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Fusarium oxysporum f.sp. radicis- lycopersici ’in Biyolojik Kontroltinde Kullaniimasi
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Ozet

Biyolojik kontrol ajani olarak kullanilan Trichoderma harzianum (T22) 'un farkl tuz konsantrasyonlarina karsi reaksiyonunu
belirlemek amaciyla, farkl orvanlarda sodyum kloriir iceren PDA (Patates dekstroz agar) ortaminda T22 gelistirilmigtir.
Daha sonra T22 ’nin domateste kék ve kok bogazi ¢iiriikliigiine sebep olan Fusarium oxysporum f.sp. radicis’e kargi misel
gelisimini engelleyici etkisi iki farkli pH (5, 8) seviyesinde ve bes farkli NaCI konsantrasyonunda (0.25, 0.50, 0.75, 1,0, 1.25
M) test edilmistir. Calismalar neticesinde in vitro kosullarda yiiriitiilen fungusun miselyal geligimi ve sporulasyonu artan tuz
konsantrasyonuna bagh olarak sirasiyla %12.94-54.12 ve %85.07-95.14 arasinda engellendigi tespit edilmistir. 50 M NaCIl
tizerindeki konsantrasyonlarda sporulasyonun gerceklesmedigi goriilmiistiir. Siirekli artan tuz konsantrasyonlarinda gelis-
meye birakilan fungusun NaCIl’a karsi diisiik de olsa bir adaptasyon sagladigi belirlenmistir. Fungusun miselyal geligimi
%2.35-3.54 oranlarinda diisiik derecede engellenmis, sporulasyonda ise 0.6-1.5 x1 O bir artis gergeklesmigtir. Tuzlu kosulla-
ra adaptasyon saglamis olan izolatin normal izolata gére F. oxysporum f.sp. radicis ile bulasik seralarda kék ve kok bogazi
cuiriikliigiinii %3.2 oranla daha fazla kontrol edebildigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma harzianum, pH, tuz, adaptasyon, Fusarium oxysporum f.sp. radicis

The Adaptation of Trichoderma Harzianum T22 Race to Different pH and Salt Concentrations and Its Use in
Biological Control of Fusarium oxysporum f.sp. Radicis Lycopersici on Tomato

Abstract

Trichoderma harzianum (T22) used as biological control agent, was performed in culture medium (PDA) con-
taining different NaCl ratios to assesment its reaction to salt concentration. T22 was tested in two different pH
levels (5-8) and five different NaCl concentrations (0.25, 0.50, 0.75, 1,0, 1.25 M) to Fusarium oxysporum f. sp.
radicis lycopersici (FORL) causing crown root rot disease on tomato. At the end of studies, mycelial growth and
sporulation of FORL were inhibited by 12.94-54.12 and 85.07-95.14% respectively, depending on ascending
NaCl concentration. Sporulation was also not observed above 50 M NaCl. T22 performed in ascending NaCl
concentrations showed low adaptation to salt stress. The mycelial growth was low inhibited 2.35- 3.54% and
sporulation raised up to 0.6-1.5 x10° spor/ ml. The results indicated that T22 performed in salt condition has 3.2
% higher ability to control of FORL compared to T22 growth in optimum conditions.

Key Words: Trichoderma harzianum, pH, salt, adaptation, Fusarium oxysporum f.sp. radicis

Giris Fusarium tiirlerinin tuz stresi altinda sporulasyon ve
miselyal gelisimi motive edilmektedir (El-Abyed et
al.,1988; Ragazzi et al.,1994 ). Ozellikle sera iiretim
alanlarinda en 6nemli toprak kaynakli hastaliklardan
biri de Fusarium kok ve kok bogazi ciiriikligi

(Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici)’diir.

Tarimsal tiretimi etkileyen en dnemli faktorlerden biri
toprak pH ve tuzlulugudur. Bu faktorler bitki beslen-
mesinde onemli oldugu kadar toprakta mikrobiyal
aktivite i¢in 6nemlidir. Bu nedenle hem toprak kay-
nakli hastaliklarin ¢ikiginda hem de biyolojik miicade-
lede kullanilan etmenlerin aktivitesinde pH ve tuzlu-
luk 6nemli bir smirlayic1 faktordiir. Ozellikle deniz

Toprak flimigantlart disinda kimyasal miicadeledeki
basar1 oraninin diisiik olmasi ve yeterince dayanikli

kiyisina yakin sera alanlarinda en 6nemli sorunlardan
biri toprak tuzlulugudur. Buna bagli olarak belirli
toprak kaynakli patojenlerin populasyonlar: artabil-
mektedir. Bunlardan biri de Fusarium tiirleridir. Ozel-
likle Fusarium oxysporum grubuna dahil farkli
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domates ¢esitlerinin bulunmayis1 biyolojik miicadele-
nin alternatif bir yontem olarak 6n plana ¢ikmasina
neden olmustur. Toprak kaynakli hastaliklarin biyolo-
jik miicadelesinde kullanilan en yaygin funguslardan
biri Trichoderma ftiirleridir (Agrios, 2001). T.
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harzianum T22 izolat1 ise ticari olarak iiretilmekte ve
kullanilmaktadir. Fungusun en O6nemli biyokontrol
mekanizmalar ise bitki dayanikliligini uyarma, reka-
bet, antibiyosis ve mikoparatizm’dir (Howell, 2003;
Benitez et al., 2004).

Biyolojik etmenlerin izole edildikleri dogal yasam
alanlar1 digindaki aktiviteleri pH, sicaklik, nem gibi
bir ¢ok smirlayici faktér nedeniyle sinirlandirilabil-
mektedir. Etmenin iireme ve ¢ogalmasi yaninda,
biyokontrol =~ mekanizmalari1 da etkilenmektedir
(Howell, 2003). Tuz stresinin 7. harziunum’un gelis-
me, sporulasyon ve F. oxysporum’a kars1 antagonistik
aktivitesi lizerine olumsuz etki yaptig1 tespit edilmistir
(Kredics et al. 2000, 2004). Dolayisiyla s6z konusu bu
cansiz stres kosullar1 biyolojik etmenin basart oranini
etkileyebilmektedir. Ozellikle uzun yillar ayn1 alanda
monokiiltiir tarimin yapilmasi sonucu toprakta olusan
tuzluluk ve pH’daki artis, nem diizeyi, toprak igerisin-
de bulunan mikrobiyal populasyonun nicelik ve niteli-
ginde bir degisime neden olmasi ile birlikte biyolojik
etmenlerin de aktivitelerini ve basari oranlarimi etki-
leme ihtimali s6z konusudur (Easburn and Butler,
1991; Begoude et al., 2007).

Toprak kosullarinda abiyotik stres faktorlerinden biri
de tuzluluktur. Ulkemizin bazi bdlgelerinde oldugu
gibi, oOzellikle arastirmanin yapildigr Fethiye deniz
kiyisina yakin bdlgelerde tuzluluk énemli sorun teskil
etmektedir. Son yillarda sera iiretim alanlarinda doma-
teste F. oxysporum f.sp. lycopersici-radicis onemli
sorun olusturmakta ve sdz konusu patojene karsi 7.
harzianum’un hazir ticari preparatlar1 yaygin olmasa
da kullanilmaya baglamistir. Ancak {ireticilerin yapi-
lan uygulamadan istenilen sonucu alamadiklar1 sek-
lindeki kanaatleri sonucu 7. harzianum T22 izolatinin
ozellikle tuz ile olan interaksiyonu belirleme diistince-
si On plana ¢ikmistir. Bu diistince ile bu ¢aligmanin
amaci, son yillarda toprak kaynakli patojenlere karsi
kullanilan T harzianum T12 izolatinin farkl tuz kon-
santrasyonlarima kars1 reaksiyonlarini belirleyerek,
NaCI’a karsi adaptasyonu arttirtlmis izolatin, F.
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici’ye karsi biyolojik
miicadele potansiyelini belirlemektir.

Materyal ve Yontem

Denemede kullanilan 7. harzianum T22 izolat1 ticari
olarak kullamlan T-22™ Planter Box isimli ticari
biyopreparattan izole edilmistir. Patojen F. oxysporum
f.sp. radicis-lycopersici denemenin yiiriitildigii bol-
geden dogal olarak enfekteli domates koklerinden
izole edilmis ve tek bir spordan saflastirilmistir. Saf-
lastirlan her iki fungus egik agarda +4 °C’de saklan-
mistir. Sera denemesinde ise ilgin isimli F1 ¢esidi
kullanilmigtir.  Denemenin  yiiriitiildiigi  topragin
tekstiir yapist ise kumlu-tinli olup, pH:7.9 ve EC:4.2
olarak belirlenmistir.

Trichoderma harzianum T22 izolatimn Farkh pH
ve tuz (NaCI) Konsatrasyonlarina Adaptasyonlari-
nin Saglanmasi

Oncelikle T. harzianum’un farkli pH (5,8) ve NaCl
konsantrasyonlarina (0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.25 M)
reaksiyonunu belirlemek ve adaptasyon denemelerin-
de, ne derece adapte oldugunu karsilastirma amaciyla
fungus farkli pH (5, 8) ve NaClI igeren PDA (Patates
Dekstroz Agar) ortami {izerine disk yontemiyle
inokule edilerek 25 C’de 4 giin inkube edildikten
sonra koloni c¢aplar1 olgillerek NaCl ve pH’in
fungusun miselyal gelisimi {izerine etkisi tespit edil-
migtir. Bu etki Abbot formiilii ile % engelleme olarak
ifade edilmistir.

Denemenin her bir asamasinda sporulasyon oranini
tespit etmek amaciyla her bir petri kutusunun yariga-
pinin ortasina gelecek sekilde 0.6 mm ¢apinda birer
disk c¢ikarilarak igerisinde 10 ml sterilize edilmis saf
su bulunan deney tiiplerine konarak pargalanmis ve
karigtirilmistir. Buradan Thoma lami ile mikroskop
altinda spor sayimi yapilmistir. Burada farkli oranlar-
da NaCl igeren bir petriden dort farkli disk alinmig ve
her birinin sporlar sayilarak, dort tekerriiriin ortala-
mas1 alinmustir.

Biyokontrol ajant 7. harzianum’un farkli tuz ve pH
konsatrasyonlarina adaptasyonunu saglamak amactyla
pH 8’e¢ ayarlanmis 1.25 M sodyum klor igeren PDA
ortaminda bir haftalik gelismesini tamamlamis geng
miselyumdan bir disk almarak tekrar 0.25 M sodyum
klor igeren ortama aktarilarak yine fungus 25 °C’de bir
hafta gelismeye birakilmistir. Bu islem 0.75 mM NaCl
konsantrasyonuna kadar devam edilmistir. En son 0.75
M NaClI igeren ortamdan bir disk alinarak 15 mM
NacClI igeren PDA ortaminda sera denemesinde kulla-
nilmak lizere saklanmistir. Ayrica her bir tuz konsant-
rasyonunda gelismeye birakilmig fungus 2. giinde bir
saat 366 nm dalga boyunda ultraviyole 15181 altinda
tutulmustur. Dort giinlikk inkubasyondan sonra koloni
caplar olgiilerek, kontrole gore miselyal gelismedeki
% engellenme tespit edilmistir. Yine yukarida belirti-
len yontemle spor sayimi yapilmistir. Fungusun belirli
sire ile ultraviyole 15181 altinda artan tuz
konsatrasyonlarina maruz kalmasi sonucu ne derecede
adaptasyonun saglandigi konusunda bir sonuca vara-
bilmek i¢in denemenin basinda pH’1 8’e¢ ayarlanmig
farkli sodyum klor igeren (0.25, 0.50, 0.75 M) PDA
ortaminda gelisen fungusun % engelleme verileri esas
alinmustir. Tim muameleler dort tekerriirlii olarak
degerlendirilerek DUNCAN testi ile muameleler ara-
sinda farkin olup olmadigi degerlendirilmistir.

Sera Denemesi

T. harzianum’un pH:8 ve tuzlu ortama adaptasyonu
saglanmis izolat1 ile higbir muamele yapilmamuisg ticari
preparattan izole edilmis izolatin, biyokontrol yete-
neklerini belirlemek amaciyla bir yil once yaklasik
%40 F. oxysporum fsp. radicis ile dogal olarak
enfekteli sera topragt (pH:7.9, EC:4.2) secilmistir.
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Kontrol amagli izolat normal PDA , diger izolat ise pH
8’ ayarlanmig ve 0.25 M sodyum klor iceren PDA
ortaminda gelistirilmistir. Domates fideleri sera topra-
gina sasirtilmasi asamasinda her iki izolat PDA iize-
rinden kazinip, farkli kaplardaki su i¢ine pargalanarak
siispansiyon olusturulmus (10° cfu/ml) ve iizerinde
fide bulunan viyoller ayr1 ayr igerinde Trichoderma
bulunan siispansiyona igine iyice daldirilarak sera
topragina sasirtilmistir. Kontrol fideler ise sadece suya
daldirilmstir. Her bir kontrol ve muamele i¢in 220’ser
adet domates fidesi secilmis ve 5 dikim siras1 seklinde
dikilmistir. Her bir sira ise bir tekerriir olarak kabul
edilmistir. Serada bulanan diger bitkilere yapilan tiim
islemler aynen denemede kullanilan bitkiler i¢inde
yapilmistir. Dikimden itibaren 3. aymn son haftasinda
ve ilk hasattan sonra kontrol ve muameleli bitkilerdeki
hastalik belirtisi gosteren bitkiler sayilarak, saglikli
bitkiler lizerinde % hastalik oranlar1 belirlenmistir.

Arastirma Sonuclari ve Tartisma

T. harzianum T22 izolatinin farkli tuz (NaClI) konsant-
rasyonlarina kars1 reaksiyonunu belirlemek amaciyla
inkubasyonun dordiincii glinii yapilan dl¢iinler sonucu
NaCl’'un fungusun miselyal gelisimi ve sporulasyon
iizerine etkisi Tabo 1°de goriilmektedir. Tablo 1’de
goriildiigiic gibi tuz konsantrasyonunun artist ile
miselyal gelisimin engellenmesi arasinda dogru bir
iliski bulunmaktadir. Bu sonuglara gore fungus 1.25
M sodyum kloriir igeren bir ortamda gelisebilme yete-
negindedir. Bu dlgiimler belirli bir siirede ve kontrol
petri kutusundaki gelismeye gore degerlendirilmistir.
Burada 0.25-1.25 M NaCl miselyal gelismeyi
%12.94-54.12 arasinda engellemistir. Dordiincii giin-
den sonra yapilan gozlemlerde farkli tuz konsantras-
yonu igeren petri kutularindaki funguslar da petri
kutusunu doldurabilmistir. Bu durum bize ¢aligmada
denenen s6z konusu tuz konsantrasyonlarmin
fungusun miselyal gelisimini engellemekten ziyade
miselyal gelisim hizini yavaglattig1 diisiiniilmektedir.

pH’in da tuz konsantrasyonlarma bagli olarak
fungusun miselyal gelisimi iizerine etkisi oldugu tespit
edilmistir. Besi ortaminin pH’s1 besten sekize ¢ikari-
linca fungusun miselyal gelisiminde ortalama %2.35-
3.54 bir azalma tespit edilmistir. Sporulasyonda ise
dikkate deger bir oranda azalma goriilmemistir. Bu
arastirma sonuglarindan en dikkate deger sonug
fungusun 0.50 M NaCl ve iizerinde sporulasyonun
durmasidir (Sekil . Bu sonuca gore 0.50 M {izerinde
NaCl igeren bir toprakta sporulasyona gecemeyen bir
fungusun yasama sansi da azalmaktadir. Tablo 1°de
goriilecegi lizere tuz konsantrasyonunun artist ile
sporulasyon arasinda negatif bir iligki bulunmaktadir.

T. harzianum’un tuza kars1 adaptasyonunu arttirmak
amaciyla birinci denemede (Tablo 1°de) 1.25 M NaClI
iceren ortamda gelisen fungusun miselyumdan bir disk
almarak tekrar 0.25 M NaClI igeren ortama inokule
edilerek gelismeye birakilmis, buradan ayni sekilde
sirastyla 0.50 ve 0.75 M NaCl igeren ortamlara akta-

rilmasi sonucu Tablo 2’de goriilecegi iizere fungusun
miselyal geligmi kontrole gore swrasiyla %10.59,
%23.53 ve %36.92 oraninda engellenmistir. Ortam
pH’s1 8 olan Tablo 1°deki verilerle karsilastirildiginda,
adaptasyon calismasinda fungusun miselyal gelisimi
%2.35-3.54 daha az engellenmistir. Bu sonug
fungusun artan tuz konsantrasyonuna kars1 az da olsa
bir adaptasyon sagladigini gostermektedir.
Sporulasyonda da 0.6-1.5 x10° spor/0.28 cm” arasinda
bir artis goriillmistiir.

Sera denemesinde ise sadece ticari preparattan izole
edilerek ¢ogaltilan ve kontrol olarak uygulanan bitki-
lerde ortalama hastalik yiizdesi 20.2 seklinde tespit
edilirken, ortam pH’s1 8 olan farkli tuz konsantrasyon-
larina diisiik de olsa adaptasyon saglayan izolatin
uygulandig bitkilerde ortalama hastalik yiizdesi 23.4
bulunmustur. Bu sonuca gore abiyotik stres faktorleri
olarak kabul edilen belirli pH ve tuzlu ortamlara diisiik
de olsa adaptasyon saglamis olan 7. harzianum T22
izolat1 kontrole gore %3.2 oraninda daha basarili ol-
mustur.

Trichoderma  harzianum  T22’nin

Figir 1:
sporulasyonu {izerine 0.50 M (a) ve 1.25 M
(b) Sodyum kloriir’iin etkisi

Trichoderma genusuna ait funguslar 1920’lerden
itibaren bitki patojenlerine karsi biyokontrol ajani
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olarak bilinen funguslardir (Harman, 2006). Toprak
kaynakli microorganizmalara kars1 faaliyet gosteren
onemli biyokontrol ajanlaridir (Agrios, 2001).
Trichoderma besin ve yer rekabeti, antibiyosis,
mikoparatizm ve bitkinin savunma mekanizmalarini
uyarmak suretiyle bitki hastaliklariyla biyolojik mii-
cadelede basar1 saglamaktadir (Naseby et al., 2000;
Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Harman 2006).
Fungusun Ozellikle patojen hiflerini  dogrudan
parazitlemesinde salgilamis olduklari kitinas, [-1,3
glukonaz ve diger antifungal enzimler biiyiikk 6neme
sahiptir. Bu etki mekanizmalari ile ilgili 6nemli bir

husus da; yukarida ifade edildigi gibi birden fazla ve
komplex oluslaridir. Bunlarin kullanimi toprak tipi ve
PH’sina, sicakliga, bitki ve toprak nemine ve toprakta
bulunan diger mikrofloraya baglidir (Howell, 2003).
Bu nedenle biyolojik etmeni olarak izole edilen anta-
gonistin izole edildigi kosullar1 belirlemekte yarar
bulunmaktadir. Fungusun uygulandig: toprak sartlari-
nin uygun olmast s6z konusu bir veya birden fazla
biyokontrol mekanizmalarin daha aktif ¢alismasina
neden olacak ve bunun sonucu olarak fungusun
biyokontrol potansiyeli ve basarisi artacaktir.

Tablo 1. Farkli NaCl ve pH degerlerinin Trichoderma harzianum T22 izolatinin miselyal gelisme ve

sporulasyonu iizerine etkisi

pH:5 pH:8
NaCl Petride radyal % engelleme Sporulasyon Petride radyal % engelleme Sporulasyon
(mM) gelisme (sporx10°)/0,28 cm* gelisme (sporx10°)/0,28 cm’
0 8,5° 0 86.6° 8,5° 0 86.4°
0.25 74° 12.94°¢ 13.1° 72° 1529°¢ 12.9°
0.50 6,5°¢ 23.53 ¢ 44° 6,3° 25.88 ¢ 42°
0.75 5,54 35.28° 0 524 38.82°¢ 0
1.0 44° 48.24° 0 4,1°¢ 51.76° 0
1.25 39f 54.12° 0 36" 57.65° 0
P:0.05

Tablo 2: Trichoderma harzianum T22 izolatinin farkli tuz konsantrasyonlarina karst adaptasyonu neticesinde
ortaya ¢ikan miselyal gelisim ve sporulasyondaki degigim.

NaCI (mM) Petride radyal gelisme (pH:8) % engelleme (pH:8) Sporulasyon (sporx10°)/0,28 cm’ (pH:8)
0.25 7.6% 10.59 14.4%
0.50 6.5" 23.53° 4.8°
0.75 5.7°¢ 36.92° 0
P:0.05
Toprakta tuzluluk 7. harzianum T22 izolatmin  seliilaz, B-galaktosidaz ~ ve antibiyotiklerden

biyokontrol potansiyelini etkileyen 6énemli bir abiyotik
stres faktoriidiir. Aragtirma sonucuna gore fungus 50
M NacCl ve iizerinde koloni gelisiminin diiz ve beya-
zims1 oldugu, sporulasyonun gerceklesmedigi goriil-
miigtiir. Mohamed ve Haggag (2006) tarafindan yapi-
lan calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Tuz
stresine  karsi  gelistirilen mutant izolatlar F.
oxysporum f.sp. lycopersici’ye karsi maksimum
antagonistik etki gostermistir. Fungusun tuzluluga
kars1 tolerant kapasitesi hiicre igi iyon konsantrasyo-
nunun degistirme ve prolin iiretme yetenegi ile bag-
lantili oldugu tespit edilmistir. Tuzluluga kars: tolerant
mutantlarda miselyumda Na ve prolin igeriginde
onemli bir artig, Ca, Mg ve K iceriginde ise azalma
tespit edilmistir (Mohamed ve Haggag, 2006).

Trichoderma  tirlerinin  F.  oxysporum  f.sp.
lycopersici’nin biyolojik miicadelesinde kullanilmig
olan en etki mekanizmalarindan biri de enzim ve
antibiyorikler gibi sekonder metabolitlerdir (dal Soglia
et al., 1998; Perez et al., 2002; Benitez et al., 2004).
69 mM NaCl ilave edilmis biliylime ortaminda tuza
tolerant mutantlarla ilgili yapilan ¢aligmalarda kitinaz,

trikodermin, gliotoksin ve gliovirin miktarlarinda
artiglar tespit edilmistir (Stefanova et al, 1999;
Mohamed ve Haggag, 2006). Yapilan bu ¢alismada da
tuzlu ortama kismen adapte edilen Trichoderma
izolatinin kontrol izolata gére %3.2 daha basarili bu-
lunmustur. Mohamed ve Haggag, (2006) tarafindan
tuzlu toprak kosullarinda (Na 740 ppm, Ca 520 ppm
ve EC 6.4 mmhos/cm) vyapilan c¢alismada T.
harzianum’un mutant izolatlart mutant olmayana gore
domateste Fusarium solgunluguna karsi daha iyi kont-
rol, bitki gelisimi ve iiriin saglamistir.

Konu ile ilgili yapilan arastirma sonuglarindan goriile-
cegi iizere Trichoderma gibi biyolojik kontrol etmen-
lerinin biyokontrol potansiyeli iizerine bircok faktor
etki etmektedir. Ozellikle Trichoderma agisindan
toprak nemi, sicakligi ve tuzlulugun antagonistin top-
raktaki aktivitesi acgisindan son derece onemlidir. Bu
nedenle biyokontrol etmenlerinin uygulanmasinin
planlanmasinda mutlaka abiyotik stres faktorleri goz
oniline alinmalidir. Miimkiin olmas1 durumunda biyo-
lojik kontrol etmenleri uygulanacagi toprak kosulla-
rindan izole edilmeli veya mutasyon teknikleri ile
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etmenin daha onceden uygulanacagi kosullarin stres
kosullarina gore adaptasyonu gergeklestirilmelidir.
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