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DOMATESTE ERKEN YANIKLIK ETMENI
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Danisman: Yrd. Dog. Dr. Elif TOZLU

Domates fidelerinde 6nemli verim kayiplarina neden olan erken yaniklik etmeni Alternaria
solani (Ell. & Mart.) L.R. Jones and Grout toprakta uzun siire canli kalabilmesi ve genis
konukgu ¢evresine sahip olmasindan dolayi rotasyonla kontrolii zor olan bir etmendir. Bitki
hastaliklar1 ile miicadelede kullanilan kimyasal ilaglarin ise gevre, insan ve hayvan sagligi
tizerindeki olumsuz etkileri, dayaniklilik ve kalinti probleminin ortaya ¢ikmasimna iliskin
kaygilar, bilim adamlarin1 kimyasal miicadeleye alternatif yeni, daha ekonomik ve etkin
miicadele yontemleri kesfetme arayisina itmistir. Bu baglamda akla gelen yaklagimlardan
birisi de mikrobiyal biyoajanlarin hastalik ve zararlilarin kontroliinde kullanilmasidir. Bu
nedenle, patojene karsi biyolojik miicadele ajanlarinin belirlenerek etkin kullaniminin
saglanmasi olduk¢a Onemlidir. Bu galismada; domates fidelerinde hastalik yapan erken
yaniklik hastaligina karsi biyolojik miicadele ajani olabilecek fungus ve bakteri izolatlar
belirlenmistir. Calismada daha oOnce yapilan farkli c¢aligmalarda; yabani ve Kkiiltiir
bitkilerinin toprak alt1 veya toprak dstii aksamlarindan izole edilerek, Microbial
Identification System (MIS)’ine gore tanilanmis olan (3 adedi Bacillus subtilis, 1 adedi B.
pumilus, 1 adedi Pseudomonas fluorescens, 2 adedi Pantoea agglomerans, 2 adedi B.
megaterium, 1 adedi B. cereus, 1 adedi Paenibacillus polymxa, 1 adedi B. sphaericus, 1
adet B. thuringiensis tiirlerine ait izolatlar) toplam 13 adet biyoajan bakteri ve yine daha
once yapilan calismalarda etkililigi farkli bitki patojenlerine test edilerek molekiiler
sistemde tanilanmis olan Tricoderma harzianum tiiriine ait toplam 2 fungus izolati
kullanilmigtir. Bu bakterilerin ve funguslarin patojene karsi etkililigi in vitro sartlarda test
edilmis ve en etkili sonug veren 6 bakteri ve 1 fungus izolatinin etkililigi in vivo sartlarda
da belirlenmistir. Bu amagla 3 tekerriirlii olarak kurulan saksi denemelerinde 3’er saksiya
sadece patojen fungus izolati, 3’er saksiya sadece biyoajan bakteri ve biyoajan fungus
izolat1 ve 3’er saksiya da patojen fungus ve biyoajan bakteri ve biyoajan fungus izolati
birlikte uygulanmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda B. amyloliquefaciens tiiriine ait 2
izolatin ve T. harzianum’un 1 izolatinin Alternaria solani’ye karsi miicadelede in vivo
sartlardada etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica T. harzianum izolatinin bitki gelisimi
tizerinde olumlu etki yaptig1 da belirlenmistir. Sonug olarak; en etkili bulunan 2 bakteri ve 1
fungus izolatinin domates yetistiriciliginde A. solani’ nin kontroliinde biyokontrol ajani
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

2017, 71 sayfa
Anahtar Kelimeler: Biyolojik miicadele, domates, PGPR, erken yaniklik, Alternaria solani



ABSTRACT
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THE INVESTIGATION OF BIOLOGICAL CONTROL POSSIBILITY OF TOMATO
EARLY BLIGHT Alternaria solani (Ell. & Mart.) L.R. JONES AND GROUT
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Early blight Alternaria solani (Ell. & Mart.) L.R. Jones and Grout. causing important yield
losses in tomato field is a difficult to be controlled by rotation as it can survive for a long time
in the soil and it has wide host environment. Concerns about the adverse effects of environment,
human and animal health, the endurance and the problem of residuals on chemical used in the
controling against plant diseases have prompted scientists to seek new, more economical and
effective ways of alternative methods to chemical control. One approach that comes to mind in
this context is the use of microbial bioassays to control diseases and pests. For this reason, it is
very vital to decide the biological controling agents against the pathogen and to offer effective
uses. This study tries to determine of fungus and bacterial isolates that can be as biological
control agents against. This study used the data in the previous studies; a total of 13 bioassay
bacteria identified according to the Microbial Identification System (MIS), isolated from
underground or overland parts of wild and cultivated plants, and also tested for effectiveness in
previously conducted studies on different plant pathogens and detected in the molecular system
a total of 2 isolates of Trichoderma harzianum were used. The effectiveness of these bacteria
and fungi against pathogens has been tested in vitro conditions and the effectiveness of 6 most
effective bacteria and 1 fungus is determined in vivo conditions. For this purpose, 3 potted
plants were constructed with 3 repetitions, 3 pots were isolated only as pathogenic fungus
isolate, 3 pots were only bioassay bacteria and bioassay fungus isolates and 3 pots were
pathogenic fungus and bioassay bacteria and bioassay fungus isolate. As a result of the study, 2
isolates belonging to the Bacillus amyloliquefaciens strain and 1 isolate of T. harzianum has
been found effective against A. solani in vivo. It has also been determined that T. harzianum
isolate has a positive effect on plant growth. As a result; it is identified that the application of 2
bacteria, 1 fungus isolate, which is most effective, can be used as a biocontrol agent in the
control of A. solani in tomato production.

2017, 71 pages

Keywords: Biological control, tomato, PGPR, early blight, Alternaria solani
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1. GIRIS

Domates sistematik olarak Tubiflore (Personatae) takimima bagli Solanaceae
familyasinin Lycopersicon cinsine (Lycopersicon esculentum Mill.) ait iliman iklimlerde
yillik, tropikal iklimlerde ise ¢ok yillik kiiltlir bitkisidir. Peru ve Ekvatorun yer aldigi
Gliney Amerika iilkelerinde ilk kez kesfedilmis, Meksikalilar tarafindan da kiiltiire
alinmigtir. Yeni Diinyanin kesfinden sonra ise Amerika'dan Avrupa'ya ve Diinyanin
diger bolgelerine yayilmistir. Ulkemizde ise 1900'li yillarin baglarinda Adana'da
yetistirilmeye baslanmistir (Anonim 2016).

Domates Diinya'da ve Tiirkiye’de en ¢ok iiretilip tiiketilen tarim {iriinii olmasi nedeniyle
insan beslenmesinde vazgegilmez friinlerin basinda gelir. Tirkiye bugiin domates
iiretim miktar1 ve kalitesi ile pek cok tlilkeyi geride birakarak ilk dort arasina girmeyi
basarmistir. Domates Karadeniz Bélgemizin yogun yagis alan yerleri disinda tilkemizin
hemen her tarafinda yetistirilebilen bir sebzedir. Ulkemizde ekonomik olarak énemli bir
yer tutan domates Ozellikle Marmara, Ege, Akdeniz Bolgelerimizde ve son yillarda

Tokat yoresinde genis alanlarda yetistirilmektedir (Esiyok 2012).

2017 verilerine gore Diinya'da yillik domates iiretimi yaklasik 170 milyon ton' dur.
Diinya domates tiretiminde Cin, Hindistan ve ABD’den sonra 4. sirada yer alan Tiirkiye
Diinya'da taze domates iiretiminin yaklasik %7’sini karsilamaktadir (FAO 2014; TUIK
2014). Bu tiretim miktar1 ile yillik toplam sebze iiretiminin yaklasik %30'unu domates
olusturmaktadir. Ulkemizde iiretilen toplam domates miktarmin yaklasik %85'i agik
tarla kosullarinda %15'1 ise serada yapilmaktadir. Bu iiretim miktari ile lilkemiz sebze

tiretimi i¢cinde domates ilk sirada yer almaktadir (Esiyok 2012).

Tiirkiye’de ise 12.615.000 ton domates iiretilmekte ve bunun 8.170.000 tonu sofralik,
4.445.000 tonu ise salcalik {iretimi igermektedir (TUIK 2016). Ortiialt1 sebze
yetistiriciligi, birim alandan yiiksek verim ve gelir elde edilmesi ve ayni zamanda

bitkisel tiretimi yilin her mevsimine yayarak yil icerisinde diizenli bir is giicii kullanimi



saglamasi nedeniyle tarim sektdriimiiz icerisinde dnemli bir yere sahiptir. Ortiialt1 sebze
yetistiriciliginde ilk sirada domates bulunmaktadir. Toplam domates iiretimimizin
yaklagik %27’si (3.399.100 ton), ortiialtinda gerceklestirilmektedir. Domates iiretim
miktarinin toplam ortiialt1 sebzeciligi igindeki payr %53,5°tir. Ortiialti domates
tiretiminin  %77,6’s1 Akdeniz Bolgesi’nde bulunan oOrtiialti sistemlerinden elde
edilmektedir. Antalya, bu iiretimin %62,5’ini karsilamaktadir. Ortiialt1 domates iiretimi,
toplam 259.709 da alanda yapilmaktadir. Uretim alanmin %35,6’s1 al¢ak plastik tiinel
(14.644 da), %6,1°1 yliksek plastik tiinel (15.765 da), % 68,5°1 plastik sera (177.937 da)
ve %19,8’i cam sera (51.363 da) alanlarindan olusmaktadir. Uretimin biiyiik kismi
plastik sera (%71) ve cam seralardan (%21) elde edilmektedir (TUIK, 2016; Kandemir
vd 2016).

Ulkemizin iklim sartlarmin domates yetistirilmesi i¢in elverisli olusu ve domatesi
isleyecek sanayinin hizla kurulmus olmasi, domates tretim miktarin1 artirmis,
domatesten elde edilen islenmis domates iiriinlerini ¢esitlendirmistir. Diinyada ve
iilkemizde saglikli beslenmeye egilim, taze sebze tiikketiminin talep artis1 ve ekonomik
hayatta hazir gidaya yonelis, islenmis sebze ve domates talebini de artirmigtir. Islenmis
triinlerin muhafazasinin uzun ve katma degerin fazla olusu 6zellikle yas meyve sebze
gibi ¢abuk bozulabilen ve taze muhafazasi miimkiin olmayan {iriinlerin pazarlanmasi
acisindan &nemlidir (Varol 2008). Ulkemiz son yillarda nitelikli {iriin satmn alan
Japonya, Kanada, ABD ve AB iilkeleri pazarlarina mal satabilecek bir iiretim miktar1 ve

kalitesine ulagmistir (Esiyok 2012).

Diger kiiltiir bitkilerinde de oldugu gibi domateste de iiretim miktart ve kalite kaybina
neden olan 6nemli fitopatolojik sorunlarla karsilagilmaktadir. Domateste bakteriyel ve
viral hastalik etmenlerinin beraberinde pek ¢ok fungal etmen de hastalik yapmaktadir
(Yigit 1993). Fungal hastaliklar ekonomik ac¢idan onemli olan domates tarimim
sinirlandirict faktorlerin basinda gelmektedir (Orhan ve Bigici 2012). Tarimda ana
hedef, sadece birim alandan alinan {riin ¢oklugu degil, ayrica siirdiiriilebilir tarim
tekniklerine elverisli lirlin yetistirmektir. Bunu gerceklestirebilmek ise; saglikli tohum

ve fide kullanimi, topragin iyi bir sekilde islenmesi, sulama, giibreleme, budama gibi



birgok tarimsal faaliyetlerin uygun yapilmasiyla miimkiindiir. Ayrica bu tekniklerin yani
sira Uriinlerde kalite ve kantite bakimindan 6nemli kayiplarina neden olan hastalik,

zararl ve yabanci otlar ile bilingli bir miicadele yontemiyle miimkiindiir.

Domateste bir¢ok hastalik bulunmaktadir ve bunlarin en 6nemlilerinden olan erken
yaniklik hastaligi etmeni, Alternaria cinsi funguslarin miicadelesinde de kimyasallarin
kullanim1 basit ve basarili gibi goriinsede insan ve c¢evre iizerinde biraktigi kalict
etkilerinin neden oldugu zararlar mutlaka dikkate alinmalidir. Hastalik etmenlerinin
miicadelesinde kimyasallarin  kullanilmast sonucunda; hastalik ve zararlilarin
kimyasallara kars1 dayanikliligin artmasi, potansiyel hastalik etmenlerinin ekonomik
olarak zararli hale gelmesi ve dogal diismanlarin zarar gormesinden dolayr dogal
dengenin bozulmas1 gibi dnemli sorunlarla kars1 karsiya kalinmistir. Bunlarin yani sira
hayvan ve insan sagliginin tehdit edilmesi, gida maddelerindeki kimyasal kalintilari,
cevre kirliligi ve ilag fiyatlarindaki artig da eklenince, kimyasal miicadeleye alternatif
cevre dostu ve daha ekonomik miicadele yontemlerinin kullanimini zorunlu hale
getirmistir. Bu yontemlerden ¢evre dostu, ucuz, siirdiiriilebilir ve en imit verici olani
biyolojik miicadeledir. Bir¢cok hastalifin biyolojik miicadelesine yonelik Onemli
caligmalar yapilmis ve etkili sonug¢lar alinmistir. Zaman icerisinde pek cok iilkede
bunlarin preparat haline getirilip kullanilmaya baslanmasi biyolojik miicadele
caligmalarinin riinlerini verdiginin en gilizel kanitidir. Ayrica, iiretici ve tiiketicilerin
bilinglenmesi, organik firiinlere artan egilimlerde gbz Oniine alindiginda entegre
miicadele i¢inde biyolojik miicadelenin yerinin giderek artacagi asikardir (Uygun vd

2010).

Yapilan bu ¢alismada da hem diinyada hem de iilkemizde domates fidelerinde 6nemli
verim kayiplarina neden olan erken yaniklik hastaligi etmeni A. solani' ye karsi
biyolojik miicadele ajani olarak kullanilabilecek gevre dostu, insan ve diger canlilarin
sagligini tehdit etmeyen timitvar biyolojik miicadele ajan1 fungus ve bakteri izolatlarinin

kullanilabilirliginin belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi domateste de 6nemli fitopatolojik sorunlarla
karsilagilmaktadir. Domateste bakteriyel ve viral hastalik etmenlerinin yani sira pek ¢ok

fungal etmen hastalik yapmaktadir (Yigit 1993).

Domateste goriilen fungal hastaliklar; kursuni kif [Botrytis cinerea Fr. (teleomorph:
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel], mildiy6 [Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary], yaprak kiifi [Cladosporium fulvum (syn. Passolara fulva)], erken yaniklik
[Alternaria solani (Ell. & Mart.) L.R. Jones and Grout], kiilleme [Leveillula taurica
(lev.) Arnaud)], beyaz ciirtikliik [Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary)], Septoria
leke hastalig1 [Septoria apiicola Speg. (Gabrielson & Grogan. 1964), S. lycopercisi var.
malagutii], kok bogazi yanikligi [Phytophytora capsici Leonian] ve fidelerde kok
cuiriikliigii-cokerten (Phythium, Rhizoctonia, Fusarium, Alternaria ve Sclerotinia
tirleri)’dir. Bakteriyel hastaliklar; bakteriyel kanser ve solgunluk [(Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (syn. Corynebacterium michiganense pv.
michiganense (S.) Jen)], bakteriyel benek [Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe)
Y.D. & W.] bakteriyel leke [Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria (L. R. Jones)],
bakteriyel solgunluk [Ralstonia solanacearum (Smith 1986, Yabuuchi 1995)], stolbur
(Phytoplasma tiirleri) ve 6z (govde) nekrozu hastaligi [Pseudomonas corrugata
(Roberts & Scarlett), P. fluorescens, P. Viridiflava (Burkholder 1930), P. Cichorii
(Swingle) Stapp], P. Mediterranea (Catara et al. 2002; Sutra et al. 1997), Erwinia
carotovora subsp. carotovora (Jones) Berg. et al. E. carotovora subsp. atroseptica (van
Hall) Dyeve E. chrysanthemi Burkholder et al.]’dir. Viral hastaliklar ise; lekeli
solgunluk (Tomato spotted wilt tospovirus) ve domates mozayik viriis hastaligi (Tomato

mosaic tobamovirus)’dir (Anonim 2016).

Birgok kiiltiir bitkisinde hastalik olusturan ve domateste verim kaybina neden olan en
onemli fungal etmenler arasinda yer alan Alternaria cinsi, domateslerde baslica 3 farkli
hastaliga neden olmaktadir. Bu hastaliklar A. solani’nin neden oldugu erken yaniklik

hastaligi, A. alternata f. sp. lycopersici Keissl. & mdashi’nin neden oldugu sap kanseri



(Koike et al. 2010) ve son yillarda rapor edilen A. alternata’nin neden oldugu
Alternaria yaprak yanikligidir (Akhtar et al. 2004).

Alternaria cinsi Deuteromycotina alt boliimiine bagli Hyphomycetes sinifinda yer alan

Hyphomycetales takimina ait bitki patojenleridir (Doken vd 2005).

Alternaria’nin fakiiltatif saprofit bir tiiri olan A. solani konidileri 3 veya 5 enine, bazen
de boyuna bdlmelere sahiptir. Konidinin u¢ kisminda kisa bir gaga bulunmaktadir.
Konidiler 3-5 adetten olusan kisa zincirler olusturmakta ve konidiler 18-50 x 7—18 um
boyundadir (Koike et al. 2010).

A. solani’nin neden oldugu erken yaniklik hastaligi, domates bitkisinde gelismenin her
devresinde ve hemen hemen bitkinin tiim organlarinda hastalifa neden olmaktadir.
Diinya’da ve Tirkiye’de minimum %10 iiriin kaybina neden olan etmen Olii bitki
dokularmi kullanmakta, basta domates ve patates gibi Solanaceae familyas: bitkilerini,
sebzeleri (6zellikle fasulye), siis bitkilerini (karanfil) ve meyve tiirlerini (elma, portakal)
enfekte etmekte, fakat ekonomik olarak en fazla Solanaceae familyasina ait bitkilerde
kayba neden olmaktadir (Agrios 1988). 4. solani’nin neden oldugu erken yaniklik
hastalig1 tiim diinyada domates yetistirilen alanlarda goriilen ve 6nemli kayiplara neden
olan bir hastaliktir. Patojen domatesin yaprak, gévde, meyve, kok ve kok bogazinda
belirtiler olusturmaktadir. Hastalik belirtileri ilk olarak yasli yapraklar tizerinde kiigiik,
dairesel, kahverengimsi siyah lezyonlar seklinde goriilmektedir. Hastalik ilerledikge
lekeler genisleyip daha genis ¢aplara ulagsmaktadir. Hastaligin ileri donemlerinde yaprak
lekeleri iizerinde konsantrik halkalar goriilmektedir. Siddetli enfeksiyonlarda
yapraklarin dokiilmesiyle meyveler agikta kalarak giines yanikligina neden olmaktadir.
Hastalik gelisiminde en 6nemli evre olan yaprak yaniklig1 evresinde 6nlem alinmadigi
takdirde ciddi iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Foolad et al. 2000; Koike et al.2010).
Sap ve govde enfeksiyonlarinda ise baslangigta kiiciik, kahverengi, dokuya batik
lezyonlar olugmaktadir. Lezyonlar zamanla genisleyip uzayarak oval, konsantrik
halkalar iceren bir sekle doniismektedir. Sap ve govde lezyonlar: tiim sap1 ve govdeyi

sararak bitki Gliimiine neden olmaktadir. Meyvedeki enfeksiyon hem yesil hem de



olgunluk déneminde goriilmektedir. Lekeler dokuya batik, koyu kahverengimsi siyah,
dairesel ve tipik konsantrik halkalar seklindedir. Patojen domateste tohum kaynaklidir
ve fidelerde de hastalik olusturmaktadir (Koike et al. 2010).

Domateste varligi tespit edilen bir diger hastalik A. alternata’nin neden oldugu
Alternaria yaprak yanikligidir. Etmeninin konidileri agik veya sarimsi kahverengi
konidiler, 20-63 x 9-18 boyutunda, 3 veya 5 enine, ara sira boyuna bdlmelere sahip
oldugu belirlenmistir (Koike et al. 2010).Konidileri uzun zincirli olup kisa konik veya
silindirik, ag¢ik renkli kuyruga sahiptir. Kuyrugun konidi uzunlugu 1/3’iinden daha kisa
olup, konidilerinin 3—7 enine ve birka¢ boyuna bélmesinin oldugu belirtilmistir (Akhtar
et al. 2004).

Hastalik belirtileri alt yapraklarda sararma ve kahverengilesme seklinde baslayip yiiksek
nem varliginda iist yapraklara dogru yaprak uclarindan geliserek ilerlemektedir. Siddetli
enfeksiyonlarda lezyonlar giderek genislemekte ve yaprak yanikligima neden
olmaktadir. Cok nemli kosullarda yanik yaprak kisimlarinda koyu renkli sporlarla kapl
konsantrik halkalar olusmaktadir. iklim kosullari1 uygun oldugunda etmen yaprak
dokiilmesine, ¢igeklenmeden Once ortaya g¢ikar ise de Onemli verim kayiplarina yol
acmaktadir. Meyvede ise batik siyah lezyonlar seklinde belirtiler gostermektedir.
Lekeler genisleyerek meyve icerisine isleyen dokuya batik dairesel veya oval sekilli
lezyonlar olusturmaktadir. Etmen ¢evre kosularinin uygun olmasiyla meyvelerde dnemli

kayiplara neden olmaktadir (Pearson and Hall 1975; Akhtar et al. 2004).

A. alternata f. sp. lycopersici ise sadece domateste sap kanseri olusturan ve
konidilerinin rengi acgik zeytuni kahverengiden koyu kahverengiye kadar degisen bir
fungustur. Konidileri 3 veya 5 enine bolmelere sahiptir. Konidinin u¢ kisminda ayni
zamanda kisa bir kuyruk bulunmaktadir. Konidiler 3—5 adetten olusan kisa zincirler
olusturur ve 18-50 x 7-18 pum boyutlarindadir (Koike et al. 2010). Patojen bitkinin
saplarinda ve govde lizerinde koyu kahverengi ve siyah, genis ve diizensiz kanserlere
neden olmaktadir. Kanserlerin kenarlarinda karekteristik olarak acik ve koyu

kahverengi, konsantrik zonlar olugmaktadir. Kanserler zamanla ilerler ve tiim govdeyi



¢epegevre sararak sapin veya tiim bitkinin 6liimiine neden olurlar. Kanserlerin altindaki
iletim demetleri ve 6z dokular1 kahverengi ¢izgiler seklinde belirtiler gostermektedir.
Enfekteli yapraklar {izerinde oncelikle damarlar arasinda koyu kahverengi, siyahimsi
diizensiz lekeler olusturmaktadir. Hastalikl1 bitkiler bodurlasir. Meyvedeki belirtiler ise
daima yesil, olgunlasmamis meyvelerde baslar ve ¢evresinde konsantrik halkalar1 olan

kahverengi, dairesel veya oval batik lezyonlar seklinde goriilmektedir.

Bitki hastaliklar1 tarim tiriinlerinin verim ve kalitesini azaltmakta, ayn1 zamanda tarima
dayali tretime olumsuz etkide bulunmaktadir. Biitin bu olumsuzluklarin en aza
indirilmesi veya tamamen ortadan kaldirilmasi igin hastalik etmenleri ile miicadele
edilmesi gerekmektedir. A. solani erken yaniklik hastaligina kars1 miicadelede de diger
etmenlerle miicadelede oldugu gibi kiiltiirel onlemler 6nemli yer tutmaktadir. Bu
etmenle miicadelede asir1 yagmurlama sulamadan kac¢inilmasi, asir1 yagislh donemlerden
hemen sonra sik ekimden kaginilarak bitkilerin toprak yiizeyini tamamen Ortmesinin
Onlenmesi ve hava sirkiilasyonu saglanmasi tavsiye edilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada
hastalik etmeni ile kiiltlirel miicadelede farkli azot ve potasyumlu giibrelerin hastalik
siddeti iizerine etkisinin belirlenmesi amac¢lanmis, domates bitkisinde hastalik siddetini

azaltic1 en dnemli uygulamanin KNOs oldugu tespit edilmistir (Oktiiren vd 2005).

Domateste erken yaniklik hastaligina karst dayanikli  domates ¢esitlerinin
belirlenmesine yonelik calismalar da yapilmaktadir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada;
A. solani hastaligina duyarliligi az bazi domates ¢esitlerinin varligini ortaya koymak
icin 31 domates ¢esidi seradan ve tarladan elde edilmis, viriilansi yiiksek A. solani
izolatina karst dayanikliligini saptamak amaciyla test edilmistir. Bu A. solani izolati,
domates cesitlerinde %30-100 oraninda hastalik olusturmustur. A. solani' ye karsi
dayanikli oldugu bildirilen Sunny ve XPH 5074 domates cesitlerinin, sera izolati
tarafindan sirasiyla %100 ve %355 oranlarinda, ayni ¢esitlerin tarla izolat1 ile ise,
sirasiyla %40 ve %70 oranlarinda hastalandirildigi  gorilmdistiir. Alternaria sap
kanserine tolerant oldugu bildirilen Luxor ve Maxim PS domates cesitlerinin her
ikisinin de sera izolati tarafindan %60, tarla izolati tarafindan da sirasiyla %70 ve %55

oraninda hastalandirildig: saptanmistir. B-2274, C. Mejorado, Eurovite cesitleri sera ve



tarla domates yetistiriciligi, XPH 5205 sera, SC 2121, Marbi, Sunny cesitleri de tarla
domates yetistiriciliginde iireticiye onerilebilecek cesitler olarak belirlenmistir (Unsal,
2010). 1992 yil1 ilkbahar ve sonbahar yetistirme donemlerinde Antalya'da yliriitiilmiis
bir bagska calismada ise Argus F domates ¢esidi ilkbahar yetistirme doéneminde
ultravioletinfrared absorberi (UVA+IRA) katkili (260-330 nm dalga boylar1 arasindaki
151k gecirgenligi %3, goriilebilir bolgede 151k gecirgenligi %52) ve katkisiz polietilen
film ile oOrtiilii iki serada yetistirilmistir. Her iki serada da Alternaria yaprak lekesi
hastaligi goriilmiis ve yetistirme donemi sonunda UVA, UVA+IRA ve katkisiz
polietilen seralarda sirasiyla %3.7, 6.1 ve 7.5 olarak ol¢iilmiistir (Cigsar ve Momol

1995).

Alternaria hastaliginin kimyasal miicadelesine yonelik ¢alismalar da yapilmis Karahan
ve Maden (1978), yapay inokiilasyonla hastaligin ¢ikisini sagladiklar1 denemede,
Polyoxin WP’yi Dithane M-22 ile birlikte denemisler, birer hafta arayla yapilan 4
ilaglamada Polyoxin %74.89 oraninda, Dithane M-22 ise %67.13 oraninda etki
gosterdigini tespit etmislerdir. Alternaria etmeninin kontroliinde klasik yontemlerden
olan pestisit kullaniminda karsilasilan teknik sorunlar, insan ve ¢evreye olumsuz etkileri
nedeniyle hastalik  etmeninin  kontrolii bu yOntemle istenilen diizeyde
saglanamamaktadir. Ayrica yogun tarim uygulamalarinda asir1 kimyasal ilag ve giibre
kullanimi; tarimsal iiretim sistemlerinin siirdiiriilebilirligini riske atmakta, dogal
kaynaklarin insan sagligini tehdit eder boyutlarda kirlenmesine, patojen ve zararh
etmenlerde ilaclara kars1 dayaniklilik riskinin olugsmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle
tarimsal iretimde verimliligin artirilmasi, topraklarin fiziksel ve kimyasal yapisinin
tyilestirilmesi, insan sagliginin korunmasi ve g¢evre kirliliginin 6nlenmesine katkida
bulunacak biyolojik iiriinlerin (biyopestisit ve mikrobiyal giibre) kullaniminin gerekli
oldugu artik bilinmektedir. Toprak ve su kaynaklarina daha az zarar veren, tarimsal
kimyasallara daha az bagmli olan ¢evre dostu stratejilerin kullanilmasma ve
stirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin yayginlastirilmasina duyulan ihtiya¢ kiiresel
boyutlardadir. Bunun yanisira  siirdiiriilebilir  tarim  uygulamalarinin  anahtar
elementlerinden birisi de, bitki korumada alternatif miicadele yoOntemlerinin

kullanimidir (Szekeres 2006).



Bu baglamda, A. alternata’ya karsi miicadelede bitkisel ekstraktlar da uygulanmustir.
Cicuta virosa L. var. latisca Celak’dan ve dereotu tohumu Anethum graveolens L.’den
elde edilen esansiyal yaglarin A. alternata’ya karsi antifungal etkisi in vitro ve in vivo
olarak test edilmis ve g¢alismada bu iirlinlerin bitkilerde c¢iliriimeyi kontrol etmede

potansiyel olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (imamoglu 2011).

Bir bagka ¢alismada bes esans yagin (kekik, adacayi, hindistan cevizi, eucaptus ve
Cassia) Onleyici etkileri, in vitro olarak farkli konsantrasyonlarda (100-500 ppm)
denenmis ve Cassia yagi ve kekik yagimin A. alternata'ya karsi anti-fungal etkinlik
gosterdigi, Cassia yagmin 300-500 ppm'de A. alternata'nin biiylimesini tamamen

engelledigi tespit edilmistir (Feng and Zheng 2007).

Latha et al. (2009) domates erken yaniklik hastaligi etmeninin misel artisin1 azaltmak
icin 20 farkl bitki tiirii esktratini test etmisler ve in vitro ¢alismalarda Zimmu yaprak
ekstratinin  (Allium cepa L. x Allium sativum L.) A. solani misel biiylimesini

engellemede (%87) en yiiksek inhibisyonu gosterdigini belirtmislerdir.

Alternatif olabilecek diger bir miicadele yontemi ise dogal ve genetigi degistirilmis
organizmalar ve {rettikleri metobolitlerle patojen ve zararlilarin yok edilmesi veya
poptilasyonlarinin baski altina alinmasidir. Bu miicadele yontemi Biyolojik Miicadele
olarak tanimlanmakta ve antibiyosis, hiperparazitizm, rekabet, hipovirulens, uyarilmis

dayaniklilik ve ¢apraz koruma gibi farkli mekanizmalari igermektedir (Kotan 2002a).

Bu mekanizmalar tanimlanacak olunursa:

Antibiyosis, bir organizmanin digerini, trettigi antibiyotik olarak isimlendirilen

metabolitlerle engellemesi veya yikima ugratmasidir (Ozaktan vd 2010).

Hiperparazitizim ise primer bir parazit iizerinde sekonder bir parazitin etkisi olup,
antagonistin  konukg¢usunu tanidiktan sonra hifini direk olarak konukgusuna

yoneltmesidir. Antagonist konukgusuna ulastiginda hifleri konukg¢u hifin etrafinda
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kivrilir, kanca olusturarak konukgusuna tutunur. Antagonistin hifleri, patojenin hiflerine
sarilarak geligir. Ayrica bu donemde antagonist iirettigi enzimlerle de patojeni eritir.
Funguslardan Trichoderma ve Gliocladium tiirleri ile bakterilerden Bacillus ve bazi
floresan Pseudomonas tiirleri antibiyotik ve benzeri metabolitler salgilayarak patojenin

gelisimini engelleyebilmektedir (Bora 2002).

Iki veya daha fazla mikroorganizmanin ayn1 maddeye gereksinim duyup sadece birinin
kullanip digerlerinin yararlanmasin1 engellemesi rekabet olarak tanimlanmaktadir.
Rekabet; besin, oksijen ve yer i¢in olabilmektedir (Harman 2000). Rekabet¢i olarak 6n
plana cikan antagonistler floresan Pseudomonas’lar ve Trichoderma tiirleridir. Ozellikle
floresan Pseudomonas’lar iyi rekabet¢i Ozellikleri ile bitki hastaliklariyla biyolojik

savasta ¢ok fazla kullanim alani bulmuslardir (Bora 2002).

Uyarilmis dayaniklilik, bitkilerdeki bagisiklik sistemini ¢esitli biyotik ve abiyotik
uyaricilarla (elisatorler) uyararak harekete gecirme prensibine dayanir. Bu uyaricilar
viriilensligi azaltilmis veya yok edilmis bir patojen veya zararsiz bir mikroorganizma
olabildigi gibi ¢esitli kimyasallar (etilen, UV 1smlari, bazi sentetik bilesikler, bazi
herbisitler ve fungisitler, salisilik asit, jasmonoik asit ve indol asetik asit) da olabilir.
Bunlar gercek bir patojen gibi davranarak konukgu bitkinin savunma sistemini duyarli
hale getirir ve bdylece konukgu bitkinin sonradan gelecek patojen saldirilarina karsi
hazir duruma gelmesine neden olurlar. Sonugta bitki sadece bir hastalik etmenine degil

pek ¢ok etmene kars1 bagisiklik sistemini harekete gecirmis olur (Ozaktan vd 2010).

Capraz korumada ise uyarilmis dayanmiklilikta oldugu gibi bitkinin i¢inde olusan bir
biyolojik miicadele mekanizmasidir. Capraz koruma; birinci organizma (antagonist)
tarafindan konukg¢u dokusu i¢inde ikinci oraganizmanin (viriilent patojen) antibiyosis,
yer ve besin icin rekabet, hifsel interferens ya da parazitizm gibi mekanizmalardan birisi

ya da bunlarin kombinasyonu ile dnlenmesini igermektedir (Ozaktan vd 2010).

Bitki hastaliklar1 ile miicadelede hastalik etmenlerine karsi fungus ve bakteriler

kullanilarak biyolojik miicadele c¢aligmalar1 yapilmis ve etkili sonuglar alimuistir.
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Kullanilan etmenler igerisinde ise funguslarin tiir bakimindan fazla olmalari,
konukgulariin iyi bilinmesi, birgok fungus tiiriiniin suni besi ortamlarinda kolaylikla
gelistirilebilmesi ve ticari tiretim i¢in uygun olmalar1 gibi avantajlar1 biyolojik miicadele

acisindan bu etmen grubunun énemini artirmistir (Eken ve Demirci 1997).

Bitki hastaliklariyla miicadelede biyoajan funguslarin 6nemi de oldukca biiyiiktiir.
Yapilan bir ¢aligmada; Flood and Ress (1986), Aurebasidium pullulans (de Bary) G.
Arnaud 'nin 4. solani’ye indirekt yoldan antagonistik etki gosterdigini belirtmistir.
Yine, domates yapraklarmma A. pullulans’in kiltir filtratinin 4. solani’den Once
verilmesiyle konukcu tarafindan A. pullulans’a karsi olusturulan toksik bilesiklerin A.
solani nin gelisimini dengeledigi tespit edilmistir (Yigit 1993). Hiperparazitler iizerinde
yapilan ¢alismada Ampelomces quisqualis Ces’in A. solani tizerinde de parazitik oldugu
tespit edilmistir (Yigit 1993).

Brame and Flood (1983) tarafindan yiiriitilmiis bir ¢alismada, iki adet A. pullulans
izolatinin, 4. solani’ye karst antagonistik etkileri incelenmis, bir izolatin diger izolata
gore in vitro testlerde daha antagonist oldugu, fakat domates yaprak yilizeyinde her iki
izolatin da patojene karsi benzer etkiler gosterdigi, iki glinlik A. pullulans

inkubasyonunun, A. solani enfeksiyonunu ve gelisimini diisiirdiigiinii belirtilmistir.

Ozellikle toprak kaynakli bitki patojenlerinin biyolojik kontroliinde Trichoderma spp.
bir¢ok fungal bitki patojenine karst en umut verici biyolojik kontrol etmenleri arasinda
yer almaktadir. Trichoderma harzianum Rifai kitinaz, B-1-3 gliikanazlar ve B-1-4
glilkanazlarin tiretimi, antibiyotikler, rekabet, inorganik bitki besinlerinin ¢oziintirligi,
patojen enzimlerinin inaktif hale getirilmesi ve dayanikliligin tesvik edilmesi (Elad and
Kapat 1999; Harman 2006) ve buna ilaveten toprak kaynakli fungal patojenleri
baskilayan ugucu olan metabolitlerin ve ugucu olmayan antibiyotiklerin liretimi, yer ve
besin bakimindan rekabet gibi etkileri ile antogonizm mekanizmalar1 da dahil olmak
tizere birden fazla etki mekanizmasina sahiptir (Altomare et al. 1999; Harman et al.
2004; Akrami 2015). Ayrica Trichoderma tiirleri bitki kok yiizeylerine kolonize olarak

bitki metabolizmasinda da degisikliklere neden olduklar1 yapilan ¢aligmalarda ortaya
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konulmustur (Howel 2003; Kleifeld and Chet 1992). Bitki patojenlerinin gelisimlerini
engelleyerek hastaligi azaltmasi, hormon benzeri metabolitler {liretmesi, toprak veya

organik maddeden besinleri ¢oOzebilmesiyle bitki gelisiminde 6nemli rol

oynamaktadirlar (Kleifeld and Chet 1992; Vinale et al. 2006).

Trichoderma tiirleri en ¢ok c¢alisilan biyokontrol mikroorganizmalardir (Harman et al.
2004). Trichoderma cinsine ait T. hamatum (Bonord) Bainier (Parmar et al. 2015), T.
harzianum (Inbar et al. 1996; Grondona et al. 1997; Elad 2000; Sallam et al. 2008;
Figueirédo et al. 2010; Asran-Amal et al. 2010; Sharma 2011; Agarwal et al. 2011,
Sundaramoorthy and Balabaskar 2013; Ali and Nadarajah 2014; Altinok ve Erdogan
2015; Parmar et al. 2015; Valenzuela et al. 2015; Akrami 2015; Basumataray et al.
2015; Bae et al. 2016; Barari 2016; Saravanakumar et al. 2016), T. koningii Oudem
(Parmar et al. 2015), T. pseudokoningii Rifai (Parmar et al. 2015), T. viride Pers (John
et al. 2010; Parmar et al. 2015) ve T. virens (J.H. Mill.,, Giddens & A.A. Foster)
(Parmar et al. 2015) gibi bazi tiirler oldukga basarili sonuglar vermistir.

T. harzianum’un Fusarium oxysporum Schlitdl. (Grodona et al. 1997; Hjeljord et al.
2000; Cotxarrera et al. 2002; Verma 2007; Sallam et al. 2008; John et al. 2010; Akrami
2015; Altinok ve Erdogan 2015; Saravanakumar et al. 2016), A. alternata (Verma 2007;
Roco and Perez 2001), S. sclerotiorum (Ghisalberti and Sivasithamparam 1991; Inbar et
al. 1996; Elad 2000; Verma 2007; Figueiredo et al. 2010), F. solani (Rajo et al. 2007;
Haggag and Gamal 2012; Akrami et al. 2012; Akrami 2015) ve Geotrichum candidum
Link (De-Matos 1983) gibi farkli patojenlerin kontroliinde etkili oldugu yapilan

caligmalarla ortaya konulmustur.

Yapilan bir c¢alismada; Tricoderma T-115D'nin A. solani'ye karsi antagonistik
mekanizmasi incelenmis ve kullanilan Tricoderma izolatinin A. solani'yi baskiladigi

tespit edilmistir (Li-hui et al. 2010).

Biyolojik miicadele kullanilan T. viridemin farkli yaprak dokusu hastaliklarinda

antagonistik etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Fusarium ve Alternaria patojenlerine
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karst etkililigi tespit edilen T. viride'nin inhibisyon zonu olusturdugu gozlenmistir
(Puluputuri et al. 2014).

Ulkemizde domates erken yaniklik hastaligina kars1 fungal biyoajanlarin test edildigi bir
calismada T-22 Planter (T. harzianum AGZ 400, 8g/ 1kg tohum) ve Trichodex (T.
harzianum 1x10%, 10g/m? fidesiz topraga) isimli ruhsatli biyolojik fungusitler test
edilmistir (Harman 2000).

Verticillium psalliotae Treschew' nin A. solani'ye karsi biyolojik miicadelede kullanimi
ile ilgili ¢alisma yapilmistir. Calismada antagonistik 6zelligi olan V. psalliotae’nin A.
solani sporlarini parazitledigi tespit edilmistir. Hastaliga karsi antagonist uygulamasinin
saks1 denemelerinde %100, sera denemelerinde ise %43.4 koruyuculuk sagladigi

belirlenmistir (Yigit 1993).

Turhan ve Hayat (1994) tarafindan in vitro sartlarda yapilan bir diger ¢alismada;
Clonostachys sp. ve Sesquicillium sp. izolatlarinin A. solani'nin gelisimini antibiyosis
yoluyla engelledigi ortaya konulmus ve her iki cinsinde etmenin biyolojik
miicadelesinde basarili sonu¢ vermesi diinyada ilk olarak kaydedilmistir. Aym
aragtiricilar V. tenerum Nees’un da farkli funguslara ve bazi Alternaria tiirlerine karsi

mikoparazitik 6zelligi olan bir antagonist oldugunu belirtmislerdir.

Tarimda  kimyasal  pestisitlere  alternatif = olarak  kullanilabilecek  faydali
mikroorganizmalar igerisinde bakteriler de ¢ok Onemli bir yer tutmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda normal bir tarim topraginin santimetre kiipiinde ortalama 90 milyon
bakteri, 4 milyon aktinomiset, 200 bin fungus, 30 bin alg, 5 bin protozoa ve 30 adet
nematot oldugu belirtilmektedir (McMillan 2007). Bitkilerin kok rizosferi bolgelerinde
bulunan bu bakterilere “Bitki Gelisimini Tesvik Eden (Plant Growth Promoting
Bacteria=PGPB) Bakteriler” adi verilmektedir. Bu bakteriler daha ¢ok Acinetobacter,
Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Artrobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,

Microccocus, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodobacter, Rhodosprilum,
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Serratia ve Xanthomonas cinslerine aittir (Vessey 2003; Cakmakg1 2005; Cakmakgr vd
2014). PGPR bakterilerinin antibiyotik, enzim ve fungisit gibi bilesikler sentezleyerek
veya rekabet gibi mekanizmalarla patojenlere karsi antagonistik etki gosterdigi de
bilinmektedir (Dobbelaere et al. 2002; Dey et al. 2004).

Son yillarda, diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de biyolojik miicadelede bakteri
kullanim1 ile ilgili caligmalarin sayisi her gegen giin artmakta olup (Bora 2002);
zararlilarin (Yaman vd 1999; Yaman ve Demirbag 2000; Yaman vd 2000; Yaman vd
2002; Aksoy ve Mennan 2004; Aksoy vd 2008), bakteriyel hastaliklarin (Kotan 1997;
Kotan 1998; Aysan vd 1999; Aysan ve Ciar 2002; Kotan 2002a; Olda¢ vd 2002;
Ozaktan ve Gezen 2002; Aysan vd 2003; Kotan et al. 2004; Kotan ve Sahin 2006;
Ozaktan ve Bora 2006; Ozaktan vd 2009), fungal hastaliklarm (Basim ve Katircioglu
1990; Bora vd 1995; Kotan et al. 1999; Esitken et al. 2002; Kotan vd 2002b; Soylu vd
2002; Bora vd 2004; Baysal et al. 2008; Kotan et al. 2009a; Yazict vd 2009; Yildiz vd
2009) ve virlis hastaliklarinin (Aksoy ve Yilmaz 2008) kontroliine yonelik pek ¢ok

biyolojik miicadele ¢alismasi da yapilmistir.

A. solani ile miicadelede de bakteriyel ajanlarin kullanimi ile ilgili pek ¢ok caligma
yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada P. fluorescens (Pfl ve Py15) ve Bacillus subtilis
[(Ehrenberg) Cohn 1872] (Bs16) test edilmis ve A. solani’nin kontrolii i¢in kullanilabilir
olduklar1 belirlenmistir (Latha et al. 2009). Erken yaniklik hastaligina kars1 biyolojik
miicadelede bitki gelisimini tesvik eden florasan Pseudomonas tiirlerinin farkli
iriinlerde (domates, pamuk, hiyar, tathh misir, bezelye, soya fasulyesi vb.)

kullanilabilirligi yapilan farkli calismalar da ortaya konulmustur (Askin 2008).

Roberto Lanna Filho et al. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada; domates bitkilerine ilk
once epifitik bakteriler, benzankolyum kloriir ve PBS tamponu, dort giin sonra A. Solani
ve X. vesicatoria asilanmistir. Paenibacillus macerans (Schardinger 1905) ve Bacillus
pumilis Meyer and Gottheil (1901) epifitik bakterileri X. vesicatoria ve A. solani
etmenlerine kars1 in vitro ve in vivo sartlarda test edilmis ve epifitik bakterilerin hastalik

etmenlerini %70 inhibe ettigi belirtilmistir.
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Sharma (2006) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada; topraktan izole edilen B. subtilis
UK-9 1rki, hardal bitkisinde Alternaria yaprak lekesi hastaligina karsi biyolojik kontrol
aktivitesi bakimindan incelenmistir. Kiiltiir ortaminda bakteriler tarafindan {iretilen
antifungal metabolitlerin, vejetatif hiicre ve sporlarin morfolojik olarak degisimlerine,
bozulmalarina ve hiicre duvarlariin eriyip kaybolmalarina neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica antagonistin yapraklarda spor c¢imlenmesini ve bitki testlerinde patojenin

hastalik oranini azalttig1, ayn1 zamanda bitki gelisimini tesvik ettigi de belirlenmistir.

Yiiriitiilen bir diger calismada; farkli mekanizmalar1 kullanarak etkili olan 23 ve 44 nolu
patojen olmayan Pseudomonas izolatlarinin, tarla kosullarinda ortaya ¢ikan domateste
kok ctirikligii (Sclerotonia minér Jagger) ve yaprak yanikligi (A. solani) hastaliklarina
kars1 koruma sagladigi tespit edilmis, ayrica 44 nolu izolatin domateste verim artisi

sagladigi da belirtilmistir (Askin ve Katircioglu 2008).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Yararlanilan cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki cihazlar kullanilmistir.

e Sterilizator (Niive, TURKIYE, FN 500, SN 303-3051)

¢ Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

e Inkiibator (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)

e Mikroskop (Olympus, JAPAN, B x 50, OD0O4368)

e Hematolojik ¢alkalayict (GERMANY, GEL-3025, SN 10365703 F)
o Steril kabin (LABCAIRE)

¢ Calkalayict (Thermoshake, Gerhard, GERMANY, SN 4002319)

e Su banyosu (Niive, TURKIYE, ST-402, SN 02-0138)

e Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

e Magnetik karistiric1 (Niive, TURKIYE, MK—418, SN 05-1083)

e pH metre (Hana, PORTUGAL, HI 9321, SN 396202)

e Derin dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
e Hassas terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
e Buzdolab1 (Arcelik, TURKIYE, 8190NF)

e Saf su cihaz1 (Ateks, 7x35, Eu)

e Mini karistirict (IKA, U.S.A., M51, SN 03017581)

e Iklimlendirme odas1 (Digital ayarlanabilir oda)

e Toprak sterilizatorii



17

3.1.2. Cahismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlamsi

Arastirma siiresince kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanig1 asagidaki bilgilerde

verilmistir:

PDA (PatatoDekstroz Agar): Hassas terazide 399 PDA (Difco) tartilarak 1L dH,O
icerisine aktarilmis ve hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek
sogumaya birakilmigtir. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilerek katilagsmaya birakilmistir (20 ml). Genel besiyeri olup funguslarin

gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

NA (Nutrient Agar): 23 g NA (Difco) 1 L dH,0 iginde ¢oziilecek pH 7,0’a ayarlanarak
121°C’de 15 dk steril edilecek ve 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilerek katilagsmaya birakilacaktir (Lelliot and Stead 1987). Genel besiyeri olup

bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

NB (Nutrient Broth): Hassas terazide 8 g NB besiyeri tartilarak (Difco) 1L dH,O
ierisine eklenecek ve hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildikten
sonra sogumaya birakilacaktir (Lelliot and Stead 1987). Hazirlanan bu besiyeri genel

besiyeri olup bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

TSB (Tryptic Soy Broth): Hassas terazide 30 g TSBbesiyeri tartilarak (Difco) 1L
dH,0 igerisine eklenecek hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildikten
sonra sogumaya birakilacaktir (Klement et al.1990). Hazirlanan bu besiyeri genel

besiyeri olup bakterilerin gelistirilmesi amactyla kullanilmistir.

Stok Besiyeri: 0,65 g LB karigimina gliserol eklendikten sonra son hacim saf su ile 100
ml’ye tamamlanmistir. Otoklavda steril edildikten sonra aseptik sartlarda 2 ml’lik
eppendorf tiiplerine 900 pl olarak dagitilmistir. Bakteri stok Kkiiltiirii hazirlarken

kullanilmistir.
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%70’lik Etil Alkol: 70 ml etil alkol, sdH,O ile 100 ml’ye tamamlanarak soliisyon
hazirlanmis ve hazirlanan ¢ozeti -20°C'de muhafaza edilmistir. Dezenfektasyon amaci

ile kullanilmastir.

3.1.3. Calismada kullamilan patojen fungus

Erzurum 1li, Uzundere Ilgesi'nde bulunan domates alanlarindan toplanan erken yaniklik
simptomu sergileyen bitkilerden elde edilen A. solani izolatlar1 ¢alismanin materyalini

olusturmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada elde edilen patojen fungus izolatlari

izolat izole edildigi bitki Lokasyon
ET 65 Domates Uzundere
ET 66 Domates Uzundere
ET 67 Domates Uzundere
ET 68 Domates Uzundere
ET 69 Domates Uzundere

3.1.4. Calismada kullanilan potansiyel biyoajan bakteriler

Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinde Mikroorganizma
Kiiltiir Kolleksiyonunda bulunan ve ¢ogunun daha dnce yiiriitiilmiis caligsmalarda fosfat
¢6zme, azot fiksasyonu, hormon ve amino asit liretimi yoniinden test edildigi ve bir¢ok
bakteriyel ve fungal bitki patojenine ve zararliya karsi biyoajan olarak ve farkli bitki
tiirlerinde de bitki bilyiime ajani olarak kullanilabilirlikleri test edilmis olan bakteriler
icerisinden belirlenen 13 bakteri izolat1 (Kotan 1998; Kotan 2002a; Kotan vd 2002b;
Karagéz 2009; Kotan et al. 2009b; Erman vd 2010) ¢alismanin bakteri materyalini
olusturmustur (Cizelge 3.2).




Cizelge 3.2. Calismada kullanilan potansiyel biyoajan bakteri izolatlar1

izolat izole edildigi MIS Tanis1 B N P HR Kaynak
materyal
TV-87A Seker pancari Bacillus megateriumde Bary 1884 0.467 + - - Erman et al. 2010
TV-12H Bugday Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn 1872 0.744 + - - Mohammadi et al. 2017
TV-67C Ahududu Bacillus pumilusMeyer and Gottheil 1901 0.630 - - - Erman et al. 2010
TV-17C Ahududu Bacillus subtilis 0.677 + + - Cakmakei et al. 2010
TV-6F Bugday Bacillus subtilis 0.831 + - - Cakmakcr et al. 2010
FDG-37 Toprak Pseudomonas fluorescens Biotip F 0.222 + + - Karagoz et al. 2016
Brts-B Toprak Pantoeaagglomerans (Beijerinck) 0.788 + - Kotan et al.2005
FD-49 Culex sp. Bacillus sphaericus Neide 1904 0.680 + - Dadasoglu et al. 2013
RK-92 Armut Pantoea agglomerans Beijerinck 1988 0.889 + + - Kotan et al. 2005
TV-91C Bugday Bacillus megaterium 0.474 + + - Cigetal. 2014
TV-12E Bugday Paenibacillus polymyxa Prazmowski 1880 0.551 + + - Erman et al. 2010
BAB-410 Ricania simulans | Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki Berliner 0.620 - Gokturk et al. 2017
1915

TV-125A Salep Bacilluscereus GS subgroup A 0.297 - Cig et al. 2014

B*: Benzerlik orani, N: Azot fiksasyonu, P: Potasyum ¢oziiniirligii, HR:Asir1 duyarlilik,

6T
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3.1.5. Caliymada kullanilan potansiyel biyoajan funguslar

Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimiinde Mikroorganizma
Kiiltiir Kolleksiyonunda bulunan, daha once baska patojenler iizerinde etkililigi test
edilmis ve molekiiler analizi yapilmis olan (Tozlu et al. 2017a) potansiyel biyoajan

fungus izolatlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan potansiyel biyoajan fungus izolatlar1

Izolat izole ITS tani sonucu B* | Erisim Kaynak
edildigi numarasi™
materyal

ET 4 | Atkestanesi | Trichoderma harzianum | 87 | KT897696 | Tozluetal 2017a

ET 14 | Sari cam Trichoderma harzianum | 97 | LN864822 | Tozluetal. 2017a
B*: Benzerlik orani, *GenBank

3.1.6. Calismada kullanilan bitki cesidi

Saks1 denemelerinde test bitkisi olarak Giiney Tohum firmasina ait Sylviana ticari isimli

domates ¢esidi kullanilmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Patojen fungus izolasyonu

Erzurum Ili Uzundere Ilgesi’nde bulunan seralara 2016 yilinda gidilerek hastalikli
domates bitkileri toplanmistir. Laboratuara getirilen ve buzdolabinda 5°C’de tutulan
ornekler buradan alinarak musluk suyunda yikandiktan sonra laminar kabinde gévdenin
enfekteli kismindan alinan 1 cm’lik pargalar 3 dakika musluk suyunda yikanmis, sonra
%1°1lik sodyum hipoklorit (NaOCl) icerisinde 1-2 dk yiizeysel olarak dezenfekte edilip,
steril su ile durulanmig, ardindan 5 dk kurutulduktan sonra PDA igeren petrilere
yerlestirilerek, 20-25°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Doku pargasindan 4-5 giin

igcerisinde gelisen kolonilerin u¢ kismindan aliman 4 mm ¢apindaki misel diskler PDA



21

iceren petrilere aktarilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Bu izolatlar daha sonra PDA
iceren test tiiplerine aktarilarak, ¢alismanin bundan sonraki asamalarinda kullanilmak

tlizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Patojen fungus izolatlarinin patojenite testi

Bu amagla Sylviana ¢esidi domates bitkisi kullanilmistir. Organik maddece zengin torf
ve perlitin esit hacimde karisim1 bulunan plastik saksilara fideler dikilmis ve bu fideler
24°C’de 12 saat karanlikk 12 saat aydinlik periyotta bitki biiyiitme kabininde
tutulmustur. Siirvey sonucunda elde edilen ve PDA’da 7-10 giin gelistirilen 5 izolatin
aktif olarak gelisen bolimlerinden alinan 4 mm c¢apindaki misel diskler, 3-5 yaprakli
doneme gelen domates fidelerinin govdelerine topraktan 5 cm yukarida agilan yaralara
mikropipet yardimiyla 30ul steril su verildikten sonra yerlestirilmistir. Kontrol olarak
kullanilan bitkilerde ise agilan yaralara aymi sekilde steril su verildikten sonra steril
PDA diskleri inokule edilmistir. Uygulama yapilan bitkiler 25°C sicaklik ve yliksek
nem elde etmek amaciyla 24 saat siireyle 1slak polietilen torba igerisinde bekletilmistir.
Inokulasyondan bir giin sonra fideler nem g¢emberinden almarak giinliik simptom
gelisimi bakimindan incelenmistir. Inokulasyondan 14 giin sonra hastalik belirtisi
goriilen kisimlardan re-izolasyon yapilarak izolatlar tekrar elde edilmis ve boylece Koch

Postulatlari tamamlanmistir.

3.2.3. Patojen fungusun tanilanmasi

3.2.3.a. Patojen fungusun makroskobik ve mikroskobik tanisi

Patojenite testi sonucunda en viriilans oldugu tespit edilen ET 66 izolati PDA’da
gelistirilmis, kolonilerinin kiiltirel ve morfolojik o6zellikleri dikkate alinarak
Hasenekoglu (1991)’na gore tanist yapilmigtir. Tanis1 yapilan fungus kiiltiiri PDA
iceren test tiiplerine aktarilarak ilerideki c¢aligmalarda kullanilmak iizere +4°C’de

muhafaza edilmistir.
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3.2.3.b. Patojen fungusun molekiiler tanisi

ET 66 izolatimin molekiiler karakterizasyonu 18S-1TS1-5.8SITS2- 28S bolgesi
hedeflenerek gerceklestrildi. ET66, 50 ml patates dextrose broth (PDB) besiyerinde
25°C’de, 100 rpm de, 48 saat gelistirildi. inkiibasyon siiresinin sonunda elde edilen
yaklasik 200 mg taze biyokiitle, homojenizasyona tabi tutulduktan sonra ticari bir DNA
izolasyon Kiti ile firma tarafindan saglanan protokole gére DNA ekstraksiyonu yapildi.
Izole edilen DNA’lar biitiinliigii ve saflig1 agisindan %0,8’lik agaroz jelde 75 V’da 60
dk boyunca yiiriitiilerek degerlendirildi.

Ardindan mikrofunguslarin molekiiler tanilamasinda yaygin olarak kullanilan ITS1-
5.8s-1TS2 ribozomal DNA bolgesini hedef alan ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT
TGC GG 37) ve ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al. 1990)
primerleri kullanilarak c¢ogaltim yapildi. Bu amagla, ITS bolgesinin amplifikasyonu
icin, her iki primerden 2 pl, 5 pl 10x Taq buffer ve 2.5 U (0.5 pl) Tag DNA polimeraz, 2
ul ANTP, 3 pl magnezyum kloriir, 4.5 pl kalip DNA ve 31 pl streril dH2O ile son hacim
50 pl olacak sekilde tamamlandi. PCR dongiisii; baslangi¢ denatiirasyonu i¢in 95°C’de
2 dk, denatiirasyon i¢in 94°C’de 1 dk, baglanma safhasi i¢in 55°C’de 2 dk, uzama igin
72°C de 3 dk 35 dongii olarak ve son uzama ise 72°C’de 10 dk olarak programlanda.

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde, 1X TAE tamponu i¢cinde DNA markir ile 80 V’da 50
dk boyunca yiiriitiilerek degerlendirildikten sonra PureLinkTM Quick PCR purification
kit ile saflastirililarak ticari bir firma (REFGEN) araciligiyla her iki primer ile DNA dizi
analizi yaptirildi. Elde edilen sekans verileri BioEdit programu ile birlestirildikten sonra
BLASTN 2.2.26+ programi kullanilarak, GenBank’ta (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Zhang

et al. 2000) olan tiirlerle karsilastirilarak ve sekans verilerinin girisi gergeklestrildi.
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3.2.4. Potansiyel biyoajan bakterilerin tanisi

3.2.4.a. Potansiyel biyoajan bakterilerin morfolojik 6zellikleri

In vitro sartlarda patojene kars1 etkililigi test edilen 13 biyoajan izolati NA’da
gelistirilerek koloni yapisi ve koloni rengi belirlenmistir (Kotan 1998; Kotan 2002a;
Kotan vd 2002b; Karagoz 2009; Kotan et al. 2009b; Erman vd 2010).

3.2.4.b. Potansiyel biyoajan bakterilerin biyokimyasal testlerle bazi 6zelliklerinin

belirlenmesi

Potasyum Hidroksit Testi (KOH): Yeni hazirlanan %3’liikk potasyum hidroksit
sollisyonundan lam {izerine bir damla damlatilarak, bakterilerin 48 saatlik kiiltiiriinden
platin 6zeyle alinarak soliisyona dairesel hareketlerle karistirtlmigtir. 15-20 saniye sonra
0ze soliisyondan ¢ikarildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olusup
olugsmamasina bakilarak degerlendirme yapilmistir. Stinmenin olugsmamasi durumunda

sonug¢ gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Sands 1990).

Katalaz Testi: Katalaz enzimin varligint veya yoklugunu belirlemek ic¢in bakteri
izolatlart YDC ortaminda gelistirilmistir. 24-48 saatlik bakteri kiiltliriinden bir 6ze
alinip ve lizerine 1 damla hidrojen peroksit (H,0,) ilave edildikten sonar kabarcik
olusumu katalaz pozitif, olusmamas1 ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir

(Klement et al. 1990).

Oxidaz Testi: Oksidaz testi igin %1 tetra-methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride
igeren diskler kullanilmistir. Bu diskler 1 damla sdH;O ile doyurulduktan sonra tizerleri
24-48 saatlik bakteri ile kaplanmistir. Gozlemlenen mavimsi-mor renk, degisiminin

olusmasi pozitif, olusmamasi ise negatif olarak kabul edilmistir (Klement et al. 1990).
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Kolloidal Kitin Testi: Kitinaz aktiviteleri kolloidal Kkitinli ortamda hidroliz zonunun
milimetre cinsinden &lgiilmesi ile belirlendi. Kolloidal kitin Ortiicii (2012)’niin tarif
ettigi sekilde hazirlandi. Lee et al. 1990’nin kullandig1 siv1 kitinaz iiretim ortamina
%1,5 agar ilave edilerek hazirlanan kati besiyerlerine bir 6ze dolusu bakteri c¢izgi
seklinde inokiile edildi. Ardindan petriler 30°C’de 2 giin boyunca inkiibasyona

birakildi. Bu siirenin sonunda dlglimler mm cinsinden yapilarak kaydedildi.

3.2.4.c. in vitro’da en etkili bulunan bakterilerin molekiiler tanisi

TV-12 H ve TV-17 C izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu 16S bdlgesi
hedeflenerek gerceklestrildi. izolatlar 50 ml LB besiyerinde 25°C de, 100 rpm de, 24
saat gelistirildi. Ardindan ticari bir DNA izolasyon Kkiti ile firma tarafindan saglanan
protokole gére DNA ekstraksiyonu yapildi. izole edilen DNA’lar biitiinliigii ve saflig1
acisindan %0,8’lik agaroz jelde 75 V’da 60 dk boyunca yiiriitiilerek degerlendirildi.

Ardindan bakterilerin molekiiler tanilamasinda barkod olarak kullanilan bolgeyi hedef
alan 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve 907R
(CCGTCAATTCMTTTRAGTTT) (Chandler et al. 2011) primerleri kullanilarak
¢ogaltim yapildi. Bu amagla, OTU bolgesinin amplifikasyonu i¢in, her iki primerden 1
pl, 5 pl 10x Taq buffer ve 0.5 pul Taq DNA polimeraz, 1 pl ANTP, 4 ul magnezyum
klortir, 3 pl kalip DNA ve 34.5 ul streril dH20O ile son hacim 50 pl olacak sekilde
tamamlandi. PCR dongiisii; baslangi¢ denatiirasyonu igin 95°C’de 2 dk, denatiirasyon
igin 94°C’de 1 dk, baglanma sathasi igin 53°C’de 1 dk, uzama igin 72°C de 1.5 dk 30

dongii olarak ve son uzama ise 72°C’de 10 dk olarak programlandi.

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde, 1X TAE tamponu iginde DNA markir ile 80 V’da 50
dk boyunca yiiriitiilerek degerlendirildikten sonra PureLinkTM Quick PCR purification
kit ile saflagtirilarak ticari bir firma (REFGEN) araciliiyla her iki primer ile DNA dizi
analizi yaptirildi. Elde edilen sekans verileri BioEdit programu ile birlestirildikten sonra
BLASTN 2.2.26+ programi kullanilarak, GenBank’ta (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Zhang

et al. 2000) olan tiirlerle karsilastirilarak ve sekans verilerinin girisi gergeklestrildi.



25

3.2.5. Biyolojik miicadele ¢alismalar:

3.2.5.a. in vitro testler

Daha once farkli galismalarda etkililigi test edilmis biyoajan bakterilerin fitopatojen
fungus tizerine etkisini belirlemek i¢in fitopatojen fungusun ET 66 izolatinin gelismekte
olan 4-5 giinliik kiiltiiriinden 4 mm ¢apinda disk alinarak PDA igeren petrilerin ortasina
yerlestirilmistir. Test edilmek istenen biyoajan bakteri izolatlar1 ise NA igeren petrilerde
gelistirildikten sonra 24 saatlik kiiltiiriinden alinarak petrinin kenar kismina ekiivyon
cubukla cizilmis ve bir hafta siire ile 25°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir

(Tozlu et al. 2017b).

Antibiyosis etkilesimde biyoajanlarin patojen fungus hifinin gelisimini engellendigi
bolgenin (inhibisyon zonu) ¢apt mm olarak oOlgiilmiis, bakteriyel biyokontrol ajanin
fitopatojen fungus kolonisinin gelisimini ylizde engellenme oran1 Mari et al. (1996)’in
belirttigi radyal gelismenin engelleme yiizdesi formiilinden yararlanilarak
hesaplanmistir. Calismada her bir bakteriyel izolat i¢in 3’er petri kullanilmistir. Deneme

tesadiif parselleri deneme deseninde 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.

% Engelleme =(C-T) x 100
(C-M)

C: Kontrol uygulamasinda patojenin koloni ¢ap1
M: Misel diskin ¢ap1 (6 mm)

T: Bakteri uygulamasinda patojenin koloni ¢api

Biyoajan fungus izolatlart ET 4 ve ET 14’iin patojen fungus lizerine etkisini belirlemek
igin ise, bu izolatlarin 4 mm c¢apindaki misel diskleri PDA igeren petrilere patojen
fungus izolatt ET 66 ile aralarinda 5 cm uzaklik olacak sekilde karsilikli olarak

yerlestirilerek inkubasyona birakilmistir.
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Fungal biyokontrol ajanlarinin hiperparazitik etkisini belirlemede ise kontrol petrideki
patojenin yaricapt (R;) ve biyoajan ve patojen ekilen petrideki patojenin yarigapi (R»)
Olctilerek Skidmore ve Dickinson (1976)’a gore radyal gelisimin yiizde engellenmesi

hesaplanmustir.

Control plate (R}) Dual culture plate (R3)

Sekil 3.1. Patojen fungus miselinin radyal gelisiminin 6l¢iilmesi

Yiizde engelleme orani (%) (YEO) = R1 - Rox 100
R1

R1 = Kontrol petrideki patojen fungus miselinin yarigapi
R, = Ikili kiiltiir petrideki patojen fungus miselinin yarigapt (ET 4 veya ET 14 ve

patojen fungus)

YEO < %50 : Az

%350 <YEO %< 60 : Orta
%60 <YEO < %75 : Yiiksek
YEO> %75 : Cok ytiksek

Boylece, muhtemel biyoajan bakteri ve funguslarin patojen fungusu antibiyosis ve
hiperparazitizm etkilesim ile kontrol edip etmedigi belirlenmistir (Skidmore and
Dickinson 1976; Marie et al. 1996).
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3.2.5.b. in vivo testler

1. Saks topragimin hazirlanmasi

Saks1 denemelerinde; organik madde yoniinden zengin torf ve perlit esit hacimlerde
kanistirilarak elde edilen karisim bitki gelistirme ortami olarak kullanilmistir. Bu

karisimdan 1 litrelik plastik saksilara esit 6lgiilerde doldurulmustur.

2. Saks1 denemeleri

In vitro sartlarda etkili bulunan bakteri ve fungus izolatlarinin patojene kars1 etkinliginin

bitki tizerinde test edilmesi amaciyla iklim odasinda 3’er tekerriirlii olarak patojenite

testinde de

kurulmustur. 3’er saksiya sadece patojen fungus izolati, 3’er saksiya sadece biyoajan
bakteri veya biyoajan fungus izolati ve 3’er saksiya da patojen fungus ve biyoajan

bakteri veya biyoajan fungus izolati birlikte ve 3 saksiya da steril su uygulanmistir

kullanilmis olan Sylviana ¢esidi domates bitkileri ile saksi denemesi

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4.

In vivo ¢aligmas1 deneme plani

n

&
<

o

Uygulamalar

*Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

Kontrol 2 (S1v1 tagiyict NB veya steril su)

Kontrol 3 (Sadece patojen)

ET 66+TV-87A

ET 66+TV-17C

ET 66+TV-12H

ET 66+TV-6F

O INOO OB WIN|F-

ET 66+TV-67C

o

ET 66+FD-49

10

ET 66+ET 4

*Kontrol 1: Sadece biyoajan, Kontrol 2: Sivi tastyic1 NB veya steril su, Kontrol 3: Sadece patojen

Potansiyel biyoajan funguslar PDA’da yaklasik olarak bir hafta gelistirilmis ve spor

olusturmasi

saglanmis, daha sonra spor olusturan fungusun gelistigi PDA iceren
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petrilere steril su dokiilerek cam pipetle fungus sporlari toplanmis, olusan siispansiyon
behere alinmig ve daha sonra mikropipetle homojen olarak karistirildiktan sonra
hemositometre ile 1x10° konidi/ml spor konsantrasyonuna ayarlanmustir. Inokulasyon
oncesi domates fidelerinin govdesinde agilan yarali kisma hazirlanan 1x10° konidi/ml
fungus stispansiyonu mikropipet yardimiyla 30ul olacak sekilde uygulanmis, PDA’da
gelistirilen patojen fungusun u¢ kismindan alinan misel disk a¢ilan yaraya yerlestirilmis
ve govde parafilmle sarilmistir. Fungus siispansiyonu uygulanirken siispansiyona bir

damla Tween 20 ilave edilerek sporlarin homojen dagilmasi saglanmustir.

Biyoajan bakteri uygulamasinda da NA'ya ¢izgi ekim yapilan bakteriler 28°C’de 48 saat
inkubasyona birakildiktan sonra NB’ye aktarilmig ve yatay calkalayicida inkubasyona
birakilmis ve daha sonra elde edilen bakteri siispansiyonun konsantrasyonu 1x10°
kob/ml’ye ayarlanmistir. Bu amagla spektrofotometrik olarak siispansiyonun absorbansi
600 nm’de 0.1’e ayarlanarak kullanilmistir. Biyoajan fungus uygulamasinda oldugu gibi
domates fidelerinin govdesinde acilan yarali kisma biyoajan bakteriden hazirlanan
1x10° kob/ml bakteri siispansiyonundan 30ul mikropipet yardimiyla verilmis, PDA’da
gelistirilen patojen fungusun u¢ kismindan alinan misel disk agilan yaraya yerlestirilmis

ve govde parafilmle sarilmistir.

Calismada negatif kontrol olarak bakteri uygulamalarinda bakteri solusyonunun
gelistirildigi steril NB besiyeri, fungus uygulamasinda ise steril su; pozitif kontrol

olarak ise sadece patojen fungus kullanilmistir. Bitkiler 1 hafta siireyle gézlenmistir.

3. Saks1 denemelerinin sonuc¢larinin alinmasi

Hastalik simptomlari olusuncaya kadar bitkiler 1 hafta siireyle giinlilk olarak
incelenmistir. Hastalikl1 bitkilerin degerlendirilmesi bitkinin belirti durumuna gore
“Pamuk solgunluk yaprak degerlendirme skalasi (Anonim 2017a)” modifiye edilerek

elde edilen 0-5 skalasina gore yapilmistir.

0-5 Skalast:
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Hig hastalik yok

Bitkilerin %1-25’inde hastalik belirtisi goriillmekte
Bitkilerin %26-49’unda hastalik belirtisi gériilmekte
Bitkilerin %50-75’inde hastalik belirtisi goriilmekte
Bitkilerin %76-97’sinde hastalik belirtisi goriilmekte

o~ W N -, O

Bitkinin tamaminda 6liim goriilmekte

4. Sonuglarin analiz edilmesi

Elde edilen in vitro testi sonuglart ile ilgili degerler JUMP istatistik programinda

varyans analizine (ANOVA) gore degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Alternaria solani'nin Olusturdugu Hastahik Belirtileri

Hastalik simptomu, domates gdévdesinden baslamakta, diizensiz sekilli agik ve koyu
kahverengi i¢ ice gecmis halkalar seklinde lezyonlar olusturmaktadir. Gévdede olusan
genellikle oval sekilli lekeler yapraklarda oldugu gibi konsantrik halkalar seklinde de
goriilmektedir. Kuru havalarda bu lekelerin iizerinde catlamalar meydana gelmektedir.
Nemli ve yagisli havalarda ise bu yanikliklar tizerinde siyah bir kiif tabakasi
olusmaktadir (Sekil 4.1; 4.2).

Sekil 4.1. Patojen fungusun gévdede olusturdugu lezyon (Anonim 2017b)
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Sekil 4.2. Patojen fungusun izole edildigi erken yanmiklik simptomu goriilen hastalikli
domates govde drnegi

4.2. Patojen Fungus Izolatlarinin Patojenite Testi

Siirvey c¢alismasi sonucunda elde edilen 5 izolat ile Giiney Tohumculuk’tan teminedilen
Sylvia domates cesidi kullanilarak patojenite testi yapilmustir. Inokulasyon yapilan
bitkilerin yapraklarinda tgiincii giinden itibaren solgunluk goriilmeye baslanmistir.
izolatlar igerisinde ET 66’nin 7 giin sonra bitkileri tamamen &ldiirdiigii ve oldukga
viriilent oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3). Calismanin bundan sonraki agamalarinda ET

66 izolat1 kullanilmstir.
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Sekil 4.3. Patojenite testinin hastaliktan etkilenmis bitkileri

4.3. Patojen Fungusun Tamlanmasi

4.3.1. A. solani’nin ET 66 izolatinin morfolojik tanisi

A. solani kolonileri makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri dikkate alinarak morfolojik

olarak tanilanmstir.

4.3.1.a. A. solani’nin ET 66 izolatinin makroskobik 6zellikleri

A. solani kolonileri 25°C’de PDA’da 10 giinde 8 cm ¢apa ulagsmaktadir. Miselleri siitlii
kahverengi ve pamuksu sekildedir (Sekil 4.4, Cizelge 4.1).
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Sekil 4.4. A. solani'nin PDA'da gelisimi

Cizelge 4.1. A .solani ET 66 izolatinin koloni goriiniisii

Biiyiime Renk Sekil Yapisi Koloni cap1
sekli (cm) / giin
Yuvarlak Siitlikahverengi Yuvarlak Pamuksu 8cm/10 giin

4.3.2. A. solani’nin ET 66 izolatinin mikroskobik ozellikleri

A. solani konidileri genellikle tek, diiz veya hafifce dalgali, oblong veya elipsoidal, gaga
konidi boyu kadar bazen daha uzun, konidi rengi acik zeytuni kahverengiden koyu
kahverengiye kadar degiskenlik gosteren yapida, diiz ¢eperli ve uca dogru incelen
yapidadir. Konidiyoforlar tek veya kiigiik gruplar halinde gelismekte, diiz veya dalgali,
bolmeli, oldukga soluk kahverengi veya zeytinimsi kahverengidir (Koike et. al. 2010;
Hasenekoglu 1991) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. A. solani ET 66 izolatinin (sag: petrideki gelisimin mikrokop goriintisii (40X), sol:
petrideki gelisimin mikroskop goriintiisii (10X) mikroskobik goériintiisii

4.3.3. A. solani’nin molekiiler tanisi

Izolasyonlar sonucu elde edilen patojen fungus izolatinin molekiiler teshisi yapilmis ve
yapilan tani sonucunda ET 66 patojen izolat1i%99 benzerlikle A. solani olarak
tanilanmistir (Cizelge 4.2). ET 66 izolatinin sekans1 Cizelge 4.3°te, sekans yapisi ise

Cizelge 4.4'te verilmistir.

Cizelge 4.2. A. solani ET 66 izolatinin molekiiler tanisi, benzerlik indeksi ve erigim
numarasi

izole edildigi ITS tanilama sonucu Tamis1  Erisim numarasi™
bitki (%)
Domates Alternaria solani 99 MG273689

*GenBank
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Cizelge 4.3. A. solani’nin ET 66 izolatinin kismi 18S ribosomal RNA, ITS1, 5.8S
ribosomal RNA, ITS 2, kismi 28S ribosomal RNA sekansi

1 AGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCA
53 TTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGCACCTCCCGGGGTGGCCAGCCTTGCTGA
106 ATTATTCCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCAC
161 CACAAGGACCAACCCATAAACCTTTTTGCAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAA
214 TGTAATAATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
268 AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
321 AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGA
375 GCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTGTCTCCCCT
430 [TGCGGGAGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCG
483 CAGCACAAGTCGCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGTCTAGCATCCACCAAGCCTTT
537 TTTTCAACTTTGACCTCGGATCAGGTAGGA

Cizelge 4.4. A. solani’nin ET 66 izolatinin sekans yapisi

1
55
225
384
545

54

224
383
544
566

rRNA
misc RNA
rRNA
misc RNA
rRNA

18S ribosomal RNA
ITS1
5.8S ribosomal RNA
ITS2
28S ribosomal RNA

4.4. Potansiyel Biyoajan Bakteri ve Fungus izolatlarinin Tamis

4.4.1. Potansiyel biyoajan bakteri izolatlarimin tanisi

Bakteriler morfolojik ve molekiiler olarak tanilanmistir. Bakteri

sekilleri ve renkleri Cizelge 4.5 te verilmistir.

Cizelge 4.5. Calismada kullanilan bakterilerin koloni sekilleri,

izolatlarmm koloni

renkleri ve kamgi

durumlari
Izolat* Koloni rengi Hiicre sekli Kamg¢i durumu
TV-87A Krem Elipsoit Peritrik
TV-12H Krem Elipsoit Peritrik
TV-67C Krem Silindirik Peritrik
TV-17C Krem Elipsoit Peritrik
TV-6F Krem Elipsoit Peritrik
FD-49 Turuncu Yuvarlak Peritrik
FDG-37 Krem Cubuk Multiple
Brts-B Sari Cubuk Peritrik




Cizelge 4.5. (devam)
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RK-92 Sar1 Cubuk Peritrik
TV-91C Krem Elipsoit Peritrik
TV-12E Beyaz Cubuk Peritrik
BAB-410 | Krem Elipsoit Peritrik
TV-125A | Krem Elipsoit Peritrik

*Bakteriler NA besiyerinde gelistirilmistir.

Bakteri izolatlarindan FD-49 turuncu, Brts-B ve RK-92 sar1, TV-12E beyaz renk koloni
olusturuken, diger izolatlar ise krem renginde koloni olusturmuslardir. TV-67C
silindirik, FD-49 yuvarlak,FDG-37, Brts-B, RK-92 ve TV-12E c¢ubuk seklinde,
digerlerinin ise elipsoit koloni yapist olusturdugu belirlenmistir. Uygulamada kullanilan
FDG-37 bakterisinin multiple, diger bakterilerin ise kam¢1 durumunun peritrik oldugu

tespit edilmistir (Cizelge 4.5)

Calismada in vitro sartlarda etkili oldugu tespit edilen ve in vivo sartlarda etkililigi test

edilmek iizere aktarilan 6 bakteri izolatinin NA’daki gelisimleri ise Sekil 4.6’da

verilmigtir.

Sekil 4.6. in vitroda etkili bulunan bakteri izolatlarnin NA besi ortamindaki gelisimleri

FD-49
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4.4.1.a. Potansiyel biyoajan bakterilerin biyokimyasal testlerle bazi 6zelliklerinin

belirlenmesi

Elde edilen bakteriyel izolatlarin biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Calismada kullanilan biyoajan bakterilerin biyokimyasal testleri

izolat KOH Katalaz Oksidaz Kitinaz

TV-87A -
TV-12H -
TV-67C -
TV-17C -
TV-6F -
FD-49 -
FDG-37 +
Brts-B 4
RK-92 +
TV-91C -
TV-12E >
BAB-410 -

TV-125A -
Pozitif: +, Negatif:-

+
1
1

e I o o R I o I o o RS o S
1
1

Calismada kullanilanTV-87A, TV-12H, TV-67C, TV-17C, TV-6F, TV-91C, TV-12E
ve TV-125Abakteri izolatlar1 gram pozitifken, FDG-37, Brts-B, RK-92 bakteri izolatlar
negatif ¢ikmustir. Oksidaz testi ise sadece TV-91C bakteri izolati pozitif, diger
izolatlarin hepsi negatiftir. Kitin testleri BAB-410 bakteri izolat1 pozitifken digerleri
negatif ¢ikmustir. Caligmada kullanilan etkili bakterilerin hepsinin katalaz testi sonuglari
ise gram pozitif ¢ikmistir (Cizelge 4.6).

4.4.1.b. In vivo’da en etkili bulunan bakterilerin molekiiler tani sonuclari

Hem in vitroda hem de in vivoda etkili olan 2 biyoajan bakteri izolatinin saf
kiiltiirlerinden molekiiler tani yapilmistir, molekiiler tan1 sonuglart ve benzerlik

indeksleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. In vivo’da en etkili bulunan bakterilerin molekiiler tan1 sonuglar1 ve
benzerlik indeksleri

Izolat izole edildigi ITS tami sonucu Benzerlik |  Erisim
materyal indeksi | numarasi*
TV-12H Bugday Bacillus amyloliquefaciens | 97 KY773617
TV-17C Ahududu Bacillus amyloliquefaciens | 96 JQ765436
*GenBank

Yapilan ¢alismada in vitro ve in vivo caligmalarda en etkili bulunan bakteri
izolatlarmdan TV-12H %97, TV-17C ise %96 benzerlik indeksi ile B.
amyloliquefaciens oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.7). Bakteri izolatlarinin sekans

sonuclar1 Cizelge 4.8 ve 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.8. TV-12H’1n ITS1+5.8S rDNA+ITS2 sekansi

1GGGAGCTGGGCGGCTGCCTATAATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTA

659GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
128CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCACACATAAAAGGTGGCTTCGGCT AC
192CACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTATCTAGTTGGTGAG GTAACGGCTCACCAAGGCGACGA
256TGCGTAGCCGACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
319G GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
383GATGAAGGTTTTCGGATC GTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGC
447GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCTGCGGTAATAC
511GTAGGTGGCA AGCGTTGTCCAGAATTATTGGGCGTAAAAGGACTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTC
575TGATGTGAAAGACTCCGGCTCATCCAGGGGAGAGTCATTAGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGA
638AG AGGAGAGTGGAGTTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
701CGAACGCGACTCTCTGGTC TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGGAGCGACAGGAT
766TAGATACACTGGTAGTCCACGCCGTACACGATGAGTGCTAAGTGCTAGGGGGTTCTCCCTCTTTT
824TGTGTCGCGAG CTAACGCATTAAGCCTTCCGCCTGGGAGATACCGGTCGCA AATACAC

Cizelge 4.9. TV-17C’ninITS1+5.8S rDNA+ITS2 sekansi

IAGGAGACTGGGCGGCTGTGCCTATAATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATG

69TTAGCGGCGGACGGGT GAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA
129ACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCACACATAAAAGGTGGCTTCGGCT
193ACCACTTA CAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGA
256CGATGCGTAGCCGACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
319TA CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
38ITGAGTGATGAAGGTTTTCGG ATCGTAAAGCTCTGTCGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAA
444TAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
507GTAATACGTAGGTA GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTC
570TCAAGTCTGATGTGAAAGACTCCGGCTCAACCGGGGAGAGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGA
633GTGCAGAA GAGGAGAGTGGAGTTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAC
695ACCAGTGGCGAACGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
758AAAC ATGATTAGATACCCTGATAGTCCACGCCGTACACGATGAGTGCTACGTGTTCAGGGTTCT
822CTCTCTTTTATGTGCTGGCG CTAACGCATTAGCACTTCCGCCTGGGAAGTACGGTCGCAGAATA
825CAC
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4.4.2. Potansiyel biyoajan fungus izolatlarinin tanisi

4.4.2.a. Potansiyel biyoajan fungus izolatlarimin morfolojik tanisi

Farkli besi ortamlarina ekim yapilan biyoajan fungus izolatlari en iyi PDA’ da gelisim
gostermistir. Hizli gelisen kolonilerinde konidilerin gelistigi yerlerin beyazims1 yesil,
daha sonra donuk yesil renk aldigi, hiflerin bolmeli ve konidioforlarin ¢ok dalli oldugu
goriilmiistiir. T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin gelisimleri Sekil 4.7'de

verilmistir.

ET4

fia o a Sped 05 : ??)
Patates Dekstroz Agar (PD

L -,

Malt Ekstrakt Agar (MEA) Patates Dekstroz Agar (PDA)

Sekil 4.7. Farkli besiyerlerinde T. harzianum ET4 ve ET 14 izolatlarinin gelisimi (sag: petri
goriintiisii, sol: petrideki gelisimin mikroskop goriintiisti (40X) (Tozlu et al. 2017a)
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4.5. Biyolojik Miicadele Calismalar:

4.5.1. in vivo testler

Daha once yapilan c¢alismalarda farkli patojenlere karsi test edilmis ve etkililigi

belirlenmis olan 13 bakteri ve 2 fungal izolat bu ¢alismada da ET 66 izolat1 A. solani' ye

kars1 in vitro sartlarda test edilmistir. Test sonuclari Cizelge 4.10 ve Sekil 4.8'de

verilmigtir.

Cizelge 4.10. In vitro petri denemelerinde A. solani ET 66 patojenine kars1 test edilen
potansiyel biyoajan bakteri izolatlarinin etkililigi

Uygulama Koloni Cap1 (mm) Yiizde engelleme orani (%)
TV-87A 295 H 72.00 A
TV-12H 315 G 68.20 B
TV-67C 320 G 69.00 B
TV-17C 320 G 69.00 B
TV-6F 320 G 69.00 B
FD-49 405 F 58.90 C
Brts-B 500 E 4760 D
FDG-37 5,05 DE 47.00 DE
RK-92 520 D 4520 E
TV-91C 6,05 C 3510 F
TV-125A 7,70 B 1540 G
BAB-410 7,75 B 1480 G
TV-12E 9,00 A 0,00 H
Kontrol 8,83 A 0.00 H
Ccv 2.07 2.92
LSD 0.18 214

* Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).

In vitro da test edilen toplam 13 bakteriden 12’si az veya ¢ok oranda A. solani ET 66

izolatina kars1 etkililik gostermistir. Koloni ¢aplarina bakildiginda en diisiik koloni ¢ap1
TV-87A izolatinda (2.95 mm), en yiiksek koloni ¢ap1 ise TV-12E izolatinda (9.00 mm)
goriilmistiir (Cizelge 4.10, Sekil 4.8).

En yiiksek etkililigi gosteren TV-87A bakteriyel izolati %72.00 oraninda patojen
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fungusun gelisimini engellerken, en diisiik etki goriilen TV-12E izolati ise %0.0 ile
kontrol ile ayn1 grupta yer almistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.8).

TV-87A+ET 66

TV-6F+ET 66

RK-92+ET 66 Kontrol (ET 66) TV-91C+ET 66 Kontrol (ET 66)

Sekil 4.8. (devam)
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TV-125A+ET 66 Kontrol (ET 66 BAB-410+ET 66 Kontrol (ET 66)

TV-12E+ET 66 Kontrol (ET 66)

Sekil 4.8. In vitro petri denemelerinde A. solani ET 66 patojenine karsi test edilen
potansiyel biyoajan bakteri izolatlarinin etkinlikleri

Etkililigi test edilen fungal biyoajanlarin hiperparazitik seviyeleri ise Cizelge 4.11°de
verilmistir

Cizelge 4.11. in vitro petri denemelerinde A. solani ET 66 patojenine kars: test edilen
potansiyel biyoajan fungal izolatlarin hiperparazitik etkileri

60 ++

48 +

Yiizde Engelleme Oram (%), HS:Hiperparazitik seviye, +: Az, ++: Orta, +++: Yiiksek, ++++: Cok
yiksek, -1 Etkisiz

Yapilan caligmada hiperparazitik etki ET 4’de %60, ET 14’de ise %48 olmustur
(Cizelge 4.11). ET 4 izolatinin hiperparazitik etkisinin patojen izolatinda orta, ET 14
izolatinin ise az oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.9).
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ET 14 Kontrol (ET 66) ET 14+ET 66

Sekil 4.9. In vitro petri denemelerinde A. solani ET 66 patojenine karsi test edilen
potansiyel biyoajan fungus izolatlarinin etkinlikleri

4.5.2. in vitro testler

4.5.2.a. Saks1 denemeleri

Umitvar biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan fungus ve bakterileri izolatlarinin in
vivo testi sonucunda olusturduklar1 simptomlar degerlendirilmis ve Cizelge 4.12°de

verilmistir.
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Cizelge 4.12. Uygulamalarin domates bitkisinde domates erken yaniklik hastalik siddeti
lizerine etkisi

Uygulamalar Skala degerleri (0-5 skalasi)
7. giin
FD-49 0,20 A
TV-87A 0,20 A
- TV-6F 0,40 A
Kontrol 1 ET 4 040 A
TV-12H 0,60 A
TV-17C 0,60 A
TV-TV67C 0,63 A
Kontrol 2 0,20 A
Kontrol 3 5,00 F**
ET 4+ET 66 200 B
FD-49+ET 66 320 C
TV-17C+ET 66 340 C
TV-6F+ET 66 3,80 CD
TV-12H+ET 66 3,80 CD
TV-87A+ET 66 4,60 DE
TV-67C+ET 66 4,80 DE

*Kontrol 1: Sadece patojen, Kontrol 2: Sadece biyoajan, Kontrol 3: Stvi tastyict (NB veya steril su)
** Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).

Yapilan ¢alismada kontrol 1 uygulamasi ve kontrol 2’nin uygulandig: saksilarda en az
oranda simptoma rastlanilmig ve istatistiki olarak bu uygulamalar ayni grupta yer
almistir (Cizelge 4.12). Biyoajan bakteri ve fungus izolatlar1 ile patojenin birlikte
uygulandigi saksilarda ise en az simptom ET 4 fungal izolatla birlikte patojenin
uygulandigi saksilarda (2.00) goériilmiistiir. Bu uygulamayr FD-49 (3.20) ve TV-17C
(3.40), TV-6F (3.80), TV-12H (3.80), TV-87A (4.60) ve TV-67C (4.80) bakteriyel
izolatlarin patojenle birlikte uygulandigi saksilar takip etmistir. En fazla deformasyon
ise, sadece patojen uygulamasi olan ET 66 nin tek basina uygulandigi saksilarda tespit

edilmistir (Cizelge 4.12).

Calismada in vitro sartlarda etkililigi fazla olan FD-49, TV-87A, TV-6F, TV-12H, TV-
17C ve TV-67C bakteriyel izolatlarin ve ET 4 fungal izolatinin etkililigi in vivo
sartlarda saks1 denemelerinde test edilmistir (Sekil 4.11-4.17).
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Sekil 4.10. Uygulamalarin bitki biiyiitme kabini goriintiisii

In vivo ¢alismasinda ET 4 fungal biyoajan uygulamas: yapilan saksilarda 2. giinden
itibaren kontrol 3 uygulamasinda bitkide hastalik goriilmeye baslamis, diger saksilarda
herhangi bir hastalik simptomuna rastlanilmamistir. Ayrica sadece ET 4 uygulamasi
yapilan saksilardaki bitkilerin digerlerine kiyasla daha fazla gelismis oldugu da
gozlemsel olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11).

FD-49 uygulamasinin yapildigi saksilarda 4. giinden itibaren sadece kontrol 3'de
hastalik goriiliirken, 5. glinden itibaren ise FD-49 ve ET 66'nin birlikte uygulandig
saksilarda hastalik goriilmeye baslanmis, diger saksilarda herhangi bir hastalik

simptomu goriilmemistir (Sekil 4.12).

TV-17C uygulamasinda ise 3. giinden itibaren sadece kontrol 3 uygulamasinin yapildigi
fidelerde ve 6. giinden itibaren ise TV-17C ve ET 66'nin birlikte uygulandigi saksilarda
hastalik  goriilmiistiir. Diger saksilarda herhangi bir hastalik simptomuna

rastlanilmamustir (Sekil 4.13).
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TV-6F uygulamasinin yapildigi saksilarda 3. giinden itibaren sadece kontrol 3'de, 4.
giinden itibaren ise TV-6F ve ET 66'nin birlikte uygulandigi saksilarda hastalik
goriilmeye baslanmis, diger saksilar saglikli olarak gozlenmistir (Sekil 4.14).

TV-12H uygulamasi yapilan saksilarda 3. giinden itibaren sadece kontrol 3'de, 6.
giinden itibaren ise TV-12H ve ET 66'nin birlikte uygulandigi saksilarda hastalik
goriilmeye  baslamis, diger saksilarda herhangi bir hastalik simptomuna

rastlanilmamustir (Sekil 4.15).

TV-87A uygulamasi yapilan saksilarda TV-87A ve ET 66'min birlikte uygulandigi ve
sadece kontrol 3'in uygulandigi saksilarda 4. giinden itibaren hastalik goriilmeye
baslamis, diger saksilarda herhangi bir hastalik simptomuna rastlanilmamistir (Sekil

4.16).

TV-67C uygulamas1 yapilan saksilarda 3. giinden itibaren sadece kontrol 3’lin, 4.
giinden itibaren ise TV-67C ve ET 66'nin birlikte uygulama yapildigi saksilarda hastalik
goriilmeye baglamisken, uygulamanin yapildigi diger saksilar hastalikli fidelere

rastlanilmamustir (Sekil 4.17).



ET 66+ET 4 Kontrol 1  Kontrol 2 Kontrol 3 ET 66+ET 4 Kontrol 1 ~ Kontrol 2 Kontrol 3

: g.gﬁn

ET 66+ET 4 Kontrol 1  Kontrol 2  Kontrol 3 ET 66+ET 4 Kontrol 1  Kontrol 2 Kontrol 3

S.giin 6.giin

Sekil 4.11. ET 4 uygulamasinin giinlere gore goriintimii

S

ET 66+ET 4 Kontrol 1 ~ Kontrol 2 Kontrol 3 ET 66+ET 4 Kontrol 1  Kontrol 2  Kontrol 3

3.giin 4.giin

1.Saksi: Patojent+ biyoajan bakteri veya
fungus

2. Saksi: Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

3. Saksi: Kontrol 2 (Siv1 tasiyict NB
veya steril su)

4. Saksi: Kontrol 3 (Sadece patojen)

S gac
Boar ¥ {

ET 66+ET 4 Kontrol 1 Kontrol 2 Kontrol 3.

7.giin

Ly



ET 66+FD-49 Kontrol1  Kontrol 2 Kontrol 3 ET 66+FD-49 Kontrol1 Kontrol 2 Kontrol 3

3.giin 4.giin

ET 66+FD-49 Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+FD-49 Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3

i 2.giin

1.Saksi: Patojen+ biyoajan bakteri
veya fungus

E ,_‘ By n 2. Sakst: Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

3. Sakst: Kontrol 2 (Sivi tagiyict NB
veya steril su)

4. Saks1: Kontrol 3 (Sadece patojen)

ET 66+FD-49 Kontrol1  Kontrol 2 Kon‘trol3

Kontrol 1  Kontrol 2 Kontrol 3 ET 66+FD-49 Kontrol1  Kontrol 2 Kontrol 3

6.giin 7.giin

ET 66+FD-49

5.giin

Sekil 4.12. FD-49 uygulamasinin giinlere gore goriiniim

1%
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ET 66+TV-17CKontrol 1  Kontrol 2 Kontrol 3 ET 66+TV-17CKontrol1  Kontrol 2  Kontrol 3 ET 66+TV-17CKontrol 1  Kontrol 2

2.giin
1. Saksi: Patojen+ biyoajan bakteri
veya fungus

2. Sakst: Kontrol 1 (Sadece
biyoajan)

3. Saks1: Kontrol 2 (Sivi tastyict NB
veya steril su)

4. Saksi: Kontrol 3 (Sadece patojen)

e -
ET 66+TV-17CKontrol 1  Kontrol 2 Kontrol 3

ET 66+TV-17CKontrol 1  Kontrol 2 Kontrol 3 ET 66+TV-17CKontrol1  Kontrol 2 Kontrol 3

5.giin 6.giin 7.giin

Sekil 4.13. TV-17C uygulamasinin giinlere gére goriiniimii

1%



ET 66+TV-6 Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-6F Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-6 Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-6F Kontrol 1 Kontrol 3

4.giin
1. Saksi: Patojen+ biyoajan bakteri
veya fungus
2. Sakst: Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

3. Sakst: Kontrol 2 (Sivi tasiyict NB
veya steril su)

3—_ 4. Saks1: Kontrol 3 (Sadece patojen)

Kontrol 3 ET 66+TV-6F Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-6F Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3

ET 66+TV-6F Kontrol1 Kontrol 2
5.giin 6.giin 7.giin

Sekil 4.14. TV-6F uygulamasinin giinlere gore goriiniimii

0S



ET66+TV-12H Kontrol 1  Kontrol 2  Kontrol 3 ET 66+TV-12H Kontrol 1 Kontrol 2  Kontrol 3

ET 66+TV-12H Kontrol 1 ~ Kontrol 2 Kontrol 3  ET 66+TV-12H Kontrol 1  Kontrol 2  Kontrol 3

5.giin 6.giin

Sekil 4.15. TV-12H uygulamasinin giinlere gore goriiniimii

ET 66+TV-12H Kontrol 1

Kontrol 2 Kontrol 3

3.giin

. ; N2 2,
ET 66+TV-12H Kontrol 1

b

Kontrol 2 Kontrol 3

7.giin

ET 66+TV-12H Kontrol 1 Kontrol 2  Kontrol 3

4.giin
1. Saksi: Patojen+ biyoajan bakteri
veya fungus
2. Saksi: Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

3. Saksi: Kontrol 2 (Siv1 tagiyict NB
veya steril su)

4. Saksi: Kontrol 3 (Sadece patojen)
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ET 66+TV-87A Kontrol1 Kontrol2 Kontrol3 ET 66+TV-87A Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-87A Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-87A Kontrol1 Kontrol 2 Kontrol 3

4.giin
1. Saksi: Patojen+ biyoajan bakteri
veya fungus
2. Sakst: Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

3. Sakst: Kontrol 2 (Siv1 tagiyict NB
veya steril su)

4. Saksi: Kontrol 3 (Sadece patojen)

=T 66+TV-87A Kontrol1  Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-87A Kontrol1 Kontrol2 Kontrol3 ET 66+TV-87A Kontrol1  Kontrol 2 Kontrol 3

5.giin 6.giin 7.giin

Sekil 4.16. TV-87A uygulamasinin giinlere gore gériniimi

¢S



ET 66+TV-67C Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3 ET 66+TV-67C Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3

2.giin

ET 66+TV-67C Kontrol1 Kontrol2 Kontrol3 ET 66+TV-67C Kontrol1  Kontrol 2 Kontrol 3

S.giin 6.giin

Sekil 4.17. TV-67C uygulamasinin giinlere gore goriiniimii

ET 66+TV-67C Kontrol1  Kontrol 2 Kontrol 3

ET 66+TV-67C Kontrol 1  Kontrol2 Kontrol 3

7.giin

ET 66+TV-67C Kontrol1 Kontrol2 Kontrol 3

4.giin
1. Saksi: Patojen+ biyoajan bakteri
veya fungus
2. Saksi: Kontrol 1 (Sadece biyoajan)

3. Saksi: Kontrol 2 (Siv1 tastyici NB
veya steril su)

4. Saksi: Kontrol 3 (Sadece patojen)

€S
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢alismada; A. solani kolonilerinin 25°C’de 10 giinde PDA’da 8 cm ¢apa
ulastigi, misellerinin siitliikahverengi ve pamuksu sekilde oldugu tespit edilmistir.
Hasenekoglu (1991), A. solani konidileri genellikle tek, diiz veya hafifce dalgali, oblong
veya elipsoidal, gaga konidi boyu kadar bazen daha uzun, diiz geperli, biitiin uzunluk
150-300 pum, en genis kisimda 15-19 pm kalinlikta, 9-11 enine ve 0 veya birka¢ boyuna
veya oblik bolmeli gaga dalgali, soluk, bazen dallt 2.5-5 pum kalinlikta ve uca dogru

incelen yapida oldugunu belirtmektedir.

Kiiltiirel 6nlemlerin tek basma yetersizligi ve bilingsiz pestisit kullaniminin gevreye
verdigi zarar nedeni ile diinyanin her yerinde farkli bitki patojenlerine kars1 miicedelede
biyolojik miicadele ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Giiniimiizde ¢evre ve insan
sagligr bilincinin artmasi, bitkisel {irlinlerde kalinti sorunu yapan bitki koruma
tiriinlerine alternatif iirlin arayisi sayesinde, ¢evre dostu preparatlarin kullaniminda artig
goriilmektedir (Turhan ve Hayat 1994; Varol 2008; Askin ve Katircioglu 2009). Fungal
biyoajan olarak en fazla kullanilan ve timitvar goriilen T. harzianum (Inbar et al. 1996;
Grondona et al. 1997; Elad 2000; Sallam et al. 2008; Figueirédo et al. 2010; Asran-
Amal et al. 2010; Sharma 2011; Agarwal et al. 2011; Sundaramoorthy and Balabaskar
2013; Ali and Nadarajah 2014; Altinok ve Erdogan 2015; Parmar et al. 2015;
Valenzuela et al. 2015;Akrami 2015; Basumataray et al. 2015; Bae et al. 2016; Barari
2016; Saravanakumar et al. 2016) bu ¢alismada da A. solani’ ye kars1 etkili olmus, hem

in vitro hem de in vivo sartlarda patojeni kontrol altina almistir.

Li-hui et al.(2010) A. solani’ye kars1 Trichodema T-115D izolatinin etkisni incelemisler
ve yapilan calisma sonucunda biyoajanin patojeni baskiladigini tespit etmislerdir. Yine,
tilkemizde erken yaniklik hastaligina kars1 T. harzianum’un T-22 Planter ve Trichodex
1simli ruhsath biyolojik fungusitler test edilmis ve basarili sonu¢ alinmistir (Harman
2000). Yapilan bu ¢alismada da; in vitro sartlarda A. solani’ye kars1 T. harzianum’un bir
izolatinin timitvar biyolojik miicadele ajani olarak etkili oldugu tespit edilmis ve diger

calismalarla uyumlu bulunmustur.
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T. harzianum in vitro sartlarda A. solani'ye karsi test edilmis ve %67.78 oraninda
engelleme sagladigi belirtilmistir (Chohan et al. 2015). Ngoc (2013) tarafindan yapilan
bagka bir c¢alismada da T. harzianum- BCRL, T. harzianum-1IHR 20, fungal
izolatlarmin A. solani etmeninin gelisimini tamamen engelledigi belirtilmistir. T.
harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlariin test edildigi bu ¢alismada A. solani etmenini
engelleme orani sirastyla %60 ve %48 olarak tespit edilmistir. Bu sonu¢ da Chohan et

al. (2015) sonuglari ile paralellik géstermistir.

El Rafai et al. (2003) c¢alismalarinda; T. harzianum, T. hamatum ve Pseudomonas
fluorescens fungal biyoajanlar1 ve Bacillus subtilis bakteriyel biyoajani in vitro sartlarda
domates erken yaniklik hastaligina karsi test etmisler ve hastaligin kontrol altina
alindigin1 saptamiglardir. Yapilan bu ¢alismada test edilen T. harzianum (ET 4, ET 14),
P. fluorescens (FDG-37) fungal biyoajanlar1 ve B. subtilis (TV-12H, TV-17C, TV-6F)
bakteriyel biyoajanlar: etkili olmus ve bu sonug¢ El Rafai et al. (2003)’1n ¢alismasi ile

paralellik gostermistir.

T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin ¢ilek ve hiyardan izole edilen A.
alternata’nin iki izolatina kars1 etkililigi in vitro sartlarda test edilmis ve ET 4’{in %
83.33- 78.60, ET 14’tn ise %74.44-55.85 oranilarinda patojen gelisimini engelledigi
tespit edilmistir (Tozlu et al. 2017b). Yine ET 4 ve ET 14’lin elma ve domatesten elde
edilen A. alternata izolatlarina karsi test edildigi bir baska in vitro g¢alismada ise
sirasiyla %41.52 ve %65.51 oraninda gelismenin engellendigi belirlenmistir (Tozlu et
al. 2017a). Bu calismada da kullanilan T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlar1 A.
solani’nin gelisimini %60 ve % 48 oraninda engellemislerdir. Bu sonuglarin
farkliligimin -~ test edilen patojen izolatlarinin  farkliligindan  kaynaklandig:

diistiniilmektedir.

Son yillarda PGPR strainlerinin hem mikrobiyal giibre hem de biyolojik miicadele

amaci ile kullanildig1 ¢alismalara siklikla rastlanmaktadir (Ji et al. 2006).


http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=Bacillus+subtilis
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Yapilan bir ¢aligmada; Latha et al. (2009) domates erken yaniklik hastaligi etmeninin
misel artisini azaltmak igin P. fluorescens (Pfl ve Pyl15) ve B. subtilis (Bs16), ve bitki
oziti Zimmu (Allium cepa L. x Allium sativum L.) test edilmistir. Tohum islemi ve
yaprak uygulamasi olarak test edilen ¢esitli biyolojik formiilasyonlar arasinda, Pfl +
Pyl5 + Bsl6 + Zimmu'nun talk esashi formiilasyonunun, diger uygulamalara kiyasla
hastaligr goriilme sikligin1 azaltmada etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu
calismada ise P. fluorescens FDG-37 izolat1 hastalig1 in vitro sartlarda kontrol altina
almis ancak hem in vitro hem de in vivo sartlarda B. subtilis TV-12H ve TV-17C

izolatlar1 daha etkili olmustur.

Bacillus tiirleri biyolojik miicadele en yaygin kullanilan bakterilerdir. Yapilan bir
calismada; B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. pumilus ve B. subtilis izolatlarinin
domateste toprak orijinli fungal patojenlere karsi oldukea etkili olduklar: bildirilmistir.
Bu calismadan da anlasildigi gibi Bacillus tiirleri biyolojik miicadelede yaygin olarak
kullanilan bakteriler arasinda yer almaktadir (Ajilogba et al. 2013). Yapilan bu galisma
da Ajilogba et al. (2013)’in belirttigi sonuca uyum gostermektedir.

Askin ve Katircioglu (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Pseudomonas
izolatlarinin A. solani etmeninin olusturdugu yaprak yanikligi hastaligina kars1 koruma
sagladig1 tespit edilmistir. In vitro sartlarda test edilen bakteriyel izolatlardan B.
megaterium, B. pumulis ve B. subtilis; in vivo sartlarda ise B. amyloliquefaciens hastalik
etmeninin gelismesini baskilamistir. Bu ¢alismada da in vitro sartlarda aragtirmacilarin
etkililigini test ettigi bakteriler patojeni baski altina almig, B. megaterium’un TV-87A,
in vivo sartlarda ise; molekiiler sonucuna gore B. amyloliquefaciens olarak tanimlanan

TV-12H ve TV-17C izolatlar en etkili sonug vermistir.

Tozlu et al.(2017b) TV-17C ve TV-12H izolatlarinin etkililigini in vitro sartlarda farkli
konukgulardan elde ettikleri A. alternata’nin iki farkli izolatina karsi test etmisler ve
%72.07 ile %60.77 arasinda patojenin gelisimini engelledigini tespit etmislerdir. Bu
caligmada ise ayn1 biyoajan izolatlarin A. solani’nin ET 66 izolatinin gelisimini %69.00-

68.20 oraninda engelledigi belirlenmistir. Bu sonuglar Tozlu et al. (2017b) ile
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uyumluluk gostermistir. Kirmizi lahanadan izole edilen Sclerotinia sclerotiorum’a karsi
TV-12H ve TV-17C’nin etkililiginin belirlendigi bir ¢alismada ise bu iki izolatin
patojene karsi yiiksek oranda etkili oldugu belirlenmistir (Tozlu et al. 2016). Bu
izolatlar ile farkli patojenlere karsi yapilan calismalar da bu iki bakteri izolatinin

timitvar biyoajan olabilecekleri goriisiinii desteklemektedir.

Yapilan bir diger ¢aligmada; B.subtilis izolatlarinin (FZB24 ve Phytovit) erken yaniklik
hastaligina kars1 yiliksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis, etkili formiilasyonlar
icerisinde agirlikli olarak Bacillus tiirlerinin olmasinin olusturulabilecek ticari
formiilasyonunun raf Omriiniin uzun olmasi ve uygulama alaninda uzun siire
aktivitelerinin devam edebilmesi agisindan 6nemli oldugu bildirilmistir (Sultan 2012).
Bu ¢alismada da B. subtilis izolatlar1 in vitro ve in vivo denemelerde basarili sonuglar

vermistir.

Yazici et al. (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada A. solani'ye karsi in vitro sartlarda
test edilmis en etkili bakteri izolatinin Serratia plymuthica Lehmann and Neumann
1896 (IK-139) (31.3 mm) oldugu, in vivo sartlarda ise Paenibacillus macerans GC alt
grup A (1.82), S. plymuthica (1.78), B. coagulans [Hammer 1915] (1.75), Serratia
marcescens-GC alt grup A (1.50), B. pumilis GC alt grup B (1.50) ve Pantoea
agglomerans [Beijerinck 1988] (1.32) bakteri izolatlarinin erken yaniklik hastaligini
onemli olglide azalttig: tespit edilmistir. Bu ¢alismada da test edilen B. pumulis (TV-

67C) izolat1 in vitro sartlarda etkili olmus ancak in vivo sartlarda etkili olmamastir.

Domateste erken yanikliga neden olan A. solani patojenine karsi yiiriitiilen bir biyolojik
miicadele c¢alismasinda; P. fluorescens izolati in vivo ve in vitro sartlarda A. solani
yaprak yanikligi etmenine karsi test edilmis ve in vitro sartlarda P. fluorescens
izolatinin A. solani'nin gelisimini (%28-40) oraninda engelledigi tespit edilmistir (Babu
et al. 2000). Bu galismada da aym tiir P. fluorescens bakteri izolati1 kullanilmis ve A.

solani gelisimini %47 oraninda engelledigi tespit edilmistir.
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P. aeruginosa Schroeter (1872) JS29 izolatinin domates erken yaniklik hastaligina karsi
etkililigini tespit etmek i¢in yapilan in vitro caligmada bu izolattan elde edilen
biyosiirfaktin 3.00 g 1™ konsantrasyonunda A. solani'nin gelisimini %73 engelledigi
tespit edilmistir. Ayrica in vivo sartlarda ise 1.50 g I* konsantrasyon biyosiirfaktant A.
solani'nin tam inhibisyon sagladigi belirtilmistir (Lahkar et al. 2015). Bu ¢aligsmada ise
Pseudomonas cinsine ait kullanilan bakteri izolatinin in vitro denemelerde yiizde
engelleme oran1 %47 olarak tespit edildi. Bu c¢alismada canli hiicre etkinligine
bakilmistir. Hiicre metabolitlerinin etkinligi daha sonra yiiriitiillecek caligmalarda

arastirilacaktir.

Roberto Lanna Filho et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada; P. macerans ve B.
pumilis epifitik bakterileri A. solani etmenine karsi in vitro ve in vivo sartlarda test
edilmis ve epifitik bakterilerin hastalik etmenlerini inhibe ettigi belirtilmistir. Bu
calismada da etkililigi test edilen Paenibacillus cinsi bakterinin hastaligi kontrol
etmedigi, B. pumilis (TV-67C) izolatmin ise in vitro sartlarda hastaligi engelleme
oraninin %69 oldugu ancak in vivo sartlarda hastaligi kontrol etmedigi tespit edilmistir.
Khan et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada Paenibacillus lentimorbus Dutky (1940)
30488r-B (B-30488r) bakteriyel izolatinin domateste A. solani'ye neden olan erken
yaniklik hastaligin1 baskiladigini tespit etmislerdir. Ancak bu calismada kullanilan P.
polymyxa (TV-12E) bakteri izolatinin in vitro sartlarda etkili olmadigi belirlenmistir. Bu

farkliligin ise tiir farkindan kaynaklandig: diistiniilmiistir.

Cevreye hicbir zarar1 olmayan biopestisit tiretiminde, kitin i¢eren bocekler ve patojen
mantarlarla miicadele amaciyla kitinazlarin kullanilmasi, mikrobiyal kitinazlarin
onemini giderek artirmaktadir (Mauch et al. 1998; Suzuki et al. 2001; Guo et al. 2004;
Changet al. 2007). Funguslarin giris yapabilmesi i¢in enzimlere ihtiyag duydugu
aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarla da ortaya konulmustur (Hajek and Leger
1994; Paterson et al. 1994). Bu baglamda toprak patojenlerinin kontroliinde de biyoajan
bakterilerinin kitinaz enzimi tiretmesinin 6nemli bir etken oldugu da bilinmektedir.
Kuzu (2008) yaptigi calismada bitki patojeni olan funguslarla biyolojik savasta kitinaz

tireten mikroorganizmalarin Kitinaz geni bakimindan Onemli bankalar olarak
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kullanilabilecegini belirtmistir. Ancak in vitro’da iiretilen enzimlerin, invivo sartlarda
iiretilmeyebilecegi de bilinmektedir. Bu ¢alismada da kitinaz tireten BAB-410 izolat1 in
vitro sartlarda yapilan ¢alismalarda etkili olmamis dolayisiyla in vivo ¢alismalara dahil

edilmemistir.

Biyokontrol organizmalarin birgogunda hastalik kontrol mekanizmasi isleyisinin esasi
patojenlere karsi antibiyotik iretimi yapmalaridir. Gram bakteriler gram pozitif
bakterilerde bulunmayan bir dis membrana sahiptir ve proteinler i¢ ve dis membran
arasindaki periplazmik bosluk arasinda kalmaktadir. Bu yiizden gram pozitif
bakterilerde enzimler direkt besiyerine salgilanmaktadir. Cogu degisken intraseliiler
enzimlerin aksine ekstraseliiler enzimlerin stabilitesinin yiikksek oldugu ve c¢evre
kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabildikleri de bilinmektedir. Dolayisiyla gram
pozitif sporlu bir bakteri olan Bacillus cinsi bakterilerin enzimlerinin ucuz, stabil, etkili
bir sekilde formiile edilebilmeleri durumunda modern tarimda giivenle kullanilabilecegi
de yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur (Gogiisgeren 2009). Bu ¢alismada da etkili
bulunan iki bakteri izolat1 da Bacillus cinsinde yer almaktadir ve gram pozitiftir. Bu

nedenle bu izolatlarin hastaliklarin kontroliinde kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Calismada bitki gelisimini tesvik etme ve biyolojik kontrol 6zelligi olan bakteriler ve
funguslar kullanilarak hem diinyada hem de {ilkemizde 6nemli bir hastalik olan erken

yaniklik hastaliginin biyolojik miicadelesi hedeflenmistir.

Bu amagla Erzurum’un Uzundere ilgesi’nde hastalik goriilen domates bitkisinin gévde
kismindan izole edilmis fungal etmenin, klasik ve molekiiler tan1 yontemleri
kullanilarak A. solani oldugu ortaya konulmustur. Calismada biyolojik kontrol amaciyla
hastalik etmenine karsi kullanilan (3 adedi B. subtilis, 1 adedi B. pumilus, 1 adedi P.
fluorescens, 2 adedi P. agglomerans, 2 adedi B. megaterium, 1 adedi B. cereus, 1 adedi
P. polymxa,1 adedi B. sphaericus, 1 adedi B. thuringiensis) tiirlerine ait 13 bitki
gelisimini tesvik eden bakteri ve T. harzianum tiiriine ait toplam 2 potansiyel biyoajan
fungus izolat1 kullanilmistir. Bakteri ve fungus izolatlar1 petri denemelerinde patojene

kars1 antagonistik ve/veya hiperparazitik 6zelliklerinin belirlenmesi igin test edilmis ve
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etkili bulunanlarin karakterizasyonu ve kesin tanisit yapilmistir. Govde uygulamalari
icin ise in vivo sartlarda etkili olan toplam 6 bakteri ve 1 fungus izolat1 se¢ilmis ve saksi
denemelerinde domates erken yaniklik hastaliginin kontrolii {izerine etkinlikleri
bakimindan test edilmistir. Hastalik siddeti acisindan degerlendirildiginde toprak iistii
biyoajan uygulamalarindan olusan ET 4 fungal, TV-12H ve TV-17C bakteriyel

izolatlarinin en basarili sonucu verdigi goriilmiistiir.

Calismada kullanilan ve etkili olduklar1 belirlenen fungus ve bakteri izolatlarinin bitki
beslemesi iizerine etkinliklerinin dolayli olarak hastaliga karsi bir diren¢ sagladigi da
diisiiniilmiistiir. In vivo sartlarda etkili olan T. harzianum ve B. amyloliquefaciens
izolatlarinin domates yetistiriciliginde, domates erken yaniklik hastaliginin kontroliinde

biyokontrol ajan olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.

Elde edilen veriler 1s18inda, bundan sonra yapilacak ¢alismalarda, A. solani’yi kontrol
eden biyolojik miicadele ajanlarinin arazi kosullarinda uygulanilabilirliginin
incelenmesi ve bolgede yetistirilen diger kiiltiir ve yabani bitkilerle olan iligkilerinin

arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.
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