T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

RIZE’DE DOMATES FiDELERI VE TOPRAKLARINDAN Fusarium
ILE Trichoderma spp. SUSLARININ iZOLASYONU VE
BiYOKONTROL AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

YASAR KASAP

TEZ DANISMANI
PROF. DR. SENGUL ALPAY KARAOGLU
TEZ JURILERI
DR. OGR. UYESI UGUR UZUNER
DR. OGR. UYESI YESIM AKTURK DiZMAN

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

RiZE-2018
Her Hakki Sakhdir



T.C.

RECEP TAYYIP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

RiZE’DE DOMATES FiDELERI VE TOPRAKLARINDAN Fusarium iLE
Trichoderma spp. SUSLARININ iZOLASYONU VE BiYOKONTROL
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU damismanhginda Yasar KASAP tarafindan
hazirlanan bu ¢alisma, Enstitii Yonetim Kurulu karartyla olusturulan jiiri tarafindan

04 /07/2018 tarihinde Biyoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul

edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvani Adi Soyadi Imzasi
Bagskan : Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU
Uye : Dr. Ogr. Uyesi Ugur UZUNER

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Yesim AKTURK DIZMAN




ONSOZ

Rize ili Pazar il¢esinden alinan domates bitkilerinde gozlenen solgunluk ve kok
curiikliigii hastaligimin fungal etkenlerinin ve biyolojik miicadelesinde kullanilabilecek
potansiyel  Trichoderma  spp. suslarinin  izolasyonu, identifikasyonu ve
karakterizasyonunun arastirildig1 bu calisma, Recep Tayip Erdogan Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisi, Biyoloji Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak

hazirlanmustir.

Bu calismayr yapmama olanak saglayan, yiiksek lisans egitimim boyunca, tez
calismamin her aninda onerileri ve paylasimlariyla yardimini ve destegini esirgemeyen,
¢ok degerli damisman hocam sayin Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU’na
tesekkiirlerin en biiyiigiinii bor¢ bilirim. Yiiksek lisans hayatim boyunca bilgi ve
deneyimlerini bizlere aktaran RTEU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji boliimii 6gretim
iiyelerine, calismam sirasinda bana yardimlarini eksik etmeyen arastirma gorevlisi,
doktora ve yiiksek lisans arkadaslarima tesekkiir ederim. Ozellikle Arif BOZDEVECI,
Cemre TARAKCI, Gokhan VEYISOGLU ve Miberra PINARBAS'a tezin

hazirlanmasina sundugu katki ve yardimlardan 6tiirii ayrica tesekkiir ederim.
Tiim hayatim boyunca, attigim her adimda desteklerini her zaman arkamda
hissettigim maddi ve manevi olarak yanimda olan canim ailem; babam Ramazan, annem

Senay, kiz kardeslerim Esra, Damla ve Selenay'a tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Yasar KASAP



TEZ ETIiK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan “Rize’de Domates Fideleri ve Topraklarindan Fusarium lle
Trichoderma spp. Suslarinm Izolasyonu ve Biyokontrol Aktivitelerinin Belirlenmesi”
bashikli bu tezin, Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi

Yonergesindeki hususlara uygun olarak hazirladigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

ot

04/07720
Yasar KASAP

durumunda her tiirlii yasal islemi kabul ettigimi beyan ederim.

Uyari: Bu tezde kullanmilan 6zgiin ve/veya baska kaynaklardan sunulan icerigin kaynak

olarak kullammi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.

II



OZET

RiZE’DE DOMATES FiDELERiI VE TOPRAKLARINDAN Fusarium ILE Trichoderma
spp. SUSLARININ IZOLASYONU VE BiYOKONTROL AKTiVITELERININ
BELIRLENMESI

Yasar KASAP

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Danismani: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Domates bitkisinde solgunluk, devrilme (kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii) hastaliklar1 etkeni olan
Fusarium'lar, ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar. Calismamizin amaci, domates
fidelerinde solgunluk ve devrilme hastaligi goriilen bir bahgede hastalik etkeni mikrofunguslarin
ve potansiyel biyokontrol aktiviteli Trichoderma suslarinin izolasyonu ve karakterizasyonudur.
Bu amagla Rize’nin Pazar il¢esi Kirazlik mahallesinde, hastalikli sebze bahgesinden 2014-2015
yillar1 arasinda yilda iki kez olmak iizere 6rnekleme yapildi. Calisma kapsaminda toplamda 108
izolat elde edildi. Geleneksel tan1 yontemleri ile Ascomycota ve Zygomycota filumuna ait 17
farkli cins belirlendi. Siklikla Trichoderma (%24,6), Fusarium (%12,1) ve Mucor (%8,6)
cinsleri gézlendi. Trichoderma ve Fusarium cinslerinin tiir tanilar1, molekiiler yontemlerle teyit
edildi. Toplam 13 adet Fusarium'dan en fazla gozlenen tiir; F. oxysporum (6) ile F. sambucinum
(4), 22 adet Trichoderma'dan ise T. harzianum (%52) ve T. atroviride (%9,5) oldugu belirlendi.
Morfolojik Ozelliklerine goére segilen Trichoderma (11 adet) suslarimin Fusarium (6adet)
suslarina kars1 antagonistik aktiviteleri test edildi. Trichoderma suslarindan 3'inde (Ypla, Yp4a
ve Yp24b) giiclii antagonistik etkinlik belirlendi. Fusarium suslarinin domates tohumu
¢imlenmesi lizerine patojeniteleri su agar besiyerinde incelendi. En yiiksek patojenik etki ve en
diisiik vigor indeksi F. sambucinum Ypl13b susunda belirlendi. Trichoderma (Ypla, Yp4a ve
Yp24b) suslarinin domatesin gelisimi tizerine etkinligi incelendi. F. sambucinum Ypl3b'nin
tohum i¢in patojen ancak domates bitkisi i¢in patojen olmadigi belirlendi. Trichoderma
harzianum Ypla susunun en etkili biyokontrol ajani oldugu ve ticari sus olabilme potansiyelinin

bulundugu belirlendi.

2018, 132 sayfa

Anahtar Kelimeler: Solgunluk ve devrilme hastaligi, Fusarium, Trichoderma, Biyokontrol



ABSTRACT

THE ISOLATION OF Fusarium AND Trichoderma spp. STRAINS FROM TOMATO
SEEDLINGS AND SOILS AND DETERMINATION OF BIOCONTROL ACTIVITIES

Yasar KASAP

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Fusariums, the factors of the wilt and damping-off (decay in the root and root collar) in the
tomato plant cause dramatic economic loss. The aim of our study is the isolation and
characterisation of micro fungi, the disease factor in a garden where the wilt and damping-off of
the tomato seedlings are observed and the Trichoderma strains that are with potential biocontrol
activity. With this intention, from a diseased tomato garden in Kirazlik street, Pazar, Rize,
samplings were carried out twice between 2014 and 2015. As part of the study, 108 isolate were
obtained in total. Through conventional diagnosis methods, 17 various genus belonging to
Ascomycota and Zygomycota filum were specified. Frequently, the genus of Trichoderma
(%24,6), Fusarium (%12,1) and Mucor (%86) were observed. The genus diagnosis of
Trichoderma ve Fusarium were verified through molecular methods. Of the total 13 Fusariums,
the most frequently observed ones were F. oxysporum (6) and F. sambucinum (4), and of the 22
Trichoderma, the most frequently observed ones were T. harzianum (%52) and T. atroviride
(%9.5). Selected according to their morphological qualities, Trichoderma (11 pieces) strains
antagonistic activities against Fusarium (6 pieces) strains were tested. In the three Trichoderma
strains, strong effectiveness (Ypla, Ypda and Yp24b) were specified. The pathogeny of
Fusarium strains on tomato seeds germination were examined within water agar medium. The
highest pathogenic effect and the lowest vigor index were observed to be in F. sambucinum
Yp13b strain. The effectiveness of Trichoderma (Ypla, Ypda and Yp24b) strains on the
development of tomato were examined. F. sambucinum Ypl13b was determined to be pathogen
for the seed but not for the tomato. Trichoderma harzianum Ypla was specified as the most

efficient biocontrol agent and had the potential to be a commercial strain.

2018, 132 pages

Keywords: Paleness and the disease of root decay, Fusarium, Trichoderma, Biocontrol
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Domates (Lycopersicon esculentum Mill, 1768), patlicangiller (Solanaceae)
ailesinden anavatani Giiney ve Orta Amerika olan tek yillik yenebilen bir otsu bitki
turtidiir. 1-3 metre boya sahip olabilen domates bitkisinin hafif odunsu bir gévdesi
vardir. 10-25 cm uzunlugunda olan yapraklarinin iizerinde 5-9 yaprakc¢ik bulunur.
Yapraklar tliyliidiir. 1-2 cm uzunlugunda ve genellikle sar1 olan domates ¢icekleri bir
sap tlizerinde 3-12 adet olabilir. Genellikle kirmizi, yenilebilen meyvesi yabani
bitkilerde 1-2 cm ¢apinda iken, kiiltiir bitkilerinde daha biiyiiktiir. ABD'de 1893 yilinda,
mahkeme domatesi, sebzelerle birlikte saklanip yenildiginden sebze diye
simiflandirmistir. Domates bitkisinin tarihine bakilacak olursa, Bolivya ve Peru da
yabani sari renkli bir domates tiiri bulunmus ve sonra Meksika'da yetistirilip,
Amerika'nin kesfinden sonra Avrupa'ya gemilerle gonderilmistir. Italyanlar sari
renginden Otiirli onu Altin Elma olarak adlandirdi, ama ¢ok ge¢meden kirmizi tiirleri
ortaya cikti. Domates Amerika'da ilk defa Thomas Jefferson tarafindan yetistirildi. Ama
pek ¢ok insan, domatesin zehirli olduguna inanarak yemeyi reddetmis ve 1900 yilina
kadar domates bitksi, bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirilmistir (URL-1).

Domates 1lik ve sicak iklimleri tercih eder. Yaz mevsimi giinesli sicak oldugunda
meyveleri sekerce zengin, renkleri koyu ve olgun olur. Serin ve ¢ok bulutlu gectiginde
ise tam olgunlasamaz. Fidelerin yetistirildigi donemde en uygun sicakliklar giindiiz 18-
22 °C, gece 13-14 °C’dir. Kok gelisimi i¢in ise toprak sicakliginin 12-15 °C’nin
tizerinde olmasi gereklidir. Domates bitkisi, yetistirildigi toprak bakimindan segici
olmamakla birlikte siizek, humus ve organik maddece zengin, su tutma kabiliyeti iyi,
tinli topraklari tercih eder. Kumlu-tinli topraklarda erkencilik goézlenir. Killi agir
topraklarda bitki gelismesi daha yavas, ancak bitki siirekli olarak gelisip yeni siirgiinler
meydana getirdiginden, verim daha yiiksek olur. Domates pH 5.5-7.0 olan topraklarda
daha 1yi yetisirken pH 5’ten asag1 diistiigii ortamlarda kire¢ uygulamasi yapmak gerekir
(Abak vd., 2000).



Domatesin taze tiiketimi yaninda gida sanayinde dondurulmus, sos, salca, ketgap,
tursu, domates suyu, domates piiresi, dilimlenmis domates, dogranmis domates,
kurutulmus domates, domates konservesi gibi ¢ok cesitli kullanim alanlarina sahip
olmasi onemini artirmaktadir (Uylaser, 1996; Keskin ve Giil, 2004). Gida sanayinde
onemli hammaddelerden biri olan ve ¢ok genis bir kullanim alan1 bulunan domates ile
ilgili sanayi, meyve ve sebze isleme sanayi olmakla birlikte, bu sanayinin tim alt

dallarinda da hammadde olarak kullanilmaktadir (Anonim, 2007).

Tiirkiye'nin tarim ve gida sanayisinde O6nemli bir yere sahip olan domatesin
Tiirkiye’ye 1. Diinya Savasi yillarinda geldigi bildirilmektedir (Demiray ve Tiilek 2008).
Domates yetistiriciligi lilkemizde 1900’lii yillarda Adana’da baslamistir (Yoksuloglu,
2001). Ulkemizde 1970’li yillardan itibaren domates sanayisinin kurulmaya baslanmasi
ve hizla gelismesi ile domates iiretimi hiz kazanarak diinya siralamasinda italya ve
Amerika gibi domates iiretiminde basi ¢eken devletler arasina girmeyi basarmistir.
(Diizyaman ve Duman 2003). Tiirkiye sahip oldugu ekolojik 6zelliklerden dolayz,
tarrmsal iiretim agisindan diinyadaki énemli iilkelerden biri durumundadir. Ulkemizde
63.000.000 tonluk {iretimle en fazla dretimi yapilan tarim iriinlerini tahillar
olustururken, ikinci sirada yer alan sebze iiretimi ise, yaklasitk 800.000 ha alanda
yapilmakta olup, bu alandan toplam 22.000.0000 ton iiretim elde edilmektedir (Anonim,
2001).

Domatesin diinyadaki tiretim miktar1 5.227.883 ha alanda 129.649.883 tondur.
Tiirkiye, iiretim miktar1 bakimindan 10.985.400 ton ile Cin ve Amerika’dan sonra 3.
sirada yer almakla birlikte, yetistirme alan1 bakimindan 300.000 ha alanla diger domates
tireticiligi yapan lilkeler arasinda 4. siradadir. 2010 yili itibariyle diinya taze domates
dretiminin % 7,7’s1t Tirkiye tarafindan gerceklestirilmistir (FAO, 2010). Tirkiye’de
yine 2013 yili itibariyle toplam 8.084.876 ha sebze bahgesi alaninin % 23,39’u domates
tarimi i¢in kullanilmistir (Anonim, 2014). Tablo 1 incelendiginde Tiirkiye’de 2005
yilinda 10,05 milyon ton olan domates iiretiminin, yildan yila degismekle birlikte bir
artis trendi i¢inde oldugu ve % 14,97 oraninda bir artigla 2013 yilinda 11.820.000 tona
ulagtig1 goriilmiistiir. Domates verimi 2005 yilinda 4.997 kg/da iken verim artigi yillar
itibariyle devam ederek 2013 yilinda 6.250 ton/da ulagmistir (Tablo 1). Bu deger, diinya



ortalamasmin (diinya ortalamasi 2012 FAO verilerine gore 3.368 ton/da) lizerindedir.
Ulkemizde domates verimi son yillarda kaliteli tohum ve teknolojik {iretim sistemlerinin

kullanilmasina bagl olarak artis gostermektedir (Erdal, 2006).

Tablo 1. 2005-2013 yillar1 arasindaTiirkiye’de domates iiretimi (Anonim, 2014)

Yillar Ekilen alan (dekar) Uretim miktar1 (ton) Verim
2005 2.011.160 10.050.000 4.997
2006 1.939.096 0.854.877 5.082
2007 1.835.329 9.936.552 5414
2008 1.952.052 10.985.355 5.628
2009 1.869.462 10.745.572 5.748
2010 1.791.247 10.052.000 5.612
2011 1.810.182 11.003.433 6.079
2012 1.892.022 11.350.000 5.999
2013 1.891.222 11.820.000 6.250

Tiirkiye’de iiretilen yaklasik 12 milyon ton domatesin % 25-30’u islenmekte,
kalan miktar taze olarak tiiketilmektedir. Islenen miktarm % 80’i salca, % 15°i
konserve, kalan kisim ise ketcap, domates suyu vb. domates iiriinlerinin imalati i¢in
kullanilmaktadir. Ulkemizde bu denli énemli olan ve salga sanayi amaciyla iiretimi
giderek artan domatesin 1.230.976 da alanda 7.935.110 ton sofralik ve 599.314 da
alanda 3.914.890 ton da salgalik iiretimi gergeklesmektedir. Tasidigi 6neme karsin,
vejetasyonun degisik asamalarinda ortaya ¢ikan bazi hastaliklar iirlinlerde 6nemli
kayiplara neden olmakta ve baz1 yillarda iireticileri tarladaki iiriiniinii hi¢ toplayamadigi

gozlenmektedir (Anonim, 2014).

Son yillarda iilkemizde domatesin, ¢ok amagl tiiketimi ve gida sanayisinin 6nemli
bir {iriinii olmas1 nedeniyle ekim alanlar1 artmistir. Ancak, iiretim sirasinda olusan iiriin
kayiplart ve bunlart onlemek igin yapilan miicadele masraflari iiretim maliyetini
arttirmaktadir. Zirai miicadelenin kimyasal miicadele olarak algilandig iilkemizde,
pestisitlerin %19°u sebze alanlarinda kullanilmaktadir. Bu durum sebzelerde iiretim
maliyetini artirirken iriinde kalintt ve benzeri sorunlart beraberinde getirmektedir

(Erkin ve Kismir, 1996).



hastaliklar (URL-2).

Tablo 2. Domateste (Lycopersicon esculentum Mill.) goriilen mikroorganizma kaynakli

Hastalik tipi

Hastalik ad1

Hastalik etkenleri

Bakteriyel
Hastaliklar

Fungal Hastaliklar

Viral Hastaliklar

Bakteriyel Kanser

Bakteriyel Govde ve

Meyve Ciirtikligii

Giiney Bakteriyel Solgunlugu
Bakteriyel Benek

Alternaria Yaprak Lekesi
Tirnak Bagt Lekesi

Erken Yaniklik

Antraknoz

Fusarium Solgunlugu
Fusarium Kok Ciurikligi
(Crown)

Fusarium Kok Curikligi
Kursuni Kif

Verticillium Solgunlugu

Septoria Yaprak Lekesi
Yaprak Kiifii
Mildiy6 (Geg Yaniklik)

Kok ve Meyve Ciiriikliigii

Domates Sar1 Yaprak

Kuvircik Viriisii

Domates Leke Solgunluk Viriisii
Domates Halkali1 Leke Viriisii
Domates Ciice Calilik Viriisi
Domates Tepe Calilik Viroidi
Domates Mozaik Viriisii

Hastalig1

Corynebacterium
michiganense pv.michiganense

Erwinia carotovora subspp.carotovora

Pseudomonas solanacearum

Pseudomonas syringae pv. tomato

Alternaria alternata f.spp. lycopersici
Alternaria tomato
Alternariasolani

Alternaria porri

Colletotrichum coccodes

C. dematium

C. gloeosporioides

Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici
Fusarium oxysporium f.sp.radicis-
lycopersici

Fusarium solani

Botrytis cinerea

Verticillium albo-atrum
Verticillium dahliae

Septoria lycopersici

Fulvia fulva

Phytophthora infestans
Phytophthora capsici

P. dreshsleri, P. Nicotianae

Tomato Yellow Leaf Curl Virus

Tomato Spotted Wilt Virus
Tomato Ringspot Virus

Tomato Bushy Stunt Virus
Tomato Bunchy Top Viroid

Tomato mosaic tobamovirus
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Domates bitkisinde goriilen mikroorganizma kaynakli hastaliklar (Tablo 2), iiretim
asamasinda ve sonrasinda verimi diislirdiigii gibi iiretim maliyetlerini de arttirmaktadir.
Ozellikle Fusarium spp. tiirleri gibi patojen funguslarm neden oldugu hastaliklardan
Fusarium solgunlugu ve Fusarium kok ¢iirtikliigii gibi hastaliklar bu anlamda bas1 ¢eken
hastaliklar arasindadir. Fusarium tiirleri iginde domateste en yaygin olarak goriilen ve
patojenik etki gosteren Fusarium oxysprum’dur. Fusarium oxysporum’un domateste
hastalik yapan Fusarium oxysporum f. spp. lycopersici (FOL) ve Fusarium oxysporum
f. spp. radicis lycopersici (FORL) olmak {iizere iki ayr1 formu bulunmaktadir. FOL
Fusarium solgunluguna, FORL ise Fusarium kok ve kok bogazi ¢iiriimelerine neden
olmaktadir (Attitalla vd., 2004). FORL, ilk kez Japonya’da goriilmiis olup daha sonra
Kanada, Amerika, Avrupa ve Israil’i de kapsayan bircok iilkede de tespit edilmistir. Ayni
zamanda 1988 yilinda ingiltere’de kaydedilmistir (Omar vd., 2006). Tiirkiye’de ise ilk
olarak Can vd. (2004) tarafindan saptanmistir. Bu hastaliklarin uzun bir siiredir domates
yetistirilen bolgelerde ¢ok yaygin oldugu ve onemli kayiplarina neden oldugu da
bilinmektedir. Hastaligin erken semptomlar1 arasinda domates fidelerinde bodurlagsma,
sararma, olgunlasmamis cenekler ve yapraklarin azalmasi olarak goriiniirken, ileri
semptomlarda kok giirlimeleri, solma ve oliimler kendini gostermektedir (Roberts vd.,
2000). Kok bolgesindeki ciirtikliik ve govde iletim demetlerindeki nekroz, toprak
yiizeyinden en fazla 15-30 cm yiikseklige kadar ¢ikmaktadir. Hastalik etmeni bitkinin
toprak yiizeyine yakin kisimlarindaki govde tizerinde beyaz-pembe renkte sporulasyon
vermektedir (Can vd., 2003).

Domates bitkisi, Tiirkiye’de acikta tarla sebzeciligi ve oOrtii alt1 iiretimi seklinde
tiretilmektedir. Acik alanlarda yetistirilen domates bitkisi bircok hastaligin etkisi
altindadir. Bitkilerin hastalanmasi ve dolayisiyla bitki hastalik epidemilerinin gelisimi
ekolojik kosullarla siki sikiya ilgilidir. Bu nedenle, bir bitki hastaliginin olusmasi i¢in
patojen ve konuke¢u faktorlerinin yaninda; 6zellikle sicaklik, 1slaklik, nisbi nem, pH,
besin durumu, riizgar, 151k ve o ¢evrede bulunan diger organizmalar hep belirleyici
unsurlardir. Tim bu etken kosullarin uygun olmasi durumunda bir bitki hastalig
gelisebilecektir. Bir bitki hastaliginin viicut bulmasi durumunda onun zaman ve mekan
igerisinde artis kaydetmesi yine ekolojik kosullarin el vermesine baghdir. Bu hastalik

artisinin ekolojik kosullar paralelinde devam etmeyip durmasi da olasidir. Biitiin bu



nedenlerle bir bitki hastalig1 ile miicadele etmek i¢in oncelikle bu hastaligin meydana
gelmesine istirak eden dinamikler {izerinde durmak gerekir. Boyle bir yaklasim ekolojik
bir olay olan bitki hastaligimin gelisiminde etkili olan birden c¢ok faktoriin yonetimi
demektir. Bu bakimdan bir bitki hastali§i ile miicadelede; patojenleri iirlin
ekosistemlerinden diglamak, patojenlerin popiilasyonlar halinde artis yapamayacaklar
bir iiriin ekosistemi kurarak onlardan sakinmak, patojenleri yok etmek veya azaltmak,
patojenlerin hastalandiramayacaklar1 dayanikli iriin gesitleri yetistirmek, bitkileri
patojenlerden korumak ve hastaliklarin gelisebilecekleri kosullar1 onceden tahmin
ederek, gereken birden fazla yontemi birlikte uygulamak gibi esas ydntemlere
basvurulur. Bitki hastaliklariyla miicadele stratejisi boyle de olsa ciftgiler, tarim
uzmanlar1 ve resmi otoriteler bitki hastaliklar1 ile miicadelede ¢cogu kez daha cabuk ve
kesin sonu¢ veren, ancak cevreye ve insana olan toksik etkileri gbz ardi edilebilen
kimyasallarin  kullanildigt koruma iglevlerine yonelirler. Modern tarimda bitki
patojenlerinin kontrol edebilmek adina kimyasal pestisitlerin kullanimi olduk¢a énemli
ve yaygindir. Fungisit ve fumigantlarin yaygmliginin, biyotas iizerine herbisit ve
insektisitden daha ciddi etkisinin oldugu bilinmektedir (Fraser, 1994). Bu metotlar,
atmosferi kirletmekle beraber gevreye ve topraga zararli kimyasallarin Karigmasina
neden olmaktadir (Nannipieri, 1994). Kimyasallarla bitki hastaliklarinin 6nlenmesi i¢in
once hastalik nedeni mikroorganizmanin, hastalik epidemiyolojisinin ve hastaliklara
kars1 kullanilan kimyasallar olan fungisitlerin iyi bilinmesi gerekir. Aksi takdirde
hastalik 6nlenemedigi gibi zaman ve parasal kayipla birlikte cevre kirliligi olusur. Bu
bakimdan bitki hastaliklar1 ile miicadelede kullanilan kimyasallarin dogru ve zamaninda

uygulanmasi biiylik 6nem tagir.

Bitkiler milyonlarca yildir, c¢evrelerinde bulunan mikroorganizmalarla birlikte
yasayarak hayatlarin1 devam ettirmislerdir. Bitkilerin birgogu mikrobiyal saldirilara
kars1 dogal bir dayanikliliga sahiptir. Hayvanlardaki bagisiklik sisteminden yap1 ve
isleyis bakimindan farkli olsalar da, bitkiler hastalik etmeni mikroorganizmalara karsi
dayaniklilikta rol oynayan ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Bitki hastaliklariyla etkili bir
sekilde miicadele edebilmek i¢in hastaliklara dayanikliligin mekanizmasimin iyi
bilinmesi gerekmektedir. Patojen mikroorganizmanin konuk¢usu olmama durumu

dayanikliligin esasini olusturmaktadir. Giiniimiizde dayaniklili§in uyarilmasina yonelik



caligmalarda patojen olmayan tiirler kullanilmakta ve basarili sonuclar elde

edilmektedir.

Son yillarda, mikrobiyal biyoinokulantlarin kullanimi bitki patojenlerinin kontrol
edilmesi konusunda &nemli bir strateji haline gelmistir. Ayrica biyokontrol ajanlarinin
kullanim1 bitki patojenlerinin kontrolii i¢in kullanilan kimyasallarin kullanim dozunun
azaltilmasina da neden olmustur (Chet ve Inbar, 1994). Glinimiizde giderek artan bir
sekilde biyokontrol potansiyele sahip mantarlar, bitki patojeni (fitopatojen) mantarlarla,
zararli boceklerle ve nematodlarla miicadelede kimyasal ilaclara (pestisitler) alternatif
olarak kullanilmaya baglanmigtir. Diinyada bitki patojeni mantarlara karsi bu tiir
antagonistik mikroorganizmalarin kullanildigi biyopreparat sayisi 40’ tizerindedir
(Yigit, 2005). Antagonist mantarlar diger mantarlarin gelisimlerini, salgiladiklar
antibiyotik maddeler araciligiyla engelleyebildikleri gibi; dogrudan temas ettikleri
mantarlarin hiicre duvarlarini salgiladiklari enzimler araciligiyla par¢alamak suretiyle
baskilayabilmektedirler (Kiigik, 2000). Toprakta dogal olarak bulunan birgok
antagonistik mikroorganizma, insan etkisi olmaksizin, bitki patojenlerinin neden oldugu
hastaliklar tizerinde belirli miktarda biyolojik miicadele saglar (Garbeva vd., 2004).
Trichoderma, Penicillium, Gliocladium, Sporidesmium gibi saprofitik karakterli mantar
cinsleri ile patojen olmayan Fusarium, Pythium gibi cinsler, toprak patojenlerinin
antagonistleri olarak tanimlanirlar. Bunlar gibi saprofitik karakterli mantar gruplarinin
topraktaki varlig1 topraklarin bitki patojenlerine kars1 baskilayic1 6zellik kazanmasinda

onemli rol oynar.

1.2. Mantarlarin Sistematigi

Mantarlar aleminde yer alan canlilarin yasam formlarinin karmasikligi ve ¢ok
sayida tiir gesitliligine sahip olmasi sebebiyle, siniflandirilmasi olduk¢a zor olup halen
tam olarak tamamlanamamistir. Bugiline kadar 80000 ila 120000 arasinda mantar tiirii
tanimlanmustir, ancak toplam tiir sayis1 yaklasik 1,5 milyon olarak tahmin edilmektedir
(Hawksworth, 2001; Kirk vd., 2001). En g¢ok bilinen smiflandirmalardan biri,
Alexopolus’a gore olup 8 grupta toplanmistir (Alexopoulus vd., 1996). Son yayinlanan

kaynaklarda ise biraz daha giincellenip revize edilerek asagidaki gibi (Tablo 3)



verilmektedir (Webster ve Weber, 2007).

Tablo 3. Fungi aleminin siniflandirilmasi
ALEM : PROTOZOA

Myxomycota
Plasmodiophoromycota

ALEM : STRAMINIPILA
Hyphochytriomycota
Labyrinthulomycota
Oomycota

ALEM : FUNGI (EUMYCOQOTA)
Chytridiomycota
Zygomycota
Ascomycota
Basidiomycota

Mantarlar aleminin en genis grubunu Ascomycota (Ascomycetes) phylumu
olusturmaktadir (Tablo 3). Bu phylum i¢inde 3400 cinsi (genus) kapsayan 32000
binden fazla tiirii igerir (Kirk vd., 2001). Ismi Yunancada askos (bir deri sise, ¢anta ya
da mesane) ve mykes (mantar) terimlerinden tiiretilmis kese (sag) mantarlaridir. Bu
grubun Kkarakteristik 6zelligi eseyli lireme sporlarini askospor kese (askus) iginde
meydana getirmesidir. Genellikle bu kese iginde 8 askospor bulundurmaktadir. Grup
icinde bazilar1 saprofit, bazilar1 bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in nekrotrofik veya
biyotrofik parazittirler. Taninmalarinda makroskobik ve mikroskobik yapilari, fruting-

body’leri veya askokarplari nem tagimaktadir.

1.3. Mantarlarin Genel Ozellikleri

Genel olarak, mantarlar; sapkali mantarlar, kiif ve maya mantarlar1 olmak {izere ti¢
gruptan olusan diinya iizerinde oldukca genis bir ¢esitlilige sahip olan mikroskobik ve
makroskobik organizmalardir. Mantarlarin biiyiilk ¢ogunlugu tek hiicreli (mikroform)
filament6z kiifleri (Ascomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes) ve c¢ok hiicreli
(makroform) sapli ve sapsiz mantarlar1 (Bazidiomycetes) daha az sayida ise maya
(mukoid) mantarlarin1 (Candida, Saccharomyces) kapsamaktadir. Mantarlar, gergek
hiicre ¢ekirdeklerine sahip olan okaryotik organizmalardir. Fotosentetik pigmentlerin

yoklugunda mantarlarin heterotrofik bir beslenme sekli vardir. Besinlerini kat1 pargalar



halinde alarak beslenen hayvanlarin aksine, mantarlar salgilanan enzimlerin
aktivitesinden dolayr ekstraseliiller sindirim yoluyla besinlerini alirlar, ardindan
parcalanma Ttriinleri emilir. Ekstraseliiler sindirim ve emilimin kombinasyonu, fungal
yasam tarzinin nihai belirleyicisi olarak goriilebilir. Evrim sirasinda, mantarlar, gesitli
ekosistemlerde Onemli rolleri yerine getiren, hayret verici genis bir yasam alani
yelpazesini ele gegirmislerdir (Dix ve Webster, 1995). Ureme &zellikleri bakimindan
eseysiz ve eseyli olarak iireyebilen mantarlar, somatik yapilar1 dallanmis iplik¢ikler
halinde ya da maya formunda olan ve genellikle kitin ihtiva eden hiicre duvarina sahip
canlilardir. Deacon (2005) tarafindan, hiicresel organizasyonlar1 ve davranislariyla diger
tim canlilardan farklilik gosteren mantarlar, essiz organizma grubu olarak
tanimlanmakta ve cok hiicreli organizmalarin ii¢c ana evrimsel dalindan birini temsil

etmektedirler.

Mantarlarda, vejetatif yapilar hareketsiz olup, hiicre duvar yapilar tiire gore
degismekte olup genellikle glukan-kitin, nadiren de glukan-seliiloz igeren Gkaryotik
mikroorganizmalardir. Diger 6karyotik hiicrelerde bulunan organellerden farkli olarak,
hiicre duvart litik enzimlerinin salgilanmasinda goérev alan Spitzenkdrper, hiicreyi turgor
basincina karsi koruyan sitoskeleton ve tubulin gibi yapilar da bulunmaktadir. Tallusu
(viicut hiicresi) homokaryotik (tek c¢ekirdekli) ya da heterokaryotik (genetik olarak
farkl1 iki hifadan koken alan ¢ekirdekler), haploid (n), diploid (2n) veya dikaryotik (iki
cekirdekli) ¢ekirdekli olabilmektedir. Funguslar, basitten karmasiga degisen yasam
dongiisiine  sahip, mikroskobik yada makroskobik organizmalardir. Genelde
renksizdirler, ancak bazi tiirlerinde hiicre ¢eperinde melanin bulundurmalari neticesinde

renkli olabilmektedirler.

Mantarlarin iiremeleri, seksuel (eseyli; nukleer flizyon veya mayoz), paraseksuel
(diploidizasyondan sonra nukleer flizyon) veya aseksuel (eseysiz; mitoz) olarak
meydana gelebilir. Mantarlarin {iremeleri ¢evreye yayilmalart ve neslini devam
ettirmeleri i¢in olusturduklart yapilara ‘spor’ adi verilir. Birgok spor, yergekimi, hava
veya su akintilari, yagmur si¢cramasi veya hayvanlar, 6zellikle de bocekler tarafindan
cevreye dagilir. Sadece birkag mantar spor yapmaksizin ¢ogalir, sadece miselyum ve

sklerotia ile hayat dongiisiinii siirdiirebilir. Mantar sporlarinin morfolojisi ve yapis1 tek



hiicreli hiicrelerden biiyiik degiskenlik gosterir. Mantar sporlarinin morfolojisi ve yapist
tek hiicreli, ¢ok hiicreli, dall1 veya dallanmamis veya bazen spiral seklinde sarilmis, ince
veya kalin hyalin veya pigmentli duvarlarla ¢evrelenmis, kuru veya yapiskan, piiriizsiiz
veya misilaj uzantilar yapan, dikenler, kivrimlar veya retikiilasyonlar ile siislenmis
yapilarla biiyiik bir degiskenlik gosterir. Eseysiz lireme sporlari konidiofor (konidium
tastyicist) adi verilen bir hifin ucunda tek tek, kiime veya zincirler halinde olusur ve
konidiospor adin1 alir. Ya da bolmeli hiflerin zarlarinin kalinlasip serbest kalmasiyla
oidyum denilen sporlar olusur. Her spor bir ¢eperle gevrili olup protoplazma Kitlesi
icerir. Sporlar uygun sartlarda ¢imlenerek bir “cimlenme borucugu” olusturduktan
sonra hifler ve misel meydana gelir. Sporlar; sar1, yesil, kirmizi, kahverengi, siyah veya
renksiz olabilirler. Hiicre sayilar1 ve sekilleri tiir ve cinslere gore; oval, kiiremsi, silindir,
iplik, bobrek, ig ve benzeri sekiller gosterebilirler. Biitiin mantarlar hiflerle gelismez.
Bazilari, boliinme ile boliinen veya daha sik tomurcuklanan ayr1 maya hiicreleri olarak
biiyilir. Mayalar, 6zellikle substratin etkili bir sekilde niifuz etmesinin gerekli olmadig:
durumlarda yaygindir, 6rn. bitki yiizeylerinde veya hayvanlarin sindirim sistemlerinde
(Carlile, 1995). Mantarlarda eseyli treme, “gamet” denilen iireme hiicrelerinin
birlesmesi  (déllenme) ile meydana gelmektedir. 1k etapta plazmogami
(protoplazmalarin birlesmesi ve ¢ift ¢ekirdekli (dikaryot) olma), sonra karyogami
(cekirdeklerin birlesmesiyle ¢ift takim kromozomlu (diploid) olma), daha sonra mayoz
boliinme gecirme ile tek takim kromozomlu (haploit) sporlar meydana getirilmesi
sathalan gerceklesmektedir. Genel olarak mantarlar aleminde goriilen eseysiz iireme
sporlart sporangiospor, konidiospor (makro ve mikro konidium), tallosporlar
(blastospor, klamidiospor, artrospor) ve eseyli iireme sporlari ise oospor, zigospor,
askospor ve bazidiospor seklinde bilinmektedir. Eseyli sporlarin olusmasinda izogami,
anizogami, oogami, gametangiogami ve somatogami olaylar1 gerceklesir (De Hoog vd.,

2003).

1.4. Fusarium’larin Smiflandirlmasi

Fusarium cinsi Ascomycota alt boliimii, Ascomycetes sinifi, Hypocreales takimi,
Nectriaceae familyasinda yer almaktadir. Fusarium tiirlerinin teleomorflar1 ise

Gibberella cinsinden ve daha az sayida Hemanectria ve Albonectria cinsinden
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simiflandirilmistir fakat birgok Fusarium tiirii ig¢in bir teleomorf heniiz bulunamamustir.
Fusarium tipi konidialar, ¢esitli Nectria tirlerinde ve ayni zamanda ilgili cins
Gibberella da bildirilmektedir (Samuels ve Blackwell, 2001). Saf kiiltiirde morfolojik
karakterler tarafindan taninan tiirlerin sayis1 bir otoriteden digerine degismektedir.
Booth (1971), 44 tir ve 7 ¢esit; Gerlach ve Nirenberg (1982), 73 tiir ve 26 ¢esit
tanimlarken, Nelson vd. (1983), 30 tir tanimlamistir. Bununla birlikte, molekiiler
teknikler kullanilarak, morfolojik karakterler tarafindan ayirt edilemeyen c¢ok sayida tiir

tanimlanmaktadir (O'Donnell, 1996).

Fusarium smiflandirmast i¢in ana yaklasim hala morfolojidir ve Fusarium cinsine
yerlestirilecek tiirlerin birincil 6zelligi, ilk olarak 1809 yilinda Link tarafindan tani
konan, farkli muz seklinde makrokonidia olan aseksiiel sporlarin ortaya ¢ikmasidir.
Fusarium tiirleri ii¢ g¢esit spor iretir: makrokonidia, mikrokonidia ve klamidosporlar.
Fusarium cinsindeki tiirlerin morfolojik taksonomisi esas olarak aseksiiel reprodiiktif
yapilarin yapisi ve bollugu (klamidosporlar, fialidler, mikrokonidia ve makrokonidia) ve
kiiltiirel ozelliklerine (koloni dokusu, renk ve kiiltiirel aroma) gore yapilmaktadir

(Booth, 1971; Edel vd., 2000; Gordon ve Martyn, 1997; Nelson vd., 1983).

1.5. Fusarium’lar ile Tlgili Genel Bilgi

Fusarium tiirleri, Antartika kitas1 hari¢ tundralarda, ¢olllerde, tropik ve subtropik
iklimlere kolaylikla adapte olabilen diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilima sahip
mantarlardir (Stoner, 1981). Birgok tiirii kiiltiir bitkilerinde patojenik olabilmekte ayni
zamanda da toprak {istii habitat ve rizosferde de saprofitik olarak yasayabilmektedirler.
Ozellikle de toprakta ¢ok fazla sayida Fusarium tiiriiniin saprofit olarak yasadig1
bildirilmistir (Gordon ve Martyn, 1997). Fusarium cinsi, bitki patojeni olabilen, tahillar
da dahil olmak iizere tarimsal agidan 6nemli birgcok mahsulde hastaliklara neden olan ve
ayrica insanlar ve hayvanlar i¢in zararli olabilecek ¢ok sayida mantar tiirli igerir.
Fusarium'larin birgogu, olaganiistii kimyasal cesitlilige sahip genis bir yelpazede
biyolojik olarak aktif sekonder metabolitler (6rnegin, mikotoksinler) iiretmektedir.
Fusarium tiirlerinin tanist mikroskobik ve molekiiler yontemler kullanilarak

yapilabilmektedir. Mikroskobik yontemlerle tanilamada, fungus hif ucundan veya tek
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bir konididen saf olarak c¢ogaltilmakta ve Ozel besi yeri ortamlarinda Kkiiltiire
edilmektedir. Fusarium tiirleri pH’1 6.5-7’ye ayarlanmis kiiltiir ortaminda, optimum 22-
25 °C’de 7-10 giin silirede inkiibasyon siiresini tamamlayabilmektedir. Gelisen
kolonilerin sporulasyonu gerek UV 15181 gerekse normal fluoresan lamba ile tesvik
edilebilmektedir.

Fusarium oxysporum Sch. Fr. tiirli, diinyadaki her toprak tiiriinde toprak kaynakl
mantar topluluklar1 arasinda iyi temsil edilmektedir (Burgess, 1981). Bu tiir ayni
zamanda bitkilerin rizosferindeki mantar topluluklarinin normal bir bileseni olarak
kabul edilir (Gordon ve Martyn, 1997). F. oxysporum'un tiim suslar1 saprofitiktir,
toprakta ve bir¢ok bitki tiirlinlin rizosferinde uzun siire boyunca gelisebilimekte ve
hayatta kalabilmektedir (Garrett, 1970). Ancak, baz1 F. oxysporum suslar1 farkli bitki
tirlerine patojeniktir, Damar sistemini istila ettiklerinde kok ya da trakeomikozu
tetikleyen koklere niifuz ederler. Diger birgok sus, koklere niifuz edebilir, ancak
vaskiiler sistemi istila edemez veya hastaliga neden olmaz (Olivain ve Alabouvette,
1997). F. oxysporum'un hastalik indiikleyici suslari, ekonomik agidan 6nemli bir¢ok
bitki tiiriinde ciddi hasarlardan sorumludur. Fusarium solgunluk patojenleri yiiksek
diizeyde konak spesifitesine sahiptir ve enfekte edebilecegi bitki tiirlerine ve bitki
cesitlerine dayanarak 120'den fazla 6zel forma ve wka ayrilirlar (Armstrong ve
Armstrong, 1981).

Fusarium solani (Mart.) Sacc. (teleomorph = Nectria haematococca),
fitopatojenik bir mantardir. Kabakta kok ve meyve ¢liriimesi, bezelye ve fasulyede kok
clirigii, patatesin kuru ¢iirtigli, soya fasulyesinin ani 6liim sendromu gibi ¢esitli bitki
hastaliklarinin énemli bir nedenidir. Tiirler, 1881 yilinda italyan mikoloji uzmani Piers
A. Saccardo tarafindan Fusarium cinsine aktarilmistir. F. solani 1941 yilinda Snyder ve
Hansen tarafindan, topraklarda yaygin olarak bulunan ve diinya ¢apinda bitki koklerinde
yumru koklere neden olan karmasik bir tlir grubunu olusturmak tizere tanimlanmstir. F.
solani PDA'da bol beyaz krem miselyum {iretir. Makrokonidilerinin ortalama ii¢ ila dort
tane septasi vardir, hafif¢e egimlidir, oldukca genis ve kalin duvarlidir ve biraz
korlesmis bir apikal ug olabilir. Mikrokonidiler bol, bobrek seklinde oval ve ¢ok uzun

monofialidlerde uglarda olusur. Koloniler hizli biiyiir, renk ve dokuda degiskenlik
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gosterir, ¢ogunlukla graniiler veya kabarik, giil-kirmizi, mor veya lavanta rengindedir,
olgunlastiklarinda beyaz, pamuklu koloniler olarak da goriilebilirler. Fusarium solani,
aseksiiel sporlar (mikrokonidya ve makrokonidya) iiretir. Enfekte veya 6lii dokularda,
tohumlarda miselyum veya spor olarak klamidosporlar ve kislaklar tiretir. Sporlar hava
ve su ile yayilabilir (URL-3).

Fusarium sambucinum Fckl. [teleomorph = Gibberella pulicaris (Fr.) Sacc.], iki
ciftlesme tiirtine sahip heterotallik filamentdz bir mantardir (Beremand vd., 1991).
Fusarium sambucinum patateslerde kuru c¢iiriikligiiniin birincil nedeni olup, iliman
bolgeler boyunca, patateslerde (Solanum tuberosum L) sert ¢iiriik veya kuru giirtimeler
yaptig1 bildirilmektedir. Fusarium sporlar1 toprakta birkag yil yasayabilir ve ilkbaharda
ozellikle patates yumrularinin yiizeylerini enfekte edebilen ve hem hasat 6ncesi hem de

hasat sonras1 biiyiik zararlara yol agan bir etkendir.

1.6. Trichoderma’larin Siniflandirilmasi

Trichoderma cinsi 19. yiizyilin basindan beri bilinmesine, Hypocrea Fr.'deki
teleomorflarla olan iligskisine ve 1865 yilinda Tulasne kardesler tarafindan taninmasina
ragmen, taksonomisi son on yila kadar karanlik kalmistir. Tiirleri ya da daha ziyade “tiir
kiimeleri” ni morfolojik olarak ayirmaya yonelik ilk ciddi girisim, ayirt ettigi dokuz
taksonun tek teleomorf tiirleriyle iliskili biyolojik varliklar oldugunun farkinda olan
Rifai (1969) tarafindan yapildi. Bissett (1991 a,b,c,) tarafindan Trichoderma cinsinin
siiflandirilmasi tekrardan ele alinmis ve morfolojik 6zelliklerine gére Trichoderma,
Pachybasium, Longibrachiatum ve Hypocreanum olmak tizere farkli 4 gruba ayrilmistir.
Cogu Trichoderma suslar1 eseyli bir durumla iliskilendirilmemis olup bu suslarin
mitotik ve klonal olduguna inanilmaktadir. Hypocrea tiirlerinin ve Hypocreales'daki
yakin iligkili cinslerin Trichoderma'ya kars1 anamorflar1 vardir (Tablo 4) ve son yillarda
Hypocrea'da artan sayida teleomorf, makromolekiiler aragtirmalar yoluyla yaygin olarak
ortaya ¢ikan Trichoderma anamorflarina baglanmistir. Bununla birlikte, bu grup ile ilgili
onemli ilerlemelere ragmen, Trichoderma'nin taksonomisi hala tam olarak
tamamlanamamistir ve Trichoderma cinsindeki tiirlerin ayrimi sorunludur (Samuels,

1996).
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Tablo 4. Trichoderma spp.'nin siniflandirmasi (Chaverri ve Samuels 2003 ; Webster ve
Weber 2007)

Siniflandirma birimi Bulundugu birim

Alem Fungi

Bolim Ascomycota

Alt Boliim Pezizomycotina

Siif Sordariomycetes

Takim Hypocreales

Aile Hypocreaceae

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

Soy (irk) Hypocrea lixii (T. harzianum Rifai)

Rifai (1969) ve Bissett (1991a), Trichoderma tiirlerini karakterize etmek ve ayirt
etmek i¢in kullandiklar1 morfolojik karakterleri tartismislardir. Her iki yazar da,
Trichoderma'nin morfolojik tiirlerini tanimlamada Kkarsilasilan zorluklara vurgu
yapmisgtir. Samuels (1996), Trichoderma'daki tiirleri tanimlamak i¢in morfolojik
karakterlerin faydasi hakkinda ayrintili gozlemler ve yorumlar saglamistir. Bircok
Trichoderma tiirleri i¢in iki isim kullanilmaktadir Anamorfu Trichoderma ve telemorfu
Hypocrea (Ornegin; T. Harzianum Sin: Hypocrea lixii, Trichoderma reesei Sin:
Hypocrea jecorina, T. atroviride Sin: H. atroviridis'i belirtmektedir. Bu durum, iki ismin
bir organizmada tek yasam ¢emberinde olmast anlamina gelmektedir. Samuels (2006),
bu isimlendirme sekline gerek olmadigini, ¢linkii iki doneminde ayn1 yasam g¢emberi
icinde meydana geldigini birbirleriyle baglantisinin kurulmasi molekiiler yontemlerle
yapilabildigini bildirmistir. Trichoderma'nin anamorf ve telemorf tiirlerinin morfolojik
ozelliklerin tek basina tir ayriminda yeterli olmadigi gosterilmistir (Chaverri ve
Samuels, 2003; Druzhinina vd., 2006). Bununla birlikte Trichoderma konusunda
yapilan birgok arastirmada isimlendirmenin tam oturmamis olmasi bununla ilgili
calismalarda giivenilirligi azaltmaktadir. Buna ilaveten Trichoderma tiirlerinin farkli
izolatlarinin farkli metabolik aktiviteye sahip oldugunun gozlenmesi, potansiyel etken
olarak kullaniminda dikkat edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
Trichoderma'nin anamorf formlar1 arasindaki morfolojik ve fenetik karakterlerinin

Homoplazisi (kalitsal olmayan benzerlik, bigim benzerligi) nedeniyle Trichoderma'nin
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morfolojik olarak tanimlanmasinda bir ¢ok zorluk goriilmektedir (Chaverri ve Samuels,
2003; Druzhinina vd., 2006). Trichoderma tiirleri MEA gibi basit besi yerlerinde
konidya olusumu, dallanma sekli, PDA gibi zengin besi yerlerinde ise pigment tiretimi,
misel gelisimi konidyaforlarin yapist ve morfolojik sekli, biiytikliikleri incelenerek

tiirlerin 6n tanilar (Sekil 1) yapilmaktadir (Bissett, 1984).

Rifai (1969) ve Bissett (1991a), Trichoderma tiirlerini karakterize etmek ve ayirt
etmek i¢in kullandiklar1 morfolojik karakterleri arastirmislardir. Her iki arastirmaci da,
Trichoderma'nin morfolojik tiirlerini tanimlamada Kkarsilagilan zorluklara vurgu
yapmugtir. Samuels (1996), Trichoderma'daki tiirleri tanimlamak i¢in morfolojik
karakterlerin faydasi hakkinda ayrintili gézlemler ve yorumlar saglamistir. Trichoderma
suglarmmn  Kkolonisi, siklikla hizli {ireyebilmekte ve yaklasik 4  giinde
olgunlasabilmektedir. Baslangigta tiim besiyeri yiizeyini orten beyaz renkli gevsek bir
misel goriiliir. Daha sonra miseller epeyce sikilagsarak yiiniimsii bir orgii goriiniimiine
biirliniir ve konidyumlarin olusmasi ile yiizeyde yesil renkli lekeler belirir, koloni tabani
genellikle renksiz, portakalimsi, ten rengi veya sarimsidir (Rifai, 1969). Belirgin bir
sekilde konsentrik halkalar ve hava hifleri gozlenir ve bazi tiirlere 6zglin hindistan
cevizi kokusu olusur (Persoon, 1794). Koloni ¢apt 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. 25 °C’de
otolitik aktivite not edilmemis fakat yiiksek sicakliklarda gozlenmistir (Rifai, 1969;
Persoon, 1794; De Hoog vd., 2003).

Mikroskopta kisa, bolmeli cok fazla dallanmis hifler ve sise biciminde
konidioforlar goriiliir. Her konidioforun ucunda tek hiicreli, yuvarlak, kii¢iik konidyum
kiimeleri bulunur (Rifai, 1969). Hiflerin ug¢larinda ya da orta boliimlerindeki hiicrelerin
ceperleri kalinlagarak hifden ayrilmasiyla olusan klamidosporlar bir¢ok Trichoderma
tiirleri tarafindan firetilir. Bu spor tipi hif hiicrelerinden yani tallustan olustugu i¢in
tallospor adin1 da alir (Gams ve Bissett, 1998). Bunlar funguslarin genellikle olumsuz
¢evre sartlarinin atlatilmasi igin olusturduklart sporlardir (Persoon, 1794). Trichoderma
tiirleri; eseysiz iireme ile klamidiosporlar ve konidiasporlar olusturarak cogalirlar (Gams
ve Bissett, 1998). Trichoderma’nin aseksiiel iiremesiyle olusturulan, ikinci tip sporlar

ise “konidi”lerdir (conidium, ¢ogulu: conidia). Bunlar “konidiofor” adi verilen
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farklilagmis hiflerin ucunda olusurlar, tek veya ¢ok hiicrelidirler (Samuels, 2006).

20 pm

Morfolojik karakterler
temelli smiflandirma
(Bisset 1984, 1991a)

T. longibrachiatum
syn. T reesei

T. citrinoviride
T. pseudokoningii section
Longibrachiatum

T. parceramosum

H. schweinitzii
anamorphs

1. saturnisporum section
Saturnisporum
T. ghanense

1. hamatun

T. harzianum

T. polysporum section
Pachybasium

T. piluliferum

T. virens

T. viride
T. koningii

section
Trichoderma

T. atroviride
T. aureoviride

H. rufa
anamorphs

Molekiiler bilgi
temelli smiflandirma
(Izoenzim, DNA)

T. longibrachiatum/

H. schweinitzii A

T. reeseilH. jecorina

T. citrinoviride/

H. schweinitzii B

T. pseudokoningii/

H. schweinitzii C

T. parceramosum=T. todica
T. ghanense

H. schweinitzii D

H. schweinitzii E

T. satumisporum

T hamatum A
T harzianum A
T. polysporum
H.pilulifera

H. ceramica

T. viride/H. rafa

T. koningii/H. muroiana
T. atroviride

T. hamatum B

T. harzianum B

H. patella

Sekil 1. Trichoderma cinsinin Bisset (1984, 1991a-c) tarafindan izoenzim ve DNA
verileriyle morfolojik temelli taksonomisinin karsilastirmali siniflandirmasi.

1- Trichoderma sect.

Trichoderma. T. atroviride,

CBS 351.93. 2-

Trichoderma sect. Trichoderma. T. harzianum, CBS 226.95. 3- Trichoderma
sect. Trichoderma. T. aureoviride, CBS 283.79. 4- Trichoderma sect.
Pachybasium. T. hamatum DAOM 164925 ve 175932. 5- Trichoderma sect.
Longibrachiatum. T. longibrachiatum, CBS 816.68.
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1.6.1. Trichoderma sect. Trichoderma

Trichoderma section Trichoderma koloniler, tiirlere baglh olarak yavas yavas veya
hizl1 bir sekilde biiyiir, havai miseller genellikle sinirli olup daginik (araknoide) yayilir,
yaslandikca rengi renksizden mat sarimtiraga doniisiir. Baz1 tiirleri, Hindistan cevizi
benzeri ayirt edici aromatik bir kokuya sahiptir. Klamidiosporlar ¢ogu izolatta siklikla
bol miktarda bulunur. Konidioforlar genellikle nispeten dar ve esnektir; diizenli
araliklarla ortaya c¢ikan birincil dallar, genellikle eslestirilmis veya ¢l sekilde,
genellikle kisa ve genis bir sekilde dallanmamistir. Fialidleri ¢ogunlukla 2 veya 3 ana
uclu (vertisillat), bazi1 suslarda ise 5 veritisillat, lageniform ve subulate'dir. Konidia yesil
(nadiren kahverengimsi), belirgin sekilde verrukoz ve piiriizsiiz yilizeyli, sekil olarak da

subglobose, obovoid veya elipsoidal dir (Kubicek ve Harman, 2002)

1.6.1.1. Trichoderma harzianum

Koloniler 4-7 giinde 7-9 cm kadar hizla biiyiime gostermektedir. Konidia olusumu
yogun ve c¢ogunlukla graniiler veya toz halde goriiniir. Renkleri sari-yesil'den koyu
yesile hizla doniisiirken veya beyaz steril miselyumla sacaklanan yiginlar veya
puskiiller seklinde gozlenir. Renksizden soniik sarimtiraga doniisiir. Koku belirsiz veya
hafifce toprakkokusunu olusturur. Kesitteki gibi konidyoforlar, diizenli olarak
veritisillath olma egiliminde olup piramidal bir yap1 olustururlar. Fialidler, ¢ogunlukla
3-4-verticillat, cogunlukla 3.5-7.5%2.5-3.8 pum boyutlarinda, 10 um'ye kadar uzunluga
ulasan lageniforma ya da ampulliform terminal fialidler eslik eder. Konidia subglobose,
obovoid, ¢ogunlukla (2.5-) 2.7-3.5 x 2.1- 2.6 (-3.0) um boyutlarinda, diiz duvarl,
seffaftan soluk yesile kadar degisen renklerde olabilir (Rifai, 1969). T. harzianum'un 2.
ve 4. gruplart agresif, yenen mantarlarin patojenleri (kolonizerleri) olup cografi konuma
0zel olduklar1 bildirilmistir (Muthumeenakshi ve Mills, 1996). Bu {i¢ T. harzianum
grubu birbirleriyle filogenetik olarak yakindan ilgilidir. Ugiincii grup ise 3 genetik
olarak T. koningii ve T. viride'ye benzedigi bildirilmektedir (Muthumeenakshi vd.,
1998).
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1.6.1.2. Trichoderma atroviride

Koloniler hizla biiyliyen (5-8 cm), konidialar graniil veya yaslandik¢a kabuksu
gorlinen, baslangigcta mat yesil, yaslandik¢a hizla koyu yesile doniigiir. Petrinin alti
genellikle renksiz, diger tarafi ise sarimtirak veya kirli sarimsi bir renk alir. Genellikle

hos aromatik hindistan cevizi kokuludur (Bisset, 1984).

1.6.1.3. Trichoderma aureoviride

Koloniler yavas biiyiir (1-2.5 cm), miseller sik1 olup donuk yesil veya piistiiller
olusturan konidiasyon gozlenir. Petrinin alt tarafi kismen sari1 kristaller {irettigi
kahverengimsi sar1 renkte gozlenir. Konidiiforlar daha diizenli olarak vertisillat ve art
arda tabana dogru dallanmig bir piramidal yap1 olusturur. Fialidler genellikle 2 veya 3
verticillat, dar ampulliform veya lageniform sekilli olup, 7-18x2-2.5 pum
boyutlarindadir. Konidia soluk yesil renkli obovoid, kesik tabanli ve piiriizsiizdiir (Rifali,
1969).

1.6.2. Trichoderma sect. Pachybasium

Trichoderma section Pachybasium kolonileri, hizla biiyiiyen ve 4-5 giin icerisinde
2-9 cm arasinda degisen ¢apta olabilirler, renksizden sariya, kehribar rengi veya
eskidikce kirmizimsi olabilir. Konidialar, siki paketlenmis, kiimeler halinde sagaklanmig
veya daha karakteristik bir bigimde bir araya toplanmis beyaz, gri, yesil veya
kahverengi renklerde olabilir. Konidioforlar siklikla fasikiiller veya piistiiller halinde,
diizenli araliklarla, karmasik ve tekrarlayan dallara ayrilir; dallar siklikla kalabaliktir,
nispeten genistir, genellikle konidyoforun tabanina kadar uzar ve birka¢ kez dagilirlar.
Birgok tiire ait konidyofor u¢ kismi (apeks) karakteristik olarak apikalin yakininda
kismen dagilmis veya kismen steril uzantilara, bazen de diger konidyofor uclariyla
anastomoz (kesigerek veya baglanti kurarak) yaparak genisler. Vertical (dikey) fialitler
siklikla kalabaliktir (2-7), nispeten kisa ve genistir, ampulliform (ampiil), lageniform
(ampiil benzeri) dir. Renksiz, grimsi, yesil veya kahverengi olan konidialar, 151k

mikroskobunda yumusak duvarli (bazi tiirlerin conidia'st SEM gozlemlerinde hassas
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bicimde piiriizlendirilmis olarak) goriiniir, sekilleri elipsoid, obovoid veya subglobose

olur (Bissett, 1991b).

1.6.2.1. Trichoderma hamatum

Koloniler orta derecede (3,5-6 cm) hizla biiyiir. Siklikla konsantrik olarak
dagitilan veya koloni simiriin yakininda biriken kompakt piistiillerde kisalma gozlenir,
konidyofor apsisleri (u¢larinda) steril olmasi nedeniyle yumusak, narin, kadifemsi
goriinen bir yiizey olustururlar. Alt tarafi renksizdir. Koku belirsizdir. Fialidler,
elipsoidal veya ampiiliforma benzer, 3.3-5.6 x 2.8-3.5 um'ye boyutlarinda, ¢ogunlukla
3-6 siskin halka seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Konidya elipsoidal, 3.0-4.5 x 2.1-2.8 um,

piiriizsiiz ve nispeten ince duvarl, agik yesil renktedirler (Kubicek ve Harman, 2002).

1.6.3. Trichoderma sect. Longibrachiatum

Trichoderma section Longibrachiatum, hizli biiyiiyen kolonileri PDA besiyerinde
4-7 glinde 4,5-7,5 cm ¢apinda, ve petri kabinin alt ve iist kisimlar1 sarimsi-yesil renkte
gozlenir. Petride siki veya gevsekce yesil renkli pliskiil benzeri miseller gozlenir.
Konidioforlar hafifce dallanmis, birincil dallar uzun, ikincil dallar genellikle kisa ve
nadiren dallanmistir. Fialidler diizensiz olarak, ¢ogunlukla yalniz, bazen 2 veya 3
verticil de ampulliform, lageniform veya silindir seklinde yerlesmistir. Konidialar yesil,
piiriizsiiz, elipsoid veya obovoid dirler ve siklikla terminal fialidlerin hemen altinda

tiretilir. Konidia yesil, piirtizsiiz, elipsoid, obovoid goriiniir (Bissett, 1984).

1.6.3.1. Trichoderma longibrachiatum

Koloniler hizla biiyiiyor (6-7 cm). Konidiasyon baslangicta fasikiiler, sonradan
birbirine yaklasarak yigin seklinde, koyu yesil; alt tarafi genellikle soluk yesil-sar1
renkte gozlenir. Konidioforlar tipiktir. Bagimsiz veya 3-vertisillat, lageniform, 5.3-
11.6x2.0-3.2 pum veya terminal fialidlerin altinda koni bi¢cimli ve 14 pm'ye kadar
uzunlukta, ara fialitler siklikla iretilir (Rifai, 1969).
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1.6.4. Trichoderma afroharzianum

Trichoderma afroharzianum PDA besiyerinde 25 °C'de 72 saat sonra 50-65 mm
capinda, 96 saat sonra havadaki miselyum bol, pamuklu, 1s1ns1 yayilan koloni olusturur;
48-72 saat i¢inde goOriinen konidyalar, tipik olarak bol miktarda bulunur ve asilama
noktasinin etrafinda iki veya ii¢ konsantrik halka seklinde yerlesir. Sar1 pigmentler
bazen ortamda, ozellikle 35 °C'de ve eski kiiltiirlerde yayilir; bazen 30 °C'de saptanan
tatli bir koku olusur. Trichoderma afroharzianum, yaygin olarak aralikli, ¢cogunlukla
verticillate konidioforlar i¢in ayirt edicidir. Trichoderma afroharzianum, kompleks
icerisinde en uzun fialidlere sahiptir ve fialidler i¢in destekleyici hiicreler ¢ok dardir

(Chaverri vd., 2015).

1.7. Trichoderma'larin Habitatlar1

Trichoderma tiirleri, diinya’nin her tarafinda genis bir sekilde yayilmis olup,
neredeyse tiim toprak ve dogal habitatlarda bulunmaktadir. Bu fungus ¢esitli bitkilerin
kok yiizeylerinden, ¢iiriiyen kabuktan, sklerotlardan veya funguslarin diger ilireme
organlarinin iizerinden izole edilebilmektedir (Papavizas, 1985). Yasam alanlar1 ¢ok
genis olmakla beraber karada, tatli sularda ve azda olsa deniz suyunda yasayabilen
tirleri barindirmaktadir. Trichoderma tiirleri, orman humus tabakasi, nemli odun
dokusunda, nemden zarar gormiis binalarda, raf ve sapkali mantar yetistirilen yerlerde,
tarim topraklar1 ve tiim topraklardaki mikrofloranin baskin bir bilesenidir (Roiger vd.,

1991; Killham, 1994).

Genellikle saprofit bir mantar olarak tanimlanan Trichoderma 'lar, misel gelisimi
icin ¢ok uygun bir ortam olan nemli yaprak yiginlarmin oldugu topraklarin {ist
tabakasinda siklikla bulunurlar (Danielson ve Davey, 1973). Toprakta yasayan
mikroorganizma  kommunitelerinin ~ biyolojik  aktiviteleri,  biyokiitleleri  ve
kompozisyonlar1 topragin kimyasal ve fiziksel faktorlerine baghdir. (Garbave vd., 2004,
Killham, 1994). Biitin mantar tiirlerinde oldugu {izere Trichoderma suslarinin
kolonizasyonunda da pH, nem ve sicaklik gibi etkenler onemli bir yere sahiptir

(Carreiro ve Koske, 1992; Eastburn ve Butler, 1991). Trichoderma spp. tiirleri sicak
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tropikal topraklardan izole edilebildigi gibi soguk topraklarda da bulunabilirler (Klein
ve Eveleigh, 1998). 0 °C ‘den 40 °C’e kadar genis bir sicaklik araliginda varliklarini
stirdiirebilirler ancak gelisimleri i¢in gerekli olan optimum sicaklik 22-26 °C arasinda
degismektedir (Domsch vd., 1980). Yapilan arastirmalar pH agisindan Trichoderma
cinsi mantarlarinin gelisimi ve spor germinasyonlarmin (Danielson ve Davey, 1973),
asidik substratli ortamlardan pozitif yonde etkilendigini ve optimal pH araliginin 3.5-5.6

oldugunu géstermistir (Domsch vd., 1980).

1.8. Trichoderma Suslarmn Biyokontrol Etkeni Olarak Kullanilmasi

Saprofitler, epifitler, endofitler, patojenler ve yararli mikroorganizmalar
rizosferdeki mikrobiyal komuniteyi olustururlar. Toprakta denge halinde bulunan bu
mikroorganizma populasyonlarinin degismesi ile birlikte, yararli mikroorganizma
populasyonunun azalmasi ve bitki patojenlerinin toprakta baskin hale gelmesi sonucu
bitki {iretimi, dolayisiyla bitki verimi olumsuz etkilenmektedir. Yararli rizosfer

mikroorganizmalar 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 sagligi ve verimleri iizerindeki etkileri ve énemleri
son yillarda yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. Trichoderma cinsindeki mantarlar
1920'lerden beri bitki patojenlerine karsi biyokontrol ajanlari olarak miicadele etme
yetenekleri nedeniyle bilinmektedir (Samuels, 1996). Trichoderma tiirleri bitkilerde,
hem hastalik kontrolii hem de verim artis1 icin biiylik miktarlarda kullanilmaya
baglanmistir. Son gelismeler, Trichoderma'nin, indiiklenmis sistemik veya lokalize
direng dahil, bitkiler iizerindeki etkilerinin ¢ok Onemli oldugunu gostermektedir
(Harman, 2006). Bu nedenle, Amerika Birlesik Devletleri'nde bazi bitkilerin korunmasi
ve biiyiimesi i¢in birka¢ Trichoderma tiiriiniin ticari iiretiminde ve Hindistan, Israil,
Yeni Zelanda ve Isveg'te ise Trichoderma tiirlerinin ve tiirlerin karisimlarinin iiretiminde

yiiksek bir kapasiteye ulasilmistir (McSpadden ve Fravel, 2002). Trichoderma tiirleri
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toprak kaynakli bitki patojenik funguslarina karsi biyolojik kontrol ajanlari olarak
calisilmig olup bu g¢aligmalardan elde edilen sonuglar, g¢esitli Trichoderma suslarinin,
sera ve tarla kosullar1 altinda Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phythium
aphanidermatium, Fusarium oxysporum, F  culmorum ve Gaeumannomyces
graminisvar var. tritici gibi patojenlerin neden oldugu bitki hastaliklar1 izerinde dnemli
bir azaltic1 etkiye sahip oldugunu gostermistir (Chet ve Baker, 1981; Chet ve Inbar,
1994).

1.9. Trichoderma spp.'nin Fungal Patojenlerin Kontroliinde Etki Mekanizmalari

Biyolojik kontrol biliminin en ilging yoOnlerinden biri, hastalik kontroliinii
etkilemek i¢in biyokontrol ajanlar1 tarafindan kullanilan mekanizmalarin
incelenmesidir. Bitki hastaliklarinin kontrolii ve biyokontrol ajanlarinin en etkili sekilde
kullanilmasini saglamak icin, ajanlarin nasil ¢alistigini ve sinirlamalarinin ne oldugunu
anlamamiz gerekir. Daha sonra, hastalik kontrolii i¢in en iyi denemelerden
yararlandigimizda, biyokontrol ajanlarinin kiiltiirlenmesi, depolanmasi, uygulanmasi ve
kullanilmas1 igin etkili araglar gelistirebiliriz. Gegmiste yapilan arastirmalar,
mekanizmalarin Trichoderma cinsi iginde bile ¢ok ve ¢esitli oldugunu gostermektedir.
Bu cinsin tarim ag¢isindan 6nemi ise, bazi Trichoderma tiirlerinin Fusarium, Pythium,
Rhizoctonia ve Sclerotinia tiirleri gibi bitki patojenlerine karsi iyi bir antagonistik
yetenege sahip olmasindan gelir. Bu mantarlarin antagonist olarak davranislar
hakkindaki bilgi, etkili kullanimlar1 i¢in ¢ok 6nemlidir ¢linkii patojenlere karsi cesitli
sekillerde davranabilirler (Chet, 1987). Antagonistik etki, Trichoderma'lar tarafindan
antifungal metabolitlerin iiretimi, besin ve yer igin yarisma ve mikoparazitlik gibi farkli

mekanizmalar tarafindan olur (Kredics vd., 2003).

Biyokontrol ajanlart cesitli sekillerde calisabilirler: Bir biyokontrol ajan1 daha
hizl1 biiyliyebilir ya da besin kaynagini patojenden daha verimli bir sekilde kullanabilir,
bdylece patojeni diglar. Bu siirece besin yarigmasi denir. Bir biyokontrol ajani, bir
iirlinlin yakininda patojenleri yavaslatan ya da Oldiiren bir {iriin salabilir. Bu siirece
antibiyosiz denir. Bir biyokontrol ajani, bir bitkinin patojeni engelleyen veya 6ldiiren bir

iiriin yapmasina neden olabilir. Bu siirece indiiklenmis diren¢ denir. Bir biyokontrol
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ajan1 dogrudan ya da bir patojen iizerinde beslenebilir. Bu siirece parazitlik denir. Bu
sekilde, patojen yok edilir. Baz1 biyokontrol ajanlar1 bu stratejilerin sadece birini
kullanir, ancak Trichoderma gibi en basarili biyokontrol ajanlar1 bu yolardan birkagini
kullanabilir (Monte, 2001). Trichoderma suslarinin 6nemli etki mekanizmalar

bilinmektedir. Bunlardan bazilarz;

1.9.1. Antibiyozis

Fungus tarafindan {iretilen ugucu ve ucgucu olmayan antibiyotiklerle olusturulan
etkinliklerdir. Antibiyozis, diisiik molekiiler agirlikli yayilabilir bilesikler veya
Trichoderma suslar1 tarafindan dretilen diger mikroorganizmalarin biiyiimesini
engelleyen antibiyotikler iceren etkilesimler sirasinda ortaya ¢ikar. Cogu Trichoderma
susu, antagonize mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyona engel olan ugucu ve
ucucu olmayan toksik metabolitler iiretir. Bu metabolitler harzianik asit, alametler,
trikolin, peptaiboller, antibiyotikler, 6- pentil-a-pirone, massoilakton, viridin, gliovirin,

glisopreninler, heptelidik asittir (\Vey vd., 2001).

1.9.2. Yer ve Besin (karbon, azot, mikro elementler) i¢in Rekabet

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
giiclendirebilme ve de patojenik mantarlara karsi direng gosterebilme yetenekleri
olduk¢a iyi oldugu bildirilmektedir. Baz1 Trichoderma biyokontrol ajanlari yiiksek
etkinlikte siderofor lireterek demir selatlart olusturuyor ve diger funguslarin gelisimini
durduruyor veya ortamdaki demirden yararlanamadigi i¢in besin kitli§ina maruz kalan
patojenlerin Gliimiine neden oluyor (Eisendle vd., 2004). Trichoderma, diger
organizmalara gore toprak besinlerini harekete gecirmek ve toplamak igin iistiin bir
kapasiteye sahiptir. Mevcut besleyicilerin etkin kullanimi, Trichoderma'nin, farkl
ortamlardaki metabolizmadan ATP elde etme yetenegine dayanmaktadir, Ornegin,
mantar ortamlarinda genis yayilmis polimerlerden elde edilenler gibi: seliiloz, glukan ve

kitin ve digerleri, hepsini glikoza gevirebilirler (Chet vd., 1997). Trichoderma genusuna
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ait suslarin  biiyiik c¢ogunlugu tarimda kullanilan hidrokarbonlari, klorofenolik
bilesikleri, polisakkaritleri ve ksenobiyotik pestisitleri parcalayabilirler (Harman vd.,
2004; Harman ve Kubicek, 1998). Tim bu ozellikler Trichoderma’ya herhangi bir
ortamda bulunabilme ve popiilasyondaki yogunlugunun yiiksek tutabilme yetenegini

saglamaktadir (Chet vd., 1997).

1.9.3. Mikoparazitizm

Bir fungusun baska bir fungusa (patojen) karst 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 tiirleridir. Trichoderma genusu altindaki funguslar biyokontrol aktivitesi
gostermektedir ki bu genusun i¢inde en ¢ok bilinen biyokontrol fungusu (BKA) tiirleri;

Trichoderma harzianum, Trichoderma flavofuscum ve Trichoderma viride’dir.

Bir mantarin digerine dogrudan saldir1 siireci; tanima, saldir1 ve miiteakip
penetrasyon ve ev sahibi Oldiirme dahil olmak tiizere ardisik olaylar1 igeren cok
karmagik bir siirectir. Trichoderma tiirleri bir dizi mantarlar1 parazitleyerek, diger
mantarlar1 tespit ederek ve bunlara dogru biiyiiyerek dogrudan biyokontrol
uygulayabilir. Mikoparazitizm, konakg¢iya niifuz etmeye ve gliserol gibi yiiksek ozmotik
¢oziicii konsantrasyonlar: ihtiva etmeye hizmet eden, appressorium benzeri yapilarin

sartlmasi ve olusumu gibi morfolojik degisimleri igerir (McIntyre vd., 2004).

1.9.4. Mikorizosfer Bitki Direnci ve Bitki Savunma Mekanizmalarimim Uyarim

Trichoderma suslarmin bitki kok sisteminde olusturdugu mikorizosfer, kokiin
gelisimini, lirliin verimini ve havalandirma sistemini destekleyerek bitkiye yarar saglar
(Harman ve Kubicek, 1998). Trichoderma suslar1 rizosfere ilave edildiginde bitkiyi
birgok; hava kaynakli enfeksiyon olusturan viral, bakteriyal ve fungal patojenlere kars1
koruyucu mekanizma gelistirir, bitkide asir1 duyarlilik (HR), sistemik kazanilmis direng
(SAR) ve uyarilmis sistemik diren¢ (ISR) mekanizmalarina benzer mekanizmalarin

tetiklenmesine neden olur (Harman, 2006). Biyokontrol ajan1 olma 6zelligi gésteren
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Trichoderma suslarinin patojen funguslara birlesmesinin yani sira bitki ve kokiin
gelisimini arttirict mekanizmalara da sahiptir (Harman, 2000). Baz1 Trichoderma suslari
bitki kokleri ile uzun siireli kolonizasyon olusturur ve epidermis igine penetre olur.
Boylece bolgesel veya sistemik bitki direncinden sorumlu olan maddeler salgilamaya
baglar (Hoitink vd., 2006). Funguslarin bir kisminin bitki koklerine kolonize olduklari
ancak hastalik yapmadiklar1 bilinmektedir. Konak bitki, fungusa kars:1 fitoaleksinleri,
flavonoidleri, terpenoidleri, fenolik bilesikleri, aglikonlar1 ve diger antimikrobiyal
bilesikleri sentezlemek ve biriktirmek suretiyle bu funguslara kars1 koyar. Trichoderma
tiirleri ise bu bilesiklere ¢ogu tiirlerden daha direnglidir. Bu da bitkinin patojenlere karsi

direncinin artmasina yol agmaktadir (Harman vd., 2004).

Trichoderma suslarinin bitkilerin kok patojenlerine karsi koruyabilme kabiliyeti,
saldirip yayilan patojene karsi antagonistik etkiye bagli oldugu uzun zamandan beri
bilinmektedir (Chet vd., 1997). Trichoderma bazli biyofungisitler, tarimda diinya
capinda kayith {iriinler olarak bugiin 50'den fazla formiilasyonla birlikte
kullanilmaktadir (Woo vd., 2006). Bunlardan diinya genelinde en ¢ok kullanilan bazi

ticari Trichoderma kaynakli biyokontrol iiriinleri Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Ticari olarak satilan Trichoderma kaynakli biyokontrol iiriinleri (Butt ve
Copping, 2000).

Uriin ad1 Bioyokontrol Hedef organizma ya Uretici firma ve iilke
fungusu da hastalik
Supresivit T. harzianum  Cesitli funguslar Borregaard ve Reitzel,
Danimarka
Trichopel T. harzianum  Fungal hastaliklar Agrimm teknoloji Ltd.
Yeni Zelanda
Trichodowels, T. harzianum Chondrostereum Agrimm, Yeni Zelanda
Trichoject, T.viride purpureum ve diger
Trichoseal toprak ve yaprak
patojenleri
Binab T T. harzianum, Bio-Innovation, Isvec

T. polysporum

Trichoderma T. harzianum  Rhizoctonia solani Mycontrol (EfA1) Ltd.
2000 Sclerotium rolfsii, Israil

Pythium
Trichodex T. harzianum  Mantar hastaliklart Makhteshim-Agan,

T-22 ve T-22HB T. harzianum

Bio-trek,
Rootshield

B. cinerea

Phytium, Rhizoctonia
Fusarium Sclerotinia

Israil, Avrupa iilkeleri

BioWorks (TGT Inc)
Geneva, USA

1.10. Fungusitler

Mantar hastaliklari, meyvesi yenen sebzelerin biiyiime ve gelismeleri esnasinda
hiikiim siiren ¢evre kosullarina bagli olarak, {riiniin yesil aksam ve koklerini
hastalandirmak suretiyle ciddi {irlin kayiplarina neden olurlar. Sebze iireticileri bu tiir
iiriin kayiplarinin bilincinde olmas1 nedeniyle {irtinlerinde herhangi bir hastalik belirtisi
gordiiklerinde piyasada mevcut bir¢ok fungisitle, her 7-10 giin ara ile bir mevsimde
yaklasik 12-16 kez fungisit piiskiirtmesi yaparak {irlinlerini korumaya ¢alisirlar. Boyle
bir koruyucu yaklagim hastaliklar1 6nlemede etkin olabilir. Ancak, bu tiir yaklagimlar
cogu zaman gereksiz fungisit kullanilmasina yol a¢tigi gibi, sebzelerin iizerine

puskiirtiilmiis kimyasal kalintilar ile insan saglig1 i¢in bir tehdit olusturur.
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Ureticilerin de kimyasal miicadeleden kesin ve kisa siirede aldiklar1 sonuglar
onlar1 uzun yillar kimyasal savasimdan koparamamistir. Bu kimyasal savasin etkisini,
diinyada ve Tiirkiye'deki pestisit liretim rakamlarina bakarak anlamak miimkiindiir.
Diinyadaki toplam pestisit iiretimi yillik 3 milyon ton civarinda olup, parasal degeri ise
yaklagik 30 milyar €’dur (Delen, 2008). Tiirkiye’de pestisit iiretimi yillik ortalama
33.000 ton preparat olup parasal degeri 230-250 milyon $’dir (Turabi, 2007). Diinya
pestisit piyasasindaki paym %80’1 gelismis iilkelere ait iken Tiirkiye nin pay1 %0.6’dir
(Ozmen, 2007; Oztiirk, 2007). Tiirkiye’de yillik pestisit tiiketimi, yillik inis ve ¢ikislara
ragmen, 1979-2007 yillar1 arasinda % 270 oraninda artmistir (Delen, 2008). Bu deger
yillik olarak % 9.64’e karsilik gelmektedir. Ozellikle son yillardaki énemli artislar
dikkat cekicidir. Pestisit tliketimimiz, 2002 yilinda 12.199 ton iken, 2006 yilinda
yaklagik %50 artis ile 18.258 ton ve 2007°de de %24,22 artarak 22.681 ton olmustur.

Bitki hastaliklariyla miicadelede en ¢ok kullanilan yontem, kimyasal ilaglarin
kullanilmas1 seklindedir. Kimyasal metodlar ayni zamanda ekonomik de sayilmazlar; en
nihayetinde atmosferi kirletme, ¢cevreye verdikleri zarar, zararl kalint1 birakma ve hedef
organizmalara kars1 stirekli kullanilmasiyla dayanikli irklarinin olusmasina neden
olurlar (Delen, 1991). Toprak kokenli patojenlerle miicadelede etkili bir toprak
fumigantt olan Methyl Bromide’in uygulamadan kaldirilmis olmasi nedeniyle
uygulanabilir alternatif miicadele yontemlerine ihtiyag vardir. Toprak kokenli
hastaliklarla miicadelede bir¢ok fumigant kullanilmakta ve bu kimyasallar, iriinler
tizerinde kalint1 birakarak; topragi, suyu ve havayr kirleterek, insan ve diger canlilar
olumsuz olarak etkilemektedir (Kaygusuz ve Bigici, 2007). Tarimsal miicadelede
kullanilan birgok pestisit ¢evre ve insan saglig1 agisindan son derece risklidir. Bunlardan
bazilar1 toprakta uzun siire kalabilmekte, buralardan yeralt1 sularina karigabilmektedir.
Bazilar1 ise besin zinciri ile insanlar1 etkilemektedir. Tiim bu olumsuzluklar: gidermenin
yolu; bitki hastalik ve zararlilariyla miicadelede biyolojik savasimin, kiiltiirel 6nlemlerin
ve dayanikli bitki 1slahinin, kimyasal savasima alternatif olarak benimsenmesiyle
miimkiin olacaktir. Bu nedenlerden dolay: tarimda sentetik pestisitlerin azaltilmasi veya
miimkiinse elimine edilmesi arzu edilen bir amag haline gelmistir. Bu amaca ulasmak
i¢cin en Uimitvar araclardan biri de, biyolojik kontrol ajanlarinin (BKA) tek basina veya

farkl1 araglarla birlikte hastaliklarla miicadelede kullanilmasi ve g¢evre {lizerinde
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kimyasallarin etkisini en aza indirmektir (Bora ve Ozaktan, 1998).

Fungusitlerin 6nemli bir boliimiinii benzimidazole, phenylamide, triazole gibi
bilesikler olusturmaktadir. Bu bilesikler bitki tarafindan alinabilmekte ve bulunduklari
heryerde fungitoksik o6zellik gosterebilmektedir. Baz1 6nemli fungusit gruplar1 Tablo

6’da verilmistir.

Tablo 6. Baz1 fungisit ¢esitleri ve dzellikleri (Anonymous, 2009).

Fungusit grubu Etken madde Etkisi
Phenylamide Metalaxyl Sistemik
Benzimidazole Benomyl Sistemik
Carboximide Carboxin Sistemik
Sterol Engelleyicileri Tebuconazole Sistemik
Dithiocarbamate Mancozeb Koruyucu
Inorganikler Bakir Siilfat Koruyucu
Dicarboximide Iprodione Koruyucu
Aromatik Hidrokarbonlar Dichloran Koruyucu
Phthalimide Captan Koruyucu

Birgok iilkede saglikli iiretim sistemi ve temiz cevre igin biyolojik gilibre
formulasyonlar1 elde edilmesi amaciyla ¢aligmalar yapilmaktadir (Aksoy ve Altindisli,
1998). Bu amagla 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
aragtirma yapilan mikroorganizmadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Trichoderma
harzianum KUEN 1585 gibi biyolojik miicadele etmenlerinin bitki gelisimini tesvik
ettikleri ortaya konmustur. Bu mikroorganizmalarin uygun zamanda ve miktarlarda
kullanimlar1 sayesinde kimyasal gilibrelerin kullanimlar1 sonucu olusan problemlerin
¢oziilmesine katki sagladiklari, tarimsal iiriinleri, hastaliklara karst koruduklari ve

gelisimlerini arttirdiklar1 diisiiniilmektedir (Kucharski vd., 1996).
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1.11. Literatiir Ozeti

Trichoderma spp., Hypocrea Fr. genusu, Hypocreales takimmin (ordo)
Hypocreaceae ailesinde (familya) yer almakta olup, ilk kez Fries tarafindan
tanimlanmustir.  Trichoderma grubu iyelerinin biyokontrol ajani olarak kullanimi
yakasik olarak 70 yildir arastirilmakta fakat suslarin ticari olarak kullanimina son
yillarda baslanmis ve gitgide onem kazanmistir. Biyokontrol ajan1 olarak Trichoderma
spp.’ler oOzellikle toprak kokenli hatta hava kaynakli patojenleri ihtiva eden
Askomycetes, Deuteromycetes ve Bazidiomycetes grubu mantarlara karsi etkilidir. T.
harzianum, T. viride, T. virens (Gliocladium virens) basta olmak tizere T. aureoviride, T.
pseudokoningii, T. koningii ve T. longibrachiatum gibi bir¢ok sus potansiyel biyokontrol
ajan1 olarak kullanimi i¢in identifiye edilmis 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 biyolojik miicadele ajant olma potansiyeli 1930’lu
yillardan beri bilinmektedir (Harman, 2006). Bu grup igerisinde yer alan Trichoderma
harzianum biyolojik miicadelede yaygin olarak kullanilan bir ajandir (Elad vd., 1984;
Sivan ve Chet, 1986; Bora ve Ozaktan, 1998; Kii¢iik ve Kivang, 2003).

Kok ve kok bogazi ciiriikligii hastaligi toprak kokenli olan Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp., Bipolaris sorokiniana, Gaumannomyces graminis var. tritici,
Pseudocercosporella herpotrichoides, Pythium spp., Sclerotium rolfsii gibi ¢ok c¢esitli
tirlerce meydana getirilmektedir (Yilmazdemir, 1976; Aktas vd., 1996; Rossi vd.,
1995).

Trichoderma spp. toprak kokenli patojen funguslardan; S. rolfsii, R. solani,
Pythium spp., Fusarium spp., Aspergilllus niger’e kars1 basariyla kullanilmistir (Elad
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vd., 1984).

Erdurmus ve Katircioglu (2008), yaptiklar1 ¢alismada bugday kok ve kok bogazi
patojenleri (Fusarium culmorum, Fusarium pseudograminearum, Bipolaris sorokiniana
ve Rhizoctonia solani)’ne karsi Trichoderma harzianum izolatlarin1 steril ve dogal
toprak kosullarinda test etmistir. Dual kiiltiirde en yiiksek engellemenin T10 izolatinda
%82.6 olarak F. culmorum’a ve T7 izolatinda %72.2 F. pseudograminearum’a
oldugunu bildirmistir. Steril topraktaki denemesinde F. culmorum’a kars1 T10 %65.6, F.

pseudograminearum’a T4 %51.9 oldugunu bildirmistir.

Yigit (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada, biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilan Trichoderma harzianum (T22) susunu domateste kok ve kok bogazi
clirlikligline sebep olan Fusarium oxysporum f. spp. radicis’e kars1 misel gelisimini
engelleyici etkisi iki farkli pH (5.0, 8.0) seviyesinde ve bes farkli NaCl
konsantrasyonunda (0.25, 0.50, 0.75, 1,0, 1.25 M) test edilmistir. Tuzlu kosullara
adaptasyon saglamis olan izolatin normal izolata gére F. oxysporum f.spp. radicis ile
bulasik seralarda kok ve kok bogazi ciiriikligini % 3.2 oranla daha fazla kontrol

edebildigi belirlenmistir.

Trichoderma tiirlerinin F. oxysporum f. spp. lycopersici’nin biyolojik
miicadelesinde kullanilmis olan en etkili mekanizmalarindan biri de enzim ve
antibiyotikler gibi sekonder metabolitlerdir (Dal Soglia vd., 1998; Perez vd., 2002;
Benitez vd., 2004).

Sebzelerde ¢okerten (kok ve kokbogazi ciiriikliigii) hastaliginin patlicanlarda %
46, domateslerde % 32, biberde % 21 oldugu; hastalikli sebzelerden, Pythium spp.,
Fusarium affine, F. arthrosporioides, Rhizoctonia solani, Alternaria alternata,

Phytophthora spp. izole edildigi kaydedilmistir (Akyalgin, 1971).

Ankara ili Ayas, Beypazari ve Nallthan ilgeleri domates ekili alanlarinda
solgunluk, kok ve kokbogazi ciiriikliigiine neden olan hastalik etmenlerini, bulunus

oranlarini, yaygiliklarini ve ¢ikis zamanlarini tespit etmek amaciyla 2003-2004 Mayis-

30



Ekim aylar1 arasinda yapilan calismada, Ankara ilinde domates ekilen alanlarda
solgunluk, kok ve kokbogazi c¢iiriikliigline neden olan funguslarin 6nemli verim
kayiplarina sebep oldugu bildirilmistir. Hastalikl1 bitkilerden elde edilen funguslar ve
bulunus oranlar1 sdyledir: Pyrenochaeta lycopersici % 17.2, Fusarium oxysporum f.spp.
radicis-lycopersici % 0.96, Fusarium solani % 0.32, Rhizoctonia solani % 0.91,
Alternaria alternata % 2.95, Verticillium dahliae % 0.52. Phytophthora nicotiana var.
parasitica ise Nallihan il¢esinde tek bir tarlada tespit edilmistir. Joker, Gékge ve Falcon
domates ¢esitlerinde yapilan patojenite testlerinde, Fusarium oxysporum f.spp. radicis-
lycopersici, Fusarium solani, Rhizoctonia solani ve \Verticillium dahliae patojen
bulunmustur. Solgunluk, kok ve kokbogaz clirtikliigii diger bolgelerimiz i¢in de 6nemli
olup, bu konuda yapilan ¢alismalarda Fusarium oxysporum f.spp. radicis-lycopersici,
Fusarium solani, Fusarium oxysporum f.spp. lycopersici, Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae, Pyrenochaeta lycopersici ve Phytophthora parasitica etmenlerinin
domateste solgunluk ile kok ve kokbogazi giirtikliigiine neden oldugu belirlenmistir
(Ozan ve Maden, 2004).

Elaz1g’da yetistirilen sebzelerde kok ve kokbogazi hastaliklarina R. solani, F.
solani, F. oxysporum, M. phaseolina, Verticillium dahliae, Pythium spp., F. culmorum,
F. equiseti, P. capsici, P. parasitca’nin neden oldugu kaydedilmistir (Kirbag ve Parlak,
1996).

Malatya ili ve ilgelerinde sebze alanlarinda yapilan bir ¢alismada, domateslerde
Rhizoctonia solani % 10, Fusarium solani % 20, Fusarium oxysporium % 10,
Phytophthora capsici % 16.66, Alternaria solani % 10, Alternaria alternata % 6.66,
Macrophomina phaseolina % 10, Sclerotinia sclerotiorum % 3.33, Pythium ultimum

var. ultimum % 13.33 olarak bulunmustur (Kirbag ve Turan, 2006).

Aydmn ili ve ilgelerinde acikta domates tarimi yapilan alanlarda bitkilerin kok ve
kok bogazinda sorun olan Fusarium spp.’yi saptamak amaciyla 1996-1997 yillarinda
sorvey calismalarinda belirti gdsteren bitkilerden yapilan izolasyonlarda biiyilik
cogunlukla Fusarium tiirleri (% 81.08) elde edilmistir. Patojen oldugu saptanan

Fusarium tiirleri iginde en biiyiik grubu Fusarium oxysporum f. spp. lycopersici (%
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48.15) olustururken, bunu Fusarium solani (% 33.33) ve Fusarium equiseti’nin (%
18.52) izledigi saptanmistir. Domateste vaskiiler solgunluga neden olan toprak kokenli
fungal etmenler icinde en basta gelenleri Fusarium oxysporum’un alt tiirleri ve son
yillarda 6nem kazanan Fusarium oxysporum f.spp. radicis-lycopersici’nin olusturdugu
Fusarium kok bogazi ciiriikliigii onemli bir yere sahiptir. Ulkemizde de sorun olan
toprak kaynakli fungal hastaliklar {izerine yapilan galismalarda Fusarium tiirlerinin,
ozellikle de F. oxysporum f. spp. lycopersici, Fusarium equiseti, Fusarium solani’nin en

fazla karsilasilan etmenler olarak onemli olduklar1 ifade edilmistir (Y1ldiz ve Ddken,
2001).

Dogu Akdeniz Bolgesinde ortii alti domates yetistiriciliginde o6nceleri F.
oxysporum f. spp. lycopersici (FOL)nin neden oldugu solgunluk hastaliginin 6nem arz
ettigi bilinirken (Yiicel ve Cinar 1989), sonralart (Can vd., 2004), tarafindan etmeni F.
oxysporum f. spp. radicis-lycopersici (FORL) olan kok ve kok bogazi ¢urikligi
hastaligina rastlandigi agiklanmisti. Dogu Akdeniz Bolgesi seralarinda 2004 yilinda
tespit edilen FORL hastaliginin yayginligi ile ilgili bolgede daha once yiiriitiilmiis bir
calisma bulunmamaktadir. F. oxysporum’un bu iki patojenik formu, ekseri domates
yetistirilen bolgelerde mevcuttur. Bu nedenle, ayni tarlada her iki form birlikte mevcut
olabilmektedir. Bdylece, domates tarlalarindaki bitkiler sadece bunlardan birisi
tarafindan etkilenelenebildigi gibi, ayn1 domates bitkileri her iki patojen formu
tarafindan birlikte infekte edilerek karigik infeksiyonlar gerg¢eklesebilmektedir (Balmas
vd., 2005).

Yapilan bir ¢alismada, domateste F. oxysporum f.spp. lycopersici’ye karsi patojen
olmayan Fusarium’larin topraga ve enfeksiyon bdlgesine uygulanmasi sonucu bu
hastaligin biyolojik kontrolii saglanmistir (Louter ve Edgington, 1990; Benhamou vd.,
1994; Komada, 1996). Benzer bir ¢alisma, Tezuka ve Makino (1992) tarafindan da
gerceklestirilmistir.

(Yigit vd., 2007), tarafindan yapilan ¢alismada, domateste F. oxysporum f.spp.
lycopersici’ ye karsi patojen olmayan Fusarium irkinin kullanilmasi sonucu basarili

sonug elde edilmis ve bitkide glukonaz, peroksidaz ve polifenoloksidaz gibi enzimlerin
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aktivitesinde bir artis tespit edilmistir.

Patojenik olmayan mikroorganizmalarin da bitkilerde dayanikliligi uyardigi ve
Ozellikle vaskiiler solgunluk patojenlerinin kontroliinde patojen olmayan Fusarium
tirlerinin SAR (Systemic Acquired Resistance) mekanizmasimni uyarmada oldukca
basarili oldugu birgok arastirici tarafindan bildirilmistir (Gordon vd., 1989; Tiiziin vd.,
1995; Fuchs vd., 1997).

Erzurum ve Maden (1995)’in yaptigi ¢alismada, kavunda Fusarium solgunluguna
(F. oxysporum f. spp. melonis) karst trifluralin ve patojen olmayan Fusarium’lar
kullanarak dayaniklilig1 tesvik edilmeye ¢alisilmistir. Trifluralin’in ve F. oxysporum’un
patojen olmayan iki izolatinin dayanmikliligi yiiksek oranda tesvik ederek hastalik

cikisini sirastyla % 46.0, % 46.3 ve % 39.2 oraninda azalttigin1 saptamislardir.

Biyotik bir elisitér olan mikorizal fungus Glomus mosseae ile domates bitkilerinin
inokulasyonu sonucunda, domateste Fusarium solgunluk hastaliginin gelisiminin

onemli oranda sinirlandirildigr belirtilmistir (Ozeretskovskaya, 1995).

Fusarium solgunluk hastaliginin genellikle ortalama giinliik sicakligin 23 °C’nin
tizerinde, Verticillium solgunluk hastaliginin ise 23 °C’nin altinda daha yaygin olarak

goriildiigii bildirilmistir (Hillocks, 1992).

Yiicel (1989), Fusarium ve Verticillium hastaliklarinin neden oldugu vaskiiler
solgunlugun gelisebilmesi ic¢in 27-28 °C toprak sicakligi, diisiik toprak nemi, kisa giin
uzunlugu, azot ve fosforca diisiik potasyumca zengin diisiik pH’l1 topraklarin uygun

oldugunu bildirmistir.

Soguga tolerans konusunda 360 Trichoderma izolatiyla laboratuvarda yapilan bir
caligmada; 5 °C’de 14 izolatin iyi gelistigi ve bunlarin T. aureoviride, T. harzianum ve
T. viride oldugu; T. viride’nin en yiiksek oranda, T. harzianum'un ise en diisiik oranda
bulundugu belirlenmistir. Bu izolatlarin ikili kiiltiir testlerinde 10 “C’de, bitki patojenleri

R. solani ve F. oxysporum f.spp. dianthi’ye karst konak¢i dokuya girmeyi saglayan
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yapilar (appressoria) irettigi ve antagonist etki gosterdigi belirtilmistir (Antal vd.,
2000).

T. harzianum’un 1liman iklim bélgelerinde yaygin olarak bulunurken, T. hamatum
ve T. koningii farkli iklim kosullarindaki bdlgelerde yayilmistir. Sicaklik misel
gelisimini ve spor ¢imlenmesini etkiledigi halde, nem fungal sporun ¢imlenmesi veya

hizli ¢imlenmesini saglamaktadir (Santamarina ve Rosello, 2006).

Trichoderma tiirlerinin ekstraselliiler enzimlerinin farkli pH diizeylerinde (pH 3.0-
7.0) meydana geldigi, miselin ise pH 2.0-6.0 arasinda gelistigi, optimum gelismenin pH
4.0’da oldugu bildirilmektedir (Kredics vd., 2003).

Jackson vd. (1991), yaptiklar1 ¢alismada, ti¢ Trichoderma izolatinin optimum
biomass {iretimini pH 4.6-6.8 arasinda indiikledigini belirlemistir. Tricoderma tiirleri
icinde asitli topraklarda T. viride’nin daha baskin gériindiigii, alkali topraklarda ise T.

hamatum’un baskin oldugu vurgulanmistir (Gibbs, 1967).

Aydin ve Turhan (2009), Tirkiye’nin degisik bolgelerinden alinan farkli fiziksel
ve Kkimyasal oOzellikteki topraklardan 264 Trichoderma tiirii izole -etmislerdir.
Aragtiricilar, en fazla Trichoderma tiiriiniin Van Golii gevresi ve volkanik bir dag alani
olan Karacadag yoresinden izole edildigini bildirmislerdir. T. harzianum, T. virens, T.
inhamatum, T. spirale ve T. asperellum tiirleri birgok bolge topragini kapsayacak sekilde
yaygin olarak izole edilmistir. En az ise birer tiir ile T. viride, T. hamatum ve T.
tomentosum, ikiser tiir ile T. crassum, T. croceum ve liger tiir ile T. gamsii, T. Atroviride
ve T. strigosum tiirleri izole edilmistir. T. harzianum gibi bazi tiirler biitiin bolge

topraklarindan izole edilirken, bazi tiirler ise sadece bazi1 bolgelerden izole edilmistir.

Kullning ve arkadaslar1 (2000), Rusya, Nepal ve Kuzey Hindistanda bes yeni
takson ve bir¢ok yeni tiir ( T. asperellum, T. atroviride, T. ghanense, T. hamatum, T.
harzianum, T. virens ve T. oblongisporum) rapor etmistir. Kubicek ve arkadaslari
(2003), Giiney Asya da T. asperellum, T. atroviridea, T. ghanense, T. hamatum, T.

harzianum, T. virens ve T. Oblongisporum, T. koningii, T. spirale, T. viride ve H.
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jecorina (anamorf: T. reesei) tiirlerini bildirmistir.

Sadfi-Zouaoui ve arkadaslar1 (2009), Tunusda yaptiklar1 ¢calismada en sik olarak
T. harzianum izole etmisler. Bunun disinda; T. longibrachiatum, T. saturnisporum, T.
atroviride, T. viride, T. koningii. T, velutinum, T. cernum, T. sinensis, T. citrinoviride gibi

tiirleri izole ettigini bildirmistir.

Nitrobenzenden tiiretilen organik kimyasal bir fungusit olan ve hala birgok iilkede
tiretilip kullanilan, Pentachloronitrobenzene (PCNB) yogun olarak Rhizoctonia spp.,
Sclerotium rolfsii, S. cepivorum gibi toprak kaynakli fungal patojenlerin kontroliinde
kullanilmaktadir, fakat, Pythium, Fusarium ve Phytophthora tiirlerine etkisizdir
(Subhash ve Wyas, 1989).

Toprak kaynakli sorunlardan en Onemlilerini kok ¢iiriikliglii etmenleri ve
nematodlar olusturmaktadir. Bir¢ok iiretici, kok ¢iiriikliigli etmenlerine karsi
pentachloronitrobenzene (PCNB) igerikli preparatlar kullanma aliskanligi kazanmistir.
Uretici, her yil dikimden &nce mutlaka bu tip bir fungusidi uygulamaktadir. Buna
ragmen kok ciirikligi hastaliklarinda bir artis goriilmektedir. Toprak kaynakli
funguslarca olusturulan bu kok ve kokbogazi hastaliklari ise {iretimi etkileyen en dnemli

faktorlerden biri olup miicadelede basar1 sansi istenilen diizeyde olmamaktadir.

Pentachloronitrobenzen’in  (PCNB) domates seralarinda kok curiikligi
etmenlerinin niceligi, niteligi ve hastalifin yayginligi tizerine etkisini saptamak
amaciyla yapilan bu ¢aligmada; PCNB uygulanmis ve kontrol amagli 10’ar adet sera
secilerek hastalikli bitkiler sayillmis ve her bir seradan tesadiifen secilen 6’sar adet
hastalikli bitkiden izolasyon yapilmistir. Aragtirma sonucunda Fusarium tiirleri kontrol
seralara gore %20.9 daha fazla tespit edilmistir. Toplam funguslar igindeki Fusarium
oranlar1 PCNB’li serada %85.05, kontrolde ise %75.67 oraninda kaydedilmistir. Ayrica
PCNB ile ilaglanmis seralardaki hastalikli bitkilerin %85.60’1nda, kontrol seralardaki
bitkilerin %66.4’tinden Fusarium tiirleri izole edilmistir. Rhizoctonia solani ve
Colletotrichum coccodes kontrole gore sirasiyla %71.43 ve %60 oraninda daha az tespit
edilmistir.  Yillardir en ¢ok kullanilan fungisitlerden biri de PCNB’dir.
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Hidrokarbonlardan olan bu bilesik, kalic1 olup toprakta pargalanabilmesi i¢in yillar
geemesi gerekir. Bu nedenle, insan ve c¢evre sagligi agisindan Onemli risk teskil
etmektedir. Yogun bir sekilde kullanilmasina ragmen kok ciirtikliigli hastaligimin
kontroliinde 6nemli bir degisiklige neden olmadigi, sadece hastalik etmeninin niteligini

degistirdigi gorilmustiir (Yigit, 2003).

Yigit (1977), tarafindan Marmara Bolgesi’nde bircok sebze ve meyvede ¢esitli
pestisit kalintilar1 arastirilmis ve 6rneklerin %83’iinde DDT (Diklorodifeniltrikloretan),
lindane, aldrin ve malathion kalintilarina rastlanmistir. Analize alinan Orneklerin
ortalama %#4,6’sinda, %10-16 arasinda degisen oranlarda tolerans tisti kalinti

saptanmigtir.

Mugla ili Fethiye ilcesinde sera kosullarinda yetistirilen {ilkemiz i¢in ekonomik
oneme sahip domates bitki etiketlerinde onerilen dozlarda Akrobat (%9 dimetomorf +
%60 mancozeb) ve Sandofan (%10 oksadiksil + %56 mancozeb) fungisitleri uygulamis
ve bunlarin domates bitkisi iizerindeki olasi anatomik ve fizyolojik etkileri
incelenmistir. Her iki fungisit uygulamasinda kontrol gruplarina gére stoma indeksi,
yaprak ile gévde enine kesit tabaka kalinliklar1 ve meyvedeki igsel hormonlardan indol-
3-asetik asit (IAA) ile absisik asit (ABA) miktarlarinin azaldig tespit edilmistir. Ayrica,
uygulama gruplarinda anormal stomalara rastlamis, yaprak enine kesitlerde palizat ile
slinger parankimasi hiicrelerindeki deformasyonlari agikga goézlenmistir (Tort vd.,
2004).

Bu c¢alismada; Rize'nin Pazar ilgesi Kirazlik mahallesinde (Enlem 41,1784,
boylam 40,9081) bulunan bir sebze bahgesinde (domates, biber ve patlican) gbzlenen
solgunluk ve kok ¢iiriikliigii hastaliginin fungal etkenlerinin ve biyolojik miicadelesinde
kullanilabilecek potansiyel Trichoderma spp. suslarinin izolasyonu, identifikasyonu ve
karakterizasyonu hedeflenmistir. Biyolojik miicadele ajan1 olarak kullanilma potansiyeli
olan birgok fungal antagonistlerden bu ¢alisma ile izole edilen ve in vitro testlerde etkili
bulunan izolatlarin, toprak ve tohum kokenli patojen mantarlara karsi kullanilabilme
potansiyellerinin belirlenmesine yonelik calismalarin yapilmast planlanmistir. Bu
calismayla, belirtilen hastaliklara kars1 kullanilabilecek yerel, potansiyel bir biyokontrol

ajan (Trichoderma spp.) veya ajanlarin belirlenmesi amaglanmastir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim cihazlar Tablo 7’de ve kimyasal sarf maddeler Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 7. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz adi Model Firma
Sogutmali Santrifii 2-16PK SIGMA

pH metre Orion 420A Thermo
Calkalayici 3005 GFL
Thermoblok MS-100 NOSHENG
Inkiibator Model 600 MEMMERT
Inkiibator BINDER
Jel Gorlintiileme Sistemi Digi-Doc It UVP
Iklimlendirme Kabini WGC-P4 DAIHAN
Bidistile Su Cihaz1 2108 GFL
Giivenlik kabineti MN-20 NUVE

Isik mikroskobi E100 NIiKON
Gii¢ kaynagi OSP-500 OowL
Koloni mikroskobu

Pastor firmi FN-500 NUVE
Otoklav OT-40L NUVE
Hassas Terazi PL-214 DENVER
Vorteks REAX TOP HEIDOLPH
Aragtirma Mikroskobu OLYMPUS
Faz Kontrast Mikroskobu OLYMPUS
Stereo Mikroskob OLYMPUS
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Calismada kullanilan Nucleospin Plant kit (50 preps) (Clontech), DNA polimeraz

enzimi, sivi azot ve dNTP kimyasal sarf malzemeleri ticari olarak Sigma’dan temin

edilmistir. Cam ve plastik malzemeler ¢esitli ticari firmalardan temin edilmistir.

Tablo 8. Calismada kullanilan kimyasal sarf maddeler.

Kimyasal adi Firma Katalog no
Agar FLUKA 05039
PDA MERCK 1.10130
Maya Eksrati MERCK 1.03753
Pepton FLUKA 68971
Corn Meal SIGMA C6304
Malt Eksrat Agar MERCK 1.05398
Mg,SO, SIGMA M7506
Na,SO4 MERCK 8.22286
NaCl MERCK 1.06404
Sodyum asetat KIMETSAN KIM-SAT/01CP
Asetik asit SIGMA 27225
NaOH MERCK 1.06494
KH,;P0O,4.3H,0 MERCK 1.12040
K2HPO, MERCK 1.05101
Glukoz MERCK 1.08342
DRBC MERCK 1.00466
HCI FLUKA 84434
Gliserol MERCK 1.04092
Bromocresol MERCK 1.03025
Karboksi Metil Seluloz SIGMA C1909
Amonyum stilfat SIGMA 11225
Tween 20 MERCK S6386784
Etanol Merko Kimya ~  ------------
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2.1.2. Calismada Kullanilan Suslar

Calismada kullanilan mikrofunguslar, Rize ili Pazar-Merkez il¢esinde bahge

topraklarindan izole edilen (Trichoderma spp. ve Fusariim Spp.) suslaridir (Tablo 10).

Kontrol sus olarak kullanilan; T. harzianum KUEN 1585 ticari olarak, Rhizoctonia
solani (AG4 den ZB30, ZB34, B227 ve AG5 den Bl, ZB15 ve ZB18 ) izolatlar
Karadeniz Teknik Universitesi (Demirci, E.), Botrytis cinerea Ankara
Universitesi’nden (Karakaya, A.), Sclerotinia sclerotiorum Gazi Osmanpasa (Yanar, Y.)
Universitesi’nden, temin edildi. Recep Tayyip Erdogan Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan Trichoderma harzianum (ID11D, ID11C),

Trichoderma asperellum (ID20G) suslar1 kullanildi.

2.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.3.1. Malt Ekstrakt Sivi Besiyeri (ME)

Malt Ekstrakt 6,09
Maltoz 1849
Glukoz 6,00
Maya Ekstrakt 1,29
ddH,0 1.000 mL, pH:4.7+0.2

Besiyeri, ticari olarak temin edilen maddelerden yukarida verilen oranlarda
karistirilarak hazirlandi. Genel fungus iiretim besiyeri ve DNA izolasyonu igin
kullanildi. Bu besi yeri 250 ml miktarinda siselere dagitildi ve 121 °C’de 1.1 atmosfer
basincinda 20 dakika otoklavlandi, +4 °C’de bekletildi.

2.1.3.2. Potato Dekstroz Agar (PDA)

Ticari firmanin oOnerisi dogrultusunda litrede 39 gram tartilarak otoklavda 121

°C’de 20 dakika steril edildikten sonra steril petrilere tevzi edildi. Kullanilan siireye
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kadar +4 °C’de bekletildi. Genel iiretim besiyeri olarak kullanildi.

Patates infiizyonu 49

Glukoz 20 g

Agar 15¢g

ddH,0 1000 mL, pH:5.6+£0.2

2.1.3.3. Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBCA)

Ticari firmanin Onerisi 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. Yeast Peptone Dekstrose Sivi Besiyeri (YPD)

Ticari firmanin onerisi dogrultusunda litrede 50 gram tartilarak otoklavda 121

°C’de 20 dakika steril edildi. Fungal toprak inokiiliim preparati hazirlamada kullanildi.

Yeast extract 109
Glukoz 209
Peptone 209¢
ddH,0 1000 mL, pH:6.0-7.0

2.1.3.5. Su Agar Besiyeri

1 litre distile suya 15 gram olacak sekilde otoklavda 121 °C’de 20 dakika steril
edildikten sonra steril petrilere eklendi. Funguslarin hifa ve misel yapilarinin

belirlenmesi ve ©On patojenite testinde domateS tohumlarmin g¢imlendirilmesi i¢in

kullanildi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Topraktan Orneklerin Ahnmasi

Toprak oOrnekleri, Rize ilinin Pazar ilgesinin Kirazlik mahallesi mevkisinden
2014-2015 yillarinda Agustos ve Ekim aylarinda bahge topragindan alindi. Ornek alinim
islemi steril malzemelerle bahgenin dort farklt noktasindan topragin 20 cm
derinliginden alinarak steril falcon tiiplere konuldu. Laboratuvara getirilen 6rnekler

islem yapilincaya kadar derin dondurucuda (-20 C°) bekletildi.

2.2.2. Topraktan Bitki Kistmlarinin Orneklerinin Alinmasi

Bitki kisimlarmin o6rnekleri Rize ilinin Pazar ilgesinin Kirazlik mahallesi
mevkisinden 2014-2015 yillarinda, Eyliil ve Ekim aylarinda bahgedeki hastalik siiphesi
olan bitkiler steril polietilen posetler igerisine konularak laboratuvara érneklem almak
icin getirildi. Laboratuvara getirilen Ornekler islem yapilincaya kadar derin
dondurucuda (-20 C°) bekletildi.
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Sekil 2. Araziden alinan hastalikli domates bitkisi kok ve meyve resimleri.

Toprak Orneklerinin Fiziksel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ornek olarak alinan toprak kirmizi sar1 podzolik toprak olup, toprak 1sis1 drnek
alimi esnasinda termometre ile 25 cm derinlikten olgiilmiis ve 22-23 °C olarak
kaydedilmistir. pH tayini, elektrometrik yontem kullanilarak 1:25 toprak su oraninda
Orion 420-A model pH metre ile analizler yapilmistir (Saglam, 1978). Nem oranini
hesaplamak i¢in orneklerden 10’ar gram alinip 105 °C’de 24 saat tutulmus ve tekrar

tartilmigtir. Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

(Yas Agirlik - Kuru Agirhik)
Kuru Agirhik

X100

Nem Orani (%) =

2.2.3. Topraktan Mikrofungus izolasyonu

Topraktan mikrofunguslarin izole edilmesinde, toprak mikrobiyolojisine
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bakteriyolojiden adapte edilen “Topragi Sulandirma Metodu” kullanilmistir. Metodun
uygulanis1 asagida agiklandigi sekildedir. Arastirmamizda 1 gr firin kurusu toprakta
bulunan mikrofunguslarin kalitatif ve kantitatif analizleri dikkate alindigindan, toprak
orneklerinden alinan belirli kistmlarin nem miktarlar tespit edilerek, 10 gr firn kurusu
topraga karsilik gelecek nemli topragin kag¢ gr oldugu bulunmustur (Oner, 1973). Bunun
icin toprak 6rneklerinin her birinden 10 gr toprak alinarak, Pastor firmninda 105°C 'de 24
saat tutulup, tartilip kaybettikleri su miktar1 tespit edilmistir. Sonra bu agirlik kaybinin
10 gr firm kurusu topraga karsilik miktar1 oranlama ile bulunmustur. Bu sekilde biitiin
ornekler i¢in 10 gr firin kurusu topraga karsilik gelecek nemli toprak miktarlart
hesaplanarak, bu miktardaki topraklar 100 ml’lik steril dereceli kaplar igerisine
konulmus, tizerlerine 100 ml’ye tamamlanacak sekilde steril damitik su ilave edilmistir.
Bu sekilde 1/10'luk siispansiyon hazirlanmistir. Elde edilen 1/10'luk siispansiyon,
calkalayicida 30 dakika siire ile ¢alkalanmistir (Hasenekoglu, 1980).

Elde edilen 1/10'luk siispansiyondan steril bir dereceli kap igerisinde sirasiyla
1/100, 1/1000, 1/10.000'lik diliisyonlar hazirlandi. Diliisyonlarin hazirlanmasinda
kontaminasyonun Onlenmesi i¢in gerekli titizlik gosterildi. Stispansiyon haline
getirdigimiz toprak orneklerinden mikrofungus izolasyonu icin Patates Dekstroz Agar
(PDA) ve Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBCA) besi yeri kullanilda.
Steril bir pipetle 1/10.000'lik dilusyonlardan her bir petriye 1 ml olacak sekilde ekim
yapildi. Her bir toprak orneginden 2 farkli diliisyondan ekim yapildi ve ekimi
tamamlanan petri kaplar1 28°C 'de 7-10 giin inkiibasyona birakildu.

2.2.4. Bitki Kisimlarindan Mikrofungus izolasyonu

Domates bitki 6rneklerinin kok, govde ve meyve kisimlarindan alinan numuneler
her biri 10 gram olacak sekilde tartildi. Ornekler % 10'luk ¢amasir suyunda 3 dakika
bekletildikten sonra 3 kez steril distile su ile yikandi. Daha sonra ornekler % 70’lik
alkol i¢inde 3 dakika bekletildikten sonra steril distile su ile 3 kez yikandi. Bu islemlere
tabi tutulan Ornekler, 90 mililitrelik steril su igerisinde blenderdan gegirilerek
parcalandi. S1v1 hale gelen 6rnekler 6nceden hazirlanan DRBC ve PDA, besiyerlerine

yayma ekimi seklinde ekimleri yapildi. DRBC ve PDA besiyerleri ise 28 °C' de 7-10
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giin inkiibe edildiler. DRBC ve PDA besiyerlerinde iireyip farkli koloni morfolojileri
gosteren kiif ornekleri makroskopik ve koloni mikroskobunda incelendikten sonra saf

kiltilir i¢in pasajlar1 yapildi.

2.2.5. Tek Koloni Izolasyonu ve Tiir Teshisi

Tek koloni izolasyonu ve tiir teshisi i¢in 28 °C 'de 7-10 giinliik inkiibasyon
periyodu sonunda petri kaplarinda (PDA ve DRBC) gelisen kolonileri incelenmistir.
Farkl1 koloniler tespit edilerek saf kiiltiir elde etmek {izere PDA besiyerine tek nokta
ekimi yapildi. PDA’da 7 giin sonunda gelisen mikrofunguslarin mikroskobileri yapildi
ve pamuk mavisi boyasiyla boyanarak lam tizerinde izole bant teknigi ile mikroskopta
incelendi (Buttler ve Mann, 1959). Mikrosopta Aspergillus, Penicillium, Mucor,
Rhizopus ve Apsidia gibi atmosferik funguslarin varligi belirlenip kaydedildi ancak
dikkate alinmayip saklanmadi. Petri kaplarinda gelisen izole Aspergillus ve Penicillium
cinslerine ait mikrofunguslarin tiir seviyesindeki teshisleri Smith (1971)’in takip ettigi

yol esas alinarak yapilmistir.

Toprak kokenli oldugu diisiiniilen diger funguslarin ileri tetkik i¢in saf pasajlari
yapildi ve derin dondurucuda (-20 ve -80 °C de) % 20 - % 50 gliserol igerisinde
saklandi. Giinlik ¢aligma i¢in vida kapakli tiiplerde yatik PDA besiyerine pasajlar
yapilarak kiiltiir edildi ve oda sicakliginda bekletildi. Mikrofunguslarin gecici olarak
incelenmesinde Buttler ve Mann (1959)’1n selofan bant metodu uygulanmis ve basari
saglanmistir. Bu islem i¢in, yapigskan bir seliiloz banttan koparilan uygun biyiikliikteki
pargalar, incelenmek istenen koloninin geng¢ bolgeleri iizerine hafifce bastirilmis, daha
sonra lam TUzerindeki preparat vasatina yapigkan taraf altta kalacak sekilde
yerlestirilmistir. Bant iyice gerilerek iki tarafi lama yapistirilip, mikroskopta incelenecek
hale getirilmistir. Mikrofunguslarin preparati hazirlanarak incelenmeleri yapildig: gibi,
cok Onemli olan bazi &zelliklerin tespiti icin, petriler dogrudan mikroskop altina
konulmas: suretiyle kiiciik objektifler kullanilarak da incelenmistir. Orneklerin tiir ve
cins seviyesindeki teshislerinde Hasenekoglu (1991), Seung-Hun Yu ve Gun-Sik Seo
(2002), Rifai (1969), Arx (1987), Barnett ve Hunter (1972), Smith (1971), Gerlach ve
Nirenberg (1982), Ellis ve Ellis (1985), Davis ve Raid (2002), Kubicek ve Harman,
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(2002) kaynak olarak kullanilmigtir. Mikrofunguslarin sistematiginin yapilmasinda
Ainsworth and Bisby's Dictionary of the Fungi (9th Edition) kullanilmistir (URL-4).

2.2.6. Trichoderma ve Fusarium Mikrofunguslarmm DNA izolasyonu ve PCR

Analizi

Tek koloni diisiirme yontemiyle elde edilen saf kiiltiirler DNA izolasyonu yapmak
icin Malt Ekstrakt sivi besi yerine (MEB) 1 ml (1 x10° kob/ml) spor soliisyonu inokiile
ekildi. Sivi besiyerinde 7-10 giin 28 °C de 150 rpm'de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe
edildi. Daha sonra miseller besi yerinden steril tiilbent vasitasiyla siiziilerek ayrildi. Elde
edilen miseller steril bir havan igerisine konularak iizerine sivi azot eklendi ve ezme
islemi 3 kez tekrarlandi. Islem sonucunda toz haline getirilen misellerin bir kism1 -20 C°
ve -80 C° de tekrardan kullanilmak iizere saklamaya alindi. (Chen vd., 1999). Bir
kisimdan da Nucleospin Plant kiti (50 preps) (Clontech) (ALMANYA), kullanilarak

tiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda DNA izolasyonu gerceklestirildi.

Trichoderma spp. suslarindan izole edilen DNA’larin 1TS1-5.8S-1TS2 intragenik
gen Dbolgelerinin  sekans analizleri igin PCR karigimi hazirland1 (Tablo 9).
Oligoprimerlerin baz dizileri QT4: 5°- TCC TCC GC TTATTGA TAT GC - 3’ ve QT5:
5’-GGAA GTAAAA GTCGTAA CAAGG GG — 3’seklinde olup ticari olarak temin
edildi.

Trichoderma spp. suslarindan izole edilen DNA’lardan 1 pl’si 49 ul PCR
karisimina ilave edilerek Tablo 9’de verilen PCR sartlarinda g¢ogaltildi. PCR {iriinii
kontrollerle birlikte %1°lik agaroz jelde, 100 baz ¢iftlik molekiiler agirlik (Vivantis)
markir1 kullanilarak 60 voltta jel elektroforezinde yiiriitiildii. UV transiluminator ve jel

goriintliileme sistemi kullanilarak fotograflandi.
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Tablo 9. ITS1-5.8-1TS2 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR karigimi

PCR karigimi 1X (uL) 10x (uL)
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

2.2.7. Trichoderma ve Fusarium Mikrofunguslarimin Sekans Analizi

Trichoderma spp. ve Fusarium spp. suslarindan elde edilen ITS1-5.8-1TS2 gen
bolgelerini iceren PCR iirlinleri ticari olarak sekans edildi. Elde edilen biitiin 1TS1-5.8-
ITS2 gen bolgesi verileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programui ile diizenlendi ve
NCBI GenBank’ta Blast analizi programi kullanilarak, GenBank’ta yer alan diger ITS1-
5.8-1TS2 gen dizileri ile yiizde benzerlikleri belirlendi (Tablo 19 ve Tablo 21).

Genbanktan ejde edilen veriler, izolatlarin morfolojik tanimlamalarinin
dogrulanmasi i¢in kullanildi. ITS1-5.8-1TS2 gen dizileri Cluster analizi, ayn sekilde
BioEdit programini kullanarak ClustalW programi ile yapildi ve buradan elde edilen
veriler MEGA (Tamura vd., 2011, version 5) filogenetik analiz programi1 yardimiyla
Neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Hizalama bosluklart kayip veri olarak
degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligi, MEGA 5.0 programi
kullanarak se¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1.000 tekrarli olacak sekilde test edildi.

2.2.8. Trichoderma ve Fusarium’larin Morfolojik ve Kiiltiirel Tanimlanmasi

Fusarium tiirlerinin tanimlanmasinda en &nemli 6lgiit morfolojik o6zelliklerdir.
Fusarium tiirii funguslar tek veya ¢ok dalli fiyalitler lizerinde yapiskan spor, enterblastik

spor, ya da bir dinlenme formu olan klamidosporlar iiretirler. Konidiler bélmesiz ya da
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bir bélmeli, pyriform, fusoid-oval diiz ya da kavisli mikrokonidi ve 0-10 veya daha
fazla bolmeli makro konidi seklinde olabilmektedir (Booth, 1971; Burgess vd., 1994).
Fusarium’lar sporodokyum iizerinde tirettikleri seffaf, bélmeli, orak ya da kano seklinde
makro konidi liretimi ve baz tiirlerde ise havai miselyumda mikro konidi iiretimi ile
karakterize edilir. Fusarium tiirlerinin tanimlanmasinda makrokonidilerin ve
mikrokonidilerin olusum bi¢imi, sekli, klamidosporlarin varligi veya yoklugu, PDA
(Potato Dextrose Agar) lizerindeki koloni morfolojisi ile gelisme orani (koloni gapi,
rengi vb.) gibi Ozellikleri esas alinmaktadir (Burgess vd., 1994; Devika Rani, 2008).

Calismamizda da bu 6zellikler incelendi.

PDA besi yerinde 28 “C'de 7-15 giin kiiltiir edildi. Petrinin alt ve ist tarafinin
koloni rengi misel gelisim sekli, radyal biiylime, spor olusumu, makrokonidia,
mikrokonidia ve kalmidiasporlarin biiyiikligi gozlemlendi. Buna gore yukaridaki
morfolojik 6zelliklere dayanilarak fusariumlarin morfolojik olarak tanimlanmasi yapildi

(Burgess vd., 1994; Devika Rani, 2008; Naik, 2006).

Yaygin olarak Trichoderma tiirlerinin tanimlanmasi igin iki teknik; petri
kaplarinda gorsel gozlem ve slayt kiiltiirlinde mikro-morfolojik yapilarin sekli kabul
edilmektedir. Gorsel gozlem igin, izolatlar 7-15 giin boyunca PDA besiyeri iizerinde
biiyiitiildii. Her izolat i¢in misel biiylimesi, rengi, kokusu ve orta renkteki degisiklikler
her giin incelendi. Mikromorfolojik ¢aligmalar i¢in slayt kiiltiir teknigi kullanildi (Leahy
vd., 1990). Konidiyoforlarin veya fialidlerin sekil, boyut, diizenleme ve gelisiminin
incelenmesi, Trichoderma spp'nin geleneksel yontem ile tanimini sagladi. Numuneler,
Trichoderma cinsi igin bir taksonomik anahtarla karsilastirllmistir (Rifai, 1969). Bu
caligmalar sonucunda cins diizeyinde tanimlanan Trichoderma spp. ve Fusariim spp.

suslar1 Tablo 10' da verilmistir.
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Tablo 10. Calismada kullanilan Trichoderma spp. ve Fusariim Spp. Suslari.

Sus no Cins adi Sus no Cins ad1

Yp la Trichoderma spp. Yp 1c Fusarium spp.
Yp 2a Trichoderma spp. Yp 3f Fusarium spp.
Yp 2c Trichoderma spp. Yp 3g Fusarium spp.
Yp 2d Trichoderma spp. Yp 4c Fusarium spp.
Yp 2e Trichoderma spp. Yp 4e Fusarium spp.
Yp 3a Trichoderma spp. Yp7b Fusarium spp.
Yp 3b Trichoderma spp. Yp 9b Fusarium spp.
Yp 4a Trichoderma spp. Yp 13a Fusarium spp.
Yp 7a Trichoderma spp. Yp 13b Fusarium spp.
Yp 9c Trichoderma spp. Yp 14c Fusarium spp.
Yp 1l Trichoderma spp. Yp 18b Fusarium spp.
Yp 16a Trichoderma spp. Yp 19 Fusarium spp.
Yp 16¢ Trichoderma spp. Yp 22a Fusarium spp.
Yp 17a Trichoderma spp.

Yp 17b Trichoderma spp.

Yp 18c Trichoderma spp.

Yp 18d Trichoderma spp.

Yp 18e Trichoderma spp.

Yp 20a Trichoderma spp.

Yp 23e Trichoderma spp.

Yp 24b Trichoderma spp.

Yp 25¢c Trichoderma spp.

ATCC 1585 Trichoderma spp.

2.2.9. Trichoderma spp. Suslarinda Dual Teknikle Patojen Inhibisyon Aktivitesinin

Belirlenmesi

Dual teknik Trichoderma spp. ile Fusarium spp. ve kontrol olarak Botrytis
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum suslarinin  birbirlerine olan etkinliklerinin
saptanabilmesi amaciyla yapildi. Steril kosullarda hazirlanan PDA besiyerlerinde,
aralarinda 4 cm uzaklik bulunan iki kdseye karsilikli olarak, 5 mm ¢apinda. karsilikli 2

tane kuyucuk agildi. Agilan karsilikli kuyucuklardan birine 4 giinlik Trichoderma
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kiltiirti, diger kuyucuga ise 4 giinliik olan Fusarium izolati kiiltiirlerinin 5 mm ¢apli
kiiltiir diskleri yerlestirildi. Kiiltiirler 28 °C'de inkiibasyona birakildi (Sekil 10 ve Sekil
11). Kiiltiirler giinliik takip edildi ancak 4. ve 10. giinlerde, antagonist (Trichoderma
spp.) Ve Fusarium spp., Botrytis cinerea ve Sclerotinia sclerotiorum biiyiime zon
caplart oOlgiilerek degerleri kaydedildi. Ayrica fotograflari g¢ekildi. Asagida verilen
formiile gore inhibisyon yiizdesi hesaplandi (Royse ve Ries, 1978).

(R1 — R2)x(100)

%PIRG = (RI) = ®D

RI; Engelleme orani
R1; Patojenin biiylime yaricap1

R2; Patojenin antagonist yoniindeki biiyiime yarigap1

2.2.10. Su Agar da Domates Cimlenme Deneyi / Petri Kaplarinda On Patojenite
Testi

Patojenite testi i¢in farkli arastirmacilarin (Muyolo vd., 1993; Sneh ve
Ichievlevich- Auster, 1998) uyguladiklari yontem modifiye edilerek kulanildi. Deney
icin onceden Trichoderma ve Fusarium izolatlari, PDA agarda 7 giinliik kiiltiirleri

hazirlandi.

Distile su ile % 1.5'lik agar hazirland1 ve 121 °C'de 1,1 atmosfer basincinda 15
dakika otoklav edildi. Steril sartlarda 90 mL’ lik petri kaplarina dagitildi. Caligmada
kullanilacak olan domates tohumlar1 (Ankara avsa cinsi domates tohumlar1) % 50'lik
NaOCl’de 3 dakika yiizeysel dezenfeksiyonu yapildi. Bir ka¢ kez (koku gidene kadar)
steril distile su ile yikandi. Daha sonra % 70'lik etil alkolde 2 dakika bekletildi ve tekrar
steril distile su ile birka¢ kez (koku gidene kadar) yikandi. Sterilizasyonu tamamlanan
domates tohumlar1 oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra her bir petride 10'ar
adet olacak sekilde petri merkezinden 3 cm uzaklikta dairesel olarak su agar plaklarina
yerlestirilip 25 °C'de 24 saat 6n ¢imlenme icin etiivde bekletildi. On ¢imlenmeden sonra
petrilere 7 giinliik kiiltiiri yapilmis olan Trichoderma ve Fusarium funguslarmin her
birinden 10 mm ¢apli diskler alinarak su agar petrilerinin ortasina ekimi yapildi.
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Fusarium spp. yavas iredigi i¢in tohumlarla birlikte, Trichoderma spp. ise hizl
tiredikleri i¢in ¢gimlenmenin 2. giiniinden sonra petrinin ortasina yerlestirildiler. Petriler,
25 °C’de 12 saat fotoperiyotta, 151k altinda, 6-12 giin boyunca inkiibe edildi. Domates
tohumlarindan gelisme/filizlenme parametreleri gozlendi ve fotograflandi. Kontrole
gore elde edilen sonuglar ANOVA (Duncan p<0.05) istatistiki analizlerle

degerlendirilmis ve gruplar arasindaki fark saptanmistir. Filizlerin gelisim parametreleri;

a. Kok ve govde uzunluklari cetvel yardimiyla 6l¢iildi,

b. Sagaklanma sayisi belirlendi,

C. Hastalik siddeti tanimsal skala kullanilarak belirlendi . (Tablo 11)
d. Tartim yapilarak yas agirligi belirlendi

B 3 giin 60 °C’ de bekletilerek kuru agirliklar1 belirlendi.

Tablo 11. Cimlenen tohumlarda hastalik siddetinin degerlendirilmesinde kullanilan
tanimsal skala

Hastalik Tanimi

derecesi

0 Saglikli (hipokotilde hi¢ lezyon yok)

1 Hipokaotillerinde, ¢cok az a¢ik- koyu kahverenginin
belirginlesmesi ve yiizeysel ¢iirlime odaklarinin gozlenmesi

2 Hipokaotillerinde, sagak / kazik kokte bolca bozulma

ve clirlimenin olugmast
Hipokotillerinde, yaygin kok ciirtikligii

Olii fidanlar

Cimlenme bagarist (yiizdesi) ve Vigour indeksi asagidaki formiillere gore

hesaplanmistir (John Christopher vd., 2010).

Vigour indeksi = (Siirgiin Uzunlugu + K6k Uzunlugu) X Cimlenme Yiizdesi

Cimlenme Yiizdesi = Cimlenen Tohum Sayist / Toplam Ekilen Tohum Sayis1 X 100

2.2.11. Fusarium Toprak Inokulum Preparati (FTIP) Hazirlamsi

Bu deney i¢in John vd. (2010) ve Abd-El-Aziz vd. (2013)'in kullandig:
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yontemler modifiye edilerek kiiltiir vasati hazirlandi.

Patojenite testine gore en patojen olarak segilen bir adet Fusarium spp. (Ypl13b)
susu bu deney i¢in materyal olarak kullanilmistir. Oncelikle 50 gr kum + 50 gr nohut
taneleri tartilarak 250 ml'lik erlen mayere yerlestirildi ve 100 ml su ilave edilerek
otoklovda steril edildi. Daha sonra PDA besiyerinde yaklagik 7 giinliik Fusarium
kiiltiirlerinden, lcm c¢apli 4 funguslu agar diski mantar deliciyle alinarak, steril
kosullarda erlene eklendi. Kiiltiirii hizlandirmak i¢in iizerine 50 ml Yeast Peptone
Dextrose (YPD) sivi besiyeri ilave edildi. Miselin tohumlar1 tam sardigi giine kadar
(Yaklasik 20-25 giin) 25 °C de inkiibasyona birakildi. Kiiltiiriin homejenizasyonu i¢in
her giin bir iki kez karistirildi.

2.2.12. Domates Tohumlarma Trichoderma Spor Siispansiyonunun Uygulanmasi ve

Saksi Deneyi

Bu calismada materyal olarak ¢cimlenme basarisi yliksek, antagonist testinde de en
etkili olan Trichoderma spp. (Ypla, Yp4a, Yp24b) suslar1 kullanilmistir. Trichoderma
spp. suslari, PDA besi yerinde 28 °C’de 7-10 giin inkiibasyon yapilarak bol sporlanmasi
saglandi. Kiiltiirlerinden sporlar1 steril distile su ile yikanarak steril erlen igerisine
alind1 ve diliisyon yardimiyla 4,4x10" - 4,8x10" cfu/mL yogunlukta spor siispansiyonu
hazirlandi. Spor sayimi i¢in Neubaver lami kullanildi (Goettel ve Inglis, 1997).
Sporlarin tohuma yapismasi i¢in spor soliisyonu ve % 2’lik CMC (Karboksi Metil
Seliiloz) 1:1 oraninda karistirildi. Steril erlen igerisinde bulunan, sterilizasyonu
tamamlanmis tohumlara toplam 20 ml ilave edilip yaklasitk 30 dakika yatay
calkalayicida sporlarin tohumlari kaplamasi i¢in beklendi (Mihuta-Grimm ve Rowe,
1986). Iistisna olarak spor olusturmayan bir susda  (Yp-la) spor soliisyonu

hazirlanamadi. Bunun yerine besiyerinden alinan 1cm ¢aphi 5 adet diskler kullanild.

Saks1 deneyi icin 1500 ml'lik saksilar altliklari ile birlikte ¢amasir suyundan
gecirilerek dezenfekte edildi. Onceden ticari olarak temin edilen torf topragi (Dr. Green
- Dr4) kullanildi. Topragin baslica 6zellikleri pH 5.5-6.5, karbon orani (C); % 48, azot
icerigi 20.2 mg/l, fosfat icerigi (PO,); 1.9 mg/L, azot igerigi (NOs); 4.8 mg/l, amonyum
icerigi (NHa); 2.7 mg/L degerlerindedir. Uygulama i¢in toprak, 121 °C’de 1.1 atmosfer
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basincinda birbirini takip eden iki ayr1 giin 1'er saat otoklavlanarak steril edildi. Ayn
sartlarda steril edilen pellet ile steril sartlarda 3:1 (1000 ml toprak 500 ml pellet)
oraninda karistirilarak steril saksilara saksi boyutunun 3/2'sini gececek sekilde
dolduruldu (Ekmekgi ve Terzioglu, 1998). Deney diizeneginde 8 farkli grupta 3'er
tekrardan olusan toplam 24 saks1 hazirlandi (Tablo 12 ve Sekil 17).

Tablo 12. Saks1 deneyi diizenegi
No  Grup Saks1 deney diizenegi (3 Tekerriirlii)

1 Negatif Kontrol  Steril edilmis 10 adet domates tohumu
2 Ypl13 b Kontrol 16 adet FTIP kaplanmig nohut tohumu + 10 adet steril

domates tohumu

3 Ypla Kontrol Ypla spor soliisyonu ile kaplanmis 10 adet domates
tohumu

4 Yp4a Kontrol Yp4a spor soliisyonu ile kaplanmis 10 adet domates
tohumu

5 Yp24b Kontrol Yp24b spor soliisyonu ile kaplanmis 10 adet domates
tohumu

6 Ypla-Ypl3b Test 16 adet FTIP kaplanmis nohut tohumu + Ypla spor
soliisyonu ile kaplanmig 10 adet domates tohumu

7 Ypda-Ypl3b Test 16 adet FTIP kaplanmis nohut tohumu + Yp4a spor
soliisyonu ile kaplanmig 10 adet domates tohumu

8 Yp24b- Yp13 16 adet FTIP kaplanmis nohut tohumu + Yp24b spor

Test soliisyonu ile kaplanmis 10 adet domates tohumu

Negatif kontrol ve Trichoderma kontrollerinde Fusarium olmadigindan domates
tohumlar1 saksiya yerlestirildikten sonra iizerine 1 cm kalinliginda toprakla kaplandi ve
can suyu olarak 200 ml steril musluk suyu verildi. Fusarium (Yp13b) kontrol grubunda
ise saksiya Oncelikle yaklagik her santimetre kareye bir adet gelecek sekilde 16 adet
FTIP kaplanmis nohut tohumu yerlestirildi. Daha sonra iizerine 1 cm steril edilmis
toprakla kaplandi ve tekrar {izerine steril edilmis 10 adet domates tohumu konularak
tizeri yaklasik 1-2 cm kalinlhiginda toprakla ortiildii. Deney gruplarinda ise patojen

olarak Fusairum (Ypl13b) ile biyokontrol ajami olarak 3 farkli Trichoderma susu
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kullanildi. Pelet-toprak (3:1) karisimi1 doldurulmus (3/2'sini gececek sekilde) saksilarin
her birine 16 adet FTIP kaplanmis nohut tohumu yerlestirildi ve tizeri 1 cm kalinliginda
toprak ile kaplandi. Daha sonra her bir grup i¢in kullanilan Trichoderma sporlar ile
kaplanmig 10 ar adet domates tohumlari yerlestirilerek iizeri 1-2 cm kalinliginda toprak

ile kapatilip can suyu olarak 200 ml steril musluk suyu verildi.

Saksilarmn tiimi iklimlendirme kabini (WGC-P4, DAIHAN) 26 °C'de 16 saat 151k
8 saat karanlik ve 350 p,tmolm'zs'1 1s1k yogunlugunda 5 hafta inkiibe edildi. Tiim saksilar
2 giin arayla 200 ml steril musluk suyu ile sulandi. 15 giin sonunda ¢imlenen filizlerin
daha saglikli gelisebilmesi igin ¢imlenenler arasindan gii¢lii olan iki fide birakildi ve
bundan sonraki siire¢ her saksida iki fide olacak sekilde dizayn edildi. Bu asamadan
sonraki 3 hafta sonunda deney sonlandirildi. Saksilardaki bitkiler degerlendirme igin
sokiilerek, musluk suyunda kokleri yikandi. Govde ¢ap1 kumpas yardimiyla 6l¢iildii.
Ana kok uzunlugu ve govde uzunlugu cetvel yardimiyla 6l¢iildii. Sagak sayisi, yaprak
sayist ve patojen uygulanan fidelerde kokte lezyon sayisi sayildi. Sagaklanma
bolgesinin lizerinden kok ve govde birbirinden makas yardimiyla ayrilarak yas
agirliklart hassas terazide oOlciildii. Her bir kistm makas yardimiyla parcalanarak cam
petrilere konuldu ve 60 °C'de 2 giin bekletildikten sonra kuru agirliklar1 hassas terazi ile
Olgiilerek kaydedildi. Patojen (YP13b) uygulanan fidelerde hastalik siddeti (Tablo 13)
ile ilgili degerin ortaya konmasinda; Tawsend-Heuberger formiilii uygulandi (Muyolo
vd., 1993). Bitki gelisim parametrelerine gore elde edilen sonuglar ANOVA (Duncan

p=0.05) istatistiki analizlerle degerlendirilmis ve gruplar arasindaki fark saptanmistir.
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Tablo 13. Fidelerde yiizde hastalik siddetinin degerlendirilmesinde kullanilan tanimsal

skala

Hastalik Tanimi1

derecesi

0 Saglikli bir fide, beyaz kokler, semptom yok

1 Hafif enfekteli fideler, normal fide gelisimi, gévde
damarlarinda hafif renk bozulmalari

2 Koklerde % 50 enfeksiyon, gelismede hafif derecede gecikme,
kotiledonlarda hafif sarilasma

3 Koklerde siddetli enfeksiyon, govdede sekil bozuklugu,
kotiledonlarda orta ya da siddetli sararma, solma

4 Olii bitkiler

Yiizde hastalik siddeti skala degeri Huh ve Om (2002) ve Ay (2008)’e gore
modifiye edilen 0-4 skala degerleri (Tablo 13) kullanilarak su agar1 sartlarinda %
hastalik oran1 Townsend-Heuberger (Tinline vd, 1975) formiiliine gore elde edilmistir.
% Hastalik Oran1 = X (n.V)/Z. N x 100

n : Skalada farkli hastalik derecelerine isabet eden 6rnek adedi
V : Skala degeri
Z : En yiiksek skala degeri

N : Gozlemi yapilan toplam 6rnek adedi
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3. BULGULAR

3.1. Orneklerden Mikrofungus izolasyonu ve Karakterizasyonu

Bu calisma Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii  Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda 2014-2017 yillar
arasinda yapilmistir. Pazar merkez (Rize) sahil kesiminde bahge topragindan (100
m?lik alandan) alman 12 toprak ve 13 adet devrilme (kok ciiriikliigii ve solgunluk
hastalig1) hastaligina maruz kalmis domates ile biber (gévde, yaprak, kok ve meyve)
ornekleri ¢alismanin materyalini olusturdu (Tablo 14). Calismada 6rnekleme hastaligin
goriildiigii ddnem ve hasat sonu dénem olmak iizere yil i¢inde iki kez yapildi. Ornekler
toprak ve hastalikli bitkilerden (kok, govde ve meyve) alinarak laboratuvara getirilip

calisilacag1 zamana kadar derin dondurucuda (-20 °C) bekletildi.

Tablo 14. Parsel Bahgeden alinan 6rnek numuneler ve numune numaralari.

Say1 2014 Numuneleri Say1 2015 Numuneleri
1 Toprak 15 Biber govde + yaprak
2 Toprak 16 Toprak

3 Toprak 17 Toprak

4 Toprak 18 Toprak

5 Domates govde + yaprak 19 Domates govde
6 Domates meyve 20 Toprak

7 Domates kok 21 Toprak

8 Domates govde + yaprak 22 Domates meyve
9 Domates kok 23 Toprak

10 Domates govde + yaprak 24 Toprak

11 Domates kok 25 Toprak

12 Domates govde + yaprak

13 Domates meyve

14 Domates kok
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Caligsmada toprak ve bitki kisimlarindan yapilan PDA ve DRBC besiyerlerindeki

ekim sonucuna bakilarak koloni morfolojisine ve mikroskobik goriiniimlerine gore

toplam 108 farkli fungus izolat1 elde edildi (Tablo 15).

Tablo 15. Toprak ve bitki 6rneklerinden izole edilen mikrofungus izolat sayisi ve

numaralari.
Ornek izolat kodlar Izolat Ornek Iizolat kodlar [zolat
No sayist  NO sayisl
1 Ypla Yplb, Yplc, 10 15 Ypl5a, Ypl5b, Ypl5c 3
Ypld, Yple, Yplf,
Yplg, Yplh, Yp1li,
Yplj
2 Yp2a, Yp2b, Yp2c, 9 16 Ypl6a, Ypl6b, Ypléc, 4
Yp2d, Yp2e, Yp2f, Ypl6d
Yp2g, Ypz2h, Yp2i
3 Yp3a, Yp3b, Yp3c, 8 17 Ypl7a, Ypl7b, Ypl7c 3
Yp3d, Yp3e, Yp3f,
Yp3g, Yp3h
4 Ypda, Yp4b, Yp4c, 7 18 Ypl8a, Ypl8b, Ypl8c, 5
Yp4d, Ypde, Yp4af, Ypl8d, Ypl8e
Yp4g
5 Yp5a, Yp5b 2 19 Ypl9a 1
6 Yp6a, Yp6b, Ypéc, 7 20 Yp20a, Yp20b, Yp20c 3
Yp6d, Yp6e, Yp6f,
Yp6g
7 Yp7a, Yp7b 2 21 Yp2la 1
8 Yp8a 1 22 Yp22a, Yp22b 2
9 Yp9a, Yp9b, Yp9c, 4 23 Yp23a, Yp23b, Yp23c, 6
Yp9d Yp23d, Yp23e, Yp23f
10 Ypl10a, YplOb, YplOc, 7 24 Yp24a, Yp24b, Yp24c, 5
Yp10d, Ypl1Qe, Ypl0f, Yp24d, Yp24e
Ypl10g
11 Yplla 1 25 Yp25a, Yp25b, Yp25c, 7
Yp25d, Yp25e, Yp25f,
Yp25¢g
12 Ypl2a, Ypl2b, Ypl2c, 5
Yplad, Ypl2e
13 Ypl3a, Ypl3b 2
14 Yplda, Ypldb, Ypldc 3
TOPLAM 68 TOPLAM 40

Calismada izole edilen 6rneklerin geleneksel yontemlere gore (makroskobik ve

mikroskobik oOzellikleri) incelenerek ve metod kisminda verilen kaynakcalardan

yararlanilarak cins diizeyinde tamimi yapilmustir (Tablo 16). Orneklerin biiyiik
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cogunlugunda dogal olarak atmosferik funguslar (Aspergillus, Penicillium, Mucor ve
Rhizopus vb.) oldugu gézlenmistir ve bu izolatlar cins diizeyinde tanimlanmistir. Spor
olusturmayan izolatlarin (PDA ve MEA besiyerinde 7 - 30 giin 28 °C'de) geleneksel
yontemlerle tanimlanmasi yapilamadi. Calismanin bu asamasindan sonraki kisminda
sadece biyokontrol ajani olma potansiyeli tagiyan Trichoderma spp. ve bitki patojeni

olarak kabul edilen Fusarium spp. suslar1 dikkate alinmistir.

Tablo 16. izole edilen mikrofunguslarin geleneksel yontemlere gore cins diizeyinde
dagilimlar1 (N= 108).

Ormek  Geleneksel tanida Ornek no  Geleneksel tanida Orek no  Geleneksel tanida

no cinsler cinsler cinsler
YP-la  Trichoderma spp. YP-6a Byssochlamys spp.  YP-16b  Mucor spp.
YP-1b  Mucor spp. YP-6b Dothideomycetes YP-16c  Trichoderma spp.
spp.
YP-1c  Fusarium spp. YP-6¢ Tanimlanamadi YP-16d Mucor spp.
YP-1d  Mucor spp. YP-6d Tanimlanamadi YP-17a  Trichoderma spp.
YP-1le  Aspergillus spp. YP-6e Cladosporium spp.  YP-17b  Trichoderma spp.
YP-1f  Aspergillus spp. YP-6f Tanimlanamadi YP-17c Mucor spp.
YP-1g  Penicillium spp. YP-69 Tanimlanamadi YP-18a Paracedosporium
spp.
YP-1h  Chrysosporium spp. YP-7a Trichoderma spp. YP-18b  Fusarium spp.
YP-1i Tanimlanamad1 YP-7b Fusarium spp. YP-18c  Trichoderma spp.
YP-1j Tanimlanamadi YP-8 Tanimlanamadi YP-18d  Trichoderma spp.
YP-2a  Trichoderma spp. YP-9a Fusarium spp. YP-18e  Trichoderma spp.
YP-2b  Tamimlanamadi YP-9b Fusarium spp. YP-19 Fusarium spp.
YP-2¢c  Trichoderma spp. YP-9c Trichoderma spp. YP-20a  Trichoderma spp.
YP-2d  Trichoderma spp. YP-9d Tanimlanamadi YP-20b  Tanimlanamadi
YP-2e  Trichoderma spp. YP-10a Paracedosporium YP-20c Tanimlanamadi
spp.
YP-2f Penicillium spp. YP-10b  Tamimlanamadi YP-21 Tanimlanamadi
YP-2g  Tanimlanamadi YP-10c Tanimlanamadi YP-22a Fusarium spp.
YP-2h  Tamimlanamadi YP-10d  Tanimlanamadi YP-22b  Aerobasidium spp.
YP-2i Penicillium spp. YP-10e  Tamimlanamadi YP-23a  Rhizopus spp.
YP-3a  Trichoderma spp. YP-10f Tanimlanamadi YP-23b  Mucor spp.
YP-3b  Trichoderma spp. YP-10g Epicoccum spp. YP-23c  Geotrichum spp.
YP-3¢c  Trichoderma spp. YP-11 Trichoderma spp. YP-23d  Byssochlamys spp.
YP-3d  Penicillium spp. YP-12a Basisiobolus spp. YP-23e Trichoderma spp.
YP-3e  Cladosporiumspp.  YP-12b  Tamimlanamadi YP-23f Cephalosporium spp.
YP-3f Fusarium spp. YP-12¢ Ascodesmidacea YP-24a Rhizopus spp.
spp.
YP-3g  Fusarium spp. YP-12d Tanimlanamadi YP-24b  Trichoderma spp.
YP-3h  Tamimlanamadi YP-12¢ Tanimlanamadi YP-24c Rhizopus spp.
YP-4a  Trichoderma spp. YP-13a Fusarium spp. YP-24d Mucor spp.
YP-4b  Mucor spp. YP-13b Fusarium spp. YP-24e Mycogene spp.
YP-4¢c  Fusarium spp. YP-14a  Tamimlanamadi YP-25a  Rhizopus spp.
YP-4d  Tanmimlanamadi YP-14b  Tammlanamadi YP-25b  Rhizopus spp.
YP-4e  Fusarium spp. YP-14c Fusarium spp. YP-25¢ Trichoderma spp.
YP-4f  Penicillium spp. YP-15a  Tamimlanamadi YP-25d  Tamimlanamadi
YP-4g  Tanimlanamadi YP-15b  Tanimlanamadi YP-25e Mycogene spp.
YP-5a  Tanimlanamadi YP-15¢c Mortierella spp. YP-25f Tanimlanamadi
YP-5b  Tanmimlanamadi YP-16a  Trichoderma spp. YP-25g  Penicillium spp.
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Calismada cins diizeyinde yapilan tanimlamada toprak ve bitki Orneklerinde

toplam 17 farkli cins tanimlanmistir ancak geleneksel yontemlerle tiir diizeyinde

tanimlama yapilamamigtir. Tanimlanan tiirlerin 56’s1 (% 51.85) Ascomycota ve 15’inin
(% 18.8) Zygomycota boliimlerinde yer aldiklar1 belirlendi. Ayrica toplam 37 (% 38.57)

izolat spor formu gozlenemediginden dolayi cins diizeyinde tanimlanamadi (Tablo 17).

Tablo 17. Izolatlarin cins dagilimi ve yiizde (%) oranlari.

Cins dagilimi (Teleomorf) ~ Sube izolat No Say1 Yiizde
(Phylum) (N) (%)
Trichoderma spp. Ascomycota 13, 2a, 2c, 2d, 2e, 3a, 3b, 3c 4a, 23 24,61
(Hypocrea spp.) 7a, 9c, 11, 164, 16c, 17a, 17b,
18c, 18d, 18e, 20a, 23e, 24b, 25¢
Fusarium spp. Ascomycota 1c, 3f, 3g, 4c, 4e, 7b, 9b, 133, 13 12,14
(Nectria spp.) 13b, 14c, 18b, 19, 22a
Mucor spp. Zygomycota 1b, 1d, 4b, 16b, 16d, 17c, 23b, 8 8,56
24d
Penicillium spp. Ascomycota 1g, 2f, 2i, 3d, 4f, 25g 6 6,42
(Eupenicillium spp.)
Aspergillus spp. Ascomycota le,1f, 2 2,14
(Byssochlamys spp.)
Rhizopus spp. Zygomycota 23a, 244, 24c, 253, 25b 5 5,32
Basisiobolus spp. Zygomycota 12a 1 1,07
Aureobasidium spp. Ascomycota 22b 1 1,07
Byssochlamys spp. Ascomycota 23d 1 1,07
Mycogone spp. Ascomycota 24e, 25e 2 2,14
(Hypomyces )
Chrysosporium spp. Ascomycota 1h 1 1,07
(Ctenomyces spp.)
Cladosporium spp. Ascomycota 3e, 6e 2 2,14
(Mycosphaerella spp.)
Dothideomycetes spp. Ascomycota 6b 1 1,07
(Tyrannosorus spp.)
Paracedosporium spp. Ascomycota 10a, 18a 2 2,14
Epicoccum spp. Ascomycota 10g 1 1,07
Mortierella spp. Zygomycota 15¢ 1 1,07
Galactomyces spp. Ascomycota 23c 1 1,07
(Geothricum spp.)
1i, 1j, 2b, 2g, 2h, 3h, 4d, 4g, 5a,
5b, 6a ,6¢, 6d, 6f, 6g, 8, 9d, 10b,
Tanimlanamayan 10c, 10d ,10e, 10f, 12b, 12c ,12d, 36 38,52
12e, 14a, 14b ,15a, 15b, 20b, 20c,
21, 23f , 25d, 25f,
TOPLAM 107 100

Tanimlanamayan izolatlar dikkate alinmadig1 takdirde en fazla izole edilen

izolatlar ¢alismanin da hedefi olan Trichoderma spp. (% 24.61) ve Fusarium spp. (%
12.14) olarak belirlendi (Tablo 17).
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Caligmada hastalik etkeni olarak topraktan ve bitkilerden alinan toplam 10
ornekten 14 adet Fusarium spp. izole edildi. Bir izolat (Yp9a) pasajlar esnasinda
kaybedildi. Suslarin PDA ve su agar besiyerinde 1s1kli ve karanlik ortama, paralel
ekimlerle yapilan inkiibasyonlar1 sonucunda olusan kolonilerin morfolojik ve

mikroskobik 6zellikleri Tablo 18'de, Sekil 3'de, Sekil 4'de ve Sekil 5'de verilmistir.
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Tablo 18. Fusarium spp. izolatlarinin mikroskobik ve morfolojik 6zellikleri (N=13).

Omek Susno Mono Poli Makro Mikro Klamidiyaspor

Su agar ve PDA'da morfolojik goriiniim

yeri fialid fialid spor terminal interkalar etiiv 151k
Toprak Yplc + Alt iistte merkez Ust beyaz-
acik yesil disa dogru yesilimsi alt,
koyulasan yesil merkez agik
yesil disa dogru
koyulasan yesil
Toprak  Yp3f - Ust, beyaz derinlerde Beyaz hafif pembe
hafif pembe alt1 agik alt taraf agik
kirmizi pembemsi kirmizi
Toprak Yp3g - Beyaz pembemsi iist Ust beyaz
alt ise kirmiz1 pamuksu alt koyu
pembemsi disa dogru agilan
koyu kirmizi
pembemsi
Toprak  Yp4c - Ust beyaz pamuksu  Ust beyaz
alt kirmiz1 pembemsi pamuksu yer yer
pembe alt
pembemsi yer yer
koyu pembe
bolgeler
Toprak Ypde - Ust beyaz beyazims1  Ust beyaz merkez
sporlar alt merkezde koyu gri gevreye
mor-gri renk etraf  dogru sarimtirak
sarimtirak
Domates Yp7b i Sarimtirak beyazims1 Ust kirli beyazimsi
kok alt list ayn1 sarimtirak alt
beyaz sarimtirak
Domates Yp9b - Ust kar beyaz alt Ust kar beyaz alt
kok beyaz pamuksu beyaz
Domates Ypl3a + Ust beyaz ariel hifa  Ust beyaz ariel
meyve pamuksu alt taraf hifalar pamuksu alt
hafif turuncu taraf turuncu-
yavru agzi
Domates Ypl3b + Ust beyaz pamuksu  Ust beyaz
meyve alt sari-turuncu pamuksu alt sar1-
turuncu
Domates Ypldc + Ust kirli beyaz alt ~ Ust kirli beyaz alt
kok kirli beyaz yesil sarimtirak
noktams1 yapilar beyazimsi
hem iistte hem altta
Toprak Ypl8b - Ust beyaz pamuksu  Ust beyaz
alt beyaz hafif krem pamuksu alt beyaz
hafif krem
Domates Ypl9 - Ust beyaz alt Ust beyaz alt
govde merkezde hafif merkezde hafif
yeserme onun yesilimsi dis beyaz
disinda beyaz alt ve istte yesil
noktams1 bolgeler
Domates Yp22a - Ust alt beyaz Ust beyaz
meyve pamuksu pamuksu alt hafif
kremrenk alt ve
iistte yesilimsi
noktalar
* (kiit)
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Sekil 3. Fusarium spp. tiirlerinin PDA agarda 10 giinliik kiiltiirde soldan saga sirasiyla
petri alt, iist ve mikroskobik goriiniimleri. Mikroskobi goriintiilerinde bar1
olmayanlar 40x biiyiitmede ¢ekilmistir. Yplc: Fusarium solani, Yp3f:
Fusarium sambucinum, Yp3g: Fusarium spp., Yp4c: Fusarium sambucinum
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Sekil 4. Fusarium spp. Tiirlerinin PDA agarda 10 giinliik kiiltiirde sirasiyla soldan saga
petri alt, ilist ve mikroskobik gorlintimleri. Mikroskobi goriintiilerinde bar1
olmayanlar 40x biiyiitmede ¢ekilmistir. Yp4e: Fusarium oxysporum, Yp7b:

Fusarium spp., Yp9b: Fusarium oxysporum, Ypl3a: Fusarium sambucinum
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Sekil 5. Fusarium spp. tiirlerinin PDA agarda 10 giinliik kiiltirde sirasiyla soldan saga
petri alt, iist ve mikroskobik goriiniimleri. Mikroskobi goriintiilerinde bar1
olmayanlar 40x buyiitmede ¢ekilmistir. Yp13b: Fusarium sambucinum, Ypl4c:
Fusarium oxysporum, Ypl8b: Fusarium oxysporum, Yp22a: Fusarium
oxysporum
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Geleneksel taniyr dogrulamak amaciyla 18S rRNA dizin analizi kullanilarak
yapilan molekiiler tamda Fusarium'larin tiir dagilim1 Tablo 19'da verilmistir. Izolatlarin
6's1 gelencksel metodlarlada tiir diizeyinde tanimlanmistir. Bunlar sirasiyla Fusarium
sambucinum (Yp4c), Fusarium oxysporum (Yp9b ve Yp18b) ve Fusarium spp. (Ypléc
ve Yp19) dir.

Tablo 19. 18S rRNA analizine gore Fusarium izolatlarinin molekiiler tanisi.

zolat 1TS1-58-1TS2 Ortiisme(%) Benzerlik (%) Genbank no
Fusarium solani strain FsD7A27 99% 98% KC202941.1
Yplc  Fusarium solani 98% 99% LN624513.1
Fusarium solani isolate S10 97% 99% KT224788.1
Fusarium sambucinum isolate ZZ349 98% 99% KP264667.1
Yp3f  Fusarium sambucinum strain CBS 146.95 98% 99% KM231813.1
Fusarium sambucinum isolate M123 98% 99% KP265350.1
Fusarium sp. CPK3465 55% 98% FJ840527.1
Yp3g  Fusarium sacchari isolate B-3853 41% 98% GU205422.1
Fusarium sacchari isolate B-3853 41% 98% GU205420.1
Fusarium sambucinum strain CBS 146.95 88% 99% KM231813.1
Yp4c  Fusarium sambucinum isolate M123 88% 99% KP265350.1
Fusarium sambucinum isolate ZZ347 88% 99% KP264666.1
F. oxysporum f.sp. cucumerinum strain ZJ-02  76% 99% HM179530.1
Ypde  F. oxysporum strain TW9 7% 99% KT803066.1
F. oxysporum isolate DO1 76% 99% KP050556.1
Fusarium sp. FSSC_5 strain GJS 09-1469 79% 100% KT313636.1
Yp7b  Fusarium sp. FSSC_5 strain GJS 09-1462 79% 100% KT313630.1
Fusarium sp. FSSC_5 strain GJS 09-14621 79% 100% KT313629.1
F. oxysporum isolate 107 94% 99% KU847855.1
Yp9b  F. oxysporum strain EECC-643 93% 99% KP942940.1
Fusarium sp. strain P1704 93% 99% KT268977.1
Fusarium sambucinum strain CBS 146.95 94% 99% KM231813.1
Ypl3a Fusarium sambucinum strain Fsa0555-B 93% 99% KC899115.1
Fusarium sp. BAB-4678 93% 99% KT186209.1
Fusarium sambucinum strain CBS 146.95 92% 98% KM231813.1
Yp13b  Fusarium sambucinum isolate M123 88% 99% KP265350.1
Fusarium sambucinum isolate MF13 88% 99% KP292801.1
F. oxysporum isolate AFIC35 85% 99% KU872840.1
Ypldc F. oxysporum isolate AFIC23 85% 99% KU872828.1
Fusarium sp. strain P1754 85% 99% KT269026.1
F. oxysporum f.sp.vanilae strain HJAG10 88% 99% KMO005087.1
Yp18b F. oxysporum strain GENF001 86% 99% KX196807.1
F. oxysporum isolate AFIC21 87% 99% KU872826.1
F. oxysporum f. gladioli isolate FOG 94% 98% KU721005.1
Yp19  F. oxysporum isolate F87-Kr1T9 93% 98% KC304806.1
F. oxysporum isolate F53-MB2P1d 95% 97% KC304803.1
F. oxysporum isolate LK FI 28 56% 96% KF897851.1
Yp22a  F oxysporum isolate SMS16 56% 96% KR085974.1
F. oxysporum strain JZB3110003 56% 96% KX640811.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_808213275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808213275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8PNYBBY2015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_756188707
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/756188707?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PNYBBY2015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_270055876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/270055876?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8PPT1V8D015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311901252?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8PPT1V8D015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_311901252
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311901250?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PPT1V8D015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_808213275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808213275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8PNYBBY2015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_756188707
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/756188707?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PNYBBY2015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_298573185
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298573185?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8PS4DZYW015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_954333334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/954333334?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PS4DZYW015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_742524357
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/742524357?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=8PS4DZYW015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_922322632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/922322632?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8PR3SYGY015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_922322626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/922322626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PR3SYGY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/922322625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=8PR3SYGY015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_808213275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808213275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8PRC70DV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_528774638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/528774638?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=8PRC70DV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_915195195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/915195195?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8PRC70DV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_808213275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/808213275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8PRM4MS8015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_756188729
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/756188729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8PRM4MS8015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/567556074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8PRUZFU3015

Calismada alman 25 oOrnegin 14'tinde toplam 22 adet Trichoderma cinsi
mikrofungus izole edildi. Trichoderma spp. tiirleri 12 toprak 6rneginin 11' inde toplam
18 (Ypla, Yp2a, Yp2c, Yp2d, Yp2e, Yp3a, Yp3b, Ypda, Ypl6a, Ypl6c, Ypl7a, Ypl7b,
Ypl8c, Ypl8d, Ypl8e, Yp20a, Yp23e, Yp24b, Yp25c ) ve 4 domates kok Orneginin
3'tinde toplam 3 tane (YP7a, Yp9c, Ypll) belirlendi (Tablo 14 ve Tablo 17).
Trichoderma izolatlari, MEA ve PDA besiyerlerinde 28 °C'de 5-10 giinliik kiiltiirleri
makroskobik ve mikroskobik goriiniimlerine gore gruplandirild: (Tablo 20). Buna gore

morfolojik ve mikroskobik olarak 4 farkli gruba ayrildigi belirlendi.

Tablo 20. PDA besiyerlerinde Trichoderma'larin morfolojik esaslara gore
gruplandirilmasi Bisset (1984, 1991a-c).

Gruplar Izolatlar (n=21) PDA da genel morfolojik 6zellikleri

1. grup Ypla, YpZ2a, PDA: Cogunlugunda Ust sar1 yesil

Tichoderma benzeri Yp2c, Yp3a, sporlu, spor sayisi az veya cok, Alt
Yp7a, Yp9c, tarafi acik beyazdan sar1 kahverengiye
Ypll, Ypl6a, degisen renk, kiiltiir eskidik¢e renk daha

Ypl7a, Ypl7b, koyulagmakta
Yp18d, Ypl8e, (Ypl7a: altt kirmizi kahverengi iistii
Yp20a Yp23e, kismi bol sar1 yesil sporlu ve beyaz
Yp25¢c pamukg¢uklu)
(Ypl8c : alti sarimtirak beyaz isti
beyaz ve beyaz sporlu)

2. Grup Yp24b PDA: Ust yesil beyaz misel ve az sayida
Longibrachiatum yesil spor Alt tarafi sari, yesil renkli
benzeri

3. Grup Ypl8c PDA: Ust sari-yesil bol sayida sporlu ve
Pachybasium benzeri beyaz tireme kurullar1 olusmus, alt tarafi

beyaz veya koyu sar1 - yesil renkli

*4 Gruplandirilamayan Yp3c, Yp4a,
Trichoderma spp. Yp3b, Ypl6e

* Tiir tanist yapilamadigi i¢in olusturulan grup
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Sekil 6. Trichoderma spp. tiirlerinin PDA agarda 10 giinliik kiiltiirde soldan saga dogru
strastyla petri alt, iist ve mikroskobik goriiniimleri. Mikroskobi goriintiilerinde
bart olmayanlar 40x biiyiitmede ¢ekilmistir. Ypla: Hypocrea lixii, Yp2a:
Trichoderma aureoviride, Yp4a: Trichoderma spp., Yp9c: Trichoderma
atroviride
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Sekil 7. Trichoderma spp. tiirlerinin PDA agarda 10 giinliik kiiltiirde soldan saga
sirastyla  petri  alt, iist ve mikroskobik goriiniimleri. Mikroskobi
gorilntiilerinde bar1 olmayanlar 40x biiyiitmede ¢ekilmistir. Ypl6a: Hypocrea
lixii, Yp18c: Trichoderma hamatum, Yp20a: Trichoderma harzianum, Yp24b:
Trichoderma longibrachiatum
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Geleneksel taniyr dogrulamak amaciyla 18S rRNA dizin analizi kullanilarak
yapilan molekiiler tanida Trichoderma spp.'lerin tiir ve cins diizeyinde dagilimi Tablo

21'de verilmistir.

Tablo 21. 18S rRNA analizine gore Trichoderma izolatlarinin molekiiler tanisi.

[zolat ITS1-5.8-1TS2 Ortiisme  Benzerlik Genbank
(Benzer oldugu funguslar) (%) (%) no
Hypocrea lixii isolate MIAE00042 18S 98% 99% HM176572.1
Ypla  Trichoderma harzianum strain VRU-Th13 96% 99% KJ000320.1
Hypocrea lixii strain DAOM 176235B 98% 99% AY605751.1
Trichoderma aureoviride strain NR6931 99% 99% AF194012.1
Yp2a  Trichoderma virens isolate TV005 99% 99% KX092004.1
Trichoderma harzianum isolate TH004 99% 99% KX092003.1
Trichoderma harzianum strain F1B(1) 81% 100% KX610398.1
Yp2¢  Trichoderma harzianum strain LESF346 81% 100% KT278883.1
Trichoderma atroviride strain TriAt-JSB2 81% 100% JQ665257.1
Trichoderma harzianum isolate CTCCSJ- 98% 94% KU896324.1
ASC50299
Yp3a  Trichoderma harzianum G.J.S. 00-18 98% 93% AF443929.1
Trichoderma harzianum isolate CTCCSJ- 98% 93% KU896326.1
ASC50306
Trichoderma sp. BAB-3544 86% 99% KM066576.2
Yp3b  Trichoderma sp. HYKHK/B2 86% 99% AY514867.1
Trichoderma sp. HYKH2/B2 86% 99% AY514864.1
Trichoderma sp. BAB-3544 100% 99% KMO066576.2
Yp3c  Trichoderma sp. HYKHK/B2 99% 99% AY514867.1
Trichoderma sp. HYKH2/B2 99% 99% AY514864.1
Trichoderma sp. 13 BRO-2013 91% 99% KF367543.1
Ypda  Trichoderma sp. BAB-4613 91% 99% KU571497.1
Trichoderma sp. BAB-4585 91% 99% KR154938.1
Trichoderma harzianum strain | 33 95% 99% KT351798.1
Yp7a  Trichoderma harzianum isolate 8227 95% 99% KF454872.1
Trichoderma harzianum strain VRU-Th108 94% 99% KJ000324.1
Trichoderma atroviride strain TriAt-JSB2 89% 95% JQ665257.1
Yp9C  Trichoderma harzianum strain LESF346 87% 96% KT278883.1
Trichoderma harzianum isolate TV127 87% 96% JQ665263.1
Trichoderma harzianum strain | 33 67% 99% KT351798.1
Ypll  Trichoderma harzianum strain UA-STP-8 67% 99% KR011318.1
Trichoderma harzianum isolate UASWS1122 67% 99% KM280048.1
Hypocrea lixii isolate MIAE00042 98% 99% HM176572.1
Ypl6a Trichoderma harzianum strain VRU-Th137 96% 99% KJ000320.1
Hypocrea lixii strain DAOM 176235B 96% 99% AY605751.1
Trichoderma sp. 7 BRO-2013 62% 96% KF367487.1
Ypl6c  Trichoderma sp. 6 BRO-2013 62% 96% KF367486.1
Trichoderma sp. isolate KK19L1 57% 95% KX462885.1
Hypocrea lixii strain JB T2276 94% 99% AY605716.1
Ypl7a Trichoderma harzianum strain VRU-Th137 93% 99% KJ000320.1
Hypocrea lixii isolate MIAE00042 94% 99% HM176572.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9230632?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8Z4N4GDB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1114054179?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX0219S1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/932170392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JX0219S1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/376373410?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JX0219S1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/376373410?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX0ZGRYY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/932170392?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JX0ZGRYY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/376373416?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JX0ZGRYY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299150822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX1J2RRR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/594019118?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JX1J2RRR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JX1J2RRR015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JX2BGTHC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/594019118?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JX2BGTHC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299150822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JX2BGTHC015

Tablo 21 (devam).18S rRNA analizine gére Trichoderma izolatlarinin molekiiler tanisi.

[zolat ITS1-5.8-1TS?2 Ortiisme Benzerlik Genbank
(Benzer oldugu funguslar) (%) (%) no
Hypocrea lixii isolate MIAE00042 94% 99% HM176572.1
Ypl7b Hypocrea lixii strain A21 94% 98% GU566193.1
Trichoderma harzianum strain BHU-BOT- 94% 98% KR856216.1
RYRL10
Trichoderma hamatum strain CEN693 2% 83% KC576720.1
Ypl8c  Trichoderma hamatum strain PPRC-ET44 70% 83% FJ461577.1
Trichoderma hamatum strain PPRC-ET36 70% 83% FJ461569.1
Trichoderma afroharzianum voucher PDA 75% 99% MF116250.1
ypied Ni251 .
Trichoderma afroharzianum voucher XZ N208-1  75% 99% MF116249.1
Trichoderma harzianum isolate 1-2-F_B04 75% 99% KX529079.1
Hypocrea lixii isolate MIAE00042 98% 99% HM176572.1
Ypl8e Trichoderma harzianum strain VRU-Th137 96% 99% KJ000320.1
Hypocrea lixii strain DAOM 176235B 96% 99% AY605751.1
Trichoderma harzianum strain LESF346 70% 96% KT278883.1
Yp20a  Trichoderma harzianum isolate TV127 70% 96% KP263625.1
Trichoderma harzianum strain F1B(1) 69% 96% KX610398.1
Trichoderma harzianum mitochondrial genomic ~ 76% 99% HG938369.1

DNA containing 16S-23S intergenic spacer
Yp23e region, isolate CRPL5

Trichoderma harzianum isolate TH004 76% 99% KX092003.1
Trichoderma harzianum G.J.S. 00-18 74% 99% AF443929.1
Trichoderma longibrachiatum strain AN4 97% 99% KY859792.1
Yp24b Trichoderma longibrachiatum 96% 99% LT707585.1
Trichoderma viride strain EGF17 95% 99% KJ406563.1
Trichoderma harzianum mitochondrial genomic ~ 86% 98% HG938369.1

DNA containing 16S-23S intergenic spacer
Yp25c region, isolate CRPL5
Trichoderma harzianum isolate TH004 85% 98% KX092003.1

Trichoderma harzianum G.J.S. 00-18 83% 99% AF443929.1

Geleneksel ve molekiiler yontemlerle karakterize edilen Trichoderma suslarinin
tir dagilimlar1 ve yiizdeleri Tablo 22'de verilmektedir. En fazla izole edilen tiiriin
Trichoderma harzianum oldugu gozlenmektedir. Dort izolat ise tir diizeyinde

tanimlanamadi.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299150822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX303WX0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291498381?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JX303WX0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/928505247?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=JX303WX0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1194445892?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX5D0NG0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1194445891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JX5D0NG0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1190361580?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=JX5D0NG0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299150822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX4VS6M9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/594019118?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JX4VS6M9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/54292681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JX4VS6M9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1172247963?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JX6CAZVK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1132311871?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JX6CAZVK015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/590124108?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JX6CAZVK015

Tablo 22. Trichoderma suslariin tiir ve yiizde (%) dagilimlari.

Cins ve tiir ad1 Say1 % (Yiizde)
Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii) 11 52,38
Trichoderma aureoviride 2 9,52
Trichoderma atroviride 1 4,76
Trichoderma afroharzianum 1 4,76
Trichoderma longibrachiatum 1 4,76
Trichoderma hamatum 1 4,76
Trichoderma spp. 4 19,04
Toplam 21 100

Calismadan izole edilip, gelencksel ve molekiiler yontemlerle tanimlanan
Trichoderma ve Fusarium spp. suslarinin kendi aralarindaki filogenetik akrabaliklarini
belirlemek amaciyla; Trichoderma ve Fusarium spp. suslarindan elde edilen ITS1-5.8-
ITS2 gen dizileri MEGA filogenetik analiz programi yardimiyla Neighbor-joining (NJ)
analizinde kullanilarak fiogenetik agaclar1 olusturuldu (Sekil 8 ve Sekil 9).
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Sekil 9. Fusarium izolatlarinin ITS1-5.8 - ITS2 sekans sonuglarina gore filogenetik agaci.

3.2. Trichoderma spp. Suslarinda Dual Teknikle Patojen inhibiisyon Aktiviteleri

Potansiyel biyokontrol ajani olabilecek yeni Trichoderma suslarinin
belirlenebilmesi amaciyla, elimizdeki Trichoderma suslarinin ¢alismada izole edilen ve
patojen oldugu disiiniilen Fusarium spp. suslarinin gelisimini engelleme yetenegi

arastirildi. Bu amagla belirtilen gruplar1 temsilen toplam 11 Trichoderma izolati ile
hastalikli domates orneklerinden izole edilen toplam 13 Fusarium 6rneginden 6 izolat

secilerek test edildi. Kontrol olarak T. harzianum 1585, ID11C, R. solani ve S. sclerotia
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suslart kullanildi (Tablo 23).

Tablo 23. Dual kiiltiirle test edilen mikrofunguslarin molekiiler bilgi temelli
siniflandirmaya gore gruplandirilmasi.

Gruplar

Trichoderma spp.

Bitki patojeni suslar

1. Grup
Like Trichoderma

2. Grup
Like Longibrachiatum

3. Grup
Like Pachybasium

Trichoderma spp.

Trichoderma harzianum Ypla
Trichoderma aureoviride Yp2a
Trichoderma harzianum Ypl6a
Trichoderma harzianum Ypl7a
Trichoderma harzianum Yp20a

Trichoderma longibrachiatum Yp24b

Trichoderma hamatum Ypl18c

Trichoderma spp.Yp4a
Trichoderma spp.Yp9c
Trichoderma spp.Ypl6c
Trichoderma spp.Yp3b

T. harzianum ID11C*
T. harzianum 1585*

Fusarium solani Yplc
Fusarium spp. Yp3f
Fusarium oxysporum Yp9b
Fusarium sambucinum Yp13a
Fusarium sambucinum Yp13b
Fusarium oxysporum Ypl18b
S. sclerotia*

B. cineria*

* Kontrol suslar1 dir
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. Potansiyel biyokontrol ajani olabilecek Trihoderma spp. suslarinin (Ypla,
Yp2a, Yp3b, Ypda, Yp9c, Ypl6a, Ypl7a, Ypl8c, Yp20a, Yp24b, ID11C ve T.
harzianum 1585), kontrol suslar1 (B. cinerea, S. sclerotia) ve potansiyel bitki
patojeni olabilecek Fusarium spp. susu (Yp9b) ile PDA besi ortaminda dual

teknikle caprazlanmasinin 4. giin (A) ve 10. giin (B) resimleri

Sekil 10
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Sekil 11. Potansiyel biyokontrol ajani olabilecek Trihoderma spp. suslarmin (Ypla,
Yp2a, Yp3b, Ypda, Yp9c, Ypl6a, Ypl7a, Ypl8c, Yp20a, Yp24b, ID11C ve T.
harzianum 1585), potansiyel bitki patojeni olabilecek Fusarium spp. suslari
(Yplc ve Ypl3Db) ile PDA besi ortaminda dual teknikle ¢aprazlanmasinin 4.
giin (A) ve 10. giin (B) resimleri

Dual kiiltiir sonuglarinin 4. ve 10. giin degerleri dikkate alinarak da yiizde (%)
inhibisyon degerleri belirlendi (Tablo 24 ve Sekil 10-11). Kiiltiirlerin dordiincii giinii
genel olarak kolonilerin birbirine temas ettigi, onuncu giin ise genellikle kiiltiirlerin
duraklama donemine girdigi giin oldugu i¢in 6zellikle bu gilinlerdeki sonuglar dikkate

alindi.

Test edilen Trichoderma suslar1 Fusarium suslarmin biiyiimelerini engellese de,

Fusarium'un sporiile edilen kisimlar1 tizerinde daha az etkili oldugu gozlenmistir (Sekil
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10-11). Trichoderma, patojenin daha fazla biiylimesini bastirmak i¢in petrilerdeki
patojen mantarin (Fusarium) olasi tiim taraflarinda biiyiidi. Her iki patojen, uzun siireli
inkiibasyon sonrasinda kontrol plakalarinda tam olarak gelisti. Trichoderma suslarinin
bazilar1 patojenle temas etmeyip bir inhibisyon zonu olustururken bazilar1 tiimden
patojeni kapladi ya da patojenin etrafina sarilmasi ile patojenin spor olusumunu
engelledigi goézlendi. Bu sonuglar Trichoderma spp.'nin tahrip edici mikoparazitik
etkisini gostermektedir. Bu sonuglar, mevcut Trichoderma suslarindan ozellikle 3
tanesinin (Ypla, Yp4a ve Yp24b), test edilen fungal patojenlere karsi bir biyolojik

kontrol maddesi olarak kullanilabilecegini gosterdi.

Test sonucunda tiim Trichoderma suslarinin test edilen patojen suslara karsi
inhibisyon etkinliginin var oldugu gozlendi. En etkili olarak Ypla susunun Yp3f
disindaki biitiin potansiyel patojenlere karsi 10. giinde %100 inhibisyon olusturdugu
gozlendi. En iyi ikinci sus olarak ise Yp4a susunun Yp3f, Ypl3a ve B. cineria disindaki
biitiin potansiyel patojenlere karsi 10. giinde %100 inhibisyon olusturdugu gozlendi. En
iyi iglincii sus olarak ise Yp24b belirlendi. (Tablo 24 ve Sekil 10-11-12-13-14-15)
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Tablo 24. Calismada test edilen 6rneklerin dual kiiltiir sonuglarinin yiizde (%) inhibisyon degerleri

Trichoderma suslarinin 4. ve 10. giinlerdeki yiizde (%) inhibisyon degerleri

Patojenler Ypla Yp2a Yp3b Ypda Yp9c Ypléa Ypl7a Ypl8c Yp20a Yp24b ID11C 1585
49 36,36 31,82 9,09 50,00 31,82 31,82 31,82 27,27 36,36 31,82 36,36 27,27
YPle 10.g 100,00 76,47 76,47 100,00 74,51 70,59 70,59 100,00 80,39 74,51 100,00 70,59
49 50,00 33,33 16,67 37,50 16,67 29,17 25,00 29,17 25,00 41,67 33,33 25,00
YPaf 10.g 81,82 72,73 4545 72,73 49,09 67,27 67,27 72,73 61,82 72,73 63,64 69,09
4.9 100,00 68,00 27,08 100,00 32,00 8,00 60,00 40,00 48,00 100,00 100,00 52,00
YP9b 10.g 100,00 77,08 51,72 100,00 27,08 47,92 68,75 68,75 72,92 100,00 100,00 75,00
49 1250 8,33 21,43 33,33 12,50 - - 8,33 8,33 25,00 29,17 41,67
YP13a 10.g 100,00 74,14 66,67 74,14 68,97 68,97 68,97 74,14 65,52 70,69 74,14 53,45
49 50,00 46,43 45,45 57,14 10,71 46,43 46,43 46,43 28,57 46,43 46,43 42,86
YP13b 10.g 100,00 100,00 29,79 100,00 61,67 83,33 91,67 100,00 71,67 91,67 81,67 43,33
4.9 100,00 45,45 62,50 100,00 31,82 9,09 18,18 31,82 31,82 31,82 100,00 50,00
YP18b 10.g 100,00 74,47 75,81 100,00 31,91 55,32 40,43 68,09 68,09 68,09 100,00 74,47
49 8250 70,00 - 100,00 62,50 62,50 62,50 65,00 57,50 82,50 80,00 80,00
Scler. 10.g 100,00 100,00 48,89 100,00 74,19 88,71 83,87 100,00 85,48 93,55 100,00 100,00
49 60,00 28,00 9,09 20,00 - 12,00 20,00 - 8,00 20,00 68,00 68,00
Botr. 10.g 100,00 66,67 76,47 88,89 44,44 64,44 66,67 100,00 66,67 100,00 100,00 100,00
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Sekil 12. Trichoderma ( Ypla, Yp2a ve Yp3b) suslarinin bitki patojenlerine kars1 (Yplc,
Yp3f, Yp9b, Ypl3a, Ypl3b, Ypl8b, S. sclerotia ve B. cineria) yiizde (%)
inhibisyon sonuglarinin dagilimlari.
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Sekil 13. Trichoderma ( Yp4a, Yp9a ve Ypl6a) suslarinin bitki patojenlerine karsi
(Yplc, Yp3f, Yp9b, Ypl3a, Ypl3b, Ypl8b, S. sclerotia ve B. cineria) yiizde
(%) inhibisyon sonuglarinin dagilimlari.
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Sekil 14. Trichoderma ( Ypl7a, Yp18c ve Yp20a) suslarinin bitki patojenlerine karst
(Yplc, Yp3f, Yp9b, Ypl3a, Ypl3b, Ypl8b, S. sclerotia ve B. cineria) yiizde
(%) inhibisyon sonuglarinin dagilimlari.
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Sekil 15. Trichoderma suslarimin ( Yp24b, IDI11C ve T. harzianum 1585) bitki

patojenlerine kars1 (Yplc, Yp3f, Yp9b, Ypl3a, Yp13b, Yp18b, S. sclerotia ve
B. cineria) yiizde (%) inhibisyon sonuglarimin dagilimlari.
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3.3. Su Agarda Patojenite Testi

Calismada izole edilen Trichoderma ve Fusarium spp. tiirlerinin domates tohumu
cimlenmesi iizerine patojen etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla su agari
ihtiva eden petri plaklarinda test edildi (Sekil 16). Bu amagla Fusarium'lar: Yplc,
Yp3g, Yp4c, Ypde, Yp7b, Yp9b, Ypl3a, Ypl3b, Ypldc, Ypl8b, Ypl9, Yp22a ve
Trichoderma; Ypla, Yp4a ve Yp24b suslart kullanildi. Deneyin 12. giiniinde ¢imlenme
yiizdesi, ortalama kok ve siirglin uzunlugu degerleri alinarak vigor indeksi hesaplandi
(Tablo 25). En yiiksek ¢imlenme basarisi sirasiyla; Yp7b (% 83,3) ve Ypl3a (% 76,6),
en diisiik ¢cimlenme basarisi ise  Yp13b (% 36,6) suslarinda gozlendi. Test edilen 3 adet
Trichoderma spp. suslar1 arasindan Ypla ve Yp4a’nin ¢imlenme basarisi kontrole en
yakin degerde oldugu (swrasiyla % 70, % 66,6) belirlendi. Yp24b’nin ise, ¢imlenme
basarisint % 50 oraninda olumsuz etkiledigi gozlendi. Cimlenen tohumlarda hastalik
siddeti incelendi (Tablo 11). Kontrol grubundaki tohumlarda dahil olmak {izere tiim
tohumlarda, hastalik siddeti 0-4 skala degerleri arasinda oldugu goézlendi ancak bu

verilere tabloda yer verilmemistir.

Tablo 25. Domates tohumunun ¢imlenmesi tizerine Fusarium ve Trichoderma spp.'lerin
etkinligi ve vigour indeksi (John Christopher vd., 2010).

12. giin ortalama Ortalama siirgiin ~ Ortalama kok Vigour
Gruplar ¢imlenme bagaris1 (%) uzunlugu (cm) uzunlugu (cm)  indeksi
Kontrol grubu 70+ 0 1,96 £0,25 2,44+ 0.4 3,05+0,1
YPlc 53,33+5,77 1,60 + 0,38 2,04 £0,31 1,94 £ 0,6
YP3g 56,66 + 20,81 1,51 +£0,24 1,78 £ 0,09 1,85+£0,6
YP4c 50+20 1,43+ 0,46 0,91 +£0,25 1,17+0,59
YP4e 56,66 £ 11,54 1,35+ 0,15 1,93+0,11 1,86+ 0,43
YP7b 83,33+ 11,54 1,83 + 0,40 1,74 £0,17 2,82+0,16
YP9b 66,66 + 5,77 1,89 + 0,40 2,03+0,6 2,59 + 0,54
YP13a 76,66 + 25, 16 1,02 +£ 0,28 1,19+0,15 1,74 £ 0,85
YP13b 36,66 £ 25,16 1,58+ 0,38 1,70 £ 0,50 1,15+ 0,86
YP14c 56,66 £ 11,54 1,47+ 0,24 1,6 £0,36 1,73 +£0,43
YP18b 53,33 +£5,77 1,08+ 0,16 1,47 £ 0,54 1,37 £ 0,43
YP19 60+0 1,53+ 0,69 1,79+ 1,14 2+1,10
YP22a 53,33 + 15,27 15+0 1,62 +£0,34 1,66 £ 0,66
Trichoderma spp.
YP- la 70+ 10 1,7+0,18 1,71 £ 0,04 2,39+ 0,45
YP- 4a 66,66 + 5,77 1,67 £ 0,24 1,27 £0,03 1,97 £ 0,33
YP- 24b 50 £10 1,94 +0,29 1,98 £0,32 1,83 £0,73
ID11C 53,33 +£20,81 1,36 +£0,48 1,54 £0,21 1,46 +0,40

* tiim Orneklemeler 3 tekerrtirliidiir.
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Sekil 16. Domates tohumlarinin su agarda ¢imlenme goriintiileri, a: Kontrol grubu,
Deney Gruplari: b: Tohumlar + Yp13b (Fusarium sambicum), c: Tohumlar
+ Yp7b (Fusarium spp.), d: Tohumlar + Ypla (Trichoderma spp.), e:
Tohumlar + Yp24b (Trichoderma), f: Tohumlar + Yp4a (Trichoderma spp.).
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Cimlenme deneyi verileri, Shapiro-Wilks'e goére normal dagilim gosterdiginden
dolay1 Tukey, Dunnet ve One-way Anova testi yapildi. Bu testlere gore gruplar arasinda
cimlenme yiizdesi ve siirglin uzunlugu bakimindan kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Ancak kok uzunlugu ve vigour indeksi
bakimindan kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli bir fark olustugu (p< 0,05)
gozlenmistir (Tablo 26). Tukey'e gore de Yp7b ile Yp13b (%36,6) arasinda ¢imlenme

basarisinda anlamli fark oldugu (<0,05) belirlendi (Bu veriler tablo olarak verilmedi).

Dunnet testine gore; ¢imlenme yiizdesi bakimindan kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli bir fark yoktur (p> 0,05) ancak siirgiin uzunlugunda kontrol ile
Yp13a arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu (p< 0,05) gézlendi (Bu veriler
tablo olarak verilmedi). Dunnett testine gore Vigour indeksinde kontrol ile Yp4c, Yp13b,
Yp18b ve ID11C suslar arasinda ve Tukey’e gore kontrol ile Yp4c ve Yp13b istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu belirlendi (p< 0,05). Ortalama degerler sirasiyla Kontrolde x
= 3,05, Ypdc de x =1,179, Ypl8b de x =1,38, Ypl3b de x = 1,15 olarak belirlendi ve
bu suslarin kontrole gére ¢imlenme gelisimini anlamh bir sekilde azalttiklar1 gozlendi.
Trichoderma’lar da ise kontrole gore en iyi olan sus Ypla oldugu (x =2,40 ) bunu
sirastyla Yp24b (x =2,02) ve Yp4a (x =1,98) izledigi belirlendi (Tablo 26).
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Tablo 26. Domates tohumu ¢imlenme deneyi verilerinin Anova testine gore analizleri.

ANOVA Karelerin ~ Serbestlik Ortalamanin F Onem
toplamui derecesi  karesi derecesi

Gruplar arasinda  6192,157 16 387,010 1,880 ,060
CM Gruplar iginde 7000,000 34 205,882

Toplam 13192,157 50

Grouplar arasinda 3,373 16 211 1,741 ,086
SuU Grouplar icinde 4,117 34 121

Toplam 7,490 50

Grouplar arasinda 6,269 16 ,392 2,195 027
KU  Grouplaricinde 6,069 34 178

Toplam 12,338 50

Grouplar arasinda 13,745 16 ,859 2529 011
VGI Grouplar i¢inde 11,549 34 ,340

Toplam 25,294 50

CM: Cimlenme Basarisi, KU: K6k Uzunlugu, SU: Siirglin uzunlugu,  VGI: Vigour indeksi

3.4. Saksida Patojenite Deneyi

Bu galisma, patojen etken varliginda (biyotik stres) bitki gelisimini tesvik eden
Trichoderma spp. suslarinin etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla planlanmigti. Bu
amagla ikili kiiltiir (anti fusarial etkinlik) deneyinde en iyi (Fusarium tiirlerini en fazla
engelleyen) olarak belirlenen {i¢ adet Trichoderma spp. (Ypla, Yp4a ve Yp24b) susu
kullanild1 (Tablo 24, Sekil 12-13-14-15). Patojen olarak Fusarium spp. se¢iminde ise
c¢imlenme deneyi sonucunda elde edilen verilerle hesaplanan vigour indeksi ve diger
parametlere gore c¢imlenmeye en yiiksek patojen etkinlik gosteren sus (Fusarium
sambucinum - Yp13b) belirlendi ve kullanildi. Saks1 deney diizenegi Tablo 12' ye gore

dizenlendi.

Calisma laboratuvar sartlarinda iklim dolabinda gerceklestirilmis olup kirk bes

giin siiren deneyin sonucunda biiyiitiilen domates bitkilerinin her birinin gévde ¢api,
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bitki uzunlugu gibi bir dizi parametler belirlenerek gozlem ve oSlglimleri yapilmigtir

(Tablo 27, Sekil 17).

Tablo 27. Trichoderma spp. suslari ve Fusarium sambucinum (Ypl13b) izolatlarinin
biyokontrol/patojenite sonuglarina gore bitki gelisim parametre degerleri.

Saks1  Govde  Bitki Kokte
numa  gapt uzunlugu Sagak Yaprak lezyon  Bitki yas Bitki kuru
Gruplar rasi (mm) (cm) Sayisi sayl1st skalasi* agirlik (gr)  agirhik (gr)
1 2,73 36,5 27 11 0 10,865 1,418
Kontrol 2 2,455 46,75 20 9,5 0 9,67 0,8695
3 1,19 21,5 11 6 0 3,433 0,2365
Ort. 2,25 34,91 19,33 8,83 0 7,98 3,365
3,375 34,5 19,5 10 1 11,015 0,931
Yp 13b
Kontrol 2,38 38 27,5 9 1 8,315 0,618
2,63 32,25 28 9 1 8,255 0,619
Ort. 2,795 34,91 25 9,33 1 9,19 0,722
Yo 1 3,83 43 27,5 11 0 8,655 1,1905
p la
Kontrol 3,965 45,75 27,5 9,5 0 12,51 0,9425
3,89 47,25 40 115 0 15,99 1,773
Ort. 3,89 45,33 31,66 10,66 0 12,38 1,302
1,925 26,25 25,5 6,75 1 5,92 0,5265
Ypla+
Yp 13b 2,325 31 20,5 9 0 8 0,7585
2,46 40 28 9,5 2 11 1,005
Ort. 2,23 32,41 2466 8416 1 8,30 0,763
1 3,35 36,25 25,5 10,5 0 11,66 0,9205
Yp 4a
Kontrol 3,905 51,5 23 9,5 0 12,14 0,864
3,34 46,25 31 9 0 11,09 1,1225
Ort. 3,53 44,66 26,5 9,66 0 11,63 0,969
3,405 41,75 29 9,25 0 10,65 1,012
Ypda+
Yp 13b 1,925 29 13 7 0 6,225 0,433
1,62 15,5 11,5 5 0 2,82 0,211
Ort. 2,31 28,75 17,83 7,08 0 6,56 0,552
3,17 38,25 25 9,5 0 12,705 1,394
Yp 24b
Kontrol 3,17 39,25 29,5 11,5 0 12,445 1,2885
2,73 39 31 10 0 10,815 1,068
Ort. 3,02 38,83 28,5 10,33 0 11,98 1,25
Yp24b 1 2,465 52 32 10,5 1 16,75 1,1755
+Yp
13b 2 2,57 47,5 21 10 0 10,805 0,948
3 1,285 9,25 7 3 1 1,14 0,0805
Ort. 2,1 36,25 20 7,83 0,66 9,56 0,73

*Huh ve Om (2002) ve Ay (2008) gore modifiye edilen 0-4 skalas1 kullanildi.
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Cimlenme deneyinin sonucunda patojenik etki en yliksek ve vigor indeksi en
diisiik oldugu i¢in segilen F. sambucinum (Yp13b) susunun ¢imlenme deneyinde ayni
patojenik etkinligi gostermedigi belirlendi. Sadece kokte lezyon skalasinda ve kuru
agirlik degerlerinde negatif kontrole gére daha diisiik (patojen etki) degerler elde edildi.
Diger 6l¢iim sonuglarinda negatif kontrol grubu ile benzer ya da daha yiiksek veriler

gozlendi.

Trichoderma suslar1 tek basma kullanildiginda kokte lezyon olusturmadig
dolayisiyla domates bitkisi i¢in patojenik bir etki gostermedigi teyit edildi. Trichoderma
(Ypla)nin tek basina negatif kontrol ve F. sambucinum (Yp13b) kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda bitki kuru agirligi haric tiim parametrelerde daha yiiksek degerler (daha
iyi) verdigi belirlendi. Dolayisiyla Trichoderma'lar arasinda en yiiksek biyokontrol
yetenegine sahip sus oldugu gozlendi. Yp24b, biyokontrol aktivite olarak govde capi ve
bitki uzunlugu parametreleri disindaki degerleri Yp4a'ya gore daha etkili oldugu,

dolayistyla ikinci en iyi biyokontrol ajan1 oldugu gézlendi.
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Sekil 17. Saksida patojenite testi. Deney gruplarinin sonlandirilmadan (45. giin) dnceki
gortiniimleri.
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Yapilan istatistiksel analizde Anova testine gore gruplar arasinda govde capi
(P=0,008) ve kokte lezyon skalasi (P=0,010) agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
oldugu (P<0,05) gozlendi (Tablo 28). Coklu karsilastirmada (Dunnett testine) govde
cap1 verilerinde, kontrol grubu (x : 2,125) ile Trichoderma Ypla (x : 3,895) ve Yp4a (x :

5,2975) suslari iceren gruplar arasinda anlamli fark oldugu gozlendi.

Tablo 28. Saks1 deneyi verilerinin Anova testine gore analizleri.

Karelerin Serbestlik Ortalamanin  F Onem

ANOVA toplami1 derecesi  karesi derecesi

Gruplar arasinda 9,763 7 1,395 4,268 ,008
cc  Cruplaricinde 5229 16 327

Toplam 14,992 23

Gruplar arasinda 689,685 7 98,526 , 782 ,612
BU  Gruplariginde  2015,000 16 125,938

Toplam 2704,685 23

Gruplar arasinda 486,740 7 69,534 1,290 316
SS Gruplar igcinde 862,667 16 53,917

Toplam 1349,406 23

Gruplar arasinda 31,531 7 4,504 1,062 430
YS Gruplar iginde 67,833 16 4,240

Toplam 99,365 23

Gruplar arasinda 4,667 7 ,667 4,000 ,010
KLS Gruplar i¢inde 2,667 16 , 167

Toplam 7,333 23

Gruplar arasinda 93,419 7 13,346 911 523
BYA Gruplariginde 234,415 16 14,651

Toplam 327,835 23

Gruplar arasinda 1,471 7 ,210 1,435 ,259
BKrA Gruplar i¢inde 2,344 16 147

Toplam 3,816 23

GC: Govde Capt BU : Bitki Uzunlugu SS : Sagak Sayisi KLS : Kokte Lezyon Skalast

BYA : Bitki Yag Agirligit  BKrA : Bitki Kuru Agirlig:

Coklu karsilastirmada (Dunnett testine) kKokte lezyon sayisina bakildiginda kokte
lezyon skalasinda (KLS) Kontrol (x : 0) grubuna gére Fusarium Ypl3b (x : 1) ve
Trichoderma Ypla + Fusarium Ypl3b (X : 1) gruplart arasinda anlamli bir farkliligin

(P<0,05) oldugu goézlendi (Anova). Diger gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.
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Bitki yas agirliginin analizinde Student-Newman-Keuls testine gore ortalama
degerler 6,5650 ile 12,3850 gr arasinda degistigi gozlendi. Trichoderma Ypda -
Fusarium Ypl13b'nin birlikte uygulandigi grubun, tiim kontrol gruplarina gore daha
diisiik degerler verdigi belirlendi. En yiiksek bitki yas agirligin (BYA) Trichoderma
kontrol gruplarinda (sirasiyla Ypla, Yp24b ve Yp4a) oldugu belirlendi. Bitki yas agirligi
bakimindan, Trichoderma Ypla - Fusarium Yp13b (x : 8,3067) grubu, Fusarium Yp13b
grubundan (x : 9,1950) daha az olmasina karsin, Trichoderma Yp24b - Fusarium Yp13b
(x : 9,5650) birlikteligi daha yiiksek agirliga sahipti. Bu sonuglar, bitki yas agirligi
bakimindan Trichoderma Ypla kontrol grubunun tek basina, Trichoderma Yp24b’nin ise
Fusarium Ypl3b ile birlikte daha giiglii tesvik edici mikroorganizma oldugunu

gostermektedir (Tablo 27 ve Tablo 28).

Bitki kuru agirliginin analizinde Student-Newman-Keuls testine gore ortalama
degerler 0,5520 ile 1,3020 g arasinda degistigi gozlendi. Kontrol grubuna (x : 0,8413 g)
gore sirastyla daha diisiik deger tasiyan gruplar Trichoderma Yp4a - Fusarium Ypl3b
(x: 0,5520), Fusarium Ypl13b kontrol (x: 0,7227), Trichoderma Yp24b - Fusarium
Yp13b (x: 0,7347) ve Trichoderma Ypla - Fusarium Ypl3b (x: 0,7633)’de gozlendi.
Trichoderma kontrol gruplar ise, negatif kontrole gore daha iyi olduklari, sirasiyla en
yiksek deger Trichoderma Ypla (x: 1,3020), Yp24b (x: 1,2502), ve Ypda (x:
0,96900)’da gozlendi. Bu sonuglara gore; Trichoderma Ypla’nin hem tek basina hemde
patojen ile birlikteliginde kuru, yas agirligr acisindan en iyi tesvik edici ajan oldugu

gozlendi (Tablo 27 ve Tablo 28).

Verilerin homojen alt gruplarin dagilimina bakildiginda (Student Newman-Keuls)
govde ¢ap1 (GC) agisindan 3 grup olusturdugu gézlendi. Ortalama govde cap1 en diisiik
(2,1067-2,3167) grup sirasiyla diisiikten yiiksege Trichoderma Yp24b-Fusarium Yp13b,
Kontrol, Trichoderma Ypla - Fusarium Yp13b ve Trichoderma Yp4a - Fusarium Yp13b
seklinde siralanmustir. Iki grubun kesisiminde yer alan ikinci grup ise (x: 2,7950 -
3,5317) sirasiyla Fusarium Yp13b kontrol, Trichoderma Yp24b kontrol ve Trichoderma
YP4a kontrol grubundan olusmaktadir. Ugiincii grup ise Trichoderma Ypla kontrol
grubundan olusmakta olup en kalin (X: 3,8950) govde yapisina sahip oldugu belirlendi
(Tablo 29).
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Tablo 29. Saks1 deneyinde gévde ¢api verilerinin homojen alt gruplarin dagilimina
(Student Newman-Keuls) gore analizleri.

GC Grup N 1 Kime 2 Kiime
1. Trichoderma Yp24b - Fusarium Yp13b 3 2,1067
2. Negatif Kontrol grubu 3 2,1250
3. Trichoderma Ypla - Fusarium Yp13b 3 2,2367
Student- 4. Trichoderma Yp4a - Fusarium Yp13b 3 2,3167
Newman- 5. Fusarium Yp13b kontrol 3 2,7950 2,7950
Keuls® 6. Trichoderma Yp24b kontrol 3 3,0233 3,0233
7. Trichoderma Yp4a kontrol 3 3,5317 3,6317
8. Trichoderma Ypla kontrol 3 3,8950
p Degeri (<0,05) 0,087 0,126

GC: Govde Cap1

Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda Ypla susunun tek basina kullanildiginda iyi
bir biyokontrol ajan oldugu, Yp13b ile kullanildiginda ise sagaklanma sayisi ve su tutma
kapasitesi agisindan hem negatif hem de pozitif kontrole gére daha yiliksek olumlu

etkinlige sahip oldugu goézlendi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu ¢alisma 2014-2015 yillar1 arasinda Rize'nin Pazar ilgesi Kirazlik mahallesinde
(Enlem 41,1784, boylam 40,9081) bahg¢e topragindan alinan toprak ve hastalikli sebze
orneklerinin mikolojik incelemesini igermektedir. Sebze (domates basta olmak {iizere
biber ve patlican) bah¢esinde gézlenen fungal kokenli hastalik etkenlerinin belirlenmesi
ve bu etkenlere kars1 dogal biyokontrol 6zellik gosterebilecek fungal ajanlarin varliginin
arastirilmasi temel hedef olarak belirlendi. Dolayisiyla bu ¢alisma domates biiyiime ve
verim parametrelerini arttirmak ve in vivo, in vitro kosullar altinda Fusarium solgunlugu
ve kok ciriikligii hastaliklarina karst biyokontrol etkinlik gosterebilecek yerel

Trichoderma spp. tiirlerinin belirlenmesi ve etkinliginin ortaya konmasi amaglandi.

4.1. Mikrofungus izolasyonu ve Karakterizasyon

Calismada toplam 25 Ornekleme yapilmis, hem toprak hem de bitki materyali
incelenmistir (Tablo 14). Orneklerden yapilan ekimlerde toplam 108 mikro fungus izole
edilmistir (Tablo 15). Geleneksel yontemlere goére yapilan tiir tanisinda Orneklerin
biiyiik bir kismimin atmosferik funguslar igerdigi belirlendi (Tablo 16). Tanimlanan
tirlerin bulunduklart boliimlere bakildiginda tiimiiniin Zygomycota ve Ascomycota
takiminda yer aldiklar1 gdzlendi (Tablo 17).

Calismamizda en sik izole edilen tiirlerden biri olan Mucor spp., Mucorales
takiminda yer almaktadir. Bu tiirler, toprakta, hayvan giibresinde ve her yerde
bulunabilen ¢ogunlukla saprofit olan, ancak bir kaci bitkiler ve hayvanlar {izerinde
parazit olabilen mikrofunguslardir (Webster ve Weber, 2007). Aureobasidium pullulans,
ana yasam alanlar1 canli ve yaslanan bitkilerin yaprak ylizeyi ve diger yiizeyleri olup,
her yerde bulunan bir saprotrof mikrofungustur. Toprakta bolca bulunmakta olup
semptomsuz bir endofit olarak da bitkilerde bulunabilir (Domsch vd., 1980).
Teleomorfu, Discosphaerina fulvida olup Mycosphaerella spp. ile akraba oldugu
bildirilmektedir (Yurlova vd., 1999).

Pratik mikoloji Eurotiales ordosunda yer alan Aspergillus ve Penicillium spp.
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tiirleri, mantarlarin en 6nemli gruplari arasinda yer alir ¢linkii Aspergillus ve Penicillium
anamorfik cinsleri basta olmak {izere bircok yerde kolayca taninan tiirleri barindirir.
Hemen hemen her ¢evresel ortamda; toprak, su, rizosfer, hava ve kapali veya agik gida
ortamlarinda bolca bulunan mikrofunguslardir. Bir¢cok Aspergillus ve Penicillium
tiiriinliin 6nemli bir 6zelligi, bunlarin kserofilik olmasi yani diger bir deyisle 0.85 veya
daha diisikk bir su potansiyeline (aW) sahip olmasidir. Bu durum da ¢ok genis
habitatlarda yasamasini miimkiin kilmaktadir (Lacey, 1994; Filtenborg vd., 2002).
Epicoccum spp. ¢iiriiyen bitki materyali ve topraklarda ¢ok yaygin bulunmakta olup
Epicoccum nigrum tiirii, Webster, (1966) tarafindan bildirilmistir.

Bir¢ok Hypocreales grubu mantarlar (Mycogone spp. gibi ) bitki alt katmanlarinin
zemin Ustiinde, toprakta veya tatli suda ¢iirlimesinde aktif olan saprofit tiirlerdir. Nectria
ve Fusarium spp. gibi diger tiirler ciddi bitki patojenidir. Diger mantarlar1 parazitleme
kabiliyeti Trichoderma, Gliocladium ve Clonostachys tiirlerini kullanarak, bitkilerin

mantar patojenlerinin biyolojik kontrolii igin ¢alistirilmistir (Webster ve Weber, 2007).

Mortierella'nin yaklasik 90 tiirii, ¢ogunlukla topraktan, rizosferden ve topraga
temas eden bitki veya hayvan kalintilarinda varligi bilinmektedir (Gams, 1977; Domsch
vd., 1980). Bu mantarlar, daha kuvvetli kaliplarin biiylimesini Onleyen, besin
maddelerinden yoksul ortamlarda kolaylikla izole edilebilir. Birgok tiir psikofiliktir ve
izolasyon ortam1 0 °C' ye yakin yerde inkiibe edilirse topraktan mantar izolatlarinin bir

kismini igerebilir (Carreiro ve Koske, 1992).

Paracedosporium spp. Microascales takiminda yer alan saprofitik mantar tiirlerini
icermektedir. Dothideomycetes spp. tiirli, Dothidomycetes, (Loculoascomycetes olarak
da bilinir) Ascomycete mantarlarinin en genis ve en c¢esitli sinifidir. Bu, 11 ordo, 90
familya, 1300 cins ve 19.000'in iizerinde bilinen tiirden olusur (Kirk vd., 2001).
Dothidomycetes siklikla canli bitkilerin patojenleri olabildigi, ayrica yaprak ¢opii veya
giibresi i¢inde 6lii veya kismen sindirilmis bitki maddelerinde seliiloz ve diger karmasik
karbonhidratlar1 indirgeyen saprofit tiir olduklar1 bildirilmektedir. Bununla birlikte
beslenme bic¢imleri bitkilerle olan iliskilerle smirli degildir. Bazi tiirleri likenlerde,

bazilar1 diger mantar veya hayvanlar alemi iiyeleri tizerinde parazitler olarak
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goriildiikleri bildirilmektedir (URL 5).

Cladosporium spp. (Teleomorfu Mycosphaerella spp.) Ascomycota filumunda en
fazla bulunan, 2000'in iizerinde tanimlanmis tir igeren bir gruptur (Corlett, 1991).
Bununla birlikte, isimlerden ¢ogu esas olarak bir Mycosphaerella'nin belirli bir konake1
bitki ile birlesmesine dayanmaktadir. Cladosporium tiirleri sporlar1 (konidia) en bol
bulunan mantar tiirlerinden biri olup, muhtemelen gida maddeleri, tekstil ve boya
sanayinde en sik rastlanan kontaminant tiirdiir. Laboratuvarda diger mantarlarin
kiiltirlerini sik¢a kontamine eder. Cladosporium herbarum ve Alternaria alternata ve
Aspergillus fumigatus gibi diger yaygin tiirler ile birlikte insanlarda ciddi astim etkeni
olarak iliskilidirilmektedir (Zureik vd., 2002).

Geothricum spp. (anamorfik Galactomyces) ise toprakta, suda, havada ve
kanalizasyonda oldugu gibi bitkilerde, tahillarda ve siit iiriinlerinde bulunan mantarlarin

bir tiirlidiir. Yaygin bir toprak mantar1 olup siit ve siit iirlinleri kontaminant1 olarak da

bilinmektedir (Webster ve Weber, 2007).

Calismamizda Trichoderma ve Fusarium disinda izole edilen tiim izolatlarin,
geleneksel tani metodlariyla yapilan tanimlamada kaynakcada verilen kaynaklardan
yararlanilmis olup toprakta yaygin bulunan saprofit tiirler oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle bu izolatlar toprak mikrobiyal ¢esitliligini degerlendirmek iizere cins diizeyinde
tanimlanmis ve daha fazla lizerinde durulmamistir. Mikofungus ¢esitliligi agisindan
bakildiginda Ascomycota ve Zygomycota takimina ait toplam 17 farkl tiir izole edilmis

olup oldukga zengin bir flora oldugu gézlenmektedir (Tablo 17).

Fusarium tiirleri, her tiirlii iklime adapte olabilen, genis tiir gesitliligine sahip ve
cok sayida bitkide hastalik meydana getirebilen kompleks bir gruptur. Toprakta ve
organik materyaller {izerinde ¢ok yaygin bir tiir olup kutuplardaki donmus topraklardan
Sahra ¢oliindeki kumlara kadar ¢ok genis bir yayilim alani vardir. Hayvanlarda ve
insanlarda hastalik olusturabilen ve yine insan ve hayvanlar i¢in depo edilmis iirtinlerin
tizerinde toksin lireten suslar igermektedir. Bir ¢ok toprak mantarinin yiiksek oranda

hayatta kalma imkani; yeni gevrelere, gerek morfolojik gerekse fizyolojik olarak hizl
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bir degisim kapasitesine sahip olmasi ile agiklanabilir. Farkli ¢evre sartlarina bagh
olarak besiyeri ¢esitliligi Fusarium tiirlerinin gerek morfolojik olarak gerekse koloni
rengi olarak farkliliklarinin olusmasina neden olur. Bu yilizden minimal besi ortaminda
koloni rengi ve seklinin incelenmesi birgok bitki patologlari tarafindan kabul
edilmektedir (Booth, 1971). Fusarium cinsinin tanimlanmasi ¢esitli yonlerden
karmagiktir. Makrokonidiyumun sekli ve boyutu, mikronidyum ve klamydosporlarin
varligi veya yoklugu ve koloni morfolojisi gibi morfolojik 6zellikler genellikle tiir
seviyesinde tanimlanmaya izin vermek icin yetersizdir. Buna ek olarak, bu gézlemlerin

bazi uygulamalara ihtiyaci vardir ve uzman olmayan kisiler i¢in zordur (Windels, 1991,
Bluhm vd., 2002).

Buna istinaden ¢alismamizda da koloni morfolojisi i¢in su agar1 ve PDA besiyeri
kullanild1 (Tablo 18). izolatlarin morfolojik olarak; mono veya polifialid igerigi, makro
veya mikrokonidia olusturmasi, clamidiaspor varligi ve karanlik, aydinlik ortamda,
petrilerin alt ve iist yiizey goriiniimleri karakterize edildi. Izolatlarin belirlenen
ozellikleri geleneksel yontemle tanida 6nemli kriterler olmasina ragmen ¢ok sayida tiir
icermesinden dolay1 bu veriler karakterizasyon i¢in kullanilmis olup molekiiler taniyla
desteklenmeye gerek duyulmustur (Tablo 19). Yplc molekiiler yontemle Fusarium
solani olarak tanimlanmis olup geleneksel yontemle belirlenen 6zelliklerin (monofialid
olusu makro ve mikrokonidya igerigi, klamidyasporun terminal, interkalar olabilecegi,
koloninin hizli gelisebilme 6zelligi, petri alt ve iist ylizeylerde farkli renk igerikleri)
kaynaklarda belirtilen 6zelliklerle benzer oldugu gézlenmistir. F. solani en yaygin olan

ve en 1yi bilinen tiirdiir (Gerlach ve Nirenberg, 1982).

Trichoderma'da morfolojik gozlemler igin farkli laboratuvarlar geregleri ve gesitli
besiyeri kiiltiirleri kullandi. Genel olarak, malt 6zii agar (% 2) gibi nispeten basit bir
ortam, konidinin iiretimi ve kompleks dallanma konidyoforlarinin (makronematdz)
gozlenmesi icin yararhdir. Patates dekstroz agar (PDA) gibi zengin bir kiiltlir ortama,
pigment iiretimini gozlemlemek ve DNA izole etmek i¢in miselyum hasadi igin
yararhidir. Konidiyafor yapist ve morfolojisi konidya olgunlastiginda (genellikle
inkiibasyon 4-7 giin sonra) konidiyojen piistiiller veya kiiltiiriin kenarindan (fascicles)

alinan conidioforlar gozlenir. Konidyanin morfolojisi ve boyutu, biiylimenin yaklasik
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14. giiniinden sonra olgunlukla gozlemlenir. Karakteristik morfolojilere dayanan tiir
veya tiir topluluklarinin 6n tanimlanmasi, mevcut taksonomik literatiirde anahtarlar ve
tanimlar kullanilarak yapilir (Bissett 1984, 1991a, b, ¢, 1992; Gams ve Bissett, 1998).
Buna istinaden ¢alismamizda da Trichoderma izolatlarinin karakterizasyonunda her iki
besiyeri, literatiirde belirtilen anahtarlar ve tanimlar kullanilarak geleneksel yonteme

gore morfolojik olarak tanimlanmis olup ii¢ farkli grupta toplanmistir (Tablo20).

Calismamizda hem geleneksel hem de molekiiler yontemlerle identifikasyon
yapilmis olup, toplam 24 Trichoderma izolati tanimlanmis, bunlarmn 15'i Tichoderma
benzeri, birer 6rnek ise Longibrachiatum ve Pachybasium benzeri olarak tanimlanmistir
(Tablo 20 ve Tablo 21). Calismamizda 15 izolatin Trichoderma benzeri spor ve kiiltiir
Ozelliklerine sahip oldugu goézlendi. Tir dagilimi agisindan bakildiginda ise; T.
atroviridea ve T. auroviride tiirleri belirlendi. Bir izolatin (Yp24b) Longibrachiatum
benzeri baska bir izolatin ise (Yp18c) Pachybasium bezneri oldugu belirlendi (Tablo 20
ve Sekil 6-7).

Trichoderma'nin taksonomisi ve biyogesitliligi iizerine pek ¢ok iilkede kapsamli
calismalar yapilmistir (Bissett 1991a, b, ¢, 1992). Bu ¢alismalar Trichoderma'larin
heterojen bir dagilim ve biyogesitlilik gosterdigini, iklime ve tarimsal yonetim
uygulamalarina, mikroklimatik bilesenlere, substratin bulunabilirligine, rizosfer
birliklerine, toprak kimyasina, kompleks ekolojik etkilesimlere ve daha birgok faktore
bagli oldugunu gostermektedir. Caligmamizda bu bilgilerle benzerlik gostermekte olup
i¢ grup i¢inde toplam 6 farkl: tiir Trichoderma spp. belirlenmistir (Tablo 20 ve Sekil 6-
7).

Trichoderma harzianum, cinsin en yaygin tiridiir ve iki nedenden Otiirii
Trichoderma'nin en ekonomik tiriidiir. Bazi suslar1 bitki hastaliklarina neden olan
mantarlarin biyolojik kontroliinde kullanilir. T. harzianum tiirli, tam anlamiyla, bitki
patojenik mantarlarin biyolojik kontroliinde siklikla kullanilan suslari igermektedir.
Diger ekonomik 6neminin nedeni ise bazi suslarin ticari olarak ciddi antagonist etkili
mantar tlirii olmasidir. Biiylime i¢in optimum sicaklik, 30 °C'de, giinliik malt agarda 3.3

cm artarken, maksimum biiyiime sicakligit 36 °C'dir (Gams ve Meyer, 1998). T.
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harzianum grup 1'in diinya ¢apinda dagilim gdsteren ve birgogu biyolojik kontrol
maddelerini ihtiva eden suslar oldugu bildirilmektedir (Muthumeenakshi, 1996).
Trichoderma afroharzianum tipki diger mantarlarda oldugu gibi toprak, kok ve konukgu
oldugu diger mantarlarin tizerinden izole edilmistir (Chaverri ve Samuels, 2013).
Trichoderma afroharzianum en iyi karakterize edilen Trichoderma tiirlerinden biridir ve
suslarin bitki hastalik baskilayicisi olarak kullanildiklar: bildirilmektedir (Zhang vd.,
2015). Calismamizda da bir izolat (Yp18d) molekiiler yontemlerle T. afroharzianum

olarak belirlenmistir.

Sistematikte geleneksel tani yontemlerinin 6nemi biiyliktlir. Ancak giliniimiizde
modern tekniklerin kullanilmasi geleneksel yontemle taniya biiylik destek saglamstir.
Calismamizda da geleneksel yontemlerle tanimlanan izolatlarin molekiiler tekniklerin
destegiyle daha giivenli bir tiir tanis1 hedeflenmistir. Ribozomal DNA'nin ITS bdlge
dizilerinin tanimlanmasi, tim mantar tiirleri i¢in yeterli oldugu varsayilmistir ancak,
tiirlerin tanimlanmasi i¢in BLAST'in (6rnegin Genbank'ta) popiiler uygulamasi yetersiz
tamimlamalara sebep olabilmektedir (Lieckfeldt ve Seifert, 2000). Kopchinskiy vd.,
(2005) Genbank'ta tevdi edilen diziler arasinda, zaman zaman cinsin tiim tiirlerini
icermeyen ¢ok sayida tanimlama hatas1 bulmustur. Yakin tarihli aragtirmalarla gosterilen
Trichoderma'da yakindan ilgili tiirlerin ¢6ziimiinde tek basina ITS'in yeterince
bilgilendirici olmadigin1 bildirmektedirler. Ek olarak, RNA kodlayan genlerin paralog
kopyalar1 Hypocreales'in bazi cinslerinde bulunmustur ve bu da tek basina ITS'ye dayali
yaniltic1 tanimlamalara neden olabilecegini bildirmistir (O'Donnell, 2000; Lieckfeldt ve
Seifert, 2000, Chaverry vd., 2003b, Hoyos vd., 2009).

Calismamizda izole edilen Fusarium' lardan bir izolat (Yp7b) ve Trichoderma'dan
4 izolat (Yp3b, Yp3c, Yp4a ve Ypl6c) cins diizeyinde tanimlanabilmistir (Tablo 19 ve
Tablo 21). Calismamiz temelde patojenite veya biyokontrol ozellikleri énemli olan
suglarin belirlenmesini hedeflediginden dolayi, morfolojik ve ITS tabanli tani
yontemleri yeterli bulunmustur. Daha sonraki calismalarda elde edilen iistiin
biyokontrol veya patojen suslarin tiir tanilar1 daha detayli molekiiler karakterizasyon

yontemleri kullanilarak yapilmalidir.
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Calismamizda molekiiler yontemler kullanilarak izolatlarin 6's1 (Yp4e, Yp9b,
Ypl4c, Ypl8b, Ypl9, Yp22a) Fusarium oxysporum olarak tanimlanmis olup gézlenen
morfolojik 06zelliklerin, kaynakta belirtilen tiirtin Ozellikleri ile uyumlu oldugu
gozlenmistir. Bu tir ekonomik olarak Fusarium genusunun en Onemli tiiriinii
olusturmakta olup ¢ok yogun ve yaygin olarak bulunan bir tlirdiir. Yiizlerce farkli form
ve 1rklar1 bulunmaktadir. Konak spesifikligi siis bitkilerinden ziyade odunsu bitkiler,
tarla bitkileri ve sebzelerdir. Yiizlerce farkli konak bitkide; kok ¢iirtikliigii, devrilme ve

damar solgunlugu hastaligina sebep olur (Gerlach ve Nirenberg, 1982).

izolatlarn  4'i (Yp3f, Yp4c, Ypl3a, Ypl3b) molekiiler olarak Fusarium
sambucinum olarak tanimlanmis olup gozlenen morfolojik ozelliklerin, kaynakta
belirtilen tiiriin 6zellikleri ile uyumlu oldugu goézlenmistir. Fusarium sambucinum
bircok arastirmaci tarafindan calisilmig Ozellikle Akdeniz iklimine sahip sicak
bolgelerde iyi bilinen bir sustur. Odunsu bitkilerde pamuk¢uk ve 6liime neden olan
cesitli bitki hastaliklariyla, ayrica ¢ok sayida ekili bitkilerde, serbetciotunda diger
bitkilerin kok ve fidelerindeki bazi hastaliklarla iligkilidir. Fusarium sambucinum
Fuckel (teleomorf Gibberella pulicaris (Fr.) Sacc,) patateslerin (Solanum tuberosum L.)
en onemli kuru ¢iiriikkliik hastalik etkenlerinden biridir ve depolamadaki yumrular1 ve
dikim sonrasi tohum pargalarimi etkiler (Hanson vd., 1996). Patates bitkisinde kuru kok
hastaligina neden oldugundan biiyiikk ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir.
Ciirime depoda yavag gelisir, genellikle salginlara neden olur. Patojenlerin sporlari,
yumrularda 6zellikle hasatta 1slak kosullar altinda yara ve kovucuk olarak adlandirilan

lentisellerden girer ve ¢imlenir (Boyd, 1947).

Calismada izole edilen Fusarium'lardan ikisi Yp7b ve Yp3g hem geleneksel hem
de molekiiler yontemlerle cins diizeyinde tanimlanabilmis fakat tiirii belirlenememistir.
Yp3g'nin %41 kapsam ve %98 benzerlikle Fusarium saccari tiirii olarak tanimlanmis
olup bircok ozelligi (ge¢ tlremesi, yiizeyinin tiiysii olmasi, uglarinin beyaz orta
kisimlarimin parlak pembemsi olmasi) agisindan benzerlik gostermektedir (Gerlach ve
Nirenberg, 1982). Muhtemelen bu suslar yeni kayit olabilecek suslar olup daha ileri

molekiler tekniklerle tanimlanmalidir.
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Domates bitkisinin farkli kisimlarindan (kok, gévde ve meyvelerinde) ii¢ farkl
grup Fusarium izole edildi. Bunlar Fusarium spp. (Yp7b), Fusarium oxysporum (Yp9b,
Yplac, Ypl8b, Ypl9, Yp22a) ve Fusarium sambucinum (Ypl3a ve Ypl3b) olarak
gozlendi. Bu sonug, populasyonda domates bitkisinde farkli Fusarium tiirlerinin
birlikteligini de gostermektedir. Ozellikle Trichoderma anamorf formlari arasinda
morfolojik ve fenotik (morfolojik) karakterlerin homoplazmasina bagli olarak
Trichoderma'nin morfolojik tanimlanmasinda bir¢ok zorluk bulunmaktadir (Chaverri ve
Samuels, 2013; Druzhinina vd., 2006).

DNA dizileri diizeyinde yapilan bir karsilastirma, mantar tlirlerinin dogru
siiflandirilmasini saglayarak cesitli tiirler arasindaki evrimsel ve ekolojik iligkileri
aydmlatir. Son yillarda patojenik Fusarium popiilasyonundaki degiskenligi incelemek
icin DNA tabanli yontemler giderek daha fazla kullanilmaktadir (Kiprop vd., 2002;
Sivaramakrishnan vd., 2002). DNA parmak izi, bireysel izolatlarin karakterizasyonu ve
bunlar1 standart irk siniflarina gére gruplandirmasinda Fusarium igin basariyla
kullanilmistir. Basit sekans tekrarlari, incelenen mantar genomlarindaki cesitlilikleri ve
dagilimlar1 hakkinda 6nceden bilgi sahibi olmaksizin, ¢esitli filamentli mantarlarin ve
mayalarin genetik tiplendirmesi i¢in sayisiz DNA ve PCR parmak izi olusturma
deneyleri kullanilmaktadir (Meyer vd., 2003). Takson se¢imli ITS amplifikasyonu,
Fusarium ve Verticillium spp. gibi mantar patojenlerinin tespiti i¢in kullanilmigtir
(Nazar vd., 1991). Ribozomal DNA kiimesi, {i¢ ITS gen bolgesindeki (18S, 5.8S ve
28S) sirali tekrarindan, iki kodlanmayan ITS'den (ITS1 ve ITS2) ve Intergenik spacer
bolgesinden (IGS) olusur. Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgeleri, yakindan ilgili
mantar tlrlerini ayirt edebilen spesifik primerler olusturmak i¢in basariyla
kullanilmaktadir (Bryan vd., 1996). Tiim bunlara baglh olarak da bu arastirmada izole
edilen ve kullanilan Fusarium izolatlarinin molekiiler tanimlanmasinda ITS' e dayali

molekiiler tanimlamanin yeterli olacagi diistiniilm{istir.

4.2. Trichoderma spp. Suslarin in Vitro Sartlarda Biyokontrol Etkinlikleri

Trichoderma cinsi, bitki biiyiime tesviki ve bitki patojenlerine karsi biyolojik

kontrolde kullanilan en yaygin ve en dnemli olan organizmalardir (Papavizas, 1985;
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Tronsmo ve Hjeljord, 1998). Filament6z Deuteromycetes'lerdir ve yaygin olarak tiim
topraklarda bulunurlar (Samuels, 1996). Genusun ¢ogu tiirii, dogal ve suni ortamda
kolayca tireyip ve sporulasyon yapabilmektedir (Papavizas, 1985). Ayrica, Trichoderma
spp. ekonomik 6nemi olan pek ¢ok tiriinde bitki patojenlerini kontrol etmek igin
kullanilmistir (Lewis vd., 1996; Ahmed vd., 1999; Mathre vd., 1999; Harman, 2000).
Trichoderma tiirleri bitki gelisimini hizlandirdig1, bitki savunma mekanizmalarini tegvik
ederek bitkileri toprak kaynakli patojenlere karsi diren¢li hale getirdigi ve cesitli
antibiyotik  bilesikler direttigi i¢in biyolojik miicadelede tercih edilmektedir
(Basim,1999; Brewer, 2005). Trichoderma harzianum T9, T10, T15 ve T19'un tiim
filtratlarinin, bitki patojenlerine karst (Fusarium culmarum, F oksysporum, F
moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis var.
tritici ve Drechslera sorokiniana) etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu izolatlarin arasinda
T. harzianum T19, bitki patojenlerinde genis bir engelleyici etki sergiledigi, F.
oxysporum'un, yukaridaki suslarin siiziintiilerine en direngli sus oldugu bildirilmektedir
(Kigiik ve Kivang, 2003).

Devrilme hastaligi, fidanliklarda yetistirilen sebzeler icin ciddi hastaliklarindan
biridir. Hastaliktan sorumlu oldugu bildirilen en yaygin mantarlar Pythium spp.,
Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii, Phytophthora spp. ve Rhizoctonia solani vb.
tirlerdir (Singh, 1984; Ahmed ve Hossain, 1985). Fusarium oxysporum, Sclerotium
rolfsii ve Rhizoctonia solani, genis konakg1 araligina sahip topraklari inhibe edebilen
patojendir ve bu nedenle onlar1 kontrol etmek ¢ok zordur (Talukder, 1974; Elango,
1986; Das, 1984; Martin ve Torres, 1989). Fidelerin solgunluk hastaligin1 kontrol etmek
i¢in gesitli yontemler bulunmaktadir. Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia vb. gibi toprak
kaynakl1 bitki patojen funguslarina kars1 Trichoderma spp. etkili bir biyo-kontrol ajani
olarak taninmaktadir (Chet ve Inbar, 1994). T. harzianum dogada bircok faydali
mikroorganizmayr korumak icgin ¢evre dostu bir secenek olarak kullanilabilir. Bu
biyolojik kontrol ajani fidanlar ¢esitli toprak kaynakli patojen funguslardan korumak
icin potansiyel bir kaynaktir. Ayrica Trichoderma'nin bitki biiylimesinde umut verici
katkis1 oldugu da bildirilmektedir (Baker, 1988; Burr vd., 1978). John vd. (2010)'nin
yaptig1 ¢aligmada Trichoderma viride, soya fasulyesinde iki mantar patojene (Fusarium

oxysporum ve Pythium arrhenomanes) karsi etkin bir biyokontrol ajan oldugunu
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bildirmislerdir. Trichoderma'nin, patojenleri etkin bir sekilde kontrol ettigi ve ayn1 anda
soya fasulyesi bitkisinin biiyimesini ve sekonder enfeksiyonuna karst direnci arttirdigi

bildirilmistir.

Antibiyotik {iretimi, mikoparazitizm, hiicre duvarini pargalayan enzimlerin
tiretimi ve besin maddeleri ya da yasam alani igin rekabet, patojenlerin biyolojik
kontroliinde yer alan eylemler olarak diistiniiliir (Zeilinger ve Omann, 2007; Vinale vd.,
2008). Trichoderma ve mantar patojeni arasindaki mikoparazitik etkilesimler sirasinda
fiziksel temastan Once konak¢idan salinan difiize edilebilir bir faktor, hidrolitik
enzimlerin indiiksiyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir (Cortes vd, 1998; Zeilinger
vd., 1999; Zeilinger ve Omann, 2007). Direkt temas sirasinda konak¢i hiicre
duvarindaki lektinler, konak¢i hifalar1 ¢evresinde Trichoderma'nin sarilmasimni
indiikleyebilir ve mikoparazit, patojenleri yok etmek icin appressorium benzeri yapilar
tiretebilir (Zeilinger ve Omann, 2007). Zeilinger ve Omann (2007)'e gore, enzim tiretimi
ve enfeksiyon yapisinin olusumu, diflizyon faktorii tarafindan aktive edilen uyarilmig
yanitlardir. Benhamou ve Chet (1993)'e gore Trichoderma'nin patojenlerle (Rhizoctonia
ve Pythium) bir¢ok etkilesimi gosterilmis olup, ya patojene paralel biiylidigl, ya
patojen boyunca biiylidiigli ya da patojen etrafinda biiylidiigli bilinmektedir. Patojenin
misellerinin  bozulmasi, appressorium benzeri yapilara niifuz ettikten sonra
gerceklestigini ve patojendeki trikhodermal hiflerin biiylidiginii gozlemislerdir
(Benhamou ve Chet, 1993). Yapilan ¢alismalar neticesinde, Trichoderma'nin fungal
toprak patojenlerine karsi g¢evre dostu biyokontrol ajani olarak biyolojik kontrol
maddeleri {ireten bir model organizma oldugu bilinmektedir. Trichoderma'larin,
topraklarindaki patojenlere karsi biyolojik kontrol maddeleri olarak etkinligini giivence
altina aliyor olmast Trichoderma'nin ¢evre dostu bir biyokontrol ajani olmasi
calismamiz ve benzeri c¢alismalarda model olarak kullanilmasina sebep teskil

etmektedir.

Calismamizda alinan Orneklerden potansiyel patojen etken olarak Fusarium ve
potansiyel biyokontrol ajan olarak Trichoderma cinsleri belirlenmistir. Calismamizda 12
adet Trichoderma susu 6 adet Fusarium, birer adet Sclerotium ve Botrytis suslarina karsi

dual kiiltiirle antogonistik etkinlikleri test edildi. Genel olarak test edilen
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Trichoderma'larin Fusarium suslarina karsi benzer inhibisyon etkinligi gostermis
oldugu ve timiiniin potansiyel bitki patojenlerine karsi etkili oldugu goézlenmekle
birlikte en etkili sus olarak Ypla, Yp4a ve Yp24b suslari oldugu belirlendi. Bu suslar
secilerek saksi ve ¢imlenme deneylerinde kullanildi (Tablo 24 ve Sekil 10-11-12-13-14-
15). Bu belirlenen suslarin daha ileriki ¢alismalarda patojen suslara karsi antagonist
etkinliklerinin daha detayli bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Dual kiiltiirlerin 4.
ve 10. gliniindeki sonuglara bakilarak belirlenen bu suslarin in vivo olarak ¢imlenme ve
saks1 deneylerinde bitki gelisimi {izerine etkilerinin arastirilmasi1 planlandi.
Kullanilmayan diger Trichoderma suslarinin etkinliginin Fusarium disindaki baska bitki

patojeni funguslara kars1 test edilmesinin yararli olacag: diistiniilmektedir.

4.3. Tohum Cimlenmesinde Patojenite Testi

Domates (Lycopersicon) diinyanin en ¢ok yetistirilen sebze mahsullerinden biridir
ve ¢ogu F. oxysporum tarafindan sebep olan Fusarium solgunlugu ciddi ekonomik
kayiplardan sorumlu olan 6nemli hastaliklardan biridir (Snyder ve Hanson, 1940).
Genellikle hastalik hava ve toprak sicakliklar1 yiiksek oldugunda yaz ortasinda goriiliir.
Hastalikli bitkilerde genellikle sararma eski yapraklarda (yere yakin olanlar) baslar,
bitkinin veya yaprak sapinin bir tarafi ile devam eder. Fidan asamasinda, F. oxysporum
tarafindan enfekte olan bitkiler, semptomlar goriindiikten kisa bir silire sonra solup
oliirler (Kennelly, 2007). Diinyanin her yerinde oldugu gibi bdlgemizde de yetistirilen
domates bitkilerinde sik goriilen bir hastalik olmasi nedeniyle ¢alismada domates bitkisi

materyal olarak kullanilmistir.

Patojen baskilamada rol alan organizmalar besin maddeleri igin rekabet,
antibiyotik ve konukgu direnci indiiksiyonu gibi c¢esitli mekanizmalar yoluyla bunu
yapar (Mark, 2002). Biyokontrol ajanlarmin ¢ogu, dogal olarak baskilanan topraklardan
Fusarium solgunluguna kars1 izole edilmistir (Silva ve Wagner 2005). Caligmamizda da
hastalik etkeni Fusarium'larin yaninda Trichoderma suslarinin da izole edilmesi, bu
hastaliklarin baskilanmasinda antagonistik mikroorganizma olarak Trichoderma'nin en
yiiksek potansiyel etkinlik tasiyacagini gostermekte olup literatiir bilgisi ile uyum

saglamaktadir.
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Biyokontrol agisindan iyi oldugu diisiiniilen Trichoderma (Ypla, Yp4a ve Yp24b)
suslart ile aliman Orneklerden domates ve biber bitkilerinde solgunluk ve devrilme
hastaligina sebep oldugu diisiiniilen Fusarium tiirlerinin (Yplc, Yp3g, Yp4c, Ypde,
Yp7b, Ypob, Ypl3a, Ypl3b, Ypldc, Ypl8b, Ypl9, Yp22a) domates tohumunun
cimlenmesi iizerindeki etkinligi petri kaplarinda test edildi (Tablo 25 ve Sekil 16).
Calismada deneyin 12. giiniinde ¢imlenme basarisi agisindan bakildiginda en yiiksek
¢imlenme basarisi sirasiyla Yp7b (% 83,3) ve Ypl3a (% 76,6) gruplarinda gézlenmis
olup, bu deger kontrol grubuna (% 70) gore daha iyi oldugu, ancak arasinda istatistik
olarak (Tukey) anlamli fark olmadig1r gozlendi (p>0,05). Bununla birlikte Yp7b ile
Yp13b (% 36,6) arasinda ¢imlenme basarisinda Tukey’e gore anlamli fark oldugu
(<0,05), dolayisiyla saksi deneyinde Ypl3b’nin kullanilmasi nedenlerinden birini
olusturmustur. Bu sonuclar dikkate alindiginda domates tohumunun ¢imlenmesinde
Fusarium suslarinin ¢gogunun ¢imlenmeyi engelledigi (patojen/ciiriik¢iil) ve dolayisiyla

tohum ¢imlenme basarisina olumsuz etki gosterdikleri diistiniilmektedir.

Joshi vd. (2013) tarafindan Hindistan'da dokuz farkli cografi bolgeden toprak ve
bitki drneklerinin toplanmasi ile yapilan bir ¢calismada toprak ve bitki 6rneklerinden
Fusarium tiirlerinin toplam 60 izolat elde edildi. Bunlardan 39 izolat, morfolojik ve
molekiiler tanilarina gére Fusarium oxysporum olarak tanimlandi. Domates bitkisindeki
patojenite testi sonucu hastalik insidansi sifirdan % 78.74'e kadar degisen oranlarda
oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada F. oxysporum izolatlar1 arasinda besinin patojenik
olmayan ve {g¢iinlin ise giiclii bir patojen oldugu bildirilmistir. Calismamizda izole
edilen F. oxysporum tiirlerinin patojenitesinin domates tohum ¢imlenmesinde Yp13b (F.
sambucinum) susuna gore daha az patojen oldugu belirlenmistir. Silva ve Bettiol (2005)
yaptiklar1 ¢alismada domates bitkilerinde patojenik olmayan F. oxysporum izolatlarinin
etkisini belirlemek i¢in, yaptiklar1 c¢alismalar sonucunda, patojenik olmayan F
oxysporum izolatlarinin domates bitkisinde patojen olmadigi goriilmiistiir. Patojenik
olmayan F. oxysporum izolatlari, hastaligin ciddiyetini azaltmada ve normal bitki
gelisimini siirdiirmede etkili oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, patojenik olmayan F.
oxysporum izolatlarinin, patojen olan F. oxysporum tarafindan olusturulan vaskiiler

solgunlugun kontroliinde antagonistik etkinligi gosterdigini kanitlanmistir.
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Calismamizda da ayn1 6rnekten izole edilen Yp13a ve Yp13b suslarinin molekiiler
tanimlamaya gore ayn1 Fusarium sambucinum'un iki ayr1 izolat1 olmasina ragmen petri
kaplarindaki 6n patojenite testinde c¢imlenme basaris1 tizerine farkli etkinlikler
gostermektedir. Bu baglamda calismamizda Ypl3a susunun domates tohumlarinda
¢imlenmeyi tesvik ederken (%76,6 ¢cimlenme basarisi), Ypl3b susunun ise domates
tohumlarinin ¢imlenmesini olumsuz etkiledigi (%36,6 ¢imlenme basarisi) gézlenmistir.
Bu sonuglar, yukarida belirtilen ¢alismalarla uyumlu olup patojen olan suslar, bitki
gelisimini olumsuz etkilerken patojen olmayan suslarin bitki ¢imlenmesini tesvik

edebilcegini gostermistir.

Calismamizda kontrol grubunda c¢imlenme basarisinin %70 olmasi, tohum
kalitesinin iyi olmadigini, bu durumun da ozellikle Trichoderma’larin ¢imlenme
basarisint olumsuz etkiledigi diistiniilmektedir. Test edilen 3 adet Trichoderma spp.
suslar1 arasinda da istatistiksel a¢idan fark olmamakla birlikte Ypla ¢cimlenme basarisi
(%70) en iyi olup kontrolle ayn1 sonucu vermistir. Yp4a'nin da ¢imlenme basarisi
kontrole yakin bir deger (%66,6) tasidigi, Yp24b’nin ise %50 oldugu gozlendi.
Trichoderma’larin tohum ¢imlenme basarisina daha iyi etkinlik yapmasi beklenirken,
tohumlardan da kaynaklanmis olabilecek sebeplerden dolay1r istenilen sonuglar
almamamistir. Bu nedenle, daha detayli deneylerin yapilmasi ve ¢imlenme basarisi

%95’1n Uistiinde olan lisansli tohumlarin kullanilmast uygun olacaktir.

Kok uzunlugunda Dunnett testine gore kontrol ile Yp4c, Ypl3a ve Yp4a suslari
arasinda, Tukey’e gore de kontrol ile Yp4c arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi (p< 0,05). Ortalama kok uzunlugu, Kontrol x = 2,44, Yp4c x = 0,92,
Ypl3a x = 1,19, Ypl8b x = 1,47 olarak gbzlemlendi. Sirasiyla, Fusarium'larda kok
uzunluguna etki bakimindan en patojen olan suslar Yp4c ve Ypl3a gelmektedir.
Trichoderma’larda ise kok uzunlugu gelisimine en olumlu etki yapan susun Yp24b
oldugu bunu sirasiyla Ypla ve Yp4a izlemistir. Ayrica Trichoderma'lar arasinda siirgiin

uzunlugu bakimindan Yp24b'nin kontrole en yakin degere sahip sus oldugu gézlenmistir
(Tablo 25 ve Tablo 26).

Fusarium tiirleri, hububat, tahil bitkileri ile tarim ve ormancilikta 6nemli diger
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bircok bitkinin kozmopolit nekrotrofik patojenleridir (Leslie ve Summerell 2006).
Dawson vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada test edilen bir ¢ok Fusarium
tiurlerinde (Fusarium fujikuroi, F. dlamini, F beomiforme, F. thophilum, F
verticillioides, F. oxysporum, F. scirpi, F. acutatum ve F. nygamai) hastalik goriilme
potansiyeli tagidigi gosterilmistir. Dut fidelerine patojen olan ve bitki boyu, govde
cevresi, yaprak sayisi ve yaprak alanlarinda belirgin azalmaya neden olan tiirlerin
aslinda zararsiz olarak bilinen tiirler oldugu belirtilmektedir. Calismamizda da izole
edilen F. sambucinum Yp13b susu On patojenite testlerinde domates tohumlarinda en
patojen sus olarak belirlenmistir. Bu sonuglar saprofit olan suslarin da bitki ¢esidine
gore patojen olabilecegini gostermektedir. Tiim bu g¢aligma sonuglarina bakildiginda,
Fusarium spp. suslar1 arasinda ¢imlenme ve gelisim parametrelerini olumsuz yonde en
cok etkileyen tiiriin Ypl3b’nin olmasi, bundan sonraki arastirmalarda bu susun

kullanilmasina neden olmustur.

4.4. Saks1 Deneyi

Calismamizda saks1 deneyinde Yp13b ile ii¢ adet Trichoderma birlikteligi (8 farkli
parametre acisindan) test edildi. Yapilan istatistiksel analizlere gore saksi deneyi verileri
sonucunda hem Anova hem de Dunnet testine gore gruplar arasinda govde ¢ap1 ve kokte
lezyon skalas1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu (P<0,05) belirlendi

diger parametrelerde ise anlamli farkliligin olmadigi gézlendi (Tablo 28).

F. sambucinum (Yp13b) susunun tek basina patojen etkinliginin olmadigi ancak
Trichoderma ile birlikte test edildiginde patojenitesinin oldugu gozlendi. Bunun
muhtemel nedenlerinden biri Fusarium'un Trichoderma'ya kars1 savunma sistemlerinin
tetiklenmis olmasi ya da domates fidelerinin iki farkli susa karsi immunitesinin azalmasi
olabilir. Bitkiler birgok savunma mekanizmast bulundurdugundan c¢ok sayida farkli
mekanizma bunun nedeni olabilir Bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Yp4a tek basina domates bitkisinin gelisimini gii¢lii bir sekilde tesvik
ettigi ancak F. sambucinum Yp13b birlikteliginde ise bitki uzunlugu, sagaklanma
sayisi, yaprak sayisi, bitki yas ve kuru agirligt parametreleri agisindan

degerlendirildiginde domates bitkisinin gelisimini pozitif ve negatif kontrollere gore
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azalttig1 gozlendi. Bundan dolay1r F. sambucinum Yp13b patojenik etkinligi en fazla
Yp4a ile olan birlikteliginde gézlenmistir (Tablo 27 ve Sekil 17).

Govde kalinligr bitki gelisimi ile ilgili bir parametredir. Negatif kontrol grubunda
herhangi bir stres faktorii olmadiginda kalinhigin diisiikk oldugu, patojen veya
biyokontrol olarak kullanilan Trichoderma varliginda ise kalinligin arttigi gozlendi.
Trichoderma Ypla' nin tek basina govde kalmligimi en fazla arttirdigi buna karsin
Trichoderma Ypla - Fusarium Ypl13b kontrol birlikteliginde kontrolle benzer oldugu
fakat Fusarium Ypl13b kontrole gore daha diisiik oldugu belirlendi (Tablo 27). Bu
durum Trichoderma Ypla'nin tek basina gelisimi tesvik eden ajan olarak etkinliginin
daha iyi oldugunu gostermektedir. Govde c¢apt agisindan Trichoderma Yp24b -

Fusarium Yp13b birlikteligi ise en azaltici etkiyi olusturdugu belirlendi.

Bitki uzunlugunda (BU) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig
ancak, negatif kontrole ve Ypl3b kontrol guruplarina gére Trichoderma Ypda -
Fusarium Yp13b ve Trichoderma Ypla - Fusarium Ypl3b birlikteliginin daha diisiik
govde uzunluguna sahip oldugu belirlendi. Fusarium Yp13b kontrol grubunun negatif
kontrolle ayni oldugu, yani patojen etkinlik gostermedigi goézlendi. Trichoderma
suslarinin bitki uzunlugu agisindan gelismeyi tesvik edici ajan olduklar1 ve sirasiyla en
gliclii tesvik edici suslar Trichoderma Ypla, Ypda ve Yp24b seklinde siralandi. Ayrica
Trichoderma Yp24b - Fusarium Yp13b birlikteligi de kontrol gruplarina gore daha iyi
oldugu belirlendi.

Sagaklanma sayisinda (SS) gore; Trichoderma Yp4a - Fusarium Yp13b grubunun
negatif kontrole en diisiik oldugu, diger tiim gruplarin ise negatif kontrole gore daha iyi
sonuclar verdigi belirlendi. Ancak istatistie gore anlamli bir fark goézlenmedi.
Sagaklanma sayis1 bakimindan en gii¢lii tesvik edici suslarin sirasiyla; Trichoderma
Ypla, Yp4a ve Yp24b seklinde oldugu belirlendi.

Yaprak sayist (YS) tiim gruplarda 7,0833-10,6667 olarak degisirken aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi gozlendi. Negatif ve pozitif kontrol gruplarina

gore sirastyla en iyi Trichoderma Ypla ve Trichoderma Yp24b oldugu en disiik ise
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Trichoderma Yp4a ve Trichoderma Yp24b'nin Fusarium Yp13b ile birlikteliklerinde
oldugu gozlendi. Bu veriye gore de Trichoderma Ypla’nin yaprak sayisi bakimindan en

1yi tesvik edici sus oldugu belirlendi.

Bitki yas agirhiginin (BYA) analizinde Trichoderma Yp4a - Fusarium Ypl3b
grubunun tiim kontrol gruplarina gére daha diisiik oldugu belirlendi. En yiiksek yas
agirh@in Trichoderma kontrol gruplarinda (sirasiyla Ypla, Yp24b ve Yp4a) oldugu

belirlendi.

Bitki kuru agirliginin analizinde negatif kontrol grubuna gore sirasiyla daha diisiik
deger tasiyan grup Trichoderma Yp4a - Fusarium Ypl3b' de gozlendi. Trichoderma
kontrol gruplar ise, negatif kontrole gore daha iyi olduklari, en yiiksek degerlerin ise
Trichoderma Ypla ve Yp24b’de oldugu goézlendi. Bu sonuglara gore Trichoderma
Ypla’nin hem tek basina hem de patojen ile birlikteliginde kuru yas agirlig1 agisindan

en iyi tesvik edici ajan oldugu gozlendi.

Tiim parametreler agisindan bakildiginda (bitki kuru agirligi hari¢) hem negatif
hem de poitif kontrole gére, Trichoderma Ypla susunun gelismeyi en iyi tesvik edici
ajan oldugu belirlendi. Ypl13b nin Trichoderma birliktelikleri arasindaki etkinlige
bakildiginda Ypla'min sagaklanma sayisi, yaprak sayist ve bitki kuru agirlik
parametrelerinde en 1iyi oldugu, Yp24'min ise bitki uzunlugu ve yas agirhig
parametrelerinde daha iyi oldugu gozlendi. Genel olarak bakildiginda tiim Trichoderma
ve Fusarium birlikteliklerinde elde edilen degerlerin daha diisiik oldugu gozlendi. Bu
sonuglar neticesinde Trichoderma'larin tek basina bitki gelisimini tesvik ederken patojen

ile birlikte bitki gelisimini sinirlandirdig1 gozlenmistir.

Marra vd. (2006), yaptigi ¢alismada iiretilen diferansiyel proteinleri analiz etmek
icin proteomik bir yaklagim kullanarak Trichoderma'nin bitki ve farkli mantar
patojenleriyle {i¢ yonlii etkilesimlerini incelemistir. Calismaya gore, bitkide proteom
spesifik PR proteinleri ve diger hastaliga neden olan faktorlerin (yani potansiyel direng
genleri) ii¢ yonlii etkilesimi diizenleyebilecegini ve antagonistin varliginin bir patojen

saldirisina kars1 niceliksel ve niteliksel olarak modiile tepki verebilecegini gosterdi.
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Bazi durumlarda, antagonistik mantar bazi savunma proteinlerinin iiretimini azaltt,
ancak digerlerinin daha yiiksek bir birikimi ile sonu¢landi. Bu gozlemler, bitki

tepkisinin, ilgili {i¢ ortagin her birine bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

Akrami ve Yousefi, (2015), yilinda yapilan c¢alismada ti¢ Trichoderma spp.
(Trichoderma harzianum, T. asperellum ve T. virens) ile tedavi edilen Fusarium spp. ( F.
solani ve F. oxysporum) enfekte gruplarin semptomlar1 birbirine kiyaslandiginda
aralarinda ihmal edilebilir anlamli farklilik oldugu bildirilmistir. Ghazalibiglar vd.
(2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, Fusarium oxysporum f. spp. lycopersici domates
patojenine karsi iki adet izolati, biyokontrol olarak test edilmistir. Bir izolat domates
bitki gelisimi tizerinde % 50 veya daha fazla etkinlik gosterirken diger izolatin bitki
gelisimi parametreleri iizerine higbir etkinlgi bulunmadigi gozlenmistir. Yapilan
calismada Trichoderma izolatt LU140 izolatinin Fusarium varliginda domatesin
biliylimesini gelistirdigi ancak patojenin yoklugunda bitki biiylimesini tesvik etmedigi
bildirilmektedir.

Biyolojik miicadeledeki mekanizmalar belki de birincil 6neme sahip olmamakla
birlikte, Trichoderma tiirleri, konuk¢u bitkilere olan etkilesimler sirasinda hastalik
direncine veya hastaliga hosgoriiye katkida bulunabilecek diger ozellikleri de
sergileyebilmektedir. Biyokontrol ajanlari tarafindan bitki hastaliklarinin biyolojik
kontroliinii etkilemek ic¢in kullanilan mekanizmalar c¢ok karmasiktir ve bunlarin
kullanimi, etkilesimde yer alan biyolojik kontrol ajani, patojen ve konukgu bitkinin
tiirline gore degisir. Mekanizmalar ayni zamanda toprak tipi, sicaklik, ph, bitki su
icerigi, toprak ortami ve diger mikroflora ortamindan da etkilenir (Harman, 2000).
Yapilan bir bagka ¢alismada ise F. sambucinum'un Arjantin'deki domates meyvelerinde

hasat sonras1 yumusak ¢iirlimeye neden oldugu belirtilmektedir (Mourelos vd., 2016).

Bu sistemlerin karmagikligina iligkin  bilgimiz, su anda onlar algilama
kabiliyetimizle smrlidir ve biyolojik kontrol siireci sonucunda tam olarak neler
oldugunu anlamak icin ¢ok sayida arastirma yapilmalidir. Bilimin diger bircok yoniinde
oldugu gibi biyokontrol siirecinde de yer alan mekanizmalar hakkinda temel bilgi i¢in

gerekli yontemlerin, daha fazla gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Bu arada, Trichoderma
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sekonder metabolitlerinin etki mekanizmalarini ve tarimda kullanilan diger bilesiklerle
muhtemel etkilesimleri daha iyi anlamak igin ileri deneyler yapilmalidir. Bu sonuglar
neticesinde Trichoderma' larin tek basina bitki gelisimini tesvik ederken patojen ile
birlikte bitki stresini arttirmis olabilecegi dolayisiyla kontrole gore daha diisiik verilerin

olusmasina neden olabilecegi diisiiniildii.

Calismamizda petride ¢imlenme deneyinde en patojen sus olarak Ypl3b
belirlenmis olup saksida patojenite deneyinde kullanilmig ancak ayni sonuglar
alinamamistir.  Domatesgillerde bulunan o-Tomatin, steroidal bir glikoalkaloiddir.
Domates  bitkilerinin  yapraklari, kokleri, ve yesil meyvelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur; bunun da patojenlere karsi direng saglayabilecegi
bildirilmektedir. a- tomatinin toksik etkileri, membran sterolleri ile kompleks yapma
kabiliyetine, dolayisiyla gozenek olusumuna ve hiicre igeriklerinin sizmasina neden
olur. Tohumda, bu madde ¢imlenme esnasinda olmadigi, biiylime ve gelisme evresinde
oldugu i¢in tohumda Fusarium sambucinum (Yp13b) patojen etki gosterirken biiyiime
ve gelisme evresinde olumsuzluk gézlenememistir. Domatesin patojen mantarlari, diger
bitki tiirlerinin ve saprofitlerin patojenlerine gore genellikle tomatine daha az duyarlidir.
Fusarium sambucinum (Gibberella pulicaris)'daki son g¢alismalar, agligon (Glikasil
grubunun bir glikolizid'ten bir hidrojen atomu ile degistirilmesinden sonra kalan
sekersiz bilesiktir.) yan molekiiliiniin tomatidin'in (Domatesin kdk, yesil yaprak ve yesil
meyvesinde bulunan hafif toksik steroidal alkoloidlerdir. Ayrica antifungal ve
antibakteriyel etkinlige sahiptir.) hidroksilasyonunun, tomatinazin etkilemesinden sonra
ortaya c¢ikmasina ragmen, bugiine kadar fitopatojenik funguslar ile a-tomatine
metabolizmas1 bilgisi neredeyse sadece molekiiliin seker kalintilariin giderilmesi ile
smirlidir. F. oxysporum tomatinazi, glukoz varliginda tam olarak bastirmakta olup,
tomatinazin Botrytis cinerea glikoz baskilamasinda go6zlenmese de, tomatinin
detoksifikasyonunun yani sira, beslenmede olast bir roliine isaret etmektedir (Perez-

Espinosa vd., 2001).

Bu ¢aligsmada, petri deneyinde test edilen Fusarium' lardan en patojen sus Yp13b
olarak belirlenmis, ancak saksi deneyinde ise muhtemelen yukarida belirtilen nedenden

dolay1 beklenen patojenik etki gézlenmemistir. Dolayisiyla molekiiler tanida da, test
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edilen susun F. oxysporum degil, F. sambucinum oldugunun dogrulanmasi ile bu non-
patojenik etkinin ac¢iklandigini diisiinmekteyiz. Yukarida da belirtildigi gibi domates
bitkisinin yapraklari, kokleri ve yesil meyvelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulanan
a-Tomatin maddesi petride ¢cimlenme deneylerinde domates tohumu tarafindan yiiksek
konsantrasyonlarda iiretilemediginden dolayr Yp13b (F. sambucinum) bu deneyde en
yiiksek patojeniteye sahip sus olarak tespit edildi. Ancak saksi deneylerinde domates
bitkisinin yapraklari, kokleri ve yesil meyvelerinde yiiksek oranda iiretildiginden
Yp13b (F. sambucinum) ' nin beklenen patojenik etkiyi gostermedigi diistiniilmektedir.
Bu konuda daha kapsamli ¢aligmalarin tekrar edilmesi ve belirtilen susun bu maddeye

olan duyarliliginin ortaya konmasi gerekmektedir.

Sonug¢ olarak calismada solgunluk, kok ve kok bogazi ¢uriikliigi etkeni olan
Fusarium spp. tiirleri ve biyokontrol aktivitesi yiiksek olan Trichoderma spp. tiirleri
izole ve karakterize edilmistir. Trichoderma Ypla susunun gii¢lii bir biyokontrol
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Izole ve identifiye edilen patojen ve potansiyel
biyokontrol ajan olan suslarin, baska bitki tiirleri ile ¢alisilmasinin benzer veya farkl

sonuglar elde edilmesi a¢isindan dnemli oldugu diistintilmektedir.
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5. ONERILER

Bu c¢alisma, 2014-2015 tarihleri arasinda Rize'nin Pazar ilgesi Kirazlik
mahallesinde (Enlem 41,1784, boylam 40,9081) sebze bahgesinden (6zellikle domates
bitkisi) toprak ve hastalikli 6rneklerin mikolojik incelemesini, potansiyel patojen fungal

etkenlerin ve potansiyel fungal biyokontrol ajanlarinin tespitini igermektedir.

Bu ¢alisma, iklimsel olarak farkli 6zellikler tasiyan Rize bolgemizde, domateste
solgunluk ve kok c¢iirikligli hastaliklar1 iizerine yapilmis ilk c¢alisma niteligi
tasimaktadir. Bolgede sebze yetistiriciliginde {ireticilerin karsilastigi bu ve benzeri

hastaliklarin ¢dziimiine yonelik daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir.

Calismada izole edilen baz1 Trichoderma ve Fusarium tiirleri hem geleneksel hem
de molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlanamamistir. Muhtemelen bu suslar yeni

kayit olabilecek suslar olup, daha ileri molekiiler tekniklerle tanimlanmalidir.

Ozellikle belirli sebzelerin segilerek daha spesifik fungal hastalik etmenleri
arastirilmasit ve potansiyel biyokontrol ajanlarinin belirlenmesi ig¢in calisilmalar

yapilmalidir.

Fungal hastalik etmenlerine karsi etkili olabilecek daha fazla antagonist etkili

fungal biyokontrol etmenleri belirlenmelidir.

Calismamizda izole edilen toplam 21 Trichoderma susundan yanlizca 10 tanesi
dual kiiltiir testi ile test edilmis ve bunlardan yanlizca en iyi olan 3 tanesi patojenite
testlerine tabi tutulmustur. Diger test edilmeyen suslarin da Fusarium veya diger fungal
bitki patojenlerine karsi biyokontrol potansiyelleri test edilmelidir.

Ayrica patojenite testinde hem tohum hem de fidelerde domates diginda bagka

bitkilerin de kullanilmasinin farkli sonuglarin elde edilmesine sebep olacagi

diistiniilmektedir.
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Calismamizda patojen olan suslar, bitki gelisimini olumsuz etkilerken, patojen
olmayan suslarin bitki ¢imlenmesini tesvik edebilcegini gozlemledik. Patojen olmayan
bu suslarin da biyokontrol aktivitesi olabilecegi g6z Oniine alinarak test edilmesi ve

farkli bitkilerde veya patojenlerdeki etkinliklerinin ortaya konmasi gerekmektedir.

Calismamizda kontrol grubunda ¢imlenme basarisinin %70 olmasi, tohum
kalitesinin iyi olmadigimi gostermistir. Bu ¢alismanin tekrar1 veya benzeri ¢alismalarda

lisansli tohumlarin kullanilmasi daha yararl olacaktir.

Trichoderma'nin taksonomisi ve biyogesitliligi tizerine pek ¢ok iilkede kapsamli
calismalar yapilmaktadir. Ulkemizde de bu alanda daha fazla ¢alismanin yapilmasi ve
ozellikle organik tarimin desteklenmesi calismalarinda, kaynak biyokontrol ajanlarinin
tedariki i¢in sus bankasi olusturulmalidir. Zira ¢alismamizdan Ypla susunun, ticari
kullanimda olan T. harzianum KUEN 1585 susundan daha etkili oldugu gozlenmistir.
Muhtemelen farkli patojenlere kars1 farkli 6zelliklere sahip pek cok ticari 6neme sahip
suglar bulunmaktadir. Bu susunda (Ypla) ticarilestirilmesi ile ilgili ¢alismalar

yapilmalidir.
Bu sonuglar laboratuvar ortaminda gerceklestirilmis testlerden elde edilmistir.
Suslarin etkinligi gercek ortamda farkli olabilmektedir. Multidisipliner faktorlerin var

oldugu dogal ortamlarda da antagonistik etkinligin varlig1 arastirilmalidir.

Dogal ortamlarinda patojenlere karsi yiiksek oranda etkili olan biyokontrol

suslarinin, ticarilestirilmesi ile ilgili ¢alismalar1 yapilmalidir.
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