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YUKSEK LiSANS TEZIi

BiYOLOJiK MUCADELEDE KULLANILAN TRICHODERMA HARZIANUM’UN
UZUN OMURLU TASIYICILARININ BELIRLENMESI

Yasemin Esra KARA
Damisman: Dog¢. Dr. Elif TOZLU

Amag: Zirai miicadelede kullanilan kimyasallarin dogaya ve insan sagligina olumsuz etkileri
ve zamanla gelisen dayaniklilik sorunlart bilim insanlarinmi alternatif miicadele yontemleri
tizerinde ¢alismaya yoneltmistir. Bu yontemler igerisinde 6nemli bir yere sahip olan biyolojik
miicadelede funguslar 6zellikle de Trichoderma’lar ¢ok 6nemli bir yer tutmakta ve ticari tiriin
olarak ruhsatlandirilarak tarim alanlarinda etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
daha Onceki ¢alismalarda farkli patojenlere kars1 etkili oldugu tespit edilmis olan ET 4 ve ET
14 Trichoderma harzianum izolatlarinin ruhsatlandirilabilmesi ve sanayide biiyiik miktarlarda
tiretilebilmesine imkan saglayabilmek i¢in uzun raf dmriine sahip tasiyicilarin tespit edilmesi
amagclanmstir.

Materyal ve Metot: ET 4 ve ET 14 izolatlarinin baslangigta Alternaria solani’nin ET 66
izolatina karsi etkililigi in vitro ve in vivo sartlarda test edilerek teyit edilmistir. Daha sonra
patates dekstroz agarda (PDA) gelistirilen fungus izolatlarinin sporlar1 tastyici formiilasyon
olarak hazirlanan 5 farkli sivi ortama (soya yagi, neem yagi, kanola yagi, parafin yagi ve
gliserin) aktarilarak 10 ay boyunca oda sicakligi ve buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmistir.
Formiilasyonlardan aylik olarak alman numunelerden PDA’ya ekim yapilarak biyoajan
fungusun canlilik testleri yapilmistir. Ayrica onuncu ayin sonunda biyoajan fungal izolatlarin
etkinligi patojen fungusa karsi hem in vitro hem de in vivo ortamda test edilmistir.

Bulgular: Bes farkli biyoformiilasyonda on ay boyunca yapilan aylik canlilik test sonuglarina
gore tlim tastyicilarda biyoajan fungusun canliligini 10. Aym sonunda da korudugu tespit
edilmistir. Raf dmrii ¢alismasi sonucunda en uygun tastyicinin neem yagi oldugu ve 10. ayin
sonunda da biyoajan gelisiminin ¢ok yogun gozlendigi tespit edilmistir. Biyoajan geligimi in
vitroda %37.85 ile %52.33 arasinda in vivoda ise %14.26 ile %3.95 arasinda degismistir.

Sonug¢: Yapilan bu ¢aligma ile; basta neem yagi olmak izere parafin ve gliserinin T. harzianum
biyoajan fungusu i¢in iyi birer tastyict oldugu, yapilacak ileri caligmalarla raf 6mriiniin daha da
uzatilabilecegi, toksikolojik ve ekotoksikolojik ¢aligmalarin sonucunda biyopestisit olarak
ruhsatlandirilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik Kontrol, Trichoderma harzianum, Siv1 tasiyici
Mayis 2023, 61 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF LONG LASTING CARRIERS FOR TRICHODERMA
HARZIANUM USED IN BIOLOGICAL CONTROL

Yasemin Esra KARA
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Elif TOZLU

Aim: Negative effects of the plant protection chemicals on environment and human health have
led scientists to research alternative control methods. Fungi, especially Trichoderma have an
important place in biological control, one of the most common alternative methods. Licensed
as an agricultural product, it has been effectively used in agricultural lands. In this study, it was
aimed to determine long lasting carriers of the ET 4 and ET 14 Trichoderma harzianum isolates,
proven to be effective against different pathogens in previous studies, to allow licensing for
their commercial and mass production in the industry.

Materials and Methods: The efficacy of ET 4 and ET 14 isolates against ET 66 isolate of
Alternaria solani was initially confirmed by testing in vitro and in vivo conditions. Then, spores
of the fungus isolates developed on potato dextrose agar (PDA) were transferred to five
different liquid media (soybean oil, neem oil, canola oil, paraffin oil and glycerine) prepared as
the carrier formulations. They were kept at room and refrigerator temperatures for 10 months.
The viability tests of the bioagent fungus were performed by sowing into PDA from the monthly
samples taken from the formulations. In addition, at the end of the tenth month, the efficacy of
the bioagent fungal isolates were tested against the pathogenic fungus both in vitro and in vivo
conditions.

Results: Even though the most successful carrier was neem oil with a very intense bioagent
development, the bioagent fungus maintained its viability in all carriers even at the end of the
10th month, with percent inhibition rates varying between 37.85% and 52.33% in vitro and
between 14.26% and 3.95% in vivo conditions.

Conclusion: It was concluded that paraffin, glycerin and especially neem oil were good carriers
for the T. harzianum bioagent fungus, that the shelf life could be extended even more with
further studies, and that it could be licensed as a biopesticide after toxicological and
ecotoxicological evaluations.

Keywords: Biological control, Trichoderma harzianum, liquid carrier
May 2023, 61 pages
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GIRIS

Insanoglunun yeryiiziindeki yasamini siirdiirebilmesi igin tarim zorunlu bir iiretim
faaliyetidir. Bu faaliyetler igerisinde yer alan bitkisel iiretim 6nemli bir unsurdur. Hastalik,
yabanci ot ve zararlilar bitkisel iiretimi kisitlayan faktorlerdendir. Bilim insanlar1 hastalik,
zararli ve yabanci otlarla miicadele i¢in ¢ok sayida yontem gelistirmeye ¢alismislardir. Kontrol
amacli kullanilan bu yontemler teknolojiye, liretim sartlarina ve iireticilerin imkanlarina bagl
olarak degisiklik gostermistir. 20. ylizyiln basindan itibaren endiistriyel tarimin
yayginlagmasiyla tarimsal liretimde ekonomik kayiplara sebep olan etmenlere kars1 uygulanan
miicadele faaliyetlerinin 6nemi artmistir. Bu déonemde diinya niifusunun beslenmesine yetecek
miktarda {iretimi gergeklestirmek i¢in verim artigina katki saglayacak her tiirli teknik ve
teknoloji imkanlarinin kullanilmasi ve yayginlastirilmasi temel anlayis olmustur. (Yildirim,

2012)

Ozellikle ikinci diinya savasindan sonra ¢cok sayida yeni pestisitin devreye sokulmasi ile
diinyada pestisit kullanimi yayginlagmigtir. Kimyasal miicadele amaciyla yapilan ¢aligsmalar,
1940’11 yillarda sentetik pestisitlerin bulunmasi ile hizla artis gostermis, hastalik, zararli ve
yabanci otlarla miicadelede tek alternatif olarak goriilmiis, 1950’1i yillara kadar da uzun siireli
olumsuz etkileri fark edilememistir. 1962 yilinda Rachel Carson tarafindan “Sessiz Ilkbahar”
(Silent Spring) isimli kitapta kimyasallarin uzun siirede ¢evreye olan geri doniilemez olumsuz
etkileri anlatilmistir. Bu kitabin i¢eriginde arastiricilara (biyolog, ekolog vb.) ve ¢evrecilere gok

Oonemli mesajlar verilmis, bundan sonra da bu konudaki c¢aligmalar hizla devam etmistir

(Carson, 1962).

DDT 1940’11 yillarda kesfedilmis, onun kesfinden 6nceki donemde zararlilar tarafindan
iirlinde meydana gelen kaybin diinya ortalamas1 %7 iken, 1980’lerin sonuna dogru bu kayip
%13’e yiikselmistir (Erzincanli, 2021). Kesfinden sonraki donemde ise, dogal diismanlarin da
kullanilan ilagla 6lmesi sonucu dogal denge bozulmus, daha 6nce potansiyel zararli durumunda
olanlar ana zararli durumuna gegerek ekonomik kayiplar olusturmuslardir. Zararlilarda ilaclara
kars1 dayanikliligin artmasi ile tiriin kaybinda da artis meydana gelmis, buna paralel olarak da
aynit donem igerisinde ila¢ kullaniminda 12 katlik artis meydana gelmistir (Poppy, 1997).
Bunlara ilaglarin insan ve hayvan sagliginin tehdit etmesi, gida maddelerindeki ilag kalintilari,
cevre kirlenmesi ve yiiksek ilag fiyatlar1 da ilave olunca, kimyasal miicadeleye alternatif cevre
dostu ve daha ucuz miicadele yontemlerine gecilmesi zorunlu hale gelmistir (Kotan, 2020).
Cevre bilincinin artmasi ve dogada yararlanilabilecek canlilarin varligi nedeniyle “Biyolojik

Miicadele” gibi insan ve gevre sagligina herhangi bir zarar1 olmayan miicadele yontemlerine



yonelis artmistir (Lampkin, 1994). Biyolojik miicadele ¢alismalarima yonelmenin sebepleri
arasinda, kimyasal miicadelenin olumsuz etkilerinden kurtulmanin yan sira dogada zararlilar
yilksek oranda baski altina alabilecek potansiyelde olan yararli mikro ve makro
organizmalardan yararlanilmak istenmesi ve dogadaki canlilar arasindaki dengenin

korunmasinin arzulanmasi yer almaktadir (Uygun ve ark., 2010).

Bu kapsamda uzun yillar boyunca yapilan arastirmalar, funguslarin dogada bulunan
hastalik etmenleri, yabanci otlar ve zararli popiilasyonlar iizerinde oldukca etkili oldugunu
gostermistir (Eken ve Demirci, 1997). Giiniimiizde bir¢ok biyolojik kontrol ajani
ruhsatlandirilmis ve bitkisel tiretimde etkili bir sekilde kullanilmaktadir (Avan ve Kotan, 2021).
Bu ajanlar iginde Ascomycota alt boliimii, Hypocreales takimi ve Hypoceaceae familyasinda

yer alan Trichoderma’lar 6nemli bir yer tutmaktadir (Aydin, 2015).

Diinyanin her yerine yayilmis olan Trichoderma tiirleri, genelde dogal habitatlarda ve
tiim topraklarda mevcutturlar. Bu fungus tiirii bitkilerin kokleri, ¢lirlimiis kabuklari, sklerotlar
veya funguslarin diger tireme organlarinin iizerinden izole edilebilmektedir (Papavizas, 1985).
Ayrica, Trichoderma tiirlerinin mikoparazitik etkileri ve olusturduklari antibiyotiklerin etkili
olmasi c¢aligmalarin bu tiirler ilizerinde yogunlagmasina sebep olmustur. Bu funguslarin
antifungal etkisi ilk defa Weindling (1934, 1941) tarafindan ortaya konulmus ve giiniimiize
kadar bioyolojik miicadele potansiyeli farkli yonleriyle arastirilmistir. Weindling, (1932),
Rhizoctonia solani’ye karst Trichoderma viride’nin antifungal aktivitesi ilk kaydolarak
verilmistir. T. viride ve T. harzianum tiirleri ile 1980°1i yillara kadar in vitro sartlarda ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Bitki hastaliklartyla biyolojik miicadelenin in vitro sartlardan arazide
uygulama asamasina gegmesi ve biyopreparat formiilasyonlarinin gelistirilmeye baslanmasi
1980’lerin sonlarina kadar devam etmistir. Bu siire¢ igerisinde Trichoderma tiirleri, ilk basta
toprak patojenlerine karsi kullanilmaya baslanmis ve giiniimiizde de olusturulan biopreparatlari

cok sayida patojene karsi tarimda kullanilir hale gelmistir (Aydin, 2015).

Biyolojik ftriinlerin etkinliklerinin yani sira raf Omiirlerinin de uzun olmasi1 arzu
edilmektedir. Bazi biyopestisitler ve diger faydali organizma bazli formiilasyonlardan
laboratuvar kosullarinda ¢ok etkili sonuglar alinmis, ancak in vivo ¢alismalarinda ve arazi
kosullarinda her zaman ayni1 basar1 saglanamamistir. Bunun nedenleri, uygulamadan 6nce
depolama sirasinda iirliniin zayif stabilitesi, alan hedefine gercekten ulasan ¢ok az aktif madde,
kuruma nedeniyle kullanilan antagonistin 6limii, formiilasyonun kontaminasyonu ve aktif
maddenin hedef iizerinde hizli bozulmasidir. Formiilasyon tiiri bu sorunlarin ¢dziilmesine
yardimc1 olmakta ve bir formiilasyonun tarlalarda dahi ¢ok etkili hale getirilmesinde 6nemli rol

oynamaktadir. Bu nedenle, su/yag emiilsiyonlari, mikroorganizmalarin sulu ortamlara



depolanmas1 ve iletilmesi i¢in umut verici, ancak yeterince kullanilmayan bir yontem gibi
goriinmektedir. Su/yag emiilsiyonlarinin diger formiilasyon yontemlerine gore avantajlarindan
biri, yagin suyu organizmanin etrafinda tutmasi ve uygulandiginda suyun buharlagmasini

yavaslatmasidir. Bu durum 6zellikle kurumaya duyarli organizmalar i¢in fayda saglamaktadir

(Jean et al., 2006).

Kumar et al. (2014), ideal bir formiilasyonun 6zelliklerini siralarken uzun raf émri,
kiiltiirii yapilan bitkilere toksik etkilerinin olmamasi, olumsuz ¢evre kosullarini tolere edebilme,
disiik maliyetli ve bitki hastaliklarmi giivenli bir sekilde kontrol etme, su igerisinde

¢cOziinebilme ve diger bitki kimyasallar1 ile uyumlu olma gibi 6zellikler tizerinde durmaktadir.

Bu calisma kapsaminda da uzun raf omrii saglamak icin sivi tasiyict formiilasyon
imkanlar1 arastirilan T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin daha 6nce yapilan birgok
calismada farkl1 patojenlere karsi etkililikleri test edilmis ve basarili sonuglar alinmistir (Tozlu
et al., 2018a; Tozlu et al., 2018b; Camlica and Tozlu, 2019; Tekiner vd., 2019; Tekiner et al.,
2020).

Ulkemizde tarimsal alanlarda biyolojik miicadelede yaygin sekilde kullanilan
biyopreparatlarin tamami ithaldir (Anonim, 2023). Genel olarak ithal firlinlerin yiiksek
maliyetli olmasi, siirdiiriilebilir kullanim1 a¢isindan tedarik edilme siirecinin uzamasi, raf dmrii
nedeniyle kisith ithalat gibi olasi aksakliklar s6z konusu iirlinlerin yerli ve milli olarak

tiretilmesini anlamli ve gerekli kilmaktadir.

Bitki hastaliklar1 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Kayiplar:1 dnlemek
amaciyla, kisa vadede hastalik etmenleri ile miicadelede kimyasallarin kullanimi basit ve
basarili olmaktadir. Ancak, bunlarin uzun siireli kullanimlar1 sonucu patojenler pestisitlere karsi
diren¢ kazanmis ve kontrolleri giiclesmistir. Ayrica, iilkede yeni kullanilmaya baslayan
pestisitlere kars1 da ¢ok cabuk direng gelistirmeye baslamiglardir. Bunun yani sira, gereginden
fazla ilaglama tarimsal iiretim sistemlerinin siirdiiriilebilirligini riske atmis, dogal kaynaklarin
insan sagligmi tehdit eden boyutta bozulmasina ve kirlenmesine neden olmus, toprakta
kimyasallarin birikmesi sonucu son yillarin en 6nemli sorunlarindan biri olan kalint1 problemi
giindeme gelmeye baslamistir. Ozellikle yogun tarim ilacinin kullamildig1 alanlarda herbisitler
basta olmak iizere bir¢ok aktif maddenin topraktaki yararli mikroorganizmalar lizerinde de
olumsuz etkilerinin oldugu diisiilmekte olup bu olumsuz sonuglar, yapilan laboratuvar testleri

ile de ortaya konulmustur (Kotan and Tozlu, 2021).

Biitiin bu olumsuzluklar ve pestisitlerin ¢evreye ve insan sagligna zararli etkileri
konvansiyonel tarimda ¢evre dostu miicadele uygulamalarina ilginin giderek artmasina neden

olmustur. Bu amacla yapilan c¢alismalarda, kiiltiir bitkilerinde iirtin kaybina neden olan
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patojenlere karst dogada mevcut yararli organizmalarin kullanilmasinin hem ¢evre hem de

insan saglig1 agisindan 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Bu calismanin temel amaci; son yillarda fungal patojenlerle miicadelede ¢evre dostu
olan biyolojik miicadele yontemlerinin uygulanabilirli§inin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda en fazla kullanilan tmitvar fungal biyoajan T. harzianum ig¢in tasiyici
formiilasyonlar gelistirmek ve raf émrii daha uzun mikrobiyal iirlin gelistirme ¢aligmalarina

katkida bulunmaktir.

Bu ¢alisma ile tarimda kullanim potansiyeli olan T. harzianum i¢in raf émrii uzun
tasiyici  sistemlerin  gelistirilmesi amaglanmistir. Gelistirilecek bu tasiyicilar zamanla
biyopestisit 6zelligi olan pek ¢ok fungusun da formiilasyon haline doniistiiriilmesinde
kullanilabilecektir. Formiilasyon haline getirilen bu {iirlinler zaman igerisinde T.C. Tarim ve
Orman Bakanligi’nin ilgili yonetmelikleri dogrultusunda ruhsatlandirilabilecektir. Boylece,
yerli fungus izolatlarindan gelistirilebilecek olan {iriinler sayesinde yurtdisindan ithal edilerek
tarimda kullanilan yabanci kaynakli {irlinlere olan talep ve doviz ¢ikisi azaltilabilecektir.
Ayrica, cevre dostu iriinlerin yaygin kullanilmasi saglanacak ve tarimda kullanilan

kimyasallardan kaynaklanan olumsuzluklarin da 6niine ge¢ilmis olacaktir.



KURAMSAL TEMELLER

Biyolojik miicadele ¢aligmalarinda kullanilan biyoajanlarin en 6nemli problemlerinden
birisi raf dmiirlerinin kisa olmasidir. Bu nedenle ticari formiilasyona doniistiiriilmek istenilen
biyoajanlar i¢in en uygun tasiyicilarin hazirlanmasi ve bu tasiyicilarin raf 6mriiniin uzatilmasi
biiyiik 6nem arz etmektedir (Kotan, 2020). Bu amagla son zamanlarda hastaliklarin kontroliiniin
yant sira raf dmriiniin de artirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmistir. Siirh sayida yapilan bu
caligmalar s1vi ve kat1 formiilasyonlar kullanilarak yiiriitiilmiistiir (Jayaraj et al., 2006; Khan et
al., 2011; Mbarga et al., 2014; Ahamedemujtaba and Kulkarni, 2017).

Yapilan bir calismada; sivi formiilasyonun kati formiilasyona kiyasla kuruma
egiliminden dolayr T. harzianum'un kurutulmus konidial peletlerinin, Rhizoctonia solani'nin
sklerotiyal ¢imlenmesini 6nlemede sivi formiilasyondan daha etkili oldugu tespit edilmistir

(Cumagun and llag, 1998).

Prasad et al. (2002) yaptiklar1 calismada; kat1 ve siv1 fermantasyon yoluyla iiretilen T.
harzianum'un konidi ve klamidosporlarinin toz formiilasyonlarinin biyoetkinlik ve raf dmri

acisindan fark gostermedigini kaydetmislerdir.

Tastyic1 formiilasyonlarin gelistirilebilmesi i¢in yapilan bir ¢aligmada; Pythium
aphanidermatum'un biiyiimesini engelleyen karbendazim direngli T. harzianum M1 izolatinin
yedi farkli formiilasyonunun (talk, linyit, linyit + ucucu kiil bazli toz formiilasyonu, 1slanabilir
toz, bentonit macunu, polietilen glikol-macun ve jelatin-gliserin-jel) raf émrii, 24 °C’de dokuz
ay degerlendirilmistir. Propagiil popiilasyonu, 1i¢ aylhik depolamaya kadar tim
formiilasyonlarda optimum olmus, Trichoderma formiilasyonlar1 ile yapilan tohum
muamelesinde domateste patojenin etkisi %74'e kadar azaltilmistir. Ayrica sera ve tarla

kosullarinda bitki biyokiitlesinin arttig1 da tespit edilmistir (Jayaraj et al., 2006).

Yapilan bir baska c¢alismada; siikroz, melas ve gliserol gibi sekerlerle
mikrokapsiilasyonun, konidinin hayatta kalma yiizdesini dnemli olc¢iide (P<0.05) arttirdigy,
konidinin %?2 siikroz soliisyonu ile mikrokapsiilasyonunun ise diger siikroz konsantrasyonlari
ile karsilagtirildiginda en yiiksek hayatta kalma yilizdesi sagladigi tespit edilmistir (Jin and
Custis, 2011).

Bir baska calismada; melas ve soya unu suyu ortam olarak kullanilarak, sivi

fermantasyon teknolojisi ile T. viride toplu miktarda tretilmis, fungusun maksimum



biyokiitlesi, 27°C’de pH 7.0, %40 ¢dziinmiis oksijen ortaminda karistirma hiz1 ilk iki giin 250
rpm ve 3. giin 450 rpm olan 72 saatlik fermantasyondan sonra elde edilmistir. Kopiik onleyici
madde olarak baslangicta polietilen glikol (%10), daha sonra da iiretim maliyetini azaltmak i¢in
onun yerine silikon kullanilmistir. Hasattan sonra T. viride kiitlesi, yag1 alinmis hint keki, algi,
talk, vermikompost ve iyi ayristirilms ¢iftlik giibresi i¢inde formiile edilmis, iirlinlerin raf dmrii
30°C'de incelenmistir. Vermikompost, yag: alinmus hint keki ve ¢iftlik giibresi formiilasyonlar,
depolamadan sonra algitast ve talk tozuna kiyasla sirasiyla 220, 190 ve 180 giin raf omriinii
korumustur. Mevcut arastirmanin sonuglari, vermikompost, yagi alinmis hint keki ve ¢iftlik
giibresi formiilasyonlarinin, bu biyokontrol ajanlarinin pazarlanmasi i¢in biiyiik bir avantaj olan

T. viride'nin depolama sirasinda biiyiimesini destekledigini gostermistir (Khan et al., 2011).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada,; iiretim ortaminda bir ozmotik olan gliserol ilavesinin
T. harzianum un raf omrii iizerindeki etkisi incelenmistir. %3 veya %9 oraninda gliserol
ilavesinin ortamdaki su aktivitesini azalttig1 gézlemlenmistir. Hem ¢alkalayici kiiltiirde hem de
fermentorde, iiretim ortammma %3 ve %6 oraninda gliserol ilave edilmesinin talk
formiilasyonunun raf Omriinii uzattigi gorilmistiir. Gliserol eklenmeden elde edilen
formiilasyonlarin 4-5 aylik raf Omiirlerine kiyasla gliserol eklenen formiilasyonlarda raf
Omriinlin 7-12 aya kadar uzadig1 gdzlemlenmistir. Biyo-etkinlik testlerinde, 12 ay siireyle
depolamadan sonra bile gliserol ilave edilen formiilasyonlarin domates bitkilerinde sorun olan
Fussarium solgunlugundan %44-50 oraninda koruyabildigi tespit edilmistir. Calismada, sivi
fermentasyonda {iretilen fungal formiilasyonlarin raf omriinii artirmak i¢in iiretim ortamina

ozmotikantlarin eklenmesinin kullanimi 6nerilmistir (Sriram et al., 2011).

Yapilan baska bir calismada; biyopolimer matrislerde biyolojik kontrol ajanlarinin
spreyle kurutma yoluyla mikrokapsiillenmesinin daha uzun raf émriine sahip formiilasyonlar
iiretmeye alternatif oldugu gozlemlenmistir. Caligmada, ortam olarak omaltodekstrin DE10
(MD10), maltodekstrin DE20 (MD20), arap zamki (GA), ve MD10-GA’nin 1:1 oraninda
karisimi kullanilmistir. Sprey kurutmali T. harzianum konidinin canlilig1 izerindeki aktivasyon
enerjisi (Ea) degerlendirilmis, spreyle kurutmadan sonra (%86) ve 4°C’de 8 hafta depolamadan

sonra %40 oraninda en yiiksek konidi canlili1 elde edilmistir (Celaya et al., 2012).

T. harzianum konidilerinin kurutulmasi ve depolanmasi sirasinda hiicresel hasara neden
olan termal stres ve dehidrasyon seviyelerinin (su aktivitesi, aw = 0.1-0.7) sporlarin hayatta
kalmas1 tlizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, sivi kiiltiirde iiretilen T. harzianum
sporlariin, termal strese kars1 oldukca hassas oldugu ancak, dehidrasyon seviyesi agisindan
degerlendirildiginde, kuruma sirasinda spor Oliimiine etkisinin olmadigi tespit edilmistir

(Sandoval et al., 2012).



Bir baska calismada; kok biiylimesini artirarak oradaki viridin, gleotoksin gibi enzimleri
salgilayan bu nedenle de biyopestisit olarak ¢evre dostu hastalik yonetiminde 6nemli bir yere
sahip olan Trichoderma'nin kati bazli formiilasyonunun, daha kisa raf 6mrii ile ticari {iretim i¢in
pratik olmadigi, sivi Trichoderma formiilasyonunun ise daha iyi raf dmriine sahip oldugu ve alt
kiltirleme nedeniyle Ozelliklerini kaybetmedigi, yliksek sicakliktan etkilenmedigi, tipik
fermente kokusuyla tanimlanabildigi, alt kiiltiirlemede 6zelliginin kaybolmadig1 ve tohum ile

toprakta daha iyi hayatta kalabildigi kaydedilmistir (Hiralkar, 2012).

Trichoderma’lar kati hal, sivi hal fermentasyonundan elde edilen konidi ile stabil
emiilsiyon formiilasyonunda bitkisel mineral yaglarin bir kombinasyonu ile karistirilarak
hazirlandig1 bir ¢alismada ise, mikrobiyal ajanlar, petrol fraksiyonu (dizel, mineral yaglar) ve
bitkisel yaglar (yer fistig1 vb.) gibi suyla karigmayan ¢oziiciiler i¢cinde siispanse edilmistir. Bu
emiilsiyon konsantrelerin, suda seyreltildiginde aninda homojen bir emiilsiyon olusumu
saglamak i¢in yiiksek konsantrasyonda yagda ¢Oziinlir bir emiilsiyonlastirict madde ile
muamele edilmesi gerektigi belirtilmistir (Kumar et al., 2014). Trichoderma’nin bu tiir
formiilasyonlari ¢aligmada yaprak spreyleri olarak kullanilmis, yag bazli formiilasyonlarin kuru
havada yaprak spreyleri i¢in uygun ve uzun raf dmriine sahip olduklar1 belirlenmis, sporlarin
kurumaya kars1 5 °C’yi koruyan yagla kaplandiginda kuru havalarda bile bitki yiizeyinde daha
uzun siire hayatta kalabildikleri kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada Botrytis cinerea’nin neden
oldugu elma hasat sonrasi ¢iirimesinin kontrolii ig¢in T. harzianum un bir emiilsiyon

formiilasyonu gelistirilmistir (Kumar et al., 2014).

T. viride’nin canliliginin ve nem igeriginin degerlendirilmesi i¢in tebesir tozu, talk tozu,
komiir tozu, tebesir tableti gibi yedi farkli tagiyici baz formiilasyonu kullanilarak yapilan bir
calismada, en iyi sonug (80 x 107 cfu/g) %15 kdmiir tozunda kaydedilmis, ardindan kapsiiller
(78.67 x 107 cfu/g), 260 giine kadar depolamada etkili olmustur (Baghel et al., 2014).

Ug farkli formiilasyonun etkisinin kiyaslandig1 bir baska ¢alismada ise, 7. harzianum 'un
199 kodlu izolatinin kati, yar1 kat1 ve sivi formiilasyonlar1 Tilletia laevi’in kontroliinde test
edilmis, kat1 formiilasyonun enfeksiyonu (%39.07) azalttigi, verim ve verim bilesenlerinde yar1
kat1 formiilasyona gore daha iyi etki gosterdigi, ancak, sivi formiilasyonun kiimelenme oranini
(%25.31) arttirdig1, verim ve verim bilesenleri agisindan da kati formiilasyon ile hemen hemen

ayn1 ve yari kat1 formiilasyondan ise daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir (Booshehri, 2014).

Kamerun'da yapilan bir ¢aligmada; 1slatilabilir toz halinde formiile edilen Trichoderma
asperellum’un Phytophthora megakarya’ya karst etkili oldugu, bununla birlikte, bu tip

formiilasyonla, raf dmrii ve konidilerin kapsiiller iizerindeki kaliciliginin sinirl oldugu, soya



fasulyesi yagi1 bazli bir yag dispersiyonunda ise konidilerin yar1 émriiniin sulu siispansiyondaki

5 haftaya karsilik 22.5 haftaya ulastigi tespit edilmistir (Mbarga et al., 2014).

Siv1 kiiltiir fermantasyonu kullanilarak T. harzianum T-22 izolat: {izerinde yapilan bir
calismada ise; daha yiiksek karbon konsantrasyonuna (36 g LL1) sahip siv1 ortamin, test edilen
tim C:N oranlarinda microsklerotia (MS) olusumunu destekledigi, havada kurutulmus MS
graniillerinin (< %4 nem), soguk ve sogutulmamis depolama kosullarinda konidial iiretimde

kayip olmadan miikemmel raf dmriinii korudugu tespit edilmistir (Kobori et al., 2015).

Yapilan bir bagka ¢alismada; Botryotinia ricini ve Alternariaster helianthi‘ye karsi T.
harzianum Th4dSC ve T. asperellum siv1 formiilasyonlarinin oda sicakliginda saklandiginda
540 giinde 8,0 ila 7,4 log CFU'luk canli spor sayilari ile iyi bir raf omri sagladig1 ortaya
konulmustur (Navaneetha et al., 2015).

Batta (2005) tarafindan yiiriitiilen bir calismada ise; cesitli yaglar (soya, hindistan cevizi,
muistr) ile gliserin, distile steril su ve/veya suda ¢oziinen mum kullanilarak %50-%50 su ve yag
fazlari olarak ayr1 ayr1 hazirlanip daha sonra su fazinin yag fazi tizerine eklenmesiyle elde edilen
dokuz farkli formiilasyonun elmada B. cinera’ya karsi etkinligi arastirilmis olup, suda ¢6ziinen
mumun kullanildig1 formiilasyonun 36 aya kadar raf dmriiniin oldugu sonucuna varilmistir.
Ayni formiilasyonun yer fistiginda toprak kaynakli hastaliklara karsi da etkili oldugu
bildirilmistir (Kumar et al. 2014).

Trichoderma'larin raf omriinii uzatmak igin kanola yagi, parafin yagi, soya fasulyesi
yagi, neem yag1 ve gliserol gibi yaglar ve bunlarin farkli kombinasyonlarinin kullanildig bir
calismada ise; +3.00 x 10* Cfu / ml ve 2.00 X 10* Cfu / ml canli konidi igeren gliserol bazli
formiilasyon ve parafin yag1 bazli formiilasyon, on iki aylik saklama siiresinde en iyi raf dmrii

sonuglarini vermisglerdir (Ahamedemujtaba and Kulkarni, 2017).



MATERYAL ve METOT

Materyal
Yararlanilan cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki cihazlar kullanilmistir.

e Buzdolab1 (Arcelik, TURKIYE, 8190NF)

e Derin dondurucu (Nuaire, U. S. A, -86 Ultralow Freezer, SN PO7K-476316-PK)
e Hassas terazi (Scaltec, GERMANY, SPB42, SN SPB42-90908239)
e Hematolojik ¢alkalayict (GERMANY, GEL-3025, SN 10365703 F)
e iklimlendirme odas1 (Digital ayarlanabilir oda)

e Inkiibator (Niive, TURKIYE, ES 500, SN 03-0591)

e Magnetik karistirict (Niive, TURKIYE, MK-418, SN 05-1083)

e Mikroskop (Olympus, JAPAN, B x 50, OD04368)

e Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

e Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

e Plastik petri kaplart (90 mm, 60 mm)

e Saf su cithazi (Ateks, 7x35, Eu)

o Steril kabin (LABCAIRE)

e Sterilizatér (Niive, TURKIYE, FN 500, SN 303-3051)

o Vorteks (Velp Scientifica)

Calismada kullanilan besi ortamlari, yaglar ve ¢ozeltilerin hazirlamsi

Arastirma siiresince kullanilan ortamlar1 ve c¢ozeltilerin hazirlanis1 detayli olarak

asagida verilmistir:

PDA (Patates Dekstroz Agar): Hassas terazide 39 g PDA (Difco) tartilarak 1L dH20
igerisine aktarilmis ve hazirlanan besi ortami otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek 45°C’ye
kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir (20 ml). Genel

besi ortami1 olup, funguslarin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir.

%70’lik Etil Alkol: 70 ml etil alkol, sdH.Oile 100 ml’ye tamamlanarak soliisyon
hazirlanmis ve hazirlanan soliisyon -20°C'de muhafaza edilmistir. Dezenfektasyon amaci ile

kullanilmistir.



Soya Yagi: Soya bitkisinden elde edilmis %100 soya yagi
Neem Yagi: Azadirachta Indica Cas no: 8002-65-1

Kanola Yag: i¢erisinde Kanola yagi, hindistan cevizi yagi, hurma yagi, dimetil silikon

bulunmaktadir.
Parafin Yagi: Gida endiistrisi uyumlu parafin yagi kullanilmistir.

Gliserin: 85%’lik glycerin kullanilmustir.

Calismada kullanilan biyoajan ve patojen fungus izolatlar:

Calismada ET 4 ve ET 14 Trichoderma harzianum izolatlar1 kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada Kullanilan Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 izolatlar

. izole edildigi Erisim

Izolat materyal ITS tam sonucu B* numarasr** Kaynak
ET4 At kestanesi Trichoderma harzianum 87 KT897696 Tozlu et al. 2017
ET14 Sar1 gam Trichoderma harzianum 97 LN864822 Tozlu et al. 2017

B*: Benzerlik orani, **GenBank

Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Mikoloji Laboratuvari
buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilen T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlarina ait
kiiltiirlerin 6 mm ¢apindaki misel diskleri Patates Dekstroz Agar (PDA) besi ortami iceren 9
cm ¢apindaki petrilere bistiiri yardimu ile konularak 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen

saf kiiltiirler ¢alismanin diger asamalarinda kullanilmistir (Sekil 1).

ETA4

Sekil 1. Trichoderma harzianum’un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin Patates Dekstroz Agar (PDA)
besi ortaminda gelisimi

Metot
In vitro testler

Daha 6nce biyoajan olarak etkililigi bircok patojene karsi test edilmis olan biyoajan
fungus izolatlar1 ET 4 ve ET 14’{in etkinlikleri patojen Alternaria solani’nin ET 66 izolatina
kars1 test edilmistir. Bu amacla, s6z konusu biyoajan izolatlarin 6 mm ¢apindaki misel diskleri

ile patojen fungus A. solani’nin ET 66 izolatt PDA igeren petrilere aralarinda 5 cm uzaklik
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olacak sekilde karsilikli olacak sekilde yerlestirilmis ve inkubasyona birakilmistir. Diger

yandan kontrol petriye ise yalnizca patojen fungus izolat1 yerlestirilmistir.

Hiperparazitik etkiyi belirlemek amaciyla kontrol petrideki patojenin yarigap1 (R1) ile
biyoajan ve patojen ekimi yapilan petrideki patojenin yaricap1 (Rz) Olgililerek Skidmore ve
Dickinson (1976)’a gore radyal gelisimin yiizde engelleme oranlar1 hesaplanmis (Sekil 2) ve

boylece, biyoajan funguslarin etkililikleri tekrar dogrulanmaistir.

f'_Biiifnéaj'an'

Kontrol Petrisi ikili Kiiltiir Petrisi

Sekil 2. Patojen fungus Alternaria solani miselinin radyal gelisiminin 6l¢iilmesi

Ri—R,

)><100
1

Yizde Engelleme Oran: = (
R = Kontrol petrideki patojen fungus miselinin yari¢ap1
R, = ikili kiiltiir petrideki patojen fungus miselinin yarigapt (ET4 veya ET14 ve patojen
fungus)
YEO <%50 :Az
%50 <YEO %= 60 :Orta
%60 <YEO < %75 : Yiiksek
YEO> %75 : Cok yiiksek

In vivo testler
Saks1 denemeleri

Saks1 denemelerinde; organik madde yoniinden zengin torf ve perlit esit hacimlerde
karistirtlarak olusturulan karigim bitki gelisme ortami olarak kullanilmigtir. Bu karisim 1 litrelik
plastik saksilara esit Olgiiler olacak sekilde doldurulmustur. Potansiyel biyoajan funguslar
PDA’da gelistirilmis ve spor olusturmasi saglanmistir. Daha sonra spor olusturan fungus
izolatlarinin gelistigi PDA bulunan petrilere steril su dokiilerek cam pipetle fungus sporlari
toplanmis, olusan siispansiyon behere alinarak mikropipetle homojen olarak karistirilmis ve

hemositometre ile 1x10° konidi/ml spor konsantrasyonuna ayarlanmustir.
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Inokulasyon éncesi domates fidelerinin govdesinde agilan yarali kisma hazirlanan 1x10°
konidi/ml fungus stispansiyonlart mikropipet yardimiyla 30 ul olacak sekilde uygulanmus,
PDA’da gelistirilen patojen fungusun u¢ kismindan alinan misel disk agilan yaraya
yerlestirilmis ve govdenin etrafi parafilmle sarilmistir. Fungus siispansiyonu uygulanirken

stispansiyona bir damla Tween 80 ilave edilerek sporlarin homojen dagilmasi saglanmaistir.

Calismada negatif kontrol olarak steril su; pozitif kontrol olarak ise sadece patojen
fungus A. solani’nin ET 66 izolat1 kullanilmistir. 3’er saksiya sadece patojen fungus izolati,
3’er saksiya sadece biyoajan fungus izolati, 3’er saksiya patojen fungus ve biyoajan fungus
izolat1 birlikte ve 3 saksiya da steril su uygulanmistir. Calisma 24 °C’de 12 saat aydinlik, 12

saat karanlik olacak sekilde ayarlanmig olan biiylitme kabinlerinde yapilmstir.

Sonuclarin degerlendirilmesi

Hastalik belirtileri olusuncaya kadar bitkiler 1 hafta siireyle giinliik olarak incelenmistir.
Hastalikli bitkilerin degerlendirilmesi bitkinin belirti durumuna gore 0-4 skalasina gore

yapilmustir.
0-4 skalas1

- belirti yok,

: %25 belirti,
- %50 belirti,
: %75 belirti,

A w N - O

: %100 belirti (6lii yaprak) ile degerlendirilmistir.

Elde edilen degerler hastalik siddeti (DS) formiilii ile ylizde hastalik siddetine
doniistirilmistir (Viriyasuthee et al., 2019).

S XL
DS (%) = %x 100
max

S: Skala degeri

L: Skalada degerlendirilen bitki yaprak sayisi

M: Toplam bitki yaprak sayist

Smax: En yiiksek skala degerini ifade etmektedir.

Sonug¢larin Analiz Edilmesi

Bulunan in vitro testi sonuglari ile ilgili degerler JMP istatistik programinda varyans

analizine (ANOVA) gore degerlendirilmistir.
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Tasiyic1 ortamin belirlenmesi

Biyolojik miicadelede kullanilan biyoajan T. harzianum’un ET 4 ve ET 14 tiirleri igin
tasiyict formiilasyon olarak soya yagi, neem yagi, kanola yagi, parafin yagi ve gliserin

kullanilmustir (Sekil 3).

Sekil 3. Tasiyicilarin olusturulmasi a) tasiyici ortamlar, b) tasiyici ortamlarin hazirlanmasi, C)
steril edilmesi, d) konidilerin karistiricida homojenize edilmesi, e) tasiyict ortamlarin +4 °C’de
muhafaza edilmesi, f) tastyict ortamlarin oda sicakliginda muhafaza edilmesi

Her yag i¢in 120 tlip hazirlanmus, her bir tiipe 10 ml olacak sekilde yaglar ayr1 ayri
eklenip etiketlenmistir. Doldurulan toplam 600 tiip otoklavda steril hale getirilmistir. Diger
taraftan, ET 4 ve ET 14 izolatlarinin konidileri PDA besiyeri iceren 9 cm ¢apindaki petrilerde
27 °C sicaklikta gelistirilmistir. 10 giinden sonra konidiler bir spatula kullanilarak hasat edilmis
ve taze olarak gelistirilen ET4 ve ET 14’ten alinan konidiler daha 6nceden yag konulan tiiplere
tek tek yerlestirilmis ve yagin icerisinde homojen olarak dagilmalarini saglamak i¢in
karistiricitda homojenize edilmistir. Bu sekilde hazirlanan tiiplerden 300 tanesi (150 adet ET 4
ve 150 adet ET 14) oda sicakligi ve yine 150 adet ET 4 ve 150 adet ET 14 olmak tizere toplam
300 tanesi de +4 °C’de muhafaza edilmistir. Her ay 60 tiip olacak sekilde (30 tiip ET 4 ve 30
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tip de ET 14) muhafaza edilen ET 4 ve ET 14 biyoajanlarinin canlilik testleri yapilmistir.
Tiiplerin canlilik testlerinin takibi i¢in PDA ile besi ortami hazirlanarak tiiplerde muhafaza
edilen biyoajan izolatlar1 besi ortamina aktarilmistir. Steril bir ortamda alti giin boyunca
bekletilen petrilerin takipleri yapilmis ve aylik gelisimleri izlenerek her bir petrinin fotografi

cekilmistir.

Bes farkli yag bazli formiilasyon, kullanilarak yapilan raf omrii calismasinda,
formiilasyonun birinci giiniinden baslayip diizenli olarak 30 giin araliklarla on ay boyunca
PDA’ya aktarilaran fungus izolatlarmin gelisip gelismedigi takip edilmistir. Calisma plani

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calisma Plam

Trichoderma harzianum izolatlar1 ET 4 ve ET 14’{in +4 °C’den ¢ikarilarak PDA igeren
petrilere aktarilmasi

Alternaria solani’ye kars1 in vitro sartlarda antifungal etkisinin belirlenmesi

Alternaria solani’ye kars1 kontrollii sartlarda saks1 denemeleri ile antifungal etkisinin
belirlenmesi

5 farkli yag kullanilarak olusturulacak olan s1v1 tasiyicilara fungus sporlarinin aktariimasi

4 °C°de muhafaza edilen siv1 Oda sicakliginda muhafaza edilen siv1
tastyicilardaki fungus sporlarmin 1. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 1. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmasi ve
canliliklarmin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi

4 9C’de muhafaza edilen sivi Oda sicakliginda muhafaza edilen s1vi
tastyicilardaki fungus sporlarmin 2. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 2. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmas1 ve
canliliklarmin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi

4 9C’de muhafaza edilen s1vi Oda sicakliginda muhafaza edilen s1vi

tastyicilardaki fungus sporlarinin 3.Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 3. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmasi ve
canliliklarmin kontrol edilmesi canliliklariin kontrol edilmesi

4 °C’de muhafaza edilen siv1 Oda sicakliginda muhafaza edilen s1v1

tasiyicilardaki fungus sporlarinin 4. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 4. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmasi ve
canliliklarinin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi
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Tablo 2. (Devami)

4 °C°de muhafaza edilen sivi Oda sicakliginda muhafaza edilen sivi
tastyicilardaki fungus sporlariin 5. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 5. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmas1 ve
canliliklarinin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi

4 °C’de muhafaza edilen sivi Oda sicakliginda muhafaza edilen sivi
tastyicilardaki fungus sporlariin 6. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 6. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmas1 ve
canliliklarinin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi

4 °C’de muhafaza edilen sivi Oda sicakliginda muhafaza edilen sivi
tasiyicilardaki fungus sporlarinin 7. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 7. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmasi ve
canliliklariin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi
4 °C’de muhafaza edilen sivi Oda sicakliginda muhafaza edilen sivi
tastyicilardaki fungus sporlarinin 8. Ay tasiyicilardaki fungus sporlarinin 8. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmasi ve
canliliklarinin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi
4 9C’de muhafaza edilen s1v1 Oda sicakliginda muhafaza edilen sivi
tastyicilardaki fungus sporlarinin 9. Ay tasiyicilardaki fungus sporlarinin 9. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmas1 ve
canliliklarinin kontrol edilmesi canliliklarinin kontrol edilmesi
4 9C’de muhafaza edilen s1vi Oda sicakliginda muhafaza edilen sivi
tasiyicilardaki fungus sporlarinin 10. Ay tastyicilardaki fungus sporlarinin 10. Ay
sonunda PDA’ya aktarilmasi ve sonunda PDA’ya aktarilmasi ve
canliliklariin kontrol edilmesi canliliklariin kontrol edilmesi

Alternaria solani’ye kars1 in vitro sartlarda antifungal etkisinin tekrar belirlenmesi

Alternaria solani’ye kars1 kontrollii sartlarda saksi denemeleri ile antifungal etkisinin tekrar
belirlenmesi

Sonuglarin degerlendirilmesi
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ARASTIRMA BULGULARI

Calismanin baslangicinda ET 4 ve ET 14 izolatlarinin orijinal stok kiiltiiriinlerinin in
vitro sartlarda Alternaria solani’nin ET 66 izolatina karsi biyoajan olarak etkinligi test edilmis
ve patojen fungusun miselinin radyal gelisimleri dlgiilerek Skidmore ve Dickinson (1976)’ya

gore yiizde engelleme oranlari hesaplanmistir (Tablo 3, Sekil 4).

Tablo 3. In vitro Sartlarda Alternaria solani’nin ET 66 izolatina Kars1 Test Edilen Trichoderma
harzianum'un ET 4 ve ET 14 izolatlarmin Yiizde Engelleme Oranlari

Izolatlar YEO (%)

ET4 69.30 +++

ET 14 56.57 ++

YEO: Yiizde ngelleme Orani

+:YEO< %50 : Az ++: %50 <YEO %< 60: Orta +++: %60 <YEO < %75: Yiiksek ++++: YEO> %75: Cok yiiksek

Yapilan ¢alismada ET 4’tin A. solani’ye kars1 in vitro sartlarda ikili testlerde yiiksek
diizeyde (%69.30) yiizde engelleme orani gosterirken, ET 14’lin orta diizeyde (%56.57) yiizde

engelleme orani gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 3).

Sekil 4. Trichoderma harzianum ET 4 (a) ve ET 14 (b) izolatlarinin Alternaria solani ET 66
izolatinin gelisimi iizerine etkisi

In vitro sartlarda yiizde engelleme oranlar1 belirlenen ET 4 ve ET 14 izolatlarinin saks1
denemeleri kurularak domates fideleri lizerinde de etkinligi belirlenmis (Sekil 5) ve

Viriyasuthee et al. (2019)’e gore hastalik siddeti hesaplanmistir (Tablo 4).

16



Sekil 5. Saks1 denemeleri

Tablo 4. In vivo sartlarda Alternaria solani’nin ET 66 izolatina kars1 Trichoderma
harzianum'un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin etkisi

Uygulama Hastalik Siddeti (%)
ET 66 93.33 C
ET 14+ET 66 4333 B
ET 4+ET 66 36.67 B
Su 0.00 A
Cv 7.30
LSD 6.86

*Ayni siitunda benzer harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (P<0.01).
T. harzianum’un ET 4 izolat1 uygulanan domates bitkilerinde %36.67, ET 14 izolat

uygulananlarda ise %43.33 oraninda hastalik siddeti goriilmis, izolatlar arasinda istatistiki

olarak bir fark bulunmamaistir (Tablo 4).

Oda sicaklig1 ve buzdolabi sicakliginda muhafaza edilen biyoformiilasyonlardan on ay
boyunca aylik olarak alinan numunelerden yapilan ekimlerden biyoajan fungusun canlilik

testlerine ait gorseller Sekil 6-15’de ve sonuglar Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. ET 4 ve ET 14 Biyoajan Formiilasyonlarin Aylik Canlilik Test Sonuglari

Biyoajan fungal izolatlarin aylik canlilik test sonu¢lari

ET14

QOda sicakhg

Z+

Oda sicakhigr

+4°C

Z+

Z+

ET 14

+4 9C

Oda sicakhigr

ET 14

+4 °C

Z+

Soya yagi

ET4

Aylar

QOda sicakhgi

Parafin yagi

Oda sicakhg

+4 °C

10.

ET 4

Aylar

+4 °C

10.

Neem yag1

Oda sicakhd

ET4

Aylar

+4°C

10.
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Tablo 5. (Devami)

Kanola yag:
Aylar ETA4 ET 14

+4 °C Oda sicakhig +4°C Oda sicakhig

1. + + + + + + + + + + + +

2. + + + + + + + + + + + +

3. + + + + + + + + + + + +

4. + + + + + + + + + + + +

5. + + + + + + + + + + + +

6. + + + + + + + + + + + +

7. + + + + + + + + + + + +

8. + + + + + + + + + + + +

0. + + + + + + + + + + + +
10. + + + + + + + + - + + +

Gliserin yag
Aylar ETA4 ET 14

+4 °C Oda sicakhd +4°C Oda sicakhg

1. + + + + + + + + + + + +

2. + + + + + + + + Z+ + + +
3. + + + + + + + + + + + Z+

4. + + + + + + + + + + + +
5. + + Z+ + + + + + + + + Z+
6. + + + + + Z+ + + Z+ + + Z+

7. + + + + + + + + Z+ + + +
8. + + + + + Z+ + + + + + Z+
9. + + + + + + + + + + + Z+
10. + + + + + Z+ + + Z+ + + Z+

+: Gelisti; Z+: Zayif gelisti
ET4 ET 14
Oda sicakhg: Oda sicakhg
Soya yagi

Sekil 6. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 izolatlarinin 1. ay canlilik testleri
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seesesene
teveses

Parafin yagi

Neem yagi

Kanola yag

(Devami)

ET 4 ve ET 14 izolatlarinin 1. ay canlilik testleri

hoderma harzianum

Sekil 6. Tric
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Gliserin

Sekil 6. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 izolatlarinin 1. ay canlilik testleri (Devami)

Yapilan calismada sivi1 tastyici igerisinde bulunan izolatlari igeren tiiplerden PDA’ya 1.
ay aktarilan fungus izolatlarinin gelismeleri degerlendirildiginde tiim ortamlarda gelisme

oldugu tespit edilmistir (Sekil 6).

ET4 ET 14
+4 0C Oda sicakhg +4°C Oda sicakhg

Sekil 7. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 2. ay canlilik testleri
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Gliserin

Sekil 7. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 2. ay canlilik testleri
(Devami)

2. ay aktarilan fungus izolatlarinin gelismeleri degerlendirildiginde ise tiim ortamlarda
gelisme oldugu ancak soya yagi ve gliserinde funguslarin daha yavas gelistigi tespit edilmistir

(Sekil 7).

ET4 ET 14
+40C Oda sicakhg +40C Oda sicakhg

Soya yagi

Sekil 8. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 3. ay canlilik testleri
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Parafin yag:
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Gliserin

Sekil 8. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 3. ay canlilik testleri
(Devami)

3. ay aktarilan fungus izolatlarinin canlilik testleri degerlendirildiginde parafin yagi,

neem yag1 ve kanola yaginda daha iyi gelisme oldugu tespit edilmistir (Sekil 8).

ET4 ET 14
+40C Oda sicakhg +4°C Oda sicakhg

e -

Soya yagi

Sekil 9. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 4. ay canlilik testleri
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Parafin yagi

Neem yagi

Kanola yag

ay canlilik testleri

latlarinin 4

ET 4 ve ET 14 fungus izo

hoderma harzianum

IC

Sekil 9. Tr

(Devami)
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Gliserin

Sekil 9. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 4. ay canlilik testleri
(Devami)

4. ay aktarilan fungus izolatlarinin gelismeleri degerlendirildiginde tiim ortamlarda

gelisme oldugu gozlemlenmistir (Sekil 9).

ET4 ET 14
+4°C Oda sicakhig

Soya yagi

Sekil 10. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 5. ay canlilik testleri
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Parafin yagi

Nee

m yagi

Kanola yag

Sekil 10. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 5. ay canlilik testleri

(Devami)
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Gliserin

Sekil 10. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 5. ay canlilik testleri
(Devami)

5. ay aktarilan fungus izolatlarinin gelismeleri degerlendirildiginde diger ortamlara gore

gliserin ve soya ortaminda fungus gelisiminin daha az oldugu goézlemlenmistir (Sekil 10).

ET4 ET 14
Oda sicakhg

Oda sicakhg

Soya yagi
Sekil 11. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 6. ay canlilik testleri
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Parafin yag1

Neem yag1

Kanola yag

latlarinin 6. ay canlilik testleri

30

Sekil 11. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izo

(Devami)



Pesssanes

Gliserin

Sekil 11. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 6. ay canlilik testleri
(Devami)

6. ay aktarilan fungus izolatlarinin gelismeleri incelendiginde diger ortamlara kiyasla

gliserin ortaminda fungus gelisiminin daha az oldugu gézlemlenmistir (Sekil 11).

ET4 ET 14
Oda sicakhg +40C Oda sicakhg

= Aai e SEEmmss s

~ Parafin yagi

Sekil 12. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 7. ay canlilik testleri
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g1

Kanola ya

Gliserin

izolatlarinin 7. ay canlilik testleri

Sekil 12. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus

(Devami)

gerlendirildiginde tiim ortamlarda

7. ay aktarilan fungus izolatlarinin gelismeleri de

gu gozlemlenmistir (Sekil 12).

fungus oldu
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ET 14

ETA4

Oda sicakhg +4°C Oda sicakhg

+4°C

ssessssane

.
seesssenee

Parafin yag

Neem yag1

. ay canlilik testleri

latlarinin 8

120

ET 4 ve ET 14 fungus

ichoderma harzianum

Tr

Sekil 13
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Gliserin

Sekil 13. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 8. ay canlilik testleri
(Devami)

8. ay aktarillan fungus izolatlariin gelismeleri degerlendirildiginde soya ve gliserin

ortamlarindaki fungus gelisimlerinin azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 13).

ET4 ET 14

+40

Oda sicakhgi

v .

g P

Soya yagi

Sekil 14. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 9. ay canlilik testleri
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Kanola yag

Sekil 14. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlariin 9. ay canlilik testleri
(Devami)
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Gliserin

Sekil 14. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 9. ay canlilik testleri
(Devami)

9. ay aktarilan fungus izolatlarinin canlilik testleri degerlendirildiginde parafin yagi,
neem yagi ve kanola yaginda gliserin ve soya ortamina gore daha iyi gelisme oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 14).

ET4 ET 14
+40C Oda sicakhg +40C Oda sicakhg

Soya yagi

Sekil 15. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 10. ay canlilik testleri
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Parafin yag1

.

Neem yag1

Kanola yagl

latlarinin 10. ay canlilik testleri

ET 4 ve ET 14 fungus izo

ichoderma harzianum

Sekil 15. Tr
(Devami)
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Gliserin

Sekil 15. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 fungus izolatlarinin 10. ay canlilik testleri
(Devami)

10. ay aktarilan fungus izolatlarinin canlilik testleri incelendiginde fungusun en iyi neem
yag1 ortaminda gelistigi goriilmiistiir. Diger ortamlardaki gelisiminin daha 6nceki aylara kiyasla
azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 15). 10 ay siiresince muhafaza edilen T. harzianum fungus
izolatlarmin A. solani (ET 66)’ye karsi ikili testleri yapilmis, in vitro kosullarda patojen

tizerinde etkililik sonuglar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 6. Uzun Siireli Tastyici Ortamda Muhafaza Edilen Trichoderma harzianum'un ET 4 ve
ET 14 izolatlarmin in Vitro Sartlarda Alternaria solani’nin ET 66 izolatina Kars1 Yiizde
Engelleme Oranlari

izolatlar YEO (%)
ET 4

Soya yagi 4726 +
Parafin yag1 49.19 +
Neem yagi 52.33 ++
Kanola yag1 48.01 +
Gliserin 37.85 +
ET 14

Soya yagi 4492 +
Parafin yag1 4530 +
Neem yag1 49.60 +
Kanola yag1 5156 ++
Gliserin 46.48 +
YEO: Yiizde Engelleme Orant

+: YEO< % 50 : Az ++: %50 <YEO %< 60: Orta +++: %60 <YEO < %75: Yiiksek ++++: YEO> %75: Cok yiiksek

Yapilan ¢alismada farkli s1vi tasiyicilarda muhafaza edilen T. harzianum ET 4 izolatinin
10. ay sonunda yiizde engelleme oran1 %37.85 ile %52.33 arasinda deg8ismis, en yiiksek ylizde
engelleme orani neem yagindan elde edilmis (%52.33), bunu sirastyla parafin yagi (%49.19),
kanola yag1 (%48.01), soya yag1 (%47.26) ve gliserin (%37.85) takip etmistir (Tablo 5). T.
harzianum ET 14 izolatinin 10. ay sonundaki yiizde engelleme orani ise %44.92 ile %51.56
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arasinda degismis, en yiiksek yiizde engelleme orani kanola yagindan elde edilmis (%51.56),
bunu sirastyla neem yagi (%49.60), gliserin (%46.48), parafin yag1 (%45.30), soya yag1 (%
44.92) takip etmistir (Tablo 5). ET 4 ve ET 14 izolatlarinin yiizde engelleme oranlarinin

birbirleri ile benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir (Tablo 5).

Farkl1 tasiyici ortamlarda uzun siire muhafaza edilen T. harzianum fungus izolatlarinin

patojen fungus A. solani’nin gelisimi lizerine etkisi Sekil 16’da verilmistir.

ET 4+ET 66 ET 14+ET 66
Oda sicakhgi

Oda sicakhg:

Parafin yag

Sekil 16. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 izolatlarinin in vitro sartlarda Alternaria solani
(ET66) gelisimi tizerine etkisi
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Gliserin

Sekil 16. Trichoderma harzianum ET 4 ve ET 14 izolatlarinin in vitro sartlarda Alternaria solani
(ET66) gelisimi tizerine etkisi (Devami)

Tastyic1 ortamlarda uzun siireli muhafaza edilen ve daha sonra in vitro sartlarda

etkililiginin devam edip etmedigi tespit edilen ET 4 ve ET 14 izolatlarinin saksi denemeleri
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kurularak domates fideleri tizerinde de etkinligi belirlenmis ve Viriyasuthee et al. (2019)’¢ gore

hastalik siddeti hesaplanmigtir (Tablo 6, Sekil 17).

Tablo 7. In vivo Sartlarda Alternaria solani’nin ET 66 Izolatina Kars1 Trichoderma
harzianum'un ET 4 ve ET 14 Izolatlarinin Etkisi

ET4 ET 14
Uygulama Hastalik Siddeti (%) Uygulama Hastalik Siddeti (%0)
Gliserin ~ +4°C 334 A Neem | Odasicakligi | 346 A
Neem +4°0C 420 AB Neem +4°C 395 A
Parafin +4°C 435 ABC Gliserin Oda sicakligi 396 A
Soya | Oda sicakhigi | 452 ABC Kanola | Oda sicakligs 528 AB
Soya +4°C 5.36 ABC Soya Oda sicakligi 548 AB
Parafin | Oda sicaklig1 551 ABCD Soya +4.°C 558 AB
Kanola Oda sicaklig 6.45 BCD Kanola +40C 6.87 BC
Gliserin | Oda sicakligt 7.23 CDE Parafin +4°C 7.05 BC
Neem Oda sicaklig: 8.37 DE Parafin | Oda sicakligi | 829 CD
Kanola ~ +4°C 10.02 E ET 14 +4 °C 8.35 CD
ET 4 +4°C 1391 F ET14 | Odasicakligi | 8.36 CD
ET 4 | Odasicakhg | 1426 F Gliserin ~ +4°C 10.76 D
ET 66 +4C 6136 G ET 66 +49C 6136 E
ET66 | Odasicaklipn | 6154 G ET66 [ Odascakhgi | 6154 E
CcV 11.67 CcV 10.99
LSD 2.94 LSD 2.64

*Aym siitunda benzer harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur (P<0.01).

Yapilan ¢alismada domates bitkisinde T. harziaum ET 4 ve ET 14 izolatlarinin az veya
¢ok oranda A. solani’nin ET 66 izolatinin hastalik siddetinde farklilik meydana getirdigi tespit
edilmistir (Tablo 6). Ayrica, siv1 tastyicida uzun siire muhafaza edilen izolatlarin yatik agarda
muhafaza edilen izolatlara gore hastalik siddetini azalttig1 kaydedilmistir. En 1yi sonuglar +4
9C’de gliserinde muhafaza edilen ET 4’ten ve oda sicakliginda neem yaginda muhafaza edilen
ET 14 izolatindan elde edilmistir (Tablo 6). ET 4 izolat1 i¢in, gliserini sirasiyla neem yagi,
parafin yag1 ve soya yagi, ET 14 izolati i¢in ise gliserin ve kanola yag takip etmistir (Tablo 6).
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ET4 ET 14

Oda +4°C Yatik agar Kontrol Yatik agar Kontrol

Soya yagi Soya yagi

+4°C Yatk agar __ Kontrol Oda +40C Yatik agar Kontrol

Parafin yag: Parafin yag

+4°C Yatik agar Kontrol +4°C Yatik agar Kontrol

Neem yagi ___Neemyag

Yatik agar Kontrol

Oda +4°C Yatik agar Kontrol Oda +4

Kanola yag Kanola yagi

Oda +4°C Yatik agar Kontrol Oda +4°C Yatik agar Kontrol

Gliserin Gliserin

Sekil 17. In vivo sartlarda Alternaria solani’nin ET 66 izolatina karsi Trichoderma

harzianum'un ET 4 ve ET 14 izolatlarinin etkisi
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TARTISMA ve SONUC

Trichoderma tiirleri basta toprak kaynakli patojenler olmak iizere ¢ok sayida fungal bitki
patojenine karst umut verici biyolojik miicadele etmenleri arasinda yer almaktadir (Elad and
Kapat 1999; Harman 2006). Kolonilerinin hizli gelismesi ve baslangigta saydam, sonrasinda da
renginin yesile donmesiyle karakterize edilen tiirlerdir. Bitki kok yiizeylerine kolonize olarak
bitki metabolizmasinda da degisikliklere neden olduklari yapilan caligmalarda ortaya
konulmustur (Howel 2003; Kleifeld and Chet 1992). Bu tiirler igerisinde Trichoderma
harzianum Rifai ise B-1-3 gliikanazlar, Kitinaz ve B-1-4 gliikkanazlarin iretimi, rekabet,
antibiyotikler, inorganik bitki besinlerinin ¢0ziliniirliigii, patojen enzimlerinin inaktif hale
getirilmesi ve dayanikliligin tesvik edilmesi (Elad and Kapat 1999; Harman 2006) ve buna
ilaveten toprak kaynakli fungal patojenleri baskilayan ugucu metabolitlerin ve ugucu olmayan
antibiyotiklerin iiretimi, yer ve besin bakimindan rekabet gibi etkileri ile antogonizm
mekanizmalar1 da dahil olmak {izere birden fazla etki mekanizmasina sahiptir (Altomare et al.
1999; Harman et al. 2004; Akrami 2015). Bitki patojenlerinin gelisimlerini engelleyerek
hastalig1 azaltmasi, hormon benzeri metabolitler iiretmesi, toprak veya organik maddeden
besinleri ¢6zebilmesiyle bitki gelisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar (Kleifeld and Chet 1992;
Vinale et al. 2006). Ozellikle de mikoparazitik olarak giiclii bir etki gdstermesi ayrica
olusturduklart antibiyotiklerin de etkili olmasi, arastirmacilarin Trichoderma’lar iizerinde

yogunlagmalarina neden olmustur.

Daha Onceki ¢alismalardan hareketle Trichoderma tiirlerinin  kat1 bazli
formiilasyonunun, daha kisa raf 6mrii ile ticari tiretim igin kullanigli olmadigi, siv1 Trichoderma
formiilasyonunun ise daha iyi raf 6mriine sahip oldugu ve alt kiiltiirleme nedeniyle 6zelliklerini
kaybetmedigi, yiiksek sicakliktan etkilenmedigi, alt kiiltiirlemede 6zelliginin kaybolmadigt ve
tohum ile toprakta daha iyi hayatta kalabildigi bildirilmektedir (Hiralkar, 2012).

Kati1 ortamlarda depolama siiresinin uzatilmasinda olumlu etkiler gozlemlenen
caligmalar da mevcuttur. Yapilan bir caligmada, s1vi formiilasyonun kat1 formiilasyona kiyasla
kuruma egiliminden dolayr T. harzianum'un kurutulmus konidial peletlerinin, Rhizoctonia
solani'nin sklerotiyal ¢gimlenmesini dnlemede sivi formiilasyondan daha etkili oldugu tespit
edilmistir (Cumagun and Ilag, 1998). Ozellikle toz formiilasyonlarin raf dmriinii uzattig: tespit
edilmistir. Tebesir tozu, talk tozu, komiir tozu, tebesir tableti gibi yedi farkli tasiyici baz
formiilasyonu kullanilarak yapilan bir calismada, en iyi sonug (80 x 107 cfu/g) %15 komiir
tozunda kaydedilmis, ardindan kapsiillerin (78.67 x 107 cfu/g), 260 giine kadar depolamada
etkili oldugu saptanmistir (Baghel et al., 2014).
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Daha once konu ile ilgili yiiriitilen c¢alismalarda farkli arastiricilar tarafindan
Trichoderma tiirlerinin farkli ortamlarda uzun siire muhafaza edildikleri dikkati ¢ekmektedir.
Ayrica, Trichoderma tiirlerinin bazi ¢aligmalarda kati ortamda, bazi galismalarda ise sivi

ortamda daha uzun siire muhafaza edilmis olmasi da diger 6nemli bir husustur.

Trichoderma’larn kat1 ve sivi hal fermentasyonlarindan elde edilen konidi ile stabil
emiilsiyon formiilasyonunda bitkisel mineral yaglarin bir kombinasyonu ile karigtirilarak
hazirlandig1 bir ¢alismada ise, mikrobiyal ajanlar, petrol fraksiyonu (dizel, mineral yaglar) ve
bitkisel yaglar (yer fistig1 vb.) gibi suyla karismayan ¢oziiciiler i¢cinde slispanse edilmistir. Bu
emiilsiyon konsantrelerin, suda seyreltildiginde aninda homojen bir emiilsiyon olusumu
saglamak i¢in yiiksek konsantrasyonda yagda ¢Oziiniir bir emiilsiyonlagtirici madde ile
muamele edilmesi gerektigi belirtilmistir (Kumar et al., 2014). Trichoderma’nin bu tiir
formiilasyonlari caligmada yaprak spreyleri olarak kullanilmis, yag bazli formiilasyonlarin kuru
havada yaprak spreyleri i¢in uygun ve uzun raf dmriine sahip olduklar1 belirlenmis, sporlarin
kurumaya kars1 yagla kaplandiginda kuru havalarda bile bitki yiizeyinde daha uzun siire hayatta
kalabildikleri kaydedilmistir. Ayni ¢alismada Botrytis cinerea’nin neden oldugu elma hasat
sonrasi ¢iirimesinin kontrolii i¢in T. harzianum 'un bir emiilsiyon formiilasyonu gelistirilmistir
(Kumar et al., 2014). S6z konusu ¢alismada yag bazli formiilasyonlarin raf dmrii agisindan

onemli bir yere sahip oldugu goriilmektedir.

Daha onceki ¢alismalar incelendiginde T. harzianum’un kati ortamdan ziyade sivi ve
yari kat1 ortamda uzun siire boyunca canliliginin devam ettigi anlagilmaktadir. Bunlara ilaveten
T. harzianum’un 199 kodlu izolatinin kati, yar1 kat1 ve sivi formiilasyonlar: Tilletia laevi’in
kontroliinde test edilmis, kat1 formiilasyonun enfeksiyonu (%39.07) azalttig1, verim ve verim
bilesenlerinde yar1 kat1 formiilasyona gore daha iyi etki gosterdigi, ancak, sivi formiilasyonun
kiimelenme oranimni (%25.31) arttirdigi, verim ve verim bilesenleri acisindan da kati
formiilasyon ile hemen hemen ayni ve yar1 kati1 formiilasyondan ise daha iyi sonug¢ verdigi

bildirilmistir (Booshehri, 2014).

Bu ¢aligmalardan T. harzianum’un hem kati hem sivi hem de yari1 sivi ortamlarda
tastyici ortama ilave maddeler eklendiginde raf dmriiniin uzadigi, canliliklarinin devam ettigi
anlasilmaktadir. Gliserol eklenmeden elde edilen formiilasyonlarin 4-5 aylik raf dmiirlerine
kiyasla gliserol eklenen formiilasyonlarda raf dmriiniin 7-12 aya kadar uzadigi tespit edilen bir
calismada biyo-etkinlik testlerinde, 12 ay siireyle depolamadan sonra bile gliserol ilave edilen
formiilasyonlarin domates bitkilerinde sorun olan Fussarium solgunlugundan %44-%50

oraninda koruyabildigi tespit edilmistir. Calismada, sivi fermentasyonda iiretilen fungal
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formiilasyonlarin raf Omriinii artirmak i¢in {iretim ortamina ozmotikantlarin eklenmesi

Onerilmistir (Sriram et al., 2011).

Batta (2005) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada ¢esitli yaglar (soya, hindistan cevizi,
muistr) ile gliserin, distile steril su ve/veya suda ¢oziinen mum kullanilarak %50-%50 su ve yag
fazlar1 olarak ayr1 ayr1 hazirlanip daha sonra su fazinin yag fazi tizerine eklenmesiyle elde edilen
dokuz farkli formiilasyonun elmada B. cinera’ya karsi etkinligi arastirtlmis olup, suda ¢6ziinen
mumun kullanildig1 formiilasyonun 36 aya kadar raf dmriiniin oldugu sonucuna varilmistir.
Ayni1 formiilasyonun yer fistiginda toprak kaynakli hastaliklara karsi da etkili oldugu
bildirilmistir (Kumar et al. 2014).

Kanola yagi, parafin yagi, soya fasulyesi yagi, neem yagi ve gliserol gibi yaglar ve
bunlarin farkli kombinasyonlarmin kullanildig1 bir calismada ise, +3.00 x 10* Cfu / ml ve 2.00
X 10* Cfu / ml canli konidi igeren gliserol bazli formiilasyon ile parafin yag bazl
formiilasyonun on iki aylik saklama siiresinde en iyi raf omrii sonuglarimi verdikleri tespit

edilmistir (Ahamedemujtaba and Kulkarni, 2017).

Mevcut calismada biyolojik miicadele agisindan 6nemli olan T. harzianum’un etkisini
kaybetmeden uzun siire muhafaza edilebilecegi sivi ortamlar tespit edilmeye ¢alisilmstir. ilk
asamada daha once farkli patojenler {izerinde etkili oldugu tespit edilmis olan ET 4 ve ET 14
izolatlarimin Alternaria solani iizerinde in vitro ve in vivo sartlarda etkisi tekrar test edilmis,
daha sonra da bes farkli sivi ortama alinarak uzun siire muhafaza edilen izolatlarin in vitro
kosullarda PDA’ya aktarilarak gelismeleri kontrol edilmistir. On ay boyunca yapilan in vitro
testlerin sonunda ise A. solani iizerinde in vitro ve in vivo sartlarda etkililik testleri yapilmis ve

etkililiginin devam edip etmedigi tespit edilmistir.

Farkli siv1 tastyicilarda muhafaza edilen T. harzianum ET 4 izolatinin 10. ay sonunda
yiizde engelleme oran1 %37.85 ile %52.33 arasinda degigmis, en yiiksek yiizde engelleme orani
neem yagindan elde edilmis (%52.33), bunu sirasiyla parafin yagi (%49.19), kanola yag:
(%48.01), soya yag1 (%47.26) ve gliserin (%37.85) takip etmistir (Tablo 5). T. harzianum ET
14 izolatinin 10. ay sonundaki yilizde engelleme orani ise %44.92 ile %51.56 arasinda degismis,
en yiiksek ylizde engelleme orani kanola yagindan elde edilmis (%51.56), bunu sirasiyla neem
yagt (%49.60), gliserin (%46.48), parafin yag1 (%45.30), soya yag1 (% 44.92) takip etmistir
(Tablo 5). ET 4 ve ET 14 izolatlarinin yiizde engelleme oranlarinin birbirleri ile benzer sonuglar

verdigi goriilmistiir (Tablo 5).

Saks1 denemelerinde ise en iyi sonuglar +4 °C’de gliserinde muhafaza edilen ET 4’ten

ve oda sicakliginda neem yaginda muhafaza edilen ET 14 izolatindan elde edilmistir (Tablo 6).
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ET 4 izolat1 i¢in, gliserini sirasiyla neem yagi, parafin yagi ve soya yagi, ET 14 izolati igin ise

gliserin ve kanola yag: takip etmistir (Tablo 6).

Calisma sonuglari, Batta (2005), Sriram et al. (2011) ve Ahamedemujtaba and Kulkarni
(2017) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarla paralellik gostermekte olup, T. harzianum’un ET 4 ve
ET 14 izolatlarinin neem yagi, gliserin ve parafin yagi gibi sivi tasiyicilarda 10 ay siireyle
basarili bir sekilde saklanabilecegi tespit edilmistir. ilgili yonetmelige uygun olarak ilave
edilecek diger bilesenler ile biyoajanin raf omriiniin artirilmasina yonelik ilave ¢aligmalar

yapilmas1 gerekmektedir.
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