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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Hazal KUPLAY CiTTAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Evrim OZKALE KAYA

Giliniimiizde yapilan biyogesitlilik ¢alismalarina bakildiginda izole edilen
Trichoderma genusu iiyelerinin sayica arttig1 goriilmektedir. Bu ¢alismada toprak ve
cam agaci orman Ortiisiine sahip bolgelerden secilen Orneklerden spesifik olarak
Trichoderma genusu lyelerinin izolasyonu gergeklestrilmistir. Biyokontrol ajani
olarak Trichoderma tiirleri kullaniminin, artan potansiyelleri g6z Oniinde
bulundurularak izole edilen Trichoderma tiirlerinin inhibitor etkilerinin arastirilmasi
amaglanmaistir.

[lk olarak secilen bdlge igerisinde zig-zag bir ¢izgi iizerinde 15-20 adimda bir
ve 8-10 noktadan alinan 6rnekleme metodu kullanilarak toprak drneklerinin alinmasi
gerceklestrilmistir. Alinan toprak orneklerinden Trichoderma tiirlerine ait izolatlari,
seyreltme diliisyon yontemi ile uygun diliisyon oranlart kullanilarak izolasyon
ortaminda ger¢eklestirilmistir. Kiiltiir gelisimi i¢in inkiibasyon kosullarina birakilmig
ve koloniler gelisim siireci boyunca glinliik olarak izlenmistir. Trichoderma
goriinimiine sahip olan kolonilerden saflagtirma islemi igin, izolasyon
gerceklestirilmistir. Tespit edilen Trichoderma izolatlar literatiirde belirtilen tanilama
besiyerlerine aktarilarak uygun inkiibasyon kosullarinda ¢ogaltilmistir.

Izole edilen Trichoderma genusu iiyeleri tanilama besiyeri gelisimi, gelisim
stirecleri boyunca gozlemlenmistir. Kiiltiirel gozlem ve mikroskobik gézlem ile tiirleri
tespit edilmeye calisilmigtir. Bu sekilde 38 saf kiiltiirtiden 4 farkli Trichoderma izolati
belirlenmistir.

Farkl1 habitat varliginda tespit edilen tiirlerin toprak verimliligi, bitki bliytime
ve gelisimi iizerine yapilan ¢alismalarda Trichoderma’ya ait metabolitlerin 6nemine
vurgu yapildig1 goriilmektedir. Bu amagla tespit ettigimiz ve ayni zamanda literatiirde
biyokontrol amagli oldugu belirlenen tiirlerimizle inhibitoér aktivitenin arastirilmasi
asamasina gecilmistir. Bu asamada oOncelikle 7richoderma izolatlart sivi besi
ortaminda 15 giin inkiibasyona birakilmis, slire sonunda miseller sivi besi ortamindan
ayrilarak, elde ettigimiz sivi kismi da ise filtre edilerek ortamdan sporlar
uzaklastirilmis, olusabilecek metabolitlerin ortamda kalmalart saglanmistir. Ardindan
inhibitdr etkilerinin belirlenmesinde, ilk olarak test bakteri kiiltlirleri aktiflestirilmistir.
Inhibitér etkinin belirlenmesinde kuyucuk yéntemi kullamlmistir ve inkiibasyon
sonrasi gelisimi engelleyici zon olugturmasi inhibitor etkinin varligini géstermistir

Anahtar Kelimeler: Trichoderma, inhibitor aktivite, biyokontrol, fungal metabolit.
2021, 34 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Hazal KUPLAY CiTTAN

Manisa Celal Bayar University
Faculty of Science and Letters
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Evrim OZKALE KAYA

Considering the biodiversity studies carried out today, it is known that the
isolated members of the Trichoderma genus have increased in number. In this study,
members of the genus Trichoderma were isolated from samples collected from the
areas covered with soil and pine forest. Considering their increased potential as
biocontrol agents, It was aimed to investigate the inhibitory effects of the isolated
Trichoderma species in the study.

Initially, soil samples were collected by using the sampling method taken from
8-10 points and every 15-20 steps on a zigzag line in the selected region. Trichoderma
spp. isolation from the collected soil samples were carried via dilution method by using
the appropriate dilution rates. The culture was incubated for growth and the colonies
were monitored daily throughout the development process. Isolation was performed
for purification from the colonies with Trichoderma appearance. The detected
Trichoderma isolates were transferred to the diagnostic media stated in the literature
and reproduced under appropriate incubation conditions.

Isolated members of the Trichoderma genus were observed throughout their
growth process. The species were attempted to be determined by cultural and
microscopic observation. In this way, 4 different Trichoderma isolates from 38 pure
cultures were determined.

It is observed that the importance of metabolites of Trichoderma is emphasized
in studies on soil fertility, plant growth and development of species detected in
different habitats. For this purpose, the inhibitory activity was investigated with our
species that we identified and also determined in the literature for biocontrol purposes.
Initially, Trichoderma isolates were incubated in liquid nutrient medium for 15 days,
at the end of the period, the micelles were separated from the liquid medium, and the
liquid part we obtained was filtered to remove the spores from the medium. Thus, it
was ensured that the formed metabolites remained in the medium. Then, the test
bacterial cultures were activated to determine their inhibitory effects. The agar well
diffusion method was used to determine the inhibitory effect and the formation of an
inhibitory zone after incubation indicated the inhibitory effect.

Keywords: Trichoderma, inhibitory activity, biocontrol, fungal metabolite.
2021, 34 pages
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1. GIRIS

Trichoderma genusunun ¢esitliliginin yiiksek olmasindan dolay1 onlarca tiir
biyokontrol formiilasyonunda efektor olarak kullanilmistir. Bununla birlikte bazi
tirlerin mantarlar ve immiin yetmezlige sahip insanlarda patojen olabildikleri
belirtilmistir. Bu nedenle yeni giivenilir biyoefektorlere ihtiyag duyulmaktadir. Insan
eli degmemis ekosistemlerin, diisiik girdili ayn1 zamanda fonksiyonel ve yenilenebilir
mikrobiyal biyoefektorlerin dogal kaynaklar oldugu belirtilmektedir. Tarim yapilan
alanlarda toprakta bulunan kominiteler sulama kiiltivasyon, farkli ksenobiyotikler
kullanimi1 ve iklimsel kosullar sebebi ile biiyiikk dl¢lide bozulmaya ugramaktadir.
Ornegin monokiiltiir ekim yapilan topraklarda mikrobiyom dengesi bozulmakta bitki
patojeni, omurgasiz, fungus ¢ogalmaktadir. Ekositemin tarimsal alanlarda biiyilik

ol¢tide etkilenmesi bitkiler lizerinde de olumsuz etkilere yol agmaktadir.

Bitkilerin biliylime ve gelisminde c¢esitli organik bilesikler yardimci
olamaktadir. Metabolit olarak adlandirilan bu bilesikler bitkileri ayni zamanda
patojenlere karsi korudugu da bilinmektedir. Bitki patojenleri bitkinin gelisiminde
onemli sorunlara yol agmasi sebebiyle, son yillarda bitki patojenlerine kars1 potansiyel

biyokontrol ajan1 olarak Trichoderma tiirlerinin kullanimi 6nem kazanmustir.

Trichoderma tiirleri giiniimiizde mikoparazitik olarak gii¢lii bir etki gostermesi
ve irettigi metabolitler sebebiyle bitki gelisiminde onemli derecede yarar sagladigi

bilinmektedir.

Bu c¢alismada, orman kokenli izole edilerek tanimlanmis olan Trichoderma
tirlerinin fermantasyon kosullarinda inkiibasyonu sonrasinda iirettigi diisliniilen

metabolitlerin test mikroorganizmalarina karsi inhibitor etkilerinin incelenmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda Trichoderma tiirlerinin
biyokontrol ajani olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.
Calismamin devaminda izolasyon kosullarinin farkli oldugu farkli ortamlardan
biyocesitliligin belirlenmesi ve yeni metabolitlerin kesfedilmesi agisindan yarar

saglayacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Funguslarin Genel Ozellikleri

Funguslar son tahminlere gore dogada 3.8 milyon tiire varabilecek dikkat
cekici bir gesitlilige sahiptir [1]. Bu organizmalar olduk¢a farkli kominitelerde yer
almakta, yiiksek seviyelerde tiir zenginligi ve tiir doniisiim seviyesine sahip ve biiyiik
Olciide de endemizm gostermektedir [2,3]. Glinlimiiziin gelismis dizileme teknolojileri
ile elde edilen son ilerlemelere ragmen fungal ¢esitliligin sekillendiren ve devamim
saglayan mekanizma ve proseslerin ¢evresel baglamda tam olarak anlagilamadig:
belirtilmektedir [4]. Fungal komiteler farkli uzamsal 6l¢eklerde etki eden ekolojik ve
evrimsel faktorlerin is gormesiyle sekillenmektedir. Fungal cesitlilik ve
kompozisyonda habitat seviyesinde is goren baslica ¢evresel abiyotik etkenler nem ve
besin kaynagi elde edilebilmektedir. Ayrica kompozisyon - kolonizasyon etkileride
fungal kominite ¢esitliligini belirleyen 6nemli fenomenler arasinda yer almaktadir [5—
7]. Biiyiik miktarda propagiil iiretimine ragmen bir¢cok fungus ¢ok uzuga hareket
edemez ve bolgeler arasinda popiilasyon gen akist bulunmaz bu nedenle endemizm
patenlari gozlemlenmektedir [3,8]. Bu dagilimdaki sinirlandirma ve lokal adaptasyon
tir araligi ve dagilimimi belirlemede 6nemli rol oynar, sonu¢ olarakta ekolojik

kominite birliklerini lokal bdlgesel ve karasal dlgekte sekillendirir [4].
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Sekil 2.1. Adaptasyon biyolojik ¢esitliligi sekillendirir. Dogal se¢ilim (A), fenotipler
(B) tlizerinde etkilidir ve bireylerin ev ortamlarinda (C) daha yiiksek uygunluk
gosterdigi yerel adaptasyona yol agabilir. Yerel adaptasyon, bireylerin hayatta kalma
siirlarini belirler, araliklar1 ve dagilimlar etkiler, popiilasyon farklilasmasini belirler
ve hatta tiirlesmeye yol acar. Ayrica yerel, bolgesel ve kitasal Olgeklerde tiir

cesitliligini ve bilesimini etkileyerek ekolojik topluluklari (D) dogrudan etkiler.

Adaptasyon fungal tiirlerin aralik ve ¢esitliliginin sekillenmesinde dnemli bir
prosesdir. Fungal komite olusturulmasinda bireysel tiirlerin isgal ettikleri habidati
kolonize edebilmelerini belirleyen spesifik bir evrimsel ge¢misleri vardir. Habitati
kolonize edebilme, bir takim biyotik ve abiyotik faktorlerle karakterize edilen spesifik
cevresel kosullar altinda yerlesmelerini ve burada dagilabilme becerilerini vurgular.
Lokal kalict genotipler avantajli 6zelliklerin evrimi ile habitatta daha yiiksek oranda
uyumluluk gostermeye yol agar. Dayaniklilik ve dogal seleksiyonun yani sira

dagilabilme yetenegi popiilasyon ¢esitliligi ve tiirlesmeye yol agar [9—11].



Tablo 2.1. Funguslarda belgelenmis adaptasyon 6rnekleri

Selective force Fungus Lifestyle Target of adaptation Reference
Chemistry Saccharomyces cerevisiae Saprobe Copper transporter Hull et al., (2017)
Suillus brevipes Ectomycorrhizal Membrane proton exchanger Branco et al., (2015)
Suillus luteus Ectomycorrhizal Zinc transporters Ruytinx et al. (2017)
Coninx et al., (2017)
Climate Neurospora crassa Saprobe Helicase, pre-fold chaperone Ellison et al., (2011)
Suillus brevipes Ectomycorrhizal Transmembrane transporters and helicases  Branco et al, (2017)
Competition Metschnikowia reukafii Nectar yeast Nitrogen scavenging Dhami et al., {2016)
Fungicides Candida spp. Human pathogen  Ergosterol synthesis Whaley et al., (2017)
Cryptococcus neoformans Human pathogen  Sterol synthesis Kelly et al,, (1994)
May et al., (2015)
Rhynchosporium commune  Plant pathogen Calcium transporters, transcription Mohd-Assad et al., (2016)
activator, and saccharopine dehydrogenase
Zymoseptoria tritici Plant pathogen Ergosterol synthesis McDonald et al. (2019)
Estep et al., (2015)
Host Entomophthora muscae Insect pathogen Genes involved in utilization of host Licht et al., (2016)
lipids and toxin secretion
Magnaporthe oryzae Plant pathogen Effector molecules Liao et al., (2016)
Melampsora lini Plant pathogen Effector molecules Barrett et al., (2009)
Microbotryum spp. Plant pathogen Effector molecules Badouin et al,, (2017)
Nectria haematococca Plant pathogen Pathogenicity Miao et al., (1991)

Zymoseptoria tritici

Plant pathogen

Effector molecules

Poppe ¢t al., (2015)

Funguslar bir grup olarak diger 6karyotlara kars1 sinirlamak oldukg¢a zordur ve
belirli gruplarin dahil edilmesi veya ¢ikarilmasiyla ilgili tartismalar uzun yillardir
devam etmektedir. Son yillarda, ana tartigmalar, konuya biyolojik bir yaklagim getiren
ve mantarlar1 bir¢ok temel ekolojik ve fizyolojik 6zelligi paylasan organizmalar olarak
goren taksonomistler ile, ozellikle ilgili DNA dizilerinin benzerligine dayanarak
filogenetik olarak tanimlamaya ¢alisan taksonomistler arasinda olmustur [12] ve genel

olarak ilk yaklagim kabul gormiistiir.

Yagsam tarzlarma bagli olarak, mantarlar asagidaki Ozelliklerle
sinirlandirilabilir [13]:
1. Beslenme. Heterotrofik (fotosentezden yoksun), yutma yerine

absorpsiyonla beslenme.

2. Bitkisel hayat. Alt tabaka {izerinde veya icinde, tipik olarak dahili
protoplazmik akis gosteren hareketli olmayan bir hif miselyumu olarak.
Hareketli tireme durumlar ortaya cikabilir.

3. Hiicre c¢eperi. Tipik, genellikle glukanlar ve kitin bazinda, nadiren
glukanlar ve seliiloz bazinda bulunur.

4. Cekirdek. Okaryotik, tek veya ¢ok cekirdekli, thallus homo veya
heterokaryotik, haploid, dikaryotik veya diploid.

5. Yasam dongiisii. Basit ya da genel olarak karmasik.



6. Ureme. Takip eden iireme olaylart meydana gelebilir: cinsel (yani niikleer
fiizyon ve mayoz) ve/veya paraseksiiel (yani niikleer flizyon ve ardindan
kademeli de-diploidizasyon) ve/veya aseksiiel (yani tamamen mitotik
niikleer boliinme).

7. Propagiiller. Bunlar tipik olarak ¢ok sayida iiretilen mikroskobik olarak
kiictik sporlardir. Hareketli sporlar belirli gruplarla sinirlidir.

8. Sporokarplar. Mikroskopik veya makroskopik ve karakteristik sekiller
gosteren, ancak yalnizca siirli doku farklilagsmasi.

9. Habitat. Karasal ve tatli su habitatlarinda her yerde bulunur, deniz
ortaminda daha az bulunur.

10. Ekoloji. Saprotroflar, mutualistler, parazitler veya hiperparazitler gibi
onemli ekolojik roller.

11. Dagilim. Evrensel.

Fotosentetik pigmentleri bulunmadigindan, funguslarin heterotrofik bir
beslenme sekli vardir. Tipik olarak yutma yoluyla beslenen hayvanlarin aksine,
funguslar besinlerini salgilanan enzimlerin aktivitesi nedeniyle hiicre dis1 sindirim ve
ardindan ¢oziinmiis pargalanma iiriinlerinin emilmesi yoluyla elde ederler. Bu nedenle,
hiicre dis1 sindirim ve emilim kombinasyonu, fungus yasam tarzinin nihai belirleyicisi
olarak goriilebilir. Bu yonleriyle fotosentez yaparak kendi besinlerini iireten
bitkilerden ayrilirlar. Bununla birlikte, aynen bitki hiicrelerinde oldugu gibi fungus
hiicrelerinde de hiicre duvar1 bulunmaktadir. Ancak hiicre duvart yap1 maddesi olarak
seliiloz yerine kitin bulunmaktadir. Kitin hayvanlara has bir karbonhidrat olup

kabuklularin ve boceklerin dig iskeletlerinde yap1 maddesi olarak kullanilir.

Funguslar eseysiz ve eseyli lireme yoOntemlerini kullanarak spor olusturma
yoluyla ¢ogalirlar. Hem eseysiz hem de eseyli lireme asamalarini igeren tiim yasam

dongiisii "holomorf" adyla bilinir.

2.2. Funguslarin Sistematigi

Fungus sistematigi, van Leeuwenhoek tarafindan bilesik mikroskobun
gelistirilmesi ile 17. yiizyila kadar uzanir. Pier Antonio Micheli'nin 1729 tarihli Nova
Plantarum Genera yayin1 bu alandaki 6ncii caligma olarak kabul edilir [ 14]. Geleneksel

taksonomide, mantarlar esas olarak gozlemlenebilir morfolojik ve diger fenotipik

5



karakterlerine gore simiflandirilmigtir. Mantarlar1 yalnizca morfolojiye dayali olarak
siniflandiran ¢ok sayida monograf ve bagka literatiir vardir, 6rnegin, Dematiaceous
Hyphomycetes [15], A Reevaluation of the Bitunicate Ascomycetes with Keys to
Families and Genera [16], More Dematiaceous Hyphomycetes [15], Genera of
Hyphomycetes [17], The Coelomycetes [18], Prodromus to Class Loculoascomycetes

[19] ve Illustrated Genera of Imperfect Fungi [20].

Son yillarda elektronik mikroskopi tekniklerinin gelismesiyle, ig kutup
govdesi, hiicre duvari, septa ve septal gozenekler gibi fungal yapilar fungus
sistematiginde kullanilmistir [21]. Fungal yapilara iliskin bilgiler, mantar evrimine 151k

tutmus ve mantar sistematigi calismasina katkida bulunmustur [22].

Diger taraftan, metabolitlerin sistematik olarak bilgilendirici oldugu ve
biitiinlestirici taksonominin bir bileseni olarak hizmet ettigi tespit edilmistir. Ornegin,
Xylariaceae ve Penicillium sistematiginde kemotaksonomik karakterizasyon
kullanilmistir [23]. Ubikinon bilesikleri, hiicresel yag asitleri, hiicre duvari bilesimi ve
izoenzimler ve allozimler dahil protein kaliplar1 gibi diger karakterlerin de bu agidan
degerli oldugu bulunmustur. Tiim fizyolojik ve biyokimyasal karakterler daha sonra
mantar sistematigi ve filogeni i¢in 6nemli tamamlayici bilgiler olarak kullanilmis, bu
da geleneksel morfolojiye dayali mantar taksonomisinin biitiinlestirici mantar

sistematigi cagina adim atmasina yardimci olmustur [23].

Ik fungus genomu (Saccharomyces cerevisiae) 1996'da yaymlanmstir [24].
Schizosaccharomyces pombe 2002'de [25] ve Neurospora crassa 2003'te [26]
dizilenmistir. Ardindan, beyaz-ciirik Phanerochaete  chrysosporium'un  ilk
Basidiomycota genomu 2004'te rapor edilmistir [27]. Daha sonralar1 yeni nesil
dizileme teknolojisindeki ilerlemeler, mantar genom dizilemesinde carpici ilerlemeler
saglamistir. Yeni nesil dizileme teknolojisi hizli ve yliksek verimlidir ve Roche 454,
AB SOLIiD, Illumina GA/HiSeq System ve PacBio RS [28] dahil olmak iizere bir dizi
farkli siralama platformuyla temsil edilir. Ayrt DNA sentezi ve saptama adimlarina
sahip Sanger dizilemesinden farkli olarak, yeni nesil dizileme teknolojisi, biiyiik
Olgekli genomik ¢aligmay1 her zamankinden daha hizli ve daha uygun maliyetli hale
getiren, yiiksek verimli ve diigiik maliyetli toplu paralel analize gore tistlindiir. Mevcut

mantar genomlarinin sayisi, 6zellikle son yillarda, Joint Genome Enstitiistindeki 1000
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Fungal Genomes Projesi [29] gibi genom konsorsiyumlarinin ¢abalariyla katlanarak
artmistir. TIGR ve Genoscope dizileme projeleri. 1000 Fungal Genome projesi,
yaklagik 500 taninmis fungus familyasinin her birinden en az iki tiir genomunun

dizilenmesine sahip olmay1 amaclamaktadir

(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/1000fungalgenomes.jsf). Bugiine kadar,
yaklagik 800 mantar genomu (Eurotiomycetes'ten (%14), Dothideomycetes (%14),
Sordariomycetes (%14) ve Agariocomycetes (%25)) belirlenmis ve yaymlanmistir

(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf).

2.3. Trichoderma

Trichoderma ilk olarak Almanya’da genus diizeyinde Persoon tarafindan
1794’te teshis edilmistir. 1974 yilinda teshis edilmesine ragmen, taksonomisi ve tiir
tanimlamas1 1969 yilina kadar belirsizdi [30]. Rifai, Trichoderma’lar iizerinde yaptig1
calismalarda 7. harzianum da yer aldig1 toplam dokuz tiir belirlemistir. Bissett ise
1984-1992 yillar1 arasinda dokuz yeni tiir daha belirlemistir [31]. Druzhinina ve
Kubicek, Trichoderma funguslarindaki tlir kavramlarint ve biyolojik c¢esitliligi
kapsamli bir sekilde gbézden gecirmistir. Yazarlar, Trichoderma funguslarinin
morfolojik olarak ayirt edilmesinin zor oldugunu, ancak filogenetik siniflandirmanin

hizla 100'e ulastigini belirtmislerdir [32,33].

Trichoderma tirlerin  kuvvetli mikoparazitik etki gostermeleri ve
olusturduklar1 antibiyotiklerin de verimli olmasi son yillarda arasgtirmacilarin
Trichoderma’lar lizerinde yogun calismalar yiiriitmelerine yol agmustir. Diger taraftan,
Trichoderma’larin antifungal etkileri ortaya konulmus, bdylece gilinlimiize kadar
potansiyel biyokontrol etmeni olarak cesitli yonleriyle incelenmistir. Gliniimiizde,
Trichoderma tiirlerinin, mantarlari, omurgasizlar1 ve bakterileri igeren gesitli toprak
fitopatojenlerine karsi antagonizmalar1 iyi bilinmektedir. Sonu¢ olarak, biyolojik
aktiviteleri, agresif biiylime ve fizyolojilerine ek olarak, {irettikleri cesitli anti-
mikrobiyal/antagonistik  bilesiklere atfedilmektedir.  Trichoderma tiirlerinin
biyokontrol potansiyellerinden tam olarak yararlanilmasi, yerli bitkilerin, sera

bitkilerinin ve tarimsal iiriinlerin biiyiimesini kolaylikla saglayabilmektedir[34].

Trichoderma’lar Ascomycota alt boliimii, Hypocreales takimi ve Hypoceaceae

familyas1 ve Hypocrea genusunda yer almaktadirlar. Tiirler, hizli gelisen kolonileriyle
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baslangigta saydam, sefaf, daha sonra yesile donmesiyle karakterize edilirler.
Trichoderma tiirii genellikle serbest olarak toprakta gelisebilen bir fungus olarak
diisinlilmesine ragmen, birtakim veriler 7Trichoderma tiirlerinin diger patojen
funguslar gibi firsat¢i, bazi bitkiler ile ortak yasayabilen bir organizma oldugunu

gostermektedir [31].

2.3.1. Hypocreales

Hypocreales kisaca parlak renkli sphaeriaceous mantarlart olarak
tanimlanabilmektedir. Parlak renk bu takimin en goze ¢arpan karakteridir. Erken
tanimlanan ilk liyeleri Sphaeria cinsine dahil edilmistir. Renge ek olarak, takimin
bitkileri membranli perithecia ve etli stromata ile karakterize edilir. Bu karakterlerden
higbiri tek bagina yeterli olmasa da birlikte ele alindiginda, belirgin bir dogal grup gibi

goriinen takim i¢in oldukca belirleyicidirler [35].

2.3.2. Hypocreaceae

Hypocreaceae, Nectriaceae'ye benzeyen, ancak daha genis stromalara sahip
olmas1 bakimindan farklilik gosteren bir ailedir. Cogu, diger mantarlarin parazitleri
gibi gorlinmektedir. Hypocreaceae, Sordariomycetes sinifindaki bir ailedir.
Hypocreaceae tiirleri genellikle parlak renkli, tipik olarak sar1, turuncu veya kirmizi

ile taninir. Aile, 1844'te Giuseppe De Notaris tarafindan onerilmistir [36].

2.3.3. Hypocrea

Hypocrea, Hypocreaceae familyasindan bir fungus cinsidir. Yaygin cinsin,
clirlimiis agac iizerinde yetisen ve genellikle diger mantarlarla iliskilendirilen 171 tiir
icerdigi tahmin edilmektedir [37]. Hypocrea ile iliskili anamorfik cinsler arasinda
Acremonium, Gliocladium, Trichoderma ve Verticillium bulunur [37]. Hypocrea,
1825'te mikolog Elias Fries tarafindan sinirlandirilmistir [38]. Adlandirma kodundaki
degisiklikler nedeniyle, Trichoderma cinsi teleomorfu Hypocrea lizerinde koruma igin
onerilmistir. Bu hem Hypocrea hem de Trichoderma adina sahip tiim tiirlerin resmi
olarak Trichoderma adlariyla bilinecegi ve yalnizca Hypocrea olarak tanimlanan tiim

tirlerin Trichoderma'ya aktarilacagi anlamina gelmektedir [39].



2.4. Trichoderma Tiirlerinin Biyokontrol Etkeni Olarak Kullanilmasi

Son ¢alismalar 7richoderma tiirliniin bitki hastalik etmenlerine karsi etkili
oldugunu gostermektedir. Bitki kok yiizeylerine kolonize olarak bitki
metabolizmalarinda degisiklik meydana getirmeleri, bitki patojenlerinin gelisimini
engelleyerek hastaligi azaltmalari, topraktan besinleri ¢cozebilmesiyle bitki gelisiminde

onemli rol oynamalar1 yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur.

Trichoderma tiirleri, seliilozik atiklarin geri donistiiriilmesinde kullanilan
degerli ticari enzim kaynaklaridir. Cevre dostu tarimda bitki hastaliklarini kontrol

etmek icin ¢esitli Trichoderma tiirleri ticari olarak mevcuttur [40].

Ekinlerde ve orman agaglarinda ekonomik dneme sahip c¢esitli hastaliklar
onlemek icin bir takim ticari formiilasyonlar gelistirilmistir. Ispanya'da, cesitli
mahsullerde yaprak dokiilmesi hastalifindan sorumlu patojen toprak kaynakli
mantarlarin biiylimesini 6nlemek i¢in 7. harzianum ve T. viride kiiltiirlerinden yapilan
TUSAL adi altinda pazarlanan bir formiilasyon hazirlanmistir. [41]. Ayrica,
Trichoderma tiirleri biyolojik cesitlilikleri nedeniyle, genis bir metabolit yelpazesi i¢in

kolaylikla kullanilabilir kaynaklardir.

Bu konulardaki arastirmalar ile, bu funguslarin biyolojisi, biyokimyasi ve
uygulamalar1 ile ilgili ¢ok sayida yayindan toplanan genis bir bilgi tabani
olusturulmustur [42]. Trichodermamin biyokontrol ajani olarak potansiyeli kapsamli

bir sekilde gozden gecirilmistir [43].

2.5. Literatiir Calismalari

Trichoderma tiirlerinin yasamsal faaliyetlerini siirdiirdiigii sicaklik araliginin
kayda deger miktarda genis oldugu, 7. harzianum tiriiniin genellikle sicak tropikal
topraklardan izole edildigi, diger taraftan 7. polysporum tiiriiniin en diisiik 0°C, T.

koningii tiirliniin ise en fazla 40°C sicakliklarda biiyiiyebildigi belirtilmistir [44].

Ulkemizde gergeklestirilen bir calismada, degisik cografik bolgelerden alan
toprak numunelerinden 14 farkli Trichoderma tiirii izole edilmistir. Bu tiirler, T.
croceum Bissett, T. harzianum Rifai, T. hamatum (Bonard.) Bainer, T. atroviride

Bissett., T. strigosum Bissett, T. spirale Bissett, T. tomentosum Bissett, T. inhamatum
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Veerkamp & W. Gams, T. gamsii Samuels & Druzhin, T. asperellum Samuels, T.
neokoningii Samuels & Soberanis, T. crassum Bissett., Lieckf & Nirenberg, T. virens

J.H., Mill., Giddens & A.A Foster ve T. viride Pers. olarak tanilanmistir [45].

Diger taraftan, Trichoderma cinsi c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip

metabolitlerin iyi bilinen iireticilerindendir [41,46].

Antrakinonlar, Trichoderma tiirlerinin iyi bilinen metabolitlerindendir. 1967
yilinda, topraktan izole edilen vahsi bir 7. viride tiiriiniin pachybasin, chrysophanol ve
emodin lrettigi tespit edilmistir [47]. Daha sonra, bir basidiomycete mantar1 Fomes
annosus ile beraber biiyiitillen 7. Polysporum’dan, ayni ii¢ bilesigi izole edilmistir
[48]. Trichoderma tiirlerinin bir izolat1 ile Fusarium oxysporum veya F. solani'nin
kombine kiiltliriinden yine bagka bir antrakinon tiirevi trichodermaol izole edilmistir
[49]. 1zole edilen bir diger antrakinon chrysophanol, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Trichophyton mentagrophytes ve Aspergillus fumigatus’a karst

antifungal aktivite sergilemistir [50].

Piron 6-pentil-2H-piran-2-on, Trichoderma cinsi igin ortak olan temsili
metabolittir. S6z konusu metabolit {i¢ ayr1 ¢alismada Trichoderma cinsinde tespit

edilmistir [51-53].

Bazi Trichoderma tiirlerinde koninginin A—E ve G adl bir dizi karmasik piran
kesfedilmistir. Diffenbachia tiirlinlin koklerinden ve toprak hattindan izole edilen 7.
koningii tiiriinden koninginin A ve B izole edilmistir [54,55]. Koninginin D, topraktan
izole edilen bir 7. koningii izolatinin kiiltlirlinde ana metabolit olarak tespit edilmistir

[56].

Deniz ortamlarindan izole edilen 7. virens kiiltiirlerinden trikodermamit A ve
B olarak adlandirilan iki modifiye edilmis dipeptit izole edilmistir. Trikodermamit B,
HCT-116 insan kolon kanserine karst onemli in vitro sitotoksisite sergilerken,
trikoderamit A'nin {i¢ kanser hiicre dizisi P388, A-549 ve HL-60 iizerinde zayif bir
sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur [57,58].
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Viridin serisinin steroidal antibiyotikleri, hiicre sinyallesme stirecindeki belirli
adimlarda secici antifungal aktivite ve spesifik inhibitor etki gostermektedir. Viridin
ilk olarak 1945 yilinda Glioclaudium virens (Trichoderma virens) fungusunun bir
antifungal metaboliti olarak tanimlanmistir [59]. Demethoxyviridin  ve
demethoxyviridiol, bilinmeyen bir mantar tiiriinden fungisidal metabolitler olarak

izole edilmistir [60].

Viridiofunginler, Candida, Cryptococcus ve Aspergillus tirlerine kars1 giiglii
genis spektrumlu fungisidal bilesiklerdir [61] ilerleyen arastirmalar, bu bilesiklerin,
farnesil transferazin inhibitorleri ve onkojenik Ras proteininin farnesilasyonunun
onleyicileri olarak hareket ettigini ve bu da kanser tedavi etme potansiyelleri oldugunu

gostermistir [62].

1989 yilinda 7. Harzianum’dan harzianopyridon izole edilmistir [63].
Harzianopyridon’un rasemik formunun Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani,
Gaeumannomyces graminis var. tritici ve Pythium ultimum’a kars1 6nemli antifungal

aktivite gosterdigi bildirilmistir [63,64].

Funguslardan dogal olarak olusan birka¢ dizi siklopentenon tanimlanmaistir.
Trichodenones A—C, Japonya'da toplanan siinger Halichondria okadai'den izole edilen
bir 7. harzianum izolatindan elde edilmistir [65]. Bu bilesikler, kiiltiirlenmis P388

hiicrelerine kars1 dnemli sitotoksisite sergilemiglerdir.

Azofilonlar, yiiksek oranda oksijenlenmis bir bisiklik ¢ekirdek ve bir kiral
kuaterner merkez igeren, yapisal olarak gesitli bir dogal {iriin ailesi olustururlar. Iki
azafilon tipi bilesik, harziphilon ve Flephilon, 7. harzianum'un biitanol-metanol (1:1)

ekstraktindan izole edilmistir [66].

Harzialactone A ve B olarak adlandirilan iki yeni hidroksi-lakton ve bilinen R-
mevalonolactone, orijinal olarak Halichondria okadai siingerinden ayrilmis olan 7.

harzianum'un OUPS-N115 izolatindan izole edilmistir[65].

Bazi funguslarda butenolid halka sistemine sahip biyoaktif metabolitler

tanimlanmistir. Bunlardan harzianolide, 7. harzianum'un ii¢ farkli izolatindan izole
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edilmistir [67,68]. Diger tarftan s6z konusu molekiiliin ayrica bir de-hidro tiirevinin
tespit edildigini bildirilmistir [67]. Bu molekiiller, Gaeumannomyces graminis var.

tritici fungusunun bilyiimesine karsi kars1 antagonizma gostermisglerdir [64,67].

Trichodermin ilk olarak 1964'te Onerilen bir 7. viride izolatindan izole
edilmigtir [69]. Daha sonra bu bilesik 7. polysporum, T. sporulosum [70] ve T.
reesei'de [71] de tespit edilmistir. Trichodermol, trichodermin’in deasetil tiirevi,
trichodermin’in hidrolizi ile elde edilmis [69] ve daha sonralar1 7. polysporum ve T.
sporulosum'dan dogal bir iirlin olarak izole edilmistir [70]. Trichodermin'in protein
sentezindeki uzama ve sonlandirma adimlarinin bir inhibitorii oldugu gosterilmistir

[72]. Bu bilesik ayrica birkag hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite gostermistir [73].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Calismanin materyali Manisa Celal Bayar Universitesi kampiis ¢evresinde ve
Mugla Sitki Kogman Universitesi kampiis cevresinde yer alan ormanlik bdlgeden
ozellikle aga¢ kabuklar1 ve aga¢ kdk c¢evresinden alinan toprak oOrnekleri ve o
orneklerden saf sekilde izole edilen Trichoderma izolatlaridir. Calismada Cornmeal
Dekstroz Agar (CMD), Synthetic Low Nutrient Agar (SNA), Potato Dekstroz Agar
(PDA), Luria Bertani Broth (LBB) ve Luria Bertani Agar (LBA) besiyerleri

kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

CMD hazirlarken besi ortamimma Corn Meal Agar 500 g’lik orijinal
ambalajlarda 1 litreye 40 gram olacak seklinde tartilmistir ardindan, 1 litreye 0,2 gram
Dekstroz (Glucose) eklenerek besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri otoklavda 121 °C’de

15 dakika steril edildikten sonra steril petrilere aktarilmistir. Kullanilan siireye kadar

+4 °C’de bekletilmistir.

Tablo 3.1. CMD besiyeri icerigi

Besiyeri Bilesenler Miktar (g/L)
Cornmeal Dekstroz | Corn Meal Agar 40
Agar (CMD) Dextrose (Glucose) 0,2

SNA besiyeri 1 litreye asagidaki tabloda belirtilen miktarda eklenen
bilesiklerle hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edildikten sonra steril petrilere aktarilmistir. Kullanima kadar +4°C’de bekletilmistir.
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Tablo 3.2. SNA besiyeri icerigi
Besiyerleri Bilesenler Miktar (g/L)
Synthetic Low Nutrient | KH2PO4 1
Agar (SNA) KNO; 1
MgS04.7H20 0,5
KCI 0,5
Glukoz 0,2
Sukroz 0,2
Agar 20
Tablo 3.3. LBB besiyeri igerigi
Besiyerleri Bilesenler Miktar (g/L)
Tryptone 10
Luria Bertani Broth (LBB) | Yeast Extract 5
NaCl S
Tablo 3.4. LBA besiyeri icerigi
Besiyerleri Bilesenler Miktar (g/L)
Tryptone 10
Luria Bertani Agar (LBA) | Yeast Extract 5
NaCl )
Agar 15

PDA besiyeri i¢in iiriin 500 g’lik orijinal ambalajlarda 1 litreye 39 gram
tartilarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra steril petrilere
aktarilmigtir. Kullanilan siireye kadar +4 °C’de bekletildi. Genel iiretim besiyeri olarak

kullanilmistir.

PDB besiyeri i¢in {iriin 500 g’lik orijinal ambalajlarda 1 litreye 24 gram
tartilarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra steril petrilere
aktarilmigtir. Kullanilan siireye kadar +4 °C’de bekletildi. Genel {iretim besiyeri olarak

kullanilmistir.

3.2.2. Trichoderma izolatlariin izolasyonu

Ornekleme i¢in Manisa Celal Bayar Universitesi kampiis cevresinde ve Mugla
Sitk1 Kogman Universitesi kampiis ¢evresinde yer alan orman topraklarindan, 6zellikle
agac¢ kokleri gevresi ve kabuklarindan, bunun yani sira kesilmis agac kiitiiklerinden
(mevcut ise) ornekler alinarak, laboratuara getirilmistir. Laboratuvara getirilen toprak

ornekleri 250 ml erlen igersine 25 g olacak sekilde, lizerine 225 ml saf su eklenerek
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hazirlanan karsim, 30 dakika boyunca manyetik karistirici yardimiyla homojenize
olacak sekilde karistirilmustir. Elde edilen karisim 107!, 102, 103, 10 oranlarda
seyreltilerek her bir karistmdan 1 ml olcak sekilde ortama aktarilmistir. Genel ve
Trichoderma igin gelistirilen Cornmeal Dekstroz Agar (CMD), Patates Dekstroz Agar
(PDA), Synthetic Low Nutrient Agar (SNA) besiyerlerine seyrelterek elde edilen 10
ml’lik karisimlarin her birinden 1 ml olacak sekilde bu besiyerlerine dokme plaka
yontemi ile aktarilmistir. Ekim sonrasi besiyerleri farkli inkiibasyon kosullarinda
izolasyonlar1 yapilmistir. Farkli sicaklik (20 °C’de ve 30 °C’de) kosullarinda karisik
olarak elde edilen izolatlarin Trichoderma izolatina ait olanlar1 tanilanip saf kiiltiir elde
etmek amaciyla PDA besiyerine aktarilarak, 27 °C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir.
Elde edilen saf kiiltiirler PDA yatik besiyerine stok kiiltiir amagli -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.3. Trichoderma izolatlarinin Morfolojik ve Molekiiler Tanilamalar

Izole edilen izolatlarin tanilamalar1 morfolojik, kiiltiirel ve mikroskobik
yontemler ile gerceklesmis olup, molekiiler tanilama yontemi ile dogrulanmistir.
Morfolojik ve kiiltiirel karakteristiklerin belirlenmesi i¢in; Cornmeal Dekstroz Agar
(CMD: 40 g cornmeal, %2 dekstroz ve %2 agar), Patates Dekstroz Agar (PDA ticari)
ve Synthetic Low Nutrient Agarda yapilarak, inkiibasyon sonrasinda tanilamalari

gerceklestirilmistir.

Calismanin bu basamaginda saf izolatlar Oncelikle SNA (Synthetic Low
Nutrient Agar) besiyeri ve CMD (Cornmeal Dekstroz Agar) besiyerinde 27 °C de 12
saat 151kl1, 12 saat karanlik ortamlarda inkiibasyona birakilmis olup, gelisen kiiltiirlerin
7. ve 14. giinleri morfolojik 6zellikleri (conidium uzunluklart ve genislikleri, phialid
uzunluklart) bakimindan mikroskobik a¢idan degerlendirilmistir. SNA (Synthetic Low
Nutrient Agar) ve CMD (Cornmeal Dekstroz Agar) besi ortaminda gelisen
kiiltiirlerden 1 cm ¢apinda plaklar alinarak PDA (Patates Dekstroz Agar) besiyerine
altarilarak, 27 °C de 12 saat 1s1ikli, 12 saat karanlik ortamlarda inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen kiiltiirlerin 7. ve 14. giinleri morfolojik 6zellikleri (conidium
uzunluklar1 ve genislikleri, phialid uzunluklari) bakimindan mikroskobik agidan

degerlendirilmistir.
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Molekiiler tanilamalar igin secilmis tiirlerin Oncelikle genomik DNA
ekstraksiyonlar1 gergeklestirilmistir. DNA izolasyon basamaginda Gene Mark
Genomic DNA kiti kullanilmigtir. Ardindan nanodrop Sl¢limleri yapilan 6rneklerin
DNA yogunluklar1 dl¢iilmiis, 260 - 400 nm aras1 dalga boyuna sahip orneklerle PCR
asamasina gecilmistir. Bu calismada PCR asamasinda tefl ve rpb2 primerleri
kullanilmistir. Jaklitsch WM (2009) yaptig1 ¢alismasinda rpb2 ve tefl dizileri igin,
Hypocrea/Trichoderma cinsinin genel filogenetik agacinda erisim numaralari tablo
3.5. de belirtilmistir. PCR i¢in tiirler arasindaki filogenetik iliski hakkinda daha fazla
bilgi edinmek icin tefl ve rpb2 (RNA Polymerasesecond Largest Subunit) gen
bolgeleri secilmektedir. Bu agamada tablo 3.6. da belirtildigi sekilde her 6rnek i¢in
PCR tiiplerine hazirlanan 48 pL karisima 2 pL. DNA igerigi ekleyerek toplamda 50 pL.
olan karisim hazirlanmistir. Bu karisim 6rnekleri Applied Biosystems Veriti 96 Well
Termal Cycler marka PCR cihazindaki kuyucuklara yerlestirilerek uygun sicaklik
periyorlarinda amplifikasyonlari1 yapilmistir. PZR iiriinlerinin saflastirilmalar1 ve dizi
analizlerinin elde edilmesi gerceklestirilmistir. Dizi analizlerinin islemlerinin
yapilmasinda BioEdit programi ve filogenetik analizlerini yapilmasinda MEGA
software (V 7.0) kullanilmistir.

Tablo 3.5. Hypocrea/Trichoderma cinsinin genel filogenetik agacinda

numaralandirilmis tiirlerin rpb2 ve tefl dizileri i¢in izolatlar ve erigim numaralari

[74]

Taxon Name in part I Strain Accession rpb2 Accession tefl
Hypocrea albolutescens H. sp. 1 CBS 119286 FI860517 FIS60609
H. atlantica H. sp. 11 C.P.K. 1896 FJI860545

H. atlantica H. sp. 11 CBS 120632 FI860649
H. auranteffusa H. sp. 2 CBS 119284 FI860520 FIS860613
H. austriaca H. sp. 3 CBS 122494 FI8S60525 FI860619
H. bavarica H. sp. 4 C.P.K. 2021 FIJR60526 FI860620
H. calamagrostidis H. sp. 5§ CBS 121133 FIJB60528 FI860622
H. margaretensis H. sp. 6 C.PK. 3127 FI860529 FI860625
H. junci H. sp. 9 CBS 120926 FI860540 FI860641
H. lureffusa H. sp. 10 CBS 120537 FIS60543 FIS860645
H. luteocrystallina H. sp. 8 CBS 123828 FI860544 FI860646
. neorufoides H. sp. 12 C.P.K. 1900 FJIB60553

H. neorufoides H. sp. 12 CBS 119506 FI860657
H. pachyvpallida H. sp. 13 CBS 120533 FI860559

H. pachyvpallida H. sp. 13 CBS 122126 FIS60662
H. phellinicola H. sp. 14 CBS 119283 FIB60569 FI860672
H. rhododendri H. sp. 15 CBS 119288 FIB60578 FIS860685
. sambuci H. sp. 16 WU 29467 FIS6058S5 FIS860693
. silvae-virgineae H. sp. 7 CBS 120922 FIS860587 FIS60696
. subeffitsa H. sp. 17 CBS 120929 FJB60597 FI860707
H. valdunensis H. sp. 18 CBS 120923 FIB60605 FI860717
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Tablo 3.6. PCR icin hazirlanan karigimin igerigi

KARISIMIN ICERIGI ORNEKTEKI MIKTARI (uL)
DNA 2
TEF1-a 2,5
rpb2 2,5
Master mix 8
d H0 35

3.2.4. Fermantasyon Ortami

Trichoderma izolatlarn PDB ortaminda (sivi) 15 giinde 27 °C’de
biiytitiilmiistiir. Siire sonunda misel ve fermantasyon brothlar birbirinden filtre kagidi
yardimiyla siv1 besi ortamindan ayirarak, elde ettigimiz sivi kismi da 0.45 pm’lik
siringa filtresi kullanilarak ortamdan sporlar uzaklastirilmistir. Filtrelerden gecirilen
filtrat, test bakterileri/kiltiirleri iizerinde denenmistir. Fermantasyon sivisinin

filtrasyonu yapilmustir.

3.2.5. Trichoderma Tirlerinden Elde Edilen Filtratlarin in vitro
Kosullarda Cesitli Test Bakterileri Uzerinde inhibitor Etkilerinin Belirlenmesi

Bu calismada in vitro kosullarda Trichoderma izolatlarinin {irettigi
metabolitlerin test bakterileri {izerindeki inhibitor etkilerinin belirlenmesinde 2 farkli
yontem kullanilmistir. Ik olarak ¢alismanin baslangicinda bakteri kiiltiirleri LBB
besiortamina 0.5 McFarland bulaniklifinda ayarlanarak, 37 °C’de 18 saat inkiibasyon
siirecinde aktiflestirilmesi gergeklestirilmistir. Ardindan petri kabma I1mL test
bakterisi aktarilmis, tizerine LBA besiyeri eklenerek kati bir ortam olusturulmustur.
Ortam oda sicakligina geldiginde ve katilagtiktan sonra petri ortaminda 5 mm ¢apinda
kuyucuklar agilarak, kuyucuklarin icersine 50 pL filtrat aktarilmistir. Inhibitor etkiyi
dogrulamak amacghi her besi ortamina ampicillin, penicillin, vancomycin ve
tetracycline antibiyotik diskleri yerlestirilmig, 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Diger yontem ise petrilere 2 LBA besiyeri + ' filtrat olacak sekilde
ortama aktarilarak ve ortam katilastiktan sonra 0.5 mL test bakterisi yayma plaka
yontemi ile ekim yapilarak 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
siiresi boyunca belirli periyotlarda zon olusumu Ol¢iiliip zon ¢ap1 bakimindan

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Trichoderma izolatlarimin izolasyonu ve Morfolojik Tanilamalar

Ornekleme i¢in Manisa Celal Bayar Universitesi kampiis ¢cevresinde ve Mugla
Sitk1 Kogman Universitesi kampiis ¢evresinde yer alan orman topraklarindan, 6zellikle
agac¢ kokleri gevresi ve kabuklarindan, bunun yani sira kesilmis agac kiitiiklerinden
ornekler almarak, laboratuara getirilmistir. Manisa Celal Bayar Universitesi kampiis
cevresinden alinan toprak 6rneklerinden 20 Trichoderma izolati elde edilmistir. Mugla
Sitki Kogman Universitesi kampiis c¢evresinde ormanlik alandan alman toprak
orneklerinden ise 18 Trichoderma izolat1 elde edilmistir. Saf kiiltiir olarak izole edilen
Trichoderma suslar1 SNA ve CMD besiyerinde 27 °C’de 12 saat 11kl1, 12 saat karanlik
ortamdaki inkiibasyon sonucunda 3-4 giin sonrasinda goriiniir koloni olusturduklari, 7
giinden sonra ise petri plaklarin1 kapladiklari, makroskopik ve mikroskobik
incelemelerine gore de kontrol susa benzer 6zellikler gosterdikleri goriilmistiir (Sekil

4.1).

CMD SNA

e, g
e —
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Sekil 4.1. Trichoderma tiirlerinin CMD ve SNA’daki gelisimleri

Trichoderma suslart CMD ve SNA besiyerinde smirlar1 belirgin koloni
olusturduklari, farkli renk tonlarinda biiyiime gosterdigi belirlenmesi iizerine

mikroskobik olarak benzerlik ve farkliliklar1 incelenmistir.
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Sekil 4.2. Trichoderma tiirlerinin mikroskobik goriintiileri

Genel olarak Trichoderma izolatlarinin mikroskobik goriintiilerinde ise
yuvarlak yapida konidia, bolmeli miselyum ve catalli, aga¢ seklinde konidiofor
yapilar1 goriilmektedir. Ayrica fialid yapilarinda spor kiitleleri goriilmekte olup,
konidyum diye adlandirdigimiz bu yapilarin eliptik ve tek hiicreli olduklar
goriilmektedir. Hif diye adlandirdigimiz uzun yapilarin ise septalart oldugu

gorlilmektedir.

Makroskobik olarak petrilerde goriilen farkliliklar, mikroskobik agidan da
goriilmiistiir. Baz1 Trichoderma tiilerinin konidia yapilar1 yuvarlak, bazilarimin ise
eliptik sekil gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica fialid yapilarinin oval, yuvarlak ve hafif
ince bir tabani olan bir sise seklinde farkli yapilar gosterdigi goriilmiistiir (Tablo4.1).
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Tablo 4.1. Trichoderma izolatlarinin 5 giin inkiibasyon sonunda makroskobik

ve mikroskobik degerlendirmeleri

Ornek PDA CMD SNA Petrideki Konidiofor Fialid Spor Tiir Ad1
Numarasi Koloni Koloni | koloni Koloni Rengi Yapilann | Yapilan
Cap1 Cap1 Cap1
K3-1 >7cm >5cm | >6cm | Yesil - Sart Dallanmis | 2-3 li Yuvarlak | T. harzianum
MAI1-7 >7cm >5cm | >6cm | Yesil - Sart Dallanmis | 2-3 li Yuvarlak | T. harzianum
MA3-2 >7cm >5cm | >6cm | Yesil Dallanmis | 2-3 li Yuvarlak | T. harzianum
MA3-6 >7cm >5cm | >6cm | Yesil - Sart Dallanmis | 2-3 li Yuvarlak | T. harzianum
MA3-4 >7cm >5cm | >6cm | Koyu Yesil Kisa Virgiil Yuvarlak | T virens
MA1-4 >7cm >5cm | >6cm | Agik yesil beyaz | Dalli ince Ince Oval T. neokoningii
(pamuksu)
MA3-9 >7cm >5cm_ | >26cm | Beyaz Dallanmis | 2-3 li Yuvarlak | T. atroviride
MI1-2 >7cm >5cm | >6cm | Koyu Yesil Az 21 Yuvarlak | T. asperellum
dallanma

4.2. Trichoderma izolatlarimin Molekiiler Tanilamasi

Makroskobik ve mikroskobik farkliliklara bagli olarak secilen izolatlarin
tanilamasi i¢in molekiiler tanilama yontemi kullanilmistir. Molekdiler tanilamalar i¢in
secilen izolatlarin 6ncelikle kit kullanilarak DNA ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmistir.
Daha sonra sekans analizlerini yapmak amaciyla TEF1l-a ve rpb2 primerleri
kullanilarak DNA’larindan PCR yapilmistir. PCR {iriinii jel elektroforezde 1000 bp.
DNA markir kullanilarak yiiriitiildii olup PCR yontemi ile primerleri kullanilarak gen

cogaltilmas: yapilmistir. Cogaltilan bu genlerin dizi analizleri yapilmistir. Sekans

sonuglar NCBI GenBank’ta BLAST’lanarak yiizde benzerlikleri bakiminda
degerlendirilmistir.

4.3. Fermantasyon Ortami

Trichoderma izolatlar1 PDB ortaminda (stvi) 15 giinde 27 °C’de

biiytiitiilmiistiir. Siire sonunda misel ve fermantasyon brothlar1 birbirinden filtre kagidi
yardimiyla sivi besi ortamindan ayirarak, elde ettigimiz sivi kismi da 0.45 pm’lik
siringa filtresi kullanilarak ortamdan sporlar uzaklagtirilmig, metabolitlerin ortamda
kalmalar1 saglanmistir. Filtrelerden gegirilen filtrat, E. aerogenes, B. subtilis, E. coli,
B. cereus, S. aureus ve Y. enterocolitica bakterileri/kiiltiirleri lizerinde denenmistir.

Fermantasyon s1visinin ortamin filtrasyonu parelel yapilmaistir.
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4.3.1. Trichoderma Tiirlerinden Elde Edilen Filtratlarin Bakteriler
Uzerinde Olusturduklar: Inhibitér Etkinin Belirlenmesi

Calismada elde edilen metabolitlerin, E. aerogenes, B. subtilis, E. coli, B.
cereus, S. aureus bakterileri iizerindeki inhibitdr etkileri gozlemlenmistir. Y.
enterocolitica ise zon olusumu goézlemlenmemistir. 7richoderma filtratlarinin test
bakterileri ve kontrol antibiyotiklere karsi olusturduklari inhibitor etkilerinin bazi

goriintiileri Sekil 4.3°de, zon ¢aplari(mm) ise Tablo 4.2.’de goriilmektedir.

Sekil 4.3. Trichoderma filtratlarinin test bakterileri ve kontrol antibiyotiklere kars1

olusturduklar1 inhibitdr etkinin goriintiileri
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Tablo 4.2. Trichoderma filtratlar1 ve antibiyotiklerin test bakteri lizerinde kuyucuk

boyutu hari¢ mm cinsinden inhibisyon bdlgesinin ¢ap1

Test T. T. T. Ampicillin | Penicillin | Vancomycin | Tetracycline
Bakterisi | harzianum | atroviride | virens (10 pg) (10 pg) (30 ng) (30 png)
Filtrati Filtrati | Filtrati | Zon ¢ap1 | Zon cap1 Zon ¢cap1 Zon ¢ap1

B. cereus 15 mm 13 mm - 26 mm 24 mm 18 mm 16 mm

B. subtilis 18 mm 10 mm - 25 mm 27 mm 14 mm 15 mm

E. aerogenes 15 mm 12 mm - 11 mm 13 mm 10 mm 11 mm

E. coli 12 mm 10 mm - 16 mm 17 mm 13 mm 14 mm

S. aureus 22 mm 12 mm - 32 mm 29 mm 18 mm 19 mm

Y. - - - 16 mm 18 mm 16 mm 15 mm
enterocolitica
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada Manisa kampiis ¢evresinden ve Mugla Sitk1 Kogman Universitesi
kampiis bdlgesinden alinan topraklardan izole edilen ve MA - M - K olarak kodlanan
toplamda 38 adet mikrofungusun saf kiiltiir sekliyle izole edilmistir. Elde edilen bu
izolatlar SNA, CMD ve PDA besiyerlerinde 27 °C 12 saat 151kl1 ve 12 saat karanlik
ortamda bilyiimeleri izlenmis bir sira agik bir sira koyu renkli koloni olusturdugu tespit
edilmistir. Farkl tiirlerin biiylime ve dalgali yap1 olusturmalar1 ve farkli renklerde
koloni olusturduklar1 belirlenmistir. izolatlarn CMD besi ortaminda koyu ve acik
renkli daha smirlar1 belirgin biliylime gosterdigi, SNA besiyerinde ise bu sinirlarin

oldugu fakat CMD de ki kadar keskin hatlarla olmadig1 gozlemlenmistir.

Bazi kolonilerin petride sar1 bazilarinin ise yesilin acik ve koyu tonlariyla
bliylime gosterdigi goriilmiistiir. Farkli renk tonlarinda olmalar1 ve farkli biiyltime
gostermeleri farkli tiirlere ait olabilecegi bagli olarak mikroskobik degerlendirme
yapilmustir. Mikroskobik acidan Trichoderma izolatlarinin yuvarlak yapida konidia,
bolmeli miselyum ve c¢atalli, aga¢ seklinde konidiofor yapilari goriilmektedir.
Trichoderma tiirlerinde genel olarak konidyum yapilari eliptik ve tek hiicreli olduklar
goriilmektedir. Hif yapilari ise cogunlukla septali oldugu gortilmektedir. Makroskobik
ve mikroskobik farkliliklar sebebiyle aralarindan secilen 8 izolatin molekiiler
tanimlanmas1 yapilmistir. Molekiiler tanilama sonucunda 7. harzianum, T.

neokoningii, T. virens ve T. atroviride tiirlerinin yaygin tiirler oldugu belirlenmistir.

Trichoderma harzianum ve T. atroviride ‘den elde edilen filtratin, E.
aerogenes, B. subtilis, E. coli, B. cereus, ve S. aureus lizerindeki inhibitor etkilerinin
oldugu, Y. enterocolitica bakterisinin gelisimi {lizerine ise herhangi bir inhibitor
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. 7. virens kiiltiirlinden elde edilen filtratta ise higbir

bakteriye kars1 inhibitor aktiviteyle karsilagiimamistir.

Bu ¢alismada elde ettigimiz Trichoderma izolatlarinin iilkemizde izole edilmis
olmalar1 ¢alismamiza 6zgiinliik kazandirmaktadir. Trichoderma tiirlerinin antagonist
etkileri bakimindan, bakteriler {izerinde inhibitor etkisinin belirlenmis olmasi litertiire

yeni bir bilgi kazandirmak agisindan yarar saglayacagi diistintilmektedir.
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