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OZET

Yiksek Lisans Tezi

PATATES KURU CURUKLUK HASTALIGI ETMENI
Fusarium oxysporum Schlect. Emend Snyd. & Hans.’IN
BiYOLOJiK MUCADELE IMKANLARININ ARASTIRILMASI

Gozdenur CAKAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali
Fitopatoloji Bilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Elif TOZLU

Bu ¢alisma, patateste verim kaybi meydana getiren toprak kokenli kuru ¢iiriikliik hastalig
etmeni Fusarium oxysporum ile biyolojik miicadele imkanlarinin arastirilmasi amaciyla
in vitro ve in vivo sartlarda yiritilmistiir. Calismada, daha oOnce yapilan farkli
caligmalarda da etkililikleri test edilmis, 2 Pantoea agglomerans (BRTB ve RK92), 2
Bacillus pumilus (RK103 ve TV67C), 7 Bacillus subtilis (BAB140, TV12H, TV6F, EK7,
TV17C, CP1 ve TV125A), 3 Bacillus megaterium (TV103B, TV87A ve TV91C), 1
Ochrobactrum anthropi (A16B), 1 Agrobacterium radiobacter (A16) ve 1 Bacillus
thuringiensis subsp. kurstakii (BAB410) straini ve 2 Trichoderma harzianum (ET 4 ve
ET 14) izolat1 kullanilmistir. In vitro c¢alismalarda test edilen biyoajan bakteri
strainlerinlerinden etkinligi en fazla ¢ikan 5 biyoajan bakteri straini (BRTB %66,22;
RK103, %50,90; BAB140 %50,00; TV103B %49,10; TV12H %48,65 ve TV6F %48,20)
ve iki biyoajan fungus izolat1 (ET 4 %69,44; ET 14 %66,66) ile in vivo sartlarda saksi
denemeleri kurulmustur. Bu denemelerde en etkili sonug elde edilen BRTB biyoajan
bakteri straininin kontrollii sartlarda hastalik etmeninin gelisimini tamamen engelledigi
tespit edilmistir. BuU strainin uygulama zamaninin belirlenmesi amaciyla kurulan
denemede de bakteri soliisyonuna daldirildiktan 4 saat sonra patojen soliisyonuna
daldirilarak dikilen yumrulardan elde edilen bitkilerde hastalik goriilmemistir. Depo
sartlarinda kurulan denemede ise yine BRTB bakteri straininin diger biyoajanlarla
kiyaslandiginda en etkili sonucu verdigi goriilmistiir. Sonug olarak; P. agglomerans’m
BRTB straininin F. oxysporum’un biyolojik miicadelesinde kullanilabilecegi, patates
yumrulart dikilmeden 6nce bakteri uygulamasi yapildiginda daha etkili sonug alinacagi
kanaatine varilmistir.

2020, 59 sayfa

Anahtar Kelimeler: Fusarium oxysporum, Kuru Ciirtikliik, Patates, Biyoajan, Biyolojik
Miicadele



ABSTRACT

Master Thesis

THE INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL CONTROL POSSIBILITIES
OF Fusarium oxysporum Schlect. Emend Snyd. & Hans.

Gozdenur CAKAR

Atatlirk University
Natural Sciences Institute
Department of Plant Protection
Department of Phytopathology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Elif TOZLU

This study was carried to investigate the biological control possibilities with soil born dry
rot disease agent Fusarium oxysporum causing yield losses in potatoes in in vitro and in
vivo conditions. In this study, 2 Pantoea agglomerans (BRTB and RK 92), 2 Bacillus
pumilus (RK 103 and TV 67C), 7 Bacillus subtilis (BAB140, TV12H, TV6F, EK7,
TV17C, CP1 and TV125A), 3 Bacillus megaterium (TV103B, TV87A and TV91C), 1
Ochrobactrum anthropi (A16B), 1 Agrobacterium radiobacter (A16) and 1 Bacillus
thuringiensis subsp. kurstakii (BAB410) bacterial strains and 2 Trichoderma harzianum
(ET4 and ET14) fungal isolates tested efficacy in previous studies were used. In vivo pot
treatments was established with the most effective five of bacterial strains (BRTB
66,22%; RK103, 50,90%; BAB140 50,00%; TV103B 49,10%; TV12H 48,65% and
TVG6F 48,20%) and two fungal isolates (ET 4 69,44%; ET 14 66,66%).1t was determined
that BRTB which was the most effective bacterial strain completely prevented the
development of the pathogen in controlled conditions. In other treatment was established
to determine the application time of BRTB. No disease was observed in the plants
obtained from tubers planted by dipping into the pathogen solution 4 hours after dipping
into the bacterial solution.Bu strainin uygulama zamaninin belirlenmesi amactyla kurulan
denemede de bakteri soliisyonuna daldirildiktan 4 saat sonra patojen soliisyonuna
daldirilarak dikilen yumrulardan elde edilen bitkilerde hastalik gériilmemistir. In storage
treatments, BRTB was the most efficacy compared with others. As a result; it was
determined that BRTB strain of Pantoea agglomerans can be used in the biological
control of F. oxysporum and it will be more effective when bacteria are applied before
planting potato tubers.

2020, 59 pages

Keywords: Fusarium oxysporum, Dry Rot, Potatoes, Bioagent, Biological Control
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1. GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.) bitkisi, Solanaceae (Patlicangiller) familyasinin tiyesidir.
Tek yillik kiiltiir bitkisi olan patates bitkisinin orjini ve kiiltiire alindig1 bolge Alp
Daglarr’dir. Giiniimiizde patates bitkisinin iki yiiz civarinda tiir, dort binden fazla ¢esit
icerdigi bilinmektedir. On altinc1 yiizyilin sonlarina dogru somiirgeci Ispanyol gemiciler
Giiney Amerika Bolgesi’nde bulunan Alp Daglari’ndan aldiklari patates bitkisini kendi
iilkelerinde bulunan botanik bahgelerine getirmislerdir. Daha sonra siras1 ile Ingiltere,
Irlanda, Iskogya, Avrupa’nin diger iilkeleri ve nihayetinde de diger iilkelere yayilmistir.
Tiirkiye’de ise ilk kez 19. yiizyilin sonlarinda kiiltiire alinmistir. Bolgeler bazinda ise ilk
olarak Dogu Karadeniz Bolgesi’nde, sonrasinda ise Bati Trakya Bolgesi’nde kiiltiire
alimmistir. Daha sonra da tiim Tirkiye’ye buradan yayilmis ve ekimi yapilmaya

baslanmistir (Abed ve Demirhan 2018).

Gilniimiizde Asya kitasi, diinya genelinde patates iiretiminde birinci siradadir. Diinyada
en Onemli patates lireticisi olan iilkeler Cin, Hindistan, Rusya, ABD ve Ukrayna’dir.
Sayilan iilkelerin diinya patates iiretimindeki paylari %50’yi asmaktadir. 2017 yilinda
Tiirkiye 4.7 milyon tonluk tiretimi ile 16. sirada yer almaktadir (Abed ve Demirhan 2018).
Patates Tirkiye’nin her tarafinda yetistirilen en 6nemli tarimsal {riinler arasinda yer
almaktadir. Bu bitkinin ekim alan1 ve iiretim miktar1 bugdaygillerden sonra gelmektedir.
Tiirkiye’de en fazla patates iiretiminin %70 oraninda Nigde, Konya, Afyonkarahisar,
Kayseri, [zmir, Adana, Nevsehir ve Sivas illerinde ger¢eklesmektedir. Halkimizin giinliik
beslenmesinde fazla miktarda kullanilmasinin yani sira, ¢iftcilerimize gelir ve yurdumuza
doviz kaynagi olarakta onem tasimaktadir (Giindiiz 1977). Erzurum ilinde ise 2018 yili
tiretim sezonunda 35.124 da alanda 85.729 ton patates iiretimi gergeklestirilmistir
(Anonim 2019a).

Patates bitkisi biiylime ve gelismesi sliresinCe bir¢ok hastalik ve zararlinin etkisine maruz
kalmaktadir. Bu etkinin derecesine gore yumru verimi 6nemli miktarda degismektedir.
Patateste su ana kadar yapilan ¢alismalarda en 6nemli bakteriyel hastaliklarin; Bakteriyel

Solgunluk ve Patates Kahverengi Ciiriikliigii Hastalig1 (Ralstonia solanacearum), Patates



Halka Ciirtikligii Hastaligi (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus), Patateste
Bakteriyel Yumusak Cirtikliik Karabacak Hastaligi (Erwinia carotovora subsp.
carotovora, E. carotovora subsp. atroseptica, E. chrysanthemi), Patateste Adi Uyuz
Hastalig1 (Streptomyces scabies), fungal hastaliklarin; Patateste Erken Yaniklik Hastaligi
(Alternaria solani), Patates Sigil Hastaligi (Synchytrium endobioticum), Siyah Sigil
Hastalig1 (Rhizoctonia solani), Patates Mildiydsii Hastaligi (Phytophthora infestans),
Patates Kuru Ciiriikliik Hastaligi (Fusarium spp.), viral hastaliklarin ise Patates Y Viriisii
(Potato Y potyvirus, PVY), Patates Yaprak Kivrilma Viriisii (Potato leafroll luteovirus,
PLRV), Patates X Viriisii (Potato X potexvirus, PVX), Patates A Viriisii (Potato A
potyvrus, PVA) (Anonim 2019b).

Bu hastalik etmenleri igerisinde yer alan toprak kokenli fungal patojenlerden fide kok
cuiriikliigti (Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Pythium spp.) ve Verticillium solgunlugu
(Verticillium dahliae) oldukga tahripkardir ve ekonomik olarak 6nemli iiriin kayiplarina
neden olmaktadir (Erdogan 2015). Fitopatojen olan Fusarium tiirleri, kutuplardan
Ekvator’a kadar organik materyal iceren her tip toprakta yasayabilen olduk¢a yaygin
funguslardir. Bitki tiirleri ve organlarina gore Fusarium simptomlar: farklilik
gostermesine ragmen, genellikle bitkide kok g¢iiriikliigii ve solgunluga neden
olmaktadirlar (Ozer ve Soran 1991). Fusarium tiirlerinden bitkilerde vaskiiler solgunluga
neden olan Fusarium oxysporum ise ekonomik agidan Onemli kayiplar meydana
getirmektedir. Bu fungus tlirliniin gelismesi i¢in ideal kosullarin; 27-28 °C toprak
sicaklig, diisiik toprak nemi ve pH’si, kisa giin uzunlugu, diisiik 151k yogunlugu, azot ve

fosforca diisiik potasyumca zengin toprak yapist oldugu bildirilmistir (Yiicel 1989).

1.1. Fusarium oxysporum’un Siniflandirmadaki Yeri

F. oxysporum‘un siniflandirmadaki yeri Index Fungorum’a gore su sekilde bildirilmistir:

Alem: Fungi
Sube: Ascomycota

Altsube: Pezizomycotina



Sinif: Sordarromycetes

Alt Sinif: Hypocreomycetidae
Takim: Hypocreales

Aile: Nectriaceae

Cins: Fusarium

Tiir: Fusarium oxysporum Schlect. Emend Snyd. & Hans.

F. oxysporum tiiriiniin farkli izolatlari, hiflerinin birlestigi yerde heterokaryon form
olusturmak iizere eseysiz bir lireme sekli gostermektedir. Yogun havai misel gelisimi
olarak gdzlenen bu heterokaryon form iki hifin birlestigi yerde anastomosis yapilarak
meydana gelmektedir (Leslie 1996). Anastomosis sonucu olusan hiicrenin ¢ekirdekleri
genetik olarak birbirinin benzeri ise bu tip hiicreler homokaryon olarak adlandirilirken,
hiicrenin ¢ekirdekleri genetik olarak farkli bireylerden geliyor ise bu tip hiicrelere de

heterokaryon olarak adlandirilmaktadir (Katan 2000).

F. oxysporum 120-150 kadar konukguya 6zel bitki patojenik formlart olan kozmopolit ve
oldukga karmasik bir tiirdiir (Attitalla et al. 2004; Bogale et al. 2007). Bu formlardan her
birisi bir veya bir¢ok vejetatif uyum grubundan ibarettir ve ayrica bir¢ok ayr1 patojenik
irklar icermektedir. F. oxysporum’a ait formae speciales’in biiylik bir kismi sadece bir
konukgu tiiriinii enfekte etme 6zelligindedir. Bunlardan domateste solgunluk yapan ve
kok bogazi ¢iiriikliigiine neden olan sirasiyla, F. oxysporum f. sp. lycopersici ve F.
oxysporum f. sp. radicislycopersici gibi morfolojik olarak ayrilmis iki patojenik spesiyal
form belirlenmistir (Colak ve Bigibi 2011).

F. oxysporum’un saprofitik populasyonu sik sik hastalikli bitki parcalari ilizerinde
ozellikle de kokte etkin sekonder koloniler olusturur ve morfolojik olarak primer
kolonilerden (patojen) ayirt edilmesi olanaksizdir. Bu sebeple patojenite testi bitkilerde
patojen F.oxysporum populasyonlarinin tespiti i¢in esastir. Hastalikli k6k dokularindan
izole edilen populasyonlarin ¢ogunda sekonder koloni goériilmektedir (Delen 2007).
Populasyonun artmasi bitkide vaskiiler solgunluga (Beckman 1987), kdklerde, tacta,
yumruda, soganda ciiriikliiklere (Nelson et al. 1981) sebep olmaktadir.



Patates kuru ¢iiriikkliik hastaligi, kok ciirlikligli ve bilhassa da kazik kok ciiriikligi ile
baslamakta ve nihayetinde de asir1 bir iiriin kaybina neden olmaktadir. Toprak iistii
aksamdaki belirtileri ise genellikle ya bilesik yapragin bir kesiminde ya da bitkide tek
tarafl1 olarak goriilmektedir. Solgunluk belirtileri alt yapraklardan baglamakta ve yukari
dogru ilerlemektedir (Anonim 2019¢). Zamanla alt yapraklar sararmakta, iist yapraklarda
ise sar1 benekler olusmakta ve bitki solarak kurumaktadir (Anonim 2019d). Yumrularda
meydana gelen kuru ¢iiriikliik ise yaralanmis ya da ezilmis dokulardan patojenin giris
yapmasiyla baglamakta ve yumruda dista biikiilmiis gibi goriinen alanlarda beyaz veya
pembe menekse rengi bir fungal gelisim gostermektedir. Hastalikli yumrularin ¢gimlenme
giicii diistigii i¢in cikislarda aksamalar goriilmektedir (Anonim 2019a). Ciiriiklik
ilerleyince lekelerin oldugu yerlerde bir oyukluk olusmaya baslamakta ve patates
yumrulari ¢ukur seklinde ¢iirimektedir (Anonim 2019f). Yumrularin iletim demetlerinde
acik kahverengiden, siyaha kadar degisen renklerde nekrotik alanlar veya gébek bagindan
baslayan koyu renkli ¢okiik lekeler meydana gelmekte, ¢iiriikliik ilerledik¢e yumru i¢inde
bosluklar olusmakta, yumru yiizeyi burugsmakta ve fungusun miselleri ipliksi sekilde
goriilmektedir (Anonim 2019d).

Bu hastalik etmeni genellikle toprakta misel ve spor formunda ve 6zellikle dayanikli
kishk yapilar1 olan klamidosporlari ile canli kalabilmektedir. Patates gesitlerinin bu
hastaliga karsi duyarliliklar1 Fusarium tiirtine bagl olarak degismektedir. Patojen
depolarda tohumluk yumrulari etkilemektedir. Patatesler uygun olmayan sekilde
depolandiklart (sicaklik, nem, havalandirma vs. baglh olarak) takdirde hastalik hizla
yayilmakta ve %60’dan fazla yumruyu enfekte edebilmektedir. Hastalikli tohumluk
yumrular ekildiginde Fusarium tiirleri, gelisen patates filizlerini Oldirerek iriini
azaltmakta, hasatta %25’in tizerinde iiriin kaybina neden olmaktadir (Anonim 2019f).
Hastalik etmeni toprakta clirlimiis bitki artiklarinda spor veya miselyum halinde
canliligint siirdiirmektedir. Yetistirilen ve yaygin olarak ekimi yapilan biitiin patates
cesitleri bu hastaliga kars1 duyarlidir. Enfeksiyon i¢in optimum sicaklik 10-20°C
arasindadir, Fusarium tiirlerinin ¢ogu bu sicakliklarda yiiksek nem ile birlikte hizla

gelismektedirler. Kuru ¢iiriikliikk ¢ogunlukla bir depo hastaligidir, diger etmenlerin ve



yumusak ¢iiriikkliikk bakterilerinin enfeksiyonu i¢in de uygun ortam saglamaktadir

(Anonim 2019e).

Fusarium tiirleri igerisinde patateste 6nemli iriin kayiplarina neden olan F. oxysporum
ile farkli yontemlerle miicadele edilmeye c¢alisilmaktadir. Ancak, kontrolii zor olan bir
hastalik etmeni oldugu bildirilmektedir (Kiigiik vd 2006). Mevcut miicadele sekillerinden
kiiltiirel onlem olarak yarali yumrularin depoya konulmamasi ve tohumluk olarak
dikilmemesi dnemli bir 6nlem olarak goériilmektedir. Yumrular yaralanmalara karsi daha
duyarli oldugu i¢in 7°C’nin altindaki sicakliklarda hasat yapmaktan kaginilmali, hasatta
yaralanmadan dolayr meydana gelebilecek bulagsmalari 6nlemek icin hasat sonrasi
kabugun piskinlesip yaralarin iyilesmesi amaciyla iki hafta 13-18°C de havadar bir yerde
yumrular bekletilmelidir. Ayrica, depolarda havalandirma ve hava sirkiilasyonun iyi
yapilmasina da 6nem verilmelidir. Bu etmenle kimyasal miicadele i¢in yumru ilaglamasi
da yapilmaktadir (Anonim 2019c). Kullanilan fungisitler ise fitotoksisite, dayaniklilik,
cevre kirligi ve insan sagligina zararl etkileri nedeniyle sorun olusturmaktadir (Erdogan

2015).

Tarimsal tiretimde kalite ve verimi artirmak amaciyla kullanilan kimyasallarin uzun
vadede olusturabilecegi olumsuz etkilerin farkina varan arastirmacilar yillardir
kimyasallara alternatif ¢6ziim arayisi icerisine girmislerdir. Ayrica, "Organik Tarim",
"Entegre Miicadele" ve "lyi Tarim Uygulamalar1" gibi basliklar altinda kimyasal ilaglarin
kullantmin1 minimuma indirmeyi amaglayan aragtirmalar da oldukca genis yer almaya
baslamistir (Imriz vd 2014). Bu arastirmalar igerisinde cevre kirliligi problemleri,
kullanilan tarimsal ilaglarin insan sagligina, dogaya verdigi zararlar, kullanilan ilaglara
bir siire sonra dayaniklilik kazanilmasi ve tiiketicilerin organik {iriinleri tiiketme
egilimleri goz Oniine alindiginda biyolojik miicadele g¢aligmalart 6nem kazanmistir

(Ozaktan vd 2010).

Bitki hastaliklariyla biyolojik miicadele 1920°1i yillarda dikkat ¢cekmeye baslamis, 1940’11
ve 1950°’li yillar patojen-antagonist iliskilerinin laboratuvar sartlarinda gozlenmesi

seklinde gecmistir. Daha sonraki yillarda saksida steril topraklarda g¢alismalar



yiirlitiilmis, 1980’11 yillarda ¢caligmalar artik dogal sartlara aktarilmis ve gliniimiize kadar
hem laboratuvar hem de dogal sartlarda hastalik etmenleri ile miicadelede
mikroorganizmalarin kullanildig1 ¢ok sayida calisma yapilmustir (Ozaktan vd 2010).
Patojen ve antagonist arasindaki etkilesimin bilinmesi basarili biyolojik miicadele i¢in
gereklidir. Bu etkilesim anlasildiktan sonra biyolojik miicadele stratejisinin hangi
kosullarda basarili olacag: tespit edilebilecektir. Antagonistler antibiyotik iireterek,
patojen ile besin ve/veya yer rekabetine girerek, patojen tlizerinde hiperparazit olarak
yasayarak patojenin gelisimini engellemekte veya baskilamaktadirlar. Antagonist, bu etki
mekanizmalarindan bir veya birkagini kullanarak hastaligi yiiksek oranda engelleme
etkisine sahip olmali ve bu etki uzun siirmelidir (Ozaktan vd 2010). Ayrica, bir antagonist
yasadig1 ortamda diger antagonistlerle uyumlu olmali, diger faydali mikroorganizmalara
olumsuz etkisi olmamali, yetisme mevsimi boyunca yliksek populasyonda yasamini
devam ettirebilmeli, olumsuz ¢evre kosullarinda yasamini siirdiirebilmeli, konukgu
bitkinin olabildigince ¢ok sayida patojenine karsi etkili olmalidir (Ozaktan vd 2010).
Degisik cevre kosullarinda bekletildiginde ya da biyopreparati yapildiginda genetik
yapisinda degisme olmamali, standart fungisitlerden ve 6zellikle hasat sonras1 hastaliklar
icin kullanilan fiziksel ve kimyasal uygulamalardan etkilenmemelidir. Antagonist, kolay
kiiltiire alabilmeli ve kitle iretimi icin pahali olmayan ortamlarda gelisebilme
ozelliginde olmalidir. Depolama esnasinda &zelligini uzun siire korumalidir. Insan
sagligina zararh ikincil metabolitler iiretmemeli ve hedef dis1 canlilara zararhi etkisi
olmamalidir. Biyopreparat haline getirildiginde pazar potansiyeli olmalidir (Ozaktan vd
2010).

Fusarium gibi kimyasallarla kontrol edilmesi zor olan hastalik etmenlerinin kontrol altina
alinmasinda da biyolojik miicadele ¢aligmalarinin ayr1 bir 6nemi bulunmaktadir. Bitkinin
rizosfer bolgesinde yasayan, saprofitik karakterdeki bazi bakterilerin ve funguslarin
rekabetci Ozellikte olduklari ve bazi metabolik maddeler iireterek bu patojenlere
baskilayici etki gosterdikleri bilinmektedir. Bitki kok ve kok bogazinda hastalik meydana
getiren Fusarium cinsi hastalik etmenleri ile biyolojik savasimda cesitli bakteriyel
antagonistlerin ve Trichoderma tiirlerinin basi ¢ektigi pek ¢ok ¢alismada goriilmektedir
(Imriz vd 2014).



Bu calismada da patateste dnemli verim kaybina neden olan kuru ciiriikliik hastaligi
etmeni F. oxysporum’un biyolojik miicadele imkanlarinin arastiritlmasi amaglanmaistir.
Bunun i¢in 2 adet Pantoea agglomerans, 2 adet Bacillus pumilus, 7 adet Bacillus subtilis,
3 adet Bacillus megaterium, 1 adet Ochrobactrum anthropi, 1 adet Agrobacterium
radiobacter ve 1 adet Bacillus thuringiensis subsp. kurstakii olmak {izere 17 biyoajan
bakteri straininin ve 2 adet Trichoderma harzianum fungal biyoajan izolatinin in vitro
sartlarda hastalik etmeninin biyolojik miicadelesinde kullanilabilirligi test edilmis, in
Vitro test sonuglarina gore en etkili olan 5 adet biyoajan bakteri straini ve 2 adet biyoajan
fungus izolatt ile in vivo denemeler kurulmustur. Ayrica, depolanan yumrularda da
hastalik etmeninin iizerinde biyoajan bakteri strainlerinin ve fungus izolatlarinin etkililigi

test edilmis, en etkili olan bakteri straininin uygulama zamani belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kiiltiir bitkilerinde 6nemli hastaliklara sebep olan etmen gruplarindan biri olan
funguslarin hiicre yapisi bitki hiicrelerinin yapisina benzemektedir. Funguslar; klorofil
icermezler, spor olusturabilirler, eseyli ve eseysiz olarak iireyebilirler, hiicrelerinde
gercek bir c¢ekirdek bulundururlar ve hiicre zarmin yapisinda kitin ve seliilloz olan
organizmalardir. Bitkilerde hastaliklara neden olan funguslarin iiremeleri neticesinde
olusturduklar1 sporlarin hastaliklarin ¢evreye yayilmalarinda énemli derecede rolleri
bulunmaktadir. Fungal etmenler konukgu dokusuna giris yaptiktan hemen sonrasinda
konukguda bazi sitolojik-histolojik farkliliklarin yani sira fizyolojik degisikliklere sebep
olmaktadirlar. Enfeksiyon olusturduktan sonra, bitki dokusunda yaptiklari farkliliklar
gozle goriiliir dereceye gelmekte ve bu hastalik belirtilerine ‘simptom’ ad1 verilmektedir.
Fungal etmenler hastalandirdiklar1 bitki ve bitki organlarina gore degisen hastalik

belirtileri gosterebilmektedirler (Yegen 1987).

Kuru ciiriikliik hastaligi etmeni olan Fusarium’a ait 31 patojen tir 53 konukguda
saptanmigtir (Ozer ve Soran 1991). Fusarium cinsine ait funguslarin konukg¢uda neden
oldugu solgunluk belirtilerinin fungusun iirettigi nonspesifik bir toksin olan fusarik asit
(FA)’den dolay1 ortaya ciktigi bildirilmektedir (Davis 1969; Toyada et al. 1988). FA ile
yiiriitiilen arastirmalarda, olusturdugu toksinin konukc¢uda hiicre zarinin segici
gecirgenligini farklilastirdigi, mitokondrinin aktivitesini ve ATP sentezini diislirdiigii ve
bitki kok gelisiminin gerilemesine sebep oldugu tespit edilmistir (Bouizgarne et al. 2004;
Bouizgarne et al. 2005; Bouizgarne et al. 2006; Wu et al. 2008). Toksin, F. oxysporum
basta olmak tizere birgok Fusarium tirti (F. moniliforme, F. crookwellense, F.
subglutinans, F. sambucinum, F. napiforme, F. heterosporum, F. solani ve F.
proliferatum) tarafindan iretilmektedir (Bacon et al. 1996). Ayrica, toksinin
yumrulardaki kuru ¢iirtiklik (F. oxysporum) hastaliinda da onemli rolii oldugu
bildirilmistir (Venter and Steyn 1998). Kuru ¢iiriikliik hastaligi hasat sonrasi patates
yumrularinda goriilen ve diinyada 6nemli bir hastaliktir ve iilkemizde bu hastaliga F.
equiseti, F. coeruleum, F. culmorum, F. oxysporum, F. sambucinum, F. solani, F.

sulphureum etmenleri sebep olmaktadir (Bacon et al. 1996).



Onemli bir hastalik etmeni olan F. oxysporum ilk defa 1824 yilinda Diederich F.L. von
Schlechtendal tarafindan Almanya'nin Berlin kentinde toplanan ¢iiriikk patates

yumrularindan (S. tuberosum) izole edilmistir (Wollenweber 1913).

Genis bir konuk¢u ¢evresine sahip olan F. oxysporum yaklasik 120-150 konukguya 6zel
viriilanslik formlar1 olan kozmopolit ve oldukg¢a karmasik bir tiirdiir (Attitalla et al. 2004;
Bogale et al. 2007). Formlarin her biri bir ya da birden ¢ok vejetatif uyum grubundan
olusur ve bir¢ok farkli patojenik irklara sahiptir. Alt tiirlerinin bir¢ogu sadece bir konukg¢u
tirtinii enfekte edebilme 6zelligindedir. F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL), kok ve kok
bogazi ¢iuriikligii etmeni F. oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) olarak
bilinmektedir (Farley et al. 1975). Bu iki patojen morfolojik olarak ayirt edilemez
(Attitalla et al. 2004). Domateste FOL ve FORL, patlicanda F. oxysporum f.sp.
melongenae, biberde F. oxysporum f.sp. vasinfectum hastalik olusturmaktadir (Miller et
al. 1996).

F. oxysporum un form spesiyeslerini de i¢eren vaskiiler solgunluk olusturan funguslar,
toprak kokenli patojenlerin ¢gok 6nemli bir grubunu olusturmaktadirlar (Yiicel 1989). F.
oxysporum fi¢ tip aseksiiel spor tiretmektedir. Bunlar; mikrokonidi, makrokonidi ve
klamidospor’dur. Mikrokonidiler bir veya iki hiicrelidir ve fungus ¢cogu kosulda en ¢ok
bu spor tipini olusturmaktadir. Makrokonidiler ise 3 veya 5 hiicrelidir, sekil olarak egik
ve uca dogru sivrilen bir sekli vardir. Makrokonidiler ¢cogunlukla patojenin 6ldiirdiigii
bitkilerin tizerinde bulunmaktadirlar (Agrios 1988). FORL’nin yayilmasinda ve hayatta
kalmasinda bu spor tiplerinden ikisi goze c¢arpmaktadir. Klamidosporlar ise kalin
duvarlara sahiptirler ve fungus toprakta uzun periyodlar boyunca hayatta
kalabilmektedirler (Ozbay and Newman 2004). Etmen soguk seralarda, erkenci
yetistiricilikte ve topraksiz kiiltiirde kullanilan cesitli substratlarin icerisinde veya bitki
artiklar1 tizerinde klamidospor formunda da varligini siirdiirmektedir. Ayrica, fungusun
mikrokonidilerinin bulasik seralarda havada yaygin olarak mevcut oldugu da
bildirilmistir (Rowe and Farley 1978; Rowe 1980). O2’ye cok ihtiya¢ duymadiklarindan
30-40 cm’e kadar toprak derinliklerinde yasamlarini siirediirebilirler. Gelisimlerinde

uygun pH 5-7, en iyi sicaklik ise 24-32°C araligindadir (Ozer ve Soran 1991).
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F. oxysporum Patates Dekstroz Agar (PDA) gibi kat1 ortamda cogaltilabilirler. Genel
olarak, havai miselleri 6nce beyaz renkte olup, daha sonra irk ya da tiire gore mordan
koyu pembeye kadar degisebilmektedir. Eger sporlar ¢ok yogunsa kiiltiir, krem ya da
turuncu renginde gortinmektedir (Gonsalves et al. 1993) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Fusarium oxysporum PDA'daki koloni

(a-b); konidiosporlar (c-d), sporodokyalar (e-f), hava miselyum iizerindeki konidioforlar (g-j), sporodokya
konidioforlar (k-n), klamidospor (0-p), mikrokonidi (q), makrokonidi (r) yapilar1 (Rowe and Farley 1978;
Rowe 1980)
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Fungusun ana kaynag1 toprak ya da hastalikl1 patates tohumudur. Ulkemizde iyi depolama
yapilmayan yerlerde hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Depolarda %25-70 arasinda kayba
neden olabilmektedir (Turkensteen 2005). Patojen dogrudan yumruya giris
yapamamakta, bu nedenle hasat sirasinda yumru zedelenmedikge genelde hastalik
belirtisi goriillmemektedir. Yumru yiizeyindeki toprakta yer alan fungus, hasatta meydana
gelen ezilmelerden dolayr fungusun yumruya girisini saglamaktadir. Yumruda koyu
renkli ¢okiik yiizeysel lekeler halinde baslayan belirtiler, hasattan sonra birka¢ hafta
iginde belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir (Turkensteen 2005). Agik kahverenginden,
siyah renge kadar degisen renklerde nekrotik alanlar seklinde goriilmektedir. Ciiriiklik
arttikca yumru iginde bosluklar olusturmakta ve yumru yilizeyi burusmaktadir. Patates
yumrusu igerisinde olusturdugu bosluklar ve hastalikli alanlar tizerinde mor, beyaz, sar1
veya pembemsi renklerde fungal yap1 gozle goriilmektedir. Bulagik yumrularda kuru
ciirlikliiklere neden olmaktadir (Turkensteen 2005). Nemli ortamda yumusak ¢iiriikligiin
yani sira Dbakteriler tarafindan meydana getirilen sekonder enfeksiyonlarda
gelisebilmektedir. Uzun siire depolanmig yumrularda ileri derecede hastalanmig yumruda
tamamen c¢iirime, burusma ve mumyalagma goriilmektedir. Bu yumrularin tohumluk
olarak kullanilmalar1 durumunda topragi bulastirmakta ve toprak patojeni olan etmen
burada yillarca kalabilmektedir (Turkensteen 2005). Turkensteen (2005), ¢ilirimenin
depolama yapilan siireye, depolama sicakligina, depo nemine ve deponun
havalandirmasina gore gittikge ilerledigini ve hasta olmayan yumrulara da enfekte olarak

saglam yumrularin sayilarini azalttigini bildirmistir.

Bitki hastaliklar1 tarim tirlinlerinin verim ve kalitesini azaltmakta, ayn1 zamanda tarima
dayali iiretime olumsuz etkide bulunmaktadir. Biitliin bu olumsuzluklarin en aza
indirilmesi veya tamamen ortadan kaldirilmasi i¢in hastalik etmenleri ile miicadele
edilmesi gerekmektedir. Bu etmenin miicadelesine yonelik de farkli arastiricilar

tarafindan yapilan bazi ¢caligmalardan asagida bahsedilmistir.

Kiiltiirel 6nlem olarak, yarali yumrular segilerek ayiklanmali, depoya konulmamali ve
tohumluk olarak dikilmemelidir. Fusarium tiirleri sporlar1 toprakta en az yedi yil

canliligini siirdiirebilmektedir. Bu nedenle ayni tarlaya yedi yilda bir patates dikilmesi
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onerilmektedir (Cooke 2014). Dikimlerde yumrularim kesilmemesi gerekmektedir
(Taylor 2014). Hasat sicakligi, yumrular zedelenmelere karsi dayaniksiz oldugu i¢in
7°C’nin istiinde olmalidir. Hasatta zedelenmelerden kaynakli bulasmay1 engellemek i¢in
hasat sonrasi kabugun piskinlesip yaralarin iyilesmesi amaciyla yumrular 14 giin boyunca
13-18°C'de havadar bir ortamda muhafaza edilmeli, tohumluk patates gesitlerinden
hastaliga dayanikli olanlari tercih edilmelidir (Cakir 2015).

Agrios (1997), tohum yatag sterilizasyonunun yapilmasi ve iiriin rotasyonu sayesinde
Fusarium’un neden oldugu enfeksiyonun azaltildigini bildirmistir. Ayrica, Jones and
Overman (1971) 5-7 yila kadar yapilan rotasyonlarin toprak inokulum diizeylerini nemli
Olglide azaltabilecegini Dbildirmislerdir. Kimyasal miicadele, depolamada yumru

ilaglamasi seklinde yapilmalidir (Cakir 2015).

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

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

Biyolojik miicadele, hastalik etmenleriyle antagonistik organizmalar arasindaki
etkilesimin bir iirtinlidiir. Bu etkilesim mekanizmalarindan antibiyosis, antagonistlerin
toksin, antibiyotik ve enzim gibi metabolik salgilariyla patojenlerin gelisimini engelleme
ya da patojeni 6ldiirme durumudur. Yarigsma, patojen ve antagonistin ayni ortamda sinirh
bulunan ayni faktore ihtiya¢ duyarak rekabet olusmasi durumudur. Bu rekabet gesitli
besin elementleri icin olabilecegi gibi yer i¢in de olabilir. Bir antagonizm sekli olan
hiperparazitizmde ise, antagonist mikroorganizma patojen fungusu parazitlemekte,
biyolojik savas mekanizmasi olan hipovirulens ise, diisiik viriilanslik yetenegi olan
genlerin yliksek viriilanslik yetenegine sahip genleri tagiyan organizmalara aktarilmasiyla
bu virulant patojenlerin hastalik olusturamamasina dayal1 bir etkilesim mekanizmasidir.
Antagonistin baz1 salgilar1 veya igerdigi bazi kimyasal maddeler bitkinin patojene karsi

dayaniklilik sistemlerinin ¢aligmasini saglar. Sistemik dayaniklilik kok bakterileri
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tarafindan uyarilmissa uyarilmis sistemik dayaniklilik (Induced Systemic Resistance-
ISR) olarak ifade edilir. Uyarilmig dayaniklilik, bazi kimyasallar, non-patojenler,
patojenlerin avirulent formlari, patojenlerin uyumsuz irklar1 tarafindan ya da cevre
kosullar yoluyla enfeksiyonun durduruldugu durumlarda virulent patojenler tarafindan
baglatiliyorsa kazanilmig sistemik dayaniklilik (Systemic Acquired Resistance-SAR)
olarak adlandirilir. SAR da salisilik asit (SA) ve hastalik olusumu ile iliskili proteinlerin
(Pathogenesis related proteins-PR) birikimi s6z konusudur (Aslan ve Ozaktan 2005).

Birgok iilkede bazi bitki ¢esitlerinde Fusarium solgunlugu etmeninin yeterli patojen
inokulumu bulunmasia ragmen hastalik siddeti ¢ok diisiik ¢iktigi belirlenmistir. Bu
durumun, o alanlarda toprak kaynakli mikroorganizmalardan kaynaklandigi, bu
mikroorganizmalar igerisinde ise viriilans olmayan Fusarium ve floresan Pseudomonas
tirlerinin 6nemli oldugu belirlenmistir (Larkin et al. 1993). Yine, yapilan bir baska
calismada hastaligin baski altina alinmasina neden olan en 6nemli grubun toprakta
bulunan patojenik olmayan F. oxysporum irklari oldugu tespit edilmistir (Alabouvette et
al. 1993). Bagka bir ¢alismada ise domateste F. oxysporum f.sp. lycopersici’ye karsi
virlilans olmayan Fusarium tiirlerinin topraga ve enfeksiyon bdlgesine verilmesiyle
hastaligin biyolojik kontrolii saglanmistir (Yigit vd 2007). Saprofitik gelisen viriilans
olmayan Fusarium tiirleri patojenle yer ve besin rekabeti igerisindedir. En biiyiik rekabet
kaynagi ise karbondur. Viriilans olmayan Fusarium tiirleri sadece bu etki mekanizmasi
ile degil ayn1 zamanda konukgu bitkinin dayanikliligini uyarmasi ile de biyolojik kontrolii
saglayabilmektedir (Yigit vd 2007). Yapilan bir ¢alismada, domateste F. oxysporum f.sp.
lycopersici’ye karsi viriilans olmayan Fusarium irkinin kullanilmasi sonucunda basarili
sonug elde edilmis ve bitkide glukonaz, peroksidaz ve polifenoloksidaz gibi enzimlerin
aktivitesinde bir artis tespit edilmistir ((Smith and Snyder 1971; Kloepper et al. 1980;
Scher and Baker 1980; Sneh et al. 1984).

Biyolojik miicadele ajanlar1 kullanilarak hastalik etmenlerinin kontroliiniin saglandig:
cok sayida ¢alisma mevcuttur. Ozellikle toprak kaynakli bitki patojenlerinin biyolojik
kontroliinde Trichoderma tiirleri bircok fungal bitki patojenine karsi en umut verici

biyolojik kontrol etmenleri arasinda yer almaktadir. Trichoderma harzianum kitinaz, -
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1-3 gliikkanazlar ve B-1-4 gliikanazlarin {iretimi, antibiyotikler, rekabet, inorganik bitki
besinlerinin ¢oziiniirliigl, patojen enzimlerinin inaktif hale getirilmesi ve dayanikliligin
tesvik edilmesi de dahil olmak iizere birden fazla etki mekanizmasina sahiptir (Elad and
Kapat 1999; Harman 2006). Trichoderma tiirlerinin bitki kok ylizeylerine kolonize olarak
bitki metabolizmasinda degisikliklere neden olduklari yapilan c¢alismalarda ortaya
konulmugtur (Kleifeld and Chet 1992; Howel 2003). Ayrica, bitki patojenlerinin
gelisimlerini engelleyerek hastaligi azaltmasi, hormon benzeri metabolitler iiretmesi,
toprak veya organik maddeden besinleri ¢ozebilmesiyle de bitki gelisiminde énemli rol

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

Bitki kok ve kok bogazinda gesitli hastaliklara yol agan Fusarium gibi hastalik etmenleri
ile de biyolojik miicadelede Trichoderma tiirlerinin pek c¢ok g¢alismada yer aldigi
goriilmektedir (Imriz vd 2014). Yine, T. harzianum’un F. oxysporum (Grodona et al.
1997; Hjeljord et al. 2000; Cotxarreraet al. 2002; Verma 2007; Sallam et al. 2008; John
et al. 2010; Akrami 2015; Altinok ve Erdogan 2015; Saravanakumar et al. 2016)’un

kontroliinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur.

Trichoderma tiirleri gibi funguslara ilaveten Pseudomonas, Pantoea, Enterobacter ve
Bacillus cinslerine mensup bakteri tiirlerinin de patates kuru ¢iiriikliigii hastaligi etmenine
kars1 potansiyel biyokontrol ajanlart olarak kullanilabilecegini gosteren bir¢ok caligsma
yapilmistir (Schisler 1994; Schisler et al. 1997; Sadfi et al. 2001, 2002; Van den Boogert
and Luttikhol 2004; Kotan et al. 2009; Tozlu et al. 2018).

Pseudomonas, Enterobacter ve Pantoea cinsine mensup tiirlere ait bakteri strainlerinin
patates yumrularindaki uygulamalarinda F. sambucinum etmenine karsi oldiiriicti

etkisinin oldugu da belirlenmistir (Schisler and Slininger 1994; Schisler et al. 1997).

Khalil and Mughrabi (2010), Pseudomonas fluorescens (B-21133) ve Enterobacter
cloacae (B-21050)'nin Fusarium kuru ¢iiriikliigiine kars1 etkinligini degerlendirmek igin
tarla sartlarinda uygulama yapmuslar, biyokontrol strainlerinin uygulandigi yumrular

tizerinde hastalik siddetinde azalma belirlemisler, bu strainlerin patateslerde Fusarium
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kuru ¢iiriikligii hastaligini kontrol altina almada fungusitlere alternatif olarak kullanilma

potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir.

Elad and Baker (1985), yaptiklar1 bir ¢alismada, topraktaki F. oxysporum’un klamidospor
¢imlenmesinin engellenmesinde, floresan Pseudomonas'larin siderofor {iretiminin

etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir.

Patates yumrulariin Bacillus licheniformis (132) ve Bacillus cereus (X16) strainleri ile
muamele edilerek sera kosullarinda kuru ¢iirtiklik hastaligi etmeni F. roseum var.
sambucinum’a etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada ise, bakteri strainlerinin etkisi ile

hastalik siddetinin azaldig1 ve verim parametrelerinin arttigi kaydedilmistir (Sadfi et al.
2002).

Hasat sonrasi onemli kayiplara neden olan hastalik etmenlerini kontrol altina almak
amaciyla da biyolojik miicadele ¢alismalar1 yiiriitiilmiis, hastaligi kontrol altina almak
icin antagonistik mikroorganizmalarin  gelistirilmesine yonelik bir¢cok calisma
yapilmistir. Funguslar, bakteriler ve mayalar gibi farkli biyokontrol ajanlari ile kuru ve
yumusak ¢iiriiklerin biyolojik kontrollerinde etkili oldugu bildirilmistir (Bartz and Eckert
1987; Wilson and Wisniewski 1992; Schisler 1994; Schisler et al. 1997; Kotan et al. 1999,
2002; Sadfi et al. 2002).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Yararlamilan cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki cihazlar kullanilmistir.

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

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

e Inkiibatdr (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03—0591)

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

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

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

e Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

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

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

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

e Safsu cihazi (Ateks, 7x35, Eu)

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

e Iklimlendirme odas1 (Digital ayarlanabilir oda)

e Vorteks (Velp Scientifica)

e Plastik petri kaplar1 (90 mm, 60 mm)

e (Cesitli kimyasal malzemeler
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3.1.2. Cahismada kullamilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

Arastirma siiresince kullanilan besiyerleri ve c¢ozeltilerin hazirlanisi detayli olarak

asagida verilmistir:

PDA (Patates Dekstroz Agar): Hassas terazide 39 g PDA (Difco) tartilarak 1L dH2O
icerisine aktarilmis ve hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek
sogumaya birakilmigtir. Besiyeri 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilerek katilasmaya birakilmistir (20 ml). Genel besiyeri olup, funguslarin

gelistirilmesi amactyla kullanilmistir.

NA (Nutrient Agar): 23 g NA (Difco) 1 L dH20 iginde ¢oziiliip pH 7,0’a ayarlanarak
121°C’de 15 dk steril edilmis ve 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilerek katilagmaya birakilmistir (Lelliot and Stead 1987). Genel besiyeri olup,

bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

NB (Nutrient Broth): Hassas terazide 8 g NB besiyeri tartilarak (Difco) 1L dH20
igerisine eklenmis ve hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildikten sonra
sogumaya birakilmistir (Lelliot and Stead 1987). Hazirlanan bu besiyeri genel besiyeri

olup, bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

Lauryl Broth (LB): 0,65 g LB karisimina gliserol eklendikten sonra son hacim saf su ile
100 ml’ye tamamlanmustir. Otoklavda steril edildikten sonra aseptik sartlarda 2 ml’lik
eppendorf tiiplerine 900 pl olarak dagitilmistir. Bakteri stok kiiltiirii hazirlarken

kullanilmastir.

%70’lik Etil Alkol: 70 ml etil alkol, sdH2Oile 100 ml’ye tamamlanarak soliisyon
hazirlanmis ve hazirlanan ¢ozeti -20°C'de muhafaza edilmistir. Dezenfektasyon amaci ile

kullanilmastir.
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3.1.3. Calismada kullamlan patojen fungus

Erzurum ilinde patates depo alanlarinda yapilan siirveylerde kuru ciiriikliik simptomu
gosteren yumrular alinarak labotaruvara getirilmis ve izolasyonlar1 yapilmistir. Elde
edilen patojen fungus izolatlarindan viriilansligi en fazla olan izolat g¢alismanin

materyalini olusturmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada elde edilen patojen fungus izolatlar

izolat Izole edildigi bitki Lokasyon
ET 81 Patates Erzurum
ET 82 Patates Erzurum
ET 83 Patates Erzurum
ET 84 Patates Erzurum

3.1.4. Calismada kullamlan potansiyel biyoajan bakteriler

Yapilan bu ¢aligmada kullanilan 17 biyoajan bakteri straini Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’niin Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonu’ndan temin
edilmistir. Bu bakteri strainlerinin daha dnce yapilan ¢alismalarda fosfat ¢ozme, azot
fiksasyonu, hormon ve aminoasit tiretimi yoniinden 6zellikleri belirlenerek farkli bitki
tirlerinde Dbitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullanilabilirligi kaydedilmis, bir¢ok
bakteriyel ve fungal bitki patojeni ile zararliya karsi biyoajan olarak etkililigi test
edilmistir. Bu bakteriler icerisinden belirlenen strainler ¢alismanin biyoajan bakteri

materyallerini olusturmustur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan biyoajan bakteri strainleri, MIS tanilari, benzerlik
oranlar1 ve asir1 duyarlilik test sonuglari

Strain MIS TANI MBI* izole edildigi HR Kaynak
materyal

BRTB Pantoea agglomerans 0572  Toprak = Kotan et al.2005

RK103 Bacillus pumilus 0,626 Toprak - Kotan R., 2000

BAB140  Bacillus subtilis 0,598 Toprak - Kotan R., 1998

TV103B  Bacillus megaterium 0,514 Toprak - Tozlu et al. 2016

TV12H Bacillus subtilis 0,744  Bugday - Cakmakeci et al.
2010

TV6F Bacillus subtilis 0,831 Toprak - Cakmakci et al.
2010

EK7 Bacillus subtilis 0,624 Kusburnu, testereli ar1 - Tozlu et al. 2017

TV67C Bacillus pumilus 0,630 Ahududu - Erman et al. 2010

TV17C Bacillus subtilis 0,677 Ahududu - Cakmakec et al.
2010

Al6 Agrobacterium radiobacter 0,786 Elma - Mohamadi et al.
2017

CP1 Bacillus subtilis Ricania simulans - Tekiner et al. 2018a

RK92 Pantoea agglomerans 0,889  Armut-Dal - Karagoz et al. 2010

Al16B Ochrobactrum anthropi 0,318 Toprak - Tozlu et al. 2017

TV87A Bacillus megaterium 0,467 - - Erman et al. 2010

TVIlC Bacillus megaterium 0,474 - - Ekinci et al. 2014

TV125A  Bacillus subtilis 0,786 - - Aktas S., 2015

BAB410  Bacillus thuringiensis subsp. 0.62 Ricania simulans - Goktiirk et al. 2018

kurstakii

*MBI: MIS Benzerlik orani, HR: Asir1 duyarlilik

3.1.5. Caliymada kullanilan potansiyel biyoajan funguslar

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’nde Mikroorganizma Kiiltiir
Kolleksiyonu’nda bulunan, daha 6nce farkli patojenler {izerinde etkililigi test edilmis ve
molekiiler tanis1 yapilmis olan 2 potansiyel biyoajan fungus izolati kullanilmistir (Cizelge
3.3).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan potansiyel biyoajan fungus izolatlar

Izolat  izole edildigi ITS tam sonucu B* Erisim Kaynak
materyal numarasr®

ET 4 At kestanesi Trichoderma harzianum 87 KT897696  Tozluetal. 2017a

ET 14  Sari¢am Trichoderma harzianum 97 LN864822  Tozluetal. 2017a

B*: Benzerlik orani, *GenBank
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3.1.6. Calismada kullamilan bitki cesidi

Saksi ve depo denemelerinde test bitkisi olarak Erzurum ili Pasinler il¢esinden temin

edilen Granola gesidi patates yumrulari in vivo denemelerinde kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Patojen fungus izolasyonu

Erzurum ilinde bulunan patates depolarindan hastalikli patates yumrulari toplanmistir.
Laboratuvara getirilen 6rnekler musluk suyunda yikandiktan sonra laminar kabinde
yumrunun enfekteli kismindan alinan 1 cm’lik parcalar tekrar 3 dakika musluk suyunda
yikanmistir. Daha sonra %1°lik sodyum hipoklorit (NaOCI) igerisinde 1-2 dk yiizeysel
olarak dezenfekte edilip, steril dH2O ile yikanarak 5 dk kurutma kagidi iizerinde
kurutulmus ve PDA igeren petrilere yerlestirilerek, 20-25°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Doku pargasindan 4-5 giin icerisinde gelisen kolonilerin u¢ kismindan
almman 6 mm capindaki misel diskler PDA igeren petrilere aktarilarak saf kiiltiirler elde
edilmistir. Bu izolatlar daha sonra PDA igeren test tiiplerine aktarilarak, ¢alismanin

bundan sonraki asamalarinda kullanilmak tlizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Patojen fungus izolatlarinin patojenite testi

Patojenite i¢in Granola ¢esidi patates yumrulart kullanilmistir. Kullanilan yumrular
%10’luk sodyum hipoklorit (NaClO) ile 3 dk dezenfekte edilmis, steril dH2O ile
durulanip 5 dk kurutulmus ve kiirdanla zedelenmistir. Siirvey sonucunda elde edilen ve
PDA’da 10 giin gelistirilen ET 81, ET 82, ET 83 ve ET 84 patojen izolatlarinin
hemositometre ile 10° konidi/m1’ye ayarlanan spor soliisyonunda zedelenen yumrular 10
dk bekletilerek inokiile edilmistir. Kontrol yumrulart ise steril dH.O’da 10 dk
bekletilmistir. Yumrularin inokulasyonundan 10 giin sonra yumruda hastalik belirtisi

goriilen kisimlardan re-izolasyon yapilarak Koch Postulatlar1 tamamlanmustir.
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Ayrica, in vivo sartlada da patojenin etkisini belirlemek amaciyla organik maddece zengin
torf ve perlitin esit hacimde karisimi bulunan plastik saksilara (5 numara) ayni sekilde
zedelenerek fungus soliisyonunda 10 dk bekletilmis yumrularin ve steril dH20’da 10 dk
bekletilen kontrol yumrularinin dikimleri yapilmis ve bu yumrular 24°C’de 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik periyotta bitki biiylitme kabininde tutulmustur. Inokulasyondan
30 giin sonra da fidelerde hastalik belirtisi goriilen kisimlardan re-izolasyon yapilarak

patojen fungus tekrar izole edilmis ve Koch Postulatlar1 tamamlanmistir.

Yumrularda yapilan patojenite testi sonucunda patates kuru ¢lirtikliik hastaligi (Fusarium
spp.) i¢in olusturulmus 0-4 skalast (Ciftci ve Altinok 2019) modifiye edilerek
kullanilmistir. Patojen izolatlar arasindan en viriilant olanlar1 se¢ilmis ¢alismanin bundan

sonraki agsamalar1 belirlenen bu izolat ile ylriltilmistiir.

3.2.3. Patojen fungusun tanilanmasi

3.2.3.a. Patojen fungusun makroskobik ve mikroskobik tanisi

Patojenite testi sonucunda en viriilans oldugu tespit edilen ET 81 izolat1 PDA’da
gelistirilmis, kolonilerinin kiiltiirel ve morfolojik o6zellikleri dikkate alinarak
Hasenekoglu (1991)’na gore tanist yapilmistir. Tanis1 yapilan fungus kiiltiirii PDA igeren
test tiiplerine aktarilarak ilerideki calismalarda kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.3.b. Patojen fungusun molekiiler tanisi

ET 81 izolatinin molekiiler karakterizasyonu ITS1-ITS4 bolgesi hedeflenerek
gerceklestrilmistir. ET 81 patojen fungus izolat1 50 ml Patates Dekstroz Broth (PDB)
besiyerinde 25°C’de, 100 rpm de, 48 saat gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
elde edilen yaklasik 200 mg taze biyokiitle, homojenizasyona tabi tutulduktan sonra ticari

bir DNA izolasyon kiti ile firma tarafindan saglanan protokole gére DNA ekstraksiyonu
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yapilmistir. Izole edilen DNA’lar biitiinliigii ve saflig1 acisindan %0,8’lik agaroz jelde 75
V’da 60 dk boyunca yiiriitiilerek degerlendirilmistir.

Ardindan mikrofunguslarin molekiiler tanilamasinda yaygin olarak kullanilan ITS1-1TS4
ribozomal DNA bolgesini hedef alan ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG 3")
ve ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al. 1990) primerleri
kullanilarak ¢cogaltim yapilmistir. Bu amagla, ITS bolgesinin amplifikasyonu i¢in, her iki
primerden 2 pl, 5 ul 10x Taq buffer ve 2.5 U (0.5 ul) Taqg DNA polimeraz, 2 ul dANTP, 3
pl magnezyum kloriir, 4.5 pl kalip DNA ve 31 pl streril dH2O ile son hacim 50 pl olacak
sekilde tamamlanmistir. PCR dongilisii; baslangic denatiirasyonu i¢in 95°C’de 2 dk,
denatiirasyon i¢in 94°C’de 1 dk, baglanma sathasi i¢cin 55°C’de 2 dk, uzama i¢in 72°C de

3 dk 35 dongii olarak ve son uzama ise 72°C’de 10 dk olarak programlanmuistir.

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde, 1X TAE tamponu i¢ginde DNA markir ile 80 V’da 50
dk boyunca yliriitiilerek degerlendirildikten sonra PureLinkTM Quick PCR purification
kit ile saflastirilmis, ticari bir firma (REFGEN) araciligiyla her iki primer ile DNA dizi
analizi yaptirilmigtir. Elde edilen sekans verileri BioEdit programi ile birlestirildikten
sontra BLASTN 2.2.26+ programi kullanilarak, GenBank’ta (www.ncbi.nlm.nih.gov)
(Zzhang et al. 2000) olan tiirlerle karsilastirilarak, sekans verilerinin girisi

gergeklestrilmistir.

3.2.4. Biyolojik miicadele ¢calismalar

3.2.4.a. In vitro testler

Onceki ¢alismalarda etkililigi test edilmis biyoajan bakterilerin patojen fungus iizerine
etkisini belirlemek icin ET 81 patojen fungus izolatinin gelismekte olan 9-10 giinliikk
kiiltiirinden 6 mm c¢apinda diskler alinarak PDA igeren petrilerin ortasina
yerlestirilmistir. Test edilmek istenen biyoajan bakteri strainleri ise NA iceren petrilerde
24 saat gelistirildikten sonra steril ekiivyon c¢ubukla alinarak patojen izolatin

yerlestirildigi petrinin kenar kisimlarina ¢izilmis (Mohammadi et al. 2017) ve bir hafta
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stire ile 25°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Sadece patojen fungus izolatinin
yerlestirildigi petride fungus izolat1 tiim petri ylizeyini kapladiginda uygulamalarda
biiyiime ¢ap Olglimii yapilarak o uygulamaya ait degerler elde edilmistir (Tozlu et al.
2017D).

Antibiyosis etkilesiminde biyoajanlarin patojen fungus hifinin gelisimini engellendigi
bdlgenin (inhibisyon zonu) ¢apt mm olarak dl¢lilmiis, bakteriyel biyoajanlarin patojen
fungus kolonisinin gelisimini yiizde engellenme oran1 Mari et al. (1996)’1n belirttigi
radyal gelismenin engelleme yiizdesi formiiliinden yararlanilarak hesaplanmistir.
Calismada her bir bakteriyel izolat i¢in 3’er petri kullanilmistir. Deneme tesadiif parselleri
deneme deseninde 3 tekerriirlii olarak yiritilmistir. Boylece, muhtemel biyoajan
bakterilerin patojen fungusu antibiyosis etkilesim ile kontrol edip etmedigi belirlenmistir

(Marie et al. 1996).

% Engelleme =(C-T) x 100
(C-M)
C: Kontrol uygulamasinda patojenin koloni ¢ap1
M: Misel diskin ¢ap1 (6 mm)

T: Bakteri uygulamasinda patojenin koloni ¢ap1

Daha once biyoajan olarak etkinligi test edilmis olan biyoajan fungus izolatlar1 ET 4 ve
ET 14’ln patojen fungus lizerine etkisini belirlemek i¢in 6 mm ¢apindaki misel diskleri
ile patojen fungus izolat ET 81 PDA igeren petrilere aralarinda 5 cm uzaklik olacak

sekilde karsilikli olarak yerlestirilerek inkubasyona birakilmistir.

Fungal biyoajan ajanlarinin hiperparazitik etkisini belirlemek icin ise kontrol petrideki
patojenin yarigap1 (R1) ve biyoajan ve patojen ekilen petrideki patojenin yarigapi (R2)
olgiilerek Skidmore and Dickinson (1976)’a gore radyal gelisimin yilizde engellenmesi

hesaplanmustir.
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Kontrol Patojen + Biyoajan

Sekil 3.1. Patojen fungus miselinin radyal gelisiminin dl¢tilmesi

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

R1 = Kontrol petrideki patojen fungus miselinin yarigapi

R2 = Ikili kiiltiir petrideki patojen fungus miselinin yarigapt (ET 4 veya ET 14 ve
patojen fungus)

YEO < %50: Az

%50 <YEO %= 60: Orta

%60 <YEO < %75: Yiiksek

YEO> %75: Cok yiiksek

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

3.2.4.b. In vivo testler

1. Biyoajan bakteri strainlerinin in vivo testler i¢in hazirlanmasi

NA'ya ¢izgi ekim yapilan biyoajan bakteri strainleri 28°C’de 48 saat inkiibe edildikten
sonra NB’ye aktarilarak yatay calkalayicida inkubasyona birakilmis ve daha sonra elde

edilen bakteri siispansiyonlarmin konsantrasyonu 1x108 kob/ml’ye ayarlanmistir. Bu
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amagla spektrofotometrik olarak siispansiyonun absorbansi 600 nm’de 0.1’e ayarlanarak

kullanilmistir.

2. Biyoajan fungus izolatlar1 ve patojen fungusun in vivo testler i¢in hazirlanmasi

PDA’da 10 giin gelistirilen patojen fungusun petrileri 10 ml steril dH2O dokiilerek
yikanmis ve fungus spor siispansiyonu hemositometre ile 10° konidi/ml’ye ayarlanmustir.
Olusan siispansiyonlar beherlere alinmis, igerisine bir damla Tween 20 ilave edilerek

mikropipetle karistirilmis ve sporlarin homojen dagilmasi saglanmistir.

3. Saks1 topraginin hazirlanmasi

Saksi denemelerinde; organik madde yoniinden zengin torf ve perlit esit hacimlerde
karistirilarak elde edilen karisim bitki gelisme ortami olarak kullanilmistir. Bu karigimdan

5 numara plastik saksilara esit 6l¢iilerde doldurulmustur.

4. Saks1 denemeleri

In vitro sartlarda etkili bulunan bakteri strainleri ve fungus izolatlarinin patojene karsi
etkililiginin in vivo sartlarda test edilmesi amaciyla patojenite testinde de kullanilmis olan

Granola ¢esidi patates yumrular ile 3’er tekerriirlii olarak saksi denemeleri kurulmustur.

Inokulasyon éncesi dezenfekte edilen patates yumrulari kiirdanla zedelenip énce sadece
patojen fungus sollisyonunda 10 dk bekletilmis, daha sonra 5 dk kurutulmus ve sonra
biyoajan fungus veya bakteri soliisyonlarinda 10 dk bekletilerek uygulamalar yapilmis ve

daha sonra yumrular saksilara dikilmistir.

Calismada bakteri strainlerinin gelistirildigi steril NB besiyeri, fungus izolatlarinin
gelistirildigi steril dH2O ve sadece patojen fungus kontrol uygulamasi olarak
kullanilmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. In vivo ¢alisma

Say1 Uygulamalar

KONTROL 1 (Sadece NB)
KONTROL 2 (Sadece steril dH20)
KONTROL 3 (Sadece patojen)

ET 81+BRTB

ET 81+RK103

ET 81+BAB140

ET 81+TV103B

ET 81+TV12H

ET 81+ET 4

ET81+ET14
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In vivo ¢alisma sonucunda etkili bulunan bakteri straini BRTB’nin uygulama zamaninin
belirlenmesi amaciyla ikinci defa in vivo sartlarda deneme kurulmus, patojen
uygulamadan 4 saat dnce, patojen uygulamasi ile ayn1 anda ve patojen uygulandiktan 4
saat sonra biyoajan bakteri straini uygulanmistir. 4 saat 6nce uygulamasinda; biyoajan
solisyonunda 10 dk bekletilen yumrular 4 saat sonra patojen soliisyonunda 10 dk
bekletilmis, ayn1 anda uygulamasinda; biyoajan soliisyonunda 10 dk bekletilen yumrular
5 dk kurutulduktan sonra, 10 dk patojen fungus soliisyonunda bekletilip, 4 saat sonra
uygulamasinda ise; patojen fungus soliisyonlarinda 10 dk bekletilen yumrular 4 saat sonra
biyoajan soliisyonunda 10 dk bekletildikten sonra ekimleri yapilmistir. Bu ¢aligmada da
kontrol uygulamasi olarak steril NB, patojen fungus kullanilmis, deneme 3 tekerriirlii

olarak her bir tekerriirde 3’er bitki olacak sekilde kurulmustur (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. BRTB bakteri straininin uygulama zamaninin belirlenmesi amaciyla kurulan
in vivo ¢alisma

Say1  Uygulamalar
1 KONTROL 1 (Sadece NB)
3 KONTROL 2 (Sadece patojen)
patojen uygulamasindan 4 saat 6nce BRTB uygulamasi

4 ET 81+BRTB  patojen uygulamasi ile ayn1 anda BRTB uygulamasi
patojen uygulamasindan 4 saat sonra BRTB uygulamasi
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5. Saks1 denemelerinin sonuclarinin alinmasi

Hastalik simptomlart olusuncaya kadar bitkiler giinliik olarak incelenmistir. Hastalikl

bitkiler Cizelge 3.6’da verilen 0-4 skalasina gore degerlendirilmistir.

Cizelge 3.6. Skala degerleri

Skala Degeri  Hastahk siddeti

0 Hastalik belirtisi goriilmemektedir
Bitkilerin %1-33’tinde hastalik belirtisi goriilmektedir
Bitkilerin %34-67’sinde hastalik belirtisi goriilmektedir
Bitkilerin %68-99’unda hastalik belirtisi goriillmektedir
Bitkinin tamaminda 6liim goriilmektedir

A W DN

6. Depolanan yumrularda biyoajan etkililiginin belirlenmesi

Depo sartlarinda da biyoajanlarin kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismada, yumrular %10’luk sodyum hipoklorit (NaClO) ile 3 dk dezenfekte edilmis,
steril dH20 ile durulanip 5 dk kurutulmustur. PDA igeren petrilere steril su dokiilerek cam
pipetle fungus sporlar1 toplanmis, olusan siispansiyon behere alinmis ve daha sonra
mikropipetle homojen olarak karistirildiktan sonra hemositometre ile 1x10° konidi/ml
spor konsantrasyonuna ayarlanmistir. Dezenfekte edilen yumrular zedelendikten sonra
hazirlanan patojen fungusun spor soliisyonunda 10 dk bekletilerek inokiile edilmistir.
Kontrol olarak ise sadece NB, sadece steril dH2O ve spor konsantrasyonu 108 konidi/
ml’ye ayarlanmis sadece patojen soliisyonlarinda yumrular 10’ar dakika bekletilmistir.
Daha sonra 250 ml’lik seffaf plastik kutularda 5°C'de, %70 bagil nemde ve karanlik
ortamda 4 hafta siireyle bekletilen yumrular ¢iiriiklilk simptomu goriilen alanlarinin
caplart Olclilerek degerlendirilmistir. Tim uygulamalar 3’er tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir. (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Yumrularda biyoajan etkililiginin belirlenmesi

Uygulamalar

KONTROL 1 (Sadece NB)
KONTROL 2 (Sadece steril dH20)
KONTROL 3 (Sadece patojen)

ET 81+BRTB

ET 81+RK103

ET 81+BAB140

ET 81+TV103B

ET 81+TV12H

ET 81+ET 4

ET 81+ET 14
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7. Sonuclarin analiz edilmesi

Denemeler sonucunda elde edilen degerler JIMP istatistik programinda varyans analizine
(ANOVA) gore degerlendirilmis, uygulamalar arasindaki farklihlk “LS Means

Differences Student's” ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Patojen Fungus Izolatlarinin Patojenite Testi

Yapilan patojenite testi sonucunda yumrularda 10. gilinden itibaren kuru g¢iiriikliik
goriilmeye baslanmigtir. Patojenite sonuglari yumrularda meydana gelen ciiriikliige gore
degerlendirilmis, ET 81 patojen izolatinin 15 giin sonra yumrulari tamamen ¢iiriittiigii ve
oldukga viriilent oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

ET 83 ET 84

Sekil 4.1. Patojenite testi sonucu hastalik etmeninden etkilenmis yumrularin goriintiisii
(Orijinal)
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4.2. Patojen Fungusun Tanilanmasi

4.2.1. Fusarium oxysporum'un ET 81 izolatinin morfolojik tanisi

Fungus kolonileri makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri dikkate alinarak morfolojik

olarak tanilanmistir.

4.2.1.a. Fusarium oxysporum'un ET 81 izolatinin makroskobik ozellikleri

F. oxysporum kolonileri 25°C’de PDA’da 10 giinde 8 cm ¢apa ulasmaktadir. Miselleri
pembemsi beyaz renkte ve pamuksu sekildedir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Fusarium oxysporum'un PDA'da gelisimi (Orijinal)

4.2.1.b. Fusarium oxysporum’un ET 81 izolatimin mikroskobik ozellikleri

Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortaminda genelde beyazdan pembe-agik mora kadar
degisen renkte yuvarlak koloniler olusturan bu etmenin mikrokonidileri oval veya bobrek

seklinde, genelde tek hiicreli olup, makrokonidiler kivrik, kano seklinde, 3-5 hiicrelidir.
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Klamidosporlar tek hiicreli olup, tek, ¢ift, kisa zincir veya kiime seklinde

olusabilmektedirler (Leslie and Summerell 2006).

Sekil 4.3. Fusarium oxysporum’un (a) mikrokonidi ve makrokonidi, (b) klamidosporlar1
(Erincik 2015)

4.2.2. Fusarium oxysporum’un molekiiler tanisi

[zolasyonlar sonucu elde edilen patojen fungus izolatmin molekiiler teshisi yapilmis ve
yapilan tani sonucunda ET 81 patojen izolatt %99 benzerlikle Fusarium oxysporum
olarak tanilanmistir (Cizelge 4.1). ET 81 izolatinin sekansi Cizelge 4.1’te, sekans yapist

ise Cizelge 4.2'te verilmistir.

Cizelge 4.1. Fusarium oxysporum’un ET 81 izolatinin molekiiler tanisi, benzerlik indeksi
ve erisim numarasi

izole edildigi bitki ITS tanilama sonucu  Tamsi (%) Erisim
numarasi®
Patates Fusarium oxysporum 99 MN796122

*GenBank
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Cizelge 4.2. Fusarium oxysporum’un ET 81 izolatinin kismi 18S ribosomal RNA, ITS1,
5,8S ribosomal RNA, ITS 4, kismi 28S ribosomal RNA sekansi

1 AAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGT
54 AAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTT
107 |CTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
161 |GGCATCGATGAAAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
213 |CATGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
268 |ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTC
321 |CGTTAATTCGCGTTCCTCAATTGATTGGCGGTCACTCACTTCCTACGTAAATA
375 |AAGCCCTCGTACGGTAATCCCGGCCACCTGACGATTACCAGTAACTTTCCGCT

428 |TTACTACTACAAGATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGC
481 |GAATTAACGTTAGCCCCAACACCAAGCTGTGCTTGTTGGTTGAAATGACGCTC
554 |GAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATT
608 |CATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCT
655 |TCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATG
709 |GTTTTACTCAAAAGTTACATATAAAACAGAGTTTAGGGTCCTCTGGCGGGCCG
762 |TCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCACGAGGCAACAAGTGGTATGTTCAC
816 |AGGGTTTG GGATTGTAAAC

4.3. Biyolojik Miicadele Calismalari

4.3.1. In vitro testler

Daha oOnce yapilan caligmalarda farkli patojenlere karsi test edilmis ve etkililigi
belirlenmig olan 17 bakteri straini ve 2 fungal izolat bu ¢alismada da F. oxysporum’un
ET 81 izolatina kars1 in vitro sartlarda test edilmistir. Test sonuglar1 Cizelge 4.3 ve Sekil

4.4'da verilmistir.

Cizelge 4.3. In vitro petri denemelerinde Fusarium oxysporum ET 81 patojenine karsi
test edilen potansiyel biyoajan bakteri strainlerinin etkililigi

izolat no Yiizde engelleme* Engelleme zonu (mm)
BRTB 66,22 A 23,00 A
RK103 50,90 B 12,00 B
BAB140 50,00 BC 10,33 BC
TV103B 49,10 BC 10,33 BC
TV12H 48,65 BC 9,33 CD

TV6F 48,20 BC 7,00 EF
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Cizelge 4.3. (devam)

EK7 47,75 C 7,33 DE
TV67C 47,30 C 7,33 DE
TV17C 43,92 D 8,00 DE
Al6B 36,94 E 7,00 EF
CP1 2523 F 5,00 FG
RK 92 14,86 G 333 G
Al6 14,41 G 0,00 H
TV87A 7,66 H 0,00 H
TVI1C 0,90 1 0,00 H
TV125A 0,90 1 0,00 H
BAB410 0,00 1 0,00 H
ET 81 0,00 1 0,00
LSD 3.02 2.12
Ccv 5.92 20.97

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

Biyoajan bakteri strainlerinin yiizde engelleme oranlarinda en iyi sonucu BRTB straini
(%66,22) vermis, bunu sirasiyla RK103 (%50,90), BAB140 (%50,00), TV103B
(%49,10), TVI12H (%48,65) ve TV6F (%48,20) takip etmistir. EK7 (%47,75) ve TV67C
(%47,30) istatistiki olarak ayn1 grupta yer alirken TV17C (%43,92), A16B (%36,94), CP1
(%25,23) strainleri farkli, RK92 (%14,86) ile A16 (%14,41) ise ayni istatistiki grupta yer
almiglartir. TV87A (%7,66) diisiik ylizde engelleme gosterirken, TV91C (%0,90) ve
TV125A (%0,90), BAB410 (%0,00) ve sadece ET 81’in bulundugu kontrol (%0,00)
uygulamasi ayni grupta yer almiglardir. (Cizelge 4.5, Sekil 4.6).
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BRTB+ET 81 RK103+ET 81

TVI12H+ET 81 TV6F+ET 81

EK7+ET 81 TV67C+ET 81

Al16B+ET 81 CP1+ET 81 RK92+ET 81

Sekil 4.4. In vitro petri denemelerinde Fusarium oxysporum ET 81 patojenine kars1 test
edilen potansiyel biyoajan bakteri strainlerinin etkinlikleri (devam)




35

Al6+ET 81

TVI1C+ET 81

TVI125A+ET 81 BAB410+ET 81 KONTROL

Sekil 4.4. In vitro petri denemelerinde Fusarium oxysporum ET 81 patojenine kars1 test
edilen potansiyel biyoajan bakteri strainlerinin etkinlikleri

Cizelge 4.4. In vitro petri denemelerinde Fusarium oxysporum ET 81 patojenine karsi
test edilen potansiyel biyoajan fungal izolatlarin hiperparazitik etkileri

Uygulama YEO (%)* HS
ET4 66.66 +++
ET 14 63.88 L

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

Yapilan calismada test edilen fungal biyoajanlarin hiperparazitik etkilerinin ET 4’de
%66.66. ET 14’de ise %63.88 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.7).
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ETA4 ET 4+ET 81

ET 14 Kontrol (ET 81) ET 14+ET 81

Sekil 4.5. In vitro petri denemelerinde Fusarium oxysporum ET 81 patojenine kars1 test
edilen potansiyel biyoajan fungus izolatlarinin etkinlikleri

In vitro sartlarda etkiligi en fazla olan iimitvar biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan
bakteri strainleri ve fungus izolatlarmin in vivo testleri sonucunda olusturduklart

simptomlar degerlendirilmis ve Cizelge 4.5 ile Sekil 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Uygulamalarin patates bitkisinde kuru ciiriikliik hastalik siddeti iizerine
etkisi

Uygulamalar Hastalik siddeti*
KONTROL 1 (Sadece NB) 0.00 A
KONTROL 2 (Sadece steril dH20) 0.00 A
KONTROL 3 (Sadece patojen ET 81) 400 D
ET 81+BRTB 0.00 A
ET 81+ET 4 313 B
ET 81+RK103 3.30 BC
ET 81+BAB140 347 C
ET 81+TV103B 357 C
ET81+ET14 357 C
ET 81+TV12H 393 D
CV: 6.59
LSD: 0.28

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

Uygulamalarin patates bitkisinindeki kuru c¢iiriikliik hastalik siddeti iizerine etkisi
degerlendirildiginde, sadece tasiyict NB’nin uygulandigi kontrol 1 (0.00), sadece steril
dH20’nin uygulandigi kontrol 2 (0.00) ve patojen fungus izolati ET 81 ile biyoajan
bakteri straini BRTB (0.00)’nin uygulandig1 bitkilerde hastalik goriilmemistir. Diger

uygulamalarda ise az veya ¢ok oranda hastaligin meydana geldigi belirlenmistir.
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Kontrol 1 Kontrol 2
(Sadece NB) (Sadece steril dH20)

Sekil 4.6. Hastalig1 tamamen engelleyen BRTB bakteri straini ve kontrollerin goriiniimii
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Kontrol 3
(ET 81)

ET 81+ BRTB

Sekil 4.6. Hastalig1 tamamen engelleyen BRTB bakteri straini ve kontrollerin goriiniimii
(devam)

Saks1 denemeleri sonucunda etkili bulunan BRTB bakteri straininin uygulama zamaninin

belirlenmesi amaciyla yapilan in vivo deneme sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. BRTB bakteri straininin uygulama zamaninin hastalik siddeti {izerine etkisi

Uygulamalar Hastalik siddeti*
KONTROL 1 (Sadece NB) 0.00 A
KONTROL 2 (Sadece patojen ET 81) 4.00 B
Patojen uygulamasindan 4 saat 6nce 0.00 A
ET 81+BRTB Patojen uygulamas: ile ayn1 anda 033 A
Patojen uygulamasindan 4 saat sonra 4.00 B
CcVv 16.97
LSD 0.43

*Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar onemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01).
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KONTROL 1 (SADECE NB)

Patojen uygulamasindan 4 saat o6nce

Sekil 4.7. BRTB bakteri straininin uygulama zamaninin hastalik siddeti iizerine etkisi



41

-

PtOJen uygulamasﬁldan 4 saat sonra

Sekil 4.7. BRTB bakteri straininin uygulama zamaninin hastalik siddeti iizerine etkisi
(devam)

Yapilan ¢aligmada patojen izolat ET 81 uygulamasindan 4 saat dnce biyoajan bakteri
straini BRTB uygulandiginda, bitkilerde kuru ¢iiriikliik hastaligi simptomu gortilmemistir
(0.00) (Cizelge 4.6). Patojen izolat ile biyoajan uygulamasinin yapildigi bitkilerde
hastalik siddetinin az oranda oldugu belirlenmis (0.33) (Cizelge 4.6), bunun yaninda
patojen izolat uygulandiktan 4 saat sonra biyoajan strain uygulamasi yapilan bitkilerde

hastalik goriilmiistiir (4.00) (Cizelge 4.6).
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BRTB bakteri straininin uygulama zamaninin belirlenmesi amaciyla yapilan in vivo
denemede uygulama zamanina gore hastalik siddeti goriinimii Sekil 4.9°da verilmistir.

4.4.1.a. Depo denemesi

Biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan fungus izolatlar1 ve bakteri strainlerinin depo
denemesi sonucunda yumrularda olusturduklar1 zonlar Olgiilmiis istatistik analizleri

Cizelge 4.9°da, yumru goriintiileri ise Sekil 4.8°de verilmistir.

Cizelge 4.7. In vivo depo uygulamalarinin patates bitkisindeki hastalik siddeti

Uygulamalar Hastalik simptom ¢ap1 (cm)*
KONTROL 1 (Sadece NB) 0.00 A
KONTROL 2 (Sadece steril dH20) 0.00 A
KONTROL 3 (Sadece patojen) 4.00 E
ET 81+BRTB 140 B
ET 81+RK103 197 C
ET 81+ET 4 3.00 D
ET 81+TV12H 3.90 E
ET 81+TV103B 3.90 E
ET 81+ BAB140 400 E
ET81+ET 14 400 E
CV: 5.01
LSD: 0.25

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

Depo sartlarinda yumrularda kuru ¢iiriikliik hastaligina karsi biyoajanlarin etkililiginin
belirlenmesi amaciyla yapilan denemede, kontrol 1 (sadece NB (0.00)) ve kontrol 2
(sadece steril dH20 (0.00)) uygulamalarinda yumrularda kuru ciirtikliik simptomu
meydana gelmemistir (Cizelge 4.7). Biyoajan bakteri strainleri ve fungus izolatlar ile
birlikte patojen uygulamasi yapilan yumrularda da az veya ¢ok oranda hastalik

goriilmistiir (Cizelge 4.7).
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secasanbonse
cevnaa g

ET 81+ BAB 140 ET81+ET14

Sekil 4.8. Uygulama yapilan yumrularda kuru ¢iirtikliik goriintiileri
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢alismada, patates yumrularinda kuru ¢iiriikliik hastalig1 belirtisi gdsteren
orneklerden izolasyon yapilmis, klasik ve molekiiler tan1 yontemleri kullanarak F.
oxysporum oldugu belirlenmistir. Bu hastalik etmenine karsi biyolojik miicadelede
bakteri ve funguslarin kullanilabilirligini belirlemek amaciyla 2 adet P. agglomerans
(BRTB ve RK 92), 2 adet B. pumilus (RK103 ve TV67C), 7 adet B. subtilis (BAB140,
TV12H, TV6F, EK7, TV17C, CP1ve TV125A), 3 adet B. megaterium (TVV103B, TV87A
ve TV91C), 1 adet Ochrobactrum anthropi (A16B), 1 adet Agrobacterium radiobacter
(A 16) ve 1 adet B. thuringiensis subsp. kurstakii (BAB410) olmak iizere 17 biyoajan
bakteri straini ve 2 adet 7. harzianum’a ait (ET 4 ve ET 14) biyoajan fungus izolati test
edilmistir. In vitro sartlarda en yiiksek etkililigi P. agglomerans’in BRTB straininin
(%66.22) gosterdigi tespit edilmistir. En etkili 5 strainin in vivo denemelerde etkililiginin
test edilmesi sonucunda BRTB’nin yine en etkili strain oldugu belirlenmis, bu strainin
uygulama zamanmin belirlenmesi amaciyla kurulan denemede ise patojen
uygulamasindan 4 saat O6nce BRTB uygulamasi yapilan yumrularda hastalik
goriilmemistir. Depo sartlarinda in vitro ¢alismalarda en iyi sonucu veren P. agglomerans
(BRTB), B. pumilus (RK103), B. subtilis (BAB140), B. megaterium (TV103B), B.
subtilis (TV12H) bakteriyel strainlerin ve T. harzianum (ET 4 ve ET 14) fungal
izolatlarinin uygulanabilirliginin belirlenmesi amaciyla kurulan denemede ise yine BRTB

bakteri straininin diger uygulamlara gore en etkili sonug verdigi belirlenmistir.

Hastalik etmenleri ile miicadelede kullanilan kimyasallarin ¢evreye ve insan sagligina
verdigi zarar, arastirmacilari ¢evre dostu miicadele yontemleri tizerinde ¢alisma yapmaya
yonlendirmistir. Son zamanlarda patateste kuru ¢iirtikliikk hastalig1 birgok ¢iftgi tarafindan
sikayet konusu olmus ve dnemli verim kaybi1 meydana getirdigi belirtilmistir. Fungal
etmenlerle miicadelede g¢evre dostu olan biyolojik miicadele y6nteminin
uygulanabilirliginin ~ belirlenmesi amaciyla yapilan literatiir taramalarinda T.
harzianum’un en fazla kullanilan timitvar fungal biyoajan oldugu goriilmiistiir (Inbar et

al. 1996; Grondona et al. 1997; Elad 2000; Sallam et al. 2008; Figueirédo et al. 2010;
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Asran-Amal et al. 2010; Sharma 2011; Agarwal et al. 2011; Sundaramoorthy and
Balabaskar 2013; Ali and Nadarajah 2014; Altinok ve Erdogan 2015; Parmar et al. 2015;
Valenzuela et al. 2015; Akrami 2015; Basumataray et al. 2015; Bae et al. 2016; Barari
2016; Saravanakumar et al. 2016). Bu nedenle T. harzianum’un ET 4 ve ET 14
izolatlarmin hem in vitro hem de in vivo sartlarda F. oxysporum’a kars1 etkililigi

belirlenmeye calisilmistir.

Ommati and Zaker (2012), bes Trichoderma tiiriine ait sekiz izolattan T. asperellum (T2)
ve T. atroviride (T3)’nin izolatlarinin laboratuvar ve sera kosullarinda patates solgunlugu
patojenine karsi uygun performans gosterdigini, ancak bu izolatlarin tarla sartlarinda da
degerlendirilmesi gerektigini belirtmislerdir. T. harzianum, T. viride ve T. virens
tirlerinin in vitro ve in vivo sartlarda F. oxysporum f. sp. tuberosi’se karsi antagonistik
potansiyellerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, Fusarium hiflerinin etrafinin biyoajan
fungus izolatlan tarafindan sarildigi, penetrasyon yapildigi ve ardindan da konukgu

sitoplazmasinin ¢oziildigi tespit edilmistir (Ayed et al. 2006).

T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin daha 6nce yapilan caligmalarda patates
(%13.87; 9%49.33), biber (%33.33; %45.00) ve hiyardan (%0;%39.99) izole edilen F.
oxysporum un, hiyardan (%30.55; %79.04) izole edilen S. sclerotiorum’un, domates
(%10.25; %18.33) ve hiyardan (%3.33; %2.21) izole edilen F. solani’nin, havugtan
(9%80.24; %?29.63) izole edilen Geotrichum candidum’un, elma (%28.87; %64.40) ve
domatesten (%54.17; %66.63) izole edilen A. alternata’nin (Tozlu et al. 2017a), ¢ilek
(%83.33; %74.44) ve hiyardan (%73.87; %55.85) izole edilen A. alternata’nin (Tozlu et
al. 2017b), domatesten (%60; %48) izole edilen A. solani’nin (Camlica and Tozlu 2019),
karaduttan (%87.23; %83.08), portakaldan (%85.65; %83.33) ve cilekten (%84.31;
%76.47) izole edilen Botrytis cinerea’nin (Tekiner et al. 2018a; 2020) ve portakaldan
(%70.47; %61.91) izole edilen A. alternata’nin gelisimini farkli oranlarda engelledigi
kaydedilmistir. Yapilan bu ¢alismanin in vitro kisminda T. harzianum’un ET 4 ve ET 14

izolatlar1 patatesten izole edilen F. oxysporum’un gelisimini sirasiyla %66.66 ve %63.88
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oraninda engellemistir. Ancak, in vivo ve depo denemelerinde sonuglar ¢ok etkili

olmamustir.

Fusarium solgunluguna kars1 biyolojik miicadelede fungal biyoajanlar kadar bakteriyel
biyoajanlar da olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (Liu et al. 2014) ve hem in vitro hem de

in vivo sartlarda hastalik etmenlerine karsi test edildikleri ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

B. subtilis (Emmert and Handelsman 1999) ve patojenik olmayan F. oxysporum izolatlari
(Benhamou et al. 2002) gibi bazi1 biyokontrol ajanlart birgok iiriinde Fusarium

solgunlugunu kontrol etmek i¢in basariyla uygulanmigtir (Liu et al. 2014).

F. oxysporum’a karsi bakteriyel biyoajanlarin etkinliklerinin in vitro kosullarda test
edildigi bir ¢alismada, B. cereus biyoajan straininin fungusun gelisimini engelledigi, bunu
da ekzo- ve endo-kitinaz aktiviteleri olan hidrolitik enzimler iireterek gergeklestirdigi
bildirilmisdir (Sad et al. 2001). Yine farkli calismalarda bakterilerin {irettigi
antimikrobiyal metabolitlerin hastalik etmenlerinin gelisimini Onlemedeki 6nemi

vurgulanmisgtir (Linderman et al. 1990; Fiddman and Rossall 1993).

Schisler et al. (2000), kuru ¢iiriikliik etmeni F. sambucinum’a kars biyolojik miicadele
ajanlarinin etkinligini belirlemek icin gram negatif bakteri strainlerini kullanmislar,
patojen inokulasyonundan sonra P. fluorescens (22:T:04) ve E. cloacae (11:T:07)
strainlerinin %25 ve %17 oranlarinda hastalik etmenine karsi etkinlik gosterdigini

belirlemislerdir.

Bu calismada da kuru ciiriikliik etmenine kars1 antifungal etkileri belirlenmeye ¢alisilan
bakteri strainlerinden bazilarinin Tekiner et. al. (2018b) tarafindan nardan izole edilen C.
granati'ye karst in vitro sartlarda etkisi arastirilmis, B. substilis’in TV17C straininin
%64.29, TV6F straininin %60.71, B. cereus’un TV85D straininin ise %66.67 oranlarda
etkili olduklart belirlenmistir. Yine, Tekiner et al. (2020)’in yaptiklari bir ¢alismada da
test edilen B. substilis (TV6F, TV17C, CP1)’in ii¢ strainini de i¢eren 9 farkli biyoajan
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bakteri straininin etkililigini B. cinerea'nin karadut (ET 59), portakal (ET 62) ve ¢ilekten
(ET 63) izole edilen 3 farkli izolatina karsi in vitro kosullarda test etmisler, bakteri
strainlerinin B. cinerea’nin gelisimini %60.11-%95.24 oranlarinda engelledigini
kaydetmisglerdir. Patateste kuru ciiriikliilk etmeni F. oxysporum’a karsi yapilan bu
calismada ise in vitro sartlarda TVOF %48.20, TV17C %43.92 ve CP1l %25.23

oranlarinda etkinlik gostermistir.

Ayrica, Camlica and Tozlu (2019) yaptiklar1 ¢alismada TVI2H ve TV17C bakteri
strainlerini domateste A solani’ye karsi test etmisler ve in vitro sartlarda bakteri
strainlerinin  sirasiyla  %69.00 ve %68.20 oraninda patojen izolatin gelisimini
engelledigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise ayni biyoajan izolatlarinin F. oxysporum
(ET 81)’un gelisimini in vitro sartlarda %48.65 (TV12H) ve %43.92 (TV17C) oraninda
engelledigi tespit edilmistir.

Bitki hastaliklarinin kontroliinde P. aglomerans straininin de etkili oldugu yapilan bazi
caligmalarda ortaya konulmustur (Nunes et al. 2001; Janisiewicz and Korsten 2002;
Niroshini et al. 2004). Ayrica, tiiriin bazi strainlerinin ticari olarak temin edilebildigi de
belirtilmistir (Ongena et al. 2005). P. agglomerans’in topraktan izole edilen Z01straininin

F. oxysporum'un kontroliinde etkili oldugu belirtilmistir (Liu et al. 2014).

Yapilan ¢alismada in vitro ve in vivo’da en etkili sonucu veren P. aglomerans’in BRTB
straininin daha 6nce havugta G. candidum’a kars1 in vitro sartlarda etkililigi test edilmis,
%7.40 oraninda hastaligr engelledigi belirlenmistir (Tozlu 2016). Yapilan bir diger
calismada ise, BRTB straini ¢ilekten ve hiyardan izole edilen iki adet A. alternata
izolatina karsi test edilmis, in vitro sartlarda sirasiyla %64.18-%65.46 oranlarinda

hastaligin gelisimini engelledigi tespit edilmistir (Tozlu et al. 2018).

Hasat sonrasi depolanan iiriinlerde de hastalik etmenleri 6nemli kayiplar meydana
getirmektedir. Hasat sonrasi hastaliklarla biyolojik miicadele ¢aligmalari, taze meyve ve

sebzenin yiizeyinde dogal olarak bulunan antagonistik mikrofloranin taranmasi ve
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buradan basarili antagonistlerin elde edilmesini icermektedir. Hasat sonrasi hastaliklarla
biyolojik miicadelenin, ¢evresel kosullarin kontrol edilebilmesi ve antagonistlerin direk
etki yerine uygulanmasi gibi basariy1 dogrudan etkileyen bazi1 avantajlari bulunmaktadir
(Wilson and Wisniewski 1989). Bu hastalik etmenleri arasinda Fusarium cinsine ait tiirler
de yer almaktadir. Depolarda meydana gelen kayiplarin biyolojik miicadele ajanlar ile
kontrol edilebilirligini belirlemek amaciyla Sadfi et al. (2001) yapmis olduklari bir
calismada, F. roseum var. sambucinum etmenine karsi B. cereus (X16) straini ve T. viride
(55T) izolatinin etkinliklerini test etmislerdir. Calismada kontrol olarak carbendazim
kullanilmis, B. cereus (X16) straini ile yapilan uygulamalarda enfeksiyon orani %23
olarak belirlenmistir. Fungusit ile uygulama yapilan patates yumrularinda ise kuru
ciiriikliik hastaliginin %5'ten az oranda goriildiigii tespit edilmistir. Ayrica, + 4°C'de 8
aylik soguk depolamanin ardindan, bakteriyel antagonistler ve T. viride’nin birlikte (X16
+ 55T) uygulandigi yumrularda kontrole oranla hastaligin 6nemli 6l¢iide azaldigi da
kaydedilmistir. Yapilan bu ¢alismanin in vitro asamasinda da 1 adet B. cereus (EK7)

straini kullanilmis, fakat ¢ok etkili olmadigi igin in vivo agsamasina aktarilmamustir.

Kotan et.al. (2009) yapmis olduklari ¢alismada, Agria ve Granola ¢esidi patates yumrulari
tizerinde F. sambucinum, F. oxysporum ve F. culmorum'a karst in vitro ve in vivo
kosullarda Bacillus amyloliquefaciens (M47), B. atrophaeus (M35), B. macerans (M32),
B. pumilus (M13 ve M38), B. subtilis (M16, M19, M34, M48, M58, BA140 ve OSU142),
Burkholderia cepacia (OSU7 ve PR203), Flavobacter balastinium (FB299) ve
Pseudomonas putida (OSU8 ve Pp12633) olmak iizere toplam 17 biyoajan bakterinin
antifungal aktivite etkinligini belirlemek i¢in test etmislerdir. Kullanilan bakteri
strainlerinden B. cepacia (OSU7)’nin en etkili sonug¢ verdigini (35.33mm- 47.37 mm
inhibisyon zonu) belirlemislerdir. Ayrica, bu ¢alismanin depo kosullarinda patates kuru
clirikligi etmenleri F. oxysporum ve F. culmorum’a karst B. cepacia'nin etkili
biyokontrol ajani olarak kullanilma potansiyeli oldugunu gosteren ilk ¢alisma oldugunu
da bildirmislerdir. Depo sartlarinda da kuru ¢iiriiklik etmeni F. oxysporum’a karsi B.
pumilus’un iki adet ve B. subtilis’in yedi adet straininin de test edildigi bu ¢aligmada, P.

agglomerans’in BRTB straininin Bacillus tiirlerinden daha etkili sonug verdigi tespit
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edilmistir. Fusarium solgunluklarinin diinyanin farkli bdlgelerinde farkli olabilecegi,
yani belirli bir bolgedeki belirli bir patojene karst olduk¢a antagonistik olan bir tiiriin,
baska bir bolgedeki ayni patojene kars1 zayif reaksiyon gosterebilecegi, bunun da gesitli
tarimsal  kosullardaki  farkliliklardan  kaynaklaniyor olabilecegi  belirtilmistir
(Ashrafizadeh et al. 2002; Hajieghrari et al. 2008; Otadoh et al. 2011).

Lastochkina et al. (2019), endofitik bakteri olan B. subtilis (10-4 ve 26D) ve salisilik
asitin (SA) depolama sirasinda patates yumrularinin P. infestans ve F. oxysporum’a kars1
direnci lzerindeki etkilerini arastirmiglardir. B. subtilis'in depolama sirasinda patates
hastaliklar1 iizerinde baskilayici etki yaptigini ve bu etkinin hem tek hem de SA ile
kombinasyon halinde doza bagli bir sekilde gergeklestigini ortaya koymuslardir. Hem P.
infestans'm hem de F. oxysporum'un baskilanmasi i¢in en etkili B. subtilis
konsantrasyonlarini ise 108 CFU /mL (10-4 ve 26D), 10’ CFU /mL (10-4 + SA) ve 10°
CFU /mL'dir (26D+SA) olarak bildirmislerdir. Ayrica, B. subtilis'in (10-4, 26D)
depolanmadan hemen 6nce uygulandiginda i¢ yumru koklerinin dokularina etkili bir
sekilde niifuz ettigini ve koloni olusturdugunu, SA'nin ise bu islemleri hizlandirdigini
tespit etmiglerdir. B. subtilis’in tek basina ve SA ile kombinasyonlarinda askorbik asit
icerigini arttirdigini ve yumrularda patojen kaynakli prolin birikimini ve lipit

peroksidasyonunu azalttigini da kaydetmislerdir.

Bu calismada da hasat sonrasi kuru ¢iiriikliik etmeni tizerinde etkililigi arastirilan B.
subtilis (TV6F, TV12H, TV17C), B. pumilus (RK103), B. cereus (EK7), B. megaterium
(TV103B) ve A. radiobacter (A16) tiirlerine ait bakteri strainleri daha 6nce yapilan bir
calismada turunggillerde Penicillium digitatum'un neden oldugu hasat sonrasi ¢iirlimenin
kontroliinde test edilmis, B. subtilis ve A. radiobacter strainlerinin turunggillerde patojene
kars1 antifungal aktivite gosterdigi ve hastalik siddetini Onemli oOl¢iide azalttigi

kaydedilmistir (Mohammadi et al. 2017).

Calismada depo denemesinde de test edilen bakteri strainlerinin etkinligi Tozlu et al.

(2019) tarafindan mandalinada meyvelerin depolanmasi sirasinda hastalik olusturan A.
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alternata, S. sclerotiorum, P. ultimum, P. digitatum ve P. italicum’a kars1 arastirilmis, P.
flourescens (RK1105), Agrobacterium rubi (RK33) ve B. subtilis (TV6F, TV17C)’in
depo kosullarinda ¢ok etkili sonug verdigi belirtilmistir.

Sonug olarak, biyoajan olarak kullanilabilirligi belirlenen bakteri strainleri ve fungus
izolatlarinin farkli hastalik etmenlerini de kontrol edebilmesi dnemlerini artirmaktadir.
Ayrica, calismada kullanilan ve farkli etmenlere karsi da etkili oldugu daha 6nce yapilan
caligmalarda belirlenmis olan BRTB bakteri straininin de patates yetistiriciliginde, kuru
cliriikliik hastaliginin kontroliinde biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi kanaatine
varilmigtir. Yapilan ¢alismada 6zellikle dikim Oncesi uygulamalarin daha basarili sonug
verdigi de tespit edilmis, bu biyoajanin depolarda da kuru ¢uriikliik hastalik siddetini
azaltabilecegi belirlenmistir. Elde edilen veriler i1siginda, bundan sonra yapilacak
calismalarda, F. oxysporum’u kontrol eden P. agglomerans’in BRTB bakteri straininin
arazi kosullarinda uygulanilabilirliginin ortaya konulmasi ve bolgede yetistirilen diger

kiiltiir ve yabani bitkilerle olan iligkilerinin aragtirilmasi biiylik onem tagimaktadir.
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