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Bu calismada Ganoderma lucidum gibi endiistriyel mantarlarm ticari
tiretiminde biiyiik bir sorun teskil eden besin ortak¢isi Trichoderma sp. mantarina
kars1 Bacillus sp. bakterisinin biyokontrol ajan olarak kullanilmasiyla problemin
¢Ozliimii amaclanmaktadir.

Bu amagla; dogal ortamlardan 72 tane Bacillus sp. suslarn izole edilmistir ve bu

suslardan Trichoderma sp.’e kars1 antifungal aktiviteye sahip olanlar tespit edilmistir.
Bu suslarin Trichoderma sp. gelisimini inhibe ederken Ganoderma lucidum miseli
tizerinde olumsuz etki gostermemesine 6nem verilmistir.
Sonug olarak, test edilen Bacillus sp. suslarinin arasinda ¢esitli diizeyde etkin olanlar
tespit edilmis ve bunlar arasinda en yiiksek diizeyde aktivite gosteren suslar daha
sonraki c¢alismalarda Ganoderma lucidum miseline karsi uygunluk yoniinden
aragtiritlmistir. Amacimiza uygun 8 tane Bacillus sp. izolat1 belirlenmistir.
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In this study, agent of biological control by bacterium of Bacillus sp. against
for solution of the matter is sharecropper fungus of Trichoderma sp. that is a major
problem in the commercial production of industrial fungi were intended.

For this purpose, strains of 72 Bacillus sp. were isolated from nature
environment were isolated and these strains who have been antifungal activity
against Trichoderma sp. were identified. While inhibits the development of
Trichoderma sp. this strains on the micelle of Ganoderma lucidum does not show a
negative activity were commited.

As a result, among tested strains of Bacillus sp. have been identified active
strains at various levels and some strains have the highest level have been
investigated in terms of convenience micelle of Ganoderma lucidum at the
subsequent studies. Accordince with our aim isolates of 8 Bacillus sp. were found.
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1.GIRIS Neriman GOGUSGEREN

1.GIRIS

Son yillarda diinyada mantar yetistiriciliginin Oneminin artmasiyla birlikte
mantarlarin ticari tiretiminde ciddi sorunlar olusturan parazit mantarlarin sebep
oldugu hastaliklarin ¢oziimii icin, bilesiminde ¢ok fazla sayida etken maddenin
bulundugu pestisitlere alternatif bir yontemin bulunmasi yoluna gidilmistir. Yogun
pestisit kullanimasi sonucu dogal denge tahrip olmus, c¢evreyi ve insan sagligini
tehdit eder duruma gelmistir (Bues ve ark., 2004; Chen ve ark., 2001). Pestisitlerle
yapilan bilingsiz miicadele sonrasinda zararlilarda pestisitlere karsi diren¢ sorunu
ortaya ¢ikmaktadir (Gerhardson, 2002). Bunun sonucunda dogal denge bozulmakta,
onemsiz olan veya hi¢ goriilmeyen yeni bir hastaliin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Vyas, 1988) . Tiim bu sorunlar karsisinda ¢evre ile dost ve uzun siireli
etkili bir miicadele yontemi olarak biyolojik kontrol 6n plana cikmistir.
Siirdiiriilebilir tiretim agisindan biyolojik miicadele kaginilmaz hale gelmistir.

Burada biyolojik miicadele denilince asil iizerinde durulmak istenen,
hastaliklara neden olan mikroorganizmalara (patojenler) karsi canli bir
mikroorganizmanin  kullanilmasidir  (Yigit, 2005). Pestisitlerin yerine bir
organizmanin kullanilmasi ¢evresel riskleri minimuma indirir (Hagn ve ark., 2002).
Biyolojik miicadelede kullanilan bu canlilar zararli mikroorganizmalar (patojenleri)
antibiyotik salgilayarak, onlarla besin veya yer rekabeti ederek veya onlar iizerinde
hiperparazit yasayarak baski altina alirlar (Cook and Baker, 1983).

Patojenlerin biyolojik preparatlar kullanilarak yok edilmesi ve bunun igin
yapilan bilimsel ¢alismalar; bir iilkenin gelismisligi ile cevreye ve insan sagligina
verdigi onemin en biiyiik kanitidir. Biyopreparatlar iireten iilkelere bakildigi zaman
bunlarin gelismis iilkeler oldugu goriilmektedir (Anonymous, 2004).Bu iilkelerin
basinda da Almanya ve Amerika gelmektedir. Bu biyokontrol {iriinlerinin
kullanildig1 hedef patojenlere bakildigi zaman bunlarin ¢ogunlukla toprak kaynakli
patojenler oldugu goriilmektedir. Bunlarin basinda Trichoderma spp., Fusarium
spp., Phytphthora spp., Rhizoctonia solani ve Sclerotinia tiirleri gelir (Yigit, 2005).
Bu patojenlere karsilik gelistirilmis biyoprepatlarin sayist 40’1n tizerindedir Bunlarin

yarisindan fazlasi seralarda ve fide yastiklarinda uygulanmaktadir ve ozellikle de
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toprak kaynakli patojenlere kars1 gelistirilmistir (Paulitz ve Belanger, 2001).

Trichoderma cinsinin bazi tiirleri bitkilerde ve mantarlarda parazit veya rekabet
fungusu olarak yesil kiif hastaligina (Green mold disease ) neden olur. Bu kiif
mantari; Ganoderma lucidum (Reishi), Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus basta
olmak iizere endiistriyel iiretimi yapilan Basidiomycetes tiirlerinde biiyiik zararlar
olusturarak ciddi {iriin kayiplarina neden olurlar. Yesil kiifler 6zellikle misel sarma
asamasinda kompostu kaplayarak mantar miselinin kolonize olmasini engelleyerek
zarar yapar (Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

Siirdiiriilebilir tiretim acisindan cevreyle dost ve uzun siireli, etkili miicadele
amaciyla yapilan deneylerde; I.asamada dogal ortamlardan secilen Bacillus cinsi
bakterilerin Trichoderma sp. {iizerine antifungal nitelikte olup olmadigimi anlamak
icin izole edilmis Bacillus sp. ile Trichoderma sp.’lerin petri kutusunda karsilikli
ekimleri yapilmistir. [l.asamada Trichoderma sp. gelisimini inhibe eden Bacillus sp.
izolatlar se¢ilmis ve bu inhibitor bakterilerin bir endiistriyel mantar olan Ganoderma
lucidum’un  misel Kkiiltiirii iizerindeki aktivitesini gorebilmek amaciyla petri
kutusunda bir arada es zamanh ekimleri yapilmistir ve Ganoderma lucidum misel
kiiltiirii tizerinde aktivite gdstermeyen non-inhibitor bakteriler tespit edilmistir.

Giiniimiizde bu fungusa kars1 genellikle kimyasal miicadele metodlar
uygulanmaktir, ancak daha oncede belirtildigi gibi kimyasal miicadelenin oldukca
fazla ve diisiindiiriicii boyutlarda yan etkileri gézlenmistir. Burada sozii edilen sey
Trichoderma sp. zararlisina karsi antagonistik etkili oldugunu diisiindiiglimiiz
Bacillus sp. suslarimin; bu patojenin yarattifi problemlerin ¢oziimiinde bir
biyokontrol ajan olarak kullanilip miicadeleyi kimyasal kaynakli iiriinlerin
kullanilmasi sonucu goézlenen yan etkilerden kurtarip tamamen biyolojik kontrol
temeline dayandirarak kiiltiir mantarciliginin 6nemli bir sorununun ¢oziilmesidir.

Bu caligmada bir¢ok bitkinin ve endiistriyel mantarlarin iiretiminde biiyiik bir
sorun teskil eden Trichoderma cinsinin antifungal Bacillus cinsi bakteriler tarafindan

biyolojik kontroliine yonelik deneyler yapilmstir.
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1.1. Trichoderma Cinsi ile ilgili Genel Ozellikler

Trichoderma cinsi ¢ok hizli tireyen filamentli bir mantardir (Samuels, 1996).
Diinyada genis bir yayilma sahiptir (Domsch ve ark., 1980; Gams ve Bissett; 1998;
Klein ve Eveleigh, 1998). Toprakta siklikla bulunan toprak mikroflorasinin baskin
elemanidir (Killhom, 1994). 1969 yilina kadar simniflandirma bakimindan ¢ok zorluk
cekilmistir, gercek¢i bir siniflandirma ilk kez Rifai tarafindan yapilmistir, tiirler bir
araya getirilerek morfolojileri arastirilmigtir (Rifai, 1969). 1991 yilinda Bissett
tarafindan Trichoderma cinsinin siniflandirilmas1 yeniden gbzden gegirilmis,
morfolojik 6zellikleri bakimindan Trichoderma, Pachybasium, Longibrachiatum ve

Hypocreanum olmak iizere 4 gruba ayrilmistir (Bissett,1991a;b;c;).

1.1.1. Taksonomisi

Kingdom : Fungi

Divisio : Ascomycota
Class : Pezizomycotina
Subclass : Sordariomyces
Family : Hypocreaceae
Genus : Trichoderma

(persoon, 1794)

1.1.2. Misel morfolojisi

[Ik kez Persoon tarafindan 1794 (Rifai, 1969) yilinda tanimlanmistir. Hizli
tireyip kolonisi 4 giinde olgunlasir. Baslangigcta birka¢ giin icinde tiim besiyeri
yiizeyini kaplayan beyaz gevsek bir misel goriiliir. Bir siire sonra misel daha da
sikilagip yiinimsii bir 6rgli gorinimii kazanir ve konidyumlarin (conidium)
olusmasi ile yiizeyde yer yer yesil lekeler belirir, koloni taban1 renksiz, portakalimsi,
ten rengi veya sarimsidir (Rifai, 1969). Belirgin konsentrik halkalar ve hava hifleri

gozlenir ve bazi tiirler 6zgii tath bir hindistan cevizi kokusu iiretilir (Persoon, 1794).
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Sekil 1.1. Trichoderma sp.’nin petri kutusunda gelistirilmis bir goriintiisii
(http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/nov2004.html)

1.1.3. Mikroskobisi

Mikroskopta kisa, septali ¢cok dallanmis hifler ve sise bigciminde konidioforlar
(conidiophore) goriilir. Her konidioforun ucunda yuvarlak, tek hiicreli, kiiciik
konidyum kiimeleri bulunur (Rifai, 1969). Konidium kiimeleri kolayca dagildigindan
preparasyon yaparken sert devinimlerden kacinilmalidir (Tiimbay, 1983).
Konidioforlarin ana dallar1 yan dallart olusturur. Biitiin dallanmalar ana eksene gore
90 derecelik aciyla yon alir. Tipik sik dallanmis Trichoderma sp. konidioforlart; ¢ift
dallarin birlesmesiyle piramit goriimiinii alir. Bircok tiirtiniin konidias1 elipsoidal
olup, boyutlari 3-5 x 2-4um’dir (Persoon, 1794).

Hiflerin u¢ veya orta kisimlarindaki hiicrelerin ¢eperleri kalinlasip,
yuvarlaklasarak hifden ayrilmasiyla olusan klamidosporlar (chlamidospor) bir¢ok
Trichoderma tiirleri tarafindan {iretilir. Bunlar genellikle funguslarin olumsuz
kosullart gegirmek icin olusturduklart sporlardir. Kisa hif sonunda bulunan
klamidosporlar genellikle uniseliller yapida olmakla birlikte baz1 tiirleri

multiseliilerlidir (Ornegin: Trichoderma stromaticum) (Persoon, 1794).
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1.1.4. Uremesi

Kif mantarlari; mitoz boliinmeyle olusan aseksiiel sporlarin ¢imlenmesiyle
olusan funguslardir. Trichoderma tiirleri; eseysiz iireme ile klamidiosporlar ve
konidiasporlar olusturarak ¢ogalirlar (Gams ve Bissett, 1998). Eseysiz veya aseksiiel
tireme, somatik yapinin belirli bir donemde kendi benzerlerini olusturmasina denir.
Eseysiz tireme degisik fungus gruplarinda farkli sekillerde olabilmekte ve bunun
sonucunda degisik tipte sporlar olusmaktadir. Trichoderma tiirlerinin; eseysiz lireme
tiplerinden biri olan "fragmentasyon"da, hiflerin u¢ veya orta kisimlarindaki hiicreler
hifden kopup ayrilmakta ve yeni bireyleri olusturmaktadir. Hiflerin u¢ veya orta
kisimlarindaki hiicrelerin ¢eperleri kalinlasip, yuvarlaklasarak hif den ayrilmasiyla
olusan sporlara "klamidospor" (chlamidospor) denir. Bu spor tipi hif hiicrelerinden
yani thallustan olustugu icin thallospor adim da alir (Gams ve Bissett, 1998).
Trichoderma’nin aseksiiel iiremesiyle olusturulan, ikinci tip sporlar ise “konidi”lerdir
(conidium, c¢ogulu: conidia). Bunlar “konidiofor” (conidiophore) adi verilen

farklilagmis hiflerin ucunda olusurlar, tek veya cok hiicrelidirler (Samuels, 2006).

1.1.5. Habitat

Trichoderma sp. tiirleri siklikla ormanlardan ve tarimsal topraklardan izole
edilirler (Domsch ve ark., 1980). Hypocreaceae tiirlerinin ¢ogunlugu ormanlarda
agac kabuklan veya kabuksuz tahtalar {izerinde, bazi tiirleri ise agac mantarlar
tizerinde yetisir (Persoon, 1794). Ayrica ¢ogu kiif mantar1 gibi ¢iiriimekte olan
organik materyal {izerinde yasayan bitki patojenleri igerisinde de birinci sirada yer
alir (Volk, 2004). Saprofit bir mantar olan Trichoderma, misel gelisimi igin ¢ok
uygun bir ortam olan nemli yaprak yiginlarinin bulundugu toprak katmaninin {ist
tabakasinda siklikla bulunur (Danielson ve Davey, 1973). Sekil 1.2.‘de Trichoderma

sp.’nin bitki materyali iizerindeki dogadan bir goriintiisii gosterilmektedir.



1.GIRIS Neriman GOGUSGEREN

)
0

Sekil 1.2. Trichoderma sp.’nin bitki materyali {izerindeki ogadan bir
goruntiisii

1.1.6. Trichoderma sp. Suslarmin Gelisim Parametreleri

Toprakta yasayan mikroorganizma kommunitelerinin biyolojik aktiviteleri,
biyokiitleleri ve kompozisyonlar1 topragin kimyasal ve fiziksel faktorlerine baglidir.
(Garbave ve ark., 2004, Killham, 1994, Lavelle ve Spain, 2001). Sicaklik, nem ve pH
biitiin mantar tiirlerinde oldugu gibi Trichoderma sp. suslarinin  kolonizasyonu
acisindan da 6nemli bir yere sahiptir (Carreiro ve Koske, 1992; Eastburn ve Butler
1991; Widden ve Abitbol, 1980) .

Trichoderma sp. tiirleri sicak tropikal topraklardan izole edilebildigi gibi soguk
topraklarda da yetisebilirler (Klein ve Eveleigh, 1998), 0 °C ‘den 40 °C’e kadar genis
bir sicaklik araliginda varliklarini siirdiirebilirler fakat gelisimleri icin gereken
optimum sicaklik 22-26 °C arasinda degismektedir (Domsch ve ark., 1980).

Toprak nemi, toprak icerisinde yetisen diger mikroorganizmalarda oldugu gibi
Trichoderma sp. populasyonlarinin yayiliminda da ¢ok 6nemli bir faktordiir (Lavelle
ve Spain, 2001). Cok yiiksek toprak nemi bu fungusun hif gelisimi, spor iiretimi ve

germinasyonunu negatif diizeyde etkilerken (Clarkson ve ark., 2004), orta diizeydeki
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toprak nemi optimal gelisimleri ve populasyonun yayilmasi acisindan sicakliktan
daha 6nemlidir (Danielson ve Davey, 1973).

Yapilan arastirmalar pH agisindan Trichoderma cinsi mantarlarinin gelisimi ve
spor germinasyonlarinin (Danielson ve Davey, 1973), asidik substratli ortamlardan
pozitif yonde etkilendigini ve optimal pH araliginin 3.5-5.6 gostermistir (Domsch ve

ark., 1980).

1.2. Trichoderma Cinsinin Tiirleri

1.2.1. Trichoderma aggressivum

Konidia: Kiire seklinde, yesil renkte ve nemlidir.

Konidiofor: Tek bir ana eksen iizerinde dallanmis kollar seklindedir, yan kollar
ana eksenden yaklasik 90 ° ‘lik bir ac1yla ve ya daha dar bir agiyla acilirlar.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Bulunmaz.

Klamidospor: Cok nadir bulunur, CMDA (Cornmeal Dextroz Agar) iizerinde

gozlenmemistir (Samuel ve ark., 2002).

Sekil 1.3. Sirasiyla T. aggressivum konidias1 ve koniioforu
(Samuel ve ark., 2002)
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1.2.2. Trichoderma arundinaceum

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, kiire seklinde ve nemlidir.

Konidiofor: Ana eksen etrafinda kisa ve uzun yan dallar bulunur, uzun yan
dallardan olusturulan fiyalidler dallarin etrafinda kiimelenmistir.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil:Bulunur,yesilimsidir.

Klamidospor: Bulunmaz (Samuels, 2006).

onidioforu ve piistiilii

Sekil 1.4. Sirasiyla T. arundinaceum koni-d1a31,
(Samuels, 2006)

1.2.3. Trichoderma asperellum

Konidia: Kiire, oval ve sonu igne sekillidir ( 151k mikroskobunda ¢ok zor da
olsa fark edilebilir), koyu yesil renktedir.

Konidiofor: Konidiaforlardan CMDA iizerinde piistiil olusturulur, siklikla hava
hifi seklindedir, tabanda bulunan fiyalidlerden daha genis degildir.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Baslangicta sar1 olan piistiil sonradan yesile doner.

Klamidospor: CMDA iizerinde 20 ° C ‘de, karanlik bir ortamda bir hafta
icerisinde olusurlar, dallarin tepe noktasinda veya aralarda bulunurlar, subgloboz ve

ovoidal sekilli ve agik yesildir ( Samuel ve ark. 1999 ).
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Sekil 1.5. Sirasiyla T. asperellum konidiasi, konidio
( Samuel ve ark. 1999 )

foru ve piistiili

1.2.4.Trichoderma atroviride

Konidia: Kiireden, ovala dogru degisen sekil ve yesil renktedir, nemlidir.
Konidiofor: Tek bir ana eksen iizerinde dallanmig kollar seklindedir, yan kollar ana
eksenden yaklasik 90 ° ‘lik bir aciyla ve ya daha dar bir aciyla agilirlar.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Bulunmaz veya ¢ok seyrek rastlanir.

Klamidospor: Bir haftada olusurlar, dallarin ucunda veya aralarda bulunurlar

( Samuel ve ark., 2002 ).

Sekil 1.6. Sirasiyla 7. atroviride konidiasi, konidioforu, piistiilii ve klamidosporu
( Samuel ve ark., 2002 )
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1.2.5. Trichoderma aureoviride

Konidia: Eliptik veya kiiresel yapida, mat yesil, nemli ve akiskandir.
Konidiofor: Hava hifi seklindedirler.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Bulunmaz.

Klamidospor: Bulunmaz (Lieckfeldt ve ark., 2001).

Sekil 1.7. T. aureoviride konidiasi, konidiaforu
(Lieckfeldt ve ark., 2001)

1.2.6. Trichoderma brevicompactum

Konidia: CMDA iizerinde conidialar yesil renkte, oval veya kiiresel sekilli,
nemlidir.

Konidiofor: Ana eksenden ¢ok sayida dallanmis haldedir, dallarin ucunda
birkag fiyalid bulunabilir.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Koyu yesil, sarimsi yesil veya grimsi yesil renktedir.

Klamidospor: Bulunmaz (Chaverri, 2004).

10
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Sekil 1.8. Sirasiyla 7. brevicompactum knidias1, konidioforu ve piistiilii
(Chaverri, 2004)

1.2.7. Trichoderma citrinoviride

Konidia: Kenarlar1 diiz u¢ kisimlar: elipsoidal yapida, yesil ve nemlidir.
Konidiofor: Ana eksenden dallanmislardir, ve hava hifi olustururlar, yan
dallarin ucunda genelde fiyalidler bulunur.
Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistil: Bulunmaz.

Klamidospor : Cok nadir gozlenmistir, bulunanlar globoz veya subgloboz

yapilidirlar (Kuhls ve ark., 1999).

o gl ¥ g . A 1

Sekii 1.9. Sla31yla T. citriovride konidiast, kondioforu ve piistiilii
(Kuhls ve ark., 1999 )

1.2.8. Trichoderma crassum
Konidia: Obovoid yapida, yesil renkte ve nemlidir.

Konidiofor: Diizensiz bir dallanma yapist gozlenir, etrafinda ampul sekilli

fiyalidler kiimesi bulunur.

11
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Steril uzanti: Cok nadir bulunur.
Piistiil: Bulunmaz.
Klamidospor: Bazi izolatlarda, terminalde ve aralarda bulunur, subgloboz veya

elipsoidal yapidadir (Lu ve ark., 2004).

oL o8 A
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Sekil 1.10. Sirasiyla 7. crassum konidiasi, konidiaforu ve steril uzantisi
(Lu ve ark., 2004)

1.2.9. Trichoderma erinaceum

Konidia: CMDA iizerinde yesil, bazen piistiilleri sar1 renkte, genis elipsoidal
yapida ve nemlidir.

Konidiofor: Konidiafor dallar1 ana eksenden 90 © ‘lik bir agiyla gelisirler, kisa
yan dallardan fiyalidler olusturulur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: 2-3 giin icerisinde olusur, yesil, sar1 renktedir ve besiyeri lizerinde
konsentrik halkalar olustururlar.

Klamidospor: Terminalde ve aralarda bulunur, globoz veya subgloboz

yapilidirlar (Chaverri, 2004).

12
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Sékil 1.11. S;ra51yla T. erinaceum konidiasi, konidioforu, piistiilii ve klamidosporu
(Chaverri, 2004)

1.2.10. Trichoderma fascilatum

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, genis elipsoidal veya obovoid yapida ve
nemlidir.

Konidiofor: Bol hava hifi meydana getirirler.

Steril uzanti:  Bulunmaz.

Piistiil: Acik sar renktedir.

Klamidospor: Terminalde veya interkalarda bulunabilir, elipsoidaldan

subgloboza degisen yapidadir (Chaverri ve ark., 2003).

13
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Sekil 1.12. Sirasiyla 7. fascilatum konidiasi, konidioforu, piistiilii ve klamidosporu
(Chaverri ve ark., 2003)

1.2.11. Trichoderma fertile

Konidia: Yesil renkte, nemli ve elipsoidal yapidadir.

Konidiofor: Ana eksenden dallanmis tipik bir konidiafor yapisi gozlenir. Her
terminalinde birkac tane fiyalid bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Cok zayif diizeyde saptanmistir, sar1 renktedir.

Klamidospor: Bulunmaz (Chaverri, 2004).

Sekil 1.13. T. fertile konidiasi, konidiaforu ve piistiilii
(Chaverri, 2004)

14
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1.2.12. Trichoderma gamsii

Konidia: CMDA iizerinde ilkonce yesil renkte iken sariya doner; dikdortgen,
elipsoidal veya dar ovoidal yapidadir, nemli veya kuru olabilir.

Konidiofor: Besiyerine bagli olarak 2 tipi mevcuttur. SNA (Special Nutrient
Agar) besiyerinde kisa ve daha net goriiniirken, CMDA besiyerinde karmasik bir
goriiniim mevcuttur, her ikisinde de fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: CMDA iizerinde 10 giinde, 25 ° C’de 1sikli ortamda gelisirler,
konidiaforlarin hava hiflerinden olusturulan bu yapilar pamuksu, sari, yesil
renktedirler, ortama yogun bir hindistan cevizi kokusu yayarlar. SNA iizerinde,
25°C’de 151kl ortamda 1 hafta icerisinde konsentrik halkalar olusturarak gelisirler,

baslangicta sar1 renkte iken sonradan yesile donerler.

Klamidospor: Terminaldeki hiflerde bulunur, subgloboz yapidadir (Samuels,

2006).

Sekil 1.14. Sirasiyla 7. gamsii konidiasi, konidioforu, pistiilii ve klamidosporu
(Samuels, 2006)

15
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1.2.13. Trichoderma ghanense

Konidia: Dar elipsoidal yapida veya yumru seklinde, nemli, yesil renktedir.

Konidiofor: Tipik bir konidiafor yapisi gozlenir, kisa yan dallarin ucunda
fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Bulunmaz.

Klamidospor: Pek gozlenmemistir, subglobozdan globoza degisir, terminalde

veya aralarda bulunabilir (Samuels, 2006).

-

Sekil 1.15. Sirasiyla 7. ghanense konidiasi ve konidioforu
(Samuels, 2006)

1.2.14.Trichoderma hamatum

Konidia: Kenarlar diiz elipsoidal yapida, yesil renkte ve nemlidir.

Konidiofor: Ana ve yan dallar1 genistir, kisa yan dallar {iziim salkimini1 andiran
ovoidal fiyalidlerle cevrelenmistir.

Steril uzanti: Diiz ince yapil1 ve kisa yan dallardan ¢ikarlar.

Piistiil: CMDA iizerinde bol miktarda ve daginiktir.

Klamidospor: Subglobozdan globoza degisir, terminalde veya aralarda

bulunabilir (Lu ve ark., 2004).

16
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Sekil 1.16. Sirasiyla 7. hamatum konidiasi, konidioforu, steril uzantisi, piistiilii ve
klamidosporu (Lu ve ark., 2004)

1.2.15.Trichoderma harzianum

Konidia: Kiiresel, ovoidal yapida, yesil ve nemlidir.

Konidiofor: Ana eksenden genis yan dallar uzamistir, hiicreler fiyalidlerle
desteklenmistir.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Pamuksu ve yesil goriiniimde olup genelde yaslanmis kiiltiirlerinde
yogun gozlenir.

Klamidospor: Birgok kiiltiiriinde gézlenmemekle birlikte, hiflerin terminal veya

interkalarinda bulunur, subglobozdan globoza degisir (Samuel ve ark., 2002).

i

Sekil 1.17. Sirasiyla 7. harzianum konidiasi, konidioforu ve
pustiilii (Samuel ve ark., 2002)

17
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1.2.16. Trichoderma koningii

Konidia: Kenarlar1 diiz u¢ kismu elipsoidal yapida, CMDA iizerinde yesil
renkte ve nemlidir.

Konidiofor: Biitiin konidiaforlar1 hava hifi meydana getirir, ana eksen boyunca
ince fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Pamuksu goriintimdedir.

Klamidospor: Biitiin suslarinda bulunmamakla birlikte; bulunan suslarin

terminalinde globozdan subgloboza degisen yapidadir (Lieckfeldt ve ark., 1999).

Sekil 1.18. Sirasiyla 7. koningii konidiasi, konidioforu, piistiilii ve klamidosporu
(Lieckfeldt ve ark., 1999)

1.2.17. Trichoderma koningiopsis

Konidia: Koyu yesil, bazen sar1 renkte, elipsoidal yapida, kuru veya nemlidir.

Konidiofor: Terminalinde dallanmalar ¢cok azdir, dallar arasinda uzun ve genis
internodlar bulunur, dallar ana eksende 90 °‘den daha dar bir aciyla cikarlar, genis
dallar tabana yakindir, biitiin fertil dallarinda fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.
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Piistiil: Pamuksu goriiniimdedir.
Klamidospor: Besiyeri iizerinde 1 hafta da olusurlar, terminalde veya

interkalarda bulunur, globozdan subgloboza degisen yapidadir (Samuels, 2006).

Sekil 1.19. Sirasiyla T. kningiopsis konidiasi, konidioforu ve piistiili
(Samuels, 2006)

1.2.18. Trichoderma longibrachiatum

Konidia: CMDA iizeride yesil renkte, kenarlar1 diiz dar elipsoidal yapida,
nemlidir. Konidiofor: Ana eksenden ¢ok yogun ve giicli bir sekilde c¢ikarlar,
fiyalidler sekonder dallarin etrafinda bulunurlar.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: CMDA iizerinde goriilmemekle birlikte; konidia etrafinda ¢ok kiiciik
yapilar gézlenmistir.

Klamidospor: Terminalde bulunur, globozdan subgloboza degisen yapidadir

(Kuhls ve ark., 1999 ).

séi(il 1.2. S-1ras-1y1a T lonibrahiatum konidia31, konidiforu ve piistiilii
(Kuhls ve ark., 1999 )
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1.2.19. Trichoderma minutisporum

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, elipsoidal yapida ve nemlidir.

Konidiofor: Yan dallarinin terminalinde veya arasinda iiziim salkimini andiran
kiimelenmis fiyalidler bulunur, dallar arasindaki internodlar genelde kisa olmakla
birlikte fiyalidleri olusturanlar uzun olabilir.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Konidiaforlarin kisa kollarindan olusturulurlar, yash kiiltiirlerde zaman
gectikee piistiil olusturma yetenegi azalmaktadir.

Klamidospor: Biitiin suslarinda gozlenmemekle birlikte; gbzlenen suslarin

terminalinde veya interkalarinda, globozdan subgloboza degisen yapidadir ( Lu ve

ark., 2004).

Sekil 1.21. Slra'51y1a T. minutisporum konidioforu ve piistiilil
( Lu ve ark., 2004)

1.2.20. Trichoderma oblongiosporum

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, kenarlar1 diiz elipsoidal yapida ve
nemlidir.

Konidiofor: Genis yan dallarinin etrafinda kiimelenmis fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Diiz ve sik dallanmustir.

Piistiil: Besiyeri iizerinde ¢ok yogun bulunmakla birlikte; sari-yesil renk
arasinda gecis gosterir.

Klamidospor: Bulunmaz (Samuels, 2006).
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(Samuels, 2006)

1.2.21. Trichoderma ovalisporum

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte; ovoidal, dar elipsoidal veya kiiresel
yapida ve nemlidir.

Konidiofor: Ana eksenden uzakta yan dallardan olusur, fiyalidler primer
dallardan sekonder dallara gore daha ¢ok iiretilir.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Pamuksu, gri-yesil renktedir.

Klamidospor: Subgloboz yapida klamidosporlar sacar (Samuels, 2006).

Sekil 1.23. Sirasiyla oalispor kon1d1a51, konidioforu ve pistiilii
(Samuels, 2006)

1.2.22. Trichoderma polysporum
Konidia: CMDA iizerinde beyaz veya yesil renkte, elipsoidal yapida ve

nemlidir.

Konidiofor: U¢ kisimlar spiral seklindedir, fertil dallar steril dallara gore daha
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uzundur, fiyalidler kisa dallarin tabaninda toplanmstir.
Steril uzanti: Uzun spiral sekilli ve bolmelidir.
Piistiil: Besiyerinde beyazdan sar1 renge doniisiir.

Klamidospor: Bulunmaz ( Lu ve ark., 2004).

Sekil 1.24. Sirasiyla 7. polysporum konidiasi, konidioforu, steril uzantist ve
pustilii  ( Lu ve ark., 2004)

1.2.23. Trichoderma pseudokoningii

Konidia: CMDA iizerinde yesil, dikdortgenimsi ve nemlidir.

Konidiofor: Bir ana eksen etrafindaki kisa yan dallardan olusurlar, zayif
yapidadir, fertil dallarindan ¢ok sayida hava hifi ve fiyalidler olustururlar, sekonder
dallarda tek bir tane veya 2-3 tane fiyalid olusur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Pamuksu ¢ok kiiciik yapilar gozlenmistir.

Klamidospor: Tiim soylarinda gozlenmemekle birlikte, gbzlenenlerde
globozdan subgloboza degisen yapida terminalde veya interkalarda bulunur

(Samuels, 2006).
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¥ [
Sekil 1.25. Sirasiyla 7. pseudokoningii konidiasi, konidioforu ve piistiilii
(Samuels, 2006)

1.2.24. Trichoderma pubescens

Konidia: Elipsoidal yapida, yesil renkte ve nemlidir.

Konidiofor: Fiyalidlerin kiimelenmis oldugu taban kismindan steril dallar
uzanir.

Steril uzanti: Piistiiliin ilerisinde bulunur, dallanmamais, ince ve uzundur.

Piistiil: Yesil renklidir, piistiil kolayca besiyerinden uzaklasir.

Klamidospor: Besiyerinde 1 hafta icerisinde olusur, hiflerin interkalarinda yer

alir, subgloboz yapidadir (Samuels, 2006).

Sekil 1.26. Sirasiyla 7. pubescens konidiasi, steril uzantisi, piistiilii ve klamidosporu
(Samuels, 2006)
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1.2.25. Trichoderma reesei

Konidia: Kenarlar diiz elipsoidal yapida, yesil renkte ve nemlidir.

Konidiofor: Uzun hava hifleri olustururlar, uzun ana eksen dallarinin ug
noktalarinin yakinlarinda ve aralarda fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Bircok susunda gozlenmemistir, gozlenenlerde cok zayiftir.

Klamidospor: Hiflerin terminalinde subglobozdan globoza degisen yapidadir.

(Lieckfeldt ve ark., 2000 ).

Sekil 1.27. Sirasiyla 7. reesei konidiasi, konidioforu, pistiilii ve klamidosporu
(Lieckfeldt ve ark., 2000 )

1.2.26.Trichoderma saturnisporum

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, elipsoidal, tiiberkiiler yapida olup genis
titberkiiler seklinden dolay1 sanki kanat gibi goriiliir.

Konidiofor: Hava hifi olustururlar, zayif bir piistiil yapis1 gozlenir, asimetrik
dallara sahiptir, dallardan fiyalidler olusturulur.

Steril uzanti: Cok nadir goriiliir.

Piistiil: Zayif pamuksu bir goriiniimdedir.
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Klamidospor: Sik bulunmaz, terminal ve interkalarda bulunur, terminalde

oldugu zaman globozdan subgloboza degisen yapida olup, interkalarda oldugu

zaman elipsoidal yapidadir (Samuels, 2006).

Sekil 1.28. Sirasiyla T. saturnisporum konidiasi ve konidioforu
(Samuels, 2006)

1.2.27. Trichoderma spirale

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, dikdortgenimsi dar elipsoidal yapida
olup nemlidir.

Konidiofor: Genis fertil dallara sahiptir, {iziim salkimimi andiran ¢ok sayida
fiyalidler bulunur.

Steril uzanti: Spiral seklinde, ince, cok nadir dallanmig sekildedir.

Piistiil: Subgloboz yapida, gri-yesil renkli, kiiltiirden cok kolay yapida
ayrilabilir.

Klamidospor: Interkalarda subglobozdan globoza degisen yapidadir (Samuels,

2006).
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Sekil 1.29. Sirasiyla 7. spirale konidiasi, konidioforu, steril uzantisi, pistiilii ve
klamidosporu (Samuels, 2006)

1.2.28. Trichoderma strictipile

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, elipsoidal yapida ve nemlidir.

Konidiofor: U¢ kismindan uzayan uzun steril veya fertil dallar dallanmis veya
dallanmamis yapida olup, fertil dallarimin terminalinde 1-2 fiyalid bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Pamuksu goriiniimde, yesil renktedir.

Klamidospor: Bulunmaz (Samuels, 2006).

Sekil 1.30. Sirasiyla 7. strictipile oniia31, konidi(l;_foru ve piistiilii
(Samuels, 2006)
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1.2.29.Trichoderma strigosum

Konidia: CMDA iizerinde griden yesile donen renkte; dikdortgenimsi yapida ve
nemlidir.

Konidiofor: Ana dallardan 90° lik agiyla cikan fertil dallardan veya sekonder
dallardan fiyalidler olusturulur.

Steril uzanti: Cok nadir bulunur.

Piistiil: Sari-yesil renktedir.

Klamidospor: Bulunmaz (Samuels, 2006).

(Samuels, 2006)

1.2.30. Trichoderma stromaticum

Konidia: CMDA {izerinde beyaz renkten yavas yavas sar1 ve yesile dogru
gecis yapar, elipsoidal ve nemlidir.

Konidiofor: Septali, diiz, cogunlukla dallanmamis yapidadir, steril veya fertil
uzantilart mevcuttur, yan dallardan fiyalidler iretilir.

Steril uzanti: Kisa uzantilara sahiptir.

Piistiil: Yavag yavas beyazdan sar1 renge, saridan gri-yesil renge doner.

Klamidospor: Terminalde veya interkalarda bulunabilir, subgloboz yapidadir

(De Souza ve ark., 2003).
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Sekil 1.32. Sirasiyla 7. stromaticum konidiasi, konidioforu, steril uzantisi,
piistiilii ve klamidosporu (De Souza ve ark., 2003)

1.2.31. Trichoderma tomentosum

Konidia: Yesil-gri renkte, genis elipsoidal yapida ve nemlidir.

Konidiofor: Cok fazla diizeyde dallanma goriilmez, sade bir goriintiisii vardir,
yan dallar1 genistir, birincil ve ikincil dallarin etrafinda fiyalidler toplanmistir.

Steril uzanti: Spiral seklinde, cok nadir diizeyde dallanmus, ince ve septalidir

Piistiil: Yesil renktedir, besiyerinden kolayca ayrilir.

Klamidospor: Terminalde veya interkalarda bulunabilir, subglobozdan globoza

degisen yapidadir (Samuels, 2006).
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Sekil 1.33. Sirasiyla 7. fomentosum konidiasi, konidioforu, steril uzantis1 ve piistiilii
(Samuels, 2006)

1.2.32. Trichoderma virens

Konidia: CMDA iizerinde yesil renkte, genis elipsoidal veya obovoid yapida ve
nemlidir.

Konidiofor: Bol hava hifi meydana getirirler.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Acik sar renktedir.

Klamidospor: Terminalde veya interkalarda bulunabilir, elipsoidaldan

subgloboza degisen yapidadir ( Chaverri ve ark., 2001 ).
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Sekil 1.34. Sirasiyla 7. virens konidiasi, konidioforu, piistiilii ve klamidosporu
( Chaverri ve ark., 2001 )

1.2.33. Trichoderma viride

Konidia: CMDA iizerinde koyu yesil; subglobose veya dikkat ¢ekici bir sekilde
tiiberkiiler yapidadir.

Konidiofor: Uzun ve esnek bir merkezi eksene sahiptir, terminalinde birkac
fiyalid bulunur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Koyu yesil renktedir, besiyerinden kolayca ayrilmaz.

Klamidospor: Globozdan subgloboza degisen yapidadir ( Jaklitsch ve ark.,
2006 ).
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Sekil 1.35. Sirasiyla 7. viride konidiasi, konidioforu ve piistiilii
( Jaklitsch ve ark., 2006 )
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1.2.34. Trichoderma viridescens

Konidia: Kiimeler halinde yesil renkte; subglobose, ovoidal sekilli ve kurudur.

Konidiofor: Besiyerine bagli olarak 2 tipi goriilir. SNA besiyerinde tipik
Trichoderma yapisi1 goriiliir. CMDA ‘da kolay fark edilir bir goriintii olusmaz, ana
hife gore yan dallar dar bir agiyla olusur.

Steril uzanti: Bulunmaz.

Piistiil: Genellikle sar1 renktedir bazen saridan yesile donebilir.

Klamidospor: Daha cok terminalde nadiren interkalarda bulunur, subgloboz

yapidadir (Samuels, 2006).

Sekil 36. ra51y1 T. viridescens konidiasi, konidioforu, piistiilii ve klamidosporu
(Samuels, 2006)

1.3. Trichoderma Cinsinin Yesil Kiif Hastahgima (Green Mold Disease)
Neden Olan Tiirleri

Yesil kiif hastaliina neden olan etmenlerin bazilan parazit bazilar1 da rekabet
fungusu olarak zarar yapmaktadirlar. Yesil kiif etmeni olarak bilinen tiirler arasinda
Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma koningii Oudem, Trichoderma viride

Pers.ex.Gray, Trichoderma pseudokoningii, Trichoderma aureoviride yer almaktadir.
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Yesil kiife neden olan etmenlerin hepsi toprak kokenli funguslardir. Tek hiicreli
ve ¢ok sayida olusan eseysiz sporlan riizgar, hava akimi, bocek ve diger yollarla

kolayca yayilabilmektedir (Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

1.4. Trichoderma sp. Varhgimin Belirtileri

Kiif mantarinda yesil kiif hastaliginin belirtisi etmene gore degismekle beraber
genellikle ortii topragi iizerinde yesil veya beyaz renkli, i¢ ice ya da dagmik fungus
kolonileri seklinde ortaya ¢ikar. Baz1 durumlarda 6zellikle mantar dokusu yaralanmis
ise mantar sapkalar lizerinde acik kahverengi lekeler goriilebilir. Yesil kiife neden
olan etmenlerden Trichoderma viride; kiiltir mantar ile besin ve yer yoniinden
rekabet eder ve kompost, oOrtii topragi, torba ya da mantar dokusu iizerinde yesil
renkli miselyum olusturur. Trichoderma koningii ise; biiyliyen mantar dokulari
tizerinde pamuksu beyaz bir miselyum tabakasi halinde gelisir ve 1slak, ciiriikliik
benzeri bir belirti olusturur (OEPP/EPPO.,1994). Trichoderma harzianum ise;
kompostta mantar miselini parazitleyerek ciddi verim kayiplarina neden olabilir.
Ayrica kirmizi biber akari olarak bilinen ve Trichoderma spp. ile beslenen hem de
tasityan Pygmephorus sellnicki‘nin kompostta yada oOrtii topraginda bulunmasi
Trichoderma harzianum basta olmak lizere Trichoderma spp.’nin ortamda varliginin

bir isaretidir (Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

1.5. Trichoderma Cinsi fle Enfekte Olabilen Endiistriyel Mantar

Tiirlerinin Trichoderma Tiirleriyle Kontaminasyonunun Nedeni

Yenilebilir mantar kiiltiirleri {izerinde kontaminant mantarlarin negatif bir etki
yaptigi ¢cok oncelerden beri bilinir ve bunlarla ilgili yillar siiren calismalar yapilmistir
( Andrade ve Graciolli,2005; Beyer ve Kremser, 2004;Chen; Jandaik ve ark., 2004;
Kalberer, 2001; Nascimento ve Eira, 2003).

Trichoderma, mantar kiiltiirleri endiistrisinde ciddi bir problemdir ve
mantarlarda yesil kiif hastaligi olarak bilinir. Kiiltiir mantarlarina bu parazit geldigi

zaman mantar yiizeyinde genellikle yesil renkli kiifler gelisir ve gozle goriiliir bir
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diizeyde deformasyona ugratarak cirkin bir goriintii olusturur (Volk, 2004)

Yesil kiif etmeni Trichoderma tiirleri; 6zellikle kompost hazirlik siiresi kisa
tutulmus ve kompost igerisinde basit sekerler parcalanmamigsa, pastorizasyon
yetersiz ve kompost nemli ise kolayca ve hizli bir sekilde gelisip yayilabilirler (Zirai
miicadele teknik talimati, 2007).

Trichoderma spp.’ler ile enfekte olabilen en 6nemli endiistriyel mantar tiirleri
Ganoderma lucidum, Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes,
Agaricus blazei gibi ticari acindan cok biiylik dneme sahip kiiltiir mantarlaridir.
Yapilan arastirmalar Trichoderma spp. kontaminasyonunun parazitin biyolojik
aktivitesinin yam sira kiiltlir mantarlarin kiiltiire alinma asamalarinda uygulanan
bazi1 eksik ve yanhs uygulamalar sonucunda gerceklestigini agiklamaktadir
(Volk, 2004). Kontaminasyonun belli bash en O©nemli nedenleri; kompost
formiilasyonunun yetersizligi, kirli kompost, icerikteki yiiksek nitrojen ve hem
havadaki hem de komposttaki nem seviyesinin fazlaligindan ileri gelmektedir.
Ayrica yetersiz hava girisi ve sirkiillasyon ortamdaki kontaminant ajan varligini
daha da tetiklemektedir. Biitiin bu prosediir hatalar1 kompost igeriginde amonyak
bilesenlerinin yiikselmesine neden olur (Andrade ve ark., 2007). Sterilizasyon
asamasindan sonra kompost igcindeki serbest amonyagin salimmi (Bels Koning;
Davis, 1938), Kkiiltir mantarinin miseli icin toksik olmakla birlikte parazit
mantarlarin gelisimini destekler (Sinden, 1971) ve kiiltiir mantarlarinda yesilimsi
goriiniimde parazitlerin iiremesine neden olur (Griesven, 1988; Minhoni ve ark.,
2005; Vedder, 1996) ve sonugta parazit mantarlar icin uygun bir ortami hazirlarken
kiiltiir mantarlarinin kolonizasyon ve meyve verme asamalarinda verimliligi azaltir

(Andrade ve ark., 2007).
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1.6. Trichoderma Cinsinin Kiiltir Mantarlari Uzerindeki  Etki

Mekanizmasi

Kiiltiir mantarlarinda kullanilan besiyeri yani kompost; kontaminant
mantarlarinin  aktivasyonun yiiksek diizeyde olmasim1 saglayan bir igeriktir.
Kontaminant mantarlarin bu igerigi kullanmasi sonucu ortama saldigi kimyasal
maddelerle iiriinler enfekte edilir. Ortama salinan kimyasal maddelerle birlikte besin
ve yer acisindan rekabet sonucu kiiltlir mantarlarinin verimliligi % 90 oraninda
azalmaktadir (Andrade ve ark., 2007).

Trichoderma gibi saprofitik mantarlarin karbon kaynaklarin1 metabolize etme
yetenekleri yiiksektir (Danielson ve Davey, 1973). Dogada kompleks halde bulunan
organik materyalleri karbon kaynagi olarak kullamir. Ozel glukanolitik enzimleri
sayesinde seliilloz, kitin, ksilan, pektin gibi polisakkarit molekiilleri kolayca
parcalayabilirler (Dix ve Webster., 1995; Klein ve Eveleigh., 1998). Bu misel
paraziti, kiiltiire alinmis mantarlarin ortaminda cok iyi gelisirler, ¢iinkii Trichoderma
tirleri siki calisan ekzoenzimlerinden faydalanarak substrati (Kiiltiir mantarlarinin
yiizeyi) parcalar. Trichoderma salgiladig seliilaz (seliiloz parcalayici ekzoenzim) ve
kitinaz (kitin pargalayici ekzoenzim) enzimlerinden dolay1 diger mantarlarin ve
bitkilerin paraziti olabilir. Trichoderma iirettigi seliilazdan dolay1 bir glikoz polimeri
olan seliilozla ortiilii odunlar iizerinde dogrudan geliserek; kitinazdan dolayr dogada
siklikla mantarlarin misel ve meyvalarin hiicre duvarini saran n-acetyl-glucosamin
polimeri olan kitini pargalayarak parazitik etkisini gosterir (Volk, 2004).
Trichoderma hidrolitik enzimleri sayesinde konagin hiicre duvarim pargalar, hiicre
duvar1 sentezini engeller (Lorito ve ark., 1996), hiicrenin gelisimini, primer
molekiillerin iiretimini ve besin alimini sinirlandirir (Howell, 1998; Wilcox ve ark.,

1992).

1.7. Kiiltiir Mantar1 Uretiminde Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Mantar iiretim metodlart iyi diizeyde tanimlanmis olmakla birlikte istikrarli bir

sekilde daha yiiksek {iriin eldesi i¢in oldukca c¢aba gOsterilmektedir.
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Ekonomik oOnemi olan kiiltir mantarlarim gelistirme istegi fungal fizyoloji ve
parazitlerden korunmayla yakindan ilgili olarak en iyi teknikleri kullanilmasiyla
gerceklesir (Townsley, 1974).

Mantar kiiltiirlerinin devamliligi yetistirildigi ortamin gecerliligine (6rnegin;
biyolojik veya kimyasal giibrelerin, bitki materyalleri gibi kullanilan substratlarin
cesidine ve miktarina) ortamdaki parazit mantarlarla birlikte besin ve yer acisindan
rekabet eden diger organizmalar (Brown, 1937) gibi iiriin kaybina neden olan
etmenlere dayanikliligina baghdir (Lambert ve Ayers, 1953; Tautorus ve Townsley,
1983).

Genel olarak kiiltiir mantar1 iiretiminde {iirlin kaybimin sebepleri; fungal,
bakteriyal, viral hastaliklar, mikrobik olmayan bozukluklar ve diger zararlilardir
(sinekler, nematodlar, akarlar). Kiiltiir mantar1 iiretiminde O©zellikle hastaliklarin
ortaya cikisindan sonra yapilacak miicadele oldukga giictiir, aym ifadeyi kismen
zararlilar i¢in de kullanabiliriz. Bu sebeple en uygun tavir gerekli 6nlemleri 6nceden

alip bu kayiplar1 yasamamaktir.

1.8. Trichoderma Cinsi Kiif Mantarlariyla Miicadele

1.8.1 Kiiltiirel Onlemler

Hastaligin kontroliinde hijyenik tedbirlerin alinmasi mutlaka gereklidir.
Hijyenik tedbirlerin esasini, ortii topraginin usuliine gore pastorize edilerek (58-
60°C’de 6-8, 65-70°C’de 3 saat) mikroorganizmalardan arindirilmis ortii topraginin
kullanilmasi ve tiretim donemi boyunca disaridan gelebilecek her tiirlii bulasmanin
engellenmesi teskil eder (OEPP/EPPO., 1994).

Buna gore mantar isletmelerinde alinmasi gereken baslica kiiltiirel onlemler
asagida siralanmugtir.

e Tohumluk olarak kullanilacak misel mutlaka temiz olmalidir (Zirai miicadele
teknik talimati, 2007).

* Misel kompostu yeterince sarmamigsa Ortii topragina soya unu v.b. ek besin

maddeleri karistirllmamali  (Zirai  miicadele  teknik  talimati,  2007).
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» Uretim yerlerine giren ve ¢ikan hava uygun spor filtreleri ile filtre edilmeli
(OEPP/EPPO., 1994).

» Kap1 girislerine %1’lik formaldehit soliisyonu ile 1slatilmis sentetik kopiik
hasir, siinger veya ¢uvallar konulmali (Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

* Calisma koridorlar1 ve odalar her giin temizlenmeli %1°lik formaldehit ile
diizenli olarak dezenfekte edilmeli (OEPP/EPPO., 1994).

« Uretim alanlar1 fare, sinek ve kirmizi 6rilmcek gibi zararlilara karg1 korunmali
(Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

* Misel ekimi ve toplamada kullanilan makine ve diger aletler bir odadan
digerine geciste %1°lik formaldehit ile dezenfekte edilmeli (OEPP/EPPO., 1994).

o Uretim alanlarindaki bakim ve hasat islerinde calisanlarin elleri ve
giysilerinin temiz olmasina 6zen gosterilmeli (Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

» Uretim devreleri arasinda yataklar temizlenmeli(OEPP/EPPO., 1994).

* Her sulamadan sonra mantar yiizeylerinin 1slak kalmamasi icin diizenli
havalandirma yapilmali (Zirai miicadele teknik talimati, 2007).

* Oda sicakligr iiretim doneminde 18 °C‘nin iizerine ¢cikmamali (Zirai miicadele
teknik talimati, 2007).

» Uretim dénemi boyunca ve sonunda kompost, toprak, artik mantar parcalar
gibi kalintilar torbalara konularak isletmeden uzaklastirilmali (Zirai miicadele teknik
talimat1, 2007).

* Yetistirme donemi sonlarinda iiretim odalan icindekilerle birlikte 12 saat
70°C de tutulmalidir(OEPP/EPPO., 1994).

* Her flag alimindan sonra tiretime 7 giin ara verilmeli, CO2 konsantrasyonu

5000-7000 ppm arasinda olmali (OEPP/EPPO., 1994).

1.8.2. Kimyasal Miicadele

Gerekli hijyenik tedbirlerin ve diger kiiltiirel 6nlemlerin alinmasi hastalik
cikigim bityiik oOlciide engellemekte ise de cesitli nedenlerle hastaligin goriindiigii

veya onceki tiretim donemlerinde hastaligin zarar olusturdugu durumlarda kimyasal

miicadeleye  bagvurulabilir ~ (Zirai  miicadele  teknik  talimati,  2007).
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Ancak kimyasal maddelerin, pestisitlerin kullanimi diger tiim yontemlerin
kullanimindan sonra son ¢are olarak se¢ilmelidir. Bu maddelerin insanlar iizerindeki
toksik etkileri gbz Oniinde tutularak ilaglama sirasinda mutlaka maske, eldiven gibi
aracglar kullanilarak 6zellikle kontak etkili ilaglar ile temastan kagcinmilmalidir. Mantar
hastalik zararlilar1 ile miicadelede kullanilan kimyasal maddeler diger tarimsal
faaliyetlerdeki gibi insektisit, fungusit, bakterisit, nematosit akarisitler olarak
siniflandirlabilir.

Yesil kiif hastaligina kars1 kimyasal miicadele; kompostun veya ortii topraginin
ilaglanmasi seklinde yapilmalidir. Bakanlik¢a bu konuda ruhsatl olan Bitki Koruma
Uriinleri kitabinda tavsiye edilen ilaglar ve dozlar1 kullanilir. Tlaglamada ilaglanacak
alan dikkate alinarak motorlu piilverizatér kullanilmalidir.  Ortii  toprag
ilaglamasinda; ilaglar 15 1/ton su ile yigina piiskiirtiiliir. ilaclama esnasinda y18in en
az 3 defa aktarilmali ve homojen karisim saglanmalidir (Zirai miicadele teknik

talimati, 2007 ).

1.8.3. Diger Koruma Yontemleri

Mantar iiretim isletmelerinde sinek miicadelesinde yapiskan seritler ve ozel
lambalar kullamlmaktadir. Yapigkan seritlerin hazirlanmasinda sinekler icin zehirli
olan kimyasallarla gene sineklerin ilgisini ¢eken besin ¢ozeltileri karistirilarak

kullanilir.

1.9. Bacillus Cinsi Bakteriler Hakkinda Genel Bilgi

Bacillaceae familyasi icerisinde iki énemli bakteri grubu yer alir; Bacillus ve
Clostridium tiirleri. Bacillus grubu 50 tiir ile en biiyiik grubu olusturmaktadir. Burada
en iyi bilinen tiirler; Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus
thrungiensis‘dir. Bunlarin rRNA dizilerine bakilarak iic tiir gruplar belirlenmistir;
Bacillus subtilis grup “ , * Bacillus cereus grup ““ ve “ Bacillus circulans grup “

(Logan ve Turnbull, 1999).
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Bacillus cinsi bakteriler cubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cogu kotii
sartlara direnclidir, peritrik flagellali ve flagellalann hareketlidir. Aerobik veya
fakiiltatif anaerobturlar (Buchanan ve Gibbons, 1974). Beklemis kiiltiirlerde
bakterinin gram ile boyanma o6zelligi degisken olabilir ve gram negatif olabilirler.

Bacillus’ larin, rutin besi yerlerindeki koloni morfolojisi bakteri tiiriine gore
farklilik gosterir. Bacillus cereus grubunda yer alan bakterilerin, koloni 6zellikleri
olduk¢a degisken olmasina ragmen yine de taninabilir. Genellikle biiyiik koloniler
(2-7 mm c¢apinda) olustururlar, koloni sirkiiler veya diizensiz olabilir, bazen de sac
seklinde “meduza basini” andiran bir goriiniimde olabilir. Koloniler mat veya
graniiler yapidadir. Bacillus’ larin alt tiir diizeyinde identifikasyonlari, bakteri
morfolojisi, biyokimyasal ve fizyolojik testlerle miimkiin olmaktadir (Doganay).

Endospor olustururlar, vegetatif hiicreler 0.5x1.2 pm ile 2.5x10 pm ¢apindadir.
Baz tiirlerinde sar1, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de
rastlanir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir (Buchanan ve Gibbons,
1974).

Son yillarda, API ve Vitek otomatize sistemlerde Bacillus’ larin alt tiir
diizeyinde identifikasyonlarini yapan ticari kitler gelistirilmistir (Logan ve Turnbull,
1999; Quinn ve Turnbull,1998).

Bacillus tiirleri dogada genis bir sekilde yayilmaktadir, ¢iinkii bu mikroplarin
sporlar1 zit sartlarda hep hayatta kalirlar, laboratuvar kiiltiirlerinde yaygin
kontaminantlardandir (Kayin, 2001). Olusturdugu endospor ise; silindirik, oval,
yuvarlak ve bobrek seklinde olabilir. Buna ilaveten sporlar hiicre igerisinde sentral ya
da subterminal olarak yerlesebilir. Bacillus’ larin hiicre duvarii, hiicre yiizeyini
tamamiyla Orten yiizey katmami parakristalin olusturur. Bacillus ‘lar genellikle
karbonhidrat kapsiilii bulundururlar. Tipik habitatlar toprak olmasina ragmen dogada
genis olarak siit ve siit iirlinlerinden, hava, su ve yiyecek gibi bir¢cok ortamdan elde
edilirler (Taubman, 1992). Katalaz ve asit iiretirler ama gaz olusturmazlar. Bacillus’
larin bazi tiirleri yiyecekler icin 6nemli olabilirler. Bazi Bacillus’larin proteolitik
enzimleri peynir yapiminda kullanilabilir, baz1 tiirleri de bocek patojenidir (Bonwart,
1989). Bacillus’larn birkag tiirii polipeptit sinifindan antibiyotik iiretir. Antibiyotik

veya antimikrobiyal madde iireten Bacillus tiirleri arasinda Bacillus subtilis,
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Bacillus polymyxa, Bacillus brevis, Bacillus licheniformis, Bacillus circulans gibi
tiirler yer almaktadir. Antibiyotiklerin kiiltiirlerde sporulasyon asamasinda olustugu
bildirilmistir (Buchanan ve Gibbons, 1974). Turnbell ve Kramer (1991) ‘in yaptiklar
bir aragtirmaya gore Bacillus tiirlerinin teshisi ve tiirler arasindaki farkliliklarin
tespiti i¢cin spor ve sporangiyum morfolojileri temel almarak 3 grupta
toplandirilmistir ~ (Turnbell ve Kramer, 1991; http.//www.sgmbiotech.com)

Bacillus’larm termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C ‘de ve pH:7 civarinda
iirerler.Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Tripticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve
Kanli Agar gibi besiyerlerinde oldukga iyi iirerler. Karbon kaynagi olarak organik
asit, seker ve alkol iceren, nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik
ortamlarda cok iyi gelisirler (Taubman, 1992).

Bu cins icindeki bakterilerin cogu patojen degildir. iki adeti insan ve
hayvanlarda hastalik olusturan basillerdir. Bunlarda Bacillus anthracis ve Bacillus
cereus ‘tur, Bacillus anthracis en onemli patojenidir. Bacillus anthracis kolonileri
ile Bacillus cereus kolonileri birbirine benzer. Bacillus cereus kanli besi yerinde,
krem veya beyaz renkte etrafinda hemoliz yapan koloniler olusturur. Bacillus
anthracis kolonileri hemoliz olusturmaz. Bacillus cereus gidalarda gelisir ve E. coli
enterotoksinine yakin bir mekanizma ile hastaliga neden olan bir enterotoksin iiretir.
Bu organizmalar insanda nadiren firsatg1 patojen olarak hastaliga neden
olabilirler(Ornegin menengitis, endokartitis, endofitalmitis, konjuktivitis veya akut
gastroenteritis) (Ediz ve Beyatli, 2005).

Bacillaceae familyas1 spor yapan bakterileri i¢inde toplayan tek familyadir.
Bakteri hiicrelerinin devami olarak spor denilen form ortaya cikmaktadir (Ediz ve
Beyatli, 2005).

Bu bakterilerin yaglar1 ve proteinleri parcalama yetenekleri ¢ok yiiksektir. Bu
nedenle de Basiller, siirekli ¢iiriime ve bozulma ortaminda bulunurlar (Ediz ve

Beyatli, 2005).
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1.10. Bacillus Cinsinin Habitati

Bacillus tiirleri dogada ciiriiyen organik materyalde, toz, toprak, yesil sebze, su
ve bazi tiirlerde de normal viicut florasinda bulunur.

Bacillus tiirlerinin ¢ogu tabiatta saprofit olarak bulunmaktadir. Bazi tiirler;
insanlarda, hayvanlarda, diger memelilerde ve boceklerde zorunlu patojen veya
firsatc1 enfeksiyon etkenidirler (Logan ve Turnbull, 1999; Berkeley ve Logan,
1997).

Bacillus’ lar, sporlart nedeniyle biyosferde bir¢cok farkli cevreden izole
edilebilirler (Zinn, 2001; Rosovitz ve ark., 1998). Cinsin asil habitati, ¢cok cesitli
topraklardir (Young ve ark., 1995; Nicholson ve Law, 1999). Toprak mikroflorasinda
yer alan Bacillus’ lar besin maddesi agisinda zengin topraklarda bulunabildikleri
gibi besince fakir topraklardan da izole edilebilirler. Ornegin; Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis ve Bacillus cereus kompleks besin maddelerine ihtiyag
duymazken, Bacillus polymyxa ve Bacillus azotofixans gibi gibi gelistirmek icin bitki
rhizosferine ihtiya¢ duyan tiirlerde bulunur (Rosovitz ve ark., 1998; Massle ve ark.,
1985 ;Sneath, 1986).

Endospor yapan Bacillus tiirleri toprak, bitki rhizosperi, gida ve bazi canlilarin
bagirsak sistemlerinden izole edilebilirler. Bunun yani sira bazilar1 bocek patojenidir.
Mosquito, Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera boceklerinin larvalarindan da izole
edilmistir (Rosovitz ve ark., 1998; Young ve ark., 1995; Burke ve ark., 1983;
Chilcott ve Wigley 1993).

Bir¢ok mikroorganizma c¢esidi gibi Bacillus’lar i¢inde énemli bir habitat olan
topraktaki farkli ortam sartlari, mikroorganizma ¢esidinin de artmasina yol acar.

Genel olarak iyi havalanmis, nemli ve yiiksek organik materyal igeren
topraklar1 secen mikroorganizmalar, topragin ilk 10cm °‘lik iist kisminda yiiksek
sayida bulunurlar. Topraktaki populasyon yogunlugunun biiyiik bir kismim bakteriler
(10°-10” bakteri\l gr toprak ) olusturur. Mantarlarin, biyokiitle olusumunda 6nemlidir
(Yilmaz, 2003).

Bacillus tiirleri toprakta genis bir yayilima sahip olduklar1 gibi deniz ve tath

sularda, buralarin sedimentlerinde de  bulunabilirler.
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Bazi Bacillus’lar ise ekstrem sartlarda biiyiiyebilme kapasitesindedirler ve iire
iceren, u¢ pH degeri olan , asitli veya yiiksek 1s1l1 ortamlardan izole edilebilirler
(Rosovitz ve ark., 1998).

Bacillus tiirlerinin cesitli besinlerde bulduklari ve besin maddelerinin

doniisiimii ve bozulmalarinda rol oynadiklar1 bilinmektedir.

1.11. Bacillus Cinsinin Onemi

Bacillus cinsi bakteriler; antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik
ozellikleri ile endiistriyel oneme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri sebebiyle,
bakteriler arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardir (Rosovitz ve ark., 1998;
Wipat ve Harwood, 1999). Bacillus’ lar ¢ok ¢esitli metabolik 6zelliklerinin yani1 sira
genis fizyolojik yetenekleri ile de psikrofilikten termofilige; asidofilikten alkalifilige;
halotoleranttan halofilige genis bir yelpazeye sahiptir ve bu nedenle endiistriyel
uygulamalarda kullanilma potansiyelleri yiiksektir (Rosovitz ve ark., 1998; Sneath,
1986). Ayrica sporlanma kabiliyetleri ve metabolizmal faaliyetlerinin g¢esitliliinin
genis bir cevreye yayilmalarinda Onemli avantajlar sagladigi da belirtilmektedir
(Rosovitz ve ark., 1998).

Bir¢ok biyoteknolojik ¢aligmada kullamilan Bacillus’ lar, iirettikleri proteinler
nedeniyle ticari oneme sahiptirler. Bacillus’ larin iirettigi endiistriyel enzimlerden
olan subtilisin, selulaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde; notral proteazlar siit
endiistrisinde; farkli amilaz ve pullulanazlar besin ve meyve suyu endiistrisinde
kullanilmaktadir.

Baz1 Bacillus tiirleri ise proteolitik, sakkarolitik  ve lipolitik enzimleri
nedeniyle besin endiistrisinde onem tagimaktadir (Rosovitz ve ark., 1998).

Bir¢ok Bacillus tiirtiniin sahip oldugu biyokontrol aktivitesi de ila¢ endiistrisi
icin Onem tasimaktadir. Baz1 Bacillus tiirleri bacitrasin (Bacillus licheniformis),
polymyxin (Bacillus polymyxa), gramicidin (Bacillus brevis), tyrocidine (Bacillus
brevis) , subtilin (Bacillus subtilis) ve bacilycin (Bacillus subtilis) gibi peptid

antibiyotikler iiretmektedirler.
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Bunlarin yani sira siklik lipoproteinlerden olan iturin (Bacillus subtilis) birgok
mantar ve mayanin neden oldugu hastaliklarla miicadelede kullanilmaktadir. Bacillus
cereus tarafindan {iiretilen Zwittermicin ve antibiotik antibiyotiklerin mantarlarin
neden oldugu bazi bitki hastaliklarinda etkili oldugu bilinmektedir (Rosovitz ve ark.,
1998). Bacillus’larm bir diger ozelligi de cesitli boceklere karsi etkin bakteriyel
kontrol ajam1 olmalaridir. Bacillus thuringiensis, Bacillus larvae ve Bacillus

popilliae Lepidoptera larvalarina patojenik etki gosterirler (Rosovitz ve ark., 1998).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Tautorus ve Townsley (1983) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada; Kanada’da
ekonomik acidan 6nem biiyiik olan sebze iiretimi igerisinde 3. sirada yer alan
Agaricus bisporus (Anonymous. 1981) kiiltiir mantarinin paraziti, Chaetomium
olivaceum (Olive green mold; zeytin yesili kiifii) kiiftine kars1 Bacillus spp. biyolojik
kontrol mikroorganizmasi olarak kullanilmistir. Genellikle yetersiz pastdrizasyon
sonrasinda kompostta meydana gelen zeytin yesili kiifii besin rekabeti nedeniyle;
kiiltir mantarinin miselinin gelisimini ciddi diizeyde engeller, spawn gelisimini
yavaslatir veya tamamen durdurur(Beach, 1937; Eddy ve Jacobs 1976). Uretim
yataklarinda {iireyerek kiiltiir mantarinin gelisimini engeller, verimin azalmasina,
bazen de tamamen mahsuliin tiikkenmesine sebep olur ( Lambert ve Ayers, 1953;
Nair,1980), sporlar1 dogada genis bir sekilde yayilmistir ve cok yiiksek 1silara da
dayanabilir (Beach, 1937; Chang ve Hayes,1978; Eastwood 1952; Kneebone ve
Merek, 1958). Mantar kompostundan izole edilmis olan termofilik Bacillus spp.’nin
Chaetomium olivaceum* a kars1 olan aktivitesi, typticase soy agarli ve % 0.4 ‘likk
yeast agarli petriler iizerinde sasirtic1 bir sekilde kendini gostermistir. izole edilmis
Bacillus spp’nin mantar yataklarina asilanmasi sonucunda Chaetomium olivaceum
zararh kiifiinlin mantar yataklarindaki zararlar1 basarili yontemlerle kontrol altina
alinmistir ve Agaricus bisporus‘un verimliliginde artis gézlenmistir.

Tautorus ve Townsley (1984), tarafindan yiiriitiilen diger bir calismada ticari
kiiltiirii diinyanin her yaninda uygulanan ve en c¢ok talep edilen iiriinler arasinda
olan; beyaz mantar Agaricus bisporus Lange ( Agaricus brunnescens ) ‘in ( Hayes ve
Wright 1979; Smith 1969) , zeytin yesili kiif hastaliginin ( Olive green mold )
etkeni ; Chaetomium olivaceum ‘un olumsuz etkilerinin kontrol altina alinmasi
amaciyla bir termofilik Bacillus spp.’den C. olivaceum’a kars1 etkili bir antibiyotik
olan chaetomacin izole edilmistir. Analitik silika jel plaklar tizerinde ince — tabaka
kromatografisi sayesinde basariyla ayristirilmis olan ~ chaetomacin ; kutuplu
cozeltilerde ¢ok iyi ¢oziiniirken , kutupsuz c¢ozeltilerde ¢oziinmez. Bu bilesimin pH:
2-10 , sicaklik — 15-150 ° C arasinda etkin olabildigi ve son derece gii¢lii , kararh

bir antibiyotik oldugu gosterilmistir.
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Sadece mezofilik sicakliklarda iiretilirken baz1 Bacillus spp.lere  ve cesitli
eukaryotlara karsi da aktivite gosterirken gram-negatif cubuk ve gram-pozitif
koklara kars1 aktivite gostermedigi kanitlanmagtir.

Rytter ve ark. (1989), sardunya bitkisi yapraginda pas rengi goriiniimiine neden
olan Puccinia pelargonii-zonalis patojen fungusun Bacillus subtilis tarafindan
biyolojik kontrolilyle ilgili calismalar yapmuslardir. Sardunya bitki kiiltiirlerinin
yapraklarindan 12 tane Bacillus spp. izole edildi ve Puccinia pelargonii-zonalis’in
spor germinasyonunun {izerine etkisi test edildi. Sera sartlarinda sardunya
yapraklaria asilanan Bacillus spp. soylarindan Bacillus subtilis oldugu saptanan 3
bakteri soyunun sardunya yapragini enfekte eden Puccinia pelargonii-zonalis ‘in
spor germinasyonunu inhibe ettigi, piistiillerin etki alaninda diisiise neden oldugu
gozlendi ve bu 3 inhibitdr ajamin kiiltiir filtratlar1 elde edildi. Daha sonra tekrar
kiltiir filtratlarinin  hastalikli yaprak bolgeleriyle muamele edilmesi sonucunda da
piistiillerin hemen hepsinde belirgin azalma gozlendi. Ayrica cesitli besi ortamlarinda
yapilan karsilastirmalarda patojen/antagonist etkilesimleri incelendi. Hiicre
filtratlarinin ve yapraklarin nutrient broth besiyerindeki uygulamalarinda hastalik
gelisiminde sadece hiicre filtrat besiyeri uygulamasina gore daha etkili bir azalma
gozlendi. Eugon broth besiyerinde iiretilen antagonistin aktivitesi, nutrient broth
besiyerinde {iiretilmis kiiltiirlere gore kiyaslandiginda artmistir. Bakteriler 4 giin
siiresince inokiile edildikten sonra ortama patojen sporlarinin eklenmesi sonucunda
antagonistin etki alaninin daha genis oldugu gbzlenmistir.

Phae ve ark. (1992); domates bitkilerinde rastlanan bakteriyal ciiriikliiklerin ve
kok cuiriigti hastaligina karsi Bacillus subtilis NB22 ile biyolojik kontroliiniin
saglanmasina yOnelik arastirmalar yapmislardir. Komposttan izole edilen Bacillus
subtilis NB22 ‘nin bitki patojeni mantarlara ve bakterilere karsi olan antagonistik
aktiviteleri in-vitro testlerle arastirilmistir. Biyolojik kontrol uygulamalari; domates
bitkisinde kok ciiriigiine neden olan Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici
(FoR) ve bakteriyal ciiriige neden olan Pseudomonas solanacearum (Ps)
patojenlerine kars1 yapilmistir. NB22¢ nin kiiltiir siispansiyonlar pirin¢ kamislarina
asilandiktan sonra FoR ile istila edilmis topragin igerisine iyice karstirilmis, yapilan

islemler sonrasinda domates bitkisinde goriilen kok ciiriigii hastalifinda etkin bir
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azalma gozlenmistir. Benzer sekilde NB22’nin kiiltiir siispansiyonlar1 Pseudomonas
solanacearum ile enfekte toprak igerisine karnistirildiginda domateslerdeki
bakteriyal ciiriikliik gbéze carpici sekilde baskilanmig ve bitki Oliimiinde azalma
meydana gelmistir. Yapilan deneylerde NB22; 19 bitki patojeni mantarin gelisimini
baskilamakla kalmayip 8 bitki patojeni bakteri iizerinde de giiclii sinirlayici etkisi
gbzlenmistir. Sonuglar sunu gosteriyor ki; Bacillus subtilis NB22’nin genis bir
spektruma sahip antifungal ve antibakteriyal aktivitesi bulunmaktadir ve domates

bitkisinin toprak kokenli hastaliklarinin kontroliinde ¢ok etkili bir biyolojik kontrol

ajan1 olarak kullanilabilir.
Leifert ve ark. (1995); Bacillus subtilis CL27 ve Bacillus pumilus CLAS

soylarinin biyokontrol aktiviteleri ve antibiyotik {iiretimleriyle ilgili bir calisma
yapmuslardir. Caligmalar ilk once petri kutusunda vyiiriitiilmiistir daha sonra da
fideler iizerinde benzer caligmalar yapilmistir. Petri iizerinde yapilan deneylerde;
bitkilerin ¢ok onemli bir paraziti olan Botrytis cinerea (kursuni kiif etkeni) kiif
mantarina kars1 Bacillus subtilis CL27 ve Bacillus pumilus CLA5 ‘in benzer aktivite
gostererek Botrytis cinerea gelisimini engelledigi  gozlenmistir. Ancak fide

3

denemelerinde; fidelerde ciiriimeye neden olan Botrytis cinerea * a karst Bacillus
subtilis CL27 ‘nin daha dikkat cekici bir diizeyde ticari iiretimi yapilan fungisidlere
benzer etki gosterdigi, Bacillus pumilus CLAS ‘in yetersiz kaldigl saptanmistir.
Bacillus subtilis CL27 ve Bacillus pumilus CL45 ‘ten iretilen antifungal
antibiyotikler ince tabaka kromatografisi yardimiyla (thin layer chromatography;

TLC) farkli ortamlardan izole edilmislerdir. CL27 ‘den ii¢ antibiyotik ( Birincisi

3

Alternaria bressicicola ‘a karsi, ikincisi Botrytis cinerea ‘ a karsi, iiclinciisiic hem
Alternaria bressicicola ‘a hem de Botrytis cinerea * a kars1 etki gostermistir.), CL45
‘ten bir tane antibiyotik izole edilmistir ve bu antibiyotiklerin bitki hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan pestisidlere benzer aktivite gosterdigi saptanmigstir.

Asaka ve Shoda (1996) calismalarinda; domates bitkisinde kok c¢okerten
Rhizoctania solani ‘nin biyolojik kontroliinde Bacillus subtilis RB14 ‘i
kullanmiglardir. Arastirmalarinda Bacillus subtilis RB14 tarafindan iiretilen iturin A
ve surfaktin antibiyotiklerinin bazi fitopatojenlere karsi 6nemli diizeyde aktivite

gosterdikleri kanitlanmistir. Saksilarda yapilan testlerde, Rhizoctania solani ‘nin
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etkeni oldugu domates bitkisinde kok ¢okerten hastalifina karsi bu antibiyotiklerin
hastalig1 baskilama yetenegi arastirilmistir. Deneyde, topraktan izole edilmis Bacillus
subtilis ‘in kendiliginden streptomycin direncliligine sahip RB14 soyu kullanilmustir.
RB14-C broth kiiltiir, hiicre siispansiyonu ve serbest hiicre broth kiiltiirlerinin toprak
icerisine inokiile edilmesiyle kok cokerten hastaligi baskilandi. RB14-C ‘nin inokiile
edilmis hiicre siispansiyonlarinin topraga eklenmesinden sonra iturin A ve surfaktin
‘in topraktan yeniden izole edilmesiyle birlikte RB14-C ‘nin bu antibiyotikleri toprak
icerisinde de iirettigi dogrulanmis oldu. Deneyin ilerleyen asamalarinda RB14’den
klonlanan lpa-14 geninin her iki antibiyotigin iiretimi i¢in gerekli oldugu kanitland,
RB14-C’de degistirildi ve mutant RA1 inga edildi. RA1’in hastalig1 baskilayabilme
diizeyi dusiiktii, transformant RA1 ‘e lpa-14 geninin plasmid pC115 araciligiyla
taginmasiyla yeniden diizenlendi ve hastalig1 baskilama yetenegi arttirildi. Arastirma
sonuclari sunu gosteriyor ki RB14 ‘den iiretilen iturin A ve surfaktin
antibiyotiklerinin Rhizoctania solani‘nin neden oldugu kok cokerten hastaliginin
baskilanmasinda rolii biiyiiktiir ve deneysel acidan bu etkinin arttirilabilmesi de
miimkiindiir.

Berger ve ark. (1996), yiiksek nemli sera kosullarinda, bitki tiirlerinde goriilen
Phytophthora ve Pythium patojen funguslarin Bacillus subtilis Cot 1 bakterisi
tarafindan biyolojik kontrolii, biyolojik kontrol iizerine antagonist yogunlugunun ve
patojen inokulumunun etkisini 6lgmeye dayali deneyler yapmislardir. Sera ortaminda
yikksek nem altinda yapilan deneylerde Bacillus subtilis Cot 1 Astilbe, Photonia,
Hemerocallis ve Brassica fidelerinde kok c¢iiriigiine sebebiyet veren Phytophthora ve
Pythium patojenlerinin gelisimini engellemistir. Photonia koklerine > 3x10iisti 5
CFU / g taze kok agirhign [ rood fresh weight (RFW) ] konsantrasyonunda antagonist
eklendiginde suni bir fungisid olan metalaxyl ‘e esdegerde bir biyokontrol aktivitesi
gozlendi. Bacillus subtilis Cot 1; Photonia ve Brassica fidelerinin kok sistemlerinde
hizlica iireyerek kolonize oldu ve bitkilerde gozlenen kok ciiriigii hastaliginda
belirgin diizeyde bir indirgenme saglandi.

Nilson ve Sorensen (1996) deneylerinde, arpa rizosperindeki Bacillus
polymyxa ve Bacillus pumilus’un hidrolitik enzimlerinin patojen mantarlar iizerine

etkisini incelemislerdir. Arpa rizosperi topragindan B-glukosidaz aktivitesi igin
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glukanolitik bakteriler izole edildi. izolatlarin biiyiik bir cogunlugunu hizl iireyen
gram-pozitif cubuk bakteriler olusturmaktaydi. In vitro testlerde elde edilen 116
izolattan sadece 16 bakteri bitki patojeni mikro mantarlara kars1 genis antagonistik
etki gostermistir, 16 izolatin tamaminda hiicre duvarim parcalayan enzimler,
glucanolytic enzimler (seliilaz, mannaz ve ksilanaz) ve proteolitik enzimler tespit
edilmistir. Bu enzim profili non-antagonistik izolatlarin hicbirinde goézlenmedi.
Antagonistik izolatlardan Bacillus polymyxa ‘dan 2 soy, Bacillus pumilus’tan 13 soy
ve Bacillus spp.’den 1 soy tanimlanmustir. Biitiin Bacillus polymyxa ve 4 Bacillus
pumilus izolatlarinin, 4 farkli besiyerinde yapilan testlerinde Aphanomyces
cochleoides bitki patojeni mantara kars1 antagonistik etki gosterdikleri tespit edildi.
Bakterilerin antagonistik etkilerinin hiicre duvarin1 pargalayan enzimlerin iiretimiyle
yakindan iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Besiyerlerindeki enzim tiretimiyle ilgili
farkli goriislere ragmen Bacillus polymyxa ve Bacillus pumilus soylarinin ¢cok yonlii
ve farkli ortamlarda fungal antagonizm etkisi goriilmekte ve biyokontrol
uygulamalari i¢in ¢ok uygun oldugu ortak goriistiir.

Kim ve ark. (1997); caligmalarinda bugday koklerine yerleserek bugday
verimini diistiren {i¢ kok hastaliina karst Bacillus‘'un 1.324-92 soyunu
kullanmiglardir.  Bacillus‘'un  1.324-92  soyu kok ciiriigiine neden olan
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani AGS8 ve Pythium
irregulare ‘e kars1 biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmistir. 4 °C ‘den 40 °C* ye
kadar genis bir sicaklik aralifinda gelisim gosterebilen bu bakterinin ii¢ kok
hastaligina kars1 ¢ok yiiksek diizeyde baskilayici etkisi gozlenmistir. Bu ii¢ kok
hastaligi U.S.’nin i¢ kesimlerindeki tarlalarinda, 6zellikle kontamine oldugu fark
edilemeyen tohumlarla ekim yapilan tarlalarda ciddi boyutlarda iiriin kaybina neden
olmustur. L324-92 soyu Washinton ‘un dogusundaki tarlalardan yaklasik 2000’in
tizerindeki bitki koklerinden toplanmis Bacillus tiirlerinden izole edilmigstir. Bu
kokler laboratuvar sartlarinda yikanmis, 80 °C ’de 30 dakika 1s1ya maruz birakilmas,
sulandirilmis ve tryptic soy agar besiyerine ekilmis ve secilmislerdir. Petri kutusunda
15 ° C ‘de yapilan biitiin calismalarda, 1L.324-92 soyu; Gaeumannomyces graminis
var. tritici, Rhizoctonia solani AGS8 ve Pythium irregulare tiirlerinin biitiin

izolatlarinin  gelisimini onemli derecede inhibe etmistir.
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Ayrica Bacillus 1.324-92‘nin 4° C ‘ye kadar etkinlik goOsterebilme yetenegi,
Washington ‘un i¢ kesimlerinin iklim sartlarina uygun olarak ozellikle kis ve
ilkbahar mevsimlerindeki biyolojik kontrol aktivitesine  katkida bulundugu
saptanmistir. Sonugta bu calismada; Bacillus tiirlerinin, bugday bitkisinde goriilen
kok ciiriigli hastaliginin biyolojik kontroliinde kullanilabilecek onemli bir ajan
oldugu gosterilmistir.

Sadfi ve ark. (2001) Turusian ‘in tuz oranm yiiksek topraklarindan izole ettikleri
bakterilerin degerlendirilmesi ve patates gdvdelerinde c¢iiriige neden olan Fusarium
patojeninin Bacillus thuringiensis’le biyokontroliine yonelik calismalar yapmislardir.
83 sporlu bakteriden biri olan Bacillus cinsinin izolatlarindan Bacillus thrungiensis
soyu secildi. Bacillus thrungiensis’in Oncelikle boceklere ve patates govdelerinde
ciirige neden olan Fusarium roseum var. sambucinum’a karsi olan etkinlikleri in
vitro ve in vivo calismalarla test edildi. In vitro ¢alismalar sonucunda tuzlu
topraklardan izole edilen Bacillus spp. izolatlarindan %50 ‘den fazlasinin patojen
gelisimini inhibe ettigi agiga cikmistir. Buna karsilik 5 Bacillus thrungiensis soyu
patojen gelisiminin inhibisyonunda etkisiz kalmistir. Yaralanmis patates govdelerinin
bulundugu topraklarda % 66 -89 gibi ¢ok etkin bir oranda kok c¢iiriigiinde azalmaya
neden olan X7, X9, X16, 132 ve G7 soylan izole edildi. Aktivitesi yiiksek bu
Bacillus izolatlarindan X9, X16, G7 ‘nin Bacillus cereus, X7'nin Bacillus
lentinomorbus ve 132°nin Bacillus licheniformis iiyelerine ait oldugu tanimlandi.
Bacillus thrungiensis ‘in kok c¢iiriigii etkeninin gelisimi iizerine yapilan in vivo
uygulamalarinda % 41-52 oraninda kok ciiriiglinii indirgemistir, ozellikle Bacillus
thrungiensis ‘in geng kiiltiirlerinin (24 saatlik ) yash kiiltiirlerinden Fusarium
gelisimini daha hizli ve etkin inhibe ettigi gézlenmistir. Deneylerinde Bacillus cereus
X16 ve Bacillus thrungiensis 55T nin kromogenik sito-oligosakkaritlerle birlikte N-
asetil-B-D-glukozaminidaz ve kitobizidaz ve endokitinaz {iretimini tesvik ettigi
gozlendi ve Bacillus cereus’un  X16 izolatimin kitinaz aktivitesinin Bacillus
thrungiensis 55T soyundan 2-3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Kitin agar
tizerindeki acik zonlarin formasyonunun kromogenik sito-oligosakkarit analoglarinin

hidrolizi ve kitinden sekerin indirgenmesiyle baglantili oldugu tespit edildi.
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Moyne ve ark. (2001) deneylerinde, Aspergillus flavus ‘a karsi antifungal
aktivite gosteren bir bacillomycin D tiirevi olan iturin ‘in Aspergillus flavus tizerine
etkinligini arastirmislardir. Aspergillus flavus’tan {tretilen aflatoksinler insanlar ve
hayvanlarda kansere neden olabilen son derece toksik kimyasallara sahiptir.
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus uygun sicaklik ve neme sahip
ortamlarda Ozellikle findik, misir, pamuk tohumlarinda ve yerfistifinda iireyerek
aflatoksin iiretimi meydana gelir ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda ciddi
enfeksiyonlara neden olur. Deneylerinin amaci; Aspergillus flavus ‘a kars1 yliksek
derecede aktivite gosteren bir antifungal peptid yardimi ile biitiin bu olumsuz etkileri
yok etmektir. Bu amacla toplanan bakteri izolatlarindan Bacillus subtilis AU195
soyunun Aspergillus flavus’a gosterdigi antagonistik aktivitesi arastirildi. Aspergillus
flavus’a kars1 antifungal aktivitesi saptanan bakterilerin antifungal peptidlerini
tanimlayabilmek i¢in protein saflastirma yontemleri kullanildi. Anyon degisiklikleri
ve jel filtrasyon kromatogrofisi yardimiyla 2 lipopeptid saflastirildi, spektrometrede
yogunluklar1 1045-1059 m/z olarak saptandi ve peptid pargalarinin bacillomycin D
analogu oldugu belirlendi. Her bacillomycin D analogu benzer konsantrasyonlarda
Aspergillus flavus’a karst denendi ve sonugta PDA besiyerinde yapilan petri kutusu
testlerinde Aspergillus flavus’un gelisiminin sinirlandig1 gézlendi.

Okigbo (2002), calismasinda Dioscorea rotundata (beyaz tatli patates)
govdesinin yiizeyindeki patojen organizmalar1 Bacillus subtilis yardimiyla kontrol
altina almistir. Dioscorea rotundata Ozellikle Bati Afrika ‘da ¢ok 6nemli bir besin
maddesi olmakla birlikte Dogu Afrika, Karayipler, Gliney Amerika, Hindistan ve
Giiney Dogu Asya iilkelerinde de ¢ok iiretilen bir iiriindiir (Coursey 1967) ve
diinyada her yil 20 milyon ton civarinda iiretimi yapilir. Bu arastirmada
Dioscorea rotundata® min dis ylizeyini saran mantar florasina antagonistik ozellikte
Bacillus subtilis kullamlmistir, enfekte Dioscorea rotundata govdesi iizerine
piilverizator yardimiyla  Bacillus subtilis ‘in potato dekstroz broth icerisinde
sulandirilmis spor siispansiyonu piiskiirtiildii. Bu uygulama sonrasinda kontrol
grubuna gore enfekte Orneklerin dis yiizeyini saran mantar florasinda, diger

patojenlerin dagiliminda ve sayisinda etkin azalma gozlemlendi. 5 ay siiresince
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ambarda depolanan enfekte Dioscorea rotundata tiirlerine her uygulamada
siispansiyon igerisindeki Bacillus subtilis miktar1 arttirlldi. Sonugta; patates
govdelerini ele geciren Botryodiploidia theobromae Pat., Fusarium moniliforme
Wollen ve Reink., Penicillium sclerotigenum Yamamoto , Rhizoctonia sp. patojenleri
tamamen uzaklastirdi, Bacillus subtilis antagonizmi ile Dioscorea rotundata
yiizeyindeki mantar florasinda ciddi bir diistis goriildii.

Sid Ahmed ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢calismada; Capsicum annuum
‘da kok ciiriigii hastaligina neden Phytophthora capsici ve Rhizoctonia solani‘ye
kars1 Bacillus spp. ve Trichoderma harzianum’la birlikte biyolojik kontroliinde chitin
aktivitesinin etkisi arastirilmistir. Bu calismada biber bitkilerinin koklerinin defalarca
yikanmasi sonucu izole edilen antagonistik mikroorganizmalar olan Bacillus
subtilis HS93, Bacillus licheniformis LS674’iin ve Trichoderma harzianum ‘un P.
capsici  ve R. solani’ ye kars1 iiretilmis yiiksek diizeylerdeki chitinaz etkisinin
sonuglari ile ilgili deneyler yapilmistir. Onemli antagonistik mikroorganizmalarin
biyolojik kontrol aktivitesi chitinaz iiretimiyle yakindan ilgilidir. in-vitro deneylerde
% 0,5 chitin eklenmis Bacillus subtilis HS93 ‘iin bakteriyal siispansiyonlariyla
tohumun ve kokiin muamele edilmesiyle Phytophthora capsici ve Rhizoctonia solani
ile olan kok ciiriigii hastaligina kars1 ortama chitin eklenmemis durumuna gore daha
etkili sonu¢ alinmistir. Bacillus licheniformis LS674 ve Trichoderma harzianum tek
baslarina Rhizoctoni solani kok ¢iiriigiinii azaltir fakat Phytophthora capsici kok
ciirigli iizerine etki etmemektedir. Bacillus licheniformis LS674 ve Trichoderma
harzianum ‘un etkisi bunlarin siispansiyonlarina % 0,5 ‘lik chitinin eklenmesi ve
tohum ile kok muamelesi sonucunda R. solani’ ye kars1 etkinlikleri 6nemli
derecede artarken P. capsici tizerinde bir degisiklik gozlenmemistir. Sera
deneylerinin her ikisinde de yalmizca chitinin % 0,5 ‘lik siispansiyonunun kok ve
tohumla muamelesi sonucunda Rhizoctonia solani kok ciiriigiinii azalmistir ve kok
cliriigii hastaliginin indirgenmesiyle birlikte iiriin artis1 meydana gelmistir. Sonuglar
sunu gosteriyor ki; Bacillus subtilis HS93, Bacillus licheniformis LS674 ve
Trichoderma harzianum ‘un antagonistik aktivitelerinin chitin ile birlikte

patojenlere kars1 etkilerinin onemli derecede arttirilmasim tegvik ettigi gdzlenmistir.
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Feio ve ark. (2004); Bacillus subtilis 355 soyunu, aga¢ govdeleri yiizeyinde
bulunan fitopatojenik kontaminant mantarlara kars1 gosterdigi antifungal aktivitesi
acisindan arastirmiglardir. Bacillus subtilis 355; 5 ayn Kkiiltiir ortaminda, farkli
inkiibasyon siirelerinde, hiicre gelisimi, sporiillasyon ve antifungal aktivite
metabolitlerinin iiretimi icin gelistirildi. Anti-kiif aktivitesi icin bakteri yeast extract
glucose broth (YGB) besiyerinde iiretildi. YGB besiyerinde iiretilen bakteri diger
besiyerlerinde iiretilen bakterilere gore mantarlarin gelisimini 6nemli derecede
engelledi. Bakteri sporlarinin iiretimi arasindaki benzerlik ve antifungal aktiviteleri
ile 1ilgili metabolitlerin formasyonu agiga cikartildi, YGB besiyeri polaritesi
arttinlmig ¢oziiciilerle uzaklastirlldi ve kuru kalintilar silikajel plakalar1 iizerine
siriildii, uygun cozeltilerle ayrnistinldi ve farkli soliisyonlarla piiskiirtiildii.
Biyootografik methodla Cladosporium cucumerinum mantarina kars1 2 aktif bilesen
aciga cikarildi. Bunun disinda Bacillus subtilis 355 Aspergillus sp., Trichoderma
harzianum, Trichoderma virgatum, Fusarium oxysporum tiirlerine karsi yapilan
aktivite testlerinde gelisimleri inhibe edilmistir.

Touré ve ark. (2004) tarafindan Bacillus subtilis GA1l soyunun elma
meyvelerinin gri kiif etkeni olan patojen mantar Botrytis cinerea ‘nin kontrolil ile
ilgili deneyler yapilmistir. Ik asamada GA1’in yetenekleri test edilmistir. Ozellikle
yaralanmis meyvelerde etkin olan Botrytis cinerea‘nin etkinligi GAl soyunun
endospor siispansiyonlarinin uygulanmasiyla azaltilmistir. Patojen inokiilasyonunu
izleyen ilk 5 giin siiresince GA1 soyu ¢ok etkili bir sekilde hastaligin etki alanini
minimuma indirgemistir ve sonraki 10 giin boyunca da etkisini siirdiirerek % 80
diizeyinde koruma saglamistir. GAIl kiiltir siipernatant ekstraktinin  elma
meyveleriyle muamelesi sonucunda gri kiif gelisiminde giiclii diizeyde engelleyici
etkisi oldugu anlagilmistir. Bununla birlikte yapilan analizler sonucunda GAl
soyunun {retmis oldugu antifungal lipopeptid izomerleri olan iturin, siirfaktin,
fengisin bilesenleri ortaya cikarildi ve bu bilesenlerin hastaligin azalmasinda ¢ok
etkin oldugu, bu bakterilerle kolonize olmus meyve bolgelerinin Botrytis cinerea‘dan
korundugu kanmitlanmistir. Sonucta Bacillus endosporlartyla asilanmis elma
meyvelerinde endosporlarin etkili bir sekilde cimlenmesi ve lipopeptidlerin

sentezlenmesiyle gri kiif inhibe edilmistir.
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Kloepper ve ark. (2004) bitkilerde, Bacillus tiirleri tarafindan indiiklenmis
sistemik direnglilik (ISD) ve bu niteliklerin arttirilmasina yonelik c¢alismalar
yapmuslardir. Deneylerinde Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus
pateurii, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus mycoides, Bacillus sphaericus
gibi tiirlerin spesifik soylarinin bitkilerde ¢esitli hastaliklara neden olan ziyaretgileri
ve etki alanlarimi ciddi bir diizeyde azalttigim gozlemlemislerdir. Sera kosullarinda
yapilan deneylerde bu soylarin bitkilerde indiiklenmis sistemik direngliligi
sagladigim ve ozellikle domates, kavun, karpuz, sekerpancari, tiitiin, tizlim, arnavut
biberi gibi iriinlerin iizerinde yasayan tarim zararlilarinin yok edilmesine yonelik
olumlu etkileri ortaya c¢ikarilldi. Arastirma sonuglar1 Bacillus spp. tarafindan
bitkilerde olusturulan ISD sayesinde yapraklarda kahverengi goriiniime neden olan
fungal ve bakteriyal patojenlere, sistemik viriislere, ¢iirimeye neden olan fungal
patojenlere, kok nodlarindaki nematodlara ve govde de hastalia neden olan fungal
patojenlere, kok ciiriigiine, mavi kiif etkenlerine karsi etkin koruma sagladigini
gostermistir. Bunlarin disinda salatalik bitkisinde hastalik tasiyic1  salatalik
boceklerinde ve giimiis yaprak goriiniimiine neden olan tomato mottle virus tastyicisi
olan beyaz sinek populasyonlarinda da azalma gozlendi. Calismalarda Bacillus
spp-’nin ISD 6zelligi bitkilere patojen istilasin1 gerceklestigi andan itibaren bitkideki
sitokimyasal ve ultrastriiktiirel degisiklerinin sonuglarimin  birlestirilmesiyle
gosterilmistir. Sonuglar; bitkilere Bacillus spp. siispansiyon uygulanmasinin bitki
gelisimini desteklendigini ve patojenlere kars1 direng gelisimine katkida
bulundugunu gostermistir.

Huang ve ark. (2004), Bacillus cereus 28-9 biyokontrol ajanindan antifungal
chitinase identifikasyonu ile ilgili ¢aligmalar yapmislardir. Deneylerinde
kullandiklan chitinolytic bir bakteri olan Bacillus cereus 28-9 Taiwan’da ki zambak
bitkilerinden izole edilmislerdir. Bacillus cereus 28-9’un, zambak yapraginda
hastaliga neden olan Botrytis patojeninin biyokontroliinde kullanilabilecegi yapilan
kiiltiirel ve yaprak deneylerinde ortaya c¢ikarilmistir. Bacillus cereus’ tan 2 chitinase
(ChiCW ve ChiCH) ekstre edildi. ChiCW geni klonland1 ve Escherichia coli
DH5a’a aktarildi, ChiCW geni aktarilmis Escherichia coli hiicrelerinin periplasmic

fraksiyonlarinda homojen ChiCW geni gozlendi. In vitro deneyler sonucunda;
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zambak yapraginin en onemli fungal patojeni olan Botrytis elliptica conidialarinin
germinasyon aktivitesinin ChiCW geni ile etkisiz hale getirildigi tespit edildi.
Andrade ve ark. (2007); yine énemli bir ticari mantar olan Agaricus blazei ‘nin
tiretkenliginin ve biyolojik etkinliginin iizerine Trichoderma spp. ve Chaetomium
olivacearum parazit mantarlarinin etkinligini arastirmislardir. Agaricus blazei
kiiltiirlerinde bulunan diger 6nemli kontaminant mantarlar; Dactylium dendroides
(Cobweb disease), Papulospora sp., Peziza sp., Diehliomyces microsporus (false
truffle ; yalanci yer mantart; yalanci domalan) olmakla birlikte (Kopytowski
Filho,2006), bu arastirmada sadece Trichoderma spp. ve Chaetomium olivacearum
kontaminantlariyla ¢alisilmistir. Deney Agaricus blazei ile kolonize olmus 12 kg‘lik
kutulara Trichoderma spp., Chaetomium olivacearum asilanmasindan ve bir kontrol
grubundan ibarettir. Agaricus blazei ile sarmalanmig; ezilmis parcalanmis seker
kamisi, c¢imen atiklari, soya fasulyesi atiklari, al¢i tasi, kalsitik kire¢ tast
karisimindan olusan kompostun yiizeyine her kontaminant fungustan 150 ‘ser gr
inokulum yayilmistir. Deney sera kosullarinda, plastik raflarda, % 60-90 bagil nem
ve 20-34° C sicaklik  altinda yiiriitiilmiistiir. Uretkenlik, taze komposttun agirligina
ve taze mantarin agirligina gore belirlenmistir. Biyolojik verimlilik ise, hasat
asamasinin sonunda; komposttun kuru agirligina ve mantarin taze agirhiinin
ozelliklerine gore belirlenmistir. Sonucta; bir deney grubu ve kontrol grubuyla
birlikte yiiriitilen bu arastirmada, kompostun Agaricus blazei ile kolonize
olmasindan sonra kompost yiizeyine ekilen kontaminant mantarlarin Agaricus blazei
‘nin iiretkenligini ve biyolojik etkinligini etkilemedigi; yalnizca kontaminant
mantarlarin olumsuz etkilerinin kompostun Agaricus blazei miseli ile tamamen
sarilmamis durumdayken {iiretkenlik ve biyolojik etkinlik tizerine etki ettigi ve bu

durumda parazitlerin aktivasyonunun yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullamilan Besiyerleri

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin tiiriine ve besin ihtiyacina bagl
olarak; Potato Dekstroz Agar (PDA), Nutrient Agar (N 1), Complete Yeast Medium
(CYM), Bugday Agarli Besiyeri kullanilmistir.

3.1.1.1. Potato Dekstroz Agar (PDA)

Saf kiiltiir olarak secilmis olan Trichoderma sp. suslarinin iiremesi ve

canliligin1 devam ettirebilmesi amaciyla kullanilmistir (Merck)
3.1.1.2. Nutrient Agar (N 1)

Saf kiiltiir olarak secilmis Bacillus sp. lerin iiremesi amaciyla kullanilmistir

(Anonymous, 1978).

Cizelge 3.1. Nutrient agar besiyerinin icerigi

Besiyeri bilesenleri (g/L)
Agar 15
Pepton 10

Et 6zutd 10
Maya 5
Glukoz 1
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Yukaridaki tabloda belirtilen bilesenler saf su igerisinde ¢oziildiikten ve 121 ° C

‘de 1.2 atm basingta 15 dk steril edildikten sonra kullanilmistir.

3.1.1.3. Complete Yeast Medium (CYM)

Ganoderma lucidum ‘un misel formunun arastirma siiresince iiremesi ve

devamliligini saglamak amaciyla hazirlanmistir (Raper ve Miller, 1972).

Cizelge 3.2. Complete yeast medium’un igerigi

Besiyeri bilesenleri (g/L)
Glukoz 20
Agar 20
Pepton 2
Maya 2
K2HPO4 1
MgS04.7H20 0.5
KH2PO4 0.46

Yukaridaki tabloda belirtilen bilesenler saf su icerisinde c¢oziildiikten sonra
pH1 7.4-75e ayarlanarak 121 ° C ‘de 1.2 atm basingta 15 dk steril

edildikten sonra kullanilmaistir.
3.1.1.4. Bugday Agar Besiyeri
Trichoderma sp.. ve Bacillus sp.lerin karsilikli ekimleri i¢in  kullanilmastir.
Kaynatilmig bugday tanelerinin iyice mikserden gecirilmistir. Gazli bez

yardimiyla siiziilip elde edilen kivamli bugday suyuna 10 gr/L agar eklenip
121°C ‘de 1.2 atm basingta 15 dk steril edildikten sonra kullanilmistir.
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3.2. Metod

3.2.1. Trichoderma Cinslerinin izolasyonu, Uretimi ve Saklanmasi

Trichoderma sp. oOrnekleri boliimiimiizde yetistirilmekte olan Ganoderma
lucidum miselleri iizerinde iiremis olan kontaminantlardan izole edilmiglerdir.
Trichoderma sp. steril bir spatula vasitasiyla Ganoderma lucidum kontaminantlarinin
yiizeyinden alinarak seri sulandirma yapilmistir. 10°, 10°, 107 “lik sulandirma
katsayisina sahip olan tiiplerden 1’er ml ©ornek almip, petri kutularinda icine
kloromfenikal antibiyotigi eklenmis PDA besiyerine yayma ekim yapilarak
Trichoderma sp. sporlarinin tek diismeleri saglanmistir. 25-30 ° C ‘lik etiivde bir
gece inkiibasyona birakildiktan sonra mikroskopta incelenerek tek diismiis sporlara
ait hiflerin yerleri isaretlenmistir ve PDA besiyeri iceren petri kutusunun ortasina
ekilerek bir hafta siiren inkiibasyona birakilmistir ve Orneklerden her ay PDA
besiyerine pasaj yapilmistir ve buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmislerdir.
Trichoderma cinsinin petri kutusunda gelisen misel goriinimii Sekil 3.1.°de
gosterilmistir.

Orneklerin, Trichoderma cinsine ait olduklart ilgili literatiirlerden elde edilen
morfolojik karakterlere dayandirilarak saptanmistir ( Seung-Hun Yu ve Gun-Sik

Seo, 2002 ).
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Sekil 3.1. Trichoderma sp.’nin PDA ‘da 1 haftada gelismis goriintiisii

3.2.2. Bacillus Cinsi Bakterilerin Izolasyonu ve Stok Kiiltiirlerinin
Hazirlanmasi

Cukurova Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi ¢evresi dogal yiizey
topraklarindan, o6zellikle bol ciirlimiis yaprakli olan tabakalardan alinan toprak
orneklerinin islenmesiyle izole edilmis olan gram pozitif, comak aerob, sporlu
bakterilerin Bacillus cinsi oldugu kabul edilerek bunlarin ¢alismada kullanilmasina

karar verilmistir.

Sporlu bakterileri elde etmek icin; bir beher igerisinde toprak ve ciiriimiis bitki
kalintilan su ile karistirllip mikserden gegirilip homojenize edilmistir ve 30 dakika
oda sicaklifinda bekletilmistir. Bu siire sonunda karisim gazli bez yardimiyla bir
erlen icerisine siiziilerek su banyosunda 10 dakika 85 °C ‘lik 1siya maruz
birakilmistir. Su banyosunda bekletme islemi sirasinda vegetatif bakteri hiicreleri

canliligin1 yitirecek ve geride sadece bakteri sporlart kalacaktir.

Aerob kosullan saglamak igin; siiziintiiden 1’er mililitre 6rnek sivi alinarak
daha 6nceden hazirlanmis ve i¢inde steril sivi N1 besiyeri bulunan siselere asilanarak
orbital calkalayicida 150 devir/ dakika da aerob kosullarda 35 °C ‘de 1 gece iiremeye

birakilmistir.  Bu islemle besiyerinde yalniz aerob kosullarda iireme

57



3. MATERYAL VE METOD Neriman GOGUSGEREN

yetenegine sahip bakteriler iiremistir.

Ertesi giin sivi N1 besiyerinde aerop bakterilerin iiremis olduklar1 gozlenmistir
ve buradan seri sulandirma yapilarak 10°, 10°, 107 ‘lik sulandirmalardan 1’er
mililitre 6rnek alinarak petri kutusunda N1 besiyerine yayma metoduyla ekim
yapilmugtir. 35 ° C ‘de 1 gece liremeye birakilmiglardir.

1 gecelik inkiibasyon sonucunda tek diismiis krem veya beyaz renkli mat
koloniler elde edilmistir ve bunlardan steril kiirdan vasitasiyla tek koloniler secilerek
petri kutusunda kat1 N1 besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir ve 35 °© C ‘de 1 gece
inkiibasyona birakilmiglardir. Daha sonra gram boyamalar1 yapilmistir ve
mikroskopta gram pozitif ¢comak sekilli bakteriler gozlenmistir.

Sonugta petri kutusunda krem veya beyaz renkli koloni morfolojisine sahip,
gram pozitif, comak, aerop, sporlu bakterileri niteligine sahip olan tek bakteri grubu
Bacillus sp.’ler oldugu i¢in izolatlarin Bacillus sp.’e ait oldugu kabul edilmistir.
Daha sonra bu bakterilerden egik kati besiyerine ekimler yapilarak stok kiiltiirleri
hazirlanmistir ve bu 6rneklerden her ay yeni egik kati besiyerlerine teker teker pasaj

yapilmstir. Ornekler buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Ganoderma lucidum Miselinin Uretimi ve Saklama Kosullar

Ganoderma lucidum meyvesinden doku kiiltiirii yapilarak Ganoderma lucidum
miseli elde edilmistir. Ganoderma lucidum miseli complete yeast medium (CYM)
besiyerine ekilerek 24-28° C*‘de 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Mantar
ayda bir pasajlanmistir ve buzdolabinda +4°C ‘de saklanmistir. Ganoderma lucidum
misel formuna ait goriintiisii Sekil 3.2. ‘da, meyve formuna ait goriintiisii

Sekil 3.3. ‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Ganoderma lucidum miselinin CYM besi yerinde 1 hafta siiresince

gelismis goriintiisii

Ganbdérmé luz:iﬁin meyvesiniﬂ ogaaﬁ bir ériintiisii
(http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/.)

3.2.4. Trichoderma sp. ve Bacillus sp. izolatlarmm Es Zamanh Ekimleri

Arastirmamizda; dogadan izole ettigimiz Bacillus sp. suslarinin, Trichoderma

sp. suslart {iizerindeki antifungal aktivitelerini saptayabilmek i¢in ayni petri

kutusunda Trichoderma sp. ve Bacillus sp. karsilagtirmasi yapilmistir.
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Hem bakteri izolatlarinin hem de kiif mantan izolatlarinin geligsim ve iiremeleri igin
uygun diizeyde zengin bilesenler iceren bugday agarli besiyerinin ortasina
Trichoderma sp.’ler ekilmistir ve bir gece etiivde 30 ° C ‘de inkiibasyona
birakilmistir ve ertesi giin bu izolatlarin etrafina Bacillus sp.’ler ekilmistir,
mikroorganizmalar1 iceren petriler 3-4 giin inkiibe edilmistir ve sonuglar

kaydedilmistir.

3.2.5. Antifungal Ozelligi Belirlenmis Bacillus sp. Suslarmn G. lucidum
Misel Kiiltiirii ile Es Zamanh Ekimleri

Trichoderma sp. ile Bacillus sp.‘nin es zamanh ekimleri sonucunda;
Trichoderma sp. suslarinin hassas oldugu Bacillus sp. suslar tespit edilmistir. Bu
Bacillus sp. suslarimin Ganoderma lucidum misel kiiltiiri tizerindeki etkinliginin
anlasilabilmesi icin Ganoderma lucidum ve Trichoderma sp. iizerinde antifungal
nitelige sahip Bacillus sp. lerin bugday agarli besiyerinde karsilikli ekimleri
gerceklestirilmistir.

[Ik asamada; Ganoderma lucidum meyvesinin doku kiiltiiriin yapilmasi
sonucunda iirettigimiz Ganoderma lucidum misel kiiltiiriinden 0.5 cm genisliginde
doku kesilerek bugday agarli besiyerinin ortasina ekilmistir, 30 ° C 2 giin
inkiibasyona birakilmistir.

Ikinci asamada 2 giin inkiibe edilmis Ganoderma lucidum misel formlarmin
etrafina antifungal etkinlige sahip oldugunu diisiindigimiiz Bacillus sp. ler ekilmistir

ve 30°C, 5 giin siiresince inkiibasyona birakilmiglardir, sonuclar kaydedilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Trichoderma sp. ve Bacillus sp. Izolatlarimn Karsihkhh Ekimlerine

Ait Bulgular

Dogal ortamlardan izole edilen Bacillus cinsine ait izolatlarin antifungal
aktivitelerini saptamak amaciyla; PDA besiyerinin ortasina Trichoderma sp. etrafina
Bacillus sp.’e ait izolatlar karsilikli ekilmis ve 3-4 giin siiresince inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda besiyeri iizerinde numaralandirilmis bazi
Bacillus sp. izolatlarina ait bolgelerde inhibisyon zonlar1 gézlenmistir.

Trichoderma sp., Bacillus sp. izolatlarin karsilikli ekimlerine ait petri kutusu
goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7,
Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13 ‘de

gosterilmistir.

19/09/2008 19/09/2008

Sekil 4.1. Trichoderma sp., Bacillus Sekil 4.2. Trichoderma sp., Bacillus
NG 1,2,3,4,5,6 suslarinin NG 7,8,9,10,11,12 suslarinin
karsilikli  ekimine ait bulgular karsilikli ekimine ait bulgular
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19/09/2008 19/09/2008

Sekil 4.3. Trichoderma sp. , Bacillus Sekil 4.4. Trichoderma sp., Bacillus
NG 13,14,15,16,17,18 NG 19,20,21,22,23,24
suslarinin karsilikli ekimine suslarinin  karsilikli ekimine
ait bulgular ait bulgular

19/09/2008 19/09/2008

#
¢

Sekil 4.5. Trichoderma sp., Bacillus Sekil 4.6. Trichoderma sp. ,Bacillus
NG 25,26,27,28,29,30 NG 31,32,33,34,35,36
suslarinin karsilikli ekimine suslarinin karsilikli ekimine
ait bulgular ait bulgular

62



4. BULGULAR VE TARTISMA Neriman GOGUSGEREN

11/12/08 ',11&‘1252008

Sekil 4.7. Trichoderma sp., Bacillus Sekil 4.8. Trichoderma sp., Bacillus
NG 37,38,39,40 suslarinin NG 41,42,43,44,45,46
karsilikli ekimine ait suslarinin karsilikli
bulgular ekimine ait bulgular

11/12/2008

Sekil 4.9. Trichoderma sp., Bacillus Sekil 4.10. Trichoderma sp., Bacillus
NG 47,48,49,50,51,52 NG 53,54,55,56,57,58
suslarinin karsilikli ekimine suslarinin karsilikli ekimine
ait bulgular ait bulgular
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11/12/2008

11/12/2008

Sekil 4.11. Trichoderma sp., Bacillus Sekil 4.12. Trichoderma sp., Bacillus

NG 59,60,61,62,63,64 NG 65,66,67,68,69,70
suslarinin karsilikli ekimine suslarinin  karsilikli ekimine
ait bulgular ait bulgular

11/12/2008

Sekil 4.13. Trichoderma sp., Bacillus
NG 71,72 suslariin karsilikli
ekimine ait bulgular

Sekiller dikkatlice incelenecek olursa Bacillus cinslerine ait bazi izolatlarin
etrafinda belirgin inhibisyon zonlar1 goriilmektedir. Bunlar soyle siralanabilir; Sekil
4.1’de NG 1, 2, 3, 4, 5; Sekil 4.2 ‘de NG 8, 9, 10; Sekil 4.3’te NG 15, 16; Sekil
4.4de NG 20, 23, 24 numarali Bacillus sp. suslaridir. Aragtirmanin amacina uygun
nitelikte olan Bacillus sp. suslart Trichoderma sp. gelisimini yiiksek veya orta
diizeyde inhibe edebilen yani Trichoderma sp. iizerine antifungal aktivite

gosterebilen izolatlardir.
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Ekimler sonucunda olusan inhibisyon zonlarinin genisligine gore Trichoderma
sp. gelisimini yiiksek ve orta diizeyde inhibe eden Bacillus sp. suslan cizelge 4.1’de
gosterilmistir. Diger Bacillus sp. suslar1  Trichoderma sp. gelisimini engelleyici

diizeyde belirgin bir aktivite gostermedigi i¢in dikkate deger goriilmemistir.

Cizelge 4.1. Trichoderma sp. gelisimi {lizerine yiiksek ve orta diizeyde
antifungal etki gosteren Bacillus sp. suslar

Trichoderma sp.’e Yiiksek Trichoderma sp.’e Orta
Diizeyde Antifungal Etki Diizeyde Antifungal Etki
Gosteren Bacillus sp. Suslari Gosteren

Bacillus sp. Suslari

NG 1 NG 8
NG 2 NG9
NG 3 NG 10
NG 4 NG 15
NG 5 NG 16
— NG 20
— NG 23
— NG 24

4.2. Bacillus sp. 1lzolatlar1 ile  Ganoderma lucidum Miselinin Petri

Kutusunda Karsilikh Ekimlerine Ait Bulgular

Trichoderma, Bacillus cinslerine ait izolatlarin besiyerlerine karsilikli ekimleri
sonucunda Trichoderma sp. gelisimini siirlandiran  Bacillus  sp.  suslan
tanmimlanmistir. Trichoderma sp. tizerine antifungal aktivite gosteren Cizelge 4.1°de
belirtilen Bacillus suslarinin Ganoderma lucidum miselinin ¢imlenmesi iizerine
aktivitesini gbzlemleyebilmek icin petri kutusu iizerinde 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10, 15, 16,
20, 23, 24 numaral1 bakteri suslartyla Ganoderma lucidum miselinin karsilastirmasi

yapilmuistir.
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Ganoderma lucidum miseli ve Bacillus sp.’nin karsilikli ekimlerine ait petri

kutusu goriintiileri Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ‘de gosterilmistir.

v

12/12/2008 o 12/12/2008

Sekil 4.14. G. lucidum ve Bacillus NG Sekil 4.15. G. lucidum ve Bacillus NG
1,2,3,4 suslarinin karsilikl 5,7,8,9 suslarinin karsilikli
ekimine ait bulgular ekimine ait bulgular

12/12/2008

Sekil 4.16. G. lucidum ve Bacillus NG  Sekil 4.17. G. lucidum ve Bacillus NG

10,12,15,16 suslarinin 20,23,24 suslarinin
karsilikli ekimine ait karsilikli ekimine ait
bulgular bulgular

Arastirmamizda ekimlere ait petri kutusu goriintiilerinin dikkatle incelenmesi
sonucunda; Trichoderma sp. gelisimini yiiksek ve orta diizeyde inhibe eden Bacillus
sp. izolatlarindan, G. lucidum miselinin aktivasyonunu sinirlandirmayan veya ¢ok az

diizeyde etki gosteren bakteriler tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2.’de Trichoderma sp. gelisimi iizerine yiiksek diizeyde antifungal
aktivite gosteren Bacillus suslarmin G. [ucidum miselinin tizerine etkisine ait gorsel

bir degerlendirme yapilmistir.

Cizelge 4.2. Trichoderma sp.’e yiiksek diizeyde antifungal etki gosteren
Bacillus sp. suslarinin Ganoderma lucidum miseli tizerindeki

etkinligi
Trichoderma sp.’e Ganoderma lucidum
Yiiksek Diizeyde Miselini Sinirlandirici
Antifungal Etki Aktivitesi
Goésteren Bacillus sp.
Suslarn
NG 1 Diisiik
NG 2 Diisiik
NG 3 Smirlanmadi
NG 4 Smirlanmadi
NG 5 Smirlanmadi

Cizelge 4.2.e gore Bacillus NG 1, 2 suslart G. lucidum miselinin gelisimini
diisiik seviyede inhibe etmistir. NG 3, 4, 5 suslan ise G. lucidum miselinin
aktivasyonu sinirlandirmamustir.

Cizelge 4.3.’de Trichoderma sp. gelisimi iizerine orta diizeyde antifungal
aktivite gosteren Bacillus sp. suslarinin G. lucidum miselinin etkinligi {izerine ait

gorsel bir degerlendirme yapilmistir.
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Cizelge 4.3. Trichoderma sp.’e orta diizeyde antifungal etki gosteren
Bacillus sp. suslarinin Ganoderma lucidum miseli tizerindeki

etkinligi
Trichoderma sp.’e Orta Ganoderma lucidum
Diizeyde Antifungal Etki Miselini Sinirlandirici
Gosteren Aktivitesi
Bacillus sp. Suslar
NG 8 Dlsuk
NG9 Dlsuk
NG 10 Orta
NG 15 Orta
NG 16 Disuk
NG 20 Yiksek
NG 23 Yiksek
NG 24 Yiksek

Cizelge 4.3.’e gore Bacillus NG 8, 9, 16 suslar1 G. lucidum miselinin gelisimini
diisiik; Bacillus NG 10, 15 suslan orta; Bacillus NG 20, 23, 24 suglan ise yiiksek
diizeyde sinirlandirmistir.

Karsilikli ekimlere ait petri kutularinin dikkatle incelenmesi sonucunda
arastirmanin amacina en uygun bakteri suslart NG 3, NG 4 NG 5’tir ciinkii bu suglar
Trichoderma sp. gelisimini yiiksek diizeyde inhibe ederken G. lucidum miselini
sinirlandirmamistir. 2. sirada kullanilabilecek uygun suslar NG 1 ve NG 2 ‘dir ¢iinkii
bu suslar Trichoderma sp. gelisimini yiiksek diizeyde inhibe ederken G. lucidum
miselini diisiik diizeyde sinirlandirmustir. 3. sirada 6nem tasiyan Bacillus sp. suslar
ise NG 8, NG 9 ve NG 16°dir, bu Bacillus sp. suslar1 Trichoderma sp. gelisimini orta
diizeyde smirlandirirken G. [lucidum miselini diisik seviyede inhibe etmistir.

Bacillus NG 10, NG 15, NG 20, NG 23 ve NG 24 suslarinin niteligi ¢calismanin

amacina uygun degildir. NG 10, NG 15 suslar1 Trichoderma sp. gelisimi iizerine orta
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diizeyde antifungal aktivite gostermesine ragmen G. lucidum gelimini de yine ayni
derecede sinirlandirmistir. NG 20, NG 23 ve NG 24 suslan da Trichoderma sp.’e
orta diizeyde antifungal aktivite gostermesine ragmen G. lucidum miselinin
aktivasyonunu daha yiiksek bir derecede sinirlandirmistir.

Sonug olarak Trichoderma sp. patojen fungusunun yayilimini sinirlandirirken
Ganoderma lucidum miselinin etkinligini azaltmayan veya cok az diizeyde
sinirlandiran bakteri suglari; Bacillus NG 1, NG 2, NG 3, NG 4, NG 5, NG 8, NG 9,
NG ve NG 16°dir. Trichoderma sp. patojeninden Ganoderma lucidum miselini
koruma giiciine sahip bu inhibitdr Bacillus sp. suglar1 deneyimizin amacini destekler
niteliktedir. Bircok arastirma Bacillus sp. soylarinin aktif bir biyokontrol ajan oldugu
yoniinde bilgi vermektedir (Crawford, 1993; Mari, 1996). Yapilan arastirmalar
Bacillus cinslerinin antibakteriyal ve antifungal etkinliklerinin olduk¢a genis ve
giicli  olan baz1 metabolitleri sentezleme potansiyeline sahip oldugunu
gostermektedir ve bu yetenekleri tipta, endiistride, biyolojik kontrol ajan olarak
kullanilmasiyla hastaliklarin kontroliinde katki saglayacaktir (Leifert ve ark., 1995).
1980 ‘li yillara kadar parazit mantarlara karsi bagarili miicadele yontemleri
bilinmiyordu (Vedder, 1978). ilk kez Huhnke (1970) deneylerinde; spesifik
termofilik mikroorganizmalarin steril komposta asilanmasiyla substratin hastalik ve

zararlilara karsi etkili koruma saglayabilecegini gdstermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

21.yy ‘da siirekli artan insan populasyonuyla birlikte saglikli iiriin tedarigine
daha fazla duyulan gereksinim nedeniyle iiriin kaybina neden olan hastaliklarin
kontrol altina alinmasi icin acil caligmalar baglamistir (Elizabeth ve ark., 1999).
Hastaliklarin kontroliinde kullanilan bircok sentetik kimyasalin 6zellikle patojen
populasyonlarinda diren¢ gelistirmesi ve insanlarda bazi hastaliklarin olusumuna
neden olmalari (Russell., 1995) gibi endise veren amagsiz etkilerinden dolay1
pestisitlerin gercekten giivenli ve yararh regiilatorler olup olmadig1 yeniden gézden
gecirilmelidir (Duke ve ark., 1993; NRC Report 1996). Bu nedenle hastaliklarin
¢oOziilmesi i¢in etkili koruma saglarken aym zamanda da insan ve ¢evre sagligi
acisinda en az olumsuz etkiye neden olabilecek yontemlere ihtiya¢ vardir (NRC
Report., 1996; Cook ve ark., 1996). Bitki hastaliklarinin baskilanmasinda kullanilan
sentetik kimyasallarin yerine sonsuz ve giiclii bir mikrobiyal cesitlilige sahip
diinyamizda daha etkili bir alternatif olarak mikroorganizmalar yani biyolojik ajanlar
kullanilabilir.

Arastirmamizda Trichoderma sp.’nin biyokontroliine yonelik kullanilabilecek
bakteriler; Trichoderma sp. besin ortak¢ist fungusunun gelisimini inhibe ederken
Ganoderma lucidum miselinin yayilimimi sinirlandirmayan Bacillus sp. suslaridir ve
bu sonuca uygun 8 tane Bacillus sp. izolat1 tespit edilmistir.

Biyokontrol organizmalarin cogunda s6zii edilen sey hastalik kontrol
mekanizmasi isleyisinin esasit patojenlere karsi antibiyotik iiretimi yapmalardir.
Gram negatif bakterilerde proteinler i¢c ve dis membran arasindaki periplazmik
bosluk arasinda kalir, gram negatif bakteriler gram pozitif bakterilerde bulunmayan
bir dis membrana sahiptir. Bu yiizden gram pozitif bakterilerde enzimler direkt
besiyerine salgilanir, ¢cogu degisken intraseliiler enzimlerin aksine ekstraseliiler
enzimlerin stabilitesi yiiksek olup c¢evre kosullarinda aktivitelerini uzun siire
koruyabilirler. Dolayisiyla gram pozitif sporlu bir bakteri olan Bacillus cinsi
bakterilerin enzimlerinin ucuz, stabil, etkili bir sekilde formiile edilebilmeleri
durumunda modern tarimda giivenle kullanilabilecektir.

Yapilan calismalarda hayvan besinlerinde kullanilan suni antibiyotiklerin
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insanlarda antibiyotik direngliligine yol actigi kanitlanmistir (Levy, 1978). Bu
tehlikeyi aklimizda bulundurarak hastaliklarin kontroliinde icerisinde sayisiz
kimyasal bulunduran fungisidlere kiyasla biyokontrol mikroorganizmalar1 tarafindan
tiretilen antibiyotiklerin bilin¢li kullanilmas1 ¢ok mantikli olacaktir. Patojen
funguslarin liremeleri ve yayilmalart igerisinde cok fazla sayida toksik bilesen
bulunduran kimyasal ilaglarin kullanimina gerek kalmadan durdurulabilecektir.
Dolayisiyla insan sagligina zararli insan sagligina zararli, suni bilesenlerden uzak
cevre ile dost biyolojik miicadele 6n planda olacaktir.

Bacillus cinslerinin 1stya ve kuruluga dayamikli, hem iiretimleri hem de
saklanmasi kolay olan spor soliisyonlar1 hazirlanarak Ganoderma lucidum’un besin
ortamlarina agilanmas1 sayesinde Trichoderma sp. enfeksiyonlarinin Oniine
gecilebilecektir.

Molekiiler ve biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesi sayesinde bu
bakterilerden yeni antifungal peptidlerin tanimlanmas1 ve antibiyotik saflagtirilmasi
sayesinde mantar enfeksiyonlarina karg1 direnglilik arttirilabilecektir ve patojen
fungus kontaminasyonlar1 kontrol altina alinabilecektir.

Trichoderma sp. Uzerine antagonistik aktivite gosteren fakat Ganoderma
lucidum gelisimini baskilamayan Bacillus sp. soylari; Ganoderma lucidum ‘un ticari
tiretiminin  yapildig1 tesislerde giivenle kullanilabilecek biyokontrol ajanlar
olacaklardir.

Giiniimiizde bir tilkenin gelismisligi o iilkenin cevre ve insan sagligia yonelik
calismalara verdigi onemle anlasildi@in1 diisiinecek olursak; patojenlerin biyolojik
preparatlar kullanilarak yok edilmesi ve bununla ilgili bilimsel calismalarin
yapilmasi ve desteklenmesi kacimilmazdir. Gelecekte mikroorganizmalarla ilgili bu
tarz calismalarin arttirilmasi ile toprak ekosistemindeki patojen organizmalara karsi
bu biyokontrol ajanlarin iiretmis olduklar yararli iiriinlerin kullanimi ve bunlar

arasindaki kompleks etkilesimler daha anlagilir duruma getirilecektir.
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