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BOLUM 1

ISPANAKTA FUNGUS VE OOMISETLERIN
NEDEN OLDUGU HASTALIKLARA KARSI
BiYOLOJIK MUCADELE CALISMALARI

NURAY OZER!
OMER UMIT OKCU?

Giris

Ispanak (Spinacia oleracea L.), diinya genelinde yaygin
olarak yetistirilen ve tiiketilen, besin degeri yiiksek Onemli bir
yapragi yenen sebzedir (Morelock & Correll, 2008). Farkli yaprak
sekli ve dokusuna sahip ¢ok sayida cesidi bulunan ispanak, cevre

kosullar1 ve fotoperiyoda bagli olarak vejetatif ve generatif gelisim
gosteren tek yillik bir bitkidir (Van der Vossen, 2004).

Ispanak, yiiksek su igeriginin yani sira vitamin, mineral,
karotenoid ve fenolik bilesikler bakimindan zengin bir sebzedir.
Ozellikle A, C, E ve K vitaminleri ile lutein, zeaksantin, p-karoten
ve cesitli flavonoidleri icermesi, besinsel ve fonksiyonel degerine
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onemli katki saglamaktadir (Chun et al., 2005; Bunea et al., 2008;
Roberts & Moreau, 2016). Ispanakta bulunan fenolik bilesikler
arasinda flavonoidler, fenolik asitler ve bunlarin ¢esitli tiirevleri yer
almakta; patuletin, spinasetin, spinatosid, jaceidin, ferulik asit ve p-
kumarik asit 6ne ¢ikan bilesikler arasinda bulunmaktadir (Mattila &
Hellstrom, 2007; Koh et al., 2012; Roberts & Moreau, 2016).
Bununla birlikte, bu bilesiklerin miktar1 genotip, yaprak olgunlugu,
yetistirme kosullart ve mevsim gibi faktorlere bagli olarak
degisebilmektedir (Howard et al., 2002; Pandjaitan et al., 2005; Cho
et al., 2008; Koh et al., 2012). Ispanagin i¢erdigi biyoaktif bilesikler
nedeniyle antioksidan ve c¢esitli  fonksiyonel  Ozellikler
gosterebildigi, ayrica tiiketiminin oksidatif stresin azaltilmasi ve
antioksidan  kapasitenin  artirllmastyla  iligkili  olabilecegi
bildirilmektedir (Chu et al., 2002; Bergman et al., 2001; Roberts &
Moreau, 2016; Cao et al., 1998; Porrini et al., 2002). Bununla
birlikte, yliksek oksalik asit ve nitrat icerigi de 1spanagin beslenme
acisindan degerlendirilmesinde dikkate alinmasi gereken ozellikler
arasindadir (Noonan & Savage, 1999; Santamaria, 2006).

Ispanagin besinsel ve fonksiyonel dneminin yani sira, diinya
genelindeki yiliksek iiretim hacmi de bu tiirlin tarimsal agidan
onemini ortaya koymaktadir. FAOSTAT 1n 2024 y1l1 verilerine gore
diinya 1spanak iiretimi yaklasik 30.72 milyon ton olarak
gerceklesmis; Cin 28.34 milyon ton ile ilk sirada yer alirken, Tiirkiye
237.216 tonluk iretimiyle diinya ispanak {iretiminde dordiincii
sirada yer almistir (FAO, 2024). Tiirkiye’de ise 2025 yilinda 158.483
dekar alanda 256.809 ton ispanak iiretilmistir (TUIK, 2025).
Ispanagin diinya genelindeki yiiksek iiretim hacmi ve Tiirkiye’nin
baslica iretici {lilkeler arasinda yer almasi, verim ve Kkalite
kayiplarina neden olabilecek hastaliklarin etkin ve siirdiirtilebilir
yonetimini 6nemli hale getirmektedir.

Ispanakta fungus ve oomisetler tarafindan olusturulan
hastaliklarin siirdiiriilebilir yonetimi onemli bir gereklilik olup,



kimyasal fungisitlerin yogun kullanimmna bagli cevresel riskler,
kalint1 sorunlar1 ve patojenlerde dayaniklilik gelisimi biyolojik
miicadele gibi alternatif ve ¢evre dostu yaklasimlara olan ilgiyi
artirmigtir.  Literatiirde, farkli  hastaliklara  karst  ¢esitli
mikroorganizmalarin ve biyolojik miicadele uygulamalariin
hastalik gelisimini azaltmada umut verici sonuglar sagladig
bildirilmektedir. Bu derlemede, 1spanakta fungus ve oomisetlerin
neden oldugu hastaliklarin biyolojik miicadelesine yonelik mevcut
caligmalarin bir arada degerlendirilmesi, kullanilan biyolojik
miicadele etmenlerinin etkinliklerinin ortaya konulmasi ve
gelecekteki  arastirmalara  yonelik  bir  cerceve  sunulmasi
amaglanmstir.

Ispanakta Biyolojik Miicadele Calismalarina Konu Olan
Bashca Hastaliklar

Ispanakta biyolojik miicadele ¢aligmalarina konu olan
hastaliklar arasinda Fusarium solgunlugu, Alternaria yaprak lekesi,
antraknoz, Verticillium kaynakli solgunluk, fide ¢iiriikliigii ve
cokerten ile baz1 diger yaprak ve kok hastaliklari yer almaktadir.
Fusarium oxysporum f. sp. spinaciae'nin neden oldugu Fusarium
solgunlugunda o6zellikle yash yapraklarda solgunluk ve kloroz
goriilmekte, hastaligin ilerlemesiyle iletim dokularinda koyulasma,
kazik kokte nekroz ve bitki 6liimii meydana gelebilmektedir (Goode
etal., 1968; Correll et al., 1994). Alternaria alternata ve A. spinaciae
ile iliskili yaprak lekelerinde ise cogunlukla alt ve orta yapraklarda
baslayan kiigiik, kahverengi lekeler zamanla genisleyerek konsantrik
halkalar ve nekrotik alanlar olusturmakta, siddetli enfeksiyonlarda
lekelerin birlesmesiyle yaprak yaniklig1 gelisebilmektedir (Czajka et
al., 2015; Gilardi et al, 2019). Ispanak antraknozunda
Colletotrichum tiirleri geng ve yash yapraklarda baglangigta kiictik,
dairesel ve suyla i1slanmis goriiniimlii kahverengi lekelere neden
olmakta; bu lezyonlar zamanla genisleyerek klorotik ve nekrotik
alanlara dontisebilmekte ve yiiksek nem kosullarinda iizerlerinde



koyu renkli aservuluslar gelisebilmektedir (Correll et al., 1994;
Washington et al., 2006). Toprak ve tohum kaynakli bir vaskiiler
patojen olan Verticillium dahliae Ozellikle 1spanak tohumu
tiretiminde Onem tasimakta; yapraklarda solgunluk ve iletim
dokularinda renk degisikligi ile karakterize edilen belirtiler
cogunlukla bitkilerin generatif doneme gecmesiyle
belirginlesmektedir (du Toit et al., 2005; Maruthachalam et al.,
2013). Oomisetlerden  Pythium  ultimum  (giincel adiyla
Globisporangium ultimum) ise Ozellikle fide gelisiminin erken
donemlerinde tohum ¢iiriikliigii ile ¢ikis Oncesi ve ¢ikis sonrasi
cokertene neden olmakta; geng bitkilerin kok ve gévde dokularinda
suyla 1slanmig goriiniim, kahverengilesme ve c¢okme meydana
getirebilmektedir (Magnée et al, 2022). Bunlarin yani sira
Phyllosticta spinaciae ile iliskili yaprak lekelerinde kiiclik nekrotik
lekeler gelisebilmekte ve uygun kosullarda bu lekeler birleserek
daha genis nekrotik alanlara doniisebilmektedir (Correll et al., 1994);
1spanak fidelerinde F. oxysporum, F. solani ve F. roseum gibi
Fusarium tiirleri izole edilmis olup patojenisite testlerinde F
oxysporum ve F. roseum'un koklerde 6nemli zarara neden olabildigi
belirlenmistir (Sumner et al., 1976).

In vitro Kosullarda Yiiriitiilen Biyolojik Miicadele Calismalar

Ispanakta biyolojik miicadeleye yonelik caligmalarin bir
kismi, potansiyel antagonistlerin ilk taramasini1 yapmak ve patojen
gelisimi lizerindeki dogrudan etkilerini belirlemek amaciyla in vitro
kosullarda yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarda ¢ogunlukla ikili kiiltiir
testleri, miselial gelisimin engellenmesi, spor c¢imlenmesi ve
antagonistik metabolit liretimi gibi parametreler degerlendirilmistir.

Bhale et al. (2012), 1spanakta yaprak leke etmeni A. spinaciae
ve solgunluk etmeni F. oxysporum f. sp. spinaciae'ye kars1 farkl
Trichoderma tiir ve izolatlarinin antagonistik etkinligini in vitro
kosullarda ikili kiiltiir yOntemiyle arastirmislardir. Caligmada



Marathwada bolgesinden izole edilen 12 7. viride, 12 T. harzianum,
7 T koningii, 5 T. pseudokoningii ve 10 T. virens izolat1 olmak iizere
toplam 46 Trichoderma izolati degerlendirilmistir. Antagonistik
etkinlik, PDA ortaminda patojen ve antagonistin ikili kiiltiir
denemelerinde 27 £+ 2 °C'de 7 giinliik inkiibasyon sonunda miselial
gelisimi engelleme orani esas alinarak belirlenmistir. 4. spinaciae'ye
kars1 en yiiksek engelleme oranlar1 7. viride Tvl (%84.44), T.
harzianum Th4 (%86.66), T. koningii Tk7 (%86.30), T
pseudokoningii TpS (%81.11) ve T. virens Tvr4 ile Tvr9 (%86.66)
izolatlarinda belirlenmistir. £ oxysporum f. sp. spinaciae'ye karst ise
T. viride Tv4 %90.00 ile en yiiksek etkinligi gostermis; bunu kendi
tiir gruplan igerisinde 7. harzianum ThS (%80.64), T. virens Tvr4
(%78.64), T. pseudokoningii Tp3 (%73.33) ve T koningii Tk3
(%67.50) izlemistir. Bu sonuclar, aym1 Trichoderma tiirline ait
izolatlar arasinda antagonistik etkinligin 6nemli  Olgiide
degisebildigini ve 0&zellikle uygun izolat se¢iminin biyolojik
miicadele agisindan 6nemli oldugunu gostermektedir.

Zhao et al. (2014), komposttan izole edilen Bacillus
amyloliquefaciens Q-426 izolatinin F. oxysporum f. sp. spinaciae'ye
kars1 biyolojik miicadele potansiyelini ve antifungal etki
mekanizmasini in vitro kosullarda degerlendirmislerdir. Q-426"nin
hiicrelerden arindirilmis kiiltiir {ist sivisi, ¢esitli bitki patojeni
funguslara kars1 genis spektrumlu antifungal etkinlik géstermis ve F.
oxysporum f. sp. spinaciae'ye karsi 28.0 mm inhibisyon zonu
olusturmustur. Molekiiler analizlerde Q-426 genomunda fengisin
(fen) ve bacillomisin D (bmy) biyosentezinden sorumlu gen
kiimeleri ile sfp geninin bulundugu belirlenmis; kiiltiir sivisindan
saflagtirilan antifungal bilesiklerin fengisin A, fengisin B ve
bacillomisin D oldugu LC-ESI-MS (kiitle spektrometrisi)
analizleriyle dogrulanmistir. Saflastirilan lipopeptitler arasinda en
bol bulunan ve diisiik hemolitik aktivite gosteren fengisin A ayrintili
olarak degerlendirilmistir. Fengisin A'min F. oxysporum f. sp.



spinaciae'ye karsi en diisiik engelleyici konsantrasyonu (MIC) 31.25
ug mL™! olarak belirlenmistir. Fengisin A, 50, 25 ve 12.5 pg mL™
konsantrasyonlarinda spor ¢imlenmesini sirastyla %86.3, %65.0 ve
%26.3 oraninda engellemis; 50 pg mL"nin iizerindeki
konsantrasyonlarda ise spor ¢imlenmesi tamamen baskilanmistur.
Fengisin A uygulamasi sonucunda patojen hiflerinde kalinlagsma ve
ylzey purizliligi gibi belirgin - morfolojik  degisiklikler
gozlenmistir. Bununla birlikte, hiicre i¢i katyon, niikleik asit ve
protein sizintisinin belirlenmemesi ve membran gegirgenliginde
anlaml bir degisiklik saptanmamasi, fungus hiicre zarinin fengisin
A'nin birincil etki hedefi olmadigini gostermistir. Arastirmacilar, Q-
426 tarafindan iiretilen lipopeptitlerin, 6zellikle fengisin A'nin, F
oxysporum f. sp. spinaciae'ye karst biyolojik miicadelede
degerlendirilme potansiyeli tagidigini bildirmislerdir.

Bhujbal et al. (2016), 1spanakta antraknoza neden olan C.
dematium'a karst farkli biyolojik miicadele etmenlerinin in vitro
etkinligini  degerlendirmislerdir. ikili kiiltir ~denemelerinde,
biyolojik miicadele etmenleri arasinda en yiiksek miselial gelisim
engelleme orant %70.00 ile 7. viride tarafindan saglanmis, bunu
Aspergillus niger (%65.93), T. harzianum (%64.07), T. hamatum
(%61.48) ve T longibrachiatum (%57.78) izlemistir. Bulgular,
ozellikle 7. viridemin C. dematium'a kars1 yiiksek antagonistik
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

In vivo Kosullarda Yiiriitiilen Biyolojik Miicadele Calismalari

In vitro kosullarda umut verici bulunan biyolojik miicadele
etmenlerinin  bir kismu, bitkiler iizerindeki etkinliklerinin
belirlenmesi amaciyla sera, sakst ve tarla kosullarinda
degerlendirilmistir. Bu c¢alismalarda hastalik goriilme sikligi ve
siddetinin yani sira, biyolojik miicadele etmenlerinin uygulama sekli
ve zamani, bitki gelisimi, patojen popiilasyonu ve bazi durumlarda
olasi1 etki mekanizmalar1 da incelenmistir.



Katsube et al. (1994), ispanakta F. oxysporum f. sp.
spinaciae'nin neden oldugu Fusarium solgunlugunun biyolojik
miicadelesinde patojen olmayan F. oxysporum'un etkinligini farkl
inokulasyon kosullarinda degerlendirmislerdir. Hastaligin etkili
bicimde baskilanabilmesi i¢in patojen olmayan F. oxysporum'un spor
siispansiyonunun topraga, patojen inokulum yogunlugunun 10
katindan daha yiliksek bir yogunlukta uygulanmasi gerektigi
belirlenmistir. Buna karsin, patojen inokulum yogunlugu 10* spor g™
toprak diizeyine ulastiginda, patojen olmayan F. oxysporum
uygulamas1 hastaligi anlamli diizeyde baskilayamamistir. Ayrica,
patojen olmayan F oxysporum'un 1.7 x 10° spor g toprak
diizeyinde O6nceden uygulandig1 fide yetistirme ortaminda 14 giin
yetistirilen  fidelerin patojenle bulasik topraga sasirtiimasi
sonrasinda hastalik baskilayici etkinin 18 giin boyunca devam ettigi
bildirilmistir.

Shin & Takehara (1998), 1spanaktan izole edilen dort patojen
olmayan F. oxysporum izolatinin (NFO1, NF02, NFO3 ve NF04) F
oxysporum f. sp. spinaciae'nin neden oldugu Fusarium solgunluguna
kars1 biyolojik miicadele potansiyelini arastirmiglardir. Dort izolatin
da hastalig1 farkl1 diizeylerde baskiladigi, bunlar arasinda NFO1'in en
yiiksek etkinligi gosterdigi belirlenmistir. Segilen NFO1 izolatinin
domates, salatalik, turp ve 1spanakta patojen olmadigi
dogrulanmistir. /n vitro degerlendirmelerde NFO1'in PSA ortaminda
patojenin gelisimini dogrudan engellemedigi belirlenmistir. Buna
karsin, sera kosullarinda NFO1'in spor silispansiyonunun saksilara
sulama yoluyla uygulanmasi1 Fusarium solgunlugunun goriilme
sikligimmi azaltmis ve hastalik baskilanmasinin patojen inokulum
yogunlugunun diisiik oldugu kosullarda daha belirgin oldugu
saptanmistir. NFO1'in patojen inokulasyonundan 7 giin 6nce, 3 giin
once veya patojenle es zamanlhi olarak uygulanmasinin
karsilastirildigi  denemelerde, ©n uygulamalarin es zamanh
uygulamaya gore daha yiiksek hastalik baskilanmasi sagladigi ve en



yiiksek etkinligin patojenden 7 giin 6nce yapilan uygulamada elde
edildigi belirlenmistir. Calismada NFO1'in toprak ve bitki
dokularindaki varligini izlemek amaciyla nit mutantlar gelistirilmis;
yeniden izolasyonlarda NFO1'in patojenden 6nce uygulandigi bitki
ve topraklarda NFO1/patojen oraninin es zamanli uygulamaya gore
daha yiiksek oldugu ve bu oranin 7 giin 6nceki uygulamada 3 giin
onceki uygulamaya gore daha yiliksek bulundugu saptanmistir.
Aragtirmacilar, NFO1'in hastalik baskilayici etkinliginde patojenden
once kok bolgesinde yerlesmesinin ve enfeksiyon bdlgesindeki
rekabetin dnemli rol oynayabilecegini belirtmiglerdir.

Tsuda et al. (2001b), 1spanak koklerinden izole edilen
endofitik mikroorganizmalar arasindan F. oxysporum f. sp.
spinaciae'ye karsi biyolojik miicadele potansiyeline sahip izolatlar
belirlemek  amaciyla  kapsamli  bir  tarama  ¢alismasi
gerceklestirmiglerdir. Ticari seralarda yetistirilen 1spanak bitkilerinin
ylzey sterilizasyonu yapilmig koklerinden toplam 663
mikroorganizma izolat1 (441 bakteri ve 222 fungus) elde edilmistir.
[k taramada 6n ¢imlendirilmis 1spanak tohumlari, aday izolatlarla
inokule edilmis steril ticari saksi topragina ekilmis ve 10 giin sonra
bitkiler yaklasik 5 x 10* konidi g™ kuru toprak yogunlugunda F
oxysporum f. sp. spinaciae ile inokule edilmistir. Bu agamada 50
bakteri ve sekiz fungus izolat1 %50'nin {izerinde hastalik baskilama
potansiyeli gostermis ve bitki gelisimi lizerinde olumsuz etki
olusturmamigtir. Secilen 58 izolatin ikinci taramasinda ayni
yaklasim kullanilmis, ancak patojen 5 x 10°, 5 x 10* ve 5 % 10? konidi
g! kuru toprak olmak {iizere li¢ farkli yogunlukta uygulanmis ve
dokuz bakteri izolat1 yiiksek koruyucu etki gostermistir. Daha sonra
sera kosullarinda patojenle bulagik (7 x 10* konidi g™' kuru toprak)
parsellerde yapilan degerlendirmelerde, tohumlar segilen bakteri
izolatlarmin  yaklasitk  10°  hiicre mL™"  yogunlugundaki
siispansiyonlarinda 20 °C’de 24 saat bekletilerek ekilmis ve dort
bakteri izolatinin Fusarium solgunlugunu azalttigi belirlenmistir.



Bunlar arasinda SM 10 izolat1 hastalig1 hasada kadar anlamli diizeyde
baskilayan en basarili izolat olmus; %44.4 koruyucu etki saglamis
ve verim hastalik kontroliine gore %53.7 daha yiiksek bulunmustur.
Fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore Enterobacter cloacae
olarak tanimlanan SM10'un, 151k ve immiinoelektron mikroskobu
incelemelerinde 1spanak koklerinin ksilem iletim borularinda
endofitik olarak kolonize oldugu, epidermis ve kortekste veya
hiicreleraras1 bosluklarda bulunmadigi, ayrica kok dokusunda
herhangi bir zarara neden olmadig1 belirlenmistir. Arastirmacilar, E.
cloacae SM10'un 1spanakta Fusarium solgunluguna karsi umut
verici bir biyolojik miicadele etmeni oldugunu bildirmiglerdir. Ayn1
arastirmacilar, ¢alismalarinin devaminda (Tsuda et al., 2001a), bu
kez E. cloacae SM10'un Fusarium solgunlugunu baskilamasindaki
olas1 mekanizmalardan biri olan indol-3-asetik asit (IAA) iiretiminin
rollinii arastirmiglardir. Calismada, rifampisine dayanikli ebeveyn
izolatt SMIOR ile IAA sentezinden sorumlu ipdC geninin
degistirilmesi sonucu elde edilen TAA {iretimi biiylik Olgiide
azaltilmig SM10RK mutant1 karsilagtirilmistir. HPLC analizlerinde
SM10R'nin dort giinliik inkiibasyon sonunda 323.8 pg mL™' [AA
tirettigi, SM10RK'nin ise yalnizca 2.2 ng mL™" (%0.7) IAA {irettigi
belirlenmistir. Biyolojik miicadele denemelerinde 1spanak tohumlari
1 x 10" KOB mL™" bakteri siispansiyonunda 22 °C'de 24 saat
bekletilmis, 10 giinliik bitkiler daha sonra yaklasik 5 x 10* KOB g
kuru toprak yogunlugunda F. oxysporum f. sp. spinaciae ile inokule
edilmistir. Hastalik degerlendirmeleri inokulasyondan 15 ve 20 giin
sonra 0-2 skalasit kullanilarak gerceklestirilmistir. SM10R
uygulamas1 hastalik goriilme sikligimi her iki degerlendirme
zamaninda da anlamli diizeyde azaltirken, hastalik siddetinde
anlamli azalma 20. gilinde belirlenmistir. Arastirmacilar, ebeveyn
izolat ile TAA {iretimi azaltilmis mutant arasindaki karsilastirmaya
dayanarak, SM10'un IAA iretiminin Fusarium solgunlugunu
baskilamadaki etkinligi agisindan 6nemli oldugunu bildirmislerdir.



Muslim et al. (2003), hipoviriilent iki ¢ekirdekli Rhizoctonia
(HBNR) izolatlarinin 1spanakta F. oxysporum f. sp. spinaciae'nin
neden oldugu Fusarium solgunluguna karsi biyolojik miicadele
potansiyelini sera ve tarla topraginin kullanildig: ortii alt1 kosullarda
arastirmislardir. Calismada GI1, L2, W1 ve W7 izolatlan
degerlendirilmis ve karsilastirma amaciyla patojen olmayan F
oxysporum F13 izolat1 kullanilmisti. HBNR ile 6nceden kolonize
edilmis yetistirme ortaminda 14 giin gelistirilen fideler, 10° spor g™!
toprak yogunlugunda patojen igeren ortama aktarilmistir. Sera
denemesinde tiim HBNR izolatlar1 hastalik siddetini 6nemli dlglide
azaltmis; en yiiksek baskilama W7 (%85-100) ve W1 (%81-100)
izolatlarinda belirlenmistir. Ortii alt1 denemelerinde ise fumigasyon
uygulanmis tarla topragina patojen 10° spor g* toprak yogunlugunda
suni olarak bulastirilmis ve 3 giin sonra HBNR uygulanmis ortamda
14 giin yetistirilen fideler bu topraga sasirtilmistir. Bu kosullarda G1
ve W7 izolatlar1 hastalik siddetini sirasiyla %56—-100 ve %63—100
oranlarinda azaltmistir. Ayrica W1 ve W7 uygulamalarinda yaprak
taze agirligl %63 artmig ve bazi denemelerde iletim dokularindaki
renk degisimi tamamen baskilanmistir. HBNR uygulamalar1 yaprak
sap1 ve koklerdeki patojen popiilasyonunu 6nemli dlgiide azaltmas,
HBNR uygulanan bitkilerden elde edilen kok ekstraktlar ise
patojenin spor ¢imlenmesini ve ¢im tlipii gelisimini baskilamistir.
Aragtirmacilar, HBNR izolatlarinin genel olarak patojen olmayan F.
oxysporum F13'e gore daha iyi sonuglar verdigini; ancak hastalik
baskilanmasinin yalnizca kolonizasyon rekabetiyle
aciklanamayacagim1 ve kok ekstraktlarinda gozlenen antifungal
etkinlik ile bitkide uyarilmis dayanikliligin bu biyolojik miicadele
etkisinde 6nemli rol oynayabilecegini belirtmislerdir.

Cummings et al. (2009), organik 1spanak iiretiminde farkl
biyolojik ve organik tohum ve toprak uygulamalarini P. ultimum, R.
solani ve F. oxysporum ft. sp. spinaciae'ye karsi sera kosullarinda iki
ayr1 denemede degerlendirmislerdir. Her patojen i¢in ayr1 olarak
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yiiriitiilen denemelerde yetistirme ortami patojenle inokule edilmis
(P. ultimum, 1 x 10* KOB g™'; F. oxysporum f. sp. spinaciae, 1 x 10*
KOB g'; R. solani, birinci ve ikinci denemelerde sirasiyla 5 x 10*
ve 2.5 x 10* KOB g™) ve ardindan Lazio ¢esidi 1spanak tohumlar1
ekilmistir. P ultimum'a kars1 en belirgin etkinlik GTG I (organik
dezenfektan igeren tohum uygulamasi) ve GTG II (organik
dezenfektan + 7. harzianum T-22 igeren tohum uygulamasi)
uygulamalarinda goriilmiis; GTG 1 ilk denemede c¢ikis Oncesi
cOkerteni tamamen baskilarken, GTG II ikinci denemede ayni
hastalik bileseninde %100 baskilama saglanustir. Ilk denemede
Natural II (aktinomiset iceren tohum uygulamasi) ¢ikis sonrasi
cokerteni %98.8 oraninda azaltmis, ancak uygulamalarin etkinligi
denemeler arasinda degiskenlik gostermistir. R. solani'ye karsi
hastalik diizeyinin yiiksek oldugu ilk denemede GTG I ve Natural 11
cikis oncesi ¢okerteni yaklasik %60 oraninda azaltmis ve standart
fungisit uygulamastyla benzer sonug¢ vermistir. Ikinci denemede ise
kontrol grubunda hastalik diizeyinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
hesaplanan yiiksek oransal azalmalar biyolojik agidan siirli kalmig
ve uygulamalar arasinda belirgin bir hastalik baskilanmasi ortaya
konulamamistir. £ oxysporum f. sp. spinaciae'ye karst Prestop
(Gliocladium catenulatum) uygulamasi ¢ikis sonrast solgunlugu her
iki denemede de anlamli olarak azaltmis; bu azalma birinci ve ikinci
denemelerde sirasiyla %37.3 ve %55.5 olarak hesaplanmistir.
Bununla birlikte, Prestop uygulamasinda ikinci denemede ¢ikis
oncesi ¢okerten artmistir. Yield Shield (B. pumilus) yalnizca birinci
denemede, kompost ¢ayi ise yalnizca ikinci denemede ¢ikis sonrasi
solgunlugu anlamli olarak azaltmistir. Cikis Oncesi ¢okerteni anlamli
olarak azaltan bir uygulama belirlenmemistir. Arastirmacilar,
degerlendirilen tohum ve toprak uygulamalarinin etkinliginin
denemeler arasinda degiskenlik gosterdigini  bildirmislerdir.
Arastirmada ayrica iki farkli ticari Lazio tohum partisinde tohum
uygulamalarinin dogal olarak tohumla tasinan funguslar tizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Birinci tohum partisinde Mycostop Mix
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ve Natural II, Stemphylium botryosum goriillme oranin1 %4.00'ten
%0.50'ye distiriirken, GTG I uygulamasinda bu oran %17.50'ye
yiikselmigtir. Ayn1 partide uygulamasiz tohumlarda %49.75 olan
Verticillium spp. goriilme oran1 GTG I, GTG II, Mycostop Mix,
Natural II ve Natural X uygulamalartyla anlamli olarak azaltilmas;
Alternaria spp. agisindan da bu uygulamalarin tiimiinde anlamh
azalmalar belirlenmistir. Ikinci tohum partisinde Mycostop Mix, .
botryosum goriilme oranmi azaltirken, GTG 1 ve GTG II
uygulamalarinda bu oran artmistir. Bu partide Verticillium spp.
goriilme oran1 diisiik olmakla birlikte T-22 uygulamasinda fungus
saptanmamis; uygulamasiz tohumlarda %96.25 oraninda bulunan
Alternaria spp. ise GTG I ve GTG II uygulamalartyla sirasiyla
%3.00 ve %2.25'e disliriilmiistiir. Fusarium spp. agisindan her iki
tohum partisinde de wuygulamalar arasinda anlamh farklilik
belirlenmemistir.

Horinouchi et al. (2010), bitki gelisimini tesvik eden fungus
olarak tanimlanan F. equiseti GF183 izolatinin, F. oxysporum f. sp.
spinaciae'nin neden oldugu 1spanak Fusarium solgunluguna karsi
biyolojik  miicadele potansiyelini bes farkli  denemede
degerlendirmislerdir. ilk ii¢c denemede GF183 ekim sirasinda kagit
saksilardaki yetigtirme ortamina uygulanmis, fideler 14 giin sonra
patojenle bulastirilmis topraga sasirtilmisti. Bu denemelerde
hastalik siddetindeki azalma sirastyla %91.8, %51.5 ve %79.9 olarak
belirlenmistir. Dordiincii ve besinci denemelerde GF183'in ekim
sirasinda tek uygulamasi, sasirtmadan bir giin 6nce tek uygulamasi
ve her iki donemde yapilan ¢ift uygulamasi karsilastirilmig; besinci
denemede ayrica tohumlarin dogrudan patojenle bulasik topraga
ekildigi bir uygulamaya yer verilmistir. Dordiincii denemede ekim
sirasinda yapilan tek uygulama ve cift uygulama hastalik siddetini
patojen kontroliine gore sirasiyla %52.5 ve %58.1 oraninda
azaltirken, yalnizca sasirtmadan bir giin O6nce yapilan uygulama
etkili bulunmamigstir. Besinci denemede cift uygulama hastalik
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siddetini patojen kontroliine gore %87.3 oraninda azaltmis; ayrica
dogrudan patojenle bulagik topraga ekim yapilan uygulama referans
alindiginda koruyucu etki %94.8 olarak hesaplanmistir. GF183
uygulanmis ve patojenle inokule edilmis bitkilerden elde edilen kok
ekstraktlari ise patojenin ¢ogalmasim 3., 5. ve 7. giinlerde sirasiyla
%67.9, %48.8 ve %53.8 oraninda baskilamistir. Arastirmacilar,
GF183'iin kokleri kolonize etmesinin bitkide savunma tepkilerini
uyarabilecegini ve uyarilmis dayanikliligin hastalik baskilanmasinda
rol oynayan mekanizmalardan biri olabilecegini bildirmislerdir.

Olesen et al. (2014), 1spanak tohumu iiretiminde Verticillium
spp. enfeksiyonunun azaltilmasia yonelik biyolojik uygulamalar
2009-2011 yillart arasinda, dogal olarak Verticillium spp. ile bulasik
tarla topraginin kullanildig1 saks1 denemelerinde
degerlendirmiglerdir. Calismada yillara goére 7. harzianum
(Supresivit), G. roseum (Prestop Mix) ve Natural II uygulamalarina
yer verilmis; bitkiler bulasik ve bulasik olmayan topraklarda
yetistirilerek hasat edilen tohumlarda Verticillium spp., S.
botryosum, Cladosporium spp., Fusarium spp. ve A. alternata
belirlenmistir. Uygulamalarin hasat edilen tohumlardaki Verticillium
spp. enfeksiyonu {izerine genel olarak anlamli bir etkisi
saptanmazken, toprak tipinin 2010 ve 2011 yillarinda 6nemli oldugu
belirlenmistir. Bulasik olmayan toprakta yetistirilen bitkilerden elde
edilen tohumlarda Verticillium spp. enfeksiyonu 2010 ve 2011
yillarinda sirasiyla %1 ve %2 iken, bulasik toprakta bu oranlar %7
ve %46 olarak belirlenmis; 2011 yilinda bulagik toprakta Natural 11
uygulamasinda enfeksiyon orant %22 olarak belirlenmistir. Ayrica
2010 yilinda G. roseum uygulamasiyla 4. alternata orani, bulasik
toprakta %40'tan %?24'e, bulagik olmayan toprakta ise %66'dan
%40'a diigsmiistiir. Degerlendirilen diger tohum funguslart agisindan
biyolojik uygulamalarla tutarli bir baskilama elde edilmemistir.

Sugiyama et al. (2022), farkli organik atiklarin anaerobik
biyolojik aritimi1 sonucunda olusan bes sivi organik artigin ve bu
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orneklerden izole edilen bakterilerin F. oxysporum f. sp. spinaciae'ye
kars1 biyolojik miicadele potansiyelini arastirmislardir. In vitro
denemelerde bes ham drnegin tamami patojenin miselial gelisimini
anlamli diizeyde baskilarken, filtre edilmis oOrneklerde bu etki
goriilmemistir. Bu 6rneklerden izole edilen 32 bakteri izolatindan
sekizi antagonistik etki gostermis ve sigir giibresi kokenli 6rnekten
elde edilen B. velezensis AD-3, patojen gelisimini en fazla
baskilayan izolat olarak saksi denemeleri i¢in seg¢ilmistir. Saksi
denemelerinde patojen topraga 1 X% 10° spor g kuru toprak
yogunlugunda uygulanmis ve 25 °C'de karanlikta 5 giin inkiibe
edilmistir. Ardindan AD-3, 1 x 10° KOB g' kuru toprak
yogunlugunda uygulanmis ve toprak ayni kosullarda 10 giin daha
inkiibe edildikten sonra ispanak tohumlar1 ekilmistir. Ayn1 saksi
denemesi iki kez tekrarlanmis ve AD-3 uygulamasi Fusarium
solgunlugu siddetini patojen kontroliine gore sirasityla %64.3 ve
%44.1 oraninda azaltmisti. Buna karsilik, AD-3 uygulamasi
topraktaki F. oxysporum f. sp. spinaciae yogunlugunda anlamh bir
azalma olusturmamistir. Aragtirmacilar, AD-3"lin 1spanak Fusarium
solgunlugunun biyolojik miicadelesinde kullanilabilecek potansiyel
bir etmen oldugunu bildirmislerdir.

Viana et al. (2024), iki mikroalg tiirtiniin (Chlorella vulgaris
ve Tetradesmus obliquus), F. oxysporum f. sp. spinaciae'ye karsi
biyolojik miicadele potansiyelini hem in vitro hem de in vivo
kosullarda degerlendirmislerdir. Calismada kurutulmus
mikroalglerden hazirlanan sulu siispansiyonlar kullanilmistir. /n
vitro denemelerde C. vulgaris 3.0 g L' konsantrasyonda patojenin
hif gelisimini %57.3, T. obliquus ise 0.75 g L™"de %64 oraninda
engellemistir. Bu sonuglara dayanarak secilen C. vulgaris (2.0, 2.5
ve 3.0 g L™") ve T obliquus (0.5, 0.75 ve 1.0 g L") siispansiyonlart,
1s1l islem uygulanmis ve uygulanmamis turba esashi yetistirme
ortamlarinda sera kosullarinda degerlendirilmistir. Mikroalg
siispansiyonlar1 haftada bir kez 20 mL olacak sekilde dogrudan
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yetistirme ortamma uygulanmis ve uygulamalar dort kez
tekrarlanmistir. C. vulgaris uygulamalarinda hastalik goriilme siklig1
Oonemli Ol¢iide degismemesine ragmen, hastalik siddeti ve hastalik
gelisim egrisi altinda kalan alan (AUDPC) degerleri genel olarak
azalmistir. 70 obliquus 0.5 g L' diizeyinde 1s1l islem uygulanmamis
turbadaki hastalik goriilme sikligin1 %58 oraninda azaltirken, 1.0 g
L' uygulamasinda 1s1l islem uygulanmis turbadaki hastalik gériilme
siklig1 %0 olarak belirlenmistir. Ayrica 7 obliquus uygulamalar
AUDPC degerlerini de azaltmis; 1s1l islem uygulanmamis turba
substratinda 0.5, 0.75 ve 1.0 g L™ konsantrasyonlarinin tamaminda
AUDPC kontrolden anlamli olarak diisiik bulunmustur. Isil islem
uygulanmis turba substratinda ise 0.5 ve 1.0 g L' uygulamalarinda
AUDPC kontrolden anlamli olarak diisiik bulunurken, her iki turba
substratinda da mikroalg konsantrasyonlari arasinda anlamli bir
farklilik belirlenmemistir.

Ihsan et al. (2025), 1spanakta 4. alternata'nin neden oldugu
yaprak lekesi hastalifinin biyolojik miicadelesinde farkli biyolojik
miicadele etmenlerinin etkinligini hem laboratuvar hem de tarla
kosullarinda degerlendirmislerdir. Calismada 7. harzianum, B.
subtilis, Metarhizium robertsii ve M. anisopliae kullanilmistir. In
vitro degerlendirmelerde tiim biyolojik miicadele etmenleri A.
alternata'min miselial gelisimini anlamli diizeyde baskilamistir. B.
subtilis erken donemde en yiiksek antagonistik etkiyi gostererek
patojenin miselial gelisimini 4. ve 8. giinlerde sirasiyla %40.00 ve
%49.97 oraninda engellemis, ancak bu oran 12. giinde %?22.54'e
diismiistiir. Buna karsilik 7. harzianum daha kararli bir antagonistik
etkinlik gostermis ve 4., 8. ve 12. giinlerde sirasiyla %33.33, %40.47
ve %29.67 oraninda engelleme saglamistir. M. robertsii ve M.
anisopliae de patojen gelisimini baskilamis olmakla birlikte,
ozellikle 12. giinde 7T harzianum'dan daha distk etkinlik
gostermislerdir. Bu sonuglara dayanarak 7. harzianum ve B. subtilis
tarla denemeleri icin se¢ilmistir. Tarla denemesinde bitkiler 3—4
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yaprak doneminde 1 x 10° konidi mL™! yogunlugundaki 4. alternata
stispansiyonu ile inokule edilmis, biyolojik miicadele etmenleri ise
ekim sirasinda uygulanmistir. En basarili uygulama 7. harzianum +
B. subtilis kombinasyonu olmus; bu uygulamada hastalik siddeti
%12.0 olarak belirlenmis ve yalnizca patojen uygulanan kontroldeki
%35.2 hastalik siddetine kiyasla %65.7 oraninda azalmistir.
Kombinasyon uygulamasinda bitki boyu, yaprak uzunlugu, yaprak
genisligi, klorofil igerigi ile toplam taze ve kuru agirlik (kok ve
siirgin) degerleri de diger uygulamalardan anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur. Arastirmacilar, 7 harzianum ile B. subtilis'in
birlikte uygulanmasinin tekli uygulamalardan daha bagarili
oldugunu ve bu kombinasyonun ispanakta Alternaria yaprak
lekesinin biyolojik miicadelesinde umut verici bir segenek oldugunu
bildirmislerdir.

Jangid et al. (2025), 1spanakta A. alternata'nin neden oldugu
yaprak lekesine kars1 ii¢ Trichoderma tiirliniin etkinligini hem in
vitro hem de tarla kosullarinda degerlendirmislerdir. /n vitro ikili
kiiltiir denemelerinde 7. viride %50.96 ile en yiliksek miselial
gelisimi engelleme oranini gostermis, bunu 7. harzianum (%47.26)
ve T. asperellum (%43.71) izlemistir. Tarla denemesinde iki haftalik
1spanak bitkilerine 1 x 10¢ konidi mL™" yogunlugunda 4. alternata
spor siispansiyonu piiskiirtiilmiis, biyolojik miicadele etmenleri ise
15 giin arayla toplam {i¢ kez uygulanmistir. Hastalik siddeti ekimden
45, 60 ve 75 giin sonra degerlendirilmis ve bu li¢ degerlendirmenin
ortalamasi1 tizerinden 7. viride, T. harzianum ve T. asperellum
uygulamalarinin hastalik siddetini kontrole gore sirasiyla %19.4,
%17.7 ve %15.7 oraninda azalttig1 hesaplanmistir. Ug Trichoderma
tiriiniin hastalik siddeti {lizerindeki etkileri arasinda anlamli bir
farklilik belirlenmemistir. Arastirmacilar, Trichoderma tiirlerinin
1spanakta  Alternaria  yaprak  lekesinin  baskilanmasinda
kullanilabilecek  biyolojik  miicadele = etmenleri  oldugunu
bildirmislerdir.
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Mikrobiyom ve Biyolojik Toprak Dezenfeksiyonuna Dayah
Yaklasimlar

Ispanakta hastaliklarin biyolojik miicadelesine yonelik
caligmalarin bir kisminda, tek bir antagonist mikroorganizmanin
kullanimindan farkli olarak, toprak ve tohum mikrobiyotasinin
hastalik ~ baskilanmasindaki  rolii  ile  biyolojik  toprak
dezenfeksiyonuna (BTD) dayali yaklasimlar ele alinmistir. BTD,
organik veya bitkisel materyallerin topraga ilave edilmesi, topragin
sulanmasi ve iizerinin Ortiilerek anaerobik kosullarin olusturulmasi
yoluyla toprak mikrobiyal toplulugunda ve mikrobiyal faaliyetler
sonucunda olusan bilesiklerde meydana gelen degisimlerden
yararlanarak toprak kokenli patojenlerin baskilanmasin1 amaglayan
bir yontemdir. Tohum mikrobiyomuna yonelik caligmalarda ise
dogal tohum mikrobiyotasinin hastalik baskilanmasina katkisi,
mikrobiyotast1 korunmus ve dezenfeksiyon yoluyla azaltilmis
tohumlarin karsilastirilmasiyla arastirilmistir. Bu ¢alismalar, toprak
veya tohumla iligkili mikrobiyal topluluklarin yapisindaki
degisimlerin ve dogal olarak bulunan yararli mikroorganizmalarin
baz1  patojenlerin  baskilanmasina  katki  saglayabilecegini
gostermektedir.

Mowlick et al. (2014), 1spanakta F. oxysporum f. sp.
spinaciaemin ~ neden  oldugu  Fusarium  solgunlugunun
baskilanmasinda BTD kapsaminda Japon turpu (Raphanus sativus)
kalitilarimin kullanimin1 model saks1 denemeleri ve dogal olarak
hastalik goriilen sera parsellerinde degerlendirmislerdir. Model saksi
denemesinde Japon turpu kokleri, kahverengi hardal (Brassica
juncea) bitkileri ve bugday kepegi sirasiyla 10, 5 ve 2 kg m™
oranlarinda topraga karistirilmis; F. oxysporum f. sp. spinaciae Y SF-
1 topraga yaklasik 1 x 10* KOB g kuru toprak yogunlugunda
uygulanmustir. Hazirlanan topraklar sulandiktan sonra hava gegisini
sinirlandiran  Ortiilerle kapatilarak ii¢ hafta BTD kosullarinda
tutulmus, daha sonra oOrtiiler kaldirilarak toprak kurutulmus ve
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1spanak ekilmistir. Hastalik goriilme orant bitkisel materyal
eklenmeyen kontrolde %100 iken Japon turpu, kahverengi hardal ve
bugday kepegi uygulamalarinda sirasiyla %15.4, %31.7 ve %22.7
olarak belirlenmistir. Sera parsel denemelerinde ise Fusarium
solgunlugunun dogal olarak gorildiigli toprakta Japon turpu
kalintilar1 pargalanarak 20 kg m2 oraninda topraga karistirilmis, 80—
100 L m?'den fazla su verilerek toprak yilizeyi Ortiilmiis ve ii¢
haftalik BTD uygulamasindan sonra 1spanak yetistirilmistir. Sonraki
yetistirme donemlerinde BTD farkli bitkisel materyallerle
tekrarlanmis; ikinci uygulamada B. juncea, ligiincii uygulamada ise
baz1 parsellere yeniden Japon turpu kalintilar1 topraga
karistirlmustir. 11k yetistirme déneminde hastalik goriilme orani
kontrol parselinde de diisik (%7.7) oldugundan uygulamanin
hastalik {izerindeki etkisi belirgin olarak ortaya ¢ikmamistir. Ancak
sonraki yetistirme donemlerinde hastalik baskilanmasi daha belirgin
olmus; ilk BTD'de Japon turpu uygulanan ve ikinci BTD'de
kahverengi hardalin topraga karistirildig1 parselde hastalik goriilme
orani kontroldeki %44.5'e kars1 %3.4 olarak belirlenmis ve hastalik
%92.3 oraninda azalmistir. Ugiincii BTD'de ayn1 parsele yeniden
Japon turpu kalintist uygulandiginda ise hastalik goriilme oram
kontroldeki %58.5'e karst %6.0 olmus ve %89.7 oraninda azalma
saglanmistir. Bu uygulamalarda hastaligin baskilanmasina paralel
olarak 1spanak veriminin de arttig1 belirlenmistir. Buna karsilik, yeni
bitkisel materyal eklenmeden yalnizca sulama ve 6rtme islemlerinin
tekrarlanmas1  hastaligin  etkili  bi¢cimde  baskilanmasin
saglamamistir. BTD uygulanmis topraklarda, kontrol uygulamasinda
bulunmayan basta asetat olmak iizere biitirat ve propiyonat gibi
bilesiklerin varlig1 saptanmistir. Bakteri toplulugunun incelenmesi
sonucunda BTD uygulanan topraklarda Firmicutes subesine ait
Clostridia ve Bacilli siiflarinin baskin gruplar arasinda yer aldig:
belirlenmistir. Arastirmacilar, hastaligin baskilanmasinda anaerobik
kosullar altinda ugucu yag asitlerinin olusumu ve anaerobik
bakterilerin ¢ogalmasmin rol oynayabilecegini ve etkili hastalik
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baskilamasinin siirdiiriilebilmesi i¢in BTD'nin bitkisel materyal
ilavesiyle tekrarlanmasinin gerekli oldugunu belirtmislerdir.

Ueki etal. (2017), BTD uygulanmis topraklardan izole edilen
Clostridium beijerinckii H110 ve TBS izolatlarinin F. oxysporum f.
sp. spinaciae lzerindeki etkilerini anaerobik kosullarda
arastirmiglardir. H110 ve TBS izolatlar1 sirasiyla daha 6nce bugday
kepegi ve B. juncea kullanilarak BTD uygulanmis topraklardan elde
edilmistir. Hazirlanan patojen siispansiyonu PY veya glukoz iceren
PYG sivi besi ortamina aktarilmis ve hemen ardindan 24 saatlik
HI110 veya TBS kiiltiirii ayn1 ortama eklenerek 30 °C'de anaerobik
kosullarda birlikte inkiibe edilmistir. Yalnizca patojen igeren
ortamlar kontrol olarak kullanilmistir. On sekiz giinliik inkiibasyon
sonunda H110 bulunan ortamlarda canli patojen saptanmazken, TB8
ile birlikte inkiibe edilen ortamlarda patojen canlilifi ¢ok diisiik
diizeye inmistir. H110 ile yiiriitilen zaman serisi denemesinde
patojen yogunlugu 3. giinde baslangi¢ diizeyinin %0.57'sine diismiis
ve 14. glinde canli patojen belirlenmemistir. Patojenin miselle kapli
PDA pargalarinin H110 veya TBS8 ile ayr olarak birlikte inkiibe
edildigi denemelerde yapilan mikroskobik incelemelerde de patojen
hiflerinde belirgin yapisal bozulmalar gozlenmistir. Ayrica H110 ve
TBS izolatlarmin kitosan ile B-1,3-glukanlar1 parcalayabildigi ve
dogrudan patojenden hazirlanan hiicre duvar1 materyalini de
bozabildigi belirlenmistir. Arastirmacilar, bu anaerobik bakterilerin
fungus hiicre duvarimi bozma 6zelliklerinin BTD sirasinda F
oxysporum f. sp. spinaciaemin baskilanmasina katkida
bulunabilecegini belirtmislerdir.

Diakaki et al. (2022), farkli bitki—patojen sistemlerinde
tohum mikrobiyomunun hastalik baskilayici roliinii genis kapsamli
bir tarama calismasiyla degerlendirmislerdir. Tohum
mikrobiyotasinin etkisini belirlemek amaciyla, tohumlarin bir
kismina vakum altinda buharla dezenfeksiyon uygulanarak
mikrobiyota kismen azaltilmis ve bu tohumlar dogal mikrobiyotasi
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korunmus tohumlarla karsilagtirilmistir. Ispanakta P ultimum ile
yiiriitiilen denemelerde, dezenfeksiyonun ¢imlenmeyi etkilemedigi
28 tohum partisinin 23'linde, dogal tohum mikrobiyotasinin
korundugu dezenfekte edilmemis tohumlarin ¢ikis dncesi ¢okertene
kars1 daha diisiik duyarhilik gosterdigi belirlenmistir. Buna karsilik,
FE oxysporum f. sp. spinaciae ile yiiriitiilen denemelerde 28 tohum
partisinin hi¢birinde dogal tohum mikrobiyotasinin hastalik siddetini
azalttigin1 gosteren bir etki saptanmamistir. Aragtirmacilar, tohum
mikrobiyomunun hastalik baskilayici etkisinin patosisteme bagh
oldugunu ve o6zellikle ¢imlenmenin erken doneminde enfeksiyon
olusturan  patojenlere  karst daha belirgin  olabilecegini
belirtmislerdir. Arastirmacilar daha sonraki ¢aligmalarinda (Diakaki
et al., 2025), G. ultimum (= P. ultimum)’a kars1 gézlenen baskilayici
etkinligi daha ayrintili olarak incelemislerdir. Onceki ¢alismada
degerlendirilen tohum partilerinden farkli hastalik baskilama
diizeylerini temsil eden sekiz i1spanak tohumu partisi se¢ilmistir.
Hastalik  baskilama  potansiyelinin  belirlenmesinde, dogal
mikrobiyotas1 korunmus ve vakum altinda buhar uygulamasiyla
mikrobiyotas1 kismen azaltilmis tohumlar G. ultimum ile dogal
olarak bulasik tarla topragmna ekilmis ve c¢okerten gelisimi
degerlendirilmistir. Yiiksek baskilama potansiyeline sahip partilerde
hastalik baskilanmas1 %39—66 arasinda degisirken, diisiik baskilama
potansiyeline sahip partilerde bu oran %4-11 diizeyinde kalmistir.
Tohum mikrobiyotasinin incelenmesi, bakteri ve fungus
topluluklarinin tohum partilerine gore farklilik gosterdigini ve bu
topluluklarin  yapisindaki  degisimin bir boliimiiniin hastalik
baskilanmasiyla iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle
Massilia cinsi bakteriler ile Vishniacozyma, Filobasidium ve
Papiliotrema cinslerine ait mayalarin yliksek goreceli bollugunun,
hastalik baskilayici tohum mikrobiyomlarinin énemli bir 6zelligi
oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, funguslardan Neoascochyta ve
Didymella cinslerinin goreceli bollugunun diisiik baskilama gdsteren
tohum  partilerinde daha yiiksek oldugu  belirlenmistir.
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Arastirmacilar, 6zellikle Massilia, Vishniacozyma, Filobasidium ve
Papiliotrema'nin yiiksek hastalik baskilama potansiyeline sahip
tohum partilerinin, Neoascochyta'nin ise diisiik hastalik baskilama
potansiyeline sahip tohum partilerinin belirlenmesinde potansiyel
gosterge  olarak  kullanilabilecegini  ve  yararli  tohum
mikrobiyotasinin korunmasinin fide hastaliklarinin siirdiirtilebilir
yonetimine katki saglayabilecegini belirtmislerdir.

Sonug¢ ve Oneriler

Bu derlemede, 1spanakta fungus ve oomisetlerin olusturdugu
hastaliklarin yonetiminde kullanilan farkli biyolojik miicadele
yaklasimlar1 degerlendirilmistir. Literatiirde yer alan caligmalar;
Trichoderma ve Bacillus tiirleri, endofitik bakteriler, patojen
olmayan Fusarium izolatlari, hipoviriilent funguslar, mikroalgler ve
dogal tohum mikrobiyotasi gibi farkli biyolojik kaynaklarin ¢esitli
hastalik etmenlerine karsi hastalik gelisimini, baz1 ¢aligmalarda ise
patojen popiilasyonunu azaltabildigini gostermektedir. Ozellikle
Trichoderma ve Bacillus tiirlerinin antagonistik etkinliklerinin yani
sira bitki gelisimini destekleyebilmeleri, bu mikroorganizmalarin
stirdiiriilebilir hastalik yonetimi agisindan 6nemli adaylar oldugunu
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, biyolojik miicadele
etkinliginin tiir ve izolata, uygulama yOntemine ve zamanina,
antagonist/patojen oranina, toprak 6zelliklerine ve ¢cevresel kosullara
bagli olarak 6nemli dl¢lide degisebildigi goriilmektedir.

Mevcut ¢aligmalar biyolojik miicadelenin 1spanakta hastalik
yonetimi agisindan dnemli bir potansiyel tagidigini ortaya koymakla
birlikte, calismalarin 6nemli bir boliimiiniin laboratuvar ve kontrolli
sera kosullarinda yiiriitilmiis olmasi, sonuglarin farkli ¢evre ve
yetistirme kosullarina aktarilabilirligini sinirlamaktadir. Bu nedenle,
basarili bulunan biyolojik miicadele etmenlerinin farkli 1spanak
genotipleri ve g¢evre kosullarinda uzun siireli tarla denemeleriyle
dogrulanmasi; etki mekanizmalarinin molekiiler ve biyokimyasal
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diizeyde aydinlatilmasi1 ve uygun formiilasyonlarin gelistirilmesi
onem tagimaktadir. Bunun yaninda, farkli biyolojik miicadele
etmenlerinin birlikte kullaniminin ve fungisitlerle uyumluluklarinin
arastirtlmasi, bu uygulamalarin entegre hastalik yonetimindeki
yerini  giiclendirebilir.  Ozellikle 1spanak tohum ve kok
mikrobiyotasinin hastalik baskilanmasindaki roliiniin ileri molekiiler
yontemlerle daha ayrintili incelenmesi, dogal olarak hastalik
baskilayict mikrobiyal topluluklarin belirlenmesine ve yeni
biyolojik miicadele adaylarinin gelistirilmesine katki saglayabilir.
Boylece biyolojik miicadele, tek basina bir alternatif olmaktan
ziyade, 1spanakta siirdiiriilebilir ve entegre hastalik yonetiminin
etkili bir bileseni haline getirilebilir.
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BOLUM 2

CRISPR-Cas13a SISTEMIYLE BiTKi VIRUS
HASTALIKLARININ TESHIS POTANSIYELI

BERNA BAS!
Giris
Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar dizisi
olan CRISPR ve Cas proteinleri yabanci niikleik asitlere ve viral
infeksiyonlara karst prokaryotik organizmalar1 koruyan ve
indiiksiyonla  harekete  gecebilen bir  bagisiklik  sistem
mekanizmasidir (Barrangou, 2015). Her biri farkli fonksiyon ve
yapisal 6zelliklere sahip olan biitiin CRISPR-Cas sistemleri CRISPR
crRNA ’larina bagl olarak islev yapmaktadirlar (Brouns & ark.,
2008). crRNA ’lar bir navigasyon sistemi gibi ¢aligmakta ve Cas
proteinlerine rehberlik etmektedirler. Yabanci niikleik asitler
tizerindeki tam hedef bolgenin sekans dizilerinin tamamlayicist olan
crRNA ile yabanci RNA baglandiktan sonra Cas proteini belirlenen
bu rotaya baglanmaktadir (Sekil 1). Boylece Cas proteinlerinin
niikleaz aktivitesiyle yabanci niikleik asitler parcalanmaktadir.
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Sekil 1. CRISPR Casl3a 'min modiiler semast

Cas1a

gRNA L)
Hedef ssRNA &

[l Creted in BioRender.com biv

Kaynak: Sekil yazar tarafindan BioRender programi kullanilarak
yaratilmigtir

CRISPR Casl13a sistemi riboniikleaz aktivitesine sahip iki
adet HEPN (higher eukaryotic and prokaryotic nucleotide-binding)
domain boélgeye sahip olan lob ile Rec lob olarak bilinen
programlanabilen bir crRNA segmentinden ibaret olup tek parca
seklinde bir bilesik biitiindiir (Abudayyeh & ark., 2016), (Sekil 2).

Canli hiicrelerin hayati fonksiyonlarimi etkilemeden RNA
diizeyinde gen transkriptlerinin ifadesini azaltarak veya artirarak
hiicresel faaliyetleri diizenleyici roller oynayan CRISPR-Cas13a gen
fonksiyonlarmin analizinde onemli bir yaklasim gelistirilmesine
onciiliik etmigtir.  Cesitli deneysel c¢alismalardan elde edilen
sonuclara gore, Casl3a riboniikleazin katalitik bolgesi hedef
iizerindeki ssRNA (single-strand RNA) ’ya baglandiktan sonra
hedefi tamamen pargalamakta ve ardindan yakin ¢evredeki hedef
disinda kalan gesitli mRNA ’larda parg¢alanmaktadir (Liu & ark.,
2017). Iste dzgiil olmayan bu RNAz aktivite 6zelligi viral teshis
analizlerinde raportdér molekiillerin gelistirilmesini saglamistir.
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Casl3a proteini, hedef RNA ’'nin 3" PFS (protospacer flanking
sequence) bolgesi iginde guanin disindaki diger niikleotitlerle
substrati tanima dzelligine sahiptir (Liu & ark., 2017). Ancak Cas13a
‘nin hedef dis1 diger RNA ’lar1 parcalama 6zelligi hiicrenin hayati
oneme sahip diger mRNA ’lar1 da etkileyebilecegi i¢cin bu durum
istenmeyen komplikasyonlarin gelismesine de neden olabilme
ihtimali tasimaktadir. RNA transkriptlerinin ifade seviyelerini
diizenlemek amaciyla c¢alisma yapilacaksa Casl3a sisteminin
crRNA molekiilleri hairpin-spacer bolgeleri eklenecek sekilde
tasarlanmalidir ki bdylece crRNA ’nin olusturacagi sac tokasi
seklindeki ilmek yap1 sayesinde Casl3a ile hedef dis1 diger RNA
’larin baglanma ilgisi 6nlenebilir (Ke & ark., 2021).

Sekil 2. Casl3a iki alt birimden meydana gelmistir

w0 kel h PNty pikal2h wEPMAN Linker [ gpN2)

v v
REC Lobu NUC Lobu
Tanima lobu (REC) Tanima lobu (REC)
Niikleaz lobu (NUC) Niikleaz lobu (NUC)
inaktif Cas13a Aktif Cas13a

Kaynak: Sekil yazar tarafindan olusturulmustur

Tarimsal tirtinlerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan
viriislerin biyolojisiyle ilgili dnemli ilerlemeler kaydedilse de bitki —

virlis dinamiklerinin degisken dogasi nedeniyle kalici olarak
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uygulanabilir bir miicadelenin gelistirilmesi hem ¢iftcileri hem de
arastiricilart zorlamaktadir (Alexander & ark., 2014). Bakteri,
fungus, nematod gibi organizmalarin miicadelesinde kimyasal
yaklagimlar gegici veya kalict olarak hastaligi kontrol altina
alabilmektedir. Ancak kimyasallar viral hastaliklarin kontroliinde
etkisiz olup viriisle infekteli bitkilerin yerinde eradikasyonu en
saglikli viriisle miicadele yontemidir. Viriisle-bulasik {iretim
materyalleriyle ve aract vektorlerle mekanik olarak yayilan
viriislerin ¢esitli Onleyici tedbirlerle yayilmasi engellenebilir
(Tatineni & Hein, 2023). Onleyici tedbirleri hizla uygulamak igin
yiiksek derecede duyarli ve 6zgiil teshis metotlarina ihtiya¢ vardir.
Teknolojik inovasyonlar yeni viral teshis yoOntemlerinin de
gelismesine katki saglamistir. Uzun yillardan beri kullanilan klasik
viriis tan1 yontemleri genellikle simptomlara dayali teshis, konuk¢u
dizi arastirmalari, elektron mikroskop c¢alismalari, ELISA ve
Western blotting gibi serolojik testler, PCR, RT-PCR gibi niikleik
asitlere dayali tekniklerden ibaret olup bunlar pahali ve
sonuglandirilmast uzun zaman almakta, deneyim gerektirmekte,
diisiik yogunluktaki viriisleri teshis edememekte, yeni ortaya ¢ikan
varyantlarin teshisine uygun calismamaktadirlar (Singh & ark.,
2025). Bazen bir konukcu bitki farkli viriis tiirleri veya irklariyla
infekte edilebilmektedir. Bu durumda aymi bitki igindeki farkli
viriislerin ayn1 anda teshisi, tan1 yontemlerinin kullanimim
zorlagtirmaktadir. Bitki RNA viriislerinin hiper degisken bolgeleri ve
yiiksek mutasyon olasiliklarinin genetik varyasyona neden olmasi
teshis calismalarin1 karmagsik hale getirmektedir (Massart & ark.,
2019; Bwalya & Kim, 2023). Bu nedenlerden dolay1 ¢esitli viriisleri
teshis  edebilecek ileri tani-teshis yOntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. CRISPR-Cas sistemi mikroorganizmalarin tani-
teshis yontemleri ic¢indeki en ©nemli teknolojik yeniliklerden
birisidir. Ozellikle bitki RNA viriislerinin hizl1 ve duyarli tanisinda
alternatif sunan CRISPR yaklagimi, Cas13a proteinlerinin viral RNA

genom icindeki Ozel niikleik asit baz dizilerinin tamamlayicisi
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crRNA ile caligmaktadir. Casl3 ile standart metot gelistirmek
yaklagik bir haftada %99 ’dan daha yiiksek bir 6zgiilliikle ve %95
’den daha yiiksek bir duyarlilikla sonuca ulagsmak miimkiin
gorinmektedir (Zhang & ark., 2021). Ele alinan bu bdliimde
CRISPR-Cas13a ’'nin yapisal 6zellikleri, islevleri ve tarimda viral
patojenlerin teshis potansiyeliyle ilgili yapilan bazi uygulamalar
kisaca tanitilmaya caligilmistir.

CRISPR-Casl13a Siteminin Yapisal ve Fonksiyonel Ozellikleri

Cas protein efektorlerinin Ozelliklerine goére CRISPR
sistemleri iki ana smifa ayrilmaktadir (Koonin & Makarova, 2019).
Birinci sinifta yer alan Cas proteinleri son derece karmasik, farkl
proteinlerle bir¢ok alt linitelerden meydana gelmistir ve crRNA ile
hedef sekans interaksiyona girince konformasyonel degisim
gecirerek enzimatik 6zellik kazanmaktadirlar (Pattharaprachayakul
& ark., 2020). Ikinci smifta yer alan enzim proteinleri ise tek bir
protein iinitesinden ibaret olup bagimsiz bircok domain alanina sahip
olup daha basit yapil1 ve daha fazla ¢esitlilige sahiptir (Murugan &
ark., 2017). Bu ozelliklerinden dolayr da teshislerde ve gen ifade
diizeylerinin modiilasyonunda genis bir uygulama alani bulmustur
(Murugan & ark., 2017). En giincel evrimsel siniflandirma
caligmalarina gore Cas9, Cas12, Casl3 gibi farkl ¢esitleri bulunan
ikinci sinif Cas proteinlerinin her bir alt grubunun farkli fonksiyonel
ozellikleri bulunmaktadir (Makarova & ark., 2025). Casl3
efektorleri yalniza ssRNA (single strand RNA) iizerinde etki
gostermekte ve tek bir uyumsuz niikleotit polimorfizmini
tantyabilecek diizeyde giliclii bir RNA teshis yontemi olarak
kullanilmaktadir (Larsen & ark., 2025), (Sekil 3). Cas13a sistemi ilk
olarak Leptotrichia cinsi bakterilerde kesfedilmistir (Shmakov &
ark., 2015). Biitin CRISPR alt gruplan i¢inde kollateral kesim
aktivitesine sahip olan grup Casl2 ve Casl3 enzimleridir. Casl3
enzim proteini lizerinde bulunan HEPN domain bolge yardimiyla
RNA iizerindeki hedef bolgelerde enzimatik parcalama (cis-kesim
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aktivitesi) gergeklestikten sonra bu molekiilleri terk etmeden once
hedef dis1 6zgiil olmayan diger ilgisiz RNA sekanslar1 lizerinde de
kesim yapabilmektedir ki bu aktivite kollateral kesim veya trans-
kesim aktivitesi olarak isimlendirilmektedir (Ali & ark., 2020;
Granados-Riveron & Aquino-Jarquin, 2021; Tripathi, Ntui &
Tripathi, 2021; Bot & ark., 2022). Bu yegane kollateral aktivite
ozelliklerinden dolay1 niikleik asitlere dayali teshislerde
degerlendirilmek tizere Cas12 sistemi DNA ’ya dayali teshisler i¢in
Casl3 ise RNA ’ya dayali mikrobiyel teshisler icin hizla ele
alinmaya baslamistir (Li & ark., 2019).

Sekil 3. Aktif bir Casl3a crRNA ’st ssRNA iizerinde islem
yapmaktadir. Rec bolgesi RNA substratint tanima bolgesidir, NUC
ise riboniikleaz aktivitesini gerceklestirmektedir

REC
crRNA

Hedef RNA bdlgesi
3
Hedef RNA

NUC

Aktif Cas13a kompleksi
Kaynak: Sekil yazar tarafindan olusturulmugtur

Onemli fonksiyonel &zelliklere sahip olan HEPN domain
bolge enzim proteinleri lizerinde yer alan evrimsel olarak korunmus
bir bolgedir ve ¢esitli RNA molekiillerinin par¢alanma siireglerinin
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yonlendirilmesinde rol oynayan endoriboniikleazlarin evrensel bir
ozelligidir (Pillon & ark., 2021). HEPN dimerlesmesi RNAz
aktivitesi i¢in gereklidir ancak dimerlesmenin organizasyon sekli
onemli yapisal farkliliklar gosterdigi igin cesitli 6zel fonksiyonlarin
ortaya ¢ikisina neden olmaktadir (Pillon & ark., 2021). Cas13 grubu
proteinler AbiFs kladistik grubu proteinlerle evrimsel olarak yakin
baglantilidir ve biitiin Cas13 proteinleri hedef RNA disinda islevsel
olan kollateral aktivitesini atasal koklerinden gelen AbiFs ’den
almaktadir (Zilberzwige-Tal & ark., 2025). Non-coding RNA
siifinda yer alan bakteriyel AbiF RNA motifi korunmus olup sSRNA
olarak ve antitoksin olarak islev yapmakta ve HEPN-benzeri domain
iist ailesinin iiyesi olan toksik AbiF proteinini nétralize etmekte,
bakteriyostatik engeli kaldirmakta ve hiicre homeostazini
korumaktadir (Weinberg & ark., 2017; Saunier & ark., 2025). Sekil
4 °de goriildiigi gibi yapisi SRNA ’ya benzeyen AbiF RNA motifinde
bulunan ilmek yapi, eslesmeyen baz bolgeleri gibi korumali olmayan
bolgelerde sekans varyasyonlar1 gostermekte olup bu kor gévde-
ilmek yapr molekiiliin abortif infeksiyon sistemlerinde gorev
yapmasi i¢in onemli ve gereklidir (Zilberzwige-Tal & ark., 2025).
[lmek yap1 icindeki bu varyasyonlar baz eslesme stabilitesini
bozmadan ilgili bolgelere esneklik saglamaktadir ve plirinlerin veya
primidinlerin baskin oldugu yerlerde ikame mutasyonlar1 (base
substitution) meydana gelmektedir (Weinberg & ark., 2017). Kor
govde yapisinin niikleotitleri %90 ’dan daha yiiksek oranda
korunmustur (Weinberg & ark., 2017). Kor govde niikleotitlerinde
herhangi bir mutasyon gelistigi zaman 6rnegin G-S eslesmesinde
gergeklesen mutasyonda yapiya A veya U yerlesmisse hiicre A-U
eslesmesini saglayacak sekilde bu mutasyonu diizeltmekte ve
boylece yapisal biitiinliik korunarak bir tek baz polimorfizmi telafi
edilmektedir (Weinberg & ark., 2017). Bdylece mutasyona ragmen
AbiF RNA ’nin kor govde helikal yapisinin stabilitesi icin baz
eslesmesi  korunurken ilmek yapmin baz eslesmesi de

etkilenmemektedir. HEPN proteinleri evrimsel olarak korunmusg
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olan Rx4—6H katalitik motife sahiptir ve Cas13a 'nin cis-RNAz ve
trans-RNAz aktivitesinden Rx4—6H bolgesi sorumludur (Yang &
Patel, 2024).

Sekil 4. Casl3a crRNA ’s1 AbiF motifine benzerdir. Motifin iki
onemli yapist 1)kor ilmek yapt baz eslesmesi olmayan bélge ve
2)govde yapisi karsilikli eslesen tamamlayict bazlardan ibarettir

57 3
I

abiF motif (Rfam: RF03085)

A: Adenin

C: Sitozin

G: Guanin

Y: Urasil veya Sitozin
R: Adenin veya Guanin

Niikleotid benzerligi
N: %97; N: %90; R: %75

Niikleotid korunumu
@: %97

Kaynak: Saunier & ark., (2025) 'den alinmistir
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HEPN domainlerindeki Rx4—6H bolgesinin  konformasyonel
elastikiyeti cesitli substratlara baglanmasinin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Anantharaman & ark., 2013; Jia & ark., 2018;
Shi & Wu, 2024; Yang & Patel, 2024). Boylece Casl3a hedefi
parcaladiktan sonra yakin c¢evredeki ilgisiz hedef dis1 diger RNA
substratlarma  uygun  baglanma  gergeklesecek  sekilde
konformasyonel degisim gecirerek kollateral kesim
gergeklestirmektedir. Birgcok farklit HEPN proteinlerinin domainleri
evrimsel yonden korunan iki farkli elemente sahip olup, bunlardan
biri Rx4-6H motifi, digeri ise Ex3 [KR] ’dir. Rx4—6H motifini
dikkate almaksizin HEPN ailesinin birgok iiyelerinde, Ex3 [KR]
motifine ait evrimsel olarak korunan diger bir asidik amino asit
bulunmakta olup bu iki 6genin disinda diger HEPN ailesi {iyelerinin
bircogunun HEPN domain sekanslarinin evrimsel benzerligi uzaktir
(Anantharaman & ark., 2013).

Cesitli Bitkilerde Casl3a ile Yapilan Viral Tani-Teshis
Cahismalan

Bakteriyel CRISPR-Cas mekanizmas1 kesfedildiginden beri
gelisen teknolojilerle beraber diger eukaryotik organizmalarin
genom diizenlenmesi ve patojenlerin teshisi i¢in molekiiler biyolojik
yontemlere dayali uygulama alanlar1 arastirilmaya baglanmustir.
CRISPR-Cas metodolojisiyle olduk¢a hizli ve duyarli bir sekilde
patojen mikroorganizmalarin teshisi yapilabilmektedir (Aman,
Mahas & Mahfouz, 2020). CRISPR-Cas proteinlerinden Casl3a
sisteminin RNA-yonelimli RNA-hedefli niikleaz enzimi son derece
duyarli bir sekilde RNA hedeflerini belirleme ve pargalama
ozelligine sahip olan giiclii bir tekniktir (Abudayyeh & ark., 2017).
Son derece duyarli, 6zgiil, kolaylikla yonlendirilebilen, portatif ve
nispeten uygun bedelli olan Casl3a 'nin bu kapasitesi sayesinde
RNA ’ya dayali teshis calismalar1 gelistirilmistir. CRISPR crRNA
’larinin tizerindeki niikleik asit sifreleri Cas proteinlerini hedef
bolgenin komplementeri olan bdlgelere yonlendirmekte ve crRNA-

--38--



hedef RNA interaksiyonu saglandiktan sonra herhangi ilgisiz bir
RNA molekiilii tizerinde Casl3a kompleksinin kollateral kesim
aktivitesi tesvik edilmekte olup bdylece bu ilgisiz molekiiller
raportdr amagli kullanilmaktadir (Gootenberg & ark., 2017; Kellner
& ark., 2019). Teshisin basarisindaki kritik konu ise crRNA (veya
gRNA) ’nin tasarimidir. gRNA tasariminda hedef bolge disinda
baglanmalar1t minimuma indirmek i¢in bilgisayar temelli otomasyon
sistemlerinin gelistirilmesi gereklidir. Teshis amagli CRISPR-
Casl3a icin olusturulacak gRNA ’nin etkin calismasi icin gen
bankalarinin  veri tabanlarindan viral organizmanin sekans
dizilerinin elde edilmesi, g¢esitli benzer sekans dizilerinin
kargilastirilmast  ve  konsensiis  dizilerinin  olusturulmasi,
homopolimer dizileri ve yapisal Ozelliklerinin belirlenmesi, GS
icerigine gore potansiyel gRNA ’larin ortaya ¢ikarilmasi, viral irklar
arasinda yiliksek derecede korunmus bdlgeleri belirlemek ve
konukg¢u genomunda 6zgiil olmayan baglant1 bolgelerini minimuma
indirmek i¢in hedef dis1 tarama analizlerinin yapilmasi hata egilimini
azaltacaktir (Leski & ark., 2023; Asmamaw & ark., 2024; Molina
Vargas & ark., 2024; Niu & ark., 2025; Tan & ark., 2025; Villegas &
ark., 2025). Bu zorluklar1 asmak amaciyla yapilan bir arastirmada
son derece virlilent bir patojen olan ve domates verimini etkileyen
domates kahverengi burusuk meyve viriisii (ToOBRFV) "niin Cas13a
ile teshisinde kullanilmak {izere yapay zeka destekli crRNA
tasarlanmistir (Karimi & ark., 2025). Bilgisayar destekli bu on
calisma da dizi degiskenliginin en az oldugu korumali bolge
sekanslarindan crRNA olusturmak icin NCBI niikleotit veri
tabanindan viral sekanslar ile TOBRFV sekanslar karsilastirilmis ve
algoritmik hizalamada en ¢ok eslesen niikleotitlerden konsensiis
diziler elde edilmistir ToBRFV wviral genomun korumali
bolgelerinin diger viral genom eslestirmelerine gore benzerligin
%70 ’in altinda olan bolgeler hari¢ tutulmustur. Sekans stabilitesi
icin N (N; bilinmeyen, tanimlanamayan) ile sembolize edilen baz

dizilerini igeren sekanslarda elemine edilerek final konsensiis bazlari
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crRNA tasariminda referans olarak kullanilmak {izere selekte
edilmistir. Bilgisayar verilerine gore elde edilen bu referans
sekanslar arasinda GS igerigi %40 - %60 arasinda olan diziler daha
sonraki islemlerde kullanilmak {izere bir kez daha selekte
edilmislerdir. gRNA ’'nin GS igerigi 6nemlidir, ¢linkii AT baz
eslesmesine gore GS eslesmesi termodinamik olarak daha stabildir
ve Cas enziminin optimal aktivitesi, 6zgiil ve hassas hibridizasyonu
icin gereklidir (Molina Vargas & ark., 2024; Vercauteren & ark.,
2024; Okemo & Henry, 2026). Homopolimer dizi taramas1 yapilarak
ardisik identik 4 veya daha fazla niikleotit iceren sekanslar (AAAA,
SSSS gibi diziler) elenmis ve viral teshiste kullanilacak crRNA
tasarimina esas teskil edecek en hassas 11-18 niikleotit
uzunlugundaki segmentler ana bolge olarak secilmistir. Bu bdlgeler
ayrica hedef dis1 analizlere tabi tutulmuslardir. CRISPR kilavuz
RNA tasariminda genel kabul goren standart dlciilere gore hedef dis1
taramalarda ili¢ ’e kadar uyumsuz eslesme gosteren diziler
secilmistir. Biyoinformatik verilere dayanarak son derece duyarl ve
verimli bir sekilde tasarlanan crRNA kullanilarak ToBRFV ile
infekteli bitkilerden izole edilen ToBRFV-RNA ’s1 basarili bir
sekilde teshis edilmistir. ELISA testi, yakin akraba viriislerle teshiste
pozitif sonucglar verirken CRISPR ile gelistirilen bu yeni sistemle
ToBRFV yakin akraba viriislerle capraz reaksiyon gelismedigi
bildirilmistir. Biyoinformatik veri destekli elde edilen bu sonuglar
gostermektedir ki, CRISPR-Casl3a diger bitki RNA viral
hastaliklarin tanisinda 6nemli bir kilavuz olarak kullanim olanag:
sunmaktadir.

Diger bir aragtirmada cesitli ticari seralarda yine ToOBRFV
viriisiinlin tanis1 amaciyla bir protokol gelistirilmistir (Hak & ark.,
2025). Denemede domateste ToBRFV veya ToMV viriisleri,
salatalikta CGMMYV viriisii, titinde TMV ve kolzada TuMV
viriisleri Cas13a ile basarili bir sekilde teshis edilmislerdir. ilgili
viriisler bitki fideciklerinin yapraklarina karborandum tozuyla
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ovalanarak mekanik yolla veya agroinfiltrasyonla inokule
edilmiglerdir. TOBRFV teshisi icin 3 ayr1 ss-crRNA tasarlanmig ve
bunlardan yalnizca TB-crRNA1 c¢ok giiclii, TB-crRNA3 zayif
floresan 151k vermis, TB-crRNA2 ise TMV ve/veya ToBRFV ’yi
ayirt edici herhangi bir reaksiyon vermemistir. Salatalikta CGMMV
icin tasarlanan crRNA ’lar viriis tayininde etkili olurken, kolza
TuMYV ig¢in tasarlanan crRNA ’lar miikemmel bir duyarlilikla teshis
edilmislerdir. Baska bir ¢alismada pamukta {iriin kayiplarina neden
olan CLRDV viriisiiniin Casl3a ile teshis aragtirmasi yapilmis ve
araziden toplanan infekteli 6rneklerden elde edilen ham ekstraktlar
RNA saflagtirmasi yapilmadan dogrudan kullanilmistir (Sheri & ark.
2025). Teshiste CLRDV ’nin evrimsel olarak korunan 3 farklit ORF
bolgesi (ORF3, ORF2, ORF3a) se¢ilmistir. Kontrol 6rnekler negatif
sonuclar verirken viriisiin varligim1  kanitlayan her 3 ORF
bolgesinden ise pozitif sonuclar alinmistir. Her 3 bdlge i¢in ayri
olarak tasarlanan crRNA ’lar hem tek olarak hem de karisim halinde
kombine kullanildiginda yine pozitif sonuglar elde edilmis ve
boylece kombine Orneklerde c¢apraz reaksiyon gelismedigi
belirlenmistir.

Negatif yonlii bir RNA virlisii olan domates solgunluk
benekli virtisii (TSWV) genis bir konuk¢u dizisine sahiptir ve
vektorll bir trips olan Frankliniella occidentalis ile yayilmakta olup
Casl3a ’ya dayali teshis amacl bir deneysel arastirma yapilmigtir
(Zhang & ark., 2021). Domates ekili arazilerden TSWV simptomu
gosteren infekteli domates yapraklar1 ile simptom gostermeyen
domates Ornekleri ve infekteli domatesle beslenen Frankliniella
occidentalis trips ’1 toplanmis ve RNA analizleri yapilmistir. Tipik
simptom gdsteren biitiin 6rnekler, saglikli gériinen simptomsuz bitki
orneklerinin bazilar1 ve bazi vektor tripsler pozitif sonug¢ vermistir.
Saglikli goriinen simptomsuz Orneklerin pozitif reaksiyon vermesi
inokulasyonun ¢ok baslangic asamasinda oldugu icin heniiz
simptom gelismedigi rapor edilmistir. Boylece infeksiyonun g¢ok
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erken asamasinda heniiz simptomlar gelismeden de Casl3a
sistemiyle viriis teshisinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Kontrol
amacl kullanilan TZSV, TMV, CMV ve PVY virisleriyle ¢apraz
reaksiyonlara karsi test edilmisler ve sonug negatif ¢ikmistir. Yine
kontrol amacgli RT-PCR denemelerinden de paralel sonuglar elde
edilmistir. Ayrica viriis titerini 6lgmek amaciyla RNA ’ya kalip
olarak kullanilmak tizere DNA konsantrasyonu ol¢iilmiistiir. Viral
infeksiyon baslangicinda viriis yogunlugu diisiik olmasina ragmen
PCR testinden 10 kat daha duyarli ve daha az miktarla teshis
yapildig1 bildirilmistir.

Programlanabilir olmasi ve yiiksek bir dogrulukla hedeflenen
niikleik asitleri tanima 6zelligi sayesinde biyobelirte¢ gelistirilmenin
disinda Casl3a sistemi genetik mutasyonlarin ve epigenetik
degisimlerin ortaya c¢ikarilmasinda da wuygulama olanaklari
sunmaktadir (Ali, Bhat & Shafique, 2026).

Sonu¢ Degerlendirme

Cesitli arastirma denemelerinin sonuclar1 gostermistir ki,
CRISPR-Cas13a sistemi bitki RNA viriislerini hizli ve duyarli teshis
edebilmektedir. Hedefi yakalayabilecek crRNA sekans dizilerinin
tasarimi, gelistirilmesi, stabilitesi testin basarisinda en kritik
konulardir. Insan emegi ve insan eliyle crRNA tasarimimin hem hata
egilimi yiiksek olabilir, hem yogun ig-giicli gerektirir ve dolaysiyla
zaman kaybi1 yaratabilir. Bu nedenlerle 6zellikle belirlenen hedefe
uygun crRNA ’larin  tiiretilmesinde  bilgisayar  destekli
biyoinformatik verilere dayali sekonder yap1 varsayimlari,
termodinamik stabilite, hedef dis1 bolgelerin eleminasyonu gibi
parametrelerin olusturulmasi son derece 6zgiil ve giivenilir bir teshis
platformu sunacaktir. PCR, ELISA testi gibi klasik yoOntemlere
nazaran Cas13a sistemi uygulama kolayligi, hizi, tek bir niikleik asit
polimorfizmini bile tespit edebilecek hassasiyeti ve daha uygun
bedel ile istiin nitelikler sergilemektedir. RNA viriisleri disinda diger
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bitki DNA virisleri, viroidler gibi organizmalar1 da i¢erecek sekilde
genis kapsamli, 6l¢eklendirilebilecek 6zellikte olan ve bilinen tim
viral hastalik etmenlerinin de kolaylikla teshis edilebilecegi bir
diizenin olusturulmasi beklentiler arasindadir.

HEPN domain bolgesinin evrimi, biyolojik fonksiyonlar1 ve
biyokimyasinin evrensel 6zelliklerinin analizi crRNAz enziminin cis
parcalama ve kollateral aktivitesinin nasil gelistiginin anlasilmasi,
RNA ’ya dayali yeni uygulamalarin gelistirilmesi ve Casl3a ’nin
uygulama  potansiyeli i¢in O6nem tasimaktadir. Casl3a
mekanizmasint kullanarak bitki RNA viriislerinin teshisiyle ilgili
deneysel sonuglara ait literatiirde biiyiik bir bilgi boslugu
bulunmaktadir. RNA  biyolojisinin  temel  arastirmalarini
aydinlatacak olan bu tarz calismalar RNA ’a dayali ileri teshis
yontemlerinin gelisimini de hizlandiracaktir.
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BOLUM 3

Maintaining Biological Quality During Long-Term
Storage of Entomopathogenic Nematodes

Ismail Alper SUSURLUK*
Alperen Kaan BUTUNER?

Introduction

Growing concerns regarding the detrimental effects of
synthetic pesticides on non-target organisms, their contribution to
environmental pollution, and the widespread development of
pesticide resistance resulting from the prolonged use of the same
active ingredients have prompted the European Union (EU) to
impose increasingly stringent restrictions on their use (Pereira et al.,
2009; Sanchez-Bayo, 2012; Villaverde et al., 2014; Wan et al.,
2025). These regulatory measures have accelerated the search for
sustainable alternatives to conventional chemical control, leading to
the increasing adoption of environmentally friendly pest
management strategies (Pereira et al., 2009; Villaverde et al., 2014;
Zaller & Briihl, 2019). Among these alternatives, biological control
has emerged as one of the most effective and widely adopted
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approaches and has gained a prominent position within the global
biopesticide market (Bale et al., 2007; Elnahal et al., 2022; Erdogan
& Ulu, 2024). In the biological control agents currently available,
entomopathogenic nematodes (EPNs) are recognised as one of the
most important biological control organisms due to their broad host
range, environmental safety, sustainability, suitability for mass
production and compatibility with integrated pest management
(IPM) programmes (Lacey & Georgis, 2012; Gozel & Gozel, 2016;
Abd-Elgawad, 2017).

Entomopathogenic nematodes are obligate endoparasitic
organisms belonging to the phylum Nematoda, order Rhabditida,
and the families Steinernematidae and Heterorhabditidae. Their life
cycle consists of an egg stage, four juvenile stages, and an adult stage
(Smart Jr, 1995; Grewal & Georgis, 1999; Ehlers, 2001). Among
these developmental stages, only the third-stage juvenile, commonly
referred to as the Infective Juvenile (1J), is capable of locating and
infecting susceptible insect hosts (Koppenhofer & Fuzy, 2004;
Dillman & Sternberg, 2012; Trejo-Meléndez et al., 2024). The
pathogenicity of the EPNs relies on their mutualistic association with
gram-negative bacteria belonging to the genera Xenorhabdus and
Photorhabdus. Members of the family Steinernematidae harbour
symbiotic bacteria of the genus Xenorhabdus, whereas species
belonging to the family Heterorhabditidae are associated with
Photorhabdus (Burnell & Stock, 2000; Boemare, 2002; Ferreira &
Malan, 2014; Susurluk & Biitiiner, 2024).

Upon encountering a suitable host, IJs penetrate the insect
body primarily through natural openings, such as the mouth, anus,
and spiracles. In addition, species belonging to the genus
Heterorhabditis possess the ability to penetrate directly through the
insect cuticle (Gaugler et al., 1997; Grewal & Georgis, 1999;
Koppenhofer et al., 2020; Biitiiner & Susurluk, 2023). Once inside
the host haemocoel, the 1Js release their symbiotic bacteria, which

--51--



rapidly proliferate and produce a diverse array of toxins,
extracellular enzymes. These bacterial metabolites induce
septicaemia, resulting in host death within approximately 24-72
hours (Smart Jr, 1995; Dillman et al., 2012; Santhi et al., 2015;
Susurluk & Biitiiner, 2024). The nematodes subsequently feed on the
multiplying bacteria and degraded host tissues, complete two or
three generations within the insect cadaver, and eventually produce
a new generation of IJs that emerge into the soil to locate new hosts
(Smart Jr, 1995; Dillman et al., 2012; Tarasco et al., 2023).

Despite their numerous advantages, including environmental
safety, sustainability, a broad host range, and compatibility with [PM
programmes, the successful commercialisation of EPNs depends not
only on their efficacy following field application but also on their
ability to maintain biological quality throughout production, storage,
transportation, and distribution (Grewal, 2000a, 2000b; Strauch et
al., 2000; Askary & Ahmad, 2017; Susurluk & Biitiiner, 2024).
Unlike chemical pesticides, EPNs are living organisms whose
physiological condition is continuously influenced by external
environmental factors during storage (Grewal, 2000a, 2000b;
Strauch et al., 2000; Susurluk & Biitiiner, 2024). Consequently,
preserving both their viability and biological performance over
extended storage periods remains one of the major challenges
limiting their large-scale commercial utilisation. The ability to
maintain [Js without substantial deterioration directly determines
product shelf life, marketability, and field performance (Grewal,
2000a; Kagimu et al., 2017; Sharghi et al., 2025). Previous studies
investigating storage performance have primarily focused on
survival rate as the principal indicator of storage success (Smits,
1996; Chen & Glazer, 2005). However, survival alone does not
adequately reflect the biological quality of stored IJs. Other
biological characteristics, including infectivity, reproductive
capacity, and behavioural competence, are equally important in
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determining their effectiveness as biological control agents
following storage (Andalo6 et al., 2011; Lalramliana & Yadav, 2016;
Lalitha et al., 2023; Susurluk & Biitiiner, 2024; Li et al., 2026).
Increasing evidence indicates that prolonged storage affects a much
broader range of biological attributes than survival alone. Even when
survival rates remain relatively high, IJs may experience progressive
depletion of lipid reserves, reduced mobility, impaired host-seeking
behaviour, diminished reproductive capacity, and physiological
ageing. Although these alterations are generally sublethal, they can
substantially compromise the ability of IJs to locate, infect, and
reproduce within susceptible insect hosts, ultimately reducing their
biological control efficacy under field conditions (Andal6 et al.,
2011; Susurluk & Biitiiner, 2024; Li et al., 2026).

This chapter reviews the current knowledge regarding the
long-term storage of EPNs, with particular emphasis on the
physiological and biological changes that occur during storage.
Furthermore, it discusses how these alterations influence the
survival, infectivity, host-seeking behaviour, reproductive capacity,
and overall biological control performance of IJs, while highlighting
current challenges and future research directions for improving
storage stability and commercial application.

Storage Conditions and Their Influences on the Biological
Quality of Entomopathogenic Nematodes

Several formulation strategies, including water-dispersible
granules, hydrogel matrices, alginate encapsulation, and polymer-
based delivery systems, have been developed to improve the storage
stability of EPNs. These approaches primarily aim to reduce
metabolic activity, conserve endogenous energy reserves, and
maintain 1J viability during prolonged storage. Although significant
improvements in shelf life have been achieved under different
storage conditions, extending survival alone does not necessarily
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ensure the preservation of biological quality following storage
(Georgis & Kaya, 1998; Grewal, 2000a, 2000b; Chen & Glazer,
2005; Ganguly et al., 2008; Kagimu et al., 2017; Lalitha et al., 2022;
Sharghi et al., 2025).

Survival represents only one component of the overall
biological quality of IJs. The practical success of EPNs following
storage depends equally on their ability to locate and infect
susceptible hosts, reproduce efficiently, and maintain their biological
control potential under field conditions (Susurluk & Ehlers, 2008).
Consequently, evaluating post-storage performance requires
consideration of multiple biological traits rather than survival alone.
Accumulating evidence indicates that both storage duration and
storage conditions play fundamental roles in determining the
biological quality of 1Js. Lalramliana & Yadav (2015) demonstrated
that storage temperature markedly influenced both the survival and
establishment  of  Heterorhabditis indica (Rhabditida:
Heterorhabditidae), Steinernema  thermophilum  (Rhabditida:
Steinernematidae), and S. glaseri, with infectivity progressively
declining as storage duration increased regardless of temperature.
Similarly, Aki et al. (2023) reported that storage temperature, storage
media, and 1J density collectively affected survival and infectivity,
with IJs stored in Ringer solution at 9°C maintaining superior
biological performance compared with those maintained under less
favourable conditions. Likewise, Biitliner & Susurluk (2024)
demonstrated that prolonged storage significantly reduced both the
efficacy and reproductive capacity of several H. bacteriophora and
S. feltiae isolates, indicating that storage-induced deterioration
extends beyond survival and progressively compromises the
functional competence of IJs. Collectively, these studies demonstrate
that biological deterioration during storage is a progressive process,
whereby 1Js gradually lose their functional competence despite
remaining alive. Consequently, survival alone should not be
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regarded as a reliable indicator of post-storage quality, as infectivity,
reproductive capacity, and host establishment may decline long
before substantial mortality becomes evident. Nevertheless, the
effects of prolonged storage are not universally consistent across all
EPN species or biological traits. While the majority of studies have
reported a gradual decline in biological performance with increasing
storage duration, exceptions have also been documented.

For example, Yadav & Eleftherianos (2018) demonstrated
that S. carpocapsae 1Js stored for three months exhibited
significantly greater virulence against Drosophila melanogaster
(Diptera: Drosophilidae) larvae than those stored for only three
weeks. Interestingly, this enhanced virulence was independent of the
presence of the mutualistic bacterium Xenorhabdus nematophila,
suggesting that storage duration alone may alter nematode
pathogenicity. Although the physiological basis of this response
remains unclear, these findings indicate that prolonged storage may
induce complex biological changes that do not necessarily result in
a uniform decline in performance. Therefore, the consequences of
storage should be interpreted with caution, as they may vary
depending on the nematode species, storage conditions, and the
biological trait being evaluated. The contrasting findings reported in
previous studies suggest that storage-induced changes cannot be
explained solely by storage duration or survival rates. Instead, the
biological responses of 1Js appear to be governed by a series of
physiological processes that develop progressively during storage.
Alterations in energy metabolism, depletion of endogenous lipid
reserves, reduced metabolic efficiency, and physiological ageing are
considered among the principal mechanisms underlying the gradual
decline in biological quality. Consequently, understanding the
physiological basis of storage-induced deterioration is essential for
explaining subsequent changes in infectivity, virulence, reproductive
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capacity, host-seeking behaviour, and ultimately the biological
control efficacy of EPNs.

Conclusion

Prolonged storage of EPNs may induce a series of
physiological and biological alterations, including changes in energy
metabolism, depletion of endogenous energy reserves, reduced
infectivity, and diminished reproductive capacity. Collectively, these
changes may substantially compromise the field performance of
infective juveniles, even when high levels of apparent viability are
maintained.

Therefore, the commercial success of EPNs should not be
judged solely by their ability to survive extended storage periods.
Rather, it depends also on their capacity to retain the biological
characteristics required for effective pest suppression after
application, including host infection, reproduction, and persistence
within the soil environment. Preserving these functional attributes is
essential for maintaining population establishment and ensuring
long-term biological control efficacy under field conditions.
Consequently, future research should focus not only on extending
shelf life but also on developing storage strategies that preserve the
biological quality of 1Js throughout storage. Such advances will
contribute significantly to the sustainable and effective utilisation of
EPNs in [PM.
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