrol: KI(+)]

5: Patojen inokulasyonundan 3 giin sonra TRIC8
uygulanmis tohum ekimi (FC3 + TRICS8)

6: Patojen inokulasyonundan 3 giin sonra fungisit
uygulanmis tohum ekimi (FC3 + FUN)

7: Patojen inokulasyonundan 3 giin sonra tohum ekimi
[Pozitif kontrol: K2(+)]

8: Patojen inokulasyonundan 5 giin sonra TRIC8
uygulanmis tohum ekimi (FC5 + TRICS)

9: Patojen inokulasyonundan 5 glin sonra fungisit
uygulanmis tohum ekimi (FC5 + FUN)

[ 0: Patojen inokulasyonundan 5 glin sonra tohum
ekimi [Pozitif kontrol: K3(+)]

Denemeler tesadif parselleri deneme desenine gore 4
tekrarli ve her bir tekrarda | saksi (12.5%10 cm, ¢ap X
yUkseklik; 400 g toprak hacimli) olacak sekilde
yuritilmustir. Yizey dezenfeksiyonu yapilan Flamura
85 ¢esidine ait 25 adet tohum/saksi olacak sekilde
ekilmisler, denemeler 14 saat 1slk 10 saat karanlik
dizeninde 23%1 °C sicaklik ve %80 nem kosullarinda
iklim odasinda gergeklestirilmistir.

Deneme sonuglarinin degerlendirilmesi
Tohum ekiminden 15 giin sonra gerek tek basina
TRIC8 uygulamasinin  gerekse patojenle bulasik
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toprakta ilgili antagonist uygulamasinin fide ¢ikis
oranlari Uzerine etkisi belirlenmistir.  Yine tim
uygulamalarda ekimden 30 glin sonra her uygulamanin
her tekerriiriinden 5 bitki alinarak siirglin boyu
Olglilmls (AOSA, 2004), sirglinlerin yas agirliklar ve
strgiinler 50 °C’de etlivde kese kagitlari icinde 72 saat
kurutulduktan sonra da kuru agirliklari belirlenmistir.
Bu siiregte patojen inokulasyonunun yapildig
durumlarda ¢ikis Oncesi g¢okerten (gimlenemeyen
tohum ve toprak yiizeyine ¢ikis yapamadan olim)
orani, 0-4 skalasi (Kok/kok bogazi; O: Belirti yok; |:
Hafif derecede nekrotik; 2: Orta derecede nekrotik; 3:
Siddetli diizeyde nekrotik; 4: Tamamen
kahverengilesmis ve kok olusumu yok) kullanilarak
(Beccari ve ark. 201 1) fidelerde kok ve kok bogazi
cUrikligu degerlendirilmistir. Hastalik siddeti (%)
Tawsend-Heuberger formiili ile uygulamalarin %
etkileri ise Abbott formiili ile hesaplanmistir (Karman,
[971).

Elde edilen veriler SPSS programi kullanilarak tek yonli
varyans analizine (ANOVA) tabii tutulmus, ortalamalar
arasindaki farkliliklar Tukey testine (P=0.05) gore
degerlendirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

TRICS8 ile tohum uygulamasinin fide gelisimi
lizerine etkisi

TRIC8 ile tohum uygulamalarinin bugday fide cikisi,
strglin uzunlugu, siirglin yas ve kuru agirhg lzerine
herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigi belirlenmistir
(Sekil 1). Fide cikisinda negatif kontrole gore biraz
azalma olsa da, slirglin uzunlugu, siirgiin yas ve kuru
agirhginin ise kontrole gore istatistiki olarak Snemli
olmamakla birlikte artis gosterdigi tespit edilmistir. S6z
konusu izolatin daha 6nce aygicegi ve soganda yapilan
calismalarda da bitki gelisimine herhangi bir olumsuz
etkisinin olmadigi bildirilmektedir (Ozer ve Arin, 2014;
Hazarhun ve Ozer, 201 6).

TRICS8 ile tohum uygulamasinin F. culmorum ile
bulasik toprakta fide gelisimine etkisi

F. culmorum’un topraga uygulanmasi ile ayni zamanda
herhangi bir uygulama yapilmamis tohum ekiminden
sonra [KI(+)] %41 oraninda fide gikisi olmus, etmenin
topraga inokulasyondan 3 [K2(+)] ve 5 giin sonra
[K3(+)] ise fide gikisi oldukga azalmis sirasiyla %7 ve
%10 olarak belirlenmistir  (Cizelge ). TRIC8
uygulamasi  yapilan tohumlar patojenin topraga
inokulasyonu ile ayni zamanda ekildiginde fide cikisi
fungisit uygulamasina goére onemli bir farklilik
gostermemis patojenin inokulasyonundan 3 ve 5 glin
sonra ise glkis orani fungisit uygulamasina gore daha
diistik olmustur. Bununla birlikte pozitif kontroller ile
kiyaslandiginda, TRIC8 ile 3 uygulamada da sirasiyla
%19.0, 37.0 ve %1 1.0 oranlarinda fide ¢ikisi artmistir.
Gerek fungisit uygulamasinda gerekse antagonist
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Sekil 1. TRIC8 ile kaplanmis tohumlardan fide gikisi (A), slirgtin uzunlugu (B), strgiin yas (C) ve kuru (D) agurhgi

uygulamasinda negatif kontrole gore fide gikisinda bir
artis gozlenmemistir.

Sdrglin uzunlugu agisindan bitkiler degerlendirildiginde,
antagonistle uygulama yapilmis tohumlarin patojen
inokulasyonu ile ayni zamanda ekimi durumunda negatif
ve pozitif kontrole gore onemli derecede bir farklilik
gozlenmemis, 3 glin sonra ekimi halinde stirglin boyu
negatif ve pozitif kontrole gore onemli derecede daha
ylUksek olmustur (Cizelge 1). Ayrica patojenin
inokulasyonundan 5 giin sonra da pozitif kontrol ve
fungisite gore slirgin boyunun daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Antagonistin 3 farkli zamanda yapildig
uygulamalarda negatif kontrole gore sirasiyla %12.76,
%15.97 ve %3.88 oranlarinda, pozitif kontrollere gore
sirastyla 9%6.35, %105.75 ve %63.48 oranlarinda artis
oldugu gorilmustir (Cizelge 1).

Sdrglnlerin yas ve kuru agirligi ele alindiginda patojenle
es zamanlh uygulamada gerek yas agirlik gerekse kuru
agirik agisindan antagonist uygulamasi ile fungisit
uygulamasi ayni istatistiki grupta yer almistir (Cizelge 1).
Patojenin topraga bulastiriimasindan 3 (FC3 + TRICS)
ve 5 (FC5 + TRIC8) giin sonra TRIC8 uygulanmig
tohumlarin ekimi durumunda fungisit uygulamasina,
pozitif ve negatif kontrollere gore sirglinlerin yas
agirhginin dnemli derecede ylksek oldugu gorilmustir.
TRIC8 ile tohum kaplamasi sz konusu zaman
dilimlerinde yas agirlikta negatif kontrole gore sirasiyla
%57.38 ve 9%26.55, pozitif kontrole gore %24.67 ve
%82.93 oranlarinda artis saglamistir. Yine patojenle 3
ve 5 giin slre ile bulagik toprakta TRIC8 uygulamasi
yapllmis tohumlardan gelisen bitkilerin siirglinlerinin
kuru agirligi da fungisit uygulanmis tohumlardan gelisen,
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ayrica negatif ve pozitif kontrollerde bulunan
strgiinlerden  onemli diizeyde ylksek olmustur.
Antagonist uygulamasinin, bu zaman dilimlerinde kuru
agirikta negatif kontrole gore sirasiyla 9%54.35 ve
%43.47, porzitif kontrole gore %44.89 ve 9%100.00
oranlarinda artis sagladigi belirlenmistir. Patojenin
inokulasyonundan 5 giin sonra her ne kadar disuk
oranda fide ¢ikisi nedeniyle bitkiler daha iyi gelisme
kosuluna sahip olsalar da patojen yogunlugunun FC3 +
TRIC8 uygulamasina gore daha ylksek olacag dikkate
alindiginda yas ve kuru agirliktaki yliksek artislarin
antagonistin patojenle rekabet edebilme glicinden de
kaynaklanabilecegini disiindlirmektedir.

Daha onceki yillarda, T. harzianum’un F. culmorum ile
enfekteli toprakta bitki gelisimi tUizerine etkisine yonelik
bir arastirma yapilmamakla birlikte, farkli bakteriyel
antagonistlerle gerceklestirilen ve patojenle es zamanli
uygulama olarak kurgulanan baz  galismalarda,
bakteriyel antagonistlerle tohum uygulamalarinin fide
cikisina olumsuz bir etki yapmadig bildirilmektedir
(Czaban ve ark., 2004; Khezri ve ark., 201I1).
Bazilarinda ise slirgiin boyunun, siirglin kuru ve yas
agirhginin artis gosterdigi, antagonist uygulamasi yapilan
bitkilerin strglin boyunun 23.92 cm (Grosu ve ark.,
2015; uygulamadan 13 gilin sonra), 18.5 cm (Boukaya
ve ark., 2018; uygulamadan 1.5 ay sonra), 26.9-28.3 cm
(Jaber, 2018; uygulamadan 24 giin sonra), belirtilen
zaman dilimlerinde kuru agirigin 0.524 g (tum bitki
olarak) (Boukaya ve ark., 2018) ve yas stirgiin agirliginin
0.25-0.26 g (Jaber, 2108) ulastigi belirtiimektedir.
Calismamizda patojenle es zamanl uygulamada, TRIC8
ile kaplanmis tohumlardan | ay sonra gelisen bitkilerin

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022
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stirglin boyu 31.97 cm, yas stirgiin agirlhig1 0.421 g olarak
tespit edilmistir. Calismamizda tespit edilen slrgin
boyunun, degerlendirmelerini uygulamadan 1.5 ay
sonra yapan Boukaya ve ark. (2018)’in elde ettigi
degerden daha yuksek oldugu goriilmektedir.
Wachowska ve Borowska (2014), bugdayda antagonist
etkililigini arttirmak igin antagonist uygulamasi ile
patojenin inokulasyonu arasinda genis zaman araliginin
bulunmasi  gerektigini ileri slirmektedirler. Baz
calismalarda ise aksine bitkilerdeki savunma genlerinin
patojenle karsilasma durumunda aktif hale geldigi,
Trichoderma spp. ve patojen interaksiyonu sonucunda
savunma genlerinin aktivitesinin yikseldigi (Hermosa
ve ark., 2013; Mayo ve ark., 2015), T. harzianum’un
bitki ~ gelisimi  Uzerine  olumlu  etkileri olan
metabolitlerinin patojen uyarisiyla arttg (Vinale ve
ark., 2009; Al-Ani ve Albaayit, 2018), bu metabolitler
sayesinde bitkinin stres kosullarina karsi dayaniklilig
cercevesinde bitki gelisiminin  tesvik edilebildigi
(Navazio ve ark., 2007; Vinale ve ark., 2014; Li ve ark.,
2016) ileri strllmektedir. Yine patojene ait bazi ugucu
bilesiklerin T. virens ve T. harzianum tarafindan
salgilanan antifungal metabolitlerin aktivitesini ve
miktarini tesvik ettigi (Li ve ark., 2018) belirtimektedir.
Bu galismada es zamanli yapilan uygulamaya ait pozitif
kontroldeki siirglin boyunun, slirgiin yas ve kuru
agirhginin artisl, bitkideki savunma mekanizmasinin
patojenle karsilasir karsilasmaz aktif hale gegme olasilig
olarak degerlendirilebilir. Ayrica arastirmamizda fide
stirglin uzunlugunun, yas ve kuru agirhiginin, TRIC8’in F.
culmorum ile birlikte uygulanmasi halinde (Cizelge 2),
tek basina uygulanmasina gore (Sekil I) daha ylksek
oldugu gorllmistir. Calisma siresince her ne kadar
bitkilerdeki metabolitler tespit edilmemis olsa da
antagonist izolat olarak kullanilan TRIC8 izolatinin
kiltir filtratlarinin gok sayida metabolit (amin, amid,
keton, fenol, indol, inden grubu bilesikler, imidazole ve
thiazole tlrevleri) icerdigi bilinmektedir (Ciftgigil ve
ark., 2016). Ayrica TRICS8 ile tohum uygulamalarinin
baz bitkilerdeki antifungal bilesiklerin olusumunu tesvik
ettigi belirlenmistir (Ozer ve Arin, 2014: Ozer ve ark.,
2017; Ozer ve ark., 2021). Bu baglamda galismamizda
patojen ile inokule edilmis topraga TRIC8 uygulanmis
tohumlarin ekimi ile bitki gelisimindeki artisin ylksek
olmasinda TRIC8'in antifungal metabolitlerinin rol
oynamis olabilecegi diistiniimektedir.

TRICS8 ile tohum uygulamasinin F. culmorum ile
bulasik toprakta cikis 6ncesi 6lim, fide kok ve
kok bogaz ciiriikliigii lizerine etkisi

F.  culmorum inokule edilmis topraga ayni giin,
inokulasyondan 3 ve 5 giin sonra tohumlar ekildiginde
kontrol saksilarda ¢ikis oncesi Sliimler sirasiyla %33,
%67 ve %65 oranlarinda olmustur (Cizelge 2). TRIC8
uygulamasi yapiimig tohumlar F. culmorum ile es zamanli
ve inokulasyondan 3 giin sonra ekildiginde sirasiyla %15
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Cizelge 2. F. culmorum inokule edilmis topraga TRIC8 uygulanmis tohumlarin farkli zaman dilimlerinde ekimi

sonucunda ¢ikis dncesi 6lim, fide hastalik siddeti oranlari

ve antagonistin etkinligi

Uygulama Cikis oncesi Etkinlik Fide hastalik Etkinlik Fide hastalik
olim (%) (%) siddeti | (%) % siddeti 2 (%)**

FC+TRIC8 [5.0 d* 54.55 5.50 b* 45.0 5.50 bc*

FC+FUN 60e 81.81 4.75b 525 4.75b

Kl (+) 33.0c - 10.00 a - -

FC3+TRIC8  31.0c 53.73 ND ND 19.25a

FC3+FUN 80e 88.06 ND ND 19.75 a

K2 (+) 67.0a - ND ND -

FC5+TRIC8  52.0b 20.00 ND ND 8.00b

FC5+FUN 0.0f 100.00 ND ND 20.00 a

K3 (+) 65.0 a - ND ND

*Her bir deger 4 tekrarin ortalamasidir. Her bir siitunda birbirinden farkli harflerle gésterilen degerler arasindaki farkliliklar Tukey testine

gore 6nemlidir (P=0.05).
*TRIC8 uygulamasinin ve fungisit uygulamasina ait degerlerdir.
ND: Belirlenemedi

FC+TRICS8: Patojen inokulasyonu ile ayni zamanda TRIC8 uygulanmis tohum ekimi
FC+FUN: Patojen inokulasyonu ile ayni zamanda fungisit uygulanmis tohum ekimi

K1 (+) (Pozitif control): Patojen inokulasyonu ile ayni zamanda tohum ekimi
FC3+TRICS: Patojen inokulasyonundan 3 glin sonra TRIC8 uygulanmis tohum ekimi
FC3+FUN: Patojen inokulasyonundan 3 gilin sonra fungisit uygulanmig tohum ekimi
K2 (+) (Pozitif control): Patojen inokulasyonundan 3 giin sonra tohum ekimi
FC5+TRICS: Patojen inokulasyonundan 5 glin sonra TRIC8 uygulanmis tohum ekimi
FC5+FUN: Patojen inokulasyonundan 5 gilin sonra fungisit uygulanmig tohum ekimi
K3 (+) (Pozitif kontrol): Patojen inokulasyonundan 5 giin sonra tohum ekimi

ve %31 oranlarinda ¢ikis oncesi Slim belirlenmis, bu
uygulama ayni zaman dilimlerinde 9%54.55 ve %53.73
oranlarinda etkili bulunmustur. Bununla birlikte s6z
konusu uygulamanin etkinligi inokulasyondan 5 gilin
sonra azalmis %20’ye dismustlr. Fungisit uygulamasi
ise her Ug uygulama seklinde de 9%80’in lizerinde etkili
olmustur. Kontrol saksilarinda inokulasyondan 3 ve 5
glin sonra yuksek oranda ¢ikis oncesi 6lim olmasi
nedeniyle, fide kok ve kok bogazi guriikliglu (hastalik
siddeti) degerlendirmeleri es zamanl inokulasyon igin
yapilmis, ayrica bu uygulama ile inokulasyondan 3 ve 5
glin sonraki uygulamalarda ise TRIC8 sadece fungisitle
(Cizelge 2, Bkz. Fide hastalik siddeti 2) karsilastirilmistir.
Es zamanli uygulama agisindan bakildiginda kontrol
saksilarda %10 oraninda hastalik siddeti olusurken
TRIC8 uygulamasi yapilmis tohumlardan gelisen
bitkilerde 9%5.5 oraninda, fungisit uygulamasi yapilimis
tohumlardan gelisen bitkilerde ise 9%4.75 oraninda
hastalik siddeti olmus, her iki uygulama arasinda
istatistiki olarak onemli bir farkliik gorilmemistir
(Cizelge 2). TRIC8 ve fungisit uygulamasi fide kok ve
kok bogazi gurukliguni sirasiyla 9%45.0 ve 9%52.5
oranlarinda engellemistir. Patojen inokulasyonu ile ayni
zamanda, inokulasyondan 3 giin sonra TRIC8 ve
fungisit uygulanmis tohumlardan olusan bitkilerdeki
hastalik siddeti karsilastinldiginda (Cizelge 2), her iki
uygulamada da istatistiki olarak benzer oranda fide kok
ve kok bogazi ¢lrlkligl olustugu gorilmistdr.
inokulasyondan 5 giin sonra ise TRIC8 uygulamas
yapilmis tohumlardan gelisen bitkilerde %8 oraninda
hastalik siddeti olusurken, fungisit uygulamasinda bu
oran %20 olmustur.
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Ulkemizde yapilan bir calismada, farkli bélgelerden elde
edilen T. harzianum izolatlari ile uygulama yapilmis
tohumlarin F. culmorum’un topraga inokulasyonu ile
ayni zamanda ekimi sonucunda, steril toprakta fide kok
ve kok bogazi enfeksiyonlarinin 9620-65.6 arasinda
degisen oranlarda engellendigi bildirilmistir (Erdurmus
ve Katircioglu, 2008). Benzer uygulama seklinde dis
lUlkelerde yapilan calismalarda ise Bacillus sp.
izolatlarinin ~ %81-100 (Khezri ve ark, 2011),
Paenibacillus polymyxa (SGK2)’'nin %78 (Lounaci ve
ark., 2016), Streptosporangium becharense SGI’in
%70.4-75 (Boukaya ve ark., 2018) arasinda, Beauveria
bassiana ve Metarhizium brunneum’un sirasiyla %65 ve
%50 oranlarinda (Jaber, 2018) s6z konusu enfeksiyona
karsi etkili olduklari belirtiimistir. Yine son yillarda
yapilan bir galismada (Kthiri ve ark., 2020), farkli T.
harzianum izolatlari ile kaplanmis tohumlardan gelisen
bitkiler 3-4 yaprakli olduktan sonra topragin F.
culmorum ile bulastinlmasi halinde 9%9.09-%49.69
arasinda kok ve kok bogazi enfeksiyonunda azalma
oldugu tespit edilmistir. Calismamizda ise patojenle es
zamanli uygulamalarda TRCS8 ile tohum kaplamasi gikig
sonrasi kok ve kok bogazi ¢lrlkliglini %45 oraninda
engellemistir. Bununla birlikte, arastirmamizda pozitif
kontrolde ¢ikis 6ncesi Olimlerin daha ylksek oldugu
gorilmis ve s6z konusu zaman diliminde TRIC8 cikis
oncesi  Olim Ulzerine %54.55 oraninda etkili
bulunmustur.

Antagonist funguslarla toprak kokenli patojenlerin
micadelesinde etmenin steril olmayan dogal olarak
bulasik toprakta da etkinligini devam ettirmesi ve dogal
topraga adapte olmasi gerekmektir. Ulkemizde yapilan
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bir calismada, T. harzianum izolatlarinin bugdayda F.
culmorum’a karsi dogal olarak bulasik topraklarda
oldukga diistik etki gosterdigi belirlenmistir (Erdurmus
ve Katircioglu, 2008). Dis llkelerde yapilan bir
calismada ise S. becharensis (SG1)’in hem steril hem de
dogal bulasik toprakta bugdayda F. culmorum tarafindan
olusturulan kok ve kok bogazi gliriikligini engelledigi
bildirilmektedir ~ (Boukaya ve ark., 2018). Bu
arastirmada kullanilan izolatin da dogal olarak bulasik
topraklarda  denenmesi  gerekmektedir.  Ayrica
kullanilan izolat her ne kadar etmene karsi yiiksek
derecede hassas gesidin fide gelisimini tesvik etse de
etmenle uzun sireli bulasik toprakta ¢ikis 6ncesi olim
lzerine yeterince etkili olamamistir. Bu nedenle
antagonist izolatin, orta derecede dayanikli gesitlerde
ve etmenle ¢ok bulasik olmayan alanlarda uygulanmasi
halinde daha yiksek etkilerin  gozlenebilecegi
ongorilmektedir.
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The Effect of Temperature and Culture Media on Mycelial Growth of
Phytophthora citrophthora Causing Gummosis,
Crown and Root Rot on Lemon Seedlings
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ABSTRACT

Infected plant materials with Phytophthora citrophthora were collected from the outer and inner bark of lemon seedlings
showing gummosis, crown and root rot in citrus orchard in Hatay province. Phytophthora isolates were obtained from infected
five different lemon seedlings and purified on modified PARPH and PDA with different concentrations of antibiotics in vitro
conditions. On the basis of colony morphology, five isolates were identified as P. citrophthora. The effect of culture media
and temperature on mycelial growth of P. citrophthora were investigated. Colony patterns of P. citrophthora were performed
on PDA, CMA, OMA, CA and HSA media and identified their microscopic structures. The radial mycelial growth of isolates
was not dependent on media. In general, five different colony patterns of P. citrophthora were observed on the culture media;
light and dense rosette pattern, slightly stellate pattern, stellate striated pattern, slightly petaloid pattern and non-pattern
colony. The rate of the mycelial growth increased as temperature increased up to 25 °C and then decreased rapidly as
temperature increased. Isolate Pc3 was determined the slowest while Pcl and Pc5 were the fastest-growing isolates on agar
media. The best mycelial growth of P. citrophthora was obtained on HAS medium while the least mycelial growth was obtained
on CMA medium. Optimum temperature and the rate of mycelial growth were determined as 24.6 °C and 9.7 mm d!
respectively.

Keywords: Citrus limon, Culture medium, Colony pattern, Mycelial growth, Temperature

oz

Limon Fidanlarinda Zamklanma, Kok ve Kék Bogazi Ciiriikliigiine Neden Olan Phytophthora
citrophthora’nin Miselyal Gelisimi Uzerine Sicaklik ve Besi Ortamlarinin Etkisi

Hatay ili narenciye bahgesinde Phytophthora citrophthora ile infekteli limon fidanlarinin gévde ve kék bogazinda zamklanma ve
kok clirtikligl belirtisi gosteren ig, dis kabuk dokulart ile kdkler kesilerek alinmistir. P. citrophthora izolatlari, infekteli bes farkli
limon fidanindan elde edilmis ve modifiye PARPH ve PDA iizerinde farkll konsantrasyonlarda saflastiriimistir. In vitro
kosullarda koloni morfolojisine gére bes izolatin hepsi P. citrophthora olarak tanimlanmistir. Kiiltlr ortaminin ve sicakligin P.
citrophthora’nin misel gelisimi tzerindeki etkisi arastirilmis, PDA, CMA, OMA, CA ve HSA ortamlarinda koloni sekilleri
incelenmis ve mikroskobik yapilari tanimlanmistir. izolatlarin miselyal gelisiminin besi ortami ile iliskili olmadigi saptanmistir.
Genel olarak, kiiltlir ortaminda P. citrophthora’nin bes farkli koloni modeli; hafif ve yogun rozet deseni, hafif yildiz deseni, yildiz
cizgili desen, hafif petaloid desen ve desensiz koloni gézlenmistir. Misel biiylime hizinin, sicakligin 25 °C'ye kadar ylkseldikge
arttig), daha sonra sicaklik arttikca blylimenin hizla azaldigi gézlenmistir. izolat Pc3 agar besiyerinde en yavas biiyiiyen izolat
iken Pcl ve Pc5 en hizli biiyliyen izolat olarak belirlenmistir. P. citrophthora'nin en iyi misel gelisimi HSA besi ortaminda elde
edilirken iken, en az misel gelisimi CMA besi ortaminda saglanmistir. Optimum sicaklik ve misel gelisim orani sirasiyla 24.6 °C
ve 9.7 mm/giin olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Citrus limon, Kdltiir ortami, Koloni deseni, Miselyal gelisim, Sicaklik

INTRODUCTION rot on citrus, and numerous economically important

Phytophthora citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian
(1925) is an oomycete plant pathogen that causes of
the gummosis, foot rot, fibrous root rot, brown fruit
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other crops such as strawberry, pepper, melon,
squash, apricot, cherry, walnut, apple, kiwifruit and
forest trees (Erwin and Ribeiro, 1996; Akilli et al.,
2012). P. citrophthora was first isolated by Smith and
Smith (1906) from rotted lemons, and also several
species of Phytophthora, such as P. nicotianae (sny = P.
parasitica), P. palmivora and P. syringae have been
reported as a pathogen in citrus growing regions of the
world (Erwin and Ribeiro, 1996; Erkiligc and Canihos,
1999). It has been known that the most common and
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significant Phytophthora species mentioned above in
citrus orchards are the P. citrophthora and P. nicotianae
(Erwin and Ribeiro, 1996). From these species affecting
citrus trees, P. citrophthora can be predominant species
in the Mediterranean climate (Alvarez et al., 2008;
Yaseen et al., 2010).

Identification of P. citrophthora was based primarily on
morphological features of sporangia, antheridia,
oogonia, oospore and chlamydospores along with
other criteria like cardinal growth temperature, colony
morphology in culture medium (Waterhouse |963;
Newhook et al., 1978; Erwin and Ribeiro, 1996).
However, this pathogen seems to have a poor
development on culture medium and this contributes
to the failure in identification, isolation and growth of
P. citrophthora. In addition, it is necessary to culture the
fungus in artificial medium and produce inoculum in the
form of sporangium suspension. It has known that
sporangia are used as inoculum in pathogenicity tests
by researchers. In spite of identification of the P.
citrophthora, researchers have very little information
associated with its biology, including colony patterns,
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Figure |. Disease simptoms of Phytophthora citrophthora on lower stem bases of lemon seedlings. Gummosis

(a—b); Sharply discoloration between diseased and healthy wood (c); Reddish brown necrotic lesions as a ring
appearances of inner bark (d-f).

daily mycelial growth and cardinal temperature. Better
management strategies can be developed to control P.
citrophthora in orchards if its biological characters must
have been well identified.

The objective of this research is to study the effects of
culture media and incubation temperature on mycelial
growth of five local isolates of P. citrophthora.

MATERIALS and METHODS

Isolation and identification of Phytophthora
citrophthora

The root and crown tissue pieces were taken from 5
diseased lemon seedlings showing gummosis
symptoms with wet, dark discolorations on the stem
bases in Hatay province of the Southern Turkey in
March 2020 (Figure I). Isolates of Phytophthora were
obtained applying the direct infected tissue isolation
technique and using the modified PARPH medium
according to Alvarez et al. (2008). Modification in the
medium was addition of 100 ml/L hymexazol, 100
mg/L benomyl and |0 mg/L rifampicin to prevent
development of Fusarium and Pythium species. For

J. Turk. Phytopath., Vol. 51 No. I, 2022



Endes and Kayim, 2022

isolation of the pathogen, lesions on outer and inner
bark tissues were surface-sterilized by immersing in
70% ethanol for 10 to 20 s and then washed three
times by autoclaved distilled water. The samples were
dried on filter papers by putting in sterile bench. Then,
four and five small pieces (0.5-10 mm?) were placed
onto modified PARPH medium. Plates were incubated
at 25 °C in 24 h darkness for 3—4 days. Pure cultures
of Phytophthora sp. were obtained by hyphal tip
isolation method. Twenty-five isolates of Phytophthora
sp. were obtained from infected lemon tissues. Five
isolates were selected and used in all experiments.
Phytophthora isolates were identified based on standard
morphology methods: types of colony morphology
and pattern on culture medium, type and size of
sporangia, cardinal growth temperature (Erwin and
Ribeiro, 1996; Das et al., 2016). Firstly, the isolates of
Phytophthora were divided by colony morphology
secondly, five isolates were examined for sporangial
morphology. Sporangial morphology [(lengths (I),
breadth (b), length/breadth ratio (I/b), papillate or
semi-papillate sporangium of each isolate] was
determined from 50 conidia with a compound
microscope camera (Leica, DMA 750).

Effect of culture medium on mycelial growth
of P. citrophthora

Growth characters of P. citrophthora were presented
on the five different media (Table |). Potato Dextrose
Agar (PDA, Merck) and Cornmeal Agar (CMA, Sigma)
were prepared according to label directions. Carrot
Agar (CA): Peeled and sliced carrots (200 g) were
washed with running tap water. Eight hundred milliliter
de-ionized water was added in the sliced carrots and
boiled for 20 minutes. Then carrots were crushed and
blended mixture was passed through four layer of
cheesecloth. After that the filtrate was brought to | L
with de-ionized water and |15 g of agar (Merck) was
added on to filtrate and autoclaved at 121 °C at |5 psi
pressure for 20 minutes. Hemp Seed Agar (HSA):
Hemp seeds (50 g L") were autoclaved as described
above in | L of de-ionized water. The hemp seeds
were removed by straining the liquid through four layer
of cheesecloth, and |5 g of agar (Merck) was added to
the filtrate. Total volume was adjusted to | L before re-
autoclaving. Oatmeal Agar (OMA): Single-grain
oatmeal (60 g L") autoclaved as described above. in |
L of de-ionized water. The single-grain oats were
removed by straining through four layer of
cheesecloth, and 15 g of agar (Merck) was added to
the filtrate. Total volume was adjusted to | L before re
autoclaving.

To carry out the experiment, a 5-mm-diameter fungal
plug from a week old colony was placed in the center
of plates containing 20 ml of medium. Isolates were
incubated on all of media at 25 °C in darkness for 5
days. Colony diameter of all isolates in each plate was
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measured along two axes perpendicular (crossing) at 5
d after inoculation, and the two measurements were
averaged. The complete randomized design with four
replications was used for this trail and the colony
morphology also was noted.

Effect of temperature on mycelial growth of
P. citrophthora

In order to determine the effect of different
temperatures (5 °Cintervals from 5 to 35 °C) on radial
mycelial growth, a 5-mm-diameter fungal plug from a
week old colony was placed in the center of plates
containing 20 ml of PDA. The colony diameter in each
plate was measured as described above. The complete
randomized design with four replications was used for
this trail. Regression curves were obtained according
to Vial et al. (2006). Two parameters were calculated
in the fitted equation for each isolate: optimum
temperature for radial growth and maximum daily
radial growth (millimeters per day).

Statistical analysis

The data were analysed using ANOVA (SPSS v.20) to
determine the significance of differences between
treatments and means were compared using Tukey’s
HSD multiple comparison test (P = 0.05).

RESULTS and DISCUSSION

Isolation and identification of P. citrophthora
Gummosis, crown and root rot diseases in citrus was
determined in the past in Turkey (Karel, 1958) and it
was observed on lemon, mandarin and orange trees
(Erwin and Riberio, 1996). Symptoms of Phytophthora
root and crown rot disease first appear in early spring.
Diagnostic symptoms were found also bellow the
grafting zone as large dark spots clearly defined from
healthy tissues (Figure 1). Reddish brown lesions with
wet and gummosis appearance were found on crowns
and roots of the infected lemon trees or seedlings
(Figure la—b). There was a discoloration distinct
margin between diseased and healthy wood (Figure | c)
and infected lower stem becomes dark brown and
lesions could spread as rings and also upwards on the
trunk of the seedlings (Figure I|d—f). Observed
symptoms in this study were exactly identical to those
described earlier by Alverez et al. (201 1) and Zouaoui
etal. (2016). Moreover, disease symptoms, Brentu and
Vicent (2015) reported that gummosis, crown and
root rot disease on citrus trees infecting by P.
citrophthora in Ghana.

The isolates obtained in our laboratory on modified
PARPH medium were belonged mainly to the genus
Phytophthora. ldentification of the first five isolates
obtained from 4-5 years old lemons with symptoms of
collar rot. On the basis of colony morphology, five
sterile isolates were identified as P. citrophthora
(Newhook et al., 1978; Erwin and Ribeiro, 1996).
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Figure 2. Colony morphology of P. citrophthora isolate
Pcl on agar media after 14 day of incubation. Dense
cottony mycelium without pattern on PDA (a);
cottony mycelium without pattern on PDA (b); fluffy
cottony mycelium with slightly stellate pattern on
OMA (c); light rosette pattern on CA (d); dense
rosette pattern on CMA (e); stellate striated pattern
on HSA (f).

20 pm
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Figure 3. Sporangial characteristic of P. citrophthora
isolate Pcl. Papillate (a), semi-papillate sporangium
(b), zoospore releasing from sporangium (c = z:
zoospore; sp: sporangium), chlamydospore (d = ch:
chlamydospore; sp: sporangium). Bar =20 ym.

These isolates were showed uniform, stellate and rose
petal-like patterns and slightly white cottony colonies
on culture media (Figure 2). Hyphae were 5 to 8 pm.
Sporangium shapes were ranged from ovoid to
lemoniform (Figure 3), but one papillated (Figure 3a)
and semi-papillated (Figure 3b). Sporangia were of
about 43.5 £ 9.5 x 30.7 £ 7.9 (L average £ SD X B
average £ SD) pm and length / breath ration of
sporangia was |.4 £ 0.2 ym. Results of this study were
in agreement with the report of Mounde et al. (2012)
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and intercalary or terminal chlamydospores and
mycelial swellings were produced on culture medium
(Figure 3d). As in earliar study sexual mating of P.
citrophthora was rare (Erwin and Riberio, 1996). In
addition, Cohen et al. (2003) reported that about 70%
of the isolates of P. citrophthora formed a large group
of predominantly sterile isolates, and also Alvarez et al.
(2011) reported that only one of 134 Phytophthora
isolates produced oospores. However, this study
determined that all isolates of P. citrophthora were
sterile because they did not produce oospores. Our
study supported the results of researches by Vial et al.
(2006) and by Mounde et al. (2012).

Effect of the culture media on colony
morphology

The mycelial growth ratio and colony pattern of P.
citrophthora isolates were significantly (P < 0.05)
affected by content of culture media (Table I).
Generally, HSA and OMA were most favorable for fast
radial growth of mycelium of all isolates tested. At 25
°C, colonies on these two media reached the edge of
the plates after 5 days of inoculation. Radial mycelial
growth on HAS and OMA were initially poor with
scanty and sparse mycelium. Isolates of P. citrophthora
formed fluffy cottony mycelium with slightly stellate
pattern an OMA (Figure 2) and stellate striated pattern
on HAS after 14 d of inoculation. On PDA, all of
isolates formed mostly cottony mycelium with slightly
petaloid pattern. On CA and CMA the isolates of
Phytophthora formed a generally submerged white or
cream colored rosette colony patterns. Consequently,
there was a significantly difference among isolates (F,
75; 0.05) = 45, P< 005) and media (F(4, 75;0.05) = 944.| y P
< 0.05) on radial mycelial growth. However, the
interaction (P > 0.05) between media and isolates was
not founded (Table I). In other words, the radial
mycelial growth of P. citrophthora isolates were not
depend on content of the media. In general Pcl and
Pc5 was the fastest growing isolate and HSA medium
was determined as the medium that provided the
fasted growth of the isolates (Table ).

These results agreed with those reported by Alvarez
et al. (201 1) demonstrated that colony patterns of P.
citrophthora isolates were ranged from chrysanthemum
(stellate), rosette and without patterns (uniform) on
different culture media. Besides, It was determined in
previous studies that all isolates of P. citrophthora
formed stellate, petalloid (Ann et al., 2010) and
stellate, rosette, slightly cottony and non-patterned
colonies (Mounde et al., 2012) on PDA medium. On
the other hand, it has been reported in recent studies
(Vial et al., 2006; Das et al., 2016) as well as previous
studies (Waterhouse et al., 1983) that P. citrophthora
isolates form the same colony patterns on CMA and
V8. When the results obtained from this study were
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Table I. Influence of culture media on daily radial growth of P. citrophthora isolates at 25 °C in darkness for 5

days
Isolates Main
Effect
Media® Pcl Pc2 Pc3 Pc4 Pc5 Media Colony Morfology®
PDA 44 6° 43.3 45.1 4].6 46.4 44| ¢ Cottony, no pattern
CMA 42.8 42.0 40.9 41.3 42.8 42.0d Dense rosette pattern
OMA 54.5 53.3 524 541 550 539p  Cotony, Slightly stellate
pattern

HSA 62.6 62.5 61.1 63.4 64.1 62.7 a Stellate striated pattern
CA 354 34.8 34.6 34.6 34.8 31.8e Light rosette parrern
ManEffect  4ggab  472b  468b  470b  486a
Isolates

*PDA = Potato dextrose agar; CMA = Cornmeal agar; OMA = Oatmeal agar; HSA = Hemp seed agar; CA = Carrot agar

® Colony patterns were formed for 14 days after inoculation.

¢ Values are the means of repetitions (four replicate plates of each medium for each isolate). Values within a row and column with the
same letter are not significantly different according to Tukey's HSD multiple comparison test (P = 0.05).

compared with the literatures, it was determined that
P. citrophthora isolates formed the same colony
patterns on different culture media. Especially,
considering that P. parasitica, P. nicotianae and P.
syringae form similar colony patterns, it can be said that
colony patterns are characteristic at genus level, but
not at species level (Mounde et al., 2012; Prasad et al.,
2017).

Effect of temperature on radial mycelial
growth

The radial mycelial growth of five P. citrophthora
isolates followed similar trends in response to changes
at different temperatures (Figure 4 and 5). P.
citrophthora isolates grew at 5 and 30 °C, but exhibited
no growth at 35 °C on PDA for 5 days (Figure 4). The
rate of mycelial growth increased as temperature
increased up to 25 °C and then decreased rapidly as
temperature increased. There was a significant
interaction (Fa, 105, 005y = 10.4; P < 0.0001) between
incubation temperature and isolate. Namely, the
mycelial growth rates of P. citrophthora isolates were

@Pcl
BPc2
BPc3
@Pc4
OPcs

Mycelial Growth (mm D™)

S AR

15°C 20°C 25°C 30

Incubation temperature

35°C

Figure 4. Effect of temperature on the daily radial
mycelial growth rate of five isolates of P.
citrophthora on PDA medium for five days. Bar =
standard error of mean.
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incubation temperature dependent. Generally, all
temperatures, Pc3 was the fastest growing isolate and
Pc5 was the slowest growing isolate on PDA (Figure
4). Optimum temperature and the rate of mycelial
growth was determined as 24.6 °C and 9.7 mm d’'
respectively.

Moreover, small differences in colony morphology of
all isolates were observed at 10, |5, 20 and 30 °C on
PDA. The isolates formed a mostly submerged and
cream colored light and dense rosette colony patterns
at 10 and |15 °C. Conversely, the they formed fluffy
cottony mycelium with slightly stellate colony pattern,
stellate striated colony pattern and cottony mycelium
with slightly petalloid colony pattern at 20 and 30 °C.
Overall, five different colony patterns of P. citrophthora
were observed on PDA. Similar to this study, Alvarez
et al. (2011), demostrated that the isolates of P.
citrophthora grew at 5 and 32 °C, but exhibited no
mycelial growth at 35 °C on PDA medium. As well as
this study, Vial et al. (2006) reported that the optimum
growth temperature of P. citrophthora isolates causing
gummosis, crown and root rot disease on citrus was

20
Temperature, °C

25 30 40

Figure 5. Mycelial growth temperature curves obtained
with isolates of P. citrophthora obtained from lemon
seedlings.
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between 25 and 30 °C, and they showed no growth at
35 °C. The temperature requirements all of five
isolates of P. citrophthora (range 5-30 °C; optimum
24.6 °C) as defined in this study agreed with earlier
study in Taiwan where P. citrophthora was identified as
a pathogen on fruit rot of strawberry by Kao and Leu
(1979). In addition, Alvarez et al. (201 |) reported that
the optimum growth temperature of P. citrophthora
isolates was variable, ranging from 22.9 to 28.9 °C.
The results of this study indicated that the mycelial
growth of P. citrophthora isolates were not depend on
content of media, but incubation temperature
dependent. Isolates of P. citrophthora formed
submerged and cream colored colonies at low
temperatures (10 and 15 °C), but at high temperatures
(30 °C) dense and light cottony mycelium with slightly
stellate, rosette, petalloid or without patterns were
observed. Totally, five different colony patterns of P.
citrophthora were observed on culture media. On the
other hand, there was a significant interaction between
temperature and isolates on mycelial growth. The Pc3
from P. citrophthora isolates was the fastest growing
isolate and Pc5 was the slowest growing isolate on
PDA. Results are also useful for epidemiology and
pathology of P. citrophthora under natural conditions.
Such studies may improve our understanding of
conditions required for initial disease occurance and
development of suitable pest management system for
this pathogen. Ability of P. citrophthora to grow at
comparatively high temperature (25-30 °C) can
explain its appearance in Mediterranean Region of
Turkey.
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