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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KARANFILDE FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. DIANTHI'YE KARSI
TRICHODERMA HARZIANUM UYGULAMASININ BAZI DAYANIKLILIK
PARAMETRELERINE ETKISi

Caglar ARSLAN

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansistii Egitim Enstitiisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danmisman: Dog. Dr. Hiillya 0ZGONEN OZKAYA

Bu tez c¢alismasinda, Trichoderma harzianum (TH)'un solgunluk etmeni
Fusarium oxysporum f.sp dianthi (FOD)'nin in vitro’da misel gelismesi; in vivo’da
hassas Picasso ve dayanikli Hornett karanfil cesitlerinde bitki gelisim
parametreleri, FOD'un hastalik gelisimi ve bazi dayanikhilik parametrelerine
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. TH, in vitro’da kat1 ortamda karsilikli
ekim, kapak kiiltiir, selofan membran teknigi ve kiiltir filtrati yontemleri ile
FOD’un misel gelismesini azaltmistir. Saksi kosullarinda yiirtitiilen ¢alismalarda,
TH hassas cesitte hastalik siddetini %83.1 azaltirken, dayanikl ¢esitte simptom
gelisimi mindr diizeyde gerceklesmistirr TH'un tek veya FOD ile
kombinasyonlarinda bitki boyu, siirgtin ve kok yas ve kuru agirliklarini kontrole
kiyasla arttirmistir. Hassas c¢esitte TH+FOD kombinasyonlarinda Kkii¢iik
miktarlarda azalma olsa da bitki gelisim parametreleri kontrole kiyasla 6nemli
bulunmustur. Dayanikli ¢esitte ise bitki gelisim parametreleri kontrole kiyasla
yuksek olmus diger uygulamalar arasinda fark bulunmamistir. TH uygulamalari
bitkideki antioksidan seviyelerini yiikselterek FOD’den kaynakl ytliksek oksidan
seviyelerini diisirerek patojene karsi koruma saglamistir. Uygulamalarda sekiz
hafta siireyle toplam fenolik bilesiklerin miktar1 belirlenmistir. Hassas cesitte
tim uygulamalardaki toplam fenolik bilesiklerin miktar1 kontrole kiyasla
yuksek olmus, ikinci hafta en yiiksek seviyeye ulasmis ve daha sonra azalmistir.
Dayanikl cesitte toplam fenolik bilesiklerin miktar1 kontrole kiyasla yliksek
olmus ikinci hafta en yiiksek seviyeye ulasmis ve daha sonra degismez
seviyelerde seyretmistir. Hassas ve dayanikli cesitte en 6nemli fenolik bilesikler
gallik asit, p-hidroksi-benzoik asit, klorogenik asit, p-kumarik asit, sinnamik asit,
luteolin ve apigenin olarak belirlenmistir. Klorogenik asit tiim uygulamalarda
kontrole kiyasla en yiiksek miktara sahip fenolik bilesik olmustur. Calisma
sonucunda TH'un FOD’a kars1 bitki dayanikliliginda énemli bir faktér oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Karanfil, Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, hastalik siddeti,
dayanikliligin tesviki, fenolik bilesikler, oksidatif stres.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF APPLICATION OF TRICHODERMA HARZIANUM ON SOME
RESISTANCE PARAMETERS AGAINST FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. DIANTHI
IN CARNATION

Caglar ARSLAN

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hillya 0ZGONEN OZKAYA

In this thesis, determination of the effects of Trichoderma harzianum (TH) on
mycelial development of the wilting agent Fusarium oxysporum f.sp dianthi
(FOD) in vitro and plant growth parameters disease development of FOD some
resistance parameters on sensitive Picasso and resistant Hornett in vivo were
aimed. TH reduced the microbial development of FOD by dual culture in solid
media, lid culture, cellophane membrane technique and culture filtration
methods in vitro. At pot conditions, TH reduced the disease severity by 83.1%,
while the symptoms development in resistant variety was at a minor level. Plant
growth parameters including plant height, shoot and root fresh and dry weights
were found to be significant compared to the control although small amounts
were reduced in the TH + FOD combinations in the sensitive varieties. There
was no significant difference between the plant growth parameters and the
other applications. TH increased the antioxidant levels in the plant, thereby
lowering FOD-induced high oxidant levels and protection against the pathogen.
The total amount of phenolic compounds was determined for eight weeks in the
applications. The total amount of phenolic compounds in all treatments of
sensitive variety was higher compared to the control and the second week
reached the highest level and then decreased. The total amount of the total
phenolic compounds in the resistant variety was higher compared to the control
and reached the highest level in the second week and then remained stable. The
most important phenolic compounds in the sensitive and resistant varieties
were determined as gallic acid, p-hydroxy-benzoic acid, chlorogenic acid, p-
coumaric acid, cinnamic acid, luteolin and apigenin. Chlorogenic acid was the
highest amount of phenolic compound in all applications compared to the
control. As a result of the study, it was determined that TH is an important
factor in plant resistance against FOD.

Keywords: Carnation, Fusarium oxysporum fsp. dianthi, diseases severity,
induced resistance, phenolic compounds, oxidative stress.

2019, 59 pages
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1. GIRIS

Ticari amagla pek ¢ok alanda siis bitkilerinden ve 6zellikle kesme cicekgilikten
yararlanilmaktadir. Ulkemizde de siis bitkilerinin ithalat ve ihracat acgisindan
¢ok dnemli bir yeri vardir. Siis bitkileri; kesme c¢igekler, i¢ mekan stis bitkileri,
dis mekan sus bitkileri, dogal c¢icek soganlar1 olmak tuzere dort gruba
ayrilmaktadir. Ulkemizde siis bitkileri kullanim faaliyetine gore tiretim alanlar

Cizelge 1.1’de gosterilmistir (TUIK, 2017).

Cizelge 1.1. Ulkemizde siis bitkileri iiretim alanlar1 (TUIK, 2017).

Uriin
grubu/Ekili 2013 2014 2015 2016 2017
Alan (m?)

Kesme

: 11.046.812 | 11.373.741 | 11.826.160 | 12.014.172 | 11.748.365
Cicekler

IeMekan | 16040968 | 1081413 | 1465383 | 1312793 | 1.650.710
Sis Bitkileri
DisMekan | 5, 491 167 | 35.995.684 | 32.293.087 | 34.877.416 | 36.263.071
Sus Bitkileri

Cicek

g 552.770 567.505 612.585 597.305 426.885
Soganlari

Toplam | 45.125.717 | 49.018.343 | 46.197.215 | 48.801.686 | 50.089.031

Cizelge’den de anlasilacag lizere Ulkemizde siis bitkilerine iiretim i¢in ayrilan
alanlar oldukc¢a genistir. Yine kesme c¢icek iiretiminde hatir1 sayilir bir
potansiyel bulunmaktadir. Tiirkiye’de yetistirilen kesme cicek tiirleri igerisinde
karanfilin illere gére iiretim alan1 ve adetleri Cizelge 1.2'de gosterilmistir (TUIK,

2018).

Cizelge 1.2. Tirkiye'de yetistirilen karanfilin illere gore tretim alanlar ve
adetleri (TUIK, 2018).

1l Ekilis Alan(m?) | Uretim (Adet)
Istanbul 6.500 275.000
Yalova 12.001 1.160.080
[zmir 1.573.053 209.060.770
Antalya 2.673.450 316.410.000
Burdur 26.000 2.470.000
Isparta 646.000 77.520.000
Samsun 1.250 125.000




Ulkemizde kesme cicek tiirleri iiretimi icerisinde karanfil hem ekilis alam

bakimindan hem de iiretim (adet) olarak en ¢cok Antalya ilindedir.

Karanfil (Dianthus caryophyllus L.); Caryophyllales takimindan olup,
Caryophyllaceae (Karanfilgiller) familyasi, Dianthus cinsi icinde yer alip ana
vatani Akdeniz Bolgesi'dir (Atakan, 2014). Karanfil bitkisi 2000 yildir insanlar
tarafindan bilinmekle birlikte, ticari amagla yetistiriciligi 1840 yillarinda
Fransa’da baslamis, 1856 yilinda Amerika’'ya goétiirilen “Remontant”

karanfilleri, burada i1slah edilmis ve yeni cesitler elde edilmistir (Mengii¢, 1995).

Karanfil tiretimini etkileyen ve hastaliklara neden olan etmenler bakteriler,
funguslar ve virlslerdir. Bu etmenler arasinda funguslarin neden oldugu
hastaliklar onem tegkil etmektedir. Karanfilde govde, yaprak ve c¢icek
kisimlarinda goriilen en 6nemli fungal hastaliklar Karanfil pasi (Uromyces
dianthi), Alternaria (Alternaria dianthi) ve Septoria (Septoria dianthi) yaprak
leke hastaliklar1 ve kesme ciceklerin primer hastaligl olan Kursuni kiif'tir
(Botrytis cinerea) (Atakan ve Ozkaya, 2015). Karanfilin iiretimini sinirlayan ve
miicadelesi zor olan toprak kokenli patojenler arasinda Rhizoctonia spp.,
Fusarium spp., Pythium spp., gibi etmenler sayilabilir. Karanfillerde kék ve kok
bogaz1 hastaligina ve solgunluga neden olan en O6nemli patojen Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi ‘dir (Ozgiir vd., 2004). Hastaligin ilk belirtileri bitkinin
normal rengini kaybederek matlagsmasi ve bunu takiben sararmasi seklindedir.
iletim dokusunda ilerleyen hastalik bitkinin su ve besin elementi alimim

engeller. Kok bogazinda acik kahverengi lekeler goriiliir (Anonim, 2016).

Trichoderma tiirlerinin bitki hastaliklarinin kontroliinde 6nemli bir yeri vardir.
Trichoderma harzianum pek c¢ok bitkide fungal patojenlere karsi etkinligi
kanitlanmis 6nemli bir biyolojik miicadele etmenidir. Antagonistik fungus
olarak bilinen Trichoderma spp’nin bitki hastaliklarina kars1 etkinligi
mikoparazitm ve antibiyosis gibi ¢oklu mekanizmayla gerceklesmektedir. Ayrica
bu biyolojik miicadele etmeninin besin ve yer icin rekabet giiciiniin de olduk¢a
yluksek olmasi nedeniyle diger yararli mikroorganizmalar arasinda tstinligi

bulunmaktadir (Elad vd., 1999). Fungusun mikoparazit o6zelligi, hidrolitik



enzimler salgillanmasi (Troian vd., 2014), antimikrobiyal sekonder metabolitler
salgilanmasi (Xiao-Yan vd., 2006), sistemik dayaniklilig1 tesvik etmesi (Howell,
2003) ve bitki biiyiimesini arttirici etkisinden (Martinez-Medina vd., 2014)

kaynaklanmaktadir.

Trichoderma tirleri mikoparazit 6zelligi nedeniyle patojen funguslarla temas
kurmaktadir. Bu temas sirasinda konukg¢u hifine dolanarak konukgusuna
yapismakta veya kanca tipi olusumlarla saldirmaktadir. Trichoderma kisa
hiflerin uglarinda appresorium olusturmakta ve bunu takiben mikoparazit,
bazen konukg¢usunun hiicre geperini parcalayarak penetrasyon yapmaktadir.
Trichoderma harzianum, patojenin miselinin bazi1 kisimlarindaki hiicre ¢eperini
once eritmekte, bunu hifsel penetrasyon izlemektedir. Daha sonra ekstraselliiler
enzimlerden 6rnegin lipaz ve proteazi kullanmakta, saldiriya ugrayan duyarl
konukgu hifi hizli bir vakuolasyon gostererek parcalamaktadir. Trichoderma’lar
cesitli funguslarin rizomorf, sklerot ve lireme birimlerine de saldirmaktadir.
Mikoparazit, sklerotun hiicre c¢eperini pargalamakta ve saldiriya ugrayan

hiicreler sitoplazmik iceriklerini kaybetmektedir.

Trichoderma tiirleri toksik bazi metabolitler iliretmektedir. Bu metabolitler
Trichoderma viride’nin tirettigi viridin ile Trichodermindir. Bu bilesikler yliksek
fungitoksik etkiye sahiptir. Trichoderma bu etkileriyle bitki savunmasina da

yardimci olmaktadir.

Bitkiler stres kosullar1 ve patojen saldirilarina karsi kendilerini morfolojik ve
biyokimyasal dayaniklilik mekanizmalar1 sayesinde korurlar. Biyokimyasal
dayaniklilikda fitoaleksinler, fenol bilesikler, bitki biiylime hormonlari, serbest
radikaller, jasmonik asit ve salisik asit gibi hormonlar sinyal uyarici molekiiler

olarak davranarak bitki savunma sisteminde etkin rol Gistlenmektedirler.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) bitki hiicrelerinin icerisinde kloroplastlardaki
fotosentez reaksiyonlarinda, plastit ve peroksizomlarda, apoplastlarda,
mitokondrilerdeki sitrik asit dongilisinde NADPH oksidaz, hiicre duvari

peroksidazlar1 ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle meydana gelen



yogun serbest radikallerdir. Serbest radikal, atomik yada molekiiler yapilarda
eslesmemis bir veya birden fazla tek elektron tasima yetenegine sahip
molekiillere denir. Diger molekiiller ile ¢ok kolayca elektron alisverisine giren
bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS)
denilmektedir (Biiytik vd., 2012). Serbest radikaller yasam icin gereklidir.
Elektron transferi enerji lretimi ve pek ¢ok diger metabolik islevde temel
olusturur. Ama zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranis gosterirse hiicrede
hasarlara neden olmaktadir. Normal kosullar altinda bu serbest radikallerin
yikimi ve Uretimi bitki hiicresi icinde diizenlenmektedir. Buna ragmen c¢evresel
stresler (yiiksek 151k yogunlugu, herbisitler, patojen saldirilar, kuraklik, tuzluluk,
hava Kkirliligi vs.) sonucunda serbest radikaller ile antioksidan sistemin
aktivitesi arasinda denge bozulmakta ve protein denaturasyonu, lipid
peroksidasyonu, DNA mutasyonlarini igine alan oksidatif hasarlar meydana
gelmektedir Bu dengenin saglanmasi1 antioksidantlar sayesinde olmaktadir.
Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere

antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (Kog ve Ustiin, 2008).

T. harzianum’un pek c¢ok bitki patojen sisteminde hastaliklara karsi belirli
diizeyde antagonistik ve/veya hiperparazitik etki gosterdigi bilinmektedir. Bu
tez calismasinda, karanfilde 6nemli toprak kokenli fungal hastalik olan Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi'nin neden oldugu Fusarium solgunluguna karsi biyolojik
miicadele etmeni olarak bilinen T. harzianum’'un in vitro’da patojenin misel
gelisimine ve in vivo’da bitki gelisim parametreleri, hastalik gelisimi ve bitkide
toplam fenolik bilesiklerin miktar1 ve onemli bilesenler, toplam oksidan ve
antioksidan diizeyleri gibi bazi dayaniklilik parametreleri lizerine etkisinin

arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Karanfilde Fusarium oxysporum fsp. dianthi ile Ilgili Yapilan

Calismalar

Fusarium oxysporum tim diinyada yaygin ve ¢ok énemli solgunluk hastaligidir.
Cesitli bitki tirlerinde kok ve kok bogaz ciirtikliigline, iletim demetlerinde
zararlanma sonucu solgunluga neden oldugu bilinmektedir. Bir¢ok Fusarium
tiird bitki iletim demetlerini tikayarak yapraklarda sararmaya ve kdk bogazini

curiiterek toprak tizerine devrilmesine neden olmaktadir (Smith vd., 1988).

Fusarium oxysporum f.sp. dianthi izolatlar1 ile hassas ‘Early Sam’ karanfil
etkilesimleri hem govde hem kok asilanmasindan sonra farkliliklar gostermistir.
Sararma ve iletim demetlerinde kahverengilesmeye neden olarak yapraklarda
solgunluk meydana getiren izolata karsi bitkide savunma tepkileri yavas
gelismistir. Yapragin orta damarinda sararma ve yapraklarin solmasina sebep
olan iletim demetlerinde yer yer bosluklara sebep olan izolat iletim
demetlerinin alt kisimlarinda patojenin lokal gelistigi yerlerde bir¢cok savunma
reaksiyonu gelismistir. Diger bir izolat damarda lezyonlara, yapraklarin
solmasina ve nekrozuna ve sararma yol acarak daha c¢ok bitkilerin {ist
kisimlarinda bir¢cok savunma tepkisine neden olmustur. Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi'nin baz1 izolatlarina karsi son derece direngli olarak bilinen,

‘Novada’gesidinde hastalik belirtisi olusmamistir (Baayen vd., 1988).

Kesme cicek iiretiminin yapildig1 istanbul ve cevresinde énemli olan baz
Fusarium tiirlerini tespit etmek, bolgelere gore dagilislar;, morfolojik
ozelliklerini ve patojen durumlart belirlemek amaciyla baz1 g¢alismalar
yuriutilmistir. Yapilan patojenite testleri sonucunda karanfilde sorun olan
Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Fusarium culmorum, glayolde de
Fusarium oxysporum, Fusarium equiseti, Fusarium acuminatum, lalede Fusarium
oxysporum, Fusarium equiseti, Fusarium acuminatum; frezya ve simbiilde

Fusarium oxysporum patojen olarak bulunmuslardir (Ozer ve Soran, 1989).



Ispanya’da on sekiz adet ticari karanfil ¢esidine daha énce hastalikh bitkilerden
izole edilen sekiz adet F. oxysporum f.sp. dianthi (Fod) izolat1 inokule edilmistir.
Bu cesitler Uzerine inokule edilen izolata karsi hassas reaksiyonlar gorilmistiir.
Ancak, Elsy ve Westcristal kiltiir bitkileri alt1 izolata karsi tamamen direng
gosterirken ‘ScarletKing’, Fod'un 1rk 2’sine karsi farkli reaksiyonlar
gelistirmistir. Buna karsin, izolat 1 ve 8 Ug¢ ile inokule edilmis sekiz ¢esit direngli
bulunurken Nelson ve Solar hassas bulunmustur. ‘Elsy’ cesidi ise yalnizca
izolatlardan birine karsi direng gostermistir. Karanfilde Fod'un 2 nolu izolatina
kars bitki direncinin kismi olarak ¢ok genle yonetildigi anlasilmistir. Cok genle
yonetilen kalitim ise konuk¢u reaksiyonlarinda karmasikliga yol agmistir. Bir
onceki denemede kullanilan dokuz kiiltiir bitkisine ise Fod’un 13 italyan izolati
inokule edilmistir. Cesitlerin farkli izolatlara reaksiyonu ile ilgili sonuglar
karsilastirildiginda bazi arastirmalarla ayni sonuglar elde edilirken cesit
reaksiyonlarinin da cevresel kosullar veya inokulasyon metoduna gore degistigi
bildirilmistir. Arazi kosullarinda yiirtitiilen ¢esit reaksiyon denemelerinde, sera
ve iklim odalarinda yiiriitiilen denemelerdeki inokulasyonlardan elde edilen
reaksiyonlardan farklhilik gostermis ve soskonusu bu c¢esitler hassas

bulunmustur (Prodos-Ligero, 2007).

Antalya ilinde Ekim 2013 ve Subat 2014 iiretim sezonunda karanfil yetistiriciligi
yapilan toplam 29 seradan hastalik belirtisi gosteren bitki 6rnekleri alinmis ve
izolasyonlar yapilmistir. izolasyon sonuglarina gore elde edilen funguslarin cins
ve tiir diizeyinde makroskobik ve mikroskobik yontemler kullanilarak tanilari
yapilmistir. Tanis1 yapilan tirlerin Turbo karanfil cesidinde patojeniteleri
belirlenmistir. Karanfil seralarinda en yaygin cins Fusarium spp. olmus ve
yayginhk orani %39-72,2 arasinda degisim gostermistir. Diger izole edilen
cinsler; Pythium spp., Rhizoctonia spp., Verticillium spp., Macrophomina sp.’dir

(Atakan, 2014).



2.2. Trichoderma Tirlerinin Karanfilde Bitki Gelisimi ve Patojenler

Uzerine Etkileriyle ilgili Calismalar

Rattink (1991), karanfilde Fusarium oxysporum f. sp. dianthi'ye Kkarsi
Trichoderma harzianum, Streptomyces griseo-viridis ve F. oxysporum’un
patojenik olmayan bir izolatinin etkinlignin belirlenmesi ile ilgili bir ¢alisma
yuritmiustir. Duyarli bir ¢esit olan ‘Lena”da T. harzianumveS. griseo-
viridis etki duzeyleri duisiik olurken; patojenik olmayan F. oxysporum hastalik
gelisimini geciktirmistir. Ancak, orta diizeyde dayanikl bir ¢esit olan ‘Pallas”ta

tiim biyokontrol etmenleri basarili bir sekilde hastalig1 baskilamistir.

Biyolojik kontrol etmeni olarak bilinen Trichoderma cinsi, antagonistik ve/veya
hiperparazitik 6zellik gosteren ¢cok sayida tiru kapsar. Trichoderma tirleri
fungal fitopatojenlere karsi ya dolayl sekilde besin maddeleri ve alan icin
rekabet ederek, cevresel sartlar1 modifiye ederek, bitki bliylimesini ve bitki
savunma mekanizmalar1 ile antibiyosisi tesvik ederek ya da dogrudan
mikoparazitizm gibi mekanizmalar yoluyla etki gosterirler. S6z konusu dolayh
ve dogrudan mekanizmalarin etkinligi Trichoderma tiirline, patojen fungusa,
kultir bitkisine ve besin maddesi faydalanilabilirligi, pH, sicaklik ve demir
konsantrasyonu gibi cevresel kosullara bagli olarak degismektedir. Her bir
mekanizmanin aktivasyonu bitki biliyiime faktorleri, hidrolitik enzimler,
sideroforlar, antibiyotikler ve karbon ile nitrojen permeazlar1 gibi spesifik

bilesik ve metabolitlerin tiretimine baghdir (Benitez vd., 2004).

Dort farkh tiire ait yirmi sekiz Trichoderma izolati, karanfil solgunluguna sebep
olan Fusarium oxysporum f.sp. dianthi'ye karsi antagonistik kapasitelerine
yonelik olarak in vitro’da taranmistir. Etkiler ikili kiiltiirde hiicresiz kiiltir filtrat
testleriyle ile teyit edilmistir. Klas | seviye antagonizm gosteren izolatlar
maksimum litik enzimler, kitinazlar ve -1,3-glukanazlar tiretmistir. Secili 25
izolatin genetik degiskenligi ise rastgele yiikseltilmis polimorfik DNA teknigi ile
degerlendirilmis ve yiikseltilen tUriinler antagonizm seviyelerine yonelik iligkili
edilmistir. Aritmetik ortalamalar kiime analizi ile tartilmamis c¢ift grup metodu

izolatlar arasinda i¢ ve ara spesifik genetik varyasyon gostermistir. Genetik



iliskilerine dayali olarak, izolatlar %20-35 interspesifik farklilik ile temelde
Trichoderma atroviride, Trichoderma pseudokoningii, Trichoderma harzianum’u
temsil eden 3 ana gruba ayrilmistir. Ancak, izolatlarin gosterdigi polimorfizm

antagonizm seviyelerine iligkili olmamistir (Shanmugam vd., 2008).

Sant vd. (2010), karanfilde sera kosullarinda yirittikleri bir ¢alismada,
Trichoderma asperellum’un karanfilde siirgiin gelisimini arttirdigini, bunun yani
sira yetistirme ortaminda rekabeti arttirarak ve bitki gelisme ortamini

iyilestirerek Fusarium solgunlugunu baskiladigini ortaya koymuslardir.

Karanfilde Fusarium solgunluk etmeni Fusarium oxysporum f.sp. dianthi’ye karsi
dort Trichoderma viride izolati, sekiz Trichoderma harzianum izolati ve bes
Trichoderma reesei izolatinin antagonistik potansiyelini test etmek amaciyla bir
calisma gerceklestirilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi’'nin miselyum biiylimesini maksimum inhibe eden tiirler sirasiyla
Trichoderma harzianum'un Th2 (%45.33), Th6 (%42.11) izolatlann1 ve
inhibasyonla Trichoderma viride Tv 3 izolat1 (%38.66) izlemistir. Trichoderma
spp. rekabetci saprofitik kapasite ve kolonizasyon agisinda degerlendirilmis ve
17 izolat arasinda, Th2 ve Thé izolatlar1 sirasiyla %61.84 ve 9%59.12
kolonizasyon oranina sahip olmustur. Trichoderma spp.’nin diger tiim izolatlar1
saprofitik kapasite yoniinden Th2 izolat1 kadar etkin olamamistir. Trichoderma
spp.’nin antagonistik izolatlar1 ayrica antifungal ucucularin tiretimi ve Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi’ bliylimesi lizerindeki etkileri yoniinden test edilmistir.
Tlm izolatlarin test patojenitesi ylizde 16.33 ile 50.11 aras1 degisen duzeylerde
patojenin miselyum biiylimesini inhibe ettikleri ve ucucu metabolitler

trettikleri bulunmustur (Mahalakshmi ve Raja, 2013).

Hedge vd. (2017), Trichoderma harzianum izolatlarinin in vitro’da Fusarium
oxysporum fsp. dianthi’'nin koloni gelisimini %59.57-64.44 oranlarinda

azalttigini bildirmislerdir.

Vinodkumar vd. (2017), tarafindan yapilan bir arastirmada, farkli iiriin

bitkisinin kok bolgesinden izole edilmis 50 adet Trichoderma spp. (Persoon)’un



karanfilde gévde ciirtikliiiii etmeni S. sclerotiorum (Lib.) de Bary antagonistik
potansiyelleri acisindan degerlendirilmistir. T. asperellum (NVTAZ2) hastalig in
vitro'da %53.7 oraninda engelemistir. T. asperellum (NVTA1, NVTA2) yaninda
diger izole edilen turler, T. harzianum (NVTH1, NVTH2), T. citrinoviride (NVTC1,
NVTC2) ve T. erinaceum (NVTE1) olmusur. In vivo denemelerde de kok daldirma
seklinde uygulanan T. asperellum (NVTAZ2) hastaligi %69 oraninda azaltmistir.
T. asperellum karanfil bitkisinde silirglin sayisi, sap uzunlugu ve ¢icek sayisini

arttirmistir.

2.3. Bitkilerde Patojenlere Karsi Dayamkliik Mekanizmalan ile ilgili

Yapilan Calismalar

Dometes disindaki konukgulara 6zgii Fusarium oxysporum formlar1 bitkilerin
fenol iceriginde patojenik Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici'ye gore
baslangicta daha fazla artisa sebep olmustur. Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici ve Fusarium oxysporum f.sp. dianthi karisik asilamalar1 tam tersine
infeksiyondan 24 saat sonra fenol birikimini uyarmada tek basina Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersiciden daha etkili olmamistir. Bu gézlem patojenin
uyumsuz kombinasyonlara karsi tipik fenolik tepkiyi baskilayabildigini
gostermektedir (Matta vd., 1970).

Fusarium roseum’un patojenik olmayan izolati ‘Gibbosum’ karanfilde
biyokontrol etmeni olarak kullanilmistir. Etmen olmadan yarali karanfil dokusu
inkiibasyonun 96 saati boyunca diren¢ kazanmistir; ancak, Fusarium roseum
‘Gibbosum’un enfeksiyon alanina uygulanmasi bu reaksiyonu hizlandirmis, bu
sebeple inkiibasyonun 24. saatinde direnc elde edilmistir. Bu sistemde biyolojik
kontroliin potansiyel mekanizmalari arasinda, antagonizm (antibiyosis, rekabet
ve kullanim) ve morfolojik olarak konukgu tepkilerin hizlandirilmasi sistematik
olarak ortadan kaldirlmistir. Ortada biyokontrol etmeni varken, patojenin
konidileri enfeksiyon alaninda ¢imlenmemistir, ancak etmen ortadan
kalktiginda patojenin ¢imlenmesi olduk¢a yogun gerceklesmistir. Biyokontrol
etmeninin istila ettigi enfeksiyon alanlarinda yikanmis agar diskleri 24 saat

boyunca inkiibe edilmistir. Bu diskler ortadan kaldirildiginda, patojen



konidilerinin ¢imlenmesini inhibe eden maddeler icermislerdir. Metal tuzlan
(HgClz ve CuClz) ile biyokontrol etmeninin otoklavlanmis miselyum
preparasyonu da karanfil dokusunu korumustur. Bu uygulamalar diger

bitkilerde fitoaleksini uyarmada etkili olmuslardir (Baker vd., 1978).

Karanfil hiicrelerinde bulunan dianthramides, dianthaleksin ve diger fenolik
bilesiklerin, Fusarium oxysporum f.sp. dianthi ile asilanmadan 6nce ve sonra
farkli zamanlarda birikimi ile solgunluk belirtilerinin gelisimi on bir karanfil
kultir bitkisi icin kiyaslanmistir. Higbir uygulama yapilmayan kontrol bitkilerde
aseton ekstraksiyonu sonucu ¢ok az miktarda fenolikler bulunmustur. F.
oxysporum f.sp. dianthi ile asilandiktan sonra, tiim kiltiir bitkilerinde farkh
oranlarda birka¢ dianthramides ve dianthaleksin dahil olmak tizere ayni fenolik
bilesik saptanmistir. Govde kesitlerinin taze materyal agirligi basina toplanan
fenolik bilesiklerin toplam miktar: ise farkh kiltiir bitkilerinin hastalik direncg
seviyesi ile iliskilendirilememistir. Ancak, kiiltiir bitkilerindeki dianthramides
ve dianthaleksin birikimi diren¢ ile pozitif olarak iliskilendirilirken, heniiz
tanimlanmamis diger iki bilesik direncgle ters bir iliski icinde oldugu

bulunmustur (Baayen ve Niemann, 1989).

Karanfilde Fusarium oxysporum f.sp. dianthi'nin farkli oranda konidi
stispansiyonu ile govdeden inokulasyonu sonrasi fitoaleksin birikimi ve
solgunluk gelisimi incelenmistir. Yiiksek konsantrasyonda konidi siispansiyonu
yliksek solgunluk oranlarina ve daha yliksek fitoaleksin konsantrasyonlarina

neden olmustur (Baayen ve Schrama, 1990).

Pseudomonas fluorescens WCS417r uygulanmis ve bitki govdelerine Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi konidi sispansiyonu uygulanmis bitkilerde hastalik
kaydadeger sekilde azaltilmistir. Fusarium oxysporum f.sp. dianthi’ye Kkarsi
bitkideki hastalik baskilanmasinin uyarilmis dayanikliliktan kaynaklandigi
bildirilmistir. Floresan Pseudomonas uygulanmis bitkilerin gévde kesitlerinde
fitoaleksin birikimi bulunmustur. Bu bilesiklerin birikimi bitkiler bakterize

edildiginde ancak hastalik bulasmadiginda bulunmamistir. Bakterinin
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lipopolisakkaritlerde bulunan hiicre yiizey bilesiklerinin uyarici faktorler

oldugu sonucuna varilmistir (Peer ve Schippers, 1992).

Reaktif oksijen turleri indirgenme ve yilikseltgenme olaylarn sirasinda
kloroplast, mitokondri gibi hiicre organellerinde elektron tasinimi sonucunda
bitki hiicrelerinde diisiik diizeylerde olusurlar (Mehdy, 1994). Bitkiler enerji
ihtiyaclarini karsilamak icin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerde oksijen tekli
halde bulunur. Bu tekli oksijenin indirgenerek suya doniisimii sirasinda reaktif
oksijen tiirleri olusur. Oksidanlarla antioksidanlar arasindaki denge bir dizi
olumsuz ¢evre kosullar: tarafindan bozulabilir. Bu degisikliklerin sonucu olarak,
hiicre icinde ROS seviyeleri hizla yiikselir. Bitkilerde degisen c¢evre kosullari
karsisinda, ROS tliretmek icin cesitli oksidazlar1 ve peroksidazlar1 aktive eder.
ROS bitkilerde patojenlere karsi savunmada merkezi bir rol oynarlar. Yiksek
derece reaktif ve dolayisiyla toksiktirler, infeksiyon ve savunma ile ilgili bir¢cok
onemli siireclere katilirlar. ROS aslinda patojen ve herbivor saldirilarina karsi
bitkilerin savunma tepkilerindeki énemli bilesiklerdir. Oksidatif patlama, aktif
programlanmis hiicre olumi ve patojenle iligkili proteinler (PR) gibi
antimikrobiyal savunma stiresince olusmaktadirlar. Reaktif oksijen tirleri ilk
olarak hipersensitif reaksiyonla hiicre 6limiine neden olmaktadir. Patojen
etmenine dogrudan oldiirticii etkide bulunmaktadir. Hidrojen peroksit bitki
savunma tepkisi sirasinda antimikrobiyal bir madde olarak oOnerilmistir
(Apostol vd., 1989; Legendre vd. 1993; Walters, 2003; Custers vd., 2004).
Lignifikasyonda gorev alirlar. Bitkide lignin sentezi i¢cin hidrojen peroksit
gerektirmektedir. Plazma membraninda bulunan heterotrimerik G
proteinlerinin uyarmasiyla kalsiyum kanallarinin aktivasyonunu saglar. Reaktif
oksijen tiirlerinin bir diger rolii de bitkide sinyal molekiili olarak gorev
yapmasidir. Salisilik asit’i uyararak sistemik kazanilmis dayaniklilig1 aktive eder.

Ayni zamanda serbest radikaller patojenler tizerinde stres olustururlar.

Hastaliga karsi farkli seviyelerde dayanikliik gosteren karanfil cesitlerine
Fusarium oxysporum f.ssp. dianthi (irk 2) asilanmis ve konukcuda fitoaleksin
birikimi, pektinaz enzimlerinin {retimi ve hastalik simptomlarinin gelisimi

acisindan gozlenmistir. Fitoaleksin birikimi, as1 yerinin ilk 5 cm yukarisinda 10.
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gilinden itibaren artmaya baslamis ve 12 haftadan sonra azalmistir. As1 yerinin
ilk 5 cm yukarisinda 4. haftadan sonra degerlendirilen poligalakturonaz (PG)
aktivitesi ise hastalik gelisimi ile ylksek diizeyde iliskili olmustur (Baayen vd.,

1997).

Pseudomonos fluorescens WCR 417r Fusarium oxysporum f.sp. dianthi ile inokule
edilmis karanfil govdelerinde sistemik uyarilmis dayanikliligl tesvik etmistir

(Steijl vd., 1999).

iki karanfil (Dianthus caryophyllus) ¢esidinin (“Gloriana” ve “Roland”) Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi’ye kars1 sirasiyla kismen ve yliksek dlizeyde direngli olan
fenol olusumlar1 endojen fenollerin patojene karsi antifungal etki gosterip
gosteremedigini belirlemek amaciyla arastirilmistir. Analizler saglikli ve F.
oxysporum-asilanmis in vitro dokular ile in vivo bitkileri iizerine yapilmistir. iki
benzoik asit tlirevi, protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit) ve vanilik asit
(4-hidroksi-3-metoksibenzoikasit) her iki kultir bitkisinin saghkli ve asili
dokularinda flavonol glikozit peltatosit ile beraber (3-[6-O-(_-L-
arabinopiranosil)-B-D-glukopiranosil] quercetin) bulunmustur. Bu molekiiller
patojene karsi yalnizca ¢ok hafif diizeyde engelleyici 6zellikler gdstermislerdir.
2,6-Dimetoksibenzoik asit yalnizca asili kiiltiir bitkisi “Gloriana”da kiiciik
miktarlarda tespit edilirken yiiksek seviyede direngli kiiltiir bitkisi “Roland”da
flavonedatiscetin varhg gorilmiistir (3,5,7,2’-tetrahidroksiflavone). ikinci
bilesik F. oxysporum f.sp. dianthi'ye karsi fark edilir fungitoksik aktivite
sergilemistir (Curir vd., 2003).

Galeotti vd. (2008), karanfilde ytruttiikleri bir calismada, kaempferol 3-0-§3-d-
glukopiranosil (1 — 2)-0-B-d-glukopiranosil (1 — 2)-O-[a-l-ramnopiranosil-(1
— 6)]-B-d-glukopiranosid (1), C- ve O-flavonoid glikositler (2 ve 3), izole
etmislerdir. izole edilen bu bilesiklerin ve diger flavonoid glikosit analoglarinin
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi patotiplerine kars: antifungal aktiviteye sahip

olduklar1 belirlenmistir.
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Fusarium oxysporum f.sp. dianthi'nmin (FOD) sebep oldugu solgunluga karsi iki
karanfil (Dianthus caryophyllus L.) ¢esidinin koklendirilmis ¢eliklerine patojen
inokule edilmis ve glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesine bagl bazi
dayaniklhilik parametreleri (E.C.1.11.1.7) degerlendirilmistir. Direngli karanfil
bitkisi (L.P. Candy) inokule edildikten 12, 24 ve 48 saat sonra GPX aktivite
seviyelerinde 6nemli artislar gorulirken (hpi), duyarlh karanfilde (Tasman)

daha uzun siirede (96 hpi) hafif bir artis sergilemistir (Ardila vd., 2014).

Bao vd. (2014), tarafindan yapilan bir ¢alismada patates yumrularinda Fusarium
sulphureum ve Fusarium sambunicum tirlerinin patojenitesi incelenirken
yuriitiilen testlerde reaktif oksijen tiirlerinin asir1 bir sekilde tiretildigine dikkat

cekilmistir.

ROS aerobik organizmalarin normal metebolizmalarinda devamli olarak
olusturulur. Hiicreler icerisinde ROS’un salinmasi ve birikimi pek ¢ok olumsuz
cevre kosullarinda tepki olarak olusturulur (tuzluluk, sicaklik, soguk stresi,
patojen saldirilari). Bitkilerde sirasiyla hiicre duvar1 ve plazma membraninda
bulunan peroksidaz sinif 3, NADPH (NOX) ROS’da rol oynayan ana enzimatik
sistemlerdir. ROS hiicrelerde iki rol oynayarak énemli bir sinyal molekiil olarak
gorev yapar ve glcli oksidan 6zelligiyle toksik molekiil olarak bilinmektedir.

ROS’un bitki patojen sistemindeki rolii arastirilmaktadir (Camejo vd., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bitki Materyali: Calismada bitki materyali olarak karanfilin (Dianthus
caryophyllus L.) hassas “Picasso” ve dayanikli “Hornett” ¢esitleri kullanilmistir.
Karanfil cesitleri yeni koklendirilmis ¢elikler olarak temin edilmistir. Karanfil

cesitleri Antalya’da fide liretimi yapan bir firmadan (Erkut Tarim) saglanmistir

(Sekil 1 ve Sekil 2).

Sekil 3.1. Hassas “Picasso” ¢esidi
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Sekil 3.2. Dayanikh “Hornett” cesidi

Trichoderma harzianum: Biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilan
Trichoderma harzianum, Bioglobal A.S."den temin edilmis “T-22 PLANTER BOX”
ticari isimli hazir preparat tavsiye edilen doz olan 50 g /100 L su olarak

uygulanmistir.

Patojen: Calismada kullanilan Fusarium oxysporum fsp. dianthi hastalikl
karanfil bitkilerinden izole edilmistir. Laboratuvara getirilen karanfil
orneklerinin kokleri cesme suyunda yikanmis ve fazla nemi kurutma kagidi
lizerinde alinmistir. izolasyon icin, hastalikli ve saghkli dokular bir arada
bulanacak sekilde 3-4 mm’lik doku parc¢alar1 kesilmistir. Doku pargalar1 2
dakika %1’'lik sodyum hipoklorit c¢o6zeltisinde bekletilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan doku pargalari iki kez steril saf suda calkalanmistir. Doku
pargalarinin fazla nemi kurutma kagidinda 15 dk bekletilerek alinmistir. PDA
besi ortami iceren Petri kaplarina 5’er adet doku parcasi olacak sekilde kiiltiire
alinmis ve 25°C’de 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda gelisen kolonilerden saflastirma islemi yapilmistir. Tani islemi kaynak
kitaplardan faydalanilarak yapilmistir (Samson vd., 1995; Leslie ve Summerell,
2006). Elde edilen izolatin bugday kiiltiirii hazirlanarak yapilan inokulasyonu

ile yliriitiilen patojenite testleri sonucunda belirlenmistir.

15



Deneme siiresince kullanilan cam Petriler, besi ortamlari, etiiv, otoklav, steril
kabin, inkilibator, spektrofotometre, hassas terazi, falkon tiipler, vidali kapakl
cam siseler, beherler, erlenmayerler, mikropipet, Whatman No.4 kagd,

siringali filtre, saksi, diger sarf malzeme ve cihazlar arasinda yer almistir.

3.2. YOntem

3.2.1. ikili Kiiltiir calismalar1

3.2.1.1. Karsiliklh kiiltiir

Trichoderma harzianum (TH) ve Fusarium oxysporum f.sp. dianthi PDA ortami
lizerinde 24°C'de 7 giin streyle gelistirilmistir. Denemede 9 cm caph Petri
kaplar kullanilmistir. Petri kaplarinin kenar kisimlarindan 3 cm igeriye dogru
nokta seklinde isaret konularak her iki fungusun 6 mm ¢apinda misel diskleri
karsilikli bu noktalara yerlestirilmis ve 5 giin inkiibasyon siiresi sonunda
karsilikli gelisme sonucu meydana gelen inhibisyon zonu 6l¢tilmustiir (Mokhtari
vd., 2017). Ayrica Petri kabinda gelistikleri alan géz 6ntinde bulundurularak 1-5
skalasina gore degerlendirme yapilmistir (Korsten vd., 1995). Kullanilan skala;
1: Trichoderma Petrinin tamamini kaplamis ve patojen hi¢ gelisemememis; 2:
TH Petrinin 2/3’inl kaplamis; 3: TH ve FOD Petrinin 1/2sini kaplamis; 4: FOD
Petri'nin 2/3’tini kaplamis; 5: FOD Petrinin tamamini kaplamis ve TH hig
gelisememis. Deneme 12 tekerriirli her tekerrir 1 Petri olacak sekilde

kurulmustur. Etki orani (%) Abbott formiilii ile hesaplanmistir.

3.2.1.2. Ugucu bilesenlerin etkisinin belirlenmesi

Ucucu bilesenlerin etkisini belirlemek amaciyla yiiriitilen c¢alismada, PDA
besiyeri kullanilmis ve Petri kaplarina 10 ml olacak sekilde esit miktarlarda
dokilmistir. Daha 6nceden PDA tzerinde gelistirilmis Trichoderma harzianum
ve Fusarium oxysporum kiultiirlerinden ayri ayri petri kaplarina 6 mm’lik misel
diskleri Petri kabinin merkezine olacak sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra bu

sekilde hazirlanan kiiltiirlerin kapaklar1 ¢ikarilarak biri digerinin lizerine ters
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olarak kapatilmis ve Petrilerin birlesme kenarlar1 parafilmle sikica sarilmistir
Kontrol petrilere ise sadece patojen ve sadece Trichoderma tiirlerinin ekimi
yapilmis ve benzer sekilde sadece ortam dokiilmiis PDA diski bulunan kapaklar
ile kapatilmistir (Mahalakshmi ve Raja, 2013). Deneme 12 tekerriirlii olarak her
tekerriir 1 Petri olacak sekilde kurulmustur. Petri kaplar1 bu sekilde 24°C’de
inkiibasyona birakilmis ve deneme sonunda koloni caplar1 6l¢lilmiis ve

gelismenin engellenme orani hesaplanmistir.

3.2.1.3. Trichoderma harzianum’un kati ortamda antibiyotik iiretiminin

etkisinin belirlenmesi

Thrichoderma harzianum’un ugucu olmayan bilesenlerinin etkisi Selofan
membran teknigi kullanilmistir. Selofan membran yerlestirilen besin
ortamlarina Trichoderma harzianum'un 6mm c¢aph diskleri yerlestirilmis ve
24°C'de 4 gun siireyle gelisimine izin verilmistir. Bu siire sonunda selofen
membranlar ortamdan uzaklastirilmistir. Gelisme sirasinda antibiyotikler
membrandan ortam igerisine yayilirken fungusun diger yapilar1 ortama
gecememektedir. Daha sonra patojenin 6mm c¢apl misel diskleri ayn1 ortam
tizerinde kiiltiire alinmis ve kontrol olarak da Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
kultire alinmis ortamlar kullanilmistir (Mayo vd., 2015). Deneme 12 tekekkiirli
her tekerriir 1 Petri olarak kurulmustur. Petri kaplar1 24°C’de 1 hafta stireyle

inkiibe edilmis ve deneme siiresi sonunda koloni ¢aplari 6l¢lilmiistiir.

3.2.1.4. Trichoderma harzianum’un sivi1 ortamda antibiyotik iiretiminin

etkisinin belirlenmesi

Trichoderma harzianum’un siv1  ortamdaki metebolitlerinin, Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi'nin misel gelisimine etkilerini belirlemek icin T.
harzianum sivi ortamda kiiltiire alinmistir. Bunun icin sivi PD (Patates
Dekstroz) ortami hazirlanmis ve 250 mllik erlenlere 100 ml miktarda
konulmustur. Daha sonra sivi ortamlar T. harzianum kiiltiirtinden 1 cm g¢aph
misel diskleri ile inokule edilmis ve erlenler 2 hafta boyunca yatay calkalayic1 da

inkiibe edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Trichoderma harzianum’un sivi kiltiirde gelisimi

Inkiibasyon siiresi sonunda sivi ortam misellerden arindirilmak amaciyla énce
tiilbent yardimiyla siiziilmiis daha sonra steril siringa filtresi ile steril bir vidal

kapakli sise igerisine stiztilmiistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Trichoderma harzianum’larin kultiir filtrat1 ve soguk sterilizasyon
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Sivi kiltirde metabolitlerin etkisini belirlemek tizere in vitro deneme
kurulmustur. Denemede 45°C'ye kadar sogutulmus 100 ml miktarda PDA
ortami icgerisine 500 pl (%0.5), 1000 pl (%1), 1500ul (%1.5), 2000ul (%2)
oraninda kiltir filtrati ilave edilerek Petri kaplarina bosaltilmistir. Kiiltiir
filtrat1 iceren ve icermeyen Petri kaplarina Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
kiiltiirlerinden 6mm ¢apli misel diskleri merkez kismina inokule edilmis ve
24°C'de 1 hafta boyunca inkiibasyona birakilmistir (Soares de Melo ve Faull,
2000). Deneme 12 tekerriirlii her tekerriir 1 Petri olarak kurulmustur.

inkiibasyon siiresi sonunda sonra koloni ¢caplari él¢iilmiistiir.

3.2.2. Denemenin kurulmasi

Yetistirme ortami olarak kullanilan toprak:kum:torf (1:1:1, v:v:v) karisimi 8 saat
sireyle 2 kez toprak sterilizatoriinde steril edilmistir. Dayanikli ve hassas
cesitler 15 cm capl yetistirme ortami iceren plastik saksilara dikilmistir. Dikilen
fideler 25°C+2 sicaklikta, 16:8 fotoperiyotta iklim odasinda 1 hafta boyunca

adaptasyonu saglanmistir.

Dikimden 1 hafta sonra “ T-22 Planter Box "isimli ticari preparattan onerildigi
dozda Trichoderma harzianum siispansiyonu hazirlanmistir. 20 ml hazirlanarak,

hassas ve dayanikli bitkilerin kok bolgesine esit miktarda uygulanmistir.

Trichoderma harzianum uygulamasindan 1 hafta sonra hastalik inokulasyonu
yapilmistir. Inokulasyon icin daha énce Fusarium oxysporum f.sp. dianthi’nin
bugday kiultiri hazirlanmistir. Bugday kiiltiiri hazirlamak icin bugday
haslanmis ve daha sonra kurutma kagitlar lizerinde fazla nemleri alinmistir.
Nemleri alinan bugdaylar 500 ml'lik vidali mavi kapakli cam siseler icerisine
konulmustur. Otoklavda 121°C’de 1 atm basingta 20 dk stureyle 3 kez steril
edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Steril edilmis bugday taneleri

Steril bugdaylarin bulundugu ortama Fusarium oxysporum f.sp. dianthi daha
once PDA lizerinde gelistirilmis taze kiiltiiriinden 6 mm ¢aplh misel diskleri ile

inokule edilmistir. Kiiltiirler 25+2°C’de 15 giin siireyle gelistirilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Fusarium oxysporum f.sp. dianthi’nin bugday kultiri

Kiltirler steril bistiiri ile esit parcalara ayrilip, 1 g olacak sekilde tartilmistir.

Hassas ve dayanikli karanfil bitkilerinin kok civarina yerlestirilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Fusarium kiiltiiriintin karanfil bitkilerine inokulasyonu

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Deneme 4
tekerriirlii ve her tekekkiirde 5 bitki yer alacak sekilde kurulmustur. Deneme
siiresince bitkiler diizenli olarak sulanmistir. Denemede hi¢bir uygulama
yapilmayan negatif kontrol ve patojen uygulamasi yapilan pozitif kontrol yer

almistir. Deneme plani asagidaki gibi belirlenmistir.

1.Trichoderma harzianum (TH)
2. Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (FOD)
3. Trichoderma harzianum + Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (TH + FOD)

4. Kontrol (K)

3.2.3. Trichoderma harzianum’un Fusarium oxysporum f.sp. dianthi'nin

hastalik siddeti ve bitki gelisimi izerine etkilerinin belirlenmesi

U¢ aylik deneme siiresi sonunda Fusarium oxysporum f.sp. dianthi’'nin neden
oldugu solgunluk hastalifinin simptomlarinin belirlenmesi icin 0-4 skalasi

kullanilmistir (Prodos-Ligero vd., 2007). Denemede kullanilan skala;

0= Saglikh bitki

1=Bitkinin alt kisimlarinda kloroz
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2= Bitkinin alt kisminda ve 1/3 oraninda kloroz veya solgunluk
3=Bitkinin uist kisminda birkag yaprakta solgunluk belirtisi
4=0lii bitki

Yine deneme siiresi sonunda bitki gelisim parametreleri degerlendirilmistir.
Bitki gelisim parametreleri icerisinde bitki boyu, kék ve siirgiin yas ve kuru
agirliklan belirlenmistir. Her uygulama i¢in ayr1 ayr bitkiler sokiilmiis; kok ve
stirgiin birbirinden ayrilmistir. Kokler dnce iyice ¢esme suyu altinda yikanmis
ve kurutma kagidi lzerinde fazla nemi alinmistir. Bitki boylar1 bir cetvel
yardimiyla ol¢iilmiis ve kaydedilmistir. Strgiin ve kokler ayri ayr tartilmis ve
kaydedilmistir. Sturgiin ve kok ornekleri kagitlara sarilarak 70°C'de 48 saat

stureyle kurutulmustur. Stirgiin ve kok kuru agirliklar: tartilarak kaydedilmistir.

3.2.3. Bitkilerdeki toplam oksidan ve toplam antioksidan miktarinin

belirlenmesi

Toplam Oksidan Miktar1 (TOS) ve Toplam Antioksidan Miktar1 (TAS) analizleri
yapilarak elde edilen degerler lizerinden hesaplamalar yapilarak Reaktif Oksijen

Tiirleri (ROS)’nin bitki icerisindeki durumlar1 belirlenmistir.

TOS ve TAS belirlemek icin kontrol, patojen, Trichoderma ve Trichoderma
+patojen uygulamalarinin her birinden 3’er o6rnek bitki olacak sekilde
yapraklarindan 1 g alinmistir. Ekstraksiyon c¢ozeltisi olarak 500 ml steril su
icerisine 5.22 g potasyum klorir tartilarak fosfat buffer hazirlanmistir. 1 g
orneklerin icerisine 7 ml fosfat buffer eklenmis ve iizeri aliminyum folyo ile
kapatilmistir. 45 dakika 25°C’de ultrasonik banyoda bekletilmistir. Whatman
No.4 siizge¢ kagidi ile cam tiipler igerisine stizilmiistiir. Daha sonra 7 ml fosfat
buffer eklenmis ve tekrar 45 dakika 25°C’de ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Daha sonra Whatman No.4 ile stiziilmiistiir. Boylece karanfil bitkilerinin 6ziiti

elde edilmistir.

Total oksidan-antioksidan analizi Rel Assay Diagnostic kitleri kullanilarak

yapilmistir (Baran Medikal, Ankara) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Rel Assay Diagnostic kitleri

Toplam Oksidan Miktar1 (TOS)

Ornekte bulunan oksidanlar, ferrous iyon selat kompleksini ferric iyonlarina
okside eder. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan
tesvik edici molekiillerle uzatilir. Ferric iyonlar asidik ortamda kromagen ile
renkli kompleksler olustururlar. Spektrofotomekrik olarak olgiillen renk
yogunlugu ornekteki total oksidan molekiillerin varlig ile ilgilidir. Assay
hidrojen peroksit ile kalibre edilir. Sonuglar litrede mikromolar hidrojen

peroksit esdegeri olarak ifade edilir (umol H202 Esdeger/L).

Reagent Komposizyonu

Reagent 1 Buffer solusyonu H2S04 25mM, pH 1,75
Reagent 2 Substrat solusyonu H2SO04 25mM, pH 1,75
Ferrous iyon 5 mM
O-dianisidine 10 mM
SSSS Stok sabit 800 mM
Standart solusyon H20., Esdeger/L

SSSS Standart: Prosediirde agiklandigi gibi uygulanacaktir.
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Prosediir

Dalga boyu: 660nm
Sicaklik; 37°C

Eppendorf tiip igerisine

Ornek Standart
Standart 75 ul
Ornek 75 ul ---
Reagent 1 500 pl 500 pl
Karistirilir
Reagent 2 25 ul 25 ul

Karistirildiktan 30 sn sonra baslangi¢c absorbans A1l okunur. 5 dk sonra ise

sonu¢ absorbans A2 okunur.

Hesaplama

A2-A1 = A abs standart veya 6rnek
Sonug = (A abs 6rnek / A abs sandart) x Standart Konsantrasyonu
Birim = umol /L

Standart konsantrasyonu = 20 umol / L

Toplam Antioksidan Miktar1 (TAS)

Orneklerdeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikallerini renksiz
forma dontstiiriir. 660 nm absorbanstaki degisim 6rnegin total antioksidan

diizeyi ile ilgilidir. Assay antioksidan standardi (Vitamin E analogu olarak

bilinen Troloks Esdeger) ile kalibre edilir.
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Reagent Komposizyonu

Reagent1  Buffer solusyonu Acetate buffer 0.4 mol/ L, pH 5.8
Reagent2  Prochromagen solusyon  Acetate buffer 0.4 mol/ L, pH 3.6
ABTS 30 mmol / L

Karistirildiktan 30 sn sonra baslangi¢ absorbans Al okunur. 5 dk sonra ise

sonu¢ absorbans A2 okunur.

Prosediir

Dalga boyu: 660 nm

Sicaklik: 37°C
Eppendorf tiip icerisine

Ornek Standartlar (CAL, H20)
CAL Standart --- 30 ul
Ornek 30 pl ---
Reagent 1 500 pl 500 pl
Karistirilir
Reagent 2 75 ul 75 ul
Hesaplama

A2-A1 = A abs standart veya 6rnek
Sonug = (A abs H20) - (A abs 6rnek) / (A abs H20) - (A abs standart)

Birim = mmol / L
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Sekil 3.9. Spektrofotometrik analizler

3.2.4. Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Fenolik bilesik ol¢limleri patojen inokulasyonundan sonra haftada 1 kez 3’er
ornek alinarak yapilmistir. Saksi ¢alismasinda hassas ve dayanikli kontrol ve
patojen uygulamalarindan alinan o6rneklerdeki toplam fenolik bilesiklerin
miktar1 Escarpa ve Gonzalez (1998)’e gore belirlenmistir. Her uygulamadan
sokiilen bitkilerden 3 tekerrtrli olacak sekilde 1’er gram tartilarak 0,1g BHT
(2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol) ve 15 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi (%80
methanol, 20 ml su ve 1ml HCI) ilave edilerek 6rnekler 45 dakika ultrasonik
banyoda bekletilmistir. Daha sonra Whatman No.4 siizge¢ kdgidindan stiziilerek
tizerine 15 ml. ekstraksiyon ¢ozeltisi konulmus ve tekrar 45 dakika ultrasonik
banyoda bekletilerek Whatman No.4’ ten siiziilmistiir. Toplam fenolik madde
miktari, Kaur ve Kapoor (2002), tarafindan onerilen spektrofotometrik yonteme
gore belirlenmistir. Elde edilen bitki ekstraktlarindan 0.5 ml ekstrakt falcon
tiipler igerisine alinarak 7ml su ve 0.5 ml Folin-Cioceltau eklenerek 3 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 2 ml %20’lik Na;CO3z ¢ozeltisi ilave edilerek su
banyosunda 25°C’de 1 saat bekletilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.11. Toplam fenolik iceriginin belirlenmesinde kullanilan standartlar

Spektrofotometrik analizlerde standart olarak 250, 500, 750, 1000 ve 1500 ppm
konsantrasyonda katesin kullanilmisir (Sekil 3.11). Orneklerin absorbans

degerleri UV-VIS spektrofotometrede 720 nm dalga boyunda okunmustur.

3.2.5. Fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin belirlenmesi icin analizler YETEM (Yenilik¢i Teknolojiler

Uygulama ve Arastirma Merkezi, Isparta)’den hizmet alimi seklinde yapilmistir.
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Her uygulama icin 2 g numune tartilip 10 ml aseton ile homojenizatorde
homojenize edilmistir. Karisim 30 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Daha
sonra 10 ml daha aseton eklenip 3 saat daha ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Karisim siiziiliip, stiziintii evaporatorde 40°C’de kuruluga varana kadar
buharlastirilmistir. Kalan 6rnek 2 ml metanolle ¢6zultip 20 pL’si HPLC cihazina
enjekte edilmistir. Kullanilan Shimadzu Marka HPLC cihaz ile ilgili 6zellikler

asagida siralanmistir.

Dedektor: DAD dedektor (Amax=278nm)
Otomatik 6rnekleyici: SIL-10AD vp
Sistem kontrolorii: SCL-10Avp

Pompa: LC-10ADvp

Degazor: DGU- 14A

Siitun firin: CTO-10Avp

Kolon : Agilent Eclipse XDB-C18 (250x4,60 mm) 5 mikron
Mobil faz: A: %3 asetik asit, B: Metanol
Akis Hizi: 0.8 mL / dakika

Kolon sicakligi: 30°C;

Enjeksiyon hacmi: 20 pl

mAlU
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5.0 100 18.0 200 20 30.0 350 40.0 45.0 50.0 55.0 ED.0 B5.0 0.0 75.0 80.0 85.0 min

Sekil 3.12. Standart kromatogrami (1:gallik asit 2: p-hidroksi benzoik asit
3:klorogenik asit 4:p-kumarik asit 5:sinnamik asit 6:luteolin 7:
apigenin)
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3.2.6. istatistik analizler
Elde edilen verilere varyans analizi uygulanmis uygulamalarin birbirinden

farklhiliklar1 Tukey (P<0.05) ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir.

Uygulamalarin etkisi Abbott formiilii ile hesaplanmistir (Karman, 1971).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Ikili Kiiltiir Calismalari

4.1.1. Karsilikh kiiltiir

Petri ortaminda karsilikli olarak yerlestirilen Trichoderma harzianum (TH) ve

Fusarium oxysporum fsp. dianthi (FOD)'nin misel

disklerinin gelismesi

sonucunda, inhibasyon zonu, ortalama skala degeri ve etki orani belirlenmistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Trichoderma harzianum’un ikili kiiltirde F. oxysporum f.sp.

dianthi'nin misel gelisimine etkileri

Uygulama

Inhibisyon zonu

Ortalama

Ortalama koloni

% Etki

(mm) skala degeri ¢apl (mm)
FOD - 62.9 -
TH-FOD Karslllkll 6.4 18 8.7 86.2
ekim

Karsilikl ekim sonucu olusan inhibisyon zonu 6.4 mm olarak 6l¢iilmiis Fusarium

oxysporum f.sp. dianthi’'nin misel gelismesini inhibisyon zonu olusan kisimlarda

keskin bir sekilde engelledigi gozlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. TH ve FOD’un arasindaki inhibisyon zonu
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Diger yandan, Petri kabinda kapladiklar1 alan dikkate alinarak yapilan skala
degerlendirmesinde ortalama skala degeri 1.8 olarak bulunmustur. Bu skala
degeri TH'un Petriyi 2/3 oraninda kaplayarak FOD'nin gelisimi baskiladigini
gostermistir. Koloni g¢aplar1 6l¢iimii degerlendirildiginde TH'un etki orani da

%386.2 olarak belirlenmistir.

ikili kiiltiir testleri antagonistlerin patojenler {izerine etkinligini ortaya
koymada en yaygin kullanilan basit tekniklerden birisidir. Calismamizda
Trichoderma harzianum’un patojenin misel gelisimini baskilamada iyi bir
antagonistik etki gosterdigini ortaya koymustur. TH'un in vitro’da patojenlerin
misel gelisimini baskilamada etkin role sahip oldugu pek ¢ok ¢alisma ile ortaya
konulmustur. Ayn1 zamanda TH'un hiperparazitik 6zellgi ile patojen funguslarin
miselleri tizerinde direkt olarak beslendigi de dikkat ¢cekmektedir (Chet, 1987;
Khattabi vd., 2004; Prisa vd., 2013). Mokhtari vd. (2017), farkli bolgelerdeki
topraklardan izole ettikleri 17 farkli Thichoderma spp. izolat1 ile Fusarium
oxysporum, Verticillium dahliae ve Rhizoctonia solani lizerine etKkileri ile ilgili in
vitro’da ikili kiltiir calismalarn yiiriitmuslerdir. Trichoderma izolatlar1 bu toprak
koékenli patojenlerin misel gelisimlerini azaltmada énemli dlizeyde antagonistik
aktivite gdstermistir. Trichoderma afroharzianum’un en etkili antagonist oldugu
ortaya konulmustur. Trichoderma afroharzianum, R. solani ve F. oxysporum’un
misel gelisimini sirasiyla %98 ve %67 oranlarinda azaltmistir. Ote yandan, T.

reesei de li¢ patojenin misel gelisimini 6nemli dlizeyde azaltmistir.

4.1.2. Trichoderma harzianum’un ugucu bilesenlerinin etKisi

FOD ve TH'un kapali ortamda gelistirilmeleri sonucu ugucu bilesenlerinin
etkileri kapak kiultiir metodu ile belirlenmistir. Calismada, FOD'un kontrol
Petride 71.5 mm olarak o6lgilen koloni c¢apini TH'un ortama saldigi
metabolitlerin sonucu 36.6 mm’ye azaltti§1 ve bu etki oraninin %48.8 oldugu

ortaya konulmustur (Cizelge 4.2; Sekil 4.2.).
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Cizelge 4.2. Trichoderma harzianum’un ugucu bilesenlerinin F. oxysporum f.sp.
dianthi’nin misel gelisimine etkileri

Uygulamalar Ortalama koloni ¢cap1 (mm)* % Etki
FOD 71.5a -
TH+FOD 36.6b 48.8

*Ayni siitun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore
istatistiki olarak birbirinden farklidir.

Sekil 4.2. THun FOD’un kapak kiiltiir yontemiyle misel gelismesini azaltmasi
(Kontrol solda; TH uygulanmis sagda)

Dort Trichoderma viride, sekiz Trichoderma harzianum ve bes Trichoderma
reesei izolatinin karanfilde solgunluga sebep olan Fusarium oxysporum'a f.sp.
dianthi'ye Kkars1 antagonistik potansiyelini test etmek igin bir c¢alisma
yapilmistir. Tim izolatlarin %16.33 ile % 50.11 arasi degisen diizeylerde
patojenin miselyum blyiimesini inhibe ettigi ve bu etkinin, ucgucu
metabolitlerden kaynaklandigl ortaya konulmustur (Mahalakshmi ve Raja,

2013).
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4.1.3. Trichoderma harzianum’un kat1 ortamda antibiyosis etKisi

Selofan membran teknigi ile TH'un ugucu olmayan bilesenlerinin FOD’un misel
gelisimi lizerine etkisi belirlenmistir. TH'un ugucu olmayan bilesenlerin etkisi
FOD’un koloni ¢capini kontrole kiyasla %65.1 oraninda azaltmistir (Cizelge 4.3;
Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. Trichoderma harzianum'un ugucu olmayan bilesenlerinin F.
oxysporum f.sp. dianthi'nin misel gelisimine etkileri

Uygulama Ortalama koloni ¢ap1 (mm)* % Etki
FOD 78.5a -
TH+FOD 274D 65.1

*Aym siitun icerisinde farkl harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.

Sekil 4.3. Selofan membran teknigi ile kontrole (solda) kiyasla misel gelisiminde
azalma

Benzer bir ¢alisma ile Mayo vd. (2015), Trichoderma harzianum izolatlarinin R.
solani'nin misel gelismesi tizerine etkilerini selofan membran teknigi ile test
etmislerdir. Calisma sonucunda Trichoderma izolatlarinin Rhizoctonia solani’nin

misel gelisimi %58-86 arasinda degisen oranlarda inhibe edilmistir.

4.1.4. Trichoderma harzianum’un s1vi ortamda antibiyosis etkisi

TH’un kiiltiir filtratinin FOD’un misel gelisimine etkilerini belirlemek icin 0-%2

arasinda dozlar kat1 ortama ilave edilmis ve FOD'un ortalama koloni ¢aplari
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Olciilmiistir. TH'un kiltir filtrati artan dozlarda FOD’un misel gelisimini
degisen oranlarda azaltmistir. En yliksek doz olan %2 FOD’un misel gelisimi

lizerine %88.7 oraninda etki gostermistir (Cizelge 4.4; Sekil 4.4).

Cizelge 4.4. Trichoderma harzianum’un kiltir filtratinin F. oxysporum f.sp.
dianthi’nin misel gelisimine etkileri

Filtrat (%) Ortalama koloni ¢ap1 (mm)* % Etki
Kontrol 83.3a -
0.5 63.5b 23.7
1.0 499c 40.6
1.5 16.4d 80.3
2.0 9.4d 88.7

*Ayni stitun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farklidir.

Sekil 4.4. TH'un kiltir filtratinin FOD’'un misel gelismesine etkisi (sirasiyla
Kontrol; TH %1.5; TH %2.0; TH %0.5 ve TH %1)

Soares de Melo ve Faull (2000), ondort farkli Trichoderma harzianum ve T.
koningii tliriine ait streynin R. solani Uzerine etkilerini test etmislerdir.
Trichoderma izolatlar1 sivi ortamda gelistirildikten sonra elde edilen antibiyotik
iceren kiiltiir filtratlarinin kati ortamda R. solani’nin misel gelismesi iizerine
etkileri belirlenmistir. U¢ T. koningii streyni iiretmis olduklar1 toksik
metabolitleri ile R. solani lizerine gli¢li bir aktivite gostererek misel gelismesini
%79 oraninda azaltmistir. Diger yandan R. solani’nin sklerot canhhgim T.
harzianum, Th-9 streyni %81.8 ve T. koningii, TK-5 streyni de %53 oraninda

azaltmistir.
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4.2. Trichoderma harzianum’un Karanfil Cesitlerinde Hastalik Gelisimine

Etkileri

Biyolojik miicadele etmeni T. harzianum (TH)’un saksi kosullarinda hassas ve
dayanikl karanfil cesitlerinde FOD’un hastalik gelisimi lizerine olan etkisini
belirleyebilmek icin hastalik indeksi ve hastalik siddeti siddeti (%) ve etki

diizeyi (%) hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.5'te gdsterilmistir.

Cizelge 4.5. Trichoderma harzianum’un karanfil ¢esitlerinde hastalik siddetine

etkileri
Hassas Picasso Dayanikli Hornett
Uygulama | Hastalik Hastalik % Hastalik Hastalik %
indeksi | siddeti (%) | Etki indeksi* siddeti (%) | Etki
FOD 3.56a 89.0 - 0.24 a 6.0 -
TH+FOD 0.6 b 15.0 83.1 0.08 a 2.0 66.7

*Ayni sutun igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.

FOD uygulandig1 hassas cesitte %89 oraninda hastalik siddetine sahip olmustur.
TH uygulamasi ise hassas c¢esitte hastalik siddetini %83.1 oraninda azaltmistir.
Dayanikli cesitte goruldigii tzere FOD sadece %6 oraninda hastalik
olusturabilmistir. Bu baglamda TH uygulamasi hastaligi %66.7 etki oraniyla
baskiladigi belirlenmistir (Sekil 4.5; Sekil 4.6; Sekil 4.7).

TH hassas Picasso ¢esidinde FOD’un hastalik siddetini 6nemli 6l¢lide azaltmistir.
Trichoderma turlerinin bitki hastaliklarini baskilamadaki rolleri pek ¢ok bitki
patojen sisteminde kanitlanmistir (Shoresh vd., 2010; Kumar vd., 2017). Rattink
(1991), tarafindan Trichoderma harzianum’un, Streptomyces griseoviridis ve F.
oxysporum’un patojenik olmayan bir izolatin1 da birlikte kullanarak karanfilde F.
oxysporum f.sp. dianthi'ye Kkarsi etkilerini test etmislerdir. Duyarlh ‘Lena’
cesidinde tek basina uygulanan T. harzianum ve S. griseoviridis’'in koruma
diizeyi biraz daha diisiik olurken, orta diizeyde dayanikh bir ¢esit olan ‘Pallas’ ta
koruma diizeyi daha yiliksek olmustur. Bizim ¢alismamizda hassas ¢esit olan
Picasso’da TH etkili bir sekilde solgunluk etmenini kontrol edebilmistir.

Trichoderma tiirlerinin saksi ve sera kosullarinda karanfilde Rhizoctonia
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solani’nin neden oldugu kok ve kokbogazi ciirikligini azalttigt bazi

arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Elad vd., 1981; Sharma ve Chandel, 2013).
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| TH + FOD

Sekil 4.5. Hassas cesitte TH+FOD ve FOD uygulamalari

TH +FOD

Sekil 4.6. Dayanikli ¢esitte TH ve belirti olusmayan TH+FOD uygulamasi
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Sekil 4.7. Hassas ¢esitte FOD'un belirtileri ve bitki kurumalari

4.3. Karanfil Cesitlerinde Uygulamalarin Bitki Gelisimine Etkileri

Deneme sonunda hassas ve dayanikli karanfil ¢esitlerinde TH ve FOD’un tek tek
ve kombinasyon halinde uygulamalarinin bitki gelisim parametrelerine etkileri
degerlendirilmistir. Uygulamalarin bitki boyuna etkileri Cizelge 4.6'da

gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Hassas Picasso ve dayanikli Hornett karanfil cesitlerinde
uygulamalardaki bitki boylar

Uygulama Hassas Dayanikli
Bitki Boyu (cm)* % artis Bitki Boyu (cm)* % artis
Kontrol 26.96 ab - 33.08 b -
FOD 17.2c -36.5 34.24b 3.5
TH 34.64a 28.5 41.64 a 25.9
TH+FOD 32.24a 19.6 38.2ab 15.5

*Ayni sltun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.

Hassas cesitte yalmiz FOD uygulamasinda kontrole kiyasla bitki boyunda

hastaligin etkisiyle azalma meydana gelmistir. TH'un tek basina uygulandigi
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bitkilerde bitki boyunda %28.5 artis saglarken FOD’la kombinasyonda %19.6
oraninda artis meydana gelmistir Sekil 4.8). Dayanikli ¢esitte ise TH ve FOD tek
tek veya kombinasyon halinde uygulamalarinda bitki boyu kontrole kiyasla
belirli diizeylerde artis gostermistir. TH uygulamasi dayanikli ¢esitte de bitki
boyunda artisi saglarken sadece patojen uygulanan bitkilerde bile bitki boyunda

%3.5 artis saglanabilmistir.

Sekil 4.8. Hassas cesitte bitki boylar (sirasiyla TH, P, K, TH+FOD)

Hassas ve dayanikli karanfil ¢esitlerinde TH ve FOD’un tek tek ve kombinasyon
uygulamalarinda bitkilerin siirgiin ve kok yas ve kuru agirliklar1 hesaplanarak

uygulamalarin bu parametreler tizerine etkisi degerlendirilmistir.

Hassas ¢esidin siirgiin ve kok yas agirliklart degerlendirildiginde FOD
uygulamasi haric¢ diger uygulamalarda kontrole kiyasla artis saglanmistir. TH ve
FOD+TH uygulamalarinda siirgiin yas agirliginda kontrole kiyasla sirasiyla

%107.0 ve %71.5 oranlarinda artis saglanmistir (Cizelge 4.7).
g $ g
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Cizelge 4.7. Hassas Picasso karanfil ¢esidinde uygulamalarin siirgiin ve kok
gelisimine etkileri

Siirgiin % Siirgiin % Kok yas % Kok %

yas Artis kuru Artis | agirhgi(g) | Artis kuru Artis
Uygulamalar | agirhgi(g) agirhigi(g) agirhgi
(g)

Kontrol 6.5 b* - 2.564 b - 2.2ab - 0.276 b -
FOD 4.7b -27.8 1.507 b -41.2 1.3b -43.7 | 0.142Db | -48.5
TH 13.4a 107.0 | 6.074a | 136.9 4.0a 80.2 0.838a | 204.2
TH+FOD 11.1a 71.5 5319a | 1074 3.0a 37.0 0.613a | 122.6

*Ayni situn igerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farklidir.

Benzer sekilde yas agirlik sonuglarina paralel olarak FOD uygulamasi hari¢ TH
(%136.9) ve TH+FOD (%107.4) uygulamalarinda siirgiin kuru agirhiginda
kontrole kiyasla artis saglanmistir. Hassas cesitte kok yas ve kuru agirligi benzer
sekilde FOD uygulamalarinda kontrole kiyasla azalmistir. Ancak TH ve patojenle

kombinasyonda kok yas ve kuru agirliklarda artislar gozlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.8. Dayanikli Hornett karanfil ¢cesidinde uygulamalarin siirgiin ve kok
gelisimine etkileri

Uygulamalar | Siirgiin % Siirgiin % Kok yas % Kok %
yas Artis kuru Artis | agirhigi(g) | Artis kuru Artis
agirlig agirhgi(g) agirlig
(8)* (g)
Kontrol 4.5 ab - 2.034 ab - 1.0a - 0.146 b -
FOD 6.5a 43.5 2.271ab 11.6 1.3a 28.7 | 0.150b 2.7
TH 7.7 a 71.3 3.158a 55.2 1.7a 346 | 0477a | 2173
TH+FOD 6.9a 52.3 2911 ab 43.1 1.5a 519 | 0316a | 115.6

*Ayni slitun icerisinde farkl harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.

Dayanikl ¢esitte TH ve FOD’nin tek veya kombinasyon halinde uygulamalarinda
siirgiin yas ve kuru agirliklarinda kontrole kiyasla artis saglanmistir. Benzer
sekilde kok yas ve kuru agirhiginda TH, kok yas ve kuru agirhigini belirgin
arttirici etkisi patojen kombinasyonunda bile gézlemlenmistir (Cizelge 4.8; Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Bitkiler sokiildiikten sonra stirgiin ve kokleri degerlendirilen bitkiler

Calisma sonuclarina gore, TH'un tek basina ve FOD ile kombinasyon halinde
uygulanmasinin hassas ve dayanikli ¢esitlerde bitki gelisim parametrelerinde
artis sagladigi dikkat c¢ekmistir. Ozellikle hassas cesitte béyle bir artisin
sozkonusu olmasi patojene karsi toleransi arttirabilme konusunda da 6nemli bir

faktor olmustur.

Biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilan basta Trichoderma spp. olmak
tizere diger fungus ve bakterilerin bitki gelisim parametrelerine olumlu
etkilerde bulundugu bildirilmistir (Hermosa vd., 2012). Bu etkiler 6zellikle
bitkinin rizosfer bolgesinde bitki koklerinin de rahat gelisebilecegi ve stres
kosullarina karsi saglikli gelisebilecegi bir ortam saglamak suretiyle olmaktadir.
Siis bitkileri ile ilgili yapilan diger ¢alismalarda da bitki gelisimine olan olumlu
etkilerinden bahsedilmektedir. Karanfille ilglii bazi1 ¢calismalarda T. asperellum
tiiriine odaklanilmistir. Nitekim, Vinodkumar vd. (2017), T. asperellum tiiriiniin
de karanfilde siirgiin sayisinda, sap uzunlugunda ve ¢icek veriminde artislara
sebep oldugunu bildirmistir. Yine, Sant vd. (2010)'nin sera kosullarinda
yurittiikleri bir ¢alismada, T. asperellum’un bitkinin siirgiin gelisimine olumlu

etkisi oldugunu bildirmistir.
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Trichoderma tiirlerinin diger siis bitkilerinde de gerek tek basina gerekse
mikorizal funguslarla kombine edilerek kullanildig1 ¢alismalarda mevcuttur.
Sirin (2011), Lilium yani zambaklarda T. harzianum ve Glomus tiirlerinden
olusan karisik bir preparatin tek veya kombine uygulanmasiyla bitkilerin kék

gelisimini tesvik ederek ¢igcek verimini arttirdigini bildirmistir.

Siis bitkileri sektortinde fide tiretimi de 6nemli bir konu oldugu i¢in karanfil gibi
bitkilerin koklendirilmesinde Trichoderma kullaniminin da 6nemli oldugunu
bildiren calismalar bulunmaktadir. Yine Trichoderma tiirlerinin bitki gelisimini

tesvik eden bir fungus oldugu vurgulanmistir (Stewart ve Hill, 2014).

4.4. Uygulamalarda Toplam Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri

Uygulamalardaki Toplam Oksidan Durumu (TOS) ve Toplam Antioksidan
Durumlar (TAS) deneme basinda (1. hafta) ve sonunda (8. hafta) olmak tizere

iki kere degerlendirilmis ve Oksidatif Stres Indeksleri hesaplanmistir.

Hassas cesitte deneme basinda yapilan analizler sonucunda, en yiiksek oksidan
ve en disik antioksidan diizeyi dogal olarak FOD uygulamasinda
gozlemlenmistir. TH+FOD uygulamasinda TH FOD’un yaratmis olabilecegi
oksidan diizeyini diisiirmiis ve buna bagl olarak yiikselen antioksidan diizeyi
bunu desteklemistir. Nitekim FOD uygulamasinda OSI degerinin yiiksek olmasi
da serbest radikallerin varliginin ve TH uygulamasinin da bu stresi

baskiladiginin bir gostergesi olmustur (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Hassas Picasso karanfil cesidinde TOS, TAS ve OSI degerleri

Uygulama 1. Hafta 8. Hafta
TOS* TAS* OSI* TOS TAS 0SI
Kontrol 17.594 1.011 1.740 26.548 0.978 2.714
FOD 22.605 1.060 2.133 38.487 1.085 3.548
TH 15.254 1.369 1.114 23.168 1.341 1.728
TH+ FOD | 16.689 1.195 1.397 32.624 1.216 2.682

*TOS: Toplam Oksidan Durumu; TAS: Toplam Antioksidan Durumu; OSI: Oksidatif Stres Indeksi;
TOS (umol H,0; esdeger/g); TAS (mmol Troloks esdeger/g); OSI birimi: istege bagh birim
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Deneme siiresi olan 8. haftanin sonunda, FOD uygulamasinda total oksidant
diizeyi daha da yiikselmis gorinmektedir. Buna bagh olarak diisiik bulunan
antioksidant diizeyi ile birlikte oksidatif stres indeksi de yliksek bulunmustur.
TH + FOD uygulamalarinda da toplam oksidant diizeyi ytliksek bulunsa da TH
nin varlig ile birlikte bu deger sadece FOD’a gore daha diisiik olmustur. TH, 8.
haftada da OSI degerini azaltmada basarili olarak hastalifin baskilanmasinda

antioksiantlarin sayesinde 6nemli rol iislenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.10. Dayanikli Hornett karanfil cesidinde TOS, TAS ve OSI degerleri

Uygulama 1. Hafta 8. Hafta
TOS* TAS* OSI* TOS TAS 0SI
Kontrol 15.717 1.316 1.195 23.239 1.261 1.843
FOD 19.360 1.362 1.422 27.092 1.361 1.991
TH 11.060 1.420 0.779 19.078 1.425 1.339
TH + FOD | 14.614 1.383 1.057 25.225 1.379 1.829

* TOS: Total Oksidant Durumu; TAS: Total Antioksidant Durumu; OSI: Oksidatif Stres Indeksi;
TOS (umol H202 equiv/g); TAS (mmol Trolox equiv/g); OSI: Arbitrary unit

Dayanikli cesitte deneme basinda patojenin ilk uygulanmasinin ardindan
yapilan analizler degerlendirildiginde, FOD uygulamasinda OSI degeri diger
uygulamalara kiyasla daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. TH+FOD
uygulamasinda ise OSI degerinin sadece patojen uygulamalarindan daha diisiik
oldugu tespit edilmis ve TH'nin bundaki rolii daha belirgin olarak ortaya
cikmistir.  Ancak 8. hafta sonuglar1  degerlendirildiginde, patojen
uygulamasindaki yliksek TOS degerine ragmen OSI degerlerinin birbirine yakin
oldugu ve TAS-TOS dengesinin daha stabil hale geldigi ortaya konulmustur
(Cizelge 4.10). Bu durumunda ¢esidin patojene karsi dayaniklilik 6zelliginden

kaynaklandig1 ortaya konulmustur.

Bitkilerdeki total oksidant ve antioksidant diizeyinin belirlenmesi ile ilgili cok az
calisma ylrutilmiustiir. Yapilan ¢alismalarda bitkilerdeki patojenlerin oksidant
diizeyini arttirarak OSI degerlerinin de yiikseldigini tespit etmislerdir. Nitekim,
Dikilitas vd. (2011), Pepper mild mottle virus (PMMoV) ile enfekteli biber
bitkilerinde test kitleri kullanarak Toplam antioksidan (TAS) ve toplam oksidan
durumu (TOS)’'u belirlemislerdir. Calisma sonucunda, TAS diizeyinin viriisle

enfekteli bitkilerde saglikli bitkilere oranla daha diisiik oldugu TOS ve OSI
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degerlerinin de viriisle enfekteli biber meyvelerinde daha yiiksek oldugunu

bulmuslardir.

Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasiyla ilgili pek¢ok sebep
sayilabilir. Bitkilerdeki patojen aktiviteleri de bunlardan birisidir. Bu durumda
toplam antioksidantlarin artmasi beklenir. Ancak bitki bu stres faktorlerinin
etkisini azaltmak icin yani bitkide artan serbest radikallerin etkisini azaltmak
icin genellikle kompleks savunma mekanizmalar1 kullanir. Bitkilerde bulunan
antioksidant bilesiklerin seviyesi ve antioksidant enzimlerin (siiperoksit
dismutaz, katalaz, peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) faaliyet gosterdigi
bilinmektedir (Dikilitas vd., 2009; Diwan vd., 2010). Bitkide TAS, TOS dengesi
saglanarak kararli hale donustirilir. Bizim c¢alismamizda da benzer

mekanizmalarin etkisi ile TH'nin bu aktiviteyi gosterdigi dustiniilmektedir.

4.5. Trichoderma harzianum’un Karanfil Cesitlerinde Toplam Fenolik

Bilesik Miktarlarina EtKkisi

Hassas Picasso ve dayanikli Hornett ¢esidinde uygulamalardaki toplam fenolik
bilesik miktarlar1 8 hafta boyunca takip edilmis ve sonuclar degerlendirilmistir.
Hassas cesitte 8 hafta boyunca tiim uygulamalardaki toplam fenolik miktarlari
yliksek olmustur. Tim haftalar boyunca en yiiksek fenolik seviyesi TH+FOD
uygulamalarinda gozlenmistir. Bu durum TH'un patojene karsi dayaniklilikta
hassas cesidin karsit koyma reaksiyonlarini tesvik ettigini gostermistir.
Halihazirda TH tek basina uygulandiginda da toplam fenolik mikarim
arttirmada basarili olmustur. Bu durum TH'un fenolikleri tesvik etmede bir
faktor oldugunun gostergesitdir. Tim uygulamalardaki toplam fenolik miktar:
patojen uygulamasindan sonraki 2. hafta (14. giin) en ylksek seviyeye
ulasmistir. Tim uygulamalarda 3. hafta belli bir seviyede azalma gdsteren
miktarlar 4. hafta tekrar yiikselmis ve bunun sonrasinda 8. haftaya kadar

tedricen azalmislardir (Cizelge 4.11; Sekil 4.10).
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Cizelge 4.11. Hassas Picasso ¢esidinde uygulamalardaki toplam fenolik bilesik

miktarlar:
Toplam fenolik bilesik miktarlar1 (mg/g)*
Uygulama Hafta
1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol 116.8d | 141.5d 111.6¢ 169.6 d 89.5d 40.8d 35.3d 26.2d
FOD 230.8b | 2549 ¢ 2049b 2135¢ 1289 ¢ 66.1c 52.1c 413c
TH 286.5b | 506.5b 253.0a 264.5b 2793b | 184.1b | 1159b | 854D
TH+FOD 346.5a | 6099a 276.2a 379.6a 434.6a 2519a | 137.5a | 108.6a

*Ayni sttun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.

Toplam fenolik miktar1 (mg/g)
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Sekil 4.10. Hassas ¢esitte uygulamalardaki toplam fenolik miktarlari

Dayanikl ¢esitte toplam fenolik bilesiklerin miktarlar1 kontrole kiyasla daha

yliksek olmustur. TH tek basina ve FOD ile kombinasyonlarinda en yiiksek

fenolik bilesik seviyeleri gozlenmis en yiiksek fenolik seviyeleri TH+FOD

uygulamasinda gozlenmistir. Fenolik bilesiklerin miktar1 2. hafta en yiiksek

seviyeye ulagsmistir. Uciincii haftadan sonra toplam fenolik miktarinda azalma

gorilse de 5-8 haftalar aras1 miktarlarda herhangi bir farklihik goériilmemistir.

Bu durum dayanikh cesitte fenolik bilesiklerin cesit o6zelliginden kaynakl

patojeni

baskilamada 2. hafta haricinde stabil

gostermektedir (Cizelge 4.12; Sekil 4.11).
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Cizelge 4.12. Dayanikli Hornett cesidinde uygulamalardaki toplam fenolik

bilesik miktarlari
Toplam fenolik bilesik miktarlar1 (mg/g)*

Uygulama Hafta

1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol 94.3d 173.2d 242.8d 171.8d 489d 74.8d 712c 72.7b
FOD 160.3 ¢ 3399¢ 2902 ¢ 2283c 84.7 c 1085c | 82.1b 784D
TH 216.5b 4599b 444.8Db 261.0b 106.4 b 120.3b | 123.1a | 123.7a
TH+FOD 306.2 a 671.5a 498.2a 3044 a 1394 a 135.0a | 137.7a | 139.3a

*Ayni sttun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.

Dayanikli ¢esitte uygulamalardaki toplam fenolik miktarlari
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Sekil 4.11. Dayanikli ¢esitte uygulamalardaki toplam fenolik miktarlari

Bitkilerde sekonder metabolitler olarak bilinen fenolik bilesiklerin bir¢ok bitki
patojen sisteminde patojen enfeksiyonlarindan sonra hizlica sentezlendigi ve
patojenin gelisimini sinirlayici, engelleyici veya inhibe edici etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda fenolik bilesiklerin seviyesinin patojen
inokulasyonu sonrasi zamana ve bitkinin yetistigi kosullara bagh olarak
degistigini gostermistir (Kumar vd., 2014). Ardila vd. (2013), dokuz farkh
karanfil ¢esidinin kok ve govdesinde Fusarium oxysporum f.sp. dianthi’ye karsi
tepki olarak toplam fenolik ve flavonoidlerin miktarini arastirmislardir.
Dayanikli  bitkilerin koklerinde daha yiiksek flavonoid miktarlarina
rastlanmistir. Bu flavonoidlerin F. oxysporum f. sp. dianthi’ye kars1 dayaniklilikta

onemli oldugu bildirilmistir.

45



4.6. Uygulamalardaki Fenolik Bilesikler

Calismada Trichoderma harzianum’un F. oxysporum f.sp dianthi’ye karsi hassas
ve dayanikl karanfil ¢esitlerinde 6nemli fenolik bilesikler ve miktarlarina etkisi
belirlenmistir. Hassas karanfil ¢esidinde en 6nemli fenolik bilesikler gallik asit,
p-hidroksi-benzoik asit, klorogenik asit, p-kumarik asit, sinnamik asit, luteolin
ve apigenin olarak belirlenmistir. Bunlar arasinda miktar1 en yiiksek olarak
bulunan klorogenik asit olmustur. Hassas cesitte tim uygulamalarda fenolik
bilesiklerin miktarlari kontrole kiyasla daha yiiksek bulunmustur. FOD ve TH'un
tek tek uygulamalar fenolik bilesiklerin miktarinda artisa sebep olmus ancak
ikisinin kombinasyon halinde uygulanmasi sonucunda fenolik bilesiklerin

miktarlar1 daha yiiksek oranda artmistir (Cizelge 4.13; Sekil 4.12).

Cizelge 4.13. Hassas Picasso karanfil ¢esidinde fenolik bilesikler ve miktarlari

Fenolik bilesikler (ug/g)*
p_
Uygulamalar Gallllk h1drok51 Klorogenlk kumarik Slnna.mlk Luteolin | Apigenin
asit benzoik asit . asit
. asit
asit
Kontrol 1.2¢c 3.0c 259 c 0.5b 0.6c¢c 59b 109d
FOD 14c 5.2b 30.6b 0.8a 2.6b 7.7 a 18.6b
TH 3.3b 59b 29.0b 09a 2.1b 6.1b 14.6 ¢
FOD+TH 7.5a 7.4 a 53.3a 09a 41a 8.0a 25.3a

*Ayni sutun icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farkhdir.
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Sekil 4.12. Hassas ¢esitte fenolik bilesikler
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Dayanikli karanfil ¢esidinde yedi adet 6nemli fenolik bilesik tespit edilmis
benzer sekilde klorogenik asit en yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesik
olmustur. Dayanikli cesidin hi¢cbir uygulama yapilmayan kontrolde fenolik
bilesiklerin miktar1 ytksek bulunmustur. Sadece FOD uygulanan dayanikl
bitkilerde patojene tepki olarak fenolik bilesiklerin miktarinda artis tespit
edilmistir. TH ve patojen kombinasyonlarinda fenolik madde miktarlarinda

belirgin artis olmamistir (Cizelge 4.14; Sekil 4.13).

Cizelge 4.14. Dayanikli Hornett karanfil ¢cesidinde fenolik bilesikler ve miktarlari

Fenolik bilesikler (ug/g)*
p-
Uygulamalar Gal!ik hidrok.si Klorogenik p-kumarik Sinna-mik Fiteolin | Apigenin
asit benzoik asit asit asit
asit
Kontrol 5.6a 2.5b 27.4 ab 2.7b 0.6a 4.0a 14.3 Db
FOD 3.0b 4.8a 32.1a 33a 0.8a 4.6 a 18.2 a
TH 2.5¢C 43a 21.6b 2.2b 0.7a 4.4 a 11.2b
FOD+TH 2.6 C 2.1b 24.8b 1.3c 0.6a 45a 12.1 ab

*Ayni situn icerisinde farkli harf iceren ortalamalar Tukey (P<0,05) testine gore istatistiki
olarak birbirinden farklidir.

Hornett ¢esidinde fenolik bilesiklerin miktari
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Sekil 4.13. Dayanikl cesitte fenolik bilesikler

Sonuglar degerlendirildiginde hassas karanfil c¢esidinde FOD ve TH
uygulamalarinin tek tek veya kombinasyon halinde uygulamalarinda artis tespit

edilmis olmasi patojene karsi bu bilesiklerin 6n plana ¢ikarak savunma
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sirasinda rol oynadiklarini gostermistir. Dayanikli cesidin hi¢bir uygulama
yapilmayan kontrol bitkilerde fenol bilesiklerinin oranlarinin ytliksek olmasinin
nedeni cesit oOzelliginden kaynaklandigl disinilmektedir. Dayanikli cesitte
sadece patojen uygulamalarinda da bu bilesiklerin ve miktarlarinin artis

gostermesi var olan dayaniklilig1 da destekledigini gostermistir.

Bitki icerisindeki fenolik bilesikler ve miktarlarinin bitki ¢esidi, dayanikli veya
hassas olusu, patojen, uygulama sekli, siire, bitkinin bulundugu kosullara gore
degismektedir. Nitekim, Curir vd. (2003), kismi ve yiliksek dayanikli olan iki
karanfil cesidinde (Dianthus caryophyllus) (“Gloriana” ve “Roland”) Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi’ye kars1 endojen fenollerin antifungal etkisini belirlemek
amaciyla bir c¢alisma yiirtitmustir. Sonucta, Benzoik asit tilirevlerinden
protokatesik asit, vanilik asit ve flavonol glikozitlerden peltatosit her iki ¢esidin
saglikli ve hastalikli dokularinda bulunmustur. 2,6-Dimetoksibenzoik asit
yalmizca “Gloriana”da tespit edilirken dayanikli “Roland”da flavonedatiscetin
belirlenmistir. Datiscetin Fusarium oxysporum f.sp. dianthi'ye karsi belirgin

fungitoksik aktivite gostermistir.

Calismamizda tespit edilen fenolik bilesikler disinda baska c¢alismalarda
flavonoid grubundan daha farkl fenolik bilesiklerin varlig1 tespit edilmistir.
Galeotti vd. (2008), karanfilde yitirtttiikleri bir calismada, kaempferol 3-0-§-d-
glukopiranosil (1 = 2)-0-B-d-glukopiranosil (1 — 2)-O-[a-l-ramnopiranosil-(1
— 6)]-B-d-glukopiranosid (1), C- ve O-flavonoid glikositler (2 ve 3, izole
etmislerdir. izole edilen bu bilesiklerin Fusarium oxysporum fsp. dianthi

patotiplerine karsi antifungal aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Diger bitki patojen sistemlerinde de fenolik bilesiklerin hastaliklara karsi
etkileriyle ilgili calismalar ylritilmiustir. Singh vd. (2002), bezelye bitkisinde
yapmis olduklari calismada yaprak, kok ve govde kisimlarina tek tek veya
kombinasyon olarak uygulanan Erysiphe pisi ve bitki biiylimesini tesvik eden
rhizobakterlerilerden (PGPR) Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas
aeruginosa’nin HPLC cihazi ile 48 saat ve 96 saat beklemeden sonra fenolik

bilesiklerden tannik, gallik, ferulik ve sinnamik asit miktarlarina bakilmistir.
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Tannik asit miktarinin ytksekligi 48 saat sonra sadece patojen uygulamasinda
ve 96 saat sonra kombinasyon uygulamalarinda bitkinin farkli kisimlarinda
yuksek miktarlarda bulunmustur. Gallik asit miktar1 tim uygulamalarda
kontrole gore daha yiiksek bulunmusken kombinasyon uygulamalarda en
yuksek miktarlarda tespit edilmistir. Ferulik asit miktar1 Pseudomonas
aeruginosa+Erysiphe pisi uygulamasinda yaprak ve saplarda fazla iken
Pseudomonas fluorescens + Erysiphe pisi uygulamasinda koéklerde fazla tespit
edilmistir. Sinnamik asit miktar1 kombinasyon uygulamalarda yiiksek oranlarda

bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, karanfilde Trichoderma harzianum (TH)un Fusarium
oxysporum f.sp dianthi (FOD)'nin in vitro’da misel gelismesi; in vivo’da karanfilde
bitki gelisme parametreleri, FOD'un hastalik gelisimi ve bitkilerde bazi

dayaniklilik parametrelerine etkisi belirlenmistir.

TH, in vitro’da ikili kiiltiir ¢alismalar1 icerisinde uygulanan yodntemlerden
karsilikll ekim, kapak kiiltir, kiltiir filtrati ve selofan membran teknigi ile
FOD’un misel gelismesini azaltmistir. In vitro ¢alismalarda, TH kat1 ve sivi
ortamda gelismesi sonucunda olusturdugu bazi1 metabolitler sayesinde FOD’un

gelismesini azaltmis veya sinirlamistir.

TH uygulamalar hassas ve dayanikli cesitlerde bitki boyu, siirgiin ve kok yas ve
kuru agirliklarinda belirli diizeylerde artislara sebep olmustur. FOD
inokulasyonu o6zellikle hassas cesitte bitki gelisim parametrelerinde 6nemli
azalmalara sebep olmasina karsin TH wuygulamalar ile biiyliik o6lcide
iyilestirilmistir. Benzer sekilde, TH uygulamasi dayanikl gesitte de bitki gelisim

parametrelerinin artisinda 6nemli etkisi olmustur.

TH, FOD lizerine in vitro’da gostermis oldugu etkiyi hassas ve dayanikl karanfil
cesidinde in vivo’da da gostermistir. TH, hassas cesitte hastalig1 yiiksek oranda
baskilamis ve cesit 6zellii bakimindan sahip oldugu dezavantaji ortadan

kaldirmistir.

Bu calisma ile karafil-FOD bitki patojen sisteminde TH uygulamasinin hassas ve
dayanikl cesitte bazi dayaniklilik parametrelerinin artmasinda ve degismesinde
onemli etkileri oldugu ortaya konulmustur. Bu dayaniklilik parametrelerinin
belirlenmesi TH'un 6zellkle hassas cesitteki etkinligini destekleme bakimindan
onemli olmustur. Benzer sekilde karanfil bitkilerinde FOD uygulamasi sonucu
artan oktidatif stresin de TH uygulamalari ile baskilandigi; artan antioksidant
diizeyi ile patojene karsi savunmada etkin bir role sahip oldugu bu yo6niiyle de

dikkat cekmistir.
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TH karanfilde FOD’a kars1 basarili bir sekilde kullanilabilir. Tarimsal liretimde
ozellikle sls bitkilerinde bitki hastaliklarina karsi Trichoderma tiirlerinin
kullanim1 sentetik kimyasallarin yerine onerilebilecek yontemlerden birisidir.
Ancak gliniimiiz Uretim kosullarinda pestisitlerin kullaniminin azaltilmasi
neredeyse mimkiin degildir. S6z konusu patojenleri baskilayic1 etkiler
distiniildiigiinde siis bitkilerinde miicadelesi zor olan toprak kokenli
hastaliklara karsi halihazirda kullanilan metodlara entegre edilebilir ve
destekleyici bu  tarz  antagonist = mikroorganizmalarin  kullanimi
yayginlastirilmalidir. Trichoderma tiirlerinin hastaliklar1 baskilayici hem de
bitkide dayaniklilik mekanizmalarini aktive edici 6zelliklerinin bir arada olmasi
hastaliklara karsi basarili bir sekilde kullanilabilmesinin temel anahtar
olmustur. Sonuclarin pratige aktarilmasi bakimindan Fusarium solgunlugunun
kontrolii icin karanfil seralarinda ytriitiilecek daha detayli calismalarla

Trichoderma tiirlerinin kullanimi daha ileriye tasinabilecektir.
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