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OZET

TURUNCGILDE DERIM SONRASI EKSi CURUKLUK HASTALIGI ETMENI
Geotrichum citri-aurantii’YE KARSI ANTAGONIST BAKTERILER ve BOR
URUNLERININ ANTIiFUNGAL ETKIiLERIi

Ulkemizde turuncgil meyvelerinin hasat sonrasi1 depolanmasi ve pazarlanmasi
sirasinda meyve cliriikliik etmenlerinden dolayr 6dnemli kayiplar ortaya ¢ikmaktadir.
Turunggillerde derim sonrasi meyvelerde ¢iiriimelere neden olmak suretiyle kalite ve
verim kayiplarina neden olan fungal hastalik etmenlerden biri de eksi ¢lirtikliik hastaligi
etmeni Geotrichum citri-aurantii’dir. Giiniimiizde eksi ¢iiriiklilk hastaligi basta olmak
tizere hasat sonu goriilen hastaliklara karsi imazalil, thiabendazole, pyrimethanil veya
fludioxonil gibi fungisitler kullanilmakla birlikte, hastalik ¢ikis1 etkili bir sekilde kontrol
edilememektedir. Bu yiizden turunggillerde derim sonrasi eksi ¢iiriiklilk hastaliginin
kontrolii igin ticari fungusitlere alternatif, ¢evre dostu etkili miicadele yaklasimlarina
gereksinim duyulmaktadir.

Bu ¢alismada, turunggilde derim sonrasi eksi ¢iiriikliik hastaligi etmeni G.citri-
aurantii’ye kars1 farkli antagonist Bacillus spp.’ye ait izolatlarin ve bor iriinlerinin
antifungal etkileri in vitro ve yart in vivo kosullarinda aragtirtlmigtir. In vitro
caligmalarinda G. citri-aurantii‘ye kars1 19 farkli Bacillus spp.’ye ait izolatin antagonistik
etkinlikleri arastirilmustir. In vitro etkinlik ¢alismalari sonuglarina gére misel gelisimini
engelleyen en etkili antagonist bakteri izolatlar % 66.95 ve % 66.10 engelleme orani ile
Bacillus cereus (G1B:3:6) ve B. pumilus (G4B:0:4) olmustur. Antagonist bakteri
izolatlardan Bacillus subtilis (K3B:4:8:1), B. subtilis (G3B:3:5), Bacillus
amyloliquefaciens (K5B:0:5:1), Bacillus pumilus (G4B:0:4) ve Bacillus thuringiensis
(G2B:0:4) borik asit+boraks (0.5-1.0 g/L) karisiminda herhangi bir etkilenme olmaksizin
gelismislerdir.

G. citri-aurantii’nin misel gelisimini yiiksek oranda engelleyen ayni zamanda borik
asit+boraks karigiminda canliligini koruyabilen antagonist bakteri izolatlarin tekli ve
borik asit+boraks ile karisimlarinin hastalik ¢ikisinin engellenmesi tizerine olan koruyucu
ve tedavi edici etkinlikleri yar1 in vivo kosullarda aragtirilmistir. Uygulamalarin koruyucu
etkinligi, tedavi edici etkinligine kiyasla daha yiiksek diizeyde gerceklesmistir. Bacillus
subtilis G3B:3:5, Bacillus pumilus G4B:0:4, Bacillus subtilis K3B:4:8:1, Bacillus
amyloliquefaciens K5B:0:5:1 teksel veya borik asit+boraks karisimi1 (0.5g+1.0 g/L) ile
birlikte koruyucu uygulamasi in vivo hastalik ¢ikisint % 81.93- 89.69 diizeyinde
engellemistir. Uygulamalarin tedavi edici etkinligi hastalik ¢ikisinin engellenmesi
tizerinde % 40.37-54.92 diizeylerinde goriilmiistiir.

S6z konusu ¢alisma, bilindigi kadan ile, eksi ciiriikliik hastaligi ile miicadelede
antagonist bakterilerin etkinliginin arastirildigr ilk ¢alisma niteligindedir. Elde edilen
sonuglar, antagonist Bacillus spp.’ye ait izolatlarin bor bilesikleri ile karigimlarinin,
mandarin meyvelerinde eksi ciriikligiin miicadelesinde etkili bir gekilde uygulama
olanagina sahip oldugunu gostermistir.

2019, 56 sayfa
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biyolojik miicadele



ABSTRACT

ANTIFUNGAL EFFECTS OF BORON COMPOUNDS and ANTAGONISTIC
BACTERIA AGAINST THE POST-HARVEST CITRUS SOUR ROT DISEASE AGENT
Geotrichum citri-aurantii

In Turkey, during marketing and storage of citrus fruits, significant loses were
caused by citrus post-harvest rot diseases. Fungal post-harvest sour rot disease agent
Geotrichum citri-aurantii is one of the most important fungal fruit rot disease agent which
causes significant effect on quality and quantities during the storage of the citrus fruits.
Although fungicides such as imazalil, thiabendazole, pyrimethanil and fludioxonil may
be used against diseases caused by sour rot disease agent and others, these chemicals
cannot control occurrence of these disease efficiently. Therefore, there is a need for
effective alternative approach to commercial citrus sour rot control of postharvest
diseases.

In this study, antagonist bacterial isolates of Bacillus spp and different boron
derivatives were investigated for their possible antifungal activity against post-harvest
citrus sour rot disease agent in vitro and semi in vivo conditions. Antagonistic potentials
of nineteen different antagonist bacterial isolates of Bacillus spp. were assessed against
G. citri-aurantii in vitro studies. Among the bacterial isolates, Bacillus cereus (G1B:3:6)
and B. pumilus (G4B:0:4) were determined as the most effective isolates, causing 66.95%
and 66.10% inhibition on mycelial growth of the fungus. Bacillus subtilis (K3B:4:8:1),
B. subtilis (G3B:3:5), Bacillus amyloliquefaciens (K5B:0:5:1), Bacillus pumilus
(G4B:0:4) and Bacillus thuringiensis (G2B:0:4) were found to be ineffective boric
acid+borax mixture (boric acid+borax: 0.5+1.0 g/L).

Antagonist bacterial isolates, which were grown in boric acid+borax mixture
displaying the high antagonistic activities on inhibition of mycelial growth of G. citri-
aurantii, were used to determine protective or curative effects on disease occurrence in
semi in vivo conditions as alone or combination. Protective effect of the treatments were
higher than those recorded for curative effect. Bacillus subtilis G3B:3:5, Bacillus pumilus
G4B:0:4, Bacillus subtilis K3B:4:8:1 and Bacillus amyloliquefaciens K5B:0:5:1 alone or
in combination with boron suppressed disease incidence by 81.93- 89.69%. Curative
effect of these treatments on disease incidence ranged from 40.4% to 54.9%.

To the best of our knowledge, this is the first report on the use of antagonist bacteria
as a biological control of sour rot pathojen. The results showed that the isolates of the
antagonist Bacillus spp alone and in combination with boron compounds with could be
effectively applied to the mandarin fruits to control of sour rot disease.

2019, 56 pages

Keywords: Citrus, postharvest control, Geotrichum citri-aurantii, boron compounds, biological
control



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, planlanmasi, yiiriitiilmesi, laboratuvar ¢alismalar1 ve
yazim asamasinda degerli bilgilerini ve tecriibelerini esirgemeyen; egitim siirecimde her
tiirli destegi saglayan, etik davranma ve diizenli ¢calismay: felsefe edinmeme vesile olan,
kendisiyle ¢aligmaktan ¢ok mutlu oldugum kiymetli danisman hocam Prof. Dr. E.Mine
SOYLU’ya, boliimde yer alan deneyimlerini paylasan degerli hocalarim Prof. Dr. Sener
KURT, Prof. Dr. Soner SOYLUya, tez ¢alismalarim sirasinda tiim boliim imkanlarindan
yararlanmam saglayan HMKU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliim Baskanligi’na,
maddi destek veren HMKU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ne (Proje No:
17YL013) tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bakteri ve fungus izolatlarimin tanisinda ve in vitro etkinliklerin
belirlenmesi asamasinda yardimci olan Ar. Gor. Merve KARA ve Zir. Yiik. Miih. Aysun
UYSAL’a, laboratuvar ¢alismalarimda yardimci olan arkadaslarim Zir. Yik. Mih Nese
KAMCILI’ya Zir. Miih. Koray CETINER e ve Zir. Miih. Serhat BABURa, beni her zaman en
lyisini yapabilecegime inandiran, bu giinlere gelmemi saglayan ve maddi manevi her tiirlii

desteklerini esirgemeyen aileme en igten tesekkiirlerimi sunuyorum.
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tizerine “koruyucu” etkisi. (D) Bor karisimi, (E) Bakteri (Bacillus
pumilus G4B:0:4), (F) Bakteri (Bacillus pumilus G4B:0:4)+Bor
karisimi1 uygulamalarin hastalik c¢ikist {izerine “tedavi edici”
etkisi. Inokulasyon noktalarinda hastalik belirtileri (lezyon alan,
ok) uygulamalarin “koruyucu” etkinliginde “tedavi edici”
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1. GIRIS

Teknoloji ve iletisim araglarinin kullanimi ve yayginlasmasi ile son otuz yil
icerisinde iilkeler arasinda ¢ok hizli bir rekabet ortami dogmus ve sinirlar daralmastir.
Uluslararasi ticaret sartlarinin rekabete dayali oldugu bu donemde, diger pek ¢ok {irtinde
oldugu gibi tarimsal iiriinlerde de tiretim sonrasinda isleme ve pazarlamada ¢ok onemli
gelismeler kaydedilmistir.

Diinya niifusu hizla artarken tarimsal iirlinlere talep artmakta ancak tarimsal {iretim
alanlar1 azalmaktadir. Bunun i¢in verimi ve {iretimi arttirma lizerine birgok arastirmalar
yapilirken, elde edilen {iriiniin tiikketiciye ulasincaya kadar gegen derim sonrasi kayiplari
iilkelere gore degismekle beraber cok yiiksek rakamlara ulagabilmektedir. Depolama,
pazarlama ve diger uygulamalarin modern olarak yapildigi gelismis tilkelerde bile derim
ile tiiketim arasindaki pazarlama kanalinda énemli kayiplar gozlenmektedir. Ulkemizde
bu kayiplarin boyutlarinin daha yiiksek oldugu , % 25-30’lara kadar ¢iktig1 ve 40 milyon
tona yakin yas meyve ve sebzenin 9-11 milyon tonunun derim sonrasi kayip oldugu
tahmin edilmektedir (Sen, 2004).

Ana vatan1 Cin, Giineydogu Asya ve Hindistan olan turunggillerin, subtropik
iklimlere sahip hemen hemen tiim iilkelerde yetistiriciligi yapilmaktadir. Turunggiller bir
bitki toplulugu olup, yetistiriciligi en yaygin ve ekonomik degeri olan tiirleri portakal,
mandarin, limon, altintop ve laym olup, sadok, aga¢ kavunu ve bergamot gibi diger tiirler
de turunggiller icerisinde yer almaktadir. Biinyesinde yiiksek diizeyde C vitamini igeren,
insan saglhigina onemli yararlari bulunan turunggiller, sofralik taze tiikketimin yanisira
recel, marmelat ve meyve suyu olarak degerlendirilmekte, kabugu ve ¢igeginden elde
edilen ugucu bilesenler kozmetik sektoriinde de ham madde olarak kullanilmaktadir.
Turunggil yetistiriciliginde 1liman iklime ihtiya¢ duyulmakta olup, yurdumuzda en fazla
yetistiriciligi subtropik iklime sahip olan Akdeniz ve Ege bolgelerinde yapilmaktadir. Bu
bolgelerin yanisira turunggillerin az da olsa Marmara ve Dogu Karadeniz bolgelerinde
iiretimi yapilmaktadir. Ulkemiz 2014 yilinda yaklasik 51 milyon ton yas meyve ve sebze
tiretim miktar1 ile nemli bir yas meyve ve sebze iiretici iilke konumunda yer almaktadir
(Anonim, 2014). Tirkiye’de turunggil meyveleri, liretim miktart ve dis satim geliri
alanlarinda yas meyve ve sebze grubu igerisinde ¢ok Onemli bir konuma sahiptir.

Turunggil tiretimi, toplam meyve iiretimi i¢erisinde miktar olarak iiziim ve elmadan sonra



tiglincii sirada yer almaktadir. Tarim iiriinleri ihracati icerisinde ise % 12 pay alan yas
meyve sebze iiriinlerinin yaklasik % 5’ini turunggiller olusturmaktadir. Yas meyve-sebze
ihracati i¢erisinde ise turunggillerin pay1 yaklasik % 44 diizeyindedir (Anonim, 2014).

Diinya Tarim ve Gida Orgiitii (FAO) verilerine gore, 2016 yil1 itibaryla diinyada
toplam 66.974.100 ton portakal, 32.968.500 milyon ton mandarin, 15.981.800 ton limon,
8.321.600 ton altintop ve 12.400.000 ton diger turunggiller olmak {izere yaklasik
136.646.00 milyon tonun iizerinde turunggil Uretimi gergeklesmistir (Anonymous,
2016a).

FAO verilerine gore 2016 yili itibart ile tilkemiz yaklasik 4.290.750 ton toplam
turuncgil iiretimi ile Cin, Brezilya, Hindistan, A.B.D, Ispanya, Meksika, Misir ve Iran
gibi iilkelerden sonra 9. sirada yer almaktadir. Turunggiller agisindan {ilkemiz Diinya
turunggil tiretiminin % 3.74’nii karsilamaktadir. Diinyadaki mevcut iiretimin yaklasik
olarak % 47’si portakal, % 25’1 mandarin, % 21’1 limon ve % 7’si altintop olarak
kaydedilmistir (Anonymous, 2016b). Ulkemizde Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gére 2016 yilinda toplam turunggil iretiminde ilk siray1 1.850.000 ton ile
portakal, ikinci siray1 1.337.037 ton ile mandarin, {iglincii siray1 850.600 ton ile limon ve
son sirayr 253.120 ton ile altintop almaktadir (Anonim, 2016). Ulkemizde Akdeniz
bolgesi 3.728.586 ton ile 1. sirada, Ege Bolgesi ise 545.167 ton ile 2. sirada yer alirken,
Bat1 Marmara bolgesi 12.420 ton, Dogu Karadeniz bolgesi 6.817 ton, Bati Karadeniz
bolgesi ise 1.596 ton ile turunggil liretiminin yapildig1 bolgelerdir (Anonim, 2016).

Taze sebze ve meyvelerde derim sonrasi kayiplarin siirecini fizyolojik, fiziksel ve
patolojik nedenlere bagli kayiplar olmak iizere 3 temel faktor etkilemektedir. Bu kayiplar
arasinda en 6nemli olan1 patolojik nedenlere bagl kayiplardir. Bu nedenle derim sonrasi
olusabilecek kayiplart en aza indirmek Oonem kazanmaktadir. Turuncggillerde derim
sonrasi ortaya ¢ikan ciirlikliikler meyve kalitesini ve pazar degerini etkileyen en dnemli
faktorlerdendir. Derim sonrasinda turunggillerde olusan hastaliklar mavi ve yesil kiif
(Penicillium italicum ve P. digitatum), eksi ciiriiklik (Geotrichum citri-aurantii)
ekonomik anlamda en 6nemli olanlaridir (Snowdon, 1990). Bunlardan Galactomyces
citri-aurantii E.E. Butler (anamorf evresi: G. citri-aurantii (Ferraris) E.E. Butler)’nin
turunggil meyvelerinde neden oldugu eksi ciiriiklik hastaligi, yesil ve mavi kif
hastaliklarina gore daha az yaygin olmakla birlikte yagisin fazla goriildiigii mevsimlerde

oldukca fazla kayiplara yol agmaktadir (Liu ve ark., 2009). Olgun meyveler, bu hastaliga



kars1, olgunlagmamis meyvelere gore daha duyarlidir. Hastalik, nemli dénemlerin uzun
siirdiigli bolgelerde ve uzun siire depolanan meyvelerde olduk¢a ciddidir. Etmen,
cogunlukla karisik enfeksiyonlarda P. digitatum ve P. italicum ile iliskili olarak ortaya
cikmaktadir (Eckert ve Brown, 1988).

G. citri-aurantii, limon, mandarin, portakal ve altintop meyvelerinde yiiksek
diizeyde derim sonrasi kayiplara yol agmaktadir. Giiniimiizde turunggil meyvelerinde
derim sonrasi goriilen Penicillium gtrtikliiklerine karst ruhsatli olarak kullanilan
fungisitlerin higbiri, eksi clriikliik hastaligina karsi etkili ve ruhsatli degildir. Sodium o-
phenylphenate (SOPP), eksi cliriikliigii kismen kontrol altina alabilen tek ticari fungisittir,
ancak kullanimi, meydana getirdigi meyvede yiliksek oleosellozis olusumu ve kabukta
siyahlagma gibi zararlarindan dolay1 ¢ok sinirli diizeydedir (Ladaniya, 2008). Turunggil
eksi ciiriiklik hastaliina karsi, diinyanin degisik iilkelerinde en etkili fungisit olarak
guanidine grubundan olan “guazatine” kimyasali ruhsatlandirilmis ve halen
kullanilmaktadir. Buna karsilik, ABD gibi bazi iilkelerde bu fungisit, ¢ok fazla etken
madde igerdigi icin ve uygulama sonrasi meyve iizerindeki ila¢ kalintisini analiz
edebilecek yontem bulunmadigindan uygulamadan kaldirilma asamasina gelmistir
(McKay ve ark., 2012). Ulkemizde Ege ve Akdeniz bdlgelerindeki turunggil paketleme
evlerinden toplanan G. citri-aurantii izolatlarinin tiimii, imazalil ve thiabendazole’e karsi
direngli bulunmustur. Ayrica guazatine’e kars1 fungus izolatlarinin % 40’1 duyarli ve %
56’s1 direncli olarak belirlenmistir (Horuz ve Kinay, 2009). Bu yiizden turunggillerde
derim sonrasi eksi ciirlikliik hastaliginin miicadelesi i¢in etkili ve ticari olarak uygun
alternatif uygulamalara gereksinim duyulmaktadir. i¢inde yasadigimiz cevrenin kirlenme
problemleri, kullanilan tarim ilaglarmmin insan sagligina, dogaya verdigi zararlar,
pestisitlere bir siire sonra bagisiklik kazanilmasi ve tiiketicilerin organik iiriinleri tiilketme
istekleri g6z oOniline alindiginda biyolojik miicadele diinyada onem kazanmaktadir
(Ozaktan ve ark., 2010). Derim sonras1 hastaliklarla biyolojik miicadeleye yonelik bilgiler
olduk¢a eski tarihlere dayanmakla birlikte (Pusey ve Wilson, 1984), kimyasallara
alternatif olarak yogun g¢alismalar, yaklasik otuz yil dncesinde baslamistir (Wilson ve
Wisniewski, 1989, Chalutz ve ark., 1990, Wilson ve ark., 1991; Droby ve ark., 1995).

Giiniimiizde derim sonrasi hastaliklarin miicadelesinde mayalar, biyolojik
miicadele elemani olarak 6nem kazanmis olup ¢ok genis bir {irlin yelpazesinde

kullanilmaktadir. Limondan izole edilen ve diger turunggillerin derim sonrasi



hastaliklarina kars1 da basari ile kullanilan Candida oleiphila Montrocher, paketleme
evlerinde Aspire adi altinda ticari adiyla kullanilan ilk biyopreparattir (Katz ve ark.,
1995). Bunun yaninda Pichia guilliermondi Wickerham, bir¢ok Candida tiirii (C. sake,
C. saitoana, C. oleiphila), Rhodotorula spp. ve Cryptococcus spp. (C. infirmo-miniatus)
ile yapilan caligmalar, mayalarin derim sonras1 biyolojik savasta etkili sekilde kullanilabi-
lecegine gostermektedir (Roberts, 1990; Arras, 1996; Wisniewski ve ark., 1990). Son
olarak, Metschnikowia fructicola Kurtzman & Droby, sp. nov., mayasi igeren Shemer
(Bayer Crop Sci.) isimli bir preparat hasat sonrasinda ruhsatlandirilmistir (Kurtzman ve
ark., 2001).

Derim sonrasi limon hastaliklarinin kontrolii i¢in hava kokenli bir fungus olan
Muscolor albus’un iirettigi ugucu bilesiklere in vitro’da ii¢ giin boyunca maruz kalan P.
digitatum ve G. citri aurantii’nin gelisimi engellenmistir (Mercier ve Smilanick, 2005).
Ayrica M. albus ile yapilan fumigasyon, tagima paketlerinde veya bekletme odalarinda
clirimeyi etkin bir sekilde kontrol altina almistir. Liu ve ark. (2010), derim sonrasi
G.citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iriikliige karst iki antagonist mayanin
(Cryptococcus laurentii ile Rhodosporidium paludigenum) olast1 mekanizmalarini
degerlendirerek antifungal etkilerini arastirmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda
Cryptococcus laurentii’ nin 108-10° hiicre/m] konsantrasyonundaki hiicre siispansiyonu,
26 ‘C’de 5 giinliik inkubasyondan sonra eksi ¢lirtikliik olusumunu % 55,6’dan % 20,7-
29,9’a etkili bir sekilde diisirmistiir. Ren ve ark.(2012), Cecropin A genini expression
vektorii olan pPIC9k’ye klonlamig ve methylotrophic maya olan Pichia pastoris GS115
igerisinde ekspresyonunu gergeklestirmislerdir. Bu mayanin G. citri-aurantii sporlari
tizerinde etkili antimikrobial aktiviteye sahip oldugu thiazolyl blue (MTT) testiyle ortaya
konmustur. Transforme olmamis irk GS115 ve rekombinant irk GS115/CEC arasinda
turunggil meyvelerindeki yaralar iizerinde belirgin bir gelisme farki olmamistir. Maya
transformantlar1 G. citri-aurantii sporlarinin ¢gimlenmesini ve ¢iirlime olusumunu maya
k1 GS115/pPIC gore onemli dlgiide engellemistir. Bu caligma mayalarda antifungal
peptid ekspresyonunun derim sonrasi hastaliklarin kontroliinde yeni bir yaklasim
olusturabilecegini gostermektedir. Bakteri igerikli BioSaveTM (Pseudomonas syringae
van Hall ESC 110 ve 111), yine turunggillerde ve yumusak cekirdeklilerde derim son-
rasinda kullanilan preparatlardir. Belirli diizeyde etkili bulunan antagonistler, pilot

testlerle ticari boyutta sinanmakta ve biyoformiilasyonlar1 hazirlanmaktadir (Droby ve



ark., 1993; Kinay ve ark., 2005; Janisiewicz, 2007; Kinay ve Yildiz, 2008).

Bacillus cinsine dahil bakteri tiirlerine ait iyeleri genellikle irettikleri
fitopatojenlerin gelisimini engelleyen cok sayida biyolojik olarak aktif bilesik
rettiklerinden mikrobiyal fabrikalar olarak nitelendirilmektedirler (Emmert ve
Handelsman, 1999). Bacillus tiirlerinin spor olusturma yetenekleri, onlart etkili
biyopestisit lirlinlerinin gelistirilmesinde en iyi adaylar yapmaktadir. Bu sporlar kuruluga
yiiksek diizeyde dayaniklilik saglama 6zelligi ile formulasyonun stabil olmasin
saglamaktadirlar (Ongena ve Jacques, 2008).

Ulkemiz, diinyada bor iiriinlerinin en biiyiik iireticisi konumundadir. Bor iiriinii olan
tuzlarin, son zamanlarda taze iiriinlerde kalint1 toleransindan muaf tutulmasi onerilmekte
ve bu nedenle uygun bir sekilde kullanildiginda, cevresel yonden giivenli oldugu
vurgulanmaktadir. Ulkemizde bor iiriinleri rafine formda olup, borik asit, boraks
dekahidrat, boraks pentahidrat, sodyum perborat monohidrat, sodyum perborat
tetrahidrat, susuz boraks ve bor oksitleri isimleri ile bilinmektedir. Bor, borik asit
formunda suda ¢oziinebilen, antiseptiklerin, insektisitlerin ve fungisitlerin igeriginde
bulunan ve bitki gelisimine yardimci olan temel bir mikro besin elemendir (Hanaoka ve
ark., 2014). Bunlarin yan1 sira borik asit ABD gibi iilkelerde 1945 yilindan bu yana
turunggilde derim sonrasi Penicillium ciiriikliiklerine karsi onerilmis ve uygulamalarda
yer verilmistir. 1960’1 yillardan sonra Benzimidazole sinifindan benomyl ve
thiabendazole gibi sistemik fungisitlerin ve imazalil gibi DMI grubu bilesiklerin,
turunggil Penicillium ¢iirtikliklerine karsi kullanilmaya baslanmast ile borik asit yerini
bu fungisitlere birakmistir. Ancak bu fungisitlerden bazilarina kars1 patojenlerin direng
gelistirmelerinin yani sira gevre ve insan saglig1 agisindan ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle
bu sentetik fungisitlere karsi alternatif arayislar, giderek daha fazla 6nem kazanmaya
baslamistir.

Winston (1935), turunggil meyvelerinde sicakligi 32 °C olan suda paketleme evine
girer girmez uygulanan bir boraks banyosunun, yaygin goriilen sap ucu ¢iiriikligii ve
mavi kiif etmenlerini neden oldugu c¢iirtimeleri geciktirdigini saptamistir. Son yillarda
Borik asit ve tuzlar1 derim sonrasinda hem koruyucu hem de fungisit olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Borik asitle yapilan uygulamalarinin meyve sertligini, toplam
¢oziinebilir kuru madde, toplam seker ve antosiyanin igeriklerini arttirabildigi, buna

karsilik toplam asitligi, agirlik kaybin1 ve elmalarda Botrytis cinerea’nin neden oldugu



kursuni kiifii azalttig1 belirlenmistir (Hafez ve Haggag, 2007). Borik asit baglarda Eutypa
lata veya Botrytis cinerea’nin neden oldugu hastaliklarin miicadelesinde (Rolshausen ve
Gubler, 2005; Qin ve ark., 2010) kullamilmistir. Borik asit uygulamasinin soguk
depolamada elmalarda B. cinerea’nin neden oldugu yumusak ¢iiriikliigii azalttig1 (Hafez
ve Haggag, 2007), mavi ¢iiriikliik etmeni Penicillium expansum’un viriilensligi ve patulin
tiretimi konusunda engelleyici etkilerinin oldugu bildirilmistir. Bor (Power B ve Boraks)
seftalilerde Monilinia laxa gelisimini 6nemli Ol¢lide azaltmistir (Thomidis ve
Exadaktylou, 2010). Potasyum tetraborat mangoda Colletotrichum gloeosporioides
gelisimini engellemis (Shi ve ark., 2011) ve jojoba meyvesinde P. expansum’a karsi
kullanilan Cryptococcus laurentii’nin biyolontrol aktivitesini desteklemistir (Cao ve ark.,
2012).

Ulkemizdeki bor iiriinlerinin G. citri-aurantii’nin turunggil meyvelerinde neden
oldugu eksi ciriiklik hastaliginin miicadelesinde, farkli bor {iriinlerinin ve
kombinasyonlarinin laboratuvar ve yari ticari (Giir ve Kurt, 2017) ve depo kosullarinda
(Kurt ve ark., 2018) etkileri oldugu ortaya konmustur. Yaptigimiz literatiir arastirmasinda
turuncgil meyvelerinde eksi ciirlikliik hastalik etmeni ile biyolojik miicadele kapsaminda
antagonist mayalarin kullanildig1 bir ¢alisma mevcut olup (Liu ve ark., 2010), hastalik
etmeni ile biyolojik miicadelede bakteri izolatlarinin kullanildigi herhangi bir calismaya
rastlanilmamustir. Dolastyla bu ¢alisma bu konuda yapilmis ilk arastirma niteligindedir.

Bu ¢aligmada, G. citri-aurantii‘nin turunggil meyvelerinde neden oldugu eksi
clirliklik hastaliginin miicadelesinde, farkli kompost materyallerinden izole edilmis
Bacillus tiirlerine ait antagonist bakteri izolatlarinin tekli ve bor tiriinleri ile igerisinde
kombinasyonlarmin laboratuvar (in vitro) ve yari ticari kosullarindaki (yart in vivo)

antifungal etkinliginin belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Winston (1935), turunggil meyvelerinde paketleme evine girdigi anda sicakligi 32
°C olan su igerisinde uygulanan boraks banyosunun, yaygin goriilen sap ucu ¢iirtikligi
ve mavi kif etmenlerinin neden oldugu ciirlimeleri geciktirdigini belirlemistir. Bu
calismada boraks uygulamasinin, sarartma uygulamasina ihtiyact olan meyvelerde de
etkili oldugu belirlenmistir. Antiseptik uygulamasimin ise, daldaki meyvelere gore,
dokiilmek tizere olan asir1 olgun meyvelerde daha etkili oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte, boraks konsantrasyonunun % 8’den daha az olmamak kayd: ile yapilan
uygulamalarinin en iyi sonucu ortaya ¢ikardigi belirlenmistir. Taze turunggil meyveleri
hafifce kurutulduktan sonra boraksin birka¢ saat siireyle meyve iizerinde kalmasi
saglanmistir. Sudaki meyve sicaklifinin yaklasgtk 32 °C olduktan sonra boraks
uygulamasi yapilmadan 6nce boraks soliisyonunun maksimum etkili miktarinin sabit
kalmas1 saglanmigtir. Bu islemde meyveler, 1sitilmis boraks soliisyonu tanklarindan
yavase¢a gecirilerek ya da sarartma odalarini 1sitarak gerceklestirmistir. Bu uygulamalar
sonrasinda; perakendeci, tliketici ve pazara tasinma sonrasinda meyve kalitesinin
korunmasi ile meyvelerdeki clirlimeler biiyiik oranda azaltilmigtir.

McCornack (1970), ABD Gida ve Ilag Dairesi‘nin turunggil meyveleri ve hibritleri
icin derim sonrasinda kullanilmak {izere 4 fungisiti uygun buldugunu aciklamistir.
Bunlarin, thiabendazole (TBZ), o-phenylphenol ve tuz formlari, Sodium O-
PhenylPhenate (SOPP, Dowicide 1 ve Dowicide A), biphenyl (diphenyl) ve boraks ve
borik asit oldugu bildirilmistir. Ayrica, 2,4-D’nin izopropil esterinin yalnizca limonlarda
derim sonrasinda kullanilacagi agiklanmistir. Bu fungusitlerin karsilastirmali etkinlikleri,
formulasyonlari ve kullanim y&ntemleri ile birlikte degerlendirilmistir. ABD Gida ve ilag
Dairesi, etiketleme talimatlarini, turunggil meyvelerine uygulanan derim sonrasi
fungusitler i¢in yeniden olusturulmustur. Florida Turunggil Diizenleme Komisyonu; taze
turuncgil meyveleri i¢in fungisit veya fungistatik uygulama talimatlarini, tiim kayith
paketleme evlerinde kullanilan islemler icin gézden gecirmistir. Boraks, 1924 yilinda
ticari anlamda derim sonrasi ilk fungisit olarak kullanilmistir. Florida’da 1952 yilinda bu
fungisitin pratikte kullanilmasi yasaklanmistir. Boraks ve borik asit, 1969 yilinda

turunggil yetistiricilerinin istegi lizerine, turunggillerde derim sonrasi kullanim igin 12



toplamda 8 ppm maksimum kalint1 limiti ile onaylanmistir. Ayrica bu tolerans sinirina,
turunggil meyvelerinde dogal olusan bor miktarinin da dahil edildigi bidirilmistir.

Kitagawa ve Kawada (1984), agar kiiltiir testlerinde, ortam pH’s1 ayarlanmadan
salisilik asitin (SA), eksi clrikligi (Geotrichum citri-aurantii) kontrol etmek igin,
sodyum o-fenilfenat (SOPP) kadar etkili oldugunu, ancak potasyum sorbatin (PS) daha
az etkili oldugunu belirlemiglerdir. Ortamin pH’s1 ayarlandiginda, SA ve PS 1 etkinligini
ayni bulmus ve her ikisinin de, pH=5"ten diisiik oldugunda SOPP’a gére daha etkili
oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda % 2 oranindaki PS’1n, yapay olarak inokulasyon
yapilan limonlardaki eksi ¢iiriikliigli kontrol etmede etkili bulundugu ifade edilmistir.
Bununla birlikte limonlara 2 dakika boyunca daldirma ve 50 °C’de su ¢ozeltisi
uygulandigr zaman SK’nin etkinliginin, SOPP’a goére daha etkili veya ayni olduklari
saptanmistir.

Brown (1988), *un yaptig1 in vitro ¢alismada derim sonrasi ¢iiriikliikleri kontrol
etmede guazatine ve iminoctadine’nin etkililigi iizerine yapilan ¢alismada, sap ucu
cuiriikliikleri (Diplodia natalensis ve Phomopsis citri), yesil kif (P. digitatum) ve eksi
ciiriikliik (G. candidum) kontroliinde iminoctadine’in guazatine’e es ya da daha iyi sonug
verdigi gozlenmistir. Ayrica iminoctadine’in depo kosullarinda yesil kiif sporulasyonunu
ve eksi clrtikliik yayilimini kontrol altina aldigi belirlenmistir.

Brown ve Chambers (1999),’nin Florida’da turunggillerde derim sonrasi
hastaliklarla miicadelede dezenfaktan olarak kullanilan polihexametilen biguanide ile
yaptiklar1 ¢alismada, eksi ¢iiriikliik kontroliinde SOPP’e oranla daha fazla etki diizeyi
tespit edilmistir. Yesil kiif kontroliinde ise TBZ ve imazalille ayn1 oranda bir etki oldugu
gorilmiistiir.

Smilanick ve Sorenson (2001), turunggillerde Penicillium digitatum’un neden
oldugu yesil kiifiin goriilme oraninin, % 0,75 (agirlik/hacim) kalsiyum polisiilfit iceren
1lik (40,6-43,3 °C) siv1 kireg kiikiirt (LLS) soliisyonuna 1-4 dakika daldirilan portakal ya
da limonlarda % 80 veya daha fazla oranda azaldigini bildirmistir. Geotrichum citri-
aurantii nin neden oldugu eksi ¢iiriikliik hastalig1 i¢in ise, ayn1 uygulama ile goriilme
oraninin % 35-70 diizeyinde azaldigi ve derim sonrasi ciirlimeleri kontrol amaciyla
kullanilan diger uygulamalar ile benzer etkinlik gosterdigi bulunmustur. Bu uygulamanin
etki diizeyi, portakala oranla limonda, 6zellikle yesil limonlarda sar1 limonlardan daha

yiiksek olmustur. Ayrica LLS’nin, sporulasyonu engelleyen bazi fungisitler ile birlikte



kullanildiginda daha faydali oldugu bildirilmistir. LLS uygulamasindan sonra portakal,
limon ve altintop meyvelerinde siilfit igerigi, sirasiyla yaklasik 31.9, 33.1 ve 36.3 mg/g
olarak belirlenmistir. Ayrica yiiksek basingli bir su ile iyice temizlenmis meyvelere LLS
uyguladiktan sonra etkinligin arttigi, aksine benzer sekilde temizlenen meyvelerde,
kullanilan sodyum karbonat ya da boraks ve borik asit soliisyonlarinin etkinliginin
azaldig1 gozlenmistir. Bununla birlikte limon ve Navel portakal gesitlerinin meyvesine,
40,6 °C de 3 dakika LLS uygulanip 10 °C’de 7 giin depolandiktan sonra herhangi bir
zarar belirlenmemistir. 48,9 °C’ de LLS uygulamasinin kullanim etkinligi 5 °C’dekinden
daha ytliksek olmustur. Sadece Lizbon limonu ve Bonanza Navel portakallari biraz zarar
gormiistiir. LLS soliisyonundaki siilfit konsantrasyonu her 24 saatte yaklasik % 7
oraninda azalmistir. LLS soliisyonun kullanim seklinin, diger tank uygulamalarindan
daha basarili oldugu belirtilmistir.

Smilanick ve ark. (2002), paketleme evlerinde sanitasyonda kullanilan klorinin
yesil kiif (P. digitatum) ve eksi ¢iiriikliik (G.citri aurantii) sporlari tizerine etkisine iliskin
yaptiklar1 ¢aligmada, 200 pg saf klorin igeren ve pH’s1 8.3 olan % 3’liikk NaHCO3’e 5
°C’de 180 saniye veya 24 °C’de 32 saniye siireyle klorine maruz kalan P. digitatum
sporlariin % 95°inin 61diigiini belirlemislerdir. Ayni sekilde G. citri-aurantii sporlarinin
da klorine 5 °C’de 108 saniye, 24 °C’de 31 saniye siireyle daldirildiginda % 95’inin
oldiigii tespit edilmistir.

Govender ve ark. (2005) nin Giiney Afrika’da derim sonras1 hastaliklarin kontrolii
icin yaptiklar1 c¢alismada mangoda Bacillus licheniformis’in yart ticari formunu
degerlendirmislerdir. B. licheniformis, bir mango ¢esidi olan "Keitt" lizerinde antraknoz
ve sap ucu clirlimesini kontrol etmek i¢cin mango paketleme evinde yari-ticari kosullar
altinda degerlendirmeye alinmistir. Mango meyvesi 45 °C’lik suda biyokontrol etmeni
kullanilarak bir ¢eyregi prochloraza batirilarak tedavi edilmistir. Kontrol ve ticari olarak
kullanilan prochloraz sicak su daldirmasi yontemleri karsilastirilmistir. Uygulama
yapilan meyveler kurutulup ticari paketleme evinde mumlanmistir. Bu meyvelerin, 10
°C de diisiik sicaklik ile % 90 bagil nem ve oda sicakliginda (20 °C % 75 bagil nem) ve
7 giin siireyle pazar kosullar1 tutulmasi sonrasinda sap ucundaki ¢iiriikliik ve antraknoz
oraninin azaldigi gézlenmistir. Bu entegre tedavi, diger tedavilerle karsilastirildiginda,
meyve rengini ve sertligini, yiiksek pazarlanabilirliginin olabilecegini etkili bir sekilde

gostermistir.



Rolshausen ve Gubler (2005), asmada (Vitis vinifera), Eutypa lata’nin uzun yillar
stiren bir kanser hastaliginin etmeni oldugunu belirtmislerdir. Hastalik etmeni olan fungus
dormant sezon boyunca budama yaralarindan enfekte olan asma {izerinde askosporlarini
tiretmektedir. Bunun icin dormant donem boyunca fungusit uygulamalar1 yaparak,
hastaliga kars1 miicadele saglanmaktadir. Ancak benomyl’in piyasadan kaldirilmasindan
sonra hig¢bir fungisit bu amag i¢in kullanilabilir etkinlikte olmamistir. Bu ¢alismada E.
lata’ya kars1 benomyl’e bir alternatif olarak, borik asit (% 17.5 lik bor etken maddeli)
denemeye alinmistir. Misel gelisimi ve askospor ¢imlenmesinin 6nlenmesinde borik asit
icin ECso degerleri, sirasiyla 125 ve 475 ug ml?t olarak belirlenmistir. Ayrica iki bor
bilesenli uygulama, 2001-2003 yillarinda in vitro ve arazi denemeleri seklinde
yapilmistir. Uygulanan materyallerden birisi, Biopaste olarak bilinen % 5 borik asit igeren
(8,75 mg etken madde/ml) ticari bir macundur. Digeri ise, Bioshield ad1 ile Cladosporium
herbarumun spor siispansiyonu ig¢inde % 5 borik asit halinde bulunmaktadir. Kontrol
uygulamasi ile karsilagtirildiginda her iki {iriiniin de denemelerde hastaligi 6nemli dl¢lide
azalttig1 belirlenmistir. Bunun yani sira yaprak ve slirglinlerde bor birikimi tespit
edilmemis, fakat uygulama yapilan yaranin altindaki ilk tomurcukta g6z yanmasi
meydana gelmistir.

Smilanick ve ark. (2007), derim sonrasi turunggillerde yesil kiif ve eksi ¢iiriiklige
kars1 potasyum sorbatin sicaklik ve fungisitlerle birlikte kullaniminin hastalik olusumu
lizerine etkisini aragtirmislardir. Calismada fungisit olarak fludioxonil, imazalil, TBZ ve
pyrimethanil kullanilmigtir. 25 °C ve 50 °C sicakliktaki su ile uygulamalar kombine
edilmistir. Tek basina potasyum sorbat ya da fungisitlerle kombine edilen potasyum
sorbatin sicak suya uygulandiginda daha etkili oldugu gézlenmistir. Potasyum sorbat ve
sodyum bikarbonat karigimi tek kullanimlarina goére biraz daha etkili goriilmiistiir.
Imazalil ve TBZ’ye dayanikli P. digitatum izolatinin sicak su ile uygulanmig imazalil ve
TBZ’de etkili sekilde kontrol edildigi belirlenmistir. Ancak sicak suya uygulanmis
fungisitlerde meyve yiizeyindeki kalintt miktarinin arttigr gozlenmistir. Bu artig
fludioxonilde digerlerine gére daha az olmustur. Bununla birlikte sicak suya potasyum
sorbat ve fungisitler uygulandiginda meyvelerde kalint1 g6zlenmemistir. 25 °C sicaklikta
potasyum sorbat ve sodyum bikarbonata 30 saniye siireyle daldirilma yapildiginda eksi
clirikliik etmeni G. citri-aurantii kontrole gore % 49.1 ve % 47.2 oraninda, 50 °C’de ise

% 37 ve % 15.7 oranlarinda baskilanmustir.
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Essghaier ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada ¢ilek meyvelerinde kursuni kiifiin
(Botrytis cinerea) biyolojik kontrolii saglanmasi amaciyla hipersalin ekosistemlerden
etkili halofilik bakterileri secerek antifungal olanlarin ekstraseliiler hidrolitik enzimleri,
anti-Botrytis metabolitleri ve ugucular1 salgilama yeteneklerini degerlendirmislerdir.
Cilek meyvesine yapay olarak inokule edilen Botrytis, halofilik antagonistler ile tedavi
edilerek kursuni kiifiin azalmasini saglamistir. 20 °C’de 30 tiir (% 20.2) patojene karsi
etkinlik gostermis ve 3 giin depolamadan sonra % 50°den % 91.66’ya kadar enfekte olan
meyve yiizdesi azaltmistir. Antagonistler, fenotipik testler ve 16S rDNA dizilemesi ile
karakterize edilmistir. Tanimlanan bakterilerin Virgibacillus marismortui, B. subtilis, B.
pumilus, B. licheniformis, Terribacillus halophilus, Halomonas elongata, Planococcus
rifietoensis, Staphylococcus equorum ve Staphylococcus sp. oldugu tespit edilmistir.
Etkili izolatlar antifungal olarak sekonder metabolitler i¢in test edilmistir. Halofilik
bakterilerin, biyolojik miicadele olarak cileklerin hasat sonrast depolanmasi sirasinda bu
patojene kars1 kullanilabilecegi ve sentetik fungisitlere O6nemli bir alternatif
olusturabilecegi ifade edilmistir.

Jamalizadeh ve ark. (2008), elmada Botrytis mali’ye neden olan kursuni kiifiin
kontrolii i¢in B. licheniformis’i degerlendirmislerdir. B. licheniformis kiiltiirii hiicresiz,
metabolit ve gegici testlerde patojen gelisimini engelledigini gdstermistir. Ikili kiiltiir
testlerinde % 46.2-65.4, hiicresiz metabolit testlerinde % 58.6-58.8 ve gegici testlerde %
28.4-33.8 gibi ¢esitli engelleme sonuglart ¢tkmistir. B. licheniformis elmalarda yesil kiifte
24 °C ve 20 °C arasinda iyi bir antagonist etki gostermistir. Bu 4 °C de kontrol 32-41 mm
ile karsilastirildiginda B. mali’nin lezyon ¢apinin 9-11 mm arasinda azaldig1 gozlenmistir.
20 °C de lezyon cap1 14 giin sonra kontrol tedavisi igin 25.8-38.2 mm, antagonist tedavisi
icin 3.6-8.4 mm indirgendigi belirlenmistir.

Smilanick ve ark. (2008), turunggil meyvelerini % 1’lik potasyum sorbat veya
sodyum bikarbonat soliisyonlarina 50 °C’de 30 dakika daldirarak eksi ¢iiriiklik
hastaliginin olusumunun, sirasiyla % 94.5’ten % 37.0 ve % 15.7°ye disiirildiigiinii
bildirmislerdir.

Sadfi ve ark. (2008), sera, tarla ve depolama kosullarinda Fusarium roseum var.
sambucinum’un patates yumrularinda neden oldugu kuru ¢iiriikliiglin biyolojik kontrolii
icin tuzlu topraklardan secilen Bacillus spp.’nin baskilayabilme yetenegi

degerlendirmislerdir. Saksilarda yapilan sera denemeleri patates yumrularinin ¢ikisini
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bakteriyel  antagonistlerin  uyardigin1  gOstermistir.  Verim  parametreleri
degerlendirildiginde B. licheniformis 132 ve B. cereus’un X16 izolatlarinin hastalik
siddetini azaltmadaki etkinligi belirlenmistir. Tarla denemeleri tohumluk yumrular
tizerindeki Fusarium c¢iiriimesini kontrol etmek ve verim parametrelerini arttirmak igin
en etkili izolatin B. cereus’un X16 oldugunu gostermistir. B. cereus X 16 tarafindan tohum
yumru kolonizasyonu ekimden 61 giin sonrasina kadar 6nemli derecede daha yiiksek
oranda artmis, 75 giin sonra azalmistir. Ayrica, ¢alisilan 6 ve 8 ay boyunca sirasiyla
geleneksel ve soguk depolama denemelerinde fungisit carbendazim ile tedavi edilenlere
ve patojen asilamasi yapilmis kutulara kiyasla, karigimla (X16 + B. thuringiensis var.
galleriae 55T) ya da tek basina her bir antagonist ile tedavi edilen patates kutularinda
¢lirime 6nemli oranda azalmistir.

Arrebola ve ark. (2009a), turunggillerin derim sonrasi fungal patojenlerine karsi
Iturin A’nin Bacillus amyloliquefaciens PPCB004'in biyokontrol aktivitesindeki baslica
inhibitér oldugunu belirlemislerdir. B. amyloliquefaciens irki, dogal olarak meydana
gelen ve meyve ylizeyinde epifitik olarak sag kalan biyolojik kontrol ajan1 aranirken tespit
edilmistir. Bu bakteri tiirii derim sonrasi turunggillerde se¢ilmis 7 patojen fungusa karsi
antifungal  aktivitesinin ~ oldugu  anlasilmistir.  Denemelerde  kullanilan  B.
amyloliquefaciens’in lipopeptid ekstraktlar1 gii¢lii engelleme etkisi gostermistir. Farkli
lipopeptid ekstratlar1 konsantrasyonlarinin normal olmayan konidi ¢imlenmesi ve ¢im
tipli gelisiminde engelleme etkisi gozlemlenmistir. Ayrica PCR ve kromotografi
kullanilarak fengisin, iturin ve surfaktin varliklar1 onaylanmis, Iturin A daha fazla
engelleme gostermistir. Meyve denemelerinde fungus uygulamasindan bir giin 6nce veya
bir giin sonra antagonist uygulandiginda hastalik gelisimini engelledigi gézlenmistir.

Arrebola ve ark. (2009b),’nin seftalide derim sonrasi hastaliklarin kontrolii igin
antagonist ve ugucu yaglarin kombine olarak uygulanmasi amaciyla yaptiklari caligmada
Botrytis cinerea, Penicillium expansum ve Rhizopus stolonifer’in kontrol edilmesinde
giiclii antagonist olan B. amyloliquefaciens PPCB004 se¢ilmistir. PPCB004’iin HPLC
verileri sekonder metabolitlerinin Iturin A, fengisin ve surfaktin lipopeptitleri ve GC\MS
analizinde dominant bilesigin 3 hidroksi 2 biitanon oldugunu gostermistir. Kekik ve
limon otu yaglar tiim patojenlerin sirasiyla 8 pl yag petri ile % 50 ve % 25 {izerinde
misel yaricapinin gelisimini engellemistir. Derim sonras1 depolama sirasinda PPCB004,

kekik ve limon otu yaglari ile kombinasyon uygulamasinin patojenlere olan etkinlikleri
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test edilerek belirlenmistir. PPCB004’iin biyofilm olusumu limon otunda, kekige gore
daha yiiksek olmustur. Limon otu yag1 (6 ul petri-') ve PPCB004 patojenlerdeki miselyal
gelisimini tamamen engellemistir. Meyve inokulasyon denemeleri ile PPCB004 + Limon
otu yagi NatureFlex™ modifiye atmosferde depo (MAP) ile PPCB004 + MAP, PPCB004
+ kekik yagi + MAP, limon otu yag1 + MAP, kekik yagi + MAP kombinasyonlar1 veya
tek basina MAP 25 °C’de 5 giin i¢inde hastalik siddetini ve oranmi diisiirdiglinii
gostermistir. Dogal olarak enfekteli meyvelerde PPCB004 + limon otu yagi + MAP ve
limon otu yag1 + MAP tedavileri toplam ¢oziilebilir katilar / titre asit oran1 ve etin sertligi
muhafaza edilmis ancak toplam fenolik igerik, fenilalin amilaz, p-1,3 glukanaz ve sitinaz
aktiviteleri uyaris1 basarisiz olmustur. PPCB004 (Sprey tedavi) + limon otu yagi (Pet
dagitim sistemi) NatureFlex™ MAP kombinasyonu soguk depoda 14 giin i¢in 4 °C’den
sonra piyasa raf kosullarinda meyvelerin genel kabuliinii arttirmig (2 giin i¢in 20 °C),
genel goriinimi korumus, hastalik olusmamis ve kot lezzet gelismemistir.

Horuz ve Kinay (2009), Tiirkiye’de Satsuma mandarini ve limonlarda Geotrichum
citri-aurantii’in neden oldugu eksi ciiriikliigiin, ekonomik fiiriin kayiplarina neden
oldugunu bildirmiglerdir. Bu hastalikla savasimda guazatin kimyasalinin kullanima,
paketleme evleri ile sinirlandigindan dolayi, eksi ¢iiriikliik patojeninin etkilerini azaltmak
icin yeni c¢oziimlere ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir. Ege ve Akdeniz bolgelerindeki
paketleme evlerinden toplanan G. citri-aurantii’nin 32 izolati, baz1 fungisitlere karsi
denenmistir. Bu ¢alismada, in vivo ve in vitro kosullarda derim sonrasi yaygin olarak
kullanilan fungisitlerden guazatin, thiabendazole (TBZ) ve imazalil ile farkl1 dozlardaki
yeni nesil pyrimethanil, fludioxonil ve azoxystrobin gibi derim sonrasi fungisitler G. citri-
aurantii’'ye kars1 biyolojik etkinlik yoniinden arastirmiglardir. Sonugta izolatlarin timii,
fungisitlerin yiliksek dozlarinda imazalil ve TBZ fungisitlerine kars1 direngli bulunmusgtur.
Bu izolatlarin guazitin’e kars1 duyarliligi incelendiginde, bunlarin % 28’1 duyarli ve %
72’si direngli olarak tespit edilmistir. Ote yandan in vitro ve in vivo denemelerde
azoxystrobin’in, patojenin gelisimini ve ¢iirlime oranini etkilemedigi belirlenmistir. Buna
karsilik sadece guazatin’in, patojenin gelisimi ve eksi ¢iiriikliik olusumunda etkili oldugu
bildirilmistir. Ek olarak in vivo’da Satsuma mandarini iizerinde yapilan denemelerde,
sodyum bikarbonat (% 2) ve guazatin (900 ug/ml)’in en etkili kombinasyonunun eksi

curiikliik hastaliginin gelisimini engelledigi saptanmustir.
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Liu ve ark. (2009), Geotrichum citri aurantii’nin ¢im tiibii uzamasi ve arthrokonidi
cimlenmesi lizerine kekik yaginin antifungal etkisini arastirmislardir. Elde edilen
sonuglara gore PDA (Patates Dekstroz Agar) ortaminda, spor ¢gimlenmesi ve spor ¢im
borusu gelisiminin ucgucu yag tarafindan 600 pl/l konsantrasyonunda % 94 oraninda
engellendigi, in vivo kosullarda yapilan denemelerde ¢iiriime oraninin kontrol
uygulamalarinda % 78.1 iken ugucu yag uygulamasi gérmiis meyvelerde % 14.1 oranina
geriledigini tespit etmislerdir. Elektron mikroskobu ve taramali 1s1k mikroskobu ile
incelemelerinde ugucu yag uygulamalarina maruz birakilmis hif ve sporlarda belirgin
sekilde kirigmalar, plazma zarmin bozulmasi, mitokondriyal diizensizlikler gibi
morfolojik degisiklikler oldugunu belirlemiglerdir. Ek olarak, arthrokonidilerin ve fungal
hiflerin morfolojik yapilari iizerine kekik yaginin etkilerini ortaya koymuslardir.

Arrebola ve ark. (2010), Bacillus tiirleri tarafindan tiretilen ugucu bilesiklerin
antifungal etkilerini derim sonrasi patojenlerinden Penicillium digitatum Sacc.,
Penicillium italicum Wehmer ve Penicillium crustosum Thom’a karsi arastirdiklari
calismada Bacillus subtilis PPCB001 veya Bacillus amyloliquefaciens PPCB004 ve
antagonist kombinasyonu (PPCB001 + PPCB004) yapay ve canli ortamda incelemeye
almiglardir. Yapay ortamda tek basina veya kombinasyon halindeki antagonistler,
Penicillium spp.’nin misel gelisimini engellemislerdir. Test edilen ti¢ Penicillium
izolatlar1 arasinda, P. crustosum un misel gelisimini, PPCB004 antagonistinin % 73.3
oraninda engelledigini gostermistir. Ugucularin antifungal etkileri zamanla (giin) artmis
ve PPCB004 10. giinde P. crustosum’un radyal misel gelisimini en yiiksek oranda
engelledigi goriilmiistiir. 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilen antagonist PPCB004,
P. Crustosum’da tiim diger uygulamalara gére spor ¢imlenmesi ve ¢im tiibi uzamasi
tizerinde daha yiiksek engelleyici etki gdstermistir, PPCB001, PPC004°ten (8 farkl: tip)
daha yiiksek sayida ugucu bilesik (21 farkli tip) liretmesine ragmen, PPCBO001 (% 45.98)
ve PPCB004 (% 97.52) tarafindan iretilen baskin keton, 3-hidroksi-2-butanon (asetoin)
olmustur. 25 °C 12 giin boyunca P. crustosum inokule edilmis Valenciya meyvelerinde
clirlime siklig1 ve siddetine kars1 antagonist PPCB004 6nemli bir engelleme gostermistir.

Hao ve ark. (2010), ¢ay saponin ile birlikte Bacillus amyloliquefaciens kullanarak
turunggil yesil ve mavi kiif ve eksi ¢iiriikliigiiniin entegre kontrolii amaciyla bu ¢alismay1
yapmuslardir. B. amyloliquefaciens HF-1 irki turuggil meyvelerinden izole edilmis 16S

rDNA dizisinin filogenetik analizleri ve biyolog tanimlamaya dayali teshisi yapilmis ve
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yapay ortamda Penicillum digitatum’a karst  kullamilmigtir. Bu izolat
‘Wuzishatangju’ mandarin meyvesi iizerine tek basimna veya cay saponin (TS) ile
kombinasyon olarak uygulanmis ve degerlendirilmistir. Sonuglara gére bu izolatin, yesil
ve mavi kiifti ve eksi ¢liriikliigii azaltmada su kontroliinden daha iyi performans gosterdigi
ama fungisit tedavisi kadar etkili olmadig1 ortaya konmustur. B. amyloliquefaciens HF-
01'in biyokontrol etkinligi yaralarda antagonistik popiilasyonu canlandirmay1 ve
bakteriye biofilmin olusumunu etkileyebilen TS’nin ecklenmesiyle onemli olgiide
gelistirilmistir. 50 pg/ml TS ile HF-01 kombine i¢eren bu uygulama, yesil ve mavi kiif ve
eksi ciiriikligii % 90’dan fazla kontrol edebildignden fungusit muamelesi kadar etkili
oldugunu gostermistir. B. amyloliquefaciens HF-01 tek veya diisiikk dozda TS ile kombine
edildiginde, diger meyvelerde kalite parametrelerini bozmadan derim sonrasi ¢iiriimeleri
onemli Ol¢iide azaltmistir. B. amyloliquefaciens HF-01 ve TS’nin kombinasyonunun,
turunggil derim sonrasi hastaliklarin kontrolii igin sentetik fungisitlere bir alternatif
olabilecegi ifade edilmistir.

Liu ve ark. (2010), derim sonrasi eksi ¢iiriikliige kars1 iki antagonist mayanin
(Cryptococcus laurentii ile Rhodosporidium paludigenum) antagonist etkileri ve olasi
mekanizmalarim1  degerlendirerek  hastalikla  biyolojik miicadele imkanlarini
arastirmuslardir. Sonug olarak C. laurentii’nin 108-10° hiicre/ml konsantrasyonundaki
hiicre stispansiyonunun, 26 °C’de 5 giinlilk inkubasyondan sonra eksi ¢iiriikliik
olusumunu % 55.6’dan % 29.9’ya etkili bir sekilde diisiirdiigii tespit edilmistir.

Qin ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada bor elementinin 0 °C ve oda sicakligindaki
sofralik tiziimlerde Botrytis cinerea’nin neden oldugu derim sonrasi kursuni kiif
hastaliginin kontroliinde potasyum tetraborat formunda kullanildiginda, 6nemli bir mikro
element olarak etkili oldugunu belirlemislerdir. Ayrica meyve ¢iirliimesinin
engellenmesinde soliisyondaki bor konsantrasyonlar ile kismen pH degeri, sonucu
etkilemistir. Bor elementinin, B. cinerea’nin kiiltiir ortaminda spor ¢imlenmesini, misel
gelisimini ve ¢im tlibli uzamasint giiclii bir sekilde engelledigi belirlenmistir. Ayni
zamanda % 1 bor uygulamasinda bazi durumlarda sporlarda anormalliklerin ortaya ¢iktigi
gozlenmistir. Propidyum iyot floresan boyama teknigi kullanilarak, bor uygulamasindan
sonra B. cinerea’da membran biitiinliigiiniin kayboldugu gézlenmistir. Ayrica bor, B.
cinerea’nin hiflerinde ¢6ziinlir protein ve karbonhidrat gibi hiicresel bilesenlerde

zararlanmalara sebep olmustur. Bu durum, hifte stoplazmik materyallerin kayb1 ve hiicre
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membraninin ¢dkmesi ile sonuglanmistir. Fungal patojenin hiicre zarindaki bozulmanin
boru uygulamasi ile dogrudan ilgili oldugu ve sofralik iiziimlerdeki ¢iiriime nedeni olan
kursuni kiifiin bor ile engellenmesinde bu mekanizmalarin etkili olabilece8i kanisina
varilmstir.

Feng ve ark. (2011), genis spektrumlu antibakteriyel ajanlar olan
polyhexamethylene biguanid (PHMB) ve polyhexamethylene guanide (PHMG)' in
turunggilde eksi ¢lirtikliik etmeni Geotrichum citri-aurantii’ye kars1 antifungal etkilerini
belirlemek amaciyla in vitro ve in vivo sartlarda bir arastirma yiiriitmislerdir. Calisma
sonucunda in vitro kosullarda PHMG ve PHMB uygulamalarinin, G.citri-aurantii’nin
¢imlenme oranini ve misel gelisimini 6nemli 6l¢iide engelledigi saptanmistir. Ek olarak,
PHMG ve PHMB’nin 5 mg/L konsantrasyonda G. citri-aurantii’nin arthrokonidi
c¢imlenmesini, sirasiyla % 97.8 ve % 95.8 seviyesinde engelledigi belirlenmistir.
Uygulamalar sonucunda 1sik mikroskobu, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile yapilan gozlemlerde; PHMG taramalarinda
hiflerde bozulma, deformasyon ve hiflerde i¢biikey ¢okiis, hiflerin ve arthrokonidilerin
plazma membraninin pargalanmasi gozlenirken, PHMB uygulamalarinda hiicreler dahil
arthrokonidilerin hiicre duvarinda hasarlar olustugu ve ultra striiktiirel degisiklikler
gosterdigi gozlenmistir. Ayrica PHMG ve PHMB uygulamalarinin, yapay inokulasyon
yapilan 'Shatang' ¢esidi mandarinlerde meyve ciirikligi gelisimini 6nemli azalttig
bildirilmistir. Calisma sonucunda PHMG ve PHMB’nin, turunggilde derim sonrasinda
clirlimelerin kontroliinde alternatif olabilecegi dnerilmistir.

Jamalizadeh ve ark. (2011), derim sonrasi meyve bozulmasina karsi biyolojik
kontrol organizmalarimin etki mekanizmalar1 gozden geg¢irmislerdir. Arastirmacilar,
derim sonrasi meyve c¢lirimelerine karsi birkag biyolojik kontrol mekanizmasinin
oldugunu belirtmislerdir. Bunlar arasinda (besin ve yer i¢in) rekabet, antibiyosis,
parazitizm, konukc¢u dokuda direng tesviki ve ugucu metabolitlerin {iretiminin yer aldigin
bildirmislerdir. Konukg¢u-patojen antagonist ve diger organizmalarin iligki kompleksi
hakkindaki bilgiler eksik oldugundan pek ¢ok antogonistin etki mekanizmalar1 heniiz
tamamlanmadig1 bildirilmistir. Bununla birlikte, resmi onay alinabilmesi i¢in uygun
formiilasyonlarin  ve uygulama yoOntemlerinin gelistirilmesinden once eylem

mekanizmasinin iyi bir sekilde anlasilmasinin 6nemli oldugu ifade edilmistir.
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See ve ark. (2011), borik asitin farkli fungus tiirlerine kars1 antifungal etkinligini
arastirmiglardir. Bu amagla, farkli borik asit konsantrasyonlarinda funguslarin cesitli
rklari, gelisimi ve - glikosidaz {iretimi i¢in ¢esitli ortamlarda denemeye alinmistir. Elde
edilen sonuglar, Trichoderma izolatlarinin gelisiminin, artan borik asitin miktar1 (% 3,
agirlik/hacim) ile azalma gosterdigini ortaya koymustur. Ancak, Paecilomyces variotii,
borik asiti tolere ederek biiylimeyi % 3’ilin iizerinde arttirarak gelisme saglamistir.
Trichoderma, P. variotii ile karsilastirlldiginda p-glikosidaz iiretimi daha diisiik
bulunmustur. Bu ¢alismada borik asitin funguslarin gelisimini ve -glikosidaz iiretimini
engelledigi, fungisit etkisinin oldugu belirlenmistir.

Shi ve ark. (2011), mangoda derim sonrasi mango Colletotrichum
gloeosporioides’in konidilerinin ¢imlenmesi iizerine potasyum tetraboratin etkisini
arastirmislardir. Cigceklenme asamasinda mango agac¢larima K2B4O7 uygulamasi, meyve
fidaninin gelisimini arttirmis ve meyve deriminde antraknoz oranini azaltmistir.
Cimlenme, niikleer boliinme, endositoz ve C. gloeosporioides konidilerinin ultra yapisal
ozellikleri lizerinde boratin etkileri, 151k konfokal ve transmisyon elektron mikroskobu
kullanilarak belirlenmistir. Sonuglara boratin, ¢imlenme ve 20 ¢im tiibii uzamasini
engelledigini niikleer boliinmeyi geciktirdigini ve C. gloeosporioides konidilerini
bozdugunu gostermistir. Ultra yapisal degisiklikler mitokondri bozulmasi, stoplazma
dagilmasi, vakuol sayisindaki artis olarak tanimlanmistir. Bu sonuglara gore borat, C.
gloeosporioides’in neden oldugu mango meyvelerinin derim sonrasi hastaliginin
kontroliinde, sentetik fungisitlere potansiyel bir alternatif olarak onerilmistir.

McKay ve ark. (2012), DMlI-triazole sinifi fungisitlerden propiconazole’iin
turunggil eksi ¢iiriikliik (G. citri-aurantii) ve yesil kiif (P. digitatum) hastaliklarina karsi
etkilerini belirlemek i¢in yiiriittiikkleri ¢alismada; fungisitin uygulama sekli ve oranlarini
saptamiglardir. Bu ¢alisma ile propiconazole uygulamalarinin, inokulasyondan sonra
limon i¢in 8’den 24 saate veya altintop i¢in 18’den 42 saate uzatildiginda ¢iiriime oraninin
arttigin1 belirtmislerdir. Fungisitin ECso oranlari, 64-512 pg/ml arasinda oldugu ve eksi
clirlikliik patojeninin inokulum konsantrasyonuna ve turung¢gil meyvesinin tipine bagl
olarak degiskenlik gosterdigi bulunmustur. Ayrica propiconazole’un turunggil derim
sonrasi fungisitleri olan fludioxonil ve azoxystrobin ile karistmlarinin, imazalil’e duyarh
veya orta diizeyde dayanikli izolatlarinin neden oldugu yesil kiif ve eksi clriikliik

hastaliklarinin olusumunu azaltmada énemli diizeyde etkili oldugu tespit edilmistir.
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Mochizuki ve ark. (2012), Colletotrichum gloeosporioides’in neden oldugu
antraknoz icin biyolojik kontrol ajan1 olarak Bacillus amyloliquefaciens S13-
3’lin izolasyonu ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. B. amyloliquefaciens S13-
3, C. gloeosporioides’in neden oldugu antraknoz i¢in biyolojik bir kontrol ajani olarak
topraktan izole edilmistir. Yapay ortamda yapilan biyoanaliz sonucuna gore S13-3, C.
gloeosporioides’in misel gelisimini bastirdigi gézlenmistir. Bagda olgunlagmis {iziim
meyvesinde ¢iirimeye neden olan C. gloeosporioides’e karst S13-3’iin biyokontroli
dogrulanmistir. S13-3 ayrica, ¢ilekte antraknoza neden C. gloeosporioides’in ¢ilek
yapraklari tizerindeki hastalik siddetini azaltmigtir. S13-3’lin baz1 kimyasal pestisitlere ve
bakirlara kars1 tolerans gosterdigi bulgusu, S13-3’{in sahada kimyasal pestisit veya bordo
bulamaci muamelesinden dnce ve/veya sonra uygulanabilecegini gdstermistir. S13-3,
ItuD ve Ipa-14 genlerine sahip olup her ikisi de iturin A iiretiminde rol oynayan genom
ve kiiltiir boyunca transkriplerini ifade etmektedir. S13-3 tarafindan iiretilen iturin A
kiiltiir ortaminda tespit edilmis ve 6 giin sonra ortamdaki yogunlugu 0.064 olmustur. Bu
nedenle S13-3’tin C. gloeosporioides’e kars1 antagonistik aktivitesi iturin A {iretimine
bagli oldugu one siiriilmistiir. C. gloesporioides’un neden oldugu antraknozda S13-3’{in
engelleyici etkisi sayesinde, S13-3’iin sahada kullanilan kimyasal fungisitlerin miktari
azaltma olasiliginin ve C. gloesporioides karsi entegre yonetim sistemlerinde daha fazla
gelismeye katkida bulunacaginin beklendigi ifade edilmistir.

Ren ve ark. (2012), Cecropin A genini expression vektorii olan pPIC9k’ye
klonlamis ve methylotrophic maya olan Pichia pastoris GS115 igerisinde ekspresyonunu
gerceklestirmiglerdir. Bu mayanin Geotrichum citri-aurantii sporlar1 {izerinde etkili
antimikrobial aktiviteye sahip oldugu thiazolyl blue (MTT) testiyle ortaya konmustur.
Transforme edilmemis irk GS115 ve recombinant irk GS115/CEC arasinda turunggil
meyvelerindeki yaralar T{izerinde belirgin bir gelisme farki olmamistir. Maya
transformantlari, G. citri-aurantii sporlarinin ¢imlenmesini ve ¢iiriime olusumunu maya
k1 GS115/pPIC gore onemli dlgiide engellemistir. Bu caligma mayalarda antifungal
peptid ekspresyonunun hasat sonrasi hastaliklarin kontroliinde yeni bir yaklasim
olusturabilecegini gostermektedir.

Shi ve ark. (2012), Colletotrichum gloeosporioides Penz’in neden oldugu
antraknozun, hasat edilmis mango meyvelerinin en Onemli hastaliklarindan birisi

oldugunu ifade etmislerdir. Bu ¢aligma kapsaminda in vitro kosullarda borun fungal
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patojenin spor ¢imlenmesine etkisi, derim iglemi yapilmis mango meyvelerinde
antraknozun kontrolu ve antifungal etki mekanizmasini degerlendirmek i¢in bora maruz
birakildiklarinda sporlarda goézlenen mitokondriyal zararlanma arastirilmistir. Bor
uygulamasiyla, fungal patojenin spor ¢imlenmesi 6nemli dl¢lide engellenmis ve mango
meyvelerindeki antraknoz etkili bir sekilde kontrol edilmistir. Ayrica 20mM
konsantrasyonda bor uygulamalarinin fungal sporlarda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretimini tesvik ettigi gériilmiistiir. 6 saatlik bor uygulamasindan sonra sporlarda, lazer
taramali konfokal ve transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak mitokondriyal
par¢alanma gdzlenmistir. Bu sonuglara gore borun antifungal etki mekanizmasi, C.
gloeosporioides’teki mitokondriyal par¢alanma olarak agiklanmustir.

Talibi ve ark. (2012), Fas’in giineyindeki farkli bolgelerden alinan 43 degisik bitki
tiirlinlin 6z suyunu ve Ogiitiilmiis formlarini toplamislardir ve limonda eksi ¢iiriikliige
neden olan Geotrichum citri-aurantii’ye kars1 antifungal etkilerini in vivo ve in vitro da
aragtirmiglardir. Sonuglar gostermistir ki Rubus ulmifolius, Ceratonia siliqua, Cistus
monspeliensis ve Halimium umbellatum bitkilerinin tozlari, patojenin misel gelisimini
tamamen inhibe etmistir. Ayrica Cistus villosus, Pistacia atlantica, Halimium
antiatlanticum, Inula viscosa, Ighermia pinifolia ve Hammada scoparia bitkilerinin
tozlari, G. citri-aurantii’nin misel gelismini, % 80’den daha yiiksek oranda engelleyerek
etkili olmustur. Bitkilerin 6zsulari, test edilen bitkilere gore spor ¢imlenmeleri iizerine
farkl etki gostermistir. En giiglii etkinligi, H. antiatlanticum ve C. villosus bitkilerinin
Ozsular1 gostermistir. Bu bitkiler sirasiyla 2.5-5 mg/ml’de spor ¢imlenmesini tamamen
engellemistir. Limonlarda eksi ¢iiriikliige kars1 in vitro’da etkili sonuglarin alindigi en
aktif bitkiler in vivo’da da kullamlmigtir. H. antiatlanticum ve C. villosus bitkilerinin
6zsulart mandarin meyvelerinde eksi ¢iirlikliik oranini, % 98.2 diizeyindeki kontrol ile
karsilastirildiginda, sirasiyla % 46.3 ve % 44.4’e kadar diisiirmiistiir. Bu ¢alisma turunggil
eksi ciirtikliik kontroliinde bitki 6z sularinin yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu
gostermistir.

Yu ve ark. (2012), mandarin bahgesinin rizosferinden izole edilen Bacillus
amyloliquefaciens JBC36 kullanarak derim sonrasi satsuma mandarinlerinde yesil ve
mavi kiifiin biyokontroliinii kontrol etmek amaciyla carnauba balmumu ve parafin bazl
formulasyonlart  gelistirmislerdir. JBC36 ki (102 CFU/ml) yarali mandarin

meyvelerinde, yesil ve mavikif olusumunu sirasiyla % 88 ve % 80.2 oraninda
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engellemistir. JBC36 veya antagonistik metabolitlerin varligit P. digitatum ve P.
italicum’un misel gelisimi ve spor ¢imlenmesini yiiksek diizeyde engellemistir.
Antifungal etkinligi belirlemek icin, antibiyotigin 3 c¢esidi lipopeotit ailesi olarak
tanimlanan (RP-HLC) ve ince katman (TLC) analizleri, surfaktin ve fengisin, iturin A ve
yiiksek performansli stvi RP-HLC ters evresi tarafindan izole edilmistir. Fengisin ayrica
stvi kromatografi / elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometresi (LC / ESI-MS) ve kiitle
spektrometresi / kiitle spektrometrisi (MS/MS) analizi ile fengisin A C16 olarak
tamimlanmistir. Ayni zaman da antagonistin ugucu organik bilesikleri P. digitatum ve P.
Ttalicum’un misel gelisimini de azaltmistir. JBC36 108 CFU/mI formiilasyonu karnauba
balmumu bazli ve parafin yag bazli kaplama formiilasyonlar1 yesil kiifiin olusumunu
sirastyla % 91 ve % 80.9 oraninda azaltmistir. Genel olarak, antagonist Rhizobacterium
JBC36, mandarin meyvelerinde derim sonrasi mavi ve yesil kiif bozulmalarini 6nlemede
umut verici bir biyokontrol etmeni olmustur.

Yu ve Lee (2013), Bacillus amyloliquefaciens JBC36’ya 1s1k kalitesinin etkisi ve
biyokontrol etkisi amaciyla bu ¢alismay1 yapmislardir. Isik, bir¢ok mikroorganizmanin
fizyolojik siireclerini diizenleyen en Onemli cevresel sinyallerden biridir. Bununla
birlikte, derim sonrasi bozulmalarda antagonist bakteri kullanimi ve etkili 151k
kontroliiniin kalitatif ve kantitatif etkileri olarak ¢ok az ¢alisma bildirilmistir. Bu ¢calisma
da, beyaz, kirmizi, yesil ve mavi 151k etkisi ve foton akis yogunluklar1 da 20, 240 ve 360
umol m2 s! ile biyocontrol B. amyloliquefaciens JBC36 (JBC36) mandarin
meyvelerinde mavi ve yesil kiif icin incelenmis ve umut verici olmustur. 240 ve 360 umol
m2 s' mavi 1sik haricinde, genellikle karanhik 1sikta tutulmus kontroller ile
karsilastirlldiginda JCB36 biliylimesini tesvik etmistir. Kirmizi 1s1k  yogunluguna
bakilmaksizin yiikselen hareket giicii ve 240 umol m2s™! biyofilm olusumunu &nemli
Olglide arttirmigtir. Ayrica 151k kalitesi ile Penicillium digitatum’a karsi antifungal
metabolitleri ve antifungal faaliyetlerinin iiretimi etkilenmistir. ilging bir sekilde, JBC36
ve P. digitatum, 240 pmol m 2 s™! yogunlugunda kirmiz1 ve yesil 151k altinda birlikte
inkiibe edildiginde antifungal aktivitede Onemli Olclide artis olmustur. Ayrica 151k
kalitesinin yesil kiif kontrolii ve mandarin meyvelerindeki JBC36 kolonizasyonunda
degisiklere neden oldugu gosterilmistir. Ozellikle, mandarin meyvesi ve yesil kiiflere
kars1 biyokontrol etkinligi tizerindeki popiilasyon seviyesini kirmizi 151k arttirmistir. Bu

sonugclar, derim sonrasi bozulmanin kontrolii i¢in 151k kalitesinin antagonistik bir bakteri
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tizerindeki etkisine dair ilk raporu temsil etmektedir.

Li ve ark. (2013), Bacillus amyloliquefaciens 9001’in elma meyvesinde halka
curiikliigiinde biyolojik kontroliinii incelemek amaciyla bu ¢alismay1 yapmislardir. Elma
meyvelerinde en 6nemli hastaliklarindan birisi, Botryosphaeria dothidea (Moug. EX. Fr)
Ces. et de Not’nin neden oldugu elma halka ¢lirtikliigii hastaligidir. Bu ¢alismada, in vivo
ve in vitro ortamlarinda meyve bahgelerinden toplanan saglikli elma meyvelerine elma
halka c¢iiriikliigii bulastirilmis ve ona kars1 irk 9001 izolatinin biyokontrol etkinligi
degerlendirilmistir. Bakterin 9001 irki petride patates dekstroz agarda B. dothidea YL-1’
ye antagonistik faaliyetini acikg¢a goOstermistir. Kontrol ile karsilastirildiginda fungal
patojenin yapay asilamasindan 6nce 9001 irkin bakteriyel siispansiyonlarina daldirilan
saglikli elmalarda hastalik oraninda biiyiik oranda diisiis gerceklesmistir. Dahasi, ya
bliylime doneminde arazi uygulamasi ya da enfekteli meyve bahcelerinden alinan
elmalara 9001 rkinin bakteriyel siispansiyonlariin kullanimi ile 4 ay oda sicakliginda
saklama siiresi i¢inde hastalik oraninda 6nemli derecede diisiislerle sonuglanmistir.16S
rRNA ve gyrA geninin filogenetik analizinde B. amyloliquefaciens’in 9001 irki1 olarak
tammmlanmistir. Bu sonuglar, B. amyloliquefaciens 9001 elma meyvelerinde halka
cliriikligiinde biyokontrol ajani olarak kullanildiginda derim sonrasi uzun periyotlarda
kayiplar1 en aza indirmek i¢in yardimci ve umut verici olabilecegini gostermistir.

Zheng ve ark. (2013), derim sonrasi mangolarda antraknoz patojenine iki
antagonistik Bacillus ki tarafindan iretilen ugucularin antimikrobiyal etkilerini
belirlemek amaci ile bu ¢aligmay1 yapmislardir. Mangoda antraknoz pathojenine karsi
antagonist bakteri olan Bacillus spp.’nin 4 ki izole edilmis ve taranmistir. Bunlar
arasinda, Bacillus pumilus ve Bacillus thuringiensis TB09 ve TB72 olarak 16S rDNA
dizisi ile tammlanmigtir. B. pumilus ve B. Thuringiensis, in vitro da sirasiyla antraknoz
hastaliginin misel gelisimini % 88.87 ve % 80.07, in vivo da hastalig1 ide % 98.24 ve %
87.06 oraninda engelledigini gostermistir. Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (GC-
MS) analizine dayanarak, B. pumilus ve B. thuringiensis tarafindan iiretilen 11 ugucu
bilesik tanimlanmistir. Bunlarin arasinda etkili 5 bilesigin, patojeni daha iyi engelledigi
gosterilmistir. Secilmis iki antagonist bakterinin ve iiretilen ugucu bilesiklerin ve yapay
karigimlarin bazilarinin, derim sonras1 mango meyvesinde antraknoz i¢in umut verici
kontrol yontemleri olabilecegi sonucunu gostermistir.

Chavez-Diaz ve ark. (2014), bogiirtlen meyvelerinden elde edilen Rhizopus
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stolonifer iizerinde biyokontrol potansiyeline sahip antagonistik bakterilerin belirlenmesi
konusunda c¢alisma yapmislardir. Derim sonrasi tasima sirasinda bogilirtlen meyveleri
fitopatojenik fungusun saldirisina maruz kalmaktadir. Toprak rizosferinden ve
yapraklardan elde edilen Rhizopus stolonifer izolatlar1 patates dektroz agar (PDA) igeren
petrilere yerlestirilmistir. Buna ek olarak meyveler de 25 °C’lik nem odalarina
birakilmistir. Bakteri kolonileri izole edilmis ve PDA iizerine ¢izilerek saflastirilmistir.
R. Stolonifer’e kars1 bakterilerin antagonistik aktivitesi, PDA'da ikili kiiltiir teknigi ile
degerlendirilmistir. Sideroforlarin iiretimini tespit etmek i¢in, krom azurol S analizi
gerceklestirilmistir. R. stolonifer’in bogiirtlen meyveleri tizerindeki enfeksiyon siireci ilk
kez bu ¢alismada tanimlanmistir. Bitki ve toprak rizosferinin farkli bolgelerinden 86
bakteri izolati elde edilmis ve bunlardan 4’ii pathojene karsi antagonistik etki
gostermistir. Topraktan elde edilen Bacillus subtilis izolat1 en yliksek etkiyi gostermistir.
Bu ¢alismada, bogiirtlen meyvelerinden elde edilen R. stolonifer’e karsi biyolojik kontrol
potansiyeli olan antagonistik bakterilerin izole edilip ve tanimlandigi bu konu ile ilgili ilk
rapordur.

Jiang ve ark. (2014), Bacillus subtilis kullanarak sofralik tiziimlerde Aspergillus
carbonarius bulasmasinin engellenmesi amaciyla ¢alisma yiirtitmiislerdir. Okratoksin A,
tiziimlerde Aspergillus carbonarius’un 6nemli bir maddesidir, ¢lirlimesine neden olur ve
insan sagligi agisindan 6nemli bir tehdit olusturur. B. subtilis CCTCC M 207209; énceden
tiziimlerden izole edilmis ve okratoksin iireten irk olan A. carbonarius CCTCC AF
2011004tUn gelisimini engellemek igin kullanilmistir. Canli ortamdaki etkisi 3 farkli
tiziim ¢esidi: Thompson ¢ekirdeksiz, Kyoto ve Red Globe meyvelerinde engelleme etkisi
Patates dekstroz agar (PDA) ortaminda test edilmistir. A. carbonarius ve B. subtilis ayni
anda uygulandiginda 25 °C ve 30 °C engelleyici etkileri, izim meyvelerindeki ¢iiriik
lekelerine ve PDA’daki koloni boyutuna gore degerlendirilmistir. B. subtilis analizlerde
stv1 kiltiir ile hiicresiz ve ugucu iirtinler kullanmilmigtir. B. subtilis siv1 kiiltiirleri ile
uygulama yapilan tiim Orneklerde, ozellikle hiicresiz kiiltiir uygulamasina maruz
kalanlarda, A. carbonarius’un belirgin bir sekilde engellendigi gézlenmistir. B. subtilis’in
ugucu iiriinleri ile muamele edildiginde A. carbonarius’da engelleme gézlenmemistir. B.
subtilis kiiltiirtintin ayn1 fraksiyonu kullanildiginda tiziimlerde Red Globe’da en 6nemli
engelleme goriilmiis, bunu Kyoto ve Thompson ¢ekirdeksiz cesitleri takip etmistir. B.

subtilis siv1 kiiltiir siipernatanti kullanildiginda iiziimlerde diger fungal bulagmalar i¢in de
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onemli engelleme gozlenmistir. Bu calisma sofralik {iziimdeki OTA iireten A.
carbonarius’un ve diger funguslarin bulasikligin1 6nlemek i¢in B. subtilis’in potansiyelini
ortaya ¢ikarmistir.

Kalai-grami ve ark. (2014), Phoma tracheiphila ve Verticillium albo-atrum’a karsi
antagonistik oldugu varsayilan endofitik bakterilerin izolasyonu ve tanimlamasi amaciyla
bu calismay1 yapmislardir. Bu patojenlere kars1 28 izolatin engelleyici etki sergiledigi
yapay ortamda gozlenmistir. izolatlar hidrolitik aktivitelerine, bitki gelisimini tesvik eden
bakteri (PGPB) yeteneklerine, ek olarak lipopeptit biyosentezinden sorumlu olan non-
rasomal peptit sentetaz (NRPS) genlerinin varligina gore taranmistir. Sonuglar, bir tek
NRPS geni ve en az iki PGPB aktivitesi olan 16 izolat i¢in pozitif olmustur. Bacillus
velezensis’e dokuz izolat, Bacillus methylotrophicus’a dort izolat, Bacillus
amyloliquefaciens’e bir izolat ve Bacillus mojavensis’e iki izolat, rDNA dizilemesi ile
onaylanmaistir.

Slimene ve ark. (2014), kitinolitik bir izolat olan Bacillus licheniformis S213
tirtiniin biyolojik kontrol etmeni olarak, Phoma medicaginis enfeksiyonuna karsi
uygulamasin1 gerceklestirmislerdir. Tunus topraklarindan izole edilen dokuz kitinaz
tireten tiir arasinda, S213 olarak adlandirilan bir izolat, gliglii bir kitinolitik aktivite
gostermistir. S213 tiirii olan B. licheniformis, DNA’sinda API 50CH sisteminin 16S
ribozomal kisminin dizi analizi olarak tanimlanmistir. Ayrica, kitinolitik aktivitede,
slipernatan iceren P. medicaginis dahil olmak iizere birka¢ fitopatojenik fungusun
biiylimesini engellemistir.

Siirmeli (2014), farkli bitki ugucu yaglart ve ana bilesenlerinin in vitro antifungal
etkinligini turunggil meyvelerinde sorun olan fungal turunggil eksi ¢iiriikliik hastaligi
etmeni Geotrichum citri-aurantii’nin misel, spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimi
tizerine degme ve buhar etkinlikleri farkli dozlar kullanilarak arastirmistir. Ugucu yaglar
ve anabilesenlerin degme ve buhar etkinliklerine bakildiginda en giiglii fungisidal etkinin
kekik tiirleri (Origanum syriacum ve Thymbra spicata ve Thymus serpyllum) ile aldehit
ve fenoller (trans-cinnamaldeyde, carvacrol, ve eugenol) tarafindan gosterildigini, en
etkili ugucu yag olan O. syriacum buhar fazinda fungusun misel gelisimini, spor
¢imlenmesini ve ¢imlenme borucugunun engellenmesi, 5.0 pl/petri dozunda, en etkili
ucucu yag anabileseni olan carvacrol ve trans-cinnamaldeyde degme fazinda fungusun

misel gelisimini, spor ¢imlenmesini ve ¢gimlenme borucugunun engellenmesi, 20.0 pl/ml
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dozunda tespit etmistir. Yapilan mikroskobik incelemelerde ugucu yaglar ve
anabilesenlerin  funguslarin  hiflerinde ve sporlarinda sitoplazmik pihtilagma,
vakuollesme, erime ve sitoplazmik bosalma seklinde gozlenen Onemli yapisal
deformasyonlara neden oldugu bildirilmistir.

Yamamoto ve ark. (2014), Bacillus amyloliquefaciens S13-3’iin domateste
bakteriyel solgunluk ve kiilleme hastaliginin kontrolii {izerindeki etkisini belirlemek
amaciyla bu ¢alismay1 yapmuslardir. B. amyloliquefaciens S13-3 irkinin tek bir toprak
uygulamasi ile sistemik kazanilmis dayanikliligimin tesvik edilmesi ve antibiyotiklerin
tretim yoluyla, Ralstonia solanacearum’un neden oldugu domates Dbakteriyel
solgunlugunu baskilamistir. Ayrica toprak uygulamasi sistemik kazanilmig
dayanikliligin tesvik edilmesi yoluyla domates kiilleme hastalig1 kontrol altina alinmistir.
S13-3 biyolojik control etmeni topraga uygulanmasinda domateste bakteriyel solgunluk
ve kiillemeye kars1 iki fonksiyonlu etki gostererek yenilikei bir yaklagim olusturmustur.

Wang ve ark (2014a),’nin yaptiklari ¢alismada kiraz meyvelerinde derim sonrasi
AR156 kodlu Bacillus cereus’un mavi kiif hastaligina neden olan Penicillium expansum’a
kars1 biyokontrol etkisi aragtirtlmigtir. Sonuglara gére AR156 kodlu B. cereus’un
hastaligin gelisimini 6nemli Olgiide azalttigi ve tedavi ettigi gorilmiistir. Uygulama
meyve i¢indeki kitinaz ve B-1, 3-glukaz aktivetesini 6nemli derece arttirmistir. B. cereus
AR156 P. expansum sporlarinin plazma membran biitiinliigiinii bozmus ve yapay
ortamdaki patojen misellerinde seker ve protein eksikligine neden olmustur. Sonug
olarak, B. cereus AR156’nin kiraz meyvesindeki mavi kiif ¢iirtimesini kontrol etmedeki
etkinligi, patojene fungitoksik Ozellik gOstermesi ve meyvede savunma ile iliskili
enzimlerin indiiksiyonu ile dogrudan iliskili olabilecegi bildirilmistir.

Wang ve ark (2014b), tarafindan Colletotrichum acutatum’un Bacillus
cereus AR156 ile uyarilmis dayanikliliginin yenidiinya meyvelerinde savunma
yanitlarinin hazirlanmasi ile iligkisini arastirmak amaciyla bu ¢alisma yapilmistir. Derim
sonrasi yeni diinya meyvesinde antraknoza neden olan C. acutatum igin biyolojik kontrol
ajan1 B. cereus’un mekanizmasi ve etkinligi incelenmistir. B. cereus AR156 uygulanmis
meyve ile uygulama yapilmayan meyve karsilastirildiginda hastalik oraninin diistiigii ve
lezyon ¢aplarinin kii¢iildiigii sonucuna varilmigtir. Uygulama kitinaz, -1, 3-glukanaz,
fenilalanin amonyak-liyaz, peroksidaz ve polifenoloksidaz dahil olmak iizere savunma ile

iliskili enzimlerin aktivitelerini arttirmis ve H2O2’ nin birikmesini tesvik etmistir.
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Pretorius ve ark. (2015),’nin bu ¢alismasi derim sonrasi hastaliklar i¢in Bacillus
amyloliquefaciens tarafindan antifungal lipopeptitlerin {iretiminin belirlenmesi amaci ile
yapilmistir. Gida gilivenligini slirdiirmek, giderek artan niifusta kiiresel bir sorun haline
gelmistir. Derim sonrasi1 depolarda bozulan triinler gida gilivenligi agisindan énemli bir
tehdit faktorii olusturmaktadir. Derim sonrasi bozulmalarda baslica sentetik kimyasallarin
kullanimi ele alinmistir. Bacillus’un lipopeptitleri, antifungal lipopeptit homolog etkinligi
sergileyen, c¢evresel olarak sorun olusturmayan oOzellikte oldugundan o6zellikle
fitopatojenlere karsi Onerilebilir. Bu c¢alismada derim sonrasi genel ve fungal
fitopatojenlerine karsi Bacillus’un biyokontrolii i¢in 6zel lipopeptit iirettigi belirlenmistir.
B. amyloliquefaciens DSM 23117’nin tarama yoluyla Bacillus adaylar1 arasindan, iistiin
potansiyelli lipopeptid iiretimi, antifungal lipopeptid konsantrasyonu, tiriin (verim) ve
tiretkenlik gibi 4 sart1 saglayan bir organizma olarak kararlastirilmistir. Bu Bacillus
tirlerinden, B. amyloliquefacians’in lipopeptitlerinin etkinliginin Botrytis cinerea’ya
kars1 uygun oldugu belirlenmistir. Sonra ki siirecte B. amyloliquefaciens kiiltiirlerinde
optimal lipopeptid iiretimini belirleyen temel parametrelerde nitrat ve oksijen bulunmus
ve bu siire¢ kosullarinda konsantrasyon ve lipopeptid oranindaki degisiklik 6nemli
olmustur. Bu ¢alisma Bacillus lipopeptit tiretiminin maksimizasyonu ve optimum etkinlik
icin antifungal oranlarinin manipiilasyonu i¢in temel parametreleri vurgulamakta ve
sentetik kimyasallara ¢evre dostu bir alternatif olarak antifungal lipopeptitlerin iiretim
optimizasyonuna yonelik islemlerin gelisimi {izerine bilgi vermektedir.

Zhang ve ark. (2015), Cin’de Hiinnap meyvesinde dnemli meyve patojenlerine
kars1 yiiksek oranda baskilayan iki Bacillus amyloliquefaciens tiiriniin tanimlanmasi
amaciyla bu ¢alismay1 yapmiglardir. Cin hiinnabindan izole edilmis iki bakteri tliriiniin
(ZJ01 ve ZJ02), hiilnnap meyvesinde 3 temel patojen olan Phoma destructiva, Alternaria
alternata ve Fusicoccum spp.’ne karst antifungal aktiviteleri ve morfolojik
mekanizmalar1 test edilmistir. Fizyolojik karaktere ve 16S rDNA gen dizilerine
dayanarak her iki tiir de B.amyloliquefaciens olarak tanimlanmistir. Bu ii¢ 6nemli
patojenik fungusun sporlar1 ile inokulasyonundan once, delme yoluyla olusturulan
yaralara ZJ01 ve ZJ02’nin fermantasyon sivisi piiskiirtiilen hiinnap meyvelerinde
hastaligin ortaya ¢ikma oran1 % 10 ve % 66.7 olmustur. Bu sonuglar, ZJO1 irkinin, Cin
hiinnap meyve hastaliklar1 i¢in potansiyel bir biyolojik kontrol ajani olabilecegini

gostermektedir. Antagonistik bakteriler, bu zamana kadar gozlenen hastaliklara sebep
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olan etmenlerin fungal tiirlerde hiflerinin degisimine neden olmustur.

Sayin ve ark (2016) borik asit ve disodium octaborate tetrahydrate gibi bor
bilesikleri i¢eren biyofilmlerin farkli bakterilere (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Aeromonas hydrophila ATCC 19570, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Brucella
melitensis Revl ve tarla izolatlar1 Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila, Yersinia
ruckeri, Pseudomonas aeruginosa, Lactococcus garvieae, ve Brucella abortus) karsi
antibakteriyel  etkinligini  arastirdiklar1  calismada ~ minimum  engelleme
konsantrasyonunun 0.385 ve 0.644 mg/ml oldugunu bildirmislerdir.

Mohammadi ve ark. (2017) 10 adet bakteri izolatinin (4 Bacillus subtilis, 2 Bacillus
pumilus, 2 Bacillus cereus, 1 Bacillus megaterium, ve 1 Agrobacterium radiobacter)
turuncgillerde yesil kiif etmeni Penicillium digitatum’a kars1 antagonistik 6zelliklerini in
vitro kosullarda test etmislerdir. Bakterilerin siv1 kiiltiirde patojenik fungusun misel
gelisim, spor ¢imlenmesi ve spor liretimine etkileri de gbzlenmistir. in vitro antagonistik
test ve enzim aktivitesi sonuglarina gére en imitvar bakteriler B. subtilis ve A. radiobacter
olmustur. Bakteriler limon meyvesinde hastalifin baskilanmasi yoniinden de test
edilmislerdir. Bu bakteriler ayn1 zamanda limon meyvesinde belirgin antifungal aktivite
gostermislerdir. Bu ¢alismanin sonuglar1 B. subtilis ve A. radiobacter’in patojene karsi
antifungal etkisinin yiiksek oldugunu gostermistir. Test edilen tiim bakterilerin kitinaz ve
ve glukanaz enzim aktivitesi pozitif olmustur. Proteaz enzimi i¢in A. radiobacter disinda
tiim bakteriler i¢in pozitif aktivite gostermistir. Tiim bakteriler (A. radiobacter disinda)
fungusun misel gelisimi ve spor ¢imlenmesini engellemistir. B. subtilis, B. cereus, ve A.
radiobacter sivi kiiltiirde fungusun spor iiretimine engel olmustur. B. subtilis ve A.
radiobacter limon meyvelerinde hastalik siddetini belirgin derecede azaltmistir.
Sonuglar, bu izolatlarin P. digitatum’un neden oldugu turunggillerde derim sonrasi
clirimelerin miicadelesinde yeni biyokontrol etmenleri olarak kullanilabilecegini
gostermistir.

Gir ve Kurt (2017), turunggilde derim sonrasi eksi ¢iiriikliik hastaligi etmeni
Geotrichum citri-aurantii’ye karsi bor {iriinlerinin antifungal etkileri arastirtlmustir. In vitro
calismalarinda % 10 luk Etidot-67’nin 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ve 2.0 ul konsantrayonlarinda
misel gelisimi ve arthrokonidi ¢gimlenmesinin etkileri incelenmistir. Sonugta, konsantrasyon
arttikca misel gelisimi ve arthrokonidi ¢imlenmesinde dogrusal bir azalma gozlenmistir.

Misel gelisimi ve arthrokonidi ¢cimlenmesine sirastyla, en yliksek konsantrasyonda % 96,6
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ve % 85,5 oraninda etki belirlenmistir. Borikasit (% 0,3), Boraks (% 0,6), Borikasit (% 0,3)
+ Boraks (% 0,6) konsantrasyonunun misel gelisimi ve arthrokonidi g¢imlenmesine
antifungal etkisi aragtirilmistir. Misel gelisimi ve arthrokonidi ¢cimlenmesine en yiiksek etki
sirastyla % 95 ve % 92,7 oraninda boraksta kaydedilmistir. Bor {iriinlerinin yari in vivo da
eksi ciiriikliik hastaligina etkisi incelendiginde, en yiiksek etki % 97,8 ile borik asit + boraks
(30+60g) karisimi ile etidot-67°nin 45g dozunda saptanmistir. Uygulama yapilan
meyvelerde usare miktari, suda ¢zlinebilir kuru madde (SCKM) miktari, titre edilebilir
asitlik ve pH degerleri gibi kalite 6zellikleri en yliksek borik asit + boraks karisiminda tespit
edilmistir.

Kurt ve ark (2018)’nin yaptiklari ¢alismada, G. citri-aurantii’nin turunggil
meyvelerinde neden oldugu eksi ¢iiriikliik hastaliginin miicadelesinde, farkli bor iiriinlerinin
ve kombinasyonlarinin depo kosullarinda etkisi arastirilmistir. Hatay Antakya’da faaliyet
gosteren Ozel bir igletmenin paketleme tesislerinde seg¢ilmis olan Okitsu mandarin
meyveleri, bor lirlinlerinin tekli ve bakteri ile birlikte hazirlanmis olan siispansiyonlarinda
daldirma uygulama ile muamele edilmistir. Kontrol olarak kullanilan meyveler ise sadece
saf su icerisine daldirilmigtir. Uygulamadan ¢ikarilan mandarin meyveleri, temiz bir yerde
bir stire bekletildikten sonra standart depo kosullarinin oldugu paketleme tesisinde uygun
bir alanda yaklagik olarak 21 giin boyunca bekletilmistir. Depo sicakliklar1 18-22 °C
arasinda ve % 85 nem oranina sahip olan ortamda haftalik gézlem ve kontrol yapilarak
gelismeler yerinde izlenmistir. Boylece her bir uygulama ve tekrarlardaki hastalik oranlar
hesaplanmis ve kaydedilmistir. Buna goére kontrol uygulamalarinda % 48,3 hastalik orani
kaydedilirken bunu % 21,9 ile Etidot-67 izlemistir. Uygulamalarin etkisi
degerlendirildiginde; en yiiksek etki diizeyini % 75,6 ile Etidot-67+K uygulamasi
gosterirken, bunu % 66,1 ile Borik asit + boraks + K ve % 60,9 ile borik asit + boraks
uygulamalari takip etmistir. En diisiik etki, % 54,7 ile bakteri uygulamasi icermeyen Etidot-
67 uygulamasinda kaydedilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Meyve

Bu calismada deneme materyali olarak, Hatay ili Erzin il¢esinde ticari olarak
yetistiricilik yapilan tretici bahgesinden, eksi ciiriikliikk hastaligina duyarli ve derim
sonrast Omrii kisa olan Owari Satsuma ¢esidi mandarinler kullanilmistir. Meyveler Eyliil
ay1 igerisinde hasat edilmis, sekil, renk ve biiyiiklilk bakimindan homojen olacak sekilde

secilmis olup, lekeli, yarali veya hastalikli meyveler denemeye alinmamastir.

3.1.2. Cahismada Kullanilan Hastahk Etmeni

Calismanin ana materyalini olusturan fungal etmeni Geotrichum citri-aurantii
izolat MKU BAP-8580 projesi kapsaminda, Hatay ili, Erzin ilgesindeki mandarin
yetistiriciligi yapilan Turunggil bahgesinden izole edilmis olup, tiir teshisleri gerek
morfolojik gerekse MALDI-TOF ile molekiiler yontemlerle yapilmistir. Fungal
etmenlerin patojenite testi saglikli mandarin meyveleri {izerine inokule edilmek suretiyle
yapilmis ve benzer simptomlar elde edilmek suretiyle patojenite diizeyleri teyit edilmistir.
Fungal izolatlar PDA besi yerinde, +4 °C de muhafaza edilerek denemelerde

kullanilmastir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Antagonist Bakteri izolatlar

Calismalarda kullanilan hastalik etmenine karsi etkinligi belirlenen antagonist
bakteri izolatlari, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmis olan 1101Y0110 ve 1105Y0104 nolu projeler
kapsaminda farkli kompostlardan segici King’s B Agar (KB) ve genel Trypic Soybean
Agar (TSA) besi ortamlarina iizerinde izole edilmis olup, tiir teshisleri gerek morfolojik
gerekse MALDI-TOF ile molekiiler yontemlerle yapilmistir (Cizelge 3.1). Rutin

kullanimlar i¢in gelistirilen kiiltiirler petri kaplarinda 5 °C’de saklanmistir. Bakteri
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kiiltiirleri uzun siireli saklamalar i¢in % 40°lik gliserol icerisinde —20 °C veya —80 °C’de

korunmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antagonist bakteriyel izolatlar

izolat no Tiir ismi

G1B:2:5 Virgibacillus pantothenticus
G1B:3:6 Bacillus cereus
G2B:0:4 Bacillus thuringiensis
G2B:2:5 Bacillus amyloliquefaciens
G2B:3:4 Bacillus subtilis
G2B:3:7 Bacillus atrophaeus
G2B:5:4 Bacillus pumilus
G3B:3:5 Bacillus subtilis
G4B:0:4 Bacillus pumilus
G5B:0:5 Bacillus pumilus
G5B:1:3 Bacillus subtilis
G5B:3:5 Bacillus pumilus
K1B:4:8:1 Bacillus cereus
K3B:1:5:1 Bacillus pumilus
K3B:4:8:1 Bacillus subtilis
K5B:0:5:1 Bacillus amyloliquefaciens
K5B:1:5:1 Bacillus subtilis
K5B:3:8:2 Virgibacillus-pantothenhicus
K5B:4.7:2 Bacillus cereus

3.1.4. Calismada Kullanilan Besi Ortamlar

Calismada kullanilan besi ortamlar1 kullanilmadan 6nce 121 °C’de 15 dk. otoklav
edilmistir. Antagonist bakteriyel etmenlerin izolasyonu, tanisi, etkinlikleri ve etki
mekanizmalarinin belirlendigi caligmalarda kullanilan King’s B Agar (KB), Luria Bertani
Agar (LB), Nutrient Agar (NA), Trypic Soybean Agar (TSA) ile Patates Dekstroz Agar
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(PDA) gibi besi yerlerin hazir ticari olarak (Merck, Darmstad, Germany) satin alinmak

suretiyle ¢alismalarda kullanilmistir (besi yerlerinin igerikleri Ek-1 de verilmistir).
3.1.5. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Denemede kullanilan kimyasallardan borik asit ve boraks dekahidrat Ulusal Bor
Arastirma Enstitiisii (BOREN) ve ETI Maden Isletmesinden saglanmistir. Bu kimyasal

maddelere ait 6zellikler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Denemede kullanilan bor iirtinlerinin teknik 6zellikleri (Boren, 2014)

.. . . Deger pH
Isim Formulasyon Icerik Birim (min.) Degeri
o B203 % 56.25 2.61

Borik asit H3BOs )

Safiyet % 99.90

B203 % 36.50 9.82
Boraks NazB407.10H20 )

Safiyet % 99.90

3.2. Yontem

3.2.1. Antagonist Bakteri izolatlar1 ve Bor Uriinleri fle Yapilan in vitro Cahsmalar

3.2.1.1. Antagonist Bakteri Izolatlarmn G. citri-aurantii’nin Miselyal gelisimine

Etkisinin Belirlenmesi

Antagonist bakteri izolatlarin hastalik etmeninin misel gelisimini engelleme
potansiyelleri 9 cm g¢apinda PDA igeren petri kaplarinda “ikili kiiltiir testleriyle”
belirlenmistir (Landa ve ark, 1997). Cizelge 3.1’de verilen antagonist bakteri izolatlari,
¢izgi ekim yontemi ile petrinin {list noktasindan 2 cm gerisine ¢izilmistir ve 48 saat siire
ile 25 °C de inkiibatorler (Velp, FOC225, Ispanya) igerisinde gelismeye birakilmistir. Bu
stirenin sonunda ¢izimi yapilan bakteri noktasinin 4 cm gerisine, PDA ortaminda gelismis
7 glinlik G. citri-aurantii kiltiiriiniin u¢ kisimlarindan alinan 5 mm ¢apinda miselyal

diskler yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Uygulama yapilan tiim petrilerde 25 °C de
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inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol petrilerine herhangi bir bakteri izolati ¢izilmeden
fungus ekimi yapilmis olup, funguslarin disardan kalemle ¢izilmis bakterilerin ¢izildigi
yere ulagsmasi beklenilmistir.

Kontrol petrilerinde hastalik etmeni bakterilerin ¢izildigi noktaya ulagmasi ile
birlikte (inokulasyondan 4-7 giin sonra), ikili kiltiir petrilerindekide fungal etmenlerin
bakteriye dogru yonelen misel gelisimi (MGu) 6lgiilmiis ve kontrol petrilerdeki misel
(MGKk) gelismeye gore engelleme oranlarinin % si hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).

%Engelleme= (MGk-MGu)/MGK))*100

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in misel gelisim olgtimleri 3 farkli petri
kabinda yapilmistir. Denemeler 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

Ikili kiiltiir testleri sonucu bakteri izolatlarmin test edildigi fungal etmenin misel
gelisimlerini engelleme oranlari; (-) hi¢ engelleyemeyenler, (+) % 0.5-24.9 zayif
diizeyinde engelleyenler; (++) % 25.0-49.9 orta diizeyinde engelleyenler ve (+++) %
50.0> giiclii diizeyde engelleyen izolatlar olmak tizere 4 grup altinda incelenmistir (Dalal

ve Kulkarni, 2013).

Sekil 3.1. Ikili kiiltiir testi ile aday antagonist bakteri izolatmin fungal etmenin misel
gelisimi tizerine olan etkinligi belirlenmistir. (A) Kontrol petrisindeki misel gelisimi
(MG), (B) antagonist bakteri uygulanmis petride misel gelisiminin (MG) engellenmesi

3.2.1.2. Farkh Bor Karisimlarinin Antagonist Bakterilere Kars1 in vitro
Antibakteriyel Etkinliklerinin Belirlenmesi

Calismalarda kullanilan bor bilesenlerinin antagonist bakteri izolatlar {izerine olan

antibakteriyel etkinligi ¢alismalarinda kullanilan dozlar daha onceden Giir (2015)
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tarafindan G. citri-aurantii’ye karsi etkinligi belirlenmis Borik asit+Boraks’in karisim
dozlar serisi (0.25+0.5; 0.5+1.0; 1+2; 3.0+6.0 g/L) olup, bu konsantrasyonlari igeren 10
ml NA besi yerleri steril petri kaplarina dokiilmustiir. Denemelerde kullanilan antagonist
bakteriler, NA besi yerinde 25 °C’de 48 saat gelismeye birakildiktan sonra,
konsantrasyonlar1, (spektrofotometri cihazinda 620 nm’de 0.12 absorbans degeri) 10°
hiicre/ml ayarlanmistir. Hazirlanmis bakteri siispansiyonunda 0.2 ml alinarak farkl
konsantrasyonlarda bor karisimi i¢eren besi ortami yiizeyine yayildiktan sonra petriler 25
°C’de 48 saat gelismeye birakilmistir. Bu siire sonunda yiizeyde gelisen bakteri kolonileri
sayilarak bor iirlinlerinin bakteri gelisimi {izerine olan etkinligi ortaya komustur. Ayrica
bor bilesenleri icermeyen besi yerleri kontrol olarak kabul edilmistir. Denemeler, her bir
bakteri izolat1 konsantrasyon kominasyonu 3 tekerriir olacak sekilde Tesadif Parselleri
Deneme Desenine gore kurulmustur. Her deneme en az 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.
Uygulamalarin % etkinligi agagida verilen Abbot formiilii kullanilarak hesaplanmustir.

Engelleme (%) = [(Kss-Usc)/Kss] x 100

Kgc = Kontrol petrilerdeki bakteri gelisim (koloni say1si)

Usc = Uygulama yapilmis petrilerdeki bakteri gelisim (koloni sayisi)

3.2.2. Antagonist Bakteri izolatlar1 ve Bor Uriinleri ile Yar1 in vivo Cahsmalar

3.2.2.1. Antagonist Bakteri izolatlar1 ile Bakteri+Bor Karisini Uygulamalarinin

Hastaligin Engellenmesi Uzerine Etkileri

Antagonist bakterilerin tekli ve bor friinleri ile kombinasyon halinde
uygulamalarinin yapay olarak bulastirilmis mandarin meyvelerinde eksi ciiriikliik
hastaliginin engellenmesi iizerine olan etkileri, yar1 in vivo kosullarda arastirilmustir. /n
vitro etkinlik ¢alismalarinda misel gelismini engelleyen, ayni zamanda bor tiriinlerinden
etkilenmeyen etkili antagonist bakteri izolatlar1 arasinda Bacillus subtilis (G3B:3:5),
Bacillus pumilus (G4B:0:4), Bacillus subtilis (K3B:4:8:1) ve Bacillus amyloliquefaciens
(K5B:0:5:1) secilerek yari in vivo Kosullarda yapilan meyve denemelerinde kullanilmistir.
Denemede kullanilan Owari Satsuma ¢esidi mandarin meyveleri ¢gesme suyu ile yikanip,
% 0.1’lik NaOCL ¢ozeltisinde 2 dakika bekletildikten sonra steril saf su ile durulanmustir.

Dezenfekte edilen bu meyveler, kurutma kagidi lizerine alinarak fan yardimi ile
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kurutulmustur (Liu ve ark.,2009). Meyvelerin ekvatoral bolgesinde, esit araliklarla 3 adet
olacak sekilde yiizeyden dezenfekte edilmis bir delici ile liniform sekilde yaklasik 2 mm
derinliginde ve 5 mm genisliginde yaralar agilmistir.

Antagonist bakteri ve bor iriinlerinin “koruyucu etkinligini” arastirmak igin,
yaralanmis olan mandarin meyvelerine once hazirlanmig olan (i) sadece bakteri
siispansiyonu (108 hiicre/ml), (ii) Borik asit: Boraks (0.5g + 1.0 g/L) karisimy, (iii) Borik
asit: Boraks (0.5g + 1.0 g/L) karisimi icerisine eklenmis bakteri siispansiyonu (108
hiicre/ml ) igerisinde 2 dakika bekletilmistir (Sekil 3.2A). Meyveler laboratuvar
kosullarinda (22-25 °C) gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin yiizey
gerilimini azaltmak amaciyla i¢ine % 1 oraninda yayict yapistirict eklenmistir.
Geotrichum citri-aurantii’nin  10® konidi/ml konsantrasyonda hazirlanmis olan
arthrokonidi siispansiyonu, dnceden agilmis olan yaralanmis noktalara piiskiirtiilerek
(Sekil 3.2B) patojen inokulasyonu gergeklestirilmistir.

Antagonist bakteri ve bor lriinlerinin “tedavi edici” etkilerini belirlemek i¢in
mandarin meyveleri, % 1 oraninda yayici yapistirict eklenmis 10° konidi/ml
konsantrasyonda G. citri-aurantii siispansiyonu 2000 ml hacmindeki fungal arthrokonidi
stispansiyonuna 1-2 dakika siireyle daldirilarak inokulasyonlar gergeklestirilmistir.
Inokule edilen mandarin meyveleri, laboratuvar kosullarinda (22-25 °C) gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda inokulasyon noktalarina (i) sadece
bakteri siispansiyonu (108 hiicre/ml), (ii) Borik asit: Boraks (0.5g + 1.0 g/L) karisimi
icerisine eklenmis bakteri siispansiyonu (10° hiicre/ml) piiskiirtiilmiistiir. Negatif kontrol
olarak sadece steril saf suya daldirilmig ve inokule edilmemis meyveler, pozitif kontrol
olarak ise patojen inokulasyonu yapilmis ve yukarida belirtilen bilesenlerin
uygulanmadig1 meyveler kullanilmigtir.

Denemelerde kullanilan tim meyveler, plastik kasalar i¢erisinde polietilen torbalara
yerlestirilerek 22-25 °C’de ve % 95 nem kosullarinda 2 giin siire ile inkiibasyona tabi
tutulmustur (Sekil 3.2C). Daha sonra meyve kasalarindaki torbalar agilarak inkiibasyon
devam ettirilmistir. Meyveler, laboratuvar kosullarinda 5 giin siire ile bekletildikten sonra
uygulama yapilmis meyveler “enfekteli” ve “saglikli” olarak sayim islemi yapilmis ve
hastalanan meyvelerde lezyon (islak/yumusama gosteren belirti) ¢ap1 Ol¢iilmiistiir. Her
bir uygulama 3 tekerriirlii ve her bir tekerriirde 10 meyve olacak sekilde toplam 30 meyve

kullanilmistir. Deneme iki kez tekrarlanmaistir.
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Sekil 3.2. Antagonist bakterilerin, bor bilesenleri ile tekli ve komkombinasyon halinde
yar1 in vivo kosularda yiiriitiilen inokulasyon ve inkiibasyon ¢alismalari. (A)
Yaralanmig meyveler bakteri siispansiyonuna daldirilip gece boyunca bekletilmesi, (B)
meyvelerin hastalik etmeninin spor siispansiyonu ile inokule edilmesi, (C) uygulama
yapilmig meyveler kasalar igerisinde iizeri naylonla ortiilerek inkiibasyona birakilmistir.

3.2.3. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tiim in vitro ve yar1 in vivo denemeler ise tesadiif parselleri deneme desenine gore,
her bir uygulama i¢in 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Farkli uygulamalarin
yapildigt petrilerdeki misel gelisiminin engellenme oranlart % oranlarina ¢evrilmeden
ArcSin transformasyonu uygulandiktan sonra SPSS istatistik programi (SPSS Statistics
17.0) kullanilarak tek yonlic ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve uygulamalar

arasindaki farklilik Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile analiz edilmistir (P<0.05).
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4, ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antagonist Bakteri izolatlarinin G.citri-aurantii’nin Miselyal Gelisimine Etkisi
Farkli Bacillus tiirlerine ait antagonist bakteri izolatlarinin fungal etmen G. citri

aurantii ‘nin misel gelisimi tizerine etkisi ikili kiiltiir testleri ile belirlenmistir (Sekil 4.1).

Elde edilen sonuglar Cizelge 4. 1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Antagonist bakteri izolatinin in vitro kosullarda fungal hastalik etmeni G.
citri-aurantii nin misel gelisimini engelleme (%) potansiyeli@

Misel gelisimi Engelleme oram

izolat no Tiir ismi (mm)b (%)
G1B:2:5 Virgibacillus pantothenticus 17.33def 55.93
G1B:3:6 Bacillus cereus 13.00g 66.95
G2B:0:4 Bacillus thuringiensis 23.33b 40.67
G2B:2:5 Bacillus amyloliquefaciens 21.00bc 46.61
G2B:3:4 Bacillus subtilis 14.33fg 63.56
G2B:3:7 Bacillus atrophaeus 19.33cde 50.84
G2B:5:4 Bacillus pumilus 16.00efg 59.32
G3B:3:5 Bacillus subtilis 14.00fg 64.40
G4B:0:4 Bacillus pumilus 13.33¢g 66.10
G5B:0:5 Bacillus mojavensis 19.67cd 50.00
G5B:1:3 Bacillus subtilis 16.67defg 57.62
G5B:3:5 Bacillus pumilus 16.33defg 58.47
K1B:4:8:1 Bacillus cereus 16.33defg 58.47
K3B:1:5:1 Bacillus pumilus 19.00cde 51.69
K3B:4:8:1 Bacillus subtilis 14.00fg 64.40
K5B:0:5:1 Bacillus amyloliquefaciens 14.67fg 62.71
K5B:1:5:1 Bacillus subtilis 15.33fg 61.01
K5B:3:8:2 Virgibacillus-pantothenhicus 16.00efg 59.32
K5B:4.7:2 Bacillus cereus 21.67bc 4491
Kontrol Geotrichum citri-aurantii 39.33a 0.00

2Bakteri izolatlar1 PDA {izerine patojen inokulasyonundan 48 saat 6nce ¢izilmistir. Bakterilerin bulundugu
petrilerde fungusun bakteriye dogru giden misel gelisimi (mm) &lgiilerek kontrol petrilerdeki gelismeye
gore kiyaslanmis ve engelleme oranlari (%) hesaplanmustir.

b Elde edilen degerler 3 farkli petri kabinda 6lgiimlerin ortalamast olup, deneme farkli zamanlarda 2 kez
tekrar edilmistir. Siitun igerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki
farkin istatistiksel olarak énemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).
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Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi, test edilen antagonist bakterilerin antifungal
etkinligi fungal etmenin misel gelisimini engelleme diizeyleri acisindan
degerlendirildiginde; 3 izolatin misel gelisimini % 25.0-49.9 gibi degisen oranlarda “orta
diizeyde” engelledigi, geri kalan 16 izolatin ise misel gelisimini >% 50 oranlarda olmak
tizere “giiclii diizeyde” engelledigi belirlenmistir.

Hastalik etmeninin misel gelisimini giiglii diizeyde engelleyen ayni istatistiksel
gruba girenilk 2 izolat % 66.95 engelleme orani ile Bacillus cereus (G1B:3:6) ve % 66.10
ile B. pumilus (G4B:0:4) olmustur. Bu izolatlar sirasiyla % 64.40 engelleme orani ile B.
subtilis (G3B:3:5) ve B. subtilis (K3B:4:8:1), %63.56 ile B. subtilis (G2B:3:4), % 62,71
ile B. amyloliquefaciens (K5B:0:5:1) ve % 61.01 ile B. subtilis (K5B:1:5:1) takip etmistir.
Bu izolatlar arasinda misel gelisimini engellenmesi agisindan istatistiksel olarak fark

bulunmadig goriilmiistiir.

Sekil 4.1. Farkli tiirlere ait antagonist bakteri izolatlarinin ikili kiiltiir testi ile in vitro
kosullarda fungal etmenlerin misel gelisiminin engellenmesi (0k) tizerine olan etkinligin
belirlenmesi.

Elde edilen bulgularla baglantili olarak yapilan ¢alismada Mohammadi ve ark.,

(2017) Bacillus subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. megaterium ve Agrobacterium
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radiobacter’in turunggillerde yesil kiif etmeni Penicillium digitatum’a karsi antagonistik
ozelliklerini in vitro kosullarda test ettikleri ¢aligmada antagonistik etkinligi ve enzim
aktivitesi sonuglarina gore en timitvar bakterilerin B. subtilis ve A. radiobacter oldugunu
belirlemislerdir. Bu bakteriler ayn1 zamanda limon meyvesinde belirgin antifungal
etkinlik gostermislerdir. Bu ¢alismanin sonuglart B. subtilis ve A.radiobacter’in patojene
kars1 antifungal etkisinin yiiksek oldugunu gostermistir. A. radiobacter disindaki tiim
bakteriler fungusun misel gelisimi ve spor ¢imlenmesini engellemistir. B. subtilis, B.
cereus ve A. radiobacter sivi kiiltiirde fungusun spor iiretimine engel olmustur. B. subtilis
ve A. radiobacter uygulanmis limon meyvelerinde hastalik siddetinin belirgin derecede
azaltildigi bildirilmistir.

Giiniimiizde biyopreparati yapilmis olan 6nemli bakteri tiirlerinin Agrobacterium,
Bacillus ve Pseudomonas cinslerine bagli oldugu bilinmektedir (Fravel, 2005).
Antagonist karakterli farkli Bacillus tiirleri arasinda B. subtilis tiirtintin, % 6’sinin farkl
kimyasal 6zellikle antibiyotik maddeleri sentezleyebilme 6zelligine sahip olmasindan
dolay1 iizerinde biyolojik miicadele ¢caligmalarinda en fazla ¢alisilan bakteri tiirii oldugu
bildirilmistir (Stein, 2005). Bacillus spp. (6zellikle Bacillus subtilis) farkli molekiiler
yaptya sahip antimikrobiyal bilesikler tiretmeleri, iiretilen bilesiklere karsi patojenlerin
kolayca dayaniklilik gelistirememesi, olumsuz ¢evre kosullarina kars1 dayanikli endospor
olusturmalart gibi istiin biyolojik 6zellikten dolayr biyopestisitlerin iiretilmesinde en

uygun mikrobiyal tiirler oldugu bildirilmistir.

4.2. Bor Uriinlerinin Antagonist Bakterilere Karsi in vitro Antibakteriyel

Etkinliklerinin Belirlenmesi

In vitro etkinlik c¢alismalarinda bakterilerle birlikte kullanilma olanaklarinin
arastirilmasi kapsaminda, Borik asit + Boraks karisimin 4 farkli konsantrasyonlarininin
(0.25+0.5; 0.5+1.0; 1.0+2.0; 3.0+6.0 g/L) bakterilerin gelisimi {izerine olan antibakteriyel
etkinlikleri NA besi yeri lizerinde belirlenmistir. Farkli bor karigim konsantrasyonlari
iceren besiyerinde gelisen antagonist bakteri kolonilerinin sayilar1 degerlendirildiginde
kullanilan dozlar arasinda sadece 2 konsantrasyon (0.25+0.5 ve 0.5+1 g/L) bakteri
gelisimini engellemezken (Cizelge 4.2), diger kullanilan konsantrasyonu bakteri

gelisimini engellendigi belirlenmistir (data verilmemistir).
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Kullanilan dozlar arasinda 0.25+0.5 g/L konsantrasyonunda en fazla gelisme
gOsteren antagonist bakteri izolatlar1 sirasiyla Bacillus thuringiensis (G2B:0:4), B.
subtilis (K3B:4:8:1) , B. subtilis (G3B:3:5), B. amyloliquefaciens (K5B:0:5:1), B. pumilus
(G5B:3:5) , B. subtilis (K5B:1:5:1) ve B. pumilus (G4B:0:4) olmustur. Bu dozda en az
gelisen izolatlar ise sirasiyla B. atrophaeus (G2B:3:7) B. subtilis G5B:1:3) , B. pumilus
(K3B:1:5:1) ve B. cereus (K1B:4:8:1) olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Borik asitt+boraks karigimin farkli konsantrasyonlarinin antagonist bakteri
izolatlarinin canlilig iizerine etkileri

Uygulamalar ve Gelisen Bakteri Koloni

Sayilan®
Izolat no Tiir ismi Kontrol  0.25+0.5¢g/L  0.5+1.0 g/L
G1B:2:5 Virgibacillus pantothenticus 203.33deA 170.00cdA  147.00cA
G1B:3:6 Bacillus cereus 120.00bcC 81.00abB 0.00aA
G2B:0:4 Bacillus thuringiensis 604.33gA 515.00hA 482.33fA
G2B:2:5 Bacillus amyloliquefaciens 86.67abcA 62.00abA 55.00abA
G2B:3:4 Bacillus subtilis 147.00cdA 130.67bcA  120.00bcA
G2B:3:7 Bacillus atrophaeus 150.33cdB 20.00aA 4.67aA
G2B:5:4 Bacillus pumilus 78.33abcB 46.33abA 32.33aA
G3B:3:5 Bacillus subtilis 320.00fA 279.00efgA  258.00deA
G4B:0:4 Bacillus pumilus 261.67efA 237.33defA  224.33dA
G5B:0:5 Bacillus mojavensis 305.00fC 210.33cdefB  63.67abA
G5B:1:3 Bacillus subtilis 26.00aA 23.67aA 15.00aA
G5B:3:5 Bacillus pumilus 604.33gA 515.00hA 482.33fA
K1B:4:8:1 Bacillus cereus 283.33fC 41.67aB 9.33aA
K3B:1:5:1 Bacillus pumilus 54.00abA 42.33aA 16.67aA
K3B:4:8:1 Bacillus subtilis 335.67fA 334.33gA 317.67eA
K5B:0:5:1 Bacillus amyloliquefaciens 312.00fB 293.33fgAB  242.00deA
K5B:1:5:1 Bacillus subtilis 303.00fB 262.67efgB 2.33aA
K5B:3:8:2  Virgibacillus pantothenhicus 127.00bcB 60.00abA 3.33aA
K5B:4:7:2 Bacillus cereus 298.33fB 205.67cdeA  192.33cdA

2 Elde edilen degerler 3 farkli petri kabinda 6l¢iimlerin ortalamasi olup, deneme farkli zamanlarda 2 kez
tekrar edilmistir. Siitun icerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler ile satir
icerisnde yer alan degerlerin yanindaki biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
6nemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).
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Bor bilesenlerini 0.5+1.0 g/L konsantrasyonunda ise en fazla gelisme gosteren
izolatlarin sirastyla B. thuringiensis (G2B:0:4), B. subtilis (K3B:4:8:1), B. subtilis
(G3B:3:5), B. amyloliquefaciens (K5B:0:5:1) ve B. pumilus (G4B:0:4) oldugu
gozlenirken, en az gelisen izolatlar ise sirasiyla B. subtilis (K5B:1:5:1), V. pantothenticus
(K5B:3:8:2), B. atrophaeus (G2B:3:7), B. mojavensis (G5B:0:5), B. subtilis (G5B:1:3),
B.pumilus (K3B:1:5:1) ve B. pumilus (G2B:5:4) olmustur. Izolatlar arasinda bu
konsantrasyonda B. cereus izolat1 (G1B:3:6) hi¢ gelisme gostermemistir (Cizelge 4.2).

Bor bilesenlerinin kullanildigi karisimin her 2 konsantrasyonda en fazla sayida
gelisme gosterebilen bakteri izolatlarindan B. thuringiensis (G2B:0:4), B. subtilis
(K3B:4:8:1), B. subtilis (G3B:3:5) ve B. pumilus (G4B:0:4)’un kontroller ile ayni
istatistiksel gruba girmek suretiyle bor bilesenlerinden herhangi bir sekilde etkilenmedigi
belirlenmistir.

Yapmis oldugumuz literatiir arastirmasinda antagonist bakteriler ile bor tiriinlerinin
etkilesimi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Ancak igme sularinda bor elementi
fazlahigini gidermek i¢in bakterilerin degerlendirildigi ¢alismalarda gesitli topraklardan
elde edilen Bacillus firmus, B. boroniphilus (Ahmed ve ark. 2007a; Verce ve ark. 2012),
B. fusiformis ve B. sphaericus (Ahmed ve ark. 2007b) bakteri tiirlerinin bor bilesiklerine

kars1 dayanikli oldugu bildirilmistir.

4.3. Antagonist Bakteri Izolatlar1 ile Bakteri+Bor Karistnn Uygulamalarinin

Hastaligin Engellenmesi Uzerine Etkileri

Yapilan in vitro ¢aligmalarda fungal etmenin misel gelisimini engellenmesinde
etkinlik gosteren izolatlar1 arasinda ayni zamanda bor bilesenlerinden etkilenmeyen
antagonist bakteri izolatlar1 segilerek yapay inokulasyon yapilmis mandarin meyveleri
tizerinde hastaliklezyonlarinin gelisimini “koruyucu” ve “tedavi edici” etkinlikleri yar1 in
Vivo galismalarla belirlenmistir (Sekil 4.2).

Bu kapsamda izolatlar arasinda misel gelismini engelleyen ayni zamanda bor
bilesenlerden etkilenmeyen 4 antagonist bakteri izolatinin (2 adet B. subtilis, 1’er adet B.
amyloliquefaciens ve Bacillus pumilus izolati) hastalik ¢ikisini engellemede “koruyucu”

ve “tedavi edici” etkinlikleri belirlenmistir.

39



Sekil 4.2. Yar1 in vivo kosullarda farkli antagonist bakteri ve bor bilesiklerinin eksi
ciirtikliik hastalig1 ¢ikisi tizerine olan etkinligi. (A) uygulama sonrasi kasalar bir siire
nemli ortamda bekletilmis daha sonra (B) kontrol ve (C) uygulama gormiis meyvelerde
hastalik lezyonlar1 (ok) degerlendirilmistir.

40



Cizelge 4.3. Yar1 in vivo kosullarda antagonist bakteri ve bor uygulanan mandarin
meyvelerinde G .citri-aurantii tarafindan olusturulan hastalik lezyonlari (mm) ve lezyon
gelisiminin engelleme orani (%)

Lezyon alam Engelleme

Uygulama (mm) oram (%)
Negatif Kontrol 0.00a -
Pozitif Kontrol 41.70g 0.00
Koruyucu Etkinlik:

Bor 5.50b 86.81
Bacillus subtilis G3B:3:5 4.30b 89.69
Bacillus pumilus G4B:0:4 5.33b 87.21
Bacillus subtilis K3B:4:8:1 7.23b 82.65
Bacillus amyloliquefaciens K5B:0:5:1 7.53b 81.93
Bacillus subtilis G3B:3:5 +Bor Karisimi 5.50b 86.81
Bacillus pumilus G4B:0:4 + Bor Karisim 5.13b 87.69
Bacillus subtilis K3B:4:8:1 + Bor Karisimi 4.40b 89.45
Bacillus amyloliquefaciens K5B:0:5:1+ Bor Karisimi 6.97b 83.29
Tedavi edici etkinlik

Bor* 35.50f 14.87
Bacillus subtilis G3B:3:5* 20.67cd 50.44
Bacillus pumilus G4B:0:4* 23.40de 43.88
Bacillus subtilis K3B:4:8:1* 19.10c 54.19
Bacillus amyloliquefaciens K5B:0:5:1* 18.80c 54.92
Bacillus subtilis G3B:3:5 +Bor Karisimi1* 24.87e 40.37
Bacillus pumilus G4B:0:4 + Bor Karisimi™ 21.43cde 48.60
Bacillus subtilis K3B:4:8:1 + Bor Karisimi™ 22.23de 44.28
Bacillus amyloliquefaciens K5B:0:5:1+ Bor Karisimi™ 22.60de 45.80

* Tedavi edici 6zelligini gostermektedir

2 Elde edilen degerler 3 farkli kasadaki 6l¢iimlerin (n=45) ortalamasi olup, deneme farkli zamanlarda 2 kez
tekrar edilmistir. Siitun igerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkl kiigiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi,
P<0.05).
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Sekil 4.3. Antagonist bakteri ve bor uygulamalarinin mandarin meyvelerinde eksi
ciriikliik olusumuna etkileri.(A) Bor karisimi, (B) Bakteri (Bacillus pumilus G4B:0:4),
(C) Bakteri (Bacillus pumilus G4B:0:4)+Bor karisimi uygulamalarin hastalik ¢ikist
tizerine “koruyucu” etkisi. (D) Bor karisimi, (E) Bakteri (Bacillus pumilus G4B:0:4),
(F) Bakteri (Bacillus pumilus G4B:0:4)+Bor karisimi uygulamalarin hastalik ¢ikisi
iizerine “tedavi edici” etkisi. Inokulasyon noktalarinda hastalik belirtileri (lezyon alani,
0k) uygulamalarin “koruyucu” etkinliginde “tedavi edici” etkinligine kiyasla daha
diisiik seviyelerde gerceklesmistir.

Farkli antagonist bakteri ve bor iirtinii karisimi (Borik asit + Boraks: 0.5g+1.0 g/L
dozunda) uygulanan mandarin meyvelerindeki eksi ¢iiriikliik hastalig1 etmeni tarafindan
olusturulan lezyon alani esas alindiginda (Cizelge 4.3, Sekil 4.3), uygulamalarin
“koruyucu” ve “tedavi edici” etkinligi pozitif kontroldeki meyvelerde goriilen belirtilere

gore farkliliklar gostermistir.

42



Bununla birlikte tiim uygulamalar icerisinde sadece bakteri izolatlarinin koruyucu
olarak uygulandigi meyvelerde hastalik gelisimi % 81.93-89.69 diizeyinde
engellenmistir (Sekil 4.3B). Bakteri uygulamanin koruyucu etkinliginin tedavi edici
olarak uygulandig1 meyvelerdeki hastalik gelisimleri (Sekil 4.3E) ile karsilastirildiginda
(% 43.88-54.92 oranlarinda engelleme), etkinligin daha yiiksek diizeyde oldugu (P<0.5)
gozlenmistir. Koruyucu olarak uygulanan yalnizca bor karisimi ile bakteri+bor
karistminin birlikte oldugu uygulamalarda eksi ¢iirlikliik hastaligi etmeni tarafindan
olusturulan lezyon alami ile karsilastirildiginda istatistiksel —olarak farklilik
gozlenmemistir (Cizelge 4.3).

Uygulamalar “tedavi edici” etkinligi agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek
etkinlik bakterilerin bor eklenmemis tekli uygulandigi (B. subtilis K3B:4:8:1, B.
amyloliquefaciens K5B:0:5:1 ve B. subtilis G3B:3:5) meyveler tizerinde gozlenmistir.
Bakteri+bor kombinasyonlarinda ise, B. pumulis G4B:0:4+Bor ile B. amyloliquefaciens
K5B:0:5:1+Bor uygulamalar1 hastalik ¢ikisinin engellenmesinde en yiiksek etkinligi
gostermis olmakla birlikte bakterilerin tekli uygulama seviyelerinde gézlenen engelleme
degerlerine ulasamamustir (Cizelge 4.3). Bakteri ve Bor+Bakteri uygulamalari, sadece bor
uygulamasina oranla ¢cok daha etkili olmustur (Cizelge 4.3). Nitekim bor uygulamasinda
hastalik gelisimini engelleme oran1 % 14.87 seviyesinde kalirken, en etkili uygulama
sekli olarak B. amyloliquefaciens K5B:0:5:1 izolat1 hastalik gelisimini % 54.92 oraninda
engelledigi belirlenmistir. Ayn1 bakteriye bor karigimi eklendiginde etkinlik % 45.80
oranina gerilemistir (Cizelge 4.3).

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda turunggil meyvelerinde eksi ¢iirtikliik hastalik
etmeni ile biyolojik miicadele kapsaminda antagonist mayalar ile yapilmis bir ¢alisma
mevcut olup (Liu ve ark., 2010), bakteri izolatlarinin kullanildig1 herhangi bir caligmaya
rastlanilmamistir. Bu kapsamda c¢alisma bu konuda yapilmais ilk ¢alisma niteligindedir.

Liu ve ark. (2010), turunggillerde eksi ¢tiriikliik hastaligi ile miicadelede bir maya
tiiri olan Cryptococcus laurentii’nin 2 farkli izolatinin uygulandigi meyvelerde hastalik
cikigininin % 55.6 dan % 29.9-29.7 oranina diisiiriildiigiinii, mayalarin hastalik ¢ikiginin
engellenmesinde rol oynayan mekanizmalarin ise peroxidase ve superoxide dismutase
(SOD) enzimlerindeki artistan kaynaklandigini bildirmislerdir. Yine alinan sonuglara
baglantili olarak yapilan bir diger ¢alismada (Li ve ark., 2012), patates yumrularinda kuru

clirikliik hastaligina kars1 boraks ve potasyum tetraboratin etkileri arastirilmig ve boraks
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ve potasyum tetraboratin 6nemli bir tedavi edici gosterdigi, ancak denemeye alinan bor
elementlerinin patates yumru kuru c¢iiriikliik patojeni Fusarium sulphureum'a karsi
herhangi bir koruyucu etki gdostermedigi bildirilmistir. Bununla birlikte bu koruyucu
etkinin, biyolojik kontrol etmenlerinin kullanilmas1 gibi diger derim sonrasi
uygulamalarin entegrasyonu ile telafi edilebilecegi ileri siiriilmiistiir. Wiyono ve ark.
(2008)’in yapmis oldugu Pseudomonas fluorescens B5 formulasyonu ve antagonistik
etkinliginin  arttirllmasina  yonelik ¢alismada, bakteri izolatimin  antifungal
metabolitlerinin liretiminin manganez siilfat, ¢inko siilfat ve borik asitin 0.05 mM
konsantrasyonunda in vitro kosullarda artis gosterdigi bildirilmistir.

Yart ticari denemelerde mandarin ve portakallarda Penicillium digitatum ve P.
italicum a kars1 Pseudomonas agglomerans strain CPA-2 ve sodyum bikarbonat (% 3)
kombinasyonunun 50 °C 40 saniye siireyle (Torres ve ark., 2007) ve mandarin
meyvelerinde P. digitatum, P. italicum ve G. citri-aurantii ‘ye kars1 B. amyloliquefaciens
HF-01 ve sodyum bikarbonat (% 2)’in 45 °C de 2 dk. siireyle uygulanmasinin tek tek
yapilmasindan daha etkili oldugunu ortaya koymuslardir (Hong ve ark., 2014).

Kurt ve ark. (2018)’nin yaptiklar1 ¢alismada, G. citri-aurantii’nin turunggil
meyvelerinde neden oldugu eksi c¢iriiklik hastaliginin miicadelesinde, farkli bor
tirtinlerinin ve bakteri ile kombinasyonlarinin depo kosullarinda etkisini aragtirmak igin
0zel bir isletmenin paketleme tesislerinde secilmis olan Okitsu mandarin meyvelerine
uygulama yapilarak 21 giin boyunca bekletilmistir. Depo sicakliklar1 18-22 °C arasinda
ve % 85 nem oranina sahip olan ortamda haftalik gozlem ve kontrol yapilarak gelismeler
yerinde izlenmistir. Buna gore kontrol uygulamalarinda % 48.3 hastalik orani
kaydedilirken bunu % 219 ile Etidot-67 izlemistir. Uygulamalarin etkisi
degerlendirildiginde; en yiiksek etki diizeyini % 75.6 ile Etidot-67+K uygulamasi
gosterirken, bunu % 66.1 ile Borik asit + boraks + K ve % 60.9 ile borik asit + boraks
uygulamalarn takip etmistir. En diislik etki, % 54.7 ile bakteri uygulamasi icermeyen
Etidot-67 uygulamasinda kaydedilmistir.

Biyolojik miicadele calismalarinda siklikla izole edilen Bacillus spp.’ne ait
izolatlarin 70’den fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu, metabolit/bilesik/antibiyotik
irettigi ve bu tiirlerin farkli konukcu bitkilerde yaprak, meyve, ¢igek, govde ve koklerde
hastalik olusturan fungal hastalik etmenlerine karsi1 en fazla calisilan ve etkinligi ortaya

konmus tiirler oldugu goriilmiistiir (Tekin, 2004; Aktan, 2018). S6z konusu bilesikler
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arasinda iturin, surfactin, lichenysin ve fengycin gibi antimikrobiyal bilesiklerin B.
subtilis ve B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. coagulans ve B.
thuringiensis gibi farkli Bacillus tiirlerine ait izolatlar trafindan tiretildigi yapilan 6nceki
calismalarla ortaya konulmustur (Tsuge ve ark., 1999; Kim ve ark., 2004; Huszcza ve
Burczyk, 2006).

Bacillus spp. tarafindan iiretilen bilesiklere kars1 patojenlerin kolayca dayaniklilik
gelistirememesi, olumsuz ¢evre kosullarina kars1 dayanikli endospor olusturmalari gibi
iistiin biyolojik ozellikten dolayr pazarda biyopreparatt yapilmis olan Onemli
mikroorganizmalar olup, hastaliklara kars1 etkili biyopestisitlerin {iretilmesinde en uygun
adaydir (Fravel, 2005). Giinimiizde diinya pazarinda yer alan biyolojik preparatlarin
yaridan fazlasin1 Bacillus spp ait biyopreparatlar olusturur. Bacillus subtilis strain GBO3,
B. subtilis strain QST 713, B. subtilis MBI 600, B. subtilis var. amyloliquefaciens strain
FZB24, B. licheniformis strain SB3086 ve B. pumilus GB 34 nolu izolatlar, biyopreparat
pazarinda yer almis en 6nemli bakteri tiirleridir.

Calismada elde edilen izolatlar tiir diizeylerinde incelendiginde endospor iiretme
kabiliyetinde olan Bacillus spp (6zellikle Bacillus subtilis, B. cereus, B. mojavensis, B.
amyloliquefaciens)’in test edilen fungal etmenlerin yanisira farkli konukgu bitkilerde
diger toprak ve yaprak kokenli hastalik etmenlerine karsi genelde antimikrobiyal
bilesiklerin (siderofor, proteaz, amonyak gibi) yanisira, biyosurfaktan, antibiyotik
peptidler, mikolotik enzimlerden chitinaz, B-1,3-glucanase ve f-1,4-glucanase gibi
enzimlerden kaynakli yiiksek diizeylerde antagonistik etkinlikler gosterdigi yapilan pek
¢ok ¢alismada bildirilmistir (Huang and Chen, 2004; Araujo ve ark. 2005; Gupta ve ark.,
2006; Chung ve ark., 2008; Singh ve ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Xiao ve ark.,
2009; Senthilkumar ve ark., 2009; Kumar ve ark., 2012; Aktan, 2018).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, satsuma mandarin meyvelerinde derim sonrasi biiyiik kayiplara
neden olan eksi ¢iiriikliikk hastaligi etmeni G. citri-aurantii’nin miicadelesinde antagonist
bakterilerin tekli ve bor iirlinleri ile kombinasyonlarinin etkileri in vitro ve in vivo
kosullarda arastirilmistir. Yaptigimiz literatiir aragtirmasinda turunggil meyvelerinde eksi
curiikliik hastalik etmeni ile biyolojik miicadele kapsaminda antagonist mayalar ile
yapilmis bir ¢alisma mevcut olup (Liu ve ark., 2010), bakteri izolatlarinin kullanildigi
herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu kapsamda c¢alisma bu konuda yapilmis ilk
caligma niteligindedir.

Hastalik ¢ikiginin engellendigi yar1 in vivo ¢alismalari igin, in vitro ¢alismalarda
gerek G. citri-aurantii‘nin misel gelisimini yiiksek oranda engelleyebilen, gerekse borik
asit+boraks karisiminda canliligini koruyabilen bakteriler segilmistir. Bu ¢aligmalar
sonunda 2 adet Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens ve B. pumilus tiirleri olmak tizere
toplam 4 bakteri izolat1 yar1 in vivo etkinlik ¢alismalarinda kullanilmustir.

Bakteri ve bor tirtinleri (Borik asit+Boraks: 0.5g+1.0 g/L) uygulanan mandarin
meyvelerinde koruyucu seklinde yapilan uygulamalarda, hastalik gelisimi % 81.93- 89.69
diizeyinde engellenmis olup, tespit edilen koruyucu etkinlik ayn1 uygulamanin tedavi
edici etkinliklerine kiyasla istatistiksel olarak daha iyi sonuglar vermistir.

Uygulamalarin tedavi edici etkinligi degerlendirildiginde, en yiiksek etkinlik
bakterilerin tekli kullanilmasiyla (B. subtilis K3B:4:8:1, B. amyloliquefaciens K5B:0:5:1
ve B. subtilis G3B:3:5) saglanmistir. Bakteri + bor kombinasyonlarinda ise B. pumulis
G4B:0:4+Bor ve B. amyloliquefaciens K5B:0:5:1+Bor uygulamalari en yiiksek etkinligi
gostermis olmakla beraber yine de bakterilerin tekli uygulama seviyelerine
ulasamamustir. Bakteri ve Bor+Bakteri uygulamalar1 bor uygulamasina oranla daha etkili
olmus, bor uygulamasinda fungus gelisimini engelleme oran1 % 14.87 seviyesinde
kalirken B. amyloliquefaciens K5B:0:5:1 % 54.92 oraninda engelledigi belirlenmistir.
Benzer sekilde ayni istatistiksel diizeyde yer alan B. subtilis K3B:4:8:1 izolat1 ile yapilan
uygulamada hastalik ¢ikisinin % 54.19 oraninda engellendigi gozlenmistir.

Bitki patologlar1 ve mikrobiyologlarin bitki hastaliklari ile miicadelede kimyasal
pestisitlere alternatif olarak gelistirdikleri en 6nemli ekolojik yontemlerden biri de gevre

dostu faydali miroorganizmalarin (biyopestisit) kullanimidir (Ongena ve Jacques, 2008).
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Pek ¢ok Bacillus spp. antimikrobiyal bilesikler iiretmelerinin yani sira, olumsuz ¢evre
kosullarima dayanikli spor olusturabilme yetenegine sahip oldugundan uygun
teknolojilerle biyolojik preparatlara doniistiiriilerek birgok bitki hastaliginin kontroliinde
kullanilabilmektedir (Emmert ve Hendelsmann, 1999). Bu doniisiimde hem bakteri
hiicresinin dogrudan kullanilarak, hem de bakterilerin iiretmis oldugu antimikrobiyal
metabolit (ler) saflastirilarak sentetik olarak tiretilip biopreparat olarak kullanilabilir.
Derim sonrasi hastalik etmenlerine kars1 az sayida kullanilan ruhsatli kimyasallarin
uzun siire kullanimlarindan dolayr fungusitlerin yeni irklarinin direng kazanmalar1 ve
cevre sagligina zarar verdikleri bilinmektedir. In vivo kosullarda G. citri-aurantii’ye karsi
etkinligi ortaya konulan Bacillus tiirlerinin biyolojik preparat olarak kullanilmasinin yanisira,
hastalig1 engellemede kullandiklar1 etki mekanizmalarinin belirlenmesi iizerine ¢alismalarin
gelecekte siirdiiriilmesi bu ve benzeri hasat sonu 6nemli hastaliklarin miicadelesi igin yeni

ufuklar agacaktir.
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EK-1 Bakteri ve Funguslarin Gelistirilmesinde Kullanilan Besi Yerleri

Nutrient (NA) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105450)

Pepton 50/L
Meat Extract 3g/L
Agar-Agar 12 g/L

King’s MediumB (KB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110989)

Peptone from caseinpepton 10 g/L
Peptone from meat 10 g/L
K2HPO4 3H20 1.5g/L
MgS04 7H,0 1.5g/L
Glyserol 10 mi/L
Agar-Agar 12 g/L

Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog N0:110285)

Pepton from casein 10 g/L
Yeast Extract 50/L
NaCl 10 g/L

Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105458)

Pancreatic Digest of Casein 15 g/L
Papaic Digest of Soya Bean 59/L
NaCl 59/L
Agar-Agar 15 g/L

Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110130)

Potato infusion 4 g/L (infusion 200 gr potato)
D(+)glucose 20 g/l
Agar-Agar 15 g/l
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