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Orijinal arastirma (Original article)

Domates rizosferindeki funguslarin domatesteki solgunluk
etmeni Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’ye karsi
antagonistik etkilerinin arastirilmasi

Esra TUNABAS ™", Ali ERKILIC!

Investigation of the antagonistic effects of tomato rhizosphere fungi against
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, the causal agent of tomato wilt disease

Abstract: In this research on the biological control of tomato wilt disease caused by
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL), a total of 29 candidate fungal antagonists
were isolated from tomato rhizospheres. All of the tested Aspergillus and Penicillum
species inhibited the in vitro mycelial growth of FOL but at different levels. While all these
fungi produced inhibition zones on PDA medium, some of them preceded with their
volatile and non-volatile antibiotics or mycelial competition. Trichoderma species, which
were isolated at low frequency, exhibited a suppressive effect on the mycelial growth rate
of FOL via volatile and non-volatile antibiotic production in vitro. In addition, Aspergillus
flavus, Penicillium griseofulvum and Trichoderma aggressivum inoculation inhibited
disease incidence in plants by 26.3%, 31.6% and 21.1%, respectively. However, T.
brevicompactum was the most effective fungus; it reduced the incidence of disease by
78.9%.

Keywords: Fusarium oxysporum, Rhizosphere fungi, Antagonism

Oz Domateste Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (FOL)’nin hastalik olusturmasini
engellemeye yonelik olarak yiiriitiilen bu ¢aligmada, domates rizosferinden 29 fungus tiirii
izole edilmistir. Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin hepsi in vitro’da FOL’{iin miseliyal
gelismesini degisen oranlarda engellemislerdir. Bu funguslarin hepsi PDA besi yerinde
inhibisyon zonu olustururken bazilar1 miseliyal gelismeyi engelleyici, bazilar1 da ugucu ve
ucucu olmayan antibiyotik etkileriyle 6n plana ¢ikmustir. Trichoderma tiirleri ¢ok diisiik
oranda elde edilmis olmasina ragmen, in vitro’da miseliyal gelisme hizi, ugucu ve ugucu
olmayan antibiyotik tretimleriyle FOL’li baskilama o&zelligi gostermislerdir. FOL’iin
domates bitkilerinde hastalik olusturmasin1 A. flavus, P. griseofulvum ve T. aggressivum
sirastyla %26.3, 31.6 ve 21.1 oranlarinda engellemislerdir. Hastalik olusumunu en iyi
engelleyen fungus %78.9 etki oraniyla T. brevicompactum olmustur.

Anahtar kelimeler: Fusarium oxysporum, Rizosfer funguslari, Antagonizm
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Giris

Domates yetistiriciliginde fungus, bakteri ve viral etmenlerden dolay1r 6nemli
kayiplar s6z konusu olmaktadir. Uretim yapilan bolgelerimizde kok ve kdk bogazi
curiikliigii ve solgunluk etmenleri énemli olup, bu konuya yonelik caligmalarda
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici, Fusarium solani, Pyrenochaeta lycopersici, Phytophthora parasitica,
Rhizoctonia solani ve Verticillium dahliae, fungal etmenleri 6nemli patojenler
olarak rapor edilmistir. Bu hastalik etmenleri igerisinde Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (FOL)’nin neden oldugu solgunluk hastaligi 6nemli verim kayiplarina
yol agmaktadir (Yiicel 1994; Uslu & Yildiz 1995; Yildiz & Doken 2001).

Toprak kokenli patojenlere kars1 kimyasal miicadele olduk¢a zor olup, entansif
tarim alanlarinda bazi toprak fumigantlar1 basarili sonuglar verebilmektedir. Ancak
topraga fumigant uygulanmasi topraktaki kalintinin giderilememesi durumunda
fitotoksik etkilere neden olmakta ve bu nedenle zahmetli ve pahali bir yontem
olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Giiniimiizde domateste FOL’e karsi en yaygin
kullanim1 olan yontem toprak solarizasyonudur. Bu yontem yazlar1 sicak gecen
bolgelerde entansif tarim alanlarinda kullanilabilmektedir. Serin bolgelerde ve
genis alanlarda yapilan tarla tariminda solarizasyonun kullanilmasi basarisiz
olmasinin yani sira, uygulanmasi giic ve pahahdir. (Rowe & Farley 1981).
Guniimiizde ticari olarak yetistiriciligi yapilan domates ¢esitleri i¢erisinde patojene
tam dayanikli ¢esit olmamasi, alternatif miicadele yontemleri gelistirmeyi zorunlu
kilmaktadir. Bu yontemler igerisinde bitkide patojenlere karsi biyotik ve abiyotik
uyaricilarla dayanikliligin  tesvik edilmesi ve biyolojik miicadele Onem
kazanmaktadir.

Patojenlere karsi bitkilerde dayaniklilign saglayan kimyasallardan ozellikle
salisilik asit, BABA (B-1,3 amino-n- butyric asit) ve asibenzolar s-methyl pek¢ok
patojene karsi calismalarda kullanilmig abiyotik uyaricilardir (Kuc 1987; Raupach
& Kloepper 2000; Giiven 2007). Abiyotik uyaricilarin toprak kokenli patojenler,
iletim demeti patojenleri ve yesil aksam patojenlerine karsi etkinligi ile ilgili
pekcok ¢alisma mevcuttur (Ojha et al. 2012; Giilser et al. 2014; Puhur 2020). Bitki
kokleri ile simbiyotik olarak yasayan mikorizal funguslar da aslinda bitkiyle
kurduklar1 simbiyosiz sirasinda bitkileri uyararak patojen infeksiyonlarindan
korunmalaria yardimci olur. Mikorizalarin bitki besleme acisindan énemi diginda
patojenlere karsi bu uyarici 6zellikleri Glomus cinsinden pek¢ok fungusun Bitki
Koruma alaninda kullanimina olanak saglamistir (Demir & Onogur 1999; Ozgénen
et al. 2001).

Bitki patojenlerine karg1 yiiriitiilecek biyolojik miicadele sadece ticari olarak
gelistirilmis preparatlarin kullanimi ile degil, aym1 zamanda dogada mevcut
rekabetgi saprofitlerin gelistirilmesi seklinde de yiiriitiilmektedir (Monaco et al.
2009). Rizosfer olarak adlandirilan bitkilerin kok bolgesi pek ¢ok saprofit
mikroorganizmanin ve patojenlerin yasam yerleridir. Bu mikroorganizmalar
rizosferde saprofit olarak kok eksudatlar1 ve organik madde ile beslenmektedirler.
Rizosferde saprofit mikroorganizmalarin yiiksek popiilasyonlara ulagsmasi, daha az
rekabetci olan patojenleri baskilayabilir. Saprofit mikroorganizmalarin rizosferde
besin ve yer i¢in girdikleri rekabet sirasinda iirettikleri antibiyotikler de
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patojenlerin bu bolgeye girisini sinirlandiric1 faktorlerdendir (Vega 2007; Dogan et
al. 2019).

Bir bitkinin vejetasyonu siiresince, bitkiyle beraber yasayan mikroorganizmalari
bilmek, bunlarin popiilasyon dalgalanmalarin1 ve bunu etkileyen nedenlerini
anlayabilmek, patojenlere karsi rizosferi bir kalkan olarak kullanabilmenin 6n
sartidir. Buradan hareketle bu c¢alismada domates rizosferindeki funguslari
saptamak ve bunlarin FOL’e karsi antagonistik etkilerini belirleyerek Fusarium
solgunlugunun miicadelesinde kullanilma olanaklari arastirmak hedeflenmistir.

Materyal ve yontem

Domates rizosferindeki fungal populasyonun belirlenmesi

Bu amagla Adana ili Seyhan ilgesinde bir tarlaya Haziran 2020°de, 120 adet sanayi
tipi Ciisseli domates fidesi, 3 sira halinde dikilmistir. Bitkiler damla sulama ile
sulanip, normal giibreleme programi uygulanmig ve herhangi bir pestisit
kullanmamaya 0zen gosterilmistir. Rizosfer mikoflorasini saptamak amaciyla
dikimden 2 hafta sonra Orneklemeler baslamis ve bu oOrnekleme 2’ser hafta
araliklarla 5 kez yapilmistir. Bitkiler her sira 1 tekerriir olacak sekilde siralarin orta
kisimlarindan bir bel yardimiyla sokiilerek, bitkinin tiim kok bolgesi topragiyla
birlikte laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen bitkilerin kok bolgesi
toprag bir kiivet igerisine silkelenerek rizosfer topragi elde edilmis ve bu toprak 1
giin oda kosullarinda kurumaya birakilmigtir. Kuruyan toprak 5-6 mm’lik
eleklerden gecirilip 10’ar gram toprak tartilmistir. Ayn1 zamanda erlenmayerlerde
90 ml distile su 121°C’de 20 dakika otoklav edilmistir. Otoklav sonras1 soguyan
erlenlerin igerisine 10’ar gram toprak ilave edilmistir ve 2 saat siireyle 120 rpm’de
calkalayicida calkalanmistir. Elde edilen siispansiyondan seyreltme serisi
hazirlanmis ve 2. ve 3. seyreltme serilerinden alinan 100ul siispansiyon PDA
bulunan petrilerin katilagmis ortam ylizeyine aktarilmis ve steril baget yardimiyla
ortam ylizeyine yayilmustir. Petriler 25°C sicaklikta 4 giin siireyle inkiibe edilmis,
bu siirenin sonunda gelisen koloniler sayilmistir. Sayim sirasinda farkli gelisme
gosteren koloniler saflastirilmistir. Saf olarak elde edilen bu funguslar sonraki
asamalarda kullanilmak tizere egik agarli cam tiiplerde +4 °C ve kagit kiiltiirlerde -
20 °C’de buzdolabinda saklanmustir.

Rizosfer fungus tiirlerinin klasik ve molekiiler tanilanmasi

Fungus tiirlerinin klasik yontemlerle tanilanmasinda kolonilerin rengi, sekli ve
biiyiikliikleri, gelisme hizi, konidiofor, vesikiil, fialid ve konidilerin 6zellikleri,
eseyli ve eseysiz lireme yapilarinin sekli, 6zellikleri ve sklerot varligi incelenmistir.
(Sutton 1973; Barnett & Hunter 1972; Domsch et al. 1980).

DNA ekstraksiyonu; PDA ortaminda gelistirilmig saf kiiltiirden alinan
miselyum ezme posetleri igerisine 650 ul 2X CTAB buffer ilave edilerek ezilmis
ve homojenat pipet yardimiyla 1.5 ml’lik steril eppendorf tiipler igerisine
aktarilmistir. Tiiplere 2 ul mercaptoethanol eklenmis ve vortex ile karigtirilmistir.
Tiipler 65°C sicakliktaki kuru blok 1siticida yarim saat kadar inkiibe edilmis ve
karisima 600 ul chloroform-isoamylalkol (24:1) eklenmis, 45 saniye kadar
vortekslenmis ve 14000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis, tistteki berrak
fazdan 200 pl alinip yeni tiiplere konulmustur. Bu sivinin iizerine yeniden 200 pl
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chloroform-isoamylalkol eklenip vortekslenmis ve 14000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis, listteki berrak fazdan 120 pl alinarak yeni ependorf tiiplere
aktarilmus, tzerine 100 pl isopropanol eklenerek, tiipler hafifce 5-6 kez
calkalanmigtir. DNA’nin bu asamada alkolle baglanip dibe ¢okmesi icin eppendorf
tiipleri yaklasik yarim saat -20°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Buzdolabindan
cikarilan eppendorf tiipleri 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek DNA’nin
cokelmesi gerceklesmis, tist sivi kismi dokiilmiis ve dibe ¢oken DNA 1 ml
hacmindeki %70’lik alkolle yikanmis, kurutma kagitlari iizerine dokiilerek 10
dakika siireyle kurutulmustur. Pelet haldeki DNA’nin 50 pl TE buffer eklenerek
¢oziinmesi saglanmistir (Doyle & Doyle 1990; Nejat et al. 2009). DNA’larin
bulundugu tiipler -20°C’de buzdolabinda saklanmigtir.

Genomik DNA’nmin PCR ile c¢ogaltilmasi; Her izolat igin santrifiij tiipil
icerisine 38.75 ul PCR grade su, 0.25 pl Taq polimeraz enzimi, 2 pl dNTP
niikleotidleri, 5 pl Taqg PCR Buffer (10X), 1 pl ileri ve 1 pl geri yonlerde
primerlerden (ITS4 / ITSS5; White ve ark., 1990) karisim hazirlanmigtir. Bu
bilesenleri iceren karisim tiiplere konulduktan sonra igerisine hedef gen
bolgesinden cogaltilacak DNA’dan 1 pl ilave edilmis ve tiipler karistirilarak
thermocycler cihazina yerlestirilmistir. Thermocycler cihaz1 95°C’de 3 dk. (ilk
denatiirasyon), 95°C’de 1 dk., 52°C’de 1dk., 72°C’de 1 dk. (35 kez) ve sonra
72°C’de 7 dk., olacak sekilde programlanmis ve DNA c¢ogaltma islemi
gergeklestirilmistir (Hirano & Arie 2006).

Izolatlara ait cogaltilan DNA’lari goriintilemek igin %2’lik agaroz jel
elektroforez kullanilmigtir. DNA 6rnekleri parafilm {izerine damlatilip 2 pl 40X’lik
SYBR Green I® (Lonza, USA) boyasi ile boyanmig ve taraklarin olusturdugu
cukurlara doldurulmustur. Tank uglarina 55 volt’luk gerilim ve 250 mA akim
verilerek DNA’nin akim ydniinde yiirtitiilmesi gergeklestirilmistir. Daha sonra UV
151k (320 nm) altina alinmis ve olusan DNA bantlar1 goriilmiis ve fotograflanmistir.
Gen sekanslama sonucu elde edilen niikleotid dizileri NCBI-BLASTnN sisteminde
analiz edilerek molekiiler tan1 iglemi gergeklestirilmigtir.

Rizosfer funguslarmmin in vitro’da FOL’e antagonistik etkilerin
belirlenmesi
Aday antagonistlerin  FOL’iin miseliyal gelismesi tizerine etkileri in vitro
calismalarla bir dizi farkli test uygulanarak belirlenmistir. Caligmada viriilensligi
kanitlanmig bir FOL izolat1 kullanilmustir.

ikili Kkiiltiir: Domates rizosferinden elde edilen fungularm ikili Kkiiltiirde
FOL’iin miseliyal gelismesi iizerine etkilerini incelemek i¢in, aday antagonistler ve
FOL’iin 6 mm’lik miseliyal diskleri PDA ortamina karsilikli gelecek sekilde
kenarlardan 2 cm uzaga yerlestirilmislerdir. Fazla spor olusturan funguslar i¢in 2-3
giinlik kiiltiirlerden igne ucuyla alman parca FOL karsisina yerlestirilmistir.
Mayalarda bu islem ¢izgi yontemiyle yapilmistir. Bu sekilde hazirlanan ikili
kiiltiirler 25°C’de inkiibasyona birakilmuslardir. Inkiibasyondan 5-6 giin sonra ikili
kiiltiir petrileri incelenerek patojen ve saprofit kolonisi arasindaki inhibisyon zonu
Olcililmiistiir. Ayn1 zamanda FOL’iin kisa ve uzun yarigaplart olgiillerek %
Engellenme Orani hesaplanmistir {% Engellenme: [(Uzun yaricap-Kisa yaricap)/
Uzun yarigap]*100}.
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Hifsel interaksiyonlar: ikili kiiltiir calismalar1 esnasinda patojen ve saprofit
koloniler arasinda iki koloni birbirlerine degdikten hemen sonra, kolonilerin
birbirleriyle temas ettikleri yerlerden pargalar alinarak trypan blue ile boyanmis ve
mikroskop altinda incelenmistir. Bu incelemelerde patojen hiflerinde dejenerasyon,
antagonistin patojen hiflerini sararak gelismeyi engelleme, bogma ve penetre etme
gibi 6zelliklerinin olup olmadigi incelenmistir.

Sivi Ortamda antibiyotik iiretimi: ikili kiiltiirde olusturduklar1 inhibisyon
zonu veya hifsel interaksiyon yoluyla FOL’iin miseliyal gelismesini engelleyen
funguslar, sivi ortamda antibiyotik iireterek FOL’iin gelismesi iizerindeki etkileri
incelemek amaciyla secilmistir. Antagonistlerin 6 mm’lik miseliyal diski 250
ml’lik erlenmayer igerisindeki 100 ml PD sivi ortamina aktarilmis ve bu
erlenmayerler 24°C sicaklikta, 120 rpm’de 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Bu
stirenin sonunda sivi kiiltir Whatman no:1 filtre kagidindan gecirilerek hifler
uzaklastirilmig, kalan sivi 0.22 pm millipore filtreden gecirilerek steril kiiltiir
filtrat1 elde edilmistir. Bu kiiltiir filratindan, 50°C’ye sogutulmus 10 ml PDA
bulunan tiiplere, 500 pl eklenmistir. Tiipler yaklasik 15 saniye kadar vortekslenmis
ve petri kaplarina dokiilmiistiir. Katilasan ortam {izerine FOL izolatindan 6 mm’lik
disk alinip petrilerin tam ortasina inokiile edilmistir. Bu petriler 25°C’de 7 giin
boyunca inkiibe edilmistir. 7 giiniin sonunda FOL’in koloni ¢ap1 olgiilmiis ve
kontrolle karsilastirilarak, FOL’{in miseliyal gelismesinin engellenme oranlar1 %
Abbott formiiliine gore hesaplanmugtir.

Ucucu antibiyotik iiretimi: Saprofit mikroorganizmalar ve FOL, PDA bulunan
petrilerin ortasina inokule edilmis ve daha sonra petri kapaklar1 ¢ikarilmig FOL’lin
bulundugu petri patojenlerin {izerine ters ¢evrilerek birbirinin iizerine denk getirilip
bantlanmigtir. 25°C’de 7 gilin boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin
sonunda FOL’in koloni c¢ap1 Olglilmiistir. FOL’iin miseliyal gelismesinin
engellenme oranlar1 % Abbott formiiliine gore hesaplanmistir.

Antagonist funguslarin FOL’iin hastalik olusturmasi iizerine etkilerinin
belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde, in vitro’da FOL’iin miseliyal gelismesini engellemede
etkili olduklar1 belirlenen 12 fungal tiir, patojenin bitkide hastalik olugturmasini
engelleme yoniini test etmek icin saksi calismasi olarak 24°C sicaklik, 12 saat
aydinlik/karanlik kosullardaki iklim odasinda denemeye alimmustir. Bu hedef
dogrultusunda o6ncelikle domates fidelerinin inokulasyonunda kullanilmak iizere
FOL’iin bugday inokulumu hazirlanmigtir. Antagonist funguslar ise PDA
ortaminda gelistirilen 10 giinliik kiiltiir olarak uygulanmstir.

Denemede kullanilan 15 cm ¢apli saksilar yariya kadar toprak-torf-kum (3:1:1)
ile doldurulmus, daha sonra 9 cm’lik petride gelistirilen 10 giinliik antagonist
kiiltiiriintin 4’1ik igerigi saks1 topragina eklenmis ve saksi ayni yetistirme harci ile
doldurulmustur. Bu sekilde hazirlanan saksilar iklim odasinda 3 giin siireyle
bekletilerek antagonistlerin topraga kolonizasyonu saglanmistir. Bu siire sonunda
her sakstya FOL’lin 12 gram bugday inokulumu eklenmis ve saks1 topraginin fide
dikim derinligine kadar karistirillmistir. Domates fidelerinin dikimi 1 giin sonra
yapilmis ve fidelerin kok ucu hafifce kesilerek dikim gerceklestirilmistir. Tklim
odasinda 3 hafta gelistirilen saksilara giibreleme ve sulama gibi bakim islemleri
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yapilmig ve bu siire sonunda FOL’{in hastalik olusturmasi degerlendirilmistir. Bu
calismada her antagonist i¢in 10 saksi kullanilmis, bunun yaninda sadece patojen
uygulanan saksilar kontrol olarak birakilmistir. Degerlendirme islemi 6lii-canl fide
olarak yapilmis, uygulamalardaki hasta bitki oranlart (%) ve uygulamalarin
etkinligi (%) hesaplanmistir.

ikinci denemede iklim odasinda 12 antagonist ile yiiriitiilen bu calismada etkili
bulunan 4 antagonist ile tekrar saksi denemesi kurulmustur. Bu deneme 4
antagonist, 1 kontrol olmak tizere tesadiif parselleri deneme deseninde, 5 tekerriirlii
olarak kurulmus ve her tekerriirde 4 saks1 yer almistir. Boylece her uygulama igin
20 saks1 ve her saksida bir bitki kullanilmustir. Tklim odasinda 3 hafta gelistirilen
bitkilerde FOL’lin hastalik olusturmasi olii-saglam fide olarak degerlendirilmis,
uygulamalar arasindaki farklar LSD coklu karsilagtirma testi ve uygulamalarin
etkinligi % Abbott formiili ile hesaplanmustir.

Uciincii denemede ise yukaridaki denemede bitkiler sokiildiikten sonra saksi
topragi 2 ay siireyle iklim odasinda tutulmustur. Buradaki ama¢ hem antagonist
hem de patojenin dayanikli formlarda yasamini siirdiirerek, bitki varliginda nasil
bir aktivite gostereceklerini belirlemek olmustur. Bu nedenle saksi topraginin
tamamen kurumasina izin verilmemistir. 2 aylik bekleme siiresinin ardindan higbir
uygulama yapilmadan domates fidesi dikilmistir. Diger denemede oldugu gibi,
burada da degerlendirme hasta ve 6lii seklinde yapilmis, elde edilen bu degerlere
varyans analizi uygulanmigs ve uygulamalar arasindaki farklar LSD g¢oklu
karsilastirma testi, uygulamalarin etkinligi ise % Abbott formiilii ile hesaplanmigtir.

Bulgular ve tartisma

Domates rizosferinden elde edilen funguslar

Adana ili Seyhan ilgesinde Haziran basinda dikilen sanayi tipi Ciisseli domates
cesidinde 15 gilin araliklarla 5 kez yapilan rizosfer topragi izolasyonlarindan elde
edilen fungal izolatlar makroskobik olarak koloni 6zelliklerine gore gruplandirilmis
ve ardindan mikroskobik ve molekiiler yontemlere goére tanist yapilmustir.
Izolasyonlar sonunda domates rizosferinden 11 cinse ait 29 fungus tiirii izole
edilmistir. Izole edilerek tanilanan bu fungal tiirlerin 10’u Aspergillus, 5’i
Penicillium, 4t Fusarium, 2’si Talaromyces, 2’si Trichoderma ve birer adet
Absidia, Cladosporium, Clonostachys, Mortiriella, Mucor ve Beyaz maya olduklari
belirlenmistir (Cizelge 1).

Rizosfer funguslarinin patojenleri baskilayici 6zelliklerini incelemeye yonelik
olarak yapilan pek ¢ok calismada, benzer sekilde bitkilerin rizosfer topragindan
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Rhizopus ve Mucor cinslerine ait fungus
tirleri izole edilmistir (Yiicel 1989; Chandrashekar et al. 2014; Nurbailis et al.
2015; Shinkafi & Gobir 2018). Bu caligma sonucunda da Aspergillus tiirleri
rizosfer topragindan en ¢ok izole edilen fungus grubu olmustur.

Rizosfer funguslarmn in vitro’da FOL’e Antagonistik Etkileri

Domates rizosferinden izole edilen 29 fungus tiiriiniin in vitro’da FOL’e kars1
antagonistik etkileri ikili kiiltiir, sivi ortamda antibiyotik {iretimi ve ugucu
antibiyotik iiretimi agisindan degerlendirilmistir.
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Cizelge 1. Domates rizosferinden izole edilen funguslar
Table 1. Fungi isolated from the tomato rhizosphere

Fungus Ad1 IZ’\(l)clft Fungus Ad1 IT\(I):;“

Aspergillus spp. Fusarium spp.

Aspergillus chevalieri ET10 Fusarium acuminatum ET25

Aspergillus flavus ET21 Fusarium brachygibbosum ET37

Aspergillus fumigatiaffinis ET43 Fusarium nygamai ET7

Aspergillus insuetus ET6 Fusarium solani ET8

Aspergillus keveii ET33 Talaromyces spp.

Aspergillus niger ET19 Talaromyces oumae-annae ET46

Aspergillus

ochraceopetaliformis ET39 Taloromyces pinophilus ET47

Aspergillus sclerotiorum ET35 Trichoderma spp.

Aspergillus terreus ET4 Trichoderma aggressivum ET27

Aspergillus ustus ET13 Trichoderma brevicompactum ET26

Penicillium spp. Digerleri

Penicillium brocae ET30 Absidia sp. ET2

Penicillium citrinum ET32 Beyaz maya ET16

Penicillium griseofulvum ET12 Cladosporium cladosporioides  ET28

Penicillium pinophilum ET41 Clonostachys rosea ET1

Penicillium shearii ET38 Mortierella alpina ET42
Mucor circinelloides ET31

ikili kiiltiir: FOL’e kars1 29 fungus tiiriiniin ikili kiiltiirdeki antagonistik etkileri,
patojen ve antagonist kolonileri arasindaki inhibisyon zonu, petride FOL’iin koloni
gelismesinin engellenme oran1 (%) ve kolonilerin birlestigi noktada hifsel
interaksiyon varligi olmak tizere 3 acidan degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge
2’de gosterilmistir. Cizelgeden de goriilecegi gibi bazi tiirler inhibisyon zonu
olusturmamigtir (Fusarium ve Trichoderma tiirleri gibi). FOL ile aralarinda
inhibisyon zonu olusturan funguslarda bu zonun genisgligi 2.1 ila 15.6 mm arasinda
degismistir.

Domates rizosferinin en yaygin grubu olan Aspergillus tiirlerinden A. chevalieri
2.1 mm ile en diisiik inhibisyon zonunu olustururken, A. ocraceopetaliformis en
yiiksek engelleme zonuna (7.2 mm) sahip olmustur. Sekil 1°de iki Aspergillus
tirtinin FOL’e kars1 olusturduklart inhibisyon zonu goriilmektedir. Rizosferin
diger onemli bir grubu olan Penicillium tirleri 2.5 mm ile en diisiik inhibisyon
zonu olusturan 2 tiir P. citrinum ve P. griseofulvum olmus, P. shearii ise 8.7 mm
ile en yliksek inhibisyon zonuna sahip olmustur.
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Cizelge 2. Rizosfer funguslarmm ikili kiiltirde Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’ye
etkileri

Table 2. Effects on Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici of rhizosphere fungi in dual
culture

Fungus Adi lnhlbl(srz(r);l) Zonu Engell?;;;; Oram
Aspergillus chevalieri 2.1 17.2
Aspergillus flavus 4.0 18.2
Aspergillus fumigatiaffinis 2.4 12.9
Aspergillus insuetus 5.6 18.8
Aspergillus keveii 3.6 25.8
Aspergillus niger 5.4 28.8
Aspergillus ochraceopetaliformis 7.2 32.6
Aspergillus sclerotiorum 5.4 27.4
Aspergillus terreus 5.6 18.9
Aspergillus ustus 3.6 9.3
Penicillium brocae 6.3 9.1
Penicillium citrinum 2.5 14.5
Penicillium griseofulvum 2.5 13.1
Penicillium pinophilum 3.6 13.9
Penicillium shearii 8.7 23.4
Fusarium acuminatum 0.0 8.3
Fusarium brachygibbosum 0.0 47.5
Fusarium nygamai 0.0 10.5
Fusarium solani 0.0 24.8
Talaromyces oumae-annae 6.6 17.1
Taloromyces pinophilus 6.4 17.1
Trichoderma aggressivum 0.0 18.5
Trichoderma brevicompactum 0.0 26.4
Absidia sp. 0.0 31.9
Beyaz maya 15.6 8.3
Cladosporium cladosporioides 7.6 13.9
Clonostachys rosea 0.0 9.4
Mortierella alpina 4.2 18.3
Mucor circinelloides 0.0 12.6

Ikili kiiltirde FOL’e karsi antagonistik etki acisindan denemeye alman
funguslar inhibisyon zonu olustursun veya olusturmasin, miseliyal gelismesi
sonucu petrideki yer acisindan rekabeti ortaya koyabilmek amaciyla da
degerlendirilmistir. Bunun i¢in FOL’iin ikili kiiltiir ve kontrol petri gelismesi
dikkate alinarak, miseliyal gelismesinin engellenme orani (%) hesaplanmigtir
(Cizelge 2). Cizelgeden goriilecegi gibi Aspergillus tiirleri %9.3 ila 32.6 arasindaki
oranlarla FOL’iin miseliyal gelismesini engellemis ve en etkili tir A.
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ochraceopetaliformis olmustur. Penicillium tiirlerinde engelleme oran1 daha diisiik
bulunmus ve en basaril tiir P. shearii (%23,4) olarak saptanmugtir. Fusarium tiirleri
icerisinde F. brachygibbosum miseliyal gelisme hizinin yiiksek olusu nedeniyle
FOL’e kars1 %47,5 oraninda en yiiksek engelleme orani sergilemistir. Trichoderma
aggressivum ve T. brevicompactum da sirasiyla %18,5 ve 26.4 oranindaki etkisi ile
FOL {iizerinde 6nemli bir engelleme gostermistir.

Ikili kiiltirde FOL ve aday antagonist arasinda inhibisyon zonu olusturmadan
temas eden kolonilerde ayrica, kolonilerin birbirlerine degdigi noktalar mikroskop
altinda incelenerek hifsel interaksiyon aranmistir. Bu durum &zellikle Trichoderma
tiirleri acisindan Onemlidir (Boosalis, 1964; Wegrzyn and Gorzynska, 2019).
Ancak calismada yer alan 2 Trichoderma tiiriinde ve diger aday antagonistlerde
FOL hiflerini bogma, sarma ve penetre etme gibi herhangi bir hifsel iligki
saptanamamustir.

ET 4 Aspergillus terreus ET 21 Aspergillus flavus

Sekil 1. Aspergillus terreus ve A. flavus’un Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ile
olusturduklar1 inhibisyon zonu

Figure 1. Inhibition zone of Aspergillus terreus and A. flavus with Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici

Siv1 kiiltiirde antibiyotik iiretimi: ikili kiiltirde FOL iizerine etkileri dikkate
alinarak Fusarium tiirleri ve ayrica beyaz maya ile iz miktarda elde edilen bazi
tiirler olmak iizere 8 tiir elenmis, geriye kalan 21 fungal tiir ise sivi ortamda
iirettikleri antibiyotiklerin patojenin miseliyal gelismesi {izerine etkileri yoniinden
testlenmistir. Aspergillus tiirlerinde 4’i kontrole gore negatif bir etki gosterirken, 2
tiiriin FOL’{i engelleme orani1 oldukga diisitk olmustur. Ancak A. flavus, A. niger,
A. terreus ve A. ustus kiiltlir filtratlar1 FOL’iin miseliyal gelismesini sirasiyla
%22.3, 33.2, 42.1 ve 53.4 oranlarinda engellemistir. Penicilium tiirleri igerisinde P.
griseofulvum ve P. citrinum %32.7 ve 33.0 oranlan ile yiiksek bir engelleme
oranina sahip olmuglardir. Trichoderma tiirleri %29.3-33.0 ve Talaromyces tiirleri
%45.5-50.2 oranlarinda engelleme gosterirken, izolasyonlarda diisilk miktarlarda
elde edilen Cladosporium cladosporioides ve Mortierella alpina da sirasiyla %33.0
ve 38.0 gibi yiiksek etki oranlarina sahip olmuslardir (Cizelge 3).
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Ucucu antibiyotik iiretimi: Antagonist funguslarin ugucu antibiyotik
tiretimlerinin FOL’in miseliyal gelismesine etkileri incelendiginde Aspergillus
tiirlerinden 2’si negatif, birisi de iz miktarda engelleme gosterirken, diger tiirler
patojen gelismesini %21.4 ila 43.3 arasinda degisen oranlarda etkilemislerdir.
Penicillium tiirleri icerisinde sadece P. citrinum %33.0 engelleme orani ile dnemli
olurken, Trichoderma tiirleri kiiltiir filtratindakine benzer sekilde etkili olmustur
(%36.0 ve 39.0). Yine izolasyonlarda diisiik miktarlarda elde edilen Cladosporium
cladosporioides ve Mortierella alpina da sirasiyla %54.3 ve 43.8 gibi yiiksek etki
oranlarina sahip olmuslardir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Funguslarm kiiltiir filtratlarinin ve ugucu antibiyotiklerinin Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici’nin miseliyal gelismesi {izerine etkileri (% engelleme orani)

Table 3. Effects of culture filtrates and volatile antibiotics of fungi on the mycelial growth
of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (% Inhibition Rate)

Fungus Adi Sivi Kiiltiir Ucucu Antibiyotik
Aspergillus chevalieri -1.9 334
Aspergillus flavus 22.3 37.7
Aspergillus fumigatiaffinis 2.2 34.8
Aspergillus insuetus -7.5 43.0
Aspergillus keveii -9.9 2.2
Aspergillus niger 33.2 42.5
Aspergillus ochraceopetaliformis 9.9 43.3
Aspergillus sclerotiorum -13.0 -7.9
Aspergillus terreus 42.1 21.4
Aspergillus ustus 53.4 -12.2
Penicillium brocae 15.2 6.0
Penicillium citrinum 33.0 33.0
Penicillium griseofulvum 32.7 -6.8
Penicillium pinophilum 13.0 19.2
Penicillium shearii 115 -0.9
Talaromyces oumae-annae 50.2 -5.7
Taloromyces pinophilus 45.5 14.6
Trichoderma aggressivum 33.0 36.0
Trichoderma brevicompactum 29.3 39.0
Cladosporium cladosporioides 33.0 54.3
Mortierella alpina 38.0 43.8

Rizosfer funguslari igerisinde yiiksek bir popiilasyona sahip olan Aspergillus ve
Penicillium tiirleri pek ¢ok ¢alismada bitkilerde patojen Fusarium tiirlerine karsi
ozellikle ikili kiiltiir testlerinde yiiksek etkinlik gostermislerdir. Alwathnani &
Perveen (2011), FOL’e kars1 A. niger’in %70 Penicillium sp.’nin ise %58 oraninda
engelleyici etkisinden s6z etmektedir. Benzer sekilde Emmanuel et al. (2019), yine
FOL’e kars: yiiriittiikleri ¢alismada Aspergillus tiirlerinin %78 ve Penicillium’larin
ise %88 engelleme oranlarini elde etmislerdir. Populasyonlar yiiksek oranlarda
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olmasa da Trichoderma tiirlerinin patojenleri baskilayici etkisi caligmalarda hep 6n
plana ¢ikmaktadir. Oskay (2007), T. harzianum’un Fusarium tiirlerine kars1 %92
oraninda engelleyici etkiye sahip oldugunu bildirmektedir. Antagonist funguslarin
ikili kiiltiirde olusturduklari inhibisyon zonu, gercekte antibiyotik {iretimlerinden
kaynaklanmaktadir. Antagonistlerin s1v1 ortamda tirettikleri antibiyotikler ve ugucu
antibiyotiklerin de patojen funguslarin miseliyal gelismesini engelleyici etkilerine
yonelik olarak yapilan ¢aligmalarda, Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin yanisira
ozellikle Trichoderma tiirlerinin yiiksek etkinlikleri dikkat cekici olmaktadir.
Trichoderma tiirleri ugucu ve ugucu olmayan antibiyotik iiretimleri ile patojen
funguslar iizerinde Onemli etkiye sahip olduklar1 bildirilmistir (Erkilic1988;
Ozgonen et al. 2010; Tapwal et al. 2015; Erdevil 2020).

Rizosfer funguslarimin Domates Bitkilerinde FOL’iin Hastahk
Olusturmasi Uzerine Etkileri
Antagonist funguslarin in vitro’da FOL’in miseliyal gelismesini engelleme
oranlar1 gbz oniine alinarak, 12 fungal tiir secilmis ve bunlarin domates fidelerinde
FOL’iin hastalik olusturmasi tizerine etkileri testlenmistir. Bu amagla 4
Aspergillus, 1 Cladosporium, 1 Mortierella, 2 Penicillium 2 Talaoromyces ve 2
Trichoderma tiri FOL’tin  domates fidelerinde hastalik olusturmasin
engellemelerine yonelik olarak iklim odasinda saksi denemesiyle olarak testlenmis
ve sonuglar Cizelge 4’de gosterilmistir. Cizelgeden de goriilecegi gibi hastalik
olusumunu engelleme fizerine en yiiksek etki %87.5 oraniyla Aspergillus flavus,
Cladosporium cladosporioides, Penicillium griseofulvum ve Trichoderma.
aggressivum’dan elde edilmistir . Ozellikle A. niger, A. terreus ve Taloromyces
tirleri in vitro’da FOL’e yiiksek etkinlik gostermelerine karsin, bitkide hastalik
olusumunu engelleme iizerine higbir varlik gosterememislerdir.

FOL’iin domates fidelerinde hastalik olusturmasini engellemede yiiksek basar
A. flavus, P. griseofulvum, T. aggressivum ve diger Trichoderma tiirii olan T.
brevicompactum ile daha fazla sayida domates fidesi kullanilarak tekrar saksi
denemesi kurulmustur. T. brevicompactum ilk denemede diisiik bir etkinlik
gostermis olsa da, antagonistik etkilerinin yiiksek oldugu bilinen bu fungus tekrar
daha fazla sayida bitki ile denenmek {izere segilmistir. Ikinci deneme
degerlendirildikten 2 ay sonra ayni saksilara tekrar domates dikimi yapilarak
3’lncl bir deneme olarak tekrarlanmistir. Dort fungus tiirii ile kurulan ikinci
denemede P. griseofulvum ve T. Dbrevicompactum %62.5 orani ile hastalik
olusumunu en fazla engelleyen uygulamalar olmustur. Ayni saksilara baska bir
uygulama yapmadan 2 ay sonra tekrar fide dikimi yapildiginda T.
brevicompactum’un %78.9 etki oramiyla diger uygulamalardan &nemli bir fark
gostererek one c¢iktig goriilmektedir. Diger uygulamalarin etkinligi %21.1 ila 31.6
arasinda olmus ve istatistiksel olarak benzer etki gostermislerdir (Cizelge 5).

Cizelge 4. Antagonistlerin Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’nin domates bitkilerinde
hastalik olugturmasi tizerine etkileri (1. Deneme)
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Table 4. Effects of antagonists on disease induction by Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici in tomato plants (1st trial)

Hasta Bitki Orani

Aday Antagonist %) % Etki
Aspergillus flavus 10 87.5
Aspergillus insuetus 60 25.0
Aspergillus niger 80 0.0
Aspergillus terreus 80 0.0
cclg)dd;ssp?:rrimges 10 875
Mortierella alpina 60 25.0
Penicillium citrinum 50 37.5
Penicillium griseofulvum 10 87.5
Talaromyces oumae-annae 80 0.0
Talaromyces pinophilus 80 0.0
Trichoderma aggressivum 10 87.5
previcompactum 50 375
Kontrol 80

A. flavus ikili kiltiir galigmalarinda hem sivi ortamda ftrettigi, hem de ugucu
antibiyotikleri ile patojen gelismesini smirlandirict etki  gostermistir. P.
griseofulvum ise ugucu antibiyotik iiretmemistir. Bu iki fungus hem antibiyotik
iretimleri, hem de rekabetgi 6zellikleri ile hastalik olusumunu %6.3-26.3 ve 62.5-
31.6 oranlarinda engelleyebilmislerdir. Oysa Trichoderma tiirleri hem antibiyotik
iretimlerinin yiiksekligi, hem de rekabetgi yonleri ile 6ne ¢ikan funguslar olmustur.

Farkli kiilttir bitkilerinde Fusarium tiirlerinin neden oldugu kok ¢iirtikligi ve
solgunluk hastaliklarina kontrol etmeye yonelik olarak yiiriitiilen ¢alismalarda
fungal antagonist olarak, Trichoderma tiirleri 6n plana ¢ikmaktadir. Thalenko et al.
(2020), Fusarium oxysporum, Fusarium solani ve Alternaria cucumerina’nin
neden oldugu hiyar kok curiikligini Trichoderma viride ve T. longibrachium
tiirlerini kullanarak %83 oraninda azaltabilmislerdir. El-Sharkawy et al. (2021) ise
bezelyede Fusarium kok cirikligini Trichoderma harzianum, Pseudomonas
fluorescens ve asbuskiiler mikorizal fungus kombinasyonu ile %80 oraninda
engellediklerini bildirmislerdir. Benzer ¢alismalarda soganda Fusarium oxysporum
f.sp. cepae %89 (Moka et al. 2021) ve patlican solgunluk etmeni Fusarium
oxysporum f.sp. melongenae’nin hastalik ousturmasini %45 oraninda azaltildigi
(Pinto et al. 2021) ifade edilmistir.

Cizelge 5. Antagonistlerin Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’nin domates bitkilerinde
hastalik olusturmasi lizerine etkileri (2. ve 3. denemeler)
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Table 5. Effects of antagonists on disease induction by Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici in tomato plants (2nd and 3rd trials)

2. Deneme 3. Deneme
Uygulama Hasta Bitki Hasta Bitki
0, i 0 i

oram (%) | PERN Oram (o) | Y EWK
Aspergillus flavus 75 b* 6.3 70b 26.3
Penicillium griseofulvum 30a 62.5 65b 31.6
Trichoderma aggressivum 65 b 18.8 75b 21.1
Trichoderma brevicompactum 30a 62.5 20a 78.9
Kontrol 80 b 9% b

* Siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar LSD (0.05) testine gore farklidir

Sonuc¢

Domateste FOL’e karsi saprofit mikofloranin antagonistik etkilerini saptamak
amaciyla, domates rizosferinde 29 fungus tiirii elde edilmistir. En yiiksek fungal
popiilasyonu Aspergillus tiirleri olustururken, bunu Mortirella ve Penicillium
tiirleri izlemistir. Saprofit funguslarin FOL’{in miseliyal gelismesi iizerine etkileri
degiskenlik gostermistir. Yiiksek popiilasyona sahip Aspergillus ve Penicillium
tiirlerinin hepsi FOL ile ikili kiiltiirde inhibisyon zonu olusturmus, ancak bazilari
stvi ortamda, bazilari da ugucu antibiyotik {iretimleri ile daha etkili olmuslardir.
Trichoderma tiirlerinin 6zellikle hizli gelismeleri ve ugucu ve ugucu olmayan
antibiyotik tiretimleri 6nemli olmus ve patojeni bu yonleriyle baskilamiglardir.
Antagonist funguslar icgerisinde FOL’lin bitkide hastalik olusumunu engelleme
acisindan A. flavus, C. clodosporoides, P. griseofulvum, T. aggressivum ve T.
brevicompactum 6n plana ¢ikmuglardir. Ancak en basarili fungus T.
brevicompactum olarak belirlenmistir.

Tesekkiir
Bu calismayr parasal yonden destekleyen Cukurova Universitesi, Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyonu Birimi’ne tesekkiir ederiz (Proje no: FYL-
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