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Ozet

Bu calisma, asma fidani Gretim parseli topraginda solarizasyon 6ncesi ve sonrasi mikrofunguslarin
belirlenmesi amaciyla, Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisi Midirliga fidanhk parselinin 500 m?lik alaninda
2014 yilinda yuratilmdastlr. Solarizasyon uygulamasi 6ncesi topragl seyreltme yontemi ile gergeklestirilen
izolasyon sonrasinda; asma fidanhig topraginin bir graminda 99x10° koloni olusturan birim (KOB) mikrofungus
bulundugu, bunlarin Ascomycota bélimine ait 10 cins igerdigi belirlenmistir. Calismada tespit edilen fungus
cinsleri, alfabetik siraya gore; Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cylindrocarpon, Epicoccum, Fusarium,
Mortierella, Mucor, Myrothecium, Penicillium, Rhizopus ve Trichoderma oldugu tespit edilmistir. Tir zenginligi
bakimindan ele alindiginda; Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Acremonium cinslerinin 6ne ¢iktig
belirlenmistir. Arastirma, koloni sayilari bakimindan degerlendirildig§inde Fusarium cinsinin ilk sirayi aldigi, bunu
Aspergillus, Epicoccum, Penicillium ve Acremonium cinslerinin izledigi anlasiimistir. Buna gore, gerek tiir zenginligi
ve gerekse koloni sayisi bakimindan, Fusarium cinsinin ilk sirayr aldigi tespit edilmistir. Calismanin diger
asamasinda, temmuz-agustos aylarinda, 0.125 mm kalinhginda seffaf polietilen 6rti kullanilarak 8 hafta siireyle
solarizasyon uygulamasi yapilmistir. Solarizasyon uygulamasi sonrasi parselde topragi seyreltme yontemi ile
izolasyon calismalari tekrarlanmustir. izolasyon sonrasi en yaygin cinslerin ise sirasiyla, Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus ve Alternaria oldugu belirlenmistir. Asma fidanhk topraklarinda solarizasyon uygulamasi sonrasi
mikrofungal tirlerin ve cesitliliginin azaldigi belirlenmistir. Calisma bulgularinin, toprak funguslari lzerine
abiyotik faktorlerin etkisinin degerlendirilmesine yoénelik ¢alismalara katki olusturacagi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Asma fidanligi, toprak mikrofunguslari, solarizasyon.

Determination of Soil Microfungi in Grapevine Sapling Production Parcel Before and After
the Application of Solarization

Abstract

It was carried out in the area of 500 m? of the nursery parcel of Manisa Viticulture Research Institute for
the purpose of determination of soil microfungi in grapevine nursery production parcel before and after the
application of solarisation. It was determined that after isolation, done by soil dilution method before the
application of solarisation, there was 99x10% colony forming unit (CFU) microfungi per a gram of grapevine soil
and these contain in 10 genera that belong to the fungal divisions of Ascomycota . The fungi taxa determined in the
study, according to the order of alphabetic, are as follows; Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cylindrocarpon,
Epicoccum, Fusarium, Mortierella, Mucor, Myrothecium, Penicillium, Rhizopus and Trichoderma . When
considered in terms of species richness, it was identified that Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Acremonium prominent. When the study is evaluated in terms of colony numbers, it is understood that Fusarium
genera first and it is followed by Aspergillus, Epicoccum, Penicillium and Acremonium. According to this, it has
been concluded that in terms of both species richness and number of colonies, Fusarium is in the first place. In
the other phase of the work, solarisation was applied for 8 weeks in July-August using a transparent polyethylene
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cover with a thickness of 0.125 mm. After solarisation application, isolation was repeated with soil dilution
method in the parcel. After isolation, it was determined that the most common genera were, respectively,
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus and Alternaria. 1t has been determined that the microfungal taxa and
genera grapevine nursery soils decreased after solarisation application. We believe that the findings of the study
will contribute to the evaluation of the effect of abiotic factors on soil fungi.

Key words: Grapevine nursery, soil microfungi, solarization.

Giris

Toprak funguslar; dogal ve islenmis
topraklarda, organik maddenin ayristiriimasi,
metabolitlerin kimyasal yapisini degistirme, iz
elementlerin olusumu ve toprak struktiirinin
iyilestirilmesi gibi ekosistem siireclerinde 6neme
sahiptirler.  Ayrica, toprak  kaynakh  bitki
hastaliklarinin ~ kontrol edilmesinde ve bitki
gelisiminin tesvik edilmesinde rol alirlar (Garbeva ve
ark., 2004).

Fidanliklarda gorilen toprak kaynakli bazi
funguslar ©6nemli kayiplara neden olurlarken
epidemi kaynagi da olusturmaktadirlar. Cesitli
hastalik etmeni ve zararhlarin gerek dogrudan fidan
Uretimini etkilemesi gerekse yeni tesis edilen temiz
plantasyonlara tasinmasi bitki koruma acisindan
o6nemlidir (Fidan ve Yavas, 1987).

2010 yilinda 11 ilde toplam 4,2 milyon asma
fidani Uretilmistir. Manisa ili Uretimin %66.5’ini
gerceklestirirken Denizli %9.5; Adiyaman %7.6;
Sanliurfa %5.5 ve Bilecik %5.4 Uretim oranlarn ile
diger 6nemli asma fidani Ureten illerdir (Savas ve
ark., 2013). Sertifikali olarak tretilecek fidanlarda i¢
ve dis karantina etmenleri yoninden bir dizi analiz
yapilir. Bu asma fidanlari Phaeoacremonium spp.,
Stereum hirsitum, Phellinus igniarius,
Cylindrocarpon spp., Phomopsis viticola, Eutypa lata
funguslari yéninden incelenmektedir (Anonim,
2016). Bu funguslardan Cylindrocarpon spp. toprak
kaynakli olup, fidanlklarda ve yeni tesis edilen
baglarda verim ve ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Halleen ve ark., 2006).

Toprak kaynakli patojenleri iceren ¢alismalar
incelendiginde;  Phytophthora ve  Phythium
genusuna ait tirler asma fidanliklarinda fidanlarin
kok ve kok bogazi bolgesindeki alanlardan izole
edilirken, ayrica Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani gibi patojenler de saptanmistir
(Marais, 1979). Konukgu bitki olmadan da uzun yillar
toprakta yasayabilen, Armillaria spp., Fusarium
spp., Plasmodiophora spp., Sclerotium spp. ve
Verticillium spp. gibi bitki patojenleri toprak
kokenlidir. Cylindrocarpon spp. en yaygin bilinen
saprofit Ozellikteki toprak kaynakhh ve asma
fidanlarinin yararlanan kokleri Gzerine yerleserek
iletim sisteminde gelisen 6nemli bir patojendir.
Klamidosporlari ile uzun sire toprakta yasamini
devam ettirmektedir (Halleen ve ark., 2006).
Myrothecium roridum bir toprak patojenidir ve
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200’den fazla bitki tiirlinde yaprak lekesi, gévde
kanseri ve meyve c¢lrikligiine neden olmaktadir.
Ozellikle Brezilya, Belcika, Hindistan, Kanada’nin
glineyi, italya gibi tropikal ve subtropikal iklim
kosullarina sahip Ulkelerden siklikla M. roridum izole
edilmistir (Quezado ve ark., 2010). Acremonium;
bitki  artiklari,  besin  maddeleri, c¢lrimis
mantarlardan ve topraktan izole edilebilen yaygin
ve firsatgl fungal patojenlerden biridir. Bu fungus
tlrdnun optimum gelisimi igin mutlaka yuksek
miktarda neme ihtiya¢ vardir ve B-laktam grubu
cephalosporins  isimli  ticari  antibiyotiklerin
Uretiminde kullanilmaktadir (Vega ve ark., 2008).
Bazi tirlerinin de bitkilerde hastalik yapan diger
fungus tilrleri Uzerinde kontrol ajani olarak
denendigi bilinmektedir (Kiss, 2003). Alternaria
alternata hem saprofitik hem de bitki patojeni bir
tirdir. Birgok bitkide “alternaria ¢lragu”,
“alternaria yaprak yanikhgi veya lekesi” adi verilen
hastaliklara neden olmaktadir. Alternaria alternata
bagda salkim c¢lriklGgl patojenleri arasinda yer
almaktadir, 6nemli verim kayiplarina yol acan hasat
sonrasi hastalik etmenlerinden bir tanesidir (Savas
ve Yildiz, 2015).

Solarizasyon, seffaf plastik orti ile topragin
kapatilarak bir sera etkisi yaratiimasi ve solar
radyasyon ile temizlenmesini saglayan pasif bir
hidrotermal  sirecgtir.  Toprak  solarizasyonu,
1970’lerin ortasinda israil’de gelistirilmistir, toksik
etkiye neden olmadan yabanci ot tohumlarini,
nematodlari, bircok patojenii ve zararlilari etkili
sekilde oldurebilen bir kontrol aracidir (Katan ve
DeVay, 1991).

Solarizasyon birgok zararh ve hastalk
etmeninin de iginde bulundugu 1hk kosularda
gelisen zararli organizmalara zarar verirken sicak
kosullarda gelisen funguslar ve Bacillus spp.
Gzerinde ise herhangi bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir (Stapleton ve DeVay, 1986). Birgcok
patojenin  biyolojik  miicadele ajani  olan
Trichoderma spp. Uzerine solarizasyonun olumsuz
etkisinin  olmadigi yapilan arastirmalar ile
belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarda solarizasyon
uygulamasi sonrasi topraklar da patojenlerin daha
cok baskilandigi belirtilmistir. Ornegin, Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum’un topraktaki
yogunlugunun solarizasyon uygulamasi sonrasi {g
yil boyunca kontrol edildigi (Katan ve ark., 1983) ve
topragin ilk 12 cm derinliginde bulunan Verticillium



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(4): 386—395, 2018

dahliae’nmin  varliginin engellendigi bildirilmistir.
Solarizasyonun kontrol mekanizmasinin yalnizca sl
artisi ile dezenfeksiyon olmadigl ayrica, bitki
gelisimini ve faydali mikroorganizma aktivitesini
arttirdigi ortaya konulmustur (Katan ve ark., 1983).
Ben-Yelphet ve Shtienberg (1995) tarafindan
biyolojik miicadele ajani Trichoderma spp. lizerine
solarizasyonun olumsuz bir etkisinin olmadigi
belirtilmistir.

Bu ¢alismada, asma fidani Gretim parselinde
solarizasyon uygulamasi Oncesi ve sonrasi toprak
mikrofunguslarinin  belirlenmesi  amaglanmistir.
Toprak mikrofunguslarindan asma fidanliginda
patojen olabilme 6zelligine sahip bazi tirlerin
tanilanmasinda morfolojik tanilamanin yaninda
molekiler tanilama yéntemi de kullaniimistir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Manisa  Bagcililk  Arastirma  Enstitisi
MudirlGgi’ne ait fidan Gretim arazisinin 500 m? lik
parseli ve 5 farkli noktadan alt 6rnekleme ile alinan
toprak oOrnekleri, solarizasyon uygulamasinda
kullanilan 0.125 mm kalinhginda deliksiz, seffaf
plastik ortli materyalimizi olusturmustur.

Yontem
Arazi calismalari

Calisma kapsaminda solarizasyon
uygulamasi 6ncesi ve sonrasi toprak orneklerinin
alindig1 parsel Manisa Bagcilik Arastirma Enstitlisu
Mudirligi’ne ait fidan lretim arazisinin 500 m?lik
parselinde zig zaglar gizilerek 0-30 cm derinliginde 5
toprak 6rnegi 5 tekerrirli olarak toplamda 25 adet
farkh noktadan toprak ornegi alinmistir. Yaklasik 1.5
kg agirigindaki her bir toprak o6rnegi polietilen
posetler icerisinde laboratuvara getirilmistir.

Laboratuvara getirilen her bir toprak
orneginin vyarisi, ayni gin igerisinde, firin kuru
agirliklarinin belirlemek ve kimyasal analiz islemleri
icin Manisa Bagcilik Arastirma Enstitlisi toprak ve
yaprak analiz laboratuvarina teslim edilmistir.
Kimyasal analiz kapsaminda toprak orneklerinde
pH, tuzluluk, kireg, azot, fosfor, potasyum, sodyum,
demir, bakir, ¢inko ve mangan degerleri
belirlenmigtir. Diger yarisi ise, topragin mikrobiyal
yapisinin bozulmamasi amaciyla mikrobiyal analiz
gerceklestirilene kadar +4 2C’ye ayarli buzdolabinda
muhafaza edilmistir.

Toprak ornekleri alindiktan sonra, calisma
parselinde solarizasyon uygulamasi
gerceklestirilmistir. 2014 yili haziran ayinda parsel
30-40 cm derinlikte islenmis ve keseksiz hale
getirilmistir. Solarizasyon uygulamasi icin 500 m?
parsel Gizerine 50 cm araliklar ile damlama borulari
yerlestirilmis, doyma noktasina ulasincaya kadar
sulanmistir. Toprak tava ulasinca keseksiz diiz bir
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ylzey olusturulmus, 0.125 mm kalinliginda deliksiz,
seffaf plastik orti ile kapatilmistir. Toprak ve orti
arasinda, hava bosluklar olusmamasina,
solarizasyon Ortustniin gergin durmasina ve toprak
ylzeyine degmesine dikkat edilmistir. Solarizasyon
parselinin ¢evresinde agilan 15-20 cm derinligindeki
kariklar icine orti materyalinin kenarlari iyice
gomilmustir. Toprak 2 haftada bir damlama
sulama sistemi ile nemlendirilmis ve 8 hafta slreyle
(4 Temmuz- 29 Agustos 2014 tarihleri arasinda)
solarizasyon uygulamasi yapilmistir. Solarizasyon
ortust kaldirildiktan 1 hafta sonra toprak ornegi
alma islemleri gergeklestirilmis ve alinan érnekler
mikrobiyolojik analizler yapilincaya kadar +4 2C’ye
ayarli buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Laboratuvar Galismalari
Topraktan funguslarin izolasyonu

Toprak orneklerinin mikrofungus
yogunluklarinin belirlenmesi icin 6rnekler topragi
seyreltme metodu (Waksmann, 1922) ile
seyreltilerek analize hazir hale getirilmistir. Bu
yonteme goére, Onceden ylzde nem miktari
belirlenen toprak numunelerinin her birinden ayri
ayri 10 gr toprak 6rnegi tartilmis ve tizerine 100 ml
steril saf su ilave edilmistir. Stok sollisyon
homojenizasyonu saglamak igin iyice karistiriimis ve
daha sonra bu soliisyon kullanilarak 102-10%hk
dilisyonlar hazirlanmistir. Bu slispansiyonlardan
steril pipetle 1 ml ornek alinarak, igerisine
streptomycin ilave edilmis Patates Dekstroz Agar
(PDA) igeren petrilere inokiile edilmistir. Daha sonra
petri kutularinin gevresi parafilm ile sarilmistir.
Calisma, her bir toprak 6rnegi icin 5 tekerrirli
olarak yuratalmustir. Petriler, 25 °C'ye ayarlanmis,
12 saat aydinlatmali inklibatore yerlestirilerek, 7
glin inklibe edilmistir.

Petrilerde gelisen fungal kolonilerin sayimi
inkiibasyon periyodu sonunda yapilmis ve toprak
orneklerindeki koloni olusturan birim (KOB, canli
hicre sayisi) asagidaki formulle hesaplanmistir
(Christensen, 1981).

S = axbx100/(100-N)

S: Toplam fungus sayisi (1 gramlik firin kuru
toprakta)

a: Petri kaplarinda bulunan ortalama koloni
olusturan birim sayisi

b: Seyreltme faktorini

N: Toprak 6rnegine ait ylizde nem miktari

izolatlarin tanilanmasi ve saflastiriimasi

Sayimin ardindan petride gelisen fungal
koloniler fluorescence mikroskop (Olympus BX51)
altinda incelenmistir. Fungal koloniler, PDA iceren
egik agar tiliplerine aktarilarak saflastiriimistir. Her
bir izolatin, petri kabindaki koloni (tekerrir) sayisi
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kaydedilmistir. izolatlar, 25 °C’'ye ayarl, 12 saat
aydinlatmali inkiibatorde 7 giin inkiibe edilmistir ve
gelisen koloniler morfolojik o&zelliklerine gore
siniflandirilarak ~ morfotiplere  aynlmistir.  Bu
morfotipleri temsil etmesi amaci ile bir izolat
secilmis ve teshis icin PDA besi ortamina
aktarilmistir.  Ozellikle Mucorales takimina ve
Ascomycota sinifi Uyesi Penicillium ile Aspergillus
cinslerine ait izolatlar, malt ekstrakt agar (MEA) besi
yerine  aktarilarak  gelistirilmislerdir.  Teshis
¢alismalarinda, saflastirilan morfotip izolatlarinin
24-25 °C’'ye ayarli, 12 saat aydinlatmali inkiibatérde
6-7 glin inkibe edilmis kultlrleri kullanilmistir ve
stok kiltirleri iceren tupler +4 °C'de muhafaza
edilmistir.

Funguslarin tanisi, saflastirilan izolatlarin
koloni morfolojileri ve uretken yapi 6zelliklerine
gore vyapilmistir. Her bir izolattan hazirlanan
preparatlar, 20-40-100 blylitmeli mikroskop altinda
saf su ve immersiyon yagi kullanilarak incelenmistir.
Fungus tanisinda cesitli temel mikolojik yayinlardan
(Burgess ve ark., 1994; Pitt, 2000; Kirk ve ark., 2001;
Klich, 2002; Samson ve ark., 2004) faydalaniimistir.
Ayrica, taksonomik tanilamada
“www.indexfungorum.org” sitesinden
yararlaniimigtir.

Arastirma parseli topragindan izole edilen
mikroskobik funguslar cins ve tir seviyesinde teshis
edilmistir. Kantitatif degerlendirmelerde, izolasyon
ortaminda funguslarin olusturduklari koloni sayilari
belirlenmistir. Daha sonra, tanisi yapilan funguslarin
bulunma sikhgi (%) her bir fungusun toplam koloni
sayisina boliinmesi ile belirlenmistir.

DNA izolasyonu ve PCR amplifikasyonlari

Elde edilen mikrofungal tirlerden asma
fidanliginda patojen olma olasiligl diisiindlen tirler
icin molekiler tanilama asamasinda Fungal DNA,
Cenis (1992)'in ekstraksiyon protokoll izlenmistir.
DNA izolasyonu ve PCR amplifikasyonlari ile morfolojik
olarak tanilamasi yapilan mikrofungal tirlerin
molekiler diizeyde tanilamalari da gergeklestirilmistir.
Bu amagla, izolatlarin taze kiltlrlerinden, steril bir
bistiird ile yaklasik 50 mg misel alinarak, Gzerine 550 pl

DNA ekstraksiyon tamponu (200 mM Tris-HCl, 250
mM NaCl, 25 mM EDTA ve %2 Sodium Dodecyl
Sulphate) eklendikten sonra homojenize edilmis ve
elde edilen ekstraksiyon 1,5 ml'lik steril mikrosantrifij
tiplerine aktarilmistir. Homojenizasyondan sonra,
tiplere 150 pl 3M Sodyum Asetat (NaOAc) ilave
edilmis ve 15 dakika boyunca -20°C'de inkibe
edilmistir. Homojenatlar 14.000 rpm'de 10 dakika
santrifij edilmis ve slpernatantlar (200 pl) yeni
mikrosantrifuj tlplerine aktariimistir. Siipernatantlarin
Uzerine esit hacimde izopropanol (2-propanol) ilave
edilmis ve vyavas bir sekilde yaklasik bes kez
karistirildiktan sonra tipler 0 °C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Daha sonra DNA peleti, 14.000 rpm'de 10
dakika boyunca santriflij edilerek ¢oktiirilmis ve
stipernatant atilmistir. DNA 1-2 saniye boyunca 1 ml
%70 etanol ile ylkanmis ve tlipler 10 dakika kurutma
kagidi Uzerinde ters bekletilerek peletin kurumasi
saglanmistir. Son olarak DNA, 75 pl TE (1M Tris-HCl, ve
0.5 M EDTA) tamponuyla asili hale getirilerek ve -
20°C'de  saklanmistir.  izole edilen DNA’nin
konsantrasyonu ve safligi, Multiscan GO p-drop plate
(Thermo Scientific, ABD) ile belirlenmistir.

izolatlarin molekiiler tanilanmasi, funguslarin
korunmus farkh gen bolgesine spesifik olarak
gergeklestirilmis PCR ampilifikasyonu ile yapiimigtir. Bu
amagla, ITS (White ve ark., 1990) gen bolgesine ait
Cizelge 1’de verilen bir adet primer cifti kullanilmistir.
PCR reaksiyonlar, steril PCR tipleri igerisine 0,3 ul 20
UM forward primer, 0,3 pl 20 uM reverse primer, 2 pl
DNA ve 10 pl 2x FastStart Essential DNA Green Master
Mix eklenerek DNase/RNase ari su ile son hacim 20
pl'ye tamamlanarak gergeklestirilmistir. Her kosumda
1 tip olasi kontaminasyon riskine karsi o6rnek
eklenmeden negatif kontrol olarak calismaya
eklenmistir. ITS’e ait sekanslar ve Real-Time PCR
dongiileri  Cizelge 1'de vyer almaktadir. PCR
amplifikasyonundan sonra gergeklestirilecek melting
analizi ile primer dimerleri gibi spesifik olmayan
amplifikasyonlar bertaraf edilerek gogaltilan bélgenin
hedef bélge olup olmadigi belirlenmistir. Her fungusa
6zgl PCR Urinl sekans analizi yapan Macrogen
Europe (www.macrogen.com) biyoteknoloji
firmasinda baz dizileri belirlenmistir.

Cizelge 1. Calismada primer, sekansi ve primere ait gen boélgesinin amplifikasyonu igin Real-Time PCR dongiisi.

Gen Primer Adi Amplikon
.. . Primer sekansi (5’- 3’) biiyikliigi Real-Time PCR dongiileri
Bolgesi (forward/reverse) (bp)
94°C: 3 dk.
TS ITS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 580 (95°C: 20 sn., 51°C: 10
ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AACAAG G sn., 72°C: 1 dk.) X 35

dongi
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Bulgular ve Tartisma
Arastirma parseli topraginda bulunan mikrofungus
sayilari

Solarizasyon dncesi asma fidani parselinden
alinan toprak orneklerinde mikrofungal flora
incelendiginde en diisiik ortalama 37.000 KOB gve
en yiksek ortalama 74.667 KOB g?! degerleri
arasinda olmak Uzere, ortalama 46.533 birim
mikrofungus tespit edilmistir.

Blastik konidiumlar ile Gireyebilen Aspergillus
ve Penicillium gibi funguslar, bir hifin ucundan yada
ana hiicreden koken alip ¢ok genis alanlara
yayilabilirler, izolasyon sirasinda petri ortaminda
gelisen fungal kolonilerin tek spor ya da hif
parcasindan gelisip gelismedigi anlasilamamaktadir.
Calismada belirlenen koloni sayisi, fidanlik parseli
topraginda gok sayida hif pargasi ya da farkli tireme
yapilarindan olugmus spor kitlesinin dagihmini da
gosterebilir (Hasenekoglu, 1982). Bu konuda orman
topraklarinda vyapilan arastirmalara ait sayim
sonuglar incelendiginde (Hasenekoglu ve Azaz,
1991; Kara, 2002), genellikle 1 gram verimli toprakta
kabul edilebilir mikrofungi sayisini yaklasik 400.000
KOB g? olarak bildirdiginden, asma fidani parseli
topragindaki, 46.533 KOB g mikrofungi sayisi ile
kalitatif yonden fakir oldugu sdylenebilir.  Tarim
yapilan alanlarda toprakta kabul edilebilir
mikrofungi sayisinin distik yada yiksek olmasinin
sebebi, basta sicaklik farki olmak Uzere ekimi
yapilan drinler ve kimyasal miicadelede kullanilan
farkh pestisitler ile glibreleme miktarlari ve sulama
olabilir (Kalyoncu ve Ozer, 2017).

Solarizasyon 6ncesi asma fidanligl parseline
ait topragin mikrofungus florasini incelemek
amaciyla yapilan izolasyonlar sonucunda, 145 izolat
elde edilmistir. Tanisi yapilan izolatlarin 10 cinse ait
oldugu belirlenmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2'de, asma fidanhg parselinde
solarizasyon ©ncesi topraginda, Ascomycota
boélimine ait 10 cins fungus icerdigi belirlenmistir.
Bu cinslerden, 7’si Ascomycota béliimiinde, 3’i ise
Mucoromycota bolimiinde yer almaktadir.
Ascomycota boélimiine dahil cinslerin tamaminin,
Peziziomycotina alt boéliminde vyer aldig
belirlenmistir. Ayrica, Mucoromycota bolimine ait
Mortierellomycotina (1 cins) ve Mucoromycotina (2
cins) alt béliminde yer alan cinslerde saptanmistir.

Cizelge 2 incelendiginde, bu calismada tespit
edilen funguslar icinde tir ve bulunma sikhg
bakimindan Fusarium cinsinin ilk sirayr aldigl
anlasiimaktadir. Askomycota boélimine dahil olan
Fusarium cinsi funguslar, 32(x103) koloni ile frekans,
5 tir ile gesitlilik bakimindan en fazla izole edilen
fungal grup olmustur. Toplam funguslar igerisinde
Fusarium tirlerinin %32.32 oraninda bir paya sahip
oldugu saptanmistir (Cizelge 2). Fusarium spp.’nin
tarim topraklarinda baskin mikrofungus olmasinin,
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araliksiz devam eden (riin yetistiriciligi sonucu
olarak  toprakta kalan bitki  artiklarinda
populasyonlarini arttirdigi distintImektedir.
Yapilan g¢alismalarda narenciye bahgesi ile bugday
tarlasina ait topraklarda dominant mikrofungus
oldugu ve en yaygin tirlerin ise F. oxysporum ve F.
graminearum Group 1 tirleri oldugu tespit
edilmistir (Leslie ve ark., 1990). Fusarium’un bazi
tirleri toprak patojeni olup fidelik ve fidanliklarda
¢okerten hastaligina neden olmakta ve 6nemli
kayiplar olugturmaktadir. Fusarium solani patojenik
bir fungus olup bitkilerde kék guriiklugl hastaligina
neden olmaktadir (Elad ve Baker, 1985).
Calismamizda F. solani turi izole edilmistir. Asma
fidanligi topraginda bu tirin patojen olma
olasihginin yiiksek oldugu diigtiniilmektedir.

Calismada elde edilen Aspergillus cinsine ait
tirler; A. niger, A. flavus, A. parasiticus ve A.
fumigatus oldugu tespit edilmistir. Bazi orkide
turlerinde farkh yontemlerle izole edilen funguslarin
tespit edildigi calismada, orkide topraklarindan
dokme plak yontemi ile yogun olarak Fusarium ve
Aspergillus funguslar izole edilirken; Rhizoctonia,
Verticillium ve Trichoderma funguslari daha az
sayida elde edilmistir. Orkide tirleri agisindan,
seyreltme oranlarinin izole edilen funguslar
Gzerinde ¢ok farklilik gbstermedigi tespit edilmistir
(C1g ve Yilmaz, 2004).

Arastirma parseli topraginin mikrofungal
flora igerisinde Penicillium cinsi funguslarin, 3 tir
icerdigi ayrica toplam funguslarin %13.13’lini
olusturdugu ve 3. sirada yer aldig1 anlagilmaktadir
(Cizelge 2). Turkiye’de ve dlinyadaki arastirmalar
incelendiginde Penicillium cinsine ait tdrlerin
arastirma alani topraklarinin baskin mikoflorasini
olusturmasi, ortak sonuglardan bir tanesidir (Azaz
ve Hasenekoglu, 1997; Azaz ve Pekel, 2002; Kara,
2002). Christensen ve ark. (2000) tarafindan farkli
yetisme ortamlarindaki topraklarda bulunan
funguslarla ilgili arastirmalar karsilastiriimis ve
genelde ortalama 90 fungus tird bulundugunu ve
bunlarin %21’ini Penicillium cinsine ait tirlerden
olustugu tespit edilmistir. Buna gore, calisma
alanindan izole edilen 22 tlrin 3’Gnl Penicillium
cinsine bagl tirlerin olusturdugu belirlenmistir.

Solarizasyon ©ncesi izolasyonlarda elde
edilen bazi funguslarda antogonistik ve patojen
etikiye sahip oldugu disiinilen tirler bulunmustur
(Cizelge 2). Cylindrocarpon macrodidymum tim

izolatlar igerisinde %1.02’sini olusturmaktadir.
Cylindrocarpon  spp.’leri  Karabacak hastalig
etmenleri olarak tanimlanmakta hem bag

alanlarinda odun doku kanserlerine hem de
fidanlarda kurumalara neden olan o6nemli bag
hastaliklari icerisinde yer almaktadir (Petit ve
Gubler, 2006). Diinya genelinde tiim bag alanlarinda
bulunan, yeniden dikim maliyetlerini arttiran,
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Grandn miktarinda ve kalitesinde azalmaya, 6nemli %2.02'lik bir orana sahiptir. Bu tdrinde toprak
ekonomik kayiplara neden olan ¢ok tahripkar bir patojeni olma ihtimali bulunmaktadir, bitkilerde
hastaliktir ~ (Urbez-Torres ve  ark,  2006). koklerde ve dallarinda nekrozlara neden olmaktadir
Myrothecium roridum tim izolatlar igerisinde (Rai ve Mamatha, 2005).

Cizelge 2. Solarizasyon 6ncesi ve sonrasi fidan parselinden alinan toprak érneklerinden izole edilen fungus cins

ve tirleri, koloni sayisi, tim funguslar icerisindeki payi.

No Solarizasyon Oncesi Tespit Edilen Fungus Cins ve Tlrleri (x10) ) Tum Fun.guslar
CFU g* Igerisindeki Payi (%)
HYPOCREALES
Fusarium oxysporum 14 14.14
Fusarium solani (Mart.) Sacc. 8 8.08
1 Fusarium dimerum 6 6.06
Fusarium Link sp. 1 2 2.02
Fusarium Link sp. 2 2 2.02
2 Trichoderma harzianum RIFAI 4 2.04
Trichoderma atroviride P. Karst. 2 2.02
3 Acremonium LINK sp. 4 4.04
4 Myrothecium roridum Tode. 2 2.02
5 Cylindrocarpon macrodidymum (Schroers) Halleen & Crous 1 1.02
EUROTIALES
Aspergillus niger Tiegh 10 10.10
6 Aspergillus flavus LINK 8 8.08
Aspergillus parasiticus Speare 4 4.04
Aspergillus fumigatus FRESEN. 2 2.02
Penicillium digitatum Sacc. 8 8.08
7 Penicillium chrysogenum THOM 3 3.03
Penicillium citrinum Thom 2 2.02
MUCORALES
8 Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill 4 4.04
9 Mucor MICHELI ex FR. sp. 3 3.03
PLEOSPORALES
10 Epicoccum nigrum Link. 8 8.08
MORTIERELLALES
11  Mortierella COEM. sp. 2 2.02
Toplam 99 100
Cins . l;:::;' Cinsin Tespit Edilen
No Solarizasyon Sonrasi Tespit Edilen Fungus Cins ve Tiirleri (x10%) ) Tum Fun.guslar
CFU g* Igerisindeki Payi (%)
HYPOCREALES
Trichoderma harzianum RIFAI. 0.54 33.54
Trichoderma Pers. sp.1 0.44 27.32
2 Alternaria alternata (Fries) Keissler 0.04 2,49
EUROTIALES
3 Penicillium digitatum Sacc. 0.45 27.96
4  Aspergillus niger Tiegh. 0.14 8.69
Toplam 1.61 100
Solarizasyon uygulamasi sonrasl cinslerin tamaminin, Peziziomycotina alt
mikrofungus miktarinin  azaldigi  gérilmistir. béliminde olmak Uzere 4 cins tespit edilmistir.
(Cizelge 2). Solarizasyon sonrasi parselden alinan Ulkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalarda toprak
toprak orneklerinde ise Ascomycota boliimiine ait solarizasyonu uygulamasinin bir¢ok toprak kokenli
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fungal hastaliklara karsi micadelede basarih
sonuglar alindigi tespit edilmistir (Benlioglu ve ark.,
2005; Summers ve ark., 2010, Yicel ve ark., 2015).
Govde ¢lruklugu hastalig (Sclerotium rolfsii Sacc.)
lizerine yapilan galismada 38°C lizerinde etmenin
sklerotlarinin canhhginda azalma olurken diger
biyolojik ajanlara karsi hassas hale geldigi
bildirilmektedir (Gamliel ve Stapleton, 1993).
Toprak 6rneklerinin kimyasal analiz sonuglari
da Gizelge 3’de verilmistir. Funguslarin gelisebilmek
icin daha c¢ok asit ortamlar tercih ettikleri
bilinmektedir (Basbulbll ve ark., 2011). Calisma
alanitopraklariise genel olarak alkali 6zelliktedir. Bu
durumun fungus sayisi ve c¢esitliginin  dlsik
olmasinda etkili oldugu diusinilmektedir. Toprak

Cizelge 3. Toprak 6rneklerine ait kimyasal analiz degerleri.

reaksiyonu (pH) topragin asitlik ve bazlik durumunu
ifade etmektedir. Cogu bitkide oldugu gibi asma
fidanlari icin de toprak pH’nin 6.0-7.0 arasinda
olmasi optimum gelisme aralig igin tercih
edilmektedir. Topragin kimyasal yapisi 6zelliklede
toprak pH’I mikrobiyal aktiviteyi belirlemektedir.
Asit kosullarda funguslar, notr ve alkalin kosullarda
bakteriler etkindir. Asmalarin en ¢ok ihtiyag
duydugu besin maddeleri azot, fosfor ve
potasyumdur.  Eksiklikleri  bitkinin  gelisimini
yavaslatmakta veya durdurmaktadir (Anonim,
2017). Gahismada incelenen topraklarda alinabilir
Fosfor (ppm) ve Potasyum (ppm) yoninden
degerlendirildiginde tiim toprak 6rneklerinin yeterli
oldugu gorilmektedir.

O:‘:k pH Tuz* Kireg* N* P++ K++ Mn++ Fe++ Cu++ Zn++
1 7.71 0.007 7.88 0.09 12.24 249.9 15.03 7.78 2.52 0.41
2 7.70 0.005 7.09 0.10 10.42 208.8 11.24 6.36 1.83 0.35
3 7.78 0.006 7.88 0.08 11.58 220.0 12.13 6.24 2.62 1.00
4 7.77 0.007 7.49 0.09 12.92 242.2 12.63 7.52 2.27 0.17
5 7.79 0.008 7.88 0.09 16.24 259.0 11.47 5.99 2.93 0.83
Ort. 7.75 0.007 7.64 0.09 12.68 23598 12.50 6.78 2.43 0.55

* %; N-Azot, ++ ppm; P-Fosfor, K-Potasyum, Na-Sodyum, Fe-Demir, Cu-Bakir, Zn-Cinko, Mn-Mangan

DNA izolasyonu ve PCR amplifikasyonlari

izole edilen funguslarin besi ortaminda
olusturduklari kolonilerin ve ireme yapilari ya da
brimlerinin  morfolojik/mikroskopik 6zelliklerine
dayanan teshis calismalarinda birgok izolatin tir
seviyesinde teshis edilmesi mimkiin olmamaktadir
(Oskay ve Simsek, 2017). Morfolojik taniya dayali
¢alismalarda ozellikle tur seviyesindeki teshislerin
givenilir olmadigi yonindeki kaygilar yaygindir.

2014 vyilinda solarizasyon ©ncesi alinan
toprak orneklerinden vyapilan izolasyonlar ve
morfolojik tanilamalar sonrasi Cylindrocarpon,

Myrothecium, Fusarium ve Trichoderma cinsleri
elde edilmistir. Asma fidanligi topragi i¢in dnemli
gorilen bu cinsler icin molekiler tanilama yontemi
kullanilmigtir. Cenis (1992) yontemine gore yapilan
DNA ekstraksiyonu sonrasi Multiscan GO p-drop
plate (Thermo Scientific, ABD) ile Fusarium igin
saptanan DNA miktari 165.5 ng/ul, Cylindrocarpon
icin 173.9 ng/ul, Myrothecium 110.3 ng/ul ve
Trichoderma izolati igin 145.3 ng/ul olarak
belirlenmistir. Cenis (1992) rapor ettigi bu
ekstraksiyon yontemiyle yaklasik 300-600 ng fungal
DNA elde edilecegini ve bu yontemi kullanarak
Fusariun oxysporum f.sp. lycopersici, F.o. f.sp.
radicis-lycopersici, Rhizoctonia solani AG 1 and AG
3’ den elde etmis oldugu DNA o6rnekleri ile basaril
bir PCR amplifikasyonu sagladigini bildirmistir.
Benzer sekilde AbdElsalam ve ark. (2003) Cenis’in
ekstraksiyon yontemi ile Fusarium tirlerinden 400-
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600 ng arasinda degisen kalitede ve oldukga saf DNA
elde edildigini bildirmistir.

Yiksek kalite ve konsantrasyonda DNA bu
calismada kullanilan ekstraksiyon yontem ile
ekstrakte edilmistir. PCR drtnlerinin  (ITS4/1TS5
genel primer pargalar tarafindan gugclendirilmis)
dizilenmesi sonrasi gen bankasi veri tabanindan
yararlanilarak (NCBI) BLASTn analizleri ve sonuglari
Cizelge 3’'de verilmistir. Cylindirocarpon
macrodidymum, Mpyrothecium roridum, Fusarium
solani ve Trichoderma harzianum tirleri gen
bankasi veri tabani karsilastirmasi sonucu elde
edilmistir. Toprak kaynakli patojenlerin
tanilamasinda, sekans analizleri 6ncesi ITS4/ITS5
genel primer cifti ile ilk molekiler tanilamalarini
gerceklestirmek miimkiin olabilir. Bu tiirlerin DNA
sekanslari NCBI gen bankasi verilerinde daha
onceden depo edilmis sekanslari ile %98-100 max.
benzerlik gostermistir.

Fang ve ark. (2011) Bati Avustralya’da
yapilan siirvey ¢alismalari sonucunda hastalikli gilek
bitkilerinin ~ kok ve taglarindan  yaptiklari
izolasyonlarda bazi funguslari izole etmislerdir.
Evrensel ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak, tim
Fusarium spp. 117 izolatlarinin ve diger patojen olan
izolatlarin  rDNA gen bdlgelerinin  PCR ile
amplifikasyonu yapilmistir. Daha sonra sekans
sonuglari Gen bankasinda BLAST analizi yapilarak
benzerlikler bulunmustur. Hem morfolojik hem de
molekiiler tanilamalarla kék ve tag clriklGgi
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hastaligina neden olan fungal etmenlerin
F.oxysporum, Rhizoctonia spp. (AG-A, AG-C, AG-I,
AG-K ve digerleri), Cylindrocarpon destructans,

Phoma exigua, Gnomonia fructicola, Phytophthora
cactorum, Pythium ultimum ve Macrophomina
phaseolina oldugunu ifade etmislerdir.

Cizelge 4. Solarizasyon 6ncesi izole edilen funguslardan ITS 4/ITS 5 primerleri ile gerceklestirilen sekanslarin

blastn analiz sonuglari.

Tirler izolat Bolgesi Sorguvlama G(.er?Bank Maksimum Benzerlik (%)
uzunlugu (bp) Erisim No
Cylindirocarpon o hea111 Manisa 451 KC989073 99
macrodidymum
Myrothecium — \ enp242T  Manisa 583 KJ018794 98
roridum
Fusarium solani MBAE231T Manisa 641 JQ245975 99
Trichoderma MBAE221T  Manisa 581 IN135282 99
harzianum

Sonug ve Oneriler

Sonug¢ olarak, calismanin yapildigi asma
fidani Uretim parselinde solarizasyon uygulamasi
Oncesi ve sonrasi toprak mikrofunguslarinin
yogunlugunda o6nemli farkhhk oldugu tespit
edilmistir. Orman, mera gibi alanlara goére daha az
mikrofungal koloni birligi bulundugu gorilen
fidanlik parselinde, solarizasyon uygulamasindan
sonra bu mevcudun daha da azaldigi belirlenmistir.
Tarimsal faaliyetlerin (toprak isleme, giibreleme,
sulama, pestisit kullanimi vb.) mikrofungal yogunluk
Uzerine olumsuz etkisinin bulundugu bilinmektedir.

Calismada Patojen mikrofunguslarin
tanilanmasinda molekdiler tanilama yéntemi hizli ve
givenilir sonug vermistir.

Karantina etmeni patajenlerle bulasik
fidanliklarda solarizasyon uygulamasinin elverisli
oldugu gorulmdistir. Solarizasyon uygulamalari
sonrasinda toprakta azalan biyolojik mdicadele
ajanlarinin (Trichoderma harzianum vb.) topraga
yeniden  kazandiriimasi  yoninde  ¢alismalar
yapilmasi 6nerilebilir.
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