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OZET

AYDIN ILI CILEK URETIiM ALANLARINDA Trichoderma
TURLERININ BELIRLENMESI VE Macrophomina phaseolina’Y A
KARSI ETKINLIKLERININ SAPTANMASI

Yunus KORKOM
Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma
Tez Danismani: Dog. Dr. Ayhan YILDIZ
2016, 69 sayfa

Bu calisma, Aydin ili cilek iiretim alanlarindan alinan toprak orneklerinden edilen
Trichoderma spp.’nin ¢ilekte sorun olan Macrophomina phaseolina’ya karst
etkililiginin belirlenmesi amaciyla yliriitiilmiistiir. Antagonistik etkinin degerlendirilmesi
icin in-vitro’da ikili kiiltlir testi (engelleme ve mikrosklerot sayisina etkileri) ve
hiperparazitlik degerlendirilmistir. In-vivo ¢alismasinda ise Trichoderma spp.’nin M.
phaseolina’ya etkisini ortaya koymak amaciyla ayni anda uygulanmasi (Tr+Mp), Tr
uygulamasindan 15 giin sonra Mp uygulanmasi [Tr+Mp(15)] (uygulamalart yapilmustir.
Rubygem ve Festival ¢esidinde Mp inokulasyonu (1,6x10° sklerot/g) dikimden sonra 2.
ve 4. ayda olmak iizere 2 kez yapilmustir. Trichoderma spp.’nin bitki gelisimine
etkisini belirlemek amaciyla Tr inokulumu saks1 topragimin %2’si (14g) olacak sekilde
homojen bir sekilde karistirilmg ardindan fide dikilmistir. Her fidenin dikim 6ncesi ve
deneme sonlandiginda fide agrhiklart ayrnn ayn kaydedilerek % agirhik artisi
karsilastirmustir. Ikili kiiltiir testi sonucunda Trichoderma spp.’nin M. phaseolina’nin
koloni gelisimini %4,61-66,40 engelledigi belirlenmistir. Tiim izolatlarda hiperparazitizm
goriilmiistiir. Mikrosklerot sayisi ise en az Trl5 izolatinda (44,67ms/4mm disk)
sayllmugtir. Sakst ¢aligmalarinda Tr uygulamasmda Rubygem c¢esidinde en fazla bitki
agirhk artist Tr29(Thz) (%54,36) ve Tr10(Thz) (%53,62), Festival cesidinde en fazla
bitki agirlik artist Tr22 (Thz) (%369,50) izolatinda olmusgtur. Tr+Mp uygulamasinda ise
Rubygem c¢esidinde en fazla yas agirlik artist Tr15(Thz) (%49,58), Festival ¢esidinde
Tr24 (%324,65) izolatinda olmustur. Tr+Mp (15) uygulamasinda Rubygem c¢esidinde
Tr23(Thz) (%48,80), Festival ¢esidinde Tr20(Thz) (%411,47) izolatlarinda olmustur.
Uygulamalardaki fide ¢6kme oranlann degerlendirildiginde ¢okme oram Tr+Mp(15)
uygulamasinda Rubygem c¢esidinde %100 ile Tr20(Thz), Tr+Mp uygulamasinda Festival
¢esidinde %100 ile Tr20 izolatinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cilek, komiir ¢iiriikliigi, ikili kiiltiir, biyolojik miicadele
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ABSTRACT

DETERMINATION OF Trichoderma SPECIES IN STRAWBERRY
PRODUCTION AREA IN AYDIN PROVINCE AND THEIR
EFFECTIVENESS AGAINST Macrophomina phaseolina

Yunus KORKOM
M.Sc.Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Dog¢.Dr. Ayhan YILDIZ

2016, 69 pages

This study was conducted to assess the effectiveness of Trichoderma spp.(Tr) isolated
from strawberry fields in Aydin, on Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid(Mp) that
causes of collapsed and dying strawberry plants. Screening for antagonistic effect in
vitro was accomplished by carrying out dual culture plate (ability to overgrow and
inhibit the growth of the pathogens and effect on viability of microsclerotia) and
hyperparasitic features. The effects of Trichoderma spp. on on plant growth and
disease severity of strawberry plant that caused by M. phaseolina were validated by
inoculating with Tr and Mp inoculated at the same time and by drenching (1,6x10
microsclerotia/ml) Mp inoculation 15 day after Tr inoculation and planted seedling in
the pot. In the Same time applications: M.phaseolina was inoculated at 1,6x10’
microsclerotia/ml and Trichoderma spp. 2% (14g) were incorporated in pot contain
700 g soil, (after then strawberry seedling were planted second inoculation were 4
month after). All seedling weight was recorded before planting and at the end of the
experiment in order to determine the effects of treatments and rate of plant weights
gain was recorded. Dual plate culture experiments demonstrated the antagonistic
effects of Trichoderma spp. isolates inhibiting radial growth of M. phaseolina by 4,61-
66,40%. All Trichoderma spp. has hyperparasitic features. Lowest microsclerotia in
vitro dual culture were counted Tr15(Thz) isolate (44,6 ms per.). In pot trials, in
Rubygem cultivar the Tr29(Thz) isolate (54,36%) and Tr10(Thz) (53,62%), in Festival
cultivar Tr22 (Thz) (369,50%) gave the best results according the plant growth rate. In
pot trials with Tr+Mp and Tr+Mp(15) average best fresh plant growth rate were
obtained respectively, in Rubygem cultivar Tr15 (Thz) (49,58%) and in Festival
cultivar Tr24 (324,65%) isolate being the highest Tr+Mp(15) in Rubygem Tr23(Thz)
isolate (48,80%), in Festival Tr20 (Thz) isolate (411,47%). The maximum plant dying
rate were in Rubygem cultivar 100% Tr20 (Thz)+Mp15 and in Festival cultivar 100%
Tr20 (Thz)+Mp applied pots.

Key words: Strawberry, Charcoal Rot, dual culture, biological control
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ONSOZ

Cilek alanlarinda biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir sorun olan
M. phaseolina toprak kaynakli bir patojendir. Bilindigi gibi toprak kaynakli
hastaliklarla miicadelede ¢ogu zaman basar1 sansimiz sinirli olmakla beraber
fumigant kullanim1 da her zaman ekonomik olmamaktadir. Bu anlamda
biyolojik miicadelede ilk akla gelen biyolojik miicadele ajani olan Trichoderma
spp.’nin Aydin ili ¢ilek alanlarindan izole edilerek, bu tiirlerin saptanmasi ve
Macrophomina phaseolina’ ya karst etkililigi degerlendirilmesi amaciyla ele
almmustir. Ayrica topraktan izole edilen Trichoderma tiirlerinin ¢ilek fidesinin
gelisimine olan etkisi degerlendirilmistir.

Calisma OYP, 13004 nolu proje tarafindan desteklenmistir. Calismanin In vitro
ve in vivo calismalart Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimii Fitopatoloji Laboratuvart ve iklim odasi kullanilarak
yuriitiilmiistiir. In-vivo ¢alismasinda kullanilan ¢ilek fideleri Yaltir A.S’ den

saglanmuistir.

Caligmalarim sirasinda her tiirlii yardimi esirgemeyen degerli hocam Sayin
Do¢.Dr. Ayhan YILDIZ olmak iizere in vivo ve in vitro ¢aligmalarimda degerli
katkilarmi  esirgemeyen Saym  ProfDr. Seher BENLIOGLU, molekiiler
caligmalarimda emegi gegen ve yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof.Dr. Kemal
BENLIOGLU ve Sayim Dr. Umit OZYILMAZ’ a tesekkiirlerimi bir borg bilirim.
In vivo calismalarimda yardimei olan dgrencilerimize tesekkiir ederim. Maddi ve
manevi her tiirlii destegi ve sabr1 gosteren esime ve aileme tesekkiirii bir borg

bilirim.

Yunus KORKOM
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KISALTMALAR DiZiNi

Cyl: Cylindrocarpon spp.

da: dekar

dk: dakika

F: Fusarium spp.

g: gram

ha: hektar

kg: Kilogram

L: Litre

ml: Mililitre

ul: Mikrolitre

mg: miligram

mm: Milimetre

mM: milimolar

pum: Mikrometre

ms: Mikrosklerot

Mp: Macrophomina phaseolina
NaOCl: Sodyum hipoklorit

ng: nanogram

°C: derece Santigrad

PDA: Patates Dekstroz Agar
PCR: polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction)
rpm: dadikada devir sayisi

Rh: Rhizoctonia spp.

S. A: Su agar

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate
spp. : tiirleri

t:Ton

Taq: Termo stabil polimeraz enzimi

TBE: tris borate EDTA

XV
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TE: tris EDTA

Tr: Trichoderma spp.

Thz: Trichoderma harzianum

Tvr: Trichoderma viride

Tct: Trichoderma citrinoviride

TIb: Trichoderma longibrachiatum

Tbs: Trichoderma bisetti

TSM: Trichoderma Selective Medium

TSM+P: Trichoderma Selective Medium+ Propamocarb
TSM+M: : Trichoderma Selective Medium+Metalaxyl
w: Agirhik
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1. GIRIS

Cilek (Fragaria x ananassa Duch.), liziimsii meyveler grubunun énemli bir iiyesi
olup, Rosaceae familyasinin Fragaria cinsine ait ¢ok yillik bir bitkidir. Anavataninin
Kuzey ve Gliney Amerika oldugu bilinmektedir (Hancock vd., 1999). Cilek tarimi
diinyada ekolojik sartlarin uygunlugu Olgiisiinde genis bir alana yayilnustir.
Diinyada genis bir yayilma alan1 bulan ve gesitli sekillerde degerlendirilen bu meyve
tiirli kolay ¢ogaltilabilmesi, kisa siirede meyveye yatmasi gibi yetistiricilik agisindan
onemli avantajlara sahiptir. Tiim bunlarin yani sira 6zgilin renk, tat ve aromasi,
zengin vitamin ve mineral madde igerigi bakimindan da tiiketiciler tarafindan yogun
bir sekilde tercih edilmektedir (Eroglu vd, 2006).

Diinyada ¢ilek iiretimi 2014 FAO verilerine gore 10.596.893 ton’dur. ABD
1.360.869 ton iiretim ile 1.sirada yer alirken Tiirkiye’ nin payi ise %3,52 (372.498
ton) ve liretim alam olarak 13.549 ha alana sahiptir. Diinya lretiminde Tirkiye
% 3,52 pay ile 4. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Diinyada c¢ilek iiretimi yapilan tilkelerin ¢ilek iiretim miktarlari (ton) ve
iilkelerin tiretimdeki paylari (%) (Anonim, 2016a)

Ulke Uretim (ton) Uretimdeki Pay1 (%)
Cin 3.005.304 28,36

ABD 1.360.869 12,84
Meksika 379.464 3,58

Tiirkiye 372.498 3,52

Ispanya 312.500 2,95

Kore 254.921 2,41

Diinya 10.596.893 100,00

Tiirkiye’de 2015 TUIK verilerine gore gilek iiretimi incelendiginde Mersin
132.556 ton ile 1.sirada yer alirken, Aydin 62.859 ton ile 2.sirada yer almaktadir.
Bunlar1 sirasiyla Antalya, Bursa, Manisa ve diger illerimiz izlemektedir

(Cizelgel.2)



Cizelge 1.2. 2015 y1hi Tiirkiye’ de ¢ilek {iretimi yapilan illerin iiretim alanlar (ha),

iiretim miktarlar1 (ton) ve verim degerleri (ton/da) (Anonim, 2016b)

iller Uretim Alam Uretim Verim
(da) (ton) (ton/da)
Mersin 38.586 132.556 3.435
Aydin 14.526 62.859 4.327
Antalya 13.520 56.412 4.172
Bursa 30.807 43.008 1.396
Manisa 5.216 18.747 3.594
Konya 7.048 17.727 2.515
Diger 16.411 35.659 2.172

Ulkemizde cilek iiretiminde énemli bir paya sahip olan Aydm Ili gilek iiretim
miktariin ilgelerine gore dagilimina bakildiginda, Sultanhisar (30.607 ton)
l.sirada yer alirken bunu sirasiyla Kosk (17.845 ton), Merkez (11.295 ton) ve
diger ilgeleri izlemektedir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. 2015 yili Aydm ili Merkez ve Ilcelerinde cilek iiretim alam (da), {iretim
miktarlari (ton) ve verim degerleri (ton/da) (Anonim, 2016b)

ilgeler Uretim Alam Uretim (ton) Verim (ton/da)
(da)
Sultanhisar 8.200 30.607 3.733
Kosk 3.500 17.845 5.099
Merkez 1.850 11.295 6.105
Incirliova 421 1.474 3.501
Nazilli 270 797 2.952
Diger 285 841 2.95

Cilek, tag ad1 verilen kisa gévde ve sacak koklerden olusmaktadir. Bu kisa govde
iizerinde yapraklari, stolonlari, ¢igek ve meyveleri tasir. Cilek kok sistemi ¢ok
yillik kokler ve ona bagh besleyici kilcal kokgiiklerden meydana gelir. Iletim
demetleri birbirine zit yonlii olarak spiral sekilde bu kisa govdeyi
cevrelemektedir. Bu nedenle kokte tek tarafli bir kayip tiim bitkiyi
etkilemektedir (Maas, 1998).



Diinyada yapilan ¢alismalar cilekte bir¢ok fungal patojenin ekonomik oSlgiide
zarara neden oldugunu ortaya koymustur. Bu fungal hastaliklar; yaprak, meyve,
kok ve tacta goriilen fungal hastaliklar olarak gruplandirilmaktadir
(Maas, 1998; Yildiz ve Benlioglu, 2009).

Ulkemizde yiiriitiilen ¢alismalarda da Rhizoctonia solani, Phytophthora
cactorum ve Ozellikle son yilarda Macrophomina phaseolina’ nin sorun oldugu
saptanmistir (Yildiz vd., 2010). Bitkilerin kdk bolgesinde onemli hastalik
olusturan ve onemli verim kayiplarina neden olan M. phaseolina kok, sap ve
govde ciiriikliiklerine neden olmaktadir.

M.phaseolina Tassi Goid. 500’ den fazla kiiltiir bitkisi ve yabanci ot tiirlerinde
fide yikimina ya da siyah kok ciiriikliigiine ve onemli derecede ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Onemli ekonomik kayiplara neden oldugu
konukgulari; yer fistig1 (Arachis hypogea), seker pancart (Beta vulgaris), biber
(Capcicum annum), turunggil (Citrus spp.) ¢ilek (Fragaria sp.), pamuk
(Gossypium sp.), misir (Zea mays) arasinda bazilaridir (Patridge, 2003). Etmen
kurak, subtropikal ve tropikal bolgelerde ozellikle yiiksek sicaklik ve diisiik

yagls miktar1 goriilen alanlarda yaygin olarak bulunur ve etmen toprakta
mikrosklerot olarak canli kalabilmektedir (Manici vd., 1995). Sekil 1.1°de
M.phaseolina’nim diinyada gorildiigi alanlar acik sar1 ile gosterilmistir.

Sekil 1.1. Diinya haritasinda Macrophomina phaseolina“nin cografi dagilimina ait
bir goriiniim (Anonim, 2014)
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Hastaligin Tiirkiye’de ilk defa 1942 yilinda izmir ve Ankara’da pamuk, anason,
susam, tiitiin, patates, biber ve patlicanda saptandigini bildirmistir. Kékbogazi
curiikliigii hastalik etmeni daha ¢ok yetiskin bitkilerde goriilmesine karsin
fidelerde de hastalik yapmaktadir. Bu hastalik bitkinin fide devresinde baslayip
6liimiine kadar siiriip giden bir hastalik olarak nitelendirilebilir. Ancak hastalik
her bitkinin fide devresinde goriilmemektedir. Bazen hasta bitki higbir belirti
vermeden c¢igeklenme donemine kadar gelir ve hastaligin ilk belirtileri bu
donemde ortaya g¢ikar. Bu gecikmede konukgu bitki kadar toprak ve iklim
kosullarin da ¢ok biiyiik etkisi bulunmaktadir (Karaca, 1974). Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda bu etmenin iilkemizde aygicegi, kavun, soya fasulyesi,
fasulye ve tiitiinde yaygin olarak hastalik yaptig1 bildirilmistir (Y1ldiz vd.,1994).

M. phaseolina’nin neden oldugu hastalik, ¢ilekte koklerle birlikte kok bogazinda
ve govde de goriiliir. Enfekte olmus kokler once kahverengilesir, daha sonra
clriirler. Ana koklerin ¢iiriimeye baslamasiyla beraber sekonder kokler
gelismeye baglar. Ciiriikliik bitkinin kok bogazindan govdeye geger ve govde
icinde iist kisimlara dogru ilerlemeye devam eder. Daha sonra hastalik sapin 6z

kismini kaplar, 6z ile birlikte kabuk da ciiriiylince bitki tamamen 6liir (Sekil 1.2)
(Koike, 2008).

Sekil 1.2. Macrophomina phaseolina patojeninden zarar gérmiis cilek bitkilerinin
arazideki (a) ve bitkinin ta¢ kismindan gériiniimii (b) (Sultanhisar-Aydin)

Toprak kaynakli bitki patojenlerinin kontroliinde bazi kimyasal bilesikler basarili
olarak kullanilmaktadir. Ticari bilesiklerin kullaniminda toksikolojik, ¢evresel
ve sosyolojik endiseler, ayrica patojenin yeni dayanikli tiirlerinin gelisimi
pestisitlerin  kullaniminin  azaltma yoluna gidilmesinde etkili olmustur
(Kumar vd., 2011). Bitki hastaliklarinin kontroliinde biyolojik kontrol
ajanlarimin kullanimi etkili ve verimli, ¢cevre dostu bir yontem olarak kabul



edilmistir. Trichoderma tiirleri toprak kaynakli fitopatojenler i¢in dnemli bir
biyolojik kontrol ajanidir. Trichoderma tiirlerinin bitki patojeni funguslara karsi
etkili ve genis bir kullanima sahip oldugu tespit edilmistir. Etkili oldugu patojen
funguslar icerisinde; Botrytis, Colletotrichum, Fusarium, Macrophomina,
Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, Verticillium tiirleri
yer almaktadir (Mishra vd., 2011).

Trichoderma ilk kez 1932 yilinda Weindling tarafindan Rhizoctonia solani’yi
parazitleyen fungus olarak izole edilmistir. Fungus hemen hemen tiim toprak,
habitatlarda ve oOzellikle de organik madde igeren alanlarda bulunmaktadir
(Schuster ve Schmoll, 2010). Trichoderma tiirlerinin bir¢ok yorede ve toprakta
yaygin olarak bulundugu, tiirlerin cografik yayilimmin 7. harzianum ve
T.asperellum gibi ya genis ya da T. viride’de oldugu gibi sinirli oldugu
belirtilmektedir. Trichoderma tiirleri igerisinde yayilmasi en smirli olan
tiirlerden 7. stromaticum’ un sadece Amerika kitasinda tropikal bolgede kakao
agaclarinda endofitik olarak kabuk ve dokularda yasayabildigi tespit edilmistir
(Samuels, 2006).

Trichoderma tiirlerinin orta diizeydeki nemli topraklarda, toprak sicakliginin
25-30°C, toprak pH degerinin 5.5-7.5 araliginda olan alanlarda gelisiminin
optimum oldugu gozlemlenmistir (Singh vd., 2014).Trichoderma tiirlerinin
kolayca izole edilebilmesi ve kiiltiiriiniin yapilabilmesi, bir¢ok ortamda kolayca
gelisebilmesi, ¢ok sayida patojene antagonistik etkisi, cogunlukla mikoparazitik
etki gostermesi, antibiyotik iiretebilmesinden ve farkli mekanizmalar ile
etkisinden dolay1 fungal biyolojik kontrol ajanlarinin arasinda bu 6zelliklerinden
dolay1 tercih edilmektedir (Kredics vd., 2003).

Biyolojik kontrol ajaninin patojene direkt etkisi ise; antibiyosis, kolonizasyon ve
besin ¢ekismesi, enzim iiretmesi ve hiperparazitizmdir. Patojene olan indirekt
etkisi ise; bitkinin besin alimini arttirmasi, kok sistemi anatomisini degistirmek,
rhizosferdeki mikrobiyal aktiviteyi arttirmasi ve bitki savunma mekanizmasini

uyarmak suretiyle etkisi vardir (Singh vd., 2012).

Calismamizda Aydin ilinin ¢ilek {iretim alanlarindan Trichoderma tiirlerinin
izolasyonu ve molekiiler tanilamasinin yapilmasi, elde edilen tiirlerin ¢ilek
bitkisi gelisimine ve ¢ilekte sorun olan M. phaseolina’ ya etkisinin belirlenmesi

aragtirtlmstir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Diinyada Yapilan Calismalar

Cileklerde onemli fungal etmenlerden biri de Macrophomina phaseolina’dir.
Eseyli devresi bilinmemesine ragmen M.phaseolina son yillarda yapilan bir
calismada phylogenetic olarak  Botryosphaeriaceae  familyas1 iginde
siniflandirilmigtir. Piknit ve mikrosklerotlar etmenin olusturdugu yapilardir.
Mikrosklerotlar enfekteli bitki dokularinda olusur ve etmenin primer inokulum
kaynagidir. M. phaseolina mikrosklerotlar1 ile gevre kosullarina bagli olarak 15
yila kadar toprakta canliligin siirdiirebilmektedir (Crous vd., 2006).

M. phaseolina 75 familyaya ait yaklagik 500 bitki tiirinii hastalandirmasina
ragmen sadece tek tiirli vardir. Morfolojik ve patolojik ozelliklerinden
yararlanilarak alt tiirlere ayrilmasi {lizerine ¢ok fazla ¢alisma yapilmasina ragmen
etmenin kendi iginde c¢ok fazla varyasyon gostermesi nedeniyle bir sonug
almamamistir. Ancak Pearson (1986)’1n yaptigi calismada soya fasulyesi ve
misir izolatlarinin klorata duyarlilik agisindan farklilik gdsterdigini bulmasi
etmenin klorat fenotiplerinin markerlarinin konukguya 6zel M.phaseolina

izolatlarinin tanilanmasinda kullanilmasina baslanmistir (Babu vd., 2010).

Ispanya’da yapilan calismada ¢ilek bitkilerinde yapilan izolasyon sonrasinda ilk
kez M. phaseolina tespit edilmistir. Camarosa ¢esidinde yapilan patojenisite testi
sonucunda hastalik indeksinin % 67-100 oldugu belirlenmistir (Aviles vd., 2008).

Bati Avustralya’da 2005-2006 yillarinda ¢ilek iiretim alanlarinda yiiksek
yogunlukta kok ve tag ciiriikliigli goriilmiis, hem fumige edilen hem de fumige
edilmeyen ¢ilek alanlarinda yogun bir sekilde bitki 6liimleri meydana gelmistir.
Baz1 ¢ilek alanlarinda Camarosa ve Gaviota cilek g¢esitlerinin (Fragaria X
ananassa) %0-60 arasinda 61dugi tespit edilmistir. Hastalik belirtisi gosteren ve
gostermeyen bitkilerden, bitkilerin ¢evresindeki topraktan ve onlarin kdklerinden
rastgele 5 farkli lokasyondan toplam 50 bitki 6rnegi alinmistir. Toplanan
orneklerin %75’inde taglarda vaskiiler solgunluk ve tag ¢iirikligi goézlenmistir.
Taglardan siklikla Fusarium oxysporum f.sp. fragariae izole edilmis, tag, kokler
ve toprakta ana patojen olarak Phytophthora cactorum tespit edilmistir. Bu
calismanin sonucunda cileklerde kdk ve tag ciiriikligiine Pythium spp., Phoma



spp., Rhizoctonia spp., Colletotrichum spp. ve Macrophomina spp.’nin birlikte
neden oldugu goriilmiistiir (Golzar vd., 2007).

Arjantin’de ¢ilek T{retim alanlarindan alinan Camarosa ¢esidinde yapilan
izolasyon sonucunda ilk kez M. phaseolina saptanmistir. Hastalik indeksi %16
olarak belirlenmistir (Baino vd., 2011).

12 adet biyolojik miicadele ajaninin M. phaseolina’ya kars1 biyolojik etkinlikleri
lizerine yapilan calisma sonucunda iki adet Aspergillus spp. ve iki adet
Trichoderma spp. izolatimin M. phaseolina’nin gelismesini ve mikrosklerot
olusumunu engelledigini saptamiglardir. Ayrica tarla kosullarinda bu
antogonistlerin M. phaseolina’nin neden oldugu bitki O6liimlerini azalttigim
bildirmislerdir (Juan vd., 1988).

Toprak kaynakli 4 farkli patojene karsi yiiriitiilen ¢alismada 7. harzianum’un
ikili kiiltir metoduyla antagonistik etkisi arastirilmigtir. Yapilan c¢alisma
sonucunda 7. harzianum’un kontrole gore patojen fungusun miselyal
gelisimlerini  Botrytis cinerea’da %67,5 Macrophomina phaseolina’da %066,1,
Fusarium solani’de %51,1 ve Sclerotinia sclertiorum’da %44,4 oranlarinda
engelledigi belirlenmistir (El Gali, 2015).

Yapilan bir ¢calismada 7. hamatum, T. harzianum, T. polysporum ve T. viride’i
in vitro kosullarda patlicanda hastalik olusturan M. phaseolina’ya karsi denemis
ve T. harzianum’un %18,20 engelleme zonu ile en etkili ajan oldugu
belirlenmistir. Arazi kosullarinda yapilan toprak uygulamalarinda ise T.
harzianum, T. polysporum ve T. viride’nin hastaligi etkili bir sekilde kontrol
altina alabildigi bildirilmistir (Ramezani, 2008).

Cilekte Armillaria mellea kars1 saksi denemesi seklinde yapilan deneme
sonucunda 7. harzianum % 12,5-65,7 etkili bulunmustur (Percival vd., 2011).

T. harzianum T39’un tek basina ve solarizasyonla birlikte toprak patojenlerini
baski altina almak i¢in kullanildig1 bir ¢caligmada hastaligi bask: altina almakla
birlikte verimini arttirdig ifade edilmistir (Levy vd., 2004).
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Ispanya’da ¢ilek alanlarinda yapilan bir baska calismada tek basina solarizasyon,
Trichoderma spp. ve solarizasyon ile birlikte Trichoderma spp. kombinasyonu,
uygulanmstir. Trichoderma spp. uygulamalari fide dikiminden yaklasik bir hafta
once topraga damla sulama ile verme ve bu alana dikilecek fideleri Trichderma
spp. siispansiyonuna daldirma seklinde uygulanmustir. Tek basina solarizasyon
ile Trichoderma spp. ile birlikte uygulamalar1 karsilastirildiginda ilk iki yil
uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik olmamasina ragmen 6zellikle tiglincii
yilda tek basina solarizasyonda %11’lik verim artis1 olurken solarizasyon ile
Trichoderma spp. uygulanan parselde %43,2 verim artis1 saglamustir (Porras vd.,
2007b).

Cilek bitkisinde Phytophthora cactorum’a karsi tarla kosullarinda Trichoderma
tiirlerinin  etkinligi iizerine yapilan deneme sonucunda Trichoderma spp.
%76,6 oraninda etkili bulunmustur (Porras vd., 2007a).

Cilekte Verticillium dahliae karst yapilan in-vitro c¢alismasi sonucunda
T. harzianum ve T. viride %60 oraninda etkili olmustur (Meszka ve Bielenin,
2009).

Serada kavun ve fasulyede komiir ¢iiriikliigli hastaligina neden M. phaseolina’ya
kars1 T. harzianum’un etkinligi arastirllmistir. 7. harzianum fasulye bitkisinde
goriillen M.phaseolina’y1 %46,3-%74 oraninda ve kavun bitkisinde ise %37-
%37,5 oraninda engelledigi gozlemlenmistir (Elad vd., 1986).

T. harzianum (T39), T. virens (DAR74290), T. viride (MO), T. harzianum (M)
ve T. harzianum (Bi)'un ticari bir formiilasyonu olan Trichodermin B’nin kavun
bitkisinde komiir ciiriikliigli hastaligina neden olan M. phaseolina’ya karst
antifungal etkilerini arastirmistir. 7. harzianum (M), T. harzianum (T39) ve T.
virens (DAR 74290) tiirleri in-vitro kosullarda M. phaseolina gelisimini
tamamen engellemis olup, antifungal etki gostermistir. 7. viride (MO) patojenin
gelisimini %79 oraninda engellemistir. Ayrica antagonistler in-vivo kosullarda
kavunda yiiriitiilen ¢alisma soncunda; bitki gelisimine 7. harzianum (T39) %95,
T. harzianum (M) %100, T. virens (DAR 74290) %97,5 etkisi oldugu
belirlenmistir. In-vivo kosullarda M. phaseolina’ya etkisi degerlendirildiginde 7.
virens (DAR 74290) %64,25, T. harzianum (T39) %75,25, T. harzianum (M)
%47,55, ticari preparat olan Trichodermin B’nin %96,70 oraninda etkili oldugu
elde edilmistir (Etebarian, 2006).



Kavundan izole edilen M.phaseolina izolatina kars1 farkli lokasyonlardan izole
edilen T.harzianum tiiriine ait 3 izolat ve bunlara ait 22 mutant ile ikili kiiltiir testi
yapilmigtir. Khorasan (Thl), Garmsar (Th2) ve Khuzestan (Th3) izolatlariin
etkinligi degerlendirildiginde maksimum patojen gelisimini engelleyen izolatlar
Th1 ve Th9 olmustur. Yapilan sera ¢alismasinda ise minumum etkinligi gosteren
% 28 oraninda Th9 olmustur (Abbasi, 2014).

Patlican bitkisinin kdklerinden izole edilen M. phaseolina’ya karst 4 biyolojik
miicadele ajanimin (7. hamatum, T. harzianum, T. polysporum ve T. viride) in-
vitro kosullarda etkinligi arastirilmistir. Calismanin sonucunda maksimum etki
T.harzianum (%18,2)’dan elde edilirken minumum etki 7. hamatum (%7,3)’da
saptanmistir (Ramezani 2008).

Misir bitkisinden elde edilen M. phaseolina’ya karst T.harzianum’ un 6 farkh
irkinin laboratuvar kosullarda denendigi ikili kiiltiir testi ¢alismasi sonucunda,
T. harzianum M. phaseolina’nin hifsel gelisimini %51-62,3 oraninda engelledigi,
sklerot olusumunu % 49 oraninda azalttigi bulunmustur (Shekar vd.,2010).

Yer fistigt koklerinden izole edilen M. phaseolina’ya karst T. harzianum,
T. viride, Bacillus sp. izolatlariyla antagonistik reaksiyonu ikili kiiltlir metodu ile
degerlendirilmistir. In vitro ¢alisma sonucunda, M. phaseolina’nin koloni
gelisimini  T.viride’nin %73,34, T. harzianum’un %66,67, Bacillus sp.’nin
% 53,34 oranlarinda engelledigi bildirilmistir (Kumar vd., 2015).

Fasulyede M. phaseolina’ya karst Trichoderma tiirlerinin in-vitro ve in-vivo
kosullarda tohum kaplama seklinde denendigi ¢alismada sirasiyla T.viride %85,
% 97, T.harzianum %83, %96, T. hamatum %81, %93, oranlarinda etkili
bulunmustur (Rahman vd., 2011).

Yapilan bir c¢alismada "pigeonpea" (Cajanus cajan) bitkisinde kuru kok
cliriikliigiine sebep olan M. phaseolina tizerinde biyolojik miicadele ajanlarmin
etkinligi arastirilmustir. Trichoderma (PDBC TVS-2) ve Pseudomonas (PDBC
Pf1) antogonistleri ikili kiiltlir testi sonucunda sirasiyla %78,22 ve %76,66
oranlarinda M. phaseolinamm koloni gelisimini engelledigi elde edilmistir. Bu
biyolojik miicadele ajanlarinin c¢esitli formiilasyonlar1 yapilarak toprak ve
tohumlara uygulama seklinde yapilmistir. Tohum uygulamasi ile en fazla bitki
dayanikliligi saglanmis ve daha az kok ¢iiriikliigii vakas ortaya ¢ikmistir (2g/kg
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tohum). Kullanilan biyolojik miicadele ajanlar1 arasinda, 7. virens ile
gerceklestirilen tohum ilaglamasi+toprak uygulamasi, daha az kok ciiriikliigii
(%2,89) saptanmustir (Lokesha ve Benagi, 2007).

Mung fasulyesi [Vigna radiata (L.) Wilczek] bitkisinde kok c¢lirtikligii
hastaligina neden olan M. phaseolina’ya karsi entegre miicadele olanaklarini
arastirmiglardir. Hastaliga karsi biyolojik miicadele ajanlari, 7 adet fungisit,
bitkisel yaglar, bitki 6ziitleri ve organik giibreler kullanilmistir. M. phaseolina'ya
kars1 denenen biyolojik miicadele ajanlar1 arasinda 7. harzanium'un laboratuvar
ve saks1 kosullarinda fungusa karsi en etkin oldugu goriilmiis; bunu 7. viride ve
T. polysporum takip etmistir. Kok ¢iiriikliiglinii azaltmada en az etkiyi ise P.
fluorescens gostermistir (Kumar vd., 2011).

Soya Fasulyesinde siyah kok ciirlikliigiine neden olan M.phaseolina’ ya karsi
T. harzianum’un 3 farkli izolatinin (T2, T10 ve T12) etkisi degerlendirilmistir.
In-vitro calismada T12 izolatinin %63,36 ucucu bilesik olusturdugu ve ikili
kiiltirde M. phaseolina’nin %72,31 miselyal gelisimi engelledigi sonucuna
vartlmistir. T2 ve T10 izolatlar1 sirastyla %11,98 ve %5,55) oranlarinda etkili
olmustur. Ayrica kok uzunlugunu ve tohum agirligini kontrole gore Onemli
derecede arttirdigi sonucuna varilmigtir (Khalili vd., 2016).

Aspergillus flavus Link, Paecilomyces variotii, T. viride., Rhizobium meliloti ve
Bacillus subtilis antagonistlerinin ay¢iceginde (Helianthus annus L.) kok
curiikliigii hastaligma neden olan M. phaseolina'ya karst etkileri ile bitki
bliylimesine olan katkilarin1 degerlendirmistir. Biitiin antagonistler M.
phaseolina'min gelismesini engellemistir. Rhizobium meliloti ve Bacillus subtilis
biyolojik miicadele ajanlart M. phaseolina'min gelisimine en biyik engeli
gostermistir. Yapilan saksi denemeleri antagonistlerin aygi¢egi tohumlarinin
cimlenmesine herhangibir fitotoksitesinin olmadigini, antagonistlerle kaph
tohumlar kok ¢iiriikligii hastaligindan korudugu ayrica antagonistlerin bitki kok
uzunlugu ve kok olusumunu arttirdigini géstermistir (Anis vd., 2010).

Safran bitkisinden yapilan ¢alismada elde edilen M. phaseolina’ya kars1 in-vitro
kosullarda petriye karsilikli ekim seklinde yapilan ¢alisma sonucunda. T.viride
%61,4, T.harzianum %59,6 etkili oldugu belirlenmistir (Singh vd., 2012).
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Yalanci safran bitkisinde kok c¢iiriikliigiine neden olan M. phaseolina’ya kars1 T.
harizianum, Pseudomonas fluorescens ve Bacillus subtilis biyolojik miicadele
ajanlarmin etkisini aragtirmuglardir. Bitki tohumlarimin ¢imlenmesini degerlendirmek
ve kok ciirikligi hastaligint kontrol etmek icin bu antogonistler farkli
yogunluklarda tohumlara uygulanmustir. P. fluorescens ve T. harzianum
laboratuvar, sera ve tarla kosullarinda M. phaseolina’y1 kontrol etmede etkin
olduklarimi gostermislerdir. Biyolojik miicadele ajanlariin dogrudan etkisi disinda
fenil proponoid yollar1 ve fenollere dahil olan savunmayla ilgili enzimleri
tetiklemistir. M. phaseolina patojeni inokule edildikten sonra, peroksidaz, fenilanin
amonyak-liyaz, kitinaz, folifenol oksidaz ve -1,3-gliikkanazin yiiksek aktivitesi, P.
fluorescens ve T. harzianum ile muamele edilmis yalanci safran bitkilerinde
gozlemlenmistir. Ayrica tohumlara uygulanan bu tiirler, kok ciiriikligi
hastaliginin gelismesini engellemis ve tohum ¢imlenmesini arttirmistir. Ayrica

bitki savunma mekanizmalarinida tetiklemistir (Govindappa vd., 2010).

Boriilceden izole edilen M. phaseolina’ ya kars1 in-vitro’da 7. viride’ nin 4 farkli
irkinin etkinliginin degerlendirildigi ikili kiiltiir calismas1 sonucunda 7. viride
M. phaseolina’nin  miselyal gelisimini %52,8—70,0 oraninda engelledigi
bulunmustur (Mishra vd., 2011).

Boriilcede M. phaseolina enfeksiyonuna karst carbendazim ve bazi
antogonistlerin etkisini aragtirmiglardir. Boriilce tohumlarina T.viride tek basina
veya carbendazim kombinasyonu uygulandiginda Trichoderma viride ile boriilce
tohumlarimi laboratuvar ortaminda, M. phaseolina'nmin gelisimini engellemistir.
Bu uygulama tohumlarda ¢imlenme oranini arttirmig ve saksi ¢alismasinda ise
sonradan ortaya ¢ikan Oliimleri azaltmistir. Carbendazim’in T. viride ve T.
harzianum Uzerine laboratuvar ortaminda veya saksi calismasinda higbir yan
etkisi olmamustir. Carbendazim, 7. viride uygulamalarinin fide oliimlerini
azalttigini, siirglin ve kok uzunluklarini hatta kuru madde tretimini arttirdigini

bildirmislerdir (Alagarsamy ve Sivaprakasam, 1988).
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2.2.Ulkemizde Yapilan Cahsmalar

Elmada Phytopthora cactorum’a karst yapilan saksi denemesi sonucunda
T.harzianum’un enfeksiyonu Onlemede %33,33 oraninda etkili bulunmustur
(Kurbetli ve Demirci, 2014).

T. harzianum Kuen 1585 pamukta Verticillium dahliae ile Rhizoctonia solani’ye
kars1 ve pamuk fidesinin gelisimine etkisini in vivo kosullarinda yiirittiikleri
aragtirma sonucu, pamuk bitkisinin boy uzunlugu ve yas agirligina bir katkisinin
olmadig1, ancak tek basima 7. harzianum uygulanmis bitkilerin kuru agirliginin
% 32 arttig1 saptanmustir (Yildiz ve Benlioglu., 2008).

Aydin Ili Sultanhisar ilgesinde 1997-1999 yillarinda gilek iiretim alanlarinda
yapilan survey calismasinda hastalikli ¢ilek koklerinden yapilan izolasyonlarda
169 izolat elde edilmis ve bunlarin %42’sinin R. solani, %26’simn Fusarium
spp., %I13’tnlin Macrophomina spp., %9,5’inin ise Phytopthora cactorum
oldugu tespit edilmistir (Benlioglu vd., 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismamizin bitkisel materyalini YALTIR A.S’ den temin edilen “Festival” ve
‘Rubygem’ 1.boy cilek fide cesitleri olusturmustur. Calismada Aydin ili
Sultanhisar, Késk Ilgelerinde ve Atca beldesinde cilek iiretiminin yapildig
yerlerden alinan toprak &rnekleri ve bu 6rneklerden izole edilen Trichoderma
spp. izolatlar1, fungal patojen olarak ise Aydin Ili Sultanhisar ilgesinde cilek
alanlarinda solgunluk gosteren bitkilerden izole edilmis patojenisite testi
sonucunda viriilensi yiiksek oldugu belirlenen Macrophomina phaseolina

Kosuyolu (Ky 20) izolat1 olusturmustur.
3.2. Yontem
3.2.1. Toprak Orneklerinin Ahnmasi

Toprak ornekleri Aydin ilinin Sultanhisar, Kosk ilgeleri ve Atca beldesinde ¢ilek
iiretimi yapilan alanlar1 temsil edecek sekilde Ekim-Kasim/2014 ve Haziran-
Temmuz/2015 donemlerinde tesadiifi olarak 20 iiretim alanindan alimmustir.
Haziran-Temmuz/ 2015 doneminde alinan toprak 6rnekleri, bir 6nceki donemde
ornegin alindig1 araziden alinmistir. Toprak Ornekleri, arazinin 5 farkh
noktasindan toprak burgusu ile toprak yiizeyi siyrildiktan sonra topragin
5-20 cm’lik kismindan alinarak karistirilip pacal haline getirilmistir (Sekil 3.1).
Daha sonra oOrnekler Trichoderma spp. izolasyonu islemi i¢in etiketlenerek
laboratuvara getirilmistir. Izolasyon islemi yapilincaya kadar toprak ornekleri
buzdolabinda saklanmistir. Toprak drneklerinin alindigi alanlarin GPS (Global
Positioning System) yardimiyla koordinatlari, solarizasyon uygulamasmin yapilip
yapilmadigi, iiretim alaninda yetistirilen ¢ilek ¢esidi ile ilgili bilgiler ve araziyi
temsil edecek sekilde tesadiifii olarak belirlenen yerde bulunan 100 adet
bitkideki ¢okme orani kaydedilmistir (Ek-1).
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Sekil 3.1. Toprak orneklerinin alinmasi ve pagal haline getirilmesi

Toprak orneklerinin alindig: iiretim alanlarindan tesadiifi olarak toplam 10 adet
bitki 6rnegi alinmistir. Alinan 6rnekler etiketlenerek posetlere konulup izolasyon
calismast icin laboratuvara getirilmistir. Cilek fidelerinin kokleri toprak
parcalarindan arindirmak i¢in musluk altinda yikanmustir. Bir siire kurumasi
beklendikten sonra kokler incelenerek lcm uzunlugunda pargalar alinmistir
(Sekil 3.2). Kok kismindan alinan pargalar yiizey dezenfeksiyonu igin %2’lik
sodyum hipokloritte (NaOCI) 2 dk. bekletilmistir. Kok parcalar1 daha sonra steril
saf su igerisinde 2 dk. bekletilerek sodyum hipokloritten arindirilmigtir. Pargalar
steril kurutma kagitlarmin iizerinde kurumaya birakilmistir. Pargalar Patates
Dekstroz Agar (PDA) besi yerine ekilerek 24°C’de 48-72 saat inkubasyona
birakilmustir. Koloni gelisimi takip edilmistir (Martin,2000).

Sekil 3.2. Alman bitki Orneklerinin genel goriiniimii ve tag, kok kismindan

pargalanmasi
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3.2.2. Topraktan Trichoderma spp. izolasyonunda Kullamlan Besiyerinin
Hazirlanmasi

Calismada Trichoderma izolasyonunda en iyi sonucu elde edebilmek amaciyla
literatlirde ele alinan 3 farkli besi ortamu ile 6n ¢alisma yapilmistir. Bu amagla
TSM, P+TSM, M+TSM, PDA ortamlar1 kullanilmistir. Ayrica standart PDA ve
SA’ da izolasyon calismalarinda kullanilmistir. Trichoderma segici besiyeri
(TSM) 1000 ml’lik erlenmeyer igerisine hazirlanmigtir. Bunun i¢in 0.2 g MgSQ,,
0.9 g K,HPO,, 0.15 g KCI, 1 g NH4;NO;, 3 g D (+) glucose anhydrous, 0.15 g
rose bengal ve 20 g agar tartilmig ve iizerine 950 ml saf su eklenmistir. Daha
sonra 121°C' da 20 dk. otoklav edilmistir. Kapakli bir sise icerisine 0.25 g
chloramphenicol (kristalize), 1.2 ml propamocarb-hidroklorid (Previcur N-12
SC) (P+TSM), 1.6 g metalaxyl (Ridomil GR) (M+TSM) miktarlarda tartilarak
konulmustur. Daha sonra bu karigim 50 ml steril saf su icerisine karigtirilmistir
ve otoklav edilen 50°C’ye sogumus ortam igerisine ilave edilmistir. Besi yerleri
9 cm capindaki plastik petrilere dokiilmils ve 24°C’de 48 saat kurumaya
birakilmistir (Elad vd., 1981).

3.2.3. Topraktan Trichoderma spp. izolasyonu Cahismasi

Her bir toprak 6reginden 10 g tartilarak 50 ml steril saf su igerisinde siispanse
edilmis ve 200 rpm’de 30 dk. ¢alkalanmistir. Bu siispansiyondan 1ml alinarak
9ml steril saf su bulunan tiipe aktarilmis ve siispansiyon 45sn vorteks yardimiyla
karigtirilmigtir. Stispansiyondan 0,1 ml almarak diger tiipe aktarilmistir ve bu
islem 5 x 1:9 ml olacak sekilde bir seri seyreltme yapilmistir. Seyreltme sonunda
karigimdan 0,1 ml alinarak 9 cm capindaki petri igerisindeki agarli yiizeye cam
baget yardimiyla yayilmistir. TSM + P, TSM + M, PDA besi yerlerinin her birisi
icin ayni sekilde uygulanmistir. Daha sonra petriler 27°C’da 5 giin boyunca
inkubatdrde gelismeye birakilmistir (Askew ve Laing, 1993).

3.2.4. Elde Edilen Trichoderma spp. izolatlarinin Tek Sporlarimin Elde Edilmesi

Topraktan izole edilen Trichoderma tiirleri PDA besi yerinde 25°C’de 3 giin
gelistirilmistir. Kiiltiirlerin ylizeyindeki sporlar1 alabilmek amaciyla igerisinde
Tween 80 olan 1 ml steril saf su ilave edilmistir. Petri ylizeyindeki spor
slispansiyonu mikropipet yardimiyla alinmis ve mikroskopta spor yogunlugu
belirlenmistir. SA besi yerine petride 50 spor olacak sekilde steril cam baget
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yardimiyla yayilmigtir. Daha sonra petriler 20°C’de inkubasyona birakilmustir.
Petrilerdeki 24 saat sonra mikroskopta incelenerek ¢imlenen sporlar isaretlenmis
ve bu sporlar PDA’ ya aktarilarak izolatlarin tek sporlari elde edilmistir.

3.2.5. Cahymada Kullamilan Macrophomina phaseolina izolatimn Secimi

Aydin ili Sultanhisar ilgesinde cilek iiretimi yapilan alanlarda kuruyan bitki
orneklerinden izole edilen 10 adet M. phaseolina izolatinin viriilensligini
belirlemek amaciyla patojenisite caligmasi yapilmistir. Sultanhisar ilgesinde
Festival cesidinin {iretimi yapilan alanlardan saglikli stolonlar toplanarak
laboratuara getirilmistir. Daha sonra laboratuara getirilen stolonlar musluk suyu
altinda yikandiktan sonra saf sudan gegirilmistir. Stolonlarin taze kisimlarindan
7-8 cm’lik parcalar kesilmis ve bu stolon parcalari plastik cubuklara parafilm ile
sarilmigtir. Daha sonra stolonlar yiizey dezenfeksiyonu i¢in %70’ lik etil alkolde
10 dk. bekletilmistir. Stolonlar %70’ lik etil alkolden arindirmak amaciyla 10 dk.
steril saf su icerisinde bekletilmistir. Daha sonra 9 cm’lik steril petri kaplarina
2 adet steril kurutma kagidi yerlestirilmistir ve kagitlar 4 ml steril saf su ile
nemlendirilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu uygulanan stolonlar hazirlanan petri
kaplarina yerlestirilmistir. Stolonlarin orta kisminda her izolat i¢in esit
biiyiikliikte yara agilarak 5 giinliilk M. phaseolina’nin 4 mm c¢apindaki diskleri
ters ¢evrilerek konulmustur (Sekil 3.3). Kontrol igin 4 mm ¢apindaki PDA diski
kullanilmustir. inokulasyon sonrasi petrilerin etrafi strec ile sarilmis ve petriler
2442 °C’de inkubatdre yerlestirilmistir. Patojenisite ¢aligmalari her izolat igin
3 tekerriirlii olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. inokulasyondan 5 giin sonra lezyon
uzunluklar1 dijital kumpas yardimiyla OoOlgiilmiis ve lezyon uzunluklarn
kaydedilmistir (Y1ldiz ve Benlioglu, 2014).
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Sekil 3.3. Stolonlarin petrilere yerlestirilmesi (a), 4 mm ¢apindaki Macrophomina
p y p
phaseolina diskinin inokule edildigi stolonlardaki lezyonlar (b).

3.2.6. Antagonistik Etkinin Belirlenmesi

Toprak 6rneklerinden izole edilen Trichoderma spp.’nin, M. phaseolina’ya karsi
etkinliliklerini belirleme ¢aligmalari in-vitro ve in-vivo olmak iizere iki asamali
olarak yiiriitiilmiistiir. Oncelikle ikili kiiltiir galismalar1 altinda koloni gelisiminin
engelenip engellenmedigi ve hiperparazitik etki degerlendirilmistir. Bu donem
fide sokiim doénemi oldugu igin in-vitro ¢aligmalar devam ederken, bu doneme
kadar elde edilen bulgular ile ikinci asama olan saksi ¢aligmalarina baglanmustir.
Bu siirecte ayn1 zamanda ugucu bilesiklerin koloni gelisimi ve mikrosklerot
sayist lUzerine etkileri ile ilgili calismalar yiiriitiilerek tamamlanmistir.
Dolayisiyla Trichoderma spp. izolatlarinin se¢iminde sadece ikili kiiltiir,
hiperparazitlik ve sicaklik istekleri dikkate alinarak yapilmistir.

3.2.6.1. iKkili kiiltiir testi

Trichoderma spp.’nin M. phaseolina’ ya antagonist etkisinde Dennis ve Webster
(1971) ikili kiiltiir teknigi kullanilmastir. Trichoderma spp. ve M. phaseolina
25°C°de 3 giin gelistirilmistir. Bu kiiltiirlerden 4 mm diskler, PDA bulunan
petrilere 5-6 cm araliklarla ters cevrilerek yerlestirilmistir. Her bir Trichoderma
izolati i¢in deneme 3 tekerriirli kurulmustur. Petrilerin etrafi stre¢ film ile
kapatilarak 25°C inkubatore kaldirilmis ve her iki diskin 5 giin boyunca her giin
geligimleri dijital kumpas yardimiyla dl¢iilmiistiir.
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Test fungusu (Tr ile Mp karsilikli ekimi yapilan petrideki Mp) koloni ¢aplari ile
kontrol (Mp) arasindaki engelleme yiizdesi:

Engelleme yiizde (%) = A1-A2/A1x 100

Al: Kontroldeki patojenin (M. phaseolina) koloni gap1
A2: Ikili kiiltiirdeki patojenin (M. phaseolina) koloni ¢ap1
formiiliine gore hesaplanmustir (Sreedevi vd., 2011).

3.2.6.2. Trichoderma spp.’nin olusturdugu olasi ucucu bilesiklerin M. Phaseolina
etkisi

Calismamizin bu asamasinda Trichoderma spp. tarafindan oluturulan ugucu
bilesiklerin patojenin koloni gelisimine ve olusturdugu mikrosklerot sayisina
etkisi degerlendirilmistir. Caligmada etkileri degerlendirilecek olan Trichoderma
spp. ve M. phaseolina PDA besi yerinde 25 C’de 3 giin gelistirilmistir. Daha
sonra M. phaseolina kiiltiirinden 4 mm capinda 3 adet disk alinarak PDA besi
yerine esit araliklarla {iggen olusturacak sekilde birakilmistir. Ayni islem diger
bir petride Trichoderma spp.’ye uygulanmugtir. Petri kapagi cikartilarak M.
phaseolina’ ya ait petri tablasi iistte, Trichoderma’ya ait petri tablasi altta olacak
sekilde petri tablalar1 birlestirilmistir ve etrafi stre¢ film ile kapatilmistir. Petriler
25C’de gelismeye birakilmustir (Sekil 3.4). inokulasyondan 72 saat sonra koloni
gelisimi dijital kuampas yardimiyla 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir (Sreedevi vd., 2011).

Sekil 3.4. Olast ugucu bilesiklerin Macrophomina phaseolina’ya etkisinin
degerlendirilmesi
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Trichoderma spp.’nin mikrosklerot sayisina etkisini belirlemek amaciyla
degerlendirme yapilan petrilerden koloni gelisimine etkilerini belirlemek
amaciyla yerlestirilen disklere esit mesafeden 4 mm capinda diskler alinmig ve
bu islem tiim tekerriirler i¢in uygulanmistir. Alinan diskler mikrosklerot sayimi
icin eppendorf tiipler igerisinde +40C’ye kaldirilmigtir.  Eppendorf tiipler
icerisinde yer alan diskler 6ze yardimiyla alinarak lamin {izerine yerlestirilmistir.
Disk bistiiri yardimiyla 4 esit parcaya ayrilmistir ve mikroskopta mikrosklerot
sayimi1 yapilmistir.

3.2.6.3. Hiperparazitik etki

Trichoderma spp. antagonistik etkisinin M.phaseolina’ nin hifini parazitlemesi
degerlendirilmistir. Bu amagla 25°C* de 5 giin gelistirilen Trichoderma spp. ve
M. phaseolina’ ya ait kiiltiirlerden 4 mm ¢apinda diskler alinmustir ve S.A besi
yeri bulunan petrilere 3-4 cm araliklarla karsilikli ekimi yapilmistir. Daha sonra
mikroskop altinda hiperparazitligin olup olmadig1 degerlendirilmistir (Sekil 3.5).

£)

a b

Sekil 3.5. Mikroskopta Trichoderma spp.’nin Macrophomina phaseolina’yi
hiperparazit etkinin degerlendirilmesi (a,b)

3.2.7. Trichoderma Tiirlerinin Farkh Sicakliklardaki Koloni Gelisimi

Trichoderma spp. izolatlarmn 15C, 20C, 25C, 30C, 35C, 40C, 45C gibi
farkl1 sicakliklarda koloni gelisimleri izlenmis her giin koloni gelisimleri
kaydedilmis ve 9 cm’lik petriyi koloni gelisimiyle kaplayan ilk izolat
belirlendiginde izolatlarin koloni ¢aplar1 kaydedilerek ¢alisma sonlandirilmistir
(Sekil 3.6). Bu amagla PDA besi yerine 25 C’de 3 giin gelistirilen Trichoderma
spp. kiiltirinden 4 mm ¢apinda disk alinarak 9 c¢cm ¢apinda igerisinde PDA
bulunan petrinin orta noktasina ekim yapilmus, 3 tekerriirlii yiiriitiilen ¢caligmada
her petri 1 tekerriir olarak kabul edilmis ve ortalmalar1 alinmistir. Ayrica koloni
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gelisim hizlarini belirlemek amaciyla her giin dijital kumpas yardimiyla biitiin

izolatlarin koloni ¢aplar dlgiilmiistiir (Sing vd., 2014).

Sekil 3.6. Trichoderma spp. farkl sicakliklardaki koloni gelisimi

3.2.8. Trichoderma Tiirlerinin In-vivo Kosullarda M.phaseolina’ya Etkinliginin
Belirlenmesi

In-vitro kosullarda yiiritilen ikili kiiltiir, olast ugucu bilesiklerin etkisi,
hiperparazit etki ve sicaklik istekleri ile caligmalardan elde edilen veriler
dogrultusunda olumlu etkileri belirlenen Trichoderma spp.’ye ait 30 izolatin
M. phaseolina’ya in-vivo kosullarda etkinligi degerlendirilmistir.

3.2.8.1. Calismada kullanilacak cilek fidelerinin hazirlanmasi

Yaltir A.S’ den tamin edilen Rubygem ve Festival ¢esidi 1. Boy fresh cilek
fideleri dikim 6ncesi dnce musluk suyuyla yikanarak temizlenmistir. Daha sonra
kokleri tiraglanmigtir (Sekil 3.7) ve her tekerriirdeki fideler dikim Oncesi
tartilarak agirliklan kaydedilmistir.

Sekil 3.7. Cilek fidelerinin dikim i¢in hazirlanmasi; kdk temizligi ve fidelerin dikimi
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Caligma Rubygem ve Festival cilek cesitleriyle Tr, Tr+Mp, Tr+Mp(15), Mp ve K
uygulamalarindan olusmustur, her uygulama 5 tekerriirlii ve her tekerriirde 1 bitki
olacak sekilde ve toplam 460 fide ile yiiriitiilmiistiir (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. Saks1 ¢alismasinda olusturulan karakterler ve bitki sayilari

izolat Tekerriir
Karakter Toplam bitki sayis1
sayis1 sayisi
Tr 30 5 150 adet ¢ilek fidesi
Tr+Mp 30 5 150 adet gilek fidesi
Tr+Mp(15) 30 5 150 adet ¢ilek fidesi
Mp 1 5 5 adet cilek fidesi
Kontrol - 5 5 adet ¢ilek fidesi

3.2.8.2. Bitki yetistirme ortaminin hazirlanmasi

Bitkilerin iklim odasinda yetistirilmesi i¢in yetistirme ortami olarak steril toprak,
kum (1:1) karisimi hazirlanmustir. Hazirlanan karisim otoklavda 121'C ve 1 atm
basingta 60 dakika giin asir1 iki defa sterilize edilmistir. Bir bitki i¢cin 700 gr
toprak+kum karisimi 8 cm ¢apinda 15 cm boyunda plastik bardaklara tartilmistir.

3.2.8.3. Trichoderma spp. inokulumunun iiretimi ve uygulanmasi

In-vivo c¢alismasinda kullanilan Trichoderma spp.’nin gelistirilmesi igin
icerisinde; 5 gr bugday kepegi ve 10 gr vermikiilit bulunan besiyeri
hazirlanmigtir. Bu karisimin tlizerine 50 ml saf su ilave edilmis ve sterilizasyon
islemi i¢in 121°C’de 30 dk. otoklav edilmistir. Daha sonra hazirlanan besi yerine
1 izolat/2 sise (200 ml) olacak sekilde igerisine 4 mm ¢apli 4 adet disk atilarak
Trichoderma spp. inokulasyon saglanmustir (Sekil 3.8). Daha sonra 24°C’de 10
giin gelismeye birakilmigtir. Homejen gelisim saglanmasi amaciyla siselerin
icerisindeki inokulum her giin alt {ist edilmistir. Trichoderma spp. inokulumu
cilek fidelerinin dikimi yapilmadan once steril saksi topraginin % 2’si (14g)
olacak sekilde homojen olarak topraga karigtirilmigtir. Her izolat ve uygulamalar
icin ayn1 yontemle bulastirilma saglanmistir (Howell, 2007).
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(a) (b) (© (d)
Sekil 3.8. Trichoderma spp. inokulumu igin bugday kepegi ve vermikiilitin

hazirlanmas (a), Trichoderma spp. inokulumu (b), inokulumun %?2 oraninda
tartilmasi (c), bitki yetistirme ortamina uygulanmasi (d)

3.2.8.4. Macrophomina phaseolina inokulumunun hazirlanmasi ve topraga
bulastirilmasi

Kosuyolu 1520 (Ky20) izolati, PDA besiyerinde 9 cm ¢aph petrilerde 7 giin
25°C’de gelistirildikten sonra gelisen kiiltiirler blendirda 250 ml saf su iginde
parcalanmasiyla mikrosklerot stispansiyonu elde edilmistir. Parcalanma
isleminden sonra siispansiyon 45 pm’ lik eleklerden gegirilerek beher igerisine
almmustir. Daha sonra bu siispansiyondan 10 pl alinarak 5 tekrar olacak sekilde
lamda mikrosklerot sayimi yapilmistir ve mikrosklerot konsantrasyonu 1 gr
toprakta 1.6x10° olacak sekilde 700 gr yetistirme ortami olan saksilara 50 ml
inokulum uygulanmistir (Aviles vd., 2009). Inokulum Tr+Mp Kkarakterinde
antagonist inokulumu ile aym1 anda uygulanmistir. Tr+Mp(15) karakterinde ise
inokulum Tr inokulumu uygulandiktan 15 giin sonra topraga 5 mm genisliginde
5 cm derinliginde ¢ubuk yardimiyla bitkinin 4 yoniine simetrik olarak agilan
deliklere inokulum icirme seklinde uygulanmistir. Inokulasyondan 120 giin
sonra kontrolde ¢oken bitki sayist beklenen diizeyde olmadigi i¢in tekrar Mp
inokulum miktar1 arttirilarak her saksiya 250.000 ms uygulanmistir. Mp kontrol
uygulamasindaki fidelerin tamaminin hastalandiginda deneme sonlandirilmis ve

diger uygulamalardaki hasta fide oranlar1 degerlendirilmistir.
3.2.9. Trichoderma spp. izolatlarinin Molekiiler Tamlanmasi

Topraktan izole edilen 63 Trichoderma spp. izolatinin morfolojik 6zelliklerine
gore Trichoderma spp. olarak belirlenmistir (Rifai, 1969).
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3.2.9.1. DNA ekstraksiyonu

PDA besi yerinde 3 giin gelistirilen Trichoderma spp. kiiltiirlerinde misel
gelisimi oldugunda gelisen misel kitlesi (25-50 mg) steril igne ile alinarak steril
eppondorf tiiplerde -20 °C’de saklanmustir. Her tiipe 300 pl Liziz buffer ilave
edilmistir (Raeder ve Broda,1985). Extraction buffer (200 mM Tris HCI pH 8.5,
250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) 63 adet Trichoderma spp. pelletleri
icin 20 ml (1M Tris-Cl: 4 ml, 5M NaCl: 1 ml, 0,5M EDTA: 1 ml, %10 SDS: 1
ml, dd H,O: 13 ml) hazirlanmig ve tiip karistiricida karistirllmistir. Misel kitlesi,
eppendorf tiip igine bire bir oturan plastik parcalayicida 1 dakika siireyle misel
iyice par¢alanmistir. Daha sonra 65°C’de 10 dakika tutulmustur. Her tiipe 150 pl
3M sodyum asetat, (pH 5.2) ilave edilerek ve tiipler -20°C’de 10 dk tutulmustur.
Daha sonra 14.000 rpm de 3 dakika santrifiij edilmis ve iist siv1 dikkatlice yeni
eppendorf tiiplere alimmistir. Her tlipe esit hacimde (300+150 pl= 450 pl) soguk
isopropanol ilave edilmis ve oda sicakliginda 5 dakika DNA’nin ¢ékmesi i¢in
beklenmistir. Daha sonra 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek ve iist siv1
dokiilmistiir. Coken DNA” y1 diger maddelerden ve tuzlardan arindirmak igin
her tlipe 900 pl %70’lik soguk etil alkol ilave edilmis ve bir ka¢ kez alt iist
yapilarak pellet yikanmistir. Tiipler igindeki pellet steril kabin iginde tiipler ters
cevrilerek (agizlar steril kurutma kagidina gelecek sekilde) yarim kurumaya
birakilmistir. Her tiipe 100 pl TE ilave edilmis ve elle hafifge tiipiin dibine
vurularak DNA’nin ¢6ziilmesi saglanmigtir (Cenis, 1992). Her bir izolat igin elde
edilen DNA miktarlar1 Picodrop yardimiyla 260 ng’da ng/ pl olarak 6l¢iilmiistiir
(Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Ependorf tiiplerdeki DNA ekstraksiyonu yapilan Tr izolatlar1 (a), DNA
miktarlarinin okumasinda kullanilan Pikodrap (b)
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3.2.9.2. Klasik PCR cahsmasi

PCR iglemi i¢in DNA ekstraksiyonu yapilan Trichoderma spp. izolatlarinin her
biri i¢in 40 pl stok hazirlanmistir. 25 6rnek igin; steril ependorf tiip igerisine 760
ul pH20, 100 ul PCR buffer, 10 pl ep0711 dream taq, 20 ul 4dNTP, 5 ul ITS 1
primer, 5 pl ITS 4 primer ilave edilmistir. Daha sonra her bir PCR tiipii i¢erisine
hazirlanan stoktan 36 pl konulmus ve iizerine 4 ul DNA 6rneginden konularak
40 ul’ye tamamlanmigtir. Kontrol PCR tiipiine ise 36 pl mix konulduktan sonra
4 ul pH20 eklenmistir. Déngii kosullar ise; 95 C 3 dk (1.dongii), 94 C 5 sn,
55C 10 sn, 72C 10 sn (35 dongi) ve uzama adimu 72C 3 dakika olarak
gerceklesmistir. PCR reaksiyonuna bos kontrolde dahil edilmistir. Her bir PCR
iriinii % 1,5 agaroz jelde goriintiilenmistir (Cenis, 1992).

3.2.9.3. Agaroz jel elektroforezi

25 ml 0.5xTBE igine 375 mg agarose konularak kaynamaya baslayincaya kadar
isitilmigtir. Daha sonra elektroforez tanki igerisine dokiilmiis ve 1 saat
bekletilmistir. Jel donduktan sonra tankin igerisine jel seviyesini Ortecek kadar
ddH20 konulmustur. Her bir PCR tiipiinden 5 pl alinmis ve ilk kuyucuklar bos
birakilarak diger kuyucuklara yiiklenilmistir (dream taq kullanildig1 i¢in boya
yiiklemeden konulmustur). ilk kuyucuklara 1000bp marker yiiklenmistir. Daha
sonra Uriinler 45 voltta 30 dakika yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.10). Yiritme islemi
tamamlandiktan sonra bantlarim goriiniir hale gelmesi i¢in jel tanktan cikartilarak
30 dk. Etidyum bromiir ile boyamaya birakilmistir. Daha sonra fotografi
¢ekilerek bant goriintiisii kaydedilmistir (Cenis, 1992).

Sekil 3.10.Agaroz jel elektroforezi
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3.2.10. Sekans ve NCBI Blast

Elde edilen Trichoderma spp.’ye ait baz dizilerinin belirlenmesi amaciyla PCR
iriinleri  GENMAR biyoteknoloji firmasina goénderilmistir. Baz dizileri
belirlenen her izolata ait sekans dosyalar1 (ab1) Applied Biosystems (Sequencing
Analaysis Software v 5.1) programinda degerlendirilmistir. Baz dizileri segilerek
Gen Bankasindaki veriler ile dizi analizi (BLAST) yapilmistir.

3.2.11. istatiksel Analizler

Denemelerde elde edilen veriler JMP 11.0 istatistik programi (SAS enstitiisi,
Cary, NC) LSD testi (p=0.05) ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Patojenisite Testi

Cilek fidelerinden izole edilmis olan 10 adet M. phaseolina izolatlarinin
viriilensligini belirlemek amaciyla yiiriitiilen patojenisite ¢aligmasi sonucunda
inokulasyondan 5 giin sonra lezyon uzunluklari dijital kumpas yardimiyla
Olciilmiis ve lezyon uzunluklari Cizelge 4.1°de verilmistir. Degerlendirme
sonucunda viriilensi en yiiksek olan izolat Mp-Ky20 izolati olmustur.
Calismanin diger asamalarinda bu izolat ile devam edilmesine karar verilmistir.

Cizelge 4.1. Patojenin inokulasyondan 5 giin sonra 6l¢iilen lezyon boylar1 (mm)

Mp Lezyon boyu Mp Izolatlar Lezyon boyu
izolatlar ortalama (mm) ortalama (mm)
Ky20 32,6 IA- Mp 22,4
AMp-2 13,2 SC3 12,8
AMp-9 16,6 .S 324 10,7
OMp-1 24,0 SK 4 19,4
1-F Mp 27,6 Re-Mp 25,9

4.2. Topraktan Trichoderma spp. izolasyonu

Ekim-Kasim/2014 ve Haziran-Temmuz/2015 doénemlerinde 40 farkli iiretim
alanindan alinan toprak orneklerinden Askew ve Laing (1993) yontemine gore
yapilan izolasyon sonucunda 63 adet Trichoderma spp. izole edilmistir. Kosk ve
(Sekil 4.1., Sekil 4.2), Sultanhisar il¢esinden (Sekil 4.3), Atca beldesinden (Sekil
4.4) toprak orneklerinin alindigi alanlar harita iizerinde koordinatlar1 girilerek
isaretlenmis ve alinan orneklerden izole edilen Trichoderma spp. sayisilari her
iki donem icin ayr1 ayri veilmistir. Alinan toprak Orneklerinden yapilan
Trichoderma spp. izolasyon c¢alismasi sonucunda; Kosk ilgesinden 32 adet,
Sultanhisar ilgesinden 26 adet, Atga beldesinden 5 adet Trichoderma spp. izole
edilmistir. izole edilen toplam 63 adet Trichoderma spp.’nin 30 adedi Ekim-
Kasim 2014, 33 adedi ise Haziran-Temmuz/2015 doénemlerinde alinan toprak
orneklerinden izole edilmistir (Cizelge 4.2).



aziran-Temmuz 2015
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o2 Eim-Kasim 2014
izole edilen Tr 0
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Sekil 4.2. Kosk (2) ilgesinden alinan toprak drneklerinden izole edilen Tr sayilari
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Sekil 4.4. Atca beldesinden alinan toprak 6rnekleri ve izole edilen Tr sayilart
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Cizelge 4.2. Toprak 6rmegi alinan yerleri, sayist ve izole edilen Trichoderma spp.

izolat sayilari

) TqPrak Alinan Toprak Izole edilen Trichoderma spp. sayisi
Ornegi Alinan Ornesi Savist Hazi T
Yerler s1oay Ekim-Kasim 2014 | = oAran -emmuz

2015

Kosk 16 18 14

Sultanhisar 18 7 19

Atca 6 -

TOPLAM 40 30 33

4.3. Cilek Bitkisinin Kéklerinden Trichoderma spp. izolasyonu

Toprak orneklerinin alindig1 iiretim alanlarinda giiclii gelisen ¢ilek fidelerinden

tesadiifi olarak toplam 10 adet bitki Grnegi alinmigtir. Alinan Orneklerden

yapilan izolasyon sonucunda bitki koklerinden Trichoderma spp.

izole

edilememistir. Ancak Macrophomina phaseolina (%46), Fusarium spp. (%44)

ve Rhizoctonia spp. (%10) gibi etmenler izole edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Cilek fidelerinden yapilan izolasyon sonucunda belirlenen etmenler

Bitki No Tag¢ Kok Bitki No Tac¢ Kok
1 Mp,F F.Mp 6 Mp.F,Rh F
2 Rh, F F.Mp 7 Mp Mp,F
3 Mp Mp 8 F F
4 Mp Mp 9 Mp,F F
5 Mp Mp,Rh 10 Mp,F Rh,F

4.4. Antagonistik Etkinin Belirlenmesi

Ikili kiiltiir ¢alismalarma 50 izolat ile baslannustir. Daha sonra yiiriitiilen in-vivo

calismalarinda izolat sayis1 30’a diigtirilmiistiir.

4.4.1. ikili Kiiltiir Testi

Trichoderma spp.’nin M. phaseolina’ ya antagonist etkisinde ikili kiiltiir teknigi

kullanilmistir. Kontroldeki M.phaseolina petriyi kapladigr anda degerlendirme

sonlandirilmigtir, engelleme oram1 kontroldeki M.phaseolina c¢apr — Tr ile
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eslestirilen petrideki M.phaseolina ile saptanmistir (Sekil 4.5). 50 Tr izolatinin
M. phaseolina’ y1 engelleme yiizdesi hesaplanmistir (Cizelge 4.4).

(a) (b)

Sekil 4.5. Trichoderma spp.’nin Macrophomina phaseolina’nmm koloni gelisimi (a),

kontroldeki M. phaseolina’nin koloni gelisimi (b)

Cizelge 4.4.te verilen veriler dikkate alindiginda, M. phaseolina’nin koloni
gelisimini engellemesinde en diisiik etkiyi Trd46 (%4,21) gosterirken en yiiksek
etkiyi gosteren Tr4(%66,40) izolati olmustur.ikili kiiltiir testinde kullanilan Tr
izolatlarindan Trd6 (%4,21), Tr43 (Thz) (%5,20), Tr44(Thz) (%5,8), Tr48(Thz)
(%5.9), Tr38(Tlb) (%7,40), Trd7(Thz) (%7,40), Tr31(Tvr) (%8,21) ve Tr42 (Thz)
(%8,60) distik etki gostermiglerdir. M. paseolina’nin  koloni  gelisimini
engellemesinde yliksek etki gosteren izolatlarin Trd (%66,40), Tr8 (%59,10), Tr5
(%57), Tr26 (%49,10),Tr7 (%47), Tr27(Thz) (%45,90), Tr22(Thz) (%43,20),
Tr15(Thz) (%43), Tr2 (%42,50), Tr16 (%41,80), Tr20(Thz) (%41,30) oldugu
belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Ikili kiiltiir testleri sonucunda Trichoderma izolatlarimn M. phaseolina’

y1 engelleme oranlar1 (%)

izolat Tr koloni Mp koloni % Engelleme
gelisimi (cm) gelisimi (cm)

Trl (Thz) 2,46 6,54 27,30
Tr2 (Tvr) 3,83 5,18 42,50
Tr3 (Tvr) 3,24 5,76 36,00
Trd (Tvr) 5,98 3,02 66,40
Tr5 (Thz) 5,13 3,87 57,00
Tr6 (Thz) 1,71 7,29 19,00
Tr7 423 4,77 47,00
Tr8 5,32 3,68 59,10
Tr9 (Thz) 3,24 5,76 36,00
Tr10 (Thz) 3,55 5,45 39,40
Trll 1,19 7,81 13,20
Tri2 3,02 5,99 33,50
Tr13 (Tct) 1,37 7,63 15,20
Tr14 (Thz) 3,29 5,72 36,50
Tr15 (Thz) 3,87 5,13 43,00
Trl6 3,76 5,24 41,80
Tr17 (Thz) 1,58 7,42 17,60
Tr18 (Thz) 3,07 5,93 34,10
Tr19 2,33 6,67 25,90
Tr20 (Thz) 3,72 5,28 41,30
Tr21 2,48 6,53 27,50
Tr22 (Thz) 3,89 5,11 43,20
Tr23 (Thz) 3,46 5,54 38,40
Tr24 2,37 6,63 26,30
Tr25 2,52 6,48 28,00
Tr26 4,42 4,58 49,10
Tr27 (Thz) 4,13 4,87 45,90
Tr28 2,56 6,44 28,40
Tr29 (Thz) 2,66 6,35 29,50
Tr30 (Thz) 2,92 6,08 32,40
Tr31 (Tvr) 0,74 8,26 8,21

Tr32 (Thz) 1,22 7,78 13,60
Tr33 1,10 7,90 12,20
Tr34 1,26 7,74 14,00
Tr35 (Tbs) 0,95 8,06 10,50
Tr36 1,41 7,59 15,70
Tr37 (Thz) 0,83 8,17 9,20

Tr38 (Tlb) 0,67 8,33 7,40

Tr39 (Thz) 2,27 6,73 25,20
Tr40 1,84 7,16 20,40
Tr41 (Thz) 1,19 7,81 13,20
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Cizelge 4.4. Ikili Kkiiltiir testleri

sonucunda

M. phaseolina’ y1 engelleme oranlari (%) (Devami)

Trichoderma izolatlarinin

izolat Tr Koloni Mp koloni % Engelleme
gelisimi (cm) gelisimi (cm)
Tr42 (Thz) 0,77 8,23 8,60
Tr43 (Thz) 0,47 8,53 5,20
Tr44 (Thz) 0,52 8,48 5,80
Tr45 (Thz) 2,03 6,97 22,60
Tr46 0,38 8,62 4,21
Tr47 (Thz) 0,67 8,33 7,40
Tr48 (Thz) 0,53 8,47 5,90
Tr49 (Thz) 1,08 7,92 12,00
Tr50 (Thz) 1,31 7,70 14,50
Kontrol (Mp) - 9,00 -

4.4.2.Trichoderma spp.’nin Olusturdugu Olasi Ucucu Bilesiklerin Macrophomina
phaseolina’ya EtKisi

Trichoderma spp.’nin olusturdugu olasi ugucu bilesiklerin M. phaseolina’ ya etkisini

degerlendirme ¢alismalarinda koloni gelisimine olan etkisi degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5 incelendiginde, olas1 ugucu bilesik olusturan Trichoderma tiirlerinin

M. phaseolina’nin koloni gelisiminde kontrole gore azalma oldugu ve engelleme

oraninin %3,33-33,33 arasinda degistigi goriilmektedir. Koloni gelisimini en

fazla engelleyen izolat Tr2 (%33,33), koloni gelisimini en az oranda engelleyen
izolatlar Tr32(Thz) (%3,33), Tr33 (%3,33) ve Tr47(Thz) (%3,33) olmustur.
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Cizelge 4.5. Trichoderma spp.’nin olusturdugu olasi ucucu bilesiklerin
Macrophomina phaseolina’nin koloni gelisimine olan etkisi (%)
izolatlar M. phaseolina ort. izolatlar M. phaseolina ort.
(%) engelleme (%) engelleme
Trl (Thz) 13,33 Tr26 13,33
Tr2 (Tvr) 33,33 Tr27 (Thz) 13,33
Tr3 (Tvr) 20,00 Tr28 20,00
Tr4d (Tvr) 16,67 Tr29 (Thz) 26,67
Tr5 (Thz) 26,67 Tr30 (Thz) 23,33
Tr6 (Thz) 16,67 Tr31 (Tvr) 10,00
Tr7 16,67 Tr32 (Thz) 3,33
Tr8 13,33 Tr33 3,33
Tr 9 (Thz) 13,33 Tr34 6,67
Tr 10 (Thz) 16,67 Tr35 (Tbs) 13,33
Tr11 20,00 Tr36 6,67
Tr 12 20,00 Tr37 (Thz) 10,00
Tr 13 (Tct) 26,67 Tr38 (TIb) 6,67
Tr 14 (Thz) 26,67 Tr39(Thz) 20,00
Tr 15 (Thz) 10,00 Tr40 13,33
Tr 16 26,67 Tr41 (Thz) 10,00
Tr 17 (Thz) 26,67 Tr42 (Thz) 6,67
Tr 18 (Thz) 20,00 Tr43(Thz) 6,67
Tr 19 30,00 Tr44(Thz) 13,33
Tr 20 (Thz) 13,33 Tr45 (Thz) 6,67
Tr 21 16,67 Tr46 10,00
Tr 22 (Thz) 13,33 Trd7 (Thz) 3,33
Tr 23 (Thz) 16,67 Tr48 (Thz) 10,00
Tr 24 13,33 Tr49 (Thz) 6,67
Tr 25 16,67 Tr50 (Thz) 10,00

Yapmis oldugumuz ¢aligmada koloni gelisimine olan etkisinin degerlendirilmesinin

yannda M.phaseolina’nin olusturdugu mikrosklerot sayisina olast etkileri

degerlendirilmistir. Elde edilen mikrosklerot sayilar1 Cizelge 4.6 da verilmistir.

Mikrosklerot sayilarina bakildiginda sayilan mikrosklerot sayist Tr15(Thz) ile

yapilan eslesmede 4 mm ¢apindaki diskte 44,6 ms saptanmis bunu Tr21 (52 ms),
Tr9(Thz) (55 ms), Trd7(Thz) (55 ms) izolatlar1 izlemis, kontrolde saptanan
mikrosklerot sayisi 229,67 olmustur. Tr41(Thz), Tr49(Thz), Tr8 ile eslestirilen
petrilerde sirasiyla 213, 209,67 ve 207,33 gibi yiiksek degerler elde edilmistir

(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Trichoderma spp.’nin olusturdugu olasi ucucu bilesiklerin etkisi ile
ilgili yiiriitiilen calismada 4 mm diskte saptanan M. phaseolina’nin
mikrosklerot sayisi

izolat Ms sayisi izolat Ms sayisi
Tr15 (Thz) 44,67A Tr1(Thz) 101,67ABCDEF
Tr21 52,00AB Tr17 (Thz) 105,00 ABCDEF
Tr9 (Thz) 55,00ABC Tr3 (Tvr) 110,33ABCDEF
Tr47 (Thz) 55,00ABC Tr50 (Thz) 112,33ABCDEF
Tr19 56,00ABC Tr12 119,00ABCDEFG
Tr25 60,00ABC Tr45 (Thz) 130,67BCDEFGH
Tr5 (Thz) 61,33ABC Tr28 135,00CDEFGHI
Tr4 (Tvr) 62,00ABC Trll 142,00DEFGHIJ
Tr37 (Thz) 67,67ABCD Tr39 (Thz) 142,00DEFGHIJ
Tr13 (Tct) 68,00ABCD Tr34 143,00DEFGHIJ
Tr48 (Thz) 69,00ABCD Tr24 149,67EFGHIJ
Trd6 70,00ABCD Tr30 (Thz) 166,30 EFGHIJ
Tr44 (Thz) 70,33ABCDE Tr35 (Tbs) 172,00 FGHIJK
Tr7 73,60 ABCDE Tr42 (Thz) 172,67 FGHIJK
Tr27 (Thz) 73,67ABCDE Tr32 (Thz) 185,00 GHIJK
Tr38 (TIb) 76,00ABCDE Tr10 (Thz) 189,33GHIJK
Tr23 (Thz) 76,67ABCDE Tr22 (Thz) 200,67HIJK

Tr2 (Tvr) 77,00ABCDE Tr8 207,331JKL

Tr20 (Thz) 78,00ABCDE Tr49 (Thz) 209,671JKL

Tr33 85,00ABCDE Tr40 213,00JKL

Tr14 (Thz) 87,67ABCDE Tr41 (Thz) 213,00JKL

Tr36 90,00ABCDE Kontrol 229,67KL

Tr18 (Thz) 94,67ABCDEF Tr29 (Thz) 302,30 KL

Tr6 (Thz) 95,00ABCDEF Tr43 (Thz) 331,60 L

Tr31 (Tvr) 98,33ABCDEF Tr16 384,00 L

Tr26 99,33ABCDEF
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4.5. Trichoderma Tiirlerinin Farkh Sicakliklardaki Koloni Gelisimi

Trichoderma tiirlerinin 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C sicakliklardaki
koloni gelisimleri incelendiginde 33 izolatin 35°C’de 2.glinde petriyi kapladigi
gorlilmiistlir. Tr18(Thz) izolat1 biitiin sicaklik degerlerinde diger izolatlara gore
daha diisiik koloni gelisimi gostermistir. Tr7 izolatinin en yiiksek koloni ¢api
15°C’de kaydedilirken, Tr20(Thz) ve Tr21 izolatlarimin koloni gelisimi 30°C ve
35°C’da daha diistik olmustur. Tr31(Tvr), Tr32(Thz), Tr34, Tr41(Thz), Tr42(Thz),
Tr43 (Thz), Trd44(Thz), Trd45(Thz), Trd6, Trd7(Thz), Trd8(Thz), Tr49(Thz),
Tr50(Thz) izolatlarinda 15°C ve 20°C’de koloni ¢aplar1 diger izolalara gore diisiik
olmustur. Tr34 izolat1 15°C’de koloni gelisimi en diisiik olan izolat olmustur
(Cizelge 4.7). 40°C ve 45°C’de Trichoderma izolatlarinda koloni gelisiminin
olmadig: elde edilmistir.

Cizelge 4.7. Trichoderma tiirlerinin farkl sicakliklardaki koloni geligimi (mm)

izolat Sicaklik — Koloni gelisimi (mm)
35°C 30°C 25°C 20°C 15°C
(2.giin)* (2.giin)* (3.giin)* (3.giin)* (5.giin)*

Trl (Thz)* 72 90 90 72 90
Tr2 (Tvr)* 90 90 90 90 90
Tr3 (Tvr) 80 72 54 40 44
Tr4 (Tvr) 90 90 90 80 90
Tr5 (Thz) 66 64 56 54 56
Tr6 (Thz) 72 60 58 60 48
Tr7 68 60 54 60 90
Tr8 90 90 90 72 68
Tr9 (Thz) 90 90 90 90 72
Tr10 (Thz) 90 90 90 90 82
Trll 90 90 90 64 64
Trl2 90 68 90 58 70
Trl13 (Tet)* 90 90 90 90 90
Trl14 (Thz) 90 40 36 58 90
Trl5 (Thz) 90 90 90 90 90
Trl6 90 56 90 52 40
Trl17 (Thz) 90 90 90 90 48
Trl8 (Thz) 48 68 54 44 44
Trl9 90 90 90 90 90
Tr20 (Thz) 64 68 90 76 80
Tr21 44 48 90 80 90
Tr22 (Thz) 90 90 90 90 90
Tr23 (Thz) 90 90 90 90 90
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Cizelge 4.7. Trichoderma tiirlerinin farkli sicakliklardaki koloni gelisimi (mm)

(Devami)
izolat Sicaklik — Koloni gelisimi (mm)
35°C 30°C 25°C 20°C 15°C
(2.giin)* (2.giin)* (3.giin)* (3.giin)* (5.giin)*

Tr24 90 90 90 80 90
Tr25 90 90 90 90 90
Tr26 90 68 48 66 48
Tr27 (Thz) 82 90 90 45 56
Tr28 74 70 68 56 44
Tr29 (Thz) 80 60 48 32 44
Tr30 (Thz) 82 76 80 72 40
Tr31 (Tvr) 90 90 90 60 44
Tr32 (Thz) 90 90 90 66 40
Tr33 90 90 90 80 90
Tr34 90 90 90 60 22
Tr35 (Tbs)* 90 90 90 90 68
Tr36 90 90 90 90 90
Tr37 (Thz) 90 90 90 90 90
Tr38 (Tlb)* 82 76 80 72 90
Tr39 (Thz) 76 64 68 42 48
Tr40 82 86 72 40 44
Tr41 (Thz) 90 90 90 60 40
Tr42 (Thz) 90 90 90 60 40
Tr43 (Thz) 90 90 90 60 32
Tr44 (Thz) 30 72 66 72 32
Tr45 (Thz) 90 90 90 48 36
Tr46 90 90 90 36 32
Tr47 (Thz) 74 70 68 42 32
Tr48 (Thz) 90 90 90 60 44
Tr49 (Thz) 90 76 72 48 40
Tr50 (Thz) 90 90 90 72 36

*Thz: Trichoderma harzianum, *Tvr: Trichoderma virens, *Tbs: Trichoderma bisettii,
*Tlb: Trichoderma longibrachiatum, *Tct: Trichoderma citrinoviride

*Farkl1 sicaklik derecelerinde yer alan farkli giin sayilari; farkli sicaklik derecelerindeki
izolatlar arasinda o sicaklikta ilk izolatin 9 cm petriyi kapladig: giin sayisidir.

Bu calismada 30°C, 35°C’de koloni gelisimi yiiksek izolatlar ile ikili kiiltiir ve
olas1 ucucu bilesikler ¢alismalarinda elde edilen bulgular degerlendirilerek in-vivo
calismasinda Trichoderma spp. izolat sayist 30’a indirilmistir. In-vivo
caligmalarinda kullanilan Trichoderma spp. izolatlarindan molekiiler tanilamasi
yapilanlarin in-vitro’daki etkinlikleri degerlendirildiginde Tr5, Tr9, Tr14, Tr2, Tr4
izolatlar1 M. Phaseolina’y1 baski altina almada etkili olduklar1 elde edilmistir
(Cizelge 4.8).



37

Cizelge 4.8. In-vivo galismalarinda kullanilan izolatlardan tiirleri belirlenenlerin ikili

kiiltiir testi % engelleme, olast ucucu bilesikler calismasinda elde edilen

% engelleme ve mikrosklerot sayilart

ikili Kiiltiir | Olasi ugucu
Tiir izolat % bilesiklerin % Ms sayis1
engelleme Engelleme
Trl (Thz) 273 13,33 101,67
Tr5 (Thz) 57,0 26,67 61,33
Tr6 (Thz) 19,0 16,67 95,00
Tr9 (Thz) 36,0 13,33 55,00
Trl10 (Thz) 39,4 16,67 189,33
N Trl4 (Thz) 36,5 26,67 87.67
= Trl5 (Thz) 43,0 10,00 44,67
= Trl17 (Thz) 17,6 26,67 105,00
S Trl8 (Thz) 34,1 20,00 94,67
X Tr20 (Thz) 413 13,33 78,00
Tr22 (Thz) 432 13,33 200,67
Tr23 (Thz) 38,4 16,67 76,67
Tr27 (Thz) 45,9 13,33 73,67
Tr29 (Thz) 29.5 26,67 302,30
Tr30 (Thz) 324 23,33 166,30
2 Tr2 (Tvr) 42,5 33,33 77,00
5 Tr3 (Tvr) 36,0 20,00 110,33
& Tr4 (Tvr) 66,4 16,67 62,00
T.citrinoviride Tr13 (Tct) 15,2 26,67 68,00
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4.6. Trichoderma Tiirlerinin In-vivo Kosullarda Etkinliginin
Belirlenmesi

Iklim odasinda yiiriitiilen ¢calismamizda Onset hobo yardimiyla topragin 5 cm
derinligindeki toprak sicakligi ve hava sicakligi 5 ay siireyle 1 saat araliklarla
kaydedilmistir. Kaydedilen sicakliklarin giinliik ortalma sicakliklari alinmis ve
giinliik ortalama sicaklik grafigi olusturulmustur (Sekil 4.6).

35,0
30,0 .
N" WV"J o
I ' L
25,0 ’M‘IN\’J I". W\j\-d \//N
y \
!
20,0
15,0
12.02.2016 12.03.2016 12.04.2016 12.05.2016 12.06.2016
= Toprak Hava

Sekil 4.6. iklim odas1 hava ve toprak sicakhigimin giinliik ortalama sicaklik

degerleri

4.6.1. Trichoderma spp.’nin Bitki Gelisimine Olan Etkisi

Rubygem cilek c¢esidine ait fidelerin dikim oncesi fide agirliklann ve Tr
uygulamasindan 10 hafta sonra fideler sokiildiigiinde yas agirliklar1 kaydedilmis
ve bitkinin yas agirligindaki degisim (%) hesaplanmigtir. Bitkilerin kuru
agirliklarim almak amaciyla 60°C’da 72 saat etiivde bekletilmis daha sonra
bitkilerin kuru agirhigi kaydedilmistir.

Rubygem ¢ilek ¢esidine ait fidelere dikimle birlikte Tr uygulanmis ve bitkiler
dikimden 10 hafta sonra sokiilmistiir. Tr uygulamasinda fide gelisimine etkisi
degerlendirildiginde agirlik artisinin en fazla Tr29(Thz) %54,36 ve Tr10(Thz)
%53,62 izolatlarinda goriilmiis ve bu izolatlar istatistiki olarak da ayr1 bir grup
olusturmustur.Bu izolatlar1 Tr15(Thz), Tr5 izolatlar1 %30,28 ve %28,28 oraniyla
izlemistir. Bitki gelisimine etkisi olmayan izolatlarda vardir, bunlar sirasiyla
Tr26 (%0,56), Tr19 (%0), Tr1(%0), Tr1l (-%2,40), Tr18 (Thz)(-%4,88) nolu
izolatlardir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Rubygem cesidi Trichoderma spp. uygulamasindaki dikim oncesi

ortalama fide agirlig (g), sokiildiikten sonraki ortalama fide agirligi (g),

yas agirlik artis1 (%) ve ortalama fide kuru agirligi (g)

D.O.ort. S.S ort. Fide | Agirhk artisi (%)* Ort. Kuru
izolat Fide Ag (g) Ag.(g) Ag.(g)*
Tr 29 2,97 4,58 54,36 A -

Tr10 (Thz) 8,88 13,64 |53,62A 2,33 BCDEF
Trl5 (Thz) 6,46 8,42 30,28 B 2,04 CDEFGH
Tr5 (Thz) 10,44 1345 | 28,80B 2,49 BCDEFH
Tr3 (Tvr) 4,70 5,94 26,38 BC 1,40 EFGH
Tr2 (Tvr) 8,46 10,58 | 25.00 BCD 2,76 BC

Trl13 (Tct) 3,66 4,56 24,70 BCD -

Tr21 9,50 11,57 | 21,82 BCDE -

Tr22 (Thz) 5,78 6,97 20,64 BCDE 2,06 CDEFH
Tr25 11,34 13,68 | 20,62 BCDE 1,71 CDEFGH
Tr24 7,69 9,14 18,88 BCDEF 2,14 CDEFH
Tr17 (Thz) 4,29 4,99 16,30 BCDEFG Y

Trl2 5,61 6,31 12,48 BCDEFG 1,94 CDEFGH
Tr14 (Thz) 5,01 5,62 12,26 BCDEFG 2,50 BCD

Tr8 12,00 13,47 | 12,22 BCDEFG 3,69 AB

Tr9 (Thz) 5,41 6,05 11,78 BCDEFG -

Tr23 (Thz) 8,21 9,12 11,08 BCDEFG 2,27 CDEF
Kontrol 6,36 7,02 10,40 BCDEFG 2,35 CDE
Tr27 (Thz) 6,05 6,65 9,88 BCDEFG 1,98 CDEFGH
Tr6 (Thz) 4,50 4,93 9,46 BCDEFG 1,22 FGH
Tr30 (Thz) 5,70 6,19 8,64 BCDEFG -

Tr20 (Thz) 4,04 4,26 5,54 CDEFG 1,09 G

Tr28 2,76 2,91 5,26 CDEFG -

Tr7 4,02 4,16 3,48 DEFG 1,42 EFGH
Trl6 5,54 5,63 1,68 EFG 1,23 DEFGH
Trd (Tvr) 5,80 5,87 1,24 EFG 1,68 CDEFGH
Tr26 3,60 3,62 0,56 EFG 43 A

Tr19 3,57 3,57 0 EFG 1,07 GH

Trl (Thz) 5,26 5,26 0 EFG 2,16 CDEFGH
Trl1 5,77 5,63 2,40 FG -

Tr18 (Thz) 4,70 4,47 488G 1,58 CDEFGH

* Her siitunda ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p<0.05).
D.O.ort Fide Ag: Dikim 6ncesi 3 tekerriire ait ortalama fide agirhiklari
S.S.ort.Fide Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklar

Ort.kuru Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide kuru agirliklari

Rubygem ¢esidi ile kurulan denemenin sonucunda Tr uygulamasindaki fidelerin

sokiildiikten sonra kuru agirliklant Cizelge 4.9°da oldugu gibi kaydedilmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde bitkinin kuru agirlig1 en fazla olan Tr26
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(4,3g) ve Tr8 (3,69) uygulamalaridir. Kontrolde ise 2,35g olarak kaydedilmistir.
Ancak fidelerin dikim oncesi agirliklarmin  farkli  olmasmdan  dolay:
degerlendirmenin % agirhk artis1 iizerinden yapilmasinin verilerin daha dogru
yorumlanmasini saglayacagi kanisina varilmstir.

Festival cilek ¢esidine ait fideler dikimle birlikte Tr uygulamasindan 18 hafta
sonra fideler sokiilmistir. Tr uygulamalarnmin fide gelisimine etkisi
degerlendirildiginde fide agirliklar1 artis orami  %42,99-344,93 arasinda
degismistir. Tr22 (Thz) (%344,93), Tr6 (%331,15) en fazla bitki yas agirlik artisi
saptanan izolatlar olurken, bunlart Tr14 (Thz) (%315,26), Tr21 (%303,44), Tr30
(Thz) (%295,73) ve Tr23 (Thz) (%293,92) izlemistir. Kontroldeki artis orani ise
%127,29 olmustur. Bu durum degerlendirildiginde kullanilan izolatlarin 24’i
kontrole gore daha yiiksek bir performans gostermistir. Tr8 (%42,99) en az artist
saglayan Trichoderma izolat1 olurken, Tr12 (%53,84), Tr5 (%72,32) ve Trl9
(%74,92) %100’1in altinda performans gosteren izolatlar olmustur (Cizelge 4.10).

Festival ¢esidinde yiiriitilen Tr uygulamasinin sokiimden sonraki fide kuru
agirliklan degerlendirildiginde ise Trl16 izolatina ait fide kuru agirligi 11,93g
olurken kontrolde 5,04 g olmustur. Fidenin kuru agirligr diisiik olan izolatlar
Tr19 (4,72¢g) ve Tr21 (4,32g) olmustur (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Festival ¢esidi Trichoderma spp. uygulamasindaki dikim oncesi

ortalama fide agirlig1 (g), sokiildiikten sonraki ortalama fide agirlig (g),

yas agirlik artist (%) ve ortalama fide kuru agirligi (g)

D.O.

S.S ort. 9
izolat or L. Fide ag. Agirhk artisi (%)* Ort. kuru agirhik
Fide (®*
ag@ |

Tr22 (Thz) 5,71 21,09 344,93 A 6,82 CDEFGH
Tré (Thz) 8,88 37,23 331,15 AB 8,46 ABCDEFG
Trl4 (Thz) 7,7 32,32 315,26 ABC 8,60 ABCDEFG
Tr21 4,84 18,54 303,44 ABC 4,32 H
Tr30 (Thz) 9,88 34,35 295,73 ABCD 10,57 ABC
Tr23 (Thz) 5,88 22,33 293,92 ABCD 6,87 BCDEFGH
Tr27 (Thz) 5,57 19,14 293,74 ABCD 6,04 EFGH
Trll 5,72 21,11 280,08 ABCDE 6,38 DEFGH
Trl7 (Thz) 6,25 20,87 274,05 ABCDE 6,63 DEFGH
Tr29 (Thz) 6,42 21,63 272,02 ABCDE 5,91 EFGH
Tr3 (Tvr) 9,6 33,77 259,11 ABCDE 10,25 ABCD
Tr2 (Tvr) 12,07 37,82 234,45 ABCDEF 7,76 BCDEFGH
Tr26 7,55 23,18 222,22 ABCDEFG 7,31 BCDEFGH
Tr10 (Thz) 5,84 18,59 221,60 ABCDEFG 7,14 BCDEFGH
Tr20 (Thz) 6,2 17,18 219,00 ABCDEFG 6,35 DEFGH
Tr7 7,38 21,94 213,63 ABCDEFGH 7,99 BCDEFGH
Trl8 (Thz) 10,66 25,60 213,13 ABCDEFGH 8,87 ABCDEF
Tr9 (Thz) 4,64 14,19 203,89 ABCDEFGH 5,34 FGH
Trl5 (Thz) 11,37 31,77 201,59 ABCDEFGH 10,06 ABCD
Trl (Thz) 13,76 40,78 201,48 ABCDEFGH 10,78 AB
Trl13 (Tct) 6,76 19,94 196,61 ABCDEFGH 6,05 EFGH
Tr4 (Tvr) 9,75 27,64 160,72 BCDEFGH 9,56 ABCDE
Tr25 9,73 19,40 143,55 CDEFGH 7,69 BCDEFGH
Tr28 8,71 20,50 141,60 CDEFGH 3,24 ABCDEFGH
Kontrol 6,37 12,51 127,29 DEFGH 5,04 FGH
Trl6 13,88 30,91 124,58 DEFGH 11,93 A
Tr24 8,09 16,58 114,11 EFGH 5,43 FGH
Trl9 7,8 13,04 74,92 FGH 4,72 GH
Tr5 (Thz) 13,79 25,46 72,32 FGH 8,74 ABCDEF
Tr12 14,42 21,78 53,84 GH 7,52 BCDEFGH
Tr8 8,67 12,50 42,99 H 5,92 EFGH

* Her siitunda aym harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p<0.05).

D.O.ort Fide Ag: Dikim 6ncesi 3 tekerriire ait ortalama fide agirhiklari
S.S.ort.Fide Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklar

Ort.kuru Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide kuru agirliklary
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4.6.2. Trichoderma spp.’nin Macrophomina phaseolina Uzerine Etkisi

Rubygem c¢ilek cesidine ait Tr+Mp, Tr+Mp(15) uygulamasinda, fidelerin dikim
oncesi agirliklar1 ve 10 hafta sonra fideler sokildiigiinde yas agirliklan
kaydedilmis ve bitkinin yas agirligindaki yiizde artis hesaplanmistir. Uygulamalarda
kuruyan fidelerden izolasyon yapilmistir.

Tr+Mp uygulamasindaki Rubygem cesidinde fidelerin agirhik artiglan
degerlendirildiginde Tr15(Thz) (%49,58) ve Tr3 (Tvr) (%41,73) izolatlar1 en
yiisek artis1 saglamislardir. Fide agirlik artisini en az etkileyen izolatlarin Tr12
(%6,77) ve Tr17(Thz) (%1,95) oldugu sonucuna varilmstir (Cizelge 4.11).

Rubygem c¢ilek cesidinde Tr+Mp uygulamsinda en fazla fide kuru agirligi
belirlenen izolatlar Tr22(Thz) (4,59g), Tr1(Thz) (4,54g) olurken kontrolde ise
3,87 g belirlenmistir.Uygulamadaki en faz fide kuru agirligr Tr21 (1,32g), Trl4
(1,56g) izolatlarinda goriilmiistiir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Rubygem c¢esidi Tr+Mp uygulamasindaki dikim 6ncesi ortalama fide

agirliklart (g), sokiildiikten sonraki ortalama fide agirliklart (g) , yas

agirlik artis1 (%) ve fidelerin ortalama kuru agirliklar (g)

D.O.ort. Fide | S.S.ort. Fide | Agirhk artis1 Ort. Kuru Ag. (g)
izolat Ag. (g) Ag. (g) (%)
Tr15 (Thz) 4,65 6,96 49,58 A 1,72D
Tr3 (Tvr) 4,84 6,86 41,73 AB 2,02D
Tr9 (Thz) 6,89 9,71 40,90 ABC 224D
Tr23 (Thz) 6,85 9,35 36,54 ABCD 1,86 D
Tr28 5,11 6,97 36,47 ABCD r
Tr30 (Thz) 11,57 15,65 35,23 ABCD 2,80 BCD
Tr22 (Thz) 8,55 11,35 32,72 ABCD 4,59 A
Trl9 10,96 14,38 31,20 ABCDE 2,56 CD
Tr24 5,56 7,25 30,32 ABCDEF | 3,28 ABCD
Trl8 (Thz) 7,74 9,92 28,18 ABCDEF | 3,48 ABCD
Trl10 (Thz) 9,15 11,71 27,93 ABCDEF | 2,97 ABCD
Tr26 4,70 5,88 25,20 ABCDEF | 1,96 D
Tr29 (Thz) 9,06 11,21 23,70 ABCDEF | _
Tr13 (Tct) 12,33 15,03 21,89 ABCDEF | 2,90 ABCD
Trll 10,52 12,77 21,37 ABCDEF | 2,02 CD
Tr21 7,63 9,19 20,40 ABCDEF | 1,32D
Trl6 7,09 8,26 16,57 BCDEF 2,68 ABCD
Tr20 (Thz) 6,66 7,73 16,11 BCDEF 2,31 ABCD
Tr27 (Thz) 6,09 7,06 15,92 BCDEF 2,02D
Tr2 (Tvr) 8,91 10,27 15,24 BCDEF 1,73D
Tr8 4,94 5,67 14,80 BCDEF 2,94 ABCD
Tr7 5,36 6,14 14,52 BCDEF 3,18 ABCD
Tr6 (Thz) 6,36 7,20 13,28 BCDEF 2,5 BCD
Tr4 (Tvr) 5,41 6,12 13,16 BCDEF 1,9 CD
Tr25 4,76 5,36 12,68 BCDEF 1,71 D
Tr5b(Thz) 4,40 4,94 12,34 BCDEF 2,13D
Trl (Thz) 15,31 16,93 10,55 CDEF 4,54 AB
Trl4 (Thz) 9,23 10,17 10,18 DEF 1,56 ABCD
Trl2 8,01 8,55 6,77 DEF 2,45 ABCD
Trl7 (Thz) 6,65 6,78 1,95 EF 3,02 ABCD
K(Mp) 8,57 8,73 1,92F 3,87 ABCD

* Her siitunda aym harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p<0.05).
D.O.ort Fide Ag: Dikim dncesi 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklart

S.S.ort.Fide Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklart
Ort.kuru Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerrtire ait ortalama fide kuru agirliklart




44

Rubygem ¢esidinde Tr+Mp uygulamasinda 6len bitki oranlar1 degerlendirildiginde en
fazla &liim oran1 Tr12 (%80) ve Tr14 (%80) izolatlarinda olmustur.Olen bitkilerden
yapilan izolasyon caligmasit sonucunda cilek fidelerinin ta¢ kisminda Mp, F, kok
kisminda ise Mp, F, Tr etmenleri izole edilmistir (Cizelge 4.12)

Cizelge 4.12. Rubygem c¢esidinde Tr+Mp uygulamasindaki bitkilerin ¢okme

oranlar1 ve izole edilen etmenler

izolat Olen bitki oram Tac Kok
(%)

Tr2 20 Mp*, F* Tr*,Mp

Tr4 60 Mp,F, Tr F.Mp,Tr,Alt.*

Tr5 60 F.Mp F.Mp,Tr

Tr6 40 F.Mp F.Mp,Tr

Tr7 40 F.Mp Mp,Tr

Tr8 40 Mp, F, Tr Mp, F, Tr
Tr10 60 Mp,F Mp, F, Tr
Trll 60 Mp Mp, F, Tr
Tri2 80 Mp.F Mp,Tr,F
Trl3 60 Mp,F Mp F, Tr
Tr14 80 F.Mp F,Tr,Mp
Trl6 40 Mp,F Mp F, Tr
Trl7 40 Mp,F Mp,F, Tr
Tr18 40 Mp,F Mp,F,Tr
Tr19 20 Mp,Tr Mp,Tr
Tr20 60 Mp,F Alt,Mp,Tr,F,Cyl.*
Tr21 40 Mp,F Mp,F,Tr
Tr23 20 F F.Mp,Tr
Tr24 40 F.Mp Tr

Tr25 40 Tr,F,.Mp Tr,F
Tr26 60 Mp,Tr Tr

*Mp: Macrophomina phaseolina, *F: Fusarium spp., *Alt: Alternaria spp., *Cyl:
Cylindrocarpon spp., *Tr: Trichoderma spp.

Festival ¢esidi Tr+Mp uygulamasindaki fidelerin dikim ile soékiim agirliklar
karsilastirldiginda en fazla agirlik artist Tr24 uygulamasinda (%324,65) olurken
bunu Tr12 ve Tr15(Thz) (sirasiyla %312,66 ve %281,95) izlemistir. Kontrolde
ise artis oram1 %222,08 olarak saptanmustir. Cizelge 4.13 incelendiginde 7
izolatin kontrole gdore daha yiiksek performans gosterdigi saptanmistir. Bitki
gelisimi en diisiik olan izolatlarin ise Tr4, Trl, Tr3 ve Tr22(Thz) (sirasiyla
%46,31, %55,03, %55,56 ve %58,22) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.13).
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Festival ¢esidinde Tr+Mp uygulamasinin fidelerin kuru agirliklarina olan etkisi
incelendiginde Tr10(Thz) (7,85g), Tr13(Tct) (7,14g), Tr12 (7,12g) ve Trll
(7,11g) fidelerde en yiiksek kuru agirlik degerlerinin kaydedildigi izolatlardir.
Kuru agirliklart en diisilk olan izolatlar ise Tr27(Thz) (2,66g), Tr30(Thz)
(3,12g), Tr5 (3,49g) ve Tr8 (3,77g) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Festival ¢esidi Tr+Mp uygulamasindaki dikim 6ncesi ortalama fide

agirhiklan (g), sokiildiikten sonraki ortalama fide agirliklar (g) , yas

agirlik artis1 (%) ve fidelerin ortalama kuru agirliklari (g)

D.O. S.S

izolat I?:;;e ort. Fide Agirlik artisi (%) Ort. kuru agirhik (g)
[Tr24 5,60 23,88 324,65 A 6,47 ABCD
Tri2 6,63 25,19 312,66 AB 7,12 AB
[Tr15 (Thz) 5,22 19,40 281,95 ABC 6,76 ABC
Trll 7,25 23,53 280,34 ABC 7,11 AB
[Tr23 (Thz) 5,87 19,24 264,82 ABCD 5,70 BCDEFG
Trl6 6,96 23,26 253,87 ABCDE 5,62 BCDEFGH
[Tr14 (Thz) 5,41 18,31 249,34 ABCDE 5,03 CDEFGHI
IKont. 5,88 18,88 222,08 ABCDEF 5,62 BCDEFGH
Tr8 4,54 13,21 198,68 BCDEFG 3,77 HIUK
Tr13 (Tct) 6,40 17,75 194,58 CDEFG 7,14 AB
Tr19 4,79 13,65 191,81 CDEFG 3,80 HUK
Tr21 7,32 14,01 149,32 DEFGH 4,41 EFGHIJK
[Tr29 (Thz) 7,30 16,45 143,31 EFGH 4,54 EFGHIJK
[Tr9 (Thz) 5,69 12,08 129,00 FGH 4,00 FGHIJK
[Tr6 (Thz) 8,19 16,40 121,92 FGH 4,89 CDEFGHIJ
[Tr27 (Thz) 342 7,21 121,45 FGH 2,66 K
Tr28 7,86 16,00 107,10 FGH 4,73 DEFGHIJ
[Tr20 (Thz) 7,41 13,81 102,09 GH 4,16 FGHIJK
[Tr30 (Thz) 6,13 9,55 101,59 GH 3,12 JK
[Tr17 (Thz) 10,61 21,01 100,46 GH 6,10 ABCDE
[Tr5 (Thz) 7,50 12,96 94,43 GH 3,49 IK
Tr26 8,17 13,92 92,09 GH 5,37 BCDEFGHI
Tr7 9,63 17,01 87,81 GH 5,59 BCDEFGH
[Tr10 (Thz) 10,54 20,21 87,14 GH 7,85 A
[Tr2 (Tvr) 10,69 17,11 67,23 H 6,11 ABCDE
[Tr18 (Thz) 11,42 17,70 65,72 H 5,81 BCDEF
Tr25 6,55 10,62 61,52 H 3,92 GHIJK
[Tr22 (Thz) 11,00 17,35 58,22 H 5,51 BCDEFGH
[Tr3 (Tvr) 8,16 12,42 55,56 H 3,81 GHIJK
[Trl (Thz) 8,58 13,35 55,03 H 3,97 FGHIJK
Trd (Tvr) 11,38 16,21 4631 H 4,10 FGHIJK

* Her siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p<0.05).
D.O.ort Fide Ag: Dikim 6ncesi 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklart

S.S.ort.Fide Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklart
Ort.kuru Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide kuru agirliklary




46

Festival ¢esidinde Tr+Mp uygulamasinda dlen bitki oranlar degerlendirildiginde
en fazla olen bitki oram1 Tr20 (%100), Tr17,Tr27,Tr30 izolatlarinda %80 oldugu
belirlenmistir.Olen bitkilerden yapilan izolasyon c¢alismasi sonucunda ¢ilek
fidelerinin ta¢ kismindan Mp, Cyl., Tr, kdk kismindan ise Mp, Cyl., F, Tr izole
edilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Festival ¢esidinde Tr+Mp uygulamasindaki bitkilerin ¢ékme oranlar
ve izole edilen etmenler

izolat Olen bitki oram (%) Tag Kok
Trl 40 F*, Tr*, Mp* F, Tr, Mp
Tr3 60 Mp Mp,F, TR
Tr4 60 Mp Mp,Rh*,Tr
Tr5 60 Mp,Tr Mp,F, TR
Tr6 20 Mp Mp,Tr
Tr8 20 Mp Mp,Cyl*.,Tr
Tr9 60 Mp,.F Tr,F.Mp
Tr10 40 Mp Rh,Mp
Tr12 60 Mp Mp
Trl6 60 Mp Mp,F,Tr
Trl7 80 Mp Mp,F, TR
Tr18 60 Tr,Mp Tr,F,Mp,Rh
Tr20 100 Mp,Tr Mp,Tr
Tr22 40 Tr,Mp Tr,Mp
Tr23 60 Mp Tr,Mp,Rh
Tr25 60 Mp.F Tr,F.Mp
Tr27 80 Mp,Tr Tr,F,Cyl.
Tr29 40 Mp Tr,Rh,Mp
Tr30 80 Cyl., Tr,Mp F,Tr,Mp

*Mp: Macrophomina phaseolina, *F: Fusarium spp., *Alt: Alternaria spp., *Cyl:
Cylindrocarpon spp., *Tr: Trichoderma spp.

Cizelge 4.15’te elde edilen veriler incelendiginde Rubygem c¢esidinde
Tr+Mp(15) uygulamasinda bitki agirlik artisini en yiliksek oranda saglayan Tr23
(Thz) (%48,80) ve Tr25 (%47,37) izolatlar1 olmustur. En az agirlik artigi ise
Tr20(Thz) (%2,80) ve Tr2 (%2,64) nolu izolatlarda goriilmiistiir. Fide kuru
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agirliklart degerlendirildiginde Tr9 (6,12g), Tr3(Tvr) (5,52g), Tr12 (4,24g)
izolatlarinda kuru agirligin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.15. Rubygem ¢esidi Tr+Mp(15) uygulamasindaki dikim 6ncesi ortalama

fide agirliklan (g), sokiildiikten sonraki ortalama fide yas agirigi (g), yas

agirlik artis1 (%) ve ortalama fide kuru agirliklar (g)

Izolat D:0 S:S. % Agirhk Artisi* Ort.kuru Ag.(g)*
ort.Fide ort.Fide
Ag. (g) Ag. (g)
Tr23 (Thz) | 6,74 10,03 48,80 A 2,58 DEFG
Tr25 4,57 6,73 47,37 AB 3,21 BCDEFG
Tr22 (Thz) | 9,14 13,11 43,41 ABC 3,61 ABCDEF
Tr6 (Thz) 5,78 8,09 39,95 ABCD 3,23 BCDEF
Tr26 5,91 8,13 37,51 ABCDE 4,17 ABC
Tr28 6,25 8,54 36,68 ABCDEF 2,64 CDEFG
Tr29 (Thz) | 7.83 10,61 35,50 ABCDEFG 2,98 BCDEFG
Tr30 (Thz) | 10,12 12,76 26,04 ABCDEFGH 2,45 EFG
Tr18 (Thz) | 9,52 11,99 25,95 ABCDEFGH 2,64 BCDEFG
Trl5 (Thz) | 6,58 8,19 24,40 ABCDEFGH 1,82 G
Tr21 6,92 8,57 23,87 ABCDEFGH 2,61 CDEFG
Trl7 (Thz) | 11,13 13,71 23,15 BCDEFGH 2,80 BCDEFG
Tr8 9,30 11,33 21,81 CDEFGH 3,32 ABCDEFG
Trl4 (Thz) | 6,38 7,63 19,56 CDEFGH 1,89 FG
Trll 6,72 7,94 18,21 CDEFGH 4,05 ABCD
Tr24 4,35 5,06 16,26 DEFGH 3,87 ABCDE
Tr3 (Tvr) 6,87 7,90 15,07 EFGH 5,52 AB
Tr5 (Thz) 9,98 11,42 14,39 EFGH 3,02 BCDEFG
Tr27 (Thz) | 9,75 11,01 12,90 EFGH 2,26 EFG
Trl0 (Thz) | 5,06 5,70 12,72 EFGH 3,03 ABCDEFG
Trl (Thz) 5,39 6,05 12,31 EFGH 2,60 CDEFG
Trl6 8,20 9,20 12,16 EFGH 3,25 BCDEFG
Tr7 6,08 6,78 11,57 FGH 2,17 EFG
Tr19 7,48 8,30 10,92 GH 1,84 FG
Tr4 (Tvr) 6,03 6,64 10,07 H 2,52 DEFG
Trl2 8,47 9,26 9,32 H 4,24 ABCDEFG
Mp 5,76 6,25 8,53 H 3,87 ABCDEFG
Tr13 (Tct) | 7,33 7,84 6,89 H 1,77 CDEFG
Tr9 (Thz) 10,12 10,58 4,58 H 6,12 A
Tr20 (Thz) | 8,54 8,78 2,80 H _
Tr2 (Tvr) 8,58 8,81 2,64 H 1,62 FG

* Her siitunda ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p<0.05).

D.O.ort Fide Ag: Dikim 6ncesi 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklart

S.S.ort.Fide Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide agiliklart
Ort.kuru Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide kuru agirliklary
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Rubygem g¢esidindeki Tr+Mp(15) uygulamasindaki her bir Trichoderma spp.

izolatinda 6len bitki oranlar1 degerlendirildiginde Slen bitki oran1 en fazla Tr20

izolatinda (%100) olurken en az ise Tr5 izolatinda 1 bitki olmustur. Olen ¢ilek

fidelerinden yapilan izolasyon g¢aligmasi sonucunda fidelerin tag kismindan
Mp,F, kok kismindan ise Mp, F, Tr izole edilmistir (Cizelge 4.16.)

Cizelge 4.16. Rubygem ¢esidinde Tr+Mp(15) uygulamasinda 6len bitki orani (%),

izolasyon sonucunda elde edilen etmenler

izolat Olen bitki oram (%) | Ta¢ Kok

Trl 60 F* Mp* Mp,F,Tr*
Tr2 60 F.Mp,Rh* Mp,F,Tr,Rh
Tr3 80 Mp,F Mp,F,Tr,Cyl*.
Tr5 20 Mp,F, Tr Mp,Tr,F,Cyl.
Tr6 20 F Mp.F, Tr
Tr7 40 Mp.F Mp,F, Tr,Rh
Tr8 60 Mp,F Mp,F,Tr
Tr9 80 F.Mp,Alt.,Cyl. Tr,F.Mp
Tr10 20 Mp F.Mp,Tr
Trll 40 F.Mp F.Mp,Tr
Trl2 80 F.Mp Mp,Tr

Trl3 60 Mp,Rh,F F.Mp,Tr
Tr14 60 Mp,F F.Mp,Tr
Trl5 20 Mp,F F.Mp,Tr
Trl6 60 F.Mp,Tr,Rh F.Mp,Tr
Trl7 60 Mp,E,Tr Mp.E,Tr
Trl8 20 F F

Tr19 40 Mp,F Mp,Tr,F
Tr20 100 Mp,F,Tr Mp,F, Tr,Rh
Tr23 20 F.Mp F,Tr,Mp
Tr25 20 F.Mp Mp,Tr

Tr27 40 Mp,F Mp,F,Tr

*Mp: Macrophomina phaseolina, *F: Fusarium spp., *Alt: Alternaria spp., *Cyl:

Cylindrocarpon spp., *Tr: Trichoderma spp.

Festival c¢esidi Tr+Mp(15) uygulamasinda fidelerin yas agirhik artislan
degerlendirildiginde en fazla fide agirlik artis1 gosteren Tr20(Thz) (%411,47),
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Tr3 (%329,52) ve Tr16 (%327,55) izolatlart olmustur. Tr6 (%59,28) uygulamasi
en az fide agirlik artis1 gézlenen izolat olarak belirlenmistir. Festival ¢esidinde
Tr+Mp(15) uygulamasinda fidelerin kuru agirliklar1 alindiginda Tr14 (Thz)
(6,02g) ve Tr20 (Thz) (5,71g) izolatlarmin kontrole (5,62g) ve diger izolatlara
gore kuru agirliklarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Festival ¢esidi Tr+Mp(15) uygulamasindaki dikim Oncesi ortalama
fide agirliklar (g), sokiildiikten sonraki ortalama fide agirliklari (g), yas
agirlik artis1 (%) ve fidelerin ortalama kuru agirliklari (g)

D.O.ort. Fide S.S.ort. Fide Ag. Agirhik artis1 Ort.Kuru Ag. (g)*
izolat Ag. (2) 3] (%)*
Tr20 (Thz) 5,08 23,55 411,47 A 5,71 AB
Tr3 (Tvr) 3,84 14,35 329,52 AB 4,19 CDEFG
Trl6 5,26 20,01 327,55 AB 5,25 ABCDE
Tr30 (Thz) 5,90 19,91 277,76 ABC 5,38 ABCD
Tr29 (Thz) 6,49 21,88 254,91 BCD 5,38 ABCD
Tr2 (Tvr) 3,08 9,37 222,49 BCDE 4,33 BCDEFG
Tr7 4,87 14,44 218,81 BCDE 3,82 EFGH
Tr27 (Thz) 4,30 12,99 213,27 BCDE 4,39 BCDEFG
Tr17 (Thz) 5,31 15,88 208,54 BCDEF 4,70 ABCDEFG
Trl2 4,55 14,01 205,17 BCDEF 4,03 DEFGH
Tr28 5,20 13,52 202,02 BCDEF 4,51 BCDEFG
Trl5 (Thz) 6,27 16,69 198,37 BCDEF 4,43 BCDEFG
Trl14 (Thz) 7,89 21,22 197,32 BCDEF 6,02 A
Tr8 4,82 13,40 196,56 BCDEF 4,48 BCDEFG
Tr13 (Tct) 5,10 14,99 196,41 BCDEF 4,80 ABCDEF
Tr4 (Tvr) 4,34 11,78 183,82 BCDEF 4,80 ABCDEF
Tr19 5,70 15,75 180,77 BCDEF 5,31 ABCD
Kontrol 5,88 16,39 167,79 CDEF 5,62 ABC
Tr24 7,31 16,02 158,34 CDEF 5,35 ABCD
Tr23 (Thz) 6,17 14,11 153,85 CDEF 4,51 BCDEFG
Tr25 6,08 13,22 138,28 CDEF 3,67 FGH
Tr10 (Thz) 8,32 18,07 125,23 DEF 4,29 BCDEFG
Tr22 (Thz) 4,10 8,38 120,49 DEF 2,63H
Tr9 (Thz) 5,10 10,06 117,48 DEF 3,50 FGH
Tr26 4,94 9,03 115,63 DEF 3,78 EFGH
Trll 7,22 12,56 108,66 DEF 4,76 ABCDEFG
Tr5 (Thz) 4,06 6,00 96,17 EF 3,71 FGH
Tr21 7,53 12,90 84,39 EF 3,29 GH
Trl (Thz) 5,22 8,48 83,81 EF 3,38 FGH
Tr18 (Thz) 6,70 10,15 61,61 F 3,38 FGH
Tr6 (Thz) 6,28 9,77 59,28 F 3,80 EFGH

* Her stitunda ayni1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (p<0.05).
D.O.ort Fide Ag: Dikim 6ncesi 3 tekerriire ait ortalama fide agirhiklari
S.S.ort.Fide Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide agirliklart
Ort.kuru Ag: Sokiildiikten sonra 3 tekerriire ait ortalama fide kuru agirliklart
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Festival cesidinde Tr+Mp(15) uygulamasindaki 6len bitki oranlarma bakildiginda,
en yiiksek oran Tr22 ve Tr24 izolatlar1 olmustur. En az 6len bitki oran ise %20 olan
12 adet izolattir. Olen ¢ilek fidelerinden yapilan izolasyon calismasi sonucunda
fidelerin ta¢ kisminda Mp, F, kok kisminda ise Mp, F, Tr izole edilmistir (Cizelge
4.18).

Cizelge 4.18. Festival gesidinde Tr+Mp(15) uygulamasinda 6len bitki orani (%),
izolasyon sonucunda elde edilen etmenler

izolat Olen bitki oram (%) | Ta¢ Kok
Trl 20 Mp,F*Tr Tr* Mp*
Tr4 20 Mp Mp,Rh,Tr
Tr5 20 Mp,Rh* F,TR
Tr7 20 MP Mp,F
Tr8 20 Mp,Tr Mp,F,Tr
Tr9 40 Mp F.Mp,Tr,Rh
Trll 20 F F,Tr
Trl5 40 Mp Mp,Cyl.*Tr
Trl8 40 Mp, Mp,Tr
Tr19 20 Mp Mp, TR
Tr22 60 Mp Mp,Tr,F
Tr23 20 Mp,Tr Mp,Tr
Tr24 60 F.Mp Tr,F.Mp
Tr26 20 Mp F,Tr
Tr27 20 F.Mp,Tr Tr
Tr29 20 F.Mp Mp,Tr
Tr30 20 Mp Tr,Mp

*Mp: Macrophomina phaseolina, *F: Fusarium spp., *Cyl: Cylindrocarpon spp., *Tr:
Trichoderma spp.

4.7. Trichoderma spp. izolatlarinin Molekiiler Tanilanmasi

Topraktan izole edilen Tr izolatlarmm Cenis (1992) yontemine gore yapilan DNA
ekstraksiyonu sonucunda Pikodrop yardimiyla her bir 6rnegin DNA miktar
Olglilmiistiir. PCR islemi i¢in her bir 6rnegin DNA miktar1 100 ng/uL olacak sekilde
TioE;buffer ile seyreltilmistir. Cizelge 4.19°da verilen DNA miktarlarindan PCR ile
cogaltilabilen ve jel fotograflar elde edilen 43 adet Tr izolatmn (Sekil 4.7, Sekil 4.8,
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Sekil 4.9) baz dizilerini belirlemek amaciyla GENMAR biyoteknoloji laboratuvarina

gonderilmistir.

Cizelge 4.19. Trichoderma spp. izolatlarimin Pikodrop yardimiyla belirlenen DNA

miktarlar1 (ng/pL)
izolat DNA miktar izolat DNA miktar
(ng/pL) (ng/pL)

Trl (Thz) 498,6 Tr33 298,3
Tr2 (Tvr) 1083,5 Tr34 75,3
Tr3 (Tvr) 130,2 Tr35 (Tbs) 365.,6
Tr4d (Tvr) 742,1 Tr36 4549
Tr5 (Thz) 183.8 Tr37 (Thz) 537,9
Tr6 (Thz) 326,8 Tr38 (TIb) 793,0
Tr7 252,1 Tr39 (Thz) 255,2
Tr8 461,1 Tr40 333,9
Tr9 (Thz) 335,8 Tr41 (Thz) 260,2
Tr10 (Thz) 470,8 Tr42 (Thz) 698,0
Trll 418,1 Tr43 (Thz) 4229
Trl2 398,9 Tr44 (Thz) 312,0
Tr13 (Tct) 176,3 Trd5 (Thz) 1346,2
Tr14 (Thz) 2978 Tr46 130,2
Trl5 (Thz) 86,9 Tr47 (Thz) 401,6
Trl6 172,6 Tr48 (Thz) 582,1
Tr17 (Thz) 641,0 Tr49 (Thz) 1754
Trl8 (Thz) 495,1 Tr50 (Thz) 11753
Trl9 2137 Tr51 (Thz) 879.4
Tr20 (Thz) 193,3 Tr52 480,9
Tr21 34,2 Tr53 (Thz) 663,1
Tr22 (Thz) 16,2 Tr54 (Thz) 433 .4
Tr23 (Thz) 23,4 TrS5 327.9
Tr24 134,6 Tr56 199,1
Tr25 225,3 Tr57 529,2
Tr26 70,3 Tr58 410,9
Tr27 (Thz) 13,0 Tr59 686,3
Tr28 179,3 Tr60 461,0
Tr29 (Thz) 315,6 Tr61 68,0
Tr30 (Thz) 331,9 Tr62 136,0
Tr31 (Tvr) 107,0 Tr63 (Thz) 921,0
Tr 32 96,4
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1234 56 78 91011121314

Sekil 4.7. Ustte ve altta ITS 1 ve ITS 4 primerleri ile cogaltilan Tr izolatlara ait PCR

tirlinlerinin % 1,5 agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir ile boyandiktan
sonraki goriiniimii (Ustte 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi 1000bp, 2- Trl, 3-
Tr2, 4- Tr3, 5- Tr4, 6- Tr5, 7- Tr6, 8- Tr7, 9- Tr8, 10- Tr9, 11- Tr10 (Thz),
12-Trl1, 13- Tr12. Altta 1-Molekiiler agirlik isaretleyicisi 1000bp,2- Tr13
(Tct), 3- Tr14 (Thz), 4- Trl5 (Thz), 5- Trl6, 6- Tr17 (Thz), 7- Tr18 (Thz), 8-
Tr 19, 9- Tr20 (Thz), 10- Tr21, 11- Tr22 (Thz), 12-Tr23 (Thz), 13- Tr24, 14-

su )

123 45 6 7 8 9 1011 12 13 14

Sekil 4.8. Ustte ve altta ITS 1 ve ITS 4 primerleri ile cogaltilan Tr izolatlara ait PCR

iiriinlerinin % 1,5 agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir ile boyandiktan
sonraki goriiniimii (Ustte 1- Molekiiler agirlik isaretleyicisi 1000bp,2- Tr27
(Thz), 3- Tr29 (Thz), 4- Tr30 (Thz), 5- Tr31 (Tvr), 6- Tr32 (Thz), 7- Tr33, 8-
Tr35 (Tbs), 9- Tr 36, 10- Tr37 (Thz), 11- Tr38 (Tlb), 12-Tr39 (Thz), 13- Tr41
(Thz), 14- Trd2 (Thz). Altta 1- Molekiiler agirlik isaretleyicisi 1000bp, 2-
Tr43 (Thz), 3- Trd4 (Thz), 4- Trd5 (Thz), 5- Trd7 (Thz), 6- Trd8 (Thz), 7-
Tr49 (Thz), 8- Tr50 (Thz), 9- Tr51 (Thz), 10- Tr52, 11- Tr53 (Thz), 12-Tr54
(Thz), 13-su)
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12 3 4 56 7 8 9 1011121314

Sekil 4.9. ITS 1 ve ITS 4 primerleri ile cogaltilan Tr izolatlara ait PCR {iriinlerinin
%1,5 agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir ile boyandiktan sonraki
gortintimii (1- Molekiiler agirlik isaretleyicisi 1000bp, 2- Tr9, 3- Tr18 (Thz),
4-Tr28, 5- Tr55, 6- Tr56, 7- Tr57, 8- Tr58, 9- Tr59, 10- Tr60, 11- Tr61, 12-
Tr62, 13- Tr63 (Thz), 14-su)

4.7.1. NCBI Blast Analizi

Topraktan izole edilen Trichoderma spp.’nin ITS1 ve ITS4 primerleri ile elde
edilen PCR iirlinliniin Genmar tarafindan yapilan sekansi sonucunda BLAST
analizinde maksimum %92-100 benzerlik ile 31 izolatin Trichoderma harzianum
(Thr), %97-99 benzerlik ile 4 izolatin Trichoderma virens (Tv), %99 benzerlik
ile 1 izolatin Trichoderma hamatum (Thm), %99 benzerlik ile 2 izolatin
Trichoderma longibrachiatum (TIb), % 99 benzerlik ile 1 izolat Trichoderma
bissettii (Tb), %99 benzerlik ile 2 izolatin Trichoderma citrinoviride (Tcv)

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.20).
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Cizelge 4.20. Topraktan izole edilen Trichoderma spp.’nin BLAST analiz sonuglari

izolat % Benzerlik Taksonomik Erisim
sonu¢
Trl (Thz) 99 T. harzianum 2i|374434451|IN039045.1
Tr2 (Tvr) 99 T.virens 2i|985561107|KT599099.1
Tr3 (Tvr) 97 T.virens 2i|1026264361|KU521857.1
Tr4 (Tvr) 99 T. virens 2i[299931638|HM046563.1
Tr5 (Thz) 99 T.harzianum 2i|374434451|IN039045.1
Tr6 (Thz) 99 T.harzianum 2i|374434451|IN039045.1
Tr9 (Thz) 99 T.harzianum 2i[748053410]KM277992.1
Tr10 (Thz) 99 T.harzianum 2i[748053410[KM277992.1
Tr13 (Tct) 99 T.citrinoviride 2i|696739204|KM103306.1
Trl4 (Thz) 96 T.harzianum 2i|374434451|JN039045.1
92 T.harzianum 2i|965305743|KT345711.1
Trl5 (Thz) 92 Hypocrea lixii 2i|396576522|JX244280.1
92 T.citrinoviride 2i|696739204|KM103306.1
Trl7 (Thz) 99 T.harzianum 2i|562890585|KC551814.1
Trl18 (Thz) 99 T.harzianum 2i|939107547|KR706305.1
99 Hypocrea lixii 2i|336187393|HQ647325.1
Tr20 (Thz) 99 T.harzianum 2i[748058558|KM278070.1
Tr22 (Thz) 99 T.harzianum 2i|965305743|KT345711.1
Tr23 (Thz) 99 T.harzianum 2i[748053410[KM277992.1
Tr27 (Thz) 99 T.harzianum 2i|538262099|KF494178.1
Tr29 (Thz) 99 T.harzianum 2i|511630704|HG008049.1
Tr30 (Thz) 100 T. harzianum 2i[748053410[KM277992.1
Tr31 (Tvr) 99 T.virens 2i|1026264361|KU521857.1
Tr32 (Thz) 99 T.harzianum 2i[965305743|KT345711.1
99 T.bissettii 2i|620598213|KJ174236.1
Tr35 (Tbs) 99 T.longibrachiatum | gi|620598200|KJ174223.1
99 T.harzianum 2i[374434451|IN039045.1
Tr37 (Thz) 99 T.harzianum 2i[374434451{IN039045.1
Tr38 (Tlb) 99 T.longibrachiatum 2i|696739206|KM103308.1
Tr39 (Thz) 99 T.harzianum 2i|562890585|KC551814.1
Tr41 (Thz) 99 T. harzianum 2i[748058558|KM278070.1
99 T. harzianum 2i|1005816386|KT833853.1
Tr42 (Thz) 99 T.hamatum 2i|983657062|KT588279.1
Tr43 (Thz) 99 T.harzianum 2i|1028398907|KU882056.1
Tr44 (Thz) 99 T.harzianum 2i[374434451|IN039045.1
Tr45 (Thz) 99 T.harzianum 2i|538262099|KF494178.1
Tr47 (Thz) 99 T.harzianum 2i[748053410|[KM277992.1
Tr48 (Thz) 99 T. harzianum 2i|538262099|KF494178.1
Tr49 (Thz) 99 T.harzianum 2i[374434451|IN039045.1
Tr50 (Thz) 98 T.harzianum 2i|374434451|IN039045.1
Tr51 (Thz) 99 T.harzianum 2i[748058558|KM278070.1
Tr53 (Thz) 99 T.harzianum 2i|675509333|KJ879446.1
Tr54 (Thz) 99 T.harzianum 2i|538262099|KF494178.1
Tr63 (Thz) 99 T.harzianum 2i|374434451|IN039045.1
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5. TARTISMA VE SONUC

Cilek iilkemiz ve bolgemiz icin gerek i¢ tiiketim gerekse ihracat agisindan
onemli bir tarimsal iirliindiir. Macrophomina phaseolina ise son on yilda biitlin
diinyada oldugu gibi iilkemizde de karslagilan en Onemli toprak kaynaklh
hastaliklarda biridir (Koike, 2008; Aviles vd., 2008, Merteley vd. 2005).
Hastaligin kontroliinde mevcut uygulamalar yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
biyolojik  miicadeleye yonelik calismalar  yogunluk  kazanmaktadir
(Papavizas,1985; Sreedevi vd., 2011; Howell, 2007). Trichoderma spp.’de
fungal biyolojik miicadele ajanlar1 igerisinde diinyada en yagin kullanilan
organizmalardan biridir. Trichoderma spp’nin dogrudan Trichoderma tiirleri
dogrudan patojenlere antagonistik etki gosterebildigi gibi, bitki gelisimi
agisindan da destek vermektedir (Brunner vd., 2005). Bu konuda hem tilkemizde
hem diinyada pek ¢ok calisma yapilmistir. Bunlardan bazilart marul (Bal ve
Altintas, 2008) ¢ilek (Sreedevi vd., 2011; Scurih, 2012), domates siklamen ve
sardunyada (Dubsky vd., 2002) yapmuslardir. Ayrica kiiltiir bitkilerinde
Rhizoctonia solani (Aziz, 1997), Plasmodiophora brassicae (Cheah ve Page,
1997), Alternaria alternata (Roco ve Peres, 2001) Sclerotiorum cepivorum
(Coventry vd., 2006), M. phaseolina (Doley vd., 2014), Fusarium oxysporum ve
Pythium ultimum var ultimum (Katatny vd., 2006) gibi pek ¢ok farkli patojene
karsi etkililigi ile ilgili calismalar yapilmstir.

Bu ¢alismada da gilekte M. phaseolina’nin biyolojik miicadelesinde bolge ¢ilek
alanlarinda izole edilmis Trichoderma spp.’nin etkiligi ele alinmistir. Bu amacla
oncelikle Aydm ili cilek alanlarindan Trichoderma spp. izole edilmistir.
Izolasyon ¢alismalarinda literatiirde belirtilen (TSM, TSM+M, TSM+P) ortamlar
kullanilmis (Askew ve Laing, 1993; Gill vd. 2009) ancak 2 kez tekrarlanmasina
karsin Trichoderma spp. elde edilememistir. PDA besi yerinde Trichoderma spp.
topraktan izolasyonda en 1iyi sonucu vermis ve tiim c¢aligmalar PDA
(PDA+Streptomycin) besiyerinde yiiriitiilmiigtiir. Askew ve Laing 1993 yilinda
Trichoderma spp.’nin topraktan izolasyonunda TSM, TSM+M, TSM+P, PDA
farkli besiyerlerini kullamiglardir. En iyi miselyal gelisiminin PDA besiyerinde
oldugu belirlemistir. Srivastava vd. (2014)’nin farkli besiyerlerindeki
Trichoderma spp.” nin koloni gelisimlerini degerlendirdikleri ¢alismada, PDA,
TSM, CDA, MEA, RBA besiyerleri kulanilmistir. Trichoderma spp.’nin en iyi
PDA besiyerinde gelistigini belirtmislerdir.



56

Toprak o6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda 63 Trichoderma spp. elde
edilmistir. Elde edilen tiirlerin baz dizilerinin Blast analizi yapilmasi sonucunda en
fazla T. harzianum elde edilmistir. Bunun disinda T. virens, T. hamatum,
T. longibrachiatum, T. bissettii, T. citrinoviride ¢ilek alanlarinda saptanan diger
tirler olmustur. 7. harzianum diinyada en fazla izole edilen tiirlerden biridir
(Samuels, 2006). Bu tir aynm1 zamanda 7. atroviride, T. asperellum,
T. polysporum, T. viride gibi tiirlerle birlikte en fazla preparat haline getirilen
tiirlerden biridir (Woo vd., 2014). T. longibrachiatum ise insan vucudu
sicakliginda gelisebilmektedir. Bu nedenle biyoloik miicadelede kullanilacaksa
uygulayicalarin dikkatli olmasi gerekir (Samuels, 2006). Ancak g¢alismamizda
T. longibrachiatum olan izolatin sicaklik degerlerine bakildiginda en yiiksek
koloni gelisimi 15°C’de kaydedilmistir. Topraktan izole edilen Trichoderma
spp.’nin sicaklikla iliskisi degerlendirildiginde izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun 25-
35°C’de iyi gelistikleri goriilmektedir. Ancak ayni tiiriin farkli izolatlar1 arasinda
sicaklik istegi acisindan farkliliklar oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.7.). Ayrica
40-45°C’lerde ise hicbir izolatta koloni gelisim saptanamamustir. Nitekim yapilan
bir ¢alismada Trichoderma harzianum’un 25-30 °C’de hizhi (Gupta ve Shurma
2013; Sing vd, 2014), 37°C’de yavas gelistigini, 40-45°C de ise gelismedigi
belirtmislerdir (Gupta ve Shurma, 2013).

Calismamizda alman toprak oOrnegi sayist ile elde edilen izolat sayisi
karsilastinildiginda saymin az oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2). izolasyon
calismalarinda bu nedenle seyreltme serisi yerine ana stoktan izolasyon
yapilmigtir. Bazi toprak 6rneklerinden Trichoderma spp. izole edilememistir. Bu
sonuglara gore yogun ¢ilek tarimi yapilan ilimizde Trichoderma spp.’nin toprak
populasyonunun az oldugu anlasilmaktadir. Benzer sekilde Karaoglu ve Ulker
(2006), Rize Ikizdere’deki cay iiretim alanlarindan 2003 yaz ve 2004 kis
donemlerinde aldiklar1 toplam 40 toprak oOrneklerinden yaptiklar1 izolasyon
sonucunda 21 adet Trichoderma spp. elde etmislerdir.

Topraktan elde ettigimiz Trichoderma spp.’nin M. phaseolina’nin koloni
gelisimine etkisini degerlendirmek amaciyla in-vitro’da ikili Kkiiltiir testi
calismasi yiriitilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Trichoderma spp.’nin
M. phaseolina’nin koloni gelisimini %4,21-%66,40 engelledigi tespit edilmistir.
Tr izolatlarindan Tr46 (%4,21), Tr43(Thz) (%5,20), Tr44(Thz) (%5,8), Tr48
(Thz) (%5,9), Tr38(TIb) (%7,40), Trd47(Thz) (%7,40), Tr31(Tvr) (%8,21) ve
Tr42(Thz) (%8,60) diisiik etki gostermislerdir.
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Trichoderma spp.’nin M. phaseolina’nin koloni gelisimini engellemesinde
yiiksek etki gosteren Tr4 (%66,40), Tr8 (%59,10), Tr5 (%57), Tr26 (%49,10),
Tr7 (%47), Tr27(Thz) (%45,90), Tr22(Thz) (%43,20), Tr15(Thz) (%43), Tr2
(%42,50), Tr16 (%41,80), Tr20(Thz) (%41,30) izolatler1 olmustur. Konuyla
ilgili yapilan ¢alismalarin sonucu degerlendirildiginde bulgularimizla benzer
sonuglarin oldugu goriilmektedir. Nitekim laboratuvar kosullarinda Trichoderma
viride’nin M. phaseolina’ya etkisini ikili kiltiir teknigi ile PDA besiyerinde
denendigi ¢calismada 7. viride’nin M. phaseolina’nin gelisimini %71,42 oraninda
engelledigini bildirmislerdir (Doley vd., 2012). Yapilan bir diger ¢aligmada ise
T. viride (ITCC T.D.NO.6914) ve T.harzianum’un (ITCC T.D.NO. 4512) M.
phaseolina’ya antagonistik etkisini ikili kiiltiir teknigi ile degerlendirmislerdir. 7.
viride’nin patojenin miselyal gelisimini %53,3, T. harzianum’un %50
engelledigini belirlemiglerdir (Ramanathan vd., 2013). T.viride, T. harzianum
izolatlarinin M.phaseolina’ya antagonistik etkisini degerlendirmislerdir. Ikili
kiiltiir testi sonucunda M. phaseolina’nin gelisimini %53,3-64,4 engelledigini
elde etmislerdir (Sreedevi vd., 2011).

In-vitro’da yapilan bir c¢alismada 7 Trichoderma spp. izolatinin M.

phaseolina’ya etkisini arastirmislardir. Ikili kiiltiir teknigi kullanilan calismada
en yuksek etkiyi T. koningi MTCC 796 (T4) (%74,3) ve T. harzianum NABII
Th1(T1) (%61,4) tiirlerinin gosterdigini belirlemislerdir. Ugucu bilesik olusturan
Tr izolatlarn ile yapilan denemede 72 saat sonunda 7. harzianum’un M.
phaseolina gelisimini % 39,5 ve T. viride’ nin %13,9 engelledigi sonucunu elde
etmislerdir (Gajera vd., 2013).

Trichoderma tiirlerinin olasi ugucu bilesiklerin M. phaseolina’nin  koloni
gelisimi engellemesi ile ilgili yaptigimiz ¢alisma sonucunda %3,33-33,33 koloni
gelisiminin engellendigi belirlenmistir. Koloni gelisimini en fazla engelleyen
Tr2 (%33,33) ile Tr5(Thz) (%26,7) izolatlar1 olurken, koloni gelisimini en az
engelleyen izolatlar %3,33 oranmiyla Tr32(Thz), Tr33 ve Tr47(Thz) olmustur.
Konuyla ilgili yapilan diger ¢alismalarin sonuclarma gore diisiik etki gosterdigi

kanisina varilmustir.

Ugucu bilesik olusturan ve olusturmayan Trichoderma tiirlerinin M.
phaseolina’ya etkisi degerlendirilmistir. Ugucu bilesik olusturan tiirlerde yapilan
calisma sonucunda T. viride’ nin %26,6, T. harzianum %54,3 oranlarinda M.
phaseolina’nin  geligimini engelledigi sonucuna varimistir. Ucucu bilesik
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olugturmayan tiirlerin etkisi degerlendirildiginde 7. harzianum’un %722
T.viride’nin %83,2 oraninda M. phaseolina’nin miselyal gelisimini engelledigini
tespit etmislerdir (Rahman vd., 2011).

7 Trichoderma tiri tarafindan olusturulan ugucu bilesiklerin ve ugucu olmayan
bilesiklerin M. phaseolina’ya etkisini degerlendirilmistir. Ucgucu bilesiklerin
%45,4-%57,8 arasinda M. phaseolina’nin koloni gelisimini engelledigi, ucucu
olmayan bilesiklerin ise %48,9-%64,4 oraninda etki gosterdigi sonucunu elde
etmislerdir (Reddy vd., 2014).

Olas1 ugucu bilesiklerle ilgili yaptigimiz ¢alismamizin bir diger asamasi olan
Trichoderma spp.’nin mikserosklerot sayisina olan etkisi degerlendirilmistir.
Mikrosklerot sayilarina bakildiginda Tr15(Thz) (44,6 ms) ve Tr21 (52 ms),
Tr9(Thz) (55 ms), Trd7 (Thz) (55 ms) izolatlarinda en az mikrosklerot
saptanmigtir. Kontrolde saptanan mikrosklerot sayisi ise 229,67 olmustur.
Kontrole gore mikrosklerot sayisi fazla olan Tr4l (Thz), Tr49 (Thz), Tr8
izolatlarinda sirastyla 213, 209,67 ve 207,33 mikrosklerot elde edilmistir.

Tr uygulamasiin Rubygem cilek ¢esidi c¢ilek bitkisinin gelisimine etkisinin
degerlendirildigi calismada agirlik artisinin en fazla artisin Tr24 %54,36 ve
Tr10(Thz) %53,62 izolatlarinda gorilmistiir. Bitki gelisimine etkisi olmayan
izolatlarda belirlenmistir ki bunlar sirasiyla, Tr19 (%0), Tr1(%0), Tr11 (-%?2,40),
Tr18 (Thz)(-%4,88) nolu izolatlardir.

Tr+Mp uygulamasinin  Rubygem ¢esidi  fidelerin  agirhk  artiglan
degerlendirildiginde Tr15 (Thz) (% 49.58) ve Tr3 (%41,73) izolatlar1 en yiisek
artis1 saglamiglardir. Fide agirlik artisim en az etkileyen izolatlarm ise Trl2
(%6,77) ve Tr17 (Thz) (%1,95) oldugu sonucuna varilmigtir.

Tr+Mp(15) uygulamasinda Rubygem c¢esidinde bitkinin agirlik artigii en
yiikksek oranda saglayan Tr23 (Thz) (%48,80) ve Tr25 (%47,37) izolatlan
olmustur. En az agirlik artist ise Tr20 (Thz) (%2,80) ve Tr2 (%2,64) nolu
izolatlarda gorilmiistir.

Tr uygulamalariin Festival ¢esidi fide gelisimine etkisi degerlendirildiginde
fide agirliklart artis orami %42,99-344,93 arasinda degismistir. Tr22(Thz)
(%344.,93), Tr6 (%331,15) en fazla bitki yas agirlik artig1 saptanan izolatlar
olurken, kontroldeki artis oram1 ise %127,29 olmustur. Bu durum
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degerlendirildiginde kullanilan izolatlarin 24’ kontrole gore daha yiiksek bir
performans gostermistir. Tr8 (%42,99) en az artis1 saglayan Trichoderma izolati
olurken, Tr12 (%53,84), Tr5 (%72,32) ve Trl9 (%74,92) %100’ {in altinda

performans gdsteren izolatlar olmustur.

Tr+Mp uygulamasinda Festival cesidi fidelerin dikim ile sokiim agirliklar
karsilastirildiginda en fazla agirlik artis1 Tr24 uygulamasinda (%324,65) olurken
bunu Tr12 ve Tr15(Thz) (sirasiyla %312,66 ve %281,95) izlemistir. Kontrolde
ise artig oranm1 %222,08 olarak saptanmuistir. Bitki gelisimi en diisiik olan
izolatlarin ise Tr4, Trl, Tr3 ve Tr22(Thz) (sirasiyla %46,31, %55,03, %55,56 ve
%58,22) oldugu belirlenmistir.

Tr+Mp(15) uygulamasinda Festival c¢esidi fidelerin yas agirlik artislarn
degerlendirildiginde en fazla fide agirlik artis1 gosteren Tr20(Thz) (%411,47),
Tr3 (%329,52) ve Tr16 (%327,55) izolatlar1 olmustur. Tr6 (%59,28) uygulamasi
en az fide agirlik artis1 gézlenen izolat olarak belirlenmistir.

Calismada bitkilerin kuru agirliklarida alinmistir. Ancak ¢ilek ile ilgili
calismalarda kuru agirlik degerlendirilmesinin anlamli olmadig: yas agirlik artig
oraninin sonuglarini degerlendirmenin daha gercekei oldugu kanisina varilmistir.
Ciinkii fidelerin baglangis agirliklar farklidir ve bu kuru agirlik degerlendirmesi
noktasinda karakterler arasinda esitsizlik yaratmaktadir.

Cilekte toprak kaynakli hastaliklarin kontrolii ile ilgili ¢alismada 7. hamatum
T382 ve Trichoderma harzianum igerikli T22 uygulamasinin hem hastaliklarin
etkisini azaltmak acisindan hemde bitki gelismine olumlu etkisi oldugunu
saptamislardir (Leandro vd., 2007). Yapilan bir diger ¢alismada Trichoderma
harzianum and Trichoderma viride (Tusals) uygulamalarinin tek basina ve
solarizasyonla kombinasyonu ile hastaliklarin kontrolii, verim artis1i ve bitki
gelisimine katki sagladig: belirtilmistir (Porras vd., 2007b).

Sonug olarak bu caligmada elde ettgimiz bulgular degerlendirildiginde ikili
kiltir c¢aligsmalarinda M. phaseolina’nin  koloni  gelisimini engellendigi
denemede kullanilan biitiin Trichoderma spp. izolatlarin hiperparizit oldugu ve
bitki gelisimine olumlu etkileri oldugu saptanmistir. Ayrica olast ugucu
bilesiklerin etkilerinin degerlendirildigi calismada gelisiminin sinirlandigr ve

esas Onemli olan mikrosklerot saryisinda onemli azalma kaydeden izolatlar
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oldugu goriilmiistiir. Tr, Tr+Mp, Tr+Mp(15) uygulamalarinda farkli izolatlarinin
etkili bulunmasinin sebeplerinden iki ¢esidin deneme siirelerinin (Rubygem: 10
hafta, Festival: 18 hafta) farkli olmasindan kaynaklandigi kanisina varilmistir.
Ancak biitiin bularin yaninda in-vivo c¢aligmalarda patojenin kontolil ile ilgili
calismalarin yapilasi gerekmektedir.
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