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OZET

Bu ¢alismada, domates bitkisinde yerel rizosferik Trichoderma izolatlarinin, Fusarium kok
ve kok bogazi ¢iirlikliigii hastaligina karst (FORL) etkinlikleri belirlenmistir. Kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen ve antibiyosis etkinligi bilinen iki adet Trichoderma
harzianum izolat1 da (T16 ve T23) denemelere dahil edilmistir. Ikili kiiltiir testinde toplam 37
adet izolattan sadece bir izolat Kny/T1-2 (Konya) patojene karst hiperparazitik etki
gosterirken digerleri antibiyosis etkisi gdstermistir. Antibiyosis etkisi gdsteren iki izolat T/23
ve Dyb/T10-6 (Diyarbakir) sirasiyla %72,56 ve %58,75 inhibisyon orani ile patojenin
miseliyal gelisimine kars1 diger izolatlardan daha basarili bulunmustur. Trichoderma
izolatlar1 FORL miseliyal gelisimini %35,34’den %72,56’ya kadar degisen inhibisyon
oranlarinda sinirlandirmistir. Tohum ¢imlendirme yetenekleri incelendiginde inokiilasyon
yapilan bazi domates tohumlarinda ¢imlenme oraninda artis gézlemlenmistir. Radikula -
hipokotil uzunluklar1 {izerinden yapilan degerlendirmelerde en basarili izolatlar sirasi ile
T/23, Krm/T1 ve kontrol grubu olmustur. Tohum ¢imlenme indeksi degerlendirildiginde ise,
kontrole goére en yiiksek indeks degeri T/23 izolatindan elde edilmistir. Trichoderma
izolatlarinin etki mekanizmasi antibiyosis oldugu i¢in patojen ile arasinda inhibisyon zonu
gelistirmis ve hifsel interaksiyona rastlanmamistir. 7richoderma izolatlarinin, FORL konidi
¢imlenmesine etkisinin arastirildigi denemede Krm/T1 ve Urf/T8 izolat1 %85 oraninda FORL
konidi ¢imlenmesini engellemistir. Saks1 denemelerinde, 7richoderma uygulanmis bitkiler
kontrol grubuna gore 6nemli bir basar1 gostermistir. Bitki boyu, kok gelisimi, bitki agirligi ve
simptomlar g6z oniline alindiginda en yiiksek basart sirasiyla T/23, Krm/T1 ve Kny/T1-2
izolatlarindan elde edilmistir. 7richoderma izolatlarinin domates bitki gelisimini tesvik ettigi

ve hastalik siddetini azalttig1 saptanmigtr.

Anahtar Kelimeler: Domates, FORL, Trichoderma, Antibiyosis, Biyokontrol ajani
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THE EFFECT OF Trichoderma harzianum APPLICATION ON FUSARIUM ROOT
AND ROOT COLLAR ROT DISEASE (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
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ABSTRACT

In this study, the efficacy of local rhizospheric Trichoderma isolates against Fusarium root
and crown rot disease (FORL) in tomatoes was determined. Two Trichoderma harzianum
isolates (T16 and T23) with known antibiotic activity obtained from the culture collection
were also included in the experiments. In the dual culture test, out of a total of 37 isolates,
only one isolate Kny/T1-2 (Konya) showed hyperparasitic activity against the pathogen while
others showed antibiotic effects. The two isolates showing antibiotic effects, T/23 and
Dyb/T10-6 (Diyarbakir), were found to be more successful in inhibiting the mycelial growth
of the pathogen with inhibition rates of 72.56% and 58.75% respectively compared to other
isolates. Trichoderma isolates limited the mycelial growth of FORL with inhibition rates
ranging from 35.34% to 72.56%. When the seed germination abilities were examined, an
increase in germination rate was observed in some tomato seeds inoculated with
Trichoderma. In evaluations based on radicle-hypocotyl lengths, the most successful isolates
were T/23, Krm/T1, and the control group, respectively. When the seed germination index
was evaluated, the highest index value compared to the control was obtained from the T/23
isolate. Since the mechanism of action of Trichoderma isolates is antibiotic, they developed
an inhibition zone with the pathogen and no hyphal interaction was encountered. In the
experiment investigating the effect of Trichoderma isolates on FORL conidial germination,
the Krm/T1 and Urf/T8 isolates prevented FORL conidial germination by 85%. In the pot
experiment, plants treated with Trichoderma showed significant success compared to the
control group. The highest success in terms of plant height, root development, plant weight,
and symptoms was obtained from the T/23, Krm/T1, and Kny/T1-2 isolates. It was found that

Trichoderma isolates promote tomato plant growth and reduce disease severity.

Key Words: Tomato, FORL, Trichoderma, Antibiosis, Biocontrol agent
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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI

°C : Centigrade (Santigrad)

ul : Mikrolitre

um : Mikrometre

AA : Agar-Agar ultrapure granulated (su agar)
cm : Santimetre

dH20 : Distile Su

f. sp : Formae speciales

Fe : Demir

FOL : Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
FORL : Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
g : Gram

L : Litre

LCBS : Lactophenol cotton blue satin

Mg : Miligram ((1/100 gr)

ml : Mililitre

mm : Milimetre

p</>0.05 : Probability/probabilite 0.05’tan kiigiik, esit/biiytik, esit (istatistik agidan
onemli derecede dnem tasiyan deger)

PD : Patates Dekstroz

PDA : Patates Dekstroz Agar

rpm : Dakikada devir sayis1

spp : Tirleri

subsp : Subspecies

TSM : Trichoderma Selective Medium

uv : Ultraviyole Isik
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GIRIiS

Domates (Solanum lycopersicum L.), Solanaceae familyasina ait bir sebze tiiriidiir.
Domates ilk defa Giliney Amerika’da kiiltiire alinmis ve tarimi ilk kez Meksika veya
Peru’da yasayan yerliler tarafindan yapildigi rapor edilmistir (Sonmez ve Ellialtioglu,
2014). Ulkemize Osmanli doneminde Trakya’dan girdigi ve 1900 yillarinda Adana’ya
getirildigi diistiniilmektedir (Aybak, 2015). Tiirkiye, Cin, Hindistan, ABD ve Misir
gecmisten gliniimiize diinyada onemli iiretici iilkelerdir. Diinya genelinde domates
tiretimi 183 milyon tondur. Cin bu iiretimde 65 milyon tiretim ile ilk sirada, Hindistan 21
milyon tonluk tiretimle ile ikinci sirada ve Tiirkiye ise 13 milyon ton domates iiretimi ile
liclincli sirada yer almaktadir (FAO, 2022). Tirkiye'nin domates ihracatinda Rusya,
Suriye, Romanya en biiylik paya sahip iilkelerdir. Tiirkiye’nin domates ihracati 2022
yilmin ilk dort aylik periyodunda 205 bin tona ulasmistir (Anonim, 2022a; Anonim,
2022b).

Tablo 1. Domates iiretim miktar1 ve iiretim alanina gore iilkeler (2022).

Ulkeler Uretim Miktar1 (Ton) | Uretim Alam (ha)
Cin 65 milyon 1.111.480
Hindistan 21 milyon 812.000

Tiirkiye 13 milyon 181.879

ABD 12 milyon 110.439

Misir 7 milyon 170.862

Italya 6 milyon 99.780

fran 5 milyon 129.058




Tarla ve sera kosullarinda yetistirilen domates iilkemizde dnde gelen tarim tirlinlerinden
biridir ve ekim alanlar1 siirekli artmaktadir. Diinyada taze olarak ve yemek yapilarak
degerlendirildigi gibi, tursu, konserve, domates suyu, salca, ketcap, sos, pulp ve piire
yapiminda da kullanilmaktadir. Domatesin insan sagligini koruyan vitaminlerce (A, B1,

B2, C ve K) ¢ok zengin bir sebze oldugu tespit edilmistir (Anonim, 2011).

Domates 1lik ve sicak iklimleri tercih eder. Domates fidesi yetistiriliciginde optimum
sicaklik giindiiz 18-22°C, gece 13-14°C’dir. Kok gelisimi i¢in ise toprak sicakliginin 12-
15°C’nin lizerinde olmasi gereklidir. Domates bitkisi drenaj1 yiiksek, humus ve organik
maddece zengin, su tutma kabiliyeti iyi, tinli topraklari tercih eder. Kumlu-tinl
topraklarda erkencilik gozlenir. Killi agir topraklarda bitki gelismesi daha yavas, ancak
bitki siirekli olarak gelisip yeni siirgiinler meydana getirdiginden, verim daha yiiksek olur.
Domates pH 5.5-7.0 olan topraklarda daha iyi yetisirken pH 5’ten asagi diistiigi
ortamlarda kire¢ uygulamasi yapmak gerekir (Abak vd., 2000).

Her tarim iirtininde oldugu gibi domates bitkisinde de biyotik ve abiyotik stres faktorleri
iiretimi olumsuz etkilemektedir. Domateste fungus, bakteri ve viriis kaynakli ¢cok sayida
hastalik rapor edilmistir (Agrios, 1988; Jones vd., 1991). Diinya genelinde {iretilen
tiriinlerde fungal hastaliklar %14 civarinda verim kaybina sebep olmaktadir (Agarwal ve
Sinclair, 1987; Agrios, 1997). Domates bitkisinde yaygin olarak goriilen fungal
hastaliklar arasinda Fusarium ve Verticillium solgunlugu, beyaz ctirtikliik, gri kiif, erken
yaprak yanikligi, mildiy6 ve kiilleme hastaliklar1 yer almaktadir. F. oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici Jarvis & Shoemaker (Forl) son yillarda domates iiretiminde tehlike

arz eden en 0onemli hastaliklardan biridir (Hibar vd., 2005).

Fusarium kok-kok bogaz ¢iiriikliik ve Fusarium solgunlugu hastaliklari toprak kokenli
hastaliklar olup, tohum yoluyla da taginabilmektedir. F. oxysporum tir kompleksinin (F.
oxysporum species complex; FOSC) patojenik formlar1 konukguya 6zgii “special form:
0zel form” veya “formae speciales (f. sp.)” gruplar1 bildirilmistir (Nelson vd., 1981;
Kistler, 1997; Attitalla vd., 2004; Leslie ve Summerell, 2006). Ulkemizde ortii alt1
domates yetistiriciliginde, Fusarium solgunluk etmeni Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) W. C. Snyder & H. N. Hans (Fol) ve kdk ve kok bogazi ciirtikligii
etmeni F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis & Shoemaker (FORL) 6nemli

diizeyde verim ve kalite kayiplarina neden oldugu bildirilmistir (Can vd., 2004; Colak ve



Bigici, 2013; Altinok vd., 2023). Miicadelesinde bazi tohum ve toprak fungisitleri
onerilmekle birlikte ¢ogu durumda hastaligi kontrol altina almak miimkiin
olamamaktadir. Domateste Fol’a dayanikli ¢esitler bulunmakla birlikte FORL i¢in heniiz
dayanikli ticari g¢esit Onerilmemistir. Tarim ilaglari, insan ve hayvan sagligini tehdit
etmekte, cevre kirliligi, ila¢ kalintisi ve dayaniklilik riski gibi birgok sorunu da
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle son yillarda cevre dostu biyolojik miicadele
calismalar1 6nem kazanmistir. “Yesil Mutabakat” adi verilen iklim yasasina gore, AB
tilkeleri karbon emisyonlar1 2030 yilina kadar yiizde 55 azaltmayi, 2050 yilina kadar ise
karbon noétr olmay1 hedeflemektedir. Siirdiirtilebilir tarimda biyokontrol ajanlari ¢evrenin
korunmasinda biiyiik bir potansiyele sahiptir. Ayrica tarimsal {iretimde biyo-giibre

teknolojisinin kullanimi, dogal floradan yararlanma agisindan ¢ok 6nemlidir.

Kimyasal miicadele uygulamalarinda, patojenlerin diren¢ kazanmasi, kullanilan
kimyasallari insan ve hayvan sagligini tehdit etmesi, dogal dengeyi bozmasi ve iireticiler
icin pahali bir miicadele metodu olmasi gibi bir¢ok olumsuzluk s6z konusudur. Bu
nedenle giinlimiizde mevcut kontrol stratejilerinden daha ucuz, daha etkili hem insan
sagligina hem cevreye zarari olmayan biyolojik kontrol uygulamalarina agirlik verilmeye

baslanmustir.

Biyolojik miicadelenin temel prensip ve hedefi ise insan saglig1 ve ¢evre sagligi lizerine
olumsuz etkileri olmayan, genis spektrumlu maliyeti diisiik ve her tiirlii gevre sartlarinda
kullanim imkan1 olan biyolojik ajanlarin belirlenmesi ve bu biyolojik ajanlarin tarla, sera
ve depo kosullarinda bitki hastaliklarinin kontrol edilmesinde genis uyum saglamasidir.
Glinlimiizde yapilan en genis kapsamli tanimiyla; biyolojik miicadele dogal veya genetik
yapist degistirilmis mikroorganizmalar ya da onlarin tirettikleri metabolitler kullanilarak
patojen mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi veya popiilasyonlarinin baski altina
alimmasin1 amagclayan bir tarimsal miicadele yontemidir. Biyolojik miicadele de
giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bakterilerden Agrobacterium spp., Serralia spp., ve
Bacillus spp. Fluoresan Pseudomonas; funguslardan ise Trichoderma ve Gliocladium
tiirleri gerek biyolojik miicadele etmenleri olarak gerek bitki gelisimini tesvik edici
faydali fungus ve bakteri olarak biiyiik ilgi goérmektedir. Biyokontrol ajani olarak
Trichoderma cinsi funguslar antibiyosis, rekabet, hiperparazitizm, bitki gelisimin tesvik
etme gibi bircok mekanizmaya sahiptirler. Trichoderma tiirleri antibiyotik liretiminde de

olduk¢a 6nemli bir tiirdiir.



Bu tez calismasinda, yerel Trichoderma izolatlarinin domateste Fusarium kok ve kok
bogazi ciiriikliigli hastaligina karsi etkinlikleri in vitro ve saksi denemeleri ile
belirlenmistir. FORL hastaliginin kontroliinde biyolojik preparat ve Biyo-giibre liretimi

icin potansiyel Trichoderma izolatlarin elde edilmesi amaglanmustir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER

1.1. Domateste Fusarium solgunlugu ve kok ve kok bogaz ¢iiriikliik hastahiklar:

F. oxysporum tiirleri diinyada Antartika disinda tiim kitalarda, tropikal ve subtropikal
alanlarda bulunmaktadir. Fusarium cinsi funguslar patojen olabilecegi gibi saprofit
Ozellik de gostermektedir. Bu patojenik Fusarium tiirleri bitkilerin ¢esitli organlarinda
neden oldugu enfeksiyonlar sonucu kok, govde, meyve ciiriikliikleri, ¢okerten, bitkide
genel solgunluk belirtilerine yol acgarak Onemli derecede iiriin kayiplarina neden
olmaktadirlar (Singleton vd., 1992). Domateste Fusarium tiirleri iginde en yaygin goriilen
tiir Fusarium oxysporum’dur. F. oxysporum, eseysiz lireme sekline sahip, konukguya

Ozellesmis formlara ayrilmistir.

Domateste tohum ve toprak kokenli Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) ve
Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici (FORL) yaygin fungal hastaliklardir
(Gordon ve Martyn, 1997; Attitalla vd., 2004; Agrios 2005; Leslie ve Summerell, 2006;
Bogale vd., 2007; Altinok vd., 2023). F. oxysporum tiirleri mikrokonidi, makrokonidi ve
klamidospor olmak {izere 3 ¢esit spor iiretimi ger¢eklestirmektedir. Yapisal olarak kalin
duvarlar1 olan klamidosporlar, toprakta ¢ok uzun donemler boyunca yasamlarini
siirdlirebilmektedir. Genellikle, miselleri baslangigta beyaz goriiniir, daha sonra F
oxysporum’ un tiriine ya da irkina gére mordan koyu pembeye degisen renge
dontigebilmektedir. Eger sporlar ¢ok yogunsa, kiiltiir turuncu ya da krem renginde
goriinmektedir (Ozbay ve Steven, 2004). Patojen olmalarinin yani1 sira, mikotoksikozlara
neden olabilecek yiizlerce farkli organik bilesik iiretmektedirler. Sekil 1’de FOL

etmeninin domates bitkisi iizerindeki hayat dongiisii verilmistir.
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Sekil 1. Fol etmeninin domates bitkisi tizerindeki hayat dongiisii

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL), genellikle bitki tiirlerinin kok
bolgesinde ortaya ¢ikan nekrotrofik bir fungustur. Patojenin genis bir konukcu dizisi
bulunmaktadir. Bunlar; Capsicum frutescens L., Lycopersicum spp., Arachis hypogea L.,
Astragalus glycyphyllos L., Solanum melongena L., Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
Trifolium spp., Glycine max, Cucumis spp., Vicia fabae, Beta vulgaris ve Spinacia
oleracea gibi bitkilerdir (Kurt 2016). Patojenin neden oldugu kdkbogazi ve kok
clirtikligli, domates bitkisinin en 6énemli hastaliklarindan birisidir. FORL’ nin fizyolojik
irklar1 bildirilmese de FORL i¢indeki yiiksek diizeyde genetik ¢esitliligini ifade eden 9
vejetatif uyum grubu (VCGS) kaydedilmistir.

FORL, domates bitkisinde ilk olarak Japonya’da saptanmistir (Omar vd., 2006). FORL’
nin Tiirkiye’de teshisi ise 2004 yilinda yapilmistir (Can vd., 2004). Ulkemizde son



yillarda domates yetistiriciliginde FORL’den kaynaklanan kok ve kok bogazi
clirtikliigline siklikla rastlanmaktadir (Bagyaran, 2018).

Klamidospor formunda toprakta uzun yillar canli kalabilen bu hastalik etmeni
simptomatolojik agidan belirgin farkliliklara sahiptir. FOL, bitkide genel solgunlukla
birlikte gdvde boyunca ksilemde renk degisimine neden olmaktadir. FORL nin ilk
simptomlarinin domates fidelerinde sararma, bodurlasma ve yaprak azalmasi, ileri donem
simptomlarinin ise, solma, 6liim ve kok ¢iirlimeleri oldugu belirtilmistir (Katan vd., 1997,
Zhang vd., 2011). Hastalikli domates bitkilerinde; solgunluk, incelme, kok bogazinda
kararma, vaskiiler dokuda kahverengilesme, bitkide bodurlagsma ve lezyonlar iizerinde
saridan turuncuya degisen, pembemsi veya beyaz miseliyal gelisim goriilmektedir (Sekil

2) (Can vd., 2004; Colak ve Bigici, 2013; Altinok vd., 2023).

FORL’nin o6zellikle sicakligin 18-22°C oldugu, diisiik toprak pH’s1i, amonyum azotu
uygulanan ve asir1 su birikintisi olan alanlarda sik¢a goriildiigii bildirilmistir (Momol vd.,
2005). FOL’ye kars1 dayaniklilik dominant tek gen tarafindan denetlenmektedir. Solanum
peruvianum tiirii bu dayaniklilik genine sahiptir. Bu genin domatesin 9. kromozomunda

yer aldig1 belirlenmistir (Hibar, 2002). FORL’ den kaynaklanan enfeksiyonlarin domates

iiretilen bolgelerde ¢cok yaygin oldugu ve %90’a varan verim kayiplarina neden oldugu

bildirilmistir (Hibar, 2002).

Sekil 2. Ciiriikliik, nekroz ve govde tizerinde beyaz, pembe sporulasyon (Anonim,
2014; Roberts ve ark., 2000).



Genel olarak rizosferfik patojenlerle ekonomik, ¢evresel ve uygulamadaki zorluklardan

dolay1 miicadelede zorluklar s6z konusudur (Yiicel, 1989; Yildiz, 1999).

FORL ile miicadelede kiiltiirel onlemler, dayanikli/tolerant ¢esit kullanimi, hastaliklardan
ari fide, kimyasal miicadele, solarizasyon ve ticari biyolojik preparatlar kullanilmaktadir
(Kabas, 2008). Bu patojene karst tohum ciiriimesinin engellenmesi, tohumlarin depo
siiresinin uzatilmas1 ve gen¢ koklerin korunmasit amaciyla c¢esitli fungisitler
onerilmektedir. Etkin kullanimlar1 devam eden fungusit gruplari; sistemik etkili
benzimidozoller ve triazoller ile koruyucu etkili olan dithiokarbamatlardir (Zirai

Miicadele Teknik Talimatlar1 (https://bku.tarimorman.gov.tr/).

Trichoderma harzianum (Sivan ve ark., 1987; Hibar vd., 2005), Fusarium equiseti
(Horinouchi vd., 2007), B. megaterium ve Burkholderia cepacia (Omar ve ark., 2006);
Bacillus subtilis (Phae ve ark., 1992; Baysal ve ark., 2008); patojen olmayan Fusarium
spp. (Louter ve Edgington, 1990; Komado, 1994; Bolwerk ve Lugtenberg, 20006),
Pseudomonas chlororaphis (Chin-A-Woeng ve ark., 2000), P. putida (Validov ve ark.,
2009) ve P. fluorescens (Duftfy ve Defago 1997; Kamilova ve ark., 2006) giiniimiizde
domates bitkisinde Fusarium kok ve kokbogazi ciirtikliigiine etkili antagonistler oldugu

belirtilmistir.

Bitki dikimi yapilmadan dnce solarizasyon, anaerobik toprak dezenfeksiyonu ve buhar
uygulamasi gibi kimyasal olmayan uygulamalar, toprakta hastalik inokulum miktarinin
azalmasina neden olmasina ragmen kullanilan bu yontemlerin etkileri sinirl kalmaktadir
(Cawoy vd., 2017). Bundan dolay1 bitki hastaliklariyla savasimda siirdiiriilebilir, ¢evre
dostu ve devamli etkin olabilecek en 6nemli yontemlerden biri biyolojik miicadele
olmaktadir. Giliniimiizde tarimda sentetik pestisitlerin azaltilmasi1 veya elemine edilmesi
arzu edilen bir amag haline gelmistir. Biyolojik miicadele ajanlarinin (BKA) tek basina
veya dolayli olarak hastaliklarla miicadelede kullanilmasi énemlidir (Bora ve Ozaktan,
1998). Biyolojik miicadele ajanlar1 bitki hastaliklariyla savasimda bu gereksinimleri
karsilayan ve tarimsal liretimde yaygin olarak kullanilan fungisitlere alternatif olarak

goriilmektedir (Gouvea ve ark., 2009; Noling JW., 2016).



1.2. Trichoderma tiirleri hakkinda genel bilgiler

Trichoderma tiirleri diinya capinda yayilim gdsteren hemen hemen her tiirlii toprakta,
cliriimis bitki parcalarinda yogun olarak bulunabilen, anaerobik, fakiiltatif ve kozmopolit

funguslardir (Samuels, G. J., 1996; Druzhinina, 1., & Kubicek, C. P., 2005).

Faydali mikroorganizmalar i¢inde 7richoderma kokenli fungal etmenler 6nemli bir yere
sahiptir. Trichoderma tiirlerinin yayilim alani diinya ¢apinda oldukg¢a genistir. Bu tiirler,
hemen hemen her tiirden topraga giiclii bir sekilde uyum saglayabilirler ve genellikle bitki
rizosferinden izole edilebilirler (Papavizas, 1985). Bu ozellikleri, Trichoderma'nin
tarimsal, endiistriyel ve g¢evresel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasini saglar.

(Samuels, 1996; Irina ve Christian, 2004).

Simdiye kadar yapilan arastirmalar ve deneyler sonucunda 90’nin lizerinde Trichoderma
tiirli teshis edilmistir (Druzhinina ve Kubicek, 2005; Samuels, 2006). Bu tiirler, biyotik
ve abiyotik kosullarda stres yonetimi, bitki bilyiimesi ve gelismesini tesvik eden
enzimlerin liretimi, antibiyotik iiretimi, endiistriyel kullanimlar ve ticari biyofungisitler
gibi alanlarda kapsamli bir sekilde arastirilmis ve c¢alismalarda kullanilmistir. Organik
madde polisakkaritlerinin ayrismasinda 6nemli bir rol oynarlar (Chaverri vd., 2001;
Mukherjee vd., 2013). Toprak kokenli bu funguslar bitki biiyiimesini ve kdk gelisimini
artiric ve bitkinin savunma mekanizmasini uyarici etkiye sahip antagonistlerdir (Harman
vd., 2004). Trichoderma spp., ayrica glukonik ve sitrik asit iireterek, toprak pH' n1
diisirmekte ve fosfatlarin, mikro besin maddelerinin, demir, magnezyum ve manganez
gibi mineral bilesenlerin ¢oziiniirliiglinli arttirmaktadir (Yedidia vd., 2003; Benitez vd.,

2004).

Trichoderma tirleri kolonileri hizli gelisir ve baslangigta saydam, seffaf, daha sonra
yesile donmesiyle karakterize edilir. Trichodermalar (teleomorph: Hypocrea); funguslar
alemi, Ascomycota subesi; Pezizomycotina alt subesi; FEu-ascomycetes veya
Sordariomycetes smift; Hypocreales takimi; Hypocreaceae familyasinda yer alir ve
200'den fazla tiiri kapsamaktadir (Pandey vd., 2021). Bu tiirler, organik maddenin
polisakkaritlerinin ayrismasinda énemli bir rol oynarlar ve bitki kok ekosistemlerinin
rizosferinde ve kok yiizeyinde bulunabilirler (Chaverri vd., 2011). T harzianum, T. virens,
T viride, T. asperellum vb. 200'den fazla Trichoderma tiirii dilnyanin her yerinde farkl

ekosistemlerde rapor edilmistir (Kubicek vd., 2003). Trichoderma tiirleri
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kozmopolittirler, tarim topraklarinda, ¢6l topraklarinda, meralarda, bataklik arazilerde,

gollerde, cesitli ekosistemlerde tuzlu topraklarda her yerde bulunabilirler.

Bu tiirlerin faydali etkileri bitki gelisimi ve tarimsal ekosistem agisindan biiyiik bir 6nem
arz etmektedir. Bu mikroorganizmalar sayesinde giibrelemeye olan ihtiya¢ azalmakla
birlikte tarimsal arazilerin ve su kaynaklarinin daha az kirlenmesi saglanmaktadir.
Trichoderma ve bitki arasindaki etkilesim bitkilerin herbivorlara karsi toleransini
artirabildiginden dolay1 yararli olabilir (Kula vd., 2005; Bennett, 2006; Herman vd., 2008;
Kempel vd., 2009; Vannette ve Hunter, 2009).

Sekil 3. 1zole edilmis Trichoderma tiirlerinin koloni gelisimi (Erciyes Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii Mikoloji Laboratuvari, 2023)
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Sekil 4. Trichoderma harzianum streynlerinin (T16 ve T23) koloni gelisimi (A) ve
hif, fialid ve spor yapilar1 (B). (Slide culture; lactophenol cotton blue),
Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Mikoloji
Laboratuvari, Altinok, 2016).

T. pleurotophilum, T. agresivum ve T. fulvidum gibi patojenik tiirler, Agaricus bisporus
(yetistirme mantar1) ve Pleurotus ostreatus (kavak mantari) gibi tiirlerde yesil kiif
hastaligina yol acabilir. Patojenik tiirler, yer ve besin maddesi i¢in etkili bir sekilde
rekabet ederek, hiicre dis1 enzimler, toksik sekonder metabolitler ve ugucu organik
bilesikler iireterek mantarin bilylimesini engeller ve iiriinlerde 6nemli verim kayiplara
neden olabilir (Hatvani vd. 2007). Bundan dolay1, Pleurotus ostreatus'ta yesil kiife neden
olan T. pleuroticola ve T. pleurotumnin hizli bir sekilde taninmasinda, patojenlerin PCR
analizi gibi tan1 yontemleri gelistirilmistir. Ayn1 zamanda, 7. longibrachiatum'un
bagisiklig: diislik insanlarda fungal patojen olarak goriildiigii rapor edilmistir (Kredics ve
vd., 2003). Trichoderma tiirleri, endofit olarak yasayarak kok, yaprak, odun pargalari, tek
yillik ve odunsu bitkilerin ¢esitli dokularinda tespit edilmis fungal patojenleri baski altina
alarak konukcu bitkilere bir dizi avantaj saglar. Bu avantajlar arasinda, bitki konukgusu
icin oldukea faydali olan biyoaktif sekonder metabolitleri salgilamalar1 yer alir. Ayrica,
gen aktivasyon modelini degistirerek mikrobiyal etkilesimleri ve bitki fizyolojisini

etkileyerek, bitki sagligini ve dayanikliligini artirirlar. Bu sekilde, endofit Trichoderma
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tiirleri, bitki-mikrobiyom etkilesimlerinin karmasikligini artirarak bitkilerin ¢evresel
streslere ve patojenlere karsi daha etkili bir savunma mekanizmasi gelistirmelerine
yardimc1 olur. Bitkilerde azotlu giibrelerin daha yiliksek alinmasini saglayan
fitohormonlarin salgilanmasma yardimci olur, otgullar1 ve patojenleri engelleyen
biyoaktif ikincil toksik metabolitlerin iiretimi, hastaliklara karsi direnci arttirir ve
bitkilerin kurakliga aligmasina yardimci olur, agir metal toleransi, diisiik pH, yliksek
tuzluluk, daha fazla fotosentetik {iriin iiretimini saglar (Lieckfeldt ve ark., 2002; Lifshitz

ve ark., 1986).

Trichoderma, ilk olarak 1794 yilinda Almanya'da Persoon tarafindan tanimlanmistir.
1960’1 yillarda Rifai, Trichoderma tiirleri lizerinde yogun bir arastirma yapmustir.
Funguslarin teshisi i¢in molekiiler ¢alismalarin kullanilmasiyla birlikte, 1990'larin
baslarindan itibaren c¢aligmalar hiz kazanmistir. 1700'li yillarin sonlarindan baslanarak
devam eden siirecte, 89 Trichoderma tiirii tanimlanmis ve teshis edilmistir (Samuels,
2006). Bu genus icindeki Trichoderma tiirlerinin mikoparazitik etki gostermesi ve
iirettikleri antibiyotiklerin etkili olmasi, arastirmacilarin Trichoderma tiirleri iizerinde
yogunlasmasina neden olmustur. 7richoderma’ nin antifungal etkisi ilk kez Weindling
tarafindan gozlemlenmis ve o zamandan gilinlimiize kadar biyokontrol potansiyeli cesitli
acilardan incelenmistir. Weindling (1932), Trichoderma viridemin (Trichoderma
lignorum) Rhizoctonia solani'ye kars1 parazitik aktivitesini belirlemistir. Trichoderma
spp., firsatci istilacilar olarak bilinir, bitki bliylimesini tesvik ederler ve bol miktarda spor
tiretirler. Ayrica, hiicre ¢eperini pargalayan enzimlere (Ornegin, seliilaz, kitinaz ve

glukanaz) sahiptir ve antibiyotik iiretme kapasiteleri vardir.

Antagonistik mikroorganizmalar, toprak kokenli patojenik mikroorganizmalarin
gelisimini dolayli veya dogrudan kontrol edebilirler. Bitki hastaliklarina kars1 etkili bir
biyokontrol ajani olarak bilinen Trichoderma tiirleri, gevresel kosullar1 degistirerek, yer
ve besin i¢in rekabet ederek, bitki biiylimesini ve bitki savunma mekanizmalarini olumsuz
etkenlere kars1 harekete gecirebilir veya antibiyotik iireterek dolayli olarak etki edebilirler
(Vinale ve vd., 2008). Antagonist Trichoderma spp.min patojen mantarlara karsi etki
mekanizmasi, patojen sporlarinin ¢imlenmesini engelleyen metabolitlerin {iretimi, yer ve
besin i¢in rekabet, patojen hiicrelerini dogrudan temas yoluyla toksik olarak veya
antibiyosis yoluyla gelisimini simirlayan hidrolitik enzimlerin sentezi gibi ¢esitli

etkilesimlerle gergeklesir. Bu biyolojik mekanizmalar (antibiyosis, yer ve besin igin
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rekabet, mikoparazitizm, konukgu bitkinin savunma mekanizmalarinin uyarilmasi gibi),
bitki hastaliklarina karst kimyasal miicadeleye alternatif olarak biyotik stres ve

hastaliklarin kontrol altina alinmasina yardime1 olur.

Trichoderma tiirlerinin bitki hastaliklariyla miicadelede etkisinin yani sira, toprak kokenli
patojenlere kars1 etkilerinin toprakta bitki kalintilarinin ayristirilmasi, bitkilerin mikro ve
makro besin elementlerini alimini artirarak bitki biiyiimesini tesvik etmesi, kok
kolonizasyonunu tesvik etmesi, kok gelisimini desteklemesi ve bitki savunma
mekanizmasini aktiflestirmesi gibi ¢esitli 6zelliklere sahiptir (Harman vd., 2004; Pandey

vd., 2021).

Faydali Trichoderma tiirleri genellikle antibiyosis mekanizmasina sahiptir ve a-piron,
gliovirin, peptaiboller, trikotoksinler, trikopolinler, asperelinler, alametisinler,
massoilakton, 6-pentil-a-piron ve heptelidik asit gibi ugucu ve ugucu olmayan toksik
metabolitler salgilarlar. Bu salgilanan metabolitler, bitki patojenleri ile etkilesimde
bulunarak antagonistik sinyal molekiilleri olarak hareket eder ve patojenlerin biiylimesini
etkileyerek kolonize olmalarini engellerler. Ayni1 zamanda salgilanan hidrolitik enzimler
ve antibiyotikler de antagonizm seviyesini artirir. Ornegin, 7. harzianum'dan elde edilen
gliotoksin hidrolitik enzimler, endokitinaz enzimi, peptaibol hiicre dis1 enzimleri ve a-
piron arasinda Rhizoctonia solani ve Botrytis cinerea bitki patojenlerine karst oldukga

yiiksek diizeyde sinerjistik antagonizm gozlemlenmistir (Howell, 2003).

Yer ve besin i¢in patojenlere karsi etkili bir sekilde rekabet eden Trichoderma spp.,
fungisitler, herbisitler ve fenolik bilesikler de dahil edildiginde bir¢ok toksik bilesige
dogal olarak dayaniklidir. Bundan dolayi, spor ¢imlenmesini engelleyen, hiicreleri
oldiiren veya rizosferi degistiren (Ornegin, patojenlerin gelismemesi ic¢in topragi
asitlestirerek) metabolik bilesikler iireterek hizla gelisir ve patojenlerin gelisimini
engellerler (Papavizas, 1985). Mikroorganizmalar i¢in en yaygin 6liim nedeni aclik olup,
az miktarda olan sinirli besin icin rekabet, 6zellikle bitki hastaliklarinin biyolojik
kontroliinde oldukca onemlidir. Ipliksi funguslar icin demir alimigereklidir ve demir
eksikliginde funguslar, siderofor olarak adlandirilan diisiik molekiiler agirhikli ferrik
demire 6zgii selatorler salgilayabilir ve demiri selatlayan ve diger funguslarin biiylimesini
sinirlayan yiiksek verimli sideroforlar {iretebilir. Bu nedenle, toprak o&zellikleri

biyokontrol ajani olarak Trichoderma'y: etkilemektedir.
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Trichoderma ve bitki patojeni arasindaki dogrudan etkilesime mikoparazitizm denir. Ik
kez Trichodermalarin biyokontrol ajani oldugunu, 1932 yilinda Weindling ortaya
koymustur. Ayrica 7. lignorum (viride) hiflerinin R. solani' yi parazitleyerek 6ldiirmesini
mikoparazitizm olarak ifade etmistir (Wells, 2023). Mikoparazitizm, hiicre duvarmin litik
enzim tUretimini igeren karisik mekanizmadir. fungal patojenlerinin hiicre duvarlarinin
sindiriminde 7richoderma spp.'nin litik enzimlerinin rol aldigi, patojen kontroliinde aktif
olarak bulundugu bilinmektedir. Kitin ve B-1,3-glukanlar, fungus hiicre duvarinin ana
yapisal bilesenleridir. Trichoderma spp. bircok fungusu parazitledikten sonra diger
funguslart da tespit eder ve miselyumlarini onlara dogru gelistirerek dogrudan
biyokontrol saglar. Belirli mesafeden algilama ise, ¢ogunlukla kitinaz, glukanaz ve
proteazlar olmak {iizere hiicre duvarmi parcalayan enzimlerin ekspresyonundan

kaynaklanmaktadir.

Her enzimin yapis1 bir tiirden digerine farklilik gosterir. Funguslar ekzokitinazlari diisiik
seviyelerde salgilandig1 diisiiniilmektedir. Kitinazlar fungus hiicre duvarin1 bozdugunda,
ekzokitinazlar1 uyaran oligomerler serbest kalir ve saldir1 baglar. Mikoparazitizm
asamalari, kemotropizm ve tanima, tutunma ve sarma; hiicre duvari penetrasyonu ve
konukgu hiicrenin sindirimi olarak dort asamada gergeklestigini ifade etmektedir (Ozbay
ve ark., 2018). Sirast ile ilk asamada mikoparazit fungus konuk¢uya yonelerek kemotrofik
gelisir, ikinci asamada diger konukcu bitki patojeni funguslari tanir ve onlara dogru
gelisir, liglincli agsamada ise hiicre duvarini pargalayan hidrolitik enzimler salgilar ve son
asamada da konukc¢u olan patojenin hiflerine baglanir ve hiflerini sarar. Ardindan
konuke¢u yiizeyinde bir appressorium gelistirerek, konukgu hiicreye niifuz eder ve

konukgcu hifleri parazitler (Harman ve ark., 2004).

Mikoparazitizm ilk olarak molekiiler diizeyde uyarilmasi 1994'te, endokitinaz kodlayan
bir genin (ech42) diizenlenmesi ile ortaya konmustur. Ech42, 7. harzianum ve R. solani
funguslar1 arasindaki mikoparazitik interaksiyon sirasinda belirlenmistir. Ayrica bagka bir
calismada, 7. atroviride'nin P1 mutant izolatinda, fungus hiicre duvarindan saflagtiriimis
kolloidal kitin igeren deneylerde mikoparazitizmi uyarmak i¢in ekzokitinaz nagi veya
endokitinaz ech42 geninin ekspresyonuna ihtiya¢ duyuldugu belirlenmistir. Farkl
Trichoderma tiirleri, fungusun misellerini enfekte eden kitinaz, seliilaz, proteaz, -1,3-
glukanaz, glikozit, B-1,6-glukanaz, N-asetil-B-d-hidrolazlar gibi birgok hiicre dist enzim

uretirler. Trichoderma spp. tarafindan kitinaz, glukanaz ve proteaz gibi litik enzimlerin
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iretimi ve diizenlenmesi de mikoparazitizm/biyokontrol siirecinde ©6nemli rol
oynamaktadir (Harman ve ark., 2004). Bu enzim proteinlerini kodlayan genler, bitkilerde
bircok patojen fungusa karsi direng olusturdugu bilinmektedir. Seliillaz iiretiminde
Trichoderma spp.’nin olduk¢a Onemli bir yere sahip oldugu belirtilmistir. Birgok
aragtirmaci tarafindan 1990'li yillarda yapilan ¢aligmalarda, biyokontrol enzimlerinin
yapisinin ¢ok kompleks oldugu, bu emzimlerin ¢ogunu kodlayan genlerin izole edildigi

ve sekans analizlerinin yapildig: bildirilmistir (Vinale ve ark., 2008).

Bitkilerde, ortaya ¢ikan savunma mekanizmalari, fitohormanlar araciligiyla ortaya
cikmaktadir. Bunlar: Sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) ve uyarilmis sistemik
dayaniklilik (ISR) olarak bilinir. Trichoderma tiirlerinin bitkilerdeki jasmonatlar (JA) ve
etilen (ET) bagimli ISR mekanizmalarini uyaric1 yeteneklere sahip oldugu bilinmektedir.
Baz1 Trichoderma tiirlerinin ayrica salisilik asit (SA) ile bitki savunmasini uyarabildigi

oldugu da rapor edilmistir (Harman ve vd., 2004).

Endofitik 7richoderma tiirleri, bitki gen ekspresyonunda degisiklikler yaparak bitki
fizyolojisini degistirerek, besin maddesi alimin1 ve hastaliklara kars1 direnci artirarak
bitki saghigin1 ve bitki direncini iyilestirebilirler. Topraga ve tohuma uygulanan 7
asperellum, T. harzianum gibi tiirler, bitki patojenlerine karsi SAR"1 tesvik ettigi i¢in

metabolik degisikliklerin tetiklenmesine yardime1 olur (De Meyer ve vd., 1998).

B 1-3 Glukanaz ve kitinaz enzimleri iceren Trichoderma spp., (T. viride, T. harzianum, T.
Lignorum, T. Reesei ve T. hamatum), in vitro c¢alismalarda Patlican Fusarium
solgunluguna neden olan Fusarium solani'ye kars1 %100 oraninda etkili olmustur. Tarla
kosullarinda ise T harzianum ve T. viride tlirlerinin, Fusarium solani'nin gelisimini
sinirlandirdig tespit edilmistir. (Chakraborty ve Chatterjee, 2008). 7. harzianum ve T.
viride gibi tiirler kullanilarak yapilan bir¢ok calismada, bu biyolojik kontrol ajanlarinin
bitki patojenlerini sinirlandiran en etkili antagonistler oldugu bildirilmistir (Dubey ve vd.,

2007; Hajieghrari ve vd., 2008).
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1.3. Literatiir Calismalari

1.3.1. Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici Hastalik Etmeni ile ilgili

Calhismalar

FORL hastalik etmeni, klamidospor formunda toprakta ve topraksiz kiiltiirde kullanilan
cesitli substratlarda veya bitki kalintilar1 iizerinde canliligimi koruyabilir. Ayrica,
patojenin mikrokonidilerinin bulasik seralarda havada da yaygin olarak bulundugu
saptanmistir (Rowe ve Farley, 1978; Rowe, 1980). Patojenin bitkiden bitkiye yayilmasi
genel olarak kokler araciligiyla, bulasik bitkilerden ve klamidosporlarin toprak i¢indeki
parcalarinin, ayakkabi, makine ve diger malzemelere bulasarak yayildig: belirlenmistir

(Kabas, 2008).

Akdeniz ikliminde, Fusarium solgunlugu (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Fol) ve
Fusarium kok ve kok bogazi ¢iirtikligii (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici,
Forl) hastaliklarina neden olan fungal etmenler incelenmistir. Elde edilen izolatlar
spesifik primerlerle (FOF1-FORI, sp13, sp23 ve sprl) tanimlanarak virtilenslik gruplar
belirlenmistir. Antalya’dan elde edilen 42 ¢esit Fol izolatinin 20'si irk 1 (R1), 7'si irk 2
(R2) ve 15'1 irk 3 (R3) olarak belirlenmistir. Mersin’den elde edilen 3 adet Fol izolati ise
irk 3 (R3) olarak tanimlanmustir. PCR ¢alismalari sprl primer set ile 58 adet Forl izolati
icin 947-bp biiylikliiglinde tek amplikon iiretmistir. Toplam 119 F. oxysporum izolatindan
58'1 Forl ve 45'1 Fol olarak belirlenmistir. Hastalandirma derecesi agisindan, Fol izolatlar1
%11" yiiksek viriilent (YV), %58'1 orta viriilent (OV) ve %3 1'i diisiik viriilent (DV) olarak
saptanmistir. Forl izolatlar1 ise %28'1 yiiksek viriilent (YV) ve %72's1 orta viriilent (OV)
olarak tanimlanmistir (Altinok vd., 2023).

Ortii alt:1 domates yetistiriciliginde Tiirkiye'nin Dogu Akdeniz Bdlgesi'nde FORL hastalik
etmeni ile entegre miicadele i¢in Solarizasyon (S), Metham sodium (MS), kompost
(KOM), Bacillus subtilis QST-713 (BS) ve Trichoderma harzianum (TH-T ve TH-G)
uygulamalar1 yalmiz veya farkli kombinasyonlar halinde arastirilmistir. Sera
calismalarinda hastalik olusumu, S+MS uygulanmamis toprak iizerinde birinci yil en az
%21.3 ile BS uygulamasinda, ikinci y1l ise %20 ile TH-T uygulamasinda saptanmustir.
Biyokontrol ajanlar1 arasinda, FORL ile miicadelede en umutvar sonuglar BS ve TH-T

uygulamalarindan elde edilmistir (Colak ve Bigici, 2013).
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FORL etmeninin neden oldugu hastaliklarda T. harzianum kullaniminin hastaligi %12

oraninda azalttig1 bildirilmistir (Datnoff ve Pernezny, 2001).

Toprak kaynakli kok patojenleri ile miicadelede dayanikli fide kullaniminin en etkili
yontem oldugunu belirten Blancard (1993), bu patojenlerin yeni irklar olusturma
potansiyellerinin yiiksek oldugunu ve bu miicadelenin de etkinligini kaybedebilecegini

belirtmistir.

Konukguya 6zellesmis Fusarium oxysporum tiirlerinin benzimidozole gruplaria karsi
direng olusturduklar1 tespit edilmistir. Bunun nedeni Fusarium tiirleri disinda ki mantar
gruplarinda bu direng yolagi tek gen tarafindan yonetilirken; FORL patojeninde B-tubulin
tiretiminden sorumlu iki ana genin mutasyona ugramasindan kaynaklandigi bildirilmistir.
Buna bagh olarak direng mekanizmasinda sinerjik bir etkinin varligini tespit ederek
benzimidozole funguslarin boliinmesini etkilemedigi belirlenmistir (Molnar ve vd.,
1985). FORL etmeni, oksiklorid ve zineb fungusitlerine karsida diren¢ olusturduklar1 da
bilinmektedir (Garibaldi vd., 1990).

Tunus'ta 2000-2001 yillarinda yapilan bir ¢calismada, FORL %90'a varan bitki 6liimlerine
neden oldugu i¢in etmene karsi acil alternatif miicadele yontemlerine ihtiyag¢ oldugu
bildirilmistir. Hastalig1 baski altina almak i¢in in vitro, iklim odas1 ve sera kosullarinda
baz1 biyo-fungisitler (BioWorks Inc. Geneva, NY, Trichoderma harzianum strain T22-
RootShield Drench), 7. harzianum (Biocant-T Gr-National Ammonia & Chemical
Industries, Amman ve Biocant-T WP), B.subtilis strain QST 713 (Serenade, AgraQuest,
Davis, CA), B. pumilis strain QST 2808 (Sonata, AgraQuest, Davis, CA), Pythium
oligandrum  (Polyversum, Biopreparaty Ltd., Czech Republic) ve dogal
mikroorganizmalar (Agralan Revive, Agralan Ltd., Swindon, UK) ile deneyler
yapilmistir. In-vitro deneylerde biyo-fungisitlerin hepsi ve denemede kullanilan
fungisitler (sodium tetraborohydrate decahydrate, hymexazol, hydroxyquinolin,
oxyquinoléine, flutriafol+thiabendazole ve benomyl) FORL' nin patojen miselyal
gelisimini %50-73 oraninda sinirlandirmistir. Saksi ¢alismalarinda ise patojen inokiile
edilmeden bir hafta 6nce biyo-fungisit siispansiyonlarinin bitkiye verilmesi ile biiyiik
Olciide etkili sonuglar elde edilmistir. Sera kosullarinda hymexazol ve T-22 biyo-fungisiti

fungisitinin etkinligi arastirtlmistir. Olumlu sonuglar elde edilmistir. Bu deneme ile gerek
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biyo-fungisitlerin gerek baz1 fungisit uygulamalarinin FORL hastalik etmeninin

kontroliinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Hibar vd., 2006).

Ortii alt1 domates yetistiriciliginde Tunus’ da yapilan bir ¢alismada, énemli ekonomik
zararlara neden olan Fusarium kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii etmenine karsi, 7. viride (1
izolat) ve T harzianum (3 izolat) antagonistlerinin etkinligi arastirilmistir. FORL patojen
inokulumunun 7richoderma izolatlarindan bir hafta once, bir hafta sonra ve beraber
verildigi denemelerde, 6zellikle bir hafta dnce %10 ve birlikte uygulandigi parsellerde

hastalik oranin1 %13-18 oraninda azalttig1 saptanmistir (Hibar vd., 2007).

Domates kok ¢iiriikliigiinii baskilamada Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’'
nin sebep oldugu phenazine-1-carboxamide tireten Pseudomonas chlororaphis PCL1391
bakterisinin biyokontrol 6zelligi ve kolonizasyonu belirlenmesi amaciyla yapilan bir
calismada, PCL1391 streyninin kolonizasyon yetenegi ve bununla ilgili bazi
ozelliklerinin negatif hale getirildigi mutant tipi kullamilmistir. Hastalig1 baskilama
yetenegi bilinen tip PCL1391 streynine gore, mutant tipin hastalig1 baskilama yeteneginin
kayboldugu tespit edilmistir. Arastiricilar Fusarium oxysporum f. sp. radicis—
lycopersici’nin baskilanmasinda anti-fungal komponentler {iretme kabiliyetlerinin
yaninda biyolojik savas bakterilerinin kolonizasyon yeteneginin 6nemli 6l¢iide belirleyici

oldugunu bildirilmistir (Chin-A-Woeng vd., 2000).

T harzianum T22 ve P. fluorescens WCS365’in beraber kullanilmasinin F. oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici’nin miicadelesinde etkinligini arttirabilecegi bildirilmektedir
(Bolwerk, 2005). Bu hastalik etmenini kontrol etmek i¢in test edilen biyo-fungisitlerin (P
oligandrum, T. harzianum strain T22, B. subtilis strain QST 713 ve B. pumilus strain QST
2808) patojenin bulagsmasindan once uygulanma durumunda etkili olduklar1 tespit

edilmistir (Hibar vd., 2005).
1.3.2. Trichoderma tiirleri ile ilgili yapilan calismalar

Domates ve tiitinde 7richoderma harzianum’un bitki biiylimesini tesvik etme
mekanizmasi arastirilmistir. 7. harzianum uygulamasi steril topraga uygulanmig, domates
ve tiitlin tohumlarinda kontrole gore, ¢cimlenme oraninin, fidelerde kok ve siirglin yas

agirhiginin arttigr gézlemlenmistir (Windham vd., 1986).
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Sclerotinia sclerotiorum'a kars1 topraktan izole edilen 134 fungusun antagonistik
yetenekleri laboratuvar ve saksi denemeleriyle arastirilmistir. Elde edilen sonuglarda,
Trichoderma tirleri tarafindan sklerot canliliginin %90-100, Streptomyces tiirleri
tarafindan ise %?35-50 oranlarinda azaltildigini gozlenmistir. Ayrica, izolatlarin
apotesyum olusumunu %85-90 ve %55-60 oranlarinda engelledigi rapor edilmistir

(Aksay, 1987).

T harzianum'un T-39 (Trichodex) adli biyolojik preparatin antogonistik etkilerinin
arastirldig1 bir ¢calismada, Israil'de sera kosullarinda, hiyarda Botrytis cinereanin sebep
oldugu kursuni kiif hastaligin1 etkili bir sekilde kontrol ettigi bildirilmistir (Elad vd.,
1993).

Domates ortii alt1 yetistiricili§inde Botrytis cinereamin kontrolii {izerine yapilan bir
calismada, 7. harzianum'un biyopreparatinin %74-78 arasinda, bakirl bilesiklerin %89-

90 arasinda bir etkinlik gosterdigi tespit edilmistir (Bourbos ve Skoudridakis, 1994).

Florida'da uygulanan bir arastirmada, Fusarium solgunlugu ve kok c¢iiriikliigiine kars1 7.
harzianum'un etkileri incelenmistir. 7. harzianum T-22 igeren Root Shield adli
biyopreparatinin, saksida yetistirilen ve daha sonra tarlaya dikilen domateslerde FORL’

yi bilyiik 6l¢tide kontrol ettigi belirlenmistir (Datnoff ve vd., 1995).

Antagonist mikroorganizmalarin etkisi, marul bitkisinde beyaz ¢iiriikliik hastaligina
sebep olan S. sclerotiorum'a karst solarizasyon, laboratuvar ve arazi kosullarinda
arastirilmistir. Solarizasyon uygulanan boliimde hastalik oram1 %30,5-37,0 arasinda
degistigi, kontrolde ise %51,3-58,1 arasinda oldugu belirlenmistir. 7richoderma spp.min
hizli bir sekilde gelisimi sonucunda, petri kabinin %4'linti kapladig1 ve S. sclerotiorum
tizerinde gelistigi gézlemlenmistir. Antagonistlerin patojen hastalik olusumunu %0-75
arasinda engelledigi goriilmiistiir. En yiiksek etkinin 7richoderma spp.min T-1 izolatindan

kaydedildigi saptanmustir (Secer, 1997).

Sera kosullarinda hiyar bitkisinde B. cinerea ve S. Sclerotiorum’ a kars1 Trichoderma
harzianum'un T39 izolati incelenmistir. Test fungisitleri olarak S. sclerotiorum igin
Iprodione (Rovral) ve B. cinerea igin Fenhexamid (Teldor) kullanilmistir. Biyolojik
kontrol ajaninin 0.1-0.8 g dozlari, meyve enfeksiyonunu %35-44 arasinda, govde

infeksiyonunu ise %43-64 oranlarinda azaltmistir (Elad, 2000).
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T22 Planter Box ticari biyopreparati, Ege ve Akdeniz Bolgeleri'ndeki ortii alt1 domates
yetistiriciliginde, kursuni kif kontrolii amaciyla uygulanmistir. Biyolojik miicadelenin
etkinligini degerlendirmek i¢cin Fenhexamid ve Procymidone etkili maddeli fungisitler
de kullanilmustir. Kullanilan biyolojik preparat, her iki bolgede de fungisitler kadar
basarili olmustur (%65-%77) (Basim vd., 2004).

Domates fidelerinin biiylime etkinliginin arastirildigi bir denemede Trichoderma
harzianum (Plant Shield TM, T22 ve T95)'un etkileri incelenmistir. Gergek yaprak sayist,
fide ¢ikisi, kok ve siirgiinlerin yas ve kuru agirliklari ve siirgiin boyu 6l¢timleri yapilarak
biiylime oranlar1 karsilastirilmustir. 7. harzianum uygulanan bitkilerde, yas ve kuru agirlik

haricinde tiim biiyiime parametrelerinde artis gézlemlenmistir (Ozbay vd., 2004).

T. virens'in etkinligi marulda B. cinerea'ya karsi aragtirilmistir. Karsilastirma amaciyla
ticari biyopreparat 7. harzianum'un (T39) izolati (Trichodex) ile fungisit karisimi
Benomyl+Captan kullanilmistir. 7. virens'in  konidi spor siispansiyonu bitkilere
puskiirtiilmiis, test preparati ve fungisitler ise hastalik etmeni inokiile edilmeden 6nce
bitkilere piiskiirtiilmiistiir. Kursuni kiif hastalik etmeninin viriilensligi hasat zamaninda
degerlendirilmistir. Trichoderma virens'in, hastalik siddetini biiylik 6l¢iide azaltarak daha
yiiksek pazar degerine sahip bitkiler elde edilmesine yardimci oldugu gozlenmistir.
Ancak, Trichodex ve Benomyl+Captan uygulamalari ile arasinda belirgin farkliliklar

gozlenlenmemistir (Lolas vd., 2005).

Patlican’da Fusarium solgunluguna sebep olan Fusarium solani’ye karsi in vitro ve tarla
kosullarinda B 1-3 Glukanaz ve kitinaz enzim bulunduran Trichoderma tiirlerinin (7.
harzianum, T. lignorum, T. viride, T. hamatum ve T. reesei) etkinligi degerlendirilmistir
(Chakraborty ve Chatterjee, 2008). In vitroda %100 oranda etkili olurken tarla
kosullarinda 7. harzianum ve T. viride tiirleri Fusarium solani hastalik etmeninin
gelismesini siirlandirdig: tespit edilmistir. 70 viride ve T. harzianum tilirlerinin bir¢cok
deneme ve calismada bitki patojenlerini engelleyen en etkili antagonistler oldugu

bildirilmistir (Dubey vd., 2007; Hajieghrari vd., 2008).

Bitkilere 6n Trichoderma uygulamasinin etkileriyle ilgili olarak yapilan bir aragtirmada,
Trichoderma tiirlerinin bitkilerde patojenik mikroorganizmalara karsi kitinaz, peroksidaz
ve glukanaz gibi proteinlerin gen ekspresyonunu uyardigi ve bu sayede hastaliklara kars1

direnci artirdig1 belirtilmistir. (Yedidia ve ark., 2003). Ayn1 zamanda, Trichoderma spp.,
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sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR), bitkilerde asir1 duyarlilik (HR) ve uyarilmis
sistemik dayanikliligt (ISR) tesvik etmektedir. Bu kapsamda yapilan g¢alismalarda,
domates bitkisinde 7. hamatum’un bitki fizyoloji ve hastalik direncinde aktif olarak
sistemik degisikliklere neden oldugu tespit edilmis; hiyar bitkisinde ise, 7. asperellum’un,
hidroperoksidaz liyaz1 ve fenilalanin kodlayan iki savunma geninin sistemik uyarilmis
reaksiyonu ve Pseudomonas syringae pv. lachrymans'a kars1 fitoaleksinlerin sistemik

olarak birikimini aktive ettigi bildirilmistir (Hanson, L. E., & Howell, C. R., 2004).

Ganoderma boninense ve T. harzianum uygulanmis palmiye agaclarinda kitinaz
ekspresyonunun savunma geni, G. Boninense’ nin yalniz uygulandigi bitkilerle
karsilastirildiginda arttig1 ifade edilmistir (Naher vd., 2011). Ayn1 zamanda yapilan bazi
calismalarda Trichoderma tiirlerinin de sistemik dayanikliliga dolayl olarak katkida
bulunabilecegi belirtilmistir. 7richoderma spp. sistemik dayaniklili§i uyararak bitki
savunma mekanizmasini tesvik etmesi nedeniyle bitki hastaliklariyla miicadelede dnemli
bir faktordiir. Bundan dolay1 Trichoderma tiirlerinin konukcu bitkilerde lokal veya
sistemik dayaniklilik reaksiyonlarimi tesvik eden belirli bilesikler iirettigi, bu nedenle
Trichodermalarin bitki rizosferinde hastalikla savasimda etkili oldugu ve patojen,
konukgu bitki, biyolojik kontrol etmeni ve ¢esitli cevresel faktorler arasinda kompleks bir

interaksiyon oldugu ortaya konulmustur (Harman vd., 2004).

FE oxysporum f. sp. melongenae (fomg), Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), F.
oxysporum f. sp. niveum (Fon) ve F. oxysporum f. sp. melonis (FOM) etmenlerine kars1
T harzianum'un iki streyni (T16 ve T23) etkinlikleri saksi ve laboratuvar denemeleri ile
belirlenmistir. 7. harzianum T16 streyni patojen gelisimini %72,69 degeriyle maksimum
oranda inhibe etmistir. Her iki izolat PDA ortaminda ucucu olan ve ugucu olmayan
metabolitler iireterek, F. oxysporum patojen tiirlerinin bliyiimesini inhibe etmistir. T16,
T23 izolatlar1 ve patojenik F oxysporum hifsel interaksiyonunda herhangi bir hifsel
penetrasyon goriilmemistir. Kontrol bitkilerde 21. giin hastalik siddeti, %90 olurken, T16-
Fomg ve T16-Fol inokiile edilmis patlican fidelerinde hastalik siddeti %37,74 ve %47,12
olarak gozlemlenmistir. Calismanin sonucunda, 7. harzianum T16 izolat1 T23 izolatina

gore daha basarili oldugu saptanmustir (Altinok ve Erdogan, 2015).

T harzianum'un iki farkli izolatinin (T 16, T23) Fusarium moniliforme ile enfekte edilmis

musir bitkisinden elde edilen izolatlara (Fm8, Fm22, Fm29, Fm31) kars1 patojen miseliyal
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gelisimini ve patojenin Fumonisin FB1, FB2 iiretimini engelleme yetenekleri
incelenmistir. T16 ve T23 izolatlari, Fm31'in gelisimini %70 oraninda azaltmistir. Fm31,
misir tanelerinde 71,67 mg/g FB2 ve 118,00 mg/g FB1 iiretmistir. Sonrasinda, Fm31
farkli s1v1 kiiltiirlerde inkiibasyona konulmus ve FB1'in en yiiksek konsantrasyonu pH
3.7'de misir unundan elde edilmistir. Misir taneleri {izerinde T23 ve Fm31 ayni giin
inokiilasyon yapildiginda, %92,96 FB1 ve %92,68 FB2 inhibisyon oranlari elde edilerek
daha iy1 bir performans gostermistir. T23 izolatinin fumonisin iiretimini engelleme

yetenegi bakimindan daha etkili oldugu belirlenmistir (Altinok, 2009).



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Tez caligmasinda, Arastirma mikroskobu (Zeiss Primo star), steril kabin, inkiibator,
otoklav, derin dondurucu (-20°C), pipet ucu, manyetik karistirici, hassas terazi, buzdolabi,
calkalayici, mikro pipet, saf su cihazi, biyolojik membran filtre, filtre kagitlari, bucher
hunisi, dH20, rotary shaker, milipor filtre, kurutma kagidi, steril lam, deney tlipii, Petri
kabi, beher glass, aliiminyum folyo, erlenmayer, lam, lamel, thoma lami, falkon tiipti,
kiirdan, vortex, saksi, toprak, torf, H-2274 domates tohumu ve Maxim tohum ilaci

kullanilmistir.
2.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltilerin Hazirlanisi
Tez stiresince kullanilan besi yerlerinin ve ¢ozeltileri ile ilgili bilgiler asagida verilmistir:

PDA (Patato Dextrose Agar; Merck): 39,0 g/L oraninda saf su i¢inde karistirilmais,
121°C'da otoklavda 20 dakika sterilize edilip ve steril petri kaplarina dokiilmiistiir.

AA (Agar-agar: Merck): Beher igerisinde 12,0g/L oraninda saf su icine dokiiliip,
121°C’da otoklavda 20 dakika sterilize edilmistir.

TSM (Trichoderma Selective Medium): 1000 ml segici besiyeri i¢in; 0,2 g MgS0O4, 0,9 g
K2HPO4, 0,15 g KCI, 1 g NH4NOs, 3 g glukoz, 0,15 g rose bengal ve 20 g agar
kullanilmigtir. Bu besiyerleri daha sonra 121°C 1 atm basingta 20 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.
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Etil Alkol Cozeltisi: %70’lik hazirlanmustur.
2.1.3. F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ve Trichoderma izolatlari

Biyokontrol ajami olarak, Trichoderma harzianum (T16 ve T23) izolatlar1 ve patojen
izolat FORL Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bé&liimii, Fitopatoloji
Anabilim Dali, Mikoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Diger
Trichoderma izolatlar1 ise Erciyes Universitesi Bitki Koruma Béliimii Mikoloji
Laboratuvarinda TUBITAK 1210537 nolu proje kapsaminda izole edilmistir.
Trichoderma izolatlarinin teshisi Prof. Dr. H. Handan ALTINOK tarafindan yapilmistir.
Lam-lamel sandvi¢ teknigi (Slide culture) kullanilarak, fungal organizmalar lactophenol

cotton blue stain (Difco, USA) ile boyanarak mikroskopta goriintiilenmistir.
2.2. Yontem
2.2.1. ikili Kiiltiir Teknigi

Patojen izolat F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) ve Trichoderma izolatlari
PDA kiiltiir ortami igeren 9 cm’lik petri kabina inokulasyon yapilmis ve bir hafta siireyle
24°C’de karanlikta inkiibe edilmistir (Altiok, 2009). Taze gelismis kiiltiirlerin
kenarindan 5 mm ¢apinda diskler kesilerek petri kenarindan 3 cm uzaga ve karsilikli
gelecek sekilde PDA ortaminin yiizeyine ters sekilde inokule edilmistir. Deneme tesadiif
parselleri deneme desenine gore 5 tekrarli kurulmustur. Kontrol petri kaplarinda patojenin
karsisina Trichoderma izolat1 yerine steril agar disk yerlestirilmistir. Gelisen kolonilerin
3 ve 6. giinlerde miseliyal ¢ap Olclilmiis ve ortalama miseliyal gelisimin % inhibisyonu
kontrollerdeki gelisime dayali olarak asagida verilen formiille hesaplanmistir.
Hesaplamalar mm cinsinden yapilmistir (Kredics vd., 2003; Aydin, 2015; Altinok ve
Erdogan, 2015)

Ri=[(C-T)/C]*100 (R1, miseliyal gelisiminin inhibisyon ylizdesi, C, kontrolde (mm)
patojenin miseliyal gelisimi ve T, ikili kiiltiirde (mm) patojenin miseliyal gelisimi). Elde
edilen verilere varyans analizi yapilmis (one way ANOVA) ve Tukey’s HSD testi
(p<0,05) ile uygulamalar arasindaki fark karsilastirilmistir (SPSS (versiyon 20.0).
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2.2.2. Tohum Cimlendirme Testi

Domates tohumlarinin (Solanum lycopersicum var. H-2274) %2’ lik sodyum hipoklorit
(NaOCl) soliisyonunda yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir, daha sonra iki defa steril distile
suda durulandiktan sonra steril kurutma kagitlar1 arasinda kurutulmustur. Tohumlar 50
adet gruplara ayrilacak sekilde ve damlama yéntemi ile Trichoderma izolatlarinin 108
spor/ml yogunlukta spor silispansiyonlari tohumlara inokiile edilmistir. Tohumlara
siispansiyon uygulandiktan sonra 60 dakika tekrar kurumaya birakilmistir. Kuruyan
tohumlar 9 cm’lik Petri kaplarinda 10 adet bulunacak sekilde, 5 tekerriirlii olarak %1 lik
su agar besiyerinde 24+1°C’de inkiibe edilmistir. Kontrol tohumlar1 ise yalniz su agar
besiyerine yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan tohumlar 24°C’de 6 giin inkiibe edilmis,
inkiibasyonun 3 ve 6. giin tohumlarin radikula ve hipokotil uzunlugu o6l¢iilerek, mm
cinsinden kaydedilmistir. Daha sonra tohumlarin ¢imlenme orani (%) ve tohum canlilik
indeksi hesaplanmistir. (Gupta, 1993). Veriler SPSS programinda (p<0,05), diizeyinde
Tukey’s HSD ¢oklu karsilastirma testine gore istatiksel olarak degerlendirilmistir.

Cimlenme Orani (%) = (Cimlenen Tohum Sayis1) / (Toplam Tohum Sayis1) x 100
Tohum Vigor (Canlilik) Indeksi= Cimlenme Orani (%) x Fide Boyu (mm)
Cimlenme Hizi: Bir Giinde Cimlenen Tohum Sayis1 / Ekimden Sonra Gegen Giin Sayisi

2.2.3. Trichoderma izolatlarimin Kiiltiir Filtratlarinin Patojenin Miseliyal Gelisimine

Etkileri

Trichoderma izolatlarmin kiiltiir filtratlar1 hazirlanarak FORL miseliyal gelisimine
etkilerini belirlemek i¢in, taze gelismis kiiltiirlerin kenarlarindan 5 mm ¢apinda 3 adet
miseliyal disk alinarak 100 ml steril PD igeren erlenmayere inokulasyon yapilmis ve
24°C#l’de rotary shaker'da 14 giin siireyle 100 rpm’de inkiibe edilmistir. Kontrol
erlenlere ise, steril PDA’nin 5 mm capinda 3 adet diski inokule edilmistir. Hazirlanan
kiiltiirler, 0.2 pm por ¢apinda biyolojik membran filtreden gegirilerek hifsel fragmentler
uzaklagtirilarak steril edilmistir. Bu sekilde hazirlanan kiiltiir filtratlar1 eritilmis 10 ml
PDA ortami igeren deney tiiplerine 1/10 (v/v) oraninda eklenerek ¢alkalayicida (vortex)
calkalandiktan sonra petri kaplarima dokiilmiistiir. 7richoderma izolatlarinin kiiltiir

filtratin1 igeren bu yeni kiiltiir ortamina FORL’ nin 5 mm’lik bir miseliyal diski merkeze
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gelecek sekilde inokule edilmis ve 24°C+1"de 7 giin inkiibe edilmistir. Tesadiif parselleri
deneme desenine gore olusturulan denemede her izolat i¢in 10 Petri kab1 kullanilmistir.
Patojenin miseliyal gelisimi 3, 5 ve 7. gilinler kayit altina alinmis ve kontrole gore
ortalama miseliyal gelisimin % inhibisyonu hesaplanmistir (Hajieghrari ve ark., 2008;
Davari ve Ezazi, 2016). Miseliyal biiylime inhibisyon ylizdesi yukarida verilen formiile
gore hesaplanmistir. Elde edilen verilere varyans analizi yapilarak (one way ANOVA) ve
Tukey’s HSD testi (p<0,05) ile uygulamalar arasindaki SPSS programinda fark

incelenmistir.
2.2.4. Kiiltiir Filtratlarinin Patojenin Konidi Cimlenmesi Uzerine Etkileri

Trichoderma izolatlarmin kiltiir filtratlar1 Boliim 2.2.3’de verilen yoOnteme gore
hazirlanmistir. Her bir 7richoderma izolatina ait kiiltiir filtratindan 50 pl alinarak, steril
lam tizerine damlatilmistir. 36£1°C sicaklikta bekletilerek 50 pl damlatilan ekstraktlarin
tamamen buharlasmasi saglanmistir. Buharlagsma islemi gerceklestikten sonra, FORL nin
PD s1vi ortaminda hazirlanan siispansiyonundan (5x10° konidi/ml) 50 pl alinarak, daha
once Trichoderma ekstraktinin damlatilip buharlastirildigi bolgeye mikropipet yardimiyla
damlatilmistir. Bu sekilde hazirlanan Trichoderma ve FORL ekstraklarini iceren lamlar,
icerisinde 1slak kurutma kagidi hazirlanmis petrilere yerlestirilerek 27°C+1 sicaklikta 9
saat siire ile inkiibe edilmistir (Tronsmo ve Dennis, 1978). PD sivi besi ortaminda
cimlendirilmesi amaclanmis sporlar, bir saat araliklarla incelenerek, sporlarin ¢im
borucuklarinin birbirlerine karismadan 6lgiilebilecegi siire belirlenmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra lamlar incelenmis ve ¢imlenen konidilerin ¢im borusu uzunluklari
oOlgiilerek stereo mikroskopta okiiler mikrometre yardimiyla kaydedilmistir. Deneme 5
tekrarl kurularak, her bir Petri kab1 bir tekrar olarak kabul edilmistir. Mikroskop tizerinde
bir goriis alaninda 5 adet ¢im tiipii uzunlugu, toplam olarak 3 farkl: goriis alaninda 15 adet
¢im tiipli uzunlugu kaydedilmistir. Kontrol lamlara bitki ekstrakti yerine steril distile su

(dH?0) damlatilmis PD s1v1 ortam kontrol olarak belirlenmistir.
2.2.5. Hifsel Interaksiyonlar (Slide Culture Metod)

9 cm’lik petri kaplarina steril bir lam yerlestirilerek sterilize edilmis ve sogutulmus
PDA’dan kiiciik bir miktar lam iizerine ince bir film tabakas1 seklinde yayilmistir. FORL
ve Trichoderma izolatlarinin taze kiiltiirlerinden 5 mm c¢apinda diskler kesilip, lam

tizerlerinde aralarinda 3 cm olacak sekilde karsiliklt yerlestirilmistir. Lamlarin
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kurumamasi i¢in steril edilmis distile sudan 1-3 ml lamlar tizerine damlatilmis ve 24°C+1,
karanlik kosullarda bir hafta siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda Trichoderma-
FORL hiflerinin birbiri ile karistigi bolgeler stereo mikroskopta incelenmistir.
Preparatlarda Trichoderma izolatlarinin patojen hiflerini ayirma, lyze etme, hifleri sararak
gelismesini engelleme, hifleri bogma ve penetre etme gibi yetenekleri olup olmadig:

kaydedilmistir (Dennis ve Webster, 1971; Altinok ve Erdogan, 2015).

2.2.6. Trichoderma izolatlarinin Domateste Fusarium Kok ve kok bogaz ciiriikliigii

Hastahigimin Gelisimine Etkileri

Denemede Fusarium solgunluk, kdk ve kok bogazi ciiriiklik hastaliklarina duyarl
domates tiiriiniin (Solanum lycopersicum var. H-2274) tohumlar1 kullanilmistir. Domates
tohumlarina yiizey dezenfeksiyonu yapilarak (NaOCl %?2) iki kez steril distile suda 1
dakika durulandiktan sonra bir saat siireyle oda sicakliginda steril kosullarda
kurutulmugtur. Kurutulan tohumlar 35’11 gruplara ayrilmistir ve tohumlara 7richoderma
izolatlarinin 10® hiicre/ml yogunlukta siispansiyonlar1 damlama ydntemi ile inokule
edilmistir. Trichoderma uygulanmis tohumlar bir saat oda sicakliginda steril kosullarda
kurutulmus ve steril kum-toprak-torf (1:2:1) igeren plastik saksilara ekilmistir. Daha
sonra fideler kotiledon yaprakli donemde steril kum-toprak-torf (1:2:1) iceren 13 cm caplt
plastik saksilara (her saksida iki fide) sasirtilmistir. Fideler 5-6 gergek yaprakli doneme
geldiklerinde FORL patojeni (10° konidi ml™!) kék daldirma ydéntemi ile domates

fidelerine inokiile edilmistir.

Pozitif kontrol bitkilere sadece FORL inokulumu, kék daldirma yontemi ile inokule
edilmistir. Negatif kontrol bitkiler ise steril distile suya daldirilmigtir. Deneme her bir
saksida 2 fide olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmustur ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperyota ayarli, giindiiz 26+2°C; gece
22+2°C sicaklik ve %80 nisbi nem iceren Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi iklim
kontrollii iklimlendirme kabinlerinde yiiriitiilmiistiir. Fideler inokiilasyon sonrasinda ilk
simptomlarin gézlendigi giinden itibaren bitkilerde 6liimlerin basladig: siireye kadar (21
giin) periyodik olarak 7, 14 ve 21. giinlerde modifiye edilmis skalaya gore solgunluk
gelisimi yoniinden degerlendirilmistir. (Altinok ve Kamberoglu, 2005). Denemenin
sonlandirildig1 21. giine ait skala degerleri iizerinden, Townsend-Heuberger formiiliine

gore yilizde hastalik siddeti ve Abbott formiiliine gére de uygulamalarin yiizde etkileri
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saptanmigtir. (Karman, 1971). Ayrica, denemede yer alan bitkilerin toprak iistii aksami1
bitki boyu (mm) ve kok-yesil aksam kuru agirligi (g) belirlenmistir. Elde edilen verilere
varyans analizi yapilmis (one way ANOVA) ve Tukey’s HSD testi (p<0,05) ile

uygulamalar arasindaki fark SPSS programinda karsilastirilmstir.



3. BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Bulgular
3.1.1. ikili Kiiltiir Testi

Ikili kiiltiir tekniginde FORL ve Trichoderma izolatlar1 PDA ortaminda Sekil 4’te
goriildiglii gibi karsilikli olarak yerlestirilmistir (Sekil 4). Analiz sonuglarina gore
FORL’nin koloni gelisimini %72.56 engelleme orani ile 7. harzianum (T23) en basarili
izolat olarak saptanmustir. Trichoderma izolatlar1 arasinda Diyarbakir izolatlar
(Dyb/T10-6 ve Dyb/T2-1.1), T16 ve Konya izolati1 (Kny/T3-1) patojen koloni gelisimini

yaklagik %55- 60 engelleme orani ile ikinci sirada basarili izolatlar olarak belirlenmistir.

Trichoderma izolatlar1 %72,56 - %35,34 inhibisyon oranlarinda etkili bulunmustur. Tiim
Trichoderma izolatlarinin FORL miseliyal gelisimine etkisi asagida verilmistir (Tablo 1).
Yiizde inhibisyon oranlar1 karsilastirildiginda koloni ¢aplari ile dogru orantili olarak T23
ve Dyb/T10-6 izolatlarinin patojen koloni gelisimini baskilamada daha basarili olduklari

saptanmuigtir.



Tablo 2. Trichoderma izolatlarinin FORL’ un miseliyal gelisimine etkisi.

izolatlar FORL g;:ll::)m Capr Inhzlo)/:)s)yon
Dyb/T1-2 36.00£ 1,6 cd* 50.00
Dyb/T1-3 3440+ 1,5 cd 51.78
Dyb/T1-2k 3480+1,7 cd 51.34
Dyb/T1-2.2 3240+1,8 ¢ 54.00
Dyb/T2-1 38.00£1,3 d 47.78
Dyb/T2-1.1 31.50+£0,6 ¢ 55,00
Dyb/T2-1.2 3970+ 1,8 de 45,89
Dyb/T3-2 4830+1,8 ¢ 36.34
Dyb/T3-2.2 4920+14 e 35,34
Dyb/T9-1 37,50+ 1,7 d 48,38
Dyb/T10-5 3270+ 1,8 ¢ 54.34
Dyb/T10-6 28.10+2,8 bc 58.78
Dyb/T10-7 40.70£ 1,1 cd 44.78
Dyb/T10-8 39.60+0,7 de 46.00
Dyb/T11 38.00£1,2 d 47.78
Dyb/T11-k 4020+ 1,6 de 45.34
Urf/T1-1 3410£1,7 cd 52.12
Urf/T1-2 33.00£1,0 ¢ 53.34
Urf/T1-a 33.10£1,6 ¢ 53.23
Urf/T1-b 3570+£0,6 d 50.34
Urf/T2 3530+£1,0 cd 50.78
Urf/T4 46,60+ 1,6 € 38.23
Urf/T8 37.10+£0,8 d 48.78
Urf/T8-1 3890+2,0 de 46.78
Urf/T8-2 3470 +£0,8 cd 51.45
Urf/T11 38.80+2,3 de 46.89
Kny/T1-2 37.00+£ 1,0 d 48.89
Kny/T1 3430+0,8 cd 51.89
Kny/T1-1 3450+£1,7 cd 51.67
Kny/T3-1 31.50+ 1,5 be 55.00
Kny/T3-2 42.00+1,0 e 43.34
Kny/T3-3 38.10+2,3 de 47.67
Krm/T1 4220+09 e 43.12
Krm/T2-1 3540+ 1,2 cd 50.67
Krm/T2-3 41.00+0,8 e 44.45
T/16 31.00+ 1,1 be 55.55
T/23 1570+ 1,8 a 72.56
Kontrol 88.00+ 0,0 -

* Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler istatistiksel farklilar1 gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 5. Trichoderma ve FORL’ un miseliyal gelisimi (Sol Trichoderma (Urf/T1-a) —
Sag FORL).

Sekil 6. Trichoderma izolatlarmm FORL un miseliyal gelisimi iizerine etkisi (Ust
gorsel; Srastyla soldan saga: Dyb/T1-3, Dyb/T2-1, Dyb/T10-6, Dyb/T1-2,
Dyb/T1-2.2, Dyb/T2-1.1, Kny/T1), (2. Sekil : Dyb/T3-2.2 ve kontrol)
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3.1.2. Kiiltiir Filtratlarimin Patojenin Konidi Cimlenmesi Uzerine Etkileri

Mikroskopta tek goriis alaninda 5 adet ¢im tiipli uzunlugu, toplam 3 farkli goriis alaninda
15 adet ¢im tlipii uzunlugu olciilerek kaydedilmistir. Sanlurfa (Urf/T8) ve Karaman
(Krm/T1) izolatlar1 sirasiyla 8,12 um ve 8,19 um degerleri ile FORL’nin konidi
cimlenmesini engellemede en basarili izolatlar olmustur (Sekil 6). Diger tiim
Trichoderma izolatlar1 da kontrole gore ortalama %70 oraninda konidi ¢imlenmesini

engellemistir. Tiim izolatlarin ¢im tiipli uzunluguna etkileri asagidaki Tablo 2’de

verilmistir.
Tablo 3. Trichoderma izolatlari ile beraber uygulanan FORL patojeninin ¢im tiipii
uzunluklari

izolatlar Cim tiipii uzunlugu (um)
Dyb/T1-2 10,28 £ 1,2  ab*
Dyb/T3-2.2 19,60+ 1,9 cd
Dyb/T9-1 12,6812 b
Dyb/T10-8 14,00+24 ¢
Dyb/T11-k 21,26 +3,0 cd
Urf/T8 08,12+0,9 a
Urf/T11 15,75+2,4 bc
Krm/T1 08,19+0,6 a
Krm/T2-1 19,31+0,9 «cd
Kny/T1-2 19,16 3,4 cd
Kny/T3-1 13,56+ 1,5 bc
Kny/T3-3 19,22 +3,8 cd
T-16 15,54+ 1,8 bc
T-23 13,66£1,3 b
Kontrol 53,50+1,5 -

* Ayni siitundaki farkli kiiciik harfler istatistiksel farklilar1 gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 7. Urf/T8, T-23 ve Krm/T1 izolatlarin FORL’nin ¢im tiipii uzunluguna
etkileri (Kontrol alt-sag).

3.1.3. Hifsel Interaksiyonlar (Slide Culture Metod)

Patojen FORL ve Trichoderma izolatlar1 arasinda karsilikli olarak; hifsel penetrasyon,
hiflerin kaynasmasi ve hiflerin birbiri lizerine biiylimesi gozlenmemistir. Kiiltiirler
arasinda net bir sekilde inhibisyon zonu goriilmiistiir (Sekil 7). Bu durum sonucunda
goriilen mekanizmanin antibiyosis oldugu gozlenmistir. Hiperparazitik etki

goriilmemistir.

Sekil 8. Trichoderma izolatlar1 ve FORL izolat1 arasindaki hifsel interaksiyonlar.
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FORL hiflerinde hiflerinin par¢alanmasi, osmoz, hiicre igeriginin disar1 sizmasi, hiicre
organellerinde dejenerasyon ve hiflerin erimesi gibi durumlar gézlenmedigi i¢in bu test
edilen Trichoderma izolatlar1 i¢in FORL iizerine hiperparazitik bir etkiden s6z etmek

miimkiin degildir.

3.1.4. Trichoderma izolatlarimn Kiiltiir Filtratlarinin Patojen Miseliyal Gelisimine

Etkileri

Trichoderma izolatlarmin kiiltiir filtratlarinin patojen FORL’nin miseliyal gelisimi
lizerine etkileri incelenmistir. Inkiibasyondan 7 giin sonra Konya izolat1 (Kny/T3-3) ve
T16 izolat1 %45,70 ve %41,75 engelleme oranlar1 ile FORL’un miseliyal gelisimini
engelleyen en basarili izolatlar olarak saptanmistir. FORL’un miseliyal gelisimini
engellemede Kny/T3-1, T23, Urf/T8 ve Dyb/T11-k izolatlar1 ortalama %25-30 engelleme
oranlari ile ikinci derecede en basarili olarak degerlendirilmistir (Tablo 3). Trichoderma

izolatlar1 patojen gelisimini %45,7-%2,3 inhibisyon oranlar1 araliginda sinirlandirmstir.

Tablo 4. Trichoderma kiiltiir filtratlarinin FORL miseliyal gelisimine etkisi

Izolatlar FORL cap (mm) % inhibisyon
Dyb/T1-2 56,1 £1,3 d* 13,66
Dyb/T3-2.2 63,0+1,6 d 5,2
Dyb/T9-1 66,2+1,6 d 2.3
Dyb/T10-8 612+1,2 d 7,37
Dyb/T11-k 434+1,1 b 31,52
Urf/T8 443+2,1 bc 28
Urf/T11 61,0+2,1 d 7,6
Krm/T1 5000+£1,2 ¢ 21
Krm/T2-1 53,613 ¢ 16,6
Kny/T1-2 479+1,6 ¢ 23,45
Kny/T3-1 448+1,8 bc 27,35
Kny/T3-3 297+1,6 a 45,70
T-16 33,0+2,5 ab 41,75
T-23 46,6 £2,1 bc 253
Kontrol 82,008 - -

* Ayni stitundaki farkl kiigiik harfler istatistiksel farklilar1 gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 9. Trichoderma eksraktlarinin FORL miseliyal gelisimine etkisi

3.1.5. Tohum Cimlendirme Testi

Trichoderma izolatlart domates tohumlarina inokiile edilerek ¢imlendirme testi
yapilmistir. Petri kaplari igerisine 7 adet tohum ekilmistir (Sekil 10). Trichoderma
uygulamalarinin tohumlarin ¢imlenme yiizdesi, tohum canlilik indeksi, radikula ve

radikula+hipokotil boyu gibi parametreleri degerlendirilmistir.

Degerlendirmelerde radikula ve hipokotil boyu ayr1 ayr1 6l¢iilmiistiir (Tablo 4). Radikula
boyu en yiiksek T/23 uygulanan tohumlarda 37.8 mm, Krm/T1 uygulanan tohumlarda
37.3 mm ve kontrol grubunda 33 mm olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 10). Hipokotil uzunlugu
en yiiksek T/23 uygulanan tohumlarda 71.24 mm, Krm/T1 uygulanan tohumlarda 69.66
mm ve kontrol grubunda 67.69 mm olarak dl¢iilmiistiir. En diisiik uzunluga ise 12.91 mm
ile Dyb/T3-2.2 izolati uygulanan tohumlar sahip olmustur. Kontrole gore istatistiksel
olarak degerlendirildiginde uygulama yapilan tohumlarin ortalamasi radikula-hipokotil

boyunda istatistiksel olarak farklilik saptanmistir (F=1,140; P<0.05).

Tohum canlilik indeksi incelendiginde en yiiksek indeks Krm/T1 uygulanan tohumlarda
7593,33 olarak bulunmustur. T/23 izolat1 uygulanan tohumlarda 7493,33 ve kontrol
grubunda 6973,33 olarak hesaplanmistir. En diisiik indeks degeri ise 1310,00 ile Dyb/T3-
2.2 izolat1 uygulanan tohumlar oldugu tespit edilmistir. Krm/T1, T/23 ve Krm/T2-1
izolatlarinda kontrol grubuna gore 6nemli fark bulunmazken, genel ortalama alindiginda
kontrole gore fark bulunmustur. Sekil 10 ve 11 de uygulama yapilmis domates

tohumlarinin genel goriiniimii verilmistir.



Tablo 5. Trichoderma inokiile edilen tohumlarda ¢imlenme orani, radikula-

hipokotil uzunlugu, hipokotil uzunlugu ve tohum canlilik indeksi.

. . . Tohum .
izolat Radikula Hipokotil Canhlik Clmlen:ne
(mm) (mm) Endeksi orani (%)

Dyb/T1-2 264,77 c* 2693 ¢ 5340,00 ¢ 100
Dyb/T1-3 1633 e 295,3  bc 4586,67 de 100
Dyb/T1-2k 212,0 210,7 d 4226,67 ¢ 100
Dyb/T1-2.2 166,7 ¢ 164,0 e 3306,67 f 100
Dyb/T2-1 208,7 de 2173 d 4260,00 100
Dyb/T2-1.1 2133 d 216,0 d 4293,33 e 100
Dyb/T2-1.2 286,0 2153 d 5013,33 «cd 100
Dyb/T3-2 66,0 98,0 fg 1640,00 ¢ 100
Dyb/T3-2.2 530 g 78,0 g 1310,00 ¢ 100
Dyb/T10-5 109,3 fg 95,3 g 2046,67 ¢ 100
Dyb/T10-6 80,0 ¢ 74,0 g 1540,00 g 100
Dyb/T10-7 96,0 fg 132,0 f 2280,00 g 100
Dyb/T10-8 2753 ¢ 3153 b 5906,67 b 100
Dyb/T11 126,0 f 154,77 ef 2806,67 g 100
Dyb/T11-k 181,3 e 1653 e 3466,67 f 100
Urf/T1-1 181,3 ¢ 176,7 e 3580,00 f 100
Urf/T1-2 159,3 ef 167,3 e 3266,67 f 100
Urf/T1-a 198,0 de 1793 e 377333 f 100
Urf/T1-b 152,7 ef 238,7 d 3913,33 ef 100
Urf/T2 206,0 de 194,7 de 4006,67 ef 100
Urf/T4 1133 f 126,7 f 2400,00 ¢ 100
Urf/T8 300,7 bc 246,0 cd 5466,67 bc 100
Urf/T8-1 210,0 d 201,3 de 4113,33 ¢ 100
Urf/T8-2 191,3 de 2220 d 4133,33 ¢ 100
Urf/T11 284,0 ¢ 251,3 «cod 535333 ¢ 100
Kny/T1-2 2253 d 294,77  bc 5200,00 ¢ 100
Kny/T1 180,0 e 2153 d 3953,33 f 100
Kny/T1-1 186,0 ¢ 194,7 de 3806,67 f 100
Kny/T3-1 322,0 b 258,77 «cd 5806,67 b 100
Kny/T3-2 2727 ¢ 2893 ¢ 5620,00 b 100
Kny/T3-3 283,3 ¢ 292,0 bc 575333 b 100
Krm/T1 3733 a 386,0 a 7593,33 a 100
Krm/T2-1 305,3 bc 32477 b 6300,00 b 100
Krm/T2-3 196,0 de 1713 e 367333 f 100
T-16 153,7 ef 180,7 e 334333 f 100
T-23 378,0 a 371,3 a 749333 a 100
Dyb/T9-1 218,7 d 246,0 d 4646,67 d 100
Kontrol 3347 b 3627 a 6973,33 ab 100

*Farkli harfle gosterilen siitunlar i¢cindeki rakamlar Tukey*s HSD testine p<0,05 diizeyinde énemli
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N ik

T/23 Krm/T2-1 Kny/T3-1 Krm/T1 Kontrol

Sekil 10. Trichoderma uygulanmis tohumlar ve kontrol ¢imlenme goriintiisii

Sekil 11. Cimlenen tohumlarin Petri kaplarindaki Su agarda (Water agar; WA) goriintiisii

3.1.6. Trichoderma izolatlarinin Domateste Fusarium Kok ve kok bogaz ciirukliigii

Hastahigimin Gelisimine Etkileri

Trichoderma izolatlar1 inokule edilen H-2274 domates tohumlar1 saksilara ekilmistir.
Tohumlar; 16:8 h (aydinlik-karanlik) fotoperiyota ayarli, 25+2°C sicaklik ve %80 nisbi
nem iceren Erciyes Universitesi Bitki Koruma Béliimii Mikoloji Laboratuvart iklim
kontrollii kabinlerde gelistirilmistir. 7richoderma inokulumu verilen domates fideleri 5-6
gercek yaprakli doneme geldiklerinde FORL (10° konidi ml™) kék daldirma yontemi ile
inokiile edilmigtir. FORL inokulasyonundan 11-14 giin sonra solgunluk belirtileri, kok
bogazinda incelme ve kahverengilesme ve alt yapraklarda ince damarlarda renk ac¢ilmasi

seklinde goriilmeye baglamig ve 26. giinde fidelerde 6liim goriilmeye baslandiginda
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deneme sonlandirilmistir (Sekil 13). Skala degerleri iizerinden hastalik siddeti
hesaplanmistir. Ayrica mm cinsinden bitki boyu ve kuru agirlik (g) degerleri de alinmistir.
F oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’nin Kkarakteristik kok ve kok bogazi
simptomlarinin derecelendirilmesinde ise, Chandler ve Santelman (1968)’in kok ve kok
bogaz ciiriikliik skalas1 (0-4) modifiye edilerek kullanilmistir. O: Bitkilerde herhangi bir
zararlanma yok (0), 1: Bitkilerin toprak yiizeyi ile birlestigi yerde kahverengilesme ve
kiigiik lezyonlar (0-25), 2: Daha biiyiik lezyonlar gévdeyi ¢evirmis durumda, bitkinin en
alt siirgiin ucunda geriye dogru 6liim baslangici (25-50), 3: Govde lezyonlarinda konkav
goriinlim ve gévdede boyuna ¢atlama (50-75), 4: Organizma zarar1 sonucu kok ve kok

bogazi kismi ¢liriimiis veya 6lmiis bitki (75-100).

Skala degerleri lizerinden izolatlarinin asil degerlendirmesinin yapildigi 26. giinde yiizde
hastalik siddeti Esitlikde verilen Townsend-Heuberger formiilii ile hesaplanmistir (Bora

ve Karaca, 1970).
Hastalik Siddeti (%) =(nxV)/(ZxN)x100 (1)

n: Her bir skala degerine giren bitki sayis1, V: Skala degeri, Z: En yiiksek skala degeri, N:

Gozlem yapilan toplam bitki sayisi.

Sekil 12. Uygulama yapilan domateslerin genel goriintiisii
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Trichoderma  izolati uygulanan domates fideleri bitki boyu uzunlugunu
degerlendirdigimizde en uzun bitki boyu Kny/T1-2 izolatinda 432 mm olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu uzunlugu 428 mm ile T/23 izolat1 ve 385.25 mm ile Krm/T1 izolat1 takip
etmistir (Sekil 12). Fideler arasinda en kisa bitki boyu ise pozitif kontrolde 285 mm olarak
Ol¢iilmiistiir. Kuru agirliklar1 degerlendirildiginde ise, en yliksek oran T/23 izolatinda
2.68 g olarak tartilirken Krm/T1 izolatinda 2.32 g olarak saptanmistir. Kuru agirlik
oranlar1 pozitif kontrolde 0.81 g olarak dl¢iilmiistiir (Tablo 5).

Sekil 13. Domates fide kok ve stirgiin gelisimi

FORL inokule edilmis, domates fideleri kok bolgesinde ciirtikliik, kok bogazinda
incelme, ciiriimeyle birlikte gdzlenen yarilma seklinde tipik kok ve kok bogazi simptomu
sergilemistir. T/23 izolat1 %16 hastalik siddeti ile (pozitif kontrole gore %74 etki) patojeni
engellemede en basarili izolat olarak saptanmistir. Bu izolati takiben sirasityla %20
hastalik siddeti ile Krm/T1 izolat1 (%70 etki) ve %25 hastalik siddeti ile Kny/T1-2 (%65
etki) izolatlar1 FORL etmeninin gelisimini engelledigi tespit edilmistir (Tablo 5).
Trichoderma izolatlariin hastalik siddetini azalttigi, FORL hastalik etmeninin gelisimini

fide iizerinde engelledigi saptanmistir (Sekil 16).



Tablo 6. Trichoderma izolatlarinin domateste FORL hastalik etmenine etkileri

40

izolatlar Bitki Boyu Yas Agirhk | Kuru Agirhk Hastalik Etki
(mm) (9) (9) Siddeti (%) | (%)

Dyb/T10-8 ([351,3+54 bc* |079+06c |1,26+021 d [40+0.0d 50
Dyb/T11-k |[348,5+45 bc [092+05¢c |[1,65+0.18 bc [30+0.0¢ 60
Kny/T1-2 [432,7+50 a 155+11ab [1,49+0.25 bc [25+£0.0b 65
Krm/T1 3852+37 b 147+09ab |2,32+0.28 ab [20£0.0b 70
T/23 428,5+43 a 153+0,6ab |2,684022 a [16+0.0a 74
Kny/T3-3  [326,7+56 ¢ 07,2+05¢c |1,13+£0.23 de |50+0.0¢ 40
Maxim 4343+62 a 16,1+06a |2,58+0.2 ab |12+0.0a 78
P. Kontrol [285,6+43 d 059+04d |0,81+£0.17 ¢ |90+0.0f
N. Kontrol |402,5+48 ab 152+0,8ab [1,94+0.26 cb

* Aynt stitundaki farkli kiiciik harfler istatistiksel farklilar1 gostermektedir (p<0,05).

Sekil 14. Pozitif kontrol (FORL) kok ve kok bogazi belirtisi
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Sekil 16. T/23 ve Krm/T1 izolatlar1 kok ve kokbogazi belirtisi

Trichoderma izolatlariin, pozitif ve negatif kontrol grubundan daha iyi gelistigi goz
oniine alinarak bitki gelisimini tesvik ettigi diisliniilebilir. Ayrica T/23, Krm/T1 ve
Kny/T1-2 izolatlariin fidelere uygulanan ruhsath fungusit (Maxim® XL) ile hastalig1

engelleme yoniinden basarilarinin yakin degerlerde oldugu bulunmustur.
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3.2. Tartiyma

Bu tez calismasi kapsaminda rizosferik Trichoderma izolatlarinin domateste Fusarium
kok ve kok bogazi ¢iirtikliigii hastalik etmeninin in vitro kosullarda miseliyal gelisimine

ve saksi denemeleri ile de hastalik gelisimine etkisi degerlendirilmistir.

Domates seralarinda kok ve kok bogazi ciirlikliik hastaliginin solgunluk hastaligina gore
daha yaygin ve zararli oldugu bildirilmistir (Altinok vd., 2023). Fusarium oxysporum f-
sp. radicis-lycopersici (FORL), bitkinin toprak ylizeyine yakin gévdesinde beyaz-pembe
sporlar olusturarak hava yoluyla yayilir (Menzeis vd., 1990). Domatesteki ilk belirtiler
genellikle yash yapraklarda baslar ve yavasca geng yapraklara dogru ilerler (Sherf ve
Machab, 1986). FORL, 6zellikle 18-22°C araliginda, amonyum azotu uygulanmus, diisiik
toprak pH'sina sahip ve asir1 sulama nedeniyle su birikintisi olan alanlarda sikc¢a goriliir
(Momol vd., 2005). Fide asamasinda, F. oxysporum spp. tarafindan enfekte olan bitkiler,
belirtilerin ortaya c¢ikmasinin ardindan kisa siirede solup oliirler (Kennelly, 2007).
Kiiltiirel miicadele, bitki 1slahi, iriin rotasyonu ve yararli mikroorganizma kullanimi gibi
cesitli yaklagimlar1 iceren genis kontrol yontemleri dizisi kok hastaliklarina karsi
uygulanmaktadir. Ancak diinyanin ¢ogu yerinde toprak ve tohum kaynakli bu etmenin

etkin bir miicadele yontemi bulunmamaktadir.

Cevre ve toprak sagligini olumsuz etkilemeyen miicadele stratejilerinin geligtirilmesi
onemlidir. Biyokontrol ajanlari, antibiyotik iiretimi, konukc¢u direnci indiiksiyonu ve
besin rekabeti gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla patojen baskilamasinda rol oynarlar
(Mark, 2002). Biyokontrol ajanlariin ¢ogu, miicadelede zorlugu olan toprak kaynakli
patojen tiirlerine kars1 izole edilmistir (Silva ve Wagner, 2005). Bu ¢alismada, FORL'nin
baskilanmasinda potansiyel bir biyokontrol ajani olarak 7richoderma tiirlerinin basarisi

degerlendirilmistir.

Mikoparazitizm, antibiyotik iiretimi, antogonistik enzimlerin {iretimi ve besin ve yer i¢in
rekabet, patojenlerin biyolojik kontroliinde etkin mekanizmalardir (Zeilinger ve Omann,
2007; Vinale vd., 2008). Antibiyosis, diisiikk molekiiler agirlikli metabolik bilesikler veya
salgilanan antibiyotikler nedeniyle bir organizma tarafindan diger bir organizmanin
biliylime ve gelismesinin engellenmesidir. Trichoderma tiirleri, gliovirin, peptaiboller,
trikotoksinler, a-piron, asperelinler, alametisinler, 6-pentil-a-piron, trikopolinler,

massoilakton, heptelidik asit; gibi ugucu ve ugucu olmayan toksik metabolitler salgilar,
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bu salgilar patojenlerle interaksiyonlarinda antagonistik sinyal molekiilleri olarak hareket
eder ve biiyiimelerini etkileyerek patojen kolonizasyonunu engeller. Trichoderma tiirleri
antibiyotik {iretiminde olduk¢a 6nemli bir gruptur. Ornegin 7. viride fungusu, viridin,
gliotoxin, trichodermin, trichodermycin, trichodermol gibi  antibiyotikleri

tiretebilmektedir (Howell, 2003).

Trichoderma, rizosferik bir fungus tiiriidiir ve birgok bitki patojenine kars1 hiperparazitik
etki gosterdigi ve patojenin hiicre duvarimi parcalayabilme yetenegine sahip oldugu
bilinmektedir (Chet ve Henis, 1985). Mikoparazitik Trichoderma spp., hiicre duvarin
parcalamak i¢in enzimler salgilar. Bu salgilanan enzimler arasinda proteaz, kitinaz ve
glukonaz bulunmaktadir. Hiicre duvarini pargaladiktan sonra Trichoderma, konuk¢u
hifini besin kaynagi olarak kullanmak iizere penetre olur (Papavizas, 1985; Inbar ve Chet,

1992).

Trichoderma spp.nin mikoparazit etkisinin yani sira, bitki patojenlerine karsi bitki
savunma mekanizmalarini tesvik ettigi bildirilmistir. Bu savunma mekanizmasi iginde
fenolik bilesikler, PR proteinleri, lignin ve savunma enzimleri bulunmaktadir (Yedidia
vd., 2003; Singh vd., 2011). Trichoderma ve patojen arasindaki mikoparazitik
etkilesimler esnasinda, penetrasyon Oncesinde hastalik etmeni tarafindan salinan bir
difiizyon faktoriiniin, hidrolitik enzimlerin indiiksiyonundan sorumlu oldugu
bilinmektedir (Cortes vd., 1998; Zeilinger vd., 1999; Zeilinger ve Omann, 2007).
Dogrudan temas sirasinda, hiicre duvarindaki lektinler, 7richoderma spp. etrafini
sarmasini ve patojenleri yok etmek icin appressorium yapilari olusturmasini tegvik
edebilir (Zeilinger ve Omann, 2007). Enzim {iretimi ve enfeksiyon olusumu, difiizyon
tarafindan tetiklenen uyarilmis yanitlar araciligiyla gerceklesir (Zeilinger ve Omann,
2007). Trichoderma tiirlerinin bir¢cok patojenle (Ornegin, Rhizoctonia ve Pythium)
etkilestigi veya patojene paralel olarak biiyiidiigii ya da patojenin etrafinda biiylidiigii
bilinmektedir. Patojen misellerinin bozulmasinin, appressorium benzeri yapilar igine
niifuz ettikten sonra gerceklestigi ve patojen igindeki Trichoderma hiflerinin biiyiidiigii

gozlemlenmistir (Benhamou ve Chet, 1993).

Bu calismada Trichoderma izolatlar1 potansiyel biyokontrol ajani olarak domateste
Fusarium kok ve kok bogazi ciiriikliik hastalik etmenine karsi basar1 gostermislerdir. ikili

kiiltiir testinde kullanilan 37 adet Trichoderma izolati FORL patojeninin gelisimini



44

%72.56 - %35.34 inhibisyon oraninda engelledigi saptanmustir. En yiiksek etkiyi gosteren
Trichoderma izolatlart sirastyla T23 (%72.56), Dyb/T10-6 (%58,78) ve T16 (%55)
olmustur. Kontrolde koloni gelisimi 88 mm iken T23 izolatinda 15.70 mm ol¢tilmiistiir.
En diisiik etkili Dyb/T3-2.2 izolatinda ise 49.20 mm olarak belirlenmistir. Bu denemede,

tiim izolatlarin kontrole gore basarili oldugu saptanmustir.

Tiim Trichoderma izolatlar1 tohum ¢imlendirme denemesinde kullanilmistir. Domates
tohumlarinda ¢imlenmeyi hizlandiran ve ¢imlenme oranini arttiran Trichoderma izolatlar
tespit edilmistir. Tohum ¢imlendirme denemesinde dl¢iimler radikula ve hipokotil olarak
ayrilmistir. Calismada kullanilan bazi Trichoderma izolatlarinin elde ettigimiz verilere
gore ¢cimlenme oranina, tohum canlilik indeksine ve kdk boyuna kontrol grubuna gore
daha etkili oldugu tespit edilmistir. T/23 ve Krm/T1 izolatlar1 kontrole gore daha etkili
oldugu saptanmustir. ikili kiiltiir testi ve tohum ¢imlendirme testine gore basarili bulunan
14 izolat sonraki testlerde kullanilmak icin segilmistir. Izolatlar segilirken ikili kiiltiir
testinde gozlenen mekanizmaya, tohum ¢imlendirme testinde basarili olmasina, insan

viicut sicakliginda gelismemesine dikkat edilmistir.

Trichoderma harzianum (Plant shield TM, T22 ve T95) biyopreparatlarinin domates
fidelerinin biiylimelerine etkileri aragtirllmigtir. Domates fidelerin bilylime oranlarini
karsilastirmak i¢in gergek yapraklarin sayisi, fide ¢ikisi, kok ve siirgiinlerin yas ve kuru
agirliklari, siirgiin boyu ve gévde ¢apinda dl¢timler yapilmistir. 7 harzianum uygulanmis
bitkilerin kuru ve yas agirlik disindaki tiim biiylime parametrelerinde artis tespit edilmistir
(Ozbay vd., 2004). Bizim ¢alismamiz da bu calismaya paralellik gdstermistir. Saks1
denemesinde Trichoderma uygulanan fideler kontrol gruplarina oranla daha fazla gelisim
gostermistir. Ayrica hastalik siddetinde de onemli fark goriilmiistiir. T23, KrmT1 ve
Kny/T1-2 izolatlar1 ruhsathh fungusit (Maxim® XL) ile benzerlik gostermis, bitki
gelisiminin daha fazla oldugu saptanmistir. Bu arastirmalar dogrultusunda 7richoderma
izolatlarinin, domates fidesi lizerinde FORL etmeninin gelisimini siirlandirdigint ve
bitki gelisimini tesvik ettigini sdyleyebiliriz. Yapilan bir¢ok calismada da Trichoderma
tiirlerinin bitki gelisimini tesvik eden ve bitki patojenlerini engelleyen en iyi antagonist

oldugu yer almistir.

Benzer bir ¢calismada, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), F. oxysporum f. sp.

melongenae (fomg), F. oxysporum f. sp. niveum (Fon) ve F. oxysporum f. sp. melonis
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(FOM) etmenlerine 7. harzianum’un T16 streyni patojen miseliyal gelisimine %72,69
degeriyle maksimum oranda inhibe ederken her iki izolat PDA ortaminda ugucu ve ugucu
olmayan metabolitler tireterek, F. oxysporum etmeninin patojenik tiirlerinin biiytimesini
inhibe etmistir. T16-Fomg ve T16-Fol uygulanmis patlican fidelerinde hastalik siddeti
strastyla %37,74 ve %47,12 olarak saptanmistir. Bu calismada, her iki 7 harzianum
izolati, test edilen patojenler tizerinde 6nemli 6l¢iide antagonistik aktivite gostermislerdir

(Altinok ve Erdogan, 2015).

Trichoderma spp. biyokontrol ajani ile diinya genelinde ¢ok fazla arastirma yapilmistir.
Glinlimiizde Trichoderma ticari preparatlar1 da tarim alanlarinda kullanilmaktadir
(Kredics ve ark., 2003). Bu tez ¢calismasi kapsaminda etkinlikleri arastirilan 7richoderma
tiirleri son yillarda domateste olduk¢a tahripkar bir etmen olan FORL’a kars1 basari
gostermistir. Yerel popiilasyon olan bu izolatlar potansiyel biyokontrol ajani olarak umut

var sonuglar ortaya koymustur.



4. BOLUM

SONUC VE ONERILER

Trichoderma tiirleri toprak kokenli fungal patojenlerin kontrol altinda tutulmasinda
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. 7richoderma igerikli {iriinlerin kullanimi toprak
nedenli hastaliklarin yonetiminde ¢evre dostu, ekonomik ve aynmi zamanda pratiktir.
Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Fitopatoloji Anabilim Dali,
Mikoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan aliman T/23 ve T/16 Trichoderma
harzianum izolatlar1 ile topraktan izole edilen 35 adet Trichoderma izolatlan ile
domateste F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL) etmenine kars1 etkinliklerinin
belirlenmesi i¢in in vitro kosullarda deneme kurulmustur. Bu Trichoderma tiirlerinin
antibiyosis yeteneginin yani sira, domates tohum ¢imlendirmesine etkileri, bitki
gelisimine etkileri, patojenin hifsel gelisimine etkisi ve domates bitkisindeki
interaksiyonlar1 degerlendirmeye alimmistir. Calisma sonucunda kullanilan 37

Trichoderma izolat1 arasindan T/23 en basarili izolat olarak tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yiiriitilen denemeler sonucunda; 37 adet Trichoderma
izolatinin in vitro kosullarda FORL’ a kars1 etkisini belirlemek amaciyla yiiriitiilen ikili
kiiltiir testi ve tohum ¢imlendirme testinin degerlendirildigi calismalarda antagonistik
0zelligi ve tohum ¢imlenme verimi en iyi olan 14 adet 7richoderma izolat1 belirlenmistir.
Belirlenen 14 izolat tiim in vitro denemelerde kontrole gore basari saglamistir. Saksi
denemesinde ise bazi Trichoderma izolatlar1 domates bitki gelisimini, kok gelisimi

artirmis ve bitkide FORL gelisimini kontrole gore azaltmustir.

Trichoderma tiirleri biyolojik kontrol amaciyla uygulanirken topraktaki biyokontrol
ajanini etkileyen cevresel kosullar1 da dikkate almak onemlidir. Biyotik ve abiyotik
cevresel kosullar antagonist bakterilerin ve 7richoderma’nin biyolojik kontrol etkisi

tizerine etkili olmaktadir. Topraktaki nemli baz1 parametreler; sicaklik, pH, nem ve yagis
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miktar1, pestisidlerin varligi ve metal demir bilesikleridir. Ornegin yapilan bir ¢calismada
antagonist funguslarin antibiyotik tretimi farkli pH derecesinde arastirilmistir.
Trichoderma spp. ve Gliocladium fimbriatum’un birkac irkindan gliotoxin tiretiminin pH
2’den pH 6’ya kadar elde edildigi fakat pH derecesinin 7 ve iizerinde olmasi durumunda
ise gliotoxin iiretiminin azaldig1 bildirilmistir (Weindling, 1941). Bu duruma bagl olarak
antibiyotik {retimi sonucu fungusun giicli bir sekilde etkilenmesi laboratuvar
kosullarinda basarili goriilebilir. Ancak doga kosullarinda bu etki olmayabilir. Tersi
durumda yasanabilir. Yani laboratuvar kosullarinda yeterince basarili olmayan bir
Trichoderma izolati, doga kosullarinda etkili olabilir. Sicakligin Trichoderma tiirlerinin
biyokontrolil ile ilgili antibiyotik ve enzim aktivitesinde ve iiretimi lizerinde ¢ok biiyiik

etkisi vardir.

Ikili kiiltiir testinde tiim Trichoderma izolatlar1 kontrole gdre basari gdstermistir ve
patojen miseliyal gelisimini dnemli oranda inhibe etmistir. Deneme sonucunda en basarili
izolatin T/23 oldugu ortaya konmustur. Bu basariy1 sirast ile Dyb/T10-6, T16 ve Kny/T3-

1 izolatlar1 takip etmistir.

Tiim Trichoderma izolatlart FORL konidi ¢imlenmesini ve gelismesini ortalama %70
oraninda engellemistir. Tiim izolatlar dnemli Olgiide basari gostermistir. En basarili

izolatlar Sanlurfa (Urf/T8) ve Karaman (Krm/T1) izolatlar1 olmustur.

FORL patojen hiflerinde hiflerinin parcalanmasi, osmoz, hiicre i¢eriginin disar1 sizmasi,
hiicre organellerinde dejenerasyon ve hiflerin erimesi gibi durumlar gézlemlenmedigi
icin bu Trichoderma izolatlarinda patojen lizerine hiperparazitik etkiden s6z etmek
miimkiin degildir. Bu ¢alismada kullanilan biyokontrol ajanlarinin patojen iizerindeki

etkisi mekanizmasinin antibiyosis oldugu saptanmistir.

Saks1 denemelerinde hastalik siddeti, bitki boyu, kuru agirlik ve yas agirlik parametreleri
degerlendirilmistir. 7richoderma uygulanan bitkilerde kontrol gurubuna gére hastalik
siddetinin daha az oldugu saptanmistir, bitki ve kok boyu daha ¢ok gelismistir ve

simptonlarin 6nemli derecede az oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak in vitro ve in vivo c¢alismalarda elde edilen bulgular domates
yetistiriciliginde Trichoderma izolatlarimizin FORL ile miicadelede kullanilabilecegini

gostermistir. Elde ettigimiz bulgular 7richoderma tiirlerinin, 6zellikle domates rizosfer
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kisminda iyi bir sekilde kolonize olarak kok gelisimini tesvik edebilecegini gostermistir.
FORL patojeni ile savasimda hastalik derecesini diisiirerek ayn1 zamanda bitki gelisimini
arttirdig1 ve savunma mekanizmasini tegvik ettigi i¢in bu biyokontrol ajanlari ¢iftcilerimiz

agisindan biiyiik bir 6nem arz edecektir.

Trichoderma izolatlarinin bitkiler iizerindeki bu olumlu etkileri, biyo-fungisit olarak
kullanilmasin1  ve bitki hastaliklarinin  kontroliinde etkili bir ara¢ olmasmi
desteklemektedir. Bu mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, tarimsal tiretimde biyolojik

miicadele stratejilerinin gelistirilmesine yardimei olabilir.

Calismamizin sonucunda etkili bulunan 7richoderma izolatlarinin kombinasyonlarinin
farkl kiiltiir bitkilerinde, farkli toprak kaynakli hastaliklarin miicadelesinde etkinlikleri
lizerine c¢alismalarin yapilmasi uygun olacaktir. Trichoderma izolatlarinin etkinlikleri

farkl1 domates ¢esitleri ve farkli bitkiler ile yiirtitiilecek ¢alismalar ile ortaya konmalidir.

Calismada izole edilen bazi Trichoderma tiirleri hem molekiiler hem geleneksel
yontemlerle tiir diizeyinde tanimlanamamistir. Muhtemel bu izolatlar yeni kayit

olabilecek izolatlar olup, daha ileri molekiiler tekniklerle tanimlanacaktir.

Calismamizda FORL, bitki gelisimini olumsuz etkilerken, 7richoderma izolatlarinin bitki
gelisimini tesvik edebilecegi gozlemlenmistir. Bu Trichoderma izolatlarinin daha
kapsamli biyokontrol aktivitesi olabilecegi géz Oniine alinarak test edilmesi ve farkl

bitkilerde veya patojenlerdeki etkinliklerinin ortaya konmasi gerekmektedir.

Bu sonuglar 1s181nda Trichoderma izolatlariin domates iireticileri tarafindan pratik ve
diisiik maliyetli bir uygulama seklinin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica etkili yerel
Trichoderma izolatlarmin ticarilesmesi icin gerekli olan testlerin yapilmasi

gerekmektedir.
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