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OZET

SOGANDA DiP CURUKLUGU HASTALIGI’NA (Fusarium oxysporum f. sp.
cepae (W.C Snyder & H.N Hansen) KARSI ARBUSKULER MiKORHIiZAL
FUNGUS (AMF) ve Trichoderma harzianum Rifai’un ETKILERININ
BELIiRLENMESI

YAGMUR, Abdulaziz
Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Semra DEMIR
Haziran 2019, 92 sayfa

Bu calismada, soganda biiyiik sorun olan ve kimyasal miicadelesi olmayan
Fusarium oxysporum f.sp. cepae W.C. Snyder &H.N Hansen’nin neden oldugu dip
clriikliigii hastaligina karsi farkli arbuskiiler mikorhizal fungus (AMF) ve biyolojik
kontrol eleman1 Trichoderma harzianum’un etkileri arastirilmistir. Calismada 6ncelikle
Ankara Polatli ilgesinden toplanan sogan bitkilerinden izolasyon yapilmistir. Hem
klasik hem de molekiiler teshis yoOntemleri sonucunda izole edilen fungus’un F.
oxysporum f.sp. cepae oldugu belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamast iklim odasi kosullarinda yiiriitiilmiistiir. Kontrollii
sartlarda yetistirilen ve hastaliga kars1 duyarli oldugu belirlenen sogan bitkilerine iki
farklit AMF izolati (Glomus mosseae ve Ticari AMF), Trichoderma harzianum ve F.
oxysporum f.sp. cepae’nin ikili ve i¢lii inokulasyonlart yapilmistir. AMF tiirlerinin
sogan bitkisindeki kolonizasyon, spor yogunlugu ve mikorhizal bagimlilik oranlari
sirastyla %8.91-%24, 16.4-50.4 spor/10 g toprak ve %18.3-%51.9 olarak belirlenmistir.
En iyi kolonizasyon, mikorhizal bagimlilik ve spor yogunlugu sirasiyla G. mosseae + F.
oxysporum f.sp. cepae ve G. mosseae uygulamalarinda elde edilmistir.

Calismada hastaligin baskilanmasi agisindan AMF izolatlar1 ve T. harzianum’un
% 13.5 - % 23.5 arasinda etkili oldugu ve en yiiksek baskilamanin G. mosseae
tarafindan gerceklestigi saptanmistir. Bunun yani sira G. mosseae’nin, bitkinin bazi
morfolojik gelisim parametreleri ve besin elementi (fosfor) igerigini genel olarak

kontrol bitkilerine gore arttirdigi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Arbuskiiler Mikorhizal Fungus (AMF), Fusarium

oxysporum f.sp. cepae, Sogan, Trichoderma harzianum.






ABSTRACT

THE EFFECTS OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGUS AND
Trichoderma harzianum Rifai AGAINST BASAL ROT DISEASE (Fusarium
oxysporum f.sp. cepae W.C. Snyder &H.N Hansen) ON ONION

YAGMUR Abdulaziz
M. Sc. Thesis, Plant Protection Science
Supervisor: Prof. Dr. Semra DEMIR
June, 2019, 92 Pages

In the study, the effects of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) and
Trichoderma harzianum were investigated against basal rot agent by Fusarium
oxysporum f.sp. cepae W.C. Snyder &H.N Hansen which has been known as an
important problem of onion with no reasonable chemical control. Firstly, isolations
were made from the onion plants collected in Ankara - Polatli district. As a result of
both classical and molecular diagnostic methods, the fungus isolated has been identified
as F. oxysporum f.sp. cepae.

In a climate chamber under controlled conditions, two different AMF application
(Glamus mosseae and commercial AMF isolate), T. harzianum and F. oxysporum f.sp.
cepae were inoculated to the susceptible onion variety with different combinations (as
single, double and triple). The rates of colonization, spore density and mycorrhizal
dependency of AMF species on onion plants were found to be 8.91% -24%, 16.4-50.4
spore / 10 g soil and 18.3% -51.9% respectively. The best colonization, mycorrhizal
dependency and spore density were determined as G. mosseae + F. oxysporum f.sp.
cepae and G. mosseae applications respectively.

It was found that AMF species and T. harzianum were effective by suppression
of disease between 13.5% - 23.5% and the highest suppression was performed by G.
mosseae. In addition, it has been found that G. mosseae increases some morphological
development parameters and phosphorus content of the plant compared to control
plants.

Keywords: Arbuscular Mycorrhizal Fungus (AMF), Fusarium oxysporum f.sp.

cepae, Onion, Trichoderma harzianum.
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1. GIRIS

Evrenin var olusundan giiniimiize kadar gecen siirede yerkiirede bulunan
canlilarin temel yasam formlar1 barinma ve beslenme iizerine olmustur. Tarih boyunca
insanlar yasam formlarinin devamui i¢in besin arayisinda olmus ve bu siire¢ insanogluna
dogayr ve canlilar1 tanima firsati dogurmustur. Eski ¢aglarda besin i¢in konar-gbger
(avcilik) yapida olan insanligin yasam sekli zamanla bitkisel tirtinlerin yerlesik (yerinde)
iiretimine gegilmesiyle kabuk degistirerek yerini kismen avciliktan ciftgilige birakmistir
(Biiyiikcan, 2012).

Bu degisim ve doniisiimle birlikte insanlar toprak kullanim ve yonetim
modellerini olusturmus, farkli bitkisel {iriin ¢esitlligine yonelmistir. Topragi, suyu ve
tretim tekniklerini 6grenen toplumlar bulundugu yerlerde yerlesik diizene gegerek
cogalmaya baslamistir. Yerlesik diizeni benimseyen insanoglu her gecen giin niifus
olarak artmig ve giiniimiizde de bu artis hizli bir sekilde devam etmistir (Biiyiikcan,
2012).

Bu doniisiim bircok bitkinin kitlesel iiretiminide beraberinde getirmistir. Bu
bitkiler arasinda sogan bitkiside bulunmaktadir. Arkeologlarin yaptigi ¢alismalarda eski
caglardan beri sogan bitkisinin varligina rastlanmaktadir. Kimi zaman bir lahit iizerinde
bulunan sogan yiyen c¢iftci kabartmalar seklinde karsimiza ¢ikan sogan bitkisi, kimi
zamanda seyahatnamelerde adindan sik¢a soz edilen sifali bitki olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Anonim 2019a).

Soganin anavatam1 konusunda degisik rivayetler olmakla birlikte Orta-Asya
oldugu disliniilmektedir. Ayrica Akdeniz havzast ve Yakin Dogu-Asya oldugunu
belirten yazarlarda bulunmaktadir (Shrestha, 2007). Cin, Hindistan, Misir,
Mezopotamya bolgelerinde yaygin bir sekilde yetistiriciligi ve tiiketimi yapildig:
bilinmektedir. Kimi tarih¢iler Romalilar zamaninda Avrupa’ ya yayildigimi
diistinmektedir. Ge¢mis donemlerde sifacilar ve rahipler tarafindan hastalik
tedavilerinde etkin kullanildig1r ve iyilestirici 6zelligi oldugu diisiiniilmekle birlikte
giintimiizde de bu ritliel devam etmektedir (Anonim 2019b).

Giliniimiizde diinya mutfaginda vazgeg¢ilmezler arasinda yer alan sogan Alliaceae
familyasinda yer almaktadir. Sogan ¢esitleri arasinda iiretimi ve tiiketimi en yaygin olan

bas sogan ya da kuru sogan olarakta bilinen Allium cepae L.’dir (Giinay, 2005).



Kuru ve yesil olarak tiiketimi olan sogan olduk¢a zengin besin maddeleri,
mineraller ve vitaminler igerir. A ve C vitamini olarak zengin olan sogan eterik yag
bakimindan da olduk¢a zengin bir sebzedir. Ortalama 100 gram sogan yaklasik olarak
%090 oraninda su ve %10 oranindada kuru madde bulundurmaktadir. Bu %10 luk kuru
madde igerik olarak 130 mg K0, 45 mg P,0s, 20 mg Ca, 15 mg Mg, 11 mg C vitamini
ve 0.5 mg Fe barindirmaktadir (Giinay, 2005).

Diinya mutfaginda 6nemli bir yere sahip olan sogan diinyada bir¢ok iilkede

iiretilmektedir. Diinya kuru sogan verilerine ait bilgiler ¢izelge 1’ de verilmistir.

Cizelge 1.1. Diinya kuru sogan verileri (bin ton)

2012 2013 2014 2015 2016 Degisim (%0)

Alan (binha) 4469  4.688 4811 4.834  4.955 2.5
Verim (ton/ha)  18.46  18.04 1854  18.86 18.8 -0.3
Uretim 82.492 84578 89.217 91170 93.169 2.2
ithalat 6314 6754 6791  7.032  7.261 3.3
fhracat 6534 7.008 6936 6.890  7.299 5.9

FAO wverilerine gore diinyada 144 iilkede sogan iiretimi yapilmaktadir.2016
yilinda bir onceki yillara gore liretim alani %2.5 artig gostererek yaklasik 5 milyon
hektar olmustur. Uretimde %2.2 lik artis ile yaklasik 93 milyon ton olmustur (Anonim,
2018a).

Cizelge 1.2. 2016 yilinda kuru sogan iiretiminde diinyadaki 6nemli tilkeler (%)

Ulkeler 2014 2015 2016
CiN 25.0 25.8 25.7
HINDISTAN 21.7 20.8 20.8
MISIR 2.8 3.3 3.3
ABD 35 3.3 3.2
IRAN 2.3 2.7 2.5

Diinyada kuru sogan iiretiminde ilk siray1 ortalama %25 ile Cin almaktadir. Sirasiyla

Hindistan, Misir, Amerika Birlesik Devletleri ve Iran takip etmektedir.



Cizelge 1.3. Tiirkiye’de kuru sogan verileri (bin ton)

2012/13  2013/14 2014/15 2015/16 2016/17  Degisim %"

Alan (binha) 7223 6163  60.04 57.70 60.40 4.68
Verim (kg/da)  24.03 3091 2981 32.57 35.11 7.80
Uretim 1736 1905  1.790 1.879 2.121 12.88

2017 yilinda Tiirkiye’de sogan ekilis alanlar1 2016 yilina gore %4.49 oraninda
azalarak yaklasik 58 bin hektar alanda iiretim gerceklesmistir. Ulkemizde yogunluklu
olarak Trakya Bolgesi ile Ankara, Balikesir, Eskisehir, Adana, Bursa, Amasya, Corum,
Tokat, Kastamonu, ve Hatay illerinde liretim yapilmaktadir (Vural ve ark., 2000;
Esiyok, 2012). Ankara 523 bin ton kuru sogan iiretimi ile ekim alaninda oldugu gibi
iretimde de ilk sirada yer almaktadir. Ankara’yr sirasiyla 272 bin tonluk {iiretimle
Amasya, 198 bin tonluk tretimle Hatay ve sirasiyla Eskisehir, Adana ve Corum
izlemektedir.  Tirkiye’deki kuru sogan diretiminin = %68.6’s1  bu illerde
gerceklestirilmektedir (Anonim, 2018Db).

Morfolojik olarak sogan bitkisini inceledigimizde kokler gévdeden tek tek cikis
yapar nadir olarak dallanma gosterir. Yogun sekilde kok kiitlesi olusturmakla birlikte
koklerin yaklasik %75°1 topragin 20-25 cm’lik kisminda bulunur, daha derinlere ulagsan
kokler nadiren goriilmektedir. Sogan yapraklar: boru seklinde olup c¢evre kosullart ve
cesidine bagli olarak 20-60 cm arasinda degisiklik géstermektedir. Cicekleri, soganin
enine kesitinde kolayca goriilen ve ¢igek demeti sap1 diye adlandirilan, yukar ¢iktikca
genisleyerek karin yapan, ¢igeklerin bulundugu {iist kistma dogru incelen, yapraklara
gore dayanikli olan 40-100 cm’ye kadar boylanan bir yapmin u¢ kisminda dizilmis
yiizlerce ¢igekten olusur (Vural ve ark. 2000).

Kiiltiir bitkilerinde verim kayiplarina neden olan bir¢ok hastalik ve zararh
bulunmaktadir. Sogan bitkisi toprak, hava ve tohum kokenli fungal patojenler tarafindan
hastalandirilabilmekte ve buna bagli olarakta ciddi verim kayiplar1 olusabilmektedir.
Sogan ekim alanlarinda verim kaybina neden olan etmenler ¢ogunlukla toprak kokkenli
patonjenler olup kok ciiriikliigli etmenleri en yaygin olanlarindandir. Pyrenochaeta spp.,

Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp. gibi kok ¢iiriikliigii etmenleri diinya



genelinde en yaygin olanlar olup ciddi verim kayiplar1 olusturmaktadirlar (Hartman ve
Datnoff 1997).

Toprak kokenli patojenler arasinda Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseoli, Pythium spp., Rhizoctonia spp. 6nemli olanlardan bazilaridir. Bunlar arasinda
F. oxysporum f. sp. cepae énemli bir dip ¢iiriikliigii hastalig1 etmenidir. Italya, Japonya,
Giliney Afrika, Tiirkiye ve A.B.D.‘nin de aralarinda bulundugu birgok iilkede sogan
tiretim alanlarinda bu hastalik etmenine rastlanmaktadir (Havey, 1995). Bu hastalik
etmeni fide doneminde baslayarak bitkiye zarar vermekte ve depo siirecinde de etkisi
devam etmektedir. Bitkide tohum c¢imlenmesi, ¢ikis Oncesi ve sonrast fidelerin
hastalanmasina, dlmesine ayrica bin dane agirliginin azalmasina neden olan etmendir
(Srivastava ve Qadri 1984, Barnoczkine-Stoilova 1986, Kéycii ve Ozer 1997).

Hastalik etmeni bitki koklerinde enfeksiyon olusturarak koklerin baglh
bulundugu bolgede ve koklerin tizerinde kahverengi koyu renkte lekeler olusturmaktadir
(Sekil 1.1) ayrica siddetli enfeksyonlarda yumrunun dis kismindaki yumru pullarida
enfekte olmakta ve bu enfekteli kismin etrafinda beyaz renkli miselyumlar
olusabilmektedir (Cramer, 2000). Hastalik etmeni yumruda enfeksiyon yaparak
yumruda ¢ilirlimelere, lekelenmelere ve yumru agirliginin azalamasina yol agmaktadir
(Abawi ve Lorbeer, 1972; Kog, 2007 ). Bu durum bitkide diger hastalik, zararli ve
iklimsel ¢evre kosullarina karsi hassasiyet olusturmaktadir. Patojen depo siiresince tiim
yumru ¢iiriiyene kadar gelisimini devam ettirebilmektedir (Fantino ve Shiavi, 1987,

Standik ve Dehingra, 1995; Ozer ve Kog, 2009).
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Sekil 1.1. F. oxysporum f.sp. cepae hastalik etmeninin yumru uzermdekl belirtisi.

Patojen toprak kokenli oldugu icin toprak ve tohumla tasindigi bilinmektedir
(Kodama, 1983; Abd-El Razik vd., 1990; Boff vd., 1995; Kéycii ve Ozer, 1997; El-
Zawahry vd., 2000; Ozer ve Kog, 2009). Bulasik alanlarda iiretilen tohumlar ile
arpaciklar kullanildiginda hastaliktan ari olan alanlara bulusmasi ve beraberinde
toprakta canliligin1 devam ettirerek yasamini siirdiirmesi kaginilmazdir.

Hastalik etmeni toprak kokenli bir patojen olmasi sebebiyle miicadelesi zordur.
Bu hastaligin bitkinin saglikli biiylimesine, kalite ve verimlilie olan etkisinin
azaltilmasi noktasinda kiiltiire] miicadele yontemleri énem arz etmektedir. Kiiltiirel
onlemlerin ve kimyasal miicadelenin yetersiz kaldigi noktalarda dogada mevcut halde
yasam dongiisii i¢inde yer alan biyolojik miicadele ajanlarinin kullanilmasinin alternatif
miicadele yoOntemi saglayabilecegi diisiiniilebilir. Son zamanlarda organik iiriin
tilkketimi, temiz ¢evre, ¢evreci yasam temal1 giincel konularin popiilerligi, toplumun bu
konulara olan egilim ve talepleri géz Oniine alindiginda hastaliklarla miicadelede bu
alternatif biyolojik preperatlarin kullaniminin goz ardi edilemeyecegi anlasilmaktadir.

Biyolojik miicadelede hastalik ile miicadele noktasinda etkili biyolojik kontrol
ajanlar1 arasinda yer alan Arbuskiiler Mikorhizal Funguslar (AMF) 1n kullanilmasinin
bitki saglig1 ve bitki gelisimi lizerine ¢evreci bir ¢oziim olabilecegi goriilmektedir.

Bir Alman orman fitopatologu olan Frank yilizyillar 6nce yaptig1 calismalarda
toprakta bazi bitkilerin koklerinde bulunan fakat ona zarar vermeyen funguslarin

oldugunu belirlemis ve bunlara 1885 yilinda ‘‘mikorhiza’’ adin1 vermistir. Mikorhiza



kok ve fungusun kelimelerinin birlesimi ile olugmustur ve kok fungusu anlamina
gelmektedir (Gai ve ark., 2006; Martin ve Slater 2007).

Mikhoriza, bitki kokleri ile toprakta bulunan belli fungus tiirleri arasindaki
karsilikli simbiyotik yasam bi¢imi olarak tanimlanmaktadir. Bu yasam bi¢iminde bitki
ve fungus karsilikli kazan-kazan anlayisi ile hareket etmektedir (Demir, 1998). Bu iliski
topraktaki fungus spor ve hiflerinin bitki koklerinden gelen sinyalleri karsilikli olarak
okuyarak birbirlerine yonelmesi ile gerceklesmektedir (Peterson ve Farquhar.,1994).

Mikhorizal funguslar bitkinin kokleri ile aralarinda kurduklar1 simbiyotik iliski
ile morfolojik, spor ve misel yapilar1 bakimindan cesitli gruplara ayrilmaktadir
(Marschner, 1995). Bitkiye sagladigt yarar acisindan bakildiginda o6zellikle
endomikorizal diye adlandirilan yasam sekli icinde olan Arbuskiiler Mikorhizal
Funguslar (AMF) 6nem arz etmekte ve arastirmacilar bunlara odaklanmaktadir (Demir,
1998). AMF ler bitki gelisiminde, besin maddelerince noksan olan topraklardan bitki
besin elementlerinin alinimini pozitif yonde etkiler, bu etki topraktan fosfor aliniminin
arttirllmas1 ve temel makro ve mikro bitki besin maddelerinin alinmasi seklinde
aciklanabilinir. Bu durum bitkiyi stresten korumakla birlikte bitkinin gelisimi ve yasam
fonksiyonlarii korumada yardimci olur. Funguslar ise buna karsilik bitkiden
karbonhidratlar1 ve organik maddeleri almak suretiyle fayda saglamaktadirlar (Demir,
1998; Rhodes, 1980; Bolan et al., 1987; Li ark., 1991; Demir ve Ozrenk 2009; Giines;
2018).

AMF ’lerin gilibre ihtiyacin1 azalttigi, kalite ve verimi arttirdigi, kok
yenilenmesini tesvik ettigi bilinmektedir (Kara ve Tilki, 2001). Kok hastaliklara karsi
miicadelede olumlu yonde etkili oldugu, nematodlara kars1 dayaniklilik sagladigi ve
hastalik etmenlerine kars1 6nemli avantaj sagladigi goriilmiistiir (Ocak ve Demir, 2012).

Brassicaceae, Caryophllaceae, Chenopodiaceae ve Urticaceae familyalarina
bagli bazi tirlerin AMF’ ler ile negatif iliski i¢inde oldugu ve simbiyotik yasam
olusturamadiklar1 bilinmektedir (Smith ve Read, 2008; Brundrett 2009; Tushar ve
Satish, 2013). Bunun sebepleri arasinda bitki ile fungus arasinda karsilikli iletigimi
kuran kimyasallarin salgilarinin yapilamamasi, bitkinin fungus kolonizasyonunu
engelleme faaliyetleri ve bitki tarafindan anti-fungal bilesenlerin salgilanmasi

gosterilmektedir (Sosa-Rodriquez ve ark., 2013).



Hastaliklar ile biyolojik miicadelede kullanilabilecek kontrol araclarindan bir
digeride dogada neredeyse biitiin topraklarda, habitatta ve organik madde icerigi yiiksek
yerlerde bulunan antagonistler arasinda yaygin olarak kullanilan Trichoderma’lar dir.
Hastaliklar ile miicadelede kimyasal kullanimina alternatif olarak gelistirilmis olan
Trichoderma’lar patojenlere karsi farkli etki mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bunlar
patojene karsi antibiyotik iiretimi, mikoparazitizm, bitkide gelisimi tesvik etme ve
besin-alan yarisi seklinde siralanabilinir (Aydin, 2015).

1794 yilinda Persoon tarafindan genus dilizeyinde teshisi yapilan
Trichoderma’larda 4 tiir teshis edilmis daha sonra 1960 yilinda Rifai’ nin de yapmis
oldugu calismalarla birlikte 9 tiir daha tespit edilmis bulunmaktadir. Molekiiler
calismalar 1990’11 yillardan itibaren artis géstermistir (Samuels, 2006; Aydin, 2015).

Giinlimiizde biyolojik kontrol ajani olarak biodestek sekilde pazara sunulan
Trichoderma’lar bitki koklerinin ertafinda (rizosfer) kolonize olmasiyla mikrobiyal
denge saglamak lizere yayilim gosterir ve patojenlerle ¢esitli mekanizmalar kullanarak
alan-rekabet iligkisine girer ve kontrol altina almaya calisirlar. Ayrica bitkide kok
gelisimini  desteklemek suretiyle bitkinin saglikli gelisimi konusunda avantaj
saglamaktadir (Harman ve ark., 2004).

Trichoderma tiirlerinin bazi toprak kokenli fitopatojen funguslar1 kontrol altina
alabilecegi yoniinde ¢esitli ¢calismalarin yapildigi giiniimiizde bilinmektedir (Dennis ve
Webster, 1971; Chet ve Baker, 1980; Elad ve ark., 1980; Bell ve ark., 1982).
Hastaliklara kars1 kullanilan bazi pestisitlere karsi dayanikli Trichoderma alt tiirlerinin
(irklarinin) bulunmasi ve bunlarin mutasyonla gelistirilebilir olmas1 toprak patojeni
hastaliklar1 kontrol altina alma noktasinda kiiltiirel miicadele yontemleri ile birlikte
kombinasyon seklinde kullanilmalarmin etkili olabilecegi diisiiniilebilir (Kredics ve
ark., 2003; Aydmn ve Turhan, 2013)

Diinyada ¢evre ve insan sagligi konusunda hassasiyetin her gegen giin artmasi
arastiricilart - biyolojik miicadele yontemleri ve ekolojik tarim arastimalarina
yonlendirmistir. Biyolojik savag yoOntemleri, insan sagligina olumsuz etkisinin
olmamasi, kalic1 ve etkili miicadele potansiyeline sahip olmasi hasebiyle her gecen giin
daha fazla ilgi gérmektedir.

Bu calismada, sogan yetistiriciliginde olduk¢a 6nemli sorun olan ve verim

kayiplarina yol agan Fusarium dip ¢iiriikliigii hastaligina kars1 biri ticari olmak tizere iki



AMF izolat1 ve Trichoderma harzianum biyolojik kontrol ajanlarinin tekli ve kombine

uygulamalarinin etkileri belirlenmeye calisilmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Sogan ( Allium cepae)

Sogan, bir¢ok bitki tiirli icin gen kaynagi konumunda olan iilkemizde tiretimi,
tikketimi ve kullanim alanlarina bakildiginda ekonomik 6nemi olan bir kiiltiir bitkisidir
(Vural ve ark., 2000).

Soganin anavataninin Orta-Asya oldugu disiliniilmektedir ayrica Akdeniz
havzas1 ve Yakin Dogu-Asya oldugunu belirten yazarlarda bulunmaktadir (Shrestha,
2007). Ulkemizde yogunluklu olarak Trakya Bolgesi ile Ankara, Balikesir, Eskisehir,
Adana, Bursa, Amasya, Corum, Tokat, Kastamonu, ve Hatay illerinde {iretim
yapilmaktadir (Vural ve ark., 2000; Esiyok, 2012).

Soganin sicaga kars1 dayanikliligi oldugu bilinmesine ragmen serin iklimde daha
yiiksek verim veren bir sebze oldugu bilinmektedir (Besirli, 2002). Ticari yetistiricilikte
tek yillik tiretimi yapilan sogan bitkisi erken gelisme doneminde 12-13 °C, bas baglama
doneminde 18-20 °C, olgunluk déneminde ise 23-27 °C sicaklik istegi bulunmaktadir.
Giin 15181 siiresi istegi erkenci ve gecgi ¢esitlere gore degiskenlik gosterip 8-15 saat arasi
giin uzunlugu istemektedir (Vural ve ark., 2000; Besirli, 2002).

Sogan bitkisi toprak istegi bakimindan verimli kumlu, kumlu-killi ve turba
topraklart sever, agir killi ve kaba kumlu topraklarda yetistiriciligi zordur. Azot ve
fosfor igerigi yiiksek olan giibreler gelisimini olumlu etkilemektedir (‘YYamaguchi,
1983).

Sogan yetistiriciliginde verim kaybina ve pazar kalite kaybina neden olan
unsurlar; iklimsel faktorler ve hastalik- zararlilardir. Bunlar, Beyaz ciiriikliik hastaligi
(Sclerotinium cepivorum Berk.), Kursuni kif (Botrytis cinera Pers.), Mildiyo
(Peronospora destructor Berc.), Sogan dip ¢iiriikliigii hastaligi ( Fusarium oxysporum f.
sp. cepae), Septoria leke hastaligi (Septoria apiicola Speg.), Sogan pisilidi (Bactericera
tremblay Wagner), Sogan sinegi (Delia antiqgua Meigen.), Tripsler ( Thrips tabaci

Linderman ) olarak siralanabilinir (Anonim 2019c).
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2.2. Sogan Dip Ciiriikliigii Hastahgr (Fusarium oxysporum f. sp. cepae (W.C
Snyder & H.N Hansen)

Diinyanin en =zararli patojenlerinden biri olarak kabul edilen Fusarium
oxysporum (Correll, 1991; Schwartz ve Mohan, 1995), 120 den fazla forma specialis (f.
sp.) bulunan yiiksek konuk¢u 6zgiilliigiine sahip yaygin toprak kokenli patojenlerden
biridir. F.oxysporum f. sp. cepae sogan bitkisinde %50 ye yakin verim kaybina yol agan
ciddi hastaliklara neden olur (Lacy ve Roberts, 1982).

Cizelge 2. 1. Fusarium oxysporum alt tiirlerinin neden oldugu hastaliklar

F. oxysporum Hastalik Kaynaklar

F. oxysporum f.sp. cepae Dip ¢iirtikligii hastalig Schwartz & Mohan 1995
F. oxysporum f.sp. cubense Muzda solgunluk hastaligi ~ Agrios 2005

F. oxysporum f.sp. cucumerinum Salatalik solgunluk hastaligi  Jenkins & Wehner 1983
F. oxysporum f.sp. lycopersici Domates solgunluk hastalign  Agrios 2005

F. oxysporum f.sp. niveum Karpuz solgunluk hastaligt ~ Zhang et al. 2005

F. oxysporum f.sp. cepae diinya ¢apinda sogan ve sarimsak bitkilerinin yan1 sira
diger Allium tiirlerinde de solgunluk hastaligina neden olur (Brayford, 1996 ). Fusarium
tiirleri, miselyum olarak veya topraktaki bitki kalintilar izerinde spor olarak yasayabilir
(Agrios, 2005). F. oxysporum f.sp. cepae miselyumun yani sira {i¢ aseksiiel spor tiirii
tiretir; mikrokonidia, makrokonidia ve klamidosporlar (Cramer, 2000). Mikrokonidia en
cok iiretilen sporlardir ve 5-12 pm uzunlugundadir, tipik olarak sekil bakimindan
ovalden bobrek sekline dogru degisiklik gosterir ve bolmesizdirler. Makrokonidialar,
kolayca tanimlanabilen karakteristik hilal (kanca) sekline sahiptirler ve tipik olarak ii¢
veya dort bolmeye sahiptirler (Cramer,2000; Agrios, 2005). Klamidosporlar, eski
miselyum i¢inde veya lizerinde ¢ogalir, bir veya iki yuvarlak hiicreye sahiptir bunu yani
sira hiicrelerini, bozulmaya ve antagonistlere karsi koruyan kalin hiicre duvarlaria
sahiptir. Bu tiir F. oxysporum f.sp. cepae sporlar1 toprakta konuk¢u olmadan ¢ok uzun

stire genelliklede siiresiz olarak hayatta kalabilirler (Agrios, 2005).
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Sekil 2.1. F. oxysporum f.sp. cepae ya ait mikrokonidi (a) ve makrokonidi (b).

F. oxysporum f.sp. cepae’nin genellikle toprakta sogan bitkisi ile temas
etmesiyle enfeksiyon baglar (Abawi ve Lorbeer, 1972). Fungus sporlar1 hem zarar
gormiis hemde saglikli kok dokularina niifuz ederek ¢imlenip miseller olustururlar.
Etmen kok diplerinden giris yaparak cogalir ve yukariya etli yapraklara dogru ilerler.
Etmenin miselyumlar1 hiicre i¢i bosluklar ve kok hiicrelerinin dokularinin yani sira
bitkinin veskiiler sistemine yani ksilemine etki eder. Etmen ksilemde bitkinin su tasima
sistemine etki ederek bitkinin sarkmasina neden olur (Everts et al.,1985; Schwartz &
Mohan, 1995).

Fidelerin yapraklar {izerinde hastaligin ilk simptomlarin1 gérmek zor olabilir ve
hastalik etmeninin diger simptomlar1 tanimlanmadan (goriinmeden) Once bitkileri
oldiirebilir (Cramer, 2000). Fidelerdeki belirtileri, ge¢ ¢ikis, erken solma ve bodur
biiylime seklinde goriilebilir. Olgun yumrularin yiizeyinde kloroz ve tim yapraklarin
kivrilmast seklinde simptomlar goriilebilir (Schwartz & Mohan, 1995; Tahvonen, 1981;
Cramer, 2000). Ciriime koklerden gdvdeye dogru olur ve yumrunun dig renginin
solmasma neden olur, etkilenen dokular ikiye ayrildigi zaman kahverengi veya
kirmizimsi1 kahverengi olur ve sulu bir goriiniim olustururlar. Koklerde genellikle
kahverengi renk degisikligi ve beyaz miselyumlarin kok etrafinda kiimelenmesi
seklinde simptomlar gosterir, kok ciiriir ve bitkinin 6lmesine neden olur. Enfekteli
yumrular saglam goriinsede ilerleyen zamanda depolarda ciirlimelere neden olabilir
(Brayford, 1996).

Ozer, (1995) Tekirdag ilinde tarla ve depolarda bulunan soganlarda yaptig:
calismada F. oxysporum'un varligmi tesbit etmis, kontrollii depoculugun yapildig:

yerlerde hastaligin diisiik oranda oldugunu belirlemistir.
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Tiirkkan ve Karaca, (2006) tarafindan yapilan ¢alismalarda Amasya ilinde sogan
ekilis alanlarinda fungal kok ciiriikliigii hastalik etmenleri, yayilislart ve yogunluklari
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonunda ilk yilda sogan ekim alanlarinin % 95.7’sinin, ikinci
yilda ise % 100’liniin kok ciirlikliigli etmeniyle bulasik oldugu ve hastaligin bitkilerde
ilk yilda % 49.1 ikinci yilda ise %70.7 oraninda yaygin oldugu tesbit edilmistir.
Hastalik etmeni ile bulasik bitkilerden yapilan izolasyonlardan, % 91.6 Fusarium spp.,
% 4.2 oraninda Rhizoctonia spp., % 1.9 oraninda Sclerotium cepivorum, %1.5 oraninda
Pythium oligandrum ve % 0.8 oraninda Trichoderma harzianum belirlenmistir. Yapilan
patojenisite ¢alismalarinda F. oxysporum ve R. solani AG-4 iin viriilenslerinin yliksek
oldugu tesbit edilmistir.

Cakir ve Maden, (2016) tarafindan yapilan caligmada Tirkiye kuru sogan
iiretiminin ve depolanmasinin biiyiik bir kisminin Ankara ilinin Polatl il¢esinde oldugu
belirlenmistir. 2014-2015 yillar1 arasinda yiiriitilen c¢alismada Polatli ilgesinde
kapasitesi 200 ton iizerinde olan 5 depoda oOrneklemeler yapilmig, soganlarda depo
cuiriikliigiine neden olan fungal etmenlerin, ¢ikis oranlar1 ve patojenisiteleri tespit
edilmistir. Depolarda ciiriikliikk belirtisi gosteren sogan Orneklerinden yapilan
izolasyonlarda, Fusarium oxysporum % 3.49, Fusarium solani % 7.69, Fusarium
equiseti %4.89, Alternaria alternata % 5.59, Alternaria porri % 6.29, Aspergillus niger
% 17.48, Aspergillus ochraceous % 2.09, Botrytis allii % 4.19, Fusarium verticilloides
% 13.28, Gliocladium roseum % 4.89, Paecilomyces sp. % 1.39 ve Penicillium spp. %
30.06 oraninda oldugu belirlenmistir. Patojenisite caligmalarinda yumrularin boyun
kisimlarindan yaralar agilip yerlerine inokiilasyon yapilarak arastirilmis ve yumruda
meydana getirdikleri % hastalik oranlarina gore sirastyla B. allii, F. equiseti, F. solani,
F. oxysporum, F. verticilloides, Penicillium spp., A. niger, A. ochraceous, Alternaria
spp. etmenlerinin patojen olduklari tesbit edilmistir.

Bayraktar ve ark., (2014) yapmis olduklari ¢alisma kapsaminda iilkemizde sogan
tretimi ile iligkili farkli Fusarium tiirleri arasindaki genetik akrabalik PCR-RFLP
yontemi ile arastirllmis. F. oxysporum, F. solani, F. acuminatum, F. equiseti, F.
proliferatum, F. redolens ve F. culmorum’ u temsil eden 42 fungus izolatinin ribozomal
DNA ITS bolgesi ITS1/4 primerleri ile ¢ogaltildiktan sonra Hinfl, Alul, Mspl, EcoRlI
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. PCR analizi sonucunda tiim izolatlardan 550-570

bp biiylikliigiinde tek bir DNA fragmenti ¢ogaltilmistir. Enzim kesimleri ise Fusarium
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tiirlerinin birbirinden ayrilmasini saglayan 17 farkli enzim profili olusturmustur. ITS
bolgesinin RFLP analizi ile olusturulan dendogramda tiim Fusarium tiirleri farkli
gruplar igerisinde yer almistir. Fusarium tiirleri arasindaki benzerlik oranmnin ise 0.70-
0.13 arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bulgular sonucunda enzim profillerinin
sogan tretim alanlarinda ekonomik yonden onemli kayiplara yol acan Fusarium
tiirlerinin ayrilmasinda oldukga faydali oldugu belirlenmistir.

2010 yilinda Isvigre’ nin dogu kiyilarinda bulunan Oland adasinda soganlarda
kalite ve verimi diisliren bazal ciiriikliigiin olduk¢a yaygin oldugu tespit edilmistir.
Yapilan c¢alismada bazal ciiriiklige yol acan etmenlerin Fusarium tiirleri oldugu
belirlenmistir. Calismada surveyler iki iiretim donemi boyunca yapilmistir. izolasyon ve
DNA c¢alismalarinin ardindan ITS primerleri ile PCR c¢alismalar1 tamamlanmustir.
Yapilan survey ve izolsayonlar sonucunda izolatlarin % 63.3° {iniin F. oxysporum,
%22.4’tni ise F. redolens oldugu tesbit edilmistir. F. oxyporum ve Trametes sp.
soganlarin % 2 sinde, ayn1 sekilde F. oxysporum ve F. culmorum ile birlikte karisik
enfeksiyon yaptif1 belirlenmistir. Ikinci surveylerde ise enfekteli soganlarin
cogunlugundan F. oxyporum elde edilirken ayrica Sclerotium cepivorum, Penicillium
sp. ve bakterilerin karisik enfeksiyon yaptigida belirlenmistir (Larger, 2011).

2013 yilinda soganlarda bazal kok ¢iiriikligii hastaligina neden olan Fusarium
tiirlerine kars1 Azerbaycan’ in batisinda yiiriitiilen ¢alismada hastalikli soganlardan 50
adet Fusarium izolati elde edilmistir. Yapilan g¢alismada segilen 38 izolattan 17’sinin
soganlarda patojen oldugu bildirilmistir. Yapilan morfolojik ve molekiiler teshisler
sonucunda etmenlerin F. oxysporum, F. solani, F. proliferatum ve F. redolens oldugu
tespit edilmistir. F. redolens Iran igin ilk kayit niteligi tagimaktadir. F. oxysporum
izolatlar1 hem kok c¢iiriikliiliigii hemde fidelerde ¢okertene yol acgtig1 ve yiiksek viriilent
oldugu, F. solani ve F. redolens izolatlarinin daha diigiik viriilenslige sahip oldugu
belirlenmistir (Ghanbarzadeh ve ark.,2013).

Rafika ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Tunus'da depolarda cliriiyen
soganlardan yapilan izolasyonda tespit edilen funguslar arasinda en yaygin olanlar
arasinda Fusarium oxysporum'un da bulundugunu, bunun yani sira sogan rengine bagl
olarak kirmizi renkli soganlarin beyaz renkli olanlara gore daha uzun siireli depolama

Omiirlerinin oldugunu ortaya koymuslardir.
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Abdel-Sater ve Eraky (2002) tarafindan yapilan ¢alismalarda Misir'da tarladan

hasat edilen soganlarda F. oxysporum’un siklikla goriildiigii belirtilmektedir.

2.3. Arbuskiiler Mikorhizal Fungus (AMF) Hakkinda Genel Bilgi

Mikorhiza kelime anlami olarak topraktaki funguslar ile bitki koklerinin
karsilikli fayda saglayarak ortak yasam kurmalar1 sekli olaral tanimlabilir. Mikorhiza
terimi ilk defa 1885 yilinda Bernhard Frank tarafindan odunsu bitkilerin igerisinde
bulunan canli mikroorganizmalarin, daha sonra ektomikorhizal fungus oldugu anlasilan,
tamimlanmasi tlizerine kullamilmistir (Strack ve ark., 2003; Koide ve Mosse., 2004).
Mikorhiza kelimesi kok fungusu olarak tanimlanmaktadir (Gai ve ark., 2006; Martin ve
Slater., 2007). Mikorhizal funguslar 7 farkli bitki grubu ile simbiyotik iliski kurabilirler
ve bunlari; Arbuskiiler Mikorhiza, Ektomikorhiza, Ektendomikorhiza, Erikoid
Mikorhiza, Arbutoid Mikorhiza, Orkid Mikorhiza, Monotropoid Mikorhiza olarak
gruplandirabiliriz. Bunlar arasinda en iyi bilinen Arbuskiiler Mikorhizal Funguslar
(AMF) oldugu belirtilmistir (Hodge, 2000; Strack ve ark., 2003).

Tarimsal agidan iki grup daha fazla Onem arz etmektedir. Bunlar
Endomikorizalar (Arbuskiiler Mikorhizal) ve Ektomikorizalar olarak siralanabilir.
Endomikorizal yasamda fungus, bitki kok dokusundaki kortekse yerleserek kok disina
misel ve liremeye yonelik yapilarimi ¢ikarirlar ve bu yapilar bitki besin elementi alimi
yani sira su alimi gorevini istlenirler (Erzurumlu ve Kara, 2014). Bu mikorizal
yasantida dikkat cekici olan yap1 "Arbuskiil"diir ve bu Arbuskiil ¢ok sayida dallanmais,
ince duvarli, oldukca saglam yapistyla konukgu hiicre iginde yer almaktadir.
Ektomikorizal yagam formunda ise fungus sadece bitki kok dokular: iginde hiicreler
arasi bosluklarda misellerini bulundurur ve ¢ogunlukla fungal biomasini kok disinda
meydana getirir. Bu sayede bitkinin kokiiniin alim giicii normalinden daha fazla

artmaktadir (Erzurumlu ve Kara, 2014).
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Sekil 2.2. Endo ve ektomikoriza’nin kokte olusturduklart yapilar (Kendrick,1992)

AMPF’lerin kok hastaliklarinin azaltilmasinda bilinen en 6nemli etkisinden biri,
besin maddesi 6zellikle de fosfor ve mineral madde alinimini arttirarak bitkinin saglikli
gelismesini ve hastaliklara direncini arttirmada olumlu katki yapmasidir (Linderman,
1996). Koklerin absorbsiyon kapasitesinin artmasi ile besin ve su alimi artar boylelikle
koklerde hiicre yenilenmesi olumlu yonde etkilenir. Fosfor disinda, azot (N), kalsiyum
(Ca), bakir (Cu), mangan (Mn), kiikiirt (S) ve ¢inko (Zn) gibi diger besin maddelerinin
alinmasina yardimei olur (Sieverding, 1991; Ortas, 2002).

Rizosferde bulunan bitki kokiinlin canliliginin  korunmasi, gerekli temel
ithtiyaclarin karsilanmasi i¢in ulagilamayan yerlere bitki kokiinde olusan fungal ortii
vasitastyla bir baglanti kurmaktadir. Boylece bitki de mikorhizanin gelisimi ve
stirekliligi i¢in gerekli olan fotosentetik maddelerden yararlanma olanagi olusmaktadir
(Demir, 1998; Erzurumlu ve Kara., 2014; Oztiirk ve ark., 2017).

AMF o6zelligini tasiyan 6zel yapilar tropik yagmur alanlarinda, tuzlu ve sodali
topraklarda bulunarak ¢esitli ¢evre kosullar ile birliktelik olustururlar (Quilambo, 2003;
Strack ve ark., 2003). Funguslar ile karsilikli yarar iliskisi kuran koklerin, oncelikle

fosfor olmak tiizere bazi makro ve mikro besin elementlerince zengin oldugu
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belirtilmistir (Demir, 1998). Bu yarar iliskisinin toprak kosullarin1 iyilestirdigi,
erozyona mani oldugu ve toprak fraksyonlarinin olusumunu arttirdigr sdylenmektedir.
Toprakta bulunan AMF sporlarindan gesitli yontemler ile saf kiiltiir elde edilebilinir, bu
1slak eleme yontemi veya tek spor yontemiyle gergeklestirilebilir. Bu nedenle
smiflandirilma; sporlarin sekilleri, biiytikliikleri, renkleri bulunduklar1 toprak yapisina
ve morfolojisine gore yapilmaktadir (Sing ve ark., 2010)

Sensoy ve ark., (2007) tarafindan yapilan galismalarda (Glomus intraradicea ve
Gigaspora margarita AMF tiirlerinin (Capsicum annuum L.) biber bitkisinin kuru
agirligini arttirdigi ve aralarinda pozitif yonde iligki kurduklar1 gézlemlenmistir. Ayrica
mikorhizal bagimliligin ve kolonizasyonun yiiksek oldugu belirtilmistir.

Mikoriza sogan, pirasa ve sarmisak gibi mikorizaya bagimli ve kiikiirt seven
bitkilerin koklerinde yiiksek oranda kolonizasyon olusturmaktadir. Sogan fidelerine
(Allium cepa L.) G.versiforme ve G. intraradices mikoriza tiirii uygulamasinda siirgiin
kuru madde veriminde artis sagladigi belirtilmistir (Guo ve ark., 2006).

Burke, (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Arbuskiiler Mikorhizal Funguslar’in
sarimsak otu (Alliaria petiolata) bitkisi tizerine olan etkisi tizerinde galigilmistir. Orman
kosullarinda yetisen bitkinin AMF kok kolonizasyonu ve yapisi incelenmis sonug olarak
aralarinda simbiyotik iliskinin oldugu gézlemlenmistir.

Karaarslan, (2012) tarafindan yapilan c¢aligmada sogan bitkisi ile birlikte bes
farkli (Glomus mossea, Glomus deserticola, Glomus caledonium, Glomus intraradice ve
Glomus clustroforme) mikoriza tiirii kullanarak sogandaki en yiiksek infeksiyon orani
belirlenmeye c¢alisilmistir. Aymi yetistirme ortamlari kullanilarak yapilan caligmada
soganda farkli infeksiyon oranlar1 elde edilmistir. Mikorizalar arasinda en yiiksek
infeksiyon oranina Glomus deserticola ile asilanmis bitkilerde ulasilmistir. Uygulanan
farkli mikoriza tiirlerine bagli olarak bitkide bazi gelisim paremetreleri ile mikro ve
makro besin elementleri kapsamlarinda farkliliklar oldugu ve bu verilerin istatistiksel
olarak dnemli oldugu belirlenmistir.

Demir, (2002) tarafindan yapilan calismada Arbuskiiler Mikorhizal Fungus
(AMF) Glomus intraradices’in farkli familyalara ait sebze bitkilerindeki kolonizasyon
oraninin belirlenmesi ¢alisilmistir. Bu c¢alismada bitkisel materyal olarak domates,
biber, patlican (Fam: Solanaceae), hiyar, kabak (Fam: Cucurbitaceae), sogan, sarimsak,

pirasa (Fam: Liliaceae), maydanoz (Fam: Apiaceae) ve fasulye (Fam: Fabaceae)
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bitkileri kullanilmigtir. G. intraradices bu bitkilerin hepsinde degisen oranlarda kolonize
oldugu ve simbiyotik yasam iligkisi kurabildigi belirlenmistir. En yiiksek kolonizasyon
oranlart ise % 53.9 ile Liliaceae familyasi ve % 66.0 ile bu familyaya ait olan pirasa
bitkisinde oldugu belirlenmistir.

Akkoprii ve ark., (2005) tarafindan yapilan calismada 13 farkli nonpatojenik
Fluoresant Pseudomonas (FP) izolati ile Arbuskiiler Mikorhizal Fungus (AMF) Glomus
intraradices Schenck&Smith’in domates bitkisinin bazi morfolojik parametreleri (bitki
boyu, yas ve kuru agirlik) ve Fusarium solgunluguna (Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (Sacc) Syd. Et Hans.) (FOL) kars1 etkileri, saks1 testleriyle iklim odasinda
calistlmisgtir.  G. intraradices (G.i.) inokulasyonu tohum ekimi esnasinda FP
stispansiyonlart da domates fidelerinin koklerine uygulanmistir. G.i. kontrol % 48
oraninda hastaligt baski altina alirken, FP+FOL % 12-68, FP+FOL+G.i.
uygulamalarinda ise hastalik siddetinde % 48-92 oraninda bir azalma oldugu
belirlenmistir.

1996 yilinda soganda beyaz ¢iiriikliik hastaligina neden olan Sclerotium
cepivorum Berk. etmeni ile bulasik tarlalarda Glomus sp. Zac-19’ nin etkisinin
arastirildig1 bir ¢alisma yiirtitiilmiistiir. 1ki hafta boyunca hastaligin gelisimi beklenmis
ve ardindan mikoriza uygulamalart yapilmistir. On bir hafta sonunda mikoriza
uygulamasi olmayan alanlara kiyasla beyaz giiriikliilk hastaligina kars1 onemli 6lclide
koruma saglandigi belirlenmistir. Hastaligin olmadig1 sadece mikoriza uygulamalarinin
yapildigi alanlarda % 22 verimde artig saglanmistir (Barragan ve ark., 1996).

Hollanda'da organik ve konvansiyonel tarim sistemlerini karsilastirmak icin
sogan koklerinde dogal olarak olusan arbuskiiler mikorhizal funguslarin (AMF) gesitleri
ve kolonizasyon seviyeleri incelenmistir. 2004 yilinda, Zeeland ve Flevoland bolgesinde
20 adet sogan tarlasinda surveyler yapilmistir. Arbuskiiler mikorhizal funguslarin
filotipik ¢alismas1 rDNA sekansi ile tanimlanmistir. Sogan koklerinde Zeeland’ da
organik tarlalardan elde edilen soganlarda geleneksel tarlalardan elde edilen
soganlardan kolonizasyonun daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Genel olarak 14 tane
AMF filotip tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmada en yaygin olarak bulunan Glomus
mosseae-coronatum ve G. caledonium-geosporum tiir kompleksleri ile iligkili iki filotip
olmus diger filotipler ise daha az miktarda bulunmustur. Organik ve konvansiyonel

tarim sistemlerinde tarla basina benzer sayida filotip oldugu belirlenmistir. Glomus-B,
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Archaeospora ve Paraglomus cinsleri ile baglantili filotipler bazi organik ve
konvansiyonel tarim sisteminde belirlenmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda tarim
uygulamalarinin AMF gesitliligini etkilemedigi belirtilmistir (Guillermo ve ark., 2009).
2006 ve 2008 yilinda toprakta bulunan AMF c¢esitliligini belirleyebilmek i¢in yapilan
benzer c¢aligmalarda 18S-1TS1-5.8S-ITS2 rDNA bdlgesin kullanilmis ve calisma
sonunda en ¢ok bulunan GloA6 (G. mosseae—coronatum tiirleri ile ilskili komplex
tirler) ve GloA5 (G. caledonium—geosporum kompleks tiirleri) filotipler oldugu
bildirilmistir (Hijri ve ark., 2006; Appoloni ve ark., 2008).

2012 yilinda soganin iiretimini ve besin degerini artirmak i¢in mikorizal ve
saprofit funguslarin inokulasyonunun yapildig1 bir ¢alisma yiiriitiilmistir. Yapilan
calismada denemeler iki faktorlii olarak kurulmustur. AMF lerden ticari iiriin olan
Symbiyit (Glomus etunicatum,G. microaggregatum, G. intraradices, G. claroideum, G.
mosseae ve G. geosporum) M1 olarak ve tek fungus inokulumu G.intraradices BEG140
M2 olarak, saprofitik funguslarla 6nceden asilanmis kabuk cipsleri ise (Gymnopilus sp.,
Agrocybe praecox karisimi ve Marasmius androsaceus) S olarak adlandirilarak
kullanilmistir. Taze yumru biiyiikliigiindeki artis M1 karisiminda % 100 olmus, AMF
kolonizasyonu ile sogan yumrusunun gelisimi arasinda gilicli bir iliski oldugu
belirlenmistir. Tiim inokulasyon calismalar1 ve tek fungus ¢alismalari total antioksidan
seviyesini ve soganin biyokiitlesini artirirken en yiiksek deger M1, S + M1 ve S + M2
karisimlarindan elde edilmistir. Baz1 minerallerin artisinda ise (Mg ve K) M2, S ve S

+M2 uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir (Albrechtova ve ark., 2012).

2.4. Trichoderma harzianum Hakkinda Genel Bilgi

Tarimda hastalik ve zararlhilarla miicadelede mikroorganizmalarin kullanimi
biyolojik miicadelenin etkin stratejileri arasindadir. Mikrobiyal biyolojik ajanlar
biyopestisit, biofertilizer, biiyiime tesvik ediciler ve dogal bagisiklig1 stimiile ediciler
seklinde gruplandirilmaktadirlar. Trichoderma orjinli preparasyonlar, diinya capinda
farkli bitki patojenlerine kars1 iiriinlerin korunmasinda veya ¢esitli iiriinlerde, tarla, sera,
bahgelerde bitki biiylime ve verimliligini arttirilmasinda kullanilmaktadir. Trichoderma
genusu, Ascomycota alt boliimii Hypocreales takimina ait rhizo kompeten bir fungus

olmakla birlikte Diinya’da ¢esitli ekosistemlerde bulunmaktadir (Szekers ve ark., 2005).



19

Trichoderma genusuna ait funguslar, 1930 yillardan beri biyolojik kontrol
ajanlart olarak bilinmekte olup bitki hastaliklarin kars1 glinlimiizde de kullanilmaktadir,
1990’lardan itibaren ticari tarimda bircok Tllkede olduk¢a yaygin kullanimi
bulunmaktadir. Bununla birlikte, etki mekanizmalar1 ve potansiyel kullanimlarina dair
bilgilerin yeterli seviyede olmadig1 disiiniilmektedir (Harman, 2011).

Trichoderma  &zellikle patojenik  funguslarla interaksiyon kurar. Bu
interaksiyonlar hiperparazitizm, antibiyozis ve rekabet seklinde olur (Blaszczyk ve ark.,
2014).

Antibiyozis, Trichoderma spp. tarafindan fungal patojenlere kars1 yaygin olarak
kullanilir, halen tam olarak ¢éziimlenememis mekanizmaya sahiptir (Shi ve ark., 2012).
Evrim boyunca, Trichoderma tiirleri farkli fungal tiirler ile rekabet edebilecek gesitli
mekanizmalar gelistirmis olup bu tip rekabet aktiviteleri icin genomik bilginin daha
fazla depolanmasina gerek duyulmustur. Bu durum parazitik tiirler olan T. virens ve T.
atroviride’nin genomlarinin daha genis oldugunu ve daha iliml tiirlere gore 3000’den
fazla geni igerdigi belirtilmistir (Kubicek ve ark., 2011). Rekabet ve mikoparazitizmde,
miselyal gelisim i¢in ¢evre kosullarinin uygun olmamasi durumunda bile
Trichoderma’nin ekstraseliiler enzim sistemleri aktif kalabilmekte ve bu durum da daha
iyi stres toleransi igin strainlerin gelistirilebilecegi diistiniilmektedir (Kredics ve ark.,
2003)

Trichoderma cinsinin baz1 izolatlari biyokontrol ajanlari olarak bir¢ok fungal
patojene kars1 kullanilmaktadir bunlar; Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium spp., Pythium ultimum, Phytophthora spp., Armillaria spp.,
Fusarium oxysporum, Verticillium spp. ve Gauemannomyces graminis gibi etmenlerdir.
Biyokontrolde en ¢ok kullanilan tiirleri ise, T. harzianum, T. atroviride, T. asperellum,
T. polysporum, T. Viride seklindedir. Biyolojik iiriinlerin biiyiik bir kismt T. harzianum
(% 83) ile kombine T. viride (% 55) ve T. koningii’ (% 28)’den olugsmaktadir (Woo ve
ark., 2014).

Trichoderma’nin gevresel rollerinden biri de topraktaki bitki kalintilarinin
ayrismasina yardimci olmaktir. Trichoderma tiirlerinden bazilart ¢ok 1iyi seliiloz
iiretmektedirler; boylece biyoteknoloji endiistrisi i¢in 6nem arz ederler (Réczey ve ark.,
1996; Aydin, 2015). Rizosferde rekabetci hidrokarbonlar, klorofenolik bilesikler,

polysakaridler ve tarimda kullanilan xenobiotik bilesikleri parcalayip ayristirabilirler
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(Harman ve ark., 2004). Tarim ac¢isindan Onemi ise, bazi Trichoderma tiirlerinin
Fusarium, Pythium, Rhizoctonia ve Sclerotinia tiirleri gibi bitki patojenlerine karsi
antagonistik yetenege sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Antagonistik etki
Trichodermalar tarafindan antifungal metabolitlerin {iretimi, besin ve yer igin yarisma
ve mikoparazitlik gibi farkli mekanizmalar tarafindan gerceklestirilir (Kredics ve ark.,
2003).

Tiirkiye’de ge¢miste yapilan calismalarda elde edilen Trichoderma tiirleri; T.
harzianum, T. viride, T. pseudokoningii, T. hamatum, T. virens, T. koningii ve T.
aureoviride olarak tanimlanmistir (Turhan, 1973; Iren ve ark., 1988; Celiker ve Nemli,
1994; Turak, 1997). Ancak Aydin ve Turhan, (2009) tarafindan yapilan calismada,
Tiirkiye’nin degisik cografik bolgelerinden alinan toprak oOrneklerinden izolasyon
yapilmis ve 14 farkli Trichoderma tiirii izole edilmistir. Bu tiirler, T. asperellum
Samuels, Lieckf & Nirenberg, T. atroviride Bissett., T. crassum Bissett., T. croceum
Bissett , T. gamsii Samuels & Druzhin, T. hamatum (Bonard.) Bainer, T. harzianum
Rifai, T. inhamatum Veerkamp & W. Gams, T. neokoningii Samuels & Soberanis, T.
spirale Bissett, T. strigosum Bissett, T. tomentosum Bissett, T. virens J.H., Mill.,
Giddens & A.A Foster ve T. viride Pers. olarak kayit altina alinmigir. Bu tiirlerden T.
harzianum, T. viride, T. hamatum ve T. virens (=G. virens) disindaki 10 Trichoderma
tirtiniin tilkemiz igin ilk kayit oldugu belirtilmistir. Demirer Durak, (2011) gilekte
yapmus olduklart ¢alismada Trichoderma rossicum’u ilk kayit olarak tespit etmislerdir.

Akan ve Ozer, (2009) tarafindan yapilan calismada yemeklik soganda (Allium
cepa L.) ¢iirimeye neden olan Aspergillus niger van Tieghem ve Fusarium oxysporum
Schlechtend.: Fr. f. sp. cepae (Hans) Synder&Hans iizerine baz1 antagonist funguslarin
etkileri aragtirilmigtir. Trichoderma sp. ’ne ait iki izolat (TRIC3 ve TRICS8) her iki
patojenin kontrolii igin, Penicillium sp. (PEN15) ve Aspergillus sp. (ASP3)'ne ait birer
izolat sirasiyla A. niger ve F. oxysporum f. sp. cepae'nin kontrolii i¢in kullanilmistir. A.
niger antagonist uygulamasi yapilmamis elmalar (Kontrol) iizerinde lezyon olustugu
ancak elmada herhangi bir lezyon ya da kolonizasyona neden olamadig1 goriilmiistiir. A.
niger tizerine antagonist funguslarin etkinligi kullanilan test bitkileri ve Olgiilen
parametrelere gore farklilik gdsterdigi ve TRIC8 izolatmn 107 konidi ml!
konsantrasyon yogunlugundaki uygulamasi 6lgiilen tiim parametreler agisindan A. niger

ve F. oxysporum f. sp. cepae enfeksiyonunu yiiksek oranlarda azalttig1 belirtilmistir.
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Sivan ve Chet (1986) tarafindan yapilan ¢alismada, T. harzianum'un T35 izolati
Fusarium ile enfekteli tarla topraklarinda yetisen pamuk bitkilerinin rizosferinden izole
edilmis ve bu izolat, domates ve kavun fidelerinin kdklerine uygulanmistir. Caligma
sonunda kavunda fusarium solgunlugunun % 33; domates tag¢ ¢iiriikliigiiniin ise % 18
oraninda azaldigi belirlenmistir.

Rajendran ve Ranganathan (1996), yaptiklar1 ¢alismada in vitro denemeleri,
tarlada ve saksida yaptiklari denemelerinde Trichoderma viride ve Pseudomonas
fluorescens kombinasyonunun tohuma uygulanmasi ile F. oxysporum f. sp. cepae
tarafindan soganlarda meydana gelen dip c¢lrikligi hastaligmmi azalttigini
bildirmislerdir.

Coskuntuna ve Ozer (2008), yaptiklari ¢alismada Trichoderma harzianum
igerikli ticari biyolojik preparatin (Sim ®Derma ) arpacik soganlara uygulanmasi ile
patojenle bulasik topraklarda sogan ciiriikliigli hastaliginin azaldigini, bunun yani sira

bas sogan cap1 ve agirhiginin arttigini bildirmislerdir.
2.5. AMF - Trichoderma spp.

AMF ve Trichoderma tiirlerinin tek tek veya birlikte de uygunlanmasinda toprak
kaynakl1 patojenlere karsi etkili olmakta bunun yani sira birbirlerini sinergistik olarak

etkiledigi bilinmektedir (Johnson ve ark., 1987 ).

Soganlarda bazal kok ciiriikliigiine neden olan en 6nemli funguslardan olan
Fusarium proliferatum ile miicadele ¢aligmasi yapilmistir. Bu amagla F. poliferatum ile
enfekteli topraklarda Trichoderma harzianum strain T100 1 x 10° cfu/g oraninda
kullanilmigtir. Ayrica her saksiya Glomus mosseae kombine edilmistir. Glomus ile
inokulasyondan 23.30 ve 36 giin sonra sokiimler gergeklestirilmistir. Arbuskiiler
mikoriza uygulamasi etkin sekilde sogan biiylimesini tesvik ettigi goriilmiis ancak
hastaligin  biyolojik kontroliinde etkisi olmadigi tesbit edilmistir. Trichoderma
uygulanmis topraklarda hastalik oran1 % 25 oraninda azaldigi1 ancak zamanla bu etkinin
distiigii  belirtilmistir.  Trichoderma nin  varligimnda AMF kok kolonizasyonunun
bitkilerde azaldigi tesbit edilmistir. Hastalifin kontroliinde kombinasyonun aksine
Trichoderma ve Glomus mosseae ayr1 ayrt kullanildiginda daha etkili oldugu
bildirilmistir (Ghanbarzadeh ve ark., 2016).
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Turhan ve Demir, (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, ¢ilekte sorun olan ve
kimyasal miicadelesi olmayan Rhizoctania solani Kiihn’iin neden oldugu siyah kok
curiikliigii hastaligina kars1 farkli arbuskiiler mikorhizal fungus (AMF) ve biyolojik
miicadele eleman1 Trichoderma harzianum’un tekli, ikili ve ii¢lii kombinasyonlarinin
etkileri caligilmistir. Bu calisma Iklim odasinda kontrollii sartlarda yetistirilen cilek
bitkilerine iki farkli AMF izolat1 (Glomus mosseae, ve Ticari AMF izolati),
Trichoderma harzianum ve hastalik etmeni Rhizoctonia solani’nin ikili ve tglii
inokulasyonlar1 uygulanmistir. AMF tiirleri ¢ilek bitkisinde % 31-66 arasinda kolonize
olmus ve kolonizasyon bakimindan en iyi sonu¢ Glomus mosseae’nin tek basina
uygulandigt muamele grubunda goriilmistir. Caligmada hastaligin kontrol altina
alinmasi agisindan AMF izolatlart ve T. harzianum’un sirastyla % 9.09-% 91 oranlari
arasinda etkili oldugu belirtilmistir ve besin elementi igerigini genel olarak kontrol
bitkilerine gore 6nemli lgiide artirdig1 tespit edilmistir.

Yogendra ve ark. (2003)’ nin yapmis olduklar1 ¢alismada, tropikal bitki olan
Gmelina arborea’nin tohum gelisimi ve ¢imlenmesi tizerine; Trichoderma harzianum,
Pseudomanas fluorencens, organik materyal ve AMF un etkileri arastirilmistir. Kok
kolanizasyonu AMF tarafindan en yiiksek, Trichoderma harzianum + AMF ile birlikte
olusturduklart kombinasyon da % 92.5 oraninda olumlu etki gostermislerdir. Ayrica T.
harzianum + AMF + Fusarium oxyporum kombinasyonu % 90 etkili olmustur. Calisma
sonucunda Gmelina arborea tohumlarinin saglikli gelismesi ve hastaliklarla kontroliinde

birgok kombinasyonun etkili oldugu bildirilmistir.

Datnoff ve ark. (1995) tarafindan Florida’da yapilan ¢aligmada ise domates
bitkisinde Fusarium solgunluguna karst Trichoderma harzianum ve Glomus
intraradices’in  ticari formulasyonlari kullanilarak uygulamalar yapilmis ve
Trichoderma harzianum + Glomus intraradices kombinasyonunun hastalik siddetini

onemli oranda azalttig1 belirlenmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak; Se¢, Gence ve Sampiyon ticari isimli

Alliaceae familyasina ait Alliaceae cepae (sogan) tohumlar1 kullanilmistir

3.1.2. Biyolojik savas elemanlari
AMF izolati

Calismada, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Fitopatoloji laboratuvari kiiltlir stoklarinda bulunan Glomus mosseae AMF
tirii, AMF Bioglobal Ltd. Sirketinden temin edilen ERS Endo Roots Soluble ticari
isimli AMF (Glomus intraradices, Glomus aggregatum, Glomus mosseae, Glomus
clarum, Glomus monosporus, Glomus deserticola, Glomus brasillianum, Glomus

etunicatum, Gigaspora margarita) tiirleri igeren preparat kullanilmustir.

Trichoderma izolat1
Calismada Trichoderma harzianum’un ticari formulasyonu olan T22-
PLENTERBOX kullanilmistir.

3.1.3. Patojen izolati

Polatli sogan iiretim alanlarindan elde edilen dip ¢iiriikliigii Fusarium oxysporum
f. sp. cepae ile bulasik sogan bitkilerinden elde edilen ve patojenite ¢alismasinda

virulensliginin yiiksek oldugu (%70.66) tespit edilen izolat kullanilmistir.
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3.1.4. Calismada kullamlan mikrobiyolojik besiyerleri

Calismada izolatlarin ¢ogaltilmasi ve uzun siire saklanmasi i¢in Patates Dekstroz
Agar (PDA), SNA (Sentetik Besi Ortami Agar)ve WA ( Su agar1) besiyerleri
kullanilmistir. PDA besiyerlerinin bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 3.1 de, SNA besi

yerlerinin bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 3.2 de ve WA besi ortami ve miktarlar da

Cizelge 3.3 de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 PDA besiyerinin bilesenleri ve miktarlar1 (1000 ml)

Madde Miktar
Dekstroz 20 g.
Kaynatilmig patates suyu 200 ml.
Agar 20 9.
Saf Su 1000 ml.

Cizelge 3.2. SNA besiyerinin bilesenleri ve miktarlar1 (1000 ml)

Madde Miktar
Potasyum Fosfat (KH,PO,) 1g
Potasyum Nitraf (KHO3) 19
Magnezyum Siilfat (MgSO47H,0) 05¢
Potasyum Klortir (KCL) 0549
Sucrose 0.2g
Glukoz 029
Agar agar 209
Distile su 1000 ml
Ampicilin 100 mg

Streotomycin

50 mg (45°C)

Cizelge 3.3. WA besiyerinin bilesenleri ve miktarlar: (1000 ml)

Madde Miktar
Agar agar 209
Distile su 1000 ml

3.1.5. Bitki yetistirme ortam

Calismada 3.5 kg karisim alabilen 16 x 18 cm ebatlarinda plastik saksilar

kullanilmistir. Biitiin sakst ortami 121°C ve 1 atmosfer basingta 20 dakika otoklavda
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sterilize edilmistir. Uygulamalarda 1:1 oraninda torf-perlit karisimindan olusan harg

materyali kullanilmistir.

3.1.6. Arastirmanin ger¢eklestirildigi laboratuvar ve iklim odasi

Caligmalar Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisi Mudirligi
Fitopatoloji Boliimii laboratuvar ve iklim odalarinda yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1.). Sogan
Bitkileri; 4000-6000 lux 1s1k siddetine sahip 1s1k ile 12 saat 1siklanma siiresi ve 22+2 °C
sicaklik ve % 60-70 orantili nem kosullarina sahip olan iklim odasinda

yetistirilmislerdir.

Sekil 3. 1 Aragtirmanin gergeklestirildigi laboratuvar.

3.2. Yontem
3.2.1. Ornek toplama

Ankara ili Polath ilgesinde daha once ¢alisilmis “Ankara ve Kastamonu ili
Sogan ve Sarimsak Alanlarindaki Hastalik, Zararli ve Faydali Tiirlerin Tespiti ile
Onemli Bocek Tiiriiniin Popiilasyon Gelisimi Uzerinde Arastirmalar” (Proje No:
Tagem-Bs-12 / 09-07/01-14) isimli projede kapsaminda hastalikli oldugu bilirlenen
sogan alanlarinda hasada yakin donemde kontroller yapilarak hastalik belirtileri goriilen
bitkiler alimmistir. Numuneler kagit torba icerisine konularak etiketlenmistir ve +4
°C’de muhafaza edilmistir. Yaklasik olarak her 5 da alandan hastalik belirtisi gosteren

bir 6rnek alinmistir.
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Cizelge 3. 4. Araziden alinan alanlarin bliyiikligi (da) ve 6rnek sayisi

Tice/Koy Tarla Alam (da) Ornek Sayisi
Polatli/Yassthoyiik koyt 50 10
Polatli/Yassthoyiik kdytl 25 5
Polatli/Yassthoytik koyt 60 12
Beylikkoprii 30 6

Beylik koprii/Kanhgegit 30 6

Beylik koprii/Askeri Birlik Karsisi 8 2

3.2.2. Fungal etmenlerin izolasyonu

Laboratuvara getirilen dip ciiriikliigii ile bulasik oldugu diisiiniilen sogan
orneklerinin kokleri musluk suyu altinda temizlenmistir. Daha sonra, hastalikli ve
saglikli kisimlari igeren parcalar halinde kesilmis ve yiizeysel dezenfeksiyon i¢in %1°lik
NaOCl iginde 2-3 dakika bekletilmistir. Dezenfeksiyon isleminden sonra kok
pargaciklar steril saf su ile yikanmis ve steril kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmustur.
Kurutulan parcaciklar PDA ortamina her petriye 4 kok pargacigi olacak sekilde
yerlestirilmis ve kiltiirler gelismesi icin 2442°C’de 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

Ortamlarda gelisen Fusarium benzeri izolatlar, SNA(Synthetic Nutrient Agar) ,
Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Su Agar (WA) gibi ortamlarda saflastirma yapilmistir.
Saf kiiltiirler elde edildikten sonra egik tiiplere aktarilarak stok Kkiiltiir olarak

saklanmustir.
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3.2.3. Fungal etmenlerin teshisi

3.2.3.1. Klasik metotla teshis (Makroskopik ve mikroskpik teshis)

Izole edilerek egik agara alinmis olan Fusarium benzeri izolatlarin tiir
teshislerinin yapilmas1 amaciyla SNA (Synthetic Nutrient Agar) ortamina alinmistir. Bu
ortama aktarilan izolatlar 25+1°C’de 10 giin inkiibasyondan sonra, fialit ve konidi
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla mikroskopta 40’lik objektif altinda incelenmistir.
Her izolat i¢in 50 makrokonidi ve varsa 50 mikrokonidi olglimii yapilarak cins
diizeyinde teshisleri yapilmistir. Daha sonra cins diizeyinde teshis edilen izolatlarin Su
agar kullanilarak tek spor izolasyonu yapilmistir. Tek spor izolasyonu i¢in, daha dnce
SNA’da gelistirilen funguslardan konidi siispansiyonunun hazirlanmasi i¢in ilk olarak
test tiipleri i¢ine 10 ml su konulmus ve bu tiipler otoklav edilmistir. Tamamen sogumus
olan bu tiiplerin i¢ine ortamda gelisen fungusun hifinden kiigiik bir kisim alinarak
konulmustur ve 1-2 dakika konidilerin su i¢inde yayilmasi i¢in vortexte karistirilmistir.
Bu konsantrasyondan bir damla alinmis ve WA (su agar) Ustlinde yayilarak 25 °C’de
18-20 saat inkube edilmistir. Inkiibasyondan sonra petriler mikroskop altinda
incelenmistir. Cimlenen tek bir konidi kiiciik bir kare agar parcasi ile alinmig ve spesifik
ortamina yerlestirilmis 25+1 °C’de inkubasyona birakilmistir (Burgess ve ark. 1994).

Degisik kaynaklardan yararlanilmak suretiyle makroskopik ve mikroskobik
olarak tiir teshisi yapilmistir. (Barnett 1960, Ellis 1993 a, Ellis 1993 b, Anonymous
1996).

3.2.3.2 Molekiiler metotla teshis

Klasik olarak teshis edilen funguslar teyit amaciyla DNA Sekans analizi de

yapilmistir.

DNA izolasyonu

PDA besi yerinde 10-12 giinliik gelisen izolatlarin miselleri kazinmis, sivi azot
yardimiyla ezilmis, DNA ekstraksiyonu, Qiagen Plant Mini DNA Kit kullanilarak

protokollerine uygun olarak gerceklestirilmistir.
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QIAGEN Plant Mini Kit Quick Start Protokol’un uygulanmasi dikkat edilen hususlar:

- Tiim santrifiij islemleri oda sicaklig1 (15-25 °C)’nda yapilmistir.
- AP1 ve AW 1 ¢ozeltilerinde olusan her hangi bir ¢okelti ¢ozdiirtilmiistiir.
- AW 1 ve AW 2 ¢ozeltilerine etanol (etil alkol) eklenmistir.

- Sicak su banyosu dnceden 65 °C’ye ayarlanmistir.

DNA izolasyon Asamalari

1. Bitki parcalart (<100 mg yas agirlik veya <20 mg liyofilize doku) doku
parcalayici (TissueRuptor veya TissueLyser II) kullanilarak parcalanmistir.

2. 400 pl Buffer AP1 ve 4 ul RNase A eklenerek. Vorteks yapilmig ve 10 dakika
icin 65 oC’ de inkubasyona birakilmistir. Tiipler inkubasyon sirasinda 2-3 defa alt-iist
olacak sekilde ¢evrilmistir.

3. 130 pl Buffer AP3 eklenmistir. Karigtirllmig ve buz tlizerinde 5 dakika inkube
edilmistir.

4. Lysate 5 dakika i¢in 20,000 x g (14,000 rpm)’de santrifiij edilmistir.

5. Pipet yardimiyla Lysate, 2 ml toplama (collection) tupiine konulmus olan QIA
shredder spin column’a aktarilmistir. 20,000 x g’de 2 dakika siireyle santrifiij
yapilmistir.

6. Siiziilen kisim (flow-through) ¢okelti (peleti) bozulmadan yeni tiipe aktarilmistir.
1,5 hacim Buffer AW1 eklenmis ve pipetleme ile karistirilmistir.

7. 650 pl karistm 2 ml toplama (collection) tiipiine konulmus olan DNeasy Mini
spin column’a transfer edilmistir. >6000 x g (=8000 rpm)’de 1 dakika santrifii
edilmigtir. Siiziilen kisim (flow-through) atilmistir. Bu islem 6rnegin geri kalan kismu ile
tekrar edilmistir.

8. Spin kolon yeni 2 ml toplama (collection) tiipline konulmus ve. 500 ul Buffer
AW2 eklenmistir. 1 dakika >6000 x g’de santrifiij edilmistir. Siiziilen kisim
(flowthrough) atilmistir.

9. Yeniden 500 pl Buffer AW2 eklenmis ve 2 dakika 20,000 x g’de santrifiijleme
yapilmistir.

10. Spin kolon toplama (collection) tiipiinden kolon siiziilen kisma (flow-through)

dokunmayacak sekilde dikkatlice ¢ikarilmstir.
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11. Spin kolon yeni 2 ml ‘lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmigtir.

12.DNA’y1 asag akitabilmek i¢in (elution) 100 pl Buffer AE eklenmistir. Oda
kosullarinda (15-25°C) 5 dakika inkube edilmistir. Akabinde 1dakika >6000 x g’de
santrifiij edilmistir.

13. Spin kolon yeni 2 ml ‘lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmak suretiyle tekrar

edilmistir.

PCR Calismalan

PCR reaksiyon karigimi ve kosullart Cobos ve Martin (2008)’e gore yapilmigstir.
Son hacmi 50 pl olan PCR reaksiyon karisimi; 5 pl buffer [75 mM Tris HCI, pH 9.0, 50
mM KCI, 20 mM (NH4)2S04], 5 uM lik her bir primerden 2 ul, 1.5mM MgCI;,’ den 3
pl, 10 mM deoxy nucleoside triphosphates (ANTPs)’ den 1 ul, 5 U Taq polymerase
(Fermatas)’dan 0.5 pl, 4 ul bovine serum albumin (BSA: 10 mg/ml) ve her bir
reaksiyon icin 4 pl DNA template olacak sekilde hazirlanmis (DNA lar nanodropta
Ol¢iilmiis ve fazla ise sulandirilmis, az ise konsantrasyon optimum 45-50 pg/ml olacak
sekilde reaksiyona katilarak DNA miktar1 ayarlanmistir) su ile 50ul’ye tamamlanmaistir.
DNA c¢ogaltimi Techne TC-5000 thermal cycler asagidaki dongiiler kullanilarak
yapilmustir.

PCR dongii programi;

96° C— 5 dk 6n denatiirasyon

94°C —30 sn DNA nin ¢ift iplik¢iginin ayrilmasi denatiirasyon

52° C —30 sn primer baglanmasi annealing } 36 dong
72 °C— 90 sn yeni iplik¢igin yazilimi extension

72 °C —7 dk son yazilim

ITS bolgelerinin amplifikasyonu i¢in ITS-4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3’) ve ITS-5 (5°GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAGG 3’°) primerleri
kullanilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri %1.5’luk agaroz jele yiiklenerek 1X TBE (40
mM Tris-borate, | mM EDTA, pH:8.0) buffer igerisinde elektroforezde yiiriitiilerek
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goriintiilenmistir. PCR ¢aligmalar1 tamamlanan izolatlarin sekans analizleri BM (Gene
Research and Biotechnology Company, Ankara, Tiirkiye) firmas1 tarafindan yapilmistir.
PCR firiinlerinin niikleotid sekans sonug¢lart BIOEDIT software programi kullanilarak
acilmig, bu DNA dizileri NCBI (National Center for Biotechnology Information)’daki
ilgili sekans dizileri ile karsilastirilmistir, % 99’ un tizerinde benzerlik gosteren izolatlar

degerlendirmeye alinmistir.

3.2.4 Hassas sogan c¢esidin belirlenmesi

Calismada hastalik etmenine karsi en hassas sogan ¢esidini belirlemek amaciyla 6n
patojenisite testi yapilmustir. Saksilara steril (torf ve perlit) doldurulmus, tohumlar % 1
lik NaOCl iginde 3 dakika bekletilip yiiziiysel dezenfeksiyona tabi tutulduktan sonra 2
seri saf sudan gegirilip steril kurutma kagitlar1 tizerinde kurutulmus ve her saksiya 5
tohum olacak sekilde ekilmistir ve iklim odasinda bakim islemleri ytirtitilmiistiir.

Onceden PDA ortamma asilanmis hastalik etmenin iizerine 10-15 ml saf su
konulmus ve 6ze yardimi ile kazmarak sivi hale getirilip spor yogunlugu 1x10° spor/ml
olacak sekilde hemositometre kullanilarak ayarlanmistir. Koklendirilmis olan sogan
bitkilerinin kokleri 1-1,5 cm olacak sekilde kesilerek fungus siispansiyonuna daldirilmig
ve 20 dakika bekletilmistir. Deneme her izolat i¢in her saksi bir tekerriir olacak sekilde
5 tekerriirlii kurulmus ve her tekerriire 5 adet arpacik sogan dikilmistir. Kontrol
saksilarinda herhangi bir inokulasyon yapilmamis sadece steril su kullanilmistir.
Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore kurulmustur. 4 hafta sonra
degerlendirilmeye alinan hastalikl1 bitkiler, saksilardan tek tek sokiilerek hastalik siddeti
degerlendirmesi, Karaca (1968) tarafindan olusturulan 1-5 skalasina gore yapilmistir.
Hastalik siddetinin saptanmasinda Tawsend-Heuberger formiili kullanilmistir (Karman
1971). Hastalikli bitkilerden reizolasyon yapilmis ve denemede kullanilacak en hassas

¢esit belirlenmistir.

3.2.5 Fusarium izolatlarinin viriilensliklerinin belirlenmesi

Sogan bitkisinden izolasyanlar sonucu elde edilen Fusarium izolatlar1 farkli iki

metotla 6n patojenisite testine tabi tutulmustur. Bu sekilde hem en uygun metot hemde
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izolatlarin viriilensliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagcla elde edilen her bir
izolat PDA ve SNA ortamina asilanip, On patojenisite caligmalar1 iki metotla
yuritilmistir.

Birinci metot denemesinde, kullanilacak olan izolatlar PDA’ya asilanmustir.
Petrilerde agarli ortam iizerinde gelistirilmis olan izolatlar steril bistiiri ile kiigiik
pargalar haline getirilmistir. Daha sonra dnceden saksilarda yetistirilmis sogan fideleri
saksilardan ¢ikarilarak su altinda topraklarindan arindirilmistir. Steril makas yardimi ile
kokleri 1,5-2 cm olacak sekilde kesilip, funguslu agar parcalar1 dikimi yapilacak sogan
fidelerinin koklerinin altina her bitkiye 4 adet disk olacak sekilde konulmustur ve tizeri
toprakla ortiiliip gelismeye birakilmistir (Soran 1978). Deneme diizenli olarak kontrol
edilmis ve bitkiler sulama islemleri yapilarak gelisimleri gézlemlenmistir. 4 hafta sonra
degerlendirilmeye alinan hastalikli bitkiler, saksilardan tek tek sokiilerek hastalik
siddeti Karaca tarafindan olusturulan 1-5 skalasina gore yapilmistir. Bu skalaya gore;
(1=Saglikli bitki, 2=Koklerin 1/4’iinde kahverengilesme, 3=Koklerin 2/4’{inde
kahverengilesme, hafif ¢iiriime 4=Kdklerin 3/4’iinde kahverengilesme, orta derecede
clirime, 5=Tamamen kahverengilesmis veya c¢iiriimilis kokler).Hastalik siddetinin
saptanmasinda (formiil 3.1) Tawsend-Heuberger formiilii kullanilmistir (Karman 1971).
Hastalikl1 bitkilerden reizolasyon yapilmistir.

Hastalik Siddeti (%) =Z[ (n.V) / Z.N] (3.2)

(n: skalada farkli hastalik derecelerine isabet eden 6rnek adedi, V:skala degeri, Z: en

yiiksek skala degeri, N: gozlem yapilan toplam 6rnek adedi)

Ikinci metot denemesinde, 6nceden PDA ortamma asilanmis hastalik etmenin
tizerine 10-15 ml saf su konulmus ve 6ze yardimi ile kazinarak sivi hale getirilip spor
yogunlugu 1x10° spor/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Koklendirilmis olan sogan
bitkilerinin kokleri 1-1,5 cm olacak sekilde kesilerek fungus siispansiyonuna daldirilmig
ve 20 dakika bekletilmistir. Deneme her izolat i¢in her saks1 bir tekerriir olacak sekilde
5 tekerriirli kurulmus ve her tekerriire 5 adet arpacik sogan dikilmistir. Kontrol
saksilarinda herhangi bir inokulasyon yapilmamis sadece sulama suyu kullanilmstir.
Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore kurulmustur. 4 hafta sonra
degerlendirilmeye alinan hastalikli bitkiler, saksilardan tek tek sokiilerek hastalik siddeti

Karaca (1968) tarafindan olusturulan 1-5 skalasina gore degerlendirmesi yapilmistir.
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Hastalik siddetinin saptanmasinda Tawsend-Heuberger formiili kullanilmistir (Karman

1971). Hastalikl1 bitkilerden reizolasyon yapilmistir.

3.2.6. Bitki Yetistirme Ortam ve Muamele Gruplari

Fide yetistirme ortami olarak 1:1 oraninda torf+perlit har¢ hazirlanmis ve
viyollere doldurulmustur. Ortii kapag1 olarak ise vermiikiilit kullanilmistir. Patojen
inokulasyonu denemesi tesadiif parselleri deneme desenine goére 10 farkli muamele

grubu olusturulmus ve her muamele 5 tekerriir olacak sekilde kurulmustur.

Muamele gruplar1 asagidaki gibi olusturulmustur.
1. Muamele grubu: Kontrol

2. Muamele grubu: G. mosseae

3. Muamele grubu: Ticari AMF izolati

4. Muamele grubu: T. harzianum

5. Muamele grubu: Fusarium oxysporum

6. Muamele grubu: G. mosseae + Fusarium oxysporum

7. Muamele grubu: Ticari AMF izolati + Fusarium oxysporum

8. Muamele grubu: Trichoderma harzianum + Fusarium oxysporum

9. Muamele grubu: G. mosseae + Fusarium oxysporum + T. harzianum

10. Muamele grubu: Ticari AMF izolat1 + Fusarium oxysporum +T. harzianum

Deneme siiresince olabilecek herhangi bir hatadan dolay1 fidelerin 6liim riskine karsi,

her muamele grubundan 3’er adet fideli saks1 hazirlanmistir.

3.2.7. Sogan AMF Inokulasyonu

Saksilar torf + perlit karisimindan olusan har¢ materyali ile doldurulmus ve

tohum yatagina 2 farkli AMF tiirli ayr1 ayr1 (Glomus mosseae ve Ticari AMF izolati) 2.5
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gr mikorhizal inokulum ilave edilerek iizerine sogan tohumlar1 birakilmak suretiyle

tizeri torf+ perlit karigimi ile kapatilarak ekim islemi gerceklestirilmistir.

3.2.8. Trichoderma harzianum inokulasyonu

Calismada ikinci biyolojik kontrol ajan olarak Trichoderma harzianum Rifai irk
KRL-AG2 orjjinli T22 PLANTER BOX biyolojik fungisit kullanilmistir. Preparat’in
graniil formulasyonu kullanilmis ve deneme har¢ topragina firma tarafindan etikette

belirtilen dozlarda karigtirmak suretiyle uygulanmistir.

3.2.9. Patojen inokulumunun hazirlanmasi ve bulastirilmasi

Patojen inokulumun hazirlanmasi ve bitkiye uygulanmasinda 6n patojenite
calismalari1 sonucu en etkili metot olarak belirlenen bitki koklerinde yara agmak
suretiyle siispansiyona daldirma yolu izlenmistir. Onceden PDA ortamma asilanmis
hastalik etmenin iizerine 10-15 ml saf su konulmus ve 6ze yardimi ile kaziarak sivi
hale getirilip spor yogunlugu 1x10° spor/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Koklendirilmis
olan sogan bitkilerinin kokleri 1-1,5 cm olacak sekilde kesilerek fungus siispansiyonuna
daldirilmis ve 20 dakika bekletilmistir. 4 hafta sonra degerlendirilmeye alinan hastalikli
bitkiler, saksilardan tek tek sokiilerek hastalik siddeti Karaca (1968) tarafindan

olusturulan 1-5 skalasina gore degerlendirmeye alinmistir.

Sekil 3.2. Patojen inokulumunun hazirlanmasi ve bulastirilmasi.

3.2.10. Denemeye ait yapilacak degerlendirmeler



34

Iklim odasinda toplam 10 hafta siiresince tutulan sogan bitkileri bu siire sonunda;

v Bitkiye ait morfolojik parametreler (yas ve kuru agirlik, bitki boyu)
v AMF kolonizasyonu,

v AMF spor yogunlugu,

v Hastalik siddeti

v Fosfor igerigi

belirlenerek veriler tizerinde istatistiki degerlendirmeler yapilmistir.

3.2.11. Bitkinin morfolojik parametrelerinin saptanmasi

3.2.11.1. Bitki boyunun él¢iilmesi

AMF ve patojen etkilesimlerinin bitkiye yansima sekillerini morfolojik (bitki
boyu, yas agirlik, kuru agirlik) olarak belirlemek i¢in hasat edilen bitkinin kokleri
musluk suyu altinda daha sonra saf su ile yikanarak koklere yapisan toprak
pargaciklarindan arindirilmigtir. Daha sonra temizlenen bitkilerin kok ve yesil aksam
agirhiklar ayr1 ayn tartilmistir. Akabinde bitki boyu ve kok uzunlugu oOl¢lilmiistiir.
Kokiin u¢ kismindan yesil aksamin en u¢ kismina kadar olan bitkinin boy uzunlugu
cetvelle Ol¢iilmiistiir. Daha sonra kok bogazindan kokiin bir diger u¢ kismina kadar kok

uzunlugu cetvelle Sl¢iilmiistiir.

3.2.11.2. Kok-yesil aksamin yas ve kuru agirhklarinin belirlenmesi

Sogan bitkilerinin kdk ve yesil aksamlarinin yas ve kuru agirlik 6l¢iimleri ayri
ayr1 yapilmistir. Bitkilerin yesil aksam, kok agirliklar1 ayr1 ve daha sonra ikisinin
toplami seklinde hassas terazide yas agirliklar 6l¢lilmiistiir. Yag agirliklar tespit edilen
bitkiler daha sonra kese kagitlarina konularak 70 °C’de 48 saat siiresince kurutma
dolaplarinda tutulup kurutulmus ve kurutma dolabindan ¢ikarilan bitkiler tartilarak kuru

agirliklar belirlenmistir (Kacar, 1984).
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3.2.12. AMF kok kolonizasyonunun belirlenmesi

Fiksasyon

AMF’nin inokule edildigi sogan bitkilerinde denemelerin sonunda morfolojik
parametreler belirlendikten sonra bitkilerin toprak iistii aksamlar1 kesilerek kok ve kok
bogazi kismmin yavas¢a ve dikkatli bir sekilde topraktan ayrilmasi saglanmustir.
Topraktan ayrilan kokler musluk suyu altinda iyice yikanarak koklere yapisan toprak
parcaciklar1 temizlenmistir.

Koklerden daha sonra 1-0.5 gr’lik pargalar alinarak AFA Fiksasyon sivisina (%
70°1ik 90 ml Alkol, 5 ml Formaldehit ve 5 ml Asetik asit) birakilmis ve kokler boyama
islemine kadar bu siv1 i¢inde muhafaza edilmistir (Phillips ve Hayman, 1970).

Boyama

AFA sivist iginde bekletilen kokler, mikorhizal fungusun varligini ve
kolonizasyon yiizdesini belirlemek amaciyla Laktofenol mavisi ile boyanmistir (Sekil
3.3). Boya ¢ozeltisi igerik olarak % 0.05’lik Laktofenol mavisi eklenerek; laktik asit (40
ml) + gliserin (80 ml) + saf su (40 ml)’ dan olusan boya ¢ozeltisi kullanilmistir (Phillips
ve Hayman 1970°den modifiye edilmistir) (Sekil 3.3). Boyali koklerdeki AMF
kolonizasyon yiizdesini saptamak i¢in Grid-Line Intersect Metodu kullanilarak
koklerdeki AMF kolonizasyonunun orani % olarak belirlenmistir (Giovenetti ve Mosse,

1980).



36

\
‘ AFA’da muhafaza edilen kokler

‘ %10’luk KOH’da yarim giin bekletildi

‘ %10’luk HCI’de yarim saat tutuldu

~ Boya ¢ozeltisinin i¢ine aktarilarak iki saat bu ¢ozeltide tutuldu
~ 50°C’lik sicak su i¢inde 5 dakika kadar 1sitild1

Isitilan kokler saf su iginde yikandi

Saf sudan ¢ikarilip laktik asit icinde 1 saat bekletildi

l

Sekil 3.3. AMF varligin1 saptamak i¢in bitki koklerine uygulanan boyama islemleri.

Sekil 3.4. Boya ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve koklere aktarilmasi.

3.2.13. AMF’un kolonizasyon yiizdesinin hesaplanmasi

Laktofenol mavisi ile boyanmis olan koklerdeki AMF kolonizasyon yiizdesini
saptamak iizere Grid-Line Metodu kullanilmistir (Giovenetti ve Mosse, 1980) (Sekil
3.14).

Boyanmis olan kilcal kokler 1-1.5 cm uzunlugunda kesilmis, bu koklerden
yaklasik 0.5 gr’lik 6rnek alinmis ve 1 cm?lik alanlara ayrilmis plastik bir petri kabinda
homojen olarak dagitilmistir. icinde kék parcalari bulunan petri stereomikroskop altinda
incelenmistir. Stereoskobik incelemelerde petri kabindaki boliimler arasi gridleri dik

olarak kesen her bir kok segmenti i¢in bir butona, eger o vertikal kok segmenti
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parcasinda AMF propagiilii (hif, vesikiil, klamidospor) varsa iki butona beraber

basilmigtir. AMF kolonizasyon yiizdesi ise formiil 3.2 ile hesaplanmuistir.

%AMF kolonizasyon = AMEF ile kolonize olmus kdk sayis1 100 (3.2)

Toplam kok sayist

Sekil 3.5 Grid-Line Intersect Metodu.

3.2.14. Toprakta AMF spor yogunlugunun belirlenmesi

AMF funguslarinin inokule edildigi bitkilerin rizosfer bolgesine ait topraklardaki
AMF spor yogunlugu 1slak eleme metodu yardimiyla elde edilmistir (Gerdemann ve
Nicholson, 1963). 2 mm’lik elekde elenerek kaba unsurlarindan ayrilan AMF
izolatlarina ait toprak orneginden ortalama 10 gr toprak alinarak i¢inde 100 ml steril saf
su bulunan beher glass igine eklenmistir. Karisim 3-5 defa bir baget yardimiyla
karistirilmis, kaba toprak partikiilleri ve bitki parcaciklart dibe ¢okmek tizere 10-15
dakika bekletilmistir. Cam kap icinde lstte kalan siv1 yavasca once 80 pm’luk elekten
ardindan 45 pm’luk elekten gecirilerek ve elek iizerinde kalan 1slak materyal bir pipet
yardimiyla su ile yikanarak bir beher glassta toplanilmistir (Sekil 3.6). Toplanan bu sivi
bir petri kabina bosaltilarak, steoroskobik mikroskop altinda saglikli goriinen sporlar

belirlenerek gr topraktaki spor yogunlugu belirlenmistir.
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(b)
Sekil 3.6 a) AMF’lu topragin beher glass icerisinde toplanmasi. b) 80 ve 45 pm’luk
elekler .

3.2.15. Mikorhizal bagimhihigin belirlenmesi

Mikorhizal fungus inokule edilen ve edilmeyen sogan bitkisi 8 haftalik geligme
periyodu sonunda kokleriyle birlikte hasat edilerek, yas olarak tartilmistir. Yas
agirhiklan tespit edilen bitki 6rnekleri daha sonra kese kagitlarina konularak 70 °C’de 48
saat siiresince kurutma dolaplarinda tutularak kuru agirliklari belirlenmistir (Kacar,
1984).

Mikorhizal bagimlilik (%) = mikorhizal bitkinin toplam kuru agirhigr —
mikorhizal olmayan bitkinin toplam bitki agirligi x 100 / mikorhizal bitkinin toplam

kuru agirhigr (Declerc ve ark., 1995).

3.2.16. Hastalik siddetinin belirlenmesi

Sogan bitkilerinde Fusarium’un neden oldugu hastalik siddetini belirlemek
amaciyla, hastalik etmeninin bulastirildig1 periyottan itibaren gozlemler yapilmis ve
bitkideki hastalik belirtileri degerlendirilmistir. Bu amagla 1-5 skalas1 kullanilmistir. Bu
skalaya gore; (1=Saglikli bitki, 2=Koklerin 1/4’linde kahverengilesme, 3=Koklerin
2/4’linde kahverengilesme, hafif ciirlime 4=Koklerin 3/4’linde kahverengilesme, orta

derecede cliriime, 5=Tamamen kahverengilesmis veya cliriimiis kokler).

Bu degerlendirme sonuglar1 agagidaki formiil 3.3 ve 3.4 yardimiyla hesaplanarak

hastalik siddeti (%) olarak tespit edilmistir.
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% Hastalik siddeti= (Skala deg. x freakansi) + (Skala deg. x frekansi) X100 (3.3)

Toplam bitki sayis1 x En yiiksek skala degeri

Hastalik kontrol % hastalik siddeti — Uygulama grubu hastalik siddeti= X

% Baskilama Orani= X X 100 (3.4)

Hastalik kontrol % hastalik siddeti

Hastalik siddeti ve baskilama oranlari belirlendikten sonra Fusarium oxysporum
f. sp. cepae uygulamasi yapilmis gruplardan reizolasyon yapilmistir. Bitkilerin hastalikli
kisimlarindan doku pargalart alinarak (3-4 mm) 2 dakika % 0.5’lik sodyum hipokloritte
bekletildikten sonra ylizey dezenfeksiyonuna tabi tutulan doku pargalar1 3 defa steril saf
sudan gegcirildikten sonra kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Daha sonra kurutulan
ornekler Patates Dekstroz Agar (PDA) ortami iceren petri kaplarina yerlestirilmistir.
24+2°C’de 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik 7 giin bekletirilip inkiibasyon dénemini
tamamlayan izolatlarda olusan fungal kolonilerin mikroskop altinda morfolojik

yapilarina bakilarak cins diizeyinde teshisleri yapilmistir (Singleton ve ark., 1992)

3.2.17. Bitkilerde fosfor analizi

Calismaya ait fosfor analizleri Tarim ve Orman Bakanlig1 Toprak, Giibre ve Su

Kaynaklar1 Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirliigli tarafindan yapilmistir.

3.3. Istatiksel Degerlendirme

Calisma sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde varyans analizi
yapilmis ve buna ek olarak muameleler arasindaki farkliliklar Tukey c¢oklu karsilastirma
testiyle analiz edilmistir. Tlim istatistiksel analizler MINITAB Release 14 (McKenzie &
Goldman, 2005) paket programi1 yardimiyla yiirtitiilmiistiir.






4. BULGULAR

4.1 Teshis Calismalari

4.1.1 Fungusun mikroskobik ozellikleri

F. oxysporum f.sp. cepae’nin besi yerinde gelistirilen kiiltiirlerinden teshis amagli
preperatlar hazirlanmis ve mikroskobik 6zellikleri belirlenmistir (Sekil 4.1.a) . Miselyumun
yani sira iki aseksiiel spor tiirii olan; mikrokonidia ve makrokonidialar mikroskop altinda
incelenmistir. Mikrokonidilerin ovalden bobrek sekline dogru degisiklik gosterdigi ve
bolmesiz oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1.b). Makrokonidilerin ise hilal (kanca) seklinde
oldugu ve li¢ veya dort bolmeye sahip olduklar1 gorilmistiir (Sekil 4.1.b). Degisik

kaynaklardan yararlanilmak suretiyle tiir teshisi yapilmistir(Anonymous 1996).

O

Sekil 4.1.(a) F. oxysporum f.sp. cepae’nin petride gelisimi, (b) mikrokonidi ve makrokonidi.

4.1.2 Fungusun molekiiler teshisi

ITS 4 ve ITS 5 (650 bp) genel primerleri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin
DNA sekanslar1 ¢ikartilmis (Sekil 4.2.) ve bu DNA dizileri NCBI (National Center for
Biotechnology Information)’daki ilgili sekans dizileri ile karsilagtinlmistir (Sekil 4.3.).
Morfolojik olarak teshis edilen Fusarium tiirleri molekiiler olarak da teyit edilmistir. S-2 ve
S-6 izolatlarinin NCBI” da veri tabaninda yapilan BLAST analizi sonucu diger Fusarium

izolatlar1 ile % 100 benzerlik gosteren Fusarium tiirleri; Fusarium equiseti ve F. oxysporum
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olarak bulunmustur (Cizelge 4.1.). Fusarium oxysporum izolati tez c¢alismasinda

kullanilmistir.

Cizelge 4. 1 Calismada kullanilan Fusarium tiirlerinin NCBI sonuglari.

izolat No Etmen Benzerlik Oram (%)
S-2 Fusarium equiseti 100
S-6 Fusarium oxysporum 100

Sekil 4.2. PCR testi sonucunun jel goriintiileme sisteminde ¢ekilmis goriiniimii, ITS (650 bp).

¥ asic c B-T F6_T1.063091 23,01 o0
e Selected none | Sample: F6_T1 File: C-Useny'tis Dusktop sequences B-Tobolin' F6_T1_J63051_23 381
120 140 150 160 170 180 190 200 210
CTTCTGTCAAG ACAAG AAGCTAATCAGATCTCTTCTCTACAATAGGT TCACCTCCAGACCGGTCAGTGCGTAAGTGCTCATCGCTTCCTCAACGTCGCATGCG
I . |
A X A H! A ) 4 .
aafia A A Aaflanaftag AaAnARA 2N sAUARARAARAR & all . A A ’ Aaf..a a —_
f \ A A A 1 A AR f A \AA \ AARILA A ‘l.. a 1A f N Anfhaanht A R
VAU /1 Anfa Il VA ALYV UYARARN .[\,r VU w‘;z\u VAR A A WAV M AW
AR A SRS A AR A AS AR AN AR VAR RS A VLA A AN AAVAS A RS RSN A AR A RS AR A SR R AN AR ARAAAY
| | 2

Sekil 4.3. Bioedit programinda diizgiin dizilimli niikleotid sekans sonuglari.

4.2. Hassas sogan ¢esidinin belirlenmesi

Sogan cesitleri arasinda hastalik etmenine karsi en hassas ¢esidi belirlemek amaciyla
iklim odast kosularinda bolim 3.2.4.°te anlatildigi tizere ii¢ farkli yerel sogan gesidine
(Gence, Se¢ ve Sampiyon) F. oxysporum f.sp. cepae inokule edilmistir. 4 haftalik gelisme
periyodu sonucunda degerlendirmeye alinan hastalikli bitkiler, saksilardan tek tek sokiilerek
hastalik siddeti Karaca tarafindan olusturulan 1-5 skalasina gore yapilmistir. Sonuclar Cizelge

4.2.de verilmistir
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Cizelge 4.2. F. oxysporum f.sp. cepae’nin sogan gesitlerine karsi olusturdugu hastalik siddeti
oranlar1 (%)

Sogan Cesidi Hastalhik Etmeni Hastalik Siddeti (%)

GENCE Fusarium oxysporum 70.66 +5.00 a
f.sp.cepae

SEC Fusarium oxysporum 42.66+1.63b
f.sp.cepae

SAMPiYON Fusarium oxysporum 26.66+2.11c¢
f.sp.cepae

Ayni siitundaki ortalamalar: takip eden farkli harfler, ortalamalarin istatistiksel olarak dnemli derecede farkli
oldugunu gosterir (Anova P<0,05, Tukey test).

Cizelge 4.2°den de goriilecegi lizere sogan ¢esitlerinin F. oxysporum f.sp. cepae’ ya
kars1 reaksiyonlar1 degerlendirilmistir. Sampiyon, Se¢ ve Gence c¢esitlerinden Sampiyon’un
%26,66 hastalik siddeti orani ile en dayanikli ¢esit oldugu belirlenmistir. Ayrica % 70,66
hastalik siddeti orami ile Gence en hassas cesit olarak belirlenmistir. Bu sonuclara gore

hastalik etmenine en hassas ¢esit olan Gence ¢esidi ile denemeler yiiriitilmiistiir.

4.3 Patojenisite denemesi

Hastalikli sogan bitkilerinden izolasyanlar sonucu elde edilen Fusarium izolatlar
bolim 3.2.5’te yer alan farkli iki metotla 6n patojenisite testine tabi tutulmus ve en uygun

metodun spor siispansiyonuna daldirma metodu oldugu belirlenmistir.

4.4. Soganda Fusarium oxysporum f.sp. cepae’nin meydana getirdigi hastalik belirtileri

F.oxysporum inokulasyonu yapilmis saksilardaki sogan bitkilerinde kontrol bitkilerine

oranla geligsme farkliliklar1 ve hastalik belirtileri gézlenmistir.
Hastalik belirtisi gosteren bitkilerde yapilan gozlemlerde hastaligin kok kismindan
baslayarak koklerde kahverengilesmeye, gelisme geriligine iist kisimlara dogru yapraklarda

sararma ve solgunluk, ilerleyen donemlerde bitkilerde 6liim gozlenmistirm (Sekil 4.4. a, b).
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Sekil 4. 4 a, b. Soganda kok ve yapraklarda F.oxysporum’un neden oldugu hastalik belirtileri.

4.5. AMF tiirlerinin (Glomus mossseae ve Ticari AMF izolat1) kolonizasyonu, mikorizal

bagimhilik ve spor yogunlugu

Sogan bitkilerinin kokleri, boliim 3.2.12.°de belirtildigi sekilde fiksasyon ve boyama
islemlerine tabi tutulmus ve mikroskop incelemesi (4x10 ve 10x10 biiylitme derecelerinde)
sonucunda mikorhizal funguslarin, arbuskiil digsindaki temel biitiin yapilariyla karsilagilmistir.
Yapilan gozlemlerde, kokleri sarmis bir sekilde ve kok korteks bolgesinde interseliiler hifler
ve vesikiiller belirlenmistir. AMF tiirlerinin kok i¢indeki klamidosporlart kolaylikla
gozlenmistir. Kok dokularinda da spor ve hif olusumlar dikkati ¢gekmistir.

Mikroskopla yapilan incelemeler sonucu tespit edilen AMF izolatlarinin sogan
bitkilerinin koklerinde olusturdugu kolonizasyon yogunlugu Grid-Line metodu yardimiyla
saptanmistir. Cizelge 4.3.’de uygulamalara gore bitki koklerindeki fungal kolonizasyon
yogunlugu, mikorhizal bagimlilik ve spor yogunlugu verilmistir.

Cizelge 4.3. Farklt muamele gruplarinin AMF kolonizasyon oranlari(%), Mikorizal bagimlilik
ve AMF spor yogunluguna (adet/10 g) etkisi.

Muamele Gruplari AMF Mikorhizal Spor yogmlugu (adet/10
Kolonizasyon Bagimlilik (%) ar)
Oran1(%)

G. mosseae 20.85+2.150ab 51.98+4.25a 5040+ 1.36a

Ticari AMF 20.86 + 1.66 ab 23.58 +5.58 bc 17.2+1.07¢c

G. mosseae + Fusarium oxysporum f.sp. 24.078+0.96a 36.02 + 4.69 abc 342+294D

cepae
Ticari AMF + Fusarium oxysporum f.sp 14.60 +1.87bc 1833 +3.24c 21.8+1.68¢c
cepae

G.mosseae+ Fusarium oxysporum f. sp. 24.09 £0.69a 44.39 + 6.69 ab 48.6+2.32a

cepae+T.harzianum

Ticari AMF+ Fusarium oxysporum f. sp. 891+0.68¢ 23.50£4.39 bc 164+150¢
cepae + T. harzianum

* Ayni siitundaki ortalamalari takip eden farkli harfler, ortalamalarin istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli
oldugunu gosterir (Anova P<0,05, Tukey test).
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Cizelge 4.3’den de goriilecegi {izere tiim muamele gruplarina ait AMF kolonizasyon
oranlari %8.91-24.09 arasinda degismistir. En yiiksek kolonizasyon orani sirasiyla Glomus
mosseae + F. oxysporum + T. .harzianum ve Glomus mosseae + F. .oxysporum’un yer aldigi
muamele grubunda, en diisiik kolonizasyon orani ise Ticari AMF + F. oxysporum + T.
harzianum muamele grubunda tespit edilmistir.

Yiriitilen denemeler sonucunda elde edilen bulgulara gore; F. oxysporum kok
curiikligiine karst duyarli olan sogan bitkisinin Glomus mosseae + F. oxysporum + T.
harzianum ve Glomus mosseae + F. .oxysporum 'un Kolonizasyon orani agisindan timitvar
diizeyde oldugu saptanmistir. Ticari AMF + F. oxysporum + T. harzianum’un yer aldigi
muamele grubunda ise kolonizasyon oranlarinin diistiigii belirlenmistir (Cizelge 4.1.).

Calismada kullanilan mualemele grubu inokulasyonlarindaki spor sayilari
degerlendirildiginde, en yiiksek spor sayisi sirasiyla Glomus mosseae (50.40 adet/10g) ve
Glomus mosseae + F. oxysporum + T. harzianum (48.60 adet/10g) muamale gruplarindan
elde edilmistir. Spor sayis1 agisindan elde edilen degerlerin istatistiki agidan birbirinden farkli
ve onemli oldugu ortaya konmustur (Cizelge 4.3).

Mikorizal bagimlilik acisindan uygulamalarin hepsinde mikorizal bagimlilik olusmus
olup, en yiiksek kombinasyonlar sirasiyla Glomus mosseae (% 51.98) ve Glomus mosseae +

F. oxysporum + T. harzianum (% 44.39) uygulamalari olmustur.

4.6. F. oxysporum f.sp. cepae’nin muamele gruplarmma gore sogan bitkilerinde

olusturdugu hastahk siddeti

F. oxysporum f.sp. cepae inokulasyonu yapilmis sogan bitkilerinde uygulamalar 4 hafta
sonra degerlendirilmis ve patojen inokulasyonu yapilmayan bitkilere oranla gelismede
farkliliklar ~ gozlenmistir. Hastalik  belirtisi  gosteren bitkiler 1-5 skalasina gore

degerlendirilmis ve hastalik siddeti Cizelge 4. 4° de verilmistir.
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Cizelge 4. 4 F. oxysporum f.sp. cepae ile inokule edilmis sogan bitkilerindeki hastalik siddeti

degerleri.

Muamele Gruplari Hastalik Siddeti(%) Hastaligin Baskilanma
Oran1(%)

Fusarium oxysporum f.sp. cepae 90+4.45a
G. mosseae + Fusarium oxysporum f.sp. cepae 68.88 +5.73 b 23.55
Ticari AMF izolat1 + Fusarium oxysporum f.sp. 75.55 +4.17 ab 16.05
cepae
T. harzianum + Fusarium oxysporum f. sp. cepae 77.77 £ 8.62 ab 13.58
G. mosseae + Fusarium oxysporum f. sp. cepae 70.55+2.43 ab 21.61
+T.harzianum
TicariAMF izolat1 + Fusarium oxysporum f.sp. 71.10+2.73 ab 21.00

cepae + T. harzianum

* Ayni stitundaki ortalamalart takip eden farkli harfler, ortalamalarin istatistiksel olarak 6énemli derecede farkl
oldugunu gosterir (Anova P<0,05, Tukey test).

Sogan bitkilerindeki hastalik siddeti degerlendirildiginde uygulamalara goére F.
oxysporum f.sp. cepae’nin hastalik siddeti istatistiki olarak p <0.05 diizeyinde 6nemli
farkliliklar gdstermistir. En yiiksek hastalik siddeti degeri kontrol (% 90) uygulamasinda, en
diisiik deger ise G. mosseae + F.oxysporum (% 68.88) uygulamasinda tespit edilmistir. Bu
uygulamalari sirasiyla; G. mosseae + F. oxysporum +T. harzianum (% 70.55), Ticari AMF
izolat1 + F. oxysporum + T. harzianum (% 71.10), Ticari AMF izolat1 + F. oxysporum (%

75.55) ve T. harzianum + F. oxysporum (% 77.77) uygulamalari takip etmistir.
4.7. Muamele gruplarina gore sogan bitkisine ait bazi morfolojik gelisim parametreleri
Sogan bitkilerinin uygulamalara gére bazi1 morfolojik gelisim parametreleri ( Bitki kuru

ve yas agirhigl, kok uzunlugu ve agirhigr ve bitki boyu) incelenmis (Sekil 4.6 a, b) ve elde

edilen degerler Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.1 a, b. Baz1 muamele gruplarina ait kok yapilari.



Cizelge 4.5. Sogan bitkisine ait morfolojik parametreler.

Morfolojik Paremetreler

Muamele Gruplari Bitki Yas Bitki Kuru Kok uzunlugu(cm) Kok agirhiga(g) Bitki boyu(cm)
agirlik(g) agirlik(g)

Kontrol 2.06+0.62 a 0.25 +0.03 cde 4.74 + 1.43 abcd 0.058+£0.019 a 38.1+461a

G. mosseae 1.90+0.46abc  0.54+0.05a 7.42+1.04a 0.041£0.008ab  38.6+2.43a

T.AMF 0.66 +0.06 cd 0.33+0.02 bcde 4.18 +£0.31 bcd 0.018 £0.002 b 27.3 +£1.20 bed

T. harzianum 0.98 £ 0.19 bcd 0.14+0.02¢ 1.94+0.14 cd 0.019+0.001 b 24.6+1.03 cd

Fusarium oxysporum f.sp. cepae 1.20+0.05abcd 0.16 £ 0.02 de 1.85+0.26d 0.019+0.001 b 242 +1.06 cd

G. mosseae + Fusarium oxysporum f.sp. cepae  1.68 +=0.27 abcd  0.40 = 0.03 abc 3.82 +0.49 bed 0.030+0.002ab  342+1.37ab

Ticari AMF izolat1 + Fusarium oxysporum 0.40+0.08d 0.37 £0.06 abc 3.74 £ 0.53 bcd 0.013+£0.002 b 25.5+1.27 bed

f.sp. cepae

T. harzianum + Fusarium oxysporum f. sp. 0.44+0.05d 0.18£0.03 de 1.82+0.19d 0.016 +0.008 b 22.3+1.70d

cepae

G. mosseae + Fusarium oxysporum f. sp. cepae  1.90+0.17abc  0.46+0.03 ab 3.94+0.43 bed 0.020 £0.003 b 39.3+1.06a

+ T. harzianum

T. AMF izolat1 + Fusarium oxysporum f.sp.
cepae + T. harzianum

1.16 £ 0.04 abcd

0.34+0.01 bcd

5.50+0.47 ab

0.015+0.002 b

33.9+1.31 abc

Aynut stitundaki ortalamalari takip eden farkli harfler, ortalamalarin istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli oldugunu gosterir (Anova P<0,05, Tukey test)..
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Cizelge 4.5’te Sogan bitkisine ait morfolojik gelisim paremetreleri incelendiginde bitki yas
agirhig tizerine Ticari AMF izolati + F. oxysporum ve T. harzianum + F. oxysporum’un
etkisinin en az oldugu tespit edilmistir. Diger muamele gruplar1 ile G. mosseae ve + F.
oxysporum + T. harzianum mualemele gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak &nemli
bulunmustur.

Kuru agirlik degerlerinde en yiiksek deger G. mosseae uygulamasinda elde edilirken en
diistik deger T. harzianum grubundan elde edilmistir.

Kok uzunlugu degerleri incelendiginde en yiiksek degeri G. mosseae mualemesi alirken en
diisiik degeri ise T. harzianum + F. oxysporum ve F. oxysporum’un tek basina yapilan muamelesi
almistir.

Kok agirligr parametresine bakildiginda kontrolden sonra en etkili muamele grubu sirasiyla
G. mosseae ve G. mosseae + F.oxysporum f.sp. cepae olmustur. Diger bir morfolojik parametre
olan bitki boy uzunlugu sonuglarina gére G. mosseae + F. oxysporum + T. harzianum (39.3 cm)

ve G. mosseae (38.6 cm) kontrol (38.1 cm) uygulamasina gore en yiiksek degeri almistir.

4.8. Muamele gruplarina gore sogan bitkisine ait Fosfor (P) elementi degerleri

Muamele gruplarina gore sogan bitkisinin fosfor elementi degerleri Cizelge 4.6°da

verilmistir.

Cizelge 4.6. Muamele gruplarina gore sogan bitkisi fosfor elementi degerleri(ppm).

Muamele Gruplari Fosfor (P) Degerleri(ppm)
Kontrol 0.78+0.19a
G. mosseae 0.71 £0.06 a
Ticari AMF izolat1 0.88+£0.10 a
T. harzianum -
Fusarium oxysporum f. sp. cepae 0.61+0.08a
G. mosseae + Fusarium oxysporum f. sp. cepae 1.01£0.09a
Ticari AMF izolat1 + Fusarium oxysporum f. sp. cepae 094+0.12a
T. harzianum + Fusarium oxysporum f. sp. cepae 0.81+0.18a
G. mosseae + Fusarium oxysporum f. sp. cepae + T. 0.78 £0.06 a
harzianum 0.74+0.16 a
Ticari AMF izolat1 + Fusarium oxysporum f. sp. cepae +

T. harzianum

Ay siitundaki ortalamalari takip eden farkli harfler, ortalamalarin istatistiksel olarak 6nemli derecede farkli
oldugunu gosterir (Anova P<0,05, Tukey test).
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Cizelge 4.6.’da goriildiigli tizere muamele gruplarina gore sogan bitkisinin fosfor igerigi
birbirinden istatistiki olarak farklilik gostermemekle beraber, en yiiksek fosfor degeri G. mosseae
+ F. oxysporum f.sp. cepae muamele grubunda (1.01 ppm), en diisiik deger ise F. oxysporum

f.sp. cepae muamele grubunda (0. 61 ppm) tespit edilmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, sogan yetistiriciliginde olduk¢a 6nemli sorun olan ve verim kayiplarina yol
acan Fusarium dip ¢iiriikliigii hastaligina karsi biri ticari olmak tizere iki AMF izolat1 ve
Trichoderma harzianum biyolojik kontrol ajanlarinin tekli ve kombine uygulamalarinin etkileri
aragtirilmastir.

Caligmanin ilk agsamasinda siirveyler yiiriitiilmiis hastalikli bitkiler toplanip hastalik etmeni
izole edilmistir. Morfolojik kriterler ve molekiiler teshis yontemleri ile hastalik etmeninin F.
oxysporum f.sp. cepae oldugu belirlenmistir. Ozer (1995) tarafindan Tekirdag ilinde tarla ve
depolarda bulunan soganlardan yapilan ¢alismada da sogan dip ¢iiriikliigiine neden olan etmenin
F. oxysporum f.sp. cepae oldugu bildirilmistir. Tiirkkan ve Karaca, (2006) tarafindan yapilan
caligmalarda da hastalikli sogan bitkilerinden yapilan izolasyonlardan, F. oxysporum ve R. solani
AG-4 iin virlilenslerinin yliksek oldugunu tesbit etmislerdir. Ayrica Cakir ve Maden, (2016)
tarafindan yapilan caligmada depolarda ciiriikliik belirtisi gosteren sogan oOrneklerinden,
Fusarium oxysporum tespit edilmistir.

Etmenin molekiiler olarak tespiti ile ilgili olarak Bayraktar ve ark., (2014) tarafindan
yapilan c¢aligmada ITS bolgesi ITS1/4 primerleri ile RFLP analizi yapilmis ve bu analiz
yonteminin Fusarium tiirlerinin ayrilmasinda oldukg¢a faydali oldugu belirlenmistir. Larger,
(2011) tarafindan Isvicre’de yapilan bir diger ¢alismada izolasyon ve DNA calismalariin
ardindan ITS primerleri ile PCR c¢alismalar1 tamamlanmis ve izolatlarin %63.3” {iniin F.
oxysporum oldugu belirlenmistir.

Arazi surveyleri sonucunda toplanan orneklerden elde edilen etmenlerin viriilenslikleri
patojenisite testleri ile ortaya konmustur. Denemelerde kullanilmak iizere ii¢ sogan ¢esidi (Sec,
Gence ve Sampiyon) ile 0n patojenisite testleri yiiriitiilmiis ve hastalia en hassas cesit tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar 1s1ginda hastalik etmeni F. oxysporum f.sp. cepae’ye karsi en
hassas sogan ¢esidinin Gence oldugu belirlenmistir.

Elde edilen izolatlarin virtilensliklerini belirlemek igin patojenisite testinde uygulanacak en
etkili inokulasyon metodunu belirlemek i¢in spor siispansiyonuna daldirma ve disk yontemleri
denenmistir. Bu denemeler sonucunda en etkili inokulasyon metodunun spor siispansiyonuna

daldirma metodu oldugu belirlenmis ve ¢alismalarda bu metod kullanilmistir.



52

F. oxysporum f.sp. cepae’nin hastalik gelisimi ve belirtileri iklim odasi kosullarinda
kurulan saksi calismasinda ¢esitli liiteratiirlerde aciklanan hastalik gelisimi ve belirtileri ile
paralellik gostermistir. Hastalikli bitkilerde solgunluk, sararma, kok kisminda ciiriimeler,
yumrular iizerinde kahverengi lekeler ve ileri asamalarda yapraklarda kivrilmalar
gozlemlenmistir. Hastalik sonucu gozlenen belirtiler literatiirde belirtilen hastalik geilisimi ile
benzerlik gostermistir. Abawi ve Lorbeer, (1972) yapmis olduklar1 ¢alismalarda da hastalik
etmeninin toprakta bitki ile temasiyla basladigini bildirmislerdir. Hastaligin saglikli ve zarar
gormiis kok dokularindan giris yaparak bitkinin iletim demetleri ve hiicre dokularina zarar
verdigi boylece bitkide solgunluga neden oldugu bildirilmistir (Everts et al.,1985; Schwartz &
Mohan, 1995). Ayrica hastaligin ilerleyen donemlerinde bitkilerde solgunluga neden oldugu,
bitki yapraklarinda kivrilmalar ve olgun yumruda kloroz seklinde lekelenmeler meydana
getirdigini belirlebmistir (Tahvonen, 1981; Schwartz & Mohan, 1995; Cramer, 2000). Hastaligin
son donemlerinde bitkinin kok kisminda beyaz miselyumlarin kiimelendigi, koklerin renk
degistirerek kahverengi rengini aldig1r ve ilerleyen asamalarda da bitkide kok ciriikligi ve
oliimlerin yasandigi bildirilmistir (Brayford, 1996).

Hastalik etmeninin re-izolasyonu i¢in yapilan calismalarda, hastalik belirtisi gdsteren
bitkilerin kok ve kok bogazi kisimlarinda yapilan re-izolasyonlar sonucunda F. oxysporum f.sp.
cepae tekrar elde edilmistir.

Bitki ile fungus arasindaki besin aligverisine baglh ve karsilikli beslenme iliskisi i¢inde
yiiriiyen bir simbiyotik yasam sekli olan mikorhizal yasam konusunda yapilan arastirmalarin
biiylik ¢ogunlugu bitki lehine olan beslenme yoniine dikkati ¢cekmis ve AM bitkilerinin daha iyi
gelistigi ifade edilmistir. Bu ¢alismada da bitki agisindan beslenmenin artilarini ortaya koymak
amaci ile bazi morfolojik paremetreler degerlendirilmistir. Bitki kuru ve yas agirligi, bitki kok
uzunlugu ve agirhigr ile bitki boy uzunlugu gibi morfolojik paremetrelerin mikhorizal sogan
bitkilerinin mikhorizal olmayanlara gore daha ¢ok tesvik edildigi ve bu parametre degerlerinin
mikorhizal olmayanlara gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu tesbit edilmistir. G. mosseae ve
G. mosseae’nin i¢inde bulundugu muamele gruplarinin bitki kuru agirhigi, kok uzunlugu, kok
agirligr ve bitki boy uzunlugu kontrol grubuna gore artis gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).
AMF nin yesil aksamdaki morfolojik gelisim paremetrelerini ve P igerigini onemli diizeyde
arttirdigim belirten Ozgénen ve ark., (1999)’nin sonuglar1 ile bu ¢alisma bulgular1 benzer

sonuclar gostermistir. AMF ile ilgili yapilan ¢aligmalarda AMF lerin bitki kok sistemine pozitif
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etkisi oldugunu belirten Ross ve Harper (1970), Bodker ve ark. (1998), Sastry ve ark. (2000) gibi
arastirmacilarin sonuglar1 bu calismanin sonuglarini dogrulamaktadirlar. Bu konuda yapilan
cesitli arastirmalarda AMF nin miselyumlar1 araciligi ile kdklerin yiizey alanini ve bitki besin
elementi alinimini arttirarak kok sisteminin gelistigi belirtilmistir. Bitki kok sisteminde meydana
gelen bu degisimin AMF gelisimi ile baglantili oldugu saptanmistir (Sastry ve ark., 2000). Al-
Raddad (1987) yapmis oldugu ¢alismasinda kullandigi ii¢ farkli Glomus tiiriiniin domates, biber
ve patlicanda bitkilerin morfolojik gelisimine katki sundugu 6zellikle de gévde yas agirligim
onemli oranda arttirdigini bildirmistir. Karagiannidis ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir diger
calismada ise AMF G. mosseae’nin domates ve patlican bitkilerinde siirgiin agirliginin % 114 ve
ortalama bitki boyunun % 30 oraninda arttirdigini bunun yani sira domates bitkisinde de sirasiyla
% 96 ve % 21 oraninda artiglar saglayarak bitki gelisimini tesvik ettigini bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢ok c¢alisma ile basta fosfor olmak lizere bazi makro ve mikro besin
elementlerinin AMF ile simbiyotik iliski kuran bitkilerde fazla oldugu belirtilmistir (Demir,
1998; Akkoprii ve ark., 2005; Demir ve ark., 2015). Yiiriitiilen bir¢cok aragtirma sonucuna gore
bitkilerin fosfor aliminin noksan oldugu zamanlarda AMF li ortamlarin bitkinin fosfor ihtiyacin
karsilamasini kolaylastirdigi goriilmiistiir (Hayman ve Mosse, 1972; Smith ve ark., 1992;
Srivastava ve ark., 1996). Giines ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada da AMF tiirlerinin
muamele gruplart arasinda istatistiki olarak farkin olmadigi belirlenmistir. Yaptigimiz bu
caligmada sogan bitkisinin Fosfor (P) besin elementi igerigi degerlendirilmis ve tiim muamele
gruplar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiki olarak herhangi bir farklilik olmadigi ama AMF
uygulamasi yapilmis olan muamele gruplarinda fosfor oraninin digerlerine oranla yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Sogan bitkisi koklerindeki AMF tiirlerinin mikorizal bagimliliklar1 ve kolonizasyon
oranlar1 Cizelge 4.3'te sunulmustur. Mikorizal bagimlilikta en yiiksek oranin (% 51.98) Glomus
mosseae’nin tek basina yer aldigi muamele grubunda oldugu, en diisiik oranin ise (% 18.33)
Ticari AMF + F. oxysporum f.sp. cepae’nin oldugu muamele grubunda oldugu belirlenmistir.
Bitki koklerindeki AMF tiirlerinin kolonizasyon oran degerlerinin % 8.91 -% 24.07 arasinda
degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Calismada yer alan muamele gruplari arasinda en yliksek
kolonizasyon orani (% 24.07) G. mosseae + F. oxysporum f.sp. cepae’yer aldigi muamele
grubunda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.3). En diisiikk kolonizasyon orani (% 8.91) Ticari

AMF ve Trichoderma harzianum’un F. oxysporum f.sp. cepae’nin oldugu muamele grubunda
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oldugu belirlenmistir. Demir (2002) tarafindan yapilan ¢alismada da en yiiksek kolonizasyon
oranlarinin % 53.9 ile Liliaceae familyasina ait olan sogan-sarimsak ve %66.0 ile bu familyaya
ait olan pirasa bitkisinde oldugu bildirilmistir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde T. harzianum ve patojen uygulamasinin AMF
kolonizasyonu tiizerinde negatif etkide bulundugu s6ylenebilir. Nitekim Ghanbarzadeh ve ark.,
(2016) tarafindan soganlarda bazal kok ciirtikligline neden olan Onemli funguslardan olan
Fusarium proliferatum’a kars1 T. harzianum ve AMF G. mosseae denenmis, ¢alismanin sonunda
T. harzainum’un varliginda AMF kok kolonizasyonunun azaldigi tesbit edilmistir. Turhan ve
Demir, (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, ¢ilekte Rhizoctania solani x AMF x T. harzianum
patosisteminde AMF tiirlerinin g¢ilek bitkisinde % 31-66 arasinda kolonize oldugu ve
kolonizasyon bakimindan en iyi sonucun Glomus mosseae’nin tek basina uygulandigi muamele
grubunda goriildiigii belirtilmistir.

Bu c¢alismada, G. mosseae, Ticari AMF ve Trichoderma harzianum’un F. oxysporum f.sp.
cepae’nin hastalik siddetine etkileri ve hastaligin baskilanma oranlar arastirilmis ve muamale
gruplarina gore farkliligin oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.4).

Hastalik siddeti degerlerine bakildiginda kontrole gore genel olarak AMF’larin F.
oxysporum f.sp. cepae’y1 % 68.88-% 70.55 oranlarinda baskiladigi belirlenmistir (Cizelge 4.4).
Uygulanan muamele gruplarimin tiimiiniin hastaligi bastirmada basarili oldugu goriilmektedir.
Hastalig1 baskilama oranlarinin ise % 13.58-23.55 arasinda degiskenlik gosterdigi belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Mevcut calismada Glomus tiirevli AMF lerin bitkilerde hastaligi baskilama
oraninin Trichoderma’li bitkilere oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Yapilan bazi
caligmalarda benzer sonuglar oldugunu goérmekteyiz. Toprak kdkenli patojenler lizerine AMF
funguslarinin  etkisi ve baskilama mekanizmas1 farkli patojenlerde incelenmis ve bu
mikroorganizmalarin 6zellikle fungal kok patojenleri iizerinde engelleyici ve baskilayici
etkisinin oldugu bildirilmistir (Dehne, 1982; Linderman, 1992; Demir ve Akkoprii, 2007).
Akkoprii ve ark., (2005) tarafindan yapilan calismalarda domates fidelerinde Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (Sacc) Syd. Et Hans.)a karsi farkli Glomus tiirlerinin etkileri
incelenmis ve bu uygulamalarin hastaligi baski altina aldigir bunun yam sira hastalik siddetinde
%48-92 oraninda bir azalma oldugu belirlenmistir. Caron ve ark. (1985) Fusarium oxysporum
f.sp. radicis —lycopersici ve Glomus intraradices nin domates bitkisindeki interaksiyonlar

lizerine yetistirme ortaminin etkisinin arastirildigi calismalarinda, kullanilan tiim yetistirme
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ortamlarinda G. intraradices’in varligi durumunda patojenin kok nekrozlarmin azaldigini
belirlemislerdir. Barragan ve ark., (1996) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada soganda beyaz
cliriikliik hastaligina neden olan Sclerotium cepivorum etmeni ile bulasik tarlalarda Glomus sp.
Zac-19’ nin etkisi arastirilmis ve on bir hafta sonunda mikoriza uygulamasi olmayan alanlara
kiyasla beyaz ciiriikliik hastaligina kars1 6nemli 6l¢iide koruma saglandig belirlenmistir.

AMF’larin hastalik siddetini baskilamadaki mekanizmalarina yonelik olarak yapilan
caligmalarda arbiiskiiler mikorizal funguslarin simbiyotik yasam kurduklari bitkilerde savunma
mekanizmasint aktive ederek hormon ve enzim aktivitelerini arttirdiklar1 ve Ozellikle ilk
donemde en ist seviyeye c¢iktigi belirtilmistir ( Hayman ve Mosse, 1972; Rhodes, 1980;
Marschner, 1995; Azcon-Aguilar ve Barea 1996; Morandi, 1996). Ayrica yapilan bazi
caligmalarda hipersesitif reaksiyon, lignifikasyon ve hydrozyproline ile olusmus olan zengin
hiicre duvarmin fiziksel bariyerler olusturdugu ve sonrasinda yeni enzimlerin iretildigi bu
enzimlerinde antifungal etki gosterdikleri ve bitkiye dayaniklilik sagladigi bildirilmistir (Pozo ve
ark., 1999; Demir ve Akkoprii, 2007).

Mevcut ¢alismada, 6nemli fungal biyolojik kontrol etmenlerinden biri olan Trichoderma
harzianum’un da tekli ve AMF ile ikili kombinasyonlar1 F. oxysporum f.sp. cepae’ye karsi
denenmis ve hem tekli hemde ikili kombinasyonlarda hastalik etmenine karsi etkili oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4.). Sogan bitkisinde kok ¢liriikligii hastaliklarina karsi1 Trichoderma
Spp.’nin etkisine yonelik olarak yapilan diger calismalarin bulgulari, tarafimizdan elde edilen
bulgularla ortiismekte olup, patojenle bulasik topraklarda, Trichoderma’nin sogan ¢iiriikligii
hastaligini azaltigini, bunun yani sira bas sogan cap1 ve agirhgmin arttigini bildirmislerdir
(Coskuntuna ve Ozer, 2008; Akan ve Ozer, 2009). Trichoderma spp. bitki patojeni funguslara
kars1 antibiosis, hiperparazitizm ve yarigsma gibi farkli antagonistik mekanizmalar ile direkt etki
gosterebildigi gibi fiziksel ve kimyasal ¢cevrenin mikrobiyal antogonizmi ya da konukcu {izerine
olan etkisi ile dolayl olarakta etkide bulunabilmektedir (Bora ve ark, 1995; Aydm, 2015). Son
yillardaki ¢aligmalar Trichoderma spp.’nin ayrica bitkilerde dayanikliligin uyarilmasi, koklerdeki
mikroflora kompozisyonunu degistirmesi, besin maddesi alimini arttirmas: ve kok gelisimini
tesvik etmesi gibi etkilerinin de oldugunu gostermistir (Harman, 2006). Trichoderma spp.’nin
koklerin gelismesine katkida bulunarak topragin derinliklerine inmesini sagladigi boylece
bitkilerin toprak iistii aksamlarinin daha iyi geliserek kurakliga karsi direnci arttirdigi, ayrica

fosfor, mangan, demir gibi maddeleri ¢oziliniir bir forma doniistiirebildigi ifade edilmektedir
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(Bora ve ark, 1995). Mevcut ¢alismamizda Trichoderma harzianum’un bitkideki morfolojik
gelisim parametreleri {izerinde tesvik edici etkileri olmamakla birlikte (Cizelge 4.5.) fosfor alimi
izerinde, istatistiki olarak 6nemli olmamakla beraber, kontrol grubuna gore artis sagladig
belirlenmistir (Cizelge 4.6).

AMF ve Trichoderma tiirlerinin tek tek veya birlikte de uygunlanmasinda toprak kaynakli
patojenlere karsi etkili olmakta bunun yani sira birbirlerini sinergistik olarak etkiledigi
bilinmektedir (Johnson ve ark., 1987). Datnoff ve ark. (1995) ve Yogendra ve ark. (2003)'nin
yapmis olduklar1 ¢calismalarda da AMF ve Trichoderma harzianum’un ikili inokulasyonlarininda
Fusarium solgunluk hastaligina karsi hastalig1 baskilamada da etkili oldugu belirtilmistir.

Bu calismada da AMF ile T. harzianum ikili kombinasyon olarak hastalik siddeti
izerinde kontrol uygulamasina gore etkili olmus, ancak bu etki AMF G. mosseae’nin tek basina
gosterdigi baskilama oranindan daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.4). ikili kombinasyondaki
baskilamanin AMF tekli uygulamadaki baskilamadan diisiik olmasinin nedeni T. harzianum’un
AMF gelisimi iizerinde negatif etkiden kaynaklandigi1 sdylenebilir (Ghanbarzadeh ve ark., 2016).
Nitekim bu calismada elde edilen mikorhizal gelisim parametreleri (kolonizasyon, spor
yogunlugu ve bagimlilik) incelendiginde genel olarak T. harzianum’un yer aldig1 uygulamalarda

bu gelisim parametrelerinin AMF pozitif kontrol uygulamasina gore diisiik ¢iktig1 sdylenebilir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar 1s181nda;

». Calisma kapsaminda yer alan ii¢ farkli sogan ¢esidi olan Se¢, Gence ve Sampiyon
cesitleri arasinda kok ciiriikliigli etmeni olan Fusarim oxysporum f.sp. cepae’ya karsi en
dayanikli ¢esidin Sampiyon cesidinin oldugu ve en hassas cesidin de Gence oldugu
belirlenmistir.

» Sogan cesitlerinin farkli AMF tiirleri ile inokulasyonu sonucunda kolonizasyon oranlari
acisindan farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Caligma kapsaminda yer alan Gence sogan
cesidinin Glomus mosseae, ve ticari AMF izolat1 olan ERS Endo Roots Soluble ticari
isimli mikorizalar ile uyumu ve mikorhizal bagimlilig1 agisindan en iyi sonuglardan birisi
Glomus mosseae’nin tek basina uygulandigi kombinasyonda verdigi belirlenmistir.

» Genel olarak AMF uygulamalarinin sogan bitkisinin bazi morfolojik gelisim

parametrelerini arttirdigi ve bitki gelisimini pozitif yonde etkiledigi ortaya konmustur.
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Benzer durum olarak bitkideki AMF’nin makro besin elementi olan fosforun alinimini da
artirdig1 tespit edilmistir.

AMF ve Trichoderma uygulamalarinin tekli ve kombine uygulanmalarinin Fusarium
oxysporum f. sp. cepae'yi baskiladigi, bu etkinin Glomus mosseae’nin tek basina

kullanildig1 uygulamalarda daha baskin oldugu belirlenmistir.

Yukarida tespit edilen sonuglar 1s1ginda olusturulacak AMF ve Trichoderma
uygun kombinasyonlarinin, bitki sagligi ve verimliliginin arttirilmasi yoniinde olumlu
katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Gilinlimiizde kimyasallarin insan sagligi ilizerine
etkileride g6z Oniinde bulunduruldugunda farkli konuk¢u ve mikroorganizma
kompozisyonlarinin etkinlikleri tizerinde yapilacak olan bu tiir ¢aligmalar hiz kazanmali
ve arttirilmalidir. Tleriki arastirmalarda bolgede sogan bitkilerinin kok bolgesinde dogal
ortamda bulunan mikorizanin izole edilip, uygun yetistirme ortamlarinda iiretilmesi
amaclanmalidir.

AMF funguslarinin bitkinin hastaliklara dayanikliligin1 ve kurakliga toleransini
gelistirmesi ve hareketliligi az olan besin elementlerinin alimini arttirmasi nedeniyle
AMF’nin tarla bitkileri yetistiriciliginde kullanilmas1 yoniinde farkli caligmalar

yiiriitiilebilir.
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