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OZET

Bacillus megaterium’un Fusarium TURLERINDE ANTAGONISTIK
ETKIiSININ INCELENMESI

Tarmmsal kayiplar genel olarak hasat dncesi veya sonrasi meydana gelen kif
kontaminasyonlariyla  gerceklesmektedir. Bu  sebeple  cesitli  stratejiler
olusturulmustur. En yaygin ve etkili strateji pestisit gibi goziikse de asir1 kullanimi ile
birlikte toksik birikimi olugsmakta, canli ve ¢evre saglhigina ciddi zararlar vermektedir.
Biyokontrol ajanlarinin son derece etkili, tiire 6zgli ve dogas1 geregi ¢evre dostu
oldugu kanitlanmis ve diinya ¢apinda pest yonetimi stratejilerinde benimsenmesine yol
agmistir. Bacillus spp. biyokontrol ajani olarak kullanimi artan sustur. Bu ¢aligmada
Bacillus megaterium’un CTBmegl ve HMADS suslarmm Fusarium culmorum referans
k1 UK99 ile Fusarium graminearum referans wki PH-1 izolatlar1 iizerindeki
antagonistlik etkisi ikili kiiltiir deneyi ve ugucu organik bilesikler (VOC) deneyleri ile
incelendi. Her iki deney i¢inde mantar ve bakteri suslar1 25° C’de 7 gun inkiibe edildi.
Inkiibasyona birakilan 7. giin sonunda radyal blylimenin inhibisyon yiizdesi
(percentage inhibition of radial growth; PIRG)’ne bakildiginda UK99’un antagonist
direncinin PH-1 izolatina gore daha diisiik oldugu, CTBmegl’in ise antagonistlik
etkisinin HMAJS susuna oranla yiiksek oldugu bulundu (76,22- 73,77; 77,28- 73,53).
VOC deneyinde cap biyumesinin yiizde inhibisyonu (percentage inhibition of
diameter growth; PIDG) degerine gore UK99 izolat1 antagonistlik olarak daha hassas,
CTBmegl ise antagonistlik etkisi yiiksek sus olarak belirlendi (59,75- 54,87; 63,53-
49,41). Bakterinin antagonist aktivite gosteren metabolit Gretme yetenekleri, surfaktin,
iturin, fengisin antifungal biyosentez genlerine ait Prpo, ITUC, SRFA, ItuD, Sur3f,
FenD, FENB genlerine ait primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile analiz edildi. Belirlenen genlerin bakteri suslarinda oldugu bulundu. Antagonistik
etkinin Fusarium izolatlar1 iizerinde meydana getirdigi degisiklikler transkripsiyon
seviyesinde incelendi. Ikili kiiltiir deneyinde kullanilan kontrol ve deney gruplarma ait
orneklerden RNA izolasyonu yapilip, ardindan Mgvl, stuA, CAT, POD, hogl, mst20
ve tri5 genlerinin transkript miktarmnin belirlenmesi igin qPCR yapildi. Toksinin etkisi
ile inaktif olan tri5 geninin azaldigi, apoptozla iliskili olan genler olan hogl ve
mst20’nin arttig1r bulundu. VOC ile yapilan caligmada hiicre canliligt WST-1 ile
proliferasyon analizi ile belirlendi. Proliferasyon orani sonucunda UK99 susunun ikili
kiltir ve VOC galismalarinda oldugu gibi daha hassas, CTBmeg1’in ise antagonistlik
etkisinin HMAS susuna oranla yiiksek oldugu bulundu. Bu g¢alisma ilk kez B.
megaterium’un F. culmorum ve F. graminearum uUzerindeki antagonistlik etkisi
incelenmesi bakimindan 6zgiin olmasi, biyolojik ve zirai aragtirmalara katki saglamasi
acisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Biyokontrol, Ucucu Organik Bilesikler, Tkili Kiiltiir
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF Bacillus megaterium's ANTAGONISTIC EFFECT
ON Fusarium spp

Agricultural losses are generally caused by pre- or post-harvest mold
contamination. For this reason, various strategies have been created. Although the
most common and effective strategy seems to be pesticide, toxic accumulation occurs
with its excessive use, causing serious damage to living and environmental health.
Biocontrol agents have proven to be highly effective, species-specific and
environmentally friendly in nature, leading to the adoption of pest management
strategies worldwide. Bacillus spp. are strains of bacteria which are increasingly used
as biocontrol agents. In this study, the antagonistic effects of Bacillus megaterium
CTBmegl and HMAS strains on Fusarium culmorum reference strain UK99 and
Fusarium graminearum reference strain PH-1 isolates were examined.
Morphologically, dual culture experiments and volatile organic compounds (VOC)
experiments were performed. In both experiments, fungal and bacterial strains were
incubated for 7 days at 25°C. The radial growth diameters of the fungal isolates left to
incubation were measured on the 7th day and when the Inhibition Percentage of Radial
Growth (PIRG) is examined; It was found that the antagonist resistance of UK99 was
lower than the PH-1 isolate, and the antagonism effect of CTBmegl was higher than
the HMAJ5 strain. In the volatile organic compounds (VOC) experiment, radial growth
of fungal isolates were measured and percent inhibition of diameter growth (PIDG)
values were found. According to the PIDG value, UK99 isolate was more sensitive as
antagonist, and CTBmegl was determined as a strain with high antagonism effect. The
ability of the bacteria to produce metabolites with antagonist activity was analyzed by
polymerase chain reaction (PCR) using Prpo, ITUC, SRFA, ItuD, Sur3f, FenD, FENB
gene primers of surfactin, iturin, phengisin antifungal biosynthesis genes. It was found
that the identified genes are in bacterial strains. The changes caused by the antagonistic
effect on Fusarium isolates were examined at the transcription level. RNA was isolated
from samples belonging to the control and experimental groups used in the dual culture
experiment, and then gPCR was performed with the b-tubulin endogenous gene to
determine the amount of transcript of the Mgv1, stuA, CAT, POD, hogl, mst20 and
tri5 genes. It was found that tri5 gene, which is inactive with toxin effect, decreased
and genes associated with apoptosis increased hogl and mst20. WST-1 for
proliferation rate and cell viability were determined in the study of VOC. As a result
of the proliferation rate, it was found that the UK99 strain was more sensitive as in
other studies, and the antagonistic effect of CTBmegl was higher than the HMAS5
strain. This study is unique in terms of investigating the antagonistic effect of B.
megaterium on F. culmorum and F. graminearum for the first time. For this reason, it
is very important in terms of contributing to biological and agricultural research.

Keywords: Biocontrol, Volatile Organic Compounds, Dual Assay
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1. GIRIS

Fusarium tiirleri tarimsal bitkiler, hayvancilik ve insanlar igin Gnemli
patojenlerdir. Fusarium cinsi mantarlar nekrozu indiklemeleri ve mikotoksin
iretmeleri nedeniyle bir¢ok tahil irliniinde biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
Biiylimenin her asamasinda tahillar1 enfekte edebilmektedirler (Parry et al., 1995;
Miedaner et al., 2008). Bitkiler gelisim siire¢lerinde, mantarlar ile enfeksiyonlarinda
antimikrobiyal proteinlerin sentezlenmesiyle hastaliklarda cesitli savunma sistemleri
olustururlar (Tufan, 2016). Ancak bu savunma sistemi tek basina yeterli olmamaktadir.
Bu sebeple bitkiler kendi savunma sistemlerinin haricinde dis faktorlerinde etkisine
ihtiya¢ duyarlar. Bu mantarlarin olusturduklar1 hastaliklar ile miicadelede kisa siireli
strateji olarak fungisitlerin kullanimi, patojenik funguslarin bu fungisitlere karsi
kolayca bagisiklik kazanabilmesi ve ¢evre kirliligine sebep olmasi nedeniyle etkili bir
strateji degildir. Biyokontrol ajanlarinin kullanimi ise ekonomik olmasmin yani sira
cevreye olan kimyasal girdiyi azaltmasi ile ¢cevre dostu bir stratejidir. Cesitli bakteri
cinsleri arasinda, Bacillus, Pseudomonas ve Streptomyces tiirleri yaygin olarak
biyokontrol ajani olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, Bacillus cinsinin bitki
biliylimesini destekleyen tiyeleri, endospor olusturma kabiliyetleri, degisken pH,
sicaklik ve ozmotik kosullara toleranslar1 ve yani sira patojenik olmamalari nedeniyle
diger mikroorganizmalara gore avantajlara sahiptir. Bacillus spp. biyofilmler
olusturarak kolonilesir ve bitki kokleriyle saglam etkilesimler kurar. P-
coziiniirlestirmede rol oynayan sideroforlar ve organik asitler yoluyla besin alimini
artirtr, fitohormonlar Uretir, bakteriyel antagonistler olarak etki eder veya patojenlere
kars1 bitki direncini indiiklemenin yani sira, hidrolitik enzim sentezi ve salgilanmasi
yoluyla mantar misellerini pargalayarak bitki biiylimesini tegvik ederler (Khan et al.,
2017).

Bu ¢alismada, Bacillus megaterium’un Fusarium tirleri iizerinde antagonistik
etkileri incelenmistir. Bu amagla, Oncelikle bakterinin Fusarium tdrleri (zerine
antagonistik etkileri in vitro kosullarda (ikili kiiltiir ve ugucu organik bilesikler (VOC))

test edildi. Daha sonra, bu bakterinin antagonist aktivite gosteren metabolit Uretme



yetenekleri, antifungal biyosentez genlerine ait (surfaktin, iturin, fengisin) primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile analiz edilmistir. Ayrica
antagonistik etkinin Fusarium spp.’de meydana getirecegi degisiklikler transkripsiyon

seviyesinde (trikotesen Gretimi, oksidatif stres iliskili genler) incelenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Yasamin temel unsurlarindan birisi gida tiiketimidir. Artan niifus, tarim
arazilerinin azalmasi, mevsim degisikliklerinin beraberinde getirdigi kuraklik, su
kaynaklar1 ile ¢evre kirliligi tarim iiriinlerinde ciddi kayiplara sebep olmaktadir. 2013
Gida ve Tarmm Orgiitii (Ing; Food and Agriculture Organization of the United Nations,
FAO) raporuna gore sebze ve meyve iiretimi sirasiyla yaklasik 995 milyon ile 841
milyon tondur. Ancak hasat sonrasi taze meyve ve sebzelerde meydana gelen
hastaliklardan dolay1 ancak %50’si tiiketilebilmektedir (Agirman ve ark., 2019).

Tarim triinlerindeki kayiplar genel olarak hasat dncesi veya sonras1 meydana
gelen kiif kontaminasyonlar1 ile ger¢eklesmektedir. Kontaminasyona sebep olan bazi
mantar tiirleri 6rnegin; Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Fusarium, insanlar ve
hayvanlar tizerinde toksik etkisi olan ve mikotoksinler olarak adlandirilan, ¢esitli gida
isleme adimlarina dayanabilen ve bu nedenle gida giivenligi endiselerine yol agan
ikincil metabolitler Gretirler (Sanzani et al., 2016).

Hastalik ile miicadelede pestisit kullanilmaya calisilmistir. Bunun yaninda
daha az hassas ¢esitlerin ekimi dahil olmak tizere farkl stratejiler denenmistir. Yagish
bolgelerde, yagistan dolay1r Fusarimlar spp.’lerin de beslemesi g6z 6niine alindiginda
pestisitler ekonomik bir ¢6ziim olmamaktadir. Tohumlar {izerinde ¢esitli biyoteknoloji
caligmalar1 yapilmis ve dayanikli tohumlar elde edilmeye baslanmistir. Ancak hala
tohumlarda beklenen verim elde edilememistir. Kimyasallar iizerinde yapilan
calismalarda ise thiabendazole ve carbendazim uygulanan tohumlardan olusan
bitkilerde hastaligin daha az etkili oldugu ve propiconazole ve prochloroz’in tanelerle
birlikte uygulanmasi durumunda ¢ok daha etkin sonuglar alindig1 gozlemlenmistir
(Netto and Giordani, 1989; Felix D'Mello et al., 1998; Doohan et al., 1999).

Kimyasal ilag kullanimi ¢evre ve saglik ac¢isindan 6nemli problemler meydana
getirmektedir. Cevre de olusan kirlilik ise saglik agisindan Sliimciil toksik etkiler
olugturmaktadir.  Bunun  neticesinde  kimyasal  bilesiklerin  kullanimimin
sinirlandirilmast ve gidalarin korunmasi i¢in dogal yontemler gelistirilmesi cesitli

kamu kuruluslar1 tarafindan tesvik edilmistir.



Son zamanlarda arastirmacilar hastaliklarla mucadelede biyokontrol ad1 altinda
cesitli mantar veya bakterileri antagonistik ajan olarak kullanmaktadir. Boylece

cevreci ve sagliga zarar1 olmayan miicadele yontemleri gelistirmektedir.

2.1. Fusarium Genel Ozellikleri

Mantarlar tatlh su ve denizlerde yasayabilen, genellikle karasal ortamda
bulunan heterotrof organizmalardir (Prescott et al., 1990). Hiicre duvarmma sahip bu
Okaryotik organizmalar, eseyli ve eseysiz olarak ¢ogalmakta, sporlar1 ise dogada
rlizgar, su veya hayvanlar araciligiyla tasinmaktadir (Prescott et al., 1990; Tutel ve
Cirpict, 1999). Mantarlarin tanimlanmis olan tiirleri genellikle 6lii veya ciirtimekte
olan organik materyallerin lizerinde saprofitik olarak yasayan tiirleri temsil etmektedir.
Ayrica, simbiyotik ve parazit olarak yasayan tiirleri de yayilmistir (Prescott et al.,
1990; Dickenson, 2003). Mantarlar seksiiel yap1 olarak ve sporulasyon organlarina
gore dort temel sinifa ayrilmaktadir: Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes ve
Basidiomycetes. 550 milyon yil 6nce ii¢ ana fungal filum olan Zygomycota,
Ascomycota ve Basidiomycota, Chytridiomycota’dan tiiremistir (Guarro et al., 1999).

Fusarium tiirleri 1liman iklimde yasayan bitki patojenleridir. Insanlarda ve
hayvanlarda nadir enfeksiyon etkenidirler. Diinya {lizerinde giincel 61 farkli Fusarium
tiriiniin oldugu tespit edilmistir; Fusarium avenaceum, Fusarium bubigeum,
Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium langsethiae, Fusarium
oxysporum, Fusarium poae, Fusarium solani, Fusarium sporotrichioides, Fusarium
tricinctum, Fusarium verticillioides, Fusarium virguliforme bunlardan bazilaridir. F.
graminearum taksonomik olarak Ascomycota bolimi, Hypocreales takimimna ait
Nectriaceae ailesinin bir Gyesidir. F. culmorum taksonomik olarak Mitosporik
Hypocreales ailesine ait bir mantar tridur.

F. graminearum izolatlar1 diinya genelinde toplanmis ve orijinal tiirlerin DNA
dizilimleri filogenetik analizlere tabi tutulmustur. Yapilan analizler soncunda 11 farkli
tire ayrilmistir (O'Donnell et al., 2004; Starkey et al., 2007). Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde baskin olan Fusarium tiiriine F. graminearum ismi verilmis ve
bu 6neri tim Fusarium arastirmacilar1 tarafindan kabul edilmistir (O'Donnell et al.,
2004; Starkey et al., 2007).

F. graminearum’un 36.1 Mb olan genom dizisi, 2003 yilinda Broad Institute

tarafindan yayimlanmistir. Haploid kromozom sayis1 n=4’tiir (Cuomo et al., 2007).



2010 yilinda Broad’a karsilagtirma avantaji olarak MIPS F. graminearum Genom
Veritabani (FGDB) Fusarium genomlarini karsilastirmustir. Karsilastirmaya gore daha
once aciklanan yaklasik 13,718 genin 2461°s1 farkli bir yapist vardir. Karsilagtirma
sonucu ekzon / intron yapisi agisindan 11,257 genin (%82) tam olarak ayni oldugunu
gostermektedir. Genel olarak, FGDB v3.1, Broad setinden 383 daha fazla intron
icerdigi ortaya ¢ikmustur.

F. culmorum’un ise genom projesi gunimizde resmi olarak
tamamlanmamistir. GenBank iizerinde haploid kromozom sayist n=4 olan bu
organizma, UK99 irkinin genomu olarak kayithdir. F. culmorum susu UK99’un
genomik DNA’s1, Liverpool Universitesi’nde 454 GS FLX + (Roche Diagnostics
Corporation) tizerinde sekanslandi. Genom boyutu F. graminearum’un genomundan
daha biiyiik olarak yaklasik 39 Mb’dir. UK99 taslak diizenegi, 41.928.875 bp
uzunlugunda ve 1.062.015 boslukludur, F. graminearum genomunun dizilim
bilgisinin veri tabanlarinda kayitli olmas1 F. culmorum ve dizilimleri mevcut olmayan
Fusarium tiirleriyle yapilacak genomik ¢aligmalar1 i¢in 6nemli kaynak saglamis olsa
bile, 6zellikle konak-patojen iliskisi ve patojenitesine iliskin bilgiler yeterli degildir ve

tiire 6zgiin genler ile yapilacak ¢alismalara katkisi sinirhidir (Scherm et al., 2013).

2.1.1. Fusarium Hastalhklan

Bitkilerde meydana gelen hastaliklarin %751 mantarlardan meydana gelmekle
beraber, tahillarda, meyve ve sebzelerde ve de siis bitkilerinde mantar hastaliklar1
gorilmektedir (Agrios, 1997; Ozer ve Soran, 1991). Fusarium tiirleri bugday, arpa,
musir ve de piringte kok ve kok bogaz ¢iiriikliigtl (KBC) ile Fusarium basak yanikligi
(FBY) hastaliklarina sebep olmakta ve bitkiyi biiylik oOlgiide {iriin kaybina
ugratmaktadir (Parry et al., 1995; Pereyra and Dill-Macky, 2008; Trail et al., 2003).

Mantarlar konakladiklar1 bitkilerde mikotoksin iiretirler. Mikotoksinlerde
insan ve hayvanlar icin toksik olan sekonder metabolizma drinleridir. Toksik
maddelerde enfekte olmus gidalarin alinimi insan ve hayvanlarda, kusma, oral
lezyonlar, deri hastaliklari, kanser gibi bir¢cok saglik agisindan zararl etkiler ortaya
cikarir. Mikotoksin iireten yaklasik 400 tiir bilinmektedir ve bunlarin igerisinde;
Fusarium hasat 6ncesi ve sonrasinda, Penicillium ve Aspergillus tdrleri ise kurutma
esnasinda ve sonrasinda besin iirlinlerine bulasip toksin iiretirler (Erzurum, 2001).
Ulkemizde tahilda Fusarium tiirlerinin neden oldugu en yaygin hastaliklar FBY ile

KBC. Her ikisi de aym1 Fusarium patojeni tarafindan gergeklestirilebilmekte
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(Akinsanmi et al., 2004) ve dayanikli kaynaklar farkli Fusarium patojenlerine karsi
ayni derecede etkinlik gosterebilmektedir (Mesterhazy, 1995).

Fusarium’un tirettigi mikotoksinlerden birisi trikotesenlerdir. Bilinen en az 24
Fusarium tird biyosentetik enzimlerine go0re veya trikotosen kimelerinin
farkliliklarindan dolay1 farkli trikotesen iiretirler (Alexander et al., 2011; Oksiiztepe
ve Erkan, 2016). ABD’ de yaygin olan B tipi trikotesenler; deoksinivalenol (DON),
nivalenol (NIV) ve bunlarin asetillenmis tiirevleri 3-asetildekoksivivalenol (3-
ADON), 15-asetildekoksivivalenol (15- ADON) ve 4-asetilnivalenol gida giivenligi
tizerinde 6nemli etkileri vardir (Desjardins et al., 2007; Liang et al., 2014). Bunlarin
arasmda, vomitoksin olarak da bilinen ve kiiresel bir sorun olan DON, tahil tanelerinde
en sik tespit edilen ve ekonomik acidan onemli olan mikotoksindir. DON, agirlikl
olarak F. graminearum ve F. culmorum tarafindan tiretilmektedir. Bu fitopatojenler
tarladaki bitkileri enfekte edebilir ve FBY’ne neden olabilir (McMullen et al., 2012).
Bu fitopatojenlerin virtilans faktoru olarak, mikotoksin DON, Fusarium suslarinin
enfekte olmus doku icinde yayilmasin1 kolaylastirir ve FBY hastaliginin
semptomlarima katkida bulunur (Bai et al., 2002).

Fusarium tiiriiniin sebep oldugu basak yanikliginin esas etmeni Tiirkiye’de de
sik goriilen F. graminearum ve F. culmorum’dur. Bu iki tiir toksik etki bakimmdan
digerlerinden daha gii¢lii ve tireme orani digerlerine gore daha verimlidir (Stack et al.,
1985; Jorgensen, 2000). Bugday da Fusarium hastaligina neden olan tiirler arasinda,
F. graminearum diinyanin bir¢ok bolgesinde baskindir (Parry et al., 1995; Bottalico,
1998; Bottalico and Perrone, 2002).

F. graminearum’un olusturdugu toksinler misel veya eseyli sporlar halinde
mevsime uygun olarak riizgar veya yagislar ile tahillari basaklarina ulasirlar. Enerji
i¢in bir karbon kaynag1 olarak glikoz kullanir ve aerobik solunum yaparlar. Genotipik
ve fenotipik ¢esitlilik gOstermesi, genom projesinin tamamlanmasi, enfeksiyon
sirasinda anlatim yapmasi arastirmalar sirasinda ilgi odagi olmasmi saglamistir
(Miedaner et al., 2001; Toth et al., 2004; Cuomo et al., 2007; Miedaner et al., 2008;
Trail et al., 2009). Hiicre duvarinin heterojen bilesimi 6zellikle F. graminearum’un
patojenitesi acisindan 6nemlidir, ¢linkii kitin degradasyonu i¢in kitinazin yani sira
elektron transportu i¢in ¢oklu yardimci proteinler igerir (Shi et al., 2008). F.
graminearum’un konak aralig1 ¢ok genistir. Hastalik yaptig1 konaklar sadece tahillar
degil, salatalik, domates, pirasa, kavun, karpuz ve siis bitkilerine kadar uzanan genis

bir araliktadir.



Kok ve kok bogazi hastaligina sebep olan F. culmorum Ulkemizde ilk defa
Bremer tarafindan 1948 yillarinda yapmig oldugu arastirma sonucunda kesfedilmistir.
Bu yildan sonra farkli tarim alanlarinda yapilan ¢alismalarda iilkemizde ve diinyada
KBC’i olduk¢a yaygim bir hastalik oldugu bildirilmistir (Chakraborty et al., 2006).
KBC’1 hastaliginin diinya genelinde %50-70 oranlar1 arasinda {iriin kayiplarina neden
oldugu, bu da beraberinde ciddi ekonomik kayiplar getirdigi bilinmektedir (Smiley et
al., 1996; Hekimhan et al., 2005).

Fusarium Basak Yamkligi hastaligi ilk defa 1884 yilinda Ingiltere’de
tanimlanmistir. Daha sonra 1891 yilinda ABD’de ortaya ¢ikmis, 1902 yilinda ise
Japonya’da da gorilmiistiir (Ireta, 1994). 1993 yilinda ABD genelinde 1 milyon
dolarlik zarara sebep olmustur. 2004 yilinda bu miktar 8 milyon dolar1 bulmustur
(Nganje et al., 2004). FBY hastalig1 ile Tiirkiye ilk defa 1993 yilinda karsilagmus, 2004
yil1 igerisinde iilkemizde Orta Anadolu Bolgesinde yetisen 12 bugday c¢esidinde FBY
sebebiyle %24 oraninda {iriin kayb1 oldugu rapor edilmistir (Aktas ve Tunali, 1993;
Hekimhan ve ark., 2004). Diinyada FBY hastaligi F. graminearum’un tarafindan
yayilirken, Avrupa da hastaligin etmeni F. culmorum olarak belirlenmistir. Iliman
iklim kosullarinda F. graminearum yaygin olarak bulunurken, F. culmorum daha ¢ok
serin bolgelerde gorulmektedir (Snijders, 1989).

Basak yanikligma sebep olan miseller veya eseyli sporlar, iklim kosullarina
uygun olarak; su (yagis), riizgar ve ¢esitli boceklerin yardimi ile konak bitkiye
bulasmasi saglanmaktadir. 48 ile 72 saat arasmda uygun sicaklik ve pH degerinde
enfeksiyon olustururlar. Fusarium bitkide hastaligi, ¢igekler iizerinde veya ¢igek
icinde spor birikmesiyle baslatir (Bushnell et al., 2003).

Hastaligin belirtileri ciceklenme evresinden sonra ortaya ¢ikmaktadir.
Basakcik erken olgunlasir veya birka¢ basakgik beyazlasir. Basaklarin siit dolum
evresinde, saglikli basaklar yesil goziikiirken hastalikli basaklar agik sar1 halinde
goziikiirler. Hastalik neticesinde ortaya c¢ikan renk farkliliklari hasta ile saglikli
basaklarin ayirt edilmesini saglar (Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidirliig, TAGEM, 2008).

Enfekte eden Fusarium tirl oksijene gereksinim duymaz ve toprakta 40 cm
derinlikte hayatina devam edebilir. Tiiriin Uremesi i¢in en uygun sicaklik 24-32°C
iken, uygun pH deger araligi ise 5-7°dir (Ozer ve Soran, 1991; Waller et al., 2005;
Hornok et al., 2007).



Hastalik basagi sarmasindan itibaren basakta agik pembe veya pembemsi bir
renk goriinmektedir. Rengin yogunlugu fungus sporlarmin yogunlugu ile dogru
orantilidir (TAGEM, 2008). Enfekte olan taneler kii¢iik ve burusuk olmakta, bu taneler
enfeksiyon nedeniyle ¢imlenme giiglerini kaybetmektedirler (Arici, 2006). Hasat
zamanina kadar basak renklerindeki enfekte bdlgeler mavi-siyah renge doner. Bu
degisim ise artik sporlarmn tagindigini belirtir.

Depolama alanina enfeksiyonlu iriiniin girmesi veya hastalik tasiyan bugday,
arpa gibi Grtinlerin hasatindan sonra topraga misir ekilmesi hastaligin bulagsmasina ve
giderek yogunlagmasina sebebiyet vermektedir. Bu da hastalik ile micadeleyi

zorlastirmaktadir.

2.1.2. Fusarium Hastaliklar ile M{icadele

Tarim triinlerindeki kayiplar genel olarak hasat dncesi veya sonras1 meydana
gelen kiif kontaminasyonlar1 ile gergeklesmektedir. Kontaminasyona sebep olan bazi
mantar tiirleri 6rnegin; Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Fusarium, insanlar ve
hayvanlar tizerinde toksik etkisi olan ve mikotoksinler olarak adlandirilan, ¢esitli gida
isleme adimlarina dayanabilen ve bu nedenle gida giivenligi endiselerine yol agan
ikincil metabolitler Uretirler (Sanzani et al., 2016). Bu metabolitler ciddi saglik
sorunlarina sebep olmaktadir. Gelisen teknoloji ve ilerleyen endiistri hasat oncesi ve
sonrasi iirlinlerde kayiplar1 6nlemeye ¢alisan birgok strateji gelistirmistir.

Hastaliklarin (FBY ve KBC) iistesinden gelinmesi i¢in kullanilan stratejiler;
kisa siireli ve uzun siireli olarak ikiye ayrilabilir. Kisa siireli yonetim; pestisit kullanimi
ve biyokontrol gibi uygulamalardir. Endiistriyel tarimin baslica koruma uygulamalar1
pestisit kullanimidir. Pestisitler, gida liretimi verimliligini artiran, gida kaynakli ve
vektor kaynakli hastaliklar1 azaltan genis bir heterojen kimyasal grubudur.

1940 yilindan itibaren kullanilan pestisitler; tarim arazilerini yabanci otlarin
zararindan ve tarimsal liriin hastaliklarindan korurken, iiretimin kalitesini de giivence
altina almaktadir (Tiryaki ve ark., 2010). Tarim arazilerinde pestisit kullanilmadig1
vakit, tirlinlerin %60°1 kaybolurken, tiim diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de
zararli organizmalar1 kontrol etmek amaciyla bitki koruma ftriinlerinin kullanilmas1
kagmilmazdir (Turabi ve ark., 2007). Kisa siirede etki gostermesi ve kullanimimin
kolay olmasi pestisitleri diger zirai ilaglardan daha nciil kilmistir.

Yaklasik olarak pestisitlerin satig tutar1 diinya da 30 milyon dolar ve iiretim

miktar1 ise 3 milyon tondur. Bu iiretim miktarinin %47’lik bolimiinii herbisitler
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alirken, %29’luk pay1 insektisitler ve %19’luk payi ise fungusitler almaktadir. Zirai
ila¢ kullaniminin %70’ini herbisitler ve insektisitler alirken, parasal olarak tiikketim ise
en ¢ok %31 ile insektisitler, %20 ile de fungusitler ti¢iincli siradadir (Oskam et al.,
1997). Ulkemizde bu duruma bakacak olursak tarmm ilaci tiiketiminin %47’sini
insektisitler birinci sirada, %16 ile fungisitler liglincii sirada olusturmaktadir. Tiiketim
tonajina bakildigimda Avrupu (AB) llkeleri arasinda en az pestisit kullanimi
Tiirkiye’de 0,7 kg/hk, en yogun ise 13,8 kg/hk ile Hollanda’da goriilmektedir (Tiryaki
ve ark., 2010). 2016°da AB’nin resmi istatistik kurumu (Ing: European statistics,
Eurostat) verilerine gore en ¢ok pestisit satan iilkeler arasinda 49 milyon kiloyu askin
iirtinle Tiirkiye yer almaktadir. En fazla ilag satilan lilkeler ise AB’de tarim iirlinlerinin
yaklagik yarismni karsilayan Ispanya, Fransa ve Italya olmustur.

Dag ve ark. raporunda (2000) tarim ilact kullanildiginda bugdayda, yabanci ot,
hastaliklarin ve bdceklerin meydana getirdigi kayiplarin %27 oraninda oldugunu
ancak ilag kullanilmadig1 taktirde bu oranin %53 e ¢ikacagini belirtmislerdir. Yine
ayni raporda arpa i¢in bu durumun %40, misir i¢in ise kayiplarmin %52°ye ulagmasi
muhtemel oldugunu bildirmislerdir. Her ne kadar pestisit kullanim1 kolay ve etkili
gOziikse de kontrolsiiz kullanim1 yan etkiler meydana getirmistir. Bilingsiz ve asir1
kullanilmas1 sonucunda flora ve fauna da ciddi zararlar goriilmiis, bunun yaninda yer
alt1 ve ylizeysel sular ile deniz sularinda kirlenmeler meydana gelmistir. Bu da
beraberinde hedef kitleler disinda kullanimindaki ortamlarin ve insanlarm sagligmi
olumsuz etkilemistir (Kahn, 1991).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (Ing: World Health Organization, WHO)’ niin 1997
yilinda pestisitleri kullanimima uygun olarak smiflandirmistir. Ag¢iklanan kilavuzda en
yaygin olarak kullanilan 700 pestisitin 33’{i insan saglig1 i¢in ¢ok zararli, 48’1 oldukca
zararl, 118’1 orta ve 239’u daha az zararli olarak belirtilmistir. Pestisit ve par¢alanma
irlinleri toksik maddeler icerirken pargalanma iirlinlerinin bazilar1 pestisitin
kendisinden daha toksik etki gostermektedir. Kullanilan pestisitlerin buharlagsmasi
agiridir bu da solunan havayi kirletir ve kanser, dogum anormallikleri, istemsiz
kasilmalarin beraberinde getirdigi sinir sistemi rahatsizliklari, ayrica kusma, ishal,
carpimnt1 gibi saglik problemleri meydana getirmektedir (Delen, 2008). 2002 yilinda
WHO’nun agiklamis oldugu raporda pestisit kullaniminin 186 bin kisinin 8limune, 4
milyon 420 bin kisinin de sakat kalmasina sebep oldugunu belirtmistir.

Fungusit kullanimi akut ve sinerjik etkileri ile direngli patojen cinslerinin

cogalmasidan dolay1 yasal kontroller altinda yiiriitiilme zorunlulugu getirmistir (de
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Paiva et al., 2017; Romanazzi et al., 2017; Terao et al., 2017). Buna ragmen 2014
yilinda Avrupa Gida Otoritesi (Ing: European Food Safety Authority, EFSA)’ nin
yapmis oldugu bir ¢alismada incelenen orneklerin %45’inde sentetik fungusite
rastlanmaktadir. Yapilan ¢aligmada orneklerin ayrintili incelendiginde ise %1,9’unda
izin verilenden daha fazla ilag kullanildigi tespit edilmistir. Gida tiiketimindeki
bilinglenme giderek artmaktadir. insanlar kimyasal ila¢ kalintisiin daha az veya hic
kullanilmayan gidalari tercih etmeye baglamistir.

Ulkemizde tahilda Fusarium tiirlerinin neden oldugu en yaygin hastaliklar
FBY ile kék KBC’dir. Her ikisi de aym Fusarium patojeni tarafindan
gerceklestirilebilmektedir (Akinsanmi et al., 2004). Bu sebeple fungusit kullanimi
olduk¢a yaygindir.

Patojenik funguslar, buyik populasyonlara sahiptirler ve de oldukca sik
mutasyona ugrarlar. Bu sebepten, bu fungusitlere karsi kolayca bagisiklik
kazanabilmesi nedeniyle fungusit kullanimi etkili bir strateji degildir. Ayn1 zamanda
bu fungusit ¢evre kirliligi ve fitotoksisite gibi sorunlara yol agabilmektedir (Wang et
al., 2012). En etkili gibi gortnen strateji her ne kadar fungisit ile kontrol olsa da baz1
mantar Oldiriiciiler tahillarda DON igerigini arttrmustir (Homdork et al., 2000;
Ramirez et al., 2004; Mesterhazy et al., 2011). Bu da beraberinde patojenlerde fungisit
direnci olusturabilir (Yuan ve Zhou, 2005). Tohumlar iizerinde ¢esitli biyoteknoloji
calismalar1 ile genetik diren¢ yapilmaya ve dayanikli tohumlar elde edilmeye
baslanmistir. Ancak hala tohumlarda beklenen verim elde edilememistir (Bai et al.,
2000, 2001; Buerstmayr et al., 2009; Miedaner and Korzun, 2012; Talas et al., 2012).
Kimyasallar {izerinde yapilan calismalarda ise thiabendazole ve carbendazim
uygulanan tohumlardan olusan bitkilerde hastaligin daha az etkili oldugu ve
propiconazole ve prochloroz’in tanelere birlikte uygulanmasi durumunda ¢ok daha
etkin sonuglar alindig1 gézlemlenmistir (Netto ve Giordani, 1989, Felix D'Mello et al.,
1998; Doohan et al., 1999).

Kimyasal bilesiklerin kullanimmin sinirlandirilmasi ve gidalarin korunmasi
icin dogal yontemler gelistirilmesi, cesitli kamu kuruluslar1 tarafindan tesvik
edilmistir. Tiiketiciler daha dogal, daha az islenmis ve daha gilivenli {riinler
aradigindan, “temiz etiket” gida iriinlerine yonelik giiclii bir toplumsal talep
olusmustur (Leyva Salas et al., 2017).

Hastaligin kontrol altina alinmasinda diger bir yaklasim biyokontroldiir.

Biyokontrol; ekonomik olmasinin yani sira ¢gevreye olan kimyasal girdiyi azaltmasi ile
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cevre dostu (Deshmukh et al., 2006) bir stratejidir. Bu amagla yapilan arastirmalarda,
ozellikle mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Coloretti et al., 2007; Prema et al.,
2008).

2.2. Biyokontrol ve Biyokontrol Ajanlar

Cevre ve insan sagligi pestisit kullanimi ile tehlike altinda olmasi sebebiyle
arastirmacilar daha dogal yollar bulmaya calismiglardir. Yapilan caligmalarda
biyokontrol ajanlar1 gelistirmisler ve bu ajanlarin yayilmasini saglamiglardir.

Mikroorganizmalarin antagonistik biiylimesi ile gidalarin korunmasi 1972°de
Hurst tarafindan gézden gecirilmistir. Koruyucu, antagonistik biiylime ornekleri
olarak siit, lahana tursusu ve vakumlu paketlenmis etlerde bir fermantif laktik asit
bakterileri (LAB) mikroflorasimnin biiytimesini gostermistir. LAB mikrofloras,
putrefaktif Gram negatif cubuk sekilli bakterilerden fermantif laktik asit bakterilerine
doniismesidir. LAB'nin biiylimesini destekleyen gidalarm korunmasinda nisin gibi
antibiyotiklerin (bakteriyosinler) roli de dikkate alimmistir (Hurst, 1972). Yapilan
calismanimn sonucunda gida iiriinlerinin korunmasi i¢in kimyasal yol haricinde
biyolojik bir yol bulunmus ve buna “biyokontrol” veya “biyolojik kontrol” veya “biyo-
koruma” denilmistir (Leyva Salas et al., 2017).

Korumanin etkisinin yami sira, birgok mikroorganizma susu da bitkiler
tizerinde biiylimeyi tesvik edici Ozelliklere sahiptir. Bakteriler arasinda, Bacillus,
Pseudomonas ve Agrobacterium cinslerinden tirler biyolojik kontrolde toprak ve bitki
ile iliskili mikroorganizmalar olarak en 6nemli role sahiptir. Bitki patojenlerine kars1
miicadelede kullanilan canli mikroorganizmalardan olusan iirlinler olarak
tanimlanirsa, son on yila kadar biyokontrol iiriinleri tiim tarimsal kimyasallarin diinya
pazarmdaki satislarinin sadece %1’ini olusturmaktadir (Fravel, 2005). Biyokontrol
ajanlarmin kullanimi ise ekonomik olmasinin yani sira ¢evreye olan kimyasal girdiyi
azaltmasi ile ¢evre dostu bir stratejidir.

Biyolojik kontrol icin Bacillus tiiri bakteriler bilimsel aragtirmalarda dikkatleri
iizerine ¢ekmektedir. Bu tiirler, bitki ve fungal patojen etkilesimlerini, temel besin
maddeleri icin rekabet etme, fungitoksik metabolitler treterek patojenleri antagonize
etme veya bitkilerde sistemik direnci indilkleme gibi bir dizi mekanizma ile etkiler
(Khanetal., 2017). Ayrica yasam habitatlarindan biri olan toprakta cok¢a bulunmalari,

cesitli biyolojik aktif metabolitlerin iiretimi ve sabit sicaklik diren¢li spor formlari
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olusturma yetenekleri, biyolojik savas i¢in ajan olmalarmin sebebidir (Kat1 et al.,
2016).

Ucgucu organik bilesikler (VOC) olarak da bilinen ugucu metabolitler, diisiik
molekiiler kiitleye, yiiksek buhar basincina (> 0.01 kPa), diisiik kaynama noktasina ve
diistik polariteye sahiptir. Kimyasal olarak ¢esitlidirler ve hidrokarbonlar, aromatikler,
aminler, tiyoller ve terpenler igerirler. Bu bilesiklerin mantarlardaki metabolik kdkeni
hakkinda nispeten az sey bilinir (Lee et al., 2016). Kai et al. (2008) bakteriyel
ucucularin 6nemini belirtmistir. Buna gore insan saghgini iyilestirmek, tarim
irtinlerinin verimliligini artirmak, bitkileri hastaliktan korumak veya bitki bliylimesini
tesvik etmek i¢in bazi bakterilerin VOC iireticisi oldugunu bulmustur. Bu bakteriler
ise; Streptomyces, Pseudomonas, Serratia, Xanthomonas, Alcaligenes, Bacillus ve
Agrobacterium cinsi tiirleri daha sik biyoaktif VOC iireticileri olarak bildirilmistir.
Ozellikle Bacillus tiirleri tarafindan yayilan VOC’lerin mantar biyiimesini 6nleme
potansiyeli oldugu gosterilmistir; bu antagonistik eylem, dogal ortamlarda,
mikrobiyotanin bir se¢imine yol agan rekabetgi bir baskiy1 yansittigini ifade etmistir.
VOC’lerin toprak bakterilerinden fito-patojenik kiif tiirlerine karsi, Alternaria,
Fusarium, Paecilomyces, Pythium, Rhizoctonia Aspergillus, Geotrichum, Sclerotinia,
Trichoderma, Botrytis, Verticillium dahliae ve Colletotrichumus’a ait antagonizmalar1
hakkinda bazi bilgiler mevcuttur (Chaurasia et al., 2005; Kai et al., 2007; Zheng et al.,
2013).

Chaves-L’opez et al. (2015) yapmis oldugu c¢alismada 75 Bacillus susu
kullanilmis ve bu suslarin Aspergillus niger MG43, Aspergillus flavus MGO09,
Aspergillus parasiticus MG51, Fusarium oxysporum f.sp. lactucae MA28, Aspergillus
clavatus MG103 ve Moniliophthora perniciosa DM4B tirlerine olan muhtemel
antagonistlik seviyeleri Olgililmiistiir. Calismanin sonucunda Bacillus suslarinin,
mantar inhibisyonunu, farkli inhibisyon derecelerine ragmen, Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus cereus suslart ile en iyi antifungal VOC
ureticileri olarak mantar1 inhibe ettigini bulmustur. Tenorio-Salgado et al., 2013
yilinda Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum ve
Sclerotium rolffsi mantar ¢esitleri ile Burkholderia tropica bakterisi tizerinde VOC
caligmalar1 yapmis ve biiyiimelerinde ciddi anlamda gerileme oldugunu kaydetmistir.
Meena et al. (2017) Trichoderma spp. ile yapmis oldugu VOC testinde Alternaria
alternata 'nm T. harzianum ve T. viride tarafindan sirasiyla %40 ve %35 maksimum

blylmesini inhibe ettigini bulmustur. Baska bir calismada, Fusarium oxysporum f. sp.
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ti¢ farkli (Trichoderma harzianum, Bacillus amyloliquefaciens ve Pseudomonas
aeruginosa) bakteri tiiri VOC deneylerine tabi tutulmus ve salgiladiklari ugucu
metabolitler ile mantarin spor gelisimi iizerinde gii¢lii bir baskilama gostermistir
(Palyzoval et al., 2019). Bakteriler ile yapilan ¢alismalarda gorildiigti gibi ortaya
c¢ikardig1 ugucu metabolitler de biyokontrol ajani olarak kullanilmasinda biiytik etkiye

sahiptir.

2.2.1. Bacillus spp. Genel Ozellikleri ve Tlgili Calismalar

Bacillus cinsinin bitki biiylimesini destekleyen iiyeleri, endospor olusturma
kabiliyetleri, degisken pH, sicaklik ve ozmotik kosullara toleranslar1 ve yani sira bazi
tirlerin patojen olmamalar1 nedeniyle diger mikroorganizmalara gore avantajlara
sahiptir. Bacillus spp. biyofilmler olusturarak kolonilesir ve bitki kokleriyle saglam
etkilesimler kurar. P-¢oziiniirlestirmede rol oynayan sideroforlar ve organik asitler
yoluyla besin alimini artirarak, fitohormonlar iireterek, bakteriyel antagonistler olarak
etki ederek veya patojenlere karsi bitki direncini indiikler. Bunun yani1 sira hidrolitik
enzim sentezi ve salgilanmasi yoluyla mantar misellerini pargalayarak bitki
biiyiimesini tesvik ederler (Khan et al., 2017).

Bacillus lipopeptitlerin  bitki patojenleri Uzerindeki 6nemli etkisinin
aydinlatilmasina yonelik bir¢ok ¢alisma ve elestirel inceleme yapilmistir (Stein, 2005;
Romero et al., 2007; Ongena and Jacques, 2008; Raaijmakers et al., 2010;
Roongsawang et al., 2010; Romano et al., 2011; Béchet et al., 2012; Dimki¢ et al.,
2013, 2015, 2017). Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus sphaericus,
Bacillus mojavensis, Bacillus pasteurii ve Bacillus pumilus gibi Bacillus tirleri cok
etkili antibiyotik molekiilleri iireticileri ve bunlarmn antibiyotiklerle bitki patojenlerine
kars1 inhibe edici aktiviteleri en iyi bilinen mekanizmadir (Cawoy et al., 2011; Bacon
et al., 2015). B. amyloliquefaciens FZB42 bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellikler
gostermistir (Idriss et al., 2004; Chowdhury et al., 2013).

Genel olarak, mantar ve virlislere karsi genis bir antagonistik aktivite
spektrumuna sahiptirler ve Gram-pozitif bakteri grubunu temsil eden Bacillus’larin
genomlarmin yaklasik %4°i farkli antimikrobiyal bilesik iiretim kabiliyetine sahip
ikincil metabolit sentezine adanmustir. Bilinen 142 ¢eside sahiptir ve giin gegtikce
sayilar1 artmaktadir (Logan and De Vos, 2009). En 6nemli molekiilleri ribozomal

olmayan bir sekilde sentezlenmis peptitler ve lipopeptitlerdir. Cok giicli
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antimikrobiyal aktivitesi sayisiz ¢alisma ile dogrulanmistir. Bacillus lipopeptitleri,
bitki patojenleri {lizerine dogrudan antibiyozis yoluyla giiclii etkiye sahiptir.
Antibiyozis, antagonistik suslarin potansiyel patojenleri inhibe etmek veya 6ldiirmek
icin antimikrobiyal maddeler iiretebildigi biyolojik bir islem olarak tanimlanmaktadir.
Bu gruptan en 6nemli molekiiller, surfaktin, iturin ve fengisin ailelerinin lipopeptitleri
hedef hticreleri etkiler. Bacillus suslari, biyolojik kontrol kapasitelerini baskin olarak,
bitki patojenlerinin biiylimesi lizerine inhibe edici aktivitenin yani sira, bitkilerde
sistemik direnci indiikleyerek ve bitki patojenleriyle ekolojik nisler i¢in rekabet ederek
gOsterir.

Son zamanlarda Bacillus spp. ile yapilan bazi karakterizasyon ¢alismalarinda,
fitopatojenlere kars1 cok giiclii antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterilmis, PCR
analizleri ile test edilen suslarda iturin, bacillomisin, fengisin ve surfaktin icin
biyosentetik operonlarin varhigi gosterilmistir (Fira et al., 2018). Calismalarin ¢ogu,
fengisin Uretimi nedeniyle B. subtilis tarafindan, 6zellikle Fusarium cinsinden
patojenik mantarlar tizerinde dogrudan antifungal etkiyi ortaya koymustur (Fira et al.,
2018). Cao et al. (2012), F. oxysporum’un B. subtilis SQR 9 tarafindan enfekte bir
salatalik alaninin, saglikli bir sekilde izole edilmis in vitro inhibisyonunu gostermistir
(Falardeau et al., 2013). F. graminearum 'un neden oldugu bugday ve arpa FBY nin
ve musir kulak c¢urikligii B. subtilis JA ve D1 / 2 suslar1 tarafindan basariyla
bastirilmistir. Fusarium tiirleri ile ilgili diger ¢alismalarda, tuzlu ve enfekte olmus
topraktan izole edilen B. subtilis SR146 ve B-FS01’in fengisin iireten suslari, sirasiyla
F. culmorum ve F. moniliforme’yi basariyla inhibe etmistir (Hu et al., 2007). Zalila-
Kolsi et al. 2016 yilinda yapmis oldugu ¢alismada; B. amiloliquefaciens susu BLB369,
B. subtilis susu BLB277 ve Paenibacillus polimiksa susu BLB267’larinin sirasiyla,
iturin ve surfaktin, surfaktin ve fengisin, fusarisidin ve polimiksin ireterek ¢esitli
fitopatojenik mantarlara karsi genis spektrum sergiledikleri goriilmiis, ayn1 zamanda
bugday tohumu c¢imlenmesi, bitki boyu, fenolik bilesikler, klorofil ve karotenoid
iceriklerinin in vivo incelenmesinde, bakteri hiicrelerinin verimliligi arttirdig: ile
Triticum turgidum L. sub sp. durum ¢esidinin Om Rabiia against F. graminearum’a
kars1 korumada etkinligini kanitlamistir. Bagka bir calismada ise Zhao et al. (2014)
kendi izole ettikleri B. subtilis SG6 susunun, %87,9, %95,6 ve %100 inhibisyon orani
ile F. graminearum’un miselyum biytmesi, sporulasyonu ve DON (retimi tzerinde
yiiksek bir antifungal etki sergilemis oldugunu bulmustur. Calisma Fusarium’un kendi

yetisme bolgesinde de denenmis ve heniiz yeni olusumu sirasinda bakteri ile enfekte
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edilmis, B. subtilis SG6’nin hastalik insidansmi, FBY indeksini ve DON’u 6énemli
Olclide azalttig1 gosterilmistir (P < 0.05). Ayrica, ultrastriiktiirel inceleme de ise, B.
subtilis SG6 susunun, hiicresel yapiy1 tahrip edip F. graminearum hiphal yizeyinin
bozulmasmma neden oldugu gozlenmistir. Bu da beraberinde hiicre icindeki
organellerin ve sitoplazmanin Sizmasiyla hiicre Slimiinii meydana getirmektedir.
SG6'nin antifungal aktivitesi, kitinaz, fengisin ve surfaktin ¢ogalmasi ile iligkili
olabilecegine deginilmistir. Dort farkli Bacillus suslari ile yapilan bir ¢alismada
(Bacillus simplex 30N-5, B. simplex 11, B. simplex 237 ve B. subtilis 30VD-1) in vitro
kosullarda Fusarium tiirlerinin radyal biiylimesinde yaklasik %40 inhibisyona neden
oldugu bulunmustur (Khan et al., 2018).

2.2.2. Bacillus megaterium

Biyolojik kontrol i¢in kullanilan Bacillus megaterium, Gram pozitif, endospor
olusturan, ¢ubuk sekilli, hareketli, endofit bir bakteridir. 1884 yilinda Bacillus
megaterium kesfeden Bary, Escherichia coli’nin yaklasik 100 kat1 biiyiikliigiinden
dolay1 Bacillus megaterium’u “biiyiik canavar” olarak adlandirmistir (Vary et al.,
2007). Genom boyutu 5,6 Mb’tir.

B. megaterium, B. Subtilis’in gelistirilmesinden 6nce 1960’lara kadar ana
model organizma olmasina ragmen son zamanlar da poptlerliligi tekrardan artmistir
(Bunk et al., 2010). Rekombinant teknoloji ile popilerligi artan B. megaterium dnemli
bir endiistriyel organizmadir. Ayrica harici alkalin proteazlara sahip olmadigi ve gesitli
plazmid vektorlerini stabil olarak koruyabildigi i¢in bozulmamis proteinlerin iiretimi
icin arzu edilen bir klonlama konak¢isidir. Firincilik endiistrisinde cesitli amilaz
grubu, glikoz kan testlerinde glikoz dehidrojenaz, sentetik penisilin enddstrisinde
penisilin amidaz olarak kullanilmustir. Son zamanlarda ise mantar éldurdcl ve antiviral
Ozelliklere sahip ilaglar Uretiminde de kullanilan aerobik bir saprofittir (Vary et al.,
2007). B. megaterium, biyokimya, sporiilasyon ve bakteriyofajlar iizerine yogun
calismalar i¢gin de kullanilmistir.

Genelde toprak organizmasi olarak goriilse de piring tarlalarindan kurutulmus
gidalara, deniz suyuna, tortulara, baliklara, normal floraya ve hatta bala kadar c¢esitli
ortamlarda bulunur. Suslar, siklikla, psddomonadlar ve diger yabanci maddeler
(herbisitler gibi) Gzerinden izole edilir. Optimum 30°C, ancak 3°C ile 45°C arasindaki
sicakliklarda da buydr. Antartika Jeotermal golden bazi izolatlarin 63°C’ye kadar

sicakliklarda biiyiidiigii bulunmustur (De Vos et al., 2009). 2008 yilinda yapilan bir
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caligmada, A. thaliana ve P. vulgaris fidelerinin blytmesini destekleyen bir B.
megaterium kesfedilmistir. Sitokinin reseptorii CRE1-12 / AHK2-2 / AHK3-3 nakavt
edilmis fidelerin, sitokinin reseptorlerinin B. megaterium tarafindan bitki biiylimesinin
desteklenmesinde tamamlayici bir rol oynadigi gosterilmistir (Ortiz-Castro et al.,
2008). Buna kars1 B. megaterium i¢in biyokontrol ¢alismalari heniiz yeterli bir sayiya

ulagmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Amaci

Bu ¢aligmada Bacillus sp’nin mantar izolatlarina karsi antagonist aktivitelerle
metabolit Gretme yeteneklerinin test edilmesi ve antifungal bilesiklerin karakterize

edilmesi amacglanmastir.

3.2.  Arastirma Siirecinin Belirlenmesi

B. megaterium’un Fusarium tirleri Gzerine antagonistik etkileri in vitro
kosullarda (ikili kiiltiir deneyi ve ugucu organik bilesikler (VOC) deneyi) test edildi.
Daha sonra, bu bakterinin antagonist aktivite gdsteren metabolit Uretme yetenekleri,
antifungal biyosentez genlerine ait (surfaktin, iturin, fengisin) primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile analiz edildi. Yani sira antagonistik etkinin
Fusarium spp.’de meydana getirecegi degisiklikler transkripsiyon seviyesinde
(trikotesen iiretimi, oksidatif stres iliskili genler) incelendi. On gériilen siire 2019/2020
Egitim Ogretim Yilidir.

Arastirma deneysel hiicreler {izerinde yapilacagi i¢in etik kurul onayimna gerek

yoktur.

3.3. Arastirma Yontemi

3.3.1. Fusarium Materyali ve in vitro Uretimi

Hastalikli tahillardan elde edilmis ve genom boyutlar1 ¢ikarilip referans irk
olarak belirlenmis PH-1 (F. graminearum) ve UK99 (F. culmorum) izolatlar1 Istanbul
Yeni Yiizyil Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Fusarium izolatlar1 patates dekstroz
agar (PDA, patates 4 g/L, dekstroz: 20 g/L, agar: 15 g/L; SigmaAldrich, Almanya)
besi ortaminda oda sicakliginda 7 giin inklbe edilmek suretiyle Uretildi ve hem

morfolojik testlerde hem de nikleik asit izolasyonunda kullanildi.
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Ikili kiiltiir ve VOC deneyleri igin ayni alt kiiltiir kullanilmast icin Nalam et al.
(2016)’m karboksimetilseliiloz stok hazirlama protokollii optimize edildi. PDA ile
uretilen Fusarium izolatlar1 karboksimetilseliloz (CMC, %1,0 karboksimetilseliloz,
%0,3 NaCl, %0,1 KH2PO4, %2,0 agar) besiyeri kullanilarak stok olarak hazirlandi ve
-86°C’ de muhafaza edildi. Bu amagcla, 25°C’de 4 giin boyunca %2 PDA besiyerli
petriler Uzerinde F. graminearum ve F. culmorum yetistirildi. Sporiilasyonu
desteklemek igin '4’liikk alam1 kaplayacak sekilde mantar biiyiimesi gozlemlenen
yerlerden mantar diskleri alindi ve 250 mL steril CMC igerisine birakildi. Bol miktarda
makrokonidiasyon gozlemlenene kadar 4-5 giin boyunca ¢alkalayicida 28°C’de 100
rpm’de galkalandi. Mantar siispansiyonu, dokuinttleri ve misel kitlesini gidermek icin
dort gazli bez iginden siiziildii. Stiztintii 10 dk boyunca 3,000 x g’de santriflj edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve pellet 10 mL steril ddH20 iginde tekrar stispanse edilerek
yikandi, ardindan daha 6nce tarif edildigi gibi oda sicakliginda 10 dk boyunca 3,000 x
g’de santriftij edildi. Pelletlenen makrokonidi steril ddH.O su icinde 1 x 10°

makrokonidi / mL konsantrasyonuna ayarlandi.

3.3.2. Bacillus megaterium Materyali ve in vitro Uretimi

Bacillus megaterium’a ait CTBmegl ve HMAGS suslar1 Ondokuz Mayis
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii ve Tarmmsal Biyoteknoloji
Boliimiinden saglandi. Stok olarak alinan bakteriler Luria Bertani (LB, 10 g/L pepton,
5 g / L maya ekstrakti, 10 g/L NaCl; Lab M®, Ingiltere) besiyerinde Gretildi. 5 mL
besiyerine 200 pL stok bakteri ekimi yapildi ve calkalayicida 30°C 200 rpm’de bir
gece inkibe edildi. Elde edilen bakteriler spektrofotometre (Multiskan SkyHigh
Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, ABD) yardimi ile 6lgiiliip
optik dansite (ODesoo) 0,4 olacak sekilde seyreltildi. Daha sonraki g¢aligmalarda
kullanilmak iizere gliserol ile stok yapildi (1 mL saf gliserol, 1 mL siispanse bakteri)

ve -86°C’de muhafaza edildi.

3.3.3. Ikili Kiiltiir Deneyi

CMC stok olarak hazirlanan Fusarium izolatlar1 steril PDA besiyerinin
merkezine 20 L olacak sekilde ekildi. 7 glin boyunca 25°C’de inkiibasyona birakildi.
Her deney i¢in ayn1 CMC stok Fusarium izolatlar1 kullanildi. Deneyin 6. gliniinde LB
besiyeri icerisinde bakteriler Uretildi. Deneyin 7. gininde Fusarium’lardan pipet

uglarinin arka kisimlar1 ile ~3mm ¢apinda diskler alindi. Diskler yeni PDA
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besiyerlerinin merkezine yerlestirilerek alt kiiltiirleme yapildi. Merkezdeki Fusarium
disklerinin ~2,5 cm uzagina, petri kabinin ise ~1 cm uzagina iiretilmis bakteri izolatlar1
swab yardimu ile siiriintli seklinde ekildi. Sadece Fusarium igeren petri negatif kontrol
olarak kullanildi. 7 giin boyunca Fusarium disk merkezinden mantarin bakteriye dogru
radyal biiyiime ¢ap1 6lgiildii. Ayni siirede Fusarium ve bakteri arasindaki mesafede
Olctlup kaydedildi. Bakterilerin radyal buyumesi Toh et al. (2016)’un protokoliine
gore optimize edilmistir. Buna gore olgiimler agsagidaki formiillere gore yapildi (R1:
Kontrol petrisindeki Fusarium’un radyal tiremesi, R2: Fusarium’un antagonist
bakterilere dogru radyal tiremesi) (3.1). Bakterilerin antagonistik etkileri radyal
biyumenin inhibisyon araliklarina gore sonuglandirildi. Radyal biiylimenin inhibisyon
yuizdeleri, diisiik ile ¢ok yiiksek antifungal aktivite olarak kategorize edildi (Cizelge
3.1). Ikili kiiltiir deneyi calismasinda 2 mantar izolat: ile 2 bakteri susu kullanildi.
%30°dan fazla inhibisyon olan bakteri izolatlari, bu ikili kiiltiir testinden se¢ildi ve
daha ileri molekler ¢alismalarda kullanilmak tizere saklandi. Deney, 5 teknik ve 2
biyolojik tekrarla gerceklestirildi. Calismanin anlamli olup olmadigi Tukey’in Post
testi kullanilarak iki Yénli ANOVA analizi Graphpad Prism 5.0 programu ile yapilda.

PIRG (%) = [(R1—R2)/R1] x 100% (3.1)

Cizelge 3.1. Radyal bityiime inhibisyon araligi

Radyal Buyume Sonucu (PIRG) Antifungal Aktivite
<30% Diisiik antifungal aktivite
30- <50% Orta derecede antifungal aktivite
50- <70% Yuksek antifungal aktivite
>70% Cok yiksek antifungal aktivite

3.3.4. Ucucu Organik Bilesikler Deneyi (VOC)

Ucgucu organik bilesikler deneyi Toh et al. (2016)’nin ¢alismasindan optimize
edilmistir. Fusarium izolatlar1t PDA besiyerinin merkezine ekilerek 25°C’da 7 gin
boyunca inkibe edildi. Deneyin 6. glininde B. megaterium suslar1 LB igerisinde bir
gece 30°C’de 200 rpm de tiretildi ve ODsgoo 0,4 olacak sekilde seyreltildi. Calismada 2
mantar izolat1 ve 2 bakteri susu kullanildi. Deneyin 7. glintinde Fusarium’lardan pipet
uglarinin arka kisimlar1 ile ~3mm ¢apinda diskler alindi. Diskler yeni PDA

besiyerlerinin merkezine yerlestirilerek alt kiiltiirleme yapildi. Bagka bir taze PDA
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besiyerine bir gece inkiibe edilen bakteri izolatlar1 genel yayim yontemi ile swab
yardim ile ekimi gergeklestirildi. Fusarium disklerinin {izerine iki petri arasinda
sadece ortak hava akis1 olacak sekilde bakteri ekimi yapilmis PDA yerlestirildi.
Disaridan hava akis1 olmamasi i¢in iist {iste birakilan petriler 2 kat parafilm ile sarild1
ve 7 gun boyunca 25°C’de inkiibe edildi. Deney 5 teknik ve 2 biyolojik tekrarla
gerceklestirildi. Biiyiime inhibisyonu, iki tabakanin bir araya getirilmesinden dnce ve
sonra mantar kiiltiirtiniin ¢apindaki fark hesaplanarak denklemde gosterilen PIDG
degerlerine dayanilarak degerlendirildi (D1: Kontrol petrisindeki Fusarium’un ¢api.
D2: Antagonistik bakteriler ile muamele edilen Fusarium’un cap1) (3.2). Radyal
blylmenin inhibisyon yiizdeleri, diisiik ile ¢ok yiiksek antifungal aktivite olarak
kategorize edildi (Cizelge 3.2). %30’dan fazla inhibisyon olan bakteri izolatlar1 se¢ildi
ve daha ileri ¢aligmalar i¢in saklandi. Caligmanin anlamli olup olmadigi Tukey’in post

testi kullanilarak Iki Yonlii ANOVA analizi Graphpad Prism 5.0 programu ile yapildi.

PIDG (%) = [(D1—D2)/D1] x 100% (3.2)

Cizelge 3.2. Fusarium cap biylimesinin ylizde inhibisyonu

Radyal Buyume Sonucu (PIDG) Antifungal Aktivite
<30% Diisiik antifungal aktivite
30- <50% Orta derecede antifungal aktivite
50- <70% Yuksek antifungal aktivite
>70% Cok yuksek antifungal aktivite

3.3.5. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonunun gerceklestirilmesi i¢cin 5mL LB
besiyerine 200 pL stok bakteri ekimi yapildi ve ¢alkalayicida 30°C 200 rpm’de bir
gece inkiibe edildi. Elde edilen bakteriler spektrofotometre yardimi ile dl¢iiliip ODsoo
0,4 olacak sekilde seyreltildi. Genomik DNA i¢in NucleoSpin Tissue ticari Kiti
(Macherey nagel, ABD) kullanild1. izolasyonun tiim asamalar: ticari kitin belirtildigi
sekilde uygulandi. 1mL bakteri kiltlirt 1,5 mL’lik eppendorf’a alind1 ve 5 dakika (dk)
boyunca 8000 x g’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine 180 uL
Buffer T1 ve 25 pL Proteinaz K ilave edilip 56°C’de 3 saat inkiibe edildi (her yarim
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saatte bir 2 dk vortekslendi). 3 saat sonunda 200 pL Buffer B3 eklenip vortekslendi ve
70°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast siispansiyonun iizerine 210 pL etanol
(96-100 %) eklendi ve vortekslendi. Stspansiyon NucleoSpin® Tissue Column
tiiptine almip 10000 x g’de 1 dk santriflj edildi. Kolon altinda kalan siispansiyon atild1
ve kolona 500 puL Buffer BW eklenip 10000 x g’de 1 dk santrifuj edildi. Suspansiyon
atildi ve kolona 600 pL Buffer B5 eklenip 10000 x g’de 1 dk santriftj edildi.
Sulspansiyon atild1 ve bos kolon 10000 X g’de 1dk santrifiij edildi. Kolon steril bir 1,5
mL’lik eppendorf tlipe alind1 ve tizerine 70°C’de inkiibe edilen 100 puL Buffer BE
eklendi ve 10000 x g’de 1dk santrifiij edildi. DNA soliisyonu -20°C’de saklandi.
Elde edilen genomik DNA bakterinin antifungal etkisinin arastirilmasi i¢in

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ¢aligmalarinda kullanilda.

3.3.6. Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Ikili kiiltiir deneyi ile elde edilen bir haftalik Fusarium izolatlar1 kullanilarak
Total RNA izolasyonunun gergeklestirildi. RNA izolasyonu i¢in NucleoSpin RNA
mini ticari Kiti (Macherey nagel, ABD) kullanild1. Izolasyonun tiim asamalar1 ticari
kitin belirtildigi sekilde optimize edilerek uygulandu.

30 mg mantar hifleri alind1. Steril bir 1,5 mL’lik eppendorf tipe konuldu. Steril
metal boncuklar igerisine yerlestirildi. 350 uLL Buffer RA1 ve 3,5 uL B-merkaptoetanol
eklendi. Homojenizatérde Y/s’de 30 Hz vibrasyon frekansinda 1dk boyunca
homojenize edildi (RETSCH MM 400, Almanya).

Stispansiyonun igerisine %70’lik 350 pL etanol eklendi ve pipetaj yapildiktan
sonra stispansiyon NucleoSpin® RNA kolonuna alindi ve 11000 x g’de 30 sn santrifiij
edildi. Stipernatant atildi. Kolonun tizerine 350 pL. MDB eklendi ve 11000 x g’de 1 dk
santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Kolon tizerine 95 pLL DNaz reeaksiyon karigimi
ilave edildi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Kolon lzerine 200 puL Buffer
RAW?2 eklendi ve 11000 x g’de 30 sn santrifilj edildi. Stipernatant atildi. Kolon (izerine
600 pL Buffer RA3 eklendi ve 11000 x g’de 30 sn santrifiij edildi. Siipernatant atild.
Kolon tizerine 250 puL Buffer RA3 eklendi ve 11000 x g’de 2 dk santrifilj edildi.
Siipernatant atildi ve kolon bos halde 11000 X g’de 1dk santrifuj edildi. Kolon steril
bir 1,5 mL’lik eppendorf tiipe alindi ve lizerine 50 pL RNaz icermeyen su eklendi.
11000 X g’de 1dk santrifuj edildi ve RNA solusyonu -86°C’de muhafaza edildi.

Total RNA molekiilleri cDNA sentezinde kullanildi. cDNA molekiilleri ticari
kiti ile elde edildi (ProtoScript® First Strand cDNA SynthesisBioLABs, Ingiltere) ve
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daha sonra kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QPCR) analizlerinde
kullanildi. Ureticinin sagladig1 protokol izlendi. Senteze baslamadan énce birbirinden
farkli RNA konsantrasyonuna sahip Orneklerin her biri, hedef gen ekspresyon
degisikliklerinin tespiti i¢in baslangictaki transkript sayisinin esit olmasi sebebiyle
baglangic RNA miktar1 1 pg olacak sekilde ayarlandi (son hacim 20 pl). cDNA
sentezinde 0,2 ml’lik eppendorftiipe ilk 6nce RNA ve 2 puL oligo(dt) (50 uM) eklendi
ve 8 ul’ye tamamlanacak sekilde ddH20O ilave edildi. Ardindan RNA 5 dk 70°C’de
denatire edildi. Daha sonra tizerine 10 pL M-MuLV Reaksiyon Karisimi ve 2 pL M-
MuLV enzim karisimu ilave edildikten sonra bir saat 42°C’de inkiibe edildi, ardindan
enzim 5 dk boyunca 80°C’de inaktive edilerek ¢cDNA sentezi gergeklestirildi.
Sentezlenen cDNA’lar qPCR’da kullanilmak i¢in 2 kat seyreltildi ve final
konsantrasyonu 25 ng/ul olarak siire¢ tamamlandi. gPCR yapilma asamasindan CDNA
molekdillerinden, gen ekspresyon analizinde kullanmak icin 1 ug RNA’ya denk gelen
miktarda cDNA kullanild.

3.3.7. Nukleik Asit Molekillerinin Kalitatif ve Kantitatif Analizleri

Bakteri hicrelerinden total DNA ve Total RNA’larin saglamligmin
belirlenmesi icin 40 mL %0,8’lik agaroz jel elektroforezi gergeklestirildi. 1X Tris-
asetat EDTA (TAE) agaroz ¢ozeltisi, final konsantrasyonu 0,5 pug/mL olacak sekilde
etidyum bromir (10 mg/ml) ile muamele edilip elektroforez kasetinde hazirlandi
(Cizelge 3.3). DNA ve RNA ornekleri agaroz jele yuklenip 70 V sabit gii¢ altinda 45
dk boyunca yiiriitiildiikten sonra UV 1sm altinda (Gen-Box imagER-CFx, Tirkiye)
incelendi.

Izole edilen genomik DNA’lar ve total RNA’larm miktarlar1 ve saflik
kontrolleri kantitatif olarak spektrofotometrik yontem ile belirlendi (Multiskan
SkyHigh Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, ABD). DNA’nin
260, 280 ve 230 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri dl¢iildii. Cift iplikli DNA
molekuld igin 1 OD degeri 50 pg/mL’ye karsilik geldigi icin DNA miktarlari; “DNA
(ug/ml) = Azeo x sulandirmm katsayisi x 50” formiiliine gére hesaplandi. izole edilen
total RNA’lar icin ise tek zincirli RNA molekiilii i¢cin 1 OD degeri 40 pg/mL’ye
karsilik geldigi icin RNA’larm miktari; “RNA (pg/ml) = Azeo x sulandirim katsayis1 x
40” formiiliine gore hesaplandi. Saflik kontroliinde 260 ve 280 nm dalga boylarmdaki
absorbans degerlerinin oranit (A2e0/A2g80, A260/A230) kullanildi (Maniatis et al., 1982).
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Bu oran 1,8-2,0 deger araliginda hesaplandiginda RNA molekiilleri saf olarak kabul
edildi.

Cizelge 3.3. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlarin bilesenleri ve konsantrasyonu

Elektroforez cozeltileri Icerik Konsantrasyon
Tris Baz 242 gr
Tris-asetat EDTA (TAE) tamponu Glasiyal Asetik Asit 57.1ml
EDTA (pH 8.0) 0.5 M (100ml)
Elektroforez yiikleme tamponu (6x) Bromofenol mavisi %0.25
Etidyum Bromdr Etidyum Bromir (10 mg/ml)

3.3.8. Biyoinformatik Calismalar

Antagonistik etkinin Fusarium spp.’de meydana getirecegi degisiklikleri
transkripsiyon seviyesinde incelemek i¢in qPCR yapildi. Gazdagh ve ark. (2018)’in
belirledigi mantar yasam dongiisiinde temel hiicre siiregleriyle yakindan iligkili olan
genler; Mgvl, stuA, CAT, POD, hogl, mst20 ve tri5 kullanildi. Endojen gen olarak S-
tubulin kullanildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Fusarium spp.’de meydana gelen antagonistik degisiklikler i¢in kullanilan primerler

Primer ileri Primer Dizi (5°-3’)  Geri Primer Dizi (5°-3°) Ozellik
betaF/betaR agggtcattacaccgagggt gtaccaccaccaagagagtgg Endojen gen
MgvRTF/MgvRTR aggttcaacgattccgacag gaccattaccctgaggcaga Mitojenle aktiflestirilen protein

kinaz geni (hiicre canlilig1 ve
hayatta kalmast icin gerekli olan
temel gen)

StuARTF/StUARTR  gcccctactggatacgatca ttgccttctagggacattgg Transkripsiyonel faktor geni
(hiicre canlilig1 ve hayatta kalmasi
icin gerekli olan temel gen)

HoglF/HoglR cctggcaaaaatacgacgtt tgatggagaattggttgacg MAP kinaz (apoptoz benzeri
stireclerle iligkilidir)

PodrtF/PodrtR tggatcaaggacattggtga gttggtagcatcctgetggt Peroksidaz (ekspresyonu, oksidatif
strese bir tepki olarak duizenlenir.)

trisfullF/trisfullR atggagaactttcccaccgagtatt agtccatagtgctacggataaggttcaa Trikodiyen sentaz geni (toksin
sentezinde iy gérmektedir)

CatrtF/CatrtR aattccacgttcgtttcgte ccatactaggctcgctttge Katalaz (ekspresyonu, oksidatif
strese bir tepki olarak diizenlenir.)

Mst20rtF/Mst20rtR ~ cctgaaaaggaacgacgaga gccagcatgatggaatttct Serin / treonin-protein kinaz
(apoptoz benzeri sureclerle
iligkilidir)

B. megaterium’un Fusarium spp.’ye karsi antagonist aktivite gosteren
metabolit Gretme yetenekleri antifungal biyosentez genleri olan rpoB, surfaktin, iturin
ve fengisin’in bakteri suslarinda var olup olmadiklar1 PCR ile test edildi. PCR’ da
kullanilan primerler Gond et al. (2014) ile Zalila-Kolsi et al. (2016)’un yapmis oldugu
calismalardan B. megaterium ile NCBI veri tabaninda verilmis olan referans wk
(MSP20.1) genomuna BLAST analizi ile en yakin olanlar segildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Bakteri antifungal biyosentez genleri igin kullanilan primerler

Primer Ileri Primer Dizi (5’-3°) Geri Primer Dizi (5°-3°)  Ozellik (Antifungal
karakterizasyon)

Prpo atttcgttagccgaagaacgt atgtgtcctattgagacacca rpoB Sentezi
ITUC cceecteggtcaagtgaata ttggttaagcectgatgcete iturin sentezi
SRFA agagcacattgagcgttacaaa cagcatctcgttcaactttcac surfaktin sentezi
ItuD1 gatgcgatctccttggatgt atcgtcatgtgctgcttgag iturin sentezi
Sur3 acagtatggaggcatggtc ttccgecactttttcagttt surfaktin sentezi
FenD1 tttggcagcaggagaagttt gctgteegttetgctttttc fengisin sentezi
FENB cctggagaaagaatataccgtaccy gctggttcagttkgatcacat fengisin sentezi

3.3.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bacillus megaterium suslar1 olan CTBmegl ve HMAS5’den elde edilen
genomik DNA’lar kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yapildi. PCR
oligoniikleotid primerler ile gerceklestirildi. 25 puL hacimde PCR bilesen karisimi
hazirlamak i¢in; izole edilen genomik DNA’dan 50 ng, 1 X PCR tamponu, 2,5 mM
MgCl12, 0,2 mM dNTP karisimi, 10 pmol primer, 0,02 U/uL. Taq DNA polimeraz
enzimi kullanildi. Primerlerin farkli baglanma sicakliklar1 sebebiyle Gradient PCR
gerceklestirildi (Cizelge 3.6). PCR kosulu; tiim genler i¢in 94°C’de 2 dk baslangic
denariitasyonu, 94°C’de 30 sn denatlirasyon, Cizelge 3.5’te belirtilen sicakliklarda 30
sn baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama (28 dongu) ve 72°C’de 10 dk son uzama olarak
optimize edildi (BIO-RAD, T100 Thermal Cycler, ABD). PCR sonucu analizi icin
%1°lik agaroz jel elektroforezi gerceklestirildi.

Cizelge 3.6. PCR sirasinda kullanilan genlere ait baglanma sicakliklari

Primer Baglanma Sicakhig

Prpo 53°C

ITUC 50°C
SRFA 53°C

ItuD1 55°C

Sur3 52°C
FenD1 50°C

FENB 55°C

3.3.10. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

Ikili kiiltiir deneyinde kullanilan Fusarium izolatlarindan elde edilen Total
RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar kullanilarak qPCR gerceklestirildi. Mgvl, StuA,
CAT, POD, hogl, mst20 ve tri5 genlerinin anlatimlarmin belirlenmesinde “Sybr-

Green I” boyasi kullanilarak iiretici firmanin protokolii uyguland1 (BIO-RAD; iQ™
SYBR® Green Supermix, 100 x 50 pl rxns, 2,5 ml (2 x 1,25 ml), #1708880). gPCR
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bilesenleri 1X Sybr Green I karisimi, 5 pmolL ileri primer, 5 pmol geri primer ve 25
ng/ul cDNA olacak sekilde toplam 10 pL hacimde 96 kuyulu gqPCR beyaz
plakasindanda bir araya getirildi. PCR kosullar1 95°C” de 2 dk ile gergeklestirilen
baslangi¢ denatiirasyonu takiben, 95°C’de 5 sn denatiirasyon, 58°C’de 10 sn baglanma
ve 72°C’ de 10 sn uzama asamasi 40 dongii gergeklestirildikten sonra 40°C’de 30
saniyelik sogutma asamasindan olusmaktadir (BIO-RAD, CFX Connect Realtime
System, ABD). En son asamada istenen hedef bolgenin ¢ogalip cogalmadigini
anlayabilmek i¢in her 6rnek i¢in “melting curve” (erime egrisi) analizi yapildi. Erime
egrisi analizi i¢in 6rnekler 65°C-95°C arasi1 2-5 sn/asama’da 0,5°C arttirildi. Endojen
gen anlatimi hem kontrol grubu hem de deney setlerinde belirlendi ve bu analiz sonucu
ile qPCR’1n etkin bir sekilde gerceklestirildigi bulundu. Gen anlatim profilleri 2"42¢T
normalizasyon degerlerine gére yorumlandi (Livak and Schmittgen, 2001). Deneyler,
3 teknik ve 2 biyolojik tekrar olacak sekilde gerceklestirildi. Calismanin anlamli olup
olmadig1 Tukey’in Post testi kullanilarak Tek Yonliit ANOV A analizi Graphpad Prism
5.0 programu ile yapildi. Genlerin kendi iginde anlamli fark olup olmadigi ise R
Statistics R Studio ile LSD test ile belirlendi.

3.3.11. Hucre Proliferasyonunun Oransal Olarak Belirlenmesi

VOC deneyi yapilip PIDG degeri hesaplanmis Fusarium Kkilturlerinden
yapildi. Calismada WST-1 kiti ticari olarak temin edildi ve kitin belirledigi protokol
optimize edilerek uygulandi (Cell Proliferation Reagent WST-1, Roche, Almanya).
Mantar alt kiiltiirii yapilmis PDA besiyerinden ~Lcm?’lik miselyum agar plag: alind1.
Alman agardan misel olmayan alt PDA besiyeri kismu bistiiri yardimiyla atildi ve
miselyum kismi 1X PBS (1X PBS: 1 L DHSO, 8g NaCl, 0,2g KCI, 1,449 Na2HPO4,
0,24g KH2POg4) ile c¢ozdirildi. Cozdiirme islemi metal boncuk yardimi ile
homejenizatérde Y/s’de 30 Hz vibrasyon frekansinda 40 sn’de gerceklestirildi
(RETSCH MM 400, Almanya). 100 uL’lik hticre stspansiyonuna 1:10 (v/v) WST-1
((“2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distlfofenil)-2H-tetrazolyum,
monosodyum tuzu) eklendi. Bu ¢alisma WST-1’in tetrazolyum tuzunun hicresel
mitokondriyal dehidrojenaz tarafindan formazana boliinmesine dayanir. Dehidrojenaz
aktivitesi ile iiretilen boya miktari, canli hiicrelerin sayis1 ile dogru orantilidir. Kor
ornek olarak 100 pL 1X PBS igine 10 pL WST-1 eklendi. Karanlik odada 28°C’de
100 rpm’de inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometre ile 450 nm ve

620 nm dalga boylarinda spektrofotometrik ol¢iim yapildi (Multiskan SkyHigh

25



Microplate Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, ABD). 450 nm dalga
boyundaki 6lgiim 620 nm dalga boyundaki dlgiimden ¢ikarildi. Isleme arka plan
istmas1 dahil edilmemistir. Kontrol gruplari ile deney gruplar1 arasindaki oransal
degisim hesaplandi. Hiicre canliliginin %’lik oranindaki degisimin istatistiksel olarak
anlamli olup olmadigi Graphpad Prism 5.0 programu Tek Yonli ANOVA ile
belirlendi. Calisma 2 teknik 2 biyolojik tekrar ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. ikili Kiiltiir Analizi

CTBmegl ve HMAS bakterilerinin patojenik F. graminearum PH-1 ve F.
culmorum UK99 izolatlarma kars: antifungal aktivitesi in vitro ikili kiiltir analiziyle
degerlendirildi. Analiz sonucunda PH-1 ve UK99’un hif rengi ve yapis1 bakimidan
kontrol gruplarina gore deney gruplarinda morfolojik olarak belirgin farklar
g6zlemlendi.

PH-1 kontrol grubunda hif yapis1 daha gevsek ve pamuksu yapida, hif rengi
daha koyu pembe araligindayken, CTBmegl ve HMAGS suslarinin antagonisik
etkileriyle hif yapisinin kontrol grubu gibi gevsek olmasma karsin beyaza doniistigii
saptand1. Ayrica kontrol grubu 7 giin sonunda tiim petriyi kaplayacak sekilde tireme
gerceklestirirken, deney grubunda bakteri seritleri arasinda Fusarium izolatmin radyal

olarak gelisemedigi gézlemlendi (Sekil 4.1, 4.2).

Sekil 4.1. ikili kiiltiir analizinde CTBmeg1 bakterisinin F. graminearum PH-1 hattinin antifungal
aktivitesi (hif bliyiimesi tzerindeki etkisi); kontrol grup (A® ve A?) ve deney grup (B* ve B?) arka ve
On goruntusu

27



Sekil 4.2. Ikili kiiltiir analizinde HMAS bakterisinin F. graminearum PH-1 hattinin antifungal
aktivitesi (hif biiyiimesi tzerindeki etkisi); kontrol grup (C* ve C?) ve deney grup (D* ve D?) arka ve
On gorintasu

UK99 kontrol grubunda ise hif daha gevsek ve pamuksu yapida, hif rengi ise
koyu pembe-bordo araligindayken CTBmegl ve HMAS suslarmin antagonisik
etkileriyle daha sik, kece yapida hif Gremesi ve beyaz hif rengi gozlemlendi. Ayrica
kontrol grubu 7 guin sonunda tiim petriyi kaplayacak sekilde tireme gergeklestirirken,
deney grubunda bakteri seritleri arasinda Fusarium izolatnin radyal olarak

gelisemedigi gézlemlendi (Sekil 4.3, 4.4).

Sekil 4.3. ikili kiiltiir analizinde CTBmeg1 bakterisinin F. culmorum UK99 hattinin antifungal
aktivitesi (hif bliyiimesi tzerindeki etkisi); kontrol grup (E*ve E?) ve deney grup (F* ve F?) arka ve 6n
goruntdsu
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Sekil 4.4. Ikili kiiltiir analizinde HMAS bakterisinin F. culmorum UK99 hattinin antifungal aktivitesi
(hif blyumesi tizerindeki etkisi); kontrol grup (G*ve G?) ve deney grup (H* ve H?) arka ve 6n
goruntdsu

B. megaterium ile enfekte edilen Fusarium izolatlar1 7 giin sonunda cap
Olcimleri (radyal bliytime) yapildi. Bakteriler F. culmorum (75,40£1,875) ve F.
graminearum’a (75,00£1,220) kars1 yiiksek in vitro antifungal aktivite gosterdi. Deney
gruplar1 arasindaki farklihigin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig: Iki Yonli
ANOVA Tukey Post Testi ile yapildi. Analiz sonucunda Fusarium gelisimi agisindan
tiim deney gruplarinda kontrol gruplarina gére anlamli fark (p<0.05) bulundu (Cizelge
4.1, 4.2; Sekil 4.5).

Cizelge 4.1. ikili kiiltiir analizi ile PH-1 izolatinmn radyal biiyimesindeki ytizde inhibisyonuna (PIRG)
dayali olarak CTBmegl ve HMADS bakteri susunun antagonistik aktivitesinin belirlenmesi

Deney Gruplari PIRG
PH-1 + CTBmegl 76,215+1,825
PH-1 + HMAS5 73,770+1,825

Cizelge 4.2. Ikili kiiltiir analizi ile UK99 izolatinin radyal biiyiimesindeki ylizde inhibisyonuna
(PIRG) dayali olarak CTBmegl ve HMAD bakteri susunun antagonistik aktivitesinin belirlenmesi

Deney Gruplari PIRG
UK99 + CTBmegl 77,271,985
UK99 + HMAS5 73,52+0,584
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Sekil 4.5. CTBmegl ve HMAS suslari ile ikili kiiltiir deneyine tabi tutulan her iki izolatin birbiri ile

PIRG sonuglarmin karsilastiriimasi

4.2.  Ucucu Organik Bilesikler (VOC) Analizi

CTBmegl ve HMAS bakterilerinin patojenik F. graminearum PH-1 ve F.
culmorum UK99 izolatlarina karsi antifungal aktivitesi in vitro VOC analiziyle
degerlendirildi. Analiz sonucunda her iki Fusarium izolatimin hif rengi ve yapisi
bakimindan kontrol gruplarina goére deney gruplarinda morfolojik olarak belirgin
farklar g6zlemlendi.

PH-1 kontrol grubu hif yapisi daha gevsek ve pamuksu yapida, hif rengi daha
koyu pembe araligindadir, VOC’a maruz kalmis olan grup ise hif yapisi kontrol grubu
gibi gevsek, ancak daha pargali yapidadir. Kontrol grubunda daha kisa hif iiremesi
goriiniirken, deney gruplarinda hif gelisimi daha uzun olmustur. Renk degisikligi fazla
gorulmemektedir. Ayrica kontrol grubu 7 giin sonunda tiim petriyi kaplayacak sekilde
tireme gerceklestirirken, bakteri susuna maruz kalmis olan grup radyal olarak ¢ok fazla
ilerleyememistir (Sekil 4.6, 4.7).
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Sekil 4.6. CTBmeg1 Bacillus susu tarafindan tiretilen VOC’un Fusarium PH-1 izolatinin misel
biiyiimesi ve gelisimi iizerinde sinerjistik aktivitesi; kontrol grup (I* ve 12) ve deney grup (J! ve J?) 6n
ve arka gorintisu

Sekil 4.7. HMAS Bacillus susu tarafindan tiretilen VOC’un Fusarium PH-1 izolatinin misel biiyiimesi
ve gelisimi tizerinde sinerjistik aktivitesi; kontrol grup (K ve K?) ve deney grup (L* ve L?) 6n ve arka
goruntdsu

CTBmegl ve HMAGS bakterileri ile VOC’a maruz kalan F. culmorum UK99
izolatinda da kontrol grubuna goére hif yapisinda ve radyal biiyiime de morfolojik

olarak bazi belirgin farklar mevcuttur. Buna gore; kontrol grubu hif yapist gevsek ve
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pamuksu yapida, hif rengi ise koyu pembe-bordo araligindadir, VOC’ a maruz kalmis
olan grup ise ikili kiltir deneyinin aksine kontrol grubundan daha gevsek hif yapismna
sahip ve hif rengi merkezde bordo, ¢evre misel gelisimi beyazdir. Ayrica kontrol grubu
7 giin sonunda tiim petriyi kaplayacak sekilde tireme gerceklestirirken, bakteri susuna

maruz kalmig olan grup radyal olarak ¢ok fazla ilerleyememistir (Sekil 4.8, 4.9).

Sekil 4.8. CTBmeg1 Bacillus susu tarafindan tretilen VOC’un Fusarium UK99 izolatinin misel
biiyiimesi ve gelisimi iizerinde sinerjistik aktivitesi; kontrol grup (M* ve M?) ve deney grup (N* ve N?)
on ve arka goruntisu

Sekil 4.9. HMADS Bacillus susu tarafindan tiretilen VOC’un Fusarium UK99 izolatinin misel
biiyiimesi ve gelisimi iizerinde sinerjistik aktivitesi; kontrol grup (O! ve O?) ve deney grup (P ve P?)
on ve arka gorintisu
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B. megaterium ile hava akisini ortak kullanacak sekilde hazirlanan VOC
diizeneginde Fusarium izolatlarmm 7 gun sonunda PIDG aktiviteler belirlendi
(Cizelge 4.3, 4.4). PIDG hesaplar1 deney gruplar1 arasindaki farkliligin anlamli olup
olmadig1 Tukey Post testi kullanilarak Iki Yonlii ANOVA analizi Graphpad Prism 5.0
programi ile yapildi. Bakteriler F. culmorum (56,47+7,057) ve F. graminearum’a
(57,31+2,440) karst yiiksek in vitro antifungal aktivite gosterdi. Analiz sonucunda
antifungal aktivite kontrol gruplar1 ve deney gruplar1 arasindaki anlamli farki; Gnemli

olarak kaydedilmistir (p<0.001) (Sekil 4.10).

Cizelge 4.3. PH-1 izolatinin CTBmegl ve HMA5 VOC analizi ile hesaplanan PIDG sonucu

Deney Grubu PIDG
PH-1+CTBmegl 59,061,220
PH-1+HMAS5 52,16+1,219

Cizelge 4.4. FcUK99 izolatinin CTBmegl ve HMAS5 VOC analizi ile hesaplanan PIDG sonucu

Deney Grubu PIDG
UK99+CTBmegl 62,42+1,174
UK99+HMAS 53,66+3,529
PIDG Analizi 3 PH-1
80~ 3 UK99
=
=)
o
Z
_8 60" e e
';E: —-— pre
g 404
=
2 20-
2
=
0 T T
CTBmegl HMAS5

Sekil 4.10. CTBmegl ve HMADS ile VOC analizine tabi tutulan Fusarium izolatlarinin Radyal
Biiyiime Inhibisyonu (PIDG) sonucu analizi
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4.3. Nuikleik Asit Molekillerinin Kalitatif ve Kantitatif Analizleri Sonucu

CTBmegl ve HMADS suslarinin F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99
izolatlarina kars1 antagonist aktivite gosteren metabolit tiretme yetenekleri antifungal
biyosentez genlerinin PCR ile belirlenebilmesi i¢cin DNA izolasyonu yapildi.
Spektrofotometrik dl¢iim sonuglarina gore kontrol ve deney gruplarinda 72,62 ng/pul
ile 53,31 ng/ul gDNA elde edildi. izole edilen gDNA’larin Azeo/Azso oranlar1 2,01 ile
2,1 ve Azeo/A230 oranlar1 2,23 ile 2,28 arasindaydi. Bu degerler gDNA’larin saf bir
sekilde elde edildigini gostermektedir (Cizelge 4,5; Sekil 4.11).

Cizelge 4.5. CTBmegl ve HMAS suslarindan elde edilen gDNA’larin konsantrasyonlari

Bakteri Susu Konsantrasyon (ng/ul) Aze0/Azeo Aaze0/Azz0
CTBmegl 72,62 2,107 2,232
HMADS 53,31 2,015 2,280

Sekil 4.11. 1: CTBmeg1, 2: HMAJS suslarina ait gDNA’larin jel goriintiisii

Ikili kiiltiir analizi sonrasinda kontrol ile CTBmegl ve HMAS deney
gruplarinda tireyen Fusarium izolatlarindan Total RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarma gore kontrol ve deney gruplarinda 88,77 ng/ul
ile 372,2 ng/ul arasinda total RNA elde edildi. izole edilen Total RNA’larm Azso/Azso
oranlar1 2,1 ile 2,2 ve Azso/A230 oranlart 1,6 ile 2,4 arasindaydi (Cizelge 4,6; Sekil
4.12). Bu degerler total RNA’larimn saf bir sekilde elde edildigini gdstermektedir. izole
edilen RNA’lar gen anlatimi igin 1 pg total RNA olacak sekilde cDNA’ya cevrildi.
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Cizelge 4.6. Fusarium izolatlarinin CTBmegl ve HMADS ile yapilan ikili kiiltiir deneylerindeki enfekte
durumu ile elde edilen RNA konsantrasyonlar1

Fusarium izolati Konsantrasyon (ng/ul) Aze0/ Azgo Azeo/Az3o
PH-1 Kontrol 116,2 2,171 1,996
PH1+CTBmegl 372,2 2,165 2,287
PH-1+HMAS 88,77 2,121 1,653
UK99 Kontrol 180,2 2,212 2,420
UK99+CTBmegl 202,2 2,243 1,915
UK99+HMAS 307,6 2,167 2,094

288

188

Sekil 4.12. 1: PH-1 Kontrol, 2: PH1+CTBmegl, 3: PH-1+HMAD5, 4: UK99 Kontrol, 5:
UK99+CTBmegl, 6: UK99+HMAS, orneklerine ait RNA’larin jel goriintiisii

4.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizi

CTBmegl ve HMADS suslarmin F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99
izolatlarma kars1 antagonist aktivite gosteren metabolit liretme yetenekleri antifungal
biyosentez genleri (surfaktin, iturin ve fengisin) PCR ile test edildi. PCR sonucu
elektroforez jel goruntileme sistemi ile analizlendi. Calismada kullanilan gen
primerlerinin; Prpo 535 bg, ITUC 560 bg, SRFA 520 bg, ItuD1 647 bg, Sur3 441 bg,
FenD1 964 b¢, FENB 538 bg aralikta bant vermesi beklenmektedir. PCR sonucunda
genlerin genelinde ¢oklu baglanma bolgeleri ile birden fazla bolgede ¢ogaldigt
g6zlemlendi. CTBmegl ile yapilan PCR sonucunda FENB 700 bg tek bant, FenD 1500
ile 300 bg arasinda 2 bant, ITUC 1200 ile 400 bg arasi1 5 bant, ItuD 1100 ile 400 bg
aras1 7 bant, Prpo1 2000 bg, SRFA 2000 bg, Sur3 1300 ile 400 bg aras1 2 bant ¢ogaldigi
gozlemlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. CTBmeg1 susu i¢in PCR sonucu; M: 50 b¢ DNA Markiri (Thermo, ABD) 1: FenB, 2:
FenD, 3: ITUC, 4: ItuD, 5: Prpol, 6: SRFA, 7: Sur3’e ait jel gorintusi

HMAS ile yapilan PCR sonucunda; FENB 2000 ile 400 bg¢ 6 bant, FenD 1700
ile 250 bg arasinda 6 bant, ITUC 1600 ile 400 bg¢ aras1 6 bant, ItuD 2500 ile 400 bg
aras1 7 bant, Prpol 2000 bg tek bant, SRFA 1800 ile 700 bg aras1 2 bant, Sur3 1500 ile
300 bg aras1 5 bant ¢ogaldig1 gozlemlendi (Sekil 4.14).

1000 bp

500 bp

Sekil 4.14. HMADS susu i¢in PCR sonucu; M: 50 b¢ DNA Markiri (Thermo, ABD) 1: FenB, 2: FenD,
3: ITUC, 4: ItuD, 5: Prpol, 6: SRFA, 7: Sur3’e ait jel goruntusi

4.5. Gen Ekspresyon Analizleri (QPCR)

PH-1 ve UK99 izolatlarinmn ikili kiiltir deneyi sonucunda kontrol ve deney
gruplarindan birbirinden farkli konsantrasyona sahip Total RNA’lar sentezlendi.
Hedef gen ekspresyon degisikliklerinin tespiti ig¢in baslangigtaki transkript sayisinin
esit olmasi sebebiyle baslangic Total RNA miktar1 1 pg olacak sekilde ayarlandi. Gen
ekspresyon analizinde 1 pg RNA’ya denk gelen miktarda cDNA sentezlendi (25
ng/ul). Gen anlatimi hem kontrol grubu hem de CTBmegl ve HMAS suslari ile
olusturulan deney gruplarinda; hogl, mst20, CAT, POD, mgvl, stuA ve tri5 gen
ekspresyon seviyeleri belirlendi. Hedef genlerin deneysel setleri 2"24CT normalizyon
degerlerine gore yorumlanmustir (Livak ve Schmittgen, 2001). Buna gore her deney
grubunda mikotoksinden sorumlu olan tri5 geninin (0,15£0,003 ile 3,838+0,11 ve
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0,14940,006 ile 0,360+0,143), hiicrenin hayatta kalmas1 ve canliligindan sorumlu olan
mgvl ve StuA genlerinin azaldigi (0,676+0,17 ile 0,910+0,380 ve 0,906+0,143 ile
0,901+0,005; 0,471+0,14 ile 0,673+0,118 ve 1,111+0,1036 ile 0,47+0,053), apoptoz
ile iligkile olan hogl ve mst20 genlerinin (1,3+0,1166 ile 0,9+0,212 ve 1,3+0,1166 ile
0,9+0,212; 0,9+0,212 ile 1,468+0,571 ve 3,7324+0,437 ile 1,625+0,418) ise degiserek
arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Gizelge 4.7. Hedef genlerin 2-24€T degisim sonuglar

2-AACT Mgvl StuA Hogl Fuspod trisfull Cat Mst20
PH-1+ 0,676+0,17 0,471+0,14  1,3+0,1166 0,356+0,073 0,15+0,003 3,554+0,282 0,9+0,212
CTBmegl

PH-1+HMAS5 0,910+0,380 0,673+0,118 0,9+0,212 0,534+0,147 0,381+0,260 3,838+0,11 1,468+0,571

UK99+ 0,906+0,143 1,111+0,1036 1,93+0,26 0,308+0,038 0,149+0,006 4,687+0,34 3,732+0,437
CTBmegl

UK99+HMAS5 0,901+0,005 0,47+0,053  0,87+0,378 0,534+0,0732 0,360+0,143 3,77+0,575 1,625+0,418

Bulunan sonuglar Tek Yonli ANOVA testine tabi tutulduktan sonra deney
gruplarinin kendi aralarinda hangi genin birbirinden farkli oldugunu belirlemek igin
coklu karsilastrma testi (LSD) yapildi. Test R 3.1.3 istatistik programi (RStudio;
Slrim 0.98.1103) agricolae paketi ile Tek Yonli ANOVA ile gerceklestirildi (Sekil
4.15,4.16, 4.17, 4.18).

Gen Ekspresyonu Analizi
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F.graminearum PH-1 + CTBmegl

Sekil 4.15. PH-1+CTBmeg] Ikili Kiiltiir analizine ait gen anlatimindaki oransal degisimleri gdsteren
grafik. Cubuklarin tizerindeki farkli harfler, 6nemli farkliliklar anlamina gelir.
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Sekil 4.16. PH-1+HMAGS ikili Kiiltiir analizine ait gen anlatimindaki oransal degisimleri gosteren
grafik. Cubuklarin tizerindeki farkli harfler, 6nemli farkliliklar anlamina gelir.
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Sekil 4.17. UK99+CTBmeg1 Ikili Kiiltiir analizine ait gen anlatimindaki oransal degisimleri gdsteren
grafik. Cubuklarin tizerindeki farkli harfler, 6nemli farkliliklar anlamina gelir.
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Sekil 4.18. UK99+HMAGS Ikili Kiiltiir analizine ait gen anlatimimdaki oransal degisimleri gosteren
grafik. Cubuklarin tizerindeki farkl harfler, 6nemli farkliliklar anlamina gelir.

4.6. Hucre Proliferasyonu Analizi

Hiicre proliferasyon analizi i¢in 4 ginlik F. graminearum PH-1 ve F.
culmorum UK99 izolatlarinin kontrol ile CTBmeg1 ve HMAS suslariyla yapilan VOC
deney gruplar1 misel plaklar1 kullanildi. Analiz WST-1 ajan1 ile ger¢eklestirildi.
Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki hiicre proliferasyon oransal degisim
hesaplandi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. PH-1 ve UK99 izolatlarmin WST-1 hiicre proliferansyonu analizinde 450 nm ve 620 nm
dalga boylarindaki belirlenen canlilik orani

Ornek Adi Canlhilik Oram
PH-1 Kontrol 0,328
PH-1+CTBmegl 0,161
PH-1+HMAS 0,208
UK99 Kontrol 0,448
UK99+CTBmegl 0,17
UK99+HMAS5 0,258

F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99 izolatlarinin 4.saat sonunda
alinan spektrofotometrik Gl¢iim sonucu %100 olarak oranlandi ve proliferasyon
normalizasyonu olusturuldu. Daha sonra bu normalizasyona gore deney gruplarinin
spektrofotomektrik olgiim sonuglart % deger olarak oranlandi. Hicre canliligmin
%’lik oranindaki degisimi bilimsel a¢idan anlamli olup olmadig1 Graphpad Prism 5.0
programi Tek YOnli ANOVA analizi ile belirlendi. Buna gore F. graminearum PH-1
izolatnin CTBmegl ve HMAS suslar1 ile yapilan VOC deneyi hiicre proliferasyon
orani sirastyla %49,1+4,9 ile %63,15+3,15, F. culmorum UK99 izolatinin CTBmeg1
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ve HMADS suslari ile yapilan VOC deneyi hiicre proliferasyon orani sirastyla %38+0,5
ile %57,56+0,59 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9; Sekil 4.19, 4.20).

Cizelge 4.9. F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99 izolatlarmin CTBmegl ve HMAD suslar1
ile yapilan VOC deneyi sonucu hiicre canliliginin %’lik oranindaki degisimi

Ornek Adi Canhhk %
PH-1+CTBmegl 49,10%
PH-1+HMAS5 63,15%
UK99+CTBmegl 38,00%
UK99+HMAS 57,57%

Hiicre Proliferasyon Analizi
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Sekil 4.19. PH-1 izolatlarin hiicre proliferasyon analizinin karsilastirilmasi. Cubuklarin izerindeki
“*” dnemli farkliliklar anlamina gelir (P <0.05 *; P<0.01 **; P<0.001 ***)
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Sekil 4.20. UK99 izolatlarinin hiicre proliferasyon analizinin karsilastiriimasi. Cubuklarin tizerindeki
«“*> 6nemli farkliliklar anlamina gelir (P <0.05 *; P<0.01 **; P<0.001 ***)
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5. SONUC

Ikili kiiltiir deneyinde kullanilan F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99
izolatlarinda antagonistik en ¢ok etkilenen izolat UK99 olarak belirlenmis, her iki
Fusarium izolatinda kontrole gore hif yapisinda ve renginde morfolojik degisimler
gozlemlenmistir. Calismada kullanilan CTBmegl ve HMAS suslarindan en fazla

antagonistik etki gosteren bakteri ise CTBmegl olarak bulunmustur.

VOC deneyinde kullanilan F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99
izolatlarinda antagonistik en ¢ok etkilenen izolat UK99 olarak belirlenmis, her iki
Fusarium izolatinda kontrole gore hif yapisinda ve renginde morfolojik degisimler
g6zlemlenmistir. Calismada kullanilan CTBmegl ve HMAS suslarindan en fazla

antagonistik etki gosteren bakteri ise CTBmegl olarak bulunmustur.

CTBmegl ve HMADS suslarmin F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99
izolatlarina kars1 antagonist aktivite gosteren metabolit Uretme yetenekleri antifungal
biyosentez genleri (surfaktin, iturin ve fengisin) PCR ile incelenmesi sonucunda;
CTBmegl ve HMAS suslarinda ¢oklu baglanma bdlgeleri ile birden fazla bolgenin
cogaldig1 gozlemlendi. Referans alinan yaymlara bakildiginda ayni islemin onlarda da
goriildiigii, bu sebeple sadece genin var olup olmadiginin belirlenmesi yoniinde sonug
cikarildig1 g6z oniine alind1. Sonug olarak ilgili genin bakteri suslarinda var oldugu jel

goriintiisii ile desteklenmistir.

Ikili kiiltiir deneyinde kullanilan F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99
izolatlarindan elde edilen RNA’ lardan sentezlenen cDNA’ lar ile gerceklestirilen
gPCR analizinde; mikotoksinden sorumlu olan tri5 geninin, hiicrenin hayatta kalmasi
ve canliligindan sorumlu olan mgvl ve StuA genlerinin azaldigi; apoptoz ile iliskile
olan hogl ve mst20 genlerinin arttig1 belirlenmistir. Ikili kiiltiir deneyi sonucunda
UK99 izolatinin daha hassas ve CTBmegl susunun daha antagonistik oldugu

morfolojik testi ile ortaya ¢ikmis, qPCR testi sonucu ile de desteklenmistir.
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Hicre proliferasyonu sonucunda; VOC’a maruz kalip ortak gaz kullanan F.
graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99 izolatlarindan CTBmegl ile muamele
goren UK99’un canliliginin HMAS ile muamele gordiigiinden daha az oldugu, buna
karst F. graminearum PH-1 izolatinin ise yine ayni sekilde CTBmegl ile muamele
goren PH-1’in canliigmm HMAS ile muamele gordiigiinden daha az oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak VOC deneyinde ortak gaz kullanimindan en ¢ok etkilenen
izolatin F. culmorum UK99 oldugu, en ¢ok antagonistik etkinin ise CTBmeg1 susunda

oldugu bulunmustur.
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6. TARTISMA

Gida tiiketimi canliligin devam etmesi i¢in zorunlu bir unsurdur. Niifusun
artmas1 her gecen giin gida ihtiyacinida beraberinde arttirmaktadir. Niifusun artmasi,
tarim arazilerinin azalmasi, mevsimlerde meydana gelen degisiklikler sonucu veya
kontrolsiiz zirai ila¢ kullanimi tarim arazilerini kirletmekte ve azaltmaktadir. 2019 yil1
istatistlik sonuglarmma gore yaklasik 7,5 milyar olan insan niifusunun 820 milyona
askini yeterli besin bulamadigi i¢in aglikla miicade etmektedir.

Hasat 6ncesi ve sonrast meydana gelen kontaminasyonlar, tarim iiriinlerindeki
kayiplarin en biiyiik etkenidir. Hasat sonrasi taze meyve ve sebzelerdeki hastaliklar
sebebiyle {iriinlerin sadece %50°s1 tiiketilebilmektedir (Agwrman ve ark,. 2019).
Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Fusarium, bu kontaminasyona sebep olan bazi
mantar Ornekleridir. Bitki hastaliklarmin %75’ini olusturan mantarlardan Fusarium
kok ve kok bogazi ¢liriikliigl ile Fusarium basak yanikligi hastaliklarina sebep olur
(Parry et al., 1995; Trail et al., 2003; Pereyra and Dill-Macky, 2008).

Mantarlar hastalik olusturmak icin ikincil metabolitler tretirler. Urettikleri bu
metabolitler toksik etkilidir (Sanzani et al., 2016). Toksik maddelerde enfekte olmus
gidalarin aliimi insan ve hayvanlarda, kusma, oral lezyonlar, deri hastaliklari, kanser
gibi birgok saglik acisindan zararli etkiler ortaya ¢ikarir. Bu sebeple miicadelesi cok
onemlidir.

Basak yanikligi ve kok ¢iirtikliigii hastaliklar1 ile miicadele iki tiir strateji
yaygin olarak kullanilmaktadir; kisa siireli ve uzun siireli miicadele stratejisi. Kisa
stireli yonetim; pestisit kullanimi ve biyokontrol gibi yontemlerin uygulanmasidir.
Endiistriyel tarimin baslica koruma uygulamalar1 pestisit kullanimidir. Pestisitler, gida
dretimi verimliligini artiran, gida kaynakli ve vektor kaynakl hastaliklar1 azaltan genis
bir heterojen kimyasal grubudur. 1940 yili itibari ile pestisit kullanimi1 baglamigtir
(Tiryaki ve ark., 2010). Pestisitlerden fungisit kullanilan bugdayda, yabanci ot,
hastaliklarin ve boceklerin meydana getirdigi kayiplarin %27 oraninda oldugunu
ancak ila¢ kullanilmadig: taktirde bu oranin %53’e ¢ikacagini belirtilmistir (Dag ve

ark., 2000). Ote yandan ag1r1 pestisit kullanimun toprak ve su kaynaklarmi kirletmekte,
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biyolojik c¢esitlilik kaybina neden olmakta, zararlilarin dogal diismanlarini yok
etmekte ve gidanin besin degerini diistirmektedir. Su yolu ile pestisit kalintilar1 toprak
altina inip dogal sulara karigmaktadir. Boylece toprak, alinan {iriin ve sular kimyasala
maruz kalmaktadir. Bu kimyasala asirt maruz kalan canlilarda kanser, bobrek
fonksiyonlarmi tiiketme, Alzheimer ve Parkinson hastaliklari, hormon bozulmasi,
gelisimsel bozukluklar, kisirlikla, hatta 6limle sonuglanan unsurlar gorulmektedir.
Ayrica, funguslarin biiyiik populasyonlara sahip olmalar1 ve yiiksek siklikta
mutasyona ugramalarindan dolayr bu fungusitlere karst kolayca bagisiklik
kazanabilmesi nedeniyle etkili bir miicadele olmadigmi gostermektedir.

Birlesmis Milletler Insan Haklar1 Konseyi (Ing: United Nations Human Rights
Council, OHCHR) 2017 yilinda yayinladiklar1 bildiride her yil yaklasik 200 bin
insanin pestisite maruz kalmasi sonucu akut oliimlerin ortaya ¢iktigini belirtmistir.
Ayni bildiride son 40 yil boyunca kullanilan pestisitin, {iriinlerde ki kaybina etkisi
tahmin edilenden daha az oldugu rapor edilmistir.

TUIK verilerine gore 2014 yil1 ile 2018 yil1 arasinda pestisit kullaniminin %50
arttig1 gdriilmektedir. Ulkemizde, Diinyada oldugu gibi pestisitlerden en ¢ok fungisit
kullanilmaktadir. Bu oran %44 iken, %22,8 insektisitler pestisit kullaniminin biylk
kismini olusturmaktadir. 2017 yili itibariyle Akdeniz bolgesinde pestisit kullanimin
iilke genelinden daha fazla oldugu, bolgede ise en ¢ok tarim ilaci kullanan ilin %10 ile
Antalya, bu ilimizi %9 ile Manisa takip etti bilinmektedir (Cevre ve Sehircilik
Bakanligi, 2020). Artan pestisit kullanimi ve beraberinde getirdigi ¢evre sorunlar1 i¢in
diinya ¢apmda miicadele baslamustir. Ulkemizde de Tarm ve Orman Bakanlig:
“Entegre Miicadele” prensibini olusturmus, bOylece 2017 yili itibariyle pestisit
kullanan arazileriden %44’ nin azaldigini bildirmistir. Ancak pestisit kullanan
arazilerde son 2 yilda diisiis meydana gelmis, pestisit kullanimi arttig1 tekrardan
gbzlemlenmistir.

Yasal yaptirimlarin yaninda biyoteknolojik c¢aligmalarda giinden giine
artmustir. Hurst 1972°de kesfettigi LAB ile mikroorganizmalarin antagonistik
bliyiimesi ile gidalarin korunmasini bulmustur. Bu sonug tarim arazilerine de yansimis
biyokontrol ajanlarinin tarim tiriinlerini ¢esitli hastalik unsuru mantarlardan korudugu
ortaya ¢ikmistir. Korumanin etkisinin yani sira, bir¢ok mikroorganizma susu da
bitkiler iizerinde biiylimeyi tesvik edici Ozelliklere sahiptir. Bakteriler arasinda,
Bacillus, Pseudomonas ve Agrobacterium cinslerinden turler biyolojik kontrolde

toprak ve bitki ile iligkili mikroorganizmalar olarak en 6nemli role sahiptir.
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Bacillus tir( bakteriler biyolojik kontrol igin son yillarda yapilan ¢alismalarda
dikkatleri Gzerine cekmektedir. Bu tiirler, bitki ve fungal patojen etkilesimlerini, temel
besin maddeleri icin rekabet etme, fungitoksik metabolitler Ureterek patojenleri
antagonize etme veya bitkilerde sistemik direnci indiikleme gibi bir dizi mekanizma
ile etkiler (Khan et al., 2017). Dahasi, yasam habitatlarindan biri olan toprakta ¢okca
bulunmalari, ¢esitli biyolojik aktif metabolitlerin tiretimi ve sabit sicaklik direngli spor
formlar1 olugturma yetenekleri biyolojik savas i¢in ajan olmalarinin sebebidir (Kati et
al., 2016).

Bacillus cinsinin bitki biiylimesini destekleyen iiyeleri, endospor olusturma
kabiliyetleri, degisken pH, sicaklik ve ozmotik kosullara toleranslari ve yani sira
patojenik olmamalar1 nedeniyle diger mikroorganizmalara gore avantajlara sahiptir.
Genel olarak, mantar ve viriislere kars1 genis bir antagonistik aktivite spektrumuna
sahiptirler.

B. amiloliquefaciens susu BLB369, B. subtilis susu BLB277 ve Paenibacillus
polimiksa susu BLB267 ile yapilan ¢alismanin sonucunda fitopatojenik mantarlara
kars1 iturin, surfaktin, fengisin, fusarisidin ve polimiksin irettikleri bunun yani sira
genis spektrum sergiledikleri goriilmiis, ayn1 zamanda bugday tohumu ¢imlenmesi,
bitki boyu, fenolik bilesikler, klorofil ve karotenoid igeriklerinin arttigi bulunmustur
(Zalila-Kolsi et al., 2016). Boylelikle hem ¢evre dostu olmas1 hem de bitki biiyiimeyi
tesvik etmesi yani bitki olusumu kalitesini arttirmasi biyolojik ajan c¢aligmalarini
arttrmistir. Ancak hala tarim pazarinda biyolojik ajan tiiketimi sadece %1’lik pay1
olusturmaktadir (Fravel, 2005).

Ugucu organik bilesikler (VOC) olarak da bilinen ugucu metabolitler, diisiik
molekiiler kiitleye, yliksek buhar basincina (>0.01 kPa), diisitk kaynama noktasina ve
diisiik polariteye sahiptir. Mantarlardaki metabolik kokeni hakkinda az seyler bilinse
bile bakteri lizerinde yeteri kadar bilgi edinilmistir (Lee et al., 2016; Kai et al., 2008).
Buna gore insan sagligini iyilestirmek, tarim {riinlerinin verimliligini artirmak,
bitkileri hastaliktan korumak veya bitki biiylimesini tesvik etmek i¢in bazi bakterilerin
VOC iireticisi oldugunu bulmustur. Bu bakteriler ise; Streptomyces, Pseudomonas,
Serratia, Xanthomonas, Alcaligenes, Bacillus ve Agrobacterium cinsi tiirleri daha sik
biyoaktif VOC iireticileri olarak bildirilmistir. Ozellikle Bacillus tiirleri tarafindan
yayilan VOC’lerin mantar biiylimesini dnleme potansiyeli oldugu gosterilmistir; bu
antagonistik eylem, dogal ortamlarda, mikrobiyotanin bir se¢imine yol agan rekabet¢i

bir baskiy1 yansittigini ifade etmistir.
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Tiim yukarida bahsedilenler bir araya geldiginde ortaya c¢ikan sonug
Funguslarla miicadele gida tiikketimi, insan ve ¢evre saghigi agisindan ¢ok dnemlidir.
Bakteriler bu konudaki gevre dostu alternatiflerdir. Hem ekonomik hem de kolayca
uretilebilmektedirler. Bu da yapilan VOC ¢aligmalarinin sonucunda ortaya saldiklari
ugucu organik bilesikler ile anlagilmustir. Olusturduklar1 bilinen iturin, surfaktin,
fengisin, fusarisidin ve polimiksin genleri bakteriler ile biyoteknolojik ¢alismalara
zemin hazirlamistir. Buradan yola ¢ikilarak bu tez ¢alismasi yapilmistir.

Fusarium tiirtiniin sebep oldugu basak yanikliginin esas etmeni Tirkiye'de de
sik goriilen F. graminearum ve F. culmorum oldugu bilinmekte ve bazi ¢alismalarda
F. culmorumun arpada enfeksiyon giiciiniin yiiksek oldugu bulunmustur (Uluhan ve
ark., 2019). Tufan ve ark. (2016)’nin yapmis oldugu bir ¢aligmada 6 arpa hatt1 lizerinde
F. culmorum (F16) kok ciiriikliigii hastaligi etmeninin yiiksek oldugu bulunmus ve
arpada stresle iliskili genler (HVBAS1, HvLOX1, HYMT2, HvPR1, HvVPR3, HVPR4,
HvPR5, HVPR10 ve HVWRKY12) ile antioksidan sistemle iliskili genler (HVAPX,
HvCu/ZnSOD, HvGST6 ve HvBAS1) ile yapilan molekiiler ¢aligmalarda ise F.
culmorum’un bu genlere olumsuz etkisi oldugu bulunmustur (Tufan ve ark.; 2016).

Bu tez ¢alismasinda hem F. graminearum hem de F. culmoruma ait referans
suslarm (PH-1, UK99) Bacillus megaterium’un (CTBmegl, HMADB) antagonistik
etkileri incelenmistir. Bu amacla, oncelikle bakterinin Fusarium tdrleri zerine
antagonistik etkileri in vitro kosullarda (ikili kiiltiir ve ugucu organik bilesikler) test
edilmistir. Bu testlerde ayn1 besiyeri tzerinde, yani ikili kiltir deneyi ile Gretilen
mantarlardan UK99’un antagonistlik olarak daha ¢ok etkilendigi belirlenmistir.
Antagonistlik etkiyi ise en ¢cok CTBmegl susu gostermistir. Bunun yani sira ugucu
bilesikler, yani VOC deneyi ile farkli besi yeri ancak ortak hava kullanimi saglayan
mantar izolatlarindan yine UK99’un antagonistlik olarak daha fazla etkilendigi
gosterilmistir. Her iki deneyde de hif yapilarinda morfolojik degisiklik gozlenmistir.
Bu da direkt maruz kalma ve sadece ortak gaz kullanimimin mantar izolatlar1 {izerinde
benzer etkinlik olusturdugunu gdstermektedir.

Her iki c¢aliyma molekiiler olarak desteklenmistir. ikili kiiltiir ile yapilan
calismalar mantar izolatlarmin antagonistlik agidan nasil tepki verdigini gen bazindan
incelemeye vesile olmustur. Bunun i¢in hiicre canlilig1 ve hayatta kalmasi, apoptoz
ile iliskili, oksidatif strese tepki olusturan temel genler qPCR ile incelenmistir. gPCR
icin Mgvl, stuA, CAT, POD, hogl, mst20 ve tri5 genleri kullanilmistir (Gazdagh ve

ark., 2018). Sonug olarak toksin etki ile inaktif olan tri5 geninin azaldigi, apoptozla
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iligkili olan genlerin hogl ve mst20 arttig1 bulunmustur. VOC ile yapilan ¢aligmada
hiicre canlilig1 i¢in WST-1 ile proliferasyon orani belirlenmistir. WST-1’in ¢alisma
prensibi tetrazolyum tuzunun hiicresel mitokondriyal dehidrojenaz tarafindan
formazana boliinmesine dayanir. Dehidrojenaz aktivitesi ile iiretilen boya miktari,
canli hiicrelerin sayisi ile dogru orantilidir. Boylece her iki susun bakteri izolatlarinin
ucucu bilegkilerine maruz kalmasiyla ne kadar canli kaldig1 belirlenmis oldu. Sonucta
ikili kulttr deneyine benzer etkinin goriildiigii ve hassas izolatin oldugu bulunmustur.
Ancak her iki ¢aligmada da CTBmegl susunun gii¢lii bir antagonistlik etkisi oldugu
ortaya ¢ikmustir.

Daha sonra, bu bakterinin antagonist aktivite gosteren metabolit (retme
yetenekleri, antifungal biyosentez genlerine ait (surfaktin, iturin, fengisin) primerler
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile analiz edilmistir. Bu analiz i¢in
FENB, FenD, ITUC, ITUD, PRO1, SRFA, Sur3 primerleri kullanilmistir. Calisma
sonucunda surfaktin, iturin, fengisin ile ilgili genlerin, kullanilan bakteri tirlerinde var

oldugu bulunmustur.

47



7. ONERILER

Yapilan c¢aligmalarda Bacillus megaterium’un (CTBmegl, HMAD)
antagonistik etkileri incelenmis ve F. graminearum ile F. culmorum’a ait referans
suslar (PH-1, UK99) iizerinde etkin oldugu bulunmustur. in vitro ortamda
gerceklestirilen bu ¢alismalar bugday, arpa gibi bitkiler Gizerinde in vivo galismalar ile
gelistirilmelidir. Oda sicaklig1 ile ¢ok kisa siirede iireyebilen B. megaterium, hem
ekonomik agidan iilkelere katki saglarken hem de ¢evre dostu olmasi ekosistem
acisindan bliyiik avantaj saglamaktadir. Bu sebeple gelistirilecek sistem sayesinde

pestisit kullanimi1 azalacak ve tarim {iriiniinde verim artacaktir.
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