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Baz bitki aktivatorlerinin salata-marulda kursuni Kiif
hastali@ina (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) kars etkilerinin
arastirillmasi*

Umit ESER? Arzu COSKUNTUNA?

ABSTRACT

Investigation of effect of some plant activators against gray mould disease
(Botrytis cinerea Pers.:Fr.) on salad-lettuce

The effects of harpin protein and fermentation product of Lactobacillus acidophilus (LaFii-
be-mm), which were known as plant defence activators, were investigated under pot
conditions on grey mould disease on lettuce caused by Botyrtis cinerea Pers.: Fr., in this
study. A fungicide with active ingredient fenhexamide for comparison and two lettuce
cultivars Chianti and Yedikule were used through the experiments. Plant activator
applications were carried out at interval of fourteen days with five times using hand spray.
After the third application, spore suspension of pathogen (1x10° spore/ml) was inoculated to
the leaves of the plants. Harpin protein application reduced the disease incidence on cultivars
Chianti and Yedikule at the rates of 57.50% and 68.75%; LaFii-be-mm at the rates of 30%
and 57.50% respectively. Fenhexamid application had the highest effectiveness on both
cultivars (90% and 92.50% for Chianti and Yedikule, respectively). However, there were
statistically differences between activator applications and control treatment for disease
incidence on both cultivars. This study suggests promising results obtained with application
of two activators to prevent grey mould disease in lettuce.

Keywords: Lettuce, grey mould, Harpin protein, Lactobacillus acidophilus fermentation
product

1 25-29 Agustos 2014 tarihinde Istanbul'da diizenlenen 14. Uluslararas1 Akdeniz Ulkeleri Fitopatoloji
Dernegi (14th Mediterranean Phytopathological Union) Kongresinde bu calisma poster olarak
sunulmus ve 6zet olarak basilmigtir.

2T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Samsun

3 Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Tekirdag

Sorumlu yazar (Corresponding author) e-mail: acoskuntuna@nku.edu.tr

Alinig (Received): 28.03.2016, Kabul edilis (Accepted): 27.10.2016

359



Bazi bitki aktivatorlerinin salata-marulda kursuni kiif hastaligina (Botrytis cinerea Pers.:Fr.) karsi etkilerinin
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Bu ¢aligmada, bitki savunma aktivatorleri olarak bilinen harpin protein ve Lactobacillus
acidophilus fermentasyon iriinii (LaFii-be-mm)'niin saks1 kosullarinda, marulda Botrytis
cinerea Pers.:Fr., tarafindan olusturulan kursuni kiif hastaligina etkileri aragtirilmustir.
Denemelerde karsilagtirmak amaci ile fenhexamide aktif maddeli bir fungisit ve Chianti ve
Yedikule marul ¢esitleri kullanilmistir. Uygulamalar 14 giinliik araliklarla ve el piilverizatorii
kullanilarak 5 kez yapilmistir. Ugiincii uygulamadan sonra, 1x10° spor/ml yogunlugunda
kursuni kiif hastaligi etmenine ait spor siispansiyonu, bitkilerin yapraklarma inokule
edilmistir. Harpin protein uygulamasi Chianti ve Yedikule salata-marul ¢esitlerinde, hastalik
gelisimi tizerinde sirasiyla %57.50 ve %68.75 etkili olmustur. LaFii-be-mm uygulamasinda
bu etki her iki gesitte sirasiyla %30 ve %57.50 oranlarinda tespit edilmistir. Fenhexamide
uygulamasinda ise hastaligin gelisimi sirastyla %90 ve %92.50 oranlarinda engellenmistir.
Caligma sonucunda hastalik gelisiminin engellenmesinde iimitvar sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Marul, kursuni kiif, harpin protein, Lactobacillus acidophilus
fermentasyon {irlinii

GIiRiS

Kursuni kiif hastaligi etmeni Botrytis cinerea Pers.: Fr. [teleomorph: Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel] ¢ok yaygin olarak bulunan polifag bir fungustur.
Hastalik nedeniyle tek yillik ve ¢ok yillik plantasyonlarda iiriin kayiplari olusmakta,
marul en ¢ok etkilenen bitkiler arasinda yer almaktadir (Damgact ve Siirmeli 1996).

Bitki yetistirme ve koruma alaninda yeni bir yaklasim olan “bitki aktivatorleri” ile
bitki savunma mekanizmasi gii¢clendirilerek ekimden hasada kadar bitkilerin saglikli
bir sekilde yetistirilmesi amaglanmistir (Akbudak ve Tezcan 2006, Dereboylu ve
Tort 2010, Tosun ve Ergiin 2002).

Diinyada marulda fungal hastaliklar ile miicadeleye yonelik bitki aktivatorlerinin
kullanim agisindan yapilan ¢alismalara bakildiginda, acibenzolar-S-methyl (ASM)
en ¢ok uygulanan aktivatorler arasinda yer almaktadir. Bu aktivatoriin marulda
kiilleme, karnabahar, brokoli ve kabaklarda mildiyd (Peronospora parasitica)
hastaliklarin1 engelledigi bildirilmektedir (Matheron and Porchas 2000, 2003).
ASM’nin dogrudan antifungal etkiye sahip olmadigin1 ve sinyal nakil yolunda
salisilik asidi taklit ederek, sistemik kazanilmis dayanikliliga neden oldugu ise bagka
bir ¢alismayla bildirilmistir (Matheron and Porchas 2002).

Ulkemizde maruldan elde edilmis kursuni kiif izolatlar1 ile in vitro kosullarda yapilan
bir ¢alismada, Trichoderma harzianum KUEN 1585 ve Bacillus subtilis'in, tiim B.
cinerea izolatlarinin miselyal gelisimlerini tamamen (%100) engelledigi
belirlenmistir (Demir ve Coskuntuna 2009). Ayni ¢alismada, T. harzianum (T82) ve
T. viride (T84), B. cinerea izolatlarinin miselyal gelisimleri tizerine %68.7-73.85
arasinda degisen oranlarla etkili bulunmuslardir. Marulda sera kosullarinda, B.
subtilis ve T. harzianum'un ticari preparatlari ve bazi fungisitlerin tam ve yari
dozlarinin biyolojik preparatlarla birlikte olan uygulamalariyla kursuni kif
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hastaliginin kontroliinde basarili sonuglar elde edilmistir (Polat ve Cogskuntuna
2014).

Bitki aktivatorii olarak ruhsatli Lactobacillus acidophilus fermentasyon triiniiniin
(Crop-Set) etki mekanizmasi, salisilik asidin etki mekanizmasina benzerlik
gostermektedir. Bu aktivator, uyarilmig sistemik dayaniklilik (Induced Systemic
Resistance) gelisimi yoluyla hastalik kontroliinde bitkinin direncini arttirmaktadir.
Tosun ve ark. (2001) bu bitki aktivatoriiniin antagonist funguslar ve fungisitlerle
kombinasyonunun, domateste kursuni kiife (B. cinerea) kars1 etkilerini, serada
kontrollii kosullarda gerceklestirilen saksi denemeleri ile incelemisler, ayrica
peroksidaz enzim aktivitesi ile olan iligkilerini degerlendirmislerdir. Caligsma
sonucunda kursuni kiifiin en etkili kontrolii %84 ve %81 ile sirasiyla Trichoderma
harzianum (Trichodex) + Cropset ve cyprodinil + fludioxonil (Switch) + Cropset
kombinasyonu uygulamalarinda elde edilmistir. Bitkideki peroksidaz enzim
aktivitesi de sirasiyla %65 ve %78'lik artis ile uygulama sonuglarina paralellik
gOstermistir.

Crop-Set (LaFii-be-mm)’in ayrica bitkilerdeki biiyiime, yapragin oransal su igerigi
(RWCQC), klorofil fluoresansi (Fv/Fm), stoma iletkenligi ve toplam protein igerigi
tizerindeki etkisi de arastirilmug, bu bitki aktivatoriiniin domateste tuz stresine karsi
toleransta artig sagladigi belirtilmistir (Sekmen ve ark. 2005).

Kursuni kiif hastaligi ile in vitro kosullarda yapilan baska arastirmada ise, bitki
aktivatorlerinden harpin proteinin yani sira, gida katki maddelerinden sodyum
benzoat, propil paraben ve sorbik asit, ¢ilekten izole edilen iki B. cinerea izolati
tizerinde denenmistir. Gida katkilariin ve bitki aktivatorlerinin, fungusun miselyal
gelisimleri tizerinde farkli oranlarda engelleyici etki gosterdigi tespit edilmistir.
Harpin protein B. cinerea’nin ¢imlenmesi tizerine higbir etki gostermezken,
potasyum sorbat disindaki tiim maddeler farkli dozlarda ¢imlenmeyi engellemistir
(Y1ldirim and Yapict 2007). Ayn1 zamanda Fontanilla et al. (2005), domateste B.
cinerea’ya karsi dayanikliligin uyarilmasinda, harpin protein uygulanmis ve
uygulanmamug bitkilere Botrytis inokule ettiklerinde, domates bitkisinde kursuni
kiife kars1 dayaniklilik gelistigini saptamislar ve harpin protein kullanilarak fungisit
kullaniminin azaltilabilecegini ileri siirmislerdir.

Akbudak et al. (2006), biber bitkilerine (Capsicum annuum L. var. “Demre”,
“Yalova Charleston” ve “sar1 sivri”) harpin proteini uygulayarak, daha sonra
bitkilere B. cinerea inokiilasyonu yapmuslar ve vejetatif biiyiimenin ardindan
yapraklardaki toplam klorofil igerigi, yaprak rengi ve ¢iiriiyen meyveleri
belirlemislerdir. Calisma sonunda, B. cinerea ile inokiile edilmis, sadece “sar1 sivri”
¢esidinde bitki boyunun kisa oldugunu, harpin protein uygulamasi yapilan bitkilerin
vejetatif biiyiimesinin kontrole gore daha fazla oldugunu ancak, klorofil igeriginin
diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Meyvelerde goriilen bozulmanin ise, harpin
protein uygulamasi yapilan bitkilerde hastalikli kontrole gore daha az oldugunu
tespit etmislerdir. Aynmi arastirmacilar, serada yetistirilen biber bitkilerinde harpin
proteinin meyve kalitesi lizerine olan etkilerini inceledikleri diger caligmalarinda,
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harpin protein uygulamasinin meyve kalitesi {izerine pozitif etki yaptigini
belirtmislerdir (Akbudak et al. 2007).

Bu ¢aligmada farkli formiilasyonlara sahip bitki aktivatorii (harpin protein ve
Lactobacillus acidophilus fermentasyon {irlinii) uygulamalarinin iki ayri salata-
marul ¢esidinde (Yedikule ve Chianti), kursuni kiif (B. cinerea Pers.) hastaligina
karsi saks1 kosullarindaki etkileri aragtirilmstir.

Son yillarda bu konuda yapilan ¢aligmalarin pratikteki uygulamalarinin basariya
ulagsmast sayesinde, bitki aktivatorlerinin hastaliklar ile miicadelede dolayli bir
alternatif uygulama olarak, fungisit kullanimini azaltacak yonde 6nem kazanacagi
diistiniilmektedir.

MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, Namik Kemal Universitesi (N.K.U.), Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimiine ait iklim odasinda yiiriitiilmiistiir. Aragtirmada sertifikali Yedikule ve
Chianti salata-marul ¢esitleri kullamilmustir. Salata-marul fideleri Yalova ve
Bilecik'deki 6zel bir tarim firmasindan temin edilmistir. Deneme topragi olarak (1:3)
oraninda dere kumu ve torf karistmi hazirlanmistir. Denemede 19x17.5 cm
boyutlarinda 3 1 hacimli, plastik saksilar kullanilmistir. Toprak hazirligindan sonra,
fideler saksilara sagirtilmis ve can sular1 verilmistir.

Bitki aktivatorleri

Harpin protein aktif maddeli bitki aktivatorii olarak; Eden Bioscience firmasina ait,
Messenger TM ticari preparati, 1slanabilir kuru graniil formiilasyonunda, 1 g/100 ml
su ticari dozunda kullanilmustir.

Lactobacillus acidophilus fermetasyon iiriinii+besin maddesi+mineral madde aktif
maddeli bitki aktivatorii (LaFU-be-mm) olarak; Improcrop firmasina ait, Crop-set
(893,8 g/1) isimli ticari preparati, sivi formiilasyonda, 1 ml/2000 ml su ticari dozunda
kullanilmustir.

Karsilastirma fungisiti olarak ise kursuni kiif hastaligina kars1 onerilen fenhexamide
aktif maddeli bir fungisit secilmistir. Bu fungisit 0.5 ml/100 ml su dozunda
uygulanmustir.

Patojenisite testi

Bu test maruldan izole edilmis patojen bir B. cinerea izolatinin, denemede
kullanilacak farklt marul gesitlerine karsi da patojenisitesini belirlemek amaci ile
yapilmustir. B. cinerea izolatt DRBC agar iizerine ekilmis ve 25°C’de 7 giin siireyle
gelistirilmistir. Marul yapraklari, %1°lik sodyum hipoklorit bulunan kaba daldirilip,
cikarilarak yiizey dezenfeksiyonu yapilmis ve kurumaya birakilmistir. B. cinerea
kiiltiirinden 5 mm capindaki mantar delici ile agar diskleri, i¢inde steril ve
nemlendirilmis kurutma kagitlar1 bulunan plastik kiivetlerdeki steril ¢italar tizerine
yerlestirilen, marul yapraklari iizerine birakilmigtir. Yapraklar agar diskleri
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konulmadan 6nce bir bisturi yardimi ile hafifce yaralanmistir. Daha sonra kiivetler
hava almayacak sekilde kapatilmis, ayrica seffaf poset igerisine alinarak posetlerin
agz1 baglanmustir. Bir hafta sonra gelisen lezyonlarin ¢aplari dlgiilerek ortalamalari
alinmustir (Vallejo et al. 2003).

Saks1 denemeleri

Deneme tesadiif bloklari deneme desenine gore, her uygulama 4 tekerriirlii ve her bir
tekerriirde 5 saksi (her saksida bir bitki) olacak sekilde kurulmustur. Denemede
toplam iki farkli salata-marul cesidi i¢in 4 uygulamaya ait toplam 160 adet bitki
kullaniimustir.

Saksilar yaklasik 20°C sicaklik, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyotta (10.7
klux/giin 151kta), %60 nem degerlerindeki iklim odasinda tutulmustur.

Chianti ve Yedikule gesitlerine ait bitkiler sasirtildiktan bir hafta sonra aktivator
uygulamalarma baglanmigtir. Calismada ikiser haftalik ara ile 5 kez uygulama
yapilmistir. Fungisit ve aktivatorlerden hazirlanan siispansiyon ve soliisyonlar el
piilverizatori ile salata-marul yapraklarinin arka ve 6n yiizleri tamamen 1slanacak
sekilde tatbik edilmistir. Uciincii uygulamadan sonra, salata-marullara 1x10° spor/ml
yogunlukta hazirlanmig B. cinerea el piilverizatorii ile inokule edilmistir.
Inokulasyon islemi yapilirken, marullarin yapraklarina toplu igne ile minik yaralar
acilmigtir. Bitki aktivatorlerinin ve fungisit etkilerini karsilagtirmak amaci ile her bir
¢esit icin, yalnizca kursuni kiif inokulumunun sprey edildigi pozitif kontrol bitki
grubu (K+) ve fideden kaynakli bagka olumsuz bir etken olup olmadigini gézlemek
amaci ile de sadece saf su piskiirtiilen negatif kontrol grubu da (K-) denemede yer
almustir.

Saks1 denemelerinde, yaklasik 3 aylik bir siire sonunda hasta ve saglam bitkiler
sayilarak degerlendirme ve hasta bitkilerden re-izolasyon yapilmistir.

Istatistiksel analiz

Veriler varyans analizine tabi tutulup, ortalamalar arasindaki farkliliklar ise Duncan

Coklu Karsilagtirma testine (p=0.05) gore belirlenmistir (Yurtsever 1984).
SONUCLAR

Patojenisite testleri

Chianti marul ¢esidinde ortalama lezyon ¢ap1 5.5 cm olarak tespit edilirken,
Yedikule marul ¢esidinde ise 4.32 cm olarak Sl¢iilmistiir.

Bitki aktivatorlerinin etkisi

Chianti gesidinde kontrol saksilarindaki hastalikli bitkilere (%100) oranla, en diisiik
hastalik orani (%10) fenhexamide uygulamasinda goriilmiis, bunu sirastyla harpin
protein (%42.5) ve LaFii+be+mm (%70) takip etmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Chianti salata ¢esidinde bitki aktivatorleri ve fungisit uygulamalar1 sonucunda hasta
bitki oranlari (%).

Chianti ¢esidinde hastalik oranlar1 fungisit uygulamasina gore yiiksek olsa da her iki
bitki aktivatorii uygulamalarinda kontrole gore, diisiik oranda hastalik olugsmustur
(p<0.05), (Sekil 1).
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Sekil 2. Yedikule marul gesidinde bitki aktivatorleri ve fungisit uygulamalar1 sonucunda
hasta bitki oranlar1 (%).
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Yedikule ¢esidinde ise kontrol saksilarindaki hastalikli bitkilere (%100) oranla en
diisiik hastalik oran1 yine (%7.50) fenhexamid’de goriilmiis, kontrol saksilar ile bu
uygulama arasindaki farkliliklar istatistiki agidan énemli bulunmustur (p<0.05). Bu
cesitte harpin protein ve LaFU+be+mm iki bitki aktivatdriinde sirastyla hastalik
oranlar1 %31.25 ve %42.50 olarak kaydedilmis, bu oranlar kontrole kiyasla istatistiki
acidan 6nemli olmustur (p<0.05). Ancak uygulanan iki bitki aktivatorii arasinda
istatistiki olarak onemli bir farklilik bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 2).

Her iki ¢esitte de fungisit en yiiksek etkiyi gostermis olup, Chianti ve Yedikule
cesitlerinde harpin protein (sirasiyla %57.5 ve %68.75) ve LaFU+be+mm (sirasiyla
%30.00 ve %57.50) daha diisiik etkiler sergilemistir (Cizelge 1). Bununla birlikte
harpin proteinin Yedikule marul ¢esidinde %68.75 ile orta derecede bir etkiye sahip
oldugu goézlenmistir.

Cizelge 1. Chianti ve Yedikule salata ¢esitlerinde preparatlara ait etkililik degerleri (%).

Preparatlar Chianti Yedikule
Etki (%) Etki (%)
Fenhexamid 90.00 92.50
Harpin Protein 57.50 68.75
LaFU+be+mm (893.8g/1) 30.00 57.50
Kontrol - -
TARTISMA VE KANI

Denemede ele alinan Chianti ve Yedikule marul ¢esitlerinde B. cinerea izolatlari ile
yapilan patojenisite testleri sonucunda, etmenin Chianti ¢esidi yapraklari iizerinde
daha genis lezyonlar olusturdugu, Yedikule cesidine goére daha hassas oldugu
gbzlenmistir.

Her iki ¢esitte de B. cinerea enfeksiyonuna karsi yapilan bitki aktivatori
uygulamalar1 hassas gesit olarak nitelendirilen Chianti'de, Yedikule ¢esidine gore
daha diisiik oranda etkili olmustur.

Ulkemizde potasyum sorbat ve sodyum benzoat gibi baz1 gida katki maddeleri ile
birlikte harpin proteininin B. cinerea'nin in vitro kosullarda konidi ¢imlenmesi
iizerine etkilerinin test edildigi bir ¢alismada, harpin proteinin hi¢ bir dozunun spor
cimlenmesini engelleyemedigi belirlenmistir (Y1ildirim and Yapici 2007).

Caligmamizda ise, saksi kosullarinda marul bitkisine harpin protein uygulamasi
Chianti salata gesidinde %57.5 ve Yedikule marul ¢esidinde ise %68.75 oraninda
etkili bulunmustur. Harpin proteini s6z konusu hastalik etmenini in vitro kosullarda
engelleyemezken, saksi kosullarinda engelleyebilmesi, bu bitki aktivatoriiniin etki
mekanizmasindan kaynaklanmaktadir. Harpin protein, bitki biinyesine girdikten
sonra bitki reseptorleri tarafindan fark edilmekte ve bunun sonucunda birgok gen
harekete gecirilerek hastaliga kars1 dayanikliligi saglayan farkli biyokimyasal yollar
(salisilik ve jasmonik asit gibi) uyarilmaktadir. Dayanikli hale gecen bitki dolayli
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olarak hastalik etmenine kars1 da direng gostermektedir (Akbudak ve Tezcan 2006).
Akbudak et al. (2006)’un ti¢ farkli biber gesidinde uyguladiklari harpin proteinin,
bitki gelisme parametrelerini tesvik ettigi ve biberde kursuni kiif kaynakli ¢iirtiklitk
oranlarin1 da diislirdiigiinii tespit etmeleri, bu aktivatdr agisindan wmit var
goriilmektedir. Harpin protein ile yurt i¢i ve yurt disinda yapilan arastirmalar
incelendiginde, domates ve biber gibi sebzeler disinda, marulda B. cinerea’ya karsi
etkilerine yonelik yapilmis bir arastirmaya rastlanilmamistir (Akbudak et al. 2006,
Fontanilla et al. 2005).

Bu denemede ele alinan LaFU+be+mm’nin, iilkemizde ve yurt disinda yapilan
arastirmalarda, B. cinerea disinda elma kara lekesi (Venturia ineaqualis) ve mildiyo
(Peronospora parasitica) gibi farkli fungal hastaliklara kars1 etkinlikleri
degerlendirilmistir (Boyraz ve ark. 2006, Matheron and Porchas 2003). Ayrica ayni
aktivatoriin, bitkide biliylime ve gelisme parametreleri {izerindeki etkileri de
incelenmigtir (Tiirkiisay et al. 2009).

Bu ¢alismada kullanilan LaFU+be+mm igerikli bitki aktivatorii, Chianti ve Yedikule
salata-marul g¢esitlerinde harpin protein igerikli aktivatore oranla kursuni kiifu
onlemede daha diisiik bir etki gdstermistir. LaFU+be+mm’nin etki mekanizmasinda,
topraktaki mikrobiyal aktiviteyi degistiren, bitki biiyiimesi ve gelismesi igin yiiksek
performansli vitamin ve mineralleri dogal bir baglayici ve nitrojen katalizorii olarak
gorev yaptig1 belirtilmektedir. Harpin proteine oranla her iki ¢esitte de daha diisiik
etki elde edilmesi, muhtemelen farkli etki mekanizmasina sahip oluslarindan
kaynaklanmaktadir (Tosun ve Ergiin 2002).

Bu bitki aktivatoriiyle yapilmis olan arastirmalar incelendiginde, {ilkemizde
domateste kursuni kiife kars1 biyolojik preparatlar ve fungisitlerle farkli
kombinasyonlarda uygulanan LaFU+be+mm, hastaizi  6nlemede %81-84
oranlarinda basarili olmustur (Tosun ve ark. 2001). Yaptigimiz arastirmaya gore,
daha yiiksek oranlardaki bu etkinin, aktivatorlerin farkli kombinasyonlar seklinde
uygulanmasindan ileri gelmis olabilecegini diigiindiirmektedir.

Bu aragtirmadan elde edilen sonuglara gore kullanilan bitki aktivatérlerinin sera ve
tarla gibi dogal kosullarda denenmesi gerektigi, diisitk dozda fungisitlerle ya da
biyolojik preparatlarla hazirlanan kombinasyonlar seklinde uygulanmasi ile daha
basarili sonuglar alinabilecegi kanisina varilmigtir.
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