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OZET

Tarimsal miicadelede gittikce daha fazla tercih edilmeye baslayan biyokontrol
ajanlariin salgiladig1 bazi enzimler, hastalik etmeni olan patojeni baskilayarak geligimini
geriletmekte ve etkisini azaltmaktadir. Bu ¢alismada onemli bir biyokontrol ajani olan
Trichoderma spp.’nin, Rhizoctonia solani Kiihn. fitopatojenine karsi gosterdigi enzimatik
tepki tizerinde durulmustur. Materyal olarak R. solani ile T. viride (TVD1, TVD3), T. virens
(TVN1, TVN2, TVN3), T. harzianum (TH2, TH3, TH4) ve T. asperellum (TA1, TA2, TA3)
olmak tizere bazi Trichoderma tiirleri kullanilmigtir. Enzim iiretim ortaminda R. solani
bulunan ve bulunmayan (kontrol) iki grup Trichoderma spp.’nin seliilaz enzim aktiviteleri
ayri ayr1 belirlenmistir. Sonuglar, R. solani bulunan 6rneklerin neredeyse tamaminda, seliilaz
enzim aktivitesinin kontrol grubuna oranla en az 2 katina ¢iktigin1 gostermistir. Bu durum
Trichoderma spp.’nin, R. solani’yi baskilamak i¢in biyokimyasal bir tepki olusturdugunu
acikca ortaya koymaktadir. Bu tepkinin morfolojik olarak da gosterilebilmesi adina karigik
ikili kiltiir teknigi kullanilmig; Trichoderma spp.’nin hizli bir yayilim gostererek R.
solani’nin gelisim alanini sinirlandirdig goriilmiistiir. Aktivite galismalar sirasinda endo-B3-
1,4-glukanaz enzim iiretim ortami i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmis; optimum sicaklik
30°C, optimum pH 5,0 olarak belirlenmis ve enzimin %1 (w/v) CMC’ye yiiksek spesifite
gosterdigi goriilmiistiir. Sentezlenen fungal seliilaz SDS-PAGE teknigi ile goriintiilenmistir.
Ayrica pH, sicaklik, farkli substratlar ve farkli substrat konsantrasyonlari gibi parametrelerin
enzim aktivitesine etkisi de incelenmistir. Elde edilen sonuglar, Trichoderma spp.’nin
biyokimyasal savunma ve saldiri mekanizmasinin, yeni ve ¢evre dostu ticari iiriinlerin

gelistirilmesinde fikir verebilecegini belirtir niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma spp., Rhizoctonia solani Kiihn., Seliilaz Aktivitesi, Litik

Enzimler
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SUMMARY

Some enzymes which released by biocontrol agents and preffered increasingly at
agricultural pest control, reduces the growth and the effect of the patogen which are disease
factor. In this research, enzymatic response of Trichoderma spp., an important biocontol
agent, against Rhizoctonia solani Kiihn. phytopathogen was evaluated. Some Trichoderma
species as T. viride (TVD1, TVD3), T. virens (TVN1, TVN2, TVN3), T. harzianum (TH2,
TH3, TH4) and T. asperellum (TA1, TA2, TA3) and R. solani were used as material.
Cellulase enzyme activities of two Trichoderma spp. group that consist of R. solani and not
(control) in the enzyme production media were determined seperately. Results showed that
cellulase enzyme activities were nearly twice as much of the control group in almost all of
the samples that consist of R. solani. This result clearly reveals that the Trichoderma spp.
constitute a biochemical response to inhibit the R. solani. Dual culture technique was used
to represent this response morphologically and it was observed that Trichoderma spp.
showed a quick spread and limit the growth area of R. solani. During the activity researches,
optimization trials were carried out for the media of endo-B-1,4-glucanase. Optimum
temperature and pH values were determined as 30°C and 5.0 respectively and high specifity
of the enzyme was observed to 1% (w/v) CMC. The synthesized fungal cellulase was
displayed via SDS-PAGE technique. Moreover, the effects of the parameters as pH,
temperature, different substrates and different concentrations of substrates on the enzyme
activity were also examined. The results indicated that biochemical defense and attack
mechanism of Trichoderma spp. may provide insight to develop new and eco-friendly

commercial products.

Keywords: Trichoderma spp., Rhizoctonia solani Kiihn., Cellulase Activity, Lytic Enzymes
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda diinyada yasanan kontrolsiiz niifus artis1 ve buna bagl aglik sorunu
sebebiyle, yeni tarim alanlarinin agilmasi ve mevcut alanlardan daha yiiksek verim alma
yollarina gidilmektedir. Ancak bitkisel liretimi artirmak i¢in bilingsizce ve yogun sekilde
uygulanan tarim ilaglari; topragin fiziksel yapisinin ve dengesinin bozulmasina, topraktaki
canliligin yitirilmesine yol agmaktadir. Yogun giibre ve kimyasal ila¢ kullaniminin yol ac¢tig1
bu tiir olumsuzluklar1 6nlemek i¢in, biyolojik miicadelede rol alabilecek birgok canli grubu
on plana ¢ikarilmistir. Bu konuda bitki gelisimini destekleyen mikroorganizmalar biiyiik

Onem tasimaktadir.

Bitki kok bolgesi ve topragin rizosfer tabakasi, kok salgilarinin yogun oldugu ve
dolayisiyla yiiksek mikroorganizma populasyonu barindiran bir bolgedir. Rizosferde
yasayan mikroorganizmalarin bir kisminin bitki gelisimini tesvik ettigi bilinmektedir. Bu
yararlt mikroorganizmalar; bitki gelisimini dogrudan etkileyen mikroorganizmalar (PGPM)
ve biyolojik kontrol ajanlart (BCA) olmak tizere iki ana gruba ayrilmistir. PGPM olarak
bilinen grubun bitki gelisimini dogrudan tesvik ettigi; BCA olarak tanimlanan grubun ise
fitopatojenleri kontrol ederek bitki gelisimine dolayli yoldan etki ettikleri belirtilmistir. Bitki
gelisimini tesvik ettigi bilinen baglica mikroorganizmalarin Azospirillum spp., Rhizobium
spp., Trichoderma spp., Pseudomonas spp. ve Glomus spp. oldugu bilinmektedir. Bu
mikroorganizmalardan ~ Trichoderma  tiirleri, en ¢ok c¢alisilan  biyokontrol

mikroorganizmalandir (Kiiciik ve Gtiler, 2009).

Trichoderma spp., antagonistik etki gostermek veya toksik antibiyotikler olusturmak
yoluyla bitki patojenleri lizerinde baskilayici ve geriletici etki gosterdigi bilinen
mikroorganizmalardir. Bu etkileri sebebiyle farkli iilkelerde “F-Stop”, “BinabT”,
“Suprevisit”, PlantShield” ve “T-22 Planter Box” adlari ile tescilli ticari formlar
satilmaktadir. Bu ticari Uriinler 6zellikle meyve, siis bitkileri, ¢cim ve sebzeleri iceren ¢esitli
konukgularda toprak kékenli mantarlarin neden oldugu ¢okertme ve solgunluk hastaliklarina

kars1 kullanilmaktadir (Doken vd., 2011; Kavanagh, 2014).



Biyokontrol ajani olarak siniflandirilan canlilarin hormon benzeri metabolitler
urettikleri, toprak veya organik maddeden besinleri ¢ozerek bitki gelisiminde 6nemli rol
oynadiklari ve verimi artirdiklari, bitkilerin saglikli olmasini saglayarak dolayli yoldan bitki
patojenlerinin gelisimlerini engelledikleri kanitlanmistir (Kleifeld ve Chet, 1992; Yedidia
vd., 2003; Altomare vd., 1999; Vinale vd., 2006). Fungal hastaliklarin gelisimini
engellemedeki etki mekanizmalar1 ise direkt antifungal aktivite (6rn. hifsel engelleme),
antifungal bilesiklerin salgilanmasi, konukgudaki patojenlerin uzaklastirilmasiyla dolayl
kontrol ve konukcu savunma yanitinin desteklenmesi gibi yollarla gerg¢eklesmektedir

(Kavanagh, 2014).

Bitkilerdeki hastalik faktorlerinin biiylik ¢ogunlugunu fungal patojenler ya da
fitopatojenler olusturmaktadir. 19. yiizyilin baslarinda, binlerce fungus bitki paraziti olarak
tanimlanmustir ve bu bitkilerin neredeyse tamami kismi fungal hastaliklarin konuk¢usudur
(Kavanagh, 2014). Bu patojenlerden biri olan Rhizoctonia spp. toprakta saprofit olarak veya
bitki artiklarinda bulunur. Bircok bitkide kok ve govde ciirlikliigiine sebep olduklari
bilinmektedir.

Birgok mikroorganizmanin, bitki patojenlerinin gelisimlerini engellemek ve bu
patojenlerin sebep olacagi hastaliklar1 onlemek amaciyla bazi enzimler salgiladiklarini veya
mevcut enzim aktivitelerini artirdiklari bilinmektedir. Trichoderma spp.’nin 6zellikle
glukanaz, proteaz ve kitinaz gibi litik enzimler salgilayarak patojen funguslarin hiicre
duvarlarinin yapisini bozduklari belirlenmistir (Chet vd., 1990; Cook ve Baker, 1983; Elad
vd., 1983). Ekzo-B-1,4-glukanaz ve endo-B-1,4-glukanazlar seklinde tanimlanmis olan
seliilolitik enzimler, patojen funguslarin gelisimini engellemek i¢in mikroorganizmalar

tarafindan salgilandig1 bilinen enzimlerden bazilaridir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda bazi Trichoderma suslari kullanilmis ve;
1. Trichoderma spp. izolatlarinin kiiltiir ortamindayken {irettigi endo-B-1,4-glukanaz
enzim aktivitesinin belirlenmesi,
2. Rhizoctonia solani Kiihn. ile ayn1 ortamda yetistirilen Trichoderma spp.’nin tirettigi

endo-B-1,4-glukanaz enzim aktivitesinin belirlenmesi,



3. Bu iki farkli kosuldan elde edilen sonuglarin karsilastirilarak, R. solani varliginin
Trichoderma spp.’deki endo-B8-1,4-glukanaz enzim aktivitesinde degisime sebep olup
olmadiginin saptanmasi,

4. Uretilen fungal seliilaza ait molekiiler agirhgm SDS-PAGE ydntemiyle

dogrulanmasi1 hedeflenmistir.

Trichoderma spp.’nin R. solani varliginda seliilaz enzim sentezini artirmasi, R.
solani’nin hiicre duvarini zarara ugratarak patojene kars1 biyokimyasal tepki olusturdugunun
isaretidir. Dolayisiyla R. solani varligindaki enzim aktivite artis1 bize, Trichoderma spp.’nin
R. solani ile miicadelede biyokontrol ajani olarak kullanilmasinin etkili olup olmayacagi
hakkinda bilgi vermektedir. Bu konuda yapilmis olan diger ¢alismalarin da ortaya koydugu
tizere Trichoderma spp., hem R. solani’nin hiicre duvarina saldirarak, hem de bitkilerin
direncini artirip gelisimlerini tesvik ederek biyolojik miicadeleye katki saglamaktadir. Bu
calismada yukarida belirtilen 6zellikler deneysel sonuglara dayandirilarak, ¢cevre dostu bir
savasim sekli olan biyolojik miicadeleye vurgu yapilmistir. Trichoderma spp.’nin veya bu
tiirlerden tretilecek olan ticari Uiriinlerin, gevreye zarar vermeden tarimsal anlamda pek ¢ok
fayda saglayacagi; ayrica iretilen fungal selilazin pek ¢ok sanayi alaninda
degerlendirilebileceginin alt1 ¢izilmistir. Bu tez ¢alismasinin, ¢evre dostu ve ekonomik
olabilecek hamleler yapilmasinda Trichoderma spp. kullaniminin 6nemine 151k tutabilecegi

umut edilmektedir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Enzimler, canli hiicre tarafindan sentezlenen, hemen hemen tamami proteinlerden
olusan biyolojik katalizorlerdir. Katalizor islevini, kimyasal reaksiyonlarin aktivasyon
enerjisini diisiirerek reaksiyonu hizlandirmak yoluyla gosterirler. Reaksiyon sirasinda
herhangi bir degisiklige ugramadan reaksiyondan ayni sekilde ¢ikarlar, bu sayede tekrar
tekrar kullanilabilen biyomakromolekiillerdir. Hiicre iginde islev gordiikleri gibi

(intraseliiler), hiicre disinda da aktivite gosterebilirler (ekstraseliiler) (Arict, 2007).

Enzim terimi ilk defa Alman fizyolog Kiihne tarafindan 1878’de kullanilmistir. Fakat
enzimlerin kullanimi, heniiz bu terim ortaya konmadan 6nce baglamigtir. Zaten tarih boyunca
ekmek, sarap, boza ve yogurt gibi maddelerin iiretiminde, bilinmese de enzimlerden
yararlanilmistir (Yildiz, 2007).

Enzimler, RNA yapisinda olan ribozimler disinda protein yapisindadirlar. Bazi
enzimler sadece proteinden olusurken, bazi enzimler ise aktivite gosterebilmek i¢in protein
yapisinin yani sira protein olmayan organik yapilara veya metal iyonlarina ihtiyac duyarlar.
Protein olmayan bu kisim eger vitaminlerden olusuyorsa “koenzim”, minerallerden
olusuyorsa “kofaktor” olarak adlandirilir. Proteinden olusan kisma ise “apoenzim” denir.
Protein olmayan kisim ile apoenzimin birlesmesi sonucu meydana gelen yap1 “holoenzim”
olarak adlandirilir. Enzimler “substrat” olarak isimlendirilen maddeler {izerinde etki ederler.
Tek bir substrati doniistiiren enzimler oldugu gibi, belirli substrat gruplarma etki eden
enzimler de bulunmaktadir. Bu durum, enzimlerde spesifiteyi belirler (Hames ve Hooper,
1997).

Enzimler i¢in ilk zamanlarda genel bir sistematige dayanmayan (pepsin, tripsin gibi)
karisik ve rastgele bir isimlendirme kullanilmustir. Ilk isimlendirilen enzim katalaz, ikincisi
diyastaz, tigiinciisii ise peroksidaz enzimidir. Bu tiir bir isimlendirme 6rnek alinarak daha
sonraki enzimler, enzimin etki ettigi substratin sonuna —az eki getirilmesiyle (amilaz, lipaz,

lireaz, proteaz gibi) ya da katalizledikleri tepkimenin tanimlanmasiyla (laktat dehidrogenaz



gibi) olusturulan bir sistemle adlandirilmislardir.  Uluslararas1 Biyokimya Birligi
(International Union of Biochemistry, IUB)’nin Enzim Komisyonu (EC) ilk kez 1961°de,
giinimiizde de kullandigimiz sistematik adlandirmanin detaylarini igeren bir rapor
yaymlamistir. Bu rapor, o donemde bilinmekte olan 712 enzimi kapsamaktadir. Bu
isimlendirme ve siniflandirma sistemi, 1992 yilinda 3196 enzimi kapsayacak sekilde

yenilenmistir (Arici, 2007).

Enzimler, Enzim Komisyonu’nun belirlemis oldugu sekilde alti ana grupta
toplanmistir (Cizelge 2.1). Bu ana gruplarin her biri, enzimin katalizledigi tepkime tipini ve
etkiledigi substrat1 temsil etmektedir. Her bir ana grup alt gruplara, alt gruplar da alt-alt
gruplara ayrilmaktadir. Enzimlerin isimlendirilmelerinde ise dort haneden olusan, her enzim
icin farkli olan bir EC numarasi kullanilmaktadir. Bu dizinin birinci hanesi, enzimin hangi
ana gruba ait oldugunu ifade etmektedir. Ikinci hane alt grubu, iiciincii hane alt-alt grubu,

dordiinciti hane ise enzimin kendine 6zgii sira numarasii belirtmektedir (Onat vd., 2006).

Cizelge 2. 1. Enzimlerin siniflandirilmasi (Arici, 2007)

Enzim sinifi Reaksiyon tipi Onemli altsiniflar
Oksidorediiktazlar Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini Dehidrogenazlar
(EC1..) katalizleyen enzimlerdir. (Rediiktazlar)
Oksidazlar (Aldehit oksidaz)
Transferazlar Gruplar arasi transferleri katalizlerler. Metil transferaz
(EC2..))
Hidrolazlar Hidrolitik reaksiyonlar1 katalize ederler. Ureaz, lipaz, fosfataz, seliilaz
(EC3..)
Liyazlar Grup eklenmesi veya ¢ikarilmasi Karbonik anhidraz,
(EC4..) reaksiyonlarini katalizlerler. dekarboksilaz
[zomerazlar Izomerizasyonu, yani molekiil i¢inde
(EC5S..) yeniden yapilanmay1 katalize eden Rasemaz
enzimlerdir.
Ligazlar ATP’nin par¢alanmasi ile C-O, C-S, C-N, DNA ligaz
(EC6...) C-C baglarin1 olusturan enzim grubudur.




2.2. Seliiloz

Seliiloz bitki hiicre duvarinin temel bileseni olup, diinya iizerinde en bol bulunan
yenilebilir polimer olarak bilinmektedir. Bitki duvara dayaniklilik ve gii¢ verdigi, bitki
yapisin1 destekledigi ve bitkilerin dik durmasinda rolii oldugu bilinmektedir. Dogada
seliiloza saf halde rastlanmaz. Hemen hemen tiim bitkilerin iskelet yapisinda hemiseliiloz ve
lignin ile birlikte (%40-60 seliiloz, %20-40 hemiseliiloz ve %10-25 lignin) bulunmaktadir
(Lynd vd., 2002). Bitkilerin yani sira bazi bakteriler ve mantarlar tarafindan da
tiretilmektedir. Hem insan, hem de doga faaliyetleri sonucu yan {iiriin olarak en biiyiik atig1
olusturan seliiloz, fibriler yapida ve sert bir maddedir. Ayrica kompleks yapis1 ve yogunlugu
da seliilozu hidrolize karsi dayanikli hale getirmektedir. Suya karsi afinitesi yiiksek olmasina

ragmen, suda hi¢ ¢éziinmemektedir (Topuz vd., 2007).

Seliiloz molekiilii olduk¢a kararli bir yapidadir. B-glukozidik bagin 25°C’deki
yarilanma Omriiniin 5-8 milyon y1l kadar oldugu 6ngoériilse de, enzim araciligiyla seliilozun
hidrolizi olduk¢a c¢abuk gerceklesmektedir. Karbon atomunun atmosfere geri
kazandirilmasinda bu islem oldukga biiylik 6nem tasir (Kudug, 2013; Wolfenden ve Snider,
2001). Yapisinda B-1,4-glukozidik baglar ile lineer bir sekilde baglanmis olan yaklagik
15,000 glukoz birimi bulunmaktadir (Kavanagh, 2014). Bu lineer baglanma, ¢ok dayanikli
diiz zincirler halindedir (Sekil 2.1) ve zincirler birbirlerine paralel demetler seklinde

dizilmektedirler (Cakmar, 2005).

Seliiloz lifleri

Seliilozun yapisi

H OH CH,OH
H (o) 5
OH H \
H
CH,OH H OH _In

Sekil 2. 1. Seliilozun yapis1



Seliiloz glukoza; endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukozidaz olmak iizere ti¢ farkl
enzimin birlikte ¢alismasi ile hidrolize olabilir (Niehaus vd., 1999). Diyetle alinan glikojen
ve nisasta, a-amilazlar tarafindan hidrolizlenir. Bu enzim tiikiirik ve intestinal salgida
bulunur ve glukoz birimleri arasinda bulunan (al = 4) glukozidik baglar1 kirar. Bir¢ok
hayvan, (B1-> 4) baglarin1 hidrolizleyecek enzimleri olmadig: igin seliillozu enerji olarak
kullanamaz. Fakat istisnalardan biri olan termitler agaglar1 sindirebilirler, g¢linkii
bagirsaklarinda seliilaz enzimini salgilayabilen simbiyotik Trichonympha mikroorganizmasi
barinmaktadir. Odunu giiriitebilen mantarlar ve bakteriler de aynmi sekilde seliilaz enzimi
salgilamaktadirlar. Omurgalilardan sadece sigirlar ve diger gevis getirenler (koyunlar,
keciler, develer, ziirafalar) seliilozu besin olarak kullanabilirler. Ciinkii onlarin da

midelerinde seliilaz salgilayabilen mikroorganizmalar bulunmaktadir (Nelson ve Cox,
2005).

2.3. Seliillaz enzimi

Seliilozun yenilenebilir bir enerji kaynagi olma potansiyeli, ancak seliilozlar gibi
seliilozu parcalayan enzimlerin de tanimlanmasindan sonra fark edilmistir (Bhat ve Bhat,
1997). Seliilozu pargalama yetenegine sahip seliilaz enzimi, glukoz monomerleri arasinda
bulunan B-1,4 glukozit baglarimi tanir ve pargalar. Pargalanma sonucunda sellobiyoz,
sellobiyoz tiirevleri ve glukoz agiga cikar. Seliilazlar, Sekil 2.2°deki gibi bagimsiz
katlanmalarin oldugu farkli yap1 ve fonksiyona sahip alt birimlerin bir araya gelmesi ile
olusurlar. Bu karmagik enzim sistemi genellikle bir katalitik birim, bir veya daha fazla
substrat baglayici ya da kompleksi olusturmada goérevli yardimei birimlerden olusmaktadir.
Baglayici birimler genellikle glisin, prolin, serin ve treonince zengin peptidlerdir

(Williamson vd., 1992).

Sekil 2. 2. Thermomonospora fusca tarafindan iiretilmis seliilaz enziminin yapisi



Hidrojen baglar1 ile birbirine baglanarak kristal bir form olusturmus olan seliiloz
molekiilleri, bu kompleks o6zelliklerinden dolayr tek bir enzimin faaliyeti ile
pargalanamazlar. Seliillozun tamamen parcalanabilmesi i¢in endoglukanaz, ekzoglukanaz ve
B-glukozidazlari i¢eren ii¢ temel enzimin birlikte hareket etmesi gerektigi bilinmektedir. Bu

ticli sistem ve aktiviteleri, Sekil 2.3’te belirtilmistir.

Endo-8-1.4-glukanaz (EG) CHOH

— - e
CHOH OH

4 \\l CI)H

Sellobivohidrolaz II CHLOH IND =
(CBHII) o f

chon |4 N Sellobiyohidrolaz I
——o_ [ ok (CBHI)
P NS
CHOH OH
SO — )
o N OH

(\ OH /s
OH |

OMH
B-glukozidaz (BGL)

Sekil 2. 3. Seliilaz aktiviteleri

1. Endoglukanaz (Endo-B-1,4-glukanaz) seliiloz polimerini genellikle amorf
bolgesinden pargalar ve seliiloz zincirlerinin gelisigiizel kesilmesini saglar. Bu par¢alama

islemi sonucunda agiga ¢ikan son {iriin, farkli uzunluklardaki oligosakkaritlerdir.

2. Ekzoglukanaz (Sellobiyohidrolaz), daha ¢ok pamuk iplik¢ikler veya avicel gibi ¢ok
diizenli yapiya sahip mikrokristal seliiloza saldirir. Seliiloz polimerini biitiin olarak ya da
endo-B-1,4-glukanaz yardimiyla par¢alanmis kisimlarin ug kisimlarindan ilerleyerek islemi
yiriitiir. Pargalanma sonucu ana iiriin olarak glukoz veya sellobiyoz aciga ¢ikar (Lynd vd.,

1991; Kudug, 2013).

3. B-glukozidaz ise sellodekstrin ve sellobiyozu glukoza hidrolizler (Goziikara, 2009;
Cakmar, 2005). Seliilazlarin seliiloz zinciri iizerine nasil etki ettikleri kisaca Cizelge 2.2°de

de belirtilmistir.



Cizelge 2. 2. Acrobik fungal seliilazlarin seliiloz zinciri tizerine etki mekanizmalar1 (Bhat ve
Bhat, 1997)

Enzim tiirii EC kodu Diger adi Etki mekanizmasi
-G—G—G—G—
Endo-(1,4)-3-D- EC 3.2.1.4 | Endoglukanaz veya T
glukanaz endoseliilaz

Baglari rastgele hidroliz eder
G—G—G—G—G—
Ekzo-(1,4)-3-D- | EC3.2.1.91 | Sellobiyohidrolaz 1

glukanaz veya ekzoseliilaz

Indirgenen veya indirgenmeyen
uctan sellobiyozu ayirir
G—G—G—G—G—

Ekzo-(1,4)-3-D- | EC 3.2.1.74 | Ekzoglukanaz veya 1

glukanaz glukohidrolaz

Indirgenmeyen uctan glukozu ayirir

G—G,G—G—G—G
1 1

3-glukozidaz EC3.21.21 Sellobiyaz
Kisa zincirli sellooligosakkaritlerden

ve sellobiyozdan glukozu ayirir

Seliilazlar yaygin olarak aeroblar, anaeroblar, termofilikler ve mezofilikler gibi
cesitli bakteri ve mantarlardan iretilirler. Trichoderma reesei, mantarlar arasindaki en
onemli seliilaz iireticisi olarak kabul edilmektedir. Seliilaz iiretiminde kullanilan diger
baglica mantar tiirleri ise Trichoderma viride, Trichoderma harzianum, Aspergillus niger,
Alterneria alternate ve Penicillium chrysogenum’dur (Sharada vd., 2013). Ekstraseliiler
seliilolitik aktivite goOsteren bakterilere ise Cellulomonas sp., Bacillus sp. ve

Thermoactinomyces sp. drnek gosterilmektedir (Goziikara, 2009).

Endo-B-(1,3-1,4)-glukanaz enzimi, arpa ve yulaf gibi tahillarin endosperm hiicre

duvarlarinin biiyiik kismini olusturan karma baglh 6-(1,3-1,4)-glukanlar: hidrolize edebilme

Ozelligindedir. B-glukanaz iiretme yetenegi Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, B.

macerans ve B. licheniformis’te olduk¢a yaygin goriilmektedir (Liming ve Xueliang, 2004).
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Seliilaz ve hemiseliilaz ile ilgili ilk biyoteknolojik ¢aligmalar 1980°lerin basinda, ilk
olarak hayvan yemi alaninda baslamistir. Yine c¢iftcilikte ve tarim sektoriinde, ciftlik
hayvanlariin verim ve performansini artirict gida takviyeleri olarak, yemlerin besin degerini

ve sindirilebilirligini artirmalar1 sebebiyle tercih edilmektedirler.

Seliilazlar gida endiistrisinde de, tek basina ya da diger enzimler ile kombinasyon
halinde 6nemli bir konumdadirlar (Safak, 2019). Gida sektdriinde 6zellikle meyve suyu
islenmesi, berraklastirilmas1 ve alkol iiretiminde istenen rengin elde edilmesinde rol
oynamaktadirlar. Sarap ve bira endiistrisinde iirlinlerin kalitesini ve verimini artirmak i¢in
uygulanan fermantasyon islemlerine de dahil olmaktadirlar. Yine gida alaninda iiriiniin
viskozitesini azaltan ve filtrelenebilirligi artiran mashing isleminde glukanaz
kullanilmaktadir. Sarap endiistrisinde sarap ekstraksiyonu igin, kolay aritma, filtrasyon ve
stabilizasyon islemleri sirasinda da selillaz, hemiseliilaz ve pektinaz karigimi

kullanilmaktadir (Kuhad vd., 2011).

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, 6zellikle gazete gibi basili kagitlarin geri
doniistim iglemlerinde kullanilmaktadirlar. Ayrica biyomekanik hamurlama, miirekkep
giderme ve biyolojik olarak parcalanabilen kagit havlular, sithhi kagit ve kartonlar gibi ¢ok
cesitli iretimlerde de tercih edilmektedirler (Kuhad vd., 2011; Shweta, 2012).

Tekstil endiistrisinde pamugun iplige doniistiiriilmeden Once gecirdigi siireglerde
yine seliilaz enziminden faydalanilmaktadir. Rafine etme, agartma, boyama, parlatma gibi
pek cok islem, ciddi miktarlarda su ve enerji tiiketimine sebep olmakta; bu da insanlar1 daha
temiz ve ekonomik yollar arayisina itmektedir. Bu arayisin bir sonucu olarak tekstil
endiistrisinde de enzim kullanim orani hizla artisa ge¢mistir. Tekstilde enzim kullanimina
verilebilecek baslica orneklerden biri kot pantolonlara uygulanan yikama (agartma)
isleminin selillaz enzimiyle gerceklestirilmesidir. Bu islemde kullanilan seliilaz enzimi

cogunlukla T. viride’den elde edilmektedir (Queiroga vd., 2007; Yachmenev vd., 2002).

Seliilazlar ayn1 zamanda yakit iiretimi i¢in biyokiitlenin etanole doniigiimiinde rol
oynamakta ve yenilenebilir enerjinin biyiik kismini olusturmaktadirlar (Kavanagh, 2014,

Topuz vd., 2007).
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Seliilaz enzimi toksik etki gostermemesi, yliksek spesifitesi, optimum pH, sicaklik,
basing gibi 0Ozelliklerinde 1limli araliklara uyum saglamasi bakimindan, inorganik

katalizorlere gore daha avantajli ve tercih edilebilir konumdadir (Taylor, 1991).

2.4. Rhizoctonia solani Kiihn.

Rhizoctonia  spp. Basidiomycota  subesi, Agaricomycotina  alt-subesi,
Agaricomycetes sinifi, Ceratobasidiaceae takimi, Cantharellales familyasina mensupturlar

(Ajayi-Oyetunde ve Bradley, 2018).

Bazi Rhizoctonia tiirlerinin eseyli olarak ¢ogalmamasi, spor olusturmamasi veya
tipik morfolojik 6zelliklerinin olmamasi, bu fungus grubunun morfolojiye ve spor tipine
dayal1 fungus taksonomisi ile siniflandirilmasini zorlagtirmaktadir. Gliniimiizde Rhizoctonia
spp.’nin smiflandirilmasinda; vejetatif hif hiicrelerinde bulunan ¢ekirdek sayisi ve
anastomosis gruplarina dayali bir sistem kabul gérmektedir (Buhur, 2014). Hifal dal,
dallanma noktasinda karakteristik bir daralma gosterir. Kahverengi disinda kiiltiirel
pigmentasyon gozlenmez. Sekil 2.4’te R. solani’nin 18 giinliik morfolojik gelisim asamalari

verilmistir.

Sekil 2. 4. Calisma kapsaminda PDA besiyerinde yetistirilmis 4 giinliik (a), 5 giinliik (b), 6
giinliik (¢), 7 giinliik (d), 10 giinliik (e) ve 18 giinliik (f) R. solani 6rnekleri
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R. solani topraktaki bitki kalintilarinda miselyum halinde veya serbest halde sklerot
olarak bulunan toprak kaynakli bir fungustur. Cevresel kosullara kolay adapte olabildigi igin
genis bir yayilim gostermektedir ve ekonomik olarak ciddi oranda tarimsal kayba yol
acmaktadir. Ozellikle bitkinin stolon ve gdvdesinde ciiriikliiklere yol acarak, bitkide besin
maddelerinin organlara tasinmasini engeller ve gelisme geriligine bagh biiyiik verim
kayiplarina yol agar (Aydin ve Turhan, 2013). Hastalik etmeni bir yildan diger yila tohum

tizerinde de tasimabilmektedir.

R. solani 6nemli polifag bir kok hastaligidir. Bu tiirler ¢ok sayida bitki tiiriiniin kok,
kok bogazi, govde veya yapraklarinda enfeksiyon olusturarak bitkilerde kok ve kok bogazi
kanserine, kok ciirtikliigiine ve ¢okertene sebep olurlar (Déken vd., 2011). Fidelerde goriilen
cokerten hastalig1; geng bitkilerin kok bogazinda nekrozlara sebep olmaktadir. Enfeksiyon
sonucunda bitkiler aniden solar ve kok bogazindan kivrilarak topraga diiserler. Bu diisiisler
topluca olur ve 6zellikle fideliklerde yer yer bosluklar meydana gelir. Hasta bitkilerin fiziki
muayenesinde iletim demetlerinde de nekrozlara rastlanir. En yaygin goriilen ¢okerten
etmenlerinden birisi de R. solani’dir. Ozellikle sebze fide firmalarinda yetistirilen fidelerde
siklikla ortaya ¢ikan hastalik, kosullarin uygun olmasi durumunda onemli ekonomik

kayiplara sebep olabilmektedir (Dolar vd., 2011).

2.5. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. Ascomycota subesi, Sordariomycetes sinifi, Hypocreales takimi

ve Hypocreaceae familyasinda yer almaktadirlar (Aydin, 2015).

Bu takima ait funguslarin bazilar1 stroma yapisina sahiptir, bazilarinda ise bu yap1
yoktur. Stroma mumsu ve yumusak kivamda, parlak renktedir. Bu funguslar bagka
funguslarda veya boceklerde parazittir (Stimer, 2006). Kolonileri 5 giin gibi kisa bir siirede
gelisir ve olgunlasir. Baslangigta saydam-beyaz, sonradan daginik sari-yesil, sar1, kehribar,
mavi-yesil veya yesil renkleriyle karakterizedirler. Yayilim sirasinda bazen es merkezli

halkalar goriilebilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5. Calisma kapsaminda PDA besiyerinde tek koloni olarak yetistirilmis 5 giinliik (a),
6 giinliik (b), 7 giinliik (c) ve 10 giinliik (d) T. virens 6érneklerindeki belirgin halkasal yayilim

Trichoderma tiirleri diinyanin her tarafinda genis bir yayilim gosterir. Cesitli
bitkilerin kok ylizeylerinde, ¢iiriiyen kabukta, sklerotlarda veya funguslarin diger lireme
organlarinin iizerinde bulunabilmektedirler (Papavizas, 1985). Bu fungus kiiltiir ortaminda

hizl1 bir gelisim gosterir ve bol miktarda spor verebilir.

Trichoderma spp. topraktaki bitki kalintilarinin ayrigmasma katki saglayarak
ekolojik bir rol de iistlenmektedir. Bazi Trichoderma tiirlerinin seliiloz iretme konusundaki
yetenekleri, onlar1 biyoteknoloji endiistrisinde 6nemli bir konuma getirmistir (Réczey vd.,
1996). Ayrica Trichoderma tiirlerinin Rhizoctonia, Fusarium, Pythium ve Sclerotinia tiirleri
gibi bitki patojenlerinin paraziti olmas1 biyolojik agidan Onemlerini artirmigtir. Bu
antagonistik etkiyi patojenik fungusa kars1 antifungal metabolitler iiretmek, onlarla besin ve

yer i¢in yarismak ve mikoparazitik etki gostermek yoluyla olustururlar (Kredics vd., 2003).

Literatiirde Trichoderma tiirleri tarafindan sentezlenen litik enzimler hakkinda pek
¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar ¢ogunlukla; Trichoderma tiirlerinin patojenik
funguslarin hiicre duvar1 yapisimt bozarak bu funguslar1 baskilamalari, ayn1 funguslarin
sebep oldugu hastaliklar1 engellemeleri ve dolayisiyla biyolojik kontrolde giivenle
kullanilmalar1 ile ilgilidir. Ayrica sentezlenen litik enzimlerin fitopatojene etki
mekanizmalar1 ve biyokontrolde en etkili olan tiiriin bulunmasi da ¢alismalarda en ¢ok ele

alinan konulardandir.

Mandels vd. (1971) mutant T. viride tarafindan yiiksek seliilaz {iretimi {izerine

yaptiklar1 ¢alismada; seliilozun glukoza basit, etkili ve ekonomik bir sekilde, enzimatik
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hidroliz yoluyla ¢evrilmesinin, kirlilik sorunlarini ve yeni besin kaynaklarinin gelistirilmesi
konusundaki problemleri azaltacagina deginmislerdir. Boylece iiretilen glukozun maya veya
baska bir mikrobiyal proteine g¢evrilebilecegi belirtilmistir. Pek ¢ok fungusun seliilozun
yapisini pargalayabildigi, ancak yalnizca birkaginin seliilolitik enzimleri yiiksek gili¢ ve
etkiyle tretebildigi vurgulanmistir. Bunlardan biri olan T. viride’nin, dogal ¢oziinmez
seliilozun glukoza ¢evrilmesinde rol oynadigi bulunmustur. Calismada kullanilan T. viride
QM9123 mutantinin gelistirilmesiyle, seliilazin atik ve ¢opleri ortadan kaldirmasi gibi

uygulamalarin artirilabilecegi belirtilmistir.

Shoemaker ve Brown (1978), T. viride’den saflastirilmis endo-B-1,4-glukanaz
enziminin karakterizasyonu iizerine bir c¢aligma yapmislardir. Saflastirilan enzimler
endoglukan 1, 11, 11l ve 1V izozimleri olarak adlandirilmislardir. Endoglukanaz II, III ve
IV’iin mannoz, galaktoz, glukoz ve glukozamine igerdigi belirlenmistir. Mannozun her bir

enzim i¢in esas notral seker oldugu belirtilmistir.

Harman vd. (1980) tarafindan yaymlanan ¢alisma, T. hamatum’un Pythium tiirleri
veya R. solani tarafindan turp ve bezelyede meydana ¢ikan tohum ve tohumluk hastaliklarina
etkisini konu almistir. Tohumlara T. hamatum ile muamele etmenin, diger pek cok
biyokontrol girisimine gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Caligma sonuglar1 T. hamatum

ile tohum 1yilestirmenin, neredeyse kimyasal yontemler kadar etkili oldugunu gostermistir.

Elad vd. (1980)’nin ¢alismasi, T. harzianum’un S. rolfsii ve R. solani’ye karsi
biyokontrol ajani olarak kullanilabilirligini konu almaktadir. Calisma sonucu olarak T.
harzianum’un hem sera hem de tarla kosullarinda, S. rolfsii ve R. solani’nin bitkide yol agtigi

zararlara kars1 etkili bir biyolojik kontrol unsuru oldugu bildirilmistir.

Chet vd. (1981), T. hamatum’un R. solani ve Pythium suslar1 ile olan hif
etkilesimlerini incelemistir. T. hamatum, konak hifler boyunca paralel bir gelisme gostermis
ve konagin etrafinda sarmallar olusturarak onu ¢evrelemistir. Sonug olarak T. hamatum’un
diger funguslara karsi parazitik etki gosterdigi ve bu tiir toprak kaynakli patojenlerin

biyolojik kontroliinde islev gorebilecegi ortaya konulmustur.
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Elad vd. (1982), Trichoderma tiirlerinin R. solani ve S. rolfsii tizerinde parazitik
etkisini ele alan bir ¢alisma yapmislardir. Calismada T. harzianum ve T. hamatum suslari
kullanilmis, bu suslarin gosterdigi parazitik etki ve saldirilar sirasinda, tek bagina

yetismelerine gore daha yiiksek B-1,3-glukanaz ve kitinaz aktiviteleri saptanmustir.

Sandhu ve Kalra (1982), Trichoderma longibrachiatum’un farkli substratlarda
seliilaz, ksilanaz ve pektinaz iiretme yetenegini konu alan bir calisma yapmislardir. Ksilanaz
ve pektinazin tiim karbon kaynaklarinda tiretildigi; ancak en diisiik sonucu glukozda verdigi,
seliilazin (C1, Cx ve B-glukozidaz) ise glukoz diginda tiim karbon kaynaklarinda tiretildigi
gozlenmistir. C1 ve B-glukozidaz tiretimi pektinde en yliksek sonucu vermis, bu sonucu
ksilan izlemistir. Cx iiretiminin en yiiksek sonucu CMC ile verdigi goriilmiistiir. Uretimin
gecikmesine ragmen CMC’nin oldukga iyi bir ortam oldugu belirtilmistir. Glukoz varliginda

ise daha az enzimin lrteildigi tespit edilmistir.

Elad vd. (1983) ozellikle R. solani ve S. rolfsii gibi toprak kdkenli bitki patojeni
funguslar tarafindan iretilen lektinlerin, Trichoderma ve patojenik funguslar arasindaki
tanima mekanizmasinda rol oynadigini belirtmistir. Calismaya gore lektinler,

Trichoderma’y1 uyarmakta ve parazitik etkiyi algilamasina yardimei olmaktadir.

Chahal (1984), kat1 hal fermentasyonunda T. reesei ile seliilaz iiretimi {izerine bir
caligma yapmustir. Calisma materyali olarak kullanilan T. reesei QM9414, petri kaplarinda
agar ortami ilizerinde yetistirilmistir. Kolonilerden birinde yiiksek hidrolitik aktivite

gbzlenmistir.

Ridout vd. (1986) Trichoderma tiirlerinde, R. solani’nin hiicre duvari tarafindan
uyarilan enzim aktivitesi hakkinda bir ¢alisma yapmislardir. Calismada glukoz veya R.
solani hiicre duvari karbon kaynagi olarak kullanildiginda, T. harzianum’daki 3-1,3-D-
glukanaz ve kitinaz aktivitelerinin arttig1 belirtilmistir. Sonuglar; kitinaz, 3-1,3-D-glukanaz
ve baska pek ¢ok sayidaki ekstraseliiler proteinin, R. solani hiicre duvarinin pargalanmasinda

rol oynuyor olabilecegini gostermistir.

Ridout vd (1987), T. harzianum’un mikoparazitik bir susundan ekstraseliiler

enzimlerin saflastirilmast ile ilgili bir ¢alisma yapmuslardir. Calismada -1,3-D-glukanaz ve
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kitinaz gibi baz1 ekstraseliiler enzimlerin mikoparazitik aktivitede rol oynadigi ve uygun bir
konakg1 hiicre duvarina rastladiginda tetiklendiginin diisiiniildiigii belirtilmistir. Bu deneyler
R. solani hiicre duvar ile uyarilan T. harzianum susu tizerinde gerceklestirilmistir. S6z
konusu enzimlerin ¢ogunu iiretebilen Trichoderma suslarinin, ¢esitli bitki patojenlerinin

kontroliinde etkili olabilecegi konusu vurgulanmaistir.

Sivan ve Chet (1989) fungal hiicre duvarlarinin, T. harzianum’un salgiladig: litik
enzimler tarafindan yikimini konu alan bir arastirma yapmislardir. Calismada iki farkli T.
harzianum susu ile in vitro testler yapilmustir. Kiiltiir ortamina karbon kaynagi olarak fungal
hiicre duvari, kitin veya laminarin eklendiginde, T. harzianum suslarinin her ikisinin de
ortama B3-1,3-glukanaz ile kitinaz salgiladiklar1 belirlenmistir. S6z konusu suslarin R. solani
ve Pythium aphanidermatum iizerinde gii¢lii bir mikoparazitik etki olusturduklar

gbzlenmistir.

Farid ve El-Shahed (1993), yiiksek diizeyde seliiloz ve misir maserasyon sivisinda
seliilaz tretimini aragtirmislardir. Bu calisma igin birkag T. reesei mutanti kullanilmus,
substrat olarak ise musir maserasyon sivisi ile mikrokristalin seliiloz ilave edilmigtir.
Optimum fermentasyon kosullart saglandiginda T. reesei Rut C 30 tarafindan yiiksek

miktarda seliilaz enzimi tUretildigi belirlenmistir.

Haran vd. (1996) tarafindan yapilan bir bagka ¢aligma, T. harzianum’un biyokontrol
aktivitesinde rol oynayan litik enzimler ve bu enzimlerin molekiiler mekanizmalarini1 konu
almistir. S6z konusu enzimler olarak kitinazlar, glukanazlar ve seliilazlar incelenmistir.
Konakg1 ile temas kurdugunda T. harzianum misellerinin, konakg¢min hifleri etrafina
sarildig1 ve konak¢inin hiicre duvarina miidahale ettigi belirtilmistir. Trichoderma’nin ¢oklu
enzim sisteminin, parazitik etkilesimlerde rol oynadigi, T. harzianum’dan saflastirilan
enzimlerin in vitro ¢alismalarda dogrudan antifungal etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica

bu etkinin, ¢esitli enzimler bir arada kullanildiginda arttig1 rapor edilmistir.

Witkowska ve Maj (2002), Trichoderma tiirleri tarafindan iiretilen litik enzimleri ve
bu enzimlerin, fitopatojenik funguslarin gelisimi iizerine etkilerini inceleyen bir ¢alisma
yapmuslardir. Enzim sentezinin, fitopatojenik fungusun (B. cinerea, Fusarium culmorum, F.

oxysporum) hiicre duvari tarafindan tesvik edildigi belirtilmistir. Caligma sonucunda en
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yiiksek B-1,3-glukanaz aktivitesi gosterenin T. hamatum; enzim sentezinin indiiklenmesinde
en etkili olan fitopatojenin ise F. oxysporum oldugu tespit edilmistir. Ayrica s6z konusu
fitopatojenler iistiinde yapilan biyotik testler, fitopatojenik funguslarin biiyiimesini inhibe

etmede litik enzimlerin 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir.

Markovich ve Kononova (2002) tarafindan yapilan derleme, Trichoderma’nin litik
enzimleri ve bu enzimlerin fungal hastaliklara kars1 bitki savunmasindaki rolii ele alinmistir.
Derlemede kitinaz, B-1,3-glukanaz ve proteaz iiretiminin regiilasyonu ile bu enzimlerin

cesitli fitopatojenik funguslarin hiicre duvari yapisini bozma kabiliyetleri konu edilmistir.

Viterbo vd. (2002) Trichoderma tiirlerinden elde edilen litik enzimlerin, bitki fungal
patojenlerinin biyokontroliindeki 6nemi {izerine yayinladiklar1 derlemede kitinaz, glukanaz
ve proteazlar {izerinde durmuslardir. Ozellikle T. reesei’nin, bilinen en iyi seliilaz iireten
suslardan biri oldugu vurgulanmistir. Ayni sekilde T. harzianum izolati’nin da P. ultimum
patojenine karsi oldukga etkili oldugu belirtilmistir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalara gore;
bu izolatin yetisme ortaminda seliiloz bulunuyorsa, aktivite jelinde pek c¢ok seliilazin varligi

tespit edilmistir.

Kiigiik ve Kivang (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, T. harzianum suslarinin in
vitro antifungal aktivitesi ele alinmistir. Calismada PDA besiyerinde, Gaeumannomyces
graminis var. tritici, Fusarium culmorum ve Fusarium moniliforme toprak kokenli bitki
patojenleri ve T. harzianum suslar1 arasindaki interaksiyon arastirilmistir. Teste tabi tutulan
tim T. harzianum suslarinin, patojen funguslarin gelisimini inhibe eden bazi1 metabolitler
urettikleri belirlenmistir. Ayrica karbon kaynagi olarak fungal hiicre duvari, kitin veya

laminarin kullanildiginda B-1,3-glukanaz ve kitinaz enzimlerinin iiretimi de gozlenmistir.

Brewer ve Larkin (2005) yapmis olduklar1 ¢aligmada, bazi potansiyel biyokontrol
organizmalarinin etkinligini patatesteki R. solani’ye karsi test etmislerdir. Calisma
kapsaminda Trichoderma sp. de dahil olmak iizere toplam 28 potansiyel biyokontrol
organizmasi teste tabi tutulmustur. Calisma sonucunda T. virens ve B. subtilis ikilisinden
olusan biyolojik kontrol kombinasyonunun, kok kanserini diger tiim organizmalardan daha

iyi kontrol edebildikleri goriilmiistiir.
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Monteiro ve Ulhoa (2006) tarafindan yapilan bir baska calisma, T. koningii
tarafindan tretilen ve R. solani hiicre duvar ile indiikklenmis B-1,3-glukanaz enziminin
biyokimyasal karakterizasyonunu konu almaktadir. Calismadan elde edilen veriler
dogrultusunda T. koningii’nin, R. solani’den izole edilen hiicre duvar ile uyarildiginda 8-

1,3-glukanaz aktivitesine sahip sadece bir protein iirettigi belirlenmistir.

Shalini ve Kotasthane (2007) tarafindan yapilan ¢alismada; R. solani’nin
Trichoderma suslari tarafindan parazitlenmesi konusu tizerinde durulmustur. Calismada R.
solani’ye kars1 17 Trichoderma susu, in vitro kosullar altinda kullanilmistir. ikili kiiltiir
denemelerindeki gozlemler tiim Trichoderma izolatlar1 hiflerinin, R. solani hiflerine paralel

olarak gelistigini ortaya koymustur.

Almeida vd. (2007) tarafindan yapilan galismada, T. harzianum suslarimin R.
solani’ye kars1 gosterdigi parazitik etki ve hidrolitik enzim {iretimi iizerinde durulmustur.
Ikili kiiltiir testlerindeki fungal biiyiime gdzlenmis; test edilen tiim T. harzianum
izolatlarmin, R. solani hiflerinin etrafini sarmalamak yoluyla antagonizm gosterdigi

gorilmiistiir.

Shakeri ve Foster (2007), T. harzianum’un boceklere karst gosterdigi proteolitik
aktiviteyi ve antibiyotik tiretimini aragtirmiglardir. Calismada test edilen iki T. harzianum
susunun da, ortamdaki bocek varliginda proteaz, kitinaz ve antibiyotik aktivitelerinde artis
gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar Trichoderma tiirlerinin, bocek tiirleri tizerinde

biyokontrol ajani olarak kullanilabilirligini kanitlamaktadir.

Rini ve Sulochana (2007); Trichoderma ve Pseudomonas’in R. solani’ye ve F.
oxysporum tarafindan enfekte edilmis domateslere kars1 kullanilabilirligini gdsteren bir
calisma ortaya koymuslardir. Calismada, Kerala’dan elde edilen 26 yerel Trichoderma
izolat1 ile 56 Pseudomonas izolati1 kullanilmis, in vitro kosullar altinda R. solani ve F.
oxysporum’a kars1 gosterdikleri antagonistik etkiler incelenmistir. Sonuglar dogrultusunda
farkli izolatlarin, farkli derecelerde antagonizm gosterdigi belirlenmistir. R. solani’ye kars1

en antagonist izolatlarin T. pseudokoningii ve T. harzianum oldugu belirtilmistir.
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Verma vd. (2007), Trichoderma’nin antagonistik bir fungus olarak biyolojik
kontrolde kullanilabilirligini inceleyen bir ¢alisma yapmuslardir. Calismada Trichoderma
tirlerinin, R. solani de dahil pek ¢ok ¢esitli patojene karsi antagonizm gosterdigine dikkat
cekilmistir. Ozellikle T. virens, T. hamatum, T. harzianum, T. viride ve T. koningii suslarmin;
3-1,3-glukanaz, endoglukanaz, seliilaz, kitinaz ve proteaz gibi enzimlerin sentezinden

sorumlu olarak R. solani’ye karsit etki gosterdigi vurgulanmustir.

Sahebani ve Hadavi (2008), bir kok ur nematodu olan Meloidogyne javanica’ya
yonelik biyolojik kontrol i¢in T. harzianum’u kullanmigtir. Calismalar, farkli T. harzianum
konsantrasyonlarinin nematod yumurtalarina etki ettigini ve nematod yumurta kulucka
seviyesini 6nemli dl¢iide azalttigini gostermistir. Ayrica POX, PPO ve PAL gibi direngle
ilgili enzimlerin, T. harzianum asilanan bitkilerde arttig1 goriilmiistir. Bu verilere
dayanilarak, T. harzianum’un k6k ur nematodlarina karsi etkili bir biyolojik ajan olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Vinale vd. (2008) yayinladiklar1 derlemede, Trichoderma-bitki-patojen arasindaki
etkilesimleri incelemislerdir. Derlemede Trichoderma’nin 6zellikle Rhizoctonia, Fusarium,
Ustilago gibi bitki patojenlerine karsi mikoparazitik etkisi ve litik enzimlerinin bu noktada
oynadiklari rol vurgulanmistir. Bu siireg sirasinda Trichoderma’nin, konakg1 fungusun hiicre
duvarin1 hidrolize eden seliilaz, kitinaz, glukanaz gibi birtakim enzimler salgiladig
belirtilmistir. Ayrica Trichoderma’nin bu enzim iretimi haricinde pek c¢ok sekonder
metabolit iireterek ve patojenlerle rekabete girerek de patojenlere karsi baski uyguladig

iistiinde durulmustur.

Ahmed vd. (2009), seliiloz pargalayici enzimlerin T. harzianum tarafindan tiretilmesi
ve saflastirilmasini konu alan bir ¢alisma yapmislardir. Caligmada karbon kaynagi olarak
glukoz, CMC, misir kocani, bugday kepegi gibi farkli substratlar kullanilmis ve T.
harzianum’un sivi hal fermentasyonundaki enzim iiretimi arastirilmistir. CMC’nin, glukoz
tarafindan bastirilan seliilaz aktivitesini indiikledigi gozlenmistir. Sonug olarak seliilaz
genlerinin klonlanmasi1 ve mutajenez gibi farkli yaklagimlarin, seliilaz verimini artirabilecegi

distiniilmiistiir.
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Sharma vd. (2009)’nin T. harzianum ile yaptiklar1 g¢alismada, T. harzianum
izolatlarinin biyokontrol ajani olarak etkinlikleri ve morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
karakterizasyonlari incelenmistir. Calismada kullanilan 8 farkli T. harzianum izolatinin, ikili
kiiltir testlerinde S. rolfsii’ye karsi gosterdikleri antagonizm iizerinde durulmustur.
Izolatlarin S. rolfsii’ye kars1 yiiksek antagonistik aktivite gdsterdigi gézlenmis; bu sonug ise
kitinaz, glukanaz ve proteaz gibi fungal hiicre duvarinin yapisin1 bozan enzimlerin ve
antibiyotiklerin iiretimi agisindan umut verici bulunmustur. Ayrica izolatlar kitinaz ve 3-1,3-
glukanaz aktivitesi bakimindan da teste tabi tutulmuslardir. Ekstraseliiler glukanaz ve kitinaz
tiretiminin, T. harzianum izolatlar1 siv1 kiiltiir ortaminda 5 ila 7 giin inkiibe edildiginde

maksimum oldugu goriilmiistiir.

Radjacommare vd. (2010), Pseudomonas fluorescens ve Trichoderma tiirlerinin litik
etkisiyle, vanilyada goriilen fitopatojenik funguslarin biyolojik kontrolii {izerine bir ¢alisma
yapmislardir. Calismada 21 farkli Trichoderma izolati kullanilmistir. Caligma sonucuna gore
Trichoderma tarafindan iiretilen hidrolitik enzimlerin, konak¢1 fungusun oSldiiriilmesinde
anahtar rol oynadigr vurgulanmistir. 3-1,3-glukanazlar, kitinazlar ve proteazlar gibi litik
enzimlerin, hiicre duvari bilesenlerini sindirme yoluyla R. solani’yi lizis ettikleri

belirtilmistir.

Schuster ve Schmoll (2010)’un Trichoderma’nin biyolojisi ve biyoteknolojisini konu
aldiklar1 c¢alismalarinda, Ozellikle T. reesei tarafindan {retilen seliilazlarin, seliilozik
atiklardan ikinci nesil biyoyakit iiretimi agisindan onemi vurgulanmustir. Artan enerji
maliyetleri ve iklim degisikligi ile birlikte biyoyakit liretimine verilen 6nem de artmus;
calismada bu noktanin alt1 ¢izilmistir. Guglii bir seliillaz dreticisi olan T. reesei’nin,
giintimiizde seliilozik atik maddelerden biyoetanol iiretiminin genel maliyetini azaltmak i¢in

kullanildig1 aktarilmigtir.

Anees vd. (2010), R. solani’ye karsi antagonistik etki gosteren Trichoderma
izolatlarinin karakterizasyonu iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Caligmada, R. solani’nin
kok ciirtikliigii hastaligina sebep oldugu bir seker pancari tarlasindan 16 Trichoderma izolati
elde edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Calisma sonucunda antagonistik Trichoderma

suslariin R. solani'nin varligi ile uyarildigi ve tarladaki hastalik artisiyla birlikte
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Trichoderma suslariin da arttig1 gozlenmistir. En fazla antagonistik etki gdsteren susun ise

T. gamsii oldugu belirlenmistir.

Montealegre vd. (2010), domateslerdeki R. solani’nin biyolojik kontrolii igin T.
harzianum mutantlar1 kullanmistir. Denemeler sera ve tarla kosullarinda yapilmistir. Sonug
olarak T. harzianum mutantlar1 ile muamele edilen domates bitkilerinin mortalitelerinin

azaldigy; gelisim, yas ve kuru agirlik gibi bitki parametrelerinin ise arttig1 goriilmiistir.

Amin vd. (2010) Trichoderma tiirlerindeki ugucu metabolitlerin, 7 farkli fungal bitki
patojenine kars1 etkisini ortaya koymustur. Calisma dogrultusunda 6 Trichoderma izolati; R.
solani, Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
capsici, Helminthosporium oryzae ve Alternaria brassicicola’dan olusan fungal bitki
patojeni grubuna kars1 test edilmistir. Gézlemlenen verilere gére maksimum verim, T.
viride’nin R. solani {izerine etkisinde alinmis; T. viride’nin R. solani misellerinin gelisimini
en aza indirgedigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak farkli Trichoderma izolatlar1 tarafindan
uiretilen ugucu bilesiklerin, patojenlere ait misel gelismesini ve dolayisiyla hastaliklarin

yayilmasini kontrol ederek, bunlar biiyiik 6l¢iide azalttiklar: tespit edilmistir.

Dubey vd. (2011), Trichoderma tiirleri tarafindan iiretilen enzimlerin ve sekonder
metabolitlerin karakterizasyonunu konu alan g¢alismalarinda, bu enzim ve metabolitlerin
bitki patojeni funguslara kars1 etkinligini de arastirmislardir. Caligmada kullanilan T. viride,
T. virens ve T. harzianum izolatlari, nohutta kok ¢iriikliigiine sebep olan Rhizoctonia
bataticola ve nohutta solgunluga yol agan Fusarium oxysporum‘a karsi test edilmistir.
Uygulanan tiim konsantrasyonlarin bu bitki patojenlerine karsi yok edici etkisi oldugu
gozlenmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan tim Trichoderma tiirlerinin kitinaz ve 3-1,3-
glukanaz gibi direnci destekleyen enzimler salgiladigi bildirilmistir. En yiiksek kitinaz
aktivitesinin T. virens’te, en yiiksek B-1,3-glukanaz aktivitesinin ise T. viride’de tespit

edildigi bildirilmistir.

Gveroska ve Ziberoski (2011) yaptiklart ¢aligmada T. harzianum’un, tiitiin
fidelerinde R. solani’nin sebep oldugu kok ciiriikliiglinii azaltma tizerine etkisi incelenmistir.
Hastalikli fidelere uygulanan T. harzianum’un tek basina, ilag uygulamasindan daha iyi

sonuglar verdigi goriilmiistiir. Calisma, R. solani’nin tiitiin fidelerinde neden oldugu
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hastaligin T. harzianum tarafindan azaltildigin1 ortaya koymus ve s6z konusu patojenin

biyolojik kontroliinde kullanilabilirligini ispatlamistir.

Hermosa vd. (2012) tarafindan yayinlanan kisa derlemede, Trichoderma’nin bitkiye
yararli etkileri ve bu etkileri meydana getiren yolaklar belirtilmistir. Derlemede Trichoderma
tiirlerinin, bitkinin savunma mekanizmasii gii¢lendirdigi ve yaprak fotosentez oraninin
artirtlmasini destekledigi, ayrica bitki biiyiimesini tegvik ettigi ve bitkinin abiyotik strese

kars1 toleransini artirdig1 vurgulanmustir.

Saba vd. (2012)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada Trichoderma, umut verici bir bitki
biliylime destekleyicisi ve bir biyokontrol ajani olarak ele alinmaktadir. Patojenlere karsi
hiicre duvar1 yapisint bozan enzimler salgilamasi, patojenlerin 6limiine yol agabilen
antibiyotikler iiretmesi, bitki gelisimini desteklemesi ve bitki savunma mekanizmasini
giiclendirmesi gibi sebeplerle, Trichoderma’nin biyokontrol ajani olarak kullanilabilirligi
vurgulanmistir. Ayrica Trichoderma’nin antifungal aktivitesini gosterdigi baslica patojenler
R. solani, Botrytis cinerea, S. rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium spp. ve Fusarium
spp. olarak belirtilmistir. Bitki kokiinde ve rizosferinde kolonize olmasi, parazitizm ve
antibiyotik tiretimi gibi ¢esitli mekanizmalarla bitki patojenlerinde kontrol saglamasi, bitki
bliylimesini tesvik ederek bitki saghigin1 gelistirmesi ve bitki kokiinii uyarmasi;
Trichoderma’nin tarimda kullanilmasinin avantajlari olarak siralanmstir. Bu etkileri de goz
Oniinde tutularak Trichoderma’nin biyopestisit, biyogiibre ve toprak yapisini iyilestirici

madde olarak ticaretinin yapilmakta oldugu ifade edilmistir.

Ali ve Nadarajah (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Trichoderma izolatlarin1 ve Bacillus
subtilis’i R. solani’ye kars1 bir biyolojik kontrol ajan1 olarak degerlendirmislerdir. Calismada
Trichoderma izolatlar1 ile B. subtilis’in, R. solani’ye karsi etkinliginin belirlenmesi
amaglanmis ve ikili kiiltiir testleri olusturulmustur. Testler sonucunda Trichoderma izolatlar
ile B. subtilis’in birlikte hareket ettiklerinde R. solani’yi daha etkili sekilde baskiladiklari

ortaya konmustur.

Kubicek (2013), T. reesei’nin seliilaz iiretimini anlamaya yonelik biyolojik
yaklasimlart konu edinmistir. Biyoyakit ve biyorafineri liretimine karsi yenilenebilir

lignoseliilozik materyal kullanim1 i¢in biyokiitleyi degrade edici enzimler tireten T. reesei
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genomunun sekanslanmasi, bu organizma ve lrettigi enzimler hakkinda ¢alismaya imkan
saglamaktadir. S6z konusu ¢alismada da biyokimyasal siireglere getirilmis olan 6zgiin ve
gelistirilmis  anlayislar dogrultusunda genomik, transkriptomik, proteomik ve

metabolomigin kullanimi vurgulanmastir.

Sahin vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada yerel T. ouroviride izolatindan endo-
3-1,3-glukanaz saflagtirilmasi ve karakterizasyonu konu edilmistir. Aydin ilindeki bir sicak
su kaynagindan izole edilen T. ouroviride’nin yiiksek oranda endoglukanaz aktivitesi

gosterdigi ispatlanmis ve bu susun ticari seliilaz iiretiminde kullanilabilirligi vurgulanmistir.

Sahin tarafindan 2013’te tamamlanan tez calismasi ise T. ouroviride’den seliilaz
enziminin saflagtirilmas1 ve karakterizasyonu hakkindadir. Caligmada ayrica enzim
aktivitesine etki eden pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi gibi bazi
parametreler de incelenmistir. Calisma sonucunda enzimin en yliksek yanit verdigi substrat

CMC, optimum pH 5,0 ve optimum sicaklik 50°C olarak belirtilmistir.

Asad vd. (2014), Trichoderma’nin farkli izolatlarinin toprak kaynakli R. solani
patojenine karst biyokontrol etkinligini test eden bir ¢aligma yapmuslardir. Caligmada T.
asperellum, T. harzianum ve T. viride olmak ftizere 3 farkli Trichoderma izolat
kullanilmigtir. Sonuglar; s6z konusu Trichoderma izolatlarinin hepsinin R. solani’ye kars1
etkili bir biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegini, fakat T. asperellum’un R. solani’ye

kars1 daha etkili ve istikrarli oldugunu gdstermistir.

Parmar vd. (2015) tarafindan yapilan caligma, Sclerotium rolfsii ile in vitro
antagonizm igerisindeki Trichoderma suslarinin litik enzim tretimini konu almaktadir.
Calismada 6 farkli Trichoderma susu, S. rolfsii gibi toprak kaynakli patojenleri inhibe etme
yetenekleri bakimindan test edilmistir. Hiicre duvarin1 pargalayici enzimlerden kitinaz, §3-
1,3-glukanaz, proteaz ve seliilazin spesifik aktiviteleri, patojene ait hiicre duvarinin
varliginda aragtirillmigtir. T. viride’nin kitinaz ve proteaz aktivitesini tesvik ettigi; fungus ve
litik enzimler (kitinaz, B-1,3-glukanaz ve proteaz) arasinda belirgin bir pozitif korelasyon
oldugu saptanmistir. Test edilen tiim Trichoderma suslari arasindan S. rolfsii’ye karsi

biyolojik kontrolde kullanilabilecek en iyi susun T. viride oldugu belirlenmistir.
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Konuyla ilgili bir baska calisma Kotasthane vd. (2015) tarafindan yapilmistir.
Trichoderma spp.’nin Sclerotium rolfsii ve R. solani’ye kars1 in vitro antagonizminin
arastirildigr calismada, farkli cografik lokasyonlardan toplanmis 20 Trichoderma izolati
kullanilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda T. viride’nin T14 susunun in
vitro kosullarda hem R. solani, hem de S. rolfsii’ye kars1 antagonistik etki gosterdigi; ayni
zamanda denemelerde kullanilan hiyar bitkilerinin gelisimlerini de destekledigi ortaya

konmustur.

Polanco vd. (2015) tarafindan yaymlanmis ¢alismada, T. harzianum’un mutant
suslar1 tarafindan salgilanan biyokontrol enzimlerinin, R. solani hiicre duvari varhigindaki
artis1 incelenmistir. Calismada T. harzianum’a ait hem yabani, hem de mutant suslar
kullanilmustir. Suslarin yetistirildigi kiiltiir ortamina, karbon kaynagi olarak R. solani hiicre
duvarlari ilave edilmistir. Calisma sonucunda R. solani hiicre duvarlarinin varliginin,
proteolitik aktivitenin etkisini destekledigi gézlenmistir. Bu gozlemler dogrultusunda ise
patojenlerin hastaliklara yol agmasini saglayan mekanizmalarinin etkisizlestirilmesinde,

enzim sistemlerinin biyolojik kontrol olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir.

Gupta vd. (2016), Jammu topraklarindan izole edilen dogal Trichoderma izolatlarini,
hidrolitik enzim aktiviteleri ve biyokontrol potansiyelleri acisindan incelemistir. Calismada
50 dogal Trichoderma izolati kullanilmis ve ikili kiltiir teknigi ile antifungal aktiviteleri
belirlenmistir. Belirlenen 20 izolat; seliilaz, kitinaz ve B-1,3-glukanazlar gibi hiicre dis1

hidrolitik enzimlerin salgilanmasinda umut verici bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez caligmasi, Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii laboratuvarlari ile Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Biyokimya A.B.D. laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizma

Calisma materyali olarak, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bitki Koruma Béliimii’nden
temin edilen 2 farkli T. viride (TVD1 ve TVD3), 3 farkli T. harzianum (TH2, TH3 ve TH4),
3 farkli T. virens (TVN1, TVN2 ve TVN3), 3 farkli T. asperellum (TAL, TA2 ve TA3) izolatt
olmak iizere toplam 11 farkli Trichoderma izolat1 ile R. solani Kiihn. izolat1 kullanilmigtir
(Sekil 3.1). Sekil 3.2°de materyal olarak kullanilan mikroorganizmalardan bazilarmin 10

giinliik morfolojik gelisimleri verilmistir.

Sekil 3. 1. PDA ile hazirlanmis yatik besiyerine yiizey ekimi yapilarak yetistirilmis 10
giinlik T. viride (a), T. harzianum (b), T. virens (c), T. asperellum (d) ve R. solani (e)
ornekleri
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4. Giln 5. GUnr : 6. Glun 7. GlUn 10. GUn

TVN2

* R. solani Kihn.

Sekil 3. 2. PDA besiyerinde tek koloni olarak yetistirilmis 4, 5, 6, 7 ve 10 giinlitk TVN2,
TH3, TA3, TVD3 ve RS 6rneklerinin morfolojik gelisimleri

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar Ek Ac¢iklama-A’da belirtilmistir.

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Ek Ac¢iklama-B’de belirtilmistir.



3.2. Yontem

3.2.1. Kiiltiir kosullar1 ve enzim iiretim ortam
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Calismada kullanilacak Trichoderma izolatlar: ilk asamada yatik agardan alinarak

PDA besiyeri iceren petri kaplarina (Sekil 3.3) aktarilmis, burada her biri tek koloni olarak

30°C sicaklikta yetistirilmistir (Durak, 2016).

Sekil 3. 3. Steril kabin igerisinde petri kaplarina dokiildiikten sonra kontaminasyon

gozlenmemis, ekime hazir PDA besiyerleri

Cizelge 3. 1. Endo-B-1,4-glukanaz {iretimi i¢in hazirlanan ortamin bilesenleri

Bilesenler Konsantrasyon (g/L)
Ure 0,3
(NH4)2S04 1,4
KH2PO, 2
MgS0..7H,0 0,3
CaCl, 0,3
1z Element Cozeltisi Bilesenleri Konsantrasyon (mg/L)
MnS0O4.H0 1,56
ZnS04.7H0 1,4
FeSO..7H.0O 5
CoCl. 2
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Mandel ve Weber (1969)’in belirledigi metoda uygun olarak hazirlanan ve bilesenleri
Cizelge 3.1°de verilmis olan enzim tiiretim ortaminin pH’s1 5,0’e ayarlanmig, daha sonra
121°C’de 15 dk siireyle otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Ortama karbon kaynagi
olarak, onceden hazirlanip sterilize edilmis %1 (w/v) oraninda CMC ilave edilmistir.
Mikroorganizma igeren PDA besiyerlerinden yaklasik 1 cm?’lik miselyal diskler kesilmis,
enzim {lretim ortamlar1 bu diskler ile inokiile edilmistir. Ortamlar 30°C sicaklikta 5 giin

boyunca, 150 rpm hizla galkalanarak inkiibe edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Mandel ve Weber ortaminda 5 giin inkiibasyondan sonra 6rnekler

3.2.2. Ikili kansik kiiltiir deneyleri

Yatik agarda muhafaza edilmekte olan Trichoderma spp. izolatlari, ikili karisik
kiiltir deneyleri igin PDA besiyeri dokiilmiis petri kaplarina, R. solani ile karsilikli olarak
inokiile edilmistir. Inokiilasyon islemi, yaklastk 1 cm?’lik miselyal diskler Kkesilerek
gerceklestirilmistir. 30°C sicaklikta 10 giin boyunca inkiibe edilen petri kaplarindaki

morfolojik gelisim gozlenmistir.

3.2.3. Seliilaz aktivite tayini

Enzim aktiviteleri birim zamanda harcanan substrat veya olusan iiriin miktari

Olgiilerek tanimlanir. En sik kullanilan enzim aktivite birimi “iinite (IU)”dir. 1 1U enzim
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aktivitesi, optimum kosullar varliginda 1 dakikada 1 umol substrati iirline ¢eviren enzim
miktaridir. IU kadar yaygin kullanilmayan diger aktivite birimleri ise “katal” ve “spesifik
aktivite”dir. Katal, 1 saniyede 1 mol substrati katalizleyen enzim miktaridir. Spesifik aktivite
ise 1 mg enzim basina 1 dakikada olusan {iriin miktar1 (umol) veya harcanan substrat miktari

(umol)dir (Yildiz, 2007).

Seliilaz enzimi, karbon kaynagi olarak kullanilan CMC’u parcalamakta ve glukoz
aciga cikarmaktadir. Bu sebeple 1 IU seliilaz aktivitesi, 1 dakikada 1 pmol glukozu agiga
cikaran enzim miktar1 olarak ifade edilmektedir. Seliilaz enzim aktivitesi, agiga ¢ikan
glukozun belirlenmesi temeline dayandigi i¢in; aktivite hesaplanirken glukozun farkli
konsantrasyonlar1 6l¢iit alinarak ¢izilen glukoz standart grafigi kullanilmaktadir. Grafik,
glukozun farkli konsantrasyonlari ile bu miktarlara karsilik gelen absorbans degerlerinden

olusmaktadir (Sekil 3.5).

0,5
- y = 0,0041x - 0,007 .
E 04 R2=09852 T
208 i
g 0,1 o ......
< 0 &=
0 20 100 120

40 60 80
Glukoz (ng/mL)

Sekil 3. 5. Glukozun farkli konsantrasyonlariyla hazirlanan standart grafigi

Enzim aktivitesi hesaplanirken asagidaki denklem kullanilmistir (Guruk, 2018).
Enzim aktivitesi = (Absorbans x Regresyon denklemi) / inkiibasyon siiresi

Enzim aktivitesi tayini, Ghose (1987) tarafindan belirlenen metod izlenerek
yapilmistir. Inkiibasyonu tamamlanan drnekler, seliilaz aktivite tayini i¢in 8,000 x g’de 4°C
sicaklikta 15 dk santrifiij edilmistir. Hazirlanan numune tiiplerinin her birine 0,5 ml sitrat

tamponu (pH 5,0), 0,5 ml supernatant ve 0,5 ml %1°lik (w/v) CMC eklenmistir. Kor 6rnek
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icin ayrilan tlipe ise yalnizca 0,5 ml sitrat tamponu (pH 5,0) ile 0,5 ml CMC eklenmistir.
Tiipler 50°C sicakliktaki su banyosunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Shoemaker ve
Brown (1978) B-1,4-glukanaz enziminin iiretimi i¢in optimum inkiibasyon sicakligini ve
stiresini 40°C’de 30 dk olarak; Farid ve El-Shahed (1993) ise optimum inkiibasyon
sicakligini 50°C olarak belirlemistir. Sahin vd. (2013) optimum inkiibasyon kosullarinin

50°C’de 30 dk oldugunu belirtmistir.

Su banyosundan alinan 6rneklerin her birine 3 ml DNS renk reaktifi eklenmis ve bu
sekilde 5 dk boyunca kaynatilarak renk olusumunun tamamlanmasi saglanmistir. Kaynatilan
ornekler buz igerisine alinarak sogutulmus, soguduktan sonra 540 nm’de absorbans degerleri
dl¢iilmiistiir. Olgiilen absorbanslardan enzim aktivite degerleri hesaplanmis; Trichoderma
izolatlarmin R. solani varligindaki ve yoklugundaki aktivite degerleri arasindaki fark SPSS

10 istatistik paket programinda t testiyle belirlenmistir.

3.2.4. Kantitatif protein tayini

Kantitatif protein tayini Bradford (1976) tarafindan belirlenen metoda gore
yapilmistir. Bu metodda, (-) yiiklii olan ve proteinlerdeki (+) yiiklii gruplara baglanan bir
boyar madde olan Coomassie Brilliant Blue G-250’nin proteinleri boyama 6zelliginden
yararlanilmaktadir. Boya proteine baglandiginda, iki dakika i¢cinde mavi renk olusumu
goriiliir ve bir saat kadar stabil kalir (Robyt ve White, 1987). Bradford metodu oldukca

duyarli, hizli ve tekrarlanabilir bir metoddur.

Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in hazirlanan her bir 6rnek tiiptine 100 pl protein
ornegi ve 5 ml Coomassie Brilliant Blue G-250 ¢o6zeltisi eklenmistir. Kor tiipiine sadece renk
reaktifi konmustur. Daha sonra ornekler hafifce karistirilarak, karanlik ortamda ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Ardindan her bir 6rnegin 595 nm’de absorbans

degerleri Ol¢lilmiistiir.

Si1gir serum albiimininin (BSA) farkli konsantrasyonlarinin suda ¢6ziinmesi ile BSA
standart grafigi (Sekil 3.6) olusturulmus ve numunelerdeki protein miktarlari bu grafige gore

belirlenmistir.
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Sekil 3. 6. BSA’nin farkli konsantrasyonlariyla hazirlanan standart grafigi

Elde edilen absorbans degerlerinin regresyon denkleminde yerine konmasiyla

konsantrasyon hesaplanmig ve protein miktarlari bulunmustur.

3.2.5. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Elektroforez, yiiklii molekiillerin elektriksel alandaki hareketlerini ve ayrimlarini
inceleyen tekniktir. Molekiillerin hareketi yiik, biiyiikliik, sekil, elektriksel alan ve kimyasal
igerige bagl olarak degisir. Proteinler yapilarindaki aminoasitlere bagl olarak art1 veya eksi
yiiklerle yiikliidiirler. Protein Ornegi elektroforez teknigi ile elektriksel bir alana
uygulandiginda, protein net yiikiine, biiyiikliigiine ve sekline bagli olarak hareket eder. Jel
elektroforez teknigi; agaroz jel elektroforezi ve poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

olmak tizere iki sekilde uygulanmaktadir.

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi,
proteinlerin analizinde ve molekiil kiitleleri ile alt birimlerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Teknikte, proteinlerin elektriksel alandaki hareketlerinin saglanabilmesi
i¢in poliakrilamid jeller hazirlanir. Bu jeller, polimerizasyon sirasinda ¢ok sayida ¢apraz bag
olusturan akrilamid ve akrilamid tiirevi olan N-N’-metilen bisakrilamid ile hazirlanmaktadir.
Polimerizasyon reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yan yana baglanarak diiz zincirler
olustururken; bisakrilamid molekiilleri iki akrilamid zinciri arasinda ¢apraz baglar meydana
getirir ve boylece ags1 bir yapi1 olusur. Jel hazirlanirken kullanilan amonyum perstilfat (APS)

polimerizasyon i¢in serbest radikal olusumunu saglar ve polimerizasyonu baglatir, TEMED
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ise reaksiyonda katalizor gorevini lstlenir. Capraz baglar arasinda kalan gozenekler,
molekiillerin elektriksel alandaki hareketlerine imkan vermektedir. Gézeneklerin boyutu,

hareketi saglanacak olan molekiiliin biiylikliigiine uygun 6l¢iide ayarlanmalidir.

SDS-PAGE tekniginde, protein 6rnekleri SDS veya SDS gibi giiclii eksi yiik tasiyan
bir deterjan ¢ozeltisiyle muamele edilmektedirler. Deterjan, protein orneklerinin dogal
konformasyonunun bozulmasina ve esit miktarda eksi yiikle yiiklenmelerine sebep
olmaktadir. Tiim drneklerin ayni sekle gelmesi ve esit yiikle yiiklenmesi ise yalnizca molekiil
kiitlesine dayali bir ayrim yapilmasini saglamaktadir. Elektriksel alanda jeldeki
gozeneklerden en hizli ilerleyen ve jelin en altina ulagan 6rnegin molekiil kiitlesi en kiiciik,

daha yavas ilerleyerek daha yukarida kalan 6rneginki ise daha biiytiktiir.

Molekiil kiitlesi bilinen standart proteinler, 6rneklerle birlikte ayni jelde yiiriitiiliir ve
orneklerin geldikleri nokta, standart protein ile karsilastirarak molekiil kiitleleri hakkinda

tahmin yapmamiza olanak saglamaktadir.

Sekil 3. 7. Hazirlanan SDS-PAGE jelinin elektroforez camlarinin arasina doldurulmasi

Bu ¢alismada enzimin saflik derecesi, %3-8 kesikli SDS-PAGE yapilarak kontrol
edilmistir. SDS-PAGE protokoliinde ilk olarak, bilesenleri Cizelge 3.2’de verilen ayirma jeli
hazirlanmis ve elektroforez camlarinin arasina doldurulmustur (Sekil 3.7). Yiizeyi

diizeltmek amaciyla ayirma jelinin iizerine birka¢ damla %1°lik SDS damlatilmistir. Ayirma
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jelinin polimerize olmasi i¢in bir saat beklenmis ve polimerizasyondan sonra iizerine

damlatilan SDS, jelin lizerinden uzaklastirilmistir.

Cizelge 3. 2. Ayirma jelinin bilesenleri

Kullanilan bilesen

Konsantrasyon (ml)

1 M Tris-HCI (pH 8,8)
%30 Akrilamid - %0,8 BIS
%10’luk SDS
%5’lik TEMED
%1,5’lik Amonyum perstilfat
dH.0

3,75
3,30
0,15
0,10
0,05
1,84

Daha sonra, bilesenleri Cizelge 3.3 te verilen yigma jeli hazirlanmis ve ayirma jelinin

{ist kismina doldurulmustur. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklari olusturmasi icin, y1gma

jelinin tlizerine tarak yerlestirilmistir. Yigma jelinin de polimerize olmasi i¢in iki saat

beklenmistir.

Cizelge 3. 3. Y1gma jelinin bilesenleri

Kullanilan bilesen

Konsantrasyon (ml)

1 M Tris-HCI (pH 6,8)
%30 Akrilamid - %0,8 BIS
%10’luk SDS
%5’lik TEMED
%1,5’lik Amonyum persiilfat
dH20

0,310
0,3325
0,025
0,025
0,050
1,840

Tarak, polimerize olan yigma jelinin {lizerinden yavasca g¢ekilmistir. Elektroforez

islemi i¢in hazir hale gelen jel, cam plakalar arasinda elektroforez tankina alinmigtir. Jelin

tist kismu ilk olarak distile su ile, daha sonra da yiiriitme tamponu ile yikanmis ve tank,

yiiriitme tamponu ile doldurulmustur. Yiiklenecek ornekler, son hacim 40 pl olacak sekilde

1:1 oraninda numune tamponu ile karigtirilmistir. Daha sonra her bir 6rnek 3 dakika

kaynatilmis ve soguduktan sonra jele yiiklenmistir.
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Ornekler 6nce 40 V akimda 20 dk siireyle yiiriitiilmiis; bdylece ayirma jelinin
basladig1 yerde yigilmalar1 saglanmistir. Ardindan akim 80 V olarak ayarlanmis, 2 saat

boyunca yiiriitiilmis (Sekil 3.8) ve elektroforez islemi tamamlanmistir.

Sekil 3. 8. Jele yiiklenen o6rneklerin 80 V akimda yliriitiilmesi (a) ve elektriksel alanda
ilerlemeye baslamalar1 (b)

3.2.6. Boyama

Elektroforez isleminin ardindan jel, cam plakalar arasindan yavasca c¢ikarilarak
sabitlestirici ¢ozelti icinde 20 dk siireyle yavasga calkalanmistir. 20 dk sonunda bu
¢ozeltiden ¢ikarilan jel, boyama ¢6zeltisi i¢ine alinmis ve burada da 2 saat boyunca yine
yavasca calkalanmistir. Boyama ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra ise yikama ¢ozeltisine
alinmig, yavasca karistirmaya devam edilmistir. Yeteri kadar yikanan jelde, molekiil

kiitlelerine gore ayrilmis olan Orneklere ait bantlar gozle goriilebilir hale gelmistir.
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Goriintiisiiniin alinmas1 i¢in jel, distile su i¢ine aktarilmistir. Ardindan jelin fotografi

cekilmistir.

3.3. Enzim Aktivitesine Etki Eden Baz1 Parametrelerin incelenmesi

3.3.1. pH degerinin etkisi

Enzimlerin yalnizca kendileri i¢in optimum olan pH degerlerinde aktivite
gosterdikleri bilinmektedir. Oldukga hassas olan enzim ¢alismalari, 6zellikle pH konusunda
ayrica titizlik gerektirmektedir. Bu ¢alismada pH’nin enzim aktivitesine etkisinin
gosterilmesi amaciyla, farkli pH degerlerine sahip 6 farkli enzim iiretim ortami
kullanilmistir. Mikroorganizmalar pH degerleri sirasiyla 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0 olarak
ayarlanmis olan kiiltiir ortamlarina inokiile edilmis ve diger tiim kosullar esit tutularak 5 giin

boyunca 30°C’de inkiibasyon saglanmuistir.

3.3.2. Sicakhigin etkisi

Bilindigi gibi enzimatik reaksiyonlar, pH degerine karsi gosterdikleri hassasiyeti
sicakliga kars1 da goOstermektedirler. Tim kimyasal reaksiyonlarda sicaklik arttikca
reaksiyon hizi artmaktadir. Fakat kimyasal reaksiyonlardan farkli olarak, enzimatik
reaksiyonlarin aktivitesi belirli bir sicakligin lizerinde diismeye baslar. Bunun sebebi protein
yapida olan enzimlerin belirli bir sicakligin lizerinde denatiire olmalaridir. Enzimlerin

maksimum aktivite gosterdikleri sicaklik veya sicaklik araligina “optimum sicaklik” denir.

Farkl1 sicakliklarin endo-B-1,4-glukanaz aktivitesine etkisinin gosterilmesi i¢in, pH
5,0 olan enzim {iretim ortami sirastyla 20°C, 30°C, 40°C ve 50°C sicakliga getirilmistir.

Belirtilen degerlerde enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir.
3.3.3. Substrat spesifikligi
Her enzim, substrata spesifik olarak hareket etmektedir. Seliilaz enziminin substrat

spesifikliginin belirlenmesi amaciyla CMC, bugday kepegi, pamuk ve talas kullanilmistir.

Kullanilan tiim substratlar, pH 5,0 olan 50 mM sitrat tamponu igerisinde, %1 (w/v) oraninda
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hazirlanmistir. Deneme ortamlarina her bir substrattan esit hacimde eklenmistir. Enzim

aktivite metodu izlenerek enzimin hangi substratta en iyi sonucu verdigine bakilmustir.

3.3.4. Substrat konsantrasyonunun etkisi

Calismada karbon kaynagi olarak kullanilan CMC’nin farkli konsantrasyonlarinin
enzim iretimine etkisi de incelenen diger parametrelerden biridir. Bunun i¢in pH degerleri
5,0 olan 4 farkli enzim iiretim ortamina sirasiyla %0,5°lik, %1°lik, %1,5’1ik ve %2’lik (w/v)

CMC ilave edilmis ve 30°C sicaklikta inkiibasyona birakilmislardir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez g¢alismasinda Trichoderma suslarmin, R. solani’ye karsi etkinligi ve
antagonizm amagl irettigi endo-6-1,4-glukanaz enziminin miktar1 belirlenmistir. Béylece
hem ticari formlar1 yiiksek maliyetli olan seliillaz enziminin daha ekonomik yollarla {iretimi,
hem de R. solani’ye kars1 biyolojik miicadelede Trichoderma spp.’nin kullanilabilirliginin

gosterilmesi amacglanmaistir.
4.1. Kiiltiir Kosullar1 ve Enzim Uretim Ortam
Calismada kullanilmak tizere PDA besiyerinde yetistirilen Trichoderma izolatlari,

pH 5,0 olan Mandel ve Weber enzim iiretim ortamina aktarilmis, 30°C sicaklikta 5 giin

boyunca 150 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmis ve aktivite tayinine hazir hale gelmislerdir.

Sekil 4. 1. PDA besiyerinde yetistirilmis olan TVN3 susunun taze PDA besiyerine
inokiilasyonu
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4.2. ikili Kansik Kiiltiir Deneyleri

30°C sicaklikta inkiibe edilen ikili karigik kiiltiirlerin morfolojik incelenmesi sonucu
Trichoderma spp.’nin R. solani Kiihn. iizerinde antagonistik etki gosterdigi, yayilim alanin

sinirlandirdigi ve gelisimini baskiladigi, Sekil 4.2°de agikca goriilmektedir.

Sekil 4. 2. TA3, TVNI, TH4 ve TVD3 izolatlarinin R. solani Kiihn. (RS) iizerindeki
antagonistik etkisinin, 10 giinliik karigik ikili kiiltiirlerde morfolojik olarak gosterilmesi

4.3. Seliillaz Aktivite Tayini

DNS metodunun izlenmesiyle elde edilen absorbans degerleri Bolim 3.2.2°de
belirtildigi sekilde kullanilmis ve enzim aktivitesi hesaplanmistir. Hesaplanan enzim aktivite
sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’te verilmistir. Aktivite deneyleri her bir numune i¢in tiger
tekrarli yapilmistir. Yapilan t testiyle; kullanilan tiim Trichoderma izolatlarinin R. solani
varliginda ve yoklugunda gosterdikleri enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli

bir fark oldugu bulunmustur.

Cizelge 4. 1. Trichoderma spp.’nin R. solani bulunan ve bulunmayan ortamlardaki seliilaz
aktiviteleri

Mikroorganizma Endo-8-1,4-glukanaz R. solani varhgindaki endo-B-
aktivitesi (U/ml) 1,4-glukanaz aktivitesi (U/ml)
TVN1 0,103 1,376
TVN2 0,649 1,165
TVN3 0,436 0,649
TH2 0,010 1,177
TH3 0,695 1,068
TH4 0,032 0,117

TAl 0,353 1,068
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Cizelge 4. 2. Trichoderma spp.’nin R. solani bulunan ve bulunmayan ortamlardaki seliilaz
aktiviteleri (devam)

Mikroorganizma Endo-8-1,4-glukanaz R. solani varhgindaki endo--
aktivitesi (U/ml) 1,4-glukanaz aktivitesi (U/ml)
TA2 0,295 0,498
TA3 0,047 0,124
TVD1 0,064 0,443
TVD3 0,428 2,45
3,0
2,5

N
o

Seliilaz aktivitesi (U/ml)
= =
o [0,

0,5 ‘ | I = | | =
0,0 = i = I i = I =
TH4 TAl TA2

TVN1  TVN2  TVN3 TH2 TH3 TA3 TVD1 TVD3

mR. solani var R. solani yok

Sekil 4. 3. Trichoderma spp.’nin R. solani bulunan ve bulunmayan ortamlardaki seliilaz
aktiviteleri (U/ml) grafigi

4.4. Kantitatif Protein Tayini

Absorbans degerlerinden hesaplanan protein miktarlar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4’te
verilmistir. Tayin deneyleri her bir numune igin ticer tekrarli yapilmistir. En yiiksek miktari

TA2 izolatinin verdigi; TA1, TA3 ve TH3 izolatlarinin da bu degeri takip ettigi goriilmistiir.



40

Cizelge 4. 3. R. solani ile Trichoderma spp.’nin bir arada bulundugu 6rneklere ait protein
miktarlart (mg/ml)

Mikroorganizma Protein (mg/ml)
TVN1 0,033
TVN2 0,038
TVN3 0,081
TH2 0,075
TH3 0,335
TH4 0,052
TAl 0,336
TA2 0,337
TA3 0,335
TVD1 0,045
TVD3 0,017
0,4
~ 035
%D 03
\E:o,zs
=
g 0,2
g 0,15
g
8 01
E i i
0,05 i i i
ot e
TVN1 TVN2 TVN3 TH4 TvD1 TVD3

Sekil 4. 4. R. solani ile Trichoderma spp.’nin bir arada bulundugu &rneklere ait protein
miktarlar1 (mg/ml) grafigi

4.5. SDS-PAGE

Trichoderma spp. tarafindan iiretilen seliilaz enziminin tespiti SDS-PAGE metodu
kullanilarak yapilmistir. Jel goriintiilerindeki bantlarin hangi proteinlere ait oldugu, molekiil
kiitlelerinin (MK) dogru tahmin edilmesiyle miimkiin olmaktadir. Bantlara karsilik gelen

molekiil kiitlelerinin en dogru sekilde tahmini igin ise “siiriiklenme derecesi” veya “alikonma
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faktori” olarak bilinen Rf degerleri hesaplanmistir. Hesaplama i¢in asagida belirtilen formiil

kullanilmistir (Durchschlag vd., 1991).

R Proteinin uygulama noktasindan itibaren aldigi yol (cm)  dmadde
f = =

Boyanin orijinden itibaren aldig1 yol (cm) dgszelii

Cizilen Rt degeri-log(MK) grafikleri 1, 2, 3 ve 4 numarali jeller i¢in sirasiyla Sekil
4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Grafiklerden elde edilen regresyon
denklemleri ile hesaplanan molekiil kiitleleri ise 1, 2, 3 ve 4 numarali jeller i¢in sirasiyla
Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da belirtilmistir. Jel goriintiilerindeki
bantlar, hesaplama sonuglari dogrultusunda isaretlenmistir. SDS-PAGE analizlerinde
MyBioSource (10-250 kDa) ve Sigma-Aldrich (29-200 kDa) firmalarindan tedarik edilen

protein markdrleri kullanilmistir.

5,1
5,0
o N\
2 D

Bl TN

é SN

1 S

: .
4,3
4.2
4.1

y =-1,4685x + 5,3247
R?=0,9469

o 01 02 03 04_05 06 07 08 09 1
Rf degeri

Sekil 4. 5. 1 numarali jel goriintiisiine ait Rf degeri-log(MK) grafigi

Cizelge 4. 4. 1 numaral jeldeki bantlara ait Rf degerleri ve hesaplanan molekiil kiitleleri
(MK)

a b Rf log(MK) MK (Da)
186 114 0,612903 4,424652 26585,92
186 108 0,580645 4,472023 29649,86
186 76 0,408602 4,724668 53047,84
186 60 0,322581 4,85099 70956,20

186 26 0,139785 5,119426 131651,50




5,1
5,0
4.9
4,8
4,7
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log(MK)
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y =-1,3317x + 5,265
R2=10,9532

oL 02 03 04 O05 06 07 08 09 1

Rf degeri

Sekil 4. 6. 2 numarali jel gériintiisiine ait Rf degeri-log(MK) grafigi

Cizelge 4. 5. 2 numarali jeldeki bantlara ait Rf degerleri ve hesaplanan molekiil kiitleleri

(MK)
a b Rf log(MK) MK (Da)
144 93 0,645833 4,404944 25406,44
144 91 0,631944 4,42344 26511,82
144 59 0,409722 4,719373 52405,02
144 49 0,340278 4,811852 64841,36
144 16 0,111111 5,117033 130928,24
5.1
5,0
491N y = -1,6898x + 53288
2,3 ............ R>=0,9181
o 4TI NI
= 46 | T~
% 45
o
= 44
43
4.2
41

o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Rf degeri

Sekil 4. 7. 3 numarali jel goriintiisiine ait Rf degeri-log(MK) grafigi



43

Cizelge 4. 6. 3 numarali jeldeki bantlara ait Rf degerleri ve hesaplanan molekiil kiitleleri

(MK)
a b Rf log(MK) MK (Da)
158 87 0,550633 4,398341 25023,07
158 81 0,512658 4,46251 2900749
158 59 0,373418 4,697799 49865,33
158 45 0,28481 4,847528 70392,74
158 23 0,14557 5,082816 121008,7
5,1
5,0
491 N y = -1,6987x + 5,4295
48 | R R2=0,9502
oAt N
é s | Tl
> 45|  Teu.
o | TN,
= 44
43
4,2
4,1
0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09
Rf degeri

Sekil 4. 8. 4 numarali jel gérintiisiine ait R degeri-log(MK) grafigi

Cizelge 4. 7.4 numarali jeldeki bantlara ait Rf degerleri ve hesaplanan molekiil kiitleleri

(MK)
a b Rf log(MK) MK (Da)
178,4 106 0,59417 4,420183 26313,75
178,4 81 0,454036 4,658229 45522,83
178,4 61 0,341928 4,848666 70577,53
178,4 37 0,207399 5,077191 119451,37
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200 kDa

BGL
130 kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa
BH I
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45 kDa BH Il
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EG
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M TA3
2

TAl

Sekil 4. 9. TH3, TH2, TVD1 (1 numarali jel), TA3 ve TA1 (2 numarali jel) izolatlarindan
tiretilen endo-B-1,4-glukanaz (EG) enziminin SDS-PAGE goriintiisii

10 kDa

M TA2

4

Sekil 4. 10. TVN2, TVN3, TVNI, TVD3 (3 numaral jel) ve TA2 (4 numarali jel)
izolatlarindan iiretilen endo-8-1,4-glukanaz (EG) enziminin SDS-PAGE goriintiisii
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SDS-PAGE goriintiileri incelendiginde TH2, TH3, TVN1, TVN2 ve TVN3
orneklerinin 29 kDa’da belirgin bantlar verdigi gorilmektedir. Ayrica TH2 ve TH3
orneklerinin 25 kDa’da da nispeten daha silik bantlar verdigi gozlenmistir. TVD1 ve TA2
26 kDa’da; TA1, TA3 ve TVD3 ise 25 kDa’da belirgin bant vermistir (Sekil 4.9 ve Sekil
4.10). Cizelge 4.7°de de belirtildigi tizere literatiirde endo-B-1,4-glukanaz (EG) enziminin
29 ve 25 kDa’da bant verdigine dair ¢alismalar mevcuttur. Bu da ¢alismamizda istenen endo-

3-1,4-glukanaz enziminin Trichoderma spp. tarafindan iiretildigini dogrular niteliktedir.

Cizelge 4. 8. Cesitli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen seliilaz enzimlerinin molekiil
kitleleri

Mikroorganizma Molekiil kiitlesi (kDa) Kaynak
T. harzianum 66 — 25 Saravanakumar vd., 2016
T. harzianum 29 Noronha ve Ulhoa, 2000
T. harzianum 36 Noronha vd., 2000
T. reesei 32 Pirzadah vd., 2014
T. ouroviride 70-30 Sahin, 2013
T. viride 58 Igbal vd., 2011
T. viride 66 Liu ve Xia, 2006
T. koningii 75-68 Monteiro ve Ulhoa, 2006
Trichoderma spp. 32 Guruk, 2018
Sclerotium rolfsii 43 El-Katatny vd., 2001
Bacillus spp. 32,5 Shanmugapriya vd., 2012
Paenibacillus polymyxa 34 -26,5 Kumar vd., 2012
Aspergillus aculeatus 45 Naika vd., 2007
Pseudomonas fluorescens 36 Bakare vd., 2005

Seliilaz sistemi; endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukozidaz olmak iizere 3 enzim
grubundan meydana gelmektedir (Lynd vd., 2002). Calismada endo-63-1,4-glukanaz enzimi
saf halde elde edilmedigi i¢in, SDS-PAGE jel goriintiilerinde seliilaz sistemini olusturan
diger enzim gruplari1 da gézlenmistir. Ng vd. (2014), T. reesei’nin seliilaz kompleksi iizerine
yaptiklar1 ¢alismada yaklasik 130 kDa’da BGL, 70 kDa’da CBH 1, 53 kDa’da CBH II ve 25
kDa’da EG bant1 gozlemlemislerdir. Calismaya ait Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da belirtildigi
gibi, BGL olarak ifade edilen B-glukozidaz, farkli 6rneklerde 130 ve 120 kDa’da bant
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vermistir. CBH | ve CBH Il olarak ifade edilen sellobiyohidrolaz 1 ve II, yani
ekzoglukanazlar 35-70 kDa ve 45-53 kDa’da bant gostermislerdir. EG olarak ifade edilen
endoglukanaz ise 29, 26 ve 25 kDa’da bant vermistir.

Seliilazlar, domain ad1 verilen birbirinden bagimsiz olarak katlanmuis, farkli yap1 ve
fonksiyonlara sahip alt birimlerden olusmaktadirlar (Sahin, 2013). Bu kompleks sistem
genellikle bir katalitik birim, bir veya birden fazla substrat baglayici veya kompleksin
olusumunda gorevli yardimci birimlerden meydana gelir. Ayrica fonksiyonu heniiz
anlagilamamis baz1 baska birimlerin de bu kompleksin yapisinda bulundugu bilinmektedir
(Kudug, 2013). Bu yapilarindan dolayr SDS-PAGE’de birden fazla bant elde edilmesinin

sebebinin, seliilaza ait domainler oldugu disiiniilebilir.

4.6. Enzim Aktivitesine Etki Eden Bazi1 Parametreler

4.6.1. pH degerinin etkisi

Farkli pH degerlerine sahip enzim liretim ortamlarindan elde edilen verilere gore %
rolatif aktivite belirlenmis ve pH grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.11). pH degeri 5,0’e yaklastikga
enzim aktivitesinin arttig1 ve pH 5,0’te maksimum diizeye ulastigi gézlenmistir. pH degeri
5,0’ten yukar ¢iktikca enzim aktivitesi azalmis ve pH 8,0’de aktivite durmustur. Endo-8-

1,4-glukanaz enziminin tretimi i¢in optimum pH degerinin 5,0 oldugu belirlenmistir.

Shoemaker ve Brown (1978), T. viride’nin drettigi B-1,4-glukanaz enzimi igin
optimum pH degerini 4,5 olarak belirlemistir. Farid ve E1-Shahed (1993), T. reesei ile yaptigi
benzer ¢alismada optimum pH’nin 4,6 oldugunu belirtirken; Sahin vd. (2013) T. ouroviride
ile yaptig1 calismada bu degeri 5,0 olarak belirlemistir (Cizelge 4.8).
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Sekil 4. 11. Farkli pH degerlerinin endo-B-1,4-glukanaz enzim aktivitesine etkisi

Cizelge 4. 9. Baz1 Trichoderma tiirlerinden elde edilen seliilaz enzimleri i¢in optimum pH

degerleri
Mikroorganizma Enzim pH Kaynak
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 6,0 Polanco vd., 2015
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 4,6 Kitamoto vd., 1987
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 45-55 Lorito vd., 1994
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 4,8 Sharma vd., 2009
T. harzianum Endoglukanaz 55 Ahmed vd., 2009
T. reesei 3-1,4-glukanaz 4,6 Farid ve EI-Shahed, 1993
T. viride 3-1,4-glukanaz 4,5 Shoemaker ve Brown, 1978
T. ouroviride 3-1,4-glukanaz 50 Sahin vd., 2013
Trichoderma spp. 3-1,3-glukanaz 4,8 Witkowska ve Maj, 2002
Trichoderma spp. 3-1,3-glukanaz 55 Parmar vd., 2015
Trichoderma spp. 3-1,3-glukanaz 6,5 Dubey vd., 2011

4.6.2. Sicakhigin etkisi

Farkl1 inkiibasyon sicakliklarina tabi tutulan enzim tiretim ortamlarindan elde edilen

verilere gore % rolatif aktivite belirlenmis ve sicaklik grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.12).

Sicaklik 30°C’ye yaklastikca enzim aktivitesinin arttigi gozlenmis, 30°C’de aktivite

maksimum degere ulasmustir.

Sicaklik 50°C’ye ulastiginda ise enzim aktivitesi
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gozlenememistir. Enzim iiretim ortami i¢in optimum inkiibasyon sicakliginin 30°C oldugu

belirlenmistir.

Sahin vd. (2013) tarafindan T. ouroviride ile yapilan ¢alismada optimum sicaklik

30°C olarak belirlenmistir. Farkli Trichoderma tiirleri ile yapilan benzer ¢alismalarda ise

optimum sicaklik degerleri 28°C, 27°C ve 25°C olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).
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Sekil 4. 12. Farkli sicaklik degerlerinin endo-B-1,4-glukanaz enzim aktivitesine etkisi

Cizelge 4. 10. Baz1 Trichoderma tiirlerinin enzim {iretim ortamlarina ait optimum sicaklik

degerleri
Mikroorganizma Enzim Sicaklik (°C) Kaynak
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 27 Polanco vd., 2015
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 28 Sivan ve Chet, 1989
T. harzianum 3-1,3-glukanaz 25 Ridout ve Coley-Smith, 1987
T. harzianum B-glukanaz 30 Kiigtik ve Kivang, 2004
T. harzianum Endoglukanaz 28 Ahmed vd., 2009
T. ouroviride 3-1,4-glukanaz 30 Sahin vd., 2013
Trichoderma spp.  B-1,3-glukanaz 25 Dubey vd., 2011
Trichoderma spp.  B-1,3-glukanaz 25 Ridout vd., 1986
Trichoderma spp.  B-1,3-glukanaz 28 Witkowska ve Maj, 2002
Trichoderma spp.  B-1,3-glukanaz 30 Parmar vd., 2015
Trichoderma spp.  8-1,3-glukanaz 25 Gupta vd., 2016
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4.6.3. Substrat spesifikligi

Farkli maddelerin substrat olarak kullanilmasi sonucu alinan veriler ile % rolatif aktivite
hesaplanmistir. Cizilen grafik, endo-6-1,4-glukanaz enzimi iiretiminin CMC varliginda
oldukca yiiksek oldugunu ve enzimin bu substrata yiliksek spesifite gosterdigini ifade
etmektedir (Sekil 4.13). Bugday kepegi, pamuk ve talasta olumlu sonug elde edilememesinin

sebebi ise, bu maddelerin kompleks yapida olmasi ve 6n islem uygulanmasi gerekmesidir.
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Sekil 4. 13. Farkl1 substratlarin endo-8-1,4-glukanaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

4.6.4. Substrat konsantrasyonunun etkisi

Farkli konsantrasyonlarda CMC eklenmis kiiltiir ortamlarindan elde edilen verilerle
% rolatif aktivite hesaplanmis, Sekil 4.14°te belirtilen grafik ¢izilmistir. Substrat
konsantrasyonu artttkca enzim aktivitesinde de artis gozlenmis; fakat substrat
konsantrasyonu %2’nin iizerine ¢iktiginda grafik sabit kalmistir. Bu ise enzimin substrat

doygunluguna ulastigini ifade etmektedir.
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Sekil 4. 14. Farkli substrat konsantrasyonlarinin endo-3-1,4-glukanaz enzim aktivitesine
etkisi

Guruk (2018), Trichoderma spp. ile yapmis oldugu calismada %2’lik CMC
konsantrasyonunun maksimum aktivite sagladigini belirtmistir. Kim vd. (2002) tarafindan
T. harzianum ile yapilan bir bagka benzer ¢alismada ise, %2,5 oraninda CMC kullanmanin

aktiviteyi en yiiksek degerine ¢ikardig: bildirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Cokerten, kok ctiriikliigii, kok ve kok bogazi kanseri gibi bitki hastaliklarinin sebebi
olarak bilinen Rhizoctonia solani Kiihn., tarimsal {iretimde ciddi anlamda maddi kayiplara
yol agmaktadir. Bu ve bunun gibi patojenlerle miicadelede kullanilan tarim ilaglarinin ise ne
yazik ki hem g¢evreye, hem de insan sagligina pek ¢cok olumsuz etkisi olmaktadir. Kimyasal
kullaniminin bu tehlikeli etkilerini en aza indirgemek amaciyla alternatif ¢oziim yollarina
yonelim artmistir. Antagonist mikroorganizmalarin kullanimi, biyolojik miicadele adi

altinda tercih edilmekte olan yontemlerden biridir.

Literatiir 6zetinde de belirtilmis oldugu gibi, Trichoderma tiirlerinin R. solani
tizerindeki baskilayict ve geriletici etkisi, pek c¢ok farkli calismaya konu olmustur.
Trichoderma tiirlerinin s6zii edilen antagonistik etkiyi gostermesi, bazi litik enzim
aktiviteleri yoluyla meydana gelmektedir. Bu litik enzimlerden biri olan endo-8-1,4-
glukanaz, Trichoderma spp. tarafindan uygun sartlarda dogal olarak iiretilen bir enzimdir.
Fakat R. solani varliginda endo-B-1,4-glukanaz iiretiminin arttig1; Trichoderma spp.’nin bu
enzim sayesinde R. solani iizerinde baskilayict etki yaptigi daha onceki calismalarda

kanitlanmustir.

Bu c¢aligma ile hem yiiksek maliyetli seliilaz enzimi mikroorganizmalar tarafindan
biyoteknolojik yontemlerle tiretilmis, ekonomik enzim eldesi saglanmis; hem de R. solani’ye
kars1 biyolojik miicadelede Trichoderma spp.’nin etkisi gosterilmistir. Calisma boyunca elde
edilen veriler dogrultusunda, Trichoderma tiirlerine ait endo-p-1,4-glukanaz enzim
tiretiminin R. solani varliginda artis gosterdigi dogrulanmistir. Ayrica hazirlanan ikili karigik
kiiltir denemelerinde de ortamdaki Trichoderma spp. varliginin, R. solani gelisimini

baskiladigi ve yayilim alanini sinirlandirdigi morfolojik olarak da goriilmiistiir.

Laboratuvar kosullarinda iiretimi saglanan endo-8-1,4-glukanazin, CMC’ye karsi
yiiksek spesifite gosterdigi tespit edilmistir. pH degeri 5,0 olan, 30°C sicakliktaki ortamda,

ortalama 5 giin icerisinde maksimum enzim iiretimi gergeklesmistir.
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SDS-PAGE sonucu elde edilen bantlar degerlendirilmis, sonuglar literatiirdeki diger
benzer ¢alismalarla karsilastirilmis ve istenen endoglukanaz enzimine ait bantlar
gozlenmistir. Ayrica seliilazin modiiler yapisin1t meydana getirdigi bilinen ekzoglukanaz ve
B-glukozidaz enzimlerinin varliklar1 da, jelde verdikleri bantlarin yorumlanmasiyla

belirlenmistir.

Bu ¢aligmada Trichoderma spp.’nin, R. solani gibi fitopatojenlerin hiicre duvarimni
zarara ugratmak icin selilaz enzimi sentezini artirdigi gozlenmistir. Bu 06zellikleri
Trichoderma spp.’yi biyolojik kontrol konusunda 6nemli bir yere tagimaktadir. Bu tez
caligmasinin, bitki gelisimine ve direncine destek oldugu bilinen Trichoderma spp.’nin
biyolojik miicadele kapsaminda kullanimini tesvik edecegi; bu tiir bir miicadelenin

ekonomik ve ¢evresel avantajlar saglayacagi umut edilmektedir.

Ayrica ¢alismada kullanilan suslarin kiiltiir ortamlarinin daha da iyilestirilmesiyle
selilaz enzim iretiminin artacagi ve ftretilen fungal enzimin yiiksek saflikta elde
edilebilecegi ongoriilmektedir. Boylece birgok endiistriyel alanda tercih edilen ve maliyeti
yiiksek olan seliilaz enziminin mikroorganizmalar tarafindan daha ekonomik yollarla tiretimi

mumkin olabilecektir.
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Ek Aciklama-A: Calismada kullanilan cihazlar, markalar1 ve kullanim amaclari

Cihaz

Cihazin Markasi

Kullanim Amaci

Hassas terazi

Radwag, AS 220/C/2

Kimyasallarin tarttminda kullanilmistir.

Manyetik karistirict MTOPS, MS300HS (Cozeltilerin karigtirllmasinda kullanilmistir.

pH metre Hanna, HI2211 Cozeltilerin pH ayarlamasinda
kullanilmistir.

Otoklav ALP, CLC 32L Besiyerinin ve ¢ozeltilerin sterilizasyonunda
kullanilmistir.

Etiv Binder, ED53 Fungus 6rneklerinin muhafaza edilmesinde
kullanilmistir.

Steril kabin ARMA Besiyerinin dokiilmesi ve fungus

orneklerinin inokiilasyonunda kullanilmistir.

Saf su cihazi

Millipore, TANK-PE-030

(Calisma boyunca ihtiya¢ duyulan saf suyun
temin edilmesinde kullanilmigtir.

Calkalamal1 inkiibator

Thermo Scientific, MAXQ
4450

Inokiilasyon yapilan besiyerinin
inkiibasyonunda kullanilmistir.

Sogutmali santrifiij

Hermle, Z 326 K

Besiyeri icerisindeki misellerin
¢oktiirtilmesinde kullanilmistir.

Vorteks Vortex, Genie 2 Homojen dagilimi istenen maddelerin
karismasinda kullanilmistir.

Su banyosu JSR, JSEB-22T Enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in
Orneklerin inkiibasyonunu saglamistir.

Buz makinesi Genbiotek, H-IMS-50 Kaynatilan 6rneklerin sogutulmasi buz
icerisinde yapilmistir.

UVv-VvIS Shimadzu, UV-1208 Orneklerin farkli absorbanslardaki

spektrofotometre degerlerinin dl¢iimiinde kullanilmistir.

Elektroforez

Thermo Scientific, Owl p82

SDS-PAGE islemi sirasinda kullanilmistir.

Calkalayic

Shaker Jeiotech, OS-3000

Elektroforez iglemi biten jelin ilgili ¢ozelti
i¢inde tutulmasinda kullanilmistir.
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Cozelti

Miktar ve I¢erik

0,05 M sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 5,0)

0,17 g Na-sitrat
0,49 g sitrik asit
dH20

%1 (w/v) CMC

100 ml 0,05 M sitrat tamponu (pH 5,0)
1gCMC

%0,2 (w/v) glukoz standart ¢ozeltisi

2 mg glukoz
dH20

DNS renk reaktifi

1,06 g 3,5-Dinitrosalisilik asit
1,98 g NaOH

30,6 g Na-K tartarat

0,76 ml s1v1 fenol

0,83 g Na metabisiilfit

dH20

Coomassie Brilliant Blue G-250 ¢6zeltisi

100 ml Coomassie Brilliant Blue G-250
50 ml %95’1ik etanol

100 ml %85°1ik H3POq4

dH20

1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 6,8)

30,27 g Tris
1 M HCI
dH-20

1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 8,8)

30,27 g Tris
1 M HCI
dH20

%30 Akrilamid - % 0,8 BIS

30 g Akrilamid
0,8 g BIS
dH-20

%5’lik TEMED

0,75 ml TEMED
dH.0

%1,5’lik Amonyum Persiilfat

0,225 g Amonyum persiilfat
dH20

%10’luk SDS

1,59 SDS
dH20

%00,04’liik Bromtimol mavisi

0,08 g Bromtimol mavisi
12,8 ml 0,01 M NaOH
dH20

Numune tamponu

1,5 ml %10’luk SDS

1,5 ml %100’lik gliserin

1,5 ml %0,1°lik Bromtimol mavisi
0,75 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,8)
dH20

Jel yiiriitme tamponu (pH 8,3)

3,02 g Tris
15,02 g glisin
%10’luk SDS
dH20
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Cozelti

Miktar ve Icerik

Sabitlestirici ¢ozelti

%10 oraninda TCA
%350 oraninda izopropanol
%740 oraninda dH20O

Boyama ¢ozeltisi

10 ml asetik asit

50 ml metanol

0,1 g Coomassie Brilliant Blue R-250
dH20

Yikama ¢ozeltisi

10 ml asetik asit
50 ml metanol
dH,0O




