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Orijinal makale (Original article)

Kizil Kaliforniya solucani s6lom sivisinin Alfernaria solani’ye karsi in
vitro biyokontrol potansiyeli

Nil Melisa Yilmaz'*, Ozer CALIS!

In vitro biocontrol potential of coelomic fluid from the red Californian
earthworm against Alternaria solani

Abstract: In this study, the in vitro antagonist and biocontrol potential of coelomic fluid
extracted from the Red Californian earthworm (Eisenia fetida) via electro-stimulation was
investigated against Alternaria solani, an important phytopathogen causing early blight in
tomatoes. To determine the methodological effects on the bioactivity of the coelomic fluid,
Single-Centrifuged (TS) and Double-Centrifuged (CS) formulations, along with Crude and
Sterile-Filtered (0.22 um) applications, were compared using dual-culture assays. The
findings revealed that endogenous Bacillus sp. and secondary microbiota naturally present in
the crude coelomic matrix colonized the unfiltered culture media, demonstrating that sterile
filtration is essential to accurately evaluate the direct coelomolytic humoral effect. In sterile-
filtered coelomic fluid assays, while the inhibition zone in the control group was almost
completely closed (0.50 mm) on the 18th day of incubation, the Single-Centrifuged (TS)
sterile coelomic fluid created a strong and stable inhibition zone of 24.34 mm, highly
suppressing fungal mycelial growth. Conversely, in the Double-Centrifuged (CS) group, the
inhibition zone dropped to 6.81 mm. In conclusion, sterilized Single-Centrifuged (TS) E.
fetida coelomic fluid shows strong potential as an eco-friendly and sustainable biopesticide
component for controlling A. solani.
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Oz: Bu calismada, Kizil Kaliforniya solucanindan (Fisenia fetida) elektro-stimiilasyon
yontemiyle elde edilen s6lom sivisinin, domateste erken yaniklik hastaligina neden olan
6nemli fitopatojen Alternaria solani lizerindeki in vitro antagonist ve biyokontrol potansiyeli
aragtirtlmistir. S6lom sivisinin biyoaktivitesi iizerindeki metodolojik etkileri belirlemek
amaciyla Tek Santrifiijlii (TS) ve Cift Santrifiijli (CS) formiilasyonlar ile Ham ve Steril
Filtreli (0.22 pm) uygulamalar ikili kiiltiir testlerinde karsilastirilmistir. Elde edilen bulgular,
filtresiz ham sdlom s1vis1 ortaminda matrisin dogasindan kaynaklanan endojen Bacillus sp.
ve sekonder mikrobiyota gelisiminin gozlendigini; dogrudan sélomolitik hiimoral etkinin net
olarak degerlendirilebilmesi i¢in steril filtrasyonun zorunlu oldugunu gostermistir. Steril
filtre edilmis s6lom sivist testlerinde, inkiibasyonun 18. giinlinde kontrol grubunda
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inhibisyon bdlgesi tamamen kapanirken (0.50 mm), Tek Santrifiijlii (TS) steril s6lom s1visi
24.34 mm'lik gii¢lii ve kararli bir inhibisyon zonu olusturarak fungal misel gelisimini yiiksek
oranda baskilamistir. Buna karsin Cift Santrifiijlii (CS) grupta inhibisyon zonu 6.81 mm'ye
gerilemistir. Sonug olarak, sterilize edilmis Tek Santrifiijlii (TS) E. fetida s6lom sivisinin, 4.
solani kontroliinde cevreci ve siirdiiriilebilir bir biyopestisit bileseni olarak giiclii bir
potansiyel tasidig1 ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Antifungal aktivite, Eisenia fetida, inhibisyon zonu, toprak solucani

Giris

Domates, diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye'de de ekonomik acidan 6énemli bir
sebzedir (Atherton & Rudich 1986; Dura & Murat 2024). Hastaliklarla miicadelede,
karar destek sistemlerinin ve giincel resmi miicadele talimatlarinin 6nemi
vurgulanmaktadir (Anonim 2024; Anonim 2025; Batista et al. 2006).

Solanaceae familyasina ait bitkilerde ciddi ekonomik kayiplara neden
olan Alternaria solani, domateste erken yaprak yanikligi hastaliginin baglica
etmenidir (Chaerani & Voorrips 2006). Optimum 28-30°C sicakliklarda nekrotrofik
funguslarda tipik oldugu iizere, konukcu hiicrelerini 6ldiirerek beslenen (Knogge
1996); cok hiicreli, bolmeli konidiosporlar1 araciligiyla hizla yayilarak, yash
yapraklarda karakteristik i¢ ice gecmis koyu kahverengi nekrotik lekeler olusturur
ve siddetli enfeksiyonlarda bitkinin tamamen kurumasina yol acar (Rotem 1994; Van
der Waals et al. 2004).

Bu patojenle miicadelede kiiltiirel dnlemlerin yetersiz kalmasi, tireticileri yogun
bir sentetik fungisit kullanimina yonlendirmektedir. Ancak kimyasal fungisitlerin
bilingsiz kullanimi; yiizey ve yeralti sularinin kontaminasyonuna, hedef disi
organizmalarin zarar gérmesine ve kalinti problemlerine neden olmaktadir (Y1ldiz et
al. 2005). Ayrica sentetik fungisitlerin, toprak solucanlari gibi tarimsal agidan
faydali organizmalarin biyomolekiiler yapist iizerinde de olumsuz etkileri
bildirilmistir (Kumari & Shukla 2022). Daha da 6nemlisi, patojenin genetik uyum
esnekligi nedeniyle mevcut fungisitlere karsi hizla dayaniklilik gelistirmesi,
kimyasal kontroliin etkinligini giderek azaltmaktadir. Bu durum, cevre dostu,
stirdiiriilebilir ve patojenin kolayca dayaniklilik gelistiremeyecegi yeni nesil
biyokontrol ajanlarinin kesfini zorunlu kilmaktadir.

Kizil Kaliforniya solucani (Eisenia fetida), organik atiklarin biyo-doniisiimiinde
yaygin olarak kullanilan bir tlir olmasinin yan sira (Dominguez & Edwards 2011;
Tutar 2013), zengin bir biyoaktif molekiil kaynagidir. Solucanlarm s6lom boslugunu
dolduran s6lom sivisi, hiicresel ve humoral bagisiklik sisteminin temelini olusturan
antimikrobiyal peptitler, lizozimler, proteazlar ve gesitli litik enzimler agisindan
zengindir (Kocakurt 2022). Bu sivi evrimsel siiregte toprak kokenli patojen
organizmalara, funguslara ve bakterilere karsi bir savunma stratejisi olarak
gelismistir (Gudeta et al. 2022).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar, sélom sivisinin ve sélomosit adi verilen
bagisiklik hiicrelerinin ¢esitli mikroorganizmalar ve hiicre hatlari {izerinde giiglii
sitotoksik, litik ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugunu géstermektedir (Bilej
et al. 1995; 2010; Aydilek 2012). Lumbricin, fetidin, lysenin ve coelomic cytolytic
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factor-1 / CCF-1 gibi spesifik proteinlerin, fitopatojen funguslarin hiicre duvari
biitiinliiglinii bozarak dogrudan litik etki yaratma veya patojenin saldirganlik
genlerinin hiicresel diizeyde baskilanmasi yoluyla enfeksiyon mekanizmalarimi
sekteye ugratma potansiyeli bulunmaktadir (Bilej et al. 1995; Kobayashi et al. 2001).
Sélom sivisinda dogal olarak bulunan bu sitolitik faktorler, yabanci hiicrelerin
zarlarindaki lipid bilesenlerine spesifik olarak baglanarak membran {izerinde
gozenekler agmakta ve hedef hiicreyi geri doniisimsiiz bir yikima siiriikklemektedir
(Kobayashi et al. 2001).

Sélom sivisinin, vermikompost vb. tiirevlerinin bazi patojenler tizerindeki etkileri
calisilmis olsa da (Tutar 2013), saf s6lom s1visinin yesil aksam patojenleri tizerindeki
spesifik antifungal mekanizmalar1 ve dogrudan biyokontrol potansiyeli hakkindaki
literatiir olduk¢a sinirhidir. Bu baglamda ¢alismanin amaci, E. fetida’dan ekstrakt
edilen s6lom sivisinin, domateste erken yaniklik hastaligi  etmeni A.
solani Uzerindeki in vitro antifungal etkinligini belirlemek ve hiicresel diizeydeki
biyokontrol potansiyelini, sterilizasyon ve santrifiij parametreleriyle karsilastirmali
olarak ortaya koymaktir.

Materyal ve Yontem
Fungal izolasyon ve kiiltiirel islemler

Calismada kullanilan erken yaniklik hastaligi etmeni Alternaria solani izolati,
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Molekiiler Mikoloji
Laboratuvan kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Patojenik izolat, 9 cm
capindaki petri kaplarinda Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerinde 26°C’de kiiltiire
almmustir. Fungal misellerin ve konidiospor yapilarin 151k mikroskobu altinda teshisi
ve morfolojik dogrulamasi yapildiktan sonra patojen, in vitro testlerde kullanilmak
iizere taze PDA ortaminda alt kiiltiire alinarak ¢ogaltilmistir.

Solucan temini ve s6lom sivisinin ekstraksiyonu

Denemelerde kullanilan Kizil Kaliforniya solucanlarn (Eisenia fetida), ticari bir
isletmeden (Argesol Tarim Hayvancilik San. ve Tic. Ltd. $ti., Balikesir) temin
edilmistir. 45 adet saglikli ve ergin solucan secilmis, ylizeylerindeki kompost
partikiillerin uzaklagtirilmas1 amaciyla steril distile su ile yikanmis ve kagit havlu
tizerinde kurulanmustir.

S6lom sivisinin elde edilmesi amaciyla solucanlar 15'erli 3 gruba ayrilmig ve her
bir grup 4 ml %0.9’1uk salin (NaCl) soliisyonu igeren beherlere aktarilmistir. S6lom
stvist ekstraksiyonu, hiimoral ve hiicresel stresi tesvik etmek amaciyla girisimsel
olmayan elektriksel uyarim (non-invaziv elektro-stimiilasyon) yontemiyle (5V DC,
30 s), literatiirde tanimlanan protokoller esas alinarak gerceklestirilmistir (Bilej et al.
1995; Cooper et al. 2002). Uygulama sonrasi solucanlar ortamdan uzaklastirilarak,
salgilanan sar1 renkteki ham s6lom sivist mikro pipet yardimiyla
toplanmustir. Protein yikimini 6nlemek amaciyla tiim islemler buz banyosu lizerinde
gerceklestirilmistir.
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Toplanan sivi, 1 ml’lik hacimler halinde ii¢ gruba (PDA1, PDA2, PDA3)
ayrilarak Eppendorf tiiplerine aktarilmis ve 5000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenmistir.
Bu ii¢ grup (PDA1, PDA2, PDA3), her biri ayr1 bir 15 solucanlik gruptan elde edilen
sOlom s1visina karsilik gelmekte olup, calismanin ii¢ bagimsiz biyolojik tekerriiriinii
olusturmaktadir; herhangi bir gruba farkli bir islem uygulanmamistir. Antifungal
aktivite testlerinde her bir biyolojik tekerriir (PDA1, PDA2, PDA3) ayrica tiger
teknik tekerriirlii olarak degerlendirilmis, bdylece TS uygulamasi i¢in toplam dokuz
petri kab1 kullanilmustir. Tlk santrifiij sonras: elde edilen siipernatant Tek Santrifiijlii
So6lom Sivisi (TS) olarak adlandirilmigtir. Bu siipernatantin bir kismi alinarak ikinci
kez santrifiij islemine tabi tutulmus ve Cift Santrifiijli S6lom Sivis1 (CS) elde
edilmistir. Elde edilen s6lom sivilar1 kullanilincaya kadar +4 °C'de muhafaza
edilmistir.

In vitro antifungal aktivite testleri

Sélom sivisinin A. solani lizerindeki antagonist etkisini belirlemek i¢cin modifiye
edilmis ikili kiiltiir yontemi kullanilmistir (Dennis & Webster 1971). Antifungal
aktivite testleri iki farkli yaklagimla gerceklestirilmistir:

I. Ham Sélom Sivis1 Uygulamasi: PDA besiyeri igeren petrilerin bir ucuna 10 mm
(lem) capinda taze A. solani misel diski yerlestirilmistir. Patojen diskinin tam
karsisina, 5 cm mesafe birakilarak steril bir cork borer yardimiyla agilan 10 mm (1
cm) c¢apindaki kuyucuga 100 pl ham s6élom sivist (PDAI1TS, PDA2TS, PDA3TS
gruplar1 ve CS grubu) aktarilmstir.

II. Steril Filtreli Soélom Sivis1 Uygulamasi: Ortamdaki olasi sekonder
mikroorganizma kontaminasyonunu engellemek amaciyla, TS ve CS formlarindaki
sOlom s1vilar1 0.22 um por ¢apina sahip steril siringa filtrelerden gegirilmistir. Filtre
edilmis 100 pl s1vi, misel diskinin karsisina ayni sekilde uygulanmustir.

Her iki deneme setinde de kontrol grubu olarak acilan kuyucuklara sadece 100 pl
steril distile su damlatilmigtir. Denemeler; tamamen tesadiifi desene gore {ig
tekerriirlii, her uygulama igin 3'er petri olarak kurulmustur. Hazirlanan petriler
26°C'ye ayarlanmis inkiibatorde karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.

Verilerin degerlendirilmesi

Antifungal aktivitenin belirlenmesi i¢in, s6lom sivisi ile patojen diski arasindaki
miseliyal gelisimi engelleyen inhibisyon zonu dijital kumpas yardimyla
dleiilmiistiir. Olciimler, fungal biiyiime dinamiklerini gdzlemlemek amaciyla
inkiibasyonun 4., 8. ve 18. giinlerinde gergeklestirilmis olup, elde edilen 6l¢iim
verilerinin ortalamalar1 hesaplanarak tablolastirilmisti. Uygulama gruplan
arasindaki farklarn istatistiksel agidan anlamlilig1 tek yonlii varyans analizi (one-
way ANOVA) ile degerlendirilmis, ANOVA sonucunda anlamli fark tespit edilen
zaman noktalarinda grup ortalamalar1 arasindaki farklar Tukey HSD c¢oklu
karsilastirma testi (a=0.05) ile belirlenmistir. Istatistiksel olarak birbirinden farkli
bulunan gruplar, tablolarda farkli kii¢iik harflerle (a, b, c) gosterilmistir. Tim
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istatistiksel analizler Python programlama dili (v3.11) ile SciPy ve statsmodels
kiitiiphaneleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

In vitro kosullarda gerceklestirilen antifungal aktivite testlerinde, Kizil Kaliforniya
solucanindan (Eisenia fetida) elde edilen sdlom sivisinin Alternaria solani misel
geligimi iizerindeki antagonist etkisi, ikili kiiltiir ydnteminde olusan inhibisyon zonu
(mm) Olciimleri ile degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular; hiimoral ve
mikrobiyolojik etki mekanizmalarini ayristirmak amactyla Ham (Filtresiz) ve Steril
Filtreli s6lom sivis1 uygulamalari olmak iizere iki ayr1 baslik altinda incelenmistir.

Filtre edilmemis ham s6lom sivisinin uygulandigr ikili kiiltiir testlerinde,
inkiibasyonun 4. giiniine kadar tiim deneysel gruplarda patojenik fungal biiyiime
baslamis olup, uygulamalar arasinda gorsel ve istatistiksel olarak belirgin bir fark
saptanmamustir (tek yonliit ANOVA, F(4, 10)=2.09; p=0.158) (Sekil 1).

Inkiibasyonun 8. giiniinden itibaren antifungal baskilanmaya bagli olarak
inhibisyon zonlar1 belirginlesmeye baslamigti. Bu evrede kontrol grubunda
patojenik gelisim hizlanms, patojen misel hatt1 ile kuyucuk arasindaki mesafe 10.04
mm’ye gerilemistir. Ayni inkiibasyon periyodunda ham s6lom s1visi uygulanan Tek
Santrifiijlii (TS) gruplarda (PDA1TS, PDA2TS, PDA3TS) sirasiyla ortalama 28.65
mm, 22.92 mm ve 24.13 mm inhibisyon zonu Olgiiliirken; Cift Santrifiijlii (CS)
grupta bu deger 23.59 mm olarak kaydedilmistir (Sekil 2).

Inkiibasyonun 18. giiniinde kontrol grubundaki petrilerde A. solani miselleri petri
alanini tamamen kaplayarak inhibisyon zonunu sifirlamigtir (0.00 mm). Buna karsin
sO6lom s1visi uygulanan gruplarda patojenik gelisimin anlamli diizeyde sinirlandigi
tespit edilmistir (tek yonliit ANOVA, F(4, 10)=30.59; p<0.001). Tukey HSD testine
gore PDA1TS grubu, diger tiim uygulama gruplarindan (PDA2TS, PDA3TS, CS)
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek inhibisyon gostermistir (p<0.05);
PDA2TS, PDA3TS ve CS gruplart ise kendi aralarinda anlamli farklilik
gostermemistir  (Sekil 3). En yiiksek miselyal baskilama PDAITS
uygulamasinda 27.57 mm ile elde edilmis; PDA2TS (18.62 mm), PDA3TS (18.72
mm) ve CS (13.48 mm) uygulamalarinda ise daha diisiikk diizeyde bir inhibisyon
kaydedilmistir (Cizelge 1).

Diger taraftan, steril filtre edilmemis ham s6lom sivisi igceren tiim deneme
setlerinde, sOlom  matrisinin  yapisinda  dogal olarak  bulunan
endojen/simbiyotik Bacillus sp. kolonilesmesi ile sekonder mikroflora faaliyetleri
gozlemlenmistir. Ortamda gelisen sekonder mikrobiyota, filtresiz deneme setinde
s6lom s1visinin hiimoral faktorlerine bagli dogrudan antagonist etkisinin saf olarak
izole edilmesini ve degerlendirilmesini kisitlamistir.
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Cizelge 1. In vitroikili kiltiir testlerinde filtresiz (ham) s6lom  sivisi
uygulamalarinin Alternaria solani misel gelisimi itizerindeki inhibisyon zonu (mm)
Olcimleri

Table 1. In vitro inhibition zone (mm) measurements of unfiltered (crude) coelomic fluid
applications on the mycelial growth of Alternaria solani in dual-culture tests

inokiilasyondan Sonra Gecen Zamana Bagh Engelleme Mesafesi
Uygulamalar (mm)

4. Giin 8. Giin 18. Giin

Kontrol 26.29 £ 2.65 a 10.04 £0.18 b 0£0c
PDAITS 31.85+213a 28.65+2.28a 27.57+£194a
PDA2TS 32.01 £355a 22.92+3.18a 18.62+2.06 b
PDA3TS 31.75+£5.13a 24.13£4.05a 18.72+4.82h
CS 33.38+1.93a 23.59+253a 13.48+4.36b

TS: Tek Santrifiijli, CS: Cift Santrifiijlii. Ayn1 siitunda farkli harfle gésterilen ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (Tukey HSD, p<0.05); ayni1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark
anlamli degildir. 4. giinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamigtir
(p>0.05).

Sekil 1. Filtresiz solom sivist uygulanan ikili kiiltiir petrilerinde inkiibasyonun 4. giiniindeki
gelisimler ve sekonder mikroorganizma (farkli fungal ve bakteriyel koloniler)
kolonizasyonunun baslangici.

Figure 1. Development in dual-culture plates treated with unfiltered coelomic fluid on day 4
of incubation, and the onset of colonization by secondary microorganisms (different
fungal and bacterial colonies).
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Sekil 2. Inkiibasyonun 8. giiniinde filtresiz Tek Santrifiijlii (TS) sélom sivis1 uygulamalarinda
(PDAI1, PDA2, PDA3 gruplart) Alternaria solani gelisimi ve ortamdaki antagonist
sekonder mikroorganizma faaliyetleri.

Figure 2. Growth of Alternaria solani and activity of antagonistic secondary microorganisms

in the medium in unfiltered Single-Centrifuged (TS) coelomic fluid treatments (PDAL,

PDA2, PDA3 groups) on day 8 of incubation.

Sekil 3. Inkiibasyonun 18. giiniinde filtresiz sdlom sivis1 deneme gruplarinda (TS ve CS)
gozlenen inhibisyon zonlar1 ile kontrol grubunda petriyi tamamen kaplayan Alternaria
solani misellerinin goriiniimdi.

Figure 3. Inhibition zones observed in the unfiltered coelomic fluid treatment groups (TS and
CS) on day 18 of incubation, and the appearance of Alternaria solani mycelia completely
covering the plate in the control group.

Sekonder mikroorganizma kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaciyla steril
siringa filtresinden (0.22 pm) gegirilen sdlom sivisi ile yapilan denemelerde,
inkiibasyonun 10. giiniinden itibaren belirgin farklar ortaya ¢ikmigtir. 10. giinde TS
uygulamasinda 26.10 mm inhibisyon zonu dlg¢iiliirken, CS uygulamasinda bu deger
18.64 mm'de, kontrol grubunda ise 13.19 mm'de kalmstir.
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Inkiibasyonun 14. giininde TS uygulamasi 25.72 mm fungal gelisimi
baskilamay1 siirdiirmiigtii. CS uygulamasinda patojen gelisimi hizlanmig ve
inhibisyon zonu 12.14 mm'ye gerilemistir (Kontrol: 1.67 mm) (Sekil 4). Deneyin
sonlandirlldigi 18. giinde ise kontrol grubunda inhibisyon bolgesi kapanma
noktasina gelmis (0.5 mm), TS uygulamasinda inhibisyon zonu 24.34 mm olarak
korunmus, CS uygulamasinda ise etki azalarak 6.81 mm'ye diistiigii belirlenmistir;
her {i¢ uygulama giinii (10., 14. ve 18. giin) i¢in gruplar arasindaki farklar tek yonlii
ANOVA ile istatistiksel olarak anlamli bulunmug (p<0.001) ve Tukey HSD testine
gore TS, CS ve Kontrol gruplari birbirinden anlamli diizeyde farklilagmistir (p<0.05)
(Sekil 5). Steril filtreli deneme setinde hicbir sekonder mikrobiyal gelisime
rastlanmamis olup; Tek Santrifiijlii (TS) steril sélom sivisinin, A. solani misel
gelisimini en yiiksek oranda ve zaman igerisinde en stabil sekilde baskilayan
formiilasyon oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 2. In vitrokosullarda steril singa filtresinden gegirilmis sélom  sivist
uygulamalarinin (TS ve CS) Alternaria solani’ye karsi olusturdugu inhibisyon zonu
(mm) degerleri

Table 2. Inhibition zone (mm) values produced against Alternaria solani by sterile syringe-
filtered coelomic fluid applications (TS and CS) under in vitro conditions.

Uygulamalar Inokiilasyondan Sonra Gecen Zamana Bagh Engelleme Mesafesi
10. Giin (mm) 14. Giin (mm) 18. Giin (mm)
Kontrol 13.19+184c 1.67+1.26¢ 0.5+040c
TS 26.10+1.17 a 2572+1.12a 2434+ 0.83a
¢S 18.64 +£1.29b 12.14+1.24 b 6.81£0.99b

TS: Tek Santrifiijlii, CS: Cift Santriftijlii. Aynm1 siitunda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir (Tukey HSD, p<0.05).

Sekll 4. Inkiibasyonun 14. gununde steril slrmga filtresinden gec;lrllmls Tek SantrlfuJ lu (TS)
ve Cift Santrifiijlii (CS) s6lom sivisi uygulamalarmin Alternaria solani gelisimini
baskilama diizeyleri ile kontrol grubu arasindaki makroskobik farklar.

Figure 4. Macroscopic differences in the suppression of Alternaria solani growth between

the sterile syringe-filtered Single-Centrifuged (TS) and Double-Centrifuged (CS)

coelomic fluid treatments and the control group on day 14 of incubation.
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Sekil 5. Deneyin sonlandirildigr 18. Giinde kontrol grubu ve steril filtreli Tek Santrifiijlii (TS)
ve Cift Santrifiijli (CS) s6lom s1vis1 uygulamalarindaki nihai inhibisyon zonu goriinimii.

Figure 5. Final appearance of the inhibition zones in the control group and the sterile-filtered
Single-Centrifuged (TS) and Double-Centrifuged (CS) coelomic fluid treatments on day
18, when the experiment was terminated

Elde edilen bulgularin yorumlanabilmesi i¢in, £. fetida s6lom sivisinin literatiirde
tamimlanmis biyokimyasal bilesimini kisaca Ozetlemek yararli olacaktir. Sélom
stvisi; baslica s6lomositler (amebositler ve eleositler) ile bu hiicrelerden salgilanan
ya da hiimoral yolla iiretilen ¢ok sayida biyoaktif molekiilii bir arada barindiran
karmasik bir matristir. Bu molekiiller arasinda, gozenek olusturan bir sitolitik protein
olan ve sfingomiyeline baglanarak hiicre zarinda lizise yol agan lysenin (yaklagik
33-45 kDa), antibakteriyel ozellikteki fetidin, kalsiyum bagimli bir pattern-
recognition proteini olan koelomik sitolitik faktor (CCF-1, ~42 kDa) ve prolin
bakimindan zengin, genis spektrumlu bir antimikrobiyal peptit olan lumbricin-I yer
almaktadir (Bilej et al. 1995; Sekizawa et al. 1997; Beschin et al. 1998; Kobayashi
et al. 2001; Bilej et al. 2010;). Ayrica s6lom sivisinda ¢esitli hidrolitik enzimler
(proteazlar, lizozimler, metaloenzimler) ile fibrinolitik ve antioksidan aktiviteye
sahip bilesenlerin de bulundugu bildirilmistir (Kauschke et al. 1997; Popovi¢ et al.
2005). Bu ¢ok bilesenli yap1, solom sivisinin hem bakteriler hem de funguslar gibi
farkli mikroorganizma gruplarina karst genis spektrumlu bir biyoaktivite
sergilemesinin olasi temelini olusturmaktadir.

Bu ¢alismanin bulgulari, Kizil Kaliforniya solucanindan (Eisenia fetida) ekstrakt
edilen sdlom sivisinin, domates ve patateste yikici zararlara yol acan yesil aksam
patojeni Alternaria solani’nin misel gelisimi lizerinde in vitro kosullarda giiglii bir
antagonist etki sergiledigini acikca ortaya koymaktadir. Literatiirde slom sivisinin
ve sdlomositlerin omurgali hiicre hatlar1 ve bakteriler {izerindeki litik etkileri genis
capta incelenmis olmakla birlikte (Milochau et al. 1997; Cooper et al. 2002) bu
calisma, s6z konusu biyoaktif matriksin ekonomik Oneme sahip fitopatojen bir
fungus iizerindeki dogrudan biyokontrol potansiyelini ve zamana bagli kararliligini
kanitlamasi agisindan o6nemli bir temel olusturmaktadir. Nitekim yakin tarihli
calismalar da solom sivisinin bitki patojeni bir baska fungus olan Fusarium
oxysporum lizerinde benzer bir inhibitor etki sergiledigini (Plavsin et al. 2017) ve
solucan solom sivisinin bakteriyel patojenlere karsi antibakteriyel aktivite
gosterdigini (Tutar & Karaman 2017; Danafar & Shokoohi 2025) bildirerek
bulgularimizi desteklemektedir. Plav$in et al. (2017), Dendrobaena veneta ve E.
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fetida’dan elde edilen solom sivisimin F. oxysporum’un misel gelisimini
konsantrasyona bagl sekilde baskiladigimi bildirmistir; bu bulgu, mevcut ¢alismada
TS grubunda gozlenen giiglii ve kararli inhibisyonla (18. giinde 24.34 mm) yonsel
olarak oOrtiismektedir. Ancak s6z konusu c¢alismada santrifiij veya filtrasyon
parametrelerinin biyoaktivite iizerindeki etkisi degerlendirilmediginden, mevcut
calisma bu metodolojik degiskenlerin (TS/CS, ham/steril) etkisini ortaya koymasi
bakimindan literatiire ek bir katki sunmaktadir. Benzer sekilde Tutar & Karaman
(2017), E. fetida mukus ve s6lom sivisinin ¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakteri tiirlerine kars1 disk difiizyon yontemiyle Olgiilebilir inhibisyon zonlar
olusturdugunu; Danafar & Shokoohi (2025) ise s6lom sivisinin diyabetik yara
enfeksiyonu etmeni bakterilere karst hem antioksidan hem antibakteriyel etki
sergiledigini rapor etmisti. Bu c¢aligmalar, sélom sivisinin antimikrobiyal
etkinliginin bakterilerin 6tesine, fitopatojen funguslara kadar uzandigini1 dogrulayan
mevcut bulgularla tutarlilik gostermektedir; ancak literatiirde dogrudan 4. solani gibi
ekonomik 6neme sahip bir yesil aksam patojenine karsi test edilmis bir ¢caligmaya
rastlanmamis olmasi, mevcut arastirmay1 6zgiin kilmaktadir. Konunun giincelligini
teyit eden yakin tarihli bir ¢alismada, Ec¢imovi¢ et al. (2021), Eisenia andrei,
Dendrobaena veneta ve Allolobophora chlorotica tirlerinden elde edilen sélom
stvist Oziitlerinin alt1 farkli fitopatojen fungus tiiriiniin (Berkeleyomyces basicola,
Fusarium  culmorum,  Globisporangium irregulare, Rhizoctonia solani,
Macrophomina phaseolina ve Sclerotinia sclerotiorum) gelisimini baskiladigini
gostermis ve en giigli etkiyi E. andrei sdlom sivisinin R. solani Uzerinde
sergiledigini bildirmistir; bu bulgu, sélom s1visinin antifungal etkinliginin tek bir tiir
veya patojenle smirli olmadigini, farkli solucan ve fungus tiirleri arasinda
genellenebilir bir fenomen oldugunu desteklemektedir. Benzer sekilde, ¢ok yakin
tarihli bir ¢aligmada Sanaiirad et al. (2025), E. fetida sdlom sivisi 6ziitlinlin insan
patojeni firsatci funguslar olan Aspergillus fumigatus ve Candida albicans tizerinde
doza bagli ve Olgiilebilir bir inhibisyon etkisi gdsterdigini, ancak Cryptococcus
neoformans’a karsi etkinligin sinirh kaldigini bildirmistir; bu sonug, sélom sivisinin
antifungal etkinliginin hem konak¢1 bitkiye hem de hedef fungusa 0Ozgii
olabilecegine isaret etmesi bakimindan mevcut ¢alismanin bulgulariyla birlikte
degerlendirilmeye degerdir.

Denemelerde, ozellikle sterilize edilmis Tek Santrifiijlii (TS) sdlom sivisi
uygulamasinin, Cift Santriftijlii (CS) uygulamaya kiyasla patojen {izerinde ¢cok daha
yiiksek ve kararli bir inhibisyon zonu (18. giinde TS: 24.34 mm; CS: 6.81 mm)
olusturdugu saptanmustir. Ardisik ve yiiksek devirli santrifiij isleminin (CS), sivinin
biyolojik aktivitesinden sorumlu olan yiliksek molekiiler agirlikli biyoaktif protein
fraksiyonlarinin ve litik enzimlerin ¢okelerek ortamdan uzaklagsmasina yol agtig
degerlendirilmektedir; ancak bu ¢alisma kapsaminda s6lom sivisinin protein profili
(6rn. SDS-PAGE, Kkiitle spektrometrisi) dogrudan analiz edilmemis olup, 6nerilen
mekanizma yukarida Ozetlenen literatiir bulgularmma dayanan bir ¢ikarim
niteligindedir ve ileriki ¢alismalarda deneysel olarak dogrulanmay1 gerektirmektedir.

Nitekim E. fetida sdlom sivismin protein profillerini inceleyen SDS-PAGE
zimogram ¢alismalarinda, biyolojik aktivitesinden sorumlu olan en baskin protein
bantlariin 30-46 kDa molekiiler agirlik araliginda kiimelendigi bildirilmistir (Bilej
et al. 2000; Prochazkova et al. 2006). Bu agirlik aralig, literatiirde E. fetida’ya 6zgi
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gozenek olusturan ve hedef hiicre membranlarini kararsizlagtirarak lizise ugratan
unli  biyoaktif  protein  aileleri  (fetidin:  40-45  kDa, ccf-1: 42
kDa, lysenin/eiseniapore: 38-41 kDa) ile tam bir morfolojik uyum gostermektedir
(Lassegues et al. 1997; Sekizawa et al. 1997; Beschin et al. 1998). Nitekim s6lom
stvisindan saflastirilan benzer molekiiler agirliktaki proteinlerin hemolitik ve
antibakteriyel aktivite gdsterdigi (Hua et al. 2011), ayrica s6lomositlerden elde
edilen Oziitlerin insan tiimor hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik/apoptotik etki
sergiledigi (Yanqin et al. 2007) bildirilmistir; bu da s6z konusu protein ailelerinin
genis bir hedef yelpazesine karsi litik aktiviteye sahip oldugunu desteklemektedir.
Dolayisiyla, TS formundaki s6lom sivisinda bu makromolekiiler yapilarin biitiinliigii
korunurken, CS formunda bu koruyucu proteinlerin ¢okelme yoluyla kaybedildigi
ve buna bagli olarak antifungal sitotoksitenin diistiigii hipotezi giiclenmektedir.

So6lom sivisinin sergiledigi makroskobik antifungal aktivitenin arkasindaki temel
hiicresel mekanizmalardan bir digeri, biinyesinde barindirdig1 zengin ekstraseliiler
enzim agidir. Yapilan kantitatif enzim c¢alismalarinda, sélom sivisinin yiiksek
diizeyde proteaz, amilaz, seliilaz ve fitaz aktivitelerine sahip oldugu kanitlanmistir
(Prakash et al. 2018). Matrikste bulunan proteazlar ve seliilazlar, 4. solani gibi
fitopatojenlerin kitin ve glukan bazli hiicre duvar bilesenlerini enzimatik olarak
katalize etme, hiicre duvar1 biitiinliigiinii bozma ve hiyalin amebosit
mekanizmalariyla fungus {izerinde sitolitik bir yikim yaratma potansiyeline sahiptir
(Popovi¢ et al. 2005).

Steril filtre edilmemis ham s6lom sivisi uygulanan petrilerde sekonder
mikroorganizmalarin gelismesi ise, matrisin dogas1 geregi biinyesinde barindirdig
zengin mikrobiyal yilikten kaynaklanmaktadir. Filogenetik ve 16S rRNA gen
dizileme ¢aligmalari, s6lom sivisinin dogal olarak Bacillus cereus ve Bacillus
thuringiensis gibi  rizosferde ve bagirsak florasinda simbiyotik yasayan
endojen Bacillus sp. suslarii barindirdigini dogrulamaktadir (Toyota ve Kimura
2000; Byzov et al. 2009). Bu bakteriler bitki gelisimini uyaran ve ekstraseliiler enzim
sekresyonu yiiksek olan faydali mikroorganizmalar olmalarina ragmen, in vitro ikili
kiiltiir testlerinde A. solani lizerindeki dogrudan s6lomolitik antifungal etkinin izole
edilmesini zorlastirmakta, bu da s6lom sivisinin tarimsal uygulamalarda biyoaktif
bilegenleri korunarak steril filtre (0.22 pum) edilmesinin zorunlulugunu ortaya
koymaktadir.

Solucan bagisiklik faktorlerinin ¢evre sartlarma duyarlilifit g6z Oniine
alimdiginda, s6lom sivisinin in vitro testleri ve muhafaza siireglerinde metodolojik
optimizasyonlar biiyilk 6nem tasimaktadir. Literatiir bulgulari, sélomositlerin ve
proteinlerin  hiicresel canliligm1  korumak i¢in en kararli inkiibasyon
sicakligmin 25°C oldugunu (Kauschke et al. 1997); protein yapisini bozan_etkilere
kars1 korunmasi ve fizyolojik pH’1n (7.2-7.4) stabilize edilmesi i¢in ortama 10 mM
HEPES gibi zwitteriyonik bir tamponun ilave edilmesinin biyoaktivite kararliligim
artiracagini gostermektedir (Coperchini et al. 2015). Benzer sekilde, s6lomosit kiiltiir
kosullarinin optimize edilmesinin hiicresel canliligi ve deney tekrarlanabilirligini
dogrudan etkiledigi de vurgulanmistir (Fuller-Espie et al. 2015).
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Sonug¢

Bu calismada elde edilen in vitro veriler, Kizil Kaliforniya solucanindan (E. fetida)
elde edilen sterilize edilmis Tek Santrifiijli (TS) sdlom sivisinin, A. solani gelisimini
baskilamada siirdiiriilebilir ve gii¢lii bir biyolojik miicadele faktorii aday1 oldugunu
ortaya koymustur. Bu potansiyelin endiistriyel ve tarladaki biyopestisit
uygulamalarina aktarilabilmesi amaciyla gelecekte su c¢alismalarin yapilmasi
Onerilmektedir:

I. Molekiiler ve Transkripsiyonel Analizler: S6lom sivisi bilesenlerinin, 4.
solani’nin hiicre duvar1 sentezi veya saldirganliktan sorumlu genlerin ifade
diizeylerinde yol actig1 transkripsiyonel degisimler RT-qPCR analizleriyle hiicresel
diizeyde haritalandirilmalidir.

II. RNA Susturma Mekanizmalar:: Stvinin fungus iizerinde RNAi benzeri
mekanizmalar1 veya konukeu tarafindan tetiklenen gen susturma (HIGS) yollarim
harekete gecirip gecirmedigi molekiiler boyutta aydinlatilmalidir.

I11. Analitik Karakterizasyon ve Saflastirma: Etken antimikrobiyal peptitler ve
protein fraksiyonlar1 LC-MS/MS veya FPLC gibi kromatografik ydntemlerle
saflastirilmali, karbohidrat/protein profilleri kantitatif olarak netlestirilmelidir.

IV. In Vivo ve Ekotoksikolojik Formiilasyon Calismalari: /n vitro ortamda elde
edilen veriler saks1 ve tarla denemelerine taginmali; s6lom sivisinin bitki fizyolojisi,
faydali toprak mikrobiyotasi ve hedef dis1 organizmalar iizerindeki ekotoksikolojik
etkileri belirlenerek optimum uygulama dozlar1 standardize edilmelidir.

V. Entegre Miicadele Stratejileri: So6lom sivis1 temelli biyopestisit
uygulamalarinin, erken yaniklik hastaligina dayaniklilik 1slah1 yapilmis domates
cesitleriyle (Mutschler et al. 2006) birlikte kullaniminin entegre hastalik
yonetimindeki sinerjik etkisi arastirilmalidir.

Calismanin Sinirliliklari: Bu arastirma, bilingli olarak in vitro kosullarla
sinirlandirtlmig bir ilk asama ¢alismasi olarak tasarlanmistir; bulgular saksi veya
saha kosullarinda bir bitki-patojen-biyoajan etkilesimini yansitmamaktadir ve solom
stvisinin bitki iizerindeki fitotoksisitesi bu ¢alismada degerlendirilmemistir. Ayrica
s6lom sivisinin protein/enzim bilesimi bu c¢alismada dogrudan analiz edilmemis
olup, one siiriilen etki mekanizmalari literatiir temelli ¢ikarimlardir. Bu sinirliliklar
g0z onilinde bulundurularak, bulgular saks1 ve saha denemeleriyle dogrulanmadan
once bir 6n bulgu (proof-of-concept) niteliginde degerlendirilmelidir.
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