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OZET

DOMATESTE ERKEN YAPRAK YANIKLIGI HASTALIGINA NEDEN
OLAN ALTERNARIA SPP. NE KARSI BIYOLOJiK MUCADELE
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Hadier ALHASHIMI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii

Bitki Koruma Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, May1s/2023
Danigsman: Prof. Dr. Berna TUNALLI

Alternaria solani, tiim diinyada domates ekim alanlarinda goriilen ve tiretimde
onemli kayiplara neden olan erken yaniklik hastaligina neden olan bir etmendir. Bu
patojen, bitki gelisiminin her asamasinda hastaliga neden olur ve bitkinin hemen
hemen her boliimiinii etkiler. Bu patojeni kontrol etmenin en etkili yolu fungisitlerin
kullanilmasidir. Bununla birlikte, erken yanikligi kontrol etmek icin sik
kullanimlarindan dolay1 iki ana fungisit grubuna, Qol'lere ve SDHI'lara kars1 artan
bir direng gelisimi olmustur. Bu nedenle ¢alismamizda bazi Chaetomium spp.,
Trichoderma spp. ve biyolojik miicadelede kullanilan non- patojenik Fusarium
oxysporum ele almmustir. Oncelikle Samsun ili ve ilgelerinden toplanan 30 adet
Alternaria izolati patojenite testine tabi tutulmustur. Patojenik oldugu belirlenen 4
izolatin, biyolojik miicadelede kullanilma potansiyelleri in-vitro denemelerde
incelenmistir. On numarali Alternaria izolatini, en yiiksek engelleme orani %79,5 ile
Trichoderma izolatlar1 37 ve 39 ile elde edilmistir. Oniki numarali Alternaria sp.
izolatinda, Chaetomium izolatlar1 26, 28 ve 27, sirasiyla %56,6, %52,5 ve %51,6 ile
en yiiksek engellemeyi gostermistir. En yiiksek patojeniteye sahip iki Alternaria spp.
izolat1 ve dual testte en etkili bulunan izolatlar alinarak biyolojik kontrol potansiyeli
acisindan hassas bir domates cesidi ile saks1 denemeleri gergeklestirilmis ve dual
testten elde edilen sonuglarla benzer sonuglar elde edilmistir. Izolatlardan
Chaetomium sp., Trichoderma sp. ve T. hamatum, Alternaria spp.'ye kars1 biyolojik
miicadele ajani olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Chaetomium, Trichoderma
ve Alternaria izolatlarmin tiirlerinin molekiiler olarak teshis edilmesi ve arazi
kosullarinda ileri ¢aligmalarin yapilmasinin uygun olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Alternaria solani, Dual-test, Patojenisite, Antagonist fungus



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE POSSIBILITIES OF BIOLOGICAL CONTROL
AGAINST ALTERNARIA SPP, CAUSED BY EARLY LEAF BLIGHT DISEASE
IN TOMATO.

Hadier ALHASHIMI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Plant Pathology
Master, May/2023
Supervisor: Prof. Dr. Berna TUNALLI

Alternaria solani is the cause of early blight disease, which is seen in tomato
cultivation areas all over the world and causes significant losses in production. This
pathogen causes disease at every stage of plant development and affects almost every
part of the plant. The most effective way to control this pathogen is the use of
fungicides. However, there has been an increased development of resistance to the
two main groups of fungicides, Qols and SDHIs, due to their frequent use to control
early blight. Therefore, in our study, some Chaetomium spp., Trichoderma spp. and
nonpathogenic Fusarium oxysporum in biological control were investigated. First of
all, 30 Alternaria isolates collected from Samsun province and its districts were
subjected to pathogenicity test. Four isolates that were determined to be pathogenic
were examined in in-vitro trials in terms of their potential to be used in biological
control. The highest inhibition rate in isolate number 10 of Alternaria sp. was
achieved by Trichoderma isolates 37 and 39 with 79.5%. Against Alternaria sp.
isolate number 12, Chaetomium isolates 26, 28 and 27 showed the highest inhibition
at 56.6%, 52.5% and 51.6%, respectively. By taking the two different Alternaria spp.
isolates with the highest pathogenicity and the isolates found most effective in the
dual-test, pot trials were conducted with a sensitive tomato variety H2274 cv for
biological control potential and similar results were obtained with the results
obtained from the dual test. It has been concluded that isolate of Chaetomium sp.,
Trichoderma sp. and T. hamatum has the potential to be used as a biological control
agent against Alternaria spp. in tomatoes. It is thought that it would be appropriate to
conduct further studies under field conditions and to molecularly identification study
the species of Alternaria, Chaetomium and Trichoderma isolates.

Keywords: Alternaria solani, Dual-test, Pathogenicity, Antagonist fungi
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1. GIRIS

Diinya ¢apinda insanlar tarafindan tiiketimi en fazla olan ve ekonomik anlamda

da 6nemli li¢ sebzeden biri olan domates (Solanum lycopersicum);

Alem: Plantae

Boliim: Tracheophytes

Takim: Solanales

Familya: Solanaceae

Cins: Solanum igerisinde yer alir.

Vitamin yoniinden zengin olan domates, besleyici ve lezzetli olmasi nedeniyle
diinyanin ¢ogu iilkesinde en fazla iiretimi yapilan sebzeler arasindadir (Ozbahge ve
Padem, 2007). Igerisinde ¢esitli vitamin ve besin maddesi bulunduran domates
bitkisi, insan beslenmesinde onemli bir yere sahip olmasinin yani sira hastaliklara
kars1 da koruyucu ozelliklere sahiptir. Raiola et al., (2014), meyvelerinde bulunan
likopen maddesinin anti-oksidatif ve anti-kanser O6zelliklerinden dolayr saglik
yoniinden 6nemli oldugunu tespit etmislerdir. Genel olarak kullanim alanlar taze,
kurutulmus ve 1s1l islem gormiis tiriinler (konserve, sos, sal¢a, ketgap vb.) seklinde
olmaktadir.

Diinya domates tiretim 2020 yili verilerine gore; Cin Halk Cumbhuriyeti
yaklasik 61 milyon ton iiretim ile diinyanin en biiyiikk domates iireticisi iken, bu
siralamay1 Hindistan, Amerika Birlesik Devletlerinden sonra ve yaklasik 13 milyon
ton iiretim ile Tiirkiye 4. sirada takip etmektedir (FAO, 2020). Ulkemizde toplam
sebze tiretimi 31.6 milyon ton olmaktadir. Bu degerin 13.144.296 tonunu ise domates
olusturmaktadir (TUIK, 2021). Tiirkiye’de en fazla iiretimi yapilan bélgeler sirasiyla
Akdeniz, Ege ve Marmara bolgeleridir (Tablo 1.1).



Tablo 1.1. Tiirkiye’de yillara gore domates liretim, tiiketim, ihracat ve ithalati

2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18

Uretim 11.820* 11.850 12.615 12.600 12.750
Tiiketim 9.142 9.285 9.340 9.284 9.443
[thalat 11,3 9,7 10,9 10,4 11,2
Thracat 1.259 1.127 1.195 1.246 1.205

Kisi Basina Tiikketim 119,2 119,5 118,6 116,3 116,9
(k)
Kaynak: TUIK (.2020) *Tiirkiye Domates Verileri (bin ton)

Domates agir killi ve kumlu topraklar dahil biitiin toprak tiplerinde
yetistirilmektedir. Uretim pay1 biiyiik olan domateste verim ve kaliteyi etkileyen
abiyotik faktorlerin disinda ¢ok sayida bakteriye, fitoplazma, viriis ve fungus biotik
faktorler i¢inde yer almaktadir. Bu fitopatolojik sorunlarin baginda fungal patojenler
bulunmaktadir. Ozellikle de Colletotrichum coccodes, Ulocladium atrum, Fusarium
oxysporum, F. solani, Pythium spp., Penicillium spp., Phytophthora parasitica, P.
infestans, Rhizoctonia solani, Phoma destructive, Sclerotinia sclerotiorum,
Verticillium dahliae, V. albo-atrum, Spongospora subterranean, Erysiphe spp.,
Leveillula taurica, Botrytis cinerea, Stemphylium solani, Cladosporium fulvum,
Cercospora spp., Septoria lycopersici, Didymella lycopersici, Alternaria alternata ve
A. solani gibi fungal patojenler domates bitkisini hastalandirarak 6nemli ekonomik
kayiplara sebep olmaktadirlar (Kirbag ve Parlak, 1996; Ozan ve Maden, 2004;
Blancard, 2005; Kirbag ve Turan, 2006; Aybak ve Kaygisiz, 2007).

Alternaria solani ve Alternaria spp. domateste erken yaniklik meydana getiren,
onemli nekrotrofik funguslardir. Bu etmenlerin neden oldugu hastalik, nem ve
yagisin yiiksek oldugu bolgelerde domateste goriilen en yaygin hastaliklarin baginda
yer almaktadirlar (Agrios, 2005). Alternaria cinsi;



Boliim: Ascomycota

Sube: Pezizomycotina,

Sinif: Dothideomycetes

Alt simif: Pleosporomycetidae

Takim: Pleosporales

Familya: Pleosporaceae igerisinde yer alir.

Hastalik uygun kosullar buldugunda yapraklar, yaprak sapi, dal ve meyvelerde
geliserek erken donemde dal ve meyve kurumasina, yaprak dokiimiine yol agarak
%50-86 oraninda verim diisiikliigiine neden olmaktadir (Mathur and Shekhawat,
1986). Hastalikta ilk belirtilerin alt yapraklarda koyu kahverengi lekeler klorotik
bolgeyle ¢evrilmis oval veya koseli 0.3-0.4 cm capinda nekrotik lekeler seklinde
meydana geldigi, belirtilerin alt yapraklardan tist yapraklara dogru ilerledigi,
meyvelerde ise derimsi ve ¢Okmiis kuru ¢iirliklik meydana getirerek yaprak ve

meyvelerin dokiilmesine neden oldugu bildirilmistir (Locke, 1949; Walker, 1952).

Alternaria solani ile kiiltiirel olarak miicadele zor oldugundan, hastaligin
kontroliinde genellikle kimyasal miicadele yapilabilmektedir (Herriot et al., 1986).
Dolayisiyla fungal patojenlerin fungisitlere kars1 dayamiklilik kazanmasi, ¢evre ve
insan saglig1 agisindan olumsuz etkileri olmasi nedeniyle hastaliklarin tarla ve depo
kosullarinda kontrol edilmesi i¢in alternatif miicadele yontemleri lizerinde calismalar
tizerinde durulmaktadir. Biyolojik miicadele alaninda yapilan bir¢cok c¢alisma A.
solani patojeni tizerinde biyolojik kontrol ajanlarinin énemli oldugu belirtilmistir.
Ozellikle de domates yetistirilen alanlarda 6nemli derecede problem olusturan bu
etmene karsi biyolojik miicadele calismalari hem diinya hem de iilkemiz agisindan

biiylik 6nem tagimaktadir.

Yapilan bu ¢alisma ile lilkemizde 6nemli olan bir sebze olan domates bitkisinin
onemli hastaliklar1 arasinda yer alan erken yaprak yanikligi hastaligmma karsi
biyolojik miicadele ajanlar1 Chaetomium spp., Trichoderma spp. ve Fusarium
oxysporum’un etkinliginin belirlenmesi amaglanmigtir. Ayrica bu tez ¢aligmasindan
elde edilecek sonuglarin konu ile ilgili calisan diger arastirmacilara yardimci olmasi

ve karsilagtirma olanagi saglanmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

Ulkemiz ekonomisi i¢in dnemli bir yere sahip olan domates bitkisinin verim ve
kalitesini sinirlayan pek ¢ok faktér bulunmaktadir. Bunlar arasinda domates iiretim
alanlarinda kayiplara neden olan Alternaria spp. topraktaki bitki artiklar1 tizerinde
yasar ve yeni ekilen bitkilere genellikle topraktan bulagir. Belirtiler bitkinin her
evresinde gozlenebilir. Fide doneminde kok ciiriikligi ve kok bogazi yaniklig
yapar. Sonraki donemlerde yaprak, govde ve meyvelerde lekeler gbzlenir. Hastaligin
ilk asamasinda lekeler kiiclik, diizensiz ve kahverengimsidir. Hastalik ilerledik¢e
lekeler i¢ ige gegmis halka seklini alarak 1-2 cm ye kadar biiyiirler ve renkleri koyu
gri bir hal alir. Hastalik siddetli olursa biitiin yapraklar kuruyarak dokiilebilir.
Hastalik kisa zamanda bitkiyi 6ldirdigii icin ekonomik a¢idan ¢ok Onemlidir.

Hastalik i¢in uygun gelisme kosullar1 28-30°C’dir (Kadioglu, 2019).
2.1. Domateste Erken Yamklik Hastahg Uzerine Yapilan Calismalar

Arastiricilar erken yaniklik hastaligini asagidakilerle karakterize etmektedir:
enfekte yapraklarda koyu nekrotik lezyonlarin goriiniimii, genellikle yaprak
damarlar1 ig¢inde sinirli olan ve tipik bir konsantrik merkezli leke seklindedir.
Etkilenen yapraklar da azaltilmis fotosentetik potansiyel ve ciddi enfeksiyonlar
bitkiyi olumsuz yonde etkileyip yaprak dokiimiine ve verim kaybina neden oldugu
bildirilmistir (Johnson and Teng 1990; Rotem 1994; Shtienberg et al.,1996).

Diinyada domates yetistiriciligi yapilan tiim alanlarda erken yaniklik
hastaligina neden olan Alternaria solani énemli derecede iiriin kayiplarina neden
olmaktadir. Boyno et al., (2020) yaptiklar: bir arastirmada, 8 endofit bakteri (EB)’nin
(T2K2, T26Y1, G116S2, T13K1, V17G2, V30Y3, V38K1 ve V40K2) A. solani’nin
neden oldugu erken yaniklik hastaligima ve domatesin morfolojik gelisim
parametrelerine olan etkileri arastirilmistir. Calismanin  ilk asamasinda EB
izolatlarmin in-vivo’da bitki morfolojik gelisimine ve in-vitro’da A. solani’ye karsi
antagonistik etkilerine bakilmistir. Bu ¢alismada basarili bulunan EB izolatlar ile
ikinci asamaya gecilmistir. Bu asamada, segilen EB izolatlarinin A. solani ile
enfekteli bitkilerin gelisim parametreleri ile hastaliga olan etkileri degerlendirilmistir.
EB izolatlarinin hastaligi %11-53 oraninda baskiladigi belirlenmistir. In-vivo
testlerde T13K1, V40K2 ve V30Y3 izolatlar1 hastaliga karsi en etkili izolatlar



olmustur. Ayrica V40K2 izolati, hastaliksiz ve hastalik stresi altinda bitkilerin
gelisimini genel olarak arttirmistir. Bu izolat1 takiben enfektesiz bitkilerde G116S2
izolatinin kok yas agirligimi (0.49 g), enfekteli bitkilerde ise siirglin boyunu (59.17
cm) arttirirken, T13K1 izolat1 ise enfektesiz uygulamalarda siirgiin yas (3.14 g) ve
kuru agirligini (0.34 g) arttirmistir. Enfekteli uygulamalarda negatif kontrole gore EB
izolatlari, bitki gelisimini olumlu etkilerken, pozitif kontrole gore farklilik
gostermistir. Sonug olarak, kullanilan EB izolatlarinin pestisit ve sentetik giibre
girdisini azaltma potansiyelinin oldugu, fakat bu etkinin patojen-endofit bakteri

interaksiyonuna gore farklilik gosterebilecegi belirlenmistir.

Paul Sorauer ilk kez Avrupa'da erken yanikligi tanimlamis ve A. solani'yi
agirlikli olarak zayif bir patojen olarak kabul etmistir. Saprofitik yasam tarzi ve
sadece bitkileri 6zellikle elverisli kosullar altinda enfekte ederek 6nemli bir hastaliga

yol agabilecek bir patojen oldugunu bildirmistir (Sorauer 1896).

Kuzey Nijerya'daki Maiduguri (Sudan Savannah) ve Mubi'deki (Kuzey Gine
Savannah) domates tarlalarinda, 1994 ve 1995 yilimin Temmuz ve Eylil aylar
arasinda A. solani' nin neden oldugu erken yanikligin epidemiyolojisi gozlenmistir.
Zaria-Kaduna ve Giiney Nijerya'nin daha yagish bolgelerinin digindaki bolge de
degerlendirilmis, bu ¢alismasinda kullanilan 10 domates ¢esidinden dordii, Raci, T1-
244, T1-468 ve T1-530, erken yanikliga karsi toleranslt olup, nispeten daha yiiksek
verim sagladigi bildirilmigtir. Hastaligin Kuzey Gine Savannah'inda Sudan
Savannah'dakinden daha siddetli oldugu ve yagis ve bagil nemden giiglii bir sekilde
etkilendigi aciklanmistir. Patojen yaprak dokiilmesine ve meyve enfeksiyonuna
neden olmus, c¢iceklenme ve meyve verimi etkilenmistir. Meyve enfeksiyonu
seviyeleri en yiiksek Raci, T1-244 ve Dandino’da olup iki ekolojik bolgede de A.
solani enfeksiyonunun genel etkileri, verim ve meyve kalitesinin diismesi seklinde

belirlenmistir (Gwary and Nahunnaro, 1998).

Bir baska ¢aligmada erken yaniklik (EB), Alternaria linariae (A. solani ve A.
domatesphila dahil) ve A. alternata dahil olmak iizere Alternaria sp. nin gesitli
tiirlerinin neden oldugu 6nemli bir domates hastalig1 olarak bildirilmistir. Alternaria
sp. nin yalnizca aseksiiel olarak cogaldigi bilinmektedir, ancak yiiksek derecede
etkili bir izolatin, mevcut diren¢ genlerinin iistesinden gelme potansiyeli bulundugu
bildirilmektedir. Yabani domates tiirlerinde dayaniklilik kaynaklari tespit edilmis,

ancak EB direncinin poligenik kalitimi, kiiltiire alinan tiirlerde yetersiz direng ve EB
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direncinin istenmeyen bahgecilik 06zellikleriyle iliskili olmasi, domateste EB
direncinin etkili olarak kullanilmasini engelledigi  bildirilmistir. ~ Solanum
habrochaites, Solanum arcanum ve S. pimpinellifolium dahil olmak iizere farkli
yabani tiirlerden tiiretilen popiilasyonlarda EB direnci veren birka¢ kantitatif 6zellik
lokusu (QTL) tespit edilmistir, ancak bunlarin higbiri diisiik bireysel QTL etkileri
nedeniyle EB direnci 1slahinda kullanilamamaktadir. Ek faydali diren¢ kaynaklarini
belirlemek, direngli QTL'leri isaretleyici destekli se¢ime (MAS: ilgilenilen bir
Ozellige (6rnegin iiretkenlik, hastalik direnci, abiyotik) bagli bir isarete (morfolojik,
biyokimyasal veya DNA/RNA varyasyonu) dayali olarak ilgilenilen bir 6zelligin
secildigi dolayli bir se¢im siireci oldugu, bu yolu lireme hatlarina dahil etmek ve
yiiksek verim potansiyeli ve erken olgunluk dahil olmak iizere arzu edilen bahcgecilik
ozelliklerine sahip dayanikli ¢esitler gelistirmek icin daha fazla arastirmaya ihtiyag

oldugu ifade edilmistir (Adhikari et al.,2017).

2.2. Domateste Erken Yamkhk Hastah@gmin Biyolojik Miicadelesi Uzerine

Yapilan Calismalar

Unal, (2010) yaptigi ¢alismada, organik tarla domatesi yetistiriciliginde
sorun olan A. alternata (Fr.) Keissler’a kars1 klasik miicadele ve tahmin-uyari
yonteminden yararlanarak biyolojik ve kimyasal bazi preparatlarin etkinliklerini
saptamak amaciyla ele alinmistir. Caligma Manisa ilinde, 2009 ve 2010 iiretim
sezonunda Rapunzel firmasi ile s6zlesmeli organik domates yetistiriciligi yapan dort
uretici tarlasinda ylriitiilmiistiir. Denemelerde bakir hidroksit (Champion WP),
Bacillus subtilis (Serenade SC), potasyum bikarbonat (Armicarb) ve Reynoutria
sachalinensis ekstrakti (Regalia) kullanilmistir. Tahmin-uyar1 yonteminde Tom-Cast
modeli kullanilmistir. Klasik ilaglama programina gére deneme tarlalarinda toplam
alt1 veya yedi ilaglama yapilirken, Tom-Cast tahmin ve uyari sistemine gére toplam
iki veya ii¢ ilaglama yapilmistir. 2009 ve 2010 yillarina ait hastalik siddeti indeksi
degerlendirildiginde, 2009 yilinda her iki tireticide, 2010 yilinda da ikinci {reticide
klasik ile Tom-Cast ilaglama programlari arasinda istatistiki bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Hastalik siddeti indeksi agisindan degerlendirildiginde, her iki yilda da
tiretici tarlalarinda fungisit uygulamalar1 hi¢ uygulama yapilmayan kontrole gore
istatistiki olarak farkli bulunmustur. En yiiksek etki 2009 yilinda bakir hidroksit
uygulamalarindan (%27.5 ve %39.4) elde edilmistir. 2010 yilinda en yiiksek etki bir

tireticide R. sachalinensis (%45.91) uygulamasindan alinmis, bunu %43.54 ile bakir



hidroksit, %42.95 ile B. subtilis, %40.87 ile potasyum bikarbonat uygulamalari
izlemistir. Buna karsin ikinci iireticide 2010 yilinda fungisit uygulamalar1 B. subtilis,
R. sachalinensis, bakir hidroksit ve potasyum bikarbonat igin sirasiyla %50.99,
%50.59, %47.02 ve %44.38 bulunmustur. Verim degerleri agisindan ise bir iiretici
hari¢ klasik ilaglama ile Tom-Cast ilaglama programlari arasinda istatistiki bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Her iki yilda da ikinci iireticilerde uygulamalara ait verim

degerleri kontrolden farkli bulundugu bildirilmistir.

Farkli bir calismada erken yamiklik hastalifina kars1 bes bitki 06zii
kullanilmigtir; Azadirachta indica (neem), Allium sativum (sarimsak), Parthenium
hysterophorus (kongre otu), Datura stramonium (yabani havug) ve Eucalyptus
camaldulensis (sitma agaci) bu hastaliga karsi uygulanmistir. Deney tamamen
rastgele tasarimla bitki ozleri kullanilarak ile i¢ tekerriirlii olarak yapilmistir. A.
solani'nin misel biiylimesi ve inhibisyon yiizdesi, uygulamadan 3, 5 ve 7 giin sonra
kaydedilmistir. Test edilen tiim bitki 6zleri, kontrol ile karsilastirildiginda patojenin
misel biiylimesini 6nemli dl¢lide engelledigi ortaya konulmustur. Bununla birlikte,
test edilen bes bitki 6zii igerisinde A. indica (%69.65), digerlerine gore 6nemli dlgiide
etkili bulunmus, bunu A. sativum (%66.15), P. hysterophorus (%59.94) ve D.
stramonium ‘un (%49.46) izledigi bildirilmistir. En az engelleme, E. camaldulensis'te
(%49.31) goézlemlenmistir. Genel sonuglar, test edilen tim A. indica
konsantrasyonlarinin domatesin erken yanikligin1 kontrol etmek i¢in dnemli dlgiide

etkili oldugu yoniindedir (EI-Tanany et al., 2018).

Trichoderma sp.nin antagonistik aktivitesi. farkli bitki patojenlerine karsi,
antibiyoz, mikoparazitizm ve besinler ve alan i¢in rekabet dahil olmak {izere farkli
etki mekanizmalar1 yoluyla gerceklestigi bildirilmistir (Ghazanfar et al, 2018) (Sekil
1).



Besin maddeleri N,P,K
y1 alarak kok
gelisimini artirtyor

Nematodu sariyor

Bitki kokiinde fungal patojene
karsi bariyer olusturuyor

Patojeni sariyor

Sekil.1. Trichoderma spp. nin bitkide hastaliklara karsi etki durumu (Siemering,
2016).

Bagska bir ¢alismada domates filosferinden izole edilen bitki 6zleri ve saprofit
funguslar, sera ve tarla kosullarinda domatesin erken yaniklik etmeni A. solani'ye
kars1 degerlendirilmistir. Simptomlarin ortaya ¢ikmasindan hemen sonra
Clerodendron yaprak oziitiiniin el spreyi ile (%15) veya denemeden 24 saat Once
Trichoderma viride (10" CFU ml-1)nin el spreyi ile, inokulasyonunun, sera kosullart
altinda baslangigtaki hastalig1 azaltmada etkili oldugu bulunmustur. Saha ¢alismalari
kapsaminda, {i¢ piskiirtme yapilarak mancozeb (2000 ppm) ile hastaligin etkin
kontrolii yapildigi kaydedilmistir. Bununla birlikte, baslangigta Clerodendron yaprak
oziitii (%15) veya T. viride (10’ CFU ml™) ve ardindan iki mancozeb uygulamas ile

hastalik siddetinin 6nemli dl¢iide azaltilabilecegi gozlenmistir (Varma et al., 2008).

Diger bir ¢alismada dogal bilesiklerin kimyasal fungusitlere alternatif veya
tamamlayici olarak kullanilmasi yararl olacag: diisiiniilmiistiir. Biyolojik uyaricilarin
domates bitkisi biiylimesini, verimini iyilestirme ve erken yaniklik hastaligindan
korunmay1 indiikleme iizerindeki potansiyelini degerlendirmek igin tarla kosullarinda
ve dogal istila altinda yetistirilen domates bitkileri icin birka¢ dogal bilesik
denenmistir. Yapraklara kitosan (Chit), hiimik asit (HA), deniz yosunu 6zii (SE) ve
tiamin (Thi) uygulamasinin, domates bitkilerinde erken donem yaniklik hastalik
yogunlugunu azaltmada etkili oldugu kanmitlanmistir. Test edilen tiim
biyostimiilanlarin, &zellikle tiamin, domates biiylime parametrelerini (siirgiin
uzunlugu, bitki basina dal ve yaprak sayisi, siirgiin taze ve kuru agirligi ve bitki
basina yaprak alani) onemli Ol¢iide arttirdigi belirlenmistir. Toplam karbonhidrat

iceriginin yani sira domates verimi de artmustir. Sonuc olarak, 50 mg L™de Thi ve



500 mg L™"'de SE nin tarlada domateste erken dénem yanikhik hastaligmi kontrol

etmek, biiylime ve verimini artirmak igin Onerilebilecegi bildirilmistir (Sathiyabama

etal., 2014).

Neem (Azadiracta indica) yapragi ekstraktinin, domates bitkilerinde erken
yanikligin nedensel ajanlar1 olan A. solani'ye etkisi aragtirtlmistir. Sulu neem
ekstraktinin konsantrasyonlar1 (%5, 10 ve 20) her iki patojenik fungusun misel
biiyiimesini baskiladig1 ve baskilama derecesi artan konsantrasyonla kademeli olarak
arttig1 bulunmustur. Domates bitkilerine piiskiirtiilen %20 sulu neem yaprag: ekstresi
konsantrasyonu, Alternaria erken yaniklik yiizdesini iki hafta sonra %53.2'den
%42.5'e ve 4 hafta sonra %100'den %79.2'ye diisiirdii. Piiskiirtme ile ayn1 ekstraktla
sulama, Alternaria erken yanikligi oranini 2 hafta sonra %26.8' den %11.4'e ve 4
hafta sonra %61.7'den %17.9'a diisiirdiigii (4 hafta sonra kontrolde hastalik orani
%43.71) bildirilmistir (Jabaeen et al., 2013).

Multan, Bahauddin Zakariya Universitesi, sebze alaninda yetistirilen
domateslerden toplanan A. solani izolati farkli sicaklik araligina, pH seviyelerine,
151k yogunluguna ve biiyiime ortamina (in vitro) tabi tutulmustur. A. solani'nin
stirekli 151k kosulu altinda (9.00 cm), 6.5 pH'da (8.34 cm) ve 25°C'de PDA
ortaminda (7.50 cm) maksimum gelisme gosterdigi goriilmiistir. PDA ortaminda
pigmentasyon kremsi sari, kahverengi siyahtan yaglh kahverengiye kadar
degismektedir. Erken yaniklik hastaligina karsi alti domates g¢esidinde g¢esit
reaksiyonu denemesi yapilmistir. Higbir gesit dayanikli bulunmamustir. Siddetle ilgili
olarak, altt domates ¢esidinden Romanlar’da maksimum (%70.5) duyarlilik
gosterirken, Nagina'da en az (%29.38) duyarlilik gostermigtir. 1 g/L, 2 g/L ve 3 g/L
konsantrasyonda ii¢ fungisitin (Topsin M, Bavisin ve Ridomil Gold MZ) ve iki
biyolojik miicadele ajaninin (Trichoderma harzianum ve T. viridae) A. solani'ye
karst etkinligi degerlendirilmistir. In vitro deneyde Ridomil Gold MZ, 2 g/L'de A.
solani'yi (%47.06) inhibe ederken, 3 g/L konsantrasyonunda Topsin M kontrole
kiyasla daha etkiliyi bulunmustur (%64.71). Her iki biyoajan karsilastirildiginda
inhibisyon yiizdesi (%67.78) T. harzianum'da kaydedilirken T. viride nin daha az
inhibisyon  (%59.63) gosterdigi  bildirilmistir.  Serada, kontrol  bitkilerle
karsilastirildiginda, sirasiyla 3 g/L ve 10® konidi/ml konsantrasyonda Topsin M ve T.
harzianium'un yapraktan uygulamalari ile domatesin erken yaniklik hastaligini

onemli 6l¢iide azalttig belirlenmistir (Raza et al., 2016).



Domates erken yaniklik patojeninin (A. solani) yonetimi, esas olarak sentetik
fungisit uygulanmasina dayanmaktadir. Biyolojik miicadele ajanlarmin kullanimi,
bitki hastaliklarinin miicadelesinde sentetik kimyasallara uygun bir se¢enck olarak
kabul edilmistir. Bu c¢alisma ile Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, P. putida
ve P. cepacia'nin domates erken yaniklik patojeni iizerindeki etkilerini
degerlendirmis ve A. solani ile enfekte olmus domates bitkilerinin verim bilesenleri
ve verimleri tizerindeki etkinliklerini arastirilmistir. Fide olarak yetistirilen domates
tohumlari, ii¢ hafta sonra tarlaya nakledilmistir. Ug haftalik domates fidelerinin
kokleri tarlaya sasirtmadan Once Pseudomonas spp. c¢ozeltilerine daldirilarak
uygulama yapilmustir. P. fluorescens, P. aeruginosa, P. putida, P. cepacia ve kontrol
icin hazirlanan deneme parsellerinde biyolojik miicadele caligmalar1 yiiriitiilmiistiir.
Deneme sonucunda, hastalik siddeti, bitki boyu, gévde c¢evresi, bitkideki meyve
sayisi, meyve uzunlugu ve meyve agirligr ile ilgili veriler toplanmistir. Kontrol
parselindeki domates bitkileri, (p<0.05)’e gore 6nemli diizeyde daha yiiksek hastalik
siddeti gostermis (%52.0) P. fluorescens, P. putida ve P. cepacia ile muamele edilen
domates bitkilerinde erken yanikligin siddeti acisindan Onemli bir fark
bulunmamustir. P. aeruginosa ile muamele edilen domates bitkileri, diger tiim
muamelelerden 6nemli Olgiide (p<0.05) daha yiiksek bitki boyuna (39.0 cm)
ulagsmistir. Ayrica, P. fluorescens, P. aeruginosa, P. putida ve P. cepacia ile
muamele edilen domates bitkilerinin meyve agirliklarinda Onemli bir fark
bulunmadigr da bildirilmistir. Kontrol parsellerindeki domates bitkilerinin, daha
diisiik meyve agirligina (69.5 g) sahip oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin bulgulari,
Pseudomonas tiirleri ile A. solani’nin biyolojik miicadelesinin umut verici bir
yaklagim oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada kullanilan Pseudomonas spp., erken
yaniklik hastaligmin yonetimi i¢in etkili ve ¢evre dostu bir uygulama oldugundan
formiilasyon gelistirme ¢alismalarina temel bir kaynak olarak kullanilabilir (Jozeph
etal., 2017).

Mevcut antifungal ajanlardan olusan kiiciikk havuza uygun yeni ajanlar ilave
edilmesi c¢agdas tarim i¢in yasamsal bir gorevdir. Bu nedenle, su anda kullanilan
fungisitlere direngli patojenleri baskilayabilen ¢evre dostu ve etkili ajanlar1 ortaya
cikarmak i¢in diinya ¢apinda yogun arastirmalar yapilmistir. Burada, patojenik A.
alternata izolatlar1 ile enfekte olmus domates bitkilerinde erken yaniklik

semptomlarin1 kontrol etmede borik asit (BA) ve tiirevi fenilboronik asidin (PBA)
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aktivitesini test edilmistir. Test edilen bitkilerin yapraklarindaki lezyonlarin
goriiniimiinii ve yogunlugunu takip ederek ve ayrica bitki sagligini yansitan seg¢ilmis
dort fizyolojik faktorii olgerek, hem BA hem de PBA'min fungus enfeksiyonu
tizerinde profilaktik etki gosterdigi anlasilmistir. Bunu, erken yaniklik
semptomlarinin miktarini ve siddetini azaltarak ve ayrica fungus inokulumundan ileri
gelen bitkinin fizyolojik o6zelliklerinin  bozulmasint 6nleyerek yapmislardir.
Fenilboronik asit, A. alternata enfeksiyonunun etkisini baskilamada daha etkili
bulunmustur. Bu nedenle, hem olduk¢a etkili hem de ¢evre dostu olduklar1 i¢in
BA'nin ve hatta daha ¢cok PBA'nin domates bitkilerinde erken yanikligi kontrol
etmek i¢in uygun ajanlar olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Martinko et
al., 2022).

Kiraz domates (Solanum lycopersicum var. cerasiformae (Dunnel) A. Gray),
domatesin kiiltiirii yapilan bir alt tiiriidiir. Fungal hastaliklar arasinda kiraz domateste
bitki biiylimesinin tiim asamalarinda erken yanikligin neden olan A. solani (Ell ve
Martin) (Jones ve Grout) onemli bir sorun olusturmaktadir. Deneyde biyokontrol
ajanlarmin  A. solani'ye karsi patojenin biiylimesini engellemek igin in vitro
kosullarda denendigi ve tiim antagonist organizmalarin etkili oldugu bildirilmistir.
Maksimum inhibisyon diger tiim biyoajanlara gore en fazla T. harzianum (%85,13)
ve T. viride (%80,67) tarafindan gosterilmistir. Sonraki en iyi biyoajanin, P.
fluorescens (%72.87) oldugu da tespit edilmistir (Naik et al., 2020).

Yapilan bir ¢aligmada, dort kimyasal indiikleyici, yani oksalik asit, salisilik
asit, kobalt siilfat ve dipotasyum hidrojen fosfat; sekiz Trichoderma izolat1 ve dort
bakteriyel biyoajan, Bacillus megaterium, B. subtilis, P. fluorescens, Serratia
marcescens, A. solanimin neden oldugu domatesin erken donem yaniklik
hastaliklarina kars1 denenmistir. In vitro, test edilen tim biyoajanlar ve kimyasallar
A. solani’ nin biiylimesinde 6nemli azalmaya neden olmustur. En yiiksek azalmaya T.
viride neden olmus, bunu sirasiyla T. hamatum izlemistir. P. fluorescens ve B.
subtilis, A. solani’ nin biiylimesini azaltmada en iyi antagonistik bakteriler iken, 10
mM dozunda salisilik asit, A. solani' nin dogrusal biiylimesini tamamen
engellemistir. Sera kosullar1 altinda, A. solani ile asilamadan Once test edilen
antagonist biyoajanlarindan herhangi birinin domates bitkilerine piiskiirtiilmesi,
hastalikli kontrol bitkilerine kiyasla erken yaniklik hastalifinin siddetini ve ayrica

stirglinlerin ve koklerin taze ve kuru agirhigmi arttirdigr bildirilmistir. T. viride ve T.
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hamatum, hastalik ile miicadelede en etkili funguslar olmus, bunu P. fluorescens ve
B. subtilis izlemistir. Salisilik asit ile muamele edilen domates bitkilerinde, kontrol
uygulamasina kiyasla en diisiik hastalik siddetinin yani sira siirgiinlerin ve koklerin
taze ve kuru agirliklarinda artis kaydetmistir. Tarla kosullar1 altinda, T. viride, T.
hamatum ve T. lignorumas fungal biyoajanlar1 ile P. fluorescens ve B. subtilis
bakteriyel biyoajanlarinin yani sira salisilik asit, erken yaniklik hastaliginin siddetini
azaltmak ve kontrol ile karsilastirildiginda domates verimini artirmak i¢in en etkili
olanlardir. Test edilen tiim kimyasal indiikleyiciler ve biyoajan uygulamalari,
domates bitkilerinde fenol ve flavonoid igerigini arttirmistir. Ayrica biyoajanlar ve
kimyasal indiikleyicilerin kullanilmasi, patojen enfeksiyonuna kars1 bitki savunma
mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan peroksidaz, polifenol oksidaz ve kitinaz

enzimlerinin aktivitelerinde O6nemli bir artisa neden oldugu ortaya konulmustur

(Mathur et al., 1986)

Domates rizosferinden patojenik olmayan Fusarium oxysporum endofitleri,
Fusarium solgunlugunu azaltma yetene§i agisindan degerlendirilmistir. Domates,
yesil fasulye ve kabak hastalikli bitkilerden izolasyon, asagidakilerden bir veya daha
fazlasinin birlikteligini ortaya ¢ikarmis, fungus tirlerinden, Alternaria tenuis,
Aspergillus flavus, A. niger, A. tamarii, Cephalosporium maydis, Fusarium
moniliforme, F.oxysporum, F. solani, Penicillium spp., Rhizoctonia solani ve
Sclerotium rolfsii belirlenmistir. Domates, yesil mercimek ve kabak bitkilerindeki F.
oxysporum'un bitkileri az veya c¢ok hastalandirdigi bulunmustur. Domates bitkileri,
F. oxysporum (F.0-T2) izolatinin saldirisina karsi oldukg¢a savunmasiz olmus ve ¢ikis
oncesi %57.50, ¢ikis sonrast %61.60 ve gelisme doneminde %72.50 oliimlere yol
acmistir, F. oxysporum (F.o-T5) izolati ile muamele edilen bitkilerin vaskiiler
hastalik simptomlar1 gostermedigi ve kontrol bitkileri olarak normal bir sekilde
gelistigi gozlenmistir. Bitki patojenlerinin dort fungal izolatina karsi F. oxysporum
izolatinin (F.o-T5) patojenik olmayan izolati yiiksek oranda F.o-T2'nin patojenik
izolatina kars1 antagonist olarak etki gostermistir. Hem patojenik hem de patojenik
olmayan F. oxysporum izolatlar1 ile asilanmis toprakta yetistirilen domates fidesi,
patojenik olmayan izolat F.0-T5, ile muamele edildiginde hastaligi kontrol etmede
etkili olmustur. Patojenle istila edilmis toprakta patojenik olmayan F. oxysporum
(F.0-T5) tarafindan %80'den %28'e (%65,0 azalma) onemli Glglide hastalik siddeti

azaltilmistir Bu nedenle, patojenik olmayan F. oxysporum’un sera bitkilerinde
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Fusarium kok ciirikligii hastaliginin entegre yonetimi i¢in ¢ok iyi bir ajan oldugu

ortaya konulmustur (Araujo et al., 2020).

Patojenik F. oxysporum’un alt tiirlerinin bitkideki kolonizasyonu basarili
olmaktadir (Benhamou ve Grand 2001; Garibaldi et al., 1987; He et al., 2002; Joshi
et al., 2013; Larkin and Fravel 1999; Minuto et al., 1995; Reid et al., 2002; Silva and
Wagner, 2005). F. oxysporum, éncelikle ekonomik agidan 6nemli bitki hastaliklarina
yol agmasi nedeniyle calisilmis olsa da, dagilimi ve ekolojik faaliyetleri ¢ok daha
cesitli bir durumu yansitmaktadir. Ornegin, F. oxysporum kiiltiir bitkilerinin hastalik
belirtisi gdstermeyen koklerinden yaygin olarak izole edilen funguslarin arasindadir.
Tipik olarak, bu sekilde elde edilen izolatlarin, geri kazanildiklar1 bitki tiirleri
lizerinde patojenik olmadiklar1 goriilmektedir. Hastaliga neden olamasalar da, F.
oxysporum'un patojenik olmayan suslari, kok korteksine agresif olarak kolonize
olmaktadir. Bu tiir suslarin solgunluk hastaligina neden olmamalari, muhtemelen ya
vaskiiler dokulara girememelerinden ya da enfeksiyonu lokalize eden konukg¢unun
hizli tepki vermesinden kaynaklanmaktadir (Gao et al., 1995). Patojenik olmayan
suglar da tiriinde kolonilesme yetenegine sahiptir. Ancak patojenik olmayan
Fusarium tiirleri i¢inde ¢ogunlukla kdk yilizeyinde veya dis kokte kolonize olan
tirlerin dokularda herhangi bir hiicre hasarina yol agmadan bitkide koklerde
bulundugu bildirilmistir (Benhamou and Theriault, 1992).

Chaetomium ile Alternaria arasindaki antagonizme iligkin olduk¢a sinirh
sayida calisma bulunmaktadir. Bunlardan biri de Basra’da yapilan bir calismadir.
Calisma A. alternata'nin neden oldugu domates erken yaprak lekesini kontrol etmek
icin Chaetomium globosum, Aspergillus niger ve Penicillium sppnin ikili kiiltiirleri
patojenik fungus A. alternata'ya karsi yiiksek bir antagonistik aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir. Sera deneyinin sonuglari, hastalik siddetinin, kontrol
uygulamasindaki A. alternata’nin neden oldugu hastaligin %45'e siddetinde
olmasiyla antagonist uygulamalarin %23.2-27 domates bitkilerinde hastalik
siddetinin azalttugin1 goéstermistir. Ayrica C. globosum'un uygulandiginda bitki
verimi lizerinde olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (Fayyadh and Yousif 2019).
Ayrica, C. globosum'un genis bir yelpazede sistemik direnci indiikledigi bitkilerin
farkli patojenik fungus, bakteri ve virlislere karsi miicadelesi bazi galismalarla

gosterilmistir (Vilavong and Soytong 2016; Soytong et al., 2001).
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Bitki hastaligi kontrolii i¢in Chaetomium tiirlerinin birgok bitki patojenini
antagonist etkisi oldugu rapor edilmistir. Tayland, Laos, Vietnam, Kambogya ve
Cin'de bitki hastaliklarinin kontrolii i¢in Ketomium® mikofungisit olarak tescil
edilen ve Uluslararas1 Kod: AO 1 N 25/12 No. 6266'y1 kesfeden ve patentini alan
Chaetomium tiiriinden yeni bir genis spektrumlu biyolojik fungisittir. Entegre bitki
hastaligi kontroliinii uygulamak i¢in Chaetoimum biyofungisit ve biyostimiilanlar
uygulanir. Bitki hastaliklarinin kontroliinde ve bitki biiyiimesinin tegvik edilmesinde

koruyucu ve iyilestirici etkiler géstermistir.

Chaetomium izolatlari, ¢eltik yanikligina (Magnaporte oryzae), biber kok
bogaz1 ¢irikligi (Piper nigram L.) (Phytophthora palmivora), narenciye
curiikliigiine (Phytophthora parasitica) karst uzun vadeli koruma igin entegre
kiiltiirel kontrol ile istila edilmis topraklara basariyla uygulanmistir. Chaetomium
spp.'nin aktif suslari, Phytophthora cactorum'un neden oldugu ¢ilekteki c¢iirtime,
domates solgunlugu (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici), misirin bazal
curiikliigti (Sclerotium rolfsii) ve antraknoz (Colletotrichum spp.) vb. hastaliklarina

kars1 kullanilmistir (Song et al., 2020).

Chaetomium globosum, C. cupreum, C. elatum, C. cochliodes, C. brasiliense,
C. lucknowense,. C. longirostre ve C. siamense ¢esitli yeni bilesikler kesfedilmistir.
Bu yeni bilesikler sadece insan patojenlerini (anti-sitma, anti-tiiberkiiloz, anti-kanser
hiicre hatlar1 ve anti-Candida albicans vb) degil, ayn1 zamanda bitki patojenlerini de
icerir. Bu aktif dogal iiriinler, farkli Chaetomium spp. yeni bir kesif olarak aktif
metabolitlerden biyobozunur nanopartikiiller olacak sekilde daha da gelistirilmistir.
Bitki bagisikligim1 uyarmak icin kullanilan bilimsel arastirmalarin, yani bitkilerde
fitoaleksin tretimi yoluyla bagisikligi uyarmak i¢in mikrobiyal bozunabilir nano-
elisitorler, 6rn. domatesin Fusarium solgunluguna karsi alfa-tomaline, kirmiz1 biber
antraknoza kars1 kapsidiol, c¢eltik yanikligina karsi sakuranitin ve domatesin
orizaleksin B iiretmesi i¢in tesvik edilmesi hastaliklarla miicadelede Oonemli bir
durumdur. Sonug olarak Chaetomium’un iretilmesini tesvik ettigi toksik maddeler
nedeniyle Chaetomium, kimyasal fungisitler yerine biofungisit olarak uygulanabilir
(Soytong et al. 2020).

Chaetomium globosum, 6zellikle bitkilerde simdiye kadarki en yaygin ve en
kozmopolit fungustur. Bitki kalintilari, tohumlar, kompost kagidi ve diger seliilozik

substratlarda bulunurlar (Domsch ve ark. 2007). Bu fungus seliilozik pargalama
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kabiliyetine sahip olup organik materyallerde, rizosfer ve fillosferde saprofit olarak

yasayan en yaygin tiirlerden biridir (Ashwini, 2019).

Bir¢ok deneme ve ¢alismada ¢esitli arastirmacilar tarafindan ortaya ¢ikarilan C.
globosum bitki biiylime destekleyicisi olarak kullanilmis ve yiiksek verim elde
edildigi bildirilmistir. Chaetomium globosum’un tarla kosullarinda, ekinlerde;
pektinolitik enzimler, poligalakturonat, transeliminaz, pektin, trans-eliminaz,
yaninda, poligalakturonaz, pektin metil esteraz, protopektinaz, ksilanaz ve seliilolitik
(C ve C) 1 ksenzimler ve biyolojik olarak ¢esitli chaetoglobosin A, Chaetomium B,
C, D, Q, R, T, chaetomin, chaetocin gibi aktif maddeler, chaetochalasin A,

chaetoviridins A ve C tirettigi bildirilmistir (Ashwini, 2019).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Samsun ili Bafra, Atakum ve Carsamba ilceleri domates ekim alanlardaki
erken yaniklik belirtisi gosteren domates bitkilerden elde edilen Alternaria izolatlar
bu ¢alismanin ana materyalini olusturmaktadir. Chaetomium spp., Trichoderma spp.
ve non-patojenik F. oxysporum izolatla1 OMU, Ziraat Fakiiltesi, Mikoloji

Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan alinmistir.

3.2.Metot
3.2.1.Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplamasi

Samsun ilinde domates iiretiminin en fazla oldugu ilge ve kdyler belirlenmis ve
hastalikli bitki 6rnekleri bu alanlardan alinmigtir. Erken yaniklik ile enfekteli 6rnek
toplamak i¢in Bafra ve Atakum ilgeleri ve koylerindeki tarlalarda, kosegenler
dogrultusunda her 10 adimda bir durulmus ve hastalikli domates bitkilerinden yaprak
bolgesinden ornekler alinmistir Her tarladan yalnizca hastalik belirtisi gosteren tiger

bitki 6rnegi alinmustir.

Bu calismada; Bafra’dan 10 araziden 30, Atakum’dan 5 araziden 15 olmak
tizere toplamada 15 araziden 45 hastalikli domates bitkisinden bitki yapragi
toplanmistir (Sekil 3.1). Tarlalardan alinan hastalikli domates bitkileri plastik

torbalar igerisine konulup, etiketlenerek laboratuvara getirilmistir.

Sekil 3.1. Domastes bitkisi yapraklarinda ve meyvesinde goriilen Alternaria spp‘nin neden
oldugu erken yaniklik hastaligi belirtisi
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3.2.2. Antagonist Funguslarin Belirlenmesi

Bu materyal i¢in domates, biber ve bugday alanlarindan rizosfer alinan toprak
orneklerinden elde edilen ve daha Once lizerinde ¢alisma yapilmayan Chaetomium
spp., Trichoderma spp. ve F. oxysporum izolatlar1 ele alinmistir. Denemelerde 5
Trichoderma spp., 22 Chaetomium spp. ve 2 F. oxysporum izolatt kullanilmistir
(Sekil 3.2).

A -

Sekil.3.2. Denemelerde kullanilan antagonist organizmalar a-b.Chaetomium sp.
peritesi, askosporlar1 c-d. Trichoderma sp. konidi ve konidi basciklari, e-f: Fusarium
oxysporum mikro ve makro konidileri ve mikrokonidi bas¢iklari
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3.2.3.Laboratuvar Calismalari
3.2.3.1. izolasyon Calismalar

Hastalik simptomu goriilen bitki 6rnekleri musluk suyu altinda yikandiktan
sonra, hastalikli ve saglikli kisimlar1 igeren parcalar kesilmis ve yiizeysel
dezenfeksiyon i¢in dnce %?2'lik NaOClI i¢inde 3 dakika tutulmustur. Daha sonra steril
sudan gegirilmis ve Ornekler steril kurutma kagitlar1 tizerinde steril kabinde
kurutulmustur (Sekil 3.2). Steril kurutma kagitlar: steril su ile 1slatilarak, iizerine 5-6
mm biiyiikliigiinde kesilen hastalikli yaprak parcalar1 konulmustur. Ornekler, 1-2 giin
25+1°C'de 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyotlarda inkiibasyona birakilmistir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.3. Hastalikli yaprak 6rneklerinin nemli hiicreye alinma uygulamasi

3.2.3.2.1zolatlarin Teshisi

Nemli hiicreye alinan hastalikli bitki yaprak orneklerinin inkiibasyonundan 48
saat sonra yapraklar incelenerek fungusun gelisen konidilerinden bir selefon bant
yardimiyla alinip PDA ortamina aktarilmigtir 6-7 giin 25+1°C'de 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik periyotlarda fungus kiiltiirleri inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
izolatlardan 6ze ile alinan bir parca 1 ml steril saf su bulunan ependorf tiipe
konulmus ve vortexte calkalanip 300 pl si bir mikropipet yardimiyla gekilerek
hazirlanan %2 lik su agarma (SA) yayillmis ve inkiibatorde 45 derece agi ile

tutulmustur (Cizelge 3.2). Petriler 24 saat sonra mikroskopta incelenmistir. Cimlenen
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tek sporlar bir bistiiri yardimiyla alinarak PDA besi yerine agilanip 7 giin siireyle
gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirler egik agar tiiplerine asilanarak gelistikten sonra
buzdolabina +4°C’ye de kullanilana kadar muhafaza edilmistir. Tek sporlar1 alinan

ve PDA ortaminda gelistirilen tiim izolatlar patojenite testinde kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri

Besi o . Antibiyotik .
ortamunin adi Icerigi Miktari adi Miktar1
Patates
dekstroz Streptomisin
PDA Agar PDA 39g siilfat 0,05 g/L
(PDA)
Su
SA Agar Agar-agar 204¢ - -
(SA)

Hastalikli bitki orneklerinden izole edilerek, tek spor izolasyonu yapilan
Alternaria izolatlar tiir teshislerinin yapilmasi amaciyla sentetik besi agari (SNA)
ortamina aktarilmis ve gelismeleri i¢cin yakin ultra viyole + giin 15181 fleurosan
bulunan 1s1kl1 inkiibatorde 12 saat 151k, 12 saat karanlikta 25+1°C'de inkiibasyona

birakilmstir.

Inkiibatérde 4-5 giin siireyle gelistirilen kiiltiirlerden alinan bir parg¢a lam
lizerine yerlestirilmis ve iizerine su damlatilarak, lamel hava boslugu kalmayacak
sekilde kapatilmistir. Hazirlanan preparat 151k mikroskobu (Olympus C31X Model,
Japonya) altinda 40X biiylitme ile incelenmis, teshis anahtarlarindan yararlanilarak

teshisleri yapilmistir (Booth, 1971; Burgess et al., 1994).
3.2.3.3. Dual Test Denemeleri

Kiiltiir koleksiyonunda -85C derin dondurucudan alinan antagonist funguslar
(Chateomium spp., Trichoderma spp. ve F. oxysporum) ile Alternaria spp.'nin
virulent dort izolati karsilikli olarak PDA besi ortamina yerlestirilmistir. Bunun igin
mantar delici yardimiyla 5 mm capl agar diskleri kesilerek Petrilere yerlestirilmis ve
bes tekerriirlii olarak dort adet farkli antagonist izolat esit mesafelere yerlestirilerek
25+1°C'de inkiibasyona birakilmistir. Yedi giin siireyle dl¢timler yapilarak patojeni

engelleme orani belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Dual-test ¢aligmasinda kullanilan antagonist organanizmalarin patojene karsi
gelisme durumu

3.2.3.4. Alternaria spp. izolatlar1 ile Yapilan On Patojenisite Cahsmalari

Bu 6n patojenite galismast Parvin et al. (2021)’in metodu modifiye edilerek
uygulanmigtir. Domates yaprak orneklerinden izole edilen Alternaria spp. izolatlart,
viyollerde gelistirilen H2274 domates c¢esidinin 2-3 yaprakli oldugu donemde
yapraklar koparilarak altinda iki kat su ile doyurulmus kurutma kagidi olan Petrilere
yerlestirilmistir. Bunun igin dncelikle kurutma kagitlarinin tstiine iki adet steril lam
konulmus ve yapraklar her petriye iki adet olmak ilizere bu lamlar {iizerine
yerlestirilmistir. Alternaria izolatlarindan mantar delici ile diskler kesilerek domates
yapraklar lizerine konulmustur. Hazirlanan petri 6rnekleri 23+£1°C de yedi giin
stireyle inkiibe edilerek hastalik gelisimi gozlenmistir (Sekil 3.4). Hastalik olusumu

0-5 sklasina gore degerlendirilmistir.

Skala degeri Tanimi: (Roy et al.,2019)
0 Yapraklarda hi¢ hastalik yok
1 Yaprak alanimin % 1-20’inde leke var
2 Yaprak alaninin % 21-40’1nda leke var
3 Yaprak alaniin % 41-60’1nda leke var
4 Yaprak alaniin % 61-80’inde leke var
5 Yaprak alaninin % 80 den fazlasi lekeli
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Sekil 3.5.Alternaria spp. izolatlar1 Ile Yapilan On Patojenisite Calismalart

3.2.3.5.Alternaria spp. izolatlar1 ile Yapilan Patojenisite Calismalar

Hastalikli domates bitkilerinden izole edilen Alternaria izolatlarinin
patojenitelerini tespit etmek amaciyla, izolatlar arasindan iyi spor veren ve 6n
patojenite ¢alismasinda ikinin iizerinde skala degeri alan 11 izolat se¢ilmis ve
bolgede en fazla yetistiriciligi yapilan domates ¢esitlerinden hassas ¢esit "H2224" ve
orta dayanikli "Falkon" domates c¢esitleri kullanilarak patojenisite denemesi

yapilmustir.

Deneme igin, %2'lik NaOCI igerisinde 3 dk tutulan ve 1 dk steril saf sudan
gegirilerek laminar kabinde kurumasi igin bekletilen domates tohumlari, violler
icinde bulunan steril toprak: torf: perlit (v:v:v) karisimma ekilmistir. Onbes giin
sonra ilk vyapraklar gelismeye baslamistir. Uc yaprakli domates bitkisinin
olusumundan sonra Alternaria cinsine ait izolatlar PDA ortaminda 25+1°C'de 5giin
stireyle inkiibasyona birakilmis daha sonra da petri kaplarina steril saf su dokiiliip, bir
firga ile iyice fircalandiktan sonra tiilbentten siiziilmiis ve mikroskopta thoma lamu ile
sporlarin sayist dlciilerek 1x10° spor/ml konsantrasyona ayarlanan igerisine %0,1
oraninda tween 20 katilan spor siispansiyonu bitkilere piiskiirtmek iizere kiigiik el
spreylerine doldurulmustur. Bitkilere tiim bitkiyi 1slatacak sekilde piiskiirtiilen spor
siispansiyonlar1 uygulandiktan sonra bitkinin nemini muhafaza etmesi i¢in bitki
polietilen 1slak bir torba ile 48 saat siireyle Ortiilmiistiir. Siirenin sonunda bitkilerden

plastik posetler acilmig ve bitkiler sulanarak iklim odasinda 23+2°C’de 14 saat 151k
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10 saat karanlik kosullarda deneme bitirilinceye kadar tutulmustur. Belirtiler ortaya
ciktiktan sonra 15giin daha tutulan bitkiler 0-5 sakalasina (Roy et al., 2019) gore

degerlendirilerek izolatlar igerisinde en viriilent olan izolatlar belirlenmistir.
3.2.3.6. Antagonist Organizmalarla Yapilan Petri Denemeleri

Alternaria izolatlar1 i¢inde virulensi yiiksek oldugu goriilen izolatlar ile secilen
antagonist izolatlar kullanilarak invitro kosullarda petri denemeleri yapilmistir (Sekil
3.5). Bunun i¢in yedi giin siireyle gelistirilen kiiltiirlerin iizerine steril saf su
dokiilerek firca yardimiyla sporlarin suya gecmesi saglanmis, hazirlanan spor
stispansiyonlar1 tiilbentten siiziilerek sporlarin misel parcalarindan ayrilmasi
saglanmig ve thoma lamiyla siispansiyon igerisindeki sporlar sayilmistir. Denemede
ncelikle antagonist izolatlardan Trichoderma spp. nin 10’, F. oxysporum izolatinin
10° ve Chaetomium spp. nin 10* spor/ml lik siispansiyonlari, petrilere yerlestirilen ve
%2 lik sodyum hipoklorit ile 3 dk siireyle yiizeysel dezenfeksiyonu yapilan domates
bitkisi yapraklarina, tiim yapraklari 1slatacak sekilde piiskiirtiilmiistiir. Denemeler bes
tekerriirlii olarak kurulmustur. Denemede kullanilan petriler bir hafta siireyle 23+1
°C de 1s1kl1 inkiibatorde tutulmustur. Bu siire sonunda 0-5 skalasina gore antagonist

funguslari Alternaria spp. ye etkisi degerlendirilerek veriler kaydedilmistir.

Sekil 3.6. Antagonist organizmalarla yapilan yaprak testi a- Higbir uygulama
yapilmamis yaprak iizerine yalnizca agar diski konulan negatif kontrol, b-
Chaetomium sp. piskiirtillen ve Alternaria sp. diski yerlestirilen uygulama c-
Yalnizca Alternaria sp. diski uygulanmis pozitif kontrol

3.2.3.7. Etkili Bulunan Antagonist Organizmalarla Yapilan Saks1 Denemeleri

Trichoderma spp., F. oxysporum ve Chaetomium spp. izolatlar1 7 giin siireyle
inkiibatorde gelistirilmistir. Trichoderma spp. nin 10" spor/ml lik ve F.
oxysporum’un 10° spor/ml lik siispansiyonu thoma lami yardimiyla hazirlanmustr.

Bitkilerin 3-4 yaprakli oldugu devrede kiigiik el spreyi yardimiyla bitkilerin {ist
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aksaminin tamamini 1slatacak sekilde siispansiyonlar piiskiirtilmiistiir. Diger taraftan
Chaetomium spp. kiiltiirlerinin bulundugu Petrilere steril su konulup bir firca
yardimiyla spor ve misellerin suya gegmesi saglanmustir. Sokiilerek laboratuvara
getirilen bitkiler musluk suyu altinda iyice yikanarak koklerdeki topraklarindan
arindirilmis ve silispansiyon igine kokleri daldirilarak calkalayicida 4 saat siireyle
calkalanmistir. Bitkiler tekrar saksilara sasirtilarak tizerlerine polietilen torbalar
gecirilip 24 saat siireyle nem c¢emberinde tutulmus daha sonra naylon torbalar

cikarilarak iklim odasinda 23+1°C’de gelismeye birakilmistir.

Yedi giin siireyle gelistirilen Alternaria izolatlarindan ise 5 mm ¢apinda diskler
almip antagonist fungus uygulanan domates bitkilerine topraktan 5 cm yiikseklikteki
sap kismina bistiiri ile hafifce bir ¢izik atilip yerlestirilmis ve tlizeri stre¢ film ile
kapatilmistir (Camlica ve Tozlu, 2019). Bitkilere kiiciik el spreyi ile su piiskiirtiiliip
tizerleri polietilen poset ile kapatilip 24 saat tutulmus ve 24 saat sonunda polietilen
posetler ¢ikarilarak bitkiler iklim odasinda inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol
bitkileri ve saglikli negatif kontrol bitkileri de diger saksilarla ayni kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Bitkiler iklim odasinda 23+£2°C’de 14 saat 151k 10 saat
karanlik kosullarda deneme bitirilinceye kadar tutulmustur. Inokulasyondan 14 giin
sonra deneme degerlendirilmistir. Deneme degerlendirilmesinde 0-5 skalasi

kullanilmistir (Roy et al., 2019).
3.2.3.8. Molekiiler teshis calismalari

Fungal izolatlarin molekiiler tanimlamas1 i¢in 6ncelikle, funguslarin DNA's1
ekstrakte edilmistir. Bunun igin patates dekstroz sivi (PDB) iginde gelistirilen
kiiltiirlerin izolatlarin kullanilmasi i¢in, once yedi giinlik PDA kiiltiirleri Petri
kaplarinda gelistirilmistir. PDB ortami igeren siselere kiiltiirlerden alinan 2 ser disk
konularak, bir galkalayici tizerinde 120 rpm'de 25°C'de 14 giin siireyle ¢alkalanmig
ve gelisen misel hasat edildikten sonra liyofilize edilmistir. Dondurularak kurutulmus
miselyum Li ve ark. (1994) tarafindan tarif edildigi gibi (CTAB) ekstraksiyon
protokolii uygulanarak DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.  Ekstrakte edilen

DNA'nin miktar1 Nanadrop’ta belirlenmistir.

Daha sonra, ITS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG3) ve ITS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGCS") primerleri (White et al., 1990) kullanilarak 25
ul reaksiyonlarda DNA'y1 ¢ogaltmak i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
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kullanildi. PCR reaksiyon karigimlari, hacmi 25 pl'ye ¢ikarmak i¢in 12.5 pul PCR ana
karisimi, 3 pul DNA, her primerden 1 pl ve 7.5 pl steril sudan olusturulmustur.
94°C'de 1 dakika ilk denatiirasyon, ardindan DNA denatiirasyonu i¢in 30 sn i¢in
94°C, primer tavlamasi i¢in 30 sn 55°C ve DNA uzatma ig¢in 45 sn i¢in 72°C'den
olusan 35 amplifikasyon dongiisii ayarlanmistir. Son olarak dongiiye 72°C'de 5
dakikalik bir son uzatma adimi da ilave edilmistir (Pavon ve ark. 2012). PCR
irlinleri, Meksantek tarafindan dizilenmistir. Niikleotit dizileri GenBank'a
kaydedilmis ve Temel Yerel Hizalama Arama Araci (BLAST) programi ile Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veritabanlar1 kullanilarak sekans benzerligi
aramalar1 yapilmistir. Elde edilen niikleotit dizileri, NCBI GenBank'tan BLAST

aramalar1 yoluyla Alternaria tiirlerinin dizileri ile karsilastirilacaktir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Alternaria spp.’nin Morfolojik Teshisi Calismalari

Alternaria solani'nin kiiltiirel ve mikroskobik 6zellikleri incelenmistir. Koloni
baslangigta yesilimsi ve yaslandik¢a rengi siyaha donmektedir: Petride dairesel ve
diizensiz kenarl diizgiin misel biiylimesi ger¢eklesmistir. Konidiofor tek basina veya
gruplar halinde, diiz veya acik kahverengiden zeytinimsi kahverengiye kadar degisir.
Konidi tek basina bulunur ve diiz veya hafif kivrimli dikdortgen veya muriform veya
elipsoidal, gagaya dogru sivrilen, soluk veya zeytinimsi kahverengi, en genis
kisminda 5-9 enine ve boyuna sifir veya birkag¢ uzunlamasina bolmeli olabilmektedir.

Gagalar agik, soluk ve bazen beyazlasmis goriilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Alternaria solani izolatlarinin konidilerinin mikroskoptan gortinimi

Laboratuvara getirilen hastalikli bitki yaprak 6rneklerinden ¢ogunun etmeninin
A. solani olmadigi belirlenmistir. Ancak A. solani disindaki izolatlarin bir kisminin
da Alternaria spp. nin diger patojen olabilecek tiirleri oldugu belirlenmistir. Tiir
teshisleri morfolojik ve molekiiler olarak yapilmistir. Yapilan teshislerde tiirlerin
Alternaria alternata, Alternaria brassicicola, A. solani ve tiir diizeyinde teshis
edilemeyen bir Alternaria sp. oldugu ortaya konulmustur. Tiirler i¢inden yalnizca A.
alternata’nin iki izolatinin sekans analizi sonucunda tiiriiniin belirlendigi diger
tirlerin ise morfolojik olarak teshislerinin yapildigi Ancak molekiiler diizeyde

teshisleri yapildiktan sonra tiir teshisleri kesinlestirilecektir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2.a- 1 nolu Alternaria alternata, b-10 nolu A. alternata, c-11 nolu Alternaria solani
ve d-12 nolu Alternaria brassicicola izolatlarinin konidi ve konidiofor yapilar

Yapilan bir calismada A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A.
brassicicola ve A. japonica’nin sera kosullarinda bitkilerde patojenite sonuglar
degerlendirilmistir. ki izolat diisiik diizeyde virulenslik gosterirken diger izolatlar
orta veya yiiksek diizeyde viriilenslik gdstermistir. izolatlar ayn1 zamanda modifiye
edilmis bir Czapek-Dox besiyerinde mikotoksin tiretimi ile karakterize edilmistir
(Siciliano vd., 2017). Belirtiler A. japonica'nin yabani ve kiiltiire alinmus,
cruciferlerde neden oldugu genellikle 1 ila 30 mm ¢apinda siyah-kahverengi
lezyonlarimin giderek siyaha dondiigii, yaprak kenarlarinda ve uglarinda yash
yapraklarin st tarafinda sar1 bir hale gelistigi bildirilmistir. Daha sonra, lezyonlarin
yapraklardan bagka damarlar ve govdeleri de etkiledigi bildirilmistir (Garibaldi ve
ark. 2011). Yine de, A. japonicamin A. brassicicola kadar yaygin olmadigi
gorilmiistiir.

Patojenite denemesinde virulensi digerlerine oranla yiliksek bulunan dort
Alternaria spp.’nin mikroskobik incelemesinde konidi 6lgiimleri yapilmis ve sonug

olarak en boy dl¢iimlerinde 1 nolu izolatin 19.87- 40.0 x 57.28 - 145.51 pum, 10 nolu
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izolatin, 21.16 - 38.95 x 49.28 - 123.58 pum, 11 nolu izolatin 22.7 - 35.60 x 51.6 -
51.6 um, 12 nolu izolatin da 20.64 - 26.57 x 43.86 - 93.91um boyutlarinda oldugu
sonug olarak boyutlar1 en kiigiik izolatin 11 nolu izolat oldugu ve morfolojik olarak
incelendiginde bu izolatin A. alternata oldugu diistiniilmiistiir.

Yapilan bazi c¢aligmalarda bizim c¢alismalarimizda da elde edilen A.
alternata’nin  erken yaniklik yaptigi ve siddetli hastalik olusturabilecegi
belirlenmistir. Nitekim Prasad and Upadhyay, (2010) yaptiklar1 g¢alismada A.
alternata’nin domateste Onemli bir patojen oldugunu hatta hazirlanan kiiltiir

filtratlarinin da erken yaniklik hastaligina yol agtigini belirlemisleridir.
4.2. Patojenite Denemesi

Samsun ilinin ilgeleri Atakum, 19 Mayis ve Bafra’dan toplanan 6rneklerden
toplam 30 tanesine patojenite testi yapilmistir. Patojenite testi sonucu 0-5 skalasina
gore 3 ve 4 skala degeri alan izolatlardan dort tanesi segilerek bundan sonraki
denemelerde kullanilmistir. Izolatlardan higbiri 5 skala degerine ulasmamistir (Sekil
4.3).

[ran’da yapilan bir ¢alismada domates bitkilerinde A. solani’den baska alt1
Alternaria tiirii, A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A. mimicula, A.
interrupta ve A. infectoria teshis edildigi bildirilmistir. Caligmada ITS 1-4 sekansi ile
funguslarin teshisleri yapilmistir (Ramezani vd., 2019).

Yabani domates bitkilerinden Solanum arcanum, S. chilense, S.
corneliomulleri, S. habrochaites, S. lycopersicoides, S. pennellii, S. peruvianum, ve
S. pimpinellifolium ile yapilan bir ¢alismada Alternaria aspera, Alternaria atra
bulunurken (Schmey wvd., 2022) Brezilya’da Solanaceae’lerde bulunan bazi
Alternaria patojenlerinin domateste erken yaniklik yaptigin1 yabanct ot
konukgularmin da alternatif konukgu olarak bulundugunu bildirmislerdir. Yine ayni
caligmada A. solani’nin yabani domateslerde fazla hastalik yapamadig: bildirilmistir
(Peixoto et al., 2021).

ABD’de Kuzey Carolina’da yapilan bir ¢aligmada domates ve patateslerden
214 izolat toplanmis ve bu izolatlarin 61’1 A. alternata 96’s1 A. linariae ve 57’si A.
solani olarak belirlenmistir. S. lycopersicum L. ve Solanum tuberosum L.’dan
Alternaria tomatophila izole edilmis ve bu etmenlerin erken yaniklik yaptigi
bulunmustur. A. linariae (Neerg.) (syn. A. tomatophila), A. solani, ve A. grandis

genetik olarak ayni gruba girerken, domates ve patateste uygun kosullarda yaptiklar
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tirtin kaybinin %40 ile 80 arasinda oldugu belirlenmistir (Simmons, 2007; Ding vd.,
2019).

Aragstiricilar erken yanikligin patates bitkisine etkisi lizerine yaptiklar1 ¢alismada, A.
alternata gibi kiiciik sporlu Alternaria tiirleri ve A. arborescens kahverengi yaprak
lekesi etmenlerinin de bu hastaligina neden oldugunu bildirmistir (van der Waals et
al., 2011; Tymon et al., 2016 a; Tymon et al. 2016 b), biiyiik sporlu A. solani disinda
A. grandis ve A. protenta etmenlerinin de erken yanikliga neden olabilecegi
belirlenmistir (Duarte et al., 2014; Woudenberg et al.,. 2014; Bessadat et al., 2015;
Ayad et al., 2017).

Sekil 4.3. Patojenite testi sonunda a, b 1 nolu ve ¢, 12 nolu d, 11 nolu Alternaria izolatinin
domates bitkilerinde olusturdugu belirtiler

4.3. Antagonist izolatlarla Dual Test Denemesi

Dual test denemesinde 31 adet antagonist oldugu disiiniilen organizma
kullanilmigtir. Bu organizmalardan 5’i Trichoderma spp., 2’si F. oxysporum ve 24
adedi de Chaetomium spp., 4 adet Alternaria spp.’ye karsi in-vitro da antagonist
etkileri denenmis ve izolatlardan 5 tanesi hem Alternaria spp.’nin gelisimini
engellemis hem de antibiyosis etkisinden dolayr zon olusturmustur (Sekil 4.4).
Yapilan bir ¢alismada alt1 Bacillus spp. ve bir Trichoderma sp. izolati kullanilmis in-
vitro’da bu organizmalarin in-vivo’ya gore daha etkili oldugu ve ozellikle B.
amyloliquefaciens ile bir T. harzianum izolatinin 4. solani’ye kars1 en etkili olan

izolatlar olarak bildirilmistir (Camlica ve Tozlu, 2019).
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Sekil 4.4. Dual-test denemesinde ortada Alternaria izolati ve kenarlarda dort adet farkli
izolatin PDA ortaminda gériiniimii a. 1. giin ve b. 7. giin

Cizelge 4.1. Antagonist funguslarin 7. giinde Petri denemesinde Alternaria spp.’yi yiizde
engelleme oranlar

Antagonist fungus cins ve Alternaria spp. % engelleme

kodlari 1 noluizolat 10 noluizolat 11 noluizolat 12 nolu izolat
7 Trichoderma sp. 75a 76,2 ab 71 abcd 344 de
10 Chaetomium sp. 58,3 bcde 69,6 abc 61 defg 45,1 bcd
11 Chaetomium sp. 57,8 bcde 57,4 efg 50  huij 46  abc
12 Chaetomium sp. 69,6 abc 67,2 bcd 63,8 cdef 49,1 abc
13 Chaetomium sp. 29,16 h1 344 jk 352 | 45,9 abc
14 Chaetomium sp. 37,5 fghi 443 1 352 | 42,6 bcde
16 Chaetomium sp. 50 def 48,4 ghi 35,2 | 45,1 bcd
18 Chaetomium sp. 32,1 ght 434 1) 19,4 m 39,3 cde
21 Chaetomium sp. 39,2 fght 336 k 333 1 328 e
22 Chaetomium sp. 44,6 efg 39,3 ijk 52,4 ghiij 49,2 abc
23 Chaetomium sp. 475 ef 46,7 hii 55,7 fghii 50,1 abc
24 Fusarium oxysporum 49,2 def 54,9 efgh 42,8 jki 49,1 abc
25 Fusarium oxysporum 40,4 fgh 46,7 hi 50 hijj 49  abc
26 Chaetomium sp. 45,8 efg 50,8 fghi 52,4 ghiij 56,6 a
27 Chaetomium sp. 45,8 efg 63,1 cde 55,7 fghii 52 ab
28 Chaetomium sp. 57 cde 55  efgh 52,4 ghiij 52,6 ab
29 Chaetomium sp. 25 1 50,8 fghi 38,1 ki 51,8 ab
30 Chaetomium sp. 45,8 efg 59  def 46,2 ijk 42,6 bcde
31 Chaetomium sp. 30,8 ghi 63,1 cde 47,6 1ijk 45,1 bcd
33 Chaetomium sp. 45,8 efg 59  def 57,1 fgh 46,7 abc
34 Chaetomium sp. 50 def 71,3 abc 57,1 fgh 43,4 Dbcde
35 Trichoderma sp. 68,3 abc 754 ab 68,6 bcde -*
36 Chaetomium sp. 51,7 def 67,2 bcd 54,2 fghii -
37 Trichoderma sp. 78 a 795 a 81 a -
38 Chaetomium sp. 66,7 abc 754 ab 73,3 abc -
39 Trichoderma sp. 72,5 ab 795 a 76,2 ab -
40 Chaetomium sp. 75 a 75,4 ab 68,6 bcde -
41Trichoderma sp. 64,2 abcd 71,3 abc 76,2 ab -
42 Chaetomium sp. 50 def 67,2 bcd 54,9 fghi -
43 Chaetomium sp. 39,2 fgh1 54,9 efgh 59 efgh -

* Olgiim alinamanustir.
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Cizelge 4.1. incelendiginde anatagonist organizmalarin her dort Alternaria
izolatinda ayni oranda etkili olmadig1 goriilmektedir. Ancak antagonist izolatlardan
37, 39 ve 41 nolu Trichoderma izolatlar1 ile 38 ve 40 nolu Chaetomium izolatlarmin
ayni gruba girdikleri ve her ii¢ Alternaria izolatina karsi da etkili oldugu
goriilmiistiir. 12 nolu Alternaria izolatt laboratuvarda olusan akar bulagmasi
dolayisiyla akarlarin bakteri ve Penicillium tasimalart nedeniyle elden ¢ikmuistir.
Cizelgede yer alan sekiz antagonist izolat 12 nolu Alternaria izolatina karsi
degerlendirmeye alinamamuistir.

4.4. Alternaria spp. ye kars secilen bazi antagonist izolatlarin petri yaprak
denemeleriyle etkisinin elirlenmesi

Cizelge 4.1 de listede yer alan 7, 12, 35, 24, 37, 38, 39, 40, 41 nolu izolatlar

yaprak testine tabi tutulmustur. Testin sonucunda etkili bulunan bes antagonist
izolat saksi denemelerinde kullanilmak tizere ayrilmistir. Bu bes izolatin {igii
Trichoderma spp., ikisi Chaetomium spp. olmustur (Sekil.4.5). Denemelerde

viriilensi en yiiksek bulunan ti¢ Alternaria spp. (1, 10 vell nolu izolatlar) ile dokuz

antagonist organizma yer almistir.

Sekil 4.5. Petri denemelerinde antagonist organizmalarin Alternaria spp. ye karsi
etkisinin belirleme ¢alismalar1, a- 40 nolu izolat, b- 35 nolu izolat, c- 38 nolu izolat,
d- 7 nolu izolat, e- 39 nolu izolat, f- 41 nolu izolat, g- 37 nolu izolat, h- 24 nolu
izolat, i- 12 nolu izolat, j- saglikli kontrol
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4.5. Alternaria spp. ye kars1 secilen antagonist izolatlarla yapilan iklim

odas1 denemeleri

Saks1 denemelerinde kullanilacak en etkili bulunan antagonist organizmalar

Chaetomium sp., Trichoderma sp. izolatlar1 olmustur (Sekil 4.5).

6

Sekil 4.6. Saksi denemeleri igin spor siispansiyonu hazirlanmasi igin Chaetomium sp.
sporlarinin nin firca yardimiyla alinmasi

Denemeler ikim odasi kosularinda yiiriitilmiistiir. Denemelerde bitki saplarina
topraktan 5 cm uzakliga Alternaria spp. nin disklerinin konulmasi seklinde bir metot
uygulanmistir (Sekil 4.6) Bitkilerin iklim odasinda ii¢ hafta sonraki goériiniimleri

Sekil 4.7.de goriilmektedir.

Sekil 4.7. Alternaria spp.’nin disklerinin bitki sapina yerlestirilmesi
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Sekil 4.8. Antagonist organizmalar1 Alternaria spp.’ye karst biyolojik etkinliginin
belirlenmesi ¢alismasi

Cizelge 4.2. Antagonist organizmalarin Alternaria spp. ye etkisi ile ilgili saksi
denemesi sonuglari

Patojen
Numarasi Antogonist Skala degeri
Alternaria sp. 10 40 Chaetomium sp. 4,2a
37 Trichoderma sp. 2,2a
38 Chaetomium sp. 1,3b
39 T. hamatum 2,0a
41 T. asperellum 2,6a
Kontrol 2,3a
Patojen Antogonist Skala degeri
Alternaria sp.11 40 Chaetomium sp. 3,0ab
37 Trichoderma sp. 1,2b
38 Chaetomium sp. 13b
39 T. hamatum 2,5ab
41 T. asperellum 10b
Kontrol 4,0a
Patojen Antogonist Skala degeri
Alternaria sp.1 40 Chaetomium sp. 2,6a
37 Trichoderma sp. 20a
38 Chaetomium sp. 2,7a
39 T. hamatum 15b
41 T. asperellum 31la
Kontrol 40a
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Izolatlar incelendiginde 10 nolu ve 11 nolu Alternaria spp.’nin olusturdugu
hastaligin kontrole oranla, 38 nolu Chaetomium sp. tarafindan azaltildig:
belirlenmistir. Trichoderma asperellum’un 41 nolu izolatinin da 11 nolu Alternaria
sp. nin olusturdugu hastalig1 azalttig1 belirlenmistir. 1 nolu Alternaria sp. izolatina
karst 39 nolu T. hamatum en iyi etkiyi gostererek kontrolle ayri gruba girmistir.
Yapilan bir¢ok calismada Trichoderma spp.’nin bazi tiirlerinin ve izolatlarin erken
yaniklik hastaligina karsi etkili oldugu belirlenmistir. Almanya’da yapilan bir
calismada, Lady Amarilla ¢esidi ile yapilan tarla denemesi i¢in serada uygulanan
uygulamalarin aynis1 ve ayrica T. hamatum 7-10 giin arayla uygulanmistir. Sera ve
tarla denemelerindeki uygulamalarin ¢ogu icin erken yaniklikta bir azalma oldugu
bildirilmistir (Metz, 2017). Bir baska ¢alismada, domates filoplanindan izole edilen
bitki 6zleri ve saprofitik funguslar domateste erken yanikliga neden olan A. solani'ye
kars1 sera ve tarla kosullarinda degerlendirilmistir. Semptomlarin ortaya ¢ikmasindan
hemen sonra Clerodelldron yaprak ekstraktinin (%15) yapraklara piiskiirtiilmesi veya
denemeden 24 saat once Trichoderma viride'nin (107 CFUs ml-l) yapraklara
piskiirtiilmesinin, test funguslari ile asilamanin, iklim odasi kosullari altinda
hastaligin  siddetini azaltmada etkili oldugu bidirilmistir. Saha c¢aligsmalari
kapsaminda, li¢ mancozeb uygulamasi (2000 ppm) ile hastaligin etkin miicadelesi
basarilmistir. Bununla birlikte, hastalik siddeti ilk Clerodelldron yaprak 6ziitii (%15)
veya T. viride (10’ CFU ml-1) uygulamas: ve ardindan iki mancozeb uygulamasi ile
onemli dl¢gtide azaltilmistir (Varma et al., 2008).

4.6. Tklim odas1 denemelerinde kullamlan Alternaria cinsine ait tiirlerin
molekiiler teshisleri

Bir, 10, 11 ve 12 nolu funguslar PDA besi ortamia alinip gelistirilmis ve
DNA lan ekstrakte edilmistir. PCR c¢alismasi da bitirilmis ve sekans analizi i¢in
{iniversitemizin Karadeniz Ileri Teknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezi
(KITAM)’a gonderilmistir.

Yapilan bir ¢caligmada, A. alternata dahil olmak tizere alti Alternaria tiirii, A.
tenuissima, A. arborescens, A. mimicula, A. interrupta ve A. infectoria tespit
edilmistir. Dizi analizi yoluyla izolatlarin molekiiler tanimlamasi i¢in ITS1 ve ITS4
primerleri kullanilmistir. En yiiksek siklik A. alternata icin gbzlenmis ve en az
siklikta A. infectoria oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen tiim izolatlar
domates ¢esidi Peto Early Ch. denenmis ve izolatlarin domates bitkileri tizerindeki

patojenitelerinde 6nemli farkliliklar gostermistir. A. alternata ve A. tenuissima en
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yiksek ve A. mimicula ve A. infectoria’ nin en diisiik patojenite diizeyine sahip
oldugu ortaya konulmustur (Ramazani et al., 2019).

Bu calismada, birlestirilmis multilocus veri setini kullanarak filogenetik
yaklasimlar kullanilmis ve A. solani, A. grandis ve A. domatesphila'nin teshisi i¢in
faydali yiiksek ¢oziiniirlikli erime (HRM) analizi ile molekiiler teshis i¢in primerler
gelistirmistir. Bu {i¢ tiirin, patates ve domateste daha yaygin olarak bulundugu,
HRM tabanli analizde, bu tiirlerin herhangi bir istenmeyen ¢apraz reaksiyon olmadan
birbirinden hizli ve verimli bir sekilde ayrilmasini saglandigi bildirilmistir (Cardosa,
2014).

Morfolojik karakterizasyon, izolatlarin farkli 6zelliklerinde heterojenligi ortaya
cikarmis ve daha sonra molekiiler karakterizasyon ile iki farkli Alternaria spp. yani.
A. solani ve A. linariae karakterize edildigi bildirilmistir. Alternaria spp. i¢indeki
izolatlarin taksonomik konumunu anlamak i¢in ¢ok lokuslu bir filogenetik analiz
yapilmistir. Filogenetik soy ve evrimsel iligkiyi anlamak icin kullanilan bes
korunmus genom bdlgesi, i¢sel transkripsiyonlu aralayici (ITS), translasyon uzatma
faktorii (TEF), gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GADPH), major alerjen Alt al ve
RNA-polimeraz 2 (RPB2) genleriyle analiz yapilmistir. Tiim A. linariae izolatlar:
birbirleriyle yakindan iligkili bulunmus ve ABD’'den izole edilen A. linariae ile
birlikte ayr1 bir sinif olusturmustur. Benzer sekilde, A. solani izolatlar1 birbiriyle
yakindan iligkili olup bagimsiz bir baska sinif olusturdugu belirlenmistir (EI-Ganainy
etal., 2021).

Yapilan morfolojik incelemelerde izolatlarin A. solani, A. alternata, A.
brassicicola oldugu belirlenmistir. A. solani ve A. brassicicola’dan yeterince DNA
elde edilemediginden molekiiler teshisleri yapilamamistir. Diger taraftan 1 ve 10
nolu izolatlarin A. alternata oldugu sekans sonucunda ortaya konulmustur. Yine tipik
bitki yapraklarinda sararma, saplarinda yaniklik ile bitkilerde gelisme geriligi yapan
bir fungus i¢in de ITS1 /ITS4 primerleri kullanilarak PCR yapilmis ve sekans analizi
sonucu Plectosphaerella cucumerina oldugu belirlenmistir. Raimondo and Carlucci,
(2018), Plectosphaerella spp. tlizerinde yaptiklar1 calismalarda domateste P.
cucumerina’nin solgunluk, koék bogazi ¢iirtikliigli, yapraklarda sararma agik kahve

leke seklinde belirtiler olusturdugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC

Yapilan siirvey ¢alismalarinda erken yaniklik hastaliginin Samsun ilinde sorun
oldugu bu hastalik i¢in ilagli bir miicadelenin yapilmadigi gézlenmistir. Bu konuda
diinyada bazi bakteriyel preparatlarla bitki ekstraktlariyla ¢alismalarin yiirtitidigi
bilinmektedir. Ayrica ruhsat almis biyolojik preparatlarda mevcutur. Ulkemizde
erken yaniklik hastaligin etmenlerinin tam olarak belirlenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Yapilan ¢alismada ililkemizde domateste sorun olan erken yaniklik
hastaligima A. solani disinda farkli Alternaria spp. nin de neden oldugu
belirlenmistir. Alternaria brassicicola’da morfolojik olarak teshis edilmistir.
Ulkemizde erken yaniklik hastaligina neden olan en yaygin etmenin A. solani oldugu
diisniilmekteydi. Oysa yapilan ¢alismada bu etmen 30 tarladan alinan hastalikli bitki
orneklerinden yalnizca ikisinde belirlenmistir. Ancak tiim tiirlerin molekiiler
metotlarla tam olarak dogru teshisinin yapilmasi gerekmektedir. Bu konuda ITS 1-4
primerleri ile PCR galigmalar1 yapilarak iiniversiteye bagl Karadeniz Ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi (KITAM)’da sekans analizi yaptirilmistir. Analiz
sonucunda iki izolatta A. alternata belirlenmistir. Ancak, etkili bulunan antagonist
organizmalarinda molekiiler temelli testlerle tiirlerinin belirlenmesi uygun olacaktir.
Yapilacak bundan sonraki ¢alismalarda, hazirlanan spor siispansiyonlari igerisine
bazi yardimci maddelerin de katilarak etkinin artirilmasi yoniinde calismalar

yiiriitiilmesinin uygun olacagi kanisinday1z.
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