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Oz: Cahismada ¢ay topragindan izole edilen Trichoderma harzianum ID11C susunun bazi enzim aktivitesi, agir metallere tolerans,
tohum (domates, misir ve fasulye) c¢imlenmesi {izerine etkinligi ve fasulyede Rhizoctonia solani B227 (AG-4)'nin biyotik stresine karsi
biyokontrol aktivitesinin arastirilmast amaglandi. T. harzianum ID11C susunun bazi enzim aktiviteleri kromojenik yontemle incelendi. Sonuglar
farkli konsantrasyonlarda agir metal (Cu, Pb, Zn ve Cd) ve tuz toleransi oldugunu gosterdi. Trichoderma harzianum ID11C ve Rhizoctonia
solani B227(AG4) izolatinin fasulye gelisimine karsin patojenite testi ve T. harzianum ID11C susunun tohum ¢imlenme basarisina olan
etkinligi, su agar metodu ile incelendi. T. harzianum ID11C ve R. solani B227 varliginda fasulye gelisim parametreleri saksi deneyi ile
arastirildi. Fizyolojik (ana kdok ve gévde uzunlugu, sagaklanma sayisi, yaprak sayisi, yas ve kuru agirliklart) parametreler 61¢iildii ve istatistiksel
analizleri yapildi.

Trichoderma harzianum ID11C susu, yiiksek konsantrasyonlarda agir metallere (100-400 mM) ve tuza (250 mM) karsi toleranslidir.
Bitki gelisimini tegvik eden enzim aktivitelerinin var oldugu gézlendi. T. harzianum susunun tohumlarin ¢imlenme basaris1 iizerinde kontrole
kiyasla olumsuz bir etkisinin olmadig tespit edildi. Saks1 deneyinde, kontrol ile R. solani B227 gruplari birbirine kiyaslandiginda, gévde ve ana
kok uzunlugu, sagaklanma sayisi ve kokte lezyon skala degerleri ile yapilan istatistik analizi sonucu aralarinda anlamli farkin (p< 0.05, Tukey)
oldugu belirlendi. R. solani B227 ve T. harzianum ID11D’nin ayr1 ayr1 fasulye gelisimi tizerine olan etkileri, kontrol grubuna gore iyi olmadigi
belirlendi. Ancak ID11C ve B227+ID11C gruplar1 B227 grubu ile kiyaslandiginda, patojenik etkinligi azalttig1 belirlendi.

R. solani B227 (AG4) izolati, fasulyede (Zulbiye) patojeniteye neden oldugu, T. harzianum ID11C susunun ise istatistiksel olarak
olumlu y6nde anlamli bir fark olusturmamasina ragmen, tiim parametrelerde patojeniteyi azalttigi belirlendi. T. harzianum ID11C susunun
fasulye tariminda Rhizoctonia solani’ye kars1 biyokontrol ve bitki destekleyici ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Biyokontrol, bitki patojeni, fasulye, Rhizoctonia solani, Trichoderma harzianum.

The Biocontrol Activity of Trichoderma harzianum ID11C Against to the Biotic
Stress of Rhizoctonia solani B227 in Bean Development

Abstract: The aim of the study was to determine the efficacy of Trichoderma harzianum ID11C strain isolated from tea soil on
germination of seeds (tomato, maize, and bean) and to investigate the biocontrol efficacy against biotic stress of Rhizoctonia solani B227(AG4)
in beans. Some enzyme activities of T. harzianum ID11C strain were investigated by the chromogenic method. It was determined that it had a
tolerance to heavy metals (Cu, Pb, Zn, and Cd) and salt in different concentrations. The results showed different concentration of some heavy
metal (Cu, Pb, Zn and Cd) resistance and salt tolerance. The pathogenicity test against the bean development of the Rhizoctonia solani isolate
and the efficiency of the T. harzianum strain to seed germination success were determined by the water agar method. In the presence of T.
harzianum and Rhizoctonia solani, bean development parameters were investigated by pot experiment. Physiological parameters (root and stem
length, number of hair root, leaf surface area and number, wet and dry weights, etc.) were measured and then statistical analyses were performed.

Trichoderma harzianum ID11C strain was determined to tolerant against to high concentrations of heavy metals (100-400 mM) and
salt (250 mM). It was observed that there were enzyme activities that promote plant growth. It was determined that T. harzianum strain had no
negative effect on the germination success of the seeds compared to the control. In the pot experiment, when the control group and R. solani
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groups were compared with each other, it was determined that there was a significant difference between the results of the statistical analysis
performed with the stem and main root length, the number of lateral root and the root lesion scale (Tukey test, p<0.05). The effects of R. solani
or T. harzianum on bean development were not as good as the control group. However, ID11C and B227+ID11C groups were found to reduce

pathogenic activity when compared with group B227.

It was determined that R. solani caused pathogenesis in the bean (Zulbiye), whereas T. harzianum strain decreased pathogenicity in all
parameters, although it is not statistically significant. It was concluded that T. harzianum ID11C strain could be used as biocontrol and plant

supporting agent against Rhizoctonia solani in bean farming.

Keywords: Beans, biocontrol, plant pathogen, Rhizoctonia solani, Trichoderma harzianum.

GIRIS

Bitkiler, gelismelerini iirtin
verimlerini 6nemli 6l¢iide etkileyen ¢esitli biyotik ve abiyotik
streslere maruz kalirlar. Biyotik (bakteriyel ve fungal
patojenler gibi) ve abiyotik (kiiresel 1sinma, yiiksek ve diisiik
sicaklik, tuzluluk, kuraklik ve bununla iliskili potansiyel
iklim anormallikleri) stresler, diinyadaki tarmmsal bitkilerin
¢ogunda iirlin veriminin ve mahsul kaybmin temel sebepleri
arasinda yer alirlar (Pandey vd., 2017). Bitkilerin biyotik
streslerinin azaltilmasi ya da stres faktorlerinin olumsuz
etkilerinden korunabilmesi, toprak verimliligini
arttirtlabilmesi bitki Dbiiyiimesinin tesvik edilmesi
maksadiyla alternatif yollar aranmaktadwr. Bu yollarin
basinda da bitki gelisimini tesvik eden en onemli faktorler

biiyiimelerini, ve

ve

arasinda yine yararli bakteri veya funguslari kapsayan
mikroorganizmalar gelmektedir. Bitki gelisimini tesvik eden
yararli mikroorganizmalarla bitki etkilesimleri, bitkilerin
stres toleransini olumlu etkiledikleri konusunda pek ¢ok
¢alisma bulunmaktadir (Giiler vd., 2016; Chernin ve Chet.,
2002).

Bitki gelisimini tesvik eden ve bitki patojenlerinin
biyolojik kontroliinde kullanilan tiim mantar tiirlerinin igte
birini Trichoderma spp. olusturmaktadir (Chernin ve Chet.,
2002). Trichoderma spp. rizosferde bulunur, 6zellikle bitki
koklerine ¢ok yakindir ve bitkiyi kontrol etmek igin gevre
dostu bir dizi biyolojik kontrol maddeleri iiretmektedirler
(Harman, 2006). Cinsin cesitli tiirleri, farkli bitkisel iiriin
patojenlerine kars1 biyo-fungisitler veya biyo-giibreler olarak
pazarlanmaktadir (Woo vd., 2014). Bu tiirler, bitkiler i¢in
¢oklu mekanizmalar kullanarak ¢esitli bitki patojeni
mikroorganizmalara kars1 koruyucu etkinlik olustururlar. Bu
¢oklu mekanizmalar; mikoparazitizm, antibiyozis, ugucu
metabolik bilesikler, mekan ve besinler i¢in rekabet ve bitki
sistemik direncinin uyarilmasi dahil, ¢oklu sinerjik
mekanizmalarla patojenleri kontrol ettigi gdsterilmistir
(Howell, 2003; Harman vd., 2004; Harman, 2006; Ningxiao
vd., 2018, Shoresh vd., 2010; Sawant, 2014; Woo vd., 2014).

Rhizoctonia solani, sklerot denilen dayanikli yapisi
araciligtyla ¢ogunlukla toprak ve mahsul kalintisinda kalic
olmas1 ve genis konakge1 cesitliligine sahip olmasi nedeniyle
kontrolii zor olan bir toprak kaynakli fungal patojendir.
Nekrotrofik bir patojen olup kdk ve hipokotil hastaliklarina
neden olur. Rhizoctonia kdk ciiriigii fasulye bitkisinde en
yikic1 hastaliklardan biri olup diinya c¢apinda yaygindir
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(Hagedorn, 1991). Biyolojik kontrol, fitopatojenik hastalik
etkenlerine karsi sentetik pestisitlere bir alternatif olarak
gorilmektedir. Trichoderma spp. tiirlerinin fasulye, pamuk,
domates, pancar ve patates dahil olmak ftzere cgesitli
mahsullere uygulandiginda, R. solani’nin neden oldugu
cesitli hastaliklar1 (solgunluk ve kok ciiriikligii) azalttig ile
iliskili pek ¢ok caligmalar bildirilmistir (Beagle-Ristaino ve
Papavizas, 1985; Lewis ve Papavizas, 1987; Verma vd.,
2007).

Bitkilerde abiyotik stres faktorleri arasinda yer alan
yiiksek konsantrasyondaki ¢esitli agir metallerin (Zn, Pb, Cu,
Ni, Cd, Fe) gevrede varligi toksisiteye sebep olmaktadir.
Bundan dolayidir ki atik sularm igerigindeki, agir metallerin
varligt ve oran1 sadece kimyasal tehdit degil, toprak
yiizeyinde atik su igeren sulu ¢amur goriiniimleri nedeniyle
ayn1 zamanda fiziksel kirlilik unsuru da olusturmaktadirlar
(Schmidt, 1997). Gida zinciri sistemine taginan bu ve benzeri
agir metaller, kontamine ortamda iretilen
etkileyebilecegi gibi, ¢evresel orjinli mikroorganizmalari,
insan ve hayvan sagligint da tehdit etmektedir (Korentajar,
1991). Agir metallerin topragin normal mikrobiyal florasini
hatta  nitrifikasyon denitrifikasyon goérevi goren
mikroorganizmalarin mekanizmalarin1 inhibe ettigi
organik bilesenlerin mikrobiyal oksidasyonlarii azalttig1
belirlenmistir (Braam vd., 1981; Madoni vd., 1996). Bitki
gelismesi, fiksasyonu, fosforun biyolojik olarak
almabilir hale gelmesi, siderofor yardimiyla bitkilerce
demirin alinmasi, oksin, sitokinin ve giberellin gibi bitkisel
hormonlarin iretilmesi ve bitki etilen diizeyinin azaltilmasi
gibi mekanizmalarla, bitki geligimini tegvik eden
mikroorganizmalar tarafindan diizenlenmektedir (Glick,
1995; Lucy vd., 2004).

Literatiirde yapilan c¢aligmalarda T. harzianum
ID11C susunun giiglii biyokontrol ajani oldugu bildirildi
(Bozdeveci, 2014; Karaoglu vd., 2018). Calismamizda T.
harzianum IDI11C susunun biyoremidant ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla agmr metal direngliligi, tuzluluk
tolerans1 ve bitki gelisimini tesvik eden Ozelliklerinin
aragtirilarak, in vitro ortamda R. solani’ye karsi antagonist
etkinliginin belirlenmesi ve de R. solani biyotik stresi
varliginda fasulye (Zulbiye) bitkisinin bilyiimesine olan
etkinliginin saksi ortaminda arastirilmasi amaglanmistir.

urlinleri

ve
Ve
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MATERYAL ve METOT

Calismada  Kullanmilan  Izolatlar  ve Diger
Materyaller: Calismada kullanilan Trichoderma izolati
ikizdere vadisi cay bahgesi topraklarindan izole edilerek,
geleneksel ve molekiiler yontemlerle Trichoderma harzianum
ID11C olarak tanmmlanmig, bir kisim biyoremidant
ozelliklerinin varlig1 belirlenmistir (Ulker ve Karaoglu 2004;
Karaoglu vd., 2018). Fasulye bitkisinin toprak alt1 kismindan
izole edilen R. solani B227(AG4) izolat1 ise Karadeniz
Teknik Universitesi’nden (Demirci, E.) temin edilmistir. Test
bitkisi olarak Zulbiye ¢esidi fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
tohumu, Karadeniz  Tarimsal  Arastrma  Enstitiisii
Midirligi’nden temin edilmistir. Calisma Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

In vitro Kosullarda Engelleme Zonu Testi:

Antagonist T. harzianum ID11C, patojen R. solani
B227(AG4) izolatma karsi antifungal  ozelliklerinin
belirlenmesi igin Patates Dekstroz besiyeri kullanildi.

Izolatlar dondurucudan cikarilarak besi ortamma ekilerek, 28
°C’de inkiibasyona birakilarak 7 giinliik taze kiiltiirleri elde
edildi. PDA besiyerlerinde, aralarinda 4 ¢cm uzaklik bulunan
iki kdseye 5 mm c¢apmda iki kuyucuk agilarak birine T.
harzianum ID11C, digerine ise R. solani B227(AG4)
kiltirlerinin 5 mm c¢apli diskleri yerlestirildi ve 28 °C'de
inkiibasyona birakildi. Kiiltiirler giinliik takip edilerek 7. ve
15. glinlerde, T. harzianum ID11C ve R. solani B227(AG4)
biiylime zon ¢aplar1 6lglildiikten sonra Royse ve Ries (1978)
tarafindan Onerilen formiile goére R. solani gelisiminin
inhibisyon ylizdesi hesapland1.
RI; Engelleme orani, R1; Patojenin biiyiime
R2; Patojenin antagonist yoniindeki

yarigapli, biiyiime

yarigapi.

(R1 — R2)x(100)

2%PIRG = (RI) = RD

In vitro Kosullarda Metal ve Tuz Toleranst
Testleri: Calsmada kullamlan T. harzianum ID11C
izolatmin farkli konsantrasyonlardaki metal ve tuz tolerasi
aragtirildi. Segilen Cu, Pb, Zn, Cd metaller i¢in dort (100,
200, 400, 800 mM) ve tuz igin (25, 50, 100, 200, 250 ve 300
mM) 6 farkli konsantrasyonda PDA besiyeri hazirlandi. T.
harzianum ID11C izolatinin taze kiiltiirlerinden 5 mm’lik
diskler kesilerek petrilerin merkezine yerlestirilerek iiremeye
birakildi. Petriler giinliik takip edilerek 7. giin zon caplar
Olgiilerek spor ftretimleri degerlendirildi (Papazivas vd.,
1982).

T. harzianum ID11C Baz Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi:  Bitki patojenik  mikroorganizmalarin
gelisimini etkileyecek bazi enzim aktivitelerinin belirlenmesi
amactyla kalitatif yontemler kullanilarak bir dizi enzim
aktiviteleri arastirildi. izolatmn kitinaz aktivitesi Agrawal and

\
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Kotasthane (2012), proteaz aktivitesi Carlisle ve Falkinham
(1989), lipaz aktivitesi Haba vd. (2000), fosfat ¢oziiniirligii
Aydogan vd. (2013), ACC Deaminaz aktivitesi Dworken ve
Foster (1958) ve siderofor iretimi 6zelligi Schwyn ve
Neilands (1987) ile Pérez-Miranda (2007) tarafindan onerilen
yontemler kullanilarak yapildi.

T. harzianum ID11C’nin Fasulye Cimlenmesi ve
Biiyiimesi Uzerine Etkisi: Patojenite testi igin farkli
aragtirmacilarin (Muyolo vd., 1993; Sneh ve Ichievlevich-
Auster, 1998) uyguladiklar1 ydntem modifiye edilerek
kullanild. Oncelikle T. harzianum 1D11C ve R. solani
B227(AG4) izolatlar,, PDA besiyerinde 7 giinliik kiiltiirleri
hazirlandi. Fasulye tohumlar1 (Zulbiye) % 50'lik NaOCI’de 3
dakika yiizeysel dezenfeksiyonu yapilarak ti¢ kez steril distile
su ile yikandi. Daha sonra %70'lik etil alkolde 2 dakika
bekletilerek steril distile su ile tekrar ii¢ kez yikandi ve oda
sicakliginda 30 dakika giivenlik kabinetinde bekletilerek
kurutuldu.

Trichoderma harzianum 1D11C, PDA besiyerinde
28°C’de 7-10 giin inkiibasyon yapilarak bol sporlanmasi
saglandi. Sporlar steril distile su ile yikanarak steril erlene
alind1 ve diliisyon yardmyla 4,4x107 - 4,8x107 cfu/mL
yogunlukta spor siispansiyonu hazirlandi. Spor sayimi igin
Neubauer lami kullanildi (Goettel ve Inglis, 1997). Sporlarin
tohuma yapismasi i¢in spor soliisyonu ve % 2’lik CMC
(Karboksi Metil Seliiloz) 1:1 oraninda karistirildi. Steril erlen
icerisinde bulunan, sterilizasyonu tamamlanmig tohumlara
toplam 20 ml ilave edilip yaklastk 30 dakika yatay
calkalayicida sporlarm tohumlar1 kaplamasi igin beklendi
(Mihuta-Grimm ve Rowe, 1986). Kaplanmis tohumlar steril
filtre kagith petrinin igine 10'ar adet yerlestirildi. Ug tekrarli
olarak yapildi ve 7-10 giin iklimlendirme dolabinda inkiibe
edildikten sonra T. harzianum varhiginda ¢imlenme basarisi
belirlendi. Kontrol olarak ayni1 sartlarda hazirlanmis ancak T.
harzianum ile muamele edilmemis tohumlar kullanildi
Fasulye tohumlarindan gelisme/filizlenme parametreleri bir
hafta siiresince gozlendi. Kontrole gore elde edilen sonuglar
ANOVA (Tukey  p<0.05) istatistiki analizlerle
degerlendirilmistir.

Saks1 denemesi i¢in sadece fasulye tohumu (negatif
kontrol), T. harzianum ile muamele edilmis kontrol, R. solani
ile muamele edilmis kontrol ve T. harzianum+R. solani
birlikte uygulanmis grup olmak iizere 4 gruba ayrildi. Her
grup icin 10’ar adet saksi diizenegi hazirlandi. Onceden
hazirlanan ve otoklavda steril edilen torf : toprak (1/3
oraninda) karigimi kullanilarak her tohum bir saksiya ekildi.
Tohumlar saglikli olarak ¢imlenip toprak {iistiine ¢iktiktan
sonra kontrol grubu hari¢ ti¢ gruba da 7 giinlik T. harzianum
kiiltirinden 1 cm ¢apli diskler kesilerek kok yakimma
yerlestirildi. R. solani i¢in ise tohuma sardirilmis kiiltiir
kullanild1 (Keen ve Raczkowski, 1922). R. solani kontrol ve
T. harzianum+R. solani birlikteligi saks1 gruplarina her kok
icin bir tohum olmak iizere, kok yakmima yerlestirildi.
Negatif kontrol grubuna hi¢bir mikroorganizma uygulanmadi
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ancak tiim gruplarin {izerine toprak ilave edilerek uygulama
tamamlandi.  Saksilarmn tiimi  iklimlendirme dolabinda
(WGC-P4, DAIHAN) 35000 lix 151k, 16 h aydmlik, 8 h
karanlik, 25/20+2 °C (giindiiz/gece) sicaklik, % 50-60+5
nem igeriginde bilyiitiildii. Saksilar iki giin arayla 20 ml steril
musluk suyu ile suland1.

Sakst deneyi bes hafta boyunca iklimlendirme
dolab1 kosullarinda biiyiitiildii. Deney sonunda ana kok
uzunlugu, sacak sayisi, govde uzunlugu, gévde ve kok yas
agirligi ve ortalama yaprak ylizey alani gibi parametreler
Olgiildi ve alinan degerleri ANOVA (Duncan p<0.05)
istatistiki analizi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Calisma Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen-
Edebiyat  Fakiiltesi,  Mikrobiyoloji ~ Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Ikizdere vadisi cay bahgesi topraklarindan
izole edilen, geleneksel ve molekiiler olarak T. harzianum
ID11C olarak tanimlanan susun bitki gelisimini tesvik eden
bazi Ozellikleri belirlenerek kismen karakterize edilmistir
(Ulker ve Karaoglu 2004; Bozdeveci ve Karaoglu, 2014).
Izolatlarin  gelisebilme parametreleri incelendiginde T.
harzianum ID11C, PDA besiyerinde genis iireme sicaklik
araligina sahip oldugu (15-30 °C ), sporlarinin sicakliga
toleransli oldugu (45-70 °C araliginda 10 dakika), Captan
(Phthalimide grubu), Dikozin (dithiocarbamate grubu) ve
Cupranex (inorganik grubu) gibi fungisitlere karsi ticari
kullanim dozlarmin iki kat1 konsantrasyonunda (10 mg/ml)
ireme ve spor {iretim yetenegini kaybetmedigi yapilan
¢aligmalarla bildirilmistir (Bozdeveci ve Karaoglu, 2014;
Karaoglu vd., 2018).

Trichoderma harzianum (Teleomorf; T. lixi) ID11C
susunun bitki patojeni fungus olan Rhizoctonia solani (AG4)
susuna kars1 ikili kiiltiir testinde giiglii antifungal etkinlige (7.
giin % 70 ve 15. giin % 75) sahip oldugu belirlendi (Sekil 1).

Trichoderma harzianum ID11C susunun bir dizi
metal tuzlarmin farkli konsantrasyonlarinda iireme ve spor
olusturma yetenegi arastirildi (Tablo 1). Kursunun varliginda
test edilen 100-800 mM konsantrasyonlarinda {ireme
yetenegine sahip oldugu, ancak spor iiretiminin engellendigi
gozlendi. Bakirin 100 mM konsantrasyonlarindan hig
etkilenmedigi, 200-400 mM araliginda iireyebildigi ancak
spor olusturmadigi ve 800 mM’da ise liremedigi belirlendi.
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Cinko toleransinin yiiksek oldugu, konsantrasyona bagl
olarak tremenin kismen etkilendigi, 800 mM’da spor
iiretiminin engellendigi ancak daha yiiksek konsatrasyonlara
direngli oldugu goézlendi. Kadminyumun >400 mM gibi
yiikksek konsantrasyonlarmda iireme ve spor iretiminin
etkilendigi, ancak konsantrasyon arttikca besiyerinde berrak
bir zon olusumu ve artig1 gézlendi.

Yiiksek tuz konsantrasyonu varhiginda T. harzianum
ID11C’nin  biliyime ve spor olusturma  Ozelligi
arastirildiginda, 25, 50, 100, 200 mM tuzlulukta radyal hifa
biiyiimesinin ve spor olugturmasmin etkilenmedigi, 300 mM
da spor iiretim potansiyelinin kismen azaldigi ancak radyal
bitytimenin etkilenmedigi belirlendi (Sekil 2).

Sekil 1. T. harzianum ID11C (Teleomorf; T. lixi) ID11C
mikroskobik, makroskobik morfolojisi ve R. solani (AG4) susu ile
ikili kiiltiir gérintimii.

Trichoderma hazianum IDI11C susunun bitki
gelisimini  tesvik ettigi, patojen mikroorganizmalarin
iiremesini ise inhibe ederek, bir kisim enzim aktivitelerinin
varligr kalitatif yontemlerle belirlendi (Tablo 1). Kiiltiir
siiresine bakilarak (5. ve 10. giinler) yapilan goézlemde,
ID11C’nin kitinaz, lipaz, proteaz ve ACC Deaminaz
aktivitesine sahip oldugu (Tablo 1), fosfat ¢oziinirligi
ve/veya giiclil siderofor iiretim yeteneginin varligi belirlendi.

Biyotik  Strese  Maruz Kalmis  Fasulyenin
Gelisimine T. harzianum ID11C’nin Etkisi: Calismada
fasulye bitkisinin T. harzianum IDI11C varliginda ve
yoklugunda (kontrol) tohum ¢imlenme basarisi arastirildi
Hem petri kabinda hem de toprakli saksida 30’ar adet
birbirinin benzeri morfolojideki tohumda yapilan ¢aligma
sonucu gruplarin tiimiinde ¢imlenmenin 4. ve 7. giinlerdeki
¢imlenme basarist % 80 olarak belirlendi (Sekil 3).

Tablo 1. Trichoderma harzianum ID11C Susunun Bazi Agir Metallere ve Tuza Kars1 Toleranst.

Metal Tolerans1 Radyal (mm) Tuz Toleransi(mm)

Baz1 Enzim Aktiviteleri (mm)

mM Cu Pb Zn cd mM Radyal Spor Uretimi Enzimler 5.giin 10.giin
100 85* 85 85* 85* 25 85+2 +++ Kitinaz 82 85
200 85 85 75* 70/2** 50 85+2 +++ Lipaz 15 24
400 40 85 35* 30/2 100 8542 +++ Proteaz 8 22
800 - 85 50 15/8 200 85+2 ++ ACC Deaminaz 45 80
250 85+2 ++ Siderofor 36/- 57/13***
300 85+2 + Fosfat Coziintirligii 75 >85

*: Spor Uretimi varlig1, **; A¢ik zon olusumu, ***; Kiiltiiriin (iremesi/enzim aktivitesi zonu.
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Sekil 2. Trichoderma harzianum ID11C Susunun Tuz Tolerans
Konsantrasyonu (50-300 mM).

e il

Sekil 3. T. harzianum ID11C uygulanmis ve uygulanmamus fasulye
tohumlarmin ¢imlenme basarisi.

T. harzianum IDI1Cnin fasulyede solgunluk
ve/veya kok ciiriikliigii etkeni olan R. solani B227(AG4)
patojeninin varliginda ve yoklugunda gelisimine olan
etkinligi laboratuvar ortaminda saksi i¢inde arastirildi (Sekil
4). Bu amagla dort grup (kontrol, ID11C, B227 ve
ID11C+B227 gruplari) olusturuldu. Cimlenmenin 4. giiniinde
saglikli sekilde ¢imlenmis tohumlar segildi ve her grup igin
hazirlanmis olan saksilara birer adet olacak sekilde toplam 12
adet tohumdan olugan birer saksi toplulugu olusturuldu.

Sekil 4. Fasulye bitkisinin govde ve kok gelisimi goriiniimleri (45.
Giin).

Kontrol ve T. harzianum ID11C gruplarinda ekilen
tohumlarin tiimiiniin gelistigi, aralarinda 6nemli bir gorsel
farkliligin olugmadigi ancak, ID11C gruplarmin fizyolojik
olarak daha yesil ve canli oldugu gozlendi. R. solani B227
uygulanan grupta {i¢c tohumun gelismedigi, fizyolojik olarak
yaprak renklerinin daha ag¢ik oldugu, T. harzianum ID11C+
R. solani B227 birlikteliginde ise bir tohumun gelisemedigi
ve de yaprak renklerinin R. solani B227 grubuna gére daha
koyu oldugu belirlendi. Deney sonucunda her grup ve tohum
ayr1 ayr1 alinarak gdvde boyu, yaprak sayisi, kok uzunlugu,
sacaklanma sayisi, lezyon skalasi, yas/kuru agirliklar: vb. bir
dizi parametreler fiziksel olarak olgiildii ve istatistiksel
acidan degerlendirildi. Istatistiksel analizde (ANOVA) ana
kok uzunlugu ve gévde uzunluklarinda kontrol grubu ile R.
solani B227 grubu arasinda P<0.05 6nem diizeyinde anlamli
fark oldugu belirlendi.

Ana kok uzunlugu (cm) bakimindan kontrol ile
B227 arasinda anlamli fark oldugu gdzlendi (p< 0.05,
Tukey). Gelisim parametreler acisindan en iyiden kotiiye
gore siralandiginda kontrol (25.3) > ID11C (24.6) >
ID11C+B227 (21.3) > B227 (18.4) seklinde siralandig:
belirlendi. G6vde uzunlugu (cm) kontrol ile B227 arasinda
anlamli fark oldugu goézlendi (p< 0.05, Tukey). Swrasiyla;
kontrol (72.2) > ID11C (67.8) > ID11C+B227 (59.1) > B227
(42.7) seklinde bir siralama gozlendi (Sekil 4 ve 5).

Sacaklanma sayisinda (n) kontrol ve B227 arasinda
anlamli fark oldugu gozlendi (p< 0.05, Tukey) ve sagaklanma
sayisiin sirasiyla ID11C+B227 (23.4) > ID11C ( 23.3 ) >
kontrol (22.9) > B227 (17.2) seklinde oldugu belirlendi.
Istatistiksel agidan B227 farkli grupta yer alirken, digerleri
bir grupta toplanmistir, yani istatistiksel acidan kontrol,
ID11C ve B227 birlikteliginde anlamli bir farkliligin
olmadig1 ancak, ID11C’nin R. solani B227 patojenik etkisini
azalttigini gostermistir.

Fasulye bitkisinin biiyiime parametrelerinden olan
yaprak sayist (n) incelendiginde sirasiyla ID11C (5.5) >
ID11C+B227 (5.25) > kontrol (5.15) > B227 (4.3) ve yaprak
ortalama yiizey alam (cm?) incelendiginde sirasiyla
ID11D+B227 (25.86) > ID11C (25.6) > kontrol (24.87) >
B227 (16.54) seklinde bir siralanma gdzlenmistir. Bu
sonuglar istatistiksel olarak gii¢lii anlamli fark olusturmasa da
T. harziamm 1D11C’nin yaprak sayis1 ve yiizey alanina
etkisinin var oldugu ve de kontrol ile R. solani B227 patojen
gruplarina gore daha iyi olduklar1 gézlendi.

Fasulyelerin govde/kdk yas ve kuru agirhigi (g)
parametreleri incelendiginde istatistiksel agidan Onemli
farkliligin  olmamasma ragmen T. harzianum [ID11C
varliginda her iki parametrede de kontrol ve patojene kiyasla
daha yiiksek degerlerin var oldugu gozlendi. Govde yas
agirhik siralamasi; ID11C (5.95) > ID11C+B227 (5.03) >
kontrol (4.55) > B227 (4.08) ve govde kuru agwlhik (g)
siralamasi ID11C (0.53) > ID11C+B227 (0.43) > kontrol
(0.41) > B227 (0.34) seklinde belirlendi. Kok yas agirhigs;
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ID11C+B227 (2.28) > ID11C (2.09) > B227 (1.82) > kontrol
(1.57) ve kok kuru agwligi; ID11C+B227 (0.2) > ID11C
(0.12) > B227 (0.11) > kontrol (0.09) olarak ol¢iildii (Sekil
6).
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Sekil 5. Biyotik stres varliginda gelisen fasulye bitkisinin ana kdk
(AKU) ve govde (GVD) uzunluklari (cm), sagaklanma (SCK) ve
yaprak (YPRK) sayilari (n).
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Sekil 6. T. harzianum ID11C ve R. solani B227 birlikteliginde
biiyiitiilen fasulye bitkisinin gévde ve kok yas/kuru agirligi.

Fasulyenin Kokte Lezyon Skalas1 (n) incelendiginde
R. solani B227 ile diger tiim gruplar arasinda anlamli fark
gozlendi (p<0.05, Tukey). Lezyonlarin en fazla R. solani
B227 varliginda olustugu, ID11C’nin gii¢li bir sekilde
engelleyici 6zelliginin var oldugu belirlendi. Siralamaya
bakildiginda B227 (3.8) > ID11C+B227 (0.9) > kontrol (0) =
ID11C (0) seklinde oldugu tespit edildi.
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SONUC ve ONERILER

Trichoderma cinsi funguslarin, R. solani gibi bitki
patojeni  funguslara kars1 giliglii ~ biyolojik  kontrol
potansiyellerinin oldugu bilinmektedir. Ancak her bdlgenin
kendi bitki patojeni funguslarin yine kendi florasma ait
secilen  biyokontrol ajanla yapilmasmin ekosistemin
biitinliiglinlin ~ korunmas1  acisindan  6nemli  oldugu
diistiniilmektedir. Calismamiz, yerel kaynaklardan elde edilen
T. harzianum ID11C susunun fasulye bitkisinin kok
curiikligii etkeni varliinda biyokontrol etkinliginin
arastirilmasi amaciyla yapilmistr.

Trichoderma izolatlari, R. Solani’nin hifa, sklerot ve
diger yapilarmi parazitleyebilir, metabolitleri patojene karsi
rekabet edebilirligi indiikler ve konakg¢1 bitkiye direng
kazandirabilir. Fonksiyonel antagonistik aktivite,
Trichoderma izolatlar1 arasindaki yaygin ve spesifik olmayan
cesitliligi ortaya koymaktadir. Trichoderma, hem in vivo
hem de in vitro olarak patojenlerin hedef bitki yiizeyine
kolonizasyonunu ve de gelisimlerini azalttigi, bulundugu
ortamda daha fazla suda ¢Oziiniir metabolitler iireterek R.
solani’nin ¢ogalmasmi ve biiyiimesini inhibe ettigi
bildirilmektedir (Anees vd., 2011). T. harzianum ID11C
susunun R. solani’ye karsi ikili dual testte giiclii antifungal
aktiviteye sahip oldugu gozlendi (Sekil 1). Mayo vd. (2015)
tarafindan yapilan ¢alismada 23 Trichoderma izolatinn R.
solani'nin in vitroda % 86-58 araliginda biiyiime inhibisyonu
olusturdugu bildirilmis olup sonuglarimiz ile (Sekil 1 ve 3)
uyumlu oldugu belirlenmistir.

Trichoderma ve R. solani arasindaki etkilesim soz
konusu oldugunda, mikoparazitizim ve antifungal bilesikler
tireterek biliyiimesini baskilamaktadir. Antifungal bilesikler
arasinda antibiyotikler, mikotoksinler ve diigiik agrlikli
ikincil bilesikler yer alir (Schuster ve Schmoll, 2010). Ayrica
siderofor iiretimi ve fosfat ¢oziiniirliiglinii arttirarak bitki
biiylimesini, koklerin gogalmasini vb. etkinlikleri saglayarak
bitkinin gelisimini arttirirlar (De Franga vd., 2015).
Ekosistemde 6nemli ayristirict olan bakteriler ¢esitli enzimler
salgilayarak organik ve bazi inorganik maddelerin
par¢alanmasina boylece biyo-dongiiye katilmasina aracilik
eder. Trichoderma tiirleri farkli hidrolitik enzimleri; endo-p-
glukonaz, B-1-3 glukonaz, a ve pB-galaktozidaz, ksilinaz,
alkalin fosfataz, mannaz, lipaz ve proteaz iiretimi (Aziz vd.,
1993), bu enzimlerinde Trichoderma’nin fungal patojenleri
liziz etmesinde yani mikoparazitizmde anahtar rol oynadigi
bilinmektedir (Worasatit, 1994; Steyaert vd., 2003). Bitki
gelisimini tesvik eden ve patojenleri inhibe etmede Gnemli
rol oynayan bir dizi enzimi iiretebilme kapasitesinin yiiksek
olmas1 iyi bir biyoremidant ve mikopatojen sus olma
ozelligini gostermektedir.

T. harzianum ID11C susunun agir metal olan Cu,
PB, Zn ve Cd’un yiiksek konsantrasyonlarinda rahatlikla
tireyebildigi, spor iiretimi agisindan bakildiginda kursun harig
digerlerinin yiiksek konsantrasyonlarinda etkili oldugu ve de
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Cd’u  varhginda agik zon olusumu ile muhtemelen
biyoremidasyon etkinliginin varli1 tespit edilmistir (Tablo
1). Tansengco vd. (2018) vyaptiklar1 calisgmada maden
alanindan alman Orneklerden izole ettikleri Trichoderma (T.
gamsi, T. harzianum, T. virens ve T. saturnisporum)
tiirlerinde metal toleransi (Cr, Cu, Pb, Ni, Zn) test edilmistir.
Inkiibasyonun 7. giiniinde Cu tolerans1 200 ppm’de radyal
biliyiime tliim izolatlarda 45 mm, konsantrasyon (400, 600,
800 ve 1000 ppm) artistyla birlikte radyal biiyiime de azalma
(25-5 mm araliginda) oldugu bildirilmistir. Kursun
konsantrasyonun artmasiyla birlikte radyal biiylimede
herhangi bir degisme olmadigi, 1000 ppm’e kadar toleransl
oldugu bildirilmigti. Bu sonuglar ile T. harzianum
ID11C’nin sonuglar1 arasinda (100-800 mM araliginda 85
mm) benzerlik oldugu goriilmektedir.

Tansengco vd. (2018) Zn toleransi (200-1000 ppm)
¢alismasinda radyal biiyiimede azalma meydana gelmesine
ragmen kismen toleransh oldugu, T. saturnisporum’un ise
200 ppm Zn konsantrasyonunda radyal biiylimesinin
engellendigi bildirilmistir. Calismamizda Zn
konsantrasyonun artmasi (100-800 mM) ile birlikte radyal
biiyiimede kontrole kiyasla azalmanin oldugu goriilmistiir.

Nongmaithem vd. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada 14
Trichoderma izolat1 iki agir metale (nikel ve kadmiyum)
toleranslar ag¢isindan incelenmis, dort izolatin Ni ve Cd karsi
tolerans1 diger izolatlara gore daha iyi oldugu bildirilmistir.
Izolatlarin 72 saatlik inkiibasyon sonunda Cd konsantrasyonu
artika radyal biiylimenin orantisal olarak azaldigi, 200
ppm’deki en yiiksek zon ¢ap1t MT-4 ve UBT-18 izolatlarinda
sirastyla 44.7 ve 40.6 mm oldugu bildirilmektedir.
Caligmamizda ise 100 - 200 mM Cd konsantrasyonunda T.
harzianum ID11C’nin etkilenmedigi (85 -75 mm) ancak daha
yiksek (800 mM) konsantrasyonda ise biiylimenin (15 mm)
kisitlandig1 tespit edilmistir. Kadmiyumun 100-200 mM
konsantrasyonlarinda besiyerinde renk degisiminin oldugu ve
bunun muhtemelen biyoremidasyon ile iliskili oldugu ancak
bu konuda daha detayli calismalarin yapilmasi gerektigi
diistiniilmektedir.

Toprakta tuzluluk oraninin fazla olmas: biyokontrol
izolatlarmin potansiyelini etkileyen onemli abiyotik stres
faktoriidiir. Calismadaki sonuglarimiza gére T. harzianum
ID11C’nin test edilen tiim tuz konsantrasyonunda koloni
geligimi hizli ve spor iiretiminin iyi oldugu, ancak 300 mM
NaCl igeren besiyeri ortaminda,
engellendigi gorilmiistiir (Tablo 1, Sekil 2). Bu sonug
biyokontrol ajan1 olarak kullanilan diger Trichoderma
caligmalart  sonuglariyla uyumlu oldugu goézlenmistir
(Mohamed ve Haggag, 2006; Yigit, 2011). Trichoderma spp.
hemen hemen tiim topraklarda ve diger ¢esitli habitatlarda
bulunabilmektedir. ID11C’nin tuz toleransmnin yiiksek
olmasi, iklim kosullar1 ve dogal olmayan (barajlar, asiri
sulama vb.) nedenlerle olusabilen halofil topraklarda
rahatlikla uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.

sporulasyonun biraz
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Trichoderma  harzianum ID11C’nin  fasulye
bitkisinin tiretimi ve R. solani hastaliklarina kars1 biyokontrol
ajant olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi igin 6ncelikle
tohum ¢imlenmesi iizerine etkinligi arastirildi (Sekil 3).
Cimlenmesine karsi olumsuz etkinligi olmadigi, kontrol ile
benzer (%80) ¢imlenme oranina sahip oldugu belirlendi.
Cimlenme  basarisina etkisinin ~ olmadig1
belirlendikten sonra fasulye gelisim parametreleri ve kok
clriikligii hastaligmmin 6nlenmesindeki etkinligi arastirildi
(Sekil 3 ve 4).

T. harzianum IDI11C’nin fasulye de solgunluk
ve/veya kok ciirtikliigii etkeni olan R. solani B227(AG4)
patojeninin varliginda ve yoklugunda gelisimine olan
etkinligi laboratuvar ortaminda belirlendi. Test edilen
gruplarda (kontrol, ID11C, B227 ve ID11C+B227) 6lgiilen
gdvde boyu, yaprak sayisi, kok uzunlugu, sagaklanma sayisi,
lezyon skalasi, yas/kuru agirliklar1 parametreleri arasindan
farkliliklarin oldugu belirlendi (Sekil 4 ve 5). Ana kok ve
gdvde uzunluklar1 bakimindan degerlendirildiginde B227 ile
kontrol arasinda anlamli fark oldugu (p< 0.05, Tukey),
kontrol grubundan sonra en iyi grubun ID11C grubu oldugu,
R. solani grubunun, bu parametreleri ciddi 6lgtide olumsuz ve
Trichoderma varliginda ise gelismeyi oOlumlu y6nde
etkiledigi belirlenmistir (Sekil 4 ve 5). Sagaklanma sayisinda
kontrol ve B227 arasinda anlamli fark oldugu gézlendi (p<
0.05, Tukey), en fazla sagaklanmanin ID11C+B227 (23.4) en
az sagaklanma B227 (17.2) gruplarinda oldugu belirlenmistir.
Yaprak sayist ve yiizey alani acilarindan bakildiginda
istatistiksel agidan anlamli farkliligin olmamasina ragmen, en

olumsuz

fazla yaprak sayisinin ve yiizey alani degerlerinin sirasiyla
ID11C ve ID11C+B227 birlikteliginde, en diisiik degerlerin
ise B227 grubunda oldugu goézlendi. Fasulyelerin gévde/kok
yas ve kuru agirhigi (Sekil 6) parametrelerinde de benzer
durum so6z konusu oldugu gézlenmis olup tiim bu sonuglar,
T. harzianum ID11C’nin giiclii bitki gelisimini tesvik eden
ajan oldugunu ortaya koymaktadir. R. solani B227’nin
fasulye koklerinde lezyon olusturdugu, diger tim gruplar
arasinda anlamli fark (p<0.05, Tukey) go6zlendigi
ID11C’nin giiglii bir sekilde lezyon olusumunu engelledigi
dolayisiyla fasulye bitkisinin kdk ¢iiriikliigii etkenine karst
6nemli bir biyokontol ajani oldugu tespit edilmistir.

Trichoderma hastaliklarin
baskilanmasindaki etkisi, tohumlarmin g¢imlenme basarisi,
bitki boyu ve kuru kok agrhg gibi bitki geligim
parametreleri iizerindeki etkileri ile iyi korele oldugunu
gosterildi. Bu nedenle, farkli Trichoderma tedavilerinin
fasulye biiyiimesini giivenilir bir sekilde etkiledigi sonucuna
varilabilir. Kok hastaliklarmim baskilanmasinda Trichoderma
etkinliginin yiiksek oldugu belirlendi.

Biyolojik kontrol, R. solani'nin patates veya diger
konak¢i mahsuller etkili stirdiiriilebilir
kontroliinii saglayabilen alternatif bir stratejidir (Larkin ve
Brewer, 2005). Trichoderma spp'nin artan bitki verimi ve
biyokiitle ile iligkili olan bitki kok gelisimini destekledigi

Ve

uygulamalarinim,

lizerinde ve



Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:4, Say1:3, (302-311) 2019

gosterilmistir (Harman vd., 2004). Bu destegin fasulyede
dogrudan etkilesimlerden, hormon regiilasyonundan ya da
besin alimindan (Hermosa vd., 2012) veya muhtemelen bu
iki etkinin bir kombinasyonundan ortaya ¢ikmig olabilecegi
bildirilmektedir. Kok sistemi yapisi, bitkiler ile birka¢ biyotik
ve abiyotik faktorler arasinda 6nemli bir ara yiiz gorevi goriir
ve bitkilerin ¢evresel degisimleri algilayarak bunlara cevap
olusturma yoluyla agsmasmi saglar. Yanal koklerin yani sira
ozellikle primerlerin uzunlugu ve yogunlugu kuraklik stres
toleransinda 6nemli bir rol oynar. Kuraklik stresine cevap
olarak artan kok capi ile birlikte yiiksek kok uzunlugu
yogunlugunun gelistirilmesi, piringte kurakliga tolerans
kazandirdig: bildirilmektedir (Allah vd., 2010). Bitkilerde
kok yapisinin patojen enfeksiyonlarinda 6nemli bir rol
oynadigi, Higginbotham vd. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada
Triticum aestivum'daki Pythium debaryanum ve Pythium
ultimum (kok ¢lirtigiiniin etkeni)
degerlendirilmesinde, kok uzunlugu yiiksek olan bitkilerin
mantar enfeksiyonu daha az oldugu bildirilmektedir. Buna
karsilik, Rhizoctonia solani'nin (kok ciiriikligiiniin etkeni)
Solanum  lycopersicum'a  enfeksiyonu, toplam  kok
uzunlugunda, kok uglarinin sayisinda ve kok dallanmasinin
derin toprak katmanlarindan su arama

viriilansinin

biiyiikligiinde,
islemini ve dolayistyla siirglin biiylimesini tehlikeye diisiiren
azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (Berta vd., 2005;
Simonetta vd., 2007). Mayo vd. (2015) tarafindan yapilan in
vivo c¢alismada, Trichoderma harzianum TO19 ile islenen
fasulye bitkileri, kontrole gore her zaman artan bir boyuta
sahip oldugu, bu izolat ve R. solani'nin birlikte uygulandigi
bitkiler boylarinda herhangi degisme olmadig1 bildirilmistir.
Calismamizda T. harzianum ID11C ve R. solani AG4 birlikte
uygulandig1 saksilarda da kontrole gore bir degisiklik
meydana gelmezken, R. solani AG4 tek bagma uygulandigi
saksilarda ise kontrole gore nekroz ve hastalik etkisi
bakimindan 6nemli bir fark meydana geldigi gozlenmistir.

Sonug olarak ekonomik agidan Onemli birgok
mahsulde ciddi tirtin kayiplarina neden olan R. solani’nin yol
actig1 kaybi, T. harzianum ID11C’nm bir dizi giiglii enzim
aktiviteleri, yiiksek metal ve tuzlu konsantrasyonuna tolerans
ozellikleri, alan rekabet¢iligi ve mikoparazitik mekanizmalar1
aracihigt ile Onemli Olgiide Onleyebilecegi
varilmustir.
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