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Toprak kaynakli bir etmen olan Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum hiyar bitkisini tim gelisme
donemlerinde hastalandirabilmektedir. Calismamizda Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum'un énlenmesinde
ozellikle besin elementi rekabeti ve uyarilmig dayanikliliga dayanan biyolojik miicadelede hastaliga karsi en iyi
entegrasyon yapilmaya calistlmistir. 161 adet floresan pseudomonas izolati Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum’a karst ayni anda in vitro ve in vivo kosullarda antagonistik yetenekleri agisindan taranmistir. Bu
denemeler sonucunda secilen 20 adet floresan pseudomonas izolatinin siderefor etki ydniinden testlemeleri
yaptlmigtir. Sec¢ilen 20 adet floresan pseudomonas izolatinin in vitro etkinlikleri genelde siderofor etkiye
dayandig1 belirlenmistir. Bu izolatlar ile in vivoda yapilan degerlendirmede ise etkinin %7,69 ile %38,4 arasinda
degistigi goriilmiistiir.
Anahtar Kelimeler: Hiyar, Fusarium solgunlugu, Floresan pseudomonas, Biyolojik miicadele.

Abstract
Determination of Fluorescent Pseudomonas Against FusariumWilt of Cucumber
(Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum) in Greenhouse

Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum is a soil-borne pathogen and can invade the host plant in all
stages of developmental period. In our study, the biological control methods based on the nutritional competence
and induced resistance which inhibits the F. oxysporum f. sp. cucumerinum were studied in order to achieve best
integration. Fluorescent pseudomonad isolates (161) were screened for their antagonistic activity at both in vivo
and in vitro conditions simultaneously, against F. oxysporum f. sp. cucumerinum. At the end of these
experiment, 20 of fluorescent pseudomonas isolates, which are chosen, was tested in the terms of siderophore
effect. Chosen 20 of fluorescent pseudomonas isolates, it is detected that it’s in vitro activity is generally
resistant to siderophpre effect. In the experiments which is done with this isolates, it is seen that in the
assessment with in vivo, the effect changes between 7.69% and 38.4%.
Keywords: Cucumber, Fusarium wilt, Fluorescent pseudomonad, Biological control.

Giris

Hiyar (Cucumis sativus) bitkisinin anavatan1 Hindistan’dir. Bat1 Asya’da 3.000 yildir tarimi
yapilmaktadir. Hindistan’dan Yunanistan’a ve ltalya’ya yayilmustir. Tiirkiye’nin her bolgesinde
kabakgillerin ekonomik yetistiriciligi yapilabilmektedir. Kabakgiller arasinda hiyar yetistiriciligi
onemli bir yer tutmaktadir.

Hiyarin en 6nemli hastalik etmenlerinden biri olan F. oxysporum f.sp. cucumerinum birgok
iilkede yaygin olarak bulunmaktadir. Bu iilkeler arasinda Amerika Birlesik Devletleri, ingiltere,
Yunanistan, Israil, Japonya, Cin, Almanya, Avusturalya ve Hollanda sayilabilir (Martyn,1996;
Vakalounakis ve Fragkiadakis, 1999). F. oxysporum f.sp. cucumerinum ilk kez 1925 yilinda
Florida’da goriilmiistiir. Ancak ilk olarak 1955 yilinda Owen tarafindan F. oxysporum f. sp.
cucumerinum olarak tanimlanmigtir (Owen, 1955; Martyn, 1996).

Hiyar solgunluguna kars1 etkin ve ekonomik bir kimyasal savagim yontemi bulunmamaktadir.
Bu hastaliga karsi uygulanan kiiltiirel 6nlemler ise tek basina yeterli degildir. Bu nedenle , son yillarda
diinyada bu hastalik ile ilgili biyolojik savas calismalarina agirlik verilmis ve son derece basarili
sonuclar elde edilmistir (Sneh ve ark., 1984; Paulitz ve ark., 1987; Sungseok ve ark., 1996; Singh ve
ark., 1999). F. oxysporum f. sp. Cucumerinum’a kars1 yapilan biyolojik savas ¢aligmalarinda daha ¢ok
yarigma ve uyarilmig dayaniklilik mekanizmalari iizerinde durulmustur.

Elad ve Baker (1985a), 1985 yilinda yaptiklar1 bir g¢alismada topraktaki cesitli F.
oxysporum’larin klamidospor ¢imlenmesinin engellenmesinde Floresan pseudomonaslarin siderofor
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iretimiyle iligkili oldugunu ortaya koymuslardir. Sideroforlar F. oxysporum f. sp. cucumerinum’un
klamidospor ¢imlenmesini %70,2 oraninda engellemistir (Elad ve Baker, 1985b). Simeoni ve
arkadaslari, Fusarium solgunlugunun biyolojik savasiminda kritik demir seviyesini tespit etmek
amaciyla bir ¢alisma yapmuslardir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore in vitro’da 101°%~102* M arasinda
Fe** konsantrasyonu bulunan ortamda Pseudomonas putida A12’nin {irettigi sideroforlar F. oxysporum
f. sp. cucumerinum’un klamidosporlarinin ¢imlenmesini Onlemistir. Ancak optimum Onleme
1022-10%” M arasinda olmustur (Simeoni ve ark., 1987).

1930’lardan beri patojenlere karsi biyotik ve abiyotik ajanlar araciligi ile bitkilerin uyarildig
bilinmektedir. Uyarilmig dayaniklilik olaymi ifade etmek amaciyla gegmisten giiniimiize kadar
“systemic acquired resistance, translocated resistance ve plant immunization” gibi g¢esitli
terimler kullanilmigtir. Gilinlimiizde bitkilerde olusan wuyarilmis dayaniklilik iki kategoride
degerlendirilmektedir. Bitkilerde dayanikliligin uyarilmasi nekroz olusturucu patojenler veya patojen
olmayan mikroorganizmalar ve fungal hiicre duvari elisitorleri yoluyla olusturuluyorsa bu tiir
dayanikliliga sistemik kazanilmis dayaniklilik (systemic acquired resistance, SAR) denir (Van Loon
ve ark., 1998; Pieterse ve ark., 2001; Ramamoarthy ve ark., 2001). Eger dayanikliligin uyarilmasi kok
bakterileriyle (rizobakter) olursa, buna sistemik uyarilmig dayaniklilik (Induced systemic resistance,
ISR) denir (Ramamoarthy ve ark., 2001; Pieterse ve ark., 2002). Bitki gelisimini uyaran kok
bakterileri bitki dayanikliligini uyarma yetenegine sahiptirler. Bu grup bakteriler i¢inde Floresan
pseudomonaslar da yer almaktadir. Bitki gelisimini uyaran kok bakterileri bitki patojenlerini
baskilamak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptirler. Bu mekanizmalar besin elementi ve yer ig¢in
yarisma, pirrolnitrin, piyosiyanin, 2,4—diasetil floroglusinol gibi antibiyotiklerin {iretimi, demirin
sinirlt bulundugu ortamlarda smirli bulunan demiri alabilmek i¢in pseudobaktin gibi siderofor
iiretimidir. Bunlarin disinda diger 6nemli mekanizmalar: ise fungal hiicre duvarinda bulunan kitin ve
glukan’1 yikan kitinaz ve -1,3 glukanaz gibi litik enzimlerin tiretimidir. Bitki gelisimini uyaran kdk
bakterileri bu mekanizmalara ilaveten bitkilerde sistemik uyarilmis dayanikliliga da neden
olmaktadirlar. Giliniimiizde yapilan calismalarla bu bakteriler tarafindan olusturulan sistemik uyarilmig
dayaniklilik bir ¢ok bitkide bakteriyel, viral ve fungal hastaliklara kars1 ortaya konmustur (Van Wees
ve ark., 1997; Ramamoarthy, 2001).

Bu ¢alisma, serada hiyar iiretiminde hastaliklar yoniinden 6nde gelen sorunlardan biri olan F.
oxysporum f. sp. Cucumerinum’un 6nlenmesinde besin rekabeti ve uyarilmig dayanikliliga dayanan
biyolojik savas ele alinmisgtir.

Materyal ve Yontem

Test patojeni

Projede test patojeni olarak Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimiinde Prof.
Dr. Gillay TURHAN'dan temin edilen ve Torbal1 bolgesinden alinan hiyar bitkisinden izole edilen F.
oxysporum f. sp. cucumerinum izolat1 kullanilmigtir.

Floresan pseudomonaslarin izolasyonu

Izolasyonlar Izmir, Balikesir, Manisa ve Canakkale illerinden toplanan saglikli hryar, kavun,
karpuz ve kabak bitkilerinin koklerinden yapilmistir. Buz kutusunda laboratuvara getirilen bitkilerin
kokleri musluk suyunda yikanarak topraktan arindirilmistir. Bu bitkilerin kok yiizeyinden ince kesitler
almmustir. Kesitler 1 g tartilarak i¢inde 100 ml 0,05 M fosfat tamponu bulunan erlenlere konmus ve 30
dakika siireyle 140 rpm’de calkalanmistir. Bu siispansiyondan 0,1 ml alinarak i¢inde 100 ppm
siklohekzimid, 50 ppm ampisilin ve 12,5 ppm kloramfenikol bulunan KingB besiyerine ekim
yapilmistir. Petriler 48 saat siire ile 24°C’de bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 366 nm’lik UV 1s1k
altinda floresan koloniler secilmistir. Bu floresan koloniler saflastirildiktan sonra NGA besiyerinde
+4°C’de saklanmistir (Geels ve Schippers, 1983).

Antagonistik floresan pseudomonaslarin in vitro’da se¢cimi

Iginde King B besi yeri bulnan 9 cm ¢apl petrilerin yarigaplarmin tam ortasinda olmak iizere
petrinin 3 ayr1 yerine Floresan pseudomonaslar ekilmistir. Bu petriler 24°C’de 24 saat siire ile
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda petrilere 10° spor/ml yogunlugunda F. oxysporum f. sp.
cucumerinum'un 4 gilinliik spor siispansiyonu plskiirtiilmiistiir. Bu petriler 48 saat siire ile 24°C’de
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bekletilmistir. Bu siirenin sonunda petriler olusan engelleme bolgesi dikkate aliarak Cizelge 1.’de
verilen 0—5 skalasina gore degerlendirilmistir (Geels ve Schippers, 1983).

Cizelge 1. Floresan pseudomonaslarin seciminde kullanilan skala (Geels ve Schippers, 1983).

0: engelleme yok.

I: X<2 mm, engelleme bolgesi 2 mm’den kiiciik veya
esit

2: 2 mm<X<Y, engelleme bolgesi 2 mm’den biiyiik
ancak patojenin gelisme bdlgesinden kiiciik.

3: 2 mm<X>Y, engelleme bolgesi 2 mm’den ve
patojenin gelisme bdlgesinden biiyiik.

4: Y<2 mm, patojenin gelisme bolgesi 2 mm’den kiigiik
veya esit.

5: Y=0, patojende hi¢ gelisme yok.

In vivo’da uyarilmis dayanikhilik yoniinden 6n elemeler

Patates dekstroz sivi ortaminda 4 giin siire ile gelistirilen F. oxysporum f. sp. cucumerinum
kiiltiirinden 10° spor/ml yogunlugunda mikrokonidi spor siispansiyonu hazirlanmigtir. Saksilarda
kullanilan ve 6nceden sterilize edilen topraklar bu siispansiyon ile 10° spor/cm® toprak oraninda
karistirilmistir (Fuchs ve ark., 1997). Bu topraklar 2 giin siire ile bekletilmistir. Kokleri temizlenen 2
haftalik Gordion ¢esidi hiyar fideleri 10" cfu/ml oraminda hazirlanan Floresan pseudomonas
siispansiyonunda 30 dakika siire ile bekletilmistir (Liu ve ark., 1995). Bu siirenin sonunda fideler
saksilara dikilmistir. Dikimden 4 ve 6 hafta sonra olmak iizere iki kez degerlendirme yapilmistir.
Degerlendirmelerde 0-5 skalas1 kullanilmistir (Liu ve ark., 1995). 0-5 skalasi Cizelge 2.’de
verilmistir. Her izolat i¢in 3 bitki bulunan bir saksi kullanilmistir. Herbir bitki bir tekerriir olarak
degerlendirilmistir.

Cizelge 2. In vivo denemelerinde kullanilan 0-5 skalas1 ( Liu ve ark., 1995)

Skala degeri Aciklama
0 Belirti yok.
1 Bitkideki solgun yaprak sayisi toplam yapraklarin % 25’ten az.
2 Bitkideki solgun yaprak sayisi toplam yapraklarin % 26 ile 50’si arasinda.
3 Bitkideki solgun yaprak sayisi toplam yapraklarin % 51 ile 75’1 arasinda.
4 Bitkideki solgun yaprak sayisi toplam yapraklarin %76 ile 100’ arasinda.
5 Bitki 6l

Tiitiin testi

In vitro ve in vivo 6n eleme deneme sonuglarina gore in vivo denemelerde kullanilmak {izere
secilen 20 adet Floresan pseudomonaslar izolati ile in vivo denemesine alinmadan 6nce patojen olup
olmadiklarini ortaya koyabilmek amaciyla tiitiin testi yapilmistir. Bu amagla King B besiyerinde
yetistirilen 24 saatlik kiiltiirlerden elde edilen Floresan pseudomonas siispansiyonlart steril siringa ile
tiitiin yapraklarina verilmistir. 48 saat sonra tiitiin yapraklarinda olugan reaksiyona gore degerlendirme
yapilmistir.

In vitro siderefor etki yoniinden degerlendirme

In vivo denemelerde kullanilmak {iizere secilen 20 adet Floresan pseudomonas izolat1 /n
vitro’da olusan engelleme bolgesinin siderofor etkiye dayanip dayanmadigini ortaya koymak amaciyla
yapilan bu denemede kullanilan F. oxysporum f. sp. cucumerinum %2’lik patates dekstroz’da,
Floresan pseudomonaslar ise KingB ortaminda gelistirilmistir. Iginde F>*+KingB besiyeri bulunan 9
cm capli petrilerin yar1 ¢aplarinin tam ortasinda olmak iizere petrinin 3 ayr1 yerine bakterilerin nokta
ekimi yapilmistir. Bu islem i¢inde sadece King B besiyeri bulunan petrilerde de yapilmistir. Bu
petriler 24°C’de 24 saat siire ile bekletilmistir. Bu silirenin sonunda petrilere F. oxysporum f.
sp. cucumerinum’un 4 giinlik mikrokonidi spor siispansiyonu 10° spor/ml yogunlugunda
piiskiirtiilmiistiir. Bu petriler 48 saat siire ile 24°C’de inkube edilmistir. Bu siirenin sonunda petriler,
olusan engelleme bolgesi dikkate alinarak Cizelge 1.’de verilen 0—5 skalasina gore degerlendirilmistir
(Geels ve Schippers, 1983).
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In vivo deneme

Bu denemede in vitro ve in vivo 6n eleme denemeleri sonucunda en basarili 20 adet Floresan
pseudomonas izolatt kullanilmistir. Denemede kullanilmak iizere 1:1:1 oraninda organik giibre:
kum:toprak karisimi hazirlanmistir. Bu karisim deneme oncesi formaldehit ile dezenfekte edilmistir.
Toprak F. oxysporum f. sp. cucumerinum’un mikrokonidi spor siispansiyonu ile 10% spor/cm® toprak
oraninda karigtiritlmistir. Hiyar tohumlari ise 24 saatlik floresan pseudomonas kiiltliriinden hazirlanan
10" cfu/ml’lik stispansiyonda 30 dakika siire ile bekletilmistir. Bu siirenin sonunda tohumlar saksilara
ekilmistir. Ekimden sonra 6. ve 8. haftada olmak iizere iki kez degerlendirme yapilmigtir.
Degerlendirmeler Cizelge 2.°de verilen 0-5 skalasna gore yapilmigtir (Liu ve ark., 1995).
Denemelerde Gordion hiyar cesidi kullanilmigtir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 10
tekerriirlii olarak yiiriitiilmistiir. Her tekerriir igerisinde 2 bitki bulunan saksidan olusmaktadir.

Bulgular

Floresan pseodomonaslarin izolasyonu

Floresan pseudomonaslarin izalosyonu amaciyla Izmir, Balikesir, Manisa ve Canakkale
illerinden toplam 108 adet bitki 6rnegi toplanmistir. Bu o6rneklerden toplam 161 adet floresan
pseudomonas izolat: elde edilmistir. izolasyon calismalari sirasinda UV 1sik altinda vermis olduklar
renklere gore degerlendirilerek secilen Floresan pseudomonaslar genelde yesil, mavi, mavimsi yesil ve
sarims1 yesil renkler vermistir.

Antagonistik floresan pseudomonaslarin in vitro’da secimi

In vitro’da yapilan ¢aligsmalara baglamadan once ayni1 bitkiden izole edilen ve UV 1s1k altinda
vermis olduklart renkler birbirine benzeyen izolatlar elenmistir. Bu elemenin sonucunda in vitro ve in
vivo denemelerine alinacak 110 adet Floresan pseudomonas izolati kalmistir. Bu 110 adet Floresan
pseudomonas ile in vitro’da F.oxysporum f.sp. cucumerinum’a karsi antagonistik etki denemeleri
yapilmstir (Sekil 1.).

36/2 4/1
Sekil 1. Floresan pseudomonas izolatlarinin olusturdugu engelleme bolgeleri.

Denemede 0-5 skalasina gore yapilan degerlendirme sonucuna gore 8 adet izolat skalanin 1.
kategorisinde, 102 adet izolat ise skalanin 2. kategorisinde yer almistir. Skalanin 2. kategorisinde yer
alan izolatlar genelde 3—7 mm arasinda engelleme boélgesi olugturmustur. 2 nolu skala kategorisinde
yer alan izolatlarin 6l¢lim degerlerinin dagilimi1 Cizelge 3.’te verilmistir. Cizelge 3.’te de goriildiigii
gibi, 38 adet izolat 5 ile 6 mm ararsinda engelleme bdlgesi olusturmustur. 6 adet izolat (6/1, 90/2,
94/1, 94/2, 96/2, 104/3) ise 6—7 mm arasinda engelleme bolgesi olusturarak 2 nolu skalada yer alan
102 adet izolat arasinda en iyi engellemeyi yapmustir.

Cizelge 3. 2 nolu skala degerinde yer alan izolatlarin gosterdigi engelleme bolgesi degerleri

izolat (adet) Engelleme bolgesinin genisligi (mm)
12 2,1-3,0
22 3,1-4,0
24 4,1-5,0
38 5,1-6,0
6 6,1-7,0
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In vivo’da uyarilmis dayamkhlik yoniinden 6n elemeler

In vivo denemelerine 110 adet Floresan pseudomonas izolat1 ile yapilan denemede 15 giinliik
hiyar fidelerin dikiminden itibaren 4. ve 6. haftada olmak tizere iki defa degerlendirme yapilmustir.
Zaman ilerledikce ayni bitkide hastaligin giderek diismesi, bitkide dayanikliligin uyarilmasi olarak
algilanmigtir. Ciinkii 2 gozlem arasindaki zaman diliminde, bitkide yeni ¢ikan yapraklarin solgunluk
gostermemesi bunlarda dayanikliligin uyarildigi anlamina gelmektedir.

In vitro ve in vivo 6n eleme denemelerinin sonucglar1 birlikte degerlendirilmis ve 20 adet
Floresan pseudomonas izolat1 bir sonraki denemede kullanilmak {izere secilmistir. Segilen bu Floresan
pseudomonaslar Cizelge 4.’te verilmistir.

Cizelge 4. In vitro ve in vivo deneme sonuglarina gore secilen floresan pseudomonas izolatlari

In vitro’da In vivo 6n eleme
izolat no | ortalama engelleme I. Degerlendirme (4. hafta) H(')g:lgaellrlll:lll)((l:lli:?iii(;;ql::ﬁ(a)
R o
(mm) ortalama belirtili yaprak oram (%) orani (%)

4/1 3,6 31 23

51 5,4 35 29

6/1 6,1 29 28
24/2 5,6 43 27
26/1 3,6 43 30
26/2 3,7 41 26
312 5,1 39 31
36/2 53 25 22
39/3 6,0 34 26
45/3 5,7 30 30
46/2 1,3 29 24
51/2 5,2 26 32
53/1 5,1 31 29
61/1 5,4 25 26
83/1a 5,1 32 25
87/2 53 31 23
88/3 5,0 41 33
94/1 6,3 20 31
96/1 3,1 23 25
108/2 2,4 19 27

Cizelge 4. Incelendiginde, genelde her iki denemede de en iyi sonucu alan izolatlar bir sonraki
test icin secildigi goriilmektedir. Ancak bazi izolatlar (26/2, 26/1, 4/1, 46/2, 96/1, 108/2) in vitro‘da
gosterdigi etki yiiksek olmamasina ragmen in vivo ‘daki etkileri yiiksek oldugu igin secilmislerdir. Bu
tiir izolatlar da uyarilmis dayaniklilik mekanizmasi olabilecegi diistiniilmektedir.

Bazi izolatlarda (31/2, 88/3) in vivo ‘da 4. haftada yapilan degerlendirmeye gore, 6. haftada
yapilan degerlendirmedeki belirtili yaprak orani en ¢ok azaldigi i¢in segilmisledir.

Tiitiin testi

Secilen 20 adet Floresan pseudomonas izolati ile in vivo testlerine alinmadan 6nce patojen
olup olmadiklarini ortaya koyabilmek amaciyla tiitiin testi yapilmistir. Yapilan degerlendirmelere gore
bir sonraki deneme i¢in segilen 20 adet Floresan pseudomonas izolatinin tiimiiniin patojen olmadigi
tespit edilmistir.

In vitro Siderefor etki yoniinden degerlendirme

Secilen 20 adet Floresan pseudomonas izolatinin /n vifro’da olusturmus oldugu engelleme
bolgesinin siderofor etkiye dayanip dayanmadigimi ortaya koymak amaciyla yapilan denemelerde
petrilerde olusan engelleme bolgeleri Sekil 2.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.6. 88/3 nolu floresan pseudomonas izolatinin siderofor testi.

Deneme sonuglarina goére 20 adet Floresan pseudomonas izolatindan 18 tanesinde demir
ilaveli King B besiyerinde herhangi bir engelleme bolgesi olugsmamistir. Bu da in vitro’da olusan
antagonistik etkinin siderofor etkiye dayandigini gostermektedir. 46/2 ve 96/1 nolu izolatlarda demir
ilaveli King B besiyerinde 1 mm’lik gibi kiiciik bir engelleme bolgesi olustugu saptanmistir. Bu
izolatlarda etkinin hem siderofor hem de antibiyotik etkiye dayandigi diisiiniilmektedir.

In vivo denemeler

Bu denemelerde in vitro ve in vivo on eleme testleri sonucunda segilen en basarili 20 Floresan
pseudomonas izolati kullanilmigtir. Yapilan tiitiin testi ve siderofor etki testi sonucunda bu izolatlarin
patojen olmadig1 ve in vitro etkisinin genelde siderofor etkiye dayandigi tespit edilmistir. /n vivo 'da 6.
ve 8. haftada yapilan degerlendirmelere ait ortalama hastalik siddeti ve izolatlarin yiizde etki degerleri
Cizelge 5.’te verilmistir.

Cizelge 5. In vivo denemelerinde elde edilen sonuglara gore hastalik siddeti ve yiizde etki

Tawsend—Heuberger’e gore sl x o .
izolat no hastalik siddeti % Abbott’a gore % etki
I. Degerlendirme I1. Degerlendirme I. Degerlendirme | II. Degerlendirme
(6. hafta) (8. hafta) (6. hafta) (8. hafta)
4/1 29 33 30,9 36,50
51 27 32 35,7 38,40
6/1 25 40 40,4 23,07
24/2 30 34 28,5 34,60
26/1 31 42 26,2 19,23
26/2 29 40 30,9 23,07
312 35 48 16,6 7,69
36/2 22 39 47,6 25,00
39/3 22 37 47,6 28,80
45/3 38 44 9,5 15,38
46/2 35 38 16,6 26,90
5172 33 37 21,4 28,80
53/1 36 45 14,2 13,46
61/1 33 40 214 23,07
83/1a 33 43 21,4 17,30
8712 27 43 35,7 17,30
88/3 32 40 23,8 23,07
94/1 36 38 14,2 26,90
96/1 37 36 11,9 30,80
108/2 22 39 47,6 25,00
Foc 42 52

Cizelge 5. Incelendiginde, 8. haftada yapilan degerlendirmede kontrole gore en iyi etkiyi
%38,4’liik bir etki ile 5/1 nolu izolatin elde ettigi goriilmektedir. En diisiik etki ise %7,69’luk bir deger
ile 31/2 nolu izolatta goriilmiistiir.
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Bu denemede Abbott’a gore yiizde etki degerlerine bakildiginda baz1 izolatlarda 6. haftaya
gore 8. haftada etki degerlerinin distigli goriillmektedir. Baz1 izolatlarda ise bu durumun tam tersi
goriilmiistiir. Yani 6. haftadaki etki degerlerine gore 8. haftadaki etki degerlerinin arttig
goriilmektedir.

Tartisma

Hiyar birgok iilkede ekonomik 6neme sahip bir tiriindiir. F. oxysporum f. sp. cucumerinum’un
neden oldugu solgunluk, Diinyada hiyarda yaygin olan en 6nemli vaskiiler solgunluk hastaliklarindan
biridir (Martyn, 1996; Vakalounakis ve Fragkiadakis, 1999). Bu hastalik Ege Bolgesi’'nde de hiyar
yetistiriciligi yapilan seralarda en 6nemli hastaliklardan biridir.

Bu proje kapsaminda biyolojik savas etmeni olarak Floresan pseudomonas izole edebilmek
amaciyla Izmir, Balikesir, Manisa ve Canakkale illerinden basta hiyar olmak iizere kavun, karpuz ve
kabak bitkilerinden toplam 108 adet bitki ornegi toplanmistir. Literatiir bilgilerine bakildiginda
orneklemenin ayni bitkinin yetistirildigi, olabildigince ayr1 ekolojik kosullardaki saglikli bitkilerden
almmasinin antagonist populasyonuna hem ¢esitlilik hem de yogunluk kazandirdigi belirtilmektedir
(Bora ve Ozaktan, 1998).

Ayn1 bitkiden izole edilen ve UV 1sik altinda vermis olduklar1 renkler birbirine benzeyen
izolatlar elenmistir. Bu elemenin sonucunda in vitro ve in vivo denemelerine alinacak 110 adet
Floresan pseudomonas izolatt kalmistir. In vitro’da yapilan testler sonucunda 110 adet izolattan 102
adedinin 1skalanin 2. kategorisinde yer aldigi goriilmektedir. Ancak bu iskalanin 2. kategorisinde
engelleme bolgesi degeri 2mm ile 7 mm arasinda degismektedir. Ayni 1skala kategorisinde yer alsa da
2mm‘lik bir engelleme gosteren izolat ile 7 mm’lik engelleme gdsteren izolat in vivo’da farkli diizeyde
etki gosterebilmektedir. Amerikada yapilan bir ¢alismada in vitro’da Floresan pseudomonaslar g¢esitli
fungal ve bakteriyel patojenlere karsi King B besiyerinde denenmistir. Degerlendirmelerin sonucunda
120 adet Floresan pseudomonas izolatinin %4’ii skalanin 3., 4. ve 5. kategorilerinde %14’ 2.
kategoride, %39’u 1. kategoride ve %43’ 0. kategoride yer almistir. Skalanin 2., 3., 4. ve 5.
kategorilerinde yer alan ve toplam Floresan pseudomonaslarin %18’ini olusturan Floresan
pseudomonas izolatlar1 in vitro’da en etkili antagonistler olarak secilmistir (Geels ve Schippers, 1983).

Biyolojik savas mekanizmalarindan biri olan uyarilmis dayaniklilik mekanizmasina sahip
olabilecek Floresan pseudomonas izolatlarimi belirlemek amaciyla in vitro ¢aligmalara paralel olarak
yapilan in vivo 6n eleme denemelerinde 15 giinliik fidelerin ekiminden sonra 6. haftada yapilan
degerlendirmede en diisiik hastalik siddeti %21 en yiiksek hastalik siddeti %53 olmustur. Ancak in
vitro ve in vivo sonuglari her zaman birbirine paralel olmayabilir. In vitro’da 5,8 mm engelleme
bolgesi olusturan 18/1 nolu izolat in vivo’da %53’liik bir hastalik siddeti olusturmustur. Bu izolat in
vitro’da etkili olmasina karsin in vivo’da etki gostermemistir. 88/2 nolu Floresan pseudomonas izolati
in vitro’da 5,3 mm engelleme bdlgesi olustururken ayni zamanda in vivo’da da %21°lik hastalik
siddeti ile en etkili izolat olmustur. Baz1 izolatlarda ise 6rnegin 46/2 nolu Floresan pseudomonas
izolatinda in vitro’da 1,3 mm gibi diisiik engelleme bdlgesi olusturmasina karsin in vivo’da %24’likk
hastalik siddeti ile en etkili izolatlardan birisi olmustur.

In vitro ve in vivo 6n eleme denemeleri sonuclarinin birlikte degerlendirilmesinin amaci farkl
etki mekanizmalarma sahip olabilecek Floresan pseudomonas izolatlarini belirlemektir. Siderefor veya
antibiyotik iireten Floresan pseudomonaslar in vitro’da saptanabilmektedir. Ancak uyarilmis
dayaniklilik mekanizmasina sahip olan izolatlar genelde in vivo’da belirlenebilmektedirler. Ciinkil
patojenlere karsi dayaniklilik bitkide olugsmaktadir. Floresan pseudomonas izolatlarinin secimi
yapilirken birinci degerlendirmeye gore ikinci degerlendirmede hastalik siddetinde diisiis olanlar ve
cok az artis olanlar secildi. Izolatlarin bu dzelliklerininin yanisira in vitro’da elde etmis olduklar1 etki
degerleri de goz oniinde bulunduruldu. 4/1, 26/1, 26/2, 46/2, 96/1 ve 108/2 nolu izolatlarin in vitro’da
gostermis olduklart etkiler yliksek degildir. Ancak bu izolatlar in vivo 6n eleme denemesinde sirasiyla
%23, %27, %30, %24, %25 ve % 27 gibi diisiik hastalik siddeti gdstermistir.

Floresan pseudomonaslar demirin kisitli oldugu kosullarda demir iyonlarina yiiksek afinitesi
olan, diisiik molekiil agirlikli, salgilanabilir, suda ¢oziinebilir molekiiller olan “siderefor”lar1 {iretirler
(Neilands ve Nakamura, 1985; Bora va Ozaktan, 1998). Demirin kit bulundugu ortamlarda Floresan
pseudomonaslar tarafindan iretilen sideroforlar sadece besin yarismasi yoniiyle biyolojik savasa
katkida bulunmazlar. Besin yarigsmasinin yani sira uyarilms dayaniklilik ve bitki gelisimini artirici
etkileri de vardir (Van Loon ve ark., 1998; Ramamoarthy, 2001). /n vivo denemeler i¢in segilen 20
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adet Floresan pseudomonas izolati denemelere gegcmeden Once in vitro’da siderofor etki yoniinden
degerlendirildi. Yapilan degerlendirmelere gore izolatlarin hepsinin in vitro’da gostermis olduklar
etkilerin siderofor etkiden kaynakladigi goriilmiistiir. Demir ilaveli King B besiyerinde herhangi bir
engelleme bolgesi olusmamustir.

Yapilan tiitiin testi sonuglaria gore de izolatlarin hig birinin patojen olmadig1 anlasilmistir. [n
vivo denemelerin sonuglarina bakildiginda ikinci degerlendirmede etkinin %7,69 ile %38,4 arasinda
degistigi goriilmektedir. Baz1 izolatlarda (36/2 ve 39/3) birinci degerlendirmede %47,6 gibi yiiksek bir
etki goriilmiisken 15 giin sonra yapilan ikinci degerlendirmede etki diiserek %25,0 ve %28,8 olmustur.
Bu bize izolatlarin olusturmus oldugu antagonistik etkinin uzun siireli olmadigimi gostermektedir.
Ancak bazi izolatlarda ise etki giderek artmustir. Ornegin 24/2, 94/1, 96/1 gibi izolatlarda birinci
degerlendirmedeki etki sirasiyla %28,5, %14,2 ve %11,9 iken bu etki giderek artis gbstermis ve 15
giin sonra yapilan degerlendirmede sirasiyla %34,6, %26,9 ve %30,8 diizeyine ulagmistir. Bu sonuglar
bize 24/2, 94/1 ve 96/1 nolu izolatlarin gostermis olduklar1 antagonistik etkinin uzun siireli ve giderek
artan bir etki oldugunu gostermektedir.

Sonuc ve Oneriler

Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum’un neden oldugu solgunluk hiyarin O6nemli
hastaliklarindan birisidir. Bélgemizdeki zarar1 her gecen giin artmaktadir. Izmir, Balikesir, Manisa ve
Canakkale illerinden basta hiyar bitkisi olmak tizere kavun, karpuz ve kabak bitkilerinden 6rnekler
toplanmistir. Toplanan 108 adet bitki Orneginden elde edilen 110 adet Floresan pseudomonas
izolatinin in vitro’da antagonistik etkileri belirlenmistir. 05 skalasina gore yapilan degerlendirmede 8
adet izolat skalanin 1. kategorisinde, 102 adet izolat ise 2. kategorisinde yer almistir. In vitro
calismalarina paralel olarak in vivo’da da ayn1 izolatlar ile 6n eleme ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. In vitro
ve in vivo On eleme denemelerinden elde edilen sonuglar birlikte degerlendirilmistir. Sonraki in vivo
denemelerinde denenmek iizere 4/1, 5/1, 6/1, 24/2, 26/1, 26/2, 31/2, 36/2, 39/3, 45/3, 46/2, 51/2, 53/1,
61/1, 83/1a, 87/2, 88/3, 94/1, 96/1 ve 108/2 nolu Floresan pseudomonas izolatlar1 secilmistir. /n vivo
denemesine ge¢meden Once secilen bu 20 adet Floresan pseudomonas izolatinin in vitro’daki
antagonistik etkisinin siderofor etkiden kaynaklandig tespit edilmistir. Yine bu izolatlar ile in vivo
deneme Oncesi patojen olup olmadiklarini tespit etmek amaciyla tiitlin testi yapilmigtir.
Degerlendirmenin sonucunda izolatlarin tiimiiniin patojen olmadigi goriilmiistiir. /n vivo denemeler
her saksida 2 bitki olacak sekilde 10 tekerriirlii olarak kurulmustur. Degerlendirmeler sonucunda en
yiiksek etki %38,4’liikk bir degerle 5/1 nolu izolatta gorillmiistiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda hiyar
Fusariun solgunluguna karst Floresan pseudomonas izolatlariyla biyolojik savas umutvar
goriilmektedir.
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