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Damsman: Prof. Dr. Hiilya OZGONEN OZKAYA

Bu tez ¢alismasinda, “Aydin siyah1” ve “Anamur” patlican ¢esitlerinde; biyolojik
miicadele etmenleri olan Trichoderma harzianum (Th) ve Glomus intraradices (Gi)
uygulamalarinin bitki gelisimi, Fusarium oxysporum f. sp. melongenae (Fomg)’ nin
neden oldugu solgunluk hastaligi ve dayaniklilikta rol oynayan patojenite ile ilgili
proteinlerden kitinaz ve B-1,4-glukanaz aktiviteleri tizerine etkileri arastirilmistir.

Calisma sonuglarma goére, Gi ve Th’nin tek tek ve kombinasyon halindeki
uygulandigr “Aydin siyahi ve “Anamur” patlican ¢esitlerinde, patojen inokulasyonun
yapildig1 ve yapilmadigi durumlarda, bitkilerde; siirgiin ve kok uzunlugu, gévde gapi,
siirgiin yas ve kuru agirligi, kok yas ve kuru agirlifinda kontrole kiyasla arttig
gozlemlenmistir.

Gi ve Th’nin tek tek ve kombinasyon halindeki uygulandigi “Anamur” ve “Aydin
siyah1” patlican cesitlerinde biyolojik miicadele etmenleri hastalik siddetini
azaltmada oldukca basarili olmustur. Buna bagli olarak, biyolojik miicadele
etmenleri  kitinaz ve B-1,4-glukanaz  enzimlerini  arttirarak  dayaniklik
mekanizmasinda onemli rol oynamistir.

Sonug olarak, biyolojik miicadele etmenleri bitki gelisim parametrelerinde artisa
neden olmus, hastalig1 baskilamis, kitinaz ve B-1,4-glukanaz enzimlerini arttirarak

bitkinin patojene kars1 dayanikliligini saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki gelisimi, Biyolojik miicadele, Fusarium solgunlugu,
Mikorizal fungus, PR protein, Solanum melongena L.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF GLOMUS INTRARADICES AND TRICHODERMA
HARZIANUM ON FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. MELONGENAE ON
CHITINASE AND B-1,4-GLUCANASE SYNTHESIS IN EGGPLANT
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In this thesis, the effects of biological control agents Trichoderma harzianum (Th)
and Glomus intraradices (Gi) applications on plant growth, wilt disease caused by
Fusarium oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) and the activities of pathogenesis
related proteins including chitinase and B-1,4-glucanase that plays important role in
diseases resistance in "Aydin siyahi" and "Anamur" eggplant varieties were
investigated.

According to the results of the study, in the "Aydin siyahi” and "Anamur™ eggplant
varieties where Gi and Th were applied individually and in combination; it was
observed that shoot and root length, stem diameter, shoot fresh and dry weight, root
fresh and dry weight increased in cases where pathogen inoculation was performed
or not compared to the control.

Biological control agents were quite successful in reducing disease severity in
"Anamur" and "Aydin siyahi" eggplant varieties where Gi and Th were applied
individually and in combination. Accordingly, biological control agents played an
important role in the resistance mechanism by increasing chitinase and B-1,4-
glucanase enzymes.

As a result; biological control agents caused an increase in plant growth parameters,
suppressed the disease, and increased the chitinase and B-1,4-glucanase enzymes to
provide the plant's resistance to the pathogen.

Key Words: Plant development, Biological control, Fusarium wilt, Mycorrhizal
fungus, PR protein, Solanum melongena L.
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1. GIRIS

Solanaceae familyasi tiyelerinden patlican (Solanum melongena L.), tiim diinyada
tarimsal Uretimde Onemli bir yeri olan ve gida ihtiyacin1 karsilamak iizere
yetistiriciligi yapilan en eski sebze tiirlerinden birisidir. Patlican diinyada iiretilen
sebzeler icerisinde domates, biber ve hiyardan sonra dordiincii sirada yer almaktadir.
Patlican iilkemizde basta Akdeniz Bolgesi olmak lizere Ege, Marmara, Karadeniz ve
Giiney Dogu Anadolu Bolgeleri’nde ekonomik olarak yetistiriciligi yapilan 6nemli

kiiltir bitkilerimizdendir (Anonim, 2016).

Anavatan1 Hindistan ve Cin olarak bilinen patlican su anda tiim diinyada yaygin
olarak yetistiriciligi yapilan bir kiiltiir bitkisidir. Afrika’da yabani tiirlerine
rastlanmakta olup ¢ok uzun yillar 6nce Misir lizerinden Kuzey Afrika’ya, oradan da
Araplar tarafinda Ispanya’ya, Tiirkler tarafindan da Balkanlar iizerinden Avrupa’ya

tasinmis ve besin olarak tiiketilmistir (Anonim, 2016).

Patlicanin tropik iklimlerde ¢ok yillik olarak yetistiriciligi yapilabilmekte, adeta bir
agaccik seklinde birkag yil {irtin alinabilmektedir. Bunun yani sira serin iklimlerde
sera ve agik alanda tek yillik olarak iiretimi yapilan bir bitkidir. Ulkemizde de

yetistiriciligi agik alanda ve ortii alt1 kosullarda yapilmaktadir (Anonim, 2016).

Patlican ¢ok yillik yetisebilen saglam ve giiclii bir yapiya sahip olup bitki boyu ¢esit
ozelligine bagl olarak 60-120 cm arasinda degisebilmektedir. Sera yetistiriciliginde
bitki boyu daha fazla uzayabilmektedir. Patlican bitkisi kazik kok yapisinda, giiglii
bir kok sistemine sahiptir. Yapraklar biiyilk ve kenarlar1 dalgalidir. Cigekler mor,
acik mor ve beyaz renklerde olabilir. Yaprak, govde ve canak yapraklarda diken
bulunabilir. Meyve sekli silindirik ve oval arasinda degisir. Meyve rengi parlak koyu
mor, beyaz, yesil, sarims1 veya ¢izgili olabilir. Ulkemizde yaygin olarak siyah renkli,

uzun silindirik tipte meyveleri olan patlican gesitleri tercih edilmektedir.

Ulkemizde en ¢ok yetistirilen ve tiiketilen patlican cesitleri “Kemer”, “Halkapinar”,
“Bostan”, “Kirmast1”, “Yalova 497, “Gdnen”, “Anamur”, “Aydin “siyahi ve “Pala”
patlican cesitleri olup bunlar hastaliklara karsi farkli diizeylerde duyarlik ve
dayaniklilik gésterebilmektedir (Anonim, 2015a).
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Diinyada sebze tiretiminde iilkemiz 30 869 967 ton ile Cin, Hindistan ve ABD’den
sonra 4. sirada yer almaktadir. Sebze iiretiminde énemli bir yeri olan patlican {iretimi
15 368 70 ha alanda 17 889.9 kg/ha verim ile 27 649 140 tondur. Ulkemizde
patlicanda 2000 yilindan itibaren yillar itibariyle lretim %56.48 oraninda artis
gostermistir (FAO, 2019).

Patlicanin kiiltiir formlar1 birgok biyotik ve abiyotik strese karsi hassasiyet
gostermekte, bu durum f{ireticilere verim kaybi olarak yansimaktadir. Biyotik stres
faktorleri arasinda zararlilar ve hastaliklar 6nemli bir yer tutar. Hastalik etmenleri
arasinda fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri verim ve kalite kayiplarma
sebep olmaktadir. Ozellikle fungal hastaliklar arasinda toprak kaynakli solgunluk
etmenleri diretimi smirlayan hastaliklar arasinda gosterilmektedir. En 6nemli
solgunluk etmenlerinden biri olan Fusarium oxysporum f.sp. melongenae (Fusarium
solgunlugu) bitkinin biiylime ve gelismesini sinirlayan ve verim kayiplarina neden
olan etmendir. Toprak kokenli patojenlerden biri olan Fusarium oxysporum f.sp.
melongenae (Fomg) %50’ye varan verim kaybiyla iilkemizde ortii alt1 ve agik tarla
patlican yetistiriciliginde 6nemli bir sorundur (Altinok, 2005). Hastalik yetistiricilik
sezonunda toprakta var olan sporlari araciligiyla konukgu bitkiye koklerden giris
yaparak iletim demetlerine ilerler ve su ve besin aligverisini engelleyerek turgor
basincinin diismesine sebep olur. Alt yapraklardan itibaren baglayan sararma ve
solgunluk zamanla bitkinin genelinde goriiliir ve en son asamada bitki 6liir. Etmen
bitki i¢inde ilerlerken iletim demetlerindeki kahverengilesme net bir sekilde

farkedilir.

Patojenik Fusarium tiirleri 100’den fazla konukgu bitkide solgunluk veya kok
cirtikliigii seklinde simptom sergilemekte ve dayanikli spor yapilari ile toprakta uzun
sire canliligm siirdiirebilmektedir  (Altinok, 2005). Patlicanda Fusarium
solgunlugunun sadece {iilkemizde degil ayni zamanda diinya ¢apinda patlican
yetistiriciligini olumsuz bir sekilde etkiledigi bildirilmistir (Altinok ve Dikilitas,
2014).

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin olan patlicanda solgunluk hastaligina
kars1 tam olarak etkili bir miicadele yontemi uygulanmamaktadir. Toprak kokenli

fungal etmenlere kars1 sera tiretimi yapilan Akdeniz iklimine sahip Adana, Mersin ve
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Antalya gibi sicak illerde solarizasyon uygulamalar1 yapilmakta ve donemsel olarak
yapilmasi halinde etkisi goriilmektedir. Bunun yani sira simirli da olsa Fusarium’a
kars1 bazi tolerant oldugu bilinen ¢esitlerin {iiretimi yapilabilmektedir ancak
ekonomik olarak tercih edilen her ¢esit aymi dayanikliligi gOsterememekte ve
seralarda hastalik problemleri giindeme gelmektedir. Daha da Onemlisi hastaliga
kars1 kiiltiirel Onlemlerin her zaman istenilen sonucu verememesi, Kimyasal
miicadelede ise kullanilan pestisitlerin ¢evreye verdigi zararlar farkli miicadele
yontemlerinin arastirilmasina neden olmustur. Bu nedenle biyolojik savas, bitki

hastaliklari1 ile miicadelede iyi bir secenek olarak diistiniilmektedir (Akkoprii, 2012).

Biyolojik miicadele, bitki hastaliklarina kars1 antagonizm, hiperparazitm ve besin-yer
rekabeti gibi mekanizmalarla etkili olan mikroorganizmalarin kullanimina dayali
cevre dostu yontemlerden birisidir. Biyolojik miicadele etmenleri ile yapilan
hastaligin baskilanmasi; patojen, bitki, biyolojik etmenler, bitki c¢evresinde ve
tizerindeki mikrobiyal topluluk ve fiziksel ¢evre arasindaki etkilesim sonucu ortaya
cikmaktadir. Bitki patojenlerinin biyokontrolii i¢in diinya da 80'den fazla biyo-

preparat ticari olarak pazarlanmaktadir (Paulitz ve Belanger, 2001).

Son yillarda bitki gelisimine olumlu etkileri ve bitki hastaliklarma karst
kullanilabilme potansiyelleri nedeniyle mikorizal funguslarin kullanimi biyolojik
miicadelenin 6nemli bir pargasi haline gelmistir. Mikorizal funguslar igerisinde en
biiyiik gurubu arbuskiiler mikorizal funguslar (AMF) olusturur. Ozellikle AMF bu
yiizden bitki patojenlerine kars1 etkinlikleri yoniinden uzun yillar ¢alisma konusu
olmustu. Dogada bitkilerin koklerinde kolonize olmalart nedeniyle bitkiler ile
etkilesim halinde bulunan, bitki gelisimini tesvik eden AMF rizosferin en etkili
mikroorganizmalari arasinda yer almaktadir. Bitki koklerine kolonizasyonu sonrasi
bitkide su ve besin elementi aligverigini kolaylaytirmak suretiyle bitkiye fayda
saglarken mikorizal fungus da bitkiden kendisi i¢in karbon kaynagi saglamaktadir.
Bitki kokleri ve mikorizal funguslar arasinda kurulan iliskiye mikoriza adi
verilmektedir. Bu simbiyotik iliskinin varligi bitkilere, nematodlara ve toprak
kaynakli fungal patojenlere karsi savasimda oOnemli bir avantaj saglamaktadir

(Yildiz, 2009).



Biyolojik miicadele etmenleri igerisinde Trichoderma spp. onemli bir yer
tutmaktadir. Trichoderma tiirleri bitki hastaliklarina karsi antagonizm ve
hiperparazitizm mekanizmasiyla etkili olmaktadirlar (Howell, 2003; Harman, 2006).
Trichoderma spp.’nin ayrica bitkilerde dayanikliligin uyarilmasi, koklerdeki
mikroflora kompozisyonunu degistirmesi, besin maddesi alimini arttirmasi ve kdk
gelisimini tevik etmesi gibi etkilerinin de oldugunu gosterilmistir (Howell, 2003;
Harman, 2006). Trichoderma spp.’nin sistemik dayanikliligi uyardigi da yapilan
calismalarla ortaya konmustur (Hanson, 2000; Hoitink vd., 2006). Trichoderma
harzianum, bitki kokiinde hizla gogalabilen ve bitki koklerinde biyofilm olustrarak
kokii zirh gibi saran bir fungustur. Koklerin gelismesine katkida bulunmakta ve
kokler uzayarak topragin derinliklerine inmektedir. Boylece toprak iistii kismin daha
iyi gelismesini ve bitkinin kurakliga karsi direncinin artmasii saglamaktadir.
Kokleri kapladigi icin toprakta mevcut olan zararli funguslarin bitkiye saldirisini
onlemektedir. Hastalik yapan bu funguslarin 6énlenmesi 7richoderma nin antagonist

ozelliginden kaynaklanmaktadir (Inbar vd., 1994; Yedidia vd., 2000).

Bitki, patojen saldirilarina maruz kaldiginda farkli karsi koyma mekanizmalar ile
hastaliklarin iistesinden gelmeye calisir. Dayaniklilik mekanizmalar1 igerisinde bu
gibi streslere karsi bitkide hizlica sentezlenen, patojenlerin hiicre duvarimi yikici
enzimler 6nemli bir yer tutmaktadir. Patojenite ile ilgili proteinler (PR protein)
arasinda funguslarin hiicre duvarinin ana maddesini olusturan kitin ve glukanlar
pargalayict enzimlerden kitinaz ve B-1,3 ve 1,4 glukanaz enzimleri 6nemli rol
oynamaktadir. B-1,3 glukanaz ve kitinazlar fungal patojenlere Kkarsi bitki
savunmasinda 6nemli hidrolazlar olup, ozellikle birbirleriyle kombinasyonlu bir
sekilde olduklarinda fungal hiicre duvarini hidrolize edebilme kabiliyetindedirler.
Patojenin gelismesinin etkili bir sekilde 6nlenmesi igin, fungal hiicre duvarin1 delerek
antifungal etki gostermektedir. (Sela-Buurlage vd., 1993). Bitkide PR proteinlerinin
sentezini arttiran en dnemli uyaricilardan birisi de biyolojik miicadele etmenlerinin
kullanilmasidir. Bu baglamda, bu tez calismasinda, patlicanda 6nemli fungal bir
hastalik olan Fusarium oxsporum f. sp. melongenae’ nin neden oldugu solgunluk
hastaligina karsi biyolojik miicadele etmeni olan Trichoderma harzianum ve Glomus
intraradices’in tek tek ve kombinasyon halinde uygulamalarinin hastalik siddeti,
patojenin bazi hiicre duvari enzimlerine etkileri ve bu yararli mikroorganizmalarin

bitki gelisimine etkilerinin arastirilmasi amaglanmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Pathcanda Fusarium spp. ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Patlicanlarda Fusarium solgunlugu en 6nemli solgunluk hastaliklarindan birisi olup
hastalikla miicadelede dayanikli ¢esit kullanimi 6nem kazanmistir. Bu baglamda
patlicanda bu hastaliga karsi dayaniklilik c¢alismalari otuz yili askin bir siiredir
yiiriitiilmektedir. Rusya’nin Krasnodar boélgesinde yetistirilen patlicanlarda goriilen
en onemli hastaliklarin Verticillium ve Fusarium solgunlugu oldugu bildirilmistir.
615 adet materyal bu solgunluk etmenlerine kars: testlendiginde; 2 genotipin fungal
solgunluga karsi yiiksek derecede dayanikli, 73’tiniin orta derecede dayanikli, 7
genotipin ise solgunlugun her iki tipine de dayanikli oldugu tespit edilmistir (Dikii
vd., 1975).

Patlican bitkisi bazi hastaliklara karsi yetersiz seviyede veya kismi bir direng
olusturabilmektedir (Dhawan ve Sethi, 1976; Nothman ve Ben-Yephet, 1979;
Yamakawa ve Mochizuki, 1979; Daunay vd., 1991); baz1 gesitler ise Fusarium spp.
gibi bir ¢ok patojene ve boceklere karsi hi¢ direng gosterememektedir (Sihachakr vd.,
1994; Magioli ve Mansur, 2005).

Yamakawa ve Mochizuki (1979), patlicann kiiltiir ve yabani formlari ile yaptiklart
bir ¢aligmada S. incanum’un Fusarium oxysporum Schleceht. f. Sp. melongenae’ya

dayanikli oldugunu bulmuslardir.

Ozer ve Soran (1991), Tiirkiye’de bugiine kadar Fusarium tiirleri ile yapilan
calismalar1 incelemisler ve 53 bitki tirtinde 31 Fusarium tiiriiniin saptandigini
bildirmiglerdir. Patlicanda Ege Bolgesinde Fusarium sp. (Turhan, 1973), Fusarium

solani (Bora, 1970) mevcut oldugu belirtilmistir.

Fusarium tiirlerinin patlican yetistiriciliginin her asamasinda bitkiyi enfekte ederek
bitki kayiplarina neden oldugu dolayisiyla sera yetistiriciliginde kalite ve verim

kaybina sebep oldugu bildirilmistir (Miller vd., 1996).



Yiicel vd. (2002), tarafindan Dogu Akdeniz Bolgesinde patlican yetistirilen seralarda
yapilan bir ¢alisma sonucunda toprak kokenli patojenlerden Fusarium oxysporum’un

primer hastalik etmeni oldugunu belirtmislerdir.

Patlicanda Fusarium solgunlugu hem agik alanda hemde ortii alti yetistiricilikte

Oonemli verim kaybina neden olmaktadir (Urrutia Herrada vd., 2004).

Ulkemizde patlican yetistiriciligi yapan iireticiler iiretim sezonu icerisinde verim ve
kaliteyi azaltan bir¢ok bitki koruma sorunlariyla karsilagsmaktadir. Bu sorunlardan en
onemlisi Fusarium Solgunlugu olup tilkemizde %50’ye varan iiriin kayiplarina sebep

olmaktadir (Altinok, 2005).

Ulkemizin patlican iiretimi yapilan bdlgelerinde yiiriitiilen bir sérvey ¢alismasinda,
acik tarlada yetistirilen patlican bitkisinde Fusarium Solgunlugunun yaygin oldugu
belirlenmigtir. Farkli cografik bolgelerdeki iiretim alanlarindan alinan hastalikli bitki
orneklerinden elde edilen Fusarium oxysporum f. sp. melongenae (Fomg) izolatlari
ile yiiriitilen patojenisite c¢alismalar1 sonucunda izolatlarin ortalama %75 inin

virtilensinin yiiksek oldugu belirtilmistir (Altinok, 2005).

Altinok ve Kamberoglu (2005), tarafindan Adana ve Mersin illerinde patlican tiretim
alanlarinda yapilan bir sorvey calismasinda Fusarium ve Verticillium solgunluk
hastaliklarinin yayginligi ve siddeti belirlenmis ve patlican seralarinda bu fungal

solgunluk hastaliklarin ekonomik kayba sebep oldugu ortaya konulmustur.

Patlican bitkisinde F. oxysporum f.sp. melongenae en yaygin goriilen solgunluk
etmeni olarak bildirilmistir (Altinok, 2006).

Fusarium solgunluguna kars1 ¢esitli kimyasal miicadele yontemlerinin etkinlikleri de
incelenmis ancak kimyasal miicadelede uygulanan fungisitlerin etkili, pratik ve
ekonomik olmamasi nedeniyle hastalikla miicadelede dayanikli ¢esit kullaniminin
onemi daha da artmistir ve etkili ve ekonomik bir miicadele yontemi oldugu

bildirilmistir (Demir vd., 2006).



Chakraborty ve Chatterjee (2008), patlicanda Fusarium tiirlerinin belirlenmesine
yonelik yiiriittiikkleri bir ¢alismada en yaygin tiriin F. solani oldugunu ortaya

koymuslardir.

Patlican (Solanum melongena L.) iilkemizde yetistiriciligi yapilan onemli kiiltiir
bitkilerimizdendir. Tiirkiye’de patlican {iretimi hem tarlada hem de serada
yapilmakta, ancak iklim ve toprak istegi yaninda bakim sartlar1 ve ekim nobeti
tercihinden dolay1 her bolgede yetistirilememektedir. Ancak basta Akdeniz olmak
tizere Ege, Marmara, Karadeniz ve Giiney Dogu Anadolu Bdlgesi’nde ekonomik

olarak yetistiriciligi yapilabilmektedir (Altinok vd., 2014).

2.2. Sebzelerde Biyolojik Miicadele ile Ilgili Yapilan Calismalar

Bitki ile mikorizal funguslar arasindaki simbiyotik iliski bitki patojen iligkilerini de
etkilemektedir. VAM olusumunun goriildigii bitkiler toprak kaynakli fungal
patojenlere ve nematodlara kars1 daha dayanikli hale gelmekte boylelikle miicadelesi
olduk¢a gii¢c olan toprak kaynakli patojenlere kars1 miicadelede 6nemli bir avantaj

elde edilmektedir (Dehne, 1982).

Harley ve Smith (1983), Solanaceac familyasina ait bitkiler dahil olmak iizere
degisik bitkilerin rizosferlerinde birgok mikoriza tiiriiniin mevcut oldugu ve bu

simbiyosizm ile karsilikli fayda sagladiklar1 bildirilmistir.

Domateste farkli yetistirme ortamlarinda mikorizal fungus G. intraradices’in
domateste kok kolonizasyonu, bitki gelisimi ve kok c¢iiriikliigli etmenlerine karsi
etkilerinin arastirildigi ¢alismada; kullanilan tiim yetistirme ortamlarinda G.
intraradices uygulanmis bitkilerde kok nekrozu azalmistir. Bunun yanisira yetistirme
ortamlari, endomikorizal fungus tarafindan gergeklestirilen kok kolonizasyonu ve

konukgu bitkinin gelisimi lizerinde olumlu etkilere sahip olmustur (Caron vd., 1985).

Bitki hastaliklarinin biyolojik miicadelesinde 6nemli bir etkiye sahip olan VAM
funguslarinin bu olumlu etkileri bitkide baz1 mekanizmalar tizerinde etkili olmasi ile
aciklanmaktadir. Bunlar bitkide besin aliminin artmasi, koklerdeki morfolojik

degisiklikler, bitki dokularinda bulunan kimyasal bilesiklerdeki degisiklikler,
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abiyotik stres kosullarinin azaltilmas1 ve mikorizosferdeki degisikliklerdir (Pfleger
ve Linderman, 1988).

Bethlenfalvay vd. (1989), sebze tariminda Vesikiiler Arbiiskiiler Mikorizal (VAM)
funguslarin topraktaki biyolojik aktivitede Onemli rolleri olmasi sebebiyle
hastaliklara kars1 etkili bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir. VAM’1n 6zellikle
Solanaceae familyasina ait bitkilerin koklerine topragin iist katmaninda fazla oranda

bulunmalari sebebiyle kolaylikla kolonize olabilecegi ifade edilmistir.

Afek vd. (1990), tarafindan yapilan bir arastirmada Onceden fumige edilmis
topraklarda, G. intraradices ile inokule edilen ve mikorizal kolonizasyonunun
saglandig1 sogan ve biber bitkilerinde kdk uzunlugunun, fumigasyon yapilmayanlara
gore daha fazla oldugunu ve Pythium ultimum’un 6nemli oranda baskilandigini
saptamiglardir. Ayrica hastalikla miicadelede metalaxyl uygulamalarinin da AMF

olusumu iizerinde olumsuz etkisinin olmadigi ortaya konulmustur.

Trichoderma virens izolatlarinin G-4 ve P irklarinin "Gliovirin", G-6 ve Q wrklarinin
ise Gliotoksin" isimli antibiyotikleri iirettigini, bu antibiyotikler yardimiyla

Verticillium solgunluk hastaliginin baskilandigini saptamislardir (Howell vd., 1993).

Gongalves ve Muvhovajil (1991), domateste yaptiklari bir g¢alismada, AMF
uygulanmayan bitkilerde Fusarium solgunlugunun hastalik siddeti %45 oraninda
iken AMF kolonizasyonunun gergeklestigi bitki grubunda hastalik siddeti orani
%24’e diismistiir.

Elad vd. (1993), israil’de sera kosullarinda yaptiklar1 bir denemede hiyarda Botrytis
cinerea’nin neden oldugu kursuni kiife karsi Trichoderma harzianum T-39 ki
(Trichodex) kullanilarak hastaligin  basarili bir sekilde kontrol edildigini
bildirmislerdir.

Trichoderma spp.’den izole edilen endokitinaz enzimi tahil kist nematodu olan
Heterodera avena iizerinde etkili olmus, zararlimin kist formundan ¢ikmasini
engellemistir (Inbar ve Chet, 1995).



Florida’da yapilan ¢aligmalarda, domateslerde Trichoderma harzianum kullaniminin
Fusarium solgunlugu ve kok ¢iiriikliigiine etkileri arastirilmistir. Trichoderma
harzianum T-22 igeren RootShield isimli biyopreparat saksida yetistirilen ve tarlaya
sagirtilan domateslerde kok ve kok bogazi ciiriikliigliinii 6nemli 6l¢lide kontrol

etmistir (Datnoff vd., 1995).

Basim vd. (1999), sebzelerde yaptigi calismalarda kok ¢lrikligi hastalik
etmenlerine kars1 (Fusarium spp., Rhizoctonia spp.) Trichoderma harzianum igerikli

preparatlarin etkili oldugunu tespit etmistir.

Fasulye, biber, domates, patlican, turp, salatalik gibi bir¢ok sebzede goriilen toprak
kokenli fungal hastaliklar1 kontrol etmede kullanilan T. harzianum izolatlari
kimyasal miicadeleye alternatif olarak kullanilmaktadir. T. harzianum ayni zamanda
cesitli antibiyotik bilesikler tirettigi i¢in biyolojik miicadelede tercih edilmektedir.
(Basim vd., 1999; Whipps ve Davies, 2000).

Hanson (2000), pamuk tohumlarima Trichoderma virens uygulamasimin Verticillium
solgunluguna etkisini arastirmis ve T. virens'in G-4 irkiin antibiyotik {iretmesinin
yant sira sistemik uyarilmig dayaniklilik yoluyla da V. dahliae'yr bask: altina aldigini

tespit etmistir.

Lewis ve Lumsden (2000), biberde c¢okertene neden olan R. solani’ye karsi
Trichoderma viride, T. hamatum, T. harzianum, Gliocladium virens ve G. roseum
uygulamistir. R. solani uygulanmis saksilardaki fide ¢ikis oran1 %20 iken, kontrolde
%85, G. roseum’ da %33, G. virens 'de %82, T. harzianum’ da %48, T. hamatum’da
%77 ve T. viride’de ise %42 olmustur. Ayn1 zamanda Trichoderma hamatum ve T.
virensin patlican, hiyar ve lahanada R.solani’nin neden oldugu ¢Okerteni azalttigi

belirtilmistir.

Sebzelerde 6nemli bitki patojenlerden Fusarium ve Pythium tiirlerine kars1 yapilan
birgok arastirmanin sonuglarina goére mikorizal funguslarin bitki koklerinde
kolonizasyonlar1 sonucunda bitkilerdeki hastalik siddetini azaltabilecegi goriilmiistiir.
Bitkinin rizosfer bolgesinde mikorizal fungus ve patojen arasindaki etkilesimde kok

tarafindan salgilanan salgilarin konsantrasyonu ve igeriginde meydana gelen birtakim
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degisimlerin patojenin etkisini zayiflattigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda mikorizal
kokler tarafindan tiretilen antibiyotiklerin patojenleri baskilayici etkiye sahip oldugu
ve bu bolgede sinerjistik etki yaratarak diger yararli mikroorganizma popiilasyonunu
arttirmak suretiyle patojenlerin koklere zarar vermesini engellemektedir (Ortas vd.,
2000).

Norman ve Hooker (2000), G. etunicatum ve G. monosporum ile inokule edilen ¢ilek
bitkilerinin koklerinde Phytophthora fragariae’nin sporulasyonunun 48 saat sonra
sirasiyla %67 ve %64 oraninda, 72 saat sonra ise %83 ve %89 oraninda azaltigini

belirlemiglerdir.

Kiigiik ve Kivang (2001), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Trichoderma harzianum
izolatlarinin Fusarium oxysporum, F. culmorum, F. moniliforme, Rhizoctonia solani,
R. cerealis, Sclerotium rolfsii, Bipolaris sorokiniana, Gaeumannomyces graminis

var. tritici ye karsi etkili olduklar bildirilmistir.

Patlicanda Fusarium solgunluguna kars:1 etkinliklerini belirlemek tizere kontrollii ve
tarla kosullarinda bes farkli Trichoderma tiirii (T. harzianum, T. viride, T. lignorum,
T. hamatum ve T. reesei) ile denemeler yapilmistir. Calisma sonucunda, kontrollii
kosullarda kullanilan tiim Trichoderma tiirleri Fusarium solgunluguna kars1 %100
etkili bulunurken; tarla kosullarinda sadece T. harzianum ve T. viride’nin topraktaki
Fusarium solani popiilasyonunu azaltmada basarili bulunmustur (Chakraborty ve
Chatterjee, 2008).

Yiicel vd. (2008), sera kosullarinda yetistirilen hiyar bitkilerinde 6nemli verim
kayiplarmna neden olan kok ¢iiriiklik kompleksine karst (Rhizoctonia solani,
Fusarium solani) Trichoderma harzianum igeren biyolojik preparatin etkisini
incelemislerdir. Preparatin 650 ve 750g/m® dozlarinin uygulanmasiyla elde edilen
sonuclar arasinda istatistiki bir farklilik bulunmamis ve Kontrol parsellere gore

hastalik ¢ikisinda yaklasik %60 oraninda etki saglandig1 belirlenmistir.

Fusarium solgunluguna neden olan etmenlerden birisi olan Fusarium solani’yi
kontrol altina almak i¢in, fungal antogonistlerden olan T. harzianum ve T. viride nin

etkisi in vivo ve in vitro'da degerlendirilmistir. Calisma sonucunda biyolojik
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miicadele etmenleri hastaligi sirasiyla %86 ve %83 oraninda azaltmistir. Sera
denemelerinde toprak solarizasyonu yapildiktan sonra T. harzianum ve Bavistin
(carbendazim) uygulamalarinin hastaligi etkili bir sekilde kontrol edebildigi
bildirilmistir (Chakraborty vd., 2009).

Ozgonen vd. (2010), Kala’da yumru izolasyonlari ile fungus florasinin ve bazi fungal
hastaliklar ~ tizerine  Trichoderma  harzianum’un  etkilerinin  belirlenmesinin
amaglandigr arastirmalarinda saksi ¢alismalar1 sonucunda T. harzianum, F.
oxysporum, F. solani, R. solani ve S. rolfsii’'nin hastalik siddetini sirasiyla %60.6,
%68.2, %66.7 ve %62.1 oranlarinda azalttigini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak
mevcut T. harzianum izolatinin toprak kokenli hastaliklara karsi basariyla

kullanilabilecegi belirlenmistir.

Kara Tutar ve Erkilic (2016), tarafindan yapilan bir ¢alismada, patlican bitkisinde
Fusarium solgunlugu etmeni Fomg’a karsi Gigaspora margarita (GIM), Glomus
etunicatum (GE), Glomus fasciculatus (GF), Glomus intradices (GI) ve Glomus
mosseae (GM) mikorizal funguslarinin saksi kosullarinda solgunluk patojeninin
hastalik olusumu {izerinde etkisi arastirilmis ve ¢alisma sonucunda Fomg’un patlican

bitkilerinde olusturdugu solgunlugu GE’un %79 oraninda engelledigi bildirilmistir.

Adhikary vd. (2017)’nin patlicanda 6nemli bir solgunluk etmeni olan F. oxysporum
f.sp. melongenae’ya karst T. asperellum tiirliniin bitkiye patojen inokulasyonundan
once ve sonra uygulandigi durumlarda hastalik siddeti iizerine etkilerinin inceledigi
caligmada, hastalik siddetini sirasiyla %83.3 ve %?20.7 oranlarinda azalttig1 ortaya

konulmustur.

Mokhtari vd. (2018), tarafindan ti¢ farkli Trichoderma tiiriiniin (T. afro-harzianum,
T. guizouhense ve T. reseei) patlicanda solgunluk hastaligi Verticillium dahliae’ya
karst etkinliginin belirlendigi ¢alismada T. afro-harzianum’un solgunluk hastalik

siddetini azaltmada basarili oldugu ortaya konulmustur.
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2.3. Patojenite ile Tlgili Proteinlerle Tliskili Yapilan Cahsmalar

Uzun yillar 6nce yapilan ¢alismalara gore bakteriyel ve fungal kaynakli kitinazlarin,
tarimsal iiretimde verim kayiplarina neden olan bitki patojenleri ve zararlilara karsi
biyolojik kontrol etmeni olarak etkili oldugu ortaya konulmus (Monreal ve Reese,
1969) ve giiniimiize kadar olan zamanda bu konuda oldukga ilerleme kaydedilmistir.
Kitin ve glukanlar, daha ¢ok funguslarin hiicre duvarlarinin 6énemli bilesenleridir.
Kitinaz ve B-1,3 glukanazlar (glukanaz, 1,3-B-D glukanaz, glukanohidrolaz ve
laminarinaz) kitin ve glukanlar1 parcalayan litik enzimlerdir. Bu enzimler hem
mikroorganizmalar hem de bitkiler tarafindan salgilanirlar. Mikroorganizmalardan
elde edilen bu enzimlerin in vitro’da fungal hiicre duvarinda hidrolize neden
olduklari agik bir sekilde belgelenmistir. Kitinaz ve glukanaz’in in vivo’da fungal hif
erimesine sebep oldugu rapor edilmistir (Pegg ve Vessey, 1973). Dayanikli
kavunlarda 1,3-p glukanaz aktivitesinin yiiksek olmasinin Fusarium oxysporum f.sp.
melonis 0 irkina karst monogenik dayanikliligin nedeni olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(Netzer vd., 1974). Arastiricilar, dayanikli ve duyarli kavun bitkilerinde 1,3-
glukanaz aktivitesini ve Fusarium oxysporum f.sp. melonis’in gelisimini
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, enzim aktivitesinin infeksiyona yanitti arttirdigini,
dayanikli  fidelerin koklerindeki enzimin aktivitesindeki artisin  duyarh
fidelerdekinden yaklasik iki kat daha fazla oldugunu ve enzim aktivitesinin hastalik
stireciyle basladigini tespit etmislerdir. Wargo (1975), akcaagag, siyah, kirmizi ve
beyaz mese agaglarinin saglikli gévde ve kok dokularinda B-1,3-glukanaz ve
Kitinazin varligini tespit etmis ve bu enzimlerin bu agaglarda patojen olan Armillaria

mellea’nin hif ¢eperlerinin erimesine sebep oldugunu bildirmistir.

V. dahliae poligalakturonaz ve diger pektinolitik enzimlere sahip olmayan pamuk
bitkisinde solgunluk olusturabilmektedir (Howel, 1976). Bu nedenle bitki hiicre
duvarina ait pektin tabakasinin sadece patojen tarafindan salinan enzimler ile
parcalanmadigi, bu parcalanmanin konukgu bitki tarafindan da yapilabilecegi
diisiiniilmektedir. Patojene ait bazi1 metabolitlerin konuke¢u bitkideki etilen sentezini
tesvik ettigi ve bunun da poligalakturonaz enzimini aktiflestirdigi diisiiniilmektedir

(Cooper ve Wood, 1980).
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V. dahliae ile bulasik bitkilerde kitinaz salinimi ile fungal gelisme ve bitkiye verdigi
hasarin durdurulmasi arasinda pozitif bir iliskinin oldugu vurgulanmistir (Kurosaki
vd., 1987).

Mikoparazitik bir fungus olan T. harzianum’un salgiladigi kitinolitik enzimler
sayesinde ¢ok sayida bitki patojeni fungusa karsi inhibe edici etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Lorito vd., 1993).

Fungal kaynakli kitinazlar, fungusun beslenmesinde, morfogenezde, gelisiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Fungus kitinazlari, GH18 (Glikozid Hidrolaz) ailesine

aittir ve bitki kitinazlarina biiyiik 6l¢tide benzemektedir (Sahai ve Manocha, 1993).

Berg vd. (1994), in vitro’da Bacillus spp. ve Serratia plymuthica’da oldugu gibi
antagonist floresan Pseudomonas bakterilerinin V. dahliae'y1 kitinaz enzimi ve bazi

litik enzimler sayesinde engelledigini belirlemislerdir.

Boceklerin dis kabuklar1 ve patojenik funguslarin hiicre duvarlar kitin icerdiginden
bitkiler kitinaz salgilayarak bunlara kars1 bir savunma cevabi verirler (Kombrink ve
Somssich, 1995).

Kitinaz iireticisi mikroorganizmalarin biyolojik miicadelede kullanilmalar1 ya
dogrudan bitkiye inokule edilerek ya da kitinaz enzimini kodlayan genlerinin
bitkilere transgenik olarak aktarilmalariyla gerceklestirilebilmektedir (Chet, 1993;
Harman ve Kubicek, 1998; Lorito vd., 1998; Harman, 2000).

Soesanto vd. (2000), énemli solgunluk etmeni V. dahliae’ya kars1 etkinligini test
etmek tizere Tessaracocus flavus R1 wrkin1 ve Pseudomonas fluorescens P60 irkini
kullanmislardir. P. fluorescens P60 irkinin 2,4- diacetylphloroglucinal ile T. flavus'un
ise glikoz oksidaz aktivitesi ile V. dahliae'nin mikrosklerotlarinda %45'lik bir

azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.

Roco ve Perez (2001), in vitro’da, Gibberellic asit (GA3), Indol asetik asit (IAA) ve
Benzilaminopurine (BAP) varliginda Trichoderma harzianum‘un yaprak lekesine

neden olan Alternaria alternata iizerindeki biyokontrol aktivitesini incelemislerdir.
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Kullanilan bitki hormonlarinin A. alternata‘nin endopoligalaktronaz (endo—PG)
salgilamasini yaklagik %20 azalttigi1 buna karsilik endokitinaz (endo—CH)
salgilamasinin fungusun konidi ¢imlenmesi ve misel gelismesinde herhangi bir

etkisinin olmadigin belirtmislerdir.

Dogada en ¢ok bulunan polimerlerden birisi olan kitinin B-1,4 n-asetil glukozamin
birimlerinden olustugu bilinmekte ve funguslarin hiicre duvarlarinda ve omurgasiz

organizmalarin dis iskeletinde bulunmaktadirlar (Tharanathan ve Kittur, 2003).

Onemli biyolojik miicadele etmenlerinden Trichoderma harzianum tarafindan
tiretilen bazi metabolitler arasinda yer alan glukanaz ve Kkitinaz gibi enzimlerin
patojen funguslarin hiicre duvarina saglamlik kazandiran polisakkaritler, kitin ve f3-
4,5 glukanlarin bozulmasini saglayarak, hiicre duvari biitiinliiglinii yok ederek toprak
kokenli bitki patojenlerinin baskilanmasinda veya engellenmesinde etkili olduklari;
antibiyosis ve mikoparazitik etkilerin biyolojik miicadelede rol oynayan
mekanizmalar oldugu bildirilmistir (Xu vd., 1993; Michalikova ve Michrina, 1997;
Howell, 2003; Kii¢iik ve Kivang, 2004).

Bir glikonohidrolaz olan kitinaz enzimi, V. dahliae patojeninin ana yapisal

polisakkariti olan kitini bozarak patojenin yayilmasini sinirlandirmaktadir (Adams,

2004).

B-1,3-glukanaz, taumatin benzeri proteinler, Kkitinazlar ve bir poligalakturonaz
inhibitor proteinini igeren ¢esitli antifriz aktivitesi olan PR proteinleri de bitkilerden
izole edilmistir (Griffith ve Yaish, 2004).

Ligninlesmenin biberde V. dahliae ile enfeksiyon sonrasinda ksilemde patojenin

hifsel gelisimini durdurmak i¢in gerekli oldugu 6ne siiriilmiistiir (Pomar vd., 2004).

Bitkilerde patojenlere karsi yapisal ve biyokimyasal savunma mekanizmalari
mevcuttur. Buna gore hastaliklara karst dayaniklilikla ilgili yapilan biyokimyasal
caligmalarda patojenlerin hiicre duvarmi yikici hidrolitik enzimlerin ¢ok 6nemli
etkileri oldugu bilinmektedir (Daimon vd., 2005).
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Bugiin kimyasallarla bile tam bir kontrolii saglanamamis olan bitki patojeni
funguslarla miicadelede kitinaz enzimi son yillarda en ¢ok ¢alisilan enzim olmustur

(Patidar vd., 2005).

Kitinazlar, kitin polimerinin B-1,4 baglarini hidrolize ederek N, N'-diasetilkitobioz
olusturmaktadirlar. Kitinin enzimatik hidrolizi sonucunda N-asetil glukozamin 12
(GIcNAc) monomeri olusmaktadir. Kitinaz enzimi bitkiler, funguslar, bakteriler ve

omurgasizlar arasinda yaygin bir dagilim gostermektedir (Lu vd., 2005).

Trichoderma atroviride kullanilarak kitinaz indiiksiyonu gergeklestirilmistir. T.
atroviride  kitinazinin  antifungal etkisi ¢esitli  fitopatojenler kullanilarak
arastirilmistir.  Elde edilen sonuglara gore Trichoderma kitinazinin kullanilan

fitopatojenlere kars1 etkili oldugu goriilmiistiir (Reithner vd., 2005).

Tarimsal zararlilarinin biyolojik savasimda kullanilan yeni yaklasimlardan birisi
mikroorganizmalarin kullanimina alternatif olarak bunlarin biyolojik iriinleri veya
metabolitlerinin kullanilmasidir. Biyolojik miicadelede &zellikle kitinaz enzimi bu
amagla kullanilabilmekte ve kayda deger sonuglar elde edilmektedir (Hansoylu,
2003; Kuzu, 2008).

Patlican bitkisinde Fusarium solgunlugu ile miicadelede, fungal hiicre duvarini
pargalayarak hastalik etmeninin 6lmesini saglayan bir c¢alisma yiirttilmistiir. Bu
calismada, fungal hiicre duvari parcalayici enzim (Kitinaz ve B 1-3 Glukanaz)
bulunduran 5 Trichoderma tiirii (T. harzianum, T. viride, T. lignorum, T. hamatum ve
T. reesei) ile patlican bitkisinde Fusarium solgunluk hastaliginin kontrolii
saglanmaya c¢alistlmistir. In vitro' da hepsi %100 Fusarium Solgunlugu iizerinde
etkili olabilmisken tarla kosullarinda sadece T. harzianum ve T. viride tiirleri toprakta
bulunan Fusarium solani patojen popiilasyonunu azaltabilmistir (Chakraborty ve
Chatterjee, 2008).

Fasulyedeki endokitinaz geninin pamuk bitkisinde V. dahliae’e karsi dayanikliligt
artirmada etkili oldugu belirtilmistir (Tohidfar vd., 2009).
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Houssien vd. (2010), domateste Fusarium solgunluguna karsi antagonist
Trichoderma harzianum ve salisilik asit kullaniminin polifenol oksidaz, peroksidaz
ve asit invertaz gibi enzimlerin, suda ¢6ziiniir toplam fenol ve proteinlerin bitki
savunmasindaki rolleri arastirilmistir. Yapilan incelemelerde uygulamalarin tiim
fizyolojik parametrelerin seviyesinde biiylik oranda artis meydana getirdigi
belirtilmistir. T. harzianum ve salisilik asitin Fusarium solgunluguna kars1 s6zkonusu
mekanizmalarda artis saglayarak patojene karsi bitkide koruma sagladigi ortaya

konulmustur.

Bir ¢ok calismada kitinazlar gesitli bitkilere transfer edilerek patojenlere karsi
arttirilmis direng elde edilmistir (Ignacimuthu ve Ceasar, 2012; Pan vd., 2013; Molla
vd., 2016). Yine yapilan baz1 ¢aligmalarda bitki patojenlerine karsi kitinaz ve B-1,3-
glukanaz enzimlerinin birlikte daha etkili oldugu bildirilmistir (Grover, 2012;
Senthilraja vd., 2013).

Kitinolitik enzimler fireten bakterilerin, patojenik fungus tiirlerinin in vitro
bliylimesini inhibe etme ve sera deneylerinde fitopatojenik funguslarin sebep oldugu

bitki hastaliklarimi iyilestirme etkileri bilinmektedir (Brezinska vd., 2013).

Kitinazlar; bocekler, bakteriler, viriisler, bitkiler ve omurgalilar tarafindan
morfogenez, patogenez, parazitlik ve savunma gibi farkli amaglar i¢in sentezlenirler

(Adrangi ve Faramarzi, 2013).

Altiok ve Dikilitag (2014), tarafindan yapilan bir ¢alismada abiyotik uyaric1 olarak
Acidobenzolar-S-methyl bitki aktivatorii ve biyotik uyarici olarak (patlicanda
hastalik olusturmayan) FOMG’un birlikte uygulanmasinin FOMG patojeninin
patlican bitkisinde sebep oldugu Fusarium solgunluk hastaligina karsi direnci
artirdigr tespit edilmistir. Ayrica yapilan bu uygulamanin patlican bitkisinde
hipersensitif reaksiyonu etkileyerek yapisal bariyerde yer alan kalloz ve hidrojen

peroksit birikimine neden oldugu belirtilmistir.

Kitinaz enzimi, dogada temelde 3 farkli amag i¢in organizmalarda bulunmaktadir.
Bunlar; organizmalarin biiyiimesi ve viicut biiylikliiglinii arttirmasi i¢in kabugun

kirilmasinda, organizmalarin kitin bulunduran diger organizmalarla beslenebilmesi
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ve enerji eldesi i¢in kitinin yikilmasinda ve organizmalarin enfeksiyonu engellemek
icin kitin bulunduran mikroorganizmalara karsi bagisikligint giiglii tutmak icindir

(Rathore ve Gupta, 2015).

Misir bitkisinde bazi stres faktorleri sayesinde Fusarium ve Bipolaris fungus
tirlerine karst korunmaya yardimei olan iki smif IV kitinazi (ChitA ve ChitB)

tiretildigi ortaya konulmustur (Price vd., 2015).

Solgunluk patojeni tarafindan salgilanan enzimler bitkide fiziksel bariyer gorevi
goren hiicre duvarimi pargalayr 6zellige sahiptir. Bu enzimler V. dahliae’nin bir
wrkinda mutasyon ile azalmasi durumunda fungal patojenin kolonizasyonunu da ciddi
sekilde etkiledigi bildirilmistir (Tzima vd., 2011). Bu durum da hiicre duvar1 delici
enzimlerin patojenitedeki ©nemini agiga ¢ikarmaktadir. V. dahliae’den salinan
proteinlerin domates Dbitkisi hiicresinin dis kisminda bulunan kitinazlar
parcalayabildigi gozlemlenmistir. V. dahliae genomunda Fusarium fungusunda
bulunan proteaz enzimlerden olan ve Kkitinaz aktivitesi gosteren metalloproteaz
(MEP1) ve serinproteaz (SEP1)’in homologlar1 tespit edilmis ve bu enzimlerin

virlilenslik i¢in gerekli oldugu belirtilmistir (Sain ve Rep, 2015).

Pseudomonas flourescens’den saflastirilan kitinaz ¢ay zararlist olan Helopeltis
theivora tizerinde oldiriicii etki gostermistir Dolayisiyla son yillarda bakteriyel
kaynakl1 kitinaz boceklerle biyolojik miicadele caligmalarinda kullanilan 6nemli

kaynaklar haline gelmistir (Suganthi vd., 2017).

Patlicanda govde cirtikligii etmeni Sclerotium rolfsii’ye karsi Trichoderma
izolatlarinin tek veya kombinasyon halinde uygulandig: bitkilerde 6nemli savunma
enzimlerinden fB-1,3-glukanaz, peroksidaz, polifenol oksidaz ve PAL (Fenil alanin
amonyum liyaz) aktivitilerinde kontrole kiyasla artis saglanarak hastaliga kars

dayaniklilikta 6nemli rol oynadigi ortaya konulmustur (Bisen vd., 2019).
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2.4. Biyolojik Miicadele Etmenlerinin Bitki Gelisim Paremetlerine Etkileri ile

Tlgili Yapilan Calismalar

Mikorizal funguslar bitki besin alimimi arttirarak bitki gelisimine katkida
bulunmaktadir. Mikorizal fungus bitki koklerine kolonize olarak bitkinin yiizey
alanin1 arttirirlar. Mikorizal fungus hifleri kokiin bir uzantis1 gibi gorev gorerek
kokiin ulasabilecegi alanin disinda kalan basta hareketsiz bitki besin elementlerinden
birisi olan fosfor ve diger elementlerin bitki tarafindan alimimi saglayarak bitkiye

yardimcet olmaktadir (Mosse, 1981).

Plenchette vd. (1983), kiiltiirii yapilan farkli sebze tiirlerinde steril edilmeyen ve
steril edilmis yetistirme ortamlarinda mikorizal fungus inokulasyonunun bitki
biiyiimesine etkilerini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda, steril edilmis toprak
kosullarinda yapilan mikoriza uygulamasinda steril edilmeyen toprakta yetisen
bitkilere yakin bir gelisme gostermistir. Steril edilen topraklarda biiytlik verim diislisii

olmustur.

Windham vd. (1986), caligmalarinda Trichoderma harzianum’un domates ve tiitiinde
bitki biliylimesini tesvik edici Ozelliklerinin mekanizmasini aragtirmislardir. T.
harzianum 'un bitki biiylimesini tesvik edici bilesenlenler iireterek, tohumlarin
¢imlenme oranim1 ve fidelerde kok ve siirgiin yas agirligimi arttirdigini ortaya

koymuslardir.

Dort farkli Glomus tiiriinii igeren mikorizal inokulumun inokule edildigi gilek ve
yonca bitkilerinde bu funguslarin bitki gelisimini tesvik ettigi saptanmistir (Koomen
vd., 1987).

Mikorizal funguslar bitki koklerine kolonizasyonu sonrasi hifleri araciligiyla bitki
icin SU ve besin alimin1 arttirarak bitki gelisimine 6nemli katkilarda bulunmaktadir

(George vd., 1992).

Kleifeld ve Chet (1992), patojensiz topraga uygulanan Trichoderma harzianum
fungusunun, domates, hiyar, fasulye gibi bitkilerin boyunu, yaprak alanini ve kuru

agirhigini arttirdigini saptamustir.
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Inbar vd. (1994), hiyar ve biber fidelerine Trichoderma harzianum uygulamasinin
bitki gelisimine ve hastalik kontroliine etkisini aragtirmiglardir. 18 ve 30 giin sonra
yapilan ol¢timlerde hiyar ve biber fidelerinde kontrollerle kiyaslandiginda sirasiyla
bitki boyunda, yaprak alaninda, bitki kuru agirhiginda ise artis tespit edilmistir.
Ayrica T. harzianum uygulanan bitkilerin daha kuvvetli gelistigi ve daha fazla

klorofil igerdigi belirtilmistir.

Arbiiskiiler mikorizal fungus topraklarda yogun popiilasyonlarda bulundugu zaman
topragin biyolojik yapisimi iyilestirmektedir. Mikorizal fungusun kendisi olumlu
etkiler gdstemesinin yanisira diger yararli mikroorganizmalarin populasyonlariin da
artmasina sebep olarak bitki agisindan sinergistik etkiler gostermektedir (Azcon

Aguliar ve Barea, 1997).

AMEF’ler 6zellikle bitki gelisimini besin elementi bakimindan fakir olan topraklarda
tesvik etmektedirler. Simbiyotik iliski kurduklar1 bitkilerin su ve bazi bitki besin
elementlerini dogrudan almalarini saglayarak bitki gelisimine katkida bulunurlar.
Yapilan ¢alismada kok gelisimi bakimindan mikorizali bitkilerin daha iyi oldugu ve
daha genis hacimli kok yapisina sahip olduklarini bildirilmis ve kok aksam yas

agirliginin mikorizal bitkilerde daha yiiksek oldugu saptamistir (Demir, 1998).

Onogur ve Demir (1998), patlican bitkisine arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF)
Glomus intraradices (Gi) uygulamalarinin  bitki  gelisimine etkilerini
degerlendirmislerdir. AMF uygulanmis bitkilerin kontrole gore daha fazla yaprak
olusturdugunu belirtmistir. Siirglin ve kokteki yas ve kuru agirhiklarn AMF
uygulamasi ile arttigini gézlemislerdir. Gi uygulamalari fidelerin siirglin ve kokteki

yas ve kuru agirliklarin artmasina neden olmustur.

Aguilera-Gomez vd. (1999), tarafindan yapilan bir arastirmada fosfor (P) diizeyi
diisiik kumlu toprakta yetistirilen ve Glomus intraradices ile inokule edilen biber
fidelerinin diisiik P uygulamasinda mikorizal olmayan bitkilere goére daha fazla
yaprak sayis1 ve alanina, siirgiin, kok ve meyve agirligina sahip oldugu saptanmustir.
Ayrica digik P konsantrasyonunda kok kolonizasyonunun (arbiiskiil, vesikiil,

internal ve ekstraradikal hif gelisimi) daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
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Yedidia vd. (2001), Trichoderma harzianum un hiyar bitkisinin gelisimi ve mikro
element icerigine etkisini arastirmiglardir. 28. giinde kok alaninda %95, kiimiilatif
kok uzunlugunda %75, kuru agirlikta %80, siirgiin uzunlugunda %45 ve yaprak
alaninda %80 oranlarinda 6nemli artis oldugu tespit edilmistir. T. harzianum
uygulamasi sonucunda kok kuru agirhiginda %25 ve siirglin kuru agirliginda %40

artis oldugunu belirtmislerdir.

Yao vd. (2002), R. solani ile inokule edilen patates bitkilerinde yumru sayisi ve kok
yas agirligmin onemli oranda azaldigi, ancak mikorizal fungus G. etunicatum ile
inokule edilen bitkilerde ise siirgiin yas agirligi, kok kuru agirligi ve bitki basina

diisen yumru sayisinin dnemli oranda arttigini belirtmistir.

Sharma ve Adholeya (2004), mikorizal funguslarin meyve agirligi, bliyiikligi ve
bitki basina diisen meyve sayist iizerine olumlu etkileri oldugu bildirmislerdir.
Cilekte yapilan bir calismada mikorizal funguslarin bitki basina diisen meyve sayisi

tizerinde arttirici etkide bulundugunu belirtmislerdir.

Ozbay vd. (2004), caligmalarinda Trichoderma harzianum izolatlarmin domates
fidelerinin gelisimine etkilerini arastirmislardir. Calisma kapsaminda domateste T.
harzianum izolatlar1 rizosfer bolgesine inokiile edilmistir. Sonug olarak T. harzianum
izolatlarinin domates fidelerinin biiylimesinde olumlu etkisinin oldugu belirlenmistir.
Ayrica inokiilasyondan 4 hafta sonra kontrol bitkileri ve T. harzianum uygulanmis
bitkiler arasinda kuru ve yas agirlik disindaki tiim biiylime parametreleri bakimindan

farkliliklarin oldugu tespit edilmistir.

Vinale vd. (2004), domates ve biberde Trichoderma harzianum uygulamasinin bitki
gelisimi ve verim Tlzerine etkilerini arastirmiglardir. Yaptiklar1 caligmada T.
harzianum uygulanmis parsellerde kontrollere goére biber ve domateste iiriin
veriminin arttig1, bitki boyu, yaprak sayisi, meyve sayisinin %300 oraninda bir artis

gosterdigi belirlenmistir.

Yonsel vd. (2006), Trichoderma harzianum un domates bitkisinde verim iizerine
etkisini arastirmiglardir. Yapilan oOl¢imler sonucunda Sim Derma uygulanan

tohumlardan elde edilen fide koklerinin kontrole gore %68 daha uzun oldugu ve kuru
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kok agirhigmin ortalama %34 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sim Derma ile
kaplanmis tohumlarin bitkilerinin verdigi domateslerin agirligimin da kontrole gore
%43 daha fazla oldugu saptanmistir. T. harzianum 'un biber bitkisinde verim iizerine
etkisini arastirmistir. Bu ¢alismada Sim Derma uygulamasi ile biber bitkilerinin kdk
agirliklarimin kontrole gore %28 daha fazla agirlikta oldugu tespit edilmistir. Sim
Derma ile kaplanmis biber fidelerinin bitkilerinden kontrole gore %50 daha fazla
(agirlik) biber ve %45 daha fazla iiriin elde edilmistir. Yine hiyarda 11 haftalik hasat
sonucunda elde edilen verilere gore T. harzianum uygulanmis hiyar tohumlarinin
bitkileri kontrole gore agirlik olarak %26 ve adet olarak %34 daha fazla iiriin
vermistir. Yine patlicanda yaptiklar1 bir ¢alismada kontrole gore agirlik olarak %47
ve meyve adedi olarak %31 daha fazla iiriin vermistir. Daha sonra ise hem kontrol
hem de uygulama yapilmis olan bitkilerde verimin diistiigii gézlenmistir. 215. giine
kadar yapilan hasatta Sim Derma ile muamele edilen bitkilerin verimi kontrollerle
aralarin1 daha da agmis ve fark bitki basina agirlikta %83 ve dane adedinde %68
olarak belirlenmistir. Trichoderma’nin bitki koklerine yerlestikten sonra kimyasal
fungisitlerden etkilenmedigi tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalarda seralarda
bitkilerin yaprak gelisimi, klorofil miktar1 gibi o6lciilebilir parametrelerinde

iyilesmeler gézlenmistir (Yonsel vd., 2006).

Uysal (2007), tarafindan musir bitkisine yapilan mikorizal fungus uygulamasinda,
bazi bitki parametrelerine olumlu etki goriilirken sadece bitkinin yaprak sayisina

etkisinin olmadigini bildirmistir.

Chacon vd. (2007), Trichoderma harzianum CECT 2413 fungusunun koklerde
kolonize olma kapasitesi ve bitki biiyiimesine etkisini incelemek iizere yaptiklari
caligmada; T.harzianum inokule edilmis petri kaplarina transfer edilen tiitiin
fidelerinde (Nicotiana benthamiana) bitki yas agirhiginda %140, yaprak alaninda
%300, gercek yaprak olusumunda %140, ayrica sekonder kok olusumunda %300
oraninda artig gorilmistiir. T. harzianum tarafindan iretilen metabolitlerin bitki
gelisimini arttirdigr belirtilmistir. Domates bitkisinde de 7. harzianum ’'un kok ve

bitki gelisimine olumlu etkileri oldugu sonucuna varilmastir.
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Tiirkmen vd. (2008)’nin tuzlu toprak kosullarinda AMF uygulamalarinin biberde fide
gelisimi ve besin elementi iceriklerine etkisini arastirmis ve siirgiin ¢apinin kontrole

gore AMF uygulamalarinda arttig1 gézlemlenmistir.

Sen (2008)’in yaptig1 arastirmada, mikorizal fungus Glomus intraradices’in patlican
koklerine kolonizasyonu sonucu fide siirgiin uzunlugu, siirgiin ¢api, yaprak sayisi,
siirgiin yas agirhgi, siirgin kuru agirligi, kok yas agirhig ve kok kuru agirliginda

artiglar gozlemlenmistir.

Yildiz ve Benlioglu (2008), Trichoderma harzianum Kuen 1585’u igeren mikrobiyal
giibrenin, pamukta Verticillium solgunluk hastaligi etmeni Verticillium dahliae ile
pamukta c¢okerten etmeni Rhizoctonia solani’ye ve pamuk fidesinin gelisimine
etkisini in vivo’da tespit etmek amaciyla yaptiklart ¢alisma sonunda, bitki gelisim
kriterleri degerlendirildiginde T. harzianum uygulamasinin bitki kuru agirliginin

kontrole gore %32 arttirdig1 saptanmustir.

Keskin (2009), arbiiskiiler mikorizal fungus Gigaspora margarita uygulamalar ile
hipokotil uzunlugu, kotiledon genisligi, kotiledon uzunlugu, siirgiin uzunlugu, yaprak
sayist, kok yas agirhgi, K miktari, Mg miktari, Mn miktari, artmisken; Glomus
intraradices uygulamasinin Siirgiin yas agirligi, P miktari, Zn miktar1 aliminda daha

etkin oldugunu belirlemistir.

AMPF’lerin yapilan aragtirmalarda degisik bitki tiirlerinde yaprak sayisinda artis
meydana getirdigi Oladelle (2015), tarafindan yapilan ¢alismada belirtilmistir.

Erdogan (2010), tarafindan yapilan bir c¢alismada, mikorizal fungus Gigaspora
margarita (Gm)’nin kotiledon yapraklarindan sonra ilk gercek yaprak goriinme
stiresine, hipokotil uzunluguna, kotiledon genisligine, kotiledon uzunluguna, fide
stirgiin uzunluguna, fide siirgiin capina, siirgiin yas agirligina, kok yas agirligina,
stirglin kuru agirligina ve kok kuru agirhgima, siirgiinde N, P, Ca ve Pb, kokte Pb
alimi tizerine olumlu etkiler gbézlenmistir. Bunun yanisira, Glomus intraradices
(Gi)’in ise siirgiinde K, kokte ise N ve K iceriginin yeterli diizeyde olmasini

sagladig1 saptanmustir.
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Yildiz ve Sirin (2010), Trichoderma harzianum Kuen 1585 (Tr)’u igeren mikrobiyal
giibre, Glomus aggregatum, G. clarum, G. deserticola, G. intraradices, G.
monosporus, G. mosseae, Gigaspora margarita ve Paraglomus brasilianum (Bio)
igerikli biyopreparat ile Aydin ili misir alanlarindan elde edilmis Glomus sp.’nin
lilyumda bitki gelisimine ve soganlarda ciiriimeye neden olan Rhizoctonia solani
Kiihn. (Rs)’ ye etkilerini saptamak amaciyla yaptiklar1 calismada; uygulamalarin
cicek sap1 uzunlugu, sap c¢api, yaprak sayisi, kandil sayis1 ve uzunlugu, ¢icek sap1 ya
agirhigr tizerine olumlu etkilerde bulundugu saptanmustir. Ayrica Tr ve Glomus sp.
uygulamalarinin soganlardaki kok gelisimi iizerine de olumlu etkileri oldugu

goriilmiis ve istatistiki olarak ayr1 bir grup olusturmustur.

Oladele (2015), tarafindan yapilan bir ¢alismada Glomus mossae’nin kakao
bitkisinde bitki uzunlugu, yaprak sayisi, govde ¢api, yaprak alani, stirgiin ve kok yas
agirligy, siirgiin ve kok kuru agirlign ile yas kok/stirgiin oran1 bakimindan en etkili

performansi sergiledigini tespit etmislerdir.

Kara Tutar ve Erkili¢ (2016), patlican bitkisinde Fusarium solgunlugu etmenine karsi
Gigaspora margarita (GIM), Glomus etunicatum (GE), Glomus fasciculatus (GF),
Glomus intradices (Gl) ve Glomus mosseae (GM) etkilerini incelerken ayn1 zamanda
bitki gelisim parametreleri yoniinden degerlendirmeler de yapmuglardir. Calisma
sonuglaria gore GI yesil aksam yas ve kuru agirliklarini sirasiyla %33.6 ve %10.89
oraninda arttiriken; GE ve GI kok yas ve kuru agirliklarinda 6nemli diizeyde artiglara
sebep olmustur. Mikorizal fungus inokulasyonu sonrasinda bitki besin elementi
alimindaki artiglar da degerlendirilmis; s6z konusu mikorizal funguslar patlican
bitkisindeki P alimmi %9.2-23.8 oraninda arttirmistir. Benzer sekilde, GF ve GI
¢inko aliminda %127.2-128.8 oranlarinda artisla en etkili mikorizal funguslar olarak

belirlenmistir.

Mokhtari vd. (2018), tarafindan yapilan bir ¢alismada Trichoderma afro-harzianum,
T. guizouhense ve T. reseei tiirlerinin patlicanda bitki gelisimini degisen oranlarda
artirdigt ve en fazla artis saglayan tirtin T. afro-harzianum oldugu ortaya

konulmustur.
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Boyno (2019), tarafindan yapilan ¢alismada ise, biyolojik miicadele etmenlerinden
Glomus mosseae, Bacillus velezensis ve Trichoderma viride’nin tek tek ve
kombinasyon halinde domates bitkilerine uygulanmasinin bitki gelisimini arttirdigi
bildirmistir. G. mosseae tekli uygulamasinin bitkiyi patojene kars1 daha duyarli hale
getirdigi ve bu nedenle hastalik siddetini baskilamada diger uygulamalara gére daha

etkisiz kaldig1 belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bitki materyali: Calismada bitki materyali olarak patlican (Solanum melongena L.)
cv. “Anamur” ve “Aydin Siyah1” ¢esitleri kullanilmistir. Patlican gesitlerinin fideleri
Destek Fide firmasindan (Antalya) temin edilmistir. “Anamur” ¢esidi hibrit, yiiksek
verimli, soguga dayanikli, yaprak sararmasi olmayan, kuvvetli gelisen bir patlican
cesididir. Meyveleri dikensiz, koyu mor renkli olup, uzun raf émriine sahiptir ve yola
dayaniklidir. Ulkemizin pek ¢ok bélgesinde ortii alt1 ve tarla kosullarinda yaygin
olarak yetistirilir (Anonim, 2018). “Aydin Siyah1” ¢esidi ise standart, yiiksek boylu,
kuvvetli gelisen bir patlican ¢esididir. Meyveler 22 cm uzunlukta, 4-5 cm ¢apindadir.
Meyveler koyu mor renkli olup, meyve eti serttir ve yola dayamklidir. Ulkemizin pek
cok bolgesinde ortii alt1 ve tarla kosullarinda yaygin olarak yetistirilir (Anonim,
2007).

Biyolojik preparatlar: Biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilan Trichoderma
harzianum hazir preparat halinde temin edilmis ve tavsiye edilen dozda kullanilmistir
(Bioglobal A.S). Calismada daha 6nce musir bitkisinde iiretimi yapilan ve Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii
koleksiyonunda bulunan arbiiskiiler mikorizal fungus Glomus intraradices

kullanilmastir.

Patojen: Calismada kullanilan Fusarium oxysporum f.sp. melongenae izolati
hastalikli patlican bitkilerinden izole edilmistir. Bitki Koruma Boliimii Mikoloji
Laboratuvarinda tanis1 Booth (1971)’a gore yapilacak patojenite testi ile viriilensi

belirlenmistir.
Yetistirme ortamu: Saksi calismalarinda yetistirme ortami olarak toprak:kum:torf

(1:1:1, v:v:v) karigimi kullanilmistir. Denemede kullanilan yetistirme ortami1 160°C

sicaklikta toprak sterilizatorii yardimiyla iki kez 8 saat siireyle pastorize edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Denemenin Kurulmasi

“Anamur” ve “Aydm siyah1” patlican c¢esitlerine ait fideler, igerisinde
toprak:kum:torf (1:1:1, v:v:v) karisimindan olusan yetistirme ortami bulunan 15 cm
capl saksilara dikilmistir. Glomus intraradices dikimle birlikte bitkilere ve 10 g
toprakta 1000 spor olacak sekilde uygulanmistir. Yine, dikim yapildiktan hemen
sonra T. harzianum’un 10° spor /ml olacak sekilde spor siispansiyonu hazirlanmis ve

her bitkinin kok civarina 10 ml uygulanmistir. Dikim sonrasi fideler 25°C+2 sicaklik,

16:8 fotoperiyotta bir iklim odasina yerlestirilerek birka¢ gilin adaptasyon
saglanmistir (Sekil 3.1; Sekil 3.2).

-
&

Sekil 3. 1. iklim odasinda patlican ¢esitlerinin dikimden sonraki genel goriiniim
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Sekil 3.2. Iklim odasinda hastalik siddeti ve bitki gelisim parametreleri
denemesinden genel goriiniim

Patojen inokulasyonu i¢in Fusarium oxysporum f.sp. melongenae’nin bugday kiiltiirii
hazirlanmistir. Bunun i¢in dnce bugday haslanmis ve daha sonra vidali kapakl
sigelere yerlestirilmistir. Haglanmis bugdaylar otoklavda 121°C, 1 atm basingta 1 saat
stireyli 2 kez steril edilmistir. Bugdaylar sogutulduktan sonra daha dénceden Patates
Dekstroz Agar (PDA) iizerinde gelistirilmis taze kiiltlirden 6 mm c¢apli birkag¢ disk
bugdaya inokule edilmis ve 25°C+2 sicakliktaki inkiibatdrde 2 hafta siireyle inkiibe
edilmistir (Sekil 3.3).
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Inkiibasyon sonunda gelisen kiiltiir steril bistiiri ile parcalara ayrildiktan sonra 1 g
inokulum bitkilerin kokbogazi civarina uygulanmistir. Patojen inokulasyonu T.

harzianum ve mikorizal fungus uygulamasindan 3 hafta sonra ger¢eklestirilmistir.

Deneme siiresince bitkiler diizenli olarak sulanmistir. Hastalik siddetinin
belirlenmesi ve bitki gelisim parametrelerinin degerlendirilmesi i¢in kurulan deneme
tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii ve her tekerriirde 5 bitki olacak
sekilde kurulmustur. Denemede higbir uygulama yapilmayan negatif kontrol ve
patojen uygulamast yapilan pozitif kontrol yer almistir. Dayaniklilik
mekanizmalariin belirlenmesine iliskin ¢calismada 7 hafta siireyle periyodik yapilan

her analiz i¢in 3’er bitki kullanilmistir.

Deneme desenine gore deneme icerisinde yer alan uygulamalar asagidaki gibi
siralanmigtir.  “Anamur” patlican ¢esidi ve “Aydin Siyah1” patlican ¢esidi igin

uygulamalar;

Kontrol (K)

Patojen (Fusarium oxysporum f.sp. melongenae) (Fomg)
Glomus intraradices (Gi)

Glomus intraradices + Patojen (Gi +Fomg)
Trichoderma harzianum (Th)

Trichoderma harzianum +Patojen (Th+Fomg)

Trichoderma harzianum+ Glomus intraradices (Th+Gi)

© N o gk~ w0 Db P

Trichoderma harzianum+ Glomus intraradices+Patojen (Th+Gi+Fomg)

3.2.2. Bitkilerde mikorizal fungusun kok kolonizasyonunun belirlenmesi

Patlican bitkisinde mikorizal funguslarin kdk kolonizasyonlarmin belirlenmesi
bitkiler sokiildiikten sonra yani deneme kurulduktan sonra yaklagik 6 hafta sonra
Koske ve Gemma (1989)’ ya gore yapilmistir. Her bitki 6rneginden 3 tekerriir
yapilarak gerceklestirilmistir. Bunun i¢in her bir tekerriirden alinan kék 6rnekleri bol
cesme suyu ile yikanip topragindan arindirilmistir. Kok yiizeyindeki fazla su kurutma
kagidi ile alindiktan sonra mikoriza uygulamasi yapilan her bitki kdkiinden 1 g

tartilmistir. Kokler yaklagik 1 cm uzunlugunda kesilerek vidali kapakli cam tiipler
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icerisine konulmustur. Koklerin yumusamasi saglamak igin tizeri kapanacak sekilde
%20’1ik KOH ilave edilerek 1- 3 giin bekletilmistir. Bu islem tamamlandiktan sonra

KOH bosaltilarak tiipler igerisindeki kokler saf sudan gegirilerek ve stiziilmiistiir.

Daha sonra ayn tiiplere yeterli miktarda %0.1’lik Trypan mavisi eklenerek 1- 3 giin
bekletilmistir. Tiiplerin igerisinden Trypan mavisi uzaklastirildiktan sonra laktik asit
eklenerek bir gece veya daha fazla beklenmistir. Ornekler gridline intersection
yontemine gore (Giovannetti ve Mosse, 1980) 1 cm?’lik boliimlere isaretlenmis 9 cm
capli plastik petrilere bosaltilarak toplam kok sayisi ve mikorizali kok sayisi
belirlenmistir. Elde edilen verilere varyans analizi uygulanmis ve Tukey coklu
karsilastirma testi (P<0.05) ile uygulamalarin birbirinden farkliliklar1 ortaya

konulmustur (Karman, 1971).

3.2.3. Glomus intraradices ve Trichoderma harzianum’un bitki gelisim

parametreleri iizerine etkisinin belirlenmesi

Gi ve Th’nin bitki gelisimine etkisini saptamak amaciyla deneme siiresi sonunda
sokiimii yapilan bitkilerin kokleri musluk altinda yikanarak toprak partikiillerinden
arindirtlmas1 saglanmistir. Bitkilerin siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu cetvel
kullanilarak 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Bitkilerin gévde ¢aplari kumpas yardimi ile
Olclilmiis ve kaydedilmistir. Stirglin ve kok yas agirliklar tartt kullanilarak dlgiilmiis
ve kaydedilmigtir. Stirglin ve kok kuru agirliklarimi 6lgmek i¢in bitkiler etiivde
80°C’de 2 giin kurutulduktan sonra tartt yardim ile olgiilmiis ve kaydedilmistir.
Deneme Fomg varliginda ve Fomg yoklugunda olmak iizere 2 sekilde
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere varyans analizi uygulanmig ve Tukey c¢oklu
karsilastirma testi (P<0.05) ile uygulamalarin birbirinden farkliliklar1 ortaya

konulmustur (Karman, 1971).

3.2.4. Hastalik degerlendirmeleri

Deneme sonunda F. oxysporum f.sp. melongenae i¢in simptom degerlendirmesinde
yaprak kurumalari, iletim demetlerindeki renk degisiklikleri ve solgunluk
simptomlan dikkate alinmistir ve asagidaki 0-4 skalas1 kullanilmistir (Matsubara vd.,
2004). Denemede kullanilan 0-4 skalast;
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0 = Saglikl1 bitki; solgunluk simptomlar1 yok,

1 = Hafif solgunluk ve alt yapraklarda sararma, sadece asil kok bolgesinde vaskiiler
renk bozuklugu,

2 = Yapraklarin yaris1 sararmis, orta derecede solgunluk, yaygin vaskiiler
kahverengilesmenin yayilmasi,

3 = Siddetli solgunluk, u¢ yapraklar disinda biitiin yapraklar solmus ve kurumus,

4 = Biitlin yapraklarda sararmig ve bitkide 6liim.

Skala degerleri tizerinden indeks degerleri ve hastalik siddeti (%) hesaplanmuistir.

Abbot formiiliine gore ise % Etki degerleri hesaplanmustir.

>(n.v)
N.V

Hastalik Siddeti (%) = x100 (3.2)

Kontrol-Uygulama

Etki (%) =

x100 (3.2)

Kontrol

Elde edilen verilere varyans analizi uygulanmis ve Tukey coklu karsilastirma testi
(P<0.05) ile uygulamalarin birbirinden farkliliklar1 ortaya konulmustur (Karman,
1971).

3.2.5. Enzim analizleri

Kitinaz ve B -1,4-glukanaz enzim analizleri 7 hafta siireyle 3 tekerriirlii olarak
yapilmistir. Enzim analizlerinin ilk degerlendirmesi patojen bitkiye inokule

edildikten hemen sonra, diger analizler ise 1’er hafta arayla yapilmistir.

Glukanaz ve kitinaz enzim ekstraksiyonu i¢in 0.5 g 6rneklenmis yapraklar sivi azot
icinde ezilerek toz haline getirilmistir. Toz haline gelen orneklere sodyum asetat
tamponu (0.05 M, pH 5) eklenmis, 3 dakika daha ezme igslemi yapilmistir. 4°C' de 20
dakika boyunca 14.000 rpm' de santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 alinarak 1.5
mL'lik bir siseye aktarilarak kullanima kadar —20°C' de saklanmigtir (Madhaiyan vd.,
2004) (Sekil 3.4; Sekil 3.5).
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Sekil 3.4. Enzim ekstraksiyonu i¢in bitkilerden yéprak orneklerinin alinmasi

Sekil 3.5. Enzim ekstraksiyonu i¢in bitkilerden alinan yaprak orneklerini ezme islemi
ve kullanilan satrifiij

3.2.5.1. Kitinaz aktivitesi

Ekstraksiyon sonrasi 0.5 ml ham enzim preparasyonu, 2.5 mL sodyum asetat
tamponu, 2.5 mL% 1 Substrat (kolloidal kitin), tiiplere eklenmistir. Karisim 1 saat
stireyle 40°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra 3.0 mL% 10 dinitrosalisilik asit
(DNSA) eklenmis, ardindan kaynar su banyosunda isitilmistir. Renkli ¢6zelti daha
sonra 5 dakika boyunca 8000 rpm’de santrifiij edilmistir. Olusan siipernatant 540 nm
dalga boyunda spektrofotometre (Varian, Cary100 conc) ile dl¢iilmiistiir (Bansode ve
Bajekals, 2006).
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Kor i¢in; 2.5 mL sodyum asetat tamponu, 2.5 mL% 1 Substrat (kolloidal kitin), tiipe
eklenmistir. Karisim 1 saat siireyle 40°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra 3.0 mL%
10 dinitrosalisilik asit (DNSA) eklenmis, ardindan kaynar su banyosunda 1sitilmigtir.
Renkli ¢6zelti daha sonra 5 dakika boyunca 8000 rpm’de santrifiij edilmistir. Olusan
siipernatant 540 nm dalga boyunda spektrofotometre (Varian, Caryl00 conc) ile
Ol¢iilmiistiir (Sekil 3.6).

Sitrat tamponu i¢inde %’lik N-asetilglukozamin (GIcNAc) ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 0.004-0.05 mg/ml konsantrasyonlarinda seyreltik N-
asetilglukozamin standartlar1 hazirlanmistir.  Absorbans ve N-asetilglukozamin
konsantrasyonlari arasinda standart egri ¢izilmistir.

Kitinaz miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilan denklem

y = 0,2136x + 0,3194 R?=0,9953 (3.3)

Sekil 3.6. Kitinaz enziminin spektrofotometrik 6l¢timii

3.2.5.2. p -1,4-glukanaz aktivitesi

B-1,4-glukanaz aktivitesi bir substrat olaran karboksimetilseliiloz (CMC) kullanilarak
test edilmistir. 100 uL ham enzim preparasyonu (200 pL), 100 uL% 0.1 CMC stok
¢ozeltisi (Sigma), 100 pL asetat tamponu (0.05 M, pH = 5) eklenerek 50°C'de 30
dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 600 pL dinitrosalisilik asit (DNS) eklenmistir.
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Olusan karisim 500 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir (Yedidia vd.,
2000).

Kor i¢in; 100 ulL% 0.1 CMC stok ¢ozeltisi (Sigma), 100 pL asetat tamponu (0.05 M,
pH = 5) eklenerek 50°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 600 pL
dinitrosalisilik asit (DNS) eklenmistir. Olusan karisim 500 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir (Yedidia vd., 2000).

B-1,4-glukanaz aktivitesi azalan seker miktari, farkli konsantrasyonlarda glikoz ile
hazirlanan standart egri kullanilarak hesaplanmistir. Bir iinite enzim, 1 g taze yaprak
dokusunda bulunan enzime esdeger miligram glikoz miktar1 olarak tanimlanmistir

(Sekil 3.7; Sekil 3.8).

P e adas

3 . ‘ - A
Sekil 3.7. B-1,4-glukanaz enzim 6l¢iimiinde inkiibasyon islemi
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Sekil 3.8. B-1,4-glukanaz enziminin spektrofotometrik 6l¢iimii

DNS yonteminin yapilmasi i¢in kimyasal hazirlik kisminda 500 ml miktar igin; 5 ¢
NaoH, 100 ml saf su, 5 gr DNS 1s1 verilerek ¢6zdiiriilmiistiir. Bagka bir beherde 150
g sodyum potasyum tetratartarak, 100ml saf su i¢inde ¢Ozdirilmiistiir. Ayr1 ayri

¢ozdiiriilen karisimlar, magnetik karistirict iistiinde 1s1 vererek karistirilmig ve son

hacim 500 ml’ye tamamlanmustir.
Glukanaz miktarlarinin hesaplanmasinda kullanilan denklem,
y = 0,1322x + 0,2718 (R?=0,9933) (3.4)

Enzim ¢aligmalar i¢in elde edilen verilere varyans analizi uygulanmis ve Tukey

coklu karsilastirma testi (P<0.05) ile uygulamalarin birbirinden farkliliklar1 ortaya
konulmustur (Karman, 1971).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Pathican Cesitlerinde Mikorizal Fungusun Kok Kolonizasyonu

“Aydin siyah1” ve “Anamur” patlican ¢esitlerinde Gi’in tek basina, Th ve Fomg ile
kombinasyon halinde uygulamalarinda kok kolonizasyon oranlari (%) belirlenmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Mikorizal fungusun “Anamur” ve “Aydin siyah1” patlican ¢esitlerinde
kok kolonizasyon oranlari (%)

Uygulamalar Kok kolonizasyon oranlari (%)
“Anamur” “Aydin siyah1”
Gi 41.3 a* 55.7 a
Gi+Fomg 43.3a 50.9 a
Gi+ Th 365D 429b
Gi+ Th+Fomg 40.3a 46.5 ab

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak
birbirinden farklidir.

Mikorizal fungusun tek ve kombinasyon halinde uygulalamalarinda “Anamur” ve
“Aydin siyah1” patlican ¢esitlerinde kolonizasyon oranlar1 %36.5-43.3 ve %42.9-
55.7 arasinda degismistir. “Anamur” cesidinde en yiiksek kolonizasyon orani
Gi+Fomg uygulamasinda olurken “Aydin Siyah1” ¢esidinde en yiiksek kolonizasyon
orani Gi uygulamasinda olmustur. Mikorizal fungusun Th ile birlikte olan
uygulamalarinda kolonizasyon oranlarinda rakamsal olarak azalma goriilse de
mikorizal fungusun aktivitesinde herhangi olumsuz bir etki yaratmadig
gbzlemlenmistir. Bu durumun Th’nin kok bolgesindeki aktivitesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Dogada pekgok bitki tiirii ile ortak yasama sahip mikorizal funguslar toprakta varolan
sporlar1 araciligiyla bitkilerin koklerinde kolonize olma yetenegine sahiptir. Giicli
bir kok simbiyontu olarak bilinen mikorizal funguslarla ilgili yapilan bircok
caligmaya gore AMF’ler ozellikle Solanaceae familyasina ait bitkilerin koklerinde
yiiksek oranda kolonize olabilme yetenegine sahiptirler (Demir, 2002; Demir vd.,
2015). Kara Tutar ve Erkili¢ (2016), Gigaspora ve Glomus tiirlerinin patlicanda
%78-90 oranlarinda kolonize oldugunu en yiiksek kolonizasyon oraninin G. mosseea

tarafindan saglandigini bildirmislerdir.
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4.2. Trichoderma harzianum ve Glomus intraradices’in Bitki Gelisimine Etkileri

“Anamur” ve “Aydin siyahi” patlican ¢esitlerinde Fusarium oxysporum f.sp.

melongenae (Fomg) varliginda ve yoklugunda, Trichoderma harzianum (Th) ve

Glomus intraradices (Gi)’nin tek tek ve kombinasyon halinde uygulamalarinin

stirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, gévde ¢apina olan etkileri Cizelge 4.2 ve Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Uygulamalarin “Anamur” patlican cesidinde siirgin uzunlugu, kok
uzunlugu ve govde capi lizerine etkileri

Uygulamalar Stirgiin uzunlugu Kok uzunlugu | Govde ¢ap1 (mm)
(cm) (cm)
Fomg yoklugunda
Kontrol 19.35 b* 11.90 b 46D
Gi 23.10 a 15.10 a 50a
Th 21.45 ab 12.15b 4.8 ab
Gi+Th 24.50 a 15.55a 53a
Fomg varliginda
Kontrol 19.35a 11.90 ab 4.6 a
Fom 16.90 b 8.50 b 3.8b
Gi+Fomg 21.30 a 13.15a 49a
Th+Fomg 21.05a 12.00 a 4.7a
Gi+Th+Fomg 22.25a 13.85a 50a

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak

birbirinden farklidir.

Cizelge 4.3. Uygulamalarin “Aydin siyah1” patlican ¢esidinde siirgiin uzunlugu, kok
uzunlugu ve gbvde ¢api lizerine etkileri

Uygulamalar Stiirgiin uzunlugu Kok uzunlugu | Govde ¢ap1 (mm)
(cm) (cm)
Fomg yoklugunda
Kontrol 21.20 c* 12.55a 4.3b
Gi 26.25b 13.25a 54a
TH 23.45 bc 12.85a 51a
Gi+Th 33.75a 14.05 a 5.7a
Fomg varliginda
Kontrol 21.20b 12.55a 43¢
Fomg 17.30 ¢ 7.95b 3.5d
Gi+Fomg 23.30 b 12.80 a 5.0a
Th+Fomg 21.50 b 12.60 a 4.8b
Gi+Th+Fomg 27.30 a 13.55a 52a

*Ayni siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak

birbirinden farklidir.
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“Anamur” ¢esidinde Fomg yoklugunda siirgiin uzunlugu Gi ve Git+Th
uygulamalarinda kontrole kiyasla artmistir. Gi ve Gi+Th uygulamalari kok
uzunlugunda artis saglamistir (Sekil 4.1). Govde c¢apt Gi ve Th’nin tek ve
kombinasyon halinde uygulamalarinda kontrole gore artis gozlemlenmistir. “Anamur
¢esidinde Fomg varliginda kok uzunlugu biyolojik miicadele etmenlerinin tek ve
kombinasyon halinde uygulamalarinda sadece patojen uygulamasina kiyasla artis
gostermistir. Bu gesitte siirglin uzunlugu ve goévde ¢ap1 Fomg uygulamasi haricindeki

tiim uygulamalar istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir.
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Sekil 4.1. “Anamur” ¢esidinde uygulamalarin bitki boyuna etkileri

“Aydin siyah1” ¢esidi acisindan degerlendirildiginde; Fomg inokulasyonu
yaptlmadigi durumda Gi ve Gi+Th kombinasyonunda siirgiin uzunlugu kontrole
kiyasla artmistir. Bu g¢esitte kok uzunlugu agisindan tiim uygulamalar ayni
istatistiksel grupta yer almistir. Gi ve Th ile kombinasyonlarinin bitkilerdeki govde
capini kontrole gore arttirdigi goriilmistir. Fomg inokulasyonu yapildigi durumda
ise siirgiin uzunlugu artiginda Gi ve Th kombinasyonu en yiiksek etkiyi gosterirken;
biyolojik miicadele etmenlerinin uygulandig: bitkilerde gévde ¢ap1 kontrol ve Fomg
uygulamasina gore artis gostermistir (Sekil 4.2; Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Uygulamalarin “Aydin siyah1” ¢esidinde bitki kok geli

N — N
simine etkileri

Glomus intraradices ve Trichoderma harzianum ‘un bitkilerde siirgiin uzunlugu, kok
uzunlugu, govde cap1 gibi parametreleri arttirarak bitki gelisimine olumlu katki
sagladig1 bilinmektedir. Yaptigimiz ¢alismayi destekler nitelikte biyolojik etmenlerin
bitki gelisim parametrelerine olumlu etkileri yapilan diger ¢alismalarda da
belirlenmistir (Aguilera- Gomez vd., 1999; Karagiannidis vd., 2002; Sen, 2008;
Begum vd., 2010; Chowdappa vd., 2013; Joseph vd., 2017). Gi ve Th’nin bitkilere

tek uygulanmasinin yani sira, birlikte uygulandigi ¢aligmalarda da benzer artislarin
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gozlendigi yapilan diger ¢alismalarda da belirlenmistir (Akkoprii vd., 2005; Kabdwal
vd., 2019).

“Anamur” ve “Aydin siyahi” patlican ¢esitlerine Fomg varliginda ve yoklugunda, Th
ve Gi’in tek tek ve kombinasyon halinde uygulamalarinin siirgiin ve kok yas agirlig,
stirglin ve kok kuru agirligina olan etkilerinin degerleri Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’de

verilmistir.

Cizelge 4.4. Uygulamalarin “Anamur” patlican ¢esidinde siirgiin ve kok yas ve kuru

agirliklar iizerine etkileri

Uygulamalar Siirgiin yas Siirgiin kuru Kok yas Kok kuru
agirligi () agirligi (Q) agirligi (g) agirligi (g)
Fomg yoklugunda
Kontrol 12.89 c* 0.706 b 521b 0.236 b
Gi 16.45b 0.782 Db 747 a 0.294 b
Th 1591b 0.721Db 7.27a 0.255D
Gi+Th 17.21a 0.804 a 7.72a 0.477 a
Fomg varliginda
Kontrol 12.89b 0.706 a 521b 0.236 b
Fomg 11.98 b 0.543 Db 441D 0.189 ¢
Gi+Fomg 1551 a 0.739 a 7.28a 0.240 b
Th+Fomg 15.82 a 0.715a 7.22 a 0.239b
Gi+Th+Fomg 16.91a 0.778 a 7.38 a 0.370 a

*Aym siitun icerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak

birbirinden farklidir.

Cizelge 4.5. Uygulamalarin “Aydin siyah1” patlican ¢esidinde siirgiin ve kok yas ve
kuru agirliklari iizerine etkileri

Uygulamalar Siirgiin yas Siirgiin kuru Kok yas Kok kuru
agirlig (g) agirlig (g) agirhigi (g) agirlig (g)
Fomg yoklugunda
Kontrol 7.13c* 0.573d 3.38 ¢ 0.263 c
Gi 12.29 a 0.908 b 7.76 a 0.307 b
Th 9.74 b 0.716 ¢ 557D 0.291c
Gi+Th 15.14 a 1.733 a 8.37a 0.321a
Fomg varliginda
Kontrol 7.13Db 0.573 ¢ 3.38Db 0.263 b
Fomg 4,28 c 0.383d 1.86¢C 0.208 ¢
Gi+Fomg 7.21Db 0.708 b 542 a 0.283 b
Th+Fomg 7.19Db 0.704 b 5.39a 0.271b
Gi+Th+Fomg 12.65a 1.368 a 6.54 a 0.307 a

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak

birbirinden farklidir.
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“Anamur” c¢esidinde siirgiin ve kok yas agirhigit Fomg inokulasyonu yapilmadigi
durumda Gi ve Th’nin tek ve kombinasyon halinde uygulamalarinda kontrole kiyasla
artis gOstermistir. Buna paralel olarak ayni uygulamalardaki siirgiin kuru agirliklari
da artmistir. S6zkonusu degrelerdeki artislar Fomg inokulasyonu yapildigi durumda

ise benzer sonuglar vererek patojen inokulasyonundan etkilenmemis goriinmektedir.

“Aydin siyah1” ¢esidi agisindan degerlendirildiginde de Fomg inokulasyonu yapildigi
ve yapilmadigr durumda da siirgiin ve kok yas agirligi ile siirgiin ve kok kuru agirligi
Gi ve Th’nin tek ve kombinasyon halinde uygulamalarinda benzer sekilde artis

gostermistir.

Mikorizal fungus uygulamalari ile siirgiin ve kok agirlik artis1 bagka ¢alismalarda da
gozlemlenmistir. Demir (1998) tarafindan yapilan bir ¢aligmada kok gelisimi
bakimindan mikorizal bitkilerin daha iyi oldugu ve daha genis hacimli kok yapisina
sahip olduklari bildirilmistir. Onogur ve Demir (1998), siirgiin ve kokteki yas ve
kuru agirliklarin AMF uygulamas: ile arttigimi gozlemistir. Yine Sen (2008)’de
patlicanda yapmis oldugu arastirmada siirgiin yas agirligi, siirgiin kuru agirhigi, kok
yas agirhigt ve kok kuru agirhiginda Gi uygulamalarimin  pozitif etkisini
gozlemlemistir. Diger yapilan bazi ¢aligmalarda ise, Th’nin ve Gi’nin bitkide siirgiin
yas ve kuru agirhigmi ve kok yas ve kuru agirhigint arttirdigini gézlemlemislerdir
(Akkopri vd., 2005; Fritz vd., 2006; Noval vd., 2007; Begum vd., 2010). Kara Tutar
ve Erkilic (2016), bes farkli mikorizal fungus tiiriiniin patlicanda bitki gelisimine
etkilerini belirledikleri ¢alismada, G. etucatum yas ve kuru agirlik artis1 saglarken G.

intraradices ise kok yas ve kuru agirligi arttirmada basarili olmustur.

4.3. Trichoderma harzianum ve Glomus intraradices’in Pathcanda Fusarium

Solgunlugunun Hastalik Siddetine Etkisi
“Anamur” ve “Aydin Siyah1” patlican ¢esitlerine Th ve Gi uygulamalarinin tek tek ve

kombinasyon halinde uygulamalarinin ardindan deneme siiresi sonunda hastalik

siddetine olan etkileri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Uygulamalarin “Anamur” ve “Aydin siyah1” patlican ¢esidinde hastalik
siddeti iizerine etkileri

Uygulamalar “Anamur” ¢esidi “Aydin siyah1” ¢esidi
Hastalik | Hastalik % Hastalik Hastalik | %
indeksi siddeti Etki indeksi siddeti | Etki

(%) (%)

Fomg 1.10 a* 27.5 - 34a 85 -

Gi+Fomg 0.75b 18.8 31.8 1.75¢ 43.8 60.3

Th+Fomg 0.60 ¢ 15.0 45.5 19b 47.5 66.2

Gi+Th+Fomg 0.50d 12.5 54.5 1.25d 34.3 80.9

*Ayni siitun icerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak
birbirinden farklidir.

“Anamur” ve “Aydin siyah1” patlican c¢esitlerinde Fomg uygulamasi yapilan
bitkilerde hastalik siddeti oranlar1 sirasiyla %27.35 ve %85 olarak belirlenmistir.
Anamur ¢esidi daha diisiik hastalik siddeti degerine sahip olup Aydin siyahi ¢esidine
gore hastaligi kars belirli bir diizeyde tolerant goriilmektedir. Anamur ¢esidinde Gi
ve Th’nin tek ve kombinasyon halinde uygulamalari hastalik siddetinde hatir1 sayilir
bir azalma sonuglamis ve hastalik %31.8-%54.5 oraninda azaltilmistir (Sekil 4.4;
Sekil 4.5). Daha hassas olan ”Aydin siyah1” ¢esidinde biyolojik miicadele etmenleri
daha etkin bir kontrol sagladig1 goriilmektedir. Gi ve Th’nin birlikte uygulamalari

hastalig1 %80.9 oraninda azaltmistir (Sekil 4.6; Sekil 4.7; Sekil 4.8).

Yukaridaki degerlere bakildiginda Gi ve Th uygulamalari Fomg’un patlican
bitkilerinde hastalik gelisimini kontrol altinda tuttugu goézlemlenmistir. AMF ve
Trichoderma’lar bitkilerde hastaliklarin kontrol altina alinmasinda 6nemli roller
tistlenen biyolojik kontrol etmenleri olarak nitelendirilmektedir (Murphy vd., 2003;
Harman, 2006; Woo vd., 2006). Kara Tutar ve Erkili¢ (2016) patlicanda bes farkli
mikorizal fungus tiirliniin patlican solgunluk etmenleri iizerine etkilerini arastirdiklari
¢alismalarinda, G. etunicatum’un Fomg’un hastalik siddetini %78.6, G. mosseae’nin
enfeksiyon uzunlugunu %38.6 oranlarinda azaltirken; G. intraradices Verticillium
dahliae’nin hastalik siddetini %52.6 ve enfeksiyon uzunlugunu 36.9 oranlarinda

azaltmustir.
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Sekil 4.5. “Anamur” ¢esidinde Fomg’a kars1 Gi (solda) ve Th (sagda) uygulanmis
bitkiler
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Sekil 4.8. “Aydin siyah1” ¢esidinde Th (solda) ve Gi’in (sagda) Fomg tizerine etkileri

4.4. Trichoderma harzianum ve Glomus intraradices’in Fusarium oxysporum f.sp.

melongenae’ya Kars1 Pathicanda Enzim Uretimine Etkisi

“Anamur” ve “Aydin siyah1” patlican ¢esitlerinde T. harzianum ve G. intraradices’in

tek tek ve kombinasyon halinde uygulamalarinin ilki patojen uygulamasinin hemen

sonrasinda olmak iizere periyodik olarak 7 hafta siireyle kitinaz ve B-1,4-glukanaz

enzimleri lizerine etkileri degerlendirilmistir. “Anamur” ¢esidinde 7 hafta siireyle

takip edilen kitinaz enzimi ile ilgili sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.7. “Anamur” ¢esidinde uygulamalardaki Kitinaz enzim miktarlar

Uygulama Kitinaz enzim miktarlar1 (pg/ml)

1. Hafta | 2. Hafta | 3. Hafta | 4. Hafta | 5. Hafta | 6. Hafta | 7. Hafta
Kontrol 1.654d* | 2106c | 0.850c | 0.418c | 0.543b | 0.683c | 0.290b
Fomg 4645c | 6.713a | 6.660a | 6.735b | 4809a | 4.812b | 4970a
Gi 6.183b | 4.272b | 6.744a | 6.766b | 4.900a | 4.830b | 4.906 a
TH 6.456b | 4.297b | 6.737a | 7.049a | 4890a | 5256a | 4.767a
Gi+Th 6.947b | 6.816a | 6.854a | 6.713b | 4914a | 5231a | 4845a
Gi+ Fomg 6.875b | 6.815a | 4.304b | 6.863b | 4.865a | 4.858b | 4.862a
Th+ Fomg 6.176 b | 6.813a | 6.693a | 6.788b | 4.850a | 5.050a | 4.948a
Gi+Th+ 7.002a | 6.871a | 4418b | 6.610b | 4.912a | 5068a | 4.959a
Fomg

*Ayni siitun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak
birbirinden farklidur.
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Sekil 4.9. “Anamur” ¢esidinde haftalik kitinaz enzim aktivitesi

“Anamur” c¢esidinde Kitinaz enzim miktarlar1 Fomg, Gi, Th’nin tek tek ve
kombinasyon seklinde uygulamalarda kontrole gore tiim haftalarda daha yiiksek
degerlerde seyretmistir. Patojen uygulamasi tiim haftalar degerlendirildiginde ilk 4
hafta artan seviyelerde seyretmis, son 3 hafta birbirine yakin seviyelerde azalarak
devam etmistir. Biyolojik miicalede etmenleri Gi ve Th’nin tek tek ve kombinasyon
halindeki uygulamalarinda kitinaz enzim diizeylerini arttirmada basarili olmustur.
Biyolojik miicadele etmenlerinin tesvik ettigi kitinaz enzim seviyeleri 4. haftada pik
seviyeye ulagsmis ve kalan 5, 6 ve 7. haftalarda azalma gostermistir. Gi ve Th’nin
Fomg ile birlikte uygulanmasi sonucunda kitinaz seviyesi deneme siiresince belirli
seviyelerde artig gdstermis 4. haftada en yiiksek seviyeye ulagsa da son 3 haftada

azalma egrisi gostermektedir.

“Anamur” patlican ¢esitlerinde 7 hafta siireyle takip edilen B-1,4 glukanaz enzimi

tizerine etkisi degerlendirilmis sonuglar Cizelge 4.8. ve Sekil 4.10°da verilmistir.

Benzer sekilde, “Anamur” ¢esidinde 7 hafta siireyle takip edilen B-1,4-glukanaz
enzim miktarlari; Fomg, Gi, Th’nin tek tek ve kombinasyon seklinde uygulamalarda
degerlendirilmistir. Tiim bu uygulamalarda B-1,4-glukanaz enzim miktarlar1 kontrole
gore daha yiiksek degerlerde seyretmistir. Patojen uygulamasi ilk haftalardan son
haftalara dogru diizenli bir artis gdstermistir. Biyolojik miicalede etmenleri Gi ve

Th’nin tek tek ve kombinasyon halindeki uygulamalarinda B-1,4-glukanaz enzim
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diizeylerini patojen kadar arttirmadigi gozlense de son haftalara dogru diizenli bir
artis gézlenmistir. Gi ve Th’nin Fomg ile birlikte uygulandigi durumlarda diizenli
artmis son haftalara dogru en yiiksek seviyelere ulasmistir. “Anamur” cesidi biraz
daha tolerant oldugu i¢in B-1,4-glukanaz enzim seviyesinde son haftalarda da artis

devam etmistir.

Cizelge 4.8. “Anamur” c¢esidinde uygulamalardaki haftalik p-1,4 glukanaz enzim

diizeyleri

Uygulama B-1,4 glukanaz enzim miktarlart (pug/ml)

1. Hafta | 2. Hafta | 3. Hafta | 4. Hafta | 5. Hafta | 6. Hafta | 7. Hafta
Kontrol 0.289e* | 0.604d | 0.249d | 0551f | 0.581d | 0.617e | 0.382¢
Fomg 0.692d | 2.122a | 2.223b | 3.022c | 3.234b | 3.244c | 4.031c
Gi 0.831b | 0.778c | 1.477c | 1.035d | 1.303c | 1.620d | 2.518d
Th 0.793c | 0.776 ¢ | 1.358¢c | 0.977e | 1.477c | 1.610d | 2.495d
Gi+Th 0.841b | 1.134b | 1.701c | 1.403d | 1.502c | 1.731d | 2.636d
Gi+ Fomg 0.861b | 1.164b | 4512a | 6.681b | 3.940b | 4.764b | 5506 b
Th+ Fomg 0.821b | 1.113b | 4.376a | 6.282b | 3.640b | 4583b | 5317b
Gi+Th+Fomg | 0.904a | 2470a | 4.757a | 7.198a | 5.160a | 7.354a | 7.752a

*Aynt siitun igerisinde farkli harf igeren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak
birbirinden farklidir.
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Sekil 4.10. “Anamur” ¢esidinde haftalik B-1,4-glukanaz enzim aktivitesi
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“Aydm siyah1” patlican ¢esidinde uygulamalardaki periyodik olarak takip edilen
kitinaz enzimi lizerine etkiler degerlendirilmistir (Cizelge 4.9; Sekil 4.11).

Cizelge 4.9. “Aydin siyah1” ¢esidinde uygulamalardaki haftalik Kitinaz enzim

diizeyleri
Uygulama Kitinaz enzim miktarlari (ug/ml)

1. Hafta | 2. Hafta | 3. Hafta | 4. Hafta | 5. Hafta | 6. Hafta | 7. Hafta
Kontrol 0.174d* | 2.130d | 2.014b | 2.038c | 0.558¢c | 0.284d | 0.580hb
Fomg 4377b | 4539c | 6.023a | 5.764b | 5402a | 1.108c | 0.355¢
Gi 3.988c | 6.883b | 6.772a | 6.741a | 4.744b | 5.348a | 4.962a
Th 4.652b | 7.273a | 6.741a | 6.643a | 4917b | 5572a | 4917a
Gi+Th 6.925a | 6.977b | 6.772a | 6.587a | 4511b | 4773b | 4915a
Gi+ Fomg 6.752a | 6.576b | 6.690a | 6.765a | 4990b | 5.338a | 4.900a
Th+ Fomg 6.548a | 6.836b | 6.768a | 6.666a | 5276a | 4.881b | 4.933a
Gi+Th+ 6.223a | 7.181a | 6.811a | 6.794a | 5814a | 5.157a | 481la
Fomg

*Aym siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak
birbirinden farklidir.
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Sekil 4.11. “Aydin siyah1” ¢esidinde haftalik kitinaz enzim aktivitesi

“Aydin siyah1” ¢esidinde 7 hafta siireyle takip edilen kitinaz enzim miktarlar1 Fomg,

Gi, Th, tek tek ve kombinasyonlar1 seklinde degerlendirilmistir. Tim bu
uygulamalarda kitinaz enzim miktarlarinin kontrole kiyaslandiginda daha yiiksek
seviyelerde oldugu gozlemlenmistir. Gi, Th ve Fomg uygulamalari tek tek
uygulandigr durumlarda yiiksek seviyelerde seyretmistir ve tek uygulandiklarinda

daha yiiksek koruma sagladigi goriilmiistiir. Kombinasyon halindeki uygulamalarda
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ise ilk 4 hafta oldukea yiiksek seviyede devam etmis, son haftalarda ise azalmalar

gorilmiustiir

“Aydin siyah1” patlican c¢esidinde [-1,4 glukanaz enzimi iizerine etkiler
degerlendirildiginde haftalar arasinda dalgalanmalar oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.10; Sekil 4.12). “Aydin siyah1 ¢esidinde 7 hafta siireyle Fomg, Gi, Th, tek tek ve
kombinasyonlarinda B-1,4-glukanaz enzim miktarlar1 kontrole gore daha yiiksek
degerlerde seyretmistir. Patojen uygulamasinin tek basina uygulandigi durumlarda
kontrole yakin yiikselme goriilmistiir. Gi ve Th tek tek uygulandiginda patojene
kiyasla 3. haftadan sonra yakin sekilde artis gostermis ve 6. hafta en yiiksek seviyeye

ulagmustir.

Biyolojik miicalede etmenleri Gi ve Th’nin kombinasyon halindeki uygulamalarinda
B-1,4-glukanaz enzim diizeyleri ilk 2 hafta az yiikselme gosterse de 3. Haftadan
sonra artmis ve 4. haftada pik yapmustir. 5, 6, 7. haftalarda azalma gosterse de Gi ve
Th’nin Fomg ile birlikte uygulandigi durumlarda patojene karsi etkili olmus ve

koruma sagladig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.10. “Aydin siyahi” g¢esidinde uygulamalardaki haftalik -1,4 glukanaz
enzim diizeyleri

Uygulama B-1,4 glukanaz enzim miktarlari (pug/ml)

1. Hafta | 2. Hafta | 3. Hafta | 4. Hafta | 5. Hafta | 6. Hafta | 7. Hafta
Kontrol 0.143f* | 0.218f | 0.642e | 0.665e | 0.445f | 0.387e | 0.223c
Fomg 0.377e | 0.397e | 1.028d | 1.116d | 0.672e | 0.697d | 0.110d
Gi 0.670c | 0.708c | 2.142c | 2.331c | 2.437c | 3.617b | 2.747b
Th 0.516d | 0.609d | 1.358d | 1.809d | 1.978d | 2.483c | 2.631b
Gi+Th 0.597d | 0.660d | 2.891c | 4.038b | 4.036b | 3.320b | 2.894b
Gi+ Fomg 0.748b | 0.801b | 4.301a | 5433a | 5130a | 3.395b | 3.337a
Th+ Fomg 0.672c | 0.760c | 3.284b | 5415a | 4.752b | 3.345b | 3.042a
Gi+Th+Fomg | 0.826a | 1.111a | 4.354a | 5.793a | 4979b | 4.144a | 3.854a

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0.05) testine gore istatistik olarak
birbirinden farklidir.
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Sekil 4.12. “Aydin siyah1” ¢esidinde haftalik f-1,4-glukanaz enzim aktivitesi

Calismamizda patojen Fomg ve biyolojik miicedele etmenlerinden Gi ve Th kitinaz
ve B-1,4-glukanaz diizeylerini kontrole gore tiim haftalarda arttirmis ve bunlarin
kombinasyon halinde uygulandiklar1 bitkilerde artis daha fazla olmustur. Sonuglara
gore her iki enzim hastalik siddetinin azaltilmasinda bu enzimlerin etkileri oldugunu

acik bir sekilde gostermektedir.

Konuk¢u bitkinin biyolojik kontrol etmenini tanima siirecinde bazi savunma
mekanizmalarimi aktif hale getirip, enzim ve hormon aktivitelerini arttirdigi ve bu
stirecte aktivasyonlarin en yiiksek seviyeye ulastigi bilinmektedir (Azcon-Aguilar ve
Barea, 1996; Morandi, 1996). Bu aktivasyonun etkisi ve mekanizmalari tam olarak
ortaya konulmamakla birlikte; hizli ve lokalize olmus bir sekilde biyokimyasal
savunma mekanizmalar1 neticesinde ortaya ¢ikan lignifikasyon, hydroksiproline ve
hipersensitif reaksiyonlarla zenginlestirilmis hiicre duvarmin olusmasi ile aktive
edilmis fiziksel bariyerler ve antifungal enzimlerin {iretilmesi gibi, mekanizmalarin

da etkili oldugu belirtilmektedir (Demir ve Akkoprii, 2007).

PR proteinler bitkilerde birgok stres kosullarinda sentezlenen bilesiklerdir. Bu stres
faktorleri arasinda patojen enfeksiyonu veya abiyotik stresler sayilabilir. Ancak,
biyolojik miicadele etmenlerinin uygulanmasi sonucunda da bu enzimler aktive
edilerek daha sonraki patojen saldirilarina karst bitkide koruma saglamaktadir. PR
proteinlerinin sentezlenmesi sonucu bitkide sistemik dayaniklilik olusabilmektedir.

Farkli familyalara ayrilan PR proteinler daha Onceleri tiitlinde yapilan ¢aligmalarda
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tespit edilmis ve bunlar arasinda glukanazlar (PR-2) ve kitinazin (PR-3 ve PR-4)
dayaniklilikta 6nemli bir yere sahip oldugu bildirilmistir Stres faktorleriyle birlikte
savunma ile baglantili genler aktive edilir; PR proteinleri olarak bilinen kitinaz,
glukanaz, defensin, peroksidaz ve fitoaleksin sentez yolunda yer alan enzimleri
kodlayan direng genleri traskriptleri patojen saldirisina ugramis hiicreler etrafindan
birikirler (Kog¢ ve Ustiin, 2008). Solanaceae familyasi iiyelerinden iki patates
¢esidinde (dayanikli Diamond ve duyarli Granola) erken yaniklik etmeni Alternaria
solani uygulamasi sonrasinda B-1,3-glukanaz and B-1,4-glukanaz aktivitesi
degerlendirilmistir. Her iki enzim aktivitesi saglikli ve patojen inokulasyonu
yapilmis patateslerde inokulasyondan sonra 10 giin siireyle incelenmis hastalikli
yapraklarda enzim akitvitesi daha yiiksek oranda g6zlemlenmistir. Bu enzim
aktiviteleri dayanikli cesitte daha az oranda duyarli cesitte ise daha yiiksek oranda
belirlenmistir (Shahbazi vd., 2011).

PR proteinleri ile ilgili olarak baska bitki patojen sistemlerinde yapilan ¢aligmalar da
bulunmaktadir. Ozgonen vd. (2009), tarafindan biber-Phytophthora capsici bitki
patojen sisteminde yapilan bir ¢alismada, Glomus mosseae, G. etunicatum, G.
fasciculatus ve Gigaspora margarita mikorizal fungus inokulasyonlarinin patojenite
ile ilgili proteinlere etkisi arastirilmistir. Bitkilere mikorizal fungus ve patojenin ayni
anda yapilmig uygulamalarinda Kitinaz ve glukanaz enzim aktiviteleri artmis ve

dayaniklilikta 6nemli rol oynayabilecegi ortaya konulmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, “Aydin siyahi” ve “Anamur” patlican cesitlerinde 6nemli
solgunluk etmenlerinden Fusarium oxsporium f. sp. melongenae 'ya kars1 biyolojik
miicadele etmenleri olan Trichoderma harzianum ve Glomus intraradices’in hastalik
siddeti ve bitki gelisim paremetreleri iizerine etkileri belirlenmistir. Buna ilaveten
bitkide dayaniklilikta 6énemli rol oynayan ve patojenin hiicre duvarini pargalayict
etkiye sahip oldugu bilinen PR proteinlerden kitinaz ve B-1,4-glukanaz sentezi

tizerine etkileri de arastirilmistir.

Iklim odasinda yiiriitiilen saks1 ¢aligmalarinda iki farkli gesitte hastalik gelisimi ve
bitki gelisim parametreleri ve lizerine etkiler degerlendirilmistir. Patlican ¢esitlerinde
sadece patojen uygulanmasinda hastalik siddeti degerlerine gore “Aydin siyahi”

cesidi daha hassas “Anamur” ise biraz daha tolerant goriilmektedir.

Mikorizal fungus G. intraradices her iki gesitte sekiz hafta siire sonunda yiiksek
oranda kolonize olmustur. Calisma sonuglarina gore “Aydin siyah1” ¢esidinde tek tek
ve kombinasyon halinde T. harzianum ve G. intraradices uygulamalarinin bitki
stirgiin ve kok uzunlugu, gévde capi, siirglin yas ve kuru agirligi, kok yas ve kuru
agirhginda kontrole kiyasla arttigi gozlemlenmistir. Yine benzer sekilde bu
uygulamalar patojen inokulasyonu yapildigi ve yapilmadigi durumlarda “Anamur”
¢esidinde bitki siirgiin ve kok uzunlugu, gévde capi, siirgiin yas ve kuru agirhigi, kok
yas ve kuru agirliginda kontrole kiyasla artisa neden olmustur. Mikorizal fungus bitki
gelisim parametrelerini arttirmada her iki ¢esitte T. harzianum’a gore daha basarili

oldugu gozlemlenmistir.

G. intraradices ve T. harzianum’un “Aydin siyah1” ve “Anamur” ¢esidinde hastalik
siddeti tizerine etkileri degerlendirildiginde, biyolojik miicadele etmenlerinin tek tek
veya kombinasyon halinde uygulamalar1 hastalik siddetini azaltmistir. “Aydin
siyah1” ¢esidinde hastalik siddetini azaltici etkiler daha belirgin ve yiiksek oranda
gbzlemlenmistir. “Aydin siyah1” ¢esidide patojen uygulamasi yiiksek oranda hastalik
siddetine sahipken biyolojik miicadele etmenleri tek tek ve kombinasyon halinde
uygulandiginda hastalik siddetini azaltmada oldukca basarili olmustur. Hastalik

siddeti tizerine etkiler agisindan bakildiginda T. harzianum, G. intraradices’e gore
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daha basarili bulunmus ancak ikisinin kombinasyon halinde uygulamalarinin daha

etkili oldugu gozlemlenmistir.

Patojene karsit etki mekanizmasinin degerlendirildigi calismanin son boliimiinde
uygulamalarin yapildig: bitkilerdeki kitinaz ve B-1,4-glukanaz aktiviteleri 7 hafta
boyunca izlenmis ve sonuglar degerlendirilmistir. “Anamur” ve “Aydin siyahi”
cesitlerinde biyolojik miicadele etmenlerinin tek tek ve kombinasyon halinde
uygulanmas1 Kitinaz ve [B-1,4-glukanaz enzimlerini arttirarak  dayaniklik
mekanizmasinda 6nemli role sahip oldugu ortaya konulmustur. Calismada etkileri
degerlendirilen her iki biyolojik miicadele etmeninden kendilerine gére avantajlari
oldugu gozlemlenmistir. Soyle ki; G. intraradices hem bitki gelisimini destekleyici
etkileri hem de hastaliga kars1 her iki enzim diizeyinde artisa neden olarak hastaligi
baskilamis; diger yandan T. harzianum’un da enzim aktivitelerinde artisa neden
olmasinin yanisira uygulamalarda antagonistik ve/veya hiperparazitik etkileri s6z

konusu olabilecegi diistiniilmektedir.

Calisma sonuglar1 G. intraradices ve T. harzianum’un gerek tek tek gerekse
kombinasyon halinde patlicanda bitki gelisimini destekleme ve hastaligi baskilayici
ozellikleri bakimindan basariyla kullanilabilecegini gostermistir. Bu bilgiler 15181inda
calismada elde edilen sonuglar daha sonraki planlanacak calismalara temel teskil
ederek pratige aktarma agisindan énemli bulunmustur. Sera kosullarinda planlanacak
caligmalar ile patlicanda etkileri iiretici kosullarinda degerlendirilebilecektir. Ayrica
farkli dayaniklilk mekanizmalarinin  da  devreye girebilegi  gdzoniinde
bulundurulursa bazi morfolojik ve biyokimyasal dayaniklilik mekanizmalarma da
bakilarak daha genis capli etkileri ortaya konulabilecektir. Hatta bunlarin sera
sartlarinda solarizasyon ile kombine edilerek uygulanmasi ¢ok daha basarili sonuglar

verebilecektir.
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