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OZET

Fusarium solgunluk hastalif1 (Fusarium oxysporum f. sp. melonis) diinyada kavun (Cucumis melo L.) Anahtar Sozciikler:
yetistiriciligini smirlandiran en 6nemli fungal hastaliklardan biridir. Hastalik etmeninin en genel Fusarium oxysporum
yayilma yolu toprak olup, tohumla taginmasi da s6z konusu olabilmektedir. Bu etmene karsi bitki f. sp. melonis
gelisimini uyaran kok bakterileri (Plant growth promoting rhizobacteria; PGPR)’nden bazilarmin PGPR

[Bacillus subtilis subsp. subtilis (B379¢), Pseudomonas aeruginosa (P07-1 ve P074), Pseudomonas sp. Uyarilmis dayaniklilik
(P48-2)] ve bazi bitki aktivatorlerinin (AuxiGro, Crop-Set ve ISR-2000) etkinlikleri, hastaligin

miicadelesinde yaygin olarak kullanilan bir fungisit (Maxim® XL) ile karsilastirilmali olarak

aragtirllmistir. Ayrica, PGPR ve aktivatorlerin bitki hastaliklarin1 baskilamada 6nemli bazi enzimleri

(prolin, katalaz ve peroksidaz) aktive etme durumlar1 da degerlendirilmistir.

Tohum ¢imlendirme denemelerinde basta P07-4 izolat1 olmak {izere diger PGPR izolatlarinin (B379c,

P07-1 ve P48-2) kavun tohumlarinin radikula-hipokotil uzunlugunu ve tohum canlilik indeksini

kontrole gore arttirdigi belirlenmistir. Bu izolatlar, F. oxysporum f. sp. melonis (Fom-TRO1)’in

miseliyal gelisimini % 20-29 oraninda engellemistir. Saks1 denemelerinde, PGPR ve bitki aktivatorii

uygulamalarmin Fusarium solgunluk hastaligini kontrole kiyasla o6nemli oranda azalttiklart

saptanmistir. PGPR izolatlar1 arasinda, P. aeruginosa (P07-1) hastalik siddetini pozitif kontrole

(% 61.67) kiyasla % 35.67 oraninda azaltarak en basarili izolat olarak belirlenmistir (% AUDPC 45.39).

Bitki aktivatorlerinden AuxiGro hastalik gelisimini pozitif kontrole gore % 49.25 oraninda azaltirken,

Crop-Set % 41.80 ve ISR-2000 %35.82 oraninda azaltmustir. P07-1 izolat1 ve AuxiGro bitki aktivatori,

patojene karst savunma enzimlerini (Prolin, katalaz (CAT) ve peroksidaz (POX)) tesvik eden en iyi iki

uygulama olarak tespit edilmistir. PGPR izolatlarimin hastaligi baskilamadaki mekanizmasinin, bitki

biiyiime diizenleyici rolii ile birlikte uyarilmis dayaniklilik ile iligkili oldugu belirlenmistir.

Determination of efficiencies of some rhizobacteria and plant activators against
Fusarium wilt disease of melon

ABSTRACT

Fusarium wilt disease (Fusarium oxysporum f. sp. melonis) is one of the major pathogens threatening Keywords:

the melon (Cucumis melo L.) production worldwide. The most common way that the disease is spread Fusarium oxysporum
to plants is via infested soil, and infected seeds may also contribute to the disease dispersal. Effects of f. sp. melonis
some plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) [Bacillus subtilis subsp. subtilis (B379c), PGPR
Pseudomonas aeruginosa (P07-1 ve P074), Pseudomonas sp. (P48-2)] and some plant activators Induced resistance
(AuxiGro, Crop-Set and ISR-2000) were investigated in comparison to a commonly used fungicide

(Maxim® XL). Also, the roles of PGPR and activators in activating some enzymes (proline, catalase

and peroxidase) which are critical in suppression of plant diseases, were evaluated.

In seed germination experiments, particularly P07-04, and other PGPR isolates, B379¢c, P07-1 and P48-

2 were significantly increased radicle-hypocotyl length and seed vigor index of melon seeds, compared

to control. These isolates inhibited the mycelial development of Fusarium oxysporum f. sp. melonis

(Fom-TRO1) at the rates of 20-29%. In pot experiments, it was determined that PGPR and plant

activator treatments significantly lowered Fusarium wilt disease, compared to positive control. Among

PGPR isolates, P. aeruginosa (P07-1) was the most successful isolate (AUDPC 45.39%) by lowering

disease severity at a rate of 35.67% (61.67% of efficiency compared to positive control). Along with
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disease prevention ability, this isolate also displayed a plant growth promoting effect. Among plant
activators, AuxiGro was the most successful activator compared to positive control, with an efficiency
rate of 49.25% while 41.80% efficiency was obtained with Crop-Set and 35.82% with ISR-2000. These
two biotic and abiotic treatments (P07-1 and AuxiGro) were identified as the best defense enzyme
(Proline, “catalase” (CAT) and peroxidase (POX)) inducers against the pathogen. The disease
suppression mechanism of PGPR isolates was determined to be associated with promoting the plant © OMU ANAJAS 2019

growth, as well as induced resistance.

1. Giris

Kavun  yetistiriciliginde ~ Fusarium  oxysporum
Schlechtend.: Fr. f.sp. melonis (Leach & Currence)
W.C. Snyder & H.N. Hansen (Fom) etmeninin neden
oldugu Fusarium solgunluk hastaligi, gerek iilkemizde
gerekse diinyada kavun yetistiriciligini sinirlandiran en
onemli fungal hastaliklardan biridir (Chupp, 1930;
Yiicel ve ark., 1994). Fusarium solgunluk hastaligimin
yant sira, mildiyd, kiilleme, antraknoz ve Verticillium
solgunluk hastaliklar1 da bazi yillar verim kayiplarina
neden olabilmektedir (Erzurum ve Maden, 2002; Kurt,
2013). Kavunda Fusarium solgunluk etmeni (Fom)
diinyada ilk kez Chupp (1930) tarafindan Amerika
Birlesik Devletleri’nin New York eyaletinde rapor
edilmistir. Ulkemizde ise ilk kez, 1939 yilinda
Manisa’da tespit edilmistir (Bremer, 1944). Etmenin
bildirildigi diger bolgeler Trakya (Soran, 1975), Ege
(Evcil ve Yalgm, 1977; Yildiz, 1977), Giineydogu
Anadolu (Sagir, 1988; Kurt ve ark.,, 2002), Dogu
Akdeniz (Yicel ve ark.,, 1994), Orta Anadolu ve
Marmara (Akdogan, 1969; Erzurum ve ark., 1999)
seklinde siralanabilir.  Hastalik etmeni toprakta
klamidospor formunda canli kalmakta, buradan gelisen
miselyum bitkinin geng¢ koklerini infekte etmekte ve
makro ve mikro konidileri ile iletim demetlerini
tikayarak genel bir solgunluga neden olmaktadir.
Vejetasyonun ilerleyen donemlerinde ise, ¢dkme ve
kurumalar goézlenebilmektedir. Fom’un giinlimiizde 1k
0, ik 1, ik 2 ve ik 1-2 olmak iizere dort ki rapor
edilmistir (Risser ve ark., 1976; Mas ve ark., 1981).
Ulkemizde Ege Bélgesi’nde Fom’un 0, 1, 1-2 no’lu
wrklarinin, Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde 0, 1, 2, 1-2
wrklarimin ve Dogu Akdeniz Bolgesi'nde 0, 1, 1-2
wklarmin  yaygm oldugu rapor edilmistir (Sensoy,
2005).

F. oxysporum tir kompleksi (FOSC; F. oxysporum
species complex), solgunluk ve kok ¢iiriikliigiine neden
olan en yaygin fitopatojenik tiirleri icermektedir. Eseyli
donemi olmayan patojenik formlar1 konukcuya
ozellesmis olup, infekte ettigi bitki tiirlerine bagl olarak
farkli formae speciales (f. sp.) gruplart igermektedir
(Booth 1971; Gordon ve Martyn 1997; Kirk ve ark.,
2008). F. oxysporum mikrokonidi, makrokonidi ve
klamidospor olmak iizere ii¢ ¢esit aseksiiel spor
olusturmaktadir (Nelson ve ark., 1994; Alexopoulos ve
ark., 1996; Agrios, 2005; Leslie ve Summerell, 2006).
En genel yayilma yolu toprak olan bu etmenin, tohumla
tasinmas1 da s6z konusu olabilmektedir. Fusarium
solgunluk hastaliklarinin miicadelesinde
tolerant/dayanikl cesit, sertifikali tohum, uygun sulama
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ve giibreleme, tohum dezenfeksiyonu, ekim nébeti, bitki
artiklarinin imhasi1 ve yabanci ot kontrolii gibi kiiltiirel
onlemler siralanabilir (Yildiz, 1977; Hennessy ve ark.,

2005; Altinok, 2013). Ayrica, entegre hastalik
yonetiminin bir pargast olarak, biyolojik preparatlar
solgunluk hastaliklarinin miicadelesinde

kullanilabilmektedir (Bora ve Ozaktan, 1998).

Toprak kokenli bitki hastaliklarinin kontroliinde
kimyasal miicadeleye alternatif yontemler arasinda,
patojen enfeksiyonundan o6nce konukg¢uda savunma
genlerinin  harekete gegirilmesi esasina dayanan
dayanikliligin tesviki (Induced resistance) calismalari
giderek onem kazanmaktadir. Bitkide patojenlere kars
dayaniklilik  regiilasyonunda, salisilik asit (SA),
jasmonik asit (JA) ve etilen (ET) sinyal bilesenleri
onemli rol oynamaktadir. Bitki kok  bolgesi
bakterilerinin bitki saglhigmi destekleyici &zellikleri
bilinmektedir. Bitki biiyiime diizenleyici rizobakterilerin
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria; PGPR) bitki
gelisimini desteklemelerinin yani sira, bitkide savunma
mekanizmasini da harekete gecirerek fungal, bakteriyel
ve viral ¢ok sayida etmene karsi koruma sagladiklari
bildirilmistir (Wei ve ark., 1996; van Loon ve ark.,
1998). Kitinaz, B-1,3 glukanaz, patogenez ile ilgili
proteinler, fitoaleksin birikimi, lignin, kalloz ve
hidroksiprolince zengin glikoproteinler, koruyucu
biyopolimer olusumu savunma reaksiyonlart PGPR’lar
tarafindan aktive edilebilmektedir (Glazebrook, 2001).

Gilinlimiizde bitki aktivatorii olarak adlandirilan bazi
sentetik Dbilesiklerin ticari preparatlari hazirlanmig ve
pratikte kullanima sunulmustur. Aktivatorler bitkide
patojen saldirisina karsi savunma mekanizmasini aktive
etmekte, stres kosullarindan bitkiyi korumakta, verim ve
kaliteyi olumlu yonde etkilemektedir (Tosun ve Ergiin,
2002). Ulkemizde ruhsath iiriinler arasinda; Actigard,
Messenger, AuxiGro, Humiforte, Crop-Set ve ISR-2000
sayilabilir. ISR-2000 Lactobacillus acidophilus, maya
ekstrakti, Yucca bitki ekstraktt ve BTH (Benzo-(1,2,3)-
thiadiazole-7-carbothioic  acid  S-methyl  ester)
icermektedir. Crop-Set yiiksek performansli mineral
vitaminlerin birlesimleri ile birlikte dogal bir baglayici
ve nitrojen (azot) katalizorii igermektedir (Tosun ve
Erglin, 2002). AuxiGro igerigini olusturan gamma
amino butirik asit (GABA) bitkilerde mineral alimini
diizenlemekte, fotosentezi hizlandirmakta ve patojene
kars1 stresi azaltarak bitkinin hastalik direncini
artirmaktadir (Kinnersley, 2000).

Bu c¢alismada, iilkemiz kavun tariminda Onemli
verim kayiplarina neden olan Fusarium solgunlugu
hastaliginin ~ kontroliinde, bazi1  rhizobakterilerin
(Pseudomonas ve Bacillus spp.) ve micadelede
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alternatif iiriinler olarak bazi bitki aktivatorlerinin (ISR-
2000, AuxiGro ve Crop-Set) etkinlikleri yaygimn
kullanilan  bir fungisitle karsilagtirilmali  olarak
arastirillmistir. Ayrica, PGPR ve bitki aktivatorlerinin

bitki savunmasinda Onemli savunma enzimlerinden
CAT, POX ve prolin sentez oranlarma etkileri
arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

Kavun solgunluk hastaligi etmeni F. oxysporum f.
sp. melonis (Fom-TRO1, wkl-2) ve rizobakteriler
“Bacillus subtilis subsp. subtilis (B379¢c), Pseudomonas
aeruginosa (P07-1 ve P07-4), Pseudomonas sp. (P48-
2)” Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Mikoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan
temin edilmistir. Bitki gelisimini uyaric1 kdk bakterileri
(PGPR), ERU-BAP FBA1065 kodlu proje kapsaminda
karakterize edilen Dbakteriler arasindan segilmistir
(Yildiz ve ark., 2012; Altinok ve ark., 2013). Bitki
aktivatorii olarak AuxiGro, Crop-Set ve ISR-2000
kullanilmistir. Ayrica, Fusarium solgunluk hastaligina
karst reticilerin yaygmn olarak tercih ettikleri,
tilkemizde ruhsathh Maxim® XL (Aktif madde 25 g I'!
Fludioxonil+10 g I Metalaxyl-M) fungisitine de
¢alismada yer verilmistir. Cizelge 1’de arastirmada yer
alan aktivatorler ve fungisit {iriin bilgileri verilmistir. In
vitro kok kolonizasyon testi ve saksi denemelerinde
solgunluk hastaligina duyarli Fransiz kavun cesidi
(Cucumis melo L. Cantalupensis Group, cv. Luna)’nin
tohumlar1 kullanilmaistir.

Cizelge 1. Bitki aktivatorleri ve fungisit iiriin bilgileri

Uygulamalar ~ Uretici Firma Doz
AuxiGro Emerald Bio  30g/da-yesil aksam
Crop-Set Improcrop 60ml/da-yesil aksam
ISR-2000 Improcrop 100ml/da-yesil aksam
Maxim Syngenta 500ml/da-toprak

2.1. Rizobakteri Izolatlarimin Antagonistik Etkilerinin
Testlenmesi

Kiiltiir koleksiyonunda bulunan 17 adet PGPR’1n in
vitro’)da  kavunda Fusarium solgunluk etmenine
antagonistik aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismalarinda
F. oxysporum f. sp. melonis’in Fom-TRO1 izolati,
patates Dekstroz Agar (PDA Merck, Darmstadt,
Germany) ortaminda, PGPR’ler ise Nutrient Agar (NA,
Merck) besi ortaminda gelistirilmistir. Petri kaplarinin
(9 cm) kenarlarindan ve merkezden esit uzakliktaki 4
noktaya PGPR izolatindan 50 pl (10% hiicre ml’!
siispansiyonu  olacak  sekilde) inokule edilerek
25°C+1°de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra Fom-TRO1 izolatinin bir haftalik taze kiiltiirlinden
alman 4 mm’lik agar diski, Petri kabmm merkezine
inokule edilerek, 25°C+1°de karanlik kosullarda 7 giin
inkiibe edilmistir (Yildiz ve ark.,, 2012). Tesadif
parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii kurulan

Anadolu J Agr Sci 34 (2019) 135-145

denemede (Her Petri kabi bir tekerriir) patojenin koloni
capt Olgiilerek mm cinsinden kaydedilmis ve ylizde
etkisi esitlik 1°de verilen formiile gore hesaplanmistir:

[(R-r)/R]*100; r: bakteri kolonisinin karsisindaki
fungal koloninin ¢apt; R: Fungal koloninin maksimum
cap1 (1)

Izolat se¢iminde antibiyosis etki mekanizmasindan
bagimsiz olarak, PGPR izolatlarinin daha O6nce
tamamlanan proje kapsaminda belirlenmis
karakterizasyon Ozellikleri dikkate alinmistir. Bu
baglamda azot baglayan, fosfat c¢ozebilen, proteaz
aktivite gosteren, siderofor ve HCN fireten iki adet
izolat (P. aeruginosa; P07-1 ve P07-4) ile birlikte azot
baglayan ve proteaz aktivite gosteren iki adet PGPR
izolatt (Bacillus subtilis subsp. subtilis; B379c ve,
Pseudomonas sp.; P48-2) degerlendirmeye alinmigtir
(Yildiz ve ark., 2012).

2.2.Kok Kolonizasyon Testi

Kavun tohumlarinin sodyum hipoklorit (%2’lik
NaOCl) soliisyonunda yiizey dezenfeksiyonu yapilmis,
iki kez steril distile suda durulandiktan sonra
kurutulmustur. Tohumlar 50’ser adet gruplara ayrilmis
ve piiskiirtme yontemi ile bakterilerin 10 hiicre ml’!
yogunlukta siispansiyonlart uygulanmistir. Tohumlar
uygulamadan sonra 60 dakika tekrar kurumaya
brrakilmigtir. Kuruyan tohumlar 11 cm’lik Petri
kaplarinda 10 adet bulunacak sekilde, 5 tekerriir halinde
%1’lik su agar ortaminda 24°C’de inkiibe edilmistir.
Kontrol tohumlar1 ise bakteri uygulamadan, sadece su
agar besiyeri ile kaplanmistir. Bu sekilde hazirlanan
tohumlar 24°C’de 10 giin inkiibe edilmis, inkiibasyonun
5. glinlinde tohumlarin radikula ve hipokotil uzunlugu
Olgiilerek mm cinsinden kaydedilerek ¢imlenme orani
(%) ve tohum canlilik indeksi hesaplanmistir (Abul-
Baki ve Anderson, 1973; Gupta, 1993). Veriler SPSS
programinda Tukey’s HSD testi (P<0.01) ile analiz
edilerek uygulamalar arasindaki fark karsilastirilmastir.

2.3. PGPR ve Aktivator Uygulamalarmin Kavunda
Fusarium  Solgunluk  Hastaligimin  Gelisimine
Etkileri

Yiizey dezenfeksiyonu yapilan kavun tohumlari,
steril kum-toprak-torf (1:2:1) igeren plastik kiivetlere
(28x38 cm) ekilmis, dikotiledon yaprakli donemde iken,
steril kum-toprak-torf (1:2:1) igeren 13 cm ¢apli plastik
saksilara sasirtilmistir. Fideler 5-6 gergek yaprakli
doneme geldiklerinde, her saksiya 50 ml PGPR izolati
inokule edilmistir. Bu amaca yonelik olarak, NA
besiyerinde 2 giin gelistirilen bakteri hiicreleri 10 mM
MgCly’de siispanse edilerek inokulum siispansiyonu
hazirlanmustir (108 hiicre ml™"). PGPR uygulandiktan bir
hafta patojen (10° cfu ml') kok daldirma yontemi ile
inokule edilmistir (Altinok ve Can, 2010; Altinok ve
ark., 2013).

Aktivatorler PGPR uygulamasi ile ayni giin yesil
aksama piiskiirtme seklinde uygulanmistir. AuxiGro
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(300 mg 100 mlY), Crop-Set (60 ul 100 ml!), ISR-2000
(100 pl 100 ml') uygulamasindan bir hafta sonra
patojen kok daldirma yontemi ile inokule edilmistir.
Maxim fungisiti ise es zamanli olarak topraga
uygulanmustir (125 pl 100 ml™!). Pozitif kontrol bitkilere
sadece patojen inokulumu, kok daldirma yontemi ile
inokule edilmistir. Negatif kontrol bitkiler ise, spor
stispansiyonu yerine steril distile suya daldirilmistir.
Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore her bir
saksida 2 fide olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak
kurulmus ve 16 saat aydmlik (11000 liks), 8 saat
karanlik fotoperiyota ayarli, %80 nisbi nem, giindiiz
2742°C ve gece 24+2°C sicaklik kosullarina sahip, iklim
kontrolli kabinlerde yiriitilmiistiir. Fideler
inokulasyondan sonra ilk simptomlarin gozlendigi
giinden itibaren bitkilerde O6lim goriiniimlerinin
basladig stireye kadar (21 giin) periyodik olarak 7, 14
ve 21. giinlerde Altinok ve Kamberoglu (2005)’nun
solgunluk skalas1 modifiye edilerek degerlendirilmistir.
Denemenin sonlandirildigt 21. giline ait skala degerleri
tizerinden, Townsend-Heuberger formiiliine gore yiizde
hastalik siddeti ve Abbott formiiline gore de
uygulamalarin yiizde etkileri saptanmistir (Karman,
1971). Ayrica, denemede yer alan bitkilerin toprak isti
aksami bitki boyu (mm) ve kok-yesil aksam kuru
agirhig (g) belirlenmistir. Elde edilen veriler varyans
analizine tabi tutulmus (one way ANOVA) ve
ortalamalar arasindaki 6nemli farkliliklar Tukey’s HSD
testi (P<0.01) ile belirlenmistir (JMP v9.0 software
(SAS Institute Inc., Carry, NC, USA). Ayrica, hastalik
gelisim egrisi altinda kalan alan esitlik 2’de verilen
formiile gore (AUDPC; The area under disease progress
curve) hesaplanmigtir (Campbell ve Madden, 1990;
Altinok ve Can, 2010).

“AUDPC = X[(xi + xitl) / 2] (titl — t), x, i
giiniindeki degerlendirmede kaydedilen hastalik siddeti;

(ti+1 —t), ardisik iki Sl¢lim arasindaki zaman” (2)

2.4. Savunmada Rol Alan Enzimlerin Biyokimyasal

Analizleri
2.5.

Saks1 denemelerinde biyokimyasal analizler igin,
patojen inokulasyonundan 24, 48, 72 saat, 7, 14 ve 21
giin sonra bitkilerden yaprak ornekleri (1 g) alinarak,
distile suda yikandiktan sonra sivi azotta dondurulmus
ve analiz yapilana kadar -80°C’de bekletilmistir. Prolin
ekstraksiyonu ve saptanmasi; Bates ve ark. (1973)’nin
onerdikleri yonteme gore yapilmistir. Asit-ninhidrin
kartsimi renk maddesi olarak kullanilmistir. Ninhidrin
(1.25 g), glasiyal asetik asit (30 ml) ve 6 M fosforik asit
(20 ml) igerisinde ¢oziilmiistlir. Yaprak ornekleri 10 ml
%3’liik siilfosalisilik asit icinde homojenize edilmistir.
Homojenizasyon Whatman No: 2 filtre kagidindan
gegirildikten sonra 2 ml’lik karisim 100°C°de 1 saat
stireyle kaynatilmis ardindan reaksiyon buz igerisinde
sonlandirilmigtir. Absorbans 515 nm toluen kontroliine
kars1 okunmustur. Standart olarak 6nceden hazirlanmis
olan L-Prolin soliisyonu kullanilmistir. Katalaz (CAT)
enzimi; Milosevic ve Slusarenko (1996)’nun yontemine
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gore saptanmistir. Bu amaca yonelik olarak 50 pl
protein extrakti, 2.95 ml (10 mM H0,, 50 mM
potasyum fosfat buffer (pH 7.0) ve 4 mM Na,EDTA)
reaksiyon karisimina ilave edilerek, 240 nm’de 25°C’de
30 sn siire ile 6l¢iilmiistiir. Reaksiyon kinetigi, AA240
mg"! protein min' olarak kaydedilmistir. Peroksidaz
(POX) dlgiimii; Cvikorova ve ark. (1994)’nin yontemine
gore yapilmigtir. Bu amaca yonelik olarak 1 g yaprak
ornegi homojenize edilmis, 100 pl yaprak ekstrakti 3 ml
reaksiyon karisimina (13 mM gayacol, 5 mM H,O, ve
50 mM Na-fosfat (pH 6.5) eklenmistir. Peroksidaz
aktivitesi 470 nm’de 25°C’de 1 dakikalik siirede
Ol¢tilmiistiir. Reaksiyon ilk kinetigini gosterdigi durum
AA240 mg! protein min' olarak ifade edilmistir
(Altinok ve ark., 2013; Altinok ve Dikilitas, 2014).

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Rizobakteri Izolatlarimin Antagonistik Etkileri ve
Kok Kolonizasyon Yetenekleri

Rizobakteri ve patojen (Fom-TRO1) arasindaki
antagonistik  iliskinin  belirlenmesi caligmalari
kapsaminda, kiiltir koleksiyonundan toplam 17 adet
PGPR izolatt degerlendirilmeye alinmistir. Rizobakteri
izolatlarmin ~ Fom-TRO1’in  miseliyal  gelisimini
engellemedigi yada c¢ok sinirli engelledigi saptanmustir.
Kontrole gore patojen koloni gelisimini sinirl
engelleyen B379¢, P07-1, P07-4 ve P48-2 izolatlarinin
istatistiksel analizlerinde uygulamalar arasindaki fark
onemli bulunmustur (F=116.2720; P<0.01). Bu dort
rizobakteri, Fom-TRO1 patojen izolatin koloni
gelisimini kontrole gore %20-29 oraninda engellemistir
(Cizelge 2).

Cizelge 2. Rizobakteri izolatlarmin  Fusarium
oxysporum f. sp. melonis’in (Fom-TR01) miseliyal
geligimine etkisi

. Koloni .
. . Izolat Yiizde
Rizobakteriler Kodu Cap1 Etki
(mm)
Bacillus — subtilis pa7q. 64000 28.89
subsp. subtilis
Pseudomonas P07-1  65.00c  27.78
aeruginosa
Pseudomonas P07-4  72.00b  20.00
aeruginosa
Pseudomonas sp.  P48-2 70.00b  22.22
Kontrol 90.00 a

*Farkli harfle gosterilen siitunlar igindeki rakamlar Tukey’s
HSD testine P<0.01 diizeyinde 6nemli

PGPR izolatlarinin kdk kolonizasyon yetenekleri
incelenmistir. B379¢, P07-1, P07-4 ve P48-2 inokule
edilen kavun tohumlarinda g¢imlenme orami %74-86
arasinda degismistir. Kontrole gére uygulamalar
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arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamistir. Benzer
durum ¢imlenme hizinda da gozlenmistir. Tohumlarin
kontrole gore radikula-hipokotil uzunluklari
degerlendirildiginde P07-4 izolat1 ilk sirada yer alirken,
bunu sirasiyla P07-1, B379c¢ ve P48-2 izlemistir.
Radikula ol¢limlerinde kontrole gore uygulamalar
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamigtir. Tohum
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¢imlenme indeksi degerlendirildiginde ise, kontrole gore
uygulamalar arasindaki fark onemli bulunmustur. En
yiiksek indeks degeri (3365.71) P07-4 izolatindan elde
etmistir. Bu izolat1 3236.57 degeri ile P07-1, 3194.86
degeri ile B379¢c ve 2811.42 ile P48-2 izolatlar1 takip
etmistir.  Kavun tohumlarinda PGPR’larin  kok
kolonizasyon yetenekleri Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. PGPR inokule edilen patlican tohumlarinin ¢imlenme orani, ¢gimlenme hizi, radikula-hipokotil uzunlugu,

hipokotil uzunlugu ve tohum canlilik indeksi

Uyeulamalar Cimlenme Cimlenme Radikula-Hipokotil Radikula Tohum Ca1.11111k
Orani (%) Hiz1 (mm) (mm) Indeksi
B379c 82.8 a’ 1.11 a 39.96 ab 246 a 3236.57 ab
P07-1 82.8 a 096 a 40.56 ab 246 a 3365.71 b
P07-4 77.1 a 099 a 41.60 b 22.84 a 319486 ab
P48-2 742 a 090 a 38.04 ab 21.52 a 281142 a
Kontrol 857 a 1.03 a 32.04 a 2096 a 2753.14 a

*Farkl1 harfle gosterilen siitunlar i¢indeki rakamlar Tukey’s HSD testine P<0.05 diizeyinde énemli

3.2. PGPR ve Bitki Aktivatérii Uygulamalarimin Bitki ve
Hastalik Geligimine Etkileri

Kavun fidelerine PGPR uygulandiktan bir hafta
sonra patojen inokulasyonunun, ISR mekanizmasinin
uyarilmasi i¢in optimum zaman aralifi oldugu 6n
denemelerle ve daha Once yaymlanan  bir
arastirmamizda belirlenmistir (Altinok ve ark., 2013).
Bu amaca yonelik olarak PGPR izolatlarinin ve bazi
bitki aktivatorlerinin, kavunda Fusarium solgunluk
hastaligina kars1 etkinlikleri ruhsatli bir fungisitle
karsilagtirmali olarak aragtirtlmistir. Patojen
inokulasyonundan bir hafta sonra fidelerde ilk solgunluk
simptomlar1 gozlenmistir. Denemenin sonlandirildig
21. giinde skala degerleri {izerinden yiizde hastalik
siddeti ve periyodik degerlendirmeler iizerinden de
AUDPC (%) degerleri hesaplanmistir. Hastalik siddeti
degerleri ve AUDPC degerleri birbiri ile pozitif
korelasyon gostermistir (r=0.78). PGPR izolatlar1
arasinda P. aeruginosa (P07-1) % 35.67 hastalik siddeti
(pozitif kontrole gore % 61.67 etki) ile en basaril izolat
olarak  belirlenmistir (% AUDPC 45.39). P07-1
izolatinin hastalig1 baskilamada basar1 oraninin, ruhsatl
fungisit maxim uygulamasinin etkisine (% 67.17)
oldukc¢a yakin bir deger oldugu goriilmektedir (Cizelge
4). Bu izolat1 % 55.23 hastalik siddeti ile Pseudomonas
sp. (P48-2) takip etmistir (%oAUDPC 51.44). Diger iki
rizobakteri izolat1 B. subtilis subsp. subtilis (B379¢) ve
P. aeruginosa (P07-4) ise, kontrole gore sirasiyla
% 43.41 ve % 37.31 oranlarinda kavunda Fusarium
solgunluk hastaligini dnlemistir.

Aragtirma kapsaminda bu rizobakterilerin  bitki
gelisimini diizenleyici olarak rolleri de belirlenmistir. P.
aeruginosa (P07-1) izolatinin hastalifi engelleme
yetenegine paralel olarak bitki gelisimini de tegvik ettigi

belirlenmistir. Negatif kontrolde bitki boyu 62.88 mm
ve kok-yesil aksam kuru agirlign 1.32 g iken, bu oran
P07-1 inokulasyonu sonucunda sirasiyla 70.40 mm ve
1.62 g saptanmistir. Bu izolati, sirasiyla bitki boyu ve
kuru agirlik degerleri ile P48-2 (62.32 mm-1.45 g),
B379¢ (60,50 mm-1.22 g) ve P07-4 (59.00 mm-1.35 g)
rizobakterileri izlemistir (Cizelge 4).

Bitki aktivatorlerinden AuxiGro hastalik gelisimini
engellemede pozitif kontrole gore %49.25 etki orani ile
en basarili aktivator olarak belirlenmistir. Bunu %41.79
ve %35.82 etki oranlar1 Crop-Set ve ISR-2000
izlemigtir. Benzer sekilde bu aktivatorlerin - bitki
gelisimini de negatif kontrole goére kismen tesvik
ettikleri saptanmistir. Cizelge 4’de PGPR ve bitki
aktivatorii  uygulamalarinin =~ kavunda  Fusarium
solgunluk hastaligi gelisimine etkileri verilmistir.

3.3. Savunma Enzimlerinin Biyokimyasal Analizleri

Kavun fidelerine patojen inokulasyonundan sonra
24, 48, 72 saat, 7, 14 ve 21. giinlerde alinan yaprak
orneklerinde Prolin, CAT ve POX seviyeleri analiz
edilmistir. Bu enzimlerin sentez oranlar1 (+) kontrol, (-)
kontrol ve maxim fungisit uygulamasi ile birlikte Sekil
1, 2 ve 3’de verilmistir. Kavun fidelerine PGPR
uygulamalarinin hepsinde prolin degerlerinde kontrol
gruplarina gore artig saptanmustir. Prolin degeri en
yiiksek 72 saat Olgliimlerinde saptanmustir (Sekil 1).
CAT ve POX enzim oranlarinda da prolin’e benzer bir
trend goriilmiistiir (Sekil 2 ve 3). P. aeruginosa (P07-1)
en yiiksek prolin iireten (28.33 pmol g!) izolat olarak
belirlenmigtir.  Bunu 2522 pmol g! degeriyle
Pseudomonas sp. (P48-2) izolati1 takip etmistir. Ayni
giin lgiimlerinde prolin benzer sekilde CAT (0,79 mg'!
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protein min!) ve POX (831 mg! protein min?)
enzimleri de en yiiksek oranda P. aeruginosa (P07-1)
izolatindan elde edilmistir. Prolin, CAT ve POX enzim
aktivitelerinde bu izolati Pseudomonas sp. (P48-2), B.
subtilis subsp. subtilis (B379¢c) ve P. aeruginosa (P07-
4) izlemistir. PGPR uygulamalar1 patojene kars: bitkide
savunma mekanizmasini maksimum oranda patojen
inokulasyonunda 72 saat sonra tetiklemis, daha sonra
savunma enzimlerinin sentez oranlarinda haftaya baglh
olarak goreceli bir diisiis saptanmustir.

Bitki aktivatorleri arasinda patojene karst savunma
enzimlerini en iyi tesvik eden aktivatdriin AuxiGro
oldugu belirlenmistir (Sekil 1, 2 ve 3). Es zamanlh
dlgiimlerde (72 saat) prolin ortalama 23.32 pumol g!
olarak saptanmustir. Bu aktivatorii, Crop-Set ve ISR-
2000 aktivatorleri izlemistir (Sekil 1). Her ii¢ aktivator
icin 7. gin Oolglimlerinde CAT ve POX enzim
aktiviteleri yliksek saptanmistir (Sekil 2 ve 3). AuxiGro
aktivatorii igin CAT ve POX oranlar sirasiyla 0.65 mg'!
protein min! ve 5.66 mg! protein min! olarak
belirlenmistir.

Rizobakteri izolatlarimin Fom-TRO01’in miseliyal
gelisimini engellemedigi yada c¢ok smurlt engelledigi
saptanmustir. Arastirmada kullanilan rizobakterilerin

antibiyosis etki mekanizmasindan ¢ok, PGPR olarak
karakterize edilmis (azot baglama, fosfat ¢cozme, proteaz
akvite, siderofor ve HCN {iretme) 6zellikleri dikkate
almmustir. PGPR’larin irettikleri bazi metabolitlerle ve
rekabet yetenekleriyle rizosferdeki patojen
popiilasyonlarin1  baskilayabildigi, ancak hastaliklara
karst genis spektrumlu korumadaki asil rollerinin
bitkilerde dayanikliligi tesvik etmek oldugu rapor
edilmistir (Anderson ve Guerra, 1985). Tohum
¢imlendirme denemelerinde, bagta PO7-4 PGPR izolati
olmak iizere B379c, P07-1 ve P48-2 izolatlar1 kavun
tohumlarinin radikula-hipokotil uzunlugunu ve tohum
canlilik indeksini kontrole gore artirmistir.

Kiiltiir koleksiyonumuzdan elde edilen P07-1 ve B379¢
rizobakterilerinin ~ patlicanda  kék  kolonizasyon
yetenekleri de basarili bulunmustur (Karimi, 2016).
Rizobakterilerin yani sira Trichoderma tiirlerinin de
tohum ¢imlenme orani ve tohum canlilik indeksinde
artis sagladigi rapor edilmistir (Doni ve ark., 2014).
Benzer bazi arastirmalarda ise, Pseudomonas ve
Bacillus cinsi rizobakterilerin bitkide gelisimi tesvik
ederken, bitki tohumlarinda ¢imlenme oranini azalttig
bildirilmistir (Vrbnic¢anin ve ark., 2011).

Cizelge 4. PGPR ve bitki aktivatorlerinin kavunda Fusarium solgunluk hastaligina etkileri

Uygulamalar Bitki Boyu Kuru Agirlik Hastalik Siddeti Etki AUDPC

(mm) (2 (%)' (%) (%)
B379¢ 60.50 + 5.16" bed™ 122 £ 023 b 5266 + 481 c¢ 4340  55.50
P07-1 7040 + 8.52 a 1.62 £ 023 a 35,67 + 147 f 3731 4539
P07-4 59.00 + 4.01 «cd 1.35 £ 029 ab 5833 + 373 b 61.67 60.58
P48-2 6232 + 641 bc 145 + 034 ab 41.66 + 2.69 e 5523 5144
ISR-2000 58.00 + 474 d 124 £ 027 b 59.72 + 3.07 b 3582  65.58
AuxiGro 64.00 + 663 b 1.39 + 0.17 ab 4722 + 512 d 4925 54095
Crop-Set 60.00 + 423 bed 135 £ 021 ab 5416 =+ 345 ¢ 4180 62.21
Maxim 60.85 + 7.99 bed 090 = 0.17 ¢ 3055 + 3.06 g 67.17 3983
Kontrol (+) 4333 + 434 e 0.58 = 0.12 d 93.05 + 075 a 100.00
Kontrol (-) 62.88 £ 525 bc 1.32 + 0.30 ab

* Standart sapma

“*Farkl1 harfle gosterilen siitunlar igindeki rakamlar Tukey’s HSD testine P<0.01 diizeyinde énemli
! Hastalik siddeti (%), 21. giinde skala verileri iizerinden hesaplanmustir (0: Simptom yok, 4: siddetli solgunluk)
2 Hastalik gelisim egrisi altinda kalan alan (AUDPC). AUDPC rakamlari, tiim uygulamalar arasindaki en yiiksek deger baz

almarak, yiizdelik degerlere doniistliriilmiistiir.
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Sekil 1. Patojen (Fom-TRO1) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra PGPR ve bitki aktivatori
uygulamalarinin kavunda prolin i¢erigine etkisi
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Sekil 2. Patojen (Fom-TRO1) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra PGPR ve bitki aktivatorii
uygulamalarinin kavunda katalaz (CAT), enzim aktivitelerine etkisi
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Uygulamalar

Sekil 3. Patojen (Fom-TRO1) inokulasyonundan 24, 48, 72 sa, 7, 14 ve 21 giin sonra PGPR ve bitki aktivatori
uygulamalarinin kavunda peroksidaz (POX) enzim aktivitelerine etkisi
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Aragtirmamizda PGPR’larin  kavunda Fusarium
solgunluk hastaligina karst koruma mekanizmasinin;
PGPR ve Fom-TRO1 arasindaki kismi antagonizmin
yant sira, bitkide geligme diizenleyici rolil ile birlikte
uyarilmig dayaniklilik ozellikleri oldugu
degerlendirilmistir. PGPR uygulamalari, hem bitki
biyomasinda artig saglamis hem de savunma enzimlerini
degisik oranlarda tetiklemistir. PGPR uygulanmig kavun
fidelerinde, pozitif kontrole gore savunma enzimleri
yiikksek oranda sentezlenmistir. Prolin, CAT ve POX
enzimlerinin 72 sa. sonra indiiksiyonu, kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yiiksek seyretmistir. Patojen
stres faktoriine karsi bitki dokularinda cevap olarak
aminoasit, prolin ve metabolik bilegenlerinin birikiminin
saptandig1 belirtilmigtir (Bates ve ark., 1973). Benzer
arastirmalarda, biyotik faktorlerin fungal hastaliklar:
baskilamada direkt antagonistik etkileri ile birlikte, bitki
savunma mekanizmalarini da tesvik ettigi rapor
edilmistir (Benhamou ve ark., 2002; Harman ve ark.,
2004). Baz1 biyotik ve abiyotik uyaricilarin, patojen ve
konukgu bitkinin reseptorleri arasindaki etkilesimi
aktiflestirerek konukguda bulunan ve dayaniklilig:
yoneten bazi dayaniklilik genlerini harekete gecirdigi
belirtilmistir (Liu ve ark., 1995).

POX enzimi, pozitif kontrol fidelerinde de
saptanmistir. Bu durum reaktif oksijen tiirlerinin (ROS;
reactive oxygen species) patojenle infekte olan
bitkilerde de yiiksek seyredebilecegini gostermektedir.
Bitkilerde, reaktif oksijen tiirleri patojen saldirilarina
yanitla iliskilidir. Aktif oksijen tiirlerinden H>O,’nin,
bitkide patogenez ile iliskili (PR; Pathogenesis Related)
proteinlerinin sentezine ve fitoaleksin iliretimine neden
olarak  dayaniklillk  mekanizmasini tetikledigi
bildirilmistir (Bolwell ve Daudi, 2009). Bitki savunma
reaksiyonu, fenolik bilesiklerin birikmesine yol acan
antioksidan ve  fenolik  enzimlerin  artmasiyla
tetiklenebilir (Van Steekelenburg, 1976). Arfaoui ve
ark. (2006) proteinlerin indiiklenmesinin ve fenolik
birikiminin F. oxysporum f. sp. ciceris’in infeksiyonunu
engelledigini bildirmistir. Arastirmamizda patojene
kars1 bitkide savunma enzimlerinden CAT ve POX en
yiiksek 72 saat Olclimlerinde P. aeruginosa (P07-1)
izolatindan elde edilmistir. Ayn1 enzimler agisindan bu
izolatt Pseudomonas sp. (P48-2), B. subtilis subsp.
subtilis (B379¢c) ve P. aeruginosa (P07-4) izlemistir.
Kiiltiir koleksiyonumuzda yer alan P. aeruginosa (P07-
1) izolatinin patlicanda Fusarium solgunlugu hastalik
geligimini %80’in lizerinde baskiladigi ve CAT, POX ve
PPO savunma enzimlerini aktive ettikleri belirlenmistir
(Altinok ve ark.,, 2013). Benzer sekilde Kkiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan B. subtilis subsp. subtilis
(B379¢) P. aeruginosa (P07-1) kok Dbakterileri
patlicanda kursuni kiif hastaligim1 engellemis ve bitki
savunmasinda rol alan CAT ve POX enzimlerinin
sentez oranlarinda da artisa neden olmustur (Cift¢i ve
Altinok, 2009). Cattelan ve ark. (1999), soya bitkisinin
rizosferinden elde edilen fosforu ¢ozebilen ACC
deaminase, P-1,3-glucanase ve sideroforlar iiretebilen
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rizobakterilerin steril olmayan toprakta soya iiretimini
arttirdigini saptamiglardir. Scher ve Baker (1982), demir
elementinin  F.  oxysporum  f.  sp.  lini’nin
mikrokonidilerinin ¢im tiipli olusturmalar1 i¢in gerekli
oldugunu ve P. putida’nin Trettigi sideroforlarin
patojenin demir kullanimini sinirlandirdig: bildirilmistir.
Aktivatorler bitkide patojen saldirisina karst savunma
mekanizmasi olarak SAR mekanizmasini tesvik ederek,
patojen stresinden bitkiyi korumaktadir. Arastirma
kapsaminda yer alan bitki aktivatorleri arasinda,
kavunda Fusarium solgunluk hastaligina karsi savunma
enzimlerini en iyi tesvik eden aktivatdriin AuxiGro
oldugu belirlenmisgtir. Bu aktivatdr hastalik gelisimini
engellemede pozitif kontrole gore %49.25 etki
gostermistir. Bunu %41.79 ve 35.82 etki oranlar1 Crop-
Set ve ISR-2000 ile izlemistir. SAR mekanizmasi aktive
olduktan sonra bitki biinyesinde birka¢ hafta
sirmektedir. Bu sayede bitkide disaridan gelebilecek
saldirilara karsi bitki korunmaktadir (Tosun ve Ergiin,
2002). ISR-2000 ve Crop-Set aktivatdrlerinin bazi
bakteriyel ve fungal hastalik etmenlerine karst koruma
sagladiklari bildirilmistir (Cetinkaya Yildiz 2007; Cakir
ve Demirci, 2013).

5. Sonuglar

Aragtirma  bulgularimiz PGPR  ve  aktivator
uygulamalarinin =~ kavunda  Fusarium  solgunluk
hastaligina kars1 savunma mekanizmasini aktive eden
katalaz ve peroksidaz gibi enzimlerin sentezlendigini
gostermigtir. Ayrica PGPR uygulamalarinin  bitki
biomasina olumlu etkisi ile birlikte kismen antibiyosis
etkisi de gosterdigi belirlenmistir. Biyolojik kontrol
sistemlerinde tim bu mekanizmalarin birbiri ile
iligkilendirilmesi 6nemli olup, PGPR uygulamasi
sonucu konukgu-patojen interaksiyonunun savunma
genleri acgisindan da aragtirilmasi yararl olacaktir.

Azot baglama, fosfat ¢6zebilme, proteaz aktivite,
siderofor ve  HCN iiretme gibi 06zellikleri agisindan
karakterize edilen bu izolatlar, patlicanda Fusarium
solgunluk hastaligint da 6nemli 6lciide baskilamistir.
PGPR izolatlarinin kavunda Fusarium solgunluk
hastaligini  6nlemedeki basarisi, Onceki arastirma
bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Aday PGPR’lerin,
arazi kosullarinda biyokontrol ajani ve/veya biyolojik
giilbre olarak kolonizasyon yetenekleri konusunda
arastirmalarimiz devam etmektedir. Olumlu sonuglar
elde edildigi takdirde, s6z konusu rizobakterilerin ticari
preparat olarak ruhsatlandirma siirecine gegilmesi
hedeflenmektedir.
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