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Beauveria bassiana'nin iiyesi oldugu entomopatojen funguslar, ¢oklu
fonksiyonel ve ekolojik rollere sahip boceklerin antagonistleri olarak bilinirler ve
entegre zararli yonetim programlarinda biyokontrol ajanlar1 olarak artan bir ilgiye
sahiptirler. Son yillarda B. bassiana'nin entomopatojenik 6zelliginin yani sira bazi
bitki hastalik etmenlerine karsi endofitik yetenegiyle 6nemli oranda kontrol
sagladigin1 rapor eden olduk¢a c¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bununla
birlikte, etmenin patojene gozlenen bu etkisi ve konukgu bitkideki olasi
mekanizmasi hakkinda oldukga sinirlt bir bilgi mevcuttur. Bu ¢alisma, patateste
ge¢ yanikliga neden olan Phytophthora infestans'in 13 A2, 34 Al ve 37 A2
klonal soylarinin B. bassiana'nin endofitik kolonizasyonu ile kontrol olanaklarini
belirlemek amaciyla yiiriitiilmistir. Denemelerde B. bassiana'nin 4-6 yaprakl
bitkilere uygulanmasindan ii¢ ve yedi giin sonra P. infestans'in klonal soylari
bitkilere inokule edilmistir. Uygulamalar karsilastirildiginda B. bassiana ile
muamele edilmis bitkilerde hastalik siddeti 6zellikle 37 A2 ve 34 Al klonal
soylarinda %60'a varan olglide azalmigtir. Sonuglar, B. bassiana'nin endofitik
kolonizasyonu sonrasinda  bitkide c¢esitli savunma  mekanizmalarinin
aktiflestirildigini isaret etmektedir. Bu nedenle, B. bassiana gibi bir
entomopatojenik fungusun ayni zamandan endofit olarak kullanilmasi, patates
tretiminde pestisit uygulamalarini azaltma potansiyeli yaninda alternatif ve
stirdiirtilebilir bir bitki koruma stratejisi olusturma potansiyeli sunmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Beauveria bassiana, Biyolojik kontrol, Endofit,
Patates, Phytophthora infestans



ABSTRACT

EFFICACY OF ENDOPHYTIC COLONIZATION OF Beauveria bassiana
FOR THE CONTROL OF Phytophthora infestans ON POTATO
MSC THESIS
BEDRIYE DEMIRER
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)
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X1+ 36

Entomopathogenic fungi, of which Beauveria bassiana is a member, are
known as antagonists of insects with multiple functional and ecological roles and
are of increasing interest as biocontrol agents in integrated pest management
programs. In recent years, there are many studies reporting that B. bassiana
provides significant control against some plant disease pathogens with its
endophytic ability as well as its entomopathogenic feature. However, very limited
information is available about this observed effect of the agent on the pathogen
and its possible mechanism in the host plant. This study was carried out to
determine the control possibilities of 13_A2, 34 Al and 37_A2 clonal lineages of
Phytophthora infestans, which cause late blight in potato, by endophytic
colonization of B. bassiana. Three and seven days after the application of B.
bassiana to plants with 4-6 leaves, clonal lineages of P. infestans were inoculated
into the plants in the experiments. When the treatments were compared, the
disease severity in plants treated with B. bassiana was reduced by up to 60%,
especially in the clonal lineages 37_A2 and 34_ALl. The results indicate that
various defense mechanisms are activated in the plant after the endophytic
colonization of B. bassiana. Therefore, the use of an entomopathogenic fungus
such as B. bassiana as an endophyte has the potential to reduce pesticide
applications in potato production as well as to create an alternative and sustainable
plant protection strategy.

KEYWORDS: Beauveria bassiana, Biological control, Endophyte, Potato,
Phytophthora infestans
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1. GIRIiS

Patates, (Solanum tuberosum ), Solanacae (Patlicangiller) familyasina
bagli yumrular1 yenen tek yillik bir kiiltiir bitkisidir. Solanum cinsinin 2000 kadar
tiirii olmakla birlikte bunlarin yaklasik 160-180 kadar1 yumru olusturma 6zelligine
sahiptir. Insan beslenmesinde Solanum cinsinin sekiz tiirii gida kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan diinyada yaygin olarak yetistiriciligi yapilani

Solanum tuberosum’dur (Rowe, 1993).

Solanum tuberosum insan beslenmesinde besin degerinin yiiksek olmasi,
sindirim kolaylig1 saglamasi ve iceriginde antioksidan degerinin yiiksek miktarda
bulunmasi nedeniyle daha fazla tercih edilen bir bitki tiriidiir. Ayrica
karbonhidrat, protein ve mineral bakimindan zengin maddeler bulundurmasi

diinya genelinde yaygin kullanilmasinda rol oynamaktadir.

Gliney Amerika kitasinin yiiksek kesimlerinde yabani bir tiir olarak
kesfedilen patates yaklasik 8000 y1l 6nce Peru sinirindaki Andes Daglari’nin vahsi
dogasinda yetismekte ve buradan Kolombiya ve Venezuela'ya oradan da Sili ve
Kuzey Arjantin'e gelmistir (Cabieses, 2001). En sonunda tiim tiirler Peru'da
ekilmeye baslanmistir. Amerika kitasinin  kesfedilmesiyle diinyanin diger
bolgelerinede yayilan patates ilk olarak Avrupa kitasinda kiiltiire alinmistir.
Ulkemize ise Avrupa’da kiiltiire alinmast ile bati bélgelerine 150 yil kadar énce
girdigi ve dogu bolgelerine ise Rusya ve Kafkasya iizerinden geldigi
bilinmektedir. Bugiin iilkenin hemen her yerinde yetistirilebilmekle birlikte,

ozellikle Orta Anadolu’da 6nemli bir konumdadir (Hawkes, 1992).

Patates tiilketim alanlarinin genis olmasi nedeniyle diinyadaki iiretimde
artis meydana gelmektedir. 2020 FAO verilerine gore yillik patates ekim alani
16,5 milyon ton hektarlik bir alandan 359 milyon ton patates tiretilirken, ortalama
verim 2,177 kg/da bilinmektedir. Yillar itibari ile tretimde %22 Cin, %14
Hindistan %6 Ukrayna ve %5 Rusya pay almaktadir. Tiirkiye %]1°‘lik pay ile
diinya patates tiretiminde 16. sirada yer almaktadir (FAO, 2020).



Uretim ve Alan
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Sekil 1.1. FAO verilerine gore Diinyada patates {iretimi ve alani

Tirkiye de ise yillik patates ekim alan1 139 bin hektarlik alandan 5,1
milyon ton patates iiretirken ortalama verim 3,514 kg/da bilinmektedir (TUIK,
2020/2021).

Alan ve Uretim
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Sekil 1.2. TUIK verilerine gore Tiirkiye’de patates iiretimi ve alan

Patates yumrusu topraga ekildiginde yumru iizerindeki gozlerin
tomurcuklanmas: ile toprak altinda kok, stolon ve yumrular olusturur, toprakta
iken; saplar, yapraklar, ¢igekler, meyveler ve tohumlar olusturur (Anonim, 2022;
Kumar, ve Knowles, 1993; Husey vd., 1981). Yumrular hari¢ boyu 70-80 cm
uzunluga kadar uzayan beyazimsi-pembemsi ¢icekleri olan bir bitkidir. Toprak
tercihi agisindan hafif kumlu topraklart sever. Toprak sicakligi 8-10 °C'ye
ulastifinda ve ge¢ donlarin sona ermesiyle ekim yapilir. Ayrica ekildigi
topraklarin pH degeri 5 ila 7,50lmas1 ve hafif asidik olmasi tercih edilmektedir
(Anonim, 2022; Kumar ve Knowles, 1993; Vreugdenhil ve Struik, 1989; Reddy
vd., 2018).



Verim potansiyeli yliksek olan patates bitkisinin biyotik ve abiyotik stres
faktorii, istenilen verim degerlerine ulagmasini engellemektedir. Bitkinin iiretimini
tehdit eden 100'den fazla hastalik bulunmaktadir (Goére, 2019). Bitkide geg
yaniklik hastaligi olarak bilinen Phytophthora infestans (Montague) de Bary
siddetli durumlarda bitki iist aksamlariin ¢iiriimelerine neden olmaktadir (Akino
vd., 2014; Yogendra vd., 2015). Patateste biiyiik bir tehdit olmaya devam eden
gec yaniklik hastaligi 6 milyar dolardan fazla oldugu tahmin edilen kiiresel bir
maliyet tasimaktadir. Etmen 1845-1847 yillar1 arasinda Irlanda da patates
kithgima neden oldugu ve insanlik tarihinde biiyiikk tahriplere yol actig1

bilinmektedir (Goss vd., 2014; Ristaino, 2002).

Phytophthora infestans adi, 1876'da Alman mikolog Heinrich Anton de
Bary (1831-1888) tarafindan kesfedildi (Rastogi vd., 2021). Hastalik Avrupa da
1840 yillarindan beri bilinir. Ulkemizde Karadeniz bdlgesinde hastalik daha ¢ok
yaygindir. Hastalik her yil Trabzon, Bolu, Ordu, Giimiishane, Rize ve Corum
illerinde goriilebilmektedir. Patates tariminin yapildigi Dogu ve i¢ Anadolu
Bolgesindeki illerin bahar ve yaz aylarinda yagis alan kesimlerinde hastaligin
yiiksek olma ihtimali c¢oktur. Kuzey Avrupanin serin, nemli ve yagish
bolgelerinde hastalik her zaman goriiliir ve % 8-10 arasinda verim kaybina neden
olmaktadir. Ornegin; Ingiltere  de yagish havalarda verim kayb1 %16 bulunurken
kurak yillarda 9% 2 oraninda bulunmustur. Epidemi olusan yillarda ise % 70 ‘e

varan Urilin kaybina neden olmaktadir.

Patates ge¢ yaniklik etmeni P. infestans bir oomycete patojenidir (Judelson
vd,. 1991). Ger¢ek mantarlarin aksine hiicre duvarlarinda kitin yerine seliiloz
igerir ve hareketli zoosporlar iiretir. Organizma, ger¢ek mantarlardan c¢ok
kahverengi alglerle daha yakindan iligkilidir. P. infestans agirlikli olarak aseksiiel
(klonal) olarak ¢ogalir (Hu vd., 2012) ve enfekte olmus konukc¢u doku iizerinde
sporangioforlar {izerinde sporangium olusturur (Fry, 2018) bunlar ya dogrudan
enfeksiyon hifleri olusturmak icin ¢imlenir ya da daha fazla enfeksiyonlardan
sorumlu zoosporlar1 serbest birakir. Patojen tipik olarak, baskin oldugunda
enfekte patates yumrulart ve dokiintiiler iizerinde miselyum olarak mevsimden
mevsime hayatta kalir. Enfekteli yumrular 6nemli bir inokulum kaynagidir ve
sonraki patates mahsullerinde salgin gelisimine katkida bulunmaktadir (Ristaino,

2002).



Patojen dogada ¢esitli ortamlarda yaygin olarak goriildiigi bilinmektedir.
Nemli ve serin ortamlar tercih etmektedir. Enfeksiyon i¢in optimum sicaklik 12-
18 °C arasindadir. Ancak zoospor tliretimi 15 °C'nin altindaki sicakliklarda tercih
edilir. Lezyon biiylime hizlarn tipik olarak 20 ila 24 °C sicaklik aralifinda
optimaldir. Ideal kosullar altinda patojen yaklasik bes giin icinde patates
yapraklarindaki yasam dongiislinli tamamlar. 2 giin veya daha uzun siire sicaklik
10 °C'nin iizerinde ve nem %380'in iizerinde oldugunda, yapraklarda sporangium
gelisir ve tiretim alanina yayilir. Nemli kosullarda, yapraklarin altinda beyaz kiif

olusur ve tiim bitki hizla 6liir (Anonim, 2022).

Genellikle patojenin bitkide yaptig1 hastalik kimyasal madde kullanimiyla
kontrol altina alinmaktadir. Ancak bunlarin yaygin kullanimi ¢evreye zararh
oldugu ve kullanilan ilaglarin dayaniklilik riskinin ortaya ¢iktigi bilinmektedir
(Gutam vd., 2018). Artik yeni kimyasal molekiillerin gelistirilmesi sonucunda
sikintilarin ortaya ¢ikmasima neden oldugu bilinmektedir. Insan ve gevre saglig
toplumumuzda daha giincel olmasi ve herkesin duyarli davranmasi nedeniyle bitki
koruma alternatiflerinden insan ve g¢evre dostu olan biyolojik savasa yonelim
olduk¢a artmaya baslamaktadir. Biyolojik savaslarin kullanim1 gevre zararini en
aza indirgeyen yonteme sahip olmasi, insan saghigini tetikleyecek unsurlar1 daha
az barindirmasi, kullaniminin daha yaygin olmasi nedeniyle tercih edilmektedir.
Ayrica biyolojik savas oldukca fazla adindan bahsetmekte ve biyolojik savasin
bircok avantajlar1  bulunmaktadir. Bu nedenle biyolojik savasimdan
entomopatojen funguslar giiniimiizde hem hastaliklarin yayilmasiyla miicadele
etmek hem de mahsul veya hasat edilen mahsul kaybin1 azaltmak icin biyolojik
kontrol ajanlar1 olarak kullanilmaya baslamaktadir (Valero vd., 2016; Burge,
1988).

Insan ve g¢evre dostu alternatiflerden biyolojik miicadele, bitki
hastaliklarinin  kontrol altina alinmasinda olanak sagladigi bilinmektedir.
Biyolojik savas bazi hastaliklarin kontroliinde 6n plandadir. Biyolojik savaslarin
cevreye zararmin az olmasi, maliyet disiikliigii, faydali organizmalara kars
zararli yan etkilerin olmamasi, kimyasal kalintinin az ve ekosistemlerde
geleneksel insektisitlere gore cesitli avantajlara sahip olmasi kullanim agidan

tercih edilmektedir (Mantzoukas ve Eliopoulos 2020; Vega 2018).



Entomopatojen fungus Beauveria bassiana boceklerin kontroliinde yaygin
olarak kullanildigi bilinmektedir (Pedrini, 2022). Ancak bu etmenin bazi
fitopatolojik hastaliklarin kontroliinde de basarili oldugu baz1 yayinlarda
bildirilmektedir. Bizde bu ¢alismada bu etmenin bu yeteneginin P. infestans’a

kars1 calisip ¢alismadigini ortaya koymaya ¢alisilmaktadir.

Entomopatojen fungus grubundan biri olan Beauveria bassiana,
(Ascomycota: Hypocreales), biyolojik bir insektisit olarak, bitkilerde 6nemli
hasara neden olan tiirleri kontrol altina almak i¢in kullanilmaktadir. Kozmopolit
ascomycete fungusu B. bassiana, toprak, bitkiler ve bocekler dahil olmak tizere
cesitli ortamlardan yararlanma yetenegine sahiptir. Fungus toprakta saprofit ve
bitkilerde endofit olarak yasayabildigi bilinmektedir (Boomsma vd., 2014;
Ownley vd., 2004).

Bu calismanin amaci biyolojik savas ajani olarak entomopatojen bir
fungus olan Beauveria bassiana’nin Phytophthora. infestans’in kontroliinde
kullanip kullanilmayacagini ortaya koymaktir. Bununla ilgili herhangi bir bilgi

olmadig1 i¢in bu ¢alisma 6zgiin bir ¢aligma olmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Patates’te Phytophthora infestans Hastaligi Konusunda Yapilan
Calismalar

Tanimlanan birgok Phytophthora tiirii arasinda, Phytophthora infestans
(Montague) de Bary, 1840'lardaki Irlanda patates kitligmin hastalik etmeni olarak
in salmigtir (Akino vd., 2014).

Giiney Amerika'da Onemli bir patates hastaligt olan Phytophthora
infestans ilk olarak Peru ve And daglarinda 1920’lerde bulundugu bilinmektedir.
(Abad ve Abad, 1995). Meksika 'nin orta daglik bolgeleri, patates ge¢ yaniklik
patojeninin merkezi olarak kabul edilir. Meksika ve Gliney Amerika'da yiiriitiilen
son ¢alismalarda, Phytophthora infestans ve diger ilgili Phytophthora
patojenlerinin  biyolojisi ve evrimine yeni bilgiler ortaya konulmaktadir.
(Griinwald vd., 2005).

Diinya ¢apinda patates ve domates iiretimini tehdit eden Phytophthora
infestans uzun vadeli hastalik kontroliinii saglamak amaciyla onemli olgiide
uygulamali arastirmalar gergeklestirilmektedir. Phytophthora infestans evriminin
mekanizmalarini, siireglerini ve oranlarini anlamak, yeni yonetim uygulamalarinin
etkinligini ve dayanikliligini tahmin etmede Onemli bir faktordiir. Bu amaca
ulagsmak i¢in bir dizi fenotipik ve genotipik c¢alisma yapilmaktadir. Ancak her

birinin sinirlar1 vardir ve yeni yontemler aranilmaktadir (Cooke vd., 2004).

Patojenlerin genetigi sekillendirmede oynadigi rolii anlamak bitki
populasyonlarimin  ve  topluluklarinin  yapisi, patojenlerin  ¢esitliliginin,
kokenlerinin ve patojenler ile konukgulart arasinda meydana gelen evrimsel

etkilesimin anlagilmasi gerekilmistir (Burdon Silk, 1997).

Bu mantar patojeni, diinya ¢apinda bir¢ok bitkinin tahrip olmasina neden
olmaktadir. Hawaii Universitesinde yapilan tetkiklerde serin, yagmurlu ve nemli
kosullarin yasandig1 yerlerde siddetli olabildigini tespit edilmistir. Hassas bitkiler
icin bunlarin hakim oldugu yerler veya mevsimlerden kag¢inilmasi gerektigi

belirtilmistir (Nelson vd., 2008).



Hastaligin kontroliinde dayanakli ¢esitlerde 6nemlidir bununla ilgili
yiriitiillen ¢aligmalarda bulunmaktadir. Dayanikli ¢esit gelistirme calismalarinda
bircok klonal soy bulundugu i¢in bu klonal soylara karst ¢esitlerinin
reaksiyonunda yiriitiilmesi gerekmektedir. Bu nedenle ge¢ yaniklik patojeni
Phytophthora infestans'a kars1 direnci yiiksek bir patates ¢esidi olan Sarpo Mira,
ticari ¢esitlerde gec¢ yaniklik direncini artirmak igin 1slah programlarinda
kullamilmistir.  Phytophthora infestans direnci igin 6nemli olan genlerin
kesfedilmesinde yeni dayanikli ¢esitlerinin molekiiler belirteglerin gelistirilmesine
yardimci oldugu belirtilmistir. Dayanikli ¢esitlerin  kullanimi, pestisitlerin
kullanimuiyla iligkili ¢evresel, saglik ve finansal maliyetleri de azalttigi tespit
edilmistir. Enfeksiyonun ¢ok erken asamalarinda direngli gesitte daha yiiksek

seviyelerde 6nemli Ol¢iide indiiklendigini bildirmistir (Orlowska vd., 2012).

Phytophthora infestans’in neden oldugu epidemide patates ge¢ yanikligi,
ciddi bir patates hastaligi olmaya devam etmekte ve yagisli nemli kosullarda
sporlasyon ve enfeksiyon yapabildigi tiim hastaliklarda hizla yayilmaktadir.
(Harrison vd., 1989) yapmis olduklar1 arastirmada, ayrilmis patates yapraklari ve
biitiin bitkiler etrafindaki nem, hava hiz1 ve sicakligin kontroliinii arastirmistir.
Phytophthora infestans ile inokulum edilen yapraklar ve bitkiler, 15°C'de havada
inkube edilmistir. Bol miktarda sporangiumun ortam nemi %90-100 orantili nem
oldugunda,ancak %85 veya %80 bagil nemde degilken 0,3x10"3m/s hava hizinda
olustugunu belirtmistir. 5,5x10°° ve 13,7x107% m/s hava hizlarinda, %100 RH'de

3 akan

cok sayida sporangia varmig, ancak %95-80 RH'de yokmus. 5,5x10 ~
havada tutulan yaprakeiklarda olusan sporangia sayisi her biri giinde 12 saat
boyunca degisen %80 ve %100 orantili nem ile m/s, siirekli olarak her bir nemde
inkube edilen yapraklarda olusan sayilar arasinda orta diizeydeymis ve sabit bir
%90 orantili nemde olusan sayilardan daha yiiksekmis. Inokulumdan &nce
bitkilerden yapraklarin alinmasi, iretilen sporangia sayisini etkilemedigini

bildirmislerdir.

Phytophthora infestans’in biyolojik kontroliinde Bacillus subtilis’un
kontrol saglanabilecek secenekler arasinda oldugu bilinmektedir. Kumbar vd,
(2019), patateste Phytophthora infestans'in neden oldugu ge¢ yaniklik hastaligini

kontrol etmek i¢in dort Bacillus subtilis izolatlarini tarlada uygulamislardir.



Sonuglar, bakteriyel tedavilerin kontrole kiyasla ge¢ yaniklik hastalik insidansini

onemli 6l¢iide azalttigini ortaya koydugunu bildirmislerdir.

2.2 Phytophora infestans’in Miicadelesi Konusunda Yapilan Calismalar

150 yili askin bir siiredir insanoglu Phytophthora infestans ile miicadele
etmektedir. Bununla birlikte, ilgili yontemlerin genis kullanimina ragmen,
girisimlerin ¢ogu yeterince etkili olamamaktadir. Bu patojen her yil diinya
capinda tarimda biiyiik kayiplara neden olmaktadir. P. infestans, birgok patojenik
organizma gibi konukgunun fizyolojisini degistirebilen, bagisiklik ile miicadele
edebilen ve epidemiyi kolaylastirabilen yapiya sahip olmasi nedeniyle
miicadelede zorlanilmaktadir. Phytophthora infestans'a karsi en yaygin arag olan
fungisitlerin  belirli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Giliniimiizde fungisitlerin
yiiksek fiyatli olmasi, organik tarimda kullaniminin yasaklanmasi, ekosistem ve
saglik i¢cin potansiyel bir risk tasimasi ve direngli konukgularin ortaya ¢ikmasinda

biiyiik risk tasimaktadir (Ivanov vd., 2021).

Phytophthora infestans birgok iiretim alaninda biiyiik zararlara yol actigi
ve kontroliin sik sik fungisit uygulanmasi ile miimkiin oldugu bilinmektedir.
Ancak fungisit uygulanmasiyla ge¢ yanikligin etkisi 6nemli dlgiide azaldigi ve
tarimda toprak, su ve enerji gibi kaynaklarin siirdiirebilirliligi daha basarili bir

sekilde yonetildigi bilinmektedir. (Haverkort vd., 2009).

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada organik patates tariminda Phytophthora
infestans'in neden oldugu siddetli ge¢ yaniklik saldirilari ile smirli oldugu
bildirilmistir. Hollanda ge¢ yaniklik yonetmeligi uyarinca, epidemi baslangincinin
tespit edilmesi sonucunda patojeni 6ldiirmek zorunlu hale gelindigi belirtilmistir.
Bununla birlikte miicadelede birinci 6ncelik, Hollanda'da organik patates
iiretimini korumak i¢in yiiksek direncli g¢esitlerin yetistirilmesinde gerektigi ve
patojenin kontrol altina alma ydntemleri arasinda oldugunu bildirmistirler.
Hollanda da organik tariminin artik geleneksel yetistirme yontemlerine gore
gelistirdiklerini ve faaliyetlerini organik tarima gore belirleyeceklerini

belirtmistirler. Besin verimliligi gibi ge¢ yamiklik direnci disindaki gerekli
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ozellikleri dahil etmek i¢in ek secim yontemlerinin gelistirilmesi gerektigini de

belirtmistirler (Lammerts van Bueren vd., 2008).

2.3 Entomopatojen Fungus Beauveria bassiana Hakkinda Yapilan
Calismalar

Endofit teriminin ¢esitli tanimlar1 olmasina ragmen, endofitlerin herhangi
bir  belirgin  semptoma neden olmadan Dbitki dokularinda bulunan
mikroorganizmalar oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (Senthilkumar vd.,
2011). Fungus endofitleri yaygin ve dogada oldukea gesitlidir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde B. bassiana'nin bir mantar endofiti olarak izolasyonu, bir¢ok bitki
icin dogal kosullar altinda ve ayrica gesitli yontemler kullanilarak inokiile edilen
bitkilerde rapor edilmistir (Bonnie ark., 2010). Her yerde bulunan entomopatojen
funguslar, hastaliga neden olmadan saglikli bitki dokularinda yasamaktadir.
Fungus biyogesitliliginde 6nemli, ancak ¢ogu zaman goézden kacan bilesenleri
olan endofitler bugiine kadar incelenen bir¢ok bitki tiirinde de bulundugu
bildirilmektedir (Arnold vd., 2002).

Bu mantarlar i¢in bitki hastaliklarini bastirmanin birincil mekanizmalari
farklidir. Bir dizi biyoaktif metabolit {ireten ve in vitro kosullarda bitki
patojenlerinin biiylimesini sinirlayan Beauveria spp. bunlardan birisidir. Bitki
testlerinde B. bassiana'nin, Pythium, Rhizoctonia ve Fusarium gibi toprak kdkenli
olan bitki patojenlerinin neden oldugu hastaliklar1 azalttig1 rapor edilmistir. Cok
cesitli bitki tiirlerini endofitik olarak hem monokot hem de dikot olmak {izere
kolonize edebilmistir. Ayrica, endofitik olarak kolonize edilmis pamuk fideleri,
yapraklar lizerinde bir bakteriyel bitki patojeni ile tehdit edildiginde sistemik
direnci indiiklemistir. (Ownley vd., 2010).

Subbana vd. (2019), geg¢misten giiniimiize kadar yogun monokiiltiirler
nedeniyle, diizenli olarak yiiksek dozda kimyasal bocek ilact kullanimindan
kagimildigin1 belirtmistir. Hem entomopatojen mantarlarin hem de kimyasal
pestisitlerin birlikte kullanilmasimin g¢evre riskini azalttigi da bildirilmektedir..
Cesitli aragtirmalar sonucunda, kombine kullanimda bagimsiz uygulamalara gore

daha verimli sinerjistik etkilesimler bildirilmistir. En Onemlisi, sinerjiden



kaynaklanan birlesik uygulama, bocek sorununu etkili bir sekilde ¢ozebilmekte ve
ayrica belirli bir ekosistemde bir entomopatojenin olusmasina yardimci olmustur.
Cevre dostu entomopatojenler konukguya bir kez yerlestikten sonra biriken bocek
popiilasyonunu etkili bir sekilde yonetebilmekte ve yillar icinde pestisit

kullaniminda uygulama sayisin1 azaltabildigi bildirilmektedir.

Vidal vd. (2015), yapmis olduklar1 ¢alismada entomopatojen funguslarin
bitki dokularinda herhangi bir semptoma ugramadan endofitik olarak kolonize
oldugunu bildirilmektedir. Elde edilen verilerinde biiyiik bolimiinde endofitik
fungus olarak Beauveria bassiana’nin bitki dokularini endofitik olarak kolonize

ettigi de belirtilmistir.

Akello vd. (2009), inokulum yontemine bagl olarak B. bassiana'nin doku
kiiltiiri muz bitkileri ile endofitik bir iliski kurabildigini ve muzda Cosmopolites
sordidus zararlisina karsi alternatif bir yontem saglayabilecegini bildirmistir.
Bitkiler ti¢ Beauveria bassiana izolatina (G41, S204 ve WA) daldirma yontemiyle
inokiile edilmis ve yaklagik bir ay sonra muz bitkisi lizerinde %96,7 oraninda
basar1 elde edilmistir. Bitkileri konidial bir siispansiyona daldirma islemi ile bitki
biiylimesi veya hayatta kalmasi iizerinde hicbir olumsuz etki olmadan en yiiksek
endofitik kolonizasyon saglanmistir. Calisma sonucunda Beauveria bassiana G41

1zolati, bitkilere daldirildiginda en iyi endofitik yeteneginin oldugu saptanmustir.

Entomopatojen o6zellikleri ile bilinen Beauveria bassiana bir¢cok bocek
zararlisina karsi en yaygin kullanilan mantar tiiriidiir (Ownley vd., 2010). Nishi
vd. (2021), yapmis oldugu ¢alismada entomopatojen fungus Beauveria bassiana
GHA izolat:1 tarafindan domates bitkilerinin epifitik ve endofitik kolonizasyonunu
aragtirmistir. Toprak kokenli patojenlere kars1 da etkili olabildigini ve herhangi bir
semptoma neden olmadan ¢esitli bitki tiirlerinin yiizeylerinde veya i¢ dokularinda
yasadig1 bildirilmistir. Bu nedenle, B. bassiana min ticari bir mikrobiyal insektisit
bileseni olan GHA izolat1 domates bitkilerini kolonize etmistir. Yiiksek nemde
domatesin saglam yaprak yiizeylerinde biiyliyen GHA izolat1 stomaya girmedigi
tespit edilmistir. Degerlendirme sonucunda canli hif ve konidia tespit edilmistir.
Inokulumundan 14 giin sonrasma kadar yapraklar iizerindeki popiilasyon énemli

Olgiide artis sagladigi Dbelirlenmistir. Bu bulgular, epifitik ve endofitik
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kolonizasyon olusturacak B. bassiana GHA izolatinin domates bitkilerinde

kolonize edebildigini gostermistir.

Lewis vd. (1991), musir tarlalarinda ekonomik zarara yol agan Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae)'in endofitik Beauveria bassiana tarafindan
baskilandigin1 bildirmistir. Beauveria bassiana musir bitkilerine, Zea mays L.,
graniiler bir Konidia formiilasyonunun yapraga uygulanmasi ve bir konidial
stispansiyonun enjeksiyonu yoluyla uygulanmustir. Bitki hasatinda B. bassiana'
nin varligi ve laboratuvarda yetistirilen Avrupa misir kurdu larvasi Ostrinia
nubilalis (Hiibner) tarafindan tiinel agma miktar1 agisindan analiz edilmistir. 1989
yilin da yapraktan muamele edilen bitkilerin %98,3" i, enjekte edilen bitkilerin
%95,0'1 ve muamele edilmeyen bitkilerin %33,3'ii B. bassiana tarafindan kolonize
edilmistir. Arastirmanin sonucunda yapraklara uygulandiginda, B. bassiana

izolatin en yiiksek miktarda O. nubilalis'i baskiladig1 belirlenmistir.

Posada vd. (2006), kahve fidelerinin (Coffea arabica L.) fungal
entomopatojen Beauveria bassiana (Ascomycota: Hypocreales) ile inokule
edilmesiyle endofitik kolonizasyonu testlenmistirler. Beauveria bassiana'nin, spor
slispansiyonlar1 ile inokule edilmis kahve fidelerine endofit olarak yerlestigini
belirtmistir. Beauveria bassiana'nin, inokulumdan 30 ve 60 giin sonra
govdelerden, yapraklardan ve koklerden bir endofit olarak geri kazanildig
bildirilmistir.

Ownley vd. (2008), yapmis oldugu ¢alismada Beauveria bassiana 11-98’in
tohum uygulamasi ile domates ve pamuk fidelerinde endofitik kolonizasyonunu
tespit edilmistir. Bitki patojeni Rhizoctonia solani ve Pythium myriotylum'a kars1
koruma ile sonuglandigin bildirmistirler. Her iki patojen de fidelerin kurumasina
ve yaslh bitkilerin kok ¢lirimesine neden oldugu tespit edilmistir. Segici ortam
tizerine standart kaplama teknikleri kullanilarak, endofitik 11-98, B. bassiana ile
muamele edilmistir. Beauveria bassiana 11-98'den DNA igeren pamuk
numunelerinde mantar, 1:1000 DNA oranlarinda belirlenmistir. Beauveria
bassiana 11-98 ile muamele edilmis tohumdan yetistirilen fidelerde de tespit
edilmistir.Parazitizm analizlerinde, B. bassiana 11-98'in hiflerinin Pythium

myriotylum'un hifleri etrafinda kivrildig1 gézlenmistir.
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Yapilan ¢aligmalara gbre entomopatojen funguslarin, insanlar lizerinde
olumsuz etkilerinin olmadigini, kullaniminda ise; g¢evreye ve hedef olmayan
organizmalara karsi minimum seviyede zararli oldugu tespit edilmistir. BitKi
koruma yontemlerinden kimyasal miicadeleye gore daha ¢ok tercih edilmeli ve
biyolojik miicadelede de giivenilir bir insektisit olarak kullanilmasi gerektigi

belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki

Koruma Boliimii’niin Fitopatoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1 Materyal
3.1.1 Calismada Kullanilan Patojen Fungus izolatlar

Bu calismada, 13 A2, 34 A1l ve 37 A2 klonal soylarini sirastyla 1,94 ve
64 nolu P. infestans izolatlar1 kullanilmistir. Bu galismada kullanilan klonal soylar
ile Beauveria bassiana B.A.L.B.U.Z.F Bitki Koruma Béliimii Mikoloji

laboratuvari kiiltiir stoklarindan alinmistr.

Tablo 3.1. Test patojenlerine ait izolat numarasi, eslesme tipi ve lokasyon bilgileri

Klonal Soylar Izolat numaras1 | Eslesme tipi Lokasyon

13 A2 1 A2 [zmir-Odemis-
Gereli

34_Al 94 Al Afyon-Sandikli-
Alamescit

37_A2 69 A2 Bursa-inegél-
Cerrah

3.1.2 Calismada Kullanilan Bitkisel Materyal

Tiirkiye’de patates yetistirme alanlarinda yaygin olarak kullanilan Agria
cesidi Tekfen Tarimsal Arastirma Uretim ve Pazarlama A.S.’den 2021 yilinin

Aralik ayinda temin edilmis ve ¢alismada materyal olarak kullanilmigtir.

3.1.3 Calismada Kullanilan Besi Yerleri

Patojen izolasyonunu ve inokulum {iretimini arttirmak i¢in Rye A ortami
ve spor oraninin bol verilmesi gereken durumlarda Rye B ortami kullanilmustir.
Hastalikli bitki dokularinin sporulasyonu i¢in %1,5 ’luk Su agar ortamindan

yararlanilmastir.
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Tablo 3.2. Kullanilan besi yerler i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

Kimyasal ismi Miktar
Cavdar 60 g
Sakkaroz 20 ¢

Rye A agar Bacto-agar 159
rifampisin 50 mg/L
Saf su 11t
Kaynatilmis Rye suyu 200 ml
Sakkaroz 209

Rye B agar Bacto-agar 15¢
B-sitosterol ¢ozeltisi 0.050 g/L
rifampisin 50 mg/L
Saf su 11t

%2 ’lik su agar Saf su 1L
Agar 159

3.2 Yontemler

3.2.1 Kullanilan Besi Yerler

3.2.1.1 RYE-A ORTAMI

60 g cavdar (Rye) tartilarak bir kaba alinip, tizerine 75 ml saf su ilave
edilerek agiz kism1 aliiminyum folyo ile kapatilmigtir. Karanlik bir ortamda 24
saat bekletilmistir. 24 saat boyunca kapta cimlendirilen c¢avdar erlenmayere
alinarak iizerine 1-2 cm gecgecek kadar saf su ilave edilmistir. Yaklasik 1 saat
kaynatilmaya birakilmistir. Fermente olan ¢avdar suyu tiilbentten siiziilerek 1
litrelik bir otoklav sisesine alinmistir. (200 ml). Sise igerisine 20 g sakkaroz, 15 gr
Bacto-agar ilave edilerek 1 litre saf su ile tamamlanmistir. 121 °C'de 20 dakika

otoklavlanarak 45-50 °C'de sogutulup istenilen kalinlikta Petri kaplarina

dokiilmiistiir.
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Sekil 3.1. a) Kiivette 1slatilan ¢avdar b) Karanlik ortama alinmasi i¢in hazirlanan
cavdar

3.2.1.2 RYE B ORTAMI

Rye A ortaminin hazirlanmasinda gecgerli olan tiim prosediirler Rye B
ortaminda da uygulanmustir. Iki ortami farkli kilan tek nokta otoklav oncesinde
Rye B ortamina 0.050 g/L B- sitosterol ilave edilmesidir. - sitosterol patojenin
sporiilasyonunu arttirdigi i¢in bu besi yeri bol spor vermesi gerekli oldugu

durumlarda kullanilmistir.

3.2.1.3 %1,5°’LUK SU AGAR ORTAMI

Su agar yapimminda bir siseye 1 litre distile su ve 15 gr Bacto-agar
eklenmistir. 121 °C’de 20 dk otoklavlanmig ve 45-50 °C’de sogutulup istenilen

kalinlikta Petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.2.2 Re-izolasyon Calismalarinda Kullanmak Uzere Kiiltiirlerin
Gelistirilmesi

Bu c¢alisma kiiltiir stoklarindan alinan 13 A2, 34 Al ve 37_A2 klonal
soylarin gelisimini saglamak amaciyla yapilmigtir. Mikoloji Laboratuvar kiiltiir
stoklarindan -152 °C’deki crytiipten alinan agar diskler kurutma kagidinda gliserol

DMSO emilimi saglanilmis ve Rye A ortamina ekimi gergeklestirilmistir.

Izolatlarin 2 haftalik gelisimini saglamasindan sonra 13_A2, 34 Al ve
37_A2 P. infestans izolatlarinin patateste miselyel Kkitlelerinin igerisinde
sporangiumlarinin gelisimini saglamak i¢in Agria cesidi patates kullanilmistir.
Tezenfekte hale getirilmek icin yikanip leke kalmayacak sekilde kabuk kismi

soyulan patatesler steril hale getirilmek {izere hazirlanan % 5°lik sodyum
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hipoklorit ¢ozeltisine (900 ml saf su ve 100 ml ¢amasir suyu) daldirilip 3 dakika
bekletilmis ve 2 dakika boyunca % 70’lik etil alkolde tutularak steril kurutma
kagidi lizerinde 5 mm kalinliginda dilimlenmistir. Daha sonra 13 A2, 34 Al ve
37_AZ2 klonal soylardan fungal kitleler alinip su agar ortaminin altina konulup su
agarin lizerine patates dilimleri yerlestirilerek etmenlerin 18 °C'de karanlik
ortamda patates dilimlerinde gelismesi saglanilmistir. Patates dilimlerinin
lizerinde etmenin miselyel kitlelerinin icerisinde sporangiumlarinin goriilmesi

sonucunda stereo mikroskop altinda ok uglu igne ile etmenin sporangiumlari

alinip yeni Rye A ortamina aktarimi saglanilmastir.

Sekil 3.2. a) Phytophthora infestans izolatinin bistiirii ile ortamdan alinmasi b)
Steril kurutma kagidinda dilimlenen patatesler

Sekil 3.3. Inkiibasyona birakilan; a) 13 A2 izolatin patateste gelisimi b) 34 Al
izolatin patateste gelisimi ¢) 37 A2 izolatin patateste gelisimi

16



Rye A ortaminda gelisen klonal soylardan 5 mm ¢apindaki mantar diskler

almip Rye B ortamimin orta kismina birer disk gelecek sekilde uygulanarak

18°C'de karanlik ortama birakilmistir.

Sekil 3.4. a) Rye B ortamindan alinan diskler b,c) Petri kabinda ekilen
Phytophthora infestans diskleri d) Phytophthora infestans’in gelisimi

3.2.3 Bitki Yetistirme Kosul ve Ortami

Patates bitkisi ile yapilan calismalar, B.A.I.B.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki

Koruma béliimiine ait, kontrollii iklim odas1 kosullarinda yapilmugtir.

3.2.4 Bitki Biiyiitme

Calismada kullanilan Agria cesidi patatesler dikim boyunda kesilmis ve
hazirlanan %0,5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde (900 ml saf su ve 100 ml
camagsir suyu) 3 dk bekletilmistir. Sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi i¢in 3-5
dk saf suya daldirilarak steril kurutma kagidinda 30 dk kurutulmus ve iklim

odasinda kiivete alinip 23°C’de 3 hafta siireyle karanlik ortamda filizlenmesi

beklenilmistir.

Sekil 3.5. iklim odasinda filizlenmesi i¢in bekletilen yumrular
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Daha sonra 3 hafta boyunca filizlenen yumrular 1.5 litrelik saksilara
ekilmistir. Saksilarin yarisina torf-perlit karisimi (1:2 w/w) doldurulup gozleri
istte gelicek sekilde yumrular dikilmis ve st kismu torf-perlit karisimi ile
kapatilmistir. Her saks1i musluk suyuyla sulanilip kontrollii iklim odasinda (18 °C
gece 24 °C giindiiz sicaklik, 16 saat aydinlik- 8 saat karanlik ortamda ve %70

nem) 14 giin siireyle biiyiitiilmeye birakilmistir.

Sekil 3.6. a) Yumrularin torfa dikimi b) Kontrollii iklim odasinda biiytitiillmeye
birakilan yumrular

3.2.5 inokulum Uretimi

Bu calismada iklim odasinda yetistirilen patates bitkilerinin gelisimini
heniliz tamamlamamis yapraklar kopartilip sogutucu yardimiyla laboratuvar
ortamina getirilmistir. Yapraklar steril saf suya daldirilip steril kurutma kagidinda
kurutulmus ve su agar ortaminda alt kisimlar1 yukari gelecek sekilde
yerlestirilmistir. Daha sonra 34_A1, 37_A2 ve 13_A2 izolatlarina ait kiiltiirlerinin
u¢ kismindan 5 mm’lik diskler alinarak her yapragin iizerine paralel gelecek
sekilde yerlestirilmis ve lizerine 20 mikrolitre su verilip petri kaplar1 kapatilarak
parafilm yardimiyla sarilmistir. (18 °C sicaklikta 16 saat aydinlik- 8 saat karanlik
ortamda)
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Sekil 3.7. a) 37_A2 izolatimin yapraklarda gelisimi b) 34 _Al izolatinin
yapraklarda gelisimi ¢) 13_A2 izolatinin yapraklarda gelisimi

3.2.6 Beauveria bassiana’ nin Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi ve
Uygulanmasi

Beauveria bassiana izolat1 PDA ortaminda 2 hafta siireyle 26 °C’de 14 giin
karanlik kosullarda gelistirilmis ve gelistirmenin son iki giinii ayn1 sicaklikta 2
giin aydinlik kosullarda sporlanmasi saglanilmistir. Icerisinde % 0,025 Tween-80
bulunan steril su her bir petriye 10 ml dokiilerek Beauveria bassiana sporlarinin
suya gegmesi saglanmig ve bunlar bir beherde toplanip daha sonra bir baget
yardimiyla karigtirilmistir. Daha sonra spor oranina hemostometre ile bakilip
2.107 spor/ml yogunlugunda siispansiyonlar hazirlanarak kontrol bitkileri harig

her bitkiye 10 ml spor siiSpansiyonu piirverize edilmistir.

S

Sekil 3.8. Beauveria bassiana spor siispansiyonunun yapraklardaki gortiiniimii
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Sekil 3.9. Beauveria bassiana spor siispansiyonlu bitkilerin iklim odasindaki
goruntisu

3.2.7 Phytophthora infestans’in Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi ve
Uygulanmasi

B.A.LB.U. bitki koruma béliimii mikoloji laboratuvarinda stok Kkiiltiir
olarak -135 °C’de, muhafaza edilmis olan Phytophthora infestans klonal soylar
(13_A2, 37 A2 ve 34 Al) PDA ortamlarma alinarak inkiibatérde kesintisiz bir
sekilde miselyal gelisimleri ve sporangium yapilarin1  gerceklestirmesi
saglanmustir. Igerisinde % 0,025 Tween-80 bulunan steril su her bir petriye 10 ml
dokiilerek Phytophthora infestans sporlarinin suya ge¢mesi saglanmis ve bunlar
bir beherde toplanip daha sonra bir baget yardimiyla Daha sonra spor oranina
hemostometre ile bakilip 2-4.107 sporangium/ ml yogunlugunda siispansiyonlar
hazirlanmis ve Beauveria bassiana’nin patates yapraklarinin inokulasyonundan 3
ve 7 glin sonra Phytophthora infestans’in klonay soylar1 (13 A2, 37 A2 ve
34_Al) saksilara 3 tekerriir olacak sekilde inokule edilmistir. Kontrol bitkilerine
13 A2 klonal soy ve etiketlenmis diger saksilara 13 A2, 37 A2 ve 34 Al klonal
soylar her bitkiye 10 ml spor siispansiyon olacak sekilde piirverize edilmistir.
Daha sonra esit bir dagilim olacak sekilde piiskiirtiilmiis olan bitkilere steril su ile
islatilmig polietilen Ortiiler gecirilerek kontrollii iklim odasi kosullarinda (20-25
°C sicaklik ,14-15 saat aydinlik-karanlik ortamda ve %70 nem) 24-48 saat
birakilmistir. Phytophthora infestans uygulanmasindan sonraki 24-48 saat sonra

polietilen ortiiler ¢ikarilmistir.
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Sekil 3.10. Phytophthora infestans (37 A2) spor siispansiyonu uygulanan 3. giin
bitkileri

Sekil 3.11. Phytophthora infestans (13_A2) spor siispansiyonu uygulanan 3. giin
bitkileri

Sekil 3.12. Phytophthora infestans (34 A1) spor siispansiyonu uygulanan 3. giin
bitkileri

21



Sekil 3.13. Phytophthora infestans (13_A2) spor siispansiyonu uygulanan 7. giin
bitkileri

Sekil 3.14. Phytophthora infestans (34 A1) spor siispansiyonu uygulanan 7. giin
bitkileri

Sekil 3.15. Phytophthora infestans (37 A2) spor siispansiyonu uygulanan 7. giin
bitkileri
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3.2.8 Hastalik Degerlendirmesi

Hastalik degerlendirilmesi Phytophthora infestans klonal soylarinin
Beauveria bassiana tarafindan kontrol olanaklarinin degerlendirilecegi deneme
inokiilasyonundan sonraki 7. giinde 0-5 1skalasiyla ile yapilmistir. Denemede
EPPO hastalik siddeti semasi1 kullanilarak her bitkinin 10 yaprag: iizerinde gorsel
olarak tahmin edilmistir (EPPO, 2001; Tablo.3). Yapraklar deneme 6ncesi yapilan

etiketlemeye gore secilmistir.

Tablo 3.3. Beauveria bassiana inokulasyonundan sonra Phytophthora infestans

inokiilasyonunun degerlendirmesi i¢in kullanilan 0-5 1skalas1

0, higbir belirti yok,

1, bitkide birkag leke veya toplam yaprak alaninin en fazla %10’ nuna kadar

gbzlenen yaniklik,

2, bitkinin yaprak alaninda %?25’e kadar gozlenen yaniklik,

3, %50’ye kadar gozlenen yaniklik,

4, %75 1ne kadar gozlenen yaniklik,

5, bitkinin tamaminda goézlenen yaniklik veya bitki 6limdi,

Degerlendirme sonucunda elde edilen 1skala degerleri hastalik siddeti (%)
degerlerine (Townsend Heuberger formiiliiyle) donistiiriilmiistiir. Beauveria
bassiana uygulamasindan 3 ve 7 giin sonra gerceklestirilen Phytophthora
infestans inokulasyonlarindan oGlgiilen ortalama hastalik siddeti ve % etkililik

degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 3.16. a) 37_A2 kontrol bitkisi b) 37_A2 bitkisine ait hastalik siddetinin
gorunimu

3.2.9 Endofitik Kolonizasyonunun Degerlendirmesi

Yapraklara homojen dagilim saglayacak sekilde uygulanan spor
stispansiyonlarin endofitik kolonizasyonunun hastalik siddetini ve etkililigini
belirlemek amactyla yapilmistir. Yaprak parcalarina tabi tutulan hastaligin birim
dokudaki etkinligi belirlenmis ve degerlendirmede Rondot ve Reineke tarafindan

aciklanan prosediir kullanilmigtir.

Denemede yapraklarin yiizey sterilizasyonunun ardinda B. bassiana’nin
yeniden izolasyonu yoluyla fungusun endofitik kolonizasyonunun konfirmasyonu
gerceklestirilmistir. Her islem i¢in 3 bitkinin her birinden 2 yaprak kesilerek ve %
0,5 NaOCl'ye daldirilarak steril kosullar altinda ayr1 ayr yiizeyleri 2 dakika
boyunca sterilize edilmistir. (%0,05 Tween 80). Bu islemin ardindan 2 dakika
boyunca %70 etanol iceren ortamda yaprak diskleri tutulup ve son olarak,
yapraklarin her biri 1 dakika boyunca iki kez steril suya daldirilip steril kurutma
kagitlar1 iizerinde kurutulmustur. Yiizey sterilizasyonundan sonra, steril bir
mantar delici ile her yapraktan sekiz yaprak diski (§ mm capinda) elde edilip ve
igerisinde 0,135 g/L streptomisin bulunan PDA Petrilerine ekilmistir. 24 °C’de 21

giin sonra deneme degerlendirilmistir.
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Sekil 3.17. Yapraklara yilizey dezenfeksiyonunun yapilma iglemi

Sekil 3.19. Fungus delici ile delinen yaprak diskleri
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Sekil 3.20. a) Yaprak diski b) PDA ortamina ekilen yaprak diskleri c) Petri
kaplarina alinan yaprak disklerin hazirlanmasi

Sekil 3.21. PDA ortamina ekilen 13 A2, 37 A2 ve 34 Al izolatlar
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4. BULGULAR

Elde ettigimiz sonuglar da Beauveria bassiana uygulamasindan 3 ve 7 giin
sonra gergeklestirilen Phytophthora infestans inokulasyonlarindan 6lgiilen bazi
bitki biiylitme parametre degerleri hesaplanmigtir.  Yapilan endofitik
kolonizasyonunun etkinligi belirleme calismasi sonucunda 37_A2 ve 34 Al

klonal soylarina kars1 daha yiiksek reaksiyon gosterdigi gozlemlenmistir.

Tablo 4.1. Beauveria bassiana uygulamasindan 3 ve 7 giin sonra gergeklestirilen
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda 6lgiilen ortalama hastalik
siddeti ve % etkililik degerleri

Klonal soylar Inokulasyon 3 giin sonra Inokulasyon 7 giin sonra
Ortalama % Etkililik Ortalama % Etkililik
Hastalik Hastalik
Siddeti (%) Siddeti (%)
13 A2 53,33 27,27 53,33 38,46
34 Al 40,00 40,00 33,33 58,33
37_A2 26,67 55,56 33,33 54,55
(+) Kontrol 73,33 - 86,67 -
13 A2
(+) Kontrol 66,67 - 80,00 -
34 Al
(+) Kontrol 60,00 - 73,33 -
37 A2

Olgiim sonuglarina gore inokulasyondan 3 giin sonra Beauveria
bassiana’nin ortalama etkililik degerlerine bakildiginda kontrol bitkilerine kiyasla
klonal soylardan 37 A2’de % 55, 56 oraninda daha yiiksek etkililik sagladigina
vartlmistir fakat 34_Al’de % 40, 00 oraninda etkililik oldugu gozlenirken 13_A2’
de %27, 27 oraninda daha diisiik etkililik saglandig1 gozlemlenmistir.

Inokulasyondan 7 giin sonra ortalama etkililik degerlerine bakildiginda ise
kontrol bitkilerine kiyasla 34 A1’ de % 58, 33 oraninda etkililik saglanirken
37 A2’de % 54, 55 oraninda ulasildig1 ve aralarinda yiiksek oranda farklilik
gozlenmedigi goriilmiistiir. Daha diisiik etkililik saglayan 13 A2’ de ise % 38,46
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oraninda etkililik sonucuna ulagilmistir. Bu nedenle 7 gilin sonra 34 Al ve

37 A2’de daha yiiksek etkililik sagladigina varilmistir.

Beauveria bassiana uygulamasindan 3 ve 7 giin sonra gerceklestirilen
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinin ardindan iskala degerleri
gorsel olarak degerlendirilmis ve daha sonra denemede degerlendirilmek iizere

hasat edilen patates bitkilerinin bitki agirliklari, yaprak agirliklart ve goévde

agirliklarinun bitki biiylime parametresi degerleri hesaplanmistir.

Sekil 4.1. 3. giin patates bitkisine ait agirlik; a) yaprak agirligi b) gévde agirligi c)
bitki agirlig

Tablo 4.2. Beauveria bassiana uygulamasindan 3 giin sonra gergeklestirilen
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda 6lgiilen bazi bitki biiyiime
parametresi degerleri

Klonal Inokulasyon 3 giin sonra
Soylar Bitki Agirlig (g) Yaprak Agirligi (g) Govde Agirligr (g)
Ortalama % Ortalama % Ortalama %
Farklilik Farklilik Farklilik
13 A2 110,56 4,49 86,98 -4,73 23,57 27,92
34 Al 75,28 38,71 55,25 35,76 20,03 45,59
37 A2 111,26 10,74 85,89 -0,17 25,36 34,79
(+) 115,76 - 83,05 - 32,70 -
Kontrol
13 A2
(+) 122,82 - 86,01 - 36,81 -
Kontrol
34 Al
(+) 124,64 - 85,74 - 38,89 -
Kontrol
37 A2
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Beauveria bassiana uygulamasindan 3 giin sonra gerceklestirilen
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda o6lgiilen degerlere
bakildiginda genel olarak bitkilerde hastaliktan dolay1 bitki agirliginda bir azalma
goriilmiis fakat Beauveria bassiana’nin kontrol bitkilerine kiyasla 37_A2 (%
10,74)’de ve 13_A2 (% 4,49)’de yiiksek kontrol saglanirken 34 A1l (38,71)’de

daha disiik kontrol saglandigi gézlemlenmistir. Yaprak agirli§ina baktigimizda
kontrol bitkilerine kiyasla yaprak agirliginin 13 A2 (% -4,73) ve 37_A2 (% -
0,17)’de arttig1 fakat 34 Al (% 35,76)’de azaldigi gozlemlenmistir. Govde
agirliginda ise kontrol bitkilerine kiyasla 13_A2 (%27,92) ve 37 A2 (% 34,79)’de
govde agirligiin arttigi 34 Al (% 45,59)’de azalma oldugu saptanmustir.

Sekil 4.2. 7. giin patates bitkisine ait agirlik; a) bitki agirligi b) yaprak agirligi c)
govde agirligi
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Tablo 4.3. Beauveria bassiana uygulamasindan 7 giin sonra gergeklestirilen
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda dlgiilen bazi bitki biiylime
parametresi degerleri

Klonal Inokulasyon 7 giin sonra
Soylar Bitki Agirligi (g) Yaprak Agirligi (g) | Govde Agirligi (g)
Ortalama % Ortalama % Ortalama %
Farklilik Farklilik Farklilik

13_A2 80,91 -17,61 56,78 -1,39 24,14 -88,62

34_Al 89,82 -18,39 71,06 -20,78 18,76 -10,16

37_A2? 118,66 -54,36 90,64 -56,78 28,02 -47,01

(+) 68,80 - 56,00 - 12,80 }
Kontrol
13 A2

(+) 75,86 - 58,84 - 17.03 ;
Kontrol
34 Al

(+) Kontrol | 76,87 - 57,81 - 19,06 ]
37_A2

Beauveria bassiana inokulasyonundan 7 giin sonra gerceklestirilen
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda oOlgiilen degerlere
bakildiginda ise Beauveria bassiana’nin kontrol bitkilerine kiyasla bitki agirlig:
37 A2’de % -54,36 oraninda daha yiiksek kontrol edildigi fakat 13 A2 (% -
17,61) ve 34_Al (% -18,39)’de daha diisiik kontrol saglanildigi saptanmuistir.
Yaprak agirligina baktigimizda kontrol bitkilerine kiyasla 37 A2’de % -56,78
oraninda daha yiiksek kontrol edildigi fakat 13 A2 (% -1,39) ve 34 Al (% -
20,78)’de daha diisiik kontrol edildigine varilmigtir. Govde agirliginda ise kontrol
bitkilerine kiyasla 13_A2’de % -88,62 oraninda daha yiiksek kontrol edildigi fakat
37_A2 (% -47,01) ve 34_Al (% -10,16)’de daha diisiik kontrol saglanildig:

saptanmuistir.

Elde edilen sonuglara gore 3 ve 7 giin sonra Beauveria bassiana‘nin
Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda 37 A2’de endofitik
kolonizasyonunun etkililigi daha iy1 sonug¢ verdigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda bitki biiylime parametrelerinin 7 giin sonraki dl¢timlerinde kontrol

gruplarina gore daha iyi sonuglar elde edildigi belirlenmistir.
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Laboratuvar kosullarinda kurulan deneme sonucunda 24 °C inkiibe edilen
13_A2, 37_A2 ve 34_A1 klonal soylarinin 21 giin sonra su agar ortamindaki son
verilerinden elde edilen sonuglara gore Beauveria bassiana’nin endofitik

kolonizasyonunun etkililigi Phytophthora infestans klonal soylarina karsi etkili

oldugu saptanmastir.

Sekil 4.3. Beauveria bassiana’nin endofitik kolonizasyonunun Phytophthora
infestans (13_A2) klonal soyuna kars1 etkililigi

Sekil 4.4. Beauveria bassiana’nin endofitik kolonizasyonunun Phytophthora
infestans (34 A1) klonal soyuna kars1 etkililigi

Sekil 4.5. Beauveria bassiana’nin endofitik kolonizasyonunun Phytophthora
infestans (37_A2) klonal soyuna kars1 etkililigi
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5. TARTISMA

Calismamizin sonucunda Beauveria bassiana uygulamasindan 3 ve 7 giin
sonra gerceklestirilen Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda
gorsel olarak analiz edilip degerlendirmeye alinan 3 klonal soydan 37 A2 ve
34 Al klonal soyunlarinin hastalik siddetini % 60 oraninda, 13 A2 klonal
soyunun ise % 40 oraninda azalttig1 belirlenmistir. Tez ¢alismamizda ele alinan
parametre sonuglarinda ise Beauveria bassiana’nin 37 A2 ve 34_Al klonal
soyunun kontrol yeteneginin daha yiiksek oranda kontrol edildigi 13 A2 klonal

soyunun kontrolii daha sinirli kaldig1 belirlenmistir.

S6z konusu c¢aligmalara bakildiginda Rondot ve Reineke ‘nin 2019 yilinda
Plasmopara viticola iizerinde yapmis oldugu c¢alismada B. bassiana
inokulasyonundan 3 ve 7 giin sonra, asma bitkileri Plasmopara viticola
inokulasyonundan sonra bitkilerde hastalik siddeti ve etkililiginin énemli Slgiide
azaldigimi bulmustur. Yiriittiiglimiiz ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis
Beauveria bassiana’nin kontroliinde ve bitki gelisiminde olumlu yo6nde

etkilemeler saptanmustir.

Ulasilabilen kaynaklar g6z oOniinde bulunduruldugunda Phytophthora
infestans etmenine karsi kontrolde herhangi bir entomopatojen fungusun
kullanildigina rastlanmamistir. Bu amag¢ dogrultusunda gergeklestirmeye yonelik
yuriittiigiimiiz ¢alismalarda ise umut var edilecek sonucglar elde edilmistir.
Beauveria bassiana ile yiiriittiigiimiiz ¢caligmada olumlu sonuglar elde etmemiz
diger funguslarin etkililigini bilmedigimiz ic¢in bunlarda arastirilmaya deger

konular oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tarihsel olarak, biyolojisi ve patojenitesi ile ilgili bir¢ok tartismaya sebep
olan Phytophthora infestans patates tiretiminde sorun olmaya devam eden
hastaliklar arasinda 6nemini siirdiirmektedir. Phytophthora infestans iilkemizde
patates liretimini onemli 6l¢iide etkileyen ve son yillarda tarim sektoriinde sorun
olmaya devam eden etmenlerden biri oldugu i¢in hastalikla miicadele etmek

olduk¢a 6nem teskil etmektedir.

Yiiriitilen bu tez c¢alismasinda elde edilen verilerden patates
miicadelesinde 6nemli bir etmen olan Phytophthora infestans klonal soylarinin
(13_A2, 37_A2 ve 34_Al) biyolojik ajan olarak kullanilmak istenilen
entomopatojen fungus Beauveria bassiana’ nin bitki gelisimini tespit etmede ve

hastaligin kontroliinii saglamada etkili oldugunu gostermistir.

Calismamizin sonucunda B. bassiana ile muamele edilmis bitkilerde
hastalik siddeti 6zellikle 37 A2 ve 34 Al klonal soylarinda %60'a varan 6lgiide
azalma oldugu saptanmistir. Beauveria bassiana uygulamasindan 3 giin sonra
gerceklestirilen Phytophthora infestans klonal soy inokulasyonlarinda olgiilen
bitki bliyiime parametresi degerlerinde en yiiksek kontrol 13_A2 ve 37_A2 ’de
saptanmig 34_Al klonal soy ise en diisiik kontrol olarak go6zlemlenmistir.
Inokulasyondan 7 giin sonra yapilan dlgiimlerde ise 13_A2 ve 37_A2’nin yiiksek
kontrolii devam ettirdigi gozlemlenmis 34_AT1 klonal soyun 7 giin sonra da diisiik
kontrol sagladigi saptanmistir. Caligmamizda patojenin ge¢ verilmesi durumunda
genel olarak hastaligin daha iyi kontrol edildigi bu baglamda Beauveria
bassiana’nin gegen 7 giinde endofitik kolonizasyonunun patates bitkisinin

igerisinde artmasindan dolay1 bu yiiksek degerlerin elde edildigi diistiniilm{istiir.

Tarimsal miicadelede Phytophthora infestans hastaligina  karsi
entomopatojen fungus Beauvaria bassiana’ nin, ¢esitli rolleri ve ¢oklu etki
bicimleriyle sanayininde dikkatini ¢ekecegini ve bu hastaligin kontroliinde ilerki
zamanlarda bununla ilgili daha detayli caligmalar yapilip hastaligin biyolojik
savag yoluyla kontrol altina alanacagi ve kimyasal pestisit uygulamalarinin
sikligin1 azaltma potansiyeline etki edebilecegi i¢in ¢alismamiz diger arastirma

konularina katki saglayacag: diisltiniilmustiir.
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