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Gunumizde patojen mikroorganizmalari ortadan kaldirmak icin kimyasal
ila¢c kullanimi yayginlgmis buna paralel olarak mikroorganizmalarin kimyasal
ilaclara direnc kazanmalari da argtm Bircok kimyasal ilacin kullaniimasindan
istenilen sonuclarin alinamamasi nedeniyle patojenlerin kontrolinde etkili ve
bitkilere zararsiz olan biyolojik mucadelenin kullanimi blytuk dnem kazammi
Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas ve Aktinomiset tirleri ileTrichoderma spp.
biyokontrol ajani olarak kullanilan antagonistler arasindadir. Busngatia,
topraktan izole edilen ger funguslarin yani sira mikrobiyoloji laboratuvatan
daha once izole edilgiblan Trichoderma harzianum izolatlarinin,Fusarium spp.

B2 ve B2-1 izolatlarina etkileri incelengtir. Inhibisyon deneylerinde,
Trichoderma harzianumun 12 farkh izolati (T15, T4D, Tm2, Tm4A Tm7,
Tm8D, Tm10, Tmll, Tm8B, Tm18, Tm20, Tm22) ile toprak kokenli bitki
patojenleri olanFusarium sp.’nin 2 farkl izolati olan B2 ve B2-1 kullanilgtir.
Trichoderma harzianum'un en yuksek inhibisyon @eri T15 izolat ile elde
edilmis ve tohumlukseker pancari fidelerind€&usarium spp.’den kaynaklanan

curimeleri engellemeye kartest edilmgtir.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma harzianum, Fusarium spp., Biyokontrol,
Patojen, Antagonist
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AVAILABILITY OF MICROORGANISMS
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Because of the increasing rate of chemical usage against pathogenic
microorganisms, some of the strains are getting resistant to the chemicals in use.
On account of the fact that many chemicals are not effective, it has become
important to use a biocontrol method that is effective in the control of pathogenic
organisms and which is harmless for pladzotobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Actinomycetes and Trichoderma spp. are some antagonistic substances which are
used as biocontrol agents. In this study, we observed the effects of some fungus
that were isolated from the soil afdichoderma harzianum strians which are
previously isolated ofrusarium spp. B2 and B2-1 strains at daboratory (A.U.
Faculty of Sciences, Dept. of Biology, Microbiology Lab). At inhibition tests; 12
different strains offrichoderma harzianum (T15, T4D, Tm2, Tm4A Tm7, Tm8D,
Tm10, Tmll, Tm8B, Tm18, Tm20, Tm22) and two different isolate of soil
originatedFusarium sp. (B2 and B2-1 ) were used. The highest value of inhibition
for Trichoderma harzianum was obtained by using T15 isolate which was tested
to avoid rots caused byusarium spp. on sugar beet seedlings in our
experimental studies.

Keywords: Trichoderma harzianum, Fusarium spp., Biocontrol, Pathogen,

Antagonist
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1.GIRIS

Bitki hastaliklariyla muicadele, tarimsal dretim sisteminin 6nemli
unsurlarindan biridir. Bitki hastaliklarindan kaynaklanan Grin kaybini en aza
indirmek icin &irhk kazanmg yontem kimyasal sagandir. Kimyasal sasam,
uygulamasi basit ve kisa slirede sonug alinan bir yéntemdir. Ancak bu yéntemde
bir problem c¢o6zilirken der bircok problem ortaya cikmaktadir. Bitki
hastaliklari agisindan ortaya cikan problemler; yeni hastaliklagukiteveya
daha sik olarak 6nceden var olan hagtalisiddetlenmesi ve dayanikhliktir.
Ayrica cevre ve insan gagina vermg oldugu zarar ve ekonomik kayip gibi
sorunlar, bu yontemin dezavantajidir. Bu ve buna benzer sorunlar, 1921'den
baslayan ve gunuimuize kadar gelen biyolojik kontrol iflkn 6nemini ortaya
koymaktadir [1].

Kimyasal bilsiklerin dogal dengeyi bozucu mahiyetteki etkisi ve bu
dengeye zarari, ger butin faktorlerden daha fazladir. Cunki bunlagdéh
turlere, hem dgrudan Ooldurerek, hem de —konukgularini dldurmeleri
dolayisiyla- besin kaynaklarini ortadan kaldirarak zarar verdirirler [2]. Ayrica
devamli ve bilingsiz kimyasal bg& kullanimi sonucu zararlilar bu bgi&lere
karsi dayanikhlik kazanirlar. Yararhlarin dayaniklihkazanma 6zellikleri
olmadgindan kullanilan kimyasal bie&ler yararlilari éldurtrken, zararhlarin
kazandiklari dayaniklilik nedeniyle onlari 6ldirmezler. Bunun sonucu da zararli
populasyonu hizla artar, yararlilar ortadan kakkmlurlar [8]. Bu bakimdan,
butin dinyada kimyasal micadele yerine kullaniimayasitah biyolojik
mucadelenin hizli gelme gosterdiine sahit olmaktayiz [2].

Biyolojik mucadeleyi asil 6nemli kilan; ekosistemle dengesini
bozmamasi ve zararli turler kasinda kalici ve dinamik bir engel vicuda
getirmesidir.  Biyolojik mucadelenin Ustargd bu ikisini bir arada
saglayabilmesinden ileri gelmektedir. Bu 6zellikger micadele yéntemlerinde
bulunmaz [2].

Bitki hastalik ve zararhlari, insan ve hayvanlarda gorilen hastalik ve
zararhlardan ¢ok daha fazla sayida olmakta ve bitkiler, insan ve hayvanlara
oranla daha fazla hastaliklara yakalanabilmektettisan ve hayvanlar ile

bitkilerde gorilen hastalik ve zararlilar arasindaki bu farklilikstarailarca,



bitkilerin dig yuzey alanlarinin gaunlukla hayvan ve insanlara oranla daha fazla
olmasina, bitkilerin hareketsigine ve bitkilerin kotu cevre kallarindan
kendilerini koruyacak yardimci araglara sahip olmamalaringdabmaktadir.
Ornezin kultur bitkisi olarak sadece Bday bitkisinde 187 adet gaik etmenin
hastalik meydana getirebilmekte olmasi, bu duruma carpici bir kanit olarak
gosterilebilir [9].

Bugln dlkemizde 60'In Uzerindeggk kultlr bitkisi yetstiriimekte ve
bu bitkiler Gzerinde zarar meydana getirebilen 300'thia hastalik etmeni
tespit edilmg durumdadir. Bu hastalik etmenlerinden 50 civariildak cesitli
kaltir bitkilerinde zaman zaman ekonomik dizeyde zarar yapgbildi
bilinmektedir [9].

Tum Ulkelerde, yegtirilen tarimsal Grtnler, bitki zararhlari, hastal
etmenleri ve yabanci otlar tarafindan zaragagatulmaktadir. Yapilng olan
arggtirmalar, tarimsal drtnlerin yaldk % 35'inin zararhlar, hastalik etmenleri
ve yabanci otlar tarafindan kaybgratildigini gostermgtir. Bu oran icgerisinde,
hastalik etmenleri ve yabanci otlardan dolayr meydana gelen toplam kayip orant,
zararlilardan dolayr meydana gelen kayiplardan daha yuksek olmaktadir [9].

Bitki hastalik etmenlerine, zararlilarina ve yabanci otlargi keanli
organizmalar kullanilarak onlari 6ldirmek, g#anusti ¢galmalarini 6nlemek
veya populasyonlarini ekonomik zargignin altina dgirmek icin uygulanan
tim yontemlere “Biyolojik Mducadele” denilmektedir [9]. Kullanilan
organizmalara ise “Biyokontrol Ajani1” adi verilmektedir. Funguslar, bakteriler,
virusler ve aktinomisetler olmak tizere birgok canli organizma grubu biyokontrol
ajani olarak kullanilabilmektedir. Bugiine kadagidik arastirmacilar tarafindan
farkh potansiyelde biyokontrol ajanlar tespit edgtii[1].

Mikroorganizmalarin neden ol@du hastaliklar, infeksiyonla kkar ve
mikroorganizmanin hasta veya 06lUu bitkide Gremesiyle son bulur. Zararh, bir
organizma ya da bir etmen iken, hastalik iki etmen ya da organizmanin
interaksiyonu sonucu odur (bitki ve patojen). Bitkilerde goériulen hastalikia
bazisi bitkilerin patojenlere reaksiyonuna goére (sari cucelik, cizgi gibi)
adlandirilirken, bazilar da bitkilerde hasgah goruldigt kisim ya. da organlara

gore hastalik dokularina gore (kok curikiil yaprak lekesi, Bak yanikliklarr)



adlandirnlir [3,6]. Hastagin, patojen ve duyarli konukgu arasindaki sirekli
iliskiler sonucunda tanimlanabilir simptomlarin ghasiyla meydana gelgi
saptanmytir [4]. Hastaliklarin kontrol altina alinmasi hemtkimin hem de bitki
saligini etkileyen etmenlerin géz onunde bulundurulmagenektirmektedir
[5,6].

Kimyasal mucadele sonucu zararllar bu pkiere kagi basisiklik
kazanmakta ve her sefer daha fazla ila¢c kullanimini gerektirmenin yanisira,
ilaclar etkisini kaybetgi icin istenilen sonu¢ alinamamakta ve cevre Kiilili
meydana gelmektedir. Ayrica zararllar kimyasal maddelerg kkyanikhlik
kazandiklari icin biyolojik micadeledengsa bir ¢6zim yolu kalmamaktadir.
Biyolojik micadelede ise zararlilarin boylegmaklik kazanmasi gibi bir durum
s6z konusu deldir [2].

Degisen ekolojik sartlara sahip ortamlardaki cevrg@rtlari biyolojik
kontrol organizmalarinin hayatta kalmasi, populasyonlarinirgetpdinesi icin
genellikle uygun olmamaktadir. Zorunlu olarak tek bir tirle yapilan biyolojik
kontrol, cog@ Urinde dgisik mikroorganizmalarin bulunmasindan dolayi
genellikle yeterli sonu¢ vermemektedir [3, 35]. Bununla birlikte, biyolojik kontrol
kimyasal mucadelenin mumkin olmgdibircok durumda da Raurulabilecek
etkili bir yol olarak gozikmektedir. Ayrica fazla masraf gerektirmemektedir.
Biyokontrol ajanlari olarak kullanilan mikroorganizmalar kimyasal ilaclar gibi
ortamda birikip, toksisite oltgrmamaktadir. Birggu da, insanlar Uzerinde
patojen olmadii i¢in insanlara zarar vermemekte ve keyden dnemlisi ¢cevreyi
kirletmemektedir. Tarimsal zararhlar icin kullanilan pestisidler ve organik
kimyasallarin cgtli bitki ve hayvanlarda depolanarak, besin zingmlu ile
insanlara ve gier canlilara toksik etki yapmasi, yine bu kimyasalladogda
parcalanmasinin zor olmasi biyokontrol ajani olarak mikroorganizmalarin
kullanimini giindeme yegrmektedir. Bu amagla kullanilacak ajanlarin spksif
glvenilir, stabil ve ekonomik olmasi gerekmektedir [35]. Buradan hareketle,
Tohumluk Seker Pancari'nda buyik ekonomik zarara neden Blesariunilara
karsi biyokontrol ajani olarak kullanilabilecek mikro@mjzmalari argtirmak

amaciyla bu ¢ajma gerceklgtirilmi stir.



1.1. Biyolojik Miicadelede Genel Prensipler

Biyolojik micadelede genel prensip; zararl tGzerinde az veya ¢ok etkisi
bulunan batin dgal dignan populasyonlarinin korunmasi, guclendirilmesi ve
gerekirse ithal edilen tirlerle takviye edilmesi istikametindesgelktir. Buna
gore, zararlilara kar yapilan biyolojik micadelenin esaslarini ¢ noktad
toplayabiliriz:

. Dogal disman populasyonlarinin korunmasi,
. Dogal disman populasyonlarinin arttiriimasi,
. Yabanci turlerin ithal edilmesi.

Bu U¢ yontem, ayni zamanda bir zararliyaskarygulanacak biyolojik

micadelenin  g@malarini  tgkil eder. Bu safhalar birbirinden ayri

distindlmemelidir. Cunku, bunlar birbirinin tamamlayicssirumundadir [11].

1.2. Biyolojik Miicadelenin Avantaj ve Dezavantajlari

Biyolojik micadeleye bgvuruldugunda kimyasal mucadelenin yol
actigl batin olumsuz etkilerden kacinmak ve zararh tuneerinde kalici
kontrol sglamak mumkin olmaktadir. Bununla birlikte, biyolojikiicadelenin
avantajlarn oldgu gibi, bunun yani sira, bazi dezavantajli yanla aldyzu
bilinmekte ve bunun gerek planlamaci ve gerekse uygulayicilar tarafindan ifade
edilmektedir [2].

1.2.1. Biyolojik Mucadelenin Avantajlari

Biyolojik mucadelenin, dier micadele yodntemlerine nazaran
avantajlari ve Ustin yanlayu sekilde 6zetlenebilir:

Yan ve art etkilerinin olmayisli; biyolojik micadele sebebiyle insan,
hayvan, bitki ve faydali organizmalarda herhangi bir zarar meydana
gelmemektedir [2].

En az masrafla en iyi sonucun alinabilmesidisiik maliyetle yiksek

oranda kontrolin gganmasi, biyolojik micadelenin bir e avantajidir [2].



Devamli etki / etkisini idame 0zellgi; kullanilan organizmanin
faydal etkisi, zararh tdrin populasyon gmlugu normale ininceye ve
ekosistemde denge durumu gincaya kadar azalmaksizin, hatta artarak
surmektedir [2].

Zararlilarda dayanikliik ve bagisikliga yol acmamasi;
biyolojik kontrol calsmalarinda, pestisit kullanimi sonunda ortaya cilebil
dayaniklilik ve baisiklik kazanma probleminin veya sekonder zararli el
ekonomik zararlh hale gelme riskinin olmgiyda biyolojik micadelenin der
bir avantajidir [2].

Dolayli faydalar saglamasi; biyolojik kontrol elemanlari,
konukcuyu direkt olarak oldirmektendba; Greme gicund azaltma, gefide
dengesizlikler yaratma, parazitoit-predator ve abiyotik faktorlerg kararlinin
direncini kirma veya hassasiyet gturma gibi dolayli sonucglar gormak
suretiyle de ayrica fayda@darlar [2].

1.2.2. Biyolojik Muicadelenin Dezavantajlari

Biyolojik mucadele uygulamalarinin avantajlari  yaninda bazi
dezavantajlari da vardir. Bu dezavantajlarlardir:

Esasli bilgi istemesi;biyolojik micadele, gegicapta, esasli ve detayl
bilgi sahibi olmayi gerektirir. Biyolojik micadeledegaa icin 6zellikle iyi bir
biyoloji ve ekoloji bilgisisarttir [2].

Baslangicta risk tasimasi; biyolojik micadele, bglangicta belli bir
zarari (Balangic riski) gbze almayi gerektirir [2].

Neticenin ge¢ alinmasipiyolojik micadelede bari, digerlerine gére
daha gec¢ elde edilir. Bu da uygulayiciyr sabirli olmaya zorlar ve belli bir stre
beklemesini gerektirir [2].

1.3. Biyokontrol Ajanlarinda Aranan Ozellikler

Bir dogal dismanin biyolojik savg etmeni olarak bgarili bir sekilde

kullanilabilmesi icin bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekiga@dda belirtilecek



Ozelliklerin cgguna veya tumune sahip olan birgé disman o oranda Bkarili
bir biyolojik savg etmenidir [8].

1. Biyokontrol ajani sicaklik, nem ve ghr fiziksel faktorlere kau
hosgorull olabilmelidir.

2. Biyokontrol ajani konukgusu zararliya her bitki Uzerinde
saldirabilmelidir.

3. Biyokontrol ajaninin konukgu spektrumu dar,geli bir deysle
konukcu dizisi az olmalidir. Bu arada g dismanin mumkin oldgu kadar
spesifik olmasi istenmektedir.

4. Biyokontrol ajaninin biyolojisi, konukgusunun biyolojisi ile iyi
uyusmall ve besine ihtiyaclari olgu donemlerde konukgusu kritik
donemlerde olmamalidir.

5. Biyokontrol ajani konukgusu zararlyl arayip bulma Ozeille
olmalidir.

Bu ozellikler, biyokontrol ajanlarinin gik populasyonlarda olmasi

halinde de mevcut olmaldir [8].
1.4. Biyokontrol Ajanlarinin Etkinli gini Belirleyen Faktorler

Icinde biyokontrol ajanlarinin da bulunglu ekosistemde onlarin etkin
olmasini engelleyen faktorler vardir. Bunlari tanimanin biyokontrol ajanlarin
aktivitelerini arttirici tedbirlerin alinabilmesi bakimindan yarari vardir.

1.iklim: iklim hem zararli hem de onun konukgusu bitki igin
uygun olabilir. Fakat ayni iklim bir d@l dismanin etkililigini engelleyen faktor
de olabilir.

2.Hayat donemlerindeki uyumsuzluk  Uyumsuzluk c¢gu
zaman iklim ytuzinden olur.

3.Konukgu uygunlugu: Konukcu iriligi, yogunlugu, bulundgu
yer, konukcunun yakalanabiligi ve konukcu bitkinin cinsi etkinge
etki eden faktorlerdendir.

4. Alternatif konukgu : Hedef zararlinin bulunmaglizamanlarda dzal
dismanlar varliklarini sdrdidrebilmeleri icin  alternatikonukcularla vakit

gecirebilmelidirler.



5.Dogal disman rekabeti: Iki veya daha fazla vyararh tur
arasindaki rekabet gal dismanlarin etkinlgini azaltir.

6. Pestisitler: Selektif olmayan pestisitlerin kullaniimasi
dogal dismanlarin etkilerine onlarin populasyonlarinin azamaveya

yok olmasli nedeniyle olumsuz yonde etki eder [8].

1.5. Biyolojik Savaga Baslangi¢ Sureci

Biyolojik savata temel dignce oncelikle tarlerin korunmasidir. Boylece
etmen olacak canlinin vagl korunmus sonra bununslievinden amaca uygun

bicimde yararlanilngi olur. Bu olgunun olugbilmesi icin stiphesiz belirli bir

kesintisiz zaman surecine ihtiyac vardir. Bu sureg iginde ttr korunur, populasyonu

gelisir, yogunlugu artar ve nihayet etmen olarak zararli tir aleyhiglevini
arttirarak ekonomik duizeyde yararli olmayaslaa (Sekil 1). iste sistemin
olusmasi, ekonomik dizeydseslevine balamasi icin gerekli olan bu sireye
baslangi¢ sureciadi verilebilir. Biyolojik sava ¢alsmalarinda bu sure¢ oldukga

onemli olup biyolojik savacalismalarinin bgarisinda buytk rolt vardir [8].
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Sekil 1. Biyolojik savata bglangic sireci



Baslangi¢ sireci ayni zamanda az da olsa belirli oramidaiskin
gOze alinmasini da gerektirir. Bu risk ekonomik kayiptir ve goze alingbidi
katlanilabildgi takdirde dengenin oklmasi gercekigirilmis, zararl ile
Uzerinde ygadigl dogal dismani arasinda ahenkli birgki saglanms olur. Bu
iliski sonucunda zararli populasyonu da ekonomik zag@ingn altindaki bir
populasyon ygunlugu ile varlgini strdirdr. Sonugta amaca glenis olur.
Amaca ulallmis olunmasi yeterli dgldir. Bunun sdrekli kilinmasi
gereklidir. Bu da sisteme ghridan bir midahale yapilmamasistzaolmak
Uzere, zararl ve d@l dismaninin populasyon yaoinluklari surekli izlenmeli
ve sistemin bozulmamasi ic¢in gerekli onlemler alinmalidir. Bu 0Onlemler
sisteme zarar vermeyen oOnlemler olmahdir. @medogal dismanin yani
yararlinin dguk dizeyde de olsa olumsuz ybnde etkilenmesine neden
olabilecek ilaglamalar yapiimamalidir. Aygekilde kaltirin yok edilmesi yani
dretiminden vazgecilmesi, yangin gibi @b olaylar sistemin bozulmasina
neden olabilecek etkenlerdir [8].

Baslangi¢ sireci dort ana grup altinda toplanabilecek etkenlere

gbre kisa veya uzun bir sire olabilir. Bu etkenler;

1. Bitkiye ait etkenler
2. Zararliya ait etkenler
3. Dogal dismana ait etkenler

4. Cevreye ait etkenler olarak gruplandirilabilir.

1.5.1. Bitkiye ait etkenler

Bunlarin bainda bitkinin ¢egidi, vejetasyon suresi ve fenolojik donemi
gelir [10]. Vejetasyon suresi blangi¢c surecinin ve dolayisiyla biyolojik
savg uygulamasinin barisini etkiler. Vejetasyon siresi kisa olan
bitkilerde biyolojik sava calismalarinin bglangi¢c streci kisa olmalidir [8].

Bitkinin fenolojik donemi bglangi¢ surecini etkiler [10].



1.5.2. Zararhya ait etkenler

Baslangi¢c sdreci Uzerinde etkili faktérler zararlininiyddojisi,
davranglari, yogunlugu ve epidemiyolojik 6zellikleri gibi hususlar, zaharn

turt ve karakterine gore gemektedir [2].

1.5.3. Dogal dgmana ait etkenler

Dogal dismanin taru, biyolojisi ve davraglari, populasyon
yogunlugu balangi¢c surecine dirudan etkilidir. Genel olarak bir gal
disman turinde aranan o6zelliklerin  blylk gemlugunun bulunmasi
durumunda biyolojik saacalsmasinin bglangi¢c sireci kisa, Barisi da

yuksek olacaktir [8].

1.5.4. Cevreye ait etkenler

Bunlarin bainda iklim faktorlerinden sicaklik, nem, aur gibi
etkenler balicalaridir. Bir bélgenin sicaklik kaollarina uyum sglayabilen
etmen secimi ile hem klkangi¢ sireci kisa, hem desbaisi yuksek biyolojik
savg calismalari yapilabilmesi mimkun olabilir [8]

Uygulanan dier micadele metotlari isataclama yapilmamasi, kiltirin
yok edilmemesi yani Uretimin gecici bir siire de olsa durdurulmamasgagitarin
yerine getirilmesi lazimdir [2]

Bitkilerde hastallk meydana getiren etmenler ise canl ve cansiz hastalik

etmenleri olmak tzere 2'ye ayrilir.

1.6. Canl Hastalik Etmenleri

Insanlari ve hayvanlari hastalandiran mikroorganiammalbir bélimi de
bitkileri hastalandirir. Orrign: bakteriler, mantarlar, virisler, nematodlar...
Bunlarin dginda kulttr bitkilerinin gidasina ve gigenmesine mani oldugigin

bu kdlthrleri strese sokan yabani ot'lar canli hastalik faktorleridir. Ayrica gida
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noksanliklari, istenmeyen iklim faktorleri (don veyara sicaklik), atmosferi
kirleten gazlar, cevreyi bugairan atiklar... gibi cansiz faktorler de Bitki

Hastaliklari Bilimi (Fitopatoloji) kapsami icinde yer almaktadir [13].

1.6.1.Bakteriler

Yurdumuzda yetitirilen degisik kdltir bitkilerinde saptanip resmi

kayitlara gecmi bakteri sayisi 22 kadardir [13].

1.6.1.1. Bakterilerin Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Tlrlere gore dgismek kaydi ile her bakterinin hastalik faaliyetine
baslayabilmesi icin optimum diizeyde bir sicaklik @tmevcut ise de, hemen tim
turler ve irklarin faaliyeti icin asil 6nemli faktor ortam nem'idir [13].

1.6.1.2. Bakterilerin Bulagma ve Yayilmalari

Bakterilerin bir boélumu tarla kdlttrlerinde byl tohumlar kanalyla
tarlaya direkt olarak intikal edebilirler. Bahge kultirlerinde, bakteri ile gokila
fidanlarin dikilmesi direkt enfeksiyon kay@al olugurur. Hastalikh gaclardan
alinacak a gozleri veya kalemler de hasfah bulamasinda 6nemli birer
kaynaktir [13].

Yukaridaki faktorler dunda, bakterilerin boceklerle, rizgarla, gfili gi
(budama, yaprak seyreltmesi, hasat...) vesbilikte kullanilan aletlerle (6zellikle
budama makasi ve @ir yardimci aletler) ayni tarla veya bahc¢enin haksak

boélumlerine veya civara yayllmasi mumkundur [13].
1.6.2. Mantarlar
Mantarlarin  geyli veya @eysiz Uremelerine go0re sistengati

degisebilmektedir. Orngin: Elma @aclarinda Karaleke etmeni olaventuria

inaequalis'in parazit dénemi Ascomycetes sinifi icinde gdsterilirken, ayni mantarin
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saprofit donemi (Fusciladium) DeutoromyceteqImperfekt) sinifi iginde
gosterilmektedir [14].

1.6.2.1. Mantarlarin Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Her mantar cinsinin ve hatta bu cinseglbodarkli tirlerin aktif hale
gecebilmeleri icin belirli sinirlar icinde bir sicagd, yiksek bir nem'e wgiphesiz
mevcut bir gida ortamina ihtiyaclari vardir. Ancak nem faktérd, tipki bakterilerde
oldugu gibi, mantarlar i¢cin de ana faktordur. Ortam shkgakoptimum duzeyde
olsa bile, yeterli nem kaillart mevcut dgilse, mantarlarin enfeksiyon yapmalari
beklenemez [14].

Mantar enfeksiyonlarinin en yiksek ofdu ortam yeterli nem ile
optimum sicakigin bitki gida ortaminda seyreitisartlardir. Ancak, nem ve gida
ortaminin uygun olmasi durumunda sicaklik optimum diizeyde olmasa da hastalik
cikisi beklenebilir. Orngin; Fusarium oxysporumE.F. Sm. & Swingle’nin
optimum sicaklik istg 23-28 °C, minimum ve maksimum sicaklik gtése 16-

35 °C ‘dir [14].

Saliksiz bitkilerin hastafia kagl koyma gugleri (direng) yetersiz

kalaca icin, bu tip bitkiler mantari etmenler icin de ba¢ kolay elde edilebilir

gida ortamlarini olugirurlar [14].

1.6.2.2. Mantarlarin Bulasmalari ve Yayilmalari

Mantarlar da yamur ve ¢g ile, bocekler ve kuar ile, el sciligi ile, alet
ve ekipman ile bitkinin gdikli organlarina, koryu bitkilere ve yan alanlara
ulasabilir [14].

Hastalik taimayan temiz alanlara hasfalisokmanin direkt yolu iki
faktorden gecer. Bunlar; byli& (hastalikli) tohum kullanmak ve byl&
(hastalikh) fide, fidan, @ materyalini (kalem veya g6z) temiz alana nakletiinek
[14].
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Hastalik etmenlerinin bitkilere girebilmesi icin ilk kds cok sayida
faktor etkisi altinda bulunan sporlarin (konidilerin) ¢cimlenmesidir. En dnemli
olanlar [15]:

1-  Sicakhk: Sicaklik bircok etmen icin minimum ve maksimum geni
sinirlar icinde oynar iken, sicaklik optimumu genellikle turler igin 22-25 °C’dir.

2- Hava nemi: Genellikle mantar sporlarinin ¢imlenmesi icigilba
nem % 90-95'tir.

Bu cansiz faktorlerin yaninda, offwe yaprak, kok ve tohumlardan
salgilanan organik maddeler gibi konukcu ylzeyindeki olaylarda sporlarin
¢cimlenmesi icin 6nemli rol oynarlar [15].

Mantarlar, normakartlarda bitki dokularina edli yollardan (6rnein:
Yaprak gozenekleri, o#li yaralar, zayif dokular...) girebilirler. Hasthl
sporlarinin ¢cimlenmesi ve ¢im borygunun bitkiye girerek stabil bir parazitik ilgi
kuruncaya kadar gecen zaman gndlenfeksiyon” olarak isimlendirilir. Stabil bir
parazitik ilgi sglandiktan sonra ilk hastalik simptomlarinin gérulmeskadar
gecen sire ise Iflkiibasyon” olarak isimlendirilir. Stabil bir parakitilgi
sglamak amaciyla, hastalik etmeninin konukguya girneesunludur. Bu, ¢im
borularinin bitkinin tabii acikhklarindan (stomalar, lentiseller, hidatodlar) veya
isleme hatalari, don, riizgar, dolu veya hayvansalrldaratarafindan acilan
yaralardan iceriye girmesiyle meydana gelir. Fakat bazi parazitler hiicre duvarini
cbzen enzimler yardimi ile yaralangmikitikuladan direkt bitkiye girme
yetengine sahiptir (6rngin kara leke etmenWVenturia inaequalisve kulleme
mantarlari) [15]. Ancak, bilinmelidir ki mevcut hastalikli dokular (meyve, dal,
surgun, cicek)'daki mantarlarin ggk biyolojik formlari (6zellikle Sclerot ve
Konidisporlar) hastafin diger dokulara yayillmasi i¢in 6énemli inoculum
(bulasma) araclaridir. Bu hastalikli organlarin dikkagkkilde budanip, alan
disinda yakilmadikca yapilacak ilaglamalar bu hast@tikl daha ¢cok yayllmasina
ve ¢cgalmasina sebep olabilir [14].

Cim borucugnun bitki icine dogal acikliklar veya yaralar yardimiyla
girmesi ve buyumesi herhangi bir zorluk ile ¢daymaz. Yaralanmangi
kitikuladan ¢im boruggunun bitki icine girgi ve mekanik yoldan veya kitin

parcalayan enzimlerin salgilanmasi ile olur. Mekanik yoldan bitkiye gge
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yaklasik olarak 7 atmosferlik basinca gereksinme goste8on vyillarda
mantarlarda kitin parcalayan enzimlerin (kitinazlar) kanitlanmasi tzerine deliller
cogalmaktadir. Buna gore, patojen organizmalarin klgikuenzimatik yoldan
parcalayarak bitkiye girmeyi gtedikleri akla daha yakindir. Mantarlarin hicreler
icinde veya hucreler arasinda biytumesi orta lamellerin veya hicre duvarinin
parcalanmasi ile olasidir. Bu gimlayinda mantar hifi ucunda gerbir yapsma
olusumu (appressorium) meydana getirir. Bunun yardiendé bulundgu yizeye
kendini tespit eder. Bu olugndan devam ederek sivri uclu bir kisim hicre icine
blyur ve orada torbaklinde bir olugm (haustorium) olugirur [15].

Bitkiyi olusturan hicrelerin duvarlarn selilozdan alusve genellikle
bunlarin icinde bol miktarda protein bulunur. Birbirine kanhicreler ise pektik
maddelerden olan bir orta lamel ile birbirinden ayrilir [15].

Bitki Ust yuzeyini ve hicre duvarlarini parcalayan ve bitki patojen
etmenler tarafindan en fazla salgilanan enzimler pektinaz ve selilaz grubuna
dahildir. Bunlarin yaninda hemiselilaz, ligninaz ve ayrica kitin, siberin ve
mumsu maddeleri parcalayan enzimlere de rastlanir. Ender olarak gortlen
proteolitik enzimlerin hicre duvari yikimindaki rolleri ise heniz tam olarak
aydinlanmanstir [15].

Hastalik etmeni bitkiye girdikten sonra ya enfeksiyonun yapilgerde
lokalize olur veya cgtli yollardan bitki icine yayilir. Boylece enfeksin
yerinden uzak kisimlarda simptomlar meydana gelebilir. Genellis&gidaki
yaylima gkilleri ayirt edilir [15]:

1- Yasayan hucrelerin bulunmasinaghaolan yayillma obligat parazitler
icin gecerlidir (Paslar, kulleme ve mildiyo hastalik etmenleri).

Intraselluler yayilma: Byekilde, zararli, hiicreler igine girerek yayilir,
Archimycetessinifina dahil parazitler bunun icin tipiktir. Ogtie patates kanseri
etmeni Synchytrium endobioticynayrica viris ve bakterilerin yayilmasinda da
hiicreden hicreye gagrardir.

Interselluler yayilma: Mantar hifleri, orta lamehzmler (Pektinazlar)
yardimi ile ¢ozuldikten sonra hicreler arasinda buyurler. Bunlar gerekli besi
maddelerini korgu hulcrelerden emecler yardimi ile alirlar. Bu @&nepas

mantarlari ve mildiyo hastalik etmenleri igin tipik bir yayilnekldir.
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2- Bu yayillmasekli pertofit olan organizmalar igin karakteristikti
Yayllma yagayan hucrelerin dnceden dldurdlmesi ile mimkundértd®dt olan
patojen organizmalari patates mildiyosBhytophtora infestasérnek olarak
verilebilir.

Enfeksiyondan sonra, parazitlerden, hicreleri oOldiren vesdkiide
mikroorganizmalarin konukgu igine daha fazla sokulmasi igin glvetanaklar
hazirlayan maddeler salgilanir.

3- lletken borularda yayillmaVerticillium albo-atrum (Pamukta
solgunluk) veXanthomonas campestiisahana damar siyaldl) gibi bazi patojen
organizmalar genellikle bitkilerin iletim dokulari iginde yayilirlar. Bunlara
genellikle trakeomikozlar veya trako bakteriozlar adi verilir.

Eger etmenler enfeksiyondan sonra butiin konukcu iciyaaliyorsa,
sistemik hastaliklardan s6z edlir. Bunun igin hastalik simptomlarinin buttn bitkide
ortaya ¢iksi beklenmez. Birgcok hastalik etmeni bitkiye girdikteonra latent bir
durumda kalir ve kendilerini ancak belirli bir gaiie durumundan sonra belli
ederler. Bu tip hastaliklarin en tipik 6gidugday sirmesi etmeriilletia tritici
verir [15].

1.6.2.3. Fungal Hastaliklarin Genel Kontrolleri

Fungal hastalik etmenlerine karsadece ilacli miucadele tedbirlerinin
alinmasi doénemi diinyada kapagim ilacli miicadele, hastalik etmenlerine gkar
alinabilecek tedbirlerin sadece birisingk# etmektedir. Geride kalan ¢ok sayida
tedbir vardir ki, bu tedbirler zincirine tim savélintegre mucadele) denilmek-
tedir[15].

TUm sava zincirini olugturan 6nlemler (tedbirleryoyle siralanmaktadir
[15]:

Hastalga kagi direncli tohum kullanimi

- Dengeli gubreleme (6zelliklesau azot kullanimindan sakinmak)

-Ekim ve dikimde bitkilerin sira arasi ve sira Uzeri mesafelerini
ginsleme ve havalanma yoniinden en uygun olcllere g@ndaayak

- MUmkun olan ortamlarda (sekartlarinda), ortamin nisbi neminin %

60-75 arasinda tutulmasingksyacak tedbirlerin alinmasi (seracilikta cok 6nemli
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bir konu).

- [laglamadan 6nce, hastalikli bitki dokularinin kesilzaklatiriimasi ve
yakilmasi veya gémulmesi

- Uygun bir ilacin bitkilerin yaprak alt kisimlarina pulverizasyonu.

Bahce bitkilerinde hastaliksiz fidangi g6zt veya kalemi, yukaridaki
konularin ilk maddesini il eder.

Hastalik etmenleri, art arda kullanilan ayni kimyasal yapidaki ilag
gruplarina kay belirli bir sire sonra direng gdsterebilirler. Bigk, farkli ilag
(fungisit) gruplarinin ilaclamada munavebeli (ndbgt)ekullanimini giindeme
getirir [15].

Ozellikle tarla ve sera bitkilerinde birim alana veya birim hacime belirli
gereken su miktarr @, ilagc miktaridir. Bu konu, alet kalibrasyonu olay
gindeme getirir [15].

Bilmek gerekir ki, ila¢g uygulamalarinda su, bigiiacidir. Birim alana
uygulanan su miktarinin agly ilag dozunun azaltilmasini hakli kilan bir sebep
degildir [15].

1.7. Cansiz Hastalik Etmenleri

Bitkilerin hastalanmasinda sorumlu olan faktorler sadece canli etmenler
(bakteriler, mantarlar... vs.) gidir. Degisik iklim faktorleri ile ortamin
atmosferik sartlari yaninda bitki gida maddelerinin bitki buUnyekki
noksanliklari da bitkileri hastalandirabilirler.

1.7.1. Hava Kirlili gi

Plansiz programsiz ve hicbir gerekli tedbir alinmadan kurulan
fabrikalarin baca gazlari yaninda, ortama yaydiklari atiklar ve artiklar ¢cevreyi ve
atmosferi kirletmekte, bu kirlenmeler sadece insath @ai desil, bitki saglgini
da bozmaktadir [16].

Ozellikle kukirt, karbon, azot ve klorlu gazlarin gevreye yayllmasi
yaninda, sulara kamasi sonucunda sebep olduklari bitkisel arazlar biastalik
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etmeni olarak kabul edilmektedir. Hava kirlenmesi sonucuaolasit ygmurlari,
ozon ygunlugundaki dgisimler sonucu olugn iklimsel sapmalar da bu konunun
kapsami icindedir [17].

Bitkisel drtnlerin sghgini tehdit eden en 6nemli kimyasal gazlardan
birisi Kukurt dioksit'tir (SQ). Bu gazin en biyuk 6zetiiklorofil zehiri olmasidir.
Bu gaz, solunum yolu ile bitki bunyesine ggulide, yapraklardaki Demir (Fe) ile
reaksiyona girerek onun klorofil olugnundaki katalitik etkisini ortadan kaldirir
[17].

1.7.2. Toprak ve Su Kirliligi

Gelisen teknolojinin insangin kullanimina sundiu Urdnler (deterjanlar,
degisik kimyasal ¢ozuculer, tarim ilacglari, tarimsal géler ve ceitli yardimci
maddeler... vs.) yaninda, fabrika atik ve artiklarinin t@mreoprgn taban
suyuna, cgtli boyuttaki akarsulara kagmasinin yarat§ cevresel sorunlar, bitki
saliginl da direkt olarak ilgilendirmektedir [12].

Sulama suyunun nitgi ve nicelgi ¢ok 6nemli bir konudur. Sulama
suyunun icegiinin kimyasal analizlerle tespit ettirilmesi mutlagareklidir. Zira,
bitkilerde olugn hastalik arazlari, sulama suyundaki bir kimyasalr olculerde
olmasindan da kaynaklanabilir. Ozellikle su igavileki giri Flor, Klor, Sodyum
ve hatta Magnezyum, bitkilerin hastalik sebepleri olabilir. Ayrica bir mikro

element fazlafii da bitkilerde birer hastalik etmeni olarak belilie12].

1.7.3. Sicakhk Faktori

Tam bitkisel kadltarlerin optimum gealinelerini temin eden sicaklik
sinirlart bilinmektedir. Bgta sera urunleri olmak Uzere hemen hemen her turlu
ariniin gekme ve dollenip meyve verme sinirlari optimum 12-30leY
arasindadir. Bu iki sinirin altinda ve Uzerinde déllenme ve meygarba
konusunda oldug kadar, meyve kalitesinde de sorunlagayebilir [18].

Ne var ki, sicaklik faktori konusunda asil ve gorundr arazlar donma
noktasindan itibaren klar. Bu sinir kiltir bitkilerine gore gesmek kaydi ile -1
eksi 5 °C arasinda gigkendir [18].
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Gereinden ¢ok yiksek sicak ortamlarda meydana gelek eigmlari ve
olusan meyvelerde gorilen renk ve Kkalite bozukluklariygya olarak

gorulmektedir [18].

1.8. Seker Pancari Tarimi ve Sker Pancari Hastaliklari

Pancar tarimi; topraklarin fiziki yapilarinin iygi@esi ve biyolojik
aktivitelerinin artmasina katki gkamasi, yuksek oranda endistriyel giderler
(gubre, ila¢ v.b.) kullanimi gerektirmesi, kendinden sonra ekilecek urtnlerde
verim artgl sgzslamasi, bg yaprak ve posasiningassta dgeri yiksek bir kaba
yem olmasi, kirsal kesimde aycipee gore 4,4 kat, bulaya gore 18 kat fazla
istihdam oluturmasi, mekanizasyon kullanimi acisindan pancamiada
bugdaydan 1,5 kat, aycigasden 1,9 kat daha fazla makina kullanimina olanak
saglamasi bakimindan Ulke tarimi ve sanayisinin spedisine onemli katkilar
saglamaktadir [81, 82]Ulkemizde en fazla tarimi yapilanghaa enduistri bitkisi;
seker pancaridir. Turkiyede ygirilen endustri bitkilerinin % 91,9'unweker
pancarl oluturmaktadir. Turkiye'deseker pancari eken ciftci sayisi 2003 yili
itibariyle 459.710 adet, ekim 320.568 hektar, tUretim 12.575.875 ton ve verim
40.010 kg/hektardir [84].

Seker pancarinda, ekiminden fabrikageemmesine kadar gecen buyi-
me, gelsme ve silolama doénemleri icinde, canli cansiz birgbtken degisik
ekonomik boyutlarda géli zararlar yapar. Zararlar genel olarak:

- Hastalik
- Blylme ve gefime sakatfil seklinde ortaya cikar.

Hastaliklar, dgasi parazitik kokenli organizmalarin, biyime ve sped
sakatliklari ise, dagsi mekanik veya fizyolojik kokenli etkenlerin yoktte
zararlardir [7].

Seker pancarinda hastalik nedeni veya parazit kokerganizmalar
olarak; virus, bakteri, mantar ve bitkiler gorul§eker pancari ve kasnin yillik
% 16,5'u zararlilar, % 16,5'u hastaliklar, % 12,2'si yabanci otlar olmak Uzere

toplam % 45,2 oraninda kaybgramaktadir [1].
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Tohumluk seker pancarinda hasig neden olan patojenik funguslar
genellikle; Aphanomyces Polymyxa, Pythium Phytophthora, Rhizoctonia,
Sclerotium Fusarium ve Phoma genuslari icerisinde yer alirlar [90].

Seker pancari hastaliklari, hastalik belirtileriniraslangicta  &irlikla
bitkilerin yapraklarinda veya koklerinde bulunmasina gore; yaprak hastaliklari ve
kok hastaliklar olmak Uzere, iki ayri grupta toplanabifieker pancari ekim
alanlarimizda salginlar yapan en 6nemli yaprak hastaliklari; Serkogpprak
lekesi ve kulleme, en 6nemli kok hastaliklar iBapma betaePythium ultimum
Aphanomyces cochlioideRhizoctonia solanve Fusarium oxysporunk.F. Sm.

& Swingle gibi degisik mantarlarin etkisi ile meydana gelen “¢cokertdfiisarium

spp. nedeniyle meydana gelen “foma kok curléfjigFusarium oxysporunk.F.

Sm. & Swingle etkisi ile “Fusarium Solgurgu’, Fusariumsp., Penicillium sp.,

Botrytis cinerea, Rhizopus nigricange Sclerotinia sclerotiorumnedeniyle

meydana gelen “silo ¢uruklikleri” ve ayricasigle mikroorganizmalarin neden
olduklar Rhizomaniakdk sakallanmasi, kok yanigly beyaz cuartklik, mor
curukluk, kuyruk curaklgi ve ya curtklik olarak belirlenngtir [7, 81].

Rhizomania kokiun merkezi kismini etkilerkefyisarium birgok iletim
dokusunu etkileyerek renk bozulmasina ve bu alanlarda nekrotik bir durumun
olusmasina neden olabilmektedir [83].

Seker pancarinda ekonomik 6nemi olan bazi mantaeritirh sebep

olduklari hastaliklarin Turkce isimleri Cizelge 1.8’de veriitini

Cizelge 1.8Seker pancarinda ekonomik énemi olan bazi mantar tirlerinin sebep olduklari hastaliklarin

Tarkce isimleri [81]

Cins ve Trler Tirkge Ismi

Rhizoctonia solanKuhn Fide kok curukligi hastalgl, Kok Yaniklg

Fusarium spp. Solgunluk hastadil, Kok Yanikligi, Foma Kok
Curukligt, Silo Curaklukleri

Verticillium spp. Solgunluk hastagi

Phythiumspp. Cokerten, Kok Yanikfi

Cercospora beticola Serkospora Yaprak Lekesi

Peronospora farinosa Mildiyo

Ramulariaspp. Ramularia Yaprak Lekesi

Sclerotium rolfsii Beyaz Curuklukler
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Bu calsmada mikrobiyoloji laboratuvarinda daha dnce yagilgalsma
sirasinda izole edilmiolan antagonistikrichoderma harzianuian T15, T4D,
Tm2, Tm4A Tm7, Tm8D, Tm10, Tm11l, Tm8B, Tm18, Tm20, Tm22 izolatlari ile
hastalikliseker pancarlarindan izole edilénsariumsp.’nin B2 ve B2-1 izolatlari
ve bu izolatlarimiza kadastirma materyali olarakusarium solan{Mart.) Sacc.,
Fusarium moniliformeJ. Sheld. , Fusarium culmoruniW.G. Sm.) Sacc.,
Fusarium oxysporunk.F. Sm. & Swingle Anadolu Universitesi Mikrobiyoloji
bilim dalindan sglanmstir. Ayrica, tarla topraklarindan izole eymldugumuz

Azotobacter Bacillus Pseudomonage Aktinomiset turleri kullanilngtir.
2.1.2. Kullanilan Test Bitkisi

Test bitkisi olarak,

— Tohumluk seker pancariReta vulgarisL.) fideleri, Pan Tohum ve
KWS Turk dgrketlerinden sglanarak kullaniimgtir.

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

2.1.3.1. Patates Dekstroz Agar (Merck)

Patates infusyonu 4.0g/l
D (+) glukoz 20.0g/1
Agar 15.0g/I
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Patates Dekstroz Agar 39g/l olacalekilde distile suda eritilerek
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra kullarsthm|66].

2.1.3.2. Kullanilan C6zgenler

PatatesDekstoz Agar iceren petrilerde ggirilen funguslarin spor ve
misellerinin toplanmasi icin % 0.2’lik Tween 80 kullaniftm.

Bakteriyal hicre duvarinin boyanmasi icin Gram boyama geide
gerekli olan; Kristal viole, Lugol, Alkol ve Safranin kullanilgtr.

Aerobik mikroorganizmalar tarafindan otugulan katalaz enzimi igin
hidrojen peroksit (KHO,) kullaniimistir.

Pseudomonasturlerini diger mikroorganizmalardan ayirmak igin;

oksidaz deneyinde kullaniimak tzere tetrametil-p-fenilendiamin kullagtibmi

2.1.3.3. Czapek-Dox Agar

Sukroz 30.0 g/l
NaNG; 3.0 g/l
K,HPOy 1.0 g/l
MgSO, 0.5 g/l
KCI 0.5 g/l
Ferrous stulfat 0.01 g/l
Agar 15.0 g/l
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi distile suda ¢ozllerek pH 7,3’e ayarlanip, 121%C1h
dakika otoklavlanarak kullaniltir [66].
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2.1.3.4. Nutrient Agar (Fluka)

Meat Ekstrat 1.09 g/l
Yeast Ekstrat 2.049/
Pepton 5.0 g/l
Sodyum klorid 5.04/
Agar 15 g/l
Distile su 1000 ml

Nutrient agar 28g/l olacaksekilde distile suda eritilerek otoklavda
121°C'de 15 dakika steril edildikten sonra kullangkm[66].

2.1.3.5. Ashby Besiyeri

Mannitol 15.0 g/l
Dipotasyum fosfat 0.5 g/l
MgSQ, 0.2 g/l
NaCl 0.1 4/l
CaCQ 3.0 g/l
Agar 15.0 g/l
Distile Su 1000 ml

Besiyeri icergi pH 7-8 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav editni[67].

2.1.3.6. Yeast Malt Extract Agar

Yeast Extract 4.0 g/l
Glukoz 4.0 g/l
Malt extract 10.0 g/l
Agar 20.0 g/l

Distile su 1000 ml
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Besiyeri icergi pH 6,8-7 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav editii [66].

2.1.3.7. Winogradsky’s Nitrogen-free Mineral Medium

KH2PO, 50 g/l
MgSO..7 HO 25 g/l
NacCl 25 g/l
FeSQ 19/
NapM00O,.2 H,0 14/
MnSO,.4 H,O 19/l
Glukoz 0,1 g/l
Agar 15 g/l
Distile su 1000 mi

Besiyeri icergi pH 7,2 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav edigtmi

2.1.3.8. Trichoderma Selective Medium

Glukoz 3.0 g/l
NH4NO3 1.0 g/l
Ko,HPO, 0.9 g/l
MgSOy 0.2 g/l
KCI 0.15 g/l
FeSQ.7 H,0O 20 pgl/l
MnSQ,. 7 O 20 pg/l
ZnSQ,. 7 H,O 20 pg/l
Rosebengal 30 ugl/l
Agar 20 g/l

Distile su 1000 ml
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Besiyeri icergi pH 6,8-7 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav editii Otoklavdan sonra besiyeri
icerisine disposable filtre yardimi ile 0.25 g/l Chloramphenicol ve 0.2 g/l PCNP

ilave edilmitir.

2.1.3.9. FusariumSelective Medium

Pepton 7.5 g/l
KH,PO, 0.5 g/l
MgSO, 0.25 g/l
Penta klor nitro benzol (PCNB) 5 g/l
Agar 10 g/l
Distile su 1000 mi

Besiyeri icergi pH 6,8-7 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav edgtii Otoklavdan sonra besiyeri

icerisine disposable filtre yardimi ile 300 ppm Streptomisin ilave egdihmi

2.1.3.10. Plate Count Agar (Fluka)

Tripton 5 g/l
Yeast extract 2,59/
Dekstroz 14/
Agar 94l
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi pH 7,0 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav editii [66].
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2.1.3.11. Starch Casein Nitrate Agar

Nisasta 10 g/l
Potasyum nitrat 2 g/l
Potasyum monofosfat 29/l
Sodyum klorid 29/l
Kazein 0.3 g/l
Magnezyum stilfat 0.05 g/l
Kalsiyum karbonat 0.02 g/l
Demir silfat 0.01 g/l
Agar 15 g/l
Distile su 1000 ml

Besiyeri icergi pH 6,8-7 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav edgtii Otoklavdan sonra besiyeri

icerisine disposable filtre yardimi ile 0.05 g/l Cyclohekzimid ilave edilmi

2.1.3.12. Cetrimide Agar

Cetrimid 0.3 g/l
Jelatin pepton 20 g/l
Magnezyum klorit 1.4 g/l
Potasyum stilfat 10 g/l
Agar 13 g/l

Besiyeri icergi pH 7,2 olacaksekilde 1M NaOH veya 1M HCI ile
ayarlanip, 121°C’de 15 dakika otoklav editii Otoklavdan sonra besiyeri

icerisine 10ml/I gliserol steril olarak ilave ediltir [67].



25

2.2. YONTEM

2.2.1. Topraktan Mikroorganizmalarin izolasyonu

Eskisehir bolgesiseker pancari tarlalarindan alinan toprak ornekleri
laboratuva getirilerek, dilusyonlar hazirlagtm. Daha sonra uygun dilisyon
serilerinden Aktinomiset izolasyonu igin Starch Casein Nitrate Agar'a ekilerek 3-
4 gun 30°C’de gegmeleri sglanms, ve gelsen kolonilerden Yeast Malt Extract
Agar (YMA)'a ekilerek 30°C’de 3-4 gun inkibasyona birakgmi[68].

Bacillus spp. izolasyonu icgin, toprak o6rneklerinin seri dilisyonlari
hazirlanmg ve daha sonra uygun dilisyonlardan, Nutrient Agardn petrilere
ekilerek 30°C’de 1-2 gun boyunca inkibasyona biraktim{78]. Petrilerde,
diger kolonilere goére etrafinda inhibisyon zonu tlwan koloniler secilerek
ortamdan izole edilerek sagtariimalari yapiimgtir.

Azotobacterspp. izolasyonu igin toprak orneklerinin seri diliisyonlari
hazirlanmg ve daha sonra uygun dilisyonlardan, Ashby besiyee
Winogradsky’'s Nitrogen-free Mineral Medium iceren petrilere ekilerek 37°C’'de
3-4 gun inkibasyona tabi tutularak geleleri sglanmstir [76]. Petrilerde Greme
gosteren akici-civik, @gesik morfolojideki koloniler secilerek alinme kultirler
saflastiriimistir.

Fluoresan gima veren Pseudomonasspp. izolasyonu icin toprak
orneklerinin seri dilisyonlari hazirlangnve daha sonra uygun dilisyonlardan,
Cetrimide Agar iceren petrilere ekilerek 30°C’'de 3-4 gun inkibasyona
birakilmslardir. Ve gelime sonunda kulturleri kontrol etmek icin UV lambasi
altinda fluoresan renk @siminin olup olmadg gézlemlenmitir [79].

Saf kultirler % 20 gliserol igerisinde -20°C’de kullanilincaya kadar

saklanmgtir.
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2.2.2. Patojenlere Kagl Topraktan Izole Edilen Eolatlarin Etkilerinin

Belirlenmesi

Bitki patojeni, Fusarium solanfMart.) Sacc., Fusarium moniliformé
Sheld.,Fusarium culmorun{W.G. Sm.) Sacc., Fusarium oxyspor@rt. Sm. &
Swingle Fusarium B2 ve B2-1 izolatlarina kar, topraktan izole e@imiz
Aktinomiset ,Bacillus spp.,Azotobacterspp. vePseudomonaspp. izolatlarinin
inhibisyon etkilerine bakilmgtir. Etkili olan izolatlar belirlenerek, tanimlanraail
yapilmaya cakilmistir.

Test mikroorganizmalarina kay topraktan izole ettimiz Aktinomiset
izolatlarinin etkilerinin belirlenmesi igin, petrideki patojenler arasinda 5cm,
mikroorganizmalarla patojenler arasinda 2,5cm mesafe olagekilde
ekilmiglerdir (Sekil 2).

Mikroorganlema | ——

Patojen | — — Faiojen 2

MiEkroo rganlima 2 g

Sekil 2. Petri kutusunda Mikroorganizma — Patojehibisyon Uygulanmasi

Yeast malt extract agar besiyeri iceren petrilere ilk dnce Aktinomiset’ler
ekilmis ve 2-3 gun 30°C’lik etiivde beklenerek ggieleri sglanmstir. Daha
sonra ise, 6nceden bir hafta boyunca oda sigada gelstiriimis olan patojenler
6mm capl mantar delici ile kesilerek petrilere ekilardir. 1 hafta boyunca
gelismeleri izlenerek, patojenlere kar etkili olan Aktinomiset izolatlar
belirlenmistir [68].

Azotobacterspp. izolatlarinin antifungal etkisini belirlemek icin, Ashby
besiyeri iceren petrilere ilk dnd&zotobacterspp.’ler ekilmg ve 2-3 gin 37°C’lik
etiivde beklenerek gshneleri sglanmstir. Daha sonra ise, dnceden bir hafta

boyunca oda sicalginda gelstirilmis olan patojenler 6mm capli mantar delici ile
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kesilerek petrilere ekilnglerdir (Sekil 2). 1 hafta boyunca gemeleri izlenerek,
patojenlere kan etkili olan Azotobactetttrleri belirlenmgtir [77].

Bacillus spp. izolatlarinin antifungal etkisini belirlemek icin, Nutrient
Agar iceren petrilere ilk dncBacillus spp.’ler ekilmg ve 1 gin 30°C’lik etiivde
beklenerek gejimeleri sglanmstir. Daha sonra ise, 6nceden bir hafta boyunca
oda sicakiginda gelstiriimis olan patojenler 6 mm capli mantar delici ile
kesilerek petrilere ekilngierdir (Sekil 2). Ve 1 hafta boyunca ggheleri
izlenerek, patojenlere karetkili olan Bacillus tarleri belirlenmgtir [69].

Fluoresan gima verenPseudomonaspp. izolatlarinin antifungal etkisini
belirlemek icin, Cetrimide Agar besiyeri iceren petrilere ilk 6fsEudomonas
spp.’ler ekilmi ve 1 gun 30°C’lik etiivde beklenerek geleleri sglanmstir.
Daha sonra ise, 6nceden bir hafta boyunca oda gioakdi gelstiriimis olan
patojenler 6mm capli mantar delici ile kesilerek petrilere eklendir (Sekil 2). 1
hafta boyunca gelmeleri izlenerek, patojenlere karetkili olan Pseudomonas
turleri belirlenmeye cajilmistir [70].

Batin deneyler cift paralel olarak yuratalndiis Ayrica patojenler test

mikroorganizmalarinin olmagh besi ortaminda galirilmislerdir.

2.2.3. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Bacillus spp. petrilerinde goriunleri saf olan mikroorganizmalarin
tanimlanmalarinda; 18-24 saatlik saf kilturlerin preparatlari hazirlanarak Gram
boyamalari yapilngi ve karbonhidrat kullanimlarini belirlemek icin \VitéBasil
kartlari kullanilmstir.

Pseudomonaspp. petrilerinde gorunlari saf olan mikroorganizmalarin
tanimlanmalarinda; 18-24 saatlik saf kilturlerin preparatlari hazirlanarak Gram
boyamalari yapilng; oksidaz testleri yapilmive karbonhidrat kullanimlarini
belirlemek icin Biolog kartlari kullaniingtir.

Azotobacterspp. petrilerinde goérinieri saf olan mikroorganizmalarin
tanimlamalarini  yapmak igin; 18-24 saatlik saf kaltrlerin preparatlar
hazirlanarak Gram boyamalari yapgmikatalaz testlerine bakilgy desisik
sicaklik ortamlarinda (9°C, 14°C, 18°C, 32°C ve 37°C)sgélime testi yapilnsi
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% 1’lik tuz ortamindaki gejimeye bakilmy ve hareketlilik testleri yapilrgtir
[87]. Ashby besiyeri igcerisine % 1 oraninda tuz ilave edilerek izolatlar gleimi
ve gelsmelerine bakilmgtir. Hareketlilik testinde ise; yari kati besiyeaggamak
icin distile suya litreye 5 gr olacakkilde agar ilave edilerek tipleregfalmis ve

steril edilerek izolatlar transfegnesiyle dik bir gkilde ekilmglerdir.

2.2.4. Topraktan izole Edilen Bacillus sp., Azotobacter sp, Pseudomonas sp.

Folatlarinin Antibiyotik Direnclerinin Belirlenmesi

Topraktan izole edilen etkiBacillus sp.,Azotobacter sp., Pseudomonas
sp. izolatlarinin antibiyotiklere kardirenclerini incelemek icin; kulttrler Nutrient
Broth iceren besiyerine ekilgyi 1 gun 30°C’de bekleyerek ggteleri
saglandiktan sonra Nutrient Agar besiyeri iceren petel 0,5 McFarland
inokulum (g1) olacaksekilde ayarlanmgi olan dilisyondan 0,1ml aktarilarak agar
Uzerine yayilmgtir. Petrilerdeki kultarlerin tamamen kurumasglsadiktan sonra
Uzerlerine Oflaxacin, Oxacilin, Rifampicin ve Gentamycin iceren antibiyotik
diskleri yerlatirilmistir. 24 saat sonra disk caplari Olcilerek direnclya
direngsiz kulturler belirlenmeye cgllmistir.

2.2.5. Trichoderma harzianumizolatlarinin Fusarium B2 ve B2-1'e Kasil

hhibisyon Testleri

Daha once yapilan camnalarda bitki patojeni funguslara kartest
edilmis ve etkili bulunmusTrichoderma harzianum (T15, T4D, Tm2, Tm4A Tm7,
Tm8D, Tm10, Tm11, Tm8B, Tm18, Tm20, Tm22) izolatlarinin tohungleker
pancarindan izole edilen patojdfusarium B2 ve B2-1'e kagi etkinliligini
belirlemek icin 7 gun boyunca petri icerisinde PDA iceren besi ortaminda
gelistirilmi stir. Daha sonra, her bifrichoderma harzianunzolatinin bulundug
petri kutusundan alinan 6 mm capinda disk farkh bitki patojenlerini iceren petri
kutularindan alinan 6 mm capindaki disklerle aralarinda 5 criulbbalacak
sekilde PDA iceren steril petri kutularina ekikti. 25°C’de 7 gun inkiibasyon

suresince patojen ve antagonistin biylime miktarlari zon caplari élctulerek (2.2.5),
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patojen fungusun buylime miktarinin antagonist tarafindan engellenme miktari

asagidaki formul ile hesaplanrgtir [24].

RI=(R;-Ry) x 100 /R, (2.2.5)

Burada;
RI : Buyumenin antagonist tarafindan engellenme ytizdesi,
R: : Antagonistin patojen yonindeki biytime capl,

R> : Antagonist ile patojeningdanma durumlari arasindaki mesafedir.

2.2.6. Trichoderma harzianuniun Seradaki Uygulamalari

Denemede kullanilan tohumlukeker pancarinda hastalik dlugan
Fusarium sp.'ye kagl etkili bulunan Trichoderma harzianutan T15 izolatl
kullaniimustir.

Saksilarin dip kisimlarindaki deliklere fazla suyun ¢ikmasi igin kiguk
cakil tglari konulup, saksinin tst kismindan 3-4 parmgggiaina kadar toprakla
doldurulup,seker pancari fideleri saksinin tam ortasina gelgekide dikildikten
sonra, fidelerin yapraklari ghrida kalana kadar toprakla doldurulup tg@mma
sikismasi icin Uzerinden bir miktar bastirignr.

Trichoderma harzianumT15 izolatinin Patates Dekstroz Agar'daki
25°C'de 7 gunluk Kultirlerinden elde edilen 1&1Gpor/ml olan spor
suspansiyonlari hazirlanghr. 45 farkh saksi tesadif parselleri deneme desen
gore hazirlanarak 12 adet saksiya sadeimdoderma harzianutan T15 izolati, 4
adet saksiyd&usariumsp.’nin B2 izolati, 4 adet saksiyausariumsp.’nin B2-1
izolatl, 6 adet saksiya T15 ve B2, 6 adet saksiya da T15 ve B2-1 izolatlarinin
karisimi 20ser ml ilave edilmj ve bazi saksilarda kontrol grubu olarak

hazirlanmgtir [20]. Sera deneme planekil 3'de gosterilmgtir.
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1 ]2 ]3|+ 1- Seker Pancar + T15
13 13- Kontrol
RN RN
2- Seker Pancar + Fusarium1 (B2)

3 4 1 2 3- Seker Pancan + (T15 + B2) 14-T15
4- Seker Pancarn {Kontrol)
18- T15 + Fusariumi1 {B2)

3 1 B 5- Seker Pancan + T156

[ ENE 5 &- Seker Pancan + Fusarium2 {(B2-1) 16- T15 + Fusarium2 (B2-1)
Tl ls )s 7- Seker Pancan + (T15 + B2-1)

L N 8- Seker Pancarn (Kontrol)

El 9- Seker Pancan + T15
10- Seker Pancan (Kontol)
‘E 11- Seker Pancan + T15

1 2 12- Seker Pancan + T15 (Steril Toprak)

Sekil 3. Sera Tesaduf Parselleri Deneme Deseni
2.2.7. Fide Aillamalarinin Hazirlanmasi

Reaksiyon ¢agmalarinda hastalik etmenlerinin fidelere Rutdmasinda
Fusariumsp.’nin B2 ve B2-1 izolatlarinin 1x3@por/ml konsantrasyonundakis:
kullaniimistir.

Asllamalarin hazirlanmasi icin, petrilere PDA icereasieri ortami
hazirlanip,Fusarium sp. izolatlari ve Trichoderma harzianumam T15 izolatlari
ayri ayri ekilerek 1 hafta boyunca oda sigakbla birakilarak gelmeleri
sgzlanmstir. Daha sonra gakn petrilerin icerisine 50 ml Tween 80 ilave edikere
kiiflerin sporlarinin da alinmasiganmstir. Etiketlenmg saksilarin igerisine 1x$0
spor/ml konsantrasyonunda spor solusyonlari 10’ar ml okgetakie aktariimgtir.

Deneme, tesadiuf parselleri deneme desenine goére plaglarend
tekerrlrll olarak kurulmyiur. Sera sicakhi 25°C olarak ayarlangtir. 19,5 cm
capli ve 17,5 cm yuksekinde olan ayri ayri saksilara uygun patojen sleegilen
seker pancari fidelerinin igerisine kiflerin girebétari icin pancarlarin ug kisimlari
dizgun birsekilde bir miktar kesilmtir. Fideler dncelikle izolatlarin bulundug

sivilarin icerisinde 1 dakika tutulmualaha sonra ise saksilarin orta kismina gelecek
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sekilde yapraklari toprak Ustiinde kalacgdkilde ekimleri yapilmgtir. Pancar
fideleri ekildikten 1 hafta sonra vernalizasyon icin + 4°C’de ukogpdaya
kaldirnlmistir. Fideler 8 hafta sonra seg odadan ortama ainalari icin éncelikle
ihk bir ortama alinmy ve 3 gin sonra tekrar sera ortamina naklegimi
Degerlendirmeler ekimden itibaren 50 hafta sonra yatim

Deneme tarlasisdamalarinin hazirlanmasi igin, 6nceden erlenlef@et0
ml PDA iceren besiyeri ortami hazirlanip steril edildikten soRtaarium sp.
izolatlari ve Trichoderma harzianumam T15 izolatlari ekilerek 1 hafta boyunca
oda sicakiiinda birakilarak gaimeleri sglanmstir. Daha sonra ggkn erlenlerin
icerisine Tween 80 ilave edilerek kuflerin sporlarinin da alinmagdarsastir.
Fideler ekilmeden 6nce uc¢ kisimlari dizgun dekilde kesilerek kuflerin pancar
icerisine daha kolay girmesi @anmstir. Etiketlenmg tarla parsellerinin icerisine
pancar fideleri bu spor solusyonlarinin icerisinde 1 dakika boyunca tutukgisds; i
tarafindan sira arasi 70 cm, sira Uzeri 40 cm, her deneme parseli arasi 2 m ve
parseldeki bitki adedi 200 olacagkilde ekilmitir (Sekil 4).

Tesaduf parselleri deneme deseni uygulanarak ggmler Pan Tohum
ve KWS Turksirketlerinin Amasya Suluova Aktarla Koytu, Hamamyahevkii
ve Targi A.S Kazanasmaz Cifginde bulunan deneme tarlalarinda da
uygulanmgtir. Tarla sonuclari ise 16 hafta sonunda algtumi
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Sekil 4. Tarla Tesadif Parselleri Deneme Deseni
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Kontroller

Fusarium 1 (B2)

Fusarium 2 (B2-1)

Fusarium 1 (B2)+ Trichoderma harzianum
Fusarium 2 (B2-1) + Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum
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2.2.8. Kullanilan Sera ve Tarla Topragindaki Mikroorganizma Sayisi

Trichoderma harzianufan T15 izolatinin veFusariumsp.’nin B2 ve
B2-1 izolatlarinin 1x1® spor/ml dozunda verildi saksilardan ve kontrol
saksilarinin her birisinden (2.2.8) 1’er gram hava kurusu toprak orneklerinin,
dilisyonlari hazirlanngtir. 107, 10°, 10%, 10° lik diliisyonlardan 1'er ml alinip,
farkli besiyeri iceren etiketlenmipetri kutularina 2 paralel olacakekilde
aktariimstir.

Ayni islemler tarla deneme parsellerinden alinan topraklala
uygulanmgtir.

Toplam bakteri sayimi icin, Plate Count Agar etiketli petrilere 15-20 ml
erimis Plate Count Agar dokulerek, petriler 8 hareketi Il|apk homojen
karismasi sglanms ve petriler katilgmaya birakilmgtir.

Fusariumsp. sayimi igin,slemlerin aynisi Fusarium Selective Medium
etiketli petrilere 15-20 ml erimiFusarium Selective Medium dokulerek petriler
tekrarlanmgtir.

Trichoderma harzianuman T15 izolati igin, Trichoderma Selective
Medium etiketli petrilere 15-20 ml erigniTrichoderma Selective Medium
dokulerek tekrarlanngtir.

Tam petriler ters cevrilerek 30°C’ye ayarlagnmkibatére konulmugir
ve 3—7 gun sonra sayimsagidaki formtle gore yapilngtir [23].

Beher gram Toprakiaki (2 Petrimn Ortalamasi) = 10 x Diltsyon (228)

Mikroorganizma Adeds

Topr ak Adnrlegn ()
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3.BULGULAR
3.1. Topraktan izole Edilen kolatlarin Patojenlerin Gelisimine Olan Etkileri

3.1.1. Topraktan kole Edilen Aktinomiset kzolatlarinin Patojenlerin

Gelsimine Olan Etkileri

Toprak orneklerinden 48 Aktinomiset izolati elde edslnmbunlardan 7
tanesinin test patojenlerine kaetkili oldugu saptanmgtir (Cizelge 3.1.1). Akt 27
izolatt Fusarium oxysporum Fusarium solani, Fusarium moniliformeve
Fusarium culmoruna etkili olmustur. Akt 13-1 izolatiFusarium oxysporurve
Fusarium solariye etkili olurken, Akt 16-2 izolatiFusarium oxysporum
Fusarium solaniFusarium moniliformekarsi etkili bulunmugur (Sekil 5, 6). Akt
36 izolatl Fusarium oxysporunve Fusarium solanive Fusarium culmorura
etkili olmustur. Akt 24 izolati Fisarium oxysporunde Fusarium solaniFusarium
moniliformeye etkili olmustur. Akt 12-2 izolatiFusarium oxysporum, Fusarium
solani ve Fusarium culmorura etkili olmugur. Tum aktinomiset izolatlari

Fusarium B2 ve B2-1'e kar etkili bulunmugur.

Cizelge 3.1.1Topraktanizole Edilen Aktinomiseizolatlarinin Patojen Funguslarin Getilerine

Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Patojen Koloni ¢api (cm)
Funguslar | Fusarium | Fusarium| Fusarium | Fusarium| Fusarium| Fusarium
oxysporum  solani | moniliforme| culmorum| B2 B2-1
E.F. Sm. | (Mart.) J. Sheld. (W.G. 1zolati Izolatl
& Swingle Sacc. Sm.)
Sacc.
Aktinomisetle
Akt 27 2,6 30 | 33 | 3,1 0,4 0,7
Akt 13-1 2,3 2,7 %//////////////%////////////% 0,6 0,8
Akt 36 2,3 2,7 ///////////////% 0,8 0,6
Akt 16-2 1,6 2,0 2,4 ,//////////////// 0,5 0,5
Akt 24 17 | 25 | 25 || 04 0,6
Akt 47 . . | 05 07
ontro , , . ) , ,
Gruplari

Patojenler tarafindan tamanen kaplanan petriler

-sr@elbIimayan petriler
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Sekil 5. Akt 16-2,12-2izolatlarinin Fusarium culmoruna Karsi inhibisyonlari

Sekil 6. Akt 16-21zolatininFusarium solanive Fusarium oxysporuta Karsi inhibisyonlari
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3.1.2. Topraktan kole Edilen Azotobacter spp.izolatlarinin Patojenlerin
Gelsimine Olan Etkileri

Toprak orneklerinden 1@\zotobacterizolati elde edilnmy, bunlardan 9
izolatin test patojenlerine karetkili oldugu saptanmtir (Cizelge 3.1.2). Azo
Tarla 25Fusarium oxysporum’atkili olurken, Azo Tarla 26 izolatFusarium
oxysporum, Fusarium soldpe etkili olmustur (Sekil 7). Azo Tarla 31 ve Azo
Tarla 4 izolatlariFusarium oxysporuia etkili olmustur. Azo Tarla 3 ve Azo
Tarla 1 izolatlarFusarium culmorumFusarium moniliformgFusarium solariye
etkili olmuslardir. Azo Tarla 1Fusarium culmorunve Fusarium moniliformge
etkili olmustur (Sekil 8). Azo Tarla 5Fusarium solariye etkili olmustur. Tim

Azotobactelizolatlari Fusarium B2 ve B2-1'e karetkili bulunmugur.

Cizelge 3.1.2Topraktanizole EdilenAzotobactespp.izolatlarinin Patojen Funguslarin

Gadlimlerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Koloni ¢api (cm)
Patojen | Fusarium | Fusarium| Fusarium | Fusarium| Fusarium| Fusarium
unguslar | oxysporum| culmorum| moniliforme| solani B2 B2-1
EF.Sm. | (W.G. J. Sheld. | (Mart.) izolat izolat
& Swingle Sm.) Sacc.
Sacc.

Azotobacteriler
Azo Tarla 25 1,3 1,6
Azo Tarla 26 2,0 2,3
Azo Tarla 48 1,8 1,5
Azo Tarla 31 1,5 1,2
Azo Tarla 4 1,9 1,6
Azo Tarla 3 2,3 2,6
Azo Tarla 1 2,5 2,2
Azo Tarla 11 /////////////// , 1,7 1,5
Azo Tarla 5 T , 1,8 1,7
Kontrol 6,5 6,0 6,5 7,8 7,9
Grubu

% Patojenler tarafindan tamanen kaplanan petriler



Sekil 8. AzoTarla 11izolatininFusarium culmorunve Fusarium moniliformiye

Kag1 Inhibisyonlari
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3.1.3. Topraktan kole Edilen Bacillus spp. kolatlarinin Patojenlerin
Gelgsimine Olan Etkileri

Toprak oOrneklerinden 1@acillus izolati elde edilmi, bunlardan 6
izolatin test patojenlerine karetkili oldugu saptanmgtir (Cizelge 3.1.3). B3
izolati Fusarium oxysporunve Fusarium solariye etkili olurken, B9 izolati
Fusarium oxysporum Fusarium solani ve Fusarium moniliformge etkili
olmustur. B16 izolati Fusarium solani, Fusarium culmorumnve Fusarium
moniliformeye etkili olmustur (Sekil 9). B6 izolati Fusarium moniliformeye
etkili olmustur. B8 izolati Fusarium solariye etkili olmustur. Tum Bacillus

izolatlar Fusarium B2 ve B2-1'e kgretkili bulunmugur.

Cizelge 3.1.3Topraktanizole EdilenBacillusspp.izolatlarinin Patojen Funguslarin Gatilerine

Olan Etkilerinin Belirlenmesi

Patojen Koloni ¢api (cm)
unguslar | Fusarium | Fusarium | Fusarium Fusarium | Fusarium | Fusarium
oxysporum solani culmorum | moniliforme | B2 izolat B2-1
EF.Sm. & | (Mart) | (W.G.Sm.)| J.Sheld. izolat
Swingle Sacc. Sacc.
Bacilluslar
B3 2,5 35 7 T 22 1.8
B9 / ////// 4,2 2,4 15
3,2 2,9
1,8 2,7
15 1,9
2,7 2,8
Kontrol 7,3 7,6
Gruplari

7/, Patojenler tarafindan tamanen kaplanan petriler
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Sekil 9. B16 izolatininFusarium solare Karsi inhibisyonu

3.1.4. Topraktan ole Edilen PBeudomonas spp. kzolatlarinin Patojenlerin
Gelsimine Olan Etkileri

Toprak orneklerinden Bseudomonaizolati elde edilny, ancak bunlarin

hicbirisi test patojenlerimize karetkili olmamstir.

3.1.5. T. harzanumizolatlarinin Bitki Patojenlerinin Geli simine Olan
Etkileri

Mikrobiyoloji laboratuvarinda daha 6nce izole edigme patojen kuflere
karsi etkili oldugu belirlenenTrichoderma harzianutfan 12 farkli izolatinin (T15,
T4D, Tm2, Tm4A Tm7, Tm8D, Tm10, Tml1l, Tm8B, Tm18, Tm20, Tm22)
Fusariumsp.’nin B2 ve B2-1 izolatlarinin koloni ggimleri tzerine etkilerini
belirlemek icin % RI [nhibisyon dgeri) saptanmstir (Cizelge 3.1.5).

FusariumB2 izolatina kagn en yuksek % RI dgeri 31,5 ile T15 ile elde
edilmistir. En dugik % RI deeri ise Tm8B izolatinda belirlengtir (Sekil 10,
11).
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FusariumB2-1 izolatina kas ise en etkili izolat Tm20 ve T15 olmtusg.
Tm20 izolati % RI dgeri 28,5, T15 izolati ile 28 olarak belirlengtir (Sekil 12,
13).

Cizelge 3.1.5T.harzianumzolatlarinin % RI (inhibisyon) derleri

T.harzianum izolatlari RI degeri (%)
Fusariumsp. B2 Fusariumsp. B2-1
Tm2 1,2 1,3
Tm7 21,8 24,2
Tm8D 1,9 13,0
Tmll 1,4 5,6
Tm8B 1,1 1.2
Tm18 20,0 21,8
T4D 1,2 1.2
Tm4A 16,6 26,4
Tm22 1,9 9,0
Tm20 18,6 28,5
Tm10 4,7 4,7
T15 31,5 28,0

Sekil 10. Trichoderma harzianutan T15izolatininFusariumB2'yi inhibisyonu
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Sekil 11. Trichoderma harzianutan T15izolatininFusariumB2-1'i inhibisyonu

Sekil 12. Trichoderma harzianuman Tm20izolatininFusariumB2'yi inhibisyonu
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Sekil 13. Trichoderma harzianuman Tm20izolatininFusariumB2-1'i inhibisyonu

3.2. zolatlarin Tanimlanmasi

Aktinomisetlerin tanimlanmasi yapilamatm, sadece morfolojik olarak
kuru, sert gorundg, renkli ya da renkli olmayan, besiyerine siki bakilde
tutunmus olan kolonilerin aktinomiset oldugu belirlengtit. Ancak ilave
calismalara gerek duyulmaktadir.

Pseudomonasgirlerinin Gram boyamalarina ve oksidazlarina bakilarak
Biolog cihazinda identifikasyonlari yapilmaya edinistir. izole etm§
oldugumuz 8 izolattan 3 tanesi tanimlanabitimi Pse 7 Pseudomonas
fluorescensbiotype G, Pse 9Pseudomonas fluorescensotype G, Pse 14
Pseudomonas fluorescens biotype G olarak belirlghm(€izelge 3.2a).

Etkili oldugu saptanamzotobacteitirleri Gram negatif kolseklinde, 5
izolat katalaz (+) iken 4 izolat katalaz (-) ¢iktm 9°C, 14°C, 18°C, 32°C ve
37°C’deki gelsimleri incelenmgtir. 37°C’deki sicaklikta gejim 3 gln icerisinde
olurken, dugik sicakhklara dgru gidildikgce gelgimin yavgladigi ve 9°C’de ise
gelisimin olmadgl gozlenmgtir.% 1’lik tuz ortaminda gedim ise; iki gun
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icerisinde sadece 2 izolatta gelie olmazken gier izolatlar gekmislerdir.
Hareketlilik testinde bir gin sonra 4 izolatta hareket gorulmesigenana
digerlerinde hareket gortlmestir (Cizelge 3.2b).

Etkili basil izolatlar Vitek basil kartlari ile biyokimyasal testleri yapgmi
(Cizelge 3.2c) ve bunun sonunda izolatlarimizdanB&Atillus licheniformis B3
Bacillus subtilis B6 PaerciBacillus (Bacillus)alveiB8 Bacillus licheniformis B9

Bacillus licheniformisB16 Bacillus sphaericus olarak belirlerstim.

Cizelge 3.2aPseudomonagolatlarinin test sonuclari

izolatlar

Testler

Pse 7
Pseudomonas
fluorescens
biotype G

Pse 9
Pseudomonas
fluorescens
biotype G

Pse 14
Pseudomonas
fluorescens
biotype G

Gram boyama -

Oksidaz + + +

Cizelge 3.2b.Etkili Olan Azotobacteizolatlarinin test sonuglari

Azo Azo Azo Azo Azo Azo Azo
Tarla | Tarla | Tarla | Tarla | Tarla | Tarla | Tarla | Tarla | Tarla
25 26 48 31 4 3 1 11 5

izolatlar | Azo Azo

Testler

Gram - - - - - - - - -
boyama

Katalaz - + + - + + + N _

Hareketlilik + + + - + - - - _

Sicaklik + + + + + + + + +
37°C de 3
gun

Sicaklik + + + + + + + + +
32°C de 3
gun

Sicakhk - - - + - - + - B
18°C de 10
gun

Sicakhk - - - - - - T _ i}
14°C de 10
gun

Sicaklik - - - - - - - - B
9°C de 10
gun

% 1'lik Tuz + + + - - + + + +
Ortami 2
gun




Cizelge 3.2c.Etkili Olan Bacillusizolatlarinin Vitek test sonuglari

izolatlar

Testler

B1
Bacillus
licheniformis

B3
Bacillus subtilis

B6
Paercibacillus
(Bacillus)alvei

B8
Bacillus
licheniformis

B9
Bacillus
licheniformis

B16
Bacillus

sphaericus

Gram boyama

+

=+

+

=+

Katalaz

+

+

+

Karbonhidratlar
Tagatoz
Sukroz
Glukoz
[nositol
Galaktoz
Arabinoz
Ksiloz
Mannitol
Rafinoz
Salisin
Amigdalin
Inulin

Riboz
Maltoz
Trehaloz
Palatinoz
Sorbitol
N-Asetil-D-
Glukozamin

Amilopektin
Arabitol

+ 0+ 0+ 4+ o+

+ + +

+ 4+ +

e

+

o+ o+ o+

O T LI T S S T S T S B S ST A

+

+ 0+ 0+ 4+ o+

+ +

+ 4+ +

Negatif Kontrol

Tetrazolyum
Kirmizisi

Potasyum
Thiosiyanat

Sodyum Klorid
(% 7 Sodyum klorid)

Mandelik asit

Oleandomisin

Sodyum asetat
Amonyum sulfat

Poliamidohigrostrep
tin

Nalidiksik asit
Ethidyum bromit

Eskulin
Ferrik amonyum sitrat
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3.3. Sera koslllarinda T.harzianum uygulamalari

T.harzianunun T15 Sekil 14) izolatinin uygulang tohumluk seker
pancari fidelerinde hastallk otugan toprak kokenli bitki patojenleri olan
Fusariumsp.’nin B2 §ekil 15) ve B2-1 $ekil 16) izolatlarina olan etkilerini
belirlemek icin kurulan denemedé&richoderma harzianunzolatinin patojenleri
engelleme oranlarina bakilgtir. Bazi saksilar sadece T1Sekil 17) ile, bazi
saksilar B2 §ekil 18) veya B2-1§ekil 19) ile ve bazi saksilar da hem T15 ve B2
ile (Sekil 20) veya T15 ve B2-1 ileS€kil 21) ailanmslar ve bir grupta icerisine
hichbir antagonist ve patojenin olmgdikontrol grubu eklenmgtir (Sekil 22).
Denemeler dort paralel olaca&kilde yuritilmusve haftalik olarak antagonist ve
patojenin sayimlari yapilgtir. Degerlendirme sonuglari Cizelge 3.3a’da
verilmistir. Saksilarda kullangimiz topr&gin pH’1 8,43 olarak bulunmugr. T.C.
Cevre ve Orman Bakagli Esksehir Orman Toprak ve Ekoloji Asarmalar
Enstitisti  Mudurlugnin  toprak analiz laboratuvarinda, kullanilan  saksi
topraklarinin analizleri yapilmive saksilardaki topgan kimyasal 6zellikleri
Cizelge 3.3b’de verilngtir.

SadeceFusariumsp. izolatlari ile @lanms saksilardan alinan fidelerin
herhangi bir yerinden alinip ekilen parcalardéusarium izolatlarina
rastlaniimasina kaik hastalik olugnasi beklenirken herhangi bir hastalik
belirtisine rastlanilmarmgi olup, T15 ile allanmg saksilardan alinan fidelerin
herhangi bir yerinden alinip ekilen parcalarda da T15 izolatlarina rastlargmi
hem T15 ve B2 ile hemde T15 ve B2-1 ilglanms saksilarla, kontrol grubu
saksilarinda da bir hastalik belirtisine rastlanilngaimi

Cizelge 3.3a’da 7 hafta boyunca izlenen sayimlar vettimtoprakta 7
hafta suresince Trichoderma harzianumT15 izolatinin bitin saksilarda
bulundug@ saptanmgtir. 7. hafta Trichoderma ve Fusarium B2 ve B2-1

izolatlarinin bir arada bulundugaksilarda &sariumsaptanmangtir.



Sekil 14. Trichoderma harzianurii1l5 izolati

Sekil 15. Fusariumsp. B2 izolat!
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Sekil 16. Fusariumsp. B2-1 izolati
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Cizelge 3.3aSera kaullarinda tohumlulseker pancari fidelerine uygulanan T15 izolati ile patojenlerin gitileri

1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4.Hafta 5. Hafta 6. Hafta 7. Hafta
T15 1,5x 16° 2,0x 1G6° 1,5x10° 1,8x10° 7,0x10 1,3x10° 1,4x10°
B2 7,0x10 2,0x10 1,0x10 7,0x10 5,0x10 1,0x10 1,0x10
B2-1 6,0x10° 1,0x10 1,0x10 2,0x10 3,0x10 1,0x10 1,0x10
T15 1,0x10™ 1,6x10° 1,2x10° 1,8x10° 9,0x10 2,0x10° 8,0x10
B2 2,0x10 3,0x10 1,0x10 6,0x10 2,0x10 2,0x10 -
T15 2,0x 16 1,4x10° 8,0x10 4,0x10 2,0x10 4,0x10 1,3x10°
B2-1 - 3,0x10 1,0x10 6,0x10 3,0x10 5,0x10 -
Kontrol 1,0x10 6,0x10 2,0x10 5,0x10 2,0x10 1,0x10 1,0x10

Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
T15 (Steril Toprak) 4,0x10 6,0x10 8,0x10 5,0x10 3,0x10 6,0x10 8,0x10




Cizelge 3.3b.Sera kgullarinda kullanilan topraklarin analiz sonuclari

FIZIKSEL ANAL iZLER KIMYASAL ANAL iZLER ALINDI Gl YER
Kum | Toz | Kil % TOPRAK pH Kireg Organik | Total Azot| P,Os | Tuzluluk
% % TURU 1/2,5 Madde % ppm | EC1C
(Uluslararasi % (Hesapla) 25°C
Toprak Total | Aktif mS/cm
Ucgenine % %
Gore)
12,37 | 26,00/ 61,63 Kil 8,43 17,27 1,86 0,09 45 1,44 Saks! gopr

-
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Sekil 17. T15 gilanms saksilar

Sekil 18. B2 ile gsilanmg saksilar
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Sekil 19. B2-1 ile gilanmg saksilar

Sekil 20. T15 ve B2 ile allanmg saksilar
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Sekil 21. T15 ve B2-1 ile silanmg saksilar

Sekil 22. Kontrol grubu olan saksilar
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3.4. Tarla kosullarinda T.harzianum uygulamalari

Tesaduf parselleri deneme desenine gére hazirlanan tadaaghda,
T.harzianurun T15 Sekil 23) izolatinin uygulang tohumluk seker pancari
fidelerinde hastalik oldgran toprak kokenli bitki patojenleri olaRusarium
sp.’nin B2 Sekil 24) ve B2-1 $ekil 25) izolatlarina olan etkilerini saptamak igin
kurulan denemelerde her parsel etiketlenmoiup Sekil 26, 27, 28, 29),
Trichoderma harzianumzolatinin patojenleri engelleme oranlarina bakgtmi
Baz! parseller sadece T1Sekil 30) ile, bazi parseller BSé€kil 31) veya B2-1
(Sekil 32) ile ve bazi parseller de hem T15 ve BA§lekil 33) veya T15 ve B2-1
ile (Sekil 34) gillanmslar ve bir grupta icerisine hicbir antagonist veqgpenin
olmadgl kontrol grubu eklenmi (Sekil 35) ve 15 gunde bir antagonist ve
patojenin sayimlar yapilgtir. Degerlendirme sonuglari Cizelge 3.4a ve 3.4b'de
verilmigstir. Tarla topraklarinin pH’lari ise; Suluova denetadasi pH:8,82, Targi
deneme tarlasi pH:7,9 olarak bulunruug

Sadece Fusarium sp. izolatlar1 ile glanms parsellerden alinan
numunelerdeFusarium sp.’'ye rastlanngi ve hastalik olugirmasi beklenirken,
herhangi bir hastalik belirtisine rastlanilmatm T15 ile gilanmsg parseller ve
hem T15 ve B2 ile hemde T15 ve B2-1 iglanms parseller ve kontrol grubu
parsellerinde de herhangi bir hastalik belirtisine rastlanilgtami

T.C. Cevre ve Orman Bakagl Esksehir Orman Toprak ve Ekoloji
Arastirmalari Enstitisi Maduarliiitn toprak analiz laboratuvarinda, kullanilan
tarla topraklarinin analizleri yapilgwe Cizelge 3.4c’deki sonuglar alingtar.
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Sekil 23. Trichoderma harzianuri15 izolatinin mikroskop goruntisu

Sekil 24. Fusariumsp. B2 izolatinin mikroskop goruntisu



Sekil 25. Fusariumsp. B2-1 izolatinin mikroskop gorintusu
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Cizelge 3.4aSuluova deneme tarlasinda tohumjeker pancari fidelerine uygulanan T15 izolati ile patojenlerin gtkileri

15. Gin 30. Gin 45. Gin 60. Gin 75. Gln
T15 2,0x 10 1,0x10 3,0x10 9,0x10 2,0x10
B2 1,0x10 1,0x10 1,5x10 2,0x10 6,0x10
B2-1 1,0x10 1,0x10 1,0x10 1,0x10 3,0x10
T15 - - - - 2,5x10
B2 1,0x10 1,0x10 1,0x10 1,0x10 6,0x10
T15 - - 1,0x10 - 1,0x10
B2-1 1,0x10 2,0x10 1,0x10 1,0x10 7,0x10
Kontrol 1,0x10 Fusarium, 2,0x10 Fusarium, 1,0x16 Fusarium, 1,0x10 Fusarium, 4,0x10Fusarium,

1,0x10 Trichoderma

- Trichoderma

- Trichoderma

- Trichoderma

2,0x10 Trichoderma




Cizelge 3.4b.Targi deneme tarlasinda tohumkdker pancari fidelerine uygulanan T15 izolat ile patojenlerin gitkileri

15. Gin 30. Giin 45, Gin 60. Gin 75. Gln
T15 4,0x 10 1,0x10 5,0x10 4,0x10 1,0x10
B2 1,0x10 2,0x10 1,0x10 2,0x10 1,0x10
B2-1 2,0x10 3,0x10 1,0x10 2,0x10 1,0x10
T15 3,0x10 - 1,0x10 - 1,0x10
B2 1,0x10 2,0x10 2,0x10 1,0x10 1,0x10
T15 - - 1,0x10 - 1,0x10
B2-1 1,0x10 1,0x16 2,0x10 2,0x10 2,0x1¢
Kontrol 1,0x1G Fusarium, 1,0x10 1,0x10 Fusarium, 1,0x10 Fusarium, 1,0x10 Fusarium,
1,0x10 Trichoderma Fusarium, - Trichoderma - Trichoderma 2,0x10 Trichoderma
- Trichoderma




Cizelge 3.4cTarla kaullarinda kullanilan topraklarin analiz sonuglari

58

FIZIKSEL ANAL iZLER KIMYASAL ANAL iZLER ALINDI GI YER
Kum | Toz% | Kil % TOPRAK pH Kire¢ Organik | Total Azot | P,Os | Tuzluluk
% TURU 1/2,5 Madde % % ppm | EC10
(Uluslararasi - (Hesapla) 25°C
Toprak :;otal '(;kt'f mS/cm
Ucgenine 0 0
Gore)
32,25 | 23,15 | 42,29| Kil 8,82 | 15,21 1,45 0,08 32 1,23 Suluova Aktarla Kogimasya
42,33 | 21,81 | 35,86| Balgikli Kil 7,90 14,22 1,39 0,07 22 0,98 TaRjikazanasmaz Ciftli -
Amasya
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Sekil 26. Suluova deneme tarlasi ekimden dnce genel gérinim

Sekil 27. Targi deneme tarlasi ekimden 6nce genel gorinim



Sekil 29. Targi deneme tarlasgidanms fide ekim calgmalari
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Sekil 30. T15 ile ailanms fideler

Sekil 31. B2 ile ssilanms fideler
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Sekil 33. T15 ve B2 ile alanmg fideler
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Sekil 35. Kontrol grubu olan fideler
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3.5. Topraktan izole Edilmis Olan izolatlarin Antibiyotik Direncleri

Topraktan izole edilngi olan Bacillus sp. (Cizelge 3.5a)?seudomonas
sp. (Cizelge 3.5b)Azotobacter sp(Cizelge 3.5c),izolatlarinin antibiyotiklere
kargi hicbir izolatin direnci olmayip, kullanilan antotiklere kagi gelisim
gosteremensierdir. Antibiyotik disklerinin etrafinda gelim olmayip zonlar

meydana gelnstir.

Cizelge 3.5aAntibiyotik disklerinin Bacillus sp. izolatlarina etkileri

inhibisyon capi (cm)
izolatlar | Oflaxacin (5ug) | Oxacilin (5ug) | Rifampicin (5ug) | Gentamycin (30ug)
B16 3 1,6 1,5 3,5
B19 4 1 1,6 3
B12 3,5 15 1,5 3
B11 2 1,8 1,7 2
B5 3 1,6 4 4
B2 25 2 3 3,5
B20 3,5 1,7 1,6 4
B4 2,2 1,8 1,5 3,5
B17 5 3 3 3,5
B3 25 2 3 3
B1 3 15 1,8 3

Cizelge 3.5b.Antibiyotik disklerinin Pseudomonasp. izolatlarina etkileri

Inhibisyon capi (cm)
izolatlar | Oflaxacin (5pg) | Oxacilin (5ug) | Rifampicin (5ug) | Gentamycin (30ug)
Pse 5 2 1,5 2,8 3,8
Pse 7 2,5 1,8 2,5 3,5
Pse 9 2,1 1,6 2,6 3,6
Pse 14 2,2 1,5 2,3 4
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Cizelge 3.5cAntibiyotik disklerinin Azotobactessp. izolatlarina etkileri

inhibisyon capi (cm)
izolatlar Oflaxacin Oxacilin (5ug) | Rifampicin (5ug) | Gentamycin (30ug)
(5u9)
Azo Tarla 3 1 2,5 3,8
12-2
Azo Tarla 2 1 3 4
11-2
Azo Tarla 6 3,5 1 3,5 3,5
Azo Tarla 5 2 2,5 3 3
Azo Tarla 10 3,5 1,2 2,3 4,5
Azo Tarla 1 4 0,8 2,5 4
Azo Tarla 25 3,5 3,5 2,5 3,5
Azo Tarla 16 4 15 3 4,5

Bacillus sp. izolatlari Oflaxacin ve Gentamycin’e kar hassas
olduklarindan dolayi, g@er antibiyotiklere nazaran daha gemhibisyon caplari
meydana gelmtir. Benzer cakmalarda da Oflaxacin’e kg@r Bacillus ve
Pseudomonasirlerinin hassas olduklari bulunnus [85].

Gentamycin Gram pozitif ve Gram negatif bircok mikroorganizmaya
karsi bakterisidal etkiye sahiptir [86]. Canamizda da,Pseudomonasspp.
izolatlari veAzotobacter spp. izolatlari Gentamycin’e katiger antibiyotiklerden

daha hassas olduklari icin gemhibisyon caplari meydana gektii.
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4. TARTI SMA VE SONUCLAR

4.1. Patojenlere Kasi izole Edilmis Olan izolatlarin Biyokontrol Ajani
Olarak Kullanilmasi

Bitki hastaliklarina kan koruma sglamak icin son yillarda pestisidlerin
yerine biyolojik micadelenin kullanimi 6nerilmektedir [110-112]. Bu amagla da
mikroorganizmalar Uzerine agtamalar ygunlagsmis durumdadir.

Mikroorganizmalar arasinda aktinomisetler en coksgah gruptur.
Calismalar 6zellikle Sreptomycee ait turlerin antimikrobiyal etkileri Gzerine
yogunlasmistir [96] ve bu izolatlarin ¢agtoprak orijinlidir [97].

Seker pancari topraklarindan izole @tz 48 aktinomiset izolatinin 7
tanesi bitki patojeni funguslara karetkili olarak bulunmugur. Benzer olarak
yapillan cakmalarda da aktinomisetlerin Gram pozitif ve Gram atig
bakterilerin yanisira, funguslara karda antimikrobiyal aktivite godsterdikleri
belirlenmistir [88]. italyada yabani bitkilerden ve kiiltir bitkilerindedil], Giiney
Avustralya bgday koklerinden [92] ve Glney Cin'deki [93] domateskisi
koklerinden izole edilen aktinomisetlerin de bitki patojeni funguslarsi kakili
oldugu bildirilmistir. Bu calsmalarda antagonistik etki goésteren izolatlarin
Sreptomycetere ait izolatlar oldug bildirilmistir.

Cao ve ark. [68] yuzeyi steril edil;mimuz koklerinden 131 endofitik
aktinomiset izolati yapmlardir. Arastiricilar bu izolatlarin % 18,3'Unin muz
ekstraktl iceren ortamda patojenik oxysporumf. sp. cubenstin blyumesi
tzerine etkili oldu@gnu bildirmglerdir. Streptomyces griseorubiginosuslarak
tanimlanan izolatlarin % 37,5'&usarium oxysporunf. sp. cubensge kari
antagonistik etki gosterdi belirlenmgtir [68].

Fourati ve ark. [88] Tunus c¢ol topraklarindan izole edilngeni bir
aktinomiset izolatininVerticillium dahliae Fusariumsp. veCandida tropicalis
R2 CIP203'e kay etkili oldugunu belirlemglerdir.

flag formuna getirilen Septomyces griseoviridia Fusarium spp.,
Alternaria brassicicola, Phomopsispp., Botrytis spp., Phytium spp. ve

Phytophthora spp.’nin kontroliinde kullanilabilga® bildirilmi stir [94].
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Boudjella ve ark. [95] Cezayir topraklarindan izole edilen aktinomiset Sg
10 izolatinin Gram pozitif bakterilere \@otrytis cinerea,Fusarium culmorum
Geotrichum candidum Mucor ramannianus NRRL 1829, Penicillium sp.,
Pythium irregulareve Sclerotium sclerotiorufa kari etkisini incelemjlerdir.
Arastiricilar Gram pozitif bakterilere kgr bu aktinomisetin inhibisyon etkisi
yuksek iken, funguslara kar bu etkinin daha az oldugu bildirmglerdir.
Fusarium culmorumgcin inhibisyon mesafesi ImniMucor ramannianusNRRL
1829 izolati icin ise bu ger 12mm olarak bildirilmgtir. Calismamizda, en
yuksek inhibisyon aktivitesi Akt 16-2 izolati ile elde editii Test patojenlerin
kontrol besi ortamindaki gehneleri ise 4,9cm-6,1cm arasindaggenektedir
(Bkz. Cizelge 3.1.1). Test patojenlerinin gifileri Fusarium oxysporunt.F.
Sm. & Swingle 1,6cm,Fusarium solani (Mart.) Sacc. 2,0cm,Fusarium
moniliforme J. Sheld 2,4cm iken, Akt 16-2 izoladfusarium spp. B2 ve B2-1
izolatlarimiza kap daha yiksek inhibitor aktivite gostegtm. Fusarium B2
izolatt 0,5cm,Fusarium B2-1 izolati 0,5cm gedme gosterebilnstir. Halbuki
ayni izolatlar kontrol besi ortaminda sirasiyla 7,5cm ve 7,3cmsmgeli
gostermsglerdir.

Son yillarda Bacillus tdrleri ile ilgili antifungal calsmalar da hiz
kazanmgtir [69, 98-100]. Cavaglieri ve ark. [98] potansiyalyokontrol ajani
olarak Bacillus izolatlarint bildirmglerdir.  Yine benzer olarak yapilan
calismalardaBacillus tirlerinin antibiyotik 6zellik gostermeleri ve patojenik bitki
funguslarina kar antifungal etkiye sahip olmalari nedeniyle biydkdsontrolde
potansiyel bir etkiye sahip olabilegebildirilmi stir [101-103]. Bevivino ve ark.
[104] B. subtilis CE1’'in misir tohumlarinda bulunaR. verticillioidese karsi
yapilan sera denemelerinde 6nemli antagonizrsiasiigosterdgini bulmuslardir.

Calismamizdaseker pancari topraklarindan izole edilen Bécillus
izolatl icinde en yuksek inhibisyon aktivitesi B3 izolati ile elde ediimiBu
izolat Vitek sistemindeBacillus subtilis olarak tanimlanmtir. Benzer olarak
yapilan cajmadaB. subtilisin misir kok boélgesindekiFusarium verticillioide$
engelledgi bulunmugur [69].

Test patojenlerin kontrol besi ortamindaki geleleri 5,0cm-7,0cm

arasinda dgismektedir (Bkz. Cizelge 3.1.3). Test patojenlerinieligmleri
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Fusarium oxysporunk.F. Sm. & Swingle 2,5cnfusarium solaniMart.) Sacc.
3,5cm iken, B3 izolatFusarium B2 ve B2-1 izolatlarimiza daha etkili olarak
gelisimlerini engelleyebilmgtir. Fusarium B2 izolati 2,2cm, Fusarium B2-1
izolati 1,8cm gelime gosterebilmgtir. Halbuki ayni izolatlarin besi ortaminda
sirasiyla 7,3cm ve 7,6cm ggine capi Glgulmigir. Cavaglieri ve ark. [98] misir
bitkisinden izole ettikleriFusarium verticillioidedn biyokontrolii amacli olarak
Bacillus spp. ve Arthrobactespp. turlerini test etnglierdir.

Cavaglieri ve ark. [69] Bacillus turlerinin  geng spektrumlu
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi ve endospor yapilari nedeniyle kok
patojenlerine kar etkili olduklarini bildirmglerdir. Dal-Soo ve ark. [99] bu
nedenle Bacillus tdrlerinin, bitki patojenlerini kontrol altina almada
kullanilabilecgini sdylemglerdir.  Yine rhizosfer kolonizasyonu ve kok
hastaliklarini  kontrol igin Bacillus turlerinin kullanilabilecgi ve tohum
uygulamalarinin bgariyla yapilabilecg bildirilmi stir [100].

Duitman ve ark. [46] tarafindaBacillus subtilisATCC 6633 izolatinin,
antifungal peptid antibiyotik potansiyeli iceren, mycosubtilin Ureticisi olarak
teshis etmglerdir.

B.subtilisin  6zellikle bitki hastaliklarina neden olanFusarium
OXysporume.F. Sm. & Swingle’nin biylimesini engelleyici Surfactiniugrin A
gibi antimikrobiyallar Gretti bildirilmi stir [47-49].

Bacillus subtilis (Kodiak), Trichoderma virens (SoilGard) ve T.
harzianum (RootShield)un ticari Grlnleri yapilarak, bunlarin farkli
formulasyonlari ve oranlari kullanilaraksg¢é fungal izolatlara kagi antagonistik
etki gostermektedirler [105].

Calsmamizdaseker pancari topraklarindan izole edilen Afbtobacter
izolati icinde en yuksek inhibisyon aktivitesi Azo Tarla 25 izolati ile elde
edilmistir. Test patojenlerin kontrol besi ortamindaki geleleri ise 5,8cm—6,5cm
arasinda dgsmektedir (Bkz. Cizelge 3.1.2).Test patojenlerininligmleri
Fusarium oxysporumE.F. Sm. & Swingle 2,4cm ikenFusarium spp.
izolatlarimiz olanFusarium B2 izolati 1,3cm,Fusarium B2-1 izolati 1,6cm
gelisme gosterebilmtir. Ayni izolatlarin besi ortaminda sirasiyla 7,8een7,9cm

gelisme capi Olcilmiigir. Benzer olarak yapilan ¢cghalarda da azotobakterilerin
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fitopatojenik funguslardan olailternaria alternata, Fusarium graminearum
Sclerotinia sclerotiumMacrophomina phaseolin&hizoctonia solanve Pythium
sp.’ye kasl antagonistik aktivite gosterdikleri belirlengtir [113]. Cavaglieri ve
ark. [98] misir bitkisinden izole ettiklefrusarium verticillioidedn biyokontroli
amagcl olarakAzotobacterspp. veArthrobacterspp. tirlerini test etrgierdir. F.
verticillioidese kari Azotobacter armeniacusRC2'nin etkili olduginu
bildirmislerdir. Duijff ve ark. [70] Azotobacterspp. misir bitkisinde hastalik
olusturmayanF.verticillioidesile rizosferde bulunan patojenlere gabiyokontrol
gani olarak kullaniimgtir ve biyokontroliin bazi formlarin etkgen icerisinde
olmalarini sglayabildikleri bulunmutur. Yaptgimiz biyokimyasal testlerde
izolatlarin azotobakter oldugortaya cikmytir ancak isimlendirilemerglerdir,
ilerdeki calsmalarda daha detayli cahalar yapilarak daha etkili sonuclar
alinabilir.

CalismalarimizdaPseudomonaspp. izolatlarinin test patojenlerine ar
herhangi bir engelleyici etkisinin bulunmamasingman, benzer caimalarda,
bazi Pseudomonaszolatlarinin bitki patojenlerine kar Urettikleri siderofor ve
pseudobactin ile baskilayici etki gosterdikleri bildirigtm [71, 72]. Bakteriyel
sideroforlarin bilinen bir fonksiyonlari da bitki blyumesini demir ilezslagan
iron-chelating adiyla anilan PGPR (Bitki Buyumesingvile Eden Rhizobakteri)
etkinin, ¢cirime olugmunu azaltmagimi gosterdgi bildirilmi stir [73-75].

Shoda [89] tarafindan yapilan gahada daPseudomonaszolatlarinin
bircogu rizosferde ygun bir sekilde bulunarak, aktif ve dominant bgekilde
biyokontrol ajanlari olarak ¢alan bakteriler oldgunu bildirmtir.

Cavaglieri ve ark. [98] misir bitkisinden izole ettikleRusarium
verticillioidesin biyokontrolii amacl olarakPseudomonaspp. veArthrobacter

spp. tdrlerini test etrglierdir.

4.2. Fungal hhibisyon

Eskisehir bolgesi topraklarindan izole edikniolan Trichoderma
harzianumizolatlari, bitki patojenlerinden olaRusariumsp.’nin iki farkli izolat
olan B2 ve B2-1'e kar denendiinde farkli etkiler gosterrgierdir. inhibisyon
deneylerinde B2-1'e kar, % 28,5 RI (inhibisyon deeri) deseri ile Tm20, % 28
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Rl degeri ile T15, % 24,2 Rl dgeri ile Tm7, % 13 RI dgeri ile Tm8D, % 21,8 RI
degeri ile Tm18, % 26,4 RI deeri ile Tm4A etkili olurken, B2'ye kan; % 31,5
RI degeri ile T15, % 21,8 RI dgeri ile Tm7, % 20 RI dgeri ile Tm18, % 16,6 RI
degeri ile Tm4A, % 18,6 RI deeri ile Tm20 etkili olarak bulunmiardir (Bkz.
Cizelge 3.1.5)T. harzianumzolatlarinda ortaya ¢ikan bu farkliliklar, patojenlerin
farkl dirence sahip olmalarindan ileri gelebilgicgibi, T.harzianumizolatlarinin
farkll kimyasal Uretimlerinden de kaynaklagnolabilir [22]. Yapilan benzer
calismalarda bitki patojenlerine karT.harzianunun etkili oldugu belirlenmgtir
[19, 21, 25-29].

Wells ve ark. [30] tarafindan; kumlu killi topraklardan izole edilen
Trichoderma harzianuian T35 ve T203 izolatlarinifrusarium oxysporunk.F.
Sm. & Swingleve Sclerotium rolfsiiye etkileri incelenmgtir. Yapilan calgmaya
gore; T35 izolatininFusarium oxysporunkE.F. Sm. & Swingle’nin ge&jimini
sinirlandirdgl, T203 izolatinin iseSclerotium rolfsiiye karsi etkili oldugu
belirlenmistir. Bizim calsmamizda Fusarium sp. izolatlarina kar en etkili
Trichoderma harzianunzolatinin T15 oldug bulunmusgur.

Hadar ve ark. [31] tarafindan yapilan bir gadada Trichoderma
harzianum izolatinin Rhizoctonia solanive Pythium aphanidermatuom
gelismesini engelledi, fakat S sclerotiumve Fusarium oxysporunk.F. Sm. &
Swingle’'nin gelgmesine etkili olmadgy gosterilmgtir. Trichoderma harzianum
izolatlarinin bitki patojenlerine kair gosterdikleri farkh inhibisyon oranlarinin,
izolatlarin patojenlere ksr secici oldug ve farkh patojenlere farkl etki
gostermelerinden kaynaklargdbildirilmi stir [31].

Bizim calsmamiza dahil etgimiz patojenlerin hepsine etkili olan tek bir
Trichoderma harzianum izolatt  bulunmamakla birlikte, Trichoderma
harzianunun T15 ve Tm20 izolatlar1 gerlerine gore daha fazla etkili olntus,
bunlart  Tm4A, Tm7, Tm18 izlergiir. Chet ve Inbar [28] tarafindan yapilan
calismada da, secilen bitki patojenlerine $«aetkili olan tek bir Trichoderma
harzianum izolati bulunamamnstir. Bizim calsmamizda da, Trichoderma
harzianunun Tm2, Tm8B ve T4D izolatlarinin patojenlere kaetkisi, dger
izolatlara gore daha az olmus.
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Calsmamizda Trichoderma harzianufan Tm2, Tm8B ve T4D
izolatlarinin Fusarim spp. izolatlarina kar gosterdikleri digk RI deserleri
nedeniyle, biyolojik kontrolde kullaniimasinin pratik bir faydaglasnayac#i
ortaya cikmgtir. Benzer olarak yapilan bir cginada, RI dgeri digik olan
izolatlarin, dger izolatlara gore diik dizeyde litik enzimatik aktivite gostegdi
ve eksik protein sdadigi bildirilmistir [32].

Bridge ve ark. [33] yaptiklari benzer gahada dugk ekstraselltler
aktivite gosteren izolatlarin biyolojik micadele ajani olarak kullanilamayaca
belirlemiglerdir.

Calismamizda bitki patojenlerinddfusariumsp. izolatlarinin dier bitki
patojenlerine goreT.harzianumizolatlarina daha direncli olarak bulunnurg
Yapilan benzer ¢aimada da,Fusarium tirlerinin Trichodermaspp.'ye kagi
direncli oldugu bildirilmistir [34].

Yapilan bir caymada, sergartlarn altinda toprak kokenli hastaliklarin
kontrolinin T.harzianum izolatlari ile olabilecgi ileri sdrdlmugdr [28].
Calismamizda, T.harzianum T15’'in  Fusarium sp.’'ye kasl etkili oldugu

belirlenerek sera denemelerinde kullanilabifgdelirlenmitir.

4.3. Trichoderma harzianumile Sera ve Tarla Denemeleri

Tarim Urunlerindeki kdk hastaliklarina, yabanci otlar ile birgok iklimsel
ve biyolojik faktorlerin neden oldiu ve bunlarin Grinlerin gelne ve yetime
devrelerinde etki yaptiklari saptargir [35]. Kok hastaliklarini olugiran toprak
kokenli patojenlerin, ulkeden Ulkeye sayisal olarakgigsbildigi gibi, bir
bolgedeki ve hatta bitkilere gore degtigigi bildirilmi stir [3].

Calismamizda Orta Anadolu kaolarinda; secilen test bitkilerine etkili
oldugu bilinen patojenler kullanilrgiir. Bu patojenlere kar en yiksek RI dgeri
veren T.harzianunzolatlari biyolojik preparat olarak kullanilgtir.

Antagonizma  toprak  mikroorganizmalari  arasinda  genellikle
kendiliginden meydana gelmektedir. Bircok yayinda bununlaamgagonizma
mekanizmasiyla ilgili 6nemli bilgiler sunulmiwy [37-43]. Bitki patojeni
funguslara kar Trichoderma harzianumizolatlari bu konuda Umit vaat
etmektedir [35].
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Trichoderma spp.’nin gili bitki ttrlerinin bldytumelerini tgvik edici
yararli etkileri oldgu kanitlanmgtir [27, 60-64].T. harzianunun ¢ssitli izolatlar
bitki buyumesi tGzerine, fide ve kokgaliginin artgl, kok uzunluginun artgi ve
yan koklerin arti vb. etkiler yapmaktadir [64].

Domateste hastalik olummuna neden olanF.oxysporuria karsi
Trichoderma spp. ile biyolojik mucadelenin yapilabilgiceve hastakin,
Trichoderma harzianufan hazirlanan sispansiyonu ile % 80 oraninda
dustrdlebilecei bildirilmi stir [6, 44].

Sivan ve Chet [45] tarafindaifr.oxysporuriun kavunda oluurdugu
hastalga kagl Trichoderma harzianuian etkili oldugu bildirilmistir.
Trichoderma harzianunmile muamele edilmergi kontrol ekimlerinde 20. gln
sonunda kavunda solgunluk ohagigtur. Trichoderma harzianunsispansiyonu
uygulanan kavund&aF.oxysporuriun neden oldug solgunlgun gecikigi ve
hastalgin % 30 azaldy saptannytir [45].

Trichoderma harzianunie muameleli patlican tohumlarinRisolaninin
neden oldug cokerten hasta@lina (damping-off) kasm dayanikh oldu@ ve
hastaliksiddetinin Trichoderma harzianunie % 80 oraninda diiguldtgi Hadar
ve ark. [31] tarafindan bildirilngtir.

Birgok Trichoderma turunin 8 cmvlik kok deriginde bulundug,
toprakta 5,2-6'dan daha dils pH duzeylerinde fazla miktarda spor Uggtti
saptanmgtir [6, 65]. Kullandgimiz tarla topraklarinin pH’lari, Suluova deneme
tarlasi pH:8,82, Targi deneme tarlasi pH:7,9 olarak bulunmasgmera bu
pH’da da Trichoderma harzianumolatlarinin gekebildigi gbzlenmitir.

B3, Azo Tarla 25 ve T15 izolatlarinin ayrintili olarak galalarinin
yapilarak etkili olan metabolitlerinin ortaya c¢ikarilmasi ve bunlarin
tanimlanmasina yonelik cgnalarin yapilmasi gelecekte bu izolatlardan ¢ok iyi
sonugclarin alinmasi icin bir yol gdsterici olacaktir.

Sera ve tarla denemelerinde mikrobiyal tlrlerin etkitderinde cevre
sartlari, su aktivitesindeki blyuk ggim, sicaklik, toprak yapisi ve besin durumu
[80,106-109] her an @esebilecesi icin bu durumdanTrichoderma harzianume
Fusarium sp. izolatlan etkilenmi olabilirler. Bu gugcliklerde biyolojik

mucadelenin zorlugnu ortaya koymaktadiFusariumizolatlarinin, virtlansgini
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koruyup korumadiini kontrol etmek igin bir sera denemesi daha yagtim
Ancak yapilan deneme sonucunBasarium izolatlari ve kontrol gruplarinin
hicbirisinde hastalik belirtisine rastlaniimatm. Bu da bize belli bir ggaltmadan
sonraFusariumiarin virulanslgini kaybettgi sonucuna goturmiigr. Jain ve ark.
[114] F. oxysporunt.sp. cucumerin’in, 6zellikleri dgserek calgmayan mutant
Afgb1 geni sayesinde, salatalik bitkilerinde virulangnemli derecede azagaini
gostermglerdir. Bitki patojeni funguslarin virtlanginin korunabilmesi icin
laboratuvardaki saklamasleminde bitki materyalinde stoklama daha yararli
olabilir. Rogers ve ark. [115], §eam bezelye bitkisi ylzeyindeusarium solani
f.sp. pisinin cutl geni kesilerek virulenginin 6nemli derecede azaltifgini
bildirmislerdir.

Sonu¢ olarak; laboratuvar denemelerindeharzianum izolatlarinin
fungal bitki patojenlerine kar etkili olmasina rgmen, cagmamizda sera ve tarla
denemelerinde patojen-antagonist beraber verilen denemelerde ve sadece
Fusariumsp. izolatlari ile silanms denemelerde herhangi bir hastalik belirtisine
rastlanmadii icin Trichoderma harzianumizolatlarinin pancarda goértlen bu
patojene etkili olup olmadini sdylemek guctir.

Tek yillik tarla ¢calgmalari bu ¢cakmalar icin yetersiz kalmakta, iyi sonug
alinabilmesi igin 3-4 senelik ¢ama yapilmasi gerekmektedir. Kesin sonuca
varabilmek icin sera ve tarla denemelerinin birkac yil tst Uste yapilarak sonuclarin

karsilastirilmasinin yararl olaga diginilmektedir.
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