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OZET

XENORHABDUS SZENTIRMAII BAKTERI METABOLITLERI VE
TRANSCINNAMIC ASITIN BiTKi PA:l"OJENi BOTRYTIS CINEREA
FUNGUSUNA KARSI ETKINLIGININ BELIRLENMESI

Nejat ADLIG
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Baris GULCU
Temmuz 2019, 21 sayfa

Bu ¢alismada Xenorhabdus szentirmaii bakteri supernatanti ile transcinnamic asit
(TCA)’in bitki patojeni Botrytis cinerea fungusuna karsi etkinligi petri ve saksi
deneylerinde test edilmistir. Petri deneylerinde TCA ve bakteri supernatanti farkli
oranlarda yapay besi ortamina karigtirtlarak fungusun gelisimi takip edilmistir. TCA’nin
test edilen tiim konsantrasyonlar1 (%0.5, %1 ve %2) X. szentirmaii’ye gore B. cinerea’in
misel gelisimini daha fazla inhibe etmistir. Saks1 deneylerinde ise TCA sentetik bir
fungusit ile beraber B. cinerea bulastirilmis marul fidelerine uygulanmistir. Deney
sonunda TCA sentetik fungusit kadar etkili bulunmustur. Ancak fungusitin daha diisiik
dozlar1 ile TCA’min ikili uygulamalari arasinda higbir sinerjitik etkilesim elde
edilememistir. Test edilen TCA ve sentetik fungusit arasindaki tiim gruplarda yalnizca
antagonistik bir iligski gozlenmistir.

Anahtar sozciikler: Botrytis, Transcinnamic asit, Xenorhabdus.



ABSTRACT

DETERMINING THE EFFICACY OF XENORHABDUS SZENTIRMAII
METABOLITES AND TRANCINNAMIC ACID AGAINST PLANT
PATHOGENIC FUNGUS, BOTRYTIS CINEREA

Nejat ADLIG
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Baris GULCU
July 2019, 21 pages

In this study we evaluated the inhibitory effect of cell-free supernatant of Xenorhabdus
szentirmaii and trans-cinnamic acid (TCA), against Botrytis cinerea in petri and pot
experiments. In petri assays, the different concentrations of TCA and X. szentirmaii were
mixtered in the media of B. cinerea and mycelial growth of fungus was followed. All
tested concentration (%0.5, %1 ve %2) of TCA inhibited mycelial growth of B. cinerea
better than X. szentirmaii. In pot experiments, different combinations of TCA and a
synthetic fungicide were applied lettuce seedlings which infected with B. cinerea. At the
end of experiments, TCA was as effective as fungicide. Whereas no synergistic
interaction was detected between combined application of the lower concentrations of
fungicide and TCA. Only antagonistic interaction was detected between all experiment
groups.

Keywords: Botrytis, Transcinnamic acid, Xenorhabdus.
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1. GIRIS

Benzersiz bir hayat dongiisiine sahip Photorhabdus ve Xenorhabdus, Heterorhabditidae
ve Steinernematidae familyasindan entomopatojen nematodlar ile mutualistik iliski
icerisinde olan iki prokaryotik mikroorganizmadir (Boemare and Akhurst, 2006).
Photorhabdus bakterileri Heterorhabditidae, Xenorhabdus’lar ise Steinernematidae ile
beraber evrimlesmislerdir (Martens and Goodrich-Blair, 2005; Ciche et al., 2008).
Dogada bu iki bakteri grubu, P. asymbiotica hari¢, nematodlarin infektif juvenil
evrelerinin  bagirsaklarinda veya onlarin enfekte ettigi boceklerin  hemosoliinde
bulunmaktadir (Griffin et al., 2005). Photorhabdus’lar Heterorhabdit’lerin bagirsaginda
daginik bir sekilde yerlesmis iken, Xenorhabdus’lar Steinernematid’lerin bagirsaginin
anterior kismindaki bir kese igerisindedirler (Martens and Goodrich-Blair, 2005; Ciche et
al., 2008; Gulcu et al. 2017). Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalarindan
entomopatojen nematodlar zorunlu bdcek patojeni canlilardir. Hayat dongiilerinde
yumurta, juvenil 1 (J1), juvenil 2 (J2), juvenil 3 (J3), juvenil 4 (J4) ve ergin olmak iizere
alti evre bulunmaktadir. Juvenil 3 aymi zamanda infektif juvenil (IJ) olarak da
bilinmektedir. Bu evre ayn1 zamanda nematodlarin toprakta bulunan ve aktif olarak
konukgular1 arayan tek evresidir. Infektif juveniller boceklerin agiz, aniis, spirakil gibi
viicut agikliklarindan veya dogrudan kutikulayr delerek konukg¢unun hemosoliine
girmektedirler (Lewis and Clarke, 2012; Gulcu et al., 2017). Bocegin igerisine giren 1J’ler
tasidiklar1 bakterileri hemen serbest birakirlar. Burada {iremeye baslayan ve gesitli
toksinler lireten bakteriler bocegi 48-72 saat igerisinde septisemi ve toksemiye bagli
olarak oldiirmektedir. Bu sirada ergin doneme gecen nematodlar ise hemosdle yayilmig
olan bakteriler ve boécek dokusuyla beslenerek hizli bir sekilde iiremeye baslar.
Kadavradaki besinin tamamen tiikenmesiyle gelisimlerini infektif juvenil evrede
durduran nematodlar yutmus olduklart bakterilerin bir kismini sindirmeyerek
bagirsaklarinda depolamaktadir. Ardindan konagi terk ederek kendilerine yeni bir av
aramaya baslamaktadir. {1k enfeksiyondan itibaren yeni nesil nematodlarin konag: terk
etmesi tiirlere gore degisiklik gostermekle beraber 7-15 giin siirmektedir (Lacey and
Georgis, 2012; Gulcu et al., 2017).



Enterobacteriaceae familyasi liyesi olan Photorhabdus ve Xenorhabdus bakterileri gram
negatif ve oksidaz negatif, spor olusturmayan, ¢ubuk sekle sahip, hareketli, fakiiltatif
anaerobiktirler (Boemare and Akhurst, 2006). Xenorhabdus bakterileri ile Photorhabdus
bakterileri arasinda belirgin farklar bulunmaktadir. Photorhabdus bakterileri biyolojik
151k yayma (bioluminescens) olayini gergeklestirebiliyorken, Xenorhabdus bakterileri
gerceklestiremezler. Xenorhabdus bakterileri Katalaz negatif (-) iken Photorhabdus
bakterileri Katalaz pozitif (+)’tir. Optimum tireme sicakliklar1 genellikle 28°C’dir (Forst
vd., 1997). Yapilan c¢alismalar Photorhabdus ve Xenorhabdus cinsine ait simbiyotik
bakterilerin bocekleri 6ldiiren toksinler disinda kadavray: firsatgr bakteri, fungus, viriis,
protozoa (Kaya, 2002) ve yagmacilardan (Gulcu et al., 2012; Ulug et al., 2014) koruyan
bir dizi antibiyotik veya antagonistik 6zellikteki bilesikler de iirettigini gostermektedir.
Xenorhabdus tiirlerinden anti-bakteriyal ve anti-fungal etkiye sahip indole,
xenocoumacin, xenorhabdin ve cabanillasin metabolitleri tanimlanmistir (Boemare and
Akhurst 2006; Houard et al., 2013). Photorhabdus bakterilerinin ise 2-isopropyl-5-(3-
phenyl-oxiranyl)-benzene-1,3-diol, 3,5,-dihydroxy-4-isopropyl-stiloene ve p-lactam
carbapenem (Hu et al., 2006; Bode 2009), anthraquinone pigmentleri, trans-stilbenler ve
trans-cinnamik asit (TCA) tiretebildigi kesfedilmistir (Boemare and Akhurst 2006; Bock
et al., 2014). Bu bilesiklerden antibiyotik 6zellige sahip olanlarin eczacilik ve tarimda
kullanimina yonelik ¢aligmalar hiz kazanmigtir (Webster et al., 2002; Bode 2009; Fang et
al., 2011; Fang et al., 2014). Bu metabolitlerin bir diger potansiyel kullanim alani
biyofungusit olarak uygulanmalaridir. Photorhabdus spp. ve Xenorhabdus spp. bakteri
metabolitlerinin fungal bitki patojenlerine karsi inhibe edici etkileri pek ¢ok calisma ile
ortaya konmustur (Chen et al., 1994; Webster et al., 2002; Shapiro-llan et al., 2009; Fang
etal., 2011; SanBlas et al., 2012; Bock et al., 2014; Fang et al., 2014; Shapiro-llan et al.,
2014).

Bitki hastaliklar1 kiiresel dl¢ekte besin tiretimini ve gida giivenligi tehdit eden en 6nemli
problemlerdendir (Fang et al., 2011, 2014). Buna sebep olan hastalik etmenleri tarim
tirtinlerinde goriilen kayiplarin en biiyiik sorumlusudur (Bock et al., 2014). Bitkilerde
hastalilk yapan en yaygm fungus cinsleri Botrytis, Physalospora, Alternaria,
Cochliobolus, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Sclerotina ve Phytophthora’dir (Fang
et al., 2014). Bunlar igerisinde Botriytis cinerea tiim diinyada ve tilkemizde basta seralar
olmak tizere, pek ¢ok tarim alaninda sorun olusturan bir fungus tiiriidiir. Bu fungus siis

bitkileri (giil, karanfil, aslanagzi vb.), sebzeler (marul, hiyar vb.) ve meyveler (gilek, tiziim



vb.) dahil 200 civart bitki tiirii lizerinde nekrotrofik hayat dongiisii ile 6nemli oranda
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Rebordinos et al., 2003, Leroux, 2004). Nem ve
sicaklik kosullarinin uygun oldugu sera ortamlarinda yetistirilen marul, domates, hiyar,
cilek gibi meyve ve sebzelerde yikici enfeksiyonlara sebep olabilmektedir (Baykal, 1997;
Delen vd, 1998; Aydogdu vd., 2001; Kurt, 2016). Polifag bir fungus tiirii olan B. cinerea
tilkemizde iiztim ve cilek liretimindeki en dnemli zararlilardan birisidir. Ayrica sogan,
marul, biber, domates ve enginarda da sorun olabilmektedir. Bitki ¢esidine gore fungusun
meydana getirdigi belirtiler degismektedir. Fungusun miselyum, sklerot, konidi olmak
tizere ti¢ formu bulunmaktadirlar. Kis donemini sklerot formunda toprak ve oli bitki
artiklarinda gegirmektedirler. ilkbaharda ¢imlenen sklerotlar konidiosporu ve miselyumu
meydana getirirler. B. cinerea konukgu bitkinin ilk ekiminden tiiketiciye ulagtigi zamana
kadar Ki her asamasinda bitki lizerinde hastalik olusturabilmektedir (Baykal 1997; Kurt,
2016).

Giliniimiizde bitki patojeni funguslarin miicadelesinde ¢cogunlukla asir1 toksik ve dogada
bozulmayan sentetik fungusitler kullanilmaktadir. Bu fungusitlerin yogun ve yaygin
kullanimi patojenlerin diren¢ kazanmasinin yani sira ¢evre kirliligine ve ekosistemlerin
bozulmasina yol agmaktadir. Bu nedenle patojenlerle miicadelede yeni alternatiflerin
gelistirilmesi gereklidir (Fang et al., 2011; 2014). Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda
Xenorhabdus szentirmaii bakteri metabolitleri ve transcinnamic asitin bitki patojeni B.
cinerea’ya kars1 etkinligi petri ve saksi deneyleri ile test edilmistir. Saksi deneylerinde
marul bitkisi kullanilmistir. Sebze ve meyvelerdeki patojen funguslara karsi sentetik
fungusit kullanimini1 azaltmak igin Yyeni ¢evre dostu yaklagimlarin bulunmasi

amagclanmustir.



2. LITERATUR OZETi

Chen et al. (1994) yaptiklar1 calismada farkli habitatlardan izole edilmis 32 fungus tiiriine
kars1 Xenorhabdus nematophila, X. bovienii ve Photorhabdus luminescens bakteri
tirlerinden elde edilen alti gilinliik silipernatantlarin antifungal etkinliklerini test
etmiglerdir. Kullandiklar1 tiim siipernatantlar 0.22 um por ¢apindaki filtreden gegirilerek
bakteri hiicreleri uzaklastirilmistir. Calisma sonunda Xenorhabdus ve Photorhabdus
supernatantlarinin bazi bitki patojeni funguslarin gelisimini inhibe ettigini tespit

etmislerdir.

Ng and Webster (1997) ¢calismalarinda dort giinliik X. bovienii bakteri kiiltiiriinii etil asetat
ile muamele ederek metabolitlerini ekstrakte etmis ardindan g¢esitli bitki patojeni
funguslara kars1 in vitro ve in vivo olarak test etmistir. Her iki uygulamada metabolitler
antifungal etki sergilemistir. Ancak metabolitlerin bitkilerde fitotoksisite meydana

getirdigi belirlenmistir.

Boszormenyi et al. (2009) X. szentirmaii ve X. budapestensis bakterilerinden elde ettigi
ekstraktlart in vitro kosullarda bitki patojeni bakteri ve funguslara karsi test etmistir.
Bakteri metabolitlerinin Erwinia amylovora bakterisi ve Phytophthora nicotianae

fungusunun gelisimini durdurdugunu belirlemistir.

Yang et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismada X. nematophila bakterisinden xenocoumacin 1
maddesini saflastirmis ve bu sekonder metaboliti bitki patojeni fungus tiirii olan
Phytophthora infestans’a kars1 in vitro ve in vivo olarak test etmislerdir. Xenocoumacin

1’1n kiiciik dozlarinin bile antifungal etkisinin yiiksek oldugunu bildirmistir.

Bock et al. (2014) ilk defa bir Photorhabdus luminescens izolatindan trans cinnamic asit
adli sekonder metaboliti tanimlamistir. Bu maddeyi patojen bir fungus olan Fusicladium
effusum’a kars1 in vitro olarak test etmistir. TCA’nin antifungal etkisinin ¢ok diisiik

dozlarda bile etkili oldugunu belirtmistir.

Fang et al. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada X. bovienii YL002 izolatin1 Botrytis cinerea ve
Phytophthora capsici funguslarina karsi test etmislerdir. Bakteri slipernatantinin B.
cinerea ve P. capsici’nin misel gelisimini %98’den fazla inhibe ettigini bildirmislerdir.
Ayrica siipernatant i¢erisindeki metabolitleri metanolde ¢ozdiirerek saflastirmislardir. Bu
sekilde domates ve biber lizerinde yaptiklari uygulamalarda metabolitlerin B. cinerea ve

P. capsici’ye yalnizca koruyucu etki gostermedigini ayrica iyilestirici etki de gosterdigini



gbzlemlemislerdir.

Fang et al. (2014) X. nematophila bakterisinin filtrelenmis supernatantini 26 bitki patojeni
fungusa in vitro olarak denemis ve bazilarinda antifungal etki goriirken bazilarinda etkisiz
oldugunu bildirmistir. Ayrica bakteri supernatantinin metanol ekstraktinin B. cinerea ve

P. capsici funguslarina kars1 in vivo kosullarda da etkili oldugunu bulmuslardir.

Shapiro-llan et al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada X. bovienii ve P. luminescens bakteri
tirlerinin supernatantlar1 ve ekstrakte edilmis metabolitlerini F. effusum, Phytophthora
cactorum ve Armillaria tabescens patojen funguslarina in vivo olarak denemislerdir.
Xenorhabdus bovienii supernatant ve metabolitleri P. luminescens’e gore F. effusum
tizerinde daha etkili olmustur. P. cactorum’a karsi ise her iki bakteri tiirliniin supernatant
ve metabolitleri ayn1 derecede etkili bulunmustur. Armillaria tabescens’e ise yalnizca P.

luminescens metabolitler etkili olmustur.

Hazir et al. (2016) X. bovienii, X. nematophila, X. cabanillasii, X. szentirmaii, P.
temperata, P. luminescens (VS) ve P. luminescens (K22) bakteri supernatantlarini bes
farkli bitki patojeni fungusa kars1 test etmistir. Yiizde onluk bakteri siipernatanti igeren
sulu soliisyonlar1 in vitro kosullarda Fusicladium carpophilum, F. effusum, Monilinia
fructicola, Glomerella cingulata ve A. tabescens’e karsi uygulamistir. Calismasina TCA
metabolitini de dahil etmistir. Deneyler sonunda Xenorhabdus tiirlerinin Photorhabdus
tiirlerine gore daha etkili oldugunu ancak en yiiksek antifungal etkinligi ise trans cinnamic

asitin gosterdigini belirlemislerdir.

Shi et al. (2017) galismasinda P. temperata SN259 tiiriinden izole edip tanimladiklar
stilben tiirevlerinin antifungal etkinligini arastirmistir. Pythium aphanidermatum,
Rhizoctonia solani, Exserohilum turcicum ve Fusarium oxysporum gibi bitki patojeni
funguslara kars1 yedi farkli stilben tiirevini in vitro olarak test etmisler ve bazi stilben

cesitlerinin antifungal etki gosterdigini bildirmislerdir.

Hazir et al. (2018) calismasinda X. szentirmaii bakteri supernatantinin antifungal etkisinin
yiiksek 1s1ya kars1 hassasiyetini test etmistir. Bununla beraber siipernatantin raf dmriinii
de degerlendirmistir. Ayrica farkli dozlarmin M. fructicola ve G. cingulata’ya karsi
antifungal etkinligi arastirmigtir. Yapilan g¢alismalar sonucunda X. Szentirmaii’nin
antifungal metabolitlerinin yiiksek 1siya dayanikli oldugunu, 4 ve 20°C’de bozunmadan
kalabildigini tespit etmistir. Ayrica patojen funguslara yaptigi uygulamalarda doz orani

arttikca antifungal etkinliginde arttig1 belirtmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. XENORHABDUS SZENTIRMAII SUPERNATANTI VE TRANSCINNAMIC
ASIT’IN HAZIRLANISI

Calismada kullanilan X. szentirmaii izolati1 Prof. Dr. Selguk HAZIR (Adnan Menderes
Universitesi, Biyoloji Boliimii)’in laboratuarindaki bakteri kolleksiyonundan temin
edilmistir. Stok kiiltiirler s1v1 besiyerinde tiretildikten sonra %50 besiyeri, %50 gliserol
karisim igerisinde ve —80°C’de muhafaza edilmektedir. Xenorhabdus’un faz | ve Il
olmak tizere iki formu vardir. Bakteriler faz | formunda antimikrobiyal bilesikleri de
iceren birtakim sekonder metabolitler iiretmektedir. Faz II’ ye gectiklerinde boya
baglama, sekonder metabolit liretme, ekzo enzim iiretme ve agar yiizeyinde yayilma
yeteneklerini kaybolmaktadir (Givaudan et al., 1995; Forst and Clark, 2002). Bu nedenle
deneylerde yalnizca faz 1 evredeki bakteriler kullanilmistir. Kullanilacak bakteriler
NBTA (2.3% “Difco” nutrient agar, 0.0025% “Merck” bromothymol blue, 0.004%, 2, 3,
5- triphenyltetrazolium) tizerinde ¢ogaltildiktan sonra hiicre ve koloni morfolojilerine
gore hangi fazda olduklar tespit edilmistir. Segilen koloniler TSBY (“Difco” tryptic soy
broth + 0.5 % “Sigma” yeast extract) ortamina aktarilmistir. Bakteri kiiltiirti 30°C, 120
rpm’de 120 saat boyunca inkiibe edilmistir. Uremis olan bakteri kiiltiirii 4°C’de, 10.000
rpm’de 20 dakika santriflij edilerek bakteri ve supernatant ayrilmistir. Supernatant
icerisinde bakteri olma ihtimaline kars1 0.22 um (Thermo scientific, NY) ¢apl filtreden
gecirilmistir (Houard et al., 2013). Kullanilacak siipernatantlar en fazla 2 hafta
bekletilmistir ve deneylere kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir (Shapiro-llan et al., 2014;
Hazir et al., 2016). Calismada Sigma firmasinin tirettigi TCA tercih edilmistir. Kullanilan
TCA en az %98 safliga sahiptir. TCA dogrudan suda ¢oziinen bir madde degildir.
Yalnizca etanol, metanol ve aseton gibi kimyasallar igerisinde ¢6ziinmektedir. Bu
calismada etanol tercih edilmistir. Bu amagla 4.5 g TCA 100 ml etanol (Merck,
Darmstadt, Germany) igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Kullanilan etanoliin saflik orani
%96’dir. Hazirlanan stok soliisyondan 0.5, 1 ve 2 ml TCA 100 ml distile su icerisine

aktarilarak deney gruplari olusturulmustur.



3.2. PETRI DENEYLERI

Calismanin bu bolimiinde X. szentirmaii supernatantt veya TCA’nin etkinligi in vitro
kosullarda Hazir et al. (2016) calismasindaki metod temel alinarak test edilmistir. Fungus
besiyeri olarak PDA (Merck, Almanya) tercih edilmistir. Besiyeri otoklavlanip petrilere
dokiilmeden igerisine supernatant ve TCA ilave edilmistir. Bu esnada besiyerinin
sicakligr 50-55 °C civarindadir. Her grup i¢in 100°er ml PDA besiyeri hazirlanmistir.
Ancak supernatantli deney gruplari igin 2, 5, 7 ve 10’ar ml supernatant sonradan
eklenerek besiyerlerinin toplam hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir. TCA gruplart igin stok
solusyondan 0.5, 1 ve 2’ser ml PDA besiyerine eklenmistir. Her deney grubu igin 6 petri
hazirlanmistir (Sekil 3.1.).

Calismada kullanilan B. cinerea izolati Diizce Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri
Fakiiltesinden Do¢. Dr. Nedim ALTIN’nin fungus kolleksiyonundan temin edilmistir.
izolatin dogadan elde edildigi konukgusu marul bitkisidir. Deneylerde kullanmak
amaciyla bu izolat PDA fiizerinde 20-21°C’de tekrar gelistirilmistir. Hazirlanan B. cinerea
kiiltiiriinden 5’er mm’lik agar diskleri deney gruplari igeren petrilere aktarilmistir.
Petrinin tam merkezine yerlestirilen fungusun ortamdaki antifungal maddeye verdigi

tepki ve fungusun misel gelisimi bes giin boyunca takip edilmistir. Bes giin sonunda

fungusun gelistigi alan cetvel yardimiyla Slgiilerek hesaplanmistir. Petri deneyi iki defa

tekrar edilmistir Fang et al., 2011; Harun, 2019).

Sekil 3.1. Petri denemeleri.



3.3. SAKSI DENEYLERI

Petri denemelerinde TCA’nin tiim konsantrasyonlart etkili bulunmustur. Saksi
denemelerine ise yalmzca %?2’lik konsantrasyon ile devam edilmistir. Calismanin bu
kisminda TCA, B. cinerea’ya kars1 Bayer firmasi tarafindan gelistirilen Teldor 500 isimli
sentetik fungusitin daha diisiik dozlariyla sinerjitik bir etki elde etmek igin kombine
edilmistir. Bu fungusitin etken maddesi fenhexamid’tir. Deneyde Teldor’un {i¢ dozu
%2’lik TCA solusyonu ile esit oranda karistirilarak uygulanmistir. Teldor’un kullanilan
dozlar sirastyla tavsiye edilen doz (TED), TED nin yarisi ('£°/2) ve TED’nin onda biri
("EP/10)’dir. Saks1 denemeleri igin B. cinerea’nin konukgularindan marul bitkisi (Lactuca
sativa) tercih edilmistir. Marul fideleri Bilecik ilinin So6giit ilgesinde faaliyet gosteren
“Dikmen Tarim” isimli 6zel bir firmadan satin alinmistir. Calismada firmanin
tirlinlerinden “Festival” c¢esidi tercih edilmistir. Fideler 150x120 mm; 1.1 It hacimli
plastik saksilar igerisine yerlestirilmistir. Saksilarda kullanilan topraklar deney Oncesi
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak deney sirasinda ortaya cikabilecek herhangi bir
kontaminasyonun onlenmesi amaglanmistir. Saksi denemeleri i¢in kumlu-tinli toprak

kullanilmustir.

Saksilara aktarilan fideler laboratuar kosullarinda 21°C’de, 16 saat 1s1k: 8 saat karanlik
ortamda muhafaza edilmistir. Kok ve yaprak gelisimini hizlandirmak marul fidelerine bir
defa Fertileader (Timac agro, Fransa) yaprak giibresi uygulanmistir. Deneylere dikimden
10 giin sonra baglanmistir. Giibre uygulamasi disinda her fideye ii¢ giinde bir 100’er ml

¢cesme suyu verilmistir.

Saks1 denemelerinde kullanilacak fungus kiiltiirii iiziim meyvesi lizerinde gelistirilmistir.
Bu sayede fungusun patojenitesi ve spor iiretimi artmaktadir. Bunun igin marketten satin
alinan bir kilogramlik sofralik iiziim (Kardinal ¢esidi) kullanilmistir. Enfeksiyon islemi
icin saplarindan ayrilan ve yikanan iiziim taneleri 16x20x9 cm ve 1500ml’lik kilitli
kapakli plastik kaplar igerisinde yerlestirilmistir. PDA ortaminda gelistirilen B. cinerea
kiiltiirtinden alinan agar diskleri liziim tanelerine bulastirilmistir. Kapagi sikica kapatilan
plastik kaplar fungusun gelisimi ve spor olusumu i¢in 21°C’de 10 giin bekletilmistir.
Uziim taneleri iizerinde sporlanan B. cinerea kiiltiiriiniin oldugu plastik kabin igerisine
bir miktar distile su eklenmistir. Hemen ardindan bu sulu karisim tiilbentten gegirilerek
spor siispansiyonu elde edilmistir. Thoma lamu ile yapilan sayim sonucunda hazirlanan

B. cinerea spor konsantrasyonunun 8x108 spor/ml oldugu tespit edilmistir. Denemelerde



negatif kontrol grubu hari¢ marul fidelerinin kok bogazina otomatik pipet yardimiyla bu
spor siispansiyonundan 5’er ml verilmistir. Fungus enfeksiyonunun olusabilmesi igin
saksilar poset ile Ortlilmiistiir. Spor uygulamasindan 24 saat sonra 5’er ml TCA ve
fungusit kombinasyonlar1 ayn1 sekilde kok bogazina ilave edilmistir. Bu sekilde 10 giin
muhafaza edilmislerdir. Her deney grubu icin sekiz saksi hazirlanmistir. Deneyler 3 defa

tekrar edilmistir (Demir, 2009).

Pozitif kontrol grubunda B. cinerea ile enfekte fideler, negatif kontrol grubu saglikli

fideler bulunmaktadir.

3.4. ISTATISTIiK ANALIZLER

Petri deneylerinde TCA ve X. szentirmaii bakteri siipernatantlarinin antifungal aktivitesi
tek yonlii varyans analizi (SPSS, 2013) ile hesaplanmistir. Her tekrardan elde edilen
veriler bir araya getirilerek, tek parca olarak analiz edilmistir. Tek yonlii varyans analizi
sonucunda anlamli fark bulunan gruplara Tukey’s HSD testi yapilmigtir. Deney
gruplarinda fungusun gelistigi alanlar santimetre kare (cm?) olarak hesaplanip sonug
boliimiinde verilmistir. Saksi denemelerinde marul fidelerinin 6liim oranlar1 Abbott
formiiliine [(1— (deney grubundaki canli bitki sayisi/pozitif kontrol grubundaki canli bitki
say1s1))*100] gore hesaplanmistir (Abbott, 1925).

Calismada son olarak TCA ve sentetik fungusit arasindaki etkilesim (sinerjitik, additif
veya antagonistik) de arastirilmistir (Shapiro-Ilan et al., 2009, 2014). Bunun igin Abbott
formiiliine gore hesaplanmis fide Oliim oranlar1  kullanilarak TCA-fungusit
kombinasyonlart i¢in beklenen mortalite degerleri hesaplanmistir (Hazir et al., 2017).
Beklenen mortalite igin hesaplama su sekildedir;

TCA+[Fungusit*(1-TCA)]

Ardindan ki-kare degerleri hesaplanmistir (Hazir et al., 2017). Ki-kare i¢in hesaplama su
sekildedir;

[(Gozlenen  mortalite-beklenen  mortalite)*100]*[((Gozlenen  mortalite—Beklenen

mortalite)*100)/(G6zlenen mortalite*100)]

Elde edilen ki-kare degerleri ki-kare tablosuna gore yorumlanmigtir. Buna elde edilen
deger 3.84’den kiiciik ise etkilesimtipi additiftir. Eger elde edilen deger 3.84’den biiyiik

ve gbzlenen mortalite beklenenden biiyiikse etkilesim tipi sinerjistiktir. Elde edilen deger



3.84’den biiylikk ve gozlenen mortalite beklenenden kiigiik ise etkilesim tipi
antagonistiktir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. PETRI DENEYLERI

Calisma sonunda petri deneylerinde TCA, bakteri supernatant1 ve kontrol arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamhidir (F=221,564, df=7; P<0.05). En gii¢lii antifungal aktivite
TCA’nin tiim konsantrasyonlarinda goriilmistiir. Bununla beraber TCA’nin farkli
konsantrasyonlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. TCA’l1
besi ortamlarinda B. cinerea’nmn misel gelisimi 0.09 cm? ile 1.94 cm? arasinda
degismektedir (Sekil 4.1.). X. szentirmaii supernatanti igeren petrilerde misel gelisimleri
ise 3.78 cm? ile 42.97 cm? arasindadir. Hazir et al. (2016) kendi ¢alismasinin sonuglarinda
da bakteri siipernatantinin konsantrasyonu ile antifungal etki arasinda paralellik oldugunu
belirtmistir. Tiim bakteri konsantrasyonlar istatistiksel olarak birbirinden farkli
bulunmustur. Bununla beraber Xz2 (42.97cm?) ile kontrol grubu (44.41cm?) arasinda
istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir (Cizelge 4.1.; Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. Tiim deney gruplarinda ortalama misel gelisimi.

Deney Bitki Ortalama misel gelisimi
Gruplari sayisl (cm?)
Kontrol 12 44,41
Xz (%2) 12 42,98
Xz (%5) 12 26,79
Xz (%7) 12 7,61
Xz (%10) 12 3,78
Tca (%0.5) 12 1,95
Tca (%1) 12 0,23
Tca (%2) 12 0,09

11
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Sekil 4.1. Petri deney sonuglari.

Sekil 4.2. TCA igeren besi ortaminda B. cinerea’nin 5 giinliik geligimi.

4.2. SAKSI DENEYLERI

Calismanin bu boliimiinde B. cinerea ile bulagik marul fidelerine TCA ve fungusit farkli

konsantarsyonlarda uygulamalar1 yapilmistir. Fide 6liimlerinin en az oldugu ve hastaligin
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en az gorildigi gruplarin TCA ve fungusit (TED) oldugu goriilmiistiir TCA ve fungusit
(TED) uygulanan saksilardaki marul fidelerinin 6liim oranlar1 sirasiyla %16.67 ve
%17.26’dir. Bu iki deney grubunda fide 6liim oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (F=31,237, df=8, P<0.05). TCA (2%)-F'/, ve TCA (2%)-TED
gruplarindaki fide 6lim oranlart ise sirasiyla %30.35 ve % 38.69°dur. Bu iki deney
grubunda ise degerler birbirine yakin olmasina karsin aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir. Bu durumun gruplardaki 6rnek sayisindan kaynaklandigr diisiiniilmektedir.
Diger gruplardaki fide 6liim oranlari sirayla F % i¢in %60.11, FY/10 icin %69.04 ve TCA
(2%)-F/10 icin %82.73 tiir. Pozitif kontroldeki fidelerin %91,07’si de B. cinerea ile
hastalanmigtir. Negatif kontrol grubunda ise fidelerin hepsi sagliklidir (Sekil 4.3.). TCA
(%2) ile fungusitin beraber uygulandigi deney gruplarinda sinerjitik bir etki
gozlenememistir. Yapilan ki-kare analizlerinde tiim kombinasyonlarda yalnizca
antagonistik etki goriilmiistiir (Cizelge 4.2). Sekil 4.4’te pozitif kontrol ile TCA (%2)
uygulanmis saksilardaki genel goriiniim, Sekil 4.5’te ise TCA (%2) ile TCA (%2)’nin

Fungusit'/, ile beraber uygulanan saksilardaki durum verilmistir.
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Sekil 4.3. Saks1 denemesi sonuglari.
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Sekil 4.5. %2’lik TCA (Soldaki) ve %2’lik TCA—Fungusit!/> (Sagdaki).
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Cizelge 4.2. TCA ile fungusit kombinasyonlar1 arasindaki etkilesim durumu.

Ikili ki-kare Etkilesim

kombinasyonlar degeri durumu
Tca2—F rr 17,94 Antagonistik
Tca2—F Y10 64,24 Antagonistik
Tca2—F/, 5,67 Antagonistik

Bu calismada TCA ve X. szentirmaii siipernatantinin B. cinerea iizerine etkinligi test
edilmistir. Elde edilen verilere gore dort farkli sonug ortaya ¢ikmaktadir. Buna gore; (1)
TCA veya X. szentirmaii siipernatant1 in vitro kosullarda B. cinerea’nin gelisimini inhibe
edebilmektedir; (IT) Saks1 deneylerinde TCA (%2)’nin sentetik fungusitin tavsiye edilen
dozu kadar etkili oldugu gorilmistir; (III) TCA marul fidelerinde herhangi bir
fitotoksisite meydana getirmemistir; (IV) TCA ve fungusit beraber uygulandiginda
yalnizca antagonistik etki elde edilmistir.

TCA ve Xenorhabdus bakteri siipernatantinin giiglii antifungal etkisi 6nceki ¢alismalarda
pek ¢ok defa ortaya konmustur (Chen et al., 1994; Fang et al., 2011; Bock et al., 2014;
Hazir et al., 2016, Hazir et al., 2017). Bizim ¢alismada da benzer sekilde TCA ve X.
szentirmaii siipernatantin B. cinerea’yr etkili bir sekilde baski altina aldigi tespit
edilmistir. Bununla beraber elimizdeki veriler incelendiginde TCA, X. szentirmaii
slipernatantina gére daha giiclii bir antifungal etki ortaya koymaktadir. Bunun sebebinin
triin igerisindeki saf TCA (>%98) miktarinin yiiksek olmasidir. Photorhabdus
siipernatant1 igerisinde TCA oram ise bu kadar yliksek degildir Hazir et al. (2016).
Bununla beraber Hazir et al. (2016) Xenorhabdus siipernatantlarinin Photorhabdus
slipernatantlarina gore antifungal olarak daha etkili oldugunu sodylemistir. Farklh
Xenorhabdus tiirleri i¢erisinde en iyi antifungal etkinin X. szentirmaii tarafindan ortaya
kondugunu bildirmistir. Bu bilgiye gore ¢alismamizda sadece X. Szentirmaii tiiri
kullanilmigtir. Ayrica kullandigimiz X. szentirmaii izolatt Hazir et al. (2016)’nin
caligmasindaki izolat ile aynidir. Petri denemelerinde fungusun misel gelisimini en iyi
baskilayan siipernatant konsantrasyonunun %10’luk oldugu tespit edilmistir.
Calismamizdaki hedef patojen B. cinerea’nin farkli Xenorhabdus tiirlerine kars1 hassas
oldugu Chen et al. (1994) ve Fang et al. (2011; 2014) tarafindan 6nceki ¢alismalarda
ortaya konmustur. Buna ilaveten Fang et al. (2011; 2014) Xenorhabdus tiirlerinin
slipernatantinin yalnizca B. cinerea’nin misel gelisimini baskilamadigini ayrica domates

bitkisi iizerinde koruyucu ve iyilestirici etkiye sahip oldugunu bildirmistir.
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Daha 6nce Hazir et al. (2016) TCA’nin Fusicladium carpophilum, F. effusum, Monilinia
fructicola, Glomerella cingulata ve Armillaria tabescens funguslarina karsi giiglii
antifungal etkisini gostermistir. Bu ¢alisma ile ilk defa TCA’mn B. cinerea iizerine etkisi

test edilmistir.

Yapilan calismada TCA’nin marul fideleri iizerine herhangi bir fitotoksik etkisi
gozlenmemistir. Onceki ¢alismalarda kendi verilerimizi desteklemektedir. Hazir et al.
(2016) TCA’nin patlican (Solanum melongena), biber (Capsicum annuum), tiitiin
(Nicotiniana tabacum), domates (Solanum lycopersicum), seftali (Prunus persica) ve
pekan cevizi (Carya illinoinensis)’nde de fitotoksisite meydana getirmedigini
bildirmistir. X. bovienii bakteri siipernatant ise domates meyvelerinde herhangi
fitotoksisite yapmamistir (Fang et al., 2011). Ancak saksi denemelerinde X. szentirmaii
stipernatantin1 kullanmadigimiz igin Xenorhabdus’un marul {izerindeki etkisiyle ilgili bir
veri elde edilememistir. Bu konuda Fang et al. (2011) bakteri izolati, patojenin tiiri,
slipernatantin hangi ¢oziicli ile ¢ozdiiriildiigiiniin ve bakterinin iiretildigi kosullar gibi

parametrelerin fitotoksisteyi etkileyebilecegini ileri siirmektedir.

Yaptigimiz bu ¢alismada B. cinerea’ya karsi tavsiye edilen sentetik bir fungusit ile TCA
arasinda sadece antagonistik bir etki gdzlenmistir. Herhangi bir sinerjitik etki elde
edilememistir. Bu durumun TCA ile fungusit arasinda olusturulan kombinasyon sayisinin
azligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ciinkii Hazir et al. (2017) TCA ile bazi
fungusitler (Elast®, PropiMax®, Regalia®, Prophyte® ve Serenade®) arasinda
Monilinia fructicola’ya karsi sinerjitik bir etki gozlemlemistir. Kendi sonuglarimiza
baska bir agidan baktigimizda TCA’nin B. cinerea’ya kars1 tek basina kullanimi yeni bir
secenek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hazir et al. (2016) bu konuda TCA’nin sentetik
fungusitler kadar kolay uygulanabilen, fiyat ve pazar yoniinden fungusitler ile rekabet

edebilen bir noktaya gelmesi gerektigine dikkat ¢cekmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Petri deneylerinin sonuglart TCA ve X. szentirmaii slipernatantinin giiglii antifungal
ozelligini agik¢a gostermektedir. Bu antifungal metabolitlerin B. cinerea’a karsi kullanim
potansiyelinin sera ve alan ¢aligmalariyla ortaya konmasi gereklidir. Sentetik
fungusitlerin daha diistik dozlar1 ile TCA’nin beraber uygulama yollarinin daha iyi ortaya
konmas1 gerekmektedir. Beraber uygulamalarda sinerjitik bir etkinin ortaya ¢ikarilmasi
en dnemli noktadir. Daha az miktarda fungusit kullanim1 dogaya birakilan ila¢ miktarim
azaltacaktir. Bu durum hem firetici i¢in ekonomik olacaktir. TCA ile beraber uygulamalar

patojenlerin diren¢ kazanmasini da engellemektedir.
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