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Asma fidanliklarinda Petri Hastaligi, Phaeoacremonium minimum, Cadophora luteo-olivaceae ve
benzeri patojenlerin neden oldugu, diinya tizerinde asma fidanciliginin yapildigi alanlarda 6nemli fungal
hastaliklardan biridir. Bu hastaligin miicadelesi ciddi 6lgiide zor olup, hastalik olusumunu azaltacak ekonomik
ve pratik bir yontem heniiz mevcut degildir. Bu ¢alismanin amaci, endofitik Penicillium fructuariae-cellae,
Penicillium canescens ve Trichoderma brevicompactum tiirlerinin in vitro ve saksi galismalari ile P. minimum
ve C. luteo-olivaceae nin yol agtig1 hastaliklarin olusumunu azaltict etkisini incelemektir. Endofitik tiirlerin
patojenler tizerindeki in vitro etkileri ikili-kiltiir, ugucu antibiyotik ve kiiltiir filtrati testleriyle incelenmistir.
Saks1 denemeleriyle endofitik tiirlerin spor siispansiyonlar1 fidanlarin koklerine uygulanmis, dort ay sonra igsel
dokulardaki nekroz olusumu ve fidan 6liim oranlar1 6l¢iilmiistir. Endofitik tiirlerden P. fructuariae-cellae, ikili
kiiltiir testinde P. minimum ve C. luteo-olivaceae koloni biiyiimelerini sirasiyla %27.3 ve %31.9 oranlarinda
azaltmusg, P. canescens her iki patojen koloni biiytimelerini %0.8 ve %20.1 oranlarinda azaltarak diisiik etki
gostermistir. T. brevicompactum, patojenlerin koloni biiylimesini %35.7 ve %39.8 oranlarinda azaltarak en
yiiksek antagonistik etkiyi gostermistir. P. fructuariae-cellae ve P. canescens kiiltir filtratlarinin, P.
minimumun koloni biiytimesini azalttig1 fakat C. luteo-olivaceae iizerinde etkisinin olmadigi anlagilmstir.

Endofitik izolatlarin kdklere uygulandiginda sistemik etki gostererek nokroz uzunluklarini azalttigi
gozlenmis ve bu tiirler igsel dokulardan yeniden izole edilebilmistir. Steril koklendirme ortamlarinda P.
minimum inokule edilen bitkilerin %63.6’s1 kururken, endofitik izolatlarla desteklenen fidanlarda kuruma
olmamistir. C. luteo-olivacea inokule edilen fidanlarin %28.6’s1 kururken, endofitlerle desteklenenlerde bu
oran %9.1’e kadar gerilemistir. Steril olmayan koklendirme ortamlarinda ise bitkilerin hi¢birinde kuruma
meydana gelmemistir.

Bu ¢alisma, P. fructuariae-cellae, P. canescens, T. brevicompactum’ tiirlerinin asma fidanliklarinda
Petri Hastaligi’nin biyolojik miicadelesinde potansiyel biyo-kontrol ajanlar1 olarak degerlendirilebilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Asma fidanliklari, biyolojik miicadele, endofitik funguslar, Petri hastaligi
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ABSTRACT

In grapevine nurseries, Petri disease is one of the important fungal diseases caused by
Phaeoacremonium minimum, Cadophora luteo-olivaceae, and similar pathogens in grapevine nurseries around
the world. The management of this disease is highly challenging, and there is no economical or practical
method to reduce its occurrence. This study aimed to investigate the effect of endophytic Penicillium
fructuariae-cellae, Penicillium canescens, and Trichoderma brevicompactum species on reducing the
occurrence of diseases caused by P. minimum and C. luteo-olivaceae through in vitro and pot experiments. The
in vitro effects of endophytic species on pathogens were studied by dual-culture, volatile antibiotic, and culture
filtrate tests. In pot experiments, spore suspensions of endophytic species were applied to the roots of seedlings,
and after four months, necrosis formation in internal tissues and seedling mortality rates were measured.
Among the endophytic species, P. fructuariae-cellae reduced the colony growth of P. minimum and C. luteo-
olivaceae by 27.3% and 31.9%, respectively, in the dual culture test, while P. canescens exhibited a low effect,
reducing the colony growth of both pathogens by 0.8% and 20.1%. T. brevicompactum performed the highest
antagonistic effect, reducing the colony growth of pathogens by 35.7% and 39.8%. Culture filtrates of P.
fructuariae-cellae and P. canescens reduced the colony growth of P. minimum but did not affect C. luteo-
olivaceae.

Endophytic isolates had a systemic effect when applied to roots, reducing the length of necrosis, and
these species could be re-isolated from internal tissues. In sterile rooting media, 63.6% of the plants inoculated
with P. minimum died, whereas no mortality occurred in seedlings supplemented with endophytic isolates.
While 28.6% of C. luteo-olivacea inoculated seedlings died, this rate decreased to 9.1% in those supported
with endophytes. In non-sterile rooting media, none of the plants died.

This study indicates that P. fructuariae-cellae, P. canescens, and T. brevicompactum species can be
evaluated as potential biocontrol agents for the biological control of Petri Disease in grapevine nurseries.

Keywords: Biological control, grapevine nurseries, endophtic fungi, Petri disease
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1.GIRIS

Bagcilik, yeryiiziinde tarihi olduk¢a eskilere uzanan ve diinya {izerinde {iziim
yetistiriciliginin yapildig1 oncelikli tarimsal iiretim kollarindan biridir (Parihar ve Sharma., 2021).
Asmanin anavatan1 konusunda farkli goriisler agiklanmasina ragmen genel kabul, Hazar Denizi’nin
giineyi, Kafkasya ve Kuzey Dogu Anadolu Bélgesi’nin, asmanin anavatani oldugu goriistidiir
(Calkan Saglam ve ark., 2018). Iklim ve yetistiricilik istekleri yoniinden ¢ok segici olmayan, diinya
tizerinde kuzey yarim kiirede 20°-52° ve giiney yarim kiirede 20°-40° enlemleri, {iziim {retimi
bakimindan en elverisli alanlar olarak goriilmektedir (Winkler ve ark., 1994). Kiiresel 6lgekte bir
hayli genis tiretim alanina sahip bir meyve tiirii olmakla birlikte (diinyada 6.7 milyon ha alanda 75
milyon ton- TEPGE, 2024) tiziimiin Akdeniz Bolgesi ve ¢evresinde kiiltiirel, ekonomik ve ekolojik
onemi bulunmaktadir (Blanco-Ward ve ark., 2021). Tiirkiye, cografik konumuna bagli olarak {iziim
yetistiriciligi i¢in diinya iizerinde uygun konumlardan birine sahip durumdadir (Kiipe, 2021).
Ulkemizde yaklasik 3.778 bin dekar alanda yaklasik 3.5 milyon ton iiziim {iretilmektedir. Bu iiretimin
%36.6’s1 Manisa, %4.8’i Mardin, %4.7’si Denizli, %4.5’1 Gaziantep, %4.2’si Mersin, %3.3’1
Nevsehir, %3.0’ii Hatay, %2.9’u Diyarbakir, %2.8’i, Konya, %2.7’si Izmir, %1.97’si Tekirdag ve
geri kalan %28.53"i diger illerde yapilmaktadir (TUIK, 2023). Tarih &ncesi ¢aglardan giiniimiize
kadar ulasan ve yetistiriciligi devam eden iiziim, meyveler i¢erisinde olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir
(Senocak, 2008). Farkli sekillerde tiiketilen (saraplik, kurutmalik, sofralik vd) {iziim, ekonomik
anlamda pazar genigligine sahiptir ve bu sayede ekonomik degeri de yiiksektir (Bouquet ve ark.,
2006). Biinyesinde dogal antioksidan ve organik maddeler (polifenol, likopen, kuersetin, melatonin
vd) barindiran iiziim, insan saglig1 agisindan faydali bir meyvedir (Singh ve Ahmad., 2015).

Uziim yetistiriciligi yapilan alanlarda biyotik etmenlerden (funguslar, bakteriler, viriisler,
nematodlar, bocekler) kaynaklanan biiyiik verim kayiplart s6z konusu olmaktadir (Savas, 2019). Bag
mildiyosi, kiilleme, kursuni kiif, oli-kol gibi fungal hastaliklar nedeniyle ekonomik kayiplar
yasanmakta, bu hastalikarin miicadelesi i¢in ¢ok sayida fungisit kullanilmakta ve bunun igin biiytlik
miktarda paralar harcanmaktadir. Bu hastaliklarla birlikte diinyada ve tilkemizde son yillarda bazi
fungal etmenlerden kaynaklanan Petri, karabacak, lokal kuruma-geriye 6liim, Esca olarak bilinen
asma govde hastaliklar1 6nem arz eden bir sorun haline gelmeye baslamistir (Akgiil., 2020). Petri
hastalig1 bunlardan biri olup, bu hastalikla iliskili funguslar ilk defa 1912 yilinda Italyan bitki
patologu Lionello Petri tarafindan yapilan bir ¢alismada Kav hastaligi belirtilerinin goriildigii
asmalarin odun dokularindan izole edilmistir. Daha ¢ok fidanlar ve geng asmalarda (5 yasina kadar)
goriilen bu hastaligin ileriki yillarda kav hastaligina dogru evrildigi ve Fomitiporia, Phellinus cinsi
funguslarla birlikte asma govdelerinde koflasma ve odun ¢iiriikliigline yol agtig1 one siriilmiistiir
(Mugnai, 1999). Petri hastaligiyla iliskili funguslar, Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium ve Cadophora cinsine bagli tiirler olarak bilinmektedir (Gramaje ve Armengol.,
2012).



Petri hastalig1 patojenleri genellikle asma fidanlarinda kurumalara, geng asmalarda gelisme
geriligine ve 6liime neden olarak ciddi ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir. Bu patojenlerden
kaynaklanan hastalik belirtileri, cogunlukla asma govde ve kordonlardan alinan 6rneklerin enine
veya uzunlamasia kesildiginde bitki ksilem dokularinda siyah ¢izgiler veya koyu kahverengi
cizgiler halinde ortaya ¢ikabilmektedir (Sekil 1.1 ve Sekil 1.2). Hastalik ¢cevreye, patojenlerle latent
halde bulasik olan iiretim materyalleri (kalem-gelik), budama ekipmanlari, sulama suyu ve bulagik
toprakla ¢evreye dagilabilmektedir (Whiteman ve ark., 2002; Mostert, 2006).

S T = = e
Sekil 1.2. Petri hastalig1 etmenlerinden kaynaklanan geng omcalarda gelisme geriligi.

Tarim yapilan alanlarda bitki ve bitkisel {irtinleri hastalik ve zararlilardan korumak amaciyla
pestisit uygulamasi her gecen giin artarak devam etmektedir. Kimyasal miicadele her ne kadar
tarimsal triinleri korumaya olumlu etkileri olsa da, uzun vadede ¢evre ve insan sagligina ciddi
zararlar vermektedir (Aktar ve ark., 2009). Tarimda pestisit kullanimini azaltmak, bunlara alternatif
miicadele metotlar1 bulmak veya kimyasal yontemlerle miicadelesi miimkiin olmayan hastaliklarin
Oniine gegebilmek igin faydali mikroorganizmalarinin kullanilmasina yonelik aragtirmalar 6nem
kazanmustir (Nair ve Padmavathy., 2014).

Yasamlarini bitki dokulari igerisinde kolonize olarak gegirebilen ve bitkilerde herhangi bir
hastalik belirtisine sebep olmayan mikroorganizmalar endofit olarak adlandirilmaktadir (Zhao ve

ark., 2010). Endofitler fungal, bakteriyel veya viral organizmalar olabilirler. Neredeyse tim



bitkilerde bulunabilen endofitler asma gibi odunsu ¢ok yillik bitkilerin i¢ dokularmda da
bulunabilmektedir (Saikkonen, 1998). Cogunlukla bitkiler ile birlikte simbiyotik bir yasam
stirdiirebilen endofitler, bitkilerin beslenmesi, strese karsi dayanma, trettikleri sekonder bilesikler
(antibiyotik, antifungal) ile bitki patojenlerinin ilerleyisini engelleme mekanizmalariyla bitki
savunmasinda 6nemli rol oynayabilmektedir (Rana ve ark., 2019). Ayrica abiyotik faktorlerden
dolay1 ortaya ¢ikan stres durumlarinda bitki biiyiimesi ve direncini de arttirabilmektedirler (Gimenez
ve ark., 2007).

Fungal endofitler i¢erisinde Aspergillus, Penicillium ve Trichoderma cinse ait fungus tiirleri
bulunabilmektedir. Penicillium’lar, bu tiirler igerisinde oldukg¢a 6nemli bir yere sahip oldugu
diigtiniilen bir fungal endofit olarak degerlendirilebilmektedir. Birgok Penicillium tiirii, ¢cevrede
(hava, toprak ve gida {iriinleri) diger fungus tiirleri ile kiyaslandiginda daha yaygin bulunabilmekte
ve bitki dokusu i¢erisinde de endofit olarak kolonize olabilmektedir.

Endofitik Aspergillus, Penicillium ve Trichoderma tiirleri bitki kokleri ile etkilesime
girebilen, 6zellikle bitkinin biiyiime ve diger sathalarinda gerekli olan fosforun ¢6ziinmesine katkida
bulunan ve bitki hormonlarindan indol-3-asetik asit (IAA) ve gibberellik asit (GA) gibi hormonlari
salgilayarak bitki bliylimesini tesvik eden yararli funguslardir. Bunlara ek olarak, ekstra anti-fungal
bilesikler tiretebilme yetenegine sahip olan Aspergillus, Penicillium ve Trichoderma tiirleri, yapilan
calismalarla bitki patojenleri ve diger birgok patojene karsi antagonistik aktivite gostermede oldukga
basarili tlirler olduklar1 tespit edilmistir (Leitdo ve ark., 2009; Radhakrishnan ve ark., 2014;
Kolanlarl ve ark., 2019; Liang ve ark., 2021).

Asmalarda fungal gévde hastaliklarina karsi etkili ve stirdiiriilebilir bir biyolojik kontrol
yontemi bulunmamakla birlikte, asma i¢ dokularini kolonize ederek doku igerisinde bulunan fungal
patojenleri ortadan kaldirmak igin etkin bir kimyasal bulunmamaktadir (Urbez-Torres ve ark., 2011).
Asma fidanliklarindaki fungal hastaliklar son yillarda artis gostermekte ve buna karsi alinan
onlemlerin ¢esitliligi, siirdiiriilebilirligi veya dagilimi hakkinda yapilan bazi ¢alismalar olsa da bilgi
acisindan halen eksiklikler bulunmaktadir. S6z konusu hastaliklara neden olan fitopatojenik
funguslara karsi antogonistik etkiye sahip olabilecek endofitik funguslarin aragtirilmasi, bitki
dokularinda endofitler-patojenler arasinda meydana gelebilecek etkilesimin anlagilmasi ve
gelistirilmesiyle ilgilicalismalara gerek duyulmaktadir (Nufiez-Trujillo ve ark., 2012). Ulkemizde
simdiye kadar bu hastaligin biyolojik miicadelesine yonelik bir ¢aligma bulunmadigindan boyle bir
calismaya gerek duyulmustur.

Bu ¢alismanin amaci, antagonistik etkiye sahip oldugu diisiintilen Penicillium fructuariae-
cellae, Penicillium canescens ve Trichoderma brevicompactum tiirlerinin in vitro’da ve saksi
kosullarinda yiiriitiilecek olan denemeler ile Phaeoacremonium minimum ve Cadophora luteo-

olivaceae 'nin neden oldugu Petri hastaliginin miicadelesinde kullanim potansiyelini arastirmaktir.






2. ONCEKI CALISMALAR

Asma govde hastaliklari, diinya genelinde ¢ok oncelerden bu yana bilinmesine ragmen bitki
saghigindaki etkileri ancak son yillarda belirlenmeye baslamistir. Govde hastaliklari igerisinde,
giiniimiiz de en yaygin goriilen hastaliklardan biri de Petri hastaligidir. Petri hastaligi’nin 1912
yilinda Ki kesfiyle baglayan siirecte, hastalik 1990’11 yillara kadar belirtilerinin Esca gibi diger gévde
hastaliklart ile karistirilmasi ve taksonomik anlamda sinirli bilgi olmasindan dolay:r ilerleme
saglanamamistir. 1990-2000 yillar1 arasinda, hastalik ile ilgili calismalar devam etmis ve bu yillar
arasinda Phaeacremonium tiirleri ile Phaeomoniella chlamydospora tiirii  funguslarin
tanimlanmasiyla tiirlerin, Petri hastaligi’na neden olduguna iliskin baglanti dogrulanmistir. 2004-
2010 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmalar ile hastalik, uluslararasinda geng asmalarda geriye 6liim
(young vine decline) olarak taninmis ve hastaliga neden olan etmenlerin molekiiler yontemler ile
tespiti standart olmustur. 2010-2020 yillar1 arasinda ise, hastaligin inokulum kaynaklarina ve
miicadele stratejilerine yonelik calismalar gergeklestirilmistir. Ulkemizde ise, 1998 yilindan sonraki
donemlerden giinlimiize Petri hastaligi belirtilerinin baglarda goriiliip etmenlerin tanilanmasiyla
hastalik ile ilgili miicadele yontemleri arastirilmis ve uygun miicadele yontemlerin belirlenmesine
yonelik caligmalar devam etmektedir. Petri hastalig: ile ilgili iilkemiz ve diinyada yapilan g¢esitli

arastirmalar agagida paragraflar halinde verilmistir.

2.1.Petri Hastalig1 Patojenlerine Yonelik Biyolojik Miicadele Calismalar:

Kotze ve ark., (2011) Giiney Afrika’da, biyolojik miicadele etmenlerinin, bazi asma govde
hastaligi  patojenleri enfeksiyonu ile budama yara korumasina yonelik bir calisma
gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, in vitro kosullar altinda ikili kiiltlir testleri ile tiim biyolojik
miicadele etmenlerinin patojenler tizerinde 6nemli 6l¢tide etkili oldugu bulmus ve en iyi etki gosteren
biyo-kontrol ajanlari arazi testine almiglardir. Budama yaralarina benomyl ve biyo kontrol etmenleri
(Trichoderma izolatlar1 ve Bacillus subtilis) ile miidahele edilmis, bir hafta sonra Neofusicoccum
australe, Neofusicoccum parvum, Diplodia seriata, Lasiodiplodia seriata, Eutypa lata,
Phaeomoniella chlamydospora ya da Phompsis viticola patojenlerinden olusan spor siispansiyonu
inokule etmislerdir. Arastiricilar, 8 ay sonra yapilan izolasyonlar1 degerlendirmisler ve biyo kontrol
etmenleri benomyl ile benzer veya istiin 6zellikler gosterdigini belirlerlerken biyolojik miicadele
etmenleri igerisinde Trichoderma atroviride olarak tammmlanan USPP-T1 izolati, Ph. viticola, E. lata,
Pa. chlamydospora, N. australe, N. parvum, D. seriata ve L. theobromae patojenlerine karst, sirasiyla
%69, %76, %77, %78, %80, %85 ve %92 oranlarinda etkili oldugunu saptamislardir.

Cobos ve ark., (2015) Ispanya’da, dogal antifungal bilesiklerin (kitosan, oligosakkarit ve
digerleri) budama yaralarinda asma govde hastaligi patojenlerinin enfeksiyonunu kontrol etme
etkinligini incelemeye yonelik ¢alisma gergeklestirmislerdir. Arastiricilar, in vitro’da yiirtittiikleri

denemede, farkli molekiiler agirliktaki kitosan, Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Eutypa



lata, 1. macrodidyma, Phaeomoniella chlamydospora, Ph. aleophilum, Phompsis viticola’nin
miseliyal biiylimesini %6.2-90.7 arasinda degisen oranlarda azalttigini belirlerken, kitosan-
oligosakkarit %100, sarimsak ekstrakt1 %74.4-100, yesil kahve ekstraktt %0-36.3, limon kabugu
%16-76.2, propolis %65.4-93.7 ve vanilin %61.9-91 arasindaki oranlarinda engelledigini
belirlemislerdir. Bu bilesiklerin gen¢ asma fidanlarina uygulandiginda, kitosan-oligosakkarit,
sarimsak ekstrakti ve vanilin bitki oliimleri sirasiyla %16, %12 ve %20 oraninda azalttigini
belirlemislerdir.

Rego ve Blume, (2016) Brezilya’da, Trichoderma spp. ve Bacillus subtilis igerikli iiriinlerin
asmalarda Karabacak hastaligi etmeni Dactylonectria macrodidyma' ya karsi in vitro ve in vivo
biyolojik etkinligi izerine ¢aligma gergeklestirmislerdir. Arastiricilar, in vitro kosullarda yiirtittiikleri
ugucu metabolitler testinde miseliyal gelisimi Trichoderma spp. %59 oraninda, ikili kiiltiir testinde
ise B. subtilis %41 oraninda inhibe ettigini belirlemislerdir. In vivo kosullarda yiiriittiikkleri denemede
ise B. subtilis, bitki birincil siirglinlerin uzunlugu, toplam bogum sayist ve kok kuru agirliginda
onemli dl¢iide arttirdigini saptamislardir.

Alvarez-Pérez ve ark., (2017) ispanya’da, ticari asma fidanliklarinda ki geng asmalarda
kurumaya yol agan patojenleri azaltmaya yonelik endofitik ve rizosferik aktinobakterilerin kullanimi
tizerine bir c¢alisma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, in vitro’da yiiriittiikleri caligmalarda,
endofitik izolatlarin (Streptomyces spp, Micromonospora spp ve Saccharopolyspora spp.) yaklasik
%15.5 ve rizosferik aktinomiset izolatlarin (Nonomuraea, Kribbella, Rathayibacter ve
Corynebacterium) yaklasik %30.8’i Dactylonectria macrodidyma, Phaeomoniella chlamydospora,
Phaeoacremonium minimuma karsi antifungal etki gosterdigini belirlemislerdir. Arazi
calismalarinda, bir endofitik izolatin (Streptomyces sp. vv/el) ve iki rizosferik izolatin (Streptomyces
sp. w/rl ve Streptomyces sp. vv/r4) Dactylonectria sp., Ilyonectria sp., P. chlamydospora ve P.
minimum tarafindan neden olunan infeksiyonlar1 dnemli dl¢iide azalttigini saptamislardir.

Narmani ve ark., (2018) Iran’da, biri ticari iiriin (T. harzianum, T22) ve ikisi endofitik
biyolojik izolat olan Trichoderma tiirleri’nin (Trichoderma longibrachiatum ve Trichoderma
brevicompactum) 4 Phaeoacremonium minimum izolatina kars1 inhibitor etkisini belirlemek i¢in bir
calisma gerceklestirmislerdir. Arastiriclar, T. harzianum T22’yi diger iki Trichoderma tiri ile
kiyasladiklar: ikili kiiltiir testinde %76.53 oraninda biiyiimeyi azaltarak Pm. minimum miseliyal
biiylimesini inhibe ettigini, ugucu metabolitler testinde Pm. minimum’un biiyiimesini engellemede
Trichoderma tiirleri arasinda ciddi farklar bulundugunu belirlemislerdir. Ayrica, ugucu olmayan
metabolitler testinde, T. brevicompactum patojen bilylimesini %75.46 oraninda azaltarak en yiiksek
inhibisyon etkisi gosterdigini ve T. longibrachiatum ve T. harzianum T22 ise sirastyla %46.93 ve
%17.67 oranlarinda koloni biiylimesini azalttigini belirlemislerdir.

Del Frari ve ark., (2019) Portekiz’de, baglarda Esca hastalig: ile iligkili olan funguslara
(Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium minimum, Fomitiporia mediterranea) karsi

biyolojik miicadele etmeni olarak degerlendirdikleri Epicoccum tiirlerini Kullanarak calisma



gerceklestirmislerdir. Arastiricilarin in vitro kosullarda yiiriittiikleri ikili kiiltlir ¢aligmasinda, tiim
Epicoccum tiirleri patojenlerin bilylimesini engelledigi ancak bu tiirlerden bazilarimin sadece P.
minimum’u engelledigini belirlemislerdir. Kontrollii kosullar altinda yiiriittiikkleri ¢aligmada ise
Epicoccum layuense E24 izolat1 Cabernet Sauvignon ve Touriga Nacional iiziim cesitlerinin
koklerini P. chlamydospora ve P. minimum’a karsi basarili bir sekilde kolonize ettigini
belirlemislerdir.

Bigot ve ark., (2020) tarafindan italya’nin kuzeyinde, farkli baglarda Esca hastaligina karst
Trichoderma asperallum ve Trichoderma gamsii’nin uzun dénem Yyara koruyucu etkisini inceleyen
bir ¢aligma yiritilmiistiir. Arastiricilarin ti¢ bagda yedi y1l siirdiirdiikleri denemede, her sezon bitki
6z suyunun c¢iktigi fenolojik donemde asma yiizeyinin yarisina T. asperallum ve T. gamsii
slispansiyonlari piiskiirtmiisler ve diger yarisi’n1 kontrol olarak birakmislardir. Her y1l Agustos-Eyliil
aylarinda, asmalardaki Esca semptomlarinin durumlarimi izlemisler, hafif, orta ve siddetli sekilde
olan kaplan deseni ¢izgi semptomplari ile diger bazi belirtileri kaydetmislerdir. Semptomplar
arasinda, Trichoderma uygulamasmin hem hafif kaplan deseni belirtisini hem de apopleksi etkisini
azalttigin1 gozlemlerken, orta ve siddetli belirtilerde 6nemli bir farklilik olmadigini saptamislardir.
Sonug olarak, yedi yil boyunca uyguladiklar1 Trichoderma siispansiyonlarinin ise hasta asmalarin
goriilme sikliginda %22’lik bir azalma meydana getirdigini belirlemislerdir.

Billar de Almedia ve ark., (2020) Giiney Portekiz Alejanto bolgesindeki baglarda,
fitopatojenik funguslar ile endofitik fungus toplulugun molekiiler olarak tanimlamasi ve endofitik
funguslarin asma gévde hastaliklarina karsi biyolojik miicadele etmeni olarak kullanimina iligkin
calisma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, endofitik fungus olarak F. oxysporum, Trichoderma sp.,
Penicillium sp., Aspergillus niger, Clonostachys rosea, Epicoccum nigrum’u tanilanirken, asma
gbvde hastaligi etmeni olarak Diaporthe sp., Diplodia pseudoseriata ve Phialophora fastigiata
tanilamiglardir. Govde hastaligi etmenleri ile endofitler arasinda direkt engelleme testi uygulamislar
ve tlim endofitlerin %30.7°den %62.6’a kadar degisen oranlarda inhibisyon etkisi yaptigini
belirlemiglerdir. Ayrica, endofitlerden Penicillium’un ii¢ asma govde patojenine karsi sirasiyla
%30.7, %32.08 ve %34.15 oranlarindaki inhibisyon etkisinin diger endofitlerin inhibisyon
etkilerinden daha diisiik oldugunu belirlemislerdir.

Urbez-Torres ve ark., (2020) Giiney Italya' da, Trichoderma izolatlar’’nin molekiiler
yontemler ile karakterizasyonu ve asma gdvde hastaligi funguslarma karsi biyolojik kontrol
etkinligini degerlendirmeye yonelik caligma gerceklestirmislerdir. Bu arastiricilar, filogenetik
analizler ile birlikte yapilan molekiiler calismalar ile 8 Trichoderma tiirii belirlemislerdir.
Trichoderma tiirlerinin Diplodia seriata, Eutypa lata ve Neofusicoccum parvum’ a karsi
etkinliklerini belirlemeye yonelik yaptiklari in vitro Kosullarda ikili kiiltiir testinde tiim Trichoderma
izolatlarinin patojenlerinin miseliyal bilyiimesini %70’e ulasan oranda engelledigini belirlemislerdir.
Budama yaralarim1 D. seriata ve N. parvum'a karsi koruma kabiliyeti agisindan en iyi engelleyen

izolatlar1 in planta kosullarda test etmislerdir. Segilen tiim Trichoderma izolatlar1 korumali budama



yaralarina miidaheleden sonra 21 giine kadar D. seriata da %80’den fazla ve N. parvum da ise %60
oraninda kontrol sagladigin belirlemislerdir.

Blundell ve ark., (2021) Amerika Yolo Bolgesi’nde, 8 yillik Sauvignon Blanch asma
cesidinin 6z, c¢elik ve yumusak doku dahil gesitli dokularindan izolasyonlar yaparak potansiyel
biyolojik miicadele etmenlerini tanilamay:r ve asma govde hastaligi fungal patojenlerine Kkarst
etkilerini degerlendirmeyi amaglayan caligma gergeklestirmislerdir. Arastiricilar, fungal izolatlar
arasinda, Trichoderma spp.’nin Eutypa lata miseliyal biiyiimesini 64%’e, N. parvum miseliyal
biiyiimesine ise 73% oraninda antagonistik etki gostererek engelledigini belirlemislerdir. Bakteriyel
izolatlar arasinda, Bacillus spp. E. lata miseliyal biiyiimesini 20% ve N. parvum miseliyal
bilylimesini ise 40% oraninda engelledigini belirlemislerdir. Trichoderma, Bacillus ve
Aureobasidium tiirlerinden segilen antagonistik etki gosteren izolatlari, Diplodia seriata ve
Diaporthe ampelina' ya karsi daha sonra tekrar ikili kiiltiir antifungal teste tabii tutmuslar ve
Trichoderma izolatlar1 devamli olarak en biiyiik inhibisyon etki gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica,
ugucu organik bilesik antifungal analizini yiirittiikleri caligmada ise Trichoderma izolatlarinin N.
parvum, E. lata ve D. ampelina' nin misel gelisimini sirasiyla %20.11, %60.55 ve %70.9' a ulagan
oranlarda 6nemli 6l¢iide engelledigini saptamiglardir.

del Pilar Martinez-Diz ve ark., (2021) Ispanya’da, 3 tanesi ticari (Trichoderma artroviride
SC1, Trichoderma koningii TK7, Pseudomonas fluorescens+ Bacillus atrophaeus) ve 2 tanesi
biyolojik miicadele etmeni olarak degerlendirdikleri (Streptomyces sp. E1+R4 ve Pythium
oligandrum Po037) izolatlar1 asmalarda govde hastaliklarindan Karabacak (black-foot) ve Petri
hastaliklarina kars1 etkilerini arastirmislardir. Bu arastiricilar, bitki canliigi ve fungal tiirlerin
tanilanmasi1 sonuglarinda, sicak su uygulamasi yapilan bitkilerden Karabacak ve Petri hastaligi
patojenleri izole edilmedigini, 2 yillik bitkilerin bazal kok bdlgesinden ve bitki koklerinden yapilan
izolasyonlarda, sirasiyla %83.6 ve %16.4 oranlarinda Petri hastalii patojenleri izole edildigini
belirlerken benzer bolgelerden yapilan izolasyonlarda, sirasiyla %15.8 ve % 84.2 oranlarinda
Karabacak hastaligi patojenlerinin izole edildigini belirlemislerdir. Ug yillik bitkilerin benzer
bolgelerinden yapilan izolasyonlar da ise sirasiyla %89.4 oraninda ve %10.6 oraninda Petri
patojenleri izole edildigini ve sirastyla %26.9 ve %10.6 oranlarinda Karabacak hastalig1 patojenlerini
izole edildigini belirlemislerdir. 3 yillik bitkilerin kok bolgesinde hastaliga neden olan Petri
patojenlerinin (Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium minimum) neden oldugu hastalik
siddetini sirasiyla T. koningii TK7 %80 ve T. artroviride SC1 %69.6 oraninda azalttigini ve
karabacak etmeni Dactylonectria macrodidyma’nin bazal bolgede olusturdugu hastalik siddetini
Streptomyces sp. E1+R4 biyo-kontrol ajan1 %100 oraninda ve T. artroviride SC1 ajani da %100
oraninda azalttigini belirlemislerdir.

Haidar ve ark., (2021) Fransa’da, asma govde hastaligi etmeni Neofusicoccum parvum
patojenine kars1 miicadele potansiyeli yiiksek 8 bakteri izolati igin uygun uygulama yontemini segme

tizerine bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. Bu arastiricilar, bakteriyel izolatlar: saksilarda bulunan bir



yillik asma ¢elikleri govdelerine patojen ile birlikte inokulasyon, gévdeye 6nleyici inokulasyon ile
toprak yiizeyine uygulayarak énleme ydntemlerini uygulamislardir. Ozellikle bakteriyel izolatlarin
asma c¢elikleri govdelerine uygulamasinin, toprak yiizeyine uygulamasindan daha etkili oldugu
bulgusuna ulagsmislardir. Pantoea agglomerans ve Paenibacillus bakteri izolatlar1 gévdelere 6nleyici
inokulasyon yontemi seklinde uygulandiginda N. parvum tarafindan olusturulan odun doku nekrozu
sirastyla 50% ve 65%’ ulasan oranlarda engelledigini belirlemislerdir. P. agglomerans antifungal
ugucu bilesikler salgilayarak N. parvum engeller iken, Paenibacillus esas olarak antibiyosis ile N.
parvum’u engelledigi sonucuna ulasmislardir.

Silva-Valderrama ve ark., (2021) Sili’de, asma endofitik ve rizosferik funguslarin asma
govde hastaligi etmenlerine karsi biyolojik miicadelesini arastirmiglardir. Arastiricilar, organik ve
konvansiyonel tarimin yapildigi {iziim yetistirilen alanlardan 169 endofitik ve 209 rizosferik fungus
izole etmislerdir. izole ettikleri funguslar icerisinden, Chaetomimum sp’nin birgok izolati,
Cladosporium sp, Clonostachys rosea, Epicoccum nigrum, P. lilacinum ve Trichoderma sp, Diplodia
seriata, Neofusicoccum. parvum ve Phaeomoniella chlamydospora’ya karsi potansiyel biyolojik
miicadele etkinligini degerlendirmislerdir. Ayrica, ikili kiiltiir ve birden ¢ok besi ortamu tipleriyle
antagonizm testleri yiiriitmiisler ve bu testlerde kullanilan tiim izolatlarin patojen biiylimesini dnemli
derecede engellendigi sonucuna ulagsmislardir. C. rosea, iiziim odun ekstrakti varliginda tiim
patojenlerin yaklasik %92’sini engelledigini belirlemisler ve otoklav edilmis odunlagsmig asma
stirgiinleri C. rosea izolatlar1 veya Trichoderma sp, ile 6nceden inokule edildiginde yaklasik %100
oraninda patojen biliylimesini engelledigini gézlemlemislerdir.

Akgiil ve Kara., (2022) tarafindan Gaziantep bag alanlarinda, endofitik funguslar ve bunlarin
asma govde patojenleriyle antagonistik iliskilerini inceleyen ¢aligma yiiriitilmistiir. Arastiricilar,
asma govde hastaligi ile iligkili olan 10 farkli fungal cins tespit etmisler, bolgede rastlanma ve
ortalama izole edilme durumu oranlarinda %39.2 oran ile Phaeocremonium en yaygin cins oldugunu
belirlemislerdir. Benzer sekilde bolge bag alanlarindan yapilan izolasyon calismasinda zengin
endofitik fungal populasyonun oldugunu ve izole edilme durumlarini incelediklerinde %92.2 oran
ile Penicillium, %66.6 ile Aspergillus, %64.7 ile Alternaria ve %50.9 oran ile Clodosporium en sik
rastlanan endofitik tiirler oldugunu belirlemislerdir. Dormant asma kalemlerine fungal patojen
inokulasyonu yaparak patojenisite ¢alismasi yiiriitmiisler ve ii¢ aylik inkiibasyonu sonucunda, odun
dokularinda meydana gelen lezyon uzunluklarinda en kisa uzunlugu olusturan 13.5 mm ile
Macrophomina phaseolina, en uzun lezyonu ise 68.2 mm ile L. theobromae fungal tiirleri
olusturdugunu belirlemislerdir. Ayrica, in vitro ikili kiiltir ¢calismasinda ise, diger endofitik
funguslara kiyasla Penicillium fructuaria-cellae’nin olusturdugu ortalama 9.04 mm’lik inhibisyon
zonu ile birgok asma gdvde patojenine karsi antagonistik etkisinin oldugunu belirlemislerdir.

Blundell ve Eskalen., (2022) Amerika’da, baz1 asma ¢esitlerinde, geriye dogru 6liime neden
olan Eutypa lata ve Neofusicoccum parvum’a karsi onceden tescil edilmis biyolojik miicadele

etmenleri ile baz1 kimyasallar1 i¢eren bir galisma gergeklestirmislerdir. Arastiricilar, biyolojik



miicadele etmeni olarak Trichoderma asperrellum ve Trichoderma gamsii’nin sera ve tarla
denemelerinde sadece su uygulamasi yaptiklar1 pozitif kontrol ile kiyasladiklarinda, Eutypa lata ve
Neofusicoccum parvum icin ortalama %88-100 oranlarinda budama yaralarinin korunmasinda
streklilik  sagladigin1  belirlemislerdir.  Kimyasal olarak  kullandiklar1  thiophanate-
methyl+myclobutanil, fluopyram ve trifloxystrobini, pozitif kontrol ile kiyaslandiklarinda ortalama
hastalik kontrol yiizdesini %86’ a kadar yiikselterek etkili bir sekilde yara koruma yaptigini
saptamiglardir. Biyolojik miicadele etmeni uygulamalarini, asma ¢eliklerinin iyilesmesi agisindan
degerlendirdiklerinde, Trichoderma igerikli uygulamalarin geri onarim orani %0-100 arasinda,
Aureobasidium igerikli uygulamalarin geri onarim orani ise %0-25 arasinda degistigini yaptiklart
calismalar ile belirlemislerdir.

Bustamante ve ark., (2022) Kaliforniya’da, farkli iziim ¢esitleri yetistirilen bag alanlarindan
izole ettikleri endofitik ve rizosferik bakterilerin bazi asma govde patojenlerine kars1 antifungal
etkinligine iliskin bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu arastiricilar, 1344 adet bakteri izolatindan
olusan koleksiyonu, Neofucicoccum parvum ve Diplodia seriata' ya karsi in vitro kosullarda
denemeye tabi tutmuslar ve koleksiyondan olusan 172 adet bakteri alt kiimesinin, N. parvum ve D.
seriata misel biiylimesini %40"'n tlizerinde engelledigini belirlemislerdir. Bacillus velezensis'in agar
ortamina yayilabilir metabolitleri, N. parvum ve Eutypa lata'nin biiylimesini hacimsel olarak %1,
%15 ve %30 oranlarinda giiclii bir sekilde engelledigini ancak Pseudomonas chlororaphis ve
Serriata plymuthiaca bakteri izolatlar1 N. parvum ve E. lata patojenleri diisiik diizeyde engelledigini
belirlemislerdir. P. chlororaphis ve S. plymuthiaca izolatlar1 tarafindan olusturulan ugucu organik
bilesikler N. parvum’u sirasiyla ortalama %12.3 - 15.9” a ulagan oranlarda engelledigi bulunmustur.
P. chlororaphis izolati ugucu organik bilesiklerinin E. lata’y1 ortalama %64.3’den %70.9’a degisen
oranlarda engelledigini ve S. plymuthica izolatinin ise %35.5 oraninda engelleme gosterdigini
belirlemislerdir.

Geiger ve ark., (2022) Macaristan’da, Clonostachys rosea izolatlarinin asma gévde hastaligi
patojenlerine karsi biyolojik miicadele etmeni olarak etkisini inceleyen galigma gergeklestirmislerdir.
Aragtiricilar, in vitro kosullarda yaptiklari ikili kiiltiir testinde, tiim Clonostachys rosea izolatlarinin,
Eutypa lata ve Phaeomoniella chlamydospora patojenlerine karsi sirasiyla %17.8-29 ve %28.8-54
oranlarinda yiiksek degerlerde koloni biiyiimeleri belirlemislerdir. Botryosphaeria dothidea,
Cadophora luteo-olivacea ve Phaeoacremonium minimum patojenleri ile yaptiklar: ikili kiiltiir
testinde ise %14.5-29 oraninda ¢ok diistik bir koloni biiyiime engelleme degeri elde etmislerdir.
Diaporthe tiirleri ile yaptiklari ikili kiltiir testinde, Diaporthe ampelina biiyiime oraninda bir
degisiklik gostermemistir. D. foeniculina tim C. rosea izolatlari ile %18.8-22.5 oraninda zayif bir
etkilesim gosterirken, D. fukushii izolatinin biiytime hizi1 tim C. rosea izolatlarina kars1 %14-22
oraninda koloni biiylimesinde pozitif bir degisim gosterdigini belirlemislerdir. In planta kosullarda
yurtittiikleri ¢aligmada ise, C. rosea inokule ettikleri topraga dikilen E. lata ve Ph. chlamydospora

ile enfekteli celiklerde patojenlerin neden oldugu nekrotik lezyonlarin uzunlugu onemli olgiide
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azaldigini, C. rose’nin B. dothidea ile infekteli olan geliklerde hastalik siddetini etkilemedigini
belirlemislerdir.

Hassine ve ark., (2022) Tunus’da, domates meyvelerinde antraknoz hastalik etmeni
Colletotrichum coccodes kaynakli ¢liriimenin engellenmesine yonelik biyolojik miicadele etmenleri
Penicillium sp. ve Gliocladium sp.’in kullanilmasina yoénelik ¢alisma gergeklestirmislerdir.
Aragtiricilar, yirittiikleri baz1 ¢aligmalar sonucunda, Penicillium sp. ve Gliocladium sp. kiiltiir
filtratlarinin ve bazi organik ekstratli uygulamalarin; patojen misel biiyiimesi, spor ¢imlenmesi,
hastalik siddeti ve ¢iiriik lezyon (%22) tizerinde 6nemli olgiilerde azalmalar meydana getirdigini
belirlemislerdir.

Poyraz ve ark., (2022) tarafindan izmir’de, baglarda Petri hastalig1 kontrolii iizerine asma
fidanliklarindaki {iretim materyallerine bazi uygulamalar ile (sicak su, sicak sutbiyopreparat ve
fungisit) bu uygulamalarin Phaeomoniella chlamydospora (Pcl) ve Phaeoacremonium aleophilum
(Pm) fungal etmenleri tizerine etkisinin incelenmesine yonelik bir calisma yiritiilmistir.
Aragtiricilar, sicak su ve fungisit beraberinde uyguladiklari biyolojik preparat ¢alismasinda, Pcl
izotlarina kars1 bazi fungisitler %86.9-83.78 oranlarinda, biyolojik preparatlar (Bacillus subtilis ve
Trichoderma harzianum) %64.86 ve %62.16 oranlarinda etkili olarak belirlemislerdir. Pm
izolatlarina kars1 en etkili fungisit %70.59 oraninda ve biyolojik preparatlarin (B. subtilis ve T.
harzianum) etkisini ise %47.06 ve %44.12 olarak belirlemislerdir.

Akgiil ve ark., (2023) Tirkiye’de, asemptomatik fidanlik tiretimi yapilan asmalarda, asma
govde hastaligina neden olan patojenlerin mevcut durumuna yonelik bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir.
Aragtiricalar, fidanliklarda gévde hastaligi yayginliginda rol oynayan funguslarin izolasyonu
calismasinda, Petri hastaligi patojenlerinin izole edilme oranini %27.9 olarak ve diger asma govde
patojenlerinin ise %32.5 bulmuslardir. Yiriittlikleri patojenisite g¢aligmasinda, tiim izolatlarin
vaskiiler dokuda renk degisikligine sebep oldugu ve Petri patojenleri igerisinden Cadophora
izolatlar1 9.4 mm’den 9.7 mm’ye ¢ikan lezyon uzunlugu ile en viriilent izolat oldugunu re-izolasyon
oranlarinin ise %22.1- 45.1 arasinda degisiklik gosterdigini belirlemislerdir. Diger asma govde
patojenleri icerisinden, Neofusicoccum parvum 38.4 mm lezyon uzunlugu ve %72.4 re-izole orani en
viriilent govde patojeni izolat1 oldugunu belirlemislerdir.

Dang ve ark., (2023) Vietnam’da, tar¢in bitkisinden izole ettikleri endofitleri kullanarak
targin (Cinnamomum cassia) kok ¢iirtikligii etmeni Phytophthora’ya karsi koruma etkisi tizerine
calisma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, in vitro ikili kiltir ¢alismasinda, 12 fungal ve 5
bakteriyel tiir olmak {izere 17 endofit tiir ii¢ farkli kok ¢liriikliigii etmenine kars1 yliksek antagonizm
etki (%45°ten fazla) gosterdigini belirlemis ve kok c¢iiriikliigii enfeksiyonu tizerindeki etkisini sera
kosullarinda test etmislerdir. Sera kosullarinda yiiriittiikleri ¢alismada ise, 6nce endofit ardindan
patojen inokulasyon islemi yapilmis test edilen targin tohumlar ve fidelerinde kok ciiriikliigiinii
etmenini yiiksek diizeyde baskilayan ve ayni1 zamanda bitki biiyiimesini tesvik eden ii¢ fungal endofit

tiir (Penicillium citrinum, Xylaria curta ve Clonostachys rosea) belirlemislerdir.
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Mannerucci ve ark., (2023) Italya’da, baglarda Esca ile iliskili fungal patojenlerin potansiyel
yeni biyolojik miicadele etmenleri hakkinda c¢aligma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar,
Trichoderma harzianum (THO07.1-NC), Aphanocladium album (MX95), Pleurotus eryngii
(AL142PE) ve Pleurotus ostreatus (ALPO) izolatlarin1 Esca hastaligi esas patojenlerinden olan
Fomitiporia mediterranea, Phaeoacremonium minimum ve Pheomoniella chlamydospora karsi
biyolojik inhibitorler olarak teste tabii tutmuslardir. In vitro ikili kiltiir interaksiyon testinde, en
yiiksek antagonistik etkinin P. minimum’ karst1 A. album ve P. ostreatus oldugunu, P.
chlamydospora’ kars1 P. ostreatus arasinda ve en diisiik etkinin ise yaklasik %49 oraninda F.
mediterranea’ karsi P. ostreatus ile A. album arasinda meydana geldigini belirlemislerdir.

Carro-Huerga ve ark., (2023) Ispanya’da, bag yonetimi ve topragin fizikokimyasal
parametreleri ile Phaeoacremonium minimum' a karsi biyolojik miicadele etmeni kaynaklari olan
yerli  Trichoderma popiilasyonlarin1 etkilemesine yonelik ¢alisma gerceklestirmislerdir.
Aragtiricilarin yirtttiikleri in vitro ¢alisma igerisinde, antifungal analiz incelemesi yapmislar ve
izolasyonu yaptiklar1 Trichoderma izolatlarindan T065 ve T087 kodlu izolatlar, P. minimum koloni
bilylimesini %70 oraninda inhibe ettigini ve T065 kodlu izolatin ise %74.32 oran ile en yiiksek
inhibisyon degerini gosterdigini belirlemislerdir.

Nashat ve ark., (2024) Irak Duhok bolgesinde, endofitik funguslarin molekiiler olarak
tanilama ve bazi asma patojenlerine karsi antimikrobiyal etkisine yonelik ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, patojenik ve endofitik olarak tanimladiklar1 bazi funguslarin
Paecilomyces maximus, llyonectria destructans, Botrytis cinera, Macrophomina phaseolina ve
Neoscytalidium dimidiatum asma patojenlerine karst kullandiklari in vitro ikili kiltiir testinde
sirastyla %70.83, %43.13, %29.27 ve %36.20 oranlarinda koloni biiyiimelerini engelleyerek
inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemislerdir. Arastiricilarin taniladiklar1 endofitik funguslar
icerisinde, birincil olarak besin ve alan rekabetinde, Aspergillus flavipes %46.69, P. maximus
%44.86 ve Mucor racemosus %32.03 oranlarinda etkiler gostererek patojenlerin biiylimesini
engelledigini belirlemislerdir.

Pazooki ve ark., (2024) Iran’da, asma govde hastaliklar ile iliskili funguslar ile endofitik
funguslarin izolasyonu, tanilanmasi1 ve antagonistik etkisi olan endofitik funguslarin, Cytospora
chrysosperma' ya kars: kullanilmasina yonelik ¢alisma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, fran’n 7
farkli bolgesinden yaptiklari izolasyon galigmasinda, hem endofitik hem de asma goévde hastaligi ile
iliskili toplam 293 fungus izole etmislerdir. Tamiladiklar1 25 fungal izolattan 13 tanesi C.
chrysosperma ‘ya kars in vitro ikili kiiltiir testi i¢in kullanmiglar ve izolatlar igerisinden GI101 kodlu
Penicillium canescens izolat1 %38.51 oraninda inhibisyon etki gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica,
C. chrysosperma'ya karsi fungal peptitlerin ekstrakte edilerek antifungal etkisini arastirdiklar diger
caligmada ise, 4 farkli izolat kullanmiglar (Fusarium oxysporum-G187, Fusarium sp.1-Gl7, Fusarium
sp.3-GI154 ve Microascus chartarus-GI244) ve sadece Fusarium sp.3-GI154 izolati’nin

antagonistik etki gosterdigini belirlemislerdir.
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Ren ve ark., (2024) Cin’de, semptomatik ve asemptomatik mogol ¢am agaglarindaki
endofitik funguslarin ¢esitliligini, organizma yapisin1 ve antagonizm durumunu belirlemeye yonelik
calisma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, endofitik fungus tanilama ve izolasyon ¢alismasinda, 60
¢am agacimin 2700 doku pargasindan izolasyonlar yapmislar ve saflastirilan izolatlar igerisinden
Penicillium tiirleri oranini, %10.54 olarak belirlemislerdir. In vitro antagonizm testinde,
ornekledikleri ¢cam agaglarindan 57 fungal endofit tiir test etmigler ve endofit olarak izole edilen 3
tirtin (Penicillium fructuaria-cellae, Taifanglania sp., ve P. hawaiiense) Diplodia sapinea miseliyal
biiyiimesini sirastyla %73, %61 ve %72 oranlarinda engelledigini belirlemislerdir.

Zanfaio ve ark., (2024) Ispanya’da, bag alanlarindan izole ettikleri ve yeni bir tiir olarak
tanimlanan Trichoderma carraovejensis’in asma govde hastaligi patojenlerine karsi biyolojik
miicadele etkinligi ile ekolojik adaptasyonuna yonelik ¢alisma gergeklestirmiglerdir. Arastiricilar,
asma govde patojenleri Phaeoacremonium minimum, Phaeomoniella chlamydospora ve Diplodia
seriata’ ya kars1 yirtittiikleri in vitro’ da ¢alismalar yiriitmiiglerdir. T. carraovejensis in vitro ikili
kiiltiir testinde, %21.04, %15.34 ve %34.08 oranlarinda patojen koloni biiyiimesini engelledigini ve
en yiiksek engelleme degerini (%34.08) D. seriata’ ya kars1 sergiledigini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Fungal ve Bitkisel Materyal

In vitro deneyler ve saksi denemelerinde kullanilan, bazi 6n g¢aligmalarda antagonistik
oldugu belirlenen Penicillium canescens (GenBank No: PP989657), Penicillium fructuariae-cellae
(OM980658, PV791715) ve Trichoderma brevicompactum (PP989654) tiirii endofitik funguslar,
patojenik tiirlerden Phaeoacremonium minimum (PP989654), Cadophora luteo-olivacea
(OP412811) C.U. Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Mikoloji Laboratuvar kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir (Sekil 3.1). Saks1 denemelerinde bitkisel materyal olarak 1103
Paulsen ¢esidi asma anacinin celikleri kullanilmis, bunlar Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Adem YAGCI’ dan temin edilmistir.

~ Sekil 3.1. Fungal ve bitkisel materyal
a, b) P. fructuaria-cellae, c, d) P. canescens, €) T. brevicompactum, f, g) P. minimum, h, 1) C.
luteo-olivacea, j) 1103 Paulsen ¢esidi asma anaglart.
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3.2. Metot
3.2.1. Endofitik Funguslarin C. luteo-olivacea ve P. minimum’a In Vitro Antagonistik
Etkilerinin Saptanmasi
Ikili Kiiltiir Testleriyle Endofitik Tiirlerin Patojenlerin Miseliyal Biiyiimelerine Etkilerinin
Incelenmesi

Endofitik funguslarin C. luteo-olivacea ve P. minimum’un miseliyal biiyiimesine etkisi ikili
kiiltiir testleriyle incelenmistir. Penicillium canescens, Penicillium fructuariae-cellae ve
Trichoderma brevicompactum’un 15 giinliik taze PDA (Patates Dekstroz Agar) kiiltiirlerinden spor
stispansiyonlari hazirlanmistir. Bunun igin 1.5 ml’lik steril-plastik santrifiij tiiplerine 1 ml steril
distile su koyulmustur. Endofitik tiirlerin sporlanmisg kiiltiirlerinden 3 mm ¢apinda miseliyal agarl
diskler kesilmis ve tiiplere tasinmustir. Her bir tiipe bir damla steril polisorbat (Tween-20®, Merck)
eklenmis, bu tiipler 30 saniye tlip calkalayiciyla (vortex) calkalanmis ve homojen bir spor
stispansiyonu elde edilmistir. Diger yandan patojenik izolatlarm taze kiiltiirleri, 15 giin siireyle PDA
besi-yerinde, 25°C sicaklikta, 12 saat karanlik ve aydinlik kosullarda inkiibasyonuyla elde edilmistir.
Petri kabinmin kenarindan 2 cm igeriye, Penicillium ve Trichoderma izolatlarinin spor
siispansiyonundan, otomatik mikropipetér yardimiyla 15 pl damlatilmis ve bu siispansiyonun 5
dakika siireyle besi-yerine inflizyonu igin beklenmistir (Sekil 3.2). C. luteo-olivacea ve P.
minimum’un miseliyal agar diskleri, steril mantar delici yardimiyla kesilmis ve antagonist izolatlarin
tam karsisina (Petri kabmin diger tarafindan 2 cm igeriye) konumlandirilmistir. Kontrol olarak
birakilan Petri kaplarmin kenarina yalnizca patojenik veya antagonistik funguslar yerlestirilmistir.
Petri kaplart 25°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik kosullarda inkiibe edilmis, kontroldeki
funguslar Petri kabmi tamamen kaplayimncaya kadar beklenmistir. ikili kiiltiirde, izolatlar arasinda
engelleme mesafesi cetvelle 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Trichoderma brevicompactum ile patojenik
tiirler arasindaki etkilesim engelleme mesafesine gore degil, patojenlerin kontrolde ve ikili kiiltiirdeki
koloni ¢ap1 ortalamalarina gore yapilmistir. Denemeler 8§ tekerriirlii olarak kurulmus, her bir Petri
kabt 1 tekerriir olarak kabul edilmistir. Engelleme mesafelerine varyans analizi uygulanmis,

ortalamalar arasindaki istatistiksel farklar LSD testi, %5°lik hata pay1yla ortaya ¢ikarilmistir.
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Sekil 3.2. ikili kiiltiir testi kurulumu
a)petri kab1 igerisine 2 mm’lik patojen disk ve karsisina 15ul endofit siispansiyon damlatiimas,
b)patojen C. luteo-olivacea(sol) ve endofit P. fructuaria-cellae(sag).

Ucucu Antibiyotiklerin Patojenlerin Miseliyal Biiyiimesine Etkilerinin Incelenmesi

Endofitik tiirlerin ugucu antibiyotik tireterek C. luteo-olivacea ve P. minimum’un miseliyal
gelisimi lizerine muhtemel engelleyici etkilerinin olup olmadigi, ugucu antibiyotik iiretim testiyle
incelenmistir. Penicillium canescens, P. fructuariae-cellae ve T. brevicompactum’un taze-saf
kiiltiirlerinden alinan 3 mm’lik miseliyal agar parcaciklari, igerisinde 1 ml steril distile su bulunan
1.5 mI’lik steril santrifiij tiiplerine koyulmustur. Bu tiiplere bir damla steril polisorbat (Tween-20%,
Merck) eklenmis, bu tiipler 30 saniye tiip calkalayiciyla (vortex) ¢alkalanmis ve homojen bir spor
stispansiyonu elde edilmistir. Bu siispansiyon, antibiyotik icermeyen PDA besi ortaminin tam
ortasma 15 pl inokule edilmis ve agarin siispansiyonu ¢ekmesi beklenmistir. Diger taraftan, 15 giin
stireyle taze olarak gelistirilen patojen izolatlarindan mantar delici yardimiyla 5 mm’lik diskler
almarak yine antibiyotik icermeyen PDA besi ortaminin tam ortasina yerlestirilmistir. Endofitik
tirler ile patojen izolatlarin koloni biiyiikliigii esit biiyiikliikte oldugu sirada petri kapaklar
¢ikarilarak birbiri lizerine, altta antagonist iistte patojen olacak sekilde kapatilmis ve hava almamasi
icin Parafilm ile sarilmistir (Sekil 3.3). Eslestirilen Petri kaplari 25°C sicaklik, 12 saat
karanlik/aydinlik kosullarda inkiibe edilmislerdir.
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Sekil 3.3. a, b) Ugucu antibiyotik testi kurulumu, ¢) endofit P. fructuaria-cellae (altta) ve patojen
P. minimum (iistte) ugucu antibiyotik testi, d) patojen P. minimum kontrol.

Kontrol olarak belirlenen Petri kaplarina sadece patojenik ya da sadece endofitik izolatlar
inokule edilmistir. Bu izolatlarin kolonileri petri kabmin 2/3’linii kaplayana kadar 25°C sicaklikta
inkiibe edilmistir. Bu gozlemden sonra eslestirilmis kolonilerin ¢aplar1 ol¢iilmiis, ortalamalart
almmis ve kaydedilmistir. Patojenlerin kontroldeki koloni c¢aplari ile endofitlerle eslestirilmig
kolonilerinin ¢aplar1 karsilagtirilmig, uygulamalarin etkinligi %Abbott testine goére, ortalamalar
arasindaki istatistiksel farklar t-testine gore belirlenmistir. Deneme tesadif parselleri deneme
desenine gore, 12 tekerriirlii olarak diizenlenmis olup birbiri iizerine kapatilan her Petri kab1 ¢ifti 1

tekerriir olarak kabul edilmistir.

Kiiltiir Filtratlarinin Patojenlerin Miseliyal Biiyiimesine Etkisinin Belirlenmesi

Endofitik tiirlerin kiltiir filtratlari, patates suyu-glikoz sivi besi-yerinde hazirlanmustir.
Yaklasik 225 g soyulmus patates, saf suda kaynatilarak suyu siiziilmiis, icine 20 g glikoz eklenerek
toplam hacim bir litreye tamamlanmistir. Bu karisimdan 150 ml dlgiilerek 250 ml’lik vida kapakli
cam siselere koyulmus ve 121°C sicaklik, 1 atmosfer basingla 20 dakika siireyle otoklav edilmistir.
Sivi besi-yerinin sicakligi oda sicakligina diigiinceye kadar steril kabinde sogutulmustur. Penicillium
ve Trichoderma izolatlarinin saf kiiltiirlerinden 5 mm’lik miseliyal-agar diskleri kesilerek 150 ml’lik
s1v1 besi-yerine (her siseye 4-5 adet disk) inokule edilmislerdir. Siseler ¢alkalayiciya yerlestirilmis,
120 devir/dakika hizla, 25°C sicaklikta, 10 giin siireyle ¢alkalanmustir.

S1v1 kiiltiirler Buchner Hunisi, vakum pompasi diizenegi ve Whatmann 1 nolu filtre kagidi
kullanilarak siiziilmiig, miselyum ve diger partikiiller siiziilmiigtiir. Ardindan steril siringa ve tek
kullanimlik soguk sterilizasyon filtresiyle (0.45 pum por ¢api) steril kiiltiir filtratlar1 hazir hale
getirilmistir (Sekil 3.4). Diger taraftan, icerisinde 10 ml PDA bulunan cam-deney tiipleri otoklav
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edilmis, sonra 50°C’lik su banyosuna alinarak sicakliklar1 diigiiriilmiigtiir. Her bir deney tiipiine ii¢
farkli hacimde (500, 1000, 1500 ul) steril filtrat eklenerek vortex ile 10 saniye karistirilmig ve
ardindan 90 cm c¢aplh Petri kaplarina dokiilmiistiir. Kontrol olarak ayrilan deney tiiplerine filtrat
eklenmemigtir. Soguyan besi-yerinin merkezine C. luteo-olivacea ve P. minimum’un 5 mm ¢aph
miseliyal agar diskleri yerlestirilmistir. Petri kaplar1 25°C sicaklik, 12 saat aydinlik/karanlik
kosullarda, kontroldeki koloniler besi-yerinin 2/3’{inii kaplayincaya kadar inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda fungal kolonilerin ¢aplar1 cetvelle 6lgiilerek kaydedilmistir. Denemeler tesadiif parselleri
deneme desenine gore 4 tekerriirlii halde tertip edilmis, her bir Petri kab1 1 tekerriirii olugturmustur.
Denemelerin degerlendirilmesi kontrol ve diger uygulamalardaki kolonilerin ¢aplarina gore
yapilmis, dlciilen degerlere varyans analizi uygulanmigtir. Ortalamalar arasindaki istatistiksel farklar

LSD testine gore %5’lik hata payiyla ortaya ¢ikarilmustir.

)
Sekil 3.4. Kiiltiir filtratlarin hazirlanmast
a) Smm’lik disklerin patates suyu-glikoz bulunan 250 ml’lik vida kapakli siselere aktarilmasi, b)
disk bulunan siselerin 25°C’* de 120 devir de ¢alkalayici da inkiibasyonu, c) filtratin Whatman 1
nolu filtreden gecirilmesi, d) filtrata soguk sterilizasyon uygulanmasi.

Kiiltiir Filtratlarinin Patojenlerin Konidi Cimlenmesine Etkisinin Belirlenmesi

Kiiltiir filtratlarinin hazirlanisi, inkiibasyonu ve sterilizasyonu bir 6nceki bolimde detayl
olarak anlatildigi gibi yapilmistir. Deney tiiplerinde, sivi haldeki su agar1 ortamina endofitik
funguslarin 500, 1000 ve 1500 pl’lik steril kiiltiir filtratlari, otomatik mikropipetdrle enjekte
edilmistir. Vortex ile 10 saniye karistirilan icerik steril Petri kaplarina dokiilmiis ve sogumaya
birakilmustir. Kontrol Petri kaplarina ise herhangi bir filtrat eklenmemistir. C. luteo-olivacea ve P.
minimum’un spor siispansiyonu steril distile suyla hazirlanmig, spor yogunlugu 1s1k mikroskobu
altinda hemositometre kullanilarak (Thoma Lami®) 10° spor/ml’ye ayarlanmistir. Bu
siispansiyonlardan otomatik mikropipetérle 10 ul gekilerek, igerisinde filtratlar bulunan (ve
bulunmayan kontrole) su agar1 ortamina dagitilmis ve steril cam baget ile agar yiizeyine yayilmistir
(Sekil 3.5). Petri kaplar1 12 saat siireyle 25°C sicaklik ve karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Isik

mikroskobuyla Petri kabinin zemini goriintiilenmis, patojen sporlarinin ¢imlenip ¢imlenmedigi
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incelenmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak kurulmus ve her

bir Petri kabi 1 tekerriirii temsil etmistir.

b - C d
Sekil 3.5. Konidi ¢imlenme testi kurulumu ve incelenmesi
a,b)patojenlerden hazirlanan 108/mlspor siispansiyonun filtrat igeren su agar ortamima 10pul
damlatilmasi, ¢)steril baget ile siispansiyonun ortam yiizeyine dagitilmasi, d)patojen konidilerin

mikroskop altinda ¢imlenme durumlarinin incelenmesi.

3.2.2. Saks1 Denemeleri
Endofitik Tiirlerin Asma Fidanlarinda Petri Hastaligimin Ilerleyisine Etkisinin Arastirilmast

Calismanin bu boliimiinde Penicillium ve Trichoderma izolatlarinin asma fidanlarindaki
Petri Hastalig1 patojenlerine karsi tedavi edici etkileri arastirilmistir. Saks1 denemeleri hem steril hem
de steril olmayan koklendirme ortamlarinda ayr ayr yiiriitiilmiistiir. Torf ve perlit karisimindan (2:1
hacimde) olusan koklendirme ortami bir miktar nemlendirilerek 121°C sicaklik ve 1 atmosfer
basingta 1 saat siireyle otoklav edilmistir.

Dormant halde, 30 cm uzunlugunda 1103 Paulsen asma anaglarina ait ¢elikler, dip gozlerin
hemen altindan kiit kesilerek dikime hazir hale getirilmislerdir. C. luteo-olivacea ve P. minimum’un
taze kiiltirleri PDA besi-yerinde, 25°C sicaklikta, 15 giin siireyle biiyiitiilerek hazirlanmigtir.
Celiklerin tizerinde iki bogum arasindaki bir noktadan sarjli matkapla 2 mm’lik delikler a¢ilmisg, bu
deliklerin i¢ine, patojenlerin taze miseliyal-agar pargaciklar steril bir igne ile inokule edilmistir (her
celige 1 kez). Kontroldeki bitkiler steril agar pargaciklartyla inokule edilmistir. Inokulasyon noktalari
parafilm ile sarilmis ve ¢elikler etiketlenmistir (Sekil 3.6). Asma fidanlarinin yetistirilecegi 0.85 L’lik
saksilar steril ve steril olmayan koklendirme harciyla doldurulmustur. Bu ¢elikler 2000 ppm’lik
indol-3-butyric asite (Merck) 10 saniye siireyle daldirilmis, saksilara dikilmis ve sulanmislardir.
Fidanlarin biiyiitiilecegi klima odasinda sicaklik 28°C, nispi nem %80’e ayarlanmistir. Bu kosullarda
biiyiitilmeye baslayan her bir fidana, dikim tarihinden 3 giin sonra Penicillium ve Trichoderma
izolatlarin spor siispansiyonundan (10® spor/ml dozda) her saksiya sulama suyu seklinde, 30 ml
inokule edilmistir. Bu uygulamadan 3 hafta sonra ayn1 sekilde ikinci uygulama yapilmistir (Sekil
3.7).

Celiklerin dikilmesinden 6 hafta sonra kok ve siirgiin olusturan fidanlar, Nisan 2024’te
disariya, dogal iklim sartlarina g¢ikarilarak biiylitiilmiistiir. Fidanlar 4 ay boyunca dogal sartlarda

biiyiitiilmiis, 15 glinde bir olmak iizere 50 ppm dozunda sivi-kompoze giibreyle beslenmislerdir.
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Deneme siiresi sonunda fidanlarin siirgiin uzunluklar1 6l¢iilmiis, her uygulamada patojenlerden
dolay1 kuruyan bitkilerin sayisi not edilmis ve bitkiler bulunduklar saksilardan sokiilmiislerdir.
Inokulasyon noktas: bicakla ortadan ikiye kesilerek odun dokuda meydana gelen nekrozlarin
uzunluklar1 kaydedilmistir (Sekil 3.8). Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine goére 7
tekerriirlii olarak kurulmus, iki saksi bir tekerriir olarak kabul edilmistir. Odun dokulardaki nekrozlar
ve fidanlarin siirgiin uzunluklarina varyans analizi uygulanmis, ortalamalar arasindaki istatistiksel
farklar LSD testine gore %5°’lik hata pay1yla belirlenmistir. Endofitik funguslarin hastalik olusumunu

azaltict muhtemel etkileri % Abbott formiilityle belirlenmistir.

Sekil 3.6. Sakst denemesi kurulumu

a, b) torf-perlit karigimi hazirlanmasi ve otoklav islemi, c¢) sarjli matkap ile iki bogum arasinda 2
mm ¢apinda delik agilmasi, d) patojen miseliyal agar pargaciklarin inokulasyonu, ¢) inokulasyon
noktasinin parafilm ile sarilmasi.

Sei.?. Asma eliklerine hormon uygulamasi ve dikimi
a) celiklerin indol-3-butyric asite daldirilmasi, b) dikim, ¢) endofit uygulmasi.
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Sekil 3.8. Bitkilerin dis ortamda yetisirilmesi ve bitkisiirgi'm uzunluk 6l¢iimii

Endofitik Tiirlerin Asma Fidanlarinda I¢sel Doku ve Kilcal Kikleri Kolonize Etme Durumlarinin
Arastirilmast

Saks1 denemelerinde rizosfere inokule edilen endofitik tiirlerin igsel doku ve kilcal kokleri
kolonize etme durumlarini arastirmak i¢in, baslangigta hem sterilize edilmis hem de edilmemis
ortamlardaki bitkilerden yeniden izolasyonlar yapilmustir. Igsel dokulardan yapilan izolasyonlar da,
patojen inokulasyonunun yapildig1 noktanin 10 cm altindaki (dipten ise 5 cm yukar1) kabuk doku
soyulmus ve odun dokudan 1-2 cm’lik kesitler alinmistir. Bu dokulardan standart mikolojik
izolasyon yontemlere gore, antibiyotikli (250 mg/L streptomycin) PDA besi-yerine ekimler yapilmis
ve Petri kaplar1 25°C sicaklikta karanlikta inkiibe edilmistir. Ayn1 islemler saksilardan sokiilen asma
fidanlarinin kilcal kokleri icin tekrarlanmis, ylizeysel dezenfeksiyonu yapilmis kilcal koklerden 1
cm’lik kilcal kokler antibiyotikli PDA besi-yerine alinmislardir (Sekil 3.9). izolasyondan iki hafta
sonra Petri kaplarinda gelisen fungal koloniler morfolojik ve mikroskobik yonden incelenmis,
funguslar cins diizeyinde tanilanmis ve koloniler sayilarak re-izolasyon oranlari hesaplanmistir.

Denemenin her bir uygulamasi i¢in 10 Petri Kabi (5 i¢sel doku + 5 kilcal kokler) kullanilmastir.
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Sek}iAl 3.9. B1tk1 i¢sel dokular1 ve koklerinden yéllan re-izolasyon

Endofitik Tiirlerin Koklendirme Ortamlarini Kolonize Etme Durumu’nun Incelenmesi

Caligmada kullanilan fungal endofitlerin hem steril hem de steril olmayan fidan koklendirme
ortamlarint kolonize edip edemedigi incelenmistir. Saksi denemeleri baslatilirken, fidanlarin
dikildigi torf-perlit karisimlarindan (2:1 hacimde), 4 aylik biiylime sezonu sonunda ornekler
almmustir. Deneme karakterlerindeki her saksinin fidanlar1 sokiildiikten sonra koklendirme ortamlari
bir kapta biriktirilmistir. Bunlar iyice karigtirildiktan sonra her uygulamadan 10’ar gramlik drnekler
alinmis ve bu ornekler, icerisinde 90 ml steril distile su bulunan erlenmayerler koyulmus ve
erlenmayerler dairesel donen calkalayicida bir saat calkalanmistir. Her bir uygulama icin ayr1 ayn
hazirlanmus siispansiyonlardan otomatik mikropipetdrle 1 ml alinmus, icerisinde 9 ml steril distile su
bulunan cam tiiplere enjekte edilmistir.

Tiipler vortex ile 20 saniye karistirilmis ve buradan yine 1 ml’lik siispansiyon almip, 9 ml
steril su bulunan baska deney tiiplerine seyreltilmistir. Hem birinci hem de ikinci seyreltmeden 100
ul alinip rose-bengal-chloramphenicol-agar (Condalab) besi-yerinin yiizeyine yayilmis (Sekil 3.10),
Petri kaplar1 25°C sicaklikta, karanlik kosullarda 1 hafta inkiibe edilmistir. Gelisen koloniler
morfolojik ve mikroskobik yonden incelenmis, en yaygin gelisen iki koloniden molekiiler taniya
gidilmistir. Tanis1 yapilan bu kolonilerin sayis1 kaydedilip tiim koloniler icerisindeki yiizde oram
hesaplanmigtir. Bu denemede her bir uygulama igin 4 Petri kab1 kullanilmis, tiim kaplardaki sayinin

ortalamas1 alinmistir.
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Sekil 3.10. Farkli koklendirme ortamlarindan seyréltme serishazn‘lanmaSL

Fidanlar ve Koklendirme Ortamlarindan Yeniden Izole Edilen Endofitlerin Molekiiler Tanist

Igsel doku ve kilcal kéklerden yeniden izole edilen Penicillium ve Trichoderma izolatlari
icerisinde aday endofitlerin olup olmadigini1 saptamak icin, bu tiirlere ait izolatlar saflastirilmstir.
PDA besi-yerinde saf olarak gelistirilen Penicillium ve Trichoderma kiiltiirlerinden O’Donnell ve
ark., (1998) tarafindan kullanilan yonteme gore genomik DNA’lar ekstrakte edilmistir. Genomik
DNA iizerindeki TEF 1-a veya calmodulin gen bdlgeleri, Cizelge 3.1°de bilgileri verilen primer
ciftleri ve PCR kosullarina gore ¢ogaltilmiglardir.

Cizelge 3.1. Penicillium ve Trichoderma izolatlarinin molekiiler tanisinda kullanilan primerler ve

PCR kosullari
Gen Bolgesi Primer Ciftleri PCR Kosullari
Calmodulin CAL228F
GAGTTCAAGGAG [k denatiirasyon 95°C: 3 dk, 35 dongii
(Carbone ve Cohn.,, GCCTTCTCCC (95°C: 1 dk, 57°C: 1 dk, 72°C: 1 dk) ve
1999) CALT737R son dongii (72°C: 7 dk)
CATCTTCTGGCC
ATCATGG
Translation EF1-688F
elongation CGGTCACTTGA [k denatiirasyon 95°C: 3 dk, 35 déngii
factor 1-a TCTACAAGTGC (95°C: 1 dk, 50°C: 1 dk, 72°C: 1 dk) ve
(Alves ve ark., EF1-1251R son dongii (72°C: 7 dk)
2008) CCTCGAACTCAC
CAGTACCG

PCR isleminden sonra tiipteki olasi iirlinler DNA boyasi (Lonza SYBR Green I*) ile
boyanarak %1.5’luk agaroz jelde (Invitrogen®), 55V-400mA akim siddeti altinda 90 dakika
yiriitiilmiis ve UV 151k altinda goriintiilenmistir. Amplifikasyonu basarili olan PCR iirtinlerindeki
niikleotid dizileri sekanslatilmisg, bu dizilerin benzerlikleri internet tabanli NCBI-BLASTnN (National
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Center for Biotechnology Information) yazilimiyla taranmis ve yiizde benzerlik oranlarinin

yiiksekligine gore izolatlarin molekiiler tanis1 tamamlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Endofitik Funguslarin C. luteo-olivacea ve P. minimum’a In Vitro Antagonistik Etkileri
4.1.1. Ikili Kiiltiir Test Sonuglar

PDA besi ortaminda Penicillium tiirleri (Penicillium fructuaria-cellae ve Penicillium
canescens) ile Petri hastaligi patojenleri (Phaeoacremonium minimum ve Cadophora luteo-olivacea)
arasinda gergeklestirilen ikili kiiltiir test ¢alismasinda, her iki Penicillium tiiriniin de Petri
patojenlerinin koloni biiylimelerini kayda-deger olglide azalttiklar1 gozlenmistir. P. minimum’un
(Pm) 20 giinliik inkiibasyon sonucunda koloni ¢ap1 37.3 mm’ye ulasirken (kontrol), P. fructuariae-
cellae (Pfc) ile karsi-karsiya getirildiginde ancak 27.1 mm’ye ulasabilmis, koloni ¢ap1 %27.3
azalmustir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Phaeoacremonium minimiin Cadophora luteo-olivacea
40 37.3 70 61 S
35 60
= 30 27.1+ = .
= = 3
g g 42.1%
= 15 =
z z w0
S ol
z z
g 15 g
= S 20
410 =
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P+ Pfe P (Kontrol) Clo+ Pfc Clo (Kontrol)

Sekil 4.1. P. fructuariae-cellae(Pfc) ile karsi-karsiya getirilen P. minimum(Pm) ve C. luteo-
olivacea(Clo) 'da koloni ¢aplari (mm). *t-testine gore istatistiksel fark mevcuttur.

Sekil 4.2. P. fructuariae-cellae ile karsi-karsiya getirilen . minimum ve C. luteo-olivacea da
koloni biiytimeleri, a) P. fructuaria-cellae (sag), P. minimum (sol), b) P. minimum kontrol, c) P.
fructuaria-cellae (sag), C. luteo-olivacea (sol), d) C. luteo-olivacea kontrol.
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Benzer sekilde, ayn1 inkiibasyon siiresince C. luteo-olivacea 'da (Clo) kontroldeki koloni ¢ap1
61.8 mm’ye ulasabilmis, fakat P. fructuariae-cellae(Pfc) ile karsi-karsiya getirildiginde koloni ¢ap1
42.1 mm olarak 6l¢iilmiis, biiylime %31.9 gerilemistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Patojenlerin P. canescens (Pcan) ile olan etkilesimlerinde ise farkliliklar gézlenmistir. P.
canescens, Phaeoacremonium minimum’un koloni biiyiimesine 6nemli bir etki gosterememistir. P.
minimum’un kontroldeki koloni ¢apt 36.3 mm olarak 6l¢iilmiis, P. canescens ile karsi-karsiya
getirildiginde bu deger %0.8’lik azalisla 36.0 mm’ye gerilemistir. Fakat P. canescens C. luteo-
olivacea’nin koloni biiyiimesini 6nemli Ol¢iide azaltmig, bu azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. C. luteo-olivacea’nin koloni ¢ap1 kontrolde 61.2 mm, P. canescens ile karsi-karsiya

konuldugunda ise bu deger %20.1’lik azalisla 48.9 mm’ye gerilemistir (Sekil 4.3 ve 4.4).

. ) .
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Sekil 4.3. P. canescens(P.can) ile karsi-karsiya getirilen P. minimum(Pm) ve C. luteo-
olivacea(Clo) ‘da koloni ¢aplar1 (mm). *t-testine gore istatistiksel fark mevcuttur.

R = 7 - e € 3
C. 3 - . = |
Sekil 4.4. P. canescens(P.can) ile karsi-karsiya getirilen P. minimum ve C. luteo-olivacea da koloni
bilylimeleri

a) P. canescens (sag), P. minimum (sol), b) P. minimum kontrol, c) P. canescens (sag), C. luteo-
olivacea (sol), d) C. luteo-olivacea kontrol.
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Penicillium tiirleri ile yapilan tiim ikili kiltiir etkilesimlerinden yola ¢ikildiginda P.
fructuaria-cellae her iki patojenin koloni biiyiimesini dnemli 6lgiide engellerken, P. canescens
P.minimum koloni biiyiimesini ciddi anlamda etkileyemedigi bulgusuna varilmistir. Gaziantep bag
alanlarindaki endofitik funguslarin asma govde hastaliklar1 patojeni funguslar (Biscogniauxia,
Cytospora, Diplodia, Eutypa, Kalmusia, Lasiodiplodia, Macrophomina, Neofusicoccum,
Neoscytalidium, Phaeomoniella, Phaeoacremonium) ile etkilesimlerini ele alan bir ¢aligmada, P.
fructuaria-cellae’nin bazi patojenlerin koloni biiyiimesini ciddi dl¢iide sinirlandirdig, bazilarina da
etkisiz oldugu bulunmustur (Akgiil ve Kara., 2022). Yine Cin’de semptomatik ve asemptomatik
mogol c¢ami agacglarindaki endotifitik fungus cesitliligi ve bunlarin bazi bitki patojenlerine
antagonistik etkilerini belirlemek {izere yapilan ¢alismada, P. fructuaria-cellae 'nin D. sapinae’nin
miseliyal biiyiimesini %73 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Ren ve ark., 2024). fran’da baz1 endofitik
funguslarin patojen Cytospora chrysosperma’ karsi etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, Penicillium
canescens C. chrysosperma’min koloni biiylimesi tiizerinde %38.51 oraninda etkili oldugu
belirlenmistir (Pazooki ve ark., 2024). ikili kiiltiir testlerinden elde ettigimiz sonuglar, iran ve Cin’de
yapilan ¢alismalarla benzer sonuglari icermekte olup, bu durum her Penicillium tiirtiniin tiim bitki
patojenlerine ayni dlgiide baskilayici olamayacagini gostermektedir.

Bu caligmada s6z konusu patojenlere karsi, ikili kiiltiir testiyle antagonistik &zelliklerin
belirlendigi bir diger tiir Trichoderma brevicompactum’dur. Bu tiir Petri hastalig1 patojenleriyle ayn1
Petri kabina yerlestirildiginde, iki koloni arasinda bir engelleme mesafesi olusmamisg, bunun yerine
T. brevicompactum’un diger koloniyi iistten kaplayip onun koloni biiyiimesini azalttig1 goriilmiistiir
(Sekil 4.5).

d N . it g . _ .‘ f 5. L / o - . |
Sekil 4.5. T. brevicompactum ile karsi-karsiya getirilen C. luteo-olivaceae ve P. minimum’da
koloni biiytimeleri, a,b) T. brevicompactum(sag), C. luteo-olivacea(sol), c) C. luteo-olivacea

kontrol, d,e) T. brevicompactum(sag), P. minimum(sol) ve f) P. minimum kontrol.
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Kontrolde P. minimumun 20 giinlik inkiibasyon sonucunda, koloni ¢apt 35.9 mm’ye
ulagirken, T. brevicompactum ile karsi-karsiya geldiginde %35.7°lik azalmayla 23.1 mm’ye
gerilemistir. Benzer sekilde C. luteo-olivacea’nin koloni ¢ap1 kontrolde 52.5 mm’ye ulagmis, ancak
T. brevicompactum ile karsi-karsiya getirildiginde %39.8’1lik azaligla 31.6 mm oOl¢iilmiistir (Sekil
4.6).
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Sekil 4.6. T. brevicompactum(Tbr) ile karsi-karsiya getirilen P. minimum(Pm) ve C. luteo-
olivacea(Clo) ‘da koloni ¢aplar1 (mm). *t-testine gore istatistiksel fark mevcuttur.

Gergeklestirilen ikili interaksiyonlardaki koloni biiyiikliikleri kontrolde bulunan koloni
buyiikliigi ile kiyaslandiginda T. brevicompactum her iki patojenin koloni biiylimesini 6nemli 6l¢iide
azalttlig1 sonucuna ulasilmustir. Iran’da biri ticari biyolojik miicadele etmeni (T. harzianum T-22) ve
iki endofitik Trichoderma tiiriiniin (T. brevicompactum ve T. longibrachiatum), asmada dort farklt
Pheoacremonium minimum izolatina kars1 kullanildig1 bir ¢alisma yiiriitiilmiis ve tiim Trichoderma
tiirlerinin patojen koloni biiytimesini durdurmasini yoniinden etkili oldugu bulunmustur (Narmani ve
ark., 2018). Yiritilen bu ¢aligmada, P. minimum’a karst T. brevicompactum izolatinin etkili

bulunmasi, Narmani ve ark., (2018)’nin ikili kiiltiir sonuglar1 ile benzerlik géstermektedir.

4.1.2. Endofitik Funguslarin Kiiltiir Filtratlar’na Dair Test Sonug¢lar1

Sivi haldeki patates dekstroz siispansiyonu igerisine endofitik funguslarin (P. fructuaria-
cellae ve P. canescens) farkli dozlardaki (0.5, 1.0 ve 1.5 ml / 10 ml besi-yeri) kiiltiir filtratlari, P.
minimum un Koloni biliylimesini diisiik oranda azalttigi (Sekil 4.7), C. luteo-olivacea min koloni
biiylimesini ise etkilemedigi belirlenmistir. P. fructuaria-cellae’nin 3 farkli kiiltir filtrati dozlarinin
uygulandig1 Petri kaplarinda, P. minimum nin koloni ¢aplan sirasiyla 44.3, 43.8 ve 42.4 mm’ye
gerilerken kontrolde bu deger 47.0 mm olarak dl¢lilmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. P. minimum(Pm)’nin P. fructuaria-cellae(Pfc) kiiltiir filtrat1 iceren PDA besi ortaminda
miseliyal gelisimi (1.5 ml/ 10 ml).

0.5/10 ml 1.0/10 ml 1.5/10 ml
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Sekil 4.8. P. fructuaria-cellae(Pfc) nin farkli dozlarda kiiltiir filtratlarinin uygulanmasiyla P.
minimum(Pm) 'nin koloni ¢aplari (mm). *t-testine gore istatistiksel fark mevcuttur.

P. fructuaria-cellae’nin farkli dozlardaki kiiltiir filtratlar1 C. luteo-olivacea koloni gelisimini

azaltmamis, aksine bir miktar arttirmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. C. Iuteo-olivécea(CIo)’nun P. fructuaria-cellae(Pfc) kiiltiir filtrat1 igeren PDA besi
ortaminda miseliyal gelisimi (0.5 ml, 1.0 ml, 1.5 ml ve 0 ml kontrol.)

Sadece PDA bulunan kontrolde C. luteo-olivacea’nin koloni ¢ap1 47.1 mm 6lgiiliirken, 0.5,
1.0 ve 1.5 mI’lik Pfc filtratlarinda bu degerler sirasiyla 49.1, 51.1 ve 51.9 mm olarak kaydedilmistir

(Sekil 4.10). Bu sonug patojeninin koloni bityiimesini arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. P. fructuaria-cellae(Pfc)’nin farkli dozlarda kiiltiir filtratlarinin uygulanmasiyla C.
luteo-olivacea(Clo)’nin koloni ¢aplart (mm).

P. canescens’in 3 farkli dozdaki kiiltiir filtratlart, P. minimum’un koloni biiyiimesini dogrusal

olarak azaltmis (Sekil 4.11), bu azalis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Birinci dozda (0.5 ml / 10 ml PDA) Pm’nin gelisimi kontrole gore %4.1°lik azalisla 44.7
mm, ikinci doz (1.0 ml) %9.7°1ik azaligla 42.1 mm, ii¢iincii doz %10.3°1iik azalisla 41.8 mm olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. P. minimum(Pm)
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Sekil 4.12. P. canescens(Pcan)’nin farkli dozlarda kiiltiir filtratlarinin uygulanmasiyla P.
minimum(Pm)’un koloni ¢aplar1 (mm). *t-testine gore istatistiksel fark mevcuttur.

Bu sonuglara karsit olarak P. canescens’in farkli dozlardaki kiiltiir filtratlar1 C. luteo-

olivacea min koloni biiylimesini azaltmak yerine az da olsa arttirmig, fakat bu artig varyans genisligi
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nedeniyle 6nemsiz ¢ikmustir. Kontrolde C. luteo-olivacea nin koloni gaplar1 47.1-47.3 mm arasinda
degisirken 0.5, 1.0 ve 1.5 ml’lik dozlarda koloni caplar1 sirasiyla 48.5, 51.2, 51.9 mm olarak
Olciilmiistiir (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.13. P. canescens(Pcn)’nin farkli dozlarda kiiltiir filtratlarinin uygulanmasiyla C. luteo-
olivacea(Clo) 'nun koloni ¢aplar1 (mm). *t-testine gore istatistiksel fark mevcuttur.

y o b.Umi i o A ' ‘\ o trol’ ;
Sekil 4.14. C. luteo-olivacea(Clo) min P. canescens(Pcn) kiiltiir filtrati igeren PDA besi ortaminda
miseliyal gelisimi (0.5 ml, 1.0 ml, 1.5 ml ve 0 kontrol).

Bu sonuglar genel olarak ele alindiginda, P. fructuaria-cellae ve P. canescens Kkiiltiir
filtratlarimin P. minimum koloni biiylimesini azaltici etki gosterdigi fakat C. luteo-olivacea‘ya
herhangi bir etki gdstermedigi anlasilmistir. Giiney italya’da, fungitoksik ekstrolit etkinliginin
incelendigi bir calisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma da, Penicillium canescens ve P. janczewskii
tirlerine ait bazi izolatlarin kiiltiir filtratlarinin, Rhizoctonia solani ve diger bazi1 funguslara karsi in
vitro test sonucunda, P. canescens izolatindaki bir ekstrolit (Sch 642305) R. solani ve bazi diger
funguslarin miseliyal biiyiimesini engelledigini belirlemislerdir (Nicoletti ve ark., 2007). Penicillium
canescens ile olusturulan kiiltiir filtratinin yiirtitiilen bu ¢aligmada, P. minimum koloni biitytimesinde
gosterdigi azaltict etkisi, Nicoletti ve ark., (2007) tarafindan R. solani’ye kars: yiiriittiikleri ¢alisma
sonucunda R. solani miseliyal biiyiimede gosterdigi etki ile benzerlik gosterdigi fakat filtratin C.
luteo-olivacea‘ya karst koloni biiylimesine yonelik tersi yonde etki ile farklilik gosterdigi

anlasilmaktadir.
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4.1.3. Endofitik Funguslarin Ucucu Metabolitlerinin Patojenlerin Koloni Biiyiimesine Etkisine
Dair Test Sonuclari

PDA besi ortaminda ayr1 ayr1 gelisimleri saglanan hem Petri patojenleri (P. minimum ve C.
luteo-olivacea) hem de endofitik funguslarin (P. fructuaria-cellae ve P. canescens) birbiri tizerine
kapatilarak endofitlerin ugucu metabolitlerinin patojen koloni biiyiimesi iizerine etkisi incelenmistir.
Yapilan test sonucunda, kontroldeki koloni ¢aplariyla ugucu metabolitlere maruz kalan kolonilerin
caplar arasinda fark ¢gikmamis, endofitlerin ugucu metabolitlerinin P. minimum ve C. luteo-olivacea
patojenlerinin koloni biiyiimesine bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Iran bdlgesinde yer fistigi
beyaz kok ¢liriikliigii etmeni Sclerotium rolfsii’ye karsi potansiyel biyolojik miicadele etmeni olarak
endofitik funguslarin kullanildig: (Trichoderma viride, T. virens, Penicillium
decaturense, Aspergillus flavus ve Penicillium rubens) bir ¢alisma yiiriitiilmiis ve in vitro kosullarda
yapilan ugucu metabolit testinde, patojen miseliyal gelisimini engelleme de en etkili izolatlar P.
rubens (%84.3) ve A. flavus (%73.5) olarak belirlemislerdir (Motlagh ve ark., 2022). Sclerotium
rolfsii’ye kars1 yapilan ugucu metabolit testinde ulagilan sonuglarda, bir Penicillium cisnsine ait tiiriin
etkili olmamasi ya da ¢ok diisiik etki gostermesi ile bu ¢alisma sonucunda her iki Penicillium tiiriiniin
de etkisiz olmasi a¢isindan benzerlik tasidig1 fakat baska bir Penicillium tiiri’niin etkili olmasi
yoniinden farkliliklar tasidig1 anlasilmaktadir. Bu sonuglardan yola ¢ikildigin da, ayni cinse ait farkli
tiirlerin degisik hastalik etmenlerine kars1 etkili olma durumlarinin da degiskenlik gosterebilecegi

anlasilabilir.

4.1.4. Endofitik Funguslarin Kiiltiir Filtratlarinin Patojenlerin Konidi Cimlenmesine Etkisine
Dair Test Sonuclar

Endofitik funguslardan hazirlanan farkli dozlardaki kiiltiir filtratlar1 su agar ortamina
eklenmis ve {lizerine patojenlerden hazirlanan spor siispansiyonu yayilarak patojen eseysiz
konidilerinin ¢imlenme durumlar1 incelenmistir.

Yapilan test sonucunda hem kontrolde hem de filtrat uygulanmis besi yerindeki konidilerin
timi ¢imlenmis, kiltiir filtratlarinin P. minimum ve C. luteo-olivacea konidilerinin ¢imlenmesine

herhangi bir engelleyici etkisi tespit edilmemistir.

4.2. Saks1 Denemesi Sonuclari
4.2.1. Endofitik Funguslarin Petri Hastaligim Azaltic1 Etkileri

Fidan govdelerine 2 mm capinda yara agilarak patojen inokulasyonu yapilan steril ve steril
olmayan koklendirme ortamlarindaki asma fidanlarinin koklenmeleri tesvik edilmis ve koklenme
sonrast P. fructuaria-cellae, P. canescens ve T. brevicompactum endofitik fungus tiirlerinden
hazirlanan spor siispansiyonundan (108spor/ml) her fidanin rizosfer bélgesine 30 ml, 2 uygulama

olacak sekilde yapilarak patojenlerin olusturdugu nekrozlara etkisi incelenmistir.
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Steril ve steril olmayan koklendirme ortamlarinda biiyiitilen asma fidanlarinda, hastalik
olusumu yoniinden farkliliklar goriilmiistiir. Steril koklendirme ortaminda sadece Phaeoacremonium
minimum inokule edilen fidanlarin %63.6’s1 kururken, steril olmayan ortamda hig biri kurumamustir.
Benzer sekilde her iki koklendirme ortaminda endofit inokule edilen tiim uygulamalarda P. minimum
yiiziinden bir 6liim goriilmemistir (Cizelge 4.1). Endofitik tiirler steril koklendirme ortaminda, govde
nekrozlarini istatistiksel olarak azaltmis, steril olmayan ortamda kayda deger bir etki

gdsterememistir.

Cizelge 4.1. P. minimum’un ve endofitik tiirlerin uygulandigi asma fidanlarinda i¢sel govde
nekrozu uzunluklar1 (mm) ve fidanlardaki kuruma oranlari (%)

Endofitik Steril Olmayan Koklendirme Ortami
Fungus Nekroz Uzunlugu (mm) %
Uygulamalari Deneme 1(Adana) Deneme 2 (Tokat) Kuruma
Pcn + Pm 4.3 12.7 -
Pfc + Pm 4.1 11.3 -
Tbr + Pm 4.7 10.7 -
Pm (Kontrol) 4.9 11.0 -
Steril Koklendirme Ortamu %
Deneme 1(Adana) Deneme 2 (Tokat) Kuruma
Pcn + Pm 3.8b 50a* -
Pfc + Pm 25a 4.7a -
Tbr + Pm 4.2b 109D -
Pm (Kontrol) 44D 18.7¢c 63.6

Pm: Phaeoacremonium minimum, Pcn: Penicillium canescens, Pfc: Penicillium fructuariae-cellae,
Tbr: Trichoderma brevicompactum.

* Situnlar icerisinde farkli harf iceren ortalamalar LSD (0.05) testine gore istatistiksel olarak
birbirinden farklidir.

Steril koklendirme ortaminda Penicillium tiirlerinin Petri hastaligim azaltic1 etkileri, T.
brevicompactum’a gore daha belirgin olmustur. Birinci denemede kontroldeki asma fidanlarindaki
nekrozlar 4.4 mm 6lgiiliirken, P. fructuariae-cellae ve P. canescens uygulananlarda sirasiyla 2.5 ve
3.8 mm olarak kaydedilmis, T. brevicompactum’un nekroz azaltici etkisi istatistiksel agidan 6nemsiz
bulunmustur.

Fakat ikinci denemede hem Penicillium tiirleri hem de T. brevicompactum kontrole gére
hastalik olusumunu kayda-deger bir sekilde azaltmistir. Endofitik tiirlerle birlikte C. luteo-olivacea
inokule edilen asma fidanlarinda durum daha farkl bir sekilde seyretmistir. Hem steril hem de steril
olmayan koklendirme ortamlarinda endofitik tiirler fidanlardaki i¢sel gévde nekrozunu azaltmustir
(Cizelge 4.2). Steril olmayan ortamlarda koklendirilen asma fidanlarinin higbiri kurumamis ancak
sterilize edilen ortamlarda kdklendirilen asmalarda %9.1-28.6’lik kuruma meydana gelmistir (T.
brevicompactum uygulananlar harig).

Steril olmayan koklendirme ortamlarindaki denemelerde P. canescens uygulanmis asma
fidanlarindaki i¢sel nekroz diger uygulamalardakine oranla daha diisiik ve istatistiksel olarak dnemli

bulunmustur. Ozellikle ikinci denemede sadece C. luteo-olivacea inokule edilmis kontrolde igsel
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nekroz 13.0 mm, P. canescens uygulananlarda ise 6.4 mm olarak dl¢lilmistiir (yaklasik %50°lik
azalig). Buna karsin P. fructuariae-cellae uygulamalar1 C. luteo-olivacea’nin nekrozunun
azaltilmasina 6nemli bir katki saglayamamus, T. brevicompactum’un etkisi birinci denemede 6nemli
(yaklasik %30’luk azalis), ikinci denemedeyse Onemsiz bulunmustur. Koklendirme ortamlari
sterilize edildiginde ise P. fructuariae-cellae’nin etkisi tutarli olmus, birinci denemede nekroz
uzunlugunu yaklasik %24, ikinci denemede %40 azalmigtir. P. canescens’in katki sagladigi nekroz
azalig1 steril koklendirme ortamlarinda kontrolle kiyaslandiginda daha iyi fakat P. fructuariae-
cellae’dan daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 4.1 ve 4.2°den anlasilacag iizere asma fidan1 kdklerine antagonistik P. canescens,
P. fructuariae-cellae ve T. brevicompactum’un spor siispansiyonu inokule edildiginde i¢sel nekrozun
azaldig1 sdylenebilir. Ozellikle koklendirme ortamu sterilize edildiginde bu durum daha net ortaya

¢ikmustir.

Cizelge 4.2. C. luteo-olivacea’nin ve endofitik tiirlerin uygulandigi asma fidanlarinda i¢sel gévde
nekrozu uzunluklari (mm) ve fidanlardaki kuruma oranlar1 (%)

Endofitik Steril Olmayan Koklendirme Ortami
Fungus Nekroz Uzunlugu (mm) %
Uygulamalari Deneme 1 (Adana) Deneme 2 (Tokat) Kuruma
Pcn + Clo 4.6 ab* 6.4a -
Pfc + Clo 56¢ 126D -
Tbr + Clo 39a 10.4 b -
Clo 56¢C 13.0b -
Steril Koklendirme Ortami %
Deneme 1 (Adana) Deneme 2 (Tokat) Kuruma
Pcn + Clo 3.0ab 12.0ab 9.1
Pfc + Clo 2.8a 93a 18.3
Tbr + Clo 3.7b 8.4a -
Clo 3.7b 156 b 28.6

Stitunlar igerisinde farkli harf igeren ortalamalar LSD (0.05) testine gore istatistiksel olarak
birbirinden farklidir.

ar i i
Sekil 4.15. 2 mm ¢apindaki yara noktasina P. minimum inokulasyonu sonucu meydana gelen
lezyonlar.
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Sekil 4.16. 2 mm ¢apindaki yara noktasina C. luteo-olivaceae inokulasyonu sonucu meydana gelen
lezyonlar

Ozellikle Penicillium ve Trichoderma gibi endofitik fungal cinsler igin, besin-alan
rekabetinde onemli kriterlerden hizli gelisme, hiperparazitizm ile bitki’nin veya mikrobiyal faaliyet
sirasinda diger canlinin hiicre duvarinda yapisal degisikliklere neden olan kitinaz, selillaz,
glukosidaz, ksilenaz gibi enzimlerin yan1 sira antibiyotik ve benzeri tiretilen sekonder metabolitler
ile toprak, kok ve bitki i¢sel doku florasinda iistiinliikler kurarak kolonize olmasi onlari1 bulunduklart
yerlerde avantajli konuma gegirebilmektedir (De Stefano ve ark., 1999).

Yiiriitilen c¢alismada endofitik fungus olarak kullanilan iki Penicillium tiiri ile bir
Trichoderma tiiriiniin toprak, bitki kilcal ve igsel dokularindan yapilan re-izolasyonlar sonucu bu
tiirler ile ayni cinslerin ortalama izole edilme oranlarinin yiiksekligi, Petri hastalig1 etmenleri P.
minimum ile C. luteo-olivacea’nin olusturdugu nekroz uzunluklarim azaltic etkisi (Cizelge 4.1 ve
4.2) ile bitki kurumalarini en aza indirme yoniinde ki etkisi (Cizelge 4.1) Penicillium ve Trichoderma
gibi fungal cinslerin kendi dogal karakteristik Ozellikleri ile fungal florada degisiklikler
yapabilmeleri bitki sagligi yoniinden ciddi onem tagimaktadir. Ciinkii patojen fungal tiirler ile
rekabete girerek ya da bazi salgiladiklar1 kimyasal bilesikler vasitasiyla hastalik etmeni fungal
patojenlerden kaynaklanacak yiiksek diizeyde hastalik siddetini minimum diizeye indirerek bitki’nin
yasamsal fonksiyonlarmi devam ettirmesinde bir hayli dnem arz etmektedir. Ayrica fungal
patojenlerin gelisimlerinin engellenmesinin yan1 sira oksin, giberellin gibi bitki biiylime ve gelisme
iizerinde elzem olan sekonder bilesiklerin iiretimlerinin tesviki bahsedilen fungal cinslerin bitki
saghgidaki bir diger pozitif yonleri olarak goriilmektedir (Dang ve ark., 2023).

Cin’de semptomatik ve asemptomatik mogol cami agaglarindaki endotifitik fungus cesitliligi
ve bunlarin baz1 bitki patojenlerine antagonistik etkilerini belirlemek {izere yapilan ¢alismada, sera
kosullarinda ¢am fidanlarina yapilan patojen ve endofit inokulasyon iglemleri sonucunda, bitki
siirglin kurumalarmin sadece D. sapinea ile enfekteli fidanlarda en yiiksek oldugu (%60)
belirlenirken, P. fructuaria-cellae ve D. sapinea ile enfekte olan fidanlarda patojenden kaynaklanan
lezyon uzunlugunun daha az (2 mm) siirgiin kurumalarinin ise gozlemlenmedigi belirlenmistir.
Yiriitilen bu ¢alisma ile (Ren ve ark., 2024) yiiriittiigii calisma da, sadece patojenden kaynaklanan

bitki kurumalarinin en yliksek kuruma oranlarimi gostermesi ile steril koklendirme ortamlarina
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endofit uygulamasinin nekroz uzunluklarinda yaptig1 degisiklik ile benzerlik tasidig1 ancak bir steril
olmayan kdoklendirme ortaminda endofit uygulamasinin nekroz ve bitki kurumalarina etkisinin
olmamas1 yoniinden farkliliklar icermektedir.

Bir diger caligma ise, Vietnam’da tarcin bitkisinden izole edilen endofitlerin kullanilmasiyla
targin (Cinnamomum cassia) kok ¢iirikliigi etmeni Phytophthora’ya karsi koruma potansiyellerini
arastirma {lizerine ¢aligma yiiriitiilmiis, sera kosullarinda tar¢in tohum, toprak ve fidanlarina yapilan
endofit uygulamalarinda biri Penicillium olmak tizere ti¢ farkli endofit tiir hastalik baskilama ve bitki
biiylimesini tesvik etmesi ile yiiriitiilen bu ¢alismada koklendirme ortamlarina endofit siispansiyon
uygulamasinin benzerligi ve uygulama sonucunda bitki kurumalar1 acgisindan azaltict etkisi de

nispeten benzerlik gostermektedir (Dang ve ark., 2023).

4.2.2. Endofitik Funguslarin Bitki Kilcal Kokleri ve i¢sel Dokular1 Kolonizasyonu

Bitki rizosfer bolgesine 2 kez uygulanan antagonistik P. fructuaria-cellae(Pfc), P. canescens
(Pcan) ve T. brevicompactum (Tbr) tiirlerinin uygulamalar1 sonrasinda asma fidanlar1 steril ve steril
olmayan koklendirme ortamlarindan sokiilmiis ve re-izolasyonlar yapilarak uygulanan
antagonistlerin fidanlarin igsel ve kilcal dokularini kolonize etme ve fungal mikrobiyom yoniinden
ortalama izole edilme oranlari(%) incelenmistir (Cizelge 4.3).

Birinci deneme (Adana)’da, steril koklendirme ortamlarinda yetistirilen fidanlarin igsel ve
kilcal dokularindan yapilan izolasyonlar sonucunda morfolojik (koloni biiylikligi ve sekli) ve
mikroskopik (misel ve spor sekli) incelemeler ile her iki doku bdlgesinden de birgok farkli fungal
cins izole edilmistir. Icsel dokulardan yapilan izolasyonlar sonucu Acremonium (%6.4) spp,
Alternaria (%10.7) , Aspergillus (%39.6) spp, Cadophora(%8.5) spp, Fusarium (%4.7) spp,
Penicillium (%32.5) spp, Phaeoacreamonium (%5.7) spp, Trichothecium (%10.0) spp ve
Trichoderma (%5.7) spp, fungal cinsler izole edilmis, izole edilen cinsler igerisinden Aspergillus
%39.6 ve Penicillium %32.5 ortalama en yiiksek izole edilme oranina sahip fungal cinsler olmustur.

Benzer sekilde aymi koklendirme ortamindaki fidanlarin kilcal kék dokularindan yapilan
izolasyon sonucunda ise igsel dokudan izole edilen ayni fungal cinslere ek olarak sirasiyla
Basidiomycetes (%4.3) spp, Black-Foot (%2.8) spp, Botryosphaeria (%4.3) spp, Cladosporium
(%2.8) spp, Clonostachys (%2.8) spp, Phomopsis (%10.0) spp, Rhizoctonia (%5.7) spp, ve
Seimatosporium (%7.1) spp, cinsleri izole edilirken, kilcal kok dokusundan izolasyonlarda da igsel
doku izolasyon sonucundaki ortalama en yiiksek izole edilme oranina sahip fungal cinslere benzer
olarak Aspergillus %21.7 ve Penicillium %41.0 cinsleri ortalama en yiiksek izole edile edilen fungal

cinsler olmustur.
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Cizelge 4.3. Fidan igsel ve kilcal dokularin fungal mikrobiyom yoniinden kolonizasyonu ve ortalama izole edilme oranlari(%)

Fidan ¢ Dokular: Kilcal Kokler

Endofitik 1.Deneme(Adana) 2.Deneme(Tokat) 1.Deneme(Adana) 2.Deneme (Tokat)

Tiirler Steril  Steril Olmayan  Steril  Steril Olmayan Steril Steril Olmayan  Steril Steril Olmayan
Acremonium 6.4 10.1 - 2.8 9.2 - - 2.8
Alternaria 10.7 - 9.5 14.4 7.4 2.8 5.7 8.1
Aspergillus 39.6 31.2 21.0 17.9 21.7 5.7 9.1 2.8
Basidiomycetes - 2.8 121 25.7 4.3 2.8 21.7 26.1
Botryosphaeriaceae - 2.8 10.0 17.1 4.3 - - -
Cadophora 8.5 - 17.1 14.2 - - 5.7 2.8
Cladosporium - 14.2 2.8 - 2.8 2.8 2.8 5.7
Clonostachys - - 10.4 5.7 2.8 - 12.3 -
Cylindrocarpon - - 2.8 7.6 2.8 2.8 25.0 40.0
Fusarium 4.7 114 11.9 15.5 6.5 24.2 16.7 8.5
Penicillium 325 35.8 9.7 7.5 41.0 30.0 7.1 9.7
Phaeoacremonium 5.7 54.2 - 5.7 - - - -
Phomopsis - 23.8 - - 10.0 - - 2.8
Macrophomina - - - - - 5.7 - -
Rhizoctonia - - - 5.7 5.7 - - 2.8
Seimatosporium - - - - 7.1 - - -
Trichoderma 5.7 6.4 17.1 25.7 3.9 28.5 19.4 10.0

Trichothecium 16.0 11.8 29.3 18.0 - 7.1 114 5.7




Birinci deneme(Adana)’da steril olmayan (non-steril) koklendirme ortamlarinda fidanlarin
igsel ve kilcal dokularindan re-izolasyonlar sonucu fungal cinsler yukarida ikinci paragrafta
anlatildig1 sekilde incelenmis ve ortalama yiizde izole durumlari belirlenmistir. Igsel dokulardan
yapilan izolasyonlar sonucunda; Alternaria(%210.1) spp, Aspergillus (%31.2) spp, Basidiomyctes
(%2.8) spp, Botryosphaeria (%2.8) spp, Cladosporium (%14.2) spp, Fusarium (%11.4) spp,
Penicillium (%35.8) spp, Phaeoacremonium (%54.2) spp, Phomopsis (%23.8) spp, Trichothecium
(%11.8) spp ve Trichoderma (%6.4) spp, fungal cinsler izole edilmis ve %54.2 ile %35.8 oranlarina
sahip fungal cinsler olan Phaeoacremonium ve Penicillium ortalama en yiiksek izolasyon oranlarina
sahip cinsler olmustur.

Ayni sekilde steril olmayan koklendirme ortamindaki fidanlarin kilcal kdk dokularindan
yapilan izolasyonlar sonucunda da, i¢sel dokulardan izole edilen farkli oranlarda benzer fungal
cinsler olmus ve bu cinslere ek olarak; Cylindrocarpon (%2.8) spp, Macrophomina (%5.7) spp
fungal cinsler izole edilmistir. Kilcal kok dokularindan izolasyonlar da Penicillium %30.0 ve
Trichoderma %?28.5 ortalama en yiiksek izole edilme oranlarna sahip fungal cinsler olarak
belirlenmistir.

Ikinci deneme (Tokat)’da ise yapilan re-izolasyon sonuglarina dair tiim incelemeler ve
degerlendirmeler yukaridaki paragraflarda belirtilen birinci deneme(Adana) de oldugu gibi
yapilmistir. Steril koklendirme ortamindaki fidanlarin igsel dokularindan yapilan izolasyonlar
sonucunda; Alternaria (%9.5) spp, Aspergillus (%21.0) spp, Basidiomycetes (%12.1) spp, Black-
Foot (%2.8) spp, Botryosphaeria (%210.0) spp, Cadophora (%17.1) spp, Clodosporium (%2.8) spp,
Clonostachys (%10.4) spp, Fusarium (%11.9) spp, Penicillium (%9.7) spp, Trichothecium (%29.3)
spp ve Trichoderma (%17.1) fungal cinsler izole edilmis ve ortalama en yiiksek izole edilme oranina
sahip cinsler %29.3 ve %?21.0 oranlar ile sirasiyla Trichothecium ve Aspergillus oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde steril koklendirme ortamindaki fidanlarina kilcal kok dokularindan
yapilan izolasyonlar da ise; Alternaria (%5.7) spp, Aspergillus (%9.1) spp, Basidiomycetes (%21.7)
spp, Black-Foot (%25.0) spp, Cadophora (%5.7) spp, Clodosporium (%2.8) spp, Clonostachys
(%12.3) spp, Fusarium (16.7) spp, Penicillium (%7.1) spp, Trichothecium (%11.4) spp ve
Trichoderma (%19.4) fungal cinsler izole edilmis ve ortalama en yiiksek izole edilme oranlar
sirastyla %25.0 ve %21.7 ile Cylindrocarpon ve Basidiomycetes cinsleri olmustur.

Ikinci deneme (Tokat)’da steril olmayan (non-steril) koklendirme ortamindaki fidanlarin
i¢csel dokularindan yapilan izolasyon sonucunda farkli ortalama yiizde izole edilme oranlarina sahip;
Acremonium (%2.8) spp, Alternaria (%14.4) spp, Aspergillus (%17.9) spp, Basidiomycetes (%25.7)
spp, Black-Foot (%7.6) spp, Botryosphaeria (%17.1) spp, Cadophora (%14.2) spp, Clonostachys
(%5.7) spp, Fusarium (%15.5) spp, Penicillium (%7.5) spp, Phaeoacremonium (%5.7) spp,
Rhizoctonia (%5.7) spp, Trichothecium (%18.0) spp ve Trichoderma (%25.7) fungal cinsler izole
edilmis ve %25.7’ser ortalamalar ile Trichoderma ve Basidiomycetes en yiiksek ortalama yiizde izole

edilen cinsler olarak belirlenmistir.
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Steril olmayan (non-steril) koklendirme ortamindaki fidanlarin kilcal kék dokularindan
yapilan izolasyonlar sonucunda i¢sel doku izolasyon sonuglarina benzer olarak farkli ortalama ytlizde
izole edilme oranlarina sahip; Acremonium (%2.8) spp, Alternaria (%8.1) spp, Aspergillus (%2.8)
spp, Basidiomycetes (%26.1) spp, Black-Foot (%40.0) spp, Cadophora (%2.8) spp, Cladosporium
(%5.7) spp, Fusarium (%8.5) spp, Penicillium (%9.7) spp, Phomopsis (%2.8) spp, Rhizoctonia
(%2.8) spp, Trichothecium (%5.7) spp ve Trichoderma (%10.0) fungal cinsler izole edilmis ve bu
cinsler icerisinden %40.0 oranina sahip olan Black-Foot ortalama en yiiksek izole edilen cins olarak
belirlenmistir.

Fidan gdvdelerine patojenlerin inokule edildigi noktanin 10 cm altindan yapilan
izolasyonlarda C. luteo-olivacea %8.5-17.1, P. minimum ise %5.7-54.2 arasinda degisen oranlarda
yeniden izole edilmistir. Kontroldeki fidanlardan ise izole edilememistir. Bu durum patojenlerin
inokulasyon noktasindan asagi dogru ilerledigini gostermektedir. Oyle ki C. luteo-olivacea
Tokat’taki fidanlarin kilcal koklerinden dahi yeniden izole edilebilmis fakat P. minimum izole
edilememistir.

Saksilara spor siispansiyonlarimin dokiilerek uygulandigi Aspergillus ve Penicillium
tiirlerinde, hem igsel doku hem de kilcal kdklerden re-izolasyon oranlar diger tiirlere gore daha
yiiksek bulunmustur. Adana’daki denemelerde bu oranlar Tokat’takine gore daha yiiksek seviyede
¢cikmugtir. Steril koklendirme ortamlarinda Penicillium’larin re-izolasyon orani steril olmayan ortama
gobre daha fazladir. Bu durum Penicillium’larin kilcal kokleri kolonize ederek i¢ dokulara ulastigini
gostermektedir. Benzer sekilde Trichoderma tiirleri de igsel dokulara yerlesebilmis ve bu dokulardan
yeniden izole edilebilmistir. i¢csel dokulardan gelisen kolonilerden alman tesadiifi 6rneklerden PCR
ve gen sekanslama islemi yapilmig, Penicillium cansecens, P. fructuariae-cellae ve T.
brevicomapctum’un varligi dogrulanmustir.

Birinci ve ikinci denemedeki farkli koklendirme ortamlarindaki fidanlarin igsel ve kilcal kok
dokularindan yapilan tiim re-izolasyonlar bir biitiin olarak incelendiginde, izole edilen fungal cinsler
genel anlamda benzerlik gdstermis fakat yiizde izole oranlari farklilik belirttigi anlasilmaktadir.
Ayrica toprakta zengin fungal mikrobiyom olusturan saprofitik (¢iiriikkgiil) ve parazitik (zararl)
formlar1 mevcut olan Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Penicillium gibi fungal cinsler sterilizasyon
islemine ragmen steril koklendirme ortamindaki fidanlarin dokularindan yapilan izolasyonlarda
tekrar ortaya cikabildigi goriilmektedir. Bu durumun sebebi ise, bu cinsler veya benzer fungal
cinslerin daha oncesinden bitkinin ksilem, floem gibi vaskiiler i¢ dokularina yerleserek bitki ile
birlikte yasam siirdiirmesine veya bitki kok rizosfer bolgesindeki yanal, kilcal veya kalin koklerin
iclerine yerleserek bitki ile yasam siirdiirmesiyle iliskilendirilebilmektedir. Fakat fungal cinslerin bu
sekilde bitki ile yasam siirdiirmesi bitki agisindan her zaman olumlu anlam ifade etmemektedir.
Bitkinin direncinin zayif diistiigii bir zaman da bu cinsler zararli formlarini1 ortaya g¢ikararak bitki

yasamini olumsuz etkilemektedir.
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Gaziantep bag alanlarindaki endofitikfunguslarin  asma gdvde patojeni funguslar ile
interaksiyonlarini i¢eren g¢alisma igerisinde yapilan siirveyler sonucu fungal izolasyonlarda bazi
endofitik funguslar (Penicillium, Trichoderma vd) ile asma govde hastaliklar ile iligkili funguslarin
(Phaeoacremonium, Cadophora vd) ortalama izole edilme durumlar1 incelenmis, funguslarin izole
edildikleri asma gesitleri, siirvey bolgesi farkli olmasina ragmen yiiriitiilmiis bu ¢alismada yapilan
kilcal kok ve igsel doku izolasyonlar1 sonucu endofitik ve govde hastaliklar iliskili funguslarin

ortalama izole durumlarinda bazi ortiismeler oldugu anlasilabilir (Akgil ve Kara., 2022).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Denemede yer alan Penicillium canescens, P. fructuaria-cellae ve Trichoderma
brevicompactum tiirleri, asma fidanlarinda Petri hastalig1 patojenlerinin biyolojik miicadelesi i¢in
umitvar niteliktedir.

Kilcal kokler ve i¢sel dokularda diger rekabetgi tiirlerle birlikte bu endofitlerin (Penicillium
canescens, Penicillium fructuaria-cellae ve Trichoderma brevicompactum) yeniden izole edilmesi,
bunlarin sistemik olarak bitkiyi kolonize ettiginin bir gostergesidir.

Bu endofitlerin (P. canescens, P. fructuaria-cellae ve T. brevicompactum) koklendirme
ortamlarini kolonizasyonu ve kaliciliginin memnun edici seviyede oldugu bulunmustur.

Sterilize edilmis koklendirme ortamlarinda, sadece hastalik etmeninden kaynaklanan bitki
oliimlerinin (%63.6 ve %28.6) ve i¢sel nekrozu ve fidan kurumalarinin azaltmasi dikkate deger
bulunmustur.

Daha sonra yapilacak calismalarda bu endofitlerin bazi destek maddeleriyle birlikte formiile
edilmesi ve toprak gibi yetistirme ortamlarinda kaliciligi ve rekabetciligiyle ilgili arastirmalarin

yapilmas1 gerektigi anlagilmistir.
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