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OZET

MARULDA Fusarium oxysporum f. sp. lactucae’YE KARSI BIYOLOJIK
MUCADELE OLANAKLARININ BELIRLENMESI

Remzi SAGLIK
Diizce Universitesi
Yiiksek Lisans, Bitki Koruma Anabilim Dali
Danigsman: Dog. Dr. Nedim ALTIN
Eyliil 2022, 44 sayfa

Marul, yapragi yenen onemli sebzelerden biridir. Marul iiretiminde verim kayiplarina
neden olan 6nemli hastaliklardan biri de etmeni Fusarium oxysporum f. sp. lactucae olan
marul solgunlugudur. Bu ¢alisma F. oxysporum f. sp. lactucae etmenine karsi biyolojik
miicadele olanaklarinin arastrilmasi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda o6zellikle
boceklerle biyolojik miicadelede basari ile kullanilmakta olan ayni zamanda bitki
gelisimine ve direncine katki saglayan entomopatojen fungus M. anisopliae'nin bu
etmene kars1 kullanim olanaklar1 arastirilmistir. In vitro denemelerde ikili karsilastirma
yontemi ve M. anisopliae'nin kiiltiir filtrat1 kullanilmistir. Saks1 denemelerinde ise M.
anisopliae'nin spor silispansiyonu ve kiiltiir filtrati ayr1 ayr1 denenmistir. Denemeler
sonucunda ikili karsilastirma yonteminde F. oxysporum f. sp. lactucae’nin misel
gelisimini en iyi engelleyen izolat %60.44 ile M. anisopliae YK33 olmustur. Kiiltiir
filtrati denemesinde ise YK34 nolu izolat %72.13 oraninda etki gostermistir. Spor
stispansiyonu uygulanan saksi denemelerinde YK33 ve YK43 nolu izolatlar %65
oraninda etki gostermistir. Kiiltiir filtratinin uygulandigi saksi denemelerinde ise YK43
nolu izolat %67.62’lik etki elde etmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae etmenine kars1 M. anisopliae’nin entegre miicadele kapsaminda
diger miicadele yontemleri ile birlestirilerek kullanilabilme potansiyelinin oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Biyolojik miicadele, Entomopatojen, Kiiltiir filtrati, Marul
solgunlugu
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOLOGICAL CONTROL OPPORTUNITIES
AGAINST Fusarium oxysporum f. sp. lactucae IN LETTUCE

Student Remzi SAGLIK
Diizce University
MSc, Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Do¢. Dr. Nedim ALTIN
September 2022, 44 pages

Lettuce is one of the important vegetables. One of the important diseases that cause yield
losses in lettuce production is lettuce wilt, which is caused by Fusarium oxysporum f. sp.
lactucae. This study was carried out to investigate the possibilities of biological control
against F. oxysporum f. sp. lactucae. In this context, entomopathogenic fungus M.
anisopliae, which is used successfully in general applications, especially in biological
control of insects, and also contributes to plant growth and resistance, was investigated
against this pathogen. The dual culture method and culture filtrate of M. anisopliae were
used in in vitro experiments. In the pot trials, spore suspension and culture filtrate of M.
anisopliae were tested separately. As a result of the trials, M. anisopliae YK33 with
60.44% was the most effective isolate inhibiting of mycelial growth of F. oxysporum f.sp.
lactucae in the daul culture method. In the culture filtrate experiment, the isolate YK34
showed an effect of 72.13%. On the other hand, in the pot trials, spor suspensions of
YK33 and YK43 isolates showed an effect of 65% . In the culture filtrate experiments,
the isolate YK43 had an effect of 67.62%. When these results are evaluated, it is thought
that M. anisopliae has the potential to be used in integrated pest management against
Fusarium oxysporum f.sp. lactucae by combining it with other control methods.

Keywords: Biological control, Culture filtrate, Entomopathogen, Lettuce wilt
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1. GIRIS

Asteracea familyasina dahil olan marul (Lactuca sativa L.), tek yillik sebzeler grubunda
yer almaktadir. Sonbahar, kis ve ilkbahar mevsimlerinde agik ve ortii alti kosullarinda
yetistirilebilen salata ve taze yesillik olarak tiiketilen bir sebzedir (Anonim, 2021). Tim
Diinya’da yetistiriciligi yapilan marulun anavatan1 Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkistan
olarak kabul edilmektedir. Marulun Akdeniz havzasinda veya c¢evresinde ortaya c¢ikan
yabani marul (Lactuca serriola L.) ‘un soyundan geldigi diisiiniilmektedir. Ancak bazi
literatiirlerde yer aldigi gibi bir kisim arastiricilar marul bitkisinin yabani formlarina
Kanarya Adalari, Cezayir gibi Afrika iilkelerinde, Mezopotamya, Kagmir, Nepal ve hatta
Sibirya'da rastlandigin1 bildirmektedirler (Salk, Arin, Deveci ve Polat, 2008). Marul
yetistiriciligi, yaklasik 4500 y1l éncesine Misir Imparatorlugu'nun Orta Kralligina kadar
uzanir (Lindqvist, 1960).

Taze olarak en cok tiiketilen sebzeler arasinda yer alan marul pazarlarda ve marketlerde
tiim y1l boyunca bulunmaktadir. Tek yillik bir bitki olan marul 2-3 ay gibi bir siirede
yetigebilmektedir. Soguga dayanikli olan marul genelde nemi seven, serin ve 1lik iklim
bitkisidir. Genel olarak optimum gelisme sicaklig1 15-18°C’dir. Marul; derine giden etli
kazik koklere ve bunun etrafina dagilmis sagak koklere sahiptir, kazik kok 1.5-2 metreye
kadar inebilir. Marulun yapraklari renk, sekil, irilik, uzunluk, genislik, diiz veya kivircik

olmasi bakimindan ¢esitlere gore farkliliklar gosterir (Aybak, 2002).

Marul igerdigi vitamin ve mineral maddeler ile istah acici sebzeler grubunda yer
almaktadir. Bir diyet sebzesi olan marul yapraklart %94-95 oraninda su i¢ermektedir.
Besleyici degerinin diger sebzelere gore diisiik oldugunun belirtilmesi yaninda 100 g taze
marul yapraginin 6-8 mg askorbik asit, 1-1.5 g ham protein, 0.2-0.4 g yag ve 1.5-2.5 g
karbonhidrat, 330 iu. Vitamin A, 20-25 mg kalsiyum, 40 mg fosfor ve 1.5 mg demir
icerdigi bildirilmektedir (Anonim, 2021). Yaprag1 yenen marul bitkisi diisiik kaloriye
sahip istah agic1 bir sebzedir. A ve C vitamini yoniinden zengin olan marulda protein ve
yag oranlar1 diigiiktiir. Ayn1 zamanda nisasta da icermezler. Farkli renklerde yapraklara
sahip olmasi1 yapraklarin farkli oranlarda antosiyanin igermesinden kaynaklanmaktadir.

Bu yapraklar karotenoidlerce zengindir (Esiyok, 2012).



Marul bitkisinin yetistiriciligi Diinyanin bir¢ok tilkesinde yapilabilmektedir. Diinyada
yetistiriciliginin en ¢ok yapildigi iilkeler Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Marul yetistiricilignin en fazla yapildig1 ilekeler ve {iretim alanlari
(FAOSTAT, 2022).

Ulkeler Marul {iretim alani(ha)

2016 2017 2018 2019 2020
Cin 596.612 605.403 609.917 603.979 606.434
Hindistan 174.690 176.253 177.524 176.156 176.644
USA 128.161 131.640 115.580 105.700 107.690
Ispanya 35.646 34.508 33.870 35.360 34.300
Italya 34.343 34.069 34.460 33.690 32.100
Tiirkiye 22.639 22.944 22.780 23.182 23.954
Meksika 20.066 21.030 20.527 20.778 22.270
Japonya 21.600 21.800 21.700 21.200 21.221
Fransa 18.847 18.588 18.820 18.350 18.060
Iran 12.580 14.477 14.725 13.927 14.377

Cizelge 1.1°de goriildiigii lizere marul yetistiriciliginde 606.434 ha iiretim alani ile Cin
ilk sirada yer almaktadir. Cin’i Hindistan ve Amerika Birlesik Devletleri takip etmektedir.

Tirkiye ise 23.954 ha iiretim alani ile Diinya genelinde altinc1 sirada yer almaktadir.

Ulkemizin hemen her yerinde marul iiretimi yapilabilmektedir. Ulkemizde marul
{iretiminin en fazla yapildig1 iller Cizelge 1.2°de verilmistir. Ulkemizin her bdlgesinde
marul iiretimi yapilabilmektedir. Ancak ticari amagli liretimler incelendiginde (Cizelge
1.2) marul iiretiminde ilk sirda Ankara ilinin yer aldigi goriilmektedir. Bu ili sirasiyla

Adana, Mersin ve Sakarya illeri izlemektedir.

Marul iiretiminde lireticilerin karsisina ¢ikan 6nemli unsurlardan birisi de biyotik ve
abiyotik faktorlerin olusturdugu bitki koruma sorunlaridir. Marul {ireticilerinin iiretim
sezonu boyunca karsilastiklar1 bitki koruma sorunlarindan birisi de hastaliklardir.
Marulda meydana gelen ¢esitli hastaliklar, kis ve ilkbaharin ilk aylarinda 6nemli verim
kayiplarina neden olabilmektedir. Bu hastaliklarin gelismesinde serin ve nemli iklim

kosullart 6nemli bir faktordiir (Koike, Gladders ve Paulus, 2007).



Cizelge 1.2. Tiirkiye’de marul iiretim alan1 yoniiyle ilk 10 sirada yer alan iller (TUIK,
2022)

Marul iiretim alani(da)
iller 2017 2018 2019 2020 2021
Ankara 26.531 26.375 27.072 27.134 26.421
Adana 23.101 23.498 22.651 27.460 24.337
Mersin 16.652 16.831 18.062 19.604 19.147
Sakarya 12.469 12.578 13.438 14.842 16.575
Antalya 13.605 14.181 14.672 13.715 14.117
[zmir 11.150 11.107 11.096 11.480 10.101
Samsun 15.760 10.751 10.148 7.100 6.783
Bursa 5.451 5.059 5.371 5.521 5.608
Mugla 6.467 6.669 6.756 5.701 4.081
Hatay 8.468 7.150 4.298 3.069 2.866
Tiirkiye geneli 220.558 214.619 215.861 218.208 211.352

Marulda goriilen toprak kokenli etmenlerden Fusarium oxysporum f.sp. lactucae, Phoma
exigua, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, Verticillium dahliae ve
Pythium spp. marullarda solgunluk, kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii gibi hastaliklara sebep
olurken, Microdochium panattonianum, Botrytis cinerea, Golovinomyces cichoracearum
ve Bremia lactucae gibi fungal etmenler, gerek fide doneminde gerekse bitkinin ileri
vejetasyon doneminde yapraklarda hastaliklara sebep olup 6nemli {iriin kayiplarina neden

olmaktadir (Raid, 2004; Koike vd., 2007; Soylu vd., 2017; Anonim, 2021).

Son yillarda Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de marul tiretiminde toprak kokenli hastalik
etmenlerinden biri olan Fusarium oxysporum f.sp. lactucae J.C. Hubb & Gerik 6nemli

verim kayiplarina neden olmaya baglamistir.

Ik kez Japonya’da 1960 yilinda marulda kok ¢iiriikliigiine neden olan etmenin Fusarium
sp. oldugu rapor edilmistir (Motohashi, Abe ve Ogawa, 1960). Yapilan ¢alismalar
sonucunda 1967 yilinda etmen Fusarium oxysporum f.sp. lactucae olarak tanimlanmigtir
(Matuo ve Motohashi, 1967). Bu ilk tespitin ardindan Amerika Birlesik Devletleri’nde
1993 yilinda (Hubbard ve Gerik, 1993), Iran’da 1995 yilinda, Tayvan’da 1998 yilinda,
Brezilya’da 2000 y1linda, Italya’da 2001 yilinda, Kore’de 2006 yilinda, Arjantin’de 2014

yilinda etmenin varligi belirlenmistir (Gordon ve Koike, 2015). F. oxysporum f.sp.
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lactucae etmeni Italya’da 2001 yilinda tespit edildikten sonra Avrupa kitasinda yaygimlig
artmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda marul alanlarinda etmenin varligi Portekiz’de
2004 yilinda, Belgika’da 2015 yilinda (Claerbout vd., 2018), Fransa’da 2016 yilinda
(Gilardi vd., 2017a), Irlanda’da 2016 yilinda, Ingiltere’de 2017 yilinda (Taylor, Jackson
ve Clarkson, 2019) tespit edilmistir.

1.1. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae ETMENININ GENEL OZELLIKLERi

1.1.1. Tanmim ve yayihisi

Marulda fusarium solgunluguna neden olan etmen F. oxysporum f.sp. lactucae’dir.
Toprak kokenli bir etmen olan F. oxysporum f.sp. lactucae Fungi alemi icerisinde bulunan

Ascomycota boliimiinde yer almaktadir.

Etmen morfolojisi ve koloni &zellikleri ile diger F. oxysporum funguslarina
benzemektedir. PDA besi yerinde basglarda beyaz olan miseller koloni yaslandik¢a
morumsu veya pembemsi renge donmektedir. Miseller yogun, pamuksu ve kalindir.
Etmene ait makrokonidiosporlar genelde 3 bolmelidir. Kanca benzeri apikal hiicre ve sivri
ayak sekinde bazal hiicreye sahip olup diiz veya hafif kavislidir. Oval veya bdbrek
seklinde olan mikrokonidiosporlar kisa monofialitler iizerinde bulunmaktadir. Cesitli
aratigmalarda F. oxysporum f.sp. lactucae etmenine ait makrokonidiospor,
mikrokonidiospor ve klamidiospor biiyiikliikleri oOl¢limiistiir. Yapilan o6l¢iimler
sonucunda makrokonidiosporlarinin 20.3-38.1 um X 2.9-5.5 um mikrokonidiosporlarinin
4.3-17 pm X 3.7-5.6 pum, klamidiosporlarinin ise 5.5-10.80 pum araliginda oldugu
belirlenmistir (Gilardi vd., 2017a; Claerbout vd., 2018; Taylor, Jackson ve Clarkson,
2019).

Italya, Japonya ve Amerika’daki F. oxyporum f.sp. lactucae izolatlarinin somatik olarak
uyumlu oldugu bildirilmis olup bu da patojenin kiiresel alanda dagiliminin, bu patojenin
digerlerinden belli konukgularindaki viriilensliklerine gore ayrilan alt tiir 6zelliginde
(patotip) olmasindan ziyade benzer klonal soya ait izolartlarin yayildigin1 géstermektedir.
Bu da patojenle bulasik tohumlarin kitalar arasi taginabilmesi i¢in firsat olusturmaktadir

(Gordon ve Koike, 2015).

Fusarium oxyporum f.sp. lactucae bulasik alanlardan temiz alanlara bulasik toprak ve
bulasik tohum olmak {izere iki tiirlii taginabilmektedir (Gordon ve Koike, 2015). Etmenin

toprakta canli kalma siiresini belirlemek amaciyla Amerika Birlesik Devletleri’nde bir
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calisma yapilmistir. Nadas durumunda tutulan dogal bulasik tarladan 34 ay boyunca
toprak Ornekleri alinmistir. Yapilan analizler sonucunda etmenin topraktaki spor
yogunlugunun 6 ay sonra %71 oraninda, 8 ay sonra % 86 oraninda azaldig1 belirlenmistir.
Spor yogunlugundaki diisiis hiz1 giderek azalmig ve 34 ay sonra baglangi¢ inokulumunun
%0.5 oraninda oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda etmenin topraktaki
popiilasyonunun yarilanma omriiniin 5.9+0.7 ay oldugu belirlenmistir (Scott vd., 2012).
Ancak marul ile miinavebeye sokulan iirlinler etmenin topraktaki canlilik siiresini
artirabilmektedir (Scott, McRoberts ve Gordon, 2014). Bunun yanisira etmen marul
bitkisinde hastalik olusturabilecek inokulum seviyelerine ulasmadan 6nce toprakta uzun
siire canli kalabilmektedir. Tarladaki marul bitkilerinin hastalanmamasi o tarlanin
patojenden temiz oldugunu gostermemektedir. Bu nedenle etmenin kisa mesafelerde
toprakla taginmasini 6nlemek amaciyla marul bitkilerinde higbir hastalik belirtisi olmasa
bile tarlalar arasindaki gecislerde tarim ekipmanlarinin temizlenmesi gerekmektedir

(Gordon ve Koike, 2015).

Etmenin kitalar ve f{ilkeler arasindaki yayilisi daha ¢ok bulasik tohumlarla
ger¢eklesmektedir. Daha Once hi¢ hastalik goriilmemis bolgelerde hastaligin birden
ortaya ¢ikmasi hastalik etmeninin tohumla tasanabilecegini diisiindiirmiistiir. italya’da
yapilan ¢alismada hastaligin %20 ile %60 arasinda goriildiigii ticari tohumluk tiretimi
yapilan farkli tarlalardan 27 farkl ticari marul tohumu toplanmistir. Tohumlar Komada
secici besiyerine ekilmis ve fungus delisimleri gdzlenmistir. Denemeler sonucunda 27
adet 6rnegin dokuzunda etmen tespit edilmistir. Yapilan bu calisma etmenin tohumla
taginabildigini ortaya konmustur (Garibaldi, Gilardi ve Gullino, 2004). Marul
tohumlarinda F. oxyporum f.sp. lactucae etmenini molekiiler ydntemle tespiti
yapabilmek amaciyla yiiriitiilen bir calismada nested polimeraz zincir reaksiyonu (nPCR)
teknigi kullanilmistir. Calismada GYCF1, GYCR4C ve R943 olmak {izere ii¢ farklh
primer kullanilmistir. Calisma sonucunda yontemin tohumlarda %0.1 oranina kadar olan

bulagikliklar1 tespit edebildigi ortaya konulmustur (Mbofung ve Pryor, 2010).

Etmenin tohumla tasinabilmesi Diinya genelinde yayilmasina neden olmustur.
Giiniimiizde etmenin Asya kitasinda (Iran, Japonya, Giiney Kore, Tayvan), Avrupa
kitasinda (Belgika, Fransa, irlanda, Italya, Hollanda, Norveg, Portekiz, Ispanya, Ingiltere)
Afrika Kitasinda (Misir) ve Amerika kitasinda (Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin ve
Birezilya) tespiti yapilmistir (El-Sayed, Reyad, Abdel-Wahab ve Hanafy, 2018; CABI,
2022).



Fusarium oxysporum f.sp. lactucae etmeninin dort adet irki bulunmaktadir. Etmenin 1
nolu k1 1967 yilinda Japonya’da belirlenmistir. Etmenin irklarinin belirlenmesinde
Patriot, Costa Rica No.4, Romabella ve Banchu Red Fire marul ¢esitleri kullanilmaktadir.
Buna gore; Irk 1, Patriot ve Banchu Red Fire marul ¢esitlerinde hassas Costa Rica No.4,
Romabella ¢esitlerinde yiiksek dayanikli reaksiyon vermektedir. Bu 1k Japonya,
Amerika Birlesik Devletleri, Iran, Tayvan, Brazilya, Portekiz, Arjantin ve italya’da en
yaygin olan irktir. Irk 2, Patriot ve Costa Rica Marul ¢esitlerinde hassas Banchu Red Fire
marul c¢esidinde yiiksek dayanikli reaksiyon vermektedir ve sadece Japonya’da
belirlenmistir. Irk 3; Patriot, Costa Rica ve Banchu Red Fire marul ¢esitlerinde hassas
reaksiyon vermekte olup Japonya ve Tayvan’da bulunmaktadir (Fujinaga vd., 2005;
Franco Ortega vd., 2018). Irk 4 ise Patriot, Costa Rica ve Banchu Red Fire marul
cesitlerinde patojenite testleri ve molekiiler analizlerle Hollanda’da tespit edilmistir

(Pintore, Garibaldi, Gullino ve Garibaldi, 2017).

Topraktaki esas inokulum kaynagi hastalikli bitki artiklaridir. Etmenin olusturdugu
kladimidiosporlar inaktif formda yillarca canli kalabilir ve kosullar uygun hale geldiginde
konuk¢unun gen¢ koklerinden aldiklar1 besin uyarisiyla ¢imlenirler. Bu sekilde tekrar
aktif hale gecen klamidosporlar 6nce misel, sonra konidiospor olustururlar. Dinlenme
halinde kalma ve tekrar aktivite kazanma acisindan, patojenik formlarla, diger
Fusarium’lar arasinda fark yoktur. Diger Fusarium solgunluk patojenleri gibi, F.
oxysporum f.sp. lactucae, giiclii klamidosporlarin iiretimi nedeniyle toprakta uzun siire
yasayabilmektedir (Koike, Gladders ve Paulus, 2007). F. oxysporum f.sp. lactucae,
oncelikle marul bitkilerinin kilcal koklerini enfekte eder daha sonra besinleri kdklerden
bitki yapraklarina tagiyan ksilem dokusuna ulagir. Patojen bitkinin kazik kokiine ve
kokbogazina dogru ilerledikce ksilem dokusu etmen tarafindan tikanir. Bu durum bitkinin

su aliminin azalmasina, bodurlagsmasina, solmasina ve dliimiine neden olur.

Hastaligin son doneminde, govde {iizerinde artik disaridan bakinca da fark edilen
nekrozlar olusur. Hastaligin tipik belirtilerinin, yani solgunlugun nedeni iletim
demetlerinin tikanmasi ve fungusun olusturdugu enzim ve toksinlerdir. Fusarium
solgunlugu etmenleri, konukg¢u olmayan bitkilerin koklerine de girer ve kolonize olabilir,
ancak onlarda belli belirsiz simptom olustururlar. Bu tip bitkiler, hastaligin gizli

tastyicisidir ve patojen inokulumunun siirekli artmasina neden olurlar (Yildiz, 2012).



1.1.2. Hastalik belirtileri

Marul bitkisinde F. oxysporum f.sp. lactucae etmeniniden kaynaklanan hastalik
belirtilerini ¢esitlerin hastaliga kars1 duyarliligi, etmenin topraktaki inokulum yogunlugu
ve sicaklik etkilemektedir. Toprak kokenli etmen olan F. oxysporum f.sp. lactucae
genelde bitkinin kilcal koklerinden ve yaralardan giris yapar. Ksilem dokusuna yerleserek
bitkinin su ve besin maddesi alimini sekteye ugratir. Buna bagli olarak bitkilerde genel
olarak sararma, solgunluk ve bodurluk goriilebilmektedir. Baz1 durumlarda bu belirti tipi
siddetli olabilmektedir. Iletim demetlerini ttkanmasi sonucunda bitkinin bas kisminda
asimetrik gelisim s6z konusudur. Marul bitkisinin yash yapraklarinda klorotik veya
nekrotik belirtiler goriiliir. Bu tip yapraklar marul hasat olgunluguna ulasmadan 6nce
Olebilir. Alti-sekiz yaprakli geng bitkilerde de benzer yaprak belirtileri goriilebilmektedir
(Gordon ve Koike, 2015).

Koklerde disaridan gozle goriilen belirtiler olugsmayabilir. Ancak kdk boyuna kesildiginde
i¢ kisimda kirmizimst kahverengi renk degisikligi goriilmektedir. Kokiin merkezinde
curiikliik meydana gelebilir. Baz1 durumlarda kdklerde goriilen bu tiir belirtiler yesil
aksamda herhangi bir belirti goriilmeden gerceklesebilir (Gordon ve Koike, 2015;
Matheron, 2015).

1.1.3. Miicadelesi

Bitiklerde solgunluk meydana getiren F. oxysporum etmenlerinin miicadelesi oldukga
zordur. Bu hastalik etmenleriyle miicadelede, dayanikli cesitlerin yetistirilmesi, bulasik
olan bitkilerin iiretim ortamindan uzaklastirilmasi, hastalik etmeniyle temas etmemis
saglikli ve sertifikali iiretim materyalinin kullanilmasi, miinavebe uygulanmasi, sulama
ve toprak islemeye dikkat edilmesi, asir1 azotlu giibrelerden kacinilmasi, toprak
fumigasyonu, solarizasyon ve biyolojik miicadele yontemlerinin birlikte uygulanmasi
gerekmektedir (Boyraz ve Bastag, 2005). Marulda solgunluk hastaligina neden olan F.
oxysporum f.sp. lactucae etmeni ile miicadelede de benzer yontemler 6nerilmektedir. Bu
miicadele yontemleri; iirlin rotasyonu (miinavebe), iirlin yonetimi (ekim tarihleri gibi),
toprak dezenfeksiyonu (solarizasyon, chloropicrin gibi), tolerant cesitlerin se¢ilmesi ve

biyolojik kontrol ajanlarinin kullanimi olarak siralanabilir (Gordon ve Koike, 2015).

Matheron, McCreight, Tickes ve Porchas (2005), tarafindan Ekim tarihinin F. oxysporum
f.sp. lactucae'nin neden oldugu hastalik yogunlugu tizerindeki etkisini belirlemek iizere

bir ¢aligsma yiirttiilmiistiir. Marul tohumlar1 Eyliil, Ekim ve Aralik ayinda ekilmistir.



Bitkiler hasat olgunluguna geldiginde ekim tarihlerine gdre hastalik yogunlugu 2002
yilinda %92.3, %15.1 ve %2 olarak, 2003 yilida da %74.2, %5.1 ve %0.7 olarak

belirlenmistir.

Gilardi, Tinivella, Gullino ve Garibaldi (2005), tarafindan F. oxysporum f.sp. lactucae'nin
neden oldugu Fusarium marul solgunluguna kars1 etkili bir tohum uygulamasi gelistirmek
icin alti deneme yapilmustir. Iki marul cesidine ait tohumlarin %30’u patojenle
bulastirilmis ve bazi fungisit ve biyolojik iriinle isleme tabi tutulmustur. Yapilan calisma
sonucunda tohum kaplamasi yonteminde en iyi sonuglar carbendazim, ve prochloraz aktif
maddelerinde elde edilmistir. Bunu mancozeb ve dichlofluanid aktif maddeleri izlemistir.
Denemede kullanilan F. oxysporum MSA 35 biyolojik miicadele ajani fungisitler ile
karsilastirildiginda kabuledilebilir etki saglamistir.

Gilardi, Garibaldi ve Gullino (2007), F. oxysporum f.sp. lactucaemin neden oldugu
hastaliga kars1 farkli biyolojik miicadele ajanlarini test etmek amaciyla bes farkli deneme
yiriitmiiglerdir. Hastaligin kontrolii ve bitkilerin biiylimesi {izerine olan etkiler
degerlendirildiginde en iyi etkiyi Trichoderma harzianum T 22 (RootShield) nin
gosterdigi belirlenmistir. Biyolojik miicadele ajanlarindan biri olan F. oxysporum IF
23’un hastalik kontroliinde basarili oldugu ancak bes denemeden ikisinde bitki gelisimini
azalttig1 kaydedilmistir. Elde edilen sonuclara gore F. oxysporum f.sp. lactucae etmenini

kontroliinde biyolojik miicadelenin de rol alabilecegi ortaya konmustur.

Scott, Kirkpatrick ve Gordon (2010), baz1 marul ¢esitlerinin F. oxysporum f.sp. lactucae
etmenine kars1 reaksiyonlarini belirlemek amaciyla yiirtittiikleri caligmada kok daldirma,
bulasik topraga tohum ekimi ve bulasik tarlaya fide dikimi olmak {izere ii¢ farkli yontem
denemislerdir. Hastalik siddeti 1-4 skalasina gore degerlendirilmis ve dort ¢esidin hem
kok daldirma hem de bulasik saksiya tohum ekimini yonteminde indeks degerlerinin
1.3’den asagida oldugu belirlenmistir. Etmene kars1 dayanikli reaksiyon gosteren bu
cesitlerin tarla denemesinden elde edilen sonuglarida benzerlik gostermistir. Diger
cesitlerin Ozellikle kok daldirma yonteminde oldukca hassas reaksiyon gosterdigi

belirlenmistir.

Matheron ve Porchas (2010), Arizona’da ytriittiikleri calismada solarizasyonun Fusarium
solgunlugu iizerine olan etkisini arastirilmistir. Dogal bulasik alanda 2 ile 8 hafta arasinda
yapilan solarizasyon sonucunda marul bitkilerinin biiylimelerinin = solarizasyon

yapilmamis alanlardakine gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Yapilan dort deneme



sonucunda kontrol ile karsilastirildiginda hastalik yogunlugunun solarizasyon yapilan

yerde %91 oraninda azaldig1 belirlenmistir.

Lopez-Reyes, Gilardi, Garibaldi ve Gullino (2014), F. oxysporum f.sp lactucae'ye karsi
bazi1 antagonist izolatlarin, ticari biyolojik preparatlarin ve bazi fungisitlerin etkilerini
serada kontorllii kosullarda arastirmisladir. Denemede tohum kaplama yontemi
kullanilmistir. Yapay olarak etmen ile bulastirilmis tohumlara antagonist izolatlar,
biyolojik preparatlar ve fungisitler tohum kaplamasi seklinde uygulanmistir.
Degerlendirme sonucunda en diisiik hastalik indeksi %1.1 ile prochloraz aktif maddesi
uygulamasinda goriilmiistiir. Farkli Pseudomonas izolatlarinin uygulandigi saksilarda ise
hastalik indeksi %4.2 ile %8.3 arasinda degisiklik gdstermistir. Ticari biyolojik
perparatlarinda benzer etki gosterdigi belirlenmistir. Etmeni kontrol etmek igin
biyokontrol ajanlari ile test edilen tohum uygulamalarinin etkinligi tamamen tatmin edici

olmasa da diger tohum sanitasyonu stratejileri ile kombinasyon i¢in uygun bulunmustur.

Ahmed, Yadav ve Lee (2016), Nikel nanoparcaciklarinin Fusarium solgunluguna karsi
alternatif bir miicadele yontemi olarak antifungal aktivitesini degerlendirmislerdir. Bu
amagcla, in vitro ve sera kosullarinda marul ve domates lizerinde Fusarium oxysporum, F.
oxysporum f.sp. lactucae ve F. oxysporum f.sp. lycopersicimin miicadelesinde
uygulamalar  yapilmislardir.  Arastirmacilar in  vitro kosullarda 100 ppm
konsantrasyonundaki nikel nanopartikiillerinin, patojenlerin misel proliferasyonunu ve
sporiilasyon aktivitelerini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini belirlemislerdir. F. oxysporum
f.sp. lactucae ve F. oxysporum f.sp. lycopersicinin misel biiylimesinin engellenmesi
sirastyla %60.23 ve %59 olurken, sera kosullarinda 50 ppm konsantrasyonundaki nikel
nanopartikiilleri hastalik siddetinde marul ve domateste sirasiyla %58.4 ve %57 oraninda
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, nikel nanopargaciklarinin Fusarium

solgunlugunu kontrol etmek i¢in kullanilabilecegi kaydedilmistir.

Gilardi, Gullino ve Garibaldi (2017¢), marul fusarium solgunluguna kars1 dimethyl
disulfidin (DMDS) tek basina ve metham sodium ile kombinasyonlarinin etkilerini
arastirmistir. DMDS 60g/m? dozda hastalig1 hassas cesitlerde %70, %97 ve %99 oraninda
orta hassas ¢esitlerde ise %87, %97 ve %100 oraninda azaltmistir. DMDS nin 40g/m? ve
metham sodiumun 35.9g/m? dozu birlikte uygulandiginda da benzer sonuglarin elde
edildigi belirtilmistir.

El-Sayed, Reyad, Abdel-Wahab ve Hanafy (2018), Misir’da marul arazilerinde F.



oxysporum f.sp. lactucae etmenini farkl arazilerde tespit etmisler ve marulda ciddi verim
kayiplarna neden oldugu bildirilmislerdir. Ug biyolojik miicadele {iriinii; T34
(Trichoderma asperellum streyni (1x10%spor/g), ESRU (Bacillus polymyxa’nin iig
streyini, B. macerans’nin iki streyni ve B. circulans’nin bir streyni ve Enterobacter
agglomerans’nin bir streyni) ve alg ekstrakti (Anabaena flos aquae ve Nostoc
muscorum'u igeren sivi fazda ticari olmayan mavi-yesil alg Oziitii) sera kosullarinda
hastaliga kars1 uygulanmistir. Arazi ¢aligmalari, 2015-2016 yillarinda dogal bulasiklik
olan tarlada siirdiiriilmiis olup, en etkili biyolojik miicadele {iiriiniiniin T34 oldugu
belirlenmistir. Ayrica, solarizasyon, metam sodyum (MS) ve tebuconazole 6% FS
fungusit uygulamasi da yapilmistir. Sonuglara gore, 2015 ve 2016 yillarinda hastalikla
miicadelede en iyi sonug %6.66 ve %2.22 hastalik siddeti ile solarizasyon uygulamasinda
elde edilmistir. Solarizasyon uygulamasini sirasiyla Metam sodyum, tebuconazole ve

T34’{in izledigi belirlenmistir.

Yadav, Adhikari, Kim, Kim ve Lee (2021), tarafindan bazi1 antagonistik rizobakteriler
kullanilarak verimi artirmak i¢in bir calisma yiriitiilmiistiir. Kore'nin c¢esitli {iretim
alanlarinda bulunan bitkilerin rizosfer bolgesinden 118 bakteri izolat1 elde edilmis ve bu
bakterilerin hem in vitro hem de in vivo kosullarda F. oxysporum f. sp. lactucae etmenine
kars1 antifungal etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda 14 bakteri izolatinin F.
oxysporium t.sp. lactucae’nin misel gelisimini 6nemli oranda engelledigibelirlenmistir.
Yapilan tiir teshisleri sonucunda bu bakterilerin Arthrobacter sulfonivorans, Bacillus
siamensis, Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas proteolytica ve Bacillus subtilis
oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda, izolatlar arasindan EN4 (P. proteolytica) ve
EN21  (Bacillus siamensis) 1izolatlarimin, siirdiiriilebilir = iirlin  Uretimi  i¢in
ticarilestirilebilecegi ve biyogiibre veya biyopestisit olarak kullanilabilecegi rapor

edilmistir.

1.2. Metarhizium anisopliae FUNGUSUNUN GENEL OZELLIiKLERi

Tarimsal tiretimde hastalik ve zararlilara kars1 yapilan kimyassal miicadeleye alternatif
miicadele yoOntemlerinin en Omemlilerinden biri biyolojik miicadeledir. Biyolojik
miicadele kapsaminda kiltiir bitkilerinde hastalik meydana getiren etmenlere karsi
mikrobiyal kokenli antagonistler kullanilmaktadir. Son yillarda hastaliklara karsi
kullanim olanaklar1 arastirilan diger bir grupta entomopatojen funguslardir. Giiniimiizde

daha ¢ok boceklere karsi kullanilan entomopatojen funguslarin tiir sayisinin 750°den fazla
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oldugu bilinmektedir (Reddy, Praveen Kumar ve Reddy, 2013). Entomopatojen funguslar
arasinda ozellikle Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii
(Verticillium  lecanii), Isaria fumosorosea (Paecilomyces fumosoroseus) ve
Purpureocillium lilacinum (Paecilomyces lilacinus) tirleri 6n plana c¢ikmaktadir.
Uzerinde ¢ok fazla sayida galismalar yapilan bu tiirler birgok iilkede ticari preparat haline
getirilmis olup iireticiler tarafindan zararlilarla miicadelede kullanilmaktadir (Rath, 2000;

Meyling vd., 2018).

Son yilarda entomopatojen funguslarin boceklere karst kullanimlarinin arastirilmasi
yaninda bitkilerle olan iliskileri, bitki patojenleri ile iliskileri ve bitkilerin sagligini ve
bliylimesini tesvik etmedeki rolleri {izerine arastirmalarda yiiriitiilmektedir.
Entomopatojen funguslarin bu 6zellikleri esas konukgular1 olan bdceklerin olmadigi

donemde toprakta ve bitkiler iizerinde hayatta kalmalarin1 saglamaktadir.

Bitkiler hem endofit mikroorganizmalara hem de mikorizalara konuk¢uluk yapmakta ve
onlara besin saglamaktadirlar. Endofitizm, bitkide herhangi bir hastaliga neden olamadan
mikro organizmanin bitkide bulunmasidir. Endofitler, bitki patojenlerine karsi
dayaniklilig1 artirarak veya alkaloidler gibi savunma bilesiklerinin iiretimini tesvik ederek
bitki direncini artirmaktadir. Bunun yanisira endofitik funguslar, bitkilerin abiyotik stres
faktorlerine dayanmalarina, tlirler arasi rekabet yeteneklerini gelistirmelerine ve
bliytimelerini tesvik etmelerine yardimci olabilmektedir (Carroll, 1988; Bacon, 1993;

Saikkonen, Wali, Helander ve Faeth, 2004; Rua, McCulley ve Mitchell, 2013).

Metarhizium spp. hem sivi ortamda hem de kati ortamda sekonder metabolit
iiretebilmektedirler. Uretilen bu sekonder metabolitlerin bircogunun fungisidal,
bakterisidal, repellent veya zehirleyici etkileri bulunmaktadir. Yapilan caligmalar
sonucunda bu metabolitlerin destruxins, serinocyclins, metachelins, ferricrocin, tyrosine
betaine, metacytofilin, fungerins, aurovertins, metacridamides, JBIRs, helvolic acid,
metarhizins, ovalicins, taxanes, cytochalasins, swainsonine, viridoxins, N-(Methyl-3-
Oxodec-6-Enoyl)-2-Pyrroline, N-(Methyl-3-Oxodecanoyl)-2-Pyrroline, 1-Octen-3-Ol ve
3-Octanone oldugu belirlenmistir (Yadav, vd., 2019).

Entomopatojen funguslardan biri olan M. anisopliae Sordariomycetes sinifi i¢ersinde yer
almaktadir. Genelde bdceklere karst kullanilan M. anisopliae’nin bitki patojenlerine kars1

etkileri son yillarda yapilan ¢alismalar ile de ortaya konmustur.
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Roberti, Ghisellini ve Innnocenti (1993), Entomojen funguslardan Beauveria bassiana,
B. brongniartii, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces farinosus ve Verticillium
lecanii’nin Phoma betae'ye kars1 antifungal etkilerini belirlemek amaciyla sera ve tarlada
kosullarinda ¢alismalar yiirtitmiiglerdir. Phoma betae 1ile bulastirilmis topraga
entomopatojen  fungus uygulanmis pancar tohumalar1  ekilmistir.  Yapilan
degerlendirmeler sonucunda Metarhizium anisopliae’nin 37 ve 36 nolu izolatlar ile B.
bassiana’nin 142 ve 140 nolu izolatlar1 kontrol ile karsilastirildigin hastaligr 6nemli
Olcilide azalttig1 belirlenmistir. En diistik hastalik siddeti %41.9 ile M. anisopliae’nin 37

nolu izolat ile yapilan uygulamada elde edilmistir.

Sasan ve Bidochka (2013), fasulyenin 6nemli patojenlerinden biri olan Fusarium solani
f.sp. phaseoli’ye kars1 Metarhizium robetsii’nin antifungal etkilerini in vitro ve in vivo
kosullarda arastirmislardir. /n vitro kosullarda ikili karsilatirma yontemine gére yapilan
denemede M. robetsii etmeninin F. solani f.sp. phaseoli etmeninin misel gelismini %60
oraninda engellemistir. M. robetsii’nin kiiltiir filtratlar1 ise patojenin sporlarinin
cimlenmesini %83 oraninda engellemistir. Kokleri M. robetsii ile kolonize edilmis
fasulye bitkilerine patojen uygulandiginda bu bitkilerin kontrole goére daha saglikli
biiytlidiikleri ve hastalik siddetinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligsma fasulye
bitkisini kok patojenlerine karst korumada endofitik Ozellikte olan M. robetsii’nin

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Yun, Kim, Gwak, Shin ve Woo (2017), entomopatojen funguslardan Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Lecanicillium attenuatum ve Purpureocillium lilacinum’un hem
Myzus persicae hem de Botrytis cinerea etmenlerine karsi etkilerini aragtirmislardir.
Entomopatojen funguslarin B. cinerea patojenine karst olan etkilerini belirlemek
amaciyla hem ikili karsilagtirma hem de kiltlir filtratlar1 yontemi kullanilmistir. M.
persicae zararlisa kars1 ise hem Kkiiltiir filtrati hem de entomopatojen funguslarin
blastosporlari kullanilmistir. Yiiriiriitlen ¢alismalar sonucunda B. bassiana SD15 ve M.
anisopliae SD3 nolu izolatlarin hem M. persicae’ye kars1 virlilensliklerinin ytiksek

oldugu hem de B. cinerea_patojenine karsi antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.

Sarven vd. (2020), tartafindan 6nemli bitki patojenlerden biri olan Botrytis cinerea’ya
kars1 yiiriitiilen calismada Metarhizium anisopliae kullanilmistir. Metarhizium anisopliae
ikili karsilagtirma denemesinde B. cinerea’ya karsi 6.3 mm engelleme bdlgesi olusturmus
ve patojenin misel gelisimini %43.9 oraninda engellemistir. Metarhizium anisopliae

tarafindan iiretilen ugucu bilesiklerin patojenin misel gelismini engelledigi ve hasat
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sonrast domates meyvelerinde kursuni kiifiin hastalik siddetini %41 azalttigi
belirlenmistir. Metarhizium anisopliae’nin kiiltiir filtratinin %10’luk konsatrasyonunun
B. cinerea’nin misel gelisimi lizerinde %88.62 oraninda etkili oldugu ayn1 zamanda
patojenin sklerot ¢imlenmesini de %63.85 oraninda engelledigi saptanmistir. Calismada
elde edilen sonuglar, M. anisopliae'nin serada ve hasat sonrasi asgamada domates kursuni
kiiftine kars1 bir biyokontrol ajani olarak kullanim potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.

Hao vd. (2021), bugdayda basak yanikli§ina neden olan Fusarium graminearum’a Kkarsi
Metarhizium anisopliae'nin etkilerini arastirmislardir. Ikili karsilatirma ydnteminde M.
anisopliae'nin F. graminearum’un misel gelisimini 6nemli 6l¢iide engelledigi ve hif
uclarinda deformasyonlar olusturdugu belirlenmistir. Benzer etkiler %1 lik kiltiir filtrati
uygulamasinda da goriilmiistiir. Ancak M. anisopliae'nin ugucu bilesiklerinde benzer
etkiler elde edilememistir. Calismada M. anisopliae'nin bugday koklerinde kolonize
olabildigi bununda 1000 dane agirlig1 lizerinde gozle goriilebilir bir etki olusturdugu
saptanmistir. Tarla denemelerindeki uygulamalar bugday tohumlarinin M. anisopliae'nin
sporlar1 ile kaplanmasi ve basaklara M. anisopliae'nin spor siisiipansiyonun
puskiirtiilmesi olmak tizere iki sekilde yapilmistir. Erken ¢iceklenme doneminde yapilan
degerlendirme sonucunda sirastyla %38.6 ve %40 etki elde edilmistir. Bu sonuglar, M.
anisopliae'nin bugdayda basak yaniklig1 hastaligina neden olan F. graminearum'a karsi
umut verici bir biyokontrol ajan1 oldugunu ve fungistatik sekonder metabolitler iireterek,
bugday biiylimesini artirdigin1 ve bugday savunma reaksiyonlarini ortaya ¢ikararak

bitkinin bagak yaniklig1 hastaligina kars1 koyabildigini ortaya koymustur.

Bu tez calismasinda, genel uygulamalarda 6zellikle boceklerle biyolojik miicadelede
basar1 ile kullanilmakta olan ayn1 zamanda bitki gelisimine ve direncine katki saglayan
entomopatojen fungus M. anisopliae'nin marulda 6nemli fungal hastalik etmenlerinden
biri olan F. oxysporium f.sp. lactucae’ya karsi biyolojik miicadelede kullanim olanaginin

arastirilmasi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae iZOLASYONU VE TANILAMASI

Marul iiretimi yapilan tarlalara gidilerek solgunluk belirtisi gosteren marul bitkileri
toplanmis (Sekil 2.1) ve bu bitkilerden izolasyonlar yapilmistir. Hastalikl1 bitkilerden 1
cm’lik parcalar alinmis ve % 1’lik sodyum hipoklorit igerisinde 1-2 dk bekletilerek
ylizeysel dezenfeksiyon yapilmistir. Hastalikli bitki pargalari steril su ile durulandiktan
sonra kurutma kagidi tizerinde kurutulmus ve PDA (Potato Dextrose Agar) besiyeri i¢eren
petrilere yerlestirilerek, 24+1°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyon siiresinin
sonunda petrilerde gelisen F. oxysporum f. sp. lactucae kolonileri PDA besiyeri iceren
petrilere aktarilarak saf kiiltiirler elde edilmistir. Bu saf kiiltiirlerden tek spor kiiltiirleri
elde edilmis ve test tiiplerine aktarilarak, ¢alismanin bundan sonraki asamalarinda

kullanilmak tizere 4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae izolatlarinin toplanmasi.

Elde edilen tek spor kiiltiirlerinden yola ¢ikilarak Hubbard ve Gerik 1993’e gore patojenin
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kiiltiirel ozellikleri ve spor yapilari dikkate alinarak izolatlarin morfolojik olarak

tanilamalar1 yapilmstir.

Fusarium oxysporum f. sp. lactucae’nin DNA izolasyonu i¢in etmen patates dekstroz
broth (PDB; Sigma Aldrich) besiyerinde 24+1°C’de 10 giin boyunca c¢alkalayicili
inkiibatorde 120 rpm’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, Whatman filtre
kagidindan siiziilerek miselyum elde edilmistir. Misellerden DNA izolasyonu hazir ticari
kit (GeneMATRIX plant & Fungi DNA Purification Kit, EURx, Gdansk, Polonya)
kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyonu ticari kitin protokoliinde belirtildigi adimlar
izlenerek yapilmistir. Elde edilen DNA’lar -18+£1°C’de saklanmistir. Tanilama igin
mikroorganizmalarin TEF1-a bdlgelerini taniyan EF-1 ve EF-2 (EF-1 5'-
ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3' EF-2 5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3")
primerleri kullanilmistir (O'Donnell, Kistler, Cigelnik ve Ploetz, 1998). Elde edilen PCR
iriinii, %1.5'lik agaroz jel lizerine yiiklenmis ve ylriitilmiistiir. Olusan bantlar jelden
aliarak saflastirilmis ve BM Labosis (Ankara, Tiirkiye) tarafindan her iki yonde dizi
analiz yapilmistir. Diziler BLASTn programi kullanilarak daha 6nce NCBI gen bankasina

kayitlanmis F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlar ile karsilagtirilmistir.

2.2. PATOJENISITE TESTI

Denemelerde kullanilan toprak (1:1:1 oraninda toprak, kum, torf karisimi) bir giin ara ile
otoklavda 121°C’de 20 dakika stireyle iki kez sterilize edilmistir. Tek spor kiiltlirleri
yapilan F. oxysporum f.sp. lactucae 1zolatlar1 PDA besiyerinde 244+1°C’de 10 giin siireyle
gelistirilmistir. Bu siirenin sonunda her petriye 5 ml steril saf su ilave edilmis ve steril
spatiil kullanilarak sporlarin suya ge¢mesi saglanmistir. Thoma lami yardimiyla spor
siispansiyonun konsantrasyonu 10° spor/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Viyollerde
yetistirilen 30 giinliik Maritima ¢esidi marul fidelerinin kokleri torflardan arindirilmistir.
Marul fidelerinin kokleri spor siispansiyonuna daldirilip 5 dakika bekletilmistir. Bu
siirenin sonunda marul fideleri saksilara (15 cm ¢apinda ve 20 cm derinliginde)
dikilmistir. Saksilar giindiiz sicaklig1 33°C, gece sicakligi 23°C olacak sekilde 14 saatlik
fotoperiyotta bekletilmistir (Cabral ve Reis, 2013; Paugh ve Gordon, 2020). Deneme
tesadiif parsellerine gore 7 tekerriirlii olarak kurulmustur. Uygulamadan 15 giin sonra
marul fideleri sokiilmiis kokleri yikanmis ve degerlendirme yapilmistir. Degerlendirme
0-4 skalasma gore yapilmistir (Cizelge 2.1.) (Gilardi, Pons, Gard, Franco-Ortega ve
Gullino, 2017b).
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Cizelge 2.1. F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlarin hastalik siddetlerinin
belirlenmesinde kullanilan skala.

Skala degeri | Tanim

0 Saglikli bitki

1 Hafif yaprak klorozu, gelismede hafif azalma, hafif wvaskiiler
kahverengilesme,

2 Siddetli yaprak klorozu, gelisimde belirgin azalma, bazen bas kisminin
asimetrik gelisimi, belirgin vaskiiler kahverengilesme

3 Yaprak klorozu ve biiylimenin engellenmesi, belirgin deformasyon ve

giiniin en sicak saatlerinde vaskiiler kayverengilesmeden kaynaklanan
solgunlugun ilk belirtileri

4 Klorozlu veya tamamen nekrotik yaprakli kuvvetli deforme olmus bitki,
bitki tamamen solmus

Skala degerleri Townsend-Heuberger formiiliine uygulanarak hastalik siddeti degeri

belirlenmistir.

Hastalik siddeti %=(2 (n.V) )/(Z*N)*100 2.1

n : Skalada farkli hastalik derecelerine isabet eden 6rnek adedi
V : Skala degeri
Z : En yliksek skala degeri

N : Gozlem yapilan toplam 6rnek adedi

2.3. Metarhizium anisopliae iZOLATLARI VE MOLEKULER TANILANMASI

Bu tez calismasinda Diizce'de daha dnce yiiriitiilen ¢alismalardan elde edilen ve Tenebrio
molitor larvalar tizerinde yiiksek etki gostermis olan M. anisopliae izolatlar
kullanilmistir. Metarhizium anisopliae izolatlarinin morfolojik karakterizasyonu dnceki
calismalarda yapilmistir (Karaborklii, Altin ve Keskin, 2019). Diizce Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii stok kiiltiirlerinden alinan izolatlar PDA besiyerinde
24+1°C’de 2 hafta siireyle gelistirilmistir. DNA izolasyonu ig¢in petri kaplarindan
miselyum ve sporlar kazinarak toplanmistir. DNA izolasyonu hazir kit (GeneMATRIX
plant & Fungi DNA Purification Kit, EURx, Gdansk, Polonya) kullanarak yapilmstir.
DNA izolasyonu hazir kitin protokoliine gore yapilmistir. Metarhizium anisopliae
izolatlarin tlir tanimlamasi i¢in elde edilen DNA'larin hedef gen bdlgeleri, ITSI
(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3"), ITS4 (S'TCCTCCGCTTATTGATATGC3')
primerleri ile ¢ogaltilmistir (White, Bruns, Lee ve Taylor, 1990). PCR analizi i¢in Taq
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polimeraz enzimi "Solis Biodyne FIREPol ® DNA polimeraz" kullanilmistir. PCR
karisimi bu enzimin protokoliinde yazildigi gibi hazirlanmustir. Ik denatiirasyon igin
95°C'de 5 dakikalik PCR reaksiyonlarini, 95°C 45 saniye denatiire, 57°C 45 saniye
baglama, 72°C 60 saniye uzama olmak tizere 40 dongii izlemistir. PCR reaksiyonu,
72°C'de ile 5 dakika boyunca son bir uzatma asamasi ile sonlandirilmistir. PCR {iriinii,
%1.5'lik bir agaroz jeli ilizerine yiiklenmis ve yiiriitiilmiistiir. Yiriitme islemi sonunda
jelde olusan tek bantlar, ticari kit (Exo SAP-IT™ PCR Uriin Temizleme Reaktifi)
prosediirii izlenerek saflastirilmistir. Saflagtirilan DNA'min dizi analizi ticari sirket
BMLabosis (Ankara, Tiirkiye) tarafindan yapilmistir. Diziler, NCBI veri tabanina daha
once kayitlanmis M. anisopliae izolatlar ile karsilastirilmistir. Filogenetik analizleri
degerlendirmek i¢cin Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) yazilimi siirim
11 programi kullanilmis ve komsu birlestirme (neighbour-joining) ve 6nyiikleme agaci
(bootstrap tree) yontemleri (1000 oOnyiikleme c¢ogaltmasina dayali) kullanilarak

filogenetik agaclar olusturulmustur.

2.4. Metarhizium anisopliae 1ZZOLATLARININ KULTUR FIiLTRATLARININ
ELDE EDILMESI

Metarhizium anisopliae kiiltiir filtratin1 elde etmek amaciyla 250 ml erlen icerisinde 100
ml PDB (Patates dekstroz broth) besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri otoklavda 121°C’de 20
dakika siireyle sterilize edilmistir. PDA besiyerinde gelistirilen M. anisopliae’nin 10
glinliik kiiltiirlerinden alinan 10 adet 5 mm c¢apindaki misel diskler icerisinde steril PDB
besiyeri bulunan erlenlere ilave edilmistir. Erlenler ¢alkaliyicili inkiibatorede 150 rpm’de
28°C’de 10 giin siire ile ¢alkalanmistir. Bu siirenin sonunda PDB besiyeri dort katli steril
tiilbentten siiziilmiistiir. Bulagmalar1 en aza indirebilmek amaciyla kiiltiir filtratlar1 0.22
um seliilose nitrat (Millipore Sigma, USA) filtrelerinden gecirilmistir. Kiiltiir filtratlar
daha sonra yapilacak olan caligmalarda kullanilmak tizere -86°C’de saklanmistir (Yun,

Kim, Gwak, Shin ve Woo, 2017; Sarven vd., 2020; Hao vd., 2021).

2.5. ANTIFUNGAL AKTIiVITELERIN BELIRLENMESI

2.5.1. In vitro calismalar
2.5.1.1. Ikili karsilastirma yontemi
Metarhizium anisopliae izolatlarinin antagonistik etkileri ikili karsilastirma yontemine
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gore belirlenmistir. PDA besiyerinde gelistirilen bir haftalik M. anisopliae izolatlarindan
5 mm ¢apinda misel diskler alinmistir. Bu misel diskleri PDA besiyeri bulunan petrilere
petri kenarindan 2 cm uzaga yerlestirilmistir. Petriler 24+1°C’de 2 giin siire ile inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda bir haftalik F. oxysporum f.sp. lactucae kiiltiirtinden alinan
5 mm c¢apindaki misel diskler M. anisopliae disklerinin tam karsisina petri kenarindan
2cm uzaklikta olacak sekilde yerlestirilmistir. Kontrol gurubundaki petrilere ise tek
basina F. oxysporum f.sp. lactucae Kkiiltirinden alinan diskler yerlestirilmistir.
Degerlendirme, kontrol grubundaki petrilerde bulunan patojen fungusun M. anisopliae
disklerinin yerlestirildigi mesafeye ulastiginda yapilmistir. Calisma, her bir petri kutusu
bir tekerriir kabul edilerek, 5 tekerriirlii kurulmustur. Degerlendirmede kontrol petrideki
patojenin yar1 ¢ap1 ve antagonist uygulamasi yapilan petrilerdeki potojenin yari capi
Olclilmiistiir (Sekil 2.2.). Elde edilen veriler ile asagidaki formiil kullanilarak M.
anisopliae izolatlarinin engelleme oranlari belirlenmistir (Bucarei vd., 2020; Sarven vd.,

2020; Hao vd., 2021).

Engelleme orani %=(RI1-R2)/RI1*100 (2.2)

R1 = Kontrol petrideki patojen fungusun yarigapi

R2 = Ikili kiiltiir petrilerindeki patojen fungusun yarigapi

Sekil 2.2. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae izolatinin yarigapinin 6l¢tiimii.
2.5.1.2. Kiiltiir filtrati denemeleri

Denemede daha 6nce elde edilen M. anisopliae izolatlarinin kiiltiir filtratlar1 %5, %10 ve
%20 (v/v) konsantrasyonlarda kullanilmistir. PDA besiyeri %5 konsantrasyon i¢in 95 ml,

%10 konsantrasyon i¢in 90 ml ve %20 konsantrasyon i¢in 80 ml hazirlanmig ve 121°C'de
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30 dakika sterilize edilmistir. Besiyerleri dokme sicakligina gelene kadar 50°C'ye
ayarlanmis su banyosunda bekletilmistir. Besiyerlerini petrilere dokmeden hemen 6nce
%S5, %10 ve %20 konsantrasyonlarini elde etmek amaciyla gerekli olan kiiltiir filtrati
miktar1 ortama ilave edilmistir. Kontrol olarak kiiltiir filtrat1 ilave edilmemis steril PDB
besiyeri kullanilmigtir. Bir haftalik F. oxysporum f.sp. lactucae kiiltiiriinden alinan 5 mm
capinda misel diskler misel bulunan kismi besiyerine degecek sekilde petrilerin orta
noktasina yerlestirilmistir. Petriler 7 giin siireyle inkiibatorde 24+1°C’de inkiibe
edilmistir. Deneme 5 tekerriirlii olarak kurulmustur. Inkiibasyondan bir hafta sonra
petrilerde gelisen kolonilerin gaplar1 elektronik kumpas ile dlciilmiistiir. Olgiimler misel
kolonisinin merkezinden ge¢mek sartiyla en az ve en ¢ok gelisim gosteren noktalardan
yapilmis ve ortalamalar1 alinmistir. Elde edilen ortalama misel ¢aplar1 kullanilarak Abbott
formiiliine gore her bir M. anisopliae izolatinin kiiltiir filtratlarinin engelleme oranlar1

belirlenmistir (Sarven vd., 2020).

Engelleme orani %=(A4-B)/A*100 (2.3)

A = Kontrol petrideki patojen fungusun ¢ap1

B = Kiltiir flitrat1 uygulanan petrilerdeki patojen fungusun ¢api

2.5.2. In vivo ¢alismalar
2.5.2.1. Metarhizium anisopliae izolatlarinin spor siispansiyonu denemesi

Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 1zolat1 kepek ortaminda 14 giin siireyle gelistirilmis
ve sterilize edilmis toprak ile 1:19 oraninda karigtirilmistir (Seki vd., 2020). PDA
besiyerinde 7 giin siireyle gelistirilmis her bir M. anisopliae izolat1 ile 107 spor/ml
konsantrasyonunda spor siispansiyonu hazirlanmistir. Viyollerde bulunan marul
fidelerine saksilara dikimden 2 giin 6nce her bir fideye 20 ml olacak sekilde bu spor
stispansiyonundan verilmistir. Metarhizium anisopliae spor siispansiyonu verilen marul
fideleri 2 giin sonra igerisinde F. oxysporum f. sp. lactucae ile bulasik toprak bulunan
saksilara dikilmistir. Saksilar giindiiz sicaklig1 33°C, gece sicaklig1 23°C olacak sekilde
14:10 saatlik (aydinlik/karanlik) fotoperiyotta bekletilmistir (Paugh ve Gordon, 2020).
Dikim isleminden 15 giin sonra marul fideleri patojenisite denemesinde kullanilan 0-4
skalasina gore degerlendirilmistir. Skala degerleri Townsend-Heuberger formiiliine

uygulanarak hastalik siddeti degeri belirlenmistir.
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2.5.2.2. Metarhizium anisopliae izolatlarimin kiiltiir filtratlar: denemesi

Denemede kullanilan toprak (1:1:1 oraninda toprak, kum, torf karisimi) bir giin ara ile
otoklavda 121°C’de 20 dakika siireyle iki kez sterilize edilmistir. Sterilize edilen toprak
kepek ortaminda 14 giin stire ile gelistirilmis F. oxysporum f. sp. lactucae izolat1 ile 1:20
oraninda karigtirllmistir. Maritima ¢esidi 30 giinliikk marul fideleri bu saksilara dikilmistir.
Son konsantrasyon %20 olacak sekilde M. anisopliae kiiltir filtratlart su ile
karigtirilmistir. Hazirlanan bu karisimdan her saksiya 30 ml verilmistir. Saksilar giindiiz
sicakligr 33°C ve gece sicakligi 23°C olacak sekilde 14 saatlik bir fotoperiyotta
tutulmustur (Paugh ve Gordon, 2020). Marul fideleri dikimden 15 giin sonra patojenisite
testinde kullanilan 0-4 skalasina gore degerlendirilmistir (Gilardi, Pons, Gard, Franco-
Ortega ve Gullino, 2017b). Skala degerleri Townsend-Heuberger formiiliine uygulanarak
hastalik siddet degeri belirlenmistir. Kiiltiir filtratlarinin etkisi Abbott formiiliine gore

hesaplanmustir.

2.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Misel gelisimindeki engelleme oranlar1 ile saksi denemelerindeki hastalik siddeti
degerleri Abbott formiilii kullanilarak antagonist izolatlara ait etkiler hesaplanmistir.
Antagonist izolatlara ait etkilerin karsilastirilmasinda SPSS programi (SPSS 17.0
commercial software, SPSS, Inc., Chicago, IL) kullanilarak varyans analizi (tek-faktor
ANOVA) yapilmistir. Ortalamalar %95°lik giiven araliginda Tukey testi kullanilarak

karsilastirilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae etmeninin izolasyonu, tanillanmasi ve

patojenisitesi

Sakarya ilinde marul yetistiriciligi yapilan bolgede iiretici sikayetleri iizerine
gergeklestirilen tarla ziyaretleri esnasinda bazi bitkilerde solgunluk belirtileri
goriilmiistlir. Solgunluk belirtisi gosteren bitkilerin gelisiminin saglikli bitkilerden daha
az oldugu, dis yapraklarin sarardigy, ilk baslarda sararmanin bitkinin bir tarafinda oldugu
ilerleyen donemlerde ise bitkinin tiimiinde goriildiigli belirlenmistir. Sararan yapraklarin
solmaya bagladig1 ve hastaligin ileri donemlerinde bu yapraklarin kurudugu goriilmistiir.
Hasta bitkiler kok ucundan boyuna dogru kesildiginde iletim demetlerinin kok ucundan

itibaren kirmizims1 kahverengi renk aldig1 goriilmiistiir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae etmeninin belirtileri.
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Farkli tarlalardan alinan hastalikli bitki 6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda 11
adet izolat elde edilmistir. Her izolatin tek spor kiiltiirleri yapilarak c¢aligmalarda
kullanilmak iizere buzdolabinda saklanmistir. Izolatlar morfolojik tanilamada kullanilan
bir 6zellik olan PDA besi ortaminda beyaz havai gelisen koloni olusturmustur. Fungus
kiiltiirii yaslandik¢a bazi izolatlarda koloni renginin merkezden baglamak {izere mor renge
baz1 izolatlarda ise krem renginden pembeye donmeye basladigi goriilmiistir. Cogu
makrokonidiosporun li¢ veya dort bolmeli oldugu belirlenmistir. Kiiltiir yaslandikca
klamidiosporlarin u¢ veya orta kisimlarda tek tek veya ciftler halinde olustugu
saptanmistir. Yapilan l¢iimler sonucunda mikrokonidiosporlarin ortalama 7.34 x 3.23
um, makrokonidiosporlarin ortalama 24.32 x 3.88um ve klamidiosporlarin ortalama 8.37
um oldugu belirlenmistir.

[zolasyon sonucunda elde edilen izolatlarin patojen olup olmadigim belirlemek amaciyla
patojenisite testi yapilmistir. Patojenisite testi sonucunda 11 izolattan 10 adedinin patojen
oldugu ve bu izolatlarin meydana getirmis oldugu hastalik siddetinin farkli oranlarda
oldugu belirlenmistir. Degerlendirme sonucunda 3 ve 5 nolu izolatlarin hastalik siddetinin
%100 oldugu belirlenmistir. Diger izolatlarin hastalik siddeti degerlerinin ise %39.29 ile
%92.86 arasinda degistigi saptanmistir (Sekil 3.2.). Patojenisite testi sonucunda

izolatlarin hastalik siddeti degerlerinin yiiksek oldugu goriismiistiir.
120,00

o
3 4 5 7 8

“Farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir
(P>0.05).
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Sekil 3.2. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae izolatlarinin patojenisite testi sonrasi

hastalik siddeti degerleri.

22



Patojenisite testi sonuglarina gore hastalik siddeti degeri %100 olan izolatlardan biri olan
5 nolu izolat ileri denemelerde kullanilmak {izere secilmistir. Seg¢ilen bu izolatin
molekiiler tanilamas1 yapilmistir. PCR iselmi sonrasi elde edilen ilgili gen bolgesine ait
izolasyonu sonucu dizi NCBI veri bankasindaki dizilerle karsilastirildiginda 5 nolu
izolatin erisim numarast MK059958.1 olan F. oxysporum f.sp. lactucae izolat1 ile %100
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Denemede kullanilan 5 nolu izolat i¢in NCBI veri

bankasi tarafindan OM 144472 erisim numarasi verilmistir.

3.1.2. Metarhizium anisopliae izolatlarinin molekiiler tanilamasi

Onceki ¢aligmalarda sadece morfolojik tanilamasi yapilan bazi M. anisopliae izolatlarinin
(YK35, YK36, YK43 ve YK45) molekiiler yontem tanilamalari da yapilarak bu
izolatlarin tiir dogrulamalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda YK35, YK36 ve
YK43 NCBI veri bankasinda daha 6nce kaydi yapilmis ve MH104861.1 kayit numarasi
verilmis M. anisopliae izolat1 ile %100 benzerlik gostermistir. YK45 izolati ise ayn1 izolat
ile %99.5 oraninda benzerlik gostermistir. NCBI veri bankasina YK35 nolu izolat
OM200357, YK36 nolu izolat OM200358, YK43 nolu izolat OM200356 ve YK45 nolu
izolat ise MZ781315 kayit numalar1 ile kaydedilmistir. Izolatlarimiz NCBI veri
bankasinda bulunan diger M. anisopliae izolatlar1 ile karsilastirilarak flogenetik analizlari

yapilmistir (Sekil 3.3.).

Metarhizium anisopliae isolate YK35 4
Metarhizium anisopliae isolate MaEM1
Metarhizium anisopliae isolate MaEC3
Metarhizium anisopliaeisolate YK36 4
Metarhizium anisopliae isolate MaET3
Metarhizium anisopliae isolate MaEMR1a
922 | Metarhizium anisopliae isolate B1

g2%, | Metarhizium anisopliae isolate YK38
a0, [ | Metarhizium sp. isolate X144
Metarhizium anisopliae isolate GFI 101
Metarhizium anisopliae isolate C1

92%

92%

92%

Metarhizium anisopliae isolate YK41
Metarhizium sp. isolate W11LA

Metarhizium robertsii isolate ArMz1R
Metarhizium robertsii strain A98

Metarhizium anisopliae isolate CNXJ3
Metarhizium anisopliae isolate NLVWN
Metarhizium anisopliae isolate Q2

Metarhizium anisopliae strain LRC 207
Metarhizium pinghaense strain 4342

Metarhizium pinghaense strain ARSEF 2162

92%

| Metarhizium anisopliae isolate YK43 +
75% ———  Metarhizium anisopliae isolate YK45 <4

—_

0.0oa

Sekil 3.3. M. anisopliae izolatlarinin flogenetik agaci.
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3.1.3. ikili karsilastirma denemesi

Metarhizium anisopliae izolatlarinin antifungal etkileri ikili karsilastirma yontemine gore
belirlenmistir (Sekil 3.4.). Calisma sonucunda kontrol grubuna ait petrilerde F.
oxysporum f.sp. lactucae etmenine ait misel gelisiminin ortalama 53.14 mm oldugu
saptanmistir. YK33 izolat1 F. oxysporum f.sp. lactucae etmeninin misel gelismesini en
cok engelleyen izolat olmustur. ikili karsilastirma yontemine gére YK33 izolat: bulunan
petride F. oxysporum f. sp. lactucae etmeninin misel gelismesi ortalama 21.02 mm
olmustur. Kontrol grubuna ait petrilerdeki F. oxysporum f. sp. lactucae etmeninin misel
gelismesine en yakin gelisme gosteren ancak aralarinda istatistiksel agidan fark

bulunanYK40 izolatinin bulundugu petride misel gelisimi ortalama 31.52 mm olmustur

(Cizelge 3.1.).

Sekil 3.4. ikili karsilastirma ydnteminde Fusarium oxysporum f. sp. lactucae etmeninin

misel gelismesi.

Ikili karsilastirma petrilerinde F. oxysporum f.sp. lactucae etmeninin miselleri mikroskop
altinda incelendiginde engelleme bolgesinde misel uglarinin deforme oldugu goriilmiistiir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ikili karsilastirma ydnteminde Fusarium oxysporum f. sp. lactucae etmeninin

engelleme bolgesindeki miselleri.

Cizelge 3.1. Metarhizium anisopliae 1zolatlar1 uygulanmis besi ortaminda Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae etmeninin ortalama misel gelisimi.

Misel gelisimi (mm)
Izolatno | 1.Tekerriir | 2.Tekerriir | 3.Tekerriir | 4.Tekerriir | 5.Tekerriir | Ortalama+Standart hata
YK33 20.3 19.6 22.1 20.7 22.4 21.02+0.61g*
YK45 28.9 26.3 26.6 28.4 28.9 27.82+0.67f
YK43 24.6 29.9 30.3 30.7 25.8 28.26+1.27¢ef
YK36 29.6 254 28.3 29.3 29.4 28.4+.090def
YK42 28.9 32.7 26.3 27.8 29.7 29.08 £0.97cdef
YK34 27.3 324 29.4 28.4 29.3 29.36+0.74cdef
YK31 30.9 29.3 30.2 27.2 29.9 29.540.59cdef
YK37 332 30.6 28.4 29 28.3 29.9+0.89bcde
YK35 29.7 30.8 29.3 29.8 31.3 30.18+0.35bcde
YK41 30.4 29.4 30.2 314 29.6 30.240.47bcde
YK38 29.6 30.3 323 29.1 30.2 30.3+0.52bcd
YK39 31.2 314 323 29.7 30 30.92+0.42bc
YK44 30.8 33.1 31.1 29.9 30.2 31.02+0.43bc
YK40 31.7 333 31.1 30.4 31.1 31.52+0.36b
Kontrol 53.1 533 52.5 53.6 53.2 53.14+0.24a

*Aym siitunda farkli kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05).

Misel gelisimlerinin degerlendirmesi sonucunda elde edilen veriler Abbott formiili ile
doniistiiriilerek M. anisopliae izolatlarinin yiizde etkileri belirlenmistir. Fusarium

oxysporum f.sp. lactucae etmeninin misel gelismesini en fazla engelleyen %60.44 etki ile
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YK33 izolati olmustur. Ortalama etkilerin %47.65 ile %40.68 arasinda degistigi
goriilmiistiir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Fusarium oxysporum f. sp. lactucae etmeninin misel gelisimi {izerine
Metarhizium anisopliae izolatlarinin etkileri.

Etki (%)

izolatno | 1.Tekerriir | 2.Tekerriir | 3.Tekerriir | 4.Tekerriir | 5.Tekerriir | Ortalama+Standart hata
YK33 61.77 63.23 57.90 61.38 57.89 60.44+1.13a*
YK45 45.57 50.66 49.33 47.01 45.68 47.65+1.28b
YK43 53.67 43.90 42.29 42.72 51.50 46.82+2.39bc
YK36 44.26 52.35 46.10 45.34 44.74 46.55+1.71bc
YK42 45.57 38.65 49.90 48.13 44.17 45.29+1.84bcd
YK34 48.59 39.21 44.00 47.01 44.92 44.7541.39bcd
YK31 41.81 45.03 42.48 49.25 43.80 44.47+1.09bcde
YK37 37.48 42.59 45.90 45.90 46.80 43.73+1.68cde
YK35 44.07 42.21 44.19 44.40 41.17 43.214+0.67cde
YK41 42.75 44.84 42.48 41.42 44.36 43.17+0.89cde
YK38 44.26 43.15 38.48 45.71 43.23 42.97+0.98cde
YK39 41.24 41.09 38.48 44.59 43.61 41.80+0.77de
YK44 42.00 37.90 40.76 44.22 43.23 41.62+0.79de
YK40 40.30 37.52 40.76 43.28 41.54 40.68+0.66¢

*Aym siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05).

Ikili karsilastirma denemelerinde M. anisopliae izolatlar1 ile Fusarium oxysporum f. sp.
lactucae etmeni arasinda olusan engelleme bdolgesi genisligi izolatlara gore farkli
biiytikliiklerde olugmustur (Sekil 3.6.). En diisiik engelleme bolgesi 1.88 mm ile YK40
izolatinda goriiliirken en genis engelleme bolgesi 15.12 mm ile YK33 izolatinda elde

edilmistir.
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Sekil 3.6. Metarhizium anisopliae izolatlarinin olusturmus oldugu ortalama engelleme
bolgesi genisligi. * Ayni siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda
istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar bulunmaktadir (P > 0.05).

3.1.4. Kiiltiir filtrat1 denemesi

Metarhizium anisopliae izolatlarimin kiiltiir filtratlant F. oxysporum f. sp. lactucae
etmenine karst %5, %10 ve %20 konsantrasyonlarda kullanilmistir. Sonuglar
incelendiginde genelde kiiltiir filtratinin konsantrasyonu arttikca F. oxysporum f.sp.
lactucae etmeninin misel gelisiminin azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 3.7.) (Cizelge 3.3.).
Kontrol grubuna ait petrilerde 55.73 mm ¢apinda gelisme goriilmiisken YK34 izolatina
ait kiiltiir filtratinim1 %20 konsantrasyonunda F. oxysporum f.sp. lactucae etmeninde
15.53 mm gelisme olmustur. Kontrolden sonra F. oxysporum f.sp. lactucae etmenin en
fazla misel gelisimi 49.45 mm ile YK 41 izolatina ait kiiltiir filtratinin bulundugu %20

konsantrasyonda gerceklesmistir.
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Kontrol

Sekil 3.7. Metarhizium anisopliae kiiltiir filtratlarinin etkisi.

Cizelge 3.3. Metarhizium anisopliae kiiltiir filtratinin farkli dozlarinda Fusarium
oxysporum ft. sp. lactucae etmeninin ortalama misel gelisimi.

Dozlar
%S5 %10 %20
Izolat no Etki+Standart hata Etki+Standart hata Etki+Standart hata
YK34 22.85+0.971* 17.77+1.02* 15.53+0.57g*
YK31 32.35+0.51h 30.57+0.491 23.98+0.40f
YK35 52.96+0.89bc 48.09+1.68d 30.23+1.49¢
YK43 38.40+1.73f 31.91+0.51h1 30.52+0.40¢
YK36 36.75+0.901g 34.20+0.50gh 31.24+041e
YK33 36.04+0.33¢g 34.82+0.70g 33.10+0.53¢
YK40 42.70+0.99¢ 39.36+0.93f 37.30+0.71d
YK44 47.71£1.19d 44.44+0.68¢ 38.27+0.89d
YK37 51.13+£0.72¢ 47.41+1.46d 45.48+1.17¢
YK39 53.98+0.35ab 50.63+0.71bc 47.22+1.10bc
YK42 52.73+0.65bc 48.34+1.12¢cd 48.09+1.31bc
YK45 53.58+0.41ab 52.33+0.32b 48.73+£1.01b
YK38 53.66+0.21ab 51.51+£0.33b 49.41+1.15b
YK41 54.16+0.28ab 51.37+0.73b 49.45+1.97b
Kontrol 55.73+0.19a 55.73+0.22a 55.73+0.26a

*Aym siitunda farkli kiigiik harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar

bulunmaktadir (P > 0.05).

Kiiltiir filtratlar1 bulunan petrilerde F. oxysporum f.sp. lactucae etmenin misel dl¢timleri
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abbott formiiliine uygulanarak kiiltiir filtratlarinin yiizde etki degerleri elde edilmistir.
Metarhizium anisopliae izolatlarina ait kiiltiir filtratlarinin hepsinde en yiiksek etki
izolatlarin %20’lik konsantrasyonlarinda elde edilmistir (Cizelge 3.4.). En yiiksek etki
%20 konsantrasyonda %72.13 ile YK34 nolu izolata ait kiiltiir filtratinda elde edilmistir.
En diisiik etki ise yine ayni konsantrasyonda YK41 nolu izolata ait kiiltiir filtratinda

(%11.27) gergeklesmistir.

Cizelge 3.4. Fusarium oxysporum f.sp. lactucae etmeninin misel gelisimi {izerine
Metarhizium anisopliae izolatlarina ait kiiltiir filtratlarinin etkileri (%)

Dozlar
%5 %10 %20
izolat no Etki+Standart hata Etki+Standart hata Etki+Standart hata
YK34 59.00+1.72a* 68.11+1.82a* 72.13£1.01a*
YK31 41.96+0.92b 45.15+0.88b 56.98+0.71b
YK35 4.97+1.591g 13.72+3.00gh 45.77+2.66¢
YK43 31.10+£3.09¢ 42.74+0.91bc 45.24+0.71c
YK36 34.07+1.64c¢ 38.63+0.90cd 43.95+0.74c
YK33 35.33+0.62¢ 37.52+1.26d 40.61+0.96¢
YK40 23.38+1.77d 29.38+1.65¢ 33.08+1.27d
YK44 14.4042.17¢ 20.26+1.22f 31.33+1.58d
YK37 8.26+1.29f 14.94+2.63¢g 18.40+2.09¢
YK39 3.144+0.65g 9.16+1.27h1 15.27+2.00ef
YK42 5.40+1.16fg 13.26+2.00gh 13.72+2.37ef
YK45 3.86+0.72¢ 6.11+0.571 12.57+1.79f
YK38 3.72+0.39g 7.58+0.591 11.34+2.08f
YK41 2.82+0.40g 7.83+1.331 11.2743.53F

*Aym siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05).

3.1.5. Fide denemesi

Saks1 denemelerinde M. anisopliae izolatlarinin hem spor siispansiyonlari hem de kiiltiir
filtratlar1 kullanilmistir. /n vitro deneme sonuglarma gore segilen sekiz izolat ile
denemeler yiiriitiilmiistiir. Spor siispansiyonun kullanildigi denemede 0-4 skalasina gore
kontrol grubuna ait saksilarda hastalik siddeti %85 olarak belirlenmistir. En diistiik
hastalik siddeti ise %30 ile YK33 ve YK43 izolatlarinda saptanmistir. Abbott formiiliine
gore belirlenen etkilere bakildiginda YK33 ve YK43 nolu izolatlarin %65 ile en yiiksek
etki gdsteren izolatlar olduklar belirlenmistir (Sekil 3.8.). En diisiik etki ise %28.33 ile
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YKA42 nolu izolatta goriilmiistiir (Cizelge 3.5.).

Sekil 3.8. Spor siispansiyonu saksi denemesi.

Cizelge 3.5. In vivo kosullarda Metarhizium anisopliae izolatlarmin Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae etmeni iizerine etkileri.

Ortalama Hastalik siddeti (%) + Ortalama Etki (%) +

Izolat no Standart hata Standart hata
YK33 30+3.40e* 65.00+4.34a*
YK43 30+3.40e 65.00+4.34a
YK34 35+3.96de 60.00+5.69ab
YK45 35+6.60de 58.33+6.67ab
YK36 45+3.96¢cd 48.33+5.08abc
YK31 45+4.61cd 46.67+5.93bc
YK35 55+6.27bc 35.00+7.87cd
YK42 60+3.97b 28.33+5.08d
Kontrol 85+3.98a

*Ayni siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan &nemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05).

Kiltiir filtratlar1 kullanilarak yapilan saksi denemelerinde ise kontrol grubuna ait
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saksilarda hastalik siddeti %78.13 olarak belirlenmistir. Metarhizium anisopliae
izolatlarinda ise hastalik siddetinin %25 ile %46.88 arasinda degistigi goriilmiistiir. En
diisiik hastalik siddeti YK43 nolu izolatta %25 olarak belirlenmistir. Abbott formiilii ile
belirlenen etki degerlerine gore en yiiksek etkinin %67.62 ile YK43 nolu izolata ait
oldugu goriilmektedir. En diisiik hastalik siddeti ise %39.52 ile YK35 izolatinda

belirlenmistir (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. in vivo kosullarda Metarhizium anisopliae izolatlarna ait kiiltiir
flitratlarinin Fusarium oxysporum f.sp. lactucae etmeni lizerine etkileri.

Ortalama Hastalik siddeti (%) =+ Ortalama Etki (%) +

Izolat no Standart hata ,Standart hata
YK43 25.00£7.15¢* 67.62+8.73a*
YK45 28.13+9.01bc 65.83+11.76ab
YK36 28.13+2.97bc 63.81+4.30ab
YK42 28.13+4.82bc 63.21+5.60ab
YK34 28.13+4.82bc 63.21+5.60ab
YK31 37.50+5.29bc 53.33+7.82ab
YK33 37.50+8.28bc 51.31+9.86ab
YK35 46.88+9.78b 39.52+13.31b
KONTROL 78.13+£5.11a

*Ayni siitunda farkl kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan &nemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05).

3.2. TARTISMA

Fusarium oxysporum f.sp. lactucae etmeninin ilk tespitinin yapildigi 1955 yilindan
glinlimiize kadar hem yayginligi hem de meydana getirmis oldugu zarar giderek armistir.
Yapilan calismalar sonucunda etmenin Japonya, Amerika Birlesik Devletleri, Iran,
Tayvan, Brezilya, italya, Kore, Arjantin, Portekiz, Belgika, Fransa, Ingiltere ve Irlanda
gibi lilkelerde varlig belirlenmistir (Hubbard ve Gerik, 1993; Gordon ve Koike, 2015;
Gilardi vd., 2017a; Claerbout vd., 2018; Taylor, Jackson ve Clarkson, 2019).

Ulkemizde marul yetistiriciligi hem agik alanda hem de 6rtii altinda yapilabilmektedir.
Islah edilen yeni c¢esitler nedeniyle bazi boélgelerimizde tiim yi1l boyunca marul

yetistiriciligi yapilabilmektedir. Son yillarda marul yetistiriciligi yapilan bazi bolgelerde
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F. oxysporum f.sp. lactucae etmeninin neden oldugu solgunluk belirtileri goriilmeye
baslamistir. Bu belirtiler diger bitkilerde meydana gelen solgunluk belirtilerine
benzemekle beraber ozellikle marul bitkisinin bir kismidaki gelisimin yavaslamasi
nedeniyle bitkide asimetrik bir gelisim ortaya ¢ikmaktadir. Hasta bitkilerde 6zellikle dis
yapraklar sararmakta ve solmaktadir. Hastalanan bitkilerin kokleri kok ucundan kok
bogazina dogru kesildiginde iletim demetlerinin kok ucundan baglamak tizere kirmizimst
kahverengi renk aldigi gorilmiistiir. Diger {ilkelerde yapilan caligmalarda da marul
tarlalarinda benzer belirtilerin goriildiigi ifade edilmektedir (Garibaldi, Gilardi ve

Gullino, 2002)

Caligmamizda marul tarlalarinda solgunluk belirtisi gosteren bitkiler alinarak
laboratuvarda izolasyon yapilmis ve 11 adet F. oxysporum f.sp. lactucae izolat1 elde
edilmistir. izolasyonu yapilan bu F. oxysporum f.sp. lactucae izolatlar1 PDA besiyerinde
gelistirildiginde bazi izolatlarin kolonilerinin yaslandik¢a rengi mora bazilarinin ise
pembemsi renge doniistiigii belirlenmistir. Bu durum F. oxysporum etmenlerinde genelde
karsilagilan bir olgudur. F. oxysporum f.sp. lactucae etmeni ile yapilan ¢calismalarda da
baz1 izolatlarin koloni rengi yaslandik¢ca mor renge bazi izolatlarinda pembemsi renge
dontistiigli goriilmiistiir (Taylor, Jackson ve Clarkson, 2019; Herrero, Nagy ve Solheim,
2021) Etmen besi ortaminda gelistirildiginde mikrokonidiospor, makrokonidiospor ve
klamidiospor olusturabilmektdir. Makrokonidiosporlar1 genel olarak {i¢ veya dort bélmeli
olabilmektedir (Hubbard ve Gerik, 1993). Yapilan bir calismada Fus1.01 ve Fus1.02
olmak iizere iki farkl izolata ait sporlarin biiytikliikleri sirasiyla mikrokonidiosporlarda
ortalama 6.98 x 3.32 um ile 8.42 x 3.61 pum, makrokonidiosporlarda ortalama 27.27 x
3.84 umile 22.58 x 3.98 um, klamidiosporlarda ise ortalama 8.55 um ile 8.25 um olarak
belirlenmistir (Claerbout vd., 2018). Etmenin morfolojisine ait bu genel 6zellikler yapmis
oldugumuz calismada da belirlenmistir. Yapmis oldugumuz o6l¢iimler sonucunda
mikrokonidiosporlarin ortalama 7.34 x 3.23 um, makrokonidiosporlarin ortalama 24.32
x 3.88um ve klamidiosporlarin ortalama 8.37 pum oldugu belirlenmistir. Spor

bliytikliikleri dikkate alindiginda diger calismalar ile benzerlik gostermektedir.

Genellikle Fusarium oxysporum funguslarimin molekiiler teshislerinde TEFI1-a gen
bolgesinden yararlanilmaktadir. TEF1-o gen bolgesi Fusarium oxysporum igerisinde yer
alan alt tiirleri flogenetik olarak ayirt etmede giivenilir sonuglar vermektedir (O'Donnell,
Kistler, Cigelnik ve Ploetz, 1998; Castano, Scherm ve Aviles, 2014) Calismamizda
TEF1-a gen bolgesinin EF-1 ve EF-2 primerleri ile ¢ogaltilmasi sonucunda 711bp
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biiytlikliigiinde gen dizilisi elde edilmistir. Bu gen dizilisinin NCBI veri bankasinda daha
once tanilamasi yapilmis izolatlar ile benzerlik gdsterdigi ortaya konmustur. Bu sonug
morfolojik olarak F. oxysporum {f.sp. lactucae oldugunu belirledigimiz izolati

dogrulamustir.

Calisma esnasinda izole etmis oldugumuz izolatlarin biri disinda digerlerinin
viriilensliklerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Patojenisite denemelerinde izolatlarin
hastalik siddeti degerleri %39.29 ile %100 arasinda degismistir. Japonya’da yapilan bir
caligmada alt1 farkli F. oxysporum f.sp. lactucae izolatinin farkli marul ¢esitlerinde
meydana getirmis oldugu hastalik indeksi 0-4 skalasi kullanilarak belirlenmistir. izolatlar
cesitler karsisinda farkli hastalik indexs degerleri olusturmustur. Yapilan caligma
sonucunda izolatlar 3 farkli patojenik grupta toplanmistir (Yamauchi, Horiuchi ve Satou,

2001).

Entomopatojen funguslar genelde tarim alanlarinda zarar olusturan bdceklerle
miicadelede kullanilmaktadir. Ancak Alternaria porri (Gothandapani vd., 2015),
Rhizoctonia solani (Nair, Simon ve Lal, 2021) gibi baz1 fungal patojenlere karsi
antagonistik etkilerinin oldugu da belirlenmistir. Calismamizda F. oxysporum f. sp.
lactucae etmenine karst Metarhizium anisopliae’nin antagonistik etkisi in vitro
kosullarda ikili karsilastirma yontemi ve kiiltiir filtrat1 olmak tizere iki farkli metot ile
belirlenmistir. Ikili karsilastirma ydnteminde F. oxysporum f.sp. lactucae etmenine kars1
en yliksek etkiyi %60.44 ile YK33 izolat1 elde etmistir. Bu yontemde patojen ile
antagonist arasindaki engelleme bolgesi YK33 izolatinda 15.12 mm olarak belirlenmistir.
Onemli bitki patojenlerinden biri olan Rhizoctonia solani’ye karst Metarhizium
anisopliae’nin etkisi ikili karsilastirma yontemine gore denenmistir. Deneme sonucunda
Rhizoctonia solani’nin misel gelismesi %60 oraninda engellenmistir (Nair, Simon ve Lal,
2021). Ikili karsilastirma yontemi kullanilarak yiiriitiilen bir calismada Botrytis cinerea
etmenine karst Metarhizium anisopliae’nin  antifungal etkisi arastirlmistir.
Degerlendirmeler sonucunda Botrytis cinerea etmeninin misel gelisiminin %43.9
oraninda engellendigi belirlenmistir. Ayrica bu yontemde patojen ile antagonist arasinda
olusan engelleme bdlgesi de Olgiilmiis ve bu bolgenin 6.3 mm oldugu saptanmistir
(Sarven vd., 2020). Kore’de yiriitilen bir c¢alismada aralarinda Metarhizium
anisopliae’ninda bulundugu bazi emtomopatojen funguslarin etkileri Myzus persicae
zararlis1 ve Botrytis cinerea etmenine karsi arastirllmistir. Yiiritiilen ikili karsilastirma

yonteminde sadece patojen ve antagonist arasinda olusan engelleme bdlgesi
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degerlendirilmistir. Metarhizium anisopliae 1 mm engelleneme bdlgesi olustururken en
yiiksek engelleme bdlgesini ise 5.2 mm ile Beauveria bassiana SDI15 izolati
olusturmustur (Yun, Kim, Gwak, Shin ve Woo, 2017). Entomopatojen funguslardan biri
olan Metarhizium robertsii’nin Fusairum solani patojenine karsi olan etkisinin
arastirildig1 ¢alismada kullanilan yontemlerden birisi de ikili kargilagtirma yontemidir. Bu
yonteme gore Metarhizium robertsii patojenin misel gelisimini %59.4 oraninda
engellemistir. Patojen ile M. robertsii arasinda ise 5.9 mm engelleme bolgesi olustugu
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalardan da goriildiigli gibi bu yonteme gore entomopatojen
funguslarin etkileri %60 civarinda gergeklesmistir. Bizim caligmamizda da benzer

sonugclar elde edilmistir.

Entomopatojen funguslarin bitki patojenlerine karsi antifungal etkilerinin arastirildigi
diger bir yontemde entomopatojen funguslarin kiltiir filtratlarinin kullanilmasidir.
Calismamizda M. anisopliae izolatlarinin kiiltiir filtratlar1 elde edilmistir. Her bir izolata
ait kiiltiir filtratlart %5, %10 ve %20 konsantrasyonlarda denenmistir. Denemeler
sonucunda konsantrasyonlar arttik¢a kiiltiir filtratlarin etkisinin de arttig1 belirlenmistir.
En yiiksek etki YK34 nolu izolatta elde edilmistir. Bu izolat %5, %10 ve %20
konsantrasyonlarda sirasiyla %59, %68.11 ve %72.13 etki gostermistir. Bugdayda bagak
yanikligina neden olan Fusarium graminearum etmenine kars1 M. anisopliae’nin kiiltiir
flitratinin %1, %S5, %10 ve %20 konsantrasyonlar1 denenmistir. Yapilan degerlendirme
sonucunda %20 konsantrasyonda %81.1 oraninda etki elde edilmistir (Hao vd., 2021).
Botrytis cinerea etmenine karst M. anisopliae’nin kiiltiir filtratinin %1, %2, %5 ve
%10’luk konsantrasyonlarinin etkileri aragtirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda Botrytis
cinerea etmenine karst %10 konsantrasyonunda %86.7 oraninda etki elde edilmistir.
Ayrica kiiltiir filtratinin %5 konsantrasyonunda gelisen Botrytis cinerea kolonilerine ait
miseller mikroskop altinda incelendiginde hiicre i¢i organellerinin biiyiik oranda yikima
ugradigi tespit edilmistir. Ayni1 ¢alismada %10 konsantrasyonundaki kiiltiir flitratinin
Botrytis cinerea etmeninin sklerotlarinin ¢imlenmesi iizerine olan etkileri de
arastirtlmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda sklerot ¢imlenmesinin %63.85

oraninda engellendigi belirlenmistir (Sarven vd., 2020).

In vitro sonuclarma gore secilen sekiz adet M. anisopliae izolatimin hem spor
siispansiyonlar1 hem de kiiltiir filtratlar1 saksi denemelerinde kullanilmistir. Spor
stispansiyonu denemesinde M. anisopliae izolatlarina ait spor siispansiyonlar1 denemeden

iki giin 6nce marul fidelerine uygulanmistir. Deneme sonucunda en yiiksek etki %65 ile
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YK33 ve YK43 nolu M. anisopliae izolatlarinda gorilmiistiir. Metarhizium
anisopliae’ninde igerisinde yer aldig1 entomopatojen funguslar bitkilerde endofit olarak
bulunabilmektedir (Tadych, White ve Moselic, 2009). Bu funguslar bitkilerde hastaliklara
kars1 dayaniklilik mekanizmasini tesvik etmektedir (Jaber ve Ownley, 2018). Bugday
basak yaniklig1 hastaligina karsi yapilan bir ¢aligmada bugday tohumlar1 M. anisopliae
spor siispansiyonu ile kaplanmis ve c¢imlenmesi saglanmistir. Yapilan denemeler
sonucunda M. anisopliae’nin ¢imlenen bugdaylarin hem kok yiizeyinde hem de kok

igerisinde kolonize oldugu belirlenmistir (Hao vd., 2021).

Kiiltiir filtrat1 denemelerinde filtratlar; marul fidelerinin F. oxysporum f.sp. lactucae ile
bulastirilmis toprak bulunan saksilara dikiminden hemen sonra saksi topraklarina
uygulanmistir. Deneme sonrasinda en yiiksek etkiyi %67.62 ile YK43 izolati elde
etmistir. Domates bitkisinin 6nemli patojenlerinden biri olan Botrytis cinerea etmenine
kars1 M. anisopliae izolatina ait kiiltiir filtratinin antifungal etkisinin arastirildigi bir
caligma yiiriitilmiistir. Kiiltlir filtratt koparilmis yaprak testinde %84.24 oraninda etki
gostermistir. Kiltlir filtrati tim bitkiye uygulandiginda hastaligi 6nlemede %72.38
oraninda etkili olmustur. Botrytis cinerea etmeninin domates meyvesinde meydana
getirmis oldugu cliriikliigli 6nlemek amaciyla kiiltiir filtratinin %10°luk konsatrasyonu
kullanilmis ve deneme sonucunda filtratin % 78 oraninda etkili oldugu goriilmiistiir
(Sarven vd., 2020). Fasulye bitkisinde kok ciirtikliigline neden olan Fusarium solani f.sp.
phaseoli patojenine kars1 Metarhizium robertsii’nin kiiltiir filtratlarinin antifungal etkisi
aragtirtlmistir. Calismada yapilan olglimlerde kiiltiir filtratinin patojenin sporlarinin

¢imlenmesini %65 oraninda engelledigi belirlenmistir.

Metarhizium spp. ¢ok sayida metabolit tiretmektedir. Bu metabolitler arasinda destruxins,
swainsonine, serinocyclins ve cytochalasins yer almaktadir (Krasnoff vd., 2007). Ancak
bu metabolitler insektisidal ve fitotoksik etkiye sahiptir. Bitki patojenlerine etkileri heniiz
ortaya konmamistir. Hem yapmis oldugumuz ¢alisma hem de simdiye kadar yapilan
calismalar Metarhizium spp.’lerin F. oxysporum, Botrytis, Alternaria solani gibi bitki

patojenlerine karsi etkili oldugunu ortaya konmustur (Sasan ve Bidochka, 2013).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Marul {iretim alanlarinda ilk goriildiigii 1960’11 yillardan sonra Diinya geneline yayilmaya
baslayan F. oxysporum f. sp. lactucae etmenin neden oldugu marul solgunlugu hastaligi,
bulundugu iiretim alanlarinda ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir. Hastaligin
miicadelesine yonelik yapilan ¢alismalarda dayanikli g¢esit gelistirmek, ekim dikim
tarihlerinin ayarlanmasi gibi kiiltiirel 6nlemler, kimyasal ve biyolojik miicadele konular

uzerinde durulmaktadir.

Calismamizda daha ¢ok zararlilara karsi kullanilan entomopatojen fungus Metarhizium
anisopliae’nin  F. oxysporum f.sp. lactucae etmenine kars1 antifungal etkileri

arastirilmistir. Yiiriitiilen ¢calismalar sonucunda;

In vitro kosullarda ikili karsilastirma ydntemine gore patojenin misel gelisimini
engellemede en yiiksek etki YK 33 nolu izolatta %60.44 olarak belirlenmistir. Bu
yontemde Metarhizium anisopliae ile temas eden patojene ait misellerinin biiylime

noktalarinda deformasyonlar goriilmiistiir.

Kiiltiir filtratinin kullanildig1 in vitro denemelerinde en etkili izolatin patojenin misel

gelisimini %72.13 oraninda engeleyen YK34 izolat1 oldugu saptanmuistir.

Saks1 denmelerinde ise Metarhizium anisopliae’nin spor silispansiyonu kullanildigt
uygulamada en iyi sonu¢ %65 ile YK33 ve YK43 izolatlarinin kullanildig: saksilarda
belirlenmistir. Kiiltiir filtratinin kullanildig1 denemede ise en iyi sonug %67.62 ile YK 43

nolu izolatta elde edilmistir.

Toprak kokenli bir patojene kars1 hem in vitro hem de in vivo denemeleri sonucunda elde
edilen bu veriler umut vericidir. Bu tiir antagonist mikroorganizmalar 6zellikle entegre
miicadele kapsaminda diger miicadele yontemleri ile kombine edilerek
kullanilabilmektedir. Bu grup mikroorganizmalar bitki koklerinde endofitik olarak
bulunabilmektedir. Bitkilerde gelisimi ve dayaniklilig1 tesvik edebilmektedirler. Ayni
zamanda salgilamis olduklar1 sekonder metabolitlerin bazilar1 da antifungal etkiye

sahiptir.

Entomopatojen funguslarin boceklere karsi kullanimi bilinmektedir. Bu 6zelliklerine

ilave olarak fungal patojenlere karsida umutvar olmalar1 onlar1 biyolojik miicadele
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kapsaminda énemli bir noktaya getirmektedir. ileride yapilacak olan galismalarda bu
durumda g6z Oniine alinarak ayni anda hem zararalilara hem de hastaliklara kars
kullanim olanaklar1 arastirilmalidir. Diger arastirilmasi gereken Onemli bir konu da
salgilamis olduklart metabolitlerdir. Bu metabolitlerin neler oldugu, hangi kosullarda
maksimum salgilandig1 ve hem zararlilara hem de hastaliklara karsi etkilerinin neler

oldugu arastirilmalidir.
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