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ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum is one of the most destructive fungal disease agent on lettuce. The pathogen cause the
watery soft rots and produce the overwintering structures known as sclerotium. Inadequate control by using fungicides
on disease agent and increasing the resistance to fungicides is accelerated necessities of the biological control studies.
The most virulent isolate of S.sclerotiorum was selected among the samples collected from lettuce producing area. The
sclerotia collected from the pathogen isolate were used as bait for isolation of biocontrol agent of parasitic fungi. Thirty
fungal isolates were tested for their antagonistic characteristics using dual cultures. The isolate H1/2 showed the most
strong hyperparasitic activity (67.60%) on detached leaf test. Among them, three isolates having antibiosis effect
(A1/1,A3/5, A3/6) and eight isolates (H1/2, H5/1,H7/1, H7/2,H7/3, H10/1,H13/1, H18/2) having hyperparasitic activity
were evaluated for ability of control of the disease. Gliocladium spp. (H1/2), having hyperparasitic activity,
significantly reduced the disease incidence as 54.79% in the pot tests.
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OZET

Marulda Beyaz Ciiriikliik Hastah@gi’nin (Sclerotinia sclerotiorum) Fungal Antagonistlerle Biyolojik
Miicadelesi

Sclerotinia sclerotiorum, marulun en énemli hastalik etmenlerinden birisidir. Patojen, kok ve kok bogazinda
yumusak ciiriiklikklere neden olur ve toprakta kislamasina neden olan sklerot yapilari olusturur. Hastalik etmeni ile
savasimda kullanilan fungisitlerin patojeni engellemekte yetersiz kalmasi ve fungusun dayaniklilik kazanmasi
nedeniyle biyolojik savasim c¢aligmalar1 hiz kazanmistir. Calismada, marul yetistirilen alanlardan toplanan &rnekler
icerisinden en virulent S. sclerotiorum izolat1 se¢ilmistir. Bu izolattan elde edilen sklerotlar tuzak olarak kullanilmis
ve sklerotlar1 parazitleyen funguslar izole edilmistir. in vitroda yapilan ikili testlerde 30 fungus, antagonizma
ozelliklerine gore testlenmislerdir. Hiperparazitik etki gdsteren funguslar igerisinde H1/2 izolat1 koparilmis yaprak
testlerinde en yiiksek parazitik etkiyi (%67.60) géstermistir. Daha sonra antibiyosis etkiye sahip 3 (Al/1, A3/5,
AZ3/6) ve hiperparazit etkiye sahip 8 (H1/2, H5/1,H7/1,H7/2,H7/3,H10/1,H13/1, H18/2) antagonistik fungus, saksi
kosullarinda marul fidelerinde hastaligi kontrol agisindan incelenmistir. Saksi testleri sonuglarina gore, hiperparazit
etkiye sahip Gliocladium spp.(H1/2) izolat1 kontrole gore %54.79 etkililik gostermistir.

Anahtar sozciikler: Marul, Sclerotinia sclerotiorum, antagonist, sklerot

GIRIS
Marul, Asteraceae (Compositeae) familyasinin iiyesi olup, basta Akdeniz bdlgesi olmak iizere diinyada pek
cok iilkede yetistiriciligi yapilan bir sebzedir. Diinyada marul iiretimi yapilan toplam alan 1,062,958 hektardir.
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Toplam marul iiretimi ise; 23,622,366 tondur. Marul {iretimi yapan iilkelerin basinda %48 iiretim miktar1 ile Cin,%
20 iiretim miktar1 ile Amerika Birlesik Devletleri gelmektedir (Anonymous, 2016). Ulkemizde yaygimn olarak
iiretilen sebzelerden birisi olan marul, 2015 yilinda 447.492 ton iiretilmis ve bu miktarin 47,470 tonu diger iilkelere
ihrag edilmistir. Ulkemizde, marul iiretiminin yiiksek oldugu bolgeler Akdeniz, Marmara ve Ege bolgeleridir. Ege
bdlgesindeki toplam marul {iretimi ise 61.527 tondur (Anonymous, 2015).

Marulda goriilen pek ¢cok dnemli hastalik etmeni bulunmaktadir. Bunlar igerisinde beyaz ¢iiriiklik hastaligina
neden olan Sclerotinia tiirleri, toprak kaynakli patojenler arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Yogun olarak enfekteli
bitkiler tiimiiyle 6lmekte; daha az enfekteli bitkiler ise {iriin, boyut ve agirlikta olusan kayiplar nedeniyle pazar degerini
kaybetmektedir (Van Beneden et al., 2009; Clarkson et al., 2014). Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary bitki
patojenleri arasinda en polifag olanlarindan biridir. Kaynaklarda, 64 familyaya bagli 225 cins ve bu cinslere bagl
400’den fazla bitki tiirliniin bu patojene duyarli oldugu bildirilmektedir (Purdy, 1979; Boland and Hall, 1994).

Sicak ve tropik bolgeler disinda genis bir konuk¢u dizisini etkileyen S. sclerotiorum nedeniyle olusan
kayiplarin, bazi tarlalarda % 5 ile %85 arasinda oldugu saptanmustir (Tu, 1989; Pratt, 1992). Ulkemizde yapilan ve
[zmir, Manisa ve Aydin illerini kapsayan bir arastirmada; bolgede goriilen zarar derecesinin %2,11 oldugu
saptanmistir (Y1ldiz, 1969). Ayrica, bitki ¢esitlerinin patojene karsi reaksiyonlari iizerine ve toprak solarizasyonuna
yonelik aragtirmalar da yapilmigtir (Cetinkaya, 1987; Yanar, 2005). Soylu ve ark. (2016) Hatay ili marul ekim
alanlarinda en sik rastlanilan fungal hastaliklarin basinda S.sclerotiorum’un neden oldugu beyaz ciiriikliik
hastaliginin geldigini bildirmislerdir.

Serin ve nemli ortamlar etmenin gelisimi i¢in optimum kosullar olmakla birlikte, ¢cok sicak ve sogukta
gelisme gostermemektedirler (Singleton et al., 1992; Pratt., 1992).

S. sclerotiorum toprakta olusturdugu dayanikli yapilar nedeniyle savagimi zor olan bir hastalik etmenidir.
Kiiltiirel savagim, kimyasal savagim, biyolojik miicadele ve dayanikli gesit, S. sclerotiorum etmeni ile miicadelede
kullanilan yontemler arasindadir (Subbarao, 1998). Etmen ile savagta kiiltiirel onlemlerin ¢ok 6nemli yeri vardir.
Ornegin; toprakta fazla nem bulunmasimi énlemek icin iyi bir drenaj saglanmasi, hava neminin fazla yiikselmesine
yol agan yagmurlama sulamadan kaginilmasi, patojenle bulasik toprakta uzun siireli bir ekim nobeti programi
uygulanmasi, etmeni zararsiz diizeye getirilebilir. Bunun yani sira bitki sikligi da bir diger faktdr olarak dnem
kazanmaktadir. Sira aralarmin arttirilmast ve swra lizerindeki bitki sayisinin azaltilmasi, bitkiler arasinda
havalanmay1 sagladigi igin, hastalik ¢ikisinda ortaya ¢ikan uygun kosullarin olusumu riskini de azaltabilmektedir
(Saharan and Mehta., 2008). Sklerotlardan ari temiz tohumluk kullanilmasi, toprakta bulunan sklerotlarin
havasizliktan ¢lirliylip 6lmesi i¢in tarlanin 23-45 giin gibi uzun bir siire su altinda birakilmasi, hasattan sonra bitki
artiklarinin tiimiiyle toplanarak yakilmasi veya derine gomiilmesi gibi dnlemler hastaligi engellemede onemli
faktorler olarak goriilmektedir. Toprakta bulunan sklerotlarin apotesyum olusturmasinin dnlenmesinde malglama
uygulamalar1 da dnemli kiiltiirel islemlerden sayilabilir. Bunun yani sira seralarda nem ve sicakligin kontrol altinda
tutulmas1 ve havalandirmaya 06zen gosterilmesi ve ayrica seralarda buharla toprak sterilizasyonu basarili sonug
vermektedir (Hall., 1990). Toprak solarizasyonu toprakta bulunan sklerotlarin yagamasini ve apotesyum
olusturmasini azaltmaktadir. Bu azalig daha ¢ok topragin 5 cm gibi iist kisimlarinda bulunan sklerotlar1 6ldiirmekte
oldukga etkili olurken, 10-15 cm lik derinliklerdeki etkileri daha az olabilmektedir (Saharan and Mehta,2008).

Sclerotinia gibi patojenik funguslarin toprak igerisindeki varliklarim ortadan kaldirmak igin toprak
flimigantlan igerisinde en etkili uygulamalar arasinda yer alan metil bromidin yasaklanmasindan sonra, alternatif
bazi fiimigantlardan 1,3 diclopropene+dazomet ve dimetil disiilfit + basamid kombinasyonlarinin bu amaca y6nelik
etkililikleri aragtirllmigtir. Bu aragtirma kapsaminda, gerek ortii altinda gerekse agik alanda yapilan yetistiricilikte,
fiimigantlarin kombinasyon halindeki uygulamalarindan iyi sonuglar alinmistir (Van Wambeke et al., 2010).

Ticari olarak Sclerotinia hastaliklarina dayanikli marul gesitlerinin bulunmamasi, patojenin olduk¢a genis bir
konukgu dizisine sahip olmasi nedeniyle, iiriin rotasyonu da hastaligin 6nlenmesinde yeterli olmamaktadir. Bu
nedenle; bu hastaliga karsi, fungisit uygulamalar1 yogun olarak kullanilmaktadir. S.sclerotiorum’a karsi, dicloran,
iprodione ve vinclozolin gibi fungisitler, ancak orta derecede bir kontrol saglayabilmektedir (Matheron and
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Porchas., 2004). Bu fungisitler ayrica, toprakta kisa siire kalarak, hizla parcalanmaktadirlar. Bunun yani sira
iprodione ve vinclozolin’e kars1 gelisen bir dayaniklilik da goriilmektedir.

Ulkemizde, S.sclerotiorum ile kimyasal savasim programlarinda iprodine, procymidone,fenhexamid ve
fludioxanil gibi fungisitler 6nerilmektedir (Yiicer, 2007). Dicarboximide grubu i¢inde yer alan iprodione iilkemizde
hiyarda Sclerotinia sclerotiorum igin ruhsathdir.

Pestisitlerden kaynaklanan ve yapragi yenen bu sebze grubunda ortaya g¢ikan kalinti riskleri, hastaligin
onlenmesinde kimyasal olmayan uygulamalarin arastirilmasimi giindeme getirmektedir (Chitrampalam et al.,2008).
Genel savasim stratejilerinin igerisinde gittikge dnem kazanan biyolojik savagim caligmalari, sklerot yapisina sahip
bu patojen icin de gegerlidir. Biyolojik savagim ¢aligmalarinda, sklerotlarin agirlikli olarak mikoparazitik funguslar
tarafindan parazitlenmesi yoniindeki arastirmalarin yogunluk kazandigi goriilmektedir. Bu caligmalarin basarilt
olmasi sonucunda etkili bulunan bazi antagonistik funguslarin ticari olarak da formiile edildigi goriilmektedir.
Mikoparazit funguslar igerisinde Trichoderma spp., Sporodesmium sclerotivorum ve Coniothyrium minitans
Gliocladium spp.,Fusarium, Hormodendrum, Penicillium gibi mikoparazitler sayilabilir (Adams et al., 1981;
Stoneman.,2002). C.minitans ve Gliocladium virens bu patojenin parazitlenmesinde 6nemli bir potansiyele sahip
antagonistler arasindadir (Mercier and Reelede., 1987; Knudsen et al., 1991; Menendez and Godeas, 1998; Jones
and Stewart, 2000; Schmiedeknecht et al.,2001; Fernando et al., 2004., Li et al.,2005; Chitrampalam et al., 2008 ve
2010; Huang and Erickson,2008; Kim and Knudsen, 2009).

Pek ¢ok toprak patojenine karsi antagonistik bir potansiye sahip bir toprak fungusu olan, Clonoctahys rosea
(Gliocladium roseum) S.sclerotiorum gibi sklerotlu funguslarda da etkili olmaktadir. Bu fungusun antifungal etkileri
petri testlerinde incelenmis ve C.rosea’nin iirettigi antifungal maddelerin patojenin miseliyal gelisimini engelleyerek
sklerot olusumunu durdurdugu ortaya konmustur. Benzer etkilerin in vitro yanisira saksida yetistirilen hiyar ve soya
fasulyesi bitkilerde yapilan testlerde de etkili oldugu belirtilmistir (Rodriguez et al., 2011).

Ulkemizde Sclerotinia ile yapilan biyolojik savasim ¢alismalarina bakildiginda Trichoderma spp. ve Bacillus
spp.gibi bazi fungal ve bakteriyel antagonistlerin domates ve hiyar bitkilerinde etkileri tizerinde ¢aligmalarin
bulundugu goriilmektedir (Aksay ve ark., 1991). Benzer sekilde hastaligin baskilandigi farkli bélgelerden izole
edilen Bacillus spp. ve Pseudomonas spp.’ye ait antagonistik bakteri izolatlarimin gerek marul ve gerekse diger
sebzelerde sorun olan S.sclerotiorum’unda i¢inde yer aldigi pek ¢ok toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi
oldukga etkili oldugu bildirilmistir (Soylu ve ark., 2005; Soylu, 2011; Kara ve ark., 2016; Kara et al., 2017).
Domateslerde S.sclerotiorum ve S.rolfsii’nin biyolojik ve kimyasal yollarla 6nlenmesi tizerinde yapilan bir doktora
calismasinda, bazi fungisit, giibre ve bir Trichoderma preparatinin etkileri incelenmistir. Bitki gelisimi agisindan
Trichoderma etkili bulunmustur (Irshad ve Onogur.,2002).

Erzurum’da ay¢igeginde S. sclerotiorum ve S.minor ile yapilan bir biyolojik savasim ¢alismasinda, fungal ve
bakteriyel antagonistlerin hem in-vitro hem de in-vivo denemeleri yapilmigtir. Bu aragtirma sonucunda, Alternaria
alternata, T. harzianum, Ulocladium atrum, Verticillum tenerum gibi fungal, B.subtilis, Enterobacter pyrinus gibi
bazi1 bakteriler etkili bulunmustur (Tozlu ve Demirci., 2011).

S.sclerotiorum’un marulda neden oldugu hastaliklardan dolayr meydana gelen {iriin kayiplarinin azaltilmasi
ile ilgili ¢aligmalar 6nem kazanmaktadir. Bu amagla ¢alismamizda, marullarda 6nemli bir ¢iiriikliikk etmeni olan
S.scleriorum hastaliginin biyolojik miicadele yontemleriyle azaltilmasina yonelik arastirmalar yapilmistir Bu
aragtirma, antagonistik nitelikteki bazi fungal etmenlerin izolasyonu ve mikoparazitik etkilerini in-vitro ve in-vivo
kosullarda ortaya koyma ¢aligmalarini kapsamaktadir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Patojen ve antagonistik funguslarin gelistirilmesi i¢in su agar (SA) ve patates dextroz agar (PDA) besi yerleri
kullanilmistir. Laboratuvar ve saksi kosullarinda yapilan testlerde, iki farkli marul ¢esidi kullanilmistir. Patojen
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enfeksiyonunun yaprak sekli agisindan daha net olarak goriilebildigi yaglik marul Lactuca sativa capitata L.
Janschen cesidi laboratuvar kosullarinda patojen izolatlar1 belirlemek amacryla kullanilmigtir. Patojen izolatlar
belirleme testlerinde kullanilan marul bitkileri, pazarlardan temin edilmistir. Etkililik aragtirmalarinin yapildig: saksi
testlerinde ise; L.sativa crispa L. iceberg marul ¢esidi kullamlmistir. Bu bitkiler viyollerde koklendirilmis olarak
hazir olarak temin edilmis ve kullanmilmistir. Calismada, antagonistlerle karsilagtirma yapmak amaciyla iprodione
(Rovral WP 50, Bayer) 6nerilen dozda saksilara uygulanmustir.

Sclerotinia sclerotiorum izolatlari, marul yetistiriciligi yapilan Izmir (Torbali, Odemis, Bornova ve
Bayindir), Manisa (Salihli), Balikesir (Bandirma) il ve ilgelerinde agikta ve ortii altinda yetistirilen marul
tarlalarindan alinan 6rneklerden elde edilmistir.

Yontem
Sclerotinia sclerotiorum izolatlarmin toplanmasi ve izolasyonu

Marul yetistiriciligi yapilan alanlardaki hastalik belirtisi gosteren bitkilerden patojen izolasyonlari
yapilmistir. Hastalikli bitki 6rnekleri laboratuvara getirilerek kok bolgesi ¢esme suyu altinda yikanmustir. Bitki kok
bogazindan elde edilen sklerotlar, % 0,5 lik sodyum hipoklorit ile 3 dakika yiizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra
su agar besiyerine ekilmistir. Gelisen koloninin petri yiizeyini kaplamasindan sonra kiiltiirler, PDA besi yerine
transfer edilerek saflagtirilmis, daha sonra PDA besi yeri igeren tiiplerde saklanmistir.

Patojenisite testleri

Elde edilen S. sclerotiorum izolatlarinin virulensliklerini belirlemek i¢in koparilmig yaprak testi
uygulanmistir. Bunun i¢in ¢esme suyunda yikanan marul yapraklart kurutulduktan sonra, patojen izolatlarin 4 mm
capindaki diskleri yapragin her iki tarafina karsilikli olarak yerlestirilmistir. Kontrol yapraklar {izerine bos PDA
diskleri konmustur. Yapraklar, altlarinda nemlendirilmis kurutma kagitlar1 bulunan, lizeri kapatilmig plastik kaplarin
igerisinde 20°C’de karanlikta inkube edilmistir. Yapraklar tizerinde gelisen lezyonlarin ¢ap1 3 giin sonra 6lgiilerek
kaydedilmistir (Van Beneden et al., 2009).

Sklerotlarinin Kitle halinde iiretilmesi

Antagonistik funguslarin izolasyonu i¢in ¢ok sayida sklerot iiretimi gerekmektedir. Bu amacla, kiigiik
parcalar halinde kesilen havuglar 1 litrelik erlenlerin 1/4 ini kaplayacak sekilde hazirlanip otoklavda 121° C’de 20
dakika siireyle sterilize edilmistir. S.sclerotiorum’un 5 giinliik kiiltiirlerinden cork borer yardimiyla 1 cm ¢apinda
olan 3 disk parcas1 alinarak sogutulmus erlenlere aktarilmistir. Erlenlere inokule edilen patojen kiiltlirler 22°C’de 15
giin boyunca sklerot olusturuncaya kadar inkube edilmislerdir. Elde edilen sklerotlar daha sonra kurutularak steril
cam kaplarda 4°C’de kullanilincaya kadar bekletilmislerdir (Gracia-Garza et al., 1997., Zeng et al.,2012).

S.sclerotiorum‘a kars: antagonist etkideki funguslarin elde edilmesinde toprak oérneklerinin hazirlanmasi

Hastalik belirtilerinin goriilmedigi marul bitkilerinin yetistirildigi bahgelerin topraklarindan ornekler
almmistir. Topragin 10 cm’lik derinliginden alinan 6rnekler, PVC torbalar igerisinde laboratuara getirilmistir.
Toprak ornekleri 3-5 giin boyunca oda sicakliginda kurutulmus ve 2mm lik eleklerden gegirilerek elenmistir. Toprak
ornekleri alindiklar yerlere gére numaralandirilarak, islem yapilincaya kadar 10°C’de bekletilmislerdir (Rabeendran
et al., 1998).

Topraktan antagonist adaylarmin tuzak sklerotlar ile izolasyonu

Antagonistik funguslarin elde edilmesi i¢in 1 litrelik cam beherler kullanilmigtir. Beherler daha 6nce
alindiklar yerlere gore etiketlenmis ve elenerek hazirlanmis topraklar ile doldurulmustur. Kiiltiirde ¢ogaltilarak
hazirlanan 5’ser adet sklerot tiil torbalara konarak her bir saksiya 5 sklerot torbasi gelecek sekilde yaklasik 5-10 cm
derinliginde gdmiilmiistiir. Yaklasik 2 hafta sonra topraktan ¢ikarilan torbalarda bulunan sklerotlar akar su altinda
yikanmistir. Sklerotlar daha sonra %1 lik sodyum hipokloritte (NaOCl) ylizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra,
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besi yerlerine ekilmistir. Sklerotlar iizerinden gelisen funguslar PDA besi yerinde saflastirilmistir (Gracia-Garza et
al., 1997).

Antagonistik funguslarin in vitro antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Antagonistik funguslarin in vitro etkililiklerini belirlemek igin PDA igeren besi yerlerinde testler yapilmistir.
Bunun i¢in aday antagonistik fungusun gelismis kiiltiiriinden alinan 5 mm ¢apindaki bir disk, petri kabinin kenarindan
1 ¢cm uzakliga ekimi yapilmigtir. Fungus kiiltiirleri 23°C de 2 giin boyunca gelismesi igin inkube edilmistir. Daha sonra
yine PDA besi yerinde 3 giin boyunca gelistirilmis S.sclerotiorum kiiltiiriinden 5 mm ¢apindaki disk ayni petri kabinin
6 cm uzakligina ekilmigtir. Petriler 3 giin boyunca inkubatorde gelistirildikten sonra iki fungun arasinda gelisen
inhibisyon zonu (1Z) dlgiilerek ve skala yardimiyla degerlendirilmiglerdir (Li et al., 2003). Mikoparazitik etki de benzer
sekilde skalaya gore degerlendirilmistir (Bell et al., 1982). Tek basina veya aday antagonist funguslarla birlikte inokule
edilmig petriler 2 ay boyunca sklerot olusumlari beklendikten sonra, gelisen sklerotlarin yilizey dezenfeksiyonu
yapilmis ve daha sonra, su agar icerine alinarak parazitlenen sklerotlar saptanmustir.

Mikoparazitlerin secimi

Sklerotlarin tuzak olarak kullanilmasiyla elde edilen aday antagonistlerin testlerinde kullanilacak toprak
70°C’de 30 dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir. Aday antagonistlere ait kiiltiirler, 5 giin boyunca PDA
iceren besi yerlerinde gelistirilerek ve 5x10° konidi/g gelecek sekilde spor siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Sterilize
edilmis ve kurutulmus topraklar, sklerotlar iizerinden izole edilmis fungal inokulum ile bulastirilmis ve iyice
karigtirildiktan sonra 7-8 cm capli saksilara aktarilmistir. Her bir saksiya daha 6nce hazirlandigi gibi igerisinde 50
sklerot iceren tiil torbalardan 1 tanesi yaklasik 1 cm derinlige gdmiilmiistiir. Bu islemler, her bir fungus i¢in 10
saksida yapilmistir. Inokule edilen saksilar laboratuvarda 22°C°de karanlikta bekletilerek diizenli araliklarla su ile
slatilmigtir. Yaklasik 20 giin sonra topraktan g¢ikarilan sklerotlar ¢gesme suyunun altinda yikanmistir. Her saksidan
geri alinan sklerotlar sayilarak kaydedilmistir (Zazzerini and Tossi., 1985).

Sklerotlarin canliliklarini testlemek igin, nemlendirilmis kurutma kagitlar1 bulunan petri kaplarina yiizey
sterilizasyonu yapilmig 5 adet sklerot 9 cm ¢apli petri kaplarina gére kesilen marul yapraklari iizerine konmustur.
Marul yapraklart lizerine konan bu sklerotlar 10 giin boyunca 22°C’de 12 h 1sik altinda inkube edilmislerdir.
Sklerotlar iizerini kaplayan mikoparazitik kolonizasyon mikroskop altinda incelenmistir (Gracia-Garza et al., 1997).

Saksi testleri

Topraklar otoklavda sterilize edildikten sonra, 1 It” lik saksilara doldurulmustur. Hazirlanan saksilarin her
birisine daha Once kitle halinde iiretilen sklerotlardan 9 tanesi bulastirilmigtir. Antagonistik 6zellik gosteren
funguslarin kiiltiirlerinden elde edilen spor siispansiyonlari, 100 ml su icerisinde hazirlanarak, sklerot verilen sakst
topraklarina inokule edilmistir. Etmenle bulastirilan topraklar ertesi giin 10 cm derinlige kadar elle karigtirilarak fide
dikilinceye kadar inkubasyona birakilmistir. Bu islemlerden yaklasik 15 giin sonra 3-4 yaprakli marul fideleri 9
tekrarlt olarak, her bir saksiya 1 fide gelecek sekilde dikilmislerdir. Uygulamalarda, sklerot ve antagonist
uygulamas yapilanlar, sadece sklerot verilen saksilar ve fungisit (Iprodione) uygulamasi yapilan kontrol uygulamasi
yer almistir. Hastalikli bitki sayilart dikimden 40 giin sonra, 0-10 skalasi (O=hastalik belirtisi yok, 1-9=%10-90
nekrotik lezyon, 10=%100 nekrotik yaprak belirtisi ve 6lii bitki) yardimiyla degerlendirilmistir (Fiume and Fiume,
2005). Hastalik siddeti degerleri Tawsend-Heuberger formiiliine gore hesaplanmustir.

SONUCLAR
Sclerotinia sclerotiorum izolatlari ile patojenisite testi Sonuglari

Izmir, Manisa ve Balikesir’e bagl ilgelerdeki marul yetistirilen alanlardan kok bogazlarinda yumusama ve
cliriikliik belirtisi gosteren veya sklerot igeren bitkiler toplanarak laboratuvara getirilmistir. Patojen izolatlarinin elde
edilmesi i¢in kok bogazi bolgelerinden yapilan izolasyonlarda, 17 adet S.sclerotiorum izolati elde edilmistir. Bu
izolatlardan bir tanesinde ($B-3) yapraklar iizerinde lezyon gelisimi goézlenmemistir. Bu izolatlarla kesilmis



BIOLOGICAL CONTROL OF WHITE MOLD DISEASE (SCLEROTINIA SCLEROTIORUM) ON
LETTUCE BY USING FUNGAL ANTAGONISTS

yapraklarla yapilan patojeniste testleri sonucunda elde edilen izolatlar ve olusan hastalik siddeti degerleri Sekil 1°de
verilmektedir. Yaprak testleri sonucunda izolatlar arasinda en yiiksek lezyon ¢api olusturarak virulensi en yiiksek

olarak bulunan izolat, Torbali-2 (TRB-2) olarak degerlendirilmistir.

patojenisite

koloni caplari (mm)

SAL-1
TRB-1
TRB-2
TRB-4
TRB-5
TRB-6
AKH-1
6D-1
6D-2
6D-3
SB-4
SB-5
BAY-1
BAY-2
MAM-1
KM-1

izolatlar

Sekil 1. Patojenisite testi sonucunda Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin virulenslik diizeyleri

Antagonistik funguslarla in vitro testler

Marul yetistirilen topraklardan yontem kisminda belirtildigi sekilde, tuzak olarak kullanilan sklerotlar
iizerinde antagonistik 6zellik gosteren funguslarin izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Sklerotlarin iizerinden izole
edilen aday antagonistlerin etki mekanizmalarindan antibiyosis ve hiperparazitik etkileri saptamak i¢in in vitro’da
testler yapilmistir. Bu amagla en yiiksek virulenslik diizeyine sahip S.sclerotiorum (TRB-2) izolati segilerek, aday
antagonistler PDA besiyerlerinde karsilikli olarak gelistirilmiglerdir. Antibiyotik etki funguslar arasindaki zonlarin
(1Z) ol¢iilmesi ile hiperparazitik etki ise; bir skala yardimiyla degerlendirilmistir (Sekil 2). In vitro testlerde elde
edilen izolatlarin antagonistik test sonuglari Cizelge 1’de goriilmektedir.

Cizelge 1. Aday antagonistik funguslarin Sclerotinia sclerotiorum karsisindaki durumlar

izolat Engelleme zonu Skala Etki bigimine izolat Engelleme zonu Skala Etki bicimine
genisligi (IZ) (mm) degeri gore durum genisligi (IZ) (mm) degeri gore durum
(1-5) (1-5)
Al/1 12.13 - *KA H7/3 0 1 KH
H1/2 0 1 **FKH H10/1 0 1 KH
1/3 0 5 Etkisiz H10/1 0 1 ZA
3/1 0 5 Etkisiz H13/1 0 1 KH
3/2 0 5 Etkisiz H13/2 0 1 KH
A3/3 0.25 - **ZA 16/1 0 5 Etkisiz
3/4 0 5 Etkisiz 18/1 0 5 Etkisiz
A3/5 6.57 - KA H18/2 0 1 KH
A3/6 7.19 - KA 21/1 0 5 Etkisiz
4/1 0 5 Etkisiz 23/1 0 5 Etkisiz
42 0 5 Etkisiz A23/2 1.86 - ZA
H5/1 0 1 KH 25/1 0 5 Etkisiz
6/1 0 5 Etkisiz 25/2 0 5 Etkisiz
H7/1 0 1 KH 25/3 0 5 Etkisiz
H7/2 0 1 KH 26/1 0 5 etkisiz

* KA: kuvvetli antibiyosis (engellenme zonu 7-10 mm)

**ZA: zayif antibiyosis (engellenme zonu <3mm)

***KH: Hiperparazit skala degerleri (1-5 skalasi): 1:hiperparazit tiim yilizeyi kapliyor,2: ortam yiizeyinin 3/2’sini kapliyor.3: Patojen ve
hiperparazit ortamda yar1 yariya gelisiyor, 4: Patojen ortamin en az 3/2’sini kapliyor, 5: Patojen hiperparazitin iizerini tamamen kapliyor.



F. YILDIZ, B. CENBERCI COSKUN

Mikoparazitlerin Secimi

Hiperparazitik etki gdsteren 8 fungal izolat, toprak igerisinde sklerotlarin tuzak olarak kullanilmasi yontemi
ile incelenmislerdir. Mikoparazitik etki gosteren funguslar sterilize edilmis topraklara, yontemde belirtildigi sekilde
inokule edilmislerdir. Saksilardaki tiil torbalar igerinde birakilan 50 sklerot, 20 giin sonra topraktan c¢ikarilmistir.
Cikarilan torbalar igerisindeki sklerotlar ¢esme suyu altinda yikanmis, sklerotlar sayilmis ve degerlendirilmistir.
Sklerotlarin canliliginin testlemek amaciyla steril kurutma kagith petri kaplarimin igerisine marul yapraklar yiizey
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra konmustur. Filtre kagitlari islatilarak yapraklarin kurumasi 6nlenmistir. Her bir
petri kabma 5 adet sklerot birakilmig ve 10 giin siiresince 22°C de inkube edilmiglerdir. Sklerotlar daha sonra
binokuler altinda miselyum gelisimi, mikoparazit gelisimi ve sporulasyonlari agisindan incelenmiglerdir. Test
sonuglarina gore hiperparazitik funguslar tarafindan parazitlenen sklerotlar topraklarda geri alindiktan sonra
degerlendirilmislerdir. Degerlendirmede sklerotlardaki parazitlenme skala degerlerine, topraktan geri alinan sklerot
sayilarina ve parazitik etkilerine gore yiizde olarak degerlendirilmislerdir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Sklerotlar tizerinde mikoparazitik etki gosteren funguslarin durumu

Hiperparazit etki gosteren Skala degerlerine gore sklerot sayilart™® Topraktan geri alman Parazitik etki

izolatlar 1 2 3 4 5 sklerot sayilart (%)
H1/2 6 6 1 2 28 43 67.60
H5/1 50 - - - - 50 00.00
H7/1 40 6 3 - 1 50 26.40
H7/2 39 3 1 1 2 46 24.80
H7/3 42 8 - - - 50 23.20
H10/1 35 7 4 2 2 50 31.60
H13/1 35 8 0 5 2 50 32.40
H18/2 40 1 0 0 9 50 32.80

Kontrol 50 0 0 0 0 50 -

*: Skala degerleri: 1: sklerotta parazitlenme yok; 2: sklerotta %25 parazitlenme; 3:sklerotta %50 parazitlenme; 4: sklerotta %75 parazitlenme; 5:
sklerotta %100 parazitlenme.

Mikoparazitik funguslarin sklerotlar tizerindeki parazitleme durumlart makroskobik ve mikroskobik olarak
incelenmistir. Baz1 petri kaplarinda yer alan sklerotlar degisik saprofitik funguslar (Mucor spp., Aspergillus spp vs)
ile bulastig1 i¢in degerlendirme yapilamamustir. Skala degeri 1 ve 2 olan izolatlarin verildigi sklerotlarda ¢imlenme
goriliirken, 3-5 degerleri araligindaki sklerotlarda ¢imlenme goriilmemistir. Parazitlemenin belirlenmesi amaciyla,
herbir izolat i¢in toplam 50 sklerot topraga gomiilmiistiir. Bu sklerotlar daha sonra topraktan ¢ikarilarak sayilmis ve
erime sonucu toprakta pargalanan sklerotlar bu yolla saptanmigtir. Geriye alinan sklerot sayilar1 bakimidan en iyi
etki gosteren izolat 43 sklerot sayis1t ve en yiiksek skala degeri verilen 28 adet sklerot ile H1/2 izolat1 olmustur.
Skala degerlerine gore parazitleme ozelligini gosteren bu izolatin % 67.60 gibi bir etki oranina sahip oldugu
goriilmiistiir. Diger hiperparazitik etki gdsteren izolatlar % 24.80 ile %32.80 gibi degisen oranlarda parazitik etki

gostermiglerdir. Parazitik etki gosteren tiim izolatlarin genel durumlar1 Sekil 3’de goriilmektedir.
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Sekil.2. Antagonistik funguslarla yapilan in vitro testlerde antibiosis ve hiperparazitik etki gosteren funguslar ile parazitlenmenin goriildiigi

sklerotlar
mikoparazitik etki
80
e
—
% 40
g 20
0
v > . v > %4 e v +
S AR R
izolatlar
Sekil 3. Sklerotlar1 parazitleyen aday antagonistlerin durumu
Saks1 Testleri

Antagonist adaylarimin saksi kosullarinda S.sclerotiorum iizerindeki etkileri belirleyebilmek amaciyla, iklim
odasinda yiiriitillen testlere gec¢ilmistir. Etki mekanizmasi antibiosis ve hiperparazitik etki olan antagonist
adaylarmin daha 6nce yapilan testlere gore segimleri yapilmistir. Bunun i¢in antibiosis etki gosteren 3 izolat (Al/1,
A3/5 ve A3/6) ile hiperparazitik etki gosteren; 8 izolat (H1/2,H5/1,H7/1,H7/2,H7/3,H/10/1,H13/1 ve HI18/2)
se¢ilmiglerdir. Yontem boliimiinde aciklandigi sekilde yapilan saksi testlerinde bitkiler, 0-10 skalasina gore
degerlendirilmiglerdir. Bu degerlendirme sonuglari Cizelge 3 ve Sekil 4’de verilmektedir. Denenen izolatlar
igerisinde en yiiksek etkililik H1/2 (%54.79) numarali izolatta gorillmiistiir.

Cizelge 3. Saks1 denemesinde marul bitkileri iizerinde antagonistik funguslarin etkileri

Karakterler Hastalik saglam yaprak  Etkililik  Karakterler — Hastalik Saglam yaprak  Etkililik
siddeti* sayisl (%) sidd.% say1s1 (%)
(%)
Kontrol (+) 81.10 ab 9 - H7/1 79.99 ab 3 1.36
Kontrol(iprodione)  64.44 ab 10 20.54 H7/2 79.99 ab 10 1.36
Al/1 56.66 bc 12 30.13 H7/3 84.44 b 8 0
H1/2 36.66 C 21 54.79 H10/1 66.66 ab 10 17.80
A3/5 73.33ab 14 9.58 H13/1 86.66 a 18 0
A3/6 72.22 ab 9 10.94 H18/2 76.66 ab 9 5.47
H5/1 59.99 abc 17 26.02

*Ortalamalar Duncan (P <0.01) testine gére ayrilmistir.
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In-vitro ve yar1 in-vivo kosullarda en virulent izolat ve aday antagonistler belirlenmistir. Bu testlerden sonra,
aday antagonistlerin segilen virulent S.sclerotiorum’ile etkilesimlerinin incelemek amaciyla, iklim odasi
kosullarinda saksilarda yetistirilen marul bitkileri ile testler gergeklestirilmistir. Bu testler sonucunda genus
diizeyinde tanilamalar1 yapilan iki izolattan hiperparazitik etki gosteren ve Gliocladium spp. olarak tanilanan H1/2
izolat ile antiobiosis etkiye sahip Fusarium spp. olarak tanilanan A1/l izolatlar1 hastalik siddetini kontrola gore
sirastyla %54.79 ve %30.13 oraninda baskilayan bir biyoetkinlik ortaya koymuslardir.

TARTISMA

Diinyada ve Ulkemizde gerek agik alanda gerekse ortii altinda yetistirilen marul bitkilerinin en &nemli
sorunlarindan birisi Sclerotinia tiirlerinin neden oldugu beyaz ciiriikliik hastaligidir. Bu hastalig1 olusturan etmenler
S.sclerotiorum ve S.minor olarak bilinmektedir. Hastalik etmenlerinin yiiksek oranda virulenslige sahip olmalart
nedeniyle, marul gibi suca zengin, yumusak govdeli olan bu sebze grubunda hastalik, bilyiik 6l¢iide zarar yapmakta
ve Uriinde nitel ve nicel kayiplara neden olmaktadir.

Sclerotinia hastaliklarinda, hastalik gelisimi i¢in sklerot yapilart son derecede dnemlidir. Bu yapilarin ortadan
kaldirilmasinin oldukg¢a zor olmasindan kaynaklanan ve sonraki bitki yetistirme periyotlarinda yeniden enfeksiyon
yapma Yyeteneginden dolay1 savagiminda giigliikler yasanmaktadir (Y1ldiz.,1969; Mert-Tiirk ve Mermer, 2004; Kara
ve ark., 2016; Soylu, 2011; Soylu ve ark., 2016).

Hastalik etmeninin polifag olmasindan ve ticari olarak bu hastalifa dayanikli gesit olmamasindan
kaynaklanan nedenlerle, savasimda daha ¢ok kimyasallar kullanilmaktadir. Kimyasal savasimda kullanilan
fungisitlerin toprakta parcalanmalari ¢ok hizli oldugu igin, sklerotlarin ortadan kaldirilmasinda ¢ok yeterli
olamamaktadir (Bardin and Huang.,2001). Bunun yanisira topraga uygulanan fungisitlerin toprak igerisindeki yararh
organizmalara olan olumsuz etkilerinden dolayi, Sclerotinia gibi toprakta yerlesen patojenleri etkili bir sekilde
baskilayacak biyolojik savagim calismalari on plana ¢ikmistir. Bu yonli ¢alismalardan, dnemli &lgiide etkili
olabilecek nitelikte mikroorganizmalar elde edilmistir.

Biyolojik savasim c¢aligmalarinda sklerotlar1 parazitleyerek c¢imlenmeyi Onleyen bazi mikrobiyal ajanlar
tizerinde ¢aligmalar yogunlagsmistir. Bu mikroorganizmalar igerisinden Coniothyrium minitans, Gliocladium spp. ve
Trichoderma spp gibi fungal antagonistler, lizerinde en ¢ok ¢aligma yapilanlar arasinda sayilabilir. Bu funguslar
icerisinde C.minitans, ticari olarak Contans WG adu ile formiiliize edilmistir (Budge and Whipps., 2001; Zeng et al.,
2012).
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Calismamiz, bu patojeni 6nlemeye yonelik olarak, yararli mikroorganizmalarin etkinliklerinin incelendigi bir
biyolojik savasim calismasidir. Bu amagla ilk asamada izmir ve Balikesir illerine bagl ilgelerinde ortii alt1 veya
acikta marul iiretimi yapilan alanlar gezilmis ve hastalik belirtisi gosteren drnekler toplannustir. Orneklemede farkli
marul ¢esitlerinden (gobekli, kivircik ve iceberg gibi) bitki Ornekleri toplanmistir. Vegetasyonun farkli
dénemlerinde toplanan bitki 6rneklerinden S.sclerotiorum izolasyonlar1 yapilmistir. Bu izolasyonlar sonucunda elde
edilen patojen izolatlar icerisinden en yiiksek virulenslige sahip izolati belirleyebilmek i¢in koparilmis yaprak
testleri yapilmigtir. Patojenisite testlerinde 16 S.sclerotiorum izolati marul yapraklari iizerinde inokule edilmistir.
Yapraklar iizerinde geligen lezyonlar ¢ap olgiimleri ile degerlendirilmis ve izolatlar izolatlar karsilagtirilmistir.
Yaprak testlerinde Torbali 2 (TRB-2) izolati, en yiiksek hastalik siddeti gosteren izolat olmus ve diger testlerde
kullanilmak tizere segilmistir.

Ikinci asamada, marul yetistirilen alanlarda bu kez saglikli bitkilerin bulundugu topraklardan érnekler alinmisg
ve bu topraklarin igerisine secilmis patojen izolattan elde edilen sklerotlar gomiilmiistiir. Bu sekilde sklerotlar,
antagonistleri yakalamak amaciyla tuzak olarak kullanilmistir. Bu sklerotlar daha sonra topraktan geri alinmis ve
uygun besi yerlerinde kiiltiire alinarak, {izerlerinde gelisen olas1 parazitler saptanmustir (Grazia-Garza et al., 1997).

Sonraki asamada, sklerotlar {izerinden alinarak saflagtirmalar yapilmistir. Elde edilen funguslar Trichoderma
spp., Gliocladium spp., Fusarium spp., Myrothecium spp., Aspergillus spp.gibi 30 kadar farkli fungal genusa bagh
izolat, patojene olan biyolojik etki sekline gore incelenmislerdir. Etki bigimlerinin arastirildigi bu testlerde, izolatlar
petri kaplarinda patojenik izolat ile karsilikli ekilmis, patojen fungusun petriyi doldurdugu siire sonunda gelisen
kolonilerdeki etkilesimler antibiosis ve hiperparazitik etki olarak ayrilmiglardir (Rodriguez et al., 2011). Bu izolatlar
icerisinde 6 izolat, petri testlerinde 7-10 mm den daha fazla inhibisyon zonu olusturarak kuvvetli antibiosis
gostermislerdir. Yine ayni testlerde 8 fungal izolatin, patojen fungusun {izerini tamamen Orterek, yiiksek oranda
parazitleme gosterdigi saptanmigtir. Bu izolatlarin Trichoderma spp. ve Gliocladium spp. gibi mikoparazit olarak
bilinen funguslar oldugu goériilmiistiir.

Mikoparazitik etkiye sahip antagonistlerin Sclerotinia hastaliklarinin engellenmesindeki etkileri iizerinde pek
cok caligma yapilmustir. Bu ¢aligsmalarda sklerotlar iizerinden izole edilen ve parazitik etki gdsterenler arasinda;
Coniothyrium minitans, Trichoderma sp. Gliocladium spp., Sporidesmium sclerotivorum, Clonostachys rosea bunlar
arasinda en ¢ok calisilan funguslardir (Tu., 1997; Jones et al., 1997;Bardin and Huang., 2001; Budge et al., 1995;
Kim and Knudsen.,2009; Elias et al., 2016; Rabeendran et al.,2006; Rodriguez et al., 2011). Baz1 bakteriyel
antagonistlerle de caligmalar bulunmaktadir ( Bonaldi et al., 2014; Huang et al., 1993).

Calismada daha sonra, izolasyonlar sonucunda elde edilen funguslardan 8 tanesi ile steril toprakta antagonizma
testi yapilmis ve sklerotlardaki 6liim oranlari saptanmustir. Bu testlerde hiperparazit etki gosteren Trichoderma spp.,
Gliocladium spp., genuslarindaki antagonistlerin toprak igerisindeki sklerotlarda parazitleme gerceklestirdikleri ve
bir Gliocladium spp. (H1/2) izolatinda geriye alinan sklerot sayilarinda azalma ile birlikte, %67.60 oraninda bir
parazitlik olusturdugu belirlenmistir.

Saks1 kosullarinda marul bitkileri ile yapilan in-vivo testlerde, cesitli kademelerde etki gosteren izolatlar
icerisinden antibiosis etki mekanizmasini gosteren dort izolat ile hiperparazitik etkiye sahip 7 izolatin hastalik ¢ikisi
iizerindeki etkileri aragtirtlmistir. Bitki dikiminden 40 giin sonra yapilan hastalik degerlendirmelerinde hastalik
siddeti ve etkililik oranlar1 saptanmustir. Buna gore, antibiosis etki gosteren Fusarium spp. (Al/1) kontrola gore
yapilan karsilagtirmada % 30.13 etki gosterdigi, buna karsin Gliocladium spp. (H1/2) antagonistinin %54.79 etkililik
orant ile S.sclerotiorum iizerinde bir engelleme olusturdugu saptanmstir. Patojenin dnlemesinde kontrol karakteri
olarak uygulanan fungisit (iprodione ), antagonistik organizmadan daha diisiik bir etkililik ( %20.54) gostermistir.

Trichoderma ve Gliocladium genusu iiyelerinin 6zellikle sklerotlar1 parazitleyen genuslar olduguna iliskin ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir. Bu arastirmalar, in-vitro, in-vivo saksi ve tarla denemeleri yapilarak denenmistir
(Chitrampalam et al., 2008; Rabeendran et al., 2006;Budge et al., 1995;Kim and Knudsen., 2009; Villalta et
al.,2012; daSilva et al., 2015).
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S.sclerotiorum, ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde hastalik olugturan bir patojendir. Literatiir kayitlarinda marulla
yapilan calismalar incelendiginde, bu hastaligin biyolojik savasgiminda bagta C.minitans (Rabeendran et
al.,2006;Budge and Whipps.,2001;Jones and Whipps.,2002; Jones et al., 2003; Chitrampalam., 2009), Trichoderma
spp. ve Gliocladium virens ( Tu., 1980; Budge et al.,1995;Rodriguez et al., 2011; Huang.,1980;Tozlu ve
Demirci.,2011) gibi antagonistik funguslarla yapilan ¢aligmalarin bulundugu ve arastirma sonuglarinda etkili
olanlarn bir boliimiiniin tarla kosullarinda da basarili sonuclar verdigi goriilmektedir. Benzer sekilde, lilkemizde
marulda S.sclerotiorum etmenine kars1 Bacillus spp. ve Pseudomonas spp ve Lysobacter spp. ait antagonistik bakteri
izolatlarmin kullanildigi biyolojik miicadele ¢aligmalari yapilmustir. S6z konusu izolatlarin in vitro ve in vivo
kosullarda hastalik ¢ikisini 6nemli diizeyde engelledigi, bazi bakteri izolatlarini fungus hiflerinde morfolojik
deformasyonlara neden oldugu, bazilarinin ise; sklerot ¢cimlenmesini tamamen baskildig1 belirlenmistir (Soylu,
2011; Kara ve ark., 2016; Soylu ve ark., 2016; Kara ve ark., 2017).

Tesekkiir

Bu arastirmaya maddi destek saglayan E.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine (2012 ZRF- 034
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