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Cilekte Verticillium dahliae’ya Kars1 Biyoetmen Olarak Clonostachys Tiirlerinin Etkileri *

Effects of Clonostachys Species as Biocontrol Agents Against Verticillium dahliae on Strawberry
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Oz: Cilek bitkilerinde solgunluk hastaligima neden olan Verticillium dahliaenmn biyolojik miicadelesinde Clonostachys izolatlarimn test edilmesi bu
¢alisgmanin amacini olusturmustur. Calisma kapsaminda gilek bitkilerinden yapilan izolasyonlar neticesinde 32 adet Clonostachys izolat1 elde edilmistir.
Kiiltiirel, morfolojik ve molekiiler olarak tanilari yapilan bu izolatlarin Clonostachys rosea f. rosea (18 izolat) ve Clonostachys rosea f. catenulata (14 izolat)
alt tiirlerine ait oldugu belirlenmistir. In vitro kosullarda patojen ile C. rosea f. rosea ve C. rosea f. catenulata izolatlar1 arasinda yapilan karsilastirma
sonucunda engelleme oranlarmin iki tiir arasinda 6nemli bir fark olusturmadig: ve biyoetmenlere ait izolatlarin patojenin misel gelisimini engellemede
farkli oranlarda etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen engelleme oranlari degerlendirildiginde en etkili izolatin %48.95
orani ile C. rosea f. rosea Gr13 oldugu, bu izolat1 %44.75 oranu ile C. rosea f. rosea Gr4’tin takip ettigi belirlenmistir.
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Abstract: This study was conducted to test Clonostachys isolates in the biological control of wilt diseases caused by Verticillium dahliae on strawberry
plants. As a result of the isolations made from strawberry plants, 32 Clonostachys isolates were obtained. Cultural, morphological and molecular
characterization were used for the identification of these isolates. The isolates were identified as Clonostachys rosea f. rosea (18 isolates) and Clonostachys
rosea f. catenulata (14 isolates). It was determined that the inhibition rates were not make a significant difference between the two species in the
comparison of the pathogen with C. rosea f. rosea and C. rosea f. catenulata isolates, and the isolates of biocontrol agents had different percentage of
effects in inhibiting the mycelial growth of the pathogen in in vitro condition. When the inhibition rates obtained as a result of the study were evaluated,
it was determined that the most effective isolate was C. rosea f. rosea Gr13 (48.95%) and C. rosea f. rosea Gr4 (44.75%), respectively.
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Cilekte Verticillium dahliae’ya Karg: Biyoetmen Olarak Clonostachys Tiirlerinin Etkileri *

GIRIS

Cilek bitkilerinde (Fragaria x ananassa Duch.) Verticillium solgunluk hastaligi, toprak kaynakl: bir patojen
olan Verticillium dahline Kleb. tarafindan olusturulmakta (Diehl vd., 2013; Pegg ve Brady, 2002), etmen 4
farkli kitada 14 bitki familyasina ait ¢ok sayida bitki tiirtinde solgunluk hastalifina neden olmaktadir
(Inderbitzin, 2011). Ekonomik 6neme sahip 400’den fazla bitki tiiriinde hastalik olusturan patojen (Song
vd., 2020), cilek iiretim alanlarinda yaygin olarak bulunmakta ve uygun cevre kosullarinda %80’den fazla
tirtin kayb1 meydana getirmektedir (Meszka ve Bielenin, 2009). Hastalik simptomlari; solgunluk, kloroz,
gelisme geriligi, nekroz ve damarlar arasinda renk acilmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Fradin ve
Thomma, 2006). Ayrica cilek bitkilerinin dis ve yash yapraklarinda gostermis oldugu tipik simptomu ile
diger kok ve tag hastaliklarindan ayrilmaktadir (Raffle ve O’Neill, 2006). Bitkinin kok bolgesinden giris
yapan patojen, ksilem iginde olusturdugu konidi ve miselleri ile bitkinin tepe noktalarma kadar
ulasmaktadir (Pegg ve Brady, 2002). Fungusun misellerinin gelisimine tepki olarak ksilem hiicrelerinde jel
ve tylose olusumunun neden oldugu tikaniklik, bitkilerde su akisimi azaltmakta ve su stresine yol
agmaktadir (Mulero-Aparicio vd., 2020). Hastalik dongiisiiniin son evresinde saprofitik yasama giren
patojen, tarim alanlarinda esas inokulum kaynagi olan mikrosklerotiumlarini olusturmakta ve bu
mikrosklerotiumlar toprakta 10 yildan fazla canli kalabilmektedir (Hu vd., 2013; Vallad ve Subbarao, 2008).

Verticillium dahliae gibi toprak kaynakli patojenler ile miicadelede toprak solarizasyonu, toprak
fumigasyonu ve {iiriin rotasyonu patojenin inokulum miktarini azaltarak bu hastalikla miicadeleyi etkin
kilmaktadir (Fradin ve Thomma, 2006). Ancak kiiltiirel 6nlemlerin alinmamasi, dayanikli gesitlerin
belirlenmemesi (Puri vd., 2021), solarizasyonun iklime bagli olmasi, konukcu sayisinin fazla olmasi
sebebiyle rotasyonun uygulanamamasi hastaligin miicadelesinde karsilasilan zorluklardir. Ayrica,
kimyasallarin agro-ekosistemde kisa ve uzun vadede meydana getirdigi olumsuz etkiler (Berg, 2007)
dogrultusunda kimyasallarin kullanmilmasinin yasaklanmas: (Fradin ve Thomma, 2006; Puri vd., 2021;
Rekanovic vd., 2007) pratik anlamda bu hastalikla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bununla birlikte
Verticillium tiirlerinin genis bir cografik alana yayilim gostermesi ve mikrosklerotiumlarinin toprakta uzun
siire canli kalmasi, parazitik sathay1 ksilemde geciren patojene fungisitlerin ulasamamasi (Grunden vd.,
2001; Tjamos ve Jimenez-Diaz, 1998) bu hastalikla miicadelede istenilen sonuglarin alinmasimi
engellemektedir. Patojenin miicadelesinde karsilasilan tiim bu zorluklar alternatif yonetim stratejilerinin
gelistirilmesine neden olmustur. Biyolojik miicadele, bu yontemler icerisinde en popiiler yontem olarak
dikkat cekmektedir. Son yillarda yapilan bir¢ok calismada biyolojik kontrol etmeni olarak antagonist
mikroorganizmalarin kullanimi arastirilmistir (Mulero-Aparicio vd., 2020). Giinlimiizde bilinen 100
binden fazla fungus tiiri icerisinde (Agrios, 2005), 13 smifa ve 113 cinse ait yaklasik 300 fungal antagonistin
varlig1 ortaya konulmus ve biyolojik miicadele ¢alismalarinda 6ne ¢ikan canli grubunu olusturmustur
(Thambugala vd., 2020). Bu tiirler igerisinde Gibellulopsis nigrescens (Zhu vd., 2013), Talaromyces flavus (Madi
vd., 1997; Naraghi vd., 2010), Glomus mosseae, Glomus intraradices (Demir vd., 2015), Trichoderma harzianum
(Mirmaijlessi vd., 2016), Trichoderma virens, Trichoderma viride, (Jabnoun-Khiareddine vd., 2009; Panth vd.,
2020), non-patojen Fusarium spp., Fusarium oxysporum (Kowalska, 2021; Veloso ve Diaz, 2012) Verticillium
klebahnii ve Verticillium isaacii (Puri vd., 2021) ve Clonostachys spp. (Alstrom, 2001; Deketelaere vd., 2017;
Gourley ve MacNab, 1964; Keinath vd., 1991; Panth vd., 2020; Rodriguez vd., 2011; Varo vd., 2016) V.
dahliae’nin biyolojik miicadelesinde basar1 sansi yiiksek olan funguslar olarak tespit edilmistir. Diinya
¢apinda yaygin olarak bulunan ve bir¢ok habitatta yasayabilen Clonostachys rosea (sinonim:Gliocladium
roseum) bitki patojenlerine karsi kullanilan etkili antagonistlerden biri olarak ifade edilmektedir
(Chatterton ve Punja, 2009; Gan vd., 2007; Moreira vd., 2016; Sun vd., 2020; Punja vd., 2002). Toprakta
yaygin olarak bulunan Clonostachys tiirlerinin izolasyonlarda yiiksek oranda ¢ikmasi bu fungusun biyolojik
miicadele ¢alismalarinda kullanilma sansini artirmaktadir (Berg, 2007).

Bu calismada, Erzurum ve Erzincan illerine ait farkli lokasyonlardan toplanmuis ¢ilek bitkilerinden yapilan
izolasyonlarda elde edilen Clonastachys izolatlarimin tanmilanmasi ve bu izolatlarin in vitro kosullarda
biyoetmen olarak V. dahliae’ya karsi etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismada vejetatif uyum gruplar1 (VCG) ile patojeniteleri belirlenmis V. dahliae izolatlar1 (VCG2A-izolat
SU(2)-1, VCG2B-izolat SH(1)-3, VCG4B-izolat SOR-8 ve VCGx-izolat SK5) kullanilmis, bu izolatlardan
SU(2)-1 ve SH(1)-3 Erzincan, SOR-8 ve SK5 Erzurum ilinde cilek bitkilerinden izole edilmistir (Kesimci ve
Demirci, 2020).

Metot

Clonostachys Izolatlarinin Elde Edilmesi

Erzurum (Aziziye, Askale, Pasinler, Oltu ve Yakutiye) ve Erzincan (Merkez, Uziimlii ve Refahiye) illerinde
2008-2010 yillar1 arasinda toplanan cilek bitkilerinden izolasyon calismalar1 yapilmistir. Her bitkinin
govde, yaprak-meyve sapindan 1,5 cm uzunlugunda bitki parcalar: alinmis, gévde parcalarindan dis kistm
uzaklastirilmistir. Bitki parcalar1 %1’lik NaOCl'de 1 dk bekletilerek ytiizeysel dezenfeksiyona tabi tutulmus,
takiben steril saf suda durulanmig ve kurutma kagitlarinda kurutulmustur. izolasyon yapilan bitki
parcalarindan ikiser parca almarak Su Agari (SA) iceren besi ortamina birakilmistir. Inkiibatérde 25°C’de
3-7 gtinlitk bir gelisme periyodundan sonra petriler mikroskopta biyoetmenin varligi yoniinden
incelenmis ve gelisen kolonilerden alinan sporlar steril igne ile Patates Dekstroz Agar (PDA) igeren
besiyerine aktarilarak funguslarin saf bir sekilde gelismesi saglanmaistir.

Tek Spor Izolasyonu ile Clonastachys Izolatlarinin Saflagtirilmast

Cilek bitkilerinden izole edilen Clonastachys izolatlarimn tek spor izolasyonu ile saflastirilmasinda diliisyon
yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde her bir izolat icin 2 mL’lik 4 ependorf tiipii steril edilmistir. Tlk
ependorf tiipiine 1000 pL, diger ependorf tiiplerine ise 900 uL steril su birakilmistir. PDA’da saf bir sekilde
gelistirilen Clonastachys kolonilerinden 5 mm ¢apinda alinan misel diski ilk ependorf tiipiine aktarilmis ve
bu tiip 1 dk vortekste karistirilmistir. Ependorf tiipiindeki siispansiyondan steril pipetle 100 puL alinmis ve
icerisinde 900 uL steril su bulunan 2. tiipe konarak 1 dk vortekste karistirilmistir. Bu seyreltme islemi 3 kez
tekrarlanmis ve igerisinde 1000 uL’lik spor konsantrasyonu bulunan son seyreltme, 9 cm ¢apindaki bos
plastik petriye aktarilmis, iizerine ise normal dékiilme sicakligindan biraz daha soguk streptomycin siilfat
(50 mg/L) iceren PDA dokiilmiistiir. Bu petriler inkiibatorde 25°C’de 2-3 giin inkiibe edilmis ve tek spordan
gelisen saf koloniler elde edilmistir. Bu kolonilerden alinan izolatlar PDA besiyerinde gelistirilmistir.
Saflastirilan bu izolatlar PDA igeren test tiiplerde depolanip, calismanin sonraki asamalarinda kullanilmak
tizere +5°C’de muhafaza edilmistir.

Clonostachys Izolatlarimin Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Clonostachys izolatlar1 PDA besi ortamina aktarildiktan 10-15 giin sonra besiyerlerindeki koloni morfolojisi
dikkate almarak gruplara ayrilmistir (Hasenekoglu, 1991; Schroers vd., 1999; Schroers, 2001). PDA ve
SA’nda gelistirilen bu izolatlar, mikroskopik olarak incelenmis, her bir izolatin konidi en ve boylar1 (n=50)
100x’te um cinsinden 6l¢iilmiis, izolatlarin penisillat ve vertisillat konidioforlar: 20x’te fotograflanmustir.
Ayrica Clonostachys izolatlar1 PDA, Malt Extract Agar (MEA) ve Czapek Dox Agar (CDA) dan olusan 3
farkli besiyerine aktarilarak biyoetmenin besiyerleri arasindaki gelisim farkliliklar1 gozlemlenmistir.

Clonostachys Izolatlarinin Molekiiler Olarak Tanilanmast

Clonostachys izolatlarinin koloni morfolojileri dikkate alinarak secilen toplamda dort izolatin molekiiler
olarak tanilar1 yapilmistir. DNA izolasyonunda kullanilacak miselleri elde etmek icin izolatlar PDA igeren
petri kaplarinda 25°C'de 7-10 giin gelistirilmistir. Bu kiiltiirlerden 5 mm ¢apinda alinan misel diski 100 ml
Patates Dekstroz Broth (PDB) iceren erlenmayere aktarilarak 4-7 giin 25°C karanlikta inkiibasyona
birakilmis ve takiben fungusun miselyumlar: steril ependorf tiiplerinde toplanmistir. Clonostachys
izolatlarindan genomik DNA izolasyonu, ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak rDNA-ITS bélgesinin (ITS1,
5.8, ITS2) PCR amplifikasyonu ile baz dizi analizi REFGEN (Ankara Universitesi Teknokent, Ankara,
Tiirkiye) firmasi tarafindan yapilmistir. Elde edilen baz dizileri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaninda BLAST analizi ile sorgulanmis, izolatlarin tiir tayini yapilirken %99 ve tizeri
sekans benzerlikleri goz 6niinde bulundurulmustur. Her izolata ait baz dizileri BioEdit (Siirtim 7) yazilim1
ile diizenlenmis ve Clustal W algoritmasi kullanilarak hizalanmistir.
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NCBI veri tabanindan baz dizileri elde edilen referans izolatlar (Schroers, 2001) ve uzak tiir olarak da
Sclerotinia minor kullanilarak MEGA (Siiriim 6) yaziliminda uygulanan Neighbor-Joining yontemi ve 1000
bootstrap degeri ile filogenetik aga¢ olusturulmustur. Dort adet Clonostachys izolatinin baz dizileri NCBI
veri tabanina yiiklenmis ve erisim numaralar: alinmaistir.

Verticillium dahliae’ya karst In Vitro’da Yiiriitiilen Biyolojik Miicadele Calismalar

Biyolojik miicadele ¢alismalarinda V. dahline'nin VCG2A, VCG2B, VCG4B ve VCGx gruplarina ait birer
izolat ile izolasyonlar sonucu elde edilen Clonostachys izolatlar1 in vitro’da ikili kiiltiir yontemi ile test
edilerek karsilikli etkilesimin derecesini veren skala degerleri ve engelleme oranlari belirlenmistir.
Denemede oncelikle V. dahliae ve Clonostachys izolatlar1 PDA iceren 9 cm’lik petrilerde 25°C’de 2 hafta
stireyle inkiibasyona birakilmigtir. Gelisen kolonilerden 5 mm ¢apinda kesilen misel diski patojenin yavas
gelisimi dikkate alinarak PDA iceren besi ortamina 2 giin 6nce birakilmistir (Alstrom, 2000). Ardindan
patojenin tam karsisina aralarinda 6 cm olacak sekilde Clonostachys izolat1 birakilmis ve petriler 25°C’de 21
glin inkiibe edilmistir. Kontrol petrilerine ise sadece patojen birakilmis, deneme 3 tekerriirlii olarak
yuriitiilmiistiir. Patojen ile biyoetmen arasindaki karsilikhi etkilesimin derecesi Watanabe (1993)iin
belirledigi 0-4 tanimsal skalas1 (0: Patojen %50’den fazla antagonist {izerinde gelismis veya antagonistin
gelisimi petride %50’den daha az,1:Patojen ve antagonistin gelisimi %50 oraninda, 2:Antagonist petriyi
%70’den daha fazla kaplamis, 3:Antagonist petrinin %80’ini kaplamis, 4:Antagonist, petriyi tamamen
kapatmis) kullanilarak belirlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Verticillium dahliae ile Clonostachys izolatlar1 arasindaki antagonizmin derecesini belirleyen skala
(Watanabe, 1993).

Figure 1. A scale for determining the degree of antagonism between Verticillium dahliae and Clonostachys isolates
(Watanabe, 1993).

Verticillium dahlige izolatlarmin gelisiminin Clonostachys izolatlar1 tarafindan engellenmesi RI= (R1-
R2)/R1x100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir (Easa vd., 2011; Royse ve Ries, 1978). Burada; RI (%
Engelleme orani): biiylimenin antagonist tarafindan engellenmesi, R1: patojenin kontrol petrisindeki
koloni yar1 ¢ap1, R2: ikili kiiltiirde patojenin antagonist yoniindeki koloni yar1 capini ifade etmektedir.
Calismada ayni zamanda V. dahliae {izerinde Clonostachys izolatlarinin gelistigi alandan 5 mm’lik misel
diski PDA ve SA’na aktarilmis ve 3-4 giinliik bir gelisme periyodundan sonra petriler etmenin varlig:
yoniinden degerlendirilmistir. Ayrica, patojen ile biyoetmen arasinda mikoparazitik iliskinin olup
olmadigin tespit etmek amaciyla izolatlar SA iceren petri kaplarinda karsilikli olarak eslestirilmis ve
antagonist ile patojenin karsilastig1 hat mikroskopta incelenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Erzurum ve Erzincan illerinde ¢ilek bitkilerinden yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 32 Clonostachys
izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlar, klasik ve molekiiler yontemler kullanilarak tanilanmistir. Calisma
sonucunda, izolatlardan 18 tanesinin Clonostachys rosea f. rosea (Link) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams
(syn: Gliocladium roseum), 14 tanesinin ise Clonostachys rosea f. catenulata (Gilman & Abbott) Schroers (syn:
Gliocladium catenulatum) alt tiirlerine ait oldugu belirlenmistir. C. rosea f. rosea izolatlarinin 15 tanesi gilek
bitkilerinin gévde kismindan izole edilirken 3 tanesi meyve veya yaprak sapindan izole edilmigtir. C. rosea
f. catenulata izolatlarinin tiimii ise cilek bitkilerinin gévde kismindan elde edilmistir. C. rosea f. rosea
izolatlar1 Refahiye (8 izolat), Oltu (5), Merkez (3), Uztimlii (1) ve Pasinler (1) ilgelerinden izole edilirken,
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C. rosea f. catenulata izolatlar1 Refahiye (9), Askale (1), Oltu (1), Uziimlii (1), Yakutiye (1) ve Pasinler (1)
ilgelerinden elde edilmistir.

Clonostachys rosea f. rosea ve Clonostachys rosea f. catenulata Izolatlarinin Kiiltiirel ve Morfolojik
Ozellikleri

Clonostachys rosea f. rosea izolatlarinin petrideki gelisimleri incelendiginde koloni iistiiniin sarimsi beyaz,
acgik turuncu ve pembe renge, koloni altinin ise, sar1 veya pembe renge sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada kullanilan C. rosea f. rosea izolatlarinin MEA, PDA ve CDA’dan olusan ii¢ farkli besiyerindeki
gelisimlerinin birbirine nispeten benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 2). CDA gelisim hizi olarak C. rosea
f. rosea izolatlarin en hizli gelistigi besiyeri olup, bu besiyerini gelisim hizi olarak MEA ve PDA besi
ortamlari takip etmistir. Konidilerinin hafif uzun, ug kisimlarinin biraz egilmis sekilde yuvarlak oldugu
belirlenmistir. Penisillat ve vertisillat dallanan konidioforlari, diiz ¢eperli olmay1p piiriizlii veya sigilli bir
yap1 gostermistir (Sekil 2). Aym1 zamanda koloni merkezinde daha baskin bir penisillat dallanmanin
oldugu tespit edilmistir. C. rosea f. rosea izolatlarinin konidi boy ve enlerinin dl¢iimleri neticesinde konidi
boyunun ortalama 3.9 um, eninin ise 2.1 pum oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).

Tir - \ 7K70n”irdi(r)f79r Konidi

/ ¢
A )
Clonostachys rosea 9
f. rosea Q
4
.
e
Clonostachys rosea Qe (?QQ"_« :0' :(\._
f. catenulata O i
(_’_2 % &(\ "o
: P

konidioforlar: ile konidileri (MEA: Malt Extract Agar, PDA: Patates Dekstroz Agar, CDA: Czapex Dox
Agar).

Figure 2. Colony,conidia and conidiophores of Clonostachys rosea f. rosea and Clonostachys rosea f. catenulata on the
various media (MEA: Malt Extract Agar, PDA: Potato Dextroz Agar, CDA: Czapex Dox Agar).

Clonostachys rosea f. catenulata izolatlarinin morfolojik gelisimlerine bakildiginda, karanlikta C. rosea f. rosea
ile benzer bir gelisim gostererek koloni rengi acisindan bir farklilik olusturmadigi gozlemlenmistir. Isik
altina alman kiiltiirlerin ise baglangicta acik zeytinimsi yesil renge, yash kolonilerde ise koyu yesil renge
dontistiigii belirlenmistir. Fungusun PDA ve MEA’daki koloni gelisiminin zeytinimsi renkte, CDA’da ise
pembemsi bir renkte oldugu belirlenmistir (Sekil 2). Bu haliyle CDA’daki koloni morfolojisinin C. rosea f.
rosea ile ayirt edici bir 6zellige sahip olmadig1 saptanmistir. CDA gelisim hiz1 olarak C. rosea f. catenulata
izolatlarinin en hizl gelistigi besiyeri olarak tespit edilmis, bu besiyerini gelisim hiz1 agisindan MEA ve
PDA besiyerlerinin takip ettigi belirlenmistir. Konidileri C. rosea f. rosea konidilerine benzerlik gostermistir.
Konidioforlar1 diiz ¢eperli olmay1p piiriizlii veya sigilli bir yaprya sahip olup, C. rosea f. rosea’da oldugu
gibi penisillat ve vertisillat olmak iizere iki farkl tipte gelismistir (Sekil 2). Ancak C. rosea £. rosea nin koloni
merkezinde baskin olan penisillat dallanmanin, C. rosea f. catenulata’da koloni genelinde daha yogun ve
baskin bir sekilde gelistigi goriilmiistiir. Olgiim yapilan konidi boyutlari degerlendirildiginde konidi
boyunun ortalama 3.8 pm, genisliginin ise 2.2 um oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Clonostachys rosea £. rosea ve Clonostachys rosea f. catenulata izolatlarinin konidi boyutlar.
Table 1. The conidia size of isolates of Clonostachys rosea f. rosea and Clonostachys rosea f. catenulata.

. izolat Konidi Boyutu®
Tiir
Numarasi Boy (um) En (um)
Grl (2.4)3.7 (4.9) (1.5)2,2 (2.8)
Gr2 (3.2)4.2 (6.1) (1.6)2.2 (2.9)
Gr3 (3.2)4.4 (5.3) (1.9)2.3 (2.7)
Gr4 (2.2)4.3 (6.3) (1.6) 2.0 (2.3)
Gr5 (2.4)3.3 (4.4) (1.5) 1.9 (2.5)
Gro6 (29)4.1(5.1) (1.6) 1.9 (2.3)
Gr7 (2.2)3.8(5.2) (1.5)2.0 (2.3)
Gr8 (2.5)3.7 (5.2) (1.4) 2.0 (2.6)
Clonostachys rosea f. rosea Grd (27)40(8) (1.5)2.1(2.5)
Grl0 (2.9)3.8 (5.0 (1.4)1.9 (2.4)
Grl1 (3.1)3.9 (5.5) (1.7) 2.1 (2.5)
Grl2 (2.9)3.8 (4.7) (1.8)2.0 (2.3)
Grl3 (3.2)3.9 (4.8) (1.6)2.0 (2.4)
Grl4 (3.2)42(5.4) (1.8) 2.2 (2.5)
Grl5 (2.4)3.5(5.3) (1.6)2.1 (2.7)
Grl6 (2.8)3.6 (4.4) (1.4) 1.9 (2.3)
Grl7 (2.2)3.9 (5.0 (1.8)2.3(2.9)
Grl8 (2.2) 3.7 (4.9) (1.3)2.0 (2.5)
Ortalama (2.2) 3.9 (6.3) (1.3) 2.1 (2.9)
Gcl (2.5)3.7 (5.1) (1.7) 2.1 (2.5)
Ge2 (2.3)3.6 (4.8) (1.7)2.3 (2.8)
Gc3 (2.4) 3.8 (5.5) (1.7) 2.2 (2.6)
G4 (2.1)3.9 (6.2) (1.5)2.1 (2.5)
Gcb (2.6)3.7 (5.2) (1.6) 2.3 (3.1)
Clonostachys rosea f. catenulata Geob (26)4.0 (5.3) (1.9)2.2(25)
Gc7 (2.2) 3.6 (6.0) (1.5)2.2 (2.7)
Gc8 (1.8) 3.5 (5.8) (1.5) 1.9 (2.6)
Gc9 (2.6)3.9 (5.2) (1.7) 2.3 (3.3)
Gcl0 (2.3)4.0 (5.6) (1.3)2.1 (2.9)
Gcell (2.6)3.9 (5.1) (1.5)2.1 (2.6)
Gcl2 (2.7)4.1(6.1) (1.5)2.1(2.7)
Gcl3 (3.1)4.0 (5.5) (1.8)2.4 (2.8)
Gcl4 (2.9)3.9 (5.2) (1.4)2.2 (3.0
Ortalama (1.8) 3.8 (6.2) (1.3)2.2(3.1)

a; Minimum, ortalama ve maksimum deger.

Clonostachys Izolatlarinin Molekiiler Olarak Tanilanmast

Bu calismada cilek bitkilerinden izole edilen ve morfolojik 6zellikleri dikkate almarak iki gruba ayrilan
Clonostachys izolatlar1 arasindan segilen 4 izolatin (Gr3, Gr9, Ge3 ve Gcl0) ITS gen bolgesine gore molekiiler
tanis1 yapilmistir. Calismada elde edilen baz dizilerinin NCBI'da BLAST analizi yapilmis ve izolatlarin baz
dizileri gen bankasina kaydedilerek erisim numaralar1 alinmistir (Cizelge 2). Elde edilen baz dizilerine gore
yapilan sorgulamalarda iki alt tiirii temsilen segilen 4 izolatin gen bankasinda kayitli C. rosea izolatlari ile
%99'un iizerinde sekans benzerligi gosterdigi belirlenmistir. Bu calismada elde edilen sekans verileri ve
referans izolatlar1 (Cizelge 2) arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak ve izolatlar1 karsilagtirmak i¢in filogenetik
agac olusturulmustur. Sonug olarak bu calismada elde edilen Clonostachys izolatlarinin ayni grupta yer
aldig1 referans izolatlar (Sekil 3), ayrica koloni morfolojisindeki farkliliklar dikkate alinarak C. rosea f. rosea
ve C. rosea f. catenulata alt tiirlerine ait oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 2. Filogenetik aga¢ yapiminda kullanilan izolatlarin ait oldugu tiirler, izolat numaralari, elde
edildikleri lokasyonlar, konukgular ve gen bankasi erisim numaralari.

Table 2. Species, isolate number, location, host and GenBank accession numbers of isolates used in phylogenetic tree
construction.

Tiir izolat Lokasyon Konuk¢u Erisim
numarasi numarasi
Clonostachys rosea f. catenulata @ Gc3 Refahiye/Erzincan Cilek ONB870907
Clonostachys rosea {. catenulata® Gcl0 Merkez/Erzincan Cilek ON870908
Clonostachys rosea f. rosea® Gr9 Refahiye/Erzincan Cilek ONB870909
Clonostachys rosea {. rosea * Gr3 Refahiye/Erzincan Cilek ONB870910
Clonostachys rosea {. catenulata ® 443.65 ABD Toprak AF358233
Clonostachys rosea f. rosea ® 710.86 Hollanda Toprak AF358235
Clonostachys intermedia® CBS 508.82 Hollanda Toprak AF210682
Sclerotinia minor © YY6 Cin Ginseng kokii MT835249

a; Bu ¢alismadan elde edilen izolatlar.
b; Referans izolatlar.
¢; Uzak tiir.

@ Clonostachys rosea f. catenulata (Gc3)
@ Clonostachys rosea f. catenulata (Gc10)

g9 | Clonostachys rosea f. catenulata (AF358233.1)

o

@ Clonostachys rosea f. rosea (Gr9)

@ Clonostachys rosea f. rosea (Gr3)

Clonostachys rosea f. rosea (AF358235.1)
Clonostachys intermedia (AF210682.1)
Sclerotinia minor (MT835249.1)

—_—
0.05

Sekil 3. Bu calismada elde edilen ve gen bankasindan segilen izolatlar ile Neighbor-Joining yontemi
kullanilarak olusturulan filogenetik agac.

Figure 3. A phylogenetic tree generated by the Neighbor-Joining method using isolates obtained in this study and
selected from the GenBank.

Verticillium dahliae’ya Kars1 In Vitro’da Yiiriitiilen Biyolojik Miicadele Calismalar:

Verticillium dahliae ile Clonostachys izolatlar1 arasindaki karsilikli etkilesimleri belirlemeye yonelik yapilan
bu ¢alisma sonucunda engelleme oranlar: ve karsilikl: etkilesimin derecesini veren skala degerleri tespit
edilmistir (Cizelge 3). C. rosea f. rosea izolatlarinin V. dahliae’'nin VCG2A (%23.14-42.80), VCG2B (%24.29-
38.96), VCG4B (%21,34-48,95) ve VCGx (%27.13-40.75) izolatlarinin misel gelisimini farkli oranlarda
engelledigi belirlenmistir. Elde edilen veriler karsilikli etkilesimin derecesini veren skala degerleri
agisindan degerlendirildiginde C. rosea f. rosea izolatlarin farkli skala degerlerine sahip oldugu
goriilmiistiir. Benzer sekilde C. rosea f. catenulata izolatlar1 ile patojenin eslestirilmesi sonucunda
biyoetmenin VCG2A (%17.10-39.20), VCG2B (%28.12-37.22) VCGA4B (%22.63-41.70) ve VCGXx (%27.99-41.41)
izolatlarini farkli oranlarda engelledigi, bu farkliligin karsilikli etkilesimin derecesini veren skala degerleri
agisindan da ortaya ciktig: tespit edilmistir (Cizelge 3).

Verticillium dahliae’nin neden oldugu solgunluk hastaliginin miicadelesinde kullanilan kontrol yontemleri
incelendiginde eradikasyon, {iriin rotasyonu, toprak solarizasyonu, dayanikli ¢esit ve antagonist kullanimi
gibi yontemlerinin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir (Kowalska, 2021). Hastaligin miicadelesinde 6nemli bir yere
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sahip olan biyolojik miicadele, son yillarda olduk¢a popiiler bir yontem olarak kabul edilmekte ve bu
konuyla ilgili tiim diinyada ¢ok sayida bilimsel ¢alisma yiirtitiilmektedir.

Cizelge 3. Verticillium dahline’nin vejetatif uyum gruplarina karsi Clonostachys rosea £. rosea ve Clonostachys
rosea f. catenulata izolatlariin engelleme oranlari ve karsilikli etkilesimlerinin skala degerleri.

Table 3. The scale degrees of mutual interaction and the inhibition rate of Clonostachys rosea f. rosea and Clonostachys
rosea f. catenulata isolates against vegetative compatibility groups of Verticillium dahliae.

Vejetatif Uyum Grubu
Tir  No VCG2A VCG2B VCG4B VCGx
%EO*  Skala Degeri** %EO Skala Degeri %EO Skala Degeri %EO Skala Degeri
Grl 4280  2(2)3(1) 3645  2(3) 2920  2(2)3(1) 3532 2(3)
Gr2 2989 1(2)2(1) 2497  2(3) 3944 1(1)2(2) 3198  2(3)
Gr3 38.68 2(3) 33.73 2(2),3(1) 44.73 2(3) 35.18 3(3)
Gr4 28.18 2(2),3(1) 36.54 1(1),2(1), 3(1) 44.75 2(3) 39.79 2(3)
Gr5 2894  2(3) 3896  2(3) 4049  203) 3258  2(3)
3 Gr6 26.71 2(3) 33.01 2(3) 38.32 2(3) 37.36 2(3)
g G 2314 1(1)2(2) 2429 1(2)2(1) 2134 22)3(1) 2785 1(1)2(2)
S G 3429  2(3) 3177 2(3) 2982 2(3) 4075 2(1),3(2)
g G 2736 2(2)3(1) 3540  3(3) 4140  303) 3403 3(3)
§ Grl0 2849  1(1)2(2) 3753 2(3) 4190  2(3) 4000 1(1)2(1), 3(1)
S Gl 3298 1(1)2(1)3(1) 3339 1(1)2(2) 2749 12)3(1) 3446 2(2)3(1)
§ Grl2 3991  2(3) 3243 2(1),3(2) 3057 2(1),3(2) 3463 2(1)3(2)
O Gr13 3657 2(2)3(1) 3116 1(1)3(2) 4895  3(3) 3884 2(2)3(1)
Grl4 2523  2(3) 2958  1(1),2(1), 3(1) 3238 2(1)3(2) 33.05  1(1)2(2)
Grl5 2380  1(2)2(1) 724 1(1)202) 2956  2(3) 2713 1(3)
Grl16 31.86 2(1),3(2) 27.23 2(3) 42.76 3(3) 32.64 3(3)
Grl7 2846  2(3) 3249  2(2),3(1) 33.02  2(2),3(1) 3384 2(2)3(1)
Grl8 3733  2(2),3(1) 3540  2(1),3(2) 3300  2(1),3(2) 3712 2(2)3(1)
Gcl 28.32 2(3) 30.72 2(3) 36.34 2(3) 36.22 2(1),3(2)
G2 3920  2(3) 2979 2(3) 3543 2(3) 4141 2(2)3(1)
s Gc3 29.21 1(1),3(2) 33.09 1(1),3(2) 37.39 3(3) 36.09 3(3)
é Ge4 25.82 2(3) 35.76 2(3) 34.84 2(3) 32.04 2(3)
2 Gc5 30.65 2(3) 34.18 1(1),2(2) 23.46 1(2),2(1) 32.62 1(3)
= Ge6 29.85 2(3) 35.59 2(3) 33.62 2(2),3(1) 30.51 1(1),2(2)
S Gc7 31.17 2(3) 35.56 2(3) 33.30 2(2),3(1) 35.45 2(3)
i Gc8 23.72 1(2),2(1) 33.76 2(3) 36.51 1(1),2(2) 35.06 1(2),2(1)
% Gc9 27.93 2(1),3(2) 28.42 2(2),3(1) 41.70 2(1),3(2) 32.30 2(3)
F Gelo 2821 209) 3722 2(3) 2263 203) 3414 2(1)3()
S Gall 278  203) 3189  2(3) 2901 2(3) 3087 2(2)3(1)
o Gcl2 30.75 1(1),2(2) 28.10 2(3) 38.40 2(3) 32.43 2(3)
Gcl3 3474  2(3) 3397 2(3) 2468  203) 27.99  2(3)
Geld 1710 1(1)2(2) 2812 1(1)2(2) 3454 1(1)2(2) 3228 1(3)

*: EO; Engelleme orani.

**: Skala degeri; 0: Patojen %50’den fazla antagonist {izerinde gelismis veya antagonistin gelisimi petride %50’den daha az, 1: Patojen ve antagonistin
gelisimi %50 oraninda, 2: Antagonist petriyi %70’den daha fazla kaplamis, 3: Antagonist petrinin %80'ini kaplamuis, 4: Antagonist, petriyi tamamen
kapatmig (Watanabe, 1993) . Parantez igerisindeki rakam skala degerinin kag tekerriirde gézlemlendigini ifade etmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda cilek bitkilerinden izole edilen Clonostachys izolatlarmin V. dahliae'nin biyolojik
miicadelesinde etkinligi in vitro kosullarda test edilmistir. Elde edilen izolatlarin kiiltiirel, morfolojik ve
molekiiler olarak tanilar1 yapilarak C. rosea tiiriiniin C. rosea f. rosea ve C. rosea f. catenulata alt tiirlerine ait
oldugu tespit edilmigtir. Calismada antagonistik 6zelligi test edilen bu tiirlerin kiiltiirel ve morfolojik
ozelliklerinin olduk¢a benzer oldugu tespit edilmistir. Bu tiirlerin konidi ve konidiofor sekillerinin
benzerlik gostermesi, ¢esitli sicakliklarda gelisim oranlarinin benzer olmasi, C. rosea f. catenulata
izolatlarinin yagh kiiltiirlerde yesil pigmentasyon olusturmasi disinda bu iki tiir arasinda morfolojik
karakterler agisindan bir farklilik olusturmamasi, her iki tiirtin fungal bitki patojenlerine karsi mikoparazit
olarak kullanilmasi, farkli gen bolgelerinin kullanildig: sekans analizlerinde birbirlerine oldukca benzerlik
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gostermesi C. rosea f. catenulata’nin C. rosea’nin alt tiirii olarak yorumlanmasina sebep olmustur (Schroers,
2001). Bu durum Kohl ve Ravensberg (2021)'in yapmis oldugu ¢alismada da vurgulanmis ve C. rosea’nin
konidi kitlelerinin rengi dikkate alinarak C. rosea f. rosea (beyaz, pembe ve sar1) ve C. rosea f. catenulata (yesil)
olmak iizere iki alt tiire ayrildig1 ifade edilmistir.

Calisma sonucunda cilek bitkilerinden izole edilen Clonostachys izolatlarmin morfolojik ve molekiiler
olarak tanilarmin yapilmasi 6nem arz etmektedir. Nitekim fungal bitki patojenlerine karsi fungal
antagonistlerin kullanildig1 calismalarda esas ve yaygin sorunun antagonistleri tanimlamak i¢in kullanilan
yontemler oldugu vurgulanmakta, ¢alismalarin cogunda uygun bir tanimlama yonteminin kullanilmadig;,
agirlikhi olarak geleneksel yontem ve kaynaklarin kullanildig: belirtilmektedir (Thambugala vd., 2020).
Funguslarin tanisinda kullanilan bu geleneksel yontemler, uzun zaman almasmin yamn sira kiiltiirel
ozelliklerin inkiibasyon kosullarindan etkilenmesinden dolayr her zaman giivenilir sonuglar
vermemektedir. Ayrica konusunda uzmanlasmis deneyimli personel gerektirmesi diger bir dezavantaj
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle son yillarda fungal tiirleri tanilamak amaciyla farkli yontemler
tizerinde yogun arastirmalar sonucunda ¢ok daha hizli, daha spesifik, daha hassas ve daha dogru sonuglar
veren molekiiler yontemler gelistirilmistir (Capote vd., 2012; Palacioglu vd., 2021).

Ikili kiiltiir testleri, farkl bitki patojenlerine karsi antagonist fungal izolatlar1 degerlendirmede kullarulan
rutin testlerdir. Bu testler aymi zamanda, antagonistlerin hangi mekanizma veya mekanizmalar1 kullanarak
etkili oldugunu belirlemeye yardimci olmaktadir (Rodriguez vd. 2011). Calismada kullanilan bu
yontemde V. dahliae ile C. rosea f. rosea ve C. rosea f. catenulata izolatlar1 arasinda yapilan karsilastirma
sonucunda petrilerin hicbirinde 0 ve 4 skala degeri gozlemlenmemis, engelleme oranlarinin da iki alt tiir
arasinda onemli bir fark olusturmadig tespit edilmistir. C. rosea f. rosea %48.95'lik bir engelleme oraniyla
VCGA4B izolatina karsi en yiiksek engelleme oranina sahip olmustur. C. rosea f. catenulata izolatlarinda da
benzer durumlar ortaya ¢ikmis, gerek kendi igerisinde gerekse C. rosea f. rosea izolatlariyla ¢ok biiyiik
farkliliklar goriilmemistir. Bu tiir en yiiksek engelleme oranini %41.70 ile VCG4B grubuna kars1 yapmustir.
Genel olarak C. rosea f. catenulata izolatlarinin VCG2A misel gelisimini baskilamada diger gruplara oranla
daha basarisiz oldugu belirlenmistir. VCG2B izolatina karsi ise her iki biyoetmenin benzer engelleme oramn
gosterdigi saptanmistir. Onceki caligmalarla uyumlu olarak ortaya gikan bu durum, tiirler arasinda veya
ayru tiiriin izolatlar1 arasinda inhibitor maddelere karsi duyarlilik agisindan farkliliklar olabilecegini
gostermektedir (Rodriguez vd., 2011).

In vitro denemelerde elde edilen veriler antagonistin basaris1 agisindan ortalama bir deger gibi goriinse de
patojen ile antagonistin karsilastigi alandan alinan misel disklerinden V. dahlige’nin gelismemesi,
biyoetmenin patojenin gelisimini yavaslatmada etkin olabilecegini goOstermektedir. Literatiirde
Clonostachys tiirlerinin fitopatojen funguslara kars: biyokontrol etmeni olarak etkinligi onceki ¢alismalarla
ortaya konulmus, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Alternaria citri (Pratella ve Mari, 1993), Rhizoctonia
solani, Fusarium solani, Colletotrichum truncatum ve Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum
(Rodriguez vd., 2011) ve V. dahlige (Varo vd., 2016) gibi ¢ok sayida bitki patojenine kars1 giiglii bir biyolojik
kontrol yetenegi sergiledigi tespit edilmistir.

Calismada genel olarak patojen ile biyoetmen arasinda bir engelleme zonu olusmadig1 gozlemlenmistir.
Bununla birlikte biyoetmenin patojenin miselleri iizerinden gecerek misel gelisimini baski altina aldig ve
patojen hiflerinin morfolojik yapisinda onemli degisiklikler meydana getirdigi belirlenmistir. Bu
morfolojik bozulmalarin gozlendigi hattan alinan misel diskleri PDA igeren petrilere aktarildiginda
patojenin gelisememesi canliligini kaybettigini gostermektedir. Benzer sekilde yapilan calismalarda C.
rosea min in vitro kosullarda B. cinerea misel gelisimini kontrole oranla azalttig1, ¢ok daha yavas gelistirdigi
ve hiflerinde bozulmalar meydana getirdigi (Wang vd., 2019), S. sclerotiorum’un misellerinde morfolojik
degisiklikler olusturdugu (Rodriguez vd., 2011), C. rosea f. catenulatanin S. sclerotiorum ve Fusarium spp.
gibi patojenlerin hif hiicrelerini yok ettigi, penatrasyon yapmaksizin konukg¢u hiicrelerde ¢okme ve
parcalanmalar olusturdugu belirtilmektedir (Huang, 1978). Ayni1 zamanda bu calismada Clonostachys
izolatlarinin patojenin mikrosklerot olusumunu ve gelisimini de olumsuz etkiledigi belirlenmistir. V.
dahliae’nin biyolojik miicadelesinde Trichoderma spp.’nin kullanildig1 baska bir ¢alismada paralel sonuglar
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alinmis olup, mikrosklerotlarin giderek tipik koyu rengini kaybettigi, cimlenemez ve olgunlasamaz hale
geldigi tespit edilmistir (Jabnoun-Khiareddine vd., 2009). Yapilan baska calismalarda da bu durum
gozlemlenmis ve farkli C. rosea izolatlarinin, V. dahliae mikrosklerotlarinin ¢cimlenmesini azalttig1 (Keinath
vd., 1991; Varo vd., 2016), C. rosea izolatlari ile aymi bitkiden izole edilen V. dahliae izolatlar1 arasinda negatif
korelasyon oldugu (Gourley ve MacNab, 1964), biyoetmenin steril olmayan topraga ilave edildigi zaman
patojen mikrosklerotlarin1 %100’e kadar azalttig1 ve canli kalan mikrosklerotlarin ¢imlenmesini inhibe
ettigi tespit edilmistir (Keinath vd., 1991). Biyoetmenin c¢ilek bitkilerinin tag bolgesinde siklikla kolonize
olmasi, petiol ve kokten kolayca izole edilen patojenin tag bolgesinden nadir izole edilmesi bu goriisii
desteklemektedir (Gourley ve MacNab, 1964). Cilekte gram toprakta 3 mikrosklerot olmasiyla verim
kaybmin %50’ye ulastig bilinmekte (Carroll vd., 2018), toprakta uzun yillar canh kalabilen ve patojenin
hayat dongiisiinde énemli bir yer tutan bu mikrosklerotlarin miktariin azalmasi miicadelede 6nemli bir
faktor olarak degerlendirilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda biyoetmenin patojen gelisimini baskilamada nasil bir mekanizma kullandig1 net
bir sekilde tespit edilememistir. V. dahliae ile Clonostachys izolatlarimin karsilastifi hatta yapilan
mikroskobik incelemeler neticesinde hyperparazitizm olusumuna rastlanilmamustir. Ancak Clonostachys
izolatlarinin Verticillium izolatlarina oranla hizli geliserek, yer icin rekabette {istiinliik sagladig1 ve aym
alanda bulunan patojenin gelisme sansini diisiirdiigii tespit edilmistir. Nitekim ayni petride bulunan iki
fungusun konidileri bagka petriye alindiginda tek gelisen fungusun Clonostachys spp. olmasi, Clonostachys
ve V. dahlige’nin karsilastig1 hattan alinan misel disklerinin hi¢birinden etmenin gelisememesi bunun bir
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Alan ve besin igin yapilan rekabet, patojenin gelisimini
engellemek icin biyoetmen tarafindan uygulanan en genel mekanizmalardan biri olarak tanimlanmaktadir
(Mirmaijlessi vd., 2016). Bitki koklerinde patojen ile biyoetmenin kolonizasyonunu izlemek her ne kadar
miimkiin olmasa da bu antagonistlerin ayni ekolojik nis, alan ve besin i¢in rekabet ederek patojeni
baskiladig: diistiniilmektedir (Puri vd., 2021). Aym1 zamanda Clonostachys tiirleri bitki gelisimini aktive
ederek, patojenlerin iireme yapilarinin cimlenmesini engelleyerek, antibiyosis ve mikoparazit gibi
mekanizmalar1 kullanarak biyolojik miicadeledeki basari sansimi artirmaktadir (Deketelaere vd., 2017;
Papavizas, 1985). C. rosea'nin bitki patojenlerine kars1 biyolojik kontrol mekanizmasinda oncelikle hiicre
duvarimi parcalayan cesitli enzimler (kitinaz, (-1,3-p-1,4-,-1,6-glukanaz ve proteaz) salgilamasi,
antibiyotik ve toksin gibi sekonder metabolitleri iiretmesi ve bitki savunma sistemlerini tesvik etmesi gibi
¢oklu mekanizmalarin aktivasyonu ile aciklanmaktadir (Chatterton ve Punja 2009; Fatema vd., 2018; Panth
vd., 2020; Sun vd., 2020). Bununla birlikte antagonistik mikroorganizmalarin, ucucu toksik bilesikler
iireterek antifungal etkiye sahip oldugu, {iretmis olduklar1 baz1 enzimleri ile patojenin
mikrosklerotiumlarinda bozulmalara neden oldugu da belirtilmektedir (Kowalska, 2021).

SONUC

Cilekte solgunluk hastaligini olusturan V. dahliae’min toprak kaynakli olmas1 ve bitkide sistemik olarak
gelismesi bu patojen grubuyla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Yapilan bu ¢alismada patojenin biyolojik
miicadelesinde kullanilabilecek C. rosea f. rosea ve C. rosea f. catenulata alt tiirleri izole edilmis, klasik ve
molekiiler tanilar1 yapilmis, antagonistik 6zellikleri test edilmis ve patojeni baskilamada etkili olduklari
tespit edilmistir. Bu calismadan elde edilen veriler dogrultusunda, bir sonraki asama olan in vivo ve tarla
denemelerinde farkli toprak tiplerinde, farkli sicakliklarda, farkli inokulum miktarlar1 ve farkh
inokulasyon sekilleriyle hazirlanan ortamlarda Clonostachys izolatlarinin patojene karsi etkinliginin
arastirilmasi ve basarili bir biyolojik miicadele i¢in optimum sartlarin ortaya konulmasi gerekmektedir.
Ayrica hastalikla miicadelede daha basarili sonuglar almak icin igerisinde biyoetmenlerin de yer aldig:
entegre yonetim stratejilerine yer verilmesi gerekmektedir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.

YAZAR KATKISI
Yazarlar makaleye esit oranda katk: saglamistir.
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