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Tarmmsal diriinlerin 1/3 @ine yakin kismum yok eden bitki fungal
patojenleriyle  miicadele icin kullamlan organik kimyasallarm ve
pestisidlerin ¢evre ve canh saghfmm tehdit ediyor olmasi; giliniimiizde
biyolojik kontrol ajanlarinin nemini arttirmaktadwr. Trichoderma spp. ve
mutant susglar, toprak kokenli bitki fungal patojenlerine etki eden dnemli
biyolojik kontrel ajanlandir.Bu c¢ahsmada Eskisehir bolgesindeki
topraklardan izole edilen ve U.V. ile mutant hale getirilen Trichoderma
harzianum suslannm, bitki patojenlerine karsi antimikrobiyal ve fizyolojik
dzellikleri incelenmisgtir. Mutant T.harzianum izolatlarmmm bitki fungal
patojenleri iizerinde filtrat, ucucu bilesikler ve enzim aktiviteleri yoluyla
etkili oldukian tespit edilmistir.

inhibisyon deneylerinde Fusarium oxysporum ve Fusarium
moniliforme’e karsi T11, Fusarium solani ve Fusarium culmarum 2’ye kars:
T4A, Fusarium culmarum 1’¢ karst T21, Rhizoctonia solani’ye kars: T10,
Drechslera sorokiniana ve Gaeumannomyces graminis var. tritici’ye karst T4C

ve Sclerotium rolfsii’ye karst T4D mutant suslan etkili olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma harzianum, Antimikrobiyal, Mutant,
Biyolojik Kentrol
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ABSTRACT
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Organic compounds and pesticides which are used to inhibit plant
pathogens that are harmfull to about 1/3 of agricultural preducts, threat the
human and environmental health. This threat increases the importance of
biological control agents. Trichoderma spp. and mutant strains are very
important biological control agents which affect plant fungal pathogens
origined from soil. In this study, Trichoderma harzianum strains that were
isolated from soil samples in Eskisehir region and then were mutated by
U.V. light are identified. Antimicrobial and physiological features of these
strains against plant pathogens were investigated. In addition, it was
detected that mutant T.harzianum isolates had effects on plant fungal
pathegens by the means of filtrate, volatile compounds and enzymatic
activities.

It was found that T11 against Fusarium oxysporum and Fusarium
moniliforme, T4A against Fusarium solani and Fusarium culmarum 2, T21
against Fusarium culmarum 1, T10 against Rhizoctania solani, T4C against
Drechslera sorokniana and Gaeumannomyces graminis var. ftritici and T4D
against Sclerotium rolfsii had been effective.

Keywords: Trichoderme harzianum, Antifungal, Mutant, Biological Control
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TESEKKUR

Bitkisel {irlinlere bitki fungal patojenlerin verdigi zararin dogal yollardan
kontrol edilmesi, stirdiiriilebilir bir dogal yasam icin son derece dnemli ve aym
zamanda biiyiikk bir ekonomik defer tagimaktadwr. Bu kapsamda, mutant
Trichoderma  harzianum’un  biyolojik  kontrolde  kullamlabilirliginin
arastirilmasinda ve Yiiksek Lisans Tezimin hazirlanmasinda degerli yardimlarim
esirgemeyen Saymm Hocam Prof. Dr. Merih KIVANC’a sayg: ve siikranlarmm
sunarim.

Degerli bilgi birikimleri ve deneyimlerinden faydalandigim Biyoloji
Bolimii Doktora Programu &grencisi Saym Cigdem KUCUK’e ve Saymn Uzman
Erdogan CAKIR a tesekkiir ederim.

Calismalarmm swrasinda her tiirli destegini gordiigiim Bdolge Midiiriim
Saymn Ali UZMANOGLU ve mesai arkadaglarima, maddi ve manevi yardimlarins
esirgemeyen aileme ve yazimdaki desteginden dolayi enistem Halil ibrahim
KOSELER’e tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

RI : Inhibisyon degeri .
R; : Antagonist patojen yoniindeki biiylime ¢aps,
R, : Antagonist ile patojenin agilanma durumlar: arasindaki mesafedir.



1. GIRIS

Tarimsal {iriinlerin yaklagik olarak 1/3 {ine yakin kismmin, zararh
organizmalar tarafindan yok edilmekte oldugu bilinmektedir. Zararh
organizmalar; bitki saghgi ve verimini olumsuz ydnde etkileyen bdcekler,
akarlar, yabanc: otlar, nematodlar, kemirgenler, fitopatojenik funguslar, bakteriler
ve viriisler gibi biyolojik canhlardir. Bu patojenler tarafindan olusturulan
hastabiklarm bitki saghgmi ve verimini olumsuz sekilde etkiledigi, bitkilerde
hastabk semptomlarmin olugsmasmma ve {irlin kayiplarma neden oldugu
bilinmektedir [1].

Tarimsal {irlin kayiplarinin Snlenmesi, ¢ok dnceden beri fizerinde biiyiik
Onemle caligilan bir husustur. Bu amagla bircok yontem gelistirilmistir. Bunlarmn
baginda organik kimyasallar ve pestisidlerin kullammi gelmektedir. Etkili bir
yontem olmakla birlikte, bu kimyasallarin dogada kalici ve zor ayrisir olmas:
nedeniyle, ¢cevrede birikmekte ve ciddi bir kirlilige yol agmaktadr. Bu durumun
dogal bir sonucu olarak, bu maddeler besin zinciri yoluyla tarimsal {iriinlere
geemekte, dolayisiyla insan ve diger canlilar igin Snemli bir toksik tehlike
olusturmaktadir. Ayrica, canli biinyesininde kullanilan bu maddelere kars: direng
gelistirmesi sebebiyle, bu kimyasallarin etkileri zaman igerisinde goreceli olarak
azalmakta ve bunun sonucu olarak ta; ya kullamlan kimyasal maddenin dozu
arttirilmak zorunda kahnmakta, yada bu kimyasallarin yeni kusak versiyonlar
gelistirilmek zorunda kalinmaktadir. Bu durumun gevreyi ve besin kirlenmesini,
siirekli ve zincirleme olarak tahrik etmekte oldugu yadsmamaz bir gercektir. Bu
tehlikenin de artarak siiregelmesi, bilim adamlarini, zararh mikroorganizmalarin
bu dnemli ve yikici etkisini, ¢cevreye zarar vermeden bertaraf etmeye ydnelik
¢bziimler iiretmeye zorlamistir. Ayrica son yillarda {izerinde kimyasal artiklar
olmayan zirai iiriinlere dogru genel bir tilketici egiliminin olmas: gorsel agidan her
ne kadar ¢ekici olmasada, biyolojik kontrolii daha cazip hale getirmistir. Bu
kapsamdaki en dnemli ¢ahgmalar, biyoteknolojideki gelismelere paralel olarak,
biyolojik kontrol ajanlarmin kullanimini giindeme yerlestirmektedir [2, 3].

Biyolojik kontrol; modern tarmin acilen ihtiyag duydugu Onemli bir
unsurdur. Biyolojik kontrol; biyolojik etmenler kullanilarak hastabk ya da



zararhilarin kontrol altma alinmasi olarak tarif edilmektedir. Ayrica, biyolojik
kontrol; bitki genlerinin ya da gen iiriinlerinin, zararh organizmalarmn
populasyonlarim azaltmak ya da hastalik siirecinin ana adimlarin1 engellemek
icin kullanilmasimi da icermektedir.

Biyolojik kontrol organizmalari; zararhi organizmalarin popiilasyonunu
azaltan, bitkiyi koruyan yada hastalik gelisimini bastiran, dogal organizmalar1 ve
antagonistleri icermektedir. Bunlar bakteriler, viriisler, funguslar, faydah bocekler
ve yiiksek bitkiler olabilmektedir. Bu amagla biyolojik kontrolde kullamilacak
mikroorganizmalarin spesifik,giivenilir,stabil ve ekonomik olmas: gerekmektedir
[2].

Biinyelerinde barindirdiklar1 degisik ozellikleri nedeniyle biyolojik
kontrolde kullamilan bakteri, fungus gibi mikroorganizmalarin, bitki patojenlerinin
biiylimesine ve/veya yasamasma engel olma potansiyeli bulunmaktadir.
Giinlimiizde mikroorganizmalarin kullanildif1 preperatlar biyolojik kontrolde
genis Sl¢tide kullanilmaktadr [2].

Biyolojik kontrolde  kullamilan funguslarin ; tiirce fazla olmalari,
konukgularinin iyi bilinmesi, suni besiyerlerinde kolay iiretimleri ve ticari iiretim
i¢in uygun olmalar: 6nemlerini artirmaktadir [2].

Toprakta ve daha az oranda bitkinin toprak iistii organlarinda bulunan
Trichoderma, Penicillium ve Gliocladium gibi funguslarin bitkilerde hastalik
olusturan funguslara kars: etkili olduklari bilinmektedir [4].

Son yillarda biyolojik kontrol ajanlar: tizerinde yapilan muhtelif
caligmalar, Trichoderma spp. ve bunlarin mutant suglarmin toprak kdkenli
bitki fungal patojenleriyle miicadelede kullnilmakta etkili olduklar: , nemli bir
¢Ozlim alternatifi olabilecekleri ve biyolojik kontrolde gelecek vaad ettigi ortak
noktasinda birlesmektedir [4, 5]. Trichoderma tiirlerinin etkiledigi baz1 funguslar
Cizelgel.1 de verilmigtir.

Trichoderma tiirlerinin cesitli topraklarda bulundugu, mikrobiyal
inhibitorlere kars: direncli olduklari, Grettikleri degisik metabolitler ile organik
substratlar1 indirgeyebilme yeteneklerinin oldugu bilinmektedir [3]. Ayrica
Trichoderma ve mutant suslarinin; patojenlere mikoparazit ajan olabilen,



Cizelge 1.1. Trichodema tiirlerinin etkiledigi toprak kokenli funguslar [2]

Antagonist Fungus

EtkilediZi Fungus

Trichoderma harzianum

Trichoderma lignorum

Trichoderma aureoviride

Trichoderma polysporum

Trichoderma pseudokoningii

Trichoderma viride

Verticillum dahliae
Sclerotinia sclerotiorum
Fusarium solani
Sclerotium rolfsii
Phytaophthora citrophthora
Botrytis allii

Pythium ultimum

Fusarium graminearum
Gaeumannomyces graminis
Heterobasidion annosum

Sclerotinia homeocarpa

Colletotrichium spp.

F.solani

Rosellinia necatrix

Sclerotium cepivorum

Heterobasidion annosum

Sclerotinia sclerotiorum

Verticillium dahliae




antibiyotik aktivite gosterebilen, metabolit iiretebilen, substrat iizerinde hizla
gelisebilen izolatlar oldugu da saptanmistir [4, 6-8 ].

Trichoderma tiirleri, yaklasik 200 yil dnce, topraktan ve ¢lirlimiis organik
materyallerden izole edilmistir. Ik kez Weedling tarafindan, 1932-1934
yillarinda, Trichoderma tiirlerinin antibiyotik {iretimi ve mikoparazitlik aktivitesi
belirlenmistir. 7richoderma tiirlerinin bitki hastaliklarmin biyolojik kontroliinde
potansiyel bir kullammi olabilecegi bildirilmigtir. Rifaii ; 1969°da tarm
topraklarinda yaygmn olarak bulunan Trichoderma tiirlerini toplayarak incelemistir
[1, 9]. Daha sonra 1971 yilinda Trichoderma tirlerinin antagonistik &zellikleri
lizerinde genis bir galisma yaymlanmistir. 1972 yihinda Trichoderma’nin tarla
sartlar1 altinda ilk biyolojik kontrol deneyleri Weels ve ark. [10] tarafindan
yapilmistir,

Bu calismadan sonra birgok Trichoderna izolatinin sera ve tarla sartlarinda
toprak-kaynakli hastaliklarin kontroliinde basar: ile kullanilabilecegi saptanmigtir
[1,13,18.,48]. Giiniimiizde ise bitki hastaliklarmm kontrolii icin Trichoderma’dan
elde edilen preperatlar Israil’de ‘Trichoderma 2000 ismiyle biofungusit olarak
ziraatte kullaniimaktadir [2].

Trichoderma tirlerinin; bitki gelismesini hizlandirmas;, bitki savunma
mekanizmalarini stimiile ederek bitkileri toprak kaynakl patojenlere karsi direncli
hale getirmesi ve cesitli antibiyotik bilesikler {iretebilmeleri giinlimiizde
Trichoderma’nm, biyolojik kontrol ajan: olarak kullanilma oranim artirmaktadir
[2, 11,15]. Trichoderma tirleri icersinde de Trichoderma harzianum Rifaii’nin;
biyolojik kontrol galigmalarinda lizerinde en fazla durulami ve en etkilisidir
[12,13]. Yapilan caligmalarda T.harzianum™un toprak kaynakh bitki
patojenlerinin neden oldugu hastabiklar {izerine etkili oldugu ortaya konmustur
[1,13,48].

Hadar ve ark. [14] , bag yapraklarinin glimiis rengine doniismesine neden
olan, erik agac¢larinda, fide ve seradaki siis bitkilerinde hastalik olusturan Botrytis
cinerea’nin kontrolinde  T.harzianum'un kullamlabilecegini bildirmislerdir.
Trichoderma harzianum’ dan hazrrlanan “Trichodex’ ad1 verilen preparatin tiziim
baglarindaki hastalif1 %84 oraninda azaltigini saptamuglardir.



Toprak solarizasyonu ve Trichoderma harzianum kombinasyou ile,
S.rolfsii ve R.solani‘nin neden oldugu hastaliklarin kontroliiniin yapildig:
saptanmustir [2].

Ordentlich ve ark. [15], siiriilen topraklara Trichoderma harzianum’un
eklenmesinin, tarlada salatabk iiriin glirikligiine neden olan Rhizoctania
solani‘nin kontroliinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Phytium, Fusarium, Rhizoctonia gibi firsat¢1 patojenlerin gen¢ bitki
tohumlarma saldurmalariyla ortaya ¢ikan damping-off (¢Gkerten) hastaliginin
miicadelesinin biyolojik olarak Trichoderma harzianum ve Trichoderma hamatum
ile yapilabilecegi bildirilmistir [16].

R.solani’nin neden oldugu salatalik ve biber fidelerindeki cokerten
hastahigma kars: 7. harzianum ile yapilan hastalik kontroliiniin %52, S.rolfsii’nin
neden oldugu fasulye, pamuk ve domates kok giiriikliigiiniin kontroliiniiniin ise
%60 oraninda oldugu bildirilmigtir [17].

Trichoderma preparatlarimin bugday-kepek karisimu ile, fasiilye, domates,
pathican ve turp tohumlarindaki R.solani’yi kontrol etmede sera sartlarinda etkili
oldugu saptanmustir [10]. Tahillarda kk clirtimelerine neden olan Fusarium spp.,
bugday koklerini enfekte eden Gaewmannomyces graminis funguslarina kars:
Trichoderma ile yapilan biyolojik kontrol ¢caligmalarinin olumlu sonuglar verdigi
bildirilmigtir [10, 18].

Pamuk tohumlar: ile yapilan deneylerde P.ultimum’un neden oldugu fide
hastaliklarinin kontroliintin de, Trichoderma spp. ile saglanabilecegi bildirilmigtir
[18].

T harzianum, domates ta¢ cliriikligiinlin etmeni olan F.oxysporum .sp.
radicis lycopersici’ye karsi biyokontrol ajan olarak kullamildifinda hastalik
kontroliinii %48 oraninda sagland: bildirilmistir [19].

Inbar ve ark.[6] yaptiklar1 bir calismada, Trichoderma harzianum ile
muamele edilmis salatalik ve biber fidelerinin hem daha iyi gelistigi ve yiiksek
klorofil igerigine sahip oldugu, hem de Phytium spp. ve R.solani’nin neden oldugu
¢okerten hastaligma(damping-off) kars: direngli oldugunu bildirmislerdir.



Otoklavlanmis topraklara Trichoderma harzianum inokule edildiginde
¢avdarda hastabk olusturan Sclerotiorum rolfsii’ye kargi basari elde edildigi
bildirilmigtir [2].

Kiictik [ 48 ] Eskisehir topraklarindan izole ettifi Trichoderma T8
izolatimn domatesde F.oxysporum’un , musirda F.moniliforme’nin , fasulyede
R.solani’nin olusturdudu hastabk siddetini diistirdiigiinii, yine T.harzianum T20
izolatinin bugdayda G.graminis var. tiritici’'nin olusturdugu hastahigin siddetini
sera kosullarinda azaltmada etkili oldugunu bildirmistir.

Altmis yili agkin siireden beri yapilmakta olan ¢alismalar, toprak kaynakl
bitki patojenlerinin neden oldugu hastaliklar iizerinde, Trichoderma tirlerinin
azaltic: etkisi oldugunu gostermekle birlikte; bu etkinin hangi mekanizmaf[lar] ile
oldugu tam olarak agiklanamamigtr. Ancak bunun lizis, mikoparatizm,
antibiyozis, rekabet, bitki biiylimesinin ve bitki savunma mekanizmalarinin tegvik
edilmesi veya bunlarin kombinasyonu seklinde olabilecegi ileri siiriilmektedir
[6,13,20-25].

Birgok fungus toprak kokenli bitki patojenlerine parazittir. Mikoparazit
fungusun konukguyu dallanmig hifleriyle kusattigi, sahip olduklari hidrolitik
enzimler ile, konukgu hiicre duvarmm igine niifuz ederek, hiicreyi pargalayarak
Sldirdigi bildirilmistir [19, 26-27].

Barnett ve Binder [28] tarafindan mikoparazitizm; biotrofik ve nekrotrofik
olarak iki kisimda incelenmistir. Arastiricilar; biotrofik mikoparazitlerin
kisitlanmis konuk¢u oranina sahip oldugunu ve konukc¢udan besin ihtiyaglarini
karsilamak icin 8zel yapilar tirettigini bildirmislerdir.

Nekrotik mikoparazitlerin ise daha saldirgan oldugu, daha genis konukgu
oranina ve cesitliligine sahip oldugu bildirilmistir. Dogada yaygin olarak
bulunmalari ve saprofitik Ozellikleri nedeniyle biyokontrolde kullamlan
mikoparazitlerin cogunlugunun nekrotroflar oldugu saptanmustr  [28-30].
Trichoderma spp’lerde bu grupta degerlendirilmektedir.

Neethling ve Nevalainen [ 39 ], mikoparazitik Trichoderma tirlerinin
miselleri ile ilgili lektinler {irettiklerini bildirmislerdir.

Trichoderma spp.’nin irettifi mikolitik enzimlerin konukgu hiicresini
pargalamasinda Snemli oldugu belitlenmistir. Fungus hiicre duvarinin enzimsel



kiigiilmesinin, hiicre duvarindan glukonaz ve kitinaz enzimlerinin ayrilmasiyla
olustugu saptanmustir. Trichoderma spp. izolatmin toprak kaynakli patojenleri
kontrol etme o&zelliginin yilksek glukonaz ve kitinaz aktiviteleri ile ilgili
olabilecegi bildirilmistir [26].

T harzianum ile konukgu hiicre duvarimnin pargalanmasi {iretilen kitinaz ve
B-(1-3)-glukonaz gibi ekstraselliiler enzimlerin aktivitesiyle olmaktadr [32,33].
T.harzianum’un trettigi kitinaz ve B-(1-3)-glukonaz gibi enzimler ile Pythium
spp.’nin hiicre duvarindaki glukami azaltip, patojeni etkisiz hale getirdigi
belirlenmigtir. Kitinaz ve B-(1-3)-glukonaz gibi anahtar enzimlerin sklerotial
duvar lizisi ve fungal hiicrelerinin herbirinin pargalanmasinda
etkili oldugu saptanmustir [37].

Transmission Electron Microscopy (TEM) kullanilarak parazit ile
antagonist arasindaki etkilesimler gesitli arastiricilar tarafindan incelenmigtir.
Benhamou ve Chet [31], Trichoderma harzianum’un hifleri ile konukcuyu
cevirerek, konukgu hiflerini sardigi ve appressorium benzeri yap:i olusturarak
mikoparazit etki yaptigim bildirmislerdir. Trichoderma harzianum’un hiflerinin,
R.solani’yi sararak biiylimesini smirlandirdid1 ve R.solani hiflerinin turgorunun
azalarak hizla ¢oktiigii Chet ve ark. [32], tarafindan bildirilmistir. 7.harzianum-
R.solani ¢ift kiltliriiniin etkilesimli alam TEM’de (Transmission Electron
Microscopy) incelenmis ve etkilesimin en ¢cok R.solani’nin dis matriksinde oldugu
belirlenmistir [31-33]. Arastiricilar, parazitizm agamasmin sadece yiizeyde
olmadig, konukgu hiicresi iginde plazma membraninin g¢ekilmesi, stoplazmanin
toplanmas: gibi genis ¢apta degisikliklerin oldugu saptammslardir.

T harzianum’un hifinin R.solani hiicrelerine adhezyonundan hemen sonra
R.solani hiicre duvarinda degisiklik oldugu ve pargalanmaya basladig:
saptanmustir. Ayrica R.solani’nin dig duvar katmaninda Snemli dlclide N-asetil
glukoz aminin azalmasim, Trichoderma spp’nin iirettigi kitinazdan dolay1 oldugu
bildirilmistir [34]. Konukgunun i¢ duvar katmanlarindaki N-glukoz amin
miktarmin degisikliginin Trichoderma spp’nin irettigi hidrolitik enzimlerin
diflizyonundan dolay: oldugu saptanmustir [35].



Trichoderma harzianum ve S.rolfsii’nin etkilesimli alanlarindan alinan
omeklerde de S.rolfsii hiicre duvarinin Trichoderma harzianum hifleri ile
cevrildigi ve hemen penetre oldugu Elad ve ark. [36] tarafindan gézlemlenmistir.

Fusarium oxysporum’un hiicre duvarinin R.solani ve S.rolfsii’ye gbre daha
direncli oldugu saptanmustir [10]. Elad ve ark. [34] tarafindan yapilan ¢alismada
Fusarium spp.’nin hiicre duvarmm, parcalanmaya karsi hiflerindeki musilaj
tabakasinin korudugu saptanmugtir. F.oxysporum’un hiicre duvarinin diger
funguslara gére daha fazla protein igerdigi de belirlenmigtir [10,34].

Mikroorganizmalarmn 5lim sebepleri arasinda en yaygin olam aglikdir. Bu
yiizden besin faktorlerini siirlandirmadaki rekabet 6zellikle karbon, azot, demir,
bitki patojenlerinin biyolojik kontroliinii saglamaktadwr. Ozellikle demirin
bakteriyel biyolokontrol lizerine etkisi konusundaki ¢alismalarda yogunlasilmigtir
[2].

Funguslarda, antagoniste karsi azalan biyolojik ve kimyasal direnglilik
yeteneginin, icerdikleri melanin miktarindan kaynaklandig: bildirilmigtir [31].
Elad ve ark. [34] tarafindan, Trichoderma tiirlerinin miselyumlar: ile konukc¢u
hiicre arasindaki etkilesiminin, osmofilik durumiara neden oldugu saptanmustir.

Kat1 besi ortaminda hizla gelisen Trichoderma harzianum ve
T.polysporum’dan elde edilen peletlerin arpa, bugday tohumlarina veya torf ve
bugday-kepek karigimlar ile tarlaya uygulanmasmin bitki hastaliklarinda énemli
dustisler sagladig: bulunmustur [3,21]. Trichoderma harzianum’un pH 6.5 veya
daha altindaki topraklarda oldukg¢a aktif antogonistik &zellik gosterdigi
saptanmstir [30,38 ].

Tarla sartlarmda ve laboratuvarda yapilan deneylerde Trichoderma
harzianum bitki patojenlerine mikoparazit ve antogonist Ozellik gdstermistir.
Trichoderma harzianum izolatlary, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani ve
Pythium aphanidermatum’a kars: etkili oldugu bulunmustur [30]. Trichoderma
harzianum’un ayrica lignoselliilozlarin yikiminda da rol oynadigi bildirilmistir
[17, 30].

T. harzianum’daki membranla sik: bir iligkiye giren ve iyonofor aktivitesi
gosteren bilesiklerin hiicre membrammin permeabilitesini azaltarak, antagonistik
aktiviteyi gergeklestirdigi ortaya konmugtur [41].



Biyolojik kontrol ajanlar ile yapilan ¢aligmalarda metabolit iiretimi genis
dlgtide incelenmistir. In vitro ¢alismalar 7. harzianum™un bitki patojenlerine kars:
etkisinin antibiosis ile iliskili oldugu belirlenmistir [42-45]. Trichoderma
tiirlerinin in vitro olarak birgok toksik metabolit {irettigi, ayrica topraktaki organik
materyalde de toksik metabolitler tiretebildigi bildirilmistir [7,46,47].

Trichoderma tiirlerinin toksik metabolit Gretimine ait ilk genis bilgiler
Weindling tarafindan ortaya konmus ve T.lignorum’un antifungal metabolit
{irettigi kanitlamistir. Rhizoctonia solani ye kars toksik kristal formda organik bir
metabolit olan glitoksin izole edilmistir. Ayrica T.viride tarafindan iiretilen
viridin’in oldukg¢a etkili bir antibiyotik oldufu kamitlanmistir . Bununla birlikte
daha farkl antibiyotiklerde {irettiZi de belirlenmistir [12].

Trichoderma tiirleri farkh 1giklarda; viridin, viridiol, gliovirin, heptolidik
asit, gliotoksin gibi farkli antibiyotikleri iiretmektedir. Ozellikle Trichoderma
harzianum esas ugucu antibiyotik olan 6-penty-o-pyrone (6-PAP) iiretmektedir
[4].

Trichoderma harzianum’un iki izolatmin hindistan cevizi aromal #irlinler
irettii saptanmustir. Iki izolatinda 6-n-pentyl-2H-pyran-2-1 (6PP,1) ve
dehidroanalogue tirettigi bulunmustur [22].

Trichoderma harzianum’un 70 izolatinin 1-hidroksi ve 1,8 dihidroksi-3-
metilan-trakuinan’i sivi ortamda {irettifi ve G.graminis’in gelismesini engelledigi
belirlenmistir. T.harzianum’un bazi izolatlarmin da bu fungusun agarli ortamda
geligimine az oranda etkili oldugu fakat bu izolatlarn, patojen yoklugunda veya
bugdayda patojen varhifinda bitkinin kdk uzunhifunu arttirdigs bildirilmistir [55].

T hamatum’un trichoviridin, isocyanide, isonitrile antibiyotiklerini tirettigi
saptanmugtir. Isonitrile’nin ayrica T.harzianum, T.koningii, T.polysporum
(=Tolypocladium niveu) ve T.viride Pers ex Gray tiirleri tarafindan da tiretildigi
belirtilmistir [12]. T.hamatum’un sivi ortamda (ic farkh isonitril Urettigi
Ghisalberti ve ark. [12] tarafindan saptanmugtir. Isonitril A; gram-pozitif ve gram-
negatif bakteriler, mayalar ve filamentli funguslara kars1 oldukca etkili olarak
bulunmustur, diger iki bilesigin etki alanmin olduk¢a smuirl oldugu belirtilmistir
[12].
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Dermatin ( II ) ilk kez T.viride'nin izolatlarindan iiretilmistir. Ayrica
T.viride izolatlarmda 6-pentenyl-a-pyrone, 6PP, trichoviridin, heptelitik asit,
trichodermin firetildigi bildirilmistir [12].

Ik antibiyotik bilesiklerin T.koningii’nin izolatlarmda retildigi
bildirilmistir. T.koningii; dermadin ve trichoviridin metabolitlerini {iretmektedir.
Dermadin’in; gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere, genis cesitlilikte
funguslara kars: etki gosterdigi, trichoviridin’in ise; Escherichia coli Castel ve
Chalm Trichophytom asteroides’e (=T.mentagrophytes (Robin) Blanch.) etkili
oldugu bildirilmistir [12]. Ayrica Phytophthora cinnamoni Rands’m oosporlarina
kars1 T.koningii’nin bazi izolatlarmun ugucu metabolitler firettigi saptanmstir.
T koningii ve T.viride izolatlarmin heptelitik asit iirettikleri saptanmugtir.
Heptelitik asidin, R.solani ve Bacteriodes fragilis gibi anaerob bakterilerde ve fare
hiicrelerinde etkili oldugu bildirilmigtir [12].

T koningii’nin iirettifi ugucu antibiyotiklerin R.solani ve Heterobasidion
annosum’a kars1 etkili oldugu ve ayrica birgok izolatimin da ugucu olmayan
antibiyotik iirettigi saptanmgtir [12].

Trichoderma harzianum’un isonitril antibiyotik iireterek patojenlere etkili
oldugu ortaya konmustur [40]. Yine aragtwricilar U.V. ile mutasyona ugratilan
suslarm homotallin II tirettifini ve bu mutant suslarin Pythium ultimum ,R.solani,
F.oxysporum’ a etkili oldugunu bildirmislerdir.

Son yillarda fungal teknolojisinde endiistriyel {irlin ve metabolitlerin
tiretilmesinde Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Sera ve labaratuvar
calismalarinda kullanmilacak Trichoderma tiirlerinin kati besi ortaminda cabuk
gelistigi belirlenmistir. Trichoderma polysporum ve Trichoderma harzianum’dan
elde edilen peletler arpa ve bugday tohumlarma uygulanarak yada bugday-kepek
karigimlari ile beraber tarlada biyolojik kontrol amaci ile uygulanmaktadir. [4,39].

Cevre kosullar1 altinda, dofadaki mevcut hemen tiim organizmalar,
stirekli bir degisim stirecindedirler. Ozellikle, genetik yapidaki degisiklikler,
siirekli ve kalici olmaktadir. Bu nedenle organizmalarin {rettikleri veya
salgiladiklar1 enzim veya dier metabolitleri de farkhlik gdstermektedir.
Mutasyona uframis 7Trichoderma harzianum’™un degisik antibiyotikler ve
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metabolitler {retti3i saptanmustir [5]. Mutant Trichoderma tiirlerinin bitki
patojenlerine karsi farkl: etkinlikler gbsterebilecegi beklenmektedir.

Giinlimiizde organik kimyasallar ve pestisidlerin kullanimini miimkiin

oldugu kadar azaltarak, cevre kirlilifine ve besin toksisitesine neden olmadan
verimli bitki yetistiricilii amaglanmaktadir.Bir yanda bitki hastaliklarmi kontrol
etmek icin yikici kiiflerin kullamlmasmna dair artan ilgi, diger yanda
biyoteknolojideki biiyiileyici gelismeler bitki korumasmnin amaglandign tarim
biyoteknolojisindeki yogun arastirmalara neden olmustur. Meyva ve sebzelerin
hastalik harici klonlanmasi, siis mahsulleri, bocek ve mikrobik patojenlere kars:
bitkilerin korunmasi, yabani otlar ve biyolojik &ldiiriicii ilaglar bu konunun
kapsamu igerisinde yer almaktadir.
Bitki hastaliklarinin biyokontrolii acismdan tabii, yararh karsi koruyucu kiifiin
kullanimi en azindan 20 yildir tizerinde calisilan bir konudur. Bazi durumlarda
biyokontrol tiirleri ¢evreye zarar vermeksizin kimyasal kiiflere uygun alternatif
olarak hizmet edebilirler. Bununla beraber modern tarimin entegre bir parcasi
olabilmesi igin biyolojik kontrolle ilgili daha fazla aragtirmaya gerek vardir. Zaten
elde edilen basarilara ragmen ve bunlar onemli oldugu halde sayilar1 az ve
birbirinden uzaktir. Onun potansiyel olarak gerceklestirilebilmesi i¢in, daha temel
ve uygulanmis arastrmalar gereklidir. Biyoteknolojinin i¢ disiplinli tabiati
yiiziinden; genis Olgekteki bilim adami, ciftci ve uzman grubu arasindaki
yardimlagmaya da ihtiya¢ bulunmaktadir. Biyolojik kontrol ; kimyasal
miicadelenin miimkiin olmadig: birgok durumda da bagvurulabilecek etkili bir yol
olarak gdzitkmektedir. Ayrica fazla masraf gerektirmemektedir. Onceki yillarda
biyoteknoloji, ©nemli mahsullerin ekonomik anlamda iyilesmesinin pratik
katkilariyla hizla gelistimigtir. Kif iizerine yapilan sahalarda test edilebilen iirtin
prototiplerini iriin olarak verdi. Su anda biyolojik kontroliin hizla yiikselen
ilerleme asamalarini gelistirebilecegi, yeni bir ¢can baslangicindayiz.

Trichoderma’nmn bilinen 6zellikleri dikkate alinarak, ekolojik faktorlere
gére Ozelliklerinin degisebilecek olmasi nedeniyle, daha Once Eskisehir ve
cevresindeki toprak orneklerinden izole edilen ve mutant hale getirilen
Trichoderma suslarinin antifungual etkisi arastirilmaya cabisilmig ve bitki

patojenlerinden ; Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. Iritici,
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Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium culmarum 1, Drechslera
sorokiniancea, Fusarium culmarum 2, Fusarium solani, Fusarium moniliforme’ye
etkili olan 13 Trichoderma harzianum mutant susunun morfolojik ve fizyolojik
Ozellikleri karsilastirilarak aralarindaki farkliliklar belirlenmeye calisilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan Mikroorganizmalar

Anadolu Universitesi Biyoloji Bélimii Mikrobiyoloji Laboratuvarlarindan
saglanan Trichoderma harzianum T1, T3, T4, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T14,
T15, T18, T19, T20, T21 ve T22 suslarmm, Ultra Viyole lamba 15181 etkisi
altinda mutasyona ugratilmasiyla elde edilen T2, T4A, T4C, T4D, T7, T8B, T8D,
T9, T10, T11, T18, T20 ve T21 mutant suslar: kullaniimgtir.

Bitki patojenlerinden Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var.
tritici, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium culmarum 1 sugslar
Cukurova Universitesi’nden Drechslera sorokiniana, Fusarium culmarum 2,
Fusarium solani, Fusarium moniliforme suslar: ise Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitiisti Miidiirliigii’'nden saglanarak kullamlmustir. Mikroorganizma kiiltlirleri
kullamlincaya kadar +4°C de saklanmugtir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

2.1.2.1. Patates Dekstroz Agar [Merck]

Patates 4.0 ¢g/1
D [+]glukoz 20.0 g/l
Agar 15.0 g/l

Patates Dekstroz Agar 39 g/l olacak sekilde distile suda eritilerek 121°C’de
15 dakika otoklaviandiktan sonra kullaniimigtr.
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2.1.2.2. Malt Ekstrakt Agar [Merck]

Malt Extract 30.0 g/l
Mycological pepton 5.0¢g/1
Agar 15.0 g/l

Malt Ekstrakt Agar 50 g/l olacak sekilde distile suda eritilerek 121°C’de
15 dakika otoklavlandiktan sonra kullanitmigtir.

2.1.2.3. Chapex-Dox Agar

Sukroz 30.0 g/1
NaNO; 3.0¢g/1
K>;HPO4 1.0 g/l
MgSO4 05 g/l
KCI 0.5 g/l
Ferrous siilfat 0.01 g/1
Agar 15.0 g/l
Disitile su 1000 ml

Besiyeri icerigi disitile suda ¢ozilerek pH 7.3’e ayarlanip, 121°C’de 15
dakika otoklaviandiktan sonra kullamlmustir.

2.1.2.4. Sukroz icermeyen Chapek-Dox agar
Chapek-dox agar igine sukroz yerine ayri ayri laktoz, sukroz, eriyebilir

nisasta, amanyum okzalat 30 g/l olacak sekilde ilave edilip, 121°C’de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra kullamlmgtir.
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2.1.2.5. Karbon kaynaklarinin asimilasyonu icin kati ortam

Chapek-Dox agara ayr1 ayan ilave edilen %0.05°lik CuSOy4, %0.001°lik
CuSO0y4, %0.05’1lik kristal viyole, %0.001°lik kristal viyole ve Malt Ekstrakt agara
(MEA) ayr1 ayr1 %0.05°lik CuSOs, %0.001°lik CuSOs, % 0.05°lik kristal viyole,
%0.001°1ik kristal viyole ilave edilip hazirlanmistir. Ortamlarin pH’s1 4.5’a
ayarlamp, 121°C°de 15 dakika otoklavlandiktan sonra kullanilmgtir [50].

2.1.2.6. Karbon kaynaklarimin asimilasyonu icin sivi ortam

NaNO; 2.0¢g/
KH,PO4 1.0 g/l
MgSO4 0.5 g/l
KCI 0.5 g/
CaCl, 0.5 g/l
FeSO4 0.01 g/1
ZnSO, 0.01 g/1
CuSO4 0.05 g/1
Bromkrezol moru  0.05 g/1
Sukroz 20.0 g/1
Disitile su 1 litre

Besiyeri igerigine ayr1 ayr1 30 g/l glukoz, aesculin, jelatin, etanol, 10 g/1
amonyum okzalat, 10 g/l sitrik asit, 10 g/l laktik asit ilave edilerek farkli besi
ortamlar1 elde edilmistir. Ortam pH’lar1 4.5°a ayarlanmistir. Glukoz igeren sivi
besi ortami 121°C°de 15 dakika otoklavlandiktan sonra kullamlmustrr. Aesculin,
jelatin, amonyum okzalat, laktik asit, sitrikasit iceren ortamlar ise 110°C’de 15
dakika otoklavlandiktan sonra kullamilmistir. Etanol ise filtrasyon yoluyla steril
edilerek kullanilmigtir [SO].
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2.1.2.7. Azot kaynaklarmn asimilasyonu

Sukroz 30.0 g/l
K; HPO4 1.0 g/1
MgSO, 05¢g1
KCI 0.5 g/1
Ferrous siilfat 0.01 g/1
Agar 15.0 g/l
Disitile su 1 litre

Besiyerine ayr1 ayr1 3.0 g/l amonyum okzalat ve 3.0 g/l NaNO; ilave edilip
iki ayr1 ortam elde edilmistir. Ortam pH’s1 4.2-4.8°¢ ayarlanip 121°C’de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra kullanilmustir [50].

2.1.2.8. Azot kaynaklarimn asimilasyon icin sivi1 ortam

KH; POy 1.0 g/l
MgSO4 0.5 g/l
KCI 0.5¢/1
FeSOy 0.01 g/1
CaCl, 0.5 g/l
ZnSO4 0.01 g/1
CuSO4 0.01 g/l
Glukoz 10.0 g/1
Bromkrezol moru  0.05 g/l
Disitile su 1 litre

Besiyeri igerigine ayri ayr1 2 g/l NaNO,, 2 g/l amonyum okzalat, 2 g/l
keratin, 2 g/l glisin ilave edilerek farkli ortamlar elde edilmistir. Ortamlarn
pH’lar1 4.2-4.8°¢ ayarlamip, 110°C’de 15 dakika otoklaviandiktan sonra
kullanilmugtr. 2 g/l {ire iceren ortam, filtrasyon yoluyla sterilize edilerek
kullamimstir [SO].



2.1.2.9. Bazal Ortam

Mikolojik pepton
NaCI

Ca CI,.2H,0
Bromkrezol moru
Agar

Disitile su

17

10.0 g/l
501
0.1g
0.05 g/l

15.0 g/l
1000 ml

Besi yeri icerigi pH 5,6 olacak sekilde 1M NaOH ile ayarlanarak,
121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra kullanmilmustir [S0].

2.1.2.10. A Ortam

KH,PO4

KCI
MgSO;.7H,0
CaCl;
Thiamin. HCI
[NH]>.SO4
Agar

Disitile su

1.0g1
0.5 g/
0.2 g/l
0.1 g/
0.001 g/1
0.5 g/l

12.0 g/l
1000 ml

Besi yeri igerigi pH 5,6 olacak sekilde 1M NaOH ile ayarlanarak
121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra kullamlmistir [50].

2.1.2.11. B Ortam

NHsH,PO4
KCI
MgS04.7H,0
Agar

Disitile su

1.0 g/
0.2 g/l
02 g/l

12.0 g/l
1000 ml
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Besi yeri icerigi pH 5,6 olacak sekilde 1M NaOH ile ayarlanarak

121°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra kullanilmugtir [50].

2.1.2.12. Farkh pH ortamlan

NaNO;

KH,PO4

MgSO4

KCI

CaCl,

FeSOq4

ZnSOy4

CuSOq4

Sukroz
Bromkrezol moru

Disitile su

2.0 g/l
1.0 g/l
0.5 gl
0.5 ¢/l
0.5 g/l
0.01 g/l
0.01 g/

0.01 g/1
20.0 ¢/1

0.05 g/1
1 litre

Besiyeri igerigine; pH 2 ortamu elde edebilmek i¢in 10 g/1 sitrik asit
ilave edilip otoklavlanir, pH 10 ortam elde edebilmek i¢in KH,PO4 yerine 3.75
g/1 glisin ve pH 12 ortamu elde edebilmek i¢in ise KH,POy yerine 0.2 g/l KH PO,
ilave edilir. Ortamlarm pH’lar1 1M HCI ve 1M NaOH ile ayarlanip, 121°C’de 15

dakika otoklavlandiktan sonra kullanilmugtir [50].
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2.2. YONTEM
2.2.1. Trichoderma sp. Mutant Suslarimin Eldesi ve izolasyonu

Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarlarindan
saglanan Trichoderma harzianum suslari, 12 cm. mesafeden 12 saat siireyle U.V.
lamba (254 nm) 15131 etkisinde birakilmistir. Bu siire sonunda, farkli gelisim
gosteren suslar izole edilmistir [5]. Mutasyona ugratilan ve izole edilen suslar,
Patates dekstroz agar, Malt ekstrat agar, Rose bengal agar ve yulaf unu agara ekim
yapilarak, 28°C’de 5 giin siire ile inkiibe edilmistir.

2.2.2. Mutant Trichoderma harzianum Filtratlarmin Antifungal Ozelliginin

Arastirimasi

Trichoderma harzianum’un mutant izolatlari, ayr1 ayr1 100 ml Patates
dekstroz broth’a 20°C de 10 giin siire ile inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 0.22
pm filtereden gegirilen filtratlar 2ser ml olarak petri kutularina dagitilmig ve
iizerine 25 ml % Patates dekstroz agar (PDA) dokiilerek karsilastirilmistr. Agar
katilastiktan sonra orta kismina daha &nceden ekilerek hazirlanmis olan patojen
kiiflerin 7mm capindaki diski yerlestirilmistir. Petri kutular1 20°C de inkiibe
edilerek, patojenin biiylime miktari, zon ¢apmmn her giin Slciilmesi suretiyle tespit
edilmistir [5,9]. Her bir deney 3 tekrarh olarak yapilmustir.

2.2.3. Agar Ortaminda Bitki Patojenlerinin Inhibisyonu

PDA igeren petri kutularmin icine steril sellofan yerlestirldikten sonra,
merkeze, PDA {izerinde gelistirilen Trichoderma harzianum’dan steril bir mantar
delici ile alman 7 mm ¢apindaki disk yerlestirilmistir. 20°C de 4 giin siireyle
inkiibe edildikten sonra, sellofan kaldirilarak uzaklagtirilmistir. Petri kutusunun
merkezine 7 mm ¢apinda daha onceden gelistirilmis bitiki patojenleri ekilerek
20°C de 6 giin inkiibe edilmistir [5]. Her giin patojenin biiylime miktari, zon gap1
dlciilmek suretiyle tespit edilmistir. Her bir deney 3 tekrarli olarak yapilmustir.
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2.2.4. Mutant T.harzianum’un Ucucu Bilesenlerinin Bitki Patojenlerini

Inhibisyonu

Petri kutularmin kapagma 35 ml. PDA besiyeri dokiilmiistiir. Petri
kutularmm PDA iceren kapagma, Smm g¢apli T.harzianum suslarinin herbiri ayri
ayr1 inokule edilmistir. 7.harzianum suglar1 gelismeye basladiktan 2 giin sonra
PDA igeren diger petri kutularmin her birine de farkli bitki patojenleri inokule
edilerek, her iki petri kutular: (alt kapaklar) kenarlar1 birbirine degecek sekilde
bantlanmistir. 6 giin boyunca 7.harzianum suslar1 ve bitki patojenleri 28°C’de
inkiibe edilerek sonuglar degerlendirilmistir [ 9 ]. Her bir deney 3 tekrarli olarak
yapilmuigtir.

2.2.5. Fungal inhibisyon testleri

Mutant 7. harzianum ( T2, T4A, T4C, T4D, T7, T8B, T8D, T9, T10, T11,
T18, T20, T21 ) 13 susu ile toprak kokenli bitki patojenleri ( S.rolfisii,
F.culmarum 1, F.maniliforme, F.culmarum 2, F.oxysporum, F.solani,
D.sorokiniana, R.solani ve G.graminis ) 7 giin boyunca PDA iceren steril petri
kutularinda gelistirilmistir. Daha sonra her bir mutant 7. harzianum susunun
bulundugu petri kutularindan alinan 7mm c¢apindaki diski farkli bitki patojenlerini
iceren petri kutularindan alman 7 mm ¢apindaki disklerle aralarinda 5 cm bosluk
olacak sekilde PDA igeren steril petri kutularmna ekilmistir. 25°C’de 7 giin
inkiibasyon siiresince patojen ve antagonistin biliylime miktar1 zon ¢aplar:
Olciilerek biiylimenin antagonist tarafindan engellenmesi asagidaki formiil ile
hesaplanmugtir [49]. Her bir deney 3 kez tekrarlanmigtir.

RI= (R;- R») x 100/R; (1-1)
Burada ;

RI: Bilylimenin antagonist tarafindan engellenmesi

R, : Antagonist patojen ydniindeki biiyiime ¢aps,

R, : Antagonist ile patojenin asilanma durumlar: arasindaki mesafedir.
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2.2.6. Trichoderma harzianum izolatlanmin Enzim Aktivitelerinin

Belirlenmesi

2.2.6.1. Aesculin Hidrolizi

Chapek-Dox agara 5 g/l sukroz, 3 g/l aesculin, 0,2 g/l ferrik sitrat ilave
edilerek hazirlanan ortamu igeren petri kutularinin her birinin merkezine mutant
Trichoderma harzianum izolatlariin her birinin 7 mm ¢apindaki diskleri inokule

edilmistir. Yirmibir giin boyunca gelismeleri ve renk olusumlar1 incelenmistir
[50].

2.2.6.2. Nisasta Hidrolizi

Chapex-Dox agara sukroz yerine 10 g/l eriyebilir nigasta ilave edilerek
hazirlanan ortamu igeren petri kutularinin her birinin merkezine mutant
Trichoderma harzianum izolatlarinin her birinin 7 mm ¢apindaki diskleri inkole
edilmistir. Yirmibir giin boyunca izolatlarn gelismeleri ve renk olusumlar

incelenmistir [50].

2.2.6.3. Tween 80 Hidrolizi

Bazal ortam ve sivi Tween 80 (v/v %10) ayr1 yari otoklavlanmustir.
Ortamlar sirasiyla 9:1 oraninda karistirilip petri kutularma dékiilmiistiir. Petri
kutularimin her birinin merkezine mutant Tichoderma harzianum izolatlarmmin
herbirinin 7 mm capindaki diskleri inokule deilmistir. Yirmibir giin boyunca

izolatlarin gelismeleri ve renk olusumlar: incelenmistir [50].
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2.2.6.4. Selliiloz Hidrolizi

B Ortamina 10 g/l selliiloz ilave edilerek hazirlanan ortami igeren petri
kutularmmn her birinin merkezine mutant Trichoderma harzianum izolatlarinin her
birinin 7 mm c¢apindaki diskleri inokule edilmistir. Yirmibir giin boyunca

izolatlarin gelismeleri ve renk olugumlar: incelenmistir [51].
2.2.6.5. Kazein Hidrolizi

A Ortamina 10g/1 glukoz, 25ml (w/v) %15 skim milk edilerek hazirlanan
ortami igeren petri kutularmin her birinin merkezine mutant Trichoderma
harzianum izolatlarinin her birinin 7 mm c¢apindaki diskleri inkule edilmistir.
Yirmibir giin boyunca izolatlarin gelismeleri ve renk olusumlar: incelenmistir
[50].

2.2.6.6. Jelatin Hidrolizi

Chapek-Dox’a jelatin 120 g/l olacak sekilde ilave edilmistir. Otoklavliamp,
petri kutularina dokiilditkten sonra 1 saat 4°C’de sogutulmustur. Hazirlanan
ortami igeren petri kutularmmin her birinin merkezine mutant Trichoderma
harzianum inokule edilmistir. Yirmibir giin boyunca izolatlarin gelismeleri ve renk
olusumlari incelenmistir [50].
2.2.6.7. Tellur Hidrolizi

Chapex- Dox agara 0,032 g/l potasyum tellur ilave edilerek hazirlanan
ortami iceren petri kutularmin her birinin merkezine mutant Trichoderma
harzianum izolatlariin her birinin 7 mm c¢apmndaki diskleri inokule edilmistir.
Yirmibir giin boyunca izolatlarm gelismeleri ve renk olusumlar1 incelenmistir
[50].
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2.2.6.8. Polypeptate Hidrolizi

B Ortamina 6 ml (w/v) %10 CaCl,.2H,0 ve 0,05 g/l bromthymol mavisi
ilave edilmistir. PH 6-8’¢ 1M NaOH ile ayarlanmgtir. Daha sonra 35 g/l
polygalactronic asit eklenerek 121°C’de 15 dakika otoklavanarak hazirlanan
ortami iceren petri kutularmin her birinin merkezine mutant Trichoderma
harzianum izolatlarmin her birinin 7 mm ¢apindaki diskleri inokule edilmistir.
Yirmibir giin boyunca izolatlarin gelismeleri ve renk olusumlar1 incelenmigtir

[50].
2.2.6.9. Tetrazolium indirgenmesi

Chapek —Dox agara 0,064 g/l tetrazolim blue klorur eklenerek hazirlanan
ortami igeren petri kutularinin her birinin merkezine mutant Trichoderma
harzianum izolatlarinin her birinin 7 mm c¢apindaki dikleri inokule edilmistir.
Yirmibir giin boyunca izolatlarin gelismeleri ve renk olusumlar1 incelenmistir
[50].

2.2.7. Koleni Morfolojsi

Mutant 7. harzianum suslarmin koloni ve spor biiylikliigli Malt Ekstrakt
agarda (MEA) 25°C’de 14 giin boyunca incelenmistir.

2.2.8. Fizyolojik Ozellikler
2.2.8.1. Preparat Hazirlanmasi

Her bir sus PDA iceren steril petri kutularinda 7 giin 25°C’de
gelistirilmistir. Sporlar %0.2°lik Tween 80 ile toplanmustir. Sporlar iki kez Tween

solusyonu ile yikanarak 15.000 g de 5 dakika santrifiijlenmistir [50].
2x10° spor/ml’lik spor solosyonu hazirlanmstir.
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2.2.8.2. Kati Ortamda Gelisme

Laktoz, sukroz, eriyebilir nisasta ve amonyum okzalatin ayri ayri ilave
edildigi sukrozsuz Chapek-Dox agar iceren steril petri kutularma  spor
solusyonlarindan 0,5 ml inokule edilmistir [50].

2.2.8.3. Karbon Kaynaklarimin Asimilasyon Testleri
2.2.8.3.1. Kati Karbon Ortamlan

Kat1 ortam olarak Chapek-Dox agara ayri ayr ilave edilen %0.05°lik
CuSOy4, %0.001°lik CuSOq4, %0.05’lik kristal viyole %0.001 kristal viyole ve Malt
Ekstract agara ayri ayri %0.05°lik CuSO4, %0.001°lik CuSO4, %0.05°lik ve
%0.001°lik kristal viyole ilave edilip hazirlanan karbon kaynaklarini igeren
petrilerin ortasma suslarm 2x10%hik spor soliisyonlarmdan 0,5 ml inokule
edilmistir [S0]. Ondort giin boyunca misel, spor olusumlar1 incelenmistir.

2.2.8.3.2. Sivi Karbon Ortamlar

Siv1 besiyeri igerigine ayr1 ayr1 30g/1 glukoz, aesculin, jelatin, etanol, 10
g/l amonyum okzalat, 10 g/l laktik asit ilave edilerek hazirlanan farkh
ortamlarinin bulundugu steril tiiplere inkole edilen mutant 7. harzianum suslarini
spor soliisyonlar1 14 giin boyunca 25%C’de inkiibe edilmistir [50]. Inkiibasyondan

sonra suslarin misel, spor ve renk olusumlar: incelenmistir.
2.2.8.4.Azot Kaynaklarinin Asimilasyon Testleri
2.2.8.4.1. Kat1 Azot Ortamlan
Amonyum okzalat ve sodyum nitrit, kat1 ortamm azot kaynag: olarak

kullanilmigtir [50]. Suslarm, hazirlanan spor soliisyonlari, bu ortamlara inkole

edilerek 14 giin boyunca misel ve spor olusumlar1 gézlenmistir.
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2.2.8.4.2. Sivi azot ortamlan

Sodyum nitrit, amonyum okzalat, keratain ve glisin, siv1 ortamin azot
kaynaklar1 olarak kullamlmistr. Suslarm hazirlanan 2x10%1ik spor soliisyonlari,
bu ortamlara 0,5 ml. inokule edilmistir [50]. Ondort giin siireyle, 25°C de spor,
misel ve renk olusumlar incelenmistir.

Biitlin asimilasyon testleri, pozitif ve negatif kontrollerle karsilagtirilmistir.
Negatif kontroller hem karbon hemde azot kaynaklarini icermemektedir. Pozitif
kontrollerin kati ortaminda sukroz, sivi ortaminda glukoz ilave edilmistir. Azot
testleri icin ise, kati ve sivi ortam sukroz ve NaNO; icermemektedir. Her bir
deney 3 tekrarh olarak yapilmistir.

2.2.8.5. Farkh sicakhk degerlerinde gelisme

Suslar, Chapek-Dox agar igeren petrilere inokule edilmistir. Suslarmn 4°C,
37°C ve 40°C’de 14 giin boyunca gelismeleri gézlenmistir [50].

2.2.8.6. Farkh pH degerinde gelisme

Test suslarmm; pH2, pH10 ve pH12 olan ve 0,05 g/l bromkrezol moru
iceren sivi ortamdaki gelismeleri incelenmistir. pH2 ortami; 10,5g/1 sitrik asit ve
1M HCI eklenmesiyle elde edilmistir. pH10 olan ortam, K;HPOy yerine 3,75 g/l
glisin ve pH 12 olan ortam ise 0,2 g/l K,HPO; igerir ve pH’lar 1M NaOH
kullanilarak saglanmistir [50].

2.2.8.7. Sporun sicakh@a dayanikhhg:

Spor soliisyonlar: 5 dakika 75°C’lik su banyosunda tutulup, Chapek-Dox
agar iceren petrilere 0,5 ml konularak 7 giin boyunca inkiibe edilmistir [50].
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3. BULGULAR

3.1. Mutant T.harzianum Suslarina Ait Filtratlardaki Antifungual Ozellikler

Filtrat ile yapilan deneylerde F.oxysporum’a mutant T.harzianum’un T7
susu, F.moniliforme’ye sirasiyla T4C ve T11, F.solani’ye sirasiyla T4C ve T18,
F.culmorum 1’e sirastyla T7, T8D ve T18, F.culmorum 2’ye swasiyla T8B, T4A
ve T18, R.solani’ye T8D, S.rolfsii’ye sirasiyla T20 ve T18, D.sorokiniana’ya T8D
ve T11, G.graminis var. tritici’ye sirasiyla T18 ve T8D suslarmimn etkili oldugu
saptanmustir (Sekil 3.1-3.9). Biitiin patojenlere karsi etkili tek bir mutant
T harzianum susu olmamakla birlikte, 7. harzianum’un T18 mutant susunun filtrati
diger mutant suslarm filtratlarma gére daha fazla patojene etkili bulunmustur.
Patojenler icinde filtratlara en direncli olaninin F. oxysporum oldugu saptanmuistir.

Kat1 besi yerinde sellofan ile yapilan deneylerde mutant T.harzianum
suglarmin tamamma yakinmmin patojenlere karsi oldukca etkili oldugu
saptanmustir. F.solani ve G.graminis var. tritici’ye, mutant T harzianum suslarinin
etkisi diigiik olmustur. Mutant 7. harzianum suslarinin en etkili oldugu patojenlerin
F.moniliforme, R.solani ve S.rolfsii oldugu saptanmistir. F.oxysporum’u mutant
T.harzianum’un T7 susu, F.molliforme’yi sirasiyla T4A ve T8D, F.solani’yi T4C,
F.culmorum 1’1 T21, F.culmorum 2’yi swrasiyla T7 ve T20, R.solani’yi sirasiyla
T4D ve T8D, S.rolfsii’yi sirasiyla T9 ve T4C, D.sorokiniana’yys T4D, G.graminis
var. tritici’yi T18 susu %100 inhibe ederken, T9 ve T4C en yiiksek inhibisyonu
gOstermistir (Sekil 3.10-3.18).

Mutant T harzianum suslarinm bitki patojenlerinin gelismesini ugucu
metabolitler iireterek engelledikleri belirlenmistir. Ugucu metaboliti en etkili
mutant 7. harzianum suslarinin sirasiyla T18, T20 ve T21 oldugu saptanmuistir.
Mutant 7. harzianum T18 ve T21 suslar1 S.rolfsii ve R.solani’nin gelismesini, T20
susu S.rolfsii’nin gelismesini iirettikleri ugucu metabolitlerle en yiiksek oranda
engellemislerdir.

Mutant T harzianum’un T4D, T11 T18, T20 ve T21 suslar1 F.oxysporum,
F.molliforme, F.culmorum 2, R.solani, G.graminis var. [ritici ve

D.sorokiniana’nin gelismesini engellemislerdir (Sekil 3.19-3.31).



Koloni ¢ap: (cm)

E Kontrol
ET2
OT4A
OT4C
ET4D
aT7
ETSB
oT8D
HTO
ET10
ET11
ET18
ET20
mT21

Ginler

Sekil 3.1. F.oxysporum un gelismesi lizerine Trichoderma harzianum
suslarinin filtrattaki etkisi

Koloni ¢ap1 (cin)

H Kontrol
BT2
OT4A
OT4C
ET4D
|T7
ET8B
oT8D
HTO
HT10
BT
ET18
HT20
BT21

Ginler

Sekil 3.2. F. moniliform un gelismesi iizerine Trichoderma harzianum
suglarinin filtrattaki etkisi
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Koloni gap1 (cm)
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Giinler

Sekil 3.3. F.solani nin gelismesi {izerine Trichoderma harzianum
suglarinin filtrattaki etkisi
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ET18
ET20

mT21

Ginler

Sekil 3.4. F.culmorum un gelismesi tizerine Trichoderma harzianum
suglarinin filtrattaki etkisi

28



Koloni ¢api (cm)
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Ginler

Sekil 3.5. F.culmorum 2'nin gelismesi lizerine Trichoderma harzianum

suslarinin filtrattaki etkisi
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OT4A

| |OT4C

ET4D

| lmT7

ET8B
aoT8D
HTO
HT10
oT11

B mTis
. |mT20

BT21

Ginler

Sekil 3.6. R.solani nin geligmesi tizerine Trichoderma harzianum
suslarinin filtrattaki etkisi
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E Kontrol
| [HT2
| |OT4A
OT4C
ET4D
BT7
HT8B
OoT8D
| (HTY9
EmT10
aTi1
| ET18
- (mT20
3 4 5 6 mT21

=
o

Koloni ¢ap1 (cm)

O = N W s~ O O ~N 00 W
1

el
2

Gunler

Sekil 3.7. S.rolfsii nin gelismesi lizerine Trichoderma harzianum
suglarinin filtrattaki etkisi

45 ; |EKontrol
| (T2
- |OT4A
- |OTac
. |mT4D
Ml mT7
B mTeB
. |[@T8D
it mTo
Rl =mTi0
bl N OT11
U EERE
= mT20
mT21

Koloni ¢apt (cm)

Ginler

Sekil 3.8. D.sorakiniance nin gelismesi iizerine Trichoderma harzianum
suslarmin filtrattaki etkisi



Koloni ¢ap1 (cm)

6 — H Kontrol
HT2
OT4A
OT4C
ET4D
aT7
ET8B
OoT8D
HET9
ET10
aT11
BET18
BET20
ET21

Ginler

Sekil 3.9. G.graminis var. tritici’nin gelismesi tizerine Trichoderma harzianum
suglarinin filtrattaki etkisi
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Koloni ¢ap1 (cm)

Koloni ¢ap1 (cm)

., |H Kontrol

HT2
OT4A
aoT4C
ET4D
aT7
BTSB
oT8D
T
ET10
oT11
@mT18
ET20
mT21

Gunler

Sekil 3.10. Kati besiyerinde F.oxysporum un gelismesi {izerine
Trichoderma harzianum suglarinin etkisi

N W ke OO N 0

H Kontrol
HT2
OT4A
OT4C
ET4D
aT7
ET8B
oT8D
mTO
mT10
aoT11
ET18
ET20

mT21

Ganler

Sekil 3.11. Kati besiyerinde F.moniliform un gelismesi {izerine
Trichoderma harzianum suglarimn etkisi
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Koloni ¢api (cm)

Koloni ¢ap1 (cm)

B Kontrol
ET2
OT4A
OT4C
ET4D
BT7
ET8B
oTsD
ET9
ET10
aTi1
ET18
ET20
BmT21

Gunler

Sekil 3.12. Kat1 besiyerinde F.solani nin gelismesi iizerine
Trichoderma harzianum suslarmin etkisi

=)
|
|
|
|

o = N W & O O N 0 O

O Kontrol

EHT2
OT4A
OT4C
ET4D
aT7
mT8B
oTsbD
mT9
E|T10
o711
mT18
mT20
mT21

Gunler

Sekil 3.13. Kati besiyerinde F. culmorum un gelismesi {izerine
Trichoderma harzianum suslarmn etkisi
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B Kontrol |
ET2
OT4A
OT4C
mT4D
|mT7
mTSB
| |[BTeD
mT9
mT10
oT11
mT18
mT20
mT21

Koloni ¢api (cm)
o = N W &+ OO O ~N 0 0

Ginler

Sekil 3.14. Kat1 besiyerinde F. culmonare nin gelismesi iizerine
Trichoderma harzianum suslarmin etkisi

Kontrol
HT2
OT4A
OT4C
ET4D
BT7
mT8B
OoT8D
EmT9
ET10
oT11
ET18
BT20
mT21

Koloni ¢ap1 (cm)

N W A 0 N O
L

Sekil 3.15. Kati besiyerinde R.solani nin gelismesi iizerine
Trichoderma harzianum suglarinin etkisi



Koloni ¢ap1 (cm)

Koloni gapt (cm)

-
o
|
|

o = N W & O O ~ 0 O

E Kontrol
ET2
OT4A
OT4C
ET4D
aT7
ET8B
oTsD
HT9
ET10
OT11
BET18
ET20
ET21

Sekil 3.16. Kat1 besiyerinde S.rolfsii nin gelismesi iizerine
Trichoderma harzianum suslaninin etkisi

E Kontrol
ET2
OT4A
OT4C
ET4D
aT7
ET8B
OoT8D
HTY
ET10
ot
BT18
ET20

WT21

Giunler

Sekil 3.17. Kati besiyerinde D.sorakiniance nin gelismesi {izerine
Trichoderma harzianum suglarinin etkisi
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Koloni ¢ap: (cm)

ET2
OT4A
OT4C
mT4D
aT7
ETSB
oTsD
HTO
mT10
oTi
ET18
mT20
EmT21

Konirol

Sekil 3.18. Kati besiyerinde G.graminis in gelismesi izerine
Trichoderma harzianum suslarmin etkisi
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Koloni ¢ap1 (cm)

Koloni gap1 (cm)

Koloni ¢ap1 (cm)

4

O =N WA~ OO~ OO O

Il

B F.oxysporum
O F.moniliforme
OF.culmarum
B F.culmonare
ER.solani

H S.rolfsii

O G.graminis

H D.sorokiniana

| | @F.solani

Giinler

Sekil 3.19. T10 Susunun bitki patojenlerine karg1 olugturdugu ugucu bilesikler

|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|

O A N WA OO N O WO

| | BF.oxysporum

OF.moniliforme
OF.culmarum

|| @F.culmonare

OR.solani

B S.rolfsii

O G.graminis

B D.sorokiniana

| EF.solani

Giinler

Sekil 3.20. T8D Susunun bitki patojenlerine kars: olusturdugu ucucu bilesikler

H F.oxysporum
O F.moniliforme
OF.culmarum
B F.culmonare
B R.solani

B S.rolfsii

O G.graminis

B D.sorokiniana
H F.solani

Giinler

Sekil 3.21. T18 Susunun bitki patojenlerine karsi olusturdugu ugucu bilesikler
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H F.oxysporum
OF.moniliforme
OF.culmarum
B F.culmonare
B R.solani

B S rolfsii

O G.graminis

B D.sorokiniana

| |l F.solani

Koloni gap1 (cm)

Koloni gap1 (cm)

Giinler

Sekil 3.22. T11 Susunun bitki patojenlerine kars1 olusturdugu ugucu bilesikler

B F.oxysporum
| | OF.moniliforme
| |OF.culmarum
| |EF.culmonare
| |EBR.solani

| |l S.rolfsii

| |0 G.graminis

! | HD.sorokiniana
| | B F.solani

Giinler

Sekil 3.23. T4A Susunun bitki patojenlerine karsi olusturdugu ugucu bilesikler

H F.oxysporum
OF.moniliforme
OF.culmarum

| |l F.culmonare

ER.solani
B S.rolfsii
O G.graminis

| |l D.sorokiniana
| |l F.solani

Giinler

Sekil 3.24. T21 Susunun bitki patojenlerine kars: olusturdugu ugucu bilesikler
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Koloni ¢ap1 (cm)

Koloni ¢ap1 (cm)

Koloni gap1 (cm)

B F.oxysporum
OF.moniliforme
OF.culmarum
B F.culmonare
O R.solani

B S.rolfsii

O G.graminis

B D.sorokiniana

| | HF.solani

Giinler

Sekil 3.25. T4C Susunun bitki patojenlerine kars: olusturdugu ucucu bilesikler

O = N W & 00 O ~N @

)

| I F.oxysporum
| |OF.moniliforme
| |OF.culmarum

| mF.culmonare
| @R.solani

| | B S.rolfsii

| |00 G.graminis

| | D.sorokiniana

| | @ F.solani

Giinler

Sekil 3.26. T8B Susunun bitki patojenlerine karsi olusturdugu ucucu bilesikler

H F.oxysporum
OF.moniliforme
OF.culmarum
B F.culmonare
OR.solani

H S.rolfsii

O G.graminis

! | @ D.sorokiniana
H F.solani

Giinler

Sekil 3.27. T4D Susunun bitki patojenlerine kars: olusturdugu ugucu bilesikler
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Koloni ¢ap1 (cm)

Koloni ¢apt (cm)

Koloni gapt (cm)

: H F.oxysporum
| |OF.moniliforme
{ |OF.culmarum

|| ®F.culmonare
' |BR.solani

| | H S.rolfsii

' | O G.graminis
B D._sorokiniana
H F.solani

Giinler

Sekil 3.28. T2 Susunun bitki patojenlerine karst olusturdugu ugucu bilegikler

____ | @F.oxysporum

|| OF.moniliforme

| OF.culmarum

E .| F.culmonare
i | | AR.solani

| | B S.rolfsii

| | OG.graminis

B D.sorokiniana

H F.solani

O 2N WA N ©O©Oo

Giinler

Sekil 3.29. T9 Susunun bitki patojenlerine kars: olusturdugu ugucu bilesikler

J
|
|
|
|
|
|

' | BF.oxysporum
O F.moniliforme
| | OF.culmarum
B F.culmonare
| | @R.solani

| | B S.rolfsii

' | O G.graminis

| | @ D.sorokiniana
| | @F.solani

L

O = N W s O - o O

Giinler

Sekil 3.30. T7 Susunun bitki patojenlerine karsi olusturdugu ugucu bilesikler
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Koloni ¢gap: (cm)

| | HF.oxysporum
O F.moniliforme
OF.culmarum
H F.culmonare
B R.solani

H S.rolfsii

O G.graminis

Bl D.sorokiniana
H F.solani

= N W h~h O O N

o

Giinler

Sekil 3.31. T20 Susunun bitki patojenlerine kars1 olusturdugu ucucu bilesikler
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3.2. Fungal Inhibisyon Testleri

Laboratuvarda gelistirilen mutant 7.harzianum’un 13 susunun(T2, T4A,
T4C, T4D, T7, T8B, T8D, T9, T10, T11, T18, T20 ve T21), 9 fitopatojenik
fungiye(Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. tritici Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Fusarium culmarum 1, Drechslera sorokiniana,
Fusarium culmarum 2, Fusarium solani, Fusarium moniliforme) kars: inhibisyon
sonuclar1 karsilastirilmustir. Fitopatojenler ve mutant 7.harzianum suslari aym
anda inkiibe edilmis ve mutant 7. karzianum suslarmin hepsi inkiibasyondan 2 giin
sonra radyal olarak gelismeye baslamistir.

Inhibisyon deneylerinde, Fusarium oxysporum’a kars1 % 57,8 RI degeri ile
T11, Fusarium moniliforme’e kars1 % 46,2 RI degeri ile T11, Fusarium solani’ye
kars1 % 48,8 RI degeri ile T4A, Fusarium culmarum 1’e kars1 % 68,3 RI degeri
ile T21, Fusarium culmarum 2’ye kars1t % 42,9 Rl degeri ile T4A, Rhizoctonia
solani’ye kars1 % 97,7 RI degeri ile T10, Drechslera sorokiniana’ya kars1 % 51,5
RI degeri ile T4C, Gaeumannomyces graminis var. tritici’ye karst % 53,1 RI
degeri ile T4C, Sclerotium rolfsii’ye karst % 88 RI degeri ile T4D etkili
bulunmustur (Cizelge 3.1).

T.harzianum’un mutant T21 susunun Sclerotium rolfsii’yi inhibisyonu
Sekil 3.32°de goriilmektedir. En yiiksek inhibisyon degerini ( RI ) % 97,7 ile
Rhizoctonia solani’ye kars1 T10 susu gostermistir (Sekil 3.33).



Cizelge 3.1. T harzianum'un bitki patojenlerine inhibisyonu

Fitopatojenler

T harzianum izolatlarmin %RI degerleri

T10 8D | TIB T1l T4A T21 T4C | T8B | T4D T2 T9 T20 T7

F.oxysporum 33,3 30 28.8 57,8 44,4 32.5 51,9 30 31,5 38,7 38,7 31,4 28
F.moniliforme 37,5 | 263 | 32,6 | 462 44 40,4 50 L3 |° 323 29:6 | 37:1 40,4 | 44,7
F.solani 342 | 31,3 | 438 | 41,6 | 488 33,3 333 | 313 | 394 40 342 | 33,3 | 348
F.eulmorum 1 50 36 36,2 | 40,3 | 47,8 | 68,3 | 44,1 25 30 46,8 | 36,1 41,6 35
F.culmorum 2 25 225 38,6 41,8 42,9 29,2 36,4 23,2 30,3 42,8 30,5 37,5 14,3
R.solani 97,7 60 87,5 | 59,1 95,5 87,5 | 91,1 956 | 87,5 85,7 | 95,7 75 87,5
D.sorakiniance 444 | 29,5 | 357 | 33,3 | 41,1 348 | 51,5 | 30,9 | 333 35 36,1 192 | 353
G.graminis 36,3 31,9 | 224 | 36,2 | 333 | 34,1 53,1 26,4 30 3L3 | 27,7 | 30,9 | 294
S.rolfsii 66,6 60 60,7 | 66,6 73 80 732 | 655 88 73,1 73,1 69,2 80

&v
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Sekil 3.32. Mutant T harzianum T21 susunun S.rolfsii’ye kars: inhibisyonu

Sekil 3.33. Mutant 7. harzianum T10 susunun R.solani’ye karsi inhibisyonu
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3.3. Mutant Trichoderma harzianum izolatlarmin Enzim Aktiviteleri

Mutant 7. harzianum™un T2, T4A, T4C, T4D, T7, T8B, T8D, T9, T10,
T11, T18, T20 ve T21 izolatlarinin enzim aktiviteleri farkli besi yerlerinde
incelenmigtir (Cizelge 3.2).

Mutant T harzianum izolatlarinin farkli ortamlarda farkli gelismeler
gosterdikleri saptanmugtir. T4D, T2, T4A, T9, T8B, T10, T7, T8D ve T20
izolatlar1 ortamlarin tiimiinde misel ve spor olusturmuslardir. Aesculin ile
hazirlanan ortammn rengini tiim izolatlar koyu kirmuziya donistiirmiislerdir.
Mutant T18in aesculin i¢eren ortamdaki gelisimi Sekil 3.34 de, T8B’nin aesculin
iceren ortamdaki gelisimi Sekil 3.35 de verilmistir.

Tween 80 hidrolizinde izolatlar ortamda mor pigment olusturarak hizla
gelismislerdir. Mutant T4A’nin tween 80 iceren ortamdaki gelisimi Sekil 3.36 da
gosterilmektedir. Polygalaktronik asit igeren ortamda T21 digmndaki tiim izolatlar

misel ve spor liretmistir.

Amadole (Tolvonsitag



Cizelge 3.2 Mutant 7. harzianum izolatlarmm enzim aktiviteleri

Mutant 7" harzianum izolatlar

T10 T8D T18 Tl T4A T21 T4C | T8B T4D T2 T9 T20 T7

Aesculin Hidrolizi + i + + * + + + + + + + +
Nigasta Hidrolizi + S + + + + + + + + + + 4
Tween 80 Hidrolizi + + + 4 + + + + 0 + + 4l +
Jelatin Hidrolizi + + + + 4 o+ + + + + + + +
Tellur indirgenmesi + + + + + + + + + + + + +
Selliiloz Hidrolizi + + + + + + + + + + + + £
Kazein Hidrolizi + + + + + + + + + + + + +
Polypektat Hidrolizi + + 4 + + $ -+ + + + + + %
Tetrazolium Indirgenmesi + + +: + + + + + + +- + + £

9F



~ Sekil 3.34. Mutant 7’ harzianum T18 susunun Aesculin iceren ortamda geligimi

Sekil 3.35. Mutant T. harzianum T8B susunun Aesculin igeren ortamda gelisimi
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Sekil 3.36. Mutant T. harzianum T4A susunun Tween 80 iceren ortamda gelisimi

48
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3.4. Koloni Morfolojisi

Suglarin spor biiyilikliikleri degisiklik g&stermekle birlikte T2, T7, T8B,
T8D, T11, T20 ve T21 suslarinin olusturdugu sporlarin ¢aplari 2,4 um. T4A, T4C,
T4D ve T18 suslarinin olusturdugu sporlarin ¢aplari 2,8 pum. T10 susunun
olusturdugu sporlarin ¢apt 2,3 pm. olarak belirlenmistir. Suslardan T9
klamidospor olusturmustur. Bu T9 un olusturdugu klamidosporun c¢api 7 pm.
olarak belirlenmistir.

3.5. Fizyolojik Testler

Sukrozsuz-Cz agara ayr1 ayn ilave edilen laktoz, eriyebilir nisasta,
amonyum okzalat iceren kati ortamda iyi gelisme gosteren ve yiiksek RI
degerlerine sahip mutant T.harzianum’un T4C, T21, T11, T4A, T10, T8B, T9,
T18, T2, T4D, T7 suslar1 ile diisiik RI degerlerine sahip T8D ve T20 suslarinin
fizyolojik dzellikleri incelenmistir.

Kat1 karbon kaynaklar: ile yapilan deneylerde, ortama kristal viyolenin
eklenmesiyle mutant 7.harzianum suslarinin hicbirinde gelisme goriilmemistir.
Karbon kaynaklari bulunan sivi ortamda, mutant TI.harzianum suslari renk
degisimine neden olmuslardir. Sitrik asit iceren ortamda T2 ve T20, etanol igeren
ortamda mutant T.karzianum suglarinin hepsi, amonyum okzalat iceren ortamda
ise T4A ve T4D mutant suslar1 mor pigment olusturmuslardir. Suslarin higbiri
laktik asit igeren ortamin rengini degistirmemistir (Cizelge 3.3).

Jelatin igeren ortamda mutant T.harzianum suslarmin turuncu pigment
olusturduklari saptanmugtir. Bakir siilfat iceren ortamda mutant T.harzianum
suslarinin ¢ok iyi gelismedigi ve sadece misel tirettikleri saptanmstir. Sivi karbon
kaynaklarmdan amonyum okzalat ve gukoz igeren besi ortamlarma inokiile edilen
suslarin diger sivi karbon kaynaklarmma gére misel ve spor olusturmalari geg
olmustur.

Glukoz i¢eren ortamda mutant 7 harzianum suslarindan T10, T4C, T2 ve
T20 mor pigment iiretmislerdir. T8D, T18, T11, T4A, T21, T8B, T4D, T9 ve T7
besi ortaminin rengini degistirmemislerdir. Mutant 7.Aarzianum’un biitiin suslar
jelatini hidrolize etmislerdir (Cizelge 3.3).



Cizelge 3.3. Mutant 7. harzianum suglarinin karbon kaynaklarinda asimilasyon reaksiyonlar
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T10

T8D

T18

T11

T3B

T4D

-
b

T7

T20

Glikozda gelisme

<+

-+

Glikozda mor renk

Sitrik asitte gelisme

+| |+

..I_

Sitrik asitte spor

4 4|

+ 4|

Sitrik asitte mor renk

Etanolde gelisme

Etanolde sporlanma

Etanolde mor renk

]+ ]+

Laktik asitte geligme

]

||+

+l |+ +

|+ +]+

| ]+

Laktik asitte sporlanma

7 B o [ ol 2 = L

|+

I I IR S (R [ (TR R

Laktik asitte mor renk

Amonyum okzalatta gelisme

Amonyum okzaltta sporlanma

+ |+

2 = L o ()

[+

+ [+

]

+] 4]

+[ 4]

Amonyum okzalatta mor renk

]+

Kristal viyolede sporlanma

Bakirli MEAda > 3,1cm ¢aph

-l

+

+

Koloni olugumu

Bakirli MEAda 2,5-3.1 caplh
koloni olugumu

MEAda > 8cm ¢apli koloni

MEAda 6,5-8 ¢apli koloni

MEAda < 6,5cm ¢apli koloni

MEAda sar1 pigment

Jelatin hidrolizi

Jelatinde sporlanma

Esculinde sporlanma

|+ 4+

Bakirli Cz agarda >3,1cm
Capli koloni olusumu

Bakirli Cz agarda 2,5-3,1cm
capli koloni olusumu
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Tek azot kaynag: olarak kullamilan amonyum okzalat ve sodyum nitrit

iceren kat1 ortamda tiim suslar gelismistir. Siv1 tek azot kaynagi olan keratinde

suslarin hi¢ biri gelisme gostermemistir. Tek azot kaynagi olan glisin ve iire de ise

tiim suslar gelismis ve kirmizi pigment olusturmuslardir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Mutant 7. harzianum suslarinin azot kaynaklarindaki asimilasyon reaksiyonlart

T10|T8D |T18|T11|T4A |T21|T4C|T8B|T4D| T2 | T9 | T7 |T20

Urede gelisme + |+ |+ |+ + [+ + |+ +[|[+|[+]+]+
Urede miselyum + |+ |+ ]+ + [+ + ]|+ +|[+|[+]+]+
Urede sporlanma + |+ [+ |+ + | +|+ |+ |+ |+]+]|+]+
Urede mor renk olusumu + |+ [=[+] = |+ *[+]+]=]+]+]=+
Keratinde sporlanma s I'=l=] =1 = e N =
Glisinde misel + |+ |+ |+ + [+ + ]|+ +|-[+]+]+
Nitrik agarda gelisme + |+ |+ |+ |+ [+ +|+]+[+[+]+]+
Sodyum seleniticeren Chapex- | - | - | - |- - |- -[-|-[-[-1]-1-
Dox ve MEAda gelisme

Mutant 7. harzianum suslarmm farkli sicaklik derecelerinde ve farkli pH

ortamlarinda da farkli gelisme gosterdikleri bulunmustur. Suslarmn hepsi 4°C ve

40°C de gelismemis ve pH 2, pH 10 ve pH 12 olan siv1 ortamlarda misel ve spor

olusturmuslardir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Mutant T harzianum suslarinin farkli sicaklik ve pH ortamlarinda gelismesi

T10|T8D|T18|T11| T4A |T21|T4C|T8B|T4D| T2 | T9 | T7 |T20
Sporlarin 1siya dayanikliligi + |+ [ ++]+ -]+ ]+ +|+[+]+]+
(75 C de 5dk. )
4 C de gelisme il = =l czili=l=1 =il ===z
37 C de gelisme T E el =] =F =] = [| = e e e e s
40 C de gelisme N S T e e
PH 2 de gelisme T IR PN R R e e R e R R

PH 10 da gelisme

PH 12 de gelisme

Morkes Eiljiphans
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Mutant T.harzianum Suslarinin Antifungal Etkileri

Trichoderma harzianum suslarmm mutasyona ugratilmasiyla elde edilen
13 mutant susun fungal bitki patojenlerine kars: etkinlikleri arastirilmistir.

Filtrat ile yapilan deneylerde F.oxysporum’a mutant T.harzianum’un T7
susu, F.molliforme’ye sirastyla T4C ve T11, F.solani’ye sirasiyla T4C ve T18,
F.culmorum 1’e sirastyla T7, T8D ve T18, F.culmorum 2’ye sirasiyla T8B, T4A
ve T18, R.solani’ye T8D, S.rolfsii’ye sirastyla T20 ve T18, D.sorokiniana’ya T8D
ve T11, G.graminis var. tritici’ye sirasiyla T18 ve T8D suslarinin etkili oldugu
saptanmustir (Sekil 3.1-3.9). Test edilen biitiin patojenlere karsi etkili tek bir
mutant 7. harzianum susu olmamakla birlikte, 7 harzianum’un T18 mutant
susunun filtrat1 diger mutant suslarmn filtratlarma gore daha fazla patojene etkili
bulunmustur. Patojenler icinde filtratlara en direncli olaninm F.oxysporum oldugu
saptannmustir.

Kat1 besi yerinde sellofan ile yapilan deneylerde mutant T harzianum
suslarmin  tamamimna yakmmnmn patojenlere karsi oldukca etkili oldugu
saptanmugtir. F.oxysporum, F.solani ve G.graminis var. tritici’ye, mutant
T harzianum suslarinin etkisi diisiik olmustur (Sekil 3.10-3.18). Benzer olarak
Watts ve ark. [52] tarafindan yapilan calismada, F.oxysporum’un en direngli
fungus oldugu bildirilmistir. Kat1 besiyerinde mutant 7.harzianum suslarinn
patojenlere karsi daha etkili oldugu goriilmiistiir. Dunlop ve ark. [53] kat1 besi
ortaminda 7. koningii’nin bir izolatmm Gaeumannomyces graminis (Sacc) Arx
and Oliver var. fritici Walker, R.solani, Phytophhora cinnamoni, Phytium
middletonii, Fusarium oxysporum ve Bipolaris sorokinigna’nmn saprofidik
gelismesini engelledigini bildirmiglerdir. Baz1 arastiricilar, sivi kiiltiirde modifiye
metabolitlerin iiretilebilecegini de saptamuglardir [12].

Trichoderma tiirleri tarafindan iiretilen antimikrobiyal metabolitler {i¢ smf
altinda degerlendirilmektedir. Bunlar; ugucu bilesikler (bircogu izosiyanid
siifindan), suda ¢6ziilebilir bilesikler ve membranla siki bir iligkiye giren ve
iyonofor aktivitesi gdsteren bilesikler (peptaibols) olmak tizere gruplandirilmistir
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[12]. Bizim ¢alismamizda mutant 7' harzianum suslarinin ugucu ve ugucu olmayan
metabolitlerinin patojenlerin gelisimini inhibe ettigi saptanmustir (Sekil 3.19-
3.31). Yapilan ¢alismalarda, Trichoderma spp.nin ucgucu ve ugucu olmayan
metabolitler {irettisi ve bu metabolitlerin c¢esitli patojenleri inhibe ettigi
gosterilmistir [3]. 7. harzianum suslarinin yash kiiltiirlerinin daha fazla metabolit
lirettigi belirlenmistir [12].

Cesitli arastiricilar T harzianum’un etkin maddesini tammlamaya
cabismiglardir. Dickinson ve ark. [54] tarafindan yapilan calisma da Bofrytis
cinerea ve R.solani’ye kars1 6nemli dlciide aktivite gbsteren maddenin pyridone
oldugunu gostermislerdir.

Trichoderma tiirlerinin metabolit tiretimine ait ilk bilgiler Weindling
tarafindan verilmistir. Weindling; 7./ignorum’un antimikrobiyal metabolit
tirettiini kanitlamustir [55]. Trichoderma tirlerinin ugucu metabolitler lirettigi
saptanmustir [52, 55, 56]. Trichoderma harzianum’un gesitli suslarinin esas ugucu
antimikrobiyal bilesik olan 6-penty-o-pyrone(6 PAP) iirettigi bildirilmistir
[40,55-56]. Bizim ¢alismamizda da, mutant 7. harzianum’™un T4D, T11, T18, T20
ve T21 suglarmnin bitki patojenlerine karsi ugucu bilesikler iireterek, patojenlerin
gelismelerini  sinirlandirdiklar1  belirlenmistir.  Ancak  ugucu  bilesen
tamimlanamamistir. Antogonizmde antifungal bilesiklerin rollerinin de Snemli
oldugu bildirilmistir. 7.karzianum suslarmin 6-n-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP, 1)
ve dehidroanalogue-6-n-pentyl-2H-pyran-2-one irettikleri saptanmustir [12].
T.harzianum’un trettigi bu bilesikler, Ceratocystis (Ophiostoma) ulmi (Buism)
Nanf. ve Botrytis cinerea’nin gelismesini engelledigi yapilan caligmalarda
belirlenmistir [12]. Bu bilesiklerin G.graminis var. tritici’ye kars1 oldukca etkili
oldugu bulunmustur. T harzianum suslarmmn {irettiSi metabolitler bitki
hastaliklarinin kontroliinde de kullanilmigtir [55]. Bizim ¢aligmamizda da mutant
T.harzianum suslarmn aym etkiyi gosterdigi saptanmistir. Ancak etkili bilesikler
saptanamamustir.

Yine arastiricilar farkli ortamlarda Trichoderma tiirlerinin viridiol,
gliovirin, heptolitik asit gibi farkli antimikrobiyal bilesikler rettikleri
belirlemislerdir [4].
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Ik antimikrobiyal bilesiklerin 7T koningii’nin suslarindan {retildigi
bildirilmistir. 7"koningii ve T.harzianum’un ugucu ve ugucu olmayan bilesikler
lirettigi, ucucu bilesiklerin R.solani ve Heterobasidion annosum’a karsi etkili
oldugu saptanmistir [53]. Bizim g¢alismamizda da, mutant T18 ve T21 suslar

tirettikleri ugucu bilesiklerle R.solani’nin gelismesini engellemislerdir.

4.2. Fungal inhibisyon

Eskisehir bolgesi topraklarindan izole edildikten sonra mutant hale
getirilen Trichoderma harzianum izolatlar1 toprak kaynakli bitki patojenlerinin
neden oldugu hastaliklar1 azaltmada farkl etkiler gostermislerdir (Bkz. Cizelge
3.1). Inhibisyon deneylerinde, Fusarium oxysporum’a kars1 % 57,8 RI degeri ile
T11, Fusarium moniliforme’e kars1 % 46,2 Rl degeri ile T11, Fusarium solani’ye
kars1 % 48,8 RI degeri ile T4A, Fusarium culmarum 1’¢ kars1 % 68,3 RI degeri
ile T21, Fusarium culmarum 2’ye karst % 42,9 Rl degeri ile T4A, Rhizoctonia
solani’ye kars1 % 97,7 RI degeri ile T10, Drechslera sorokiniana’ya karst1 % 51,5
RI degeri ile T4C, Gaeumannomyces graminis var. tritici’ye karst % 53,1 RI
degeri ile T4C, Sclerotium rolfsii’ye karsi % 88 RI degeri ile T4D etkili
bulunmustur (Bkz. Cizelge 3.1). Mutant Trichoderma harzianum izolatlarinda
ortaya ¢ikan bu farkliliklar, patojenlerin farkl: direnclere sahip olmalarindan ileri
gelebilecegi gibi, Trichoderma harzianum izolatlarmin farkli kimyasal
firetimlerinden de kaynaklanmig olabilir. Ghisalberti ve ark. [12] da Trichoderma
harzianum izolatlarinin farkli kimyasallar iirettiklerini, mikoparazit olarak besin
ve cevre sartlarindan etkilendiklerini, patojenlerin Trichoderma harzianum
izolatlarma farkli diren¢ goOsterdiklerini bildirmiglerdir. Yapilan benzer
calismalarda bitki patojenlerine karsi Trichoderma harzianum’un etkili oldugu
saptanmustir [4, 9, 57].

Wells ve ark. [10] tarafindan; kumlu killi topraklardan izole edilen
Trichoderma harzianum’un T35 ve T203 izolatlarmin Fusarium oxysporum ve
Sclerotium rolfsii’ye etkileri incelenmistir. Yapilan ¢aligmaya gore; T35 izolatmm
Fusarium oxysporum’un gelisimini sinirlandirdigi, T203 izolatinin ise Sclerotium

rolfsii’ye karsi etkili oldugu belirlenmistir. Bizim calismamizda Rhizoctonia
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solani’ye karsi en etkili mutant Trichoderma harzianum izolatinin T10,
Sclerotium rolfsii’ye kars1 en etkili izolatin ise T4D oldugu bulunmustur.

Hadar ve ark. [14] tarafindan yapilan bir calismada Trichoderma
harzianum izolatinin Rhizoctonia solani ve P.abhanidermatum’un gelismesini
engelledigi, fakat S.sclerotium ve Fusarium oxysporum’un gelismesine etkili
olmadig1 gosterilmistir. Trichoderma harzianum izolatlarinin bitki patojenlerine
kars1 gosterdikleri farkh inhibisyon oranlarinin, izolatlarin patojenlere kars: segici
oldugu ve farkli patojenlere farkli etki gOstermelerinden kaynaklandigi
bildirilmigtir [14].

Bizim ¢alismamiza dahil ettifimiz patojenlerin hepsine etkili olan tek bir
mutant Trichoderma harzianum susu bulunmamakla birlikte, mutant Trichoderma
harzianum’un T4A ve T21 suslari diger suslara gbre daha fazla etkili olmustur,
bunlar1 T4C, T10 ve T11 izlemistir. Chet ve Inbar [4] tarafindan yapilan
caligmada da, segilen bitki patojenlerine karsi etkili olan tek bir Trichoderma
harzianum izolat1 bulunamamistir. Bizim ¢alismamizda da, mutant Trichoderma
harzianum®un T8D ve T8B suslarinin patojenlere kars: etkisi, difer suslara gére
daha az olmustur.

Calismamizda mutant Trichoderma harzianum izolatlarmin enzim
aktivitelerini belirlemek amaciyla deneyler yapilmustir. Izolatlarin B-glukosidaz
aktivitelerini belirlemek amaciyla yapilan aesculin deneylerinde mutant T10,
T8D, T18, T11, T4A, T21, T4C, T8B, T4D, T2, T9, T20 ve T7 suslar1 misel ve
spor olusturarak aesculin iceren ortamda gelistikleri saptanmistir (Bkz. Cizelge
3.2). Esteraz aktivitelerin belirlenmesi i¢cin yapilan Tween 80 hidrolizi
deneylerinde tiim izolatlar ortamda gelismis ve besi ortaminin rengini mavi-mor’a
doniistlirmiiglerdir. Gondona ve ark. [7] tarafindan yapilan deneylerde de,
Trichoderma harzianum izolatlarinin Tween 80 iceren ortamin rengini mavi-
mor’a doniistiirdiikleri bildirilmistir. Selliilaz iiretiminin belirlenmesi i¢in Selliiloz
hidrolizi deneyi yapilmigstir. Selliiloz iceren ortamda tiim Trichoderma harzianum
izolatlar1 gelismistir.

Izolatlarm ortamda gelisme gostermelerinin enzim aktivitesine bagh
oldugu Lynch ve ark. [51] tarafindan yapilan ¢alismada saptanmustir. Selliilozun,
Trichoderma tiirlerinin endiistriyel kullanimlarinda da etkili oldugu bildirilmistir
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[51]. Proteaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan jelatin ve kazein
hidroliz deneylerinde mutant suslarin gelismeleri gzlenmistir. Tiim mutant suslar
jelatini hidrolize etmiglerdir. Kazein hidrolizinin mikroorganizmalarin {irettigi asit
ile ilgili oldugu ve gelisen kolonilerin etrafinda beyaz bir zonun olustugu Bridge
ve ark. [50] tarafindan bildirilmistir. Calismamizda kazein iceren ortamda tiim
mutant suslarin gelistigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.2).

Trichoderma tiirlerinin, bitki patojenlerinin hiicre yapilarmi irettikleri
selliilaz, kitinaz, glukonaz gibi enzimler ile parcaladiklar: bildirilmistir [51]. Litik
enzimler i¢inde, pektik maddeleri depolimerize eden enzimlerin 6nemli oldugu
saptanmustir [50]. Calismamizdaki polygalaktronik asit igeren polypektat hidrolizi
deneyinde; mutant Trichoderma harzianum izolatlarindan T21 susu haric
tiimiiniin misel ve spor olusturdugu gériilmiistiir. Izolatlarin polypektat hidrolizi
deneyinde gelisme gostermelerinin iirettikleri polygalaktronazdan dolay1 oldugu
bildirilmistir [50]. Calismamizda, baz1 mutant Trichoderma harzianum suslarimn
bitki patojenlerine kars: diisiik etki gbstermelerinin sebebi, enzim aktiviteleri ile
ilgili olabilir.

Caligmamizda mutant Trichoderma harzianum suslarmdan T8D ve T8B
suslarinin  gdsterdikleri diisiik RI degerleri nedeniyle, biyolojik kontrolde
kullamlmasmin pratik bir fayda saglamayacag: ortaya ¢ikmustir. Bu izolatlarin
disiik ekstraselliiler aktivite gbsterdigi, bu yiizden bitki patojenlerinin gelismesini
engelleyemedikleri diistiniilmektedir [7].Benzer olarak yapilan bir ¢alismada , RI
degeri diistik olan suslarin, diger suslara gore diisiik diizeyde litik enzimatik
aktivite gOsterdigi ve eksik protein sagladig: bildirilmistir [7]. Yapilan
calismalarda bitki patojenlerine karsi Trichoderma harzianum’un etkili oldugu
ortaya konmustur [3, 4, 9, 19].

Biyokimyasal ve fizyolojik ¢alismalar i¢in morfolojik &zelliklerin dnceden
incelenmesinin gerekli oldugu bildirilmistir [7]. Daha o&nce Trichoderma
harzianum suslar ile yapilan ¢aligmalarda klamidospor caplar: 4-12 pm., konidia
¢ap12-3 um. veya 1,5-2,5 um. olarak belirlenmistir [12]. Bizim ¢alismamizda tiim
mutant suslarin spor {irettigi saptanmis, spor ve klamidospor biiyiikliikklerinin daha
Once yapilan ¢caligmalarla benzer oldugu saptanmistir.
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4.3. Fizyolojik Ozellikler

Trichoderma harzianum’un gesitli besi ortamlarinda deisik pigment
tirettigi belirlenmistir [24]. Mutant suslarin sodyum selenit ve keratin igeren
ortamda (Bkz. Cizelge 3.4) gelisme gostermedikleri, benzer calismalarda da tespit
edilmistir . Yaptigimiz deneylerde suslarn en ¢ok azot kaynaklarinda gelisme
gosterdikleri belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.3-3.4). Tek azot veya bilesimlerini
iceren ortamlarda mutant Trichoderma tirlerinin gelisme g6sterdikleri
saptanmistir. Karbon ve enerji kaynaklar1 olarak monosakkaritler, disakkaritler,
kompleks polisakkaritler, organik asitler, uzun zincirli yag asidi partikiillerinde
metanol, metil aminde ve azot kaynag: olarak amonyumu kullanmakla birlikte
aminoasit, lire, nitrat, nitritde 7richoderma tiirlerinin ¢ogunun gelisme gsterdigi
belirlenmistir [21]. Trichoderma harzianum suslarimn her birinin farklh azot ve
karbon kaynaklar: iceren ortamlardaki gelismelerinin farkli oldugu belirlenmistir.
Bridge [58] tarafindan yapilan ¢alismada da, Trichoderma harzianum suslarmin
farkli azot ve karbon kaynaklar: iceren ortamlardaki gelismelerinin farkhi oldugu
bidirilmigtir.

Genetik maniiplasyon teknikleri ile Trichoderma harzianum’un
biyokontrol aktivitesinin arttirilabilecegi bildirilmistir [59]. Biyolojik kontrolde
kullamlan Trichoderma harzianum’un antibiyotik {iretmeyen suslari, UV ile
mutasyona ugratildiklar: taktirde, antibiyotik fiiretir hale gelerek bazi patojenlere
etkili olabilecegi saptanmustir [40]. Bizim c¢alismamizda UV ile mutasyona
ugratilan Trichoderma harzianum suslarinin etkinliklerinin degistigi, toprak
kokenli bitki patojenleri {izerinde Onemli oranda biyolojik kontrol sagladig:
saptanmustir.

Sonug olarak, Eskisehir ve civarindaki topraklardan izole edildikten sonra
mutasyona ugratilan Trichoderma harzianum suslarmin antifungal etkiye sahip
oldugu ancak; bu suslarin higbiri bitki patojenlerini tamamen inhibe edememistir.

Bitki patojeni funguslara karsti mutant Trichoderma harzianum
izolatlarmin bu konuda timit vaadettigi calismamizda ortaya konmustur. Bununla
birlikte, bu suslarin yaygin olarak kullanilabilmesi i¢in ilave birgok calismaya
ihtiyag¢ vardir.
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Degisen ekolojik sartlar, biyolojik kontrol organizmalarinin hayatta
kalmas1 ve populasyonlarmmin gelisebilmesi i¢in genellikle uygun olmamaktadir.
Zorunlu olarak tek bir tiirle yapilan biyolojik kontrol, ¢ogu ortamda degisik
mikroorganizmalarin bulunmasi sebebiyle, genellikle yeterli sonu¢ vermemektedir
[3, 7]. Bununla birlikte, biyolojik kontrol; kimyasal miicadelenin miimkiin
olmadig1 birgok durumda da basvurulabilecek etkili bir yoldur. Biyokontrol
ajanlari olarak kullanilan mikroorganizmalar, kimyasal ilaglar gibi ortamda birikip
toksisite olusturmazlar. Ayn1 zamanda da, fazla masraf gerektirmemektedir. Bir
¢ogu da, insanlar iizerinde patojen olmadigi i¢cin insanlara zarar vermez ve
herseyden 6nemlisi ¢evreyi kirletmezler.

Doganin kendi kontrol giicliniin kullanilmas: temel ydntemdir. Bu, aym
zamanda siirdiirelebilir yasamin da temel anahtaridir. Bu ydntemle, doga
dengesinde  bulunan dogal diismanlarinin  antogonistler  tarafindan
populasyonlarimin sinirlandirilmas: ile {irlin gelismesinin tegvik edilmesi veya
hastaliklara duyarli iriinlerin kullanilmamasi yoluyla zararli populasyonlarin
azaltilmasini amaglamaktadir.

Biyokontroliin, ¢evresel ve ekonomik anlamda cok biiyiikk Sneme sahip
oldugu yadsmamaz bir gercektir. Bu amagla kullamlmasmmn etkili olacag:
diisiiniilen Trichoderma harzianum suslar1 ile bunlarin mutant suslarmin
etkilerinin karsilastirilmasinin = faydal: olacagi distiniilmektedir. Ayrica,
Trichoderma harzianum izolatlarimn bitki patojenlerine kars: gosterdikleri farkli
inhibisyon oranlarinin, izolatlarin patojenlere karsi segici oldugu ve farkh
patojenlere farkli etki gostermelerinden kaynaklandifi g6z Oniline alindiginda,
Trichoderma harzianum suslar1 ile bunlarm mutant suslarmm kombine
kullamimlar: sonucunda olusabilecek sinerjik etki artigi/azalisinin da incelenmeye
deger oldugu diistiniilmektedir.

Mutant Trichoderma harzianum suslari, bitki patojenlerinin gelismesini
degisik mekanizmalarla engellemektedir. Calismamizda elde ettigimiz bulgulara
gbre; Fusarium oxysporum ve Fusarium moniliforme’e karsy T11, Fusarium
solani ve Fusarium culmarum 2’ye kars1 T4A, Fusarium culmarum 1’e kars1 T21,
Rhizoctonia solani’ye karst T10, Drechslera sorokiniana ve Gaeumannomyces

graminis var. fritici’ye karst TAC ve Sclerotium rolfsii’ye karst T4D mutant
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suslar1 etkili olarak bulunmustur. Bu mutant suslarin biyolojik kontrol

caligmalarinda kullanilabilecegi belirlenmistir.
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