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OZET

Yiiksek Lisans
Trichoderma harzianum’UN AYCICEGINDE FIDE GELISIMINE VE TOHUM KOKENLI
FUNGUSLARA ETKISi
Tugee GUCLU
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Nuray OZER

Bu calismada, mildiydoye kars1 yliksek derecede tolerant olan aycicegi genotiplerde fide
ciirtikligline neden olan Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Fusarium culmorum ve F.
oxysporum tizerine in vitro kosullarda Trichoderma harzianum izolati TRIC8’in antagonistik
etkisi belirlenmistir. TRIC8 izolat1 ¢ok sayida fungal etmene karsi in vitro, saksi ve tarla
kosullarinda etkili bulunmus aday antagonisttir. Denemelerde aygigegi tohumlarindan izole
edilen ve %30’un lizerinde patojen bulunan izolatlar kullanilmistir. Calisma siiresince
oncelikle antagonist izolatla farkli siirelerde tohum uygulamasinin (2, 4 ve 6 saat) fide
gelisimine etkisi arastirllmistir. Tohumlar 6 saat siireyle antagonist ile kaplandiginda kok
uzunlugunda artis olmus, siirgiin uzunlugu ve fide giicii en diisiik oranda azalmistir.
Antagonistik etkinin degerlendirilmesi ikili kiiltlir, konidi ¢imlenmesi, konidi ¢im tiipii
uzunlugu, hiflerde bozulma ve tohum kolonizasyonu kriterlerini icermistir. Ikili karsilastirma
testleri besi ortamina patojenle antagonistin es zamanli ve antagonist ekiminden 48 saat sonra
antagonist inokulasyonu seklinde yapilmistir. Her iki inokulasyon tipinde, TRICS8 en yiiksek
oranda F. culmorum’un (sirasiyla %75.69 ve % 76.87) koloni gelisimini engellemistir.
Patojen antagonist inokulasyonundan 48 saat sonra inokule edildiginde, TRIC8 diger
patojenler lizerine %70.67 ile %74.40 arasinda etkili bulunmustur. Konidi ¢imlenmesi en
yiiksek oranda F. culmorum’da engellenmistir. TRIC8 uygulamasinda, patojenlerin ¢im tiipii
uzunluklar1 arasinda 6nemli derecede farklilik bulunmamustir. Bununla birlikte hiflerde
degisiklikler (koagulasyon ve hif i¢i bosalmasi) gozlenmistir. Antagonist patojenle birlikte
tohumlara 6 saat siire ile uygulandiginda tiim patojenler tarafindan olusturulan tohum o6liimii
(¢cimlenememis tohum) TRIC8 tarafindan 9%76-%91 arasinda engellenmistir. Ayni
uygulamada A. alternata, B. cynodontis ve F. culmorum tohumlar1 kolonize edememistir. Bu
calisma TRIC8’in ayciceginde tohum kokenli bazi fungal etmenlere karsi kullanilma
olanagmin oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Aycicegi (Helianthus annuus L.), Trichoderma harzianum, antagonistik
etki, tohum kokenli funguslar

2020, 42 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
THE EFFECT OF Trichoderma harzianum ON SEEDLING GROWTH AND SEED-BORNE
FUNGI IN SUNFLOWER
Tugee GUCLU
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nuray OZER

In this study, the antagonistic effect of Trichoderma harzianum isolate TRIC8 against
Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Fusarium culmorum and F. oxysporum, which
cause seedling rot in sunflower genotypes that are highly tolerant to downy mildew was
determined under in vitro conditions. TRICS8 isolate is a candidate antagonist that has been
found effective against many fungal agents in vitro, pot and field conditions. In the
experiments, the isolates, which were isolated from sunflower seeds and were pathogenic
more than 30% were used. During the study, the effect of seed treatments with the antagonist
isolate at different times (2, 4 and 6 hours) on seedling growth was first investigated. The root
length increased, shoot length and seedling vigour decreased at the lowest rate when the seeds
were treated with antagonist for 6 hours. Evaluation of the antagonistic effect included the
criteria such as dual culture, conidia germination, conidia germ tube length, alterations in
hyphae and seed colonization. Dual culture tests were carried out in two inoculation assays,
such as inoculation of antagonist at the same time with pathogen and its inoculation at 48 hour
before pathogen. In both types of inoculation, TRIC8 inhibited the colony development of F.
culmorum at the highest rate (%75.69% and 76.87%, respectively). TRIC8 was found to be
effective on other pathogens between 70.67% and 74.40%, when it was inoculated at 48 hours
before pathogen. Conidial germination of F. culmorum was inhibited at the highest rate. There
were not significant differences among the germ tube length of the pathogens after TRIC8
treatment. However, alterations in hypha (coagulation and empty hypha.) were observed. The
seed death (ungerminated seed) was controlled by the TRIC8 between 76% and 91% when
the antagonist was treated to the seeds together with the pathogens for 6 hours. In the same
treatment, A. alternata, B. cynodontis and F. culmorum could not colonize the seeds. This
study shows that TRIC8 has the potential to be used against some seed-borne fungi in
sunflower.

Key words: Sunflower (Helianthus annuus L.), Trichoderma harzianum, antagonistic effect,
seed-borne fungi

2020, 42 pages
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1. GIRIS

Insan ve hayvan beslenmesinde kullanilan, sanayi sektoriinde ham madde kaynagi
olan yag bitkileri, igeriginde degerli maddeler bulunmasi nedeniyle ¢ok amagli olarak
degerlendirilmektedir. Diinyada bitkisel yaglar palmiye, soya, kolza ve aygiceginden
karsilanmaktadir. Ulkemizde yagli tohum ve bitkisel yag iiretiminin bilyiik bir kismi
ayciceginden geri kalan kismi da pamuk tohumu (¢igit), soya, kolza, aspir, misir ve zeytin
gibi yag bitkilerinden saglanmaktadir. Aycicegi iilkemizde ekimi ve liretimi en fazla yapilan

onemli bir yag bitkisidir (Giil, Oztiirk ve Polat, 2016).

Aygicegi kaliteli ve yiiksek yag orani (% 22-55) igermesi, yag ve tohum veriminin
fazla olmasi, topragin derinlerine inebilen kokleri nedeniyle kurakliga dayanikli ve sahip
oldugu genis adaptasyon kabiliyeti sayesinde tilkemizin hemen her bolgesinde sulu veya kuru
kosullarda tarimi yapilabilmektedir (Ilbas, Yildirim, Arslan ve Giinel, 1996). Bir yag bitkisi
olmakla beraber ayni zamanda tohumundan yagi ¢ikarildiktan sonra geri kalan kiispesi
bilesiminde %30 protein, %19 karbonhidrat ve %5 kadar da yag icerir ve iyi bir hayvan yemi
olarak kullanilir. Park ve bahgelerde de siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (Gegit vd., 2009).

Aycicek yagi, igeriginde kurumayr hizlandirici 6zelligi olan linoleik asit nedeniyle
yagliboya sanayinde Onemlidir. Ayrica aycicegi kozmetik, sabun ve plastik {irlinlerin ham
maddesini olusturur (Arioglu, 2007). Aygigeginin, hasattan sonra geriye kalan tohum kabugu,
sap ve tablalan seliiloz endiistrisinde, kagit ve yakacak olarak, sap ve artiklari ise yonga-levha
tiretiminde degerlendirilerek insaat sektdriinde yalitim levhasi olarak, mobilya, dekorasyon
gibi degisik alanlarda kullanmilmaktadir (Bektas, Giiler ve Kalaycioglu, 2002). Insan saglig
acisindan yaglar enerji kaynagi olmalari, A, D, E ve K vitaminlerini, ayrica viicut tarafindan
sentezlenemeyen temel yag asitlerini icermeleri, tokluk hissini arttirarak acikmay1
geciktirmeleri, dis etkenlere karsi organlar1 korumalar1 ve yemeklere lezzet vermeleri
acisindan 6nemlidir (Nas, Gokalp ve Unsal, 1992). Onemli bir linoleik asit kaynagi olan
aycicegi cekirdegi kandaki kolesterol seviyesinin diigmesine yardimci olmaktadir (Aysu,
2007).

Diinyada 2018 yilinda iiretimde ilk siray1 14.165.170 ton ile Ukrayna, ikinci siray1
12.755.725 ton ile Rusya, liciincii siray1 3.537.545 ton ile Arjantin almaktadir (Cizelge 1.1).



Ulkemiz ise 734.190 hektar alandan elde ettigi 1.949.229 ton ile diinya iiretim siralamasinda
6. siray1 almistir (Food and Agriculture Organization [FAO], 2018).

Cizelge 1.1. 2018 Yilinda aygigegi liretimi yapan onemli tilkeler

Siralama Ulke Uretim miktari (ton)
1 Ukrayna 14.165.170
2 Rusya 12.755.725
3 Arjantin 3.537.545
4 Romanya 3.062.690
5 Cin 2.550.000
6 Tiirkiye 1.949.229
7 Bulgaristan 1.927.040
8 Macaristan 1.832.212
9 Fransa 1.247.936
10 Amerika 959.990

Ulkemizde iiretimi yapilan aygigegi tarrm alanlarinin %90’inda (6.759.834 dekar)
yaglhk, %10’unda (766.484 dekar) cerezlik cesitler yetistirilmektedir. Uretilen aycicegi
tohumunun %93’ (1.950.000 ton) yaglik, %7’si (150.000 ton) cerezliktir. 2019 yilinda
tiretimde ilk siray1 342.299 ton ile Tekirdag, ikinci siray1 298.674 ton ile Konya, {iglincii siray1
264.852 ton ile Adana almaktadir. Ulkemizde aygigegi iiretim alan1 son 10 yilda 5.514.000
dekardan 6.759.834 dekara ¢ikmistir. Bununla beraber iiretim miktar1 da 170.000 tondan
1.950.000 tona ulasmustir (Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK], 2019).

Aygigegi; Asterales takimindan, Asteraceae familyasinin Helianthus cinsinden olan
Helianthus annuus L. tek yillik bir bitkidir (Sekil 1.1). Helianthus cinsi 51 tiire ve 19 alt tiire
sahip olup bunlardan 14’1 tek yillik, 37’si ¢ok yilliktir (Inoka ve Dahanayake, 2015; Khalil,
Hussein, Hussein ve Tawfik, 2015). Gida amagh olarak yetistirilen iki Onemli tiiri;
Helianthus annuus ve Helianthus tuberosus’tur (Incik, 2010). Aygicegi bitkisinin gen

merkezinin Kuzey Amerika oldugu ve halen ABD’nin orta kesimlerinde yabani olarak
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bulundugu bilinmektedir. Ulkemize ilk kez II. Diinya Savasi’ndan sonra 1945-1950°li yillarda
Bulgaristan’dan go¢ eden vatandaslarimiz tarafindan aygicegi tohumlari getirilmis ve tarimi
yapilmaya baslanmistir. Uretimi ve ekim alan1 artis1 1980°li yillardan sonra hibrit aygicegi

cesitlerinin lilkemize gelmesiyle olmustur (Durmaz, 2012).

Sekil 1.1. Aygicegi (Heliantus annuus L.) bitkisi (incik, 2010)

Aycigegi, funguslar, bakteriler ve virilisler dahil olmak tizere 30’dan fazla patojenden
etkilenmektedir. Bunlar arasinda fungal patojenler ¢cok 6nemli bir yer tutarak tohum verimi ve
yag kalitesinde ciddi diisiislere neden olmaktadir (Godika, Agarwal ve Singh, 1996; Nahar,
Mushtaqg ve Hashmi, 2005).

Ayciceginde dnemli derecede verim kaybina neden olan mildiyé hastaliginin yani sira
tohum c¢imlenmesini ve fide gelisimini 6nemli derecede etkileyen tohum kokenli fungal
etmenler bulunmaktadir. Bu baglamda gerek yurt disinda, gerekse iilkemizde tespit edilen
onemli tiirler arasinda Alternaria alternata (Abdullah ve Al-Mosawi, 2010; Aktas, Giirer ve
Araz, 2001; Arap, 2018; Bhutta, Bhatti ve Ahmad, 1997; Dawar ve Ghaffar, 1991; El-Vakil,
2014; Ghoneem, Ezzat ve ElI-Dadamony, 2014; Irshad vd., 2017; Nahar vd., 2005; Rao, 2006;
Wu ve Wu, 2003), A. helianthi (Godika vd., 1996), A. infectoria, Bipolaris cynadontis (Arap,
2018), Cladosporium cladosporioides, Fusarium culmorum, F. oxysporum (Aktas vd., 2001;
Abdullah ve Al-Mosawi, 2010; Irshad vd., 2017; Nahar vd., 2005) bulunmaktadir.
Patojenisite testleri sonucunda s6zii edilen tirlerden A. alternata, F. culmorum, F.
oxysporum’un dis iilkelerde (Afzal vd., 2010; Bhutta vd., 1997; Ghoneem vd., 2014) patojen

oldugu belirlenmistir. Tez danismani Prof. Dr. Nuray Ozer tarafindan vyiiriitiilen bir tez
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calismasinda ise (Arap, 2018) yukarida bahsedilen 3 tiir ile birlikte B. cynodontis’in de
mildiydye yliksek derecede tolerant genotipte %30’un iizerinde hastalik siddeti olusturdugu
belirlenmistir. Bu durum 6zellikle mildiydye yiiksek derecede tolerant genotiplerde tohum
cimlenmesi ve fide gelisimi agisindan 6nem tasimaktadir. Tohum kokenli ve %30’un {izerinde
hastalik siddeti olusturma yeteneginde olan bu fungal etmenlerin c¢evre dostu biyolojik
miicadele yontemi ile kontrol olanaklarinin arastirilmasi organik tarimda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ancak antagonist fungusun fide gelisiminde olumsuz bir etkisinin olup olmadigi

oncelikli olarak ortaya konmasi gerekmektedir.

Stirdiirtilebilir tiretim agisindan c¢evre ile dost, uzun siire etkili bir miicadele yontemi
olan biyolojik miicadele kagmilmaz hale gelmistir. Biyolojik miicadelede asil {izerinde
durulmak istenen, hastaliklara neden olan mikroorganizmalara (patojenler) karsi canli bir
mikroorganizmanin kullanilmasidir. Biyolojik miicadelede kullanilan canlilar, zararl
mikroorganizmalari (patojenleri) besin veya yer rekabeti ederek, antibiyotik salgilayarak veya

onlar tizerinde hiperparazit yasayarak baski altina alirlar (Cook ve Baker, 1983).

Bitkinin rizosfer kisminda bulunan saprofitik karakterdeki bazi fungus ve bakteriler
yarigmaci Ozellik gosteren ve bazi metabolik maddeler iireterek patojenik etmenlere
baskilayici etki gostermektedir. Bunlardan Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma,
Gliocladium, Taloromyces ve avirulent Fusarium gibi mikroorganizmalar, bulunduklar
ekosisteme gosterdikleri uyum ve bitki gelisimi tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle ticari
olarak da iiretilmeye baslanmistir (Ozaktan, Aysan, Yildiz ve Kinay, 2010). Trichoderma
tiirlerinin giiclii mikoparazitik etki gdstermesi ve olusturduklari antibiotiklerin etkili olmasi
aragtirmacilarin Trichoderma’lar {izerinde yogunlagmalarina neden olmustur (Aydin, 2015).
1930’Iu yillardan beri Trichoderma tiirlerinin biyolojik miicadele ajani olma potansiyeli
bilinmektedir (Harman, 1996).

Aygiceginde tohum kokenli fungal etmenlerin biyolojik kontroliine yonelik olarak yurt
disinda yapilan calismalar daha ziyade Alternaria helianthii’ye yoneliktir ve bu ¢alismalarda
P. fluorescens (Devi, Mohanb, ve Rajalakshmia, 2014; Rao, Kulkarni, Lingaraju, ve Nadaf,
2009), T. viride (Shilpa, Vikas, Sowmya, Srikantaiah, ve Dorajeerao, 2015) kullanilmistir. D1s
ilkelerde yapilan az sayida ¢alismada ise tohum kokenli fungal etmenlarden A. alternata,
Aspergillus niger, A. flavus, C. lunata, Fusarium oxysporum, F. moniliforme, Rhizopus

nigricans, Penicillium notatum’a kars1 Trichoderma tiirlerinin in vitro kosullarda etkili oldugu
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bildirilmektedir (Jat ve Agalave, 2013; Kakde ve Chavan, 2011). Biyolojik ajanlarin ayg¢icegi
gelisimine etkisine yonelik olarak sadece Pseudomonas fluorescens’in etkisi arastirilmistir
(Sadi ve Masoud, 2012).

Ulkemizde aygiceginde tohum kokenli olan fungal etmenlerin biyolojik kontrol
olanaklarina ait yapilmis herhangi bir calisma ile karsilasilmamistir. Bu tez calismasinda,
ekim nobetine giren sogan ekili topraklardan izole edilmis ve antagonistik ozellige sahip
fungus Trichoderma harzianum izolatinin (TRIC8) fide gelisimine etkisinin belirlenmesi,
ayciceginde tohum kokenli olup tohum c¢imlenmesi ve fide gelisimini 6nemli derecede
etkileyen fungal etmenlerden A. alternata, B. cynadontis, F. oxysporum ve F. culmorum’un in
vitro kosullarda koloni gelisimini, konidi ¢imlenmesini, konidi ¢im tiipii uzunlugunu ve s6z
konusu patojenlerle tohum kolonizasyonunu engelleme yeteneginin ortaya konmasi

amaglanmistir. Calisma daha sonra yapilacak arastirmalar i¢in temel bilgileri kapsamaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Aygigeginde tohum kokenli patojenlerden Fusarium spp. ve Macrophomina
phaseolina ayn1 zamanda toprak kokenlidir. Bu patojenlerle yapilan ¢alismalarin bazilarinda
s0z konusu etmenlerle topragin bulasik olmasi halinde biyolojik savas denemeleri
yiriitiilmiis, bununla birlikte in vitro karsilastirma testleri de gergeklestirilmistir. Kaynak

Ozetlerinde bu tip ¢alismalarin sadece in vitro testleri dikkate alinmistir.

Dawar, Hayat, Anis ve Zaki, (2008), Bacillus thuringrensis, Rhizobium meliloti,
Aspergillus niger ve Trichoderma harzianum farkli dozlarda yapistiricilar kullanarak aygicegi
tohumlarina uygulanmislar ve tohumun iizerine kaplanabilen antagonist miktarini
hesaplamislardir. Arastirmacilar %1 oraninda sakkaroz, glukoz ve mollaz uygulamasinda arap
zamkina gore daha yiiksek miktarda A. niger ve T. harzianum popiilasyonu elde edildigini,
ayni yapistiricilarin %2 dozunda uygulanmasi ile B. thuringrensis’in popiilasyonunun,
sakkaroz, mollaz ve arap zamkina %1 ve %2 dozlarmin uygulanmas: ile R. meliloti
poplilasyonun yiiksek oldugunu bildirmektedir. Calismada ayrica farkli dozlarda yapistirici
kullanilarak yukarida adi gegen antagonistlerle kaplanmis aygicegi tohumlar1 Fusarium spp.,
Macrophomina phaseolina ve Rhizoctonia solani ile dogal olarak bulasik topraga ekilerek
bitki gelisimine ve kok ciirtikliigiine etkileri belirlenmigtir. Calismanin bu agsamasindan elde
edilen verilere gore T. harzianum yapistirici olarak %1°lik sakkaroz ile tohumlara kaplanmasi
ile en yiiksek kok ve siirgiin uzunlugu elde edildigi A. niger’de yapistirict olarak %1°lik
mollaz, B. thuringrensis’de ve R. meliloti’de %2’lik sakkoroz kullanim ile kok ve siirgiin
uzunlugunun arttig1, kok ciirtikliiglinlin azalmasinda ise yapistirict olarak arap zamki

kullaniminin etkili oldugu ileri siiriilmektedir.

Nandeeshkumar, Ramachandrakini, Prakash, Niranjana ve Shekar Shetty (2008), bitki
gelisimini tesvik eden bakteri izolati INR7 (Bacillus spp.) ile 6 saat siire ile aygicegi
tohumlarinin kaplanmasi sonucunda sera kosullarinda saksilara ekimden 1 hafta sonra %86
oraninda ¢imlenme oldugunu, fide giicii endeksinin 2215’e ulastigini belirtmektedir [Gilig

endeksi= %Cimlenme oranixFide uzunlugu (Siirgiin+Kok uzunlugu-cm)].

Rao vd. (2009), polietilen glikol, aseton, dichloromethane ve gliserol ile
carbendazim+iprodine ile tohum uygulamasinin ve Pseudomonas fluorescens (%0.8)’in toz

formiilasyonunun nemli vermikiilit (3 kisim vermikiilit, 1 kisim tohum, goélgede kurutma ve
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24 saat 25°C de depolama) jelatin pargalar1 (3:1, biyoprerat: jelatin, 24 saat 25°C’de
depolama) salisilik asit (15 mM, 15-20 dakika, steril suda yikama, havada kurutma ve 24 saat
25°C’de depolama) ve neem (Hint leylagi) yapragi ekstrakti (%10) ile karistirilarak yapilan
tohum uygulamalarmin ve aygiceginde Alternaria helianthi’ye etkisi {izerine arastirmalar
gerceklestirmislerdir. Calismada ayrica hexaconazole etkili madde ile standart olarak yaprak
ilaglamast da yapilmistir. Arastirmacilar P. fluorescens’in toz formiilasyonu ve jelatin
parcalari ile tohum uygulamasithexaconazole ile yaprak ilaglamasinin
carbendazim+iprodione ile tohum uygulamasindan sonra hastalik {izerine 6nemli derecede
etkili oldugunu bildirmektedir. S6z konusu uygulama ayni zamanda tabla ¢ap1 ve verimi

arttirmistir.

Kakde ve Chavan (2011), market ve depolardan elde ettikleri farkli aycicegi gesitlerine
ait tohumlarda tespit ettikleri Aspergillus terreus, A. niger, Fusarium equeseti. Fusarium
oxysporum, Rhizopus stolonifer, Alternaria dianthicola iizerine, susam tohumlarindan elde
ettikleri Trichoderma harzianum ve T. viride izolatlarimin in vitro kosullarda koloni
gelisimine etkisini arastirmislardir. Arastirmacilar 6nce patojenin diskinin patates dekstroz
agar (PDA) besi ortamina yerlestirilmesinden 48 saat sonra antagonist disklerini
yerlestirmiglerdir. Calismada her ne kadar % etkililik oran1 verilmese de Rhizopus stolonifer
ve F. oxysporum’un T. harzianum’un varliginda yine R. stolonifer’in koloni gelisiminin

T.viride’nin varliginda minimum gelisme gosterdigi bildirilmektedir.

Sadi ve Masoud (2012), aygiceginin gelisimini tesvik etme oOzelliginde olan
Pseudomonas fluorescens UTPF 61’in talk ile formiilasyonunun farkli sicakliklarda
depolanmisinin sera kosullarinda bitki gelisimine etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar
bakteriyel antagonistin 26°C’de depolanmis formiilasyonunun (pH 7) 4°C’de depolananlara
gore hem kuru hem de yas olarak en yiiksek kok ve govde agirligima neden oldugunu

bildirmektedirler.

Nagaraju, Murali, Sudisha, Amruthesh ve Mahadeva (2012a), Hindistan’da farkli
sebze ve aycigegi lretilen bitkilerin rizosfer kismindan izole ettikleri Trichoderma spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp. ve Phoma spp.’ye ait 7 izolat ile 6 saat siire
ile tohum kaplamasi yapilarak saksilara ekildiginde, Trichoderma spp. izolati (PGFYCMTh)
kaplanmis tohumlarda en yiiksek oranda ¢imlenme (%92) ve en yiiksek fide giicii (1871) elde
edildigini bildirmektedirler.



Nagaraju, Sudisha, Murthy Mahadeva ve Ito (2012b), aygicegi ve kabak {iretim
alanlarinda saglikli bitkilerin rizosfer kismindan topladiklar1 3 Trichoderma izolati
(PGPYCM-2, PGPYCM-8 ve PGPYMCM-14) ile 6 saat siireyle tohum kaplamasi
yaptiklarinda sera kosullarinda aygigegi tohumlarinin %89-91.0 oraninda ¢imlendigini tespit

etmislerdir.

Jat ve Agalave (2013), yer fistig1, soya fasulyesi, susam, aygicegi ve aspirden elde
ettikleri fungal etmenler tizerine Trichoderma harzianum ve T. viride’nin PDA besi ortaminda
koloni gelisimine etkisini incelemislerdir. Arastirmada patojenler 48 saat siire ile
gelistirildikten sonra antagonistler besi ortamina eklenmistir. Elde edilen verilere gore T.
harzianum %74.02 ile Rhizopus nigricans’t en yiiksek oranda engellemis, Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum,
Fusarium moniliforme, Macrophomina phaseolina, Penicillium notatum ve P. chrysogenum
tizerine %48.33, %48.27, %38.70, %50.00, %47.50, %50.00, %48.75, %23.61 ve %26.76
oranlarinda etkili bulunmustur. T. viride ise en yiliksek oranda (%68.91) A. alternata tizerine
antagonistik etki gostermis, bunu C. lunata (%50.00), F. oxysporum (%50.00), R. nigricans
(%46.77), A. niger (%46.66), F. moniliforme (%46.42), M. phaseolina (% 46.34), A. flavus
(%37.50), P. notatum (%21.62) ve P. chrysogenum (%20.00) izlemistir.

Devi vd. (2014), ayciceginden izole edilen mikroorganizmalarin, yine ayciceginde
tohum kokenli fungal etmen olup yaprak yanikligina neden olan Alternaria helianthi’nin in
vitro kosullarda koloni gelismesine, sporulasyonuna, konidi ¢imlenmesine ve bazi gelisme
parametreleri tizerine etkisini incelemislerdir. Caligmada kullanilan Trichoderma viride’ye ait
izolatlarin agar diskleri patojenin agar diskleri ile ayni zamanda PDA besi ortamina
yerlestirilmis, bakteriyal izolatlar (Pseudomonas fluorescans ve Bacillus subtilis) patojenin
gelisiminden 3 giin sonra ¢izim seklinde inokule edilerek, patojenin koloni gelisiminin
engellenme oranlart belirlenmis, aym kiiltiirde patojenin bulundugu kisimlar alinip su ile
calkalanarak sporulasyon orani belirlenmistir. Ayrica bakteriyel izolatlarin siispansiiyonu ve
A. helianthi’nin konidi siispansiiyonu lam iizerinde karistirilarak nemli hiicrede 6 saat siire ile
bekletilmis ve patojenin konidi ¢imlenme oranlar tespit edilmistir. Calismada ilave olarak
bakteriyel antagonistlerle kaplanan tohumlar rulo sekline getirilmis nemli Kkurutma
kagitlarinda 1 hafta ile gelistirilerek kok uzunlugu, siirgiin uzunlugu ve fide giicli indeksi
belirlenmistir. Calisma sonucunda P. fluorescens (MP fl1)’in A. helianthi’nin koloni

gelismesini (%63.30), sporulasyonunu (%74.33) ve konidi ¢imlenmesini (%79.25) en yiiksek
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oranda engelledigi belirlenmistir. Tohum kaplamasi seklinde yapilan arastirma sonucunda ise
yine en yiikksek oranda tohum c¢imlenmesi (%92.50), siirgiin uzunlugu (9.50 cm), kok
uzunlugu (6.35cm) ve fide gii¢ endeksi (1466.00) ayn1 antagonistle elde edilmistir.

Shilpa vd. (2015), ay¢igeginde tohum ve toprak kokenli etmen Alternaria helianthi’ye
kars1 Trichoderma viride, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces grisues ve Bacillus
subtilis’in in vitro kosullarda ikili kiiltiir seklinde, saksi ve tarla kosullarinda antagonistik
etkilerini incelemislerdir. Fungal antagonist ile yapilan testlerde patojen ve antagonist
karsilikli disk seklinde PDA besi ortamina yerlestirilmis, bakteriyal antagonistlerle yapilan
testlerde patojenin iki miseliyal diski ayni besi ortamina yerlestirilmis, antagonist ¢izim
seklinde inokule edilmistir. Ikili kiiltiir testlerinde en yiiksek engelleme oram (%83.30) T.

viride ile elde edilmistir.

Hazarhun (2016), calismamizda da kullanilan TRICS8 izolat1 ile Sirena aygigegi
cesidinin tohumlarina 6 saat siire ile kaplama yapmis ve 12 giin siireyle tohumlarin
¢imlenmesini belirlemistir. Arastirmaci s6z konusu izolatin hizli bir ¢cimlenmeyi sagladigini,
12 giinde %98.18 oraninda ¢imlenme gerceklestigini bildirmektedir. Calismada ayrica TRICS

izolatinin bitki boyunu, yaprak genisligini, uzunlugunu ve sayisin arttirdig belirtilmektedir.

Urooj vd. (2018), aygigeginin de i¢inde bulundugu 29 bitki tiirliniin kok, govde ve
yapraklarindan elde edilen Penicillum tirlerinin kok ¢trikligi fungal etmenleri M.
phaseolina, Rhizoctonia spp., F. solani ve F. oxysporum’a karsi antifungal etkilerini ikili
karsilastirma seklinde test etmislerdir. Calismada patojen ve antagonist es zamanli olarak besi
ortamina yerlestirilmis ve inokulasyondan 5 giin sonra inhibisyon zonu Olc¢limleri
gerceklestirilmistir. Arastiricilar 14 adet Penicillium tiirini in vitro kosullarda s6z konusu
patojenlere karst antifungal etki gosterdigini, bunlar arasinda P. ducleanaxi’nin, M.
phaseolina, Rhizoctonia spp., F. solani ve F. oxysporum ile es zamanl olarak besi ortamina
yerlestirildiginde sirasiyla 18, 13, 11 ve 14 mm inhibisyon zonu olusturdugunu, sera

denemelerinde siirgiin ve kok uzunlugunu arttirdigini bildirmektedir.

El-Komy Hassouna, Abou-Taleb, Al-Sarar ve Abobakr (2020), yabani bitkilerin
rizosferinden izole edilen ve biyogiibre iiretim firmasindan saglanan 3 rizobakteri (Azobacter
chroococcum, Azospirillum brasilense, Klebsiella pneumoniae) izolatinin in vitro kosullarda

aygcicegi bitkilerinden izole edilen patojen fungal etmenlerden M. phaseolina, R. solani ve F.
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solani’ye kars1 antagonistik aktivitelerini test etmislerdir. Caligmada her antagonist tek basina
ve ayrica karisim halinde kullanilmistir. Arastiricilar antagonistleri fungal etmenlerin
inokulasyondan 48 saat once yerlestirmiglerdir. 5 glin sonra patojen funguslarin c¢aplarini
olgmislerdir. Testlerde antagonist karistmi kullanildiginda M. phaseolina’nin miselyal
gelisimini %80 oraninda, R. solani %70 oraninda, F. solani’nin %65 oraninda engellendigi

belirlenmistir

Moin vd. (2020), saglikli bitkilerin kok, siirglin ve yapraklarindan izole edilen
Floresan Pseudomonaslarin, M. phaseolina, R. solani, F. solani ve F. oxysporum’a kars1
antagonistik etkilerini belirlemislerdir. Arastirmacilar antagonist ve patojeni es zamanli olarak
PDA besi ortamina yerlestirdiklerinde 10 izolatin fungal etmenlere karsi inhibisyon zonu
olusturdugunu ve F. oxysporum hiflerinde lizis olusturdugunu bildirmektedirler. Arastirmada
M. phaseolina’ya kars1 olusan maksimum inhibisyon zonunun 25.5 mm, R. solani’ye karsi

12.2 mm, F. solani’ye kars1 49.2 mm, F. oxysporum’a kars1 13.5 mm oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada bitki materyali olarak mildiyoye yiiksek derecede tolerant genotip 13-
TR-009, antagonist fungus olarak Tekirdag’da sogan ekili alanlardan elde edilen (Ozer, Kog
ve Der, 2009), ¢ok sayida fungal etmene karsi antagonistik etki gosteren (Askin, Coskuntuna
ve Unal, 2019; Coskuntuna, Sabudak ve Ozer, 2017; Ciftcigil, Ozer ve Sabudak, 2016;
Hazarhun ve Ozer, 2016; Ozer, 2011; Ozer ve Arn, 2014; Ozer vd., 2009; Ozer, Sabudak,
Ciftgigil, Evci ve Yilmaz, 2017; Yildiz ve Coskuntuna, 2019) Trichoderma harzianum
(TRIC8) (Accession number: MH351669) kullanilmistir. Fungal patojenleri ise, aygigegi
tohumlarindan izole edilen ve dayanikli genotip 13-TR-009 da %30’un {izerinde fide
gelisimini engelleyen (Arap, 2018) Alternaria alternata (No: 17), Bipolaris cynadontis (No:
8), Fusarium culmorum (No: 54) ve F. oxysporum (No: 21) izolatlar1 olusturmustur. Tim

izolatlarin ¢ogaltilmasinda PDA kullanilmistir.

3.2..Yontem

3.2.1. PDA Besi Yerinin Hazirlanmasi ve izolatlarin Gelistirilmesi

1000 ml saf suya 39 g PDA karistirilmis ve elde edilen besi yeri otoklavda 20 dakika
121°C 1.1 atm. basingta sterilize edilmistir. Besi ortamlar: steril kabin igerisinde steril

petrilere dokiilmiistiir.

Biyolojik miicadele ajan1 Trichoderma harzianum (TRIC8) (Accession number:
MH351669) ve patojen izolatlardan Alternaria alternata, Bipolaris cynodontis, Fusarium
culmorum, F. oxysporum PDA besi yerine ekilmistir Petriler 23°C sicakliktaki inkiibatérde 7

giin siire ile inkiibe edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. PDA besi ortaminda Alternaria alternata (A), Bipolaris cynadontis (B), Fusarium
culmorum (C), F. oxysporum (D) ve Trichoderma harzianum (TRIC8) (E)’un gelisimi

3.2.2. Trichoderma harzianum (TRIC8) izolat1 ile Tohum Uygulamalarimin Fide

Gelisme Parametreleri Uzerine Etkisi

Trichoderma harzianum (TRICS8)’un gelisme parametreleri lizerine etkisini belirlemek
amaciyla oOncelikle 13-TR-009 genotipine ait tohumlar %2’lik sodyum hipoklorit
soliisyonunda 7 dakika siire ile yiizey dezenfeksiyonuna tabi tutulmus daha sonra 3 kez steril

distile su ile durulanarak steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Yiizey dezenfeksiyonu
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yapilan tohumlar daha sonra 23°C de sogutmali inkiibatérde inkiibe edilmis 7 giinlik T.
harzianum (TRICS8)’un kiiltiiriinden 1x107 konidi/ml konsantrasyonunda hazirlanmis konidi
siispansiiyonu i¢ine alinarak tizerine 10 pul Tween 20 damlatilmis ve 3 farkli siirede (2, 4 ve 6
saat) sallayicida (40 vurus/dakika) (ElectroMag) calkalanmistir. Calkalama sonunda steril
kurutma kagitlar izerinde 5 dakika siire ile kurutulan tohumlar, i¢inde steril su ile 1slatilmis 4
kat kurutma kagidi bulunan petri kaplarina (Nemli hiicre yontemi) yerlestirilmistir. Kontrol
olarak T. harzianum (TRIC8) uygulanmamis ayni siirede steril su i¢inde sallayicida
calkalanmis tohumlar kullanilmistir. Denemeler, her tekrarda (petride) 10 tohum olacak

sekilde 10 tekrarli olarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).

Inokule edilen tohumlar 23°C sicaklikta 1 hafta siire ile inkiibe edilmis, bu siire
sonunda ¢imlenme orani, siirgiin ve kok uzunlugu oSlgiilmiistiir. Kok ve siirglin uzunlugu
Olctimlerinde her petriden tesadiifi olarak secilen 5 fide kullanilmistir. K6k uzunlugu kok
bogazi kismindan primer kokiin ucuna kadar olan mesafe, siirgiin uzunlugunda ise kok
bogazindan kotiledon yaprak olusumu bolgesine kadar olan mesafe dlgiilerek
gerceklestirilmistir. Fide giicli endeksi ise siirgiin ve kok uzunlugu toplami ile tohum
¢imlenme oraninin ¢arpimi ile [Fide Gii¢ endeksi= %Cimlenme oranixFide uzunlugu

(Stirgiin+Kok uzunlugu)] elde edilmistir.

Sekil 3.2. Tohumlarin petri kaplarina 10 tohum olacak sekilde yerlestirilmesi
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3.2.3. Trichoderma harzianum (TRIC8) Izolatinin Patojen Funguslarmm Koloni
Gelisimine Etkisi

Antagonist izolatin koloni gelismesine etkisi 2 farkli siirede gergeklestirilmistir.
Bunlardan birincisi es zamanli ekimdir. Bunlardan birincisinde PDA besi ortami bulunan petri
kaplarina antagonist ve patojen izolatlarin yine PDA besi ortaminda gelistirilmis 7 giinliik
kiiltiirlerinden mantar delici ile 0.7 cm’lik diskler alinmis ve karsilikli olarak steril Oze
yardimiyla yerlestirilerek antagonistik etkisi belirlenmistir (Sekil 3.3 A). ikincisinde ise T.
harzianum (TRIC8) izolatinin metabolitlerinin olusmasina zaman vermek amaciyla, T.
harzianum (TRICS8) izolatina ait disklerin ekiminden 48 saat sonra patojen diskleri
yerlestirilmistir (Ozer vd. 2009) (Sekil 3.3 B). Sadece patojenin inokule edildigi ortamlar
kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 3.3 C). Petriler 23°C sicaklikta sogutmali inkiibatorde
(Binder) 7 giin siire ile inkiibe edilerek, bu siire sonunda patojenin koloni yarigap1 6l¢iilmiis
ve % engelleme orani hesaplanmistir. [(Engelleme oran1 % = Kontrol petrilerdeki patojenin
koloni yaricapi(A)-TRIC8 uygulanmis petrilerdeki patojenin koloni yaricapi/Ax100)].
Denemeler her tekrarda bir petri olacak sekilde 4 tekrarli olarak yapilmstir.

Bu ¢alisma sirasinda hif ve konidilerdeki bozulmalari belirlemek amaciyla antagonist
fungus ile direkt olarak veya inhibisyon zonu ile temas eden bolgelerden steril 6ze yardimi ile
alinan hif ve konidiler Lactophenol Blue (Sigma-Aldrich) ile boyanmis ve bu yapilarda

meydana gelen degisiklikler Leica DM 1000 LED mikroskopta incelenmistir.

A B C
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Sekil 3.3. TRIC8 ve patojen izolatlarinin ekimi, A: Es zamanli, B: TRIC8 ekiminden 48 saat
sonra patojen diskinin ekimi, C: Kontrol (a: Antagonist, b: Patojen)
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3.2.4. Trichoderma harzianum (TRIC8) izolatimn Patojen Funguslarin Konidi

Cimlenmesi ve Konidi Cim Tiipii Uzunlugu Uzerine Etkisi

Petriler igerisine steril su ile islatilmis 2 kat kurutma kagidi {izerine steril lamlar
yerlestirilmistir. T. harzianum (TRIC8) izolatmin 1x10’ konidi/ml konsantrasyonunda
hazirlanmis konidi siispansiiyondan ve patojen izolatlarin konidi siispansiiyonundan (A.
alternata ve B. cynodontis igin 1x10° F.culmorum ve F. oxysporum icin 1x10° konidi/ml)
(Tanahashi vd. 2016; Tetorya ve Rajam 2018;Touati-Hattab vd., 2016; Zhang, Liu, Huo,
Zhang ve Nan, 2017) esit miktarda alinarak petri i¢ginde bulunan steril lamlarin ortasina
mikropipet yardimiyla yerlestirilmis ve {izerine konidi ¢imlenmesini tesvik etmek i¢in 10 pl
%1°lik sekerli su c¢ozeltisinden eklenmistir (Sekil 3.4). Etrafi parafilmle kaplanan petriler
23°C sicakliktaki sogutmali inkiibatérde A. alternata igcin 2 saat, B. cynodontis ve F.
culmorum igin 3 saat, F.oxysporum icin 5 saat siire ile inkiibasyona birakildiktan sonra
Lactophenol Blue ile boyanmis ve konidilerin ¢imlenme oranlari ve ¢im tiipii uzunluklari
Leica DM 1000 LED mikroskopta belirlenmistir. Kontrol olarak patojen izolatlarin konidi
stispansiiyonu  kullanilmigtir. Konidi ¢imlenmesini engelleme oranlar1 hesaplanmistir
[(Engelleme orant % = patojenin ¢imlenme orani veya ¢im tiipii uzunlugu (A)-TRIC8

uygulanmis patojenin ¢imlenme orani veya ¢im tiipii uzunlugu/Ax100)].

Sekil 3.4. Konidi siispansiiyonlarinin lamlar iizerine damlatilmasi
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3.2.5. Trichoderma harzianum (TRIC8) Izolatimn Patojen Funguslar Tarafindan
Olusturulan Tohum Kolonizasyonuna Etkisi

Bu amagla Trichoderma harzianum (TRICS) izolatinmm 1x107  Kkonidi/ml
konsantrasyonunda konidi siispansiiyonu ve patojen izolatlarin konidi siispansiiyonu ile (A.
alternata ve B. cynodontis icin 1x10° konidi/ml, F. culmorum ve F. oxysporum igin 1x10°
konidi/ml) birlikte (Tanahashi vd. 2016; Tetorya ve Rajam 2018;Touati-Hattab vd., 2016;
Zhang vd., 2017) karistm hazirlanmistir. T. harzianum (TRICS) izolati ile tohum
uygulamalarinin bitki gelisme parametreleri iizerine etkisi boliimiinde belirtildigi sekilde steril
edilen tohumlar konidi siispansiiyonlar1 karigimi igine alinarak {izerine 10 pl Tween 20
damlatilmis ve fide gelisimini en diisiik oranda engelleyen kaplama siiresi dikkate alinarak
sallayicida (40 vurus/dakika) calkalanmistir. Daha sonra steril kurutma kagitlar1 iizerinde 5
dakika siire ile kurutulan tohumlar PDA besi ortamlarina her petride 10 tohum olacak sekilde
yerlestirilmistir (Sekil 3.5). 1 hafta siire ile 23°C de sogutmali inkiibatorde inkiibe edildikten
sonra tohumlarda gelisen patojenin koloni ¢aplart dl¢lilmiistiir. Denemeler her tekrarda (petri)
10 tohum olacak sekilde 10 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Antagonistin patojen
funguslarin tohum kolonizasyonunu engelleme oranlar1 belirlenmistir [(Engelleme oran1 % =
patojenin tohum tizerindeki koloni ¢ap1 (A)-TRIC8+patojen uygulamasinda patojenin tohum
tizerindeki koloni ¢ap1 /Ax100)].

i TR,
Sekil 3.5. Inokule tohumlar PDA besi ortamlarina her petride 10 tohum olacak sekilde

yerlestirilmesi
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3.2.6. istatistiksel Analiz

Tim denemeler tesadif parselleri, deneme desenine gore yiiriitiilmistir (Karman
1971). Elde edilen veriler SPSS programi kullanilarak varyans analizine tabii tutulmus,
ortalamalar arasindaki farkliliklarin 6nemliligi Tukey karsilastirma testi (p<0.05) ile

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.  Trichoderma harzianum (TRICS8) izolat: ile Tohum Uygulamalarimin Fide Gelisim

Parametreleri iizerine etkisi

Calismamizda Trichoderma harzianum izolatinin gelisme parametreleri tiizerine
etkisini belirlemek amaciyla 13 TR 009 genotipine ait tohumlara 2, 4, 6 saat siire ile
uygulanarak 1 hafta sonra fidelerin kok ve siirgiin uzunluklar: 6l¢iilmiis (Sekil 4.2), fide giicii
hesaplanmis, kok uzunlugunda, siirgiin uzunlugunda ve fide giiciindeki azalmalar
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Trichoderma harzianum izolatt 2 saat siire ile tohumlara
uygulandiginda kok uzunlugunda %7.26 oraninda azalma (Sekil 4.1 A ve Sekil 4.2.) tespit
edilmis, 4 ve 6 saat uygulamalarinda ise herhangi bir azalma olmamustir. Yine, siirgiin
uzunlugu ve fide giiciinde en diisiik oranda azalma 6 saat uygulamasinda tespit edilmistir
(Sekil 4.1 B ve C ve Sekil 4.3.). Her iki parametre i¢in, 6 saat uygulama ile 2 ve 4 saat
uygulamada meydana gelen azalmalar arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmustur (p<0.05).
Bu nedenle, arastirmamizin daha sonraki asamalarinda agiklanacak olan, T. harzianum
izolatinin patojen funguslar tarafindan tohum kolonizasyonuna etkisine yonelik denemelerde
tohumlara s6z konusu izolat 6 saat siire ile uygulanmistir. S6z konusu izolat ile her ii¢ siirede
tohumlarin kaplanmasinda ¢imlenmede bir azalma olmamis, uygulama yapilan tohumlar

%100 ¢imlenmistir.

Cizelge 4.1. TRICS8 izolatinin tohumlara 2, 4 6 saat siire ile uygulanmasi sonucunda fidelerin

kok, stirglin uzunluklari ve fide giicti

Calkalama Kok Uzunlugu | Siirgiin
siiresi (saat) Uygulama (cm) Uzunlugu (cm) Fide Giici
TRIC8 3.652 1.344 499.60
2 saat Kontrol 3.938 3.018 681.08
TRICS8 3.522* 1.116 458.88
4 saat Kontrol 2.766 2.380 498.12
TRICS8 3.344* 1.078 427.20
6 saat Kontrol 2.336 2.026 431.56

* Kok uzunlugunda artis: 4 saatlik uygulama icin %27.33, 6 saatlik uygulama i¢in %43.15
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Sekil 4.1. TRICS8 izolat1 ile farkli siirelerde tohum uygulamasi sonucunda kok (A), siirgiin (B)
ve fide giiciinde (C) azalma oranlari. Siitunlar iizerinde birbirinden farkli harflerle gosterilen

degerler arasindaki farkliliklar Tukey testine gore 6nemlidir (p<0.05).
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Sdrgilin uzunlugu

Kok uzunlugu

Sekil 4.2. TRICS izolat1 ile 2 saat tohum uygulamasinda koék uzunlugundaki azalma (Sol:

Kontrol, Sag: T. harzianum)

Sekil 4.3. TRIC 8 izolati ile tohum uygulamasinda 6 saatte kok ve siirgiin gelisimi (Sol:
Kontrol, Sag: T.harzianum)

Dis ilkede vyapilan ¢alismalarda Bacillus spp., Trichoderma spp. (PGFYCMTh),
(PGPFYCM-14) izolatlar1 ile 6 saat ve P. fluorescens ile 24 saat siire ile tohum kaplamasi
yapildiginda sirasiyla %86, %86.91 ve %92.50 oranlarinda ¢imlenme oldugu bildirilmektedir
(Devi vd., 2014; Nagaraju vd., 2012a ve b; NandeeshKumar vd., 2018). Daha sonraki yillarda
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calismamizda da kullanilan TRICS izolati ile Sirena ¢esidine ait tohumlarin kaplanmasiyla ise
12 giin sonunda %98.18 oraninda ¢imlenme tespit edilmistir (Hazarhun, 2016). Calismamizda
TRICS8 izolatt ile 13-TR-009 genotipine ait tohumlar 2, 4 ve 6 saat siire ile kaplanmis ve
nemli kurutma kagitlar1 bulunan petrilere yerlestirilmis her {ic uygulama da %100 ¢imlenme
olmustur. Bununla birlikte 4 ve 6 saatlik uygulamada kok uzundugunda olmasa da, siirgiin
uzunlugu ile fide giiciinde azalmalar olugsmus ancak en diisiik oranda azalma 6 saat siire ile
tohum kaplamasinda elde edilmistir. Devi vd. (2014), P. fluorescens ile kaplanmis tohumlar
steril nemli kurutma kagitlarina sararak gelistirildiginde kok ve siirgiin uzunlugunun 6.35 ve
9.50 cm oldugunu bildirmektedir. Yapilan ¢alismada 2, 4 ve 6 saat siire ile tohumlara TRICS
uygulamasinda sirasiyla 3.65, 3.52 ve 3.34 cm kok uzunlugu, yine sirastyla 1.34, 1.12 ve 1.08
cm siirgiin uzunlugu tespit edilmis, ayrica 6 saatlik uygulamada kok uzunlugunda %43.15
oraninda artis elde edilmistir. Kok ve siirgiin uzunluklarimizin Devi vd. (2014)’nin elde ettigi
rakamlardan diisiik olmasinin nedeninin s6z konusu arastiricilarin tohumlar1 petri kaplarina
koymaksizin nemli kurutma kagitlarina sararak yapmalar1 ve boylelikle tohumlarin gelisme

icin daha genis bir ortam bulmalarindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.2. Trichoderma harzianum (TRICS) izolatimin Patojen Funguslarin Koloni Gelisimine
Etkisi

Aragtirmamizda TRIC8 izolatinin tohum kokenli fungal etmenlerin koloni gelisimine
etkisi 2 farkli sekilde test edilmistir. Bunlardan ilkinde fungal izolatlar, TRIC8 ile aym
zamanda, ikincisinde ise TRICS8 izolatinin inokulasyondan 48 saat sonra yerlestirilmistir.
Tohum kokenli fungal etmenler TRIC8 ile ayn1 zamanda inokule edildiginde TRICS izolati en
yiiksek oranda (%75.69) F. culmorum’un koloni gelismesini engellemistir (Cizelge 4.2, Sekil
4.4). Bu engelleme orani ile antagonist izolatin diger fungal etmenleri engelleme orani ile
arasindaki farklilik istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). TRIC8 izolat1 tarafindan
ikinci en yiiksek engelleme oranlart %55.08 ve %54.41 oranlarinda sirasiyla F. oxysporum ve
B. cynodontis’e karst olmustur. S6z konusu antagonist en diisiik oranda A. alternata

gelisimini engellemistir (Sekil 4.5).
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Cizelge 4.2. TRICS8 izolat1 ile ikili karsilagtirma testlerinde patojen funguslarin koloni

geligimi
A B
Uygulama Koloni Yarigapi (cm) Koloni Yarigapi (cm)

TRIC8+A. alternata 1.00 0.55
Kontrol 1.60 1.87
TRIC8+B. cynodontis 1.53 0.90
Konrol 3.40 3.50
TRIC8+F.culmorum 0.97 0.92
Kontrol 4.00 4.00
TRIC8+F. oxysporum 1.33 0.80
Kontrol 2.95 3.12

A: TRICS izolatinin patojenle es zamanl inokulasyonu, B: TRICS izolatinin 48 saat dnce

inokulasyonu
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37.50 54.41 75.69 55.08

A. alternata B. cynadontis F. culmorum F. oxysporum

Sekil 4.4. TRIC8 izolatinin patojenle es zamanli inokulasyonunda, patojen funguslarin koloni
gelisimini engelleme oranlari. Siitunlar tizerinde birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler

arasindaki farkliliklar Tukey testine gore dnemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.5. TRIC8 izolatinin patojenle es zamanli inokulasyonunda, A. alternata (A), B
cynodontis (C), F culmorum (E) ve F. oxysporum (G)’un koloni gelisiminin engellenmesi. B,
D, F, H: Kontrol
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Fungal izolatlar T. harzianum’un inokulasyonundan 48 saat sonra PDA ortamina
yerlestirildiginde ise en yiiksek oranda F. culmorum’u engellemistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.6).
Antagonist izolatin yiiksek oranda etkiledigi diger fungal etmenler F. oxysporum ve B.
cynodontis olmustur. TRIC8’in bu ti¢ fungal etmenin koloni gelisimini engelleme oranlari
arasindaki farklilik 6nemli bulunmamistir. Bu inokulasyon seklinde TRIC8 en diisiik oranda
A. alternata’yr engellemistir (Sekil 4.7), ancak bu engelleme orani ile B. cynodontis ve F.

oxysporum’u engelleme oranlar1 ayni istatistiki grupta yer almistir.
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Sekil 4.6. TRICS izolatinin patojenden 48 saat 6nce inokulasyonunda, patojen funguslarin
koloni gelisimini engelleme oranlari. Siitunlar tizerinde birbirinden farkli harflerle gosterilen

degerler arasindaki farkliliklar Tukey testine gore dnemlidir (p<0.05).

Yine antagonist fungusun ekiminden 48 saat sonra fungal patojenler inokule
edildiginde sadece F. oxysporum’da inhibisyon zonu (2 mm) olmustur (Sekil 4.7).

48 saat sonra inokulasyon testlerinde fungal patojenlerin hiflerinde olusabilecek

bozulmalar mikroskopta incelenmistir. Hiflerin stoplazmalarinda koagiilasyon meydana

geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.8). Bununla birlikte konidilerde bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 4.7. TRICS izolatinin patojen funguslardan 48 saat 6nce inokulasyonunda, A. alternata
(A), B. cynodontis (C), F. culmorum (E) ve F. oxysporum (G)un koloni gelisiminin
engellenmesi. Kontrol (B, D, F, H), F. oxysporum (G) ve olusan inhibisyon zonu
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Sekil 4.8. TRICS8 izolatinin patojen funguslarin hiflerinde meydana getirdigi degisiklikler. A:
Kontrol hif; B, C: Koagiile olma; D: Koagiile olmus hif (iistteki) ve hif i¢i bosalmasi (alttaki)

Ayciceginde tohum kokenli fungal etmenlerin koloni gelisimine antagonist
mikroorganizmalarmn etkisine yonelik daha onceki yillarda yapilan ¢alismalarda A. alternata
ve F. oxysporum’un gelisiminden 48 saat sonra antagonistin yerlestirilmesi durumunda T.
harzianum ile sirasiyla %48.33 ve %47.50 oranlarinda engelleme, T. viride izolati ile yine
sirastyla %68.91 ve %50 engelleme oranlar1 belirlenmistir (Jat ve Agalave, 2013). Penicillium
ducleanoxi ile F. oxysporum’un es zamanli olarak ikili kiltiir seklinde test edilmesi
durumunda 14 mm inhibisyon zonu (Urooj vd., 2018), fleurosan Pseudomonaslarin ayni
sekilde ayn1 etmene karsi test edilmesi halinde 13.5 mm inhibisyon zonu olustugu (Moin vd.
2020) bildirilmektedir. Calismamizda TRICS izolat1 es zamanli olarak yapilan testlerde A.
alternata’nin koloni gelisimini %37.50 oraninda, F. oxysporum’u ise %55.08 oraninda,
antagonist fungusun ekiminden 48 saat sonra patojenin yerlestirilmesi seklindeki testlerde ise
s6z konusu fungal etmenleri %70.67 ve %74.40 olmak {iizere daha yiiksek oranlarda
engellemistir. Yine 48 saat sonra patojenin inokulasyonu durumunda 2 mm kadar inhibisyon

zonu olugmus, tim fungal etmenlerin hiflerinde bozulmalar meydana gelmistir. Ancak
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konidilerde bir degisiklik olmamistir. Ayni izolatin sogan tohumlarindan elde edilen F.
oxysporum’un koloni gelisimini es zamanli inokulasyonda %72.79 oraninda 48 saat sonraki
inokulasyonda %90.08 oraninda engelledigi, sadece hiflerinde bozulmalar olustugu
bildirilmektedir (Ozer vd., 2009). Calismamizda ise antagonistin aygicegi tohumlarindan elde
edilen F. oxysporum’a kars1 etkisi daha diisiik bulunmustur. Bunun nedeninin izolatlarin
farkliligindan ileri geldigi disiliniilmektedir. Antagonist uygulamasindan 48 saat sonra
patojenin yerlestirilmesi ile elde edilen engelleme oranlarmnin yiiksek olmasmin ve hif
bozulmasinin nedeninin TRIC8’in antifungal 6zellikte ¢ok sayida metaboliti igermesinden
(Ciftgigil vd., 2016) kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Aygicegi tohumlarinda bulunan ve fide
gelisimini engelleyen Bipolaris cynodontis ve F. culmorum’un miselyal gelisimi iizerine T.

harzianum (TRIC8) izolatinin etkisi ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir.

4.3. Trichoderma harzianum (TRICS) izolatinin Patojen Funguslarin Konidi Cimlenmesi

ve Konidi Cim Tiipii Uzunlugu Uzerine Etkisi

TRIC8 izolatinin tohum kokenli fungal etmenlerin konidi ¢imlenmesine etkisi
incelendiginde antagonist izolatinin en yiiksek oranda F. culmorum’un konidi (%38.28)
¢imlenmesini engellemistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.9, Sekil 4.10). Antagonist izolat ikinci
sirada F. oxysporum’un konidi ¢imlenmesini diisiik oranda da olsa (%16.75) engellemistir. Bu
engelleme orani antagonist izolatin A. alternata (%5.67) ve B. cynodontis’in (%4) konidi

cimlenmesini engelleme oranina gore 6nemli derecede farklilik gostermistir

Cizelge 4.3. TRICS izolat1 uygulamasinda patojen funguslarin konidi ¢imlenme orani

Uygulama Konidi Cimlenmesi (%)
TRIC8+A. alternata 915
Kontrol 97.0
TRIC8+B. cynodontis 96.0
Kontrol 100.0
TRIC8+F.culmorum 54.0
Kontrol 87.5
TRIC8+F. oxysporum 79.5
Kontrol 955
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Sekil 4.9. TRICS izolatinin patojen funguslarin konidi ¢imlenmesini engellemesi. Siitunlar
tizerinde birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler arasindaki farkliliklar Tukey testine

gore onemlidir (p<0.05).

TRICS izolat: test edilen fungal etmenlerin konidi ¢im tiipii uzunlugunu %31.83 ile
%37.67 oranlari arasinda engellemistir (Sekil 4.11, Sekil 4.12). Antagonist izolatin ¢im tiipii

uzunlugunu engellemesi agisindan fungal etmenler arasinda farklilik 6nemli bulunmamistir

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. TRICS izolat1 uygulamasinda patojen funguslarin ¢im tiipii uzunlugu

Uygulama Konidi ¢im tiipii Engelleme oram

uzunlugu (pm) (%)

TRIC8+A .alternata 12.44 37.67

Kontrol 19.96

TRIC8+B. cynodontis 34.87 34.85

Kontrol 53.53

TRIC8+F.culmorum 17.59 37.29

Kontrol 28.05

TRIC8+F.oxysporum 3.57 31.83

Kontrol .5.24
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Sekil 4.11. TRICS izolat1 uygulamasinda A4. alternata 'nin ¢im tiipii uzunlugunda azalma (A).
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Sekil 4.12. TRICS8 izolat1 uygulamasinda F. oxysporum’un ¢im tiipii uzunlugunda azalma (A).
B:Kontrol
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Daha onceki yillarda aygiceginde tohum kokenli patojen A. helianthi’nin konidi
cimlenmesini bazi bakteriyel izolatlarin (P. fluorescens ve B. subtilis) engelledigi belirlenmis
olsa da (Devi vd., 2014), ay¢iceginde diger tohum kokenli fungal etmenlerin konidi
c¢imlenmesi iizerine antagonist mikroorganizmalarin etkisine yonelik bir arastirma ile

karsilagilmamustir.

4.4. Trichoderma harzianum (TRIC8) izolatimin Fungal Patojenler Tarafindan

Olusturulan Tohum Kolonizasyonuna Etkisi

Fungal izolatlar ve T. harzianum 6 saat siire ile tohumlara uygulanmis. tohumdaki
¢imlenme oranlar1 belirlenmis ve fungal etmenlerin tohumlarin etrafinda olusturduklar1 koloni
caplart Ol¢iilmistiir (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6). TRICS8 izolati B. cynodontis tarafindan
olusturulan tohum Olimiini (tohum c¢imlenememesi) %91.04 ile en yiiksek oranda
engellemistir (Sekil 4.13). S6z konusu izolat F. culmorum, F. oxysporum ve A. alternata’nin
neden oldugu tohum o6liimlerinde %75’in ilizerinde azaltmistir. TRIC8 ve F. oxysporum
birlikte tohumlara uygulandiginda TRICS8 izolat1 patojenin tohum kolonizasyonunu %58.32
ile en diisiik oranda engellemistir. Diger fungal etmenler ise tohumlar1 kolonize edememistir

(Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Cizelge 4.5. TRICS ile tohum uygulamalarinda tohum 6liimii oranlar1

Uygulama Tohum éliimii (%)
TRIC8+A. alternata 7.00
Kontrol 30.00
TRIC8+B. cynodontis 6.00
Kontrol 67.00
TRIC8+F. culmorum 4.00
Kontrol 24.00
TRIC8+F. oxysporum 10.00
Kontrol 72.00
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Sekil 4.13. TRICS izolati ile tohum kaplamasinin fungal patojenler tarafindan olusturulan
tohum Oliimiinii engelleme oranlari. Siitunlar {izerinde birbirinden farkli harflerle gosterilen

degerler arasindaki farkliliklar Tukey testine gore dnemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.6. TRICS ile tohum uygulamalarinda patojenlerin tohum etrafinda olusturdugu
koloni ¢ap1

Patojenin tohum
Uygulama etrafindaki koloni capi

(cm)
TRIC8+A. alternata 0.00
Kontrol 2.37
TRIC8+B. cynodontis 0.00
Kontrol 1.74
TRIC8+F. culmorum 0.00
Kontrol 2.40
TRIC8+F. oxysporum 0.96
Kontrol 2.32
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Sekil 4.14. TRIC8 ile tohum uygulamasmin patojen funguslarin tohum kolonizasyonunu
engelleme oranlari. Siitunlar {izerinde birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler

arasindaki farkliliklar Tukey testine gore onemlidir (p<0.05).

Aycigeginde tohum kokenli fungal etmenlerin aygigegi tohumlarini kolonizasyonu

lizerine antagonist funguslarin etkisi ilk kez bu ¢aligsma ile belirlenmistir.
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Sekil 4.15. TRIC8 izolat1 ve patojenin tohumlara inokulasyonunda, A. alternata (A), B.
cynodontis (C), F. culmorum (E) ve F. oxysporum (G)’un koloni gelisiminin engellenmesi. B,
D, F, H: Kontrol
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5. SONUC VE ONERILER

Ayciceginde mildiyo hastaligina karsi tolerant olan fenotiplerde, ¢ikis oncesi ve ¢ikis
sonrasi Oliimler nedeniyle kayiplar olmaktadir. Bu nedenle tohum koékenli fungal etmenlerin

biyolojik kontrol olanaklarinin arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

Bu calismada Trichoderma harzianum (TRIC8) izolatinin 13 TR 009 genotipine ait
tohumlara 2, 4, 6 saat siire ile uygulanarak 1 hafta sonra fidelerin kok ve siirgiin uzunluklar1
Olclilmiis, fide giicii hesaplanmistir. TRICS izolat1 6 saat siire ile tohumlara uygulandiginda
kok uzunlugunda %0.0, siirglin uzunlugunda %46.79 ve fide giiclinde %1.01 oranlarinda
azalmalar olusmustur. En diisiik oranda azalma 6 saat siire ile tohum kaplamasinda elde

edilmistir.

TRIC8 izolatinin aygigeginde tohum kdokenli fungal etmenlerin koloni gelisimine
etkisi 2 farkli sekilde test edilmis olup ilkinde fungal izolatlar TRICS ile ayni zamanda
inokule edilmis ve TRIC8 izolati en yiiksek oranda (%75.69) F.culmorum’un koloni
gelisimini engellemistir. Ikinci olarak fungal izolatlar TRIC8’in inokulasyonundan 48 saat
sonra PDA ortamina yerlestirildiginde ise en yiiksek oranda (%76.87) yine F. culmorum’u
engellemistir ve F. oxysporum’da 2 mm inhibisyon zonu olmustur. Ayrica tim fungal
patojenlerin hiflerinin stoplazmalarinda koagiilasyon meydana geldigi goriilmistiir.
Antagonist uygulamasindan 48 saat sonra patojenin yerlestirilmesi ile elde edilen engelleme
oranlarinin yiiksek olmasinin ve hif bozulmasinin nedenini TRIC8’in antifungal 6zellikte ¢cok

sayida metabolit igermesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

TRIC8 izolatinin konidi ¢imlenmesi lizerine etkileri ile ilgili yapilan calismada
antagonistin yiliksek oranda F. culmorum’un (%38.28) konidi ¢imlenmesini engellemistir.
Konidi ¢im tiipii uzunlugunda ise en yiiksek engelleme (%37.67) A. alternata iizerinde
olmustur. Antagonist izolatin ¢im tiipii uzunlugunu engellemesi agisindan fungal etmenler

arasinda farklilik onemli bulunmamustir.
Fungal izolatlar ve TRICS 6 saat siire ile tohumlara uygulanip ¢imlenme oranlar1 ve

fungal etmenlerin tohumlarin etrafinda olusturduklar1 koloni ¢aplart 6l¢iilmiistiir. TRICS

izolat1 B. cynodontis tarafindan olusturulan tohum &liimiinii (tohum ¢imlenememesi) %91.04
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ile en yiiksek oranda azaltmistir. Antagonist izolat, F.oxysporum disindaki diger fungal

etmenlerin tohum kolonizasyonunu %100 oraninda engellemistir.

Calisma sonucunda ¢ok sayida tohum kokenli fungal etmene karsi antagonistik etki
gosteren TRICS8 izolatinin ayciceginde tohum kokenli onemli fungal etmenlere karsi da
antagonistik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, s6z konusu izolatin pratikte

kullanimindan 6nce saks1 ve tarla denemelerinde test edilmesinde yarar bulunmaktadir.
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