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ONSOZ
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OZET

Toprak Kokenli Trichoderma spp. izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu ve

Biyolojik Miicadele Etkinliklerinin Belirlenmesi

Bu calismada Rize Ikizdere cay topraklarindan izole edilen ve geleneksel
yontemlerle tanimlamasi yapilan Trichoderma spp. tiirlerinin farkli sicakliklarda tireme,
spor olusturma, sporlarmin sicaklik toleransi, antifungal ve antimikrobiyal aktiviteleri,
fungisit direngliligi, seliilaz ve kitinaz tiretimleri, farkli kati substratlarda spor iiretimi, spor
raf Omriiniin ve tohum ¢imlenmesi iizerine etkinliklerin belirlenmesi amagladik.

Bu izolatlarin ¢ogunun Trichoderma harzianum’la benzerlik gosterirken biri T.
atroviride, biri de T. hamatum oldugunu ITS sekansina dayali olarak belirlendi. Suglarin
timiinde en iyi lireme ve spor olusturma sicakligi 28 °C oldugu ve spor canliliginin 65
°C’ye kadar korundugu tespit edildi. Trichoderma suslarinin etil asetat ekstratlarinin
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari, 6zellikle ID4A, ID4B ve ID6A suslariin M.
smegmatis’e etkili oldugunu bulduk. Suslarin ugucu metabolit drettigi, S. sclerotiorum’un
biiylimesini ve sklerot olusumunu engelledikleri belirlendi. Bitki patojeni olan B. cinerea
S. sclerotiorum ve R. solani’ye kars1 en etkili ve enzim (kitinaz ve seliilaz) aktivitesi en
yiiksek olan suslar sirasiyla T. harzianum ID11C, ID11D, T. atroviride ID20G ve T.
hamatum ID17E olarak belirlendi. Trichoderma’larin Captan, Dikozin ve Cuprenax
fungisitlerine karst 10000 pg/mL diizeylerine kadar direngli olduklari belirlendi. T.
harzianum ID11C ve T. atroviride ID20G suslarinin, bitki tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine
ilk 7 glindeki etkinligi, kontrole gore %10-17 oraninda daha yiiksek oldugu belirlendi.

Yapilan bu ¢alismada, T. harzianum ID11D ile ID11C suslarmin biyokontrol ve
bitki destekleyicisi olarak en uygun suslar oldugu, T. atroviride ID20G ve digerlerinin de

bu amacla kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Trichoderma, biyokontrol, antimikrobiyal, fungusit



SUMMARY

Molecular Characterization of Soilborne Trichoderma spp. Isolates and

Determination of its Biocontrol Activity

In this study, we aimed to determine the growth at different temperatures, spore-
forming, temperature tolerance of spores, antifungal and antimicrobial activity, resistance
to fungicides, cellulase and chitinase production, the production of spores at different solid
substrates, spores shelf life and the effect to seed germination of Trichoderma spp. isolated
from tea soil in ikizdere (Rize) and identified with traditional methods.

We identified these isolates mostly as Trichoderma harzianum, one as Trichoderma
atroviride and the other Trichoderma hamatum based on ITS sequences. The optimum
growth and sporulation temperature of all strains were observed as 28°C and spore
viability was determined to be protected up to 65 °C. We found that the ethyl acetate
extract of Trichoderma strains have antimicrobial activity, especially ID4A, ID4B ve ID6A
strains were found to be effective against M. smegmatis. It was determined that strains
were producing essential metabolites, so minimizing the formation sclerotizing and growth
of S. sclerotiorum. Strains with the highest enzyme activity and showing strong antifungal
activity against plant pathogens (B. cinerea, S. sclerotiorum and R. solani) were
determined as T. harzianum ID11C, ID11D, T. atroviride ID20G and T. hamatum ID17E,
respectively. It was determined that Trichoderma isolates were resistant to Captan, Dikozin
ve Cuprenax fungusists up to 10000 pg/mL level. Also it was found that the efffect of seed
germination by T. harzianum ID11C and T. atroviride ID20G strains were higher than the
control.

In this study, we concluded that T. harzianum ID11D and ID11C isolates were the
most suitable strains for biocontrol and plant promoter; and also T. atroviride 1D20G and

the others could be used for this purpose.

Keywords: Trichoderma, biocontrol, antimicrobial, fungicide
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Mantarlar, genel olarak maya, kiif ve sapkali mantarlar seklinde bilinmekte olup
dogada olduk¢a genis bir varyasyona sahip olan mikroskobik ve makroskobik
organizmalardir. Mantarlarin biiyiikk ¢cogunlugu tek hiicreli (mikroform) filament6z kiifleri
(Ascomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes) ve ¢ok hiicreli (makroform) sapli ve sapsiz
mantarlar1 (Basidiomycetes) daha az sayida ise maya (mukoid) mantarlarin1 (Candida,
Saccharomyces) kapsamaktadir (Webster ve Weber, 2007).

Mantarlar, gercek hiicre ¢ekirdeklerine sahip, Okaryotik organizmalardir.
Biinyelerinde klorofil bulundurmazlar, heterotrofturlar. Ureme 6zellikleri bakimindan
eseyli ve eseysiz olarak {lireyebilen mantarlar (fungus), somatik yapilari dallanmis
iplik¢ikler halinde ya da maya formunda olan ve kitin iceren hiicre duvarina sahip
organizmalardir. Besinlerini absorbsiyonla alirlar. Deacon (2005) tarafindan, hiicresel
organizasyonlar1 ve davranislar1 bakimindan diger tiim canlilardan farklilik gosteren essiz
organizma grubu olarak tanimlanan funguslar, ¢ok hiicreli organizmalarin ii¢ ana evrimsel
dalindan birini temsil etmektedirler.

Her ne kadar funguslar hemen hemen her ortamda yasama yetenegine sahip olsalar
da, esas olarak barindiklari ortam topraktir. Topraklar, iizerindeki bitki ve organik
katmanda, aktif bir yasama sahip olan funguslar i¢in hem besin kaynagi, hem de barinak
durumundadir. Topraklar, normal olarak ¢ok sayida bakteri, aktinomiset ve bunlardan daha
az sayida olmasina ragmen c¢ok fazla miktarda mantar (anamorfik(eseysiz iireyebilen))
(Mucorales, Ascomycota, Chytridiomycetes ve Oomycetes) igermektedir (Kirk vd., 2001).

Toprak mantarlari, diger toprak mikroorganizmalar1 ile birlikte, dogal ve islenmis
topraklarda, organik maddenin ayristirilmasi, toksin maddelerin ortadan kaldirilmasi,
karbon, azot, fosfor ve kiikiirt dongiilerini saglamada, toprak yapisinin olusumunda ve
fonksiyonlarmin muhafaza edilmesinde kritik 6neme sahiptirler. Ek olarak, toprak kokenli
bitki hastaliklarinin kontrol altina alinmasinda ve bitki gelisiminin desteklenmesinde de rol
alirlar (Garbeva vd., 2004). Topraklarin siirdiiriilebilir ve verimli bir sekilde
fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri mikroorganizmalarin aktivitelerine ve cesitliligine

baghdir (Haktanir ve Arcak, 1997).



Ingram (2002), bitki patojenlerinin biiyiikk ¢ogunlugunu mikrofunguslarin
olusturdugunu, ancak fungi olarak tanimlanan 7730 cinsin yaklasik %92’sininin saprofitik
oldugunu belirtmistir.

Toprak mantarlar1 dogada saf kiiltiirler halinde yasamlarini siirdiirmezler. Belirli
habitatlarda faaliyetlerini siirdiiriirlerken, karigik bir kiiltlir manzaras1 gosterirler. Ayn
yerde yasayan mantar populasyonlar: arasinda da siirekli bir etkilesim (interferans ya da
interaksiyon) mevcuttur. Bu kanistk  etkilesimler incelendiginde, biinyesinde
mikroorganizmalar arasinda beliren rekabet ve antagonistik etkilesimleri i¢erdigi goriliir.

Toprakta yasamakta olan gesitli bireyler veya populasyonlar arasindaki karsilikli
etkilesimler, organizmalardan birinin veya her ikisinin uyarilmasi (stimulation) veya
engellenmesine (inhibisyon) bagli olarak olumlu veya olumsuz olabilir. Olumsuz
etkilesimler; rekabet, zit etkilesim (antagonizm), mantar gelisiminin engellenmesi
(fungistatis), avcilik (predasyon) ve parazitlik iligkileridir. Olumlu etkilesimler ise; birlikte
bulunma (kommensalizm), zorunlu olan veya olmayan karsilikli yararlanmadir (Haktanir
ve Arcak 1997; Oner, 2002). Toprakta siiregelen bu etkilesimler dogal ekosistemlerde yani,
bozulmamis veya dengesi degistirilmemis topraklarda bulunan canli populasyonlarinin
dengede tutulmasini saglar. Biyolojik cesitliligin siirekliliginin saglanmasinda oldugu
kadar, zararli populasyonlarin baski altinda tutulmasinda da bu etkilesimler 6nemli rol
oynar.

Modern tarimda bitki patojenlerinin kontroliinde kimyasal pestisitlerin kullanimi
olduk¢a Onemlidir. Fungisit ve fumigantlarin yayginlii, biyotasinin iizerine herbisit ve
insektisitden daha ciddi etkisinin oldugu bilinmektedir (Fraser, 1994). Bu metodlar
atmosferi de kirletmekte ve ¢evreye, topraga zararli Kimyasallar karismaktadir (Nannipieri,
1994). Son yillarda bitki patojenlerinin kontroliinde mikrobiyal biyoinokulantlarin
kullanim1 6nemli bir strateji haline gelmistir. Ayrica biyokontrol ajanlarinin kullanimi bitki
patojenlerinin kontrolii i¢in kullanilan kimyasallarin kullanim dozunun azaltilmasina da
neden olmustur (Chet ve Inbar, 1994). Giiniimiizde mantarlar, giderek artan bir sekilde
zararh boceklerle, bitki patojeni (fitopatojen) mantarlarla ve nematodlarla miicadelede
kimyasal ilaglara (pestisitler) alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir. Diinyada bitki
patojeni mantarlara karsi bu tiir antagonistik mikroorganizmalarin kullanildigi biyopreparat

sayis1 40°1n lizerindedir (Yigit, 2005).



Antagonist mantarlar diger mantarlarin gelisimini, salgiladiklar antibiyotik maddeler
araciligiyla engelleyebildikleri gibi dogrudan temasa gectikleri mantarlarin hiicre
duvarlarim1 salgiladiklar1 enzimler araciligiyla eritmek suretiyle baskilayabimektedirler
(Kiigiik, 2000). Bir¢ok antagonistik mikroorganizma, toprakta dogal olarak bulunur ve
insan aktivitesi olmaksizin, bitki hastaliklar1 tizerinde belirli seviyelerde biyolojik
miicadele saglar. Trichoderma, Penicillium, Gliocladium ve Sporidesmium gibi saprofitik
karakterli mantar cinsleri ile bitki patojeni olmayan Fusarium, Pythium gibi cinsler, toprak
patojenlerinin antagonistleri olarak tanimlanirlar. Bunlarin topraktaki varligi topraklarin
bitki patojenlerine karsi baskilayici 6zellik kazanmasinda rol oynar (Garbeva vd., 2004).

Bu calismada Rize Iyidere-ikizdere vadisi ¢ay topraklarindan izole edilen ve
geleneksel — yontemlerle tanimlanan  Trichoderma  spp. tiirlerinin;  molekiiler
karakterizasyonu, lireme-Spor olusturma sartlar1 ve biyolojik miicadelede etkin bir ajan
olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi hedeflenmistir. Biyolojik miicadele ajani olarak
kullanilan birgok bakteriyel ve fungal antagonistlerin, orman topraklarindan izole edilerek
gelistirildigi distiniiliirse bu ¢alismada izole edilen ve in vitro testlerde etkili bulunan
izolatlarin, toprak ve tohum kokenli patojen mantarlara karst kullanilabilme

potansiyellerinin var olabilecegi diistintilerek bu ¢aligma planlanmustir.

1.2. Mantarlarin Sistematigi

Mantarlar alemi yasam formlarinin karmasikligi ve cok sayida tiir icermeleri
nedeniyle smiflandirilmasi zor olup halen tam olarak tamamlanamamistir. En bilinen
simiflandirmalardan biri Alexopolus’a gore olup 8 grupta toplanmistir (Alexopoulus, vd.,
1996). Son yayinlanan kaynaklarda ise biraz daha revize edilerek asagidaki gibi (Tablo 1)
verilmektedir (Webster ve Weber, 2007).

Ascomycota (Ascomycetes) subesi mantarlar aleminde iginde 3400 cinsi kapsayan
32 000 binden fazla tiir igeren, en genis grubu olusturmaktadir. Ad1 Yunanca’da askos (bir
deri sise, canta ya da mesane) ve mykes (mantar) terimlerinden tiiretilmis kese (sag)
mantarlanidir. Karakteristik 6zelligi eseyli lireme sporlarini askospor kese (askus) icinde

olmasidir. Cogunlukla kese i¢inde 8 askospor igermektedirler (Kirk vd., 2001).



Tablo 1. Fungi aleminin siniflandirilmasi.

ALEM : PROTOZOA
Myxomycota
Plasmodiophoromycota

ALEM : STRAMINIPILA
Hyphochytriomycota
Labyrinthulomycota
Oomycota

ALEM : FUNGI (EUMYCOTA)
Chytridiomycota
Zygomycota
Ascomycota
Basidiomycota

Grup i¢inde bazilar1 saprofit, diger bazilar1 bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in
nekrotropik veya biyotrofik parazittirler. Taninmalarinda fruting-body’leri  veya

askokarplar1 6nemlidir.

1.3. Mantarlarm Genel Ozellikleri

Kiif mantarlarinin vejetatif yapisi, yani tallus (tal) tek veya ¢ok hiicreli iplik benzeri
olup her birine hif (Grek¢e’de doku), hiflerin bir araya gelerek olusturduklart vejetatif
yaptya misel (mycelium; Grekge’de myces: mantar, elos: sigil) adi verilir. Hifler dallanmis
ya da dallanmamis olabilecekleri gibi bolmeli (septa) ya da bolmesiz (sonositik) de olabilir
(De Hoog vd., 2003). Hifalar, u¢ kisimlarindan biiylimekte olup apikal sitoplazmada bol
miktarda salgisal vezikiiller bulunmaktadir (Sekil 1). Yiiksek yapili (Ascomycota ve
Basidiomycota) smiflarinda ise apikal cisimcik (spitzenkorper) adi verilen Ozellesmis
yapilar bulunmaktadir. Hifalarin u¢ (apikal) kisimlarinin biraz gerisinde biyosentetik
aktivite ve enerji tretimi olduk¢a yiliksek olup bol miktarda endoplazmik retikulum,
mitokondri ve ribozomlar yer almaktadir (De Hoog vd., 2003; Webster ve Weber, 2007).

Mantarlar heterotrofik beslenme sekline sahip, vejetatif yapilar1 hareketsiz, hiicre
duvar yapilar tiire gore degismekle birlikte baslica glukan-kitin, nadiren de glukan-seliiloz
iceren dkaryotik mikroorganizmalardir. Okaryotik hiicrelerin sahip oldugu tiim organellere
ilave olarak, hiicre duvar litik enzimlerinin salgilanmasinda rol oynayan Spitzenkorper,
hiicreyi turgor basincina karst koruyan sitoskeleton ve tubulin gibi yapilar da

bulunmaktadir. Tallusu (viicut hiicresi) homokaryotik (tek ¢ekirdekli) ya da heterokaryotik



(genetik olarak farkli iki hifadan koken alan cekirdekler), haploid (n), diploid (2n) veya
dikaryotik (iki c¢ekirdekli) c¢ekirdekli, tiire gore basitten komplekse degisen yasam
dongiisiine sahip, mikroskopik ya da makroskobik organizmlardir. Genelde renksiz ve
klorofilsizdir, ancak bazi tiirleri hiicre ¢eperinde melanin maddesini biriktirmesi sonucu
renkli olabilmektedir (De Hoog vd., 2003).

Ureme sekilleri eseyli (seksiiel; nukleer fiizyon veya mayoz), paraseksiiel
(diploidizasyondan sonra niikleer fiizyon) ve/veya aseksuel (eseysiz; mitoz) sekilde
meydana gelebilir. Mantarlarin iireme yayilma ve neslini devam ettirme islevi igin
gelistirdigi olusumlara °‘spor’ denir. Eseysiz iireme sporlari bir konidium tasiyicisi
(konidiofor) denilen ve lireme igini tistiine almis olan bir hifin ucunda tek tek (mikro veya
makro), kiime veya zincirler halinde olusur ve konidiospor adini alir. Bélmeli hiflerin
zarlar1 kalinlasip serbest kalarak oidium adi verilen sporlart olusur. Sporlar tek bir
hiicreden veya birkag hiicreden ibarettir; her spor protoplazma kitlesi igerir ve bir ¢eperle
gevrilidir.

Sporlar uygun ve elverisli sartlarda cimlenerek bir  “cimlenme borucugu”
olusturduktan sonra birincil hifler, daha sonra hifler ve misel meydana gelir. Sporlar renk
bakimindan; sar1, yesil, kirmizi, kahverengi, siyah veya renksiz olabilirler. Hiicre sayilar
ve sekilleri tlir ve cinslere gore; oval, kiiremsi, silindir, iplik, bobrek, ig vb. sekiller

gosterebilmektedirler (De Hoog vd., 2003; Webster ve Weber, 2007).

Yag cisimcik | niikleus Hifa duvari

krista

' Ribozom p 5., ™ 'G)O{lgi Plasma membran
vakuol Mitokondri

Sekil 1. Mantar hiicresi ve orgenelleri (URL-1)

Mantarlarin eseyli liremesi, diger canlilarda oldugu gibi, “gamet” denilen esey
hiicrelerinin birlesmesi ile yiiriitiilmektedir. Once plazmogami yani protoplazmalarin

birlesmesi ve ¢ift ¢ekirdekli (dikaryot) olma, sonra karyogami yani ¢ekirdeklerin



birlesmesiyle c¢ift takim kromozomlu (diploid) olma, daha sonra indirgeme boliinmesi
gecirme ile tek takim kromozomlu (haploit) sporlar meydana getirilmesi sathalari
gerceklesmektedir. Genel olarak mantarlar aleminde goriilen eseysiz lireme sporlari
sporangiospor, konidiospor (makro ve mikro konidium), tallosporlar (blastospor,
Klamidiospor, artrospor) ve eseysiz iireme sporlart ise oospor, zigospor, askospor ve
bazidiospor seklinde bilinmektedir. Eseyli sporlarin olusmasinda izogami, anizogami,
oogami, gametangiogami ve somatogami olaylar1 gergeklesir (De Hoog vd., 2003).
Mantarlar vejetatif yapmin (tallus) uzamasi, Kkitlesinin artmasi ve sporlarinin
olusmasiyla cevreye yayilirlar. Toprakta ve atmosferde pek cok sayida mantar sporu
bulunmakta olup atmosferde meydana gelen hava hareketleri ile dikey veya yatay yonde
cok uzun mesafelere tasinabilirler. Su yolu ile yayilmasi olayina ‘“hidrokori”denmekte
olup zoosporlarin su damlaciklar1 veya birikintiler i¢inde bizzat hareket etmeleri yahut da
sporlarin su akintilarinda taginmalari ile meydana gelir. Hayvanlar vasitasi ile olan spor
yayllmasina ‘““zookori”” denir. Ayrica ulasim araclari ve insanlar aracilii ile de
(antropolojik etkiyle) Diinya’nin her yerine kisa zamanda spor yayilmasi s6z konusudur.
Mantar hiicre duvari temel kimyasal bilesenleri Kitin, glukan, mannan, seliiloz ve
proteinden olusmakla birlikte farkli gruplar i¢inde ve arasinda ¢ok dnemli degisiklikler de

gozlenmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Bazi mantar gruplariin total hiicre duvar1 kimyasal bilesenlerinin kuru agirlik
fraksiyon yiizdesi (Ruiz-Herrera, 1992; Griffin, 1994).

Gruplar Ornek Kitin Seliilloz Glukan Protein Lipid
Oomycota Phytophthora 0 25 65 4 2
Chytridiomycota Allomyces 58 0 16 10 ?
Zygomycota Mucor o* 0 44 6 8
Ascomycota Saccharomyces 1 0 60 13 8

Fusarium 39 0 29 7 6
Basidiomycota Schizophyllum 5 0 81 2 ?
Coprinus 33 0 50 10 ?

*Bagslica kitosan



Hiicre duvar iskeleti ¢apraz bagl fibrillerden olugmakta ve aralarinda gegirgenligi
saglayan porlar1 kapsayan jel veya kristal benzeri matriks bulunmaktadir. Ana yapisi
mannoz olan mannoproteinler ya da mananlar, yapisma veya tanima gibi fonksiyonlari
yerine getirmektedirler (Webster ve Weber, 2007). Ascomycota ve Basidiomycota fibrilleri
kitin mikrofibrilleridir ve N-asetil glukozamin zincirleri arasinda lineer B-(1-4) bagi
bulunmaktadir. Bu fibriler yapilar plazma membraninda sentez edilir ve membrana
tasinarak Ozellikle hifanin apikal ucun etrafinda gelisen hiicre duvarinin insasinda
kullanilir. Hiicre duvari ¢ok sayida glukanlarin (glukoz polimeri) birbirlerine B-(1-3) ve B-

(1-6) glikozit baglariyla ¢apraz baglanmalar1 nedeniyle sert yapiya sahiptir (Sekil 2).
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Sekil 2. Mantar hiicre duvar yapis1 (URL-2)

Hiicre duvar1 proteinleri, birgok glukolizasyon ile modifiye olmaktadir. Yapisal
proteinlerin yani sira duvarin sentezinde veya ekstraseluler par¢alanmada gerekli gok
sayida enzimleri de igerir. Bu amagla cok miktarda hidrolitik ve oksidatif enzimleri

salgilama yetenegindedirler(Webster ve Weber, 2007).

1.4. Trichoderma’larin Simiflandirlmasi

Trichoderma’larin  simiflandirilmasinda  pek ¢ok bilim adami ¢alismalarda
bulunmustur. Ik calismalardan biri Persoon (1794) olup Trichoderma’lar1 ii¢ tiire
ayirmistir. 1969 yilina kadar siniflandirma bakimindan ¢ok zorluk cekilmis fakat gercekei
bir siniflandirma ilk kez Rifai tarafindan yapilmis olup, morfolojilerine gore toplam 9 tiir,
27 alt tiire ayrilmistir (Rifai,1969). Bissett (1991a,b,c,) tarafindan Trichoderma cinsinin

simiflandirilmas:  yeniden gdzden gecirilmis, morfolojik 0Ozellikleri bakimindan



Trichoderma, Pachybasium, Longibrachiatum ve Hypocreanum olmak {izere 4 gruba
ayrilmistir.  Bitki patojeni funguslara karsi antagonistik 6zelligi olan Trichoderma
suslarinin bir¢ogunun, seksiiel iireme evresi bilinmediginden dolayr Fungi Imperfecti
(Deuturomycetes) olarak siniflandirilmistir  (Monte, 2001). Bununla birlikte bazi
Trichoderma tiirleri morfolojik olarak anamorfik Hypocrea lara benzedigi bildirilmektedir
(Benitez vd., 2004). Bir ¢ok arastirmaci (Rifai ve Webstern, 1966; Doi, 1972; Samuels vd.,
2006) sayesinde mikroskobik ve molekiiler metotlar kullanilarak yeni tiirler belirlenmistir.
Kiiclik mikroskopik degisiklikler ve zayif tanimlama kriterleri yiliziinden Hypocrea’ nin
taksonomisi halen devam etmektedir.

Chaverri ve Samuels (2003) ile Webster ve Weber (2007) yaptiklari ¢alismaya gore

Trichoderma spp. asagidaki gibi siniflandirilmastir.

Alem : Fungi

Sube : Ascomycota

Altsube : Pezizomycotina

Sif : Sordariomycetes

Takim : Hypocreales

Aile : Hypocreaceae

Cins : Hypocrea (Teleomorf), Trichoderma (Anamorf)
Tiir : Hypocrea lixii (Trichoderma harzianum)

Alt tiir : Hypocrea lixii (T. harzianum Rifai 1969)

1.4.1. Takim: Hypocreales
Pyrenomycetes sinifi Samuels ve Blackwell (2001) tarafindan tanimlanan genellikle
kadeh ya da sise seklindeki askomata (perithecia) ya da nadir olarak kleistotekium

(cleistothecia) olusturan mantarlardir (Webster ve Weber, 2007).

1.4.2. Aile: Hypocreaceae
Hypocreaceae familyasi bireyleri Hypocreae, Sphaerostibella ve Hypomyces’den
olugsmaktadir. Hypomyces digerlerinden stromatanin yoklugu ve bazi tiirlerinden subiculum

varligi ile ayrilir (Chaverri ve Samuels, 2003; Webster ve Weber, 2007).



1.4.3. Cins: Hypocrea’ larin Genel Ozellikleri

Hypocrea cinsi olduk¢a yaygin bir cinstir. Agaglarin odun kabuklarinda ve
yapraklarin yiizeyinde yastik veya yayik seklinde stromata bulundururlar. Asci dar
silindirik seklinde tek seri lizerinde sekiz tane ikili hiicre igerir. Sporlar septum ile ayrilir.
Olgunlastiginda ise 16 spor olusur. Trichoderma ve Gliocladium’u kapsayan Hypocrea
cinsi i¢inde birgok anamorf tip bulunur.

Hypocreales takiminin telemorf formlarinin tiim tipleri nemli ormanlarda yaygin
bulunmaktadir. Bu funguslar, parlak renkli farkli fruktifikasyon yapilarindan dolay:
kolaylikla tanimlanabilmektedir. Telemorf formunda peritekiyum denilen yapilar bulunur,
Ol¢iisti ve biiylikligii tiire gore degismekle birlikte taksonomide ¢ok kullanigh degildir.
Peritekiyumlarin iginde kese (aski) seklinde yapilar bulunmakta olup az sayida askosporlar
icerir (Sekil 3). Askosporlar boyutlar: tiire gore farkli olup renkleri genellikle yesil veya
renksizdir. Trichoderma telemorflarinda korteks tabakasinda ostiolar denilen renksiz
acikliklar goriiniir. izolasyon ve identifikasyonda bu bolge onem arz etmektedir. Telemorf
formunda stromata denilen yapilar mevcuttur. Stromatalarin yapist 1slakliga, kurakliga ve
iklim kosullarina gore degisebilmektedir. Geng stromatalarda soluktan parlaga degisen
(yesil, beyaz veya sar1 graniillii) lif seklinde olup en spesifik 6zelligi peritekiyal askokarp
igererisinde askospor igermeleridir. Askosporlar1 tek veya ¢ok sayida, tiire gore kiiresel
veya igne seklinde gozlenir. Ince az ya da ¢ok kalilasmis ovoidden silindire kadar degisen
kiiresel apikal gozenekli aski igerir (Chaverri ve Samuels, 2003).
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Sekil 3. Stromata yapisi (peritekiyal askoma)



Anamorf formlarinda eseysiz iireme yapilar1 olan konidioforlar gozlenir.
Konidiaforlar, aga¢ seklinde dallanmis az veya ¢ok piramit seklinde olup fiyalidlerin
ucunda konidialar gelisir. Konidiaforlar enteroblastikten fiyalidik forma kadar degisen tipte
konidialar iiretmeleridir. En iyi gelistigi besiyeri ortami1 olan Patates desktroz agarda
(PDA) genellikle sar1, kahverengi, ¢ok azda olsa kirmizimsi renkler gozlenirler. Diisiik
besinli agarda (SNA) ise genellikle hem anamorf (Sekil 4) hem de telemorf formlari gelisir.
Hifa yapisi kiiltiir kosullarina gore degismekte olup primer ve sekonder hifalar gelisir. Baz1
tiirlerde koku sinirli olarak belirlenebilmekte, 6zellikle %2 glucose-monohidrat i¢eren corn
meal agar petri icerikli (CMD) ve PDA iizerindeki besiyerinde findik kokusu benzeri koku
tespit edilmistir. Antifungal antibiyotik 6zelligi gdsteren 6-fenil pironun neden oldugu
koku seksiyondaki bazi tiirler igin tipik bir 6zelliktir (Jaklitsch, 2009).

Tiim bilinen Trichoderma spp. teleomorfu renksiz (hiyalin) askosporlar igerir.
Trichoderma’larin PDA besiyerinde baslica li¢ sekilde konidia olustururlar. Bunlar
Piistiilat, Pistiilat- effuz ve Effuz konidialardir Konidiaforlarin yapisina gore genel olarak
bes farkli konidiafor yapisi (Sekil 5) mevcut olup bunlar (Jaklitsch, 2009);

1) Acremonium benzeri konidiaforlar: En az karmasik olan olup effuz tipi
konidiaforlardir. Bir veya birkag fiyalid kdkeni bulunur. Bu Hypocrea seksiyonu igin tipik
bir 6zelliktir. Acremonium benzeri seklinde baslar sonrasinda uzun fiyalidli Verticillium
benzeri yapilar gelistirirler.

2) \erticillium benzeri yapilar: Dalsiz ya da az dalli dik konidiafor bulundururlar.
Verticil veya belirgin farkli fiyalidler meydana getirirler. Fiyalidler bir eksen iizerinde yer
alir. Benzer sekilde konidiaforlar sekonder dallanirlar.

3) Gliocladium benzeri yapilar: Fiyalidler ugta, ¢cok az paralel dallanmamis ya da
cok az dallanmis konidiaforlarin iizerinde fiyalidler gelisir.

4) Pachybasidium benzeri yapilar: Konidiaforlar ¢ok dalli, siskin kiiciik ampul
seklinde fiyalidlerdir. Konidiaforlar basit ya da dallanmis steril veya fertil uzantilari

olusturmaktadir.
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Sekil 4. Hypocrea lixii kiiltir ve anamorfu. a-c; 7 giinliik 25 °C (a. CMD, b. PDA, c.
SNA), d; Dallanmig konididasyon (25 °C, 3 giin), f; Kiimelenmis pistiil (25 °C,5
giin), g—j; Konidiafor (25 °C, 5 giin), k; Agar i¢indeki Kristaller (35 °C, 7 giin), 1-
m; Konidia (25 °C, 5 giin), d-m; CMD agarda, a—c, f-m; CBS 120630. D; C.P.K.
1599, e; C.P.K. 2389. Bar: a—¢c = 19 mm, d- e= 40 um, f- Kk = 0.3 mm, g- h = 15
um. I- m = 10 pm. (Jaklitsch, 2009)

11



gliocladium-like

H. echromosmarma H. crassa H. gelatinosa H. thelephoricola
pachybasium-like

H. ceramica H. cinnamomeaa H. cuneispora

verticilliume-like trichoderma-like

T. asperallim® H. aureoviriais H. candida

Sekil 5. Hypocrea tiirlerinin Trichoderma anamorfunun se¢ilmis konidiofor tipleri.
(Jaklitsch, 2009)

5) Trichoderma benzeri yapilar: Birgok arastirmaci tarafindan verticillium benzeri
yapilardan ayrimi zor olan tiptir. Dar esnek ve bol dallanma gosteren konidiaforlar
diizensiz, her iki tarafa agili dallanmalar1 olan ve her bir dali saga ve sola dik dallanmalar
yapan konidiforlara sahiptir. Diizensiz tipik tekrarlayan dallanmalar gosterirler. Verticillium

benzeri yapilar Trichoderma benzeri yapilarda da bulunur (Jaklitsch, 2009).
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1.5. Teleomorf (Hypocrea lixii) ve Anamorf (Trichoderma harzianum)
Teleomorf: Hypocrea lixii Pat., Rev. Mycol. Toulouse 13: 138 (1891).
Anamorf: Trichoderma harzianum Rifai, Mycol. Pap.116: 38 (1969).
Sinonimleri:
Hypocrea lentiformis Rehm, Hedwigia 37: 193 (1898).
Chromocrea nigricans Imai, Trans. Sapporo Nat. Hist. Soc. 14: 102 (1935).
Hypocrea nigricans (Imai) Yoshim. Doi, Bull. Natl. Sci. Mus. Tokyo 15: 732 (1972).
Hypocrea nigricans f. octospora Yoshim. Doi, Bull. Natl. Sci. Mus. Tokyo 15: 734 (1972).
Trichoderma inhamatum Veerkamp & W. Gams, Caldasial3: 710 (1983).

Hypocrea lixii Chaverri ve Samuels (2002) tarafindan yeniden isimlendirildi.
Hypocrea lixii/T. harzianum molekiiler filogenetik yapisi Chaverri vd. (2003) tarafindan
yapildi. Bu tiirlerin anamorflar1 fenotipik ve genotipik olarak degisken bulunmus ve

bununla birlikte tiir icinde taksonomisinde tanisal karakterleri heniiz belirlenememistir.

1.5.1. Teleomorf: Hypocrea lixii

Teleomorf formu eseyli lireme formunu olusturmakta olup eseyli lireme yapisi
olarak stromata bulunmaktadir. Teleomorf formununda stroma tek veya kiime, yastik
seklinde, hemen hemen yuvarlak bir dis ¢izgiye sahip, 1-1.1 mm (0.5-5 (-7) mm) ¢apinda,
0.5-1.5 (-2.8) mm kalinliginda ve 0.7-0.8 mm yiikseklikte, yiizeyi diizgiin, bazen hafif
siskin peritekial (eseyli tireme yapisi= fruting body), koyu kahve veya yesil, neredeyse
siyah, KOH ig¢inde koyu yesilden kahveye degisen renklerde gozlenir. KOH
muamelesinden sonra stromata koyu kahveye doner, ostiolar aciklik stromanin koyu
renginden dolayr gériinmez. Stromata anamotisi = ostiol 50-80 um uzunlugunda apeks
kism1 17-48 pm genisliginde dar hiyalin silindirik palizata sahiptir. Peritekiyumlar1 (1.45-
2.80) x (80-200) um ¢aplarinda globuler flask ya da elipsoidal olup yesilimsi renktedir.
Eskidikge diizensiz dairesel, granular ostiolar nokta belirsiz diiz veya konveks
kahverengimsi yap1 olusturur. Stroma yiizeyi acisal kalin hiicre duvartyla sekillenmis,
kompakt, kahve (KOH-) veya koyu yesil (KOH+), 7.8-8.5 um ¢apindadir. Trichoderma
harzianum toprakta yaygin olup kozmopolitan bir tiirdiir, fakat teleomorfu yalnizca
tropikal bolgelerde bulunur. Stromatadan olgunlasip kuruduktan sonra misel gelisimi baglar

once beyaz sonra yesil sporlu miseller gelisir (De Hoog vd., 2003)
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Hermosa vd. (2000) tarafindan Trichoderma harzinum biyokontrol grubunu dort
farkli tiir altinda toplanmis olup bunlar, T. harzianum, T. atroviride, T. longibrachiatum ve
T. asperellum seklinde belirtilmistir.

Taze kiiltiirleri; iist kisminda hafif renkli periteka ile hafif renkli stromadan olusan,
8 adet uniseriat diizenlenmis aski igeren, askus i¢inde iki hiicreli askosporlar bogumlanmis
(eklemli, disartikulat) ve her bir askus 16 spor olusturma o6zelligine sahip bir mantar

cinsidir.

1.5.2. Anamorf: Trichoderma harzianum Rifai (1969)

Anamorf formu eseysiz lireme formunu olusturmakta olup eseysiz iireme yapilari
olarak konidiospor (conidium, ¢ogulu: conidia) ve klamidiospor bulunmaktadir (Gams ve
Bissett, 1998). Konidioforlar1 genellikle 2-3 kez dallanmig piramitler seklinde, tepeden
stirekli dallanmalar gosterir. Konidialar, konidiofor adi verilen farklilasmis hiflerin ucunda
olusurlar, tek veya ¢ok hiicrelidirler (Samuels, 2006). Konidialar baslangigta piistiiler
(kabarcikli) ve slak ylizeyli kurudugunda < 20 pum caphidir. Kabarik demetler bir sap
tizerinde dallanmalarla baslar, etrafa dogru 2-3 hiicre dallandiktan sonra siklikla dik a¢iyla
veya hafif yukar1 dogru egilimle 30-40 um uzar. Sap ve ana eksen 5-7 um genisler, yukari
dogru (2.5-4 um) zayiflar, fiyalidlerin orjini genisler, bazen 6-7 pum kalinligindaki
noktalarda dallanir. Fiyalidler ampul veya lageniform (sise varil seklinde veya silindirik
metulali)) formda, genelde tek olarak bulunur. Tipik sik dallanmis konidioforlari, g¢ift
dallarin birlesmesiyle piramit gériimiinii alir. Konidialar yesil, diizgiin, kiiresele yakin,
ovoid 2.7-3.5 x 2.5-3.0 um boy, 1.0-1.3 um enindedir. Inkiibasyonun 5-14 giinlerinden
sonra klamidiosporlar fark edilir (De Hoog vd., 2003).

Hiflerin u¢ veya orta kisimlarindaki hiicrelerin ¢eperleri kalinlasip, yuvarlaklasarak
hifden ayrilmasiyla olusan klamidosporlar bircok Trichoderma tiirleri tarafindan firetilir.
Bunlar genellikle funguslarin olumsuz kosullar1 gecirmek icin olusturduklar1 sporlardir.
Kisa hif sonunda bulunan klamidosporlar genellikle uniseliiler yapida olmakla birlikte
Trichoderma stromaticum gibi bazi tiirleri multiseliilerlidir. Klamidiosporlar kiiresel ya da
kiiresele yakin sekilde, 6.0-9.7 um ¢apinda, hifanin ucunda ya da ucuna yakin yerlerde
go6zlenir (De Hoog vd., 2003).
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Koloniler yogun sik1 primer yiizeyel hifa gelisir, bir siire sonra misel daha da sikilasip
yiiniimsi bir orgii goriinlimi kazanir ve saridan yesile dénen renklerde konsantrik zonlar
gozlemlenir. Aerial hifalar fark edilmez, kisa, diizensiz dagilmis veya uzamis fertil
hifalardir. Koloni sekli PDA {izerinde 25 °C’de 1 haftada pamuksu, her tarafi esit sekilde
kaplamig bol sayida, piistiilsiiz ve yesil renkte konidialar gozlenir. Koloni tabani renksiz,
portakalimsi, ten rengi veya sarimsidir (Rifai, 1969). Koloni ¢ap1 PDA’da 3 giin 15°C’de
5-17 mm, 20 °C’de 12-44 mm, 25 °C’de 33—72 mm, 30°C’de 41-72 mm seklinde olusur.

Otolitik aktivite 25°C’de not edilmemis fakat yiiksek sicakliklarda gozlenmistir.
Farkli besiyerlerinde koloni morfolojisinde kiiciik degisiklikler gozlenebilir. Misir-dekstroz
agar besiyeri lizerinde seffaf, daha zengin icerikli PDA besiyeri lizerinde ise beyaz renkli
koloniler godzlenir. Ozellikler PDA besiyeri iizerinde yetistirilen kiiltiirlerin konidleri
icindeki sar1 pigment agar igine salinabilir (Persoon, 1794; Rifai, 1969; De Hoog, vd.,
2003).

1.6. Trichoderma Cinslerinin Habitat

Trichoderma cinsi ¢ok hizli tireyen filament6z bir mantar olup (Samuels, 1998),
diinyada genis bir yayilima sahiptir (Domsch vd., 1980; Gams ve Bissett; 1998; Klein ve
Eveleigh, 1998). Yasam ortamlari ¢ok genis olup karada, tatl suda ve daha az oranda deniz
suyunda yasayan tiirleri bulunmaktadir. Trichoderma tiirleri, orman humus tabakasi, nemli
odunda, sudan zarar gérmiis binalarda sapkali ve raf mantar1 yetistirilen odalarda, tarim
topraklar1 ve lizerinde meyve agaci yetisen topraklar dahil olmak iizere tiim topraklardaki
mikrofloranin baskin bir bilesenidir (Roiger vd., 1991; Killham, 1994).

Trichoderma anamorflar1 daha ¢ok baharin baslarinda goriilmektedir. Daha sonra
stromata gelismekte, sicakligin artmasiyla teleomorf formu olugmaya baglar. Dogada
yiiksek verimli ortamlarda Hypocrea teleomorflarii karakterize etmek zordur. Orman
trlinleriyle zengin karisimlarda (odun ve parcalar) daha kolay gelismektedir. Stromata
olusumu uzun siireli nemli ortamlarda saglanmaktadir. Hypocrea teleomorflari dogada ¢ok
1slak veya cok kurak ortamlara dayanikli olduklari, anamorf formlarinin ise rahatlikla bu
ortamlarda gelisebildikleri bildirilmektedir (Carvajal ve Bisset., 2011). Ortam sicakligi
fruting body olusturmada etkilidir. Genel olarak iiremeleri sicaklikla pozitif iliskili olmakla

birlikte 30 °C tizerindeki bir sicaklik, stromata sayisinin azalmasina neden olmaktadir.
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Hypocrea lixii ilik mevsimlerde daha iyi gelisirken, bazi tiirleri de (6rnegin;
Hypocrea minutispora) stromata olusturup gelisebilmektedir. Bazi tiirleri yiiksek
rakimlarda diisiik sicakliklarda gelisirken diger bazi tiirleride deniz seviyesini tercih
etmektedir (Wuczkowski vd., 2003; Joshi vd., 2012).Trichoderma spp. tirleri siklikla
ormanlardan ve tarimsal topraklardan izole edilirler (Domsch vd., 1980). Ayrica ¢ogu kiif
mantar1 gibi ¢lirimekte olan organik materyal lizerinde yasayan bitki patojenleri igerisinde
de birinci sirada yer alir (Volk, 2004).

Trichoderma spp. hizli gelismeleri ¢esitli substratlar1 metabolize edebilmeleri
acisindan farkli ekosisteme (O0rnegin tarim alanlarinda, ormanlarda, kirlarda veya farkli
iklim zonlarinda sahip ¢ok genis alanlarda) sahip topraklarda baskin flora olmalarini
saglamaktadir. Optimum kosullarda tam bir anamorf-teleomorf-anamorf yasam
dongiisiiniin meydana gelebilecegi bildirilmektedir. Bazen ayn1 materyal {izerinde iki veya
daha fazla Trichoderma tiiriiniin teleomorf formu birlikte bulunabilmektedir. Bir seri olarak
biyotik ve abiyotik ¢evresel parametreler Trichoderma’nin biyokontrol 6zelligi iizerine
etkilidir. Belirlenen bazi 6nemli parametreler sicakligin etkisi, su potansiyeli, pH,
topraktaki antagonistik bakteri varligi, metal iyonu ve pestisit varligidir. Trichoderma’larin
cogu mezofiliktir. Diigiik sicakliklar biyokontrol etmen olarak kullanimini etkiledigi gibi
kurak kosullar1 da tolere edilemeyebilir.

Toprakta yasayan mikroorganizma komunitelerinin biyolojik aktiviteleri,
biyokiitleleri ve kompozisyonlar: topragin kimyasal ve fiziksel faktorlerine baglhidir
(Killham, 1994; Lavelle ve Spain, 2001; Garbeva vd., 2004). Sicaklik, nem ve pH biitiin
mantar tiirlerinde oldugu gibi Trichoderma spp. suslarinin kolonizasyonu agisindan da
onemli bir yere sahiptir (Widden ve Abitbol, 1980; Eastburn ve Butler, 1991; Carreiro ve
Koske, 1992). Yapilan arastirmalar pH agisindan Trichoderma cinsi mantarlarin geligimi ve
spor germinasyonlarinin (Danielson ve Davey, 1973) asidik substratli ortamlardan pozitif
yonde etkilendigini ve optimal pH 3.5-5.6 araliginin oldugu bildirilmektedir (Domsch vd.,
1980). Trichoderma spp. tiirleri sicak tropikal topraklardan izole edilebildigi gibi soguk
topraklarda da gelisebilir (Klein ve Eveleigh, 1998), 0 °C’den 40 °C’e kadar genis bir
sicaklik araliginda varliklarimi siirdiirebilirler, fakat gelisimleri i¢in gereken optimum
sicaklik 22-30 °C arasinda gozlenir (Domsch vd., 1980). Bazi tiirlerin (Hypocrea
schwetinitzii vb.) 35 °C’de gelisim gosterdigi goriilmiistiir (Jaklitsch, 2011).
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Toprak nemi, topraktaki diger mikroorganizmalarda oldugu gibi Trichoderma spp.
populasyonlarinin yayiliminda da 6nemli bir faktérdiir (Lavelle ve Spain, 2001). Cok
yiiksek toprak nemi hif gelisimi, spor lretimi ve germinasyonunu negatif diizeyde
etkilerken (Clarkson vd., 2004); orta diizeydeki toprak nemi optimum gelisimi ve
populasyonun yayilist agisindan sicakliktan daha onemli bir faktdr oldugu goézlenmistir

(Danielson ve Davey, 1973).

1.7. Trichoderma harzianum Suslarimin Biyokontrol Etkeni Olarak Kullanmilmasi

Saprofitler, epifitler, endofitler, patojenler ve yararli mikroorganizmalar
rizosferdeki mikrobiyal komuniteyi olustururlar. Toprakta denge halinde bulunan bu
mikroorganizma populasyonlarinin degisimiyle, yararli mikroorganizma populasyonunun
azalmasi, bitki patojenlerinin toprakta baskin hale gelmesi sonucu bitki {iretimi, dolayisiyla
bitki verimi olumsuz etkilenmektedir. Yararli rizosfer mikroorganizmalari iki ana sinifta
gruplandirilmistir (Kucharski vd., 1996).

a) Bitki gelisimini direkt olarak etkileyen (tesvik eden)

b) Bitki gelisimini dolayli olarak etkileyen biyolojik kontrol etkenleri, bitki
patojenlerini kontrol etmesiyle

Bu mikroorganizmalarin bitki saglig1 ve verimleri {izerindeki 6nemleri son yillarda
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir ki Trichoderma spp. bitki hastalik etmenlerine karsi
etkili olmaktadir. Bitki kok yiizeylerine kolonize olarak bitki metabolizmasinda
degisikliklere neden olduklar1 yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. Bitki patojenlerinin
gelisimlerini engelleyerek hastali§i azaltmasi, hormon benzeri metabolitler iiretmesi,
toprak veya organik maddeden besinleri ¢ozebilmesiyle bitki gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Trichoderma tiirleri en ¢ok ¢alisilan biyokontrol mikroorganizmalar
olmakla birlikte, biyokontrolde etkili olan mekanizmalarinin mikoparazitizm, antibiyosis,
rekabetlilik oldugu rapor edilmistir.

Bazi izolatlarin bitkiyi hastaliklara karsi direngli hale getirdigi ve bitki gelisimini
tesvik ederek, tiriin verimini arttirdig: bildirilmektedir (Hermosa vd., 2012).

Bir¢ok tlkede temiz c¢evre ve saglikli iiretim sistemi ig¢in biyolojik giibre
formulasyonlari elde edilmesi amaciyla calismalar yapilmaktadir (Aksoy ve Altindisli,
1998).
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Bu amaglarla genellikle Bacillus spp., Azotobacter spp., Trichoderma spp.,
Rhizobium spp., Azospirillum spp. ve Saccharomyces spp. gibi mikroorganizmalar
secilmektedir. Bunlar arasinda Trichoderma spp. ozellikle fungal kaynakli biyolojik
miicadele ajan1 ve ayni zamanda mikrobiyal giibre olarak kullanilan, iizerinde en ¢ok
arastirma yapilan mikroorganizmadir.

Pestisitlerin oransal olarak iyilestirici diizeyde kullanimlarinin tesviki; bitkileri
zararlilara, patojenlere ve yabanci otlara karsi korumakta, tiiketici ve cevre sagligini
onemli Ol¢lide korunmasi saglanmaktadir. Mikrobiyal pestisitler liriin korumasi igin
olusturulmus olup yeni generasyonlari gelistirilmektedir. Mikrobiyal pestisitlerin
gelistirilmesi isleminde bir¢ok basamak olup bunlar saf kiiltiir izolasyonu, tanimlanmasi,
karakterizasyonu, invitro ve ex-novo sartlarda biyoyararliliklarinin belirlenmesi ve arazi
sartlarnda uygulama sonuglarmin belirlenmesi asamlarini igerir. Oncelikle birgok
mikrobiyal pestisitin ticari olarak dagitimi i¢in biyokontrol ajanin endiistriyel skalada
tiretimi, depolama sartlarinin belirlenmesi ve canliligin1 korumasi ve uygulama iiriiniin
gelistirilmesi ve de biyokontrol ajaninin formiile edilmesi gerekmektedir. Ayrica son
iriiniin stabilitesi 6nemli olup biyokontrol ajanin toksik kimyasal ara iiriin olusturmamasi
da 6nemlidir (Alexopoulos vd., 1996).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda Trichoderma harzianum KUEN 1585 gibi
biyolojik miicadele etmenlerinin bitki gelisimini tesvik ettikleri ortaya konmustur. Tarimsal
iriinleri hastaliklara kars1 korumak ve gelisimlerini arttirmak i¢in, bu mikroorganizmalarin
uygun zamanda ve miktarlarda kullanimlart sonucu kimyasal giibrelerin kullanimlariyla
olusan problemlerin ¢6ziilmesine katki sagladigi diistiniilmektedir (Kucharski vd., 1996).

Trichoderma T-22 ile bulastirilmis musir kokleri, kontrol ile kiyaslandiginda, %40
daha az azot igeren giibrede gelisim gosterdigi bildirilmektedir (Altomare vd., 1999;
Harman, 2000). Yapilan c¢alismalarda Trichoderma cinsinin, derin koklerin sayisini
arttirdigi ve bu sayede bitkilerin kurakliga daha direncli hale geldigi gozlenmistir.
Biyokontrol mikroorganizmalarinda biyokontrolii saglayan bilesikleri kodlayan ¢ok sayida
geni igerdigi bildirilmektedir (Harman ve Kubicek, 1998). Bu genlerden biri olan
endokitinaz genleri, tiitin ve patates bitkilerine transgenik olarak sokularak, tiitiin
bitkisinde Alternaria alternata’ya ve patates bitkisinde Rhizoctonia solani’ye karst direng

gosteren bitkilerin gelismesi saglanmistir (Lorito vd., 1998).
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1.8. Trichoderma spp. Fungal Patojenlerin Kontroliinde Etki Mekanizmalari

Trichoderma spp.'nin toprakta yaygin olarak bulundugu, firsat¢1 avirulant bitki
simbiyontu ve baz bitki patojeni funguslara kars1 antagonistik etki gosterdigi belirlenmistir
(Cook ve Baker, 1983). Antagonistik mikroorganizmalarin baslica li¢ Onemli etki
mekanizmalari bilinmektedir. Bunlar;

a) Antibiyosiz

Fungus tarafindan iiretilen ugucu ve ucucu olmayan antibiyotiklerle olusan
etkinliktir. Trichoderma harzianum'un canli bitki dokularina zarar vermedigi, patojenlerin
gelisimini Onledigi ve en 6nemlisi bitki gelisimini arttirdig tespit edilmistir (Chet, 1990).
Trichoderma spp.’nin en 6nemli antagonistik 6zelligi hiperparazitizm olmakla beraber bazi
tirleri biyoaktif maddeler iireterek antagonistik O6zelliklerini arttirirlar (Howell, 2003,
2006; Harman, 2006). Trichoderma spp. tiirleri tarafindan salgilanan sekonder
metabolitlerin biiylik bir kism1 antimikrobiyal aktiviteden ziyade melanin ve karetenoid
gibi pigment (Griffin, 1994) ve bitki gelisme diizenleyicileri (cyclonerodiol gibi) veya
mannitol gibi (Windham vd., 1986; Sivasithamparam ve Ghisalberti, 1998) antikanser
etkili bilesikleri ihtiva ederler. Trichoderma tiirleri spesifik olarak birgok sekonder
metabolik salgilamalarina ragmen ikincil metaboolitlerin fonksiyonu tam olarak
belirlenememistir. Bu sekonder metabolitlerin ekolojik 6nemi tam olarak anlagilmamis olsa
da daha fazla aragtirmalar yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Trichoderma tiirleri tarafindan {iretilen antibiyotikler; gliotoksin, harzianik asit,
trikhoviridin, viridin, viridiol ve alametisin vb. seklinde bildirilmektedir. Bu antibiyotikler,
hiicre duvar1 degrade edici enzimlerle kombine edildiginde sinerjik etki gosterip bir¢cok
bitki patojenine karsi gii¢lii bir inhibitdr olarak ortaya ¢ikmaktadir (Benitez vd., 2004;
Navazio vd., 2007; Vinale vd., 2008).

b) Yer ve besin (karbon, azot, mikro elementler) i¢in rekabet

Trichoderma spp. tarim yapilan biitiin topraklarda ve diger ¢evre sartlarinda
bulunan bir mikrofungus tiirii olup patojen ya da hedef funguslara dogru geliserek, onlari
saran ve hiicre duvarlarin1  bozarak gelismelerini engelleyen bir antagonist
mikroorganizmadir. Bu antagonist etkinlik ya da mikoparazit aktivite, bitki patojeni
funguslarin gelismesini ve faaliyetini sinirlar. Bazi wklar mikoparazitizm ile birlikte

antibiyotik maddeler de iiretebilir. Yabanil wrklarin fizyolojik 6zellikleri ve sayilari, bitki
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hastaliklari ile etkili miicadele i¢in yeterli olmamasina ragmen, bu faydali organizmalarin
antifungal 6zellikleri 1930’lardan beri bilinmekte ve o zamandan beri bitki hastaliklari ile
miicadelede kullanilmalar1 i¢in yogun ¢abalar harcanmaktadir.

Hypocrea/Trichoderma genellikle hem dogal hem de ksenobiyotik organik
materyalleri pargalayan saprofit bir cins olarak tanimlanmaktadir (Rossman 1996; Klein ve
Eveleigh 1998). Hypocrea’lar beslenme stratejilerine gére biyotrofikten neotrofige kadar
degisen alanlarda etkinlik gostermesi nedeniyle dikkat cekicidir. Neotrofikler; oncelikle
salgiladiklar1 ekstraseliiler enzim ve toksinlerin yardimiyla patojen fungusa yapisan,
hiicreyi oldiiren etkinlik gosterdikleri bilinmekte ve kolonizasyon daha sonra
gerceklesmektedir; (Carvajal ve Bisset.,, 2011). Biyotrofikler ise; konak hiicrenin
metabolizmasi iizerine etkilidirler ve oncelikle dokuyu sararlar. Bazi biyotrof konaklar
hiicrenin 6liimiinii iiremesini tamamlayana kadar geciktirirken, digerleri basit¢e saprofitik
olarak konak hiicrenin 6liimiinden sonra bozumasina neden olurlar. Eger biyotrofikler
konak hiicreyi 6ldiirmiiyorsa degisik streslere maruz birakarak metabolik olarak hassas
duruma diismesine neden olurlar. Patojenin Oliimii ortamda olusan atik {irlinlerin
yogunlugu ve besinleri azalmasiyla biyotrofik enfeksiyon boyunca devam eder (Prell ve
Day, 2001). Bunlar endofit olup hayvanlar, bitkiler ve funguslar i¢in parazittirler. Bazi
tiirleri ise odun ve giibre igerisinde saprofittirler (Alexopolus vd., 1996).

Katayama ve Matsumura (1991) tarafindan yapilan c¢alismada, rizosfer fungusu
olan Trichoderma'nin birgok sentetik boyalar, pentaklorofenol, endosulfan ve
diklorodifenil trikloroetan (DDT)’a kars1 pargalayici etkinliginin varligini belirlemislerdir.
Boylece Trichoderma spp. herbisit/pestisit uygulanmis topraklarin biyoremidasyonunda da
salgiladiklar1 hidrolazlar, peroksidazlar, laktazlar ve diger pargalayict enzimler araciligiyla
bu kontaminantlarin temizlenmesinde basarili bir sekilde uygulandig: bildirilmektedir.

Biyokontrol ajani olarak basarili bir sekilde kullanilan Trichoderma suslarinin
tireme ve uygun olmayan kosullarda canli kalabilme, besinlerden yararlanabilme,
rizosferde modifiye olabilme, bitki gelisme ve savunma mekanizmalarini gili¢lendirebilme
ve patojenik mantarlara kars1 direng gosterebilme yetenekleri oldukc¢a iyi oldugu
bildirilmektedir. Bazi1 Trichoderma biyokontrol ajanlar1 yiiksek etkinlikte siderofor

iireterek demir selatlar1 olusturur ve diger funguslarin gelisimini durdurur veya ortamdaki
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demirden yararlanamadigi i¢in besin kitligina maruz kalan patojenlerin 6liimiine neden
olur (Eisendle vd., 2004).

Trichoderma genusuna ait suslarin biiyilk ¢ogunlugu rizosferde gorevli olup
tarimda  kullanilan  hidrokarbonlari, klorofenolik  bilesikleri, polisakkaritleri ve
ksenobiyotik pestisitleri parcalayabilirler (Harman vd., 2004; Harman ve Kubicek, 1998).
Tiim bu 6zellikler Trichoderma’ya herhangi bir ortamda bulunabilme ve populasyondaki
yogunlugunu yiiksek tutabilme yetenegini saglamaktadir (Chet vd., 1997).

¢) Mikoparatizm

Bir fungusun baska bir fungusa (patojen) karsi salgiladiklar1 enzimlerle miselini
delerek beslenmesi ve bu sekilde 6liimiine sebebiyet vermesidir. Mantar tiirleri arasinda
birbirini parazitize eden mantarlar bilinmekte olup bunlardan en ¢ok bilineni Trichoderma
tirleridir. Trichoderma cinsi altindaki funguslar biyokontrol aktivitesi gostermektedir ki bu
cinsi iginde en ¢ok bilinen biyokontrol fungusu (BCAj) tiirleri Trichoderma harzianum,
Trichoderma flavofuscum ve Trichoderma viride’dir. Trichoderma ve bitki patojeni
funguslar arasindaki etkilesimi ilk kez Dennis ve Webster (1971) tarafindan incelenmistir.
Trichoderma hidrolitik enzimleri fungal bitki patojenlerine kars1 mikoparazitik fonksiyonu
saglayan kritik elementlerden biridir (Shwet vd., 2000). Trichoderma’nin mikoparazitizmi,
hedef aldig1 fungal patojenin hiicre duvarinin parcalanmasinda anahtar rol oynamaktadir.

Bazi mikolitik enzimlerin aktiviteleri Trichoderma-bitki patojeni birlikte
kiiltirlerinde ¢okca arastirma yapilmistir (Dutta ve Chattergede, 2004). Yapilan ¢alismalar
sonucunda Trichoderma’lar, kitinaz, glukanaz, proteaz ve seliilaz gibi litik enzimleri ile
patojen funguslarin hiicre duvarmin degredasyonuna neden olan ¢ok sayida enzimleri
sentez edebildikleri belirlenmistir (Cook ve Baker, 1983; Elad vd., 1983 Chet, 1990). Bu
enzimlerin 6nemi, rolleri ve agiga cikis sekilleri arastirilmaktadir (Shwet vd., 2000; Kiigiik
vd., 2002).

Funguslarda kitinazin biyolojik ve fizyolojik rolleri, otolitik, besinsel, morfogenetik
ve parazitlik agisindan énemlidir (Haran vd.,1996a). Farkli Trichoderma suslar tarafindan
tiretilen ve antimikrobiyal aktivitesi iyi bilinen ¢ok sayida, ekstraseliilar protein bilinmekte
olup o6zellikle seliilaz ve kitinaz gibi pargalayict enzimleri en 6nemlilerdendir. Kitinaz, -
1,3 glukonaz, seliillaz ve proteazlar gibi litik enzimler salgilayarak bitki patojenlerine

yapisarak kontrol etmeye ¢alisirlar (Haran vd., 1996a; Balasubramanian, 2003).
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Bu enzimler kitin, glukan, seliilaz ve proteinazlar gibi patojenin hiicre duvari
bilesenlerini hidroliz eden enzimler olup patojen fungal ajanlarin gelismesini basarili
sekilde engellerler (Lorito, 1994; Carsolio vd., 1999). Trichoderma harzianum’da bir¢ok
kitinolitik enzimler rapor edilmistir (De La Cruz vd., 1992).

Trichoderma reesei gibi seliilolitik mikroorganizmalar, Kristal seliilozu pargalayan
ve sinerjik olarak aksiyon gosteren enzim serisi tiretebilir. Cogu durumlarda prokaryotik [
1,4-glukanazlar, seliilozun sadece ¢oziinebilir formlarina (Karboksi metil selilloz ve
hidroksi metil seliiloz) ait glikozidik baglarin hidrolizini katalizlemektedir.

Funguslarin hiicre duvarlarinda major yap1 olarak laminarin (B-1,3- glukan) ve kitin
(Pitson vd., 1993) mindr hiicre duvar1 komponentleri olarak da diger protein ve lipidleri
icermektedir. Laminarin, B-1,3 konfiigirasyonunda D-glukoz polimeri olup fungal hiicre
duvarinda komponentlerinin %60'likk kismini olusturmaktadir. Laminarin, B-l,3-glukanaz
tarafindan hidrolize edilmektedir ve bu enzim ekzo ve endo B-l,3-glukanaz olarak
siiflandirilmaktadir. Her iki enzimin de laminarini sindirdigi saptanmis ve funguslarda
hiicre duvari yapisinda bulundugundan fungusun beslenmesinde de rol oynadigi ortaya
konmustur (Pitson vd., 1993).

Trichoderma harzianum hedef fungal organizma ile kemotropik-mikoparazitik
iliski sayesinde birgok bitki patojenini basarili sekilde ekarte etmektedir. Bunu mikolitik
hiicre duvart degradasyon enzimlerinin salimmmimiyla (Yang vd., 2009), atpeninlerin
salimimiyla, parazitin mitokondriyal metabolizmasini gii¢lii ve spesifik olarak inhibe
etmesiyle gergeklestirir (Miyadera vd., 2003). Trichoderma ve patojenik funguslar arasinda
tanima ve spesifiklikte lektinlerin 6nemli rol oynadigimi gozlenmektedir. Lektinler, protein
veya sekerlere bagh glikoproteinlerdir. Rhizoctonia solani ve Sclerotium rolfsii gibi bazi
toprak kokenli bitki patojeni funguslar tarafindan iretilmektedir (Elad vd., 1983; Barak
vd., 1985). Lektinler, Trichoderma'daki parazitik etkiyi tahrik eden sinyal olarak gorev
aldiklar1 bildirilmektedir (Elad vd., 1983).

d) Mikorizosfer / Bitki ile Trichoderma harzianum arasindaki etkilesim

Trichoderma suslarinin bitki kok sisteminde olusturdugu mikorizosfer (miko:
fungus, rizos: kok), iriin verimini, kokiin gelisimini ve havalandirma sistemini
destekleyerek bitkiye yarar saglar (Harman ve Kubicek, 1998). Trichoderma spp. suslari

rizosfere ilave edildiginde bitkiyi atmosfer kaynakli enfeksiyon olusturan viral, bakteriyal
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ve fungal patojenlere karsi koruyucu mekanizma gelistirir, bitkide asir1 duyarlilik (HR),
sistemik kazanilmig direng (SAR) ve uyarilmis sistemik diren¢ (ISR) mekanizmalarina
benzer mekanizmalarin tetiklenmesine neden olur (Sekil 6).

Trichoderma biyokontrol susu, patojen funguslarla etkilesmenin yani sira bitki ve
kokiin gelisimini arttirict mekanizmalara sahiptir (Harman, 2000). Bazi Trichoderma
suslar bitki koklerine uzun 6miirlii kolonizasyon olusturur ve epidermis igine penetre olur.
Boylece bolgesel veya sistemik bitki direncinden sorumlu olan maddeler salgilamaya
baslar (Howell, 2000; Hoitink vd., 2006). Trichoderma’nin bir ¢ok tiirii fungal antagonizm
icin ¢oklu stratejiye ve bitki sagligi (bitki biiyiimesine pozitif etki etme ve fertiliteyi tesvik
etmek gibi) lizerine dolayli etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Benitez vd., 2004).
Trichoderma yaprak yesillenmesinin artmasina, fotosentez etkinliginin artigina, CO;

alinimina veya abiyotik stresin iyilesmesine yaptig1 bildirilmektedir (Hermosa vd., 2011).

‘ r Biyotik/abiyotik stres altinda

S § ; ; P—
3 \\‘ 7‘ M \ savunma sistemi tepkisini indiikler

Bitki Genotipne Bagh Olarak IAA ve ACC
aktivitesinin ~ uyarilmasiyla  sekonder
koklerin gelisimi ve biiyiime

P

Uyarilmis direnci (ISR) indikler
\L’\

™
—

Antagonizm/mikoparazitizm
Sekil 6. Trichoderma-bitki arasindaki molekiiler sinyalizasyon ve bitkide uyarilan

etkinliklerin sematik goériinimii. T; Trichoderma, P; Patojen, ET; etilen, JA;
jasmonik asit, SA; salisilik asit (Hermosa vd., 2012)
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Fungus tarafindan nispeten genis sayida kimyasal haberci (effektorler/uyarici)
molekuller salinirlar. Bunlar sinyal diizenleyeci olarak bilinmekte olup kii¢iik proteinleri,
peptidleri ve ugucu metabolitleri kapsamaktadir (Harman, 2004; Lorito, 2010; Shoresh,
2010). Trichoderma kolonizasyonunun veya salinan metabolitlerinin neticesinde bitkilerde
proteom ve transkriptomlar degisir (Alfano, 2007; Segarra, vd., 2007; Shoresh ve Harman,
2008; Bae, 2011). Boylece funguslar bitki gen ekspresyonunu yeniden programlar,
sonucunda ise bitkinin ¢evresinde olan degisimlere adaptasyonu saglanmis olur.

Vinale vd., (2008) Trichoderma-bitki arasindaki etkilesimde, oksin benzeri
sekonder metabolitlerin veya oksin uyarict maddelerin salindigini, bu maddelerinde
bliylime i¢in 6nemli etken oldugu varsayilmaktadir. Bununla iliskili olarak patojen ile
enfekte edilmis bitkilere gére, Trichoderma ile tedavi edilen bitkilerin kok sisteminin daha
iyi gelistigi bildirilmistir. Kok sistemindeki bu biiyiime, siirgiin ve meyve veriminde artis
olarak yansimaktadir. Patojenle enfekte bitkiler ayni zamanda hava kaynakli
enfeksiyonlara (yaprakta solma, sar1 lekeler) maruz kalmakta, Trichoderma ile muamele
edilmesi bu enfeksiyonlara kars1 direncinide indiiklemektedir (Harman vd., 2004).

Funguslarin  bir kismi1 bitki koklerine kolonize olduklar1 ancak hastalik
yapmadiklar1 bilinmektedir. Konak bitki, fungusa karsi fitoaleksinleri, flavonoidleri,
terpenoidleri, fenolik bilesikleri, aglikonlar1 ve diger antimikrobiyal bilesikleri sentez ve
biriktirme suretiyle kars1 koyar. Trichoderma tiirleri bu bilesiklere ¢ogu tiirlerden daha
direnglidir. Bu da bitkinin patojenlere karsi direncinin artmasina yol agmaktadir (Harman
vd., 2004).

1.9. Fungusitler

Mantar ve mantar sporlarinin 6ldiiriilmesinde ve kontrol altina alinmasinda
kullanilan kimyasallara fungusit ad1 verilir. Etki mekanizmasina gore, etki yeri 6zellesmis
fungusitler ve etki yeri 6zellesmemis fungusitler olmak tizere iki gruba ayrilir. Etki yeri
ozellesmemis fungusitler (¢ok yer engelleyici fungusitler) igerisinde elementel kiikiirt,
bakirli fungusitler dithiocarbamate’ler gibi klasik fungusitleri igermektedir. Bu fungusitler
fungal organizmada birden fazla metabolik olayi, degisik enzimlerle ve biyolojik acidan
bilesiklerle engellemektedir. Bu etkileri fungusun hiicre membranini degisik enzimlerini ve

diger makromolekiillerini etkileyerek gergeklestirmektedirler.
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Etki yeri ozellesmis fungusitler (Tek yer engelleyici fungusitler) bitki koruma
amaciyla kullanilan en modern fungusitleri ihtiva ederler. Bu grup fungusitlerin tiimii
bitkilere penetre olabilmekte, 6nemli bir boliimii ise benzimidazole, phenylamide, triazole
gibi sistemik bilesiklerdir. Sistemik bilesikler bitki tarafindan alinabilmekte, taginabilmekte
kisacast bulunduklart heryerde fungitoksik Ozellik gosterebilmektedir. Bazi &nemli

fungusit gruplar1 Tablo 3.’te verilmistir.

Tablo 3. Farkl fungisit gruplar ve 6zellikleri (URL-3).

Grup Etkili madde Etki
Aromatik Hidrokarbonlar Dichloran Koruyucu
Benzimidazole’ler Benomyl Sistemik
Carboximide’ler Carboxin Sistemik
Dicarboximide’ler Iprodione Koruyucu
Dithiocarbamate’lar Mancozeb Koruyucu
Inorganikler Bakar Siilfat Koruyucu
Phenylamide’ler Metalaxyl Sistemik
Sterol Engelleyicileri Tebuconazole Sistemik
Phthalimide Captan Koruyucu

Bakirli bilesikler en ¢ok kullanilan koruyucu fungisit gruplarindan birini
olusturmaktadirlar. Fungal hiicrede farkli enzimleri (sistein, glutatiyon gibi yapisinda
stilfidril grubu bulunan bilesiklere) etkileyerek fungusit etkisi gosterir. Mancozeb gibi
fungisitler ise fungus metabolizmasinda islevi olan enzimlerin ve aminoasitlerin kimyasal
yapilarin1 bozmak suretiyle etkili olmaktadirlar. Captan kimyasal yapisi karigik; fakat en
cok kullanilan ve en etkili fungisitlerden biridir. Bunlar da aromatik bilesikler gibi enzim

ve aminoasitlerdeki -NH; ve -SH gruplar tizerinde etkili olurlar (Delen, 2008).

1.10. Trichoderma Kaynakl Biyolojik Kontrol Uriinleri ve Fungusit Direncligi
Toprak kokenli hastaliklarin kontroliinde fungisit kullanimi1 pahali bir yontemdir.

Insan ve gevre saghigi icin sorun teskil eder, hatta yararli mikroorganizmalari olumsuz
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sekilde etkilenmesine sebebiyet verir (Dluzniewska, 2003). Diinyada en ¢ok kullanilan bazi
ticari Trichoderma kaynakli biyokontrol iiriinler Tablo 4’te verilmistir. Fungisitlerin
azaltilmis miktarlarinin kullanimu stres yaratabilir, patojeni zayiflatabilir ve antagonist etKi

araciligi ile sonraki atagmanlara karsi daha hassas kilabilir (Hjeljord ve Tronsmo, 1998).

Tablo 4. Diinyada ticari olarak satilan Trichoderma kaynakli biyokontrol iiriinleri
(Butt ve Copping, 2000).

Uriin Fungus Hedef Uretici
Trichoderma T. harzianum Rhizoctonia solani Mycontrol (EfAl)Ltd
2000 Sclerotium rolfsii, [srail
Pythium
Trichopel T. harzianum Fungal hastaliklar ~ Agrimm teknoloji Ltd.
Yeni Zelanda
T-22 ve T-22HB T. harzianum Phytium, BioWorks (TGT Inc)
Bio-trek, Rhizoctonia Geneva, ABD
Rootshield Fusarium ve
Sclerotinia
Supresivit T. harzianum Cesitli funguslar Borregaard ve Reitzel,
Danimarka
Trichodowels, T. harzianum Chondrostereum  Agrimm, Yeni Zelanda
Trichoject, T.viride purpureum ve diger
Trichoseal toprak ve yaprak
patojenleri
Binab T T. harzianum, Bio-Innovation, Isve¢
T. polysporum

Trichodex T. harzianum  Mantar hastaliklar ~Makhteshim-Agan,

B. cinerea Israil, Avrupa tilkeleri

Fungisitler ¢ogu zaman hedef olmayan organizmalar {izerinede istenmeyen etkiler
olustururduklarindan dolay1, bitki patojeni fungusa karsi antagonist mikroorganizma
kullanilmast bir ¢ok acidan avantaj saglamaktadir (Benitez, 2004). Bununla birlikte
fungisitlerin azaltilmis diizeyi ile fungusite tolerant biyolojik kontrol ajanlarinin

kombinasyonu, integre kontrol stratejilerinde; tam doz fungisitlerin baskiladigi duruma
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benzer sekilde hastaligi bastirmasi saglanmis olacagi diisiiniilmektedir (Monte, 2001). Bu

ve benzeri nedenlerle bir¢ok mikroorganizma biyokontrol etken olarak kullanilmaktadir.

1.11. Literatiir Calismasi

Trichoderma spp., Hypocrea Fr. genusu, Hypocreales takiminin Hypocreaceae
ailesinde yer almakta olup, ilk olarak Fries tarafindan tanimlanmistir. Trichoderma
tiirlerinin biyokontrol ajani olarak kullanimi 70 yildir arastirilmakta fakat suslarin ticari
kullanim1 son yillarda 6nem kazanmistir. Biyokontrol ajani olarak Trichoderma spp.’ler
ozellikle toprak kokenli hatta hava kaynakli patojenleri ihtiva eden Ascomycetes,
Deuteromycetes ve Basidiomycetes grubu mantarlara karsi etkilidir. T. harzianum, T.
viride, T. virens (Gliocladium virens) basta olmak {izere T. aureoviride, T. pseudokoningii,
T. koningii ve T. longibrachiatum gibi birgok sus potansiyel biyokontrol ajani olarak
kullanim1 i¢in tanimlanmis ve etki ettikleri funguslar belirlenmistir. Bunlar; Armillaria,
Botrytis, Chondrostereum, Colletotrichum, Dematophora, Diaporthe, Endothia, Fulvia,
Fusarium, Fusicladium, Helminthossporium, Macrophomina, Monillia, Nectria, Phoma,
Phytophtphora, Plasmopara, Pseudoperonospora, Pythium, Rhizoctonia, Rhizopus,
Sclerotinia, Sclerotium, Venturia, Verticillium ve odun hastaligi mantarlar1 olarak
bildirilmistir (Howell vd., 1993; Monte, 2001).

Trichoderma tiirlerinin sicaklik araligi oldukg¢a genis olup, genellikle T. harzianum
gibi tiirler sicak tropikal topraklarda izole edilirken T. polysporum tiirii en diisiik 0°C, T.
koningii igin ise 40°C en yiiksek sicakliklarda biiyiiyebilmektedir (Tronsmo ve Dennis,
1978; Domsch vd., 1980). Sicaklik sadece tiirlerinin biiylimesine degil, ayn1 zamanda
ucucu antibiyotik (Tronsmo ve Dennis, 1978) ve enzimlerin iretimine, 6zellikle bu
enzimlerin metabolik aktivitelerini de etkilemektedir (Burmeister, 2008).

Trichoderma spp. antimikrobiyal madde tirettigi ve bakterilere karst antibakteriyel
etkinligi sinirli oldugu bilinmektedir. Kenya’da ekonomik onemi bilyiikk olan cay
bitkisinde, Armillaria mellea fungusunun neden oldugu armillaria kok hastaligi oldukg¢a
yaygin oldugu bildirilmektedir. T. harzianum ve T. longibrachiatum mikrofunguslarinin
stvi kiiltiirlerinde irettikleri maddeler (2-Phenylethanol, 2-(hydroxyphenyl) ethanol,
tyrosol, 6-n-pentyl-a-pyrone, sorbicillin ve ergosterol) antimikrobiyal agidan test
edilmistir. 6-n-fenil-a-piron’un test edilen bir dizi bakteri (Bacillus brevis, B. subtilis,

Sarcina lutea ve Enterobacter dissolvens) ve fungusa (Paecilomyces variotii, Penicillium
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notatum, Nematospora corylii, Mucor miehei) karsi antimikrobiyal etkili oldugu ve de
Armillaria mellea {izerinde giiglii inhibisyon etkisinin varligi bildirilmektedir (Tarus vd.,
2003).

Kiiciik ve Kivang (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, Eskisehir ve c¢evresinden
izole edilen Trichoderma harzianum (T9, T10, T15, T19) suslarinin filtratlar1 bitki
patojenlerinden Fusarium culmonoum, F. oxysporum, F. moniliforme, Rhizoctonia solani,
Sclerotorium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var. tritici ve Dreshlera sorokiniana kars1
denenmis ve etkili oldugu bildirilmistir. Trichoderma harzianum T19, birden fazla bitki
patojenini inhibe etmis, Fusarium oxysporum ise filtratlara en direngli patojen olarak
bulunmus, en yiiksek inhibisyonu T3 susu Sclerotium rolfsii’ye, T10 susu R. solani’ye
kars1 %88 inhibisyon sagladig: bildirilmistir.

Kamala ve Indira, (2011) Kuzeydogu Hindistan’da yaptiklar1 calismada 110
Trichoderma izolatini, Pythium aphanidermatum’un gelismesini inhibe etme &zellikleri
acisindan incelemis, izolatlarin %32’sinin P. aphanidermatum’a kars1 antagonistik etki
gosterdigini bildirmislerdir.

John vd. (2010) tarafindan soya bitkisinde yapilan bir ¢alismada Trichoderma’nin
bitki gelismesinin on ikinci haftasindan sonra alinan verilere gore siirgiin ve kok
sistemlerinin gelismesinde, meyve veriminde bir artma oldugu gézlenmistir. Pyhtium ve
Fusarium ile enfekte bitkiler Trichoderma ile muamele edildiginde tek basina patojenli
bitkiyle kiyaslandiginda meyve veriminin %43 ve %53 daha fazla oldugu bildirilmistir.

Lone vd. (2012) tarafindan ceviz (Juglans regia L.) agacinin rizosferinden bir grup
fungus (T. harzianum, Aspergillus niger, Cladosporium spherospermum ve Fusarium
oxysporum) izole etmis ve T. harzianum izolatlarmin diger fungal izolatlar tizerine
etkinligini dual kiiltiir teknigi ile test etmistir.

Farkli Trichoderma spp. hidrolitik enzimleri; endo-B-glukonaz, B-1-3 glukonaz, o
ve P-galaktozidaz, ksilinaz, alkalin fosfataz, mannaz, lipaz ve proteaz iirettigi (Aziz vd.,
1993), bu enzimlerinde Trichoderma’nin fungal patojenleri liziz etmesinde
mikoparazitizmde anahtar rol oynadig: bildirilmistir (Griffin, 1994; Worasatit vd., 1994;
Lorito vd., 1996; Steyaert vd., 2003). El-Katatny vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada
24 Trichoderma spp. izolatinin kitinaz ve 3-1-3 glukanaz enzim aktiviteleri arastirilmis ve

karbon kaynagi olarak kitinaz icin Kkitin, glukonaz i¢in laminarin  kullanilmus,
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Trichoderma spp. konak hifaya kivrim, kanca veya appasoriyum gibi yapilarla yapisir ve
hiicre duvarina salgiladigi bazik proteinaz, B-1-3-glukanaz ve kitinaz gibi hidrolitik
enzimler salgilayarak dokuyu girer ve tahribata neden olur (Elad vd., 1983).

Lo ve Lin (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Tayvan’da zirai iriinlerin
rizosfer topragindan ve rizoplanindan izole edilen Trichoderma tiirlerinin salatalik ve
kabaklarda kok gelisimi tizerine etkileri incelemis, bazi Trichoderma tiirlerinin
salatagillerin kok gelisimini 6nemli sekilde etkiledigi gézlemlenmistir.

Trichoderma spp. (T. harzianum ve T. viride) konak genisligine ve biyokontrol
aktivitelerinde konak suslar arasinda 6nemli bir biyogesitlilik gdstermekte olup yeni izole
suslarin endiistriyel potansiyeli daha yiiksek olabilecegi varsayilmaktadir. Bu nedenle yeni
suslarin arastirilmasi 6nem arz etmektedir (Sivan ve Chet, 1992).

T. harzianum bitkinin abiyotik strese karsi bitkinin direncinde stomalarin agilip
kapanmasinda énemli bir destek sagladigi ayrica, bitkinin strese olan toleransinin artmasini
saglayan proteinlerin kodlandigi genlerin asir1 ekspresyonunu tetikledigi bildirilmektedir
(Zhao vd., 2008). Ornegin, transgenik olan tiitiin ve patates bitkilerinde Trichoderma
harzianum kitinazinin asir1 ekspresyonu, F. solani, R. solani, B. cinerea, A. alternata gibi
birgok bitki patojenine karsi tolerans saglamaktadir. Fusarium ve Phytium sp. bitkinin
gelismesinin tiim sathalarinda ve ¢imlenmenin biiylimesinde soya fasulyesinde siddetli
enfeksiyonlara, sonucunda da bitki iretimlerinde biiylik bir ekonomik kayba neden
olmaktadir (Zhang ve Yang, 2000).

Baz1 Trichoderma tiirleri patojenik mantarlara saldirarak patojenin liziz olmasina
yol agar. Trichoderma spp. mikoparaziti, Rhizoctonia ve Sclerotium patojenleri tarafindan
neden olunan hastaliklara karsi basarili sekilde kullanilmaktadir. Sclerotium rolfsii toprakta
sklerotlar olusturarak uygun olmayan donemleri yasayan ve bircok bitkisel iirlinlere
saldiran bir patojendir. B-1,3- glukanaz, kitinaz ve proteazlara sahip T. harzianum suslar
patojen hiicreleri istila eder ve hif ya da sklerotlar1 gelismelerini engeller (URL-4).

Menendez ve Godeas (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada soya fasulyesi gibi
ekonomik onemi olan birgok iiriine kars1 toprak kokenli bitki patojeni olan Sclerotinia
sclerotiorum kars1 Trichoderma harzianum biyokontrol ajani olarak kullanmislar, benzer

caligmalarda oldugu gibi antibiyotik etkinlik gosterdigi bildirmislerdir.
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Trichoderma harzianum suslarinin ticari olarak kullanilan bazi preparatlar
sirastyla; Trichopel (Yeni Zellanda), T-22 ve T-22HB (USA), Trichoderma 2000 (Israil),
Binab T (isvigre) ve Trichodex (Belgika) seklinde bilinmekte ve ozellikle Avrupa
ilkelerinde c¢icekeilikte, ABD ve Asya iilkelerinde sebzecilikte yogun olarak
kullanilmaktadir (Butt ve Copping, 2000).

Radwan vd. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada serada domates fideleriyle
yaptiklar1 deneylerde, k6k uru hastaligina neden olan Meloidogyne incognita’ya karsi
nematisidal etkiye sahip dort ticari (Bacillus megaterium (Bioarc), Trichoderma album
(Biozeid), Trichoderma harzianum (Plant Gard) ve Ascophyllum nodosum (Algaefol)) {iriin
test ederek aktivitelerini carbofuran ve oxamille karsilagtirmigtir. Bu biyolojik iiriinler
arasinda en yiiksek etki Bacillus megaterium ile (89.20%) azalma saglanirken bunu T.
album (87.77%), A. nodosum (86.96%) ve T. harzianum (69.79%) takip ettigini
bildirmektedirler.

Celar ve Valic (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Gliocladium roseum,
Trichoderma harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. viride tiirlerinin in-vitro
kosullarda bitki biiylime diizenleyici maddeleri {iretip tretmedikleri arastirilmig, T.
harzianum ve T. koningii nin 1spanak, kirmizi pancar, domates ve ¢ikori tohumlarinda
cimlenmeyi tesvik ettigi belirlenmistir.

Dunlop vd. (1988) yaptiklar1 calismada Trichoderma koningi’ni birgok toprak
kokenli patojenleri (G.graminis var. tritici, R. solani, Phytophora cinnamoni, Phytium
middletonii, F. oxysporum ve Bipolaris sorokiana) in vitro ortamda biiylimeyi inhibe ettigi
belirlenmistir. Calismalarda (Xiao-Yan vd., 2006; Zivkovic vd., 2010) Trichoderma
izolatlar1 tarafindan tretilen antimikrobiyal metabolitlerin F. oxysporum ve R. solani, P.
aphanidermatum, Curvularia lunata, Bipolaris sorokiana ve Colletotrichum
gloeosporiodes gibi fungal patojenlere kars1 etkili oldugu belirlenmistir.

Ganesan vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Trichoderma harzianum
(ITCC-457) ile Rhizobium bakterisinin beraber uygulanmasiyla yer fistiginin gelisiminin
arttigl, bu uygulamanin Sclerotium rolfsii’nin neden oldugu kok ciiriikliigiini azalttig
saptanmistir.

Asmada Botrytis cinerea ciiriikliigiine kars1 yapilan bir ¢alismada, Trichoderma

harzianum'un 10® kob/mL siispansiyonu ¢iceklenmeden hasata bir kac¢ hafta kala
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puskiirtme yontemiyle denenmis ve patojenin gelisimi %70 basariyla engellendigi
bildirilmistir (Dubos vd., 1982).

Chakravarthy vd. (2011) tarafindan yapilart ¢alismada izole edilen 26 adet
Trichoderma spp. izolatinin Rhizoctonia patojenini ve ii¢ fungisite (organik yapiy1
parcaliyici olan monocrotofos, klorinat insektisit olan endosulfan ve bitkisel pestisit olan
azadirahtin) karsi test edilmistir.

Basidiomycetes’e ait Sclerotium rolfsii’'nin 500 farkli bitki tiirlerini enfekte
edebilen, oOzellikle Avrupa ve Amerika’da kestane, findik, aycice§i gibi bitkilerde
olusturdugu enfeksiyonlar fungisitler yoluyla ¢oziimlenmeye ¢alisiimaktadir (Belisario ve
Corozza, 1996; Infantino vd., 1997). McLean vd. (2001) tarafindan yapilan g¢alismada T.
harzianum C52 susunu, soganlarda beyaz kok ciiriik¢iil etkeni olan Sclerotium cepivorum’a
biyokontrol amaciyla kullanimini aragtirmiglar. Bu amagla T. harzianum "un bu patojen igin
en siklikla kullanilan sekiz fungisit (benomil, proksimidon, triadimenol, captan,
diklofluanid, tebukonazol, triam ve mancozeb) ile olan etkilesimi in vitro sartlarda sogan
bitkileri lizerinde test etmislerdir.

Trichoderma tiirtine ait dort farkli susta (T. harzianum, T. pseudokoningii, T. viride
ve T. longibrachiatum) yapilan bir ¢alismada, dort farkli fungisit (Benomil, Topsin-M,
Carbendazim ve Cuprocaffro) ¢alisilmistir. Trichoderma tiirlerinin biiyiimesi ve gelismesi
tizerine en etkili olan fungusitlerin Carbendazim ve Topsin-M oldugu, 6zellikle Topsin
M’in 10 ppm’i tamamen iiremeyi baskiladig: bildirilmistir (Khan ve Shahzad, 2007).

Kiigiik (2000) tarafindan Eskisehir ¢evresinden izole edilen T. harzianum T8 ve
T20, Fusarium moniliforme ve F. oxysporum fizerine etkili oldugu, ayrica domates ve
fasiilye bitkisinin gelismesini arttirdig1 goézlenmistir.

Javaid ve Ali (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada bugday tarlalarinda problem olan
Phalaris minor L. ve Rumex dentatus L. adli yabani bitkilerine kars1 Trichoderma spp. (T.
reesei ve Trichoderma viride’nin n-hekzan fraksiyonlari, T. harzianum ve T.
pseudokoningii etil asetat fraksiyonlar1 R. dentatus’a karsi toksik oldugu, kiiltiir
filtratlarinin bu yabani otlara kars1 etkili oldugu bulunmustur. Ozellikle T. pseudokoningii
susunun bu potansiyele sahip oldugu bildirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada 6 Trichoderma izolatinin bir¢ok bitki patojenine karsi (F.

oxysporum, R. solani, Sclerotia rolfsii, S. sclerotiorum, Colletotrichum casici,
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Helmintosporium oryzae, Alternaria brassicicola) ugucu metabolit iiretimi 6zellikleri
incelenmistir. Trichoderma tiirlerinin yayilabilir ugucu antibiyotikler liretmek suretiyle
fungal bitki patojenlerine karsi in-vitro etkinlik gosterdigi belirlenmistir (Claydon vd.,
1987; Amin vd., 2010). Trichoderma harzianum tarafindan iretilen ucucu bilesiklerin
(alkil pironaz) antifungal 6zellikleri kaydedilmistir. Benzer sekilde Trichoderma viride’nin
F. solani’ye kars1 ugucu aktivitesi ile ilgili yaptig1 ¢calismada patojenin hifasinda kontrole
gore vakuol olusumunun arttigini rapor etmislerdir.

Trichotoksin A50, T. harzianum PCOl tarafindan iretilmekte ve Phytophthora
palmivora misel biiylimesinin ve sporangial iiretimi inhibe ettigi bildirilmektedir (Rathore
vd., 1992; Suwan vd., 2000).

Bir¢ok Trichoderma spp. susu boceklere karsi antagonistik 6zellige sahip oldugu,
kiitikulay1 pargalayabilen ekstraselliiler enzimlerin (proteazlara ve Kkitinazlara) varligi
bildirilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, tavuk giibresi ve c¢avdar atiklarindan olusan
kompost toprakta T. virens, viridol ve herbisit etkili molekiilleri trettigi belirlenmistir
(Heraux, vd., 2005).

Bitki koklerinde bulunan Trematod’lara kars1 antagonistik (parazitizm ve
antibiyotizm) etkinlige sahip olduklari, 6zellikle seliiler yapilari lizerine pargalayici etkiye
sahip olduklart bildirilmektedir (Sharon vd., 2001). Trichoderma virens ile yapilan bir
calismada bitki kok diiglimlerinde bulunan, nematod yumrularina afinitesi oldugu,

sarmaladigi delik agarak hasara ugrattig1 bildirilmektedir (Eapen vd., 2005).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 5’de ve kimyasal sarf maddeler Tablo 6’da

verilmigtir.

Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz adx

Model

Firma

Uv-Vis Spektrometre

SPECTRAMAX M5

Molecular Devices

Sogutmal1 Santrifiij 2-16PK SIGMA

pH metre HI13220 HANNA
Calkalayic 3005 GFL
Thermoblok MS-100 NOSHENG
Inkiibatdr Model 600 MEMMERT
Inkiibator BINDER
Jel Goriintiileme Sistemi Digi-Doc It UVP
Mikrosantrifiij Sartorius SIGMA
Iklimlendirme Kabini WGC-P4 DAIHAN
Bidistile Su Cihazi 2108 GFL
Glivenlik kabineti MN-20 NUVE

Isik mikroskobu E100 NIKON
Gli¢ kaynagi OSP-500 OowL
Pastor firmi FN-500 NUVE
Otoklav OT-40L NUVE
Evaporator SSI-1 BUCHI
Hassas Terazi PL-214 DENVER
Vorteks REAX TOP HEIDOLPH

Calismada kullanilan Nucleospin Plant kit (50 preps) (Clontech), DNA polimeraz
enzimi, sivi azot ve dNTP kimyasal sarf malzemeleri ticari olarak Sigma’dan temin
edilmistir. Misir tohumu (Hibrit-RX9292) MayAgro Tohumculuk’tan A.S.’den, melas ise
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Elbistan seker fabrikasindan, malt ve malt ¢imi Tiirk Tuborg Bira ve Malt Sanayi A.S.’den,

piring kabugu, talk pudra, zeolit ve bentonit yerli ticari firmalardan temin edilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan kimyasal sarf maddeler.

Kimyasal Ad1 Firma Katalog No
Agar FLUKA 05039
PDA MERCK 1.10130
Maya Eksrati MERCK 1.03753
Miiller Hilton Agar MERCK 1.05437
Miiller Hilton Broth MERCK 1.10293
Pepton FLUKA 68971
Corn Meal SIGMA C6304
Malt Eksrat Agar MERCK 1.05398
Mg,SO,4 SIGMA M7506
Na,SO4 MERCK 8.22286
NaCl MERCK 1.06404
Sodyum Potasyum Tartarat ~ SIGMA S2377
Sodyum asetat KIMETSAN KIM-SAT/01CP
Asetik asit SIGMA 27225
NaOH MERCK 1.06494
KH,P0O,4.3H,0 MERCK 1.12040
K,HPO, MERCK 1.05101
Glukoz MERCK 1.08342
DRBC MERCK 1.00466
HCI FLUKA 84434
Gliserol MERCK 1.04092
Bromocresol Purple MERCK 1.03025
Karboksi Metil Seliiloz SIGMA C1909
Kitin SIGMA C7170
Amonyum siilfat SIGMA 11225
Tween 20 MERCK S6386784
Tween 80 MERCK S6256482
Etanol Merko Kimya ~  --=---------
Etil asetat SIGMA 27227
Captan Safa Tarrm  ------emmm--
Dikozin Agrofarm s
Cuprenax Agrofarm  —eeemeeee

2.1.2. Cahismada Kullanilan Suslar

Calismada  kullanilan

mikrofunguslar,

Rize-ikizdere

vadisi

cay bahgesi

topraklarindan izole edilen (Karaoglu ve Ulker, 2006) ve Recep Tayyip Erdogan
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Universitesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir Koleksiyonu'nda saklanan Ikizdere (ID) cay toprag
izolat1 olan Trichoderma spp. suslaridir (Tablo 7).

Kontrol sus olarak kullanilan; T. harzianum KUEN 1585 ticari olarak, Rhizoctonia
solani (AG3) Abant izzet Baysal (Ozer, G.), Botrytis cinerea Ankara Universitesi’nden
(Karakaya, A.), Sclerotinia sclerotiorum Gazi Osman Pasa (Yanar, Y.) Universitesi’nden,
Aspergillus niger RSKK4017 ve Aspergillus flavus 3321 Refik Saydam Hifzissihha
Enstitiisii’'nden, Beauveria bassiana ARSEF 8664, Isaria fumosorosea ARSEF 8333 ve
Metarhizium anisopliae ARSEF 8433 (Metchnikoff) Kirsehir Ahi Evran Universitesi’nden
(Sevim, A.) temin edilmistir.

Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris, Salmonella sp., Vibrio sp., Serratia
marcescens, Klebsiella pneumonia ATCC 13883, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeuriginosa ATCC 43288,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bacillus cereus
709 ROMA, Bacillus subtilis ATCC6633, Candida albicans ATCC 60193, Candida
tropicalis ATCC 13803, Saccharomyces cerevisiae RSKK 251, Mycobacterium smegmatis
ATCC607 ve Aspergillus niger RSKK4017 suslarinin bir kismi klinik 6rneklerden ve
ATCC tip suslari ise Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisii’nden (Ankara) temin edilmistir.

Tablo 7. Calismada kullanilan Trichoderma spp. suslari.

No Sus No Sus adi
1 ID 4A Trichoderma spp.
2 ID 4B Trichoderma spp.
3 ID 6B Trichoderma spp.
4 ID7C Trichoderma spp.
5 ID 9A Trichoderma spp.
6 ID 11C Trichoderma spp.
7 ID 11D Trichoderma spp.
8 ID 17E Trichoderma spp.
9 ID 20G Trichoderma spp.
10 KUEN 1585 Trichoderma spp.
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2.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri
2.1.3.1. Malt Ekstrakt Sivi Besiyeri (ME)

Malt Eksrakt 6.09
Maltoz 18¢g
Glukoz 6.09
Maya Ekstrak 129
ddH,0 1000 mL, pH4.7+0.2

Besivyeri ticari olarak temin edilen maddelerin yukar1 verilen oranlarda karigtirilarak
hazirland1 ve DNA izolasyonu i¢in kullanildi. Bu besiyeri 250 mL miktarinda siselere tevzi
edildi ve 121 °C’de 1.1 atmosfer basincinda 20 dakika otoklavlandi, +4 °C’de muhafaza
edildi.

2.1.3.2. Potato Dekstroz Agar (PDA)
Uretici firmanm 6nerisi dogrultusunda litrede 39 gram tartilarak otoklavda 121
°C’de 20 dakika steril edildikten sonra steril petrilere tevzi edildi. Kullanilan siireye kadar

+4 °C’de bekletildi. Genel iiretim besiyeri olarak kullanildi.

2.1.3.3. Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBCA)
Uretici firmanm 6nerisi dogrultusunda litrede 31.6 gram tartilarak otoklavda 121
°C’de 20 dakika steril edildikten sonra steril petrilere tevzi edildi. Kullanilincaya kadar +4

°C’de bekletildi. Spor canlilig1 ve spor sayimi i¢in kullanildi.

2.1.3.4. Kitin Agar ve Sivi Besiyerleri
Kitinaz enzimi Ureten suglarin belirlenmesi i¢in hazirlanan kitin agar besiyeri
asagidaki maddeler belirtilen miktarda tartilarak steril suda ¢oziilerek hazirlandi ve kitinaz

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildi.

Kolloidal kitin 45¢,
MgSO,. 7H,0 03¢
(NH,4)2SO4 3.0¢g
KH,PQO, 209
Sitrik asit monohidrat 19
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Agar 159

Bromocresol purple 0.15¢g
Tween-80, 200 pL
ddH,0 1000 mL, pH4.7£0.2

Daha sonra pH 4.7+ 0.2 ayarlanarak, 121°C’de 20 dakika otoklavland1 ve steril
petrilere tevzi edildi. Ayn1 miktardaki karistmdan agar ilave edilmeden hazirlanan sivi
besiyerinde ise Kitin aktivitesinin spektrofotometrik olarak ol¢iimde kullanildi.  Sivi
besiyeri steril erlenlere 50 mL olarak tevzi edildi, 121°C’de 20 dakika otoklavlandiktan

sonra kullanild1 (Kamala ve Indara, 2011).

2.1.3.5. Seliiloz Agar ve Sivi Besiyeri

KNO3 29

KH,PO,, 1g

CMC 5¢

Pepton 24

NaCl 05¢g

MgSO,. 7H,0 054¢

ddH,0 1000 mL, pH 6.5

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarda tartilarak distile suda karistirc
yardimi ile ¢6ziildii. 121°C’de 20 dakika otoklavlandi, 90 mm’lik petrilere 20 mL olacak
sekilde tevzi edildi. Aynm1 miktardaki karigimdan agar ilave edilmeden hazirlanan sivi
besiyerinde seliilaz aktivitesi spektrofotometrik olarak ol¢imde kullanildi. Steril sivi
besiyeri erlenlere 50 mL olarak dagitildi. Suslarin selillaz enzimi {iretme yetenekleri
aragtirildi (Cianchetta vd., 2010).

2.1.3.6. Miiller Hilton Agar (MHA) ve Sivi Besiyerleri (MHB)

Uretici firmanm 6nerisi dogrultusunda litrede 34 gram tartilarak otoklavda 121
°C’de 20 dakika steril edildikten sonra agarlar steril petrilere, siv1 besiyeri ise steril vida
kapakli tiiplere tevzi edildi. Kullanilan siireye kadar +4 °C’de bekletildi. Bakteri

kiltirlerinin tUretiminde kullanildi.
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2.1.3.7. Brain Heart Infusion Agar Besiyeri (BHIA)

Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda litrede 34 gram tartilarak otoklavda 121
°C’de 20 dakika steril edildikten sonra steril petrilere tevzi edildi. Kullanilan siireye kadar
+4 °C’de bekletildi. Antimikrobiyal aktivite bakilmasinda kullanildi.

2.2. Yontem
2.2.1. Trichoderma spp. Suslarinin Canlandirilmasi

Calismada 2004 yilinda izole edilip tanimlanan ve -20 °C’de %20 gliserol ile
saklanan Trichoderma spp. suslar1 kullanildi (Karaoglu ve Ulker, 2006). Oncelikle derin
dondurucudan ¢ikarilan sus PDA besiyerine ekim yapilarak 25 °C’ de bir hafta inkiibe
edilerek canlandirildi. Standart sus T. harzianum KUEN 1585 ise ticari olarak
(SIMDERMA) temin edildi ve canlandirildi.

2.2.2. Trichoderma spp. Suslarindan Tek Koloni izolasyonu

Trichoderma spp. suslarinin saf kiiltiiriinden DNA izolasyonu i¢in PDA besiyerinde
canlandirilan 3 giinliik kiiltiirden 6ze ile alinip tekrar PDA besiyerine tek koloni diisiirme
teknigiyle ekim yapildi. Petriler 3 giin 25 °C’de inkiibe edildikten sonra olusan tek bir spor
kolonisi alinip yeni bir PDA besiyerinde saf kiiltiir olarak ¢ogaltildi. Bu kiiltiirden bol
miktarda spor alinip %10 gliserol iceren ME siv1 besiyeri i¢inde saklama yapildi ve -20

°C’de daha sonraki ¢alismalar i¢in stokland.

2.2.3. Trichoderma spp. Suslarinin DNA izolasyonu

Tek koloni diisiirme teknigi ile elde edilen saf kiiltiirden DNA izolasyonu yapmak
icin 50 mL ME s1v1 besiyerine (s1v1 besiyeri) yaklasik 1x10° kob/mL spor ekim yapildi.
Trichoderma spp. suslart ME sivi besiyerinde 7 giin 25 °C’de 150 rpm’de ¢alkalamali
inkiibatorde yeterince misel olusana kadar tretildi. Daha sonra miselleri, besiyerinden
ayrmak icin iki kat olarak kesilen steril temiz tiilbent yardimiyla siizme islemi
gerceklestirildi. Tiilbentte kalan Trichoderma spp. misellerini tamamen sivi besiyerinden
stizdiikten sonra nemi kagit havluyla hafifce bastirilarak uzaklastirildi. Elde edilen miseller
havan igerisine alind1 ve iizerine sivi azot eklenerek ezme islemi uygulandi. Sivi azotla
ezme islemi en az li¢ defa tekrarlandi. S1vi azot islemiyle toz haline getirilen misellerin bir

kismim -20°C’de ependorf tiipler i¢inde daha sonradan tekrar kullanmak iizere stoklandi.
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Kalan kism1 ise Nucleospin Plant kiti (50 preps) (Clontech) (ALMANYA), kullanilarak

tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi.

2.2.4. Trichoderma spp. Suslarimin PCR ve Jel elektroforezi

Trichoderma spp. suslarindan izole edilen DNA’larin ITS1-5.8S-1TS2 intragenik
gen bolgelerinin sekans analizleri i¢gin PCR karigimi (Master mix) hazirlandi (Tablo 8).
Oligoprimerlerin baz dizileri QT3: 5°- ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG - 3’ ve QT4:
5-CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG - 3’seklinde olup ticari olarak temin edildi.
Trichoderma spp. suslarindan izole edilen DNA’lardan 1 plL’si 49 uL PCR reaksiyon
karisimina ilave edilerek Tablo 9’de verilen PCR sartlarinda gogaltildu.

Tablo 8. ITS1-5.8-1TS2 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR karigimu.

PCR karisimi 1X (nL) 10x (nL)
10X PCR Buffer 5 50
25 mM MgCl, 3 30
2.5 mM dNTP mix 4 40
P1 10 pmol/ pL 1 10
P2 10 pmol/ pL. 1 10
DNA polimeraz 0.4 4
DNA 1 10
ddH,0 34.6 346
Toplam 50 500

Tablo 9. ITS1-5.8S-1TS2 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR sartlari.

Basamak Sicaklik (°C)  Zaman (dk) Dongii sayisi
Baglangic denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 95 1

Baglanma (Annealing) 42-55 1 35
Uzama (Extention) 72 1

Son uzama 72 5 1
Tamamlanma 4 Net iiriin 1
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PCR iirlinii kontrollerle birlikte %1°lik agaroz jelde, 100 baz ciftlik molekiiler
agirhk (Vivantis) markiri kullanilarak 60 voltta jel elektroforezinde yiritildi. UV

transiluminator ve jel goriintiileme sistemi kullanilarak fotograflandi.

2.2.5. Sekans Analizi

Trichoderma spp. suslarindan elde edilen ITS1-5.8-1TS2 gen bélgelerini igeren
PCR iiriinleri ticari olarak sekans analizi icin MACROGEN (Kore)’e gonderildi. Elde
edilen biitiin ITS1-5.8-1TS2 gen bolgesi verileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09)
programi ile diizenlendi ve NCBI GenBank’ta BLAST ’lanarak, GenBank’ta yer alan diger
ITS1-5.8-1TS2 gen dizileri ile yiizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler,
izolatlarin morfolojik tanimlamalarint dogrulanmas: i¢in kullanildi. 1TS1-5.8-1TS2 gen
dizileri Cluster analizi ayn1 sekilde BioEdit programini kullanarak ClustalW programu ile
yapild1 ve buradan elde edilen veriler MEGA (Tamura vd., 2011, version 5) filogenetik
programi yardimiyla Neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Aligment bosluklari
kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligi MEGA 5.0
programi kullanarak seg¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1.000 tekrarli olacak sekilde test
edildi.

2.2.6. Trichoderma spp. Suslarmimm Farkh Sicakhiklarda Ureme Hizi ve Spor
Uretimleri

Her bir izolatin farkli sicakliklarda tireme hizlar1 ve spor olusturma kapasitesinin
hesaplanmasi1 amaciyla tek koloniden elde edilen kiiltiirler kullanilarak 3 giinliik suslardan
5 mm disk kesildi ve PDA besiyerinin ortasina yerlestirildi. Ekilen 6rneklerden her
birinden iki tekrarli olarak 4, 15, 20, 24 28, 37 ve 42 °C’de sicakliklarda iiremeye birakildi.
Farkli sicaklikta iireme ve lireme hizlarini belirlemek i¢in kiiltiirlerin 48 saat sonra iireme
zon caplar ol¢iildii.

Calismada iki tekrarli yapilan testlerde petrilerden biri iiremenin 7. gilinlinde digeri
ise 15. gliniinde spor hasati yapildi. Bu amagla 15 mL hacimli steril tiplerin igine 5 ml
steril su kullanilarak “spor yikama metodu”yla spor hasati yapildi. Spor sayimi 1/10 makro
diliisyon teknigiyle (1 mL spor solusyonu + 9 mL distile steril su) sayim yapilabilecek
yogunluga kadar sulandirildi.(Abebe, 2002).
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Stispansiyondaki konidiyal konsantrasyon Neubauer lami1 (Sekil 7) kullanilarak 151k
mikroskobu altinda sayim yapildi. Neubauer lami tizerine 0.1 mL spor soliisyonu konuldu.
Lamda her biri 1 mm? biiyiikliginde olan dort adet biiyiik kare bulunur. Bu dért kare
alanindaki sporlarin sayimi sonucu bulunan rakam (A), ortalama almak amaciyla 4’
boliinerek 1 mm*teki spor sayisi saptandi. Daha sonra bu sayr 10° ile ¢arpilarak 1 mL’deki
spor sayisina ulasildi.

Sonucun sulandirma faktorii ile ¢arpilmasiyla spor sayisi bulundu. 1 mL’ deki spor

sayist: A/4x[(25x50x10°xsulandirma faktérii)] formiilii kullanilarak hesaplandi (Goettel
and Inglis, 1997).
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Sekil 7. Neubauer hemositometresi ve spor sayiminin yapildig alanlar

2.2.7. Trichoderma spp. Sporlarmin Farkh Sicakliklara Toleranslarinin Belirlenmesi

Trichoderma spp. sporlarinin farkli sicakliklara olan toleransini belirlemek
amactyla yapilan bu deneyde 1 mL (1x10’ kob/mL) spor siispansiyonu, steril ependorflara
alind1 ve her bir ependorf 45, 55, 65 ve 75 °C’de 15 dakika sulu 1siticida bekletildi.

Isitilan bu spor solusyonundan 50 plL alinarak DRBC agarin ylizeyine baget
yardimiyla yayma ekimleri yapildi ve 28 °C’de 3 giin inkiibasyona birakild1 (Kiigtik ve
Kivang, 2002). Inkubasyon sonrast DRBC agar iizerinde iireyen koloniler sayilarak farkli
sicakliklarda sporlarin canli kalma yetenekleri belirlendi. Kontrol olarak ise 1s1 muamelesi
oncesi spor soliisyonlar1 50 uL alinarak DRBC agarin ekimleri yapilarak canli spor sayist

belirlendi.
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2.2.8. Farkh Kat1 Subrast Iceren Ortamlarda Trichoderma harzianum Suslarinin Spor
Uretme Kapasiteleri
Trichoderma harzianum suslarinin en ekonomik ve en uygun kosullarda {iretim
sartlarinin belirlenmesi ve bol miktarda spor olusturmasi amaciyla Singh ve Nautiyal
(2012) tarafindan yapilan ¢alisma kosullar1 modifiye edildi. Bu amagla 12 farkli kati atik
substratlarin, farkli oranlarinda karisimlart hazirlanarak 5 gramda test edildi. Kati atik
karisimlari (Tablo 10) 15 cm’lik petrilerde 45 dakika, iki kez steril edildi.

Tablo 10. Kat1 substrat karigim oranlari tablosu (n=5 Q).

No Karigimlar Miktarlar (g)
1 Bugday Kepegi+Malt Cimi (BK+MC) 3+2

2 Bugday Kepegi +Cay Atig1 (BK+CA) 2.5+2.5

3 Uziim Kabugu + Malt Cimi (UK+MC) 2+3

4 (Salatalik + Patlican + Uziim) Kabuklar1 (SPUK) 1+1+3

5 Turp Atig1 + Cay Atugi (TA+CA) 2.5+2.5

6 Turp Atigi+ Bugday Kepegi (T+BK) 2.5+2.5

7 Uziim Kabugu + Salatalik Kabugu+Bugday Kepegi (UK+SK+BK) 2+1+2

8 Uziim Kabugu+Salatalik Kabugu+Piring Kavusu (UK+SK+PK) 1+1+3
9 Bugday Kepegi+ Uziim Kabugu+ Piring Kavusu (BK+UK+PK) 3+1+1
10  Piring Kavusu+ Malt Cimi+ Cay Atigi (PK+MC+CA) 2+1+2
11 Malt Tanesi+Uziim Kabugu+ Fasulye Kabugu (MT+UK+FK) 2+1+2
12 Misir Tanesi (MT) 5

Bu amagla en iyi tireyen ve spor olusturan Trichoderma harzianum ID11C susu
secildi ve spor soliisyonu, 7 giinliik inkiibasyondan sonra elde edilen sporlardan 1 mL’de 2
x 10" kob/mL olacak sekilde siispansiyon hazirlandi. T. harzianum spor soliisyonun 1 mL’si
ile 15 mL %?2’lik melas karistirilarak homojenizasyon saglandi ve her bir kati substrat
tizerine ilave edildi. Karisimin homojenizasyonu saglandiktan sonra 28 °C’de etiivde

birakildi.
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Spor sayimlari ise 7.-30. giinlerde kat1 substratdan steril kosullarda fizyolojik suyla
makrodiliisyon (1/9 w/v) yapilarak hemositometrede sayimlar1 yapildi (Martinez-Medina
vd., 2009; Singh ve Nautiyal, 2012).

2.2.9. T. harzianum Sporlarimin Formulasyonu

Calismada 5 farkli substrat karisiminda iiretilen T. harzianum susu ti¢ farkli dolgu
maddesi iceren saklama ortaminda oda sicakligi ve +4°C’de canli kalma siirelerinin
arastiritlmasi igin planlandi. Ayn1 zamanda spor canliligimin korunmasi amaciyla ortama
gliserol, yapistirict madde olarak karboksimetil seliiloz ve her ikisinin birlikte olmak {izere
tic farkli birlesim test edildi.

Calismada ti¢ farkli kat1 substrat iceren ortamda tiretilen sporlar ti¢ farkli dolgu
maddesi kullanilarak formule edildi. Bu amagla Tablo 10’da verilen ortamlardan besinde
(3, 4,5, 7 ve 8 no’lu kiiltiirler) 28°C’de 7 giin iiretilen sporlarin herbiri, ayr1 ayr test i¢in
kullanildi. Dolgu maddeleri olarak talk pudrasi, bentonit ve zeolit kullanildi. Talk pudrasi
kullanilmadan 6nce 500 °C’de 1 saat kiil firtninda yakild: ve katki maddeleri uzaklastirildi.

Bu amagla oncelikle kiiltiirler 5’er gram steril sartlarda steril petri kaplarinda
tartildi, her ti¢ dolgu maddesinden 2:1 oraninda (dolgu maddesi/spor) karistirildi. Sonra bu
karisimlarin herbiri ti¢ gruba ayrildi. Birinci gruba 3 mL olacak sekilde koruyucu amagh
gliserol (%80°1ik), ikinci gruba ise 3 mL (%2) karboksi metil seliilloz (CMC) ilave edildi.
Uciincii gruba ise 3 mL olacak sekilde 1:1 oraninda CMC ve Gliserol ilave edildi.
Karigimlar steril kagik yardimiyla, steril sartlarda homojen karistirildi ve 40 °C’de bir gece
etiivde kapaklar yar1 agik sekilde kurumaya birakildi. Nem orani yaklasik % 6 Civarina
diigiiriildiikten sonra steril vida kapakli falkon tiiplerine alindi. Bir grubu 4 °C’de bir grubu
ise oda 1sisinda saklamaya birakildi. Karigimlar hazirlandiktan sonra spor canliliginm
kontrol i¢in yapildig: giin, oda sicakliginda bekletilenler 3. ayinda, 4 °C’de bekletilenler ise
5. ayinda, kiiltiir yapilarak spor canli sayisi sayildi. Bu amagla 0.1 gram steril sartlarda
tartilarak, steril fizyolojik suda homojenize edilerek makro diliisyon yontemiyle
sulandirildi ve 0.1 mL’si DRBC agar besiyerine ekim yapildi. Inkiibasyondan 28 °C’de 3

giin sonra canli spor sayilari belirlendi.
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2.2.10. Trichoderma spp. Sekonder Metabolitlerinin Etil Asetat Ekstraksiyonlar:

Trichoderma spp. suslarinin sekonder metabolitlerinin eldesi ve antimikrobiyal
aktivite Ozelliklerinin arastirilmasi i¢in patates dekstroz sivi besiyeri kullanildi. Her biri
icin 100 mL erlene 50 mL olacak sekilde besiyeri hazirlanip steril sartlarda dagitildi. Her
bir susun spor soliisyonu 1x10" kob/mL olacak sekilde ayarlanarak, siv1 besiyerilerine 1
mL inokulasyon yapild1 ve 28 °C’de 14 giin, 150 rpm’de kuru ¢alkayicida inkiibe edildi
(Vizcaino vd., 2005).

Inkiibasyondan sonra sivi besiyerleri filtre kagidi yardimiyla siiziiliip miselleri
uzaklastirildi. Fermantasyon sivist falkon tiiplere alinarak 9000 rpm’de +4°C 15 dakika
santrifiij edilerek sporlar1 uzaklastirildi. Supernatant kism1 ayr1 bir falkona aktarildi. Etil
asetat ekstraksiyonu islemi i¢in fermantasyon sivisi miktarlari meziir yardimiyla belirlendi.

Ekstrat ve etil asetatin (1:1 v/v) esit hacimleri 250 mL’lik balon joje iginde
manyetik karistiriciyla oda 1sisinda 1 saat karistirildi. Karisim ayirma hunisine alinarak 15
dakika dinlendirilerek iki faza ayrilmasi igin bekletildi. Ayirma hunisinde alt fazda kalan
kisim atildi, Ust faz ise erlene aktarilarak berraklasana kadar Na,SO, ilave edildi.
Berraklagsma olustuktan sonra filtre kagidiyla siiziildii. Siizlintii balonlara aktarildi ve 42
°C’de su sicakliginda evoparator cihaziyla evopore edildi. Balonda kalan ekstrat 1 mL
DMSO yardimiyla ¢6ziildii. Ependorflara koyulup -20°C’de test edilecegi siireye kadar
sakland1 (Vizcaino vd., 2005).

2.2.11. Trichoderma spp. Suslarimin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
Trichoderma’larin sivi besiyerinde 28 °C’de 14 giinliik inkiibasyondan elde edilen
ve daha sonra etil asetat ekstratlari hazirlanan numuneler agar kuyucuk difiizyon
yontemiyle antimikrobiyal etkinlik yoniinden ¢esitli mikroorganizmalara kars1 test edildi
(Perez vd., 1992; Vizcaino vd., 2005). Bu amagla antibakteriyel etkinliklerinin
belirlenmesinde E. coli, P. vulgaris, Salmonella sp., Vibrio sp., S. marcescens, K.
pneumonia, Y. pseudotuberculosis, S. aureus, E. faecalis, L. monocytogenes, B. cereus, B.
subtilis ve M. smegmatis kullanildi. Ekstraklarin antifungal aktivitelerinin belirlenmesinde

C. albicans, C. tropicalis, S. cerevisiae, A. niger, B. cinerea, R. solani kullanildu.
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Calismada bakterilerin test edilmesinde Mueller Hinton agar-sivi, M. smegmatis
icin Brain Heart Infusion agar-sivi besiyerleri, funguslar i¢in ise PDA ve ME sivi
besiyerleri kullanildi.

Test edilecek bakterilerin bir gecelik kiiltiirlerinden MHB besiyeri iginde yaklasik
olarak 10° kob/mL (koloni olusturan birim) seklinde diliisyonlar1 hazirlandi ve énceden
hazirlanmis MHA besiyeri iizerine steril ekiivyon ¢ubugu ile yayma ekimleri yapildi. Maya
ve kiif mantarlari i¢in ME sivi besiyeri kullanilarak 10" kob/mL seklinde diliisyonlar
yapilarak PDA besiyerleri yiizeyine steril ekiivyonla yayma ekim yapildi.

Ekimleri tamamlanan besiyerleri tizerinde, steril cam boru yardimiyla 2 cm
araliklarda, 5 mm ¢apinda kuyucuklar agildi. Her bir kuyucuga kontrolleriyle birlikte etil
asetat ekstraksiyonlardan 50 pL damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler 24 saat, maya ve M.
smegmatis ihtiva eden petriler 48 saat 35 °C’de, kiif mantarlarini ihtiva eden petriler ise 3
giin 28 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimryla inhibisyon zon
caplar Olgiilerek kaydedildi.

Standard kontrol ilag olarak bakteriler igin Ampisilin (10 pg), Streptomisin (10 pg)
ve mantarlar i¢in flukonazol (5 pg) kullanildi. Coziicii kontrolii igin etil asetat ve DMSO
kullanild1 (Vizcaino vd., 2005).

2.2.12. Trichoderma spp. Suslarinda Dual Teknikle Antifungal Aktivite Belirlenmesi
Dual teknik Trichoderma spp. ile bitki patojeni funguslarin birbirlerine olan
etkinliklerini  belirlenmesi amaciyla yapildi. Steril kosullarda hazirlanmis PDA
besiyerlerinde 4 cm uzakliklarda iki koseye karsilikli olarak, 5 mm ¢apinda 2 ayri disk
kesildi. Karsilikli 2 tane kuyucuk acilarak, kuyucuklardan birine 4 giinliik olan
Trichoderma spp., diger kuyucuga ise 4 giinliik olan patojen izolat yerlestirildi. Kiiltiirler
28 °C'de inkiibasyona 4., 7. ve 15. giinlerde, antagonist ve patojenlerin biiylime zon ¢aplari
oOl¢iildii. Asagidaki formiile gére inhibisyon yiizdesi hesaplandi (Royse ve Ries, 1978).

(R1-R2)x100)

(%)PIRG = (R) = =5

RI; Engelleme oram
R1; Patojenin biiyiime yarigap1

R2; Patojenin antagonist yoniindeki bilylime yarigap1
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2.2.13. Trichoderma spp. Suslarinin Ucucu Antifungal Madde Uretiminin Belirlenmesi

Bu test Trichoderma spp. suslarimin ugucu antimikrobiyal madde {iretip
tiretmediklerinin test edilmesi amaciyla yapildi. Dual kiiltiir igin ME agar besiyerinde 2-3
giin 28°C’de iiretilen kiiltiirlerden steril sartlarda (T. harzianum suslari ve patojen suslar) 5
mm ¢apli bloklar kesildi. MEA besiyerinin ortasinda da ayni biiyiikliikte blok kesilip
cikarildi ve yerine kiltiirden kesilen disk yerlestirildi. Petri kabinin alt kismina
Trichoderma spp. susu, lst kapak kismina S. sclerotonia susun ekildigi ME agar
besiyerinden 5 mm’lik kesit gelecek sekilde yerlestirildi ve etrafi hava almayacak sekilde
parafilm ile kapatildi. Petriler S. sclerotonia iiste, Trichoderma spp. susu alta gelecek
sekilde 7 giin 28 °C’de inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak sadece S. sclerotonia susu
igeren petri kullanildi.

Petriler 7 giin inkubasyon sonrasinda kapaklari agilarak; gelisme hizlari, tireme
yogunluklar1 spor ve sklerotia olusumu agisindan kontrole gore farkliliklar gozlendi
(Siddiquee, 2009). Testler 3 tekerriirlii olarak yapildi.

2.2.14. Trichoderma spp. Suslarimin Fungisitlere Karsi Toleransinin Belirlenmesi

Calismamizda Trichoderma suslarinin fungisitlere karsi toleranslari belirlenmesi
hedeflendi. Bu amagla kullanilan fungisitlerin (Captan, Dikozin ve Cuprenax) koruyucu
ozellikli olmasi, ¢coklu etki mekanizmasina sahip olmasi ve li¢ farkli kimyasal grubundan
olmasi1 fungusitlerin miimkiin mertebede temsil etmesi amaglanmigstir. Captan’in 6nerilen
kullanim dozu 200 g / 100 L (2000 ug/mL), Cuprenax’in 300 g / 100 L (3000 pg/mL) ve
Dikozin’in ise 200 g /100L (2000 pg/mL) seklinde bildirilmektedir. Test amaciyla
belirlenen {i¢ adet fungusitin (Captan, Dikozin ve Cupranex) steril distile suda stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Taze hazirlanmis ve 48 °C’de bekletilen PDA besiyerine her
fungusitten son konsantrasyonlar1 1000, 2500, 5000 ve 10000 pg/mL olacak sekilde ilave
edildi. Daha sonra besiyeri homojen karigtirilarak donmadan petrilere dagitildi.
Trichoderma spp. suslar1 PDA petrilerinde etiivde 28 °C’de 7 giin inkiibe edildi. Ureyen
Trichoderma spp. suslarindan 5 mm disk kesilerek fungusit igeren PDA’l1 petrilerin
merkezine yerlestirildi. Etiivde 28 °C’de 7. giin biiyiime zon caplar 6l¢iildii (Papavizas vd.,
1982).
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2.2.15. Trichoderma spp. Suslarmin Seliilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
2.2.15.1. Glukoz Standartimin Hazirlanisi

Enzim ¢o6zeltisi asetat tamponunda (0.05M, pH 5.0) olacak sekilde hazirlandi.
Asetat tamponunda %2’lik CMC (karboksi metil seliiloz) hazirlandi. DNS renk reaktifi
¢ozeltisi; 10.6 g 3,5-Dinitrosalisilik asit: 19.8 g NaOH tartilarak 1416 ml distile suda
karistirict yardimiyla ¢ozildii ve tizerine 306 g Na-K-tartarat, ilave edilerek iyice
¢Oziinmesi saglandi. Glukoz standart c¢ozeltisi i¢in steril distile suda konsantrasyonu 2
mg/mL olacak sekilde glukoz (D-Glukoz) hazirlandi. Cam tiiplerde 9 mL asetat tamponu,
500 pL (%2) CMC ilave edildi. Su banyosunda 30 dakika 37 °C’de inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonrasinda 3 mL DNS ¢ézeltisi ilave edildi ve 100 °C’de kaynamakta olan su
banyosunda 15 dakika bekletildi. Standart araligi 0.02-0.22 degerleri arasinda UV-Vis
spektrofotometrede 540 nm’deki absorbansi kor’e kars: okundu (Ghose, 1987).

2.2.15.2. Seliilaz Enzimin Aktivite Olciimii

Seliiloz sivi besiyerine Trichoderma spp. suslarmin taze kiiltirlerinden 1x10’
kob/mL olacak sekilde spor siispansiyonu hazirlandi. Spor siispansiyonundan 1 mL
alinarak 50 mL %2’lik CMC besiyerine inokiile edildi ve 28 °C'de inkubasyona birakildi.
Inokiilantlardan 5., 7. ve 9., giinlerde &rnekler almarak santrifiijlendi. Siipernatantlar
enzim aktivitesi bakilincaya kadar 4°C'de saklamaya alindi. Enzim aktivitesi, dl¢iimiinde
substrat olarak seliiloz (%2 CMC) kullanildi. Reaksiyon karisimi sirasiyla 400 pL asetat
tamponu (0.05 M pH 5) 500 uL CMC ve 100 uL supernatant ependorfa koyuldu. Isiticili
su banyosunda 37 °C’de yarim saat inkiibe edildikten sonra eliza platelere her kuyucuga
100 pL koyularak 540 nm’de spektrofotometrik olarak olgiildii (Cianchetta vd., 2010).
Olgiimler ii¢ tekrarl yapildi.

2.2.16. Trichoderma spp. Suslarimin Kitinaz Aktivitesinin Belirlenmesi
2.2.16.1. Kollodial Kitin Hazirlamsi

Bes gram ticari kitin, 60 mL HCI (%33’lik) i¢inde ¢oziildi. Bir gece 4°C'de
manyetik karistirici yardimiyla karistirildi. Son hacmi 60 mL olan kitin+HCI karigimi, 2
litre 9%96°lik etanol iizerine ilave edildi. Tekrar bir gece 4°C'de manyetik karistiricida

karistirildi. Sonra pH 6.5 olana kadar musluk suyu ile yikandi.
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Son hacimde %2 kollodial kitin olacak sekilde ayarlanarak kullanilacagi siireye
kadar 4°C'de saklandi1 (Kamala ve Indara, 2011).

2.2.16.2. N-asetil Glukoz Amin (NAGA) Standartinin Hazirlanmasi

Kitinaz enziminin kollodial Kkitini hidrolizleyerek olusturdugu N-asetil glukoz amin
miktarini tespit etmek igin, standart olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan N-asetil
glukoz amin kullanildi. Standart araligi 0.1-2.0 degerleri arasinda alinarak UV-Vis
spektrofotometrede, 540 nm’deki absorbansi kor’e karst okundu (Ghose, 1987).

Konsantrasyon absorbans grafigi ¢izilerek dogrunun egimi hesaplandi.

2.2.16.3. Trichoderma spp. Suslarmmin Agar Plak Metoduyla Kitinaz Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Kitinaz tireten suslarin belirlenmesi i¢in 6nceden hazirlanan kitin agar besiyerinin
merkezine 7 giinliik bilyitilmiis Trichoderma spp. suslarindan 5 mm disk kesilerek
yerlestirildi. Trichoderma besiyerindeki kollodial kitinden Kkitini koparir ve kitinolitik
enzimlerle Kitini, N-asetil glukozamine ¢evirerek aynen dogadaki formuna doniistiiriir.
Boylece asidik pH degisir ve besiyeri rengi saridan mora doniigiir (Agrawal ve Kotasthane,
2012). Besiyerinde meydana gelen renk degisimine gore kitinaz aktivesi varligi ve olusan
zonun ¢apma gore belirlenmeye caligildi. Besiyerinde Trichoderma spp.’lerin Kitinaz
tiretimi, indikator olan bromokresol ayiract araciligiyla belirlendi. Bunun igin asidik pH'da
sar1, bazik pH'da mor renge doniismesi, kitinaz varligini gosterdi. 4. giinde olusan renk

degisiminin zon ¢ap1 dlgiilerek kalitatif olarak varligi belirlendi (Kamala ve Indara, 2011).

2.2.16.4. Trichoderma spp. Suslarimin Sivi Ortamda Kitinaz Uretimi ve Aktivitesini

Belirlenmesi

Trichoderma spp. suslarimin 7 giinliik biyiitilmiis taze kiiltirlerinden 1x10’
kob/mL olacak sekilde spor siispansiyonu hazirlandi. Erlen igerisindeki 50 mL %1°lik Kitin
besiyerine 1 mL siispansiyon inokule edilerek 28 ©°C'de inkiibasyona birakildi.
Inokiilantlardan 5.,7. ve 9. giinler aras1 6rnekler aliarak santrifiijlendi ve siipernatantlar
enzim aktivitesi bakilincaya kadar 4°C'de saklandi. Enzim aktivitesi deneyinde %1°lik
kollodial kitin substrat kullanildi.
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Reaksiyon karisimi 400 pL asetat tamponu (0.05 M pH 5), 500 pL kollodial Kitin
ve 100 uL ise siipernatant ependorfa koyuldu. Isiticili su banyosunda 50 °C'de yarim saat
inkiibe edildikten sonra eliza platelere her kuyucuga 100 pL koyularak 540 nm’de
spektrofotometrik olarak dlgiildii (Kamala ve Indara, 2011).

2.2.17. Trichoderma spp. Suslarimin Misir Tohumlariin Cimlenmesi Uzerine Etkisi ve

Koklerde Kolonizasyonunun Belirlenmesi

Trichoderma spp.’nin bitki gelisimine olan etkinligini 6lgmek amaciyla saksi
denemesi yapildi. Deneme 25°C’de, %70 nem iceren Ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanliga
ayarli iklim kabininde (DAIHAN, Giiney Kore) yiiriitiildii. Denemede kullanilan bitkileri
yetistirmek amaciyla kullanilan toprak ticari olarak temin edilerek bir giin arayla 2 kez
121°C’de 30 dakika steril edildi. Steril edilen toprak plastik saksilara (750 mL) dolduruldu.
Bitki tohumlar1 %1°lik sodyum hipoklorit i¢inde 30 dakika bekletilerek yiizeyi dezenfekte
edildikten sonra iki kez steril distile suyla yikandi.

PDA ortaminda 28°C’de 7 giin gelistirilen, Trichoderma spp. kiiltiirlerinden steril
erlen igerisinde 25 mL, 1x10° kob/mL yogunlukta spor siispansiyonu hazirlandi. Bu
soliisyondan 25 mL, sporlarin tohuma yapismasi igin 1:1 oraninda %2’lik CMC ile
karistirildi. Karisimin igerisinde sporlarin homojen dagilimini saglamak igin %1°lik Tween
20’den 1 mL ilave edildi. Tohumlar soliisyonun igerisinde 1 saat bekletilerek sporla
kaplanmasi saglandi. Kontrolde ise tohumlar sadece steril saf su ile nemlendirildi (Mihuta-
Grimm ve Rowe, 1986). ilk sulama isleminde 200 mL musluk suyu kullamldi, daha
sonralart ise fideler iki giin arayla 100 mL musluk suyu ile sulandi (Yildiz ve Benlioglu,
2008). inkubasyon siiresi 5-6. yaprak olusumundan sonra sonlandirildi. Kok kisimlari steril
distile su ile yikandi. Kok yas agirligi tartilarak, 60 °C’de 24 saat sonra kuru agirliklar
belirlemek igin tartildi. Ayn1 denemede Trichoderma’larin ¢imlenme basarisina etkisini
belirlemek igin 70 x 50 cm olan plastik kasalara 45 adet misir tohumu dikildi. Bu amagcla
4., 7., 10., 14., 21., ve 28. giinlerde ¢imlenen musir tohumlar1 sayildi. Asagida verilen

formiil kullanilarak ¢imlenme yiizdesi hesaplandi.

Cimlenen tohum sayis1 X 100

imlenme Yiizdesi (%) =
C € e Yiizdes (A)) Ekilen tohum sayisi1
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Fideler steril suyla partikiillerin giderilmesi i¢in yikandi. Kokten 1 cm’lik kiigiik
pargaciklar kesilerek ve camasir suyuyla dezenfekte edildikten sonra DRBC agara petri
basina 3 parca olacak sekilde ekim yapildi. inkiibe (28 °C’de 4 giin) edildikten sonra T.
harzianum iiremesi; kok i¢ine kolonizasyonun varliginin, iirememesi ise kolonize olmadigi

seklinde degerlendirildi (Lo ve Lin, 2002).

2.2.18. Cahsmada Kullanmilan Istatistiki Analizler

Veriler normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov smirnov testine gore yapilmustir.
Normal dagilan verilerde gruplar arasi farkliliklar1 belirlemek i¢in Student t ve ANOVA
testi, normal dagilmayan veriler i¢in Kruskal wallis testi kullanildi. Degiskenler arasi iliski
olup olmadig1 korelasyon testi ile iliskinin matematiksel ifadesi ise regresyon analizi ile

belirlenmistir.
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3. BULGULAR
Trichoderma suslar1 PDA besiyerinde 28 °C’de inkiibe edildikten 2-3 giin sonra
goriiniir koloni olusturduklari, 7 giinde plaklar1 kapladiklari, makroskopik ve mikroskopik

incelemelerine gore de kontrol susa benzer 6zellikler gosterdikleri belirlendi (Sekil 8-9).

ID4A-40X ID4B-40X

ID6B-40X ID7C-20X

e '\,.
ID9A-40X ) ID11C-40X

Sekil 8. Calismada kullanilan mikrofungus suslarinin mikroskopik goriintiileri
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ID11D-40X ID17E-40X

ID20G-100X T. harzianum 1585-100X

Sekil 9. Calismada kullanilan mikrofungus suslarinin mikroskopik goriintiileri

3.1. Suslarin Molekiiler Karakterizasyonu

Calismada kullanilan Trichoderma spp. suslart ve bir adet kontrol susunun
molekiiler karakterizasyonlarint yapmak i¢in kit kullanilarak DNA’lar1 izole edildi ve
%8’lik agaroz jelde yiiriitillerek UV-transiliiminatorde goriintillendi (Sekil 10). Sekans
analizlerini yapmak amaciyla ITS4 ve ITSS5 primerleri kullanilarak DNA’larindan PCR
yapildi ve PCR fiiriinii jel elektroforezde 1000 bp. DNA markir kullanilarak yiiriitiildii
(Sekil 11). Sekans sonuglar NCBI GenBank’ta BLAST’lanarak yiizde benzerlikleri
belirlendi ve soy agaci olusturuldu (Tablo 11 ve Sekil 12).

Calismada 18S rRNA intragenik (ITS1-5.8S-ITS2) gen bdlgesinin cogaltilarak
yapilan sekans analizine gore tiir tanimlamasinda kontrol susu dahil toplam 10 6rnekten
7’sinin yaklagitk %99 oraninda T. harzianum, ID20G’nin ise %97 T. atroviride ve
ID17E’nin %94 T. hamatum olduklar1 belirlendi ve MEGA programi kullanilarak
filogenetik soy agaci olusturuldu
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ID4A ID4E IDEE ID7C [DSA ID11C ID11D IDI7E ID20G TH1585 M Markir
=

Sekil 10. Trichoderma spp. suslarina ait DNA izolasyonun jel goriintiisii

ID4A ID4B ID6B ID7C ID9A IDIIC IDIID IDI7E ID20G T.h1585

700 bp.

Sekil 11. Trichoderma spp. izolatlar1 ve tip susuna ait ITS1-5.8S-ITS2 gen bolgesi PCR
Jel goriintiisii
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Tablo 11. Calismada kullanilan fungus suslarinin 6nerilen tiir tayinleri.

I1zolat ITS1-58-1TS?2 Coavarage (%) Benzerlik (%) GenBankNo
ID4A Hypocrea lixii BHU 221 100% 100% JN604833.1
Trichoderma harzianum Al12 100% 99% KC139308.1
Hypocrea lixii BHU18 100% 99% JN604835.1
Hypocrea lixii BHU110 100% 99% JN604836.1
Hypocrea lixii BHU226 100% 99% JN604834.1
ID4B T. harzianum NBAII-Th13 100% 99% JX644593.1
Trichoderma harzianum T12 100% 99% KC609759.1
Trichoderma harzianum IBSD-T47 100% 99% JX518904.1
Trichoderma harzianum IBSD-T11 100% 99% JX518894.1
ID6B Trichoderma harzianum FUE15 100% 99% KC200074.1
Trichoderma harzianum T65-NI 100% 99% U78881.1
Hypocrea lixii BHU51 100% 99% JN618343.1
Hypocrea lixii BHU159 100% 99% JN618342.1
Hypocrea lixii BHU166 100% 99% JN618339.1
ID7C Trichoderma harzianum NR6929 100% 98% AF194011.1
Trichoderma harzianum 2930 100% 98% AJ224016.1
Trichoderma harzianum Al14 100% 98% KC139307.1
Hypocrea lixii ATCC 20847 100% 98% FJ545255.1
Hypocrea lixiilB32E1 100% 98% FN598939.1
ID9A Trichoderma aureoviride T77 100% 100% HQ596945.1
Hypocrea lixiiJBSERB241 100% 100% EF191311.1
Hypocrea lixii NMMX3008 100% 99% JQ040357.1
Trichoderma harzianumGJS 05-93 100% 99% FJ442645.1
ID11C Hypocrea lixii DAOM 222136 100% 100% JN942884.1
Trichoderma citrinoviride T200 100% 99% HQ596983.1
Trichoderma harzianumTR040 100% 99% AF443925.1
Trichoderma harzianumGJS 92-61 100% 99% HQ608080.1
ID11D Hypocrea lixiiGJS 04-227 100% 100% FJ442266.1
Hypocrea lixii GJS 91-138 100% 100% AF443917.1
Hypocrea lixiiDAOM231402 100% 99% AY605732.1
Hypocrea lixiiJBT1244 100% 99% AY605741.1
Trichoderma harzianum P134 100% 99% JF311950.1
ID17E T. hamatum HBJZ1001 100% 94% JQ040347.1
T. hamatumCQJB2001 100% 94% JQ040344.1
T. hamatum T090 100% 94% HQ608116.1
T. hamatum DAOM237553 100% 94% EU280136.1
T. hamatum GHJ-5 100% 94% GQ331987.1
ID20G Trichoderma atroviride DR19 100% 97% KC311841.1
Trichoderma atroviride EGE-K-65 100% 97% JX119037.1
Trichoderma atroviride ATCC20476 100% 97% JQ745258.1
Trichoderma atroviride T39 100% 97% FJ975597.1
Trichoderma atroviride KUC5026 100% 97% GQ241294.1
Th1585 Hypocrea lixii T 22 100% 99% GU570562.1
Hypocrea lixii BHU162 100% 99% JN604838.1
Hypocrea lixii DLY 1202 100% 99% HQ259304.1
Hypocrea lixii T18-1 100% 99% EU744189.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169117599?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=XMZ44RUH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309261230?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=XMZ44RUH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317120612?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=XMZ44RUH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317120612?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=XMZ44RUH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326325826?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMV8G00J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310769506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=XMV8G00J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310751852?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=XMV8G00J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310751852?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=XMV8G00J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309261236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XMVYSCYF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309261236?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XMVYSCYF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310751851?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XMVYSCYF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309261232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=XMVYSCYF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309261229?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=XMVYSCYF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/222523273?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=XMWADH6F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309261226?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=XMWADH6F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/305415035?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMWADH6F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291163268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=XMWADH6F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291163268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=XMWADH6F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291163268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=XMWADH6F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317120621?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMWU4YRZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=XMWU4YRZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=XMWU4YRZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931833?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XMX5G457011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=XMX5G457011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=XMX5G457011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=XMX5G457011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=XMXU2RAP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931833?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XMXU2RAP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218931835?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XMXU2RAP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=XMXU2RAP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=XMXU2RAP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218932551?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=XMY4EV0Y011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169117657?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=XMY4EV0Y011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/217314856?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=XMY4EV0Y011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/152937920?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=XMY4EV0Y011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/152937920?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=XMY4EV0Y011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326467071?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMYHWHNC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296142137?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=XMYHWHNC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242263598?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=XMYHWHNC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317120602?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=XMYHWHNC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317120602?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=57&RID=XMYHWHNC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291163268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=XMZD1A2B016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148790966?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=XMZD1A2B016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148790966?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=XMZD1A2B016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169117599?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=XMZ44RUH014
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Sekil 12. izolatlarinin ITS1-5.8-1TS2 sekans sonuglarina gére filogenetik agac
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3.2. Trichoderma spp. Suslarinin Farkh Sicakhklarda Ureme ve Spor Uretimleri
Molekiiler metodlarla da Trichoderma spp. olduklar1 dogrulanan suslarin farkli
sicakliklarda (4, 15, 20, 24, 28, 37 ve 42 °C) iireme Ozellikleri incelendi. Suslarin 4, 37 ve
42 °C’de tireme gostermedikleri (iireme olmadigindan tabloda gosterilmedi) ancak bu
ortamlarda canliliklarin1 koruduklar1 tespit edildi. Testlerde 15°C’de ve 37 °C’de
tremelerinin ¢ok yavas oldugu fakat 20-28 °C araliginda iyi tredikleri gozlendi.
Incelemede 20°C’de, 24°C’de ve 28°C’de ise suslarn tiimii 3 giinde petriyi kapladiklari
belirlendi. Kiiltiirlerin zon ¢aplar1 48. saat sonra olgiildiigiinde ise 24-28 °C’nin optimum
tireme sicakligi oldugu goriilmektedir (Tablo 12). Farkli sicakliklarda zon ¢aplar1 3.5-8.5
araliginda degisirken en yiiksek zon capma 9 cm ile 28 °C’de ID11C ve ID11D susunda

gbzlenmistir.

Tablo 12. Trichoderma spp. suslarinin 48 saat sonra farkli sicakliklardaki biiyiime zon

caplart.
Trichoderma Inkiibasyon sicakhg ve biiyiime zon ¢aplari (cm)
spp. Sus No  15°C 20°C  24°C 28 °C 37°C 42°C

ID4A 3.5 4.2 7.5 7.3 - -+
ID4B 2.5 3.7 5.2 6 - -+
ID6B 3.7 4.1 6.2 7 - >
ID7C 35 45 5.5 4 - -+
ID9A 3.5 4.2 6.8 7 > -+
ID11C 4.0 5.1 7.0 9 > -+
ID11D 4.0 5.3 8.5 9 - -+
ID17E 4.0 5.1 5.5 7 - -+
ID20G 3.9 5.5 8.5 6 > -+
KUEN 1585 3.5 3 8 6 > -

-: Ekim yapilan 5 mm’lik zon ¢ap1,*:biiyiime zonu genislemiyor ancak sporlar canliligi koruyor

Dogal ortam sicakliklarinda iireme ve spor olusumunun nasil oldugunun
belirlenmesi amaciyla 15, 20, 24 ve 28 °C’lerde 7. ve 15. giinlerde {ireme ve spor olusumu
test edildi. En iyi spor olusturma sicakligi izolata gore degismekle birlikte 24°C ve 28
°C’de oldugu gozlendi. ID17E izolatt PDA ortaminda ve herhangi bir sicaklikta spor
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olusturmadigi, kontrol susun 20°C’de 7. giinde hig, 15. giinde ise ¢ok az spor olusturdugu
tespit edildi. En yiiksek spor sayisi ID4A’da 28°C’de, ID9A’da 24 °C’de ve ID11D’de 28
°C’de 15. giinde saptand1 (Tablo 13). Suslarin PDA’da farkli sicakliklarda iireme ve spor
olusturma sekilleri Sekil 13’de verilmistir. Two Way ANOVA testine gore 15, 20 ve 24
°C’de spor iretimi agisindan benzerlik, 28 °C’de ise Onemli bir farklilik gosterdigi
gozlenmistir (P<0,05). Dolayisiyla 28 °C hem iireme 1s1s1 hem de spor olusturma sicaklig

olarak optimum sicaklik degeri oldugu belirlendi.

Tablo 13. Trichoderma spp. suslarinin farkli sicaklikta elde edilen spor sayilar1 (kob/mL).

Sus Inkiibasyon Sicakliklari

Numaralari Giin 15°C 20 °C 24 °C 28 °C

7 0 8.60x10" 1.79 x10° 3.01 x10°

ID4A , . . .
15 1.81x10 2.73 x10 2.78 x10 5.73 x10

7 0 1.00 x108 1.22 x10°8 1.95 x10°8

ID4B , . . .
15 2.53x10 2.63x10 1.63 x10 3.59 x10

7 0 3.91x10’ 1.70 x10°8 7.53 x10’

D68 15 2.31x10’ 2.06x108 3.65 x10° 6.78 x10°
D7 7 0 6.00 x10’ 4.3 x10° 8.5 x108
15 2.75x10’ 6.1 x10® 1.2 x10°8 3.2 x108

7 0 1.30x108 2.49 x10° 3.28 x108

ID9A , . . .
15 2.13x10 1.81x10 5.77 x10 3.36 x10
D11C 7 0 2.32x108 5.6 x10° 1.1 x108
15 1.63x10’ 6.1 x10° 6.5 x10° 7.7 x108

7 0 3.41 x108 2.01 x108 3.59 x10®

DD 15 1.63x10°8 4.06 x10° 4.53 x10° 5.37 x10°

ID17E ! 0 0 0 0
15 0 0 0 0

7 0 2.68 x10° 1.76 x10° 2.95 x108

IDZOG 7 8 8 7
15 1.41x10 2.82 x10 1.41 x10 2.94 x10

7 0 0 1.78 x10’ 1.26 x10’

T. harz. 1585 6 . . o
15 4.06 x10 4.94 x10 5.03 x10 2.43 x10
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ID4A

ID9A ID11D

T. harz. 1585

Sekil 13. Trichoderma spp. suslarinin 28 °C’de sicaklikta 7. glinde petri goriintiisii

1D20G

3.3. Trichoderma spp. Suslarinin Farkh Sicakliklara Toleransi

Trichoderma spp. sporlarinin, 1s1 toleransin1 6lgmek i¢in farkli sicakliklarda (45, 55,
65 ve 75°C) 15 dakika muamele edildikten sonra canli kalan spor sayisi aragtirildi. Tim
suslarin 45-65 °C’de spor canliliklarini koruduklar1 gozlendi (Tablo 14).



Calismada 45 °C’ye muamele edilen sporlarin canliliginin, 1siya muamele
edilmeyen kontrol ile ayn1 yogunlukta (yaklasik %95°i canli) oldugu, 55 °C’de % 60-70
oraninda, 65 °C’de yaklasik %30-40 oranlarinda canliliklarini koruduklari belirlendi.
ID17E, spor olusturmadigi i¢in hifa formu test edildi. Trichoderma spp. suslarindan
ID11D, ID4A ve ID4B’nin sporlari, 75 °C’de 100-300 kob/mL miktar1 canliliklarini
koruduklar1 (spor sayisi tabloda gosterilmedi) tespit edilirken diger suslara ait sporlarin

cimlenmedikleri gozlendi.

Tablo 14. Trichoderma spp. sporlarinin farkli sicaklik degerlerine dayaniklilig.

°C IDAA 1D4B ID6B ID7C ID9A ID11C ID11D ID17E* ID20G T.harz

45 + + + + + + + + + +
55 + + + + + + + + + +
65 + + + + + + + + + +
75 4P +° - - - - +2 - - -

*: Hifa ekimi apildi, +; Ureme var, -; Ureme yok, a;100, b; 200 ve ¢; 300 kob/mL

3.4.Kati Substrat Ortamlarinda Trichoderma spp. Suslarmin Spor Uretim
Kapasiteleri

Bu deneyde Trichoderma harzianum ID11C susu kullanilarak, sporlarinin biiyiik
hacimde ve en ucuz materyaller kullanilarak tiretebilmek amaciyla, farkli atik {irlinlerin
belirli oranlarda karisimiyla hazirlanan kiiltiir ortamlar: test edildi. Bu amagla ilk etapta
Tablo 10°da verilen 12 farkli karigim test edildi (Tablo 15).

Hifalarin 3. giinden itibaren tiim ylizeyi sardig1 ve spor olusumunun basladigi, 7.
giinde ise en iyi seviyelere ulastigi, 15. giinde biraz daha arttig1 (veri gosterilmedi), ancak
30. giin siiren inkubasyonda spor canliliginin azaldigi gozlendi. Yapilan t- testine gore
istatistik analize gore hammadde bakimindan anlamli bir fark olmadigr (P>0,05)
inkubasyon siiresi bakimindan ise anlamli bir fark oldugu belirlendi (P<0,05). Spor
bakimindan ortalama olarak 7. giin sayisiun 1,4x10°, 30. giinden 6,177x10° daha fazla
oldugu bulundu. Verilere gore inkiibasyon siiresi uzadik¢a spor canliligi azaldigi belirlendi.

Substrat karisimlart incelendiginde sirasiyla en iyi 3, 4, 5, 7 ve 8 nolu karisimlar oldugu,
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spor sayisinin 1x10° kob/mL’nin iizerine ¢ikdig1 belirlendi. Ortamlar arasinda spor iiretimi

bakimindan anlamli bir fark olmadigi istatistiki olarak belirlendi (P>0,05, x2:4,308).

Tablo 15. T. harzianum ID11C’nin Kkat1 substrat karisimlarinda spor tiretimi.

Substrat Substrat Karisimlar Spor Sayisi

No 7. Giin 30. Giin
1 BK-MC 6.88 x10’ 1.22 x10'
2 BK-CA 1.25 x10° 8.75 x10°
3* UK-MC 2.91 x10° 7.38 x10°
4* SPUK 1.67 x10° 6.50 x10®
5* TA-CA 2.36 x10° 1.02 x10°
6 T-BK 8.75 x10° 9.16 x10’
7* UK-SK-BK 2.78 x10° 1.76*109
g* UK-SK-PK 1.68 x10° 3.88 x10°
9 BK-UK-PK 1.11 x10° 7.78 x10°
10 PK-MC-CA 7.66 x10° 6.78 x10°
11 MT-UK-FK 1.50 x10° 2.44 x10®
12 MT 1.44 x10° 1.78 x10°

BK-MC; Bugday Kepegi-Malt Cimi, BK-CA; Bugday Kepegi-Cay Atig1, UK-MC; Uziim Kabugu-Malt
Cimi, SPUK; Salatalik-Patlican-Uziim Kabuklari, TA-CA: Turp Atigi-Cay Atig1, T-BK; Turp Atigi- Bugday
Kepegi, UK-SK-BK; Uziim Kabugu-Salatalik Kabugu-Bugday Kepegi, UK-SK-PK; Uziim Kabugu-Salatalik
Kabugu-Piring Kavusu, BK-UK-PK; Bugday Kepegi-Uziim Kabugu-Piring Kavusu, PK-MC-CA; Piring
Kavusu-Malt Cimi-Cay Atigi, MT-UK-FK; Malt Tanesi-Uziim Kabugu-Fasulye Kabugu, MT; Misir Tanesi,
ND; Sayilmadi

3.5. Trichoderma spp. Sporlarmin Formulasyonu

Ureme ve spor olusturmasi agisindan en iyi oldugu gozlenen 5 farkli karigimdan
hasat edilen kiiltiirler 3 farkli dolgu maddesi kullanilarak (Talk pudrasi, bentonit ve zeolit)
oda 1sisinda (24 °C) ve buzdolabi (+4 °C) sartlarinda spor canliliginin muhafaza edilme
stireleri arastirildi (Tablo 16). Bu ii¢ dolgu maddesine ii¢ farkli koruyucu madde ilave
edildi ve birinci gruba yalnizca gliserol, ikinci grubuna CMC ve ligiincii grupta gliserol-
CMC ilave edildi. Calismada kati ortam olarak kullanilan karigimlarda spor sayisi
bakimindan Kruskal-Vallis testine gore fark oldugu (P<0,05 XZ: 11.654), ortalamalarina
gore bakildiginda en iyi ortamin 3 (ort 80.74) ve 4 (ort 75.77) ortamlar oldugu belirlendi.
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Tablo 16. Trichoderma harzianum ID11C’nin spor formiilasyonu ve canli kalma siiresi.

Kati Dolgu Maddeleri

Subs Zeolit Bentonit Talk pudrasi

No 0. Ay 20°C,3.Ay4°C,5.Ay 0. Ay 20°C,3.Ay 4°C,5.Ay 0.Ay 20°C,3.Ay 4°C,5.Ay
3.1 2x10° 2.00x10° 5.60x10° 1.19x10° 2.12x10®  3.70x10® 2.80x10° 1.50 x10®  4.50 x10°
311 2.6x10° 2.00x10° 6.50x10° 1.00x10° 2.40x10®  6.10x10® 1.74x10° 2.00 x10®  4.30 x10°
3.1 25x10° 3.00x10° 1.15x10° 2.60x10° 2.20x10®  1.85x10° 1.46x10° 2.00 x10®  2.35x10°
41 1.1x10° 3.00x10° 4.30x10° 1.80x10° 1.70x10® 5.35x10° 2.20x10° 2.50 x10°  2.85 x10°
411 1.0x10° 2.00x10° 1.30x10° 1.76x10° 2.00x10® 2.40x10° 1.6x10° 2.00x10°  5.70 x10®
4111 15x10° 2.60x10° 4.00x10° 2.40x10° 2.50x10®  3.45x10° 1.7 x10° 2.60 x10’ ND
5.1 3.7x10®° 8.40x10" 1.60x10° 6.00x10® 1.00x10®  3.40x10® 2.80x10%® 9.00 x10’ ND
511 2x10° 6.70x10" 2.65x10° 1.50x10° 2.80x10°  2.50 x10® 2.30x10%® 1.20 x10"  3.45x10’
5111 5.7x10® 3.10x10" 1.75x10° 4.20x10® 6.30x10°  7.00x10" 1.18x10° 1.50 x10®  3.30 x10°
7.1  14x10° 1.60x10®° 3.15x10® 2.72x10° 2.50x10®°  1.30x10° 3.00x10° 5.00 x10’  1.65 x10°
7.1 1.6x10° 3.00x10° 3.80x10° 7.30x10® 1.00x10°  8.00x10" 9.20x10%® 1.30x10"  1.35x10°

7.1 6.4x10° 3.50x10® 8.95x10® 7.30x10® 1.20x10®  1.00 x10® 0.00 0.00 ND
8.1 1.2x10° 1.50x10® 1.35x10® 4.60x10® 6.00x10"  8.50 x10" 1.50x10° 2.00 x10®  9.50 x10°
8.1 25x10% 2.20x10® ND 430 x10® 4.80x10"  4.00 x10® 2.40x10° 2.50 x10®  5.55 x10°

8111 6x10® 1.00x10°® 2.63x10® 4.10x10® 2.20x10® 1.35x10® 2.00x10° 3.50 x10®  3.10 x10°

I:CMC,I1:Gliserol, 111:CMC+GLI,3(UK+MC),4:(SPUK)5:(TA+CA), 7:(UK+SK+BK),8:(UK+SK+PK)
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Tiim numunelerde canli spor sayismin 10' oraminda azaldigi, ancak 4 °C’de
muhafazanin spor canliliginin daha fazla oldugu gozlendi. Kruskal-Vallis istatisk testine
gore sicaklik arasinda (P<0,01 %*:73.178 ) fark oldugu, oda 1sinda spor canliliginin daha
fazla azaldigi gozlendi. Kruskal-Vallis testine gore istatistiksel olarak dolgular arasinda
fark olmadigi (P=0,0874 % 0.270) koruyucular arasinda da fark bulunmadigi (P: 0.799 y*:
0.450) tespit edildi.

3.6. Trichoderma spp. Suslarinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
Calismada Trichoderma spp. suslarmin sivi  kiiltiirde trettigi  ekstraseliiler
metabolitlerin etil asetat ekstraksiyonlari, bir dizi bakteri ve mantara karsi etkinligi test
edildi. Trichoderma spp. suslarmmin ekstraselliilar metabolitlerinin  antibakteriyel
etkinliklerinin var oldugu, ancak antifungal etkinliklerinin olmadig1 gbzlendi (Tablo 17).
Suslardan ID17E ve ID20G hari¢ tiim suslarin metabolitlerinin Vibrio sp., Serratia
marcescens, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus ve B. subtilis suslarna disiik
diizeyde antibakteriyel etkinliklerinin var oldugu belirlendi. T. harzianum ID4A, ID4B ve
ID6B izolatlariin ekstratlarinin insan patojeni M. smegmatis digerlerine oranla oldukg¢a

yiiksek etkinlik gostermesi ilging bulunmustur.

62



Tablo 17. Trichoderma spp. suslarinin etil asetat ekstraksiyonlarmin bir gurup
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi (mm).

< e g2 9 g 9 5 B &5 23

o o o o 8 o o o o f & 3
Eco - - - - - - - - - - - -
Pvu - - - - - - - - - - - -
Ssp - - - - - - - - - - - -
Vsp 12 12 10 10 10 11 10 6 7 8 8 -
Sma 12 12 11 10 10 11 10 - 6 7 7 -
Kpn - - - - - - - - - - - -
Yps - - - - - - - - - - } -
Sau - - 6 - - - 6 15 - - - -
Efe - - - - - - - - - - } .
Lmo 8 7 65 - 6 6 6 - 6 6 - -
Bce 10 9 6 - 6 7 6 7 - - - -
Bsu 8 7 - - 6 6 - 9 - - - -
Cal - - - - - - - - - - - .
Ctr - - - - - - - - - - - .
Sce - - - - - - - - - - . .
Msm 17 14 10 - - - - ; . 8 6
Ani - - - - - - - - - - . .
Bci - - - - - - - - - - . .
Rso - - - - - - - - - - - .

Eco; Escherichia coli ATCC 25922, Pvu; Proteus vulgaris, Ssp; Salmonella sp., Vsp; Vibrio sp.,
Sma; Serratia marcescens, Kpn; Klepsiella pneumonia ATCC 13883, Yps; Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Sau; Staphylococcus aureus ATCC 25923, Efe; Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Lmo; Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bce; Bacillus cereus 709
ROMA, Bsu: Bacillus subtilis ATCC6633, Cal; Candida albicans ATCC 60193, Ctr; Candida
tropicalis ATCC 13803, Sce; Saccharomyces cerevisiae RSKK 251, Msm; Mycobacterium
smegmatis ATCC 607, Ani; Aspergillus niger RSKK 4017, Bci; Botryts cinerea, Rso; Rhizoctonia
solani AG3, (-); Etkinlik yok, ET-AS: Etil asetat kontrol, T.harz; T. harzianum KUEN1585,
DMSO; Dimetil sulfoksit,
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3.7. Trichoderma spp. Suslarinin Antifungal Aktivitesi

Calismada Trichoderma suslarinin bitki patojeni, saprofit ve bocek patojeni olarak
bilinen funguslara kars1 dual teknigi kullanilarak antagonist etkinlikleri arastirildi. Bitki
patojeni olan B. cinerea, S. sclerotiorum ve R. solani (AG3) suslarmma karsi olan
etkinlikleri yliksek oldugu (Tablo 18, Sekil 23) gozlendi.

Botryts cinerea kontrol petrisinde susun tiim petriyi kapladigi, ancak T. harzianum-—
B. cinerea dual petride 4., 7., ve 15. giinlerde Ol¢iilen biliylime zon ¢aplarina gore
hesaplanan inhibisyon araligi % 56-83 olarak belirlendi (Tablo 18, Sekil 14 ve 23). En
yiiksek inhibisyon etkinligi 15. giinde % 83 olarak ID11D’de gézlenirken, 1D20G, ID11C,
ID7C ve ID9A suslari sirastyla %78 oraninda, T. harzianum 1585 susu ise % 57 oraninda

olusturdugu tespit edildi.

B. cinerea
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Sekil 14. Trichoderma spp. suslarinin 4., 7., ve 15. giinde B. cinerea’ya karsi inhibisyon
ytizdesi

S. sclerotium kontrol petrisinde 15. giinde tim petriyi kapladigi, Trichoderma spp.—
S. sclerotium dual petrisinde 4., 7., 15. giinlerde 6l¢iilen zon g¢aplarina gore inhibisyon
aralig1 %58-79 seklinde gozlendi (Tablo 18, Sekil 15 ve 23). En yiiksek inhibisyonu
saglayan suslar ise sirasiyla ID20G (%79), ID11D (%78), ID17E (%76) ve ID11C (%75)
olarak gozlendi. T. harzianum 1585 susu ise %66 oraninda inhisyon gozlendi.

Trichoderma spp.- R. solani dual petrilerinde 4., 7. ve 15. giinlerdeki zon ¢aplarina

gore hesaplanan inhibisyon degerleri %63-77 araliginda oldugu, R. solani susunun kontrol
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petrisi tiim ylizeyi kaplamistir. (Tablo 18, Sekil 16 ve 23). En yiiksek inhibisyonu saglayan
suglar sirastyla ID17E (%77), ID20G (%75), ID11C (%75) ve 11D (%69) olarak belirlendi.

T. harzianum 1585 susu ise %71 oraninda inhisyon yiizdesi sagladig1 gozlendi.

S.sclerotiorum
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Sekil 15. Trichoderma spp. suslarinin 4.,7. ve 15. giin S. sclerotiorum susuna karsi
inhibisyon yiizdesi

R. solani (AG3)

Inhibisyon (%)

IDAA 1D4B ID6B ID7C ID9A 1D11C ID11D ID17E 1D20G T.har

Sekil 16. Trichoderma spp. suslarinin 4.,7. ve 15. giinde R. solani (AG3) susuna karsi
inhibisyon ylizdesi

Calismada Trichoderma spp. suslari, firsat¢1 patojen mantarlar olarak bilinen A.
niger RSKK4017 ve A. flavus 3321 suslarina kars1 etkili olduklar1 gézlendi. Her iki susun

kontrol petrilerinde iiremenin tiim yiizeyi kapladig: belirlendi. Trichoderma spp.—A. niger
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dual petrilerinde 4., 7. ve 15. giinlerde 6lgiilen zon caplarina gore inhibisyonlar1 %68-78
araliginda olduklari izlendi (Tablo 18, Sekil 17 ve 23). En yiiksek inhibisyonu saglayan
suglar ise sirasiyla ID20G (%78), ID9A (%77), ID11D (%74), ID4A (%73), ID11C (%72)
ve T. harzianum 1585 (%71) tespit edildi.

A.niger 4017
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Sekil 17. Trichoderma spp. suslarinin 4., 7. ve 15. giinler sonunda A. niger RSKK 4017
kars1 inhibisyon ytizdesi

A. flavus 3321
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Sekil 18. Trichoderma spp. suslarinin 4., 7. ve 15. giin A. flavus 3321 karsi inhibisyon
yuizdesi

Trichoderma spp — A. flavus dual petrisinde 4., 7. ve 15. giinlerdeki zon ¢aplarina
gore hesaplanan inhibisyon araligi % 50-68 olarak belirlendi (Tablo 18, Sekil 18 ve 23).
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En yiiksek inhibisyonu saglayan suslar sirasiyla ID20G (%68), ID11C ve ID11D
(%66), ID17E (%62) ve T. harzianum 1585 (%58) olarak gozlendi.

Calismada test edilen Trichoderma spp. suslari, bocek patojeni ve biyokontrol
suslart olarak bilinen (Beauveria bassiana ARSEF 8664, Isaria fumosorosea ARSEF 8333
ve Metarhizium anisopliae ARSEF 8433 ) ii¢ susa karsi test edildi (Tablo 18, Sekil 19-22).

B. bassiana
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Sekil 19. Trichoderma spp. suslarinin 4., 7. ve 15. giinde B. bassiana susuna karsi

inhibisyon yiizdesi
M. anisopliae
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Sekil 20. Trichoderma spp. suslarinin 4.,7. ve 15. giinde M. anisopliae susuna karsi
inhibisyon yiizdesi
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Sekil 21. Trichoderma spp.suslarinin 4.,7. ve 15. giinde I. fumosorosea susuna karsi
inhibisyon yiizdesi

Sekil 22. T. harzianum-I. fumosorosea 7. giin dual kiiltiir petrileri goriintiisii

Entomopatojen funguslarin Trichoderma spp. ile olan etkilesimlerinde, test edilen
suslardan daha hizli gelistiginden dolayr entomopatojenlerin etrafini sardigi belirlendi.
Ancak hifalari etkilemedigi ve entomopatojen suslarin yukar: dogru gelismesini devam

ettirdigi, bilylime alaninin sinirlandig1 gézlendi (Sekil 22).
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Tablo 18. Trichoderma spp. suslarinin dual teknigiyle funguslara karsi inhibisyon yiizdesi.
Trichoderma Test edilen saprofit ve patojen funguslar (%)

Sus no/giin R.sol  B.cin S.scl Anig A.fla B.bas I.fum M.anip

ID4A-4 30 49 67 23 8 29 2 9
7 70 61 70 73 17 62 25 26

15 64 59 69 73 50 83 51 59
ID4B-4 1 48 58 8 0 3 0 3
7 33 58 58 72 14 33 20 33

15 63 56 58 77 52 63 46 63
ID6B-4 16 57 64 8 4 3 1 3
7 56 61 68 71 20 35 23 35

15 64 62 69 74 52 63 50 63
ID7C-4 23 56 68 0 8 6 2 6
7 54 61 71 68 27 41 25 41

15 64 78 72 71 58 68 50 68
ID9A-4 15 56 61 15 13 12 1 12
7 40 62 67 77 33 44 32 44

15 67 78 68 77 60 68 55 68
ID11C-4 59 66 66 8 17 17 14 17
7 70 68 75 73 43 45 36 45

15 75 78 75 72 66 70 64 70
IDIID-4 55 73 71 23 17 13 8 13
7 68 81 75 74 37 47 36 47

15 69 83 78 74 66 70 64 70
ID17E-4 45 68 72 26 13 17 2 17
7 68 71 74 71 37 56 34 56

15 77 70 76 72 62 77 64 77
ID20G-4 39 69 68 15 17 12 11 12
7 67 74 76 76 47 55 39 55

15 75 78 79 78 68 76 66 76
T.harz-4 25 58 66 8 8 11 2 11
7 58 63 69 70 24 46 30 46

15 71 57 69 71 58 70 50 70
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2

Sekil 23. Trichoderma spp. suslarimin farkli patojenlerle 7. giin dual petri gortintiileri
1. grup; B. cinerea, 2. grup; S. sclerotonia, 3. grup; R. solani, 4. grup: A. flavus
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3.8. Trichoderma spp. Suslarinin Ugucu Metabolitlerin Antifungal Aktivitesi
Calismada Trichoderma spp. suslarmin bitki patojenlerinin gelismesini inhibe edip
etmedigini ve bu inhibisyonda u¢ucu madde tiretiminin roli olup olmadigi belirlemek igin
ucucu madde etkinlik testi S. sclerotiorum’ya kars1 yapildi. Calismada S. sclerotiorum ve
Trichoderma spp. birlikteligi bulunan petrilerde 6l¢iim degerleri, 7. giiniin sonunda alinmis
olup gelisme yogunluklarina ve spor/sklerotia olusturma durumlarina gore belirlendi. Test
sonucunda Trichoderma spp. suslarinin hem iireme (ID4B, ID17E ve T. harzianum 1585
hari¢), hem de spor olusturma Ozelliklerinin (ID4B, ID11D ve ID20G hi¢ spor
olusturmadilar) etkilendigi gozlendi (Tablo 19). S. sclerotiorum susu Trichoderma spp.

suslarinin iirettigi metabolitlerden etkilendigi belirlenmistir.

Tablo 19. Trichoderma harzianum suslarininin ugucu madde iretmi ve etkinligi.

Trichoderma spp. Trichoderma spp. Sclerotonia sclerotium
Sus No Ureme Spor olusturma Ureme Spor olusturma
ID4A +++ ++ ++ -
ID4B ++ - ++ -
ID6B +++ + + -
ID7C +++ ++ ++ -
ID9A +++ ++ ++ -
ID11C +++ ++ + -
ID11D 4+ - + -
ID17E ++ - ++ -
ID20G +++ - + -
T.harz.1585 ++ - + -
S. sclerotium +++ +++

(+) az, (++)iyi, (+++) ¢okiyi, (-) negatif.

3.9. Trichoderma spp. Suslarinin Fungisitlere Olan Toleransinin Belirlenmesi
Calismada Trichoderma spp. suslarinin bitki patojeni fungal etkenlere karsi
kullanilan ii¢ farkli fungusitin Captan (Phthalimide grubu), Dikozin (dithiocarbamate

grubu) ve Cupranex (inorganik grubu) farkli dozlarina karsi olan toleranslari arastirildi.
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Ug fungisitin 6zelligi koruyucu ve ¢oklu etki mekanizmalarina sahip olmalarindan
dolayi, gesitli bitki patojenlerine kars1 kullanilabilir olmalaridir. (URL-3). Fungusit i¢eren
besiyerinde Trichoderma spp. suslarinin iireme ve spor olusturmalar1 giinliik takip edilerek
7. giin treme zon c¢aplari olgiildii (Tablo 20). Trichoderma spp. suslarinin iireme ve spor
olusturma iizerine, fungusitlerin 1000 ug/mL dozunda etkisi gézlenmedigi i¢in sonuglara
tabloda yer verilmemistir. Bu Sonuglara gore her ii¢ fungusit i¢in Onerilen ticari kullanim

dozunda ve tist dozlarda suslarin gelisebildikleri, spor olusturabildikleri gozlendi.

Tablo 20. Trichoderma spp. suslarinin fungisitli PDA besiyerinde 7. giin sonunda biiyiime
zon caplart (mm).

Sus No CAPTAN (pg/mL) DIKOZIN (ug/mL) CUPRENAX (pg/mL)

2500 5000 10000 2500 5000 10000 2500 5000 10000

ID4A 40 20 14 85 85 39 35 35 40
ID4B 40 20 14 85 85 40 35 34 38
ID6B 38 21 19 85 85 35 36 30 29
ID7C 38 20 18 85 85 20 30 30 29
ID9A 28 22 18 85 85 30 34 30 30
ID11C 48 20 19 85 85 80 50 45 40
ID11D 35 35 19 85 85 85 42 40 40
ID17E 28 15 5 85 60 50 39 34 30
ID20G 20 12 9 85 70 40 20 17 15

T.harz1585 75 35 25 85 85 20 35 35 30

Captan’a kars1 elde edilen sonuglara bakildiginda, 2500 pg/mL’de tiim suslarin
oldukca 1yi iiredigi, genel olarak zon ¢aplarinin 7. glinlinde 15-48 mm araliginda oldugu
belirlendi. En az etkilenen sus T. harzianum KUEN 1585 susundan sonra ID11C (48 mm)
iken, en ¢ok etkilenen sus ID20G (15 mm) oldugu gozlendi (Tablo 20, Sekil 24-27).
Captan’in 5000 pg/mL dozunda tiim suslarin tiredigi, ancak 2500 pg/mL doza gore daha
kisitlt iiredigi belirlendi. ID20G ve ID17E sirastyla 12 ve 15 mm ile en az lireme gosteren
suslar oldugu, ID11D’nin ise en iyi (30 mm) iireyen ve de kontrol susu ile ayni1 iireme zon

capina sahip oldugu belirlendi.
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Suglardan ID20G ve ID17E, Captan’mn 10000 ug/mL dozunda iiremedigi, ID4A ve
4B ise ¢ok zorlandigi, digerlerinin ise birbirine benzer (13-14 mm) sekilde tredikleri
gozlendi. Captan’in kullanim dozu 2500 pg/mL olup, 10000 pg/mL’de suslarin canli

kalmalar1 ve de tireme gostermeleri fungusit ile birlikte kullanimlarinda kolaylik

saglayacag diistiniilmektedir.

Sekil 24. Trichoderma spp. suslarinin farkli fungisit iceren petrilerdeki 7. giin goriintileri.
Captan; A-B-C, Dikozin: D-E-F, Cuprenax; G-H-I; I; 1000 pg/mL; A-B; 2500
ug/mL; C: 5000 pg/mL; A-B-D-E: 10000 ug/mL, A; ID4A, B-C-G; ID11C, C-
E-F-H: ID11D
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Sekil 25. Trichoderma spp. Suslarinin Captan igeren PDA besiyerinde 7. giin biiyiime
grafigi

Calismada kullanilan Dikozin’in 1000 ve 2500 ug/mL konsantrasyonlarda test
edilen suslarin pek etkilenmedigi, 7. giinde tiim orneklerin petriyi kapladigr (85 mm)
gozlenmistir (Tablo 20, Sekil 24 ve 25). Dikozinin 5000 pg/mL dozunda suslarin tiimiiniin
cok iyi iredigi, en diisiik lireme zonu IDI7E ve ID20G de sirasiyla 60 ve 70 mm
seklindeyken, T. harzianum kontrol susu dahil olmak fiizere digerlerininde (85 mm)
etkilenmedikleri gozlendi (Tablo 20, Sekil 24 ve 26). Dikozin’in 10.000 pg/mL dozu
uygulandiginda ise ID11C (85 mm) ve ID11D (80 mm)’nin etkilenmedigi, tiim test edilen
dozlara kars1 yiiksek bir dirence sahip oldugu belirlendi.
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Sekil 26. Trichoderma spp. suslarinin Dikozin igeren PDA besiyerinde 7. giin biiyiime
grafigi
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Dikozin’in yliksek dozunda en ¢ok etkilenen suslar, kontrol susu ve ID7C olarak
gozlenirken, digerlerinin {ireme zon ¢aplar1 30-50 mm araliginda gézlendi.

Calismada inorganik fungisit grubundan olan Cupranex’in, test edilen 1000 ug/mL
dozunda en iyi gelistikleri, 2500, 5000 ve 10000 pg/mL dozlarda tiim suslarin bir miktar
etkilendikleri ancak bu ii¢ konsantrasyon arasinda 6nemli bir farkliligin olmadig1 gézlendi
(Tablo 20, Sekil 24 ve 27). Cupranex’e en direngli sus 10000 pg/mL’de sirastyla ID11C,
ID11D, ID4A ve ID4B seklinde (38-40 mm) iken, en duyarli sus olarak ID20G oldugu

gozlendi.

60 - Cuprenax (7.Giin)

50 - 82500 (ung/mL)
a 05000 (ug/mL)
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g 30} i | -
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£ 20 -
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ID4A ID4B ID6B ID7C ID9A ID11C ID11D ID17E ID20G T.harz

Sekil 27. Trichoderma spp. suslarmin Cuprenax i¢eren PDA besiyerinde 7. giin biiyiime
grafigi

3.10. Trichoderma spp. Suslarinin Seliilaz Aktivitesi ve Glukoz Standarti

Seliilazin seliilozu hidrolizleyerek olusturdugu glukozu tespit etmek i¢in standartlar
olarak farkli konsantrasyonlarda glukoz kulanilmistir. Konsantrasyona karsi absorbans
grafigi alinarak dogrunun egimi hesaplanmistir. Aktivite degerleri hesaplanmasinda
kullanilan lineer dogrunun denklemi y=3,7623x-0,072, regresyon Katsayisi R?=0,9943"dir
(Sekil 28). Calismada Trichoderma spp. suslarinin seliilaz tiretme Ozellikleri agar plak
yontemi ve sivi kiiltiir yontemleriyle arastirildi. Trichoderma spp. suslarinin CMC agar
tizerinde 9. giinlerde (40-72 mm) gelisme zon caplari incelendi. Suslarin CMC agar
tizerindeki iyi tUredikleri, ancak taze hifalarin aktivite zon capi1 alanini kapladiklarindan

dolay1 kongo red boyasiyla boyanma yapilamadi. Bu nedenle siv1 kiiltiir yontemi yapildi.
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Sekil 28. DNS metodu ile glukoz konsantrasyonuna bagl olarak elde edilen standart
grafigi. y= 3.7623x — 0.072, R?*=0.9943

Sivi kiiltirde seliilaz aktivitesi bakildiginda, ikniibasyon siiresinin uzatilmasiyla
paralel artig1, ¢ogu susda 7. giin ideal oldugu, 9. giinde azalmanin basladig: belirlendi. En
diisiik aktivite ID4A’da goézlenirken diger suslarda ise birbirlerine benzer goriildii. Ancak
ID11D’nin en yiiksek aktivitesi 7. giinde 0.017 U/mL, ID11C’de 0.015 U/mL belirlendi
(Sekil 29).
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Sekil 29. Trichoderma spp. suslarmin  sivi  ortaminda  selilaz  aktivitesinin
spektrofotometrik 6l¢iim grafigi
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3.11. Trichoderma spp. Suslariin Kitinaz Aktivitesi ve NAGA Standarti

Kitinaz aktivitesine %2 kollodial kitin igeren besiyerinde, agar plak yontemi
kullanilarak 6n tarama yapildi. Test sonucunda besiyerinin sar1 olan rengin mor renge
doniismesi ve olusan mor bdlgenin zon capr Olgiilerek kitinaz enzimi iretimi Kalitatif
olarak belirlendi. Tiim suslarda kitinaz aktivitesi belirlenmis olup en iyi aktivite 96 saat
sonraki zon ¢ap1 degerleri oldugu ve bunlarin da ID11C ve ID11D suglarinda en iyi oldugu
gortiliirken, sirasiyla ID17E ve T. harzianum 1585 kontrol susunun aktivitelerinin
digerleriyle benzer oldugu (60-70 mm) tespit edildi (Sekil 30 ve 31).
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IDAA  ID4B 1ID6B ID7C ID9A ID11C ID11D ID17E ID20G T.harz.

Sekil 30. Trichoderma spp. suslarimin kollodial kitin i¢eren kitin agar petrisinde 4. giin zon
caplart

Sekil 31. Trichoderma spp. suslarimin Kitin agar petrisinde 4. giin zon gap1 petri goriintiisii

Kitinazin kitini hidrolizleyerek olusturdugu N-asetil glukoz amini tespit etmek i¢in

standartlar olarak farkli konsantrasyonlarda N-asetil glukoz amin kulanilmistir.
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Konsantrasyona karsi absorbans grafigi alinarak dogrunun egimi hesaplanmistir. Aktivite
degerleri hesaplanmasinda kullanilan lineer dogrunun denklemi Yy=2.9262x-0.1647,
regresyon katsayisi R?=0.9936"dir (Sekil 32).

3,000 ~
y=29262x - 0,1647
2,500 - R?=10,9936
2,000 -
21,500 -
i
2
1,000 -
0,500 +
0,000 T T T T T T 1
0,2 0.4 0,6 0.8 1 1,2
N-asetil glukoz amin (mg/mL)

Sekil 32. DNS metodu ile N-asetil glukoz amin konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen
standart grafigi y= 2.9262x — 0.072, R?*=0.9936

ID4A hari¢ tiim suslarin kitinolitik aktiviteleri yiiksek tespit edildi. En yiiksek
aktivite 7. giinde ID11D’de 0.022 U/mL ve 9. giinde ID11C’de 0.023 U/mL olarak o6lgiildii
(Sekil 33).
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Sekil 33. Trichoderma spp. suslarmin kollodial kitin sivi ortaminda irettigi kitinazin
spektrofotometrik 6l¢iim grafigi
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Genel olarak aktivite 5. giinden sonra aktivitenin yiikseldigi belirlendi. ID17E’nin
ise en yiiksek aktivitesi 5. giinde 0.020 U/mL belirlenmis, ilerleyen giinlerde aktivite
azaldig gorilmiistiir.

3.12. Trichoderma spp. Suslariin Bitki Cimlenmesine ve Biiyiimesine Olan Etkisi

Trichoderma harzianum ID11C ve T. atroviride ID20G suslarinin bitki
tohumlarinin ¢imlenmesine olan etkinligi, lisansli musir bitkisi (MayAgro RX9292)
tizerinde, petri kaplarinda ve sera kosullarinda (toprakli) test edildi. Trichoderma’lar petri
kaplarinda yapilan ¢imlenme deneyinde %98-100 oraninda ¢imlendigi, kontrole gore
basarisinin daha yiiksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
belirlendi. Serada toprakli kopiik kasalar kullanarak 45 adet misir tohumu ekilmis, 4., 7.,
10., 14., 21. ve 28. giinlerinde ¢imlenme yiizdeleri hesaplanmistir (Tablo 23, Sekil 34).
Elde edilen sonuglara bakildiginda ilk 4. ve 7. giinlerde ¢imlenme basaris1 kontrole gore
her iki susun da iyi oldugu, misirda ID11C susunun daha etkili oldugu belirlendi. Misir
fideleri, gelismelerinin 4. haftasinda sonlandirarak, kok yas ve kuru agirliklar1 hesaplandi.
Ortalama kok yas agirliklart kontrole (329.1 g) gore sirasiyla ID20G %60 (526.6 g) ve
ID11D %14 (375.5) oraninda daha iyi gelisme gosterdigi, kuru agirlikta ise kontroliin 79.1
g, ID11D’nin 87.5 g ve ID20G’nin ise 86.2 g agirliga sahip oldugu gozlendi.

Tablo 21. Trichoderma spp. uygulanmis misir tohumlarinin ¢gimlenme basaris1 deneyi
sonuglar1 (n= 45).

Sayim Kontrol ID11C 1D20G
Giinler Say (n) Basar1 (%) Sayi1(n)  Basari (%) Say1(n)  Basar (%)
4 9 20 22 49 16 36
7 21 67 16 84 18 76
10 7 82 4 93 5 86
14 2 86 1 96 1 89
21 1 89 1 98 3 96
28 2 93 1 100 1 98
Toplam 42 93 45 100 a2 98

Trichoderna spp. sakst ve sera denemelerinde kok ve topraga Trichoderma’larin
adaptasyonu c¢ok iyi oldugu, saksi topraginda Trichoderma’larin {iiredigi ve spor

olusturdugu gozlendi.
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Kok uglarindan alinan ve dezenfekte edilen parcalardan DRBC agar plaklarina

yapilan ii¢ nokta ekiminde sadece Trichoderma’larin iiredigi gozlemlendi (Sekil 34).

ID20G_.. e D 11C

Sekil 34. Trichoderma spp. uygulanmig olan musir tohumlart ve bitki kokiinde
Trichoderma kolonizasyonun DRBC’de goriintiisii (ID11D ve ID20G’nin 4.
giin petri goriintiisii)
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Calismada Ikizdere vadisi ¢ay bahgesi topraklarindan izole edilen ve ID olarak
kodlanan toplamda kontrol ile birlikte 10 adet mikrofungusun molekiiler tanimlanmasi
yapilarak bir dizi 6zellikleri arastirildi. Mikrofunguslarin tiimii, mikroskobik (Sekil 8-9) ve
makroskobik goriintimleri (Sekil 13) geleneksel yontemlerle incelenerek Trichoderma
harzianum olarak tanimlandi. Molekiiler identifikasyonda (Sekil 10 ve 11) geleneksel
yontemle cins diizeyinde tanimlamanin %100 dogru oldugu, ancak tiir diizeyinde ise 2
izolatin (ID17E’nin %94 T. hamatum ve ID20G’nin ise %97 T. atroviride olduklar1) farkli
bir tiir oldugu tespit edildi (Tablo 11 ve Sekil 12). izolatlardan ID4B ve 1D6B %99-100,
ID7C %98, ID11C ve ID11D suslar1 ise %100, ID9A %100 Hypocrea lixii ve Trichoderma
aureoviride, H. lixii ve T. harzianum suslarina benzerlik gosterdigi belirlendi. Molekiiler
olarak analizde suslarin T. harzianum, T. hamatum ve T. atroviride seklinde tanimlamalar1
yapild.

Birgok arastirmaci tarafindan gesitli topraklardan veya kaynaklardan Trichoderma
tiirlerinin izolasyonu yapilmistir. Hermosa vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada farkli
bolgelerden elde edilen 69 Trichoderma biyokontrol izolati, sekans analizine gore test
edilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore izolatlarin %50°den fazlasi Trichoderma sect.
Pachybasium olup bunlarinda %81°1 T. harzianum ve T. inhamatum, geri kalan1 T. virens
oldugu bildirilmektedir. Izolatlarin %36 Trichoderma sect. Trichoderma grubu igine
alinmig olup bunlarin da %56’s1 T. asperellum, %244 T. atroviride, T. viride ve T.
koningii oldugu, geri kalanlarin (%10) ise Trichoderma sect. Longibrachiatum grubunda
yer aldigi bildirilmektedir. Suglarimizin %77’si Trichoderma sect. Pachybasium (T.
harzianum ve T. hamatum), geri kalanin ise Trichoderma sect. Trichoderma (T. atroviride)
grubuna girdigi gézlenmektedir.

Wuczkowski vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada orman alanlarindan izole
edilen 46 susun morfolojik karakterleri ve ITS1- ITS2 sekans analizi sonucuna gore
yapilan identifikasyonda 21 susun T. harzianum, 13 susun T. cerinum, 2 susun T.
hamatum ve birer adette T. atroviride ve T. koningii izole edildigi bildirilmistir. Caligmada
aynt florada farkli Trichoderma tiirlerinin veya haplotiplerinin birlikteligi de

bildirilmektedir. Bu sonug¢ calismamizda ayni topraktan izole edilen ve T. harzianum
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olarak tanimlanan ID11C ve ID11D suslarinin farkli haplotip oldugunu dogruladig:
diistiniilmektedir.

Calismamizda izole ve identifiye edilen Trichoderma spp. suslari, bir dizi
karakterizasyon caligmasi yapilmasi planlandi. Bu kapsamda ilk olarak farkli sicakliklarda
tireme Ozellikleri incelendi. Trichoderma suslarinin 4 ile 42°C arasinda, 7 farkli sicaklikta
iireme Yetenekleri ile 48 saatte gelisme hizlar1 arastirildi. izolatlarm tamaminin 4 ve
42°C’de iireme gostermedikleri, ancak ayni sicakliklarda ortamin nemi korundugu takdirde
funguslarin uzun siire canliliklarin1 kaybetmedikleri goézlendi. Suslarin 15 ve 37 °C’lerde
tiremelerinin yavas oldugu, diger test edilen sicakliklarda (20, 24 ve 28 °C) ise suslarin
timiniin iyi gelisme gosterdikleri, 3. giinde 9 cm’lik petri kabini kapladiklar tespit edildi
(Tablo 12). Optimum gelisme sicakliklarinin belirlenmesi amaciyla iiremenin iyi oldugu,
20, 24 ve 28 °C sicakliklarda ilk 48 saat sonraki zon ¢aplari 6l¢iildii. Sonuglara gore tiim
suslarda, 20°C de gelisme hiz1 yavas olarak kaydedilirken, 24°C ve 28 °C’de daha hizli
gelismenin oldugu belirlendi. Yapilan istatistiki analizde sicakliklar arasinda énemli bir
farkliligin var oldugu gozlendi (ANOVA testi, F=18.949, p<0.01). Ducan testine gore 24
°C (ort = 7.242) ve 28 °C (ort =6.9) arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi, 20°C’nin
(ort.=4.129) ise daha diisiik tireme ortalamas: ile digerlerinden farkli oldugu belirlendi.
Suslardan ID4A, ID20G ve KUEN 1585, 24 °C’de, digerleri ise 28 °C’de en hizli lireme
gosterdikleri belirlendi. Burmeister’in (2008) yaptigi ¢calismada Trichoderma sp. suslarinin
en iyi gelisme sicakligit 24 ve 28 °C olarak bildirmekte olup calisma sonuglarimiza
benzerlik gostermektedir. Ureme sicakligi bircok canlida oldugu gibi Trichoderma
suglarinin  gelismesinde de o6nemli faktorlerden biridir. Optimum {ireme sicakligini
belirlemede elde edilen sonuglar, bize Trichoderma arazi uygulamasi yapilacak bolgelerin
sicakliginin, gelisme hizina ve suslarin ortama adaptasyonundaki etkinliginin belirlenmesi
acisindan Onem arzetmektedir. Joshi vd. (2012) Himalaya daglarinda (2500-3000 m
yiikseklikten) T. harzianum ve T. viride izolasyonu yaptiklari, elde edilen sonuglara gore
her iki susunda optimum bilyiime sicakliginin 30°C oldugunu bildirmislerdir. Bu sonug ise
Trichoderma’nin izole edilen bdlgenin cografik 6zelligine gore optimum lireme 1sisinin
degisebilecegini gostermektedir.

Calismamizda test edilen Trichoderma spp. tiirlerinin higbir izolatin 15°C’de 7.

giinde spor olusturamadigi, ID17E’nin test edilen tiim sicakliklarda (4, 37 ve 42°C harig)
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iyi liremesine ragmen, spor olusturmadig1 gozlendi. Kontrol susda ise (T. harzianum 1585)
7. ginde 15 ve 20 °C’de spor olusumu gozlenmedi. Calismamizda 15°C sicaklik
Trichoderma’larin tiireme hizinm etkileyen énemli bir etken olmakla birlikte spor olusturma
siirecini yavagslattigi, inkiibasyon siiresi uzadik¢a bazi suslarin diisiik oranda spor
olusturabildikleri belirlendi. 15°C’de, en iyi spor olusturan sus olarak 1.6x10% kob/mL
olarak ID11D susu belirlendi. Diger suslarda iiremenin hizli oldugu, 20, 24 ve 28 °C’de, 4.
giinden sonra yesil sporlarin belirdigi, 15. giiniinde en 1yi iireme ve spor olusumunun
gerceklestigi, ortalama spor sayisinm 10° kob/mL oldugu gézlendi (Tablo 12). En yiiksek
Spor sayist ID11C ve ID11D suslarinda 28 °C’de 15. giinde sirasiyla 7,7x10° ve 5,37x10°
seklinde gozlendi (Tablo 13). Two Way ANOVA testine gore 15, 20 ve 24 °C’de spor
tiretimi agisindan benzerlik, 28 °C’de ise 6nemli bir farklilik gosterdigi belirlenmistir
(P<0,05). Dolayistyla 28 °C hem iireme sicakligi hem de spor olusturma sicakligi olarak
optimum sicaklik degeri olarak belirlenmistir. Burmeister’in  (2008) c¢alismasinda
Trichoderma spp. suslari iizerine sicakligin etkinliginin yanisira inkiibasyon siiresinin de
spor sayis1 lizerine etkili oldugunu bildirmistir. Optimum spor sayist bazi suslarda 7.,
bazilarinda ise 14. giinde tespit edilmistir. Calismamizda da benzer sonuglar gézlenmis
olup (ID17E) biitiin suslarda test edilen tim sicakliklarda 15. giinde spor sayisi en iyi
olarak belirlendi.

Trichoderma spp. biyokontrol etkinligi iizerine bir dizi biyotik ve abiyotik faktorler
etki etmektedir. Kabul edilen bazi énemli parametreler sicaklik, su aktivitesi ve pH dir
(Kredics vd., 2003). Calismamizda Trichoderma spp. suslarinda en iyi tireme sicakliginin,
en yiliksek spor olusturma sicakligt ve sporlarin farkli sicakliklarda canliliklarin
koruyabilme o6zellikleri arastirildi. Calismamizda Trichoderma spp. tiirlerinin sporlari
tizerinde sicaklik etkisi test edildi. Bu amagla 45-75 °C arasinda 4 farkli sicaklik belirlendi.
Spor solusyonlar1 (1x10" kob/mL) 15 dakika belirlenen bu sicakliklarda sicaklikla
muamele edildiginde tiimiiniin canliliklarii 45 °C’de %98, 55 - 65 °C’de ise %30-70
oraninda koruduklar1 gézlendi. Yanlizca ID11D, ID4A ve ID4B suslar1 75 °C’de az sayida
(%3-5 oraninda) da olsa canliliklarii kaybetmedikleri ve sporlarin tekrar tireyebildikleri
belirlendi (Tablo 14).

Kiigiik ve Kivang (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, 7 adet Trichoderma sp.

suglar1 75 °C’de 5 dakika sicaklik uygulandiginda muamele edilmis, sonugta yalnizca
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6’sinda lireme oldugu gozlenmis olup, ¢alismamizla uyumlu bulunmustur. Biyokontrol
suslarin uygulama alanlarindaki sicaklik adaptasyonu ve adapte olmus suslarin devamliligi
icin bu veri 6nem arz ectmektedir. Ayrica suslarin sicaklik toleransinin olmasi
formulasyondaki spor canliliginin azalmasinida minimuma indirilmesi bakimindan énemli
oldugu diistiniilmektedir.

Meteoroloji genel miidiirliigii raporuna gore Tiirkiye’de son 43 yilin ortalama
toprak sicakligr 5 cm’de 16.8 °C, 20 cm ise 15.4 °C oldugu bildirilmektedir. 1996-2013
tarihleri arasinda yapilan olgtimlerde 5 cm’de 16.1-16.8 °C, 20 cm ise 15.8-16.1 °C oldugu
bildirilmekte olup her y1l toprak sicakliginin kademeli olarak arttig1 gézlenmektedir (URL-
5). Toprak mikroorganizmlarinin bu artan toprak sicakligina adaptasyonlarinin
belirlenmesi ekolojik siirecte 6nemli gorilmektedir.  Dolayisiyla Trichoderma gibi
biyokontrol amacli kullanilacak olan suslarin farkli sicakliklarda lireme ve spor olusturma
Ozelliklerinin arastirilmasi, farkli bolgelerde ve iklim kosullarinda biyokontrol susu olarak
kullanilabilme potansiyelini arttirmaktadir. Ozellikle yurdumuzun Ege ve Akdeniz
bolgeleri gibi yiiksek toprak sicakligina sahip (6rnek; Haziran ayinda Manisa’da uzun
yillar ortalamast maksimum 65 °C’de sicaklik olarak bildirilmistir (URL-5))
bolgelerimizde bu suslarin kullaniminda avantaj saglayacagi diistiniilmektedir. Calismada
izole edilen suslarin tiimiiniin 4-65 °C’de, hatta bazilarinin 75 °C’de spor canliliklarini
korumus olmalari, 15-30 °C’de {ireyebilmeleri, hem 1lik hem de sicak bolgelerde
potansiyel biyokontrol ajan olarak kullanimlarimin saglanmasi agisindan 6nemlidir.
Suslardan 6zellikle ID11D (75 °C’de) ve ID11C’nin spor sayilarinin iyi olmasi, hizl
tiremeleri ve sporlarin yiiksek sicakliga toleransli olmasi gibi 6zellikleri dikkate
alindiginda biyokontrol sus olma potansiyeline sahip olduklar1 diisiiniilmektedir.

Bhat (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, T. harzianum formulasyonunda oksijenli
kosullarda 90. giinde spor sayis1 1.2x10" oldugu, 180 giin sonra canliliginmn (5x10°)
koruyabildigi bildirilmektedir. ~~ Ramanujam vd. (2010) Trichoderma’larin Kkitlesel
tiretiminde kati, sivi ve yart kat1 fermantasyon seklinde farkli metodlar kullanmiglardir.
Kati metod yiiksek is yogunlugu olan bir uygulamadir ve endiistriyel uygulamalar igin
uygundur. Sivi fermantasyon pahali olmayan melas ve maya ekstreli besiyerlerinde derin
tank yontemiyle biiyiik hacimlerde kullanilan yontemlerdir. Bir¢ok ¢alismada spor iiretimi

igin ¢esitli materyaller kullanilmis, bunlar arasinda malt, atik ¢ay lifi, piring saman1 ve
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kepegi, siipiirge tanesi ve bugday kepegi gibi atik maddelerin basarili sekilde uygulandigi
bildirilmektedir (Mukhopadhyay vd., 1986; Bhai vd., 1994; Gopalakrishnan vd., 2003).

Trichoderma spp. suslarinin en uygun ve ekonomik kosullarda tiretim sartlarinin
belirlenmesi ve bol miktarda spor elde edilmesi amaciyla yapilan ¢aligmada 12 farkli kati
substrat ortam1 (Tablo 10) test edildi.

Calismada kat1 substrat olarak se¢ilen materyaller kolay bulunabilecek, atik iiriin
olarak degerlendirilebilecek materyallerin secilmesine dikkat edildi. Bu amagla
kullanilabilecek bir¢ok materyal olduguda Onemli bir husus olarak goézlendi. Bugday
kepegi ticari olarak misel liretiminde kullanilan énemli bir karbon kaynagidir. Malt ¢imi
ise bu karbon kaynagini zenginlestirmek ve mineral bakimindan desteklemek adina
onemlidir. Yine ayn1 6zellige sahip iiziim ve turp gibi atik materyaller hem karbon hem de
mineral maddesi icermesi bakimindan énemlidir. Hazirlanan karisimlarin tiimiinde ID11C
susunun genel olarak iyi iiredigi 7. giinde spor sayis1 bakimmndan gramda 1x10® kob/mL
gectigi gozlenmektedir. Yanlizca 1 no’lu karisimda (bugday kepegi-malt ¢imi) olusan
bulamacta yeterli oksijen icin gozenek olusmamasi olarak degerlendirildi. Diger
materyallerin tiimiinde kaba partikiiller bulunmakta olup, liremenin her noktasinda oksijen
yetersizligi yasanmadigi diisiiniilmektedir. Test edilen tiim kati substrat ortamlarinda T.
harzianum ID11C’nin iyi tredigi, spor sayisinin 7. ve 15. giinler arasinda c¢ok fazla
degismedigi (15. giin degerleri tabloda verilmedi), optimum spor sayisina 7. giinde 10"-10°
araligina ulastig1 belirlendi. Degerler birbirine yakin olmakla birlikte en iyi spor olusturma
ortami 7. karisim (UK-SK-BK), oldugu bunu sirasiyla 5. (TA-CA), 4. (SPUK), 3. (UK-
MQ), 8. (UK-SK-PK), 11(MT-UK-FK) ve 2 (BKCA) karisimlarin takip ettigi gdzlendi
(Tablo 15). Kati substrat lizerinde inkiibe siiresi uzadiginda lireme ve spor sayisinin
belirlenmesi gérmek amaciyla 30. giinde spor sayimi yapildi. Ortamlarin 11’inde de spor
sayisinin en az 10! oraninda azaldi81, ancak misir tanesinde ise bu siire zarfinda say1 ¢ok
az da olsa azalmayip arttigt gozlenmektedir. Kiiltiir hacminin ise yeterince
havalandirmanin saglanmasi (oksijen) ve nem oranin korunmasi sartiyla 6nemli olmadigi
gozlenmektedir. Spor liretimi icin segilecek karigimda bugday kepegi, ¢ay atigi, liziim
kabugu, salatalik kabugu ve piring kabugu diger iyi segcenekler arasinda gozlendi.

Calismada hazirlanan karisimin gozenek miktar1 yani partikiil biiyiikliigii fazla olan

kiiltirlerde daha iyi tireme oldugu, nedeni olarak ise siirekli ve homojen karisimin
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olmadig1 kiiltiir kosullarinda, her noktada fungus gelisebilmesi ic¢in gerekli oksijeni
saglayan bosluklarin bulunmasiyla iliskili oldugu distiniilmektedir. Misir tanesi gibi
yapilar hem gozenek olusturmasi, hem de uzun siirede metabolize olan karbon kaynagi
icermeleri agisindan 6nemli bulunmustur. Tablo 15°de gorildiigii gibi musir tanesi tek
basina kullanildiginda bile uzun siire karbon kaynagi sagladigi, spor sayisini uzun siire
stabil kalmasini1 sagladigi, dolayisiyla yapilacak calismalarda O6nemli bir hammadde
olabilecegi belirlenmistir.

Yapilan istatistiksel analizde (P>0,005, y°: 4.308) ortamlar arasinda spor iiretimi
acisindan 6nemli bir fark olmadigi gozlendi. Salatalik kabuklari 6zellikle zengin mineral
madde igerikleri acisinda besi ortamina Onemli katki sagladigi disiintldi.
Kombinasyonlara genel olarak bakildiginda T. harzianum ID11C susunun iireme ve spor
olusumu siiresi, PDA besiyerine gore daha hizli oldugu gézlemlendi.

Calismamizda en iyi tiremenin gozlendigi bes karigim, 3 farkli dolgu maddesi ve 3
ayr1 spor koruyucu ortam kullanilarak toplam 15 farkli parametrede spor canliligi, oda
isisinda ve buzdolabi kosullarinda izlendi (Tablo 16). Sonuglar incelendiginde iiretim
ortamlarinin spor olusturmada anlamli bir fark olmadig1 ancak spor canliligini korumada
Kruskal-Wallis testine gére anlamli bir fark oldugu (P<0,05, y* 11.654) belirlendi.
Calismada 3 no’lu (UK-MC) ortaminda (ort 80.74) ve 4 no’lu (SK-PK-UK) ortamlarinda
(ort 75.77) saklama kosullarinin en iyi oldugu belirlendi. Calismada kullanilan dolgu
maddeleri ve koruyucu ortamlarinda spor canliligini korumada anlaml bir fark olmadigi,
ancak oda 1sisinda ve buzdolabinda saklama arasinda O6nemli bir farkin oldugu
belirlenmistir.

Birgok arastirmaci cesitli substratlar1 kullanarak formulasyon denemeleri yapmustir.
Trichoderma formulasyonunda standartlar, minimum spor sayist 2x10° kob/mL olmasi,
patojenlerin (Salmonella, Vibrio veya Shigella gibi) kontaminasyonunun olmamasi, diger
mikroorganizmalarin miktar1 1x10* kob/mL gecmemesi dnerilmektedir. Vermiculit-bugday
kepegi formulasyonu (Lewis vd., 1991), bugday unu-kaolin (Prasad ve Rangeswaran,
1998), alginat-bugday unu (Fravel vd., 1985) ve sikistirilmis camur (Jeyarajan, 2006)
bunlardan bazilaridir. Panahian vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada 6 organik substrati
test edilmis, maksimum sayida spor olusturan ortam olarak doviilmiis misir tohumu ile

melas ortami dnerilmekte ve sporlarn iki kat daha fazla olustugu bildirilmektedir.
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Jeyarajan vd. (1994) tarafindan yapilan Trichoderma formulasyonunda, talk
pudrasini 1:2 (w/w) oraninda ve %8 nemde kullanmis, spor canliligin1 3-4 ay korundugunu
gbzlemlemistir. Jayaraj vd. (2006) tarafindan yapilan formulasyon c¢alismasinda talk
pudrasi ve bentonit iceren 6 farkli ortami saklama kosullar1 olarak test edilmistir. Tim
karisimlarin oda 1sinda Trichoderma sporlarint 9 ay sakladigini, ancak 6. aym sonunda
sporlarinin %50’sinin azaldigini bildirmektedir.

Dolgu maddeleri fungal sporlarin muhafazasinda 6nemli rol oynamakla birlikte en
sik kullanilan bentonit, zeolit ve talk pudrasi arasinda spor canliligin1 koruma agisindan
anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Dolgu maddesi se¢iminde ekonomik olarak uygun
olanin se¢ilmesinin yararl olacagi diistiniilmektedir.

Trichoderma suslarinin ekstraselliiler metabolitlerinin etil asetat ekstraksiyonlari,
antimikrobiyal ativiteleri agisindan test edildi (Tablo 17). Tiim ekstraktlarin Gram negatif
bakteri olan Serratia marcescens ile Vibrio sp.’ye nispeten daha yiiksek, Gram pozitif basil
olan Listeria monocytogenes, Gram pozitif sporlu basil olan Bacillus cereus ve B. subtilis’e
daha diisiik diizeyde antibakteriyel etkinlige sahip olduklart belirlendi. ID17E susu
tarafindan iretilen metabolit insan patojeni olan Staphylococcus aureus’a karsi, ID4A,
ID4B ve ID6B suslarinin iirettigi metabolitlerin ise firsat¢1 patojen olan Mycobacterium
smegmatis’e kars1 daha yiiksek etkili oldugu gozlendi. Calismada etil asetat ekstraktlarinin
maya mantarlarina ve fungal patojenlere karsi etkinlikleri gozlenmedi. Yapilan bazi
calismalarda antimikrobiyal madde eldesinde kullanilan besiyeri ve ¢oziiciilerin Snemli
oldugu, metanol ekstraksiyonunun hegzan ve etil asetattan (Febles vd., 1995), kloroform
ekstraksiyonun metanol ve benzenden (Sastry ve Rao, 1994) daha etkili oldugu
bildirilmektedir. Bu durumda suslarin ekstraseliiler maddelerinin antifungal etkiye sahip
olup olmadigini1 belirlemek igin farkli besi ortamlari ve farkli ¢oziiciiler (metanol,
kloroform) kullanilarak da ekstraktlarin test edilmesinin yararli olacagi diisiiniilmektedir.
Calismamizda etil asetat ekstraksiyonu kullanilmig olup farkli c¢oziiciilerle tekrar
edildiginde antimikrobiyal etkinliginin farkli olabilecegi diigiiniilmektedir. Trichoderma
sect. Trichoderma iginde yer alan T. asperellum genel olarak T. atroviride’den daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite gdstermesine ragmen, biyokontrol olarak kullanilan T. atroviride
hiicre duvari pargalayan enzim salgilamasi ve patojenlerin sporulasyonuna karsi daha etkili

olduklar1 bilinmektedir (Sanz vd., 2002; Hermosa vd., 2000).
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Yapilan bir baska ¢alismada 317 Bazidiomycetes izolat1 9 farkli mikroorganizmaya
kars1 etkinlikleri test edilmis ve benzer sonuglar alinmis, en duyarli mikroorganizma olarak
B. subtilis bildirilmistir (Suay vd., 2000).Keszler vd. (2000) ve Kiss vd. (2000)’in
yaptiklar1 c¢alismalarda T. harzianum ve T. atroviride suslarinin antibiyotik irettikleri
bildirilmektedir. Vizcaino vd., (2005)’nin ¢aligmasinda biyokontrol ajan olarak segilen 24
Trichoderma izolatimin (T. sect. Trichoderma, T. sect. Pachybasium ve T. sect.
Longibrachiatum) metanol ekstraksiyonlar1 antimikrobiyal aktivitesi bir dizi
mikroorganizmaya (7 bakteri, 7 maya ve 6 filament6z fungusa kars1) karsi, her tig
seksiyonunda antimikrobiyal aktivitesi var oldugu belirlenmistir.

Calismalarinda PDA ve CYS80 (Corn yeast sucrose) olmak iizere iki farkl
besiyerini kullanmis, ancak aralarinda anlamli bir farkin olmadigi gosterilmistir. T. sect.
Pachybasium (T. harzianum) seksiyonun antibakteriyel ve antifungal, T. sect.
Longibrachiatum seksiyonunda maya mantarlarina etkili sus sayisi daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Calismada en az duyarli bakteri P. aeruginosa, en duyarli bakteri B.
subtilis, en duyarli maya mantar1 Candida rugosa, en duyarli kiif mantar1 Aspergillus
fumigatus ve B. cinerea olarak belirtilmektedir (Vizcaino vd., 2005). Liouane vd. (2009)
tarafindan yapilan c¢alismada Trichoderma sp. metanol ekstraktinin E. coli ve
Pseudomonas aeruginosa karsi antibakteriyal aktivitesi oldugu ancak antifungal aktivite
tasimadiklart bildirmiglerdir. Tarus vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, Kenya’da ¢ay
bitkisinde patojen olan A. mella, maya ve Mucor’un da dahil oldugu funguslara karsi
Trichoderma’nin etkisi iizerine ¢alismalar yapmuslar, etken madde olarak fenil etanol,
trisol, 6-fenil prion ve sorbisilin bildirmislerdir. Test edilen 6-fenil prion’un bir dizi
mikroorganizmalara (Paecilomyces vericoti, Penicilium notatum, Nematospora coryli gibi
funguslar1 ve Bacillus brevis, B. subtilis, Sarcinia lutea ve Enterobacter dissolvens gibi
bakterilere) karsi etkili oldugu belirlenmistir. Calismada etil asetat ekstratlariin bitki
patojeni funguslara etkili bulunmamasi, bu patojenlerin inhibisyonunda fenolik bilesiklerle
degil, bagka etki mekanizmalar1 yoluyla olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada dual teknigi kullanilarak saprofit ve patojen bir dizi fungal etkenlere
kars1 Trichoderma’larin etkinligi test edildi (Tablo 18). Trichoderma suslarinin test edilen
saprofit ve patojenlere etkili oldugu, bu etkinligin tiirlere gére degistigi belirlendi. Bitki

patojeni tiirlere olan etkinligi olduk¢a iyi bulunmus olup en yiiksek inhibisyon Botrytis
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cinerea’ya karst gozlendi (Sekil 14 ve 23). Etkinlikleri %70-83 arasinda belirlenen
sirasiyla ID17E, ID9A, ID7C, ID11C, ID11D, ID20G suslarinin B. cinerea’ya karsi
biyokontrol ajan olabilecegi diisiiniildii (Tablo 18). Sclerotonia sclerotium’a karsi tim
suglarin %50’nin {izerinde inhibisyon olusturdugu, en yiiksek etkinligin %75-79 araliginda
sirasiyla ID11C, ID17E, ID11D ve ID20G suslarinda oldugu dolasiyla S. sclerotium’a karsi
kullanilabilecegi belirlenmistir (Sekil 15 ve 23). Trichodema suslarinin tamaminin S.
sclerotium ve B. cinerea kars1 inhibisyon etkinligi 4. giinden itibaren maksimum degerlerde
gostermesi, 7. ve 15. giin fazla degismemesi dikkat c¢ekici oldugu diistiniilmektedir.
Trichoderma suslarinin R. solani’ye inhibisyon etkinligi 7. ve 15. giinlerde en yiiksek
olmakta, etkinlik %69-77 araliginda sirasiyla en yiiksek inhibisyon sirasiyla ID17E,
ID11D, ID11C ve ID20G gozlenmis ve R. solani’ye karsi kullanilabilecegi
diistiniilmektedir (Sekil 16 ve 23). Bitki patojeni funguslara karst kullanilabilme
potansiyeli yiiksek olan suslarin ID11D, ID11C, ID20G ve ID17E’nin oldugu
goriilmektedir.

Insanlar icin firsatg1 patojen olabilen A. niger’in 4. giin etkinliklerinin pek énemli
olmadig1 ancak zamanla arttig1 7. ve 15. giinde benzer olarak tiim suslarin istilaya ugradig
gozlendi. Depolarda firsat¢1 patojen olabilen A. flavus suslarina karsi ise 4. giinde %15’in
altinda 7. giinde ise maksimum %@45’lerde oldugu, inkiibasyon siiresi arttikca etkinligin
arttig, ozellikle ID20G, 1D11C, ID11D ve ID17E’nin kullanilabilecegi gézlendi (Sekil 18
ve 23).

Antal vd. (2000) yaptiklar1 ¢alismada 360 Trichoderma susu izole edilmis, 4’ T.
atroviride, T. harzianum ve T. viride olarak tanimlanmistir. Bu suslarin 5°C’de minimal
stvi medyum ve yeast ekstrakt agar da iyi gelistigi, dual kiltirde 10 °C’de R. solani ile
Fusarium oxysporum’a kars1 etkili olduklar1 bildirildi. Lone vd. (2012) tarafindan yapilan
calismada, ceviz (Juglans regia L.) agacinin rizosferinden bir grup fungus (T. harzianum,
Aspergillus niger, Cladosporium spherospermum ve Fusarium oxysporum) izole etmisler
ve T. harzianum izolatlarinin diger funguslar tizerine etkinligini dual kiltiir teknigi ile test
etmiglerdir. Funguslarin misel biiylimesini Aspergillus niger’de %75, Cladosporium
spherospermum’da  %72.2 ve Fusarium oxysporum’da %25 oranlarinda inhibe ettigini

bildirmislerdir.
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Biyokontrol ¢alismalarinda kullanilan entomopatojen (Beauveria bassiana, Isaria
fumosorosea ve Metarhizium anisopliae) suslara karsi olan etkinlige bakildiginda ise
onemli olabilecek diizeyde inhibe etmedikleri belirlendi. Ilging olarak da suslarm miselleri
birbirine karigmadiklari, muhtemelen entomopatojen suslar tarafindan salgilanan toksinler
nedeniyle Trichoderma suslarinin temasi engellendigi goriildii. Bocek patojeni suslar
petride yayilma yerine yukar1 dogru biiytidiikleri, dolayisiyla tabloda goriinen degerlerden
daha az etkilendigi resimlerde de goriilmektedir (Tablo 18, Sekil 19-22).

Bu ¢alismada dual teknigi sonucunda Trichoderma spp. suslart muhtemelen besin
rekabeti, salgiladiklar1 bazi kimyasallar ve 6zellikle istilac1 6zellikleriyle konak patojenin
tiremesini engelledikleri diistiniilmektedir.

Calismada hem saprofit hemde bitki patojeni olan bir dizi patojene karsi
inhibisyonuna bakildiginda tiim suslarin 6nemli derecede etkinliginin oldugu go6zlendi.
Tim patojenleri %70’lerde inhibe etmesi bakimindan ID11C, ID11D, ID20G potansiyel
kontrol ajan1 olarak secilebilir. Belirtilen bu suslarin bocek patojeni funguslart yayillmasini
engellemesine ragmen istila edememeleri, yararli funguslarin korunmasi agisindan énemli
bulunmustur.

Calismada Trichoderma suslariin bitki patojenlerinin gelismesini inhibe eden
etkenin ugucu madde olup olmadiginin belirlenmesi igin yapilan denemede S. sclerotiorum
kullanilmigtir (Tablo 19). Suslardan ID17E normal sartlarda da spor olusturmamaktadir,
dolayisiyla bu ortamda da olusturmamistir. S. sclerotiorum susu ise test edilen tiim
Trichoderma suslarmin irettigi ugucu maddelerden hem tiremeleri, hem de sklerotia
olusturmalar1 agisindan etkilendikleri, kontrolde ise bolca sklerotia olusturdugu belirlendi.
ID4B, ID17E ve T. harzianum 1585 harig tiimiinde tiremeleri kontrole gére daha az oldugu,
dolayisiyla ortamda olusan metabolitlerin hem Trichoderma hemde S. sclerotiorum
gelisimini etkilenmis oldugu bildirilmistir. ID4B, ID11D, ID20G ve kontrol suslarmin 7.
giinde spor olusturmadiklari, ancak tiremelerinin iyi oldugu belirlendi. Trichoderma ID6B,
ID11C, ID11D ve ID20G suslari S. sclerotiorum gelismesini en g¢ok etkileyen suslar
olmasindan dolayr u¢gucu madde iiretimi agisindan en giiclii suslar oldugu kabul edildi.
Sonug olarak Trichoderma’larin antifungal ugucu madde {irettikleri, patojenlerin {ireme

hizlarimi ve sklerotia olusturmalarini engelledigi sonucuna varildi.
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Amin vd. (2010) tarafindan yapilan calismada 6 Trichoderma izolatinin F.
oxysporum, R. solani, Sclerotia rolfsii, S. sclerotiorum, Colletotrichum casici,
Helmintosporium oryzae, Alternaria brassicicola tiirlerine karsi ugucu metabolit iiretimi
Ozellikleri incelenmistir. Calismada T. viride (Tv-1) susu, F. oxysproum’un misel
gelismesinin etkileyen en iyi sus oldugu, olusturdugu ugucu metabolitlerin test edilen tiim
patojenlerin misel gelisimini etkiledigi, 6zellikle S. sclerotium ile S. rolfsii’nin sclerotium
gelisimini maksimum etkiledigi bildirilmistir. Trichoderma tiirleri ugucu bilesikler iireterek
patojenlerin yayilmasini, canliligini, sklerotia olusumunu ve misel biiylimesini 6nemli
Olciide engellemektedir.

Saprofitik bir fungus olan Trichoderma, biyokontrol ajan olarak en iyi adaylar
arasinda yer alir. Vey vd. (2001) tarafindan yaptiklari ¢caligmada Trichoderma’lar etilen,
hidrojen siyanit, aldehitler ve ketonlar gibi ucucu sekonder metabolitlerin genis bir ¢esidini
tireterek bitki patojenlerine kars: etkinlik gosterdikleri bildirildi. Kamala ve Indira (2011)
yaptiklar1 ¢alismada, Trichoderma izolatlar1 tarafindan tretilen ucugu ve ugucu olmayan
bilesiklerin Phytimum aphanidermatum iiremesini engelledigi, misel gelisimini baskiladigi
bildirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Trichoderma {irettigi antimikrobiyal metabolitlerin
fungal patojenin genis bir grubuna (Fusarium oxysporum, R. solani, P. aphanidermatum,
Curvularia lunata, Bipolaris sorokiniana, Colleotrichum gloeosporides) kars1 etkili oldugu
bildirilmektedir (Xiao-Yan vd., 2006; Zivkovic vd., 2010). Calistru vd. (1997) tarafindan
yapilan calismada, Trichoderma’nin A. flavus ve Fusarium moniliforme’nin morfolojik
Ozelligini degistirdigi makroskobik ve mikroskobik olarak gézlemlenmistir. Kamala ve
Indira (2011), yaptig1 ¢alismada inkiibasyonun 7. giiniinden sonra 4 izolatta (T11, T73,
T89 ve T105) sekonder ucucu bilesikleri maksimum diizeyde iirettigi, 5 izolatin (T70, T73,
T83, T89 ve T105) ise ucucu olmayan madde iireterek patojenin gelismesini engelledigi
bildirilmistir.

Chakravarthy vd. (2011) tarafindan yapilan calismada izole edilen 26 adet
Trichoderma spp. izolatinin Rhizoctonia patojenini %62-78 oraninda biiyiimesini inhibe
ettigi, T. atroviride (TA1), T. harzianum (M10P) ve Trichoderma reseii (TK) suslarinin
patojene kars1 %77.7 oranla en yiiksek inhibisyonu sagladigr bildirildi. Ayn1 zamanda bu
Trichoderma’lar ii¢ fungisit (organofosfat insektisit olan Monocrotophos, klorinat insektisit
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olan Endosulfan ve bitkisel pestisit olan Azadirachtin) ile 7 pestiside karsi test edilmis,
genel olarak bu etkenlere kars1 direngli olduklar1 bildirilmistir.

Uriin verimini ve ekonomik kazanci maksimuma ¢ekmek amaciyla tarimda gesitli
fungisitler kullanilmaktadir. Bu fungisitlerin bitki patojeni funguslara etkili olmasi, diger
yararlt mikroorganizmalari etkilememesi 6nem arzetmektedir. Bitki patojeni funguslarla
kimyasal miicadelede en sik onerilen Captan, Dikozin ve Cuprenax fungusitlerini igeren
besiyeri ortaminda Trichoderma spp.’lerin biiyiime ve spor olusturmalar1 7 giin boyunca
izlendi (Tablo 20, Sekil 24-27). Suslarin ticari kullanim dozunun altinda 6nemli derecede
etkilenmedikleri, (2500-10000) pg/mL dozlarinda bariz bir etkilenmenin oldugu, en az
etkilenen suslarin ise ID11C, ID11D, T. harzianum 1585 ve ID4A olduklar1 belirlendi.
Suslarin liremeye ve spor olusturma {izerine Cuprenax’in en fazla, Dikozin’in ise en az
etkili oldugu gozlendi. Fungisitlerden en az etkilenen suglar Captan i¢in ID11C, Dikozin ve
Cuprenax i¢in ID11C ve ID11D oldugu tespit edildi. En duyarli susun ID20G oldugu, fakat
test edilen en yiiksek fungusit dozunda bile canliligini kaybetmedigi gozlendi.

Bu sonuglar ID11C ve ID11D’nin fungisit toleranslarmmin yiiksek oldugunu,
dolayisiyla fungisitlerle birlikte kullanilabilecegini géstermektedir.

Mohiddin ve Khan (2013) yaptiklart g¢alismada Trichoderma harzianum un
maksimum inhibisyon konsantrasyonu Captan ve Mancozeb i¢in sirasiyla 1000 ug/mL ve
755 pg/mL, T. virens {izerine olan inhibisyon konsantrasyonu ise 875 pg/mL ve 675 pg/mL
bildirilmektedir. Khan ve Shahzad (2007) yaptiklar1 c¢alismada cesitli fungisitlerin
(Benomly, Topsin-M, Carbendazim ve Cuprocaffro) Trichoderma tiirleri iizerine 1, 10,
100, 1000 ve 10000 ppm diizeylerinde etkilerini ¢alismiglar, T. harzianum’un fungusitlerin
diisik dozunda iredigi, 100-10000 ppm araliginda {iremelerinin inhibe oldugu
bildirmektedir. Trichoderma tiirlerinin fungisitlere kars1 dogal bir dirence sahip olduklari
ya da fungisitlerin, direncini indiikleyebildikleri bildirilmektedir (Omar, 2006).

Sarkar vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada fungisitlerin, insektisitlerin ve pestisitlerin
etkilerini belirlemek i¢in yaptiklari bir ¢aligmada yedi sistematik fungisit, dort biyopestisit
ve iki kontakt pestisiti T. harzianum ‘a kars1 test etmislerdir. Fungisit orani artisiyla birlikte,
mantarlarin inhibisyonunuda kademeli olarak arttigi goriilmiistiir. Sistematik fungisitler
(Tablo 3) arasinda en toksik olan Hexaconzale oldugu, sirasiyla Propiconazole ve

Triflumizole bunu izledigi bildirilmistir.
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Kontakt fungisitlerin toksistesi sistemik fungisitlerin etkisinden daha diisiik oldugu,
bakir hidroksit ve bakir oksiklorid sonuglari birbiriyle uyumlu olup diisiik dozlarda
inhibisyonun olmadig1 bildirilmektedir. Test edilen insektisitlerden Quinalphose ve Dicofol
10 ppm dozun altinda bile toksistesi yiiksek belirlenmistir.

McLean vd. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada T. harzianum C52 susunu,
soganlarda beyaz kok ciiriik¢iil etkeni olan Sclerotium cepivorum’a karsi kullanimini
arastiritlmistir. Bu amagla 7. harzianumun bu patojen i¢in en siklikla kullanilan sekiz
fungisit (benomil, proksimidon, triadimenol, captan, diklofluanid, tebukonazol, triam ve
mancozeb) ile olan etkilesimi in vitro sartlarda sogan bitkileri {izerinde test edilmistir.
Sonugta Trichoderma harzianum sporlart Thiram, Mancozeb, Tebuconzole asir1 duyarl
oldugu, Pyrocymidone ve Captan’a ise en az duyarli oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir ¢ok c¢alismada Trichoderma’larin antimikrobiyal aktiviteleri disiik
belirlenmesine ragmen iyi bir hiicre duvari pargalayici (Kitinaz, proteaz ve glukonaz enzim
tirleri) ozelliklerinin var olabilecegi, hem laboratuar, hem de arazi sartlarinda agresif
mikoparazitlere karsi etkili bir biyokontrol sus olarak kullanilabilecekleri gosterilmistir
(Perez De Algaba vd., 1992; Hermosa vd., 2000; Castillejo vd., 2001; Santorum vd., 2001,
Sanz vd., 2004).

1960’larda Mandels ve Reese, Trichoderma mutantlarindan elde edilen selulaz ile
ilgili ilk raporu sunmuslardir (Mandels ve Reese, 1960). Ali ve Akhand (1992) tarafindan
yapilan bir ¢alismada optimum kosullar altinda su stimbiilii iizerinde gelisen mezofilik
Trichoderma izolatlar1 tarafinda seliilaz tiretimi calisilmistir. Biyokontrol suslar, fungal
patojenlerin baglica hiicre duvari bilesenleri olan kitin, seliiloz ve protein yapilarini hidroliz
ederek gelismelerini engellenmektedir (Carsolio vd., 1999). Seliilaz, bircok proteinden
olusmus multienzim kompleksidir ve seliilozun glikoza doniisiimiinii katalizler. Ahmad vd.
(2003) yaptiklar1 ¢alismada Trichoderma harzianum seliilaz {iretiminde en uygun karbon
kaynaginin CMC oldugunu bildirmistir.

Caligmamizda Trichoderma spp. suslarinda seliilaz ve kitinaz aktivite varligi diizeyi
arastirilmistir. Bu amagla karboksimetil seliiloz (CMC) kullanilarak seliilaz aktivitesi test
edildi. Agar besiyerinde (CMC) en hizli gelisen ID11D, ID11C ve en az gelisen ID20G
suslar1 belirlendi. Enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in glukoz standart grafigi olusturuldu

(Sekil 28).
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Kantitatif 6l¢iim i¢in yapilan sivi kiiltiirde (%2 CMC) iretilerek 5.-9. giinler
arasinda her giin 6rnekleme yapilarak kantitatif aktiviteleri bakildi. Seliilaz aktivitesi kiiltiir
siiresinin uzatilmasiyla paralel artig1, cogu susta 7. giin ideal oldugu, 9. giinde azalmanin
basladig1 belirlendi. Ancak 1D11D’nin en yiiksek aktivitesi 7. giinde 0.017 U/mL tespit
edilirken, ID11C’nin 0.015 U/mL olarak belirlendi (Sekil 29).

Cianchetta vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 300 Trichoderma susu seliilaz aktivitesi
acisindan taranmis ¢alkalamali flask yontemiyle 5 susun seliilaz aktivitesi gosterdigi, RUT-
30 susunun hiper aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir. Hindistan’da yapilan bir
caligmada 42 Trichoderma spp. izolatinin 6zellikle 5 tanesi Sclerotium rolfsii ve Fusarium
ciceri {izerine potansiyel antagonistik etkili olduklari, bu etkinligin 6zellikle kitinolitik
aktivite ile hiicre duvari pargalanmasiyla iligkili oldugu bildirilmektedir (Anand ve Reddy,
2009).

Kitinaz, funguslarin kitin metabolizmasindan sorumlu bir enzimdir. Trichoderma
tirlerinin kitinolitik enzim iiretimi, degisik bitki patojeni funguslarin sebep oldugu bitki
hastaliklarinin kontroliinde bir etken olarak uzun zamandir tanimlanmistir. Kitinaz ve
kitinolitik organizmalar gida bozulma etkeni patojenik funguslara karsi1 biyokontrolde son
yillarda biiyiik dikkat gekmektedirler (De la Vega vd., 2006; Choquer vd., 2007).

Kitinolitik aktivitesi giicli olan suslarin patojenlerine karsida giiglii kitinolitik
aktivite gostermesi nedeniyle Onemlidir. Trichoderma suslarinda, kolloidal Kitin
kullanilarak kitinaz (Sekil 30 ve 31) aktiviteleri test edildi. Hepsinde kitinolitik aktivitenin
iyi oldugu, 4. giinde (96 saat) zon c¢aplarinin 60-82 mm araliginda oSlgiildiigii, en yiliksek
aktivitenin sirastyla ID11C, ID11D, ID17E ve T. harzianum 1585 suslarinda var oldugu
belirlendi. Kamala ve Indira (2011) yaptiklar1 ¢alismalarinda, en iyi Kitinaz aktivitesi
gosteren suslarm 22.6-81 mm ve en iyi seliillaz aktivitesi gosteren suslarin 11-62 mm
seklinde oldugunu bildirilmislerdir. Trichoderma endokitinaz Alternaria alternata, A.
solani, Botrytis cinerea ve toprak kaynakli patojen olan Rhizoctonia solani’ye kars1 giiglii
antifungal aktivite gosterdikleri bildirildi (Lorito vd.,1998). El-Katatny vd. (2000)
tarafindan yapilan caligmada 24 Trichoderma spp. izolatinin kitinaz ve B-1-3 glukanaz
enzim aktiviteleri bakilmis, farkli kiiltir kosullart test edilmistir. Trichoderma
harzianum’dan hazirlanan Kitinaz ve glukanaz aktivitesine sahip kiiltiir filtratlarinin taze ve

kurutulmus Sclerotium rolfsii misellerini hidroliz ettigini, Sclerotium rolfsii biiyiimesini ise
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%61.8 oraninda engelledigi bildirilmistir. Sharaf vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada
bir dizi funguslar kitinolitik aktivite yoniinden kalitatif ve kantitatif olarak taramis ve T.
viride’nin (48 saatte 46 mm zon ¢api) diger funguslardan ¢ok daha giiglii kitinolitik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda kantitatif kitinaz {iretimini belirlemek
icin sivi kiiltiirde test edilmis, Tiim suslarin kitinolitik aktiviteleri tespit edidi. En yiiksek
aktivite 7. giinde ID11D’nin 0.022 U/mL ve 9. giinde ID11C’nin 0.023 U/mL olgtildi
(Sekil 33). Genel olarak 5. giinden sonra aktivitenin yiikseldigi belirlendi. ID17E’nin ise en
yiiksek aktivite 5. giinde 0.020 U/mL belirlenmis ilerleyen giinlerde aktivite azaldig
goriilmiistiir. Tiim bu sonuglara bakildiginda antagonist etkinligi yiiksek ID11C ve ID11D
suslarinin, patojen funguslara kars1 hiicre duvarin1 degrade edici enzimler salgilayarak etki
ettigi diisliniilmektedir.

Trichoderma’larin misir tohumu ¢imlenmesi iizerine olan etkinligi iki susta test
edildiginde 4. giinde ¢imlenen musir sayist Trichoderma uygulananlardan daha fazla
oldugu ID 11C de 7. giinde %84, ID20G’de %76 kontrolde ise %67 oldugu gozlendi
(Tablo 23). Dérdiincii hafta sonunda ise ID11C’de %100, ID20G’de %98, kontrolde ise
%093 basar1 elde edilmistir. Bu sonuglar gostermektedir ki Trichoderma’larin tohum
¢imlenmesi lizerine 6nemli bir etki olusturmaktadir.

Sekil 34’te goriildiigii gibi Trichoderma uygulanan tohumlarda kok gelisiminin
uygulanmayana gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Kontrol ile Trichoderma
uygulanan tohumlarin ¢imlenmesinden sonra alinan kok agirliklarina bakildiginda da net
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Ozbay vd. (2004) yaptiklar1 calismada domates bitkisinde Plantshield, T22 ve T95
Trichoderma suslariyla yaptiklar1 galismada, tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine kontrole
gore Plantshield’in %17 basarty: arttirdigi, diger iki sus arasinda anlamli bir fark olmadigi,
ancak kok gelisimi tizerine tiim suslarin kontrole gore etkili oldugu bildirilmistir. Lo ve Lin
(2002) tarafindan Tayvan’da zirai liriinlerin rizosfer topragindan ve rizoplanindan, bir dizi
Trichoderma tiirleri izole edildi. Salatalik ve kabaklarin kok gelisimi {izerine yapilan
calismada, bazi Trichoderma tiirlerinin salatagillerin kok gelisimini Onemli sekilde
etkiledigini bildirmislerdir. Seralarda yapilan deneylerde Trichoderma tiirlerinin bazi
suslar1 %21-61 arasinda fide uzunlugunu, %85-%209 yaprak alanini, %27-38 ve kok kuru

agirhigint ise %38-62 oraninda arttirdign gozlemlenmistir. Ac1 kabak fidelerinde yapilan
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uygulamadan 15 giin sonra alinan sonuglara gére Trichoderma tiirleri ile muamele edilen
bitkilerde yapragin mg/cm? alandaki klorofil miktarini arttirdig: bildirilmistir.

Datnoff ve Pernezny (2001) tarafindan sera ve arazi kosullarinda domates fideleri
ile yapilan c¢alismada Trichoderma spp.’nin bitki biiyiime ve gelismesini arttirdigi
bildirilmistir. Arastirmada domates fidelerinin gévde kalinligint %10-13, yaprak alanini
%7-21, taze agirlig1 %25-38, kok taze agirhigini ise %50 oraninda arttirdig: bildirilmistir.

Yapilan bir sera denemesinde Eskisehir ¢evresinden izole edilmis T. harzianum T8
izolatinin 10” kob/mL’lik dozu, Fusarium moniliforme ile inokule edilmis misirda %81.3,
T. harzianum T20 izolatinin ise F. oxysporum ile inokule edilmis domates ve fasulyede si-
rastyla %52.1 ve %74.3 oranlarinda hastaliklar {izerinde etkili oldugu bildirilmistir. T8 ve
T20 izolatlarin artan dozlarinin, bitkilerin boy uzunluklarini kontrollere gére daha fazla
arttirdi@l, kuru ve yas madde agirliklar tizerinde de etkili oldugu gozlenmistir (Kiigiik,
2000).

Calismada, hizli gelisen, bolca sporlanan, genis sicaklik araliginda iireyebilen, 1s1
toleransi yiiksek olan, kitinaz ve seliilaz gibi bazi enzimatik aktiviteleri iyi olan ve de en
Onemlisi bitki patojenlerine kars1 etkili ancak yararli bakteri ya da funguslara kars1 etkisi
olmayan Trichoderma suslarin biyokontrol preparati olabilme potansiyeli yiiksek

varsayildi.
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5. ONERILER

Trichoderma izolatlarinin bolge topraklarindan daha fazla sayida izolasyonu,
karakterizasyonu ve biyokontrol potansiyellerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Calismada dual kiiltiir tekniginde inhibisyon yiizdesi yiiksek olan suslarin
patojenlere karsi sera ve arazi denemelerinin yapilmasi gerekmektedir.

Kimyasal fungusite karsi toleransli bulunan suslarin fungusitlerle kombine edilerek
etkinlik diizeylerinin belirlenmesi ve bu suglarin fungusitlerden morfolojik ve molekiiler
olarak etkilenme diizeyleri arastirilmalidir. Ayrica diger farkli fungisit gruplarminda suslar
tizerine olan etkileri aragtirilmalidur.

Aflatoksin tireten (Aspergillus flavus gibi) suslara karsi etkinligi yiiksek bulunan
suglarin in vivo/in vitro sartlarda aflotoksin iretimini engelleme diizeyi detayli
calisiilmalidir.

Trichoderma spp. suslarinin ugucu metabolit {irettikleri yapilan deneylerle
belirlenmis ve bu metabolitler S. sclerotium biiylimesini ve sklerot olusumunu
engellemistir. Diger bitki patojenlerine karsida test edilmelidir. Ugucu ve ugucu olmayan
metabolitlerin karakterizasyonu ve belirlenmesi i¢in yeni ¢aligsmalar yapilmalidir.

Seliilaz ve kitinaz iiretiminin katt ve sivi fermantasyon kosullarinda optimize
edilmeli ve enzim karakterizasyonu yapilmalidir. Trichoderma’lar iretilen diger hiicre
duvari pargalayici enzimlerinde ¢alisilmasi gerekmektedir.

Trichoderma spp. suslarinin bitkilerde biyotik (patojen fungus ve bakteri) ve
abiyotik stres (tuzluluk, sicaklik, kuraklik vb.) kosullarinda meydana getirdigi degisimler
fizyolojik parametreler ¢ergevesinde detayl olarak ¢alisiimalidir.

Biyolojik etkinligi yiiksek bulunan suslarin farkli kati substrat ortamlarinda daha
biiyiilk miktarlarda iiretimi calisilmali ve optimize edilmelidir. Ayrica kullanilan evsel
atiklarin ¢esidi genisletilerek, atiklarin degerlendirilme alani olusturulmasi i¢in ¢alismalar
yapilmalidir.

Sporlarin ticari kullanimi i¢in formulasyon ¢alismalari gelistirilmeli ve raf

Omiirlerinin belirlenmesi lizerine ¢aligmalar yapilmalidir.
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7. EKLER

7.1. EK1- Trichoderma harzianum ID4A
TCCTCCCGGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAG
GTCAACATTTCAGAAGTTGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCGCCGCGCTCCCGA
TGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGTA
TTTCGGAGACGGCCACCGCCAAGGCAGGGCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCG
GAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGCCAGAATACT
GGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
CATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACGAGAGGCGCCGAGAAGGC
TCAGATTATAAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAATAAGAGTTTTGGTTGGTCC
TCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCAGAGATCCCGC
CGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTA

7.2. EK2- Trichoderma harzianum 1D4B
TGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCGCCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACT
ACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCAC
CGCCAAGGCAGGGCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTT
GAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTATGCAATTCACATTACTTATCGCATTTC
GCTGCGTTTTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATT
CATTTTCGAAACGCCTACGAGAGGCGCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAAAC
CCGCGAGGGGGTATACAATAAGAGTTTTGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGG
TCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCAGAGATCCCGCCGAGGCAAC
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7.3. EK3- Trichoderma harzianum I1D6B
ACCTGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGTTGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCG
CCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAG
ACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCGCCAAGGCAGGGCCGATCCCCAAC
GCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCC
CGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAA
TTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCAT

7.4. EK4- Trichoderma harzianum ID7C
CTGATCGAGGTCACATTTCACTAAGTTGGGTGTTGAACGGCTGTGGACGCGCCG
CGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCACGACAGGCTGCGGCGAGACC
GCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCGCCAAGGCAGGGCCGATCCCCAACGCC
GACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGC
CAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCAATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCA
AGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACTAGAGGCGC
CGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAGTAAGAGTTTT
GGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCAG
AGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGGGAGTTGTA
AACTCGGTAATGATCC
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7.5. EK5- Trichoderma harzianum ID9A
TGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGTTGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCGCCG
CGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACC
GCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCGCCAAGGCAGGGCCGATCCCCAACGCC
GACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGC
CAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCA
AGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACGAGAGGCGC
CGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAATAAGAGTTTT
GGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCAG
AGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGGGAGTTGTA
AACTCGGTAATGATCCCTCCGC

7.6. EK6- Trichoderma harzianum ID11C
ACCTGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGTTGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCG
CCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAG
ACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCCCGCTAAGGGAGGGCCGATCCCCA
ACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGA
ACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACGAGAG
GCGCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAATAAGA
GTTTTGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGG
GGCAGAGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGGGA
GTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGC
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7.7. EK7- Trichoderma harzianum ID11D
ACCTGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGTTGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCG
CCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAG
ACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCCCGCTAAGGGAGGGCCGATCCCCA
ACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGA
ACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCGAAACGCCTACGAGAG
GCGCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAAACCCGCGAGGGGGTATACAATAAGA
GTTTTGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGG
GGCAGAGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTGGGA
GTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGC

7.8. EK8- Trichoderma hamatum ID17E
CATTTACTGAACTTGGGTGTTGTACGGACGTGGACGCTGGCGCGCTCCCGGTGC
GAGTTGTGCTGGCTACTGCGCAGGAGAGGATGCGGCGAGACCGCCAATGAATT
TCAGGGCCGGCACCCGGTGAGGGGTCCCGATCCCCAACGCCGATCCCCCGGAG
GGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGC
GGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCTATGATTCGCTGAATTCTGGAATTTCACAT
TACTTATCATCTTTTCACTGCGTTCTTCATCCATGCCAGAACCGTGCAGATCCGTT
GTTGAAAGTTTTGATTCATTTTGAATTTTTGCTCCGAGCTGTAAGAAATACGTAC
GCGAGGGGACTACCGAAAGAGTTTGGTTGGTTCCTCCGGCGGGCGCCTGGTTC
CGGGGCTTTTACGCACCCGGGGCGTGACCCCGCCGAAGCAACAGTTTGGTAAC
GTTCACATTGGGTCTGGGAGTTGTATGCTCAGTAATGATCCCGCCGC
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7.9. EKO- Trichoderma atroviride 1D20G
AGGTCTGCATTTCCGAACTTGGGTGTTTTACGGACGTGGACGCTCCGCGCTCCC
GGTGCGAGTTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACT
GGATTTCGGGGCCGGGATCCCGTCTTAGGGGCTCCCGAGGTCCCCAACGCCGA
CCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAATGACGCTAGGACAGGCCTGCCCGCCA
GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCTTTCTTCATCGATGCCTCAACCAAGG
AGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTGAATTTTTGCTCAGAGCTGTAAGA
AATAACGTCCGCAAGGGGACTACAGAAAAGAGTTTGGTTGGTCCCTCCGGCGG
GCGCCTGGTTCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCGTGACCCCGCCGAAGCAAC
AGTTTGGTATGGTTCACATTGGGCTTGGGAGTTGTAAGCTCAGTTATGATCC

7.10. EK10- T. harzianum KUEN 1585
TTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTTCAGAAGTTGGG
TGTTTAACGGCTGTGGACGCGCCGCGCTCCCGATGCGAGTGTGCAAACTACTGC
GCAGGAGAGGCTGCGGCGAGACCGCCACTGTATTTCGGAGACGGCCACCGCCA
AGGCAGGGCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTTGAAAT
GACGCTCGGACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTT
TCGAAACGCCTACGAGAGGCGCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAAAACCCGCG
AGGGGGTATACAATAAGAGTTTTGGTTGGTCCTCCGGCGGGCGCCTTGGTCCGG
GGCTGCGACGCACCCGGGGCAGAGATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGT
TCACATTGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGTCCCTCCGC
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