ANADOLU, J. of AARI
19(2) 2009, 49 - 72

MARA
RHIZOCTONIA SOLANI’NIN FUNGAL ANTAGONISTLERININ
BELIRLENMESI UZERINDE ARASTIRMALAR
Mehmet Hadi AYDIN Giilay TURHAN
Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
35040 Bornova-Izmir/TURKEY Bitki Koruma Boliimii

35100 Bornova-izmir/TURKEY

OZ: Bu ¢alismamin amaci, Tiirkiye'de mikroorganizma varligi yéniinden farkl olabilecegi
diisiiniilen dokuz farkl bélgeden alinan toprak drneklerinden, farkl yontemler kullanilarak R. solani
Kiihn 'min_fungal antagonistlerinin izole edilmesi ve etkilerinin in-vitro testlerle kanitlanmasidir. Izolatlarin
antagonistik ozelliklerinin belirlenmesi i¢in, ikili kiiltiir yontemi kullanilmis; patojen kolonisinin iizerinde
gelisme gosteren veya onun gelisimini engelleyen izolatlar antagonist olarak segilmistir. Se¢ilmig izolatlar,
besleyici degeri 10 kez zayiflatilmis PDA ortaminda yine patojenle karsilikli olarak gelistirilmis;
mikroskopik incelemede patojen hiflerini saran ve penetre edenler mikoparazitik etkili antagonistler olarak
degerlendirilmistir. Bu ¢calismada R. solani’ ye karsi antagonistik etkili oldugu saptanan 320 izolattan 257
tanesinin 14 farkl Trichoderma tiiriine ait oldugu belirlenmis ve bunlar T. asperellum Samuels, Lieckf.&
Nirenberg, T. atroviride Bissett., T. crassum Bissett., T. croceum Bissett , T. gamsii Samuels & Druzhin ,
T. hamatum (Bonard.) Bainer, T. harzianum Rifai, T. inhamatum Veerkamp & W. Gams, T. neokoningii
Samuels & Soberanis, T. spirale Bissett, T. strigosum Bissett, T. tomentosum Bissett, T. virens J.H., Mill.,
Giddens & A.A Foster ve T. viride Pers. olarak tanilanmistir. Bu tiirlerden T. harzianum, T. viride, T.
hamatum ve T. virens (= G. virens) disindaki 10 Trichoderma tiri Tiirkiye igin ilk kayuar. T. crassum, T.
croceum, T. gamsii, T. inhamatum, T. neokoningii, T. strigosum ve T. tomentosum 'un Rhizoctonia nin
antagonisti oldugu da ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

Anahtar Sozciikler: Patates, Rhizoctonia solani, antagonist izolasyonu, fungal antagonistler.

STUDIES ON DETERMINATION OF FUNGAL ANTAGONISTS OF
RHIZOCTONIA SOLANI

ABSTRACT: The objectives of this study were to isolate the fungal antagonists of R. solani
Kiihn by using several techniques to determine their antagonistic efficacy towards this pathogen in vitro.
All of the antagonistic isolates used in this study were obtained from soil samples collected from nine
different localities in Turkey. Interferences between R. solani and potential antagonists were studied in
dual cultures. The two colonies were grown in juxtaposition to each other. Hyperparasitic isolates
growing through R. solani colonies and covering it completely, or exhibiting high antibiotic activity against
the pathogen were taken up for further investigations. Selected isolates and R. solani were grown on ten
fold diluted PDA in juxtaposition to each other. After the colonies made contact, the mode of parasitism
was investigated by using light microscopy. The 85 % of the total antagonistic isolates (320) obtained in
this study were determined to be belonging to 14 Trichoderma spp. Among them T. asperellum, T.
atroviride, T. crassum, T. croceum, T. gamsii, T. inhamatum, T. neokoningii, T. spirale, T. strigosum
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and T. tomentosum were isolated for the first time in Turkey. Furthermore, there seems to be no
information so far, about the antagonistic activity of T. crassum, T. croceum, T. gamsii, T. inhamatum, T.
neokoningii, T. strigosum and T. tomentosum against Rhizoctonia at all. Using light microscopy, tight
coiling by the mycoparasite around the R. solani hyphae could be observed. Tips of the hyphal branches
often invaded the host by direct penetration.

Keywords: Potato, Rhizoctonia solani, isolation of antagonist, fungal antagonists.

GIRIS

Rhizoctonia solani Kiihn. birgok kiiltiir bitkisinde ozellikle toprak alti
kisimlarinda ¢esitli hastaliklara neden olan ve her yerde bulunabilen bir patojendir.
Genel olarak cokerten, kok ve kdkbogazi ciiriikligii, yaprak ve govde yanikligina
neden olmaktadir (Carling ve ark., 1994). Baslica konukgular1 patates, karanfil,
karnabahar, arpa, bugday, patates, biber, domates, nohut, yesil fasulye, soya, tiitiin,
seker pancari, yonca, havug, karanfil, vb. gibi kiiltiir bitkileridir. Yillarca organik
materyalde miselyum olarak, toprakta ise sklerot olarak canli kalabilmesi nedeniyle
miicadelesinde zorluklar yasanmaktadir (Boosalis ve Scharen 1959). Yine besinlerin
iizerinde hizli gelismesi, koklerin yilizeyinde geliserek kolonize olmasi ve enfeksiyon
bolgesinde epidermal hiicreleri hizli bir sekilde istila edebilmesi ile giiclii bir patojen
ozelligi gostermektedir. Bu fungusun ¢ogunlugu patatesle ilgili olarak 13 anastomosis
grubu (AGs) tanimlanmistir (Carling ve ark., 2002). Bu gruplarm hastalik olusturma
yetenegi ayni bitkide ya da bitkiden bitkiye degisiklik gosterebilmektedir. Bunlardan
AG-3 patatesin gdvdesi lizerinde ve stolonlarda nekrozlara, yine yumru iizerinde
sklerot olusumuna; AG-4 ise patateste c¢okerten ve govde nekrozlarina neden
olmaktadir (Sneh, 1996).

R. solani gibi miicadelesi zor olan toprak kokenli etmenlere Kkarst
antagonistlerin belirlenmesi ve biyolojik c¢alismalarda kullanilmasi konusu uzun
yillardan beri arastirilmaktadir. Weindling (1932), R. solani’ye karst Trichoderma
viride’nin (=T. lignorum) parazitik aktivitesini belirlemede ilk kaydi yapmuistir.
Karbondioksit ile fumige edilmis toprakta 7. viride’nin Armillaria mellea’dan daha
hizli kolonize oldugunu ve limon bitkisinin koklerinde patojeni kontrol ettigini
bildirmistir. Diinya’da  1980°’li  yillardan beri  biyolojik  biyopreparatlar
gelistirilmektedir. Rhizoctonia solani’ye karst cogunlukla Trichoderma spp.,
Gliocladium spp., binlkleit Rhizoctonia, Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
Streptomyces spp. vb. antagonistlerle daha ¢ok calisilmaktadir (Trillas ve ark., 2006).

Biyolojik savas kisaca, bir patojenin hastalik olusturmayan baska bir canli
mikroorganizma ile baski altina alinmasidir. Fitopatojen mikroorganizmalara karsi
diger mikroorganizmalar kullanilarak, bitki hastaliklarinin biyolojik kontrolu
konusunda bugiine degin pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu ¢alismalar incelendiginde,
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toprak mikroflorasi icinde &zellikle bitki koklerinde patojen funguslara karsi biyolojik
kontrol ajani olarak timit veren funguslarin basinda Trichoderma tirlerinin geldigi
goriiliir (Boosalis,1964; Wilhelm,1973; Baker ve Cook, 1974; Lockwood,1977; Cook
ve Baker, 1983). Trichoderma spp.’nin biyolojik savasimdaki rolii antibiosis,
hiperparazitizm ve yarisma gibi biyolojik savas mekanizmalarinin birlikte etkilesimi
olarak aciklanabilir. Trichoderma tiirlerinin R. solani gibi 6nemli toprak kokenli
fitopatojen funguslar1 kontrol edebilecek diizeyde olduklari, ge¢misten giiniimiize
kadar yapilan bazi ¢aligmalarda agiklanmistir (Dennis ve Webster, 1971; Chet ve
Baker, 1980; Elad ve ark., 1980; Chet ve Baker, 1981; Bell ve ark., 1982).

Uzun yillar boyunca yapilan ¢aligmalarda arastiricilar R. solani’nin bir ¢ok
antagonistini belirlemislerdir. Roy (1989), yayinladigi bir derlemede, o tarihe kadar
yapilan caligmalar1 degerlendirmis ve patojenin bazi antagonistlerini bu yaymninda
belirtmistir. Bu fungal antagonistler Aspergillus clavatus, A. fumigatus, A. niger, A.
terreus, Epicoccum nigrum, Fusarium solani, Gliocladium roseum, Laetisaria arvalis,
Myrothecium sp., Penicillium cyclopium, P. ehrlichii, P. funiculosum, P.
vermiculatum, Penicillium sp., Pseudocercosporella herpotrichoides, Pseudoeurotium
multisporum, Pythium oligandrum, Trichoderma aureoviride, T. hamatum, T.
harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. polysporum, T. pseudokoningii, T.
viride, Trichoderma spp., Verticillium biguttatum, V. lammellicola, V. lecanii, V.
nigrescens, V. psalliotae, V. sphaerospermum ve V. tenerum’ dur. Tiirkiye’ de yapilan
bazi arastirmalarda diinyada R. solani’nin bilinen antagonistlerine yenileri
eklenmistir: Streptomyces ochraceiscleroticus, S. nobilis (Turhan, 1981; Turhan ve
Turhan, 1989), Neocosmospora vasinfecta var. africana (Turhan and Grossmann,
1988), Acrophialophora levis (Turhan ve Grossmann, 1989), Botryotrichum
piluliferum, Coniothyrium sporulosum, Dicyma olivacea, Gliocladium catenulatum,
Stachybotrys  chartarum, S. elegans, Stachylidium bicolor, Verticillium
chlamydosporum (Turhan, 1990, 1992; Turhan ve Turhan, 1993) ve Cylindrocarpon
olidum (Turhan, 1994). Keza, Turhan ve Grossmann (1994), 5 Myrothecium tiiriiniin
(M. carmichaelii, M. cinctum, M. roridum, M. tongaense ve M. verrucaria) R. solani
iizerinde antibiyotik ve mikoparazitik etkiye sahip oldugunu saptamistir.

Biyolojik miicadelede kullanilan antagonistler, bitkilerin farkli organlari,
kok, meyve, yaprak vs. kisimlarindan izole edilebildigi gibi degisik cografyalardaki
fiziksel ve kimyasal zellikleri farkli topraklardan degisik metotlar kullanilarak izole
edilebilmektedir. Samuels (2006), tarafindan yapilan ve bir¢ok arastirma sonuglarinin
degerlendirildigi bir derlemede, Trichoderma tiirlerinin bir ¢ok yorede ve toprakta
yaygin olarak bulundugu belirtilmekte; tiirlerin cografik yayiliminin 7. harzianum ve
T. asperellum gibi ya genis ve sinirsiz ya da 7. viride’de oldugu gibi sinirli oldugu;
yine T. polysporum ve T. minutisporum tiirlerinin daha c¢ok soguk topraklarda
bulundugu; T. aureoviride’nin Ingiltere ve Kuzey Avrupa’da smirh goriildiigii; ticari
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seliilaz enzimi tretimi igin iyi bir tiir olan 7. reesei’nin son dénemde sadece Pasifik
bolgesinde, Solomon adalarinda canvas materyalinden izole edilebildigi; genus iginde
yayilmasi en sinirlt olan tiirlerden 7. stromaticum’un sadece Amerika kitasinda
tropikal bolgede kakao agaglarinda tespit edildigi ve bu agaglarda dnemli bir hastalik
etmeni olan Crinipellis perniciosa’ye karst etkili oldugunu, ayrica onun varliginin,
antagonistin orda bulunmasinin nedeni olabilecegi bildirilmistir.

Bu c¢alismada Tirkiye’nin, mikroorganizma varligi yoniinden farkl
olabilecegi varsayilan degisik yer ve plantasyonlarmndan toprak ornegi alinmis ve
farkli yontemler kullanilarak R. solani’nin antagonistleri izole edilmistir. Bu
antagonistlerin in-vitro’da patojene karsi etkileri arastirilmistir.

MATERYAL VE METOT
MATERYAL

Calismanin materyalini Cizelge 1’de 6zellikleri belirtilen yerlerden alinan
toprak Ornekleri; hastalikli patates bitkisi ve yumrulari, orijinal R. solani izolatlar1 ve
bu patojenin orijinal, antagonistik fungal izolatlar1 ile bazi besin ortamlari
olusturmustur.

Calismada Kullanilan Toprak Ornekleri
Tiirkiye’nin, mikroorganizma varligi yoniinden farkli ozellikte oldugu
varsayilan 9 yoresinden toprak ornekleri alinmistir. Bu 6rneklerin alindigi yoreler

Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Antagonist izolasyonu igin segilen toprak drnekleri.
Table 1. Soil samples selected for antagonist isolation.

Ornek no Almdig1 yer *Topragin en belirleyici 6zelligi Simge
Sample number Origin Most typical feature of soil Symbol
1 Van Goliin suyundan etkilenmis topraklar VG
2 Pamukkale/ Travertenlere bitisik konumlu, yogun kalkerli | PT
Denizli topraklar
3 Konya Tuz Go6lii sularindan etkilenmis topraklar TZ
4 Fethiye/Mugla Giinlik ormanlarinda organik maddece zengin orman | LO
alt1 topraklari
5 Keban /Elaz1g Keban Baraji ¢evresi topraklari KEB
6 Karacadag Volkanik dag bélgesi topraklari KB
/Diyarbakir
7 Altinova/ Patates tarimina uygun, kumlu topraklar A
Balikesir
8 Odemis/Izmir R. solani’nin sorun olmadi patates tarlasi topraklar1 | OT
9 Bozdag/Manisa R. solani’nin sorun olmadig patates tarlasi topraklari BOZ

*Toprak Orneklerinin analiz sonuglar1 Ek Cizelge 1’°de verilmistir.
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Cahismada Kullanilan Besin Ortamlari
PDA Ortamm

Ayiklanmig 200 g patates kiiciik pargalar halinde dogranarak 1,0 1 destile
suda haglanmig ve birkag kat tiilbenten siiziilerek suyu alinmistir. Sonra 20 g sakkaroz
ve 15 g agar patates suyuna eklenmis ve otoklavda 121 °C’de, 15 dk tutularak sterilize
edilmistir.

Zayif Ortam

Bu ortam 20 g patatesin haslanip siiziilmesi ve siiziintiiye 2 g sakkaroz, 15 g
agar ilavesiyle hazirlanmig, yani on kez zayiflatilmis bir PDA ortamudir.

Gelistirilmis PDA Ortam

PDA besin ortammna 32 mg/l Rose-Bengal eklenerek iyice karistirilmis ve
otoklavda sterilize edilmistir. Sterilize ortamin sicakligi 45 °C ’ye diistiikten sonra,
birkag¢ ml steril destile suda eritilmig 200 mg Streptomycin sulphate ilave edilmistir.

Tolclofos Methyl Katkih Gelistirilmis PDA Ortam

Bu ortamm geligtirilmis PDA ortamindan farki 6 mg/l Rizolex de
igermesidir. Bunun i¢in, 60 mg Rizolex (% 50 tolclofos methyl) 60 ml % 95,5 lik etil
alkol iginde iyice eritildikten sonra pipetle 10 ml ¢ekilerek, sicakligi 45 °C’ye diismiis
steril, Rose-Bengal’li ve antibiyotikli PDA ortamina eklenmistir.

METOT

Denemelerde Kulanilan R. solani izolatimn Secimi

R. solani izolatlari, Izmir ili patates ekim alanlarinda hastalikli patates
bitkilerinin kok ve kok bogazlarindan elde edilmis ve denemelerde kullanilan izolatin
anastomosis grubu, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’nden
Prof. Dr. Erkol DEMIRCI tarafindan AG-4 olarak belirlenmistir.

Antagonist izolasyonu icin Toprak Orneklerinin Alnmasi

Toprak ornekleri, Tiirkiye’nin, mikroorganizma varligi yoniinden farkl

ozellikte oldugu varsayilan 9 ydresinde, hem patates tariminin yapildigi hem de
patatesle ilgisi olmayan alanlardan alinmustir (Cizelge 1). Patates iretiminin
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yapilmadig1 yorelerde 6rnekleme alanimi temsil edecek sekilde 10 farkli bolgeden ve
her bolgenin de en az 25 farkli noktasindan toprak Ornekleri alinmigtir. Patates
tarimmm  yapildigi Izmir ili Odemis ve Bozdag’da ise, hasat donemindeki
gozlemlerde iizerinde R. solani sklerotlarinin bulunmadigi veya az goriildiigii en az 10
tarlardan 6rnekler alinmistir.

Biitiin bolgelerde toprak 6rnekleri, topragin st tabakasi siyrildiktan sonraki
5-10 cm’lik kismindan alinmuis, karistirilarak pacal haline getirilmis ve iicer adet 10
kg’lik toprak bez torbalara konulup etiketlenerek laboratuara getirilmistir. Yine bu
topraklarm fiziksel ve kimyasal dzellikleri Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak
Boliimiinde analiz yapilarak belirlenmistir (Ek Cizelge 1).

Toprak Orneklerinden Antagonist izolasyonu

Farkli yorelerden alnan topraklardan R. solani’ye antagonistik etkili
funguslarin izolasyonu i¢in asagidaki yontemler kullanilmistir:

Topragi Sulandirma Yéntemi (Dhingra and Sinclair, 1986)

Laboratuvara getirilen toprak orneklerinden 10 g tartilarak, 100 ml’lik
erlenmeyer igindeki % 01,5 oraninda agar igeren 90 ml steril destile suya aktarilmis
ve calkalayicida 80 devir/dk hizla 30 dk siireyle ¢alkalanmistir. El ile calkalamaya
devam edilirken, bu suspensiyondan, steril pipetle 10 ml ¢ekilmis ve 90 ml’lik ikinci
agarlt steril suya aktarilmigtir. Bu igleme, seyreltme orani 1/500.000 - 1/1.000.000
oluncaya kadar devam edilmistir. Bu sirada 250 ml’lik erlenlerde steril halde ve 45 °C
de bekletilen gelistirilmis PDA ortamima, son ¢ozeltiden 1 ml eklenerek petri
kaplarma paylastirtlmistir.

Rhizoctonia Sklerotlarinin Calkalama Suyundan Antagonist izolasyonu

Hasat doneminde Izmir bolgesinde hastalikli tarlalardan, etmenin
sklerotlariyla yogun olarak bulasik ve skala degeri 3 olan (Anonim, 1996) yumrular
almip laboratuvara getirilmis ve toprak drneklerinin bulundugu saksilara 10’ar adet
olacak sekilde gomiilerek 20 £ 2 °C’de en az 3 hafta bekletilmistir. Daha sonra
yumrular ¢ikartilarak tstiine yapismis toprak pargalari firga ile uzaklastirilmig ve
bistiiri ile kazinarak elde edilen 1-2 g arasinda sklerot 250 mI’lik erlen igindeki 100
ml steril suda 80 devir/dk hizda 30 dk siireyle calkalanmistir. Bu siire sonunda,
calkalama suyundan steril pipetle aliman birer ml 6rnek, erlenlerde steril ve 45 °C
sicaklikta bekletilen gelistirilmis PDA ortamina (100 ml) eklenerek petri kaplarma
taksim edilmistir. Inkiibatérde 25 + 1 °C’de gelismeye birakilan petri kaplari
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potansiyel hiperparazit kolonilerinin varligi acisindan izlenmis ve gelisen
kolonilerden tiiplere izolasyon yapilmistir.

) Patojen Kiiltiiriiniin Tuzak Olarak Kullanilmasiyla Antagonist
Izolasyonu

R. solani, PDA ortaminda inkiibatorde 4-7 giin gelistirilmistir. Gelisen
kiiltiirlerin iizeri ince bir tabaka halinde toprakla kaplanmis ve inkiibatérde 22-25
C’de 10-15 giin bekletilmistir. Daha sonra, kiiltiirlerin tizerindeki toprak silkelenmis;
alttaki Rhizoctonia kiiltlirii steril su ile yikanmis ve sonra kork-borer ile kesilen 5
mm’lik diskler Rizolex ilag katkili Rose Bengal’li PDA ortamima aktarilarak
inkiibatorde 3-5 giin gelismeye birakilmistir. Gelisen muhtemel antagonist adaylari
daha sonra tiiplerde saflastirilmistir.

Yumru Uzerindeki Rhizoctonia Sklerotlarindan Antagonist izolasyonu

Bunun igin toprak drneklerinin bulundugu saksilarda gémiilii olarak en az 3
hafta 20 + 2 °C’de bekletilmis yumrularin iizerindeki sklerotlar bistiiri ile almarak
gelistirilmis PDA ortamma ¢ok sayida aktarildiktan sonra inkiibatorde 3-5 giin
gelismeye birakilmis ve gelisen muhtemel antagonist adaylari tiiplere aktarilmistir.

Antagonistik Etkinin Kamtlanmasi

Aciklanan yontemler kullanilarak elde edilen funguslarin R. solani’nin
antagonisti olup olmadigini kesin olarak belirlemek i¢in gerek PDA ortamina, gerekse
1/10 oraninda seyreltilmis zayif PDA ortamina karsilikli olarak ekilen bu funguslar
ile patojen, ikili kiiltiirler halinde makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir.
PDA ortaminda R. solani karsisinda gelisen fungus ilerlemeye devam ederek onun
iizerinde yayilma gosteriyorsa; ayrica 1/10 oraninda seyretilmis PDA ortaminda
kargilikli gelisen ikili arasindaki etkilesiminin mikroskopta incelenmesi sonucunda
fungus, R. solani hiflerini sarmalayip penetre edebilme yeteneginde ise hiperparazit
olarak kabul edilmistir. Hiperparazitik 6zellige sahip bu funguslar etkilerinin daha
ayrimtili incelenmesine yonelik in vitro ¢alismalarda kullanilmak iizere PDA’l1 tiiplere
aktartlmustir.

Antagonistik izolatlarin Tanilanmasi
Calismada izole edilen antagonist funguslar, teshis i¢in gruplandirilmistir.
Bunu i¢in PDA ortaminda gelisen antagonist funguslarin renk, koloni goriintiisii,

gelisme hizi vb. gibi makroskobik oOzellikleri dikkate alinmigtir. Yine antagonist
funguslarin tanima esas, ayrintili 6zellikleri mikroskopta incelenerek genus diizeyinde
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tanimlar1 yapilmustir. Tiir diizeyinde tanim i¢in, gruplandirilmis izolatlardan 120 adet
segilmistir. Tanimlar Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’nden
Prof. Dr. Giilay TURHAN, CBS Fungal Biodiversity Center (Hollanda)’ dan Prof.
Dr. Walter GAMS ve United States Department of Agriculture, Agricultural Research
Service, Systematic Botany and Mycology Laboratory, Beltsville (Amerika Birlesik
Devletleri)’ den Prof. Dr. Gary SAMUELS tarafindan yapilmistir.

Antagonistik Aktivitenin Belirlenmesine Yonelik In-Vitro Calismalar

Toprak orneklerinden izole edilen antagonistlerin, in-vitro da R. solani’ye
kars1 etkinliklerini belirleme ¢alismalari iki agsamali olarak yiiriitiilmiistiir.

Birinci agsamada, eldeki materyalin fazlaligi nedeniyle antagonist izolat
sayilarin1 azaltmaya yonelik elemeler yapilmis; her bolgenin topraklarindan elde
edilen antagonistler 6nce kendi aralarinda degerlendirilmistir. ikinci asamada ise,
birinci asamada her toprak Orneginden R. solani’ye en etkili goriiliip segilen
antagonistik izolatlar ayn1 zaman diliminde birlikte denenmistir. Bunun i¢in R. solani
ile antagonistler PDA fizerinde karsilikli gelistirilmis; antibiosis i¢in antagonist aday1
izolat ¢izgi seklinde, test patojeni nokta halinde; hiperparazitizm igin ise hem test
patojeni hem de antagonist adayir nokta seklinde ekilmistir. Ayrica antibiosis
denemelerinde, antagonist adaylar1 ekildikten iki giin sonra test patojenin ekimi
yapildig1 halde, mikoparasitizm gozlemlerinde ikilinin ekimi ayni giin yapilmustir.
Biitiin denemelerde inkiibator sicakligi 22-24 °C de tutulmustur.

Calisma, 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilmis; ikili kiiltiirlerin gelistigi her petri
kabi bir tekerriir kabul edilmistir.

Degerlendirme zamani olarak, antibiosis i¢in, R. solani kolonisinin bir
antagonist tarafindan tamamen engellendigi ilk giin; mikoparazitlik i¢in ise koloninin
bir antagonist tarafindan ilk kez tamamen kaplandig1 giin esas alimmustir. Antibiyotik
aktivite engelleme zonu genisligine, mikoparazitik aktivite ise R. solani kolonisinin
antagonist tarafindan kaplanma hizi ve yogunlugu dikkate alinarak Turhan (1990)’1n
onerdigi asagidaki skalaya gore yapilmistir:

Antagonistik Aktivitenin Degerlendirilmesinde Kullanilan Skala (Turhan,
1990).

CKA, CKH : Cok giiglii antibiosis ya da mikoparazitizm: Engelleme zonu 10
mm’den genis, ya da antagonist patojen kolonisini biitiiniiyle ortmiis.

KA, KH: Giigli antibiosis ya da mikoparasitizm: Engelleme zonu 7-10 mm ya
da antagonist patojen kolonisi tizerinde giiglii bir gelisme gosteriyor.
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A, H: Orta derecede antibiosis veya orta derecede mikoparasitizm: Engelleme
zonu 3-6 mm ya da antagonistin patojen kolonisi iizerindeki gelisimi kolayca
farkediliyor.

ZA, ZH: Zayif antibiosis ya da zayif mikoparazitizm: Engelleme zonu 3
mm’den dar, antagonistin patojen kolonisi Tlizerinde oldukca zayif gelistigi
farkediliyor.

L: Eritici (lytic) etki

O: Goriilebilir hig bir etki yok.

BULGULAR
izole Edilen R. solani Antagonistleri

Calismada, Cizelge 1’de ozellikleri belirtilen topraklardan ¢ok sayida ve
degisik fungal izolat elde edilmistir. Bu funguslar PDA besi yerinde patojen ile
birlikte ikili kiilttirler halinde karsilikli olarak ekilmis; patojenin lizerinde gelisme
gosteren veya gelisimini engelleyen funguslar antagonist adayi olarak ayrilmigtir. Bu
antagonist adaylar1 1/10 oraninda seyreltilmis PDA ortaminda yine patojenle karsilikli
olarak ekilmis; mikroskobik incelemede patojen hiflerini saran ve penetre edenler
mikoparazitik etkili olarak degerlendirilmis ve R. solani’nin antagonisti olarak,
calismalarda kullanilmak iizere ayrilmistir. Bu &zellikte olmayan funguslar ise
elemine edilmistir. Boylece c¢alisilan topraklardan antagonistik 6zellik gosteren
toplam 320 izolat elde edilmistir. Her bolge topragindan elde edilen antagonistler
kendi i¢inde makroskobik ve mikroskobik olarak incelenip gruplandirilmis; daha
sonra genus diizeyinde tanimlar1 yapilmustir. Cizelge 2’de toprak orneklerinden izole
edilen R. solani antagonistleri ve bunlarin sayisal degerleri verilmistir.

Farkli toprak orneklerinden toplam 320 izolat elde edilmistir. Bunlarin 72
adedi Van Golii gevresi topraklarindan, 52 adedi Diyarbakir-Sanliurfa illeri arasinda
bulunan volkanik Karacadag bolgesi topraklarindan ve 51 adedi Fethiye-Marmaris
arasinda yer alan giinliik ormanlarinin topraklarindan izole edilmistir. Van Goli
¢evresinden alinan Orneklerden, basta Trichoderma’lar olmak {izere, tanimi
yapilamayanlar hari¢ 6 degisik genustan antagonistler elde edilmistir. Tuz Goli
cevresi topraklarindan elde edilen toplam 26 antagonistik izolat 6 farkli genusa aittir.
Incelemeye alman 9 farkli bolgenin toprak orneklerinden izole edilen antagonistlerin
-tanimi yapilamayanlar harig- 12 farkli genustan olduklar1 belirlenmis; bu izolatlardan
% 82.5’inin Trichoderma, % 5.0’inin Gliocladium, % 4.6’smin  Penicillium, %
2.8’inin  Fusarium ve % 5.0’nin de diger genuslara ait olduklar1 anlasilmistir (Cizelge
2, Sekil 1).
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Cizelge 2. Toprak orneklerinden izole edilen antagonistler ve bunlarin sayisal

degerlendirmesi.

Table 2. Antagonists isolated from soil samples and their quantitive evaluation.
Antagonistik izolatlar Antagonist izolasyonunda kullamlan toprak 6rnekleri Toplam
Antagonistic isolates Soil samples used for isolation of antagonists Total

*VG PT TZ LO KEB KB A oT BOZ
Trichoderma spp. 59 14 15 38 18 48 18 21 33 264
Gliocladium spp. 2 5 5 2 2 16
Penicillium spp. 3 1 6 2 3 15
Fusarium spp. 2 2 3 2 9
Phoma sp. 1 1
Chaetomium sp. 1 1
Geotrichum sp. 1 1
Phytium sp. 2 2
Spicaria sp. 1 1
Ulocladium sp. 1 1
Paecilomyces sp. 1 1
Populaspora sp. 1 1
Teshis edilmeyen 5 2 7
Toplam 72 15 26 51 26 52 21 22 35 320

*Simgelerin anlamu Cizelge 1°de agiklanmustir.
* Meaning of symbols are described in Table 1.

®0,3% ®0,3% 00,6% ®0,3%

M0,3%
00,3% 00,3%
02,8%
04,7% 00,3%
B50% |2 2%
082,5%

@ Trichoderma spp. ® Gliocladium spp. O Penicillium spp. O Fusarium spp.
| Phoma sp. @ Chaetomium sp. ® Geotrichum sp. O Phytium sp.
W Spicaria sp. ® Ulocladium sp. 0O Paecilomyces sp. O Populospora sp.
B Teshis edilmeyen

Sekil 1. Antagonistik izolatlar iginde genuslarmn orani.
Figure 1. Rate of genera among antagonistic isolates.

Tiir diizeyindeki tanimlarda Gliocladium tirinin G. roseum Bainier,
Fusarium tirlerinin Fusarium solani (Mart.) Sacc. ve Fusarium culmorum (W.G.
Sm.) Sacc.; Pythium tiriiniin ise Pythium oligandrum Drechsler oldugu saptanmis; en
fazla izolati elde edilen antagonist genus olan Trichoderma’nin 14 farkli tiird
tanimlanmustir (Cizelge 3).
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Cizelge 3. izole edilen Trichoderma tiirleri.

Table 3. Trichoderma species isolated.

Sira no Trichoderma tiirleri

Number Trichoderma species

T. asperellum Samuels, Lieckf.& Nirenberg.
T. atroviride Bissett.

T. crassum Bissett.

T. croceum Bissett.

T. gamsii Samuels & Druzhin.

T. hamatum (Bonard.) Bainer.

T. harzianum Rifai.

T. inhamatum Veerkamp & W. Gams.

T. neokoningii Samuels & Soberanis.

T. spirale Bissett.

T. strigosum Bissett.

T. tomentosum Bissett.

T. virens (G. virens) J.H., Mill., Giddens & A.A Foster.
T. viride Pers.

O 03O L =~ W~

e G —,
AW —=O

Antagonistik Aktivitenin Belirlenmesine Yonelik In-Vitro Calismalar

Antagonistlerin  in-vitro’da R. solani’ye karst etkilerini belirleme
calismalarma, farkli oOrnekleme yerlerinden alinmis topraklardan elde edilen
antagonistlerin kendi iginde makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirilmesiyle
baslanmistir. Daha sonra etkisi giiglii olan, ayn1 zamanda da farkl: tiirlerden oldugu
belirlenen 120 izolat (Cizelge 4) denemeye almmustir. izolatlarin segiminde, farkli
toprak orneklerini temsil etmelerine, farkl: tiirleri kapsamalarma ve 6n ¢alismalarda
belli oranda etkili olmalarina 6zen gdsterilmistir.

Antibiyotik iireterek patojeni engelleme Ozelligine sahip Penicillium spp.
izolatlart PDA’ya ¢izgi halinde, hem hiperparazitik hem de antibiyotik etkili olan
diger antagonistler ise nokta halinde, R. solani ile karsilikli olarak ekilmisgtir.
Degerlendirme, hiperparazitin R. solani kolonisini kaplama siireci ya da patojenin
koloni gelisiminin engellenme derecesine gore yapilmustir.
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Cizelge 4. Antagonistlerin in-vitro’da R. solani’ye kars1 etkileri.
Table 4. Efficiency of antagonists against R. solani in vitro.

Skala degeri (Turhan, 1990)
Scale value

Sira no Antagonist 1. tek. 2. tek. 3. tek. 4. tek.

Number 1. rep. 2. rep. 3.rep 4. rep.
1 T. harzianum* LO4 **KH+A KH+A KH+A KH+A
2 T. strigosum LO8 H+A H+A H+A H+A
3 T. neokoningii LO10 KH KH KH KH
4 T. strigosum LO12 KH+A H+A KH+A H+A
5 T. neokoningii LO15 KH KH KH KH
6 T. neokoningii LO17 CKH KH KH KH
7 T. inhamatum LO24 KH KH KH KH
8 T. neokoningii LO25 H+A H+A H+A H+A
9 Peniciliim sp. LO34 CKA KA CKA CKA
10 Penicilium sp. LO38 KA KA KA KA
11 G. roseum LO41 ZH ZH 7ZH 7ZH
12 T. strigosum 1L.O43 CKH CKH CKH CKH
13 Fusarium solani LO47 ZH ZH ZH ZH
14 T. harzianum 1L.O49 CKH CKH CKH CKH
15 T. harzianum LOS50 CKH CKH CKH CKH
16 T. harzianum LOS1 CKH CKH CKH CKH
17 T. harzianum LOS2 CKH CKH CKH CKH
18 (Teshis edilemedi) A.9 H H H H
19 T. harzianum A1l CKH CKH CKH CKH
20 T. harzianum A12 CKH CKH CKH CKH
21 T. neokoningii A15 KH KH KH KH
22 (Teshis edilemedi) VG1 ZH ZH ZH ZH
23 T. tomentosum VG2 H H KH H
24 T. atroviride VG3 CKH CKH CKH CKH
25 T. gamsii VG7 H H KH H
26 (Teshis edilemedi) VG9 KH KH KH KH
27 T. viride VG18 CKH KH KH KH
28 T. gamsii VG19 CKH CKH CKH CKH
29 T. inhamatum VG23 H+A H+A H+A H+A
30 T. inhamatum VG30 H+A H+A H+A H+A
31 T. virens VG41 CKH CKH CKH CKH
32 T. inhamatum VG43 H+A H+A H+A H+A
33 T. inhamatum VG45 H+A H+A H+A H+A
34 T. gamsii VG47 CKH CKH CKH CKH
35 T. asperellum VG48 KH KH KH KH
36 Penicillium sp. VG53 CKA CKA CKA CKA
37 T. harzianum VG57 CKH CKH CKH CKH
38 T. harzianum VG58 CKH CKH CKH CKH
39 T. virens VG62 KH KH KH KH
40 Geotrichum sp.VG64 H H H H
41 T. crassum VG66 CKH CKH CKH CKH
42 Phoma sp.VG68 ZH ZH 7ZH 7ZH
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Cizelge 4. devami.
Table 4. continued.

Skala degeri (Turhan, 1990)

Scale value

Sira no Antagonist 1. tek. 2. tek. 3. tek. 4. tek.

Number 1. rep. 2. rep. 3.rep 4. rep.
43 Chaetomium sp.VG72 ZH ZH ZH ZH
44 T. inhamatum KB1 KH+A KH+A KH+A KH+A
45 T. virens KB3 CKH CKH CKH CKH
46 T virens KB8 CKH CKH CKH CKH
47 F. culmorum KB9 ZH ZH ZH ZH
48 T. spirale KB13 CKH CKH CKH CKH
49 T. virens KB16 CKH CKH CKH CKH
50 T. virens KB17 CKH CKH CKH CKH
51 T. virens KB18 CKH CKH CKH CKH
52 T. inhamatum KB22 H+A H+A H+A H+A
53 T. virens KB23 CKH CKH CKH CKH
54 T. virens KB26 CKH CKH CKH CKH
55 T. virens KB31 CKH CKH CKH CKH
56 T. virens KB34 CKH CKH CKH CKH
57 T. inhamatum KB39 KH+A KH+A KH+A KH+A
58 T. inhamatum KB40 KH+A KH+A KH+A KH+A
59 T. spirale KB51 CKH CKH CKH CKH
60 Pythium oligandrium TZ2 H H H H
61 T. harzianum TZ10 CKH CKH CKH CKH
62 T. harzianum TZ11 CKH CKH CKH CKH
63 T. harzianum TZ12 CKH CKH CKH CKH
64 T. harzianum TZ13 CKH CKH CKH CKH
65 T. harzianum TZ14 CKH CKH CKH CKH
66 T. harzianum TZ15 KH KH KH KH
67 T. harzianum TZ16 CKH CKH CKH CKH
68 T. asperellum TZ17 CKH+A CKH+A CKH+A CKH+A
69 T. harzianum TZ18 CKH CKH CKH CKH
70 T. asperellum TZ20 CKH CKH CKH CKH
71 T. crassum TZ21 CKH CKH CKH CKH
72 Spicaria sp. TZ23 ZH ZH ZH ZH
73 Penicillium sp.TZ24 KA KA KA KA
74 Gliocladium roseum TZ25 ZH ZH ZH ZH
75 (Teshis edilemedi) KEB5 KH+A KH+A KH+A KH+A
76 T. harzianum KEB6 CKH+A KH+A KH+A KH+A
77 T. harzianum KEB10 KH+A KH+A KH+A KH+A
78 T. inhamatum KEB 11 CKH+A KH+A CKH+A KH+A
79 T. inhamatum KEB12 CKH+A CKH+A CKH+A CKH+A
80 T. virens KEB.13 KH H KH H
81 T. harzianum KEB14 CKH CKH CKH CKH
82 T. virens KEB16 KH KH KH KH
83 T. atroviride KEB17 CKH CKH CKH CKH
84 Penicillium sp. KEB24 KA KA KA KA
85 Penicillium sp. KEB25 KA KA KA KA
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Cizelge 4. devami.
Table 4. continued.

Skala degeri (Turhan, 1990)
Scale value

Sira no Antagonist 1. tek. 2. tek. 3. tek. 4. tek.

Number 1. rep. 2. rep. 3.rep 4. rep.
86 Paecilomyces sp. KEB26 ZH ZH ZH ZH
87 T. spirale BOZ2 CKH CKH CKH CKH
88 T. spirale BOZ4 CKH CKH CKH CKH
89 T. atroviride BOZ6 CKH CKH CKH CKH
90 T. virens BOZ10 CKH KH CKH KH
91 T. virens BOZ11 KH KH KH KH
92 T. harzianum BOZ15 CKH CKH CKH CKH
93 T. spirale BOZ16 CKH CKH CKH CKH
94 T. spirale BOZ19 CKH CKH CKH CKH
95 T. harzianum BOZ20 CKH CKH CKH CKH
96 T. harzianum BOZ22 CKH CKH CKH CKH
97 T. croceum BOZ25 CKH CKH CKH CKH
98 T. croceum BOZ26 CKH CKH CKH CKH
99 T. harzianum BOZ27 CKH CKH CKH CKH
100 (Teshis edilemedi) BOZ28 H H H H
101 T. spirale BOZ29 CKH CKH CKH CKH
102 T. spirale BOZ30 CKH CKH CKH CKH
103 T. harzianum BOZ33 CKH CKH CKH CKH
104 T. harzianum BOZ35 CKH CKH CKH CKH
105 T. inhamatum PT2 CKH CKH CKH CKH
106 T. neokoningii PT6 KH KH KH KH
107 T. inhamatum PT8 KH CKH CKH CKH
108 T. inhamatum PT10 KH KH KH KH
109 Ulocladium sp. PT11 ZH ZH ZH ZH
110 T. inhamatum PT12 CKH CKH CKH CKH
111 T. asperellum OT1 KH+A KH+A KH+A KH+A
112 T. asperellum OT2 KH+A KH+A KH+A KH+A
113 T. asperellum OT9 CKH+A CKH+A CKH+A CKH+A
114 T. asperellum OT10 CKH+A KH+A CKH+A KH+A
115 (Teshis edilemedi) OT12 KH KH KH KH
116 T. hamatum OT16 CKH CKH CKH CKH
117 T. virens OT17 KH KH KH KH
118 T. harzianum OT18 CKH CKH CKH CKH
119 T. virens OT19 KH H KH H
120 Populospora sp.OT21 H H H H

*Simgelerin anlamu Cizelge 1°de agiklanmustir.
*Meaning of symbols are described in Table 1.

** Simgelerin anlami metot boliimiinde agiklanmistir.
** Meaning of symbols are described in methods.

Cizelge 4’1 inceledigimizde, denemeye alinan antagonistlerden Penicillium
tiirlerinin antibiyotik {iretimi sonucu engelleme zonu olusturdugu ve genellikle
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kuvvetli ve ¢ok kuvvetli antagonist (KA ve CKA) ozelligi gostererek patojenin
gelisimini engelledigi belirlenmistir.

Diger antagonistlerin ise Trichoderma’lar basta olmak iizere hiperparazitik
ozellik gosterdigi ve patojen kolonisi iizerinde geliserek onu engelledigi belirlenmis;
bir ¢ok antagonist izolatinin ayni zaman diliminde patojeni tamamiyla kapladig1 ve
¢ok giiclii hiperparazitik (CKH) 6zellik gosterdigi anlagilmistir. Ancak hiperparazitik
etki yaninda bazi Trichoderma izolatlarinin patojen kolonisi lizerini kaplayarak
gelisirken, ayn1 zamanda antibiyotik etki nedeniyle koloni gelisimini engelledigi
gozlemlenmistir. Bu Trichoderma’larn  T. inhamatum bagta olmak tizere T.
harzianum, T. strigosum, T. neokoningii, ve T. asperellum™un bazi izolatlar1 oldugu
belirlenmistir. Baz1 Trichoderma izolatlar1 ¢ok kuvetli hiperparazit (CKH) veya giiclii
hiperparazit (KH) ozelligi gosterirken, bazi izolatlar da sadece orta derecede
hiperparazitik (H) o6zellik gostererek daha az etkili olmuslardir. Farkli bolge
topraklarindan izole edilmis 26 adet 7. harzianum izolatinin 22 adeti CKH ozellik
gostermistir. Yine 18 adet 7. virens (=Gliocladium virens) izolat1 iginde 11 adedi de
¢ok giiclii hiperparazitik etki gostermistir. Bu 7. virens izolatlarmin g¢ogunlugu
Karacadag bolgesi topraklarindan elde edilmistir. 7. neokoningii izolatlart giiglii
hiperparazit (KH), 7. inhamatum izolatlar1 ise zayif hiperparazit (ZH) disinda hemen
biitiin skala degerlerinde etkili olmustur. 7. inhamatum ve T. asperellum izolatlari,
ayn1 zamanda diger tiirlere ait izolatlara gore en fazla antibiyotik iireten izolatlar
olarak dikkati ¢cekmistir. 7. atroviride’nin 3 izolati CKH degerini; 7. tomentosum™un
tek izolati H degerini; 7. gamsii’nin 3 izolatmin ikisi CKH ve biri H degerini; T.
asperellum’un 8 izolatinmn 4’iiniin CKH degerini; 7. crassum’un 2 izolatt da CKH
degerini; 7. spiralenin 8 izolatinin ¢ok gilicli antagonist (CKH) degerini; T.
croceum’un Bozdag bodlgesi topraklarmdan izole edilen 2 izolatinin CKH degerini ve
calismada yer alan 7. viride’nin tek izolati VG.18’in KH degerini aldig
belirlenmistir.

Gliocladium roseum izolatlar1 ve diger bazi izolatlar (Fusarium solani, F.
culmorum, Geotrichum sp., Phoma sp., Chaetomium sp., Pythium oligandrum,
Spicaria sp., Paecilomyces sp., Ulocladium sp., Papulaspora sp.) ise patojen lizerinde
H ve ZH degerinde parazitizm gostermislerdir. G. roseum izolatlarmin patojen
kolonisi iizerindeki gelisim hizi olduk¢a az ve zayif goriiniimlii olmasma karsin,
mikroskobik incelemelerde patojen hiflerini sarmalamada ve penetrasyonda ¢ok giiclii
ve agresif oldugu belirlenmistir.

63



ANADOLU, 19 (2) 2009

TARTISMA

Antagonist izolasyonu ve R. solani Antagonistlerine Ait Sonuglarin
Degerlendirilmesi

Calismada, metot kisminda Toprak Orneklerinden Antagonist izolasyonu
basligi altindaki “Topragt Sulandirma Yontemi”, “Rhizoctonia Sklerotlarinin
Calkalama Suyundan Antagonist Izolasyonu”, “Patojen Kiiltiiriinin Tuzak Olarak
Kullamlmasiyla Antagonist izolasyonu” ve “Yumru Uzerindeki Rhizoctonia
Sklerotlarindan Antagonist Izolasyonu” yontemleri kullamlarak antagonistler izole
edilmistir. Bunlar iginde oOzellikle, “patojen Kiiltiiriiniin tuzak olarak
kullanilmasiyla antagonist izolasyonu yontemi”, hem calisilmasi basit hem de bol
miktarda antagonist izole edilebilmesiyle dikkat ¢ekmistir. Bazi arastiricilar bu
yonteme bir bakima benzerlik gosteren baska yontemler kullanmistir. Ornegin Bigici
(1983), calismasinda R. solani’yi petri kabinda gelistirdikten sonra koloninin iistiine
normal sera topragi ya da daha dnce R. solani ile zenginlestirilmis toprak yayarak
inkube etmis ve topragin tizerinde gelisen kolonileri alip, saflagtirmistir. Sézkonusu
calismada 7. hamatum, T. harzianum, T. viride, Gliocladium roseum ve bir
Penicillium sp. izole edilmistir. Bu c¢alismamizda ise, petri kutusundaki PDA
ortaminda gelistirilmis R. solani kolonilerin iizerine toprak ornegi yayilmis ve iki
hafta inkube edilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirler tizerindeki toprak silkelenerek
uzaklastirilmis ve alttaki patojen kolonisi steril su ile iyice yikanmigtir. Sonra
koloniden kesilen diskler Rizolex katkili Rose Bengal’li PDA ortamima aktarilarak
inkubatdre konmus ve 3-5 giin gibi kisa bir siirede ozellikle hiperparazit karakterli
antagonist adaylarmin gelistigi gézlenmistir. Bu c¢alismada ilk kez kullanilan bu
yontem Ozellikle hiperparazit Trichoderma tiirlerinin topraktan izolasyonu i¢in uygun
gibi goriinmektedir. Calismada uygulanan diger yontemlerle izole edilen funguslarin
biiyiikk ¢ogunlugunun Penicillium ve Aspergillus gibi bol spor veren yaygin
saprofitlerden oldugu, cogunun antagonistik dzellik tagimadig1 anlagilmistir.

Antagonist izolasyonu i¢in dokuz farkli bolgeden toprak 6rnegi alinmis ve
320 antagonistik izolat elde edilmistir. Tanimi yapilamayanlar hari¢ bu izolatlarin 12
genusa ait olduklar1 belirlenmistir. Antagonistler biitiin bolge topraklarindan izole
edilmistir. Bu yonden en zengin topragin Van Golii ¢evresi ve volkanik bir bolge olan
Karacadag bolgesine ait oldugu anlasilmisti. En az sayida izolat ise Odemis ve
Altinova ilgeleri patates iiretim bolgelerinden elde edilmistir. Biitliin bolgelerden izole
edilen antagonistlerin % 82.5’u Trichoderma tiirlerine aittir. Bilindigi gibi
Trichoderma, dinyanin her tarafina genis bir sekilde yayilmig, hemen hemen tiim
toprak ve dogal habitatlarda ve &zellikle organik madde igeren alanlarda bulunan
saprofitik karakterli bir genustur (Papavizas, 1985). Calismada bazi Trichoderma
tiirlerine yiiksek oranda, bazilarma daha az rastlanmistir. En fazla izole edilen tiirler
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sirastyla T harzianum, T. virens, T. inhamatum, T. spirale ve T. asperellum’dur. En az
rastlananlar ise birer izolat ile 7. viride, T. hamatum ve T. tomentosum, ikiser izolat ile
T crassum, T. croceum ve Uger izolat ile T gamsii, T. atroviride, T. strigosum tiirleri
olmustur. 7 harzianum gibi bazi tiirler biitiin bdlge topraklarindan izole edilirken
digerleri sadece bazi bolgelerden izole edilmistir. Ornegin T, strigosum sadece giinliik
ormanlarinin bulundugu topraklardan; 7 gamsii, Van Goli ¢evresi topragindan ve 7.
croceum Bozdag patates tiretim bolgeleri topragindan izole edilmistir. Bu durum, bazi
tirlerin farkli ekolojilere, farkli toprak ozelliklerine ve degisik bitki Ortiisiiniin
bulundugu alanlara daha iyi adapte olmalarindan ileri gelebilir. Samuels (2006)
tarafindan yayinlanan bir derlemede, Trichoderma tiirlerinin bir ¢ok ydrede ve
toprakta yaygin olarak bulundugu belirtilmekte, fakat tiirler ayr1 ayri ele alindiginda,
cografik yayilmanin 7. harzianum ve T. asperellum gibi ya genis ve sinirsiz, ya da 7.
viride’de oldugu gibi smirli oldugu, bazi bélgelerde ve bazi bitkilerin bulundugu
alanlarda bazi tiirlerin nadir ya da yaygin bulunabilecegi kaydedilmektedir. Boylece
bu c¢alismamizda, bazi tiirlerin yaygin olarak bulunmasi, ya da nadir olarak sadece
bazi1 bolgelerin topraklarindan izole edilmis olmasi, Samuels (2006)’in agiklamalariyla
uyum gostermektedir. Ek ¢izelge 1 incelendiginde anlasilacagi gibi antagonistlerin
izole edildigi toprak &rneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin birbirinden farkli
oldugu gorilecektir. T strigosum’un sadece, organik madde orani yiiksek olan,
giinliik ormanlar1 topragindan, 7" croceum’un pH’1 diisiik Bozdag bdlgesi topragmdan
ve T. virens’in yaygin olarak volkanik Karacadag bdlgesi topragindan izole edilmis
olmasi, Trichoderma tiirlerinin yasam alani ile ilgili bazi fiziksel ve kimyasal
kriterlerin de belirleyici olabilecegi kanisini yaratmigstir. Nitekim Papavizas (1985),
toprakta uzun sire devam eden kurak kosullarin T7richoderma populasyonunu
azathgini, 7. hamatum ve T. pseudokoningii’nin bazi wklarinin agirt nem kosullarina
adapte olabildigini ve T. viride ile T. polysporum’un disiik sicakliklarm hiikiim
siirdiigii alanlarda sinirli bulunabilecegini bildirmistir. Ayrica, 7. harzianum’ un 1liman
iklim bolgelerinde yaygin olmasina karsin, 7 hamatum ve T. koningii’ nin farkli iklim
kosullarindaki bolgelerde yayildigini belirtmis bdylece Trichoderma tiirlerinin iklim
ve toprak isteklerinde farkliliklar da olabilecegini vurgulamistir.

Bu ¢alismada elde edilen Trichoderma’lardan 14 tiir tanimlanmistir. Bunlar;
T. asperellum, T. atroviride, T. crassum, T. croceum, T. gamsii, T. hamatum, T.
harzianum, T. inhamatum, T. neokoningii, T. spirale, T. strigosum, T. tomentosum, T.
virens, T. viride olarak belirlenmistir (Cizelge 3). Bu tiirlerden 7. harzianum, T.
viride, T. hamatum ve T. virens (= G. virens) hari¢ diger 10 Trichoderma tirii
Tiirkiye icin ilk kayittir. Tiirkiye’de daha dnce yapilan ¢alismalarda 7. harzianum, T.
viride, T. pseudokoningii Rifai., T. hamatum, T. koningii Oudem., T. aureoviride
Rifai., T. virens (= G. virens) tiirleri izole edilip, genellikle biyolojik savas amacli
calismalarda kullanilmistir (Iren ve ark., 1988; Turak, 1997; Celiker ve Nemli, 1994;
Turhan, 1973; Turhan ve Turhan, 1989).
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Yine bu ¢aligmada Van Goli ¢evresi topraklardan elde edilen 7. gamsii’nin
VG 7, VG 19 ve VG 47 nolu izolatlar1 bu ¢alisma kapsaminda 2006 yilinda izole
edilip R. solani’nin hiperparaziti oldugu belirlendikten sonra 2007 yili iginde tiir
tanimi1 yapilmistir. Bu tiirlin diinya literatiirii igin ilk kaydinin 2006 yilinda yapilmis
olmasi (Jaklitsch ve ark., 2006) bir yenilik olarak diisiiniilebilir. Ayrica literatiir
taramasinda 7. gamsii, T. crassum, T. croceum, T. inhamatum, T. neokoningii, T.
strigosum ve T. tomentosum tiirlerinin R. solani’nin hiperparaziti oldugu konusunda
kayit bulunamamasi, bu ¢aligmanin diinya igin bir yeniligidir. Van Goli ¢evresi
topraklarindan izole edilen 7. viride VG18 izolatinda, ¢aligsmalar siiresince, konidi
olusumunun gostergesi olan alisilmig yesilimsi renklenme meydana gelmemis;
koloniler beyaz-grimsi olarak kalmistir. Diger tiirlere ait izolatlar ise kendine 6zgi
renk olusumlarini géstermislerdir.

Antagonistik Aktivitenin Belirlenmesine Yonelik In-Vitro Calismalarin
Degerlendirilmesi

Izolasyonlarindan sonra, on ¢alismalarda R. solani’nin antagonisti olarak
belirlenen izolatlar arasindan once giiglii etkili goriinenler segilmis, sonra da bunlar
arasmdan ayrica farkli tiirlerden oldugu diigiiniilen 120 izolat (Cizelge 4) denemeye
almmustir. Izolatlarm seciminde, farkli toprak &rneklerini temsil etmelerine, farkli
tirleri kapsamalarina ve On c¢alismalarda belli oranda etkili olmalarina o6zen
gosterilmistir. Calisilan antagonistlerin biiylik ¢ogunlugu Penicillium’lar harig test
patojenine kars1 hiperparazitik ya da daha az oranda hiperparazitik + antibiyotik etki
gostermistir. Penicillium’larin antibiyotik etkisi ise eskiden beri bilinmektedir (Cook
and Baker, 1983). Hiperparazitik etkisi ¢ok gii¢lii olan (CKH) antagonistlerin bir
haftalik bir siire icinde patojen kolonisinin {izerini tamamen kapladigi ve T.
harzianum basta olmak iizere bir ¢ok Trichoderma tiriniin bu ozelligi gosterdigi
belirlenmistir. Bu durum patojenin antagonistlerini belirleme ©6n c¢alismalarinda
genellikle etkili olanlarn segilmis olmasina baglidir. Yine denemeye alinan
Trichoderma izolatlar iginde hiperparasitizmin yaninda antibiyotik etki 6zelligini en
fazla gosterenlerin 7. inhamatum ve T. asperellum tirlerine ait oldugu anlasilmistir.
Bu bulgular, adi gegen 2 tiiriin mekanizmasinda antibiyotik {iretiminin énemli bir yere
sahip oldugunu diigiindiirmiistiir. 7. harzianum basta olmak tlizere, diger Trichoderma
tiirlerinde antagonistik mekanizmanin agirlikli olarak hiperparasitizm ve belli oranda
antibiyosis oldugu gozlemlenmistir; besin ortaminda patojen ile antagonist kolonileri
arasinda engelleme zonu olusumu antibiyotik etkinin de varligmi kanitlamstir.
Trichoderma tiirlerinin esas karakterinin, onlardaki “gili¢lii mikoparazitik etki”
oldugu bilinmektedir (Elad ve ark., 1983; Kredics ve ark., 2003; Santamarina ve
Roselld, 2006). Dolayisiyla olusan engelleme zonu ¢ok kisa bir siirede hiperparazit
Trichoderma kolonisi tarafindan asilarak kaybolmaktadir. Boyle izolatlarin
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antibiyotik etkilerinin ayrintili degerlendirilmesi, uygun ydntemler kullanilarak, baska
bir aragtirmayla yapilabilir.

Calismada denenen Trichoderma tiirlerinin tamaminda, R. solani’ye karsi
antagonistik etki saptanmistir. Bu tiirlerden T. harzianum, T. virens, T. viride, T.
hamatum, T. asperellum, T. atroviride ve T. spirale’nin antagonistik etkisi farkli
¢aligsmalarla daha once ortaya konulmustur (Weindling, 1932; Beagle- Ristaino ve
Papavizas, 1985; Roy, 1989; Lewis ve Larkin, 1997; Lewis ve ark., 1998; Gloria ve
ark., 2003; Trillas ve ark., 2006; Grosch ve ark., 2007; Bailey ve ark., 2008). Ancak,
T. crassum, T. croceum, T. gamsii, T. inhamatum, T. neokoningii, T. strigosum ve T.
tomentosum’un R. solani’ye karsi antagonistik etkisi ile ilgili bir bilgiye
rastlanamamustir.

Bu ¢alismada, Trichoderma izolatlar1 disinda, G. roseum izolatlar1 ve diger
bazi funguslara (Fusarium solani, F. culmorum, Geotrichum sp., Phoma sp.,
Chaetomium sp., Pythium oligandrum, Spicaria sp., Paecilomyces sp., Ulocladium
sp., Papulaspora sp.) ait izolatlar da patojene karsi antagonistik aktivite
gostermislerdir. Bu funguslardan bazilarmin R. solani’nin antagonisti oldugu daha
onceki c¢aligmalarla ortaya konmustur (Roy, 1989). Ayrica bu calismada da G.
roseum, P. oligandrum, Geotrichum sp. ve Paecilomyces sp.’nin mikoparazitik etkili
oldugu mikroskop altinda agikga goriilebilmistir. Diger tiirlerin ise patojen ile yer
rekabetinde zayif bir etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. G. roseum
izolatlarmin patojen kolonisi iizerindeki gelisim hizi olduk¢a az ve zayif olmakla
beraber, mikroskobik incelemelerde patojen hiflerini sarmalamada ve penetrasyonda
¢ok giiglii ve agresif oldugu belirlenmistir.
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Ek Cizelge 1. Antagonist izolasyonu i¢in segilen toprak érneklerinin fiziksel ve kimyasal &zellikleri.

Annex Table 1. The physical and chemical properties of the soil samples selected for antagonist isolation.

Toprak 6rneklerinin Antagonist izolasyonunda kullanilan toprak 6rneklerinin alindig: bolgeler
fiziksel ve kimyasal Origin of soil samples used for antagonist isolation
ozellikleri £
Physical and chemical o0 g ©
properties of the soil = 3 - o = B
samples =l g ] it 2 = %D & =

8 G 3 g E E 5 5 £

O N = N < C] aa) > A
pH 5,80 7,53 7,33 6,06 5,79 6,77 4,22 7,22 7,47
Tuz (%) 0,090 0,060 0,097 0,075 0,032 0,078 0,121 0,030 0,030
Kireg (%) 1,28 1,44 13,16 0,84 0,88 1,44 0,92 3,48 85,12
O.madde(%) 0,36 0,47 1,82 2,29 0,57 8,01 2,60 0,73 2,29
Biinye Tinli | Kumlu Tinlt Tinli | Kumlu | Killi-Tmh Tinli | Kumlu Tinli
N (%) 0,084 0,017 0,095 0,140 0,039 0,23 0,162 0,017 0,106
K (ppm) 70,0 50,0 430,0 400 55,0 120,0 120,0 200,0 45,0
P (ppm) 10,03 10,14 2,34 0,04 9,07 2,07 12,76 2,11 1,04
Mg 140 548 774 292 180 1026 180 110 168
Ca 500,5 1921,8 | 4203,9 1341,3 560,5 1161,1 560,3 1981,9 | 3002,6
Na 38,6 192,8 | 5013,8 9,6 28,9 28,93 67,5 33,8 19,3
Fe 39,2 5,86 0,95 26,54 36,58 45,86 296,2 7,98 5,64
Zn 1,66 0,30 0,56 1,30 0,84 4,18 6,56 0,40 0,78
Mn 23,6 1,18 10,76 18,26 20,10 35,46 44,08 4,74 2,86
Cu 1,05 0,41 0,76 2,07 0,53 1,66 1,74 0,14 0.15
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