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Dogu Akdeniz Bdlgesi'nde Fusarium oxysporum'un formlarimin neden oldugu
domates kok ve kok bogazi clrikligl (FORL) ve domates Fusarium solgunlugu (FOL) ortt
ati domates yeistiriciligi yapilan alanlarda ekonomik kayiplara neden olan en onemli
patgjenlerdendir. Adana ve Mersin il ve beldderinde Kasim 2007- Nisan 2008 aylari
arasinda Ortl alti domates seralarindan Fusarium oxysporum hastaliginin ortalama hastalik
olusumu ve siddeti Adana ilinde yillar itibariyle % 35,0 ve % 18,1, Mersin ilinde % 43,2
ve % 20,4 olarak saptanmustir. Adana ilinde hastalik yayginligi hastalikli sera sayisi
acisindan % 56.1, hastalikli sera alam agisindan ise % 68.1 dur. Mersin ilinde hastalik
yayginhg: hastalikli sera sayist agisinda % 59.7, hastalikli sera dlam % 56.4'dir. PCR
calismasinda farkli bolgelere ait, 87 izolatin % 60'1 FORL olarak bdirlenirken, % 40’1 FOL
olarak tespit edilmistir. izolatlarin klasik yontemlerle yapilan tanilama ile PCR sonuglar:
arasinda farklilik tespit edilmistir. FORL ile entegre miicadel ede, solarizasyon (S) + Metham
sodium (M S) uygulamalarin patojenin canlihigina etkisi 5,15,25 ve 35 cm toprak derinliginde
topraktan ve gdmull inokulum Uzerinde azaltici yonde etkili olurken, yalmz solarizasyon
uygulamasinda 35 cm’de patojeni 6ldirtict sicakliga ulasilamamistir. Her iki yil sera
denemelerinde hastalik olusumu en az S+tM S uygulamannus toprakta birinci yil % 21,3 ile
BS uygulamasinda, ikinci yil ise % 20,0 ile TH-T uygulamasinda saptanmistir. Biyolojik
gjanlar icerisinde FORL miicadelesinde en imit var sonuglar Basillus subtilis QST-713 (BS)
ve Thricoderma harzianum (TH-T) uygulamalarindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici, PCR, entegre hastalik y6netimi
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Fusarium crown and root rot and Fusarium wilt are the most important diseases of
tomato grown under protected conditions in the Eastern Mediterranean region of Turkey.
The diseases cause important economic losses in the region. Survey studies were conducted
in tomato growing greenhouses of Adana and Mersin provinces to determine disease
incidence and severity of Fusarium crown and root rot (FORL) and Fusarium wilt (FOL)
during November 2007-April 2008. Disease incidence and disease severity values were
35.0% and 18.1% in Adana province and 43.2% and 20.4% in Mersin province, respectively.
Disease prevalence in terms of number of diseased greenhouses and diseased area were
56:1% and 68:1 in Adana province and, 59.1% and 56.4% in Mersin province, respectively.
Polymerase Chain Reaction (PCR) studies characterized 87 isolates, representative of
different locations, as FORL (60%) and FOL (40%). Differentiation in diagnosis was
detected between conventional methods and PCR analyses. In the case of integrated
management of FORL, Solarisation (S) and Metham Sodium (M S) application was effective
on pathogen vigour at 5, 15, 25, and 35 cm soil depth. Solarisation alone did not result the
lethal soil temperature for the pathogen at 35 cm soil depth. In greenhouse experiments
conducted for two years, the least disease incidence in soils that S+tMS was not applied
occurred in BS and TH-T applications with 21.3% and 20.0%, respectively. Bacillus subtilis
QST-713 (BS) and Thricoderma harzianum (TH-T) applications among biological agentsin
FORL control yielded promising results.

Key words. Tomato, Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici,
PCR, Integrated disease management
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1. GIRIS

Ulkemiz tariminda Uretim artis1 ve Uretimin yil icinde dengeli dagilimi
yoninden ortl alt1 sebze yetistiriciligi dGnemli bir yere sahiptir. Bu baglamda, toplam
sebze alanlarinin % 6’ sint Ortd alti alanlart olusturmakta ve bu alandan toplam sebze
Uretiminin % 17'si olan 4 181 000 ton Gretim saglanmaktachr. Ortii alt1 sebze
Uretiminde ilk siray1 domates almakta olup bunu hiyar, karpuz, biber ve patlican
izlemektedir (Abak, 2006; Oztirk, 2006). Solanaceae familyasina ait Lycopersicum
cinsine bagl1 bir bitki olan domates, taze olarak tiketiminin yam sira, sal¢a, domates
suyu, tursu seklinde islenmis olarak tiketilen besinlerimizin arasinda bulunmaktadir
(Bayraktar, 1981). Yaz doneminde acikta Uretimi yapilan domates, kis aylarinda
seralarda Uretimi yapilarak 4 mevsim tuketime hazir bir sebze olarak sofralarimizda
yer almaktadir.

Ortii alt1 domates uretiminde, toprak kokenli patojenler belli bir alanda uzun
donemler tek bir tar Urin yetistirilmesi nedeniyle 6nemli hastalik sorunlarina yol
acarlar. Toprak kokenli patojenler bitkilerin koklerine, kok bogazlarina ve gévdenin
alt kisimlarina saldirarak bu dokularin bozulup clriimelerine ve ayrica solgunluk
hastaliklarina neden olurlar. Bu gibi toprak kokenli hastaliklarla micadele etmek
oldukca guctir. Clnkl bu patojenler toprakta, topraga karismis bitki artiklarinda ve
canli kok dokularinda uzun zaman varliklarint stirdirebilme yeteneginde olan gesitli
spor ve benzeri yapilar Uretirler. Bircogu saprofitik rekabetci yetenegi sayesinde
toprak icinde yasamini sirdirerek, burada ekilip dikilecek Grin bitkilerine saldirir.
Topragin fiziksel ve kimyasal yapisi, rizosferde bulunan diger mikroorganizmalar,
konukgu bitkilerin kok salgilar: gibi faktorler toprak kdkenli patojenlerle miicadeleyi
zorlastirabilmektedir.

Fusarium oxysporum toprak kokenli funguslar arasinda en basta gelen bitki
kok hastaligi patojenlerine sahiptir. Clnkd, bu taksa 120-150 kadar konukguya 6zel
bitki patojenik formlar1 olan kozmopolit ve oldukga karmasik bir turddr (Attitalla ve
ark., 2004; Bogale ve ark., 2007). Bu formlardan her birisi bir veya bircok vejetatif
uyum grubundan ibarettir ve ayrica birgok ayri patojenik irklar igerir. F. oxysporun a
ait formae speciales’in buyuk bir kismu sadece bir konukgu tirini infekte etme
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Ozelligindedir. Bunlardan domateste solgunluk yapan ve kok ve kok bogazi
curdklugline neden olan sirasiyla, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.
C. Snyder & H. N. Hans ve F. oxysporum f. sp. radicislycopersici (Jarvis &
Shoemaker) gibi iki morfolojik olarak ayrilmis patojenik spesiyal form
belirlenmistir.

Dogu Akdeniz Boélgesinde ortl alti domates yetistiriciliginde onceleri F.
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)'nin neden oldugu solgunluk hastaligimn 6nem
arz ettigi bilinirken (Y Ucel ve Cinar, 1989), sonralar1 Can ve ark. (2004), tarafindan
etmeni F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) olan kok ve kok bogazi
curdklugli hastaligina rastlandigir agiklanmistir (Sekil 1.1, 1.2). Bolgemizde 2004
yilinda tespit edilen FORL hastaligimin yayginligi ile ilgili Glkemizde yaratulmas bir
calisma bulunmamaktadir. Bu iki F. oxysporum’ un patojen formu ekseri domates
yetistirilen bolgelerde mevcuttur. Bu nedenle, aym tarlada her iki form birlikte
mevcut olabilmektedir. Boylece, domates tarlalarindaki bitkiler bunlardan birisi
tarafindan ayr1 olarak infektelenebildigi gibi, ayn1 domates bitkileri her iki patojenile
birlikte infekte olarak, karisik infeksiyonlar gerceklesebilmektedir (Laine ve ark.,
1999; Balmas ve ark., 2005). Morfolojik Ozellikler bakimindan birbirinden ayirt
edilmesi kolaylikla miimktin olmayan bu patojenlerden, Bdlgede dncelikle hangisinin
daha yaygin, ne diizey ve siddette olusmakta olduklarimin bilinmesi bu formlarla
etkili bir sekilde micadele yonteminin belirlenmesi agisindan ¢cok dnemlidir. Cinki
FOL’a kars1 gelistirilmis dayanikli gesit yetistirme ve toprak fumigasyonu veya
buharlamast ile solgunluk hastaligi dnlenebilmektedir. Oysa FORL’un neden oldugu
kok ve kok bogazi ¢lrukligl hastaligina kars: uygun dayanikliliga sahip ticari olarak
kabul edilebilir gesitler hentiz gelistirilmis degildir (Jones ve ark., 1991; Ozbay ve
ark., 2004). FORL bir tretim yilinda tek ve cok dongull olarak infeksiyonlara neden
olmaktadir (Rekah ve ark., 2001). FORL o0zellikle seralarda mevsim icinde
mikrokonidilerin yayilmasi sonucu tekrarli infeksiyonlara sebep olup, orta ati
domateslerde % 90 Urun kaybina neden olmaktadir (Hajlaoui ve ark., 2001; Hibar,
2002). Bu nedenle, dezenfekte edilmis sera topragi bir mevsimde yeniden kolonize
edildiginden kok ve kok bogazi curiklugl hastaliginin miicadelesi guctir. Diger
yandan, FOL sadece Solanaceous tirleri hastalandirirken, FORL Solanaceae,
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Leguminosae, Cucurbitaceae ve Chenopodiaceae’ya dahil 37 bitki tlr ve c¢esidini
hastalandirabilmektedir (Rowe, 1980; Menzies ve ark., 1990). Bu nedenle domates
kok ve kok bogazi curikligl hastaligi ile micadelede Grin bitkilerinin disinda
yabanci otlarin da dikkate alinmasi gerekir. Netice olarak, bu iki F. oxysporum formu
konukgu domates ¢esitlerinin duyarliligi agisindan ve epidemiyolojik davramslarinda
onemli olclde farkhidirlar. Bu iki form arasinda dogru bir ayrim yapmak bunlarla
mucadele edebilmek icin elzemdir.

© Aysegul"COLAK

© AyéegUI COLAK

Sekil 1.1. Mersin’in Adanalioglu il¢esine ait domates seralarinda F. oxysporum f. sp.
lycopersici ile infekteli domates bitkileri

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici tarafindan neden olunan Fusarium
solgunlugu ilk kez dinyada 1895 yilinda Ingiltere’de tespit edilmistir (Sherf ve
Mcnab, 1986). Fungus miselleri veya sporlar1 ile kokin epidermal dokularinda
ksilem boyunca kolonize olmakta ve Urettigi toksik kimyasallar ve sporlarla bitkinin
iletim dokusunu tikayarak onu oldirmektedir (Beckman, 1987). Fusarium solgunluk

etmeni FOL dinyada en az 32 Ulkede rapor edilmistir. Domateste infeksiyona neden
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olan FOL domatese dzellesmis bir formdur (Jones ve ark., 1991). Bu formun farkl
domates gesitlerinde patojen olan g farkl: fizyolojik ki (1, 2ve 3) ayirt edilmistir.
Bazi ticari domates cesitlerinin FOL'un 1, 2 ve 3 wklarina dayanikli oldugu
saptanmustir (Takahashi ve ark., 2005). Fusarium solgunlugu 6zellikle asitli ve kumlu
topraklarda yaygin olarak gorilen sicak iklim hastaligidir. Bu etmenin bulasik
oldugu alanlarda amonyum azotu uygulamalarimin  hastalik siddetini artirchgi, nitrat
azotu uygulamalarinin ise hastalik siddetini azalttig: rapor edilmistir (Momol ve ark.,
2005). Fungusun gelismesi icin optimum toprak ve hava sicaklig: 28 °C’ dir. Bitkiler
ozellikle azot, fosfor ve kalsiyum gibi besin maddesi noksanliklart durumlarinda ve
az 1sikhh kisa gunlerde hastaliga daha duyarli hale gelirler. Fungus dayanikli
klamidosporlar1 sayesinde toprakta ve bitki artiklari Gzerinde uzun yillar yasar (Sherf
ve Mcnab, 1986; Jones ve ark., 1991). Bitkilerin Ust aksamindaki belirtileri alt
yapraklarin sararmasi ve asag1 dogru sarkmasi ile baslar, bunu yapraklarin kurumasi
ve bitkinin timuyle 6lumu izler (Sekil 1.1). Bu solgunluk simptomlar: ¢ok tipik olup
yaprak sapinin ve gévdenin bir tarafinda gorulir. Iletim demetindeki kahverengi renk
degisimi bu hastalik teshisi icin belirleyicidir. Ana konukgu domates bitkisidir (Sherf
ve Mcnab, 1986). Bu etmene karsi dayanikli cesitler ile yapilan calismalarda,
siddetli nematod (Melodiogyne spp.) zararinin domateste Fusarium solgunluguna
dayaniklig1 kirdig1 bildirilmistir (Bowman ve Bloom,1966, Fattah ve Webster, 1983).

Dogu Akdeniz Bolgesi’ nde 2004 yilina kadar domates solgunluk hastaliginin
esas sorun oldugu bilinirken, Can ve ark., (2004) Cukurova Bolgesi’ nde orti alt
domateslerde kok ve kok bogazi ¢urtklugiine neden olan Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycoperisci’nin siklikla goraldugini tespit etmistir (Sekil 1.2). FORL
dunyada ilk kez 1975 yilinda Ohio, Japonya, Kanada, Florida, Kalifornia ve
Ontario’da kok ve kok bogazi curikligl hastaligi etmeni olarak rapor edilmistir
(Farley ve ark., 1975; Jarvis ve Shoomaker , 1978; Sherf ve Mcnab, 1986). Bu
hastalik etmeni yalmizca domateste patojen olmayip, ayrica biber, patlican, soya,
yesil fasulye, bezelye ve yerfistigi gibi bitkilerde de patojen olarak rapor edilmistir
(Sherf ve Mcnab, 1986). Etmen soguk seralarda,
erkenci yetistiricilikte ve topraksiz kiltlrde kullanilan cesitli substratlarin igerisinde
veya bitki artiklar: Uizerinde klamidospor formunda varligini stirdirmektedir. Ayrica
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fungusun mikrokonidilerinin bulasik seralarda havada yaygin olarak mevcut oldugu
bildirilmistir (Rowe ve Farley, 1978, Rowe, 1980). Fusarium kok ve kok bogazi
cUriklugunin ozellikle sicakligin 18-20 °C oldugu disik toprak pH’si, amonyum
azotu uygulanan ve asirt su birikintisi olan alanlarda gérilen bir hastalik oldugu
aciklanmigtir (Momol ve ark., 2005). Domatesteki ilk simptomlar yasli yapraklarda
gorilmekte ve geng yapraklara dogru yavasca ilerlemektedir. Bu etmen bitkilerin kok
bogaz1 civarindaki dokularda bozulmalarla birlikte iletim demetlerinde kahverengi
lezyonlara neden olur. iletim demetlerindeki kararmalar toprak yiizeyinden en fazla
20-30cm yukseklige kadar uzanmir ve toprak ylzeyine yakin yerlerde asir1 diizeyde
beyaz-pembe renkte sporulasyon gorilir (Sherf ve Mcnab, 1986; Jones ve
ark.,1991).

Sekil 1.2. Mersin’in Erdemli ilgesine ait domates seralarinda F. oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici ile enfekteli bitkiler

Toprak kokenli patojenlerle micadelede etkili bir toprak fumigant: olan
Methyl Bromide’'in  (MeBr) uygulamadan Kkaldirilacak olmasi nedeniyle,
uygulanabilir alternatif micadele yontemlerine ihtiyag vardir. Son vyillarda
solarizasyon uygulamasi ile ¢ogu patojenler toprakta baski altina alinabilmektedir.
Toprak kokenli patojenlerle micadelede solarizasyon uygulamas: topragin gines
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enerjisi ile isitilmasim esas alan, kimyasal olmayan, toksik materyal icermeyen,
ekonomik ve uygulanmas: kolay bir yontemdir. Solarizasyon uygulamasi ile ¢ogu
patojene Kkarst Olduriici veya onlarin  populasyonlarim  azaltict  sicakliklara
ulasiimakta ve boylece toprak bir bakima pastorize edilmektedir. Solarizason
uygulamast sonunda Ozellikle bazi ©6nemli bitki patojeni mikroorganizma
populasyonlarinin ya tamamen yok edilmesi veya 6énemli diizeyde azaltilmis olmasi
sonucu, toprakta mikrobiyal populasyon miktar agisindan bir azalma sbz konusu
olmaktadir. Bu azalma solarize edilen topraga antagonist mikroorganizmalar
eklenerek telafi edilebilir. Solarizasyon uygulamasi ile baski altina alinan
patojenlerin tam olarak elemine edilmesi igin topraga etkili antagonist
mikroorganizmalar  eklenmesi  konusunda ayrica c¢alismalar  yapilmustir.
Solarizasyonu takiben toprakta eksilmis niche'lerin antagonist mikroorganizma
kolonizasyonu ile tekrar patojen populasyonlarinin kolonizasyonuna firsat verilmez
ve bu sekilde solarizasyon etkisi artirilir. Solarizasyon uygulamas: ile baski altina
alinan patojenlerin tam olarak elemine edilmes icin topraga etkili antagonist
mikroorganizmalar eklenmesi konusunda bircok calisma mevcuttur.

Bolgede toprak kokenli ve benzeri diger fungal hastaliklarla miicadele icin
bircok farkli fumigant ve fungisit yaygin olarak kullamlmaktadir (Kaygusuz ve
Bigici, 2007). Bu kimyasallar trtnler Uzerinde kalint1 birakarak; topragi, suyu ve
havay: kirleterek cevre Kkirliligine yol agarlar. BOylece insan ve diger canlilar
olumsuz olarak etkilenir. Ayrica, patojenlerin kullanilan bu ilaglara dayanklilik
kazanmasi sorunu vardir. Kimyasal miicadeleye karsin bazi funguslar sklerot,
klamidospor, oospor, zygospor ve benzeri diger dayanikli yapilar olusturarak uzun
yillar toprakta canliliklarint devam ettirirler. Bununla birlikte, fumigantlarin
uygulandig: topragin patojenler tarafindan tekrar bulasmalar nedeniyle hizla kolonize
edilmesi mimkundir (Marois ve Mitchell, 1981a). Bu nedenlerle bitki hastaliklariyla
miicadelede kullanilan kimyasallarin asgariye indirilmesine calisilmaktachr. Ozellikle
ozon tabakasin inceltici ve sudaki brom kalintisi nedeniyle etkili bir fumigant olan
Methyl Bromidin ABD’de yasaklanmasi tipik bir 6rnektir (Hoffman ve Malkomes,
1974, Garibaldi, 1995). Montreal protokoll geregi MeBr kullaniminin 2015 yilinda
diinyada tamamen yasaklanacagi, Ulkemizde ise 2000 yilinda Diinya Bankas: destekli
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baslatilan MeBr'e Alternatif Gelistirme Projesi ile 2008 yilina kadar kaldirilacagi
bildirilmistir (Y Gcel ve ark., 2001).

Son yillarda gelismis Ulkelerde kimyasal mucadelenin meydana getirdigi
olumsuzluklar: ortadan kaldirmak icin biyolojik micadele etmenlerinin kullanimina
yonelik calismalar agirlik kazanmistir (Cook, 1993; Guo ve ark., 2004; Huang ve
ark., 2005). Bu mucadelede yararli mikroorganizmalarin bitki kok bolgesine kolonize
olmalar1 tegvik edilerek, bir savunma hatti olusturmak suretiyle, bitkilerin
hastalanmasinin 6nlenmesi saglanmaktadir (Chet ve Inbar, 1994; Benitez ve ark.,
2004). Ozellikle son yillarda kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek bitkilerde
hastaliklara karst dayanikliligin uyarilmasi konusunda c¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Uyarilmis dayaniklikta amag; bitkilerin  savunma mekanizmalarim
Onceden aktive ederek patojen saldirisina karst hazir hale getirmektir. Dayanikliligin
uyariimasi ile ilgili calismalarda fungus, bakteri veya mayalarin hiicre duvarindan
ekstrakte edilen oligosakaritler gibi biyotik uyaricilar ile UV, salisilik asit (SA), B
amino butyric asit (BABA) ve acibenzolar-S-methyl (ASM) gibi abiyotik uyaricilar
kullanilmagtir. Yapilan calismalarda, rhizobakterilerin (PGPR) bitki tohumlarina ve
topraga uygulanmalart durumunda, bitkilerin kok boélgesine kolonize olup
dayaniklilig1 tesvik etmekte olduklart ve patojen enfeksiyonlarina karsi koruma
sagladiklart bildirilmistir (Sticher ve ark., 1997, Van Loan ve ark., 1998, Weller,
1988).

Toprak kokenli bitki patojeni fungus ve bakteriler ile etkili ve uzun vadeli bir
mucadelenin kilturel, kimyasal, biyolojik ve fiziksel metotlarin kombinasyonu ile
basarilabilecegi bilinmektedir (Katan ve ark., 1976; Chet ve ark., 1982; Parry, 1990).
Bir Urtinde tim bu yontemlerden bazilarimin kombinasyonu ile hastaliklarin tolere
edilebilir bir seviyenin atinda tutulmast entegre hastalik yontemi olarak
adlandiriimaktadir.

Fusarium turlerinin tammlanmasinda morfolojik ve molekiler ydntemler
kullamimaktadir. Fusarium tirleri secici ortamlarda morfolojik, blyume ve ayrica
patojenite gibi Ozeliklerine gore tanimlanabilse de, Fusarium oxysporum un
patojenik tipleri, ya da konukcuya 6zellesmis formae speciales ve rklarinin bu gibi
Ozellikleri esasindan tanimlanmalarinda guclikler vardir (Burgess ve ark., 1994,
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Nelson ve ark., 1983). Fusarium oxysporum un iki énemli formae speciales'i olan
FOL ve FORL arasinda epidemiyolojik, simptomatolojik ve genetik farkliliklar sbz
konusudur (Rowe ve ark., 1977; Menzies ve ark., 1990). Bununla birlikte her iki
patojen ayn1 domates bitkisinde aym anda ortaya cikabilmekte ve st Uste her iki
patojenin simptomlar1 gorulebilmektedir. (Katan ve ark., 1997; Rosewich ve ark.,
1999; Gale ve ark., 2003). Sonug olarak bu iki formae speciales arasinda dogru bir
teshisin yapilamayisi bunlarin neden olduklar1 hastaliklarla uygun micadeleyi
zorlastirmaktadir.  Fusarium  oxysporum'un spesiyal  form  ve irklarinin
tanimlanmasinda test bitkilerinin ¢ok yaygin olarak kullamimasina karsin (Garibaldi,
1975), son yillarda hizli ve guvenilir tammmlama i¢in molekiler teknikler 6n plana
cikmustir (Woo ve ark., 1996).

Funguslarin tammlanmasinda birgok serolojik ve molekiler teknik pratik ve
guvenilir yontemler olarak tercih edilmektedir. Bu teknikler arasinda en cok
kullanilan PCR yontemidir (Sambrook ve ark., 1989, Darling ve Brickell, 1994;
Summerel ve ark., 2001). PCR in vitro’da spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin,
kisa zincirli oligonikleotid primerlerle enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde
tanmmlanmaktadir (Arda, 1995; Ari, 1999; Kayrin ve ark., 2003). Bitki-patojen
interaksiyonunda bitki patojenik funguslar hlicre duvar: degrade edici enzimlerin
bazilarim Uretirler (Keen ve Tamaki, 1986). Polygalacturonase Fusarium oxysporum
tarafindan salgilanan en 6nemli CWDESs enzimidir (Arie ve ark., 1998; Di Pietro ve
Roncero, 1998). Kawabe ve ark. (2005), izolatlarin polygalacturonase genlerinden
nikleotid dizilimlerini karsilastirarak fungus populasyonlarinda genetik farkliligin
belirlenebilecegini rapor etmislerdir.

Tdm bu nedenlerle, bu tez calismas: ile Ortl ati domates yetistiriciliginde
sorun olan Fusarium oxysporum'un spesiyal formlarindan domates Fusarium
solgunlugu (FOL) ve domates kok ve kok bogazi ¢lrikligt (FORL) hastaliklarinin
yayginligi, ne diizey ve siddette olustuklari, etmenlerin molekiler yontemlerden PCR
ile ayrimu ve Cukurova Bolgesi'nde son yillarda rastlanan kok ve kok bogazi
cUrdkligunin entegre hastalik yonetimi  arastirilmustir. Bu tip toprak kokenli
patojenlerle miicadelede tek bir yontemle basar1 saglanamaz. Ozellikle, toprak
kokenli hastaliklarla micadelede pestisit kullamminda karsilasilan teknik, cevresel



1. GIRIS Aysegul COLAK

ve ekonomik zorluklar nedeniyle istenen basar1 elde edilememektedir. Bu nedenle, F.
oxysporm'un formlart gibi toprak kokenli patojenlerin yol agtigi hastaliklarla
micadele icin entegre bir yaklasimla birkag yontemin birlikte uygulanmasi
durumunda ancak tam bir basariya ulasilabilir.

Bunun igin Cukurova Bolgesi domates seralarinda yapilan bir sorvey
programu ile tipik solgunluk veya kok ve kdk bogazi gurdklugl simptomlar: gosteren
domates bitkilerinden hastalik etmeni izolatlar elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin
molekuler yontemlerle FOL ve FORL olup olmadiklar: belirlenerek bunlarin Bolge
itibariyle olusum diizeyleri, ne siddette seyrettikleri ve yaygiliklar: ortaya konmustur.
Molekiler tammlamada Fusarium oxysporum tarafindan Uretilen polygalacturonase
enzimini belirleyici hizli ve guvenilir bir yontem olan polymerase chain reaction
(PCR) ile calisilmistir. Bu ¢alismada Bdlgede yaygin olarak yetistiriciligi yapilan
ticari domates cesitlerinin FORL’a kars1 duyarliliklart ayr1 bir saksi calismas ile
belirlenmistir. Ayrica, kok ve kok bogazi ¢urukliginin entegre hastalik yonetimi
amaciyla, domates yetistirilecek topraga solarizasyonu takiben uygulandiginda
domates koklerine kolaylikla kolonize olabilen ve bu spesiyal formlara karsi bir 6n
savunma hatti meydana getirerek baskilayici bir etki saglayabilecek bitki biytime
diizenleyici rhizobakterilerden (PGPR) Bacillus subtilis QST 713 (BS) ile antagonist
fungus Trichoderma harzianum (T-22) preparatlarinin, kompost uygulamasinin ve
toprak kokenli patojenlere kars1 etkili bir fumigant olan Methyl Bromid’ e alternatif

Metham Sodium’ un etkileri 6rti alt1 sera kosullarinda arastirilmstir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Fusarium Tiirlerinin Tammlanmas ile flgili Cahsmalar

Domateste solgunluk yapan ve kok ve kok bogazi clrikligine neden olan
sirastyla, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder & H. N. Hans
ve F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Jarvis & Shoemaker) gibi iki morfolojik
olarak ayrilmis patojenik spesiyal form belirlenmistir. Domateste Fusarium kok ve
kok bogazi curtikligl’ ne neden olan F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL)
etmeninin ilk simptomlar1 yasl yapraklarda gorilmekte ve genc yapraklara dogru
yavasca ilerleyip hizli bir solgunluk gelismektedir (Sekil 2.1 ve 2.2). Bu hastalik
durumunda iletim demetlerindeki kararmalar toprak yuzeyinden en fazla kok
bogazindan 20 — 30 cm yukseklige kadar uzanir, toprak yuzeyine yakin yerlerde
kokte kararma ve Uzerinde asir1 dizeyde beyaz-pembe renkte sporulasyon gordlir
(Sherf ve Mcnab, 1986; Jones ve ark.,1991; Blancard, 1993; Rowe ve Farley, 1981;
Momol ve ark., 2005).

AW

ncard;1993

Sekil 2.1. F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici etmeninin bitkideki simptomlari
() Kok bogazinin 30 cm yukarisina kadar uzanabilen ve iletim
demetlerindeki karama, (b) Solmus yaprakciklar (Blancard, 1993).

11
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Sekil 2.2. F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici eimeninin kok bogazi ve govde
kisminda gelisen hafif ¢cokik turuncu-pembe spor olusturan kahverengi
gurdime (Blancard, 1993; Rowe ve Farley, 1981)

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici etmenin neden oldugu Fusarium
solgunlugu hastaliginin simptomlar: ¢ok tipik olup, solgunluk yasl yapraklardan
bagslayip, yaprak sapinin ve govdenin bir tarafina simirli kalmaktadir (Sekil 2.3). Bitki
gbvdesi boyunca iletim demetindeki kahverengi renk degisimi bu hastaligin teshisi
icin belirleyicidir (Momol ve ark., 2005; Sherf ve Mcnab, 1986; Blancard, 1993).

Blancard, 1993 <= Jofes ve ark.,1991

Sekil 2.3. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici etmenin bitkideki tipik simptomlari
(8 Yaprak sapindaki sararma (b) Yapraklarin yalniz bir tarafindaki
sararma

Fusarium tdrlerinin  tammlanmast mikroskobik ve molekiler yontemler
kullanilarak yapilabilmektedir. Mikroskobik yontemle tammmlamada, fungus tek bir

12
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konididen veya hif ucundan saf olarak cogaltiimakta ve spesifik besi ortamlarinda
kilture alinmaktadir. Tanim icin Fusarium torleri pH 6.5-7.0'ye ayarlanmg kaltur
ortaminda, optimum 22-25 °C’de 7-10 giin bir sire inktibe edilmektedir. Kltur
ortaminda gelisen Fusarium tirlerinin tamsi koloni rengi, spor yapilari, makro ve
mikrokonidi sekli, spor boyutlar1 ve bdlmeleri, makro konidilerde bazal hiicre yapisi,
klamidospor sekil ve yogunlugu, fialid ozellikleri gibi morfolojik karakterlere gore
yapiimaktadir (Booth, 1971; Nelson ve ark., 1983; Windels, 1992; Summerel ve ark.,
2001).

Fusarium cinsinde Section Elegans'in tir kompozisyonu tartisma konusudur.
Bu seksiyona bazi arastiricilar 6 tur, bazilart 3 tlr yerlestirmistir. Fusarium
oxysporum'un hali hazirda Section Elegansin U¢ clade’dan olusan c¢oklu
phylogenetic bir orijine sahip morfolojik olarak benzer funguslarin  bir
komplaksinden ibaret oldugu kabul edilmistir. F. oxysporum 120 form ve irktan daha
coguna spesialize olmus patojenik Uyelere sahip bir tirdir (Bogale ve ark., 2007).

Fusarium tirleri segici ortamlar tzerinde morfolojik karakterler esasindan
tammlanabilse de, F. oxysporum'daki patojenik formae speciales'leri ve wrklar
morfolojik olarak kesin bir sekilde ayirmak olanaksizdir. Test bitkileri kullanan bir
inokulasyon deneyi F. oxysporum'da ve her bir formae speciales'i tammlamak icin
en populer stratgji olmustur. Ancak bu yontem zaman alicidir ve ¢ok ¢abuk ve dogru
bir yonteme acilen gerek vardir. VCGs testi ve immunoassay testleri alternatif
yontemler olarak onerilmistir. En son olarak funguslarda tir ve alt torleri tammlamak
icin molekuler markerlar populer olmustur. Domateste solgunluga neden olan
Fusarium oxysporum’un patogenik tiplerini (form ve wk) hizli bir sekilde
tanmmlamada PCR (Polymerase chain reaction) teknigi kullamimaktadir. Japonya da
yurttilen bir calismada elde edilen F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) ve F.
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (FORL) izolatlarindan endo polygalacturonase
(pgl) ve exo polygalacturonase (pgx4) genlerinin kismi nukleotid dizilimleri
karsilastirilmistir. Burada ayrica patogenik tipler arasindaki nukleotid farkliliklarin:
belirlemede spesifik primerler (uni, sp13, sp23 ve sprl) gelistirmistir. Uni primer seti
ile PCR FOL ve FORL’un tum izolatlarindan 670-672 bp fragment cogaltmustir.
Sp13 primer seti yalniz FOL 1rk 1 ve 3 isolatlarindan 445 bp bir amplicon elde

13



2. ONCEKI CALISMALAR Aysegul COLAK

edilmistir. Sp23 primer seti ile FOL 1rk 2 ve 3 isolatlarindan 518 bp bir fragment
Uretmistir. Sprl primer seti FORL'un izolatlarindan 947-bp bir fragment Uretirken,
FOL'dan Uretmemistir. Bu pimer setleri ile bir amplifikasyon kombinasyonu
domateste F. oxysporum un patogenik tiplerini etkin olarak ayirabilmistir (Hirano ve
Arie, 2006).

Fusarium cinsi dinyaya dagilmis ve bilinen 6nemli bitki patojeni toprak
kokenli tdrlerin bir miktarint igerir. Fusarium oxysporum’'un ekseri streynleri
saprofitik olarak yasasalar da, bazilari bitkilerde solgunluk veya kok curuklugi
hastaliklart olustururlar. Fusarium oxysporum'un toprak kokenli populasyonlart
oldukca boldur. Baskici topraklarda patojenik ve patojenik olmayan streynler ekseri
hastaligi baskilayici bir etkilesime sahiptirler. Patojenik olmayan Fusarium
oxysporum streynleri  birgok islev bicimi ile biyolojik micadeleye katkida
bulunabilirler. Bu mekanizmalar streyne goére degisir. Fusarium oxysporum'un
Ascomycetese akrabaliga sahip eseysiz bir fungus oldugu genis bir kabul
gormektedir. F. oxysporum kultirde mikrokonidi, makrokonidi ve klamidosporlar
olmak Uzere Ug tip eseysiz spor Uretir. Klamidosporlarin birinci islevi toprakta yasam
kalimi stirdirmektir. F. oxysporum genis tar alti bir bolluga sahiptir ve eseyli donemi
bilinmemektedir. F. oxysporum esas olarak patojenik olmayan saprofitik, kok
kolonize edici ve zayif olarak parazitik olan streynlere sahiptir. 300 Fusarium
oxysporum izoltindan 60 VCG fenotipi belirlenmistir. Fusarium tdrlerinin tir ve tar
alt1 populasyonlarinin davranislari, bunlarin toprak kdkenli, hava kokenli ve toprakta
genel olarak bulunduklarini ve ayrica hava yoluyla dagilabildiklerini yansitir. Ekseri
Fusarium tdrlerinin telemorfhik donemleri bilinmediginden; Fusarium taksonomisi
makrokonidi buyuklugl, mikrokonidilerin ve klamidosporlarin varligi veya yoklugu,
koloni rengi ve konidiyofor yapisi gibi morfolojik anamorphic 6zellikleri esas alir.
Ancak, bu Ozellikler yoninden agiklanan tidrler sorunludur. Cogu taksonomik
semalarda Fusarium turleri seksiyonlara gruplandirir. Fusarium oxysporum da bitki
patojeni, saprofitik ve biyokontrol streynleri morfolojik olarak ayrilamadiklarindan
oldukga karmagiktir. Patojenik F. oxysporum genellikle konukguya 6zeldir, sadece
bitkilerin bir veya birkag tirine ve bazen bir bitki triniin sadece bazi gesitlerine
saldirir. Konukeu ttrdntn belli bir gesidine veya belli bir konukcu tiriine 6zellesme
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srasiyla rk veya formae speciales olarak ifade edilmektedir. FOL ve FORL gibi
bircok patojenik fungusun bir digerinden morfolojik olarak ayrilamamasi nedeniyle,
F. oxysporum streynleri icin vejetatif uyumluluk esasindan bir simiflandirma sistemi
gelistirilmistir. Bu her bir streynin VCGs' sini belirlemek icin nitrat kullanamayan
mutantlarin ciftlestirilmesini esas alan bir yontemdir. Bu bakimdan bazi formae
speciales tek bir VCG'ye uysa da, digerleri bircok VCGs'yi icerir. Bu nedenle,
VCGs belirlemesi yararli olsa da, formae speciales leri veya patojenik olmayan
izolatlar1 tammmlamak icin Universal bir yol olarak kullanmlamaz (Attitalla, 2004).

Spesiyal form (forma specialis, formae speciales) bitkileri isimlendirme ve
siniflandirmada resmi olmayan bir bitki grubunu isaret eder ve bilimsel isimlendirme
kurallarina gore diizenlenmemistir. Funguslarin isimlendirilmesi de bitkiler icin aym
esaslara gore yapilmis oldugundan, bu isim fizyolojik agidan karakterize edilen
parazitik funguslar icin ayrica kullamlmaktadir. Spesiyal form morfolojik farkliliklar
icermeyen, 0zel konukgulara fizyolojik olarak adapte olmus parazitik funguslar soz
konusu oldugunda kullamlan bir isimdir. Spesiyal form patojenite yoninden
Ozellesmis oldugu konukgunun adint alir ve bir Olglide kesin olmayip gegici olan
sistematik bir organizma kategorisini kapsar. Genellikle varyete ve alt varyeteden
asagidaki bir rank olarak kabul edilir. Fusarium oxysporum'da 120" nin Uzerinde f.
sp. vardir. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici, Fusarium oxysporum f. sp. cubense boyledir. Formae speciales bitki
patojenik bakterilerde “pathovar” karsiligidir (Hawksworth ve ark., 1995; Ulloa ve
Hanlin, 2000).

Fungal hastalik etmenlerinin tamsinda ELISA ve PCR gibi birgok serolojik ve
molekiler teknik pratik ve guvenilir yontemler olarak tercih edilmektedir. Bu
teknikler arasinda en cok kullanilan, PCR yontemidir (Edel ve ark., 1995; Summerel
ve ark., 2001). Ayrica ginuimizde bir fungus turinin veya rkinin genetik benzerligi
vejetatif uyum grubu (Vegetative Compatibility Group: VCG), Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (RFLP), Randomly Amplified Polymorfik DNA (RAPD) ve
izo-enzim analizleri gibi pek ¢ok yeni molekuler tekniklerle hizli ve kesin sonuglar
ortaya konulabilmektedir (Katan, 1997; Nelson ve ark., 1997)
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Vakalounakis ve Fargkiadakis (1999), hiyar bitkisinden izole edilen Fusarium
izolatlarint RAPD ile galisarak genetik benzerlikleri belirlemek icin OPA -01, OPB -
01- OPB-20 ve OPF-05 primerlerini kullanmustir. Kullanilan bu primerlerden 10
tanesi olusturduklari bant goérunimlerine gore RAPD-PCR caligmalart igin
secilmistir. Calismalar sonucunda 121 Fusarium oxysporum izolatimn RAPD
profilleri olusturulmustur. Sonug olarak 107 amplifiye DNA bantimin 97’sinin
polimorfik oldugu rapor edilmistir. Ayrica bu calismada amplifiye bantlarinin
blyuklugintn 0.2-0.3kb arasinda degistigi belirtilmistir.

Hajlaoui ve ark., (2001) ile Hibar (2002) tarafindan yapilan calismalarda
Tunus'ta 2001 yilinda 6rtl alti domateslerde % 90 uriin kaybina yol agan Fusarirum
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (FORL) tarafindan neden olunan yeni bir
Fusarium kok ve kok bogazi curiklugl hastalig: rapor edilmistir. Hibar ve ark.
(2007), bolgede FORL ve domateste solgunluga neden olan F. oxysporum f.sp.
lycopersici  (FOL) hastaliklarina ait populasyon yogunluklarimn bilinmedigini
bildirmiglerdir. Bu amagla Tunus'ta elde edilen Fusarium oxysporum izolatlari
arasindaki genetik benzerlikleri belirlemek icin IGS-RFLP (Intergenic Spacer
Restriction Fragment Length Polymorphism) analizi yapilarak yabanc: tlke izolatlar1
ile Tunus izolatlarinin genetik benzerlikleri incelenmistir. Boylece, Bolgedeki
formae speciales radicis-lycopersici’nin orijini agiklanarak, Fusarium oxysporum
f.p. radicislycopersici ve F. oxysporum f.sp. lycopersici arasindaki genetik
farkliliklar ortaya konulmustur. Domates bitkilerinde patojenite testleri ve 1GS
kullanmlarak F. oxysporumun 62 izolatinin karakterizasyonu yapilmistir. Batin bu
Fusarium izolatlarimin domateste siddetli olarak patojen olduklar: bildirilmistir.
Fusarirum oxysporum f.sp. radicis-lycopersici izolatlar1 bes 1GS tipine ayrilmstir.
Fusarirum oxysporum f.sp. radicis-lycopersici isolatlarimn 53’ tinden 34 izolat ayni
IGS tipine (IGS type 25) girerken, geri kalan 19 izolat dort 1GS tipine dagitilmistir.
Yapilan calisma sonuglart FOL ve FORL izolatlarimin farkli orjinli oldugunu
gostermistir. Sonug olarak, bu iki formae speciales arasinda belirlenen farkliliklardan
F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici izolatlarimn yabanci orjinli olduklar1 ve
Tunus atesadifen girdigi bildirilmistir.
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Kuramae ve Souza (2002) ITS, RAPD ve rDNA analizleri ile F. oxysporum’un
4 farkl: formu ve F. oxysporum f.sp. lycopersici’ (FOL) nin iki ki (irk 1 ve irk 2)
arasindaki genetik fakliliklar1 belirlemislerdir. Fusarium oxysporum f.sp. cubense, F.
oxysporum f.sp. lycopersici, F. oxysporum f.sp. phaseoli ve F. oxysporum f.sp.
vasinfectum arasinda % 50’ den fazla genetik farklilik saptanirken, FOL k1 ve rk2
arasindaki farkliligin ise % 7 oldugu bildirilmistir. Bu izolatlarin hepsi ITS1 ve ITS2
bolgelerinde % 97'den fazla genetik farklilik gosterirken, rDNA genleri %100
homolog olarak saptanmustir.

Meksika' da 2005 yi1linda domates alanlarinda ekonomik kayiplara neden olan
solgunluk hastaligi etmeni F. oxysporum f. sp. lycopersici olarak belirlenmistir.
Meksika dan elde edilen izolatlarin 1rk-2 ve 1rk-3 oldugu tespit edilmis ve Ulke igin
ilk kayit oldugu bildirilmistir (Pena, 2005).

Ca ve ark. (2003), Kaliforniyada domates yetistiriciliginde sorun olan
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) izolatlar1 ile patojenite ve VCG
(Vegetative Compatibility Group) testleri yapmuslardir. Elde edilen 39 Fol
izolatindan yapilan VCG testleri sonucunda Ug izolatin non-patojenik (VCG 0031),
13 izolat FOL-1rk3, 9 izolatin FOL-1rk2 (VCG 0030), 3 izolatin FOL-irk 1 ve 6
izolatin FOL-1rk2 (VCG 0035) oldugu saptanmistir. VCG ¢alismalar: sonucunda elde
edilen sonuclar RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) tekniginde de
benzer olmustur.

Reis ve ark. (2005), tarafindan Brezilyada yapilan bir calismada F.
oxysporum f. sp. lycopersici’ nin domates alanlarinda ciddi sorunlara neden oldugu
ve ticari olarak domates yetistiriciliginin yapildigi bu alanlarda ekonomik kayiplara
neden oldugu bildirilmistir. Calisma sonucunda diinyada bilinen 3 irktan sadece irk-1
ve 1rk-2'nin Brezilya' da tespit edildigi bildirilmistir. Katan ve ark., (1997), israil’ de
yaptiklar: benzer bir ¢alismada domateste solgunluk etmeninin F. oxysporum f. sp.
lycopersici  oldugunu, bu patojenin bitkilerde solgunluk ve goévdelerinde
zayiflamalara neden oldugunu, saptanan wklarin k-1 ve k-2 olduklarim
belirlemiglerdir.
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2.2 Hedef Patojen ve Biyolojik Miicadele Uriinleri fleflgili Cahismalar

Gunumuiizde en 6nemli problemlerden biri pestisitlerin bilingsiz ve asiri
kullammi sonucu gevrenin Kirlenmesi ve dogal dengenin bozulmasidir. Ayrica,
pestisitlerin asirt kullamim bitki hastalik ve zararlilariin direng kazanmasi gibi
problemlerle insanlig1 ylz yuze getirmistir. Bu ylzden son yillarda bitki hastaliklari
ile micadelede dogal Urinlerin kullammi Uzerine yapilan calismalar 6nem
kazanmigtir (Fawcet ve Spencer, 1970). Dinyadaki calismalara paralel olarak
Ulkemizde de kimyasal miicadelenin olumsuz etkilerini azaltmak igin, organik ve
entegre tarim sistemlerini iceren alternatif yaklasimlar 6n plana gikmistir (Aksoy,
1999). Alternatif tarim sistemleri igerisinde bitki hastaliklariyla miicadelede biyolojik
muicadele dranleri kullammu ilk sirayr almaktadir. Bitki hastaliklar: ile miicadele igin
biyolojik micadele Urlinleri adi altinda patojenlere karsi is goren mikrorganizmalar
kullanilmaktadir. Ginuimuizde yaygin olarak kullanilan bu faydali mikroorganizmalar
bitkide hastaliga sebeb olan patojenlerle besin ve yer rekabetine girerek,
antibiyotikler Ureterek, hiperparazitizm ile veya konukgu bitkide dayaniklilig: tesvik
ederek etkili olmaktadir. Buytk ¢ogunlugu funguslardan olusan bu drtinler ortamda
nem oram Yuksek oldugunda (% 60-80) ve sera gibi iklim kosullarinin kontrol
edilebildigi sinirl1 alanlarda uygulandiklarinda ¢ok daha etkisi gorilmektedir.

Delen (1999)'e gore son 20-25 yilda Turkiye' de pestisit tuketiminde %
64'lUk bir artis olmustur. Entansif tarim uygulamalarinda kimyasallarin asir1 ve
bilingsiz kullamm son yillarda tlkemizde ve diinyada dogal ve biyolojik dengenin
bozulmasina yol agms, tarimsal Urtinler Uzerinde kimyasal kalintilar nedeniyle insan,
hayvan ve bhitki sagligini tehdit eder hale gelmistir. Diger yandan, Turkiye' de 1985
yilinda bagslayan organik tarim ve 1992 yilinda ETO (Organik Tarim Organizasyonu)
ve ETK (Organik Tarim Komitesi)'nin kurulmas: ile Ulkemizde organik tarim
oldukca énemli bir gelisme gostermistir. Boylece, Ulkemizde giin gegtikce dogayi
tahrip etmeyen yonetmelerle Uretilen ve insanlart kétu etkilemeyen Grdnlerin artan
tercihi her gegen yil alan, Uretim miktar1 ve Uriin ¢esidi bakimindan organik Grdn

Uretimini artirmistir. Bu sistem igerisinde, bitki hastaliklar ile miicadele icin gevre ve
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insan sagligint tehdit etmeyen biyolojik micadele Grinlerinin kullamm ve gesitlilik
yoninden artirilmas: son yillarda tizerinde durulmasi gereken bir konudur.

Bazi bitki hastaliklarinin miicadelesi igin yapilan ¢alismalarda antogonistlerin
kullaniminda 6nemli derecede basar1 saglanmistir (Punja ve Utkhede, 2003). Y apilan
calisgmalarin biyuk bir kisr Ortl alti yetistiriciliginde toprak kokenli patojenlere
kars1 biyolojik mucadele mikroorganizmalarinin kullanimi Gzerinedir (Cook, 1993;
Becker ve Schwinn, 1993, Weller ve ark., 2002). Bitki hastaliklarinin miicadelesinde
su anda mevcut ticari formulasyon halinde en az 30 farkli biyolojik micadele
preparati mevcuttur (Lumsden ve ark, 1995). Bunlar icinde en yaygin olarak
kullanlanilanlar Agrobacterium radiobacter, Bacillus spp., Pseudomonas spp.,
Streptomyces spp. bakterileri ile Trichoderma spp., Ampelomyces quisqualis,
Candida oleophila, Gliocladium spp. ve Coniothyrium minitans gibi funguslardir
(Rodgers, 1993; Fravel, 2000; McSpadden ve Fravel, 2002). Fusarium solgunlugunu
baski altina almada bitki kok yuzeylerine kolonize olarak, antagonistik etki gosteren
baz1 bakteri tirleri bircok arastirici tarafindan potansiyel biyolojik miicadele etmeni
olarak rapor edilmistir. Bu potansiyel biyolojik miicadele gjanlar1, Bacillus subtilis
(Podile ve ark., 1985), Bacillus sp. (Kapoor ve Kar, 1988), Streptomyces spp.
(Thirumalacher ve ark., 1970; Turhan, 1981, El-Abyad ve ark., 1993; El- Shansoury
ve ark. 1996) ve Pseudomonas spp. (Nejad ve Johnson, 2000)"dir. Bir¢ok calismada
FORL hastaligimin kontroliinde gesitli biyolojik miicadele ajanlarindan olusan biyo —
fungsit preperatlarimin etkinligi arastirilmstir.

Hibar ve ark. (2006), Tunus ta Orttialt: domates yetistiriciliginde 2000-2001
yillarinda % 90 bitki 6lumine neden olan FORL hastalig: ile micadele metotlarinin
yok denecek kadar az etkili oldugunu ve hastaligin kontroliinde acil alternatif
tedbirlere ihtiyag oldugunu vurgulamuglardir. Y aptiklar: calismada, FORL hastaliginm
baski altinda tutmak igin, in-vitro, iklim odasi ve sera kosullarinda etkili bazi biyo-
fungisitlerin [T. harzianun strain T22 (RootShield Drench, BioWorks Inc. Geneva,
NY), T. harzanun (Biocont-T WP and Biocont-T Gr (National Ammonia &
Chemical Industries, Amman), Bacillus subtilis strain QST 713 (Serenade,
AgraQuest, Davis, CA), B. pumilus gtrain QST 2808 (Sonata, AgraQuest, Davis,
CA), Pythium oligandrrum (Polyversum, Bioprepardty Ltd., Czech Republic) ve
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doga mikroorganizmalarin (Agralan Revive, Agralan Ltd., Swindon, UK) etkinligini
arastrmiglardir.  In-vitro tedtlerinde, biyo-fungisitlerin hepsi FORL miselyal
gelisimini %50-73 oraninda engellemistir. iklim odasi calismalarinda, patojen
uygulamasindan bir hafta 6énce biyo-fungisit stispansiyonlarimin bitkiye verilmesi
Onemli derece etkin bulunmustur. Ayrica biyo-fungisit ve patojenin birlikte verildigi
durumlarda hastalik oram O©nemli derecede azalmistir. Sera kosullarindaki
denemelerde biyo-fungisitlerden T-22'nin ve hymexazol fungisitinin etkinligi
arastirilmis ve Umit var sonuclar elde edilmistir. Nitekim T-22 kullammi % 5.5
oraninda Olu bitki ylzdesini azaltmistir. Ayrica T-22 uygulamalarindaki bitkilerin
vegetatif blyime ve meyve 0zellikleri (kalite ve irilikleri) hymexazol’ a gbre daha iyi
sonuclar vermistir. Bu calisma ile bazi biyo-fungisitlerin FORL kontroltinde,
Ozellikle patojenin atak inokulum seviyesine ulasmadan ©nce uygulanmasi
durumunda miicadel ede basarinin arttig1 ortaya konmustur.

Baz1 antagonistlerden Thricoderma spp. (Harman, 2006; Howell, 2003; Sivan
ve ark., 1987; Datnoff ve ark., 1995), Bacilllus spp. (Kloepper ve ark., 2004; Kilian
ve ark., 2000; Latoud ve ark., 1987; Omar ve ark., 2006) ve Pseudomonas spp.
(Bolwerk ve ark, 2003; Chin ve ark., 1998; Dekkers ve ark., 2000) ile FORL
hastaliginin kontroli amaciyla yapilan bir ¢ok calismada, bunlarin patojenin
rhizosferde gelismesi ve biylmesini inhibe ederek hastalik oramm 6nemli derecede
azalttigi rapor edilmistir. Benzer bir calismada aym antagonistler eger bazi
patojenlerin miseliyal buyumesini inhibe edebiliyorsa diger patojenler igin de
denemenin ayni neticeyi verecegi belirtilmistir. Cavaglieri ve ark. (2005), Fusarium
verticillioides in gelismesini 6nemli oranda inhibe eden 10 Bacillus tirt bulmus ve
bunlar arasindan biyik miktarda antifungal aktivite gosteren B. subtilisin CE1
izolatim elde etmistir.

Bazi fungal ve bakteriyel biyolojik micadele organizmalarimn domateste
Fusarium solgunlugunun micadelesi Uzerine etkileri konusunda yuritilen bir
calismada (Larkin ve Fravel, 1998), baskici topraktan elde edilmis patojenik olmayan
F. oxysporum ve F. solani izolatlar: hastalik oranimi % 50 -80 oraninda azaltirken,
Gliocladium virens ve Trichoderma harzianum iceren biyolojik micadele
preparatlart (Soligard ve Rootshield) hastalik orammm % 62 -68 oranlarinda
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azaltmistir. Ayrica, G. virens, T. hamatum, Pseudomonas fluorescens ve
Bulkholderia cerpacia ile ydritilen testlerde, Fusarium solgunlugu % 30-65
diizeyinde azaltilmis, ancak patojenik olmayan Fusarium izolatlar1 kadar basarili bir
etkinlik g6zlenmemistir. Sonug olarak, patojenik olmayan fusaria mn domates dahil
bircok Urinde Fusarium solgunlugunu azalttigi gosterilmistir. Benzer bir calismaile,
Bacillus subtilis, Penicillium digitatum, Aspergillus awamori, Aspergillus niger ve
Pseudomonas fluorescens'in domateste kok daldirma uygulamalarimin Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici hastaliginda onemli bir azalmaya sebep oldugu
belirlenmistir (Khan ve Khan, 2002).

Toprak ve domates koklerindeki Fusarium'un patojenik ve saprofitik olarak
populasyon yapisi belirlenerek bunlarin patojenite ve biyolojik miicadele yeteneginin
arastirilchg diger bir calismada 21054 fusaria izolat: elde edilmistir. Bunlardan % 26.
6's1 olan 5610'u F. oxysporum olmustur. Bony Best ¢esidi ve 406 F. oxysporum
izolat1 ile yapilan patojenite calismalarinda 63’0 F. oxysporum f. sp. lycopersici ve
29'u F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici olarak belirlenmistir (Bao ve ark., 2001).
Fusarium solgunlugunun patojenik olmayan fusaria ile biyokontrolunda ilgili genleri
tammlamak ve biyolojik miicadele ve diger fusaria arasindaki genetik benzerlikleri
ortaya koymak icin yapilan benzer bir arastirmada da (Fravel ve ark., 2002), 336
patojenik olmayan F. oxysporum streyni sera kosullarinda F. oxysporum f. sp.
lycopersici ile micadele icin denenmistir. Domatesler ekimde ve sasirtmadan 1 giin
énce 5 ml 10° spor/ml (makrokonidi, mikrokonidi ve klamidospor) ile 1slatilmustir.
Bitkiler FOL 1rk 1'in 10° spor/g toprak (en az % 20 klamidospor) ile bulasik topraga
sasirtilmistir. Tek bir saksida 5 bitki yetistirilmis ve uygulamalar 4 kez yinelenmistir.
5 hafta sonra hastalik siddeti (0-5 skalasi), hastalik olusumu (segici bir ortama gévde
ekimi) ve sirgunlerin taze agirligi degerlendirilmistir. Denemeye alinan streynler
yuksek, orta veya dusik biyolojik micadele yetenegi seklinde gruplandirilmistir.

Toprak kokenli 6nemli bitki patojenlerinden Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii, Phythium aphanidermatun’a kars: biyolojik micadele ajanlar1 olarak
Gliocladium virens (G1 ve G2) ve Trichoderma longibrachiatum (T1 ve T2)'un
etkinlikleri Uzerine yapilan ¢alismada (Sreenivasaprasad ve Manibhushanrao, 1990),
antagonistler tohuma spor stispansiyonu seklinde, topraga ise kepek-talas karisimi
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halinde uygulanmistir. Genelde toprak uygulamasi daha fazla koruma saglamustir.
G.virens'in G- 1 izolatimin domateste ¢okertene kars1 % 58.4 ve T.longibrachiatum
'un T2 izolatinin % 49.2 oraminda koruma sagladiklart bildirilmistir. Domateste
Phytophthora parasitica’ ya Pseudomonas putida’ min antogonistik etkisi (zerine
yapilan bir calismada, in-vitro kosullarinda bu bakterinin antagonistik etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Boado ve ark, 1999). Domateste Septoria yaprak leke hastaligi
etmeni Septoria lycopersici’ nin kontrolinde 1 bakteri ve 6 maya izolat: ile kontrollU
kosullarda yapilan bir calismada, Pseudomonas putida bakteri ve Cryptococcus
laurentii maya izolatlar1 hastaligin siddetini azalttiklar1 bulunmustur (Blum, 2000).
Domates bitkilerinde Rhizoctonia kok c¢urokligi hastaligimn  baski  atina
alinabilmesi icin Streptomyces griseoviridis iceren Mycostop adli biyolojik micadele
preparatinin toz formilasyonu ile domates tohumlari uygulandiginda en etkili
sonucun alindig: belirlenmistir (Sabaratnam ve Traquair, 2002).

Bassallote ve Melero (1994), sarmisakta Sclerotium cepivorum un neden
oldugu beyaz ciriklik hastaliginin biyolojik micadelesinde T. harzianum, T.
koningii ve Gliocladium virens antagonistlerini bugday kepegi, turba ve su (5: 3: 5,
w) ortaminda gelistirerek dikimde 3m uzunlugunda kariklara vermistir. T. harzzanum
uygulanan parsellerde hastalik orani kontrole gore % 40 daha distk olmustur. Bu
calismada, ¢cok bulasik tarlalarda biyolojik miicadelenin yeterli olamayacagi, bu
uygulamanin toprak solarizasyonu gibi diger micadele metotlar1 ile entegre
edilmesinin uzun siireli korumaicin yararl olabilecegi bildirilmistir.

T. harzianum’ un izolatimin Tunus’ ta patates kok yumrulanmasina neden olan
Pythium spp. ve Fusarium spp. izolatlarimin miseliyal gelisimini  azalttigi
bulunmustur (Cavaglieri ve ark., 2005).

Hibar ve ark. (2007b), Tunus'ta ortl alt1 domates yetistiriciliginde énemli
zararlara neden olan Fusarim kok ve kok bogazi curiklugine karsi antagonist
Thricoderma harzianum (3 izolat) ve Thricoderma viride (1 izolat) funguslarinin
etkinligini arastirmiglardir. Calismada bitki kokleri ikiye ayrilarak ayr1 saksilarda
aym bitkiye patojen ve antagonist uygulamas:t yapilmustir. Arastirmada FORL
inokulumunun antagonist Thricoderma spp.’den bir hafta 6nce, bir hafta sonra ve
birlikte verildigi denemelerde, 6zellikle antagonistin patojenin inokulumundan bir
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hafta dnce ve birlikte uygulandigi durumlarda hastalik oramnin sirastyla % 10 ve %
13-18 oraninda azaldig1, kontrolde ise % 48 oldugu bildirilmistir.

Marois ve Mitchell (1981b), domateste kok ve kok bogazi curikligi
hastaliginin ¢ikisi ve siddeti Gzerine toprakta farkli inokulum yogunlugunun,
fumigasyon ve antagonist (Thricoderma harzanum, Aspergillus ochraceus,
Penicillium funiculuso) uygulamalarin etkinligini arastirmistir. Bu galismada farkl
inokulum yogunluklarinda antagonist uygulanmayan alanlarda hastalik % 50-70
oraninda seyrederken, antagonist uygulamalarinda hastaligin % 33-44 oramnda
azalma oldugu saptanmustir.

Bitkisel lif ve kaya yunu gibi farkli hydroponic ortamlarda yetistirilen domates
bitkilerinde Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’ ye karsi Trichoderma
harzianuny' un ticari ve ticari olmayan streynlerinin etkileri icin biyolojik micadele
denemeleri yuritdlmistar. Domates bitkileri (Lycopersicon esculentum Mill.,
‘cultivar’ ‘Caruso’) patojenle karsilastinilmadan once T. harzianum streynleri
(PlantShield™, T22 ve T95) ile inokule edilmistir. T. harzanum streynleri T22 ve
T95 10° veya 10" konidi/ml gibi iki inokulum yogunlugunda ekimden énce bilyiitme
ortamlarina ve sasirtmada koklere uygulanmistir. Bu calismada, 6zellikle sasirtmada
uygulanan T. harzianum streynleri hastalik olusumunu bitkisel lif ortaminda % 79 ve
kaya yunu ortaminda % 73 azaltmistir, hastalik siddeti ise bitkisel lif ortam icin %
45 ve kaya yunu ortamu icin % 48 azalmistir. Aynmi antagonistler meyve verimini
bitkisel lif igin % 37 ve kaya yunu igin % 25 arttirmistir (Ozbay ve ark., 2004).

Dogu Akdeniz Bdlges sera alanlarinda toprak kokenli patojenlere karsi
solarizasyon ve antagonist uygulamalari ile ilgili olarak yapilan bir ¢calismada, beyaz
curdkluk hastaligr etmeni Sclerotinia sclerotiorum’a karsi solarizasyon uygulamast
etkili bulunurken, saksi denemelerinde Trichoderma izolatlar1 hastaligi azaltmada
daha etkili olmustur (Aksay ve ark., 1988). Diger bir calismada, domatesde
F.oxysporum f.sp. lycopersici’nin neden oldugu solgunluk hastaligina karsi
solarizasyon uygulamasinin tek basina yeterli etkiyi saglayamadigi, bu uygulamay1
takiben topraga antagonist mikroorganizmalarin veya disik dozlu kimyasallarin
eklenmesiyle micadelede basar1 saglanabilecegi bildirilmistir (Ylcel ve Cinar,
1989). Cilek kok curukligl etmeni Rhizoctonia solani Kiihn.'ye karsi solarizasyon
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uygulamasinin kismen etkili oldugu bir calismada in vitro ve kontrollU kosullardaki
saksi testleri ile bu patojene karsi Trichoderma harzianum, T.pseudokoningii,
Aspergillus spp., Penicillium sp., ve Pseudomonas spp. etkili antagonistler olarak
belirlenmistir (Pala ve ark., 1991).

Ege bolgesinde antagonist mikroorganizmalarin toprak kokenli patojenlere
etkilerinin arastirildigi bir calisma ile; Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani ‘nin
biberde neden oldugu cokertene karsi Trichoderma vasinfecta var. africana,
Acrophialophora levis gibi  kum-perlit karisiminda gelistirilen  bazi  yeni
antagonistlerin etkileri sakst denemeleri ile arastirilmis ve hastalik cikisinin
P.ultimum'da %28.14 -79.14, Rsolani'de %22.76 -66.83 oraminda azaldigi
bildirilmistir (Turhan ve Turhan, 1989). Tarla kosullarinda kavun ve karpuzda
Fusarium solgunluklarinin  Fluoresan Pseudomonas bakterileri ile ©6nlenmesi
calismalarinda, hastalik siddetinin 15 hafta siireyle kavunda %84, karpuzda %43
oraninda azaldig: bildirilmistir (Bora ve ark., 1995).

Iki ayr1 calismada serada yetistirilen hiyarlardaki kok curiikliigi (Rhizoctonia
solani, Fusarium solani ) ve biberde kdk bogazi yaniklig1 (P.capsici) hastaliklarina
kars1 solarizasyon ve bazi Trichoderma spp. uygulamalarinin etkileri belirlenmeye
calisilmistir.  Trichoderma harzanuntun ticari preparatlari ile yapay kuiltirde
gelistirilen bolge izolatlar1 solarizasyon uygulanan topraga verilmistir. Hiyar kok
cUrdkligine karst solarizasyon uygulamasinin  etkisi ortalama % 42.0 ve
solarizasyon+T. harzianum uygulamasinin etkisi ise % 48.2 olarak bulunmustur.
Biber kok bogazi yanikligi hastaligina karsi solarizasyon uygulamasinda ortalama
%56.6, solarizasyon+T.harzanum uygulamasinda ise %80.0 dizeyinde bir etki
saglanmustir (Y tcel ve ark., 1998;1999).

Marois ve ark. (1981b), FORL'un saprofitik yayilmasindaki azalmanin
patojenin yeniden istilasindan dnce fumigant uygulanan topraga bazi antagonistler
ekleyerek kontrol altina alinabilecegini bildirmislerdir. Hibar ve ark. (2006), FORL
ile micadelede fungusitlere alternatif olarak sectikleri bazi antagonist fungus ve
bakterilerin etkinligini in-vivo kosullarinda arastirmuglardir. Yaptiklari calismada

patojenin inokulasyonundan bir hafta ©nce uygulanan biyo-fungisitler hastalik
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oranint % 10- % 13,3 azaltirken, kontrolde hastalik orant de bu oran ise % 80-% 93
olmustur.

Bitki rizosferinde birgok mikroorganizma mevcuttur. Bunlar arasinda ¢ok iyi
bilinen, belirgin simptom Ureten kok ve iletim demeti hastalik etmeni patojenler,
hastalik simptomlar: agik olmayan fakat kok tiyleri ucu ve kabuk hiicreleri gibi esas
olarak genc¢ dokulara zarar veren parazit ve saprofitik mindr patojenler ve bunlarin
yam sira faydalt mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bitki rhizosferinde bulunan bu
mikroorganizmalar arasinda stirekli ve yuksek miktarda bir etkilesim sbz konusudur.
Rhizosfer bolgesinde ayrica kokleri kolonize etme yeteneginde olan Rhizobacteria
vardir. Bunlar mevcut dogal rizosfer mikrofloras: tUyesi olarak koklere kolonize
olabilirler. Rhizobakteriler patojenlerin saldirisina karst kokler igin bir 6n savunma
hatt: meydana getirirler. Infeksiyondan 6nce, infeksiyon sirasinda veya koklerdeki
ikincil yayilma esnasinda patojenler bu rhizosfer mikroorganizmalarinin antogonizmi
ile kars1 karsiya gelirler. Bu etkilesim sonucunda hastalik gelismesi engellenir veya
yavaslayabilir (Weller, 1988). Rhizobakteriler ayrica bitki gelisimi igin faydali
etkilerinden dolay1 Bitki Gelisim Duizenleyici Rhizobakteriler (PGPR: Plant Growthy
Promoting Rhizobacteria) olarak isimlendirilmistir (Kleopper ve ark., 1980). Cunku
bunlarin uygulanmasi ile bitki gelisiminde gdzle gorulir bir artis gbzlenmektedir.

Bitkiler baz1 kosullarda bazi1 bakteriler, funguslar, nematotlar ve virlslere
karsi1 genel ve etkin olan bir savunma reaksiyonu gelistirirler. Bitkinin bir kesiminde
olagelmis bir infeksiyon sonucu diger kisimlarina sistemik olarak bazi savunma
reaksiyonlarinin baglatiimasi isareti verilir. Bu isaret icin salisilik asit, jasmonik asit,
etilen ve peroxidase' in is gordugu kabul edilmektedir. Bu sekilde bitkide bir patojen
tarafindan inokulasyonu takiben bir dayaniklilik gelisimi sistemik kazanlmisg
dayaniklilik (SAR: Systemic Acquired Resistance) olarak adlandirilir. Bu tip
dayaniklilik nekrotrof patojen veya patojen olmayan bakteri, fungus, nematot ve
virtslerle tetiklenerek asir1 duyarlilik ve patojenitede is gbren proteinlerin Gretimini
saglar. Asirt duyarliligr veya bir patojenle temasi bile gerektirmeyen kazamilmis
dayanikliligin bir benzeri bitki buylimesini tesvik eden rizosfer bakterileri tarafindan
aktive edilebilir. Bu tip bir savunma ise aktive edilmis sistemik dayaniklilik (1SR:
Induced Systemic Resistance) diye adlandirilir. Aktive edilmis sistemik dayaniklilik
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bazi yapisal savunmalar1 ve fitoalaksinleri aktive ederken, patjenite ile ilgili
proteinleri aktive etmez. SAR ic¢in bitkilerin bir kisim dokusunun bdyle
hastalandirilmast yerine, SAR’1 aktive edebilen “bitki aktivatord”™ kimyasallar
bulunmustur. Elexa bdyle bir aktivatdr olup bitki Gzerindeki fungal reseptdr yerine
baglanarak bitkiye savunma tepkileri kazandirir. Actigard (acilbenzolar-S- methyl)
da bir bitki aktivatorudir. Actigard bitkide SAR’1 tetikler. Bu konu bitki hastaliklar:
ile mucadelede ilging olmasina karsin, henliz bu bilesiklerin stabilite, guvenlilik,
kalicilik, uygulama zamanm ve sikligi gibi konularda arastirmaya gereksinim vardir
(Staub, 2001; Agrios, 2005; Schumann ve D’ Arcy, 2006).

Broadbent ve ark. (1977), tarafindan Bacillus subtilis A-13 izolat1 lyse olmus
Sclerotium rolfsii hiflerinden izole edilmistir. B. subtilis A-13'in maor ve minor
patojenleri bastirarak ve keza bitki gelisimini dogrudan tesvik ederek bitki
blylmesini artirchgi gbzlenmistir. Bu A-13 izolati tohum uygulamas: seklinde
uygulandiginda havuclarda % 48, yulaflarda % 33, yerfistiginda % 37’ nin tzerinde
Urdin artis1 saglamustir.

Bacillus subtilis tarafindan Uretilen iturin’in bir anti-fungal antibiyotik oldugu
belirlenmis ve Fusarium oxysporum, F.moniliforme, Aspergillus niger, A.flavus gibi
bitki patojenlerine etkili olarak bulunmustur (Latoud ve ark., 1987). B. subtilis QST
713, besin icgin yarisarak, bitki gelisimin artirarak ve bitki koklerine dogrudan
kolonize olup patojenin girisine karst bariyer olusturarak etkili olmaktadir
(Anonymous, 2010).

PGPR bakterileri baslangicta kullanilabilir azot miktarint arttirmakta ve
dolayisiyla Uriin gibrelemesine olumlu bir etki saglamaktadir. PGPR kullanilabilir
azot miktarint arttirmasinin yan: sira, ayrica toprak patojenlerine karsi baskilayici bir
etkiye sahiptir. Bu etkilerinden dolayi PGPR bakterileri biyolojik ajan olarak
kullanlabilmektedir (Dunleavy, 1955; Schippers ve ark., 1987). PGPR toprak
patojenlerini baski altina almada demiri bloke etme, antibiyotik veya litik enzim
uretimi gibi ¢esitli antogonistik aktivitelere sahiptir (Van Loon ve ark., 1998).

PGPR bakterilerinin yeterli miktarda kok kolonizasyonu saglamalar: igin ya
fideler sasirtma Oncesi bakteriyel slspansiyona daldirilirmakta, ya da yuksek
miktarda bakteri ile tohum bulastiriimaktadir (Kloepper, 1996). Son yapilan
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calismalarda, LS213 olarak bilinen endistriyel bir Grtn gelistirilerek formile
edilmistir. LS213 sebze Uretiminde fidelerin araziye sasirtilmasindan sonra bakteriyel
leke (domates), antraknoza (hiyar) ve ayn1 zamanda nematod zararina kars1 koruma
saglamistir (Kenney ve ark.,1999). B. subtilisin GBO3 izolat1 biber, tittun, hiyar ve
domates dretimini 6nemli 6lgtide artirmustir. Bu preparat domatesleri bakteriyel leke
ve mildiyo hastaligina, hiyar bitkilerini koseli yaprak lekesine ve titini mavi kife
kars1 korumustur (Reddy ve ark., 1999).

Gunumuizde, gevre kirliligi nedeniyle birgok Ulkede bazi pestisit kullammlari
yasaklamakta veya bunlarin kullanilmalarina sinirlama getirilmektedir. Bu yizden,
hastaliklarla micadelede etkili biyolojik Grinlerin hizli bir sekilde gelistirilerek
pestisitlerin yerini almalarina gereksinim vardir. Boylece PGPR drtnlerinin ticari
olarak pazarlanmasinda blylime devam etmektedir. Amerika’da 1985 yilinda,
Gustafon Firmast ilk ticari Rhizobacter biyolojik miicadele etmeni olarak Bacillus
subtilis A-13, GBO7 ve GBOS izolatlarini, sirasiyla ticari Quantum, Kodiak ve Epic
adlar1 altinda Ureterek piyasaya sunmustur (Broadbent ve ark., 1977). Bu Urunler
tohuma uygulanan fungisitler ile birlikte kullanildiginda toprak patojenlerine karsi
tohumlar1 koruyabilmektedir. Pamukta toprak patojenlerinden Rhizoctonia ve
Fusarium'u baski altina aimak icin B. subtilisSten Uretilen Kodiak Amerika da
pamuk Uretim alanlarimin %60-75'inde kullaniimaktadir. Aymi zamanda yer fistigi,
soya, misir, sebze Urtnlerinde kullamilan Cin'de 18 tane ticari PGPR izolat1 veya
izolat karisimi  mevcuttur. Bunlarin gogu Bacillus cinsinin  spor formundan
uretilmistir (Backman ve Jacobi, 1997).

2.3 Toprak Solarizasyonu Ilellgili Calismalar

Toprak dezenfeksiyonu Avrupa da 100 yildan daha fazla bir zaman dénemi
oncesi toprak kokenli patojenlerle miicadele metodu olarak gelistirilmistir. Ancak,
daha sonralari bu konuda fiziksel (buharlasma) ve kimyasal (fumigasyon) olmak
Uzere iki yaklagim Gzerinde durulmustur. Toprak solarizasyonu (gtines 1sitmasi), en
son ugunct yaklagimdir. Solarizasyon ilk tammlanmay: (Katan ve ark., 1976)
miteakip cogunlukla sicak bolgelerde 40'dan fazla Ulkede bu metod Uzerinde
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arastirmalar baglamistir (Katan ve DeVay, 1991; White ve Buczacki, 1979).
Solarizasyon ile ilgili ilk calismalarda patojenlere karst miicadelede biyolojik kontrol
mekanizmast ve solanaceous hitkilerde Verticillium solgunlugu kontrol
vurgulanmistir (Katan ve ark., 1975, 1976). Bu arastirmalarda solarizasyonun sebze,
tarla bitkileri, sis bitkileri ve meyve agaclar: gibi bir cok trtinde bircok patojene,
yabanci otlara ve bir toprak eklembacaklisina (arthropod) karsi etkili oldugu
bildirmistir (Gerson ve ark., 1981; Katan, 1981; Stapleton ve DeVay, 1986).

Solarizsayon uygun bir mal¢ ile nemli topragin kapatiimasi ve gulnes
enerjisinden vyararlanilarak topragin 1sitilmast esasina dayamr. Solarizasyon
uygulamasinin topraktaki patojenleri Oldirebilecek sicakligin en yiksek oldugu
Temmuz-Agustos aylarinda yapilmas: gerekir (Katan ve ark., 1976; Katan, 1980,
Katan ve DeVay, 1991). Toprak solarizasyonu genis etki spektrumu ve cevre
direncini koruyucu 6zelligi nedeniyle toprak kokenli patojenlere, nematodlara ve
yabanci otlara karsi mucadelede IPM (Integrated Pest Management) programlari
icerisinde diger micadele yontemleri ile kombine edilerek genis bir uygulama
olanagina sahiptir (Katan, 1996).

Solarizasyon ile farkli toprak derinliklerinde ulasilabilen maksimum sicaklik
bdlgelere ve yillara gore farklilik gosterebilmektedir. Cunkd, radyasyonun toprak
tarafindan absorbe edilmesi toprak nemi, yapisi, iklim faktoru gibi Ozelliklere
baglidir. israil’ de Temmuz —Agustos aylarinda solarizasyon uygulamalarinda yillara
gore 5 ve 20 cm derinliklerde 6lctilen maksimum sicakliklarin sirasiyla 44 -55 °C ile
39 -45 °C arasinda degismistir (Katan, 1981).

Chet ve ark. (1982)’ a gore solarizasyon uygulamasi toprak kdkenli patojenlerle
mucadelede yeni bir yontem olup topragin giines enerjisi ile 1sitilmasim esas alan,
kimyasal olmayan, toksik madde icermeyen, ekonomik ve uygulanmasi kolay olan
bir yontemdir. Bu arastiricilar solarizasyon uygulamasi ile baski altina alinan
patojenlerin elemine edilmesi igin ayrica topraga etkili antagonist mikroorganizmalar
eklenmesini distinmiistir. Solarizasyon uygulamas: Uzerine ilk raporun Israil’ den
bildirilmesinden hemen sonra 1977'de, Kaliforniya'da arastirmalara bagslanarak;
solarizasyonun domates, pamuk, soganda Fusarium; domates, patlican, patateste
Verticillium; patates, soganda Rhizoctonia solani; yer fistiginda Sclerotium rolfsii ve
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soganda Pyrenochacta terrestris hastaliklarina karsi etkili oldugu bildirilmistir
(Katan, 1981).

1970'li yillarin ortalarinda tarimsal alanlarda toprak kokenli patojenlere karsi
pratige aktarilmis olan solarizasyon (Katan ve ark., 1976) 1990 ve 2000'li yillarda
MeBr’ iin yasaklanacak olmasindan sonra, ekolojinin uygun oldugu alanlarda toprak
kokenli patojenlere ve kok-ur nematodlarina karsi micadelede en popller
yontemlerden biri olmustur. Ancak solarizasyon tek basina kullanildiginda 6zellikle
nematodlara ve bazi toprak kokenli hastaliklara karsi yeterli dizeyde etkili
olamamaktadir (Chellemi ve ark., 1994; Fuentes ve ark., 1997). Bu nedenle nematod
ve toprak kokenli patojenlere kars1 miicadelede onun etkinliginin artirilmas: ve gevre
direncinin korunmast igin sistemin butin olarak disunilmesi ve miicadelede
kombine uygulamalara yer verilmesi gerekmektedir (Y ticel ve ark, 2007).

Dogu Akdeniz bolgesinde 1980'li yillardan bu yana yapilan ¢alismalar ile
topragin seffaf plastik orti kullamlarak 1sitilmasi esasina dayanan solarizasyon
uygulamalarimin  toprak  kokenli fungal ve bakteriyal patojenlere karsi
kullarilabilirligi pek ¢ok arastirici tarafindan ortaya konmustur (Cinar ve Bigigi,
1985, Erkili¢c ve ark., 1994). Solarizasyon uygulamasinin hiyar serasinda toprak
kokenli patojenlere kars1 kontrole gore % 43 oraminda etkili bulundugu; daha ucuz,
guvenli, uygulamasi kolay ve kalinti birakmamast gibi nedenlerle metil bromid' e
gore tercih edilebilecegi bildirilmistir (Erkili¢ ve Cinar, 1991). Biberde Phytopthora
capsici tarafindan neden olunan kok ve kok bogazi yaniklig: hastaliginin, tek basina
solarizasyon uygulamas: veya solarizasyon ve metil bromid’in distk dozu (40 g/n?)
ile birlikte kombine edilmesiyle azaltilabilecegi bildirilmistir (Y tcel, 1995).

McGoven (1994), Guneybat1 Florida’ da domateste 6nemli zararlara neden olan
kok ve kok bogazi ¢lruklig etmeni Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici ile
miicadelede fumigant ve bazi biyolojik preperatlarin etkinligini arastirmustir. Y apilan
calismalarda 4 haftalik solarizasyon sonucu toprakta 5, 15 ve 23 cm derinliklerinde
ulasilan sicakliklar dataloggerlar ile kaydedilmistir. Kontrole gére solarizasyon
uygulanan alanlarda ¢ toprak derinliginde de artis gbralmusttr. 5 cm’'de ulasilan
toprak sicakligi ile FORL populasyonunda énemli bir azalma gorultrken, 15 ve 23
cm’ de kontrole gore azalma azda olsa s6z konusu oldugu bildirilmistir.
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Kuzey Floridada Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici, Phytophthora nicotiana ve Rastonia solanacearum’a
karsi solarizasyon ve Metil bromid ile fumigasyon uygulamalarinin yalmz ve
kombine halde etkinlikeleri arastirilmistir. Solarizasyon uygulamast ile 5 ve 15 cm
toprak derinliklerinde maksimum sicakliklarin sirasiyla 49.5 ve 46 °C’ ye ulastigi
belirlenmistir.  Solarizasyon uygulamasi yalmiz basina uygulandiginda R.
solanacearum’un hastalik siddetinde 6nemli derecede azalma meydana gelirken,
metil-bromid ile kombinasyon durumunda patojen Uzerine etkinin artigi ve hastalik
oraninin % 36’ lardan % 6’ ya dustugu bildirilmistir (Chellemi ve ark., 1994).

Tjamos ve ark. (2010), 4 - 6 haftalik toprak solarizasyonunun domates ve
enginarda Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum, F. oxysporum, f.sp. melonis ve
Verticillium dahliae tarafindan neden olunan vaskular solgunluk hastaliklarina etkili
oldugunu, ayrica domateste Pyrenochaeta lycopersici ve Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis hastaliklarini da kontrol edebilecegini bildirmislerdir. Yapilan
15-20 giin gibi kisa streli toprak solarizasyonu ile antogonist bakteri (Bacillus sp.)
uygulamalarimin gegirimsiz plastik kullanildiginda Fusarium oxysporum f.sp. radicis
cucumerinum’ a karsi etkili oldugunu belirtmislerdir.

loannou (2000), Giiney Kibris'ta sera, alcak tinel ve acikta yetistiriciligi
yapilan en 6nemli sebze tirlerinden birinin domates oldugu ve domateslerde en
Onemli solgunluk etmenlerinin, F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici, V. dahliae ve Pyrenochaeta lycopersici oldugunu belirtmistir. Bu
etmenlerle etkin mucadelenin dayanikli gesit kullamlimasiyla, toprak fumigasyonu
veya toprak <olarizasyonuyla ve hastalikli  bitki artiklarimn  araziden
uzaklastirilmasiyla saglamilabilecegi bildirilmistir.

Akdeniz Bdlgesinde 6nemli bir sorun olan domates bakteriyel solgunluk
etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensise karsi solarizasyon
uygulamasinin etkinligi cam ve plastik seraile plastik ttinelde arastirilmistir. Toprak
solarizasyonu uygulamalarinda 5, 10, 15 ve 30 cm derinliklerde maksimum toprak
sicakliklarimn sirasiyla 41-52 °C, 38-48 °C, 36-45 °C ve 32-39 °C arasinda
degisiklik gosterdigi  saptanmistir.  Patojen yasamina  solarizasyonun  etkisi
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile yapay olarak bulagik domates
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bitki artiklar1 topragin dort farkli derinligine gomilerek arastirilmistir. Solarizasyon
plastik tinelde 5, 30 cm ve cam serada 15 cm derinliklerde patojene zayif etkide
bulunurken, diger derinliklerde etkisiz olmustur. Doga kosullarda yapilan
calismalarda ise toprak solarizasyonu tek basina bir yil uygulama ile etkili
bulunmazken, aym yerde ikinci yil uygulandiginda yaklasik % 55 oraninda etkili
oldugu saptanmistir. Solarizasyonun toplam mikroorganizma populasyonlarina
(Actinomycetes sp., Fluoresan Pseudomonas sp., Bacillus sp.) olumsuz bir etkisi
bulunmamistir. Ayrica solarizasyonun etkisini artrmak igin gift kat plastik oOrtt
kullanim, biyolojik kontrol ajanlar1 ile kombinasyon, topraga organik madde ilavesi
gibi farkli uygulamalarin arastirilmasi geregi ifade edilmistir (Tokgontil,1998).

Bazi arastircilar, solarizasyon uygulamasinda farkli Ozelliklere sahip
plastiklerin kullammu, ¢ift katl 6rtd kullammu, topraga organik icerikli maddelerin
ilavesi, biyolojik kontrol drdnleri ile kombinasyon gibi farkli uygulamalarin etkinligi
arttirdigim bildirmiglerdir (Y ticel ve Cinar, 1989; Stapleton, 1997).

Son yillarda solarizasyonda yeni bir yaklasim olarak topragin plastik ortu ile
kapatilma stiresinin kisaltilmas: ve kombinasyonlar (fumigant ve antagonist) ile ilgili
bir cok arastirma yapilmistir. Tjamos ve ark. (2005), 15-20 gunlik kisa sireli
solarizasyon uygulamasinda gegirimsiz plastik ve Bacillus sp. antagonist
uygulamasinin Fusarium oxysporum f.sp. radicis cucumerinum etmenini basariyla
kontrol ettigini bildirmislerdir.

2.4 Metham Sodium ileilgili Calismalar

Ben-Y ephet ve ark. (1983), Israil’ de yaptiklar: ¢alismalarda Metham Sodium
(MS)’un patates, yerfistigi ve diger trunlerde dikim dncesi toprak dezenfeksiyonu
amactyla yaygin olarak kullanildigini, 300 ile 1000 | ha™ oranlarinda birgok toprak
kokenli patojenin  miicadelesinde kullanmildigini rapor etmislerdir. Frank ve
ark.(1986), 900L/ha Metham Sodiumun solarizasyon ile kombinasyonunun yer
fistiginda F. oxysporum f. sp. vasinfectum ve V. dahlia€ ye kars1 etkiyi arttirdigim
bildirmislerdir.
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2005-2006 yil1 yetistirme sezonunda bolgemiz Ortt ati domates seralarinda
yapilan bir calismada, Fusarium kok ve kok bogazi ¢urtikligt (Fusarium oxysporum
f.sp. radicis- lycopersici :FORL) ve Kok-ur nematodlari (Meloidogyne javanica,
Meloidogyne incognita) ile bulasik oldugu belirlenen iki ayri domates serasinda, bu
etmenler ile mucadelede etkili bir fumigant olan methly-bromide alternatif olacak
uygulamalar arastirlmustir. Calismada solarizasyon uygulamasi ile Metham
Sodium'un disik doz denemelerinde kok ve kok bogazi curikligu (FORL)
hastaliginin  toprakta yogun oldugu serada (% 82.4), yalmz solarizasyon
uygulamasinda % 49.9 hastalik ¢ikisina karsin etkisi % 39 ile yeterli olmamaustir.
Solarizasyon uygulamast ile birlikte MS un diisiik bir dozu 1000 | | ha™ ile yapilan
kombinasyonda hastalik c¢ikist % 22.4 olmus ve % 72.5 etki saglanarak basari
saglanmistir. FORL nedeni hastaligin yogun olmadig: serada (% 34.1) ise yapilan
bitin uygulamalarin  hastalik ¢ikisim  azalttigin ve bu uygulamalarin toprak
dezenfeksiyonu amaciyla Onerilebilecegi ortaya konmustur. FORL nedeni kok ve
kok bogazi curukligu hastaliginin disik oldugu serada solarizasyon ve Metham
Sodium’un diisiik dozu 1000 | | ha* ile yapilan kombinasyonda hastalik cikis1 % 4.1,
etki % 88.6 olmus, yalmz solarizasyon uygulamasinda ise hastalik ¢ikis1 % 10.8, etki
% 67, 2 olarak belirlenmistir (Y tcel ve ark., 2007)

Saeed ve ark. (1997) farkli toprak su igerigi ve sicakliklarina sahip toprak
kosullarinda Metham Sodium'un Verticillium dahliag ya karsi etkinligini
arastirmislardir. Bu calismada, toprak su igeriginin Metham Sodium’un fungisidal
aktivitesini etkilemedigini, soguk veya 1slak toprak kosullarinda MSun V.
dahlia€’ yakarsi etkili oldugunu bildirmiglerdir.

Toprak kokenli patojenlerle miicadelede tek basina uygulamalardan ziyade
azaltilmis dozda fumigant, solarizasyon, biyo-fungusitler, yada diger aanlarin
kombinasyonlari ile yapilan uygulamalarin basariy: artiracag: bildirilmistir (Eshel ve
ark., 2000; Munito ve ark., 2000)

Metham Sodium’un bir ¢ok arastirici tarafindan toprak kokenli patojenler ile
miuicadelede Methyl Bromide alternatif olarak etkili bir fumigant oldugu bildirilmistir
(Warton ve Matthiessen, 2000; Cao ve ark., 2001; Gullino ve ark., 2002; McGoven
ve Obreza, 2007; McGoven ve ark., 1998). Steve (2000), 100 gal/acre dozunda
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(yaklasik 94.6 L/da) Metham Sodium ile toprak fumigasyonunun 6 hafta sireli
solarizasyon uygulamasi ile birlikte uygulandiginda ¢ok iyi sonug¢ almndigini
bildirmistir.

Antalya’ da domates ve hiyar bitkilerinde toprak kokenli patojenlere (fungus,
nematod ve bakteri) karsi sekiz haftalik solarizasyon ve 1,3 dichloropropene,
Metham-sodium, dazomet, biofumigasyon, biyokontrol-Mycormax, biyokontrol-
Promot uygulamarinin etkinligi arastirilmistir. Bu bilesiklerle yalniz basina tek bir
uygulamanin Methyl bromide alternatif olamayacag: bildirilmistir. Solarizasyonun,
yalniz veya Metam-sodium, 1,3 dichloropropene, dazomet ve biyofumigasyon ile
birlikte kombine uygulamalarinin Antalya kosullarinda toprak kokenli patojenlerin
entegre micadele programlarinda tavsiye edilebilecegi rapor edilmistir (Ozturk ve
ark., 2001).

Taton, domates ve biber Uretiminde Metil Bromide alternatif olabilecek
pestisitlerin  arastirildigi bir cgalismada, alternatif kimayasallar olarak Metham
Sodium, Chloropicrin, 1,3 Dichloropropene, 1,3 Dichloropropene + % 17
Chloropicrin ve 1,3 Dichloropropene + % 35 Chloropicrin yalniz ve kombine
edilerek 2 y1l stireyle 3 farkl1 bdlgede yabanciot, bazi arthropod ve nematodlara karsi
denemis ve en yiksek etkinlik Metham Sodium’un yalniz basina ve diger pestisitler
ile kombine uygulamalar1 sonucu elde edilmistir (Csinos ve ark., 2000).

McGoven ve Obreza (2007) yaptiklar: bir seri domates tarla denemesinde,
Metham Sodium yastik hazirligindan dnce toprak uygulamas: seklinde tohum/fide
yatagina iyice karistirildiktan sonra, seffaf plastikle solarize edilen 5cm
derinligindeki toprakta kok ve kok bogazi ¢lrikligl etmeni Fusarium oxysporum
f.sp. radicis- lycopersici (FORL) populasyonlari azaltilabilmistir. Bunlara ek olarak,
6 haftalik toprak solarizasyonu, Metham Sodium (Vapam, 935 I/ha) ve kanalizasyon
artig1 kompostu kombinasyonlar1 kok ve kék bogaz: ¢urikligine kars: arastirilmistir.
Burada o6nce toprak yizeyine kanalizasyon artigi kompostu karistirilmis ve ayrica
buraya Vapam puskirtilerek 23 cm derinlige karistirilmistir. Kompost ve Vapam
uygulamasini takiben yastik yapilarak bu yastiklar hemen polyethylen ile
malclanmistir. Bunun yaninda bazi yastiklar sadece solarize edilmistir. Bu
uygulamalarin yapilmis oldugu yastiklarin 5, 15, ve 23 cm deriliklerinden data logger
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ile sicakliklar 6lctlmistir. Her parselde en az 32 hitki olacak sekilde yastiklara
domates bitkileri dikilmis ve iki kez meyve hasadindan sonra bitkiler sokulerek kok
ve kok bogazi curukligi icin degerlendirme yapilmistir. Kok ve kok bogazi
cUrdklagi olusumu Vapam ve solarizasyon+ Vapam uygulamalarinda dnemli olclide
azaltilirken, hastalik siddeti ikinci uygulama ile azaltilabilmistir. Uygulamalar
arasinda pazarlanabilir Grin yontnden bir farklilik olmamistir. 5 cm derinlikte bile
FORL icin oldirtict olan 50 - 60 °C sicakliklara erisilmemis olmasi nedeniyle,
solarizasyon yalnmz basina kok bogazi ¢lrukligini azaltmada basarili olamamustir.

Munito ve ark. (2000), toprak kokenli patojenlere etkili olan Methyl
Bromi’'de alternatif fiziksel ve kimyasal uygulamalarin kombinasyonlar: tzerine
calismalar yuratmuslerdir. Metham Sodium uygulamasinin yari dozu ve 2 haftalik
solarizasyon uygulamas: ile topragin ekime kapatimasi ile ekim yapilamayan
peryodun kisalacagint  bildirmislerdir. Boéyle bir kombinasyonun toprak
solarizasyonu icin tanimlanan uzun dénem etkisinin sonraki Urin Gzerinde de etkili
olacagim belirtmislerdir. Boylece topraga bir kez uygulama ile diger 2 veya 3 Urini
koruma mimkun olabilecegi ifade edilmistir. Bu topraga distk doz ve kisa sireli
solarizasyon uygulamalarinin bir ¢ok dreticiyi uygulama igin tesvik edecegi ve
kimyasallara olan bagimligin azalacag: agiklanmustir. Bu galismada ayrica 14 gunlik
solarizasyon uygulamas: ile patojenin canliliginda cok taimin edici azalmalar
gbzlendigi bildirilmigtir. Katan (1981), solarizasyon uygulamasint 2 ile 4 hafta
kisaltarak bitln patojenler tzerinde olumlu sonuclar alinamayacagini, ancak bazi
toprak kokenli patojenleri zayiflatmada etkili olabilecegini bildirmistir.

Eshel ve ark. (2000), Metham Sodiun’un azaltilmis dozu (10 ml / m2) ve 8
gunlik solarizasyon kombine uygulamasinda, Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici propagtillerin canliligi (% mortality) 10 cm toprak derinliginde % 100
olumle sonuclanirken, 30 cm’'de % 80 basar1 saglandigint bildirmiglerdir. Yalmz
solarizasyon uygulanan parsellerde ise 10 cm toprak derinliginde % 90, 30 cm’de
yaklasik % 18 patojenin populasyonunda azal ma oldugunu bildirmislerdir.

Yucel ve ark. (2009), bolgemiz Ortlat: domates seralarinda Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici ve kok-ur nematodu (Melodiogyne javanica ve
Mel odiogyne incognita) ile micadel ede solarizasyonun yanliz ve disiik doz fumigant
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kombinasyonlarimi arastirmiglardir. Bu calismada, FOL ile micadelede % 62.5
oraninda bulasik serada yanliz solarizasyon uygulamasinda hastalik oranm % 39.2 ve
etki % 35 iken, solarizasyon ile Metham Sodium’un 1000 | | ha™* dozundaki kombine
uygulama durumunda hastalik c¢ikisi % 11.6 ve etki % 83.9 ile FOL hastaligin
baskilamada bu kombinasyon en basar1l1 olarak saptanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu arastirma Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bélimii
ve Adana Ziral Micadele Arastirma Engtitiisii Fitopatoloji Laboratuari, Molekuler
Laboratuari, iklim odasi ve 210 m? yay catil1 plastik serada yuriitilmiistir.

3.1. Materyal

Survey caligmasi, 2007-2008 yilinda Kasim — Nisan aylar1 arasinda bolgede
Ortl alti domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildig: Y Uregir, Seyhan, Karatas,
Ceyhan/Adana; Silifke, Erdemli, Adanalioglu, Kazanli ve TarsugMersin seralarinda
yapilmistir. Survey alanlarindan bitki Orneklerinin alinmasi igin plastik torbalar,
etiket, Hanna pH ve EC Olger, budama makas: ile bu alandaki belirtilerin
gorintilenmesi icin digital fotograf makinesi kullanmlmustir.

Patojen izolasyonu ve patojenite calismalari; survey calismalari sirasinda 6rti
alti domates seralarindan drneklenen bitkilerden izole edilen Fusarium oxysporum
izolatlar1 ¢alismanin materyalini olusturmustur. Bu amacla etmenin izolasyon ve tan
caligmalarinda bistiri, PDA ortami, 9 cm petri kaplari, ve steril kabin, inktbatorler
ve buzdolab: kullanilmistir.

Patojenite calismalart ve c¢esit reaksiyon denemelerinde H-2274 ve 17
domates ¢esiti (Simela F;, Alsancak F;, Sultan F;, Redo F;, Basha F;, Maydo F,
Cansin Fy, Zumrit F;, Mondi F;, Grando F;, Tauna F1, Almalakeh F;, Jana F;, Maya
F1, Aksu F;, May klasdo F;, Etna ), torf:perlit (1:1) iceren karisim, plastik saksilar
(15 x 15 cm) ve laboratuar aetleri kullamlmstir.

PCR calismalarinda materyali; Fusarium oxysporum (FO) izolatlarina ait
DNA'lar, Promega firmasindan elde edilen GoTag Flexi DNA Polymerase, MgCl,
dNTP setleri (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), ¢érneklerin muhafazas: i¢in buzdolab,
derin dondurucu (-20 °C) ve +4 °C soguk oda ve farkl: buiytkltkteki mikrosantrifj,
plastik tupler, Sellecta-precisng su banyosu, Sellecta-Agimatic N 1siticili manyetik
karstirici, Sigma 2-16 K sogutmali santrifilj, Eppendorf Thermomixer compact
karstiricili 1sitma blogu, Orison GLP 22 pH metre, Gilson otomatik pipet setleri ve
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pipet uglari, vortex cihazi ile havan, havaneli, tilbent, otoklav, steril cam malzeme,
steril su, molekiler calismalarda kullamilan farkli firmalardan temin edilen bazi
kimyasallar (Tris, Sodyumasetat, Potasyum asetat, EDTA, alkol, NaCl, SDS, ..vb.)
kullanmlmistir. NUkleik asitlerin amplifikasyonunda Eppendorf Mastercycler Gradient
PCR Thermocyler marka DNA Thermal Cycle cihazi ile galisilmistir. Molekiler
calismalarda Iontek (Turkiye) firmasindan temin edilen 4 primer (uni, sprl, sp13,
$p23) kullanlmstir.

PCR calismalar1 sonucunda amplifiye edilmis DNA'lar, agaroz jel
elektroforez calismalarimn  materyalini - olusturmustur. PCR  OrUnlerinin - 1rk
ayrilmasinda, agaroz (Sigma), TBE buffer, 100bp DNA marker (Promega), reaksiyon
Urdnd, yukleme tamponu (Loading), agaroz jel tanki (Ter—Max yatay tank), hassas
terazi (Sartorious CP 323 S), ¢alkalayici (Barnsteadlab-line E-class), ve gi¢ kaynagi
(Consort E 861) kullanilmistir. Agaroz jeldeki DNA bantlarinin gorinttlenmesinde
Ethidium bromid ve Sony-Lip 895 CE Video Graphic printer kullanilarak olusan
bantlar fotograflanmustir.

Solarizasyon ve sera ¢calismalari; denemede kullanilmis 0.030 mm kalinhiginda
seffaf plastik ©rtl, sera toprak sicakligi olcim aleti (HOBO-toprak), serada
kullanilan alet ve ekipmanlar (kirek, kazma, rotovator, sera baglama ipi, tahta kazik,
etiket), Trichoderma harzianum (T-22 Planter Box), Bacillus subtilis OST 713
(Serenada), Metham Sodium, Alsancak F1 domates fideleri, kompost, Antares 50
marka sera 1sitma sistemi, til perde, kireg, glbreleme tanki ve damla sulama sistemi
calisma materyalini  olusturmustur. Denemelerde patojenite calismalart bolge
seralarindan izole edilmis Fusarium oxysporum izolatlar1 ve ayrica karsilastirma
amaciyla Dog. Dr. Canan Can (Gaziantep Universitesi/Biyoloji bolimii)’ dan temin
edilen Fusarium oxysporum f.sp. radicislycopersici (FORL) izolat1 ile

yarGtalmostar.
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3.2. Metod

3.2.1. Ortii Altr Domates Seralarinda Fusarium Hastahklar1 Sorvey Calismas

Sorvey calismalari, 2007-2008 yi1li Kasim-Nisan aylarinda 6rtl alti domates
yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Adana ili Yduregir, Seyhan, Karatas ve
Ceyhan ilceleri ile Mersin ilinin Silifke, Erdemli, Adanalioglu, Kazanli ve Tarsus
ilgelerindeki seralarda yapilmistir. Bolge seralarinda FOL ve FORL’un neden oldugu
tipik solgunluk ve kok-kok bogazi curiklug simptomlart gosteren bitkiler
belirlenmis ve bunlardan izolasyonlar yapilarak izolatlar elde edilmistir. FOL igin
tipik hastalik simptomu olarak bitkilerin yapraklarinda bir tarafl1 sararma, solma ve
govdede vaskular kararmalar dikkate alinmigtir. FORL ise kok ve kok bogazi
curdklaga ve 25 - 30 cm'e kadar gbvdede kahverengilesme ile govdenin geri kalan
kisminda herhangi bir vaskular kararma olmaksizin tim bitkide solgunluk seklindeki
simptomlar dikkate alinarak belirlenmistir. Gerek FOL ve gerekse FORL’ un neden
oldugu sirastyla solgunluk ve kok ve kok bogazi ¢urukligi hastaliklarimn her ikisi
de distk toprak pH’'st ve amonyum azotu ile tesvik gordiklerinden (Sherf ve
Machab, 1986; Roberts ve ark., 2001; Anonymous, 2007) hastalik gorilen ve
gorilmeyen seralarda bitkilerin rizosfer bdlgesinden toprak ornekleri alinarak
laboratuarda pH analizi yapilmis ve tuzluluk dizeyi belirlenmistir. Sorvey yapilan
seralarda ciftgilerce bitki besleme amaciyla kullamlan amonyumlu ve nitratl
gubreler gibi ne tir azotlu gubre kullamldig: Ureticilere sorularak kaydedilmistir.

Sorvey calismalarr ve orneklemeler icin Bora ve Karaca (1970) ile Nelson
(1986)' dan yararlanilmustir. Survey calismast Mersin iline bagli Merkez, Silifke,
Erdemli ve Tarsus ilgeleri (16652 da) ile Adana iline bagli Y Uregir, Seyhan, Ceyhan
(188 da) ilgelerinde toplam 16840 da oOrtti alt1 domates yetistirilen alanlarin % 4.54°
dikkate alinarak yaklasik 756 da alanda yuritulmustir (Anonim, 2007). Bu alanlarda
asagida belirtilen 6rnekleme yontemine gore domates bitkileri solgunluk ve kok ve

kok bogazi ssmptomlar: yoninden degerlendirilmistir.
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1 dekar sera alamindan 3 ayr1 noktadan,

1-2 dekar sera alanindan 5 ayr1 noktadan

2-4 dekar sera alamindan 7 ayr1 noktadan ve

4 dekardan daha fazla olan seralardan 10 ayr1 noktadan,

10'ar bitki solgunluk veya kok ve kok bogazi c¢lrikliglu simptomlar:
yoniinden incelenerek hastalik olusumu belirlenmistir. Inceleme yapilan noktalarda
gozlenen hastalikli bitkilerden birkagi sokllerek bunlardaki hastalik siddeti
belirlenmistir. Bu amacla, tarafimizdan Ozbay ve ark. (2004) ile Hibar ve ark.
(2007a)’ dan modifiye edilen FOL solgunlugu ve FORL kok ve kok bogazi ¢clrukligu
hastaliklar: igin iki ayr1 0-3 skalasi kullaniimustir. Inceleme yapilan seralarda hastalik
olusumu ve skalalar yardimiyla hesaplanan hastalik indeksi saptanmistir (Bora ve
Karaca, 1970). Ayrica incelenen tim seralar agisindan hastalik yayginligi
bulunmustur.

FOL icin 0-3 skalasi asagida verilmistir;

0-Gozle gorulebilir hastalik simptomu yok,

1-Bodurlasma olsun veya olmasin govdede hafif vaskular renk kararmasi
mevcut, kok ¢lrtkligt meveut degil,

2-GOvdede vaskular renk kararmasi, bodurluk, yapraklarda sararma olsun
olmasin solgunluk mevcut,

3-Bitkinin yarisi veya cogunda kuruma ve 6lum.
FORL icin O -3 skalasi ise asagidaki gibidir;

0-Gozle gorulebilir hastalik simptomu yok,

1-Yapraklarda hafif solgunluk, kazik kok ve ikincil koklerde hafif veya orta
diizeyde clruklik ve kok bogaz curtklugl meveut,

2-Y apraklarda orta veya siddetli solma, genel bodurluk, kazik kok ve ikincil
koklerde siddetli curuklukler var,

3-Kok bogazindan yukari1 gbvdeye dogru 20-30 cm’ e kadar %50-100 oraninda
icsel nekrosis mevcut.
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Sekil 3.1. Sorvey yapilan seralardan alinan hastalikli domates kokleri

Sorveylerle inceleme yapilan yoreler ve tim Cukurova Bdlgesi icin ayrica
hastalik yayginligi belirlenmistir. Bunun icin incelenen seralarda tek bir bitkide
solgunluk veya kok ve kok bogazi ¢lrukligl simptomu gorilse bile o sera bulagik
olarak degerlendirilmistir. Solgunluk veya kok ve kok bogazi curtkltgl simptomu
gbsteren domates bitkilerinin koklerinden temiz bir budama makasi ile izolasyonda
kullamlmak (zere toprak ytizeyinden 15-35 cm uzunlugunda koklt halde bitkiler
alinarak plastik posetlere konulmus, etiketlenmis ve izolasyon icin laboratuara
getirilmistir (Sekil 3.1).

3.2.2. Patojen izolasyonu ve Patojenite Calismalari

Survey yapilan seralarda solgunluk ve kok ve kok bogazi clrikligul
simptomlar1 gosteren domates bitkilerinin kok ve goévdelerinden enine kesitler
alinarak, iletim demetlerinde, kok ve kok bogazi kisimlarinda kahverengilesmenin
gorildugl yerlerden izolasyon icin parcalar alinmistir. Kok, kok bogazi ve
gbvdelerden kahverengilesmis ve saglam dokular olacak sekilde temiz bir bistiri ile
2-3 mm buyudklikte parcalar kesilmistir. Daha sonra, geril kabin igerisinde bu
parcalar % 1'lik sodyum hipoklorit (NaOCI) solisyonunda 2-3 dk. bekletilerek
ylzey sterilizasyonu yapilmistir. Y lizey sterilizasyonu yapilan doku parcalari iki kez
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steril distile sudan gegirilerek NaOCI kalintisi uzaklastirilmis ve Uzerlerindeki fazla
suyun giderilmesi amaciyla steril kurutma kagidina aktarilmistir. Kurutulan parcalar
Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamu iceren 9.0 cmv' lik Petri kaplarina ekilmis ve
Petri kaplar1 24 °C de bir hafta slireyle inkiibe edilmistir (Katan ve ark.,1991).
Ayrica, Jarvis ve Shoemaker (1978)’a gore govdede renk kararmasinin son buldugu
simirin 1-2 cm o6tedeki dokulardan parcaciklar alinarak FORL icin aym sekilde
izolasyonlar yapilmistir.

Bir hafta siireyle inkiibe edilen petri kaplarinda gelisen Fusarium oxysporum
kolonilerinden saflastirmalar yapilmistir (Sekil 3.2.). Hasta domates bitkilerinde
karakteristik simptomlar vermis ve yaygin olarak elde edilen Fusarium oxysporum
izolatlarindan tek spor izolasyonlar1 yapilarak ve sonraki asamalarda kullanilmak
tizere +4 °C’ de saklanmustir.

Sekil 3.2. Tek spor izolasyonu

SOrvey sonucunda Fusarium izolatlarimin domates bitkilerinde patojen olup
olmadig1 Thanassoulopolos ve ark. (1970)" e gore test edilmistir. Bu amagla, 6nce
PDA’da 7 gun gelistirilmis tek spor kilttrlerinin ylzeyindeki mikrokonidiler iceren
miseliyal gelismeler 50 ml kadar deiyonize su icgine steril bir mikrospatil ile
karstirildiktan sonra, elde edilen karisim temiz iki kat tilbentten siiztlerek konidi
sispansiyonu elde edilmistir. Daha sonra bir haemocytometer yardimiyla spor
konsantrasyonu ml’de 10®ya ayarlanmustir. Patojenite calismalarinda Fusarium'a
duyarli bir domates ¢esidi H 2274 kullamlmistir. Patojenite testi icin 2-3 haftalik
domates fidelerinin koklerindeki toprak yikanarak, kokler tiraslandiktan sonra,
fideler 1x10° spor/ml iceren spor siispansiyonuna 4-5 dk daldirilarak inokule
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edilmistir. Daha sonra torf:perlit:kum (1:1:1) iceren 15x15cm’lik her bir saksiya
inokule edilmis 2 domates fidesi dikilmistir (Sekil 3.2). Her izolat icin 5 saksi ile
calisiimis ve saksilar 26 +2 °C’de, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik bir kosulda ve %60
-70 arasinda degisen nisbi nem kosuluna sahip Adana Zirai Mucadele Arastirma
Enstitisiine ait klima odasina yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Bitkilerdeki FOL ve FORL
nedeni solgunluk ve kok ve kok bogazi curikligl hastaliklar: gelisimi 25 -30 giin
sonra yukarida verilen O -3 skalalarina gore degerlendirilmistir.

8
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Sekil 3.3. Iklim odasi patojenite calismalarindan goriintiiler
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Patojenite testleri ile patojen olduklari kanitlanmis F. oxysporum izolatlar:
ayrica yuratulecek laboratuar calismalart ile koloni gelisimi, renk, fialid,
klamidospor, mikro ve makro konidi 6zellikleri yontinden mikroskobik incelemeler
yapilmistir. Bu amagla PCR calismalar1 sonucunda bolgede hakim olan ve 5 farkli
bdlgeden alinan FORL ve FOL3 rkina ait izolatlar, her izolat icin 10 Petri olacak
sekilde ayr1 ayr1 PDA ve CLA ortamlarina ekim yapilms, Petri kaplari 25 °C
sicaklikta 10 giin inkibasyona birakilmistir. Inkubasyonu takiben PDA ve CLA’ da
gozlenen morfolojik ve mikroskobik ¢zellikler esasindan bu izolatlarin tammlamas:
yapilmistir (Booth, 1971, Nelson ve ark., 1983; Burgess ve ark., 1994; John ve
Summerell, 2006).

Patojenite testleri sonunda patojenik oldugu belirlenen, morfolojik ve
simptomatolojik olarak kabaca formlara ayrilmis F. oxysporum izolatlari molekiler
olarak paralel bir calisma ile ayrica forma speciales ve irk ayrim icin ¢aligilmistir
(Hirano ve Arie, 2006).

3.2.3. FORL ve FOL izolatlarimin Molekiiler Ayrim

Survey calismalari ve patojenite testleri sonucunda klasik bir bicimde
simptomatolojik ve morfoljik 6zeliklere gore formlara ayrilmis Fusarium oxysporum
isolatlarinin kesin FORL veya FOL olduklarim belirlemek igin, Hirano ve Arie
(2006) tarafindan gelistirilmis primerler kullanan total genomik DNA ve PCR
calismalart yaplmistir. Bu amagla baslangigta optimizasyon calismalar: igin
Gaziantep Universites Dog. Dr. Canan Can’'dan (CR: FORL izolat)) ve Tokyo
Universitesi Dr. Tsutoma Arie’ den elde edilen (JR:FORL, J1:FOL1, J2: FOL2 ve J3:
FOL3) pozitif kontrollerle calisiimistir. Bu ¢alismada Fusarium oxysporum formae
specialis ve rklarim tespit etmede kullamilan uni (FOL ve FORL), sp13 (FOL 1 ve
FOL 3 wrklarim), sp23 (FOL 2 ve FOL 3 wklarini) ve sprl (FORL) olmak tzere 4
farkl: primer seti kullamlmistir (Cizelge 3.1). Calismada 21-22 bazlik oligonikleotid
iceren 4 farklh primer fontek firmasindan temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. PCR analizi icin sentezlenen primerlerin nikleotid dizilimleri ve bant
buyuklGgl (Hirano ve Arie, 2006

Primer Baz Dizilimi (5'3) Uzunluk Bant Buyukligu
uni-f ATCATCTTGTGCCAACTTCAG 21
uni-r GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA 22 670-672 bp
sprl-f GATGGTGGAACGGTATGACC 21
sprl-r CCATCACACAAGAACACAGGA 22 947 bp
sp13-f GTCAGTCCATTGGCTCTCTC 21
spl3-r TCCTTGACACCATCACAGAG 21 445 bp
sp23-f CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA 21
sp23-r GCAACAGGTCGTGGGGAAAA 21 518 bp

Bolge izolatlarinin F.oxysporum olup olmadiklarimn belirlenmesi igin unif ve
unir primerleri kullamilmis ve yaklasik 670-672 bp’lik bantlarin varlig: dikkate
alinmugtr.

Sprlf ve sprir primerleri kullamlarak yapilan PCR testlerinde 947 bp’lik bant
olusturan izolatlarin F. oxysyoprum f.sp. radicislycopersici olduguna karar
verilmistir.

Spl13f ve sp13r primerleri kullamlarak 445 bp’lik bantlari veren izolatlarin
F.oxysporum f.sp. lycopersici irk 1 ve irk 3 olabilecegi karaina varil mistir.

Sp23f ve $p23r primerleri kullanilarak yapilan PCR calismalarinda ise 518
bp’lik bantlarin varlig: ile izolatlarin F.oxysporum f.sp. lycopersici irk 2 ve irk 3
oldugu karar1 Uzerinde durulmustur (Hirano ve Arie, 2006).

3.2.4. FO izolatlarindan Genomik DNA izolasyonlari

Fusarium oxysporum total genomik DNA izolasyonlarinda sigma DNA
miniprep kit (G2N70-70prep) ve Dellaporta mini nucleic acid extraction yontemi
(Presting ve ark. 1995) modifiye edilerek kullamlmistir. Calisilan érnek miktarinin
fazla olmasi, hazir kit fiyatinin yiksek olmasi ve kitte elde edilen total genomik
DNA miktarinin az olmasindan dolayi, drneklerin bir kisminda klasik ve hizli bir

yontem olan Dellaporta mini nucleic acid extraction yontemi ile molekiler
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calisgmalara devam edilmistir. Bu amagla FO izolatlar1 bir haftalik PDA (patates
dekstroz agar) ortaminda gelistirilerek, 5 mm ¢apinda miseliyal diskler kesilmis ve
100 ml FMM iceren 250 ml’ lik erlenlerde bir gece boyunca 120 rpm’ de oda
sicakliginda kultire alinmistir. Bu siire sonunda kilturler calkalayicidan alinarak 26
+2 © C'de inkiibe edilmistir. 7-10 giin inkiibasyon siiresinin sonunda gelisen miseller
cift katl tulbentten gegirilerek liyofilize edilmistir. Elde edilen misellerden 100 mg
alinarak total genomik DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Her iki total genomik DNA
izolasyonlarinda kullanilan protokol asagida verilmistir.

Birinci Total genomik DNA izolasyon yontemi; Sigma DNA miniprep kit
(G2N70-70prep)’ e ait solusyonlar, miktarlar1 EK 3" de ve mini kit protokolu asagida
verilmistir.

100 mg alinan fungal miselyum steril porselen havana alinmis ve sivi azotta
toz haline gelinceye kadar iyice ezilmis ve ependof tlplere alinarak ornekler buz
Uzerine konulmustur.

1- Orneklere lysis solusyon — A’dan 350 m ependof tuplere ilave edilerek,
vorteks de karistirilmis ve buz tzerinde bekletilmistir.

3- Tuplere Lysis solusyon — B’den 50 ml ilave edilerek, vorteksde
karstirilmustir.

4- A +B solusyonu iceren tuipler, 65 °C de 10 dakika su banyosunda (Benmary)
inkube edilmistir.

5- TUplere 130 m Precipitation solusyonundan eklenip, vorteks de karistirilmis
ve buz Gzerinde 5 dk. bekletilmistir.

6- TUpler buzdan alinarak 16.000 rpm de 5 dk. santrif(ij edilmistir.

7- Santrifuj isleminden alinan tiplerin Uste kalan siipernatant kismu filitrasyon
tuplerine (mavi filitreli tpler, 2.0 ml) alinmustr.

8- Supernatant (Ustteki sivi) konulmus filitrasyon ttpleri 16.000 rpm de 2 dk.
santrif(jj edilmistir.

9- Santifuj isleminden sonra filitrasyon tiplerindeki mavi kisim alinarak
atilmig, 700 M Binding solusyonu eklenip ve yavasca sallanmistir. Daha sonra
mavi tupteki 700 m alinarak kirmizi Nicleic Acid Binding Columns tlplerine
(kirmz: filitreli tapler, 2.0 ml) konulmus ve 16.000 rpm de 2 dk. santrifdij edilmistir.
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10- Santrifdj isleminden ¢ikan Nucleic Acid Binding Columns (kirmizi filitreli
tupler) tdplerinin kirmizi filitreli kisn dikkatlice cikarilip, tupin altta kalan
solusyon kismi uzaklastirilmig ve filitrasyon tiplerinde (mavi filitreli tipler) kalan
kisim ilave edilerek, 16.000 rpm de 2 dk. santrif(j edilmistir. Buradaki amag
filitrasyon tuplerindeki (mavi filitreli tipler) tim siviy: kullanmaktir.

11- Santrifuj isleminden sonra Nucleic Acid Binding Columns (kirmizi filitreli
tupler) tuplerinin kirmiz: filitreli kismu dikkatlice ¢ikarilip 2 ml collection tiplere
konulmustur. Uzerine 500 M Washing solusyonu eklenerek, 16.000 rpm de 2 dk.
santrifdj edilmistir.

12- Tuplere tekrar 500 m Washing solusyonu eklenerek, 16.000 rpm de 3 dk.
santrifdj edilmistir.

13- iki kez santifuj islemi yapip Washing solusyonunda yikama islemini
yaptiktan sonra kirmiz: filitreli kissm alinarak yeni collection tiplere konularak ve
65 °C’ de 6nceden 1sitilmis Elution solusyonundan 100 ni ilave edilmis, 16.000 rpm’
de 2 dk. santrifdij edilmistir.

14- Santrifuj islemi bittkten sonra collection tiplere konulan kirmizi filitreli
kisim atilarak, tlpun altta kalan kisminda Total genomik DNA elde edilmistir.

Son olarak, fungal miselyumlardan ekstrakte edilen Total genomik DNA’larin
varligindan emin olmak icin % 2'lik Agaroz Jel Elektroforez calismas yapilarak
kontrol edilmistir (Sekil 3.4).
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1- Fungal izolatin hazirlanmasi
<« Sivi azotta fungal miselyumun ezilmesi

,[n’
| |

2- DNA'nIn serbest birakilmasi
<qParcalama, ¢cokme ve gcevirme (spin)

L

3- Cokeltinin filitrasyonu
<1 dk. gevirme (spin)

4- Tuaplerin hazirlanmasi

f JI[J
(1

<«qSolusyonlarin eklenmesi ve ¢gevirme (spin)

5- Filitrede DNA’'niIn elde edilmesi
<4Baglanma ve 2kez ¢cevirme (spin)

6- Tuplerde DNA'nIn saf elde edilmesi i¢in yikanmasi
<dYikama ve 2kez cevirme (spin)

7- Saf DNA _—
<« 2kez gevirme (spin) "‘GJ

(Total genomik DNA> <

Kaynak: Sigma Catalog

Sekil 3.4. DNA miniprep kit protokolu ile Total genomik DNA izolasyonu

Ikinci yontem olarak Presting ve ark. (1995)'in ¢nerdigi Dellaporta mini
nucleic acid extraction yontemi asagida belirtildigi gibi modifiye edilerek
kullanilmistir. Bu yOntemde kullamlan kimyasallarin igerigi Ek3 ve Ek4'de
verilmistir.

1- 100 - 400 mg fungus miselyali 1.2 ml extraction buffer (100 mM Tris, pH
8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol) da ezilmistir.

2- 600 pl ezilmis érnekten alimp 1.5 ml’lik tiplere konulmustur. Uzerine
%10 luk SDS'den 70 ul eklenmis ve 65 °C'de 10 dk. bekletilmistir. Bu bekleme
esnasinda tupler 1-2 kez karistirilmistur.

3- 200 ul 5 M potassium acetate tiplere eklendikten sonra buzda 10 -15 dk.
bekletilmistir.

4- Buzdan alinan 6rnekler 10 dk. 10.000 rpm’de santrifij edilmis, sivi
kisimdan 600 pl alinarak yeni 1.5 ml’lik bir tiplere konulmustur.

5- 300 ul soguk isopropanol eklenerek 30 dk. buz icinde bekletilmistir .
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6- Daha sonra 10 dk. 10.000 rpm’ de 6rnekler santriftj edilmistir. Slpernatant
(Ustteki sivi) dikkatlice ortamdan uzaklastirilmstir.

7- -20 °C de saklanan soguk %70’lik ethanol den 750 pl pellete eklenip
kibarca karistirilmistir. 2 dk. 10.000 rpm’ de santriftyj yapil mistir.

8- SUpernatant (Ustteki sivi), tuplerden dikkatlice uzaklastirilmg, 15 sn’ lik
kisa bir santriflij daha yapiltiktan sonra alkol pipetle cekilmistir.

9- Tupteki pellet 10 dk. kurutulumus Uzerine 400 pl steril distile su eklenerek
kargtirilmustir.

10- 37 °C’de 15 dk. inktibe edilmis ve inkibasyon sirasinda bir iki kez hafifce
karstirilmustir.

11- Elde edilen Total Nukleik Asitten, 5-10 ul alimp, elektroforezde sonug
kontroliinden sonra -20 °C’ de yada -70 °C’ de saklanmustur.

Daha sonra %2’ lik Agaroz Jel Elektroforez calismasiyla Total genomik DNA

varligi kontrol edilmistir.

3.2.5. Amplifikasyon Calismalari

Amplifikasyon sirasinda reaksiyona girecek  bilesenlerin - optimum
konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin optimizasyon calismalari yapilmis ve bir
ornek icin reaksiyon bilesenleri ve stok konsantrasyonlar Cizelge 3.2."de verilmistir.

PCR reaksiyonundaki bilesenlerin miktarlar1 25 pl’ lik reaksiyon hacmi igin
optimize edilmistir. Reaksiyonlarda 1X polimeraz zincir resksiyon (PCR) tlpi
icerisinde 18 pl Master mix (1.25 pl dNTP, 5 pl buffer, 2 ul MgCl2, 0.2 pul Tag DNA
polimeraz, 9.55 distile su), 2 pl Primer (1 pl F + 1ul R) ve 5 pl genomik DNA olmak
Uzere toplam 25 pl igerik olusturulmustur (Cizelge 3.2). Reaksiyonlar steril
kosullarda ve buz tzerinde hazirlanmistir. Reaksiyon karigimini igeren PCR tipleri,
Eppendorf Mastercycler Gradient PCR Thermocyler'a yerlestirilerek cihaz

programlanmustir.
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Cizelge 3.2. Amplifikasyonda bir 6rnek icin reaksiyon bilesenlerinin oranlari

Stok Konsantrasyonlar | Alinan Miktar

PCR Reaksiyon Bilegenleri

DNA 5 pl
MgCl, 200 pl 2ul
dNTP 125l 1.25ul

Master (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

Mix
Buffer 500 pl 5ul
Taq DNA polimeraz 20 0.2l
D-su (Distile su) 955 ul 9.55 ul

Primer- F 100 pl 1u

Primer- R 100 pl 1u

Toplam 25 ul

3.2.6. Amplifikasyon igin Thermal Cycler Cihazimn Programlanmas

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Thermal Cycler programi asagida
belirtildigi sekilde programlanmustir (Hirano ve Arie, 2006). Program Sekil 3.5'de
sematize edilmistir (Andy, 1999).

1. Basamak (94 °C’ de 5 dk, 1 déngi); hedef DNA kalibinin denatiirasyonu
gerceklesmektedir.

2. Basamak (94 °C’de 1 dk, 1 déngti); cift iplikli nikleik asitteki zincirler
birbirlerinden ayrilmaktadir (denatlirasyon)

3. Basamak (61 °C’de 1 dk, 1 dongu); Primer hedeflenen nikleik asitte
spesifik yerlere baglanmaktadir (Anneling)

4. Basamak (72 °C'de 2 dk, 1 doéngu); Spesifik bolgelere baglanan
primerlarin 5’3 ve 3’5’ yonunde uzamas saglanmaktadir (Extention)

5. Basamak (94 °C’de 1 dk, 61 °C’de 1 dk, 72 °C'de 2 dk, toplam 45
dongu); DNA Taq polimeraz enzimi, dNTP leri kullarak cogalma (ampifikasyon)
islemini gergeklestirmekte ve 2., 3., 4., basamaktaki islemler 45 kez tekrarlanacak

sekilde programlandiril mistur.
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6. Basamak (72 °C’ de 10 dk, 1 dongii); amplifikasyon sonucunda cogalan
nikleik asit ipliklerinde tanmmlanmayan bazi bdlgelerin tammlanmas: amaciyla
programlandirilmistir.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

ENATURASYON
/_, ey )’_\_ /__‘_\x ( DNA gift iplikgiklerin ayrilmasi)
| Ty,
"— m L W 4’5‘_) 94 “C’ de 5 dk, 1 dénga
1'—r’| FI""—T**T'_I‘Tr—r-rl T ﬁ—*'—| Ly
T T o, ke 94 *C’ de 1 dk, 1 ddngQ \
A T L gy gy g g g Y
5 T TITTITAT TN TR T - T— ANNELING
‘_1T Ty, LLLL AL LR R R L IO L |1 (Baglanma)
"Ly . D . g TEFTTHAS BRI
Ty = N
T / -..:_K 61 "C’ de 1 dk, 1 déngu
= TR 7T 25 e 3 45 dongu
3 LBIE|; =_,—-\:_4*_,J—-ﬁ_fl')'4\l_-k_ b By g RNR gy g Y
=l |} T T T — EXTENTION
AL L LLLEE T O T gy T T AT T T AT & VLS
= oy — ot L ELLCRLL L LR LT 5
= 1
I ” e
_ - I # 72 "C’ de 2 dk, 1 déngl
1 et /

=~|r—.|_r‘r1.-n| g — ,
11 T a’JL’—hM’—!\‘L’;fl‘IJ?'Jx‘ -

72 "C’ de 10 dk, 1 ddnga

Kaynak: Andy,1999

Sekil 3.5. Amplifikasyon ¢alismasindaki basamaklarin semasi

3.2.7. Agaroz Jel Elektroforez Calismalary

PCR sonucu elde edilen trtnleri gorantilemek ve sonuglart degerlendirmek
amaciyla agaroz jel elektroferez islemi asagida belirtilen siraya gore yuritulmastir
(Sekil 3.6). Jeldeki agaroz orami PCR drUnleri icin %2 olarak ayarlanmis ve
elektroforez isleminden sonra jel, 0.5 pg/ml oramnda Ethidium Bromide iceren
soltisyona konularak boyanmasi saglanmis ve elde edilen bantlar gortnttlenmistir
(Ek 4).
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Sekil 3.6. Reaksiyon karigimini iceren PCR Urlnlerinin agaroz jele yiuklenmesinden
bir gorintt

Agaroz jel elektroforez calismasi asagida belirtilen siraya gore yuritulmastr.

1- Cam erlen igerisine 2 gr (%2) agaroz tartilarak konmus ve tzerine 75 ml
1X TAE tampon ilave edilmistir (Ek 4). Agaroz TAE buffer karisimi mikro dalga
firinda agaroz tamamen eriyinceye kadar isitilmistir. Mikrodalgada kaynamadan
dolay1 olusacak kayiplar goz onunde bulundurularak, kaynamadan once miktar
isaretlenmis ve kayip kisim kadar karisim 100 ml olacak sekilde TAE tampon
cOzeltisi ile tamamlanmis ve 60 °C sicakliktaki su banyosunda tutularak yavasca

sogumasi beklenmistir.

2- Agaroz Jel tanki hazirlanarak tarak takilmis ve su banyosunda 60 °C
sicakliga gelen karisim alinarak jel tankina dokilmustir. 15-20 dk icerisinde oda
sicakliginda bekletilen jel tamamen donduktan sonra tarak cikarilarak elektroforez
tankina yerlestirilmistir.

3- Elektroforez tankina yerlestirilen jel Uzerine 1-2 mm kaplayincaya kadar 1
X TAE buffer ilave edilmistir.

4- Ornekler 10-12 pl PCR diriinii ile 2-3 pl 6 X yikleme tamponu (Loading
Dye) olacak sekilde toplam 15-20 pl'lik karisim jelde acilmis kuyucuklara
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mikropipetle yerlestirilmistir.

5- Amplifiye yerlestirildikten sonra 6-7 pl Markir (Promega, 1kb DNA
Ladder) jelin en soldaki cukura gelecek sekilde yerlestirilmis ve sagdaki en son
cukuraise negatif kontrol konulmustur.

6- Jel Tanki gic kaynagina baglanarak 50-70 V elektrik akimi verilmistir.
Markirda yer alan turuncu bandin jelde son 1 cm alan kalincaya kadar ilerlemesi
saglanmis ve bu asamada isleme son verilmistir.

7- Elektroforez Isleminin sonunda, her bir izolat icin olusan DNA bantlarinin
gorinur hale gelmesi icin tanktan alinan jel oda sicakliginda ethidium bromid (0.5
pg/ml) ile 10-15 dk. boyanmustir. Boyama islemi bittikten sonra jel ve daha sonra
UV-Transiluminator cihazina yerlestirilmistir. UV 1s1k altinda reaksiyona giren ve
boyanan DNA bantlar1 var/yok olarak degerlendirilmis, jelin negatifi alinmis ve
bilgisayar ortaminda goruntilenerek kayit altina alinmistir (Cizelge 3.3) .

Cizelge 3.3. izolatlarin FORL veya FOL rklar: olup olmadiklarint belirlemede PCR
sonucu gorintilemede kullanilan primer setlerinin tanmmlanmasi (Hirano
ve Arie, 2006)

Primer Setleri

sprl spl13
FORL + +
FOL irk 1 + - +
FOL irk 2 + - - +
FOL irk 3 + - + T
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3.2.8. Farkhh Domates Cesitlerinin FORL'a Kars1 Reaksiyonlari

Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde yaygin olarak vyetistiriciligi yapilan 17 ticari
domates cesitlerinin (Simela F;, Alsancak F;, Sultan F;, Redo F;, Basha F;, Maydo
F1, Cansin F;, ZOmrit F;, Mondi F;, Grando F;, Tauna F;, Almalakeh F;, Jana Fi,
Maya F1, Aksu F;, May klasdo F; ve Etna F;), FORL’a kars1 duyarliliklar: bir saksi
calismasi ile belirlenmeye calisilmistir. Burada patojenite ¢calismalarinda oldugu gibi
3 haftalik domates fidelerinin koklerindeki toprak yikanarak, kokler tiraslandiktan
sonra, fideler 1x10° spor/ml iceren FORL (CR izolat1) spor siispansiyonuna 4-5 dk
daldirilarak inokule edilmistir (Sekil 3.7). Deneme tesadif parselleri deneme
desenine gore 4 tekerrirlt, her saksida 3 bitki olacak sekilde 15x15 cm plastik
saksilarda, kontrollti kosullarin saglandig: iklim odasinda (26 +2 °C) kurulmustur.
Her tekerrdr icin bir adet sakst kullamlmustir. Saksilar iklim odasina alindiktan 65
gun sonra domates bitkilerinin  FORL ile infeksiyonlari degerlendirilmistir.
Degerlendirme patojenite calismalarinda yapildig1 gibi 0-3 skalasina gére yapilmis
olup, hastalik siddeti (%) ve hastalik indeks degerleri belirlenmistir.

/. x‘i—

(s . s o

[\

@ Ayseglil COLAK

Sekil 3.7. FORL spor stispansiyonu igin kullamilan CR izolatinin PDA ortamindaki
koloni gelisimi
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3.2.9. Serada Hastalik Y 6netimi Calismalary

Sera kosullarinda Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’i micadelesi
icin entegre hastalik yonetimi amaciyla Solarizasyon ve Metham Sodium
uygulamalar: dahil edilerek iki ayr1 galisma yapilmistir. Sera calismalari Adana Zirai
Miicadele Enstitiisii’ ne ait 210 m* (30X7) yay catili, damla sulama sistemine sahip
bir plastik serada yuritilmustir. Her iki deneme parselinde Bolgede yaygin olarak
yetistirilen Alsancak F; domates c¢esidi yetistirilmistir. Bitkisel dretim agisindan
gubreleme ve sulama bitkinin ihtiyaglar: dogrultusunda yapilmistir. Her iki deneme
sezonunda (2008 ve 2009 Uretim yil) taban ve Ust gubreleme programlari
uygulanmistir. Sulama damla sulama seklinde bitkilerin gereksinimleri esas alinarak
yapilmistir. Denemeler tesadif bloklari deneme desenine gore 3 tekrarli olarak

diizenlenmistir.

3.2.9.1. Sera Topragimin FORL ile Bulastiriimas

Her iki denemenin ylritaldigl sera alamt uygulamalar yapilmadan once
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ile bulastirilmistir. Bunun icin 10 adet
9.0 cm’lik petri kabimin igerdigi FORL’ un 10 gunluk PDA kilturlerinden steril
distile su ile mikrokonidi, makrokonidi, hif ve klamidospor igeren inokulum
sispansiyonu elde edilmistir. Diger yandan kivetler (35x27x15cm) icindeki
otoklavda 121°C'de sterilize edilmis kum: sera topragi kepek: soya unu
(1:1:1/2:1/2)'dan olusan karisim 10 petri kabi FORL kultarinden elde edilen
inokulum sispansiyonu ile bulastirilmistir. inokule edilen kivetler alminyum folya
ile kapal1 halde oda sicakliginda 3 hafta inkube edildikten sonra, deneme alan
topragina solarizasyondan 1 ay 6nce sera topraginin yaklasik 15 cm derinligin el
rotovatorii ile karistirlmistir. Her bir blok (24 m?) icin 3 kiivet inokulum kok bolgesi
topragina iyice karistirlmustir. Bloklara uygulanan inokulum yogunlugu 10* cfu/gr
toprak olacak sekilde ayarlanmaya calisilmistir. Bu yontem Larkin ve Fravel (1998,
1999) ve Fravel ve ark. (2007)' den yararlanilarak gelistirilmistir.
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3.2.9.2. Sera Topraginin Hazirlanisi ve Solarizasyon Uygulamas

Adana Zirai Micadele Enstitisi' ne ait plastik seranin alani 25-30 cm derinlige
kadar islenmis, 50-60 cm derinlige kadar sulanmis ve toprak tava gelince yuzeyi
diizeltilerek tesviyesi yapilmistir. Ayrica tim seraya solarizasyon éncesi taze ciftlik
gubresi verilmis ve sera topragina karistirilmistir. Sonra, 0.030 mm kalinliginda,
herhangi bir delinme veya agiklik icermeyen saglam, seffaf plastik ortd, toprak ile
Ortt arasinda hava boslugu olmayacak sekilde yayilarak ortiintin kenarlart 6nceden
acilmig kKariklar icine gémulmustdr. Her iki yil deneme sezonunda Temmuz-Agustos
déneminde 6 hafta solarizasyon uygulamasi ilk y1l 2 Temmuz - 15 Eylil 2008, ikinci
yil 1 Temmuz -15 Agustos 2009 tarihinde yapilmistir. Toprak neminde herhangi bir
kayip mevcut damla sulama sistemi calistirilarak karsilanmaya calisilmis ve solarize
edilen alan her iki yilda 6 hafta bu sekilde ortalt kalmistir (Grinstein ve Hetzroni,
1989).

Birinci deneme olan Solarizasyon (S) +Metham Sodium (MS) uygulamasi
icin; 3x30 m boyutundaki alan solarizasyon yapildiktan sonra mevcut damla sulama
sistemi vasitasiyla 100It /da dozunda olacak sekilde metham sodium uygulamast
yapilmistir. Bu alan solarizasyon uygulamasi sonunda 3x8 m’'lik 3 bloka ayrilarak
her bloka dikilecek 4 domates sirasimin her birine rastgele Trichoderma harzianum
(tozz T ve granul: G), Bacillus subtillis (BS) ve kompost (KOM) uygulamalari
yapilmistir.

Ikinci deneme ise yalmz Solarizasyon uygulamasi (S) olup, seramin diger
yarist olan 3x30 mv'lik kisma ilk denemede oldugu Uzere aynm dénemde solarizasyon
uygulanmistir. Solarizasyondan sonra 3x8 m'lik 3 bloka dikilen 4 domates sirasina 1.
denemedeki ayni uygulamalar rastgele dagitil mistir.

Deneme serasinin bir ucunda her iki deneme icin 2.0 m'lik bir blume hig bir
uygulama yapilmamis ve burada yetisen domates bitkileri kontrol olarak alinmustur.
Bloklar arasinda 1.0 m ve her bir bitki sirasindan ibaret parseller arasinda 0.8 m
aralik birakilmistur.
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Solarizasyon uygulamasinda topragin 5, 15, 25 ve 35cm derinliklerinde

ulasilan toprak sicakliklarim belirlemek amaciyla uygulama ve kontrol parsellerine

hobo sicaklik dlcer aleti yerlestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Seratopraginin sicakligim 6lgen hobo aleti

Her iki deneme 3 tekrarli tesadif bloklari deneme desenine gore
yurttilmustdr. Y etistiricilik tek Uriin domates yetistiriciligi seklinde yapil mistir.

3.2.9.3. Uygulamalarin Topraktaki FORL inokulumu Uzerine Etkileri

Her iki denemede dncelikle solarizasyon ve solarizasyon +Metham sodium
uygulamalarinin dort farkli toprak derinliklerindeki (5, 10, 15 ve 20cm) gomilen
patojen kilttrd (FORL) canliligina etkileri arastirilmistir. Bu amagla Solarizasyon ve
Metham Sodium uygulamalar1 6ncesi uygulama parsellerine ve kontrol parseline
musir unu-perlit (15g perlit+ 8 g misir unu+ 40 ml distile su) ortamin da 3-4 hafta
gelistirilmis 40-50 gr FORL kultiru torbalar icinde 5, 10, 15 ve 20cm derinliklere
goémulmustlr (Sekil 3.9).

Solarizasyonu takiben 2., 4., ve 6. haftalarda toprak icerisinde tutulan FORL
kilturleri alinarak, Fusarium igin spesifik petone PCNB ortamina her Petriye
musirunu+perlit ortamindan yaklasik 30 kiclk parca ekilmis ve 10 tekrarli olarak
calisilmistir (Ek 2). Ayrica uygulamalar Oncesi sera topragimn dort farkl
derinliklerinden toprak ©rnegi ainarak g topraktaki FORL populasyonu
belirlenmistir (Yucel ve Cinar., 1989, Katan ve ark., 1997). Solarizasyonu takiben
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sera topragimin 5, 15, 25 ve 35cm derinliklerinden 2., 4., ve 6. haftalarda toprak
ornegi alinarak, toprak sulandirma yontemi ile Fusarium icin spesifik petone PCNB
ortamina izolasyonlar yapilmis ve g toprakta gelisen FORL kolonileri (x 10%
sayillarak Solarizasyon ve SolarizasyontMetham sodium (MS) uygulamalarinin
FORL canlilig1 Uzerine etkinligi belirlenmistir (Sekil 3.10).

30 6 20089
©Ay§egul SOLAK

Sekil 3.9. Seratopragina gémilen FORL kalturt

Sekil 3.10. Laboratuardaizolasyon calismalarindan bir gorinti
Her iki Oretim sezonunda yapilan solarizasyon uygulamasinin 5, 15, 25 ve

35cm derinlikte g topraktaki FORL propagullerinin canliligina ylzde etkisi asagidaki
formile gore hesaplanmistir (Katan ve ark.,1976).

58



3. MATERYAL VE METOD Aysegul COLAK

(1_]2) X 100
A

Burada: A: Solarizasyon yapilmayan topragin 1 gramindaki propagul sayisini ve
B: Solarizasyon yapilan topragin 1 gramindaki propagil sayisim
gostermektedir.

3.2.9.4. Seraya Fidelerin Dikimi, Hasat ve Denemenin Degerlendirilmes

Sera calismalar1 2008-2009 ve 2009-2010 yillar1 iki deneme sezonunda tek
Urdn yetistiriciligi seklinde yapilmistir. 2008 yili1 deneme sezonunda Adana Zirai
Mucadele Arastirma Enstitlisiine ait plastik seramn malzemelerinin yenilenmesi, sera
1sitma, sulama ve elektrik sistemlerinin bu projeyle yapilmas: nedeniyle 24. 09. 2008
tarihinde, 2009 yil1 deneme peryodun da ise 19. 08. 2009 tarihinde domates fideleri
dikilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Deneme serasindan bir gorantt
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Her iki deneme sezonunda dikimle birlikte 20 glin arayla 3 kez Trichoderma
harzianum (1x10’ cfu/g;toz, 2 gr/20lt su ve graniil, 30 gr/20 It su), Bacillus subtillis
QST- 713 (1x10° cfu/ml; 100ml/20lt su) ve kompost (harnup yaprag:, fasulye bitkisi
atiklari, koyun gibresi, 1:1:1) uygulamalar1 yalniz Solarizasyon ve Solarizasyon +
MS (100It/da) deneme parsellerine rastgele uygulanmistir. Deneme serasi topragina
ait analiz sonuclari ve kompost analizi sonuclar1 EkK 1'de verilmistir.

Peryodik olarak serada koltuk alma islemleri, ipe alma vb. bakim islemleri
yapilmistir. Ayrica seradaki bitkileri virts hastaliklarindan ve zararlilardan korumak
amaciyla dikimden hemen sonra sar1 (beyaz sinek, yaprak biti ve yaprak galeri
sinegi) ve mavi yapiskan tuzaklar (trips) yerlestirilmistir (Sekil 3.12, 3.15). Seraya
her iki deneme yilinda meyve tutumunu saglamak amaciyla Ekim ayinda Bombus
aris1 kovani yerlestirilmistir (Sekil 3.13).

Sekil 3.12. Serada domates bitkilerinde koltuk alma ve ipe almadan gorinti
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Sekil 3.13. Seraya yerlestirilen bombus arisi kovanindan bir gérintt

Deneme serasina sera icerisinin 15°C nin altina distligti zaman otomatik olarak
ayarlanan bir 1sitma sistemi kurulmustur (Sekil 3.14.). Sera ici sicaklik ve nem
degerleri deneme sonlandirilana kadar sera icerisine yerlestirilen hobo ile kayit altina
alinmigtir. Deneme slresinde her iki yila ait sera i¢i sicaklik (°C) ve nem (%)

degerleri EK5'te verilmistir.

=
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Sekil 3.14. Deneme serasina kurulan 1sitma sisteminden bir goruntt
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@ Aysegil COLAK

Sekil 3.15. Deneme serasindan bir gorintt

Sera calismalarinda hasat; tim parsellerde yetisen domateslerin meyveleri
pazarlanabilir/pazarlanamaz (kg/bitki) seklinde sayilmis ve tartilmistir. 2008 yil
deneme yilinda ilk hasat 17 Aralik 2008 tarihinde, 2009 yilinda ise 13 Kasim 2009
yilinda yapilmis ve 8 hasat verileri Uzerinden parsel verimleri kg/bitki olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.16.).

Sekil 3.16. Hasat edilen meyvelerin pazarlanabilir/pazarlanamaz degerlendirmesi
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Denemenin degerlendirilmesinde kontrol parseldeki bitkilerin % 50 den
fazlasinda solgunluk belirtileri goruldigic donemde degerlendirmeler yapilmis ve
parsellerdeki domates bitkileri sokllerek FORL ile infeksiyon durumlart ve
uygulamalarin  hastalik ¢ikisi (%) ve verime etkisi (kg/bitki) yoninden
degerlendirilmistir. Elde edilen hastalik olusumu ve Urin miktar: ile ilgili verilere
varyans analizi ve ortalama degerlerin karsilastirilmasi LSD testi uygulanarak, FORL
hastaligina kars1 arastirilan baskilayici faktorlerin etkin ve farkli olup olmadiklart
Jump paket programinda saptanmaya ¢alisilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ortu Alt1 Domates Alanlarinda Fusarium Hastahklar Surveyi

Adana ili Seyhan, Yiregir, Karatas ve Ceyhan ilgelerinde toplam 188 da
alanda ekonomik anlamda domates vyetistiriciligi  yapilmaktadir (Anonymous,
2007b). Bu ilcelerde survey yapilan sera sayisi, hastalikla bulasik sera sayisi, survey
alam (da) ve hastalikli sera alam (da) Cizelge 4.1."de verilmistir. Cizelge 4.1.'de
gorildugi gibi, toplam 180 da alam temsil eden 41 serada gozlemler ve 6rneklemeler
yapilmis olup, bunun 122.5 da’ lik kismint olusturan 23 seranin Fusarium oxysporum
ile infekteli oldugu belirlenmistir. Bu verilere gore Adana ilinde hastalik yayginligi
hastalikl1 sera sayisi agisindan % 56.1, hastalikli sera alam agisindan ise % 68.1

olmustur.

Cizelge 4.1. Adana ili orti alti domates sera alanlarinda Fusarium oxysporum survey
sonuglar: (2007-2008 Uretim yili)
Survey Hastalikli sera  Survey Alani  Hastalikli Sera
ADANA yapilan sera sayisl (da) INEQIN(EY]
sayisi (adet) (adet)

Seyhan 10 6 63 22
Yuregir 7 5 34 30
Karatag 4 2 42 36
Ceyhan 13 10 41 34.5
TOPLAM 41 23 180 1225
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Sekil 4.1. Adanaiili 6rt alti domates seralarinda Fusarium oxysporum
olusumu ve siddeti

Adana iline bagli bolgeler arasinda en yiksek hastalik olusumu ve siddeti %
41.2 ve % 21.0 oranmyla Ceyhan ilgesinde saptanirken, bunu hastalik olusumu
acisindan sirasiyla, Yuregir (% 41.1), Karatas (% 31.2) ve Seyhan (% 26.8) ilgeleri
izlemistir. Hastalik siddeti agcisinda Ceyhan ilgesini % 19.1' lik bir oranla Karatas,
Y uregir (% 18.7) ve Seyhan (% 16.4) takip etmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3). Adana iline
bagli Seyhan (AS), Yuregir (AY), Karatas (AK) ve Ceyhan (AC) ilgelerinde survey
yapillan her bir sera icin hastalik olusumu (%), hastalik siddeti (%) ve
simptomatolojik (FOL ve FORL) ayrima ait sonuclar Cizelge 4.2."de verilmistir. Bu
cizelgeye gore, Adana ilinde Orti ati domates yetistirilen seralarda ortalama
Fusarium oxysporum hastalik olusumu ve siddeti sirasiyla, % 35.0 ve % 18.1 olarak
saptanmustir. Incelenen 34 seradan 11’inde herhangi bir F.oxysporum hastaligindan
etkilenmis bitki gozlenmezken, simptomatolojik degerlendirmeler esasindan 16
serada FORL ve 7 serada FOL’ dan etkilenmis bitkiler saptanmistir. Bu duruma goére
sorvey aamindaki seralardan % 47.0'sinde FORL ve % 20.6'sinda FOL
infeksiyonlar: belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Adana ilinin Yuregir ilcesine ait AY-5 izolatinin elde edildigi hasta
domates bitkisinde (FORL) iletim demeti ve kok bogazi goruntisi (a),
iletim demetindeki kararma; (b), kok bogazindaki kararma
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Sekil 4.3. Adana ili Ceyhan ilgesine ait domates seralarindaki (a, b), AC-7 izolat1
(FORL) ; (c), AC-2 izolat1 (FORL); (d), AC-9 izolat1 (FOL) elde edildigi
solgunluk belirtileri gbsteren bitkiler
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Cizelge 4.2. Adana ili Orti ati domates sera alanlarinda Fusarium oxysporum
hastalik olusumu ve siddeti ile hastalik nedeni spesiyal formlar (2007-
2008 uretim yili)

Survey Sera Adi Hastalik Hastalik Simptomatolojik
Alani olugsumu(%) Siddeti (%) FOL veya FORL

AS-1 60.0 44.6 FORL
AS-2 30.0 26.7 FORL
AS-3 75.0 35.6 FORL
Seyhan AS-4 33.3 14.4 FORL
AS-5 20.0 18.9 FORL
AS-6 50.0 24.4 FOL
AS-7,8,9,10 0.00 0.00
Ortalama 26.8 16.4
AY-1 57.1 30.0 FORL
AY-2 62.5 26.7 FORL
Yuregir AY-3 50.0 10.0 FORL
AY-4 40.0 23.3 FOL
AY-5 71.4 42.2 FORL
AY-6,7 0.00 0.00
Ortalama 41,1 18.7
AK-1 75.1 52.2 FORL
Karatas AK-2 50.0 24.4 FORL
AK-3,4 0.00 0.00
Ortalama 31,2 19.1
AC-1 36.4 27.8 FORL
AC-2 42.9 28.9 FORL
AC-3 50.0 37.8 FOL
AC-4 50.0 22.2 FOL
Ceyhan AC-5 69.2 23.3 FOL
AC-6 81.3 41.1 FORL
AC-7 75.0 34.4 FORL
AC-8 40.0 11.1 FOL
AC-9 25.0 16.7 FOL
AC-10 66.7 30.0 FORL
AC-11,12,13 0.00 0.00
Ortalama 41.2 21.0
Adana Genel Ortalama 35.0 18.1

Ortlialt: domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Mersin iline bagl
Merkez, Erdemli, Silifke ve Tarsus ilgelerinde toplam 16.652 da alanda ekonomik
anlamda domates vyetistiriciligi yapilmaktadir (Anonymous, 2007b). Bu ilgelerde
survey yapilan sera sayisi, hastalikla bulasik sera sayisi, survey alam (da) ve
hastalikl1 sera alam (da) Cizelge 4.3’ de verilmistir. Cizelge 4.3.”de goruldugi gibi,
toplam 576 da alam temsil eden 174 serada gozlemler ve 6rneklemeler yapilmis olup
bunun 324.9 da lik kismint olusturan 104 seramin Fusarium oxysporum ile infekteli
oldugu belirlenmistir. Bu veriler Gzerinden Mersin ilinde inceleme yapilan domates
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serlarinda hastalik yayginligi sayisal olarak % 59.8 ve alan itibariyle %56.4 olarak
hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Mersin ili 6rt0 alt1 domates sera alanlarinda Fusarium oxysporum survey
sonuglar: (2007-2008)

S RESEU Survey AEEHELAD

MERSIN yapilan sera -~ o g Sera Alani
sayisli (da)
Adanalioglu 22 20 91.5 79.5
Merkez  ficazani 10 7 33 23
Y enitagkent 18 12 63.3 40.5
Merkez 10 6 24 16
Tilrbe 9 7 19.5 14
Koyuncu 13 7 32.5 155
Kocahasanl 27 16 78 43.5
Erdemli [YUksek mh 8 3 18 6
Uctepe 3 1 5 2
Ciris koyu 4 2 4 2
Karakesli koyu 7 3 12 5
Atik kdyu 5 2 18 5
Silifke Atayurt 10 5 26.8 14.8
Arkum 8 5 16 8.5
Karadereli 5 2 115 4
Kurtulug 7 2 23.1 6.6
Kabasakalli 3 1 9
Alifaki 3 1 46 10
Huzurkent 1 0 3,8 0
Tarsus Kargil 1 0 20 0
Ozliice 2 1 25 10
Y iksek 1 1 16 16
Toplam 177 104 576 324.9

Mersin iline ait survey yapilan her bir seraigin hastalik olusumu (%), hastalik
siddeti (%) ve simptomatolojik (FOL veya FORL) ayrima ait sonuglar Cizelge 4.4'de
verilmistir. Mersin ili 6rtd alti domates seralarinda belirlenen Fusarium oxysporum
ile enfekteli bitkiler agisindan ortalama hastalik olusumu % 43.2 ve hastalik siddeti
% 20.4 olarak saptanmustir. Bu cizelgedeki verilerden Mersin ilinde incelenen toplam
177 seranin 77’ sinde simptomatolojik olarak FORL (% 43.5), 31'inde FOL (%17.5)
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ve 69 tanesinde de (% 39) herhangi bir hastalik saptanmamus oldugu agikca
gorilmektedir.

Cizelge 4.4. Mersin ili ortd alti domates sera alanlarinda Fusarium oxysporum
hastalik olusumu ve siddeti (2007-2008)

Sera Adi Hastalik Hastalik | Simptomatolojik
Survey Alani olusumu Siddeti (%) | FOL veya FORL
(%)
AO-1 81.8 51.1 FORL
AO-2 85.7 58.9 FORL
AO-3 60.0 46.7 FORL
AO-4 75.0 37.8 FORL
AO-5 66.7 33.3 FORL
AO-6 71.4 37.8 FORL
AO-7 77.8 33.3 FORL
. AO-8 75.0 38.9 FORL
Adanalioglu  "A0-g 66.7 300 | FORL
AO-10 71.4 41.1 FORL
AO-12 71.4 27.8 FORL
AO-13 75.0 32.2 FORL
AO-14 75.0 51.1 FORL
AO-16 60.0 34.4 FOL
AO-15 71.4 41.1 FORL
AO-17 85.7 43.3 FORL
AO-18 66.7 40.0 FORL
AO-20 71.4 26.7 FOL
AO-21 66.7 32.2 FORL
Mersin AO-22 75.0 38.9 FORL
Merkez AO-11,19 0.00 0.00
Adanalioglu ortalama 65.9 35.3
KZ-1 70.0 40.0 FORL
KZ-2 60.0 32.2 FORL
Kazanli Kz-3 75.0 46.7 FORL
KZ-4 66.7 27.8 FORL
KZ-5 63.6 23.3 FORL
KZ-6 71.4 35.6 FORL
KZ-7 75.0 31.1 FORL
KZ-8,9,10 0.00 0.00
Kazanli ortalama 48.1 23.6
YT-1 50.0 32.2 FOL
YT-2 80.0 34.4 FORL
YT-3 75.0 35.6 FORL
YT-4 75.0 34.4 FORL
YT-5 71.4 43.3 FORL
Yenitaskent | yT-8 70.0 30.0 FOL
YT-9 75.0 33.3 FORL
YT-10 83.3 42.2 FOL
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Cizelg 4.4.” din devamu

Survey Alani Sera Adi Hastalik Hastalik Simptomatolojik
olusumu Siddeti Fol veya Forl
(%) (%)
Mersin YT-11 76.9 53.3 FORL
Merkez YT-12 57.1 40.0 FORL
Yenitagkent | YT-13 81.8 32.2 FORL
YT-15 70.0 36.7 FORL
YT-17 71.4 41.1 FORL
YT6,7,14,16,18 0.00 0.00
Yenitagkent ortalama 52.0 27.1
Merkez Ortalama 57.30 30.00
EM-1 40.0 14.4 FOL
EM-2 57.1 17.8 FOL
EM-3 50.0 16.7 FOL
Merkez EM-4 75.0 20.0 FORL
EM-5 42.0 21.1 FORL
EM-6 40.0 18.9 FORL
EM-7,8,9,10 0.00 0.00
Merkez ortalama 30.4 9.3
ET-1 62.5 31.1 FOL
ET-2 66.7 30.0 FOL
ET-3 80.0 37.8 FORL
Tlrbe ET-4 71.4 36.7 FORL
ET-5 57.1 34.4 FOL
ET-6 67.7 35.6 FORL
ET-7 75.0 44 .4 FORL
ET-8,9 0.00 0.00
Turbe ortalama 53.3 27.7
Erdemli EKY-1 54.5 25.6 FORL
EKY-2 66.7 22.2 FOL
EKY-3 40.0 23.3 FOL
Koyuncu EKY-4 66.7 27.8 FORL
EKY-5 71.4 28.9 FORL
EKY-6 66.7 32.2 FOL
EKY-7 60.0 27.8 FORL
EKY8,9,10,11,12, 0,00 0,00
13
Koyuncu ortalama 32.7 14.4
EKH-1 76.9 42.2 FORL
EKH-2 75.0 41.1 FORL
EKH-3 66.7 43.3 FOL
EKH-4 75.0 47.8 FORL
EKH-6 60.0 34.4 FOL
EKH-7 62.5 30.0 FOL
Koca EKH-12 66.7 33.3 FOL
hasanli EKH-14 63.6 42.2 FOL
EKH-16 71.4 40.0 FORL
EKH-17 75.0 38.9 FORL
EKH-18 75.0 34.4 FOL
EKH-19 66.7 37.8 FORL
EKH-20 75.0 42.2 FORL
EKH-22 66.7 40.0 FORL
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Cizelge 4.4.” in devami

Survey Alani Sera Adi Hastalik Hastalik Simptomatolojik
olusumu Siddeti FOL veya FORL
(%) (%)
Koca EKH-23 75.0 41.1 FORL
hasanl EKH-24 77.8 53.3 FORL
EKH 5,8,9,10, 0.00 0.00
11, 13,15,
21,25,26,27
Kocahasanli ortalama 41.8 23.7
EY-1 66.7 26,7 FORL
Yiiksek mh. | EY-2 60.0 22,2 FORL
EY-3 77.8 25,6 FORL
EY-4.5.6.7.8 0.00 0,00
. Yuiksek Mh. ortalama 25.5 9.3
Erdemli
Uctepe EU-1 75.5 35,6 FOL
EU-2.3 0.00 0,00
Uctepe ortalama 25.0 11.8
Cirig kéylu | EC-1 71.4 32,2 FORL
EC-2 60.0 30,0 FORL
EC-3.4 0.00 0,00
Ciris koyl ortalama 32.8 15.5
Karakeregli | EKR-1 62.5 38,9 FOL
EKR-2 57.1 36,7 FOL
EKR-3 50.0 40,0 FOL
EKR-4.5.6.7 0.00 0,00
Karakesli ortalama 24.1 16.5
Erdemli Ortalama 56.16 28.39
Alifaki Tarsus-0 75.0 32,2 FORL
Tarsus-1 71.4 24,4 FORL
Tarsus-z 000 0,00
Tarsus Alifaki ortalama 48.8 18.8
Kargil Tarsus-3 0.00 0,00
Tarsus-4 66.7 22,2 FOL
Ozliice Tarsus-5 0.00 0,00
Ozliice ortalama 66.7 22.2
Yiksek Tarsus-6 76.9 34,4 FORL
Huzurkent | Tarsus-7 0.00 0,00
Tarsus Ortalama 36.25 14.15
S-2 429 8,9 FORL
Atik S-4 40.0 16,7 FORL
Silifke S-1.35 0.00 0,00
Atik ortalama 16.5 5.1
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Cizelge 4.4.” in devami

Survey Sera Adi Hastalik Hastalik  Simptomatolojik
Alani olusumu Siddeti FOL veya FORL
(%) (%)
Arkum S-6 62.5 11.1 FORL
S-7 42.9 12.2 FORL
S-9 66.7 21.1 FORL
S-10 66.7 35.6 FORL
S-13 57.1 16.7 FORL
S-8,11,12 0.00 0.00
. Arkum ortalama 36,9 12.0
Silitke Atayurt S-14 33.3 17.8 | FORL
S-15 40.0 18.9 FORL
S-17 37.5 20.0 FORL
S-20 42.9 21.1 FORL
S-21 25.0 22.2 FORL
S-22 33.3 13.3 FORL
S-23 40.0 12.2 FOL
S-16,18,19 0.00 0.00
Atayurt ortalama 25.2 12.5
Kabasakalli | S-24 33.3 14.4 FOL
S-25,26 0.00 0.00
Kabasakalli ortalama 11.1 4.8
Kurtulug S-28 62.5 25.6 FOL
S-29 66.7 24,4 FOL
S- 27,30,31, 0.00 0,00
32,33
Kurtulug ortalama 18,4 7.1
Karadereli S-34 42.9 10.0 FOL
S-35 33.3 18.9 FOL
S-36,37,38 0.00 0.00
Karadereli oratalama 15.2 5.7
Silifke Ortalama 22.8 8.9
Mersin Genel Ortalama 43.2 20.4
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Mersin ilinde yapilan survey calismasinda en yiksek Fusarium oxysporum
hastalik olusumu % 57.3 ve hastalik siddeti % 30.0 olarak Merkez ilcede
rastlanmistir. Bunu sirasiyla Erdemli (% 56.16 - % 28.39), Tarsus (% 36.92- %
14.15) ve Silifke (% 22.80 - % 8.9) ilgeleri izlemistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Mersin ili 6rtl ati domates seralarinda Fusarium oxysporum hastalik
olusumu ve siddeti (%)

Mersin Merkeze bagl1 beldeler icerisinde en yiksek hastalik olusumu % 65.9
ve hastalik siddeti % 35.3 ile Adanalioglu (AO) saptanirken bunu sirasiyla % 52.0-
% 27.1 oramyla Yenitaskent (YT) ve % 48.1 - % 23.6 oranmyla Kazanli (KZ) ilgeleri
izlemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.5, 4.6, 4.7).
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Sekil 4.5. Mersin ilinin Adanalioglu beldesine ait oOrtlialti domates serasina ait
solgunluk belirtilerinden bir goruntt ve izolatlarin elde edildigi bitkiler
(ab) AO-9izolat1 (FORL), (c,d) AO-22 izolat1 (FORL)
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Sekil 4.6. Mersin ilinin Y enitaskent beldesine ait domates seralarindan bir gorinti ve
izolatlarin elde edildigi domates bitkileri. (a,b) YT-4 izolati (FORL),
(c,d) YT-10izlat1 (FOL)

1



4. BULGULAR VE TARTISMA Aysegul COLAK

Sekil 4.7. Mersin ilinin Kazanli beldesine ait domates seralarindan bir gorintt ve
izolatlarin elde edildigi domates bitkileri. (a,b) KZ-1 izolat1 (FORL), (c,d)
KZ-3 izolat1 (FORL)
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Erdemli ilgesine bagli beldeler arasinda en yuksek hastalik olusumu ve siddeti
sirasiyla, % 53.3 ve % 27.7 oraniyla Turbe (ET) beldesinde saptanirken bunu
sirastyla Kocahasanli (EKH : % 41.8 - % 23.7), Ciris (EC: % 32.8 - % 15.5),
Koyuncu (EKY: % 32.7 - % 14.4), Merkez (EM: % 30.4 - % 9.3), Y iiksek (EY: %
25.5 - % 9.3), Uctepe (EU: % 25.0 - % 11.8) ve Karakesli (EKR: % 24.1 - % 16.5)
izlemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8).

@ AysegqilGoO I}Jhl

Sekil 4.8. Mersin ilinin Erdemli beldesindeki ortlalt: domates seralarindan bir
gorintd. (a,b) ET-3izolat1 (FOL); (c,d) EKH-23 izolat1 (FORL)
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Tarsusilcesine bagli Kargili (Tarsus-3) ve Huzurkent (Tarsus-7) beldelerinde
hastaliga rastlanmazken, en yiksek hastalik olusumu ve siddeti sirasiyla, % 76.9 ve
% 34.4 oramyla YUksek (Tarsus-6) beldesinden elde edilmistir, bunu % 66.7 - %
22.2 oranyla Ozliice (Tarsus- 4 ve 5) ve % 48.8 - % 18.8 oranmyla Alifak: (Tarsus 0,
1 ve 2) beldesi izlemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.9, 4.10).

& Aysegul COLAK

Sekil 4.9. Mersin ilinin Tarsus ilgesindeki domates serasina ait Tarsus-1 izolat1
(FORL) bitkiden elde edilen bir gorinti (a) Bodur ve solgun bitki
simptomu (b) iletim demeti simptomu

Sekil 4.10. Mersin ilinin Tarsus ilgesindeki domates serasina ait Tarsus-0 izolatinin
elde edildigi kok bogaz: iletim demetindeki FORL simptomlardan bir
goruntd
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Sekil 4.11. Mersin ilinin Silifke ilgesine ait domates seralarindan bir géranta. (a,b) S-
14 izolatindan elde edilen tamamen solgun bitki ve yaprak simptomu ile
kok bogazindaki kararma; (c,d) S-10 izolatindan elde edildigi bitkinin
iletim demetindeki kararma ve solgunluk belirtisi
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Sekil 4.12. Mersin ilinin Silifke ilgesi beldesine ait domates seralarindan bir gorunt.
(ab) S-17 izolat1 (FOL) ve (c,d) S-24 izolatinin (FOL) elde edildigi
bitkiler

Silifke (S) ilgcesine bagli beldeler arasinda en yiksek hastalik olusumu % 36.9
ile Arkum beldesinden elde edilmis olup bunu sirastyla Atayurt (% 25.2), Kurtulus
(% 18.4), Atik (% 16.5), Karadereli (% 15.2) ve Kabasakall1 (% 11.1) izlemistir. Bu
beldelerde en ylksek hastalik siddeti % 12.5 oramyla Atayurt’tan elde edilmistir,
bunu sirastyla Arkum (% 12.0), Kurtulus (% 7.1), Karadereli (% 5.7), Atik (% 5.1)
ve Kabasakall1 (% 4.8) izlemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11, 4.12).
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SOrvey yapilan tim seralar itibariyle domates bitkilerinde F. oxysporum
yayginligi olusumu % 22.8 -57.3 ve hastalik siddeti % 8.9 — 30 arasinda degismistir.
Adanave Mersin ili sorvey alanindatoplam 211 domates serasi incelenmis, bunun 80
tanesinde (% 37.9) herhangi bir F. oxysporum infeksiyonuna rastalanmamustir.
Incelenen 131 seranin (% 62.1) F. oxysporum’dan etkilenmis oldugu, bunlarin
93’ tinde (% 44) FORL, 38'inde (%18) FOL simtomatolojik olarak ayrilabilmistir.

Sekil 4.13. Mersin ili Adanalioglu beldesine ait drtlalt1 domates seralarinda gézlenen
kok-ur nematodu ve iletim demeti simptomlarindan bir goruntd. (a) AO-9
izolat1 ve (b) AO-16 izolatinin elde edildigi bitkiler

5-24
@ Aysegll COLAK

Sekil 4.14. Silike ilgesine ait Ortlialti domates seralarinda Kok-ur nematodu ve
Fusarium etkilesiminden bir goruntd. (a) S-22 izolat1 ve (b) S-24
izolatinin elde edildigi bitkiler
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Sekil 4.13. ve 4.14'de goruldigu Uzere Silifke ve Adanalioglu seralarinda
domates bitkisi koklerinde kok-ur nemtaodlarimin varliginda Fusarium solgunluk
etmenlerinin de goruldigl tespit edilmistir. Elekcioglu ve Uygun (1994), Cukurova
Bolges ortl alt1 sebze yetisitiriciliginde kok-ur nematdolarimin 6nemli bir patojen
oldugunu bildirmislerdir. Ortu alt: yetistiriciligi yapilan alanlarda 6nemli ekonomik
zararlara sebep olan toprak kokenli patojenlerin yam sira Kok-ur nematodlarinin
(Meloidogyne spp.) domateslerde % 42-54 oranlarinda triin kaybina neden olduklari
bildirmektedirler (Netscher ve Sikora, 1990). Kok-ur nematodlarimin dogrudan
zararlar1 yaminda, fungal ve bakteriyal hastaliklara kars: bitkiyi hazirlamalar1 ve koke
girerken agtiklar1 yerlerden mikroorganizmalarin girisine imkan saglamalar: dolaylt
zararlar olarak ortaya cikmaktachr (Stirling, 1991). Ozellikle Fusarium solgunluk
etmenlerinin kok-ur nematdolarimin zarar yaptigi bitkilerde daha hizli gelistigini,
normal kosullarda patojen olmayan veya zayif patojen olan hastalik etmenlerinin
kok-ur nematodlarimin zarar yaptigi bitkilerde agir infeksiyonlara neden oldugu
bildirilmistir (Powell, 1971).

Bdlgemizde Can ve ark. (2003), fungus ve nematod arasindaki etkilesimi
belirlemek amaciyla yaptiklar: calismada Fusarium spp. ve M. javanica’ nin birlikte
infeksiyon yaptigi durumlarda, hastalik siddetinin arttigint belirlemistir. Ayrica,
normalde yiksek oranda hastalik meydana getirmeyen Fusarium spp. izolatlari ile M.
javanica birlikte neden olduklar1 infeksiyonlarda hastalik simptomlarinda artis
gbzlenmistir. Bununla birlikte M. javanica’nin Fusarium spp. ile birlikte oldugu
durumlarda gal olusturma oranlarinda azalma meydana geldigi saptanmustir.

Yiritmis oldugumuz bu calismaya gore, Ulkemizde domates lretiminde
onemli bir paya sahip olan Dogu Akdeniz Bolgesi’ nde, domates Uretim alanlarinda
rastlanan fungal hastaliklar: i¢cinde en dnemli olan toprak kokenli patojenlerden kok
ve kok bogazi etmeni Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) ve
solgunluk etmeni Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) hastaligi oldugu
saptanmustir. Fusarium oxysporum’ un domateste solgunluk ve kok ve kok bogazi
clrdklaga yapan formlar: ile micadele, bunlarin toprak kokenli olmalar1 nedeniyle
oldukca guctir. Bolge acisindan, bu guclik sulama, dreng, tesviye ve toprak
dezenfeksiyonu gibi kultirel islemler agisindan altyapinin uygun olmayisi nedeniyle
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daha da artarak karmasik bir hal almistir. Hali hazirda gelistirilmis dayanikli cesitler
ve toprak dezenfeksiyonu ile F. oxysporum f. sp. lycopersici solgunlugu ile miicadele
mumkin olup; sulama, gubreleme ve benzeri kiltirel islemler agisindan dikkatli
davranilacak olursa bu hastalik tolere edilebilir diizeylerde tutulabilir. Buna karsin F.
oxysporum f. sp. radicis lycopersici’ nin neden oldugu kok ve kok bogazi ¢uruklugi
hastaliginin gok dongult olmasi, hentiz gelistirilmis ve ticari olarak yaygin kabul
gormus dayanikli ¢esit durumunun yeterli olmamasi, amonyum iceren azot formu ile
gubrelemenin hastalik ¢ikisim misait kilmas: ve Bolgede hentiz etkin bir toprak
dezenfeksiyonu veya pastorizasyon yonteminin oturtulmus olmamasi gibi nedenlerle
oldukca zordur.

Bu calismada bu her iki etmenin yayginliginin belirlenmesinde etken olan
faktorleri belirlenmek amaciyla survey calismast sirasinda ayrica Ureticilerden
gubreleme programlari, sulama programlari, sera isitma sistemi, her yil hangi Urini
yetistirdikleri, toprak pH ve tuzluluk (EC) oranlar1 hakkinda bilgiler kayit edilmistir.

Adana ve Mersin il ve ilgelerindeki OrtUalti domates Ureticilerinden elde
edilen bilgilerden, 6zellikle alan olarak yogun yetistiricilik yapan beldelerde ekim
nobeti uygulamasina dikkat edilmedigi tespit edilmistir. Fusarium oxysporum ile
bulasik alanlardaki seralarda hasat artiklarinin sbkim sirasinda sera topragindan iyi
bir sekilde temizlenmemesi ve sera disginda imha edilmesine dikkat edilmedigi
gozlemlenmistir. Ozellikle, bitki artiklarimin sera yakinindaki sulama kanallarina
atildigi, bu durum ise her yil potansiyel bir inokulum kaynaginin olusmasina ve bu
inokulumun uzun yillar canliligin devam ettirmesine neden olabilmesi agisindan gok
Onemlidir. Adana ve Mersin illerinde cogunlukla domates yetistiriciligi maliyeti gok
yuksek olan cam sera yerine daha dusik maliyetle tesis edilen plastik seralarda
yapiimaktadir. Ozellikle ortii alt1 domates yetistiriciliginin alan olarak yogun oldugu
Mersin ilinin Adanalioglu, Y enitaskent ve Kocahasanli beldelerinde sera cevresine
ve sulama kanallarina hasat artiklarimin atilmasi sonucu yan yana olan seralarda bu
hastaliklara sikga rastlanmistir. Bu nedenle, toprakta ve bitki atiklarinda klamidospor
formunda uzun yillar canli kalabilen Fusarium oxysporum inokulumunun bu
bolgelerde sorun teskil ettigi ve ©nemli ekonomik zarara neden oldugu
dustinuilmektedir. Ozellikle Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici ile bulasik
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olan bitkilerin kok sistemi ve kék bogazi Uzerinde asir1 diizeyde spor olusturmasi
nedeniyle seraigerinde kolaylikla yayilabildigi icin bulasik ve 6len bitkilerin dikkatli
bir sekilde imha edilmeleri gerekmektedir (Sekil 4.7c).

Survey calismasinda ayrica bitki ornegi alinan seralardan bolgeyi temsil
edecek sekilde toprak ornekleri alinarak pH ve tuzluluk (EC) degerleri kayit altina
alinmigtir. Mersin bolgesi domates seralardan alinan toprak orneklerinde pH
degerleri 7.2 — 8.1 arasinda alkali toprak yapisina sahip olurken, tuzluluk (EC)
degerleri ise 1.32- 2.12 oranlarinda olup az tuzlu - tuzlu olarak tespit edilmistir.

Adana bolgesindeki survey yapilan domates seralarindan alinan toprak
orneklerinin pH degerleri 5.4 — 7.0 olup hafif asit- nétr, tuzluluk oranlar: ise 0.45 —
1.45 tuzsuz- az tuzlu toprak Ozelliklerine sahip oldugu belirlenmistir. Toprak pH
yapisinin Mersin ilinde hastaligin olusumunda etken olamayacag: fakat Adana iline
bagli beldelerde Fusarium oxysporum'un patojen olan iki formu FORL ve FOL
etmenlerinin yayginliginin artmasinda, 6zellikle FORL etmeninin artmasinda, disik
toprak pH’ si, amonyum azotu (2 kg/da) uygulamasinin etken olabilecegi kamsina
varilmistir. Cunkdt Mersin il ve ilcelerinde toprak pH’'si alkali yapida olup,
cogunlukla nitrat formunda gibre kullanildigr tespit edilmistir. Mersin ilinde
domates vyetistiriciliginin yogun yapildigi alanlarda Ozellikle FORL hastaliginin
artmasindaki nedenlerin  basinda koti sera kosullari, 1sitma problemi, sera
icerisindeki tesviye yoklugu nedeniyle su birikmesi, bitki artiklarimin sera
topragindan iyi temizlenmemesi ve sera gevresine atilarak inokulum kaynagi
olusturulmasi, serada her yil aym cesitle domates yetistiriciligi yapilmasi, sera
konstriksiyonu  dezenfeksiyonuna  6nem  verilmemesi  sonucu  FORL
mikrokonidilerinin yayilmasina imkan tamnmak suretiyle tekrarli infeksiyonlarin
olusmasina neden olunarak hastalik siddetinin arttigi kamsina varilmstir.

Bu acidan Bolge domates Uretici ciftcileri toprak kokenli patojenlerin
kontrolindeki zorluklar, ekim ndbeti, gibreleme, uygun toprak pH’si, sera ve
cevresindeki bitki artiklarinin imhast gibi konularda yeterli bilgiye sahip olmadiklart

kanisina varilmistir.
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4.2 Hastahkh Bitki Materyalinden Patojenin izolasyonu ve Patojenite
Calismalari

Sorvey aanlarindaki hasta domates bitkilerinden yapilan izolasyonlarda
toplam olarak 127 Fusarium oxysporum izolat1 elde edilmistir. Patojenite
denemelerinde, her seradan elde edilen izolatlardan rastgele bir tanesi ile bitkiler
inokule edilmistir. Toplam 127 izolatin denendigi bu calismada, 123 izolatin
patojenik Ozellik gosterdigi belirlenmistir. Patojenite calismalar1 sonucu elde edilen
hastalik siddeti % 70 ve Uzeri olan, farkli bolgelere ait, PCR calismalarinda
kullanmlmis bulunan 87 izolatin hastalik indeksi, hastalik siddeti ve bunlarin seralarda
hasta bitkilerde olusturduklar: belirtiler esasindan tammlari Cizelge 4.5. verilmistir.

Cizelge 4.5. Patojenite calismalarinda hastalik siddeti %70 ve Uzeri olan farkh
bolgelere ait F. oxysporum izolatlarinin hastalik indeksi, hastalik
siddeti ve simptomatolojik olarak spesiyal form tanimi

izolat  izolatin aindigiyer Hastallk Hastallk Simptomatolojik
Adi Siddeti  indeksi FOLveya FORL
(%)

AS-1 Seyhan/Adana 86.87 2.60 FORL
AS-3 | Seyhan/Adana 76.67 2.30 FORL
AS-6 | Seyhan/Adana 73.30 2.20 FOL
AY-2 | Yiregir/Adana 83.33 2.50 FORL
AY-4 | Yiregir/Adana 76.67 2.30 FOL
AY-5 Yuregir/Adana 093.33 2.80 FORL
AK-1 Karatas/Adana 90.00 2.70 FORL
AC-2 | Ceyhan/Adana 80.00 2.40 FORL
AC-3 | Ceyhan/Adana 86.67 2.60 FOL
AC-5 Ceyhan/Adana 80.00 2.40 FOL
AC-6 | Ceyhan/Adana 86.67 2.60 FORL
AC-7 | Ceyhan/Adana 90.00 2.70 FORL
AC-9 | Ceyhan/Adana 80.00 2.40 FOL
AO-1 | Adanalioglu/Mersin 93.33 2.80 FORL
AO-2 | Adanalioglu/Mersin 83.33 2.50 FORL
AO-3 | Adanalioglu/Mersin 90.00 2.67 FORL
AO-4 | Adanalioglu/Mersin 76.67 2.30 FORL
AO-5 | Adanalioglu/Mersin 80.00 2.40 FORL
AO-6 | Adanalioglu/Mersin 80.00 2.40 FORL
AO-7 Adanalioglu/Mersin 90.00 2.70 FORL
AO-8 | Adanalioglu/Mersin 86.67 2.60 FORL
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Cizelge 4.5.”in devamu
izolatin alindigi yer

izolat
Adi

Hastalik Hastalik
Siddeti indeksi
€0

Simptomatolojik
FOI veya FORL

AO-9 Adanalioglu/Mersin 70.00 2.10 FORL
AO-12 Adanalioglu/Mersin 90.00 2.70 FORL
AO-13 Adanalioglu/Mersin 93.30 2.80 FORL
AO-16 Adanalioglu/Mersin 73.33 2.20 FOL
AO-22 Adanalioglu/Mersin 96.67 2.90 FORL
KZ-1 Kazanli/Mersin 90.00 2.70 FORL
KZ-2 Kazanli/Mersin 86.67 2.60 FORL
KZ-3 Kazanli/Mersin 80.00 2.40 FORL
KZ-4 Kazanli/Mersin 76.67 2.30 FORL
KZ-5 Kazanli/Mersin 70.00 2.10 FORL
YT-1 Yenitagkent/ Mersin 80.00 2.40 FOL
YT-2 Yenitagkent/ Mersin 86.67 2.60 FORL
YT-4 Yenitagkent/ Mersin 80.00 2.40 FORL
YT-5 Yenitagkent/ Mersin 83.33 2.50 FORL
YT-8 Yenitagkent/ Mersin 70.00 2.10 FOL
YT-10 Yenitagkent/ Mersin 90.00 2.70 FOL
YT-12 Yenitagkent/ Mersin 80.00 2.40 FORL
YT-13 Yenitagkent/ Mersin 83.33 2.50 FORL
EM-2 Merkez/Erdemli 83.33 2.50 FOL
ET-1 Turbe/Erdemli 86.67 2.60 FOL
ET-3 Turbe/Erdemli 80.00 2.40 FORL
ET-4 Turbe/Erdemli 73.33 2.20 FORL
ET-7 Turbe/Erdemli 73.33 2.20 FORL
EKY-1 Koyuncu/Erdemli 80.00 2.40 FORL
EKY-3 Koyuncu/Erdemli 83.33 2.50 FOL
EKY-4 Koyuncu/Erdemli 73.33 2.20 FORL
EKY-5 Koyuncu/Erdemli 80.00 2.40 FORL
EKY-6 Koyuncu/Erdemli 80.00 2.40 FOL
EKH-2 Kocahasanli/Erdemli 83.33 2.50 FORL
EKH-3 Kocahasanli/Erdemli 93.33 2.80 FOL
EKH-4 Kocahasanli/Erdemli 86.67 2.60 FORL
EKH-12 Kocahasanli/Erdemli 73.33 2.20 FOL
EKH-14 Kocahasanli/Erdemli 80.00 2.40 FOL
EKH-18 Kocahasanli/Erdemli 73.33 2.20 FOL
EKH-19 Kocahasanli/Erdemli 83.33 2.50 FORL
EKH-22 Kocahasanli/Erdemli 83.33 2.50 FORL
EKH-23 Kocahasanli/Erdemli 86.67 2.60 FORL
EKH-24 Kocahasanli/Erdemli 80.00 2.40 FORL
EY-1 Yiksek/Erdemli 86.67 2.60 FORL
EY-2 Yiksek/Erdemli 90.00 2.70 FORL
EY-3 Yiksek/Erdemli 80.00 2.40 FORL
EU-1 Uctepe/Erdemli 80.00 2.40 FOL
EC-1 Cirig/Erdemli 83.33 2.50 FORL
EC-2 Ciris/Erdemli 70.00 2.10 FORL
EKR-1 Karakesli/Erdemli 80.00 2.40 FOL
EKR-3 Karakesli/Erdemli 70.00 2.10 FOL
Tarsus-0 | Tarsus/Mersin 93.33 2.80 FORL
Tarsus-1 | Tarsus/Mersin 90.00 2.70 FORL
Tarsus-4 | Tarsus/Mersin 80.00 2.60 FOL
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Cizelge 4.5.”in devami

izolat izolatin alindig yer Hastalik | Hastallk  Simptomatolojik
Adi Siddeti | indeksi FOL veya FORL
(%)

Tarsus-6 | Tarsus/Mersin 86.67 2.60 FORL

S-2 Atik/Silitke 70.00 2.10 FORL

S-4 Atik/Silitke 86.67 2.60 FORL

S-6 Arkum/Silifke 80.00 2.40 FORL

S-7 Arkum/Silifke 73.33 2.20 FORL

S-9 Arkum/Silifke 86.67 2.60 FORL

S-10 Arkum/Silifke 90.00 2.70 FORL

S-13 Arkum/Silifke 70.00 2.10 FORL

S-14 Atayurt/Silifke 86.67 2.60 FORL

S-17 Atayurt/Silifke 90.00 2.70 FORL

S-20 Atayurt/Silifke 73.33 2.20 FORL

S-22 Atayurt/Silifke 80.00 2.40 FORL

S-24 Kabasakalli/Silifke 70.00 2.10 FOL

S-28 Kurtulug/Silifke 73.33 2.20 FOL

S-29 Kurtulug/Silifke 70.00 2.10 FOL

S-34 Karadereli/Silifke 70.00 2.10 FOL

S-35 Karadereli/Silifke 76.67 2.30 FOL

Patojenite calismalarinda kullanilan 61 adet FORL ve 26 adet FOL izolatinin
domates bitkilerinde olusturduklar: siddet degerleri Cizelge 4.5 te goruldugl Uzere %
70.00- 93.33 arasinda degismistir.

Bolim 4.4’ de patojenik 87 Fusarium oxysporum izolatimin spesiyal form ve
rklaraayrimi icin yapilan PCR calismalar1 sonucunda bdlgede hakim olan ve 5 farkl1
bolgeden toplanan FORL ve FOL 3 irkina ait izolatlarin PDA ve CLA ortamlarinda
makroskobik ve mikroskobik Ozellikleri incelenmistir. PDA ortami, makroskobik
(koloni rengi ve koloni cap1) Ozelliklerin belirlenmesinde, CLA ortam ise
mikroskobik (mikrokonidi, makrokonidi, fialid ve klamidospor) 6zelliklerinin
incelenmesi igin segilmistir (Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17 ve EK. 6).

PCR calismast sonucunda FORL olarak belirlenen 5 izolatin PDA ortaminda
koloni Ust renklerinin beyaz ve agik mor renkte oldugu, alt yizeyde ise oOzellikle
merkezde belirgin koyu mor rengin hakim oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.16). FOL
izolatlarindan FOL3 wrkimin PDA ortaminda koloni Ust yilzeyinin beyaz ve alt
ylzeyinin ise ¢cogunlukla beyaz ve azda olsa soluk pembe rengin hakim oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.15c).
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Sekil 4.15. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici rklarina ait PDA ortamindaki
gelisiminden bir gorintd. () FOL 1 irki (EKY-3 izolatr); (b) FOL 2
irki (EKR -3 izolat1); (c) FOL 3 1rki1 (S-17 izolati)

Sekil 4.16. Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (AK-1 izolat1)’ nin PDA
ortamindaki koloni gelisimi (a) PDA ortaminda Ust yizey gelisimi; (b)
PDA ortaminda alt ylzey gelisimi

CLA ortaminda, FORL izolatlarimin bol miktarda makro ve mikrokonidi
urettikleri, makrokonidilerin 4-5 bolmeli olduklari, ayak seklinde (foot-shaped) bazal
hicre icerdikleri, hafif kavisli centik seklinde apikal htcreler olusturduklari
gozlenmistir. FOL 3 wrkina ait izolatlarda makrokonidilere oranla mikrokonidi
sayisinin daha fazla oldugu, makrokonidilerin ¢cogunlukla 3-4 b6lmeli, nadiren 5
bolmeli oldugu belirlenmistir. Bu irka ait apikal ve basal hiicre 6zellikleri FORL 1rki
ile benzer oldugu gorilmustdr. Her iki izolatin mikro konidilerinin oval ve bélmesiz
oldugu, yuvarlak formda klamidospor olusturduklar1 ve kisa monofialidik 6zellik
goserdikleri belirlenmistir (Sekil 4.17). CLA ortaminda FORL izolatlarina ait
makrokonidilerin uzunluklar1 32.5 — 57.5 um ve mikrokonidi uzunluklar: 12 -20 um
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arasinda degisirken, FOL3 1rkina ait izolatlarda makrokonidiler 27.5 - 50 pm ve
mikrokonidler 10.5 - 15 pm arasinda olcilmistir (EK. 6). Bu her iki forma ait
makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerin Fusarium oxysporum’un tamlanmasinda
yararlanilan benzer morfolojik 6zellikler oldugu gorulmustir (Booth, 1971; Nelson
ve ark., 1983; Windels, 1992; Summerel ve ark., 2001; John ve Summerel, 2006;
Balali ve Iranpoor, 2006; Luigi ve ark., 2008).

Sekil 4.17. FORL ve FOL 3 izolatlarina ait makrokonidi ve mikrokonidi sekilleri.
(ab,c) FORL izolats; (d,ef) FOL 3 1rki

4.3 Farkh Domates Cesitlerinin FORL Infeksiyonuna Reaksiyonlari

Fakli domates ¢esitlerinin kok ve kok bogazi ¢urukligi etmeni Fusarium
oxysporum f.sp. radicis lycopersici’ye (CR izolat) reaksiyonlarimt belirlemede
3.2.2de belirtilen yonteme gore deneme kurulmustur. Bu amacla Simela F,
Alsancak F;, Sultan F;, Redo F;, Basha F;, Maydo F;, Cansin F;, Zamrit F;, Mondi
F1, Grando F;, Tauna F;, Almalakeh F;, Jana F1, Maya F;, Aksu F;, May klasdo F;
ve Etna F; domates cesitlerine ait 3 haftalik domates fideleri ile deneme kurulmus ve
65 gun sonra degerlendirilmis, hastalik siddeti (%) ve hastalik indeks degerleri
Cizelge 4.18 de verilmistir.
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Sekil 4.18. Farkli domates fidelerine Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici
hastaliginin bulastirilmasi

Denemede FORL inokulasyonu sonucu bitin cesitlerde gelisme geriligi,
yapraklarda solma ve turgor kaybi, kdk ve kok bogazinda belirgin sekilde kararmalar
gordlmustar (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). Degerlendirmeler sonucunda hastalik siddeti
ve hastalik indeks degerleri agsindan FORL’ a en duyarli domates ¢esidi sirasiyla %
94.44 ve 2.83 ile Etna F; ¢esidi olmus, bunu 2.75 ve % 91.67 ile Alsancak F; cesidi
izlemistir (Sekil 4.19). FORL patojenine daha az duyarli olan cesitler ise % 69.44
hastalik siddeti ile Mondi olup, bunu % 72.22 ile Tuana F;, Zimrit F;, May Klado
F1, % 75.00 ile Sultan F;, Redo F;, Maydo F;, Grando F;, Jana F; ve Aksu F;
domates gesitleri izlemistir (Cizelge 4.6. ve Sekil 4.21.).
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Cizelge 4.6. Farkli domates ¢esitlerinin FORL infeksiyonuna kars: belirlenen hastalik
siddeti ve hastalik indeks degerleri

Domates cesitleri Hastalik Siddeti (%) Hastalik indeks
degerleri
Etna F; 94.44 2.83
Alsancak F; 91.67 2.75
Maya F; 86.11 2.58
Sumela F; 83.33 2.50
Basha F; 83.33 2.50
Cansin F, 80.56 2.42
Almalakeh F; 80.56 2.42
Sultan F; 75.00 2.25
Redo F; 75.00 2.25
Maydo F; 75.00 2.25
Grando F; 75.00 2.25
Jana F; 75.00 2.25
Aksu F; 75.00 2.25
Zumrit Fy 72.22 2.17
Tuana F; 72.22 2.17
May Klasdo F; 72.22 2.17
Mondi F; 69.44 2.08

Sekil 4.19. Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici inokulasyonu sonucunda
bulasik koklerden reizolasyonu
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Sekil 4.20. Farkli domates gesitlerinin Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici
infeksiyonu sonucu gosterdikleri simptomlar

May Hilasd

Sekil 4.21. Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici infeksiyonu Etna ve May
Klasdo domates ¢esitlerinin gosterdigi reaksiyonlar
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4.4. Fusarium oxysporum Izolatlarinin M olekiiler K arakterizasyonu

1980’li yillarda Mullis tarafindan gelistirilen PCR hi¢ kuskusuz ki genetik
calismalarin ivmesini artiran en 6nemli tekniklerden biridir. PCR, reaksiyonu DNA'
nin iki zincirinin yuksek 1si ile birbirinden ayrilmasina (denatiirasyon); sonra sentetik
oligonukleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasina (hibridizasyonu); daha sonra
zincirin uzatilmasina (polimerizasyonu) (gift iplikcikli DNA'larin sentezi) ve bu
sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu Ui¢ adim (denattirasyon / primer
baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR dongusuni olusturur ve her adim farkli 1silarda
gerceklestirilir (sirasiyla 94-98°C; 37-65°C; 72°C ). Bu teknikle bir DNA hedefini
10°-10" arasinda cogaltmak miimkiindir. Yontemin temeli, cogaltilmak istenen
bolgenin iki ucuna 6zgl, bolgedeki baz dizilerine tamlayici bir cift sentetik
oligonikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer ile
sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR teknigi, cok az
miktarda DNA ile calismaya olanak saglamasi ve laboratuvar tamsinda ¢ok biyuk bir
hiz ve kesinlik sunmasi agisindan 6nem kazanmistir (Mullis ve Faloona, 1987;
Mullis, 1990; Amy ve ark., 2007)

Yapilan bu calismada PCR teknigi kullamlarak Fusarium oxysporunt a ait
bolge izolatlarimin tamsinin kesin ve guvenilir bir sekilde ortaya konulmasi
saglanmustir.

4.4.1. PCR Y é6nteminde K ullamlan Fusarium oxysporum zolatlarina Ait
DNA’ larin izolasyonu

Survey calismalar1 ve patojenite testleri sonucunda simptomatolojik ve
morfolojik Ozeliklere gore formlara ayrilmis Fusarium oxysporum izolatlarinin
DNA’lar1 Bolum 3.2.4'de verilen yonteme gore elde edilmistir. DNA izolasyonlari
sonucunda elde edilen DNA’larin varlig1 agaroz jel (%2) elektroforezi sonucu olusan
bantlarla gozlemlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Fusarium oxysporum izolatlarindan elde edilen DNA’larin jelde
gorinimi (1: AO-6, 2: AO-2, 3: AO-9, 4: AS-1, 5. AS 3, 6: Tarsus-1,
7: Tarsus- 4, 8: ET-3, 9: EKH-2, 10: EKH- 12, 11: KZ-4, 12: YT-4, 13:
YT- 8, 14:S17, 15: EC-2, 16: AK-1 izolat1)

4.4.2. PCR Yontemi ile DNA’larin Amplifikasyonu

Adana ve Mersin bolgelerinde ortl alti domates seralarindan elde edilen ve
patojenite calismalari sonucunda virtlenslikleri (Bolum 4.2) belirlenen farkl:
beldelere ait 87 Fusarium oxysporum izolatinin formae specialis ve wrklarint tespit
etmede uni (Fusarium oxysporum), spl13 (FOL 1 ve FOL 3 wrklarini), sp23 (FOL 2 ve
FOL 3 wrklarini) ve sprl (FORL) olmak Uzere 4 farkli primer seti kullanilmistir. Bu
amacla amplifikasyon sirasinda reaksiyona girecek bilesenlerin  optimum
konsantrasyonlarimin belirlenmesi ve Hirano ve Arie, 2006 tarafindan belirtilen
Thermal cycler cihazimin programlanmast igin optmizasyon calismalari baslangigta
pozitif kontrol izolatlar1 (CR: FORL, JR: FORL, J1:FOL1, J2: FOL2 ve J3: FOL3)
ile yapilmistir (Sekil 4.23).

PCR reaksiyonundaki bilesenlerin miktarlart 25 pl’ lik reaksiyon hacmi icin
optimize edilmistir. Amplifikasyon kosullarini belirlemek igin yapilan 6n ¢alismalar
sonucunda, reaksiyona girecek primer orant 5 ng, kalip DNA konsantrasyonu 10 ng
olarak belirlenmistir. Amplifikasyonda bir ©6rnek icin reaksiyon bilesenlerinin
oranlar1 (DNA konsantrasyonu, master mix ve stok konsantrasyonlar), primerlarin
nikleotid dizilimleri ve baglaoma sicakliklari, Thermal Cycler cihazinin
programlanmasi Bolum 3.2.3, 3.2.5, 3.2.6, 3.2.7., Cizelge 3.1., 3.2,, 3.3, Sekil 3.4.
ve 3.5. te verilmistir.
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Sekil 4.23. Amplifikasyon ¢aligmalarinda kullanilan pozitif izolatlarin jel gorunttsi
(M: 100 bp Molekiler markir, 1,2. CR (FORL izolatr); 3,4: J2 (FOL2
izolat1); 5,6: J3 (FOL1 izolati); N: Negatif kontrol (DNA free); 1,3,5: Uni
primer (670-672bp), 2: sprl primer (947bp), 4: sp23 primer(518bp), 6:
Sp13 primer (445bp).

4.4.3. PCR Calismalar1 Sonucunda Boélge izolatlarindan Elde Edilen DNA

Bantlarinin Tams

Patojenik 87 Fusarium oxysporum izolatinin spesiyal form ve rklara ayrimi
icin, bu izolatlarin timi 6ncelikle Fusarium oxysporum'u tespit eden uni primer
(FO) ve Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici’yi tespit eden sprl primeri
(FORL) ile PCR calismalar1 yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, sprl primerde bant
olusturmayan izolatlar sp13 (FOL 1 ve FOL 3 wrklarim), sp23 (FOL 2 ve FOL 3
wrklarini) primerleri ile amplifiye edilmistir.

PCR c¢alismast sonucunda amplifiye drdnler ile BOlum 3.2.7'de belirtildigi
sekilde agaroz jel elektroforez islemi yapilmistir. Agaroz jel elektroforez calismalari
sonucunda, bitln izolatlarin uni ve sprl primerlerinde varligi goéruntilemek igin 0.5
pg/ml oramnda Ethidium bromide iceren soltisyona konularak boyanmas: saglanmis
ve elde edilen bantlar gorinttlenmistir. Jel Gzerinde olusan bantlar var veya yok
olarak kaydedilmistir.

Sekil 4.25 ve sekil 4.26" de goruldigi gibi Adana/Ceyhan’ dan AC-3 ve AC-5,
Adana/lKaratas’dan AK-1, Mersin /Yenitaskent seradlarina ait YT-10, Mersin
/[Adanalioglundan  AO-9 ve AO-6, Erdemli/Kocahasanlidan EKH-2,

97



4. BULGULAR VE TARTISMA Aysegul COLAK

Erdemli/TUrbe’den ET-3 izolatlar1 dncelikle uni ve sprl primerleri ile PCR islemleri
sonucunda; uni primerde (672bp) bant goserirken sprl primerde (947 bp) bant
gostermeyen bu izolatlar FOL icin irk primerleri olan spl13 (518 bp) ve sp23 (445 bp)
spesifik primerleri ile PCR islemine tabi tutulmustur. Bu izolatlardan Adana/Karatas
AK-1, Mersin /Adanalioglu AO-9 ve AO-6 isolatlar1 Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici (FORL)’in tammlanmasinda kullamlan uni ve sprl primerinde
bant vermistir (Sekil 4.27). Boylece bu 3 izolatin FORL oldugu kanitlanmustir.

Diger bolge izolatlar1 sp13 ve $p23 primerleri ile PCR islemi yapilmis ve Sekil
4.28.’de goruldugi gibi Adana/Ceyhan AC-3, Mersin /Y enitaskent seralarina ait YT-
10 (Sekil 4.24.), Mersin /Adanalioglu AO-16 ve Erdemli/Tlrbe ET-3 isolatlarinin
(Sekil 4.8.) Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici wrklarindan 3 irkina ait olduklari
(FOL 3) ve spesifik primerlerde (uni, sp13 ve sp23) bant olusturduklar: tespit
edilmek suretiyle jel gortnttleri kaydedilmistir (Sekil 4.28).

& Aygegll COLAK

Sekil 4.24. Mersin ili Yenitaskent domates seralarina ait YT-10 isolatindan bir
gorint
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Sekil 4.25. Bolge izolatlarin uni (672 bp) ve sprl (947 bp) primerleri
amplifikasyonundan bir goruntt (M: 100 bp molektler marker, 1-2:
AC-3 isolat1, 3-4: AC-5 isolat1, 4-5: YT-10 isolati, 6-7: AO-9 isolati, 8-
9: AO-6 isolats; 1,3,5,7,9: uni primer: 672 bp; 2,4,6,8: sprl primer: 947
bp)

Sekil 4.26. Adana/lKaratas (AK-1), Erdemli/Kocahasanli (EKH-2) ve Erdemli/Tirbe
(ET-3) bdlgesine ait izolatlarindan jel gorianttsi. (M: 100 bp Molekiler
markir, 1,2: EKH-2 izolati, 3,4: ET-3 izolati, 5,6: AK-1 izolat1 olup,
1,3,5: uni primer (672 bp), 2,4,6: sprl primer (947 bp).
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Sekil 4.27. Adanaili drttialti domates seralarina ait izolatlardan AK-1 (Adana
/Karatas) isolatimin iletim demetlerinden bir goruntti (FORL)

M e 2 3 @ab5>6 gfwd 9 -,ﬁ_ﬁ-..tz

Sekil 4.28. Bdlge izolatlarindan sprl primerda bant olusturmayan izolatlarin  FOL
icin irk primerleri olan spl13 (445bp) ve sp23 (518bp) kullanilarak
yapilan PCR caligmasindan bir gorintt (M: 100 bp molekiler markir,
1-2-3: AO-16 isolati, 4-5-6: YT-10 isolati, 7-8-9: AC-3 isolati, 10-11-
12: ET-3 isolat1 olup, 1,4,7,10 : uni primer: 672 bp, 2,5,8,11: sp13
primer: 445 bp, 3,6,9,12:523 primer: 518 bp’da bant olusmustur).
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Ortli ati domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Mersin ilinin
Erdemli, Adanalioglu ve Tarsus beldelerine ait izolatlar olan EM 2, EKY 3, AO 2,
AO 22, KZ-4, EKR-3 ve Tarsus -1 ile yapilan PCR calismasina ait jel gorintisi
Sekil 4.30 ve Sekil 4.31'de verilmistir. Sekil 4.28 da goruldugt gibi Adanalioglu
beldesi domates seralarina ait isolatlardan AO 2 spesifik primerlerden uni (672 bp),
13 (445bp)ve sp23 (518 bp)'te bant olusturarak FOL 3 irki ve AO 22 izolati uni ve
sprl  spesifik  primerlerde bant olusturarak FORL oldugu tespit edilmistir.
Adanalioglu domates seralarina ait AO 2 ve AO 22 izolatlarimin bitki ve kok
bolgesindeki goruntuleri Sekil 4.5."te verilmistir. Erdemli seralarina ait izolatlardan
Merkez EM-2 ve Koyuncu EKY-3 domates seralarina ait izolatlarla yapilan PCR
calismasinda, EM-2 isolat1 uni (672 bp) ve $p23 (518 bp) spesifik primerde bant
vererek Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici'nin 2 nolu ki (FOL 2), EKY-3
izolat1 ise spesifik primerlerden uni (672 bp) ve spl3 (445bp) ile jelde bant
olusturarak Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici’'nin 1 nolu irki (FOL 1) oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.30 "de goruldiugi gibi Mersin ilinin Kazanli beldesi seralarina ait KZ-
4 izolat1 spesifik primerlerden uni, sp13 ve $p23 de bant olusturarak FOL 3 1rki
oldugu belirlenmistir. Erdemli beldesi Karakesli seralarindan EKR-3 isolat1 uni ve
023 spesifik primerlerde bant verirken, spl3 (445bp) bant olusturmams ve FOL 2
irk1 olarak kayit altina alinmistir. Tarsus yoresi Ortti alti domates seralarindan Tarsus-
1 izolat1 uni ve sprl primerlerde bant vermis ve FORL oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.9.).
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Erdemli Erdemli Adanahoglu  Adanahoglu
EKY-3 EM2 AO2 AO22
FOL 1 FOL 2 FOL 3 FORL

M uni spld sp23 sprl uni spl3 sp2d sprl uni spld sp23 sprl uni spld sp2d sprl M

Sekil 4.29. Erdemli ve Adanalioglu seralarina ait izolatlarin 4 spesifik primer
sonuclarina ait jel gorunttsi. M: 100 bp Molektler markir, EKY-3: FOL
1 rki, EM2: FOL 2 irki, AO 2: FOL 3 rki, AO 22: FORL, uni primer:
672 bp, sp13 primer: 445 bp, sp23 primer: 518 bp, sprl primer: 947 bp’'da
bant olusturmustur.

Sekil 4.30. Kazanl/Mersin (KZ-4), Erdemli (Karakesli)/Mersin (EKR-3) ve
TarsusMersin (Tarsus-1) izolatina ait jel gorintisi. M: 100 bp baz
Molekiler markir, 1,2,3 ornekler KZ-4 izolati- FOL3 ki (1:uni,
2:p13, 3. $23); 4,5,6 ornekleri EKR-3 izolati- FOL2 ki (4: uni,
5:9p13, 6:5023); 7,8 Tarsus-1 izolat1 - FORL (7: uni, 8:sprl)
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Sekil 4.31. Mersin /Y enitagskent izolatlar1 ve Fusarium oxysporum melonis ait jel
goruntusii (M: 100 bp Molekiler markir, 1,2 : F.oxysporum melonis
izolat1, 1: uni primer, 2: sprl primer; 3,4,5,6,7: Yenitaskent izolat1 (YT),
345 YT-8 izolati FOL 3 ki (3:Uni,4: sp13, 5:5p23); 6,7: YT-4
izolat1 FORL (6: uni, 7:sprl)

Sekil 4.31."de goruldigi gibi bu calismada kullamlmis olan uni primer PCR
calisgmasinda reaksiyona girecek 0rtni yalmz Fusarium oxysporum'a kadar
tammladig1 ve agaroz jel elektroforezda 670-672 bp’ da bant olusturdugu icin
Fusarium oxysporum f.sp. melonis (FOM) pozitif kontrol olarak kullamlmustir.
Calisma sonucunda FOM izolat1 uni primerde bant verirken, sprl (947bp) primerde
bant olusturmamistir. Mersinin ilinin Y enitaskent beldesine ait Y T-8 izolat1 uni, sp13
ve $p23 primerlerde bant olusturarak F. oxysporum f. sp. lycopersici 3 irki (FOL 3)
oldugu, YT-4 izolatinin ise uni ve sprl spesifik primerlerde bant olusturarak F.
oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.32.).
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Sekil 4.32. Mersinin ilinin Yenitagkent beldesi YT-4 izolatimn alindigi FORL
simptomlarinin goruldigl domates serasindan bir gorantt

Sekil 4.33. Silifke (S-17), Y Uregir /Adana (AY -5) ve Kocahasanli/Erdemli (EKH-23)
izolatlarina ait jel gorunttsi (M: 100 bp Molekiler markir, 1,2,3: S-17
izolat1 FOL 3 irk1; 4,5: AY-5 izolat1 FORL; 6,7: EKH-23 izolat1 FORL;
1,4,6: uni primer (672bp), 2: spl3 primer (445 bp); 3: p23 primer
(518bp); 5,7: sprl primer (947bp)
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Sekil 4.33' deki jel gorunttsinde goruldigi gibi Silifke S-17 izolat1 uni, sp13
ve $p23 spesifik primerlerde bant olusturarak FOL 3 irki oldugu ve Adana-Y Uregir’ e
ait AY-5 izolati ile Mersin-Erdemli Kocahasanli domates seralarindan alinan EKH-
23 izolat1 uni ve sprl spesifik primerlerle agaroz jelde bant olusturarak FORL
olduklar1 belirlenerek kayit altina alinmistir. Adana-Yuregir beldesinden AY-5
izolatina ait iletim demeti simptomlar: sekil 4.2'de, Silifke izolatlarindan S-17 ve
Erdemli Kocahasanli beldesi EKH-23 izolatina ait domates seralarinda ve kok
bolgesindeki hastalik simptomlar: Sekil 4. 12 ve Sekil 4.8'te gosterilmistir.

Silifke’ den S-24, Adana—Seyhan’dan AS-3 ve Mersin-Adanalioglu’ ndan AO-
6 izolatlar1 ile elde edilen agaroz jel gorintisi Sekil 4.33.te verilmistir. S-24 izolat1
FOL icin rk belirleyici spesifik primerlardan uni, sp13 ve sp23 ile PCR’1 yapilmis ve
jelde gorildugi gibi uni ve sp23 primerlerde bant gostererek FOL 2 oldugu tespit
edilmistir. AS- 3 ve AO-6 izolatlar1 FO ve FORL i¢in spesifik primer olan uni ve sprl
primerda bant vermek suretiyle FORL olduklar1 kanitlanmustir. Silifke S-24 izolatina
ait domates bitkisi simptomlar: Sekil 4.12 ve Adanalioglu AO-6 izolatina ait domates
bitkisi ve kok simptomlari Sekil 4.34" da gorulmektedir.

Sekil 4.36'de Erdemli Uctepe beldesi domates seralarindan alinan EU-1,
Silifke domates seralarindan S-14 ve S-28 izolatlarinin amplifikasyon sonucu agaroz
jel gorintiisii verilmistir. EU-1 izolat1 uni, sp13 ve sp23 primerlerde bant olusturmus
olup FOL 3, S-14 izolat1 ise uni ve sprl spesifik primerlerde bant olusturarak FORL
ve S-28 izolat1 da uni ve sp23 primerlerde olusturdugu bant ile FOL 2 olarak
belirlenmis ve kayit edilmistir. Silifke Arkum beldesine ait S-14 ve Kurtulus S-28
izolatlarinin elde edildigi domates seralarindaki bitkilerden alinan kok iletim demeti
hastalik simptomlarina ait gértnttler Sekil 4.37’ de verilmistir.
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Sekil 4.34. Silifke (S-24), Seyhan /Adana (AS-3) ve Adanalioglu /Mersin (AO-6)
bdlge izolatlarina ait jel goruntisi. (M:100 bp, 1,2,3: S-24 izolat1 FOL
2 ik, 4,5: AS-3 izolat1 FORL; 6,7: AO-6 izolati FORL olup, 1,4,6 :
uni primer (672bp); 2: 13 primer (445 bp), 3: sp23 primer (518 bp);
5,7: sprl primer (947 bp)

@
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Sekil 4.35. Adanalioglu /Mersin (AO-6) beldesine ait FORL ile bulasik bitkiden bir
gorintd. (a) Domates bitkisinin genelinde bir solgunluk, (b,c) bitki kok
bogazi ve iletim demetindeki simptomatolojik kararmalar
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Sekil 4.36. Erdemli/Uctepe (EU-1), Silifke (S-14) ve (S-28) izolatlarina ait jel
gorintiisti (M: 100 bp Molekiler markar, 1,2,3: EU-1 izolat1 FOL3; 3,4
S-14izolat1 FORL; 6,7,8: S-28 izolat1 FOL 2; 1,4,6: uni primer (672bp);
2,7: p13 primer (445 bp); 3,8: $p23 primer (518bp); 5: sprl primer
(947bp).

& Ayeesl GOLAK S K/ e/aysegiil GOLAK

Sekil 4.37. Silifke Arkum ve Kurtulus beldeleri domates seralarindaki bitkilerin
iletim demetlerindeki simptomlardan bir goruntd. (a) Arkum (S-14)
isolat1 (b) Kurtulus (S-28) isolati
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PCR caligmalar1 sonucunda, Adana ve Mersin bolgesi oOrti alti domates
yetistiriciligi yapilan seralardan alinan izolatlarin patojenite ¢alismalart sonucunda
virtlensligi % 70 ve Uzeri olan 87 farkli belde izolatindan DNA izolasyonlari
sonucunda elde edilen DNA’larin varligr agaroz jel (%2) elektroforezis sonucu
olusan bantlarla tammlanmustir (Cizelge 4.7). Y apilan bu ¢alisma sonucunda toplam
87 izolattan % 601 (52 izolat) Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL)
olarak belirlenirken, % 40’1 (35 izolat) Fusarium oxypsorum f.sp. lycopersici (FOL)
olarak tespit edilmistir. Bolge izolatlarindan domates solgunluk etmeni Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) olarak tespit edilen izolatlar FOL’un domateste
patojen olan g farkl: fizyolojik wrkim (1, 2 ve 3) ayirt etmek icin spesifik primerler
(uni,sp13 ve sp23) ile PCR c¢alismast yapilmistir. Bolge genelinde % 34 (30 izolat)
FOL 3irk;, % 5 (4 izolat) FOL 2 ki ve % 1 (1 izolat) FOL 1 wki olarak
belirlenmistir (Sekil 4.38).

mFoll

Fol3;30;34% | B Fol2

K Fol3

8 FORL

Sekil 4.38. Bolge ortu alt1 domates seralarina ait 87 F. oxysporum izolatinin FORL
ve FOL (1, 2, 3 irki) yuzdeleri

Cizelge 4.7 den agikga gorulecegi tUzere; FOL 3 ki en yaygin olarak
Erdemli (10 izolat), Silitke (5 izolat), Yenitaskent ve Ceyhan (3 izolat) ilgerinde
belirlenmistir. Buna karsin FORL Erdemli (12 izolat), Adanalioglu (1lizolat) ve
Silifke (9 izolat)’ de saptanmustur.
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Cizelge 4.7. Bolge Ortu alti domates seralarindan alinan F. oxysporum' a ait 87 izolatin PCR
¢alismasi sonucu belirlenen spesiyal form ve irklarin ayrimi durumu

izolat Ad1 izolatin alindig: Simptomatolojik PCR
yer FOL veya FORL sonuclari

AS-1 Seyhan/Adana FORL FORL
AS-3 Seyhan/Adana FORL FORL
AS-6 Seyhan/Adana FOL FOL 3
AY-2 Yuregir/Adana FORL* FOL 3*
AY-4 Yuregir/Adana FOL FOL 3
AY-5 Yuregir/Adana FORL FORL
AK-1 Karatag/Adana FORL FORL
AC-2 Ceyhan/Adana FORL FORL
AC-3 Ceyhan/Adana FOL FOL 3
AC-5 Ceyhan/Adana FOL FOL 3
AC-6 Ceyhan/Adana FORL FORL
AC-7 Ceyhan/Adana FORL FORL
AC-9 Ceyhan/Adana FOL FOL 3
AO-1 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-2 Adanalioglu/Mersin | FORL FOL 3
AO-3 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-4 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-5 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-6 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-7 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-8 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-9 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-12 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-13 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
AO-16 Adanalioglu/Mersin | FOL FOL 3
AO-22 Adanalioglu/Mersin | FORL FORL
KZ-1 Kazanli/Mersin FORL FORL
KZ-2 Kazanli/Mersin FORL FORL
KZ-3 Kazanli/Mersin FORL FORL
KZ-4 Kazanli/Mersin FORL FOL 3
KZ-5 Kazanli/Mersin FORL FORL
YT-1 Yenitagkent/ Mersin | FOL FOL 3
YT-2 Yenitagkent/ Mersin | FORL FORL
YT-4 Yenitagkent/ Mersin | FORL FORL
YT-5 Yenitagkent/ Mersin | FORL FORL
YT-8 Yenitagkent/ Mersin | FOL FOL 3
YT-10 Yenitagkent/ Mersin | FOL FOL 3
YT-12 Yenitagkent/ Mersin | FORL FORL
YT-13 Yenitagkent/ Mersin | FORL FORL
EM-2 Merkez/Erdemli FOL FOL 2
ET-1 Tarbe/Erdemli FOL FOL 3
ET-3 Tarbe/Erdemli FORL FOL 3
ET-4 Tarbe/Erdemli FORL FORL
ET-7 Tarbe/Erdemli FORL FORL
EKY-1 Koyuncu/Erdemli FORL FORL
EKY-3 Koyuncu/Erdemli FOL FOL 1
EKY-4 Koyuncu/Erdemli FORL FORL
EKY-5 Koyuncu/Erdemli FORL FORL
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Cizelge 4.7.”in devamu

izolat Adi izolatin alindigi yer | Simptomatolojik PCR
FOL veya FORL sonuclari
EKY-6 Koyuncu/Erdemli FOL FOL 3
EKH-2 Kocahasanli/Erdemli | FORL FOL 3
EKH-3 Kocahasanli/Erdemli | FOL FOL 3
EKH-3 Kocahasanli/Erdemli | FOL FOL 3
EKH-4 Kocahasanli/Erdemli | FORL FORL
EKH-12 Kocahasanli/Erdemli | FOL FOL 3
EKH-14 Kocahasanli/Erdemli | FOL FOL 3
EKH-18 Kocahasanli/Erdemli | FOL FOL 3
EKH-19 Kocahasanli/Erdemli | FORL FOL 3
EKH-22 Kocahasanli/Erdemli | FORL FORL
EKH-23 Kocahasanli/Erdemli | FORL FORL
EKH-24 Kocahasanli/Erdemli | FORL FORL
EY-1 Yiksek/Erdemli FORL FORL
EY-2 Yiksek/Erdemli FORL FORL
EY-3 Yiksek/Erdemli FORL FORL
EU-1 Uctepe/Erdemli FOL FOL 3
EC-1 Ciris/Erdemli FORL FOL 3
EC-2 Ciris/Erdemli FORL FORL
EKR-1 Karakesli/Erdemli FOL FOL 3
EKR-3 Karakesli/Erdemli FOL FOL 2
Tarsus-0 Tarsus/Mersin FORL FORL
Tarsus-1 Tarsus/Mersin FORL FORL
Tarsus-4 Tarsus/Mersin FOL FOL3
Tarsus-6 Tarsus/Mersin FORL FORL
S-2 Atik/Silifke FORL FORL
S-4 Atik/Silifke FORL FORL
S-6 Arkum/Silifke FORL FORL
S-7 Arkum/Silifke FORL FORL
S-9 Arkum/Silifke FORL FORL
S-10 Arkum/Silifke FORL FORL
S-13 Arkum/Silifke FORL FORL
S-14 Atayurt/Silifke FORL FORL
S-17 Atayurt/Silifke FORL FOL 3
S-20 Atayurt/Silifke FORL FORL
S-22 Atayurt/Silifke FORL FOL 3
S-24 Kabasakalli/Silifke FOL FOL 2
S-28 Kurtulug/Silifke FOL FOL 2
S-29 Kurtulus/Silitke FOL FOL 3
S-34 Karadereli/Silifke FOL FOL 3
S-35 Karadereli/Silifke FOL FOL 3

* Cizelgede simptomatolojik olarak belirlenip PCR sonuclarinda farkli ¢ikan izolatlar bold olarak verilmistir.
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Sekil 4. 39. Adana ve Mersin illerine ait Fusarium oxysporum izolatlarinin PCR
sonuglari

Sekil 4.39'da goruldugu gibi yapilan PCR calismast sonucunda 87 bolge
izolatlar1 icerisinde 13 (% 15) Adanaizolatindan 7 izolat FORL, 6 izolat FOL 3 1rki
olarak tespit edilmistir. 74 (% 85) Mersin izolatlari iginde ise 45 izolat FORL, 24
izolat FOL3 1rki, 4 izolat FOL2 1rki1 ve 1 izolat FOL 1 rkiolarak belirlenmistir.
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30
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Sekil 4. 40. Bolge izolatlarinin tammlanmasinda Simptomatolojik ve PCR sonuclari

Cizelge 4.1'de yapilan survey calismalarinda simptomatolojik olarak
belirlenen Fusarium oxysporum’'un bdlge izolatlarinin tamm sonuclart PCR sonuclari
ile karsilastirilmustir. Sekil 4.40'de goruldigi gibi bazi bolge izolatlarinin domates
bitkilerinde olusturduklari smptomlar esasindan yapilan ayrimlari ile PCR sonuclart
arasinda farklhiliklar tespit edilmistir. Simptomatolojik ve kiltirel karekterlere gore
belirlemede 87 izolatin 61'i (%70) FORL ve 26’1 (%30) izolat1 FOL olarak tespit
edilirken, PCR sonuglarinda 52 (%60) izolat FORL ve 35 (%40) izolat FOL olarak
tespit edilmistir. Ancak, PCR sonuclarinin tammlama agisindan daha gavenilir ve
kesin sonuglar ortaya koymast nedeniyle simptomatolojik ve kdlturel
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tammlamalardan emin olmak icin PCR calismalar1 ile karsilastirmali olarak
cailigilmalidir.

4. 5. Serada Kok ve Kok Bogazi Hastaliginin Entegre M Gicadelesi

4. 5. 1. Toprak Solarizasyonu

Toprak patojenlerine karsi solarizsayon uygulamasi uygun bir malg ile nemli
topragin kapatilmasi ve giines enerjisinden yararlanmlarak topragin isitilmasi esasina
dayanir. Solarizasyon uygulamasimn topraktaki patojenleri 6ldurebilecek sicakligin
en yiuksek oldugu Temmuz- Agustos aylarinda yapilmas: gerektigi bilinmektedir
(Katan ve ark., 1976; Katan, 1980; loannou, 2000). Bu nedenle, birinci yi1l denemesi
2 Temmuz - 18 Agustos 2008 ve ikinci yil 17Temmuz -15 Agustos 2009 tarihlerinde
seffaf polietilen ortl ile sera topragina solarizasyon uygulanmistir. Solarizasyon
uygulamas: ile birlikte taban gubresi olarak sera topragina yas ciftlik gubresi
verilmistir (Sekil 4.41.).

Sekil 4.41. Seratopragina solarizasyon uygulamasi. (a) topragin islenmesi ve ciftlik
gubres uygulamasi, (b) damla sulama sisteminin kurulmasi, (c,d) seffaf
plastik ile topragin kapatiimasi
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Solarizasyonun FORL inokulumuna ve toprak sicakligina etkinligi belirlemek
amaciyla solarizasyon uygulamasi 6ncesi, solarizasyon uygulanan ve uygulanmayan
kontrol parsellerine FORL inokulumu ve hobo aleti topragin dort farkl: derinliklerine
(5, 15, 25 ve 35 cm) gomulmustir (Sekil 4.42). Solarizasyon uygulamasi stiresince
hobo aleti vasitasiyla dort farkli toprak derinligindeki ulasilan toprak sicaklik
degerleri Sekil 4.42,4.44 ve Cizelge 4.8." de verilmistir.

Sekil 4.42. Sera topragina solarizasyon uygulamasi 6ncesi FORL inoklumu ve hobo
aletinin dort farkli toprak derinligine gdbmulmesi isleminden bir goruntd.
(8 FORL inokulumun 35 cm toprak derinligine gomtlmesi, (b,c) hobo
aletinin topragin 35 cm derinligine gémulmesi

Sekil 4.43 ve Cizelge 4.8' de goruldugl Uzere, 2008 (1.y1l) yili 2 Temmuz —
18 Agustos da parsellerin 5, 15, 25 ve 35 cm toprak derinliklerinde maximum toprak
sicaklik degerleri solarizasyon uygulanan parsellede sirasiyla 52.01, 47.79, 41.52 ve
36.57 (°C) olurken; solarizasyon uygulanmayan kontrol parselinde 43.20, 40.62,
37.67, 33.68 (° C) olarak 6lculmustr.

2009 yil1 (11.y1l) 1 Temmuz — 15 Agustos doneminde ise parsellerin 5, 15, 25
ve 35 cm toprak derinliklerindeki maximum toprak sicaklik degerleri solarizasyon
uygulanmis parsellerde srasiyla 49.77, 47.25, 42.44 ve 36.20 (°C) olurken,
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solarizasyon uygulanmayan kontrol parselinde sirasiyla 38.60, 36.30, 34.20 ve 32.60
(°C) olarak belirlenmistir (Sekil 4.44 ve Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Her iki deneme sezonunda solarizasyon uygulamasinin topragin 5, 15,
25 ve 35 cm derinliklerindeki maksimum toprak sicaklik degerleri (°C)
Toprak derinligi Solarizasyon Kontrol

(cm) 2008 2009 2008 2009
5 52.01 49.77 43.20 38.60
15 47.79 47.25 40.62 36.30
25 41.52 42.44 37.67 34.20
35 36.57 36.20 33.68 32.60

Her iki deneme sezonunda solarizasyon uygulanan parsellerdeki dort farkl
toprak derinliklerindeki ulasilan sicaklik degerleri, solarizasyon uygulanmayan
parseldeki sicakliklara gore yiksek bulunmustur. Solarizasyon uygulamasi sonucu
topragin ilk 5 cm’ deki sicakligin 9-11 °C, 15 cm’ deki sicakliginda ise 7-10 °C
kontrole gore daha yiksek oldugu belirlenmistir. Israil (Gristein ve ark., 1979) ve
Florida' da (Chellemi ve ark., 1994) solarizasyon uygulamasimin 5 cm’de 49-53 °C'ye
ulastigi; Kaliforniya (Juarez ve ark., 1991), Florida (McSorley ve Parrado, 1986) ve
Israil (Katan ve ark., 1976)’de yapilan ¢alismalarda 15 cm’ de maximum toprak
sicakliklarinin 44-52 °C’ ye ulastig1 bildirilmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar ile literatrde agiklanan sonuclardan
anlagilacag1 Uzere, solarizasyon ile farkli toprak derinliklerinde ulasilabilen
maksimum sicakliklar bolgelere ve yillara gore farklilik gosterebilmektedir. Cunki
solarizasyonun etkinligi glines 1s1g1min toprak tarafindan absorbe edilmesi toprak
nemi, topragin yapisi, plastik ortinun kalinhig: ve iklim faktoru gibi ozelliklere
baglidir (Katan ve ark., 1976, Chellemi ve ark., 1994). Ylcel (1995), Bdlgemizde
yaptig1 calismada 10 cm toprak derinliginde yillar agisindan kontrole gore sirasiyla 7
°C ve 6 °C' e sicaklik farklilig1 oldugunu bildirmistir. israil’de Temmuz —Agustos
aylarinda solarizasyon uygulamalarinda yillara gore 5 ve 20 cm derinliklerde 6lctilen
maksimum sicakliklarin sirastyla 44 -55 °C ve 39 -45 °C arasinda degismistir (Katan,
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1981). Chellemi ve ark. (1994), toprak kokenli patojenlere karst 1992 ve 1993
yillarinda 14 ve 23 gunluk uyguladiklar: toprak solarizasyonunda 5, 15 ve 25 cm
toprak derinliginde solarizasyon uygulanan alanlarda sirasiyla 49.5°, 46.0° ve 41.5
°C sicaklik degerleri elde ederken solarizasyon uygulanmayan alanlarda bu
degerlerin sirastyla 43.8°, 38.9° ve 36.5 °C oldugunu, toprak solarizasyonunun
toprak sicakhigim solarizasyon uygulanmayan alana gore 5, 15 ve 25 cm
derinliklerde sirasiyla 9°, 8° ve 5 °C kadar artirdigimi bildirmiglerdir. Tokgontl
(1998), toprak solarizasyonu uygulamalarinda 5, 10, 15 ve 30 cm derinliklerde
maksimum toprak sicakliklarinin sirasiyla 41-52 °C, 38-48 °C, 36-45 °C ve 32-39 °C
arasinda degisiklik gosterdigini saptamistir. Solarizayounun etkisini artirmak igin gift
kat plastik ortd kullanimi, topraga organik maddelerin ilavesi, biyolojik kontrol
gjanlari ile beraber kullanim gibi uygulamalarin bolgemizde arastirilmast gerektigini
bildirmistir.

loannou (2000), Ortl ati domateste topraga uygulanan Temmuz-Agustos
ayinda 8 haftalik solarizasyonun maximum toprak sicakligint 15 -20 cm toprak
derinliklerinde solarize edilmeyen topraga gore 9 °C’ye kadar artirdigi ve Fusarium

spp. populasyon yogunlugunu % 91-98 oranminda azatlhigim bildirmistir.

Solarizasyon (5cm)
Solarizasyon (15 cm)
Kontrol (5cm)

Kontrol (15 cm)

55

M bbb M
mili

25

[————

T

—_—
S
==
=
s
=
—_—

20 T T T T T T T T

02/07/08;14:00
05/07/08;14:00
08/07/08;14:00
11/07/08;14:00
14/07/08;14:00
17/07/08;14:00
20/07/08;14:00
23/07/08;14:00
26/07/08;14:00
29/07/08;14:00
01/08/08;14:00
04/08/08;14:00
07/08/08;14:00
10/08/08;14:00
13/08/08;14:00
16/08/08;14:00

Sekil 4.43. Solarizasyon uygulanmis ve uygulanmanmus parsellerdeki 2 Temmuz — 18
Agustos 2008 yilina ait 5 ve 15 cm toprak derinliklerindeki maximum
toprak sicaklik degerleri (°C)
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Solarizasyon (5cm)
Solarziasyon (15cm)
Kontrol (5cm)

50 Kontrol (15cm)
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15.08.2009 13:13

01.07.2009 10:00:06
03.07.2009 04:02:12
04.07.2009 22:04:18
06.07.2009 16:06:24
08.07.2009 10:08:30
10.07.2009 04:10:36
11.07.2009 22:12:42
13.07.2009 16:14:48
15.07.2009 10:16:54
17.07.2009 04:19:00
18.07.2009 22:01:05 3
20.07.2009 16:03:11 %
22.07.2009 10:05:17 %
24.07.2009 04:27:24 %
25.07.2009 22:09:29 E
27.07.2009 16:11:35
29.07.2009 07:33:33
31.07.2009 01:15:38
01.08.2009 19:17:44
03.08.2009 10:19:41
05.08.2009 04:01:46
06.08.2009 22:03:52
08.08.2009 16:05:58
10.08.2009 10:08:04
12.08.2009 01:10:01
13.08.2009 19:12:07

Sekil 4.44. Solarizasyon uygulanmis ve uygulanmanmus parsellerdeki 1 Temmuz — 15
Agustos 2009 yilina ait 5 ve 15 cm toprak derinliklerindeki maximum
toprak sicaklik degerleri (° C)

Bolgemizde Yicel ve ark., 2007 ve 2009 yillarinda orti alti domates
seralarinda toprak kokenli patojenler ve nematodlarla miicadelede etkili bir fumigant
olan Methilbromide (MeBr) alternatif calismalar kapsaminda yaptiklar: calismalarda;
2007 yilinda 5, 15 ve 25 cm toprak derinliklerinde solarizasyon uygulanan alanda
sicakliklarin  sirasiyla 49.0°, 45.3° ve 40.2 °C'ye ulasirken, solarizasyon
uygulanmayan alanda 42.9°, 39.6° ve 36.0 °C oldugunu; 2009 yilinda ydrGtilen
calismada ise sicakligin 10 ve 20 cm toprak derinliklerinde 47.5° ve 43.0 °C,
solarizasyon uygulanmayan alanda ise 40.0° ve 37.1 °C sicakliklara ulasildigini,
sonug olarak solarize edilen alanlarda sicakligin, kontrole gére 7.5 °C ile 5.9 °C gibi
bir atis kaydettigini bildirmislerdir.

4.5.2. Solarizasyon ve M etham Sodium Uygulamalarinin Topraktaki FORL

inokulumu Uzerine Etkisi
2008 yil1 solarizasyon uygulamasi 6ncesi deneme alanin 5, 15, 25 ve 35 cm

toprak derinliklerinde sirasiyla 4.8, 5.7, 6.3 ve 4.0 x 10" propagiil/g toprak FORL

populasyonu bulunmustur. Solarizasyondan 2.,4. ve 6. hafta sonrasinda deneme
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alanin 5, 15, 25 ve 35 cm toprak derinliklerinde bu miktarlar srasiyla 1.7-0-0 x 10,
3.1-1.4-0.1 x 10%, 4.1-3.2-2.5 x 10* ve 3.6-3.4-3.3 x 10" propagiil/g toprak FORL
populasyonu saptanmistir. Solarizasyon + MS (100lt/da) uygulamasinda 2.,4. ve 6.
hafta sonrasinda FORL populasyonu deneme alaninin 5, 15 cm ‘derinliginde 0 x 10,
25 ve 35 cm toprak derinliklerinde 1.9-1.2-1x 10* ve 2.3-1.8-1.3x 10" propagiil/g
toprak olarak bulunmustur. Hicbir uygulamanin yapilmadig: kontrol parselinin 5, 15,
25 ve 35 cm toprak derinliklerinde bu miktarlar sirastyla4.4-3.1-3 x 10%, 4.6-3.9-4 x
10", 6-5.7-5.5 x 10* ve 3.9-4.7-4.1x10* propagiil/g toprak FORL populasyonu
saptanmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.45). Sonug olarak, 2008 yili1 deneme sezonunda
FORL populasyonu 5, 15, 25 ve 35cm toprak derinliklerinde yalmz solarizasyon
uygulamasinda sirastyla % 100, 82.4, 60.4 ve 17.5 azalis gosterirken; solarizasyon +
MS (100It/da) uygulamasinda 5 ve 15 cm'de %100, 25 ve 35 cm derinliklerinde
sirasiyla % 84.1 ve % 70 azalma saglanmistir. Solarizasyon uygulanmayan kontrol
parsellerindeki 5, 15, 25 ve 35cm toprak derinliklerinde FORL populasyonunda
sirastyla % 37.5, 29.8, 12.7 ve 0.0 arasinda azalma goralmstr,

Cizelge 4.9. 2008 yil1 Solarizasyon ve M S uygulamasindan 6nce ve sonra topraktaki
FORL populasyonu (propagul/g toprak)
Uygulamalar Toprak Sol. Sol. Sol.4. Sol Populasyon

derinlikleri ©ncesi 2. hafta 6.hafta azalma
(cm) hafta (%)

Solarizasyon . .
(x 10%) 15 5.7 31 |14 0.1 82.4
25 6.3 4.1 3.2 25 60.4
35 4.0 3.6 3.4 3.3 17.5
Sol + MS 5 4.8 0 0 0 100
(100It/da) 15 5.7 0 0 0 100
(x 10%) 25 6.3 19 |12 1 84.1
35 4.0 2.3 1.8 1.3 70.0
Kontrol 5 4.8 4.4 3.1 3 37.5
(x 10% 15 5.7 4.6 3.9 4 29.8
25 6.3 6 5.7 55 12.7
35 4.0 3.9 4.7 4.1 0.0
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Sekil 4.45. 2008 yil1 Solarizasyon ve MS uygulamasindan sonra farkli toprak
derinliklerindeki FORL populasyonun varligim gosteren koloniler

Cizelge 4.10. 2008 yil1 Solarizasyon ve MS uygulamasinin topraga gomilen FORL
kaltdra canliligina etkisi (30 parca/10 petri)

Uygulamalar Toprak Sol. 2. Sol.4.hafta Sol 6.hafta
derinlikleri hafta

(cm)

Solarizasyon 0 0 0
15 2 1 1.2
25 15.6 12.4 10.3
35 25.9 22.1 184
Sol +MS 5 0 0 0
(1001t/da) 15 0 0 0
25 0 0.1 0.1
35 0 0 0
Kontrol 5 18.2 6.8 8.4
15 22.3 24.7 22
25 30 27.8 28
35 30 29.8 30
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Sekil 4.46. 2008 yil1 Solarizasyon ve MS uygulanmis topraga gomilen FORL
inokulumunun kdltire alinmasinda canli  propagillerden gelisen
koloniler

2009 deneme sezonunda FORL populasyonu 5, 15, 25 ve 35 cm toprak
derinliklerinde yalniz solarizasyon uygulamasinda sirasiyla %100, 100, 69.2 ve 28.1
azalis gosterirken; solarizasyon + MS (100 It/da) uygulamasinda 5, 15 cm’ de %100,
25cm ve 35cm derinliklerinde sirastyla % 93.8 ve % 87.7 azalma gorulmuUstdr.
Solarizasyon uygulanmayan kontrol parsellerindeki FORL populasyonu sirastyla %
26.8, 23.6, 9.2 ve 0.0 arasinda azalma gorulmustir (Cizelge 4.11). Solarizasyon
uygulamast 6ncesi deneme alamin 5, 15, 25 ve 35 cm toprak derinliklerinde sirasiyla
4.1, 55, 6.5 ve 5.7 x 10* propagiil/g toprak FORL populasyonu bulunmustur.
Solarizasyondan 2.,4. ve 6. hafta sonrasinda deneme alanin 5, 15, 25 ve 35 cm toprak
derinliklerinde bu miktarlar sirastyla 3.1-0-Ox 10*, 3.5-0.6-0x 10%, 4.7-2.7-2 x 10* ve
4.2-3.8-4.1x 10 propagiil/g toprak FORL populasyonu saptanmistir. Solarizasyon +
MS (100It/da) uygulamasindan sonra 2. 4. ve 6. hafta sonrasinda deneme alanin 5, 15
cm'de 0x10*, 25 ve 35 cm toprak derinliklerinde bu miktarlar 1.2-0.6-0.4 x 10* ve
1.4-1.1-0.7 x 10* propagiil/g toprak FORL populasyonu bulunmustur. Hicbir
uygulamanin yapilmadigi kontrol parselinin 5, 15, 25 ve 35 cm toprak derinliklerinde
bu miktarlar sirastyla 2.9-3.1-3 x 10%, 4.9-3.9-4.2 x 10%, 6.2-5.5-5.9x 10* ve 5.3-4.7-
6.2x 10" propagiil/g toprak FORL populasyonu saptanmustir (Sekil 4.46).
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Her iki deneme sezonunda yalmz solarizasyon ve solarizasyont MS
(100It/da) uygulamalarimin FORL patojeninin canliligina etkisi topragin 5, 15, 25 ve
35 cm toprak derinliklerine gbmuilen inokulumdan gelisen koloni sayisi olarak
Cizelge 4.10 ve 4.12' de verilmistir. Bu gizelgelerdeki bulgular uygulamalarin FORL
populasyonu Uzerine azaltici etkisini gosteren Cizelge 4.9 ve 4.11 ile uyumludur.
FORL patojeninin canliligi1 uygulama yapilan alanlardan yalmz solarizasyon yapilan
parsellerde 5, 15 ve 25 cm toprak derinliklerinde azaltici yonde etkili olurken, 35 cn
de etkili olamamustir (Sekil 4.46 ve Sekil 4.48). Solarizasyon +M S uygulamalarinda
ise tim toprak derinliklerinde FORL canlilig1 Gzerine etkili olmustur.

Cizelge 4.11. 2009 yili Solarizasyon ve MS uygulamasindan Once ve sonra
topraktaki FORL populasyonu (propaguil/g toprak)

Uygulamalar Toprak Sol. Sol. Sol. Sol Populasyon
derinlikleri ©6ncesi | 2. hafta 4.hafta 6.hafta azalma
(cm) (%)
SolarLzasyon 5 4.1 3.1 0 0 100
(x 10°) 15 55 35 0.6 0 100
25 6.5 4.7 2.7 2.0 69.2
35 5.7 4.2 3.8 4.1 28.1
Sol +MS 5 4.1 0 0 0 100
(100|t/Pa) 15 55 0 0 0 100
(x 10°) 25 6.5 1.2 0.6 0.4 93.8
35 5.7 1.4 1.1 0.7 87.7
Kont‘{ol 5 4.1 2.9 3.1 3 26.8
(x 10°) 15 55 4.9 3.9 4.2 23.6
25 6.5 6.2 55 5.9 9.2
35 5.7 53 4.7 6.2 0.0
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Sekil 4.47. 2009 yili Solarizasyon ve MS uygulamasindan sonra farkli toprak
derinliklerindeki FORL populasyonun varligim gosteren koloniler

Cizelge 4.12. 2009 yili Solarizasyon ve MS uygulamasinin gomilen FORL
inokulumunun canliligina etkisi (30 parca/10 petri)

Uygulamalar Toprak Sol. Sol. Sol.
derinlikleri 2. hafta 4.hafta 6.hafta

(cm)

Solarizasyon 0 0 0
15 4.1 1.6 0.3
25 22.7 185 10.6
35 30 28.5 23.7

Sol + MS 5 0 0 0
25 0.2 0.3 0.2
35 0.6 0.3 0.2

Kontrol 5 21.5 14.3 9.7
15 29.1 27.2 20
25 30 30 29.7
35 30 30 30
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Sekil 4.48. 2009 yili Solarizasyon ve MS uygulanmis topraga gomilen FORL
inokulumunun kdltire alinmasinda canli  propagillerden gelisen
koloniler

Solarizasyon uygulamasi i¢in olduk¢a uygun iklim kosullarina sahip
bolgemizde acikta ve oOrtl altinda sebze yetistiriciliginde toprak kokenli fungal
patojenlere kars1 solarizasyonun 1985'ten beri kullanildig: bilinmektedir. Y Gritilen
bu calismada farkli toprak derinliklerine gémilen FORL inokulumu {zerine
solarizasyonun ve solarizasyon + MS uygulamalarimin azaltici etkisi  oldugu
saptanmstir. Her iki yil solarizasyon uygulamalarinda topragin 6zellikle 5 ve 15 cm
toprak derinliklerinde sirasiyla 52,01-49,77 °C ve 47,79- 47,25 °C sicakliklara
ulasmustir. Bu degerler bircok toprak kokenli patojenin 6liim sicaklig: olan 40-60°C
arasindadir (McGoven ve Obreza, 2007; Ozbay ve Steven, 2004). Solarizasyon
uygulamasinin basarisint artiran faktorlerden topragin sirekli nemli kalmast ve bu
katmanlardaki artan sicaklik faktorl ile ¢cimlenen FORL sporlarinin 6lmesi olarak
ongorulebilir. Gerek topraktan alinan Orneklerde gerekse gomili  FORL
inokulumunda patojenin canlilig1 Gzerine etkili bir azalma oldugu bu calisma
sonuclarr ile kanitlanmustr.

Baz1 arastiricilar bitki patojenik funguslarin topraktaki populasyonunun
azalmasimn toprak sicakliginin 41 °C’yi asmasi ve termal 6lim sicakliginin 50 °C’ye
yakin sicakliklar ile olabilecegini belirtmislerdir. Birgok arastirmaci tarafindan
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bircok énemli bitki patojeni, bocek ve yabanc: otlarin 65 °C’de 30 dk. Olebilecegini
bildirmislerdir. Toprak kokenli fungal patojenlerin ve bakterilerin 45 °C’ nin
altindaki sicakliklarin uzun bir donem o6ldurtict olabilecegi bildirilmistir. (Katan ve
ark., 1976, Freeman ve Katan, 1988, Pulman ve ark., 1981).

Chellemi ve ark., (1994), 1992 ve 1993 vyillarinda yaptiklar1 calismada
solarizasyon uygulamasi ile ulastiklart 5, 15 ve 25 cm toprak derinliklerindeki
maximum toprak sicakliklar: sirasiyla 43.9-49.5, 38.9-46.0 ve 36.5-41.5 °C olmustur.
Bu solarizasyon uygulamasinda topragin 5 cm derinliginde ulasilan sicakliklarin
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ve Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici’ nin kontroltinde 6nemli derecede etkili oldugunu, 35 cm alt katmanda ise
solarizasyon ile birlikte fumigant uygulamasinin Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ve Phytophthora nicotianae
populasyonlarinda 6nemli derecede bir azalma oldugunu bildirmislerdir.

Katan ve ark., 1976’ da yaptiklar1 ¢calismada solarizasyon uygulamasi sonucu
topragin 5, 15 ve 25 cm derinliklerinde Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
populasyonunda sirastyla % 94-100, % 68-100 ve % 54-63 oraminda azalma
oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan ¢aligmada maximum toprak sicakligimn 5 ve
15cm’' de sirasiyla 49-52 °C ve 42 °C'ye ulastigini bildirmislerdir. Bu calismada
solarizasyonun basarisinda 6nemli bir faktor olan toprak neminin F. oxysporum
canlilig: Uizerine etkinligi ayrica arastiriimis ve nemli toprakta 50°C'de 1 saat etkili
olurken, kuru topraktaise 55 °C'nin 1 saat uygulanmasinda bile basar1 saglanamadig:
ifade edilmistir.

4.5.3. Serada FORL infeksiyonun Entegre M iicadeles

Kok ve kok bogazi curtkliginun entegre hastalik yOnetimi amaciyla,
domates yetistirilecek topraga solarizasyonu (S) takiben uygulandiginda domates
koklerine kolaylikla kolonize olabilen ve bu hastalik nedeni spesiyal forma kars: bir
On savunma hatti meydana getirerek baskilayici bir etki saglayabilme 0Ozelliginde
olan bitki blytme dizenleyici rhizobakterilerden (PGPR) Bacillus subtilis QST 713
(BS)’ in, antagonist fungus Trichoderma harzanum (T-22)"un toz ve garaniul (TH-T
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ve TH-G) preparatlarinin, kompost uygulamasinin (KOM) ve toprak kokenli
patojenlere karsi etkili bir fumigant olan, Methyl bromide alternatif, Metham
Sodium’un (MS) etkileri 6rtl alt1 sera kosullarinda arastiril mistir

4.5.3.1. Seraya Fide Dikimi ve Uygulamalar

2008 -2009 Uretim yilinda deneme serasina 24. 09. 2008 tarihinde ve 2009-
2010 dretim yilinda ise 19. 08. 2009 tarihinde Alsancak F1 domates fideleri
dikilmistir (Sekil 4.49). Her iki yil dikimle birlikte FORL ile micadele i¢cin 20 giin
arayla 3 uygulama halinde her bitkiye 50 ml olacak sekilde, Trichoderma harzianum
(1x107 cfu/g iceren tozdan 2 gr/20lt su ve graniil 30 gr/20 It su oranlarinda), Bacillus
subtillis (1x10° cfu/ml, 100ml/20lt su oraminda) ve kompost uygulanmistrr. Bu
uygulamalar yalmz solarizasyon ve solarizasyon + M S (100It/da) gbi iki ayr1 deneme
halinde tesadif bloklari deneme desenine gore 3 tekrarli olacak sekilde
dizenlenmistir.

Sekil 4.49. Deneme serasina fidelerin dikimi ve parsellere preperatlarin
uygulanmasindan bir gorinta
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45.4. Seradaki Uygulamalarin Hasat ve Hastahk Cikisina Etkisinin
Degerlendirilmes

Sera kosullarinda Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’i (FORL)
micadelesi icin entegre hastalik yonetimi Solarizasyon ve Metham Sodium
uygulamalarina 4 farkl: biyolojik gjan (TH-T, TH-G, BS, KOM) dahil edilerek ve
topraga yalniz biyolojik ajan uygulanmis kontrol parselleri diizenlenerek 2008-2009
deneme yillarinda iki yil siire ile arastirilmustir. 2008 (1.yil) - 2009 (I1.y1l) deneme
yillarinda serada FORL ile miicadelede uygulamalarin verime ve hastalik c¢ikisina
(%) etkisi arastirilmis ve elde edilen degerlere varyans analizi  uygulanmis ve
uygulamalara ait ortalamalar LSD andizi yapilarak karsilastiriimustir.
Degerlendirmeler parsellerdeki 25 bitki sokilerek hastalik simptomlar: var /yok
seklinde yapilmistir (Sekil 4.50).

© Usaglikdi-

Sekil 4.50. FORL ile micadelede seradaki bitkilerin degerlendirilmesinden bir
goruntd
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2008 ve 2009 yili sera denemelerinde uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda farklilik 6nemli bulunmustur (Sekil 4.14). Her iki yil sera denemelerinde
enfekteli bitki oram en az StMS uygulamasindan sirasiyla % 29.5- % 24.0 elde
edilmis, bunu Solarizasyon uygulamas: (% 48.0 -% 47.0) ve kontrol parselleri (%
81.3 - % 75.7) izlemistir. FORL cikistnin en az oldugu S + MS denemesinde
uygulama yapilan parsel degerleri icin istatistiksel analiz sonuclar: hichir uygulama
yapilmayan kontrol parsellere gore biyolojik gjanlar agisindan farklilik % 95 glvenle
(p: 0.05) 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.13). Ancak uygulanan biyolojik ajanlar
FORL infekisyonlarina kars: etkinlikte LSD testine gore aym grupta yer alip aym
harfi almiglardir. Bu duruma gore istatistiksel % enfekteli bitki oram en dusik olan
uygulama birinci yil % 21.3 oranla BS uygulamasi, ikinci yil % 20.0 ile TH-T
uygulamast olmustut. Bunu sirastyla birinci yil % 26.7 TH-T, % 28.0 KOM ve %
38.7 TH-G izlemis olup; ikinci yil % 22.7 BS, % 24.0 KOM ve % 29.3 TH-G
uygulamalar: takip etmistir. Uygulamalarin % etkisine bakildiginda, kok ve
kokbogazi curdkligt (FORL) hastaligi olusumu birinci yil BS, ikinci yil TH-T
biyolojik ajan uygulamalari ile sirasiyla % 73.8 ve % 73.6 oraninda engellemis ve en
az % etki TH-G (% 524 -% 61.3) uygulamasindan elde dilmistir. Biyolojik
preperatlarin kok ve kékbogazi clrikligli (FORL) hastaligi micadelesinde StMS
uygulamasinda birinci yil etkisi % 52.4 -% 73.8 oraninda olurken, iken ikinci y1l %
61,3 -73, 6 oramnda degismistir. Biyolojik prepertalar icerisinde en Umit var sonuglar
birinci yil BS uygulamasi (% 73.8) ve ikinci yil TH-T uygulamas: (% 73.6)
uygulamasinda elde edilmistir. Calismamizda yillar itibariyle biyolojik ajanlar
arasinda etkinlikteki degisikligin, Howell (2003)’inde ifade ettigi Uzere biyolojik
micadele etmenine, patojen ve konukgu bitki interaksiyonuna, mikrofloradaki diger
organizmalara bagli olarak etkilendigi kamisina varilmistir.

Cizelge 4.13. 2008-2009 yillarinda uygulamalarin FORL enfekteli bitki orant (%)
Enfekteli Bitki (%)

Uygulamalar

2008 2009
S +MS 295a 24.0
S 48.0 b 47.0
KONTROL 81.3c 75.7
LSD %5 7.01 5.03
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Ikinci deneme olan Solarizasyon parsellerinde biyolojik miicadele
etmenlerinin hastalik c¢ikisina etkisi highir uygulama yapilmayan parsellere goére
ayrica 6nemli bulunmustur. Uygulamalarin ortalama degerlerinin karsilastirildig:
LSD testine gore FORL ile mucadele etkinligi arastirilan biyolojik ajanlar yine hep
ayni harfleri almiglardir. Enfekteli bitki oram ve uygulamalarin etkinligi agisindan
her iki deneme yilinda en iyi sonuglar BS uygulamasindan sirasiyla % 41.3 — 44.0 ve
% 49.2 — 41.9 olarak elde edilmistir. Uygulamalarin % etkinligi agisindan en dustk
degerler ise birinci yil % 34.7 TH-G ve ikinci yil % 32.9 KOM uygulamasindan elde
edilmistir.

Uygulamalarin yapildig: toprakta FORL ile miicadelede basariy: etkileyen en
onemli faktorlerden biri patojenin topraktaki populasyon yogunlugudur. 2005-2006
yil1 yetistirme sezonunda bdlgemiz 6rti alti domates seralarinda yapilan bir
calismada, FORL infeksiyonunun yutksek oldugu serada (% 82.4) solarizasyon ve
Metham  Sodium’un disik dozlar: (1000 | | ha') ile yapilan kombinasyonda
hastalik c¢ikisi % 22.4, etki % 42.5 olmus, yalniz solarizasyon uygulamasinda ise
hastalik ¢ikis1 % 49.9, etki % 39.0 olarak yeterli bir etki saglanamamustir (Y tcel ve
ark., 2007). Bunun yan: sira uygulamalarin basarili bir sekilde yapilmasi, sonradan
olusabilecek sulama suyu, isleme aletleri ve patojenin rekolonize olma yetenegi
FORL micadelesinde kritik faktorler olarak degerlendirilmistir.

Toprak kokenli patojenlerle micadelede etkinligin artirilmasi ve cevre
direncinin korunmasi igin tek basina uygulamalardan ziyade sistemin biitiin olarak
dustinilmesi ve micadelede solarizasyon, fumigant, biyo-fungusitler yada diger
gjanlarin kombinasyonlar1 ile yapilan uygulamalarin kontroldeki basariy1 artiracagi
bir cok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Eshel ve ark., 2000; Munito ve ark.,
2000, Yucel ve ark., 2007). Calismamizda FORL ile micadelede yalmz basina
solarizasyon uygulamasina gore 6 haftalik uygulanan solarizasyon ve MS (100It/da)
kombinasyonu hastaliga karst en etkili uygulama olarak belirlenmistir. Nitekim
Metham Sodium’un bir ¢ok arastirici tarafindan toprak kokenli patojenler ile
miicadelede Methyl Bromide alternatif bir fumigant oldugu bildirilmistir (McGoven
ve ark., 1998: Warton ve Matthiessen, 2000; Cao ve ark., 2001; Gullino ve ark.,
2002; McGoven ve Obreza, 2007). Ayrica, Steve (2000), 100 gal/acre dozunda
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(yaklasik 94.6 L/da) Metham Sodium ile toprak fumigasyonunun 6 hafta sireyle
solarizasyon uygulamas: ile birlikte uygulandiginda ¢ok iyi sonug alindigin
bildirmistir. Bu bulgular sonuclarimizla hep paraleldir. Guneybat1 Florida da
domateste yaygin olarak gorilen FORL hastaligiyla ve bir ¢ok toprak kokenli
patojenle mucadelede etkili olan Methyl Bromide (MeBr) ve chloropicrin
kombinasyonlarinin, MeBr'un ozon tabakasini deldigi sebebiyle uygulamadan
kaldirilacak olmasi bilimcileri alternatif kontrol metotlar1 Uzerinde arastirmalara
yoneltmistir. Yapilan bir calismada, 6 haftalik solarizasyon ve Metham Sodium (935
I/ha) uygulamasimin patojenin kontroliinde Methyl Bromide alternative olabilecegi
bildirilmistir (McGoven ve Obreza, 2007).

Cizelge 4.14. 2008-2009 yil1 sera denemelerinde uygulamalarin FORL enfekteli bitki

oran ve % etkisi
Enfekteli Bitki (%) Etki (%)
Uygulamalar
2008 2009 2008 2009
KOM 28.0a 24.0a 65.6 68.2
s+Ms | BS 21.3a 22.7a 73.8 69.9
TH-G 38.7a 29.3a 52.4 61.3
TH-T 26.7 a 20.0 a 67.1 73.6
Kontrol 81.3b 75.7b
LSD %5 19.76 12.72
KOM 50.6 a 50.8 a 37.8 32.9
BS 41.3a 44.0 a 49.2 41.9
S TH-G | 533a 46.7 a 34.4 38.3
TH-T 46.6 a 46.7 a 42.7 38.3
Kontrol 81.3b 75.7b
LSD %5 14.78 15.04

Her iki yila ait ¢calisma sonuclarina gore Cizelge 4.15 de goéruldigi gibi BS
ve TH-T biyolojik ajan uygulamalarinin FORL nedeni kok ve kékbogazi clrdkligu
hastaligi micadelesinde 6énemli derecede etkili olmustur. Bir ¢ok arastirici Bacillius
subtilis streylerinin toprak kokenli patojenlerle miicadelede etkili oldugunu rapor
etmistir (Hibar ve ark., 2006; Cavaglieri ve ark., 2005; Kloepper ve ark., 2004;
Collins ve Jacobsen, 2002). Bu BS streynleri ile yapilan calismalarda Hibar ve ark.
(2006) Bacillius subtilis QST - 713 streyninin (Sereneda) etmeni Fusarium
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oxysporum f. sp. radicis lycopersici (FORL) olan domateste kok ve kok bogazi
clrdklagh hastaligr olusumunu 6nemli derece azalttigini, Estevez ve ark. (2002),
Bacillius subtilis GBO 3 streyninin fasulye’'de kok curukligi etmeni Fusarium
solani f.sp. phaseoli miicadelesinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Bacillus subtilis
tarafindan Oretilen iturin’in bir anti-fungal antibiyotik oldugu  belirlenmis ve
Fusarium oxysporum, F.moniliforme, Aspergillus niger ve A. flavus gibi bitki
patojenlerine etkili oldugu bulunmustur (Latoud ve ark., 1987).

Calismamizda uygulanan biyolojik ajanlardan FORL infeksiyonlarini
etkilemede basarili olan TH-T ile ilgili olarak Trichoderma tdrlerinin biyolojik
muicadele gjam olma potansiyeli 1930’ lu yillardan beri bilinmektedir (Harman 2006).
Bu grup icerisinde yer alan Trichoderma harzianum biyolojik micadelede yaygin
olarak kullamlan bir ajandir (Elad ve ark., 1984, Sivan ve Chet 1986, Howell, 2003,
Kuctk ve Kivang, 2004). Calismamaizda kullamlan Trichoderma harzianum T-22
iceren RootShield isimli biyopreparat yapilan bir calismada, saksida yetistirilen ve
tarlaya sasirtilan domateslerde kok ve kok bogazi ¢urukltguni 6nemli 6lglide kontrol
etmistir (Datnoff ve ark., 1995). T. harzanum izolatlarinin patojenlere etki
mekanizmalarinda antibiosis, mikoparazitizm ve fungus tarafindan Uretilen
enzimlerin rol alabilecegi dustnilmektedir. Monaco ve ark. (2004) T. harzianum'un
Urettigi metabolitlerin patojenlerin gelismesini engelleyici etkiye sahip oldugunu
bildirmistir. Cherif ve Benhamou (1990), yaptiklar1 calismada T. harzanum’ un
hastalik azaltici aktivitesini rapor etmislerdir. Kitinaz tUreten T. harzanum’un bir
izolatin ikili kdltor calismasinda bir araya getirmek suretiyle FORL’un gelisimini
inhibe ettigi bulunmustur. FORL’un gelisimini % 65 den daha fazla sinirlayan T.
harzianun’un lokal bir izolatimn kullammi bu patojenin miseliyal gelisimini inhibe
etmistir. Sivan ve ark. (1987), domateste Fusarium kok ve kok bogazi curuklugi
(Fusarium oxysporum f.sp. radicis- lycopersici :FORL) hastaliginin biyolojik
kontroli Uzerine yaptiklar1 calismada domates koklerine Thricoderma harzinaum
uygulanmasi ile onun rhizosferde ve kok bdlgesinde hizla gogalarak, FORL
populasyonunu 6nemli derecede azalttig: ve Uriinde uygulama yapilmayan parsellere

gore % 26,6 oraminda bir artis gosterdigini bildirmislerdir.
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Marois ve Mitchell (1981b), domateste Kok ve kok bogazi curtklugi
hastaligina neden Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici’ye karsi1 bes fungal
antagonistin konidial siispansiyonlarinin etkinliginin arastirildig: ¢alismada; U¢ izolat
Thricoderma harizanum, bir izolat Aspergillus ochraceus ve bir izolat Penicillium
funiculusom’un 5 x10° konidi slispansiyonlarinin dikimden énce ve sonra bitkilere
uygulamasinda hastalikla miicadelede etkili oldugunu, ancak uygulamalarin verimde
onemli bir atisa neden olmadigimi bildirmislerdir. Biyolojik kontrol miicadele
etmenlerinin basarisinda bir kag faktorin onemli oldugunu; bu tir hastaliklarla
micadelede dogru antagonistlerin  se¢cimi  ve uygulamanmin uygun doénemde
yapilmasinin basariy1 artiracagini; domateste FORL nedeni hastaligim epidemik
siddetinin uygulama yapilan toprakta patojenin hizli bir sekilde gogalmasina bagl
oldugunu, bu nedenle patojen hizli bir sekilde c¢ogalmadan antagonist
uygulamalarinin  basarili  oldugunu vurgulamistir.  Biyolojik kontrol mitcadele
etmenleri ile kok ve kok bogazi ¢urikligl (FORL) hastaligimin basarili bir sekilde
kontroltinde, patojenin biyolojisi, antagonistin uygulanmas: ve segiminde kullanilan
metodlara bagli oldugu bildirilmistir.

Cizelge 4.15. 2008-2009 yilina ait seradaki uygulamalarin verime etkisi

Bitki bagina verim Toplam verim Pazarlanamayan
Uygulamalar (kg/bitki) (kg/da) ardn (%)
2008 - 2009 2008 - 2009 2008 - 2009
KOM 5.05a-4.83a 6314 - 6034 20.20 - 23.30
S+MS BS 5.09a-554a 6359 - 6927 24.35 - 21.55
TH-G 410a-5.15a 5131 - 6440 27.06 - 23.98
TH-T 5.25a-6.18 a 6559 - 7727 17.35-19.68
Kontrol 265b-287b 3317 -3583 34.55 -31.92
LSD %5 1.16 - 1.75
KOM 5.02a-4.70 ab 6273 - 5875 21.09 - 22.16
BS 473a-4.77 a 5911 - 5963 22.43 - 24.39
S TH-G 445a-4.74 a 5559 - 5925 24.74 - 26.22
TH-T 5.11a-544a 6390 - 6800 19.97 - 20.53
Kontrol 265b-287b 3317 -3583 34.55 -31.92
LSD %5 127 -1.84
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Cizelge 4.16. 2008-2009 yi1l1 sera denemelerinin bitki basina verime etkisi (kg/bitki)
Bitki bagina verim (kg/bitki)

Uygulamalar

2008 2009
S +MS 4.87 a 542 a
S 4.82 a 491 a
KONTROL 2.65b 2.87Db
LSD %5 1.04 1.02

Uygulamalarin verime olan etkinligini belirlemek icin bitki basina verim
(kg/bitki), toplam verim (kg/da) ve pazarlanmayan driin (%) agisindan tartimlar
yapilmis ve elde edilen degerler Cizelge 4.15'de verilmistir. Y apilan varyans analiz
sonucunda uygulamalarin uygulama yapilmayan parsellere oranla verimde artisa
neden oldugu gorulmustir (Cizelge 4.15). Bitki basina verim her iki yil verilerine
gore uygulamalar arasinda istatsitiksel agidan énemli bulunurken; ilk yil S+MSve S
uygulamalar ayni harfi alip verim acisindan bir fark olmamistir ve verim sirasiyla
4.87 kg/bitki ve 4.82 kg/bitki olmustur. Ikinci yil en yiksek deger S+MS (5.42
kg/bitki) olurken, bunu S uygulamasi (4.91 kg/bitki) izlemistir. Kontrol parsellerinde
ise birinci y1l % 2.65 kg/bitki ve ikinci y1l % 2.87 kg/bitki alarak en disuk verim
degerleri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.16).

Her iki yil bitki basina en yiksek verim degerleri StMS denemesinden
alinmigtir. Ancak her iki yil deneme parsellerine uygulanan biyolojik preperatlar
arasinda bitki basina verim (kg/bitki) acisindan bir fark gortlmemis olup ve LSD
testi sonucu hep ayni harfleri almiglardir. 2008-2009 yillarinda bitki basina verim
acisindan en yuksek deger 5,25 -6,18 kg/bitki ile TH-T uygulamasindan elde edilmis
bunu sirasiyla BS (5,09 -5,54 kg/bitki), KOM (5,05 — 4,83 kg/bitki) ve TH-G (4,10 -
5,15 kg/bitki) izlemistir (Cizelge 4.15).

Yalmz Solarizasyon denemesinde parsellerdeki biyolojik micadele
etmenlerinin uygulamalarinin her iki yil bitki basina en yuksek verim degerleri
kontrol parsel degerlerine gore istatistiksel anlamda farkli bulunmustur. Birinci yil
biyolojik perperatlar arasinda fark yokken, ikinci yilda BS, TH-T ve TH-G
uygulamalart benzer sonuclarla hep aym harfi amustr. Ancak KOM bu
uygulamalardan farkl: bulunarak en disik degeri almistir. Her iki yilda bitki basina
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en yuksek verim TH-T uygulamasindan (5.11 kg/bitki — 5.44 kg/bitki) alinmis, bunu
birinci yil 5.02 kg/bitki ile KOM uygulamasi, ikinci yil ise 4.77 kg/bitki ile BS
uygulamast izlemistir (Cizelge 4.15).

Calismamizda verimde artisa neden olan TH-T uygulamasi ile ilgili olarak
Thrichoderma tdrlerinin uygulanan bitkilerde bitkinin vejetatif ve kok gelisimini
tesvik etmesi sonucu bazi patojenlerin hastalik oranmini azaltig: ve Uriinde artisa neden
oldugu bir ¢cok calismada bildirilmistir (Sivan ve ark., 1987; Inbar ve ark., 1994;
Harman ve Kubicek, 1998; Altomare ve ark., 1999 Howell, 2003; Hibar ve ark.,
2005; Ayed ve ark., 2006; Daam-Remadi ve ark., 2006; Harman, 2006). FORL’un
nedeni oldugu domates kok ve kok bogazi curtklugl hastaligi ile miicadelede sera
denemelerinde biyo-fungisitlerden yalmz T-22'nin ve bir kimyasal fungisitin
(Hymexazol) etkinligi arastirilmis ve tmit var sonuclar elde edilmistir. Hibar ve ark.
(2006) tarafindan yurdttlen bu calismada T-22 kullanimi % 5.5 oraninda 6lU bitki
ylzdesini azaltmigtir. Ayrica T-22 uygulamalarindaki bitkilerin vegetatif biyime ve
meyve ozellikleri (kalite ve irilikleri) Hymexazol’ a gore daha iyi sonuclar vermistir.
Trichoderma harzianum’un FORL nedeni bu hastalikla miicadelede 6nemli derecede
etkili olmasimin yam sira, Trichoderma’ nin bir baska 6zelligi de toprakta fosfor,
mangan, bakir, demir gibi maddeleri ¢ozinir bir forma donustirmesidir. Boylece
kokler ihtiyact olan bu besin maddelerini topraktan kolaylikla kazanabilmekte ve
bitkinin biytme hiz1 artmaktadir.

Toplam verim agisindan bakildiginda en yiksek verim S+tMS denemesinde
TH-T (6559 - 7727 kg/da) uygulamasindan alinmis ve bunu yanlizca solarizasyon
uygulanan denemedeki biyolojik ajanlardan TH-T (6390 — 6800 kg/da) uygulamasi
izlemistir (Cizelge 4.15). Kontrol parsellerde toplam verim ise 3317 -3583 kg /da
olarak bulunmustur. Y Ucel ve ark. (2009), Bolgemizde ortti alti domates seralarinda
FORL ile miicadelede igin solarizasyon, disuk doz Metham Sodium (MS- 1000-750
| 1 ha') ve Dazomet (DZ)nin arastirnldigi denemelerinde, verim agisindan
uygulamalar ile kontrol arasinda farklilik gorulirken disik doz solarizasyon ile MS
(7501 | ha*) ve DZ kombinasyonlar: arasinda fark gorilmedigi rapor edilmistir.

Calismamizda ayrica sekil olarak bozuk, zararlanmis ve pazar degeri dusik
olan meyveler sayilarak tartilmis ve toplam verim icerisinde pazarlanamaz trin %
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olarak hesaplanarak belirlenmistir. Cizelge 4.15de gordldigt gibi  tim
uygulamalarda % pazarlanamaz meyve degerleri her iki yil ve her iki denemede en
distik TH-T biyolojik ajan uygulamasindan elde edilmis olup, StMS denemesinde
degerler % 17.35 -% 20.53 olmus ve bunu solarizasyon denemesindeki % 19.97 - %
20.53 degerleri izlemistir. Kontrol parsellerde ise pazarlanamaz meyve degerleri %
34.55 -% 31.92 oraninda bulunmustur.

Domates kok ve kok bogazi ¢urtklugl hastalig: ile miicadelede son yillarda
topraga uygulanan buhar ve kimyasallarla fumigasyon yontemleri kullanilarak ve tek
genle dayanikli bazi cesitler gelistirilmis olsa da, patojenin 6nlenmesi sinirlidir.
CUnkU toprakta fungusun tamamiyle eredike edilmemesi, patojeni populasyonunda
fungisitlere dayanikli streynlerin mevcut olmasindan tam anlamiyla saglanamamustir.
Bu calisma sonuglari dogrultusunda FORL ile micadelede tek basina
uygulamalardan ziyade kullanilan micadele yontemlerinin  kombinasyonlarinin

basariy: artirdig1 sonucuna varilmstir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu proje; Dogu Akdeniz Bolgesi 6rtl ati domates yetistiriciliginde sorun olan
Fusarium oxysporumun FORL ve FOL gibi formlarinin neden oldugu sirasiyla
domates kok ve kok bogazi clrikligl ve domates Fusarium solgunlugu
hastaliklarinin Bolge dizeyinde olusum, siddet ve yayginliklarim belirleme; bu
hastalik etmenlerinin simptomatolojik, kultirel ve molekiler yontemlerle (PCR)
ayrimn FORL’un fiziksel (solarizasyon), kimyasal (fumigasyon) ve biyolojik ajanlart
iceren entegre bir mucadele yaklasimi ile 6nlenmesi galismalarim igermektedir.
Bunun icin, domates seralarinda yapilan bir sorvey programu ile tipik solgunluk ve
kok ve kok bogazi simptomlar: gosteren domates bitkilerinden intensite bilgileri ve
hastalik etmeni izolatlar elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin molekiler
yontemlerle FOL ve FORL olup olmadiklar: ilk kez bu calismayla belirlenmis,
bunlarin Bolge itibariyle yaygiliklar1 ortaya konulmustur. Molekiler tammlamada
Fusarium oxysporum tarafindan Uretilen polygalacturonase enzimini belirleyici hizli
ve guvenilir bir yontem olan PCR ile calisilmustir. Sera kosullarinda; kok ve kok
bogazi clrukligli (FORL) ile micadele icin entegre hastalik yonetimi amaciyla,
topraga solarizasyonu takiben uygulandiginda domates koklerini kolonize ederek,
patojenleri bastiran bitki blyume duizenleyici Bacillus subtilis QST - 713 ile
antagonist fungus Trichoderma harzianum (T-22) preparatlarinin, topraga kompost
ilavesinin ve Metham Sodium’ un kombine etkileri arastirilmistir. EK olarak Bolgede
yaygin olarak yetistiriciligi yapilan ticari domates c¢esitlerinin FORL’a karsi
duyarliliklar: belirlenmistir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara asagida 6zetlenmistir.

1- Survey calismast Mersin iline bagli Merkez, Silifke, Erdemli ve Tarsus
(16652 da) ile Adana iline bagl1 Y tregir, Seyhan, Ceyhan (188 da) ilcelerinde toplam
16840 da ortl alt1 domates yetistirilen alanlarin % 4.5’ 1 dikkate alinarak yaklasik
756 da alanda yurittlmustir. Bolgede 756 da ortt alti domates serasindan  alinan
hastalikli domates bitkisi orneklerinden 447.4 da alamn simtomatolojik olarak

Fusarium oxysporum ile bulasik oldugu belirlenmistir.
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2- Adana ilinin Seyhan, Y Uregir, Karatas ve Ceyhan ilgelerinde toplam 180 da
alam temsil eden 41 serada gbzlemler ve 6rneklemeler yapilmis, bunun 122,5 da’ lik
kismini olusturan 23 seramin Fusarium oxysporum hastaligi ile infekteli oldugu
belirlenmistir. Mersin iline bagli Merkez, Erdemli, Silifke ve Tarsus ilgelerinde
toplam 576 da alam temsil eden 174 serada gbzlemler ve drneklemeler yapilmis,
bunun 324.9 da lik kismint olusturan 104 seramin Fusarium oxysporum ile infekteli
oldugu belirlenmistir. Adana ilinde hastalik yayginlig1 hastalikli sera sayisi agisindan
% 56.1, hastalikl1 sera alam agisindan ise % 68.1 olarak bulunurken, Mersin ilinde
hastalik yayginligi hastalikli sera sayisi agisinda % 59.7, hastalikli sera alan % 56.4
olarak hesaplanmustir.

3- Adana ilinde oOrti alti domates yetistirilen seralarda ortalama Fusarium
oxysporum hastalik olusumu ve siddeti sirasiyla, % 35.0 ve % 18.1 olarak
saptanmustir. Adana iline bagli bolgeler arasinda en yuksek hastalik olusumu ve
siddeti % 41.2 ve % 21.0 oranmyla Ceyhan ilgesinde saptamirken bunu hastalik
olusumu agisindan sirasiyla, Yiregir, Karatas ve Seyhan ilgesi izlemistir. Hastalik
siddeti agisinda Ceyhan ilgesini % 19.1' lik bir oranla Karatas, Y Uregir ve Seyhan
takip etmistir. Mersin ili orti alti domates seralarinda belirlenen Fusarium
oxysporum hastaliginin ortalama hastalik olusumu % 43.2 ve hastalik siddeti % 20.4
olarak saptanmustir. Mersin ilinde yapilan survey calismasinda en yiksek Fusarium
oxysporum hastaligina % 57.3 hastalik olusumu ve % 30.0 hastalik siddeti ile
domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Merkez ilge Adanalioglu beldesinde
belirlenmistir. Bunu sirasiyla Erdemli, Tarsus ve Silifke ilceleri izlemistir.

4- Adana ve Mersin il ve ilgelerindeki Orttialtt domates Ureten Ureticilerden
elde edilen bilgilerden, 6zellikle alan olarak yogun yetistiricilik yapan beldelerde
ekim nobeti uygulamasina dikkat edilmedigi tespit edilmistir. Fusarium oxysporum
ile bulasik alanlardaki seralarda hasat artiklarimin sokiim sirasinda sera topragindan
iyi bir sekilde temizlenmedigi ve sera disinda imha edilmesine dikkat edilmedigi,
bitki artiklarimin sera yakinindaki sulama kanallarina atildigi, bu nedenle her yil
potansiyel bir inokulum kaynaginin olusmasina ve bu inokulumun uzun yillar
canliligini devam ettirmesine olanak saglanchg: disiintilmektedir. Ozellikle ortii alt:

domates vyetistiriciliginin alan olarak yogun oldugu Mersin ili Adanalioglu,
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Y enitaskent ve Kocahasanli beldelerinde sera gevresine ve sulama kanallarina hasat
artiklarimin atilmasi sonucu bitisik seralarda bu hastaliklara sik¢a rastlanmistir. Bu
nedenle, toprakta ve bitki atiklarinda klamidospor formunda uzun yillar canli
kalabilen Fusarium oxysporum'un bu beldelerde sorun teskil edecegi ve dnemli
ekonomik zarara neden olabilecegi kagimlmazdir. Ozellikle, Fusarium oxysporum
f.gp. radicis lycopersici ile bulasik olan bitkilerin kok sistemi ve kok bogazi Uizerinde
asirt duzeyde spor olusturmas: nedeniyle sera iginde kolaylikla yayilabildigi icin
bulasik ve dlen bitkilerin dikkatli bir sekilde imha edilmeleri gerekmektedir.

5- Adana bolgesindeki survey yapilan domates seralarindan alinan toprak
orneklerinde pH degerleri 5.4 — 7.0 olarak hafif asit- notr toprak arasinda
saptanmistir. Tuzluluk oranlari ise 0.45 — 1.45 tuzsuz- az tuzlu toprak ozelliklerine
sahip oldugu belirlenmistir. Toprak pH’simin Mersin ilinde hastaligin olusumunda
etken olmadig1 fakat Adana ili beldelerinde Fusarium oxysporunyun patojen olan
FORL ve FOL formlarimin yayginhigimn artmasinda etken olabilecegi
dustinilmektedir. Ozellikle FORL’un artmasinda diisiik toprak pH’ s, amonyum
azotu (2 kg/da) uygulamasinin etken olabilecegi karmsina varilmstir.

6- Mersin il ve ilgelerinde toprak pH’si alkali yapida olup, ¢ogunlukla nitrat
formunda gubre kullanildig: tespit edilmistir. Mersin ilinde domates yetistiriciliginin
yogun yapildigir alanlarda 6zellikle FORL infeksiyonlarimin artmasinda; kotl sera
kosullar1, 1sitma problemi, sera igerisindeki su birikintileri, bitki artiklarimin sera
topragindan iyi temizlenmemesi ve sera gevresine atilarak inokulum kaynagi
olusturmasi, serada her yil aym domates ¢esidi yetistiriciligi yapilmasi, sera
konstriksiyon  dezenfeksiyonuna ~ 6nem  verilmemesi sonucu  FORL
mikrokonidilerinin yayilmasina imkan tamnmas: ile tekrarli infeksiyonlarin olmasi
basalica nedenler olarak dustnilmektedir.

7- Patojenite denemelerinde, her seradan elde edilen izolatlardan rastgele bir
tanes ile bitkiler inokule edilmistir. Toplam 127 izolatin denendigi bu calismada,
123 izolatin patojenik 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Patojenite calismalar: sonucu
hastalik siddeti % 70 ve Uzeri olan, farkli bolgelere ait, 87 izolat PCR calismalarinda
kullamlmig bunlarin hastalik indeksi, hastalik siddeti, simptomatolojik ve kaltirel
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tammlart agiklanmistir. Boylece 87 farkli bolgelere ait izolatin tammlanmasinda
simtomatolojik ve PCR sonuclar: karsilastirilmustir.

8- Adana ve Mersin bolgelerinde 6rt alt1 domates seralarindan elde edilen ve
patojenite calismalart sonucunda virtlenslikleri belirlenen farkli beldelere ait 87
Fusarium oxysporum izolatin formae specialis ve wrklart PCR galismast ile tespit
edilmistir. Bu calismada uni (Fusarium oxysporum), sp13 (FOL 1 ve FOL 3
rklarini), sp23 (FOL 2 ve FOL 3 wrklarint) ve sprl (FORL) olmak Uzere 4 farkl
primer seti kullanilmistir. Y apilan bu ¢alisma sonucunda toplam 87 izolattan % 60’1
(52 izolat) Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) olarak
belirlenirken, % 40’1 (35 izolat) Fusarium oxypsorum f.sp. lycopersici (FOL) olarak
tespit edilmistir.

PCR calisma sonuclarina gore bolgede hakim olan tirtin FORL ve FOL 3 1rki
oldugu bulunmustur. Baz1 bolge izolatlarimn domates bitkilerinde olusturduklar:
simptomlar esasindan yapilan ayrimlari ile PCR sonuglar: arasinda farkliliklar tespit
edilmistir. Simtomatolojik olarak belirlemede 87 izolatin 61'i (%70) FORL ve 26'si
(%30) izolat1 FOL olarak tespit edilirken, PCR sonuglarinda 52 (%60) izolat FORL
ve 35 (%40) izolat FOL olarak saptanmustir. Ancak, PCR sonuclarinin tammlama
acisindan daha guvenilir ve kesin olmasi nedeniyle, bu yontemin pratige aktarilmasi
sonucu hastaligin tamist daha gabuk ve kolay olacaktir.

9- PCR calismalar1 sonucunda bolgede hakim oldugu belirlenen 5 farkl
beldeden FORL ve FOL 3 rrkina ait izolatlar alinarak, PDA ve CLA ortamlarinda
makroskobik ve mikroskobik tammlama calismas: yapilmistir. FORL olarak
belirlenen 5 izolat da beyaz ve acik mor renk vermis, alt yizeyde ise 6zellikle
merkezde belirgin koyu mor rengin hakim oldugu go6zlemlenmistir. FOL
izolatlarindan FOL3 wrkimin PDA ortaminda koloni Ust yizeyinin beyaz ve alt
ylzeyinin ise cogunlukla beyaz ve azda olsa soluk pembe renkte oldugu
belirlenmistir. CLA ortaminda FORL izolatlarinda makrokonidilerin uzunluklar: 32.5
—57.5 pm ve mikrokonidi uzunluklar1 12-20 pm arasinda degisirken ve FOL3 irkina
ait izolatlarda makrokonidiler 27.5 - 50 um ve mikrokonidler 10.5 - 15 pm arasinda

olmustur. Bu her iki formun makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri Fusarium
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oxysporum'un  tamlanmasinda ayni  morfolojik  Ozellikleri  gosterdikleri
gozlemlenmistir.

10- Cesit reaksiyonu denemelerinde, fakli domates cesitlerinin kok ve kok
bogazi curikligl etmeni Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici’ye karsi
reaksiyonlarint belirlemede; bitin cesitlerde gelismede bir gerileme, yapraklarda
solma ve turgor kaybi, kok ve kok bogazinda belirgin sekilde kararmalar
gordlmustar. FORL infeksiyonuna en duyarli domates cesidi sirasiyla 2.83 hastalik
indeksi ve % 94.44 hastalik siddeti ile Etna F; ¢esidi olmus, bunu 2.75 ve % 91.67 ile
Alsancak F; ¢esidi, Mondi F, Tuana F;, Zimrit F;, May Klado F;, Sultan F;, Redo
F1, Maydo F,;, Grando F;, JanaF; ve Aksu F; domates gesitleri izlemistir

11- FORL enfeksiyonunun entegre hastalik yonetimi ¢alismalarinda;

a Solarizasyon uygulamasi; 2008 yilinda sera topraginin 5, 15, 25 ve 35 cm
toprak derinliklerinde maksimum toprak sicaklik degerleri solarizasyon uygulanan
parsellerde srrasiyla 52.0°, 47.8°, 41.5° ve 36.6 °C olurken; solarizasyon
uygulanmayan kontrol parselinde 43.2°, 40.6°, 37.7°, 33.8 °C olarak 6l¢ilmustr.
2009 yilinda 5, 15, 25 ve 35 cm toprak derinliklerindeki maksimum toprak sicaklik
degerleri solarizasyon uygulanms parsellerde sirasiyla 49.7°, 47.3°, 42.4° ve 36.2 °C
olurken, solarizasyon uygulanmayan kontrol parselinde sirasiyla 38.6°, 36.3°, 34.2°
ve 32.6 °C olarak belirlenmistir. Uygulama Oncesi toprak ve gomilen FORL
inokulumuna kars1 solarizasyon ile ulasilan bu sicakliklarda 5, 15, 25 cm'de
patojenin Oliml icin gereksinilen seviyelere eristigi belirlenmistir. Topragin Ust
tabakalarinda daha yiiksek sicakliklar nedeniyle solarizasyon etkili olurken 35 cm’de
Oldurtict sicakliga ulasmadigr saptanmustir. Ancak gerek toprakta gerekse gomilt
inokulum halindeki patojen populasyonuna bu derinlikte  Solarizasyon +MS
uygulamast etkili olurken, yalniz solarizasyon uygulanan parsellerde patojenin daha
az azaldig1 belirlenmistir.

b- Sera kosullarinda domates Uretiminde Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici’i (FORL) micadelesinde surdurilebilirlik ilkesinden hareket edilerek
Thricoderma harzianum, Basillus subtilis ve kompost gibi dogal ve biyolojik gevre
dogtu girdiler Solarizasyon ve Metham Sodium uygulamalarina dahil edilerek 2008 -
2009 yillarinda iki yil sireyle arastirilmustir. BOylece Urin Uretimi yapilirken
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cevrenin korunmasi suretiyle basta insan olmak Uzere hedef patojen FORL disinda
kalan canlilarin olumsuz bir sekilde etkilenmelerine misaade edilmemistir. Her iKi
yil sera denemelerinde enfekteli bitki olusumu en az S+M S uygulamasindan sirasiyla
% enfekteli bitki oram en dusik olan uygulama birinci yil % 21.3 oranla BS
uygulamasi, ikinci yil ise % 20.0 ile TH-T uygulamasindan elde edilmistir.
Uygulamalarin % etkisine bakildiginda, FORL hastaligi olusumu birinci yil BS,
ikinci y1l TH-T biyolojik ajan uygulamasi ile sirasiyla % 73.8 ile % 73.6 oraninda
engellemis ve en az % etki TH-G (% 52.4 -% 61.3) uygulamasindan elde dilmistir.
Biyolojik prepertalar igerisinde en tmit var sonuglar birinci yil uygulamalarinda BS
(% 73.8) ve ikinci yil uygulamalarinda TH-T (% 73.6) uygulamasinda elde
edilmistir. Yalmz Solarizasyon uygulanan parsellerde biyolojik ajanlarin enfekteli
bitki oram ve uygulamalarin etkinligi agisindan her iki deneme yilinda en iyi
sonuclar BS uygulamasindan sirasiyla % 41.3 — 44.0 ve % 49.2 — 41.9 €elde
edilmistir.

Her iki yila ait calisma sonuclarina gore BS ve TH-T biyolojik micadele
etmenleri uygulamalarinin FORL nedeni kok ve kok bogazi ¢lriklugl hastaliginin
miicadelesinde Onemli derecede etkili olmustur. Calismamizda yillar itibariyle
biyolojik ajanlar arasinda etkinlikteki degisikligin, Howell (2003)’in de ifade ettigi
Uzere biyolojik miicadelenin etmene, patojene, konukcu bitki interaksiyonuna ve
mikrofloradaki diger organizmalara bagli olmasi ile iligkili olabilecegi kamsina
varilmgtir.

Calismamizda FORL ile micadelede yalmz basina solarizasyon
uygulamasina goére, 6 haftalik uygulanan solarizasyon ve MS (100It/da)
kombinasyonu hastalik cikisina karst en etkili uygulama olarak belirlenmistir.
Calisma sonuglari, toprak kokenli patojenlerle micadelede etkinligin artirilmasi ve
cevre direncinin korunmasi icin tek basina uygulamalardan ziyade, sistemin biittin
olarak dusunulmesi ve micadelede solarizasyon, fumigant, biyo-fungusitler, yada
diger aanlarin kombinasyonlar: ile yapilan uygulamalarin kontroldeki basariyi
artiracagim ortaya koymustur.

c- Uygulamalarin verime olan etkisi agisindan, her iki yil verilerinde
uygulamalarin uygulama yapilmayan parsellere oranla verimde artis sagladigi
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gordlmistar. Solarizasyon ve Solarizasyon + MS uygulamalarina dahil edilen
biyolojik preperatlarda en yiksek verim TH-T ve BS uygulamalarindan elde
edilmistir. S ve S+tMS uygulamalarinin domatesin pazarlanabilir kalitesini artirmustir.
Ayrica bu iki biyolojik perperatin bitki kok gelisiminde ve biiylmesinde etkili
oldugu kamsina varil mistur.

Bu calisma sonuglari dogrultusunda; Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde ortl alti
domates yetistiriciligi yapilan alanlarda FORL’un neden oldugu domates kok ve kdk
bogaz: ¢lriklugl hastaliginin 6nemli fungal hastaliklardan biri oldugu belirlenmistir.
Solgunluk ve kok ve kokbogaz: hastalik patojenlerinin yayginlik oranlar: ile toprak
ve sulama suyunda bulunan inokulum oraninin iliskili olmasi ve bu inokulumun uzun
yillar toprakta klamidospor formunda canli kalabilmesi nedeniyle ekim ndbeti
uygulanmayan alanlarda ¢ok tahripkar sonuclara neden olabilecegi muhakkaktir. Bu
nedenle, Ureticilerin toprak kokenli patojenlerin kontrolindeki zorluklar, ekim
nobeti, gubreleme, uygun toprak pH’si, sera ve gevresindeki bitki artiklarinin imhasi
gibi konularda vyeterli bilgileri olmadiklari agiktir. Bu c¢alisma sonucu
simptomatolojik ve molekiler yontemle (PCR) bolgede ilk kez oOrtlialti domates
yetistiriciliginde yaygin olan patojenin  FORL ve FOL 3 wki oldugu ortaya
konulmustur. Boylece bdlge icin belirlenen bu form ve wrka dayanikli cesitlerin
gelistirilerek yetistiricilikte kullanilmasi daha uygun olacaktir. Islah calismalart
yapacak arastiricilara bu calismalarin temel teskil edecegine inanmaktayiz. Bu
¢alisma sonuglar: dogrultusunda FORL ile mucadelede kullanilan biyolojik ajanlarin
birlikte kullamImalar1 ayrica arastiriimalidir. Boylece birbirine rekabetci olmayan
birbirini tamamlayict biyo ajanlarin FORL ile micadelede etkinligi ne derece
artirabilecegi  anlasilmis  olacaktir. Ayrica bu hastalikla micadelede topraga
uygulanan fumigant dozunu azaltarak, fumigantla birlikte solarizasyon
uygulamasinda sire kisaltilarak (2-4 hafta) ve solarizasyon uygulandiktan sonra
fumigant verilmesinin hastalik olusumuna etkinligi arastirilmalidir.
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EKLER

EK1

1-Deneme serasi toprak analiz sonuglari

Deneme serasi toprag

Sinir Degerleri

Analiz Sonuglar

Degerlendirme

Bunye Kum/Silt/Kil 62,3/10,4/27,3 Kumlu Killi tinl
Kireg (CaCO3) % 5-15 7,8 Az kiregli
Tuzluluk E.C. (mmhos/cm) 0-2,25< 0,28 Tuzsuz
Organik Madde (%) 3-4 3,2 Yeterli
pH (1:2,5) >7,0< 7.8 Alkali
K20 (kg/da) 0-100< 156,4 Yiksek
P20s (kg/da) >8< 8.9 Yeterli
2- Seradenemesinde kullanilan Kompost analizi sonuclari
N P K Organik Madde pH Tuzluluk E.C.
(%) (%) | (%) | (YanmaKaybr) | (1:2,5) (mmhos/cm)
Kompost (%)
165 | 125 ] 101 50,07 6,54 1,43
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EK 2.

LABORATUAR VE SAKSI CALISMALARINDA KULLANILAN
ORTAMLAR VE STOK SOLUSYONLAR

1- PDA (Patates Dekstroz Agar)

Patates.......... c.cooeeeien... 250 Or
Dekstroz..........cceovvvnenn . 200r
Agar......cooviiiiiiiiie 150

2- Su Agar (Water Agar)

3- CLA (Carnation Leaf-Piece Agar: Karanfil Yaprak Agari)

Pestisit kullanilmamis gencg karanfil yapraklari, musluk suyu altinda yaklasik 30
dakika yikanip 5 mme buyikligiunde kesilir.Kesilen karanfil yaprak parcalari
etlivde 45 -55°C’ de 3 saat kurutulur. Yesil rengini kaybetmemis kurutulmus
yaprak parcalar1 steril steril petri kutusuna konulup yaklasik 48 saat UV 15181
altinda sterilize edilir.

Ortam hazirlanmasi;

- Su agar1 (% 2) hazirlanir ve steril petrilere dokulur.

-Karanfil yapraklarindan 4-5 parcasu agar igerisine yerlestirilir.

-Ortam 3-4 glin oda sicakliginda muhtemel kontaminasyon igin (25°C) bekletilir
ve daha sonra ekim yapilir.

4- FMM ortam (1L)

FMM X 50............cceeeeen.20mi
Trace Elementler................200 ul
SUKroz..........coovevevennn. 30 Qr
Agar.....coovvvviviiiiinn 2000
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FMM X50 stok solusyonu (400ml)

NaNO3..........ccevvveveen 40 0r
KH2POA4..........cocoiii 2000
MgSO4.7H20......................10 or
KClooiiiiie 100

FMM Trace Elementler

Sitrik Asit.........ooceeeveneenn 500
ZnSO4.7TH20..........cceev 500
FeSO4.7H20......................AT750r
Fe(NH4)2S04.6H20...............1or
CuSO4.H20............eeveee.... 250 Mg
H3BO3.........cevieeeeeen .50 Mg
Na2MoO4.2H20....................50 mg
ddH20...........cecieie e 95 Ml

5- Pepton PCNB Agar (1L)
Peptone.............................150r

MgSO4.7H20....................500 gr
Agar......ooovevviiiiiinn2000
PCNB (%75).....cuvveveeeeelgr
ddH20..........covoieiiie 1L
Streptomycin (%5)................. 20 ml/L
Neomycin (%1)...................122ml/L
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EK 3.

TOTAL GENOMIK DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN
KIMYASALLAR VE SOLUSYONLAR

1- Sigma DNA miniprep kit solusyonlar1 ve malzemeleri

Malzeme adi Katalog no G2N70- 70 6rnek miktarlari
Lysis solusyon - A L7910 30 mi
Lysis solusyon - B L8035 4 ml
Precipitation solution P9727 11 ml
Binding solusyon B2177 60 ml
Column Preperation C2112 60 ml
solution
Wash solution W3011 30 ml
Concentration
Elution Solution T7688 20 ml
(10nM Tris, ImM EDTA, ph
approx. 8.0)
GenElute Filtration Columns in C9346 70 adet
Tubes (Blue)
GenElute Nucleic Acid Binding Co471 70 adet
Columns in Tubes
Collection Tubes (2.0 ml) T7813 3 x 70 adet

2. Ekstraksiyon tamponu

Asagidaki kimyasallar 150 ml steril saf su igerisinde manyetik karistiricida
¢Ozunmis ve pH’st ayarlanarak 200 ml tamamlanmistir. Daha sonra 1/1000 v/v
oraninda 2.B.Mercaptoethanol ilave edilmistir. (100 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 50
mM EDTA (pH:7,0), 500 mM NaCl, 10 mM 2.B.Mercaptoethanol).

Tris- HCI 2422 gr
EDTA 3,722 gr
NaCl 5,844 gr
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3. %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulphate)
20 gr SDS tartilmus ve 80 ml steril saf su icerisinde 1siticili manyetik karistiricida
¢cOzdurdlmustir. Daha sonra saf su ilave edilerek 100 ml tamamlanmis ve oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

4. 5M Potasyum Asetat (CH3COOK)
60 ml steril saf su icerisinde 49,07 gr potasyum asetat ¢ozdirilmis ve daha sonra
100 ml’ ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

5. 3M Sodyum Asetat (CH3COONa)
60 ml steril saf su icerisinde 40,82 gr sodyum asetat ¢ozdirilmis ve daha sonra
100 ml’ ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

6. %70lik ETOH

% 99 Ethanolden 707 ml alinarak 293 ml saf su ilave edilmis ve hazirlanan bu
%70 ETOH +4 °C'de kullanimak iizere muhafaza edilmistir.
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EK 4.
MOLEKULER CALISMALARDA KULLANILAN TAMPON
COZELTILER

1. TAE buffer (Tris+ Asetik asit+ EDTA) pH:8,3
50 X TAE 11ticin;

THS i 24201
Galical Asetik asit....................57,1ml|
EDTA (pH: 80)..............e'e......200 ml

2. TE Buffer (Tris+EDTA) pH:7,4
Tris(pH:7,4).........ceevevtt.... 100 MM
EDTA (pH) 8,0).......ceeeennen . I0MM

3. 05M EDTA pH:8,0
186,1 gr /It (Otoklav edilmeli)

4. 1M TrispH:8,0
121,1 gr trig/lt (Ooklav edilmeli)

5. % 20 SDS
SDS..22. 200000

900 ml suda 60-65 °C eritilir ve 1000 ml tamamlanr.

6. TBE (Tris+ Borik asit + EDTA) pH:8,3

TrS. .o 108 gr
Borik Asit ............coevviievee... ... 55 gr Borik asit
EDTA....cociiiiiiiiiiee e, 40ml 05 M
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7. Kristal Fenolun Saturasyonu

Kristal fenole 0,5 M Tris (pH: 7,4) ilave ederek 40 °C su banyosunda
kristaller eriyene kadar bekletilir. Eriyen fenolu steril benchte bekleterek suyun
Uste gikmasi beklenir ve bu faz alinarak esit hacimde 0,1 M Tris (pH: 7,5) ilave
edilerek, +4 °C’ de muhafaza edilir.

8. Amplifikasyon reaksiyon bilesenleri ve stok solusyonlari
PCR MIX 1X
ddH,O 9,55 pl
PCR Buffer 5ul
MqgCl 2ul
dNTP 1,25 ul
Taq Pol 0,2 ul
Primer Forwart 1l
Primer Rewerce 1l
cDNA 5ul

TOPLAM 25 ul
dNTP haairlama
dATP 20 pl
dGTP 20 pl
dCTP 20 ul
dTTP 20 pl

d NTP mix 420 pl + ddHO 500 pl

(80 i)
Primer Sulandirma: iontek firmasindan elde edilen primerlarin triin katalog
bilgilerinden
Primer

5 ul stok +95 pl ddH,O= 100 pl

DNA sulandirma

DNA

45 pl ddH,0 + 10 pl DNA= 55 il

9. Ethidium Bromid (EtBr): PCR sonucu elde edilen Urtnlerin elektroforez
isleminden sonra %2’ lik agaroz jelde yiuklenmis DNA bantlarinin boyanabilmesi
icin 0.5 pg/ml oraminda EtBr hazirlanmistir. Son derece kansorejen bir madde
oldugu icin goruntdle islemleri ayr1 bir odada yapil mistir.
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EK. 6

FORL VE FOL 3iZOLATLARININ PDA VE CLA ORTAMINDA

BELIiRLENEN MORFOLOQJIiK OZELLIKLERI

izolat Ach PCR Koloni Rengi Mikrokonidi | Makrokonidi
sonucu (um) (um)

AY-5 FORL Beyaz, mor 125x 3 45x 3
AK-1 FORL Beyaz, mor 20x 2.5 57,5x 3
AO-6 FORL Beyaz,mor 15x 2 32,5x 3
EKH-23 FORL Beyaz, mor 175x 2.2 475x3
S14 FORL Beyaz,mor 12x 3 42,5x 3
ET-3 FOL 3 Beyaz 11,75x 2 37,5x3
EKH-2 FOL 3 Beyaz 15x 2 425x3
YT-10 FOL 3 Beyaz,soluk pembe | 12,5x 2 275x3
KZ-4 FOL 3 Beyaz 135x 3 40,5x 3
S17 FOL 3 Beyaz,soluk pembe | 10,5x 3 50x 3
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