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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Geotrichum citri-aurantii’nin Sebep Oldugu Turunc¢gil Eksi Ciiriikliik Hastali@inin
Biyolojik Miicadelesinde Endofit Bakterilerin Biyokontrol Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Determination of Biocontrol Potentials of Endophytic Bacteria in Biological Control of Citrus
Sour Rot Disease Caused by Geotrichum citri-aurantii

Soner SOYLU", Merve KARA?, Emine Mine SOYLU?, Aysun UYSAL?, Sener KURTS,

Oz

Turunggil meyveleri, cesitli fungal hastalik etmenleri tarafindan neden olunan hasat sonrasi hastaliklara karsi
olduk¢a duyarlidir. Geotrichum citri-aurantii'nin neden oldugu eksi ¢iiriikliik, turunggillerin en 6nemli hasat
sonras! hastaliklarindan biridir. Hastalikla miicadelede genellikle sentetik fungisitler yaygin olarak kullanilsa da
s6z konusu uygulamalarin son yillarda etkisizliginin yan1 sira insan saglig1 ve ¢evre iizerine olan zararl etkileri
bir¢ok caligmada bildirilmistir. Hasat sonrasi hastaliklara karsi antagonistik bakteri etmenlerinin kullanildigi
biyolojik miicadele, sentetik fungisitlere umut verici bir alternatif oldugu bir¢ok farkli konuk¢u bitki patojen
iligkilerinin irdelendigi ¢alismalarda arastirilmistir. Bu ¢aligmada saglikli turunggil agaglarinin meyve, dal ve
yapraklarindan elde edilen endofitik bakteri izolatlarinin biyokontrol potansiyelleri G. citri-aurantii'ye kars1 petri
denemeleri (in vitro) ve meyve testleri (yar1 in vivo) ile arastirilmistir. izole edilen 24 aday bakteri izolat: arasindan
secilen on alt1 farkli bakteri izolat1 G. citri-aurantii'nin misel gelisiminin engellenmesi iizerine olan antagonistik
potansiyeli in vitro ¢aligmalarda degerlendirilmistir. Test edilen bakteriler arasinda Bacillus spp. ait izolatlar fungal
etmenin misel geligimini % 59.5-78.6 oraninda engellemistir. En yiiksek antagonistik etkinlik B. subtilis CM8 (%
78.6) izolat:1 tarafindan neden olunmustur. Acinetobacter johnsonii CT7, Erwinia herbicola CMS, Pseudomonas
putida CL2, Pantoea agglomerans CM14, Acinetobacter Iwoffii CP1 ve Stenotrophomonas maltophilia CP3
izolatlari, ikili kiiltiir denemelerinde misel gelisimini engellemede basarisiz olmustur. Bakteriyel izolatlarin
antagonistik etkinlikleri, fungus inokulasyonundan onceki 6n inkiibasyon siiresi ile artmistir. Bacillus spp ait
izolatlar engellenme bolgesine yakin noktalardaki hiflerde vakuollesme, biiziisme, sisme ve erime gibi dnemli
morfolojik degisikliklere neden olmustur. Yapay olarak enfekte edilen turunggil meyveleri lizerinde hastalik ¢ikisi
Bacillus spp. ait izolatlar tarafindan % 56.7-83.3 gibi 6nemli oranlarda baskilanmistir. Elde edilen sonuglar,
Bacillus spp. ait izolatlarin giiclii antagonistik aktivitelerinden dolayi, turunggillerin hasat sonrasi hastalik
etmen(ler)i ile miicadelesinde biyofungisit olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.
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Abstract

Citrus fruits are susceptible to postharvest decays caused by various pathogenic fungal disease agents. Citrus sour
rot, caused by Geotrichum citri-aurantii is one of the most important postharvest diseases of citrus fruits Although
synthetic fungicides are commonly used to combat the disease, ineffectiveness of these applications as well as
their harmful effects on human health and the environment have been reported in many studies recently. Biological
control of postharvest diseases utilizing antagonistic bacteria has been explored in different host plant-pathogen
interactions as a promising alternative to synthetic fungicides. In this study, biocontrol potentials of endophytic
bacterial isolates, obtained from fruits, branch and leaves of healthy citrus trees, were investigated against
Geotrichum citri-aurantii on petri plates (in vitro) and fruit tests (semi in vivo conditions). Among the 24 putative
endophytic bacterial isolates isolated, sixteen different antagonist bacterial isolates were selected and assessed
against mycelial growth inhibition of G. citri-aurantii in vitro studies. Among the bacterial isolates tested, Bacillus
spp. isolates significantly inhibited mycelial growth of fungal agent by 59.5-78.6%. The highest mycelial growth
inhibition was caused by B. subtilis CM8 (78.6%). Bacterial isolates of Acinetobacter johnsonii CT7, Erwinia
herbicola CMS5, Pseudomonas putida CL2, Pantoea agglomerans CM14, Acinetobacter Iwoffii CP1 and
Stenotrophomonas maltophilia CP3 failed to inhibit mycelial growth in dual culture assays. Antagonistic activities
of bacterial isolates increased by the pre-incubation time before fungal inoculation. Bacterial isolates of Bacillus
spp. caused considerably morphological changes such as vacuolation, shrivelling, swelling and lysis of hyphae
close to inhibition zone. On artificially inoculated fruits, isolates of Bacillus spp. also found to suppressed disease
incidence significantly by 56.7-83.3%. Due to strong antagonistic activities, isolates of Bacillus spp, tested in this
study have the potential to be used as biofungicide for controlling post-harvest disease agent(s) of citrus fruits.

Key words: Citrus, Sour rot, Geotrichum citri-aurantii, Antagonist, Biological control, Endophytic bacteria
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1. Giris

Ana vatani Cin, Giineydogu Asya ve Hindistan olan turunggillerin, subtropik iklime sahip hemen hemen tiim
iilkelerde yetistiriciligi yapiimaktadir. Ulkemizde en fazla turunggil yetistiriciligi subtropik iklime sahip olan
Akdeniz ve Ege bolgelerinde yogunlagsmustir. Ulkemizde turunggil meyveleri, iiretim miktar1 ve dis satim geliri
alanlarinda yas meyve ve sebze grubu igerisinde cok dnemli bir konuma sahiptir (Anonim, 2020a). TUIK’in 2020
yili liretim istatistiklerine gore tilkemiz yaklasik 51 milyon ton yas meyve ve sebze iiretim miktar ile diinya
genelinde dnemli tretici iilkeler konumundadir (Anonim, 2020b). Diinya genelinde Turunggil {iretimi, toplam
meyve iiretimi igerisinde miktar olarak {iziim ve elmadan sonra 2 {igiincii sirada yer almaktadir (Anonymous, 2019).
FAO’nun 2019 yil1 iiretim istatistiklerine gore, Tiirkiye yaklasik 4.345.681 ton toplam turunggil tiretimi ile Cin,
Brezilya, Hindistan, A.B.D, ispanya, Meksika, Misir ve iran gibi iilkelerden sonra 9. sirada yer alarak, Diinya
turunggil tiretiminin %3.74’{inii karsilamigtir (Anonymous, 2019).

Turunggil meyveleri bahgeden sofraya gelinceye kadar farkli asamalarda birgok fungal hastalik etmeninin
saldirisina maruz kalmaktadir. Fungal hastaliklar meyve ve sebzelerde oldugu gibi, turunggillerin hasadi,
depolanmasi, paketlenmesi ve tasinmalari sirasinda en fazla {iriin kaybina neden olan biyotik faktorlerin baginda
gelmektedir (Eckert ve Eaks, 1989). Derim sonrasinda turunggillerde ortaya ¢ikan hastaliklar arasinda mavi ve
yesil kiif (Penicillium italicum ve P. digitatum) ile eksi ¢liriikliik (Geotrichum citri-aurantii) ekonomik anlamda
en 6nemli hastaliklar olarak bildirilmislerdir (Maldonado ve ark., 2009; Bazioli ve ark., 2019).

Turunggil bahgelerinde yaygin bulunan eksi ¢liriikliik hastaligi toprak kokenli hastalik etmeni Geotrichum
citri-aurantii tarafindan neden olunur. Ascomycotina takiminin Saccharomycetes sinifina ait olan etmenin
arthrokonidileri meyve yiizeylerine riizgar veya yagmur sigratmasiyla bulasarak meyvelerde enfeksiyona neden
olmaktadir. Eksi ciiriikliik siklikla yesil kiif ile iliskilidir ve yesil kiifiin varlig1 hastaligin gelisimini tesvik eder
(Eckert ve Eaks, 1989). Turunggillerde hasat sonu hastaliklarla miicadelede kullanilan kimyasal uygulamalar
hastalik etmeni Geotrichum citri-aurantii’ye karsi yeterince etkili degildir. Nitekim pek ¢ok hasat sonu hastalik
etmenleriyle miicadelede kullanilan Imazalil ve Thiabendazole etken maddeleri iceren fungisitler daha sonraki
yillarda Geotrichum citri-aurantii’ye kars1 yeterince etkinlik goster(e)medigi veya patojenin kullanilan bu
fungisitlere kars1 direng gelistirdigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2009; Horuz ve Kinay, 2010). Hastalik etmenine
kars1 fungisitlerden sodium o-phenylphenate kismen etkinlik gostermektedir (Feng ve ark., 2011). Hao ve ark.
(2010)’a gore bazi iilkelerde kullanilan ve hastaliga karsi etkili oldugu bildirilen Guazatine terkipli fungisitlerin
diger iilkelerde ruhsatli olmamasi, kullanilan fungistlere karsi patojenin dayanikli yeni irklarmin gelismesi,
kiilttirel 6nlemlerin hastaligin ortaya ¢ikisinda ve epidemi yapmasinda etkili olamamasi gibi durumlar, iireticiler
ve bilim insanlarii hastalik etmeniyle miicadelede yeni alternatif miicadele ydntemlerinin gelistirilmesine
yoneltmistir (Smilanick ve ark., 2007; Smilanick ve Mansour, 2007; Horuz, 2009; Bazioli ve ark., 2019). Son
yillarda hastalik etmenleri ile biyolojik miicadele, dayanikliligin tesvik edilmesi, dogal bitkisel preparatlarin
kullanilmas: gibi ¢alismalara hiz verilmis ve olumlu sonuglar alinmaya baglanmistir (Horuz ve ark., 2019, Bozkurt
ve Soylu., 2019). Derim sonrasi G. citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikliikk ile biyolojik miicadele
calismalarinda daha ¢ok mayalar olmak tizere oldukga az sayida biyolojik miicadele etmeni mikroorganizmalarin
antagonistik potansiyelleri ve olasi biyokontrol mekanizmalari arastirilmistir (Liu et al., 2010; Hong ve ark., 2014;
Kong ve ark., 2016; Soto ve ark., 2018; Bazioli ve ark., 2019; Carmona-Hernandez ve ark., 2019; Bora ve Bora,
2020; Wang ve ark., 2020)

Son yillarda PGPR veya epifitik bakterilerin yani sira endofit bakterilerde biyolojik miicadele kapsaminda
hastaliklarla miicadelede kullanilmaktadir. Yapilan 6nceki ¢alismalarda, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Chryseobacterium, Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Phyllobacterium,
Pseudomonas, Serratia, ve Stenotrophomonas gibi bakteriyel cinslere dahil birgok endofit antagonistik bakteri
tiirleri farkl kiiltiir ve yabani bitkilerden izole edilerek biyolojik miicadele, bitki gelisimini tesvik etme ile ilisikli
calismalarda karakterize edilmislerdir (Sturz ve ark., 2000; Duman ve Soylu, 2019; Aktan ve Soylu, 2020;Soylu
ve ark, 2020). Endofit bakteriler yiizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki dokularmin i¢ dokularindan izole edilen,
uygulama yapildig: bitkilere herhangi bir zarar vermeyen bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Siilii ve ark, 2016;
Eljounaidi ve ark., 2016; Kara ve ark., 2020). Farkl tiirlere ait birgok endofit bakteri izolatlar1 genellikle saglikli
olmak iizere her tiirlii bitkinin ¢icek, yaprak, meyve, govde, kok ve tohum gibi farkli kisimlarindan izole edilmistir
(Tan ve ark., 2012; Duman ve Soylu, 2019; Kara ve ark., 2020).
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Yapilan literatiir aragtirmasinda turunggil meyvelerinde eksi ¢liriikliik hastalik etmeni ile biyolojik miicadele
kapsaminda daha ¢ok antagonist mayalar ile az sayida epifit karakterdeki bakterilerin kullanildig1 olduke¢a kisith
sayida ¢alisma mevcut olup (Liu ve ark., 2010; Hong ve ark., 2014; Soto ve ark., 2018; Liu ve ark.,2019).
Ulkemizde G. citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikliik ile biyolojik miicadelede kompostlardan elde edilmis
bakteri izolatlarinin kullanildigi yakin zamanda yapilmis ¢alisma (Gedik, 2019) disinda, saglikli turunggil
agaclarindan elde edilmis endofit bakterilerin etkinliginin arastirildig1 herhangi bir biyolojik miicadele ¢alismasina

rastlanilmamastir.

Bu ¢aligmada turunggil meyvelerin, dal ve yapraklarin i¢ dokularindan elde edilen farkli tiirlere ait antagonistik
potansiyele sahip endofit biyokontrol bakteri izolatlarinin izolasyonu, teshisi, turunggillerde en 6nemli hasat sonu
fungal hastalik etmenlerinden biri olan G. citri-aurantii’ye karsi biyokontrol etkinligi in vitro ve in vivo kosullarda
arastirllmistir. Ayrica mikroskobik ¢alismalar ile antagonist endofit bakterilerin fungus hifleri iizerindeki etkileri
belirlenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Fungal hastalik etmeni Geotrichum citri-aurantii’nin izolasyonu ve tanilanmast

Fungal hastalik etmeni G. citri-aurantii, sdrvey yapilan bahgelerdeki enfekteli mandarin meyvelerinin (Seki!
14) kabuk dokularindan izole edilmistir. Kesilen pargalar, %2’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) soliisyonunda 2
dakika yiizey sterilizasyonu yapilarak PDA (Potato Dextrose Agar) besi ortaminda 25°C’de 5-7 giin inkiibe
edilmistir. PDA besi ortaminda gelisen fungal koloniler saflastirilmis (Sekil 1B) ve fungal kolonilerin tanisi
morfolojik ve mikroskobik olarak gerceklestirilmistir (McKay ve ark., 2012). Fungus, tek spor izolasyon teknigi
kullanilarak saflagtirilmustir.

Figure 1. (A) Typical disease symptoms caused by sour rot disease agent G. citri-aurantii on mandarin fruits
such as softening and sporulation (arrow). (B) Mycelial growth of fungal agent isolated from diseased fruits on
PDA nutrient medium
Sekil 1. (A) Eksi ciiriiklitk hastalik etmeni G. citri-aurantii’nin mandarin meyveleri iizerinde olusturdugu
yumugama (*) ve sporulasyon (ok) seklinde goriilen tipik hastalik belirtileri. (B) Hastalikli turuncgil
meyvesinden izole edilen fungal etmenin PDA besi ortamindaki misel geligimi

2.2. Endofit bakteri izolatlarinin izolasyonu ve secimi

Endofit bakteriler yiizey dezenfeksiyonu yapilmis portakal, limon, mandarin ve turung agaglarinin meyve, dal
ve yapraklarindan elde edilmigtir. Saglikli bitki 6érneklerinin yiizeyleri oncelikle %70’lik etil alkol ile silinmis,
daha sonra %3’lik ¢amasir suyunda 5 dak. bekletilmek suretiyle yiizey dezenfeksiyonlar1 yapilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan yaprak, gévde ve meyve ornekleri 3 kez steril su ile durulanmistir. Yiizey dezenfeksiyonu
yapilmis meyvelerin yikamalarinda kullanilan son durulama suyundan alinan 200 pl yikama suyu besi ortami
iceren petriler lizerine yayilmis ve bakteri gelisiminin gézlenmemis olmasi dezenfeksiyon isleminin basarisini teyit
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etmistir (Duman ve Soylu, 2019). Yiizey dezenfeksiyonu yapilan yapraklar dogrudan steril 10 mM MgCla
soliisyonunda (pH 7.2) ezilmis ve elde edilen siispansiyon genel [Tryptic Soy Agar (TSA) ve Nutrient Agar (NA)]
ve secici [(King B Agar (KB)] besi ortamlarina (Merck, Germany) ekimleri yapilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu
yapilmis gdvde ve meyveler ise aseptik olarak iist ylizeyleri kesilip atilmis, alt dokular dogrudan besi ortamlarin
ylizeylerine baskilama (imprinting) yontemi ile bakteri izolatlarinin besi ortamlarinin yiizeylerine dogrudan
izolasyonlar1 yapilmistir (Aktan ve Soylu, 2020; Kara ve ark., 2020). Tiim petriler, 26°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildiktan sonra besi ortamlarin yiizeyinde gelisen farkli morfolojik goriiniisteki bakteri kolonilerinden
saflastirmalar yapilmistir. Petrileri temsilen farkli morfolojik goriiniisteki bakteri kolonilerinin her biri “aday
antagonist bakteri izolat1” olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen antagonist aday1 endofit bakteri izolatlar1 biyolojik etkinlik ¢aligmalarinda kullanilmadan 6nce bitki
hastalik etmeni olup olmadiklar tiitlin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testi, patates dilimleri iizerinde yumusak
clriikliik testi ve 37°C’de gelisebilme testlerine tabi tutulmak suretiyle belirlenmislerdir (Lelliot ve Stead, 1987).
Tiitiinde HR, patates dilimleri iizerinde yumusak ¢iiriikliik olusturmayan, 37°C’de gelismeyen izolatlar “aday
antagonist endofit bakteri” olarak in vitro ve in vivo biyoetkinlik ¢aligmalarinda kullanilmak {izere teshisleri
yapilincaya kadar TSA besi yeri igeren petriler tizerinde +4°C’de saklanmustir.

2.3. Endofit bakteri izolatlarinin tanilanmasi

Endofit bakterilerin 6n teshisleri, katalaz ve oksidaz aktivitesi, gram reasiyonu ve KB bes ortaminda floresan
pigment iiretimi gibi biyokimyasal testlerle belirlenmistir (Lelliot and Stead, 1987). Endofit bakteri izolatlarinin
tiir diizeylerinde tanilamalart MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass
Spectrometer) cihazi (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) kullanilmak suretiyle yapilmistir (Soylu ve ark., 2020).
Etanol-formik asit ekstraksiyon yontemi kullanilarak tek kolonilerden saflastirilan aday antagonist endofit bakteri
izolatlarindan protein izolasyonu yapilmis, izolatlara spesifik protein spektrumlart Maldi Biotyper Real-Time
Classification (RTC) yazilimi (Biotyper 3.0; Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) ile
cihazin kiitiiphanesinde yer alan referans kiiltiir tiirlerine ait spektrumlarla karsilagtirilmak suretiyle yiiksek
giivenilirlige sahip skor degerinde tiir diizeylerinde tanilanmiglardir (Chalupova ve ark., 2014).

2.4. Endofit bakterilerin antagonistik etkilerinin in vitro kosullarda belirlenmesi

Meyve, dal ve yapraklarin i¢ dokularindan elde edilen endofit bakterilerin in vitro biyokontrol (antagonist)
etkinlikleri PDA besi yerleri iizerinde ikili kiiltiir testlemeleriyle belirlenmistir (Soylu ve ark., 2020). Bu
testlemelerde besi yerleri {izerinin bir ucuna testlenecek aday endofit bakteri izolati ¢izilerek 26°C’de 2 giin 6n
inkiibasyona birakilmigtir. Bakteriler gelistikten sonra gelisen koloninin 4 cm uzagina 5 giinliik fungus kiiltiiriiniin
aktif olarak gelisen u¢ kismindan alinan 5 mm ¢apinda misel diskler yerlestirilerek ikili kiiltiir kaplart 26°C’de
gelismeye birakilmistir. Kontrol olarak fungus, bakteri ¢izimi yapilmamis petrilere aktarilmistir. Fungusun misel
gelisimi kontrol olarak kullanilan petrilerde belirlenen noktaya ulasmasiyla birlikte, aday endofit antagonist bakteri
izolatlarinin bulundugu tiim petrilerde bakteriye dogru gelisen fungus misel gelisimleri (Mu) 6l¢iilmiis ve kontrol
petrilerdeki misel (Mk) gelismesine gore % engelleme oranlari (%Engelleme= ( [Mk-Mu] / Mk) *100)
hesaplanmistir (Soylu ve ark., 2020).

2.5. On inkiibasyon siiresi ile antagonistik etkinlik arasindaki iliskinin belirlenmesi

Ikli kiiltiir testleri sonucunda en etkili oldugu belirlenen antagonist izolatlar, PDA besi ortamina funguslarin
aktarilmasindan 1, 24 ve 48 saat oncesinden gizilerek 26°C’de 6n inkiibasyona birakilmis ve ardindan fungus
kiiltiirii aktarilmistir. On inkiibasyon degerlendirmeleri, ikili kiiltiir degerlendirmelerinde oldugu gibi yapilarak
misel gelisimlerinin % engelleme oranlar1 hesaplanmustir.

2.6. Endofit bakteri izolatlarinin fungus hiflerinin neden olduklar: morfolojik degisikliklerin belirlenmesi

Endofit bakteri izolatlarinin bulundugu petrilerde gelistirilen funguslarin miselleri {izerinde meydana gelen
morfolojik degisiklikler DIC-Nomarski ekipmanli 1g1tk mikroskobu (OLYMPUS BX-51) altinda belirlenmistir.
Ikili kiiltiir testlerinin yapildigi petrilerde engellenme bolgesine yakin yerlerdeki hiflerin {izerindeki yapisal
degisikliklerin yanisira petri kaplarinin yarisina ulasan fungus kiiltiirleri tizerine antagonist bakteri siispansiyonlari
puskiirtiilerek geligmeye birakilmis ve fungus miselleri iizerinde olusan morfolojik degisikliklerin mikroskobik
incelemeleri uygulamalardan 2, 4 ve 7 giin sonra dogrudan besi ortamu iizerinde gelisen miseller iizerinde
yapilmistir. Muamele gormiis fungal yapilari 151k mikroskobunda incelemek i¢in %50 glycerol iginde preparatlari
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hazirlanip, fungal hifler tizerindeki yapisal degisiklikler gozlenmistir. Ayrica ikili kiiltiir testlerinde bakteri ile

fungus gelisiminin gozlendigi en u¢ noktada mikroskobik goézlemler yapilarak engellenme bdlgelerindeki
fungusun hifleri tizerindeki morfolojik degisiklikler kayit edilmistir.

2.7. Endofit bakterileri izolatlarimin in vivo kogullarda hastalik gelisimi iizerine biyoetkinliklerinin
belirlenmesi

Fungal stispansiyonun hazirlanmast igin; G. citri-aurantii izolati PDA besi ortaminda 26°C’de 7 giin boyunca
gelismeye birakilmistir. inokulum siispansiyonu, 5 giinliik fungus kiiltiirlerinin bulundugu besi ortamu iizerine 50
ml steril su eklendikten sonra steril cam bagetle yiizeyinden sporlar kazinip, hazirlanan siispansiyonun
konsantrasyonu hemositometre yardimiyla 10° arthrospor/ml olacak sekilde ayarlanmigtir (Kara ve Soylu, 2020).

Bakteri siispansiyonunun hazirlanmast igin; in vitro etkinlik ¢aligmalari sonuglarina gore segilen 10 endofit
bakteri izolatin in vivo etkinliklerini belirlemek ig¢in, seg¢ilmis bakteri izolatlar1 sivi besi yerinde (LB) orbital
calkalamali inkiibatorlerde 200 rpm’de 48 saat boyunca gelistirilmistir. Siv1 kiiltiirde gelisen bakteri hiicreleri
sogutmali santrifiij ile ¢oktiiriilerek pelet haline getirilmis, tist kistmdaki sivi besi ortami (supernatant) atildiktan
sonra pelet steril 10 mM MgCl; soliisyonu ile sulandirilmis, bakteri siispansiyon konsantrasyonlari (10® hiicre/m1)
spektrofotometre yardimiyla (Perkin Emler, Lambda 25, USA) 620 nm dalga boyunda odlgiilerek ¢aligmalarda
kullanilmstur.

Antagonist bakterilerin in vivo etkinligi 5 1t kapasiteli cam kavanozlar i¢inde belirlenmistir. Saglikli turunggil
meyveleri (cv. Owari Satsuma) 6ncelikle bahgeden dikkatli bir sekilde hasat edildikten sonra yiizey sterilizasyonu
yapilmis ve orta ekseni boyunca 4 farkli noktaya kiirdanla yara agilip, daha 6nceden hazirlanan fungal spor
stispansiyonundan 50 pl damlatilmistir (Kara ve Soylu, 2020). Uygulama gdérmiis meyveler laboratuvarda
kurumaya birakildiktan 1 saat sonra iizerlerine hazirlanan bakteri siispansiyonu piskiirtiilmistiir. Uygulama
yapilan meyveler (n=5) 5 1t kapasiteli kavanozlarda (n=3) oda sicakliginda (22°C) inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol olarak fungusla inokule edilmis meyveler {izerine bakteri siispansiyonu yerine steril su piiskiirtilmiistiir.
Uygulama yapilan meyvelerde hastalik gelisimi yumusama olusumu ve c¢aplart 6lgiilmek suretiyle kontrol
meyvelerindeki gelismeyle kiyaslanarak bakterilerin etkinligi ortaya konulmustur.

2.8. Istatistik analizi

Laboratuvar kosullarinda yiiriitiilen in vitro ve in vivo denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmus, her bakteri izolat-fungus kombinasyonu i¢in dlglimler [misel gelisimi ve yumusak ¢iiriikliik ¢aplari
(mm)] 3 tekrarli olmak tizere 5 farkli petri/meyve lizerinde yapilmis ve deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.
Elde edilen tiim veriler %etkinlige ¢evrilmeden, IBM SPSS istatistik programi (versiyon 17.0) kullanilarak tek
yonlii ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile izolatlar arasindaki farkliliklar
tespit edilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma
3.1. Fungal hastalik etmeni Geotrichum citri-aurantii’nin izolasyonu ve tanilanmasi

Fungal Kkiiltiiriin elde edilmesi i¢in, derim sonrasi bah¢eden depoya veya paketleme tesisine getirilen ve
hastalikli oldugu diisiiniilen mandarin meyvelerinden izolasyon islemi yapilmistir. Hastalikli dokular PDA besi
ortami igeren petrilerde 25°C’de 5-7 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kolonilerden yapilan
mikroskobik gozlemler sonucunda besi yerinde beyaz, dairesel olarak ve hizli gelisen, goreceli olarak seyrek
koloniler incelenmistir. Hif ve konidi yapis1 gibi morfolojik ve taksonomik karakterlere dayanarak etmenin
Geotrichum citri-aurantii tirii oldugu tanimlanmistir (McKay ve ark., 2012).

3.2. Endofit bakteri izolatlarinin izolasyonu

Hatay ilinin en fazla turunggil tariminin yapildigi Erzin ilgesinin farkli bahgelerindeki saglikli limon, mandarin,
portakal ve turung gibi agaglarin meyve, yaprak ve dallarin i¢ dokularindan toplam 34 adet endofit karakterde aday
antagonist bakteriyel izolat elde edilmistir. Elde edilen bu izolatlar oncelikle bitki patojeni olup olmadiginin
belirlenmesi amaci ile tiitiinde asirt duyarlilik testine tabi tutulmustur. Yapilan test sonucunda 34 aday bakteriden
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28 adet bakterinin inokulasyon noktasinda herhangi bir duyarlilik belirtisine neden olmazken, 5 izolat patates
dilimleri iizerinde yumusak c¢iiriikkliige neden olmus, 7 izolat 37 °C’de gelisim gostermis olup bu izolatlarin
potansiyel bitki ve insan patojeni olma olasilig1 nedeniyle denemelerden ¢ikartilmigtir. Geri kalan 16 antagonist
bakteri izolati ile detayli ¢aligmalar yapilmaya karar verilmistir.

3.3. Endofit bakteri izolatlarinin tanilanmasi

Izolasyon galigmalar1 sonucunda insan ve bitki patojeni olmadig1 belirlenen 16 adet endofit antagonist bakteri
izolatiin turunggil meyvelerinde eksi ¢iiriikliik olarak bilinen hastalia neden olan fungal etmen G. citri-
aurantii’ye kars1 antagonistik potansiyelleri in vitro kosullarda arastirilmigtir. Elde edilen 16 izolat yapilan
MALDI-TOF MS analizleri sonucundan 5 tanesi Bacillus subtilis (CP4, CM8, CL10, CL12, CL15), 2 tanesi
Bacillus amyloliquefaciens (CM9, CMI11) digerleri ise Serratia marcescens, Acinetobacter Iwolffii,
Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea agglomerans, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas putida, Erwinia
herbicola, Acinetobacter johnsonii, Pseudomonas frederisbergensis olarak belirlenmistir.

3.4. Endofit bakterilerin antagonistik etkilerinin in vitro kosullarda belirlenmesi

Endofit bakterilerle fungal etmenin birlikte yer aldiklart ikili kiiltiir testlerinde, Bacillus spp. ait izolatlarin
fungal etmenin misel gelisimini %59.5-78.6 gibi oldukga yiiksek oranda engelledigi belirlenmistir (7Tablo 1).
Bakteri izolatlar1 arasinda fungus misel gelisiminin engellenmesinde en yliksek antagonistik etki B. subtilis CM8
izolatmin bulundugu ikili kiiltiir petride %78.6 oraninda tespit edilmistir (Tablo 1 ve Sekil 2). izolatlar icinde
Acinetobacter johnsonii CT7, Erwinia herbicola CMS5, Pseudomonas putida CL2, Pantoea agglomerans CM14,
Acinetobacter Iwoffii CP1 ve Stenotrophomonas maltophilia CP3 misel gelisimini engellemede kontrol ile
karsilastirildiginda etkili olmadigi belirlenmistir (7ablo 1, Sekil 2). Bacillus tirleri diginda bir diger antagonist tiir
olan Serratia marcescens CT6 izolat1 patojen gelisimini % 43.5 gibi yiiksek oranda engellemis olup, Bacillus
tiirlerinden istatistiksel olarak farkli bir grupta yer almistir (7ablo 1).

Tablo 1. Turunggil meyve, yaprak ve dallarin i¢ dokularindan elde edilen antagonist endofit bakteri izolatinin
in vitro kosullarda fungal hastalik etmeni G. citri-aurantii’nin misel gelisimini engelleme (%) potansiyeli’
Table 1. In vitro inhibitory (%) potentials of endophytic bacterial isolates, obtained from inner tissues of fruits,
leaves and branches, against mycelial growth of fungal disease agent G. citri-aurantii®

Tiir ismi Misel gelisimi Misel gelisiminin
(mm)® engelleme orani (%)

G. citri-aurantii CM1 43.7% 0.00
Bacillus subtilis CM8 9.3* 78.6
Bacillus subtilis CP4 11.7% 73.3
Bacillus amyloliquefaciens CM9 12.0% 72.5
Bacillus amyloliquefaciens CT11 12.7% 71.0
Bacillus subtilis CL15 13.0% 70.2
Bacillus subtilis CL12 13.7° 68.7
Bacillus subtilis CL10 17.7¢ 59.5
Serratia marcescens CT6 24.7d 43.5
Pseudomonas frederisbergensis CM13 28.7° 344
Pseudomonas koreensis CL16 36.0° 17.6
Acinetobacter johnsonii CT7 39.78 9.2
Erwinia herbicola CM5 40.3¢ 7.6
Pseudomonas putida CL2 40.7¢ 6.9
Pantoea agglomerans CM14 41.08 6.1
Acinetobacter Iwoffii CP1 41.7¢ 4.6
Stenotrophomonas maltophilia CP3 43.3¢ 0.8

" Bakteri izolatlar1 PDA iizerine patojen inokulasyonundan 48 saat dnce ¢izilmistir. Bakterilerin bulundugu petrilerde fungusun bakteriye
dogru giden misel gelisimi (mm) dlgiilerek kontrol petrilerdeki gelismeye gore kiyaslanmis ve engelleme oranlari (%) hesaplanmistir.

" Elde edilen degerler 5 farkli petri kabinda dlgiimlerin ortalamasi olup, deneme farkli zamanlarda 2 kez tekrar edilmistir. Siitun igerinde
yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkl harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli oldugunu géstermektedir (Duncan
Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).
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Mohammadi ve ark., (2017) Bacillus subtilis, B. pumilus, B. cereus, B. megaterium ve Agrobacterium
radiobacter tiirlerine ait epifit bakteri izolatlarinin turunggillerde Penicillium digitatum’a kars1 antagonistik
ozelliklerini in vitro kosullarda arastirdiklari ¢alismada en timitvar bakterilerin B. subtilis ve A. radiobacter
oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Soto ve ark. (2018) limon meyvelerinde hasat sonras1 fungal hastalik
etmenlerinden Geotrichum citri-aurantii, Penicillium digitatum, Penicillium italicum ve Phyllosticta citricarpa’ya
kars1 maya, fungus izolatlarinin yanisira Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Paenibacillus polymyxa,
Pantoea agglomerans ve Pseudomonas syringae gibi bakteri izolatlarin fungal etmenlerin misel gelisimini
engellemede degisen oranlarda etkinlikler gosterdigini bildirmislerdir. Hong ve ark. (2014) mandarin
meyvelerinde Penicillium digitatum, P. italicum ve Geotrichum citri-aurantii’nin neden oldugu hastaliklar
engellemede sicak su uygulamasi ile birlikte epifitik Bacillus amyloliquefaciens HF-01 izolati ile sodium
bicarbonate kombinasyonun etkinligini aragtirdiklari ¢aligmalarinda kontrole kiyasla meyvelerde hastalik
¢ikisini %80 oraninda azalttigini bildirmislerdir. Ghazanfar ve ark. (2016) tarafindan domates meyvelerinde hasat
sonras1 meyve ¢liriikliigline neden olan bir diger tiirii Geotrichum candidum’a kars1 saglikli domates bitkilerinin
kok bolgelerinden 25 farkli fungal ve bakteriyel izolat elde etmislerdir. Yapilan ikili kiltiir testlerinde,
Trichoderma harzianum, Bacillus spp., ve Pseudomonas fluorescens izolatlarin fungal etmenin in vitro kosullarda
misel gelisimini, in vivo kosullarda ise hastalik ¢ikisini etkili bir sekilde engelledigini bildirmislerdir.

Bacillus tiirleri igerisinde antagonistik ozelligi bulunun B. subtilis tiiriiniin, antibiyotik maddeleri
sentezleyebilme 6zelliginden &tiirii biyolojik ¢aligmalarda en yogun {izerinde durulan tiir oldugu bilinmektedir
(Stein, 2005). B. subtilis tiriniin farkli molekiiler yapiya sahip antimikrobiyal bilesikler iiretmeleri, {iretilen
bilesiklere karsi patojenlerin kolayca dayaniklilik gelistirememesi, olumsuz ¢evre kosullarina karsi dayanikli
endospor olusturmalar1 gibi biyolojik 6zelliklerinden dolay1 biyopestisitlerin {iretilmesinde en uygun mikrobiyal
tiirler oldugu bildirilmistir (Fravel, 2005; Perez-Garcia ve ark., 2011).

Figure 2. In vitro antagonistic (inhibitory) effect of different antagonistic bacterial isolates on mycelial growth
of fungal agent G. citri-aurantii. Inefficient isolates (CP6, CP1, CP3) typically failed to inhibit mycelial growth,
efficient isolates (CP4, CMS8, CT11, CMY9,CL10) efficiently inhibited mycelial growth causing inhibition zones
(*) between bacteria and fungal mycelia
Sekil 2. Farkl antagonist izolatlarin in vitro kosullarda fungal etmen G. citri-aurantii’nin misel geligimi
iizerine olan antagonizm (engelleme) etkinligi. Misel gelisiminde etkisiz olan izolatlarin (CP6, CP1, CP3)
misel geligimini durduramazken, etkili izolatlarin (CP4, CM8, CT11, CM9,CL10) misel gelisimini bakteri ile
temasa gecmeden etkili bir sekilde durdurarak engelleme zonlarinin (*) olusumuna neden olmugtur
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3.5. On inkiibasyon siiresi ile antagonistik etkinlik arasindaki iliskinin belirlenmesi

Etkili bulunan endofitlerden B. subtilis CP4 izolatinin 6n inkiibasyon siiresine bagli olarak etkinliginde artis
oldugu, en yiiksek etkinligin bakteri inokulasyonundan 2 giin sonra yapilan uygulama petrilerinde gézlenmistir
(Tablo 2). On inkiibasyon siiresine bagli olarak antagonist bakteri izolatlar1 tarafindan besi yerlerinde iiretilen
antimikrobiyal maddelerin tiirii ve miktarinin 6nemli diizeyde etkisi oldugu yapilan diger ¢alismalarda da
bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2001).

Tablo 2. Endofit antagonist B. subtilis CP4 izolatinin in vitro kosullarda 6n inkiibasyon siiresine bagl
olarak misel gelisimini engelleme (%) potansiyeli
Table 2. Inhibitory potential (%) of endophytic antagonist B. subtilis CP4 isolate for mycelial growth
inhibition based on pre-incubation time.

Misel gelisiminin

On inkiibasyon siiresi (saat) Fungus hif gelisimi (mm)® aelin: G 98)
1 19.3° 55.7
24 14.7° 66.4
48 11.7¢ 78.6

2 Bakteri izolatlar1 PDA {izerine patojen inokulasyonundan 1, 24 ve 48 saat once ¢izilmistir. Engelleme bolgeleri dl¢iilerek
kontrol petrilerdeki gelismeye gore kiyaslanmis ve engelleme oranlari (%) hesaplanmuistir.

b Elde edilen degerler 5 farkh petri kabinda 6lgiimlerin ortalamasi olup, deneme farkli zamanlarda 2 kez tekrar edilmistir. Siitun
icerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli oldugunu
gostermektedir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, P<0.05).

3.6. Endofit bakteri izolatlarinin fungus hiflerinde neden olduklar:t morfolojik degisikliklerin belirlenmesi

Antagonist izolatlarinin bulundugu ikili kiiltiir testlerinde etkili bakterilerin funguslarin hifleri {izerinde sebep
oldugu morfolojik degisiklikler Nomarski DIC ekipmanli 151tk mikroskobu altinda gézlenmistir. ikili kiiltiir
petrilerindeki engellenme bolgelerine yakin yerlerde yapilan 151k mikroskobu gézlemlerinde Bacillus spp. ait
bakteri izolatlarin petri yiizeyinde misel gelisiminin durduruldugu noktalardaki hiflerin boyunda kisalmalara,
siskinliklere ve bogumlanmalara (Sekil 3D), hifler lizerinde kivrilma, nekrotiklesme, pihtilagma ve sitoplazmik
igerigin (protoplazma) disart bosalmasi (Sekil 3EF) seklinde morfolojik degisikliklere neden olmustur. Bu tiir
degisikliklerin izlendigi petrilerin engelleme bolgelerine akin yerdeki morfolojik bozulmalarin gézlendigi miseller
taze PDA besiyeri igeren petrilere aktarildiklarinda gelismemis olmalari, bu tiir misellerin canliligini tamamen
kaybetmis olduklarini gdstermistir. Daha 6nce yapilan biyolojik miicadele ¢aligmalarinda farkli Bacillus spp. ait
antagonist izolatlarin Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora, Sclerotinia spp gibi toprak kokenli hastalik etmeni
fungal tiirlerin miselleri iizerinde ¢alismalarimizda tespit edilen sitoplazmik vakollesme, pihtilagma, sitoplazmik
icerigin disartya bosalmasi gibi benzer morfolojik degisikliklere neden oldugu gerek 1sik gerekse elektron
mikroskobu ¢aligsmalarinda da bildirilmistir (Soylu ve ark., 2005; Akgiil ve Mirik, 2008; Pane ve Zaccardelli, 2015;
Han ve ark., 2016). Amer ve ark. (1997) antagonist Bacillus bakteri izolatin, domateslerde sorun olan fungal
etmenlerden Pythium ultimum ve Fusarium oxysporum hiflerine tutunduktan sonra iiretmis olduklar1 enzimler
sonucunda hiflerde erimelere ve morfolojik bozulmalara neden oldugunu bildirmislerdir. Bir diger ¢alisma ile
Gupta ve ark. (2001) patates kok bolgesinden izole ettikleri kok bakterisi Pseudomonas GRC2 izolatinin
Macrophomina phaseolina ve Sclerotinia sclerotiorum hiflerinde asirt derecede yapisal bozulmalar,
deformasyonlar, pihtilasma ve erimeler seklinde belirtilere neden oldugunu, bu sebeplede fungal etmenlerin
besiyerinde sklerot olusturamadiklarini bildirmislerdir. Onceden yapilmis birgok calismada fungal etmenlere kars1
gosterilen antagonistik etki ve hifsel bozulmalarin, bakterilerin liretmis olduklart antifungal sekonder bilesiklerden
(ugucu hidrojen siyanid, hiicre duvarmi yikan chitinase, protease gibi litik enzimlerden) kaynaklandigim
belirlemislerdir (Veliz ve ark., 2017).
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Figure 3. Morphological changes caused by antagonist B. subtilis CMS8 isolate on hyphae of G. citri-aurantii
under light microscope. (A-C) Typical appearance of healthy hyphae; (D-F) Typical morphological changes
observed on hyphae near inhibition zone. (D) Typical aggregates and knotting formation (arrow) on hyphae
near inhibition zones. (E-F) Typical morphological abnormalities (arrows) observed on fungal hyphae near
inhibition zones such as swellings, vacuolations, coagulations, and necrotic appearance at the tips of the fungal
hyphae
Sekil 3. Antagonist B. subtilis CM8 izolatinin in vitro kosullarda G. citri-aurantii hifleri iizerinde sebep
oldugu morfolojik degisikliklerin 151tk mikroskobu altindaki goriiniigleri. (A-C) Kontrol petrilerdeki saghkli hif
goriiniimlerini; (D-F) Antagonist bakteriye en yakin noktalarda morfolojik degisiklerin goriildiigii
petrilerdeki hifler. (D) Fungus hifinin bakteriye yakin engelleme bolgesine ulastigt yerdeki u¢ noktasindaki
kiimelesme ve bogumlagma seklindeki goriiniim (ok). (E-F) Antagonist bakterin engelleme bolgesine yakin
olan fungus hifleri ve sitoplazmalarinda siskinlikler, pthtilagma, vakuollesme ve uglarinda kahverengilesme
seklinde goriilen nekrozim olusumlari seklindeki morfolojik anormallikler (ok)
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Barka ve ark. (2002), PGPR ozellikteki Pseudomonas sp. PsJN izolatinin bitki biiylimesini tesvik etmesinin
yani sira asmada sorun Botrytis cinerea gelisimini in vitro ikili kiiltiir ortaminda etkili bir sekilde baskilayabildigini,
bakteri izolatinin fungal hiflere temas ettigi noktalarda yapilan mikroskobik ¢alismalarda antagonistik etkinin
engelleme bolgesindeki fungus hiflerinde asir1 diizeyde hifsel bozulmalar, sitoplazmik dejenerasyon, pihtilagma
ve sonugta sitoplazmik i¢erigin hif disina bogalma seklinde belirtilerden kaynaklandigini bildirmislerdir. Chaurasia
ve ark (2005) cay bitkisinin kok bolgesinden izole ettikleri antagonist Bacillus subtilis izolatinin 4 tanesi bitki
patojeni, 2 tanesi klinik patojen olmak tizere 6 farkli fungal etmenin misel ve konidial yapilarinda in vitro
morfolojik anormalliklere sebep oldugunu, bu degisikliklerin bakteri tarafindan iiretilen difiize olabilen ve ugucu
yapidaki antifungal bilesik(ler)den kaynaklandigini, bilesiklerin etkinliginin besi yerinde misele yakin noktalarda
difiize olmak suretiyle fungus hiflerinin sitoplazmalarinda ¢alismalarimizda gozlenen belirtilere benzer
koagiilasyon (pihtilagsma), vakuollesme ve hiicre duvarlarinda erime seklinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

3.7. Endofit bakteri izolatlarinin in vivo kosullarda hastalik gelisimi iizerine biyoetkinliklerinin belirlenmesi

Endofit bakteri izolatlarinin in vivo kosullarinda hastalik ¢ikisi {izerine olan etkinliginin belirlendigi
calismalarda, endofit bakteri uygulamasi yapilan meyvelerde [patojensiz (negatif kontrol) ve patojenle bulasik
(pozitif kontrol)] hastalik ¢ikisi ve gelisimini 6nleme potansiyelleri belirlenmistir. Hastalik etmeninin inokule
edildigi noktalardaki hastalik gelisimi yumusama alanlarinin olusup olugmadig1 ve caplart 6lgiilmek sureti ile
yapulmustir (Sekil 4). Sadece hastalik etmeninin verildigi kontrol uygulamalarindaki mandarin meyveleri iizerinde
inokulasyondan 3 giin sonra yumusama seklinde belirtiler gézlenmis olup, inokulasyonun 5. giiniinde meyveler
tamamen c¢iiriimils, inokulasyon noktasinda fungal hif gelisimleri gozlenmistir (Sekil 4). Hastalik
degerlendirmeleri inokulasyondan 4 giin sonra yapilmistir (Tablo 3). Elde edilen sonuglar izolatarin in vitro
kosullarda fungal hif gelisimini engelledikleri sonuglara paralel bir etkinlik gostermistir.

Tablo 3. Antagonist endofit bakteri izolatinin in vivo kosullarda fungal hastalik etmeni G. citri-aurantii
tarafindan neden olunan ciiriimeleri engelleme (%) potansiyeli*
Table 3. Inhibition potential (%) of antagonist endophytic bacterial isolates on sour rotting caused by G. citri-
aurantii in vivo conditions®

Tiir ismi } ¥u1Pusak Ciiriikliik olusumunu
ciiriikliik (mm)® engelleme oram (%)
Serratia marcescens CT6 25.0¢ 479
Bacillus subtilis CP4 15.0%4 68.8
Bacillus subtilis CM8 8.0 83.3
Bacillus amyloliquefaciens CT11 17.0% 64.6
Acinetobacter Iwoffii CP1 45.0f 6.3
Stenotrophomonas maltophilia CP3 48.0f 0.0
Bacillus amyloliquefaciens CM9 13.0% 72.9
Bacillus subtilis CL10 22.0% 54.2
Bacillus subtilis CL12 13.0% 72.9
Bacillus subtilis CL15 15.0%4 68.8
Su+G. citri-aurantii (pozitif kontrol) 48.0f 0.0
Su+Bacillus subtilis CM8 (negatif kontrol) 0.0° 100.0

* Bakteri izolatlar1 meyve tizerine patojen inokulasyonundan 10 dak sonra piiskiirtiilmiis, inokulasyondan 4 giin sonra
inokulasyon noktalar1 incelenerek ¢iirlime (yumusama) gosteren meyve sayilari kontrol uygulamasindaki meyve sayilarina
kiyaslanmis ve hastalik ¢ikis (engelleme) oranlar1 (%) hesaplanmustir.

b Elde edilen degerler 3 farkl plastik kapda (her kapta 5 meyve) tespit edilen hastalikli meyve sayisinin ortalamasi olup,
deneme farkli zamanlarda 2 kez tekrar edilmistir. Siitun igerinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler
izolatlar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi, P<0.05).

In vivo ¢alismalarda bakteri tiirler arasinda Bacillus spp. fungal etmeni ile infekte edilmis meyvelerde hastalik
olusumunu (gikist) %54.2-83.3 gibi oldukca yiiksek oranda engelledigi belirlenmistir (Tablo 3). izolatlar arasinda
en yliksek antagonistik etki, in vitro ¢aligmalarda fungus misel gelisimini en fazla engelleyen izolatlardan B.
subtilis CM8 nolu izolatin kullanildig1 meyvelerde %83.3 oraninda tespit edilmistir (7ablo 3). Test edilen izolatlar
arasindan, Stenotrophomonas maltophilia CP3 ile Acinetobacter Iwoffii CP1 izolatlar1 uygulandiklar1 meyvelerde
hastalik ¢ikisini engellemede basarili olamamis, sonugta sadece steril su+patojenin verildigi kontrol uygulamasi
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ile ayn istatistiksel grupta yer almustir. Bacillus tiirleri disinda bir diger antagonist tiir olan Serratia marcescens

CT6 izolati hastalik ¢ikisinda %47.9 oranda engellemis olup, B. subtilis CL10 nolu izolat harig, diger Bacillus spp.
izolatlarla istatistiksel olarak farkli bir grupta yer almistir (7ablo 3).

Figure 4. Antagonistic (inhibitory) effects of bacterial isolates on disease development caused by fungal agent G.
citri-aurantii in vivo conditions. Disease developments (*) or suppression of disease symptoms (arrow) at the
inoculation sites
Sekil 4. Antagonist izolatlarin in vivo kosullarda fungal etmen G. citri-aurantii tarafindan neden olunan
hastali gelisimi iizerine olan antagonizm (engelleme) etkinligi. Uygulama yapilmis noktalarda hastaligin
gelisimi (%) veya farkl diizeylerde engellenmesi (ok)

Turunggillerde sorun fungal hastaliklara kars1 yapilan biyolojik miicadele arastirmalarinin ¢ogunlugu sadece
Penicillium digitatum'a odaklanmis olup, Penicillium italicum ve G. citri-aurantii gibi diger 6nemli turunggil depo
patojenlerine kars1 yapilmis oldukga az ¢calisma bulunmaktadir. Soto ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Paenibacillus polymyxa, Pantoea aglomerans, Pseudomonas
syringae, Candida membranifaciens, Candida utilis, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces hansenii, Kloeckera
apiculata, Metschnikowia spp., Pichia guilliermondii, Pichia membranifaciens, Rhodosporidium paludigenum,
Saccharomyces cerevisiae, Aureobasidium pullulans, Nodulisporium spp., ve Trichoderma spp gibi antagonistik
mikroorganizmalarin limon meyvelerinde sorun olan Geotrichum citri-aurantii, Penicillium digitatum,
Penicillium italicum ve Phyllosticta citricarpa gibi hasat sonu fungal hastaliklarin miicadelesinde oldukga etkili
oldugu bildirilmistir. Hong ve ark. (2014) Bacillus amyloliquefaciens HF-01, sodium bicarbonate (SBC) ve sicak
su uygulamalarin (HW) mandarin meyvelerinde Penicillium digitatum, P. italicum ve Geotrichum citri-aurantii
tarafindan neden olunan kif ve eksi ciiriklik hastaliklarina karsi miicadele imkanlarint arastirdiklar
calismalarinda B. amyloliquefaciens + %?2 SBC ve/veya 45 °C HW (2 dak.) seklinde yapilan uygulamalarin hastalik
¢ikisin (ciirtimeyi) kontrol uygulamasina kiyasla %80 gibi oldukg¢a yiliksek oranda engelledigini, uygulamanin
etkinliginin kimyasal uygulama kadar etkili oldugunu bildirmislerdir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmada, farkli
kompost materyallerinden izole edilmis Bacillus tiirlerine ait antagonist bakteri izolatlarinin tekli ve bor iriinleri
ile kombinasyon halinde hazirlanan karisimlarin laboratuvar (in vitro) ve yar ticari kosullarindaki (yar1 in vivo)
antifungal etkinligi Geotrichum citri-aurantii’ye karsi belirlenmistir (Gedik, 2019). Yapilan in vitro ¢alismalarinda
Bacillus spp.’ye ait 19 antagonist izolat arasinda fungal etmenin misel gelisimini engelleyen en etkili antagonist
izolatlar % 66.95 ve % 66.10 engelleme orani ile Bacillus cereus (G1B:3:6) ve B. pumilus (G4B:0:4) izolatlar
olmustur. Test edilen 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) uygulamalar1 patojen gelisimini engellemede etkisiz olarak degerlendirilmistir. G. citri-aurantii nin
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misel gelisimini yiiksek oranda engelleyen ayn1 zamanda borik asit+boraks karisiminda canliligimi koruyabilen
antagonist bakteri izolatlarin tekli ve borik asit+boraks ile karigimlarinin hastalik ¢ikiginin engellenmesi iizerine
olan koruyucu ve tedavi edici etkinlikleri yari in vivo kosullarda aragtirilmistir. S6z konusu uygulamalarin
koruyucu etkinligi, tedavi edici etkinligine kiyasla daha yiliksek diizeyde ger¢eklesmistir. 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 karigimi (0.5g+1.0 g/L) ile birlikte koruyucu uygulamasi in vivo hastalik ¢ikisii %81.9-89.7
diizeyinde engellemistir. Uygulamalarin tedavi edici etkinliginin arastirildig1 ¢caligmada, uygulamalarin hastalik
¢ikisinin engellenmesi iizerinde olan etkinliklerinin % 40.3-54.9 diizeylerinde oldugu goriilmistiir.

4. Sonug

Sonug olarak, saglikli bitkilerin i¢ dokularindan izole edilen endofit antagonist mikroorganizmalar laboratuvar
kosullarinda gelistirilen mikroorganizmalara oranla gerek ortama daha hizli adaptasyon saglamasi gerekse
minimum diizeyde yetisme sartlarina ihtiya¢ duymasi nedeniyle biyolojik miicadeledeki basar1 sanslarinin daha
yiiksek oldugu bilinen bir gergektir. Cevre dostu, biyolojik kokenli bu mikroorganizmalarin kullanilmastyla iiretim
alanlarinda pestisit uygulamalarinin biiyiik oranda azaltilmasi pestisitlerin ¢evreye ve insan sagligina olan olumsuz
etkilerinin ortadan kalkmasina katkida bulunacaktir. Bu tiir faydali mikroorganizmalarin kullanilmasinin pratige
aktarilmast ile iilkemiz ve bolgemiz agisindan 6dnemli iiriinlerden olan meyve ve sebzelerin organik tarima 6nem
veren geligmis iilkelere daha fazla ihrag etme firsat1 yakalanabilecektir. Bu ¢alismadan fungal etmene kars1 in vitro
ve yar1 in vivo teslerde etkinlik gosteren farkli Bacillus spp. ait izolatlarin ticari biyolojik preparatlarinin yapilarak
gerek turuggillerde gerekse iilkemiz ekonomisine katki saglayan diger meyve ve sebzelerde sorun olan fungal ve
bakteriyel hastaliklara karsi etkinliklerinin belirlenmesi gelecekte yapilmasi gereken dnemli ¢alismalar olarak
degerlendirilmistir.
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