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OZET

VAN’DA DOMATES ALANLARINDAN iZOLE EDILEN Alternaria solani (EIl.
ve G. Martin) Sor.”’NIN BIYOLOJiK MUCADELE OLANAKLARININ
BELIiRLENMESI

BOYNO, Gokhan
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Semra DEMIR
Agustos 2019, 88 sayfa

Bu ¢alismada, Van’da domates alanlarda sorun olusturan Altenaria solani (Ell. ve
G. Martin) Sor. (AS)’ye kars1 biyolojik miicadele olanaklarinin belirlenmesini
amaglamistir. Van’in Gevas, Edremit ve Ercis ilgelerinde survey kapsaminda tespit edilen
A. solani izolatlarindan, bolgeleri temsil etmek lizere 10 izolat secilmistir. Segilen
izolatlar patojenite testine tabii tutulup, en viriilent patojen olarak EAb 1 izolati
belirlenmistir. Bu patojen izolata kars1 3 farkli biyolojik kontrol ajani kullanilmistir.
Bunlar: (I) Arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF) olan Glomus mosseae (Gm), (1) bitki
gelisimini tesvik eden rizobakteri (PGPR) antagonistleri arasindan segilen Bacillus
velezensis V4oK3 izolati, (ITII) Trichoderma spp. arasindan segilen Trichoderma viride
NTC: izolat1 olarak belirlenmistir. Segilen biyokontrol ajanlarinin patojen ile olusturulan
tekli, ikili ve tiglii kombinasyonlarinin genel olarak hastalik siddetini baskiladigi, bitki
gelisimini arttirdigr saptanmistir. Tim kombinasyonlarda toplam klorofil miktari
degismezken, antagonist mikroorganizmalarin tekli kombinasyonlarinda toplam fenolik
madde miktarinin arttigi, antioksidan aktivitesinin ise 6zellikle Gm muamale grubunda
diger uygulamalar gore dnemli derecede arttig1 belirlenmistir. Toplam fosfor miktar1 AS
ve Gm’nin bulundugu tiim kombinasyonlarda genel olarak kontrol grubuna gore artis
gostermistir. Muamale gruplar arasinda AMF’un kolonizasyon orani ve toprak spor
yogunlugu acisindan istatistiki olarak fark goriilmezken, mikorhizal bagimliligin dortlii
kombinasyonda (Gm+NTC2+V40K2+AS) olusmadigi saptanmistir.  Ayrica bu
kombinasyonun hastalik siddeti ve bitkinin gelisimine de kontrol grubuna gore etkisinin

olmadig: belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: A. solani, Arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF), Bitki
gelisimini tesvik eden rizobakteri (PGPR), Biyolojik miicdele, Domates, Trichoderma






ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOLOGICAL CONTROL POSSIBILITIES OF
Alternaria solani (Ell. and G. Martin) Sor. ISOLATED FROM TOMATO FIELDS
IN VAN

BOYNO, Go6khan
MSc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Semra DEMIR
August 2019, 88 pages

In this study, it was aimed to determine the possibilities of biological control
against Altenaria solani (Ell. and G. Martin) Sor. (AS) which causes problems in tomato
areas in Van. Ten isolates were selected from A. solani isolates identified in the scope of
survey in Gevas, Edremit and Ercis districts of Van. The selected isolates were subjected
to pathogenicity test and EAb 1 isolate was determined as the most virulent pathogen.
Three different biological control agents were used against this pathogen isolate. These
were identified as (I) Glomus mosseae (Gm) selected from arbuscular mycorrhizal fungus
(AMF), (I1) Bacillus velezensis V4oK> isolate selected from plant growth promoting
rhizobacteria (PGPR) antagonists and (I11) Trichoderma viride NTC; isolate selected
from Trichoderma spp. It has been found that the single, double and triple combinations
of the selected biocontrol agents with the pathogen generally suppress the disease severity
and increase the plant growth. While total chlorophyll content did not change in all
combinations, it was determined that total amount of phenolic substances increased in
single combinations of antagonist microorganisms and antioxidant activity increased
significantly in Gm treatment group compared to other applications. Total phosphorus
content was generally increased in all combinations with AS and Gm compared to control
group. While no statistically significant difference was observed between the treatment
groups in terms of AMF colonization rate and soil spore density, it was found that
mycorrhizal dependence did not occur in four combinations (Gm + NTC> + V4oK> + AS).
In addition, it was determined that this combination had no effect on disease severity and
plant development compared to the control group.

Keywords: A. solani, Arbuscular mycorrhizal fungus (AMF), Biological

control, Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), Tomato, Trichoderma
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalart ile birlikte

asagida sunulmustur.
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1. GIRIS

Diinya popiilasyonunun her gecen giin artmasi pek ¢ok problemleri de beraberinde
getirmektedir. Bu problemlerin baglarinda ise niifusunun beslenme gereksiniminin
kargilanmasi yer almaktadir. Sinirlar1 daralmis tarim arazilerinde gliniimiizde bu
gereksinimi karsilama olanaklar1 ne yazik ki yetersiz kalmaktadir. Bu durum bilim
insanlarin1 harekete ge¢irmis Ve siirdiirilebilir tarim ¢ergevesinde birim alandan alinacak
verimi arttirma ¢alismalarma odaklandirmistir. Ozellikle de domateste verimi arttirmaya
yonelik yapilan bu ¢abalar basta gelmektedir.

Domates, ilk defa Meksika veya Peru’da yasayan yerlilerin kiiltiire aldig1 ve
Giliney Amerika’da ise tarimi yapildigi diisiiniilmektedir. Avrupa’ya ise 16. yiizyilda
getirildigi, buradan da Kuzey Amerika’ya gectigi bilinmekte olup, daha sonraki
zamanlarda ise tiim diinyaya yayildigi kabul gérmektedir (Gould, 1983; Anonim, 2014).
Ulkemize ise ilk olarak 1900’lii yillarda Adana’da domates iiretimine baslanmistir
(Yoksuloglu, 2001).

Diinyanin hemen hemen her tarafinda yetistiriciligi yapilan ve Solanaceae
familyasina bagli olan domates (Solanum lycopersicum L.) bitkisi; renk, lezzet ve besin
icerigi gibi ozellikleri agisindan 6nemli sebze {iriinlerinin basinda gelmektedir (Wang ve
ark., 2010). Ayrica hem Diinya hem de Tiirkiye ¢apinda, gerek taze bir sekilde gerekse
de islenerek tiiketimi en ¢ok yapilan sebze tiirleri arasinda yer almaktadir.

Kendine dollenebilen domates bitkisi, besli ¢icek yapisinda, tag yapraklar: 1-2 cm
capinda; tek yillik, ¢ift genekli, tirtikli kenarlara ve otsu bir yapiya sahip olan bir bitkidir
(Acquaah, 2002). Pinnat yapraklari 5 ile 9 yaprakg¢iklardan olusan, boy olarak 10 ile 25
cm arasinda farklilik gostermekte olup, sirik domates cesitlerinde bu sayr artmaktadir.
Tiiylii yapida baz1 yaprakgiklarinin boylar1 ise 8 cm’ye kadar ulagsmaktadir. Giigli bir
koke sahip olan domates bitkisi, dallanma gosteren kazik kok ve bunlardan olusan
sekonder kokler seklinde gelisir. Ayrica besin maddelerince zengin olan derin biinyeli her
toprakta basarili bir sekilde yetistiriciligi yapilabilir (Sevgican, 1999; Vural ve ark.,
2000). Meyvesi ise, yabani formlarinda 1-2 cm ¢apinda iken, yetistiriciligi yapilan kiiltiir
bitkilerinde daha biiyliktiir ve genellikle kirmizi renkte olmaktadir.



Ik ve sicak iklimleri seven domates bitkisi, Ozellikle de sicak iklimlerde
meyveleri oldukca olgun ve koyu renkte olup, seker bakimindan da zengin bir igerik
kazanmaktadir. Ancak soguk ve serin iklimlerde ise domates bitkileri tam
olgunlasamamakta hatta -3 °C’ye kadar diisen sicakliklarda da 6lebilmektedir. Ayrica
domates 6zellikle de asir1 sicaklik, tuzluluk, kuraklik ve ¢evre kirliligi gibi stres kosullari
altinda oldukc¢a hassastir. Sicaklik bakimindan, genel olarak fidelerin gelisimi i¢in en
uygun sicaklik aralig1 giindiizleri 18-22°C, geceleri 13-14°C olmasi yeterli olurken, en
1yi gelisim i¢in sicaklik aralig ise 15-28°C’dir. Saglam bir kok yapisi olusturmasi igin
toprak sicakliginin da 12-15 °C’nin iizerinde olmasi istenmektedir (Abak ve ark., 2000).
Domates bitkisi 30 °C’nin {izerine ¢ikan sicakliklarda gelisimini devam ettirir ancak
dollenme olay1 olumsuz etkilenir ve bunun sonucunda ¢igek dokiilmeleri meydana gelir,
verim azalir; 35 °C’yi asan sicakliklarda ise fide gelisimi hatta tohum ¢imlenmesi olumuz
bir sekilde etkilemektedir (Kaloo, 1988).

Iklim kosullar1 bakimindan iilkemiz domates tarmmi icin oldukca elverislidir.
19701i yillardan sonra domatesi isleyecek sanayilerin kurulmasiyla da beraber domates
tiretimi tilkemizde hizli bir sekilde artis gostermis ve diinya ¢apinda iiretim bakimimdan
list siralara kadar tirmanmistir. Suan diinya capinda Onemli domates {iretim
merkezlerinden biri haline gelen iilkemizde domates, sadece iiretim bazinda artig
gostermemis ayni zamanda domatesin islenmesiyle beraber cesitli domates tirlinleri de
elde edilmistir. Gliniimiizde domates hem taze hem de islenerek salga, konserve, tursu,
domates suyu, ketcap olarak tiiketildigi gibi, dondurularak ya da kurutularak parca
domates seklinde de tiiketilebilmektedir.

Domates besin degerleri bakimindan ve saglikli yasam i¢in de olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir. Orta biiyiikliige sahip bir domateste (yaklasik 120-123 g) % 94’lere kadar
ulasan su bulunmaktadir. Bunun yan1 sira 26 kcal enerji, 6 g karbonhidrat, 1 g protein,
1.4 g toplam lif ile 6 mg Ca, 0.6 mg Fe, 11 mg Na, 23 mg askorbik asit, 0.8 mg niasin,
0.07 mg thiamin ve 0.06 mg riboflavini biinyesinde barindirmaktadir (Gebhardt ve
Thomas, 2002). Ayrica, antioksidan bakimindan da zengin olan domatesin 100 g’da ise
1700 IU A vitamini, 0.10 mg B1 vitamini, 0.55 mg B6 vitamini, 21 mg C vitamini ve 7
ug K vitamini bulunmaktadir (Unsal, 2010). Viicudun bagisiklik sisteminin giiclenmesini
destekleyen likopen igerigi ise yaklasik 3.7 mg’dir (Aydin, 2004).



Diinya da sebze iiretiminde olduk¢ca onemli bir yere sahip olan domates,
388.190.674 ton patates iiretiminden sonra 182.301.395 ton ile ikinci sirada
bulunmaktadir. Bu friinleri takiben sirasiyla 118.413.465 ton tlretim ile karpuz,
97.862.928 ton tretim ile kuru sogan, 71.451.138 ton tretim ile de lahana takip
etmektedir. Ayrica diinyada 6nemli domates iiretimi yapan iilkeler sirasi ile 59.514.773
ton tiretim ile Cin ilk siray1 alirken, 20.708.000 ton {iretim ile Hindistan ikinci, 12.750.000
ton Uiretim ile Tiirkiye tiglincii ve 10.910.990 ton iiretim ile de Amerika Birlesik Devletleri

(ABD) dordiincii sirada yer almaktadir (Anonim, 2017) (Cizelge 1.1 ve Sekil 1.1).

Cizelge 1.1. Domates iiretim miktarina gore tilkeler (Anonim, 2017)

Ulkeler Uretim Miktari (ton)
Cin 59.514.773
Hindistan 20.708.000
Tiirkiye 12.750.000
ABD 10.910.990
Misir 7.297.108
Iran 6.177.209
Italya 6.015.868
Ispanya 5.163.466
Meksika 4.243.058
Brezilya 4.230.150
Diger Ulkeler 45.290.773
Toplam 182.301.395
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Sekil 1.1. En ¢cok domates iiretimi yapan dort tilkenin grafikte goriiniimii (Anonim, 2017).

Devletleri (ABD)



Diinyanin 6nemli domates liretim merkezlerinden biri olan tilkemizde, sofralik
domates tiretiminin 3.829.831 ton iiretimi, oOrtii alt1 olmak tizere toplamda 8.789.719 ton
iken, salcalik domates iiretimi ise 3.960.281 tondur. Ulkemizin hemen hemen her
tarafinda iiretimi yapilmasina ragmen domatesin ekonomik olarak iiretiminde, basta
Antalya, Mersin ve Adana illeri gibi dnemli iiretim merkezlerine sahip olan Akdeniz
Bolgesi gelmektedir. Daha sonra Izmir, Mugla ve Bursa illeri gibi onemli iiretim
merkezilerini kapsayan Ege Bolgesi ile Marmara Bolgesi takip etmektedir. Dogu
Anadolu Bolgesinde ise Van ili 6nemli bir tiretim merkezidir. Bu ilde domates iiretimi
36.371 ton olarak Tiirkiye’nin domates iiretiminin yaklasik % 0,3’nii, Dogu Anadolu
Bolgesi’nin ise yaklasik % 16’sin1 karsilamaktadir. Ozellikle de bu bdlgede domates
tiretimine 20.735 ton ile Gevas ilgesi ilk sirada katki saglarken, 7.700 ton ile Edremit
ilgesi ikinci sirada ve 4.227 ton ile de Ercis ilgesi Uglincii sirada katki saglamaktadir
(Anonim, 2018) (Cizelge 1.2.).

Cizelge 1.2. 2017-2018 yillarinda Van ilgelerinin domates tiretim miktart (Anonim, 2018)

fleler Uretim Miktar (ton)
2017 2018
Gevasg 20.697 20.735
Edremit 6.600 7.700
Ercis 4.391 4.227
Tusba 1.385 1.331
Caldiran 1.120 1.180
Muradiye 647 648
Ipekyolu 283 284
Gtirpinar 212 115
Bahgesaray 86 86
Catak 53 65
Toplam 35.474 36.371

Nitekim Van ilinde 6zellikle de son yillarda domates iiretimi 6nemli derecede
artmaktadir (Sekil 1.2). Bu nedenle bu iiriinde hastaliklarin da salgin halde goriilmesi

kagimilmazdir.
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Sekil 1.2. Van’in toplam domates tiretimi miktarinin 2005-2018 yillar1 arasinda
degisiminin 3-B siitun grafiginde gériinimi (Anonim, 2018).

Uretimi bakimindan olduk¢a énemli bir yere sahip olan domates bitkisi, ciddi
derecede eckonomik kayiplara neden olan fitopatolojik problemlere sahiptir. Bu
fitopatolojik problemlerin basinda ise fungal patojenler gelmektedir. Ozellikle de
Colletotrichum coccodes (Wallr.), Ulocladium atrum (Preuss), Alternaria alternata (Fr.)
Keissler , A. solani, Fusarium oxysporum (Jarvis & Shoemaker), F. solani, Pythium spp.,
Penicillium spp., Phytophthora parasitica (Breda de Haan), P. infestans (Mont.) de Bary,
Rhizoctonia solani (Kiihn), Phoma destructiva, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
Verticillium dahliae (Kleb.), V. albo-atrum (Reinke & Berthold), Spongospora
subterranea, Erysiphe spp., Leveillula taurica (Lev.) Arn, Botrytis cinerea (Pers.),
Stemphylium solani (Weber), Cladosporium fulvum (Cooke), Cercospora spp.,
Botryosporium spp, Septoria lycopersici (Speg.) ve Didymella lycopersici (Kleb.) gibi
fungal patojenler, domates bitkisini hastalandirarak 6nemli derecede ekonomik kayiplara
neden olmaktadirlar (Kirbag ve Parlak, 1996; Ozan ve Maden, 2004; Blancard, 2005;
Kirbag ve Turan, 2006; Aybak ve Kaygisiz, 2007; Erol, 2007). Bu patojenlerin bir kism1
bitkinin toprak alt1 aksamlarini, bir kismui ise toprak {istii aksamlarini hastalandirirken, bir
kismi ise hasat sonrasi depolarda meyveleri hastalandirirlar. Ancak hastaligin
olusmasinda patojen i¢in uygun cevre kosullar1 ve duyarli bitkinin olmasi da s6z
konusudur. Nitekim domates bitkisinin bir¢ok ¢esidi bu patojenlere karsi duyarlidir ve
cevre kosullarinin da kontrol altina alinmamasi durumunda bu patojenlerin hastalik

olusturmasi kaginilmazdir. Ozellikle de bu fungal patojenler arasinda basta gelen A.



solani etmeni, diinya c¢apinda yetistiriciligi yapilan biitin domates alanlarinda nemli
derecede “Erken Yaniklik” hastaligina neden olmaktadir (Jones ve ark., 1991; Yigit,
1993; Shinde ve ark., 2018).

Biyolojik miicadele kapsaminda yapilan bir¢ok arastirma, gerek A. solani, gerekse
de diger bitki patojenleri iizerinde biyolojik kontrol ajanlarmmin biiyliik bir onemi
vurgulanmigtir. Ozellikle de domates alanlarinda &nemli derecede sorun olusturan
A.solani etmenine karsi biyolojik miicadele arastirmalari hem diinya hem de iilkemiz igin
biiyiilk 6nem arz etmektedir. Bu nedenle bu tezin amaci; Van ilinde ekonomik olarak
yetistiriciligi yapilan domates alanlarinda problem olusturan A.solani’ye karsi bu bolgede
biyolojik miicadele olanaklarmin belirlenmesidir. Ayrica elde edilen bulgularin diger
arastirmacilara kaynak bilgi ile materyal saglayarak 151k tutmasi ve diger bolgelerde

yapilan benzer arastirmalarla karsilastirma olanagi saglamasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Alternaria solani (ElL ve G. Martin) Sor. Hakkinda Genel Bilgiler

Domateste erken yaniklik hastaligina neden olan Alternaria solani daha 6nceleri
A. porri f. sp. solani (Neergaard, 1945) olarak bilinmekteydi ve ilk kez 1882 yilinda Ellis
ve Martin tarafindan tanimlanmasi ile beraber ¢alismalarin yogun odagi haline gelmistir
(Strandberg, 1992; Rotem, 1994). Bu patojen, domates, patates ve patlican gibi
Solanaceae familyasina bagli bitkiler basta olmak iizere, fasulye gibi sebze tiirlerinden
elma ve portakal gibi meyve tiirleri ile karanfil gibi siis bitkilerine kadar bir¢ok konuk¢u
dizisine sahiptir. Ayrica agir yagislar ile oldukga yiiksek nem ve sicakliklarda (24 °C - 29
°C) ozellikle de domates bitkisinde, biiylimenin her asamasinda, toprak iistii aksamlarinda
(yaprak, govde, ¢igek ve meyve) ¢ok ciddi hasarlara yol agmaktadir (Peralta ve ark., 2005;
Verma ve Verma, 2010). Bilhassa domates bitkisi, meyve verme déneminde bu patojene
kars1 daha hassas olmaktadir (Cerkauskas, 2005; Momel and Pemezny, 2006).

Bilimsel olarak smiflandirilmasi Cizelge 2.1°de verilen A. solani patojenin
konidiyal yapist spesifik olup, uzunca yapiya sahip, ¢ok hiicreli, boyuna ve enine
bolmelidir. Ayn1 zamanda konidiyoforlarin iizerinde zincir seklinde olusturduklar1 bu
konidiyumlar koyu renkli, sona dogru kuyruk bi¢iminde incelen ve bas tarafina dogru

genigleyen yumurta bigiminde bir sekle sahiptir (Agrios, 1997).

Cizelge 2.1. A. solani (Ell. ve G. Martin) Sor.’nin bilimsel siniflandirilmasi (Anonim,

2019)
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Altsube Pezizomycotina
Sif Dothediomycetes
Altsiif Pleosporomycetidae
Takim Pleosporales
Familya Pleosporaceae
Cins Alternaria Ness, 1816

A. solani’nin konidiyumlart saglikli domates bitkilerine hava kokenli olduklari
icin ¢cogunlukla hava akimlar ile tasinmaktadir. Domates bitkisine ulasan bu patojenin

konidiyumlar1 bitkinin epidermal hiicresine ya penetrasyon yaparak ya da stomalar veya



yaralar gibi acikliklardan girerek infekte eder (Sekil 2.1). infekteli bitkide hastalik ilk
olarak alt yaprakgiklarda koyu kahverengi nekrotik lekeler olarak baslar ve daha sonraki
asamalarda ise, lezyonlarin hafif ¢okiik ve i¢ ice gecmis hedef tahtasi gibi konsantrik
halkalar seklinde koyu siyah ve kahverengi lekeler olusturarak goézlemlenir (Locke,
1949). Miicadele yapilmadig takdirde bu patojen bitkinin toprak iistii biitiin aksamlarinda
gozlenebilmektedir. Ayrica geng fidelerde ise A. solani kdk bogazi yanikligina hatta
siddetli infeksiyonlarda kok ¢iirtikliigiine kadar neden olmaktadir. Meyvelerde ise meyve
tam olgunlasmis olsun ya da olmasin, 6zellikle de sapa baglanma kismindan patojen
tarafindan infekte olur. Infekteli meyveler de ise simptomlar kiigiik kahverengimsi veya
siyah renklerde ¢oOkiikler ve meyveyi tamamen saran derimsi benzeri lekeler
olusturmaktadir. Daha sonra ki asamalarda ise infekte olmus bu meyveler zamanla
dokiilmektedir (Jones ve ark., 1993). Ozellikle de meyvede olusan bu simptomlar, {iriiniin

pazar degerini azaltarak ekonomik olarak kayiplara neden olmaktadir (Yigit, 1993).

Cimlenen
konidiyum Konukgu bitki
| dokusu iizerindeki

1 ilk lezyonlar
Infekte olmus dokular iizerinde
veni konidilerin iiretilmesi

Olgun konidiyum \

! (13
Konidiyumlar diger bitkileri
de infekte eder

Y (e
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Sekil 2.1. A. solani hastaliginin gelisimi (Agrios, 1997).



2.2. Alternaria solani’ye Kars1 Yapilan Biyolojik Miicadele Calismalar

Domates bitkisinin yetistirildigi hemen hemen biitiin alanlarda problem olusturan
A. solani’ye kars1 agirlikli olarak kiiltiirel ve kimyasal miicadele uygulanmaktadir. Ancak
kiiltirel miicadelenin tek basina yetersiz kalmasi, ne yazik ki ireticileri kimyasal
miicadeleye yonlendirmektedir. Nitekim bu kimyasal miicadelede bilingsizce pestisit
kullanimi, hem insan saglhigina hem de c¢evre sagligina olduk¢a ciddi sorunlar
olusturmustur. Bununla beraber dogal dengeyi bozmasi ve siirekli pestisit kullanilmasiyla
olusan hastaliklarin, zararlilarin ve yabanci otlarin direng kazanmasi gibi problemlerin de
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica gereksiz yere kullanilan bu pestisitler
ekonomik olarak da zarar olusturmaktadir.

Kimyasal miicadelenin olusturdugu problemler giinden giline daha 1iyi
anlasilmakta olup siirdiiriilebilir tarim, organik tarim veya iyi tarim uygulamalar1 gibi
yeni tarimsal politikalar gelistirilmesiyle kimyasal pestisitlerin kullanimi  ya
siirlandirilmis ya da yasaklanmustir. Bununla beraber biyolojik miicadele yontemleri de
son zamanlarda kimyasal miicadelenin yerini almaya baslamistir. Bir baska deyisle,
kimyasal miicadelenin olusturdugu bu problemler, biyolojik miicadeleyi dogurmustur
(Bora, 2002).

Biyolojik miicadele ¢alismalarinin odaginda hem insana hem de ¢evreye olumsuz
etkilerinin olmamasi bulunur. Bununla beraber kullanilan biyolojik ajanlarinin genis
spektrumlu, diisiik maliyetli, ¢evre sartlarindan etkilenmemesi ve adaptasyon yetenegi
gliclii olmasi istenmektedir. Ayrica bu ajanlarin hem tarla kosullarinda hem sera
kosullarinda hem de depo kosullarinda bitkilerde sorun olusturan hastalik ve zararlilarin
kontrol altina alinmasinda, 6zellikle de gelismis olan iilkelerde uzun siireli depolama
kosullarina ve tasimaya dayanikli formulasyonlariin gelistirilmesi ile beraber bir ¢cok
bilimsel arastirmalarda yapilmistir (Cook ve Baker, 1983; Chet ve ark., 1993; Lumsden
ve ark., 1995; Leibinger ve ark., 1997; Karaman, 2005).

Diinyada yapilan bir¢ok biyolojik miicadele arastirmalart diger bitki patojenlerine
karst oldugu gibi, A. solani’ye karsi da biyolojik kontrol ajanlar1 kullanilarak
yapilmaktadir (Chattopadyay ve Nandi, 1982; Mohammed, 1982; Brame ve Flood, 1983;
Niwas ve Sharma, 1988). Bu ¢alismalarda kullanilan biyolojik kontrol ajanlar1 igerisinde

Artrobacter, Azotobacter, Clostridium, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Alcanigenes,
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Serratia, Burkholderia, Agrobacterium, Erwinia, Xanthomonas, Azospirillum,
Enterobacter, Arthrobacter, Acetobacter, Acinetobacter, Achromobacter, Aerobacter,
Klebsiellla, Micrococcus, Rhodobacter, Rhodospirrilum, ve Flavobacterium gibi cinslere
baglh bitki gelisimini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) (Kotan, 2014), Trichoderma,
Gliocladium, Talaromyces ve Pichia gibi cinslere bagli fungal biyolojik kontrol ajanlari
(Ozaktan ve ark., 2010) ile Glomus ve Gigaspora gibi cinslere bagli arbiiskiiler mikorizal
funguslar (AMF) olduk¢a 6nem arz etmektedir. Ozellikle de diinya capinda tarim ve gevre
saglig1 alanlarinda diger patojenlere oldugu gibi A. solani’ye karsi da kullanilan
kimyasallar, yerini artik biyolojik miicadelede kullanilan bu ajanlara birakmaya

baslamistir.

2.2.1. Fungal biyolojik kontrol ajanlar

Doga bir denge halindedir ve her seyi bulmak da miimkiindiir. Miidahale
edilmedigi zaman doga, kendi sorunlarini da kendisi ¢ozebilmektedir. Bunun en iyi
orneklerinden birisi ise biyolojik miicadele ajanlarmnin patojenler ile etkilesimidir (Bora
ve Ozaktan, 1998). Ozellikle de fungal biyolojik kontrol ajanlar1 biyolojik miicadele
kapsaminda yaygin olarak kullanilmasinda besi ortamlarinda kolayca gelistirilmesi, tiir
bakimindan diger kontrol ajanlarina gore fazla olmalari, konuk¢u araliginin 1yi bilinmesi
ile beraber ticari olarak tiretime de elverisli olmalar1 6nemini arttirmaktadir. Nitekim bu
ajanlar, diger hastalik etmenlerinde oldugu gibi A. solani patojenine karsida biyolojik
miicadele kapsaminda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu kapsamda yapilan
arastirmalardan birisi de Yigit ve Turhan (1994) tarafindan yapilmistir. Bu arastirmada
A.solani’ye karsi, V. psalliotae biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmustir. Ilk olarak V.
psalliotae’nin A. solani sporlarin1 parazitlendigi, daha sonra da saksi ve sera
denemelerinde biyolojik ajanin patojene karsi sirasiyla % 100 ve % 43.4°1iik bir koruyucu
bir etkide bulundugu saptanmustir. Yine A. solani patojenine karsi biyolojik miicadele
calismalarindan biri de Turhan ve Hayat (1994) tarafindan yapilmistir. Bu g¢alisma
patojene karsi Clonostachys ve Sesquicillium cinsleri ile V. tenerum toprak izolatlar
kullanarak, in vitro kosullarda yiiriitiilmiistiir. Yapilan ¢alismada A. solani‘nin gelisimini

Clonostachys ve Sesquicillium cinsine ait izolatlarinin engelledigi ve bunu antibiyosis
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yoluyla gergeklestirdigi saptanmistir. Ayrica bu biyolojik kontrol ajanlarinin patojene
giiclii bir sekilde hiperparazitik etki gosterdigi belirlenmistir.

Bardik (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 4. solani’ye kars1 Phyllosphere
(=Phylloplane) olarak isimlendirilen yaprak yiizeylerindeki mikroorganizmalarin etkileri
arastirtlmistir. Bu mikroorganizmalarin bazilar1 patojenleri, besin ve yer gibi faktorlerle
rekabete girerek, bazilar antibiyotik iireterek engellerken, bazilari ise patojenlerin hif ve
spor yapilarini penetre ederek engelledigi belirlenmistir. Bu mikroorganizmalardan
Cryptococcus ve Sporobolomyces’in A. solani’ye karsi ikili kiiltiirlerinde 15 ve 21 mm’lik
inhibasyon zonu olusturarak en etkili funguslar oldugu belirlenmistir. Ayrica
Trichoderma sp.” nin kiltiir filtratinin % 91.7 oraninda 4. solaninin gelisimini
engelledigi saptanmistir. Tim biyolojik kontrol funguslar: ise bitkide 4. solani’nin
hastalik olusturma tizerine etkisini % 17-53 araliginda degistigi saptanmistir.

Fungul biyolojik kontrol ajanlari arasinda, 6zellikle de toprak rizosferinde
cogunlukla bulunan ve toprak mikroflorasinin dstiin elemanlarindan biri olan
Trichoderma’lar, patojenlere karsi oldukga etkili olan biyolojik miicadele ajanlaridir
(Killham, 1994). Weindling (1932) tarafindan yapilan ¢alismada ilk kez R. solani’yi
parazitleyen fungal bir biyolojik miicadele ajani olarak izole edilmistir.

Trichoderma’lar oldukga hizli ¢ogalan ve flamentli yapiya sahip olan bir fungus
olup (Samuels, 2006), diinya ¢apinda hemen hemen biitiin tarim alanlarinda izole etmek
miimkiindiir (Domsch ve ark., 1980; Gams ve Bissett, 1998; Klein ve Eveleigh, 1998;
Aydm, 2015). Ancak bu durum Trichoderma’nin tiirlerine gore degisiklik gostermekte
olup, T. harzianum ve T. asperellum gibi tiirleri daha genis cografyaya yayilirken, T.
viride gibi tiirler ise daha siirli bir cografyaya yayilma gostermektedir. T. stromaticum
tiirli ise Trichoderma tiirleri arasinda en sinirh dagilima sahip olmakta ve sadece endofitik
olarak Amerika kitasinin tropikal bolgelerinde yetistiriciligi yapilan kakao agaclarinin
doku veya kabuklarinda gelisim gosterdigi saptanmistir (Samuels, 2006).

Trichoderma’lar tabiatta fazla miktarda bulunmasiyla beraber izolasyonunun
kolay olmasi, besi ortamlarinda hizli ve kolay bir sekilde gelisebilmesi, bir¢ok patojene
kars1 etkili bir sekilde kullanilabilmesi, hormona benzer metabolitler {iretmesi ve hem
topraktan hem de organik maddelerden besinleri ¢ozebilmesi nedeniyle bitkinin

gelisimine oldukg¢a 6nemli katki saglamasi gibi 6zelliklerinden dolay1 biyolojik miicadele
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kapsaminda yapilan ¢alismalarda 6ne ¢ikan bitki gelisimini tesvik eden funguslar (PGPF)
olarakda nitelendirilmektedirler (Kredics ve ark., 2003).

Trichoderma’lar ile yapilan ¢alismalar daha ¢ok toprak kokenli patojenlerle
yapilmasina ragmen A. solani gibi yesil aksamda hastalik olusturan patojenlerle yapilan
calismalar da mevcuttur. Bu ¢alismalardan birisi de Fontenelle ve ark. (2011) tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada Trichoderma’ya ait 28 izolati Xanthomonas euvesicatoria ve
A. solani patojenlerine karsi kullanilmustir. Trichoderma izolatlar1 pring tanelerine
bulastirmak suretiyle bitkiye topraktan inokulasyonu yapilmistir. X. euvesicatoria ve A.
solani patojenleri ise sirasiyla yaklasik olarak 3x10® cfu/ml ve 1x10* conidia/ml
siispansiyonlar hazirlanarak bitkiye uygulanmistir. Yapilan bu caligmanin sonucunda
kontrol gruplarina oranla X. euvesicatoria patojenine karst % 95.94 ile % 24.13 arasinda
biyolojik kontrol ajanlarinin etkisi bulunurken, A. solani patojenine kars1 ise % 95.23 ile
% 30.69 arasinda etkisi saptanmuistir. Ayrica T. strigosum IB 28/07 izolat1 A. solani’ye
kars1 en etkili biyolojik kontrol ajani olarak belirlenmistir.

Tricoderma’lar1 yine biyolojik kontrol ajan1 olarak Devi ve ark. (2017)
kullanmistir. Yapilan bu g¢alismada Trichoderma’lar (T. viride, T. hamatum ve T.
harzianum) ile P. citrinum ve P. glabrum kullanilmistir. In vitro kosullarda yiiriitiilen bu
calismada, Trichoderma tiirlerinin A.solani nin gelisimine olan etkisine bakilmistir. A.
solani’nin gelisimine olan etkisi ise Bell’s skalast1 (1-6 skala) kullanarak
degerlendirilmistir. Bu skala degerlerine gore T. harzianum ve T. hamatum % 100°1ik bir
etki gosterirken, T. viride ise % 50’lik bir etki gdstermistir. P. citrinum ve P. glabrum
tirlerinin ise etki gostermedigi, ancak 0.5 cm ve 0.4 cm kadar inhibasyon zonu

olusturdugu bildirilmistir.

2.2.2. Arbiiskiiler mikorizal funguslar (AMF)

Kok fungusu anlamina gelen Mikoriza (Gai, 2006; Martin ve Slater, 2007),
bitkiler ile yaygin bir sekilde simbiyotik yasam siirdiirmektedirler. Bu yasam sekilleri
mikorhiza funguslarinin sporlar1 ve hifleri ile bitkinin kdklerine yonelmesi sayesinde
meydana gelir (Peterson ve Farquhar, 1994). Bu sekilde olusan yasam sekillerini
ekdomikoriza ve endomikorhiza olarak iki gruba ayrilir. EKtomikoriza grubuna ait

funguslarin hifleri bitkinin kok yiizeyini, hiicreler arasina yerlesmek suretiyle sararak
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mantoya benzer bir yapida misellerden olusan bir tabaka meydana getirirler. Bu simbiozis
basta orman agaglar1 olmak iizere baz1 meyve agaglarinda da goriilmektedir (Marschner,
1995). Endomikoriza grubuna ait funguslarda ise, hiflerin bir kismi bitkinin kok
yiizeyinden hiicreler i¢ine girerek agaca benzer dallanmalar gosterirken, diger kalan kismi
ise kokiin toprakla temas eden yiizeyinde hifsel ag meydana getirmesi suretiyle olusur.
Bu sekilde olusan simbiozis ise ektomikorizanin aksine, birgok kiiltiir bitkilerinde ve
meyve agaglarinda goriilmektedir (Marschner, 1995). Bununla birlikte mikoriza tizerine
yapilan arastirmalar, endomikoriza yasam sekilleri igerisinde yer alan ve Ozellikle de
bitkiye sagladiklar1 olumlu katkilarindan dolayr Arbuskiiler Mikorizal (AM) olusumuna
odaklanmistir (Demir, 1998).

AMF’ler ve simbiozis olusturduklar1 bitkiler, belirli kosullar altinda
birbirlerinden fayda saglamaktadirlar (Demir, 1998; Rhodes, 1980; Bolan ve ark., 1987;
Li ve ark., 1991). Rizosfer bolgesinde yayginca bulunan AMF, ozellikle de bitki besin
maddeleri bakimindan fakir olan marjinal topraklarda bitkilerin gelisimi i¢in oldukca
onemli katk1 saglar ve bazi mikro ve makro besin maddelerinin yani sira 6zelliklede fosfor
aliminda 6nemli rol alir. Buna karsin AMF ise, bitkinin iirettigi karbonhidratlardan ve
bazi organik maddelerden faydalanmaktadir.

Biyolojik miicadele adi altinda bitkilere direng kazandirdigi gibi gelisimine de
olumlu yonde oldukca onemli avantajlar saglayan ve simbiyotik mikroorganizmalar
arasinda yer alan AMF’ler (Azcon-Aguilar and Barea, 1996; Smith and Read, 2008;
Demir, 2015), A.solani gibi yaprak patojenlerine karsi nispeten daha az caligmalar
yapilmistir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalardan birini de Fritz ve ark. (2006) tarafindan
yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada A. solani’ye karsi AMF tiirii olan Glomus intraradices
kullanilmistir. Bu arastirmada mikorizali ve mikorizasiz domates bitkisinin tiim
yapraklarinda patojen kaynakli nekroz ve kloroz oranlari ile topraktan fosfor alimina
bakilmistir. Mikorizali domates bitkilerinde A.solani simptomlari mikorizasiz bitkilere
oranla daha az oldugu saptanmustir. Ayrica sadece A. solani ile infekteli bitkilerde nekroz
orani 3.16 ve kloroz orani 4.55 bulunurken, AMF + A. solani kombinasyonlu infekteli
bitkilerde nekroz orani 1.64 ve kloroz orami 1.86 olarak bulunmustur. Fakat ne bitkinin
biiyiimesinde ne de P aliminda mikorizanin etkisinin olmadigi belirlenmistir.

AMF’ler ile yapilan diger bir ¢alisma ise Nova ve ark. (2007) tarafindan

yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada yine A. solani patojeni ile beraber P. infestans ve P.
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parasitica patojenlerine kars1 G. fasciculatum ve G. clarum AMF’leri kullanarak biyo-
koruyucu etkilerine bakilmistir. Yapilan uygulamalarin sonucunda G. fasciculatum ile
kolonize olan fideler A. solani’ye karsi daha direngli olurken, G. clarum ile kolonize olan
fidelerde A. solani’ye karsi direngli olmadig1 saptanmustir. Ayrica G. fasciculatum ile
kolonize olan bitkilerin yapraklarinda P. parasitica patojenine karsi diren¢ kazandig
belirlenmistir. Bunun aksine tiim muamele gruplarmin P. infestans ve P. parasitica
patojenlerine karsi bitkilerde kok ve kok bogazi ciiriikligiine karsi etkili olmadigi
saptanmistir.

Yine A.solani patojenine karsi Song ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir
calismada ise AMF tiirleri olan G. mosseae kullanilmistir. Bu ¢alisma da G. mosseae’nin
A.solani tizerinde etkisi ve mikorizal kolonizasyonla kazanilan savunma ile ilgili
enzimlerin (B-1.3-glucanase, chitinase, phenylal anineammonia-lyase (PAL) ve
lipoxygenase (LOX) ) oranlarma bakilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda A.solani’nin
domates bitkisinde olusturdugu hastalik etkisi yaklasik % 63 ve hastalik indeksi % 44.5
bulunurken, G.mosseae + A.solani kombinasyonunu uygulanan bitkilerde ise hastalik
etkisi % 40.1 ve hastalik indeksi % 17.2 olarak saptanmistir. Ayrica mikoriza uygulanan
bitki yapraklarinda patojene karst bulunan [-1.3-glucanase, chitinase, phenylal
anineammonia-lyase (PAL) ve lipoxygenase (LOX) enzimleri 6nemli derecede arttigi

saptanmistir.

2.2.3. Bitki gelisimini tesvik eden rizobakteri (PGPR) antagonistleri

Biyolojik miicadele kapsaminda, bitkilerin dayaniklilik mekanizmalarinin bazi
kimyasallar, avirulent ya da siirli infeksiyon olusturan bitki patojenleri ve bazi patojen
olmayan bakteriler ile uyarilmasi sonucu hastaliklarla yapilan miicadele, giin gegtikce
odak noktas1 haline gelmektedir. Bu nedenle dogal olarak rizosfer bolgesinde, bitkilerin
kokleri ile olumlu yonde etkilesimde bulunan mikroorganizmalarin her gegen 6nemi
artmaktadir. Bu mikroorganizmalarin yaklasik % 2-5’ini olusturan (Antoun ve Prévost,
2006) bitki gelisimini artiran kok bakterileri (plant growth promoting rhizobacteria,
PGPR), bitki verimini (Liu ve ark., 2016), biiyimesini (Huang ve ark., 2016) ve besin
almini (Calvo ve ark., 2016) olumlu sekilde etkileyen, bununla birlikte bitkilerin
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dayaniklilik mekanizmalarimin  uyarilmasim1  saglayarak, patojenlerin  biyolojik
kontroliinde 6nemli gorevler tistlenen faydali bir bakteri grubudur (Xiang ve ark., 2017).

Hem iilkemizde hem de diinyanin diger {ilkelerinde PGPR antagonistleri ile bir¢ok
caligmalar yapilmistir. Yapilan bu calismalardan biriside, Basim (1990) tarafindan
yapilmis olup, bu ¢alismada Bacillus cinsine ait PGPR, antagonist olarak kullanilmstir.
Yapilan ¢alismada 12 B. subtilis izolatlarin1 (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 110, 111, AB-2 ve
AB-27 izolatlar1) A. solani’yi de i¢ine alan 9 adet bitki patojenine (A.solani, Ascochyta
rabiei, F. oxysporum, Macrophamina phaseoli, R. solani, S. rolfsii, S. sclerotiorum, P.
capsici, V. dahliae) kars1 uygulanmistir. In vitro kosullarinda gergeklesen bu ¢alisma da
antagonizm arastirilmigtir. Arastirmada bu patojenlere en fazla antagonizm gosteren AB-
27 ve AB-2 nolu B. subtilis izolatlar1 oldugu belirlenmistir. Ayrica A. solani’ye kars1 AB-
27 nolu izolat1 ¢ok kuvvetli antagonist etki gosterirken, AB-2 nolu izolatin ise kuvvetli
antagonist etki gosterdigi bulunmustur. Bununla beraber biitiin izolatlar ise ¢ok az
antagonist etki gosterdigi saptanmistir. Yine Bacillus cinsine ait PGPR tiirlinii antagonist
olarak kullanan Shanmugam ve ark. (2011), yaptiklari bu ¢alismada B. atrophaeus S2BC-
2 izolatiin F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) ve A. solani (AS) patojenleri iizerinde
etkisi incelenmistir. Seralarda yapilan bu c¢alismada antagonist hem tohuma hem de
topraga uygulanmistir. Uygulama sonucu hastalik indeksleri yiizde olarak hesaplanmistir
ve sirastyla FOL un % 25.3 ve AS’nin % 28.7 olarak belirlenmistir. Bu diigiik hastalik
indeksleri ise yliksek canlilik indeksi (8.041.2) olarak degerlendirilmistir.

Bacillus gibi Pseudomonas cinsine ait PGPR antagonistler de A. solani’ye karsi
etkin bir rol oynamaktadir. Bu kapsamda El-Sayed ve ark. (2008) tarafindan PGPR
antagonisti olarak Pseudomonas spp.’nin 13 izolat1 (P. fluorescence ATCC 11150, P.
putida ACGEB Ps 102, P.putida ACGEB Ps 103, P. chlorophis ACGEB Ps 104,
P.aeruginosa ACGEB Ps 105, P. putida ACGEB Ps 106, P. aeruginosa ACGEB Ps 107,
P. aeruginosa ACGEB Ps 108, P. aeruginosa ACGEB Ps 109, P. chlorophis ACGEB Ps
110, P. fluorescence ACGEB Ps 111, P. fluorescence ACGEB Ps 112 ve P. putida
ATCC2) A.solani’ye karsi etkisi arastirilmistir. Yapilan arastirmada tiim izolatlarin direk
olarak patojenin gelisimini engellemesine ragmen P. putida ATCC2 izolatt % 66.67
oranla patojen gelisimini en yliksek etkileyen izolat oldugu belirlenmistir. Bununla
beraber Dawoud ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, hem A. solani ve P.

syringae patojenlerine karsi hem de bitkinin morfolojik gelisimine olan etkilerine kars1
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yine Pseudomonas cinsine ait P. putida MG4 ve P. fluorescens MG18 izolatlari
antagonist kullanilmistir. Kontrol gruplart ile karsilastirildiginda P. putida MG4 ve P.
fluorescens MG18 izolatlarinin karisiminin hem patojenlere karsi etkili oldugu hem de
bitkilerin morfolojik gelisimlerine 6nemli derecede olumlu katki sagladigi saptanmistir.
Ayrica bu karigimin A. solani tizerindeki hastalik indeksi (yaklasik % 11) diger gruplara
oranla daha diisiik ¢iktig1 belirlenmistir. Ayrica Sharma ve ark. (2014) tarafindan yapilan
bir ¢alismada ise, yine Pseudomonas cinsine ait 30 izolati, in vitro kosullarda A. solani,
Dematophora necatrix, F. oxysporum, Pythium ultimum ve Rhizoctonia sp. patojenlerine
kars1 antagonistik etkilerine bakmislardir. Tiim Pseudomonas izolatlar1 iginde 9 izolat
(An-1-kul, An-4-kul, An-7-kul, An13-kul, An-16-kul, Ar-3-kul, Pn-1-kul, Pn-3-kul ve
Pr-1-kul) bu patojenlere kars1 antifungal etki gdstermistir. Ayrica bu 9 antagonist izolatlar
A. solani’ye kars1 % 1.9-38 oranlari arasinda etki gosterdigi tespit edilmistir.

Latha ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada ise hem Bacillus hem de
Pseudomonas antagonistlerine ait olan izolatlarla olusturilan kombinasyonlarinin,
A.solani’ye karsi etkisine bakilmigtir. PGPR izolatlar1 olarak B. subtilis izolat Bs16, P.
fluorescens izolat Pyl5 ve Pfl antagonistleri kullanmilmistir. Bs16, Pyl5 ve Pfl
antagonistlerin sirasiyla A.solani’ye etkisi % 49.1, % 59.8 ve % 61.3 olarak belirlenirken,
bu li¢ antagonistin karisimi sonucunda ise % 60 olarak saptanmistir. Ayrica patojene karsi
en diisiik etki gosteren antagonist karisimi ise % 44.1 ile Pyl15+Pf1 karisimi oldugu

belirlenmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Test bitkisi

Calismada kullanilmak iizere bitkisel materyal olarak 6zel bir sirketten temin
edilen (Gento Tohumculuk) ve Van ilinde yaygin olarak yetistirilen tarla tipi 16-014 F1
hibrit domates ¢esidi hem patojenite testlerinde hem de diger biyolojik miicadele
calismalarda kullanilmustir.

16-014 F1 hibrit domates ¢esidi, bahar ve yaz dikimine uygun yapida olup, hem
tarla hem de sera alanlarinda kullanilabilir. % 93 oraninda ¢imlenme yetenegine sahip
olup, bitki yapis1 oldukea giiglii ve her salkiminda 5-6 adet meyve olusturur. Meyveleri
koyu parlak kirmizi renktedir ve raf omrii uzundur. Yiiksek verimli ve yogun yaprak

ortiisiine sahip olan bu ¢esit catlamaya direnclidir.

3.1.2. Test patojenleri

Calisma kapsaminda fungal patojen olarak, Van ilinde domates alanlarinda izole
edilip, makroskobik ve mikroskobik gozlemlere dayali olarak teshisinde bulunulan A.
solani izolatlar1 kullanilmigtir. Bu izolatlar igerisinden survey yapilan bolgeleri temsil
edecek sekilde 10 adet A. solani izolati secilerek patojenite testinde kullanilmistir (Sekil
3.1).

Sekil 3.1. Secilen A. solani izolatlarinin Su agar1 ve PDA besi ortamlarinda goriinimii.
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3.1.3. Biyolojik kontrol ajanlari
3.1.3.1. PGPR antagonistleri

Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii’ne ait Bakteriyoloji laboratuvari stoklarinda bulunan ve
daha oOnceden Van bolgesinde cesitli bitkilerden izole edilmis PGPR izolatlar

kullanilmistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. PGPR izolatlarinin isimleri ve izole edildigi bitkiler

Izolat isimleri Izole edildigi bitkiler
T,.K; Bugday

TaY1 Sirken

G116S2 Bugday

T13K: Cirimotu

V117G Hiyar

V30Y3 Patlican

V3sKy Biber

V40K>2 Biber

Sekil 3.2. PGPR izolatlarinin King’s B besi ortaminda goriiniimii.

3.1.3.2. Fungal biyolojik kontrol ajanlar:

Fungal biyolojik kontrol ajanlar;, hem Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat

Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii’ne ait Mikoloji laboratuvarindan, daha 6nceden c¢esitli
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konukgu x patojen sisteminde test edilmis kiiltiir stoklarindan temin edilen Trichoderma
tirleri, hem de survey kapsaminda Van ili bolgelerinden izole edilen Trichoderma

izolatlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Trichoderma spp.’nin izole edildigi bolgeler ve izolat isimleri

Izole edilen bdlgeler Izolat isimleri
Edremit / Andag BKe 1
Edremit / Andag BKe 2

Gevas / Atalan GATd 2
Ercis / Kuzluca NTC 1

Ercis / Kuzluca NTC 2

Van / Ziraat Fakiiltesi* T. harzianum
Van / Ziraat Fakiiltesi T. asperellum
Van / Ziraat Fakiiltesi T. virens

*: Van YYU, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolimiine ait Mikoloji laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.3.3. AMF izolat1

Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii’ne ait Mikoloji laboratuvari stoklarindan daha énceden

domates bitkileri {izerinde etkinligi belirlenmis olan Glomus mosseae kullanilmistir.

3.1.4. Bitki besin soliisyonlari

Test bitkilerinin besin elementi ihtiyaclarini karsilamak amaciyla A ve B besin

soliisyonlart verilmistir (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. A besin soliisyonunun igerigi

A besin soliisyonu (%)*

Azot Toplami (N) 10.03
Amonyum (NHa) 1.7
Nitrat (NO3) 8.6
Potasyum oksit (K20) 7.5
Kalsiyum (Ca) 8.6
Demir DTPA (Fe) 0.3

*: 1 litre suya 2 ml A besin soliisyonu kullanilmistir.
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Cizelge 3. 4. B besin soliisyonunun igerigi

B besin soliisyonu (%)*

Azot Toplami (N) 2.1
Nitrat (NO3) 2.1
Potasyum oksit (K-O) 6.4
Fosfor Pentaoksit (P20s) 11.6
Magnezyum (Mg) 1.6
Cinko (Zn) 0.03
Bor (B) 0.03
Bakir (Cu) 0.003
Molibden (Mo) 0.004
Mangan (Mn) 0.1

*:1 litre suya 2 ml B besin soliisyonu kullanilmistir.

3.1.5. Besi ortamlari

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda hem patojen izolatlarinin hem de biyolojik
kontrol ajanlarmin izolasyonunda, tespitinde, inokulum olarak gelistirilmesinde ve daha
sonralar1 kullanilmak tizere stok olarak saklanmasinda; i¢erikleri Cizelge 3.5, Cizelge 3.6,
Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8 de verilen patato dextrose agar (PDA), su agar1 (WA) King’s

B ve nutrient glikoz agar (NGA) besi ortamlar1 kullanilmistir.

Cizelge 3.5. A.solani izolatlart besi yeri olarak kullanilan PDA ortami igin gerekli
kimyasallar ve miktarlari

1000 ml PDA besi yeri (Dhingra ve Sinclair 1985)

Kimyasallar Miktar
Patates 200 g
Dekstroz 20 ¢
Agar 209

121°C’de 15 dk. otoklavlanda.

Cizelge 3.6. A.solani izolatlari besi yeri olarak kullanilan Su Agari ortami i¢in gerekli
kimyasallar ve miktarlar

1000 ml Su Agari besi yeri (Barry ve ark. 1970)
Kimyasallar Miktar
Agar 159
121°C’de 15 dk. otoklavlandi.
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Cizelge 3.7. PGPR besi yeri olarak kullanilan King’s B ortami i¢in gerekli kimyasallar ve
miktarlart

1000 ml King’s B besi yeri (King ve ark., 1954)

Kimyasallar Miktar
Pepton 209
K2HPO4 159
MgSO,7H,0 159
Gliserol 10 ml
Agar 169

121°C’de 15 dk. otoklavlanda.

Cizelge 3.8. PGPR stoklanarak saklanmasinda kullanilan NGA ortami icin gerekli
kimyasallar ve miktarlar

1000 ml NGA besi yeri (Lelliot and Stead, 1987)

Kimyasallar Miktar
Nutrient broth 8¢

Gliserol 20 ml
Adgar 169

121°C’de 15 dk. otoklavland:.

3.1.6. Bitki yetistirme ortamlari

Calismada kullanilan domates tohumlarinin, 4.7x4.7x6.0 cm boyutlarinda gozlere
sahip olan 45°1ik plastik viyoller ile hastalik siddetini belirlemek ig¢in tohum ekiminden
sonra bu viyollerde gelistirilen domates fideleri 5-6 yaprakli oldugu dénemlerde sasirtma
islemleri i¢in 18x18 cm boyutlara sahip saksilar kullanilmistir. Ayrica PGPR
antagonistlerinin etkisini belirlemek i¢in de 10x8 cm boyutlarinda saksilar ve diger
denemelerde ise 17x14 cm boyutlarinda saksilar ile ¢alismalar yiiriitilmistir. Bitki
yetistirilmesi i¢in 2:1 oraninda kullanilan torf ve perlit materyallerinde ise, torfun bazi
ozellikleri Cizelge 3.9°da verilmistir. Perlitin ise kimyasal kompozisyonu agirlikga yiizde

olarak Cizelge 3.10’da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Karisim materyali olan torfun 6zellikleri

Torf igerikleri Oranlar

Beyaz torf orani % 70

Siyah torf orani % 30

PH degeri 5.5-6.5

Tuz orani 0.3¢g/I2a

EC 35 mS/m
Elenmis striiktiir Ince (0-10 mm)
Giibre igerigi 1.0 kg/m?

Cizelge 3.10. Karisim materyali olan perlitin kimyasal kompozisyonu

Kimyasal igerikleri Oranlar
SiO; % 72-76
Al203 % 11-17
K20 % 4-5
Na,O % 2.9-4
CaO % 0.5-2
MgO % 0.1-0.5
Fe203 % 0.5-1.5
TiO; % 0.03-0.2
MnO; % 0.03-0.1
SO % 0-0.2
H.O % 2-7

3.1.7. Calisma ortamlari

Calismalar, survey sonrasi in vitro ve in vivo ortamlarda gergeklestirilmistir.

In vitro ¢aligmalar1 Bitki Koruma Boéliimii, Mikoloji ve Bakteriyoloji, Toprak
Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii ile Bahge Bitkileri Boliimii Laboratuvarlarinda, in vivo
calismalari ise, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji iklim odalarinda yapilmistir (Sekil
3.3). Iklim odalar1, 24 °C sicaklik ile yaklasik % 65 nem ve 14 saat aydinlik, 10 saat

karanlik olacak sekilde ayarlanan kosullarda ytiriitiilmiistiir.
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A

Sekil 3.3. Calismanin yiiriitiildigii iklim odasi1 ve laboratuvarlar.

3.2. Yontem
3.2.1. Survey calismalari

Yiiksek lisans tez kapsaminda yapilan bu ¢alismanin ilk adimin1 survey ¢alismasi
olugturmustur. Survey ¢alismast 2018 yili Temmuz ve Agustos aylarinda 2 defa olmak
tizere Van da yogun bir sekilde domates iiretimi yapilan Gevas, Edremit ve Ercis ilgelerde
gerceklesmistir (Cizelge 3.11). Builgeler TUIK 2017 verileri esas alinarak belirlenmistir.
Bu verilere gore, Gevas, Edremit ve Ercis ilgelerinde toplam domates tliretimi, Van’in

domates iiretiminin yaklasik % 90’1n1 karsilamaktadir.

Cizelge 3.11. Segilen ilgelerin toplam ekili alan1 ve ziyaretlerde bulunan toplam alan

Ilgeler Ekili Alan (da) Surveyi Yapilan Toplam Alan (da)*
Gevasg 3855 2872
Edremit 1777 1124
Ercis 1470 1021
Toplam 7102 5017

*:Temmuz ve Agustos aylarinda ziyaret edilen yerlerin toplamu.

3.2.2. Hastalikh veya hastalikh oldugu siiphelenilen domates yaprak oérneklerinin

alinmasi

Gevas, Edremit ve Ercis ilgelerinde yapilan survey caligmalarinda domates ekim
alanlar1 esas alinarak:
1 dekara kadar olan tarlalarin farkl yerlerinden 10,

1ile 5 dekara kadar olan tarlalarin farkli yerlerinden 15 ve
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5 dekardan fazla olan tarlalarin farkli yerlerinden ise 20
A.solani ile infekteli veya infekteli oldugu siiphelenilen bitki yapraklarindan ornekler
almmistir (Bora ve Karaca, 1970) (Cizelge 3.12 ve Sekil 3.4). Alinan bu 6rnekler
polietilen posetler igerisine konulmustur. Ayni1 zamanda alindig yerin lokasyonu, alindigi
tarihi ve ornek kodunu yazarak etiketler verilmistir (Cizelge 3.12). Survey calismasi
kapsaminda toplanan 6rnekler laboratuvara getirilerek miimkiin oldugunca kisa bir siirede
patojen izolasyonu islemine tabii tutulmustur. Tabii tutulmayan Ornekler ise patojen

izolasyonu yapilincaya kadar +4 °C'de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Survey kapsaminda ziyaretlerde bulunan bazi domates tarlalar1 ve 6rneklerin
toplanmasi.
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Cizelge 3.12. Survey kapsaminda ziyaret edilen yerlerin lokasyonlari, ziyaret taraihleri,
ornek kodlar1 ve alinan 6rnek sayisi

Alinan 6rnek

Laksayon Tarih Ornek kodu sayisi
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 EAb1 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 EAb?2 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 EAb3 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 EAb4 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 GALc1 15
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 GALc2 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 GALc3 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 GALc4 20
Gevas / Aladiiz 04.07.2018 - 04.08.2018 GALc5 15
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATd 1 10
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATd 2 10
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATd 3 20
Gevas / Atalan 05.07.2018 — 05.08.2018 GATd 4 15
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATd 5 15
Gevas / Atalan 05.07.2018 — 05.08.2018 GATel 20
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATe?2 20
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATe3 20
Gevas / Atalan 05.07.2018 - 05.08.2018 GATe4 20
Gevas / Akdamar 05.07.2018 - 05.08.2018 GAKd1 15
Gevas / Akdamar 05.07.2018 - 05.08.2018 GAKd 2 15
Gevas / Elmali 05.07.2018 - 05.08.2018 GEL1 10
Edremit / Andag 06.07.2018 - 06.08.2018 VTE1 20
Edremit / Andag 06.07.2018 - 06.08.2018 VTE?2 20
Edremit / Andag 06.07.2018 - 06.08.2018 EAal 20
Edremit / Andag 06.07.2018 - 06.08.2018 EAa2 20
Edremit / Andag 06.07.2018 - 06.08.2018 EAa3 20
Edremit / Andag 06.07.2018 - 06.08.2018 EAa4 20
Edremit / Enginsu 06.07.2018 - 06.08.2018 EE1 15
Edremit / Enginsu 06.07.2018 - 06.08.2018 EE?2 15
Edremit / Enginsu 06.07.2018 - 06.08.2018 EE 3 10
Edremit / Esentepe 07.07.2018 - 07.08.2018 EEs 1 10
Edremit / Esentepe 07.07.2018 - 07.08.2018 EEs 2 20
Edremit / Merkez 07.07.2018 - 07.08.2018 EMr1 10
Edremit / Merkez 07.07.2018 - 07.08.2018 EMr2 10
Edremit / Siiphan 07.07.2018 - 07.08.2018 ESp1l 20
Edremit / Siiphan 07.07.2018 - 07.08.2018 Esp2 20
Ercis / Goze 08.07.2018 - 09.08.2018 ErG1 20
Ercis / Goze 08.07.2018 - 09.08.2018 ErG2 20
Ercis / Goze 08.07.2018 - 09.08.2018 ErG3 10
Ercis / Goze 08.07.2018 - 09.08.2018 ErG4 10
Ercis / Kocapinar 08.07.2018 - 09.08.2018 ErkP 1 20
Ercis / Kocapiar 08.07.2018 - 09.08.2018 ErkP 2 20
Ercis / Kocapiar 08.07.2018 - 09.08.2018 ErkP 3 15
Ercis / Kuzluca 09.07.2018 - 10.08.2018 ErK1 20
Ercis / Kuzluca 09.07.2018 - 10.08.2018 ErK2 20
Ercis / Kuzluca 09.07.2018 - 10.08.2018 ErK3 15

Ercis / Kuzluca 09.07.2018 — 10.08.2018 Erk 4 10
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3.2.3. Hastahkh domates yapraklarindan A. solani izolasyonu, A. solani izolatlarimin

tanimlanmasi ve muhafazasi

Survey ¢alismasi sonucu toplanan tiim 6rnekler laboratuvara getirilerek A.solani
patojeni ile bulasik veya bulasik oldugu siiphelenilen bitki yapraklari oncelikle ¢esme
suyu ile yitkanmistir. Bu yapraklar tizerinde hastalikli veya hastalikli oldugu siiphelenilen
belirtilerden, saglam dokuyu da i¢ine alacak sekilde 2 - 10 mm biiyiikliigiinde pargalara
ayrilmistir. Bu pargalar ylizey sterilizasyonu i¢in % 1’lik NaOCI (Sodyum Hipoklorid)
cozeltisinde 2 dakika bekletilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra sterilanti
uzaklastirmak tizere 2 defa sdH2O (steril distile su) ile 1’er dakika durulanmistir. Steril
kabinde yapilan bu islemlerden sonra parcalar kurutma kagidi yardimiyla yaklasik 1 saat
kadar nemini alacak sekilde bekletilmistir. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra bu
parcalar i¢inde streptomisin siilfat (100 mg/l) bulunan PDA besi ortamlarinin her birine
3 - 5 parga konularak, 3’er tekerriirlii olacak sekilde ekimi yapilmistir (Sekil 3.5). EKimi
yapilan petrilerin {izerine izolat kodu ile ekimin yapildig: tarih yazilarak 24+2 °C’li
inkiibatére konulmustur. Inkiibatérde 4 — 7 giin bekledikten sonra, petrilerde gelisen
koloniler mikroskop altinda goézlemlenmistir. Go6zlemlenen bu koloniler igerisinde
Alternaria spp. fungusuna ait olan koloniler, steril bisturi yardimiyla PDA’l1 ve Su
Agar’lt besi ortamlarma steril kabin igerisinde ekimi yapilarak bir alt kiiltiire alinip
inkiibatdre konulmustur (Sekil 3.6). inkiibatdrde gelisen bu koloniler daha sonra 151k
mikroskoplar altinda A. solani’ye ait yapilar makroskobik ve mikroskobik gozlemlere
dayal1 olarak Prof. Dr. Semra DEMIR ve Dr. Ogr. Uyesi Emre DEMIRER DURAK
tarafindan incelenip, EPPO Global Database (2019) tiir tanimlamasina gore tipik A. solani
sporulasyon 0zelligi gosteren izolatlar belirlenmistir. Belirlenen bu izolatlar, 16x160
mm’lik cam tiiplerde hazirlanan PDA’l1 egik besi ortamlarinda +4 °C’de buzdolabinda

daha sonra kullanilmak iizere muhafaza edilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. Toplanan orneklerin izolasyonu A. toplanan Ornekler, B. Orneklerin
pargalaraayrilmasi, C. siterilizasyon islemi, D. kurutma islemi E. PDA ve Su
agari besi ortamlarina ekimi.

Sekil 3.6. Gelisen A. solani izolatlarinin belirlenmesi ve muhafazasi A. ekimi yapilan
orneklerin inkiibatérde gelisime birakilmasi, B. gelisen Alternaria
kolonilerinin goériintimii, C. A.solani olarak belirlenen izolatlarin alt kiiltiire
alinmasi, D. A. solani izolatlarinin egik agara konulularak muhafaza edilmesi.

3.2.4. A. solani izolatlarinin patojenite testi

Patojenite testi kapsaminda yapilan ¢alismalarda, 16-014 F1 hibrit domates ¢esidi
tohumlart iklim odalarinda viyollerde gelistirilmek {izere ekimi yapilmigtir. Tohum
ekiminden yaklasik 2 hafta sonra ise gelisen fideler 18x18 c¢cm boyutlara sahip saksilara

sasirtilmistir (Sekil 3.7). Bu siire i¢inde bitkilere A besin soliisyonu ile B besin



28

soliisyonlar1 hazirlanarak 1 hafta araliklarla her bitkiye 50ml olacak sekilde topraktan
uygulanmigtir.

Survey kapsaminda belirlenen A. solani izolatlari, bolgeleri temsil etmek {izere,
iclerinden 10 adet izolat secilmistir. Segilen bu izolatlar +4 °C’de muhafaza edilen egik
agarlardan alinarak PDA’l1 besi ortamlarina ekimi yapilip, inkiibatore gelismeleri igin
birakilmistir. 10 giin sonra gelisen geng A. solani izolatlarindan 1x10° konidi/ml su igeren
50 ml’lik inokulum spor siispansiyonlari hazirlanmistir (Sekil 3.7). Hazirlanan bu
inokulum siispansiyonlar1 el spreyi ile bitkilere yesil aksamdan piiskiirtiilerek
uygulanmistir (Sekil 3.7). inokulasyon islemi sirasinda domates bitkilerinin bulundugu
saksilara izolat isimleri yazilarak etiketler yapistirilmis, ayni zamanda uygulama tarihleri
not edilmistir. Calisma 3 tekerriirlii olacak sekilde yiiriitiilmiis olup, 242 °C sicaklik, %
50-60 nem, 14 saat aydinlik ve 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan iklim odasinda
bitkiler gelisime birakilmistir. Patojen uygulamasindan sonra 3., 4. ve 5. haftalarda olusan
belirtiler 0 — 4 skalasi ile degerler olusturulmus ve bu degerler daha sonra Townsed-
Heuberger formiilii yardimi ile hastalik siddeti (%) degerlerine doniistiirilmistiir
(Townsend ve Heuberger, 1943).

Calismada kullanilan 0 — 4 skala degerleri (Sekil 3.8) ve Townsend-Heuberger
hastalik siddeti (%) formiili asagida verilmistir:

Yapraklarda belirti yok
Yapraklari % 25’1 A. solani ile bulagik

0:

I:

2: Yapraklarin % 50’si A. solani ile bulagik
3: Yapraklarin % 75’1 A. solani ile bulasik
4:

Yapraklarin % 100’1 A. solani ile bulasik

Sekil 3.7. Secilen A. solani izolatlarinin inokulasyonu A. viyollerde bitkinin geligimi, B.
bitkinin saksilara sasirtilmasi, C. Secilen A. solani izolatlarindan hazirlanan
inokulum siispansiyonlar1 D. inokulum siispansiyonlarimin  bitkilere
uygulanmasi.
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Sekil 3.8. Patojenite testi i¢in kullanilan 0-4 skalasini temsil eden yapraklarin goriintimii.

¥ (Skala degeri x Skalada degerlendirilen
. . bitki sayisi1)
% Hastalik Siddeti = x100 (3.1)
7o Hastalk Siddeti Toplam bitki sayist x En yiiksek skala
degeri

Yapilan patojenite testi sonunda hastalik siddetine (%) gore en viriilent A.solani
izolat1 tespit edilmistir. Daha sonra bu izolat 16x160 mm’lik cam tiiplerde hazirlanan
PDA’l1 egik besi ortamlarina alinarak daha sonra ki ¢alismalarda kullanilmak tizere +4

°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.5. Patojen re-izolasyonu

Patojenite testi sonrasinda re-izolasyon yapilmistir. Bu kapsamda en viriilent
olarak belirlenen izolatla infekteli domates yapraklari tesadiifi olarak se¢ilmistir. Secilen
bu yapraklar laboratuvar ortamina getirilerek, boliim 3.2.3’de bahsedilen yontemlerden
gecirilmistir. Gelisen koloniler 151k mikroskobu altinda incelenerek A.solani izolatina ait

oldugu saptanmustir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. En viriilent olarak segilen izolatin re-izolasyonu A. tesadiifi olarak yaprak
orneklerinin toplanmasi, B. parcalara ayrilmasi, C. parcalarin gerekli
sterilizasyon islemlerinden gecirilip ekimi, D. tespit edilen A. solani
izolatilarinin alt kiltiire alinmasi.

3.2.6. Etkili Trichoderma spp. belirlenmesi

Bu c¢alismada, patojenite testi sonrasinda belirlenen en viriilent A.solani izolatina
kars1, 5’1 survey kapsaminda yapilan ¢alismalar sonucunda, boliim 3.2.3.’de anlatildigi
gibi A. solani izolasyonu sirasinda izole edilerek kiiltiire alinmis olup, toplamda 8
Trichoderma izolati, fungal biyolojik kontrol ajanlart olarak kullanilmigtir. En etkili
Trichoderma spp.’yi belirlemek i¢in in vitro kosullarda 5 tekerriirlii olarak yapilan bu
calismada, ikili kiiltiir tekniginden yararlanilmigtir (Sekil 3.10). Bu teknik kapsaminda en
virtilent A.solani izolat1 ile Trichoderma spp., PDA besi ortamlarinda aralarinda 6 cm
olacak sekilde karsilikli olarak ekimi yapilmigtir. Kontrol amagl ise yine PDA’l1 besi
ortamlarina her bir fungustan tek olarak ekim gergeklestirilmistir. Bu islemlerden sonra
petriler, 24+2 °C sicaklikta ki inkiibatdrde 4 - 7 giin kadar gelisime birakilmistir. Daha
sonra antagonizim derecesini belirlemek i¢in 1-5 skala degeri (Bell ve ark., 1982; Melo
ve Faul, 2000) ve A.solani izolatinin gelisiminin engellemesini belirlemek i¢in de
inhibisyon orani formiilii ( Royse ve Ries, 1978) kullanilmigtir. Bu iglemler sonucun da
en viriilent A.solani izolatina karsi en etkili fungal biyolojik kontrol ajani olan
Trichoderma izolat1 saptanmistir. En etkili olarak saptanan bu fungal kontrol ajani
16x160 mm’lik cam tiiplerde hazirlanan PDA’l1 egik besi ortamlarinda +4 °C’de

buzdolabinda daha sonra kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.
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Ikili kiiltiir teknigi kapsaminda atagonizmin derecesini belirlemede kullanilan 1-
5 skala degerleri ve inhibisyon orani formiilii asagida verilmistir:

1: Biyolojik kontrol ajaninin % 100 patojen iizerinde gelisimi

2: Biyolojik kontrol ajaninin % 75 patojen iizerinde gelisimi

3: Biyolojik kontrol ajaninin % 50 patojen tlizerinde gelisimi

4: Patojenin. % 75 biyolojik kontrol ajani iizerinde gelisimi

5: Patojenin. % 100 biyolojik kontrol ajani iizerinde gelisimi

RI = (r1-r2)/r1x100 (3.2)

Burada;

RI (Inhibisyon Orani %): Biiyiimenin biyolojik kontrol ajanlari tarafindan
engellenmesi

ri: Patojenin koloni yarigapi

r2: Patojenin fungal ajan yoniindeki biiylime yarigapi

Sekil 3.10. ikili kiiltiir teknigi.
3.2.7. PGPR izolatinin belirlenmesi

Calismanin diger bir adimmi olusturan, en viriilent A.solani izolatina karsi en
etkili PGPR izolatinin belirlenmesinde, Van bolgesinde degisik bitkilerden izole edilen 8
PGPR izolat1 kullanilmigtir. Bu PGPR izolatlarindan en etkili olanin1 saptamak amaciyla
hem in vitro hem de in vivo kosullarinda ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. In vitro kosullarda

yapilan ¢alismalarda en viriilent A.solani izolatindan hemositometre (thoma lam1) yardimi



32

ile 1x10° konidi/ml olacak sekilde inokulum siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra
PDA’l1 besi ortamlar1 ile hazirlanan petrilere otomatik pipet ile inokulum
siispansiyonundan 200 pl uygulanmis olup petriye homojen bir sekilde karistirilarak bir
siire bekletilmistir. Kontrol amagli ise petrilere yine 200 pl sdH>O uygulanmistir. Bu
islemlerden sonra petriler 6 esit alanin olusturulmasini saglayacak sekilde kalemle
cizilmis olup, belirlenen PGPR izolatlarinin ekimi yapilarak inkiibatére konulmugtur

(Sekil 3.11). Inkiibatorde 2 giin bekledikten sonra PGPR izolatlarinin A.solani izolatia

kars1 antagonistik etkileri goézlemlenerek olusturduklari zonlar cetvel yardimiyla
sleiilmiistiir (Sekil 3.11).

\ — » g 4
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Sekil 3.11. PGPR izolatlarinin patojen izolata in vitro’da etkisi A. petrilerin 6 esit bolgeye
ayrilas1 ve PGPR izolatlarinin uygulanmasi, B. olusan zonlar.

In vivo kosullarinda yapilan calismalar iki bélime ayrilmustir. lk olarak,
belirlenen PGPR izolatlarinin domates bitkisine olan etkisine bakilmistir. Bu amagla 16-
014 F1 hibrit domates gesidi tohumlari, 24+2 °C sicaklik, % 50-60 nem, 14 saat aydinlik
ve 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanan iklim odasinda viyollerde gelistirilmek tizere
ekimi yapilmigtir. Gelisen fidelerin gergek yapraklari ¢iktiktan sonra PGPR
antagonistlerinden 1x108 cfu/ml inokulumlar hazirlanarak her bitkiye 10 ml olacak

sekilde topraktan i¢irme yontem ile ilk uygulama, ilk uygulamadan 5 giin sonra da ikinci
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uygulama yapilmistir. Kontrol gruplarina ise saf su uygulamas1 uygulanmustir. iki hafta
sonra bitkiler hasat edilerek morfolojik gelisim parametreleri (bitki siirgiin ile kok yas ve
kuru agirhigi, bitki boyu) degerlendirilmistir (Sekil 3.12). Hem in vitro hem de in vivo
kosullarda yapilan bu c¢alismalar sonucunda en etkili 5 PGPR izolati segilerek ikinci

boliime gecilmistir.

o © G. BOYNO 2019

Sekil 3.12. PGPR izolatlarinin bitkilere etkisi A. PGPR izolatlarinin bitkilere olan
etkisinin genel goriiniimii, B. bitki siirgiin yas agirligi, C. bitki boyu 6l¢iimii
D. bitkinin etiivde kurutulmasi.

Ikinci béliimde en viriilent A.solani izolatina kars1, secilen 5 PGPR izolatlarmim
etkisine bakilmistir. Bu amacla 16-014 F1 hibrit domates ¢esidi tohumlar1 iklim
odalarinda viyollerde gelistirilmek tizere ekimi yapilmistir. Gergek yapraklar ¢iktiktan
sonra saksilara sasirtilmistir. Sasirtma isleminden sonra gelisen fidelere PGPR
antagonistlerinden 1x108 cfu/ml inokulumlar hazirlanarak her bitkiye 15 ml olacak
sekilde topraktan i¢irme yontem ile ilk uygulama, ilk uygulamadan 5 giin sonra da ikinci
uygulama yapilmustir (Sekil 3.13). Daha sonra en viriilent segilen patojen izolattan 1x10°
konidi/ml olacak sekilde inokulum siispansiyonu hazirlanarak el spreyi ile bitkilere
uygulanmistir (Sekil 3.13). Ayrica sadece hastalik uygulanan pozitif kontrol ile higbir
uygulama yapilmayan negatif kontrol olmak {izere iki kontrol grubu da belirlenmistir.
Uygulama islemlerinden sonra 4. hafta da gozlemlenen belirtiler boliim 3.2.4° de oldugu
gibi 0 —4 skala degerleri olusturularak, Townsend-Heuberger formiilii yardimi ile hastalik
siddeti (%) degerlerine dontstiriilmistir (Townsend ve Heuberger, 1943). Ayrica
bitkiler hasat edilerek morfolojik parametre 6zellikleri degerlendirilmistir (Sekil 3.13).

Bu islemlerden sonra A.solani izolatina karsi en etkili PGPR izolati belirlenmis olup,
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NGA besi yerine alinarak +4 °C’de buzdolabinda daha sonra kullanilmak tizere muhafaza

edilmistir.

fi& ‘" : Nl ‘ ‘ | @“‘G.’}Bc‘i’f/;/ozo‘z;
Sekil 3.13. PGPR ve patojen izolatin uygulanmasi ve degerlendirilmesi A. secilen PGPR
izolatlarindan inokulum hazirlanmasi, B. inokulumun bitkilere uygulanmasi,

C. patojen izolatin uygulanmsi D. hastalik siddetinin belirlenmesi, E. bitki
gelisim parametrelerinin dl¢timdi.

3.2.8. Uygulama gruplarimmin belirlenmesi

Yiiksek lisans tez kapsaminda yiiriitiilen bu ¢alismanin temelini olusturan ve
boliim 3.2.4’de bahsedilen yontemlerle en virtilent A. solani izolatina karsi, boliim
3.2.6’da ve boliim 3.2.7°de bahsedilen yontemlerle en etkili olarak belirlenen biyolojik
kontrol ajanlart ile AMF tiirii olan G. mosseae kullanilmistir. Bu kapsamda A. solani
izolatina  karsi, belirlenen biyolojik miicadele ajanlari kullanilarak — degisik
kombinasyonlarda uygulama gruplart olusturulmustur. Bu uygulama gruplar1 Cizelge

3.13.’de gosterildigi gibi tekli, 2°1i, 3’1 ve 4’1i kombinasyonlar olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.13. Calismada kullanilan uygulama gruplari

Tekli Kombinasyonlu 2’li Kombinasyonlu 3’1i Kombinasyonlu 4’1t Kombinasyonlu
Uygulama Gruplart Uygulama Gruplart Uygulama Gruplar1 Uygulama Grubu
K(+)* AS + A AS+Tr+A AS+Tr+P+A

A AS+P AS+P+A

Tr AS +Tr AS+Tr+P

p

KO

AS: A.solani A: AMF Tr: Trichoderma P: PGPR K(-): Negatif Kontrol K(+): Pozitif Kontrol
*: Pozitif kontrolde sadece A. solani izolat1 kullanilmustir.
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3.2.9. Biyolojik kontrol ajanlarmmin A. solani’nin hastalik siddeti iizerine etkisinin

belirlenmesi

Iklim odalarinda yapilan ¢alismalarda, 16-014 F1 hibrit domates ¢esidi tohumlari
17x14 cm boyutlarinda saksilarda, AMF tiirii olan G. mosseae (+) ve G. mosseae (-)
olacak sekilde ekimi yapilmistir (Sekil 3.14). Daha sonra gelisen fidelerin ilk gergek
yapraklar1 ¢iktiktan sonra bolim 3.2.6’da anlatildig1 gibi belirlenen en etkili ve bir
haftalik gen¢ Trichoderma spp. izolatindan 1x10° spor/ml inokulum siispansiyonu
hazirlanarak, her bitkiye 30 ml olacak sekilde topraktan i¢cirme yontemi ile uygulanmistir
(Sekil 3.14). Trichoderma spp. uygulamasindan 5 giin sonra, b6liim 3.2.7.”de anlatildig:
gibi en etkili olan ve King’s B besi yerinde 24 saat gelisen geng PGPR antagonistinden
1x108 cfu/ml inokulum siispansiyonu hazirlanarak yine her bitkiye 30 ml olacak sekilde
topraktan i¢irme yoOntemi ile 5 giin arayla 2 defa uygulanmistir. 5 tekerriirlii olarak
yiirlitiillen deneme de fidelerin ilk gercek yapraklarini ¢ikardiktan 3 hafta sonra ise, boliim
3.2.4.’de anlatildig1 gibi en viriilent olarak belirlenen ve bir haftalik geng A. solani
izolatindan 1x10° konidi/ml inokulum siispansiyonu hazirlanip bitkilere el spreyi ile
puskiirtiilerek inokule edilmistir (Sekil 3.14). Yapilan bu c¢aligmada ayrica pozitif
kontrole sadece patojen uygulamasi yapilmis olup, negatif kontrolde ise sadece saf su
uygulamasi yapilmistir. A. solani izolatinin inokulasyon isleminden sonra 3., 4. ve 5.
haftalarda bitki yapraklarinda olusan simptomlar gézlemlenerek 0 — 4 skalasi ile degerleri
olusturulmustur ve eslenik 3.1°de verilen Townsend-Heuberger formiilii yardimi ile
hastalik siddeti (%) degerlerine doniistiiriilmiistiir (Townsend ve Heuberger, 1943) (Sekil
3.15). Ayrica ayni haftalarda yaprak klorofil yogunlugu, klorofil dlgme aleti (SPAD)
yardimiyla 6l¢iilerek kaydedilmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.14. Biyolojik kontol ajanlarmmin ve patojen izolatin uygulanmasi A. AMF
uygulamasi, B. fungal biyolojik kontrol ajan1 uygulamasi, C.patojen izolat
uygulamasi.

| ‘ S
Sekil 3.15. Hastalik siddeti ve toplam klorofil yogunlugu Ol¢iimii A. skala
degerledirilmesi, B. goriilen belirtiler, C. SPAD ile toplam klorofil
yogunlugunun ol¢timii.

Yapilan bu ¢aligmada 8 haftalik gelisim peryodu sonrasi bitkiler hasat edilerek,
morfolojik parametrelerinin 6lglimii, toplam fenolik madde miktarinin ve antioksidan
aktivitelerinin saptanmasi, bitki yaprak sayist ve alanlarinin belirlenmesi ile fosfor
degerleri gibi kriterler degerlendirilmistir. Ayrica AMF uygulanan bitkilerin kok ve

topraklarindan spor sayimi yapilarak kolonizasyon ve spor yogunluklar1 saptanmaistir.
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3.2.10. Morfolojik parametre dl¢iimleri
3.2.10.1 Bitkinin kok ve govde uzunlugunun 6l¢ciimii (cm)
Test bitkisi olan domatesin 8 haftalik gelisim peryodu sonucunda, bitkilerin

toprakla kesistigi kisimdan bitkinin biliylime noktasina kadar olan kisim serit metre ile

olgerek bitki uzunlugu belirlenmistir. K6k uzunlugu ise toprakla kesisen kisimdan kokiin

dik olarak ilerledigi en uzun kok bolgesinin yine serit metre ile dlgerek tespit edilmistir

(Sekil 3. 16).

Sekil 3.16. Bitkinin govde ve kok uzunlugu 6lgtimii.

3.2.10.2. Bitkilerde yas ve kuru agirhiklarinin belirlenmesi (g)

Calisma kapsaminda yetistirilen bitkiler 8 haftalik gelisim peryodunu
tamamladiktan sonra kok bogazindan kesilip hassas terazide tartilarak yas agirliklar elde
edilmistir (Sekil 3. 17). Kok kismi ise torf ve perlitten olusan karisim materyalinden
temizlemek icin kokler zarar gormeyecek sekilde ¢esme suyunda yikanmigtir. Bu
islemden sonra koklerin nemini almasi i¢in kurutma kagidinda bir siire bekletip hassas

terazide tartarak agirliklari belirlenmistir.
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Kok ve yesil aksamin yas agirliklart aldiktan sonra aliminyum folyo kaplara

konularak 70 °C’de 48 saat siiresince etiivde kurutulup, tartilarak kuru agirliklari (g) elde
edilmistir (Kacar, 1984) (Sekil 3. 17).

—

- _ & i |

Sekil 3.17. Bitkinin yas ve kuru agirliklarinin dlgtimii A: bitkinin siirgiin ve kok yas
agirhigr olgtimii, B. etiivde kurutma islemi, C. bitkinin siirgiin ve kok kuru
agirhig olgiimii.

3.2.10.3. Bitkinin yaprak sayisinin (bilesik yaprak sayisi/bitki), yaprak alaninin

(cm?) ve siirgiin ¢apmin (mm) belirlenmesi

Deneme kapsaminda 8 haftalik gelisme peryodunu tamamlayan domates
bitkilerinin her bir bilesik yapraklar1 sayilarak bilesik yaprak sayisi/bitki olarak sonuglar
elde edilmistir (Kusvuran, 2010; Kabay, 2014) (Sekil 3.18).

Yaprak alan hesab1 ise domates bitkisinin tiim yapraklari taginabilir yaprak alan
olger aleti (LI-3000CAP model) ile her bir bitkinin toplam yaprak alanini hesaplayarak
sonuclar cm? olarak belirlenmistir (Sekil 3.18).

Stirgiin ¢ap1 dijital kumpas yardimiyla bitki govdesinin toprakla kesistigi

kisimdan oOl¢iilerek mm olarak belirlenmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Bitkinin yaprak sayisi, alani ve siirgiin ¢apmin dlgiimii A. bilesik yaprak
sayimi, B. taginabilir yaprak alan dlger aleti ile toplam yaprak alanin 6l¢iimii,
C. dijital kumpas ile siirglin ¢apinin dlgimii.

3.2.11. Toplam fenolik madde miktarimin (%) ve antioksidan aktivitesinin (%)

belirlenmesi

Gelisim peryodunu tamamlayan domates bitkisinin her birinden iistten 4. bilesik
yapraklarindan 1 g 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler falkon tiiplere konularak tizerlerine 4 ml
metanol eklenip 2 dakika boyunca homojenizatér (Ika Ultra-Turrax T20 Basic, Almanya)
ile orta hizda homojenize edilmistir (Sekil 3.19). Homojenize olan ornekler +4°C’de
buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra bu 6rneklerin kati ve sivi kisminin ayrilmasi
amaciyla 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir (Sekil 3.19). Santrifiij islemi bittikten
sonra sivi kisimdan yaklasik 2 ml olacak sekilde epondorf tiiplere otomatik pipet
yardimiyla aktarilarak Sekil 3.19’da gortildigii gibi ekstraktlar hazirlanmig ve -80 °C

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.19. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi A. bitki yapraklarinin muhafazasi, B.
orneklerin homojenizatorde pargalanmasi C. pargalanan 6rneklerin santrifiij
edilmesi, D. ekstrakt kismmin alinmasi, E. ekstraktlarin tiiplere aktarilip
muhafazasi.

Toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocaltacukalorimetrik yontem ile
saptanmigtir (Swain ve Hillis, 1959). Bu yontemde oncelikle toplamda 100 Ornegi
karsilayacak sekilde 1 ml Folincioucelta ve iizerine 9 ml saf su ekleyerek ¢ozelti
hazirlanip falkon tiipe konmugstur. Bu tlip aliiminyum folyo ile sarilarak muhafaza
edilmistir. Bu islemlerden sonra 6nceden hazirlanmig olan ekstrakt 6rneklerinden 150 pl
alinip cam tiiplere aktarilmistir (Kor olarak hazirlanan soliisyonda ise 150 pl ekstrakt
yerine saf su kullanilmistir) (Sekil 3.20). Bunun {izerine 2400 ul saf su ve 150 ul falkon
tipte hazirlanan Folincioucelta ¢ozeltisi eklenerek vortexte 30-40 saniye kadar
karistirtlmistir. Bu islemlerden sonra 10 gr karbonata 50 ml saf su ekleyerek bir giin
boyunca +4 °C’de dibe ¢6kmesi i¢in bekletilmis % 20’lik Sodyum karbonattan (Na2.CO),
300 ul ekleyerek karanlik ortamda 30 dakika kadar durmustur. Bu sekilde hazirlanan
cozeltilerin spektrofotometre (VarianBio 100, Avustralya) 725.0 nm ve 700.0 nm dalga
boylarinda absorbanslar1 okunarak, toplam fenolik madde miktar1 sonuglari elde edilmis

ve % olarak hesaplanmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi A. bitki ekstraktlarinin cam
tiplere aktarimi, B. ¢ozeltilerin eklenmesi C. spektrofotometrede okuma
islemi, D. spektrofotometre cihazinda sonuglarin eldesi.

Toplam antioksidan miktarmnin belirlenmesinde  FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) yontemi kullanilmistir (Benzie ve Strain, 1996). FRAP yontemi
diisiik pH’larda ferrik tripiridiltriazin (Fe3+-TPTZ) antioksidanlarm etkisiyle ferroz
tripiridiltriazine (Fe?+-TPTZ) indirgenmesi olayidir. Bu yontemde ilk ¢ozelti olarak
Asetate bufferdan 1.55 g tartilarak 0.25 | saf su eklenmistir. Uzerine 8 ml glacial asetik
asit eklenerek 0.5 I’ye tamamlanmustir. ikinci ¢6zelti olarak seyreltik 40 nM HCI asitten
0.332 ml 6lgiilerek 100 m1’ye tamamlanmis ve daha sonra TPTZ (2,4,6 Tri (2-prdidyl)-s-
triazin)’den 0.155 g tartilip tizerine 50 ml eklenmistir. Son ¢6zelti olarak Ferric Klortir (2
nM)’den 0.270 g tartilip 50 ml saf su eklenerek hazirlanmistir. En son islemde ise
hazirlanan bu ¢ozeltilerden 250 ml ilk ¢ozelti ile 25’er ml ikinci ve tiglincii ¢ozeltiler bir
beherde karistirtlip, 37 °C’de su banyosunda 30 dakika bekletilerek FRAP working
sollisyonu hazirlanmistir.

Antioksidan aktivitesini saptama isleminde 150 pl ekstrakt 6rneklerinden alinarak
cam tiiplere aktarilip {izerine 2850 ul FRAP working soliisyonu eklenmistir. Bu karisim
25 °C’de 30 dakika karanlikta bekletilmistir. Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltilerin
spektrofotometre (VarianBio 100, Avustralya) 593.0 nm dalga boylarinda absorbanslari
okunarak, toplam antioksidan aktivitesi saptanmis ve % olarak hesaplanmistir (Sekil
3.21).
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Sekil 3.21. Toplam antioksidan aktivitesinin belirlemesi A. bitki ekstraktlari, B. cam
tiiplere ¢ozeltilerin eklenmesiyle olusan goriiniim, C. spektrofotometrede
okuma iglemi.

3.2.12. Fosfor analizi

Hasat edilen bitkiler yas agirliklar1 alindiktan sonra 70 °C’de 48 saat etiivde
bekleterek kurutulmustur. Kuruyan bu yesil aksamlar tartildiktan sonra Ogiitme
makinasinda égiitiilmiistiir (Sekil 3.22). Ogiitiilen bu 6rneklerden fosfor analizi i¢in 0.5 g
alinarak krozelere konulmustur. Daha sonra 6rneklerin bulundugu krozelere 1ml etil alkol
ekleyerek 6n yakma islemine tabii tutulmustur (Sekil 3.22). Bu islemden sonra krozeler
kil firinina yerlestirilmistir (Sekil 3.22). Kiil firinda yakma islemi tamamlandiktan sonra
ornekler ¢ikartilarak tizerlerine 4 ml hidroklorik asit soliisyonu eklenmistir. Ekleme
islemi tamamlandiktan sonra Ornekler sicak hat platelerine birakilarak 80 — 90 °C’de
yaklagik 15 —20 dakika bekletilmistir (Sekil 3.22). Buradan alinan 6rnekler balon jojelere
stiziiliip saf su ile 50 ml olacak sekilde tamamlanarak ekstrakt kaplarina aktarilmis ve

tizerlerine 5 damla Toluene eklenmistir (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Fosfor analizi islemi A. kurutulmus orneklerin pargalanmasi, B. 6n yakma
islemi, C. kil firminda yakma, D. sicak hatta bekletme, E. balon jojelerde
stizme islemi, F. siiziiklerin ekstrakt kaplarina toplanmasi.

Fosfor okuma isleminde, Toluene eklenmis 6rneklerde 1 ml cam tiiplere alinmig
ve lizerine 4 ml saf su dispanser yardimiyla aktarilmigtir. Bu islemlerden sonra yine bu
tiiplerin tizerine 1 ml barton ¢ozeltisi eklenip, tekrardan 4 ml saf su koyarak 10 ml’ye
tamamlanmistir (Sekil 3.23). Yaklasik 15 dakika bekleterek sar1 renk olusumu
gozlemlenmis ve ardindan hazirlanan bu preparat 430 nm dalga boyunda P okumasi
yapilarak sonuglar ppm olarak elde edilmistir (Sekil 3.23). P okumasi yapildiktan sonra

elde edilen degerler asagidaki formiille* % olarak hesaplanmistir.

(AOD - Kor) x Kf x Sf
10000

*% Pppm= (3.3

Kor: 0.008 ppm
AOD: Ornek icin okunan deger (ppm)
Kf: Kurve faktorii

Sf: Seyreltme faktorii



44

Sekil 3.23. Fosfor okuma islemi A. ekstrakt kaplarinda bulunan 6rneklere ¢ozeltilerin
eklenmesi, B. cam tiiplere aktarilan Orneklerde sar1 renk gorilmesi, C.
spektrofotometrede okuma islemi.

3.2.13. AMF kolonizasyon yogunluklarmnin belirlenmesi

3.2.13.1. AMF kok kolonizasyon yogunlugunun belirlenmesi

Boyu ile yas agirliklar1 alinan domates bitkilerinin kok bolgesinden 1-0.5 g olacak
sekilde pargalar alinip, % 70’lik 90 ml Alkol, 5 ml Formaldehit ve 5 ml Asetik asit (AFA)
karisimi olan fiksasyon sivisina konulup, kokler boyama islemi yapilincaya kadar bu sivi
icinde bekletilmistir (Phillips ve Hayman, 1970).

AMF’nin varligi ve kolonizasyonunu saptamak amaciyla, AFA sivist i¢inde
muhafaza edilen kokler, boyama islemine tabii tutulmustur. Boyama isleminde ilk olarak
kokler % 10’luk KOH’da yarim giin, sonrasinda % 10’luk HCl’de yarim saat
bekletilmistir (Sekil 3.24). Her bir islem arasinda kokler saf su ile yikama yapilmistir.
Daha sonra laktik asit ve saf sudan 40’ar ml, gliserinden 80 ml eklenip tizerine % 0.05’lik
Laktofenol mavisi katilarak hazirlanan boya ¢ozeltisi (Phillips ve Hayman 1970)
eklenerek 2 saat bekletilmis ve ardindan 50 °C’lik sicak su i¢inde 5 dakika kadar
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isitilmistir. Bu iglemlerden sonra boya ¢ozeltisi siiziilmiis ve sonrasinda laktik asit
eklenmistir (Sekil 3.24). Yaklasik 1 saat sonra kokler AMF kolonizasyonunu saptamak

amactyla hazir hale gelmistir.

koklerin HCI’da bekletilmesi, C. koklerin Laktofenol boya ¢ozeltisinde
bekletilmesi, D. boyanmis koklerin laktik asitte bekletilmesi.

Boyama isleminden sonra Grid-Line Intersect yontemi ile koklerde bulunan
AMF’nin kolonizasyon %’si saptanmustir (Giovanetti ve Mosseae, 1980). Grid-Line
Intersect yonteminde, laktik asit icinde bekleyen kilcal koklerden, yaklasik 0.5 g
agirhginda ve 1-1,5 cm uzunlugunda pargalara kesilerek, 1 cm?’lik karelere bliinmiis
petri kabinda homojen olarak dagitilmigtir (Sekil 3.25). Boliinmiis bu kareler aras1 gridleri
dik bir sekilde kesen kok segmentlerinde eger AMF propagiilii (hif, vesikiil, klamidospor)
varsa 1/1 (kok/spor), yoksa 1/0 seklinde sayim yapilarak, toplam kok sayis1 ve AMF ile
kolonize olmus kok sayis1 bulunmustur. Sayim islemlerinden sonra AMF kolonizasyonu

yiizde (%) olarak agagidaki formiille* hesaplanmistir.

i AMF ile kolonize olmus kok sayisi
*%AMF kolonizasyon = Toplam Kok sayrs: X100 (3.4)
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Sekil 3.25. AMF kok kolonizasyonunun belirlenmesi A. kilcal koklerin petriye tesadiifi
dagitilmasi, B. koklerin mikroskop altinda incelenmesi.

3.2.13.2. Bitkinin rizosfer bolgesinde AMF spor yogunlugunun belirlenmesi

AMF’li bitkilerin rizosfer bolgesindeki topraklarda AMF spor yogunluklar
Gerdemann ve Nicholson (1963) tarafindan gelistirilen 1slak eleme yontemi ile
belirlenmistir. Bu yontem kapsaminda AMF’li topraklar 2 mm’lik elekte elenmis ve 10 g
tartilarak 100 ml steril saf su bulunduran beher glass icine aktarilmistir (Sekil 3.26).
Karisim 10-15 dakika kadar manyetik karistirict da karistirilmis ve daha sonra yine 10-
15 dakika kadar bitki parcalart ve kaba toprak pargalari dibe ¢okmesi amaciyla
bekletilmistir. Uste kalan kisim ilk olarak 80 pm’lik elekten, ardindan 45 pm’lik elekten
gecirilip spor tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.26). Bu islemlerin ardindan spor tiiplerinde
ki karigim bir giin bekletilip liste kalan kismin bir miktarini petri kabina bosaltilmistir.
Daha sonra steoroskobik mikroskop altinda sporlar saptanarak g topraktaki spor

yogunlugu belirlenmistir (Sekil 3.26).
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elenmesi, B. elenen topragin tartimi ve manyetik karistirici ile karistirilmas,
C. karigimin 45 um ve 80 pm’lik eleklerden siiziilmesi, D. siiziilen 6rnekleri
spor tiiplerinde bekletilmesi, E. 6rneklerin mikroskop altinda incelenmesi.

3.2.14. Mikorhizal bagimhihigin belirlenmesi (%0)

Deneme siiresince AMF’li ve AMF’siz bitkilerin 8 haftalik gelisim peryodundan
sonra hasat edilerek kuru agirliklar tespit edilmistir. Daha sonra bitkilerdeki AMF’nin
etkinligini belirlemek amaciyla mikorhizal bagimliliga bakilmistir. Mikorizal bagimlilik
% olarak mikorizal bagimlilik formiili* ile tespit edilmistir (Declerc ve ark., 1995).

AMEF (+) bitkinin toplam kuru
agirligi - AMF (-) bitkinin
_ ) 5 toplam kuru agirligi
*Mikorhizal bagimlilik (%) = ~“AMF (+) bitkinin toplam kuru
agirlig

x100 (3.5)

3.3. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizleri SPSS (SPSS
statistic program, Ver.21.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) bilgisayar programi ile
yapilmistir. Ayrica DUNCAN ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak da ortalamalar

karsilastirilmistir.






4. BULGULAR VE TARTISMA

Yiiksek lisans tezi kapsaminda Van ilinde, A. solani izolatina kars: biyolojik
miicadele olanaklarinin belirlenmesine yonelik ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada elde
edilen; hastaligin tarla kosullarinda tanimi, izole edilen A. solani izolatlarinin
patojeniteleri, biyolojik kontrol ajanlarinin segilmesi ve bu ajanlarin, A. solani’ye karsi
etkileri ile bitkinin morfolojik gelisimine, toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan
aktivitesine ve toplam fosfor miktarina olan etkileri belirlenmistir. Bunlarla beraber AMF
kok kolonizasyonu ve topraktaki spor yogunlugu ile mikorizal bagimliliga olan etkileri

de tespit edilmis ve tiim bu sonuclar asagida degerlendirilmistir.

4.1. Hastahigin Tarla Kosullarinda Tanimi

A. solani etmeni, domates bitkisinde erken yaniklik hastaligina neden oldugu
bilinmektedir (Jones ve ark., 1991; Yigit, 1993; Shinde ve ark., 2018). Calismamizda da
gozlemlerimiz bu dogrultuda olup, A. solani etmeninin domateslerde erken yaniklik
hastaligina neden oldugu goriilmiistiir. Patojen, bitki yapraklarinda kahverengi koseli
nekrotik lekeler bi¢iminde ya da i¢ ice gegmis, konsantrik halkalar seklinde belirti
gostermistir (Sekil 4.1). Locke, 1949’nin de bildirdigi gibi, bu etmenin belirtileri ilk
olarak alt yapraklarda meydana geldigi goriilmistiir. Miicadele yapilmadigr ya da
miicadelenin yetersiz kaldigir yerlerde iist yapraklara dogru ilerledigi ve sonraki
asamalarda ise yesil aksamin tamaminda bu belirtiler goriildiigi tespit edilmistir (Sekil
4.1).

Sekil 4.1. Hastaligin tarla kosullarinda goriiniimii.
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4.2. A. solani’nin Elde Edildigi Yerler

Van iline bagl Gevas, Edremit ve Ercis il¢elerinde domates alanlarina 2018 yili
Temmuz ve Agustos aylarinda ziyaret edilerek toplanan drneklerden izole edilen A. solani
izolatlarinin ilgelere gore dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir. Erken yaniklik hastaligina
yakalanmis veya yakalandigi diisiiniilen domates bitki 6rnekleri boliim 3.2.3 de anlatildigi
gibi izolasyonu yapilmistir. Bu sonuglara gore Gevas ilgesinden 15, Edremit ilgesinden
8 ve Ercis ilgesinden 10 A. solani izolat1 olmak tizere toplamda 33 A. solani izolat1 izole
edilmistir. Toplam 33 A. solani izolatindan bolgeleri temsil edecek sekilde Gevas
ilgesinden 4, Edremit ve Ercis ilgelerinden ise 3’er A. solani izolati patojenite testi igin

secilmistir (Cizelge 4.1). Segilen izolatlarin, izole edildigi yerlerin uydu goriintiileri ise

Sekil 4.2°de verilmistir.

¢ om‘ S Sy !;'
Sekil 4.2. Segilen A. solani izolatlariin tespit edildigi lokasyonlarin uydu goriintiileri.
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Cizelge 4.1. A. solani izolatlarmin izole edildigi bolgeler, izolat isimleri ve bolgeleri
temsil etmek tizere secilen izolatlar

izole edilen bdlgeler Izolat isimleri Segilen izolatlar

Edremit / Enginsu A. solani EE 1 A. solani EE 1
Edremit / Enginsu A. solani EE 2 A. solani VTE 1
Edremit / Enginsu A. solani EE 3 A. solani EAa 3
Edremit / Andag A.solani VTE 1 A. solani EAb 1
Edremit / Andag A. solani VTE 2 A. solani GALc 3
Edremit / Andag A. solani EAa 1 A. solani GATd 1
Edremit / Andag A. solani EAa 2 A. solani GATe 2
Edremit / Andag A. solani EAa 3 A. solani ErK 2
Gevas / Aladiiz A. solani EAb 1 A. solani ErG 3
Gevas / Aladiiz A. solani EAb 2 A. solani ErKP 1
Gevas / Aladiiz A. solani EAb 3

Gevas / Aladiiz A. solani GALc 1

Gevas / Aladiiz A. solani GALc 2

Gevas / Aladiiz A. solani GALc 3

Gevas / Aladiiz A. solani GALc 4

Gevas / Atalan A. solani GATd 1

Gevas / Atalan A. solani GATd 2

Gevas / Atalan A. solani GATd 3

Gevas / Atalan A. solani GATd 4

Gevas / Atalan A. solani GATd 5

Gevas / Atalan A. solani GATe 1

Gevas / Atalan A. solani GATe 2

Gevas / Atalan A. solani GATe 3

Ercis / Kuzluca A. solani ErK 1

Ercis / Kuzluca A. solani ErK 2

Ercis / Kuzluca A. solani ErK 3

Ercis / Kuzluca A. solani ErK 4

Ercis / Goze A. solani ErG 1

Ercis / Goze A. solani ErG 2

Ercis / Goze A. solani ErG 3

Ercis / Kocapimar A. solani ErKP 1

Ercis / Kocapimar A. solani ErKP 2

Ercis / Kocapiar A. solani ErKP 3

4.3. Viriilent Patojenin Secimi

Segilen A. solani izolatlarinin patojenite testinde 3., 4. ve 5. haftalar ile bu ii¢

haftanin ortalamasi alinarak belirlenen hastalik siddeti oranlar1 Cizelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. A. solani izolatlarinin haftalara gére hastalik siddeti ve ortalamalar1

Hastalik Siddeti (%)
Segilen izolatlar 3. hafta 4 hafta 5. hafta Ortalama (%)*
x+S.8S. ¥+S.S. X+S.S.
A. solani EE 1 15.92+3.60120™ 25.09+5.950P 41.47+5.000% 27.499
A. solani VTE 1 20.58+3.223% 22.99+0.393° 35.15+3.672° 26.244
A. solani EAa 3 24.91+10.1212 20.88+3.878P 37.97+0.654° 27.922
A. solani EAb 1 21.86+9.1322 33.2949.0012 51.66+7.1662 35.605
A.solani GALc 3  20.37+6.841% 23.01£3.543° 36.82+8.972° 26.737
A.solani GATd 1 13.46+3.202° 33.26+5.9322 46.46+6.001% 31.065
A.solani GATe2  10.93+1.935P 18.30+2.2720 40.8247.544% 23.353
A. solani ErK 2 18.46+2.9742 23.23+1.224P 38.77+5,289° 26.825
A. solani ErG 3 16.50+7.1732 20.99+4.156° 31.71+4.801° 23.071
A. solani ErKP 1 18.414+2.9532 23.23+1.285° 45.9543.512% 29.199

*:3., 4. ve 5. haftalarin hastalik siddetleri oranlariin ortalamasi alinarak olusturulmustur
**: Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi, segilen 10 adet A. solani izolatinin patojenite
testinde, hastalik siddetleri ile segilen izolatlar arasindaki fark 3. haftada istatistiksel
olarak 6nemsizken (P>0.05), diger haftalarda 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.05). Genel
olarak bakildiginda, 3. haftada hastalik siddeti oran1 % 24.91 ile EAa 3 izolat1 en yiiksek
degere sahip oldugu goriilmektedir. Daha sonra ki 4. ve 5. haftalarda ise hastalik siddeti
oran1 sirastyla % 33.29 ve % 51.66 ile EAb 1 izolat1 en yiiksek degere ulasmistir (Sekil
4.3). Bunu takiben 4. haftada GATd 1 izolat1 (% 33.26), 5. haftada ise yine GATd 1 izolati
(% 46.46) ile ErKP 1 (% 45.95), EE1 (% 41.47) ve GATe 2 (% 40.82) izolatlar1 takip
etmektedir. Benzer bir ¢alisma Levent (2001) tarafindan patates bitkisinde A. solani
izolatlarinin hastalik siddetine bakilmistir. Bu ¢alismada A. solani izolatlarinin hastalik
siddeti oraninin % 20.1-62.0 araliginda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Yapilan
diger bir ¢alismada ise Ozan ve Maden (2005) tarafindan A. alternata izolatlar1 tizerinde
yapilmistir. Ankara ili ve ¢evresinde domates alanlarinda saptanan izolatlarin patojenite
testi sonucunda A. alternata izolatlarnin % 57.14-69.67 araliginda hastalik siddeti
gosterdigi saptanmistir. Elazig ilinde domates alanlarinda Mutlu ve Ustiiner (2017)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yine A. alternata izolatlar1 saptanip bu izolatlarin
ilgelere gore hastalik siddetleri oranlart % 40.7 ile % 60.7 arasinda degistigi belirtilmistir.
Belirlenen bu ¢alismalarin bulgulariya yaptigimiz calismanin bulgulart Ortiistigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.3. A. solani EADb 1 izolatinin b1tk1dek1 belirtileri.

Uc haftanin ortalamasi almarak olusan hastalik siddetinde % 35.60 oraniyla en
yiiksek degere ulasan EAb 1 izolati, en viriilent izolat olarak secilip, sonraki yapilan

caligmalarda patojen izolat olarak kullanilmustir (Sekil 4.4).
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VTE 1 EAa3 EAb1l GALc3 GATd1l GATe2 ErK 2 ErG 3 ErkP 1
A. solani Izolatlar1

Hastalik siddeti ortalamasi (%)

o

Sekil 4.4. Segilen A. solani izolatlarinin ti¢ haftanin olusturdugu hastalik siddeti
ortalamalarinin kiimelenmis siitun grafiginde goriintimii.
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4.4. Biyolojik Kontrol Ajanlarimnin Secimi

4.4.1. Trichoderma spp.’nin in vitro’da se¢imi ve tammlanmasi

Van iline bagli Gevas, Edremit ve Ercis il¢elerinde domates alanlarinda survey
kapsaminda boliim 3.2.3’de anlatildigi gibi A. solani izolasyonu sirasinda bitkiden
Trichoderma izolatlar1 da izole edilmistir. Bu izolatlar; Gevas il¢esinden 1, Edremit ve
Ercis ilgelerinden ise 2’ser olmak {izere toplamda 5 Trichoderma izolat1 elde edilmistir.
Bu izolatlara daha 6nceden etkinligi saptanmig 3 Trichoderma tiirii de eklenerek,
toplamda 8 Trichoderma, en etkili fungal biyolojik kontrol ajanini belirleme ¢aligmalarda
kullanilmuastir.

En viriilent olarak segilen A. solani EADb 1 izolatina kars: en etkili Trichoderma
izolat veya tiiriinii saptamak i¢in boliim 3.2.6°da anlatildigr gibi ikili kiiltiir tekniginden
yararlanilmistir. Bu teknik kapsaminda antagonizm derecesini belirlemek igin 1-5 skalasi
ve A. solani izolatinin gelisiminin engellemesini belirlemek igin inhibisyon orani Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Trichoderma spp.’nin A. solani EAb 1 izolatina kars1 inhibisyon oranlari ve
antagonizm dereceleri

Fungal Biyolojik Kontrol Inhibisyon Orani (%) Antagonizm Derecesi (1-5 skala)
Ajanlart x+S.S. x+8.S.

BKe 1 21.01+4.5329%" 2.25+0.500°¢

BKe 2 24.83+4.191% 2.00+0.001%¢

GATd 2 30.98+6.345° 1.60+0.544%

NTC 1 34.55+7.013% 1.80+0.4452°

NTC 2 53.98+6.9822 1.40+0.545?

T. harzianum 37.39+5.995° 2.00+0.001%¢

T. virens 13.25+5.492¢ 3.00+0.001¢

T. asperellum 40.43+8.850° 2.00+0.001°°

*: Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.3°de belirlenen sonuglar 15181nda Trichoderma spp.’nin inhibisyon orani
ve antagonizm dereceleri arasinda farkin istatistiksel olarak énemli oldugu bulunmustur
(P<0.05). Sonuglar genel olarak irdelendiginde ise, EAb 1 izolatina kars1 kullanilan 8
Trichoderma fungal biyolojik kontrol ajanlarindan % 53.98 inhibisyon orani ve 1.40
antagonizm orant ile en etkili NTC 2 izolat1 belirlenmistir. En diisiik etkiyi ise inhibisyon

orant bakimindan T. virens ve BKe 1 izolati sirasiyla % 13.25 ve % 21.01 oranlariyla
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gosterirken, antagonizm derecesi bakimindan ise 3.00 ile T. virens gostermistir (Sekil
4.5).

. ©G. BOYNO 2019

Sekil 4.5. A. solani EAD 1 izolatina kars1 T. virens ve NTC; izolatlarinin etkisi.
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Sekil 4.6. Trichoderma spp.’nin A. solani EAb 1 izolatina karsi inhibisyon oranlar1 ve
antagonizm derecelerinin kiimelenmis siitun grafiginde goriiniimii.

Bu ¢aligsma sonucunda Sekil 4.6’da da goriildiigii gibi NTC 2 izolat1 digerlerine
gore en iyi etki gostermis ve sonraki ¢alismalar igin fungal biyolojik kontrol ajan1 olarak
secilmistir.

Calismamiz kapsaminda A. solani EADb 1 izolatina kars1 in vitro’da en etkili NTC2
izolat1 tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Benzer ¢alismalardan birisi de Tapwal ve ark.

(2011) tarafindan A. solani patojeni ile birlikte 4 bitki patojenine kars1 in vitro’da T. viride
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tird kullanmistir. Yapilan bu calisma sonucunda % 34.76 inhibisyon oranmi ve 2.23
antagonizm derecesi ile T. viride etki gostermistir. Baska bir ¢aligma da ise Trichoderma
tirlerinin A. brassicicola patojeninide i¢ine alan toplam 7 patojene karsi in vitro’da
etkisine bakilmistir. Segilen Trichoderma tiirlerinin % 34.62-58.44 inhibisyon orani
araliginda etki gosterdigi saptanmistir (Amin ve ark., 2010). Yine Trichoderma
izolatlarin1 A. alternata iizerinde etkisine bakilmistir. In vitro kosullarda 6 giin sonra
yapilan Olgiimlerde Trichoderma izolatlarinin % 71.25-74.77 araliginda inhibisyon
oranina sahip oldugu belirlenmistir (Rajput ve ark., 2013). Abo-Elyousr ve ark. (2014)
tarafindan yapilan baska bir calisgmada ise T. harzianum ve T. longibrachiatum
izolatlarmin A. porri patojenine karsi in vitro kosullarinda etkisine bakilmistir. Yapilan
bu ¢alismada T. harzianum izolatlarinin % 73.12 inhibisyon orani ile en etkili olarak
bulunurken, T. longibrachiatum izolatlarinin ise % 70.30 inhibisyon orani ile de en diisiik
etki gosterdigi bulunmustur. Tozlu ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise T.
harzianum (ET4 ve ET14) izolatlarmin A. alternata izolatlari ile birlikte diger patojen
izolatlara karsi etkisine bakilmistir. ET4 izolatinin inhibisyon orant % 28.87-54.17
araliginda etki gosterirken, ET14 izolat1 ise % 64.40-66.63 aralifinda etki gosterdigi
belirlenmistir. Benzer bir ¢alismay1 da Kayim ve ark. (2018) tarafindan yapilmis olup T.
harzianum izolatlarinin A. alternata izolatlar1 lizerinde 8. giin dlgiimlerinde % 63.23-
77.11 araliginda inhibisyon oranina sahip oldugu tespit edilmistir. In vitro kosullarinda
yiiriitiilen benzer calismalarin 5. giin Ol¢limlerinin ¢alismamizla paralel sonuglar
gostermektedir. Bazi ¢aligmalarda ise inhibisyon oranlarinin % 70’leri gectigi
goriilmektedir. Bunun en 6nemli nedeni ise 6. giin ve sonrasinda yapilan dl¢timlerin
oldugu distliniilmektedir.

En viriilent A. solani EAb 1 izolatina kars1 se¢ilen fungal biyolojik kontrol ajani
NTC: izolatlarinin tanimlanmasinda, Prof. Dr. Semra DEMIR ve Dr. Ogr. U. Emre
DEMIRER DURAK tarafindan hem koloni gelisimi hem de 151tk mikroskobu altinda
makroskobik ve mikroskobik yapilari incelenip, tiir teshisi anahtarina gore T. viride NTC;

izolat1 olarak belirlenmistir.
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4.4.2. PGPR izolatinin se¢imi

[k asama

Antagonist olarak daha 6nceden ¢esitli konukgular {izerinde etkinligi belirlenmis
8 PGPR izolatlarindan en etkilisini belirlemek amaciyla in vivo’da, domates bitkisinin
baz1 gelisim parametrelerine olan etkilerine bakilmis ve sonuglar Cizelge 4.4°de
verilmistir. Es zamanl olarak bu PGPR izolatlarinin in vitro’da ise en viriilent A. solani
EAb 1 izolatina olan antagonistik etkilerine bakilmis ve sonuglar Sekilde 4.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. PGPR izolatlarinin bitki morfolojik gelisim parametrelerine olan etkisi

PGPR Siirglin Yas Stirglin Kuru Kok Yas Kok Kuru Siirglin Boy Kok Boy
izolatlart1  Agirlik Agirlik Agirlik Agirlik (cm) (cm)

@ @ () (9

X £S.8S. X £S.S. X £S.S. X £S.8S. X £S.8S. X £S.S.
K(-) 1.97+0.291¢" 0.22+0.030° 0.33+0.091° 0.05+0.010° 18.37+1.842¢ 10.25+1.901°
T.K, 2.82+0.966*° 0.28+0.102*  0.35+0.096* 0.05+0.010° 22.67+3.556° 12.50+1.223°
TaY1 2.78+0.966"  0.28+0.101°  0.37+0.150®  0.05+0.020° 22.17+4.534"  10.67+1.634°
G116S2 2.77+0.699%° 0.31:+0.085  0.49+0.178% 0.06+0.020% 22.00+1.262*  10.83+1.478°
T13Ky 3.14+0.301% 0.34+0.074®  0.36+0.162% 0.06+0.020% 25.67+2.651° 11.8342.045°

Vi:G; 2.58+0.712% 0.31£0.074*  0,33+0.064° 0.05+0.010° 21.60+3.137  11.60+2.301°
VaoYs 2.86+1.214%  0.30+0.145°  0.25+0.075" 0.04+0.010° 23.33+5.125°  11.33+1.034°
VK 2.57+0.925" 0.30£0.101%  0.29+0.111° 0.04+0.010° 23.2043.035°  11.50+2.423°
VK, 3.65+0.567° 0.43+0.070*  0.41+0.052*  0.08+0.010° 30.16+1.168°  17.17+1.478*

K(-): Negatif kontrol
*: Aynt situndaki farklt harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark snemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.4°de gosterilen sonuglar 1s18inda, tiim PGPR izolatlarinin morfolojik
gelisim parametreleri tizerinde fark, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Bu
sonuglara gore, domates bitkisinin morfolojik gelisim parametrelerinden siirgiin yas
agirligi 6lgtimlerinde VaoK2 (3.65 g), T13K1(3.14 g), V30Y3(2.86 ), T2K2(2.82 g), G116S2
(2.77 g) ve TaY1 (2.78 @) izolatlar1 en etkili olarak bulunmustur. Kok yas agirlik
Olgtimlerinde ise VaoK2 (0.41 g), G116S2 (0.49 g) ve T13K1 (0.36 g) izolatlar1 en etkili
izolatlar oldugu belirlenmistir. Kok kuru agirlik 6lgtimlerinde ise VoK (0.43 @), T13K1
(0.34 g) ve G116S2 (0.31 g) izolatlari en etkili izolatlar olarak saptanmustir. Siirgiin kuru
agirlik, stirgiin boy ve kdk boy parametrelerinde ise, V40Kz izolat1 sirastyla 0.43 g, 30.16
cm ve 17.17 cm oranlart ile en etkili izolat olarak saptanmistir.

Yaptigimiz calismada tiim PGPR izolatlarinin genel olarak K(-)’a gore bitkinin
morfolojik gelisimini arttirdigr belirlenmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.7). Bu kapsamda
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PGPR antagonistlerinin farkli bitki gruplarinda bitki gelisimini ve verimini arttirmaya
yonelik yapilan bir¢ok ¢aligmada da, basarili sonuglar alindigi bildirilmistir (Esitken ve
ark., 2002; Orhan ve ark., 2006). Bu ¢alismalarin bazilarinda PGPR izolatinin kontrol
grubuna gore bitki kok ve gévde biyokiitlesini 6nemli oranlarda (Requena ve ark. (1997);
bitki kok ve govde kuru agirliklarini ise arttirdigi belirlenmis(Sastry ve ark. (2000) olup,
yaptigimiz ¢alismanin bulgulariylada ortiigmektedir.
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Sekil 4.7. PGPR izolatlarinin A. solani EAb 1 izolat: iizerinde antagonistik etkilerinin 3-
B siitun grafiginde goriiniimii.

Antagonistik etki bakimindan, V3oY3 (2.88 mm) ve VK> (2.75 mm) izolatlari
patojen izolata karsi en iyi etki gostermistir (Sekil 4.7). Bu ¢alismaya benzer in vitro
kosullarda yiiriitiilen ¢alismalarda da benzer sonuglar alinmistir. Latha ve ark. (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada P. fluorescens (Pfl ve Pyl5) ve B. subtilis (Bs16)
antagonistleri ile Gao ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada B. velezensis ZSY-1
antagonistinin A. solani’ye kars1 yiiksek antagonistik etki gosterdigini bildirmislerdir.
Tiim bu parametreler goz oniine alinarak VK2, V30Y3, T13K1, T2Kz ve G116S2 izolatlari

sec¢ilmis ve ikinci asamada kullanilmistir.
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Sekil 4.8. PGPR izolatlarinin K(-)’ye gore etkisi.

Ikinci asama

Ilk asamada segilen 5 PGPR antagonistleri ikinci asamada en viriilent olarak

secilen A. solani EADb 1 izolatina kars1 in vivo’da denenmis ve sonuglar Cizelge 4.5°de

verilmistir.

Cizelge 4.5. Secilen PGPR izolatlarinin hastalik siddeti oranlari ve bitki morfolojik
gelisim parametrelerine olan etkisi

izolatl Hastalik Kok Siirgiin Kok Siirgiin -~ Kok Siirglin ~ Stirgilin Yaprak
zolatlar Siddeti Yas Yas Kuru Kuru Boy Boy Cap Sayist
(%) Agirlik  Agirlik Agirhk  Agirlik  (cm) (cm) (mm) (bilesik
@) (©) () ©) yaprak
/bitki)
X+ X+ X+ X+ X+ X+ X+ X+ X+
S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S.
K() 0.00+ 1.45+ 13.97+ 0.14+ 1.51+ 1757+ 40.14+ 528+ 7.29+
0.000 0.402¢  2.35° 0.032¢ 0.322¢  3594° 3.231°¢ 0.234®  0.481¢
K#) 38.31+ 2.05+ 19.96+ 0.19+ 2.01+ 20.80+ 51.67+ 5.16+ 7.67+
9.131° 0.812% 5592 0.103%d  0.754% 4144 4.962° 0.664®  0.512%
VoK2 25.94+ 2.40+ 22.60+ 0.26+ 2.64+ 32.00+ 6150+ 5.43+ 8.67+
7.091% 0.401@ 2,922 0.0252 0.321*  3.000* 4.672*@  0.382% 0.515%
VaoYs 28.62+ 1.59+ 20.78+ 0.17+ 2.22+ 2350+ 5850+ 5.14+ 8.33+
4.925° 0.305*  2.342 0.034bd  0.290%  4.320° 6.212*  0.356®°  0.515%
Ti3Ka 17.97+ 1.37+ 19.21+ 0.15+ 1.88+ 24,00+ 5850+ 4.80+ 8.33+
4.3672 0.404°  3.432 0.037¢¢  0.521° 6.041° 5245  0.321° 0.514%
ToKz 32.99+ 1.89+ 20.57+ 0.21+ 2.20+ 2433+ 5733+ 5.30+ 8.17+
7.692% 0.241%c 1282 0.011%¢  0.232® 8574 5,000® 0.425%  0.400%°
G116S2 34.27+ 2.09+ 22.68+ 0.23+ 2.32+ 18.83+ 59.17+ 557+ 8.00+
6.153" 0.331*  3.322 0.025®  0.565® 2973 7.889*  0.482° 0.634"

K(-): Negatif kontrol K(+): Pozitif kontrol
*: Aymi stitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P< 0.05).
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Cizelge 4.5°de verilen sonuglar 1s181nda, tiim PGPR izolatlarinin hastalik siddeti
ve diger gelisim parametreleri tizerindeki fark, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Hastalik siddeti bakimindan K(+), G116S2 ve T.K> antagonistleri sirasiyla %
38.31, % 34.27 ve % 32.99 oranla en yiiksek degere sahiptir. Bununla beraber T13K1 ve

V 40Kz izolatlart sirasiyla % 17.97 ve % 25.94 oranlarla en 1yi etkiyi gdstermistir (Sekil
4.8).

Sekil 4.9. V4K ile T13K1 PGPR izolatlarmin pozitif ve negatif kontrollere gore hastalik
siddeti lizerine etkisi.

Genel olarak bakildiginda PGPR antagonistlerinin K(+)’ya gore hastalik
siddetlerini azalttig1 goriilmektedir (Cizelge 4.5). Yaptigimiz calismayi destekler nitelikte
yapilan bazi ¢alismalarda da A. solani gibi farkli bitki patojenlerine karst PGPR
antagonistlerinin etkilerine bakilmig ve oldukga etkili sonuglar alindig1 belirlenmistir
(Kotan, 1998; Kotan, 2002; Aslan, 2005; Karagoz, 2009; Kotan ve ark,. 2009; Karagoz
ve ark., 2014).

PGPR antagonistlerinin hastalik siddetlerini azalttigi gibi bitki morfolojik
gelisiminide tesvik ettigi bilinmekte (Jetiyanon ve Kloepper, 2002); tarafimizdan yapilan
aragtirmanin bulgulariylada bu durum paralellik gostermektedir. Domates bitkisinin
gelisim parametrelerinden kok yas agirligr 6l¢timlerinde K(+) (2.05 g) ile beraber VK>
(2.40 g) ve T2K> (1.37 g) izolatlar en etkili olarak bulunurken, siirgiin yas agirliginda ise
K(-)’e gore tim PGPR izolatlar1 ve K(+) etkili bulunmustur. Kok kuru agirlik
Olgtimlerinde V40K2 izolat1 (0.26 g) ile G116S2 (0.23 g) ve T2K> (0.21 g) izolatlar1 en etkili

izolatlar olarak saptanmustir. Stirglin kuru agirligi bakimindan ise, yine VaoKz2izolati (2.64
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) ile G116S2 (2.32 ), Va0Y3(2.22 g) ve T2K> (2.20 g), izolatlar1 en etkili izolatlar olarak
saptanmigtir. K6k boy 6l¢iimlerinde ise VaoKz izolat1 (32 cm) en etkili izolat olarak
belirlenirken, siirgiin boyu 6l¢iimlerinde yine VK2 izolat1 (61.50 cm) ile diger PGPR
izolatlar1 K(+) ve K(-)’ye gore etkili olarak belirlenmistir. Siirglin ¢ap1 Ol¢limlerinde,
V4oK2 ve Giu6S2 izolatlart en etkili izolatlar olarak goriilmektedir. Yaprak sayisi
Olciimlerinde ise, V40K, V30Y3 ve T13K1 izolatlari en etkili izolatlar olarak saptanmaistir.

Tiim parametreler géz oniine alindiginda B. velezensis V40K izolat1 genel olarak
daha etkili oldugundan, diger ¢alismalarda kullanilmak tizere PGPR antagonist olarak
secilmistir (Sekil 4.9).

b S

Sekil 4.10. V4K2 PGPR izolatinin bitki gelisimi tizerine etkisi.

4.5. Biyolojik Kontrol Ajanlarimin Kombinasyon Halinde A. solani EAb 1 izolati ile
infekteli Bitkiye Olan Etkileri

4.5.1. Biyolojik kontrol ajanlarimin birlikte kullaniminin hastalik siddeti iizerine

etkileri

En etkili olarak secilen NTC> ve V40K> biyolojik kontrol ajanlari ile daha 6nceden
etkinligi saptanmig G. mosseae (Gm)’nin en virlilent segilen patojen izolatina karsi

hastalik siddetine olan etkileri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Uygulama gruplarinin haftalara gore hastalik siddeti oranlari, ii¢ haftanin
ortalamasi ve baskilama oranlari

3. hafta 4, hafta 5. hafta Ortalama  Baskilama
Uygulama Gruplari (%) (%) (%) (%) Orani (%)

X +S.S. X +S.S. x£8.8S.
K(+) 33.44+7.3619°  40.64+2.991¢  53.17+6.222°¢  42.42 -
NTC2+AS 29.73+4.692bcd 27 43+2 7452 30.73+6.276%  29.30 30.93
Gm+AS 22.66+5.736%  26.29+4.4008  35.65+4.701°  28.20 32.28
V40K2+AS 21.48+3.5752 29.81+7.1543%  31.40+7.035>  27.56 35.03
Gm+NTC2+AS 23.71+5.2543c  37.03+5.654%¢  22.84+6.5152  27.86 34.32
GM+V4oKo+AS 29.22+4.326%d  30.02+6.1122> 38.51+3.314> 32.58 23.20
NTC2+VaoK2+AS 20.94+1.4152 30.41+7.634%  34.84+6.504> 28.73 32.27
GM+NTC2+V10K2+AS 30.58+4.278¢%d 4551+8.354°  47.32+4.677° 41.14 3.01

K(+): Pozitif kontrol AS: A.solani EAB 1 izolati NTCy: T. viride NTC2 izolat1 V4K>: B. velezensis VK3
Gm: G. mosseae
*: Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.6’da gosterilen sonuglar 1s1¢1nda, uygulama gruplari ile 6lgiilen hastalik
siddetleri arasinda istatistiksel farklilik s6z konusudur (P<0.05). Bu durumda
inokulasyondan sonra 3. haftada, K(+) ile Gm+NTC2+VsK2+AS, NTC,+AS ve
GM+V40K2+AS kombinasyonlart sirasiyla % 33.44, % 30.58, % 29.73 ve % 29.22
oranlar1 ile en yliksek hastalik siddeti degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.
NTC2+VaoK2+AS, VioKo+AS, Gm+AS ve Gm+NTC,+AS kombinasyonlari ise, sirasiyla
% 20.94, % 21.48, % 22.66 ve % 23.71 hastalik siddeti oranlart K(+)’ya gore en etkili
kombinasyonlar oldugu saptanmistir. Inokulasyondan sonra 4. haftada yine K(+) ile
Gm+NTC2+V40K2+AS kombinasyonu sirasiyla % 40.64 ve % 45.51 oranlar ile en
yiiksek hastalik siddetine sahipken, GmM+AS, NTC2+AS, V4oKo+AS, Gm+V4K2+AS ve
NTC2+V40K2+AS kombinasyonlar: sirastyla % 26.29, % 27.43, % 29.81, % 30.02 ve %
30.41 hastalik siddeti oranlar1 K(+)’ya gore en iyi etki gosteren kombinasyonlar olarak
belirlenmistir. Inokulasyondan 5. haftadan sonra ise yine K(+) ile Gm+NTC2+V4oK2+AS
kombinasyonu sirasiyla % 53.17 ve % 47.32 hastalik siddeti oranlar1 ile en yiiksek degere
ulagirken, Gm+NTC2+AS ve NTC2+AS kombinasyonlar1 sirasiyla % 22.84 ve % 30.73
hastalik siddeti oranlarla K(+)’ya gore en iyi etki gosteren kombinasyonlar olarak

saptanmistir (Sekil 4.11).
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iy

Sekil 4.11. A. solani EAD 1 izolatinin 5. haftada baz1 uygulama gruplarina olan etkisi A.
K(+), B. Gm+NTCy+V4Ko+AS kombinasyonu, C. Gm+NTCy+AS
kombinasyonu, D. NTC>+AS kombinasyonu.
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Sekil 4.12. Uygulama gruplarmin haftalara gore hastalik siddeti oranlari, ii¢ haftanin
ortalamasi ve baskilama oranlarinin 3-B siitun grafiginde goriiniimii.

Sekilde 4.12°de goriildiigli gibi, 3., 4. ve 5. haftalarin hastalik siddeti gosterilmis
olup, bu ii¢ haftanin ortalamasi alinarak, % 42.42 hastalik siddeti oranina sahip K(+)’ya
gore irdelendiginde, yaklasik ayni degere sahip Gm+NTCy+VioKo+AS (% 41.14)
kombinasyonunun baskilama oranina gore oldukea diisiik etki gosterdigi (% 3.01), diger
kombinasyonlarin ise % 35.03-23.20 araliginda hastalig1 baskiladig1 saptanmistir.

Segilen biyolojik kontrol ajanlarinin A. solani EAb 1 izolatina karsi dortlii

kombinasyon disinda oldukea etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.12).
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Bu kapsamda yapilan calismalarda da, AMF, PGPR ve Trichoderma’lar bitkilerde
hastaliklarin kontrol altina alinmasinda 6nemli roller {istlenen biyolojik kontrol ajanlari
olarak nitelendirilmektedir (Murphy ve ark., 2003; Harman, 2006; Woo ve ark., 2006).
Bu durum konukg¢u bitkinin biyolojik kontrol ajanini1 tanima siirecinde bazi savunma
mekanizmalarin aktif hale getirip, enzim ve hormon aktivitelerini arttirdig1 ve bu siiregte
aktivasyonlarin en yiiksek seviyeye ulastigi bilinmektedir (Azcon-Aguilar ve Barea,
1996; Morandi, 1996). Bu aktivasyonun etkisi ve mekanizmalar1 tam olarak ortaya
konulmamakla birlikte; hizli ve lokalize olmus bir sekilde biyokimyasal savunma
mekanizmalar1 neticesinde ortaya ¢ikan lignifikasyon, hydroksiproline ve hipersensitif
reaksiyonlarla zenginlestirilmis hiicre duvarinin olusmasi ile aktive edilmis fiziksel
bariyerler ve antifungal enzimlerin tretilmesi gibi, mekanizmalarin etkili oldugu
belirtilmektedir (Demir ve Akkoprii, 2007). Bu kapsamda, Silva ve ark. (2004) tarafindan
yapilan bir ¢caligmada B. cereus antagonistinin, Shanmugam ve ark. (2011) tarafindan
yapilan bir calismada B. atrophaeus S2BC-2 antagonistinin, Sundaramoorthy ve
Balabaskar (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada B. subtilis (EPCO16 ve EPC5) ve P,
fluorescens (Pf, Py15 ve Fp7) antagonistlerinin, Joseph ve ark. (2017) tarafindan yapilan
birgalismada ise 5 farkli Pseudomonas tiirlerinin, domateste A. solani’ye karsi1 kontrollere
kiyasla olduk¢a etkili PGPR’lar oldugu saptanmistir. Fungal biyolojik kontrol
ajanlarindan olan T. viride ve T. harzianum’u kullanan Varma ve ark. (2008), yaptiklari
bir caligmada ise domateste A. solani’ye karsi hastalik siddetini kontrollere oranla
oldukea diisiirdiigti saptanmistir. Hem PGPR hem de fungal biyolojik kontrol ajanlari
kulanarak yapilan bir ¢alismada ise yine A. solani’ye karsi oldukga etkili oldugu tespit
edilmistir (Chowdappa ve ark., 2013). AMF’lerin A. solani’ye kars1 etkisi lizerine yapilan
caligmalardan G. intraradices’in A. solani simptomlarini azalttigini (Fritz ve ark., 2005),
G. mosseae’nin ise hastalik siddetini diigiirdiigii bildirilmistir (Song ve ark., 2015). Ancak
dortliic kombinasyonda, bir arada kullanilan biyolojik kontrol ajanlari arasinda,
antagonistik etki s6z konusudur. Bu antagonistik etki, biyolojik kontrol ajanlari tarafindan
metabolitlerin iiretimi, besin ve yer icin rekabet ile mikoparazitlik gibi degisik

mekanizmalar tarafindan meydana gelmistir (Kredics ve ark., 2003; Aydin, 2015).
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4.5.2. Biyolojik kontrol ajanlarmin bitkinin morfolojik gelisimine olan etkileri

NTC,, V4oK2, Gm ile en viriilent A. solani EAb 1 izolatinin tekli, ikili, ti¢li ve
dortlii kombinasyonlarmin bitki morfolojik gelisim parametrelerine olan etkileri Cizelge

4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Uygulama gruplarinin domates bitkisinin morfolojik gelisim parametreleri
lizerine etkileri

Uygulama Gruplari Kok Yas  Siirgiin Kok Sirglin -~ Kok Sirgtin -~ Siirgin~ Yaprak  Toplam
Agirhik Yas Kuru Kuru Boy Boy Cap Sayist Yaprak
(9) Agirhik Agirlik  Agirhk  (cm) (cm) (mm) (bilesik  Alam
(9) (9) (9) yaprak/  (cm?)
adet)
I+ i+ i+ i+ i+ i+ i+ i+ i+
S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S.
K(-) 1.62+ 39.42+ 0.14+ 4.16+ 2540+ 83.80+ 5.18+ 9.20+ 651.5+
0.66"%" 6.91%° 0.03" 087 378« 6.57%¢  (0.58° 0.83"  73.81%«
K(+) 0.97+ 33.16+ 0.09+ 3.13+ 21.20+ 8240+  5.39+ 8.40+ 459.7+
0.92¢ 6.77> 0.01¢ 0.57¢ 5.544 4.39% 0.11% 1.14% 149.27¢
NTC,+AS 2.13+ 4247+ 0.19+ 4.40+ 32.00+ 87.00+ 5.38+ 10.00+  545.3+
0.40°%¢ 6.31° 0.04%® 1.10% 2,00 5.14%¢ .16 0.70% 60.28%
Gm+AS 1.28+ 37.47+ 0.13+ 349+ 29.80+ 9140+ 5.87+ 10.60+  605.9+
0.29% 4.57%¢ 0.01° 034  7.46%  1.81° 0.63% 0.54% 204.71°%%
VyoKo+AS 2.27+ 41.16+ 0.22+ 4.38+ 31.80+ 84.00+ 5.84+ 8.80+ 637.8+
0.65® 3.79% 0.06° 0.89°%¢  4.49® 533 037 0449  71.03%
Gm+NTC,+AS 1.67+ 37.47+ 0.15+ 3.72+ 22.60+ 80.20+ 6.07+ 8.80+ 610.7+
0.70° 8.48%¢ 0.07%  1.39%d 461 5.76° 0.80% 0.83% 148.59%
GM+V 40K +AS 1.55+ 36.65+ 0.15+ 3.72+ 31.00+ 86.40+ 5.93+ 9.80+ 629.5+
0.27% 2.26%° 0.02°¢ 0443  724%  507%  043®  0.83%  87.50%
NTCo+V4K+AS 1.82+ 43.64+ 0.17+ 4.24+ 27.00+ 8820+ 5.87+ 9.60+ 705.3+
0.45%¢ 4.982 0.03*°  0.69%¢ 514« 4.81% 0.43%® 0.54%¢  118.68™
GM+NTC,+V4K+AS  1.26+ 32.79+ 0.11+ 2.96+ 22,80+ 83.80+ 5.69+ 10.00+  465.4+
0.34% 2.17° 0.02%¢ 0.33¢ 7.12% 9.52%c  (052%  0.70® 35.43¢
Gm 1.71+ 38.39+ 0.20+ 447+ 31.80+ 87.80+ 5.85+ 1041+  670.4+
0.28%c 6.28%° 0.01% 0.73%® 5.80% 4.96%  0.20® 0.542 98.96
NTC, 2.37+ 42.53+ 0.25+ 479+ 35.00+ 85.80+ 6.13+ 10.00+  796.1+
0.45% 5.26 0.05% 1.00%® 3.312 3.34%c (0322 0.70%® 51.60%
VK2 2.30+ 44,10+ 0.24+ 4.95+ 27.60+ 90.20+ 5.66+ 1040+  874.6+
0.66% 4.62% 0.09% 1.38° 5.31%cd 277 0.18%  0.54° 11.00°

K(+): Pozitif kontrol AS: A.solani EAB 1 izolatt NTC;: T. viride NTC2 izolat1 V4K2: B. velezensis VK2
Gm: G. mosseae
*: Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.7°de gorildiigli tlizere, tim morfolojik gelisim parametreleri ile
uygulama gruplar1 arasinda farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Genel olarak irdelendiginde, K(+) nin kok yas agirligi (0.97 g), kok kuru agirligr (0.09
g), kok boyu (21.20 cm), yaprak sayis1 (8.40 bilesik yaprak/adet) ve toplam yaprak
alaninda (459.69 cm?) en diisiik degerlere ulasirken, siirgiin capr disindaki diger
parametrelerde ise K(-)’ye gore degerleri diisiirmiistiir. Siirgiin ¢apinda ise K(-) 5.18 mm
ile en disiik degeri almistir. Tekli kombinasyonlarda NTCz, kok yas agirligi (2.37 g), kok
kuru agirligi (0.25 g), kok boyu (35.00 cm) ve siirgiin capinda (6.13 mm) en yiiksek etkiye



66

sahipken, V40K> antagonisti ise siirgiin yas agirlik (44.10 g), siirgiin kuru agirlik (4.95 g)
ve toplam yaprak alaninda (874.6 cm?) en yiikse etkiye sahip oldugu belirlenmistir. ikili
kombinasyonlarindan Gm+AS siirgiin boyu (91.40 cm) ve yaprak sayisinda (10.60 bilesik
yaprak/adet) en yiiksek degere sahipken, li¢lii kombinasyonlarindan Gm+NTC2+AS ise
stirgiin boyunda (80.20 cm) en diisiik degere sahip oldugu saptanmistir. Dortlii
kombinasyon olan Gm+NTC2+V40K2+AS ise siirgiin yas agirligi (32.79 g) ve siirgiin kuru
agirhiginda (2.96 g) en diisiik degere sahip olup, yaprak sayisi disinda diger parametrelerin
gelisimine ise katki saglamadigi belirlenmistir.

Biyolojik kontrol ajanlarmin bitki gelisimine olumlu yonde katki sagladiklar
bilinmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada da NTC;, V40K> ve G. mosseae’nin olusturdugu,
dortlii kombinasyon (yaprak sayisina olan etkisi hari¢) ve Gm+NTC2+AS nin siirgiin
boyundaki etkisi diginda tiim kombinasyonlar1 genel olarak bitki gelisim parametrelerine
olumlu yonde etki ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.7). Bu ¢alismaya benzer yapilan diger
calismalarda da bu sonuglarin ortiistiigiinii goriillmektedir. Abd-El-Hadi (1988) tarafindan
yapilan bir c¢alismada kontrol gruplarina goére G. mosseae antagonistinin domates
bitkisinin toplam yas agirligin arttirdigi, Karagiannidis ve ark. (2002) tarafindan yapilan
diger bir calismada ise siirgiin agirligi ile bitki boyunu kontrole gore arttirarak domates
fidelerinin gelisimini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir. Aguilera-Gomez ve ark.
(1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada G. intraradices’in biber bitkisinin yaprak alanina,
yaprak sayisina, toplam bitkinin kuru agirligini kontrol gruplarina gére 6nemli derecede
arttirdigl tespit edilmistir. Fritz ve ark. (2006) tarafindan yapilan g¢alismada G.
intraradices’in A. solani ile infekteli domates bitkilerinin siirgiin ve kok kuru
agirliklarini, Noval ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada ise G. fasciculatum’un
yine A. solani ile infekteli domates bitkilerinin siirgiin ve kok yas agirliklarini kontrol
gruplarina gore arttirtig1 bildirilmistir.

Chowdappa ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada B. subtilis OTPBL1 ve
T. harzianum OTPB3 izolatlarinin A. solani ile infekteli domates bitkilerinin kontrol
gruplarina kiyasla siirgiin ve kok boylar1 ile agirliklarini ve toplam yaprak alanlarini
onemli dlciide arttirdigr tespit edilmistir. Antagonist Trichoderma tiirlerinin A. tenuis ile
infekteli birber bitkileri (Begum ve ark., 2010) ile antagonist Pseudomonas tiirlerinin A.
solani ile infekteli domates bitkilerinin boy oranlarini kontrollere gore 6nemli derecede

arttirdig1 saptanmustir (Joseph ve ark., 2017). Yaptigimiz ¢alismada da toplam yaprak
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alani ile siirgiin ve kok boylar ile agirliklarimi PGPR ve Trichoderma’nin arttirdigi
saptanmis olup, bu ¢aligmalarin bulgulariyla 6rtiismektedir.

Calismamizda genel olarak bakildiginda tekli uygulamalarin yani sira ikili ve ti¢lii
kombinasyonlu uygulamalarinda bitki gelisimine olumlu katki sagladigini, dortli
kombinasyonlu uygulamanin ise katki saglamadigini gérmekteyiz (Cizelge 4.7, Sekil
4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Yapilan bazi caligmalarda yaptigimiz
calismay1 desteklemektedir. Bu kapsamda Akkoprii ve ark. (2004) tarafindan yapilan
calismada G. intraradices’in Fluoresant Pseudomonas (FP) 33/K izolati ile olusturduklari
ikili kombinasyonu bitki boyunu énemli 6lgiide arttirdigi, FP(17) izolati ile olusturdugu
ikili kombinasyonu ise bitkinin kuru ve yas agirliginda onemli artis sagldig1 tespit
edilmistir. Kabdwal ve ark. (2019) tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada T. harzianum
(Th43), P. fluorescens (Pf173) ve AMF’lerin hem tekli hem de ikili ve tgli
kombinasyonlar1 domates bitkisinin boyu ve yaprak sayisinda kontrole goére Onemli
artiglar sagladigi belirlenmistir. Ayrica P. fluorescens Os25, G. fasciculatum ve T. viride
antagonistlerinin F. oxysporum ve Rhizoctonia bataticola ile olusturduklari dortlii
kombinasyonlarinin  siyah mercimek bitkisinin kok gelisimine kontrollere gore

kiyaslandiginda etki etmedigi tespit edilmistir (Sujatha ve Ammani, 2013).

S

Sekil 4.13. Tekli kombinasyonlarinin bitkinin morfolojik gelisimine etkisi.

> |
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Sekil 4.16. Dortlii kombinasyonun bitkinin morfolojik gelisimine etkisi.
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4.5.3. Biyolojik kontrol ajanlarmin bitkinin klorofil yogunluguna, toplam fenolik
madde miktarina, antioksidan aktivitesine ve toplam fosfor miktaria olan

etkileri

Segilen biyolojik kontrol ajanlari ile A. solani EAb 1 izolatinin uygulanmasi
sonucu bitkideki biyokimyasal degisiklikleri saptamak amaciyla toplam fenolik madde
miktar1 ve antiiksidan aktivitesi ile toplam fosfor miktar1 ve toplam klorofil yogunlugu

analizleri yapilmis olup, sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Uygulama gruplariin haftalara gére toplam klorofil yogunlugu ile toplam
fenolik madde miktari, antioksidan aktivitesi ve toplam fosfor miktarina

olan etkileri
3. HTKY 4. HTKY 5 .HTKY TFMM TFMM AA TPM
Uygulama Gruplari (725nm) (700nm) (593nm) (430nm)
(%) (%) (%) (%)
X+ X+ I+ X+ Xt X+ X+
S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S. S.S.
K(-) 37.80+ 40.97+ 43.44+ 58.16+ 60.08+ 6.85+ 4.35+
2.812%" 5.591% 3.785%® 6.224° 6.294° 2.524 0.492¢
K(+) 37.91+ 36.85+ 43.93+ 46.77+ 50.21+ 4.39+ 8.24+
1.262° 2.155° 4,254 5.365% 2.365% 1.574¢ 0.201°
NTC,+AS 38.69+ 43.47+ 45.82+ 53.38+ 55.17+ 5.04+ 6.40+
3.285° 2.634° 2.362° 5.924% 5.901% 2.312¢ 0.991%
Gm+AS 39.87+ 42.02+ 41.63+ 44.87+ 46.48+ 4.83+ 6.01+
1.656° 1.852% 2.812% 5.974% 6.128« 1.329¢ 0.754%
VoKo+AS 38.82+ 4257+ 44.31+ 40.66+ 43.41+ 5.96+ 6.44+
2.987° 5.041% 4,324 9.882¢ 8.514¢ 2.077¢ 0.755%
Gm+NTC,+AS 39.05+ 40.92+ 41.92+ 4581+ 47.36+ 11.10+ 7.04+
4.444°2 4,874 3.423%® 6.643% 6.739% 2.802° 1.616%
GM+V 4 oK,+AS 39.69+ 41.19+ 39.55+ 47.06+ 48.40+ 4.39+ 5.89+
2.355? 3.423® 2.154° 8.604% 8.854 1.785¢ 0.642%
NTC,+V40K+AS 40.20+ 42,57+ 44.30+ 44,53+ 45,76+ 10.45+ 6.00+
42742 4,482 4,282 5.040% 4.765% 2.912% 0.412%
GM+NTC+V4K,+AS 40.67+ 42.81+ 4447+ 51.38+ 52.88+ 4.90+ 7.38+
2.382° 3.664% 5.375%® 6.4230 6.577 1.913¢ 1.690%
Gm 41.81+ 42.24+ 45.87+ 65.91+ 68.19+ 15.73+ 6.07+
5.6122 5.575% 3.1322 6.802°2 6.674% 7.414° 1.491%
NTC, 40.24+ 40.97+ 44.69+ 60.05+ 61.92+ 6.79+ 5.32+
5.253% 4,212 3.032%® 10.194% 10.621% 1.788% 0.848%
V40K3 40.53+ 43.24+ 44.24+ 59.70+ 61.70+ 6.68+ 497+
2.7442 3.2128 2.191%® 10.112% 10.419%® 3.012% 0.827%

K(+): Pozitif kontrol AS: A.solani EAB 1 izolati NTC,: T. viride NTC2 izolat1 V4Kg: B. velezensis VK>
Gm: G. mosseae HTKY: Hafta toplam klorofil yogunlugu TFMM: Toplam fenolik madde miktar1 AA:
Antioksidan aktivitesi TPM: Toplam fosfor miktari

*: Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.8°de verilen sonuglar 15181nda, patojen izolati inokulasyondan 3., 4. ve
5. haftalarda yapilan klorofil yogunlugu o6l¢iimleri ile uygulama gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak fark 6nemsiz bulunurken (P>0.05), diger parametrelerin ise uygulama
gruplari ile arasinda Ki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Klorofil

miktarlarinda genel olarak bakildiginda, Gm uygulamasinin patojen inokulasyonundan 3.



70

ve 5. haftalarda yapilan 6lgiimlerde sirasiyla 41.81 ve 45.87 oranlari ile en yiiksek degere
sahipken, 4. haftada ise NTC+AS ve V4K uygulamalari1 sirasiyla 43.47 ve 43.24
oranlarla en yiiksek degere sahip oldugu belirlenmistir. Benzer ¢aligmalarda, Li ve ark.
(2013) narenciyelerde, Altunlu (2019) ise kapya biberlerde AMF’nin toplam klorofil
yogunlugunu kontrollere gore arttirdigi belirlenmistir. Patlicanda yapilan bir ¢alismada
ise hem Trichoderma spp.’nin hemde B. subtilis SY1 izolatinin klorofil miktarini
arttirdig1 bildirilmistir (Liu ve ark., 2009). PGPR antagonistleri olan P. putida ve P.
fluorescens izolatlarinin ise A. solani ile infekteli domates bitkilerinde klorofil miktarini
kontrol gruplarina gore arttirdigi saptanmistir (Dawoud ve ark., 2012). Yapilan bu
calismalarin bulgular1 arastirmamizin bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Willcox (2003) ve Walia ve ark. (2010) tarafindan yapilan caligmalarda,
arastirmaizin test bitkisinide olusturan domates bitkisinin, 6zelliklede kirmizi meyve
olusturan ¢esitleri toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesi bakimindan
oldukga zengin olup, yiiksek miktarda flavonoid ve tiirevlerini igerdigini tespit etmistir.
Bu calismalar ile yaptigimiz arastirma bulgulari birbiriyle Ortiismekte olup, K(-)
uygulamasi ile 6zellikle de tekli kombinasyonlara bakildiginda toplam fenolik madde
miktar1 ve antioksidan aktivitesinin yiikksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.8).

Toplam fenolik madde miktarlarinda 725 nm ve 700 nm’de okunan sonuglar
15181nda sirastyla K(-)’ye gore, % 65.91 ve % 68.19 oranlarla Gm etkili oldugu ve bunu
NTC: (% 60.05/% 61.92) ve VK2 (% 59.70/% 61.70) uygulamalarinin takip ettigi
belirlenmistir. Toplam antioksidan miktarinda 593 nm’de okunan degerlere gore, yine
Gm uygulamast % 15.73 oranla onemli derecede etkili oldugu tespit edilmistir.
Sonuglarin K(+)’ya gore irdelendiginde ise tekli kombinasyonlariin yani sira NTC2+AS
(% 58.33/% 55.17) ve Gm+NTC2+V40K2+AS (% 51.38/% 52.88) kombinasyonlarinin
toplam fenolik madde miktarini; GM+NTC2+AS (%11.10) ve NTCo+VaoKo+AS (%
10.45) kombinasyonlarinin da antioksidan aktivitesini arttirdig: tespit edilmistir (Cizelge
4.8).

Fenolik bilesikler, bilindigi gibi aromatik bir halkay1 barindiran genis bir madde
gurubu olup, bitki biinyesinde flavonoidler ve tiirevleri olarak bulunur. Fenolik
bilesiklerde flavonoid tiirevleri ise olduk¢a 6nemli antioksidanlar oldugu bilinmektedir.
Fenolik bilesikler ve buna bagli antioksidanlar bitki patojenlerine karsi, fenol gruplarina
gore farklilik gosterebilmektedir (Boyraz ve Siirel, 2004). Yaptigimiz ¢aligmada da
toplam fenolik madde miktarinin ve antioksidan aktivitesinin patojenli kombinasyonlara
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gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan benzer ¢alismalarda ise PGPR ve fungal
biyolojik kontrol ajanlarinin ile A. solani’nin olusturduklar1 kombiasyonlar1 karpuzda
toplam fenolik madde miktarini artirdigi, A. solani uygulamasmin ise azalttigi
saptanmistir (Umamaheswari ve ark., 2009). Rabie (1998) ve Savur (2015) tarafindan
yapilan ¢alismalarda ise, AMF uygulamasinin toplam fenolik madde mikarini1 kontrole
gore onemli derecede arttirdigi, patojen uygulamasinin ise azalttigi, Doley ve Jite (2014)
tarafindan yapilan ¢alismada ise hem T. viride’nin hem AMEF’nin toplam fenolik madde
ve antioksidan miktarini arttirdig1 saptanmistir. AMF kullanilarak yapilan bir aragtirmada
da, AMF’nin kapya biberlerde antioksidan aktivitesini (Altunlu, 2019); baska bir
calismada ise hem toplam fenolik madde miktarin1 hem de antioksidan aktivitesini
arttirdi@n tespit edilmistir (Hernandez-Ortega ve ark., 2012). Bu aragtirmalarin bulgulari
tarafimizdan yapilan ¢alismanin bulgulariyla paralellik gostermistir.

Toplam fosfor miktarinin 430 nm’de okunan degerler 1s18inda, K(+) ile
GM+NTC2+V40K2+AS ve Gm+NTC2+AS kombinasyonlari sirasiyla % 8.24, % 7.38 ve
% 7.04 oranlarinda 6nemli 6lgiide fosfor miktarini arttirirken, genel olarak bakildiginda
AS ile yapilan kombinasyonlarin tiimii ile Gm uygulamasinin fosfor artisinda bulundugu
saptanmigtir (Cizelge 4.8). A. solani gibi yaprak patojeni olan Botrytis fabae ile G.
mosseae kombinasyonlarmin P miktarini arttirdigi belirtilmistir (Rabie, 1998). Akkoprii
ve Demir (2005) tarafindan yapilan ¢alismada ise domateste PGPR ve AMF’nin ikili
kombinasyonlarinin yesil aksamda P igerigini yiikselttigi; Demir ve ark. (2015) tarafindan
yapilan bagka bir ¢alismada da, biber bitkilerinde G. mosseae+Verticillium dahliae
kombinasyonunun, domateste ise V. dahliae patojeninin fosfor igerigini 6nemli derecede
arttirdigr tespit edilmistir. Yapilan bu caligmalar tarafimizdan yapilan arastirmanin

bulgulariyla da paralelelik géstermistir.

4.5.4. Bitki koklerinde G. mosseae’nin AMF kolonizasyonu ve rizosfer bolgesindeki

spor yogunlugu ile mikorizal bagimlihiga olan etkisi

A. solani EAb 1 ile infekteli domates bitkilerinin G. mosseae (Gm) ile
olusturduklar1 tiim kombinasyonlar1 boliim 3.2.10.6.1°de anlatildig1 gibi fiksasyon ve
boyama agamalarindan gegerek AMF kok koonizasyonu; boliim 3.2.10.6.2°de anlatildig1
gibi rizosfer topraginda AMF spor yogunlugu 151k mikroskobu altinda incelenerek alinan

sonuclar ile mikorizal bagimlilik Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. AMF’li uygulama gruplarinin AMF kok kolonizasyonu, rizosfer spor
yogunlugu ve mikorizal bagimliliga olan etkileri

Uygulama Gruplar1 AMF Kok Kolonizasyonu  Rizosfer Spor Yogunlugu Mikorizal
(%) (spor/g toprak) Bagimlilik (%)
X£8S.S. X+ 8S.S.
Gm 78.6+7.27%" 30.0+3.53? +(31.05)
Gm+AS 76.0+3.89° 29.2+2.16° +(11.05)
Gm+NTC,+AS 81.943.122 28.0+4.742 +(16.80)
Gm+V4K+AS 73.6+14.322 29.0+4.522 +(16.80)
GM+NTCy+V4K,+AS  69.2+11.592 28.2+5.542 -(4.89)

K(+): Pozitif kontrol AS: A.solani EAB 1 izolati NTC;: T. viride NTC2 izolat1 V4K>: B. velezensis VK2
Gm: G. mosseae +: Mikorizal bagimlilik var, -: Mikorizal bagimlilik yok
*: Aym siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P< 0.05).

Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi, tim G. mosseae (Gm) uygulamalarinda AMF kok
kolonizasyon yogunlugu % 69.2-81.9 arasinda, rizosferde spor yogunlugu ise 28.0-30.0
spor/g toprak araliginda degiskenlik gostermis ancak istatistiksel olarak fark
goriilmemistir (P>0.05).

AMF’ler ozellikle de Solanaceae familyasina ait bitkilerin koklerinde yiiksek
oranda kolonize olabilme yetenegine sahiptirler (Demir, 2002; Demir ver ark., 2015).
Yaptigimiz ¢alismada da Gm uygulamalarinin Solanaceae familyasina ait domateste
yiiksek oranda hem AMF kok kolonizasyonu hem de g topraktaki AMF spor yogunlugu
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.17). Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda Yildiz
(2010) Glomus’un kok kolonizasyon orani biberde % 61, hiyarda % 71 ve domateste %
72 oraninda tespit etmistir. Ayrica Caron ve ark., (1985a; 1985b), Ozgdnen ve ark. (2001),
Al-Askar ve Rashad (2010) ve Aslanpay (2011) tarafindan yapilan benzer ¢alismalarda
da, AMF kok kolonizasyonu ile uygulamalar arasinda istatistiksel diizeyde énemli bir
fark olmadigi belirlenmistir. Savur (2015) tarafindan yapilan ¢alismada ise AMF
uygulamalarinin kok kolonizasyonu ve rizosferde spor yogunluguna patojenin etki
etmedigi belirtilmis ve tarafimizdan yapilan g¢aligmanin bulgulariylada paralellik

gostermistir.
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Toprakta AMF Spor
Yogunlugu

AMF Kok Kolonizasyonu

r <« -
Sekil 4.17. AMF’li uygulama gruplarinin AMF kok kolonizasyonu ve rizosfer spor
yogunlugu.

Bitkilerde mikorizal funguslara bagimlilik iyi bir gelisme gosterebilmesi i¢in
gereklidir. Yaptigimiz ¢alismada AMF’nin dortlii kombinasyonu disinda mikorizal
bagimliklik yoniinden etkin oldugu; +31.05 ile en yiiksek etkiyi Gm’nin gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.9). Subramanian ve ark. (2006), Kumar ve ark. (2010) ve Ruiz-
Lozano ve ark. (2016) tarafindan yapilan benzer g¢alismalarda domateslerde AMF
uygulamasinin mikorizal bagimlilig: arttirdig1 yoniinde olmustur.

AMF’ler, kokte oldugu gibi rizosfer ve rizosfer topraginda da bulunan diger
mikroorganizmalar ile interaksiyon halindedir. Bu tiir iligkiler birbirini tesvik edecegi gibi
rekabet ve/veya antibiyosis gibi antigonistik etkiler sonucunda, birbirleri iizerinde
olumsuz etkiler de olusturabilirler (Palta ve ark., 2010). Bu tip etkilesimler, AMF’nin
yasam dongiisiindeki spor yogunlugundan kok kolonizasyonuna kadar biitiin gelisim
devrelerinde saptanabilmektedir (Fitter and Garbaye, 1994). Tarafimizdan yapilan
caligma da, dortlii kombinasyonda kullanilan biyolojik kontrol ajanlarinin, birbirlerine
kars1 antigonistik etki olusturdugu ve bunun sonucunda da, mikorizanin bitkiyle

simbiozis olusumunu olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.






5. SONUC

Van ilinde yapilan survey kapsaminda domateslerde erken yaniklik hastaligina
neden olan Alternaria solani etmenine karsi biyolojik miicadele olanaklari arastirilmis ve
elde edilen verilere gore, sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Calismanin ilk adimini olusturan survey ¢alismasinda Gevas, Edremit ve Ercis
ilgelerine bagli domates alanlarinin biiyiik bir boliimiinde erken yaniklik etmeni
A. solani teshis edilmistir. Ayrica teshisi yapilan bu etmenin biiyiik bir kismi
Agustos ayinda yapilan ziyaretlerde belirlenmistir. Bu bolgede yapilacak olan
benzer ¢alismalarda, Agustos ayinda ziyaret edilmesi, emek-zaman agisindan
daha verimli olabilecegi s6ylenebilir.

2. Van’da domates alanlarinda izole edilen A. solani izolatlari, bdlgeleri temsil
etmek iizere secilerek patojenite testine tabii tutulmustur. Bu test sonucunda
Gevag/Aladiiz domates alanlarinda izole edilen A. solani EAb 1 izolati, en viriilent
izolat olarak belirlenmistir. Ozellikle de inokulasyondan sonra 5. haftada hastalik
siddeti oranm1 % 50’leri asmistir. En viriilent 2. izolat ise yine Gevag/Atalan
domates alanlarinda teshis edilen A. solani GATd 1 izolat1 olmustur. Bu ¢calismada
A. solani’nin inokulasyondan sonra 3. haftada simptom gosterdigi ve ilerleyen
haftalarda da bu simptomlarin arttig1 saptanmis olup, miicadele programlarinin
ozelliklede biyolojik miicadele ¢aligmalarinin daha erken zamanlarda yapilmasi
avantaj saglayabilir.

3. Van’da domates alanlarinda survey kapsaminda 5 Trichoderma biyolojik kontrol
ajani izole edilmistir. Kiiltiir stoklarindan 3 Trichoderma tiirii de eklenerek toplam
8 fungal biyolojik kontrol ajani in vitro kosullarda en viriilent olarak segilen A.
solani EAD 1 izolatina kars1 ikili kiiltiir teknigi kapsaminda etkisine bakilmustir.
Biyolojik kontrol ajanlarinin % 13.25-53.98 araliginda inhibisyon oran1 ve 1.40-
3.00 araliginda antagonizm derecesi belirlenmistir. En etkili fungal biyolojik
kontrol ajani ise Ercig/Kuzluca domates alanlarinda izole edilen T. viride NTC»
izolat1 secilmistir. Yogun olarak domates yetistiriciligi yapilan bu alanlarda A.
solani izolatlarinin yan1 sira biyolojik kontrol ajanlarinin da saptanmasi dogal

dengenin korunmasi agisindan timitvar bir sonug oldugu diisiiniilebilir.
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4. Daha once Van bolgesinde ¢esitli bitkiler {lizerinde izole edilmis 8 PGPR
antagonistleri domatesin gelisim parametrelerine olan etkileri ve en viriilent
olarak secilen A. solani EAb 1 izolatina kars1 hem in vitro hem de in vivo
kosullarinda etkisine bakilmistir. Tiim PGPR antagonistleri domatesin morfolojik
gelisimine olumlu yonde katki sagladigi belirlenmistir. Antagonistik etki
bakimindan ise B. velezensis V4oKz ile V30Y3 izolatlar1 patojen izolata karsi en iyi
etki gostermistir. Bu asamalardan sonra segilen 5 PGPR antagonisti A. solani EAb
1 izolat1 ile infekteli domates bitkilerinde, hastalik siddeti ve gelisim
parametrelerine bakilmistir. Tiim PGPR antagonistleri % 17.97-34.27 araliginda
hastalik siddeti oran1 gdsterdigi ve domatesin morfolojik gelisimini arttirdigi
belirlenmistir. En etkili PGPR antagonisti ise biber bitkisinden izole edilen B.
velezensis V4o0K: izolati olarak secilmistir. Domateste A. solani’ye karsi kullanilan
PGPR antagonistlerinin 6nemli bir potansiyele sahip oldugu ve biyolojik
miicadele kapsaminda kullanimi verimi arttiracagi gibi hastaliklarla da
miicadelede etkili olabilecegi sdylenebilir.

5. Biyolojik kontrol ajanlari olarak belirlenen T. viride NTC», B. velezensis V4oK2
ve G. mosseae’nin, A. solani EAb 1 izolatina kars1 bir arada kullanilmasinda %
3.01 oraninda oldukca diisiik baskilama oranina sahipken, diger uygulama
gruplarmin % 23.20-35.03 oraninda hastalik siddetini baskiladigi saptanmustir.
Ozellikle de patojen inokulasyondan sonra 5. haftada &lgiilen sonuglara gore,
pozitif kontroliin hastalik siddeti oran1 % 50°leri gectigi; T. viride NTC>’nin ve G.
mosseae ile olusturdugu kombinasyonunun en iyi uygulama gruplari olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar 1s18inda, biyolojik miicadele ajanlarinin A. solani’ye
kars1 bitkinin savunma mekanizmalarini harekete gecirdigi, ancak bu ii¢ biyolojik
kontrol ajanlarmin bir arada kullanilmasi ise savunma mekanizmasini
etkilemedigi veya olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir.

6. Biyolojik kontrol ajanlarinin A. solani EAb 1 izolatiyla infekteli domates
bitkilerinin, dortli kombinasyon (yaprak sayisina olan etkisi hari¢) ve
Gm+NTC2+AS nin siirgiin boyundaki etkisi diginda tiim kombinasyonlar1 genel
olarak bitki gelisim parametrelerine olumlu yonde etki ettigi tespit edilmistir.
Tipki hastalik siddetinde oldugu gibi bitki gelisiminde de biyolojik miicadele

ajanlarinin bir arada kullanilmasi etkili olmadigi belirlenmistir.
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7. Segilen biyolojik kontrol ajanlar1 ve A. solani EAb 1 patojen izolati ile yapilan
uygulama gruplarinin domates bitkisinde toplam klorofil yogunlugunda
istatistiksel olarak fark olmamakla beraber G. mosseae’li uygulamada yiiksek
degerlerde oldugu; toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan aktivitesi ile
fosfor miktarini arttirdig1 belirlenmistir. Ayrica toplam fenolik madde igerigini ve
antioksidan aktivitesini G. mosseae ile beraber T. viride NTC; ve B. velezensis
V40K2 6nemli derecede arttirirken, infekteli bitkilerde T. viride NTC2’nin pozitif
konrole gore toplam fenolik madde miktarini, G. mosseae ve B. velezensis VK>
ile olusturdugu kombinasyonlarinda da, antioksidan aktivitesini arttirdig1 tespit
edilmistir. Bu durum bitkideki bazi biyokimyasal olaylar1 etkileyerek bitkinin
patojene karsi savunma mekanizmalarini harekete gegirdigi ve bunu T. viride
NTC: biyokontrol ajaninin, kombinasyonlara goére degisiklik gostermekle
beraber, daha basarili bir sekilde yaptig1 diisiintilmektedir.

8. A. solani EAb 1 ile infekteli domates bitkilerinin G. mosseae ile olusturduklari
tim kombinasyonlarinin % 69.23-81.82 aralifinda degisen AMF kok
kolonizasyonu ile 28.00-30.00 spor/g toprak araliginda degiskenlik gosteren
topraktaki spor yogunlugu yiiksek oranlarda oldugu belirlenmistir. Ayrica
mikorizal bagimlilikta 3 biyolojik kontrol ajanlarmin birada kullanilmasiyla
olusturulan kombinasyon haricinde G. mosseae’nin oldukga etkili oldugu
goriilmektedir. Bu kapsamda patojen izolatin AMF’yi olumsuz etkilemedigi
goriilmiis ve biyolojik miicadelede agisindan da bu durumun olduk¢a &nemli
oldugu soylenebilir.

Bu sonuglar baz alinarak; yapilan bu arastirma Van’da domates alanlarinda
problem olusturan A. solani’ye karsi, biyolojik kontrol ajanlarinin belirlenmesi ve
bunlarla olusturulan kombinasyonlara gore etkilerinin saptanmasinda biyolojik miicadele
adina 6nemli bir katki saglamistir. Ayrica bu c¢alisma, olusturulan kombinasyonlarin
bitkinin morfolojik gelisimini ve biyokimyasal reaksiyonlarini nasil etkilediklerini ortaya
koymustur. Bu yoniiylede 6zellikle de sebze fidesi yetistiriciligi i¢in goz ardi edilmeyecek

Oonemli sonuclar saglamistir.
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