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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BURDUR VE DENIZLi ILLERI TUTUN FIDELIKLERINDE
BULUNAN PATOJEN VE MiKOPARAZIT PYTHIUM TURLERI
ILE MiKOPARAZITLERIN PATOJENLER UZERINDEKI
ETKINLIKLERI

Fatma KARABUGA

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dal

Damisman: Dog. Dr. Giirsel KARACA

Bu calismada, Burdur ve Denizli illerindeki tiitiin fideliklerinde ¢okerten hastaligina
neden olan Pythium tiirleri ile bunlara kars1 biyolojik etmen olarak kullanilabilecek
ayni cinse ait mikoparazit tiirlerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, 2009
Nisan ve Mayis aylart igerisinde sorveyler diizenlenerek hastalikli bitkilerin
bulundugu yerlerden bitki ve toprak 6rnekleri alinmistir. Tiitiin ekimi yapilan Burdur
ilinde bagli 1 ve Denizli iline bagli 12 ilgenin degisik kdylerinden tesadiifi olarak
secilen fideliklerden toplam olarak 85 6rnek alinmistir. Bitki ve toprak 6rneklerinden
yapilan izolasyonlar sonucunda, bitki drneklerinden 30, toprak drneklerinden ise 482
olmak iizere toplam 512 Pythium izolati elde edilmistir. izolatlarin klasik ve
molekiiler yontemlerle teshisi sonucunda elde edilen tiirler; P. acanthophoron, P.
deliense, P. echinulatum, P. HS grup, P. lycopersicum, P. oligandrum, P.
paroecandrum, P. rostratum ve P. ultimum var. ultimum’dur. izolat sayis1 en fazla
olan tiir P. deliense iken, en diisiik izolat sayisi P. oligandrum’a aittir. Patojenite
denemeleri sonucunda hiyar ve tiitiin fidelerinde ¢ikis Oncesi ve ¢ikis sonrasi
¢okertene neden olan, virulensi en yiiksek tiir P. deliense olmus, mikoparazit olarak
bilinen P. oligandrum ise virulensi en diisiik tiir olarak belirlenmistir. Mikoparazit
olabilecegi diistiniilen tiirlere ait izolatlarla patojen izolatlarin in vitro ‘da
etkilesimini belirlemek amaciyla ikili kiiltiir yontemi kullanilmis ve mikoparazit
olarak degerlendirilen tiim izolatlar P. deliense haricindeki patojenler iizerinde etkili
bulunmustur. Mikoparazitler iginde en yiiksek etkinligi P. lycopersicum’a ait bir
izolat gostermistir. Bu ¢alisma ile P. acanthophoron, P. echinulatum, P.
lycopersicum, P. oligandrum ve P. rostratum tiitiinlerden ve topraktan ilk defa
bildirilmektedir. Ayrica P. echinulatum Tiirkiye i¢in ilk kayittir.

Anahtar Kelimeler: Nicotiana tabacum L., Pythium spp., ¢okerten, mikoparazitik
etki, biyolojik miicadele.

2011, 76 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

PATHOGENIC AND MYCOPARASITIC PYTHIUM SPECIES IN TOBACCO
NURSERIES OF DENIZLi AND BURDUR PROVINCES AND
EFFICIENCIES OF MYCOPARASITIC SPECIES AGAINST PATHOGENS

Fatma KARABUGA

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Plant Protection Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giirsel KARACA

The aim of this study was to determine the pathogenic Pythium species causing
damping off disease on tobacco seedlings in Burdur and Denizli provinces and also
the mycoparasitic species which can be used against pathogenic ones. Plant and soil
samples were obtained by surveys performed in April and May 2009. Total of 85
samples were taken from one district of Burdur province and 12 districts of Denizli
province. As a result of isolations from the samples, totally 512 isolates, 30 of which
from diseased plants and 482 from soil samples, were obtained. By using classical
and molecular identification methods, isolates were identified as; P. acanthophoron,
P. deliense, P. echinulatum, P. HS grup, P. lycopersicum, P. oligandrum, P.
paroecandrum, P. rostratum and P. ultimum var. ultimum. P. deliense was the most
common species, while less number of isolates were belonged to P. oligandrum. As a
result of pathogenicity trials, P. deliense was found to be the most virulent pathogen
causing pre emergence and post emergence damping off on cucumber and tobacco
seedlings. P. oligandrum was the least virulent species. Dual cultures were used to
determine the in vitro mycoparasitic activity of promissing isolates against
pathogenic ones. All of the tested isolates were found to have mycoparasitic activity
against all pathogenic species except P. deliense. Highest mycoparasitic activity was
determined with one P. lycopersicum isolate. This is a first report of P.
acanthophoron, P. echinulatum, P. lycopersicum, P. oligandrum and P. rostratum
from tobacco plants or soils and also of P. echinulatum for Turkey.

Key Words: Nicotiana tabacum L., Pythium spp., damping off, mycoparasitic
activity, biological control.

2011, 76 pages
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1. GIRIS

Tiitin (Nicotiana tabacum L.), Solanaceae familyasina ait olup yapraklari sigara
yapiminda ve bir ¢ok alanda kullanilan tek yillik otsu bir bitkidir. Tiitiin daha ¢ok
keyif verici bir bitki olarak kullanilmasina ragmen tohumlarindaki yag orani
yiiksektir. Tohumlardaki yag miktar1 % 35-45 olup zehirli madde tasimadigr igin
boya ve sabun sanayinde kullanilmaktadir. Yapraklarinda bulunan bazi maddeler;
zamk, nisasta, tanen, regine ve alkoloidlerdir. Bu alkoloidlerden en fazla bulunan
nikotindir.  Nikotinin siilfat tuzlar1 zirai miicadelede insektisit olarak

kullanilabilmektedir (Anonim, 2009).

Tiitlin, 60 ° kuzey ve 40 ° giliney enlemleri arasinda 80 ve 100 giinliik bir vegetasyon
stiresi boyunca yetistirilmektedir. Yapraklar1 degisik biiytikliiklerde, ¢igekleri ise mor
renkte ve genellikle salkim seklindedir. Tohumlar1 oldukga kiiciik ve agirlik olarak
0,07-0,09 g arasindadir. Genellikle ¢cimlenme 12-14 °C’de gergeklesirken, cimlenme
sonrasinda da gelisebilmek i¢in 25-30 °C‘ye ihtiya¢ duymaktadir. Tiitlin iiretiminde
tohumlar ilk once fidelik yastiklarinda gelistirilerek tarlaya aktarilmaktadir. Fidelerin
saglikli gelismesi icin fidelik kosullar1 6nem tasimaktadir. Ozellikle kuzeyden gelen
rlizgara kapali, giineye bakan kisimlarda, havalandirma kosullar1 oldukga iyi olan ve
gecirgen topraklarda fidelik kurulabilmektedir. Tiitlin fideliklerinin kurulmasi ve
tohumlarin ekilmesi Mart-Nisan aylar1 igerisinde yapilmaktadir. Fideliklerde
dogabilecek hastaliklara karsi her yil fideliklerin farkli alanlarda olusturulmasi ve

topragin iyi bir sekilde dezenfekte edilmesi 6nerilmektedir (Anonim, 2000).

Tiitiin genellikle keyif verici olarak iiretilen 6nemli bir sanayi bitkisidir. Diinyada ve
tilkemizde tiitlin tiretimi tarimda 6nemli bir yere sahiptir. Diinyada tiitiin iiretimini
inceleyecek olursak 2003 yilindan itibaren tiitiin iireten ilk 5 iilkeden en fazla iiretimi
gerceklestiren Cin birinci sirada yer alirken, bunu Brezilya, Hindistan, ABD ve
Zimbabwe takip etmektedir. Diinya tiitiin tiretiminin % 67’lik bir kismin1 bu iilkeler
karsilarken, 2 487 578 ton yillik iiretim miktar1 ile Cin diinya tiitiin liretiminin %
39‘luk miktarini tek basina karsilamaktadir. Diinya iiretiminin % 2,3’iinii karsilayan

Tiirkiye ise 6. sirada yer almaktadir (Ersan, 2004).



18. yiizyildan itibaren iilkemizin bircok bolgesinde ve yoresinde tiitiin {liretimi
yapilmaktadir. Ulkemizde daha c¢ok toprak ozellikleri, iklim ve ekolojik ydnden
uyum saglayabilecek ¢esitler tercih edilmistir. Tiirkiye‘de iiretimi yapilan tiitiinlerin
% 98’1 sun—cured tipi olan oriental tiitiinler iken, % 2’si ise dark air—cured (sigar),
flue-cured (Virginia) ve light air—cured (Burley) tipi tiitiinlerdir (Sapan, 1997). Tiitiin
tretimi iklim ve toprak Ozellikleri nedeniyle Ege, Karadeniz, Marmara, Dogu ve
Gilineydogu Anadolu bolgelerinde yapilmaktadir. Tekel’in 2002 yilindaki verilerine
gore; tiitiiniin % 63’lik kism1 Ege bolgesinde, % 15’1 Glineydogu bolgesinde, %
14’1 Karadeniz bolgesinde, % 5’1 Marmara bolgesinde ve % 3’liik kismi ise Dogu
Anadolu bolgesinde iiretilmektedir (Giil ve Ataseven, 2004). Ulkemizde 1960
yilindan itibaren tiitiin {retiminde gerceklesen artistan dolayi, 1994 yilina
gelindiginde iiretim ihtiyacin {lizerinde oldugu i¢in {riin fazlalig1 ortaya ¢ikmis ve
tiretimde kisitlama yoluna gidilerek kota uygulamasina gecilmistir (Cizelge 1.1)

(Anonim, 2004; Anonim 2010).

Cizelge 1.1. Tiirkiye geneli tiitiin liretim alanlar1 ve miktarlari

Yillar Ekilen Alan | Hasat Edilen Uretim Verim
(dekar) Alan (dekar) (ton) (kg/da)
2000 2.365.690 2.365.690 200.280 85
2001 1.957.700 1.957.700 144.786 74
2002 1.910.000 1.910.000 152.856 80
2003 1.830.430 1.830.430 112.158 61
2004 1.927.100 1.927.100 133.913 69
2005 1.853.420 1.853.420 135.247 73
2006 1.461.669 1.461.669 98.137 67
2007 1.449.041 1.449.041 74.584 51
2008 1.468.741 1.468.741 93.403 64
2009 1.161.433 1.161.433 81.053 70

Titiin tiretimi {ilkemizde en fazla Ege bolgesinde gergeklestirilirken, en az tiretim ise
Marmara bolgesinde yapilmaktadir (Karabagh ve Alpkent., 1997). Tiirkiye’de Ege

bolgesi iiretim miktari, iretim alan1 ve ihracatta ilk sirada yer almasi nedeniyle tiitiin



iiretim agisindan 6nemli bir bolgedir (Cikin ve Isikli., 1990). Ege bolgesinde tiitiin
tiretimi yapilan iller; Aydin, Denizli ve Manisa’dir (Anonim, 2009). Bolgede tiitiin
tiretiminin en fazla yapildig1 il Denizli’dir (Sekil 1.1). Bunun yanisira Burdur’un
bucak il¢esinde adaptasyon ¢aligmalar: siirdiiriilen Virginia ¢esidinin bdlgeye uyum
saglamasiyla liretim artmus, fakat daha sonra kota uygulamasi ile birlikte bu yorede

tiitiin iiretimi azalmaya baglamistir (Sapan, 1997).

Tiitiin Uretim
Merkezleri
metingulesci

Sekil 1.1. Denizli ili haritasi ve tiitlin liretimi yapan ilgeleri

Kaliteli tiitiin iiretimi yapabilmek icin fidelikten tarlaya aktarilmaya kadar olan
siirede, fidelerin saglikli bir sekilde yetistirilmesi Onemlidir. Fideliklerde toprak
kokenli bazi funguslar, ¢ikis Oncesi veya ¢ikis sonrast g¢okerten hastaliklarini
olusturarak fide kayiplarina neden olmaktadir. Bunlar arasinda; Pythium spp.,
Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Alternaria spp., Phytophthora spp. ve Sclerotinia
sclerotiorum bulunmaktadir. Bu patojenler i¢inde, Pythium ve Phytophthora tiirleri
ozellikle 6nem tasimakta ve iiriin kayiplarina neden olmaktadir (Van West et al.,

2003).



Titiin fideliklerinde fide {iretiminde ve tarlaya aktarilma asamasinda fideler {izerinde
birka¢ patojenin etkili oldugu bildirilmistir. Bunlardan P. aphanidermatum (Edson)
Fitzp, P. debaryanum Hesse ve P. ultimum Trow’un ¢ikis oncesi ¢okertene neden
oldugu, Rhizoctonia solani Kuhn’nin ise genellikle ¢ikis sonrasi ¢okertene neden
oldugu belirtilmektedir. Tiitiin iiretim alanlarinda yaygin olarak bulunan diger iki
patojenden Fusarium oxysporum f. sp. nicotianae (Johns)’nin solgunluga, S.
sclerotiorum ‘un ise sap ve kok ciiriikliigiine neden oldugu belirlenmistir (Sumith et
al., 2002).

Bu calismada Burdur ve Denizli illerindeki tiitiin fideliklerinde ¢okerten hastaligina
ve fide kayiplarina neden olan patojen Pythium tiirleri ile bunlara kars1 biyolojik
savasta kullanilabilecek mikoparazit tiirlerin izole edilmesi, elde edilen izolatlarin
morfolojik ve kiiltiirel o6zelliklerinden yararlanilarak bunlarin  tanisi, tiitiin
fidelerindeki patojeniteleri ve in vitro kosullarda mikoparazit tiirlerin patojenik

tiirlere karsi etkinliklerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Ulkemizde tiitiin iiretiminde ¢esitli hastaliklar verimi ve kaliteyi olumsuz
etkilemektedir. Bunlar arasinda fide doneminde goriilen ¢okerten hastaligi, fide
kayiplarina, sagliksiz fidelerin gelismesine ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Cokerten hastaligi tohumun ¢imlenmesinden fidelerin tarlaya sasirtilmasina kadar
olan tiim doénemlerde goriilebilir. Fideler kok bogazindan incelmeye baslar, govdeyi
tastyamaz hale gelir, daha sonra bu fideler kurur ve Oliir. Cokerten hastalifina
Pythium spp., Rhizoctonia spp., Phytophthora spp., Alternaria spp., Fusarium spp.
ve Sclerotinia sclerotiorum (Lib) gibi toprak koékenli funguslar neden olmakla
birlikte, bunlar i¢inde en onemli grubu Pythium tiirleri olusturmaktadir (Giingor,

1999).

Ozellikle agr, 1slak toprak kosullarinda siddetli zarara neden olan Pythium tiirleri,
saprobik yasama yeteneklerinin yiiksek olmasi sebebiyle, konukcularinin olmadigi
donemlerde bile toprakta uzun yillar canliliklarini siirdiirmektedirler (Hendrix and

Campbell, 1973).

Genis bir konukgu dizisine sahip olan Pythium tiirleri; degisik bitkilerde tohum, kok,
kok bogazi, govde ve meyve ciiriikliigii, ¢ikis oncesi ve ¢ikis sonrasi ¢okertene,
bitkisel iiretimi olumsuz etkileyerek liriin kayiplarina neden olmaktadir (Plaats-

Niterink, 1981).

2.1. Pythium Tiirlerinin Genel Ozellikleri ve Konukculari

Pythium cinsi asagidaki taksonomik kategorilerde yer almaktadir (Kirk et al., 2001):
Alem: Chromista

Boliim: Oomycota

Smif: Oomycetes

Takim: Pythiales

Familya: Pythiaceae

Cins: Pythium



Pythium cinsine baglh bitki patojenleri genelde gen¢ ve sulu bitki dokularini tercih
ederler. Bu nedenle geng bitkilerin koklerini, daha yasli bitkilerin kok uglarini, sulu
meyve ya da gévde dokularini enfekte ederler. Tohumu ve geng kokleri enfekte eden
fungus daha cok fideliklerde goriilen ¢ikis ya da ¢ikis sonrasi ¢okerten hastaligina
neden olur. Gelismis bitkilerde ise kilcal koklerde ciiriiklik meydana getirerek
sagliksiz gelismeye ve bunun sonucunda da verimde azalmaya neden olurlar.
Genelde kok patojenleri olarak bilinmekle birlikte bazi bitkilerde sik ekim ve asir1
sulama yapildiginda gévde ve yapraklar1 da enfekte edebilirler. Biber ve kabakgil
meyvelerinde de hasattan sonra tasima ve depolama sirasinda yumusak ¢iiriikliige

neden olurlar (Walker, 1950; Hendrix and Campbell, 1973; Agrios, 1988).

Pythium tiirlerinin konukgu seciciligi yok denecek kadar azdir. Genellikle tek yillik
otsu bitkilerde enfeksiyona neden olurlar. Bu yilizden birgok bitkinin fidelik
doneminde cikis oncesi ve ¢ikis sonrasi ¢okerten dikkat ¢ekmektedir. Konukgulari
arasinda; bugday (Chamswarng and Cook, 1985; Lipps and Bruehl, 1978; Fukui et
al., 1994; Abdelzaher et al., 1997), baklagiller (Lumsden et al., 1976; Pieczarka and
Abawi, 1978; Matoba et al., 2008; Escobar et al., 1967), celtik (Webster et al., 1970;
Cother and Gilbert, 1993), elma (Padel, 1984), havu¢ (Mc Elroy et al., 1971), kavun
(Amann and Gubler, 1988; Cara et al., 2008), misir (Rao et al., 1978; Xu and Zhang
1985; Abdelghani et al., 2004), seftali (Biesbrock and Hendrix, 1970; Abdelghani et
al., 2004), sekerpancar1 (Vestberg et al., 1982, Tepedelen, 2008), tiitiin (Uozumi et
al., 1980; Chakravarty, 1990; Devaki et al., 1991; Hatat, 1995; Anderson et al., 1997;
Jackisch- Matsuura and Menezes, 1999a; JiaHe, 1998; Sumith et al., 2002; ZhiMin et
al., 2009; Sigobodhla et al., 2010) bulunmaktadir. Bunlardan baska yem bitkileri, ¢im
bitkileri, siis bitkileri ve ayrica orman agaglarinda da zarar yapabilmektedir (Bolton,

1981; Watanabe, 1988; Nelson and Craft, 1991; Abad et al., 1994).

2.2. Pythium Tiirlerinin Tiitiinde Neden Oldugu Hastaliklar ve Miicadelesi

Pythium tiirlerinin tiitiinlerdeki zararina ve bunun miicadelesine yonelik ¢aligmalar

oldukca fazladir. Japonya’da tiitlinlerde yaprak lezyonu seklinde goriilen hastaligin

etmeni olarak P. aphanidermatum (Edson), P. debaryanum (Hesse), P. myriotylum



(Drechsler) ve P. ultimum (Trow) hastalikli bitkilerden izole edilmislerdir. Patojenite
denemesinde tiirlerin hepsinin virulent oldugu ve geng tiitiin fidelerinde yaslhilara

nazaran daha siddetli belirtiler olusturduklari tespit edilmistir (Uozumi et al., 1980).

Kanada’da ise tiitiinlerde ¢oOkerten hastaliginin yaygin oldugu ve hastaliga P.

aphanidermatum’un neden oldugu belirlenmistir (Chakravarty, 1990).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada, P. myriotylum, tiitiinlerde ciddi boyutta zarara
neden olan patojen bir tiir olarak belirlenmistir. Patojenite denemelerinde etmenin
viriilensinin P. aphanidermatum ‘dan bile yiiksek oldugu tespit edilmistir (Devaki et
al., 1991).

Yapilan bir calismada ticari olarak satiga sunulan toprak karisimlarinin bulasik olup
olmadig1 incelenmistir. Saks1 denemesinde ticari turba topragi iceren ortama tiitiin
fideleri ekilerek solgunluk ve sararma belirtileri goriilen bitkilerden izolasyonlar
yapilmis, hastalikli bitki 6rneklerinden P. aphanidermatum izole edilmistir. Rastgele
secilen 7 farkli toprak karisimindan segici ortama yapilan izolasyonlar da ise; P.
aphanidermatum, P. irregulare (Buisman), P. spinosum (Sawada), P. oligandrum

(Drechsler) ve P. splendens (Braun) elde edilmistir (Spurr and Shew, 1995).

Ulkemizde tiitiin ekilis alanlarinda ¢okerten zarar1 oldukga yaygmdir. Ancak
hastaliga neden olan etmenlerin belirlenmesine ve bunlarin biyolojik miicadelesine
yonelik ¢alisma yok denecek kadar azdir. Samsun’da yapilan bir ¢alismada tiitiin
fideliklerinden alinan bitki ve toprak oOrneklerinden P. deliense (Meurs), P.
hydnosporum (Mont.), P. monospermum (Pringsh), P. paroecandrum (Drechsler),
Pythium sp. (F- group), P. torulosum (Coker & Patterson), P. ultimum var.
sporangiiferum (Drechsler) ve P. ultimum var. ultimum (Trow) izole edilmis, tiitiin
fidelerinde virulensi en yiiksek tiirtin P. monospermum oldugu belirlenmistir. Etmen
cikist tamamen engelleyerek biitiin tekerriirlerde ¢ikis Oncesi ¢okertene neden
olmustur. P. deliense, P. hydnosporum, P. paroecandrum, P. sp. (F-group), P.

torulosum, P. ultimum var. sporangiiferum ve P. ultimum var. ultimum ise ¢ikis1



onemli oranda azaltmislar ve c¢ikis sonrasi ¢okertene neden olmuslardir (Hatat,

1995).

Giiney Carolina’da tiitiin fideliklerinden yapilan izolasyonlarda P. myriotylum elde
edilmigtir. Titiin fidelerini enfekte eden etmenin yogunlugunun bulagik ortamlardan
ya da sudan veya uygun olmayan koruma yontemlerinden kaynaklandigi ileri
stirilmiisttir. Bu ¢aligma ile P. myriotylum Giiney Carolina’da tiitiin fideliklerinde ilk
kez belirlenmistir (Anderson et al., 1997).

Bir bagka ¢alismada P. aphanidermatum, P. ultimum ve P. torulosum ‘un morfolojik
ozellikleri ve esteraz bant ozellikleri ile tiitiindeki patojeniteleri incelenmistir. Tiitiin
kok bolgesinden ve topraktan 7 tane izolat elde edilmis, bunlarin P.
aphanidermatum, P. ultimum ve P. torulosum tiirlerine ait olduklar1 ve bunlardan
sadece P. aphanidermatum*un tiitiinlerde 6nemli derecede hastalik olusturdugu tespit

edilmistir (Jackisch-Matsuura and Menezes, 1999a).

Pythium tiirlerinin yayilmasinda su 6nemli bir faktor olarak dikkat ¢ekmektedir.
Yapilan bir ¢alismada tiitiin fideliklerinde sulama suyu sicaklifina bagli olarak
hastalik siddeti incelenmis ve 15 °C su sicakhiginda P. myriotylum‘un tiitiin

fidelerinde virulensinin diisiik oldugu tespit edilmistir (Fortnum et al., 2000).

Zimbabwe’de yapilan bir ¢alismada tiitiin bitkilerinde hastalik olusturan 15 Pythium
izolatinin simptomlar izlenmistir. Genellikle tohum ekiminden 5-6 hafta sonra 6nce
yapraklarda solma, sararma, koklerde ciirlime seklinde hastalik baglamis ve
enfeksiyonun siddetli oldugu durumlarda da tiitiin fidelerine 6liim goézlenmistir.
Ticari olarak {iretimi yapilan tiitlin fidelerinde hastaligin neden oldugu fide
kayiplariin % 70 oldugu rapor edilmistir. Ticari amagla yetistirilen 16 tiitiin
¢esidinin Pythium’a karsi duyarliliklarini belirlemek amaciyla iiretilen fidelerin her
biri i¢in Pythium (PY 19) izolatina ait inokulum tohumlarin ekiminden 9 hafta sonra
fidelerin gdvdelerinin dip kismina pipet yardimiyla uygulanmistir. ilk simptomlar
inokulasyondan 7-10 giin sonra yapraklarda sararma ve solma seklinde gozlenmis,

fideler ¢ekildiginde gdvdenin alt kisminda ve kdoklerde kahverengilesme ve ¢lirlime



goriilmiistiir. Bu calismada fidelerin 6liim oranlar1 % 29 olarak belirlenirken, tiitiin
cesitlerinde hastalik oraninin % 96-100 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
cesitler arasinda hastaliga duyarlilik bakimindan 6nemli bir farklilik olmadigin
ortaya koymustur. Bu c¢aligma ile Zimbabwe’de P. myriotylum’un tiitiinlerde
hastaliga neden oldugu ilk kez bildirilmistir (Sigobodhla et al., 2010).

Diinyada ve Ulkemizde ¢okertenle miicadele en ¢ok kimyasallarla yapilmaktadir.
Ancak asir1 ve bilingsiz kimyasal kullanimi1 ¢evre kirliligine neden olmaktadir.
Fideliklerde toprak dezenfeksiyonunda yaygin olarak kullanilan Metilbromitin de
yasaklanmasiyla alternatif yontemler ve bunlar arasinda da biyolojik miicadele 6nem
kazanmugtir. Pythium tiirlerine kars1 biyolojik savasta degisik etmenler denenmis ve

oldukg¢a basarili sonuglar alinmustir.

Nijerya’da Trichoderma harzianum (Kuen)’un kiiltiir filtrati, tiitiin tiretim alanlarinda
¢okertene neden olan Pythium aphanidermatum’un misel ve zoosporlarina karsi
denenmis, biyolojik etmenin fungusun g¢ogalma yapilarimin gelisimini engelledigi
belirlenmistir. Arastirma sonucunda; steril ve steril olmayan topraklarda ¢okertene
karsi T. harzianum’un biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Fajola et al., 1975).

Filipinler’de Kuzeybati ve Dogu Luzan kentinde tiitiin ekilen pek ¢ok araziden
yapilan sorveylerde topraktan ve parazitlenmis sklerotlardan yapilan izolasyonlarda
Trichoderma harzianum izole edilmistir. S6z konusu etmen tiitiinde ¢okertene neden
olan P. aphanidermatum ve S. rolfsii (Sacc.)'nin biyolojik miicadelesinde
kullanilmistir. Inokulum olarak celtik kepegi, celtik kabugu ve su (3:1:1,2)
karisiminda gelistirilen kiiltiirler saks1 denemesinde kullanilmistir. Hazirlanan toprak
karisimi  inokulum ile kanstirilarak tiitinde Trichoderma harzianum‘un P.
aphanidermatum ile S. rolfsii tizerindeki etkinligi incelenmistir. Ekimden 70 giin
sonra T. harzianum’un S. rolfsii sklerotlarin1t % 41-70 oraninda parazitledigi

saptanmustir (Truong et al., 1988).



Bir arastirmada, P. aphanidermatum ve P. myriotylum‘a kars1 Trichoderma
harzianum‘un antagonistik aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Etmenin
patojenlerin hiicre duvarmi yikima ugratan B-(1,3)- glucanase aktivitesi ile etkili
oldugu ve steril topraga uygulandiginda hastalik siddetini énemli oranda azalttig1

tespit edilmistir (Devaki et al., 1992).

Yapilan bir bagka ¢alismada P. ultimum var. ultimum ile P. oligandrum arasindaki
etkilesimler incelenmistir. Bu amagla s6z konusu tiirler ikili kiiltiire alinarak 15, 20,
25, 30 ve 35° C‘de inkiibasyona birakilmistir. Belirli bir siire sonra iki tiiriin gelisen
kolonilerinin karsilasarak birlesme zonu olusturduklari kisimdan alinan agar seridi
mikroskopta incelenerek degerlendirme yapilmistir. Deneme sonucunda, 20° C‘de
mikoparazitin etkisinin daha belirgin oldugu belirlenmistir. Ayrica geng hiflerin,
yaslt hiflere gore mikoparazite daha duyarl olduklar tespit edilmistir (Abdelzaher et
al., 1997).

Tiitinde Pythium ultimum‘a kars1 baz1 fungal ve bakteriyel antagonistlerin etkileri
incelenmistir. Tiitiin bitkisine yapay olarak inokule edilen P. ultimum‘a kars1 topraga
uygulanan Gliocladium catenulatum, Trichoderma viride (Pers), T. harzianum,
Bacillus subtilis, B. cereus ve B. thuringiensis‘in etkileri incelenmis, G. catenulatum,
T. harzianum ve B. subtilis topraktaki P. ultimum enfeksiyonunu 6nemli derecede
azaltmistir. Fakat tedavi amaclh kullanilan Ridomil MZ (Metalaxyl 8% + Mancozeb
64 %) ‘nin biyolojik etmenlerin etkisini azalttig1 belirlenmistir (Zazzerine and Tosi,

1997).

Cin‘de yapilan bir calismada, degisik bolgelerde bulunan tiitiin tarlalarindan 60
toprak 6rnegi alinmis, bunlardan 128 fungus izole edilmistir. Laboratuvardaki testler
sonucunda, bunlardan 34 izolatin 4 6nemli kok patojenine karsi antagonistik aktivite
gosterdigi saptanmustir. Patojenik; Phytophthora parasitica var. nicotianae (Ppn),
Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani (Kiithn) ve Thielaviopsis basicola
(Berk&Broome) tiirlerine kars1 Trichoderma, Gliocladium, Penicillium, Aspergillus,

Fusarium, Chaetomium ve Myrothecium cinsine ait 34 izolat denenmistir. Saksi
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denemelerinde bir Trichoderma izolatinin oldukga yiiksek mikoparazitik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (JiaHe, 1998).

Yapilan bir ¢alismada, P. torulosum zoosporu inokule edilen tiitiin fidelerine Bacillus
cereus UWSS kiltlir filtrati, yikanmis hiicreleri ve {rettigi antibiyotikler
(Zhwittermicin A ya da Kanosamine), saf kiiltiirii ve mutant1 uygulanmistir. Sonug
olarak yapilan biitlin uygulamalarin mikroskop incelemelerinde patojenin zoospor

aktivitesini engelledigi tespit edilmistir (Shang et al., 1999).

Biyolojik savasa yonelik baska bir ¢alismada; Trichoderma tiirlerinin, tiitiinde
hastalik olusturan Pythium aphanidermatum {tizerindeki etkinligi in vitro’ da ikili
kiiltiir metodu kullanilarak incelenmistir. Ayrica serada steril ve steril olmayan
topraga Trichoderma spp.‘nin konidi siispansiyonu (T. viride, T. harzianum, T.
koningii (Oudem) ve T. polysporum (Link) ) uygulanmis ve 24 saat sonra P.
aphanidermatum tiitiin bitkilerine inokule edilmistir. In vitro kosullarda tiim
Trichoderma tiirlerinin P. aphanidermatum‘un gelisimini engelledigi belirlenmistir,
fakat benzer sonuglar sera kosullarinda yapilan gozlemlerde elde edilememistir.
Bununla birlikte, steril toprakta Trichoderma tiirleri P. aphanidermatum‘dan 24 saat
once topraga uygulandiginda sonuglar daha iyi olmustur. Trichoderma tiirleri i¢inde
en iyi sonucu T. koningii vermis, biyolojik etmenin uygulanmasiyla bitkilerin %

58.3U canli kalabilmistir (Jackisch-Matsuura and Menezes, 1999b).

Tiitlindeki baslica fungal hastaliklarin biyolojik savasi ile ilgili olarak yapilan bir
aragtirmada; secilen 18 Trichoderma izolati, 5 fungal patojen tizerine ikili kiiltiirde
uygulanmistir. Biitiin izolatlarin Colletotrichum gloesporioides (Penz), Pythium spp.,
Alternaria alternata (Keissl), Phytophthora parasitica var. nicotianae ve
Rhizoctonia solani (Kiihn)‘nin gelisimlerini rekabet, antibiosis, ve hiperparazitizm
yoluyla engelledigi tespit edilmistir. Yukarida adi gecen biitiin patojenlere karsi
TR13 izolatinin yiiksek derecede antagonistik etki gosterdigi saptanmistir (MeiYun
etal., 2001).
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Cin’de yapilan bir ¢alismada tiitiin arazilerinde yapilan sorveyler sonucunda alinan
toprak orneklerinden izolasyonlar yapilmis ve Pythium tiirleri igerisinde en fazla P.
aphanidermatum izole edilmistir. Patojenite denemelerinde bu tiiriin tiitiin, hiyar ve
biber bitkilerini enfekte ettigi gdzlenmistir. Daha sonra P. aphanidermatum tizerinde
ikili kiiltiir yontemi ile Trichoderma harzianum (TGY040604) izolatinin aktivitesine
bakilmistir. S6z konusu izolatin Pythium aphanidermatum‘un gelisme oranini % 80
engelledigi, bu etkinin biyolojik etmenin sekonder metabolitlerinden kaynaklandig:
belirlenmistir. Saks: denemeleri sonucunda Trichoderma harzianum izolatinin
titlinlerde ¢oOkertene neden olan P. aphanidermatum‘u % 65 engelledigi ve
Metalaxyl+Mancozeb karsimindan bile daha etkili oldugu saptanmistir (ZhiMin et
al., 2009).

Bir bagka calismada, tiitiin fideliklerinde P. aphanidermatum‘a karsi mikorizal
funguslardan Glomus spp. ve Acaulospora laevis (Gerd & Trappe) ile
Mancozeb+Metalaxyl fungisit karisimi fidelere uygulanmistir. Uygulamalar
sonucunda P. aphanidermatum’un neden oldugu ¢okerten zararii; Glomus spp.’nin
% 31.33 oraninda, Acaulospora laevis’in % 63.33 oraninda, fungisit uygulamalarimnin
ise % 26.6 oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Mikoriza uygulanmayan kontrol de ise
hastalik oran1 % 100 olarak belirlenmistir. Boylece Glomus spp. tiitlin fidelerindeki
cokerten hastalifini azaltmada, fungisit uygulamasina gore daha etkili bulunmustur

(Subhashini and Padmaja, 2010).

2.3. Mikoparazit Pythium Tiirleri

Fideliklerde 6nemli kayiplara neden olan Pythium tiirlerine kars1 mekanik, fiziksel ve
kimyasal savas yontemleri kullanilarak ¢okerten zarari azaltilmaya calisilmistir. Son
yillarda kimyasal miicadele ilaglarinin yogun olarak kullanilmasi ile ilaglarin ¢evre
ve insan sagligi lizerindeki olumsuz etkilerine yonelik farkindalik artmis, buna baglh

olarak da biyolojik miicadele 6nem kazanmustir.

Pythium cinsi igerisinde patojen tiirler bulundugu gibi mikoparazit tiirlerin de oldugu

bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada Pythium oligandrum’un Pythium ultimum,
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Mycocentrospora acerina (Hartig) ve Rhizoctonia solani gibi konukgusu olan
funguslarin hiflerini parazitleyip antagonizm yoluyla etkili oldugu belirlenmistir.
Ayrica necrotropik  mikoparazitizm Pythium oligandrum’un ekolojisi ile
iligkilendirilmistir (Lutchmeah and Cooke, 1984).

Pythium tiirlerinden 6zellikle dikenli oogoniuma sahip olanlarin, bu tiire ait diger
funguslar iizerinde mikoparazitik aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Mikoparazit
tiirler arasinda; P. acanthicum Drechsler, P. acantophoron Sideris, P. oligandrum ve
P. periplocum Drechsler bulunmaktadir (Ribeiro and Butler, 1992; Jones and
Deacon, 1995).

P. oligandrum ve P. periplocum mikoparazitik aktiviteleri en iyi bilinen tiirlerdir.
Ozellikle P. oligandrum bircok bitki patojenine karsi biyolojik miicadelede
denenmistir (Lutchmeah and Cooke, 1985; Martin and Hancock, 1987; McQuilken et
al., 1990; McQuilken et al., 1992; Berry et al., 1993).

Yapilan bir ¢alismada, 11 farkli bitki tiiriiniin kok bolgesinde Pythium oligandrum’
un yogunluklar1 incelenmistir. Yar1 secici yontem kullanilarak izolasyonlar yapilmis
ve kok cevresinden yapilan izolasyonlarda fungus belirlenemezken koke yakin
kisimlardan yapilan izolasyonlarin biiyiik bir kisminda P. oligandrum elde edilmistir.
Farkli iirin tiirii ve c¢esitlerinden; kavun, karnabahar ve domates fidelerinin koke
yakin kisimlarindaki topraklarda P. oligandrum yogunlugunun daha fazla oldugu
belirlenmistir. Ayrica domates fidelerinin dikimi dncesinde ya da fideler dikildikten
sonra P. oligandrum oosporlari topraga karistirilmis, ayrica oosporlar tohum kaplama
seklinde de uygulanarak ekim yapilmistir. Sonug olarak ekim dncesi ve ekim sonrasi
uygulanan oosporlarin yogunlugunun tohum kaplama yontemine gore kok ¢evresinde
6 kat daha fazla oldugu tespit edilmis ve tohum kaplama yontemi etkisiz

bulunmustur (Al-Rawahi and Hancock, 1997).
Pythium oligandrum ¢ok sayida fungus tiiriiniin misellerini parazitleyerek etkili

olmaktadir. Danimarka’da yapilan bir arastirmada, Pythium oligandrum’ un dogal

populasyonunu arttirmak i¢in topraga mikoparazitin zoosporlar1 ilave edilmistir.
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Bunun sonucunda mikoparazit, Sclerotinia sclerotiorum (Lib) misel ve sklerotlarina
kolonize olarak topraktaki sklerot miktarinin azalmasini saglamistir. Ayrica patojene
ait kiigiik sklerotlarin mikoparazite kars1 biiyiliklere gore daha duyarli olduklari tespit

edilmistir (Madsen and Neergaard, 1999).

Konuk¢u ve mikoparazit arasindaki etkilesimi incelemek amaciyla yan kokleri
lizerine ve gevresine Pythium oligandrum uygulanmis Cucumis sativus (hiyar) ‘suyo’
cesidine ait fidelerin bulundugu topraga Pythium ultimum var. ultimum
bulastirilmistir. Yalnizca patojenin uygulandigi hiyar fidelerinde 2 giin sonra 6liim
gozlenirken, yalnizca mikoparazitin uygulandig bitkilerde 6liim gozlenmedigi gibi
aynit zamanda fide gelisiminin daha iyi oldugu tespit edilmistir. Her iki fungusun
uygulandig1 saksilarda ise fidelerin % 50’si canli kalmistir. Mikoparazit hiflerinin
genellikle kok yilizeyinde bulunduklar, patojen fungusun miselini tamamen
kaplayarak protoplazmanin yapisimi bozdugu belirlenmistir (Tomio and Takio,

1998).

Verticillium dahlia (Kleb)’nin mikrosklerot iiretimi ve gelisimini engellemek
amaciyla paraziti olan Pythium oligandrum ile in vitro’ da ikili kiiltiire alinarak
gelisimleri izlenmistir. Konukg¢unun mikoparazite karsi asir1 derecede duyarli oldugu
tespit edilmistir. iki fungusun etkilesiminde sicaklik ve topraktaki su miktarinin

onemli derecede etkili oldugu gozlenmistir (Al-Rawahi and Hancock, 1998).

Pythium acanthicum‘un patojen Pythium tiirlerine karst mikoparazitik aktivitesine
bakilmis ve etkili oldugu belirlenmistir. Mikoparazite en duyarli patojen tiiriin
Pythium rostratum (Butler), en dayanikli tiiriin ise Pythium aphanidermatum oldugu
bildirilmistir (Ali-Shtayeh and Saleh, 1999).

Pythium oligandrum antibiosis, parazitizm, besin rekabeti, enzim aktivitesi ve bitki

savunmasini tesvik etmek suretiyle farkli mekanizmalarla etkili olabildigi

bildirilmistir (Picard et al., 2000).
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Bunun yani sira bazi diiz duvarli oogoniuma sahip tiirlerde de mikoparazitik
aktiviteyi gérmek miimkiindiir. P. nunn Lifshitz ve P. mycoparasiticum Deacon diiz

duvarli mikoparazit tiirlerdendir (Deacon et al., 1991; Jones and Deacon, 1995).

Yine diiz duvarli olan P. paroecandrum musir, havug, seftali ve ¢am bitkilerinde
patojen olarak bildirilmekle birlikte, baglarda hastalik olusturan Botrytis cinerea

Fr.’ya kars1 mikoparazitik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Abdelghani et al., 2004).

Diger bir diiz duvarli tiir olan Pythium bifurcatum Paul bugday iiretim alanlarindan
izole edilmistir. Pythium bifurcatum’un baglarda kursuni kiife neden olan Botrytis
cinerea ile ikili kiiltiire alinarak etkilesimine bakilmis ve mikoparazitin patojen
tizerinde antagonistik etki gosterdigi ve patojenin gelisimini engelledigi

belirlenmistir (Paul, 2003).

Baglarda kursuni kiif hastaliginin etmeni olan Botrytis cinerea iizerinde antagonizm
yoluyla etkili olan ve patojenin gelisimini engelleyen diger diiz duvarli Pythium
tirleri; Pythium canariense Paul, Pythium citrinum Paul, Pythium contiguanum Paul
ve Pythium viniferum Paul’dur (Paul, 2000; 2002; 2004; Paul et al., 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Ve Toprak Orneklerinin Ahnmasi

Burdur ve Denizli illerindeki tiitiin ekilis alanlarinda ¢okerten hastaligina neden olan
etmenlerin belirlenmesi amaciyla, tiitiin fideliklerine soérveyler diizenlenerek
hastalikl1 bitkilerin bulundugu yerlerden bitki ve toprak ornekleri alinmigtir. Sorvey
caligmalar1 2009 Nisan ve Mayis aylar1 igerisinde tiitiin fideleri tarlaya aktarilmadan
once gerceklestirilmistir. Titlin ekimi yapilan Burdur iline bagli 1 ve Denizli iline
baglh 12 il¢enin degisik kdylerinden tesadiifi olarak segilen fideliklerden ornekler
alinmugtir. Ornek almacak fidelik sayisi, 2007 TUIK verilerine dayanilarak ilgelerin
tiitlin ekilis alanlarina gore belirlenmistir. Buna gore olanaklar 6l¢iistinde;

5000 dekardan az ekilisi olan il¢elerde 2,

5000-10 000 dekar arasinda ekilisi olan il¢elerde 4,

10 000-20 000 dekar arasinda ekilisi olan il¢elerde 6,

20 000-40 000 dekar arasinda ekilisi olan ilgelerde 8 ve

40 000 dekardan fazla ekilisi olan ilgelerden 10 tiitiin fideliginden bitki ve toprak
ornekleri alinmistir (Cizelge 3.1). Burdur ilinde sadece Bucak il¢esinde tiitiin ekilisi

oldugundan bu ilgenin degisik kdylerinde fazla sayida fidelikten 6rnek alinmistir.

Fideliklerde 6zellikle ¢ikis sonrasi ¢okerten belirtisi goriilen kisimlardan hastalikli
fideler kokleriyle birlikte c¢ekilmis, ayr1i ayri1 polietilen posetlere konulmus ve
etiketlenerek laboratuara getirilmistir. Toprak drnekleri ise tiim fideligi temsil edecek
sekilde farkli noktalardan ve topragin 10-15 cm derinliginden, birka¢ kg olacak kadar

alimmustir.

Birinci y1l yapilan sorveylerde toprak ve bitki 6rnegi alinamayan ilgelerden, 2010 yili
Nisan ve Mayis aylar igerisinde ikinci kez ¢ikilan sorveylerde eksik olan bitki ve
toprak oOrnekleri tamamlanmistir. Buna gore; Denizli iline baglh 12 ilgeden 69 ve
Burdur iline bagli 1 ilgeden 16 adet olmak iizere toplam 85 fidelikten bitki ve toprak

ornekleri alimmustir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Burdur ve Denizli illerine bagli ilgelerin tiitiin ekilis alanlari ile alinan
ornek sayilar

Tlceler Ekilis alam (da) Alinan ornek sayisi
Burdur
Bucak 1 062 16
Toplam 1 062 16
Denizli
Acipayam 19 153 6
Akkoy 89 000 10
Bekilli 5141 4
Beyagac 15 823 6
Bozkurt 10 000 4
Buldan 25451 5
Cal 30 000 5
Giliney 23 447 5
Kale 68 573 10
Merkez 3426 2
Serinhisar 2 601 2
Tavas 67 875 10
Toplam 360 490 69
Genel Toplam 361 552 85

3.2. Pythium Tiirlerinin Izolasyonu ve Teshisi

3.2.1. Kullanilan ortamlar

Hastalikl1 bitkilerden yapilan izolasyonlarda genel besi ortami olarak PDA (Patates
dekstroz agar), secici besi ortami olarak da VP3 kullanilmistir. Topraktan yapilan
izolasyonlarda ise yine Pythium tiirleri i¢in secici olma 6zelligi tastyan VP3 ortami
kullanilmistir. Izolasyonda ayrica toprak orneklerinin seyreltilmesi amaciyla %

0.2’lik su agar kullanilmistir. izolatlarin gelisme hiz ve tiplerinin belirlenmesinde
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CMA (Misir unu agar) veya PCA (Patates havug agar) ortami, mikoparazit izolatlarin
topraktan izolasyonunda ise 3P PCA ve 2P PCA ortamlar1 kullamlmustir. izolatlarin
teshisinde su kiiltliriinden yararlanilmis, bunun icin toprak ekstrakti hazirlanmistir.
Izolatlarin teshisinde klasik yéntem yaninda molekiiler yontemlerden yararlanilmus,
bu amacgla PDB (Patates dekstroz ortami), TBE (Tris Borat Edta) ve PCR karisimi
kullanilmistir. Mikoparazit ve patojen izolatlarin etkilesimlerinin incelenmesinde

SSEA (Aycicegi tohum ekstrakt agar) ortami kullanilmistir.

CMA (Misir unu agar) ortami:
Calismada Criterion marka (Hardy Diagnostics, USA) hazir CMA kullanilmistir. Bir
litre saf su i¢inde 17 gram ortam 1sitilarak eritilmis, daha sonra otoklavda 121° C’de

15 dakika steril edilerek soguyunca petrilere dagitilmistir.

PCA (Patates havuc¢ agar) ortamu:

Patates 20g
Havug 20g
Agar 15¢g
Saf su 11

Patates ve havug¢ rendelenerek kiiciik parcalara ayrildiktan sonra 1 litre saf su
icerisinde 10 dakika kaynatilip, tiilbentten siiziilerek saf su ile tekrar 1 litreye
tamamlanmistir. Daha sonra agar ilave edilerek otoklavda steril edilmistir (Plaats-
Niterink, 1981). Elde edilen izolatlarin saklanmasinda da PCA ortami kullanilmistir.
Hazirlanan ortam tiipler icerisine konularak steril edildikten sonra tiipler egilerek
donmas1 saglanmistir. Ayrica tiirlerin giinlilk gelisme hizlarimin 6lgiilmesinde de

PCA besi ortam1 kullanilmistir.
3P PCA: PCA ortami yukarda agiklandig1 sekilde hazirlanip steril edildikten sonra
ortam sicakligi 50° C’ye diistiigii zaman, bir litre ortam i¢in 50 mg polimiksin, 50 mg

penisilin ve 5 mg pimarisin konulmustur.

2P PCA: Yukarda agiklandig1 sekilde hazirlanan PCA ortamina sterilizasyondan

sonra 50 mg penisilin ve 50 mg polimiksin eklenmistir.
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PCR karisimi (50 pl)

10x PCR Buffer 5ul
MgCl, 5ul
10 mM dNTPs 1 ul
Primer 1 (20uM) 1 ul
Primer 2 (20 uM) I ul
DNA (50 ng) 1 ul
Taq DNA Polimeraz 0.5 ul
H,O 35.5 ul
PDA ortamu:

Calismada Merck (Germany) marka hazir patates dekstroz agar ortami kullanilmistir.
Bir litre saf su i¢inde 39 gram ortam 1sitilarak eritilmig, daha sonra otoklavda 121°

C’de 15 dakika steril edilerek soguyunca petrilere dagitilmistir.

PDB (Potato dextrose broth) ortami:

Patates 200 g

Glikoz 20¢g

1 litre saf su igerisine kiip seklinde dogranan patatesler 10 dk kaynatilarak siiziilmiis

ve 20 gr glikoz eklendikten sonra otoklavda steril edilmistir.

SSEA (Aycicegi tohum ekstrakt agar) ortami:

Aycicegi tohumu 100 g
Agar 17¢g
Saf su 11
Penisilin 50 mg

500 ml saf su igerisine 100 g ay¢icegi tohumu konularak 1 saat kaynatilip tiilbent
yardimiyla siiziilmiis, 1 litreye tamamlanan ortam igerisine agar eklenip 121° C’de
15 dakika steril edilmistir. Steril olan ortamin sicakligi 50° C’ye diistiikten sonra 50
mg penisilin ilave edilmistir (Ali-Shtayeh and Saleh, 1999).
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TBE (Tris Borat Edta)
IXTBE i¢in; 500 ml saf su igerisine kimyasallar tartilarak eklendikten sonra
manyetik karistiricida karistirilarak saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavda

steril edilmistir.

Boric asit 5.500 g
EDTA 0.744 g
Tris (Base) 10.77 g
Toprak ekstrakti:

Su kiiltiirlerinde kullanilan toprak ekstrakti; 15 gram bahge topragi 1 litre saf su
icinde 12 saat ¢alkalandiktan sonra, yine 12 saat kadar topragin dibe ¢dkmesi i¢in
bekletilmis ve daha sonra 2 numarali Whatman filtre kagidindan siiziilerek otoklavda

steril edilmek suretiyle hazirlanmistir.

VP3 ortamu:

Cornmeal agar (Difco) 17¢
Agar (Oxoid) 23 ¢
Sakkaroz 20g
Thiamin HCI 100 mg
MgS0O4. 7H,0 10 mg
CaCl, 10 mg
Zn Cl, I mg
CuSOs4. 5SH,O 0.02 mg
MoOs; 0.02 mg
MnCl, 0.02 mg
FeSO4.7H,O 0.02 mg
Saf su 11

Ortam hazirlandiktan sonra otoklavda, 121° C’de 20 dakika steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda ortamin sogumasina yakin asagida verilen antibiyotikler
eklenmistir (Ali-Shtayeh et al., 1986).

Pimarisin 5 mg

Vankomisin 75 mg
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Penisilin 50 mg

PCNB (% 75) 100 mg
Rose Bengal 2,5mg
WA (Su agar) ortamu:

Topraktan yapilan izolasyonlarda toprak 6rneginin seyreltilmesi amaciyla % 0.2°lik
su agar kullanilmigtir. Bir litre saf su igerisine 2 gram agar eklenerek 121° C’de 15

dakika steril edilmistir (Hatat, 1995).

3.2.2. Pythium tiirlerinin hastalikh tiitiin fidelerinden izolasyonu

Araziden laboratuara getirilen enfekteli bitki oOrneklerinin (Sekil 3.1) kok
kisimlarinda ¢esme suyu ile yikanmis, temizlenen kokler pens ve bistiiri yardimiyla
1-2 cm kadar biiyiikliikte pargalara ayrildiktan sonra % 1°lik NaOCI ¢ozeltisinde 1
dakika bekletilmis ve daha sonra steril saf su i¢erisinde ¢alkalandiktan sonra kurutma
kagid1 tizerine alinmistir. Kurumasi beklenen bitki pargalart hem PDA ortamina hem

de VP3 ortamina konarak 22-25° C’de inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.1. Fideliklerden izolasyon i¢in alinan hastalikli tiitiin fideleri

Hastalikl1 bitki pargalar etrafinda gelisen koloniler (Sekil 3.2) gelisme uglarindan

almip PCA ortamina aktarilarak saflastirilmistir. Bu ortamda 5-6 cm ¢apa ulasan
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Sekil 3.2. Hastalik tiitiin fidelerinden gelisen fungal koloniler

kolonilerden agarli pargalar kesilerek, calismanin daha sonraki asamalarinda
kullanilmak tizere biri egik agar ve digeri steril su igeren iki paralel tiipe ve teshis

i¢in de su kiiltiirine aktarilmislardir.
3.2.3. Pythium tiirlerinin toprak érneklerinden izolasyonu

Topraktan yapilan izolasyonlarda tuzak sklerot yontemi (SBT - Sclerotia Bait
Technique) ve seyreltik toprak siispansiyonunun ortam yiizeyine yayilmasi (SSDP -
Surface Soil Dilution Plate Method) olmak iizere 2 yontem kullanilmistir. Toprak
ornekleri laboratuara getirilir getirilmez bir yiizeye yayilarak 1-2 giin siire ile
kurumaya birakilmis daha sonra 35 ve 60 mesh’lik eleklerden elenerek 60 mesh’lik

elegin iizerinde kalan toprak 6rneginin bir kismi izolasyonda kullanilmigtir.
3.2.3.1. Tuzak sklerot yontemi (SBT)

Bu yontemde PDA besin ortaminda gelistirilen Sclerotinia sclerotiorum sklerotlar
tuzak olarak kullanilmigtir. Her bir toprak orneginden 90 mm capindaki steril cam
petrilere 20 gr olacak sekilde konulup, 20 ml steril saf su ile homojen olarak
nemlendirilmistir. Daha sonra her petriye 10 adet sklerot bir kismu toprak igerisinde

bir kismi1 yiizeyde kalacak sekilde yerlestirilmis ve 25° C‘de 48 saat siireyle
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda sklerotlarm topraklar1 steril
kurutma kagitlar1 arasinda temizlendikten sonra 3P PCA ortamina 2 ayri petriye 5‘er
sklerot olacak sekilde aktarilarak 25° C‘de gelismeye birakilmiglardir (Sekil 3.3).
Sklerotlar hergiin kontrol edilerek etraflarinda gelisen fungal kolonilerinin gelisme
uclarindan alinan agarli pargalar 2P PCA besin ortamina alinarak saflastirilmistir

(Riberio and Butler, 1992; Tepedelen, 2008).

Sekil 3.3. Toprak 6rnegine gdmiilii (a) ve 3P PCA’ya aktarilmis sklerotlar (b)

3.2.3.2. Seyreltik toprak siispansiyonunun ortam yiizeyine yayilmasi (SSDP)

Bu yontemde Pythium tiirleri i¢in segici olan VP3 ortamu kullanilmigtir. Toprak
ornekleri kurutulup, elendikten sonra 20’ser gram olacak sekilde tartilmis, % 0.2°lik
su agar ile 100 ml’ye tamamlanarak steril bir cam baget ile homojen bir toprak
stispansiyonu olacak sekilde iyice karistirilmistir. Bu karisimdan alinan 10 ml 6rnek
yine seyreltik su agar ile 100 ml’ye tamamlanarak karistirilmis ve tekrar bu karisim
icerisinden 10 ml 6rnek alinarak su agar ile 20 ml’ye tamamlanarak karigtirilmistir.
Boylece 1/100 oraninda seyreltilen toprak siispansiyonundan 1 ml alinarak VP3
ortamina, 2‘ser petri olacak sekilde steril baget yardimiyla stiriilmiistiir. Ekim yapilan
petriler 21+1° C’ de karanlikta 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Ortamlarin
yilizeyindeki topraklar akar su altinda yikanmis ve gelisme gdsteren kolonilerin
gelisme uclarindan bistiiri yardimiyla alinarak 3P PCA besin ortamina aktarilmistir.
Toprak silispansiyonlarinin 1/100°liik seyreltmeleri ile koloni gelismesi goriilmemesi

halinde 1/50°lik seyreltme ile deneme tekrarlanmistir (Ali-Shtayeh et al., 1986).
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3.2.4. Pythium izolatlarinin teshisi

3.2.4.1. Klasik yontemle izolatlarin teshisi

Toprak orneklerinden SSDP ve SBT yontemleri ile yapilan izolasyonlar sonucunda
elde edilen izolatlarin 25° C’ de PCA besin ortaminda giinliik gelisme hizlar1 ve
gelisme tipleri belirlenmistir. Ayrica su kiiltlirii metodu ile eseyli ve eseysiz yapilari
incelenmek suretiyle teshisleri yapilmaya calisilmistir. Bu amagla misir ve kenevir
tohumlar1 10 dakika su i¢inde kaynatilarak dezenfekte edilmis ve her petri kabinda
birka¢ tohum olacak sekilde steril petri kaplarina aktarilmislardir. PCA’da gelisen
izolatlarin gelisme uglarindan alinan agarli parcalar gelisme ucu tohumlara degecek
sekilde yerlestirilerek petrilere 5-6 ml toprak ekstrakt: ilave edilmis ve 25° C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4). ikinci giin petri icerisindeki toprak
ekstrakti dokiilerek steril saf su ile birka¢ kez calkalanmis ve tekrar steril saf su
konularak 24 saat daha inkiibasyona birakilmistir. Ikinci giin sonunda su kiiltiirleri
buzdolabinda 30-40 dakika bekletildikten sonra yeniden steril saf su ile birkac¢ kez
calkalanarak bir siire oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 10x10’luk
mikroskop bliyiitmesinde bakilarak sporangium ve zoospor olusturup olusturmadigi,
oogonium, antheridium ve oospor yapilar1 incelenerek izolatlar teshis edilmeye

calisilmigtir.

Sekil 3.4. Su kiiltiirii yontemi
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Pythium tiirlerinin klasik teshisinde kullanilan baslica kriterler:

A. Oogonium ozellikleri:

1. Hifin orta kisminda oogonium olusuyorsa, interkalar oogonium,
. Hifin u¢ kisminda oogonium olusuyorsa, terminal oogonium,
. Diiz duvarli oogonium,

2
3
4. Dikenli duvarl oogonium,
5. Duvari papillali oogonium,
B

Oospor ozellikleri:

—_

. Oospor oogonium‘un i¢ kismini tamamen ya da yaridan fazlasini (% 65’den fazla)
kapliyorsa, plerotik oospor,

Oogonium’un yarisindan daha az (% 65°den az) yer kapliyorsa, aplerotik oospor,
Duvar kalinlig1 indeksi % 40’dan fazla ise, kalin duvarli oospor,

Duvar kalinlig1 indeksi % 40’dan az ise, ince duvarli oospor,

QO &> » >

Anteridium Ozellikleri:

—

. Oogonium ile ayni hif iizerinde bulunuyorsa, monoclinous anteridium,
. Oogonium ve anteridium farkli hifler iizerinde olusmussa, diclinous anteridium,

. Oogonium sap1 igerisinde anteridium olusmussa, hypogynous anteridium,

BOwW

. Oogoniumla ayni hif iizerinde ve hemen yan tarafindan oogoniuma temas
ediyorsa, yakin monoclinous anteridium,

5. Oogonium’a temas hemen yan taraftan oluyorsa, lateral anteridium,

6. Oogonium’a temas ug kisimdan ise, apical anteridium,

7. Oogonium’a temas ¢an seklinde ise, campanulate antheridium,

D. Diken Ozellikleri:

1. Diken yapis1 iiggen seklinde olanlar,

2. Diken yapisi1 kisa ve kiit seklinde olanlar,

3. Diken yapis1 parmak seklinde ve uzun olanlar,

4. Diken yapis1 meme seklinde olanlar,

5. Diken yapisi uzun ve kisa karisik olanlar.

Bu kriterleri dikkate alarak elde edilen izolatlarin teshislerini gergeklestirmek
amaciyla, su kiiltiiriinde gelisen izolatlarin miselleri bistiiri yardimiyla lam iizerine
konularak iizerine bir damla laktofuksin damlatilmis ve lamel kapatilarak

mikroskopta incelenmistir. Preparatlarda en az 20 adet oogonium ve oospor Ol¢iilmek
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suretiyle aplerotik indeks ve duvar kalinligi indeksi hesaplanmistir (Dick, 1990).
Izolatlarm klasik yontemle teshisinde degisik kaynak ve teshis anahtarlarindan
yararlanilmistir (Plaats-Niterink, 1981; Yu and Ma, 1989; Dick, 1990). Ayrica daha
sonraki yillarda tanimlanan tiirlere ait bilgilerden ve sekillerden de yararlanilmistir

(Paul, 1999a; b; Karaca et al., 2008).

3.2.4.2. Molekiiler yontemle izolatlarin teshisi

Klasik yontemle tanisi yapilamayan izolatlardan farkli tiirlere ait birer izolat
segilerek bunlarin ribozomal DNA’larmin ITS bolgelerinin baz dizilerinin
belirlenmesi i¢in molekiiler yontemler kullanilmistir. Bunun icin once segilen
izolatlar PCA besi ortaminda 25° C sicaklikta 3-5 giin inkiibasyona birakilmustir.
Gelisen izolatlar PDB (Potato dextrose broth) iceren tiiplere aktarilarak orbital
calkalayici’da 25° C’de bir hafta gelistirilmistir (Paul, 2002). Gelisen miseller steril
kurutma kagitlar1 arasinda siiziilerek steril porselen havanda sivi azot ig¢inde ezilerek
toz haline getirilmis ve DNA izolasyonu yapilmak iizere ependorf tiiplere alinmistir.
DNA-Easy Plant Mini kit (Qiagen, Basel, Switzerland) yardimiyla izolatlardan DNA
izolasyon islemi tamamlanmis ve %1’ lik agaroz jelde 1xTBE ile 100V 1 saat
boyunca etidyum bromiir eklenerek UV altinda bakilan jelde bantlar goriilerek DNA
varlig1 belirlenmistir (Paul et al., 2006). Daha sonra ITS1 (TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G) ve ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) primerleri kullanilarak
ITS korunmus bélgeleri PCR (Techne TC 5000)’da ¢ogaltilmistir.

PCR asamasinda sirast ile tiiplere eklenen maddeler:

50 pligin 10x PCR Buffer (5 pl),

MgCl, (5 pl); 10 mM dNTP (1 ul),

Primer 1 (ITS1-20uM) (1 pl),

Primer 2 (ITS2-20 uM) (1 pl),

DNA (50 ng) (1 ul),

Taq DNA Polimeraz (0.5 pl),

H,O (35.5 pl) eklenerek, PCR reaksiyonu asagidaki sekilde proglamlanarak

reaksiyon tamamlanmistir (Calmin et al., 2007).
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95°C’de 2 dakika,

94°C 20 saniye,

55°C 25 saniye,

72°C 50 saniye, (30 dongii)
72°C 10 dakika,

+4°C 00

PCR iiriinleri daha sonra 1xTBE tampon ¢ozeltisi ile % 1°lik agaroz jelde 100 V’da 1
saat boyunca yiiriitiilmiis ve ethidium bromide ile boyandiktan sonra UV 151k altinda
PCR iirlinlerinin varlig: tespit edilmistir. Daha sonra PCR {iriinleri saflagtirma ve dizi
analizi i¢in ticari bir firmaya (Ref Gen) gonderilmistir. ITS1 ve ITS2 korunmus
bolgelerinin baz dizileri Blast programi yardimiyla internette bulunan baz dizileriyle
karsilagtirilarak yakin tiirlerle olan benzerlik oranlar1 belirlenmistir (White et al.,

1990; Cooke et al., 2000; Karaca et al., 2008).

3.2.5. Pythium tiirlerinin patojenitelerinin belirlenmesi

3.2.5.1. On patojenite testiyle izolatlarin secimi

Morfolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore teshisleri yapilan Pythium izolatlari
icinden aymi tiire ait olanlar patojenite denemesinde kullanilmak iizere bir 6n
degerlendirmeye almmustir. izolatlar PCA ortaminda gelistirildikten sonra buradan
kesilen birkac¢ agarli par¢a kii¢iik cam tilipler iginde bulunan 7-8 ml steril su igine
konulmustur. Onceden yetistirilmis ve gergek yapraklar1 heniiz olusmamis olan hiyar
fideleri yetisme ortamindan alinarak kokleri tiip i¢indeki suya girecek sekilde tiiplere
birer birer yerlestirilmistir. iklim odasinda 22° C’de 3 giin inkubasyona birakilan
hiyar fideleri bu siire sonunda incelenmisgler ve 1-3 skalast (1=Saglikli fide,
2=Yapraklarda hafif solgunluk, koklerde kahverengilesme, 3=Tamamen solmus ve
¢Okmiis fide) kullanilarak hastalik belirtileri bakimindan degerlendirilmislerdir (Sekil
3.5).
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Sekil 3.5. Pythium izolatlarinin hiyar fidelerindeki virulensleri

3.2.5.2. Pythium tiirlerinin patojenitelerinin tespiti

Hiyar fideleri iizerinde virulensleri degerlendirilen Pythium izolatlar1 arasindan
secilen her tiire ait birer izolat patojenite denemesinde kullanilmistir. Denemede
kullanilan patojen Pythium izolatlari; P. deliense U2T-3 izolati, P. HS grup (Hif
sigskinlikleri bulunan grup) Tav8T-4 izolati, P. rostratum AkSBT5-2 izolati ve P.
ultimum var. ultimum Kal3T-1 izolatidir. On patojenite testine gore mikoparazit
oldugu diisiiniilen izolatlardan ise patojenite denemesinde kullanilanlar; P.
acantophoron KalSBT10-1 izolati, P. lycopersicum Kal8T-3 izolati, P. oligandrum
Ak4T-1 izolat1 ve P. echinulatum, Ak7T-7 izolatidir.

Secilen izolatlarin inokulumlarinin hazirlanmasinda misir unu-kum ortami
kullanilmigtir. Bu amagla 9:1:2 (v:v:v) oranlarinda kum, misir unu ve su karisimlari
hazirlanmistir. Kapakli cam siselere 270 ml kum ve 30 ml misir unu konularak iyice
karigmalart saglanmis, lizerlerine 60 ml saf su ilave edilerek birer giin ara ile iki kez
otoklavda steril edilmistir. Onceden PCA’da gelistirilen izolatlarn gelisme
uclarindan kesilen birka¢ agarli parga aseptik kosullarda siselere aktarilmis ve 21°
C’de karanlikta iki hafta inkubasyona birakilmistir (Sekil 3.6). Inkubasyon dénemi
boyunca diizenli araliklarla siseler c¢alkalanarak inokulumun homojen gelismesi
saglanmistir (Hatat, 1995). Her izolat igin 3 sise inokulum hazirlanmistir. Inkubasyon

donemi sonunda SSDP yontemiyle inokulum yogunluklar: belirlenmis, hastalik
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Sekil 3.6. Patojenitede kullanilacak izolatlara ait inokulumun gelisimi

olusumu i¢in yeterli yogunluga (~200 ¢ogalma birimi/gram) ulagtig1 goriildiikten

sonra saks1 denemesi kurulmustur.

Saks1 denemesinde kullanilmak iizere 1,5:2:1 (v:v:v) oranlarinda kum, toprak ve
giibre elenip karistirilarak hazirlanan karisim pastorize edilmistir. Daha sonra 6
numarali plastik saksilara konulan toprak karigimi lizerine hazirlanan inokulum 1 cm
kalmhginda serilmistir. Inokulumun iizeri ince bir kat torf ile kaplanmus, her saksiya
50 mg tiitlin tohumu bir miktar torf ile karigtirilarak homojen bir sekilde torfun
lizerine serpilmis ve lizeri tekrar ince bir kat torf ile kapatilmistir. Deneme 4
tekerriirlii olarak kurulmus ve kontrol olarak inokulum i¢cermeyen misir unu-kum
karisimi serilen saksilar kullanilmistir. Ekimden sonra saksilara esit miktarda su
verilmis ve iklim odasinda 22° C’de ve 12 saat aydinlatmali kosullarda gelismeye

birakilmstir.

Tohumlarin ¢imlenmesinden ¢ikisina kadar olan siirecte saksilar hergiin gézlenmistir.
[zolatlarmn c¢ikis oncesi zararin1 belirlemek icin 8. haftanin sonunda deneme
sonlandirilarak saksilar tohumlarin ¢imlenmesi ve fidelerin gelisimi bakimindan

incelenmistir. Bu agsamada hastalik oranlar1 1-5 skalasina gore degerlendirilmistir:

1= Hastalik yok,
2= Fidelik alaninin < %25’ i ¢okmiis ya da bos,
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3= Fidelik alaninin % 26-50’ si ¢cokmiis ya da bos,
4= Fidelik alaninin % 51-75’1 ¢cokmdiis ya da bos,
5= Fidelik alaninin > %75’ den fazlas1 ¢c6kmiis ya da bos.

[zolatlarm tiitiin fideleri {izerindeki ¢ikis sonrasi zararlarini belirlemek igin 2 yada 3
yaprakli donemde olan tiitiin fideleri inokulum bulunan saksilara her saksiya 6 fide
olacak sekilde sasirtilmistir. Fidelerin gelisimleri 3 hafta boyunca izlenerek bu siire
sonunda deneme degerlendirilmistir. Cikis sonrasi yapilan degerlendirmede 1-4

skalas1 kullanilmistir:

1= Saglam fide,
2= Kilcal koklerde hafif kahverengilesme ve yapraklarda hafif solgunluk,
3= Koklerde siddetli kahverengilesme, fidenin genelinde siddetli solgunluk,

4= Kokleri tamamen c¢liriimiis, kurumus ve 6lmiis fide.

Patojenite denemeleri sonucunda verilere Varyans analizi uygulanmis (SPSS 16.0)

ve ortalamalar Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile karsilastirilmistir.

3.2.6. Mikoparazit tiirlerin in vitro etkinliklerinin belirlenmesi

Tiitiin fideliklerinde yapilan sorveyler sonucunda topraktan yapilan izolasyonlarda
elde edilen mikoparazit Pythium tiirlerinin yine bu ¢alismada elde edilen patojen
tirler tizerindeki in vitro etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla ikili kiiltiir yontemi
kullanilmustir. Oncelikle patojen ve mikoparazit izolatlar 3P PCA besi ortaminda 25°
C’de gelistirilmistir. Patojenlere ait herbir izolatin kiiltiirinden 5 mm’lik mantar
delici yardimiyla alman agarli parga antibiyotikli PCA ortami bulunan petrinin
kenara yakin kismina asilanarak inkiibasyona birakilmistir. Patojenin miselleri
petrinin 2/3°liik kismin1 kapladi§i zaman patojenin karsisinda bulunan kenara
mikoparazit izolat asilanarak 10 giin boyunca inkiibe edilmistir (Sekil 3.7). Bu
calismada toplam 21 adet izolat kullanilmistir. Bunlardan ¢ogu dikenli oogoniuma
sahip tiirler iken, diiz duvarli oogoniuma sahip olmasina ragmen mikoparazit etkisi

bilinen P. paroecandrum’a ait 4 tane izolat da etkinlik denemelerine alinmistir.
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Sekil 3.7. Mikoparazit tiir ile patojen tiiriin etkilesimi

Dikenli oogoniuma sahip 18 izolattan, 3 tanesi P. acantophoron, 4 tanesi P.
echinulatum, 9 tanesi P. lycopersicum ve 1 tanesi de P. oligandrum tiirlerine aittir.
Denemelerde patojen olarak da P. deliense, P. HS grup, P. rostratum ve P. ultimum
kullanilmistir. Deneme herbir mikoparazit-patojen kombinasyonu i¢in 3 tekerriirlii
olacak sekilde hazirlanmistir. Inkiibasyon sonrasinda yani 10. giin sonunda patojen
ile mikoparazitin karsilastigi noktadan 5 mm genisliginde bir agar seridi kesilerek

mikoparazitin bulundugu kisimdan patojene dogru pargalar 8 esit parcaya ayrilmistir
(Sekil 3.8).

Sekil 3.8. SSEA ortamina konulmak i¢in Smm genisliginde kesilen agar seridi

Mikoparazit ve konuk¢unun bir arada oldugu kisimdan alinan agarli pargalar,

onceden 10 mm capli mantar delici yardimiyla kesilerek steril petrilere yerlestirilen
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SSEA ortami diskleri iizerine numaralandirilarak sirasiyla konulmus ve 25° C’de 4
giin inkubasyona birakilmistir (Sekil 3.9). Inkubasyon siiresi sonunda agarli pargalar
1’den baslanarak sirastyla 10x10‘luk mikroskop biiylitmesinde incelenerek
mikoparazite ait ¢ogalma organlarinin bulunup bulunmadigi, varsa hangi numarali

disklerde oldugu kaydedilmistir (Ali- Shtayeh and Saleh, 1999).

Sekil 3.9. SSEA ortami diskleri lizerine yerlestirilen mikoparazit ve patojeni igeren
agarli parcalar

Mikoparazit Pythium tiirlerinin, patojen tiirler tizerindeki mikoparazitik aktiviteleri 0-
4 skalasina gore degerlendirilmistir. Disklerde hi¢ dikenli oogonium goriilmemisse 0
skala degeri, ilk 2 diskte dikenli oogonium var ise 1 skala degeri, ligiincii ve
dordiincii disk {lizerinde dikenli oogonium goriilmiigse 2 skala degeri, 5. ve 6. diskler
iizerindeki agarh pargalarda dikenli oogonium tespit edilmisse 3 skala degeri, ve 7.
ve 8. diskler tizerindeki agarli parcalar {izerinde oogonium tespit edilmigse 4 skala

degeri verilmistir. Skala degerleri:

0 = disklerde gelisme yok,

1 = zayif mikoparazitik etki,

2 = orta derecede mikoparazitik etki,

3 = yiiksek mikoparazitik etki,

4 = ¢ok yiiksek mikoparazitik etkiyi ifade etmek i¢in kullanilmistir (Tepedelen,
2008).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki ve Toprak Orneklerinden Izole Edilen Pythium Tiirleri

Denizli ve Burdur illerinde tiitiin fideliklerinde yapilan sorveyler sonucu alinan 85
Ornege ait hastalikli fidelerden yapilan izolasyonlarda farkl tiirler elde edilmekle
birlikte, izolatlarin biiyiik bir kismin1 Rhizoctonia, Fusarium ve Pythium tirleri
olusturmustur. Fideliklerden alinan 85 bitki 6rneginden yapilan izolasyonlar sonucu
sadece 15 6rnekten Pythium tiirleri izole edilebilmis, diger 6rneklerden farkli fungus
tirlerine ait izolatlar elde edilmistir. S6z konusu 15 &rnekten elde edilen Pythium
cinsine ait izolat sayisi ise 30 olmustur. Bitki 6rneklerinden elde edilen izolatlarin

ilcelere gore dagilimi Cizelge 4.1° de verilmistir.

En fazla izolat elde edilen ilge Denizli iline bagli Akkdy ilgesi olmustur. Cokertene
yakalanmis bitki 6rneklerinden en fazla izole edilen tiir ise P. rostratum olmus ve

bunu HS grubu izlemistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Cokertene yakalanmus tiitiin fidelerinden elde edilen Pythium
izolatlarinin ilgelere ve tiirlere gore dagilimlart

Tigeler BP1* BP2 BP3 BP4 BPS Toplam
Bucak 2 2
AKkoy 2 7 9
Bozkurt 4 4
Bekilli 2 2 4
Buldan 2 1 3
Giiney 1 1 2
Tavas 1 1
Beyagac 3 3
Acipayam 2 2
Toplam 6 9 1 10 4 30

* BP1= P. deliense, BP2= P. HS Grup, BP3= P. paroecandrum, BP4= P. rostratum,
BP5= P. ultimum var. ultimum
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Burdur ve Denizli illerinde bulunan tiitlin fideliklerinden alinan toprak oérneklerinden
yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen Pythium tiirlerinin izolat sayilari ve

ilcelere gore dagilimlar1 Cizelge 4.2.” de verilmistir.

Cizelge 4.2. Burdur ve Denizli illerine bagl il¢elerdeki tiitlin fideliklerinden alinan
toprak orneklerinden elde edilen Pythium tiirlerinin izolat sayilari

Ticeler TP1* | TP2 | TP3 | TP4 | TPS | TP6 | TP7 | TP8 | TP9 | Toplam
Bucak 30 5 8 31 1 10 85
Akkoy 41 10 60 3 1 1 1 12 129
Bozkurt 2 6 6 1 15
Buldan 12 1 24 2 1 40
Giliney 23 3 4 1 31
Kale 3 2 6 2 13
Tavas 10 13 | 44 1 10 78
Bekilli 14 1 1 1 17
Cal 6 6 2 5 1 2 22
Beyagag 30 6 1 37
Acipayam 6 2 1 1 10
Merkez 2 1 1 1 5
Toplam 131 82 95 | 117 | 3 11 1 4 38 482

*TP1= P. deliense, TP2= P. HS grup, TP3= P. rostratum, TP4= P. ultimum. var.
ultimum, TP5= P. acantophoron, TP6= P. lycopersicum, TP7= P. oligandrum, TP8=
P. echinulatum, TP9= P. paroecandrum

Tiirlerin izolasyon sikligina baktigimizda, en fazla izole edilen tiirler P. deliense ve
P. ultimum var. ultimum olmus ve P. rostratum bunlari izlemistir (Sekil 4.1). Bitki
orneklerinde oldugu gibi toprak orneklerinden yapilan izolasyonlarda da en fazla

izolatin elde edildigi ilge yine Denizli iline bagli Akkdy ilgesi olmustur.
Topraktan yapilan izolasyonlarda toplam olarak 482 izolat elde edilmis, bunlarin

256’s1 SSDP yontemi ile 226’s1 ise SBT yontemiyle elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Yontem farklilig tiirlerin izolasyon sikligin1 6nemli derecede etkilememistir.
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Sekil 4.1. izolasyonlar sonucunda elde edilen Pythium tiirlerinin izolasyon siklig

Cizelge 4.3. Topraktan SBT ve SSDP yontemleri ile elde edilen izolat sayilari

Izole Edilen Pythium Tiirleri SBT SSDP
P. acantophoron 2 1
P. deliense 71 60
P. HS. grup 50 32
P. lycopersicum 3 8
P. oligandrum - 1
P. paroecandrum 18 20
P. rostratum 27 68
P. echinulatum 2 2
P. ultimum var. ultimum 53 64
Toplam 226 256

Burdur ve Denizli illerindeki tiitiin fideliklerinden elde edilen ve klasik yontemle
teshisleri yapilan Pythium izolatlar kiiltiirel 6zellikleri ile eseysiz ve eseyli ¢cogalma
organlarmin karakteristik 6zelliklerine gore 9 grupta ele alinmislardir. Izole edilen

tiirlerin genel 6zellikleri Cizelge 4.4 *de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Tiitlin fideliklerinden izole edilen Pythium tiirlerinin kiiltiirel ve

morfolojik 6zellikleri

Tirler | G. Tipi G. Sporan. | Oog. | Diken | Oosp. Ant. Oz. Ap.
Hizi Ind.
P. aca. Rozet 17- Kiresel 15-28 | 1-4 pum | 13-25 | Yakin mon. %72-
20mm 10-22 pm um 80
pm
P. del. Havai 24- | Toruloid | 16- Yok 12- Hypogynous | % 60-
37mm 11- 32um 25um 65
15um
P. ech. | Krizantem 7- Kiiresel 11- 1- 13- | Hypogynous | %63.2-
11mm 11- 23pm | 10pm | 5y um | Monoclinous | 70.0
23pum
P. HS Isinsal 30- Kiiresel Yok Yok Yok Yok Yok
36mm 10-
26pm
P.lyc. | Rozet 18- Kiirsel, 16- 2-6um 14- Monoclinous | %65.2-
Havai 32mm fistik 33um 29um 83.6
sek
P. oli. Rozet 43mm | Kiresel | 21- 5-6um 18- Yok %69.7
Havai 12- 28um 24um
20pm
P. par. Havai 25- Kiiresel | 17- Yok 14- Monoclinous | %58.6-
35mm 12- 27um 23um | Hypogynous | 63.5
19um
P. ros. | Isinsal 13- Kiresel | 14- Yok 13- Monoclinous | %69.1-
havai 36mm | 16- 27pm 25um | Hypogynous | 75.3
25um
P. ult. Havai 20- | Kiresel 17- 14- | Monoclinous | %60-
37mm | 13- 25um | Yok 22um 65
22pum
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4.1.1. Pythium acantophoron Sideris

Tiitin  fideliklerinden yapilan toprak izolasyonlarinda P. acantophoron‘a ait
Denizli’nin Kale il¢esinden 2, Akkdy ilgesinden de 1 izolat olmak {izere toplam 3
tane izolat elde edilmistir. Burdur tiitlin {retim alanlarindan alinan toprak
orneklerinden 2 ayr1 yoOntemle yapilan izolasyonlarda P. acantophoron elde
edilememistir. Bu tiire ait izolatlarin PCA besi ortamindaki giinliik gelisme hizlar
17-20 mm ve CMA besi ortamindaki gelisme hizlar1 ise 4 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
Fungusun PCA besi ortaminda misellerinin ortama gomiilii bir sekilde, CMA besi

ortaminda ise rozet tipte gelistigi gdzlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. P. acantophoron’un PCA’daki gelisimi

P. acantophoron izolatlarin hif genislikleri 3-5 pum (ortalama 4.25 pum) olarak
Ol¢iilmiistiir. Kiiresel sporangiumlarinin ¢aplart 10-22 pm (ortalama 15.8 pum)’dir.
Oogoniumlart ¢ogunlukla terminal, 15-28 pm (ortalama 21.2 pm) capinda, kalin
duvarli, dikensi uzantilar1 ¢ok kisa, 1-4 pm (ortalama 1.9 pum) ve uglara dogru
sivridir (Sekil 4.3). Antheridiumlar genellikle yakin monoclinous ve oogoniumu
tamamen sarmis gibi goriilmektedir. Oosporlar kiiresel ve genellikle plerotik, 13-25
um (ortalama 19.35 um) ¢apindadir. izolatlarin aplerotik indeksinin %72-80 arasinda
oldugu belirlenmistir. Izole edilen P. acantophoron izolatlarinin &zellikleri

literatiirdeki 6zelliklerle uyum gostermektedir (Yu and Ma, 1989).
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Sekil 4.3. P. acantophoron’un dikenli oogoniumlari ve plerotik oosporlari

P. acantophoron 1932 yilinda ilk kez Amerika’da ananas bitkisinin yapraklarindan
izole edilerek Sideris isimli arastirici tarafindan tanimlanmistir. Etmenin ananas

bitkisinde patojenitesinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir (Yu and Ma, 1989).

90’11 yillardan sonra yapilan arastirmalar sonucunda P. acantophoron’un mikoparazit
olarak belirlendigi ve populasyon dagilis1 bakimindan genis cografi alanlarda yayilis
gosterebilirken en c¢ok sicak bolgelerde tespit edildigi bildirilmistir (Lodha and
Webster, 1990).

P. acantophoron mikoparazit olarak nitelendirilmesine ragmen bazi bitkilerde
enfeksiyona neden olabildigi belirtilmistir. Konukgular1 igerisinde ananas, fasulye,
biber ve ¢am bitkileri bulunmaktadir. Biberde kok ¢iiriikliigiine, ananasda ise yaprak
cliriikliigiine neden oldugu bildirilmistir. Ayrica Pythium myriotylum Drechsler,
Mucor hiemalis Wehmer ve Fusarium solani Martius iizerinde mikoparazitik aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Hall, 1998).
P. acantophoron’un tiitinden izole edildigine dair herhangi bir literatiire

rastlanmamistir. Bu caligmada tiitiin fideliklerinden alinan toprak Orneklerinden

yapilan izolasyonlar sonucunda P. acantophoron ilk kez elde edilmistir.
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4.1.2. Pythium deliense Meurs

Tiitlin  fideliklerinde yapilan sorveyler sonucunda bitki orneklerinden yapilan
izolasyonlarda bu tiire ait toplam 6 izolat elde edilmistir. Toprak orneklerinden
yapilan izolasyonlarda ise SSDP yontemiyle 60, SBT yontemiyle ise 71 adet olmak
iizere toplam 131 tane P. deliense izolat1 elde edilmistir. Buna gore bu ¢alismada

elde edilen tiirler icinde izolat sayisi en fazla olan tiir olmustur.

Bu tiire ait izolatlar gerek PCA, gerekse CMA besi ortamlarinda havai bir sekilde
gelisme gostermistir. Tiim izolatlarin giinliik gelisme hizlar1 PCA’da 25°C’ de 24-37
mm, CMA’da ise 34 mm olarak 6l¢iilmiis olup, diger tiirlere gore gelisme hizlarinin
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4). Plaats-Niterink (1981), bu tiiriin PCA’daki
giinliik gelismesini 30 mm olarak bildirmekte ve ayrica bu ortamda yiizeysel 1sinsal

gelisme gosterirken, CMA’da gevsek havai tipte gelistigini belirtmektedir.

Sekil 4.4. P. deliense’nin PCA’daki gelisimi

Bu tiire ait izolatlarin hifleri diizensiz bir sekilde dallanma gostermekte olup
geniglikleri 4-8 pm olarak Olgiilmiistiir. Sporangiumlarin loblu, toruloid, terminal
nadiren de interkalar olduklar1 gézlenmis olup ¢aplart 11-15 pm (ortalama 12.6 um)’
dir (Sekil 4.5). Vesicle i¢cinde olgunlasan zoosporlarin bosaltim tiipii yardimriyla
serbest kaldig1 gézlenmistir. Enkist olan zoosporlarin ¢aplar1 6l¢lilmiis ve 9-17pum

(ortalama 11.4 pm) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. P. deliense‘ye ait toruloid sporangiumlar

Oogoniumlar kiiresel, diiz duvarli ve terminal olup 16-32 pm (ortalama 25.0 pm)
capinda Ol¢iilmiistiir. Antheridiumlar interkalar ve ¢an seklindedir. Oogonium sap1
antheridiuma dogru egilmis durumdadir ve oogonium bagina 1 antheridium
gozlenmistir (Sekil 4.6). Oosporlar kiiresel, diiz duvarli ve aplerotik olup 12-25 pm
(ortalama 21.15 pm) olarak ol¢tilmiistiir.

Sekil 4.6. P. deliense’nin antheridiuma dogru egik oogoniumu ve aplerotik

oosporlart

P. deliense morfolojik o6zellikleri bakimindan P. aphanidermatum’a ¢ok

40



benzemektedir. iki tiir arasindaki en 6nemli farklilik birincide oogonium saplarimin
antheridiumlara dogru egilmis olmasidir (Yu and Ma, 1989). Bu calismada elde
edilen izolatlarda bu 6zellik belirgin olarak goriildiigiinden izolatlar P. deliense
olarak teshis edilmistir. Diger morfolojik ozellikler ve ¢ogalma organlarinin

boyutlari literatiirle uyum igindedir.

P. deliense ilk kez Meurs tarafindan Sumatra’da hastalikli tiitiin bitkilerinden izole
edilmistir (Plaats-Niterink, 1981). Diinyadaki yayilis alan1 genellikle sicak bolgelerle
siirli kalmistir. Nikaragua ve Papua-Yeni Gine’de tiitiinlerde P. deliense varligi
kaydedilmistir (Drechsler, 1960; Stamps et al., 1972). Hindistan’da domates (Singh
and Srivastava, 1953), fasulye (Ragunathan, 1968) ve zencefilde (Haware and Joshi,
1974), Malezya’da ise papaya, marul, kudret nar1 ve boriilcede tespit edilmistir (Liu,
1977a,b). Etmen Japonya’da sadece subtropik iklime sahip olan Ryukyu adalarinda
belirlenmistir (Watanabe, 1989).

Yapilan bir calismada P. deliense sebze fideliklerinden yiiksek oranda izole
edilmigstir. Patojenite calismalari; bugday, aycicegi, fasulye, seker pancari, tiitiin,
biber ve domates bitkilerinde yapilmis ve etmenin viriilensi yiliksek bulunmustur

(Hatat, 1995).

4.1.3. Pythium echinulatum Matthews

Burdur ve Denizli illerindeki tiitiin fideliklerinden elde edilen P. echinulatum
izolatlarinin 3 tanesi Denizli’den, 1’i ise Burdur ilinden olmak iizere toplam izolat
sayist 4 olarak belirlenmistir. Fungus PCA ve CMA besi ortamlarinda krizantem tipi
gelisme gostermistir (Sekil 4.7). Izolatlarin giinliik gelisme hizlar1 PCA besi
ortaminda 7-11 mm; CMA besi ortaminda ise 8 mm olarak Ol¢lilmiistiir. Literatiirde
de PCA’da aynmi kosullardaki gelisme orant 12 mm olarak verilmistir (Plaats-

Niterink, 1981).
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Sekil 4.7. P. echinulatum’un PCA’daki krizantem tipi gelisimi

Elde edilen izolatlarin sporangiumlar: kiiresel ya da oval, 11-23 pm (ortalama 18.05
um) capindadir. Genellikle interkalar olup, 3 veya 4’lii zincirler halinde olugsmaktadir

(Sekil 4.8). Zoospor ¢ikist gdzlenmemistir.

Sekil 4.8. P. echinulatum’a ait zincir seklinde sporangiumlar

P. echinulatum’da terminal veya interkalar olabilen oogoniumlarin gaplart 15-25 um
(ortalama 20.6 pm) olarak oOlgiilmiistir. Oogonium duvarinda seyrek ve kaba
dikenlere sahip olup diken uzunluklari 1-10 pm (ortalama 4.5 um) kadardir.
Oogoniumlara yakin hifler iizerinde de dikenler goriilebilmektedir. Antheridiumlari

hypogynous ve monoclinous olarak olusabilmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. P. echinulatum’a ait terminal ve interkalar dikenli oogoniumlar ve

monoclinous antheridium

Plerotik oosporlara sahip olan bu tiiriin oospor ¢ap1 13-22 pm (ortalama 18.1 pm)
olarak 6l¢iilmiis ve aplerotik indeks % 63.2-70.0 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. P. echinulatum ‘un plerotik oosporu

P. echinulatum ilk kez Amerika’da topraktan izole edilmistir. Daha sonra degisik
iilkelerde topraktan ve sudan izole edilmekle birlikte bitkilerden izolasyonuyla ilgili

az saylda kayit bulunmaktadir. Hollanda’da menekseden, Japonya’da ise cilekden
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izole edildigi bildirilmistir. Cilekde virulensi yiiksek bulunmustur (Plaats-Niterink,
1981).

Bu tiire ait izolatlarin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri P. ornacarpum’a da benzerlik
gostermektedir (Paul, 1999a). Bu nedenle ¢alismada elde edilen izolatlardan ikisinin
ITS bolgeleri PCR’da ¢ogaltilarak (Sekil 4.11) baz dizileri saptanmis, Blast programi
yardimiyla mevcut baz dizileriyle karsilagtirilarak yakin tiirlerle akrabalik dereceleri

belirlenmistir. Buna gore izolatlarin ITS niikleotid dizileri (Sekil 4.12) ve yakin

akrabalik gosterdigi tiirler agagida verilmistir:

DQ211523.1 P. echinulatum F-F-961 % 97
FJ415921.1 P. echinulatum PPRI8602 % 97
FJ415920.1 P. echinulatum PPRI8601 % 97
AB362165.1 P. erinaceum %97
AY598639 P. echinulatum CBS281.64 % 97
EU048237.1 P.erinaceum  F1502.1 % 97
DQ211518.1 P. erinaceum % 97

Sekil 4.11. P. echinulatum’a ait iki izolatin PCR iriinlerinin jeldeki goriintiisii

44



1  TCGATCCAAG CGTCATAACA TTACTGCATC ACCACCCGGT ACGATTGCCA CTGTATTACA
61 CAAATATGCA CAAACCATTC CTGACCGCCA AATTCTTGGT ACCAACCGGT TTCACCGGGA
121 GAAGTTTTAG GGGGGGAGAA GTATATTCCC CCCCTCTCCA GAGAGAGAGA GAGGCTGGTA
181 GATCATACAC ACGAAACCTA TCACGTGACC CGTTTGTAGC AGATTGCGTC AAGATGTTTG
241 TGCATATTTG TTGTATCACT GTGTATTCGT ACGCGGTGTG TGGCAAGTAT GTATGACGCT
301 TGGCTGATCG AAGGTCGTGT CGCACTTGAT TGTGTGTATC GGCTGACTTA TTTTTCAAAC
361 CCATTCTACA GTACTGATTA TACTGTAAAG ACGAAAGTCT TTGCTTTTAC TAGATAACAA
421 CTTTCAGCAG TGGATGTCTA GGCTCGCACA TCGATGAAGA ACGCTGCGAA CTGCGATACG
481 TAATGCGAAT TGCAGAATTC AGTGAGTCAT CGAAATTTTG AACGCATATT GCACTTTCGG
541 GTTATACCTG GAAGTATGTC TGTATCAGTG TCCGTACATC AAACTTGCCT CTCTTTATTG
601 GTGTAGTCCA GTATCGAGCA GAGCAGATGT GAGGTGTCTC GCGGCTGTTG TGTATATAAG
661 GTTTGTATAA ACTTTGTATA CCAAGCTTCG AGTCCCTTTA AAACGACATG ATCTTTCTAT
721 TTGCTTTCTA CAGAGCGCAT ATTTCGAACG CGGCGGTCCT CGGATCACTC GCAGTCGACA
781 GCGACTTCGG CAGAGACTTA TGGGAGAAAC CTCTATTCGC GGTACGTTAG GCTTCGGCTC
841 GACAATGTTG CGATCTAGTG TGTGTCTCTC GTTTTTGCCT TGAGGTGTAC TGTTGATTGT
901 GGGCTTGAAC CTTGTGTCTT GTTTTGTTAG TAGAGCTATG TTGTATTTTC TGTGGTTAGA
961 TTCTGCATGC ACGCAAGTGT ATTGTAGGTA GAGAGATTGA ATTTGGGAAA TTTGTACTGC
1021ATGGTCCTTG TGGCTAGTGT ATGTATCTCA ATTGGACCTG ATATCAGACA AGATAACACG
1081ATTCCTT

Sekil 4.12. P. echinulatum (Ak7T-7) izolatinin rRNA ITS1 ve ITS2 bolgelerinin

niikleotid dizileri

4.1.4. Pythium HS Grup

Bu gruba ait izolatlarin 32 tanesi SSDP yontemi ile elde edilirken, 50 izolat SBT
yontemi ile elde edilmistir. Tiitiin fideliklerinden alinan hastalikli bitkilerden yapilan
izolasyonlarda ise bu tiire ait 9 izolat elde edilmistir. Béylece toplam izolat sayis1 91

olarak belirlenmistir.

Fungus PCA besi ortaminda ortama gomiilii bir sekilde gelisme gostermistir (Sekil
4.13). CMA besi ortamindaki gelisme tipi ise 1smsal olmustur. izolatlarin 25° C
sicaklikta PCA besi ortamindaki giinliik gelisme hizlari 30-36 mm iken CMA besi
ortaminda ise 18 mm olarak Olcililmiistiir. Benzer bir ¢alismada da ayni sicaklik
kosullarinda CMA besi ortamindaki giinliik gelisme hiz1 14 mm olarak belirlenmistir

(Hatat, 1995).

Bu gruba ait izolatlarda terminal ya da interkalar hif siskinlikleri birlikte
bulunmaktadir. Kalin duvarli hif sigkinliklerinden genellikle terminal olanlarin
kiiresel, interkalar olanlarin ise limon seklinde olduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.14).

Hif sigkinliklerinin ¢aplar1 10-26 pm (ortalama 20.55 pm) olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.13. Pythium HS grup izolatlarinin kiiltiirdeki goriiniisii

- " @
Sekil 4.14. HS grubundan bir izolata ait interkalar ve terminal hif siskinlikleri

4.1.5. Pythium lycopersicum Karaca, Tepedelen & Paul

[Ik kez Isparta ilindeki domates iiretim alanlarindan elde edilmis olan bu tiir
(Tepedelen, 2008) tiitin fideliklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda da
belirlenmis olup, toplam 11 izolattan 8 tanesi SSDP yontemiyle, 3 izolat ise SBT
yontemiyle elde edilmistir. Bu tiire ait izolatlarin biiyiik bir ¢cogunlugu Denizli’nin
Kale ilgesinden alinmistir. Elde edilen dikenli oogoniuma sahip tiirler igerisinde
izolat say1s1 en fazla olan tiirdiir.

P. lycopersicum izolatlar1 PCA besi ortamina gomiilii olarak, CMA besi ortaminda
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ise rozet tipinde ve hafif havai sekilde gelismistir (Sekil 4.15). Tepedelen (2008)
tarafindan CMA besi ortaminda bol miktarda havai misel olustururken, PCA
ortaminda daha az havai misel olusturdugu goézlenmistir. Fungusun giinliik gelisme
hiz1 bu ¢aligmada PCA besi ortaminda 18-32 mm ve CMA besi ortaminda 33 mm
olarak Olcililmiistiir. Tepedelen (2008) ise bu tiiriin CMA besi ortaminda 25° C’de

giinliik gelisme hizin1 40 mm olarak 6l¢miistiir.

Hifler seffaf dallanmis yapida ve bolmesiz olup 4-6 um genisliginde Ol¢lilmiistiir.
Kiiresel veya fistik seklinde sporangiumlara sahip olup sporangiumlar bazen
birbirine bitisik olarak da olusabilmektedir. Vesicle ve zoospor c¢ikisi yalnizca
BulSBTS5-2 izolatinda gézlenmis olup elde edilen diger izolatlarda vesicle ve zoospor

cikist gdzlenmemistir.

Sekil 4.15. PCA besi ortaminda P. lycopersicum’un gelisimi

Fungusun oogoniumlar1 genellikle terminal nadir olarak interkalar olup 16-33 um
(ortalama 24.07 um) ¢apindadir. Oogonium duvari liggen veya meme seklinde uglari
sivri dikenlere sahiptir ve diken uzunluklar1 2-6 pm (ortalama 4.24 pm) olarak
Olclilmiistiir (Sekil 4.16). Yakin monoclinous veya diclinous antheridiumlar
goriilmiistiir. Oosporlar1 genellikle plerotik nadiren aplerotik ve ¢aplart 14-29 um
(ortalama 21.63 pm) olarak dlgiilmiistiir. izolatlarin aplerotik indeksleri % 65.2-83.6

arasinda hesaplanmistir.
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Sekil 4.16. P. lycopersicum’un dikenli oogoniumu ve hif siskinlikleri

P. lycopersicum’un sporangiumlar1 P. oligandrum sporangiumlar1 kadar kompleks
yapida degildir. Oogonium duvarindaki dikensi ¢ikintilar ikinci tlirde daha uzundur
ve bu tiirde antheridium olusumu nadiren goriiliirken P. lycopersicum izolatlarinda
antheridiumlar sik¢a gozlenmistir. Ayrica P. oligandrum oosporlari aplerotik iken P.

lycopersicum’da hem aplerotik hem de plerotik olabilmektedir (Tepedelen, 2008).

Bu tiire ait izolatlar morfolojik 6zellikleri dikkate alindiginda Dick (1990)’in teshis
anahtarina gore P. ornamentatum olarak belirlenmektedir. Ancak bu tiir Paul (1987)
tarafindan tanimlanmis ve saklanan canli bir izolat bulunmadigi ve molekiiler
yontemlerle tanimlanmadigi i¢in bu isim gecersiz olarak kabul edilerek ITS
bolgelerinin dizi analizi yapilan ve gen bankasinda kayith olan izolat P.

lycopersicum olarak yeniden tanimlanmustir (Karaca et al., 2008).

4.1.6. Pythium oligandrum Drechsler

Yapilan bu calismada Denizli’nin AkkOy ilgesinin tiitiin fideliklerinden alinan 4
numarali toprak drneginden SSDP yoOntemi ile yapilan izolasyonda elde edilen bir
izolat Pythium oligandrum olarak teshis edilmistir. Izolat PCA besi ortaminda ortama
gomiilii olarak gelismekte olup CMA besi ortaminda ise rozet tipi ve havai bir

gelisme gostermistir (Sekil 4.17). CMA besi ortamindaki, giinliik gelisme hiz1 25° C
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Sekil 4.17. Pythium oligandrum misellerinin kiiltiirdeki geligimi

sicaklikta 27 mm olup, PCA besi ortaminda ise 43 mm olarak ol¢iilmiistiir.

Fungusun minimum geligsme sicakligr 12° C, maksimum 44° C ve optimum geligme
sicakligl ise 36° C olarak tespit edilmistir (Yu and Ma, 1989). P. oligandrum’un
CMA besi ortaminda 25° C sicaklikta giinliik gelisme hiz1 30 mm olmustur (Plaats-
Niterink, 1981).

Elde edilen izolatin hifleri seffaf, dallanmis ve bdlmesiz olup genisligi 4-8 pm
kadardir. Farkli yap1 ve biiylkliikte kiiresel, kompleks yapida sporangiumlar
gbozlenmis ve 12-20 um (ortalama 14.0 pm) capinda Olgiilmiistiir. interkalar
oogoniuma sahip olup nadir olarak terminal oogoniumlarda gézlenmis ve ¢aplari 21-
28 um (ortalama 23.6 um) olarak ol¢ililmiistiir. Bu izolatta anteridium goriilmemistir.
Oosporlar ¢cogunlukla aplerotik, nadiren plerotik, caplar1 18-24 pm (ortalama 20.1
um) olarak Slgiilmiistiir (Sekil 4.18). Aplerotik indeks % 69.7 olarak hesaplanmustir.
Dikenleri konik, uglara dogru sivri ve uzunluklart 5-6 pm (ortalama 5.5 um) olarak

Olclilmiistiir.
Bu calismada elde edilen izolatin 6zellikleri literatiirle uyumludur. Farkli yap1 ve

biiytikliikkte sporangiumlart oldugu, zoospor ¢ikist bazen olabilecegi, bazen de ¢im

borusu olusturmak suretiyle ¢cimlenebilecegi, oogoniumlarin terminal veya interkalar
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Sekil 4.18. P. oligandrum’un interkalar oogoniumlari ve oosporlari

olabilecegi, diken uzunluklarinin ortalama 4.3 pm oldugu, anteridiumlarin nadir
goriildiigii oosporin ¢ogunlukla aplerotik oldugu degisik kaynaklarda belirtilmektedir
(Plaats-Niterink, 1981; Yu and Ma, 1989).

P. oligandrum ilk kez ABD’de, kokleri ¢iiriimiis bezelyelerden izole edilmistir
(Dreshler, 1930). Dikenli oogoniuma sahip bu tiir topraktan ve farkl bitkilerden izole
edilmistir. Fungusun izole edildigi bitkilerden bazilari; kavun, havug, lahana, kavun,
domates, sekerpancari, fasulye, yonca ve bugdaydir (Plaats-Niterink, 1981). Bugiine
kadar yapilan caligmalarda tiitiin bitkisinden izole edildigine dair bir bilgiye
rastlanmamistir. Bu ¢alismayla ilk kez tiitiin fideliklerinden aliman  toprak

orneklerinden P. oligandrum izole edilmistir.

Pythium oligandrum biyolojik miicadelede kullanilan ve iyi sonuglar alinan
mikoparazit tiirlerdendir. Bitki patojenlerinden baska bazi toprak kokenli funguslar
iizerinde de mikoparazitik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Deacon, 1976).

4.1.7. Pythium paroecandrum Drechsler

Tiitiin fideliklerinden alinan bitki ve toprak orneklerinden yapilan izolasyonlarda

toplam olarak 39 izolat elde edilmistir. Bitki 6rneklerinden yalnizca 1 izolat elde
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edilmis; toprak izolasyonlarinda SSDP yontemi ile 20 izolat elde edilirken, SBT
yontemi ile 18 izolat elde edilmistir. Izolatlarin giinlilk gelisme hizlar1 PCA
ortaminda 25-35 mm, CMA besi ortaminda ise 21 mm olarak Ol¢iilmiistiir.
Kiiltiirdeki misel gelisimi besi ortamma gomiilii, karisik, kenarlarda havai

goriinimde olmustur (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. P. paroecandrum’un PCA’daki gelisimi

Literatiirdeki bilgilerde PCA besi ortaminda 25° C’deki giinliik gelisme hizi 20-25
mm olarak bildirilmistir. CMA besi ortaminda ortama gomiilii bir sekilde gelismekte

oldugu, PCA besi ortaminda ise misel gelisiminin 1simsal oldugu bildirilmistir

(Plaats-Niterink, 1981).

Bu ¢alismada elde edilen izolatlarin hif ¢caplarinin 3-4 pm, sporangiumlarinin kiiresel
ya da elipsoid, genellikle interkalar, nadiren terminal ve 12-19 um (ortalama 15.3
um) capinda oldugu belirlenmistir. Oogoniumlar kiiresel genellikle interkalar,
nadiren terminal olup, ¢aplart 17-27 um (ortalama 21.2 pum) olarak ol¢iilmistiir
(Sekil 4.20). Izolatlarda hypogynous, diclonous ve monoclinous antheridiumlar bir
arada olup oogonium basma 1-2 anteridium goézlenmistir. Oosporlar kiiresel, diiz

duvarli, aplerotik olup, 14-23 um (ortalama 17.52 pum) olarak dl¢iilmiistiir.

Izolatlarin aplerotik indeksi % 58.6-63.5 araliginda hesaplanarak oosporlarin

aplerotik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. P. paroecandrum’un interkalar oogoniumlari

Sekil 4.21. P. paroecandrum’a ait aplerotik oosporlar

Bu calismada elde edilen P. paroecandrum izolatlarinin morfolojik 6zellikleri de

literatiirle uyumludur (Yu and Ma, 1989).

P. paroecandrum ilk kez ABD’de Drechsler tarafindan Allium vineale koklerinden
izole edilmistir (Plaats-Niterink, 1981). Misirda da tohumlar ¢iiriiterek ¢ikis 6ncesi
¢okertene neden oldugu tespit edilmistir (Hooker, 1956). Pythium paroecandrum
bitki patojeni olarak bilinen bir tiir olmasina ragmen ikili kiltir yontemi ile Botrytis

cinerea’ya karsi in vitro etkinligine bakilmig ve patojen ilizerinde etkili bulunarak
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mikoparazitik etkisi oldugu tespit edilmistir (Abdelghani et al., 2004).

4.1.8. Pythium rostratum Butler

Izolatlarin tiirlere gore dagiliminda P. deliense ve P. ultimum var. ultimum
izolatlarindan sonra en fazla izole edilen tiir P. rostratum olmustur. Bitki
orneklerinden 10 izolat elde edilirken, SSDP yontemi ile 68 adet ve SBT yontemi ile

27 adet olmak tlizere toprak orneklerinden toplam olarak 95 izolat elde edilmistir.

[zolatlar PCA besi ortaminda 1sinsal, kenarlarda havai bir gelisme gdstermistir (Sekil
4.22). Kiiltiirlerin giinliik gelisme hizlar1 ise PCA besi ortaminda 25° C sicaklikta 13-
36 mm ve CMA besi ortaminda ise 20 mm olarak Ol¢lilmiistiir. Fungusun 25° C
sicaklikta PCA besi ortamindaki gilinliik gelisme hizinin 8 mm oldugu ve krizantem
tipte gelisme gosterdigi bildirilmektedir (Plaats-Niterink, 1981). CMA besi
ortaminda ise 1smsal ve havai bir sekilde gelisme gosterdigi belirtilmistir (Yu and
Ma, 1989). S6z konusu kiiltlirel farkliliklarin izolatlarin bulunduklar: farkli bolge

veya konukc¢ulardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Sekil 4.22. P. rostratum izolatlarinin PCA’daki gelisimi

Izolatlarin hifleri 3-5 pm genisliginde, sporangiumlar1 kiiresel veya limon
seklindedir. Genellikle interkalar, az da olsa terminal sporangiumlar tespit edilmis ve
bunlarin ¢aplar1 16-25 um (ortalama 20.3 pum) olarak olgiilmiistiir (Sekil 4.23).

Cogunlukla interkalar, nadiren de terminal olan oogoniumlarinin ¢aplart ise 14-27
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um (ortalama 19.2 pm) olarak belirlenmistir. Bu tiire ait antheridiumlar genellikle

hypogynous olup, bol miktarda yakin monoclinous antheridium da goriilmektedir.

Sekil 4.23. P. rostratum’un interkalar sporangiumlari

Kiiresel plerotik oospora sahip olan izolatlarin oospor ¢aplart 13-25 um (ortalama
17.2 um) olarak belirlenmistir. Izolatlarin aplerotik indeksleri % 69.1-75.3 olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. P. rostratum’un interkalar oogonium, hypogynous antheridium ve

plerotik oosporlar1

Bu tiiriin en tipik Ozellikleri oogoniumlarinin interkalar, antheridiumlarinin
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monoclinous veya hypogynous ve oosporlarinin da plerotik olmasidir.izolatlarin
Ozellikleri literatiirle uyumludur (Plaats-Niterink, 1981; Yu and Ma, 1989)., P.
rostratum topraktan sudan ve hastalikli bitkilerden izole edilmistir. Fungus genis bir
konukgu dizisine sahip olup; arpa, bugday, ¢eltik, misir, yulaf, yonca, fasulye, bakla,
iicgiil, marul, 1spanak, domates, cilek, ananas ve begonya, giil gibi degisik siis
bitkilerinden izole edilmistir (Middleton, 1943; Plaats-Niterink, 1981). Bugiine kadar
bu tiirlin tiitlinden izole edildigine dair herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Bu

caligma ile tiitiinde ilk kez bildirilen tiirlerden biridir.

4.1.9. Pythium ultimum Trow var. ultimum

Yogun fide kayiplarinin goriildiigii tiitlin fideliklerden alinan toprak ve bitki
orneklerinden yapilan izolasyonlarda toplam olarak 121 tane P. ultimum var.
ultimum izolat1 elde edilmistir. Bunlardan 4 tanesi hastalikli bitkilerden yapilan
izolasyonlarda elde edilmis olup, topraktan yapilan izolasyonlarda SSDP yontemiyle

64, SBT yontemiyle ise 53 izolat elde edilmistir.

P. ultimum var. ultimum izolatlarinin giinliik gelisme hizlar1 PCA besi ortaminda 20-
37 mm olarak Slclilmiistiir. PCA besi ortaminda miselleri havai gelisme gostermistir
(Sekil 4.25). Literatirde CMA besi ortaminda 1sinsal ve havai gelistigi, giinliik
gelisme hizinin bu ortamda 22 mm, PCA’da ise 30 mm oldugu bildirilmektedir
(Plaats-Niterink, 1981).

Sekil 4.25. P. ultimum var. ultimum’ un PCA’daki gelisimi
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Izolatlarin hifleri 4-7 pm genisligindedir. Bu gruba ait izolatlarda zoospor ¢ikist
gozlenmemistir. Hif siskinlikleri ¢ogunlukla terminal olup c¢aplar1 13-22 pum
(ortalama 17.5 pm) olarak OoOl¢iilmistir. Oogoniumlar1 kiiresel, diiz duvarl,
cogunlukla terminal olup caplart 17-25 pm (ortalama 21.89 um)’dir. Antheridiumlari
yakin monoclinous ve diclinous olup oogoniuma dogru kivrilmis vaziyettedir ve

oogonium bagina 1 ya da 2 antheridium olugmaktadir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. P. ultimum var. ultimum oogonium ve antheridiumlart

Oosporlar kiiresel, diiz duvarli ve aplerotik olup 14-22 pum (ortalama 18.47 pm)
olarak belirlenmistir (Sekil 4.27). Bu tiire ait izolatlarin en tipik o6zellikleri yakin
monoclinous antheridiumlart ve aplerotik oosporlaridir. Elde edilen izolatlarin
kiiltiirel ve morfolojik Ozellikleri literatlirle uyumludur (Plaats-Niterink, 1981; Yu
and Ma, 1989).

P. ultimum diinyanin birgok yerinde yaygin olarak bulunan, 6zellikle serin ve 1liman
iklimlerde domates, bezelye, soya fasulyesi, sekerpancari, karpuz, pamuk basta
olmak tizere bir¢cok bitkide ¢okerten ve kok ciiriikliigiine neden olan Onemli bir
parazittir (Plaats-Niterink, 1981). Japonya’da yapilan bir ¢caligmada hastalikli tiitiin
fidelerinden izole edilmis ve virulensi olduk¢a yiiksek bulunmustur (Uozumi et al.,
1980).
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Sekil 4.27. P. ultimum var. ultimum’ un aplerotik oosporlari

4.2. Pythium Tiirlerinin Patojeniteleri

4.2.1. Izolatlarin hiyar fideleri iizerindeki patojeniteleri

Aragtirma sonucunda elde edilen ve teshisleri yapilan Pythium tiirlerine ait
izolatlardan patojenite denemesinde kullanilacak izolatlarin se¢ilmesi amaciyla
yapilan On patojenite testinde, izolatlarin tek yaprakli hiyar fideleri {izerindeki
virulensleri incelendiginde; P. deliense’ye ait tiim izolatlarin viriilensleri yiiksek
bulunmustur. P. HS grup ve P. ultimum var. ultimum izolatlarindan bazilar1 yiiksek
derecede virulent iken bazilarinin virulensi oldukca diisiik bulunmustur. P.
paroecandrum izolatlarinin da virulensleri birbirinden farklilik gostermis, bazilarinin
viriilensi yiiksek, bazilarinin orta diizeyde, bazilarinin ise diisiikk olmustur. Biitiin P.
rostratum izolatlar1 igerinde yalnizca AkSBTS5-2"nin viriilensi oldukg¢a yiiksek iken

diger tiim izolatlarin viriilensinin diistik oldugu tespit edilmistir.

Dikenli oogoniuma sahip tiirlerden P. lycopersicum’a ait izolatlarin da bir kisminin
virulensi yiiksek iken bazilar1 diisiik seviyede virulent bulunmustur. P. echinulatum
izolatlarinin hryar fidelerindeki virtilensleri diisiik olmustur. P. oligandrum izolatinin

hiyar fidelerindeki viriilensi disiik iken, P. acantophoron izolatlarindan bazilari
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yuksek, bazilar1 orta derecede, bazilar1 ise diisiik seviyede virulent bulunmustur

(Sekil 4.28).

Sekil 4.28. Mikoparazit izolatlarin hiyar fidelerindeki patojeniteleri

4.2.2. Izolatlarn tiitiin fideleri iizerindeki patojeniteleri

On patojenite testiyle hiyar fidelerindeki virulensleri belirlenen izolatlardan her tiirii
temsilen secilenler ile tiitlinlerde yapilan patojenite denemeleri sonucunda, ¢ikis
oncesi ¢okerten siddeti bakimindan P. deliense en virulent tiir olarak ortaya ¢ikmig
ve tiim tekerriirlerde fide ¢ikisini tamamen engellemis ya da ¢ikan fidelerin ¢iiriiyiip
Olmesine neden olmustur (Sekil 4.29). Bu tiir ilk tanimlandiginda tiitiinlerden izole

edilmis olup virulensinin yiiksek oldugu bilinmektedir (Drechsler, 1960).

Kontrol F deliense

Sekil 4.29. P. deliense’nin tiitiin fidelerinde neden oldugu ¢ikis dncesi ¢okerten
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P. rostratum, P. ultimum ve P. echinulatum siddetli hastalik olusturan diger tiirlerdir

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Pythium tiirlerine ait izolatlarin tiitiinlerde ¢ikis Gncesi ve sonrast

cOkerten hastalig1 siddetleri

Cikas oncesi Cikis sonrasi
Pythium tiirleri hastalik siddeti hastahik siddeti
P. acantophoron 3.00 cd 1.71 ab
P. deliense 500 e 209 b
P. echinulatum 4.00 de 1.71 ab
P. HS group 3.00 cd 208 b
P. lycopersicum 2.75 abc 1.58 ab
P. oligandrum 2.00 ab 1.08 a
P. paroecandrum 450 e 1.46 ab
P. rostratum 3.75 de 1.71 ab
P. ultimum 3.75 de 212 b
Kontrol 1.50 a 1.00 a

*Duncan c¢oklu karsilagtirma testine gore

situnlarda ayni harfle gosterilen

ortalamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir (p=

0.05)

Mikoparazit olarak da bilinen P. paroecandrum yiiksek siddette ¢ikis Oncesi

cokertene neden olan tiirlerden biri olmustur (Sekil 4.30). Bu tiiriin de tiitiinde ¢ikisi

Oonemli oranda azalttig1 daha 6nce de bildirilmistir (Hatat, 1995).

Yine mikoparazit olarak bilinen P. acanthophoron da HS gruba ait izolat gibi orta

derecede hastalik olusturmustur. P. oligandrum ve P. lycopersicum ise diisiik

seviyede hastalik olusturarak kontrolle ayni grupta yer almislardir. Cikis Oncesi

¢okerten bakimindan virulensi en diisiik tiir P. oligandrum olmustur (Sekil 4.31). Bu

li¢ tiirlin virulensinin ¢ok diisiik oldugu bilinmektedir (Plaats-Niterink, 1981).
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Kontrol P. defiense P HS grup

P paraecandrum P rostratum £ uftimum

Sekil 4.30. P. deliense, P. HS grup, P. paroecandrum, P. rostratum ve P. ultimum’un
tiitlin fidelerinde neden oldugu ¢ikis dncesi ¢okerten

Sekil 4.31. Virulensi diger tiirlere gore diisiik bulunan P. oligandrum’un tiitiin
fidelerinin ¢ikis1 izerindeki etkisi

Cikis sonrasi ¢okerten bakimindan degerlendirildiginde, P. ultimum, P. deliense ve
P. HS gruba ait izolatlarin virulenslerinin yiiksek oldugu ve geng tiitiin bitkilerinde
hafif solgunluk ve kok c¢iiriikliigline neden olduklari belirlenmistir (Sekil 4.32).

Diger tiirlere ait izolatlar kdklerde ¢cok hafif simptomlar olusturmus ve istatistiksel
olarak kontrolle aymi grupta yer almiglardir. Cikis oncesinde oldugu gibi ¢ikis

sonrasinda da virulensi en diisiik tiir P. oligandrum olmustur (Sekil 4.33).
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Sekil 4.32. P. deliense, P. HS grup, P. rostratum ve P. ultimum’un tiitiin fidelerinde
neden oldugu ¢ikis sonrasi ¢gokerten

Sekil 4.33. P. acanthophoron, P. lycopersicum, P. oligandrum, P. paroecandrum ve
P. echinulatum’un tiitiin fidelerinde neden oldugu ¢ikis sonrasi ¢okerten

4.3. Mikoparazit Pythium Tiirlerinin Patojenler Uzerindeki In Vitro Etkinlikleri
Tiitin fideliklerinden elde edilen Pythium tiirlerinin mikoparazitik etkinliklerinin
incelendigi bu ¢alismada; mikoparazitik etkinligi en yiiksek izolat TavSBT9-2 kodlu

P. lycopersicum izolati olmustur. S6z konusu izolat, denemede ele alinan patojen

tiirlerin hepsi lizerinde yiiksek mikoparazitik etki gostermistir (Cizelge 4.6). Bu tiire
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Cizelge 4.6. Pythium tiirlerinin patojen tiirler tizerindeki mikoparazitik etkileri

Mikoparazit/Patojen P.HS Grup | P. ultimum | P.rostratum | P. deliense
AK4T -1 (P. olig.) 3.6 4.0 4.0 0.0
AK2T -3 (P. acan.) 1.3 1.3 4.0 1.0
KalSBT10 -1 (P. acan.) 1.0 1.6 1.6 0.0
KalSBT8- 3 (P.acan.) 2.0 2.0 33 0.0
Bul5STIH  (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 1.3
GinST -3 (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 0.0
Kal6T -1 (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 1.3
Kal8T-2 (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 1.3
Kal8T-3  (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 0.0
Kal8T -6 (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 2.0
Kal8T -8 (P. lyco.) 4.0 4.0 4.0 0.0
KalSBTS -4 (P. Iyco.) 4.0 4.0 4.0 0.7
TavSBT9 -2 (P. Iyco.) 4.0 4.0 4.0 2.7
Bul5T4H (P. echi.) 2.0 1.3 2.0 0.0
AKIT-7  (P.echi.) 2.0 2.0 2.0 0.0
MerSBT1 -1 (P. echi. ) 2.0 1.7 1.3 0.0
ASBT1 -4  (P.echi.) 0.0 0.0 0.0 0.0
Tav3T-2  (P.paro.) 3.7 3.7 4.0 0.3
AKkST-1 (P. paro.) 4.0 3.7 4.0 0.0
AkSBT6-2  (P. paro.) 4.0 4.0 3.0 0.0
KalSBT4-2 (P. paro.) 03 4.0 4.0 0.0

ait diger izolatlar P. deliense iizerinde diisiikk mikoparazitik etki gostermekle birlikte,
diger patojenler tizerindeki etkinlikleri oldukca yiiksek olmustur. P. oligandrum
izolat1 da P. lycopersicum’da oldugu gibi P. deliense haricindeki biitiin patojenler

tizerinde yiiksek mikoparazitik etki gostermistir.

P. acantophoron izolatlar1 igerisinde en yiiksek mikoparazitik aktivite KalSBT8-3
izolatinda belirlenmistir. Ak2T-3 kodlu izolat ise P. rostratum iizerinde yiiksek

mikoparazitik etki gosterdigi halde diger tiirler iizerindeki etkisi diisiik olmustur. Bu
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tiirtin mikoparazitik etkisinin P. oligandrum’a gore daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Jones and Deacon, 1995).

Diiz duvarli oogoniuma sahip olan ve baz1 kaynaklarda degisik bitkiler iizerinde
degisik seviyelerde hastalik olusumuna neden oldugundan bahsedilen (Plaats-
Niterink, 1981; Hatat, 1995) P. paroecandrum’un son zamanlarda degisik bitki
patojenleri iizerinde mikoparazitik etkisi oldugu belirlenmistir (Paul, 1999b; Paul,
2002; Paul, 2004). Bu nedenle g¢alismada hiyar ve tiitiin fideleri iizerinde kok
clriikliigiine neden olmasina ragmen mikoparazitik etkinlik denemelerinde de ele
almmustir. Bu tiire ait izolatlarin hicbiri P. deliense iizerinde etkili olamamustir.
KalSBT4-2 izolat1 haricinde biitiin izolatlarin, geriye kalan 3 patojen iizerinde
yiiksek mikoparazitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. KalSBT4-2 izolat1 P.
deliense ve P. HS grup flizerinde etkili olamamus, P. rostratum ve P. ultimum

izolatlar1 tizerinde ise yliksek mikoparazitik etki géstermistir.

P. echinulatum dikenli oogoniuma sahip olan bir tiir olmasina ragmen bugiine kadar
mikoparazitik etkinligi ile ilgili herhangi bir calisma yapilmamistir. Topraktan, sudan
ve degisik bitkilerden izole edildigine dair kayitlar bulunmaktadir, ancak
patojenitesiyle ilgili cok az bilgiye rastlanmustir. Sebzelerde ve ibreli fidanlarda
zayif patojen oldugu (Robertson, 1976), buna karsilik cileklerde siddetli hastalik
olusturdugu bildirilmistir (Plaats-Niterink, 1981). Ayrica karnabahar fidelerinde de
cOkertene neden oldugu belirlenmistir (Paul and Bouhizeb, 1986). Bu tiire ait
izolatlar icerisinde ASBT1-4 izolati higbir mikoparazitik aktivite gostermezken,

diger 3 izolatta ise mikoparazitik aktivite orta diizeyde olmustur.
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5. SONUC

Bu ¢alismada; Burdur’un Bucak ilgesi ile Denizli merkez ve ilg¢elerinde tiitiin liretim
alanlarindaki fideliklerden alinan 85 adet bitki ve toprak Orneginden yapilan
izolasyonlarla toplam olarak 512 izolat elde edilmis olup, teshis calismalari sonucu
bunlarm 9 farkli tiire ait oldugu belirlenmistir. Izolasyonlar sonucunda tiitiin
fideliklerinde en yaygin olan tiir Pythium deliense olarak belirlenirken bunu Pythium
ultimum var. ultimum ve Pythium rostratum takip etmistir. Izolasyon siklig1 en az

olan tiir ise Pythium HS grup olmustur.

Toprak Orneklerinin izolasyonlarin da SSDP ve SBT olmak iizere 2 yontem
kullanilmistir. Yontemlerin farkliligr tiirlerin izolasyon sikligi agisindan 6nemli
goriinmemektedir. izolasyon sikligma bakildiginda patojen tiir yogunlugunun
mikoparazitlere gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni fideliklerdeki

cokerten miicadelesinde bilingsiz ve yogun kimyasal kullanimi olabilir.

Izole edilen tiirlerin hem laboratuar kosullarinda hiyar fideleri iizerinde, hem de
iklim odasinda tiitiin fidelerindeki viriilensleri incelenmistir. Viriilensi en yiiksek
olan tiir Pythium deliense olurken, mikoparazit olarak bilinen P. oligandrum

izolatinin viriilensi diisiik olmustur.

Patojen ve mikoparazit tiirlerin in vitro kosullardaki etkilesimleri de incelenmis ve
mikoparazit tiirlerin Pythium deliense tizerinde etkisiz, diger patojen tiirler tizerinde
ise etkili olduklar1 belirlenmistir. Mikoparazit izolatlar i¢inde en yiiksek etkinligi

gosteren Denizli’den izole edilmis olan bir P. lycopersicum izolati olmustur.

Bu ¢alisma ile P. acanthophoron, P. lycopersicum, P. oligandrum ve P. rostratum
tittinlerden ilk kez izole edilmis, P. echinulatum ise hem tiitiinlerden bu ¢alisma ile

ilk kez bildirilirken, iilkemiz i¢in de ilk kayit olma 6zelligi tasimaktadir.

Bu arastirma tiitiin fideliklerinde P. deliense ve P. ultimum gibi tiirlerin yaygin
olarak bulundugunu ve onemli derecede fide kayiplarina neden olabileceklerini

gostermistir.  Bununla  birlikte, topraklarda mevcut mikoparazit tiirlerin
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yogunluklariin da kiigiimsenmeyecek seviyede oldugu ve tesvik edici uygulamalarla
bunlarin biyolojik etmen olarak etkili olma potansiyellerinin artirilabilecegi
sOylenebilir. Ayrica bu c¢alisma temel alinarak s6z konusu mikoparazitlerin
patojenler iizerindeki etkinlikleri daha detayli olarak arastirilarak, etkili izolatlarin
biyolojik etmen olarak degerlendirilmelerinde yarar olacaktir. Bu bakimdan kimyasal
kullanimin1 en aza indirecek alternatif bir yontem olan biyolojik savasa katki

saglayabilecek sonuclar elde edilmistir.

65



6. KAYNAKLAR

Abad, Z. G., Shew, H. D., Lucas, L. T., 1994. Characterization and pathogenicity of
Pythium species isolated from turfgrass with symptoms of root and crow rot
in North Carolina. Phytopathology, 84, 913-921.

Abdelghani, El. Y., Bala, K., Paul, B., 2004. Characterization of Pythium
paroecandrum and its antagonism towards Botrytis cinerea, the causative
agent of grey mould disease of grape. FEMS Microbiology Letters, 230 (2),
177-183.

Abdelzaher, H. M. A., Elnaghy, M. A., Fadl-Allah, E. M., 1997. Isolation of Pythium
oligandrum from Egyptian soil and its mycoparasitic effect Pythium ultimum
var. ultimum the damping-off organism of wheat. Mycopathologia, 139, 97-
106.

Agrios, G. N., 1988. Plant Pathology. Ac on Pytademic Press Inc. Third Editionda,
Xvi-803.

Ali-Shtayeh, M. S., LEN, L. C., Dick, M. W., 1986. An important method and
medium for quantative estimates of populations of Pythium species from soil.
Trans. Br. Mycol. Soc., 86 (1), 39-47.

Ali-Shtayeh, M.S., Saleh, A.S.F., 1999. Isolation of Pythium acanthicum, P.
oligandrum, and P. periplocum from soil and evaluation of their
mycoparasitic  activity and biocontrol efficacy against selected
phytopathogenic Pythium species. Mycopathologia, 145, 143-153.

Al-Rawahi, A.K., Hancock, J.G., 1997. Rhizosphere Competence of Pythium
oligandrum. The American Phytopathological Society, 87 (9), 951-959.

Al-Rawahi, A. K., Hancock, J. G., 1998. Parasitism and biological control of
Verticillum dahliae by Pythium oligandrum. Plant Disease, 82 (10), 1100-
1106.

Amann, A. B., Gubler, W. D., 1988. Occurence and pathogenicity of Pythium
myriotylum recovered from Cucumis melonis with sudden wilt.
Phytopathology, 78 (12), 1579.

66



Anderson, M. G., Fortnum, B. A., Martin, S. B., 1997. First report on Pythium
myriotylum in a tobacco seedling float system in South Carolina. Plant
Disease, 81 (2), 227-227.

Anonim, 2000. DPT Sekizinci Bes Yillik Kalkinma Plani, Tiitlin Mamulleri Sanayi
Ozel Ihtisas Komisyonu Raporu. DPT (Devlet Planlama Teskilat1) Yayinlari,
Yayin No: DPT: 2523- OIK: 539, 68s. Ankara.

Anonim, 2004. DPT VIII. Bes Yillik Kalkinma Plani, Tiitiin ve Tiitiin Mamulleri
Sanayi Ozel ihtisas Komisyonu II. Raporu. DPT ( Devlet Planlama Teskilat1)
Yayinlari, 56s. Ankara.

Anonim, 2009. Titiin. http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCt%C3%BCn. Erisim
Tarihi: 30.06.2009.

Anonim, 2010. Tiirkiye Istatistik Kurumu Bitkisel Uretim Istatistikleri Veri Tabanu.

http://tuikrapor.tuik.gov.tr. Erigim Tarihi: 25. 09. 2010.

Berry, L.A., Jones, E.E., Deacon, J. W., 1993. Interaction of the mycoparasite
Pythium oligandrum with other Pythium species. Biocontrol Science
Technology, 3 (3), 247-260.

Biesbrock, J. A., Hendrix, Jr., F. F., 1970. Influence of soil water and temperature on
root necrosis of peach caused by Pythium species. Phytopathology, 60, 880.

Bolton, A. T., 1981. Spesificity among isolates of P. splendens from geranium,
chrysanthemum and Riger begonia. Canadian Journal of Plant Pathology, 3
(3), 177-179. (Rev. Plant Path., 61 (6), 2904).

Calmin, G., Belbahri, L., Lefort, F., 2007. Direct PCR for DNA barcoding in the
genera Phytophopthora and Pythium. Biotechnology& Biotechnology EQ,
21, 40-42.

Cara, M. De., Santos, M., Herrero, M. L., Brurberg, M. B., Tello Marquina, J. C.,
2008. First report of Pythium deliense as a pathogen of melon in Honduras
and Guatemala. Plant Pathology, 57 (4), 776-776.

Chakravarty, P., 1990. The influence of VAM on the resistance of tobacco to
Pythium damping-off. Abstracts of XXXIII. International Horticultural
Congress: 3245. August 27 — September 1, 1990. Firenze, ITALY.

67



Chamswarng, C., Cook, R. S., 1985. Identification and comparative pathogenicity of
Pythium species from wheat roots and wheat-field soils in the Pasific
Northwest. Phytopathology, 75, 821-827.

Cother, E. J., Gilbert, R. L., 1993. Comparative pathogenicity of Pythium species
associated with poor seedling establishment of rice in Southern Australia.
Plant Pathology, 42, 151-157.

Cooke Del, Drenth, A., Duncan, J. M., Wagels, G., Brasier, C. M., 2000. A
molecular phylogeny of Phytophthora and related oomycetes. Fungal Genetic
Biology, 30, 17-32.

Cikin, A., Isikli, E., 1990. Tiirkiye ’nin Uzun Vadeli Tiitiin Politikas1, iktisadi
Arastirmalar Vakfi, 182s. Istanbul

Deacon, J. W., 1976. Studies on Pythium oligandrum, an aggresive parasite of other
fungi. Transaction of the British Mycological Society, 66, 383-391.

Deacon, J. W., LAing, S. A. K., Bery, 1. A., 1991. Pythium mycoparasiticum sp.nov.
an agressive mycoparasite from British Soil. Mycotaxon, 27, 1-8.

Devaki, N.S., Bhat S.S., Shenoi, M.M., Wajid, S.M.A., 1991. Pythium myriotylum- a
new threat to tobacco in India. Indian Phytopathology, 44 (4), 541-542.

Devaki N.S., Bhat, S.S., Bhat, S.G., Manjunatha K.R., 1992. Antagonistic activities
of Trichoderma harzianum against Pythium aphanidermatum and Pythium
myriotylum on tobacco. Journal of Phytopathology, 136 (1), 82-87.

Dick, M. W., 1990. Keys to Pythium. Department of Botany, 64s. School of Plant
Science.

Drechsler, C., 1930. Some new species of Pythium. J. Wash. Acad. Sci., 20, 398-418.

Drechsler, C., 1960. A Pythium causing root rot tobacco in Nicaragua and
Indonesida. Sydowia, 11, 4-120.

Ersan, A., 2004. Tiitiin Sektdr Profili. Istanbul Ticaret Odasi, Etiit ve Arastirma
Subesi, 23s. Istanbul.

Escobar, C., Beute, M. K., Lockwood, J. L., 1967. Possible importance of Pythium in
root rot of peas. Phytopathology, 57, 1149-1151.

Fajola, A. O., Alasoadura, S. O., 1975. Antagonistic effects of Trichoderma
harzianum on Pythium aphanidermatum causing the damping-off disease of

tobacco in Nigeria. Mycopathologia, 57 (1), 47-52.

68



Fortnum, B. A., Rideout, M., Martin, S. B., Gooden, D., 2000. Nutrient Solution
Temperature Affects Pythium Root Rot of Tobacco in Greenhouse Float
Systems. Plant Disease, 84, 289-294.

Fukui, R., Campbell, G. S., Cook, R. J., 1994. Factors influencing the incidence of
embryo infection by Pythium spp. during germination of wheat seeds in soils.
Phytopathology, 84, 695-702.

Giil, A., Ataseven, Y., 2004. Tiitiin. Tarimsal Ekonomi Arastirma Enstitiisii, 6 (11),
1-8.

Gilesci, M., 2010. Tiitiin Piyasast (Denizli), Denizli ili haritas1 ve tiitiin iiretimi

yapan ilgeleri. http://metingulesci.blogcu.com Erisim Tarihi: 07.02.2011.

Giingér, O., 1999. Tiitiin Fideliklerinde Potasyumun Cékerten Hastalifia ve Soguga
Dayanikliliga Etkisi Uzerinde Arastirmalar. Journal of Agriculture and
Forestry, 23 (4), 843-847.

Hall, G., 1998. Pythium acantophoron. IMI Descriptions of Fungi and Bacteria, 107,
1068.

Hatat, G. 1995. Samsun ilinde 6nemli bazi kiiltiir bitkilerinde bulunan Pythium
tiirlerinin Tespiti ve patojeniteleri lizerinde Arastirmalar. Ankara, Doktora
Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim
Dali. 95s.

Haware, M. P., Joshi, L. K., 1974. Studies on soft rot of ginger from Madhya
Pradesh. Handb. U. S. Dep. Agric., 262, 1-40.

Hendrix, Jr., F.F., Campbell, W.A., 1973. Pythium as Plant Pathogens. Annual
Review of Phytopathology, 11, 77-98 .

Hooker, A. L., 1956. Correlation of resistance to eight Pythium species in seedling
corn. Phytopathology, 46, 175-176.

Jackisch-Matsuura, A.B., Menezes, M., 1999a. Morphologic and esterasic
characterization of Pythium aphanidermatum, P. ultimum and P. torulosum
and evaluation of their pathogenicity on tobacco. Summa Phytopathologia, 25
(2), 136-138.

Jackisch-Matsuura, A.B., Menezes, M., 1999b. Effect of Trichoderma spp. in the
control of Pythium aphanidermatum in tobacco (Nicotiana tabacum). Summa
Phytpathologia, 25 (2), 161-164.

69



JiaHe, W., 1998. Isolation and screening of antagonistic fungi against tobacco root
diseases. Chinese Journal of Biological Control, 14 (1), 28-31.

Jones, E. E., Deacon, J. W., 1995. Comparative Physiology and Behaviour of the
Mycoparasites ~ Pythium  acantophoron, P. oligandrum and P.
mycoparasiticum. Biocontrol Science and Technology, 5, 25-39.

Karabagli, A., Alpkent, N., 1997. Tiirkiye Tiitiin ve I¢ki Sanayinin Avrupa Birligi
(AB) Pazarlarima Uyumu. Milli Prodiiktivite Merkezi Yayinlari, 604, 70s.
Ankara.

Karaca, G., Tepedelen, G., Belghouthi, A., Paul, B., 2008. A new mycoparasite,
Pythium lycopersicum, isolated in Isparta, Turkey: morphology, molecular
characteristics, and its antagonism with phytopathogenic fungi. FEMS
Microbiology Letters, 288, 163-170.

Kirk, P. M., Cannon, P. F., David, J. C., Stalpers, J. A., 2001. Dictionary of The
Fungi. CABI Publishing, CAB International, 655s. Oxon, UK.

Lipps, P. E., Bruehl, G. W., 1978. Snow rot of winter wheat in Washington.
Phytopathology, 68, 1120-1127.

Liu, P. S. W., 1977a. Diseases caused by Phytophthora and Pythium recorded in
Sabah, Malaysia Tech. Bull. Dep. Agric., Sabah, Malay., 3, 48 pp.

Liu, P. S. W., 1977b. A supplement to a host list of plant diseases in Sabah,
Malaysia. Commonw. Mycol. Inst. Kew, Phytopath. Pap, 21, 50pp.

Lodha, B. C., Webster, J. W., 1990. Pythium acantophoron, a mycoparasite,
rediscovered in India an Britain. Mycological Research, 94 (7), 1006-1008.

Lumsden, D. R., Ayers, W. A., Adams, P. B., Dow, R. L., Lewis, J. A., Papavizas, G.
C., Kantzes, J. G., 1976. Ecology and epidemiology of Pythium species in
field soil. Phytopathology, 66, 1203-1209.

Lutchmeah, R. S., Cooke, R.C., 1984. Aspects of antagonism by the mycoparasite
Pythium oligandrum. Transactions of the British Mycological Society, 83 (4),
696-700.

Lutchmeah, R. S., Cooke R. C., 1985. Pelleting of seed with the antagonist Pythium
oligandrum for biological control of damping off. Plant Pathology, 34, 528-
531.

70



Madsen, M. A., Neergard, E., 1999. Interactions Between the Mycoparasite Pythium
oligandrum and Sclerotia of the Plant Pathogen Sclerotinia sclerotiorum.
European Journal of Plant Pathology, 105 (8), 761-768 (8).

Martin, F. N., Hancock J. G., 1987. The use of Pythium oligandrum for biological
control of pre-emergence damping off caused by P. ultimum. Phytopathology,
77, 1013-1020.

Matoba, Y., Kondo, N., Akino, S., Kodama, F., Naito, S., Ebe, S., 2008.
Identification and pathogenicity of Pythium species causing damping-off of
kidney bean. J. Gen Plant Pathology, 74, 81-85.

Mc Elroy, F. D., Pepin, H. S., Ormrod, D. J., 1971. Dieback of carrot roots caused by
Pythium debaryanum. Phytopathology, 60, 943-950.

McQuilken, M. P., Whipps, J. M., Cooke, R. C., 1990. Control of damping off in
cress and sugar beet by commercial seed coating with Pythium oligandrum.
Plant Pathology, 39, 452-462.

McQuilken, M. P., Whipps, J. M., Cooke, R. C., 1992. Use of oospore formulations
of Pythium oligandrum for biological control of Pythium damping off in
cress. Journal of Plant Pathology, 135, 124-134.

MeiYun, L., Ge, W., TianFei, L., KaiQi, L., 2001. Selection for Trichoderma
isolates applicable in biocontrol of major fungal diseases of tobacco. Journal
of Southwest Agricultural University, 23 (1), 10-12.

Middleton, J. T., 1943. The taxonomy, host range and geographic distribution of the
genus Pythium. Mem Torrey Bot Club, 20, 1-171.

Nelson, E. B., Craft, C. M., 1991. Identification and comparative pathogenicity of
Pythium spp. from roots and crowns of turfgrasses exhibiting symptoms of
root rot. Phytopathology, 81,1529-1536.

Padel, R. B., 1984. Post-harvest diseases of apple (Pyrus malus) fruits and their
control. Indian Journal of Microbiology, 24 (2), 142-143. (Rev. Plant
Pathology, 65 (6), 2892).

Paul, B., Bouhizeb, N., 1986. P. echinulatum causing damping-off of cauliflower
seedlings. Phytopathologia Mediterranea, 25 (1-3), 157-159.

Paul, B., 1987. A new species of Pythium with ornamented oogonia from Algeria.
Mycologia, 79 (5), 797-802.

71



Paul, B., 1999a. P. ornacarpum: a new species with ornamented oogonia isolated
from soil in France. FEMS Microbiology Letters, 180, 337-344.

Paul, B., 1999b. Suppression of Botrytis cinerea causing the grey mould disease of
grape vine by an aggressive mycoparasite, P. radiosum. FEMS Microbiology
Letters, 176, 25-30.

Paul, B., 2000. Pythium contiguanum nomen novum (syn. Pythium dreschleri Paul),
its antagonism to Botrytis cinerea, ITS1 region of its nuclear ribosomal DNA,
and its comparison with related species. FEMS Microbiology Letters, 183,
105-110.

Paul, B., 2002. ITS region of Pythium canariense sp. nov., its morphology and its
interaction with Botrytis cinerea. FEMS Microbiology Letters, 208, 135-141.

Paul, B., 2003. Characterisation of a new species of Pythium isolated from a wheat
field in northern France and its antagonism towards Botrytis cinerea causing
the grey mould disease of the grapevine. FEMS Microbiology Letters, 224,
215-223.

Paul, B., 2004. A new species of Pythium isolated from burgundian vineyards and its
antagonism towards Botrytis cinerea, the causative agent of the grey mould
disease. FEMS Microbiology Letters, 234, 269-274.

Paul, B., Bala, K., Lassaad, B., Calmin, G., Sanches-Hernandez, E., Lefort, F., 2006.
A new species of Pythium with ornamented oogonia: morphology, taxonomy,
internal transcribed spacer region of its ribosomal RNA, and its comparison
with related species. FEMS Microbiology Letters, 254, 317-323.

Paul, B., Mathew, R., Kanak, B., Paul, A., Henry, M., Lefort, F., Belbahri, L., 2008.
Morphology, taxonomy, and phylogenetic analysis of a new species of
Pythium isolated from France. Fungal Diversity, 28, 55-63.

Picard, K., Tirily, Y., Benhamou, N., 2000. Cytological effects of celluloses in the
parasitism of Phytopthora parasitica by P. oligandrum. Applied and
Environmental Microbiology, 66 (10), 4305-4314.

Pieczarka, D. J., Abawi, G. S., 1978. Influence of soil water potential and
temperature on severity of Pythium root rot of snap beans. Phytopathology,
68, 766-772.

72



Plaats-Niterink, van der A. J., 1981. Monograph of the genus Pythium. Studies in
Mycology, 21, 1-242.

Ragunathan, V., 1968. Dampining-off of green gram, cauliflower, daincha, ragi and
clusterbean. Indian Phytopath., 21, 456-457.

Rao, B., Schimitthenner, A.F., Caldwell, R., Ellett, C. W., 1978. Prevalence and
virulence of Pythium associated with root rot corn in poorly drained soil.
Phytopathology, 68, 1157-1563.

Riberio, W. R. C., Butler, E. E., 1992. Isolation of mycoparasitic species of Pythium
with spiny oogonia from soil in California. Mycological Research, 96 (10),
857- 862.

Robertson, G. L., 1976. Pythium species in market gardens and their pathogenicity to
fourteen vegetable crops. N. Z. JI Agric. Res., 19, 97-102.

Sapan, H., 1997. “’Tiirk Titiinde Fiyatlandirma Politikas1’’ (Yiiksek Lisans Tezi),
http://www.tutuneksper.org.tr/tutunce/turkiye/bolgeler%?20itibariyle%20urei
m.htm. Erisim Tarihi: 20.09.2010.

Sigobodhla, T. E ., Dimbi, S.; Masuka, A. J., 2010. First report of Pythium

myriotylum causing root and stem rot on tobacco in Zimbabwe. Plant Disease,
94(8), 1067.

Shang, H., Chen, J., Handelsman, J., Goodman, R.M., 1999. Behavior of Pythium
torulosum Zoospores During Their Interaction with Roots and Bacillus
cereus. Current Microbiology, 38, 199-204.

Singh, B., Srivastava, H. C., 1953. Damping-off of tomato seedlings. J. Indian
Botanical Society, 32, 1-16.

Spurr, H. W., Jr., Shew, H. D., 1995. Commercial Potting Medium as the Source of
Pythium Causing a Disease on Tobacco Transplant. Plant Disease, 79 (5),
538.

Stamps, D. J., Shaw, D. E., Cartledge, E. G., 1972. Species of Phytophthora and
Pythium in Papua-New Guinea. Papua New Guin. agric. J., 23, 41-45.
Subhashini, D. V., Padmaja, K., 2010. Interaction between arbuscular mycorrhizal

fungi and  Pythium  aphanidermatum in  tobacco  seedbeds.

http://www.indianjournals.com . Erigim tarihi: 01.11.2010.

73



Sumith, J. A., Bandara, J. M. R. S., 2002. Effect of Potassium on the Development
and Severity of Damping-off in Tobacco (Nicotiana tabacum L.). Annals of
the Sri Lanka Department of Agriculture, 4, 327-335.

Tepedelen, G., 2008. Isparta ili topraklarinda bulunan mikoparazit Pythium tiirlerinin
ve bunlarin bazi toprak kokenli fungal bitki patojenleri tizerindeki in vitro
etkinliklerinin belirlenmesi. Yayinlanmamis Yiiksek Lisans Tezi, 609s,
S.D.U., Fen Bilimleri Enstitiisii, Isparta.

Tomio, K., Takio, 1., 1998. Hyphal interactions between Pythium ultimum and a
mycoparasite, P. oligandrum Light microscopic observations of their
interface in and around cucumber roots in soil. Japan Science and
Technology Agency, 39 (4), 159-168.

Truong, H. X., Salinas, M. D., Obien, A. S., Carasi, R. C., 1988. Biological control
of Sclerotium rolfsii and Pythium aphanidermatum damping-off on tobacco
with Trichoderma harzianum culture. Brighton Crop Protection Conference.
British Crop Protection Council, 3, 1189-1194.

Uozumi, T., Onu, K., Chikada, N., 1980. Studies on a disease of tobacco caused by
Pythium spp., Rev. Plant Pathology, 61 (2), 870.

Van West, P., Appiah, A. A., Gow, N. A. R., 2003. Advances in research on
oomycete root pathogens. Physiological and Molecular Plant Pathology, 69,
99-113.

Vestberg, M., Tahvonen R., Raininko, K., Nvormala, N., 1982. Damping off sugar
beet in Finland. Causal agent and some factors affecting the disease. Journal
of the Scientific Agricultural Society of Finland, 54 (4), 225-244.

Walker, J. C., 1950. Plant Pathology. McGraw-Hill Book Company, Inc. London. pp.
699.

Watanabe, T., 1981. Detection of Pythium deliense in the Ryukyu Islands and its
ecological implication. Annals of Phytopathology Society, 47 (4), 562-565.

Watanable, T., 1988. Pathogenic fungi associated with forest seeds including
Pythium species from cherry seeds. Transactions of Mycology Society of
Japan, 29, 197-203.

Watanabe, T., 1989. Further study on Pythium species isolated from soil in the
Ryukyu Island. Annals of Phytopathology Society, 55, 349-352.

74



Webster, R. K., Hall, D. H., Heeres, J., Wick, C. M., Brandon, D. M., 1970. Achlya
klebsiana and Pythium species as primary causes of seed rot and seedling
disease of rice in California. Phytopathology, 60, 964-968.

White, T. J., Bruns, T., Lee, S., Taylor, J., 1990. Amplification and direct sequencing
of fungal ribosomal RNA genes for Phylogenetics. PCR Protocols: A Guide
to Methods and Applications (Innis MA, Gelfand DH, Sinsky JJ & White TJ,
EDS), pp. 315-322. Academic Press, San Diego.

Xu, Z. T., Zhang, C. M., 1985. On the causal organism of root and basal stalk rot of
corn in Shandong Province. Acta Phytopathology Sinica, 15(2), 103-108.
(Rev. Plant Pathology., 65 (3), 1227).

Yu,Y., Ma, G., 1989. The genus Pythium in China. Mycosystema, 2, 1-110.

Zazzerine, A., Tosi, L., 1997. Studies on the antagonistic efficacy of some fungi and
bacteria against Pythium ultimum on tobacco. Informatore Fitopatologica, 47
(11), 49-51.

ZhiMin, C., HaoXin, W., HuiFang, Z., ShaoSheng, Z., 2009. Identification of
Pythium aphanidermatum isolated from tobacco field and the screening of
Trichoderma spp. for antagonistic agent. Journal of Fujian Agriculture and
Forestry University (Natural Science Edition), 38 (1), 11-15.

75



OZGECMIS

Adi Soyadi : Fatma KARABUGA
Dogum Yeri ve Yili: Isparta, 1985
Medeni Hali : Bekar

Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise : Sehit Ali Thsan Kalmaz Lisesi, 2003.

Lisans : SDU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii, 2008

Yiiksek Lisans : SDU Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dali.

Calistigr Kurum/Kurumlar ve Yili: -
Yayinlar1 (SCI ve diger makaleler)
Karaca, G., Karabuga, F., 2009. Mikoparazit Pythium tiirlerinin baz1 toprak kdkenli

bitki patojenlerine kars1 in vitro etkinliklerinin belirlenmesi. Tiirkiye 3. Bitki Koruma

Kongresi Bildirileri, 15-18 Temmuz 2009, Van, s.351.

76



	KAPAK
	içindekiler
	fatmateztum

