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Tanmsal ürünlerin 1/3 üne yakın kısmını yok eden bitki fungal 

patojenleriyle mücadele için kullanılan organik kimyasalların ve 

pestisidlerin çevre ve 'Canlı sağlığını tehdit ediyor olması; günümüzde 

biyolojik kontrol ajanlannın önemini arttırmaktadır. Trichoderma spp. ve 

mutant suşlan, toprak kökenli bitki fungal patojenlerine etki eden önemli 

biyolojik kontrol ajanlandır.Bu çalışmada Eskişehir bölgesindeki 

topraklardan izole edilen ve U.V. ile mutant hale getirilen Trichoderma 

hanianum suşlannın, bitki patojenlerine karşı antimikrobiyal ve fizyolojik 

özellikleri incelenmiştir. Mutant T.harzianum izolatlannın bitki fungal 

patojenleri üzerinde tiltrat, uçueu bileşikler ve enzim aktiviteleri yoluyla 

etkili olduklan tespit edilmiştir. 

İnhibisyon deneylerinde Fusarium oxysporum ve Fusarium 

moniliforme'e karşı T11, Fusarium solani ve Fusarium culmarum 2'ye karşı 

T4A, Fusarium culmarum l'e karşı T2l, Rhizoctonia solani'ye karşı TlO, 

Drechslera sorokiniana ve Gaeumannomyces graminis var. tritici'ye karşı T4C 

ve Sclerotium ro/fsii'ye karşı T4D mutant suşlan etkili olarak bulunmuştur. 

Anahtar Kelimeler: Trichoderma hanianum, Antimikrobiyal, Mutant, 

Biyolojik Kontrol 
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ii 

Organic compounds and pesticides wbicb are used to inbibit plant 

pathogens that are barmfull to about 113 of agricultural products, tbreat the 

human and environmental health. This tbreat increases the importance of 

biological control agents. Trichoderma spp. and mutant strains are very 

important biological control agents wbicb affect plant fungal pathogens 

origined from soiL In this study, Trichoderma hanianum strains that were 

isolated from soil samples in Eskişebir region and tben were mutated by 

U.V. ligbt are identified. Antimicrobial and pbysiological features of these 

strains against plant pathogens were investigated. In addition, it was 

detected that mutant T.hanianum isolates bad effects on plant fungal 

pathogens by the means of filtrate, volatile compounds and enzymatic 

activities. 

It was found that Tll against Fusarium oxysporum and Fusarium 

monüiforme, T4A against Fusarium solani and Fusarium culmarum 2, T21 

against Fusarium cu/marum 1, TlO against Rhizoctania so/ani, T4C against 

Drechs/era sorokniana and Gaeumannomyces graminis var. tritici and T4D 

against Sc/erotium rolfsii had been effective. 

Keywords: Trichoderme harzianum, Antifungal, Mutant, Biological Control 
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SİMGELER VE KISAL TMALAR DiZİNİ 

RI İnhibisyon değeri 

Rı Antagonist patojen yönündeki büyüme çapı, 

R2 Antagonist ile patojenin aşılanma durumları arasındaki mesafedir. 



ı. GİRİŞ 

Tarımsal ürünlerin yaklaşık olarak 113 üne yakın kısmının, zararlı 

organiZinalar tarafından yok edilmekte olduğu bilinmektedir. Zararlı 

organizmalar; bitki sağlığı ve verimini olumsuz yönde etkileyen böcekler, 

akarlar, yabancı otlar, nematodlar, kemirgenler, fitopatojenik funguslar, bakteriler 

ve virüsler gibi biyolojik canlılardır. Bu patojenler tarafından oluşturulan 

hastalıkların bitki sağlığını ve verimini o lumsuz şekilde etkilediği, bitkilerde 

hastalık semptomlarının oluşmasına ve ürün kayıplarına neden olduğu 

bilinmektedir [ 1]. 

Tarımsal ürün kayıplarının önlenmesi, çok önceden beri üzerinde büyük 

önemle çalışılan bir husustur. Bu amaçla birçok yöntem geliştirilmiştir. Bunların 

başında organik kimyasallar ve pestisidlerin kullanımı gelmektedir. Etkili bir 

yöntem olmakla birlikte, bu kimyasalların doğada kalıcı ve zor ayrışır olması 

nedeniyle, çevrede birikmekte ve ciddi bir kirliliğe yol açmaktadır. Bu durumun 

doğal bir sonucu olarak, bu maddeler besin zinciri yoluyla tarımsal ürünlere 

geçmekte, dolayısıyla insan ve diğer canlılar için önemli bir toksik tehlike 

oluşturmaktadır. Ayrıca, canlı bünyesininde kullanılan bu maddelere karşı direnç 

geliştirmesi sebebiyle, bu kimyasalların etkileri zaman içerisinde göreceli olarak 

azalmakta ve bunun sonucu olarak ta; ya kullanılan kimyasal maddenin dozu 

arttmlmak zorunda kalınmakta, yada bu kimyasalların yeni kuşak versiyonları 

geliştiriirnek zorunda kalınmaktadır. Bu durumun çevreyi ve besin kirlenmesini, 

sürekli ve zincirleme olarak tahrik etmekte olduğu yadsınamaz bir gerçektir. Bu 

tehlikenin de artarak süregelmesi, bilim adamlarını, zararlı mikroorganizmaların 

bu önemli ve yıkıcı etkisini, çevreye zarar vermeden hertaraf etmeye yönelik 

çözümler üretmeye zorlamıştır. Ayrıca son yıllarda üzerinde kimyasal artıklar 

olmayan zirai ürünlere doğru genel bir tüketici eğiliminin olması görsel açıdan her 

ne kadar çekici olmasada, biyolojik kontrolü daha cazip hale getirmiştir. Bu 

kapsamdaki en önemli çalışmalar, biyoteknolojideki gelişmelere paralel olarak, 

biyolojik kontrol ajanlarının kullanımını gündeme yerleştirmektedir [2, 3]. 

Biyolojik kontrol; modem tarımın acilen ihtiyaç duyduğu önemli bir 

unsurdur. Biyolojik kontrol; biyolojik etmenler kullanılarak hastalık ya da 
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zararlıların kontrol altına alınması olarak tarif edilmektedir. Ayrıca, biyolojik 

kontrol; bitki genlerinin ya da gen ürünlerinin, zararlı organizmaların 

populasyonlarını azaltmak ya da hastalık sürecinin ana adımlarını engellemek 

için kullanılmasını da içermektedir. 

Biyolojik kontrol organizmaları; zararlı organizmaların popülasyonunu 

azaltan, bitkiyi koruyan yada hastalık gelişimini bastıran, doğal organizmaları ve 

antagonistleri içermektedir. Bunlar bakteriler, virüsler, funguslar, faydalı böcekler 

ve yüksek bitkiler olabilmektedir. Bu amaçla biyolojik kontrolde kullamlacak 

mikroorganizmaların spesifık,güvenilir,stabil ve ekonomik olması gerekmektedir 

[2]. 

Bünyelerinde barındırdıkları değişik özellikleri nedeniyle biyolojik 

kontrolde kullamlan bakteri, fungus gibi mikroorganizmaların, bitki patojenlerinin 

büyümesine ve/veya yaşamasına engel olma potansiyeli bulunmaktadır. 

Günümüzde mikroorganizmaların kullamldığı preperatlar biyolojik kontrolde 

geniş ölçüde kullamlmaktadır [2]. 

Biyolojik kontrolde kullamlan fungusların ; türce fazla olmaları, 

konukçularının iyi bilinmesi, suni besiyerlerinde kolay üretimleri ve ticari üretim 

için uygun olmaları önemlerini artırmaktadır [2]. 

Toprakta ve daha az oranda bitkinin toprak üstü organlarında bulunan 

Trichoderma, Penicillium ve Gliocladium gibi fungusların bitkilerde hastalık 

oluşturan funguslara karşı etkili oldukları bilinmektedir [4]. 

Son yıllarda biyolojik kontrol ajanları üzerinde yapılan muhtelif 

çalışmalar, Trichoderma spp. ve bunların mutant suşlarının toprak kökenli 

bitki fungal patojenleriyle mücadelede kullnılmakta etkili oldukları , önemli bir 

çözüm alternatifi olabilecekleri ve biyolojik kontrolde gelecek vaad ettiği ortak 

noktasında birleşmektedir [4, 5]. Trichoderma türlerinin etkilediği bazı funguslar 

Çizelge 1 .ı de verilmiştir. 

Trichoderma türlerinin çeşitli topraklarda bulunduğu, mikrobiyal 

inhibitörlere karşı dirençli oldukları, ürettikleri değişik metabolider ile organik 

substratları indirgeyebilme yeteneklerinin olduğu bilinmektedir [3]. Ayrıca 

Trichoderma ve mutant suşlarının; patojenlere mikoparazit ajan olabilen, 



Çizelge 1.1. Trichodema türlerinin etkilediği toprak kökenli funguslar [2] 

Antagonist Fungus 

Trichoderma harzianum 

Trichoderma lignorum 

Trichoderma aureoviride 

Trichoderma polysporum 

Trichoderma pseudokoningii 

Trichoderma viride 

Etkilediği Fungus 

Verticil/um dahliae 

Sclerotinia sclerotiorum 

Fusarium solani 

Sclerotium rolfsii 

Phytophthora 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 

3 
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antibiyotik aktivite gösterebilen, metabolit üretebilen, substrat üzerinde hızla 

gelişebilen izolatlar olduğu da saptanmıştır [4, 6-8]. 

Trichoderma türler~ yaklaşık 200 yıl önce, topraktan ve çürümüş organik 

materyallerden izole edilmiştir. İlk kez Weedling tarafindan, 1932-1934 

yıllarında, Trichoderma türlerinin antibiyotik üretimi ve mikoparazitlik aktivitesi 

belirlenmiştir. Trichoderma türlerinin bitki hastalıklarının biyolojik kontrolünde 

potansiyel bir kullanımı olabileceği bildirilmiştir. Rifaii ; 1969'da tarım 

topraklarında yaygın olarak bulunan Trichoderma türlerini toplayarak incelemiştir 

[1, 9]. Daha sonra 1971 yılında Trichoderma türlerinin antagonistik özellikleri 

üzerinde geniş bir çalışma yayınlanmıştır. 1972 yılında Trichoderma 'nın tarla 

şartları altında ilk biyolojik kontrol deneyleri Weels ve ark. [10] tarafından 

yapılmıştır. 

Bu çalışmadan sonra birçok Trichodema izolatının sera ve tarla şartlarında 

toprak-kaynaklı hastalıkların kontrolünde başarı ile kullanılabileceği saptanmıştır 

[1,13,18,48]. Günümüzde ise bitki hastalıklarının kontrolü için Trichoderma'dan 

elde edilen preperatlar İsrail'de 'Trichoderma 2000' ismiyle biofungusit olarak 

ziraatte kullanılmaktadır [2]. 

Trichoderma türlerinin; bitki gelişmesini hızlandırması, bitki savunma 

mekanizmalarını stimüle ederek bitkileri toprak kaynaklı patojenlere karşı dirençli 

hale getirmesi ve çeşitli antibiyotik bileşikler üretebilmeleri günümüzde 

Trichoderma'nın, biyolojik kontrol ajam olarak kullamlma oranını artırmaktadır 

[2, 11,15]. Trichoderma türleri içersinde de Trichoderma harzianum Rifaii'nin; 

biyolojik kontrol çalışmalarında üzerinde en fazla durulam ve en etkilisidir 

[12,13]. Yapılan çalışmalarda T.harzianum'un toprak kaynaklı bitki 

patojenlerinin neden olduğu hastalıklar üzerine etkili olduğu ortaya konmuştur 

[1,13,48]. 

Hadar ve ark. [14] , bağ yapraklarının gümüş rengine dönüşmesine neden 

olan, erik ağaçlarında, fide ve seradaki süs bitkilerinde hastalık oluşturan Botrytis 

cinerea'nm kontrolünde T.harzianum 'un kullamlabileceğini bildirmişlerdir. 

Trichoderma harzianum' dan hazırlanan 'Trichodex' adı verilen preparatın üzüm 

bağlarındaki hastalığı %84 oranında azaltığını saptamışlardır. 
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Toprak solarizasyonu ve Trichoderma harzianum kombinasyou ile, 

S.rolfsii ve R.solani'nin neden olduğu hastalıkların kontrolünün yapıldığı 

saptanmıştır [2]. 

Ordentlich ve ark. [15], sürülen topraklara Trichoderma harzianum 'un 

eklenmesinin, tarlada salatalık ürün çürüklüğüne neden olan Rhizoctania 

solani'nin kontrolünde etkili olduğunu bildirmişlerdir. 

Phytium, Fusarium, Rhizoctonia gibi :firsatçı patojenlerin genç bitki 

tohumlarına saldırmalarıyla ortaya çıkan damping-off (çökerten) hastalığının 

mücadelesinin biyolojik olarak Trichoderma harzianum ve Trichoderma hamatum 

ile yapılabileceği bildirilmiştir [ 16]. 

R.solani'nin neden olduğu salatalık ve biber fidelerindeki çökerten 

hastalığına karşı T.harzianum ile yapılan hastalık kontrolünün %52, S.rolfsii'nin 

neden olduğu fasulye, pamuk ve domates kök çürüklüğünün kontrolününün ise 

%60 oranında olduğu bildirilmiştir [17]. 

Trichoderma preparatlarının buğday-kepek karışımı ile, fasülye, domates, 

patlıcan ve turp tohumlarındaki R.solani'yi kontrol etmede sera şartlarında etkili 

olduğu saptanmıştır [10]. Tahıllarda kök çürümelerine neden olan Fusarium spp., 

buğday köklerini enfekte eden Gaeumannomyces graminis funguslarına karşı 

Trichoderma ile yapılan biyolojik kontrol çalışmalarının olumlu sonuçlar verdiği 

bildirilmiştir (10, 18]. 

Pamuk tohumları ile yapılan deneylerde P.ultimum'un neden olduğu fide 

hastalıklarının kontrolünün de, Trichoderma spp. ile sağlanabileceği bildirilmiştir 

[18]. 

T.harzianum, domates taç çürük.lüğünün etmeni olan Foxysporum .sp. 

radicis lycopersici 'ye karşı biyokontrol ajan olarak kullanıldığında hastalık 

kontrolünü %48 oranında sağlandı bildirilmiştir [19]. 

Inbar ve ark. [ 6] yaptıkları bir çalışmada, Trichoderma harzianum ile 

muamele edilmiş salatalık ve biber fidelerinin hem daha iyi geliştiği ve yüksek 

klorofil içeriğine sahip olduğu, hem de Phytium spp. ve R.solani'nin neden olduğu 

çökerten hastalığına(damping-off) karşı dirençli olduğunu bildirmişlerdir. 
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Otoklavlanmış topraklara Trichoderma harzianum inokule edildiğinde 

çavdarda hastalık oluşturan Sclerotiorum rolfsii'ye karşı başarı elde edildiği 

bildirilmiştir [2]. 

Küçük [ 48 ] Eskişehir topraklarından izole ettiği Trichoderma T8 

izolatının domatesde Foxysporum'un , mısırda Fmoniliforme'nin , fasulyede 

R.so/ani'nin oluşturduğu hastalık şiddetini düşürdüğünü, yine T.harzianum T20 

izolatının buğdayda G.graminis var. tiritici'nin oluşturduğu hastalığın şiddetini 

sera koşullarında azaltmada etkili olduğunu bildirmiştir. 

Altmış yılı aşkın süreden beri yapılmakta olan çalışmalar, toprak kaynaklı 

bitki patojenlerinin neden olduğu hastalıklar üzerinde, Trichoderma türlerinin 

azaltıcı etkisi olduğunu göstermekle birlikte; bu etkinin hangi mekanizma[lar] ile 

olduğu tam olarak açıklanamamıştır. Ancak bunun lizis, mikoparatizm, 

antibiyozis, rekabet, bitki büyürnesinin ve bitki savunma mekanizmalarının teşvik 

edilmesi veya bunların kombinasyonu şeklinde olabileceği ileri sürülmektedir 

[ 6, 13,20-25]. 

Birçok fungus toprak kökenli bitki patojenlerine parazittir. Mikoparazit 

fungusun konukçuyu daHanmış hifleriyle kuşattığı, sahip oldukları hidrolitik 

enzimler ile, konukçu hücre duvarının içine nüfuz ederek, hücreyi parçalayarak 

öldürdüğü bildirilmiştir [19, 26-27]. 

Barnett ve Binder [28] tarafından mikoparazitizm; biotrofik ve nekrotrofik 

olarak iki kısımda incelenmiştir. Araştırıcılar; biotrofik mikoparazitlerin 

kısrtlanmış konukçu oranına sahip olduğunu ve konukçudan besin ihtiyaçlarını 

karşılamak için özel yapılar ürettiğini bildirmişlerdir. 

Nekrotik mikoparazitlerin ise daha saldırgan olduğu, daha geniş konukçu 

oranına ve çeşitliliğine sahip olduğu bildirilmiştir. Doğada yaygın olarak 

bulunmaları ve saprofitik özellikleri nedeniyle biyokontrolde kullanılan 

mikoparazitlerin çoğunluğunun nekrotroflar olduğu saptanmıştır [28-30]. 

Trichoderma spp'lerde bu grupta değerlendirilmektedir. 

Neethling ve Nevalainen [ 39 ], mikoparazitik Trichoderma türlerinin 

miselleri ile ilgili lektinler ürettiklerini bildirmişlerdir. 

Trichoderma spp. 'nin ürettiği mikolitik enzimierin konukçu hücresini 

parçalamasında önemli olduğu belirlenmiştir. Fungus hücre duvarının enzimsel 



7 

küçülmesinin, hücre duvarından glukonaz ve kitinaz enzimlerinin ayrılmasıyla 

oluştuğu saptanmıştır. Trichoderma spp. izolatının toprak kaynaklı patojenleri 

kontrol etme özelliğinin yüksek glukonaz ve kitinaz aktiviteleri ile ilgili 

olabileceği bildirilmiştir [26]. 

T.harzianum ile konukçu hücre duvarının parçalanması üretilen kitinaz ve 

~-(1-3)-glukonaz gibi ekstrasellüler enzimierin aktivitesiyle olmaktadır [32,33]. 

T.harzianum'un ürettiği kitinaz ve ~-(1-3)-glukonaz gibi enzimler ile Pythium 

spp. 'nin hücre duvarındaki glukanı azaltıp, patojeni etkisiz hale getirdiği 

belirlenmiştir. Kitinaz ve ~-(1-3)-glukonaz gibi anahtar enzimierin sklerotial 

duvar lizisi ve fungal hücrelerinin herbirinin parçalanmasında 

etkili olduğu saptanmıştır [37]. 

Transmission Electron Microscopy (TEM) kullanılarak parazİt ile 

antagonist arasındaki etkileşimler çeşitli araştırıcılar tarafindan incelenmiştir. 

Benhamou ve Chet [31 ], Trichoderma harzianum'un hifleri ile konukçuyu 

çevirerek, konukçu hitlerini sardığı ve appressorium benzeri yapı oluşturarak 

mikoparazit etki yaptığını bildirmişlerdir. Trichoderma harzianum'un hiflerinin, 

R.solani'yi sararak büyümesini sınıriandırdığı ve R.so/ani hitlerinin turgorunun 

azalarak hızla çöktüğü Chet ve ark. [32], tarafindan bildirilmiştir. T.harzianum

R.so/ani çift kültürünün etkileşimli alanı TEM'de (Transmission Electron 

Microscopy) incelenmiş ve etkileşimin en çok R.solani'nin dış matriksinde olduğu 

belirlenmiştir [31-33]. Araştırıcılar, parazitizm aşamasının sadece yüzeyde 

olmadığı, konukçu hücresi içinde plazma membranının çekilmesi, stoplazmanın 

toplanması gibi geniş çapta değişikliklerin olduğu saptamışlardır. 

T.harzianum'un hifınin R.so/ani hücrelerine adhezyonundan hemen sonra 

R.solani hücre duvarında değişiklik olduğu ve parçalanmaya başladığı 

saptanmıştır. Ayrıca R.solani'nin dış duvar katmanında önemli ölçüde N-asetil 

glukoz arninin azalmasını, Trichoderma spp'nin ürettiği kitinazdan dolayı olduğu 

bildirilmiştir [34]. Konukçunun iç duvar katmanlarındaki N-glukoz amin 

miktarının değişikliğinin Trichoderma spp'nin ürettiği hidrolitik enzimierin 

difiizyonundan dolayı olduğu saptanmıştır [35]. 
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Trichoderma harzianum ve S.rolfsii'nin etkileşimli alanlarından alınan 

örneklerde de S. rolfsii hücre duvarının Trichoderma harzianum hifleri ile 

çevrildiği ve hemen penetre olduğu Elad ve ark. [36] tarafından gözlemlenmiştir. 

Fusarium oxysporum'un hücre duvarının R.solani ve S.rolfsii'ye göre daha 

dirençli olduğu saptanmıştır [10]. Elad ve ark. (34] tarafından yapılan çalışmada 

Fusarium spp. 'nin hücre duvarını, parçalanmaya karşı hiflerindeki musilaj 

tabakasının koruduğu saptanmıştır. Foxysporum'un hücre duvarının diğer 

funguslara göre daha fazla protein içerdiği de belirlenmiştir [10,34]. 

Mikroorganizmaların ölüm sebepleri arasında en yaygın olanı açlıkdır. Bu 

yüzden besin faktörlerini sınırlandırmadaki rekabet özellikle karbon, azot, demir, 

bitki patojenlerinin biyoloj ik kontrolünü sağlamaktadır. Özellikle demirin 

bakteriyel biyolokontrol üzerine etkisi konusundaki çalışmalarda yoğunlaşılmıştır 

[2]. 

Funguslarda, antagoniste karşı azalan biyolojik ve kimyasal dirençlilik 

yeteneğinin, içerdikleri metanin miktarından kaynaklandığı bildirilmiştir [31]. 

Elad ve ark. [34] tarafından, Trichoderma türlerinin miselyumları ile konukçu 

hücre arasındaki etkileşiminin, osmofılik durumlara neden olduğu saptanmıştır. 

Katı besi ortamında hızla gelişen Trichoderma harzianum ve 

Tpolysporum'dan elde edilen peletierin arpa, buğday tohumlarına veya torf ve 

buğday-kepek karışımiarı ile tarlaya uygulanmasının bitki hastalıklarında önemli 

düşüşler sağladığı bulunmuştur [3,21]. Trichoderma harzianum'un pH 6.5 veya 

daha altındaki topraklarda oldukça aktif antogonistik özellik gösterdiği 

saptanmıştır [30,38 ]. 

Tarla şartlarında ve laboratuvarda yapılan deneylerde Trichoderma 

harzianum bitki patojenlerine mikaparazİt ve antogonist özellik göstermiştir. 

Trichoderma harzianum izolatları, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani ve 

Pythium aphanidermatum'a karşı etkili olduğu bulunmuştur [30]. Trichoderma 

harzianum'un ayrıca lignosellülozların yıkımında da rol oynadığı bildirilmiştir 

[17, 30]. 

Tharzianum'daki membranla sıkı bir ilişkiye giren ve iyonofor aktivitesi 

gösteren bileşiklerin hücre membranının permeabilitesini azaltarak, antagonistik 

aktiviteyi gerçekleştirdiği ortaya konmuştur [ 41]. 
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Biyolojik kontrol ajanları ile yapılan çalışmalarda metabolit üretimi geniş 

ölçüde incelenmiştir. İn vitro çalışmalar T. harzianum'un bitki patojenlerine karşı 

etkisinin antibiosis ile ilişkili olduğu belirlenmiştir [42-45]. Trichoderma 

türlerinin in vitro olarak birçok toksik metabolit ürettiği, ayrıca topraktaki organik 

materyalde de toksik metabolider üretebildiği bildirilmiştir [7,46,47]. 

Trichoderma türlerinin toksik metabolit üretimine ait ilk geniş bilgiler 

Weindling tarafından ortaya konmuş ve T./ignorum 'un antifungal metabolit 

ürettiği kanıtlamıştır. Rhizoctonia solani ye karşı toksik kristal formda organik bir 

metabolit olan glitoksin izole edilmiştir. Ayrıca T. viride tarafından üretilen 

viridin'in oldukça etkili bir antibiyotik olduğu karndanmıştır . Bununla birlikte 

daha farklı antibiyotiklerde ürettiği de belirlenmiştir [12]. 

Trichoderma türleri farklı ışıklarda; viridin, viridio4 gliovirin, heptolidik 

asit, gliotoksin gibi farklı antibiyotikleri üretmektedir. Özellikle Trichoderma 

harzianum esas uçucu antibiyotik olan 6-penty-a-pyrone (6-PAP) üretmektedir 

[4]. 

Trichoderma harzianum 'Wl iki izolatımn hindistan cevizi aromalı ürünler 

ürettiği saptanmıştır. İki izolatında 6-n-pentyl-2H-pyran-2-l (6PP,1) ve 

dehidroanalogue ürettiği bulunmuştur [22]. 

Trichoderma harzianum'wrı 70 izolatımn 1-hidroksi ve 1,8 dihidroksi-3-

metilan-trakuinan'ı sıvı ortamda ürettiği ve G.graminis 'in gelişmesini engellediği 

belirlenmiştir. T.harzianum'un bazı izolatlarının da bu fungusun agarlı ortamda 

gelişimine az oranda etkili olduğu fakat bu izolatların, patojen yokluğunda veya 

buğdayda patojen varlığında bitkinin kök uzunlığunu arttırdığı bildirilmiştir [55]. 

T. hamatum 'un trichoviridin, isocyanide, isonitrile antibiyotiklerini ürettiği 

saptanmıştır. Isonitrile 'nin ayrıca T. harzianum, T. koningii, T. polysporum 

(=Tolypocladium niveu) ve T.viride Persex Gray türleri tarafından da üretildİğİ 

belirtilmiştir [12]. T.hamatum'un sıvı ortamda üç farklı isonitril ürettiği 

Ghisalberti ve ark. [12] tarafından saptanmıştır. Isonitril A; gram-pozitif ve gram

negatif bak:teriler, mayalar ve fi]amentli funguslara karşı oldukça etkili olarak 

bulunmuştur, diğer iki bileşiğin etki alammn oldukça sınırlı olduğu belirtilmiştir 

[12]. 
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Derınatİn ( II ) ilk kez T. viride 'nin izolatlarından üretilmiştir. Ayrıca 

T.viride izolatlarında 6-pentenyl-a.-pyrone, 6PP, trichoviridin, heptelitİk asit, 

trichodennin üretildiği bildirilmiştir [12]. 

İlk antibiyotik bileşiklerin T.koningii'nin izolatlarında üretildiği 

bildirilmiştir. T.koningii; demıadin ve trichoviridin metabolitlerini üretmektedir. 

Derınadin'in; gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere, geniş çeşitlilikte 

funguslara karşı etki gösterdiği, trichoviridin'in ise; Escherichia co/i Castel ve 

Chalın Trichophytom asteroides'e (=T.mentagrophytes (Robin) Blanch.) etkili 

olduğu bildirilmiştir [12]. Ayrıca Phytophthora cinnamoni Rands'ın oosporlarına 

karşı T.koningii'nin bazı izolatlarının uçucu metabolitler ürettiği saptanmıştır. 

T.koningii ve T. viride izolatlarının heptelitİk asit ürettikleri saptanmıştır. 

Heptelitİk asidin, R.solani ve Bacteriodesfragilis gibi anaerob bakterilerde ve fare 

hücrelerinde etkili olduğu bildirilmiştir [12]. 

T.koningii'nin ürettiği uçucu antibiyotiklerin R.solani ve Heterobasidion 

annosum'a karşı etkili olduğu ve ayrıca birçok izolatının da uçucu olmayan 

antibiyotik ürettiği saptanmıştır [12]. 

Trichoderma harzianum 'un isonitril antibiyotik üreterek patojenlere etkili 

olduğu ortaya konmuştur [40]. Yine araştırıcılar U.V. ile mutasyona uğratılan 

suşların homotallin II ürettiğini ve bu mutant suşların Pythium ultimum ,R.solani, 

F. oxysporum ' a etkili o lduğunu bildirmişlerdir. 

Son yıllarda fungal teknolojisinde endüstriyel ürün ve metabolitlerin 

üretilmesinde önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. Sera ve labaratuvar 

çalışmalarında kullanılacak Trichoderma türlerinin katı besi ortamında çabuk 

geliştiği belirlenmiştir. Trichoderma polysporum ve Trichoderma harzianum'dan 

elde edilen peletler arpa ve buğday tohumlarına uygulanarak yada buğday-kepek 

karışımiarı ile beraber tarlada biyolojik kontrol amacı ile uygulanmaktadır. [4,39]. 

Çevre koşulları altında, doğadaki mevcut hemen tüm organizmalar, 

sürekli bir değişim sürecindedirler. Özellikle, genetik yapıdaki değişiklikler, 

sürekli ve kalıcı olmaktadır. Bu nedenle organizmaların ürettikleri veya 

salgıladıklan enzim veya diğer metabolitleri de farklılık göstermektedir. 

Mutasyona uğramış Trichoderma harzianum'un değişik antibiyotikler ve 
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metabolitler ürettiği saptanmıştır [5]. Mutant Trichoderma türlerinin bitki 

patojenlerine karşı farklı etkinlikler gösterebileceği beklenmektedir. 

Günümüzde organik kimyasallar ve pestisidlerin kullanımını mümkün 

olduğu kadar azaltarak, çevre kirliliğine ve besin toksisitesine neden olmadan 

verimli bitki yetiştiriciliği amaçlanmaktadır.Bir yanda bitki hastalıklarını kontrol 

etmek için yıkıcı kütlerin kullanılmasına dair artan ilgi, diğer yanda 

biyoteknolojideki büyüleyici gelişmeler bitki korumasının amaçlandığı tarım 

biyoteknolojisindeki yoğun araştırmalara neden olmuştur. Meyva ve sebzelerin 

hastalık harici klonlanması, süs mahsulleri, böcek ve mikrobik patojenlere karşı 

bitkilerin korunması, yabani otlar ve biyolojik öldürücü ilaçlar bu konunun 

kapsamı içerisinde yer almaktadır. 

Bitki hastalıklarının biyokontrolü açısından tabii, yararlı karşı koruyucu küfiin 

kullanımı en azından 20 yıldır üzerinde çalışılan bir konudur. Bazı durumlarda 

biyokontrol türleri çevreye zarar vermeksizin kimyasal küflere uygun alternatif 

olarak hizmet edebilirler. Bununla beraber modem tarımın entegre bir parçası 

olabilmesi için biyolojik kontrolle ilgili daha fazla araştırmaya gerek vardır. Zaten 

elde edilen başarılara rağmen ve bunlar önemli olduğu halde sayıları az ve 

birbirinden uzaktır. Onun potansiyel olarak gerçekleştirilebilmesi için, daha temel 

ve uygulanmış araştırınalar gereklidir. Biyoteknolojinin iç disiplinli tabiatı 

yüzünden; geniş ölçekteki bilim adamı, çiftçi ve uzman grubu arasındaki 

yardımiaşmaya da ihtiyaç bulunmaktadır. Biyolojik kontrol ; kimyasal 

mücadelenin mümkün olmadığı birçok durumda da başvurutabilecek etkili bir yol 

olarak gözükmektedir. Ayrıca fazla masraf gerektirmemektedir. Önceki yıllarda 

biyoteknoloji, önemli mahsullerin ekonomik anlamda iyileşmesinin pratik 

katkılarıyla hızla geliştimiştir. Küf üzerine yapılan sahalarda test edilebilen ürün 

prototipierini ürün olarak verdi. Şu anda biyolojik kontrolün hızla yükselen 

ilerleme aşamalarını geliştirebileceği, yeni bir çağın başlangıcındayız. 

Trichoderma'nm bilinen özellikleri dikkate alınarak, ekolojik faktörlere 

göre özelliklerinin değişebilecek olması nedeniyle, daha önce Eskişehir ve 

çevresindeki toprak örneklerinden izole edilen ve mutant hale getirilen 

Trichoderma suşlarının antifungual etkisi araştırılınaya çalışılmış ve bitki 

patojenlerinden ; Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. tritici, 
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Rhizoctonia so/ani, Fusarium oxysporum, Fusarium culmarum 1, Drechslera 

sorokiniancea, Fusarium culmarum 2, Fusarium so/ani, Fusarium moniliforme'ye 

etkili olan 13 Trichoderma harzianum mutant suşunun morfolojik ve fızyolojik 

özellikleri karşılaştırılarak aralarmdaki farklılıklar belirlenmeye çalışılmıştır. 



13 

2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. MA TERY AL 

2.1.1. Kullanılan Mikroorganizmalar 

Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji Laboratuvarlarından 

sağlanan Trichoderma harzianum TI, T3, T4, T7, T8, T9, TIO, Tll, Tl2, Tl4, 

Tl5, Tl8, Tl9, T20, T21 ve T22 suşlarının, Ultra Viyole lamba ışığı etkisi 

altında mutasyona uğratılmasıyla elde edilen T2, T4A, T4C, T4D, T7, T8B, T8D, 

T9, TIO, Til, Tl8, T20 ve T21 mutant suşları kullanılmıştır. 

Bitki patojenlerinden Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. 

tritici, Rhizoctonia so/ani, Fusarium oxysporum, Fusarium culmarum 1 suşları 

Çukurova Üniversitesi'nden Drechslera sorokiniana, Fusarium culmarum 2, 

Fusarium so/ani, Fusarium moniliforme suşları ise Anadolu Tarımsal Araştırma 

Enstitüsü Müdürlüğü'nden sağlanarak kullanılmıştır. Mikroorganizma kültürleri 

kullanılıncaya kadar +4°C de saklanmıştır. 

2.1.2. Kullanılan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler 

2.1.2.1. Patates Dekstroz Agar (Merck) 

Patates 4.0 g/1 

D [+]glukoz 

Agar 

20.0 g/1 

15.0 g/1 

Patates Dekstroz Agar 39 g/1 olacak şekilde distile suda eritilerek 121 °C' de 

1 5 dakika otoklavlandıktan sonra kullamlmıştır. 



2.1.2.2. Malt Ekstrakt Agar [Merck] 

Malt Extract 

Mycological pepton 

Agar 

30.0 g/1 

5.0 gll 

15.0 gll 

14 

Malt Ekstrakt Agar 50 gll olacak şekilde distile suda eritilerek 121 °C'de 

15 dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır. 

2.1.2.3. Chapex-Dox Agar 

Sukroz 30.0 gll 

NaN03 3.0 gll 

KıHP04 1.0 gll 

MgS04 05 gll 

KCl 0.5 g/1 

Ferrous sülfat 0.01 gll 

Agar 15.0 g/1 

Disitile su 1000 ml 

Besiyeri içeriği disitile suda çözülerek pH 7.3'e ayarlanıp, 121°C'de 15 

dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır. 

2.1.2.4. Sukroz içermeyen Chapek-Dox agar 

Chapek-dox agar içine sukroz yerine ayrı ayrı laktoz, sukroz, eriyebilir 

nişasta, amanyum okzalat 30 gll olacak şekilde ilave edilip, 121°C'de 15 dakika 

otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır. 
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2.1.2.5. Karbon kaynaklannın asimilasyonu için katı ortam 

Chapek-Dox agara ayrı ayarı ilave edilen %0.05'lik CuS04, %0.001 'lik 

CuS04, %0.05'lik kristal viyole, %0.001 'lik kristal viyole ve Malt Ekstrakt agara 

(MEA) ayrı ayrı %0.05'lik CuS04, %0.001 'lik CuS04, % 0.05'lik kristal viyole, 

%0.001 'lik kristal viyole ilave edilip hazırlanmıştır. Ortamların pH' sı 4.5'a 

ayarlanıp, 121°C'de ı5 dakika otoklavlandıktan sonra kullamlmıştır [50]. 

2.1.2.6. Karbon kaynaklannın asimilasyonu için sıvı ortam 

NaN03 2.0 g/1 

KHıP04 1.0 g/1 

MgS04 0.5 g/1 

KCl 0.5 g/1 

Ca Ch 0.5 g/1 

FeS04 0.01 g/1 

ZnS04 0.01 g/1 

CuS04 0.05 g/1 

Bronakrezoltnoru 0.05 g/1 

Sukroz 20.0 g/1 

Disitile su ı litre 

Besiyeri içeriğine ayrı ayrı 30 g/1 glukoz, aesculin, jelatin, etanol, ı O g/1 

amonyutn okzalat, 1 O g/1 sitrik asit, ı O g/1 laktik asit ilave edilerek farklı besi 

ortamları elde edilmiştir. Ortam pH'ları 4.5'a ayarlantnıştır. Glukoz içeren sıvı 

besi ortamı ı2 1 °C 'de 15 dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır. Aesculin, 

jelatin, amonyutn okzalat, laktik asit, sitrikasit içeren ortamlar ise ll 0°C' de ı5 

dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır. Etanol ise filtrasyon yoluyla steril 

edilerek kullamlmıştır [50]. 
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2.1.2. 7. Azot kaynaklannın asimilasyon u 

Sukroz 30.0 g/1 

KzHP04 1.0 g/1 

MgS04 0.5 g/1 

KCl 0.5 g/1 

Ferrous sülfat o.oı g/1 

Agar ı5 .0 g/1 

Disitile su ı litre 

Besiyerine ayrı ayrı3.0 g/1 amonyum okzalat ve 3.0 g/1 NaN03 ilave edilip 

iki ayrı ortam elde edilmiştir. Ortam pH'sı4.2-4.8'e ayarlanıp 121°C'de 15 dakika 

otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır [50]. 

2.1.2.8. Azot kaynaklannın asimilasyon için SIVI ortam 

KHzP04 1.0 g/1 

MgS04 0.5 g/1 

KCl 0.5 g/1 

FeS04 0.01 g/1 

Ca C Iz 0.5 g/1 

ZnS04 0.01 g/1 

CuS04 o.oı g/1 

Glukoz ıo.o g/1 

Bronakrezolmoru 0.05 g/1 

Disitile su ı litre 

Besiyeri içeriğine ayrı ayrı 2 g/1 NaNOz, 2 g/1 amonyum okzalat, 2 g/1 

keratin, 2 g/1 glisin ilave edilerek farklı ortamlar elde edilmiştir. Ortamların 

pH'ları 4.2-4.8'e ayarlamp, ııo°C'de ı5 dakika otoklavlandıktan sonra 

kullanılmıştır. 2 g/1 üre içeren ortam, filtrasyon yoluyla sterilize edilerek 

kullanılmıştır [50]. 

-L 
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2.1.2.9. Bazal Ortam 

Miko1ojik pepton 10.0 g/1 

NaCl 5.0 g/1 

Ca Clı.2Hı0 0.1 g/1 

Bromkrezol moru 0.05 g/1 

Agar 15.0 g/1 

Disitile su ıooo ml 

Besi yeri içeriği pH 5,6 olacak şekilde 1M NaOH ile ayarlanarak, 

ı 2 ı °C' de ı 5 dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır [ 50]. 

2.1.2.10. A Ortamı 

KHıP04 1.0 g/1 

KCl 0.5 g/1 

MgS04.?HıO 0.2 g/1 

Ca C lı 0.1 g/1 

Thiamin. HCl o.ooı g/1 

[NH]ı.S04 0.5 g/1 

Agar ı2.0 g/1 

Disiti1e su 1000 ml 

Besi yeri içeriği pH 5,6 olacak şekilde IM NaOH ile ayarlanarak 

ı21°C'de 15 dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır [50]. 

2.1.2.11. B Ortamı 

~HıP04 1.0 g/1 

KCl 0.2 g/1 

MgS04.?HıO 0.2 g/1 

Agar 12.0 g/1 

Disitile su 1000 ml 
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Besi yeri içeriği pH 5,6 olacak şekilde IM NaOH ile ayarlanarak 

121°C'de 15 dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır [50]. 

2.1.2.12. Farklı pH ortamları 

NaN03 2.0 g/1 

KHıP04 1.0 g/l 

MgS04 0.5 g/1 

KCl 0.5 g/l 

Ca C lı 0.5 g/l 

FeS04 0.01 g/1 

ZnS04 0.01 g/1 

CuS04 0.01 g/l 

Sukroz 20.0 g/1 

Bronikrezolrnoru 0.05 g/l 

Disitile su I litre 

Besiyeri içeriğine; pH 2 ortamı elde edebilmek için I O g/1 sitrik asit 

ilave edilip otoklavlanır, pH 10 ortamı elde edebilmek için KHıP04 yerine 3.75 

g/l glisin ve pH 12 ortamı elde edebilmek için ise KHıP04 yerine 0.2 g/1 KHıP04 

ilave edilir. Ortarnların pH'ları IM HCl ve IM NaOH ile ayarlanıp, 121°C'de 15 

dakika otoklavlandıktan sonra kullanılmıştır [50]. 
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2.2. YÖNTEM 

2.2.1. Trichoderma sp. Mutant Suşlannın Eldesi ve İzolasyonu 

Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Mikrobiyoloji Laboratuvarlarından 

sağlanan Trichoderma harzianum suşları, 12 cm. mesafeden 12 saat süreyle U.V. 

lamba (254 nm) ışığı etkisinde bırakılmıştır. Bu süre sonunda, farklı gelişim 

gösteren suşlar izole edilmiştir [5]. Mutasyona uğratılan ve izole edilen suşlar, 

Patates dekstroz agar, Malt ekstrat agar, Rose bengal agar ve yulafunu agara ekim 

yapılarak, 28°C'de 5 gün süre ile iııkübe edilmiştir. 

2.2.2. Mutant Trichoderma harzianum Filtratlannın Antifungal Özelliğinin 

Araştıniması 

Trichoderma harzianum'un mutant izolatları, ayrı ayrı 100 ml Patates 

dekstroz broth'a 20°C de 10 gün süre ile iııkübe edilmiştir. Bu süre sonunda 0.22 

J.Lm filtereden geçirilen filtratlar 2şer ml olarak petri kutularına dağıtılmış ve 

üzerine 25 ml \!.ı Patates dekstroz agar (PDA) dökülerek karşılaştırılmıştır. Agar 

katılaştıktan sonra orta kısmına daha önceden ekilerek hazırlanmış olan patojen 

kütlerin 7mm çapındaki diski yerleştirilmiştir. Petri kutuları 20°C de iııkübe 

edilerek, patojenin büyüme miktarı, zon çapının her gün ölçülmesi suretiyle tespit 

edilmiştir [5,9]. Her bir deney 3 tekrarlı olarak yapılmıştır. 

2.2.3. Agar Ortamında Bitki Patojenlerinin İnhibisyonu 

PDA içeren petri kutularının içine steril sellofan yerleştirldikten sonra, 

merkeze, PDA üzerinde geliştirilen Trichoderma harzianum'dan steril bir mantar 

delici ile alınan 7 mm çapındaki disk yerleştirilmiştir. 20°C de 4 gün süreyle 

inkübe edildikten sonra, sellofan kaldırılarak uzaklaştırılmıştır. Petri kutusunun 

merkezine 7 mm çapında daha önceden geliştirilmiş bitiki patojenleri ekilerek 

20°C de 6 gün iııkübe edilmiştir [5]. Her gün patojenin büyüme miktarı, zon çapı 

ölçülmek suretiyle tespit edilmiştir. Her bir deney 3 tekrarlı olarak yapılmıştır. 
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2.2.4. Mutant T.harzianum'un Uçucu Bileşenlerinin Bitki Patojenlerini 

İnhibisyonu 

Petri kutularının kapağına 35 ml. PDA besiyeri dökülmüştür. Petri 

kutularının PDA içeren kapağına, 5mm çaplı Tharzianum suşlarının herbiri ayrı 

ayrı inokule edilmiştir. Tharzianum suşları gelişmeye başladıktan 2 gün sonra 

PDA içeren diğer petri kutularının her birine de farklı bitki patojenleri inokule 

edilerek, her iki petri kutuları (alt kapaklar) kenarları birbirine değecek şekilde 

bantlanmıştır. 6 gün boyunca Tharzianum şuşları ve bitki patojenleri 28°C'de 

inkübe edilerek sonuçlar değerlendirilmiştir [ 9 ]. Her bir deney 3 tekrarlı olarak 

yapılmıştır. 

2.2.5. Fungal İnhibisyon testleri 

Mutant T harzianum ( T2, T4A, T4C, T4D, T7, T8B, T8D, T9, TlO, Til, 

T18, T20, T21 ) 13 suşu ile toprak kökenli bitki patojenleri ( S.roljisii, 

Fculmarum 1, Fmaniliforme, Fculmarum 2, Foxysporum, Fsolani, 

D.sorokiniana, R.solani ve G.graminis ) 7 gün boyunca PDA içeren steril petri 

kutularında geliştirilmiştir. Daha sonra her bir mutant T harzianum suşunun 

bulunduğu petri kutularından alınan 7mm çapındaki diski farklı bitki patojenlerini 

içeren petri kutularından alınan 7 mm çapındaki disklerle aralarında 5 cm boşluk 

olacak şekilde PDA içeren steril petri kutularına ekilmiştir. 25°C'de 7 gün 

inkübasyon süresince patojen ve antagonistin büyüme miktarı zon çapları 

ölçülerek büyümenin antagonist tarafından engellenmesi aşağıdaki formül ile 

hesaplanmıştır [49]. Her bir deney 3 kez tekrarlanmıştır. 

RJ= (Rı- Rı) X 100/Rı 

Burada; 

RJ: Büyümenin antagonist tarafından engellenmesi 

Rı : Antagonist patojen yönündeki büyüme çapı, 

(1-1) 

Rı: Antagonist ile patojenin aşılanma durumları arasındaki mesafedir. 
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2.2.6. Trichoderma harzianum İzolatlarının Enzim Aktivitelerinin 

Belirlenmesi 

2.2.6.1. Aesculin Hidrolizi 

Chapek-Dox agara 5 g/1 sukroz, 3 g/1 aesculin, 0,2 g/1 ferrik sitrat ilave 

edilerek hazırlanan ortamı içeren petri kutularının her birinin merkezine mutant 

Trichoderma harzianum izolatlarının her birinin 7 mm çapındaki diskleri inokule 

edilmiştir. Yirmibir gün boyunca gelişmeleri ve renk oluşumları incelenmiştir 

[50]. 

2.2.6.2. Nişasta Hidrolizi 

Chapex-Dox agara sukroz yerine ı O g/1 eriyebilir nişasta ilave edilerek 

hazırlanan ortamı içeren petri kutularının her birinin merkezine mutant 

Trichoderma harzianum izolatlarının her birinin 7 mm çapındaki diskleri inkole 

edilmiştir. Yirmibir gün boyunca izolatların gelişmeleri ve renk oluşumları 

incelenmiştir [50]. 

2.2.6.3. Tween 80 Hidrolizi 

Bazal ortam ve sıvı Tween 80 (v/v %ıO) ayrı yarı otoklavlanmıştır. 

Ortamlar sırasıyla 9: ı oranında karıştırılıp petri kutularına dökülmüştür. Petri 

kutularının her birinin merkezine mutant Tichoderma harzianum izolatlarının 

herbirinin 7 mm çapındaki diskleri inokule deilmiştir. Yirmibir gün boyunca 

izolatların gelişmeleri ve renk oluşumları incelenmiştir [50]. 
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2.2.6.4. Sellüloz Hidrolizi 

B Ortamına 1 O g/1 sellüloz ilave edilerek hazırlanan ortamı içeren petri 

kutularının her birinin merkezine rnutant Trichoderma harzianum izolatlarının her 

birinin 7 mm çapındaki diskleri inokule edilmiştir. Yirmibir gün boyunca 

izo latların gelişme leri ve renk o luşurnları incelenmiştir [ 51]. 

2.2.6.5. Kazein Hidrolizi 

A Ortamına lOg/I glukoz, 25rnl (w/v) %15 skim milk edilerek hazırlanan 

ortarnı içeren petri kutularının her birinin merkezine rnutant Trichoderma 

harzianum izolatlarının her birinin 7 mm çapındaki diskleri inkule edilmiştir. 

Yirmibir gün boyunca izolatların gelişmeleri ve renk oluşumları incelenmiştir 

[50]. 

2.2.6.6. Jelatin Hidrolizi 

Chapek-Dox'a jelatin 120 g/1 olacak şekilde ilave edilmiştir. Otoklavlanıp, 

petri kutularına döküldükten sonra 1 saat 4°C'de soğutulmuştur. Hazırlanan 

ortarnı içeren petri kutularının her birinin merkezine mutant Trichoderma 

harzianum inokule edilmiştir. Yirmibir gün boyunca izolatların gelişmeleri ve renk 

oluşumları incelenmiştir (50]. 

2.2.6.7. Tellur Hidrolizi 

Chapex- Dox agara 0,032 g/1 potasyum tellur ilave edilerek hazırlanan 

ortarnı içeren petri kutularının her birinin merkezine mutant Trichoderma 

harzianum izolatlarının her birinin 7 mm çapındaki diskleri inokule edilmiştir. 

Yirmibir gün boyunca izolatların gelişmeleri ve renk oluşumları incelenmiştir 

(50]. 
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2.2.6.8. Polypeptate Hidrolizi 

B Ortamına 6 ml (w/v) %10 CaCiı.2HıO ve 0,05 g/1 bromthymol mavisi 

ilave edilmiştir. PH 6-8'e IM NaOH ile ayarlanmıştır. Daha sonra 35 g/1 

polygalactronic asit eklenerek 121°C'de 15 dakika otoklavanarak hazırlanan 

ortamı içeren petri kutularının her birinin merkezine mutant Trichoderma 

harzianum izolatlarının her birinin 7 mm çapındaki diskleri inokule edilmiştir. 

Yirmibir gün boyunca izolatların gelişmeleri ve renk oluşumları incelenmiştir 

[50]. 

2.2.6.9. Tetrazolium indirgenmesi 

Chapek - Dox agara 0,064 g/1 tetrazolim blue klorur eklenerek hazırlanan 

ortamı içeren petri kutularının her birinin merkezine mutant Trichoderma 

harzianum izolatlarının her birinin 7 mm çapındaki dikleri inokule edilmiştir. 

Yirmibir gün boyunca izolatların gelişmeleri ve renk oluşumları incelenmiştir 

[50]. 

2.2.7. Koloni Morfolojsi 

Mutant T harzianum suşlarının koloni ve spor büyüklüğü Malt Ekstrakt 

agarda (MEA) 25°C'de 14 gün boyunca incelenmiştir. 

2.2.8. Fizyolojik Özellikler 

2.2.8.1. Preparat Hazırlanması 

Her bir suş PDA içeren steril petri kutularında 7 gün 25°C'de 

geliştirilmiştir. Sporlar %0.2'lik Tween 80 ile toplanmıştır. Sporlar iki kez Tween 

solusyonu ile yıkanarak 15.000 g de 5 dakika santrifiijlenmiştir [50]. 

2x106 spor/ml'lik spor solosyonu hazırlanmıştır. 
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2.2.8.2. Katı Ortamda Gelişme 

Laktoz, sukroz, eriyebilir nişasta ve amonyum okzalatın ayrı ayrı ilave 

edildiği sukrozsuz Chapek-Dox agar içeren steril petri kutularına spor 

solusyonlarından 0,5 ml inokule edilmiştir [50]. 

2.2.8.3. Karbon Kaynaklarmm Asimilasyon Testleri 

2.2.8.3.1. Katı Karbon Ortamları 

Katı ortam olarak Chapek-Dox agara ayrı ayrı ilave edilen %0.05'lik 

CuS04, %0.001 'lik CuS04, %0.05'lik kristal viyole %0.001 kristal viyole ve Malt 

Ekstract agara ayrı ayrı %0.05'lik CuS04, %0.001 'lik CuS04, %0.05'lik ve 

%0.001 'lik kristal viyole ilave edilip hazırlanan karbon kaynaklarını içeren 

petrilerin ortasına suşların 2xl 06 'lık spor solüsyonlarından 0,5 ml inokule 

edilmiştir [50]. Ondört gün boyunca misel, spor oluşumları incelenmiştir. 

2.2.8.3.2. Sıvı Karbon Ortamları 

Sıvı besiyeri içeriğine ayrı ayrı 30g/l glukoz, aesculin, jelatin, etanol, 1 O 

g/1 amonyum okzalat, ı O g/1 laktik asit ilave edilerek hazırlanan farklı 

ortamlarının bulunduğu steril tüplere inkole edilen mutant T harzianum suşlarını 

spor solüsyonları 14 gün boyunca 25°C'de inkübe edilmiştir [50]. İnkübasyondan 

sonra suşların misel, spor ve renk oluşumları incelenmiştir. 

2.2.8.4.Azot Kaynaklarınm Asimilasyon Testleri 

2.2.8.4.1. Kati Azot Ortamları 

Amonyum okzalat ve sodyum nitrit, katı ortamın azot kaynağı olarak 

kullanılmıştır [50]. Suşların, hazırlanan spor solüsyonları, bu ortamlara inkole 

edilerek ı 4 gün boyunca misel ve spor oluşumları gözlenmiştir. 
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2.2.8.4.2. Sıvı azot ortamları 

Sodyum nitrit, amonyum okzalat, keratain ve glisin, sıvı ortamın azot 

kaynakları olarak kullanılmıştır. Suşların hazırlanan 2xi06'lık spor solüsyonları, 

bu ortamlara 0,5 ml. inokule edilmiştir [50]. Ondört gün süreyle, 25°C de spor, 

misel ve renk oluşumları incelenmiştir. 

Bütün asimilasyon testleri, pozitif ve negatif kontr o llerle karşılaştırılmıştır. 

Negatif kontroller hem karbon hemde azot kaynaklarını içermemektedir. Pozitif 

kontrollerin katı ortamında sukroz, sıvı ortamında glukoz ilave edilmiştir. Azot 

testleri için ise, katı ve sıvı ortam sukroz ve NaN03 içermemektedir. Her bir 

deney 3 tekrarlı olarak yapılmıştır. 

2.2.8.5. Farklı sıcaklık değerlerinde gelişme 

Suşlar, Chapek-Dox agar içeren petcilere inokule edilmiştir. Suşların 4°C, 

37°C ve 40°C'de 14 gün boyunca gelişmeleri gözlenmiştir [50]. 

2.2.8.6. Farklı pH değerinde gelişme 

Test suşlarının; pH2, pHIO ve pHI 2 olan ve 0,05 g/1 bromkrezol moru 

içeren sıvı ortamdaki gelişmeleri incelenmiştir. pH2 ortamı; I0,5g/l sitrik asit ve 

IM HCl eklenmesiyle elde edilmiştir. pHIO olan ortam, KıHP04 yerine 3,75 g/1 

glisin ve pH I2 olan ortam ise 0,2 g/1 K2HP04 içerir ve pH'lar IM NaOH 

kullanılarak sağlanmıştır [50]. 

2.2.8.7. Sporun sıcaklığa dayanıkldığı 

Spor solüsyonları 5 dakika 75°C'lik su banyosunda tutulup, Chapek-Dox 

agar içeren petrilere 0,5 ml konularak 7 gün boyunca inkübe edilmiştir [50]. 
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3. BULGULAR 

3.1. Mutant T.harzianum Suşlarına Ait Filtratlardaki Antifungual Özellikler 

Filtrat ile yapılan deneylerde Foxysporum'a mutant Tharzianum'un T7 

suşu, Fmoniliforme'ye sırasıyla T4C ve Til, Fsolani'ye sırasıyla T4C ve T18, 

Fculmorum 1 'e sırasıyla T7, T8D ve T18, Fculmorum 2'ye sırasıyla T8B, T4A 

ve Tl8, R.solani'ye T8D, S.rolfsii'ye sırasıyla T20 ve T18, D.sorokiniana'ya T8D 

ve Tll, G.graminis var. tritici'ye sırasıyla T18 ve T8D suşlarının etkili olduğu 

saptanmıştır (Şekil 3.1-3.9). Bütün patojenlere karşı etkili tek bir mutant 

Tharzianum suşu olmamakla birlikte, Tharzianum'un T18 mutant suşunun filtratı 

diğer mutant suşların filtratlarına göre daha fazla patojene etkili bulunmuştur. 

Patojenler içinde filtratlara en dirençli olanının Foxysporum olduğu saptanmıştır. 

Katı besi yerinde sellofan ile yapılan deneylerde mutant Tharzianum 

suşlarının tamamına yakınının patojenlere karşı oldukça etkili olduğu 

saptanmıştır. Fsolani ve G.graminis var. tritici'ye, mutant Tharzianum suşlarının 

etkisi düşük olmuştur. Mutant Tharzianum suşlarının en etkili olduğu patojenlerin 

Fmoniliforme, R.solani ve S.rolfsii olduğu saptanmıştır. Foxysporum'u mutant 

Tharzianum'un T7 suşu, Fmolliforme'yi sırasıyla T4A ve T8D, Fsolani'yi T4C, 

Fculmorum 1 'i T21, Fculmorum 2'yi sırasıyla T7 ve T20, R.solani'yi sırasıyla 

T4D ve T8D, S.rolfsii'yi sırasıyla T9 ve T4C, D.sorokiniana'yı T4D, G.graminis 

var. tritici'yi Tl8 suşu %100 inhibe ederken, T9 ve T4C en yüksek inhibisyonu 

göstermiştir (Şekil3.10-3.18). 

Mutant T harzianum suşlarının bitki patojenlerinin gelişmesini uçucu 

metabolider üreterek engelledikleri belirlenmiştir. Uçucu metaboliti en etkili 

mutant Tharzianum suşlarının sırasıyla T18, T20 ve T21 olduğu saptanmıştır. 

Mutant Tharzianum Tl8 ve T21 suşları S.rolfsii ve R.solani'nin gelişmesini, T20 

suşu S.rolfsii'nin gelişmesini ürettikleri uçucu metabolitlerle en yüksek oranda 

engeli emişlerdir. 

Mutant Tharzianum'un T4D, Tll T18, T20 ve T21 suşları Foxysporum, 

Fmolliforme, Fculmorum 2, R.solani, G.graminis var. tritici ve 

D.sorokiniana'nın gelişmesini engellemiş lerdir (Şekil3.19-3.31 ). 
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Şekil 3.1. F.oxysporum un geli şmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşların ın fıltrattaki etkisi 
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Şekil 3.2. F. maniliform un gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının fıltrattaki etkisi 
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Şekil 3.3. Fsolani nin gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının filtrattaki etkisi 
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Şekil 3.4. F.culmorum un gelişm esi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının filtrattaki etkisi 
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Şeki l 3.5. F.culmorum 2'nin gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suş larının fıltrattaki etkisi 
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Şekil 3.6. R.solani nin gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının fıltrattaki etkisi 
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Şekil 3.7. S.rolfsii nin gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının :filtrattaki etkisi 
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Şekil 3.8. D.sorakiniance nin gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının :filtrattaki etkisi 
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Şekil 3.9. G.graminis var. tritici'nin gelişmesi üzerine Trichoderma harzianum 
suşlarının fıltrattaki etkisi 
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Şekil 3.10. Katı besiyerinde F.oxysporum un gelişm esi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3.11. Katı besiyerinde F.moniliform un gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3.12. Katı besiyerinde F.solani nin gelişmes i üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil3.13. Katı besiyerinde F. culmorum un gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3.14. Katı besiyerinde F. cu/monare nin gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3. I 5. Katı besiyerinde R.solani nin gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3.16. Katı besiyerinde S.rolfsii nin gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi · 
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Şekil 3.17. Katı besiyerinde D.sorakiniance nin gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3.18. Katı besiyerinde G.graminis in gelişmesi üzerine 
Trichoderma harzianum suşlarının etkisi 
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Şekil 3.19. TlO Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.20. T8D Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.21. Tl8 Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şeki l 3.22. Tll Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şeki l 3.23. T4A Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.24. T21 Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şeki l 3.25. T4C Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.26. T88 Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.27. T4D Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.28. T2 Suşunun bitki patojenlerine karş ı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.29. T9 Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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Şekil 3.30. T7 Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bi l eşikler 
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Şekil 3.31. T20 Suşunun bitki patojenlerine karşı oluşturduğu uçucu bileşikler 
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3.2. Fungal İnhibisyon Testleri 

Laboratuvarda geliştirilen mutant Tharzianum'un 13 suşunun(T2, T4A, 

T4C, T4D, T7, T8B, T8D, T9, TIO, Tll, Tl8, T20 ve T21), 9 fıtopatojenik 

fungiye(Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. tritici Rhizoctonia 

so/ani, Fusarium oxysporum, Fusarium culmarum 1, Drechslera sorokiniana, 

Fusarium cu/ma rum 2, Fusarium solani, Fusarium moniliforme) karşı inhibisyon 

sonuçları karşılaştırılmıştır. Fitopatojenler ve mutant Tharzianum suşları aynı 

anda inkübe edilmiş ve mutant T harzianum suşlarının hepsi inkübasyondan 2 gün 

sonra radyal olarak gelişmeye başlamıştır. 

İnhibisyon deneylerinde, Fusarium oxysporum'a karşı% 57,8 RI değeri ile 

Til, Fusarium moniliforme'e karşı% 46,2 RI değeri ile Til, Fusarium solani'ye 

karşı% 48,8 RI değeri ile T4A, Fusarium culmarum 1 'e karşı% 68,3 RI değeri 

ile T21, Fusarium culmarum 2'ye karşı % 42,9 RI değeri ile T4A, Rhizoctonia 

solani'ye karşı% 97,7 RI değeri ile TlO, Drechslera sorokiniana'ya karşı% 51,5 

RI değeri ile T4C, Gaeumannomyces graminis var. tritici'ye karşı % 53,1 RI 

değeri ile T4C, Sclerotium rolfsii'ye karşı % 88 RI değeri ile T4D etkili 

bulunmuştur (Çizelge 3.1). 

Tharzianum'un mutant T21 suşunun Sclerotium rolfsii'yi inhibisyonu 

Şekil 3.32'de görülmektedir. En yüksek inhibisyon değerini ( RI ) % 97,7 ile 

Rhizoctonia solani'ye karşı Tl O suşu göstermiştir (Şekil 3.33). 



Çizelge 3.1. T harzianum'un bitki patojenlerine inhibisyonu 

T harzianum izolatlarının %RI değerleri 
Fitopatojenler 

Tl O T8D Tl& Tll T4A T2 1 T4C T8B T4D 

Foxysporum 33,3 30 28,8 57,8 44,4 32,5 51,9 30 31,5 

F moniliforme 37,5 26,3 32,6 46,2 44 40,4 50 31,3 32,3 

Fs olan i 34,2 3 1,3 43,8 41,6 48,8 33,3 33,3 31,3 39,4 

Fculmorum 1 50 36 36,2 40,3 47,8 68,3 44,1 25 30 

Fculmorum 2 25 22,5 38,6 41,8 42,9 29,2 36,4 23,2 30,3 

R.solani 97,7 60 87,5 59, 1 95,5 87,5 91,1 95,6 87,5 

D.sorakiniance 44,4 29,5 35,7 33,3 41, ı 34,8 51, 5 30,9 33,3 

G.graminis 36,3 31,9 22,4 36,2 33,3 34,1 53, 1 26,4 30 

S.rolfsii 66,6 60 60,7 66,6 73 80 73 ,2 65,5 88 
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85,7 95,7 

35 36,1 

31,3 27,7 

73,1 73,1 

T20 

31,4 

40,4 

33,3 

41 ,6 

37,5 

75 

19,2 

30,9 

69,2 

17 

28 

44,7 

34,8 

35 

14,3 

87,5 

35,3 

29,4 

80 

.ı::. 
w 
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Şekil 3.32. Mutant T.harzianum T2 1 suşunun S.ro/fsii'ye karşı inhibisyonu 

Şekil 3.33. Mutant T.harzianum TIO suşununR.solani'ye karşı inhibisyonu 
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3.3. Mutant Trichoderma harzianum İzolatlarmm Enzim Aktiviteleri 

Mutant Tharzianum'un T2, T4A, T4C, T4D, T7, T8B, T8D, T9, TIO, 

Til, Tl8, T20 ve T21 izolatlarının enzim aktiviteleri farklı besi yerlerinde 

incelenmiştir (Çizelge 3.2). 

Mutant Tharzianum izolatlarının farklı ortamlarda farklı gelişmeler 

gösterdikleri saptanmıştır. T4D, T2, T4A, T9, T8B, TIO, T7, T8D ve T20 

izolatları ortamların tümünde misel ve spor oluşturmuşlardır. Aesculin ile 

hazırlanan ortamın rengini tüm izolatlar koyu kırmızıya dönüştürmüşlerdir. 

Mutant T18'in aesculin içeren ortamdaki gelişimi Şekil 3.34 de, T8B'nin aesculin 

içeren ortamdaki gelişimi Şekil 3.35 de verilmiştir. 

Tween 80 hidrolizinde izolatlar ortamda mor pigment oluşturarak hızla 

gelişmişlerdir. Mutant T4A'nın tween 80 içeren ortamdaki gelişimi Şekil 3.36 da 

gösterilmektedir. Polygalaktronik asit içeren ortamda T2 I dışındaki tüm izolatlar 

misel ve spor üretmiştir. 

Aaatoıe On:;c::s~f"';ı ' 
~ ,.'f'f' T""• .... -



Çizelge 3.2 Mutant Tharzianum izolatlarının enzim aktiviteleri 

no TSD Tl S Tll T4A 

Aesculin Hidrolizi + + + + + 

Nişasta Hidrolizi + + + + + 

Tween 80 Hidrolizi + + + + + 

Jelatin Hidrolizi + + + + + 

Tellur indirgenmesi + + + + + 

Sellüloz Hidrolizi + + + + + 

Kazein Hidrolizi + + + + + 

Polypektat Hidrolizi + + + + + 

Tetrazoliuın indirgenmesi + + + + + 

Mutant Tharzianum izolatları 

T21 T4C TSB T4D 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

- + + + 

+ + + + 

T2 T9 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

T20 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

T7 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

.ı::. 
0\ 



47 

- Şekil 3.34. Mutant T.harzianum T18 suşunun Aesculin içeren ortamda gelişimi 

Şekil 3.35. Mutant T.harzianum T8B suşunun Aesculin içeren ortamda gelişimi 
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Şekil 3.36. Mutant T.harzianum T4A suşunun Tween 80 içeren ortamda gelişimi 
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3.4. Koloni Morfolojisi 

Suşların spor büyüklükleri değişiklik göstermekle birlikte T2, T7, T8B, 

T8D, Tl 1, T20 ve T21 suşlarının oluşturduğu sporların çapları2,4 ı.ım. T4A, T4C, 

T4D ve Tl8 suşlarının oluşturduğu sporların çapları 2,8 ı.ım. TIO suşunun 

oluşturduğu sporların çapı 2,3 ı.ım. olarak belirlenmiştir. Suşlardan T9 

klamidospor oluşturmuştur. Bu T9 un oluşturduğu klamidosporun çapı 7 ı.ım. 

olarak belirlenmiştir. 

3.5. Fizyolojik Testler 

Sukrozsuz-Cz agara ayrı ayrı ilave edilen laktoz, eriyebilir nişasta, 

amonyum okzalat içeren katı ortamda iyi gelişme gösteren ve yüksek RJ 

değerlerine sahip mutant Tharzianum'un T4C, T21, Tl 1, T4A, TIO, T8B, T9, 

Tl8, T2, T4D, T7 suşları ile düşük RJ değerlerine sahip T8D ve T20 suşlarının 

fizyolojik özellikleri incelenmiştir. 

Katı karbon kaynakları ile yapılan deneylerde, ortama kristal viyolenin 

eklenmesiyle mutant Tharzianum suşlarının hiçbirinde gelişme görülmemiştir. 

Karbon kaynakları bulunan sıvı ortamda, mutant T harzianum suşları renk 

değişimine neden olmuşlardır. Sitrik asit içeren ortamda T2 ve T20, etanol içeren 

ortamda mutant Tharzianum suşlarının hepsi, amonyum okzalat içeren ortamda 

ise T4A ve T4D mutant suşları mor pigment oluşturmuşlardır. Suşların hiçbiri 

laktik asit içeren ortamın rengini değiştirmemiştir (Çizelge 3.3). 

Jelatİn içeren ortamda mutant T harzianum suşlarının turuncu pigment 

oluşturdukları saptanmıştır. Bakır sülfat içeren ortamda mutant Tharzianum 

suşlarının çok iyi gelişınediği ve sadece misel ürettikleri saptanmıştır. Sıvı karbon 

kaynaklarından amonyum okzalat ve gukoz içeren besi ortamlarına inoküle edilen 

suşların diğer sıvı karbon kaynaklarına göre misel ve spor oluşturmaları geç 

olmuştur. 

Glukoz içeren ortamda mutant Tharzianum suşlarından TIO, T4C, T2 ve 

T20 mor pigment üretmişlerdir. T8D, Tl8, Tl 1, T4A, T21, T8B, T4D, T9 ve T7 

besi ortamının rengini değiştirmemişlerdir. Mutant Tharzianum'un bütün suşları 

jelatİnİ hidrolize etmişlerdir (Çizelge 3.3). 
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Çizelge 3.3. Mutant Tharzianum suşlarının karbon kaynaklarında asimilasyon reaksiyonları 

Tl O T8D T18 Til T4A T21 T4C T8B T4D T2 T9 T7 T20 

Glikozda gelişme + + + + + + + + + + + + + 
Glikozda mor renk + - - - - - + - - + - - + 
Sitrik asitte gelişme + + + + + + + + + + + + + 
Sitrik asitte spor - - - - - - - + - + - + + 
Sitrik asitte mor renk - - - - - - - - - + - - + 
Etanolde gelişme + + + + + + + + + + + + + 
Etanolde sporlanma + + + + + + + + + + + + + 
Etanolde mor renk + + + + + + + + + + + + + 
Laktik asitte gelişme + - + + + + + + + + + + -

Laktik asitte sporlanma - - - + + + - - - + - - -
Laktik asitte mor renk - - - - - - - - - - - - -
Amonyum okzalatta gelişme + + + + + + + + + + + + + 
Amonyum okzaltta sporlanma + + + + + + - + + + - + + 
Amonyum okzalatta mor renk - - - - + - - - + - - - -
Kristal viyolede sporlanma - - - - - - - - - - - - -
Bakırlı MEAda > 3,lcm çaplı + + + + + + + + + + + + + 
Koloni oluşumu 
Bakırlı MEAda 2,5-3,1 çaplı - - - - - - - - - - - - -
koloni oluşumu 
MEAda > 8cm çaplı kolon i + + + + + + + + + + + + + 
MEAda 6,5-8 çaplı koloni - - - - - - - - - - - - -
MEAda < 6,5cm çaplı koloni - - - - - - - - - - - - -
MEAda sarı pigment + + + + - - - + - - + - + 
Jelatin hidrolizi + + + + + + + + + + + + + 
Jelatİnde sporlanma + + + + + + + + + + + + + 
Esculinde sporlanma + + + + + + + + + + + + + 
Bakırlı Cz agarda > 3, I cm + + + + + - + - + + + + + 
Çaplı koloni oluşumu 
Bakırlı Cz agarda 2,5-3, lcm - - - - - + - + - - - - -
çaplı koloni oluşumu 
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Tek azot kaynağı olarak kullanılan amonyum okzalat ve sodyum nitrit 

içeren katı ortamda tüm suşlar gelişmiştir. Sıvı tek azot kaynağı olan keratinde 

suşların hiç biri gelişme göstermemiştir. Tek azot kaynağı olan glisin ve üre de ise 

tüm suşlar gelişmiş ve kırmızı pigment oluşturmuşlardır (Çizelge 3.4). 

Çizelge 3.4 Mutant Tharzianum suşlarının azot kaynaklarındaki asimilasyon reaksiyonları 

TIO T8D Tl8 Til T4A T21 T4C T8B T4D T2 T9 T7 T20 

Ürede gelişme + + + + + + + + + + + + + 
Ürede miselyum + + + + + + + + + + + + + 
Ürede sporlanma + + + + + + + + + + + + + 
Ürede mor renk oluşumu + + - + - + + + + - + + + 
Keratinde sporlanma - - - - - - - - - - - - -

Glisinde misel + + + + + + + + + - + + + 
Nitrik agarda gelişme + + + + + + + + + + + + + 
Sodyum selenit içeren Chapex- - - - - - - - - - - - - -
Dox ve MEAda gelişme 

Mutant T harzianum suşlarının farklı sıcaklık derecelerinde ve farklı pH 

ortamlarında da farklı gelişme gösterdikleri bulunmuştur. Suşların hepsi 4°C ve 

40°C de gelişmemiş ve pH 2, pH 1 O ve pH 12 olan sıvı ortamlarda misel ve spor 

oluşturmuşlardır (Çizelge 3.5). 

Çizelge 3.5 Mutant Tharzianum suşlarının farklı sıcaklık ve pH ortamlarında gelişmesi 

no T8D Tl8 nı T4A T21 T4C T8B T4D T2 T9 T7 T20 

Sporların ısıya dayanıklılığı + + + + + - + + + + + + + 
( 75 C de 5dk.) 

4 C de gelişme - - - - - - - - - - - - -

37 C de gelişme + + - - - - - - - - + - -
40 C de gelişme - - - - - - - - - - - - -
PH 2 de gelişme - - - - - - - - - - - - -

PH 10 da gelişme - - - - - - - - - - - - -
PH 12 de gelişme - - - - - - - - - - - - -
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4. TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

4.1. Mutant T.harzianum Suşlarının Antifungal Etkileri 

Trichoderma harzianum suşlarının mutasyona uğratılmasıyla elde edilen 

13 mutant suşun fungal bitki patojenlerine karşı etkinlikleri araştırılmıştır. 

Filtrat ile yapılan deneylerde Foxysporum'a mutant Tharzianum'un T7 

suşu, Fmolliforme'ye sırasıyla T4C ve T11, Fsolani'ye sırasıyla T4C ve T18, 

Fculmorum 1 'e sırasıyla T7, T8D ve T18, Fculmorum 2'ye sırasıyla T8B, T4A 

ve T18, R.solani'ye T8D, S.rolfsii'ye sırasıyla T20 ve T18, D.sorokiniana'ya T8D 

ve Tll, G.graminis var. tritici'ye sırasıyla T18 ve T8D suşlarının etkili olduğu 

saptanmıştır (Şekil 3.1-3.9). Test edilen bütün patojenlere karşı etkili tek bir 

mutant Tharzianum suşu olmamakla birlikte, Tharzianum'un T18 mutant 

suşunun filtratı diğer mutant suşların filtratlarına göre daha fazla patojene etkili 

bulunmuştur. Patojenler içinde filtratlara en dirençli olanının Foxysporum olduğu 

saptanmıştır. 

Katı besi yerinde sellofan ile yapılan deneylerde mutant T harzianum 

suşlarının tamamına yakınının patojenlere karşı oldukça etkili olduğu 

saptanmıştır. Foxysporum, Fsolani ve G.graminis var. tritici'ye, mutant 

Tharzianum suşlarının etkisi düşük olmuştur (Şekil 3.10-3.18). Benzer olarak 

Watts ve ark. [52] tarafından yapılan çalışmada, Foxysporum'un en dirençli 

fungus olduğu bildirilmiştir. Katı besiyerinde mutant Tharzianum suşlarının 

patojenlere karşı daha etkili olduğu görülmüştür. Dunlop ve ark. [53] katı besi 

ortamında Tkoningii'nin bir izolatının Gaeumannomyces graminis (Sacc) Arx 

and Oliver var. tritici Walker, R.solani, Phytophhora cinnamoni, Phytium 

middletonii, Fusarium oxysporum ve Bipolaris sorokiniana'nın saprofidik 

gelişmesini engellediğini bildirmişlerdir. Bazı araştırıcılar, sıvı kültürde modifiye 

metabolitlerin üretilebileceğini de saptamışlardır [1 2]. 

Trichoderma türleri tarafından üretilen antimikrobiyal metabolider üç sınıf 

altında değerlendirilmektedir. Bunlar; uçucu bileşikler (birçoğu izosiyanid 

sınıfından), suda çözülebilir bileşikler ve membranla sıkı bir ilişkiye giren ve 

iyonofor aktivitesi gösteren bileşikler (peptaibols) olmak üzere gruplandırılmıştır 
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[12]. Bizim çalışmamızda mutant Tharzianum suşlarının uçucu ve uçucu olmayan 

metabolitlerinin patojenlerin gelişimini inhibe ettiği saptanmıştır (Şekil 3. ı 9-

3.3 ı). Yapılan çalışmalarda, Trichoderma spp.nin uçucu ve uçucu olmayan 

metabolider ürettiği ve bu metabolitlerin çeşitli patojenleri inhibe ettiği 

gösterilmiştir [3]. Tharzianum suşlarının yaşlı kültürlerinin daha fazla metabolit 

ürettiği belirlenmiştir [ı2]. 

Çeşitli araştırıcılar Tharzianum'un etkin maddesini tanımlamaya 

çalışmışlardır. Diekinson ve ark. [54] tarafından yapılan çalışma da Botrytis 

cinerea ve R.solani'ye karşı önemli ölçüde aktivite gösteren maddenin pyridone 

olduğunu göstermişlerdir. 

Trichoderma türlerinin metabolit üretimine ait ilk bilgiler Weindling 

tarafından verilmiştir. Weindling; Tlignorum'un antimikrobiyal metabolit 

ürettiğini kanıtlamıştır [55]. Trichoderma türlerinin uçucu metabolider ürettiği 

saptanmıştır [52, 55, 56]. Trichoderma harzianum'un çeşitli suşlarının esas uçucu 

antimikrobiyal bileşik olan 6-penty-a-pyrone(6 PAP) ürettiği bildirilmiştir 

[40,55-56]. Bizim çalışmamızda da, mutant Tharzianum'un T4D, Til, Tl8, T20 

ve T21 suşlarının bitki patojenlerine karşı uçucu bileşikler üreterek, patojenterin 

gelişmelerini sınırlandırdıkları belirlenmiştir. Ancak uçucu bileşen 

tanımlanamamıştır. Antogonizmde antifungal bileşiklerin rollerinin de önemli 

olduğu bildirilmiştir. Tharzianum suşlarının 6-n-pentyl-2H-pyran-2-one (6PP, 1) 

ve dehidroanalogue-6-n-pentyl-2H-pyran-2-one ürettikleri saptanmıştır [12]. 

Tharzianum'un ürettiği bu bileşikler, Ceratocystis (Ophiostoma) u/mi (Buism) 

Nanf. ve Botrytis cinerea'nm gelişmesini engellediği yapılan çalışmalarda 

belirlenmiştir [12]. Bu bileşiklerin G.graminis var. tritici'ye karşı oldukça etkili 

olduğu bulunmuştur. Tharzianum suşlarının ürettiği metabolider bitki 

hastalıklarının kontrolünde de kullanılmıştır [55]. Bizim çalışmamızda da mutant 

Tharzianum suşlarının aynı etkiyi gösterdiği saptanmıştır. Ancak etkili bileşikler 

saptanamamıştır. 

Yine araştırıcılar farklı ortamlarda Trichoderma türlerinin viridiol, 

gliovirin, heptolitik asit gibi farklı antimikrobiyal bileşikler ürettikleri 

be I ir le miş lerdir [ 4]. 
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İlk antimikrobiyal bileşiklerin Tkoningii'nin suşlarından üretildiği 

bildirilmiştir. Tkoningii ve Tharzianum'un uçucu ve uçucu olmayan bileşikler 

ürettiği, uçucu bileşiklerin R.solani ve Heterobasidion annosum'a karşı etkili 

olduğu saptanmıştır [53]. Bizim çalışmamızda da, mutant T18 ve T21 suşları 

ürettikleri uçucu bileşiklerle R.solani'nin gelişmesini engellemişlerdir. 

4.2. Fungal İnhibisyon 

Eskişehir bölgesi topraklarından izole edildikten sonra mutant hale 

getirilen Trichoderma harzianum izolatları toprak kaynaklı bitki patojenlerinin 

neden olduğu hastalıkları azaltmada farklı etkiler göstermişlerdir (Bkz. Çizelge 

3. 1). İnhibisyon deneylerinde, Fusarium oxysporum'a karşı% 57,8 RI değeri ile 

T11, Fusarium moniliforme'e karşı% 46,2 RI değeri ile T11, Fusarium solani'ye 

karşı% 48,8 RI değeri ile T4A, Fusarium culmarum 1 'e karşı% 68,3 RI değeri 

ile T21, Fusarium culmarum 2'ye karşı % 42,9 RI değeri ile T4A, Rhizoctonia 

solani'ye karşı% 97,7 RI değeri ile T10, Drechslera sorokiniana'ya karşı% 51,5 

RI değeri ile T4C, Gaeumannomyces graminis var. tritici'ye karşı % 53,1 RI 

değeri ile T4C, Sclerotium rolfsii'ye karşı % 88 RI değeri ile T4D etkili 

bulunmuştur (Bkz. Çizelge 3.1). Mutant Trichoderma harzianum izolatlarında 

ortaya çıkan bu farklılıklar, patojenterin farklı dirençlere sahip olmalarından ileri 

gelebileceği gibi, Trichoderma harzianum izolatlarının farklı kimyasal 

üretimlerinden de kaynaklanmış olabilir. Ghisalberti ve ark. [12] da Trichoderma 

harzianum izolatlarının farklı kimyasallar ürettiklerini, mikoparazit olarak besin 

ve çevre şartlarından etkilendiklerini, patojenlerin Trichoderma harzianum 

izolatlarına farklı direnç gösterdiklerini bildirmişlerdir. Yapılan benzer 

çalışmalarda bitki patojenlerine karşı Trichoderma harzianum'un etkili olduğu 

saptanmıştır [4, 9, 57]. 

Wells ve ark. [10] tarafından; kumlu killi topraklardan izole edilen 

Trichoderma harzianum'un T35 ve T203 izolatlarının Fusarium oxysporum ve 

Sclerotium rolfsii'ye etkileri incelenmiştir. Yapılan çalışmaya göre; T35 izolatının 

Fusarium oxysporum'un gelişimini sınırlandırdığı, T203 izolatının ise Sclerotium 

rolfsii'ye karşı etkili olduğu belirlenmiştir. Bizim çalışmamızda Rhizoctonia 
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solani'ye karşı en etkili mutant Trichoderma harzianum izolatının TlO, 

Sclerotium rolfsii' ye karşı en etkili izolatın ise T4D olduğu bulunmuştur. 

Hadar ve ark. (14] tarafından yapılan bir çalışmada Trichoderma 

harzianum izo latının Rhizoctonia solani ve P.abhanidermatum'un gelişmesini 

engellediği, fakat S.sclerotium ve Fusarium oxysporum'un gelişmesine etkili 

olmadığı gösterilmiştir. Trichoderma harzianum izolatlarının bitki patojenlerine 

karşı gösterdikleri farklı inhibisyon oranlarının, izolatların patojenlere karşı seçici 

olduğu ve farklı patojenlere farklı etki göstermelerinden kaynaklandığı 

bildirilmiştir [ 14]. 

Bizim çalışmamıza dahil ettiğimiz patojenlerin hepsine etkili olan tek bir 

mutant Trichoderma harzianum suşu bulunmamakla birlikte, mutant Trichoderma 

harzianum'un T4A ve T21 suşları diğer suşlara göre daha fazla etkili olmuştur, 

bunları T4C, TlO ve Tl 1 izlemiştir. Chet ve Inbar [4] tarafından yapılan 

çalışmada da, seçilen bitki patojenlerine karşı etkili olan tek bir Trichoderma 

harzianum izolatı bulunamamıştır. Bizim çalışmamızda da, mutant Trichoderma 

harzianum'un T8D ve T8B suşlarının patojenlere karşı etkisi, diğer suşlara göre 

daha az olmuştur. 

Çalışmamızda mutant Trichoderma harzianum izolatlarının enzım 

aktivitelerini belirlemek amacıyla deneyler yapılmıştır. İzolatların ~-glukosidaz 

aktivitelerini belirlemek amacıyla yapılan aesculin deneylerinde mutant TlO, 

T8D, Tl8, Tl 1, T4A, T21, T4C, T8B, T4D, T2, T9, T20 ve T7 suşları misel ve 

spor oluşturarak aesculin içeren ortamda geliştikieri saptanmıştır (Bkz. Çizelge 

3.2). Esteraz aktivitelerin belirlenmesi için yapılan Tween 80 hidrolizi 

deneylerinde tüm izolatlar ortamda gelişmiş ve besi ortamının rengini mavi-mor'a 

dönüştürmüşlerdir. Gondona ve ark. [7] tarafindan yapılan deneylerde de, 

Trichoderma harzianum izolatlarının Tween 80 içeren ortamın rengini mavi

mor'a dönüştürdükleri bildirilmiştir. Sellülaz üretiminin belirlenmesi için Sellüloz 

hidrolizi deneyi yapılmıştır. Sellüloz içeren ortamda tüm Trichoderma harzianum 

izolatları gelişmiştir. 

İzolatların ortamda gelişme göstermelerinin enzım aktivitesine bağlı 

olduğu Lynch ve ark. (51] tarafından yapılan çalışmada saptanmıştır. Sellülozun, 

Trichoderma türlerinin endüstriyel kullanırnlarında da etkili olduğu bildirilmiştir 
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[ 51]. Proteaz aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla yapılan jelatin ve kazein 

hidroliz deneylerinde mutant suşların gelişmeleri gözlenmiştir. Tüm mutant suşlar 

jelatini hidrolize etmişlerdir. Kazein hidrolizinin mikroorganizmaların ürettiği asit 

ile ilgili olduğu ve gelişen kolonilerin etrafında beyaz bir zonun oluştuğu Bridge 

ve ark. [50] tarafından bildirilmiştir. Çalışmamızda kazein içeren ortamda tüm 

mutant suşların geliştiği belirlenmiştir (Bkz. Çizelge 3.2). 

Trichoderma türlerinin, bitki patojenlerinin hücre yapılarını ürettikleri 

sellülaz, kitinaz, glukonaz gibi enzimler ile parçalarlıkları bildirilmiştir [ 51]. Litik 

enzimler içinde, pektik maddeleri depolimerize eden enzimierin önemli olduğu 

saptanmıştır [50]. Çalışmamızdaki polygalaktronik asit içeren polypektat hidrolizi 

deneyinde; mutant Trichoderma harzianum izolatlarından T21 suşu hariç 

tümünün misel ve spor oluşturduğu görülmüştür. İzolatların polypektat hidrolizi 

deneyinde gelişme göstermelerinin ürettikleri polygalaktronazdan dolayı olduğu 

bildirilmiştir [50]. Çalışmamızda, bazı mutant Trichoderma harzianum suşlarının 

bitki patojenlerine karşı düşük etki göstermelerinin sebebi, enzim aktiviteleri ile 

ilgili olabilir. 

Çalışmamızda mutant Trichoderma harzianum suşlarından T8D ve T8B 

suşlarının gösterdikleri düşük RI değerleri nedeniyle, biyolojik kontrolde 

kullarolmasının pratik bir fayda sağlamayacağı ortaya çıkmıştır. Bu izolatların 

düşük ekstrasellüler aktivite gösterdiği, bu yüzden bitki patojenlerinin gelişmesini 

engelleyemedikleri düşünülmektedir [?].Benzer olarak yapılan bir çalışmada , RI 

değeri düşük olan suşların, diğer suşlara göre düşük düzeyde litik enzimatik 

aktivite gösterdiği ve eksik protein sağladığı bildirilmiştir [7]. Yapılan 

çalışmalarda bitki patojenlerine karşı Trichoderma harzianum'un etkili olduğu 

ortaya konmuştur [3, 4, 9, 19]. 

Biyokimyasal ve fizyolojik çalışmalar için morfolojik özelliklerin önceden 

incelenmesinin gerekli olduğu bildirilmiştir [7]. Daha önce Trichoderma 

harzianum suşları ile yapılan çalışmalarda klamidospor çapları 4-12 ı.ım., konidİa 

çapı 2-3 ı.ım. veya 1,5-2,5 ı.ım. olarak belirlenmiştir [12]. Bizim çalışmamızda tüm 

mutant suşların spor ürettiği saptanmış, spor ve klamidospor büyüklüklerinin daha 

önce yapılan çalışmalarla benzer olduğu saptanmıştır. 
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4.3. Fizyolojik Özellikler 

Trichoderma harzianum'un çeşitli besi ortamlarında değişik pigment 

ürettiği belirlenmiştir [24]. Mutant suşların sodyum selenit ve keratin içeren 

ortamda (Bkz. Çizelge 3.4) gelişme göstermedikleri, benzer çalışmalarda da tespit 

edilmiştir . Yaptığımız deneylerde suşların en çok azot kaynaklarında gelişme 

gösterdikleri belirlenmistir (Bkz. Çizelge 3.3-3.4). Tek azot veya bileşimlerini 

ıçeren ortamlarda mutant Trichoderma türlerinin gelişme gösterdikleri 

saptanmıştır. Karbon ve enerji kaynakları olarak monosakkaritler, disakkaritler, 

kompleks polisakkaritler, organik asitler, uzun zincirli yağ asidi partiküllerinde 

metanol, metil arninde ve azot kaynağı olarak amonyumu kullanınakla birlikte 

aminoasit, üre, nitrat, nitritde Trichoderma türlerinin çoğunun gelişme gösterdiği 

belirlenmiştir [21]. Trichoderma harzianum suşlarının her birinin farklı azot ve 

karbon kaynakları içeren ortamlardaki gelişmelerinin farklı olduğu belirlenmiştir. 

Bridge [58] tarafından yapılan çalışmada da, Trichoderma harzianum suşlarının 

farklı azot ve karbon kaynakları içeren ortamlardaki gelişmelerinin farklı olduğu 

bidirilmiştir. 

Genetik manüplasyon teknikleri ile Trichoderma harzianum'un 

biyokontrol aktivitesinin arttınlabileceği bildirilmiştir [59]. Biyolojik kontrolde 

kullanılan Trichoderma harzianum 'un antibiyotik üretmeyen suşları, UV ile 

mutasyona uğratıldıkları taktirde, antibiyotik üretir hale gelerek bazı patojenlere 

etkili olabileceği saptanmıştır [40]. Bizim çalışmamızda UV ile mutasyona 

uğratılan Trichoderma harzianum suşlarının etkinliklerinin değiştiği, toprak 

kökenli bitki patojenleri üzerinde önemli oranda biyolojik kontrol sağladığı 

saptanmıştır. 

Sonuç olarak, Eskişehir ve civarındaki topraklardan izole edildikten sonra 

mutasyona uğratılan Trichoderma harzianum suşlarının antifungal etkiye sahip 

olduğu ancak; bu suşların hiçbiri bitki patojenlerini tamamen inhibe edememiştir. 

Bitki patojeni funguslara karşı mutant Trichoderma harzianum 

izolatlarının bu konuda ümit vaadettiği çalışmamızda ortaya konmuştur. Bununla 

birlikte, bu suşların yaygın olarak kullanılabilmesi için ilave birçok çalışmaya 

ihtiyaç vardır. 
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Değişen ekolojik şartlar, biyolojik kontrol organizmalarının hayatta 

kalması ve populasyonlarının gelişebilmesi için genellikle uygun olmamaktadır. 

Zorunlu olarak tek bir türle yapılan biyolojik kontrol, çoğu ortamda değişik 

mikroorganizmaların bulunması sebebiyle, genellikle yeterli sonuç vermemektedir 

[3, 7]. Bununla birlikte, biyoloj ik kontrol; kimyasal mücadelenin mümkün 

olmadığı birçok durumda da başvurolabilecek etkili bir yoldur. Biyokontrol 

ajanları olarak kullanılan mikroorganizmalar, kimyasal ilaçlar gibi ortamda birikip 

toksisite oluşturmazlar. Aynı zamanda da, fazla masraf gerektirmemektedir. Bir 

çoğu da, insanlar üzerinde patojen olmadığı için insanlara zarar vermez ve 

herşeyden önemlisi çevreyi kirletmezler. 

Doğanın kendi kontrol gücünün kullanılması temel yöntemdir. Bu, aynı 

zamanda sürdürelebilir yaşamın da temel anahtarıdır. Bu yöntemle, doğa 

dengesinde bulunan doğal düşmanlarının antogonistler tarafından 

populasyonlarının sınırlandırılması ile ürün gelişmesinin teşvik edilmesi veya 

hastalıklara duyarlı ürünlerin kullanılmaması yoluyla zararlı populasyonların 

azaltılmasını amaçlamaktadır. 

Biyokontrolün, çevresel ve ekonomik anlamda çok büyük öneme sahip 

olduğu yadsınamaz bir gerçektir. Bu amaçla kullanılmasının etkili olacağı 

düşünülen Trichoderma harzianum suşları ile bunların mutant suşlarının 

etkilerinin karşılaştırılmasının faydalı olacağı düşünülmektedir. Ayrıca, 

Trichoderma harzianum izolatlarının bitki patojenlerine karşı gösterdikleri farklı 

inhibisyon oranlarının, izolatların patojenlere karşı seçici olduğu ve farklı 

patojenlere farklı etki göstermelerinden kaynaklandığı göz önüne alındığında, 

Trichoderma harzianum suşları ile bunların mutant suşlarının kombine 

kullanımları sonucunda oluşabilecek sinerjik etki artışı/azalışının da incelenmeye 

değer olduğu düşünülmektedir. 

Mutant Trichoderma harzianum suşları, bitki patojenlerinin gelişmesini 

değişik mekanİzmalarla engellemektedir. Çalışmamızda elde ettiğimiz bulgulara 

göre; Fusarium oxysporum ve Fusarium moniliforme'e karşı Tll, Fusarium 

solani ve Fusarium culmarum 2'ye karşı T4A, Fusarium culmarum 1 'e karşı T21, 

Rhizoctonia solani'ye karşı TlO, Drechslera sorokiniana ve Gaeumannomyces 

graminis var. tritici 'ye karşı T4C ve Sclerotium rolfsii'ye karşı T4D mutant 
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suşları etkili olarak bulunmuştur. Bu mutant suşların biyolojik kontrol 

çalışmalarında kullanılabileceği belirlenmiştir. 
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