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OZET

KURUTMALIK BIiBER (Capsicum annum L.) MEYVELERINDE
MIKOTOKSIN OLUSTURAN BAZI FUNGAL ETMENLERIN GELISiMi
UZERINE BiTKi UCUCU YAG, iSOTHIOCYANATE ve ANTAGONIST
BAKTERI IZOLATLARININ in vitro KOSULLARDA ANTiFUNGAL
ETKILERININ BELIRLENMESI

Kurutulmus biber meyveleri, toksijenik funguslar tarafindan salgilanan mikotoksin
sonuglu fungus enfeksiyonlariyla, ¢ok sik enfekte olmaktadirlar. Yerel satict ve pazarlardan,
hastalikli oldugundan siiphelenilen 40 farkli kurutulmus kirmizi biber numunesi rastgele
secilmigve ardindan bu 6rneklerden, hasat sonrasi bozulmalara neden olan 40 farkli fuzgus
izolat1 izole edilmis ve tanimlanmustir. Aspergillus niger (% 20) en baskin rastlanilan fungus
tirii olurken, Fusarium incarnatum (% 15) ve Alternaria alternata (% 12.5) takip etmistir.
Bitkisel kokenli maddeler ve biyolojik etmenler gida {iriinlerini fungus enfeksiyonlarindan
korumak adina cevre dostu ve giivenli yaklasimlar sunduklarindanisothiocyanate (ITC)
bilesikleri ve bitki ugucu yaglar1 gibi, bitkilerden elde edilen maddelerin ugucu antifungal
potansiyelleri ile baz1 antagonist bakteri izolatlar1, in vitro kosullarinda A. niger, A. alternata
ve F. incarnatum’inmiselyal gelisimlerini engellemeleri adina degerlendirilmistir. Allyl
(AITC), benzyl (BITC), ethyl (EITC) ve methyl (MITC) isothiocyanate bilesikleri test edilen
tim fungus izolatlarinin gelismelerini 6nemli derece engellemistir. Misel gelisimi A. niger igin
0.09-0.15 pl/petri, A. alternata i¢in 0.09-0.21 ul/petri ve F. incarnatum igin 0.06-0.21 pl/petri
konsantrasyonlarinda tamamen engellenmistir. MITC en etkili antifungal bilesen olarak tespit
edilirken A. niger, ITC bilesiklerine karsi en duyarli patojen olarak saptanmustir. Test edilen
fungus izolatlarina karsi en giiglii antifungal etkinlik (% 100 engelleme) Thymbra spicata (2.0-
6.0 ul/petri), Thymusvulgaris (4.0-6.0 ul/petri) veOriganum syriacum (4.0 ul/petri) ugucu
yaglarinda kaydedilmistir.Eucalyptus camaldulensis test edilen tim fungal izolatlara karsi en
diisiik antifungal aktiviteyi (16.0-40.0 pl / petri) gostermistir. Taze ve saglikli olarak
kurutulmus biber meyvelerinin i¢ dokularindan toplam 25 endofitik bakteri izolati1 elde
edilmis, bu izolatlardan 16 tanesi, fungus izolatlarina karsi antagonistik potansiyelleri i¢in
secilmis ve MALDI-TOF MS analizi ile tammlanmalar1 yapilmustir. ikili kiiltiir testinden
sonra Bacillus amyloliquefaciens AFP1 (F. incarnatum’a kars1), Bacillus atrophaeus AFP2 (A.
alternata’ya karsi) veAcinetobacter calcoaceticus AFP24 (Aspergillus niger’e karsi) gibi
farkli Bacillius spp. izolatlari,in vitro kosullarinda fungal hastalik etmenlerinin misel
gelisimlerini engelleyerek (misel gelisim engelleme degerleri % 70.8-75.4 arasinda
degismektedir) giiclii antaganististik etki gostermislerdir.

Sonug olarak, isothiocyanate bilesikleri ve bitki ugucu yaglari gibi bitkisel kaynakli
maddeler ile beraber antagonist bakteri izolatlari, gida kokenli funguslara karsi yiiksek
diizeyde antifungal etki gostermigler ve gida {irlinlerini fungus kontaminasyonu ve devaminda
olusan mikotoksin iiretiminden korumak i¢in ¢evre dostu, giivenilir bir yaklasim sunarak
basaril1 bir sekilde sentetik pestisitlerin yerini alabilirler. ITC ve ugucu yag bilesenleri bitkisel
fumigant olarak, Bacillus izolatlar1 mikrobiyal biyofungisit olarak tarimsal {irlinlere kolayca
uygulanabilirler. Bu ¢alisma, biberde hasat sonrasi fungal etmenlere kars1 ITC, bitki ugucu yag
ve antagonist bakteri tiirlerinin antifungal etkinliklerinin arastirildigi ilk ¢aligmadir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF in vitro ANTIFUNGAL EFFICIENCIES OF PLANT
ESSENTIAL OILS, ISOTHIOCYANATE COMPOUNDS and ANTAGONIST
BACTERIAL ISOLATES ON DEVELOPMENT OF MYCOTOXIN
PRODUCING FUNGAL AGENTS in DRIED PEPPER (Capsicum annum L..)

Dried pepper fruits are frequently contaminated by fungal infestations which result in
mycotoxins secreted by toxigenic fungi. We have randomly collected 40 different suspected
dried red pepper samples from local retailers/bazaar and 40 fungal isolates, which were
responsible for postharvest deterioration of dried pepper fruits samples, were subsequently
isolated and identified. Aspergillus niger (20%) was predomimant fungal disease agent
isolated followed by Fusarium incarnatum (15%) and Alternaria alternata (12.5%). Since
plant derived substances and biological control are eco-friendly and safer approaches to
protect food commodities from fungal deterotions, volatile antifungal potentials of plant
derived substances such as different isothiocyanate (ITC) compounds, plant essential oils
(EOs) and antagonist bacterial isolates were evaluated against mycelial growth inhibition of A.
niger, A. alternata and F. incarnatum in vitro conditions. Allyl (AITC), benzyl (BITC), ethyl
(EITC) and methyl (MITC) isothiocyanates were strongly inhibited mycelial growth of all
fungal isolates tested. Mycelial growth of A. niger was inhibited in 100% level by at
concentrations of 0.09-0.15 ul/petri, A. alternata at concentrations of 0.09-0.21 ul/petri and F.
incarnatum at concentration of 0.06-0.21 upl/petri. MITC was found as the most effective
antifungal compound, A. niger was found as the most sensitive pathogen against ITC
compounds. The strongest antifungal activities (100% inhibitions) were recorded for EOs of
Thymbra spicata (2.0-6.0 ul/petri), Thymus vulgaris (4.0-6.0 ul/petri) and Origanum syriacum
(4.0 ul/petri) against fungal isolates tested. Eucalyptus camaldulensis has showed the lowest
antifungal activities (16.0-40.0 pl/petri) against all fungal isolates tested. A total of 25
endophytic bacterial isolates were obtained from the inner tissues of healthy dried and fresh
pepper fruits, 16 of these isolates were selected for antagonistic potential against fungal
isolates and identified by MALDI-TOF MS analysis. Following dual culture test, isolates of
different Bacillus spp., such as Bacillus amyloliquefaciens AFP1 (against F. incarnatum),
Bacillus atrophaeus AFP2 (against A. alternata) and Acinetobacter calcoaceticus
AFP24(against Aspergillus niger) displayed the strong in vitro antagonistic activities by
inhibiting mycelial growth of the fungal disease agents (mycelial growth inhibition values
ranging between 70.8-75.4%).

In conclusion, plant derived substances such as isothiocyanate and essential oils along
with antagonist bacterial isolates have shown excellent antifungal potentials against food
borne fungi and may successfully replace synthetic pesticides, offering, an eco-chemical and
safer approach to protect food commodities from fungal contamination and subsequent
mycotoxin production. ITC and EO compounds can be easily released as botanical fumigants,
Bacillus isolates as microbial biofungucides to the agri-commodities. This is the first study
which investigated the antifungal effect of ITC, EO and antagonist bacterial species against
post-harvest fungal disease agents of pepper fruits.

2019, 87 pages
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Tez konumun belirlenmesi, planlanmasi, yiiriitilmesi, laboratuvar ¢aligmalar1 ve
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imkanlarindan yararlanmanm saglayan HMKU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliim
Baskanligi’'na, maddi destek veren HMKU Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii’ne (Proje No: 17YL013) tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bakteri ve fungus izolatlarimin tanisinda ve in vitro etkinliklerin
belirlenmesi agamasinda yardimci olan Ar.Goér. Merve KARA ve Zir. Yik. Miih.
Aysun UYSAL’a,

Beni her zaman en iyisini yapabilecegime inandiran, bu giinlere gelmemi
saglayan ve maddi manevi her tiirlii desteklerini esirgemeyen aileme en igten

tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Biber (Capsicum annum L.) iilkemizde en fazla iiretilen sebzelerin basinda
gelmektedir. Kurutulmus formdaki biberler diinyada karabiberden sonra gelen
2.derecede onemli baharattir.Ulkemizde yetistirilen biber meyvesi gerek taze ve
kurutularak gerekse sal¢a ve baharat olarak giinliik en fazla tiikketilen {irlinlerinde
basinda gelir. Diinya Gida ve Tarim Organizasyonunun 2017 yil1 verilerine gére toplam
19.870.590 Da alanda 36.092.631 ton taze tiikketime yonelik biber {iretiminin yapildigi
diinyanin 6nde gelen ilk 10 iilke siralamasi Cin, Meksika, Tiirkiye, Endonezya, ispanya,
A.B.D, Nijerya, Misir, Cezayir ve Tunus olarak bildirilmistir (Anonymous, 2017).
Siralamada’da goriilecegi gibi Tirkiye 944.440 da alanda 2.608.172 ton iiretim
miktariyla diinyanin 6nde gelen 3. biiyiik iilkesi durumundadir (Anonymous, 2017).
Akdeniz bolgesinde onemli biber ekim alanlarina sahip olan Hatay ilinde 2016 yilinda
toplam 35.552 Da alanda 66.333 ton biber iiretimi yapilmistir (Anonim, 2016).

Taze tiiketiminin yanisira biber meyvesi sanayi ve baharat olarakta tiiketilmekte
olup, bir¢ok iilkenin geleneksel yemeklerinde en fazla kullanilan bir iiriin
pozisyonundadir. Kurutulmus biber biinyesinde bulunan ‘“capsaicin” bibere sahip
oldugu tat, acilik ve aromayi verir. Acilik arttik¢a biber i¢indeki capsaicin miktar1 artig
gosterir. Genelde kuru biberin %14 Vitamin E, %9 Vitamin A, %7 1if, %6 Vitamin K,
Vitamin B6, bakir, %5 demir, %4 Vitamin B2, B3 ve mangan igerir (UNIDO/FAO,
2006; Anonymous, 2018). Diinya niifusunun Y’iniin her giin degisik sekillerde
kullandigibu  {riintin ~ tiiketimi  yildan  yila artis  gostermektedir.  Diinya
kurutmalik/baharat biber iiretimi son on yilda tiiketicinin artan talepleri dogrultusunda
%3.9 oraninda artig gostermis olup, bu artis yildan yila diizenli olarak devam
etmektedir.Diinya Gida ve Tarim Organizasyonunun 2017 yili verilerine gore toplam
18.566.410 Da alanda 4.625.833 ton kuru tiiketime yonelik biber tiretiminin yapildigi,
diinyada en 6nemli kurutulmus biber iireten iilkelerin basinda Hindistan gelmekte olup,
bu iilkeyi sirasiyla Tayland, Etiyopya, Cin, Fildisi sahilleri, Pakistan, Banglades,
Myanmar, Gana ve Vietnamiilkeleri takip etmektedir (Sekil 1.1). Bu iilkelerin iiretimi
diinya iretiminin %70’ni olusturmaktadir (Anonymous, 2017). Tirkiye 2016 yil
toplam kurutmalik/baharat biber {iiretiminde diinyada 23. sirada, Avrupa iilkeleri

arasinda ise 16.140 ton ile 4. biiyiik tiretici lilke pozisyonundadir (Anonymous, 2016).
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Sekil 1.1. (A) Diinya genelinde 2017 yil1 itibariyla kuru biber iiretimi yapan 6nemli
tilkeler. (B) Diinya genelinde en fazla liretim yapan ilk 10 iilke siralamasi.

Diinya genelinde 2016 yil1 itibar1 ile ekim alanlarindaki artis olmasina ragmen
(Anonymous, 2016),toplam kurutmalik biber iiretiminde azalis kaydedilmistir (Sekil
1.2). Kurutmalik biberler mikotoksin iireten fungal etmenler tarafindan en fazla
etkilenen baharat iriinlerinin basinda gelir (Duman, 2010). Kurutularak ve baharat
olarak tiiketilen biberler {lizerinde geliserek insan sagligina zararli mikotoksin {ireten
fungal mikroorganizmalar tarafindan neden olunan ekonomik kayiplar son yillarda ciddi
oranlara ulasmistir (Ham ve ark., 2016; Oksiiztepe ve Erkan, 2016). Mikotoksin
(mycotoxin) latincedemykes (mantar) ve toxicum (zehir) kelimelerin birlesmesi sonucu
olusur. Mikroorganizmalar i¢in uygun, iiriin depolamasi i¢in uygun olmayan c¢evre
kosullarinda yaklagik 400 adet farkli fungal etmenin farkli iiriinlerde farkli kimyasal
yapilarda mikotoksin irettigi bildirilmistir (Smith, 2001; Fatima ve ark., 2009).
Ozellikle diinya tiiketimin %25’ini karsilayan tahillar ve kurutmalik tarimsal iiriinler
toksin olusturan mikroorganizmalar tarafindan tehdit altindadir (Dvegowda ve ark.,
1998). Mikotoksin {iireten fungal etmenlerin daha ¢ok Aspergillus, Penicillium,
Alternaria ve Fusarium cinslerine ait oldugu, bazi tiirlerin toksin iretiminin yanisira
dogrudan insan ve bitki patojeni olarakta sorun oldugu yapilan c¢alismalarda
bildirilmistir (McKee, 1995; Kabak ve Dobson, 2017).
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Sekil 1.2. FAO’nun 2015-2016 istatistik verilerine gore diinya genelinde kurutmalik
biber ekim alanlarindaki artisa ragmen elde edilen tirlindeki azalis miktar1

Toksinler genel anlamda fungal, bakteriyel, viral mikroorganizmalarca
olusturulan kimyasallar olup, mikotoksinler sadece fungal kaynakli zararl
kimyasallardir. Gidalara toksinler dogrudan, dolayli ve tasinma ile bulasir (Oksiiztepe
ve Erkan, 2016). Mikotoksinler olusturuldugu {iriin lizerinde dogrudan zarar verdigi
gibi, yapilar1 bozulmadan bir sonraki iiriinlere de gecebilen (tasinabilen) kimyasallardir
(Hontanaya ve ark., 2015). Bu bakimdan hayvansal yem ig¢inde bulunan toksinler bu
yemleri tiiketen hayvanlarin etine, siitline, yumurtasina bulasarak oradan bu trtinleri
tilkketen insanlara gegebilmektedir. Mikotoksinlerin olusumunu fiziksel (¢evre sicakligi,
nisbi nem, gida maddesinin nemi), kimyasal (gidanin bilesimi, asitligi, pH) ve biyolojik
(mikroroganizmanin virlilensligi, rekabet yetenegi, mikrobiyal detoksifikasyon
yetenegi) faktorler 6nemli diizeyde etkiler (Line ve Brackett, 1995). Ozellikle taze
olarak hasat edilen tirlinlerin baharat olarak kullanimi s6z konusu ise, toksin olusturan
fungal etmenlerden etkilenmemesi i¢in hasat sirasindaki nem oranin %65-80 oraninda
olmasi istenir, bu oranin hasattan hemen sonra kurutma asamasinda %10 seviyelerine

distiriilmesi  gerekir (Igbal ve ark., 2010). Mikotoksinlerin hayvanlar ve insanlar



lizerinde kanserojenik, mutajenik, teratojenik ve immun (bagisiklik) sistemini
baskilayan 6nemli olumsuz etkileri bulunmaktadir (Smith, 2001).

Farkli kimyasal yapilar1 ve biyosentetik kokenleri, biyolojik etkileri, farkli
tiirlerde birgok fungal etmen tarafindan iiretilmeleri dolayr mikotoksinlerin farkli
kategoriler altinda siniflandirilmaktadir (Cizelge 1.1). Mikotoksinleri Deuteromycota
(Fungi imperfecti) i¢inde Hypomycetes sinifinda yer alan Aspergillus, Penicillium,
Fusarium ve Alternaria tiirleri olusturdugu mikotoksinler olmak {izere 4 ana gruba
ayirmak miimkiindiir (Kurtzman ve ark., 1987; Heperkan, 2003; Weidenborner 2014;
Kabak ve Dobson, 2017).

Cizelge 1.1. Gidalarda ve hayvan yemlerinde farkli mikotoksin iireten fungal etmenler
ve olusturduklarimikotoksinler

Aspergillus Penicilliumspp. Fusariumspp. Alternariaspp.
spp.toksinleri  Toksinleri Toksinleri toksinleri
Aflatoksinler, Sitrinin , Zearalenon(F-2 toksin), Alternariol,
AFB1 Okratoksin A, Trikotesenler, Alternariolmo-no
AFB2 Sitreoviridin, Deoksinivalenol metil-eter,
AFG1 Rubratoksin A, Nivalenol Altertoksin,
AFG2 Rubratoksin B, T-2 toksin Tenuazonikasit
AFM1 Patulin, Diasetoksisirpenol
AFM2 Penisilikasit, HT-2 toksin,
AFB2a P-R  (Pen. requeforti)-Tremortin,
AFG2a toksin, Fusarin-C,
AFB3 Luteosikrin, Fumonisin B1,
AFB3 [zlanditoksin, Moniliformin
Sitrinin , Ksantosilin-X,

Sterigmatosistin, Siklopiazonikasit,

Okratoksin A, Sitromisetin,

Patulin, Rugulosin,

Penisilikasit Ksantomegnin,
Rugulovasin A,
Rugulovasin B,
Verrukulotoksin,
Emodin

Aspergillus tiirleri tarafindan daha ¢ok aflatoksin grubu mikotoksinler tretilir
(Zorlugeng, 2009). Aflatoksinler daha ¢ok Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus nomius (Kurtzman ve ark., 1987; Line ve Brackett, 1995; Pitt, 2000) gibi
fungus tiirleri tarafindan olusturulurlar. Aflatoksinin B1, B2, G1, G2, M1, M2 olmak

tizere 6 farkl tipi bulunmaktadir. Aflatoksin grubu toksinler daha ¢ok bitkisel tiriinlerde



(yer fistig1, findik, antep fistig1, badem, cam fistig1, cesitli cevizler), tahillarda (bugday,
cavdar, arpa, yulaf, piring), baklagillerde (soya fasulyesi, fasulye, bezelye, boriilce,
mercimekte), yagli tohumlardan pamuk, aycice8i, susam ve kolza tohumlari,
baharatlardan o6zellikle kirmiz1 toz biber, pul biber, karabiber ve kuru meyvelerden
incirde sikca ortaya g¢ikarak onemli ekonomik kayiplara neden olur (McKee, 1995;
Uylaser ve ark., 2005).

Penicillium tiirleri daha gok akut veya teratojenik (gebelikte embriyonal gelisimi
olumsuz etkileyen) etki gosteren toksinlerden Okratoksin, Citreoviridin, Citrinin,
Penitrem A, PR Toksin ve Roquefortine tiirii toksinleri olusturur (Abdel-Wahhab ve
ark., 2005).

Ayn1 zamanda Onemli bitki patojeni tiirleri igeren Fusarium spp c¢esitli tahil
tiriinlerinde dip ¢iiriikliigli, yaprak ve basak yaniklig1 ve kocan (dane) ciirtikligi
hastaliklarina sebep olmakla birlikte bu iirlinlerde deoxynivalenol ve fumonisin grubu
toksinlerin tiretilmesinden sorumludur (Hussein ve Brasel, 2001; Smith, 2002).

Bir diger 6nemli bitki patojeni tiirlerini i¢eren Alternaria spp cesitli kuru, yas
sebze ve meyvelerde farkli kimyasal formlarda toksinleri iiretirler. Alternaria cinsi
icerisinde toksin olugturan yaklagik 50 farkli tiir bulunmaktadir. En ¢ok bilinen tiirler ise
A. alternata ve A. tenuissima’dir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda 6nemli hasarlara
neden olabilen Alternaria tiirleri tarafindan sentezlenen en Onemli mikotoksinler
Alternariol (AOH), Alternariol monometil eter (AME), Tenuazonik asit (TEA),
Altenuen (ALT) ve Altertoksin (AT)’dir (Yiannikouris ve Jouany, 2002). Diinya
genelinde hasat sonras1 kurutulmus yiyeceklerde sorun olan fungal hastalik etmenleri ile
ilgili calismalar bulunmakla birlikte, iilkemizde kurutmalik biberlerde sorun olan fungal
hastaliklarin belirlenmesine yonelik oldukea kisitli ¢aligma bulunmaktadir.

Mikotoksinlerin dogada ¢ok yaygin olarak bulunmalar1 ve {iretilen toksinlerinin
cevre kosullarina ¢ok dayanikli olmalarindan dolayr bunlardan {iretilmesinden
korunmasi ve bunlar1 olusturan fungal etmenlerin kontrol edilmesi olduk¢a zordur. Bu
yiizden mikotoksinlerin zararindan korunmak icin dnemli olan bitkisel iirlinlerde hasat
oncesi ve muhafaza sirasinda toksin olusumunun onlenmesidir. Nitekim hasat edilmis
trlinler {iizerinde olusan toksinlerin gidalara bulastiktan sonra uzaklastirilmasi
(detoksifikasyon) islemi oldukc¢a zordur (Dvegowda ve ark., 1998; Smith, 2001;
Dwivedy ve ark., 2016).



Gidalarda mikotoksin olusturan fungal etmenlerle kimyasal miicadele olduk¢a zor
olmakla birlikte, kullanilan pestisitlerin insan, hayvan ve cevreye verdigi Onemli
zararlarin  yanisira kullanildigi  patojenlerin  dayaniklilik  gelistirmesi bu tiir
uygulamalardan beklenen basariyr getirmemektedir (Singh ve ark., 2010; Sonker ve
ark., 2014; Ramdial ve ark.,, 2017). Son yillarda tiiketicinin sentetik kimyasal
kullaniminin insan sagligina ve ¢eveye verdigi zarar hususunda bilinglenmesi, gelismis
tilkelerde pestisit uygulamalarina gesitli yaptirnm ve smirlamalar getirilmesine sebep
olurken, kullanilan kimyasallarin olumsuzluklarindan dolayr mikotoksin olusturan
fungal etmenlerle miicadelede kimyasal pestisitlere alternatif c¢evre dostu, dogal
mikrobiyal ve kimyasallarin kullanildigi yeni miicadele yontemlerinin arastirilmasi
zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir (Soliman ve Badeaa, 2002).

Ulkemizde ve diinyada bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel hastaliklarla
kimyasal pestisitlere alternatif miicadele yollar1 arasinda, (i) antagonist ve bitki
gelisimini tesvik eden bakteriyel ve fungal biyokontrol ajanlarin kullanildig1 biyolojik
miicadele; (ii) biyotik ve abiyotik uyaricilarin kullanildig tesvik edilmis dayaniklilik;
(iii) bitkisel (bitki ekstrakt ve ugucu yaglar) ve hayvansal kokenli antimikrobiyal
bilesenler mikotoksin olusturan mikroorganizmalar ile miicadelede pestisitlere alternatif
miicadele yontemleri olarak kullanilmakta olan temel miicadele yontemleridir. Bu
baglamda dogal bitki ugucu yag ve ekstraktlarin yanisira Brassica (lahanagiller) bitki
tirlerinden elde edilen isothiocyanate gibi dogal ugucu bilesenlerin gida, insan ve
hayvan patojeni bir ¢ok fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenlerine karsi
antimikrobiyal etkinligi yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Askun ve ark.,
2008; Tyagi ve Malik, 2011; Bisht ve ark., 2011; Kurt ve ark., 2011; Nguefacka ve ark.,
2012; da Silva ve ark., 2012; Cabral ve ark., 2013; Chen ve ark., 2014;0toni ve ark.,
2014; Bomfim ve ark., 2015; Hontanaya ve ark., 2015; Lopez-Meneses ve ark., 2015;
Cisarova ve ark., 2016; Nazareth ve ark., 2016; Hu ve ark., 2017; Tracz ve ark., 2017).

Bu calismada Hatay ilinin 6nemli biber ekim alanlarinda bolge ve iilkemiz
ekonomisine dnemli diizeyde katkisi olan biber meyvelerinde hasat oncesi ve sonrasi
mikotoksin olusturma potansiyeli olan fungal etmenlerden Aspergillus niger, Alternaria
alternata ve Fusarium incarnatum’a karsi kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek
farkli kekik (Thymus vulgaris, Thymbra spicata, Origanumsyriacum), defne (Laurus

nobilis), rezene (Foeniculum vulgare), okaliptiis (Eucalyptus camaldulensis) gibi bitki



tiirlerine ait bitki ugucu yaglari ile farkli kimyasal yapidaki isothiocyanate(ITC)’ lerden
methyl  isothiocyanate  (MITC),2-propenyl  (Allyl) isothiocyanate (AITC),
benzylisothiocyanate(BITC) ve ethyl isothiocyanate (EITC)gibi dogal bilesiklerin
yanisira saglikli biber meyvelerinden izole edilen anatgonist aday endofit bakteri
izolatlarinin  fungal etmenlerin misel gelisimi {izerine olan in vitro antifungal

etkinliginin belirlenmesi amaglanmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mikokotoksin Olusturan Fungal Etmenlerle Miicadelede Bitki Ucucu

Yaglarimin Kullanilmasi Uzerine Yapilan Cahismalar

Son 20 yilda gelistirilen ugucu yag bazli formiilasyonlar, gida kdkenli funguslara
ve bu funguslarla iligkilendirilmis mikotoksinlere karsi miicadelede miikemmel bir
potansiyel gostermeleri, doga dostu-giivenilir bir yaklasim sunduklar1 gerekgelerinden
dolay1 gida iiriinlerini fungus kontaminasyonu ve devaminda gerceklesen mikotoksin
olusumundan korumak ig¢in, basarili bir sekilde sentetik koruyucularin yerini
alabileceklerdir. Farkli iilkelerde gelistirilen ticari preparatlardan olan SporanTM,
PromaxTM, ‘DMC Base Natural’, ECOPCOR, EcoTrol gibi bir¢ok ucucu yag bazli gida
koruyucular ticari olarak kullanilmakta ve ‘genel olarak giivenilir olarak tanimlanmis’
(GRS, Generally Recognized as Safe) kategorisinde yer almaktadirlar (Dwivedy ve ark.
2016).

Yapilan literatiir arastirmalarinda bitki ugucu yaglarimin ve ekstraktlarinin,
bitkipatojeni funguslara kars1 gosterdikleri antifungal 6zelliklerinin arastirildigi ¢ok
sayida arastirma karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tiir aragtirmalarda ugucu yaglarin, daha ¢ok
hasat sonrasi {iriin kayiplarini azaltmaya yonelik kullanilmakta oldugu goriilmektedir.

Asagida daha ¢ok, bu ¢alismada hedef fungal etmenlerden olan Aspergillus niger,
Fusarium incarnatum ve Alternaria alternata ile miicadelede bitki ugucu yaglarinin ve
ekstraktlarinin kullanildig1 ¢alismalara yer verilmistir.

Kritzinger ve ark. (2002), kekik, karanfil, nane, soya fasulyesi ve yer fistig1 ugucu
yaglariin antifungal aktivitelerini, boriilce (Vigna unguiculata (L) Walp) tohumlarinda
sik karsilasilan fungal patojenlerden Aspergillus flavus, A. niger, Fusarium oxysporum,
F. equiseti ve Penicillium chrysogenum'a kars1 in vitro kosullarda test etmislerdir. Kekik
ve karanfil ucucu yaglart her 5 fungusun da gelisimlerini 500 ve 1000 ppm de
engellerken, nane ucucu yaginin 2000 ppm de fungus gelisimlerini engelledigi
bildirilmistir.

Soliman ve Badeaa (2002), 12 tibbi bitkinin ucucu yagmin antifungal
etkinliklerini aralarinda Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus ve Fusarium

moniliforme'nin yer aldig1 farkli hastalik etmenlerine karsi test etmislerdir. Kekik ve



tarcin yaglar1 (4500 ppm), kadife ¢icegi (4200 ppm), nane ve feslegen (3000 ppm)
ucucu yaglart kullanildiklar1 dozlarinda test edilen tiim funguslarin gelisimini tamamen
engellemistir. Kimyon ugucu yagi, 2000 ppm dozda A. flavus, A. parasiticus ve 3000
ppm dozda ise A. ochraceaus ve F.moniliforme’i inhibe etmistir. A. flavus, A.
ochraceus, A. parasiticus ve F. moniliforme, anason ugucu yagi tarafindan 4500 ppm'de
tamamen engellenmistir. Bununla birlikte papatya ve hazanbul ise, tiim
konsantrasyonlarda test edilen funguslara karsi kismen etkili olmuslardir. Sonug
itibariyla, test edilen toksijenik funguslarin 12 ugucu yaga, 6zellikle kekik ve targina
duyarli oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte kekik, tar¢in, anason ve nane gibi ugucu
yaglarin fungus gelisimi ve bugday tanelerinde ilgili fungal tiirler tarafindan {iretilen
mikotoksin liretimi lizerinde de 6nemli diizeyde etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Singh ve ark. (2006), Foeniculum vulgare (rezene) ugucu yaginda GC-MS analiz
yontemiyle %70.1 ile trans-anethole bilesigi oldugunu saptamiglardir. Rezene ugucu
yagiyla yapilan fumigasyon denemesiyle, 6 ml/petri yogunlugunda Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Fusarium moniliforme ve Fusarium graminearum etmenlerin
gelisimlerinin tiimiiyle engellendigi bildirilmistir.

Viuda-Martos ve ark. (2007), Aspergillus niger ve Aspergillus flavus etmenleriyle
miicadelede Thymus vulgaris, Origanum vulgare ve Syzygium aromaticum (karanfil)
ucucu yaglarimin degme etkilerini arastirmislardir. Yapilan denemelerde kullanilan tiim
ucucu yaglari, 440 ul/L dozunda fungusularin misel gelisimlerini tamamen engelledigi
gozlemlenmistir. Antifungal etkinlik bakimmdan Origanum vulgare en etkili ugucu yag
olarak tespit edilmis olup, etkinlik agisindan O. vulgare’yi sirasiyla karanfil ve kekik
ucucu yaglarinin izledigi bildirilmistir.

Szczerbanik ve ark. (2007), hasat sonras1 fungal patojenlere karsi nane, cay, ¢cam
ve targimn  bitkilerinin ucgucu yaglarmin buhar formunda patojenlerin gelisimleri
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla yapmis olduklar1 ¢calismada, ¢ay ve nane ugucu
yaglarininBotrytis cinerea, Fusarium solani, Colletotrichum sp.,Geotrichum candidum,
Rhizopus oryzae, Aspergillus niger ve Cladosporium cladosporiodes’in gelisimlerini
engellemede tar¢in ve ¢am ugucu yaglarindan daha etkili olduklart ancak bu yaglarin
Penicillium digitatum’a kars1 daha diisiik seviyede etkinlik gosterdikleri belirlenmistir.
Nane ve cay ugucu yaglart Penicillium digitatum, Aspergillus niger ve Rhizopus.

oryzae nin spor olusturmasini azaltmalarinin yanisira A. niger’in de spor ¢imlenmesini



engellemislerdir. Sonug itibariyla nane ve ¢ay ugucu yaglarinin buhar haldeki
uygulamalarinin, bazi hasat sonrasi fungal etmenlerle miicadelede etkili olduklar
bildirmistir.

Feng ve Zheng (2007), baz1 ugucu yaglarin (kekik, adacayi, hindistan cevizi ve
sinameki) Alternaria alternata’a kars1 degme etkili antifungal etkinliklerini
degerlendirmislerdir. Sonug olarak sinameki ve kekik ugucu yaglarinin A. alternata’ya
kars1 antifungal etki gosterdikleri, sinemaki ugucu yagi 300-500 ppm dozda fungus
gelismesini tamamen durdurdugu goriiliirken, kekik ugucu yagimin 500 ppm’de etmenin
gelisimini kismen (%62) durdurdugunu bildirmislerdir.

Askun ve ark. (2008), bazi Lamiaceae tiirlerine dahil bitkilere ait (Thymbra
spicata L. Satureja hortensis L.,Origanum onites L., O. vulgare L. subsp. hirtum (Link)
lestswaart, O. vulgare L. subsp vulgare, O. minutiflorum O. Schwarz&P.H. Davis,
Sideritis vuralii H. Duman & Baser ve S. caesarea H. Duman, Aytac, & Baser) ugucu
yaglarinin antifungal etkinligini belirlemek amaciyla dort fungus tiirtine (Aspergillus
flavus, A. niger, A. ochraceus ve Fusarium proliferatum) kars: test edilmistir. Ug bitki
tirti (O. vulgare subsp. hirtum, O. minutiflorum ve T. spicata)’nin metanol ekstreleri,
dort potansiyel mikotoksin olusturan fungal etmene karsi, en diisiik engelleme dozu
olan 1,6 mg / ml'lik konsantrasyonunda dahi antifungal etki gosterdigi bildirilmistir.

Vilela ve ark. (2009), Eucalyptus globulus yapraklarindan elde edilen ugucu yagin
ana bilesigi 1,8-cineole’in antifungal aktivitesini hasat sonu hastalik etmeni
funguslardan Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus’ a karsi arastirmiglardir. Her
iki fungus tiirliniin gelisiminin tamamen engellemesi ugucu yagin, degme ve gaz halinde
uygulanmasiyla miimkiin olmustur. Tek bagina test edilen 1,8-cineole, sadece en yiiksek
1.35 ml/L seviyesinde kismi engelleme gosterdigi belirtilmistir. Aflatoksin B1 iiretimi
ise test edilen ugucu yag uygulamalariyla azalmis olup, ugucu yagin 200 ml/L dozunda
funguslarda kismi engelleme gozlemlendigi bildirilmistir.

Bisht ve ark. (2011), ticari agidan 6nemli li¢c aromatik bitkiden (Acorus calamus,
Origanum vulgare ve Cinnamomum tamala) ekstrakte edilen ugucu yaglarin antifungal
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Bu ugucu yaglarinin antifungal etkinlikleri,
Aspergillus flavus ve Aspergillus niger'e kars1 degerlendirilmistir. Engelleyici 6zelligin
belirlenmesi i¢in disk difiizyon yontemi kullanilmigtir. Test edilen yaglar arasinda O.

vulgare ugucu yagi en yiiksek engelleme aktivitesi gostermistir. Bununla beraber her 3
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ucucu yagm da A. flavus ve A. niger'in gelisimlerini 6nemli diizeylerde engelledikleri
bildirilmistir.

Tyagi ve Malik (2011), Eucalyptus globulus ugucu yagmin antimikrobiyal
aktivitesini sirasiyla, agar diliisyon / disk difiizyon yontemi kullanilarak degme ve buhar
fazinda, gida {rlinlerinde bozulmalara neden olan 14 mikroorganizmaya karsi
arastirmiglardir. Ucgucu yaglarin minimum engelleme dozu (minimum inhibitory
concentration / MIC) bakteri ve fungus tiirlerinde 2.25 ila 9 mg / ml arasinda, maya
tiirlerinde ise 1.13 ila 2.25 mg / ml arasinda degismistir. Kayda deger yliksek
antimikrobiyal aktivitenin ugucu yaglarin buhar fazinda gézlemlendigi bildirilmistir.

da Silva ve ark. (2012), mikotoksin iireten funguslardan Aspergillus flavus ve
Aspergillus niger’e kars1 rezene (Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae), nane (Mentha
piperita L., Lamiaceae) ve kekik (Thymus vulgaris L., Lamiaceae) ugucu yaglarinin
antifungal aktivitelerini arastirmiglardir. Ucgucu yaglarin farkli konsantrasyonlarinin
antifungal etkisi kat1 ortam disk diflizyon testi ile belirlenmistir. Kati ortam difiizyon
testi ile konsantrasyonlar1 belirlenen her bir ucucu yag i¢in miselyal gelisim ve
sporulasyon kapasiteleri belirlenmistir. Ayrica besinci, yedinci ve dokuzuncu giinlerde
miselyal capt ve spor iiretimi de belirlenmistir. Sivi besi yerinde mikrodiliisyon
analizinden sonra hiicre canliligin1 degerlendirmek igin FUN-1 boyamasi yapilmustir.
Rezene, zencefil, nane ve kekik i¢in etkili konsantrasyonlar sirasiyla, % 50, 80, 50 ve 50
(yag / DMSO; v / v) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada analiz edilen dort ugucu yag
antifungal etki gostermistir. Ayrica ugucu yaglar ile muamelesinden sonra potansiyel
mikotoksijenik funguslar Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus'un hiicre
canliligmi degerlendirmek icin FUN-1 boyamasinin uygun bir yontem oldugu
bildirilmistir.

Kog¢ ve Kara (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada kekik (Thymus vulgaris L.),
biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ve defne (Laurus nobilis L.) ugucu yaglarinin
antifungal etkilerini, gida maddelerinde bozulmalara sebep olan Aspergillus flavus ve
Aspergillus  parasiticus’a karsi  degerlendirmisleridir.  Antifungal aktivitelerin
belirlenmesinde agar diliisyon yontemi kullanilmistir. Antifungal etkileri aragtirilan
ucucu yaglar, test edilen her iki fungus tiiriinde de engelleyici etkiler sergilemislerdir.
Kekik yagi, fungus gelisimi iizerinde en yiliksek antifungal etkiyi gostermis olup, bu

yag1 sirastyla biberiye ve defne ugucu yaglar izlemistir. Bu ¢alismayla kekik ucgucu
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yagmin depolanmis iiriinlerde zarara yol acan funguslara karsi etkili oldugu, bu
etkileriyle ucucu yaglarin gidalarda yaygin olarak kullanilan koruyucu katki
maddelerinden potassium sorbate’a alternatif olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Sonker ve ark. (2014), Hindistan''n Utrak Pradesh bdlgesindeki Gorakhpur
sehrinin farkli pazarlarindan rastgele topladiklar1 35 farkli depolanmis iiziim (Vitis
vinifera L.) 6rneginden, 11 fungus tiirli izole etmislerdir. Elde edilen fungal tiirlerden
Aspergillus flavus, Aspergillus niger ve Aspergillus ochraceus’un iiriinlerde sirasiyla %
58,% 52 ve % 67 oranlarinda ¢iiriimelere neden olmuslardir. Test edilen 15 ugucu yagin
0.33 upl/mL'de uygulanmasi sonucunda, Cymbopogon citratus yagi, yukarida
bahsedilen baskin funguslara karst %100 misel gelisimin engellenmesine neden
olmustur. Ugucu yag, 0.29 pL / mL'de fungistatik olup, toplanan orneklerde meyve
curiikliigiiyle iliskilendirilmis diger fungal tiirlere karsi1 da genis bir mikotoksite
sergilemigtir. Cymbopogon citratus yag 0.8 ul/mL dozunda Aspergillus flavus,
Aspergillus niger ve Aspergillus ochraceus'un mikotoksijenik izolatlarin gelisimini ve
mikotoksin (AFB1 ve OTA) liretimlerini tamamen engellemistir. Yapilan ¢alismada, 1
kg depolanmis {iziimiin iizerine 200 - 300 pL C. citratus yagi uygulamasinin iriin
tizerinde herhangi bir fitotoksite gostermedigi ve raf omriinii 10 giine kadar arttigi
belirtilmistir. Bu sonuglarla C. citratus ugucu yaginin, depolanmis tiziimlerdeki hasat
sonu ¢iirlimlere neden olan funguslarinin kontrolii i¢in ticari fungisitlere dogal bir
alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Lopez-Meneses ve ark. (2015), okaliptiis (Eucalyptus globulus L.), kekik (Thymus
capitatus L.), yalanci karabiber (Schinus molle L.) ugucu yaglarmin Aspergillus
parasiticus ve Fusarium moniliforme'nin misel gelisimini engellemeleri iizerine olan
potansiyellerinin yanisira ugucu yaglarin funguslarca mikotoksin tiretme yeteneklerini
kontrol etme potansiyelleri yoniinden de degerlendirilmislerdir. Yart maksimum
engelleme konsantrasyonunu elde etmek icin kinetik yarigap biliylime verileri
kullanilmistir. Tiim ugucu yaglar, her iki tiiriin yaricap biiyiimesi {lizerinde Onemli
diizeyde etki gostermistir. Fungal etmenlerin 96 saatlik inkiibasyondan sonra kekik
ucucu yagi, 1000 ve 2500 pL/L konsantrasyonlarinda sirasiyla, F. moniliforme ve A.
parasiticus'un gelisimini tamamen engellemistir. Okaliptiis ve kekik ugucu yaglari, A.
parasiticus'un spor ¢imlenmesini dnemli Gl¢iide azaltmistir. F. moniliforme'nin spor

cimlenme inhibisyonu okaliptiis, yalanci karabiber ve kekik ugucu yaglarma maruz
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kaldiginda %84.6, %34.0 ve% 30.6 olarak saptanmistir. Kekik ve okaliptiis ugucu
yaglar sirastyla, aflatoksinde %4 ve fumonisinde %31 oranlarinda {iretimi azaltmistir.
Ugucu yag konsantrasyonu arttirildiginda spor canliligi etkilenmistir ve kekik ugucu
yagi her iki fungusun ¢ogalmasini azaltmistir. Yine bu ugucu yagin F. moniliforme ve
A. parasiticus'un gelisimini ve mikotoksin tiretimini etkiledigi bildirilmistir.

Bomfim ve ark. (2015), Rosmarinus officinalis L. ugucu yaginin antifungal
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Fusarium verticillioides in misel gelisiminin
ucucu yagin 150 mg/mL dozunda Onemli Ol¢lide azaldigimi, 300 mg/mL
dozuygulanmasiyla, fungusun hiicre duvarinin bozulmasi ve sitoplazmik sizintilar gibi
belirgin mikroskobik ve morfolojik degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir.
Ucgucu yagmn 300 mg/mL’ deki konsantrasyonlart fumonosin ve ergosterol iiretimini
etkilemek suretiyle antifungal etkinlik gostermistir. Sonug¢ olarak ugucu yagin, hiicre
duvarinin yapisin1 bozarak, hiicre bilesenlerde zarara yol agtig1 bdylece fumonisin ve
ergosterol {iretimini engelleyerek ederek F. verticillioides’e kars1 etkin oldugu
bildirilmistir.

de Lima ve ark. (2016), Alternaria alternata ve Alternaria dauci'nin kontrol
edilmesi amaciyla sarimsak, biber ve kisnis bitki ekstraktinin yan1 sira tespih agaci ve
portakal kabugu ugucu yaglarinin aktivitelerini ve bu yaglarin havu¢ tohumlarinin
cimlenmesine olan etkilerini arasgtirmiglardir. Sarimsak ekstresi ve portakal ucucu
yaglar1 daha diisiik konsatrasyonlarda basarili sekilde funguslar1 engellediklerinden,
havu¢ tohumlarinin ¢imlenmesini ve ekim sonrasi ¢ikislarimi etkilemediklerinden, A.
dauci ve A. alternata ile miicadelede potansiyel olarak goriildiikleri belirtilmistir.

Farah ve ark. (2016), Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
ve Penicillium chrysogenum’a kars1 feslegen, targin, okaliptiis, mandalina, keklik otu,
nane, ¢ay ve kekik gibi bitkilerden elde edilen sekiz ugucu yagin antifungal
aktivitelerini, bu funguslarin gelismeleri iizerine olan etkinliklerini aragtirmislardir. En
yiiksek antifungal etkinlik, test edilen tiim funguslara karsi en diisiik engelleme dozu
sergileyen kekik ve oregano ucucu yaglarinda gorilmistiir. Diger ugucu yaglarin
antifungal aktivitesi ise azalan sekilde targin, nane, ¢ay ve feslegen bitkilerinden elde
edilen yaglar olarak siralanmistir. Okaliptiis ve mandarin, 10.000 ppm de fungus
gelisimini herhangi bir sekilde engelleyemediklerinden en diisiik etkili ucucu yaglar

olmuglardir. Ayrica bu iki ugucu yagin karigimi da test edilen tiirler {izerinde higbir etki
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gostermemigstir. Kekik ve keklik otu karisimi A. flavus, A. parasiticus ve P.
chrysogenum’a kars1 yiiksek sinerjik etki gosterdigi, yine nane ve ¢ay karigimlart A.
niger'e kars1 sinerjik etki yarattigi bildirilmistir.

Cisarova ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismalarinda Aspergillus cinsine dahil {i¢
fungus izolatina (A. parasiticus, A. parasiticus ve A. flavus) karst 15 ugucu yagmn
antifungal ve anti-toksinogenik aktivitesini degerlendirmeyi amaglamislardir. Test
edilen ucucu yaglarin en diisiik engelleme dozu mikro atmosfer yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Test edilmek tlizere Jasminum officinale L., Thymus wvulgaris L.,
Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, Rosmarinus officinalis L., Ocimum
basilicum L., Eucalyptus globulus Labill., Salvia officinalis L., Citrus limon (L.) Burm,
Origanum vulgare L., Lavandula angustifolia Mill., Carum carvi L., Citrus sinensis
(L.) Osbeck., Zingiber officinalis Rosc., Mentha piperita L. ve Cinnamomum
zeylanicum Nees. (C. verum J.S.Presl.) bitkilerinden elde edilen orijinal ticari ugucu
yaglar kullanilmistir. Biitiin ugucu yaglar, test edilen tiim fungus tiirlerine kars1 aktivite
gostermislerdir. Inkiibasyondan 14 giin sonra A. flavus (KMi-202-LR) misel gelisimi C.
limon tarafindan %18.70, C. sinensis tarafindan %5.92 oranlar ile en yiiksek diizeyde
engelleme gosterirken, A. parasiticus (KMi-220-LR) izolat1 R. officinalis tarafindan %
20.56'lik bir engelleme yapmistir. Mikro-atmosfer yontemi kullanarak test edilen tiim
funguslara kars1 en iyi antifungal aktivite sirasiyla S. aromaticum, T. vulgaris ve O.
vulgare tarafindan gosterilmistir. Ugucu yaglardan C. carvi, R. officinalis, S. officinalis,
Eucalyptus globulus ve O. basilicum uygulamalarindan sonra AFB1 ve AFGI
mikotoksinlerinin tiretimlerinin engellendigi belirtilmistir.

Hu ve ark. (2017), Aspergillus flavus’a kars1 zerdegal (Curcuma longa L.) ugucu
yagiin, in vitro sartlarinda antifungal aktivitesi ve potansiyel mekanizmasini ek olarak
in vivo kosullarindada anti-aflatoksijenik etkinligini aragtirmislardir. Bu ugucu yagm
antifungal aktivitesinin, misel biiylimesi, spor ¢imlenmesi ve aflatoksin iiretimi iizerine
etkisini doza bagl bir sekilde gozlemlemistir. Yapilan detayli gézlemler sonucunda, bu
yagin sahip oldugu antifungal etki mekanizmasmin fungusun plazma membrani ve
mitokondride de dahil hiicre endomembran sisteminin bozulmasi, bagka bir deyisle
ozellikle ergosterol sentezinin inhibasyonu, mitokondriyal ATPaz, malat dehidrogenaz
ve siiksinat dehidrogenaz aktivitelerini bozmak suretiyle ger¢eklestirdigini

bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, misirdaki fungus kontaminasyonu baskilayabilme
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yeteneginden dolay1 zerdegal ugucu yagmin g¢evre dostu bir antifungal madde olma
potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir.

Lema ve ark. (2018), Nijerya’nin énemli biber iiretim alanlarinda yetisen 3 farkli
onemli biber tiirlerinde (Capsicum chinense, C. frutescens L. ve C. annum L.) sorun
olan fungal hastalik etmenlerin belirlenmesine yonelik yapmig olduklar1 ¢aligsmalarinda,
27 farkli 6rnekten izolasyon yapmislar, elde edilen fungal etmenlerin teshis ¢aligmasi
sonucunda biber ¢esitlerinde sorun olan fungal tiirlerin Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigates, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae,
Penicillium corylophilum, Rhizopus stolonifer ve Verticillium spp. oldugunu

belirlemiglerdir.

2.2. Mikokotoksin olusturan Fungal Etmenlerle Miicadelede Isothiocyanate

(ITC) Bilesiklerinin Kullanilmasi Uzerine Yapilan Cahsmalar

Gida irilinlerinde fungus gelisimlerini Onlemek adina ¢esitli yontemler
onerilmektedir. Bitki ucucu yaglar1 genis antifungal etkinlikleri ve tliketim
giivenliginden dolay1 biiyiik bir ilgiyle arastirilmaktadirlar (Chen ve ark. 2014).
Isothiocyanate bilesikleri de bitkilerden (6zellikle Brassicaceae familyasi) elde edilen
etkili ugucu yaglar olup mikotoksijenik Aspergillus(Hontanaya ve ark. 2015), Alternaria
(Troncoso-Rojas ve ark. 2005), Fusarium (Nazareth ve ark. 2016) ve Penicillium (Tung
ve ark. 2007) tiirlerine kars1 antifungal etkinlik gostermektedirler.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda, kurutmalik biberlerde mikotoksin olusturan
funguslara kars1 isothiocyanate bilesiklerinin  kullanimi 1ile ilgili ¢alismalara
rastlanilmamustir. Onceden yapilmis diger calismalarda ise &zellikle hasat sonrasinda
tirlinlerde zararlara yol agabilen ve bu calismadaki hedef patojenleri (Alternaria
alternata, Fusarium incarnatum ve Aspergillus niger) de igeren Alternaria, Aspergillus
ve Fusarium cinslerine ait tiirlerin gelisimlerinin engellenmesi adina isothiocyanate
bilesiklerinin kullanildig1 ¢alismalara asagida yer verilmistir.

Drobnica (1967), yapmis oldugu c¢alismada bazi Isothiocyanate (ITC)
bilesiklerinin funguslara kars1 etkinliklerini arastirmiglardir. Yapilan denemeler
sonrasinda ITC tiirevlerinin Aspergillus niger, Rhizopus oryzae,P. cyclopium ve bir¢ok

saprofit fungal etmen iizerinde antifungal etkinliklerinin goriildigii belirtilmistir. Test
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edilen bilesiklerden ¢ogu, R. oryzae’ye karsi gostermis olduklar diisiik etkinlileriyle, S-
phenylethyl ITC ve benzyl ITC (BITC) 1in alt bilesenlerinin aksine bir birine yakin
etkiler gosterdikleri bildirilmistir.

Mari ve ark. (2002), armutlarda mavi kiif etmeni Penicillium expansum’a karsi
ally isothiocynate (AITC) bilesiginin antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
24 saat boyunca 5 mg/L. AITC uygulanmig ortamda fungusun gelisimi en etkili sekilde
durduruldugu, sonug itibariyle uygulamalarin, mavikiifiin ortaya ¢ikis oranini %90
oraninda azalmaya neden olmak suretiyle, Penicillium expansum ile miicadelede AITC
bilesiginin kullanilmasinin ekonomik agidan kimyasal fungusitlere bir alternatif
olabilecegi bildirilmistir.

Troncoso ve ark. (2005), dolmalik biberlerde sorun olan Alternaria kaynakli
fungal clirlimeleri kontrol etmek amaciyla lahana kokenli bazi isothiocynate bilesikleri
kullanmiglardir. Kat1 faz mikro ekstraksiyonu ve gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi ile lahana yapraklarindan sirasiyla 1:3.5:5.3:9.6 oraninda allyl, benzyl,
2-phenylethyl ve methyl isothiocyanate bilesikleri elde edilmistir. Diisiik yogunluklu
polietilen torbalarda ambalajli veya paketsiz 0.28 ve 0.56 mg/ml methyl isothiocyanate
(MITC) uygulamas1 ve pozitif kontrol olarak bir ticari fungisit kullanilarak A. alternata
uygulanmis biberler iizerinde test edilmistir. MITC’in 0.03 mg/ml konsantrasyonun, in
vitro ortamda Alternaria gelisimini % 100 oraninda engelledigi bildirilmistir.

Troncoso-Rojas ve ark. (2009), allyl-isothiocyanate (AITC), benzyl-
isothiocyanate (BITC) ve birbirleriyle karigtirtlmig isothiocyanateler (AITC, BITC,
phenyl-isothiocyanate (PITC) ve 2-phenylethyl-isothiocyanate (MITC)’larin fungisidal
etkilerini hasat sonrasi kavun meyvelerinde kalite kaybina neden olan Alternaria
alternata’ya karsi test edilmistir. Test edilen konsantrasyonlarda hem AITC hem de
MITC’1n Alternaria kaynakli ¢iiriimeleri % 82.73 ile % 88.67 arasindaki oranlara kadar
diistirdiigli  goézlemlenmistir. Uygulamalar sonrasinda AITC, BITC ve MITC’in
kavunlarda hasat sonrasi hastaliklarin kontrol edilmesi amaciyla sentetik fungisitlere
alternatif miicadele yontemi olabilecegi bildirilmistir.

Santos ve ark. (2010), ucucu bir bilesik olan ally isothiocynate (AITC)’nin
fumigant 6zelliklerinden faydalanarak, 6zellikle depolarda misir tanelerinde sorun olan
mikotoksin {reticisi funguslara karst 30 gilinlik depolama siiresince patojenler

tarafindan kontamine olmus misirdaki mikotoksin iiretimini azaltmak i¢in AITC'nin gaz
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fazinda kullanimini arastirmiglardir. Misir taneleri fungus gelisimine oldukca duyarli
olup mikotoksinler yaygin olarak depolanmis misirda bulunmaktadirlar. Sonug olarak
yapilan denemelerin basarili oldugu, fungus gelismesi ve bunlarin {rettikleri
mikotoksinlerin olusumunun engellendigi bildirilmistir.

Otoni ve ark. (2014), yapmis olduklari bir c¢alismada, allyl isothiocyanate
(AITC)'nin Aspergillus flavus'a karsi antifungal etkisini degerlendirmeyi, yer
fistiklarinda Aspergillus flavus sporulasyonunu kontrol etmek i¢in AITC bilesenlerini
iceren bir paket gelistirmeyi ve 90 giinliik bir siirecte liriin ve paket bosluklarindaki
kalinti AITC miktarin1 8lgmeyi amaglamislardir. /n vitro sartlarinda difiizyon ve ugucu
duyarlilik testleri, A. flavus'a kars1 0.215 ppb AITC"in etkinligini gdstermistir. Invitro ile
gercek gida analizlerinde farkli bilesenlerinden kaynakli farkli antimikrobiyal verim
goriildiigii icin AITC ile uygulanmis paketler, 25 © C'de 90 giin yer fistiklariyla
depolanmustir. Bir hafta sonunda Aspergillus flavus’un canli kalma oraninda 10 kat
azalma goriilmiis ve 60 giin sonraki canli kalma 4.81 log olacak kadar azalmistir.
Depolama periyodu boyunca iriinlerde kalinti AITC saptanmazken, paket
bosluklarindaki ugucu AITC ise zamanla azalmistir. Ugucu AITC'min %92.4' ilk 15
giin igerisinde azalmistir ve 30 giin sonra artik AITC tespit edilmemistir. Yapilan bu
calisgmada AITC'nin A. flavus sporulasyonunu geciktirdigi tespit edilmistir. Ayrica yer
fistiklarinin yerlestirilecegi bu paketlerin, AITC'nin antimikrobiyal bir madde olarak
kullanilabilmesi adina umut vaat eden bir sistem oldugu bildirilmistir.

Okano ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada, depolanmis musirlarda aflatoksin
ireticisi funguslar1 kontrol etmek amaciyla ticari bir hardal tohumu 6ziitii (Wasaouro®)
ile allyl isothiocyanate (AIT)’1n buhar etkisinin etkinligini belirlemeyi amaclamislardir.
Kapal1 konteynir igerisindeki AIT konsantrasyonu, 14. giinde 54.6 ng/mL ile en {ist
seviyesindeyken 42. giinde 21.8 ng / mlL'de seviyesinde kalmistir. AIT cesitli
aflatoksijenik funguslarla bulagik steril edilmis ve edilmemis misir tanelerinde,
funguslarin gelismelerini gozle goriiliir bir sekilde engellemistir. Bununla birlikte
ornekleri kiiltiire alma yoluyla ileAspergillus penicillioides ve Aspergillus restrictus,
Aspergillus glausus grubu gibi funguslar tespit edildigi bildirilmistir.

Nazareth ve ark. (2016), yapmis olduklar1 ¢calismada, allyl isothiocyanate (AITC)
bilesigini kullanarak, bugday unu igerisinde Aspergillus parasiticus (aflatoksin tireticisi)

ve Fusarium poae (beauvercin ve enniatin iireticisi) tarafindan mikotoksin iiretiminin
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engellenmesini amaglamislardir. Bugday unu (2gr) ile doldurulmus petri kaplari, A.
parasiticus veya F. poae’nin her biri i¢in 10* konidi/g olacak sekilde inokulasyon
yapilmig ve 6rnekler 1 L cam kavanozlara konulmustur. Kavanozlar hava gecirmeyecek
sekilde kapatilmis ve 23 ° C'de 30 giin boyunca tutulmuslardir. Mikotoksinlerin tanisi
ve miktarlart LC-MS/MS yoluyla yapilmistir. Denemeler sonunda 0.1 pL/L allyl
isothiocyanate (AITC)’in bile mikotoksin tiretimini %6.9-23 oraninda engelleme
sagladigi bildirilmistir.

Tracz ve ark. (2017), Aspergillus parasticus, Fusarium tricinctum, Fusarium
verticillioides, Alternaria alternata ve Gibberela zeae funguslari tarafindan misir
tohumlarinda olusturulan mikotoksin iiretiminin engellenmesi adina allyl isothiocyanate
(AITC) bilesiginin antifungal etkinliklerini degerlendirmislerdir. Misir tohumlar1 48
saat boyunca 50, 100 veya 500 mL / L'de gaz halindeki AITC ile muamele edilmistir.
Daha sonra, siseler 24 saat boyunca siseler agilmistir ve 100 gr misira, her iki fungus
tirinden 105 konidi/g olacak sekilde bu musirlara inokiile edilmistir. Siseler 30 giin
boyunca 23 C’de tutulmus ardindan misirlardaki mikotoksin miktar1 ile AITC kalintis1
degerlendirilmistir. AITC kullanilmayan tiim kontrol gruplarinda mikotoksinler
tretilirken AITC muamelesi yapilmis gruplarda 12 mikotoksinin iiretimi tespit
edilemeyen seviyelerde tutabilmistir. AITC penetre edilmis tohumlarda 30 dakika sonra
(~16%) kalint1 dozu belirlenmis ve bunlar uzun bir koruma periyodu sergilemislerdir.
Yapilan bu caligmayla gaz halindeki AITC’1n misirda mikotoksin iiretimini 6nlemek
i¢in potansiyel bir koruyucu madde olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Nazareth ve ark. (2018), depolanmis misirlarda Aspergillus parasiticus ve
Fusarium verticillioides’in iiretmis olduklar1 mikotoksinleri (aflatoxins B1, B2, G1 and
G2, fumonisins B1 and B2 ) ve bu funguslarin gelisimlerini engellemek amaciyla allyl
isothiocyanate (AITC) 1n antifungal etkinligini degerlendirmislerdir. AITC’mn 50 uL/L
konsatrasyonundaki AITC uygulamasi sonrasit kontrollerle karsilastirildiklarinda A.
parasiticus ve F. verticillioides sirasiyla, 3.17 log (CFU/g ) ve 3.9 log (CFU/g ) olarak
belirlenmis ve 180 giiniin ardindan fungus popiilasyonu onemli derecede azalmistir.
Ayrica AITC’nin 10 ve 50 pL/L uygulamasi, her donem i¢in fumonisin B1 iiretimini

engellemistir. AITC uygulanmis gruplarda ise aflatoksinler tespit edilmemistir.
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2.3.  Mikokotoksin Olusturan Fungal Etmenlerlere Kars1 Bakterilerle Biyolojik

Miicadele Uzerine Yapilan Cahsmalar

Bitkilerde hastalik olusturan patojenlerle miicadelede basvurulan yontemlerden
biri de biyolojik miicadele olup (Tjamos ve ark. 2010), yapilan literatiir
aragtirmalarinda, 6zellikle kurutmalik biberlerde mikotoksin olusturan fungal kokenli
patojenlerle biyolojik miicadelede antagonist bakterilerin kullanildigi ¢alismalara
oldukga kisitli sayida rastlanilmistir. Farkli bitkilerde meydana gelen fungal kokenli
hastaliklarla biyolojik miicadelede c¢esitli bakteri tiirlerinin kullanildigi ¢ok sayida
calisma karsimiza ¢ikmaktadir. Bundan dolayi, 6zellikle bu calismada hedef olarak
belirlenen patojenler (Fusariumincarnatum, Alternaria alternata, Aspergillus niger) ve
bu patojenlere yakin tiirlere karsi miicadelede bazi antagonist bakterilerin kullanildigi
calismalara agagida yer verilmistir.

Sid ve ark. (2003), ispanaya’nm farkli {iretim alanlarindaki biberlerden izole
ettikleri ve saflastirdiklart 500 den fazla bakteri izolasyonunu, in vitro ortaminda
Phytophthora capsici ve Alternaria alternata'ya karsi1 antifungal etkinliklerini
degerlendirmislerdir. Izolatlardan 60 tanesi (% 12), patojenlerden en az birine karsi
engelleme zonu olustururken 10 tanesi test edilen her iki patojen ilizerinde de giiclii
engelleme etkisi gostermistir. Bu 10 izolat daha sonra in vivo sartlarinda biber
bitkilerinde Phytophthora kok ¢iiriikligii ve Alternaria yaprak lekelerinin biyolojik
kontrolii i¢in sec¢ilmislerdir. Bu izolatlardan HS93, 1L.S234, LS523 ve LS674 olarak
adlandirilan 4 tanesi sirasiyla, P. capsici kok ¢lrtimesini % 80, 51, 49,54 ve A.
alternata yaprak lekelerini %54, 74, 62 ve 53 oraninda azaltmistir. Ayrica HS93’{in
muhtemelen, Bacillus subtilis LS234, LS523 ve LS674 ise Bacillus licheniformis tiiriine
ait olduklar1 bildirilmistir.

Zhang ve arkadaslar1 (2009), Fusarium oxysporum ve F. graminearum tarafindan
olusturulan hastaliklarin tedavisinde kullanilan kimyasal pestisitlere alternatif olarak
antagonist bakterilerin etkinliklerini degerlendirmislerdir. Soya fasulyesi ve musir
koklerinden izole edilen 22 Bacillus subtilis izolati bu funguslarin misel gelisimlerini
engellenmesini degerlendirmek amaciyla ikili kiiltiir denemeleriyle test edilmistir.
Biitiin izolatlarn, F. oxysporum'un misel gelisimini yaklasik % 17-48 ve F.

graminearum’un misel gelisimini % 10-32 oraninda azalttig1 bildirilmistir. Ayrica daha
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etkili 10 Bacillius subtilis izolatinin ise spor ¢imlenmesini, F. oxysporum i¢in % 20-48,
F. graminearum i¢in ise % 14-32 oranlarinda engelledigi belirlenmistir. Sonugta,
tamimlanan Bacillus subtilis izolatlarinin topraga verilmek suretiyle soya fasulyesinde
Fusarium’lar ile miicadelede pestisitlere alternatif olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Pastor ve ark. (2012), domates ve biber bitkisinin rizosfer topraklarindan izole
ettikleri fluorescent Pseudomonas spp. tiirlerini fungal patojenlere karsi potansiyel
antagonistler olarak in vitro sartlarinda degerlendirmislerdir. Bakteri tiirleri yaprak
yaniklig1 (Alternaria alternata f. sp. lycopersici), giiney yanikligi (Sclerotium rolfsii
Sacc.), ve kok cirtikliigii (Fusarium solani) etmenlerine karsi test edilmislerdir. Secilen
bakteri tiirleri oOzellikle %25 TSA ortaminda Alternaria alternata f. sp.
lycopersicigelisimini engellemistir. Sclerotium rolfsii Sacc. ve Fusarium solani
tizerindeki antagonist etkinin ise King B ortaminda daha biiyiik oldugu bildirilmistir.

Raut ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada mikrobiyal antagonistler kullanarak
Aspergillus niger gelisimini ve bu fungus tarafindan olusturulan mikotoksin
olusumunun engellenmesini amaclamislardir. Iki Bacillus, bir Trichoderma ve iic
Pseudomonas olmak iizere 6 mikrobiyal bakteri tiirli biyokontrol etkinlikleri agisindan
degerlendirilmiglerdir. Bakteri tiirlerinin {irettikleri bilesiklerin antifungal etkinlikleri
kuru maddenin tespiti, mikroskobik gozlemler ve enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) testisyle gozlemlenmistir. Test edilen tiirlerin diginda, B. amyloliquefaciens
1014 kiiltiriniin A.niger'e kars1 daha yiiksek antifungal aktiviteye sahip metabolitler
tiretigi  belirlenmistir. Sonug¢ olarak B. amyloliquefacines 1014'1n metabolitlerinin
termostabil oldugu ve sterilizasyondan sonra antifungal aktiviteyi devam ettirdigi
bildirilmistir.

Song ve ark. (2014), Fusarium cf. incarnatum’un neden oldugu ginseng kok
ciriikliigiine karst biyolojik miicadele amaciyla, ginseng koklerinden ve gesitli
topraklardan  izole edilen 392  bakteri izolatimin antifungal etkinligini
degerlendirmislerdir. Patojene karsi gii¢lii antagonist 6zelliklerinden dolayr 12 bakteri
izolat1 secilmistir. Test edilen bakteri izolatlar1 igerisinden B2-5 izolati patojenin
miselyal gelisimini en fazla engelleyen izolat olurken bunu B8 izolati izlemistir.
Yapilan tiir teshisi sonrasinda B2-5 izolatinin
Bacillusamyloliquefaciens subsp. plantarum  oldugu  belirtilmistir. =~ Sonug  olarak

Bacillusamyloliquefaciens subsp. plantarum (B-25)’in Fusarium cf incarnatum 'un
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neden oldugu ginseng kok ciirlikliigiine karsi biyolojik miicadelede bir mikrobiyal
madde olarak iyi bir potansiyele sahip oldugu bildirilmistir.

Zhu ve ark. (2015), tiitiinden izole edilmis bir Bacillus megaterium izolati1 olan
Strain L2 izolatini, tiitiinlerde kahverengi nokta hastaligi etmeni Alternaria alternata
‘nin miselyum biiyiimesini, spor ¢imlenme oranini ve spor ¢ikisini sinirlandirmak tizere
uygulamiglardir. Sonuglar, bakterilerin yaklasik % 1.5-% 20'lik bir konsantrasyonunun
hiflerin gelisimini etkili bir sekilde Onleyebildigini gostermistir. Ayrica bakteri
yogunlugu ne kadar fazla olursa, A. alternata tizerindeki etkinligin de o kadar fazla
oldugu bildirilmistir.

Catello ve Massimo (2015), domateslerde erken yaniklik etmeni Alternaria
alternata’ya karsi bazi Solanaceae tiirlerinden izole edilmis 93 bakteri izolatinin
antifungal etkinligi degerlendirmislerdir. En aktif 20 tiir ¢esitli metodlarla karakterize
edilmistir. Segilen dort izolat ile yapilan denemelerde A. alternata’nin domates
tizerindeki hastalik siddetini azalttig1 bildirilmistir. Yapilan mikroskobik g¢aligmalarla,
fungus hiflerinde Bacillius kaynakli deformasyonlarin olustugu belirtilmistir.

Kumari ve ark. (2017), nohut rizosferinden izole ettikleri 69 Rhizobacteria’yi,
Fusarium oxysporum f'.sp. ciceris’e kars1 antagonistik potansiyelleri agisindan in vitro
kosullarda degerlendirmislerdir. Bunlardan 30 tanesi patojen fungusun gelisimini
sinirlandirmis ve 13 tane giiglii antagonist ise fonksiyonel Ozellikleri agisindan
degerlendirilmistir. Potansiyel Psl4c izolati tek basina ve Mesorhizobium ciceris ile
birlikte nohut tohumlarina uygulanmasiyla birlikte bitkilerde, kontrol gruplarina (% 74)
gore daha az solgunluk (sirastyla % 48 ve % 28) goriildiigii ayrica bitkinin gelismesinde
gozle goriiliir bir artigin yasandig bildirilmistir.

Oniel ve ark. (2018), Bacillus ve Pseudomonas cinsi antagonist bakterilerin
Botrytis cinerea ve Alternaria alternata'nin misel gelismesi {izerine olan etkinligini
degerlendirmislerdir. Bu bakteriler ayrica depolanmis yaban mersini Uzerindeki
Alternaria ciirtikliiginiin ve bunlarin olusturduklari hifsel yapilarin engellenmesi
acisindan da degerlendirilmistir. Sonug itibariyla ¢esitli antagonist bakterilerin, B.
cinerea ve A. alternatamin misel gelisimini sirasiyla %42 ve %27'ye kadar azalttig
gozlenmistir. Bu bakterilerin, ayrica her iki tiiriin yaban mersini {izerinde olusturduklari

clriimelerin sikligin1 ve siddetini de sirasiyla %50 ve %64'e kadar azalttig1 goriilmiistiir.
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Calisma sonuglariyla antagonistik bakterilerin, yaban mersininde hasat sonrasi meyve

clirimelerinin kontrolii i¢in potansiyel bir yontem oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullamlan Mikroorganizmalar, Kimyasalar ve Aletler

Calismanin ana materyalini olusturan fungal etmenlerFusarium incarnatum,
Alternaria alternata ve Aspergillus niger Hatay ilinin 6nemli biber ekim alanlarinda
(Antakya, Altinozili, Reyhanli) ve Antakya ilgesinde kurutmalik iiriin ve baharat satisi
yapan aktarlarda ve halk pazarlarinda satilan kirmizi biber &rneklerinden Patates
Dekstroz Agar (PDA) iizerinde izole edilmis olup, tiir teshisleri gerek morfolojik
gerekse molekiiler yontemlerle yapilmistir. Fungal etmenlerin patojenite testi saglikli
biber meyveleri tizerine inokule edilmek suretiyle yapilmis ve benzer simptomlar elde
edilmek suretiyle patojenite diizeyleri teyit edilmistir. Fungal izolatlar PDA besi
yerinde, +4 °C de muhafaza edilerek denemelerde kullanilmistir. Hastalik etmenlere
kars1 etkinligi belirlenen antagonist bakteri izolatlar1 ise kurutmalik biberlerin temin
edildigi bolgelerden alinan saglikli taze ve yine hastalikli kuru biberlerin alindigi
yerlerdeki saglikli kurutmalik biberlerin igsel (endofitik) dokularindan segici King’s B
Agar (KB) ve genel Trypic Soybean Agar (TSA) besi ortamlarina iizerinde izole
edilmis olup, tiir teshisleri gerek morfolojik gerekse molekiiler yontemlerle yapilmistir.

Caligmanin bir diger 6nemli ana materyallerinden farkli kimyasal yapilardaki
isothiocyanate(ITC)’lardan; methyl isothiocyanate (MITC),2-propenyl (Allyl)
isothiocyanate (AITC), benzyl isothiocyanate(BITC) ve ethyl isothiocyanate
(EITC)’lar saf olarak ticari firmadan(Sigma-Aldrich) saglanmistir. Bitki ugucu yaglari
ise daha 6nce yapilan ¢aligmalarda etkinligi ve kimyasal bilesenleri belirlenmis olan ve -
20 °C muhafaza edilen bitki ugucu yaglardir.

Calismanin diger materyallerini mikoloji laboratuari alet-ekipmanlari, gesitli cam

ve plastik laboratuvar malzemeleri ve kimyasal maddeler olusturmustur.

3.1.2. Calismada Kullanilan Besi Ortamlar
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Calismada kullanilan besi ortamlar1 kullanilmadan 6nce 121°C’de 15 dk. otoklav
edilmistir. Fungal hastalik etmenleri ile antagonistbakteriyel etmenlerin izolasyonu,
tanis1 ve etkinliklerinin belirlendigi ¢alismalarda kullanilan King’s B Agar (KB), Trypic
Soybean Agar (TSA) ve Patates Dekstroz Agar (PDA) gibi besi yerlerin hazir ticari
olarak (Merck, Darmstad, Germany)satin alinmak suretiyle, Karanfil Yaprak-Parcacik
Agar (Carnation Leaf-Piece Agar, CLA) ise laboratuvarda yapilarak g¢alismalarda

kullanilmustir (besi yerlerinin igerikleri Ek-1 de verilmistir).

3.2. Yontem

3.2.1. Fungal Hastahk Etmenlerinin Kurutmalhk Biberlerden Izolasyonu ve

Tanilanmasi

Calismalarda kullanilan ve izolasyon calismalarinda en sik karsilasilan fungal
hastalik etmenlerinden Fusarium incarnatum, Alternaria alternata ve Aspergillus niger
izolatlart 2017 yilinda Hatay ilinin énemli biber ekim alanlarinda (Antakya, Altindzi,
Reyhanli vb.) ve Antakya ilgesi aktar ve pazar yerlerinden elde edilmistir (Sekil 3.1).

Ozellikle taze tiiketime ve kurutmalik bas/toz-yaprak biber meyvelerinin
yetistiriciligi yapilan Antakya, Altin6zii, Reyhanli il¢elerindeki tarlalarda hasat 6ncesi,
bitki tlizerinde kurumus veya c¢liriimiis, hasat sonrasinda ise aktar ve pazaryerlerinden
temin edilens siipheli kurutulmus meyveler steril kabin igerisinde aseptik olarak ikiye
ayrilmis (Sekil 3.1C,D), infekteli doku pargalari, saglam dokuyu da igerecek sekilde 3-5
mm biiyiikliikte kesilerek 50 pg ml? streptomisin siilfat antibiyotik iceren secici PDA
besi yeri igeren petri kaplarina, her petriye 3 parca olacak sekilde, yerlestirilmistir.
Ekimi yapilan petriler 24°C’de3-5 giin inkubasyona birakilmistir. Besi yerleri iizerinde
dokulardan gelisen fungal izolatlarin u¢ kismindan alinan misel parcalar1 yeni besi
yerlerine aktarmak suretiyle saflastirmalar yapilmigtir. Fusarium tiirlerinin teshislerinde
PDA besiyerinin (koloni morfolojileri, pigmentasyon ve biiyliime oranlar1 baz alinmis)
yani sira, klamidospor, mikro ve makrokonidilerin tesvik edildigi CLA besi yeri
kullanilmistir ve 6n teshisleri yapilmistir (Booth, 1971; Ellis, 1971; Domsch ve ark.,
1980; Nelson ve ark., 1983; Dix ve Webster,1995; Erwin ve Ribeiro, 1996; Barnett ve
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Hunter, 1998; Dugan, 2006). Denemelerde elde edilen 3 fungal izolatin tek spordan elde

edilmis kiiltiirleri kullanilmistir.

Sekil 3.1. Antakya ilgesi aktar ve halk pazar yerlerinde satis1 yapilan saglikli goriiniiste

kurutulmus (A ve B) biber meyveleri. (C ve D) Tipik hastalik belirtisi (0k) tasiyan tarla

ve aktarlardan temin edilmis kurutulmus biber meyveleri ve i¢ kisimlarda goriilen misel
gelisimleri (*)

Elde edilen fungal izolatlarin molekiiler teshisi ITS4/ITS5 primer gifti ile
rDNA’nin ITS bolgesi ve translation elangation factor 1 (EF1-728F ve EF1-986R)
primer ciftleri ile amplifiye edilen niikleotid sekansi kullanilarak BLAST analizi ile
dogrulanmustir.

Bu amagla, morfolojik olarak 6n teshisleri yapilmis izolatlara patojenisite testleri
uygulanmis ve hastalik belirtilerinden geri izole edilen izolatlarin besi ortamindan
aliman misellerinde (100 mg) toplam genomik DNA izolasyonu yapmak igin, sivi
nitrojen igerisinde toz haline getirilmistir. Bu misellerden genomik DNA izolasyonu
DNeasy Mini Kiti (Qiagen, GeneMark Teknoloji Co, Valencia, CA, Katalog No.
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69104) ile iretici firmanin Onerdigi protokollere gore kullanilarak yapilmistir.
Izolatlarin rtDNA’lar1 A. alternata ve A. niger igin ITS (ITS4/1TS4)ve F. incarnatum
i¢in elangation factor 1 (EF1-728F ve EF1-986R)primerleri (Carbone and Kohn, 1999)
ile PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR kosullar1 ve programi Geiser ve ark.
(2004)’e gore gerceklestirilmistir. Buna gore, 94 °C’de 2 dakika denatiirasyondan sonra,
94°C’de 30 saniye, 55-58 °C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniyeden olusan 35 dongii ve
72 saniyede 10 dakika amplifikasyon kosullari uygulanmistir.

PCR diriinleri, %1-1,5’1ik agaroz jel ile elektroforeze tabi tutulmus ve EtBr ile

boyanarak jel goriintiileme sisteminde olusan bandlar goriintiilenmistir.

3.2.2. Fungal Hastalik Etmeni izolatlarin Patojenisite Testleri

Hastalikl1 biberlerden elde edilen Fusarium incarnatum, Alternaria alternata ve
Aspergillus niger izolatlar1 PDA besiyeri iizerinde 7 giin boyunca gelismeye
birakilmistir. Funguslarin inokulum siispansiyonu, fungusun tamamen geliserek
yiizeyini kapladig1 5 petri iceriginin 500 ml steril saf suda diisiik hizda (200 rpm) 1
dakika karigtirllmasiyla hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan siispansiyonun
konsantrasyonu 10° spor/ml(olacak sekilde ayarlanmistir. Patojenisite galismalari,
saglikli taze kirmiz1 biber meyveleri tizerinde 2 farkli sekilde uygulanan inokulasyon
yontemleri ile arastirilmistir.

Birinci yontemde spor siispansiyonlart saglikli olgunlagmis kirmizi biberlere
higbir sekilde zarar vermeden dogrudan meyve igerisine (50 ul/biber) enjeksiyon
edilmesi yontemiyle bulastirilmistir. Ikinci yontemde saglikli olgunlasmis kirmizi biber
meyveleri u¢ kismindan steril bistiirii ile kesilip, aseptik olarak doku igerisine 1 adet 6
mm ¢apinda 3-5 giinliik petri kiiltiiriinden steril olarak alinan fungus misel disklerinin
biber meyvesi igerisine yerlestirilmesi ve sonradan kesilen dokunun parafilm ile
sarilmasi ile yapilmistir (Sekil 3.2).

Her iki sekilde de inokulasyonu yapilmis biber meyveleri 6nce 15x25x15 cm
ebatlarinda steril plastik saklama kaplar igerisine konulmustur. Kaplarin tabanina
onceden steril su ile 1slatilmis kurutma kagitlar1 yerlestirilerek gerekli nem kosullar

saglanmigtir. Bu sekilde hazirlanmis ve kapagi kapali kutular daha sonra 16:8
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aydinlik/karanlik foto periyoda, 20-24 °C sicakliga ayarlanmis inkiibatorlerde 5-10 giin

stire ile inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.3. Kurutulmus biberlerden izole edilmishastalik etmenlerinin patojenite testi
sonucu olusan hastalik belirtileri. (A), saglikli kontrol meyve; (B),A. alternata ve (C)
F. incarnatum hastalik etmeninin patojenite testi sonucu meyve i¢inde inokulasyon
noktalarinda (ok) olusan belirtiler
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Inokule edilen biber meyveleri inokulasyondan 10 giin sonrainokulasyon noktalar1
(doku igleri) acilarak hastalik belirtileri esas alinarak hastalik olusumu
degerlendirilmistir. Hastalik etmenleri inokulasyon noktalarinda ortaya ¢ikan
belirtilerden (Sekil 3.3) tekrar izole edilmis ve orijinal izolatlarla karsilastirilmistir.
Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teshis yontemleri uygulandiktan sonra
tirleri teyit edilen izolatlar denemelerde kullanilmak tizere +4 °C de PDA besi

yerlerinde korunmustur.

3.2.3. Saghkh Kurutulmus ve Taze Biber Meyvelerinden Aday Endofit

Bakterilerin izolasyonu ve Tanilanmasi

Calismalarda kullanilan antagonistkarakterli endofitik bakteriler Hatay ilindeki
hastalikl1 biber 6rneklerinin temin edildigi aktar ve Pazar yerleri ile bu biberlerin temin
edildigi bolgelerden temin edilen saglikli taze olgun kirmizi biberlerin igsel
dokularindan elde edilmistir.

Endofit bakterilerin araziden alinan saglikli biber meyvelerinin dis yiizeyleri ilk
asamada temiz ¢esme suyu ile iyice yikanmis ve %70’lik etil alkol ile silinerek
dezenfekte edilmistir. Daha sonra bu meyveler steril kabin icerisinde steril bistiirii ile
kesilerek biberlerin igsel doku yiizeyleri steril 0.05 mM MgCl> tampongézeltisi igine
konulmus ve 30 dak. 200 rpm ortibal calkalayici igerisinde galkalamaya birakilmistir.
Daha sonra buradan alman siispansiyonlar seri olarak sulandirildiktan (10%-10°) sonra
secici KB besi yerlerine bagetle yayillmak suretiyle besi yerlerinde izole edilmislerdir
(Sekil 3.4).

Izole edilen petri kaplar1 26 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilarak bakteri gelisimi
kontrol edilmistir. Farkli segici ve genel besi yerlerinde gelisen morfolojik olarak
birbirinden farkli goriilen bitki 6rneginitemsil edecek sayida bakteri kolonileri daha
sonra teshis ve calismalarda kullanilmak {izere uygun besi yerleri iizerinde tek
koloniden saflastirilmistir.

Her bir izolat, rutin ¢alismalar i¢in uygun besi yeri igceren petri kabinda (6 cm)
veya egik Agarda +4 °C de kisa siireli veya steril %40’lik steril Gliserol igeren Cryo
Eppendorf tiipler igerisinde -80 °C de saklanmustir.
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Sekil 3.4. Saglikli kurutulmus biber meyvelerinin (A) i¢sel dokularindan elde edilen
bakteri siispansiyonlarindan gelisen (B) farkli morfolojik goériiniislii endofit bakteri
kolonileri (ok)

Elde edilen antagonist aday endofit bakteri izolatlarminfitopatojen olup
olmadigin1 belirlemek amaci ile tiitlin bitkisinde asir1 duyarlilik (HR) testine tabi
tutulmustur (Lelliot ve Stead, 1987). TSA besiyerinde 24-48 saat gelistirilen aday
bakteri izolatlar1 ve Bitki Sagligi Klinigi Kiiltiir Koleksiyon Merkezinden saglanan ve
tanilamasi yapilmis bitki patojeni izolat (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Psp
12 izolat1) kiiltiirlerinin steril50 mM MgCl, tampongdzeltisi i¢inde 108 hiicre/ml
yogunlugunda hazirlanan siispansiyonlar1 steril bir enjektor yardimiyla geng tiitiin
(Nicotiana tobaccum) yapragmin (8 haftalik) damar aralarina alt yiizeyinden enjekte
edilmistir. inokulasyon her bakteri izolat: bir damar arasma gelecek sekilde ve izolatlar
arasinda bir damar bosluk birakilmak suretiyle yapilmistir. inokulasyondan 24-48 saat
sonra inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim pozitif (test edilen izolatin bitki
patojeni oldugunu gosterir) olarak kabul edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Tiitinde HR olusturmayan aday antagonist bakteri izolatlar1 daha sonra patates
dilimi {izerinde yumusak ciiriikliik testine tabi tutulmustur(Lelliot ve Stead, 1987).
Patatesler, %3’liik NaOCl’de 1 dakika bekletilerek dezenfekte edilmis, kabuklar
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soyulduktan sonra steril bistiirii ile ortadan ikiye kesilmis, daha sonra tekrar steril bir
bistiiri ile 1 ¢cm eninde dilimlenmistir. Patates dilimleri daha sonra steril 1slak filtre
kagidi iceren steril petriler igine yerlestirilmistir. Hazirlanmis olan patates dilimleri
tizerine 6ze dolusu HR negatif bakteri izolatlar1 doku tlizerinde agilan kii¢lik yaralanmis
doku igerisine bulastirilmigtir. Bulastirilmis dilimlerin yer aldigi petriler 26 °C 2 giinliik
inkiibasyona birakilmig, daha sonra inokulasyon noktasinda c¢iiriimelerin varlig
yoniinden degerlendirme yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Kontrol olarak Bitki
Saghg Klinigi Kiiltir Koleksiyon Merkezinden saglanan ve Pectobacterium
caratovorumsubsp. caratovorum olarak tanilanmis izolat kullanilmistir.

Gerek tiitiin HR gerekse patates dilimi iizerinde yumusak ¢iiriikliik testlerinde
negatif sonug veren izolatlarin 6n segimleri i¢in morfolojik (koloni rengi, koloni formu,
hiicre morfolojisi) ve biyokimyasal (gram reaksiyonu, oksidaz ve katalaz {iretimi, levan
olusumu) testler yapilmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Biyokimyasal testlerde benzerlik
gosteren izolatlardan gerekli 6n segimler yapildiktan sonra kalan tiim izolatlarin kesin
tir teshisleri amaciyla MALDI-TOF cihazinin (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) kullanildigi metod kullanilmistir (Pavlovic ve ark., 2012; Aktan, 2018).

Saf kiiltiirden alinan ve TSA besi yeri lizerinde 24-36 saat gelisen saf bakteri
kolosinden kiirdan yardimiyla bir miktar bakteri kiitlesi icerisinde 300 pl steril su
bulunan eppendorf tiipleri icerisine eklenmis ve tiipler vortex cihazinda karistirilarak
bakteri slispansiyonu elde edilmistir. Daha sonra tiiplerin igerisine 900 ul saf ethanol
(Merck, Damstrad, Germany) eklendikten sonra karisim 13.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis olusan pellet tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Herhangi bir sekilde kalan ethanol kalintis1 goriilmiis ise pipet
yardimiyla dikkatli bir sekilde uzaklagtirilmis ve olusan pelletin oda sicakliginda
kurumas1 saglanmistir (yaklasik 5 dak. kadar). Pellet kuruduktan sonra iizerine 30 pl
%70 formik asit (Merck, Darmstad, Germany) eklenerek 13.000 rpm’de 1 dakika tekrar
vortekslenmistir. Ardindan 30 pl acetonitril eklenmis tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika
vortekslenerek karisim iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Son olarak siipernatant’dan 1ul alinarak
ornek plakasindaki (target) noktalara iki tekrarli olacak sekilde eklenmis, oda
sicakliginda yaklasik 3-5 dak.kurumaya birakilmistir.Kuruyan ornekler tizerine 1 ul
HCCA Matrix (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) soliisyonu (Bruker Daltonics GmbH,

Bremen, Germany) eklenmis ve tekrar beklenerek (3-4 dak.) kurumasi saglanmistir.
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Cihazin kalibrasyon standardi olarak Brukers Bacterial Test Standard (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanilmistir. Daha sonra 6rnekler MALDI-TOF
MS (Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) cihazina Flex Control
Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) yazilimi ile yiiklenmistir. Her
bir spektrum otomatik modda 6rneklerin iyonlagmasi ig¢in gereken minimum lazer giicii
olan 500 lazer 151n1 ile elde edilmistir. Spektrum 2-20 kDa araligindaki m/z (kiitle/yiik)
oraninda analiz edilmistir. Mikoroganizma Kkiitiiphanesi olarak BIOTYPER™ 1.1
software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) kullanilmstir.

MALDI-TOF cihaz1 tarafindan belirlenen teshisleri firma tarafindan Onerilen
degerlere gore yapilmistir. Teshis sonucunda ortaya ¢ikan skor degeri 2.30-3.0
araliginda taninin tiir diizeyinde oldukca giivenilir oldugu; 2.00-2.299 araliginda kesin
cins diizeyinde giivenilir, tiir diizeyinde yiiksek gilivenilir oldugu; 1.70-1.999 arasinda
taninin cins diizeyinde giivenilir, tiir olarak muhtemel diizeyde oldugu; 1.7 degerinden

asagi olan degerler ise giivensiz tani olarak degerlendirilmistir.

3.2.4. Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine ITC Bilesikleri, Bitki Ucucu
Yaglar ve Antagonist Bakteri Izolatlarmmm in vitro  Antifungal

EtkilerininBelirlenmesi

3.2.4.1.Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine ITC ve Bitki Ucucu Yaglarm in

vitro Antifungal Etkinliklerinin Belirlenmesi

Calismalarda kullanilan ugucu yaglar kurutulan bitkilerin yaprak(Thymus
vulgaris, Thymbra spicata, Origanumsyriacum, Laurus nobilis, Eucalyptus
camaldulensis) ve tohumlarindan ( (Foeniculum vulgare) daha 6nceden bildirildigi
sekilde Clevenger tipi ucucu yag cikartma aletinin yardimi ile 3 saatlik buhar
distilasyonu ile elde edilmis olup (Soylu ve ark., 2010), elde edilen ugucu yaglar
icerisinde anhidroz sodyum siilfat bulunan koyu renkli cam siselerde -20 °C de
korunmusgtur. Farkli kimyasal yapidaki ITC’ler ise saf olarak firmalardan temin edilmis
ve antifungal etkinlik ¢caligmalarinda kullanilmistir.

Ugucu yaglarin ve ITC’lerin fungal etmenlerin misel gelisimine antifungal

etkinliginin buhar etkisi, 9 cm ¢apindaki steril petri kaplarinda genel fungus ortami olan
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PDA ortami tizerinde arastirilmigtir. PDA igeren (20 ml/petri) petri kabinin merkezine
mantar delici ile alinan 5 giinlik fungalkiiltiirlerinin 6 mm c¢apindaki diskleri miselli
yiizeyi PDA ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Ugucu yaglarin (0.25-40.0
ul/petri) ve ITC’lerin farkli konsantrasyonlari (0.01-0.24 ul/petri), petri kabinin
kapagiin merkezine yapistirilmig steril filtre kagidina (6 mm capinda)pipet yardimu ile
emdirilmis, daha sonra petri kabinin bosluklar1 parafilm (2-3 kez) ile kapatilip, ters
cevrilerek (kapak altta kalacak sekilde) 25 °C de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
olarak kabul edilen ayn1 sekilde inokiile edilmis petri kapaklarina ugucu yag yerine saf
su damlatilarak ayni islemler uygulanmistir. Degerlendirmeler kontrol olarak kabul
edilen petrilerinde fungus gelisimi petriyi tamamen kapladigi zaman, uygulama
yapilmis tiim petrilerdeki fungal koloni gaplarinin 6l¢iilmesiyle yapilmistir. Her bir
ugucu yagin farkli konsantrasyonlarinda engelleme orani, (%) Abbott formiiliine gore

hesaplanmustir.

Engelleme (%)= [(KFG-UFG)/KFG] x 100 (3.2)
KFG = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim (mm)
UFG = Uygulama yapilmis petrilerdeki fungal gelisim (mm)

Denemelerde her petri 1 tekerriir ve her konsantrasyon 3 tekerriir olacak sekilde
Tesadif Parselleri Deneme Desenine gore kurulmustur. Her deneme en az 2 farkli

zamanda tekrar edilmistir.

3.2.4.2. Bitki Ucucu Yaglar ve ITC Bilesenlerinin Fungal Etmenlerin Misel
Gelisimini Engelleyen Minimum Engelleme Konsantrasyonlarimn Fungisidal ve

Fungistatik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ucucu yag ve ITC’lerin misel gelisimi lizerine buhar etkilerinin belirlendigi
caligmalarda, ugucu yagin minimum engellemenin goriildiigii konsantrasyonlarinda
(MIC) fungusa kars1 antifungal etkinliginin fungisidal veya fungistatik &zellikte olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla petrilerdeki gelisme gostermeyen misel diskleri
herhangi bir uygulama (ITC veya ugucu yag) icermeyen taze PDA besi yeri {izerine
konulmus ve 25°C” de tekrar inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5).
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Gelisme gostermeyen misel diskleri yeni konuldukart PDA besiyeri iizerinde,
misel gelisiminin hala goriilmedigi konsantrasyonlardaugucu yag ve ITC’lerin MIC
antifungal etkisi fungisidal (tamamen engeleyen, Sldiiriicii), misel gelisiminin tekrar
bagladigr konsantrasyonlarda ise Ugucu yag ve ITC’lerin MIC etkisi fungistatik
(gecici) olarak kayit edilmistir.

Fungistatik

Sekil 3.5. Farkli ugucu yaglarin misel gelisiminin goriilmedigi minimum engelleme
konsantrasyonlardaki (MIC) antifungal etkisinin fungisidal veya fungusitatik
ozelliklerinin belirlenmesi

3.2.4.3.Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine Antagonist Bakteri Izolatlarinin

in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Saglikli taze ve kurutmalik biberlerin i¢sel dokularindan izole edilen antagonist
bakteri izolatlarin hastalik etmenlerinin misel gelisimini engelleme (antagonistik)
potansiyelleri 9 cm ¢apinda PDA igeren petri kaplarinda “ikili Kiiltiir testlemeleriyle”
belirlenmistir (Landa ve ark, 1997). Tanist yapilan, tiitin HR ve patates yumusak
cuiriikliik testlerinde negatif sonucu veren aday antagonistbakteri izolatlari, ¢izgi ekim
yontemi ile petrinin iist noktasindan 2 cm gerisine ¢izilmistir ve 48 saat siire ile 25 °C
de inkiibatorler igerisinde inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda ¢izimi yapilan

bakteri noktasinin 4 cm gerisine test edilen funguslardan alinan 5 gilinlik 6 mm ¢aph
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fungus misel diskleri yerlestirilmistir (Sekil 3.6). Kontrol petrilerine herhangi bir bakteri
izolat1 ¢izilmemistir.

Uygulama yapilan tiim petriler 25 °C de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
petrilerinde hastalik etmeni bakterilerin ¢izildigi noktaya ulagmasi ile birlikte (fungal
etmenlerin gelismesine bagli olarak inokulasyondan 4-7 giin sonra), bakterilerin
cizildigi tiim ikili kiltiir petrilerindeki fungal etmenlerin bakteriye dogru yonelen misel
gelisimi (MGu) olgiilmiis ve kontrol petrilerdeki miselyal (MGk) gelismeye gore
engelleme oranlarinin % si hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).

%Engelleme= (MGk-MGu)/MGk))*100(3.2)

Her bakteri-fungus kombinasyonu i¢in misel gelisim olgtimleri 3 farkli petri

kabinda yapilmistir. Denemeler 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

Sekil 3.6. Antagonist bakterilerin fungal etmenlerin misel gelisimi lizerine olan
etkinligin belirlendigi ikili kiiltiir testi. ikili kiiltiir testinde misel gelisimini engelleyen
(A ve B) veya engeleyemeyen (C) farkl tiirlere ait antagonist izolatlarin kontrol (D) ile

karsilastirilmast

3.2.4.4. Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine Aday Endofit Bakteri

Izolatlarinin Ucucu Bilesenlerinin in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Saglikli taze ve kurutmalik biberlerin i¢sel dokularindan izole edilen antagonist

bakteri izolatlarin tiretmis olduklar1 ugucu bilesen(ler)inin hastalik etmenlerinin misel
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gelisimini engelleme (antagonistik) potansiyelleri 9 ¢cm ¢apinda bir kapaginda NA diger
kapaginda PDA besi yeri iceren petri kaplarinda yiiz yilize bakan, birbirleri ile temas
etmeyecek sekilde dizayn edilmis (Sekil 3.7) kapali ikili kiiltiir testlemeleriyle (sealed
plate method)belirlenmistir (Fiddman ve Rossall, 1993). Tanilamas1 yapilan, Tiitiin HR
ve patates yumusak ciiriikliik testlerinde negatif sonucu veren aday bakteri izolatlari, zig
zak c¢izgi ekim yontemi ile 15 ml NA besi yeri igeren petrinin iist kapagina
cizilmig,bakteri ¢izimi yapilan petrinin 15 ml PDA igeren alt kapagma test edilen
funguslardan alinan 5 giinliik 6 mm ¢apli fungus misel diskleri yerlestirilmis ve 2 kapak
birbirlerine bakacak sekilde birlestirilip petri kapaklarmin kenarlar1 parafilm ile
sarilmak suretiyle olusan ugucu bilesenlerin ortamdan uzaklagmasi engellenmistir (Sekil
3.7A). Kontrol petrilerine herhangi bir bakteri izolat1 ¢izilmemistir. Ikili kiiltiir testleri
uygulama sonrasi 25 °C de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol petrilerinde hastalik
etmenileripetriyi tamamen kaplamasini miiteakiben (fungal etmenlerin gelismesine
bagli olarak inokulasyondan 4-7 giin sonra), fungal etmenlerin misel gelisimi (MGu)
oOl¢lilmiis ve kontrol petrilerdeki miselyal (MGk) gelismeye gore engelleme oranlarinin
% si hesaplanmistir (Ahmed ve ark. 1999).

%Engelleme= (MGk-MGu)/MGk))*100 (3.3)

Her bakteri-fungus kombinasyonu igin dlgimler 3 farkli petri kabinda yapilmis,

deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir.

3.2.4.5. Antagonist Bakterilerin Fungal Etmenlerin Misel Gelisimini Engelleyen

Bolgelerinin Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Fungal etmenlerin misel gelisimini engelleyen antagonist bakterilerin engelleme
bolgelerindeki etkinligin fungisidal veyafungistatik dzelliklerinin belirlenmesi amaciyla
fungus miseli ile bakteri arasinda kalan engelleme bolgesi lizerine 5 giinliik sagliklh
fungal misel diskleri (6 mm c¢apinda) yerlestirilmis ve 3-5 giin tekrar inkiibasyona
birakilmistir.  Yerlestirilen saglikli misel diski engelleme bolgesinde gelisme
gostermemis ise bu bolgedeki antagonistin iiretimis oldugu antimikrobiyal bilesik(ler)in
etkinligi fungusidal (Sekil 3.8), gelisme gostermis ise bu bolgedeki antagonistin
tiretimis oldugu antimikrobiyal bilesik(ler)in etkinligi fungistatik olarak kayit

edilmistir.
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Sekil 3.7. Antagonist bakteri izolatlarin iirettigi ugucu bilesen(ler)inin kapali ikili kiltiir
testlemeleriile misel gelisimini (0k) engelleme (antagonistik) potansiyellerinin
belirlenmesi. (A) Teslemenin yapildig1 parafilmle sarilmig bakteri (iist kapak) ve fungus
kiiltiirlerinin (alt kapak) farkli kapaklara yerlestilmis hali. (B) 6l¢iim i¢in agilmis petri
kaplar (iist kapakta bakteri, alt kapakta fungus kiiltiiriniin geligimi)

Sekil 3.8. Kurutulmus biberlerin igsel dokularindan elde edilen antagonist bakterilerin
iirettigi bilesiklerin fungus miselleri {izerinde fungusidal/fungistatik 6zelliklerinin
belirlenmesi. Saglikli hifin (0k) engelleme bolgesinde (*) gelisme gostermemesi
etkinliginin fungusidal 6zellikte oldugunu gostermektedir
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3.2.5. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore,her bir uygulama
icin 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Farkli uygulamalarin (farkli ITC ve ugucu
yag konsantrasyonlar1 ile antagonist bakterilerin bulundugu petrilerdeki antifungal
etkinlik ¢alismalari) yapildig1 petrilerdeki misel gelisiminin engellenme oranlart %
oranlaria ¢evrilmeden SPSS istatistik programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek
yonliit ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve uygulamalar arasindaki farklilik Tukey
HSD Testi ile analiz edilmistir (P<0.05). Gerek ITC gerekse ucucu yaglarin farkli
konsantrasyonlarda misel gelisimini %50 diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyonlari
(ECso) her bir kimyasal igin farkli konsantrasyonlarda elde edilen degerleri kullanilarak
SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardim ile

Probit analizi yapilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kurutmahk Biberlerde Bozulmalara Neden Olan Hastallk Etmenlerinin

Izolasyonu ve Tanilanmasi

Kurutmalik biberlerde bozulmalara neden olan hastalik etmenlerini belirlemek
amactyla 2017 yilinda Antakya ilcesindeki aktar ve halk pazarlarindan temin edilen
stipheli kuru biber meyve 6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu (Sekil4.1) farkli
koloni morfolojisine ait 40 fungal izolat elde edilmistir. Elde edilen fungus
kolonilerinden yapilan tek spor Kkiiltlirlerinin morfolojik ¢aligmalart sonucu en sik
karsilasilmis fungal etmenin 8 izolat ile (%20) Aspergillus niger oldugu, bu etmeni 6
izolat (%15) ile Fusarium incarnatum, 5 izolat (%12.5) ile Alternaria alternata, 4’er
izolat (%10) ile Aspergillus flavus, Botrytis cinerea, Penicillium digitatum,
Cladosporium spp, 3 izolat (%7.5) ile Rhizopus stolonifer, 2 izolat (%5) ile Penicillium
italicum takip etmistir. Izolasyonlarda en sik karsilasilan ilk 3 fungus tiirii olan
Aspergillus niger, Fusarium incarnatum ve Alternaria alternata calismalarin diger
asamalarinda ¢aligilmak {izere secilmis, morfolojik teshisleri ileri molekiiler ve MALDI-

TOF analizleri ile teyit edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Antakya ilgesindeki aktar ve halk pazarlarindan temin edilen siipheli kuru
biber meyve 6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen farkli fungal
koloniler
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Sekil 4.2. izolasyonlarda en sik karsilasilan fungal etmenlerden Alternaria alternata(A
ve D), Fusarium incarnatum (B ve E) ve Aspergillus niger(C ve F)’nin koloni ve spor
goriiniisleri. (G-1). (MALDI-TOF analizleri sonucu etmenlerin teshis sonuglari teyit
edilmistir.)

Molekiiler teshisi yapilmis ve miiteakip etkinlik ¢alismalarinda kullanilacak olan
fungal hastalik etmenlerinin patojenite testleri saglikli biber meyvelerinde 2 farkl
inokulasyon sekliyle yapilmis olup (Sekil 3.3), sonugta izole edildikleri 6rneklerdeki
belirtilere benzer belirtiler elde edilmistir (Sekil 4.3).Hastalik etmenleri inokulasyon
noktalarinda ortaya c¢ikan belirtilerden tekrar izole edilmis ve orijinal izolatlarla
karsilastirilmistir.Orijinal izolatlara benzeyen re-izolatlara benzer teshis yontemleri
uygulandiktan sonra molekiiler ¢alismalar sonucunda tiirleri teyit edilen izolatlar tiim

denemelerde kullanilmistir.
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Sekil 4.3. Hastalikl1 bitkilerden izole edilen Aspergillus niger, Fusarium incarnatum ve
Alternaria alternata’nin (A) fungal misel disk ve (B) spor siispansiyonu enjekte edilmis
saglikli biber meyvesi iginde inokulasyon noktalarinda olusturdugu sporulasyon
gostermis tipik yumusama ve ¢iiriikliik (oK) belirtileri

Bitkilerde gerek agik alanlarda gerekse hasat sonrasinda hastalik olusturan
etmenlerle miicadelede hastalik kaynagi etmenlerin teshisi, patojenlerin kontrolii adina
ilk 6nemli adimi1 olusturmaktadir. Biber diinyada en fazla yetistiriciligi yapilan, oldukca
farkli tiikketim amaclar1 olansebzelerden biri olup, aralarinda bu ¢alismada kullanilan
fungal hastalik etmeni tiirlerin (Aspergillus niger, Fusarium incarnatum ve Alternaria
alternata) yanisira bu tiirlerin bagl olduklar cinslerdeki diger bagka tiirler (Aspergillus
sp. Fusarium sp. ve Alternaria sp.) tarafindan sik¢a enfekte edildigi yapilan bir¢ok
calismalarda bildirilmistir (Miller ve ark., 1984;Hardenburg ve ark., 1990; Snowdon,
1991).Biber meyvelerinde fungal enfeksiyonlar sonucu igsel ¢iiriime, ciirliiyen
meyvelerde toksin olusumu, meyve kabugu renginde renk agilmasi seklinde belirtiler ve
muhtemel hastalik etmenleri tizerine yapilmis ¢alismalarda genellikle Aspergillus spp ve
Alternaria spp belirlenmis olup, Fusarium incarnatum etmeni sadece Trinidant’da

yetisen Dbiberlerde bildirilmistir (Ramdial ve ark., 2016). Yapilan literatiir
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aragtirmalaria gore iilkemizde yetistirilen biber meyvelerinde Fusarium incarnatum’un
neden oldugu hasat sonu hastalik belirtileri, etmenin izolasyonu ve teshisi ilk kez bu
calisma ile yapilmis olup, izolatimizdan elde edilen sekans GenBankasi’na yiiklenmistir
(GenBank erisim No: MK307896). Hastalik etmenin varlig1 iilkemiz i¢in ilk kayit
olarak belirlenmistir.

Kurutulmus biberlerde sorun olan mikotoksijenik fungal tiirlerin belirlenmesine
yonelik yapilan bir¢ok calisma sonucunda c¢alismalarimizda elde edilen sonuglara
benzer sonuglar elde edilmistir (Erdogan, 2004; Bokhari, 2007; Santos ve ark., 2011,
Jeswal ve Kumar, 2015). Bokhari (2007) Suudi Arabistan’da satilan biber
baharatlarinda A. niger etmenin en sik izole edilen baskin mikotoksin fungusu oldugu,
bunu bir diger fungu tiirii olan A. flavus’un takip ettigini bildirmistir. Jeswal ve Kumar
(2015) Hindistan’nin Bihar eyaletindeki lokal pazarlarinda satilan baharatlik biberlerde
en sik izole edilen fungal cinsin Aspergillus oldugunu, bu cinsi sirasiyla Penicillium,
Mucor, Fusarium ve Rhizopus cinslerinin takip ettigini bildirmislerdir. Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda, Erdogan (2004) topladiklar1 baharat biber 6rneklerinde en siklikla
karsilagilan cinsin %84.6 karsilasma sikligr ile Aspergillus oldugunu, Penicillium
(%80.1), Rhizopus (%69.2) ve Geotrichum (%50) Penicillium spp en sik karsilagilan
diger dominant fungal cinslerin oldugunu bildirmistir. Rhizopus, Mucor, Alternaria,
Cladosporium, veFusariumspp tarla kosullarinda, Aspergillus ve Penicillium spp ise
hasat sonu depolanan biber meyvelerinde goriilen fungal tiirler olmakla birlikte
(Mandeel, 2005; Santos ve ark., 2011), bu tiirlerin her iki donemde de biber
meyvelerinde goriilebilecegi bildirilmistir.

Fatima ve ark. (2009), Pakistan’da yaptiklar1 ¢aligma sonrasinda bazi taze sebze
ve meyveler ile baharatlik {iriinlerin hasat sonrasi ciirlimelerinden sorumlu olan
Alternaria alternata, A. citri, Aspergillus niger, A. flavus, Aspergillus sp.,
Cladosporium cladosporioides, Drechslera australeinsis, Fusarium solani, Fusarium
sp., Geotrichum candidum, Penicillium spp., Phytophthora capsici ve Rhizopus
stolonifer gibi fungal tiirleri izole ederek, bunlarin tanimlamalariin yapildig:
bildirilmistir.

Ham ve ark. (2016), 6giitiilmiis kirimiz1 biberlerde sorun olan fungal tiirler ile bu
tiirlerden kaynakli mikotoksin olusumlarini arastirmak i¢in Kore’deki baglica 15

kirimiz1 biber {ireticisinden 30 farkl 6giitiilmiis biber 6rnegini incelemislerdir. Fungus
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kontaminasyonlarinin arastirtldigi 6rneklerde Aspergillus cinsine dahil tiirler en yiiksek
oranda bulunurken, Paecilomyces en sik izole edilen fungus cinsi olmustur. Diger en stk
goriilen fungus cinsleri Rhizopus, Penicillium, Cladosporium ve Alternaria olmustur.
Aspergillus cinsi i¢inde A. ruber baskin tiir olup bunu bu tiirii sirasiyla A. niger, A.
amstelodami, A. ochraceus, A. terreus, A. versicolor, A. flavus ve A. fumigatus
izlemistir. Hastalikla bulagik ti¢ 6rnekte, 0.3-2.08 pg/kg oraninda Oraktotoksin A tespit
edilmesine ragmen diger 6onemli mikotoksinlerden olan aflatoksin veya citrinin tespit
edilmemistir. Bu ¢alismada, toksijenik fungus kontaminasyonundan dolayi, 6giitiilmiis
kirmizibiberlerin siirekli olarak fungal kontaminasyonlar acisindan izlenmesinin
mikotoksin kontaminasyonunu en aza indirmek igin gerekli on kosullardan biri
oldugunu bildirilmistir.

Hammami ve ark. (2014) Katar’da lokal marketlerden toplanan 14 baharat
tizerinde yapmis olduklar1 toksin ve toksin {ireten mikroorganizma sorveyleri
sonucunda, act biber baharatinin fungal etmenler ile en fazla bulasik 6rnek oldugunu,
zencefil, sarimsak ve curry tozlarinda herhangi bir kontaminasyona rastlanilmadigin
belirlemislerdir. Arastiricilar en sik karsilasilan fungal tiirlerin Aspergillus flavus,
Aspergillus nomius ve Aspergillus niger oldugunu bildirmislerdir.

Elshafie ve ark. (2002) Umman’da aktarlarda satilan baharatlarin fungal
bulasiklig1 {izerine yapmis oldugu bir diger c¢alismada kimyon, tarc¢in, karanfil,
karabiber, cardamon, zencefil ve kisnis 6rneklerinde 20 fungal tiiriin tespit edildigi, bu
tirler arasinda Aspergillus flavus, A. niger. Penicillium, Rhizopus ve Syncephalastrum
racemosum’un en yagin siklikla karsilasilan tiirler oldugunu bildirmislerdir.

Ravikiran ve ark. (2009) soguk odalarda depolananan biberlerde zamana bagh
orneklemeler yaparak 1 yil boyunca ornekler ilizerinde gelisen mikofoloranin tespiti
lizerine yaptiklari caligmalarda, Aspergillus flavus ve Aspergillus niger’in en sik
karsilasilan tiirler oldugu, bu tiirlerin sirastyla Mucor spp.,Fusarium spp. ve Alternaria
alternata tarafindan takip edildigini bildirmislerdir. Soguk havada muhafaza edilmesine
ragmen funguslarla kontamine olmus oOrneklerde aflatoxin B-1’in tespit edildigini
belirlemislerdir.

Ko ve ark. (2004) giines altinda kurutulan ve renk agilmasi seklinde bozulmalara
neden olan biber Orneklerindebaskin tiirler olarak Colletotrichum, Diaporthe, ve

Alternaria cinsine dahil 197 farkli mikotoksijenik fungal tiir/izolatin elde edildigini

42



bildirmiglerdir. Arastiricilarin yapmis oldugu fungal izolasyonlar sonucunda elde edilen
fungal izolatlarin %66.5’ni Colletotrichum sp., olusturdugunu bu izolatlar1 %14.2 ve
%8.6 ile Diaporthe phaseolorum var. sojae ve Alternaria alternata’nin izledigini
belirtmislerdir. Calismalarimizda da benzer renk agilmalarin gozlendigi, bu 6rneklerin
genelde Alternaria alternata izolatlar1 tarafindan etkilendigi belirlenmistir.

Kore’de kurutulmus biberin 6zellikle milli yiyecekleri olan Kimchi tursularinda
yaygin olarak kullanildigi, kullanilan kurutulmus biberlerde toksijenik fungal tiirlerin
onemli bir sorun oldugunu belirttikleri ¢alismalarinda, 15 farkli biber iireticisinden
temin ettikleri 30 biber baharatinda fungal etmenleri belirlemislerdir. Yapilan izolasyon
sonucunda Aspergillus cinsinin en fazla go6zlenen fungal etmenler oldugu,
Paecilomycesizolatlarin ise en sik elde edilen fungal etmen oldugunu belirlemislerdir.
Bu cinslere dahil fungal tiirleri takip eden diger onemli fungal cinslerin sirasiyla
Rhizopus, Penicillium, Cladosporium,ve Alternaria spp oldugu, Aspergillus cinsi
igerisinde A. ruber predominant tiir oldugu, bu tirii A. niger, A. amstelodami, A.
ochraceus, A. terreus, A. versicolor, A. flavusveA. fumigatus tiirlerinin takip ettigi
bildirilmistir (Ham ve ark., 2016).

Wall ve Biles (1993) Meksikan tipi act biberlerde A. alternata’nin olgun biber
meyvelerinde ¢iiriimelere neden oldugu, hastalik siddetinin biber olgunlugu ile arttigi,
en fazla c¢iirimenin ¢iceklenmeden 61 giin sonra olusan biber meyvelerinde
goriildiigiinii bildirmislerdir. Olgun biber meyvelerinin iginde ciirlimeler seklinde ortaya

¢ikan bozulmalar meiri ve Rylski (1983) tarafindanda bildirilmistir.

4.2. Farkh ITC ve Ucucu Yaglarin Buhar Fazinda Fungal Etmenlerin Misel

Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkileri

Denemede kullanilanITC bilesikleri ve ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarinin
buhar fazinda fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini engellenmesi tizerine olan
etkinligi in vitro kosullarda 80 ml hava kapasiteli kapali petri kaplari icerisinde

belirlenmistir.

4.2.1.Farkh ITC ve Ugucu Yaglarin Buhar Fazinda Fusarium incarnatum’un Misel

Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi
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Farkli ITC bilesiklerinin buhar fazinda Fusarium incarnatum’un in vitro
kosullarda misel gelisimini engellemesi {izerine olanantifungal etkinliklerinin
belirlendigi testlemeleri sonucunda elde edilendegerler Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4°de
verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degeri
incelendigindeen etkili ITC bileseninin, 0.06 ul/petri dozlamethyl isothiocyanate
(MITC)oldugu, bunu sirasiyla 0.12, 0.15 ve 0.21 pl/petri dozlar1 ilebenzyl
isothiocyanate(BITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC) ve ethyl
isothiocyanate (EITC) bilesikleri tarafindan gosterildigi belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve
Cizelge 4.2). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkli kimyasal yapidaki ITC

konsantrasyonlar arasinda farkin 6nemli oldugutespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli ITC konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni F. incarnatum
misel gelisimi lizerine olan antifungal etkinligi

Doz (ul/petri) AITC BITC EITC MITC
0 90.0f 90.0e 90.0e 90.0g
1 72.3e 66.0d 70.7d 74.0f
2 64.0d 40.7c 63.7¢C 64.0e
3 33.7¢c 28.3b 62.3c 54.3d
4 8.3b 0.0a 33.7b 43.3c
5 0.0a Nt 0.0a 24.3b
6 Nt Nt nt 0.0a
ECso 0.064 0.050 0.146 0.029

AITC ve BITC Dozlar:: 0, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18 pl/petri

EITC Dozlari: 0, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21, 0.24 pl/petri

MITC Dozlart: 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06 ul/petri

Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farklh kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).

nt: bu dozda test edilmedi

Cizelge 4.2. Farkli ITC konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni F. incarnatum
misel gelisiminin % engellenmesi iizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama AITC BITC EITC MITC
0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 19.6 26.7 21.5 17.8
2 28.9 54.8 29.3 28.9
3 62.6 68.5 30.7 39.6
4 90.7 100.0* 62.6 51.9
5 100.0* Nt 100.0* 73.0
6 Nt Nt nt 100.0*

* %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi yerine
konuldukari petrilerinde gelisme gostermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisidal
olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Farkli ITC konsantrasyonlarinin fungal etmen F. incarnatum’un misel
gelisimini engelleme potansiyelleri. (A) AITC, (B)BITC, (C) EITC, (D) MITC igeren
petrilerdeki misel gelisimleri gosterir

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECso)degerleri, MITC igin 0.029ul/petri, BITC igin 0.050 pl/petri,
AITC icin 0.064 pl/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECsp degeriEITC igin
0.146pl/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).

ITC’lerin farkli kimyasal bilesenlerinin misel gelisimlerini engelleyen MIC
degerlerinin antifungal etkinligin fungusidal/fungistatik 6zellikte olup olmadiginin
arastirildigl calismada, fungus misellerinin hi¢ gelismedigi konsantrasyonlarin (MIC)
bulundugu petrilerden alman misel disklerin ITC icermeyen PDA {izerine
konduklarinda misel gelisiminin gortilmedigi, bu sebepden dolayr ITC’lerin tamaminin
minimum engelleme konsantrasyonlardaki antifungal etkinliginin fungisidal oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Farkli ugucu yaglarin buhar fazinda Fusarium incarnatum’unmisel gelisimini
engellemesi {izerine olanantifungal etkinlik sonuglar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6°de
verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degerlerine
bakildiginda en etkili ugucu yagin, 4.0 ul/petri dozla O. syriacum ugucu yaginin oldugu,
bunu sirasiyla 6.0, 6.0, 20.0, 25.0, 25.0 ul/petri dozlarla T.spicata, T. vulgaris, F.
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vulgare, L. nobilis ve E. camaldulensis ugucu yaglart tarafindan gosterildigi
belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkl

ugucu yag konsantrasyonlar arasinda farkin 6nemli oldugutespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.5. Fungal etmen F.incarnatum’a kars1 minimum engellemenin goriildiigii ITC

konsantrasyonlarinin fungisidal etkinligi. Engellemelerin goriildiigii petrilerdenalinan

fungal misel diskleri (ok) yeni konduklar1 PDA besiyerleri iizerinde yeniden gelisme
gostermemistir

Cizelge 4.3. Farkli ucucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni F.
incarnatum misel gelisimi iizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama Tss Tv Os Ln Ec Fv
0 75.7f 75.7¢ 75.7¢ 75.7f 75.7f 75.7f
1 35.3e 37.3d 46.0d 46.7e 48.3e 48.3e
2 14.7d 27.3c 18.3¢c 38.3d 41.3d 41.3d
3 9.0c 9.0b 6.3b 20.7c 34.0c 30.3c
4 5.7b 6.7b 0.0a 13.3b 25.7b 9.3b
5 0.0a 0.0a Nt 0.0a 0.0a 0.0a
ECso 0.408 0.541 0.613 7.881 9.446 3.966

Tss, Tv ve Os Dozlari: 0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ul/petri

Ln ve Ec Dozlari: 0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 pl/petri

Fv Dozlart: 0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 20.0 pl/petri

Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).
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Cizelge 4.4. Farkli ucucu yag konsantrasyonlarmin fungal hastalik etmeni F.
incarnatum misel gelisiminin % engellenmesi lizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama Tss Tv Os Ln Ec Fv
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 53.3 50.7 39.2 38.3 36.1 36.1
2 80.6 63.9 75.8 49.3 45.4 45.4
3 88.1 88.1 91.6 72.7 55.1 59.9
4 925 91.2 100.0* 82.4 66.1 87.7
5 100.0* 100.0* nt 100.0* 100.0** 100.0*

* %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi
yerine konulduklari petrilerinde gelisme gostermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik
fungisidal olarak belirlenmistir.

** 9100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alian diskler yeni PDA besi

yerine konulduklar1 petrilerinde gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik

fungisitatik olarak belirlenmistir.

Probit analiz sonucunda ugucu yaglarin fungal misel gelisimini %50 oraninda
engelleyen etkili konsantrasyon (ECso)degerleri, T. spicata igin 0.408 upl/petri, T.
vulgaris i¢in 0.541 pl/petri, O. syriacum igin 0.613 ul/petri, F. vulgare igin 3.966
ul/petri, L. nobilis i¢in 7.881ul/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso degeri E.
camaldulensis i¢in 9.446 pl/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.6. Fungal etmen F.incarnatum’a karsi minimum engellemenin goriildiigii ugucu
yag konsantrasyonlarimin fungisidal/fungistatik etkinligi. Engellemelerin goriildigii
petrilerden alinan fungal misel diskleri yeni konduklar1 PDA besiyerleri {izerinde
yeniden gelisme gostermis (fungusitatik, ok) veya gostermemistir (fungusidal)
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Ucucu yaglarin misel gelisimlerini engelleyen MIC degerlerinin antifungal
etkinliginin fungusidal/fungistatik 06zelligi, fungus misellerinin hi¢ gelismedigi
konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerden alinan misel disklerin ugucu yag
icermeyen PDA {izerinde belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore,T. spicata, T.
vulgaris, O. syriacum, F. vulgare ve L. nobilis ugucu yaglarmin gostermis oldugu
antifungal etkinliginin fungisidal, E. camaldulensisugucu yagmin antifungal

etkinliginin ise fungistatik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.6).

4.2.2.Farkh ITC ve Ugucu Yaglarin Buhar Fazinda Alternaria alternata’nin Misel

Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi

Farkli ITC bilesiklerinin buhar fazindaAlternaria alternata’nin in vitro kosullarda
misel gelisimini engellemesi iizerine olanantifungal etkinlikleri ¢alismalart sonucu elde
edilen degerler Cizelge 4.5 ve Sekil 4.7°de verilmistir. Elde edilen minimum engelleme
konsantrasyon (MIC) degerine bakildiginda en etkili ITC bileseninin, 0.09 pl/petri dozla
methyl isothiocyanate (MITC) oldugu, bunu sirasiyla 0.18, 0.21, 0.21 ul/petri dozlari
ile ethyl isothiocyanate (EITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC) ve benzyl
isothiocyanate(BITC) bilesikleri tarafindan gosterildigi belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve
Cizelge 4.6). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkli kimyasal yapidaki ITC

konsantrasyonlar arasinda farkin 6nemli oldugutespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Farkli ITC konsantrasyonlarmin fungal hastalik etmeni A. alternata misel
gelisimi iizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama AITC BITC EITC MITC
0 84.0f 84.0f 84.0f 84.0d
1 77.7¢ 73.3¢ 73.0e 48.3c
2 66.0d 61.7d 58.0d 34.7b
3 58.3c 53.0c 44.7c 0.0a
4 16.7b 34.0b 27.0b nt
5 0.0a 0.0a 0.0a nt
ECso 0.148 0.149 0.110 0.038

AITC ve BITC Dozlart: 0, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21 pl/petri

EITC Dozlart: 0, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18 pul/petri

MITC Dozlart: 0, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15 pl/petri

Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).

nt: bu dozda test edilmedi
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Cizelge 4.6. Farkli ITC konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni A. alternatamisel
gelisiminin % engellenmesi lizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama AITC BITC EITC MITC
0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 7.5 12.7 131 42.5
2 214 26.6 31.0 58.7
3 30.6 36.9 46.8 100.0*
4 80.2 59.5 67.9 nt
5 100.0* 100.0* 100.0** nt

* %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi yerine
konuldukari petrilerinde gelisme gostermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisidal
olarak belirlenmistir.

** 94100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden aliman diskler yeni PDA besi
yerine konuldukari petrilerinde gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik
fungisitatik olarak belirlenmistir.

nt: bu dozda test edilmedi

Sekil 4.7. Farkli ITC konsantrasyonlarinin fungal etmen A. alternata’nin misel
gelisimini engelleme potansiyelleri. (A) AITC, (B) BITC, (C) EITC, (D) MITC igeren
petrilerdeki misel geligimleri gosterir

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECso)degerleri, MITC igin 0.038 pl/petri, EITC igin 0.110 ul/petri,
AITC igin 0.148 pl/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso degeri BITC i¢in 0.149
ul/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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ITC’lerin farkli kimyasal bilesenlerinin misel gelisimlerini engelleyen MIC
degerlerinin antifungal etkinligin fungusidal/fungistatik 6zellikte olup olmadiginin
arastirildigl calismada, fungus misellerinin hi¢ gelismedigi konsantrasyonlarin (MIC)
bulundugu petrilerden alinan misel disklerin ITC igermeyen PDA iizerine
konduklarinda EITC disinda misel gelisiminin goriilmedigi, bu sebepden dolayr EITC
disindaki diger ITC’lerin minimum engelleme konsantrasyonlardaki antifungal
etkinliginin fungisidalEITC’nin antifungal etkinliginin ise fungistatik oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Fungal etmen A. alternata’ya karsi minimum engellemenin goriildiigii ITC
konsantrasyonlarinin fungisidal/fungistatik etkinligi. Engellemelerin goriildigii
petrilerden alinan fungal misel diskleri yeni konduklart PDA besiyerleri iizerinde sadece
EITC’den alinan misel diski (ok) yeniden gelisme gostermistir

Farkli ugucu yaglarin buhar fazindaA.alternata’nin in vitro kosullarda misel
gelisimini engellemesi {lizerine olanantifungal etkinlik sonuclar Cizelge 4.7 ve Sekil
4.6’de verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degerlerine
bakildiginda en etkili ugucu yagin, 2.0 ul/petri dozla T. spicataugucu yaginin oldugu, bu
yagi sirasiylad.0 pl/petri dozlaT. vulgaris veO. syriacum, 8.0 pl/petri dozlaF. vulgare,
16 ul/petri doz ile L. nobilis ve E. camaldulensis ugucu yaglari tarafindan gosterildigi

50



belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkl

ucucu yag konsantrasyonlar arasinda farkin 6nemli oldugutespit edilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni A. alternata

misel gelisimi {izerine olan antifungal etkinligi

Uygulama Tss Tv Os Ln Ec Fv
0 84.3e 84.3f 84.3f 81.7f 81.7f 73.7h
1 43.3d 53.7e 48.3e 47.3e 55.0e 49.3g
2 20.7c 25.3d 21.3d 38.3d 34.3d 44.0f
3 11.7b 16.7¢c 15.3c 31.0c 27.7c 40.3e
4 0.0a 11.0b 9.7b 22.3b 17.0b 33.7d
5 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 16.7c
6 Nt nt Nt Nt nt 6.3b
7 Nt nt Nt Nt nt 0.0a
ECso 0.548 0.682 0.596 3.351 3.555 1.305

Tss, Tv ve Os Dozlari: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0 pl/petri
Ln ve Ec Dozlart: 0, 2.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 pl/petri
Fv Dozlar1: 0, 0.05, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 pl/petri
Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iikk harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

nt: bu dozda test edilmedi

Cizelge 4.8. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni A. alternata
misel gelisiminin % engellenmesi iizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama Tss Tv Os Ln Ec Fv
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 48.6 36.4 42.7 42.1 32.7 33.1
2 75.5 70.0 74.7 53.1 58.0 40.3
3 86.2 80.2 81.8 62.1 66.1 45.3
4 100.0 87.0 88.5 72.7 79.2 54.3
5 100.0* 100.0* 100.0* 100.0**  100.0** 77.4
6 Nt nt nt Nt nt 914
7 Nt nt nt Nt nt 100.0**

* %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi
yerine konulduklari petrilerinde gelisme géstermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik
fungisidal olarak belirlenmistir.

** 9100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi

yerine konulduklar1 petrilerinde gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik

fungisitatik olarak belirlenmistir.
nt: bu dozda test edilmedi

Probit analiz sonucunda ugucu yaglarin fungal misel gelisimini %50 oraninda

engelleyen etkili konsantrasyon (ECso)degerleri, T. spicata igin 0.548 ul/petri, O.

syriacum igin 0.596 ul/petri,T. vulgaris i¢in 0.682 ul/petri, F. vulgare i¢in 1.305
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ul/petri, L. nobilis i¢in 3.351ul/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso degeri E.
camaldulensis i¢in 3.355 pl/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Ugucu yaglarin misel gelisimlerini engelleyen MIC degerlerinin antifungal
etkinliginin fungusidal/fungistatik ozelliginin belirlendigi caligmada, T. spicata, T.
vulgaris ve O. syriacumugucu yaglarinin gostermis oldugu antifungal etkinliginin
fungisidal, F. vulgare, L. nobilisE. camaldulensisugucu yaginin antifungal etkinliginin

ise fungistatik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Fungal etmen A. alternata’ya karst minimum engellemenin goriildiigii ugucu
yag konsantrasyonlariin fungisidal/fungistatik etkinligi. Engellemelerin goriildiigii
petrilerden alinan fungal misel diskleri yeni konduklar1 PDA besiyerleri lizerinde
yeniden gelisme gostermis (fungusitatik, ok) veya gostermemistir (fungusidal)

4.2.3.Farkh ITC ve Ucucu Yaglarin Buhar Fazinda Aspergillus niger’in Misel

Gelisiminin Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi

Farkli ITC bilesiklerinin buhar fazindaAspergillus niger’inmisel gelisimini
engellemesi tizerine olanantifungal etkinlikleri ¢alismalar1 sonucu elde edilen degerler
Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10°de verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon
(MIC) degerine bakildiginda en etkili ITC bileseninin, 0.09 ul/petri dozla methyl
isothiocyanate (MITC) oldugu, bunu sirasiyla 0.12, 0.12, 0.15 pl/petri dozlar ile 2-
benzyl isothiocyanate(BITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC) ve ethyl
isothiocyanate (EITC)bilesikleri tarafindan gosterildigi belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve
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Cizelge 4.10). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkli kimyasal yapidaki ITC

konsantrasyonlar arasinda farkin 6nemli oldugutespit edilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Farkli ITC konsantrasyonlarmin fungal hastalik etmeni A. niger misel
gelisimi tizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama AITC BITC EITC MITC
0 82.7e 82.7e 82.7f 82.7e
1 73.7d 66.7d 73.7e 72.7d
2 63.7¢c 53.7c 59.7d 60.0c
3 43.7b 47.7b 46.3c 50.3b
4 0.0a 0.0a 39.3b 0.0a
5 Nt Nt 0.0a nt
ECso 0.072 0.068 0.086 0.040

EITC, AITC ve BITC Dozlar:: 0, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15 ul/petri

MITC Dozlart: 0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12 ul/petri

Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

nt: bu dozda test edilmedi

Cizelge 4.10. Farkli ITC konsantrasyonlariin fungal hastalik etmeni A. niger misel
gelisiminin % engellenmesi {izerine olan antifungal etkinligi

Uygulama AITC BITC EITC MITC
0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 10.9 19.4 10.9 12.1
2 23.0 35.1 27.8 27.4
3 47.2 42.3 44.0 39.1
4 100.0* 100.0* 52.4 100.0**
5 nt Nt 100.0* nt

* %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi yerine
konuldukari petrilerinde gelisme gdstermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisidal
olarak belirlenmistir.

** %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi
yerine konuldukari petrilerinde gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik
fungisitatik olarak belirlenmistir.

nt: bu dozda test edilmedi
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Sekil 4.10. Farkli ITC konsantrasyonlarinin fungal etmen A. niger’in misel gelisimini
engelleme potansiyelleri. (A) AITC, (B) BITC, (C) EITC, (D) MITC igeren petrilerdeki
misel gelisimleri gosterir

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECsp)degerleri, MITC igin 0.040 pl/petri, BITC igin 0.068 ul/petri,
AITC i¢in 0.072 pl/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso degeri EITC i¢in 0.086
ul/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10).

ITC’lerin farkli kimyasal bilesenlerinin misel gelisimlerini engelleyen MIC
degerlerinin antifungal etkinligin fungusidal/fungistatik 6zelliklerininbelirlendigi
calismada, MITC disinda misel gelisiminin goriilmedigi, bu sebepden dolayr MITC
disindaki diger ITC’lerin minimum engelleme konsantrasyonlardaki antifungal
etkinliginin fungisidal oldugu,misel gelisiminin gozlendigi MITC’nin antifungal
etkinliginin ise fungistatik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Farkli ugucu yaglarin buhar fazindaA. niger’inmisel gelisimini engellemesi
tizerine olanantifungal etkinlik sonuclar1 Cizelge 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Elde
edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degerlerine bakildiginda en etkili
ucucu yagin, 4.0 ul/petri dozla T. spicata ve O. syriacumugucu yaglariin oldugu, bu
yaglar1 sirasiyla6.0 pl/petri dozlaT. vulgaris, 8.0 ul/petri dozlaF. vulgare, 35.0 ve 40.0
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ul/petri dozlar ile L. nobilis ve E. camaldulensis ugucu yaglar tarafindan gosterildigi
belirlenmistir (Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkl
ucucu yag konsantrasyonlar arasinda farkin onemli oldugutespit edilmistir (Cizelge

4.11).

Sekil 4.11. Fungal etmen A. niger’e kars1 minimum engellemenin goriildiigi ITC
konsantrasyonlarinin fungisidal/fungistatik etkinligi. Engellemelerin gortildiigi
petrilerden alinan fungal misel diskleri yeni konduklar1 PDA besiyerleri tizerinde sadece
MITC den alinan misel diski (ok) yeniden gelisme gostermistir

Farkli ugucu yaglarin buhar fazindaA. niger’inmisel gelisimini engellemesi
iizerine olanantifungal etkinlik sonuglar1 Cizelge 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Elde
edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degerlerine bakildiginda en etkili
ugucu yagm, 4.0 pl/petri dozla T. spicata ve O. syriacumugucu yaglarin oldugu, bu
yaglari sirasiyla6.0 pl/petri dozlaT. vulgaris, 8.0 ul/petri dozlaF. vulgare, 35.0 ve 40.0
ul/petri dozlar ile L. nobilis ve E. camaldulensis ugucu yaglar tarafindan gosterildigi
belirlenmistir (Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12). Yapilan istatistik analiz sonucunda farkl
ucucu yag konsantrasyonlar arasinda farkin onemli oldugutespit edilmistir (Cizelge

4.11).
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Cizelge 4.11. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni A. niger’in
misel gelisimi iizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama Tss Tv Os Ln Ec Fv
0 59.7f 59.3g 59.3f 69.7h 69.7h 65.3i
1 57.7e 58.3f 54.3e 67.3¢ 69.3h 55.7h
2 40.3d 50.3e 43.3d 52.7f 40.79 51.79
3 29.3c 35.3d 31.3c 38.3e 30.7f 44 3f
4 11.3b 24.3c 19.3b 25.7d 23.3e 41.0e
5 0.0a 15.3b 0.0a 17.3c 19.7d 39.3d
6 Nt 0.0a 0.0a 11.3b 15.0c 33.3c
7 Nt nt Nt 0.0a 8.7b 19.3b
8 Nt nt Nt Nt 0.0a 0.0a
ECso 1.324 1.910 1.410 15.599 14.559 2.144

Ts, Tv ve Os Dozlar1: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0 pl/petri

Ln ve Ec Dozlar1: 0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0 ul/petri

Fv Dozlar1: 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ul/petri

Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iikk harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

nt: bu dozda test edilmedi

Cizelge 4.12. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni A. niger’in
misel gelisiminin % engellenmesi iizerine olan antifungal etkinligi

Uygulama Tss Tv Os Ln Ec Fv
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 3.4 1.7 8.4 3.3 0.5 14.8
2 32.4 15.2 27.0 24.4 41.6 20.9
3 50.8 40.4 47.2 45.0 56.0 32.1
4 81.0 59.0 67.4 63.1 66.5 37.2
5 100.0* 74.2 100.0 75.1 71.8 39.8
6 Nt 100.0* 100.0* 83.7 78.5 49.0
7 Nt nt Nt 100.0** 87.6 70.4
8 Nt nt Nt Nt 100.0**  100.0**

* %100 engellemenin goézlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alman diskler yeni PDA besi
yerine konulduklari petrilerinde gelisme gostermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik
fungisidal olarak belirlenmistir.

** 95100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi

yerine konulduklar1 petrilerinde gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik

fungisitatik olarak belirlenmistir.

nt: bu dozda test edilmedi

Probit analiz sonucunda ucucu yaglarin fungal misel gelisimini %50 oraninda
engelleyen etkili konsantrasyon (ECso)degerleri, T. spicata igin 1.324 ul/petri, O.
syriacum i¢in 1.410 pl/petri, T. vulgaris i¢in 1.910 pl/petri, F. vulgare i¢in 2.144
ul/petri, E. camaldulensisigin 14.559ul/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso
degeri igin L. nobilis 15.599 pl/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11).
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Ucucu yaglarin misel gelisimlerini engelleyen MIC degerlerinin antifungal
etkinliginin fungusidal/fungistatik ozelliginin belirlendigi caligmada, T. spicata, T.
vulgaris ve O. syriacumugucu yaglariin gostermis oldugu antifungal etkinliginin
fungisidal, F. vulgare, L. nobilisE. camaldulensisugucu yaginin antifungal etkinliginin
ise fungistatik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Fungal etmen A. niger’e karsi minimum engellemenin goériildiigii ugucu yag
konsantrasyonlarinin fungisidal/fungistatik etkinligi. Engellemelerin goriildiigii
petrilerden alinan fungal misel diskleri yeni konduklari PDA besiyerleri iizerinde
yeniden gelisme gostermis (fungusitatik, ok) veya gostermemistir (fungusidal)

Farkli ITC ve ugucu yaglarin antifungal etkinlikleri tiim fungal etmenlerin misel
gelisimini engeleyen MIC (Cizelge 4.13) ve ECso sonuglart (Cizelge 4.14) agisindan
degerlendirildiginde fungal etmenlere kars1 en yiiksekantifungal etkinlik, ITCbilesikleri
arasinda MITC tarafindan gosterildigi, bunu sirasiyla BITC, AITC’1n takip ettigini, en
diisiik etkinligin ise EITC tarafindan gosterildigi belirlenmistir. Ugucu yaglar acisindan
degerlendirilidginde en yiiksek etkinligin 3 farkl kekik tiirii olan T. spicata, O.syriacum
ve T. vulgaris ugucu yaglari tarafindan gosterildigi, bu yaglari sirasiyla F. vulgare ve L.
nobilisugucu yaglarmintakip ettigi, en diisiik etkinligin ise E. camaldulensis ug¢ucu yagi

tarafindan gosterildigi belirlenmistir.

57



Cizelge 4.13. Calismalarda kullanilan farkli ITC ve ugucu yag konsantrasyonlarinin
fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini engelleyen minimum engelleme
konsantrasyonlar1 (MIC)

Fungal hastahik etmenlerinin misel gelisimini engelleyen Minimum
Engelleme Konsantrasyonlari (ul/petri)

Uygulamalar F. incarnatum A. alternata A. niger
AITC 0.15* 0.21* 0.12*
BITC 0.12* 0.21* 0.12*
EITC 0.21* 0.18** 0.15*
MITC 0.06* 0.09* 0.09**

Tss 6.0* 2.0* 4.0*
Os 4.0* 4.0* 4.0*
Tv 6.0* 4.0* 6.0*
Fv 20.0* 8.0** 8.0**
Ln 25.0* 16.0** 35.0**
Ec 25.0** 16.0** 40.0**

* %100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi yerine
konuldukari petrilerinde gelisme gostermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisidal
olarak belirlenmistir.

** 0100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan diskler yeni PDA besi
yerine konuldukari petrilerinde gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik
fungisitatik olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.14. Calismalarda kullanilan farkli ITC ve ugucu yag konsantrasyonlarinin
Probit analizi sonucu belirlenen fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini %50
engelleyen etkili konsantrasyon degerleri (ECso)

Fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini engelleyen etkili konsantrasyon
(ECso) degerleri (ul/petri)

Uygulamalar F. incarnatum A. alternata A. niger
AITC 0.064 0.148 0.072
BITC 0.050 0.149 0.068
EITC 0.146 0.110 0.086
MITC 0.029 0.038 0.040

Tss 0.408 0.548 1.324
Os 0.613 0.596 1.410
Tv 0.541 0.682 1.910
Fv 3.966 1.305 2.144
Ln 7.881 3.351 15.599
Ec 9.446 3.555 14.559

Onceden yapilmis pek ¢ok arastirmalarinda farkli ugucu yag ve ekstraktlarmin
antimikrobiyal etkinliklerinin daha ¢ok gram pozitif ve gram negatif insan/hayvan/gida

patojenlerine karsi arastirilmis olup, 6zellikle mikotoksin olusturan hasat sonrasi bitki
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patojenlerine kars1 etkinliklerin ise olduk¢a kisitli sayida calismalarda irdelenerek
gozardr edilmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda dogrudan biber meyvelerinde
clirimelere neden olan A. alternata, A. niger ve F. incarnatum hastalik etmenlerine
karst bitki ugucu yaglarin antifungal etkinligi konusunda yapilmis bir caligmaya
rastlanilmamis olup, s6z konusu fungal etmene karsi bitki ugucu yaglarin etkinligi ilk
kez bu ¢aligma ile ortaya konulmustur.

Farkli irtin gruplarindan elde edilen A. niger etmenine karsi yapilan onceki
calismalarda Cymbopogon citratus (Sonker ve ark., 2014), Thymus serpyllum (Sokolic-
Mihalak ve ark., 2012) Satureja thymbra (Tsimogiannis ve ark., 2017), Ocimum
basilicum, Mentha spicata, Pimpinella anisum ve Fortunella margarita (Fitsiou ve ark.,
2016), feslegen, tar¢in, okaliptiis, mandarin, origanum, nane, cay agact ve kekik
(Ghaffar ve ark., 2015; Hossain ve ark., 2016), Foeniculum vulgare (Mota ve ark.,
2015), Thymus capitatus, Daucus crinitus ve Tetraclinis articulate (Alam ve ark.,
2014) ugucu yaglarinin yanisira Origanum spp. (Kocic-Tanackov ve ark., 2012), O.
vulgare subsp. hirtum, O. minutriflorum ve T. spicata (Askun ve ark., 2008) bitki
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarda giiclii diizeyde antifungal etkinlik gosterdigi
bildirilmistir.

Gerek biber, gerekse diger triinlerden elde edilen F. incarnatum tizerine bitki
ucucu yaglarin etkinligi konusunda bir ¢alismaya rastlanilmamis olup, depolanmis farkli
tirinlerde mikotoksin olusturan Fusarium spp karsi bitki ugucu yag ve ekstraktlarinin
antifungal etkinliklerinin arastirildigi ¢alisamalarda ise Solanum torvum ekstraktinin
Aspergillus flavus ve Fusarium verticillioides’e kars1 (Abhishek ve ark., 2015),
Eucalyptus globulus, Thymus capitatus ve Schinus molle ugucu yaglarinin Aspergillus
parasiticus ve Fusarium moniliforme’ye karsi (Lopez-Menesesve ark., 2015), tar¢in ve
Rosmarinus officinalis ugucu yaginin fumonisin iireten Fusarium verticillioides ve
Fusarium proliferatum’a kars1 (Xing ve ark., 2014; Bomfim ve ark., 2015), O. vulgare
subsp. hirtum, O. minutiflorum ve T. spicata methanol ekstraktlarinin ise (Askun ve
ark., 2008) Fusarium proliferatum’a karsi antifungal etkinlik gosterdigini
bildirmislerdir. Soliman ve Badeaa (2002) 12 farkli bitkiden elde edilen ugucu yaglarin
mikotoksin olusturan depo patojenlerinden Aspergillus favus, A. parasiticus, A.
ochraceus ve Fusarium moniliforme’ye karsi antifungal etkinliklerin arastirildig

caligmalarinda, ugucu yaglar arasinda kekik (Thymus vulgaris) ve tar¢in (Cinnamomum
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zeylanicum) ugucu yaglarinin 500 ppm den daha diisiik dozlarda etkinlik gosterirken,
kadifegicegi (Calendula ofricinalis) 2000 ppm’de, nane (Mentha viridis), Achillea
fragrantissima ve feslegen ucu (Ocimum basilicum) yagi 3000 ppm’de fungal misel
gelisimlerini tamamen engelledigini, ugucu yaglar arasinda kekik, tar¢in, anason ve
nane yaglarmin en etkili yaglar oldugu, funguslarin misel gelisimi ve mikotoksin
olusumunun kullanilan ugucu yagin konsantrasyonuna bagli olarak azalis gosterdigini
belirlemislerdir.

A. alternata’ya karsi antifungal etkinligi arastirilan ugucu yaglar arasinda ise
defne yaginin (L. nobilis) 800 pg/ml dozunun misel gelisimini tamamen engelledigi,
fungus spor ¢imlenmesinin 200 pg/ml dozunda durduruldugu, 500 pg/ml in vivo
dozunun ise hastalik etmeninin domates meyvelerinde ciiriimeleri engelledigi
bildirilmistir (Xu ve ark., 2014).

Ugucu yaglarin yanisira ITC’lerin antifungal etkinliginin s6z konusu hastalik
etmenlerine karsi arastirildigi ¢alismalara oldukga kisitli sayida rastlanilmistir. Farkli
bitki tiirlerinde sorun olan mikotoksijenik fungal tiirlerden olan Aspergillus spp.
(Hontanaya ve ark., 2015), Penicillium spp. (Tun¢ ve ark., 2007) ve Fusarium spp.
(Nazareth ve ark., 2016) kars1 hardal bitkisinin 6nemli bilesenlerinden olan AITC giiclii
antifungal etkinlikler gosterdigini bildirmislerdir. Alifatik bir bilesik olan AITC, kara
lahana (Brassica nigra) ve kahverengi hardal (Brassica juncea) bitki ugucu yaglarmin
ana bileseni olup, sitoplazmasinin igerisinde yer alan thiocyanate (-N=C=S) ve
stilfiirden (-SH) dolay1 yliksek diizeyde uguculuga ve giiclii bir antifungal etkinlige
sahip oldugu cesitli gida ve depolanmis tiriinlerde sorun olan hastalik etmenlerine karsi
onceden yapilmis ¢aligmalarla bildirilmistir (Isshiki ve ark., 1992; Delaquis ve ark.,
1999; Nadarajah ve ark., 2005; Shin ve ark., 2010; Kara, 2015).

Tracz ve ark. (2017), ITC bilesenlerden allyl isothiocyanate’nin (AITC)
depolanmis musir danelerinde Aspergillus parasticus, Fusarium tricinctum, Fusarium
verticillioides, Alternaria alternata ve Gibberela zeae tarafindan neden olunan
¢lirimelere ve toksin olusumu iizerine etkinliginin arastirildigi ¢alismada mikotoksin
olusumunun kontrol grubunda gozlendigi, AITC uygulamalarinda ise 12 mikotoksinin
olusumunun LC-MS/MS ile belirlenemeyecek diizeyde tutuldugunu bildirmislerdir.

Otoni ve ark (2014) allyl isothiocyanate’nin (AITC) igeren ped seklinde keselerin

yer aldig1 saklama kutularinda yerfistiginda A. flavus bulasikligini kontrol uygulamasina
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gore 10 kat azalttigini, AITC uygulamasinin {iriin {izerinde higbir sekilde olumsuz
etkide ve kalint1 birakmadigini, bu yiizden AITC’in depolanmis iirlinlerde giivenle ve
etkili bir sekilde kullanilabilecek iiriin oldugunu belirlemislerdir. Nitekim AITC
kimyasal yapi1 bakimindan FDA tarafindan onaylanmis “Kanserojenik Olmayan
Giivenilir Kimyasal” smifindan bir bilesik oldugu bildirilmistir (Tracz ve ark., 2017).
Santos ve ark. (2010) hermetik kosullarda misir danelerinde tokisn olusturan
mikroorganizmalara karst 300 ul/kg dozunda musir danelerinde toksin olusumu ve
fungal kontaminasyonun 6nemli diizeyde engellendigini bildirmislerdir.

Troncoso-Rojas ve ark. (2005) Benzyl isothiocyanate (BITC) in domates
meyvelerinde sorun olan A. alternata’ya karsi in vitro ve in vivo antifungal etkinligini
aragtirdigt ¢alismasinda BITC’in  fungal etmenin misel gelisimini engelleyen
MIC’unun0.1 mg/ml oldugunu, paketlenmis domates meyvelerinde A. alternata
tarafindan neden olunan ¢iirimeleri 0.56 mg/ml dozunda basarili bir sekilde
engelledigini bildirmislerdir.

Troncoso ve ark. (2005) lahana bitkisinden elde ettikleri ekstraktlarin kimyasal
analizleri sonucunda allyl, benzyl, 2-phenylethyl ve phenyl isothiocyanates bileskiklerin
1:3.5:5.3:9.6 oraninda bulundugu, bu bilesenlerin sentetik saf haldeki bilesiklerinin ayn1
oranda karigtirildiklarinda biber meyvesinde A. alternata’ya karsi in vitro antifungal
etkinliginin 0.3 mg/ml dozunda %100 misel gelisimini engelledigini, paketlenmis biber
meyvelerinde A. alternata tarafindan neden olunan ¢iirtimeleri 0.56 mg/ml dozunda
ticari fungusite oranla daha basarili bir sekilde engelledigini, uygulamanin biber

meyvelerinin kalitesinde herhangi bir olumusz etkinlikte bulunmadigini bildirmistir.

4.3. Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine Antagonist Bakteri izolatlarinin in

vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Saglikli kurutulmus (ADP olarak kodlanmis) ve ayni bolgelerden temin edilen
taze biber (AFP olarak kodlanmis) meyvelerininigsel dokularindan bitki 6rneklerini ve
izole edildigi petriyi temsil edecek sekilde farkli morfolojik gortiniimlii 25 adet bakteri
izolat1 elde edilmistir (Sekil 3.4). Testlemeler oncesinde yapilan tiitin HR ve patates
yumusak ciiriikliikk testi sonucunda 4 izolat pozitif reaksiyon vermis oldugundan

denemelere alinmamistir. Geri kalan 21 izolatin MALDI TOF analiz sonucunda ise 5
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izolatin potansiyel insan/hayvan/gida patojeni (Staphylococcus spp, Klebsiella
spp.,Escherichia coli) olmasi nedeni ile denemeye alinmamis, geri kalan toplam 16
izolatin fungal etmen F. incarnatum, A. alternata ve A. niger’in misel gelisimini
engellemesi lizerine olan antagonistik potansiyelleri ikili kiiltiir testleri ile belirlenmistir

(Sekil 4.13). Elde edilen sonuglar Cizelge 4. 15 ve Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.15 Farkli endofit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlerinde
fungal etmenlerin misel gelisimi (mm) tizerine etkinligi

Misel gelisimi (mm)

izolat No. Bakteri Tiir Ismi (tam indeksi) Fi Aa An
ADP2  Enterobacter ludwigii (2.376) 41.71 34.7e 31.7e
ADP3  Bacillus mojavensis (1.85) 16.3bcd  20.7d 11.7a

ADP5  Bacillus subtilis ssp spizizenii (1.79) 17.3cd  15.7bc  15.7bc

ADP6  Pseudomonas stutzeri (1.44) 41.7i 20.7d 35.7f
ADP9  Bacillus amyloliquefaciens (1.78) 18.7de 21.0d 12.3ab
ADP10  Bacillus subtilis ssp spizizenii (1.97) 19.0de  18.3cd 23.0d
ADP12  Bacillus subtilis ssp subtilis (1.57) 13.0ab 19.7d 12.3ab
AFP1 Bacillus amyloliquefaciens (1.63) 11.7a 13.0ab 16.3c
AFP2 Bacillus atrophaeus (1.467) 19.0de 10.7a 12.3ab
AFP3 Bacillus vallismortis (1.76) 21.7e 20.7d 22.3d
AFP5 Bacillus amyloliquefaciens (1.68) 20.3de  12.7ab  12.7ab

AFP17  Bacillus subtilis ssp spizizenii (1.77) 36.3gh 33.7e 24.3d
AFP18  Enterobacter cloacae (2.30) 29.0f 34.7e 25.3d
AFP20  Bacillus vallismortis (1.724) 17.7 12.3a 12.7ab
AFP24  Acinetobacter calcoaceticus (1.43) 14.0abc  20.3d 10.0a
AFP28  Enterobacter cloacae (2.485) 34.79 34.7e 30.3e
KONTROL 40.0hi 40.7f 40.79

Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiiclik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).
Fi: Fusarium incarnatum; Aa:Alternaria alternata; An: Aspergillus niger
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Cizelge 4.16 Farkli endofit antagonist bakteri izolatlarin in vitro ikili kiiltiir testlerinde
fungal etmenlerin misel gelisimini % engelleme potansiyelleri

Misel gelisimini % engelleme potansiyelleri

izolat No. Bakteri Tiir Ismi Fi Aa An
ADP2 Enterobacter ludwigii 0.0 14.8 22.2
ADP3  Bacillus mojavensis 59.2 49.2 71.3
ADP5  Bacillus subtilis ssp spizizenii 56.7 61.5 61.5
ADP6  Pseudomonas stutzeri 0.0 49.2 124
ADP9 Bacillus amyloliquefaciens 53.3 48.4 69.7
ADP10 Bacillus subtilis ssp spizizenii 52.5 55.0 43.5
ADP12 Bacillus subtilis ssp subtilis 67.5 51.7 69.7
AFP1 Bacillus amyloliquefaciens 70.8 68.1 59.9
AFP2 Bacillus atrophaeus 52.5 73.8 69.7
AFP3  Bacillus vallismortis 45.8 49.2 45.1
AFP5  Bacillus amyloliquefaciens 49.2 68.9 68.9
AFP17 Bacillus subtilis ssp spizizenii 9.2 17.3 40.2
AFP18 Enterobacter cloacae 27.5 14.8 37.8
AFP20 Bacillus vallismortis 55.8 69.7 68.9
AFP24  Acinetobacter calcoaceticus 65.0 50.0 75.4
AFP28 Enterobacter cloacae 13.3 14.8 25.5
KONTROL 0.0 0.0 0.0

Fi: Fusarium incarnatum; Aa:Alternaria alternata; An: Aspergillus niger

Elde edilen bakterilerin cins diizeyinde dagilimi incelendiginde en fazla
antagonistik etki gosteren izolatlarin 11 adet ile gram pozitif Bacillus cinsine bagh
oldugu, bunu sirasi ile 3 izolatla gram negatif Enterobacter, 1’er izolatla gram negatif
Pseudomonas ve Acinetobactercinsleri takip etmistir. MALDI-TOF analiz sonuglarina
gore elde edilen Gram-pozitif bakterilerin tiirlere gore dagilimi karsilastirildiginda en
fazla elde edilen tiirin 4 izolatla Bacillus subtilis oldugu, bunu 3 izolatla Bacillus
amyloliquefaciens, 2 izolatla Bacillus vallismortis,1’er izolatlar  Bacillus
mojavensisveBacillus atrophaeus oldugu belirlenmistir.

Bitkilerin endosphere olarak bilinen i¢sel doku bolgesi bir¢ok faydali veya zararh
mikroorganizmalara konukculuk eder. Bu bolgelerde farkl: tiirlere ait pek ¢ok fungal ve
bakteriyel antagonist mikroorganizma tiirlerinin yasamini siirdiirdiigii, bu tiirlerin o, 3
ve y Proteobacteria subesinin yanisira Firmicutes ve Actinobakteri cinslerinedahil tiirler
oldugu bildirilmistir. Bu subeler igerisindePseudomonas, Bacillus, Burkholderia,
Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea ve Microbacteriumspp. en fazla

bildirilenbakteri cinsleridir (Sun ve ark., 2010; Romero ve ark., 2014; Hallmann ve ark.,
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1997; Sturz ve ark., 2000; Rosenblueth ve Martinez-Romero, 2006; Marquez-Santacruz
ve ark., 2010; Shi ve ark., 2014). Endofit bakteri izolatlarinin bulundugu bu cinsler ayni
zamanda rizosferde epifit olarak bulunan bakteri izolatlarin yer aldigi cinslerdir. Bu
nedenle endofit bakterilerin bir sekilde rizosfer kokenli bakterilerin alt populasyon

grubu olabilecegi degerlendirilmektedir (Marquez-Santacruz ve ark., 2010).

Sekil 4.13. Biberlerden izole edilmis farkl tiirlerdeki antagonist bakteri izolatlarinin
ikili kiiltiir testlemelerinde fungal etmen (A) F. incarnatum, (B) A. alternata ve (C) A.
niger’in misel gelisimini engelleme etkinlikleri
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Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 16 bakteri izolatinin fungal etmen
Fusarium incarnatum’un misel gelisimlerini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 4 izolatin (%25.0) misel gelisimini %0.0-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 3 bakteri izolati (%18.75) misel gelisimini %25.0-
49.9 gibi degisen oranlarda orta diizeyde, %56.25 gibi biiyiik bir oraninin (9 izolat) ise
>%50 oranlarda giiclii diizeyde engelledigi belirlenmistir. Yapilan istatistik analiz
sonucunda izolatlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu, genel anlamda Bacillus
subtilisspizezenii disinda Gram pozitif antagonistizolatlarin (Bacillus spp.) gram negatif
Pseudomonas stutzeri, Enterobacter ludwigii ve Enterobacter
cloaceaeizolatlarinakiyasla hastalik etmeninin misel gelisimini etkili bir sekilde
engelledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en giiglii diizeyde engelleyen izolatin %70.8
engelleme orani ile Bacillus amyloliquefaciensAFP1 oldugu, bu izolati sirasiyla %68.75
engelleme oram1 ile Bacillus subtilis subtilisADP12 ve  Acinetobacter
calcoaceticusAFP24izolatlar1 takip etmistir. Izolatlar arasindaki farkin istatistiksel
olarak farkli olmadig1 gorilmistiir (Cizelge 4.10). Gram negatif Enterobacter ludwigii
ADP2 ve Pseudomonas stutzeri ADP6 %0-9.2 engelleme oranlar ile hastalik etmenini
en dislk diizeyde engelleyen izolatlar olarak kayit edilmistir (Cizelge 4.15, Sekil
4.13A).

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 16 bakteri izolatinin fungal etmen
Alternaria alternata’nin  misel gelisimlerini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 4 izolatin (%25.0) misel gelisimini %0.0-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 4 izolat (%25.0) misel gelisimini %25.0-49.9 gibi
degisen oranlarda orta diizeyde, %50.0 gibi biiyiik bir oraninin (8 izolat) ise >%50
oranlarda giiclii diizeyde engelledigi belirlenmistir. F. incarnatum o6rneginde oldugu
gibi izolatlar arasinda 6nemli istatistiksel farkliliklarin oldugu, genel anlamda Bacillus
subtilisspizezenii disinda Gram pozitif antagonistizolatlarin (Bacillus spp.) gram negatif
Enterobacter ludwigii ve Enterobacter cloaceaeizolatlariakiyasla hastalik etmeninin
misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en gii¢li diizeyde engelleyen antagonist
bakteri izolatin %73.8 engelleme orani ile Bacillus atrophaeus AFP2 oldugu, bu izolati

sirastyla %69.7 engelleme orani ile Bacillus vallismortis AFP20 ve %68.9 engelleme
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oran1 ile Bacillus amyloliquefaciens AFP25 izolatlar1 takip etmistir. izolatlar arasindaki
farkin istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmistiir (Sekil 4.13B, Cizelge 4.15).
Hastalik etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlar %14.8 engelleme orani ile
gram negatif bakterilerden Enterobacter ludwigii ADP2, Enterobacter cloaceaecAFP18
ve AFP28 izolatlar1 olmustur (Cizelge 4.15, Sekil 4.13B).

Ikili kiiltiir testlemeleri sonucu test edilen 16 bakteri izolatinin bir diger fungal
etmen Aspergillus niger’in  misel gelisimlerini engelleme diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde; 2 izolatin (%]12.5) misel gelisimini %0.0-24.99 gibi degisen
oranlarda zayif diizeyde engellerken, 5 izolat (%31.25) misel gelisimini %25.0-49.9
gibi degisen oranlarda orta diizeyde, 9 izolat (%56.25)ise >%50 oranlarda giiclii
diizeyde engelledigi belirlenmistir. F. incarnatum ve A. alternata orneklerinde oldugu
gibi izolatlar arasinda onemli istatistiksel farkliliklarin oldugu, genel anlamda Gram
pozitif antagonistizolatlarin (Bacillus spp) gram negatif Pseudomonas stutzeri,
Enterobacter ludwigii ve Enterobacter cloaceaeizolatlarinakiyasla hastalik etmeninin
misel gelisimini etkili sekilde engelledigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15,Sekil 4.13C).

Hastalik etmeninin misel gelisimini en giiglii diizeyde engelleyen antagonist
bakteri izolatin %75.4 engelleme orani ile Acinetobacter calcoaceticus AFP24 oldugu,
bu izolat1 sirasiyla %71.3 engelleme orani ile Bacillus mojavensis ADP3 ve %69.7
engelleme orani ile Bacillus amyloliquefaciens ADP9, Bacillus subtilis subtilis ADP12
ile Bacillus atrophaeus AFP2 izolatlar1 takip etmistir. izolatlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.13C, Cizelge 4.16). Hastalik
etmenini en diisiik diizeyde engelleyen izolatlar %12.4 engelleme orani ile gram negatif
bakterilerden Pseudomonas stutzeri ADP6, Enterobacter ludwigii ADP2, Enterobacter
cloaceae AFP28 izolatlar1 olmustur (Cizelge 4.16, Sekil 4.13C).

4.4. Fungal Etmenlerin Misel Gelisimi Uzerine Antagonist Bakteri izolatlariin

Ucucu Bilesenlerinin in vitro Antagonistik Etkinliginin Belirlenmesi

Calismalarda kullanilan antagonist bakteriler ile fungal etmenlerin karsilikli
olarak ayni besi yeri {izerindeki etkilesimlerinin belirlendigi ikili kiiltiir testlerinde petri
icerisinde test edildikleri etmenlerin {iclinede etkili olarak belirlenen farkli tiirlere ait

bakteriler (Bacillus mojavensis ADP3, Bacillus subtilis ssp spizizenii ADP5, Bacillus
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amyloliquefaciens ADP9, Bacillus subtilis ssp subtilis ADP12, Bacillus
amyloliquefaciens AF1, Bacillus atrophaeus AFP2, Bacillus vallismortis
AFP20veAcinetobacter calcoaceticusAFP24) tarafindan tiretilmek suretiyleortaya ¢ikan
ucucu bilesenlerin fungal etmenlerin misel gelisimi iizerine olan etkinligin arastirildigi
bir diger caligmada bakterilerin iiretmis oldugu ugucu bilesenlerin fungal etmenlerin
misel gelisimini ikili kiltiir testlerinden elde edilen etkinlikleri (Cizelge 4.17) ile
karsilastirildiginda bakterilerin  ¢cogunlugunun daha yiiksek diizeyde engelleme

gosterirken (Cizelge 4.18), baz1 izolatlarin ise etkinliginin diistiigii tespit edilmistir.

Cizelge 4.17 Farkli endofit antagonist bakteri izolatlarin ugucu bilesenlerinin in vitro
ikili kiiltiir testlerinde fungal etmenlerin misel gelisimi (mm)iizerineetkinligi.

Misel gelisimi (mm)

izolat No. Bakteri Tiir Ismi (teshis indeksi) Fi Aa An
ADP3  Bacillus mojavensis (1.85) 25.0a 16.0a 23.7ab
ADP5  Bacillus subtilis ssp spizizenii (1.79) 39.7c 16.0a 44.3c
ADP9  Bacillus amyloliquefaciens (1.78) 48.3d 27.0d 26.3b
ADP12  Bacillus subtilis ssp subtilis (1.57) 51.7d 21.0c 24.3ab
AFP1 Bacillus amyloliquefaciens (1.63) 30.3b 20.7bc  25.3ab
AFP2 Bacillus atrophaeus (1.467) 33.3b 16.3ab 31.3c
AFP20  Bacillus vallismortis (1.724) 35.0bc 16.7abc  21.7a
AFP24  Acinetobacter calcoaceticus (1.43) 35.0bc 34.0e 25.7b
KONTROL 85.0e 56.7f 89.3d

Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).
Fi: Fusarium incarnatum; Aa:Alternaria alternata; An: Aspergillus niger

Cizelge 4.18 Farkli endofit antagonist bakteri izolatlarin ugucu bilesenlerinin in vitro
ikili kiiltiir testlerinde fungal etmenlerin misel gelisimini % engelleme potansiyelleri.

Misel gelisimi (mm)

izolat No. Bakteri Tiir Ismi (teshis indeksi) Fi Aa An
ADP3 Bacillus mojavensis (1.85) 70.61 71.8% 73.5%
ADP5 Bacillus subtilis ssp spizizenii (1.79) 53.3] 71.81 50.4]
ADP9 Bacillus amyloliquefaciens (1.78) 43.1] 52.31 70.51
ADP12  Bacillus subtilis ssp subtilis (1.57) 39.2] 62.91 72.81
AFP1 Bacillus amyloliquefaciens (1.63) 64.3] 63.5] 71.61
AFP2 Bacillus atrophaeus (1.467) 60.81 71.2% 64.9]
AFP20  Bacillus vallismortis (1.724) 58.81 70.61 75.7%
AFP24  Acinetobacter calcoaceticus (1.43) 58.8] 40.0] 71.3]
KONTROL 0 0 0

1: Engelleme etkinliginin ikili kiiltiir testlemesine gore daha yiiksek oldugunu
1: Engelleme etkinliginin ikili kiiltiir testlemesine gore daha diisiik oldugunu
Fi: Fusarium incarnatum; Aa:Alternaria alternata; An: Aspergillus niger
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Calismamiz kapsaminda saglikli taze ve kurutulmus biber meyvelerinden elde
edilen ve tanist yapilan izolatlar goz oniine alindiginda, Onceden yapilmis bir¢ok
biyolojik miicadele ¢alismalarinda elde edilen sonuglara benzer sekilde Bacillus spp. ait
izolatlar izolasyonlarda en sik karsilasilan bakteriler olmustur (Aktan, 2018).

Biyolojik miicadele ¢aligmalarinda siklikla izole edilen Bacillus spp ait izolatlarin
70’den fazla antimikrobiyal etkiye sahip metabolit/bilesik/antibiyotik iirettigi ve bu
bilesiklerin farkli konukgu bitkilerde yaprak, meyve, ¢icek, gdvde, koklerde hastalik
olusturan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 en fazla calisilan ve etkinligi
ortaya konulmus tiirler oldugu goriilmiistiir (Tekin, 2002; Aktan, 2018). Bacillus spp.
arasinda B. subtilis tiiriine ait izolatlarin ¢ok farkli tiirde antimikrobiyal etkiye sahip
bilesikleri sentezleme yetisinde olmasi nedeni ile iizerinde en fazla calisilan bakteri tiirii
olmustur (Stein, 2005). S6z konusu bilesikler arasinda B. subtilis ve B.
amyloliquefaciens’initurin, B. pumilus, B. licheniformis, B. coagulans’mn surfactin veya
yakin tiirevleri olan lichenysin’i (Huszcza ve Burczyk, 2006) tretirken, fengycin B.
subtilis ve B. amyloliquefaciens’in yanisira B. cereus (Tsuge ve ark., 1999) ve B.
thuringiensis (Kim ve ark., 2004) tarafindan tiretilir.

Bacillus spp. (6zellikle Bacillus subtilis) farkli molekiiler yapiya sahip
antimikrobiyal etkinlige sahip bilesikler {iiretmeleri, iretilen bilesiklere Kkarsi
patojenlerin kolayca dayamiklilik gelistirememesi, olumsuz cevre kosullarina karsi
dayanikli endospor olugturmalar gibi {istiin biyolojik 6zellikten dolay: hastaliklara kars:
etkili biyopestisitlerin {iretilmesinde en uygun adaydir. Nitekim Agrobacterium,
Bacillus ve Pseudomonas cinslerine bagl tiirler kiiresel pazarda biyopreparati yapilmis
olan 6nemli mikroorganizmalar oldugu bilinmektedir (Fravel, 2005). Diinya pazarinda
yer alan biyolojik preparatlarin yaridan fazlasini Bacillus spp ait biyopreparatlar
olugturur. Bu preparatlar arasinda en fazla pazar paymi: (>%70) ise boceklerle
miicadelede kullanilan B. thuringiensis preparati almaktadir. Biyopreparati yapilmisg
pazarda 6nemli yere gelmis diger tiirler olarak Bacillus subtilis strain GBO3, B. subtilis
strain QST 713, B. subtilisMBI 600, B. subtilis var. amyloliquefaciens strain FZB24, B.
licheniformis strain SB3086 ve B. pumilus GB 34 nolu izolatlar gosterilebilir.

Calismada elde edilen izolatlar tiir diizeylerinde incelendiginde endospor {iretme
kabiliyetinde olan Bacillus spp (ozellikle Bacillus subtilis, B. mojavensis,

B.vallismortis, B. amyloliquefaciens, B. subtilis ssp spizizenii)’in test edilen fungal
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etmenlerin yanisira farkli konukgu bitkilerde diger toprak ve yaprak kokenli hastalik
etmenlerine kars1 yiiksek diizeylerde antagonistik etkinlikler gosterdigi, antagonistik
etkinliklerin genelde antimikrobiyal bilesiklerin (siderofor, proteaz, amonyak gibi)
yanisira, biyosiirfektant, antibiyotik peptidler, mikolotik enzimlerden chitinaz, B-1,3-
glucanase and -1,4-glucanase gibi enzimlerden kaynaklandig: bildirilmistir (Huang ve
Chen, 2004; Araujo ve ark. 2005; Gupta ve ark., 2006; Chung ve ark., 2008; Singh ve
ark., 2008; Chaiharn ve ark., 2008; Xiao ve ark., 2009; Senthilkumar ve ark., 2009;
Kumar ve ark., 2012; Aktan, 2018).

Yapmis oldugumuz literatlir aragtirmasinda séz konusu biyolojik miicadele
etmenlerinin  biberden izole edilmis ve ¢alismalarimizda kullanilmig olan
mikotoksijenik fungal izolatlara karsi olan biyolojik etkinlik c¢alismalarina
rastlanilmamistir. Denemede kullanilan fakat baska bitkilerden izole edilen benzer
etmenlere ise oldukga kisitl sayida oldugu goriilmiistiir.

Sid ve ark. (2003) biber bitkisinin kok ve yapraklarindan elde ettikleri 500 den
fazla bakteri izolatin1 biberlerde kok ciirlikliigii ve yaprak leke hastaligi etmenleri olan
Phytophthora capsici ve Alternaria alternata’ya karsi test ettikleri ¢alismada, 60
izolatin test edildikleri etmenlere karsi degisen oranda engelleme gdsterdigini, 10
izolatin her iki etmenede etkinlik gosterdigini, engellemelerin goézlendigi noktalarda
fungus miselleri {izerinde engelleme yapan bakteri izolatlarinin hifler {izerinde
pihtilasma, erime, vakollesme, sitoplazmik bozulmalar seklinde goriilen morfolojik
bozukluklara neden oldugunu, segilen veBacillus spp (B. subtilis, B. licheniformis vb)
olarak teshis edilen 4 izolat ile yapilan in vivo denemelerde izolatlarin Phytophthora
capsici’ye karst %49-80,Alternaria alternata’ya karsi ise %353-74 oraninda etkinlik
gosterdigi bildirilmistir. Benzer sekilde farkli kiiltiir bitkilerinde yaprak leke hastaligina
neden olan A. alternata etmenine kars1 Bacillus spp., Pseudomonas spp. (Pastor ve ark.,
2012; Pane ve ark., 2015; Li ve ark., 2015; Kurniawan ve ark., 2018) ait izolatlarin
biyolojik miicadele ¢alismalarinin yapildigi ve izolatlarin gerek in vitro gerekse in vivo
calismalarda hastalik ¢ikisini etkili bir sekilde baskilayabildigi bildirilmistir.

Benzer sekilde Song ve ark. (2014) Kore’de ginseng koklerinde ¢liriimelere neden
olan Fusarium cf. incarnatum’a kars1 biyolojik miicadele etmenlerinin etkinliklerinin
arastirlldigit  ¢alismada, 392 izolat igindeantagonist Bacillus spp. B2-5

izolatininfungusun in vitro misel gelisimini yiiksek diizeyde engelledigini, hifler
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tizerinde morfolojik anormalliklere neden oldugunu s6z konusu izolatin hastalik etmeni
ile miicadelede kullanilabilecek 1iyi bir alternatif miicadele yontemi oldugunu
bildirmislerdir.

Raut ve ark. (2014) mikotoksijenik A. niger etmenine kars1 3Bacillus spp (B.
subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens) , 3 Pseudomonas spp (P. aeruginosa, P.
fluorescens) ve 1 Trichoderma sp. izolatimin biyokontrol etkinligini arastiridiklari
calismada, aday bakteri izolatlardan sadece B. amyloliquefaciens 1014 izolatin yiiksek
antifungal etkinlik gésteren metabolitler iiretmek suretiyle etkinlik gosterdigini, iiretilen

antimikrobiyal metabolitin 1s1ya dayanikli yapida oldugunu bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Hatay ili, Antakya ilgesindeki aktarlarinda ve pazar yerlerinde
satilan gerek bolge halki gerekse ¢evre illerde yogun talebi olan ve tiiketilen kurutulmus
kirmiz1 biber (bas biber) meyvelerinde bozulma ve kiiflenmeye neden olmak suretiyle
muhtemelen mikotoksin {ireten fungal hastalik etmenlerinin belirlenmesi, en sik
karsilasilan tiirlere kars1 kimyasallara alternatif yeni miicadele yontemlerinin etkinligi in
vitro kosullarda arastirilmistir.  Yapilan sorveyler sonucunda meyvelerin  dis
kabuklarinda renk degisikligi, kararma, ¢iiriime belirtileri gdsteren meyvelerden yapilan
izolasyonlarda 40 farkli fungal izolat elde edilmistir. izolatlarin rastlanma sikliklarina
bakildiginda en sik karsilasilan tiirlerin Aspergillus spp oldugu, bu tiirler i¢inde A. niger
%20 rastlanma siklig1 ile en fazla karsilasilan tiir oldugu, bu tiirii sirasiyla %15 ile
Fusarium incarnatum ve %12.5 rastlanma siklig1 ile A. alternata etmenleri izlemistir.
S6z konusu fungal tiirlerin yapilan patojenite testi sonucunda yapay olarak enfekte
edilen sagliklt meyvelerde pazarda goriilen belirtilere benzer belirtilere sebep olmustur.
S6z konusu hastalik etmenlerin A. niger ve A. alternata’nin iilkemizde varligi
bilinmekle birlikte, F. incarnatum’un biber meyvelerinde c¢iirlimelere neden olmak
suretiyle hastalik etmeni oldugu tilkemiz i¢in ilk kez bu ¢aligma ile ortaya konulmustur.
A. alternata ve A. niger’in depolanmis meyve ve sebzelerde sorun oldugu iilkemizde
yapilan 6nceki calismalarda bildirilmistir.

S6z konusu 3 hastalik etmeninin yapilan Onceki caligmalara gdre mikotoksin
tiretme potansiyeline sahip oldugu bilinmesi nedeni ile bu ¢alismada izole edilen ve
tanilanan etmenlerin mikotoksin iireten potansiyelleri yeniden arastirilmamistir.
Mikotoksinlerin 6zellikle fungal etmenlerden Fusarium, Aspergillus, Alternaria,
Penicillium spp. tarafindan {irerilen toksik sekonder kimyasal bilesikler olup, fungal
etmenler tarafindan tarlada baslayan enfeksiyonlarla iirlinlrede bozulmalara neden
oldugu triinlerde birikimleri ise tarladan baslar, depolanma siiresince tiiketilinceye
kadar {iriin iizerinde devam eder (Reedy ve ark., 2010). Uriinlerde biriken ve
cogunlugunun kanserojenik etkiye sahip oldugu bildirilen mikotoksinler bu iiriinleri
tilketen insan ve hayvanlarda ciddi hastaliklara neden olur. Mikotoksin iireten fungal
hastalik etmenlerinin kimyasal miicadelesi olduk¢a zor olmasinin yansira, bu etmenlere

hali hazirda ruhsatl fungusitlerin bulunmamasi, kayit disi kullanilan kimyasallarin ise
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cevreye, insana ve hedef dis1 yararli mikroorganizmalara olan olumsuz etkileri, sik ve
yiksek dozda kullanilmalar1 nedeni ile hastalik etmenlerinin dayaniklilik
gelistirmelerigibi nedenlerden dolayr bu tiir hastaliklarla miicadelede c¢evre dostu,
kimyasallara alternatif yeni miicadele yontemelerinin test edilmesinin gerekliligi yapilan
birgok calisma ile vurgulanmistir (Soliman ve Badea, 2002; Irkin ve Korukluoglu,
2007). Hastaliklara maruz kalan bitkiler ayni zamanda igerdikleri farkli kimyasal
yapidaki antimikrobiyal ozellige sahip bilesikler ve ucucu Ozellige sahip yaglara
sahiptir. Bu ugucu 6zellikteki antimikrobiyal bilesikler ve ugucu yaglar bir¢ok fungal,
bakteriyel ve viral hastalik etmenlerine karsi etkiye sahip oldugu, kullanildiklari
yerlerde bitkiye ve tiiketen kisiye, ve ¢evresine zarar vermedigi, patojenlerin
dayaniklilik gelistirememeleri, kalintilara neden olmamalar1 gibi takdir edilen
nedenlerden dolay1 ge¢misten giinlimiize siirekli olarak arastirilan dogal kaynaklardir
(Burt, 2004; Bakkali ve ark., 2008).

Hastaliklarla kimyasallara alternatif ¢evre dostu, giivenilir bir diger yaygin
miicadele yontemi dogada saprofit olarak bitkide hastalifa neden olmayan
mikroorganziamalarin biyolojik miicadele etmeni olarak kullanildig1 yontemdir. Saglikli
bitkilerin rizosfer (kok ve toprak bolgesi), filosfer (toprak iistii aksami (govde, yaprak,
cicek, meyve vb) ve endosfer (bitki doku ici) kisimlarindan izole edilen yararl
mikrobiomlarin (fungal, bakteriyel, viral mikroorganizmalara verilen genel ad) degisik
formiilasyon ve uygulama sekillerinde kullanildigi “Biyolojik Miicadele” hastaliklar
tarafindan neden olunan zarar1 en diisiik diizeye indirme strateji olarak tarif edilir
(Tjamos ve ark.,2010; Wang ve ark., 2010; Nega, 2014). Hastaliklarla biyolojik
miicadele yontemlerinin arastirildigi ¢aligmalara olan ilgiye son yillarda artis egilimi
gostermektedir (Siilii ve ark., 2016).

Bu calismada mikotoksin iiretme potansiyeli olan A. niger, F. incarnatum ve A.
alternata etmenlerine karsi dogal bitkisel kokenli antimikrobiyal etkinligi bilinen farkli
kimyasal yapidaki isothiocyanate’lar (allyl, benzyl, ethyl ve methyl isothiocyanate) ile
farkl1 tibbi-aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin yanisira saglikli biber
meyvelerinden elde edilen endofit antagonist bakteriyel izolatlarin funguslarin misel
gelisimini engelleme potansiyelleri in vitro kosullarda arastirilmistir.

Calismada kullanilan ITC ve bitki ugucu yaglarin tamami test edilen fungal

etmenler A. alternata, A. nigerve F. incarnatum’a karsi dozlarin artigina bagl olarak
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artan oranda antifungal etkinlik gostermistir. Ugucu yaglar arasinda Lamiaceae
famiyasina dahil kekik tiirleri (T. spicata, T. vulgarisve O. syriacum) denemede
kullanilan rezene, defne ve okaliptiis ugucu yaglarina gore daha diisilk dozlarda ve
giiclii diizeyde antifungal etkinlik gostermis olup, gosterilen etkinligin tespit edilen MIC
degerlerinde fungusidal oldugu belirlenmistir. Farkli ITC bilesiklerin antifungal
etkinlikleri tiim fungal etmenlerin misel gelisimini engeleyen MIC (Cizelge 4.13) ve
ECso sonuglan (Cizelge 4.14) agisindan degerlendirildiginde fungal etmenlere karsi en
yiiksek antifungal etkinlik, ITC bilesikleri arasinda MITC tarafindan gosterildigi, bunu
sirastyla BITC, AITC’in takip ettigini, en diigik etkinligin ise EITC tarafindan
gosterildigi belirlenmistir.

Biyolojik miicadele 6zellikle toprak kokenli hastaliklarla kimyasal miicadeleye
alternatif miicadele yollar1 arasinda en 6nemlilerinden biridir (Tjamos ve ark., 2010).
Yapilan literatiir arastirmast sonucunda denemede kullanilan fakat baska kiiltiir
bitkilerinden izole edilen A.niger, A. Alternata ve F.incarnatum etmenlerine karsi
yapilmis sinirli sayida biyolojik miicadele ¢alismalart bulunmakla birlikte, biber
meyvelerinde bozulmalara neden olan mikotoksijenik A.niger, A. Alternata ve
F.incarnatum’a Karst yapilmis herhangi Dbirbiyolojik miicadele c¢alismasina
rastlanilmamistir. Bu baglamda, ¢alisma biberden izole edilen mikotoksijenikfungal
etmenlerine kars1 biyolojik miicadele olanaklarimin arastirildigi  ilk galisma
niteligindedir.

Saglikli bitkilerin dis yiizeyleriile i¢sel dokular birgok faydali mikroorganizmalara
konukguluk eder. Bu bolgelerden izole edilen saprofit kokenli bitkilerde hastalik
olusturma yetisinde olmayan mikroorganizmalar ekonomik Oneme sahip bitkilerde
sorun olan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi biyolojik miicadele
calismalarinda kullanilir. Calismamizda farkli bolgelerde yetisen saglikli taze ve
kurutulmus biber meyvelerin i¢sel dokularindan yapilan izolasyonlar sonucunda insan
ve bitki patojeni olmayan 26 izolat arasinda 16 izolatin fungal etmenlerin misel
gelisimini engellemesi lizerine olan antagonistik etkinliginin arastirildigi ¢aligmamizda
onceden yapilmis birgok biyolojik miicadele caligmalarinda elde edilen sonuglara
benzer sekilde Bacillus spp. ait (Bacillus subtilis ssp subtilis, Bacillus mojavensis,
Bacillus vallismortis, Bacillus amyloliquefaciens) izolatlar izolasyonlarda en fazla

karsilasilan bakteriler olmustur. Bacillus tiirleri arasinda Ozellikle Bacillus subtilis
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subtilis ve B. mojavensis izolatlart test edilen tiim fungal tiirler goz Oniinde
tutuldugunda yiiksek diizeyde hif gelisimini engelleme basaris1 gostermistir. Bakteriler
tarafindan gosterilen antagonisitk etkinligin bu bolgelerden alinan misel diskleri taze
PDA besi yerine aktarildiginda bu hiflerin yeniden gelisemedigi, yine ayni zamanda
engelleme bolgesine yerlestirilen saglikli misel disklerin ¢imlenmemesi antagonist
bakteriler tarafindan gosterilen engellemelerin fungusidal etkisinden kaynaklandigini
gostermistir.

Calismada elde edilen tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde ayni tiire ait
bakteri izolatlar arasinda fungus misellerinin engellenmesi arasindaki farkliliklar
gozlenmistir. Bu durumun antagonist bakteri izolatlarin izole edildikleri bitki
ornegininyetistigi ortamdaki c¢evre kosullarinin izolatlarin genetik cesitliligine etkide
bulunmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Benzer durum 6nceden yapilmis bir¢cok
calismada bildirilmistir (Bernal ve ark., 2002; Araujo ve ark., 2005).

Sonug olarak, bitkisel kokenli ITC bilesikler, ugucu yaglar ve antagonist bakteri
tiirleri biber meyvelerinde ¢iiriimelere neden olan fungal hastalik etmenlerine karsi in
vitro antagonistik etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Giiglii antifungal etkinlik gdsteren
bakteri izolatlar (6zellikle Bacillus spp ait izolatlar) ile bitkisel kdkenli bilesenlerin
(MITC ile ozellikle farkli kekik tiirlerinden elde edilen yaglar) ugucu etkinligi goz
Ontine alindigindateksel veya karigimlarinin hastalik etmenlerine karsi pestisitlere
alternatif olabilecek cevre dostu biyopreparat olarak hastalik
yonetimindekullanilabilecek miicadele araglar1 olarak degerlendirilmistir. Gerek
antagonist bakterilerin gerekse bitkisesel kokenli bilesiklerin sahip oldugu farkli etki
mekanizmalart sayesinde antifungal etkinlik gdstermesi, s6z konusu miicadele sekline
kars1 hastalik etmenlerinin direng gelistirmesinin oldukg¢a zordur.

Fungal etmenlere kars1 giiclii in vitro antifungal etkinlige sahip olan bakteriyel
izolatlar ile bitkisel orijinli bilesiklerin/ugucu yaglarin teksel ve/veya karisim halinde
preparatlari yapilarak depolanmig tiriinlerde sorunhastalik etmenlerine karsi in vitro ve

in vivo kosullarda denenmesi 6nem arz etmektedir.
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EK-1 Bakteri ve Funguslarin gelistirilmesinde kullanilan besi yerleri

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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