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OZET

DIYARBAKIR iLI MERKEZ DICLE VADISINDEKI DOMATES URETIM
ALANLARINDA FUNGAL HASTALIKLAR VE YAYGINLIK ORANLARININ
BELIRLENMESI VE ONEMLI IKi PATOJEN TURU UZERINE METHYL
JASMONATE VE METHYL SALICYLATE ETKINLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI

YUKSEK LISANS TEZi

Merve AYGUN

DIiCLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BITKi KORUMA ANABILIM DALI

2019

Bu calismada Diyarbakir ili Dicle vadisinde {iretilen domates bitkilerindeki fungal
hastaliklarin yayginlik oranlari belirlenmistir. Bu amagla yiiriitiilen survey caligsmalari
sonucunda 35 hastalikli bitkiden 33 fungal izolat elde edilmistir. Bu izolatlardan 21 izolat
simptomatolojik ve morfolojik olarak teshis edilmistir. Simptomatolojik ve morfolojik
gbzlemler sonucunda 10 izolat Alternaria alternata, 5 izolat Botrytis cinerea, 3 izolat Oidium
neolycopersici 3 izolat da Ulocladium spp. olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler
dogrultusunda en yaygin etmen % 30.33 ile Alternaria alternata, ikinci en yaygin etmen % 15.5
Botrytis cinerea olmustur. Oidium neolycopersici % 9,09 ve Ulocladium spp.% 9.09 olarak
hesaplanmustir.

Ayrica bu ¢alismada en yaygin iki hastalik etmeni olan A. alternata ve B. cinerea’ya
karsi Methyl jasmonate ve Methyl salicylate uygulamalarinin etkileri test edilmistir. Her bir
hastalik etmenine iki ayri fitokimyasalin 3 farkli dozu (0.01, 0.1 ve 1 mM) uygulanmis ve
etmenlerin PDA besi ortamindaki koloni ¢aplari Olglilmiistiir. Bunun sonucunda Methyl
jasmonate’in 0.1 ve 1 mM dozlar1 A. alternata ve B. cinerea’nin misel gelisimlerini dnemli
derecede engellemistir. Methyl salisicylate’in ise en yiiksek dozunun (1mM) iki etmene karsi
engelleyici etkileri istatistiki agidan 6énemli bulunmustur.

Bu calisgmada Dicle vadisinde domates fungal hastaliklarin yaygmlik oranlarinin
belirlenmesinin yani1 sira bu hastaliklardan A. alternata ve B. cinerea’ya karsi Methyl jasmonate
ve Methyl saliciylate uygulamalarinin kimyasal miicadeleye alternatif olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Methyl Jasmonate,
Methyl Salicylate
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ABSTRACT

DETERMINATION OF FUNGAL DISEASES AND PREVALENCE RATES IN THE
TOMATO PRODUCTION AREAS IN DICLE VALLEY IN DIYARBAKIR AND
EVALUATION OF METHYL JASMONATE AND METHYL SALICYLATE
ACTIVITIES ON TWO IMPORTANT PATHOGENE TYPES

MASTER THESIS

Merve AYGUN

DEPARTMENT OF CROP PROTECTION
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2019

In this study, the prevalence rates of fungal diseases in tomato plants produced in the
Dicle valley of Diyarbakir province were determined. 33 fungal isolates were obtained from 35
sickly plants as a result of survey studies. 21 isolates from these isolates were diagnosed with
morphological and symptomatologic observations. As a result of symptomatological and
morphological observations 10 isolates Alternaria alternata, 5 isolates Botrytis cinerea, 3
isolates Oidium neolycopersici 3 isolates Ulocladium spp. were determined. According to the
data we obtained, while Alternaria alternata with % 30.33 prevalence rates is most common
disease, Botrytis cinerea with % 15.5 is the second. Oidium neolycopersici and Ulocladium spp
prevalence rates were calculated as % 9.09.

Also in this study, against to A. alternata and B. cinerea, which were two most common
diseases were, experimented the effects of Methyl jasmonate and Methyl salicylate aplications.
Three different doses (0.01, 0.1 and 1 mM) of two phytochemicals were applied to each disease
and colony diameter of factors were measured in PDA media. As a result, 0.1 and 1 mM doses
of Methyl jasmonate significantly inhibited mycelial development of A. alternata and B.
cinerea. The inhibitory effects of the highest dose (1mM) of Methyl salisicylate against both
diseases were found to be statistically significant.

This study examined the relative abundance of fungal tomato diseases in Dicle Valley,
Diyarbakir and revealed that methyl jasmonate and methyl salycilate could be alternative to
chemical control against two common tomato diseases A. alternata and B. cinerea.

KeyWords: Tomato, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Methyl jasmonate, Methyl
salicylate
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Merve AYGUN

1.GIRIS

Domates bitkisinin kdkeni, Giiney Amerika’nin bati sahillerindeki ytliksek And
Daglari’'ndan gelmektedir. Kiiltiire alinmis domateslerin en eski atasi olarak bilinen
tiriin Meksika, Bolivya, Kolombiya ve diger Giiney Amerika iilkelerinde yayginlik
gosterdigi bildirilmis olup, bu bitki tiiri arastirmacilar tarafindan Solanum lycopersicum
var. cerasiforme olarak isimlendirilmistir (Rick ve Holle 1990). Ancak, domatesin ilk
olarak nerede kiiltiire alindig1 netlik kazanmis degildir. Bu konuda, yapilan ¢aligmalar
iki farkli hipoteze odaklanmistir. Bunlardan biri domatesin kiiltiire alindig: ilk bolgenin
Meksika oldugunu savunurken, ikincisi Peru oldugunu o6ne slirmektedir (Peralta ve
Spooner 2007). Ancak domatesin kiiltiire alindig ilk yerin Meksika oldugu hipotezi
daha ¢ok kabul gormektedir. Bununla beraber isminin Meksika’daki Nahua yerlilerinin
dilinde domatesin karsilig1 olan “tomatl” ya da “xi-tomatl” kelimesinden geldigi
bildirilmektedir (Rick 1976, Philouze 1986, Abak 2015). Onceleri zehirli bir bitki
oldugu diisiiniilen domatesin, sadece siis bitkisi olarak yetistirildigine dair ilk kayitlar
Italya’da bulunmustur. Domatesin Giiney Avrupa’da bir sebze olarak tiiketilmeye
baslamasi ise 16.yy’a denk gelmektedir (Peralta ve Spooner 2007). Giiney Fransa’da bir
sebze olarak yetistirilmeye baglanmasi ise 18.yy’in ilk yarisina denk gelmekte ve
domatesin Fransiz devriminden sonra diger iilkelere yayildig1 bildirilmektedir (Blach-

Dano 2008, Abak 2015).

Son yirmi yilda teknolojik gelismelere bagl olarak domates liretiminde artislar
oldugu ve boylece domatesin giiniimiizde, diinyada en ¢ok iiretilen sebzelerin baginda
yer aldig1r bildirilmistir (Wakil ve ark.2018). Domates {iiretiminin bu kadar yaygin
olmasinin birgok nedeni bulunmaktadir. Ornegin, turfanda olarak yetistirilme imkaninin
olmasi1 sebebiyle her mevsim tiiketilebilmektedir. Bununla beraber, domates hem taze
hem kurutulmus olarak yenmesinin yani sira sal¢a, domates suyu, konserve, regel,
ketcap seklinde de tiiketilmektedir (Ekinci 1972). Domates, A, B, B2, C ve K
vitaminleriyle; niacin, protein, karbonhidrat, yag, potasyum, kalsiyum ve demir gibi
maddeler ve elementler ihtiva etmesinden kaynakli insan sagligi ve beslenmesinde de

onemli bir yere sahiptir (Salk ve ark. 2008, Bayman 2017).
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Sekil 1.1. Diinya’da, 2017 yilinda en ¢ok domates iiretimi yapan iilkeler (FAO 2019).

Diinyada toplam domates iiretimi 2017 yili i¢in 241.93 milyon ton olarak
kaydedilmistir (FAO 2019). Ulkemiz, diinya domates iiretiminde 12.75 milyon tonluk
bir iiretim pay ile ligiincii sirada yer almaktadir (FAO 2019). Tiirkiye’de en yiiksek
verim, iklim avantaji sebebiyle Akdeniz Bolgesi’nden (4 133 242 ton) elde
edilmektedir. Giineydogu Anadolu Projesi’nden sonra Giineydogu Anadolu Bolgesinde
bir¢ok sebze tiiriiniin iiretilmeye baslanmasi ile domates tiretim miktarinda da artiglar
oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nin iilkemiz domates
iiretimindeki pay1 631 488 ton iken, yalnizca Diyarbakir’in domates tiretim miktar1 84
652 ton olarak bildirilmistir (TUIK 2019). Diger taraftan Diyarbakir ilinin Dicle vadisi,
domates basta olmak iizere birgok sebze tiiriiniin iiretildigi 6nemli tarimsal alanlardan
biridir. Ozellikle kent merkezindeki vadi alaninda yerine gore kenarlar1 yiiksek
agaclarla cevrili ve yerine gore acik durumda irili ufakli ¢ok sayida parsellerde her yil
onemli diizeyde domates tarimi yapilmaktadir. Irmak yatagi ve mikro klima 6zelligi
gosteren alanda daha Once domates hastaliklariyla ilgili detayli bir caligmaya

rastlanmamasi nedeniyle bu ¢alismanin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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Bolgelere Gore Domates Uretim Yiizdeleri
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de domates iiretiminin bolgelere gore dagilim yiizdeleri.

Bu denli genis alanda iiretilen ve Onemli diizeyde ticari degere sahip olan
domatesin verim ve kalitesini etkileyen c¢ok sayida paraziter ve paraziter olmayan
hastalik etmenleri bulunmaktadir. Paraziter olanlardan, fungal kokenliler oldukca
onemli bir yere sahiptir. Bu etmenler bitkilerde metabolik ve fizyolojik aksakliklara yol
acarak bitki gelisimini engellemekte; meyvede ciirlikliikk ve deformasyonlar meydana
getirerek meyvenin pazar degerini diislirmektedir. Domateste hastalik yapan fungal
etmen sayisinin 200’i astigi ve bu etmenlerin %70-95 arasinda iiriin kayiplart meydana
getirdigi bildirilmistir. Hastalik yapan etmenlerden Phytopthora infestans % 40-100,
Fusarium sp % 10-50, Verticillium sp. % 40-47, Cladosporium fulvum % 40-90
arasinda {irlin kaybina sebep olmaktadir (Lukyanenko 1991).

Dicle nehri ve vadisi zengin bir biyogesitlilige sahip olup ge¢misten giiniimiize
bir¢ok meyve ve sebze tariminin yapildigr énemli bir konumda yer almaktadir. Diger
taraftan bir¢ok farkli tiirlin ihtiyaglarina cevap verebilecek bir habitata sahip Hevsel
Bahgeleri ise Diyarbakir’in domates iiretimine biiyiik katki saglamaktadir. Dicle
vadisinin sahip oldugu nemli iklim sartlarindan 6tiirii, domates ve diger sebze tiirleri
bir¢ok fungal ve bakteriyel etmenlerin saldirilarina ugramaktadir. Dicle Vadisinde bu
konuyla ilgili kapsamli herhangi bir ¢calismaya rastlanmamasi sebebiyle 6nemli domates
tiretimine sahip bu mikro klima alaninda fungal hastaliklarin tespiti ve yayginliginin

belirlenmesine ihtiya¢ duyulmustur.

Domates iiretim alanlarinda zarar yapan fungal etmenlere karsi aralarinda
kiiltiirel tedbirlerin de yer aldig1 bir takim miicadele yontemleri onerilse de yetistiriciler

dogrudan ve daha hizli sonu¢ vermesi bakimindan kimyasal miicadeleyi daha ¢ok tercih



1.GIRIS

etmektedir. Ancak kimyasal miicadele, insan, hayvan ve bitki sagligi acisindan bir
takim telafisi miimkiin olmayan sonuglar dogurabilmektedir. Bununla beraber dogal
dengeyi olumsuz etkilemekte, yerine gore toprakta, suda ve havada kalintilara yol
acmakta zararl ve hastalik etmenlerinde dayaniklilik sorunlarina yol agmakta ve hedef
dis1 organizmalar, Ozellikle dogal diismanlar ve pollinatér tirleri olumsuz
etkilemektedir. Kimyasal miicadelenin bilinen ve bilinmeyen olumsuzluklarin1 en aza
indirmek i¢in entegre zararli yonetim stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Entegre
zararlt yOnetim stratejileri icerisinde kimyasal miicadeleye alternatif ydntemlerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Alternatif miicadele yontemleri icerisinde son yillarda
bitki savunma mekanizmalarindan faydalanilabilecegine yonelik iimitvar caligmalar
oldugu bilinmektedir. Hastalik etmenlerine maruz kalan bitkilerin bir takim kimyasallar
salgiladigr ve bunlarin savunma amagh ikincil metabolizma iirlinleri olduguna dair
calismalar bulunmaktadir. Kisaca, savunma metabolitleri olarak da isimlendirilen bu
kimyasallarindan bazilari, bitkiler heniiz patojen saldirilarina maruz kalmadan bile
savunma mekanizmalarmi tetikleyebilmektedirler. Ornegin, jasmonik ve salisilik asit
bilesikleri, bitki savunma mekanizmalarini tetikleyen onemli semiokimyasallardan
(bilgi kimyasallar1) ikisini olusturmaktadir. Bu bilesiklerin methyl ester formlar1 olan,
methyl jasmonate (MeJA) ve methyl salicylate’in (MeSA), hastaliklara karsi
miicadelede kullanildigina dair ¢aligmalar mevcuttur. Ancak gerek hastalik ve gerekse
zararlilara karsi, bitki savunma mekanizmalarini harekete gecirmek suretiyle miicadele
yapilmas1 yoniindeki caligmalar ise heniiz temel diizeydedir (Thomma ve ark.2000, Park

ve ark. 2007, Park ve ark. 2009, Tiwari ve ark. 2017).

Methyl jasmonate, bitkinin farkli dokularinda farkli miktarlarda sentezlenebilen
bir fitohormondur. Giinlimiizde sentetik formlarinin iiretilebilmesiyle bitki savunma
reaksiyonunu tetiklemesi agisindan bitkilere hem gaz hem de soliisyon formunda
uygulanabilmektedir (Selen ve ark. 2017). Bitki zararlis1 boceklerin yani sira belirli
sayidaki bitki patojenine karst da kullanilmaktadir. Yapilan bazi g¢aligmalarda,
MeJA’nm bazi bitki patojenlerinin zararli etkilerini azalttigi kanmitlanmmstir. Ornegin
MeJA uygulamasmin, ¢ilek ve yenidiinya meyvelerinde Botrytis cinerea ve
Colletotrichum acutatum etmenlerince olusturulan gri kif ¢iiriikliiklerini etkili bir
sekilde bastirdig1 bildirilmektedir (Molline ve ark.1997, Cao ve ark.2008). Ayrica,

MeJA'nin seftali meyvelerine ylizeysel uygulamada, antagonistik maya etmeni olan



Merve AYGUN

Cryptococcus laurentii' nin, etkinligini arttirdigi, bunun da kahverengi ¢iiriikliik etmeni
Monilinia fructicola ve mavikif etmeni Penicillium expansum'u kontrol etmede daha
basarilt oldugu bulunmustur (Yoa ve Tian 2005). MeJA ve Salisilik asit uygulanmis
olan kavun fidelerinde Didymella bryoniae ve Sclerotinia sclerotiorum’un enfeksiyon
oranlar1 incelenmis ve sonu¢ olarak MeJA’nin bitki direncinin artmasina sebep olan
cesitli meatbolik dongiiler iizerinde etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (Buzi ve ark.
2004). Yine elma meyvelerinden izole edilmis olan A. alternata’ya MeJA
uygulamasinda, etmenin spor ¢imlenmesi, hif ve misel gelisimini azalttig1 bildirilmistir
(Kepczynska ve Kepczynski 2005). Diger taraftan, Salisilik asidin methyl formu olan
MeSA ise bitki hastaliklarina karsi savunmaya katkida bulunan diger sekonder
semiokimyasaldir. Seskar ve ark. (1998), tiitiin yapraklarina MeSA uygulandiginda,
tiitlin mosaic virtisiine (TMV)’ne kars1 bitki bilinyeside iiretilen MeSA ile benzer bir

savunma reaksiyonu olusturabilecegi sonucuna varmislardir.

Tiim bu ¢alismalarin yani sira domates bitkisinde hastalik olusturan etmenlere
kars1 yapilmis bazi fitokimyasal uygulamalar da mevcuttur. Ornegin MeJA’nin tohum
uygulamasinin domateste Alternaria porri’den ileri gelen hastalik oranini azalttigi
bildirilmistir (K¢pczynska ve Krol 2012). Yine, B. cinerae ile inokule edilmis olan
domates meyvelerine yapilan MeJA uygulamasinin meyvelerdeki lezyon boyutunu
azalttig1 belirlenmistir (Yu ve ark. 2009). MeJA’nin birka¢ sebze tiiriinde hastaliklari
onlemedeki etkinligi belirlenmesine ragmen, henliz bu konudaki caligmalar tarla
kosullarina uygulanmasi1 bakimindan yeterli diizeyde degildir. Yine sebzelerde fungal
hastaliklara karst MeSA uygulamas: ile ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi1 da oldukca
siirhidir. Yapilmig ¢aligmalarin yetersizligi géz oniinde bulunduruldugunda ozellikle
diinyada ve Tiirkiye’de ekonomik Oneme sahip domates bitkisine etki eden fungal
hastaliklarin 6nlenmesine katki saglayacak caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
Domateste ekonomik kayiplara sebep olan A. alternata ve B. cinerae’ya kars1t MeSA ve

MeJA uygulamalarinin bulunmamasi da bu konuda ¢aligsma ihtiyact dogurmustur.

Bu calismada oncelikle Dicle Vadisinde iiretilen domates bitkilerinde ekonomik
kayiplara yol acan fungal etmenlerin tespiti ve yogunluklarinin dlgiilmesi
amaglanmistir. Yine ekonomik kayiptaki etkisi hasat iirlinlerinde bile devam eden A.
alternata ve B. cinarea’ya MeJA ve MeSA etkinliklerinin incelemesi hedeflenmistir.

Bu amaca uygun olarak etmenler, in vitro’da MeSA ve MeJA’nin farkli dozlarinin
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bulundugu PDA besi ortamininda gelisime tabi tutulmus, koloni ¢ap1 dlciilerek tepkileri
ortaya konmaya calisilmistir. Sonu¢ olarak Dicle Vadisi’'ndeki domates iiretim
alanlarinda fungal hastaliklarin belirlenmesi miicadele acisindan 6nem arz ederken A.
alternata ve B. cinerae’ya karsi yukarida agiklanan miicadele amagl uygulamalarin ise

fungusit kullanimina alternatif bir yontem olacagi diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Hastalik etmenlerinin Tammmlanmasi ve Yogunluklarinin Belirlenmesi

ile flgili Calismalar

Cmar (1979), Akdeniz Bolgesinde yetistirilen domateslerde goriilen
Phythopthora tiirlerinin tespitine yoOnelik ¢alismada hasta bitkilerden izole edilmis
Phythopthora cinsinin iki farkli tiirii bulunmustur. Bunlardan birinin Phythopthora
capsici otekinin Phythopthora nicotianae var. parasitica oldugu belirlemislerdir.
P.nicotianae var. parasitica etmeninin Tiirkiye’deki varligi ilk kez bu ¢aligsmayla ortaya

konmustur.

Rove (1980), Kuzey Amerika ve Japonya’da sera ve domates iiretim alanlarinda
kok ciirtikliigine sebep olan Fusarium oxysporum isolatlariin farkli konukgulara
etkisini aragtirmak i¢in bir ¢calisma gerceklestirmistir. Kuzey Amerika ve Japonya’da 20
bolgede kok ciirtikliigii ile enfekte olmus domateslerden 42 Fusarium oxysporum izolati
elde etmis daha sonra 4 farkli domates hattina inokule edilen etmenler benzer
simptomlar gostermistir. Fusarium oxysporum’u 5 familyaya ait 15 farkli konukguya
inokule ederek konuk¢u duyarliliklarini test etmistir. Bu testler sonucunda Kabakgiller,
Crusifer ve tahillar etmenden etkilenmezken baklagillerin Fusarium oxysporum’a orta

derecede duyarli oldugunu gézlemlemistir.

Yiicel (1994), Antalya igel, Adana ve Hatay illerinde bulunan plastik ve cam
seralarda yetistirilen domates biber patlican ve hiyarda goriilen fungal etmenlerin tespiti
ve gorlilme oranlarinin hesaplandigi ¢alismada Domateslerde, Sclerotium sclerotiorum
(Beyaz ¢iiriikliik), Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fusarium solgunlugu),
Alternaria solani (Erken yaniklik), Botrytis cinerea (Kursuni kiif), Clodosporium
fulvum (Yaprak kiifii), Leveillula taurica (Kiilleme) ve Pyrenochaete lycopersici
(Mantarims1 kok) etmenleri bulunmustur. Antalya ve Icel de Cam ve plastik seralarda
sirastyla domates de goriilen hastalik oranlar1 sdyledir: Antalya’da Alternaria solani, %
25 ve 29 iken Igel’ de Alternaria solani % 0 ve 29.8 olarak bulunmustur. Adana’da
plastik serada % 60 Alternaria solani goriilirken Hatay’da plastik serada %21.4
Verticillum sp. domateste en ¢ok goriilen etmen olmustur.

Kirbag ve Parlak (1996), Elaz1ig ilinde hastalikli domates bitkileri iizerine

yapilan ¢alismada domateslerde tespit edilen etmenler sunlar olmustur: P.parasitica,
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P.capsici, R.solani, F.oxysporum, A.solani, Fusarium solani’dir. Yine bu ¢alismada
Sclerotinia sclerotiorum’un domatesin fide déneminde 1slak ¢iirtiklikk seklinde ortaya

ciktig1 belirlenmistir.

Kiss ve ark.(2001), Diinyanin farkli bolgelerinde domateste kiillemeye neden
olan Oidium neolycopersici ve Oidium lycopersici’yi klasik morfoloji, scanning
electron microscope (SEM) ve molekiiler filogenetik analizler kullanarak tanimlamay1
amaglamislardir. Calismada materyal olarak domatesten izole edilmis 25 kiilleme izolat1
ve tiim kitalarda domates yetistirilen alanlardan toplanmig 29 bitki Ornegi
olusturmaktadir. Afrika, Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika’da yayginlik gdsteren
zincirsiz konidili taxon, Oidium subgen. Pseodoidum tiirii (teleomorf Erysiphe sp.)
olarak tanimlamislardir. Daha 6nce Oidium lycopersicum ya da Oidium lycopersici ile
karistirilan bu tiirii Oidium neolycopersici olarak tanimlamiglardir. Ayrica Ribozomal
DNA’nin dahili transkripsiyonlu sekanslarinin (ITS) filogenetik analizleri ile
O.neolycopersici’nin Erysiphe macleayae, E.aquilegiae ve diger Psedoidum tiirleri ile
yakindan iligki oldugunu tespit etmislerdir. Sadece Avusturalya’da bulunan ve zincirli
konidi olusturan Oteki taxonu ise Oidium subgen. Reticolidium (teleomorf:
Golovinomyces sp.). olarak tanimlamis ve yapilan ITS analizleri sonucunda bu tiiriin

patlicanlar1 enfekte eden Oidium longipes ile yakindan iligkili oldugunu belirlemislerdir.

Ozan ve Maden (2005), Ankara ili domates ekilis alanlarindan Beypazari, Ayas
ve Nallihan ilgelerine domateste goriilen fungal etmenlerin yayginlik oranlar1 ve ¢ikis
zamanlarin1 tespit etmek amaciyla yaptiklari ¢alismada Leveillula taurica % 49.8,
Altenaria solani %20.7, Alternaria alternata %6.42, olarak belirlemislerdir. Buna ek
Alternaria alternata’nin la, 2b, 3c izolatlar1 Joker, Falcon ve Gok¢e domates gesitleri
iizerinde patojenisite testine tabi tutulmus g¢esitler arasinda hastalik siddeti bakimindan
bir fark olup olmadigi incelenmistir. Yapilan varyans analizleri sonucunda ¢esitler ile
hastaliklar arasinda 6nemli bir fark bulunmadigi sadece hastaliklar arasinda bir fark

oldugunu belirlemislerdir.

Askin ve Katircioglu (2008), Ankara ilinin Ayas, Nallthan ve Beypazari
ilgelerinde domates fideliklerindeki ¢okerten etmenlerini belirlemek amaciyla bir
calisma yiiriitmiislerdir. {lgelerdeki 42 domates fideliginde 211 hastalikli fide toplamis

ve bu fidelerden en yogun Fusarium olmak iizere Pythium, Rhizoctonia solani,
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Alternaria ve Aspergillus cinsine ait etmenler tespit etmislerdir. Daha sonra bu
etmenlerle yapilan O0n patojenisite denemelerinde patojenisitesi en yiiksek etmen
Pythium spp. olurken ¢ok yogun bulunmamasina karsin Rhizoctonia solani’nin de

patojenisitesi yiiksek ¢ikmugtir.

Colak ve Bigici (2011), Dogu Akdeniz Boélgesinde oOrtii altt domates
yetistiriciliginde domateste solgunluk ve kok- kok bogazi ¢iiriikliigli hastaligina sebep
olan Fusarium oxysporum’un yayginlik orani ve siddetini belirlemeyi amag¢lamiglardir.
Bu calismada, Adana ve Mersin’de 2007-2008 yillar1 nisan- kasim arasinda yapilan
surveylerde, Fusarium kok-kok bogazi ¢iiriikligi (FORL) ve Fusarium solgunluguna
(FOL)’lin hastalik siddeti ve hasatlik ¢ikis oranlarini sirasiyla % 43.3, % 20.4 ve %
35.1, % 18.8 olarak tespit etmiglerdir. Daha sonra yapilan patojenite testlerinde
simptomolojik olarak belirlenen 87 Fusarium oxysporum izolatinin 61’ini (FORL),
26’s11 (FOL) olarak belirlemislerdir.

Kirbag ve Turhan (2015), Malatya ilinde, baz1 sebzelerde (domates, biber,
patlican ve fasulye) kok ve kokbogazi ciiriikliigiine neden olan etmenlerin tespiti ve
hastalik oranlarin1 belirlemeyi amagladiklar1 ¢alismada, domateslerde Rhizoctonia
solani Kiihn, Fusarium solani (Mart.) Sacc., Fusarium oxysporum Schlecht,
Pythophthora capsici Leon., Alternaria solani Sorauer, Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid., Pythium ultimum Trow. var. ultimum, fungal etmenleri tespit etmislerdir.
Ayrica R. solani, Fusarium solani, F. oxysporum, ve Pythium ultimum var. ultimum’un

domates fidelerinde ¢okertene ve solgunluga neden oldugu tespit etmislerdir.

Zheng ve ark. (2015), Cin’de, patateste yaprak hastaligina neden olan Alternaria
tiirlerinin popiilasyon yapilarini ayrintili olarak incelemeyi amaglayan bir g¢aligma
gergeklestirmislerdir. Cin’de 16 Dbolgeyi iceren surveylerde hastalikli patates
yapraklarindan 511 Alternaria izolat1 elde edilmis daha sonra morfolojikal 6zellikleri ve
molekiiler karakterlerine dayali tanilarda, izolatlar1 Alternaria tenuissima, Alternaria
alternata ya da Alternaria solani olarak tanimlamislardir. Alternaria izolatlarinin rDNA
(ribozomal DNA) bolgelerindeki ITS ( internal transcribed spacer) sekanslarina dayanan
filogenetik analizler, A.solani’nin diger iki kiigiik sporlu tiirden farkli oldugunu
gostermiglerdir. Bu {i¢ tiirden en yaygin olan1 % 75.7 A.tenuissima, iken bunu % 18.6

A.alternata, % 5.9 ile A.solani izlemistir. Yapraklar iizerinde yapilan patojenisite
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testlerinde ise farkli cografi bolgelerden alinan izolatlar ile tespit edilen bu ii¢ tiir
arasinda onemli bir fark goérmemislerdir. Ayrica bu calisma ile patateste yaprak

hastaligina sebep olan A.tenuissima’y1 Cin’de ilk kez rapor etmislerdir.

Duran ve Ozkaya (2016), Antalya ili Kumluca ilgesinde bulunan sebze
seralarinda yapilan sérveylerde toprak ve yaprak kokenli fungal etmenler belirlenmistir.
Sebzelerde en yaygin cinsin Fusarium sp. oldugu belirlenmistir. Cladosporum sp.,
Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Phytophthora sp., Alternaria sp., Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium rolsfii belirlenen diger etmenlerdir. S.sclerotium ‘un domateste

yayginlik oran1 % 2.4-12.1 iken R.solani’nin % 14.1-25.7 olarak hesaplanmustir.

Cabral ve ark. (2017), Arjantin’nin tarimsal iiriin ihracatinda 6nemli bir
konumda olmas: sebebiyle sebzelerde iiriin kayiplarina sebep olan Alternaria tiirlerinin
fizyolojik davraniglarnin belirlenmesi ile ilgili bir ¢alisma yapmistir. Bu g¢alismada,
Arjantin’den 2010-2013 periyotlarinda domates, biber, bugday taneleri ve yaban
mersini olmak tizere dort iirlinden izole edilen 45 Alternaria irki, metabolomik igeren
polifazik bir yaklasimla ve morfolojik, molekiiler karakterlerine dayali filogenetik
analizlerle tanimlamiglardir. Morfolojik analizler sonucu inceledikleri popiilasyonlari,
A.arborescens, A.tenuissima, A.alternata olmak iizere ii¢ gruba ayirmuslar ancak bu
karakterleri, molekiiler verilerle es zamanli analiz ettiklerinde agik¢a ayrilmig gruplar
elde edememiglerdir. Ayrica haploit ag ve korunmus bdlgenin filogenetik analizinde de
ayni sonucu elde ettikleri i¢in tiim izolatlarin ayni tiire ait oldugu kanisisina
varmiglardir. Calismada 1rklar arasinda goriilen morfolojik farklar, filogenetik tiir
konsepti ile desteklenmediginden bu karakterlerin sadece fizyolojikal davranis
tahminlerine dayandirilmasmin yanlis olacagimi  belirtmislerdir. Sonug¢ olarak
metabolomik profili Alternaria’nin belirli morfolojik 6zelligine baglamanin miimkiin
olmayacagim c¢iinkii klasik morfoloji ve molekiiler teknikler kullanilarak yapilan tiir
diizeyinde tanimlamalar besin matrislerinde toksikolojikal riski tahmin etmede yetersiz

kalacagi sonucuna varmislardir.

Siciliano ve ark. (2017), farkli Brasssica konukgular1 ve bulasik tohumlardan
elde edilen Alternaria izolatlarinin ¢esitliligi, molekiiler ve morfolojik 6zellikleri,
viriilenslik ve mikotoksin {iretimini baz alarak arastirmay1 amaglamislardir. Karnabahar,

lahana, yabani ve kiiltiire alinmis rokadan elde edilen 29 izolat; etmenin sporulasyon

10
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ozelligi ve viriilensligine bagli olarak tanimlayip karakterize etmislerdir. Filogenetik
analizlerini ise B-tubulin gene gore yapilmislardir. Bu karakterizasyonlar sonucunda
izolatlari; A.alternata, A.tenuissima, Alternaria arborescens, Alternaria brassicola ve
Alternaria japonica olarak tanimlanmiglardir. Ayrica izolatlari modifiye edilmis
Czapek-Dox besi ortaminda iirettigi mitotoksinlere gore de karakterize etmislerdir. Bu
ortamda Alternaria izolatlarinda; tenuazonic asit, alternariol, altenuene, tentoxin ve
alternariol monometileter olmak iizere bes mikotoksin iirettigi ve bu ortamda izolatlarin

%80’nin en az bir mikotoksin tiretebildigi gozlemlemislerdir.

Mutlu ve Ustiiner (2017), Elaz1g ilinde domates ekim alanlarinda fungal
hastaliklarin yayginlik oranlarini belirlemek i¢in yaptiklari caligmada, 642 domates bitki
orneginden 387 izolat elde etmislerdir. Bitkinin ¢esitli kisimlarindan yapilan
orneklemelerde domates koklerinden izole edilen fungal etmenlerin yayginlik oranlari,
Rhizoctonia solani (%20.27), Rhizoctonia tuliparum (%19.40), Fusarium solani
(%17.42), Colletotrichum coccodes (%16.66), Rhizopus stolonifer (%13.79) ve Phoma
destructiva (%11.96) olarak belirlemiglerdir. Domates yapraklarindan izole edilen
etmenlerin yayginlik oranlarini ise Alternaria alternata (%27.23), Septoria lycopersici
(%25.27), Leveillula taurica (%19.44), Stemphylium solani (%17.81), Botrytis cinerea
(%17.39), Phytophthora infestans (%15.70), Cladosporium fulvum (%11.23) ve
Ulocladium atrum (%6.27) olarak belirlemislerdir. Domates koklerinde hastalik siddetti
en yiiksek olan etmen, %43.3 ile Rhizoctonia solani iken yapraklarda %47.5 ile
Alternaria alternata oldugunu ve fungal hastalik etmenlerinde ortalama yayginlik orani

% 17.67, ortalama hastalik siddetinin % 28.66 olarak tespit etmislerdir.

Gobashy ve ark. (2018), Misir’da yiiriittiikleri ¢alismada, farkli bolgelerden
yaprak yanikligi gésteren domatesleri toplamis ve izole edilen 65 Alternaria tiirtinden
15 tanesini se¢mislerdir. On bes izolatin filogenetik analizlerini {i¢ gen bdlgesine dayali;
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), RPB2 (RNA polymerase
second largest subunit), Altal( Alternaria major alergen gene) yapmislardir. Bu analizler
sonucunda izolatlarin 14’niin A. alternata, 1 izolatin ise A. arborescens oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica Alternaria izolatlarinin toksin iiretme potansiyelini, TLC(Thin —
layer chromatography)’ye gore incelemislerdir. Buna gore, izolatlarin {irettigi en bol
mikotoksin TeA (Tenuazonic acid) olurken Alternaria izolatlarmin irettigi

mikotoksinlerin  ¢esitlilik  gosterdigini  saptamislardir.  Alternaria izolatlarinin

11
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viriilensllik testini ise koparilmig domates yapraklar1 ve domatesin Super B 1rki tizerinde
yapmis ve koparilan her yaprak ve her domates bitkisi lizerinde farkli viriilenslik
gosterdigini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma; Misir’da domateste yaprak yanikligina sebep
olan Alternaria tlirlerinin ¢esitliligini ticlii multi locus gene dayali ( GAPDH, RPB2, Alt
a 1) karakterizasyonu ile ortaya koyduklar1 ayrica A. alternata ve A. arborescens’in
domateste yaprak yanikligina sebep olma potansiyelinin tespit edildigi ilk ¢alisma

olmustur.

2.2. Methyl Jasmonate ve Methyl Salisilat’in Bitki Patojeni Etmenler

Uzerine Etkilerinin Ortaya Konmasina Yonelik Calismalar

Kepczynska ve Kepczynski (2005), elma (Malus pumila)’dan izole edilmis
Alternaria alternata etmeni iizerinde yaptiklari ¢alismada MeJA’nin, etmenin spor
¢imlenmesi ve hifal gelisiminin engelledigini bulmuslardir. Ayrica MeJA nin tek basina
miselyum tarafindan iretilen etilen lizerinde hi¢bir etkiye sahip olmadigini ve MeJA
ortamina ilave edilen l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), varliginda 6
giinliik inkiibasyondan sonra, etilen gazinin yayilmasini énemli dlglide arttirdigi tespit
edilmigtir. Etilen, MeJA'ya bagli olarak A. alternata inhibisyonunun tersine

cevrilmesinde rol oynadigi tepit edilmistir.

Belhadj ve ark. (2006), asma bitkisinde yaptiklar1 ¢aligmada MeJA ‘nin asmada
Erysiphe necator’a karsi etkisini aragtirmiglardir. MeJA uygulanan asma yapraklarinda
bitki direncini arttiran enzim ve genlerin indiiklendigini belirlemislerdir. MeJA'nin
ortaya c¢ikan bu aktivitesi, asma yaprak kesimlerinin ve baglarin kiillemeye (sirasiyla %
75 ve % 73) kars1 toleransini arttirmistir. Bu sonuglara dayanarak MeJA’nin asmada
Erysiphe necator’a karsi alternatif koruma stratejisinde etkin bir segenek olabilecegini

belirtmislerdir.

Yu ve ark. (2009), domateslerde MeJA kaynakli direnci agiklamak icin yesil
olgun domatesler 100 uM MeJA ve NDGA (nordihydroguaiaretic acid), LOX (liquid
oxygen) inhibitorii ile muamele edilip 35kPa (kilopaskal)’da 0.5 dk tutup 25+1°C, %85-
90 nemde inkiibe etmislerdir. MeJA uygulamasi B. cinerea ile agilandiktan hemen sonra
domates meyvesinde hastalik semptomlarini azalttigini ve MeJA ile muamele edilmis
meyvelerdeki lezyon biiyiikliigii, kontrol muamelesinden 6, 12 giin sonra 1, 3 ve 6 giin

asilanmis meyvelerde sirasiyla % 42.5, % 27.9 ve% 13.9 (P <0.05) oranlarinda
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B.cinerea’yr inhibe ettigini tespit etmislerdir. Ayrica MeJA uygulamasinin etilen
aktivitesini arttirdigir ve bu artisa LOX artisinin eslik ettigi belirlemislerdir. Sonug
olarak MeJA’nin B. cinerea’ya karsi bitki dayanikliligini baslattigt ve LOX (liquid
oxygen) tarafindan olusturulan siiperoksit radikallerinin ACO (ACC oxydase) ve etilen

biyosentezini aktive edebilecegini tespit etmislerdir.

Kepczynska ve Krol (2012), MeJA’ nin domateste dnemli kayiplara neden olan
nekrotrofik bir fungus olan Alternaria porri’ye etkisini incelemislerdir. MeJA’ nin 0.01,
0.1 ve 1 mM soliisyonlarinin in vitro da Alternaria porri’nin spor ve misel gelisimini
azalttigini  belirlemisledir. MeJA’nin  0.lmM konsantrasyonunun hem tohum
uygulamasi hem de fide fumigasyonununda domateste Alternaria porri’ ye karsi direng
olusumunu tetikleyebilecegini ve tohum uygulamasi yapilmis bitkiler gaz MeJA’ya
maruz birakilmis olanlardan daha hizli direng gelistirdigini tespit etmislerdir. Ayrica
eksojen MeJA uygulamasinin direng belirtegleri olan Fenolikler, Fenilanin, Amonyak-

Liyaz aktivitesinde belirgin artislar gézlemlenmistir.

13



2. KAYNAK OZETLERI

14



Merve AYGUN

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismanin materyalini Diyarbakir ili merkez Dicle vadisindeki domates tiretim
alanlarinda fungal hastalik belirtisi gosteren bitki kisimlar1 ( yaprak, sap, meyve,
stirgiin) olusturmaktadir. Survey ¢alismalar gerceklestirilmeden dnce domates ekiminin
yogun olarak yapildig1 alanlar, ekim ve hasat tarihleri hakkinda iireticilerden bilgi

alinmig ve survey caligsmalari bu bilgiler dogrultusunda yapilmistir.
3.2. Metot

3.2.1. Survey Cahismalari

Survey c¢alismalar1 Koppen-Geiger iklim smiflandirma sistemine gore Csa
smifinda (yazlarin kurak ve uzun siirdiigii) yer alan Diyarbakir Ilinin Dicle vadisinde
domates yetistiriciligi yapilan alanlarda 2018-2019 yili Haziran-Eyliil aylarinda vadiyi
temsil edecek 11 domates tarlasinda gerceklestirilmistir (Képpen 1936). Orneklemeler
arazi biiyiikliigline gére 1 doniimde 50 bitki, 1-5 doniim aras1 100 bitki, 5 doniimden
fazla ise 200 bitki olacak sekilde, tesadiifi 6rnekleme yontemi kullanilarak yapilmistir
(Bora ve Karaca 1970). Fungal hastalik belirtisi gdsteren bitkiler taze kisimlari da
icerecek sekilde oOrneklenmistir. Biitiin bitki aksamlarindan 6rnek toplamak igin
orneklemeler BBCH (Biologische Bundesanstalt Bundessortenamt and Chemical
industry.) skalasina gdére meyvelerin olgunlagsmaya basladigi donemden meyvelerin
ylizde ellisinin olgunlastigi doneme (temel gelisme donemi: 81-85) kadar
gerceklestirilmistir (Feller ve ark. 1995). Alinan bitki 6rnekleri, saprofit organizmalarin
gelismesini engellemek i¢in gazete kagidina sarilmis, gerekli etiket bilgileri (6rnekleme
tarihi, arazi koordinati, bitki ¢esidi) yazilarak polietilen torbalara konmustur. Toplanan
ornekler, sogutma kabi igerisinde laboratuvara getirilmis ve izolasyon islemleri

gergeklestirilinceye kadar buzdolabinda +4 ‘C’de muhafaza edilmistir.

15



3.MATERYAL VEMETOT

Cizelge 3.1. Dicle Vadisinden toplanan drneklerin sayisi, koordinat bilgileri ve 6rnek alinan bitki aksami.

Ornek Tarla Numaras1  Koordinat Ornek Numarasi Bitki Aksami
sayisl
1 Ti 37.920126 1 Yaprak-Siirgiin
2 40.244961 2 Meyve
3 3 Yaprak
4 T2 37.920822 1 Yaprak-Siirgiin
5 40.246888 5 Meyve
6 3 Yaprak-Siirgiin
7 Ts 37.920428 1 Meyve-Yaprak
3 40.246133 5 Yaprak
9 T4 37.917994 1 Meyve-Yaprak
10 40.247397 2 Meyve-Yaprak
11 Ts 37.920947 1 Yaprak
1 40.247288 5 Yaprak
13 3 Yaprak-Siirgiin
14 Ts 37.901279 1 Meyve
15 40.237056 5 Meyve
16 T 37.899124 1 Yaprak
17 40.233580 2 Yaprak-Siirgiin
18 3 Yaprak-Siirgiin
19 4 Meyve-Yaprak
20 Ts 37.90061 1 Yaprak
21 4023782 2 Yaprak-Siirgiin
22 Ty 37.90087 1 Yaprak
23 40.234625 ) Yaprak
24 3 Yaprak-Siirgiin
25 T1o 37.898745 1 Meyve
26 40.237010 2 Stirgiin-Meyve
27 3 Yaprak-Siirgiin
28 Tu 37.921472 1 Yaprak-Siirgiin
29 40.247986 5 Stirgin
30 3 Yaprak
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3.2.2. Orneklerin izolasyonu ve izolatlarin Elde Edilmesi

Izolasyon islemi steril kabinde, sterilizasyon islemlerine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Hastalik etmenlerinin izolatlari, dogrudan hastalikli dokulardan
etmenlerin saf kiiltiirlerinin elde edilmesiyle gergeklestirilmistir. Bunun igin, toplanan
orneklerden hastalik belirtileri gosteren yaprak, sap, siirgiin ve meyve gibi bitki
kisimlar1 oncelikle c¢esme suyu altinda yikanarak kaba kirlerden arindirilmistir.
Ardindan bir bistiiri yardimiyla saglikli ve hastalikli dokuyu icerecek sekilde 5-6
mm’lik pargalar kesilmis, % 1’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 1 dk’lik ylizey
dezenfeksiyonuna tabii tutulmustur. Daha sonra steril saf suda durulanan pargalar, steril
kurutma kagidi lizerinde kurutularak PDA (Patates Dekstroz Agar) besi yeri iceren Petri
kaplarina karsilikli olarak yerlestirilmistir. PDA besi ortami, iiretici firmanin talimatina
uygun olarak hazirlanmistir. Kisacasi, 39 g/L. PDA, 1 litre distile su i¢inde 1sitilarak
eritilmis daha sonra hazirlanan bu karisim 121° C’de 15 dk otoklav edilerek 9 cm’lik
Petri kaplarina dokiilmiistir. PDA ortamlar1 katilastiktan sonra etmenlerin gelismesi
icin bitki kisimlar1 bu ortamlara aktarilmistir Petriler ekimden sonra 24C de 5-7 giin
inkiibe edilmis ve gelisen koloniler giinliik olarak takip edilmistir. Yaklagik 5-7 giinliik
gelisimden sonra kolonilere, asagida aciklandigi gibi ya tek spor izolasyon yontemi
uygulanmis ya da tek hif parcasi aliip yeni bir PDA besi ortamina aktarilmistir.
Izolatlar tekrar 5-7 giinliik inkiibasyona tabii tutulmustur. Daha sonra ¢alismalarda
kullanilmak iizere, +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bu amag i¢in toplamda 6rneklerden

33 saf izolat elde edilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. izolasyon icin bitki kisimlarindan alinan pargalar (A) Ekim kabini icinde gerceklestirilen
izolasyon islemi(B).
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- Tek spor izolasyonu

Hastalik belirtisi gosteren domates bitkilerine ait dokulardan izole edilen
etmenlerin saf kiiltlirlerini olusturmak ve teshisleri kolaylagtirmak i¢in tek spor yontemi
kullanilmigtir. PDA besi ortaminda 25C de 7-10 giin arasinda gelistirilmis etmenlerin
spor siispansiyonlar1 hazirlanmis ve bu siispansiyonlardan mikropipetle 1 ml alinarak
%?2’lik su agara 3 damla damlatilmis daha sonra agar iizerinde yayilmasi i¢in petriler
yatay olarak calkalanmistir. Ekim yapilan besi yerleri 25°C’de 1-2 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Mikroskop altinda ¢imlenen sporlar belirlenmis, steril ortamda kesilerek
PDA besi yerlerine aktarilmistir. 5-7 giinliikk inkiibasyondan sonra saf izolatlar elde

edilmistir. (Hasenekoglu 1990, Temiz 2010, Mutlu ve ark. 2015).

3.2.3. Elde edilen fungal etmenlerin morfolojik olarak tanimlanmasi

Hastalikl1 6rneklerden elde edilen fungal etmenlerin morfolojik teshislerinde,
koloni renk ve gelisme bigimi, eseyli-eseysiz sporlarin boyut, desen, sekil yapilar1 ve
konidi tasiyicilarinin 6zellikleri belirlenmistir. Bunlara ilave olarak, sayet var ise, spor
tiretim yapilarinin renk, sekil ve boyutlar1 belirlenmistir. Bu morfolojik yapilarin
incelenmesi, mikroskobik boyutlarin 6l¢iilmesi, goriintiilenmesi ve fotograflarinin
kaydedilmesinde Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
laboratuvarlarinda bulunan arastirma mikroskoplarindan yararlamlmstir. Izolatlarin
teshisi, elde edilen mikroskobik morfolojik verilerin gerek elektronik ve gerekse basili
kaynaklarla kiyaslanmasiyla yapilmistir (Mukerji 1968, Barnett ve Hunter 1972, Ellis
ve Ellis 1985, Arx 1987, Davis ve Raid 2002).

Tarladan toplanan kiilleme belirtisi gosteren yapraklar, nemlendirilmis kagitlar
{izerine yerlestirilmis ve 5-8 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda érnekler
binokiiler stereomikroskop altinda ve kazima preparatlar1 hazirlanarak incelenmistir.
Varsa eseyli yapilarin her birinin renk, boyut, desen ve spor sayilar1 belirlenmistir.
Sayet eseyli yapilar1 yoksa eseysiz konidilerin desen, boyut, sekil ve zincir sayilari, yine
zincir formlarindaki bag ve ayak hiicrelerinin yapisal 6zellikleri 6l¢iit olarak alinmistir.
Etmenlerin teshisleri, ilgili kaynaklardan yararlanilarak yapilmistir (Kiss 2001, Jones ve

ark. 2001,Yolageldi ve ark. 2008).
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3.2.3.1.Funguslarin Spor Boyutlarimn Olgiilmesi

Funguslarin spor boyutlar1 beslenme durumu ve ¢evre kosullarina gore farklilik
gostermekle beraber cins veya tiiriin 6zelligine gore de degisebilmektedir. Dolayisiyla

spor boyutlari tiir teshislerine yardimei bir kriter olarak kullanilmaktadir.

Fungus spor ve konidilerinin en ve boylar1 mikroskopta okiiler mikrometre
yardimiyla Slgiilmiistiir Okiiler mikrometrenin lizerinde 100 esit araliga ayrilmis bir
taksimat bulunmaktadir. Bu araliklarin ka¢ mikrona denk geldigini bulmak ig¢in
mikroskobun biiyiitme emsali objektif mikrometre yardimiyla hesaplanmistir. Biiyiitme
emsali Nikon marka 151k mikroskobuna gore hesaplanmis ve izolatlardan hazirlanan her
preparatta 100 sporun en ve boylar 6lgtilerek kaydedilmistir. Kaydedilen verilerden her
preparat icin en ve boy Ol¢iimlerinin ortalamalari, en biiylik ve en kiiciik degerleri ve
standart hatalar1 hesaplanarak ilgili kaynaklarla karsilagtirilmistir (fren ve Katircioglu

1989)

Objektif mikrometre degeri
) geriy 10

Bilyiitme emsali=
y Okiiler mikrometre degeri

Sekil 3.2. Spor 6l¢iim islemi ve islem sirasinda kullanilan okiiler mikrometrenin
goriniimil.

3.2.4. Patojenisite testleri

3.2.4.1. Domates tohum ¢imleriyle 6n patojenisite testi

Teshisi yapilamayan 12 izolatin patojen olup olmadiklarinin belirlenmesi
amactyla ¢esme suyu agart iizerinde c¢imlendirilmis domates tohumlariyla 6n
patojenisite testine tabii tutulmustur. Bu testte pazar degeri ve sofralik kalitesi yiiksek

olan Falcon domates ¢esidi kullanilmistir. Oncelikle PDA besi ortammda 25°C’de 10
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giin siireyle inkiibe edilmis etmenlerden 10 mm ¢apinda agar parcalari, cesme suyu
agar1 iceren Petri kaplarinin merkezine yerlestirilerek 25C’de bir giin siireyle inkiibe
edilmigtir. Tohumlar %1°lik NaOCl c¢ozeltisi iginde 3 dk’lik yiizey sterilizasyon
islemine tabi tutulup 2 kez saf su ile yikanmis ve steril kurutma kagidi lizerinde fazla
olan nemi alimmuistir. Daha sonra ¢esme suyu agari lizerinde 25 C’de 24 saat siireyle 6n
cimlenmeye birakilmigtir. Bir giin silireyle ¢imlendirilmis tohumlar etmenlerin
bulundugu her bir Petride 8 adet olacak sekilde hif uzantilarinin oldugu bolgelere
dizilmistir. Daha sonra 25C’de 12 saat floresan 1s1ik altinda 6 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Tohumlardaki belirtilere gore hastalik gelisimi yiiksek, orta, diisiik olarak
degerlendirilmistir (Yiiksek: Tohum ¢imlenmeden 6lmiis. Orta: Koklerde ve hipokotilde
kahverengi lezyonlar var. Diisiik: Koklerde ve hipokotilde kahverengilesme yok.) (Sneh
and Ichielevich-Auster 1998).

Sekil 3.3. Tohum patojenisite ¢aligmalarindan bir goriintii.

Orta derecede hastalik belirtisi gosteren etmenler saksilarda patojenisite testi igin
her bitki bir tekerriir olmak tizere toplam 4 tekkerriirlii olarak yapilmistir. Test i¢in PDA
iizerinde 7-14 giin siireyle gelistirilmis patojen fungus kolonileri bitkinin kdk bogazi
kismina besi ortami dilimleri seklinde uygulanmistir. Kontrol saksilarina ise sadece
PDA besi ortami dilimleri eklenmistir. Her bir saksi steril su ile nemlendirilmis
polietilen torbalar icine alinmis ve saksilar iklim kabinindeki raflara rastgele
yerlestirilerek 48 saat bekletilmistir. Daha sonra 7-14 giinliik siire sonunda bitkilerin

kok ve kok bogazlar kontrol edilip kok uzunluklar: 6l¢iilmiistiir.
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3.2.4.2. Domates yapragiyla 6n patojenisite testi

Yapilan survey calismalarinda hastalikli bitkilerden toplanan ve morfolojik
gozlem ve teshislerden sonra A. alternata oldugu tespit edilen 10, B. cinerea oldugu
belirlenen 5, Oidium neolycopersici. oldugu belirlenen 3 ve Ulocladium spp. oldugu
tespit edilen 2 izolat elde edilmistir. A.alternata, B.cinerea, Ulocladium spp. oldugu
belirlenen. bu etmenlerden patojen olanlar1 belirlemek amaciyla laboratuvarda o6n
patojenlik denemesi yapilmistir. O. neolycopersici obligat parazit oldugundan PDA besi
ortaminda gelistirilmemistir. Patojenlik denemesi i¢in tarladan kiilleme belirtisi gdsteren
bitki kisimlari, iklim kabininde saksilarda yetistirilmis bitkiler iizerine silkelenerek
etmenin inokulasyonu saglanmistir. O. neolycopersici disinda kalan diger izolatlar
arasindan A.alternata’dan 2, B.cinerea,’dan 2, Ulocladium spp.’den 2 izolat segilerek
once PDA besi ortamima asilanmig ve bu ortamda 25C’de 7-14 giin siireyle
inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra iklim kabininde yetistirilen domates
bitkilerinden elde ettigimiz yapraklarin saplarina steril su ile 1slatilmis pamuk sarilarak
blotter ortamina yerlestirilmistir PDA’da gelistirilen A.alternata, B.cinerea, Ulocladium
spp., etmenlerinden 10 mm’lik parcalar kesilerek yapraklar {izerine yerlestirilmistir. Her
bir izolat 3 tekerriirlii olarak inkiibasyona birakilmistir. Kontrol Petrilerine ise sadece

PDA parcast yerlestirilmistir. Yaklasik 7-10 giin sonra Petriler kontrol edilerek hastalik

gelisimi gézlemlenmistir (Auster ve Shen 1998).

Sekil.3.4. Yaprakta 0n patojenisite testinden bir goriinim.
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3.2.4.3 Domates fideleri ile yapilan patojenisite testleri

Igerisinde steril toprak bulunan viyollere her bir goziine iki tohum gelecek sekilde
tohumlar ekilmis 25C’de ¢imlenen tohumlar saksilara sasirtilacak boya geldiklerinde
her bir saksida 1 adet ve 4 tekerriirlii olacak sekilde sasirtilmistir. PDA besi ortaminda
gelistirilen A. alternata, B. cinerea, Ulocladium spp. ve izolatlarinin 7-14 giinliik siire
sonunda {iizerine steril su eklenip koloni ylizeyi hafifce kazinarak spor siispansiyonlari
elde edilmistir Daha sonra spor siispansiyon yogunluklari thoma lami ile yapilan
sayimlar sonucu A. alternata (1x107 spor/ml), B. cinerea (1x10°spor/ml), ,Ulocladium
spp. (1x107 spor/ml) olacak sekilde ayarlanmustir (Mutlu ve Ustiiner 2017). Hazirlanan
stispansiyon saksilarda yetistirilen domates fidelerine piiskiirtiilmiis kontrol saksilarina
ise sadece steril su plskiirtiilmiistiir. Bu islemler sonunda her bir saksi steril su ile
nemlendirilmis polietilen torbalar i¢ine alinmig ve saksilar iklim kabinindeki raflara

rastgele yerlestirilerek 48-72 saat bekletilmistir.

Sekil 3.5.Viyollerde yetistirilmis domates fideleri (A), Saksilara sasirtilmis domates
fidelerin goériiniimii (B), saksilarda yapilan patojenisite testleri (C).

3.2.5. Methyl jasmonate ve Methyl salicylate ’m in vitro’da Alternaria
alternata ve Botrytis cinerea min Misel Gelisimi Uzerine Etkilerinin

Olciilmesi

Patojenisite testinde hastalik belirtisi en fazla olan A. alternata ve B. cinerea’nin
birer izolati MeJA ve MeSA uygulamasi yapilmak iizere se¢ilmistir. Methyl jasmonate

(MeJA, Sigma Aldrich, >%95) ve Methyl salisilate (MeSA, Sigma Aldrich, >%99) "in
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in vitro kosullarinda A. alternata’nin miselyal gelisimi {izerine etkilerini belirlemek
amaciyla MeJA ve MeSA’nin 0 (Kontrol), 0.01, 0.1 ve 1 mM ’lik konsantrasyonlari
denenmistir. Bu amagcla kullanilan iki fitokimyasalin her dozu i¢in 250 ml’lik 4
erlenmayer i¢inde 200 ml olmak iizere toplam 800 ml PDA besi ortami hazirlanmistir.
PDA besi ortamlar1 121 C’de 1 atm basing altinda 15 dakika siireyle otoklavda steril
edilmistir. Steril edilen besi ortamlarinin sicakliginin diismesi (katilasma sicakligina
diismeden) beklenmistir. Daha sonra yeni ag¢ilmig ambalajinda bulunan stok
soliisyonlarindan belirtilen dozlar1 elde etmek amaciyla yeter miktarda MeJA ve MeSA
hazirlanan besi ortamlarina kanstirllmistir. Her erlenmayer iginde bir doz
konsantrasyonu olacak sekilde 3 doz, 1 kontrol grubu gerekli hesaplamalar yapilarak
hazirlanmistir. Vortexte karistirilan ortamlar 9 cm ¢apli Petrilere dokiilmiis ve
ortamlarin katilasip sogumast beklenmistir. Kontrol olarak kullanilan besi ortamina
MeJA ve MeSA ilave edilmemistir. Kontrol, MeJA ve MeSA dozlarini i¢eren her
Petriye PDA iizerinde gelistirilmis 7 glinliik A. alternata ve B. cinerea kolonilerinden.
Smm’lik pargalar yerlestirilmistir. Deneme her Petri bir tekerriir olacak sekilde 4
tekerriirlii olarak kurulmustur. Daha sonra petriler 24 ‘C’de karanlik kosullarda 7 giin
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi boyunca her giin koloni c¢aplar1 dl¢iilerek

kaydedilmistir (Kgpczynska ve Krol 2012).

3.2.6. istatistiki Analizler

MeJA ve MeSA’nin farkli dozlarinin A.alternata ve B.cinerea’nin koloni ¢apina
olan etkisine dair elde edilen veriler analiz edilmeden 6nce varyanslarin homojenite ve
normaliteleri kontrol edilmistir.

Veriler uzunlamasina zaman verileri olmasindan dolay1 dogrusal karisik (Linear
Mixed Models, LMM ) modellerde Sinirlandirilmis maximum olasilik (Restricted
maximum likelyhood, REML) 6zelligi kullanilarak R istatistiki programinda (3.5.3
siiriimii) Im4 paketi ile analize tabii tutulmustur. Istatistiki analiz modelinde her hastalik
etmeni i¢in dozlar, 6l¢iim yapilan giinler, doz ve giin interaksiyonu sabit faktor iken

tekerriirler rastgele faktor, koloni ¢aplari ise bagimli degisken olarak ele alinmistir.

Dogrusal karisik model yontemi ile analizlerde hatanin serbestlik derecesi anova

fonksiyonu kullanilarak Satterthwaite yontemi ile hesaplanmistir. Istatistiki olarak
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onemli bulunan faktorler (P<0.05) R programinda emmeans paketindeki lsmeans
fonksiyonu kullanilarak ikili (pairwaise, LSD) karsilastirma yontemi ile ¢oklu

karsilagtirmaya tabii tutulmustur.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fungal izolatlarin Elde Edilmesi ve Morfolojik Bulgular

Survey calismalarinda toplanan 35 hastaliklt domates bitkisinden 33 izolat elde
edilmistir. Bunlardan 21 izolat, morfolojik tanimlamaya uygun yapilar iiretirken, 12
izolat ise morfolojik tanimlamaya uygun yapilar iiretmemistir. Tir tanimlar1 asagida
aciklandigi gibi, bu 21 izolattan 10’u A. alternata, 5’i B. cinerea, 3’ii O. neolycopersici
ve kalan 3’1 ise Ulocladium spp. Olarak tanimlanmistir. Herhangi bir eseyli veya

eseysiz yap1 olusturmayan 12 izolatin ise teshisi yapilamamaistir.

A. alternata izolatalar1 tanimlanirken konidioforlarin rengi agik sar1 kahverengi
ya da altimimsi kahverengi, basitge diiz sekilli ya da kavisli piiriissiiz 1-3 septali olmasi,
konidilerin ise ovoid yumru ya da armut seklinde olmasi dikkate alinmistir. Ayrica
konidi dallanmalar1 fotograflanmistir. Konidilerin en ve boy olglimleri her izolat igin
100 konidi olmak tizere okiiler mikro metre yardimiyla lgtilmustiir. A. alternata oldugu
diisiiniilen izolatlarin koloni rengi koyu yesil renkli etrafinda beyazimsi bir zon
olusturmus koloni yaslandik¢a siyaha dogru bir renk almistir tiim bu teshis kriterleri
yapilan c¢aligsmalarla benzerlik gostermistir (Simmons 1967, Da Silva ve Sing 2012,
Meena ve ark. 2017).

mikroskobundaki konidi goriiniimii (ortada). Alternaria alternata’nin PDA ‘daki
koloni goriiniimii (sagda).

B. cinerea izolatlarinin koloni rengi baslangigta beyaz, koloni yaslandikca grimsi

beyaz renk almistir. Konidioforlar nadir olarak diiz; ikili ya da iiglii sekide apexe yakin
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olarak dallanma gostermistir. Konidiler, konidioforlar iizerinde {iziim salkimi seklinde
gelismistir. Ayrica konidi sekillerinin armut seklinden elipsoide kadar degisen
formlarda oldugu gozlemlenmistir. Her bir izolat i¢in 100 konidinin en ve boy 6l¢timleri
yapilmis ve bu boyutlar ilgili calismalarla karsilastirildginda benzerlik gdstermistir
(Beever ve Weeds 2002, Mirzaei 2008, Khazaeli 2012).

Sekil 4.2. Botrytis cinerea konidiofor ve kondi goriintiileri (A,B) PDA’da koloni goriiniimii
(©).

Incelenen kiilleme (O. neolycopersici) etmenleri genel olarak loblu veya nadiren
basit olan apekslerde sonlanan germ tiipleri ve elipsoid-ovoid veya doliform konidileri
ile kararkterize edildi. Konidilerin boyutu i¢in okiiler mikrometre kullanildi. Her izolat
i¢in 100 kiilleme konidisinin en ve boyu dl¢iildii. Olgiimler neticesinde ortalama spor
genislikleri 14.2-14.5 mikron, boy ise 34-34.4 mikron arasinda bulundu. Konidiler tek
ya da 2-4 konidili kisa zincirlere bagli olarak gelisme gdsterdi. Konidioforlar diiz sekilli
ve toplam uzunluklari ortalama 87.3 mikron olarak ol¢iilmiistiir. Tiim bu 6zellikler
dikkate alinarak etmen O. neolycopersici olarak tanimlanmustir. Teshis kriterleri ilgili
literatiir ve c¢alismalarla benzerlik gostermistir (Jones ve ark. 2001, Kiss 2001,

Yolageldi ve ark.2008).
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Sekil 4.3. Oidium neolycopersici konidiofor (A) ve konidi gériiniimii (B).

Ulocladium izolatlarinin konidi sekli; obovale eliptik, kiiresel konik ve yumru
sekilli olmak iizere farklilik gostermistir. Koloni renkleri agik kahverengiden koyu
kahverengiye kirli yesilden siyaha kadar degisen renklerdedir. Elde edilen 3 izolatin
spor Olclimleri literatiirdeki tiirlerin ortalama spor Olgiimlerine benzerlik gostermis

ancak tiir teshisi net olarak yapilamamistir.(Simmons 1967, Wang ve ark. 2010).

Sekil 4.4. Ulocladium spp.’nin 131k mikroskobundaki goriiniimleri.
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Cizelge 4.1. Teshisi yapilan izolatlar.

No Izolat kodu Bitki Kisnu Teshis edilen etmen
1 T3/O0/s/2 Yaprak Alternaria alternata
2 T4/O1/S/2 Meyve Alternaria alternata
3 T4/0,/S/1 Yaprak Alternaria alternata
4 TsO1 Yaprak Alternaria alternata
5 Ts/O; Yaprak Alternaria alternata
6 T+/0, Yaprak Alternaria alternata
7 T+/05/S/2 Yaprak Alternaria alternata
8 T7/O4 Meyve Alternaria alternata
9 Ts/Oy Yaprak Alternaria alternata
10 To/O2/S/1 Yaprak Alternaria alternata
11 To/Oy Siirgiin Botrytis cinerea
12 T2/Os Siirgiin Botrytis cinerea
13 T10/O1 Meyve Botrytis cinerea
14 T1/O2 Siirgiin Botrytis cinerea
15 Ti/Ox Siirgiin Botrytis cinerea
16 T11/O1 Yaprak Oidium neolycopersici
17 T11/Os Yaprak Oidium neolycopersici
18 Ts/O, Yaprak Oidium neolycopersici
19 T10/O3 Yaprak Ulocladium spp.

20 T3/0, Yaprak Ulocladium spp.

21 Ts/Os Yaprak Ulocladium spp.

22 T70, Yaprak -

23 T1/O: Siirgiin -

24 To/O3 Siirgiin -

25 T404/S/3 Meyve -

26 T7058/1 Yaprak -

27 To/02/S/2 Yaprak -

28 T1/0;3 Yaprak -

29 T401/S/1 Yaprak -

30 T501/S/1 Yaprak -

31 T2/O2 Meyve -

32 T»01 Meyve -

33 To/O/S/2 Meyve -
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Cizelge 4.2. Teshisi yapilan izolatlarin spor dlgiimleri.

izolat Kodu Etmen ismi Spor/konidi boyutlar:
Genislik(p) Boy(n)
min-max (ort + min-max (ort £
stdsapma) stdsapma)
T3/O1/s/2 Alternaria alternata 7-17.5 (13 £2.52) 20-42.5 (28.7 £ 5.8)
T4/01/S/2 Alternaria alternata  10-17.5 (13.2+£2.2)  18-42,5(27.9+£5.8)
T4/0,/S/1 Alternaria alternata 8-18 (12.7 £ 2.6) 20-45 (29 £ 6)
Ts01 Alternaria alternata  7.5-17 (12.1 £2.5) 20-42,5 (30.6 £ 5)
Ts/O, Alternaria alternata 9-17 (13.1£2) 18-45 (28.3 £5.8)
T+/0; Alternaria alternata ~ 10-17 (13.1 £2.6) 18-42.5 (28 £ 6.1)
T+/03/S/2 Alternaria alternata ~ 10-17.5 (13.4£2.1) 20.5(30.8 £5.2)
T+/O4 Alternaria alternata 10-18 (12.5+1.9) 18-46 (29.3 £ 5.6)
Ts/O4 Alternaria alternata 7-18(12.9 £ 2.5) 18-41.5 (28 £ 5)
To/0,/S/1 Alternaria alternata 10-17.5(13 £ 2.2) 18-42.5 (30.1 £5.3)
T2/Os Botrytis cinerea 4-11.25(835+1.31) 6-17.5(12.5+1.9)
T,»/Os Botrytis cinerea 2-11.25(8.49+1.3) 10-17.5(12.62 £ 1.8)
T10/O1 Botrytis cinerea 4-10(8.24 £ 1.8) 6-15(12.4+1.8)
T10/O2 Botrytis cinerea 4-10.5 (8.25 £ 1.6) 9-17 (12.5 £ 1.8)
Tu/O2 Botrytis cinerea 5-11.5(8.26 £ 1.1) 9-17 (12.3 £ 1.9)
Tu/Os Oidium 12.5-25 (14.5+2.3)  25-40 (34.40 £3.1)
neolycopersici
Tu/Os Oidium 12.5-17 (142 + 1.7) 24-40 (34.3 £3)
neolycopersici
Ts/O: Oidium 12.5-20 (14.4+1.9)  25-40 (34.0 + 3.0)
neolycopersici
T10/Os Ulocladium spp. 10-22.5(14.343.1) 15-40(24.15+4.9)
Ts/0, Ulocladium spp. 10-20(14.3542.6) 15-37.5(26.3+5.3)
Ts/Os Ulocladium spp. 7.5-17.5(12.7+2) 12.5-35(22.6+4.4)
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4.2. Patojenisite Test Bulgular:

4.2.1.Domates Tohum Cimleriyle Yapilan On Patojenisite Test Bulgular

Teshisi yapilmayan 12 etmen domates tohumunda 6n patojenisite testine tabi
tutulmustur. On patojenisite testinin sonuglarina gore izolatlarin 5°i orta 7’si diisiik
seviyede hastalik meydana getirmistir. Orta derecede hastalik belirtisi gdsteren etmenler
saksilarda yetistirilen domates bitkileri lizerinde patojenisite testine tabii tutulmustur.
Patojenite testi sonunda her tekkeriiriin kok ve kok bogazi kisimlart kontrol edilmis ve
kok uzunluklar dlgiilmiistiir. Saksida potojenite testine tabi tutulan hastalikli bitkilerde
kontrol grubuna gore daha koyu renklenme gozlenmis fakat bitkinin gelisiminde gozle
goriiliir bir gerileme saptamamustir. Sadece bitkilerin kok bogaz kismi kontrol
edildiginde, inokulasyonu gerceklestirilen T1/01 ve T5/03 izolatlarimimn kdk bogazi
bolgesinde siyah lezyonlar gbézlenmistir. Bunun yani sira yapilan kok oOlgtimlerinde
hastalikla inokule edilen koklerin, kontrol grubuna oranla daha ¢ok kilcal kok

olusturdugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. On patojenite testine tabi tutulan izolat kodlar1 ve patojenlik dereceleri.

Izolat Kodu Bitki kismu Patojenlik Kok Uzunluk
Derecesi ortalamalari(cm)
Kontrol - - 2.62

T104 Stirgiin Orta 3.62

To/Os Stirgiin Orta 3.25

T10s Yaprak Orta 3

T704 Yaprak Orta 3.75
To02/S/2 Yaprak Orta 3.5

T, 01 Meyve Diisiik -
T301/8/1 Yaprak Diisiik -
T402/S/3 Meyve Diisiik -

T,»/0; Meyve Diisiik -
T4/0,/S2 Meyve Diisiik -
T-058/1 Yaprak Diisiik -
T401/S/1 Yaprak Diisiik -
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4.2.2. Domates Yapragi ve Domates Fidelerinde Yapilan Patojenisite Test

Bulgular:

Elde edilen izolatlarin ¢ogu yaprakta hastalik meydana getirdigi i¢in saksida
patojenisite testine tabii tutulmadan Once domates yapragiyla On patojenisite testi
yapilmistir. On patojenisite testinde yapraklarda hastalik belirtisi gdsteren izolatlar saksi

denemesine alimmustir. A. alternata’nin 2, B.cinerea’nin 2, Ulocladium spp.’nin 2,

izolat1 patojenlik gostermistir (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. Alternaria alternata’nin.(A) ve Botrytis cinerea’nin (B) yaprakta olusturdugu belirtinin kontrol
grubuyla karsilastirilmasi.

Yaprakta belirti gosteren 6 izolat saksida patojenisite testine tabi tutulmustur.
flgili izolatlarin spor sayimlar1 yapilarak saksilardaki bitkilere uygulanmistir. Gozlemler
sonucunda B. cinerea ve A. alternata izolatlarinin bitkide gosterdigi belirtiler
Ulocladium spp.’ye gore daha belirgin olmustur. Ulocladium spp. ile inokule edilen
bitkiler kontrol saksilariyla kiyaslandiginda renk bakimindan farklilik gostermistir ve

yapraklarda yer yer kii¢iik lekelenmeler meydana gelmistir.

A. alternata’nin bitkide gosterdigi belirtiler siklikla yaprak ucundan yaprak sap
kenarlar1 dogru geligsmistir. Nem kosullarinda yapraklar {izerinde konsantrik i¢ ige
gecmis halkalar goriilmiistiir. Govdede ise kiiciik lekeler olusmustur bitkinin bazi
yapraklarinda kloroz belirtisi goze ¢arpmistir. Tiim bu simptomlar ilgili ¢aligmalarla

benzerlik gostermistir (Akhtar ve ark. 2004, Blancard 2012).

31



4. BULGULAR VE TARTISMA

Botrytis cinerea’nin bitkide gosterdigi belirtiler baslangicta yaprakta islak
noktalar, ilerleyen asamalarda kahverengimsi bej renkli porstimiis es merkezli halkalar
olusmustur. Ilerleyen asamalarda yapraklarda kurumalar gdzlenmistir. Yaprak
dokusunda yer yer ¢iiriimeler goriilmiis ve bu ¢iiriime yaprak saplarini da etkilemistir.
Govdede goriilen belirtiler ise bej ve kahverenkli daha sonra tiim gévdeyi saran uzun

ozellikle saplarin govdeye baglandig1 kisimlardaki lezyonlar goze ¢arpmaktadir tiim bu

belirtiler ilgili caligmalarla benzerlik gostermistir (Dik ve Wubben 2007, Williamson ve
ark. 2007, Blancard 2012).

Sekil 4.6. Botrytis cinerea’nin govdedeki tipik belirtisi(A), Alternaria alternata’nin yapraktaki belirtisi
(B).

O. neolycopersici inokule edilen bitkilerin yaprak ylizeyinde tozlu beyaz bir

misel tabakasi olusmustur. Ilerleyen asamalarda bu tozlu goriiniim tiim yapraklara
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yayillmistir daha sonra kiilleme konidilerinin olustugu bdlge Once sararmis sonra
kahverengileserek kurumustur. Bu belirtiler ilgili ¢alismalarla benzerlik gdstermistir

(Jones ve ark. 2001, Kiss 2001, Yolageldi ve ark.2008, Blancard 2012).

Sekil 4.7. Kiilleme etmeni Oidium neolycopersici’nin yapraktaki belirtisi.
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4.3. Methyl Jasmonate ve Methyl Salicylate ’in in vitro’da Alternaria

alternata ve Botrytis cinerea’mn Miselyal Gelisimi Uzerine Etkisi

4.3.1. Methyl Jasmonate’in in vitro Kosullarinda Alternaria alternata’nin
Koloni Gelisimi Uzerine Etkisi
Dogrusal karigik model analiz (LMM) sonuglarina gére, MeJA’nin in vitro
kosullarinda A. alternata’nin koloni ¢api tizerine doz, giin ve dozxgiin interaksiyonunun
etkileri istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Fao.= 1047.67, df= 3, 81, P<0.05, Fgin=
549.05, df= 6, 81, P<0.05; Faoz*gin= 46.99, df= 18, 81, P<0.05).
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Sekil 4.8. Methyl jasmonate’in farkli dozlarinin Alternaria alternata’nin yapay besi ortamindaki
koloni gelisimi iizerine etkileri.

Coklu karsilastrma testi sonuglarina gore ise en yliksek methyl jasmonate dozu
olan MeJA1 (ImM)’in A. alternata’nin besi ortamindaki gelsimini 6nemli derecede
engellemis ve koloni ¢ap1 Ol¢limlerinde en diisiik koloni ¢apina ulasan doz olmustur.
Bunun yani sira ikinci en yiiksek doz olan MeJAO.1 (0.1 mM)’in A. alternata’nin
gelisimi lizerine kontrol grubuna goére daha engelleyici etki gostermistir ve aralarindaki
fark istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Ancak methyl jasmonate’nin en diisiikk dozu
olan MeJA0.01 (0.01 mM)’in A.alternata’nin gelisimine etkisi, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiki agidan bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Methyl jasmonate’in farkli dozlarin uygulandigi yapay besi ortamlarinda Alternaria
alternata’nin koloni ¢ap1 ortalamalari.

Sekil 4.10. Methyl Jasmonate’in MEJA0.01, MEJAO.1, MEJA1, dozlarini igeren besi ortamlarinda
gelisen Alternaria alternata kolonilerinin kontrol grubuyla karsilastiriimast.
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4.3.2. Methyl Salicylate’in in vitro Kosullarinda Alfernaria alternata’nin

Koloni Gelisimi Uzerine Etkileri

Elde edilen analiz sonuglarina gore, A. alternata’nin in vitro kosullarinda koloni
capt lizerine MeSA’nin doz ve giin, etkileri 6nemli iken dozxgiin interaksiyonunun
etkileri istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur (Fd0,=20.8478, df= 3, 81 P<0.05, Fgin=
88.2955, df=6, 81, P<0.05; Fdoz#gin=0.15, df=18, 81, P>0.05).
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Sekil 4.11. Methyl salicylate’mn farkli dozlarinin Alternaria alternata’nin yapay besi ortamindaki
koloni gelisimi iizerine etkileri.

Coklu karsilagtirma (LSD, Pairwise) sonuglarma gore ise en yiiksek methyl
salicylate dozu olan MeSA1’in A. alternata’nin PDA besi ortamindaki gelsimini 6nemli
derecede engellemis ve koloni ¢ap1 Ol¢limlerinde en diisiik koloni ¢apina ulasan doz
olmustur. Yani MeSA1 dozunun MeSAO0.1, MeSA0.01 ve kontrol grubuna gore 6nemli
derecede farklilik géstermistir. Bunun yani sira ikinci en yiiksek doz olan MeSAO0.1’in
A. alternata’nin gelisimi lizerine hem kontrol grubuna gére hem de en diisiik doz olan
MeSA0.01 e gore daha engelleyici etki gostermistir ve aralarindaki fark istatistiki
acidan 6nemli bulunmustur. Ancak methyl salicylate’in MeSA 0.1 ve MeSA0.01 dozlar
kendi aralarinda ve her biri ayr1 ayr1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda A.alternata’nin
gelisimi {izerine etkileri bakimindan istatistiki agidan farklilik gdstermemistir (Sekil

4.12.).
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Sekil.4.12. Methyl salicylate’in farkli dozlarinin uygulandigi yapay besi ortamlarinda Alternaria
alternata’nin koloni ¢ap1 ortalamalari.

Sekil.4.13. Methyl Salicylate’in MeSA0.01, MeSA0.1, MeSAl, dozlarin1 igeren besi
ortamlarinda gelisen Alternaria alternata kolonilerinin  kontrol grubuyla
karsilastirilmasi.
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4.3.3. Methyl jasmonate’in in vitro kosullarinda Botrytis cinerea’nin koloni

gelisimi iizerine etkileri

Dogrusal karistk model analiz sonuglarina gore, B. cinerea’nin in vitro
kosullarinda koloni ¢ap1 iizerine MeJA’nin doz, giin ve dozxgilin interaksiyonunun
etkileri istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Fa0-=490.056, df= 3, 81, P<0.05, Fgin=
176.81, df=6, 81, P<0.05; Fdoz*gin =15.045, df=18, 81, P<0.05).
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Sekil 4.14. Methyl jasmonate’in farkli dozlarinin Botrytis cinerea’nin yapay besi ortamindaki
koloni geligimi {izerine zamana bagli etkileri.

Analiz sonuglarina gore ise en yiiksek methyl jasmonate dozu olan MeJA1’in B.
cinerea‘nin PDA besi ortaminda en diisiik koloni ¢apina ulasan doz olmustur. Yani
MeJA1l dozu; MeJAO.1, MeJAO.01 ve kontrol grubuna gore onemli derecede farklilik
gostermistir. Bunun yani sira ikinci en yiiksek doz olan MeJAO.1’in B. cinerea’nin
gelisimi iizerine hem kontrol grubuna gore hem de en diisiik doz olan MeJAO0.01 e gore
daha engelleyici etki gostermistir ve aralarindaki fark istatistiki acidan Onemli
bulunmustur. Ancak methyl jasmonate’in MeJA0.01 dozu ile kontrol grubu arasinda

istatistiki agidan bir fark bulunmamistir( Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. Methyl jasmonate’in farkli dozlarinin uygulandigi yapay besi ortamlarinda Botrytis
cinerea’ni koloni ¢ap1 ortalamalari.

Sekil 4.16.Methyl jasmonate’in MeJA0.01, MeJAO.1, MeJAl, dozlarin1 iceren besi
ortamlarinda  gelisen Botrytis cinerea  kolonilerinin  kontrol  grubuyla
karsilagtirilmasi.
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4.3.4. Methyl salicylate’in in vitro Kosullarinda Botrytis cinerea’min Koloni

Gelisimi Uzerine Etkileri

Dogrusal karistk model analiz sonuglarma gore, B. cinerea’nin in vitro
kosullarinda koloni ¢ap1 {iizerine methyl salicylate’in doz, giin ve dozxgiin
interaksiyonunun etkileri istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Fao=147.015, df= 3, 81,

P<0.05, Fgin= 84.416, df=6, 81, P<0.05; Fdoz*gin =4.795, df=18, 81, P<0.05).
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Sekil 4.17. Methyl salicylate’n in vitro kosullarinda Botrytis cinerea’nin koloni gelisimi iizerine
zamana bagl etkileri.

Analiz sonuglarma gore en yiiksek methyl salicylate dozu olan MeSA1’in B.
cinerea‘nin PDA besi ortamindaki gelisimini 6nemli derecede engellemis ve koloni gap1
Olctimlerinde en diisilk koloni capina ulasan doz olmustur. Yani MeSA1 dozunun
MESAO0.1, MESAO0.01 ve kontrol grubuna gore 6nemli derecede farklilik gdstermistir.
Ancak giinlere gore etkisine bakildiginda MESA1 dozunun 4.giinden sonraki etkisinin
azaldig1r gozlemlenmistir. Methyl salicylate’in MESAO.1 ve MESA0.01 dozlar1 kendi
aralarinda ve kontrol grubuyla ayri1 ayr1 karsilastirildiginda B.cinerea’nin gelisimi

tizerine etkileri arasinda istatistiki agidan bir fark bulunmamustir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.18. Methyl salicylate’in farkli dozlarmin uygulandigi yapay besi ortamlarinda Botrytis
cinerea’nin koloni ¢ap1 ortalamalari.

Sekil 4.19. Methyl salicylate’in MeSA0.01, MeSAO0.1, MeSA1, dozlarini iceren besi ortamlarinda
gelisen Botrytis cinerea kolonilerinin kontrol grubuyla karsilastirilmast.

41



4. BULGULAR VE TARTISMA

Dicle vadisinden 33 fungal izolat elde edilmis ve bu izolatlardan 21’1
simptomolojik ve morfolojik ¢alismalar sonucu teshis edilmistir. Teshis calismalar
neticesinde, 10 izolatin A. alternata, 5 izolatin B. cinerea, 3 izolatin O. neolycopersici,
3 izolatin Ulocladium spp. oldugu belirlenmistir. Herhangi bir eseyli veya eseysiz organ
olusturmayan 12 izolatin teshisi yapilamamustir. Elde edilen veriler dogrultusunda Dicle
Vadisinde bulunan hastaliklarin yayginik oranlari su sekildedir: A. alternata % 30.33, B.
cinerea % 15.5, O. neolycopersici % 9.09 ve Ulocladium spp.% 9.09 olarak
hesaplanmistir. Ankara ilinde domates yetistirilen alanlarda yapilan ¢alismada
Leveillula taurica %49.8, Altenaria solani %20.7, Alternaria alternata %6.42 oraninda
yayginlik gostermistir (Ozan ve Maden 2005). Ankara ili ilgelerinde yiiriitiilen baska bir
caligmada ise domates fideliklerinde Fusarium spp., Phythium spp.gibi etmenlerin yani
sira Alternaria spp. tiirlerine de rastlanmistir (Askin ve Katircioglu 2008). Zonguldak
ilinde yapilan bir galismada ise domateste hastalik yapan etmenler arasinda B. cinerea
%6.9 oraninda yaygilik gostermistir (Ozan ve Askin 2006). Tiirkiye’nin batisinda
yapilan baska bir calismada da domates bitkisi {izerinde kiillemeye neden olan O.
neolycopersici tespit edilmistir (Yolageldi ve ark.2008). Elazig ilinde domates ekilis
alanlarinda yapilan baska bir c¢alismada ise domates yapraklarindan izole edilen
etmenler arasinda A. alternata (%27.23), B. cinerea (%17.39), Ulocladium atrum
(%6.27) yaygmlik oram1 gostermistir. Ayrica yapraklarda en fazla hasatlik siddetine
sahip etmenin A. alternata (% 47.5) oldugunu bildirmislerdir (Mutlu ve Ustiiner 2017).
Elde ettigimiz bulgular1 Tirkiye’nin yami sira Diinyada yapilan caligmalarla da
benzerlik gdstermistir. Ornegin Bachi ve ark.(2004), uzun siiren sicak ve yagish
mevsimlerde domates bitkilerinde Alternaria solani ve Septoria lycopersici’nin
yayginlik gosterdigi ve bunlarin ekonomik kayiplara neden oldugunu bildirmislerdir.
Patterson ve Powell (1998), domateste kok bogazi ve meyvelerden izole ettikleri A.
alternata etmeninin kok bogazi ve meyvelerde giirlimelere sebep oldugunu bulmuslardir
Bu bulgu yaptigimiz c¢aligmada A. alternata’yr izole ettigimiz bitki kisimlar ile
benzerlik gdstermistir. Sonu¢ olarak Domateste goriilen fungal hastaliklar mevsimden

mevsime ve bolgeden bolgeye farklilik gostermektedir.

Domates fungal hastaliklarina karsi yapilan kimyasal miicadelenin de aralarinda
oldugu c¢esitli miicadele yontemleri mevcuttur Miicadele yontemlerinden biri de bitki

ucucu kimyasallarinin disardan uygulamalaridir. Bitki hormonu jasmonik asidin ana
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tiirevi olan methyl jasmonate ve salicyilic asitin methyl formu olan methyl salicylate,
hem savunma yanitlarin1 diizenleme hem de fungal patojenlerine diren¢ saglamada
kritik bir rol oynadigi bilinmektedir (Molline ve ark.1997, Droby ve ark.1999).
Dolayisiyla ¢alismalar bu iki kimyasalin bitkide fungal hastakliklari nasil 6nledigi
lizerine yogunlagmustir. Bu iki kimyasal, bir¢ok sebzede hasat 6ncesi ve hasat sonrasi
uygulamalarla fungal hastalik gelisimini engelledigi tespit edilmis ancak domates fungal
hastaliklarina karst kullanimina dair c¢aligmalar sinirli kalmistir. Domateste fungal
hastaliklara karst Methyl jasmonate uygulamalari mevcutken Methyl salicylate
uygulamalar ile ilgili caligmalara rastlanmamistir. Bu g¢alismada, Dicle vadisindeki
domates bitkilerinde ekonomik zarara sebep olan iki etmenin (A. alternata ve B.
cinerea) yayginlik oranlariin belirlenmesinin yani sira in vitro kosullarinda MeJA ve
MeSA uygulamalarinin bu iki etmenin koloni gelisimleri lizerine etkileri incelenmistir.
MeJA in vitro’da hem A. alternata’yt hem de B. cinerea’yr belirgin seckilde
engellemistir (MEJA 0.1mM ve MEJA 1mM dozlar1). Mehtyl salicylate’in MeSA 1mM
dozu diger dozlara gore (MESAO0.01, MESAO.1) Botrytis cinerea ve Alternaria
alternata’nin koloni gelisimini 6nemli derecede engellemistir. Ancak giinlere gore
etkisi incelendiginde B. cinerea’nin MESA1 dozunun etkisi, 4.glinden sonra azalmistir.
Elde ettigimiz veriler bu konuda yapilan ¢alismalarla benzerlik gdstermistir. Ornegin,
methyl jasmonate’in elmada A.alternata etmeninin misel ve hifal gelisimini engelledigi
bildirilmistir (Kepczynska ve Kepczynski 2005). Hiyarda yapilmis bir ¢alismada ise
MeJA’nin yaprak uygulamalarinin hiyarda mildiy6 etmeni Pseudoperonospora cubensis
olusumunu engelledigi bildirilmistir. Farouk ve ark.(2008), asma bitkisinde yaptiklari
calismada MeJA ‘nin asma da Erysiphe necator’a karsi etkisini arastirmiglardir. Bunun
sonucunda MeJA uygulanan asma yapraklarinda bitki direncini arttiran enzim ve
genlerin indiiklendigini belirlemislerdir. Yu ve ark.(2009), domateste B. cinerea’ya
karst MeJA uygulamiglardir. MeJA uygulanan meyveler B. cinerea ile asilandiktan
hemen sonra domates meyvesinde hastalik simptomlarini azalttigini ve MeJA ile
muamele edilmis meyvelerdeki lezyon bliylikliigiinii inhibe ettigini tespit etmislerdir.
Domates bitkisi iizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise Kepczynska ve Krol (2012),
domates bitkilerinde ekonomik kayiplara neden olan Alternaria porri’ye karsit MeJA
uygulamalarinin (0.01, 0.1, ImM) etmenin misel gelismini engelledigini bildirmislerdir.

Elde edilen veriler karsilagtirildiginda methyl jasmonate’in hastalik gelisimini
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engelleme etkisi ortaya konmus ve bu sonu¢ Onceki caligmalar1 destekler nitelikte

olmustur.

MeJA cesitli fungal hastaliklara karsi kullanilmis olsa da MeSA’nin fungal
hastaliklar1 engellemesine yonelik ¢alismalara rastlanmamistir Ancak c¢eltikte bakteriyel
yanikliga sebep olan Xanthomonas oryzae pv. oryza etmenini engelledigi ve yine
tiitlinde tiitlin mosaic virlisline kars1 direng gelistirdigi bildirilenler arasindadir (Seskar
ve ark.1998, Kalaivani ve ark.2016). Yaptigimiz calisma domateste hastalik yapan B.

cinerea ve A. alternata’ya karsi ilk MeSA uygulamasi olmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Dicle vadisinde yiiriitilen survey calismalarinda, fungal hastalik belirtisi
gosteren 35 hastalikli domates bitkisi toplanmig. Bu 6rneklerin izolasyonu sonucunda
33 fungal izolat elde edilmis ve bu izolatlardan 21’1 simptomolojik ve morfolojik
calismalar sonucu teshis edilmistir. Teshis c¢alismalar1 neticesinde, 10 izolatin A.
alternata, 5 izolatin B. cinerea, 3 izolatin O. neolycopersici, 3 izolatin Ulocladium spp.
oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler dogrultusunda en yaygin etmen % 30.33 ile
A. alternata, ikinci en yaygin etmen % 15.5 B. cinerea olmustur. O. neolycopersici %

9,09 ve Ulocladium spp.% 9,09 olarak hesaplanmustir.

Dicle vadisinde iiretim yapan ¢iftcilerin ¢ogu geleneksel yontemle yetistirdigi
fideleri kullanmakta ve karik usulii sulama yapmaktadir. Bu durum hastaliklarin
olugmasi icin uygun kosullar olusmasina sebep olmaktadir. Domateste hastalik yapan
fungal etmenlerin miicadelesi i¢in hastalikli bitkiler tarladan uzaklastrilmasi, hastaliktan
ari tohum ve fidelerin kullanilmasi, havalandirmanin iyi olmasi ve karik usulii sulama
yerine damla sulama sisteminin kullanilmasi onerilmektedir. Ureticiler hizli sonug
vermesi bakimindan kimyasal miicadeleyi tercih etse de bilingsiz pestisit kullanim1 her
gecen giin artmaktadir. Bu durum Dicle vadisindeki biogesitlilige zarar vermekte ve
bitkide kalintilara neden olarak insan sagligina ciddi tehditler olusturmaktadir. Pestisit
kullanimin1 azaltmak ve alternatif miicadele yontemleri gelistirme amaciyla yiiriitiilen
calismada iki fito kimyasalin (MeSA ve MeJA) Dicle Vadisinde en yaygin olan iki
etmene (A. alternata ve B. cinerea) karsi etkileri arastirilmistir. Bunun sonucunda
methyl jasmonate’in (MeJAO.1 ve MeJAl dozlar1) Alternaria alternata ve Botrytis
cinerea’nin misel gelisimlerini 6nemli derecede engelledigi, methyl salisicylate’in ise
en yiiksek dozunun (MeSA1) iki etmene kars1 engelleyici etkileri oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla buna benzer uygulamalarin yayginlastirilmasi pestisit kullanimi1 azaltmada
etkili olabilecektir. Ancak bu kimyasallarin maliyetli olmasinin yan1 sira domates fungal
hastaliklarina kars1 yapilan uygulamalarin sinirli olmasi, tarla kosullarindaki etkinligine
dair bilgilerin yetersizligi calismalarin genigletilmesi ve daha derin arastirilmasina olan
ihtiyac1 arttirmaktadir. Ayrica yapilan aragtirmalarda MeJA’nin bitkilere direkt
uygulanmasi gelisimi engelleme, hassasiyeti arttirma gibi etkilerinin olmasi bakimindan

uygun dozlarin tarla kosullarinda da denenmesi gerekmektedir.
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