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1. GIRIS Fatma AZGIN

1. GIRIS

Dunyada artan nufus dolayisiyla artan gida ihtiyaci simirli tarim alanlarindan
daha fazla Urtin elde etmeyi ve elde edilen Urtntn tuketilinceye kadar muhafazasanin
verimli sekilde saglanmasini gerektirmektedir. Bu nedenle tarimsal bitkilerin
arazilerde, elde edilen Urlnlerin ise hasat sonras depolarda ve son tiketiciye
ulasincaya kadar patojenler tarafindan zarar gérmesinin 6ntine gecilmesi dnem arz
etmektedir. Bitki hastaliklari dinya gida Uretiminin en az %10° unun kaybndan
sorumlu (Cawoy ve ark., 2011) oldugundan etkili micadele tekniklerinin
gelistirilmesi geregi ortaya gikmistir.

DDT’ nin 1939 yhinda insektisit 6zelliginin kesfiyle baslayan ve digerlerinin
kesfiyle devam eden, sentetik pestisitlerin tarimda kullanimi buytk bir hizla
yayginlasmistir.  Bununla beraber sentetik pestisitlerin - yaygin  kullaniminin
artmasiyla birgok sorun da ortaya gikmaya baslamistir. 1946 yilindailk defaDDT’ ye
direnc Musca domestica’ da gorulmei, 1948 yilindaise Aldrin ve Dieldrin’ in toprakta
en fazla kalici olan insektisit oldugu tespit edilmistir. Ilerleyen yillarda ise sentetik
pestisitierin zararlarina yonelik yeni bilgiler hizli bir sekilde ortaya konulmaya
baslanmis ve ortaya konan zararlara yonelik Ulkelerce onleyici mevzuatlar
olusturulmus, kullanimlarina yasaklamalar baslamustir. ilk yasaklamalar 1970l
yillarda olmustur (Agar ve ark., 1991).

Sentetik pestisitlerin kullaniminin yarattigi sorunlar:

Toprak ve yer alti sularinin kirliligi,

Surekli kullanima bagli olarak birikme,

Genis spektrumlu etkilerinden dolayr yararli organizmalara da zarar
vermeleri,

Direncli zararlilarin ortaya cikmasi,

Besin zincirine dahil olmasindan dolayr insan sagligi Uzerinde

olumsuz etkileri, seklinde siralanabilir.
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TUm bu verilere ragmen giinimuizde hala tarim zararlilar: ile micadele diinya
genelinde oldugu gibi Glkemizde de sentetik pestisitlerin kullammu ile esdeger olarak
kabul gérmektedir (DPT, 2006). Sentetik pestisitlerin hizl1 etkinliklerinin yam sira
genis spektrumlu olmalari, kullanimlarinin kolay olmasi ve gorece ekonomik olmasi
tercih edilmesine neden olmaktadir. Ancak ortaya konulan sorunlardan biri olan
direncli patojenlerin ortaya ¢itkmasi yiksek dozda sentetik pestisit kullanimini da
beraberinde getirmis ve bu durum kisir bir dongu halini amstir. Yapilan bir
calismada Avrupa tlkelerinde sentetik fungisit kullamm patateste % 30 ve elmada %
20 azatimasina karsin verimde bir dists olmadigi gosterilmistir. (Gullino ve
Kuijpers, 1994).

Ulkemizde sentetik pestisit kullamminn ciftcilerin deneyimlerine gore ya da
bayi 6nerisi dikkate alinarak yapildigi, bilincli bir kullanimin mevcut olmadig: tespit
edilmistir (DPT, 2006). Ayrica ekonomik degeri yiksek bitkisel drdnlerin
ihracatlarinda bu bilingsiz kullammdan kaynakli pestisit kalintilari nedeniyle
olumsuzluklar yasanmakta ve ekonomik zararlara neden olmaktacir. S6zkonusu ve
daha fazla olumsuzlarin ortaya ¢itkmasinin énlenmesi amaciyla Tarim ve Koyisleri
Bakanlig1 tarafindan “ Bitki Koruma Uriinlerinin Regeteli Sats Usul ve Esaslan
Hakkinda Y onetmelik” 12 Subat 2009 tarihinde Resmi Gazetede yayinlanarak
yurarlige girmistir.  Yonetmeligin  uygulanmasina yonelik yasanan sorunlarin
giderilmes amaciyla ilk yayinlandig: tarihten su ana kadar degisikliklerin yapildig:
da bilinmektedir.
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Cizelge 1.1. Ulkemizden AB Ulkelerine ihrag Edilen Bitkisel Urtinlerin Partilerine
Gore Uygun Bulunmayanlarin Sayisi ve Nedenleri (Durmusoglu ve ark,

2010)
Uygun Uygun Bulunmama Nedenleri
Yil Bulunmayan
Parti Sayisi | Pestisit Kalintist | Toksin Kalintisi Diger

2004 141 16 90 35
2005 152 23 111 12
2006 221 21 263 39
2007 284 32 198 64
2008 308 53 192 63
2009

(ilk 4 ay) 89 10 68 11

Dunyada sentetik pestisitiere bagimliligin 6niine gegilmesi amaciyla gcevreye
ve insana daha az zararh, ancak Urin kaybina neden olmayacak bir ¢ozUmin
gelistirilmesinin geregi tartisiimaz boyuttadir. C6zim arayislari, ginimuizde bircok
disiplin tarafindan yogun bir bilimsel calisma aam olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
“ Biyolojik Kontrol” terimi ile ifade edilen bu micadelgekli son yillarin en yogun
calisma konularindan biridir.

“ Biyolojik Kontrol” terimini; konukgudan hasteék etmenini uzak tutan, yok
eden veya azaltan, konukcuyu bagisik ya da dayanikli kilan baska bir organizmanin
kullanilmasi prosedlerini igeren bir disiplindir, seklinde genel olarak tanimlayabiliriz.

Biyolojik Kontrol amaciyla en yaygin kullamlan mikroorganizmalar arasinda
Bacillus, Pseudomonas ve Streptomyces tirleri sayilabilir (Cawoy ve ark., 2011).
Actinomycetes sp. 1927 yilinda ABD’ de patates guriklerine kaxn biyolojik kontrol
amacli kullanilan ilk mikroorganizmadir. (Jung ve ark., 2005)

Arastirmamizin  temelini  olusturan Bacillus sp. suslarimin  antifungal
aktivitelerinin incelenmes yolu ile biyokontrol yetenekleri Gzerinde degerlendirme
yapilacaktir.
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Sekil 1.1. Biyokontrol gjanlarimin pestisit pazarindaki pay1 (Ongena ve Jacques,
2007)

1.1. Biyokontrol Mekanizmalari

Arastirmacilar  tarafindan  incelenen  antagonizma  mekanizmalan
siniflandirildiginda asagidaki tablo ortaya cikmaktadir.
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Cizelge 1.2. Biyokontrol Mekanizmalari (Pal ve Gardener, 2006)

Tipi

M ekanizma

Ornekler

Direkt Antagonizma

Hiperparazitizm

Litik ve bazi litik olmayan
mikovirtsler

Pasteuria penetrans
Trichoderma virens

Karisik Yollarla
Antagonizma

Antibiyotikler

2,4-diasetilfloroglukinol
Fenazinler
Siklik Lipopeptidler

Litik Enzimler

Kitinaz
Glukanaz
Proteaz

Diger Metabolitler

Amonyak
Karbondioksit
Hidrojen Siyanitler

Indirekt Antagonizma

Fiziksel\Kimyasal Topraktaki gbzeneklerin ttkanmasi

Etkilesimler Cimlenme sinyallerinin azalmasi
Sagilar

Rekabet Siderofor

Konukgu Direncinin
Arttirilmasi

Fungal hiucre duvari ile temas
Patojen kaynakli molekdillerin
Saptanmasi
Bitkisel hormonlarla saglanan
tesvikleme

1.1.1. Direkt Antagonizma

Hiperparazitizm patojenin direkt olarak 6zel bir biyokontrol gjan tarafindan

saldirtya ugrayarak oldurtlmesidir. 4 cesit hiperparazitlik sdzkonusu olup bunlar;

obligat bakteriyel patojenler, hipovirisler, fakiltatif parazitler ve predator] UK.

1.1.2. Karsik Yollarla Antagonizma

1.1.2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler patojenleri Oldiren ya da onlarin gelisimlerini inhibe eden

sekonder metabolitlerdir. Bacillus, Streptomyces ve Pseudomonas gibi birgok

mikroorganizma ile Penicillium gibi fungal organizmalarin Urettikleri antibiyotikler
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hem klinik calismalarda hem de gida ve zirai endistride, biyokontrol calismalarinda
Onem arz etmektedir.

Son vyillarda Bacillus sp. tirlerinin genis spektrumlu antibiyotik Uretim
potansiyelleri izerinde yogun calismalar mevcuttur. Ozellikle patojen hicbir 6zelligi
bulunmayan ve genomunun yaklasik % 4-5i antibiyotik sentezine ait olan Bacillus
subtilis biyokontrol calismalarinda en dikkat ¢eken tlrdir (Ongena ve Jacques,
2007). Bunun yaminda B. amyloliquefaciens (Wang ve ark., 2012), B. cereus
(Romeiro ve ark.,2010), B. licheniformis (Cui ve ark. 2012), B. megaterium (Kildea
ve ark., 2008), B. mycoides ve B. pumilis (Bottone ve Peluso, 2003) de antibiyotik
Uretim potansiyelleri agcisindan caligilan trlerdir.

Bacillus cinsinin Grettigi  antibiyotiklerin  en etkili simifi  peptid
antibiyotiklerdir. Cesitli icerik ve boyutlarda olan bu peptid antibiyotikler sadece
aminoasitlerden olusabilecegi gibi baska diger bilesikleri de yapisinda
bulundurabilirler. Bunlar genellikle peptidaz ve proteazlarin hidrolitik etkinliklerine
kars1 daoldukcadirenclidir.

Zwittermicin A ve Kanosamine Bacillus cereus tarafindan Uretilen
antibiyotiklerdir ve bu antibiyotiklerin Oomycetes grubuna ait kiflere Kkarsi
inhibisyon etkisinin oldugu belirlenmistir. (Silo-suh ve ark., 1998)

Fosfonooligopeptid olan Rhizocticin antifungal ve antinematosidal etkinlik
gosterirken, antibakteriyal etkinligi bulunmamaktadhr.

Bacillus brevis ve Bacillus polymyxa’ m Urettigi gramicidin S ve polymyxin
B peptid antibiyotiklerinin cileklerde patojen olan Botrytis cinerea’ m gelisimi
Uzerine guclt inhibisyon etkisi tespit edilmistir.

Diger bir grup peptid antibiyotiklerden olan lantibiyotikler ise gram pozitif
bakteriler Uzerine gucli antibakteriyel etkisi bulunmakta ancak biyokontrol aktivitesi
henliz gosterilmemistir. Daha basit bir molekil olan dipeptid yapidaki Bacilysin
guclt antibakteriyel etki gostermis ve biyokontrolde etkinligi oldugu dusUndl mastr.

Bacillus cinsinin Urettigi peptid antibiyotikler icerisinde ana sinif olarak kabul
edilen Siklik Lipopeptidier 3 anafamilyaile temsil edilirler. Bunlar; Surfaktin, Iturin
ve Fengycin familyalaridir. Surfaktin ve iturin heptapeptid iken fengycin
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lipodekapeptiddir. Bacillomycin ve Mycosubtilin iturin familyas icerisinde yer alan
antibiyotiklerdir.

Surfaktin bir biyosirfektan olup, hemolitik, antiviral, antimikoplazma ve
antibakteriyel etkinligi bulunmaktadir. Ancak antifungal aktivitesi bulunmamaktadir.
Iturin ise guiclt bir antifungal 6zellik gosterirken, antibakteriyel 6zelligi cok simirli ve
antiviral etkinligi hi¢ bulunmamaktadir. Fengycin ise 6zellikle filamenttz funguslara
kars1 olmak tizere giiclii antifungal 6zellik gosterir. Surfaktin ve iturin, Surfaktin ve
Fengycin, Iturin ve Fengycin sentezlerinin sinerjistik etkinligi bulundugu bircok
calismada gosterilmistir. (Ongena ve Jacques, 2007)

Ayrica Surfaktin Bacillus sp. suslarinin daha guclu biyofilm olusturmalarim
tesvik ederek kolonizasyonlarini saglar. Biyokontrol agisindan surfactinin en dnemli
iki etkinligi; biyofilm olusumunu uyarmas: ve antibakteriyel 6zelligidir. (Chen ve
ark., 2012)

1.1.2.2. Litik Enzimler

Mikroorganizmalar kitin, protein, seliloz, hemiseliloz ve DNA gibi
polimerik bilesikleri hidrolizleyen litik enzimler sentezleyerek patojenlere karsi
antagonizma gosterebilirler. (Cawoy ve ark., 2011)(Pal ve Gardener, 2006)

Chitinase, Chitosanase, Protease, -1, 3 glucanase gibi fungal hlicre duvarin

degrade eden enzimler patojenlerin biyokontroltinde kullanilan litik enzimlerdir.

1.1.2.3. Diger Metabolitler

Biyokontrol mekanizmasinin ¢ok karigik oldugu, ¢cogu zaman tek bir yolla
tammlamamn yaniltict olabilecegi dustnulmektedir. Bazi  mikroorganizmalar
antibiyotik ve enzim disindaki bazi sekonder metabolitlerle de patojenlere karsi
antagonizma gosterdigi bilinmektedir. Bunlara HCN (Hidrojen Siyanid), Amonyak
Ornek olarak verilebilir. (Cawoy ve ark. 2011)

Biyokontrol gani olan Bacillus luciferenss KJ2C12 susunun proteaz

aktivites gosterdigi, biyosurfektan ve HCN drettigi, biyofilm olusturdugu ve



1. GIRIS Fatma AZGIN

fitopatojen olan Phytophthora capsici’ ye kapi antagonizma gosterdigi tespit
edilmistir. (Kim ve ark., 2009). HCN, sitokrom oksidaz yolagim etkili sekilde bloke
eden bir metabolittir.

1.1.3. Indirekt Antagonizma
1.1.3.1. Rekabet

Mikroorganizmalar agisindan toprak ve canli bitki yuzeyleri besin yoniinden
kisith alanlardir. Bitki ylzeyinde kolonize olabilmesi diger patojen veya patojen
olmayan mikroorganizmalar ve funguslarla rekabet glictiniin yuksekligine baglidir.

Yerfistiginda aflatoksin  olusumunu  azaltmak amaciyla atoksijenik
Aspergillus flavus suslari bitkilere puskirtilerek toksijenik Aspergillus flavus
suslarinin kolonizasyonu engellenmistir. (Geiser ve ark., 2000)(Huang ve ark., 2011)

Bu rekabet her zaman yer ve besin agisindan olmaz. Demir gibi elementleri
kullanabilmek icin de rekabet sbzkonusu olabilir. Demir topragin pH degerine bagl
olarak toprakta ¢ok az miktarda bulunur. YiUksek oranda okside olur ve
havalandirilmis topraklarda suda c¢ozinmeyen ve ferik formda bulunur ve
konsantrasyonu 108 M kadar dustik olabilir. Bu oran mikroorganizma gelisimi icin
optimum miktar olan 10° M ile kiyas andiginda ¢cok dusuktur. Bu kosullarda hayatta
kalabilmek icin organizmalar mikrogevrelerden demiri yakalamak igin yuksek
affinite gosteren siderofor denilen demir baglayici ligandlar salgilamaktadir. Hemen
hemen tUm mikroorganizmalar katesol veya hidroksamat tipindeki sideroforlar
Uretmektedir (Pal ve Gardener, 2006).

1.1.3.2. Konukgu Direncinin Arttirilmas

Toprakta bulunan bircok mikroorganizma bitkilere zarar verirken, %20° den
az bir kismu da bitkinin gelisimini dogrudan veya dolayli yollarla tesvik eder. Bu
yararli mikroorganizmalara PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)

denilmekte olup son yillarin 6nemli ¢alisma konularindandir.
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1.2. BacillusCing

Bacillus cinsine ait bakteriler gram pozitif, 0.5- 1.2 1 m eninde 2.5-10 ' m
boyunda basillerdir. Genellikle aerobik olmalarina karsin bazilar fakuiltatif aerobik
Ozellik gosterirler. Gram boyama preparatlarinda gézlenebilecegi lizere tek veya cok
sayida hiicreden olusan uzun zincirler olusturabilirler. Koloni morfolojileri besiyeri
icerigi ve inkubasyon sicaklig: gibi gevresel faktorlere gore degismektedir.

Bacillus anthracis sarbon hastaligindan sorumludur. Bacillus cereus ise
emetik toksin ve enterotoksin salgilar ve gida zehirlenmelerinden sorumludur. Bu iki
tir disgindaki cinsin tim Gyeleri saprofitik olup genellikle patolojik 6zellik
gostermezler.

Olumsuz cevre kosullarina dayanikli olmalarim saglayan spor olusturma
yetenekleri aym zamanda izolasyonlarini da kolaylastirmaktadir. Hiicrede yer alan
sporun yeri ve sekli tirler arasinda farklilik gosterebilir.

Bacillus cinsi Uyelerinin timi katalaz pozitiftir. Genellikle hareketli olmalar

nedeniyle optimum kosullarda petri kalbinin tim yizeyini kolaylikla kaplayabilirler.

1.2.1. Bacillus Cinsinin Biyolojik Kontroldeki Yeri

Bacillus genusu Urettigi bircok sekonder metabolit sayesinde biyokontrolin
bas aktorlerinden bir tanesidir. Bu metabolitler genis spektrumlu olup, ekstrem
kosullara dayanikliliklar1 ile de biyokontrol calismalarinda énem arz etmektedir.
Ayrica sporlu olmaarindan dolay: ticari olarak formulasyonlarimin kolayligr ve
olumsuz kosullara dayanikli olmalari nedeniyle diger tirlere gore avantajh
durumdadirlar (Grover ve ark, 2009, Cawoy ve ark.,2011).

Bacillus genusu 3 temel mekanizmay: kullanarak biyolojik kontroli sagladigi
dustnulmektedir. Bunlar; ekolojik nis ve besin rekabeti, inhibitor kimyasallarin
Uretimi, bitki direncinin tesviki seklinde siralanabilir. Ancak ¢ok karmasik bir kurgu
olan biyokontrolin mekanizmalarim agiklarken aralarindaki simirlarin - keskin
cizgilerle belirlenmesinin mumkin olmadigi arastirmacilar tarafindan gosterilmistir.
Ornegin; biyokontrol ajam olarak ticari piyasada yer alan bir Bacillus sp. susunun
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gerek patojen tirler ile gerekse habitat icerisindeki diger turlerle guclt bir rekabet

yetenegine sahip olmali ki, kolonizasyonu saglayarak antibiyotik tretimi yoluyla bu

islevini yerine getirebilsin. (Cawoy ve ark.,2011).

Cizelge 1.3. Piyasada bulunan Biyokontrol gjam Bacillus sp. trdnlerinin etki
spektrumlar: ve kullandiklart mekanizmalar (Cawoy ve ark, 2011)

Kabul
c Etki ) Edilen-
E Biyoajan M ekanizmas: Hastalik\Hedef Patojen Urin Piyasaya
= Sirulen
Ulke
B
o} - S Colletotrichum gloeosporioides ve Gliney
= B. subtilis Antibiyosis Cercospora leke hastalig Avokado Afrika
>
<
§5 Pseudomonas syringae pv. syringae,
. S Xanthomonas campestris . - -
[%2]
E Bacillus spp. Antibiyosis pv.vesicatoria, Clavibacter Birgok drtin | Sili
g michiganensis subsp. michiganensis
as]
Kok ¢urikl gl (Rhizoctonia oryzae),
pas (Puccinia spp., Uromyces betae,
Puccinia sorghi), kulleme
(Peronospora manshurica, Erysiphe
e graminis, Erysiphe betae, Erysiphe
'ro‘eﬂgggos' S polygoni), yaprak leke hastal1g: Tahil
K ' (Cercospora, Cercospora beticola e
onukgu - urtnleri,
@ isimini Entyloma, Dreschlera, Exserohilum 511
B B. pumilus ? v?k etme turcicum, Helminthosporium, )t/)iatiiler ABD
S & Bipolaris maydis, Cochliobolus !
ve konukgu . seker
direncinin heter ostrophus, Cochliobolus, pancan
arttiri mas: Ceratobasidium, Ramularia),
bakteriyel leke hastal1ig
(Xanthomonas spp.), Phakopsora
pachyrhiz), kahverengi leke hastal1g
(Septoria glycines), beyaz kuf
hastal1g1 (Sclerotinia sclerotiorum)
% Soya
B Bacillus subtilis Antibiyosis | Yaprak yaniklig fasulye, Brezilya
2 pamuk
@ Toprak kaynakl: patojenler
Bacillus subtilis (Rnizoctonia, Pythium, Fusarium, Bircok triin ABD,
Phytophthora) ve yaprak patojenleri 50 Meksika

(Botrytis, Erwinia, Xanthomonas)
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Fusarium, Verticillium, Pythium, Pamuk
£ Cercospora, Colletotrichum, tahul !
£ | Bacillussubtilis | ATibiYosis, | Alternaria, Ascochyta, drinleri, | Hindistan
3 rekabet Macrophomina, Myrothecium, L)
o . slis bitkisi
a) Ramularia, Xanthomonas ve
. . ve sebzeler
Erysiphe polygoni
Domates,
g marul,
2 Bacillus velezensis | --- Botrytis cinerea biber, Ispanya
@ asma,
cilek
Kok ¢lrtkl gl (Aspergillus,
Golovinomyces cichoracearum,
Fusarium oxysporum, Fusarium
L nivale, Magnaporte poae,
gg‘ilabtl)éoss Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia
@ solani, Sclerospora graminicola,
S Konukcu Sclerotinia minor rak leke
2 . . elisimini ), yaprakl
§ Bacillus subtilis ? Vik etme hastalig1 (Alternaria, Botrytis Pamuk ABD
g veeskonuk u cinerea, Colletotrichum orbicular,
o direnci nir? Colletotrichum, Didymella bryoniae,
arttnlmas: Erwinia carotovora, Erwinia
tracheiphila, Plasmodiophora
brassicae, Podosphaera xanthi,
Pseudomonas syringae,
Xanthomonas campestris)
(]
E g Antracnose (Colletotrichum Spor sahast
'g 3 | Bacillus Antibiyosis | graminicola) cimi ve ABD
] § licheniformis Enzimler leke hastalig1 (Sclerotinia botanik
8.2 homeocarpa) bahgel eri
|
5 Asma,
% Bacillus subtilis Kursuni kif (B. cinerea) Is:erggg,’ Japonya
- baklagiller
@
'O . PENETY RN B
D g B. pumilus Kok (;_urukIUgu (R solani ve Soya ABD
> = Fusarium)
®
=
=
g o Kok ¢urdkl gl ve tohum Soya, siis
z E Bacillus sublilis uygulamalar: (Fusarium, Rhizoctonia | bitkileri ve | ABD,
S @ solani, Aspergillus, Pythium ve diger Kanada
[2]] Alternaria) bitkiler
T35
@
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Kok ¢urikltgl ve solgunluk
(Alternaria, B. cinerea, Curvularia
radicola, Curvulariainequalis,
Corynebacterium michiganense, E.
carotovora, Fusarium avenaceum,
Fusarium culmorum, F.oxysporum f.
Sp. cucumerinum, F. oxysporum f. sp.
dianthi, F. oxysporumf. sp.
Bacillus subtilis gerb_er ae, . oxysporum f. sp. Bircok Urun | Almanya
gladioli, F.oxysporumf. sp.
lycopersici, F. oxysporum f. sp.
narcissi, Gaeumannormyces graminis,
Gerlachia niveale, Phoma
chrysanthemi, Phomopsis
sclerotioides, Pyrenochaeta
lycopersici, P.ultimum, R. solani, S
sclerotiorum, Sromatinia freesia,
Verticillium spp.)

FZB24®WG, li ve TB

Antibiyosis,
rekabet,
konukcgu
gelisimini Toprak kaynakl1 hastaliklar
tesvik etme (Rhizoctonia ve Fusarium)
ve konukgu
direncinin
arttinlmasi

Bacillus subtilis Pamuk ABD

Kodiak®

Bacillus subtilis

EZB24 Toprak kaynakl1 patojenler Birgok drun | Almanya

Rhizo Plus®

Patates,
musir, cilek,
B. . domates,
amyloliquefaciens | Toprak kaynaki patojenler siis
bitkileri,
salatalik

Almanya

RhizoVita®42 li
ve RhizoVital
42TB

Kok ¢urikltgl ve solgunluk
(Botrytis, Rhizoctonia,

Bacillus sp. Colletotrichum, Sclerotinia, Birgok Uriin | italya
Macrophomina, Phomopsis ve

Pythium)

Sublic®
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Antraknoz (Colletotrichum spp.),
bakteriyel yaprak leke hastal1g
(Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas), yaprak leke hastal1g1
(Cercospora, Entomosporium,
Helminthosporium, Myrothecium,
® Septoria, Diplocarpon rosea), Cim
= kursuni kuf (B. cinerea), Bag
3 Bacillus subtilis Mildiy6si (Peronospora spp.), erken 2'ranqgls\ﬁes ﬁz?nDaaa
g yanikiik (Alternaria), kiilleme etk
o (Erysiphe, Oidium, Podosphaera,
Sohaerotheca), pas (Puccinia), scab
(V. inaequalis), kok curtklugi (R.
solani, Pythium, Fusarium,
Phytophthora), toprak kaynakl: diger
hastaliklar (Rhizoctonia, Pythium,
Fusarium ve Phytophthora)
Kursuni kif (B. cinerea), Botrytis (B. Asm
cinerea), erken yaniklik (Alternaria am 8, sili, ABD
solani), ge¢ yamklik (Phytophthora eft;i M eIl<siI< '
infestans), kiilleme (Leveillula e Japon 8
taurica, Oidiopsistaurica, Erisiphe Vi n’e israil va,
chichoracearum, Erysiphe spp., ST, -
! ceviz, KostaRika,
Sohaerotheca macularis, A
findik, Filipinler,
@ Sphaerotheca spp., Podosphaera domates Guatemal
T Baci - o clveestina, Podosphaera leucotricha, | . ' &
s acillus subtilis Antibiyosis Uncinula necator ), erken K lek biber, Honduras,
, yapr e o
~ kabak, Arjantin,
3; hastalig1 (Cercospora spp.), mando ital
bakteriyel leke hastal 131 90, ya,
. - fasulye, Fransa,
(Xanthomonas spp.), ceviz yaniklig sozan Tiirkive
(Xanthomonas campestris), ates edil, e
yaniklig1 (Erwinia amylovora) sarmisak, Kore,
antraknoz (Colletotrichum), beyaz E?;itgﬁ’ Elér\ijador,
kuf hastalig1 (Sclerotinia havu '
sclerotiorum) G
Kulleme (Oidiopsistaurica, Erisiphe | Domates,
spp., Erysiphe cichoracearum, patates, ABD
@ Uncinula necator, Sphaerotheca asma, M eks’i K
B B. pumilus spp., Sphaerotheca macularis, Gilek, Peru 4
Poal Podosphaera leucotrica), erken kabak, Almé\n a
yaniklik (Alternaria solani), ge¢ biber, elma, 4
yaniklik (Phytophthora infestans) seftali
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1.3. Candida sp.

Candida cinsi mantarlar Cryptococcaceae familyasindan olup 30dan fazla tir
ile temsil edilirler. C. albicans, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. pseudotropicalis,
C.viswanathii, C. parapsilosis bilinen en yaygin tirleridir.

C. albicans insanlarda Kandidiyazis hastaligina neden olur. Candida aym
zamanda gida bozulma etkeni olan mayalardandir. Dusuk su aktivitesi ve disuk pH
kosullarinda gelisebilmelerinden dolayr sebze, meyve suyu gibi iceceklerde
bozulmalara neden oldugu bilinmektedir. Peynir ve sarabin bozulmasina da neden
olurlar.

Bu organizmalarin izolasyonlar1 sorun olusturmaz. Antifungal madde
bulunmayan hemen tim besiyerlerinde Urerler. Misir unlu jeloz besiyerinde
klamidospor yapmaya egilimlidir. Bu sporlar pseudomiselyumlar ucunda gelisir ve
7-8 um capindadir.

14. Kufler Hakkinda Genel Bilgi

Kufler genis pH araliginda (pH 2-9), genis sicaklik araliginda (10-35 °C) ve
genis nem oranlarinda Ureyebilmektedir. Ayrica zor cevre kosullarina bir ¢ok
organizmadan daha iyi adapte olabilirler. Gelismeleri icin bakterilerden ve
mayalardan daha az suya ihtiyag duyarlar ve bakterilerin tolere edebilecesinden daha
fazlatuz ve seker konsantrasyonunda kolaylikla gelisebilir. Pektin ve diger kompleks
karbonhidratlar1, organik asitleri, proteinleri ve lipitleri kullanabilmektedirler.

Bircok kuf aerobiktir ve karbondioksit gelisimlerini engeller. Belli bir

karbondioksit konsantrasyonundan sonra kiif gelisimi tamamen durur.
14.1. Alternaria sp.
Alternaria genusunun saprofitik turleri bulundugu gibi baz: bitkiler Gizerinde

Onemli hastaliklara neden olan parazitik tirleri de mevcuttur. Ayrnica aerjik

reaksiyonlara neden oldugu bilinmekte olup saman nezlesinin nedenleri arasindadir.

14
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Cizelge 1.4. Fitopatojenik Alternaria genusuna ait turler hedefi konukgu bitkiler
(Webster ve Weber, 2007)

Alternaria Turu Konukcu Bitki

Alternaria alternata Bircok tir Gzerinde patojen
Alternaria brassicae, A. brassicicola | Lahana

Alternaria dauci, A. radicina Havuc

Alternaria dianthi Karanfil

Alternaria linicola Keten

Alternaria macrospora Pamuk

Alternaria mali Elma

Alternaria porri Sogan

Alternaria solani Patates, domates

1.4.2. Aspergillus sp.

Aspergillus cins mensuplarimin  sporlart  hava ve toprakta boldur.
Karbonhidrat bakimindan zengin ekmek, sekerli meyve sularinda ve peynirde yasar
ve miseli gencken beyazdir. Saprofittir, bazi turleri bitki ve hayvanda patojeniktir.
Tur teshisi, meydana getirdikleri koloninin rengine gore yapilir.

En yaygin turleri Aspergillus glaucus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger olup
son gl insanda ve hayvanlarda aspergilloz hastaligina neden olur. Aspergillus
flavusA. Paraciticus, ve A. nominus un Ureti “ aflatoksin”  yerétigi ve kabugu
soyulmus findik gibi yagli yemis materyalinde birikmektedir. Aflatoksin
kanserojenik olmasi bakimindan halk sagligi agisindan 6énemlidir. Aspergillus niger
rutubetli ve havasiz yerlerde depolanmis olan sarmisak, sogan, depodaki portakal,
yer fistigi, kuru erik, nohut gibi Urinlerde, tarim alanlarindaki bitkilerde siyah

curdkluk hastaligina yol agar.
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1.4.3. Penicillium sp.

Penicillium gidalar agisindan 6nem tasiyan ve yaygin olarak goérulen bir kif
cingidir. Penicillium cins kifler konidioforlardan konidi dretirler. Olusturduklar:
koloninin rengi tir teshisinde belirleyici degildir.

Penicillium’ lar hemen hemen her turli gida maddes Uzerinde gérmek
mumkindidr. Toprak, hava, toz, unlu gidalar, meyveler Uzerinde yaygin olarak
bulunurlar.

P. verrucosum, P. viridicatum ve P.aurantiogriseum hububatlarda yaygin
olarak bulunurlar ve okratoksin ve penisilik asiti igeren birgok mikotoksin Uretirler.
P. aurantiogriseum yuksek nem iceren misirlarda bulunur ve penisilik asit Gretir.
P. expansum elmada, P. italicum ve P. digitatum ise turuncgillerde yumusak

curiimeye neden olmaktadir.

1.5. Trametesversicolor

Polyporaceae grubuna ait beyaz curukctl mantarlardandir. Dinyada cok
yaygin olan odun tahripcisidir. Urettikleri ligninolitik enzimler sayesinde cevre
biyoteknolojinde genis alanlarda kullarilmaktadir. Crystin (PSC) adiyla bilinen ¢ok
degerli tibbi bilesikler igerir. Kanserlerin gogunu ve AIDS gibi viral bir¢cok hastalig
baskiladig1 gosterilmistir (Guzeldag, 2007).
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bacillus Cing ile Yapilan Biyokontrol Calismalari

Chittara ve arkadaslar1 (2002) tarafindan yapilan calismada hasat ©ncesi
musirdan izole edilen Bacillus subtilis Y M10-20 susunun drettigi antifungal bilesigin
Penicillium roqueforti’ nin spor ¢cimlenmesi ve gelimini inhibe ettigi gosterilmistir.
Bu bilesigin sicakliga karsi ¢ok stabil oldugu, proteolitik degredasyona direncli
oldugu, kolesterol varliginda aktivitesinin azaldigi gozlenmistir. Bu karakteristik
ozelliklere sahip bilesigin iturin benzeri bir bilesik oldugu distnulmistar. Iturin
benzeri bilesiklerin fungal sporlarin gegirgenligini arttirdigi ve bu yolla ¢imlenmeyi
inhibe ettigi belirtilmistir.

Kim ve arkadaslar1 (2003) tarafindan Bacillus GB-017 ve GB-0356 suslari
Uzerinde yapilan calismalarda Botrytis cineria, Fusarium sp., Pythium sp., ve
Rhizoctania solani’ ye kapi antifungal bilesik Urettikleri gosterilmistir. Bu antifungal
bilesigin etkinligini pH 9 ave 80C' ye kadar devam ettirdikleri ortaya konulmstur.

Broggini ve arkadaslar: (2005) biyokontrol ajan olarak Biopro ticari ismiyle
piyasaya sirulen Bacillus subtilis BD170 susunun kullammindan itibaren 2 il
boyunca izlemislerdir. EIma, seftali ve diger ¢ekirdekli meyvelerin patojeni olan
Erwinia amylovora’ m neden oldugu ates yanmkligi hastaliginin biyokontroliinde
kullanilan susa eklenen spesifik bir marker sayesinde izlenmis ve agaglarin
ciceklenme doneminde uygulandiginda etkili bir sekilde pistillerde kolonize
olduklar1 gorulmusttr. Daha sonra ikinci kolonizasyonun yani bakteriyel yayilmanmn
tomurcuklanma ya da cigeklerin kapanmas doneminde oldugu gordlmdasttr. Bal
anlarimn  Biopro~’ nun yaymasini sagladigi gordlmis olup dolayisiyla bal
kovanlarinin enfekte oldugu tespit edilmistir. Bacillus subtilis'in bilinen bir zaran
olmamasina karsin bu durumun neden olabilecegi olumsuz etkiler Uzerinde
calisilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Liu ve arkadaslari (2007) Bacillus subtilis B-916 susu ile yaptiklar

calismalarda antifungal etkinligi bulunan, molekuler kitless 41,9 kDa olan ve
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“ bacisubin” adverdikleri yeni bir protein izole etmislerdir. Bacisubin’ in daha dnce
bildirilen antifungal proteinlerden molekller kitlesinin farkli oldugu, daha genis

spektruma sahip oldugu (Magnaporthe grisease, Sclerotinia sclerotiorum,

Rhizoctonia solani, Alternaria oleracea, Alternaria brassicae and Botrytis cinerea)

ve N-terminal ucun bilinen Bacillus orijinli antifungal proteinlerden farklilik

gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica sbzkonusu proteinin proteinaz ve proteinaz

inhibitord aktivitesinin olmadigi, buna karsilik hemaglutinasyon ve ribonikleaz

aktivitesinin mevcut oldugu gosterilmistir. Bacisubin’ in sadece misel gekimini

inhibisyonu tizerine deneyler yapilmis, spor gimlenmesine etkisi incelenmemistir.

Fernando ve ark. (2007) vyaptiklari calismada dort bakteriyal susu
Pseudomonas chlororaphis (PA-23), Bacillus amyloliquefaciens (BS6),
Pseudomonas sp. (DF41) ve B. amyloliquefaciens (E16)‘1n kanolada kokte ¢lirimeye
neden olan Sclerotinia sclerotiorum’ a kagt biyokontrol aktivitelerini sera ve tarla
kosullarinda incelemislerdir. P. chlororaphis PA-23' (in askospor c¢imlenmesini
inhibe ettigini gostermistir. ki yil siren tarla denemeleri sonucunda ise P.
cholororaphis PA-23 ve B. amyloliquefaciens BS6'1n biyokontrol aam olarak
kullamlabilecegi sonucuna varilmistir.

Intana ve arkadaslari (2008) Rambutan bitkis yaprak ylzeyinden izole
ettikleri Bacillus sp. B-NST-01, B-NST-02, B-NST-03, B-NST-04 suglarimin
antifungal aktivitelerini incelemislerdir. Ozellikle B-NST-02 ve B-NST-03 suslarinin
domates cokerten hastaligina neden olan Pythium aphanidermatum patojenine karsi
hem laboratuar hem de sera kosullarinda antifungal etkinligini gostermislerdir.

Baysal ve arkadaslari (2008) patojen ile enfekte domates rizosferinden izole
ettikleri Bacillus subtilis EUQO7 ile yaptiklar: ¢alismalarda Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici Uzerine guclt antifungal etkisi oldugunu géstermislerdir. Ticari
biyocontrol gjam olan B. subtilis QST 713 (Serenade) sbzkonusu patojene kars1 % 53
inhibisyon orani gosterirken, B. subtilis EUO7 susunun %75 gibi yiksek bir oranda
inhibisyonu tespit edilmistir. Her iki susun da Fen D, Bmy A ve Itu C genlerine sahip
oldugu, inhibisyondaki farkliliga neden olan ise quorum sensing ile iliskili olan ve
biocontrol verimliligi ile dogru orantili olan HLS (Acyl-homoserine lactonose)

dretiminin etkili olabilecegi dustnulmustdr.
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Chung ve arkadaslar1 (2008) topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis ME488
susunun 42 farkli toprak kaynakli bitki patojeninin 39" u Uzerinde inhibisyon etkisi
gosterdiklerini tespit etmislerdir. ME488 susunun Bacilysin, iturin ve mersacidin
genlerini tasidigini belirlemislerdir. Urettikleri sozkonusu antibiyotikleri araciligiyla
salatalik patojeni Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ve biber patojeni
Phytophthora capsici’ye karsi biyokontrol amaciyla kullanilabilecegini de
gostermislerdir.

Kim ve arkadaslarimn (2009) topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis
CMB32 susunun, ticari Oneme sahip bitkilerde antraknoz hastaligi etkeni olan
Colletotrichum  gloeosporioides Uzerinde antifungal  aktiviteleri  Uzerinde
calismiglardir. Sozkonusu susun 3 antifungal lipopeptid Urettigi, bunlardan Fengycin
veiturin A’ m tek baslarina antifungal aktivitelerinin bulundugunu, diger lipopeptid
olan surfactin A’ m ise iturin A ile sinerjistik faktor olarak rol oynadigim
belirtmislerdir. Ayrica bu calismada M9 besiyerine ilave edilen Fe?*, Fe**, Co™,
Cu®*, Cs', Ni*, Zn**, Mn* metal iyonlar1 eklenmis ve Bacillus subtilis CMB32
susunun lipopeptid Uretimini Mn?" iyonunun 2,6 kat arttirdigin tespit etmislerdir.

Y ang ve arkadaslar1 (2009) tarafindan Cinde izole edilen Bacillus subtilis NJ-
18 susunun Rhizoctonia solani ve Sclerotinia sclerotiorum fungal patonjenlerine
kars1 etkinligi gosterilmistir. Daha 6nce yapilan farkli calismalarda Rhizoctonia
solani’ ye kapi % 30 — 80 diizeyinde, Slerotinia sclerotiorum’ a kagi %30 — 50
kontrol verimliligi saglanmis iken NJ-19 susunun sirastyla %100 ve %77
duzeylerinde kontrol verimliligi gosterdigi saha deneyleriyle tespit edilmistir.

Kumar ve arkadaslar: (2009) topraktan izole ettikleri Bacillus subtilis MTCC-
8114 susunun dermatolojik hastalik etkeni olan Microsporum fulvum ve
Trichophyton spp. Gzerindeki inhibiyonunu incelemistir. Antifungal bilesik Urettigi
belirlenen Bacillus subtilis MTCC-8114 susunun antifungal etkinliginin farkl
besiyeri igerigi, pH, inkibasyon peryodu, aerasyon ve sicaklik gibi degiskenlerin
etkis arastinlmstir. Besiyeri olarak nutrient broth (NB), sucrose broth (SB),
trypticase dextrose broth (TDB) ve trypticase soya broth (TSB) kullarlmis ve TSB
ortamindaki antifungal Gretimin maksimum oldugu tespit edilmistir. TSB besiyerinde
diger degiskenlerin etkisi incelenmistir. Diger degiskenler ise 37 °Cde 120 rpmde
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statik duruma oranla daha fazla antibiyotik Urettigi gorilmusken, pH 7 de 48 saatlik
inkbasyon peryodu sonunda ve 37 °Cde optimum antibiyotik tretimi sartlar: oldugu
tespit edilmistir. Ayrica farkli solventler ile yapilan ekstraksiyonlarda sadece
kloroform ekstraksiyonunda antifungal aktivitenin devam ettigi g6zlenmistir.
Yapilan kromotagrafik analizi antifungal bilesigin protein yapisinda oldugunu
gostermistir. Antifungal bilesigin Minimum Inhibisyon Konsatrasyonu (MIC) da
belirlenmis ve Microsporum fulvum’ unTrichophyton spp.den daha hassas oldugu
gorulmustur. Arastirmacilar tarafindan, bu veriler 1s1iginda sbzkonusu dermatofitlerin
neden oldugu enfeksiyonlara kars1 Bacillus subtilis MTCC-8114 susunun dikkate
deger sonuclar gosterdigi kanaatine varilmistir.

Maldonado ve arkadaslar1 (2009), Geotrichum candidum fitopatojenine karsi
biyokontrol gjam calismalari dahilinde izole ettikleri Bacillus sp. IBA 33 susunun
urettigi antifungal metaboliti karakterize etmeye calismiglardir. Biyokimyasal ve
molekller yontemler neticesinde antifungal bilesigin iturin familyasina mensup
siklik bir lipopeptid oldugu anlasiimistir. Bilesigin farkli sicakliklarda (20-30-40-60-
100-121 °C) etkinligini devam ettirdigi gorulmiistdr. iturin familyasina ait olan bu
bilesigin yeni bir fungisid oldugu, ancak karakterizasyonu icin daha ileri
arastirmalarin yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

Zivkovi¢ ve arkadaslar1 (2010) meyvelerde antraknoz hastaligi etkeni olan
Colletotrichum acutatum ve C. gloeosporioides Uzerine antagonistik olan farklh
mikroorganizmalarin etkinliklerini karsilastirmiglardir. Bu amacla sikga kullanilan
Trichoderma, Gliocladium, Sreptomyces ve Bacillus tlrlerinin  sdzkonusu
fitopatojenlerle iliskileri incelenmistir. Fungal antagonistler Trichoderma ve
Gliocladium konidial ¢cimlenmeyi ortalama inhibe ederken, Streptomyces suslar1 ve
B. subtilis guclu bir inhibisyon gostermistir. Misel gelisimi Uzerine etkileri de
incelenmis olup, farkli mekanizmalarnn (rekabet, antibiosis gibi) iceren bir
antagonizma gozlenmistir.

Nihorimbere ve arkadaslart (2010) Kongo topraklarindan izole edilen
Bacillus subtilis $499 susunun domates patojeni olan Fusarium' u inhibisyonu ve
domates hitkisinin gelisimini tesvik etmesi Uzerine ¢alismalar yapilmistir. Laboratuar
sartlarinda antifungal etkinligi gosterilen S499 susu 2 yil boyunca domates
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yetistirilen arazilere de uygulanmis olup domates bitkilerinin gelisimine ve meyve
verimine olumlu katkilarimn olmasi yamnda Fusarium patojenine kars1 da yuksek
duizeyde koruma sagladigi gosterilmistir.

Grover ve arkadaslari (2010) bir cok fitopatojenik mantar (zerinde
antagonistik etki gosteren Bacillus subtilis RP24 susu Uzerinde ¢alismalar yapmustir.
RP24 susunun Urettigi antifungal metabolitlerin saflastirilmasi ve karakterizasyonu
sonucunda iturin A, surfaktin ve fengycin lipopeptidlerinin varligr gosterilmistir.
Kimyasal bir mutgen vasitasiyla gerceklesen mutasyon, RP24 susunun antibiotik
Uretmesini sonlandirmistir. Bu durum, genis bir antifungal spektruma sahip bilesik ve
etkili bir biyokontrol ajan: elde etmek icin 3 lipopeptidin de beraber sentezlenmesi
gerektigi sonucuna varilmasini saglamustir.

Thasana ve arkadsslart (2010) karides kabugu atiklarindan izole ettikleri
Bacillus subtilis SSE4 susu ile yaptiklar1 calismalarda fitopatojenik mantar olan
Colletotrichum gloeosporioides ve Sclerotium rolfsii Uzerinde oldukga yiksek
antifungal etkisi bulundugunu gostermislerdir. SSE4 susu TSB sivi besiyerinde 4 saat
(exponential faz) ve 48 saat (stationer faz) Uretilmistir. Kaltdr filtratlar % 10, % 20,
% 30 oranlarinda PDA besiyerine eklenmis ve stationer faz koltdr filtratlarimn tim
oranlarda yuksek derecede mantar gelisimini inhibe ettikleri gozlenmistir. Yapilan in
vivo calismalarda; kimyasal bir antifungal gjan olan Mancozeb ile SSE4 susu kultir
filtratlarinin benzer dizeyde antifungal etkinlik gosterdikleri gozlenmistir. Ayrica
organik solvent ile ekstraksiyonu yapilan kdltdr filtratlarimn  Saccharomyces
cerevisiae nin yansira gram pozitif ve gram negatif bir cok bakteri tirti Gzerinde ve
hatta insanlarda patojen olan Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter cloacae
ile fitopatojen Xanthomonas campestris Uzerinde de toksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durumun onceki calismalardan farklilik gbstermesi Uzerine yapilan
molekller ve biyokimyasal analizler neticesinde “ Subtulene A” adh verdikleri 8
aminoasit iceren yeni bir lipopeptid kesfedilmistir. Subtulene A’ m sitotoksik
aktivitisi de incelenmis ve antitimar etkinliginin oldugu da dusundl masttr.

Liu ve arkadaslari (2011) bir gida katkisi olan Sodyum bicarbonat’in
biyocontrol etkinligi Uzerine yaptiklart ¢alismada, biyokontrol gjam olan Bacillus

subtilis ile sodyum bikarbonat kombinasyonunun fitopatojen olan Botryosphaeria
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berengeriana Uzerindeki inhibisyonunu ele almiglardir. Bacillus subtilis ile sodyum
bikarbonat kombinasyonun fitopatojenin kontrolinde etkinligi tek basina
uygulamalara gore dnemli Olctde arttirdigint gostermislerdir.

Lin ve arkadaslar1 (2011) Bacillus subtilis BS-99, BS-23857 ve BS-33608
Uzerinde yaptiklar calismada sbzkonusu Bacillus suslarinin dritildigi fermentasyon
besiyerinin MeOH, n-hexane ve EtOAc ile yapilan ekstraksiyonlarinin Pestatotiopsis
eugeniae patojenine karsi antifungal etkinlikleri, PDA Uzerindeki etkinlikleri ile
karsilastinlmistir. BS-99 susunun P. eugeniae patojenine karsi PDA Uzerindeki
etkinligi oldukca yiksek olmasina karsin diger suslarin etkinligi gézlenmemistir.
Ayrica BS99 susunun fermentasyon besiyerinin MeOH ekstratimin antifungal
etkinligi gbzlemlenirken, diger ekstraksiyonlarin antifungal etkinligi  hig
gbzlenmemistir. BS99 susunun iturin A ve surfaktin genlerine sahip oldugu
gosterilirken, diger suslarin iturin A genine sahip olmadigi ancak surfaktin
ekspresyonu yaptiklar: gosterilmistir. Bu calismada surfaktin ile iturin A’ m sinerjik
etki gosterdikleri de anlasilmustir.

Coskuntuna ve arkadaslar1 (2011) marulda Botrytis cinerea (Pers)’ m neden
oldugu kursuni kif hastaligina karst Bacillus subtilis (1.7x109 cfu/g, B. s. 1) icerikli
biyolojik preparat, piyasada domateste B. cinerea’ ya ruhsatl Bacillus subtilis QST
713 1rk (1x109 cfu/ml, B. s. 2) icerikli preparat, test fungisidi olarak da fenhexamide
etkili maddesi kullanilarak etkinlikleri karsilastirilmustir. Sonug olarak, hastaligi
Onlemede test fungisidi, B. subtilis QST 713 ve denemeye ainan B. subtilis 1
sirastyla % 72.89, % 23.03 ve % 49.38 oranlarinda etkili bulunmuslardir.

Yigit ve Baysal (2011) domateste Geg Y aniklik etkeni Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary’ e kasi biyolojik mucadele etmenlerinin etkinligini arttirmak
amaciyla iklim odalarinda yuruttikleri calismada Bacillus subtilis Y 1336 izolatinin
bor, kalsiyum klorir, potasyum ve mankozep+metalaxyl ile farkli kombinasyonlari
uygulanmustir.  Sadece B. subtilis uygulanmis bitkilerde hastalik siddetinin 2.40, B.
subtilis + bor uygulamasinda 1,42, B. subtilistbor+kalsiyum klorir+potasyum stilfat
uygulamasinda 1.04, B. subtilistmankozep+metalaxyl uygulamasinda 0.42 ve
kontrol  bitkilerde 1ise 3.81 seklinde oldugu tespit edilmistir. B.

subtilistmankozep+metalaxyl kombinasyonu % 89, B.subtilistbor+kalsiyum
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klorlr+potasyum siilfat ise hastaligi % 73 kontrol ettigi gosterilmistir. Metalaxyl
EPA tarafindan disuk riskli ya da gevre dostu olarak nitelendirilen pestisidierdendir.

Wang ve arkadaslar1 (2012) Bacillus amyloliquefaciens IMAUB1034 susu ile
yaptiklar1 calismalarda Botrytis cinerea, Alternaria solani, Phytophthora drechsleri
Tucker, Fusarium oxysporum ve Glomerella cingulata olmak Uzere genis spektrumlu
surfaktin analogu bir antifungal bilesik drettigini gostermislerdir. Susun Urettigi
antifungal bilesik ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde etkinligini devam ettirmistir.

Li ve arkadaslarn (2012) tarafindan Saatalik (Cucumber spp.) bitkis
kokinden izole edilen Bacillus subtilis BO68150 susu Uzerinde yapilan calismalarda
Fusarium solgunlugu etkeni olan Fusarium mantarina karsi antifungal etkinligi
gosterilmistir. Bacillus subtilis BO68150 susunun antifungal etkinliginin PCR ile
amplifiye edilen Fengcin antibiyotigi sentezinden sorumlu fenB ve Surfactin
antibiyotigi sentezinden sorumlu sfp genlerine sahip olmasindan kaynaklandig
gosterilmistir. Ayrica susun gucli biyofilm tabakas: olusturma yetenegi bitkiye bir
cesit biyobariyer olusturarak patojen enfeksiyonlarina karst koruma saglayabilecegi
distnulmastdr.

Rebib ve arkadaslar1 (2012) tuzlu topraklardan izole ettikleri Bacillus subtilis
SR146 susunun bugdayin kok cirdkligh etmeni olan Fusarium patojeninin
biyokontrol etkinligini incelemislerdir. Yapilan ¢calismalarda SR146 susunun TSB
besiyerinde dtationer fazda antifungal bilesik Urettikleri ve molekiler ve
biyokimyasal analziler neticesinde sbozkonusu guclu antifungal bilesigin “ fengycin®
oldugu tespit edilmistir. Bilesigin enzimatik degredasyona, yiksek sicakliga, pH 2' ye
kadar olan ¢ok dustk asidik ortamlara kars: direncli oldugu gézlenmistir. Bu ¢alisma
ileilk defa halotolerant Bacillus susunun antifungal etkinligi gosterilmistir.

Yéanez-Mendizdbal ve arkadsslari (2012) Bacillus subtilis CPA-8 ile
yaptiklar calismalarda seftalide kahverengi ¢lrikltigi etkeni Monilinia spp.ye karst
gucld bir antifungal bilesik Urettigi tespit edilmistir. CPA-8 susunun fengycin, iturin
ve surfactin sentezledigi ancak gugcli antifungal 6zelligin fengycin sentezinden
kaynaklandig: belirlenmistir. Fengycin sentezi yapmasinm engelleyen bir mutasyonla
da bu durum kanitlanmistir. Mutantin seftali agacina inokulasyonu yapilarak,

kolonizasyonun strdigl gorulmustir. Mutasyon CPA-susunun antifungal etkisini

23



2.ONCEKIi CALISMALAR Fatma AZGIN

azaltmasina ragmen kolonizasyonunda herhangi bir degisiklik yapmamistir. Elde
ettikleri sonuclar géz oniinde bulundurularak, Serenade Max® olarak adlandirilan
ticari biyokontrol ajam Bacillus subtilis QST-713 ile karsilastirildiginda benzer hatta

dahaiyi sonuglar verdigi dusunilmastar.
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3. MATERYAL VE METOD
3. 1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Organizmalar
3.1.1.1. Bacillus sp. Suslar1

Adana il sinirlarn igerisinde yer alan tanm aam, Cukurova Universites
kampusii ve evsdl atik ¢oplugl topraklarindan yaklasik 50 Bacillus sp. susu izole
edilmistir. S6zkonusu suslarin antifungal aktivitelerinin gézlenmesi ¢ok fazla zaman

alacagindan bolimimiz stoklarindan tedarik edilen Saphylococcus sp. susu ile

antibiyotik aktivitelerinin varligina gore elimine edilmistir.

Sekil 3.1. Bacillus sp. suslarinin Staphyl ococcus sp. susuna inhibisyon etkisi
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Asagidaki tabloda Staphylococcus sp. susuna karsi antibiyotik etkinligi
bulunan suslar yer almaktadir.

Bacillus sp. suslar SR-1  |Sofulu Bvsel Atik Coplugu
SR-2
SR-3
SR-4
K2A C.U.F.E.F. Binas! cevresi
K4D

K5A
AL-1 | C.U.Tanimsal ArastirmaArazisi Y Uregir
DN-1 |C.U.F.E.F. Binasi cevres

3.1.1.2. Test Organizmalar

Test organizmasi olarak kullamlan kufler kampis topragindan, maya ve

mantar ise bolimimiz stoklarindan elde edilmistir.

Test Organizmalari
Alternaria sp.
Aspergillus sp.
Candida sp.
Penicillium sp.

Trametes versicolor

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Calismada kullarlan tim besiyerleri otoklavda 121°C’ de 1.2 atm’ de 20 dk.
steril edildikten sonra kullanmilmustir.
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3.1.2.1. Potato Dekstrose Agar (PDA)

Saf kiltur olarak secilmis olan Alternaria sp. Aspergillus sp. Penicillium sp.,
Trametes versicolor ve Candida sp. suslarimin Uremesi ve canliligini devam
ettirebilmesi amaciyla kullanilmustir. Ayrica antifungal aktivitenin gosterilmesinde

de kullanilmigtir.

Besiyeri bilesenleri (g/L )
Potato Dekstrose Agar (Merck) 39¢g/L

3.1.1.2. Nutrient Agar (N1) ve Nutrient Broth

Saf kultdr olarak segilmis Bacillus sp. suslarinin Uremesi ve devamliligin

saglamak amaciyla kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Besiyeri bilesenleri (g/L )

Pepton 109
Et 6zUti 109
Maya 6zUti 59
Glukoz 1g
Agar 159

Nutrient broth icerisinde agar bulunmamaktadhr.

3.1.1.3. Complete Yeast Medium (CYM)

Trametes versicolor’in misel formunun arastirma slresince Uremes ve

devamliligint saglamak amaciyla kullanilmigtir. (Perkins, 1969)
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Besiyeri bilesenleri (g/L )

Glukoz 2049
Pepton 29
Maya 6zt 109
K,HPO, 1g
KH,PO4 0469
MgSO4.7H,0 05g
Agar 209

3.1.1.4. Fermentasyon Besiyeri

Bacillus sp. suslarinin antibiyotik Uretmeleri icin dizayn edilmis bir sivi
besiyeridir. (Muhammad ve ark., 2009)

Besiyeri bilesenleri (g/L )

L-glutamic acid 59
KH2PO, 059
K2HPO, 059
MgS04.7H,0 029
MnSO4.H,0 0.01g
NaCl 0.01g
FeSO,.7H,0 0.01g
CuS0,4.5H,0 0.01g
CaCl,.2H,0 0.015¢g
Glukoz 109

Y ukaridaki tabloda belirtilen bilesenler saf su igerisinde ¢ozulmuis ve pH‘1 7-
8 arasinda bir deger olacak sekilde ayarlandiktan sonra sterilizasyonu yapilarak

kullanm!migtir.
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3.1.1.5. M9-Nisasta Agari

MO-Nisasta Agar, Bacillus sp. suslarinin amilaz aktivitesinin belirlenmesi

amaciyla kullamimustir. (Aygan ve ark., 2008)

Besiyeri Bilesenleri (g/L )

NagHPO,4.7H,0 6
KH2PO4 3
NaCl 0.5
NH,4CI 1
MgS0O,.7H,0 0.24
CaCl,.2H,0 0.24
Pepton 3
Nisasta 10
Agar 15

3.1.2.6. Top Agar

Besiyeri bilesenleri (g/L )

Glukoz 19
Maya 0zUtu 1g
Tripton 19
Agar 60

Y ukaridaki tabloda belirtilen bilesenler saf su icerisinde ¢ozildikten sonra
tuplere 5’ er mL konularak steril edildikten sonra kulladmustir.
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3.1.2.7. SIM Agar

Bakterilerin hareketliligini, H>S ve indol olusumunu belirlemede kullanilan

besiyeridir (Anonymous, 1978).

Besiyeri bilesenleri (g/L )

Kazein Peptonu 2049
Et Peptonu 6,69
Amonyum Fe(lll) sitrat 0.2g
Na-tiyosulfat 0.2¢g
Agar 39

Y ukaridaki tabloda belirtilen bilesenler saf su icerisinde ¢ozildikten sonra
tuplere 5’ er mL konularak steril edildikten sonra kulladmustir.

3.1.2.8. Nitrat Besiyeri

Bu besiyeri nitrat rediuksiyonu igin kullamlir. Bilesimi modifiye edilerek
kullanilmistir (Cetin, 1968).

Besiyeri bilesenleri (g/L )

Tripton 5
Pepton 5
KNOs 1
Glikoz 0,1
Agar 10
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3.1.2.9. Simmons Sitrat Besiyeri
Karbon kaynagi olarak yalmzca sodyum sitrat bulunan besiyerinde,
bakterilerin sitrat1 parcalayip parcalamadiklarint belirleyen bir test icin kullanilan bir

besiyeridir (Cetin, 1968).

Besiyeri bilesenleri (g/L )

NaCl 5
Magnezyum siilfat 0,2
Amonyum dihidrojen fosfat 1
Dipotasyum fosfat 1
Sodyum sitrat 2
Agar 20

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

3.1.3.1. Gliserol Soltisyonu

Kuf sporu elde edilmesinde ve stoklanmasinda kullanl mstir.

Glicerol hydrate 100 mL /L

Solusyon igerigi saf su ile tamamlanarak 121 ° C * de 1.2 atm basicta 20 dk

steril edildikten sonra kullanmilmustir.

3.1.3.2. Lugol

MO-Nisasta Agar besiyerinde amilaz aktivitesinin  saptanmast  igin

kullanmlmagtir.
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Bilesimi 9/100mL
Iyot 749
Potasyum iyodur 39
Distile Su 100 mL

20 kat sulandirilarak kullamlmistir (Cetin, 1968).

3.1.3.3. Kovac' sCozdltis

Para-dimetil-amino-benzaldehit akolde eritildikten sonra HCl ilavesiyle

hazirlanan bir cozeltidir (Cetin, 1968).

Bilesimi

Para-dimetil-amino-benzal dehit 59

Amil veya butil alkol 75 mL

%37" lik HCI 25 mL
3.2. Metod

3.2.1. Bacillus sp. izolasyonu ve Stok K iltiirlerinin Hazirlanmasi

Adana m 5 farkli alamndan elde edilen toprak érnekleri asagidaki prosedire

uygun olarak islemden gecirilerek Bacillus spp. izolasyonu gerceklestirilmistir.
(Aygan, 2008)

Her bir bélgeden alinan topraktan 50 gr 6rnek tartilip icerisinde 450 mL steril
saf su bulunan erlene ilave edilmistir. Boylelikle 10" lik dilisyon elde
edilmistir. Homojenizasyon icin elle 5-10 dakika siire ile ¢calkalanmustir.

Iyice calkaandiktan sonra erlenler 80 °C’ de 10 dakika slireyle gak su
banyosunda bekletilmistir.
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- Erlenler soguduktan sonra aseptik kosullarda, 1' er mL amp igerisinde 9 mL
steril saf su bulunan tuplere ilave edilerek, 102, 103, 10* 107, 10-°, 107 ve
10811k archsik diltsyonlar elde edilmistir.

- Daha sonra 10°, 10°, 107 ve 108 lik diltisyonlardan 1' er mL anhan 6rnek
daha 6nce hazirlanmig Nutrient agar (N1) besiyeri bulunan petrilere yayilarak
ekilmistir.

- 24 saat 30 °C' de inkibasyondan sonra her bir petrideki koloniler gozle
incelenmek suretiyle morfolojik olarak birbirinden farkli, dizensiz sekilli,
saf, beyaz-krem koloniler secilerek saflik kontroll icin petrilerde dnceden
hazirlanmis Nutrient Agar Uzerine cizgi ekim yaplarak 30 °C’ de 24 saat
inktbe edilmistir.

- Inkiibasyon sonunda tek kolonilerden egik nutrient agar iceren tiiplere ekim
yapilarak saf klltirler olarak izole edilmistir. Bu sekilde elde edilen her bir
izolat hem egik nutrient agar iceren tuplerde saklanmaktadhr.

- Daha sonra her bir izolat icin kdltirden Gram boyama yapillarak gram

reaksiyonu ve gorunimda incelenmistir.

3.2.2. Test Funguslarimin izolasyonu ve Stok Kiiltiirlerinin Hazir lanmasi

Alternaria sp., Aspergillus sp. ve Penicillium sp. kifleri PDA besiyeri
kullanilarak Cukurova Universitesi kampus topragindan izole edilmistir.

Toprak ornegi bir miktar su ile homojenize edilerek 10° ile 10® e kadar
ardisik diltsyonlar elde edilmistir. Her bir sulandirmadan PDA (zerine yayma
yapilmustir. Petri tGzerinde miseller olusturarak Ureyen tek dismis koloniler PDA
besiyerine ekilerek saflagtirilmustir.

Spor zincir morfolojileri incelenerek identifikasyonlar: yapilmis ve egik PDA
bulunan tuplere ekimleri yapilarak 7 gin 28 °C de gelimi saglanmis ve

gerektiginde kullanilmak Uzere stoklanmustir.

33



3.MATERYAL VE METOD Fatma AZGIN

3.2.2.1 Spor Zincir Morfolgjilerinin incelenmesi

Saf olarak izole edilen organizmaar PDA besyeri sterilizasyondan
cikanldiktan sonra petrilerde heniliz katilasmadan iki steril lamel 45° lik a1 ile
besiyerine yerlestirilmistir. Besiyeri katilastiktan sonra besiyeri ile lamelin birlestigi
bolgeye izolasyonu yapilmis kif mantarlanmn ekimi yapilarak 28 °C de 4-5 gin
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra lamel dikkatlice tizerindeki besiyeri
ile birlikte cikarilmis ve bir lam Uzerine yerlestirilerek 151k mikroskobunda

incelenmistir. Spor zincir morfolojilerine gore identifikasyonlar: yapil mistir.
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Sekil 3.2. Alternaria sp. spor zincir morfolojileri

Sekil 3.3. Aspergillus sp. spor zincir morfolojileri

Sekil 3.4. Penicillium sp. spor zincir morfolojileri

3.2.3. Kuf Sporunun Elde Edilmesi
Alternaria sp., Aspergillus sp. ve Penicillium sp organizmalar tlp igerisinde

egik PDA’ da 28 °C’ de 7 gin inkibe edilerek misel ve spor gjumu saglanmustir.
Sporlarin elde edilmesi icin, aseptik kosullarda 10 mL steril % 10 gliserol iceren
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sollisyon tlp icerisine eklenerek birkag defa alt st edilmistir. Daha sonra steril huni
ve gazli bez yardimiyla bir bos tipe aktarilarak misel yapilart uzaklastirilmis ve
duyarlilik testlerinde kullanilmstir. KUf Sporu Stispansiyonu kullanilincaya kadar -
20 °C’ de saklanmstir.

3.3. Bacillus sp. Suslarimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

izole edilen Bacillus sp. suslarimin biyokimyasal karakterinin belirlenmesi

icin su testler yapilmustir.

3.3.1. Katalaz Testi

Dehidrogenaz Ureten bazi bakterilerde bu enzimin aktivites ile bir oksijenin
bir hidrojen akseptoril gibi is gormesi ile hidrojen peroksit (H»O,) olusur. Katalaz
enzimi hidrojen peroksiti parcalayan bir enzimdir. Zorunlu anaerob bakteriler disinda
bakterilerin cogu bu enzimi sentezlerler.

Katalaz deneyi icin bakterinin nutrient agar besiyerinde 37°C’ deki 24 saatlik
kalturd kullanmlir. Lam yizeyine 6ze yardimiyla alinan bir bakteri Uzerine Hidrojen
peroksitin %30" |uk ¢ozeltisinden bir damla damlalir. Gaz kabarciklarinin meydana
gelmesi bu reaksiyonun pozitif oldugunu gosterir. Herhangi bir gaz kabarcigimn

olusmamasi negatif sonucu gosterir (Cetin, 1968).

Sekil 3.5. Katalaz testi pozitif ve negatif sonuglar
(http://iws2.collin.edu/dcain/ CCCCD%20Micro/catalase test.htm)
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3.3.2. NaCl Toleransi

Nutrient agara %5, %7 ve %10 diuzeylerinde NaCl eklenerek izole edilen

Bacillus sp. suslarinin tuzatoleranslar saptanmaya calisilmistir.

3.3.3. Hemoalitik Aktivitenin Belirlenmesi

Nutrient agara %10 oraminda eritrosit stispansiyonu eklenerek kanli agar
hazirlanmis ve izole edilen Bacillus sp. suslarinin hemolitik aktiviteleri saptanmaya
calisilmigtir. Bakterilerin 24 saatlik kllttrlerinden kanli agara cizgi ekim yapilarak
48 saat 37 °C’ de tUremeleri salanmis ve hemolitik aktiviteleri gozlenmistir.

3.34.SIM Testi

5mL’ lik SIM agar bulunan tlplere, bakterilerin 24 saatlik kulttrleri gne 6ze
ile batirma seklinde ekilir. TUpler 37°C’ de 1-4 glin inklbe edilir (Anonymous, 1978).

Hareketsiz bakteriler yalmz ignenin batirildig: ¢izgi boyunca Urer, besiyerinin
diger kissmlar seffaf kalir. Hareketli bakteri ise bu cizgiden besiyerinin icine dogru
yayilarak Urer. Uremeden dolayr besiyeri hafif opak olur ve bunu gozle gérmek
mUmkundar.

Baz1 bakteriler sistin ve diger kukurt ihtiva eden bilesiklerden bir kismin
kikurtli hidrojen teskil ederek parcalayabilirler. H,S olusturan bakterilerde,
bakterilerin Uredigi bdlgede koyu siyah renk meydana gelir.

Bazi bakteriler triptofam parcalayarak indol olusturur. Triptofan indol halkast
ihtiva eden ve kullanilan peptonlarda hemen daima bulunan bir aminoasittir. Indol
olusumunu test etmek icin, 37°C' de bakterilerin Uredii tuplere birkag damla
Kovac' sayracilave edilir ve tlpler calkalamir. Koyu kirmizi bir rengin husulti indol
mevcudiyetini gosterir (Cetin, 1968).
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3.3.5. Sitrat Testi

Bakterilerin karbon kaynagi olan sitrati parcalayip, parcalayamadiklarim
gosteren bir testtir. Bakterilerin 24 saatlik kudltdrleri, 5 mL’ lik gik kat1 seklinde
hazirlanan Simmon’ s sitrat besiyeri iceren tiplere 6ze ile ekilir. Tipler 37C’ de 3-4
gun bekletilir. Bakteri sitrat1 kullamyorsaindikatdr mavi renk alir (Cetin, 1968).

Sekil 3.6. Sitrat pozitif (mavi renk) ve sitrat negatif (yesil renk) bakterilerin
gorinumu

3.3.6. Nitrat Testi

Nitrat rediksiyonu; bakterilerin etkis ile nitratlarin kaybolmas: ve daha az
okside olmus bilesiklerin olusmasi seklinde ifade edilebilir. Nitrat, hidrojen
akseptorll gibi davranarak tUremeyi destekler. Bakterilerin ¢ogu rediksiyonu nitrit
devresinden Oteye gotiremez. Bazi sartlarda rediksiyon amonyak devresine, hatta
bazen molekiler azota kadar ilerleyebilir (Cetin, 1968).

Nitrat diskleri organizmanin nitrati indirgeme yetenegini belirlemek amaciyla
kullamlir. Bu test, uygun elektron dondrl varliginda nitratin nitrite rediksiyonunda
goOrev alan nitrat rediktaz enziminin belirlenmesini igerir. Bu enzimin varligi, uygun

kolorimetrik ayirac ile belirlenir. Nitratin, nitrite ve nitrojen gazina indirgenmesi,
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genellikle organizmamin oksijeni nitrattan elde ettigi anaerobik kosullarda
gergeklesir.  Faklltatif  anaeroblarin ¢ogu  oksijen  yoklugunda  nitrat
indirgemektedirler. Enterobacteriaceae’ lerin ¢gu nitrat1 indirgerler. Bu anaeorobik
solunum, inorganik maddelerin enerji Uretimi igin elektron akseptord olarak oksijen
sagladhigi bir oksidasyon sirecidir. Nitrat indirgenmesinin son Urini bakteri tirlerine
baglidir. En ¢ok bilinen son Urdn, nitritin indirgenmesi sonucu olusan molekuler
nitrojendir. Cevresel kosullara bagli olarak, bu Urunler genellikle daha ileriye
oksitlenmez veya hiicre metabolizmasinda birikmezler, fakat cevresindeki ortama
salgilanirlar.

Bu test nitrat disk kiti (Fluka, 51138) ile yapilmistir. Bakterilerin 24 saatlik
kulturlerinden 6ze ile alinip, petrilerde hazirlanmis nitrat besiyerine azaltma yontemi
ile ekilir ve 37°C’ de inkube edilir. 1 gunlik inkibasyon siiresinden sonra, Ureyen
kolonilerin Gzerine diskler yerlestirilir. Nitrat pozitif bakteriler pembe-kirmizi rengin
meydana gelmesiyle anlagilir.

Sekil 3.7. Pembe-kirmizi renk veren nitrat pozitif bakterilerin géranimda

3.3.7. Kat1 Besiyerinde Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Nisastal1 M9 besiyerine cizgi seklinde ekilen Bacillus sp. suslari, 3 giin 37°C

de inktibasyona birakildiktan sonra besiyeri petri kutusunun kapagina dokulen iyod

buharina tutularak boyama islemi gerceklestirilmistir. Nisasta iceren zemin koyu
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maviye boyamirken, amilaz enzimi Ureten kolonilerin cevresinde seffaf zon
olusumunun gozlenen suslar amilaz pozitif olarak degerlendirilmislerdir (Aygan,
2008).

3.4. Bacillus sp. Suslarimin Antibiyotik Uretimi

Bacillus sp. suslarr 5 mL N1 besiyeri bulunan tiplerde 24 saat inkibe
edilmistir. Daha sonra 250 mL’ lik erlenlerde bulunan 100 mL Fermentasyon
Besiyerine aktanlarak 150 rpm ve 37 °C’' de 6 gun inkibe edildikten sonra 10.000
romde 4 °C’' de 20 dakika santrif(jj edilmitir. Santrifijleme sonucunda bakteri ile
metabolitler iceren sivimin  (Slpernatant) birbirinden ayrnlmasi  saglanmstir.
Slpernatant sivi evaporator araciligiyla 1/10 oramnda konsantre hale getirilmistir.
Konsantre stipernatant 0.45 um capindaki bakteri filtresinden (I1solab, PTFE 45-25)
gecirilerek steril edilmistir. Kullamlincaya kadar -20 °C’ de saklanmtir.

3.5. Bacillus sp. Suslarinin Misel Gelisimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

PDA besiyeri tizerinde Bacillus sp. suslari ile Trametes versicolor, Alternaria
sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. karsilikli olarak ekilerek misel gelisimleri
Uzerindeki etkileri gbzlenmistir.
3.6. Bacillus sp. Suslarinin K iif Sporu Gelisimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi
3.6.1. Agar Kuyu Diflizyon Y ontemi

Agar kuyu difiizyon yontemi ile yaklasik olarak 20 mL PDA igeren petrilere
karsilikli 2 tane 1’ er cm capnda kuyucuklar acilmistir. Misel gelisimini inhibe eden
AL-1 ve DN-1 suslarina ait stpernatant konsantresinden 100 pL kuyucuklarin bir

tanesine konulurken digeri kontrol amaciyla bos birakilmigtir. Slpernatant
konsantresinin agara diftizyonunun gergeklesmesi amaciyla 1 gece bekletilmistir. 500
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puL Kof Sporu Slspansiyonu sivi top agar ile karistirilmis ve stzkonusu petrilere
dokulerek yayilmistir. Petriler 28 °Cde 5 guin inkiibasyona birakil mistir.

Sekil 3.8. Agar kuyu difiizyon yontemi icin hazirlanmms PDA besiyeri

3.7. Bacillus sp. Suslarinin Candida sp. Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Bacillus sp. suslarinin Candida sp. Uzerine inhibisyon etkisinin varliginin
saptanabilmesi icin bakterilerin PDA (20 mL) besiyerine nokta ekim yapilarak 48
saat inklUbasyonu saglanmustir. 24 saatlik PDAda inkiibe edilen Candida sp. den bir
miktar 6ze yardimiyla alinarak heniiz sivi haldeki top agara karistirilmistir. Daha
sonra top agar Bacillus sp. suslarimn bulundugu PDA (zerine dokilerek yayilmasi
saglanmistir. Petriler 28 °Cde inkubasyona birakilarak inhibisyon zonu olusturup

olusturmadiklar: gbzlenmistir.
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4BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Bacillus sp. Suslarinin K ar akterizasyonu

Bacillus sp. suslarimin karakterizasyonunun belirlenmesine yonelik testler

yapilmis ve sonuclar: tablo haline getirilmistir. (Cizelge 4.1.)
4.1.2. Bacillus sp. suslarimin Surfaktin Uretimi
Bacillus sp. suslarimin kanli nutrient agar tzerine ekimi yapilarak 2 gin 37

°C’ de inkibasyonlar saglanmistir. Bitin suslarin hemolitik aktvite gosterdigi
saptanmustir. (Sriram ve ark., 2011)

. - \H-_ .-y . ..-I. -
Sekil 4.1. Bacillus sp. SR-1 susunun hemolitik aktivitesi
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4.1.3. Bacillus sp. Suslarinin Antifungal Aktiviteleri

4.1.3.1. Bacillus sp. Suslarimin Candida sp. Uzerine Antifungal Aktiviteleri

Bacillus sp. suslarinin Candida sp. tizerine SR-1, SR-2 suslarimn herhangi bir
antifungal aktitess bulunmazken, diger suslarin oldukga gucli aktivitelerinin

bulundugu gorilmektedir.

Sekil 4.2. Bacillus sp. SR-1 susunun Sekil 4.3. Bacillus sp. SR-2 susunun
Candida sp. tizerine aktivitesi Candida sp. tizerine aktivitesi

\-I

Sekil 4.4. Bacillus sp. SR-3 susunun Sekil 4.5. Bacillus sp. SR-4 susunun
Candida sp. Uzerine aktivites Candida sp. Uizerine aktivites
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Sekil 4.6. Bacillus sp. K2A susunun Sekil 4.7. Bacillus sp. K4D susunun
Candida sp. Uizerine aktivitesi Candida sp. Uzerine aktivitesi

Sekil 4.8. Ballus sp. K5A susunun
Candida sp. Uzerine aktivitesi
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Sekil 4.10. Bacillus sp. DN-1 susunun Candida sp. tizerine aktivites
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4.1.3.2. Bacillus sp. Suslarimin Misdl Gelisimi Uzerine Antifungal Aktiviteleri

Filament6z fungudar olan Alternaria sp. Aspergillus sp., Penicillium sp.
Trametes versicolor ile Bacillus sp. suslarimn PDA besiyerine karsilikli ekimleri
yapilarak aktiviteleri gosterilmistir.

4.1.3.2.(1). Bacillus sp. Suslarimn Alternaria sp. Misel Gelisimi Uzerine
Antifungal Aktiviteleri

iR-2

\ ‘ﬁ* o

Sekil 4.11. Bacillus sp.SR-1" in Sekil 4.12. Bacillus sp.SR-2' nin
Alternaria sp. Uzerine etkisi Alternaria sp. Uzerine etkisi

Sekil 4.13. Bacillus sp.SR-3' Un Sekil 4.14. Bacillus sp.SR-4' Un
Alternaria sp. tzerine etkisi Alternaria sp. tzerine etkisi
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Sekil 4.15. Bacillus sp.K2A’” m Sekil 4.16. Bacillus sp.K4D’ nin
Alternaria sp. tzerine etkisi Alternaria sp. tzerine etkisi

\

A
\ II

| frevanTeLis sp

Sekil 4.17. Bacillus sp.K5A" m
Alternaria sp. Uzerine etkisi
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qg_ Racilis pn.
- AL

1iternaria sp.

Sekil 4.19. Bacillus sp. DN-1' irAlternaria sp. misel gelisimi Uzerine etkisi
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4.1.3.2.(2). Bacillus sp. Suslarinin Aspergillus sp. Misel Gelisimi Uzerine
Antifungal Aktiviteleri

Sekil 4.20. Bacillus sp.SR-1 susunun Sekil 4.21. Bacillus sp.SR-2 susunun
Aspergillus sp. Uzerine etkis Aspergillus sp. Uzerine etkis

Sekil 4.22. Bacillus sp.SR-3 susunun Sekil 4.23. Bacillus sp.SR-4 susunun
Aspergillus sp. Uzerine etkis Aspergillus sp. Uzerine etkis
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drpyrgidles sp

Tepergilli &p.

Sekil 4.24. Bacillus sp.K2A susunun Sekil 4.25. Bacillus sp.K4D susunun
Aspergillus sp. Uzerine etkisi Aspergillus sp. Uzerine etkisi

Sekil 4.26. Bacillus sp.K5A susunun
Aspergillus sp. tizerine etkisi
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: Bacillus sp.
‘I AL-1

Aspergilius sp.

Sekil 4.27. Bacillus sp.AL-1 susunun Aspergillus sp. Uzerine etkis

Bacilius sp.
[DM-1

v

iARN
i
Aspergillus sp. fl

Sekil 4.28. Bacillus sp.DN-1 susunun Aspergillus sp. tzerine etkisi
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4.1.3.2.(3) Bacillus sp. Suslarimn Penicillium sp. Misd Gelisimi Uzerine
Antifungal Aktiviteleri

R-2 N

b

Sekil 4.29. Bacillus sp.SR-1 susunun Sekil 4.30. Bacillus sp.SR-2 susunun
Penicillium sp. Gzerine Penicillium sp. Gzerine
etkisi etkisi

Sekil 4.31. Bacillus sp.SR-3 susunun
Penicillium sp. Gizerine Penicillium sp. Gizerine
etkisi etkisi

Sekil 4.32. Bacillus sp.SR-4 susunun
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il sp.
qhan \
\

Sekil 4.33. Bacillus sp.K Susunun Sekil 4.34. Bacillus sp.K4D susunun
Penicillium sp. Gzerine Penicillium sp. Gzerine
etkisi etkisi

o i
Pemdedllivm gn.

Sekil 4.35. Bacillus sp.K5A susunun
Penicillium sp. Gzerine
etkisi
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Bacilius sp. 8
AL-1 1

Penicillinm sp

Sekil 4.36. Bacillus sp.AL-1 susunun Penicillium sp. tzerine etkisi

Bacillus sp. |
[N-1 b

|
1
!
]
|

Sekil 4.37. Bacillus sp.DN-1 susunun Penicillium sp. Gzerine etkisi
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4.1.3.2.(4) Bacillus sp. Suslarinin Trametes versicolor Misel Gelisimi Uzerine
Antifungal Aktiviteleri

sty =p
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I ]
3
S fe
- y
: ) ¢
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i ¢

Rl I
meder 5p. |
-

Sekil 4.38. Bacillus sp.SR-1 susunun Sekil 4.39. Bacillusp.SR-Z susunun
Trametes versicolor Uizerine Trametes versicolor Uzerine
etkisi etkisi

e
Sekil 4.40. Bacillus sp.SR-3 susunun Sekil 4.41. Bacillus sp.SR-4 susunun
Trametes versicolor Uizerine Trametes versicolor Uizerine
etkisi etkisi
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Poilive =
K4l

FrTmieies sp

Sekil 4.42. Bacillus sp.K2A susunun Sekil 4.43. Bacillus sp.K4D susunun
Trametes versicolor Uizerine Trametes versicolor Uzerine
etkis etkis

Sekil 4.44. Bacillus sp.K5A susunun
Trametes versicolor Uizerine
etkisi
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Bacillus sp.
AL-1
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4.2.3. Bacillus sp. Suslarinin K iif Sporu Cimlenmesi Uzerine Aktiviteleri

Topraktan izole edilen Bacillus sp. suslarnn arasindan antibakteriyel
etkinliklerine gore secilen 9 farkli susun antifungal aktivitelerine filamentoz test
fungusarimin misel gelisimi ve bir maya olan Candida sp. gelisimi (zerine
antifungal aktiviteleri yukarida gosterilmistir. Bacillus sp. AL-1 ve DN-1 suslarinin
digerlerine kiyasla ¢ok daha gugcli ve genis spektrumlu antifungal etkinlik
gostermesinden dolayr bu suslarin “ Fermentasyon Besiyeri” nde inkibasyonundan
elde edilen stipernatant konsantresinin kif sporu ¢cimlenmesi Gzerine etkileri de kuyu
difiizyon yontemi kullamlarak asagida gosterilmistir. Diger deneyler gibi spor
¢cimlenmesi inhibisyonu deneyi de 3 kez yapilmis ve zon ¢aplarinin ortalama degeri
kullarlarak Sekil 4.53.deki grafik elde edilmistir. AL-1 ve DN-1 suslar1 da kendi

aralarinda karsilastirilacak olursa en etkili sonucun AL-1 ile saglandigi sdylenebilir.

Sekil 4.47. Bacillus sp.AL-1 susunun

Alternaria sp. spor Alternaria sp. spor
cimlenmesi inhibisyonu cimlenmesi inhibisyonu

60



4. BULGULARVE TARTISMA Fatma AZGIN

Sekil 4.49. Bacillus sp.AL-1 susunun

Aspergillus sp. spor ' 'Aspergillus.sp. spor
cimlenmesi inhibisyonu cimlenmesi inhibisyonu

Sekil 4.51. Bacillus sp.AL-1 susunun Sekil 4.52. Bacillus sp.DN-1 susunun
Penicillium sp. spor Penicillium sp. spor
¢cimlenmesi inhibisyonu ¢cimlenmesi inhibisyonu
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33
. AL g AL-1
25 DM-1
P AL-1 N1 -
1,3
1
0.5 S
0

Alternaria Aspergillus Fenicilfum
WAl 3 1,9 9
M -1 2,9 1,9 24

Sekil.4.53. Bacillus sp. AL-1 ve DN-1 suslarinin spor ¢cimlenmesi inhibisyon
zon ¢aplarimin (cm) karsilastiriimasi

4.2. Tartisma

Bacillus cingi; icerisinde yer alan bir ¢ok tiriin genis spektrumlu antibiyotik
Uretmeleri, spor olusturmalarindan dolay: ticari formulasyonlarimin kolayligr ve
Bacillus subtilis gibi hichbir patojenite gdstermeyen tdrlerin bulunmas: nedeniyle
“ Biyokontrol” camalarinda 6zellikle son 10 yil icerisinde ¢ok genis olarak ¢aligilan
bir cingtir (Cawoy ve ark.2011). Cizelge 1.3’ de gosterildii Uzere; alan calismalar
yapilmis olan bir ¢ok sus ticari olarak da tarimda biyolojik kontrol ajam olarak
kullanilmaktadir. Ancak Sekil 1.1’ de de gosterilmeye cakildigi Uzere dinya
genelinde biyokontrol gjanlarinin piyasa pay: sentetik pestisidiere oranla ¢ok distk
miktardadir. Dinyada ve Ulkemizde bilingli tarim calismalart yaygin olmadigindan
kimyasal pestisidiere oranla kullanim da ¢ok distk dizeyde kalmaktadir. (DPT,
2006). Ayrica ¢cok uzun yillar Avrupa ve ABD Ulkelerinde insan sagligina zararlh
oldugu gerekgesiyle Ulkemizdeki yasal mevzuatlann yetersizligi nedeniyle bu
sentetik pestisidierin ithalat1 yapilarak, tarimda bayii onerileri ile bilingsizce
kullanmlmis ve kullamimaya devam etmektedir. Hatta bu kullammlarin neticesi olarak
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ihracat  kriterlerine  uymadigi  gerekgesiyle tarim  drdnlerinin  ihracatlar
yapilamamakta ve dolayisiyla ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Durmusoglu ve
ark, 2010).

Bircok biyokontrol calismasinda gosterildigi tzere Bacillus sp. suslarimin
genis spektrumlu antifungal aktivitelerinin oldugu gosterilmistir (Kim ve ark.,2003,
Liu ve ark.,2007, Wang ve ark.,2012). Laboratuarimizda izole edilen 6zellikle DN-1
ve AL-1 suslarimin  farkli mantar cinsine yiksek antagonizma gosterdigi tespit
edilmis ve genis spektruma sahip oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Biyokontrol ¢alismalar patojen turler Uzerinde yapilmaktadir. Candida sp,
insan patojeni ve gida bozulma etkeni, Aspergillus, Alternaria ve Penicilliumise hem
gidalarda bozulma etkeni hem de hasat dncesi tarim aanlarinin ve hasat sonrasi Urtin
depolarimin  patojenidir. Dolayisiyla bu tdrlerin biyokontroli blyUk ©6nem arz
etmektedir. Ancak calismamizda tibbi bir mantar olan Trametes versicolor Uzerine
de antifungal aktivite denemeleri yapilmistir. Adlinda Onemli basidiomyetes
gruplarimin en basarili temsilcilerinden biri olan Trametes versicolor ile segtigimiz
antifungal etkili Bacillus suslarinin karsilikli etkilesimlerini ortaya koymakta
Ganoderma ve Pleurotus steril substratlarda kulttrl yapilabilen mantar gruplarinin
meyva gelistirme ortamlarinda veya genellikle tahil spawni seklinde hazirlanan
gelisme asamalarinda Trichoderma ve Verticillum gibi ortakci veya parazit
mantarlara kars1 korunmasi amaciyla bu Bacillus Urtnlerinin ortama katilmas: ile
gerek Urln kalites gerekse 0Orin dizeyinde pozitif bir gelisme saglanmasi
hedeflenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada Adana ili topraklarindan elde edilen yaklasik 50 Bacillus sp.
susu igerisinden segilen 9 farkli susun Candida sp., Alternaria sp., Aspergillus sp.
Penicillium sp. ve Trametes versicolor mantarlar Uzerine antifungal aktiviteleri
gosterilmistir. Bu 9 sus icerisinde ise Bacillus sp. AL-1 ve Bacillus sp. DN-1
suslarinin tm mantarlar Gzerinde yuksek diizeyde etkinliklerinin bulundugu tespit
edilmistir. Bacillus sp. AL-1 ve Bacillus sp. DN-1 suslarimin Alternaria sp.,
Aspergillus sp. Penicillium sp. test organizmalarinin spor germinasyonu Uzerine de
yuksek diizeyde etkinligi oldugu gosterilmistir.

Bacillus sp. AL-1 ve Bacillus sp. DN-1 suslarimin  calismamizda
gosterdigimiz  Uzere, genis spektrumlu antifungal etkinligi g6z 6ninde
bulundurularak tarimda kullamlabilecek bir biyokontrol ajam potansiyeli oldugu
soylenebilir. Ancak biyokontrol gjam olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesi
icin saha denemeleri, ticari formulasyon kriterleri, patojenite durumu, ortam
sartlarimin degisimine gosterecekleri  davramslar  gibi  bircok parametrenin
belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica bu suslarin biyokontrolde avantg) saglayacak
diger mekanizmalara ne 6lgiide sahip oldugu ileilgili de calismalar yapilmas: yararli
olacaktir. Ek olarak; sdzkonusu suslarin etki spektrumunun genisligi konusunda
patojenik diger funguslar Uzerine de antifungal etkinligi calismalari yapilabilir.

Calismamizda yer alan tim Bacillus suslarimin hemolitik aktivite gostermesi
suretiyle Surfaktin Orettikleri de gosterilmistir. Bir biyosirfektan olan Surfaktin
uretimi Bacillus turlerinin biyofilm olusturmasim saglayarak mikrogevrelerinde
kolonizasyonlarim saglamasi agisindan 6nemli bir kriterdir (Rahman ve Ano, 2009).
Ayrica Surfaktin Bacillus sp. suslarinin Urettigi birgok antibiyotige sinerjistik etki
gbstermesi nedeniyle de 6nemlidir.

Bacillus sp. AL-1 ve Bacillus sp. DN-1 suslarimin genis spektrumlu gticli
antifungal  aktivitesinin, cizelgel.3.de gosterilen ticari suslarla aktiviteleri
karsilastirilarak bu suslarin degerlendirilmesi de dustnulmelidir.

Dunyanin en zengin gen kaynaklarina sahip cografyalarindan olan

ulkemizdeki biyolojik kaynaklarin degerlendirilmesi, hem ekonomik degeri bulunan
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hem de daha verimli ve etkin endustriyel sus eldesi saglayacaktir. Bircok calismada
ziral kapsamda biyokontrol etkinligi tespit edilen bakteriyel suslarin patojenin konagi
olan bitkilerin rizosfer tabakasindan ya da ylzeysel dokularindan izole edildikleri
gorilmektedir. Dolayisiyla tlkemizde biyokontrol calismalarina kaynak olabilecek
dahafazla sayida sus eldesi ¢ok farkli cevrelerden elde edilerek mimkin olabilir.
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