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OZET

BiYOLOJiK MUCADELE ETMENi OLARAK BACILLUS
iZOLATLARININ EKONOMIK BiR PROSESLE URETIM
OPTIMiZASYONU

MARAL GUL, Derya
Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmant: Prof. Dr. Rengin ELTEM
Agustos 2022, 253 sayfa

Toprak dinamik bir yagam alanidir ve sadece tarim ve gida gilivenliginde
kritik bir kaynak olmakla kalmayip ayni zamanda tiim yasam siirecinin
devamliligini  saglamaktadir. Bitki saghgmi olumsuz etkileyen patojen
mikroorganizmalar, diinya ¢apinda siirdiiriilebilir tarim i¢in biiyiikk ve kronik bir
tehdittir. Tarimsal tiretimlerde verimi artirmak, patojenleri, zararlilar1 ve yabani
otlar1 dldiirmek icin kullanilan tarim kimyasallarinin ekosistem tizerinde biiyiik
zararll etkileri vardir. Bu kimyasallarin yan etkileriyle ilgili mevcut kamu
endiseleri nedeniyle, bitkiler ve rizosferdeki mikrobiyal popiilasyon arasindaki
isbirliginin anlagilmasi 6nem kazanmistir. Bu nedenle, diinya ¢apinda kabul goren
biyolojik ajanlarin gelistirilmesi ihtiyaci dogmustur. Bitki biiyiimesini tesvik eden
rizobakteri kullanimi bu sorunu ¢dzmek ig¢in iyi bir alternatiftir. Cevre dostu
sirdiiriilebilir tarimin gelistirilmesi i¢in toprak verimliliginin artisinda, bitki
bliylimesinin  tesvikinde ve fitopatojenin baskilanmasinda 6nemli rol

oynamaktadirlar.

Bu tez calismasinda temel amag, yerli ve 6zgiin Bacillus izolatlarinin
fitopatojenik funguslara kars1 antifungal etkilerinin belirlenmesi ve en etkili izolat
kullanilarak maksimum canli hiicre sayis1 elde edecek sekilde ekonomik bir
liretim ortaminin ve liretim parametrelerinin optimize edilmesidir. Bu amagla,
1574 adet Bacillus izolat1 Botrytis cinerea, Fusarium solani ve Rhizoctonia solani
gibi fitopatojenik funguslara kars1 antifungal etki bakimindan in vitro kosullarda
incelenmistir. Her ti¢ fitopatojene kars1 da imhibisyon zonu olusturdugu belirlenen
118 adet Bacillus izolat1 igin yiizde biiyiime inhibisyon degerleri hesaplanmustir.

Incelenen izolatlarin gdsterdigi maksimum yiizde biiyiime inhibisyon degerlerinin
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B.cinerea’ya kars1 %65,6, F.solani’ye karsi %42,2 ve R.solani’ye kars1 ise %55,6
oldugu belirlenmistir. Hemolitik aktiviteleri de incelenen izolatlardan elde edilen
antifungal lipopeptid ekstraktlar1 i¢in ise, bu degerlerin B.cinerea’ya kars1 %60,0,
F.solani’ye kars1 %36,4 ve R.solani’ye kars1 ise %37,9 oldugu belirlenmistir.

Incelenen 77 Bacillus izolatindan elde edilen proteaz, kitinaz ve kitosanaz
icin spesifik enzim aktivite degerleri sirasiyla 9.7-6652 U/mg, 0.22-46.64 U/mg
ve 8,02-22.17 U/mg arasinda belirlenmistir. Ayrica, bu izolatlardan 11 tanesinin
HCN iireticisi oldugu belirlenirken 70 tanesinin ise siderofor lireticisi oldugu
belirlenmistir. Siderofor {ireticisi izolatlar i¢in siderofor indeks degerinin 1,22-
3,11 arasinda degistigi gosterilmistir. Koagiilaz aktivitesi de incelenen izolatlar
arasindan iki tanesinin koagiilaz pozitif oldugu belirlenmistir. Biyokontrol
mekanizmalar1 incelenerek biyolojik kontrol ajanit olarak kullanilabilecek
antifungal etkisi en yiiksek olan 19 izolat se¢ilmis ve bu izolatlar i¢in molekiiler

tanimlama ile tiir tayini yapilmstir.

Kitlesel iiretim i¢in uygun oldugu ve yiiksek lipopeptid antibiyotik iirettigi
belirlenen Bacillus velezensis 4-Ka-22 susu {iretim optimizasyonu amaciyla
secilmistir. Bu izolat i¢in melas, soya unu, CaCl; ve gliserol i¢eren {iretim ortami
ve sicaklik, ¢alkalayici hizi (rpm), pH ve inokiilasyon orani gibi tretim
parametreleri klasik yontemler ve RSM kullanilarak optimize edilmistir. Optimize
edilen tretim ortami %0,1 melas, %1 soya unu, %0,5 CaCl, ve %1 gliserol
icermektedir. Uretim sicakhigi olarak 30°C belirlenmistir. Ayrica, {iretim
parametreleri icin RSM ile gergeklestirilen optimizasyon sonucunda calkalayici
hizi 195 rpm, pH 5,0 ve inokiilasyon orani ise %@4,3 olarak belirlenmistir.
Optimizasyon sonucunda Bacillus velezensis 4-Ka-22 susu i¢in elde edilen canli
hiicre sayis1 13,4 kat arttirilmistir ve iiretim ortami bilesenlerinin maliyeti ise 467

kat azaltilmistir.

Anahtar sozciikler: Bacillus velezensis, biyokontrol etmeni, antifungal etki,
lipopeptid antibiyotikler, liretim optimizasyonu, RSM
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Soil is a dynamic habitat and is not only a critical resource in agriculture and
food security, but also ensures the continuity of the entire life process. Pathogenic
microorganisms, which adversely affect plant health, are a major and chronic
threat to sustainable agriculture worldwide. Agrochemicals used to increase
productivity in agricultural production and to Kill pathogens, pests and weeds have
great harmful effects on the ecosystem. Due to current public concerns about the
side effects of these chemicals, understanding the cooperation between plants and
the microbial population in the rhizosphere has become important. Therefore, the
need to develop biological agents that are accepted worldwide has arisen. The use
of rhizobacteria that promote plant growth is a good alternative to solve this
problem. They play an important role in increasing soil fertility, promoting plant
growth and suppressing phytopathogen for the development of environmentally
friendly sustainable agriculture.

The main purpose of this thesis study is to determine the antifungal effects
of native and original Bacillus isolates against phytopathogenic fungi and to
optimize the production parameters and an economical production medium to
obtain maximum viable cell count by using the most effective isolate. For this
purpose, 1574 Bacillus isolates were investigated in vitro for their antifungal
effects against phytopathogenic fungi such as Botrytis cinerea, Fusarium solani
and Rhizoctonia solani. Percent growth inhibition values were calculated for 118

Bacillus isolates, which were determined to form inhibition zones against all three



phytopathogens. It was determined that the maximum percent growth inhibition
values of the examined isolates were 65.6% against B.cinerea, 42.2% against
F.solani and 55.6% against R.solani. For antifungal lipopeptide extracts obtained
from isolates whose hemolytic activities were also examined, these values were
determined as 60.0% against B.cinerea, 36.4% against F.solani and 37.9% against
R.solani.

The specific enzyme activity values for protease, chitinase and chitosanase
which obtained from the examined 77 Bacillus isolates were determined
respectively between 9.7-6652 U/mg, 0.22-46.64 U/mg and 8, 02-22.17 U/mg. In
addition, 11 of these isolates were determined to be HCN producers, while 70 of
them were determined to be siderophore producers. It has been shown that the
siderophore index value for siderophore producing isolates varies between 1.22
and 3.11. Among the isolates whose coagulase activity was also examined, two of
them were found to be coagulase positive. By examining the biocontrol
mechanisms, 19 isolates were selected among those with the highest antifungal
effect which can ne used as a biological control agent and for these isolates
species determination was made by molecular identification.

Bacillus velezensis 4-Ka 22 strain, which was determined to be suitable for
mass production and to produce high lipopeptide antibiotics, was selected for
production optimization. For this isolate, the production medium containing
molasses, soy flour, CaCl, and glycerol, and production parameters such as
temperature, shaker speed (rpm), pH and inoculation rate were optimized using
conventional methods and RSM. The optimized production medium contains
0.1% molasses, 1% soy flour, 0.5% CaCl, and 1% glycerol. The production
temperature was determined as 30°C. In addition, as a result of the optimization
performed with RSM for the production parameters, the shaker speed was
determined as 195 rpm, pH 5.0 and the inoculation rate was 4.3%. As a result of
the optimization, the number of viable cells obtained for the Bacillus velezensis 4-
Ka-22 strain was increased by 13.4 times and the cost of the production media

components was reduced by 467 times.

Keywords: Bacillus velezensis, biocontrol agent, antifungal effect,
lipopeptid antibiotics, production optimization, RSM
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ONSOZz

Ulkemiz sahip oldugu cografi yap1 ve ekolojik kosullar sayesinde, iiriin
cesitliligi ve miktar1 yoniinden tarimsal tiretimde biiylik bir potansiyele sahiptir.
Son yillarda gerek cevre bilincinin artmasi gerekse de insanlarin organik iirlinlere
olan talebinin artmasi sonucu tarimsal verimliligi arttirmak amaciyla kullanilan
pestisitlerin olumsuz etkileri daha sik giindeme gelmektedir. Tiim diinyada bu
olumsuzluklarin 6niine gecebilmek i¢in kimyasal miicadeleye alternatif miicadele
yontemleri lizerinde kapsamli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu yontemler igerisinden
biyolojik miicadele insan sagligi ve ¢evreye zararsiz olmasi ve organik tarimda

kullanilabilirligi gibi avantajlar1 nedeniyle olduk¢a dikkat cekmektedir.

Tez konusunun belirlenmesinde diinyadaki bu degisim g6z Oniinde
bulundurulmustur ve gergeklestirilen ¢alismada, yerli ve Ozglin Bacillus
izolatlarinin antifungal etki gdstermelerine sebep olan farkli etki mekanizmalari
incelenmistir. Bu izolatlarin birgogunun biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. izolatlar arasindan segilen en etkili izolat
icin kitlesel tiretim optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu sayede, iilkemizde ithal
olarak kullanilan bu tarz {iriinlerin yerine gecebilecek yerli bir biyokontrol {iriinii
gelistirilmesi  igin temel adim atilmustir. Ileride gerceklestirilecek detayli
caligmalar ile birlikte lilkemizde yeni bir biyolojik miicadele preparatinin yerini

almasi iimitvar goziikmektedir.

[ZMIR
08/08/2022

Derya MARAL GUL
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1. GIRIS

Hizla artmakta olan diinya niifusunun 2050 yilina kadar 9,7 milyar kisiye
(Raymaekers et al., 2020; Kumar et al., 2021), 2100 yilinda ise 11,2 milyar kisiye
ulasacagi tahmin edildiginden gida arzinda da Onemli bir artis olmasi
beklenmektedir (Maitra et al., 2022). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii’ne
gore miitevazi bir ekonomik biiyiime senaryosunda, o zamana kadar tarimsal gida
tiretiminin asgari %50’lik bir artisina ihtiya¢ duyulurken, farkli modellerde
%110’a varan daha yiliksek artiglarin gerektigi de varsayilmaktadir. Artan bu gida
talebiyle basa cikabilmek icin yeni tarim alanlarinin smirli olmast goz Oniine
alindiginda, birim alan basma verimi artirmak ve iiretim kayiplarini azaltmak
onem kazanmaktadir. Bugday, piring, misir, patates ve soya fasulyesi olmak iizere
bes ana irlin icin, hastaliklar veya zararlilar nedeniyle tarladaki fiili {irtin
kayiplarinin kiiresel olarak %17-30 arasinda degistigi tahmin edilmektedir. Bu
nedenle, bitki hastalik kontroliiniin etkinliginin artirilmasinin, kiiresel olarak artan
gida talebine 6nemli 6lgiide katki saglamasi beklenmektedir (Raymaekers et al.,
2020).

Mevcut bitki hastalik yonetimi, hastaliga direncli bitki ¢esitlerinin kullanimi
ve iriin rotasyonu gibi agirliklt olarak Onleyici olan kiiltiirel uygulamalari
icermektedir. Kimyasal pestisitler ise hem Onleyici hem de tedavi edici hastalik
yonetimi i¢in kullanilmaktadir. Artan {iriin verimi ve kalitesi, iyilestirilmis gida
giivenligi (azaltilmis mikrobiyal toksin icerigi) ve artirilmis raf omrii agisindan
mevecut tarimda c¢ok Onemli bir rol oynamaktadirlar. Bitki hastaliklar1 ve
zararlilariin etkin kontroliine kuskusuz olumlu katkilarina ragmen, kimyasal
pestisitlerin insan saglig1 lizerinde pek¢ok olumsuz etkileri bulunmaktadir. Ayrica,
toprak ve suyun kirlenmesi ile faydali organizmalara gosterdikleri toksik etki de
dahil olmak iizere ¢evre {lzerindeki olumsuz etkileri hakkinda endiseler
artmaktadir. Ek olarak, yogun pestisit kullanimi; neonikotinoide direngli bocekler,
genis spektrumlu strobilurin veya azol iceren fungus ilaclarina karsi duyarsiz
funguslar gibi direngli zararlilarin ve patojenlerin gelismesine neden olmustur.
Bu, daha da yiiksek uygulama dozlarina ihtiya¢ duyulmasma ve farkli etki
bicimlerine sahip alternatif pestisitlere duyulan ihtiyacin artmasina neden
olmustur. Bununla birlikte, bu tiir yeni pestisitlerin mevcudiyeti ve cesitliligi su
anda smirhdir ve artan direng gelisimi problemini ortadan kaldirmak igin
yetersizdir. Ayrica, verimli pestisitlerin erisilebilirligi, artan mevzuat katilig
nedeniyle daha da azalmaktadir. Bu nedenle Avrupa Birligi, hastaliklarin ve

zararlhilarin 6nlenmesine ve biyolojik kontroliine odaklanarak daha siirdiiriilebilir



bir bitki koruma stratejisi hedeflemektedir. Sonu¢ olarak, patojen popiilasyonu
tamamen yok edilmemesine ragmen, dnemli semptom gelisimini 6nlemek igin
yeterince disiik tutulmaktadir. En kati1 tanimiyla biyokontrol, bitki hastaliklarini
veya zararlilarini kontrol etmek icin dogal olarak olusan mikroorganizmalarin
kullanilmas1 anlamina gelmektedir. Biyokontrol organizmalar1 olarak adlandirilan
organizmalar dogada yaygin olarak bulunmakta; bakteri, fungus, viriis, maya ve
protozoonlar1 igermektedir. Bitki hastaliklarini dogrudan veya dolayli olarak
kontrol edebilmektedirler. Biyokontrol organizmasinin patojen iizerinde dogrudan
antagonistik etkisi parazitizm, antibiyozis, besinler veya enfeksiyon bolgeleri i¢in
rekabet yoluyla gergeklesmektedir. Hastaliklarin dolayli yoldan kontroliinde,
biyokontrol organizmasi, bitkinin gerceklesen patojen saldirisina karsilik daha
hizl1 ve daha verimli tepki gostermesini saglayan sistemik direnci indiiklemektedir
(Raymaekers et al., 2020).

Bacillus sp. bazli mikrobiyal formiilasyonlar bu tiiriin ¢esitli metabolitler
iretme ve endospor olusturma yetenegi nedeniyle bir ¢ok alanda
kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda, bu driinler, asir1 kullanilan zirai
kimyasallara “yesil” bir alternatif olan biyopestisit ve bitki uyarici ajanlar olarak
popiilerlik kazanmustir. Istenilen &zelliklere sahip yiiksek kaliteli ve uzun dmiirlii
bir iriin elde etmek i¢in dretim siirecini her asamada optimize etmek
gerekmektedir. Bu da mikrobiyal tiiriin ve iiretim kosullarinin yani sira
formiilasyon teknolojilerinin de koordine edilmesini  gerektirmektedir

(Stamenkovié-Stojanovic et al., 2019).

Bacillus sporlarinin potansiyel kullanimi1 nedeniyle biiyiik 6l¢ekli tiretimleri
i¢in batik kiiltiir ile {iretimi en iyi se¢imdir. Uretim ortam1 bilesenlerinin bir
seferde tek degiskenin degistirilmesini igeren klasik yontemlerle optimizasyonu,
cok sayida degisken diisliniildiiglinde son derece zaman alict ve pahalidir. Bu
zorlugun istesinden gelmek ve calisilan degiskenler arasindaki etkilesimi de
belirlemek amaciyla optimizasyon i¢in deneysel faktoriyel tasarim ve yanit yiizeyi
yontemi kullanilmaktadir (Rao et al., 2007).

Tez calismasinda temel amag, fitopatojenik funguslara karsi antifungal
aktivite gosteren Ozgiin ve yerel Bacillus izolatlarmin in vitro kosullarda
belirlenmesinden sonra segilen en etkili izolatin kitlesel iiretim prosesi i¢in
optimizasyonu yapilarak potansiyel biyolojik miicadele preparati icin temel
olusturulmasidir. Bu amagla, 1574 adet Bacillus izolati, Botrytis cinerea,
Fusarium solani ve Rhizoctonia solani gibi {i¢ farkli fitopatojene karsi



antagonistik etki bakimindan incelenmistir. Her ii¢ fitopatojene karst zon
olusturdugu belirlenen izolatlar secildikten sonra, bu izolatlarin agar kuyucuk
difiizyon yontemi ile antifungal metabolit {iretimleri incelenmistir. Ayrica,
Bacillus  tiirlerinin  antifungal etki gOstermelerine sebep olan etki
mekanizmalarindan olan proteaz, kitinaz ve kitosanaz gibi litik enzim {iretimleri,
HCN ve siderofor tiretimleri incelenmistir. Bacillus izolatlarinin patojenitesinin
belirlenmesi amaciyla koagiilaz testi gergeklestirilmistir. En yiiksek antifungal
etki gosteren izolat sec¢ildikten sonra ise, liretim ortami ve iiretim parametreleri
icin optimizasyon gerceklestirilmistir. Optimize edilen iiretim ortam1 %0,1 melas,
%1 soya unu, %0,5 CaCl, ve %1 gliserol icermektedir. Uretim sicakligr olarak
30°C belirlenmistir.  Ayrica, {retim parametreleri igin gerceklestirilen
optimizasyon sonucunda calkalayict hiz1 195 rpm, pH 5,0 ve inokiilasyon orani
ise %4,3 olarak belirlenmistir. Optimizasyon sonucunda Bacillus velezensis 4-Ka-
22 susu i¢in elde edilen canli hiicre sayis1 13,4 kat arttirilmistir ve iiretim ortami

maliyeti ise 467 kat azaltilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarimsal Uretimde Yasanan Sikintilar ve Kullanilan Kimyasal Uriinlerin

Yol Actig1 Sorunlar

Bitkisel {iretim, cesitli biyotik ve abiyotik stress faktorleri nedeniyle ciddi
tehditlerle kars1 karsiyadir. Artan niifusu beslemek ve sinirli topraklarda tarimsal
iiretimi artirmak, i¢cinde bulundugumuz ¢agda arastirmacilar ve ¢iftciler tarafindan
coziilmesi gereken dnemli zorluklardandir. Giibre, bocek ilaci, herbisit kullanimi
ve aritilmamig atik su ile sulama gibi mevcut tarimsal uygulamalar ¢evre igin
ciddi tehditler olusturmakta ve toprak yapisinin bozulmasima neden olmaktadir.
Ayrica, kentlesme ve sanayilesme, tarim alanlarinda 6nemli bir azalmaya neden
olmustur ve bu da bilim insanlarmni zaten kiiclilmiis tarim alanlarindan elde
edilecek iirlin verimini artirmak i¢in siirdiriilebilir stratejiler gelistirmeye
yonlendirmistir. Uriin iiretimi i¢in mevcut tarimsal alan1 arttirmanin zor olmasi
nedeniyle dogal kaynaklarin daha fazla bozulmasini 6nleyecek sekilde birim alan
bagina iiriin  verimini artirmak icin stratejiler gelistirilmesi  gerektigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, g¢evresel stirdiiriilebilirligi ve gelecekteki gida
giivenligini  saglamak i¢in gliniimiiz tariminda alternatif yaklasimlarin
benimsenmesi gerekmektedir (Saeed et al., 2021).

Funguslar, bakteriler, viriisler, nematodlar ve protozoalar dahil olmak {izere
cesitli mikroorganizmalarin neden oldugu bitki hastaliklari, tarimsal iiretimi
etkilemekte ve bilyilk verim kayiplarma neden olmaktadir. Uriin verimindeki
kayiplarin yaklasik %20-40"1 patojenik enfeksiyonlardan kaynaklanmaktadir.
Pestisitler, daha az duyarli ¢esitler, iiriin rotasyonu ve diger kontrol onlemleri
dahil olmak {iizere bitki hastaliklarinin olusumunu azaltmak i¢in farkl stratejiler
kullanilmigtir ancak toprak kaynakli patojenlerin direng gostermesi ve hayatta
kalmas1 nedeniyle bu stratejilerin etkinlikleri genellikle yetersiz kalmistir. Ayrica
sentetik pestisitlerin asir1 kullanimi ¢evre ve canli organizmalar iizerinde olumsuz
etkiler olusturmakta, ekosistem isleyisini bozmakta ve tarimsal siirdiiriilebilirligi
azaltmaktadir (Miljakovic et al., 2020).

Toprak, aktinomisetler, algler, bakteri ve mantar gibi ¢ok sayida
mikrofloradan dolayr canli bir varliktir. Bir tahmine gore 1 gr toprakta yaklagik
1x10° mikroorganizma bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalarin ¢ogunlugu
tarimsal Uretimler i¢in faydalidir. Bazilar1 da zararlidir ancak bunlar say1 olarak

oldukca azdir. Toprak mikroorganizmalarinin sadece %35-7°si zararli olarak



bildirilmistir. Toprak degredasyonu, yiiksek bitki verimi elde edilmesinde temel
siirlayict faktordiir. Mahsul iretimini artirmak igin pestisitlerin ve kimyasal
giibrelerin yaygin ve dengesiz kullanimi, ¢esitli sosyal, ¢evresel ve ekonomik
kaygilarla sonuglanmistir. Kimyasal giibreler, bilinen miktarlarda makro ve mikro
besinlerden olusan teknik temelli malzemelerdir. Bu giibrelerin kontrolsiizce
uygulanmas1 oOzellikle gelismekte olan iilkelerde siiphesiz mahsul verimini
artirmigtir ancak ayni zamanda atmosfer, toprak ve yeralti suyunun kirlenmesi
dahil olmak {izere ekosistem iizerinde olumsuz etkilere neden olmus, bitki
koklerini zayiflatarak hastalik olasiligini artirmistir. Bu nedenle daha diisiik
maliyetli, daha verimli ve c¢evre dostu Ozelliklere sahip yeni glibreleme
stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Riaz et al., 2020).

Biyolojik faktorlerin neden oldugu bitki hastaliklari, {iriin verimlili§inde ve
kalitesinde biiylik kayiplara yol agmaktadir. Bitki hastaliklarinin onlenmesi ve
kontrolii icin cesitli stratejiler kullanilmaktadir. lyi tarimsal yonetim
uygulamalarina ragmen, ¢ogu bitki yetistiricisi kimyasal giibrelere veya bdcek
ilaglarma giivenmektedir. Kimyasal {rlinler, tarimsal iiriin verimliligini uzun
yillardir 6nemli Olclide iyilestirmis olsa da, potansiyel olumsuz etkileri ve asir
kullanimlari, toprak ekosisteminde Onemli hasarlara ve c¢evre kirliliginin

artmasina neden olmustur (Zehra et al., 2021).

Bilinen fungus tiirlerinin biiyiik ¢cogunlugu mutlak saprofitlerdir; sadece ¢ok
az tiir (tanimlanan funguslarin %10'undan azi) bitkileri kolonize edebilmektedir.
Fitopatojenik funguslar ise bunlarin arasindan daha da kiigiik bir boliimii temsil
etmektedir. Bununla birlikte, fitopatojenik funguslar, {iriin veriminde yillik olarak
kalic1 ve 6nemli kayiplara neden olmanin yani sira, diger fitopatojenler arasinda
triinlerde gerceklesen salginlarin da temel nedenlerindendir. Bu nedenle,
fitopatojenik funguslar, bilim adamlar1 ve giftciler i¢in ekonomik faktorler
nedeniyle olduk¢a dnemlidir (He et al., 2021).

Toprak kaynakli patojenlerin kontrolii, ekolojik davranislari, son derece
genis konukcu yelpazeleri ve farkli ¢evresel kosullar altinda klamidosporlar ve
sklerotia gibi direncli formlar1 ile yiiksek hayatta kalma oranlar1t nedeniyle
olduk¢a zordur. Bir¢ok arastirma g¢alismasi, biyolojik kontroliin bitkileri toprak
kaynakli patojenlerden (Cizelge 2.1) korumak i¢in cevre dostu bir alternatif
sundugunu gostermistir (Yangui et al., 2008).



Cizelge 2.1. Bitki patojenlerinin Bacillus tiirleri ile biyokontrolii (Dame et al., 2021).

Bacillus suslari Hedef fitopatojen Kontrol edilen bitki hastahg
B.amyloliquefaciens Fusarium oxysporium Fusarium solgunlugu
B.halotolerans Fusarium oxysporium Fusarium solgunlugu
B.subtilis B-1323 Botrytis cinerea Gri kiif

Cokerten hastaligi, govde
Rhizoctonia solani lezyonlari, kok ve govde

cliriikliigii ve tag clirigii

B.licheniformis MH48 Botrytis cinerea Gri kiif
B.methylotrophicus N1 Fusarium moniliforme Misir fide yanikligi
Aspergillus niger Siyah kiif
B.pumilus ARO3 Alternaria alternata Yaprak lekesi
B.subtilis SPB1 Fusarium solani Kok ciirikliigi
B.velezensis Fusarium oxysporium Kok clirikligi
B.velezensis XT1 CECT o
Botrytis cinerea Kok ciiriikliigii
8661
Fusarim oxysporium Vaskiiler solgunluk
Fusarium solani Yumusak ¢iiriik
Rhizoctonia solani Cokerten hastaligi

B.velezensis NRRL B-

Fusarium graminearum Fusarium kafa yaniklig
23189

Botrytis cinerea Pers. Fr. diinya ¢apinda 200'den fazla iirlin tiiriinde ciddi
kayiplara neden olmaktadir (Williamson et al., 2007). Bitkinin veya hasat edilen
iirlinlin ¢lirlimesiyle sonuglanan bitki dokularinda ciddi hasarlara neden olan
konukgu hiicre 6liimiinii indiikleyen bir nekrotroftur. Botrytis cinerea, ¢cok cesitli
bitki tiirlerinin her yerde bulunan filamentli bir fungal patojenidir. Fungus,
konukcgu bitkilerin tiim havasal kisimlarin1 enfekte edebilmektedir. Enfeksiyon,
hem bitki biiyiimesi sirasinda hem de hasat sonras1 asamalarda (soguk depolama
veya nakliye sirasinda) biiyiilk hasara neden olabilmektedir. B.cinerea asma,
domates, cilek, salatalik, kesme c¢igekler, soganl cicekler ve saksi bitkilerinin

iiretiminde 6nemli bir ekonomik kayip nedenidir (van Kan, 2003).

En ¢ok dikotiledonlu konakgilarin olgun veya yaslanmis dokular: {izerinde
etkilidir ancak genellikle bu tiir dokulara iirin gelisiminin ¢ok daha erken bir
asamasinda girmektedir. Hizla ¢liriiyen dokularda ¢evre elverisli olana ve konake1

fizyolojisi degisene kadar onemli bir slire boyunca hareketsiz kalmaktadir. Bu



nedenle, gorlinliste saglikli mahsullerin hasat edilmesi ve ardindan kayiplarin
belirginlestigi uzak pazarlara tasinmasi sonrasinda ciddi hasarlara neden
olmaktadir. B.cinerea'nin kontrol edilmesi zordur ¢iinkii ¢esitli konakgilara karsi
cesitli saldirt modlar1 vardir. Miselyum ve/veya konidia olarak veya mahsul
dokiintiilerinde uzun stire asklerotia olarak hayatta kalabilmektedir. Bu nedenle,
herhangi bir kontrol dnleminin tek bagina kullanilmasinin basarili olmasi olasi
degildir ve konakg¢1 patojen etkilesimi, fungusun faaliyet gosterdigi mikroortam ve
konake1 tizerindeki mikrobiyal rakipleri hakkinda daha ayrintili bir inceleme
gerekmektedir. Pazara yeni bir fungisit veya biyolojik kontrol ajani girmesinin
mevcut maliyeti o kadar yiiksektir ki, yalnizca dikkate deger bazi liriinler i¢in
tarim igletmeleri tarafindan yeterli ilgiyi ¢ekmektedir (Williamson et al., 2007).

Fusarium, tarimsal agidan énemli bir¢ok bitki patojeni, mikotoksin iireticisi
ve firsatc1 insan patojenlerini igeren filamentli bir fungus tiiridiir. Bir¢ok
Fusarium tiiri toprak kaynaklidir ve ekolojik sartlara bagli olarak saglikli
konukgu bitkilerin parazitleri, endofitleri veya patojenleri olabilmektedir (Aoki et
al., 2014). Bitki patojeni olarak Fusarium tiirleri, ekonomik 6nemi olan pekgok
tirtin tiirtinde damar solgunluguna, meyve, kok ve govde ¢ilirlimesine neden olarak
biiyiilk verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu kayiplarin ekonomik degeri 1
milyar dolar1 asmaktadir. Fusarium, diinyadaki ekonomik ag¢idan en Onemli

fungus tiirleri arasindadir ve en ¢ok ¢aligilanlardan biridir. (Rampersad, 2020).

Fusarium hastaliklari, hem tarimsal hem de dogal ekosistemlerdeki bir¢ok
bahge, tarla, siis ve orman {iriiniinlin solgunluklarini, hastaliklarini, ¢liriiklerini ve
kanserlerini igermektedir (Ma et al., 2013). Fusarium solani gesitli sebzeler,
meyveler ve ¢igekler iizerinde etkili bir patojen oldugu ve ayrica insan ve diger

hayvanlarin fusariozlarindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Aoki et al., 2014).

Rhizoctonia cinsi igindeki en 6nemli tiir olan Rhizoctonia solani, kiiltiirel
morfoloji, konukgu aralig1 ve saldirganlik agisindan 6nemli gesitlilige sahip toprak
kokenli bir bitki patojenidir (Ajayi-Oyetunde and Bradley, 2018). Rhizoctonia
solani, toprakta serbest ve saprofit olarak yasayabilen basidiomycetea sinifina ait
toprak ve tohum kaynakli bir fungustur. Ureme ve ¢ogalma acisindan birbiriyle
uyumsuz 14 anastomoz gruba (AG) ayrilmistir. Cesitli yillik ve ¢cok yillik meyve,
sebze, endiistriyel ve tahil {riinlerinde hastalik yapma potansiyeline sahiptir
(Aydin, 2022).



Rhizoctonia solani, Poaceae (musir, piring, bugday, arpa, yulaf), Fabaceae
(soya fasulyesi, yer fistigi, kuru fasulye, yonca, nohut, mercimek, bezelye),
Solanaceae (tiitiin, patates), Amaranthaceae (seker pancari), Brassicaceae
(kanola), Rubiaceae (kahve), Malvaceae (pamuk), Asteraceae (marul), Araceae
(pothos), Moraceae (ficus) ve Linaceae (keten) ailesinin iiyelerine karsi etki
gosterebilmektedir. Farkli konakcilarda goriilen semptomlar arasinda tohum
curtkliigi, kok ciiriikliigi, hipokotil clirtikliigii, tac ¢iirikliigl, govde ¢iiriiklig,
kol ciiriikliigii, bakla ciiriikligii, govde kanseri, siyah kabuklanma, fide yaniklig
ile ¢ikis Oncesi ve sonrast soniimleme yer almaktadir (Ajayi-Oyetunde and
Bradley, 2018).

Bitki hastaliklari; bitkiler, patojenler ve ¢evre arasindaki karmagsik
etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Tarimin uzun tarihinde, insanlar etkilesimi
manipiile etmek i¢in konukcu bitkilerin biliylimesi ve gelismesi lehine, ancak
patojenlerin olusumu, iiremesi ve bulasmasi i¢in optimal olmayan bir sistem
olusturmak icin gesitli yaklasimlar gelistirmislerdir. Uriin, patojen, cografi konum,
teknolojinin varligi, diizenleme politikas1 ve diger faktorlerin kosullarina bagli
olarak, bu kontrol yaklagimlari agronomik (6r. {iriin ¢esitlendirmesi ve tarla
hijyeni), diizenleyici (6r. karantina ve eradikasyon), genetik (0r. hastalik direnci
ve toleransi), fiziksel (Or. toprak solarizasyonu ve su baskini) ve kimyasal (0r.
pestisitler ve konak bagisiklig1 indiikleyicisi) olabilmektedir. Patojeni bastirmak,
konak¢iyr tesvik etmek veya konak¢i patojen etkilesiminin meydana geldigi
biyotik ve abiyotik ortam1 degistirmek icin ayri ayr1 veya kombinasyonlar halinde
(entegre hastalik yonetimi, IDM) kullanilabilmektedir (He et al., 2021).

Ticari anlamda tarim, esas olarak, fungal patojen hiicrelerini ve sporlarini
yok ederek veya inhibe ederek bitkileri fungal patojenlere karsi korumak igin
kimyasal fungisitlerin uygulanmasina dayanmaktadir (EI-Baky and Amara, 2021).
Kimyasal pestisitler uygun maliyetli ve zararlilarin kontrolii i¢in ekonomiktir.
Distik 15 gilicii gerektirmekte, biiyiik alanlara hizli ve etkili bir sekilde
uygulanabilmektedir. Kimyasal pestisitler, tiir, aktivite ve kalicilik bakimindan
cesitlilik gosteren tiim zararlilar1 kontrol edebilecek sekilde esnektirler. Biiyiik
miktarlarda, yiiksek kalitede ve uygun fiyata kolayca temin edilebilmektedirler.
Pestisitler genellikle ithalat ve ihracatta zararlilarin yayilmasini durdurmak,

yabani otlar1 6nlemek amaciyla kullanilmaktadirlar. (Koul, 2011).



Ancak, kolay uygulanmalar1 ve diisilk maliyetleri, tekrarlanan uygulamalara
veya asirt kullanimlarina neden olmaktadir. Fungisitlerin bu asir1 veya yanlis
kullanimi, insan ve hayvan sagligi ile ¢cevre giivenligi iizerinde toksik etkilere yol
acmaktadir. Ayrica, fungal fitopatojenlerin direngli suslarinin ortaya c¢ikmasi,
fitopatojenik fungus hastaliklarinin tedavisini giderek daha zor hale getirmektedir
(El-Baky and Amara, 2021).

Bu pestisitlerin hedef dis1 zararlilara toksisitesi nedeniyle faydali boceklerde
meydana gelen azalma, bir alanin biyolojik cesitliliginde degisikliklere neden
olabilmekte ve dogal biyolojik dengeyi etkileyebilmektedir. Kimyasal pestisitlerin
buharinin stiriiklenmesi farkli iirlinlerde, su yollarinda ve genel olarak cevrede
ciddi sorunlara neden olabilmektedir. Kimyasal pestisitler, dogrudan uygulama ya
da biyomagnifikasyon yoluyla gidalarda kalinti birakmaktadir. Tarimda yogun
kullanimlar1 nedeniyle kimyasallar yeralt1 sularina ulagmakta ve biiyliik su
kiitlelerini kirletmektedirler. Asirt maruz kalma durumunda pestisit operatorleri
i¢in doza, toksisiteye duyarliliga ve maruz kalma siiresine bagl olarak zehirlenme
tehlikesi mevcuttur (Koul, 2011).

2.2. Biyolojik Kontrol ve Entegre Zararh Yonetimi (IPM)

Bircok dezavantaji sebebiyle, kimyasal fungisitler yerine saglikli, toksik
olmayan ve c¢evre dostu alternatif yaklasimlarin gelistirilmesi, fitopatojenlerin
sebep oldugu enfeksiyonlarin kontroliinde 6nem kazanmaktadir. Bitki fungus
hastaliklarina kars1 bu giivenli ve etkili alternatif kontrol araglari, fitopatojenik
funguslarin biyolojik kontroliinii, mikrobiyal fungisitleri, botanik fungisitleri ve
agronanoteknolojiyi icermektedir (El-Baky and Amara, 2021).

Biyolojik kontrol, bitki patojenlerini inhibe ederek, bitki bagisikligini
gelistirerek ve/veya faydali mikroorganizmalarin veya bilesiklerin ¢evreyi
degistirmesi ile bitki hastalik yonetimini saglayan yontemdir. Biyolojik kontrol,
asagidakileri dikkate alarak diger bitki hastalik yonetimi yaklasimlarina gore
cesitli avantajlar sunmaktadir: (1) Biyolojik kontrol ajanlar1 (BCA'lar) genellikle
belirli bir patojen grubunu hedefler ve bu nedenle fungisitlerin aksine ekosistem
tizerinde daha az olumsuz etkiye sahiptir. Bununla birlikte, 6zellikle yerli olmayan
tiirlerin kullanilmasiyla, bazi ekolojik risklerin olabilecegi dikkate alinmalidir. (2)
Bir¢ok BCA, herhangi bir ek ¢aba harcamadan yasamlarimi siirdiirebilmekte ve
uygulandiklar1 yerde daha uzun siire kalabilmektedir. (3) Konake1 direnci ve

agronomik Ozellikler arasinda belgelenmis bir degis tokus vardir. BCA'lar,
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konaker bagisiklik sisteminin ekspresyonunu onleyerek, bitkilerin ¢iftgiler icin
onemli olan tarimsal Ozelliklere daha fazla enerji ve kaynak ayirmasia izin
vermektedir. Biyolojik kontroliin entegre hastalik yonetimi (IDM)'nin 6nemli bir
bileseni oldugunu gosteren belgelere ragmen, bugiine kadar ticari degeri toplam
bitki koruma pazarinin %5'inden azdir (He et al., 2021).

Bitkilerin zararlilardan korunmasimi siirdiiriilebilir hale getirebilmek igin
alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacla bazi uzmanlar tarafindan
en iyi yontem olarak entegre zararli yonetimi (IPM) gosterilmektedir. Avrupa
Birligi tarafindan da pestisitlerin siirdiiriilebilir kullanimina iligkin direktifte
(2009/128/EC) IPM temel alimmistir (Chandler et al., 2011; Raymaekers et al.,
2020). IPM, zararlilarin ve zararlilarin dogal diismanlarinin dikkatli bir sekilde
izlenmesi ile farkli bitki koruma yontemlerini birlestiren bir yaklasimdir. IPM’in
temeli, farklt uygulamalarin bir araya getirilerek bireysel uygulamalarin
eksikliklerinin giderilmesine dayanmaktadir. Amag, zararli popiilasyonunun yok
edilmesi degil ekonomik zarara sebep olacak seviyenin altinda olacak sekilde
miicadele edilmesidir. Temel IPM taktikleri asagidaki gibidir:

- Yiiksek secicilige sahip ve diisiik risk grubunda siniflandirilan sentetik
kimyasal pesitisitler

- Komple ya da kismi1 zararli direncine sahip bitki ¢esitlerinin se¢imi

- Uriin rotasyonu, birlikte ekim ve ara iiriin ekimi gibi yetistirme

uygulamalari
- Fiziksel yontemler, ot temizleme makinesi gibi
- Dogal tiriinler, semiokimyasallar veya biyosidal bitki ekstraktlar1 gibi

- Dogal diismanlarla biyolojik kontrol: Bitki patojenlerinin mikrobiyal

antagonistleri ve yabani otlarin mikrobiyal patojenleri gibi.

- Pestisitlerin ve diger kontrol yontemlerinin uygulanmasimnin ekonomik
acidan faydali oldugu durumlarda ciftcileri bilgilendirmek i¢in destek saglanmasi
(Chandler et al., 2011).
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2.3. Biyopestisitler

Biyopestisitler, [PM’de kullanilan bitki koruma yontemlerinden biridir.
Biyopestisit, canli bir mikroorganizmadan veya dogal bir iiriinden iiretilen ve bitki
zararlilarinin kontrolii amaciyla satilan seri olarak {iretilebilen bir ajan olarak
tanimlanmaktadir. Biyopestisitler, aktif bilesenine gore Ttlice ayrilmaktadir:
mikrobiyal pestisitler, biyokimyasallar ve semiyokimyasallar (Chandler et al.,
2011; Fenibo et al., 2021; Seenivasagan and Babalola, 2021).

Kimyasal pestisitlerle karsilastirildiklarinda biyopestisitler insanlara ve
cevreye karst daha az risk olusturmaktadirlar. Birgok biyopestisit yliksek
secicilige sahiptir ve hedef dis1 organizmalara zarar vermemektedir (Kumar et al.,
2021; Seenivasagan and Babalola, 2021). Bitki hastaliklari, yabani otlar ve
bocekler gibi zararlilart yok etmede ya da kontrol etmede yeni bir arag olarak
dikkat ¢ekmektedirler. Diinyada biyopestisit kullanimi her gecen yil %10
artmaktadir (Seenivasagan and Babalola, 2021). Biyopestisitler diisiikk miktarlarda
bile oldukca etkili olabilmektedirler ve sorun olusturacak kalintilar birakmadan
dogada hizlica yok olabilmektedirler. Boylece, IPM programlarinin ayrilmaz bir
pargasi olarak geleneksel pestisitlerin kullanimini azaltmaktadirlar (Kumar et al.,
2021).

Bununla birlikte, biyopestisit kullanmanin yararlarina ragmen, asagidaki
nedenlerden dolay1 kullanimlar1 beklendigi kadar yaygin olmamastir:

- Tarama, gelistirme ve yeni biyolojik ajanlar i¢in yasal izinlerin alinmasiyla

ilgili maliyetler nedeniyle biyopestisit iiretiminin yiiksek maliyeti;

- Biyopestisitlerin sicaklik ve nemdeki dalgalanmalara duyarliligi nedeniyle

kisa raf 6mri;

- Sicaklik, nem, toprak kosullar1 gibi c¢evresel etmenlerdeki

iklimsel/bolgesel farkliliklar nedeniyle sinirl alan etkinligi;

- Biyopestisitlerin sadece hedef patojenlere ve zararlilara karsi etkili olarak
yiiksek 0Ozgiilliige sahip olmalar1 nedeniyle ciftgiler tarafindan daha az ilgi
gormektedir. Sahadaki farkli patojenleri ve zararlilar1 kontrol etmek icin birden

fazla biyolojik ajan kullanilmasi gerekmektedir. Bu ajanlar kafa karistirict ve
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maliyetlidir. Ayrica her zararli veya patojen i¢in de etkili bir biyopestisit
bulunmamaktadir (Kumar et al., 2021).

2.3.1. Mikrobiyal pestisitler

Rizosfer, kok sisteminin salgilarindan dogrudan etkilenen dar bir toprak
bolgesidir. Biiyilk miktarda karbonhidrat ve amino asit tagiyan kok salgilarinin
birikmesi nedeniyle genel topraga kiyasla besin agisindan zengin bir bolgedir ve
toprakla iligkili mikroorganizmalar i¢in zengin bir enerji ve besin kaynagi gorevi
gormektedir. Rizosfer ¢esitli mikroorganizmalar,bu bdlgede bulunan ve
rizobakteri olarak adlandirilan bakteriler ile zenginlesmistir. Bitkilerle iligkili
bakteriler bitkiler lizerindeki etkilerine gore faydali, zararli ve notr olmak tizere
farkli gruplara ayrilmaktadir. Rizosferde yasayan faydali bakteriler, bitki
biliyiimesini tegvik eden rizobakteriler (PGPR) olarak bilinmektedir. PGPR,
bitkilerle spesifik simbiyotik iligkilere sahip tarimsal acidan 6nemli bakterilerdir.
PGPR, bitki patojenlerini baskilayarak veya bitkiler i¢in farkli besin maddeleri
saglayarak bitki biiyiimesini ve sagligini iyilestirmektedir. PGPR, “Bitki koklerini
kolonize eden veya biinyesine katan ve bitkinin biiylimesini iyilestiren toprakta
yasayan bakteriler” olarak tanimlanmaktadir (Tariq et al., 2017).

Iyi bir PGPR formiilasyonunun gelistirilmesi i¢in segilecek rizobakteriyel
susun sahip olmasi gereken oOzellikler; bitki biiylimesini destekleme, kitlesel
iiretime uygun olma, yiiksek rizosferik dirence sahip olma, yiiksek rekabetci
saprofitik yetenegine sahip olma, genis aktivite spektrumu gosterme, diger
rizobakteri tiirleri ile ekolojik olarak uygun olma, sicaklik, kuraklik, radyasyon,
okside edici ajanlar gibi abiyotik stres faktorlerine karsi toleransl olma ve cevre
icin glivenli olma seklindedir (Basu et al., 2021; Mohanty et al., 2021).

Bitki biiyiimesi ve saghigiin iyilesmesi PGPR tarafindan ¢esitli direkt ve
dolayli mekanizmalarla diizenlenmektedir. PGPR tarafindan dogrudan bitki
bliylimesinin desteklenmesi ya bitkiler tarafindan patojenlere karsi bilesikler
salgilanmasini ya da bitki biiyiimesi i¢in gerekli olan gesitli besinlerin ¢evreden
emilmesine yardimci olmayir igermektedir. Bununla birlikte, rizobakteriler,
rizosferde yasayan bitki patojenlerini dislayarak ve azaltarak bitkiye dolayl1 olarak
fayda saglama yetenegine de sahiptir (Tariq et al., 2017).

Fitopatojenlerin zararli etkilerini azaltmak ya da kontrol etmek amaciyla
PGPR kullanim1 biyolojik kontrol olarak adlandirilmaktadir. PGPR’ler,
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antibiyotikler, bakteriyosinler, sideroforlar ve litik enzimler gibi biiylime
inhibitorleri lireterek veya konukgu bitkinin dogal direncini artirarak patojenik
ajanlarin bitkiler tlizerindeki zararli etkilerini kontrol etmektedir. PGPR’nin
antagonistik aktivitesi rekabet, parazitizm, sideroforlar veya antibiyotik {iretimi
gibi ¢esitli mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Bacillus, Alcaligenes,
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Enterobacter, Flavobacterium, Kilebsiella, Mesorhizobium, Pseudomonas,
Rhodococcus, Streptomyces, Serratia gibi cinslere ait ¢esitli rizobakteri tiirlerinin
bitki biiylimesini ve gelismesini tesvik ettigi bilinmektedir (Tariq et al., 2017).

Mikrobiyal pesitsitler olarak kullanilan PGPR tiirleri toksik degildir ve
hedef olmayan organizmalar i¢in patojenik degildir. Mikrobiyal pesitisitlerin
etkisi tek bir zararli grubuna veya tiiriine 6zgiidiir ve bu nedenle mikrobiyal
pestisitler avcilar ve parazitoidler gibi dogrudan faydali hayvanlari
ektilememektedir. Kimyasal pestisitlerin yasak oldugu rekreasyonel ve kentsel
alanlar, su havzalarinin gél ve akarsu sinirlari, tarimsal alanlardaki ev ve okullarin
yakini gibi birgok habitatta mikrobiyal pestisitler kullanilabilmektedir. Mikrobiyal
pestisitlerin  kalintilar1 zararsizdir ve mahsullerin hasat zamanma yakin
uygulansalar bile her zaman giivenlidirler. Vektorleri kontrol etme potansiyeline
sahiptirler. Bazi antagonist mikroorganizmalar, zararli popiilasyonunda veya
zararlinin habitatinda yerlesebilmektedirler. Boylece sonraki mevsimlerde veya
zararli nesillerinde de kontrol saglayabilmektedirler (Koul, 2011).

Bununla birlikte, mikrobiyal pestisitler, tarlada bulunan zararlilarin sadece
bir kisminm1 kontrol edebildiklerinden uygulandiklar1 alanda bulunan diger
zararlilar siirekli hasara neden olabilmektedir. Is1, UV 15181 ve kuruma mikrobiyal
pestisitlerin etkinligini azalttigindan uygulama sekilleri dnemli bir faktdrdiir. Ozel
formiilasyonlar ve depolama prosediirleri gerektirmektedirler. Raf Omiirlerinin
kisa olmasi kisitlayici bir faktordiir. Zararliya 6zgili olduklar i¢in pazar paylar
siirhidir. Gelistirme, kayit ve iiretim maliyetleri sebebiyle kullanimlar1 ¢ok ¢esitli

zararl kontrolii i¢in yayginlasmamistir (Koul, 2011).

Iyi bir mikrobiyal pestisit iiriinii elde etmek icin dnerilen asamalar; izolatin
secilmesi, secilen en iyi izolatin tanimlanmasi, etkinlik i¢in laboratuvarda tarama
testlerinin gergeklestirilmesi, tiretim etkinliginin degerlendirilmesi, etki sekli ve
toksikolojik ozelliklerinin belirlenmesi, sera denemeleri sonucu ticari kosullarda
etkinligin incelenmesi olarak siralanmaktadir. Tiim bu faktorler g6z Oniine

alindiginda basar1 kaginilmaz olacaktir (Koul, 2011).
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2.3.2. Biyokimyasallar

Biyokimyasal biyopestisitler, hedef zararli, ¢evre ve insanlar i¢in toksik
olmayan mekanizmalarla zararliyr kontrol eden aktif bilesenlere sahip dogal
kokenli bilesiklerdir. Biyokimyasal biyopestisitler, ugucu yaglar, bitki biiylimesini
tesvik edici diizenleyiciler, bocek biiylime diizenleyicileri, ikincil metabolitler ve
dogal mineraller olarak farkl ¢esitler icermektedir (Fenibo et al., 2021; Kumar et
al., 2021).

2.3.3. Semiyokimyasallar

Bu maddeler genetigi degistirilmis organizmalar tarafindan iiretilmektedir.
Genetik materyal bitkiye dahil edilmekte ve daha sonra bitkiye dahil olan
koruyucular (PIP) olarak da adlandirilan pestisit bilesiklerini tiretmek i¢in bitkiler
bir kaynak olarak kullanilmaktadirlar. Cry proteinler, toprak bakterisi
B.thuringiensis’ten alinan transgenleri igeren genetigi degistirilmis {riinlere
eklenen ilk nesil bocek oOldiiriicii PIP'lerdir (Kumar et al., 2021). PIP'ler, bitkiyi
zararll saldirist i¢cin uygun olmayan hale getiren transgenik bitkilerdir. PIP
teknolojisinde kullanilan insektisidal molekiiller, B.thuringiensis Cry proteinleri,
Xenorhabdus ve Photprhabdus'tan toksik kompleks proteinleri, o-amilaz
inhibitorii, Baculovirus proteazi, ¢ift sarmalli riboniikleik asit ve misirdan izole
edilen Mirl-CP'dir (Fenibo et al., 2021).

2.4. Bacillus Tiirleri

Bacillus genusu, Firmicutes subesine ait biiyiikk bir gram pozitif bakteri
grubunu temsil etmektedir. Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology’nin son
baskina gore Bacillus cinsine ait 142 tiir tespit edilmistir. Bu gruptaki bakteriler,
cok cesitli ekolojik nislerde yasayabildiklerinden, istisnai olarak her yerde
bulunmaktadirlar. Toprak, su ve havada bulunduklart gibi ayrica bitkilerin
ylizeylerinde ve rizosferinde, hayvanlarin mide-bagirsak sisteminde ve bir¢ok
ekstrem ortamda da bulunmaktadirlar (Fira et al., 2018).

Asirt sicaklik (30 °C ila 50°C), pH (5-9) ve kuraklik gibi ¢evresel kosullarda
hayatta kalabilmektedirler. Bacillus subtilis, topragin spor ¢imlenmesi ve
cogalmasi i¢in uygun olmasi nedeniyle “Toprak Sakini” olarak da bilinmektedir.
Bacillus subtilis miikkemmel fizyolojik 6zelliklere sahiptir. Aerobik, cubuk
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seklinde (2-4 pm uzunlugunda ve 0.25-1.0 um eninde), gram pozitif, katalaz
pozitif ve endospor olusturan toprak bakterisidir (Pandav et al., 2021).

Bacillus tiirleri, bircok degerli 6zellige sahip olmasi nedeniyle mikrobiyal
biyopestisitlerin ana kaynaklarindan biri olarak degerlendirilmektedir. Ilk olarak,
B.subtilis gibi Bacillus tiirleri siklikla kullanimlarini kolaylastiran iyi ¢alisilmis
organizmalardir. ikinci olarak, ABD Gida ve ila¢ idaresi (USFDA)’nin, Bacillus
subtilis'e "genellikle gilivenli olarak kabul edilen" (GRAS) statiisiinii vermesi
nedeniyle patojenik olmadigi kabul edilmistir. Bu da biyopestisit olarak
kullanilabilmeleri acisindan 6nemlidir. Uciincii olarak, Bacillus tiirleri, yiiksek
sicakliklara, elverissiz pH degerlerine, besin veya su eksikligine vb. dayanabilen
son derece direncli dormansi formlari olan endosporlari iiretme yetenegine
sahiptir. Bakteriler tarafindan c¢evresel kosullar uygun olmadiginda iiretilen
endosporlar muhtemelen bu mikroorganizmalarin fitosferde hayatta kalmasina da
yardimc1 olmaktadir (Cawoy et al., 2011).

Bacillus tiirlerinin bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinde siklikla
kullanilmasmin en o©nemli nedeni bu mikroorganizma grubunun endospor
olusturma o6zelligidir. Endosporlar, yliksek mekanik mukavemete sahip termo
toleranslhi yapilardir ve kuruma, ultraviyole radyasyon, organik solventler veya
yiiksek sicakliklar gibi dis etkenlere karst dayanikli formlardir. Endosporlarin
olusumu, aslinda, bakterilerin sicaklik, pH veya aclik ve besin eksikliginden
kaynaklanabilecek optimal olmayan kosullara uyum saglamalarinin bir yoludur.
Sporlanma siireci stresli kosullarda baglamaktadir ve aynm1 zamanda besinlerin
tilkkendigi duragan biiylime evresinde de baslamaktadir. Literatiir verileri, hiicre
yogunlugu yaklasik 10® kob/ml oldugunda bir kiiltiiriin sporiilasyonu baglattigini
gostermektedir. Ideal kosullar altinda, tipik hiicre yogunlugu ve sporiilasyon
verimliligi sirastyla 10%-10' kob/ml ve %30-80'dir (Stamenkovic- Stojanovié et
al., 2019).

Endospor olusturan mikroorganizmalar, yalnizca zararl c¢evresel kosullari
tolere etmekle kalmaz, ayn1 zamanda biiyiik 6l¢ekli iiretim sirasinda agresif islem
adimlarinda hayatta kalmayr da saglamaktadir. Bu da hazirlanacak
formiilasyonlarin direncini ve stabilitesini garantilemektedir ve Bacillus tiirlerini
ideal biyokontrol ajanlar1 haline getirmektedir. Bu nedenle, 1yi sporiilasyon elde
etmek ve sporlar1 formiilasyona dahil etmek olduk¢a onemlidir (Stamenkovic-
Stojanovi¢ et al., 2019).
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Kiiltiivasyonun sonunda sporiilasyonun indiiklenmesi endiistriyel iiretimler
bakimindan ©nemlidir. Boylece, bakteri siispansiyonlari, spor olusturmayan
bakterilerde gozlenen yiiksek bakteri 6lim orani olmaksizin kullanimi kolay toz
formiilasyonlara donistiiriilebildiginden {iiretim sonrasi islemler biiyiik Olciide
kolaylagmaktadir. Spor olusturan bakteri igeren biyopestisitler, diger canli
mikroorganizma igeren tirlinlerle karsilastirildiginda raf dmiirleri daha uzundur ve

daha az depolama 6nlemi gerektirmektedir (Cawoy et al., 2011).

Biyoteknolojik bakis agisindan, Bacillus tiirlerinin en 6nemli 6zelligi, gesitli
sekonder metabolizmalar1 ve yapisal olarak farkli ¢ok g¢esitli antagonistik
maddeler iiretme yetenekleridir. Bacillus subtilis suslari tiim genomunun yaklasik
%4-5’ini sekonder metabolitlerin sentezine ayirmistir. Diger izolatlar arasindan
bir bagka tipik ornek, bitki ile iliskili bir sus olan B.amyloliquefaciens FZB42
susunun genomunun ise neredeyse %81, bakteriyosinler, antimikrobiyal peptiTler
ve lipopeptitler, poliketitler ve sideroforlari iceren sekonder metabolitlerin iiretimi
ile iligkilidir (Fira et al., 2018).

Bacillus tiirlerinin 6zel besin kaynaklar1 gerektirmemesi sebebiyle
endiistriyel olarak iiretilmesi nispeten kolaydir. Endospor olusturma yeteneginin
yani sira, B.subtilis, rizosferde hayatta kalmasini saglayan ve dolayisiyla bir
biyopestisit olarak etkinligini artiran ¢esitli Ozelliklere sahiptir. Aerobik
ortamlarda yasadigi bilinen bu bakteri, diisiik oksijen konsantrasyonu altinda
hayatta kalan ve gelisebilen fakiiltatif anaerob gibi davranabilmektedir. Oksijen
varligi zaman i¢inde degisebileceginden ve genellikle de diisiik oldugundan, bu
ozellik rizosferde gergek bir avantaj saglamaktadir. Ek olarak, B.subtilis, kolayca
kok yiizeyine dogru hareket eden kolonizasyonunu kolaylastiran, hareketli bir
bakteridir. Bacillus tiirlerine olan yiiksek ilginin bir baska nedeni de etki
sekillerinin ~ ¢esitliligidir.  Biyokontrol ~ ve  biyostimiilasyon/biyogiibre
mekanizmalariin hemen hemen hepsini gosterebilmektedir. Ayrica, bir sus cogu
zaman birkag mekanizma yoluyla hareket edebilmektedir. Boylece, bir
mekanizma digerinin yerine hareket ederek bu bakterilerin bir¢ok kosulda (¢esitli
patojenler, bitkiler, cevresel kosullar) etkili olmasini saglamaktadir (Cawoy et al.,
2011).
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2.5. Bacillus Tiirlerinin Biyolojik Miicadele Etmeni Olarak Etki

Mekanizmalari

2.5.1. Antibiyozis

Fitopatojenlerin neden oldugu hasarla miicadele icin bitki biiyiimesini
destekleyici bakterilerin temel yontemi antibiyotiklerin tiretimidir. Fitopatojenlere
kars1 biyokontrol adaylar1 olarak rizobakterilerin potansiyeli genellikle bir veya
daha fazla antibiyotik iiretmeleri ile iliskilidir. Antibiyotikler, bakterilerin ve diger
mikroorganizmalarin biiylimesini veya metabolik aktivitelerini engelleyen cesitli
organik, diisiik molekiiler agirlikli bilesikler grubudur (Tariq et al., 2017; Saeed et
al., 2021).

Kok hastaliklarinin  biyolojik kontrolii ile baglantili olan fenazinler,
floroglusinoller, pyoluteorin, pirrolnitrin, siklik lipopeptitler ve hidrojen siyaniir
(HCN) gibi alt1 grup antibiyotik bilesigi ugucu olan HCN disinda difiize olabilen
antibiyotiklerdir. Antibiyotikler, patojen hiicre duvar1 sentezini inhibe etmeyi,
hiicre membran yapilarini etkilemeyi ve ribozomun kiigiik alt biriminde baslatma
komplekslerinin gelisimini engellemeyi igeren etki mekanizmalari ile ¢ok c¢esitli

fungus ve bakteri tiirlerinden izole edilmistir (Saeed et al., 2021).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ugucu inorganik bilesikler esas
olarak birincil metabolizmanin yan iirlinleridir. Bunlar CO,, CO, H,, HCN, H,S,
N2, NH3 ve NO gibi karbonath, hidrojenlenmis, kiikiirt veya azot igeren
bilesiklerdir. Glisin katabolizmasindan tiiretilen hidrojen siyaniir, solunum
zincirinde aktif olan sitokrom c oksidaz gibi metal iceren enzimleri inhibe ederek
aerobik mikroorganizmalara karst dogrudan antagonistik bir aktivite gosteren
mikrobiyal ugucu organik bilesiklerden (mVOC) biridir. (Caulier et al., 2019;
Mohanty et al., 2021).

HCN ayrica bitkinin fitopatojenlere karsi savunmasinda onemli bir rol
oynamaktadir. HCN baz1 mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, patojen ve
biyokontrol ajani arasindaki rekabeti ve predasyonu onlemek i¢in genel inhibitor
gorevi goren ikincil bir metabolittir. Patojen i¢in toksik oldugu ve rizosferik
ortamda patojenin 6liim oranini arttirdigi kabul edilmektedir (Jangir et al., 2018).
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B. subtilis, B. thuringiensis, B. cereus, B. velezensis, B. licheniformis vb.
gibi Bacillus tiirlerinin iiyelerinin antimikrobiyal bilesikler iiretme yetenekleri iyi
bilinmektedir. B. subtilis’in genomunun %5'e kadarin1 antimikrobiyal bilesiklerin
biyosentezine ayirabildigi ve B.velezensis FZB42 genomunun yaklasik %10'unun
farkli antimikrobiyal bilesiklerin sentezi ig¢in oldugu gosterilmistir (Saxena et al.,
2020).

Antimikrobiyal metabolitlerin ¢ogu ikincil metabolizmanin {iriinleridir ve
genellikle kisa peptitlerdir. Ribozomal peptitler, esas olarak, hiicre zarfi ile
etkilesim yoluyla ilgili bakterilere karsi spesifik olarak etki eden
bakteriyosinlerden olusmaktadir. B.subtilis tarafindan iretilen subtilisin,
B.halodurans tarafindan {iretilen halodurasin ve B.licheniformis tarafindan
iiretilen lichenidin 6nemli Sinif I bakteriyosinlere 6rnek olarak verilebilir.
B.thuringiensis tarafindan firetilen thurisin ve bakthurisin, B.cereus tarafindan
iiretilen cerein vb. Smif II bakteriyosinlerdendir. Smif III bakteriyosinler,
fosfolipaz aktiviteleri olan biiyiik proteinlerdir. Ribozomal olarak sentezlenmis
peptitler i¢in gerekli olan genler, B.thuringiensis, B.subtilis, B.cereus, B.anthracis
ve B.velezensis genomlarinda oldukg¢a bol miktarda bulunmaktadir. Ribozomal
olmayan peptitler (NRP'ler), amino asit kalintilarinin ribozomdan bagimsiz enzim
aracili yogunlastirilmas: yoluyla sentezlenmektedirler. Ug yiizden fazla farkli
oncili molekiil, NRP'lerin birlesmesine katkida bulunmaktadir. Cok ¢esitli enzimler
tarafindan birlestirilen NRP'ler genellikle lipopeptit olarak bilinen yag asidi
zincirlerine sahiptir (Saxena et al., 2020).

Bacillus kaynakli siklik lipopeptitler (CLP'ler), potansiyel antifungal
bilesikler smifi olarak son yillarda ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Yag asidi yan
zincirlerine sahip amino asit halkalaridir ve dikkate deger bir heterojenlik
gostermektedirler. Bu yapisal cesitlilikler, CLP'lerin genis spektrumlu ve ¢evresel
olarak stabil antimikrobiyaller olmasini saglamaktadir. CLP'ler siirfaktin, iturin ve
fengisin olmak iizere ii¢ aileye aitken, tek bir Bacillus susu bunlardan bir veya
daha fazlasini (Cizelge 2.2) sentezleyebilmektedir (Dame et al., 2021).

Bacillus iiyeleri arasinda, B.subtilis, B.thuringiensis, B.velezensis ve
B.cereus genomlari, yiiksek miktarda NRP gen kiimeleri icermektedir.
Lipopeptitler arasindan iturin ve siirfaktin, Bacillus tiirlerinde en ¢ok
bulunanlardandir. Siirfaktinler, c¢ogunlukla B.subtilis ve B.licheniformis gibi
Bacillus tiirleri tarafindan tiretilmektedir (Saxena et al., 2020).
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Cizelge 2.2. Antifungal aktivite gosteren Bacillus suglarinin etki sekilleri (Lopes et al., 2018).

Sus Konukcu bitki Doku Etki sekli

. . L Stirfaktin ve basillomisin
B.amyloliquefaciens BmB 1 ~ Bacopa monnieri ~ Govde

tretimi
B.amyloliquefaciens SG Fengisin, iturin A ve
Zea mays Tohum . o o
JW.04 basillomisin tiretimi
. Fengisin, iturin A ve
B.subtilis SG JW.03 Zea mays Tohum . o o
basillomisin tiretimi
B.mojavensis RRC101 Zea mays Tohum Fengisin tiretimi
) Cinnamomum Siirfaktin, iturin ve
B.velezensis CC09 Yaprak o o
camphora fengisin tretimi

. . Strfaktin, iturin ve
B.methylotrophicus CKAM Malus domestica Kok o o
fengisin tiretimi

. il Siirfaktin, iturin ve
Bacillus sp. BmB 9 Bacopa monnieri  Govde o o
fengisin tiretimi

. . Siirfaktin ve iturin
Bacillus sp. CaB 5 Capsicum annuum  Meyve o
uretimi

Lipopeptidler, patojenlerin biiyiimesini dogrudan baskilayarak veya
konukgu bitkilerde sistemik direnci indiikleyerek hem hasat dncesi hem de hasat
sonras1 kosullarda bitkilere koruma saglayan amfifilik 6zelliklere sahip diisiik
molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Son zamanlarda, 11 mikrobiyal tiir tarafindan
sentezlenen 263 farkli lipopeptit bulunmustur. Bunlar i¢inden, 98 farkli lipopeptit
ile en ¢ok ¢esidi Bacillus tiirleri tiretmektedir. Bitki hastaliklarinin biyolojik
kontrolii bakimindan, Bacillus lipopeptitlerinin ii¢ ailesi: siirfaktinler, iturinler ve
fengisinler, bakteri ve funguslar dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli potansiyel
fitopatojenler (Cizelge 2.3) i¢in ilgi ¢ekici antagonistlerdir (Valenzuela Ruiz et al.,
2020).

Son caligmalara gore, lipopeptitler, hiicre zarinda por olusumunu ortaya
cikarmak i¢in yiliksek konsantrasyonda ve apoptozu indiiklemek ig¢in diisiik
konsantrasyonda antifungal etki gosterebilmektedir. Bu sekilde, lipopeptitler
hiicre duvar1 olusumunu da engelleyebilmektedir. Ek olarak, farkli polariteler ve
hidrojen bagi ile sivi fazlarin ara yiizini bolerek mikroorganizmalarin
adhezyonunu etkileyebilmektedirler. Mikrobiyal biyofilmleri bozma veya
engelleme egiliminde olan biyosiirfaktan 6zelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle
mikroorganizmalarin bu lipopeptitlere karsi direng gelistirmesi zor olmaktadir
(Zhao et al., 2017).
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Cizelge 2.3. Farkli patojenlere kars1 lipopeptidlerin antimikrobiyal etkisi (Penha et al., 2020).

Lipopeptit . .
o Hedef mikroorganizma Deneme kosullar
ailesi
Stirfaktin, Deneme seftali ve nektarinler
iturin ve Monilinia fructicola iizerinde laboratuvarda
fengisin gergeklestirilmistir.
L . Inhibisyon petri denemeleri ile
Sclerotinia sclerotiorum ] o
belirlenmistir.
. ] . Kavun fideliginde ve saks1
Fusarium oxysporium f.cp. melonis
topraginda uygulanmustir.
Fusarium solani, R.solani, Beyaz ve siyah fasiilyede
Penicillium spp., Sclerotium rolfsii, laboratuvar kosullarinda test
S.sclerotiorum edilmigtir.
Fusarium solani, F.oxysporium,
Siirfaktin ve Penicillium expansum, Mucor sp., Inhibisyon petri denemeleri ile
iturin Aspergillus flavus, Alternaria belirlenmistir.

alternata

Membranda por olusturma kapasiteleri ve deterjan etkileri nedeniyle
lipopeptit siirfaktanlar, hemolitik aktivite gostererek insan eritrositlerinin
hemolizini indiikleyebilmektedir. Eritrositleri parcalama yetenegi, lipopeptit
stirfaktanlarin fibrin piht1 olusumunun giiglii inhibitorleri olarak kullanimina izin
vermektedir. Yapilan caligmalarda, siirfaktin tarafindan fibrin monomerlerinin
fibrin polimerine doniismesi engellenerek fibrin pihti olusumunun inhibe edildigi
gosterilmistir. B.subtilis tarafindan iiretilen subtilisinin fibrin pihtt olusumunu
inhibe ettii ve eritrositlerin hemolizine neden oldugu bilinmektedir. Ayrica,
iturin A antibiyotik lipopeptidinin hemolitik aktivitesi incelenmistir ve kritik
misel konsantrasyonunun altindaki iturin konsantrasyonunda doza bagli bir
sekilde insan eritrositlerinin hemolizine neden olma yetenegi gosterilmistir. Etki
mekanizmasi ile ilgili olarak, iturin A'nin neden oldugu hemolizin, ortalama 32A°
capinda bir membran por olusumu ile kolloid-ozmotik bir mekanizma izledigini
ve kinetik belirlemeler hemoglobin salinimindan 6nce K+ sizintisinin meydana
geldigini acik¢a gostermektedir. K+ sizintisi, K+ segici elektrot kullanilarak
Olgilmistiir. B.subtilis ATCC 6633 kaynakli bir lipopeptit siirfaktan, SDS
(Sodyum Dodesil Siilfat), BC (Benzalkonyum Kloriir), TTAB (Tetradesil Trimetil
Amonyum Bromiir) ve HTAB (Heksadesil Trimetil Amonyum Bromide) gibi
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kimyasal siirfaktanlara kiyasla zayiflatilmig bir hemolitik etki sergilemistir (Ines
and Dhouha, 2015).

Yapisal veya fiziksel analizler i¢in saf bilesikler kullanilmasi gerektiginden,
basaril1 bir {iretimin ardindan verimli saflastirma yapilmalidir. Uretim ortamindan
saf CLP numuneleri elde etmek icin etkin izolasyon teknikleri gereklidir. Bu
nedenle, ticari 6lgekte bir iiretim siirecinin fizibilitesini belirlemek i¢in uygun ve
ekonomik geri kazanim ve alt akim prosediirlerin mevcudiyeti 6nemli bir
faktordiir (Biniarz et al., 2017). Alt akim islemleri, istenen iirlinlin geri
kazanilmasi ve saflastirilmasi i¢in temel iglemler dizisidir. Temel islemlerin se¢im
kriterleri, iiriiniin uygulamasina baghdir. Farmasotik gibi endiistriler, saf bir
biyosiirfaktani geri kazanmak icin birka¢ adim gerektirirken, petrol endiistrileri

cok fazla saflagtirma islemi gerektirmemektedir.

Sektorler i¢in belirlenmis alt akim islemleri: (1) solventler ve zaman
bakimindan yiiksek maliyetlere sahip olduklarindan (2) biiyiik miktarlarda toksik
atik trettiklerinden (3) isleme sirasinda aktivite kaybina sebep olduklarindan (4)
agregasyon nedeniyle iiretkenligi azalttifindan uygulanabilir degildirler. Sonug
olarak, yiiksek verim, dretkenlik, saflik ve etkinlige sahip gelismis,
Ozellestirilebilir ve uygun maliyetli alt akim islemlerine ihtiya¢ vardir.
Ekstraksiyon ve saflastirma, lipopeptitlerin arastirilmasinda ve
ticarilestirilmesinde kilit asamalardir. Genel olarak, bu bilesiklerin saflastiriimasi
Bacillus susunun yetistirildigi tiretim ortami gibi siv1 bir matristen baglamaktadir,
bununla birlikte kati1 kiiltiir fermentasyonunda {retimleri de raporlanmistir
(Valenzuela Ruiz et al., 2020).

Saflagtirma yOntemleri, lipopeptitlerin fizikokimyasal 6zelliklerine (polarite
ve molekiiler agirlik) dayanmaktadir. Genellikle, bu bilesiklerin saflastirilmasi
icin tek bir yontem yeterli olmamaktadir. Bu nedenle, lipopeptit saflastiriimasinin
1) asit ile ¢coktiirme; ii) organik solventlerin kullanimi; iii1) ultrafiltrasyon; iv) kati
faz ekstraksiyonu ve v) kromatografi gibi ¢esitli asamalari igermesi miimkiindiir
(Valenzuela Ruiz et al., 2020).

Ekstraksiyondan sonra, CLP’lerin ileri karakterizasyonu i¢in daha detayh
bir saflastirma gerekmektedir (Cizelge 2.4). Ince tabaka kromatografisi (TLC) ve
yilksek performansli ince tabaka kromatografisi (HPTLC), CLP’leri
saflastirmanin alternatifleridir. Sivi kromatografisi (LC) ve yiiksek basingli sivi

kromatografisi (HPLC) de yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu durumda siklikla
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C18 kolonlar1 kullanilmaktadir. Tam olarak tanimlama i¢in kiitle spektrometrisi
onerilmektedir (Penha et al., 2020).

Cizelge 2.4. Lipopeptidlerin belirlenmesi ve saflastirilmasi igin drnek yontemler (Penha et al.,

2020).
Lipopeptidler Belirleme ve 6l¢me yontemleri
Siirfaktin, iturin, fengisin ve kurstakin HPTLC; MALDI-TOF MS
Siirfaktin, iturin ve fengisin HPTLC (silica jel 60 tabaka- Merck)
HPLC (ter fazl1 C18 kolonu); MALDI-TOF MS; LC-
Siirfaktin ve iturin
ESI MS
Siirfaktin ve fengisin HPLC (C18 kolonu)
Strfaktin ve iturin TLC; LC-ESI-MS/MS (C18 kolonu)
. Vakum flash kromatografi; HPLC; NMR spektroskopi;
Iturin ve fengisin
HR ESI MS
Siirfaktin, iturin ve fengisin LC-MS (C18 kolonu)
Siirfaktin, iturin ve fengisin LC-MS (C8 kolonu)
Siirfaktin HPLC (C18 kolonu)
Siirfaktin, iturin ve fengisin MALDI-TOF

2.5.1.1. Siirfaktin

Siirfaktin, ylizey gerilimini etkili bir sekilde azaltan en dogal lipopeptittir. -
hidroksil yag asidi tarafindan baglanan siklik heptapeptid yapisina eklenen 13-15
karbon atomlarindan ve L-asparagin(As), L-16sin (Leu), glutamik asit (Glu), L-
16sin (Leu), L-valin (Val) ve iki D-16sin gibi yedi amino asitlik bir halkadan
olusan siklik lipopeptit ailesine aittir. Simdiye kadar, farkl1 amino asit ve yag asidi
kalintilar ile 30'dan fazla siirfaktin tiirii kesfedilmistir. Ancak siirfaktin molekiilii,
kiral diziye bagli olarak ayni1 kalmaktadir. Sus tipine ve ¢alisma kosullarina bagh
olarak, siirfaktinde amino asitlerin ve hidroksil yag asitlerinin farkli tiirleri
bulunmaktadir. Bir¢ok terapotik 6zellige sahip olan bu tip siirfaktan Bacillus spp.
tarafindan tretilmektedir. Antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antimikoplazma
aktiviteleri nedeniyle siirfaktin, farkli uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica gida endiistrisinde etkili bir emiilgator, stabilizator ve
yiizey degistirici olarak da kullanilmakatdir (Carolin et al., 2021). Siirfaktanlar,
baz1 patojenik funguslarin zayif antagonistleri olarak karakterize edilmelerine
ragmen, konukg¢u bitkide sistemik direnci indiikleme yetenekleri nedeniyle de
dikkat cekmektedirler (Dame et al., 2021).
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Siirfaktinler biyolojik kdkenli en giiclii yilizey aktif maddelerden biridir ve
Bacillus'un kiimelenme hareketliligine ve biyofilm olusturma yetenegine katkida
bulunmaktadir. Bu siklik heptapeptidler, yaprak yanmasi, kok ciirikligi, govde
curtikliigii, yaprak lekesi ve yumusak ciirtikliik gibi bir dizi bakteri ve fungus
hastaligina karsi etki gostermektedir (Saxena et al., 2020).

2.5.1.2. iturin A

Iturin yapis1 ilk olarak 1978 yilinda belirlenmistir. iturin A ve C,
basillomisin D, F, L ve mikosubtilin gibi alt1 varyanttan olusan siklik bir
heptapeptiddir. Iturin A ve basillomisin D yaninda, basillomisin L iireten tek tiir
B.velezensis'tir. Bu iturin varyantlari, amino asit ve yag asidi uzunlugunun
pozisyonu ve bilesimine gore farklilik gostermektedir. Bu lipopeptidin ortak
yapist, C14-C17 hidrofobik kuyruk uzunlugunda Tirozin (Tyr), Asparagin (Asn),
Serin (Ser), Glutamin (GlIn), Prolin (Pro), Glutamat (GIx), Treonin (Thr) gibi yedi
amino asitten olusmasidir. Bu yapi, bilesigin amfifilik yapida oldugunu ve en
olast etki alaninin hiicre zar1 olduguna isaret etmektedir. Bu lipopeptidde
siklizasyon, bir amid bagi ile baglanan ilk ve son amino asit arasinda
gerceklesmektedir. Penicillium expansum, Botrytis cinerea ve Alternaria
alternate'ya kars1 en iyi antifungal aktiviteyi gostermektedirler ancak sinirl
antibakteriyel aktivite gosterebilmektedirler. Bu lipopeptid, giicli bir ylizey
aktivitesi ve destabilize edici etki gostermektedir ve siirfaktin ile

karsilastirildiginda diisiik hemolitik potansiyele sahiptir (Carolin et al., 2021).

Iturin gruplarinin ayrica A.flavus ve F.graminearum'a kars1 giiclii
antagonistik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Dame et al.,, 2021).
Stirfaktinlerin aksine iyon ileten porlar olusturarak hiicrelere zarar vermektedirler.
Bu lipopeptidler, Penicillium, Pestalotia, Gloesporidium, Colletotrichum,
Alternaria, Botrytis gibi fungal patojenlere kars1 giiglii aktivite gostermektedirler
(Saxena et al., 2020).

2.5.1.3. Fengisin

Fengisin, B-hidroksil yag asidi zinciri (C14-C18) ile lineer bigimde birlesen
dekapeptitlerdir ve 3. konumdaki bir amino asidin fenol yan zinciri ile 10.
konumdaki bir amino asidin C terminali arasinda siklizasyon meydana
gelmektedir. Fengycin A ve B ilk olarak 1986 yilinda B.subtilis susunda

kesfedilmistir.  Fengisin, filamentéz funguslara kars1 giicli  aktivite
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gostermektedir. Ancak, ayn1i zamanda Quorum Sensing’i inhibe ederek
Staphylococcus aureus popiilasyonunu da azaltmaktadir. Bu lipopeptit, ¢ift katl
lipit katmanlar1 ve sterol molekiilleri ile dogrudan etkilesime girdikleri i¢in hiicre

zar1 yapisini ve gecirgenligini degistirebilmektedir (Carolin et al., 2021).

Ote yandan fengisinler, cogu filamentdz fungusu ve F.verticilloides gibi
tiirleri inhibe etmektedir. Etki bigimleri, membran biitiinliiglinli bozmaktan hiicre
oliimiine yol agan organel islev bozukluguna kadar uzanmaktadir (Dame et al.,
2021). Fengisin grubuna ait lipopeptidler ayrica membran destabilizasyonu
yoluyla hiicrelere zarar verebilmekte ve Fusarium, Rhizoctonia, Monilinia gibi
patojenlere kars1 aktivite gosterebilmektedir (Saxena et al., 2020). B.subtilis'in
Podosphaera fusca'ya karsi antagonistik etkisinde lipopeptidlerin iturin ve
fengisin ailelerinin 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir. Siirfaktin ve fengisin tipi
lipopeptitler, ISR'nin (indiiklenmis sistemik diren¢) uyarilmasi yoluyla bagisiklik
tepkisini baslatarak bitki hiicrelerinde bakteriyel belirleyiciler olarak hareket
edebilmektedirler (Dame et al., 2021).

2.5.2. Litik enzimler

Hiicre duvarini pargalayan enzimler, toprak kaynakli patojenleri kontrol
etmek icin biyokontrol ajanlari tarafindan kullanilan mekanizmalardan biridir.
PGPR'nin biyokontrol suslar1 tarafindan salgilanan (-1,3 glukanaz, Kitinaz,
kitosanaz, B-glukosidaz, lipaz, seliilaz ve proteaz gibi hiicre duvarini parcalayan
enzimler, fungal patojenlerin hifsel biliylimesi tizerinde giiclii bir inhibitor etkiye
sahiptir (Chang et al., 2009; Radhakrishnan et al., 2017; Shafi et al., 2017a; Tariq
et al., 2017; Saxena et al., 2020; Anckaert et al., 2021; Saeed et al., 2021). Bu
enzimler, kitin, B-glukanlar, proteinler (Saeed et al, 2021; Soni and Keharia, 2021)
ve kitosanlar (Di Francesco et al., 2016) gibi fungal hiicre duvarinin bilesenlerini
parcalama yetenegine sahiptirler. Hidrolitik enzimler genellikle bitki patojenlerine
(Cizelge 2.5) kars1 aktiviteden sorumlu ikincil molekiillerdir (Lopes et al., 2018).

Kitinazlarin fitopatojenik funguslarin biiylimesini basarili bir sekilde
engelledigi gosterilmistir. Kitinaz iireten B.thuringiensis suslarmin F.oxysporum,
F.gramineum, S.rolfsii, Pyricularia grisea ve Physalospora piricola gibi gesitli
fitopatojenik  funguslar1  inhibe ettigi  bildirilmistir.  Ayrica  kitinazlar,
B.thuringiensis'in insektisidal aktivitesini arttirmak i¢in de kullanilabilmektedir.
Glukanazlar, proteazlar ve kitosanazlar gibi diger hidrolitik enzimler patojenik

funguslara, bakterilere, nematodlara, viriislere ve boceklere zarar vererek
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bitkilerdeki zararli popiilasyonlarmin kontrol edilmesine yardimci olmaktadir
(Lopes et al., 2018).

Cizelge 2.5. Bacillus tiirleri tarafindan iretilen fungal fitopatojenlere karsi biyokontrol aktivitesine

sahip enzimler (Dimkig et al., 2022).

Enzimler Uretici tiir Kontrol edilen fitopatojenler
Kitinaz Bacillus sp. Fusarium culmorum, -Sclt-erotinia sclerotiorum,
Botrytis cinerea
Bacillus
Kitinaz thuringiensis var. Sclerotina rolfsii
israelensis
Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporium,
Kitinaz Bacillus sp. BPR7 F.solani, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia
solani, Collectotrichum sp.
Kitinaz Bacillus sp. R.solani, M.phaseolina
Kitinaz Bacillus sp. Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici
Kitinaz Bacillus aerius Phytophthora capsici
Proteaz Bacillus sp. Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici
Proteaz Bacillus sp. R.solani, M.phaseolina

B.subtilis,  B.thuringiensis,  B.licheniformis, B.safensis, B.pumilus,
B.velezensis, B.cereus vb. gibi ¢ok ¢esitli Bacillus tiirlerinin kitinaz enzimi {irettigi
bilinmektedir (Saxena et al., 2020; Saeed et al., 2021; Soni and Keharia, 2021).
Kitinaz ve B-1,3-glukanaz, fungal hiicre duvarlarinin ana bileseni olan [3-1,4-N-
asetilglukozaminin ¢06ziinlir dogrusal bir polimeri olan kitini parcalayan
enzimlerdir (Saeed et al., 2021).

Litik enzimler ayrica karbon besini elde etmek i¢in cansiz organik
maddeleri ve bitki kalintilarin1  aynistirmaktadir.  Hidrolitik  enzimler,
fitopatojenlerin dogrudan parazitlenmesine katkida bulunmakta ve bitkiyi biyotik
streslerden kurtarmaktadirlar (Tariq et al., 2017).

B.pumilus SG2'den Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani,
Magnaporthe grisea, Botrytis cinerea, vb. {izerinde inhibitér etki gosteren etkili
bir kitinaz tiretildigi gosterilmistir. B.licheniformis'in Phoma medicaginis'e karsi
antifungal aktivitesi kitinaz {iretimine baglanmaktadir. Benzer sekilde,
B.velezensis NJZJSB3 tarafindan proteaz ve B-1,3-glukanaz tiretimi, kanola kok
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ciirimesine neden olan Sclerotinia sclerotiorum'u kontrol etmenin yollarindan biri
olarak gosterilmektedir. Marul damla hastaligina neden olan Sclerotinia minor’in
hifsel dejenerasyonundan ve par¢alanmasindan yiiksek kitinaz, proteaz ve p-1,3-
glukanaz aktivitesinin sorumlu oldugu bildirilmistir (Saxena et al., 2020). Farkli
konukgu bitkiler {izerinde etkili olan Bacillus tiirleri tarafindan iretilen litik

enzimler Cizelge 2.6’da verilmistir.
2.5.3. Rekabet

Demir (Fe), hemen hemen tiim yasam formlar1 i¢in hayati bir besindir. Esas
olarak Fe** iyonu formunda bulundugu aerobik atmosferde, demiri sadece Fe*?
formunda kullanabilen mikroorganizmalar ve bitkiler i¢in kullanilamaz hale
getiren hidroksitler ve oksihidroksitler olusturmaktadir. Bakteriler genellikle,
sideroforlar olarak bilinen diigiik molekiiler agirlikli selatorlerin salgilanmasiyla
Fe*? alabilmektedirler (Lobo et al., 2019; Soni and Keharia, 2021). Siderofor
tireten bakteriler Bacillus, Pseudomonas, PaeniBacillus, Rhizobium ve
Agrobacterium tiirlerine aittir (Soni and Keharia, 2021).

Cizelge 2.6. Farkli konukcu bitkilerde etkili bazi Bacillus tiirleri tarafindan iretilen litik enzimler
(Aloo et al., 2019).

Bacillus tiirleri Enzimler Konukcu bitki
B.subtilis Kitinazlar Tiitiin
Kitinazlar Asma
Proteazlar Nohut
Kitinazlar, Glukanazlar, Proteazlar Nohut
B.circulans Kitinazlar Yer fistig1
B.mycoides Kitinazlar, Glukanazlar Seker pancari
B.pumilus Kitinazlar, Glukanazlar Seker pancari
B.thuringiensis Kitinazlar, Glukanazlar Seker pancari
Kitinazlar Soya fasiilyesi
Kitinazlar Pamuk
B.cereus Kitinazlar Sorgum
Kitinazlar, Proteazlar Piring, Mas fasiilyesi, Nohut
Kitinazlar, Kitosanazlar, Proteazlar Lahana
Kitinazlar, Glukanazlar Yenidiinya
B.luciferensis Proteazlar Biber

B.licheniformis Kitinazlar Lahana
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+3ys

Fe*® iyonu ve bir siderofor, zarda Fe™iin Fe**ye indirgendigi, dis ve i¢
zarlar1 birbirine baglayan bir giris mekanizmasi yoluyla siderofor tarafindan
hiicreye salinan bir kompleks olusturmaktadirlar. Bu indirgeme islemi sirasinda,
siderofor yok edilmekte veya geri doniistiiriilmektedir (Lobo et al., 2019).

Mikroorganizmalar, sideroforlari kullanarak demir i¢in beslenme
gereksinimlerini karsilamaktadirlar. Cevre ortamda, sideroforlar salindiginda
demir ¢oziiniir ve bir ferrik siderofor kompleksi olusur ve bu madde diflizyon
stirecinden gegerek hiicre yiizeyine ulasir. Gram pozitif ve gram negatif
bakterilerin membran reseptorleri, ferrik siderofor kompleksini tanir ve aktif
tasimay1 baslatir. Sideroforlar, ferrik iyon ile kompleks olusturma, ¢oziiniirliigiinii
artirma ve dogal komplekslerden veya minerallerden uzaklastirilmasini saglama
konusunda biiyiik afiniteye sahiptir. Cevrede diisik demir iyonlarinin
mevcudiyeti, patojenlerin biliylimesinin azalmasina neden olmakta ve bu da
sonucta patojeni nisten uzak tutmaktadir. Sideroforlarin iiretimi, demir selasyonu
ile fitopatojenlerin ¢ogalmasini azaltmak ve artan demir alimi ile bitki gelisimini
arttirmak i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Ferrik siderofor kompleksi, kadmiyum ve
nikel gibi diger metaller mevcut oldugunda, bitkiler tarafindan demir alimi
tizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Demir, hiicresel biliylime ve metabolizmada
hayati bir rol oynamaktadir, 6yle ki siderofor iiretimi yoluyla Fe alimi, bakterinin
bitki kokleri c¢evresinde Dbiiyiimesine ve rizosferde demir i¢in diger
mikroorganizmalarla rekabet etmek igin rekabet¢i uygunluguna karar vermede
onemli bir faktordiir (Tariq et al., 2017).

2.5.4. Indiiklenmis sistemik direnc

Indiiklenmis Sistemik Direng (ISR), patojen enfeksiyonuyla savasmak igin
bitki savunma sistemlerinin bakteriler (esas olarak PGPR) tarafindan indiiklendigi
bir mekanizmadir (Santoyo et al., 2012). Patojenik olmayan rizobakterilerin,
indiiklenmis sistemik diren¢ (ISR) olarak bilinen bir diren¢ mekanizmasini
indiikleyerek bitkilerde hastalig1 baskiladigi (Cizelge 2.7) bilinmektedir (Saxena
et al., 2020; Saeed et al., 2021).
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Cizelge 2.7. Bacillus tiirlerinin neden oldugu indiiklenmis sistemik direng ile kontrol edilen

patojenler ve sebep olduklari hastaliklar (Miljakovig et al., 2020).

Bacillus tiirleri Hedef patojen Bitki hastahg
Bacillus cereus Botrytis cinerea Gri kiif hastalig
Bacillus subtilis Rhizoctonia solani Piring kabugu yaniklig
. . Mycosphaerella Bugdayda septorya Yaprak
Bacillus megaterium o ]
graminicola lekesi
Bacillus subtilis, Bacillus . . Misirin basak, sap ve kok
] ] Fusarium moniliforme
amyloliquefaciens clrtkligi
) - Alternaria solani, Domatesin erken ve gec
Bacillus subtilis ]
Phytophthora infestans yanikligi
Bacillus sp. Colletotrichum capsica Biber antraknozu
. Rhizoctonia solani, Soya fasiilyesinde kok
Bacillus sp. ] 4
Fusarium oxysporium curiikliigii ve solgunlugu

. . Fusarium oxysporium f.sp.
Bacillus subtilis . Salatalik kok ¢urikligi
cucumerinum

Bacillus sp. Plasmopara halstedii Aygigeginde tiiylii kiif

Bacillus cinsi soz konusu oldugunda, bitkilerde sistemik direnci
indiikleyebilen tiirlerin ¢esitliligi olduk¢a dikkat c¢ekicidir. Bunlardan bazilari,
B.amyloliquefaciens, B.subtilis, B.pasteurii, B.cereus, B.pumilus, B.mycoides ve
B.sphaericus'tur. Bacillus tarafindan bitkide bu tepkinin uyarilmasinin faydal
etkisi, bitkiyi funguslar, bakteriler, viriisler ve nematodlar gibi ¢esitli patojenlerin
neden oldugu enfeksiyonlardan korumaktir. B.subtilis tarafindan {iretilen siirfaktin
ve fengisin gibi baz1 lipopeptitler de bitkilerde sistemik direng
olusturabilmektedir. Bitkilerde sistemik direnci indiikleyen mekanizmalarin
incelendigi baz1 ¢alismalarda, ugucu bilesiklerin de bu tiir indiiksiyonda 6nemli
bir rol oynadig1 gosterilmistir (Santoyo et al., 2012).

Stirfaktin, mVOC'ler ve simdiye kadar tanimlanamayan diger bilesikler
tarafindan tetiklenen bitki savunmasi, fitopetojenlerin rizobakteriler tarafindan
baskilanmasinda ana faktordiir. Se¢ilmis bitki ile iliskili Bacillus suslari, bitki
savunmasini indiikleyebilen 2,3-biitandiol ve asetoinden olusan mVOC'ler
yaymaktadirlar (Wu et al., 2015).
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Bacillus izolatlarmin antagonistik etki gostermesine sebep olan farkli
mekanizmalar yukarida incelenmistir. Farkli patojenlere karsi Bacillus tiirlerinin
antagonistik etki gostermesine sebep olan bu etki mekanizmalarina ornekler ise
Cizelge 2.8 de gosterilmistir.

Cizelge 2.8. Bacillus tiirleri tarafindan gosterilen antagonistik etki mekanizmalar1 (Miljakovig et

al., 2020; Soni and Keharia, 2021).

Bacillus tiirleri

Hedef patojen

Mekanizmalar

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus
amyloliquefaciens/Bacillus
subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus sp., Bacillus
amyloliquefaciens
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus sp.

Bacillus velezensis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis
Bacillus velezensis OEE1
Bacillus velezensis BM21
Bacillus amyloliquefaciens

VB7

Bacillus toyonensis COPE52

Fusarium oxysporium,
F.avenaceum, Mucor
sp.
Verticillium dahliae

Fusarium graminearum

Fusarium spp.
Pythium ultimum
Sclerotinia
sclerotiorum
Magnaporthe grisea
Rhizoctonia solani
Fusarium oxysporium

f.sp. lycopersici

Fusarium verticillioides

Botrytis cinerea

Fusarium oxysporium
f.sp. capsici
Bipolaris sorokiniana
Verticillium dahlia

Fusarium graminearum

Botrytis cinerea

Botrytis cinerea

Bakteriyosinler, siirfaktin,

fengisin
fturin

Iturin, siirfaktin/ Siirfaktin,

fengisin

Strfaktin, litik enzimler
Iturin, fengisin
Siirfaktin, iturin, fengisin,
siderofor
Siirfaktin
Kitinaz

Proteaz

Proteaz, glukanazkitinaz,
siderofor
Proteaz, kitinaz, seliilaz,

glukanaz
Siderofor

Litik enzimler, siderofor
Antibiyozis
Antibiyozis

Antibiyozis, indiiklenmig

sistemik direng

Antibiyozis, indiiklenmig

sistemik direng, litik

enzimler
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Cizelge 2.8. (devam)

Bacillus tiirleri Hedef patojen Mekanizmalar

Bacillus subtilis TE3 Bipolaris sorokiniana Antibiyozis
Antibiyozis, indiiklenmis
Bacillus velezensis Verticillium dahlia sistemik direng, litik
enzimler

. . . Antibiyozis, indiiklenmis
Bacillus mojavensis

Rhizoctonia solani sistemik direng, litik
PB-35

enzimler

] ] ) ] Botrytis cinerea, Sclerotinia
Bacillus licheniformis

sclerotiorum, Phytophthora Antibiyozis, litik enzimler
GL174 )
infestans
Bacillus Fusarium spp., Rhizoctonia L
. ) . r 4 Antibiyozis
amyloliquefaciens solani, Colletotrichum capsici
] Rhizoctonia solani, Fusarium Antibiyozis, indiiklenmis
Bacillus sp. SI-5 . ) -
oxysporium sistemik direng
Bacillus subtilis BN1 Macrophomina phaseolina Antibiyozis, litik enzimler

2.6. Bacillus Tiirlerinin Siv1 Kiiltiir Fermentasyonu ile Uretimi

Fermentasyon, cogu durumda belirli ortamlar ve sicaklik, pH, havalandirma
ve gerekirse ek besleme gibi kontrol edilebilen proses parametreleri kullanilarak
mikroorganizmalarin  toplu olarak gelistirilmesidir. Batik fermentasyon
prosesinde, mikrobiyal hiicreler, besiyeri bilesenleri kullanilarak ve spesifik
metabolitleri serbest birakarak, calkalama/havalandirma altinda sivi ortam igeren
biyoreaktdorde homojen bir sekilde biiyiitiilmektedir. Batik fermentasyon
prosesleri, bitkiye faydali 6zelliklere sahip spesifik metabolitlerin iiretilmesi i¢in
yiiksek hiicre/spor yogunluguna ve/veya yliksek metabolik aktiviteye gore
optimize edilmelidir. Bitkilere faydali belirli bir mikroorganizma tarafindan
yiiksek biyokiitle ve metabolit {iretimine ulasmanin ilk adimlarindan biri, besiyeri
bilesimini optimize etmektir (Vassileva et al., 2021).

Mikroorganizmalarin batik kiiltiirde kiitlece ¢ogaltilmasi, cesitli besiyerleri
kullanilarak kesikli (batch), kesikli beslemeli (fed-batch) veya siirekli (continous)
kiiltiir yontemleri uygulanarak gerceklestirilmektedir. Strekli fermentasyon,
deneysel bir prosediir olarak kabul edilmekte ve endiistriyel Glgekte nadiren
kullanilmaktadir. Kesikli fermentasyonlar biyoreaktoriin kolay kurulumu ve

kontrolii sebebiyle en yaygin olarak kullanilan iiretim seklidir. Kesikli beslemeli
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bir fermentasyon isleminin uygulanmasi durumunda, sunlari gerceklestirmek
miimkiindiir: darbeli besleme ile kesikli beslemeli fermentasyon, iistel besleme ile
kesikli beslemeli fermentasyon ve dogrusal besleme ile kesikli beslemeli
fermentasyon. Kesikli beslemeli prosesler sirasinda besin maddelerinin eklenmesi,
ekponansiyel ve duragan fazi uzatmaktadir ve bdylece daha yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu elde edilmektedir. Bircok c¢alismada, kesikli beslemeli
fermentasyonun daha iyi sonucglara yol agabilecegi ve istenen iirlinlerin daha
yiiksek verimlerde iiretilebilecegi gosterilmistir. Yine de bu siireg, daha yiiksek
iiretim maliyetlerine yol agabilecek ¢ok daha fazla dikkat, kesintisiz kontrol ve
izleme gerektirdigi icin yaygin olarak kullanilmamaktadir. Istenen biiyiimeyi elde
etmek i¢in gerekli fermentasyon kosullarinin, yani besiyeri bilesimi, sicaklik, pH
degeri, karistirma hizi ve oksijen konsantrasyonu gibi parametrelerin saglanmasi

gerekmektedir (Stamenkovig et al., 2018).

Toprak mikroorganizmalar1 incelenirken normalde iyi bilinen sentetik
besiyerleri kullanilmaktadir ancak bunlar ile her zaman en 1iyi sonuglar
alinamamaktadir. Ozellikle biiyilk hacimlerde biyokiitle iiretimi ve spesifik
metabolit iiretiminde, istenilen profile sahip mikroorganizmalarin sec¢imi i¢in
kullanilan besiyerlerinin kullanilmamasi 6nerilmektedir. Ortam bilesenlerinin her
biri biiyliimeyi, sporlanmayi ve metabolit iiretim aktivitesini etkilemektedir.
Karbon ve azot kaynaklari, iiretim hacmi ile substrat fiyat1 ve bulunabilirligi géz
oniine aliarak maliyet ve bulunabilirligine gore secilmelidir. Kisa fermentasyon
proseslerinin gelistirilmesi, ucuz ve ulasilabilir C ve N kaynaklarinin belirlenmesi,
bitkiye faydali mikroorganizmalarin ticarilestirilmesini sinirlayan ana faktor
olarak kabul edilen yiiksek iiretim maliyetini azaltacaktir (Vassileva et al., 2021).

Yalnizca yiiksek biyokiitle elde etmek i¢in degil, ayn1 zamanda sideroforlar,
indol asetik asit ve antibiyotikler gibi bitkiye faydali biyoaktif bilesiklerin
dretimini arttirmak i¢in de optimize edilmis besiyeri kullanmaktir. Besiyeri
optimizasyonu ve fermentasyon proses parametreleri (pH, sicaklik, hava besleme
ve ¢alkalama) sonrasinda elde edilen bu tiir son fermentasyon tirtinleri, biyokiitle
ve yiiksek spor sayilari bakimindan zenginken ayni zamanda bitki biiylimesi ve
sagligi icin onemli metabolitler bakimindan da zengindir ve bitkiler iizerinde ¢ift
etki gosterecek sekilde dogrudan uygulanabilmektedirler (Vassileva et al., 2021).

Mikrobiyal kiiltivasyonun amaci, kolayca bir formiilasyona dahil edilebilen,
istenen hiicre yogunluguna ve yliksek sporiilasyon verimliligine sahip kaliteli

biyokiitle  iiretmektir. Deneme ¢alismalari, fermentasyon kosullarinin
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optimizasyonu siirecindeki ilk asamadir. Mikroorganizma ve gereksinimleri
hakkinda degerli veriler ¢ok daha diisiik maliyetlerle elde edilebildiginden erlen
denemeleri bu amag i¢in uygundur. Bu asamadan sonra, siire¢ kademeli olarak
daha biliylik hacimli biyoreaktorlere Olgeklendirilmektedir. Bunlarin birgogu
arasinda en yaygin olarak kullanilanlar1 mekanik karistirmali biyoreaktorlerdir.
Kiiltivasyon siirecinin optimizasyonu, bir¢ok farkli faktoriin ayarlanmasini
gerektirmektedir ve mikrobiyal kiiltiire gore degismektedir. Mikrobiyal kiiltiir
secilip karakterize ettikten sonra, fermentasyon tipi, liretim ortami ve biiylime
kosullar1 da secilmeli ve optimize edilmelidir (Stamenkovié-Stojanovi¢ et al.,
2019).

Cok sayida biyolojik kontrol ajani kesfedilmis olmasina ragmen, ticari
olarak kullanilabilenlerin sayisi ¢ok azdir. Biyolojik kontrol ajanlarinin tarimda
kullanilan toplam pestisitlerin i¢indeki payi, formiilasyon ve fermentasyon
proseslerinde meydana gelebilecek komplikasyonlar sebebiyle %5'ten azdir.
Diisik verim ve yiiksek tretim maliyeti, biyolojik kontrol ajanlarinin
gelistirilmesi, ticarilestirilmesi ve uygulanmasi icin baslica sinirlayici faktorlerdir.
Bu nedenle, fermentasyon ortaminin optimizasyonu, bu smirlamalarin istesinden
gelmek i¢in ¢cok onemlidir. Etkili fermentasyon, hiicre yogunlugunu ve ilgilenilen
iiriin verimini arttirmak ic¢in bakterinin biyolojik kontrol ajan1 olarak endiistriyel
kullanimi i¢in 6nemli bir adimdir (Shafi et al., 2018).

2.7. Bacillus Tiirlerinin Sivi Kiiltiir Fermentasyonu ile Uretimini Etkileyen
Faktorler

2.7.1. Fermentasyon tipi

Endiistriyel fermentasyon proseslerinde ham maddeleri endiistriyel {iriinlere
dontistiirmek  i¢cin  ¢esitli  mikroorganizmalar  kullanilmaktadir.  Genelde
fermentasyon prosesleri kesikli/ kesikli beslemeli ve siirekli/yart siirekli prosesler
olmak tizere iki ¢eside ayrilmaktadir. Kesikli/ kesikli beslemeli proseslerde, bir as1
kiiltiiri, substrat igeren besiyerine inokiile edilmektedir ve uygun kosullar altinda
ek besinler eklenerek ya da eklenmeden hiicre biiylimesi kisa bir siire boyunca
gerceklestirmektedir. Istenilen {iriinler, kiiltivasyon siiresi sonunda hasat
edilmektedir. Buna karsilik, siirekli fermentasyonda, substratlar istenilen bir
oranda fermentorlere siirekli olarak beslenmektedir ve son iiriinler de stirekli
olarak hasat edilmektedir. Giinlimiizde, cogu endiistriyel fermentasyon teknolojisi,
kesikli/ kesikli beslemeli proseslere dayanmaktadir (Li et al., 2014).
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Siv1 (batik) ve kati kiiltiir fermentasyon prosesleri, ticari iiriinlere formiile
edilecek mikrobiyal biyokiitle veya sporlar elde etmek icin kullanilan temel
biyoteknolojik tekniklerdir. Bitkiye faydali mikroorganizmalarin kiiltivasyon
amaci, biyokiitle, sporlar ve nihayetinde bitki uyarict veya biyokontrol
metabolitleri iceren fermentasyon sivisina dayali formiile edilmis ticari iiriinler
hazirlamaktir. Bitkiye faydali mikroorganizmalardan mikrobiyal biyokiitle ve
sporlar, hem batik hem de kati kiiltiir fermentasyonlar ile {iretilebildiginden
fermentasyon modunun se¢imi, deneysel olarak belirlenebilmektedir. Ister tek bir
kesikli liretim ister kesikli beslemeli tiretim olsun batik kiiltiir, endiistriyel dl¢ekte
biyokiitle, sporlar ve metabolitlerin iiretimi i¢in en etkili ve kabul edilen
yontemdir. Ote yandan, kat1 kiiltiir, cesitli metabolik iiriinler, Snemli miktarda
biyokiitle ve spor iiretimi i¢in nispeten iyi bilinen bir fermentasyon teknolojisidir
(Vassileva et al., 2021).

Kesikli beslemeli fermentasyon prosesi, substrat konsantrasyonu minimuma
distiigiinde belirli bir tiiketim oranini saglamak igin substratin aralikli olarak
beslenmesini veya DO bazli ve pH bazli beslemeyi icermektedir. Bitkiler igin
faydali mikrobiyal tiretimlerde, kesikli beslemeli fermentasyon, yeterince yiiksek
biyokiitleye veya yiiksek konsantrasyonda fito-uyarict metabolitlere ulasmak igin
etkili bir yontemdir. Halihazirda endiistri tarafindan yaygin olarak kullanilan bir
kesikli kiiltiir yontemiyle karsilagtirildiginda, gelistirilen kesikli beslemeli kiiltiir
yontemi ile liretilen mikroorganizma i¢in yaklasik 20 kat daha yiiksek canli hiicre
sayist elde edilmektedir veya bir kesikli beslemeli ¢evrimin, 20 kesikli iiretime
esit oldugu sdylenebilmektedir (Vassileva et al., 2021). Kesikli tiretim, siirekli
izleme ve daha yiiksek harcama gerektiren ancak ayni zamanda daha iyi sonuglar
saglayan kesikli beslemeli ile karsilastirildiginda popiilaritesini basitligine ve

nispeten kolay uygulanmasina bor¢ludur (Stamenkovié¢-Stojanovic et al., 2019).
2.7.2. Besiyeri bilesenleri

Mikrobiyal biiyiime ve ¢ogalma i¢in kullanilan besiyerinin ucuz ve kolay
erisilebilir olmas1 ve gerekli besinleri igermesi gerekmektedir. Ayrica,
fermentasyon i¢in kullanilan besiyerinin steril olmasi gerekmektedir. Sterilizasyon
islemi sirasindaki yiiksek sicakliklar, ortamin igerigini ve fermentasyonun
sonucunu degistirebilen bazi termo-bozunur bilesikleri etkileyebilmektedir.
Bunun olmasimi 6nlemek ve istenen kaliteyi saglamak i¢in tiim siire¢ boyunca

siirekli izleme gerekmektedir. Yaygin olarak kullanilan substratlardan bazilari,
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glikoz, sakkaroz (karbon kaynagi olarak) ve amonyum siilfattir (azot kaynagi
olarak) (Stamenkovic et al., 2018).

Karbon, mikroorganizmalar i¢in bir enerji kaynagi oldugundan biiyiimede
de onemli bir rol oynamaktadir ve ayni zamanda birincil ve ikincil metabolit
iiretimi i¢in de en 6nemli besiyeri bilesenidir. Karbon kaynaginin metabolize olma
hiz1, ¢ogu zaman biyokiitle olusumunu ve/veya birincil veya ikincil metabolitlerin
iretimini etkileyebilmektedir. Deniz bakterilerinden antibiyotik iiretimi lizerine
yapilan bir c¢alismada, galaktoz gibi kademeli olarak kullanilan karbon
kaynaklarinin genellikle ikincil metabolitlerin (antibiyotikler) tiretimini arttirdig
gosterilmistir.  Uriin - maliyetinin  énemli bir kismini hammadde/besiyeri
bilesenlerinin olusturdugu fermentasyon prosesleri igin secimlerin yapilmasi
iiretim firmalar1 i¢in olduk¢a 6nemlidir. Karbon kaynaklarinin asimilasyon hizina
ek olarak, karbon kaynagmin dogast da iiriinlin cinsini ve miktarini
etkilemektedir. Bunun bir 6rnegi, hammaddelerin {iretim maliyetinin %60-77'sini
olusturdugu etanol veya tek hiicre protein liretimidir ve Uiriiniin satig fiyat1 biiytik

ol¢tide karbon kaynaginin maliyetine gore belirlenmektedir (Singh et al., 2017).

Glikoz, sakkaroz, laktoz ve diger basit sekerler mikroorganizmalar
tarafindan kolayca kullanilmaktadir ancak tarimsal endiistriyel atiklara dayali
ekonomik olarak ¢ekici diger besiyerleri de endistriyel {iretimlerde
kullanilabilmektedir. Peynir alti suyu, malt filizleri ve melas iceren besiyeri,
formiilasyon asamasinda eklenen hiicre koruyucularin da etkisiyle birlikte biiyiik
Olcekli tiretim kosullarinda yiiksek uygunluk gostermektedir. Gliserol, biyodizel
iiretiminden elde edilen yan {iriin olmas1 sebebiyle bol miktarda olmas1 ve hiicre
koruma Ozellikleri nedeniyle potansiyel bir substrat olarak kullanilmaktadir
(Vassileva et al., 2021).

Karbon gibi, azot kaynagmin se¢imi ve besiyerindeki konsantrasyonu da
metabolit liretiminde ¢ok onemli rol oynamaktadir. Mikroorganizmalar inorganik
ve/veya organik azot kaynaklarini kullanabilmektedir. Spesifik amino asitlerin
kullanim1 baz1 durumlarda verimliligi artirabilmekteyken uygun olmayan amino
asitler ise sekonder metabolitlerin sentezini engelleyebilmektedir. Metabolitlerin
verimliligini  artirmak  i¢in  (Ornegin, antibiyotikler vb.),  beslenme
gereksinimlerinin sustan susa gore degistigi goOsterilmistir. Mevcut besinlerin
miktar1 ve kalitesi ve basarili bir sekilde 6ziimsenebilmesi, mikrobiyal yapinin ve
metabolik aktivitesinin  temel belirleyicileridir. Bu nedenle, besiyeri

optimizasyonu sirasinda, maksimum metabolit(ler) iiretimi elde etmek ig¢in
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mikroorganizmanin minimum biiylime gereksiniminin karsilanmas1 gerektigi
diisiiniilmektedir (Singh et al., 2017).

Bunun yani sira, bakterilerin ¢ogu biiylimek i¢in bazi iz elementlerin ve
vitaminlerin varligimm gerektirmektedir. Ornegin, B.subtilis susunda sporiilasyonu
baslatmak icin tiamin gerekirken, kalsiyum ilavesi sporiilasyon siirecini
attirmaktadir (Stamenkovi¢ et al., 2018). Kalsiyum, spordaki dipikolinik aside
baglanan ve DNA'y1 ¢evreden korumak i¢in sporu sertlestiren bir bakteriyel spor
bilesenidir. Dipikolinik asit serbest su molekiillerine baglanmakta ve bdylece
sporlarin dehidrasyonuna neden olmaktadir. Besiyerine bakteriyel sporlar
etkileyen kalsiyum disindaki katyonlar (demir ve manganez) eklendikten sonra
sporiilasyon incelenmistir. Manganez ve demirin sporlara kalsiyumdan 180 kat
daha az 1s1 direnci sagladigi bildirilmistir. Manganez ve demirin bakteriyel
sporlanmay1 tesvik ettigi ancak sporlarin ana bilesenleri olmadig1 bilinmektedir.
Sporlarin iyon igerigi esas olarak kalsiyumdur, ancak kalsiyumdan daha az da olsa
manganez ve demir de mevcuttur. Besiyerindeki kalsiyum iyonlarinin seviyesinin,
vejetatif hiicreler biiylidiikce kademeli olarak azaldigi ve sporlardaki kalsiyum
seviyesinin ise manganez ve demir seviyelerinden daha fazla oldugu
bilinmektedir. Bu da, kalsiyumun ana spor bileseni oldugunu dogrulamaktadir
(Ryu et al., 2020).

Hiicre canlilig1 s6z konusu oldugunda, farkli bilesiklerin (polivinilpirolidon
veya karboksimetil selilloz) eklenmesinin de olduk¢a verimli oldugu
kanitlanmistir. Bircok durumda, fermentasyon sivisinda hiicre pargalanmasi ve
hiicre sayisinda meydana gelen azalmanin bahsi gecen maddelerin eklenmesiyle
Onlenebildigi bilinmektedir. Bu nedenle bircok arastirmaci, belirli maddelerin
oranini ayarlamalarina ve istenen mikroorganizmalarla en iyi sonucu elde
etmelerine olanak taniyan kimyasal olarak tanimlanmis bir besiyeri kullanmay1
tercih etmektedir (Stamenkovig et al., 2018).

2.7.3. Uretim parametreleri

Fermentasyon modundan (batik veya kat1 kiiltlir) veya hiicre durumundan
(serbest veya immobilize) bagimsiz olarak, baslangic pH degeri, karistirma hizi,
havalandirma  hacmi, inokiilasyon  konsantrasyonu ve kati  kiiltiir
fermentasyonunda baslangic nem degeri ve nemlendirici ajanin tiirli optimize
edilerek proses verimliligi 1iyilestirilebilmektedir. Farkli  fermentasyon

parametrelerinin biyokiitle birikimi ve depolama sirasinda biyoformiilasyonlarda
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hiicrelerin hayatta kalmasi tlizerindeki etkisinin degerlendirilmesi, stabil ticari
iiriinlerin  gelistirilmesi i¢in esastir. Optimizasyon c¢alismalari, fermentasyon
modundan (kati, sivi, serbest/immobilize hiicreler, vb.) bagimsiz sekilde kontrollii
kosullarda eszamanli olarak veya bir seferde tek parametrenin (degiskenin)
etkisinin analiz edilmesiyle gerceklestirilmektedir (Vassileva et al., 2021).

Besiyerinin  baslangic pH degeri, mikrobiyal biiyiimeyi etkileyen
inokiilimiin adaptasyonu ve daha sonra metabolik aktivitesi ve enzimlerin,
antibiyotiklerin, organik asitlerin ve fitohormonlarin iiretimi ve biyokontrol
potansiyeli i¢in onemlidir. Mikrobiyal biiylime i¢in pH degeri, hiicre yilizeyini
etkilemesi ve besin emilimini artirmasi sebebiyle dnem kazanmaktadir. Cogu
mikroorganizmanin, optimal biyokiitle liretimi i¢in 4,5 ve 6,5 araliginda hafif
asidik ve nétr pH'" tercih ettigi bilinmektedir (Vassileva et al., 2021).

Sicaklik bir diger 6nemli fermentasyon proses parametresidir. Yiiksek veya
diistik sicakliga duyarli veya ikisine de duyarli olmayan bitkilere faydali
mikroorganizmalar bulunmaktadir. Ancak genel olarak, yiiksek sicakliklar
biyokiitle biiyiimesini kolaylastirmaktadir. Toprak mikrobiyal toplulugunun
bilesimi iklim degisikligi ve donma-¢oziilme dongiilerinden etkilendiginden,
sicakligin etkisinin daha ayrintili olarak incelenmesi gerektigi one siiriilmektedir
(Vassileva et al., 2021).

Bitkiye faydali mikroorganizmalarin biyokiitle/spor iiretimine yonelik
proseslerinin  ¢cogu  aerobik  fermentasyonlara  dayanmaktadir.  Batik
fermentasyonlarda oOzellikle 6nemli olan ¢o6ziinmiis oksijendir, ¢iinkii bu,
metabolik aktiviteyl ve nihai {riin tipini dogrudan etkileyen basarili mikrobiyal
biliylime i¢in gerekli olan temel parametredir. Laboratuvar kosullarinda, ¢oziinmiis
oksijen seviyesi calkalayic1 hizi ile manipiile edilebilirken, biyoreaktorler
kullanilirken ortam i¢inde c¢oziinen oksijen, hava akist veya karistirict hizi
degistirilerek kontrol edilebilmektedir. Akis carklarinin farkl
konfigiirasyonlarinin kullanilmasi, ¢6ziinmiis oksijen seviyesinde onemli rol
oynamaktadir. Ayrica iriin olusumunu iyilestiren hiicre morfolojisi, kiitle
transferi, besiyeri viskozitesi ve reolojisini de etkilemektedir (Vassileva et al.,
2021).

Pek cok farkli yonden her fermentasyon siirecinde karistirma ¢ok 6nemlidir.
Etkili karistirma prosesi hizlandirmakta, kiitle transferini arttirmakta ve hidrolik

bekletme siiresini azaltmaktadir. Karistirma ayrica termal tabakalasmay1 dnlemek,
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istenen pH degerlerini korumak, substrat ile mikrobiyal kiiltiir arasindaki temast
artirmak, kopiirmeyi Onlemek ve substrat ile mikroorganizmalarin homojen
dagilimini saglamak icin gereklidir. Bunun yan sira, iyi karigtirma, biyoreaktoriin
zayif karigtirma ile karakterize edilen alanlarinda toksik metabolitlerin birikmesini
onlemektedir. Basarili karigtirma, daha kiigiik boyutlu biyoreaktorlerde kolayca
gerceklestirilebilir, ancak fermentasyonun kapsami arttiginda ana sorunu temsil
etmektedir. Sonuglar biyoreaktdr hacmine bagli olarak degisebileceginden, biiyiik
Olcekli islemler ek arastirmalar gerektirmektedir. Yeterli karigtirma ayni1 zamanda
reaktordeki oksijen konsantrasyonunun etkin kontroliinii de saglamaktadir
(Stamenkovig et al., 2018).

2.8. Bacillus Tiirleri ile Uretim Optimizasyonu

Fermentasyon, optimizasyonu sikici bir siire¢ olan c¢ok degiskenli bir
prosestir. Proses optimizasyonunun temel amagclari, uygun tekniklerin
kullanimiyla miktar ve kaliteyi en iist diizeye ¢ikararak maliyet ve gelistirme
stiresini en aza indirmektir. Kritik faktorlerin se¢imi baslangicta yapilmakta ve
onemli oldugu kanitlananlar daha sonra uygun tekniklerle optimize edilmektedir
(Shafi et al., 2017b). Proses optimizasyonu, iiretim oranlarinin ve iriin
verimlerinin iyilestirilmesine, ayrica bunlar1 ydneten proses kosullarina ve
operasyonel stratejilere odaklanmaktadir (Rangarajan and Clarke, 2015). Besiyeri
tasarimi ve optimizasyonu sirasinda, liretim ortaminin verimliligini artirmak icin

siklikla kullanilan ¢esitli stratejiler bulunmaktadir (Singh et al., 2017).

Klasik besiyeri optimizasyonu tekniginde, bir seferde tek faktdr (OFAT)
deneylerinde, diger degiskenler sabit tutulurken bir seferde yalnizca bir faktor
veya degisken degistirilmektedir. Segilen besiyeri bilesenlerinin konsantrasyonlari
daha sonra istenen bir aralikta degistirilmektedir. OFAT, kolaylig1 ve rahatligi
nedeniyle, besiyeri bilesenlerinin tasarlanmasinda arastirmacilar arasinda en ¢ok
tercih edilen secenek olup cesitli alanlarda ilk asamalarda kullanilmaktadir. Bu
metodoloji, yeni kaynaktan yeni metabolit veya bilinen bilesik {iretimi igin
besiyeri formiilasyonunun ilk asamalarinda giinlimiizde hala kullanilmaktadir.
Diger herhangi bir teknik gibi, OFAT ile besiyeri optimizasyon yonteminin de
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. OFAT'm en biiyiik avantaji basitligidir. Bir
dizi deney gerceklestirildikten sonra sonuglar st diizey istatistiksel
analiz/programlarin  yardimi olmadan basit grafikler kullanilarak analiz
edilebilmektedir. OFAT'In en biiylik dezavantaji, deneyler rastgele bir dagilim

dizisi oldugu i¢in deneylerden etkilesimleri tahmin etmedeki zorluktur. Cok
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sayida degiskenin analizinde harcanan zaman ve analizlerin maliyeti OFAT
tekniklerinin baglica dezavantajlar1 olarak tanimlanmistir. Bu metodolojide bazen
optimum nokta tamamen goézden kagirilabilir, bu nedenle optimum seviyenin
belirlenmesi i¢in ¢ogu zaman zahmetli, zaman alic1 ve ekonomik olmayan ¢ok
sayida deney yapilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, OFAT teknigi, besiyeri
hakkinda hicbir sey bilinmediginde kolayligi ve uygunlugu nedeniyle en iyi
tarama aracidir (Singh et al., 2017). Digerlerini sabit tutarken tek bir faktoriin
etkisinin arastirllmasina dayanan bu deneysel tasarim, ilgili tiim faktorlerin
etkilesimli etkilerini gosterememektedir (Shafi et al., 2017b). Dahasi, bunlar
zaman alicidir, maliyetlidir ve optimum degerleri bulmak i¢in birden fazla deneme
gerektirmektedir (Kumar et al., 2015; Shafi et al., 2017D).

Fermentasyon prosesinde besiyeri optimizasyonu i¢in istatistiksel yontemin,
yani deney tasariminin (DOE) kullanilmasi, klasik OFAT yodnteminin
siirlamalarinin tstesinden gelmekte ve metabolit iiretiminin optimizasyonu igin
giiclii bir alternatif olarak goriilmektedir. Bir seferde ortamdaki birden fazla
bileseni degistirmenin, her seferinde yalnizca bir faktorii degistirmekten daha
verimli olabilecegini gdsteren temel bir deneysel tasarim teorisi one siiriilmiistiir.
DOE, bir seferde birden fazla parametrenin ¢ikti, yani iirlin verimi tizerindeki
etkisi hakkinda daha biiylik miktarda bilgi, elde etmek icin stratejik olarak
planlanan ve yiiriitillen bir dizi deneydir. Cogu DOE prosediirii, sinirli sayida
deneyde 2-10 besiyeri faktoriiniin 6n taramasina izin vermektedir. Bu yontemde,
birka¢ besiyeri faktorii veya bileseni ayn1 anda karsilastirilip etkiler gézlemlenir
ve sonuglara gore siralanir. Yanit degiskenleri belirlenerek sonraki analizden
istatistiksel performans parametreleri olusturulmaktadir. Daha fazla sayida deney
gerektirmesi nedeniyle OFAT zahmetli, zaman alic1 bir siirectir ve ¢ok sayida
degisken i¢in son derece sikicidir, oysa DOE ayn1 miktarda bilgiyi elde etmek i¢in
daha az deney, daha az zaman ve daha az malzeme gerektirmektedir. Faktorler
arasindaki etkilesim DOE'de sistematik olarak tahmin edilebilmektedir.
Literatiirden veya klasik deneylerden fermentasyon {iretim siireci hakkinda temel
fikir edinildikten sonra, deneylerin tasarlanmasi, iki veya daha fazla faktoriin bir
yanit iizerindeki etkisini belirlemede OFAT'a gore daha etkilidir (Singh et al.,
2017).

Tek faktorlii optimizasyonun gesitli dezavantajlar1 olmasinin yani sira, hedef
iirliniin etkin ve verimli iretimi i¢in en uygun kosullarin belirlenmesini neredeyse
hi¢ garanti etmemektedir. Bir seferde tek faktdr yaklasiminin bu siirlamalari,

yanit yiizeyli metodolojisi (RSM) ve yapay sinir ag1 (ANN) gibi alternatif
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istatistiksel yaklasimlar kullanilarak asilabilmektedir. RSM, modeller olusturmak,
deneyler tasarlamak, faktorlerin etkilerini degerlendirmek ve en uygun kosullari
aramak ic¢in bir grup istatistik tabanli yaklasimi kapsamaktadir. Birkag¢ faktoriin
eszamanli optimizasyonuna izin veren tasarlanmis bir deneysel prosediirdiir
(Kumar et al., 2015; Shafi et al., 2018). RSM, bir veya iki bagimli degisken ile bir
dizi bagimsiz degisken arasindaki iliskiyi bulmamiza yardimci olan faktdriyel bir
tasarimdir (Shafi et al., 2017b). RSM'deki deneysel tepkiler, ikinci dereceden bir
fonksiyona uymaktadir. RSM'nin basarili bir sekilde uygulandigi bir¢ok ¢alismada
fermentasyon sistemi i¢in en iyi se¢gimin RSM oldugu 6nerilmektedir (Shafi et al.,
2018). RSM, c¢ok faktorlii deneyler i¢in uygundur ve daha az deneme
gerektirmektedir ve herhangi bir siire¢ icin en uygun kosullarin belirlenmesi ve
yanitlarin tahmin edilmesi i¢in ¢ok yararlidir (Shafi et al., 2017b). RSM
kullanmanin temel avantaji, yazilim tarafindan olusturulan yanit yiizey grafikleri
yardimiyla calisilan degiskenlerin etkilesim etkisini degerlendirmektir. (Kumar et
al., 2015).

Box-Behnken Tasarimi (BBD), Box ve Behnken tarafindan gelistirilen ve
deneysel bir bolgedeki yanit ylizeyinin dogasini belirlemek i¢in uygulanan {ig
seviyeli kesirli faktoriyel tasarimdir. Tasarim, tamamlanmamis bir blok tasarimi
ile iki seviyeli faktoriyel tasarimin bir kombinasyonudur ve her blokta, tasarim
icin belirli sayida faktor tiim kombinasyonlarda konurken, diger faktorler merkezi
seviyelerde tutulur. Bu tasarimin -1 (diistik), 0 (orta) ve +1 (yliksek) olarak
kodlanabilen ii¢ seviyeye sahip olmasi, bagimsiz bir ikinci dereceden tasarim
olusturmas1 ve sonuclar1 diizenlemenin ve yorumlamanin daha kolay bir yolunu
saglamasi gibi bir¢ok avantaji vardir. Box-Behnken tasarimi ayrica daha az faktor
seviyesine sahip oldugu ve asir1 yiikksek veya diisiik seviyeler igermedigi i¢in
Central Composite Design (CCD)'a gére daha az zaman alan ve ekonomik bir
alternatif olarak goriilmektedir. BBD, deney setlerinin sayisini azalttigi icin
biyomiihendislik siireclerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Keskin Gilindogdu
et al., 2016). BBD'nin OFAT deneysel yontemlerinden daha az ¢alisma
gerektirmesi gibi 6nemli bir avantaji vardir. Bu tasarim, biyomiihendislik
uygulamalarinda ikinci dereceden modellere uymasi igin yeterli veri
saglamaktadir. BBD ydntemi, CCD'lere alternatif bir yol sunmaktadir. Ug seviyeli
tamamlanmamis faktoriyel tasarimlara dayanan dondiiriilebilir veya neredeyse
dondiiriilebilir ikinci dereceden tasarimlarin bir sinifidir. BBD'nin CCD'lere gore
iki ana avantaji bulunmaktadir: (i) birincisi, yalnizca faktorlerin ii¢ diizeyde
degistirilmesini gerektirmeleridir. Deneyde gercek prototipler ayarlaniyorsa, bu

deney maliyetini azaltabilmektedir. (ii) Ikincisi, genellikle (bes faktorlii durum
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hari¢) CCD'den daha az toplam calisma gerektirmeleridir (Keskin Giindogdu et
al., 2016).

2.9. Bacillus Tiirlerinin Ticarilestirilmesi

Fungisitler =~ tarimda  kullanilan  toplam  kimyasallarin ~ %15'ini
olusturmaktadir. Bitki hastaliklar1 yonetiminde biyolojik kontrol iiriinlerinin sayisi
artmasina ragmen, bu iiriinler hala tarimsal kontrol 6nlemlerinin sadece %1'ini
temsil etmektedir (Junaid et al., 2013). Bitki biiyiimesini tesvik eden
rizobakteriyel suslarin basarisi ve ticarilestirilmesi, bilimsel organizasyonlar
vesanayi arasindaki baglantilara baglidir (Gupta et al., 2015). Son yillarda bir¢ok
kiigiik ve biylik girisimci, ¢esitli biyokontrol iirlinlerinin diinya pazarina
girmesiyle sonuglanan biyokontrol ajanlarinin ticari olarak iiretimine baslamistir.
Biyokontrol {iriinlerinin ticarilestirilmesi, ¢esitli faaliyetleri i¢ceren ¢ok asamali bir
stirectir: a) Mikroorganizmanin dogal ekosistemden izole edilmesi. b) Biyolojik
miicadele etmeninin hem in vitro hem de sera kosullarinda degerlendirilmesi c)
En iyi izolatin saha kosullarinda test edilmesi d) Kitlesel liretim ¢) Formiilasyon f)
Teslimat g) Uyumluluk h) Tescil ve piyasaya sunma (Junaid et al., 2013).

Biyolojik ajanlarin kaydinda iki 6nemli faktor toksisite ve ¢evresel akibettir.
Herhangi bir biyopestisitin tescili igin gerekli bilgiler sunlardir: Biyokontrol
ajaninin sistemik adi ve genel adi, dogal olusumu, biyokontrol ajaninin morfolojik
ozellikleri, tiretim siireci, memeli toksisitesi, ¢evresel toksisite ve kalint1 analizi
(Junaid et al., 2013).

Mikrobiyal temelli {Uriinlerin pazarlanmas1 ve ticarilestirilmesi, pazar
talebine, tutarliliga, genis spektrumlu etkiye, tasiyict materyallerinin kolay
bulunabilirligine, uzun raf dmriine, ¢evre giivenligine, diisiik sermaye maliyetine,
cevre dostu davranisa ve endiistriler ile arastirma kanadi arasindaki gii¢lii iliskiye
dayanmaktadir (Gupta et al., 2015; Mushtaq, 2021). PGPR'nin pazarlanmasini
sinirlayan en onemli faktorlerden bazilari sunlardir: 1. Mikrobiyal iirlinlerin
ozgiinliigii 2. Uriin olusumu igin mikrobiyal se¢im 3. Ciftci psikolojisi 4. Stabilite
sorunu 5. Iklim kosullar1 6. Kalifiye isgiicii eksikligi 7. Diizenleyici kurumlar
(Mushtaq, 2021).

Biyopestisitler, kimyasal pestisitlere olan asir1 bagimlilig1 azaltarak bunlarin
yerini alacak ve boylece gelecekte daha da artacak olan kiiresel pazar tiikketim

ihtiyaclarina gozle goriiliir bir sekilde katkida bulunacaktir. Biyopestisitler,



41

AB'de, mevcut mevzuata birka¢ yeni hiikmiin eklenmesini gerektiren sentetik
aktif  maddelerin  degerlendirilmesi  i¢cin  kullanilan  yOnetmeliklerle
degerlendirilmektedir ve yeni kilavuzlarin hazirlanmasi olast biyopestisit
tiriinlerinin  kaydim1 kolaylastiracaktir. AB'de kayitli biyopestisitlerin - aktif
maddesinin ABD, Hindistan, Brezilya veya Cin'dekinden daha az oldugu
bilinmektedir. Biyopestisit kullaniminin 2050'lerin basinda sentetiklerle ayni
seviyede olmasi beklenmektedir, ancak 6zellikle Afrika ve Glineydogu Asya gibi
bolgelerde alim oranlaria iliskin biiyiik belirsizlikler bu tiir tahminlerde esneklik
olusturmaktadir (Kumar et al., 2021).

Biyolojik hastalik kontroliiniin ticari olarak kullanimi ve uygulanmasi,
sahada farkli ¢cevresel kosullar altinda degisken performans gostermeleri sebebiyle
yavas ilerlemektedir. Bir¢cok biyokontrol ajani laboratuvar ve sera kosullarinda
¢ok 1iyi performans gosterse bile sahada uygulandiklarinda basarisiz
olabilmektedir. Bu sorun, sadece biyokontrol ajanlarini etkileyen c¢evresel
parametrelerin daha iyi anlagilmasi yoluyla ¢oziilebilmektedir. Ayrica, bu
tiriinlerin  gelistirilmesi, test edilmesi, tescil ettirilmesi ve pazarlanmasi igin
gerekli maliyetin yliksek olmasi sebebiyle biyokontrol mikroorganizmalarinin
ticari formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve iretilmesi ile ilgili yatirim oldukca
azdir. Giiniimiizde, fungal bitki hastaliklarinin kontrolii i¢in birka¢ biyolojik
temelli iiriin satilmaktadir. Artan sayida sirket tarafindan tescil asamasinda olan
yeni Uriinler gelistirilmistir. Bu sirketlerin ¢ogu kiigiik ve smirli iirlin yelpazesine
sahip olan firmalardir. Digerleri ise halka agik olarak islem goriir ve Onemli
kapitalizasyon degerlerine sahiptir. Ek olarak, ¢esitli tarimsal kimyasallar1 ve
biyoteknolojik iiriinleri i¢eren ¢esitli iiriin hatlarina sahip olan biiyiik sirketler,
bitki patojenlerinin kontrolii i¢in {irtinlerin gelistirilmesi ve pazarlanmasinda
onemli rol oynamaktadirlar. Biyokontrol {iriinleri ya tek basina {irtinler olarak
pazarlanmakta ya da diger mikrobiyallerle karisimlar halinde formiile
edilmektedir. Biyokontrol 6zelliklerine sahip bazi firiinler tescilli olmayabilir,
bunun yerine hastalik kontrolii ile ilgili herhangi bir spesifik iddia olmaksizin
bitki giiclendiricileri veya biliylime destekleyicileri olarak satilmaktadir.
Biyopestisitlerin etkili triinler olarak kiiresel pazardaki algisini iyilestirmeye
yardime1 olmak i¢in, Biyopestisit Endiistri Birligi (Biopesticide Industry Alliance)
etkinlik, kalite ve tutarlilik i¢in endiistri standartlarmi saglamak amaciyla bir
sertifikasyon siireci olusturmaktadir. Biyolojik hastalik kontroliiniin ticari
kullaniminm1 ve uygulamasini gelistirmek icin, yetistiricilerin egitimi, biyokontrol

mikroorganizmalarinin formiilasyonu ve ¢evresel faktorlerin roliiniin aragtirilmasi
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dahil olmak {izere gesitli faktorlerin vurgulanmasi son derece 6nemlidir (Heydari
and Pessarakli, 2010).

2.10. Ticari Bacillus Biyopreparatlari

Biyosiirfektanlar yaygin kullanim i¢in biiyiik potansiyel gostermesine
ragmen, endiistriyel dlgekte iiretim ve ticarilestirme tam olarak saglanamamustir.
Hammaddelerin yiiksek maliyetleri, isleme maliyetleri/saflagtirma ve genellikle
diisiik verim nedeniyle iiretimleri zordur. Hammadde maliyetleri toplam {iretim
maliyetinin yaklasik %30'unu olusturmaktadir. Buna ragmen, son yillarda
yayinlarin ve patentlerin sayis1 6nemli Slgiide artmistir, ancak yalnizca bazilari
ticarilestirilebilmistir (Bertrand et al., 2018). Ticarilestirilmis olan biyosiirfektan

iiriinlerine 6rnekler Cizelge 2.9°da verilmistir.

Cizelge 2.9. Cesitli gevresel ve biyoteknolojik uygulamalar igin ticari Ol¢ekte biyosiirfektan

iiriinleri gelistiren firmalara 6rnekler (Jimoh and Lin, 2019).

Uriin Ismi Uretici Firma Ismi Uretildigi Ulke
BERO Biyosiirfektan ZFA Teknoloji Cin

Lipopeptitler Lipofabrik Fransa
KANEKA Siirfaktin KANEKA Sirketi Japonya

Rhamnolipidler ve . . o
] ] TeeGene Biyoteknoloji Ltd. Birlesik Krallik
Lipopeptitler

. Soft Chemical ]
Stirfaktin Giiney Afrika
Laboratuvarlar

Biyopestisitler, diinya ¢apinda yaklasik 3 milyar ABD dolar1 degerindeki
bitki koruma pazarinda kiigiik bir paya sahiptir ve bu da toplam pazarin sadece
%y5'ini olusturmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri pazarinda 200'den fazla iiriin
bulunurken, Avrupa Birligi pazarinda sadece 60 analog bulunmaktadir. Kiiresel
Olcekte ise biyopestisit kullanimi her yil yaklasik %10 artmaktadir (Kumar et al.,
2021). Kiiresel pazarda mevcut biyokontrol preparatlari Cizelge 2.10°da

verilmistir.
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Cizelge 2.10. Cesitli Bacillus tiirlerini igeren ticari biyokontrol preparatlari (Aloo et al., 2019; Miljakovig et al., 2020; Saxena et al., 2020; Anckaert et al., 2021).

Uriin

Bacillus susu

Patojenler

Bitkiler

Uretici Firma

Amylo-X®WP

DOUBLE
NICKEL 55™

Eco-Shot

Serifel®

Integral®Pro
(SUBTILEX®)

FZB24®liquide

B.amyloliquefaciens
D747

B.amyloliquefaciens
D747

B.amyloliquefaciens
D747

B.amyloliquefaciens
MBI 600

B.amyloliquefaciens
MBI 600
B.amyloliquefaciens/
B.velezensis FZB42

Pseudomonas syringae, Monilinia spp, Stemphylium spp., Botrytis cinerea,

Sclerotinia spp, Pezicula alba

Sphaerotheca fuliginea, Erysiphe cichoracearum, Phytophthora capsici,
B.cinerea, Alternaria solani, Sclerotinia minor, Sclerotinia sclerotiorum,
Rhizoctonia solani
Colletotrichum gloeosporioides, Podosphaera fuliginea,

S. sclerotiorum, B. cinerea, Erysiphe polygoni, A. solani,

Phyllosticta citricarpa, Cryptosporiopsis perennans

B. cinerea, Sclerotinia spp.

Phoma spp.

Rhizoctonia spp., Oidium spp., B. cinerea, Sclerotinia spp, Bremia spp.,

Fusarium spp.

Sebze iiretimi, fidancilik,

asma, mantar, meyve

agaclari

Salatalik, asma, marul,

patates

Uziim, limon, sebzeler,

baklagiller

Uziim, domates, marul,

¢ilek, mantar, biber,
tlitiin
Kolza tohumu,

piringgiller

Patates, marul

Certis EUROPE

Certis USA, LLC

IHARA

BASF, Germany

BASF, Germany

Bayer Crop
Science/ABITEP
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Uriin Bacillus susu Patojenler Bitkiler Uretici Firma
B.amyloliquefaciens o ) o ] Cilek, salatalik, marul,
Taegro® Oidium spp., B. cinerea, Sclerotinia spp., Bremia spp. Syngenta
FZB42 musir, asma, hindiba
Sclerotinia homoeocarpa, Pyricularia grisea, P. oryzae,
EcoGuard™ B.licheniformis Gloeocercospora sorghi,Puccinia graminis, Alternaria spp., Typhula Novozymes
. . ) o Cim, siis bitkileri o
BIOFUNGICIDE SB3086 spp., Microdochium nivale, Drechslera poae, Puccinia spp., Uramyces Biologicals Inc.
spp., Calletatrichum graminicola
] Bayer Crop Science,
B.pumilus QST o .
Sonata® 2808 Oidium spp. Sebze tiretimi, tiitiin, asma previously
AgraQuest
] Alternaria brassicae, Oidium spp., Rhizoctonia oryzae, Xanthomonas Bayer Crop Science,
B.pumilus QST . ) . o o Yagli tohum bitkileri, tahillar, .
Ballad® spp., Puccinia sorghi, Erysiphe graminis, Puccinia spp., Xanthomonas previously
2808 ) ¢im tohumu, tatl misir,
spp., Sphaerotheca spp., Pseudomonas syringe, Cercospora spp. AgraQuest
N o ] Armut, elma, cilek, domates, siis o
BSF4® B.subtilis BSF4 Erwinia amylovora, B. cinerea Agribiotec, Italy
bitkileri, marul
B.subtilis QST B ) ) Siis bitkileri, domates, marul,
Cease® Peronospora belbahrii, B. cinerea, E.cichoracearum BioWorks®
713 cilek, tropik meyveler, kenevir
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Uriin Bacillus susu Patojenler Bitkiler Uretici Firma
r ] o Elma, armut, {iziim, kivi, ¢ilek, marul, ]
BACSTAR® B.subtilis D747 E. amylovora, B. cinerea, P. capsici Certis USA, LLC
sogan, siis bitkileri, ¢cim, narenciye
o . . ) . Bakla, pamuk, yer fisti81, soya
r Sclerotinia spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Aspergillus Growth Products Ltd.,
Companion® B.subtilis GB03 fasiilyesi, bugday, arpa, musir, ¢ilek, USA
spp.
liziim, domates
. ] . ) ) Bayer Crop Science,
N Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Aspergillus )
Kodiak™ B.subtilis GB03 Pamuk, soya fasiilyesi, bugday, arpa previously Gustafsson
spp.
LLC
. B. cinerea, Sclerotinia spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Sebze iiretimi, asma, siis bitkileri, Bayer Crop Science,
Rhapsody® B.subtilis QST 713 ) o o )
Pythium spp., Oidium spp., Monilinia spp. patates previously AgraQuest
. B. cinerea, Oidium spp., Golovinomyces cichoracearum, Bayer Crop Science,
Serenade®ASO  B.subtilis QST 713 Sebze liretimi, domates, biber )
Podosphaera spp. previously AgraQuest
. ] ] ] . Kok sebzeleri, yaprakli sebzeler, Bayer Crop Science,
Serenade®SOIL  B.subtilis QST 713 Fusarium oxysporum, Pythium spp., Rhizoctonia spp. )
piringgiller, kabakgiller previously AgraQuest
Botrytis cinerea, Sclerotinia spp, G. cichoracearum, )
N ) o Cekirdekli meyveler, pancar, Bayer Crop Science,
Serenade®OPTI  B.subtilis QST 713  Podosphaera spp., Albugo candida, Oidium spp., Phytophthora

spp., Peronospora spp., E. Amylovora

domates, fidancilik, sebze liretimi previously AgraQuest
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Uriin Bacillus susu

Patojenler

Bitkiler

Uretici Firma

Serenade®MAX  B.subtilis QST 713

Pro-Mix® B.subtilis
Bio Safe® B.subtilis
Biosubtilin® B.subtilis
Bio Yield® B.amyloliquefaciens
Rhizocell® GC  B.amyloliquefaciens
Botrybel® B.velezensis
Symbion-P® B.megaterium
Avogreen® B.subtilis
Kiwa® B.subtilis

B. cinerea, Oidium spp., Colletotrichum spp., Glomerella spp.

Avokado, muz, mantar, salatalik, siis
bitkileri, fidancilik, marul, kavun,
domates, tiziim
Soya fastilyesi, siis bitkileri ve

digerleri
Baklagiller, sebzeler, pamuk

Tahullar, sebzeler, baklagiller, yagl
tohumlar, pamuk

Baklagiller, sebzeler, tiitiin
Tahillar, seker pancari

Sebzeler, meyveler
Tahullar, baklagiller, yagli tohumlar,
sebzeler
Avokado

Piring

Bayer Crop Science,

previously AgraQuest

Premier Horticulture
Inc., Kanada
Lab. Biocontrole
Farroupilha, Brezilya
Biotech International
Ltd., Hindistan
Gustafson Inc., Amerika
Lallemand Plant Care,
Fransa
Agricaldes, Ispanya
T Stanes&Co.
Ltd.,Hindistan
Giiney Afrika

Cin
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Uriin Bacillus susu Patojenler Bitkiler Uretici Firma/Ulke
EM -y -
. B.subtilis = Sebzeler, meyveler Pakistan
Biocontrol®
VoTiVo® B.subtilis - Fakl1 tirtinler Amerika
Bacillus SPP® B.subtilis - Cesitli triinler Sili
Hatake® B.velezensis - - Japonya
RhizoVital ]
B.velezensis - - Almanya
42®
Amyprotec- . .
B.velezensis - - Isvigre

42®
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2.11. Gelecekteki Durumu

AB’nin Avrupa Yesil Mutabakat1 kapsaminda tarim, gida ve biyogesitlilik
alanlarindaki hedeflerini iceren tarladan sofraya ve biyogesitlilik stratejilerinde,
yeterli miktarda uygun gida tedariki saglayabilmek amaglanirken, pestisit
kullanimini azaltmanin acil bir ihtiyag oldugu belirtilmistir. Bu ¢ercevede Eylem
Planiin “Siirdiirtilebilir Tarim” basligi altinda belirlenen eylemler kapsaminda,
AB’nin pestisit kullaniminin azaltilmasina yonelik ortaya koydugu hedefler ile
uyumlu bir sekilde iilkemizde pestisit kullaniminin azaltilmasina yonelik
caligmalar yiiriitilmesi planlanmistir. Bu dogrultuda, biyolojik ve biyoteknik
miicadele yontemlerinin kullantminin yayginlastirilmast 6nem kazanmaktadir.
Diinyada gelismekte olan organik tarim iiriinlerine yonelik talep, siirdiiriilebilir ve
cevre dostu organik tarim tiretiminin gelistirilmesi i¢in firsatlar yaratmaktadir
(Ttrkiye Cumhuriyeti Ticaret Bakanligi, 2021).

Mevecut iiriin liretimi senaryosunda, biyokontrol son derece énemlidir ancak
bu alandaki aragtirmalarin hala laboratuvarla sinirlt olmasi ve ticari biyokimyasal
formiilasyonlarin iiretilmesine yeterli Onemin gosterilmemesi nedeniyle bu
potansiyelden heniiz tam olarak yararlanilamamaktadir. Ayrica, kullanimiyla ilgili
bilgi eksikligi nedeniyle ticari olarak iiretilen her sey, ¢iftgiler tarafindan verimli
bir sekilde kullanilamamaktadir. Bu nedenle, biyolojik kontroliin {iniversite
diizeyinden ciftcilere dogru yayginlastirilmasi gerekmektedir. Biyolojik ajanlarin
cogu laboratuvar kosullarinda 1yi performans gostermektedir ancak topraga
uygulandiklarinda tam performans gosterememektedir. Bu sorun, biyolojik
ajanlarin etkinligini sinirlayan fizyolojik ve ekolojik kisitlamalarin bir sonucudur.
Bu durumun iistesinden gelmek i¢in, genetik miihendisligi ve diger molekiiler
yontemler, biyolojik kontrol ajanlarinin se¢imini ve karakterizasyonunu
gelistirmek icin kullanilabilecek yeni imkanlardir. Biyolojik ajanin etkinligini
arttirmaya katkida bulunabilecek cesitli yontemler, polietilen glikol kullanilarak
protoplazma flizyonunu ve mutasyonu igermektedir. Ayrica biyolojik ajanlarin,
kitlesel iiretiminin gelistirilmesine, etki mekanizmalarinin anlasilmasina ve hizh
bliylimesini  destekleyen c¢evresel faktorlerin  degerlendirilmesine ihtiyag
bulunmaktadir (Junaid et al., 2013).

Glinlimiiz diinyasinin ihtiyaci, Uriin lretiminin gelistirilmesi ve yliksek
verim elde edilmesinin yanisira toprak verimliliginin ¢evre dostu bir sekilde
siirdiiriilmesidir. Bu nedenle, aragtirmalar, bitki ve mikroorganizmalar arasindaki

etkilesimde benzersiz rol oynayan biyomolekiillere dayanan ve yeni bir konsept



49

olan rizomiihendislik kavramina odaklanmaktadir. Rizosfer biyolojisinde
gelecekteki arastirmalar, rizosfer biyolojisi bilgimizi artirmak ve toprak
mikrobiyal popiilasyonlarinin entegre bir yonetimini saglamak i¢in molekiiler ve
biyoteknolojik yaklasimlarin gelistirilmesine dayanmaktadir. Sebzeler, meyveler
ve ¢igekler gibi yiiksek degerli {irlinler i¢in biyoinokiilantlarin kullanimi i¢in yeni
alternatifler arastirnlmalidir. Tek bakteri igeren inokiilasyonlardansa c¢ok suslu
bakteri konsorsiyumunun uygulanmasinin, stresin bitki biiylimesi iizerindeki
zararli etkisini azaltmak i¢in etkili bir yaklasim oldugu disiintilmektedir. Buz
niikleasyon aktivitesine sahip olan bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterilerin
eklenmesinin, diistik sicaklikta bitki bilylimesini arttirmak i¢in etkili bir teknoloji
olabilecegi de diisiiniilmektedir (Gupta et al., 2015).

Elde edilen bazi erken basarilar ve biyopestisit pazarinin devam eden
biiyiimesi nedeniyle, mikrobiyal biyopestisitlerin performansimna yonelik
beklentiler de yiiksek olmustur. Ancak, halen iistesinden gelinmesi gereken birgok
zorluk bulunmaktadir. Ilk olarak, patentli teknolojilerin insani amach kullanimlart
tizerindeki engellerin yant sira kamu tarafindan finanse edilen arastirma
sonuglarinin mevcudiyeti ve kullanilabilmesi hakkindaki sorunlarin ortadan
kaldirilmas1  gerekmektedir. ikinci olarak, mikrobiyal kontrol stratejileri
hakkindaki bilgilerin derlenmesi ve mevcut diizenleyici yonergeler hazirlanmasi
gerekmektedir. Ayrica, gelismekte olan iilkelerde yerel iiretim planlarini
uygulamak i¢in ulusal ve uluslararasi diizeyde miidahaleler gerekmektedir.
Ucgiincii  olarak, mikrobiyal biyopestisitlerin kullanimiyla ilgili ekolojik
uygunlugun arastirtlmasi gerekmektedir. Bu nedenle, mikrobiyal biyopestisitlerin
mikrobiyal topluluklar iizerindeki etkisi dikkatle izlenmelidir (Koul, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Cahismada kullanilan mikroorganizmalar

3.1.1.1. Bacillus izolatlar:

Calismada incelenen 1574 adet Bacillus izolati bir baska ¢alisma
kapsaminda, Izmir ve civarindan su birikintisi, camur, batakhik, gdlet,
ciftliklerdeki hayvan yikama sulari, agaclik alanlar gibi habitatlardan gelen su,
camur ve toprak numuneleri olmak iizere toplam 18 adet istasyondan alinan 29
numuneden izole edilmislerdir (Isikg1, 2014). Kullanilan numunelerin kodlar1 ve
izole edildikleri kaynaklar Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.1.1.2. Fitopatojenik fungquslar

Manisa Bagcilik Arastirma Enstitiisii Midiirliigiinden temin edilen Botrytis
cinerea (Bc), Fusarium solani (Fs) ve Rhizoctonia solani (Rs) gibi fitopatojenik
funguslar Bacillus izolatlarmin antifungal etkiSinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmistir.

3.1.2. Calismada kullamilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

3.1.2.1. Calismada kullanilan besiyerleri

Hazirlanan tiim besiyerleri kullanilmadan 6nce 121°C’de 15 dk boyunca

otoklavda sterilize edilmistir.

e Patates dekstroz agar (PDA)

Fitopatojen funguslarin {iretiminde ve saklanmasinda ticari olarak satilan
hazir formiilasyon Patates Dekstroz Agar (Oxoid, CM0139) kullanilmistir.

Bilesenin Adi Miktari

Patates Dekstroz Agar 39¢g
Distile Su 1000 ml
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Cizelge 3.1. Calismamizda kullanilan numunelerin kaynaklari ve kodlar1 (Isikgi, 2014).

Numune Sayisi

No Numune Alinan Yer Tarih Numune Cinsi
ve Kodu
1 KUS cenneti goz. Ist. Arkas13su  15.11.2012  1-K, 2-K, 3-K, Su
birikintisi saat 16:00 3-K-S (3 kova)
, KUS cennetljéjizrfll Ist. 300-400 15.11.2012 a4 su
- uzag saat 14:30 ! (2 kova)
su kanalt
Bayindir-Tire yolu, Tire ¢ikist 5 1 T T Su (beklemis
3 km ¢iftlik T4 ?i T3, havuz suyu)
(yolun saginda) (4 kova)
Odemis'e gelmeden 2 km sagda 0-1,0-2,0-3,  Su (beklemis su)
4 Giftlik ovi 13122012 -4 (4 kavanoz)
Bayindir / Baymdir Giiney yonii / ) Toprak
S Zeytin bahgesi 21.11.2012 B-1 (1 kavanoz)
. Toprak
6 Baymdir-Tire Jgi 21.11.2012 B-2 (Ciftlik topragr)
Bat1 Yonii
(1 kavanoz)
Tire / Izmir Tire Kuzey yénii / ) Toprak
! Musir Tarlast 22012 T-5 (1 kavanoz)
8 Odemis Bademli / B?demll B"ar?p 21.11.2012 -5 Toprak
kenar1 orman topragi Bat1 yonii (1 kavanoz)
Odemis Bademli Giiney  Yénii - Toprak
9 Allah deresi Kestane ormani 120 0-6 (1 kavanoz)
Torbali Caybas1 kdyii Hayvan i Su
10 Ciftligi Hayvan Yikama Havuzu 21.11.2012 1 (1 kova)
Torbali Caybast Sulama havuzu i Su
1 kenart su birikintisi 21.11.2012 ¢-2 (1 kova)
Torbali Caybast Hayvan Ciftligi ) Su
12 Yikama suyu 21.11.2012 C¢-3 (1 kova)
13 Kus Cenneti Gozlem Ist. 15.11.2012 K5 Camur
100-1000 m. ¢evresi saat: 13:30 (1 kavanoz)
14 Kus Cenneti Gozlem Ist. Yaklasik  15.11.2012 K-6 Camur
1000 m. Uzag1 Sulama Kanali saat: 14:30 (1 kavanoz)
15 Kus Cenneti Gozlem Ist. Yaklasik  15.11.2012 K-7 Camur
500 m. Kara igi saat: 13:50 1 kavanoz)
Kus Cenneti Gozlem Ist.
16 Yaklasik 500 m. 1;’;_15_’35 K-8 i E;\If;‘rl‘f) )
Sazlik Alan Etrafi T
Kus Cennet} etraflnsulam.a 15.11.2012 Camur
17 kanallar1 ve civar1 gozlem ist. saat: 14-40 K-9 (1 kavanoz)
Yaklagik 1 km T
18 Odemis Golciik G-1, 30-2, A-l Su

1 su sisesi

(1 sise-500 ml)
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e Nutrient broth (NB) ve nutrient agar (NA)

Bacillus izolatlarinin tretiminde ve saklanmasinda ticari olarak satilan hazir
formiilasyonlardan Nutrient Broth (Oxoid, CM0001) ve Nutrient Agar (Oxoid,
CMO0003) kullanilmastir.

Bilesenin Ad1  Miktar1
Nutrient Broth 13¢g
Distile Su 1000 ml

Bilesenin Ad1  Miktari

Nutrient Agar 28 ¢
Distile su 1000 ml

e Kanh agar besiyeri

Ticari olarak 90 mm steril petrilere dokiilmiis sekilde temin edilen hazir
kanli agar besiyeri (RTA Laboratuvarlari-02002) kullanilmistir.

e L uria-Bertani (LB) broth

Antifungal lipopeptidlerin s1v1 kiiltlirde liretimi amactyla ticari olarak satilan
hazir formiilasyon Luria-Bertani Broth (Oxoid, CM0996) kullanilmigtir (Meena et
al., 2018; Sarwar et al., 2018; Soussi et al., 2019)

Bilesenin Ad1 Miktari
Luria-Bertani 20 ¢
Distile Su 1000 ml

e Proteaz enzim iiretim ortami

Bacillus izolatlarinin sivi besiyerinde proteaz aktivitelerinin incelenmesi

amaciyla asagida bilesenleri verilen besiyeri kullanilmistir (Akbal, 2011).
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Bilesenin Adn  Miktari

Pepton 59

Coziiniir nigasta 10g
MgS0,.7H,0 1549
K,HPO,.3H,0 0,89

KH,PO, 0,49
NaCl 50
Distile su 1000 ml

e Kitinaz enzim iiretim ortami

Bacillus izolatlarinin sivi besiyerinde kitinaz aktivitelerinin incelenmesi

amaciyla asagida bilesenleri verilen besiyeri kullanilmistir (Liagat, 2018).

Bilesenin Adi  Miktari
Kolloidal kitin 309
Maya ekstrakti 0,05 ¢

K,HPO, 0,79
KH,PO, 0,3¢g
MgSO,.7H,0 0549
NacCl 49
FeSO,.7H,0 0,1g
CaCl, 0,01g
MnCl, 0,01g
ZnCl, 0,01g
Distile su 1000 ml
pH 7,0

e Kitosanaz enzim tiretim ortami

Bacillus izolatlarmin sivi besiyerinde kitosanaz aktivitelerinin incelenmesi

amaciyla asagida bilesenleri verilen besiyeri kullanilmistir (Liaqat, 2018).
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Bilesenin Adi Miktari

Kolloidal kitosan 50

Maya ekstrakt 50
K;HPO, 29
KH,PO, 1lg
MgSQO,.7H,0 0,79
NaCl 059
KCI 059
CaCl, 01lg
Distile su 1000 ml
pH 6,8

e HCN iiretimi icin kullanilan besiveri

Bacillus izolatlarinin glisini kullanarak HCN {iretip iiretmediklerini
belirlemek amaciyla asagida bilesenleri verilen kati besiyeri kullanilmigtir
(Ahmad et al., 2008; Kumar et al., 2012b; Ghodsalavi et al., 2013).

Bilesenin Adi Miktari
Nutrient agar (Merck) 20 g
Glisin 4,4 g
Distile su 1000 ml

e Siderofor iiretim ortami

Bacillus izolatlarinin siderofor iretip iretmediklerinin belirlenmesi
amaciyla Cizelge 3.2°de bilesenleri ve hazirlanisi verilen CAS (Krom Azurol S)
Agar besiyeri kullanilmistir (Louden et al., 2011).
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Cizelge 3.2. CAS Agar besiyeri icerigi ve hazirlanisi.

Mavi Boya
Soliisyon 1 0,06 g Krom azurol S 50 ml distile suda ¢ozdiirilmistiir.
Soliisyon 2 0,0027 g FeCl;.6H,0, 10 ml 10 mM HCl igerisinde ¢6zdiiriilmiistiir.
Soliisyon 3 0,073 g HDTMA 40 ml distile su igerisinde ¢ozdiirilmiistiir.
Once soliisyon 1 ile 9 ml soliisyon 2 karistirilmistir. Daha sonra bu karisim soliisyon 3
ile karigtirilmigtir. Otoklavlanip plastik sisede saklanmistir. Bu asamada boya mavi
renkte olmalidir.

Karisim Soliisyonu
Minimal Media 9 (MM9) 15 g KH,PO,, 25 g NaCl ve 50 g NH,Cl 500 ml distile su

tuz soliisyonu stogu igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir.

%20 Glikoz stogu 20 g glikoz 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiriliip ayri
olarak otoklavlanmustir.

NaOH Stogu 25 g NaOH 150 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistir.

Casamino asit soliisyonu 3 g casamino asit 27 ml distile suda ¢ozdiiriilmistir.
Filtre ile steril edildikten sonra ortama en son eklenmistir.
CAS Agar Hazirlanisi
100 ml MM9 tuz soliisyonu 750 ml distile suya eklenmistir. 32,24 ¢ piperazine
¢cozduralmustir (Piperazine pH 5,0’in altinda ¢6ziinmez. Bu nedenle pH 6nce 6,0’ya
ayarlanmistir. Piperazine ¢oziindiikten sonra ise pH 6,2’ye ayarlanmistir). Daha sonra
15 g agar eklenip otoklavlanmistir. Otoklav ile sterilizasyon sonrasit 30 ml steril
casamino asit soliisyonu ve 10 ml steril %20 glukoz solisyonu MM?O9/Piperazine
karisimina eklenmistir. Son olarak 100 ml mavi boya soliisyonu karigima yavasca
eklenmistir.

e Tween 20 ve Tween 80 hidroliz testi icin besiyeri

Bacillus izolatlarmin Tween 20 ve Tween 80’1 hidrolize edebilme
yeteneklerini incelemek amaciyla asagidaki besiyeri kullanilmistir (Kumar et al.,
2012c; Ramnath et al., 2017).

Bilesenin Ad1 Miktari
Pepton 109
NaCl 590
CaCl,.2H,0 0,1g
Tween 20/80 10 ml
Agar 209

Distile Su 1000 ml
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e Simmon’s Sitrat Agar Besiveri

Tek karbon kaynagi olarak sitrat iceren asagida bilesenleri verilen
besiyerinde izolatlarda sitrat testi amaciyla kullanilmigtir. Besiyerinin pH degeri
6,9 olarak ayarlanmistir. Yesil renkli besiyerinin mavi renge donmesi sitrat

kullanimi agisindan pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Brown, 1939).

Bilesenin Ad1 Miktanr
CesHsNazO; 29
(NH4)H,PO, 1g
K,HPO, 1g
NaClO, 59
MgSQOq, 0,249
Bromtimol mavisi 0,08 g
Agar 15¢
Distile Su 1000 ml

3.1.2.2. Calismada kullanilan cozeltiler

¢ 0.1 M Sodyum fosfat tamponu, pH 7,0

Bacillus izolatlarinin proteaz aktivite tayininde azokazein substratinin
¢oziindiiriilmesinde kullanilan pH 7,0 olan 0,1 M Sodyum fosfat tamponunun elde
edilmesi i¢in iki ayr1 ¢ozelti hazirlanmistir. A ¢ozeltisi i¢in 27,6 g NaH,PO4.H,0
1 1t suda ¢oziindirilmistiir (0,2 M). B ¢ozeltisi i¢in 53,65 g Na,HPO,4.7H,0 1 It
suda ¢oziindiiriilmiistiir (0,2 M). Istenilen pH degerine gore A ¢dzeltisinden 39
ml, B ¢ozeltisinden ise 61 ml alinarak c¢ozelti hacmi 200 ml’ye saf su ile
tamamlanmistir (Maines, 1999).

* %1 Azokazein cozeltisi

Bacillus izolatlarinin proteaz aktivite tayininde substrat olarak kullanilmak
iizere pH 7,0 olan 0,1 M Sodyum fosfat tamponunun igerisinde %1 oraninda
azokazein (Sigma, A2765) ¢ozdirilmistir ve +4°C’de saklanmistir (Maral,
2012).
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e %25 Trikloroasetik asit cozeltisi

Bacillus izolatlarinin proteaz aktivite tayininde reaksiyonu durdurmak
amaciyla kullanilmistir. 25 g trikloroasetik asit 100 ml distile su icerisinde

¢oziindiirilmistiir (Maral, 2012).

¢ Kolloidal kitin cozeltisi

Kolloidal kitin, kitin (Sigma, C7170) kullanilarak hazirlanmistir. 600 ml
HCl’'ye 40 g kitin eklenerek 30°C’de 60 dk boyunca kuvvetli bir sekilde
karistirtlmistir. Daha sonra bu karisim 4°C’de sogutulmus olan 2 It distile suya
yavas yavas eklenerek kolloidal bir siispansiyon olusmasi saglanmistir. Bu
siispansiyon kaba filtre kagidi ile siiziilerek icerigindeki ¢okelek toplanmistir ve
yaklasik 5 It distile su igerisinde siispanse edilerek yikanmistir. Yikama islemi

stispansiyonun pH degeri 4,0 oluncaya kadar tekrarlanmistir (Liagat, 2018).

¢ (0,1 M Sodyum asetat tamponu, pH 5,5

Bacillus izolatlarinin kitinaz aktivite tayininde kolloidal kitin substratinin
¢ozdiiriilmesinde kullanilmak {izere pH 5,5 olan 0,1 M Sodyum asetat
tamponunun eldesi i¢in iki ayr1 ¢ozelti hazirlanmigtir. A ¢ozeltisi i¢in 11.55 ml
asetik asit 1 It suda ¢oziindiiriilmistiir (0,2 M). B ¢ozeltisi igin 16,4 g sodyum
asetat (NaC,Hs0,) 1 It suda ¢oziindiiriilmiistiir (0,2 M). Istenilen pH degerine
gore A c¢ozeltisinden 4,8 ml, B ¢ozeltisinden ise 45,2 ml alindiktan sonra distile su
ile 100 ml’ye tamamlanarak sodyum asetat tamponu hazirlanmistir (Maines,
1999).

® %1°lik Kitin cozeltisi

Bacillus izolatlariin kitinaz aktivite tayininde substrat olarak kullanilmak
tizere pH 5,5 olan 0,1 M Sodyum asetat tamponunun igerisinde %1 oraninda
kolloidal kitin ¢ozdiiriilmiistiir ve +4°C’de saklanmustir (Liagat, 2018).

e Kolloidal kitosan cozeltisi

5 g kitosan (Sigma, 448869 diisiik molekiiler agirlik %75-85 deasetilatl), 5
ml 1M HCI ve 100 ml distile su i¢inde yaklasik 2 saat ¢oziildiikten sonra %50
NaOH (w/v) ile ¢ozeltinin pH degeri 6,0’ya ayarlanmistir. Bu karisim 8-10 kez
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distile suyla yikanmis ve kolloidal siispansiyon kaba filtre kagidi ile siiziilerek
toplanmistir. Kolloidal kitosan otoklavda sterilize edilip daha sonra kullaniimak
tizere 4°C'de saklanmigtir (Liaqat, 2018).

¢ (0,2 M Sodyum asetat tamponu, pH 5,5

Bacillus izolatlarinin kitosanaz aktivite tayininde kolloidal kitosan
substratinin ¢ézdiiriilmesinde kullanilmak tizere pH 5,5 olan 0,2 M Sodyum asetat
tamponunun eldesi i¢in iki ayr1 ¢ozelti hazirlanmigtir. A ¢ozeltisi igin 11,55 ml
asetik asit 1 It suda ¢ozdirilmiistiir (0,2 M). B ¢ozeltisi i¢in 16,4 g sodyum asetat
(NaC,H30,) 1 It suda ¢ozdiiriilmiistiir (0,2 M). Istenilen pH degerine gore A
¢ozeltisinden 9,6 ml, B ¢ozeltisinden ise 90,4 ml alinarak 100 ml sodyum asetat

tamponu hazirlanmigtir (Maines, 1999).

¢ % 1°lik Kitosan cozeltisi

Bacillus izolatlarmin kitosanaz aktivite tayininde substrat olarak
kullanilmak tizere pH 5,5 olan 0,2 M Sodyum asetat tamponunun igerisinde %1
kolloidal kitosan ¢ozdiiriilmiistiir ve +4°C’de saklanmustir (Liagat, 2018).

e Dinitrosalisilik asit (DNS) cozeltisi

Kitinaz ve kitosanaz enzim aktivitesi tayininde kullanilan DNS ¢ozeltisi
hazirlanirken tiim bilesenler istenilen miktarda tartilip 500 ml distile su igerisinde
coziildiikten sonra 5,4 ml fenol de eklenerek toplam hacim distile su ile 1000
ml’ye tamamlanmistir. Tiim bilesenler iyice kanstirildiktan sonra ise DNS
cozeltisi filtreden gegirilerek kahverengi sisede saklanmistir (Liaqat, 2018).

Bilesenin Ad1 Miktari
Dinitrosalisilik asit 754
NaOH 1409
K-Na tartarat 216,19
Na,S,05 599
Fenol 5,4 mi

Distile su 1000 ml
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e Pikrik asit cozeltisi

Bacillus izolatlarinda hidrojen siyaniir (HCN) varliginin belirlenmesi i¢in
indikator olarak kullanilacak pikrik asit ¢ozeltisi %2 sodyum karbonat ve %0,5
pikrik asit igerecek sekilde hazirlanmistir (Ahmad et al., 2008; Kumar et al., 2012b;
Ghodsalavi et al., 2013).

3.1.3. Calismada kullanilan cihazlar

3.1.3.1. Hassas terazi

Kullanilan besiyeri ve ¢ozelti bilesenlerinin tartilmasinda Mettler Toledo

marka (AL204 model) hassas terazi kullanilmigtir.

3.1.3.2. pH Metre

Hazirlanan besiyeri ve ¢ozeltilerin istenilen pH degerine ayarlanmasi
amaciyla Milwaukee marka Mi 150 model pH metre kullanilmistir.

3.1.3.3. Isiticilh manvetik karistirici

Hazirlanan  besiyeri ve ¢ozelti bilesenlerinin  homojen  sekilde
¢Oziindiiriilmesi ya da 1sitilmasi amaciyla Heidolph marka MR 3001 model

1s1ticilt manyetik karistiricr kullanilmastir.

3.1.3.4. Otoklav

Hazirlanan besiyeri ve c¢ozeltilerin sterilizasyonunu saglamak amaciyla
Hirayama marka Hiclave HVE-50 model otoklav kullanilmustir.

3.1.3.5. inkiibator

Kullanilan bakteri ve fungus kiiltiirlerinin inkiibasyonu amaciyla Niive ES
110 ve Sanyo inkiibator kullanilmistir.

3.1.3.6. Calkalamali inkiibator

Siv1 kiiltiirde bakteri iiretimi amaciyla Infors Multitron marka calkalamali

inkiibator kullanilmistir.
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3.1.3.7. Pastor firmmi

Calismada kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu amaciyla Binder

marka pastor firint kullanilmistir.

3.1.3.8. Vorteks

Homojen karigtirmayr saglamak amaciyla Yellowline marka TTS2 model

vorteks kullanilmastir.

3.1.3.9. Santrifiij

Farkli amaglarla sivi besiyerinde biiyiitiilen biyokiitlenin {iretim ortamindan
ayrilmasinda Pro-Research K241R Medium Prime Refrigerated marka santrifiij

kullanilmastir.

3.1.3.10. Spektrofotometre

Enzim aktivitesi ve protein tayininde absorbans degerlerinin 6l¢iilmesinde
AguaMate Plus UV-Vis 9423AQA2100E model spektrofotometre kullanilmistir.

3.1.3.11. Su banyosu

Enzim aktivitesi tayininde istenilen reaksiyon sicakliginin elde edilmesi

amaciyla Memmert marka su banyosu kullanilmistir.

3.1.3.12. Livofilizator

Kullanilan Bacillus izolatlarinin uzun siire kontaminasyondan uzak sekilde
dondurularak kurutulup saklanmasi amaciyla CHRIST-ALPHA marka 1-4 LD

Plus model liyofilizator kullaniimistir.

3.1.3.13. O-TOF

Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar: Uygulama
ve Arastirma Merkezi (Ege-MATAL) biinyesinde bulunan Agilent 6550 QTOF
LC/MS cihazi kullanilmigtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan mikroorganizmalarin saflik kontrolii ve aktiflestirilmesi

Calismada kullanilan Bacillus izolatlarmin her biri i¢in nutrient agar (NA)
besiyerinde ¢izgi ekim teknikleri ile saflik kontrolii yapilmistir. Bir gece boyunca
30°C’de inkiibe edildikten sonra saf oldugu belirlenen izolatlar ¢aligmalarda
kullanilmistir. Tim izolatlar, NA besiyeri kullanilarak yatik agar hazirlanmis olan
kapakli cam tiiplerde 1 gece 30°C’de inkiibe edilip aktiflestirildikten sonra diger

calismalarda kullanilmak tizere 4°C’de saklanmustir.

Fitopatojenik funguslar ise patates dekstroz agar (PDA) besiyeri igerecek
sekilde hazirlanan petrilerde 5-6 giin boyunca 28°C’de aktiflestirildikten sonra
kullanilmiglardir. Ayrica, PDA besiyeri kullanilarak yatik agar hazirlanmis olan
kapakli cam tiiplerde 5-6 giin 28°C’de inkiibe edilip aktiflestirildikten sonra diger

calismalarda kullanilmak {izere 4°C’de saklanmistir

3.2.2. Bacillus izolatlarmmmm in vitro kosullarda antifungal etkisinin
incelenmesi

3.2.2.1. Dortlii ekim teknigi ile 6n tarama

PDA besiyeri igeren petrilerde 5-6 giin sresince kiiltive edilen fitopatojenik
funguslardan igi bos steril bir cam c¢ubuk yardimiyla alinan esit ¢aptaki agar
diskleri (5 mm) PDA besiyeri iceren baska bir petrinin tam ortasina birakilmstir.
Ayni petri dorde boliinerek her bir kisma farkli bir bakteri izolati {i¢ tekrarl
olacak sekilde inokiile edilmistir ve 30°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Aralarindaki etkilesim 7 giin boyunca takip edilmistir (Chenniappan et al., 2019;
Gajbhiye et al., 2010; Nihorimbere and Ongena, 2017; Zhu et al., 2020;
Diabankana et al., 2021; Huang et al., 2021; Liu et al., 2021; Baptista et al., 2022).
Literatiirdeki siniflandirma modifiye edilerek antifungal etki gosteren Bacillus
izolatlar1 fitopatojenik funguslara karsi gosterdikleri etki sekillerine gore
inhibisyon zonu, ¢itkmaza girdi ve etkisiz olarak simiflandirilmistir (Berger et al.,
2015; Krause et al., 2020; D’Ambrosio et al., 2022; VS et al., 2022). Her ii¢
fitopatojene karsi da inhibisyon zonu olusturdugu belirlenen izolatlar ileriki

calismalarda kullanilmak tizere segilmistir.
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3.2.2.2. ikili Kiiltiir testi yontemi ile Bacillus izolatlarmn viizde (%) biiyiime

inhibisyon degerlerinin belirlenmesi

Kisim 3.2.2.1°de anlatildign gibi gerceklestirilen antifungal etki taramasi
sonucunda her i¢ fitopatojene karsi da inhibisyon zonu olusturan izolatlar
secildikten sonra ikili kiiltiir testi yontemi kullanilarak bu izolatlarin
fitopatojenlere kars1 yiizde biiylime inhibisyon (Percentage of Growth Inhibiton,
PGI) degeri hesaplanmistir. PDA besiyerinde 5-6 giin siireyle kiiltive edilen
fitopatojenik funguslardan i¢i bos steril bir cam g¢ubuk yardimiyla alinan esit
captaki agar diskleri (5 mm), PDA besiyeri i¢eren petrinin sol yarim tarafina
birakilmistir.  Fitopatojenik fungus diskinden 5 cm uzakliga ise bakteri
izolatlarindan yukaridan asagiya dogru ¢izgi seklinde ekim yapilmigtir (Sekil 3.1)
ve petriler 7 giin siireyle 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Caligma 3 tekrarl
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Bu calismada kontrol olarak tek basina petrinin
sol yarim tarafina konulan agar diskinden gelisen fitopatojenik fungus kolonisinin
yarigap degeri kullanilmistir. Yiizde biiylime inhibisyon degeri hesaplanirken

asagidaki formiil kullanilmstir;
Biiyiime inhibisyonu (%) = [(R-r)/R]*100

Bu formiilde, R: Fitopatojenik fungus kolonisinin kontrol petrisindeki
yaricap degerini, I: Fitopatojenik fungusun bakteriye dogru biiyiiyen koloni
yaricap degerini ifade etmektedir (ZIVKOVIC et al., 2010; Daniel et al., 2022;
Hong et al., 2022).

Yiizde biliylime inhibisyonu degerleri, biiyiime inhibisyon kategorisine
(Growth Inhibition Catagory, GIC) gore 0-4 arasinda derecelendirilmistir.
0:Biiylime inhibisyonu yok, 1:%1-25 biiylime inhibisyonu, 2:%26-50 biiylime
inhibisyonu, 3:%51-75 biiylime inhibisyonu, 4:%76-100 biiyiime inhibisyonu
(Alvindia and Natsuaki, 2009; ZIVKOVIC et al., 2010; Mahmoud et al., 2015;
Soltan et al., 2022).

Bacillus Fitopatojen
izolat1 © fungus agar
diski

Sekil 3.1. ikili kiiltiir testi icin sematize gdsterim.
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3.2.3. Bacillus izolatlar1 tarafindan antifungal lipopeptid iiretiminin
incelenmesi

3.2.3.1. On tarama testi olarak hemolitik aktivitenin belirlenmesi

Hemolitik aktivite testinde seffaf zon olusumu biyostirfaktan tiretiminin bir
gostergesi oldugundan Bacillus izolatlar1 ticari olarak temin edilen kanli agar
besiyerine ti¢ nokta seklinde inokiile edilmistir. Petriler 30°C’de 72 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra incelenmistir ve olusan seffaf zon ¢aplari ii¢ farkli yerden
Olgiilerek ortalamas1 alinmistir. Pozitif kontrol olarak insan patojeni olan
Staphylococcus aureus BAA-40 susu kullanilmistir. Calisma her bir izolat igin ii¢
tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir (Thavasi et al., 2011; Deepak and
Jayapradha, 2015; Shoeb et al., 2015; Mouafi et al., 2016; Kumar et al., 2017,
Sarwar et al., 2018).

3.2.3.2. Antifungal lipopeptidlerin iiretimi

Bacillus izolatlarinin antifungal lipopeptid iretimlerinin incelenmesi igin
LB besiyeri kullanilmistir. 250 ml’lik erlenlerde 100 ml olacak sekilde hazirlanip
steril edilen besiyerlerine Nutrient broth besiyerinde 24 saat 30°C’de inkiibe
edilen izolatlardan, ii¢ tekrarli olacak sekilde erlenlere %2 oraninda inokiilasyon
yapilmistir. Erlenler ¢alkalamali inkiibatérde 30°C ve 150 rpm’de 96 saat
siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 45 ml kiiltiir sivisi, 15
dakika siiresince 9000 rpm’de santrifiijlenerek ekstraksiyon isleminin
gerceklestirilecegi siipernatant elde edilmistir (Chen et al., 2008; Grover et al.,
2010; Berig et al., 2012; Kumar et al., 2012a; Al-Saraireh et al., 2015; Khattab et
al., 2016; Dimkig et al., 2017; Mardanova et al., 2017).

3.2.3.3. Antifungal lipopeptidlerin etil asetat kullanilarak ekstraksiyonu

Kisim 3.2.3.2’de anlatildigi gibi elde edilmis olan siipernatantlar 1:1
oraninda etil asetat ile ekstrakte edilmistir ve etil asetat fazi ayirma hunisi
yardimiyla kiiltiir sivisindan ayrilmistir. Elde edilen ekstrakt faz1 40°C’de doner
vakumlu evaporatorde ucurulmustur. Kalan presipitat 2 ml etil asetat icerisinde
¢oziilerek ham ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen ham ekstrakt, 0,45 um por
capl naylon siringa filtresinden gegirilerek steril edilmistir ve ileride yapilacak
caligmalarda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmistir (Beri¢ et al., 2012; Al-
Saraireh et al., 2015; Khattab et al., 2016; Dimkig et al., 2017).
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3.2.3.4. Antifungal lipopeptidlerin HCI-Metanol kullanilarak ekstraksiyonu

Literatiirde kullanilan yontemler incelendikten sonra bu c¢alismada
kullanilan modifiye ekstraksiyon yontemi belirlenmistir. Kisim 3.2.3.2°de
anlatildig gibi elde edilen siipernatantlarin pH degeri 2,0 oluncaya kadar 6 N HCI
eklenmistir ve gece boyunca +4°C’de bekletilmistir. Daha sonra 15 dakika
stiresince 9000 rpm’de santrifiijlenmistir. Elde edilen pelletler 2 ml metanol ile iki
kez ekstrakte edilmistir. ikinci ekstraksiyon islemi sonrasi toplamda 4 ml
metanolde ham ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen ham ekstrakt, 0,45 pm por
capli naylon siringa filtresinden gegirilerek steril edilmistir ve ileride yapilacak
caligmalar i¢in -20°C’de saklanmistir (Chen et al., 2008; Chen et al., 2010;
Chenniappan et al., 2019; Cozzolino et al., 2020; Grover et al., 2010; Liu et al.,
2012; Zhang et al., 2012; Kumar et al., 2012a; Dimkig et al., 2017; Mardanova et
al., 2017, Bartal et al., 2018; Meena et al., 2018; Sarwar et al., 2018; Soussi et al.,
2019; Meena et al., 2020; Chen et al., 2021).

3.2.3.5. Ham ekstraktlarin agar kuyucuk difiizyon vontemi ile antifungal
etkisinin belirlenmesi

Ham ekstrakt 6rneklerinde Bacillus izolatlari tarafindan tiretildigi diistiniilen
lipopeptid antibiyotiklerin fitopatojenik funguslara karsi antifungal etkisinin
belirlenmesi amaciyla 3.2.3.3 ve 3.2.3.4’te anlatilan yontemler kullanilarak elde
edilen ve -20°C’de saklanmig olan ham ekstraktlar agar kuyucuk difiizyon
yonteminde antifungal etkinin incelenmesi amaciyla kullanilmistir. Yiizde
biliyiime inhibisyon degeri a¢isindan daha iyi sonug veren yontem segilerek
Bacillus izolatlarindan lipopeptid antibiyotiklerin ekstraksiyonu amaciyla

kullanilmastir.

Bu amagla, her izolat i¢in elde edilen ham ekstraktlardan 100 ul, PDA
iceren petriplakasinda steril i¢i bos cam ¢ubuk ile agilan kuyucuga konulmustur.
Bu kuyucugun karsisina arada 5 cm mesafe olacak sekilde fitopatojenik fungus
kolonisinden alinan agar diski yerlestirilmistir. Calisma ti¢ tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Ham ekstrakt icermeyen petri plakalar1 kontrol olarak
kullanilmistir. Ayrica, metanoliin fitopatojenler iizerindeki inhibisyon etkisi de
agar kuyucuk diflizyon yontemi ile incelenmistir. Botrytis cinerea ve Fusarium
solani igeren petri kaplar1 10 giin siireyle, Rhizoctonia solani igerenler ise 5 giin
stireyle 30°C’de inkiibe edilmislerdir. Bu ii¢ fitopatojenik fungusa karsi Bacillus

izolatlariin yiizde biiylime inhibisyon degerleri hesaplanmistir ve GIC’ye gore
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derecelendirilmistir (Grover et al., 2010; Raton et al., 2012; Meena et al., 2014;
Meena et al., 2018).

3.2.3.6. Ham ekstraktlarin Kuadrupol Ucus Zamanh (O-TOF) Kiitle
Kromatografisi ile kantitatif analiz

Antifungal etkileri belirlenmek {iizere ylizde biiyiime inhibisyon degeri
acisindan daha iyi sonug veren yonteme gore gergeklestirilmis ekstraksiyon islemi
sonucunda elde edilen ham ekstraktlar igerisindeki siirfaktin (m/z 1036) ve iturin
A (m/z 1043) lipopeptid antibiyotiklerin miktarmin belirlenmesi Q-TOF ile
kantitatif inceleme sonucu gergeklestirilmistir. Calisma ti¢ tekrarl olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Calismanin bu kismi Ege—MATAL’da hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmistir (Chen et al., 2010; Wen et al., 2011; Toral et al., 2018; Xu et
al., 2018; Wu et al., 2019).

3.2.4. Bacillus izolatlarinin litik enzim iiretimlerinin incelenmesi

3.2.4.1. Proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

3.2.4.1.1. Siv1 kiiltiirde proteaz enzim iiretimi

Bacillus izolatlarinin sivi besiyerinde proteaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla 250 ml’lik erlenlerde 50 ml olacak sekilde Kisim 3.1.2.1°de
icerigi verilen proteaz enzim iretim ortami hazirlanmistir. Nutrient broth
besiyerinde 24 saat 30°C’de inkiibe edilen izolatlardan, her izolat i¢in ii¢ erlene
%2 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Erlenler, calkalamali inkiibatérde 30°C ve
150 rpm’de 72 saat siiresince inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiir sivisi, 15 dakika siiresince 9000 rpm’de santrifiijlenerek proteaz enzim

aktivite tayininin yapilacag siipernatant elde edilmistir (Maral, 2012).

3.2.4.1.2. Proteaz enzim aktivite tayini

450 pul %1 Azokazein ¢ozeltisi (Bkz. 3.1.2.2) ve 50 ul enzim sivist 30
dakika boyunca 50°C’de inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon 250 upl %25
Trikloroasetik asit ¢ozeltisi (Bkz. 3.1.2.2) eklenerek durdurulmustur. 10000
rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra 600 ul siipernatant ve 600 ul 1IN NaOH
kanigtirllmistir. Elde edilen 6rnegin absorbans degeri 440 nm’de okunmustur.
Calisma ti¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Proteaz enzim aktivitesi,
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bir dakikada absorbans degerinde 0,01 oraninda artis olarak tanimlanmaktadir. 1U
Proteaz = (Abs/0,01)/30 x 20 (Maral, 2012; Bhowmik et al., 2015). Her bir 6rnek
icin protein miktar1 Kisim 3.2.4.3.4’te anlatildigi gibi belirlenmistir ve proteaz
enzimi i¢in spesifik aktivite degeri hesaplanmistir.

3.2.4.2. Kitinaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

3.2.4.2.1. Sivi1 kiiltiirde kitinaz enzim iiretimi

Bacillus izolatlarmin sivi  besiyerinde kitinaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla 250 ml’lik erlenlerde 50 ml olacak sekilde Kisim 3.1.2.1°de
verilen Kitinaz enzim iiretim ortami hazirlanmistir. Nutrient broth besiyerinde 24
saat 30°C’de inkiibe edilen izolatlardan, her izolat i¢in ii¢ erlene %2 oraninda
inokiilasyon yapilmistir. Erlenler calkalamali inkiibatorde 30°C ve 150 rpm’de
120 saat siiresince inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir s1visi,
15 dakika siiresince 9000 rpm’de santrifiijlenerek kitinaz enzim aktivite tayininin
yapilacag stipernatant elde edilmistir (Liagat, 2018).

3.2.4.2.2. Kitinaz enzimi icin standart edri grafigi

Kitinaz enzim aktivitesini belirlemek amaciyla standart olarak N-asetil-
glukozamin kullanilmistir ve ¢izilen standart egri grafigi Sekil 3.2’de

gosterilmistir.

N-asetil Glikozamin Standart Egrisi

0,35

0,3 = 0,0445%

R*=0,5581
0,25

0,2

0,15

0.1

Absorbans (530 nm)

0,05

0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 02
N-asetil glikozamin (mM)

Sekil 3.2. Kitinaz enzim aktivitesi i¢in standart egri grafigi.
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3.2.4.2.3. Kitinaz enzim aktivite tayini

Kitinaz enzim aktivitesi %1 kolloidal kitin kullanilarak DNS yontemi ile
belirlenmistir. 0,9 ml %1 kolloidal kitin (0,1 M sodyum asetat tamponu, pH 5,5)
ve 0,1 ml iiretim sivist 60 dakika boyunca 55°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrast 1 ml DNS c¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
kullanilmayan kitosanin uzaklastirilmasi amaciyla 5 dakika boyunca 9000 rpm’de
santriflij yapilmistir. Elde edilen siipernatant 5 dk kaynatilip sogutulduktan sonra
540 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degeri Ol¢iilmiistiir. Caligma
3 tekrarh olacak sekilde gerceklestirilmistir. Standart egri grafiginden elde edilen
formiil kullanilarak kitinaz enzim aktivite miktar1 hesaplanmigtir. 1 U Kkitinaz
aktivitesi, 1 saatte 1 pmol indirgen seker olusturmak icin gerekli enzim miktari
olarak kabul edilmistir. Her bir 6rnek icin protein miktar1 Kisim 3.2.4.3.4°te
anlatildigt gibi  belirlenmistir ve kitinaz enzimi i¢in spesifik aktivite
hesaplanmistir (Vahed et al., 2013).

3.2.4.3. Kitosanaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

3.2.4.3.1. Siv1 kiiltiirde kitosanaz enzim iiretimi

Bacillus izolatlarinin sivi besiyerinde kitosanaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla 250 m!’lik erlenlerde 50 ml olacak sekilde Kisim 3.1.2.1°de
verilen kitosanaz enzim tiretim ortami hazirlanmigtir. Nutrient broth besiyerinde
24 saat 30°C’de inkiibe edilen izolatlardan, her izolat icin ii¢ tekrarli olacak
sekilde erlenlere %2 oraninda inokiilasyon yapilmistir. Erlenler c¢alkalamali
inkiibatorde 30°C ve 150 rpm’de 120 saat siiresince inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir sivisi, 15 dakika siiresince 9000 rpm’de
santrifiijlenerek kitosanaz enzim aktivite tayininin yapilacagi siipernatant elde
edilmistir (Liaqat, 2018).

3.2.4.3.2. Kitosanaz enzimi icin standart egri grafigi

Kitosanaz enzim aktivitesini belirlemek amaciyla standart olarak D-
glukozamin kullanilmistir ve ¢izilen sStandart egri grafigi Sekil 3.3’te

gosterilmistir.
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Glukozamin Standart Egrisi

v=0214x-0.052
R*=10,9922

Absorbans (540 nm)

0 1 2 3 4 3 6
Glukosamin pmol mL!

Sekil 3.3. Kitosanaz enzim aktivitesi i¢in standart egri grafigi.

3.2.4.3.3. Kitosanaz enzim aktivite tayini

Kitosanaz enzim aktivitesi %1 kolloidal kitosan kullanilarak DNS yontemi
ile belirlenmistir. 0,9 ml %1 kolloidal kitosan (0,2 M sodyum asetat tamponu, pH
5,5) ve 0,1 ml tiretim sivis1 10 dakika boyunca 50°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrast 1 ml DNS c¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
kullanilmayan kitosanin uzaklastirilmast amaciyla 5 dakika boyunca 9000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatant 5 dk kaynatilip sogutulduktan sonra
540 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir.
Calisma ti¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Standart egri grafiginden
elde edilen formiil kullanilarak kitosanaz enzim aktivite miktart hesaplanmistir. 1
U kitosanaz aktivitesi, 1 saatte 1 umol indirgen seker olusturmak i¢in gerekli
enzim miktar1 olarak kabul edilmistir. Her bir 6rnek i¢in protein miktart Kisim
3.2.4.3.4’te anlatildig1 gibi belirlenmistir ve kitosanaz enzimi i¢in spesifik aktivite

hesaplanmistir (Liagat, 2018).

3.2.4.3.4. Protein tayini

Proteaz, Kitinaz ve kitosanaz enzim aktivitesi Ol¢iilen her 6rnekte Bradford
yontemi kullanilarak protein tayini de gergeklestirilmistir (Bradford, 1976). Bu
amagla, ticari olarak satilan Bradford Reagent (Merck, 110306) kullanilmistir.
Standart olarak ise Bovine Serum Albumine (BSA) kullanilmistir ve standart egri
grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.4). Her ii¢ enzim i¢in de spesifik enzim aktivitesi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmstir:

Spesifik Enzim Aktivitesi (U/mg) = Toplam Enzim Aktivitesi / Toplam Protein
Miktari
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Sekil 3.4. Protein miktari i¢in standart egri grafigi.

3.2.5. HCN iiretiminin belirlenmesi

Kisim 3.1.2.1°de belirtilen HCN {iretimi i¢in hazirlanan petri plakalarina
her bir Bacillus izolatindan ¢izgi ekim yapilmistir. Daha sonra Kisim 3.1.2.2°de
igerigi verilmis olan pikrik asit ¢ozeltisine batirilmis steril Whatman no:1 filtre
kagitlar1 petri kaplarinin kapaklarina aseptik kosullarda yerlestirilmigtir. Parafilm
ile sarilan petriler 30°C’de 4 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Calisma {i¢
tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Filtre kagidinda olusan farkli renk
degisimleri incelenerek Bacillus izolatlarmin HCN diretim potansiyelleri
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak HCN iirettigi bilinen Pseudomonas spp.
izolat1 kullanilmistir. HCN {iretimleri dort farkli skalada degerlendirilmistir: Sari
renk:0; Krem:1, Ag¢ik kahverengi:2 Koyu kahverengi:3; Kirmizi kahverengi:4
(Ahmad et al., 2008; Kumar et al., 2012b; Ghodsalavi et al., 2013).

3.2.6. Siderofor iiretiminin belirlenmesi

Bacillus izolatlarinin = siderofor iiretip tretmediklerinin belirlenmesi
amaciyla Kisim 3.1.2.1’de belirtilen siderofor {tiretim ortami CAS Agar
hazirlanmistir. Petri kaplarina dokiiliip katilagsan her bir petri plagina tek bir tiirden
tic tekrarl olacak sekilde nokta ekim yapilmistir. Petriler 30°C’de 7 giin boyunca
inkiibasyona birakilmiglardir ve turuncu zon olusturan izolatlarin zon ¢ap1 ve
bakteri ¢ap1 i¢in Ol¢lim alinmistir (Ghodsalavi et al., 2013; Sharma et al., 2013).
Siderofor {iretici izolatlar i¢in asagidaki formiil kullanilarak siderofor indeks
degeri hesaplanmistir (Abirammi et al., 2018).

Siderofor indeks degeri=Olusan zon ¢api/Bakteri koloni gap1
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3.2.7. Bacillus izolatlarimin patojenitesinin incelenmesi

Her ii¢ fitopatojen fungusa karst da hem ikili kiiltiir testi yontemi ile hem
de agar kuyucuk difiizyon yontemi ile etkili olarak bulunan Bacillus izolatlarinin
koagiilaz aktivitesi incelenmistir. Bacillus izolatlar1 nutrient broth besiyerinde 24
saat 30°C’de inkiibe edilmigtir. Aktiflestirilen bakteri kiltiirlerinden 200 pl
alinarak 1 ml steril defibrine edilmis kan plazmasi iizerine eklenmistir. 37°C’de 4
saat boyunca inkiibe edilmistir ve her saat basi tiiplerdeki degisim takip edilmistir.
Tim Ornekler sonugtan emin olmak admna 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Caligma ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Tiiplerde olusan
viskozite artis1 veya pihtilagsma pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Jungkind
et al., 1984; Lopez and Alippi, 2009; Riskuwa-Shehu et al., 2019). Koagiilaz
pozitif izolatlar 1-4 arasinda derecelendirilmistir. Buna gore; 1) Kiigiik diizensiz
pihtilar, 2) Kiigiik diizenli pihtilar; 3) Biiylik diizenli pihtilar; 4) Tiip igeriginin
tamami pihtilagir ve tiip ters ¢evrildigi zaman bile yer degistirmez (Sperber and
Tatini, 1975).

3.2.8. Bacillus izolatlarinin molekiiler tanimlanmasi

Tez c¢alismasi kapsaminda biyokontrol &zellikleri incelenen Bacillus
izolatlarindan olas1 biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilecek yiiksek
miktarda lipopeptid iireten ve yliksek antifungal etkiye sahip olanlar arasindan
secilen 19 adet Bacillus izolatinin tiir tanimlamasi hizmet alimi seklinde BM
Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. tarafindan yapilmistir. NCBI {izerindeki en
yakin tiir baz alinarak gergeklestirilen eslestirmelere gére sonuglar belirlenmistir.
Ancak, bazi izolatlarda benzerlik orani ve dizi eslesme orani ayni olan farkl: tiirler
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle izolatlarin hangi tiir oldugunun belirlenmesi
amaciyla polifazik molekiiler tanilama yontemi kullanilmistir. Bu izolatlarin
morfolojik 6zellikleri, Tween 20, Tween 80 (Ruiz-Garcia et al., 2005) ve sitrat
kullanimlar1 (Wu and Ahn, 2011; Seenivasan et al., 2012; Kumar et al., 2015; Ge
et al., 2016; Rajashekhar et al., 2017; Yuan et al., 2019; Akarapisan et al., 2020;
Ngalimat et al., 2021) incelenmistir. Filogenetik agag, Neighbor Joining (NJ)

yontemi kullanilarak ¢ikarilmistir.

3.2.9. Secilen Bacillus izolatlariin biyokiitle iiretiminin incelenmesi

Tiir tanimlamas1 yapilan izolatlar arasindan yliksek antifungal etki gosteren

ve farklh tlire ait oldugu belirlenenlerden bes tanesi segilerek biyokiitle {iretim
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kapasiteleri belirlenmistir. Bu amagla, Nutrient broth besiyerinde 24 saat 30°C’de
inkiibe edilen her tiir i¢in ii¢ tekrarli olacak sekilde 500 ml’lik erlenlerde 100 ml
LB sivi besiyerine %2 oraninda inokiilasyon yapilmistir. 30°C ve 150 rpm’de
calkalamali inkiibatorde 5 giin siireyle iiretim gerceklestirilmistir. Inkiibasyon
sonucunda dokme plaka yontemi kullanilarak canli hiicre sayimi koloni olusturan
birim (kob/ml) olarak hesaplanmistir (Yezza et al., 2004). incelenen tiim
antifungal ozelliklere gore en yiiksek antagonistik aktiviteyi gosteren ve Kitlesel
tiretim icin uygun oldugu diisiiniilen tiir biyokiitle iiretim optimizasyonunda

kullanilmak tizere segilmistir.
3.2.10. Secilen sus i¢in biiyiime egrisinin belirlenmesi

LB sivi besiyeri igeren tiiplerde 24 saat boyunca 30°C’de aktiflestirilen
kiiltiirden %2 oraninda alinarak 100 ml LB siv1 besiyeri iceren 500 ml’lik
erlenlere inokiilasyon yapilmistir. As1 kiiltlirii olarak hazirlanan bu erlenler 12
saat, 180 rpm ve 30°C’de aktiflestirildikten sonra, bu erlenlerden 400 ml LB siv1
besiyeri igeren 2 1t’lik iiretim erlenlerine %2 oraninda inokiilasyon yapilmustir.
Uretim 180 rpm ve 30°C’de gerceklestirilmistir ve 4 giin siireyle farkli
zamanlarda ornekler alinmistir. Alinan 6rneklerden 0., 3., 6., 9., 12., 15., 18., 21.,
24., 30., 36., 42., 48., 60., 72., 84. ve 96. saatlerde canli hiicre sayimi, OD 6l¢iimii
ve lipopeptid ekstraksiyonu yapilmistir. Lipopeptid ekstraktlarinin antifungal
etkisi agar kuyucuk difiizyon yontemiyle B.cinerea, F.solani ve R.solani’ye kars1
belirlenmistir. Ayrica alinan her 6rnek i¢in pH 6lgtimii de yapilmistir (Zhao et al.,
2014; Ryu et al., 2020).

3.2.11. Secilen sus icin laboratuvar dlgeginde iiretim ortamm optimizasyonu

3.2.11.1. Cesitli karbon ve azot kaynaklan ile diger iiretim ortam

bilesenlerinin hiicre biiyiimesi ve antifungal etki iizerindeki
etkisinin incelemesi

Secilen susun canli hiicre sayisinin ve antifungal etkisinin arttirilmasina
glikoz, fruktoz, sakkaroz, misir nisastasi, patates ekstrakti, melas, peynir alti
suyu, laktoz, maltoz, inulin, tween 20, tween 80, pirin¢ unu, gliserol, atik yag,
zeytinyagi gibi farkli karbon kaynaklarimin (Luo et al., 2013; Bertrand et al.,
2018; Fooladi et al., 2018; Meena et al., 2018; Ming et al., 2019; Dang et al.,
2019; Singh et al., 2019; Petrila et al., 2020), pepton, soya unu, NH,Cl, iire, maya
ekstrakti, et ekstrakti, tripton, (NH4),SO4, damitik musir+¢oziinir maddeleri
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(DMCM) (Distillers Dried Grain with Solubles, DDGS), sodyum glutamat,
KNO3, NaNO3, misir 1slatma sivist gibi azot kaynaklarinin (Luo et al., 2013;
Bertrand et al., 2018; Fooladi et al., 2018; Meena et al., 2018; Ming et al., 2019;
Dang et al., 2019; Singh et al., 2019; Petrila et al., 2020) ve CaCl,, MgCl,,
KH,PO,, FeCls, ZnSO,4, MnSO,4, Na;HPO,4, MgSO4, FeSO,4, CuSO4, K, K;HPO,,
CoCl,, EDTA, H3PO4, H3BO3, NaCl, MnCl;, gibi diger besiyeri bilesenlerinin
(Bertrand et al., 2018; Singh et al., 2019; Petrila et al., 2020) etkisi incelenmistir.

Tiim bilesenler 100 ml Luria Bertani sivi besiyeri iceren 500 ml’lik erlene
ti¢ tekrarli olacak sekilde %1 oraninda eklenmistir. Daha sonra, Kisim 3.2.10’daki
gibi biiyiitiilen as1 kiiltiirinden %2 oraninda inokiilasyon yapilarak 180 rpm ve
30°C’de 3 giin siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda
alman  Orneklerden canli hiicre sayist ve lipopeptid ekstraksiyonu
gerceklestirilerek  F.solani’ye karst  yiizde Dbiiyime inhibisyon degeri
belirlenmistir. Karbon ve azot kaynaklar1 ile diger besiyeri bilesenlerinin her
birinden en iyi sonucun alindigi {i¢ besiyeri bileseni daha sonra gergeklestirilecek
olan Yanit Yiizeyi Yontemi (Responce Surface Method, RSM) ile {iretim ortami
optimizasyonu c¢alismasinda kullanilmak tizere se¢ilmistir (Zhao et al., 2014,
Meena et al., 2018).

3.2.11.2. Secilen uretim ortami bilesenlerinin hiicre biiviimesi ve antifungal

aktivite iizerindeki etkisinin incelemesi

Kisim 3.2.11.1°de anlatildig1 sekilde secilen ti¢ farkli besiyeri bileseni farkl
oranlarda birlikte kullanildiklarinda hiicre biiylimesi ve antifungal aktivite
iizerinde gosterdikleri etki incelenmistir. Bu amagla Cizelge 3.3°te gosterilen
miktarlarda besiyeri bilesenlerini igeren iiretim ortamlari hazirlanmigtir (Besiyeri
1-7). Ayrica incelenen bilesenlerin her birinin %1 oraninda eklendigi LB sivi
besiyeri (Besiyeri 8) ve kontrol olarak sadece LB siv1 besiyeri kullanilmistir.

Cizelge 3.3’te verilen besiyerlerinin her birine kisim 3.2.10’daki gibi
bliyiitiilen as1 kiltiiriinden %2 oraninda inokiilasyon yapilarak 180 rpm ve
30°C’de 3 giin siireyle inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda
alman oOrneklerden canli hiicre sayis1  ve lipopeptid ekstraksiyonu
gerceklestirilerek  F.solani’ye  karsi  yiizde Dbiiyime inhibisyon degeri
belirlenmistir. Calisma ti¢ tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bu deneme
setinde farkli miktarlarda kullanilan besiyeri bilesenlerinden yola ¢ikilarak RSM

ile liretim ortam1 optimizasyonunda kullanilacak deger araliklar1 belirlenmistir.



73

Cizelge 3.3. Hazirlanan besiyerlerinde bulunan karbon ve azot kaynaklari ile diger besiyeri

bilesenlerinin miktarlart.

Besiyeri bilesenleri (%)

Kullanilan

. . En uygun En uygun En uygun diger
besiyerleri

karbon kaynag1  azot kaynag1  besiyeri bileseni
Besiyeri 1 1 1 1
Besiyeri 2 1 10 1
Besiyeri 3 5 10 1
Besiyeri 4 1 10 0,5
Besiyeri 5 5 10 0,5
Besiyeri 6 10 10 0,5
Besiyeri 7 10 10 1
Besiyeri 8 LB+1 LB+1 LB+1
Kontrol LB s1v1 besiyeri

3.2.11.3. Secilen iiretim ortami bilesenlerinin RSM ile optimizasyonu

Secilen sus icin en yliksek canli hiicre sayisinin ve biiylime inhibisyon
degerinin elde edildigi besiyeri bilesenlerinin birlikte etkilerinin incelendigi Kisim
3.2.11.2°de anlatilan 6n denemeden yola ¢ikilarak Box-Behnken denemesinde
kullanilacak minimum ve maksimum referans degerleri olarak karbon kaynagi
icin %0,1-1, azot kaynag1 i¢in %1-10 ve diger besiyeri bileseni i¢in ise %0,5-1
deger araliklar1 belirlenmistir. On yedi deney setinden olusan c¢alismada
hazirlanan besiyeri bilesenlerinin  miktarlari  Cizelge 3.4’te  verilmistir.
Ongoriilen/tahminlenen yanit olarak canli hiicre sayis1 (kob/ml) ve antifungal etki

(yiizde biiyiime inhibisyon degeri) incelenmistir.

Tasarlanan 17 deney seti i¢in farkli miktarlarda bilesenleri igeren besiyerleri
hazirlanmistir. Kisim 3.2.10°daki gibi biiyiitiilen ag1 kiiltlirlinden %2 oraninda
inokiilasyon yapilarak 180 rpm ve 30°C’de 3 giin siireyle inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda alinan drneklerden canli hiicre sayisi
ve lipopeptid ekstraksiyonu gergeklestirilerek F.solani’ye karsi yilizde biiyiime
inhibisyon degeri belirlenmistir. Elde edilen veriler programda yanit olarak

girilerek iiretim ortamu igerikleri belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Ug degiskenli Box-Behnken deney tasariminda kullanilan besiyeri bilesenlerinin

miktarlar.
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
A: Karbon kaynagi (%) B: Azot kaynag (%) C: Diger besiyeri bileseni (%0)
1 0.10 1.0 0.75
2 1.00 1.0 0.75
3 0.10 10.0 0.75
4 1.00 10.0 0.75
5 0.10 5.50 0.50
6 1.00 5.50 0.50
7 0.10 5.50 1.00
8 1.00 5.50 1.00
9 0.55 1.00 0.50
10 0.55 10.00 0.50
11 0.55 1.00 1.00
12 0.55 10.00 1.00
13 0.55 5.50 0.75
14 0.55 5.50 0.75
15 0.55 5.50 0.75
16 0.55 5.50 0.75
17 0.55 5.50 0.75

3.2.11.4. Uretim ortam tasarimi icin validasyon

Box-Behnken deney tasarimi ile segilen besiyeri bilesenleri igin belirlenen
optimum miktarlar1 igeren tretim ortamlarinda segilen sus igin iretim
gerceklestirilmistir. Kistm 3.2.10°daki gibi biiyiitillen as1 kiiltiirinden %2
oraninda tg¢ tekrarli olacak sekilde inokiilasyon yapilarak 180 rpm ve 30°C’de 3
giin siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda alinan
orneklerden canli hiicre sayisi ve lipopeptid ekstraksiyonu gerceklestirilerek
F.solani’ye karsi yiizde biiyiime inhibisyon degeri belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar ile RSM sonucu tahminlenen degerler Kkarsilastirilarak besiyeri
optimizasyonu ¢alismasinin gegerliligi degerlendirilmistir.
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3.2.11.5. Uretim ortamina gliserol eklenmesinin canh hiicre sayisi ve
antifungal etkiye olan etkisinin incelenmesi

Mikrobiyal iiretimlerde karbon kaynagi olarak kullanilan gliseroliin
biyolojik miicadele preparatlarinin sivi formiilasyonunda koruyucu olarak
kullanilmast da olduk¢a yaygindir. Gliserol yiiksek mikrobiyal sayilarin
korunmasina yardimer olmaktadir. Ayrica abiyotik stress faktorlerine karst daha
yiikksek direng gosteren kist ve sporlarin olusumunu tesvik etmektedir. Boylece
bakterilerin hayatta kaldiklar siireyi uzatmaktadir (Vassilev et al., 2017; Gopi et
al., 2019; Lobo et al., 2019). Bu nedenle, Kisim 3.2.11.4’te optimize edilen iiretim
ortami igerisine %1, %2, %5 ve %10 oraninda gliserol ilave edilmistir. Kisim
3.2.10°daki gibi biiyiitiilen as1 kiiltiiriinden %2 oraninda inokiilasyon yapilmistir
ve 180 rpm calkalayict hizinda 3 giin siireyle 30°C inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Calisma ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon sonucunda alman orneklerden canli hiicre sayis1 ve lipopeptid
ekstraksiyonu gerceklestirilerek F.solani’ye karsi yiizde biiylime inhibisyon
degeri belirlenmistir.

3.2.12. Secilen sus icin laboratuvar olceginde iiretim parametrelerinin
optimizasyonu

Secilen sus icin tiretim parametreleri arasindan sicaklik bir seferde tek
faktor yontemi kullanilarak optimize edilirken, ¢alkalayict hizi (rpm), pH degeri
ve inokiilasyon orani (%) Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak RSM ile

optimize edilmistir.

3.2.12.1. Secilen sus icin sicaklik optimizasyonu

Alt1 farkli sicakligin canli hiicre sayis1 ve antifungal aktivite tzerindeki
etkisi incelenmistir. Kistm 3.2.11.4°te RSM ile optimize edilen {iretim ortami
igerisine  Kisim 3.2.10°daki gibi biiyiitilen as1 kiiltiirinden %2 oraninda
inokiilasyon yapilmigtir ve 180 rpm ¢alkalayici hizinda 3 giin siireyle 24°C, 27°C,
30°C, 33°C, 36°C ve 40°C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Ayrica, Kisim
3.2.11.4’te RSM ile optimize edilen besiyeri igerisine Kisim 3.2.11.5’te belirlenen
gliserol miktar1 eklenerek 180 rpm ¢alkalayici hizinda 3 giin siireyle 30°C, 33°C,
36°C ve 40°C’de de iiretim gerceklestirilmistir. Tiim calismalar ii¢ tekrarli olacak

sekilde gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda alinan érneklerden canli hiicre



76

sayist ve lipopeptid ekstraksiyonu gerceklestirilerek F.solani’ye karsi yilizde

bliylime inhibisyon degeri belirlenmistir.

3.2.12.2. Secilen sus icin calkalayici hizi (rpm), pH ve inokiilasyon oraninin
RSM ile optimizasyonu

Secilen sus icin en yliksek canli hiicre sayisinin ve biiylime inhibisyon
degerinin elde edilebilmesi amaciyla Box-Behnken denemesinde kullanilacak
minimum ve maksimum referans degerleri olarak calkalayict hiz1 i¢in 150-210
rom, pH igin 5,0-9,0 ve inokiilasyon orani igin %]1-5 deger araliklar
belirlenmistir. On yedi deney setinden olusan c¢aligmada kullanilan {iretim

parametrelerinin degerleri Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Ug degiskenli Box-Behnken deney tasariminda kullanilan iiretim parametreleri igin

degerler.
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
A:Kanstrmahizz  B:pH  C: Inokiilasyon orani (%)
1 150.0 50 3.0
2 210.0 50 3.0
3 150.0 9,0 3.0
4 210.0 9,0 3.0
5 150.0 7,0 1.0
6 210.0 7,0 1.0
7 150.0 7,0 5.0
8 210.0 7,0 5.0
9 180.0 50 1.0
10 180.0 9,0 1.0
11 180.0 50 5.0
12 180.0 9,0 5.0
13 180.0 7,0 3.0
14 180.0 7,0 3.0
15 180.0 7,0 3.0
16 180.0 7,0 3.0
17 180.0 7,0 3.0

Kisim 3.2.11.4°’te RSM ile optimize edilen besiyeri igerisine Kisim
3.2.11.5’te belirlenen gliserol miktar1 eklenerek optimize edilmis olan iiretim

ortamma Kisim 3.2.10°daki gibi biiylitilen as1 kiiltiiriinden %2 oraninda



77

inokiilasyon yapilmistir ve 17 deney setindeki farkli kosullarda 30°C’de 3 giin
siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonucunda alian érneklerden
canli hiicre sayisi ve lipopeptid ekstraksiyonu gergeklestirilerek F.solani’ye karsi
yiizde biiylime inhibisyon degeri belirlenmistir. Elde edilen veriler programda
yanit olarak girilerek canli hiicre sayisini ve antifungal etkiyi arttirmaya uygun
oldugu belirlenen {iretim parametreleri i¢in bundan sonraki ¢aligmalarda

kullanilacak degerler belirlenmistir.
3.2.12.3. Uretim parametrelerinin optimizasyonu icin validasyon

Optimize edilen iiretim ortami ve optimum iiretim parametreleri kullanilarak
3 giin boyunca inkiibasyon gergeklestirilmistir. Calisma ti¢ tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda alman &rneklerden canli hiicre sayisi
ve lipopeptid ekstraksiyonu gergeklestirilerek F.solani’ye karsi yiizde biiyiime
inhibisyon degeri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile RSM sonucu
tahminlenen degerler karsilastirilarak {retim parametreleri optimizasyonu

caligmasinin gegerliligi degerlendirilmistir.
3.2.13. Uretim ortamn bilesenleri icin maliyet hesabi

Segilen susun biyolojik miicadele etmeni olarak tiretilmesinde kullaniimak
lizere optimize edilen iiretim ortaminin hazir toz formda ticari olarak satilan
besiyeri ile maliyet agisindan karsilastirmasi, 1 It iiretim ortami hazirlamak icin
sadece gerekli bilesen miktarlari temel alinarak yapilmistir. Ayrica, 1 1t iiretim
ortami kullanilarak gerceklestirilen inkiibasyonlar sonucu 10 kob/ml canli hiicre
sayist igerecek sekilde formiile edilmis iirlinii iiretebilmek i¢in sadece gerekli

tiretim ortami bilesenleri i¢cin de maliyet karsilagtirmas: yapilmistir.
3.2.14. istatistiksel analiz

Tez calismast kapsaminda tiim ¢alismalar ii¢ tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilmistir ve standart sapma degeri hesaplanmistir. Veri setleri, 6nemli
farkliliklar agisindan SPSS paket program kullanilarak ANOVA ile incelenmistir.
p < 0.05'teki farkliliklar anlamli olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart hata
(n=3) olarak belirtilen degerlerdeki onemli farkliliklart gostermek i¢in Tukey
Aralik Testi kullanilmistir (SPSS Inc. Released 2009. PASW Statistics for
Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bacillus 1izolatlarmm in vitro kosullarda Antifungal Etkisinin
Incelenmesi

4.1.1. Dortlii ekim teknigi ile 6n tarama

Calismamizda ¢ok sayida Bacillus izolati tarandigi i¢in, malzeme, zaman ve
is giiciinden tasarruf etmek amaciyla dual test modifiye edilerek PDA besiyeri
iceren petri plaklarinda gergeklestirilen dortlii ekim yontemi ile toplamda 1574
adet Bacillus izolatinin antifungal etkisi incelenmistir. Kullanilan fitopatojenik
funguslara ait kontrol petrilerinin goriintiileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Fitopatojenik funguslarin 10.giindeki koloni morfolojileri; a) Botrytis cinerea,
b) Fusarium solani, c) Rhizoctonia solani.

Bacillus izolatlar1 ile her bir fitopatojen fungus arasindaki etkilesimler
incelendiginde (Sekil 4.2); iki tiirlin birbirine degemedigi aralarinda bos bir alan
olusturduklari etkilesim sekli “inhibisyon zonu”, iki tiiriin birbirine degdigi fakat
birbirleri {izerine biiyiiyemedikleri etkilesim sekli “Cikmaza girdi” ve
fitopatojenik funguslarin bakteri izolatlar1 iizerine biiyiliyebildigi etkilesim sekli
ise “Etkisiz” olarak siniflandirilmistir (Berger et al., 2015; Krause et al., 2020;
D’Ambrosio et al., 2022; VS et al., 2022).

[nhibisyon zonu Etkisiz Cikmaza girdi

Sekil 4.2. Antifungal etkinin simiflandirilmasinda kullanilan etkilesim sekilleri i¢in 6rnekler.
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Ug fitopatojen fungusa karsi antifungal etkileri incelenen bazi Bacillus

izolatlarina ait petri goriintiileri Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Sekil 4.3. Antifungal etkileri incelenen bazi Bacillus izolatlarimin fitopatojenik funguslara kargi
gosterdikleri etki sekilleri (Fitopatojenik funguslar soldan saga dogru sirasiyla; A)
Botrytis cinerea, B) Fusarium solani, C) Rhizoctonia solani).
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Calismada antifungal etkileri incelenen 1574 adet Bacillus izolat1 arasindan
983 adet (%62,45) izolatin her ii¢ fitopatojene karsi da herhangi bir etkisinin
bulunmadig1 belirlenmistir. Bakteri izolatlarini iceren bu petrilerde, fitopatojenik
funguslarin ayn1 kontrol petrilerinde oldugu gibi bakteri izolatlarinin iizerine
bliyliyerek tim petriyi kaplayacak sekilde gelismelerine devam ettikleri
gozlemlenmistir. Ayrica, incelenen Bacillus izolatlar1 arasindan 12 adet (%0,76)
izolatin ise her ii¢ fitopatojene karsi ¢ikmaza girdigi belirlenmistir. Yani, herhangi

bir tiir digerine kars1 iistlinliik saglayamamuistir.

Tez projesindeki amaglardan ilkinin fitopatojenik funguslara karst
antifungal aktivite gosteren Ozgiin ve yerel Bacillus izolatlarinin in vitro
kosullarda belirlenmesi oldugu disiiniildiigiinde, her ii¢ fitopatojene karsi da
inhibisyon zonu olusturabilen izolatlarin belirlenmesi ileride gerceklestirilecek

calismalar bakimindan olduk¢a 6nemlidir.

Antifungal etkileri bakimindan incelenen 1574 adet Bacillus izolati
arasindan 330 adet (%21) izolatin Botrytis cinerea’ya, 187 adet (%11,9) izolatin
Fusarium solani’ye ve 140 adet (%8,9) izolatin ise Rhizoctonia solani’ye karsi
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. 118 adet (%7,5) Bacillus izolat1 ise
her {i¢ fitopatojene karsi da inhibisyon zonu olusturmustur. Her bir fitopatojen
fungusa karsi inhibisyon zonu, ¢ikmaza girdi ve lizerine biiyiidi seklinde etki

gosteren Bacillus izolatlarinin sayilar1 Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Gosterdikleri Etki Sekillerine Gére Bacillus izolati Sayilari
1400 1288 1283
1200
@ 1032 983
> 1000
(7]
& 800 .
3 Inhibisyon zonu
& 600
3 Cikmaza girdi
= 343
S 400 Kisi
a 199 200 153 Etkisiz
200 86 38 118
12
0
Bc Fs Rs Bc+Fs+Rs
Fitopatojenik Funguslar

Sekil 4.4. Fitopatojenik funguslara kars1 gosterdikleri etki sekillerine gore Bacillus izolat1 sayilari.
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Gergeklestirilecek sonraki caligmalarda Cizelge 4.1°de kodlar1 verilmis olan

118 adet Bacillus izolatinin kullanilmasi uygun goriilmistiir.

Cizelge 4.1. Dortlii 6n tarama testi sonucunda her ii¢ fitopatojene karsi da inhibisyon zonu

olusturan Bacillus izolatlarinin kodlari.

Bacillus izolatlarinin kodlar:

O-1-31-b | C-1-14 T-3-12-a | B-2-24-a-b | 3-K-S-19
0-1-57-b | C-1-16-a T-3-12-b 1-K-21 3-K-S-31
0-1-59-b | C-1-16-b T-4-8 1-K-49 3-K-S-37
0-1-85 C-2-1-a T-4-9 1-K-49-a | 3-K-S-39-a
0-2-38 C-2-1-b T-4-13-a 1-K-49-b | 3-K-S-44
O-2-44-b | (-2-30-a T-4-14-a | 1-K-55-b | 3-K-S-47
O-2-55-a| (¢-2-30-b T-4-14-b 2-K-5 | 3-K-S-49-a
O-2-55-b | C-2-36 T-4-15 2-K-13-a | 3-K-S-49-b
0-2-61-a| C-3-10 T-4-17 2-K-13-b | 3-K-S-60-a
0-2-61-c | (-3-15-a T-4-19 2-K-29 | 3-K-S-60-b

0-2-80-b ¢-3-19 T-4-20-e-a | 2-K-35-a 3-K-S-61
0-3-5 (¢-3-20-a T-4-20-e-b | 2-K-35-b 3-K-S-64
0-3-21 ¢-3-20-b | T-4-20-c-b-a | 2-K-37 4-Ka-22
0-3-30 ¢-3-22-a | T-4-20-c-b-b | 3-K-10 4-Ka-46-b

O-4-11-a | (C-3-22-b T-11-8 3-K-12-b-a | 4-Ka-58-1

0-4-13-a C¢-3-23 K-6-13-b-a | 3-K-12-b-b | 4-Ka-59-a-a
0-4-50 C-3-31 K-6-22 3-K-25 4-Ka-59-a-b

O-4-57-a| T-1-18 K-7-4 | 3-K-41-a-a | 4-Ka-61-3-a

0-4-57-b | T-1-18-a K-7-14-1 | 3-K-41-a-b | 8-4-a
0-4-68 | T-1-18-b K-8-10-a | 3-K-5-1-a 11-8

0-4-82 T-2-2 K-9-37-a 3-K-S-2 11-9
0-5-1 T-2-16 B-1-4-a-2-b | 3-K-S-14 30-2
0-6-50-a T-3-10 B-2-6-b 3-K-S-17-a A-1

0-6-50-b | T-3-10-b-b-1 | B-2-24-a-a
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Calismada kullanilan 1574 adet Bacillus izolatinin Botrytis cinerea,
Fusarium solani ve Rhizoctonia solani gibi fitopatojenik funguslara karsi
antagonistik etkisi incelenmistir ve her ti¢ fitopatojene karsi da inhibisyon zonu

olusturan 118 adet izolat olas1 biyolojik miicadele etmeni olarak secilmistir.

Benzer konuda gergeklestirilen ¢alismalar incelendiginde bu kadar yiiksek
sayida izolat ile antifungal etki bakimindan gergeklestirilen kapsamli bir in vitro
tarama calismasina rastlanamamustir. Lee et al (2008), 41 adet Bacillus izolatinin
Phytophthora capsici’ye karst antifungal etkisini incelemislerdir ve 12 adet
izolatin antagonistik etki gosterdigini belirlemislerdir. Incir bahgesinden izole
edilen 92 adet Bacillus izolatinin Aspergillus ve Fusarium tiirlerine karsi
antagonistik etkisi incelenmistir (Oztopuz vd., 2018). Saha et al. (2012) tarafindan
gerceklestirilen bir bagka c¢alismada, 141 adet Bacillus izolati arasindan
F.solani’ye kars1 inhibisyon zonu olusturan 33 adet izolatin 10 farkl fitopatojene
karst ikili kiiltiir testi yontemi ile antagonistik etkisi incelenmistir. Vignesh et al.
(2021), 20 farkli bolgeden izole ettikleri 146 adet Bacillus izolatinin ¢esitli
fitopatojenik funguslara karsi antagonistik etkisini incelemislerdir. Bir bagka
calismada Zhu et al. (2020), izole edilen 45 adet Bacillus izolatindan 12 tanesinin
Fusarium oxysporium f. sp. niveum’a kars1 etkili oldugunu gostermislerdir. Tez
caligmasinda yerel ve ¢ok sayida izolat kullanilmig olmasi, ¢alismanin 6zgiinligi
acisindan olduk¢a Onemlidir (Gajbhiye, A., 2010; Mardanova, A.M., 2017;
Chenniappan et al., 2019).

4.1.2. Tkili kiiltiir testi yontemi ile yiizde (%) biiyiime inhibisyon degerlerinin
belirlenmesi

Calismada ilk olarak gergeklestirilen dortlii ekim yonteminde her {i¢
fitopatojene karsi da inhibisyon zonu olusturdugu belirlenen 118 adet izolat igin
ikili kiltiir testi yontemi kullanilarak yiizde biliylime inhibisyon degeri
belirlenmistir. Bu denemede fitopatojenik funguslar igin kullanilan kontrol
petrileri Sekil 4.5’te gosterilmistir. Ayrica kontrol petrilerinde B.cinerea, F.solani
ve R.solani i¢in 7. giinde dlgiilen yarigap degerleri sirasiyla 4,80 cm, 4,03 cm ve
6,5 cm’dir.
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‘ l

Sekil 4.5. Calismada kullanilan fitopatojenik funguslarin 7. giindeki kontrol petrileri (Soldan saga;

B.cinerea, F.solani ve R.solani).

Dortlii ekim teknigi ile yapilan incelemede her {i¢ fitopatojene kars1 zon

olusturdugu belirlenen izolatlar, ikili kiiltiir testi ile incelendiginde bazilarinin bir

ya da birka¢ fitopatojene karst zon olusturmadigr goriilmiistiir.

Bacillus

izolatlarimin fitopatojenik funguslar lizerinde gergeklestirdikleri yiizde biiylime

inhibisyon degerleri (PGI) ve biiylime inhibisyon kategorisine (GIC) gore

derecelendirilmeleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Her ii¢ fitopatojenik fungusa karsi etkili ¢ikan Bacillus izolatlarinin fitopatojenik

funguslar tizerindeki yiizde bliyiime inhibisyon degerleri ve bu degerlerin biiyiime

inhibisyon kategorisine (GIC) gore derecelendirilmesi.

Bacillus izolat Kodlar

Fitopatojenik Funguslar Uzerindeki Biiyiime
inhibisyon Degerleri (%)+SS"

(Biiyiime inhibisyon kategorisi)
B.cinerea F.solani R.solani
1 T-1-18 38,7+1,8 (2) 23,9493 (1) 45,40 (2)
2 T-1-18-a 41,7£2.9 (2) 35,5+£9,5 (2) 51,020 (3)
3 T-1-18-b 44,3+3,7 (2) 24,2+1,9 (1) 46,240 (2)
4 T-2-2 43,740 (2) 33,5+0,7 (2) 49,6+1,2 (2)
5 T-2-16 44,3+3,7 (2) 34,040 (2) 49,7+3.,7 (2)
6 T-3-10 46,5+3,8 (2) 31,3+3,9 (2) 44,5+1,2 (2)
7 T-4-8 45,7+1,6 (2) 32,1£1,2 (2) 51,0£2.4 (3)
8 T-4-9 45,7+4.9 (2) 35,00 (2) 48,5+0,4 (2)
9 T-4-13-a 4524+2,4 (2) 38,0+0 (2) 53,0+1,2 (3)
10 T-4-14-a 39,9+3,4 (2) 34,6+4,7 (2) 53,8+0 (3)
11 T-4-14-b 44,6+3,2 (2) 41,1444 (2) 55,6+2,5 (3)

“SS:Standart sapma
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Bacillus izolat Kodlari

Fitopatojenik Funguslar Uzerindeki Biiyiime
inhibisyon Degerleri (%)=SS"

(Biiyiime inhibisyon kategorisi)

B.cinerea F.solani R.solani

12 T-4-15 48,4422 (2) 38,1£1,9 (2) 51,3+1,2 (3)
13 T-4-17 35,2+3.2 (2) 24,1+5.6 (1) 39,5414 (2)
14 T-4-19 39,9+3.4 (2) 21,3+1,8 (1) 40,2425 (2)
15 T-11-8 46,9+1,5 (2) 30,9+0,5 (2) 49.8+1.4 (2)
16 C-2-1-a 34,4+1,5 (2) 23,140 (1) 38,4423 (2)
17 C-2-1-b 37,6+3,4 (2) 23,0+0,2 (1) 40,040 (2)

18 C-2-30-a 41,1+1,6 (2) 42,2439 (2) 52,9413 (3)
19 C-2-30-b 38,8+1,8 (2) 30,3+2,1 (2) 49.1+1,3 (2)
20 C-2-36 36,5+1,5 (2) 22.5+4.4 (1) 42,4427 (2)
21 C-3-10 45,4+0 (2) 33,4423 (2) 48,240 (2)

22 C-3-15-a 43,4+1,6 (2) 36,7+3,9 (2) 48,240 (2)

23 C-3-19 50,3+4.9 (2) 35,4458 (2) 53,942.5 (3)
24 C-3-22-a 45,440 (2) 41,1+4,4 (2) 49.6+1,2 (2)
25 C-3-22-b 50,3+4,9 (2) 33,4+2.3 (2) 472414 (2)
26 C-3-23 49,2+0 (2) 36,7+3.9 (2) 50,0+£5.4 (2)
27 C-3-31 42,0+0,4 (2) 28,5+0 (2) 47,7422 (2)
28 0-1-31-b 46,9+1,5 (2) 26,0+3,5 (2) 46,240 (2)

29 0-1-57-b 45,8429 (2) 25,4+3.7 (1) 33,840 (2)

30 0-1-59-b 50,040 (2) 31,8+5,3 (2) 51,5+1,1 (3)
31 0-1-85 44,8+1,5 (2) 29.3+1,8 (2) 48,2415 (2)
32 0-2-38 46,9+1,5 (2) 34,2+5.3 (2) 51,040 (3)

33 0-2-44-b 43,8+0 (2) 35,540 (2) 48,2+0,8 (2)
34 0-2-61-a 45,8+2,9 (2) 26,0£3,5 (2) 48,5+1,1 (2)
35 0-2-61-c 43,8+2.9 (2) 33,0+3,5 (2) 47,740 (2)

36 0-3-5-b 45,840 (2) 23,0+0,2 (1) 47,7+2.2 (2)
37 0-3-21 41,7£2,9 (2) 34,2+1,8 (2) 51,5+1,1 (3)
38 0-3-30 43,8+8,8 (2) 26,8+1,8 (2) 34,4+1.4 (2)
39 0-4-11-a 46,9+1,5 (2) 28,0+£3.5 (2) 52,340 (3)

40 0-4-13-a 45,8+0 (2) 26,0+3,9 (2) 48,5+1,1 (2)
41 0-4-57-a 47,940 (2) 28,0+3,5 (2) 46,6+0,7 (2)

“SS:Standart sapma
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Bacillus izolat

Fitopatojenik Funguslar Uzerindeki Biiyiime
inhibisyon Degerleri (%)+SS"

Kodlar: (Biiyiime inhibisyon kategorisi)
B.cinerea F.solani R.solani

42 0-4-68 46,9+1,5 (2) 31,8+1,8 (2) 48,2+0,8 (2)
43 0-4-82 51,0+1,5 (3) 21,5+5,8 (1) 50,0+1,1 (2)
44 0-5-1 41,740 (2) 34,2+1,8 (2) 53,0+1,2 (3)
45 B-2-6-b 41,0+8,2 (2) 29,9+1,9 (2) 45.4+2 4 (2)
46 B-2-24-a-a 18,8+5.9 (1) 1,040 (1) 0 (0)

47 B-2-24-a-b 36,5+4.4 (2) 23,140 (1) 38,540 (2)
48 K-6-22 45,7+1,6 (2) 31,8+1,8 (2) 49,840 (2)
49 K-8-10-a 45,3+2.2 (2) 28,5+0 (2) 41,5422 (2)
50 K-9-37-a 42,2+6,6 (2) 35,4+5,8 (2) 48,840 (2)
51 4-Ka-22 50,3+4,9 (2) 32,6+5,8 (2) 48,840 (2)
52 4-Ka-58-1 31,3+5.9 (2) 3,2+0 (1) 7,7+0 (1)
53 4-Ka-61-3-a 30,2+4.4 (2) 3,2+0 (1) 0 (0)

54 A-1 46,4+0,7 (2) 27,0+2,1 (2) 48,942.6 (2)
55 0-2-55-a 39,6+3.6 (2) 29,8+1,5 (2) 48,140 (2)
56 0-2-55-b 36,4+3.6 (2) 28,9+2.6 (2) 48,6+1,7 (2)
57 0-2-80-b 11,4+9,0 (1) 7,9+4.5 (1) 0 (0)

58 0-4-57-b 40,6+3,1 (2) 35,1+8,0 (2) 48,1426 (2)
59 T-3-12-a 62,5+17,7 (3) 35,1+10,9 (2) 48,6+0,8 (2)
60 T-3-12-b 43,740 (2) 32,4+3.0 (2) 48,140 (2)
61 | T-4-20-c-b-a 0 (0) 3,5+1,5 (1) 0 (0)

62 | T-4-20-c-b-b | 29,7+11,0 (1) 7,942,6 (1) 0 (0)

63 T-4-20-e-a 48,9+10,0 (2) 24,6+4,0 (1) 47,2+0,8 (2)
64 T-4-20-e-b 48,4+2.2 (2) 21,0+7,0 (1) 49,1+0,8 (2)
65 C-3-20-a 63,5+4,8 (3) 31,6+2.6 (2) 48,6+0,8 (2)
66 C-3-20-b 61,4+1,8 (3) 30,7+3,0 (2) 48,6+0,8 (2)
67 B-1-4-a-2-b 29,2+21.3 (2) 0 (0) 33,3+5,3 (2)
68 K-7-4 14,0+2,2 (1) 6,6+1,9 (1) 31,8+2,1 (2)
69 K-7-14-1 37,540 (2) 23,7+2,6 (1) 47,2+0,8 (2)
70 1-K-49 5,2+3,6 (1) 9,6+3,0 (1) 33,3+5,3 (2)
71 1-K-49-a 43,7+5.4 (2) 31,6£2,6 (2) 50,6+0,8 (2)

“SS:Standart sapma
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Bacillus izolat

Fitopatojenik Funguslar Uzerindeki Biiyiime
inhibisyon Degerleri (%)=SS"

Kodlar: (Biiyiime inhibisyon kategorisi)
B.cinerea F.solani R.solani

72 1-K-49-b 43,740 (2) 36,0+4,0 (2) 51,1+1,5 (3)
73 2-K-5 56,2+3,1 (3) 28,9+4.5 (2) 50,6+0,8 (2)
74 2-K-13-a 53,1+8,8 (3) 24,6x1,5 (1) 46,2+0,8 (2)
75 2-K-13-b 40,6+3,1 (2) 25,4+1,5 (1) 49,6+1,5 (2)
76 2-K-29 43,740 (2) 28,9+7.0 (2) 48,1+0 (2)
77 2-K-35-a 46,9+3,1 (2) 34,240 (2) 51,1+1,5 (3)
78 2-K-35-b 46,9+3,1 (2) 36,0+1,5 (2) 51,1+1,5 (3)
79 2-K-37 30,2+1,8 (2) 26,3+4.5 (2) 45,7+0,8 (2)
80 3-K-10 56,2+16,5 (3) 22,8+4.,0 (1) 47,1+1,7 (2)
81 | 3-K-12-b-a 54,2+21,3 (3) 8,8+3,0 (1) 41,2+1,7 (2)
82 | 3-K-12-b-b 8,3+6,5 (1) 0 (0) 0 (0)

83 3-K-25 42,7+19,8 (2) 28,9+2.6 (2) 46,2+1,7 (2)
84 | 3-K-41-a-a 0 (0) 2,620 (1) 0 (0)

85 | 3-K-4l-a-b 6,2+3,1 (1) 14,9+7,6 (1) 31,8+1,5 (2)
86 | 4-Ka-59-a-a 37,5+0 (2) 28,1+1,5 (2) 45,7+0,8 (2)
87 | 4-Ka-59-a-b 65,6144 (3) 37,7+10,9 (2) 48,1+1,5 (2)
88 | 4-Ka-46-b 0 (0) 0 (0) 0 (0)

89 11-9 35,4+16,0 (2) 14,0+5,5 (1) 34,8+1,5 (2)
90 30-2 4,7£2.2 (1) 14,9+9.2 (1) 23,448,5 (1)
91 1-K-21 32,8+1,7 (2) 0 (0) 10,1+4,8 (1)
92 1-K-55-b 54,1£3,0 (3) 21,940 (1) 33,3£1,5 (2)
93 3-K-S-1-a 52,6£1,5 (3) 29,340 (2) 48,10 (2)
94 3-K-S-2 52,6£1,5 (3) 19,5+2,4 (1) 36,3£1,5 (2)
95 3-K-S-14 60,0£1,5 (3) 34,9+3,7 (2) 49,610 (2)
96 | 3-K-S-17-a 61,5+3,0 (3) 31,7+0 (2) 48,1+1,5 (2)
97 3-K-S-19 59,0£3,0 (3) 32,5+3,7 (2) 35,8+0,8 (2)
98 3-K-S-31 54,6£1,7 (3) 26,0+1,4 (2) 34,8+1,5 (2)
99 3-K-S-37 54,1£1,5 (3) 34,140 (2) 43,243,1 (2)
100 | 3-K-S-39-a 55,1+6,2 (3) 33,3+1,4 (2) 47,6+0,8 (2)
101 | 3-K-S-44 452+2.1 (2) 0 (0) 0 (0)

“SS:Standart sapma
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Fitopatojenik Funguslar Uzerindeki Biiyiime
Bacillus izolat inhibisyon Degerleri (%)+SS
Kodlar (Bityiime inhibisyon kategorisi)
B.cinerea F.solani R.solani

102 | 3-K-S-47-a 61,0+1,7 (3) 34,1£2.4 (2) 48,1+1,5 (2)
103 | 3-K-S-47-b 34,8+1,5 (2) 0 (0) 0 (0)
104 3-K-S-49 51,6£3,1 (3) 30,9+1,4 (2) 42,2+1,5 (2)
105 | 3-K-S-60-a 60,0£1,5 (3) 35,8+3,7 (2) 49,1+1,7 (2)
106 | 3-K-S-60-b 472423 (2) 17,1£2.4 (1) 45,240 (2)
107 3-K-S-61 57,5+3,1 (3) 34,9+2.8 (2) 47,6+0,8 (2)
108 3-K-S-64 58,0+0,8 (3) 33,3+1,4 (2) 49,6+1,5 (2)
109 | K-6-13-b-a 55,5+3,0 (3) 28,44+5,6 (2) 47,6+0,8 (2)
110 | T-3-10-b-b-1 55,123 (3) 26,0+1,4 (2) 33,3+0 (2)
111 0-4-50 34,8+1,5 (2) 0 (0) 0 (0)
112 | O-6-50-a 58,0+8,5 (3) 30,9+1.,4 (2) 46,7+1,5 (2)
113 | 0O-6-50-b 33,8+0,8 (2) 0 (0) 1,2+0,8 (1)
114 C-1-14 50,6+3,1 (2) 23,6+1,4 (1) 33,3+0 (2)
115 C-1-16-a 54,1£3,0 (3) 32,5+1,4 (2) 46,7+1,5 (2)
116 C-1-16-b 50,1£5,2 (2) 36,6+2.4 (2) 47,6+0,8 (2)
117 8-4-a 39,7+4,8 (2) 18,7+1,4 (1) 32,8+0,8 (2)
118 11-8 38,8+2.3 (2) 17,1£2.4 (1) 36,3+3,0 (2)

“SS:Standart sapma

Antifungal etkisi incelenen Bacillus izolatlar arasindan 4-Ka-61-3-a, O-2-
80-b, T-4-20-c-b-a, T-4-20-c-b-b, B-1-4-a-2-b, 0-6-50-b, 3-K-41-a-a, 4-Ka-46-b,
1-K-21, 3-K-S-44, 3-K-S-47-b, O-4-50 ve 3-K-12-b-b kodlu 13 adet izolatin bir

ya da birkag fitopatojenik fungusa kars1 zon olusturmadig: belirlenmistir.

B-2-24-a-a, K-8-10-a, K-7-4, 1-K-49, 3-K-12-b-a, 3-K-41-a-b, 11-9, 30-2,
1-K-55-b, 3-K-S-2, 3-K-S-19, 3-K-S-31, T-3-10-b-b-1, ¢-1-14, 8-4-a ve 11-8
kodlu 16 adet izolatin ise ozellikle R.solani’ye karsi ¢ikmaza girdigi

belirlenmistir.

Ayrica, T-1-18, 0-2-55, T-4-20-e, C-3-20, 1-K-49, 2-K-13, 2-K-35, 4-Ka-
59-a, 3-K-S-60 ve C-1-16 kodlu 10 adet izolat saflik kontrolii sirasinda a ve b
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olarak iki farkli koloni olarak degerlendirilmelerine ragmen yapilan ikili kiltiir
testi sonucunda benzer degerler elde edildigi i¢in bu izolatlarin ayni izolatlar
olduklar1 varsayilmistir ve bu izolatlar teke indirilmistir. incelenen C-2-1-a ve C-
2-1-b kodlu izolatlarin ise detayli inceleme sonucunda Gram (-) olduklari
belirlenmis ve incelemeden ¢ikarilmistir. Bdylece, dortlii ekim teknigi ile
gergeklestirilen inceleme sonucunda ortaya ¢ikan hatalar ikili kiiltiir testi yontemi
kullanilarak ortadan kaldirilmistir. Sonu¢ olarak bundan sonraki ¢alismalarda
kullanilmak tizere her ¢ fitopatojenik fungusa karsi da inhibisyon zonu
olusturdugu kesin olarak tespit edilen 77 adet Bacillus izolat1 belirlenmistir.

Birgok Bacillus susunun ¢esitli fitopatojenlerin bilyiimesini engelleyebildigi
ve biyolojik miicadele etmeni olarak kullanildigi bilinmektedir (Kumari et al.,
2017). Konuyla ilgili literatiirler incelendiginde, Vignesh et al. (2021)’un
yaptiklar1 ¢alismada Bacillus velezensis NKMV-3 susunun R. solani’yi %41,3
oraninda inhibe ettigi goriilmistiir. Bir baska ¢alismada B.methylotrophicus TA-1
susu kullanildiginda R.solani’ye karsi1 %62,3 oraninda inhibisyon saglanmuistir.
Ayrica, ayni susun Botrytis cinerea’ya kars1 %59,7 oraninda inhibisyon sagladigi
da belirtilmistir (Cheng et al., 2019).

Saha et al. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis A101 ve A103
suslarinin  F.solani’ye karsi sirasiyla %66,7 ve %65,2, R.solani’ye karsi ise
sirastyla %87,4 ve %85,1 oraninda inhibisyon gosterdiklerini belirlemislerdir.
Yirmi Bacillus izolatinin antagonistik etkisinin incelendigi bir baska c¢alismada
ise, Bacillus izolatlarinin R.solani’ye kars1 %43,4-84,4 araliginda inhibisyon etkisi
gosterdikleri belirtilmistir (Jamali et al., 2019). Bacillus tiirlerinin Fusarium
tiirleri tizerindeki etkisinin incelendigi biyokontrol calismalarinda, B.velezensis
NKMV-3 susunun F.oxysporium f.sp. lycopersici’ye kars1 %49.,4 (Vignesh et al.,
2021), Bacillus izolatinin Fusarium tiirtine kars1 %39,13 (Kumari et al., 2017),
Bacillus B1 ve Bacillus N2(2) izolatlar1 ile F.oxysporium’a karsi sirasiyla %52 ve
%54,6 (Singh and Pandey, 2020) oraninda inhibisyon elde edilmistir. Bacillus
subtilis B3 ve Bacillus sp. B5 izolatlar1 ile ise F.solani’ye karsi herhangi bir
inhibisyon goézlenmemistir (Brzezinska et al., 2020). Harba et al. (2020) yaptiklari
calismada farkli Bacillus tiirleri ile F.solani ve F.culmorum’a karsi ortalama
%57,32 ve %49,49 oraninda inhibisyon gerceklestigini gostermislerdir. Ayrica bir
bagka ¢alismada farkli Bacillus tiirlerinin F.oxysporium f. sp. niveum’a karsi
gosterdikleri inhibisyon degerlerinin ortalamasi %55,84 olarak belirlenmistir (Zhu
et al., 2020).
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Tez ¢alismasinda incelenen 118 Bacillus izolatinin {i¢ farkli fitopatojene
kars1 farkli degerlerde ylizde biiylime inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir.
B.cinerea’ya karsi %0-%65,6+4,4 arasinda, F.solani’ye karsi %0-%42,2+3,9
arasinda ve R.solani’ye kars1 ise %0-%55,642,5 arasinda degisen oranlarda yiizde
biiylime inhibisyon degeri elde edilmistir. Calismada 118 izolat arasindan T-3-12-
a, C-3-20-a, C-3-20-b, 4-Ka-59-a-b, 3-K-S-14, 3-K-S-17-3, 3-K-S-47-a ve 3-K-S-
60-a kodlu olanlarin fitopatojenik funguslar tizerinde en yiiksek yilizde biiyiime
inhibisyon degeri gosterdigi belirlenmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen yiizde
inhibisyon degerleri  degerlendirildiginde, Fusarium solani’nin  Bacillus
izolatlarina kars1 daha az antagonistik duyarlilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu sonug
Harba et al. (2020) tarafindan elde edilen sonuglarla da benzerlik gostermektedir.
Fusarium tiirlerinin Bacillus izolatlarina karsi daha az duyarli olmalari bazi
mikotoksinleri iiretmelerine ve Bacillus tiirleri ile birlikte biiyiiyen Fusarium

tiirlerinin hifsel yapisinin gesitli degisimlerine baglanmustir.

Mahmoud et al. (2015), yaptiklar1 ¢alismada ti¢ farkli Bacillus izolatini
bliylime inhibisyon kategorilerine gore derecelendirmislerdir. Bu izolatlarin
R.solani’ye kars1 sirasiyla 4, 4 ve 3.derecede, F.solani’ye kars1 2, 2 ve 1.derecede,
F.semitictum’a kars1 ise 3.derecede etki gosterdiklerini belirlemislerdir. Bacillus
izolatlarinin biiyiime inhibisyon kategorilerine gore derecelendirildigi bir baska
calismada ise incelenen on Bacillus izolatinin R.solani, F.solani ve Fusarium
spp.’ye kars1 3.derecede etkili oldugu gosterilmistir (Soltan et al., 2022). Bir bagka
calismada ise, B.amyloliquefaciens’in Fusarium verticillioides {izerindeki
inhibisyon etkisi biiylime inhibisyon kategorisine gore 4.derece olarak
belirlenmistir (Alvindia and Natsuaki, 2009).

Calismamizda, biiyime inhibisyon  kategorisine  gore  yapilan
degerlendirmede en etkili izolatlar olarak belirlenen T-1-18-a, T-4-8, T-4-13-a, T-
4-14-a, T-4-14-b, T-4-15, C-2-30-a, C-3-19, O-1-59-b, O-2-38, O-3-21, O-4-11-a,
0-5-1, 1-K-49-b, 2-K-35-a ve 2-K-35-b kodlu 16 adet Bacillus izolati, R.solani
tizerinde 3.derece, B.cineria ve F.solani iizerinde ise 2.derecede etkili olarak
simiflandirilmiglardir. Ayrica, T-3-12-a, C-3-20-3, 2-K-5, 4-Ka-59-a-b, 3-K-S-1-a,
3-K-S-14, 3-K-S-17-a, 3-K-S-37, 3-K-S-39-a, 3-K-S-47-3, 3-K-S-49, 3-K-S5-60-3,
3-K-S-61, 3-K-S-64, K-6-13-b-a, O-6-50-a ve C-1-16-a kodlu 17 adet Bacillus
izolati, biliyiime inhibisyon kategorisine gore B.cinerea iizerinde 3.derece,
F.solani ve R.solani tizerinde ise 2.derecede etkili olarak siniflandirilmislardir.
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Biiytime inhibisyon kategorisine gore her bir inhibisyon derecesini kag
farkli Bacillus izolatinin gosterdigine dair elde edilen veriler ise Cizelge 4.3°te
gosterilmistir. Buna gore ¢alismamizdaki Bacillus izolatlariin higbir fitopatojene
karst 4. derecede inhibisyon etkisi gostermedigi belirlenmistir. Ozellikle
F.solani’ye karsi ise 3. derecede inhibisyon etkisi gosteren Bacillus izolati
belirlenememistir. Genel olarak bakildiginda kullanilan Bacillus izolatlar1 ile
B.cinerea’ya karsi en giiclii etki, F.solani’ye kars1 ise en zayif etki elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Kullanilan Bacillus izolatlarimin fitopatojenik funguslara karst gosterdikleri

inhibisyon etkilerinin biiylime inhibisyon kategorilerine gore sayilari.

Biiyiime Inhibisyon Kategorilerine Gore Bacillus izolat

Fitopatojenik
Sayilar
Funguslar
O.derece  1.derece 2.derece 3.derece 4.derece
B.cinerea 3 8 80 27 0
F.solani 8 36 74 0 0
R.solani 11 4 87 16 0

Bacillus izolatlar1 ile Botrytis cinerea, Fusarium solani ve Rhizoctonia
solani gibi fitopatojenik funguslara karsi gergeklestirilen ikili kiltiir testi
yontemine ait 7.glindeki petri gorselleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Bacillus Fitopatojenik Funguslar

izolatlan B.cineria F.solani R.solani

T-1-18

T-1-18-a

Sekil 4.6. Bacillus izolatlarinin ikili kiiltiir testi yontemi ile belirlenen antifungal etkilerinin petri
goriintiileri (7.glin).
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlar

B.cineria

F.solani

T-1-18-b

R.solani

AT ‘
7B

-

T-2-2

T-2-16

T-3-10

T-4-8

T-4-9

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlan B.cineria

F.solani

T-4-13-a

R.solani

T-4-14-a

T-4-14-b

T-4-15

T-4-17

T-4-19

Sekil 4.6. (devam)




93

Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

B.cineria

T-11-8

F.solani
P f'l—l S

C-2-1-a

C-2-1-b

C-2-30-a

C-2-30-b

C-2-36

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

B.cineria

F.soani

R.solani

C-3-10

C-3-15-a

C-3-19

C-3-22-a

C-3-22-b

C-3-23

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlar

B.cineria

F.solani

R.solani

C-3-31

0-1-31-b

0-1-57-b

0-1-59-b

0-1-85

0-2-38

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlar

B.cineria

F.solani

R.solani

0-2-44-b

0-2-61-a

0-2-61-c

0-3-5-b

0-3-21

0-3-30

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus Fitopatojenik Funguslar

izolatlar B.cineria F.solani R.solani

0-4-11-a

0-4-13-a

0-4-57-a

0-4-68

0-4-82

0-5-1

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlan

B.cineria

F.solani

R.solani

B-2-6-b

B-2-24-a-a

B-2-24-a-b

K-6-22

K-8-10-a

K-9-37-a

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus Fitopatojenik Funguslar

izolatlar B.cineria

=

F.s_olani R.solani

4-Ka-22

4-Ka-58-1

4-Ka-61-3-
a

Al

0-2-55-a

0-2-55-b

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

izolatlan

Fitopatojenik Funguslar

B.cineria

F.solani

R.solani

0-2-80-b

—

0-4-57-b

T-3-12-a

T-3-12-b

T-4-20-c-
b-b

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus Fitopatojenik Funguslar

izolatlar B.cineria F.solani
. ‘é_.—o’ e

T-4-20-e-a

T-4-20-e-b

C-3-20-a

C-3-20-b

B-1-4-a-2-

K-7-4

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlan

B.cineria

F.solani

R.solani

K-7-14-1

= == .

1-K-49

1-K-49-a

1-K-49-b

2-K-5

2-K-13-a

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

B.cineria

F.solani

R.solani

2-K-13-b

2-K-29

2-K-35-a

2-K-35-b

2-K-37

3-K-10

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

izolatlan

Fitopatojenik Funguslar

B.cineria

F.solani

R.solani

3-K-12-b-

3-K-12-b-

3-K-25

3-K-41-a-a

3-K-41-a-

4-Ka-59-a-
a

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlar

B.cin

eria

F.solani

R.solani

4-Ka-59-a-
b

4-Ka-46-b

11-9

30-2

1-K-21

1-K-55-b

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlan

B.cineria

F.solani

R.solani

3-K-S-1-a

=

3-K-§-2

3-K-S-14

3-K-S-17-

3-K-S-19

3-K-S§-31

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

3-K-S-37

B.cineria

F.slani

R.solani

3-K-S-39-

3-K-S-44

3-K-5-47-

3-K-S-47-

3-K-S-49

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus Fitopatojenik Funguslar

izolatlan B.cineria F.solani R.solani

3-K-S-60-

3-K-S-60-

3-K-S-61

3-K-S-64

K-6-13-b-

T-3-10-b-
b-1

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus

Fitopatojenik Funguslar

izolatlar

B.cineria

F.solani

R.solani

0-4-50

0-6-50-a

0-6-50-b

C-1-14

C-1-16-a

C-1-16-b

Sekil 4.6. (devam)
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Bacillus Fitopatojenik Funguslar

izolatlan B.cineria F.solani R.solani

8-4-a

11-8

Sekil 4.6. (devam)

4.2. Bacillus Izolatlarn Tarafindan Uretilen Antifungal Lipopeptidlerin

Incelenmesi

Bacillus tiirleri tarafindan iretilen antibiyotik maddeler arasinda siklik
lipopeptitler gibi biyosiirfaktanlar bulunmaktadir. Bunlar, siirfaktinleri, iturinleri,
likenisinleri, fengisinleri, pumilasidinleri ve izohalobasilinleri igermektedir
(Pueyo et al., 2009). Biyokimyasal 6zelliklerinden dolay1 kozmetik, ilag, tarim,
gida ve petrokimya endiistrileri dahil olmak iizere ¢esitli endiistriyel alanlarda
kullanilmak tizere ilgi gormektedirler (Bertrand et al., 2018). Bacillus tiirleri, bu
tir biyoaktif molekiillerin biiylik 6lgekli iiretimi i¢in verimli lireticiler olarak
kabul edilmektedir. Bitki hastaliklarinin biyolojik kontrolii i¢in Bacillus
lipopeptitlerinin {i¢ ailesi, yani siirfaktin, iturin ve fengisin, ¢esitli fitopatojenlere
kars1 giiclii antagonistik aktiviteleri bakimindan incelenmektedir. Bu nedenle, bu
bilesikler yaygin olarak geleneksel antibiyotiklere, fungus hastaliklarina ve
yasami tehdit eden hastaliklara kars1 artan direng sorununa potansiyel alternatifler
olarak kabul edilmektedir (Meena and Kanwar, 2015). Ayrica, lipopeptidler toksik
olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen ve hatta biyolojik olarak uyumlu
maddeler olarak bilinmektedir. Lipopeptidler bu 6zellikleri sebebiyle kimyasal
pestisitlerin yerine kullanilabilecek dogal pestisitler olarak
degerlendirilmektedirler. Bacillus sp. tarafindan iretilen siirfaktin, iturin ve
fengisin antibakteriyel ve antifungal etkilerine ek olarak toprakta besin

kullanimin1 uyarabilmekte ve sistemik direnci indiikleyebilmektedirler. Bu
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sayede, tarimsal iriinlere lipopeptit iireten mikroorganizmalarin suslarinin
eklenmesinin, organik ve siirdiiriilebilir tarimsal iiretimin gelistirilmesi i¢in bir

¢Oziim sunabilecegi diisiiniilmektedir (Petrila et al., 2020).
4.2.1. On tarama testi olarak hemolitik aktivitenin belirlenmesi

Biyosiirfaktan iireten bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in 6n tarama
testi olarak hemoliz testi kullanilmaktadir (Walter et al., 2010; Shoeb et al., 2015;
Sarwar et al., 2018). Kullanilan Bacillus izolatlarinin da biyosiirfektan 6zellikli
lipopeptid antibiyotik iiretimlerinin belirlenmesi i¢in kanli agar besiyerinde 6n
tarama testi olarak hemoliz aktivitesi incelenmistir. Seffaf zon olusturan
izolatlarin antifungal lipopeptid iirettikleri bilinmektedir.

T-2-16, T-4-9, T-4-14-b, T-4-15, K-9-37-a, A-1, 2-K-37, 3-K-25, 3-K-S-37
ve 3-K-S-49 kodlu Bacillus izolatlar1 ile en yiiksek zon capi degerleri elde
edilmistir. Ayrica, T-4-20-c-b-a, T-4-20-c-b-b, O-2-80-b, K-7-4, 30-2, 3-K-12-b-b
ve 3-K-S-44 kodlu izolatlarda hemolitik aktivite saptanmamistir. Caligmada
kullanilan ¢ogu izolat ile (0-2,1 cm) kontrol olarak kullanilan insan patojeni bir
bakteri olan S.aureus BAA-40 ile elde edilen zon ¢apindan (1,2+0,11 cm) daha
yiiksek zon cap1 degerleri elde edilmistir. Ancak bu sonug izolatlarin patojenitesi
sebebiyle degil antifungal lipopeptid tiretimleri ile iligskilendirilmistir. Calismada
kullanilan Bacillus izolatlar1 ile elde edilen hemoliz zon ¢ap1 degerleri Cizelge

4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Calismada kullanilan Bacillus izolatlari ile elde edilen hemoliz zon gaplari.

) ] Hemoliz Zon Capi . ] Hemoliz Zon Capi
Bacillus Izolatlar Bacillus Izolatlar:
(cm=SS) (cm=SS)

T-1-18 1,6+0,05 C-1-16-a 1,3+0,15

T-1-18-a 1,6+0,05 C-1-16-b 1,3+0,05
T-2-2 1,9+0,05 C-3-20-a 1,3+0,15
T-2-16 2,0+0,05 C-3-20-b 1,1+£0,1
T-3-10 1,4+0,1 0-2-55-a 1,3£0,05
T-4-8 1,8+0,1 0-2-55-b 1,0+0,1
T-4-9 2,0£0,05 0-2-80-b 0




Cizelge 4.4. (devam)

112

. . Hemoliz Zon Cap1 . . Hemoliz Zon Cap1
Bacillus Izolatlar: Bacillus Izolatlar:
(cmz=SS) (cm=SS)
T-4-13-a 1,9+0,1 0-4-50 1,5+0,15
T-4-14-a 1,7£0,1 0-4-57-b 1,4+0,05
T-4-14-b 2,0+0,1 0-6-50-a 1,4+0,17
T-4-15 2,1+0,2 0-6-50-b 1,0+0,05
T-4-17 1,2+0,1 B-1-4-a-2-b 1,3+0,2
T-4-19 1,3+0,05 K-6-13-b-a 1,3+0
T-11-8 1,5+0,05 K-7-4 0
C-2-30-a 0,9+0,1 K-7-14-1 1,3+0,05
C-2-30-b 1,3+0,1 8-4-a 1,140,1
C-2-36 1,3+0,05 11-8 1,2+0,11
C-3-10 1,8+0,11 11-9 1,240,1
C-3-15-a 1,2+0 30-2 0
C-3-19 1,3+0,1 1-K-21 1,440,2
C-3-22-a 1,3+0,1 1-K-49 3,4+0,1
C-3-22-b 1,6+0,05 1-K-49-a 1,4+0,1
C-3-23 1,340,17 1-K-49-b 1,6+0,1
C-3-31 1,6+0,1 1-K-55-b 1,5+0,05
0-1-31-b 1,6+0,1 2-K-5 1,3+0,05
0-1-57-b 1,4+0,1 2-K-13-a 1,2+0,05
0-1-59-b 1,6+0,1 2-K-13-b 1,3+0,05
0-1-85 1,2+0,05 2-K-29 1,3+0,05
0-2-38 1,640,1 2-K-35-a 1,1+0,1
0-2-44-b 1,9+0,1 2-K-35-b 1,3+0,1
0-2-61-a 1,740,1 2-K-37 2,1+0,05
0-2-61-c 1,5+0,05 3-K-10 1,3+0,1
0-3-5-b 1,240,1 3-K-12-b-a 1,0+0,05
0-3-21 1,6+0,05 3-K-12-b-b 0
0-3-30 1,9+0,11 3-K-25 2,0+£0,05
0-4-11-a 1,4+0,05 3-K-41-a-a 0,7+0,1
0-4-13-a 1,4+0,11 3-K-41-a-b 1,940,1
0-4-57-a 1,1+0,1 4-Ka-59-a-a 1,7+0,36
0-4-68 1,5+0,1 4-Ka-59-a-b 1,6+0,1
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Cizelge 4.4. (devam)

Bacillus izolatlan Hemoliz Zon Cap: Bacillus izolatlan Hemoliz Zon Cap:
(cmzSS) (cm=£SS)
0-4-82 1,8+0,2 3-K-S-1-a 1,3+0,05
0-5-1 1,5+0,1 3-K-S-2 1,4+0,1
B-2-6-b 1,340,2 3-K-S-14 1,340
B-2-24-a-b 1,340,1 3-K-S-17-a 1,5+0,05
K-6-22 1,7+0,05 3-K-S-19 1,3+0,05
K-9-37-a 2,1+0,23 3-K-S-31 1,2+0,1
4-Ka-22 1,8+0,05 3-K-S-37 2,040
4-Ka-58-1 1,940,1 3-K-S-39-a 1,2+0,1
A-1 2,0+0,11 3-K-S-44 0
T-3-10-b-b-1 1,420,05 3-K-S-47-a 1,3+0,05
T-3-12-a 1,420,05 3-K-S-47-b 0,8+0,1
T-3-12-b 1,6+0,1 3-K-S-49 2,0+0,26
T-4-20-c-b-a 0 3-K-S-60-a 1,5+0,17
T-4-20-c-b-b 0 3-K-S-60-b 1,3+0
T-4-20-e-a 1,440 3-K-S-61 1,340
T-4-20-e-b 1,3+0,05 3-K-S-64 1,3+0,05
C-1-14 1,240,1 4-Ka-46-b 0,7+0,1

Bundan sonra gergeklestirilecek olan Q-TOF ile kantitatif siirfaktin ve iturin
A analizlerinde yiizde biiylime inhibisyon degeri yiiksek olan, hemoliz testi pozitif
cikan ve yiikksek hemoliz zon capi1 olusturan izolatlarin kullanilmasina karar

verilmistir.

Elde edilen sonuglara ait iiclincli glindeki zon olusumlarini gosteren

fotograflar Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

T-1-18-a T-2-2

T-2-16 T-4-8

T-4-13-a T-4-14-a

T-4-14-b T-4-15 T-4-17

Sekil 4.7. Calismada kullanilan Bacillus izolatlarinin hemolitik aktivite sonuglar1 (3. giin).
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Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

T-4-19

T-11-8

C-2-30-a

C-2-30-b

C-3-15-a

C-3-22-b

0-1-31-b

0-1-57-b

0-1-59-b

Sekil 4.7. (devam)
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Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

0-1-85

0-2-38

0-2-44-b

0-2-61-a

0-2-61-c

0-3-5-b

0-3-21

0-3-30

0-4-11-a

0-4-13-a

0-4-57-a

0-4-68

0-4-82

0-5-1

B-2-6-b

Sekil 4.7. (devam)
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Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

B-2-24-a-b

K-6-22

K-9-37-a

4-Ka-22

4-Ka-58-1

A-1

T-3-10-b-b-1

T-3-12-a

T-3-12-b

T-4-20-c-b-a

T-4-20-e-a

T-4-20-c-b-b

T-4-20-e-b

Sekil 4.7. (devam)
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Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

C-1-16-b

C-3-20-a

C-3-20-b

//.
4

0-2-55-a

0-2-55-b

0-2-80-b

0-4-50

0-4-57-b

0-6-50-a

/ I

0-6-50-b

B-1-4-a-2-b

K-6-13-b-a

K-7-4

Sekil 4.7. (devam)
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Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

11-8

11-9

30-2

1-K-49

1-K-49-a

1-K-49-b

1-K-55-b

2-K-5

2-K-13-a

2-K-13-b

2-K-29

2-K-35-a

2-K-35-b

2-K-37

Sekil 4.7. (devam)
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Bacillus izolatlarinin Hemolitik Aktivite Sonuclar

3-K-10

3-K-12-b-a

3-K-12-b-b

3-K-25

3-K-41-a-a

3-K-41-a-b

4-Ka-59-a-a

4-Ka-59-a-b

3-K-S-1-a

3-K-S-2

3-K-S-14

3-K-S-17-a

3-K-§-19

3-K-S-31

3-K-S-37

Sekil 4.7. (devam)




121

Bacillus izolatlarimin Hemolitik Aktivite Sonuclar

3-K-S-39-a

3-K-5-44

3-K-5-47-a

3-K-S-47-b

3-K-S-60-a

3-K-S-60-b

3-K-S5-61

3-K-S-64

4-Ka-46-b

Sekil 4.7. (devam)

4.2.2. Antifungal lipopeptidlerin iiretimi

Bacillus izolatlarinin antifungal lipopeptid tretimlerinin incelenmesi igin

LB besiyerinde 30°C ve 150 rpm’de 96 saat siiresince gergeklestirilen inkiibasyon

sonunda her bir izolattan alinan 45 ml kultir sivist 15 dakika suresince 9000

rpm’de santrifiijlenerek ekstraksiyon isleminin gergeklestirilecegi siipernatant elde

edilmistir. Tiim izolatlardan esit hacimde kiiltiir sivis1 ekstrakte edilmesine dikkat

edilmistir.
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4.2.3. Antifungal lipopeptidlerin etil asetat kullanilarak ekstraksiyonu

Organik  solventlerin  kullanimi, lipopeptitlerin  ekstraksiyonu  ve
saflastirilmast i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bu amagcla kloroform,
metanol, petrol eteri, etil asetat, n-heksan, eter, etanol ve heptan gibi farkli polarite
indekslerine sahip solventler kullanilmaktadir (Valenzuela Ruiz et al., 2020;
Venkataraman et al., 2022). Bu solventler, asit ¢oktiirme i¢in tamamlayict bir
yontem olarak kullanilabilmektedir. Bu durumda, asit ¢oktiirme ile elde edilen
cokelti, bahsedilen solventlerden biri ile ekstraksiyona tabi tutulmaktadir (kat1 siv1
ekstraksiyonu). Bununla birlikte solvent ekstraksiyonu, iiretim ortami ve organik
solventin karistirilmasi yoluyla bir sivi-sivi ekstraksiyonu seklinde, saflagtirma
isleminde ilk adim olarak da kullanilabilmektedir (Valenzuela Ruiz et al., 2020).
Bir solvent segmeden once, istenen biyosiirfaktanin solvent i¢indeki ekstraksiyon
verimliligi ve ¢oziiniirliigii g6z 6nilinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, saflastirma

icin kapsamli bir optimizasyon gerekmektedir (Venkataraman et al., 2022).

T-1-18, T-2-2, T-2-16, T-4-8 ve T-4-9 kodlu Bacillus izolatlar1 kullanilarak
Kisim 3.2.4.3’te anlatilan etil asetat yontemi ile gerceklestirilen sivi-sivi
ekstraktsiyon iglemi sonucu elde edilen ham ekstraktlarin antifungal etkisi, agar
kuyucuk difiizyon yoOntemi ile incelendiginde higbir izolatin kullanilan {ig

fitopatojene kars1 da antifungal etki gostermedigi belirlenmistir.

4.2.4. Antifungal lipopeptidlerin HCI-Metanol kullanilarak ekstraksiyonu

En eski lipopeptit saflastirma teknigi asit ile ¢oktiirmedir (Coutte et al.,
2017; Valenzuela Ruiz et al., 2020; Venkataraman et al., 2022). Bu teknikte, ilk
once santrifiijleme ile hiicreler liretim ortamindan uzaklastirilmaktadir ve daha
sonra klorik veya siilfiirik asit kullanilarak pH 2,0’ye distiriilmektedir. Coktiirme
islemi gece boyunca 4°C'de gerceklestirilmektedir (Coutte et al., 2017). Bu
sekilde, lipopeptitlerin negatif yiikleri nétralize edilmekte ve sulu fazdaki
¢oziiniirliikleri azalmaktadir (Valenzuela Ruiz et al., 2020). Van der Waals
kuvvetleri ile birbirlerine baglanarak agirliklar1 artmakta ve bu sayede sivinin
altinda ¢okelmektedirler (Venkataraman et al., 2022). Santrifiijleme sonrasi
siipernatant uzaklastirlldiginda elde edilen cokeltideki lipopeptitler organik
solventler ile ekstrakte edilmektedir. Bu teknik, siirfaktin ve fengisin gibi negatif
yikli lipopeptitlerin  ekstraksiyonu i¢in olduk¢a uygunken zwitteriyonik
lipopeptitlerin geri kazanilmasi i¢in daha az uygundur. Bu yontem, ayni zamanda,

bircok c¢alismada cesitli solvent ekstraksiyon yontemleri (metanol, kloroform,
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aseton, asetonitril veya bunlarin karigimlari) ve esas olarak da metanol/kloroform
2:1 v/v oraninda birlestirilerek uyarlanmistir (Coutte et al., 2017). Bu teknik
kullanilarak yiiksek geri kazanim oranmi elde edilebilmekte (%97) ancak diger
bilesikler de (6rn., peptitler) lipopeptitlerle birlikte ¢okelebildiginden %60'mn
altinda saflik elde edilmektedir ve ¢ok adimli solvent ekstraksiyonu veya baska
bir teknikle birlestirme yoluyla iyilestirilmesi gerekmektedir (Coutte et al., 2017;
Valenzuela Ruiz et al., 2020).

Etil asetat ile ekstraksiyon yontemi kullanilarak sonug¢ alinamamasi tizerine
Kisim 3.2.4.4°te anlatilan HCI-Metanol yontemi kullanilarak ekstraksiyon islemi
gergeklestirilmistir. Yapilan 6n denemede kullanilan T-2-16, T-4-8, T-4-9, T-4-
17, C-3-31 ve O-1-31-b kodlu Bacillus izolatlarindan elde edilen ekstraktlarin
Rhizoctonia solani’ye kars1 5. giinde gosterdikleri antifungal etki Sekil 4.8’de
gosterilmistir. Bu c¢aligma 6n deneme olarak gergeklestirildigi icin Olgiim
alimmamistir. Ancak antifungal metabolitlerin varligin1 gosteren inhibisyon zonu
gozlemlendigi icin ekstraksiyon islemine HCI-Metanol yontemi kullanilarak
devam edilmesine karar verilmistir.

Rhizoctonia solani Metanol

Sekil 4.8. HCI-Metanol yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlarin R.solani ye kargi antifungal
etkisinin belirlendigi 6n deneme sonuglart.
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4.2.5. Antifungal lipopeptid ekstraktlarinin agar kuyucuk difiizyon yontemi
ile antifungal etkisinin belirlenmesi

Yapilan ¢alismada kullanilan fitopatojenik funguslarin 5.giin ve 10.glinde
yarigap degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen yaricap degerleri B.cinerea, F.solani ve
R.solani igin sirasiyla 4,2 cm, 5,5 cm ve 6,6 cm’dir. Sekil 4.9’da fitopatojenik
funguslara ait kontrol petrilerinin fotograflari gosterilmistir.

B.cinerea (10.giin) F.solani (10.giin) R.solani (5.giin)

Sekil 4.9. Caligmada kullanilan fitopatojenik funguslarin kontrol petrileri.

77 adet Bacillus izolat1 ile HCl-Metanol yontemi kullanilarak ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir ve ekstraktlarin fitopatojenik funguslarin biiylime
hizlarina gore Botrytis cinerea ve Fusarium solani’ye karsi 10.glinde, Rhizoctonia
solani’ye kars1 ise 5.glinde agar kuyucuk difiizyon yontemi ile belirlenen yiizde
biiyiime inhibisyon degerleri Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. HCI-Metanol yontemi kullanilarak elde edilen Bacillus ekstraktlarimin fitopatojenik
funguslar tizerindeki yiizde biiylime inhibisyon degerleri (PGI) ve bu degerlerin

biiyiime inhibisyon kategorisine (GIC) gore derecelendirilmesi.

Fitopatojenik Funguslar

Bacillus izolatlar B.cinerea F.solani R.solani

(10.giin) (10.giin) (5.giin)
1 T-1-18 11,946,3 (1) 10,940 (1) | 27,34+0,0 (2)
2 T-1-18-a 16,7+6,3 (1) | 16,4+1,8 (1) | 28,3+1,7 (2)
3 T-2-2 15,9449 (1) | 26,7+1,0 (2) | 28,8+1,5 (2)
4 T-2-16 19,0+6,3 (1) | 30,3+1,0 (2) | 28,3+£3,1 (2)
5 T-3-10 27,0£1,4 (2) | 35,7£1,0 (2) | 25,7+1,5 (1)
6 T-4-8 18,2+1,4 (1) | 33,9+1,0 (2) | 29,3%1,7 (2)
7 T-4-9 16,7+2,4 (1) | 35,7+1,0 (2) | 29,3+£2,3 (2)
8 T-4-13-a 15,9+1,4 (1) | 29,7+£2,1 (2) | 26,5%1,1 (2)




Cizelge 4.5. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus izolatlar B.cinerea F.solani R.solani

(10.giin) (10.giin) (5.giin)
9 T-4-14-a 8,7+1,4 (1) | 23,6+1,8 (1) | 28,8+0,0 (2)
10 T-4-14-b | 24,6x1,4 (1) | 33,9+1,0 (2) | 32,3+0,9 (2)
11 T-4-15 11,141,4 (1) | 33,3+1,0 (2) | 31,3+0,9 (2)
12 T-4-17 11,940 (1) | 16,4£1,8 (1) | 21,2+2,6 (1)
13 T-4-19 0 (0) 15,1+1,0 (1) | 24,2+0,0 (1)
14 T-11-8 0 (0) 32,1£1,0 (2) | 27,3£2,6 (2)
15 C-2-30-a 11,1+1,4 (1) | 17,6+1,0 (1) | 29,8+0,9 (2)
16 C-2-30-b 11,942,4 (1) | 32,1+1,0 (2) | 29,3+1,7 (2)
17 C-2-36 4,0£1,4 (1) |27,9+1,0 (2) | 28,8+1,5 (2)
18 C-3-10 55+1,4 (1) | 33,3£1,0 (2) | 32,3+1,7 (2)
19 C-3-15-a 23,840 (1) 36,440 (2) | 37,9+0,0 (2)
20 C-3-19 24.6+1,4 (1) | 23,60 (1) | 33.8+0,9 (2)
21 C-3-22-a | 35,9+1,7(2) | 32,1£1,3(2) | 30,2+3,9 (2)
22 C-3-22-b | 37,0£1,0 (2) | 29,9+2,9 (2) | 32,3+0,9 (2)
23 C-3-23 38,242.6 (2) | 32,4+1.1 (2) | 30,5+3,3 (2)
24 C-3-31 342+1,7 (2) | 29,240 (2) | 26,6+1,6 (2)
25 0-1-31-b | 342+3,4(2) | 25,4+1,9 (1) | 25,5+0,9 (1)
26 0-1-57-b 32,540 (2) | 29,2+1,9 (2) | 25,040 (1)
27 0-1-59-b 32,5+3.4 (2) | 25,4+1,9 (1) | 22,943,6 (1)
28 0-1-85 342+1,7 (2) | 29,9+1.1 (2) | 27,1+£2.4 (2)
29 0-2-38 0 (0) 1,5£1,3 (1) | 14,1£1,6 (1)
30 0-2-44-b | 29,719 (2) | 24,8+2.2 (1) | 26,6x1,6 (2)
31 0-2-61-a | 30,9+1,7(2) | 21,6£1,9 (1) | 25,0+1,6 (1)
32 0-2-61-c | 30,3+1,0(2) | 17,840 (1) | 26,0+0,9 (2)
33 0-3-5-b 34240 (2) | 25,4+1,9 (1) | 31,8+5,0 (2)
34 0-3-21 35,3+10,8 (2) | 18,4+1,1 (1) | 26,640 (2)
35 0-3-30 292+1,7(2) | 31,8+1,1 (2) | 28,1+1,6 (2)
36 0-4-11-a 39,3£1,7 (2) | 27,3£1,9 (2) | 25,0+1,6 (1)
37 0-4-13-a 38,2+1,0 (2) | 29,240 (2) | 30,2+5,0 (2)
38 0-4-57-a 34,2434 (2) | 31,2+1,9 (2) | 26,0+0,9 (2)
39 0-4-68 31,4+1,0 (2) | 20,6+1,3 (1) | 33,845,9 (2)
40 0-4-82 342+1,7 (2) | 23,5+1,9 (1) | 25,0£1,6 (1)




Cizelge 4.5. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar
Bacillus izolatlar B.cinerea F.solani R.solani
(10.giin) (10.giin) (5.giin)

41 0-5-1 258+1,7 (1) | 24,1+1,1 (1) | 25,0+1,6 (1)
42 B-2-6-b 10,1+9,7 (1) | 1,8+1,1 (1) | 14,1+1,6 (1)
43 | B-2-24-a-b 2,240 (1) 3,8+1,1 (1) | 17,2+1,6 (1)
44 K-6-22 31,4+1,9 (2) | 22,2+1,1 (1) | 26,6+0 (2)
45 K-9-37-a | 342+1,7(2) | 23,540 (1) | 29,7+1,6 (2)
46 4-Ka-22 33,1+1,0 (2) | 24,1+1,1 (1) | 25,040 (1)
47 4-Ka-58-1 15,7+3,4 (1) 4,4+0 (1) 18,2+5,0 (1)
48 A-1 32,5¢1,7 (2) | 20,3+1,1 (1) | 26,6+1,6 (2)
49 0-2-55-a | 33,9+1,5(2) | 12,8+1,1 (1) | 24,4+4.8 (1)
50 0-4-57-b | 484+1,7(2) | 25,6+6,7 (1) | 29,4£1,9 (2)
51 T-3-12-a | 34,9+0,9 (2) | 28,8+1,9 (2) | 25,5+1,0 (1)
52 T-3-12-b 47,4+1,5(2) | 28,2+1,1 (2) | 26,7+1,7 (2)
53 | T-4-20-e-a | 42,9+1,5(2) | 28,8+1,9 (2) | 29,4+2,5 (2)
54 C-3-20-a 459+1,5 (2) | 28,2444 (2) | 28,9+2.5 (2)
55 K-7-14-1 41,4+1,5(2) | 30,8+£1,9 (2) | 29,4+2.5 (2)
56 1-K-49-a 459+1,5(2) | 34,619 (2) | 29,4+1,9 (2)
57 2-K-5 38,4426 (2) | 30,8+1,9 (2) | 20,0+1,7 (1)
58 2-K-13-a 41,4440 (2) 30,8+0 (2) | 23,9+1,0 (1)
59 2-K-29 51,0+2,3 (3) | 35,2+2,9 (2) | 27,8+1,0 (2)
60 2-K-35-a 46,4+1,7 (2) | 30,8£1,9 (2) | 25,0+0 (1)
61 2-K-37 39,4453 (2) | 31,442.9 (2) | 15,040 (1)
62 3-K-10 39,4+0,9 (2) | 25,6+1,1 (1) | 21,1+1,0 (1)
63 3-K-25 35,9409 (2) | 31,4+1,1 (2) | 15,0+1,7 (1)
64 | 4-Ka-59-a-a | 45,9+6,0 (2) | 30,8+1,9 (2) | 23,3+1,7 (1)
65 3-K-S-1-a | 39,9+3,0(2) | 32,7+1,9 (2) | 27,2+1,0 (2)
66 3-K-S-14 34,4+4,6 (2) 3,840 (1) 10,0+1,7 (1)
67 | 3-K-S-17-a | 42,4409 (2) | 25,6+2,9 (1) | 22,2+1,0 (1)
68 3-K-S-37 45,4490 (2) | 33,3%1,1 (2) | 12,2+3,5 (1)
69 | 3-K-S-39-a | 36,9+3,0(2) | 29,0+1,1 (2) | 26,6+4,3 (2)
70 | 3-K-S-47-a 39,9+0 (2) 25,840 (1) | 32,0+8,0 (2)
71 3-K-S-49 49,9+4.3 (2) 35,440 (2) | 29,3+4,1 (2)




Cizelge 4.5. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus izolatlar B.cinerea F.solani R.solani

(10.giin) (10.giin) (5.giin)
72 | 3-K-S-60-a | 49,9492 (2) | 25,2+4,4 (1) | 32,6+1,9 (2)
73 3-K-S-61 49,9492 (2) | 25,8+1,9 (1) | 28,8+3.4 (2)
74 3-K-S-64 60,0+6,2 (3) | 24,6+1,1 (1) | 33,1+4,3 (2)
75 | K-6-13-b-a | 50,4+3,0 (2) | 23,3+1,1 (1) | 34,24+4,7 (2)
76 0-6-50-a 47440 (2) | 29,6+1,9 (2) | 21,1+1,0 (1)
77 C-1-16-a 55,4+5,3 (3) | 29,6+1,9 (2) | 22,8+1,0 (1)

Hesaplanan yiizde biiylime inhibisyon degerlerinin Kisim 4.1.2°de iKili
kiiltiir testi yontemi ile elde edilenlerle karsilastirilmasi sonucu daha diisiik
inhibisyon degerlerinin elde edildigi goriilmiistiir. B.cinerea i¢in %0 - %60,0+6,2
araliginda, F.solani i¢in %1,5+1,3 - %36,4+0 araliginda ve R.solani i¢in ise

%10,0+1,7 - %37,9+0,0 araliginda biiylime inhibisyon degerleri belirlenmistir.

Genel olarak izolatlarin ¢ogu B.cinerea’ya karsi daha yiiksek antifungal etki
gostermistir. B.cinerea’ya karsi en etkili izolatlarin sirasiyla 3-K-S-64, C-1-16-3,
2-K-29, K-6-13-b-a oldugu tespit edilmistir. Ayrica, her {i¢ fitopatojen tiire karsi
etkileri degerlendirildiginde, K-7-14-1, 1-K-49-a, 3-K-S-1-a ve 3-K-S-49 kodlu

izolatlarin en yiiksek antifungal etkiyi gosterdigi belirlenmistir.

Ikili kiiltiir testinde izolatlar tarafindan {iretilen diger metabolitlerin de
antibiyotikler ile birlikte etki etmeleri sebebiyle inhibisyon degerinin daha ytliksek
elde edildigi diisiniilmektedir. Rhizoctonia bataticola ve Fusarium oxysporium
f.sp. ciceri’ye kars1 in vitro inhibisyon etkileri incelen 30 farkli Bacillus izolati ile
gergeklestirilen bir bagka ¢alismada da buna benzer bir sonug elde edilmistir. En
etkili
R.bataticola’ya kars1 %53,3 inhibisyon belirlenirken F.oxysporim f.sp. ciceri’ye
kars1 %58.51
antibiyotik ekstraktlarinin etkisi agar kuyucuk diflizyon yontemi ile incelenmistir

izolat olarak belirlenen CaB5 i¢in ikili kiiltir testi yontemi ile

inhibisyon belirlenmistir. Aynmi1 izolat i¢in, elde dilen ham
ve R.bataticola’ya kars1 %40 oraninda inhibisyon belirlenirken F.oxysporim f.sp.

ciceri’ye karst %41,6 2015).
B.velezensis'ten asit ¢Okeltme yontemi ile ekstrakte edilmis ham lipopeptid,

inhibisyon belirlenmistir (Smitha et al.,

Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri kullanilan agar kuyucuk difiizyon
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denemesinde 30°C’de sirasiyla Aspergillus niger ve Mucor sp. iizerinde
%45.0£1.2 ve %70.6+2.4 biiylime inhibisyonu gostermistir (Meena et al., 2018).

Literatiirde Bacillus tiirleri ile firetilen lipopeptidlerin gosterdikleri
antifungal etki ¢alismalarina 6rnekler Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli Bacillus tiirlerinden laboratuvar 6lgeginde iiretilen lipopeptidlerin gosterdikleri

inhibisyon degerleri (Penha et al., 2020).

i Inhibisyon
Mikroorganizma Uretim ortami Parametreler
(%°; mm®)
Bacillus sp. Brain heart infusion broth 125 rpm; 42°C; 48 sa 80 mm
Bacillus
Nutrient broth 150 rpm; 28°C; 72 sa %62,7
amyloliguefaciens
Landy besiyeri 200 rpm; 30°C; 64 sa %87,5
Bacillus subtilis LB besiyeri 130 rpm; 37°C %35
Landy besiyeri 180 rpm; 33°C; 50 sa %96,63
Nutrient broth 150 rpm; 30°C %45,8
160 rpm; 30°C; pH 7,0; 72
Bacillus mojavensis Landy besiyeri 22 mm

sa
a; yiizde biiyiime inhibisyonu
b; patojen inhibisyon zonu

Incelenen Bacillus izolatlar1 arasindan biiyiime inhibisyon kategorisine
gore en etkili izolatin B.cinerea’ya karsi 3.derecede, F.solani ve R.solani’ye karsi
ise 2.derecede etkili olan 2-K-29 oldugu belirlenmistir. Ayrica, C-3-22-a, C-3-22-
b, C-3-23, ¢-3-31, 0-1-85, 0-3-30, O-4-13-a, 0-4-57-a, T-3-12-b, T-4-20-e-a, C-
3-20-a, K-7-14-1, 1-K-49-a, 3-K-S-1-a, 3-K-S-39-a ve 3-K-S-49 kodlu 16 adet
Bacillus izolat1 her ii¢ fitopatojene karst da 2.derecede etki gostermistir. Biiyiime
inhibisyon kategorisine gore her bir inhibisyon derecesini kag¢ farkli Bacillus
izolatinin gosterdigine dair elde edilen veriler ise Cizelge 4.7°de gosterilmistir.
Buna goére higbir Bacillus izolatinin higbir fitopatojene karsi 4. derecede
inhibisyon etkisi gostermedigi belirlenmistir. Sadece B.cinerea’ya karst 3 adet

Bacillus izolatinin 3.derecede etki gosterdigi belirlenmistir. Genel olarak
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bakildiginda kullanilan Bacillus izolatlar1 ile B.cinerea’ya karsi daha etkili
sonuclar alinmistir.
Cizelge 4.7. Kullanilan Bacillus izolatlarindan elde edilen ekstraktlarin fitopatojenik funguslara

karg1 gosterdikleri inhibisyon etkilerinin biiyiime inhibisyon kategorilerine gore

sayilari.

_ o Biiyiime inhibisyon Kategorilerine Gore Bacillus Izolati
Fitopatojenik

Sayilan
Funguslar
O.derece 1l.derece 2.derece 3.derece 4.derece
B.cinerea 3 21 50 3 0
F.solani 0 35 42 0 0
R.solani 0 29 48 0 0

Agar kuyucuk diflizyon yontemi ile antifungal etkisi incelenen Bacillus
izolatlarindan C-3-22-b ve O-2-61-c kodlu izolatlar ile benzer yiizde biiyiime
inhibisyon degeri elde edilmesi sebebiyle bu izolatlarin C-3-22-a ve 0-2-61-a
kodlu izolatlar ile ayni1 izolatlar olabilecegi degerlendirilmistir.

Ayrica, 0-2-38, B-2-6-b, B-2-24-a-b ve 4-Ka-58-1 kodlu izolatlar ile her ii¢
fitopatojenik fungusa kars1 da ya hi¢ ya da ¢ok diisiik bliylime inhibisyon degeri
elde edilmistir. O-3-30 ve 0-4-57-a kodlu izolatlar ise tekrar yapilan incelemeler
sonucu R.solani’ye karsi ¢gikmaza girdigi degerlendirilmistir. Bu nedenle toplamda
8 adet Bacillus izolat1 elenerek siirfaktin ve iturin A’nin Q-TOF ile Kkantitatif
analizinde 69 adet Bacillus izolat1 kullanilmasina karar verilmistir.

Bacillus izolatlar1 ile Botrytis cinerea, Fusarium solani ve Rhizoctonia
solani gibi fitopatojenik funguslara karsi gergeklestirilen agar kuyucuk diflizyon
yontemi sonucunda elde edilen antifungal etkilere ait gorseller Sekil 4.10’da

gosterilmistir.
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

Botrytis cinerea Fusarium solani Rhizoctonia solani
(10.giin) (10.giin)

izolatlar

T-1-18

T-1-18-a

T-2-2

T-2-16

T-3-10

Sekil 4.10. HCI-Metanol yontemi kullanilarak elde edilen Bacillus ekstraktlarinin fitopatojenik
funguslar tizerindeki antifungal etkileri.
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

izolatlar

Botrytis cinerea

Fusarium solani

Rhizoctonia solani
(5.giin)

T-4-8

(10.giin)

T-4-9

T-4-13-a

T-4-14-a

T-4-14-b

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

izolatlar

Botrytis cinerea
a

Fusarium solani
(10.giin)

Rhizoctonia solani
(5.giin)

T-4-15

T-4-17

T-4-19

T-11-8

C-2-30-a

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus ]

] Botrytis cinerea Fusarium solani Rhizoctonia solani

Izolatlar1

(10.giin) (5.giin)

o .
Q .
N .

o O
C-3-19

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

izolatlar

Botrytis cinerea
(10.giin)

Fusarium solani

Rhizoctonia solani
(5.giin)

C-3-22-a

(10.giin)

C-3-22-b

C-3-23

C-3-31

0-1-31-b

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

izolatlar

Botrytis cinerea

Fusarium solani

Rhizoctonia solani
(5.giin

0-1-57-b

0-1-59-b

0-1-85

0-2-38

0-2-44-b

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

izolatlar

Botrytis cinerea
(10.giin

Fusarium solani
(10.giin

Rhizoctonia solani

(5.giin

0-2-61-a

0-2-61-c

0-3-5-b

0-3-21

0-3-30

Sekil 4.10. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

Botrytis cinerea
(10.giin)

Fusarium solani
(10.giin)

Rhizoctonia solani

(5.giin

0-4-11-a

0-4-13-a

0-4-57-a

0-4-68

0-4-82

Sekil 4.10. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

Botrytis cinerea
(10.giin)

Fusarium solani
(10.giin)

Rhizoctonia solani
(5.giin

0-5-1

B-2-6-b

B-2-24-a-

K-6-22

K-9-37-a

Sekil 4.10. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

Botrytis cinerea

Fusarium solani

Rhizoctonia solani

4-Ka-22

4-Ka-58-1

A-1

0-2-55-a

0-4-57-b

Sekil 4.10. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

Botrytis cinerea

Fusarium solani

Rhizoctonia solani

T-3-12-a

T-3-12-b

T-4-20-¢-

a

C-3-20-a

K-7-14-1

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus
. Botrytis cinerea Fusarium solani Rhizoctonia solani
Izolatlar:

(10.giin) (5.giin

1-K-49-a

\ .
o .

N C
o .

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus . . . . . .

. Botrytis cinerea Fusarium solani Rhizoctonia solani
Izolatlar:

(10.giin (5.giin

2-K-37

o .

N ' .
4-Ka-59-

a-a 4

o .

Sekil 4.10. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

Botrytis cinerea

(10.giin)

Fusarium solani
(10.giin)

Rhizoctonia solani

3-K-S-14

3-K-S-
17-a

3-K-S-37

3-K-S-
39-a

3-K-S-
47-a

Sekil 4.10. (devam)
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Bacillus

izolatlar

Fitopatojenik Funguslar

Botrytis cinerea

Fusarium solani

Rhizoctonia solani

(5.giin

3-K-5-49

—

(10.giin)

7

3-K-S-60-

3-K-S-61

3-K-S-64

K-6-13-b-

a

Sekil 4.10. (devam)
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Fitopatojenik Funguslar

Bacillus

Botrytis cinerea Fusarium solani Rhizoctonia solani

(5.giin)

izolatlar

(10.giin) (10.giin

0-6-50-a

C-1-16-a

Sekil 4.10. (devam)

4.2.6. Siirfaktin ve Iturin A icin Kuadrupol Ucus Zamanh (Q-TOF) Kiitle
Kromatografisi ile kantitatif analiz

HCIl-Metanol yontemi kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon islemi
sonucunda elde edilen ekstraktlardan siirfaktin (m/z 1036) ve iturin A (m/z 1043)
icin Q-TOF ile Kkantitatif analiz gerceklestirilmistir. incelenen 69 adet Bacillus
izolatinin 68 tanesinde farkli konsantrasyonlarda siirfaktin ve iturin A {retimi
belirlenmistir. Izolatlarin 59 tanesinde (%85,5) Iturin A, 65 tanesinde (%94,2) ise
stirfaktin iiretimi oldugu belirlenmistir. 3-K-S-14 izolatinda her iki siklik
lipopeptid antibiyotigin de iretilmedigi goriilmistir. Ancak, agar kuyucuk
diflizyon yontemi ile fitopatojenik funguslara karsi inhibisyon gdosterdigi
belirlenmistir. Bu durumun, diger bir siklik lipopeptid olan fengisini tiretmesinden
kaynaklandig1 diisiniilmektedir. Stirfaktin ve iturin A igin Q-TOF LC/MS ile
belirlenen madde miktarlar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Siirfaktin ve iturin A igin Q-TOF LC/MS ile belirlenen madde miktarlari.

Bacillus Izolatlan | iturin A (mg/l) | Siirfaktin (mg/l)
T-1-18 16,94+0.4 7,89+1,7
T-18-a 17,28+0.8 6,64+0,1

T-2-2 31,09+1,8 12,77+1,1
T-2-16 31,054+2,3 12,55+1,4
T-3-10 0 13,91+0,2

T-4-8 32,27+2.9 12,28+0,5

T-4-9 28.,82+0,6 12,41+1,7

T-4-13-a 25,47+1,9 14,05+1,5
T-4-14-a 45,39+13,0 12,94+1,4
T-4-14-b 30,73+2,5 10,93+6,9

T-4-15 27,69+1,9 1429423
T-4-17 0 10,16+2.0
T-4-19 0 3,06+3,9
T-11-8 23,55+0.4 11,84+6,1

C-2-30-a 18,37+0,9 7,12+0,3
C-2-30-b 28,99+0,2 10,93+2.,9
C-2-36 0 12,53+1,4
C-3-10 33,46+0,8 12,77+1,4
C-3-15-a 38,18+2.8 10,23+0,2
C-3-19 0 13,05+0,7
C-3-22-a 29.4+4,7 12,848.5

C-3-23 22,1+0 23,0+13,5

C-3-31 5,9+0 35,4+13,1
0-1-31-b 27,4+3.9 26,5+16,1
0-1-57-b 0,1£0 34,0+4,3
0-1-59-b 32,7+0,9 29,0+13,2
0-1-85 32,0+0,1 38,24+4,0
0-2-44-b 15,5+0 29,4+5,7
0-2-61-a 29,6+0 25,4426
0-3-5-b 0 28,3429
0-3-21 33,3+0 35,0+13,7
0-4-11-a 0 41,043,1
0-4-13-a 0 39,843,4
0-4-68 28,0+10,4 31,2+10,7
0-4-82 0 25,5+10,0




Cizelge 4.8. (devam)
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Bacillus Izolatlan: | iturin A (ug/ml) | Siirfaktin (ug/ml)
0-5-1 20,5+2,8 33,0+12,7
K-6-22 13,4+5,4 28,392

K-9-37-a 32,7+0,7 40,1+2,6
4-Ka-22 31,9+0,4 41,943,5
A-1 32,540 35,6+8,4
0-2-55-a 16,01+2.7 6,97+0,04
0-4-57-b 11,5140,3 10,84+1,7
T-3-12-a 11,34+1,7 6,62+0,1
T-3-12-b 19,57+1,3 10,42+0,2
T-4-20-e-a 13,13+1,9 0
C-3-20-a 15,57+0,6 10,97+0,3
K-7-14-1 13,6609 6,56+0,02
1-K-49-a 13,90+0,9 10,60+0,5
2-K-5 10,07+1,0 7,36+0,06
2-K-13-a 14,08+0,4 7,13+0,7
2-K-29 36,23+2,6 9.47+1,4
2-K-35-a 27,25+7,3 8,79+1,3
2-K-37 9,82+0,6 10,17+1,0
3-K-10 20,38+6,2 0
3-K-25 10,08+0,6 7,50+0,04
4-Ka-59-a-a 38,15+6,5 8,60+0,4
3-K-S-1-a 11,70+2.,9 8,99+1,2
3-K-S-14 0 0
3-K-S-17-a 16,01+0,04 0
3-K-S-37 12,99+3 4 8,91+0,8
3-K-S-39-a 10,38+0,2 6,88+0,2
3-K-S-47-a 11,51+0,1 7,09+0,8
3-K-S-49 9,10+0,2 10,64+0,2
3-K-S-60-a 15,99+5,7 8,34+1,1
3-K-S-61 12,16+0,6 7,3140,4
3-K-S-64 15,82+0,5 9,43+2,2
K-6-13-b-a 13,81+0,9 7,95+0,1
0-6-50-a 14,77+2,1 11,16£1,4
C-1-16-a 14,76+0,5 9,61+1,6
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Lipopeptidlerin aktivitesi ile ilgili olarak yapilan farkli ¢aligmalarda, 0.1
mg/ml konsantrasyonunda B.amyloliquefaciens lipopeptitlerinin B.cinerea'ya
kars1 etkisinin olmadigini bildirilmistir. B.subtilis i¢in 0,5 ila 300 mg/ml arasinda
lipopeptid activitesi belirlenirken, B.amyloliquefaciens i¢in 30 mg/ml
konsantrasyonunda lipopeptitlerin maksimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica, Bacillus XT1 CECT 8661 kullanilldiginda 0,5-20 mg/ml konsantrasyon
araliginda XT1 lipopeptitlerinin antifungal aktivitesi test edilmistir ve bu
bilesiklerin 8 mg/ml (MIC ve MFC) kadar diisiik konsantrasyonlarda inhibe edici
oldugu ve fungisit etkisi dogrulanmistir (Toral et al., 2018).

B.velezensis T701 susu, Cin lahana tursusundan izole edilmis yabani bir
sustur. NB besiyerinde T701 susundan fretilen lipopeptit, 769 mg/l
konsantrasyonuna ulagmistir. Ayristirilmis ve saflastirilmis iturin A2 (saflik =
%99.5) kontrol olarak kullanilmistir ve tiretim ortamindaki iturin A-2 miktar1 110
mg/l olarak belirlenmistir. Diger suslarla karsilastirildiginda, T701 susunun daha
yiiksek iturin A-2 iiretme kabiliyetine sahip oldugu gosterilmistir (Jiang et al.,
2021).

Calismada incelenen 68 adet Bacillus izolatinda belirlenen minimum ve
maksimum siirfaktin miktarlar1 3,06+3,9-41,943,5 ng/ml araliginda degisirken,
iturin A miktarlar1 ise 0,1£0-45,39+13,0 pg/ml araliginda degismektedir. En
yiiksek siirfaktin miktar1 4-Ka-22 kodlu izolatta 41,94+3,5 ng/ml, en yiiksek iturin
A miktari ise T-4-14-a kodlu izolatta 45,39+13,0 pg/ml olarak bulunmustur.

En yiiksek siirfaktin ve iturin A miktarlarina sahip olan izolatlara ait

kromatogramlar Sekil 4.11-Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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1020

=
1040

1060 1080



150

x107

0.8
0.64
044
0.24

+ESI EIC Product lon Frag=300.0V CID@20.0 (** -> 1043.2000) 49-1.d
1

0.5 1 15 2 25 3 35

4 45 5 5.5 6 6.5

715 38
Counts vs. Acquisition Time (min)

x107
1.2

091
0.8
0.7
0561
05
04
03
021

0.14

+ES| Scan (rt: 5.795 min) Frag=300.0V 49-1.d

3300445 ¢

522.2727

72.274
! ‘ 417.2641

487.2702
[ m“\ ok hL il b i

| ‘{ N

597.3461

748.4537

814.4886

922.0098

*1043.5620
¢

‘\“ L. ‘

Ll

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

325 350 375 400 425 450 475 500

Sekil 4.12. Bacillus sp. 4-Ka-22 izolatinda Iturin A igin elde edilen kromatogram.
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Sekil 4.13. Bacillus sp. T-4-14-a izolatinda Siirfaktin i¢in elde edilen kromatogram.
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Sekil 4.14. Bacillus sp. T-4-14-a izolatinda iturin A igin elde edilen kromatogram.
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4.3. Bacillus izolatlarinin Litik Enzim Uretimlerinin incelenmesi

4.3.1. Bacillus izolatlarimin proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Calismada kullanilan 77 adet Bacillus izolati da degisik miktarlarda proteaz
enzim aktivitesi gostermistir. Proteaz enzimi i¢in proteaz enzim aktivitesi, protein

miktar1 ve spesifik aktivite degerleri Cizelge 4.9’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Bacillus izolatlarinin proteaz enzim aktivite degerleri, protein miktarlar1 ve spesifik

proteaz aktiviteleri.

Bacillus | Proteaz Aktivitesi | Protein Miktar: | Spesifik Aktivite
izolatlan (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
T-1-18 180,0+15,5 0,047+0,006 3829,8+288,8
T-1-18-a 194,4+3,5 0,046::0,002 4226,1+101,6
T-2-2 60,0+3,6 0,046+0,006 1304,3+£216,0
T-2-16 125,0+7,7 0,044-+0,006 2840,9+227,1
T-3-10 135,3+6,2 0,046+0,005 2941,34+465,8
T-4-8 107,0+13,0 0,046+0,003 2326,1+452 .4
T-4-9 129,0+8,7 0,044+0,001 2931,8+159.4
T-4-13-a 70,1+1,7 0,032+0,001 2190,6+145,0
T-4-14-a 90+1,9 0,043+0,0003 2093,0+27,1
T-4-14-b 30,5+5,0 0,032+0,001 953,1£196,0
T-4-15 139,0+21,1 0,056+0,007 2482,1+75,2
T-4-17 0,155+0,04 0,0160,002 9,7+2.,0
T-4-19 9,0+2,7 0,044+0,003 204,5+56,3
T-11-8 30,1+0,4 0,043+0,002 700,0+£160,9
C-2-30-a 145,0£11,5 0,038+0,009 3815,8+597,5
C-2-30-b 148,3+2.7 0,026+0,003 5703,8+735,8
C-2-36 52,0+4,7 0,054+0,01 963,0+£105,4
C-3-10 147,0+17.,9 0,051+0,012 2882,3+390,5
C-3-15-a 174,5+9,7 0,052+0,009 3355,8+367,5
C-3-19 116,3£58,1 0,041+0,004 2836,6+1609,3
C-3-22-a 83,2+47,3 0,056+0,019 1485,7+1287,0
C-3-22-b 134,442,0 0,056+0,001 2400,0+71,7
C-3-23 166,3+6,2 0,025+0,002 6652,0+£848,1
C-3-31 172,5£5,6 0,054-+0,0003 3194,4+87,5




Cizelge 4.9. (devam)
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Bacillus | Proteaz Aktivitesi | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
izolatlan (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
0-1-31-b 108,0+17,6 0,025+0,005 4320,0+144,9
0-1-57-b 65,0+1,9 0,038+0,002 1710,5+115,7
0-1-59-b 135,4+5,5 0,022+0,005 6154,5+1800,1
0-1-85 93,3+9.2 0,023+0,002 4056,5+813,6
0-2-38 60,5+1,6 0,02440,004 2520,8+358.5
0-2-44-b 127,0+8,7 0,029+0,003 4379,3+317,3
0-2-61-a 119,1+4,2 0,028+0,002 4253,6+411,2
0-2-61-c 118,1+5,0 0,027+0,001 4374,1+152,0
0-3-5-b 149,5+1,7 0,029+0,003 5155,2+430,7
0-3-21 78,2+14,9 0,03140,005 2522.6+143,4
0-3-30 13,0+2,8 0,033+0,002 393,9+103,1
0-4-11-a 111,1£1,3 0,021+0,0008 5290,5+199.8
0-4-13-a 144,1+4,5 0,045+0,0005 3202,2492.0
0-4-57-a 102,0+1,8 0,038+0,0003 2684,2+60,7
0-4-68 160,1+1,5 0,042+0,001 3811,9+117,8
0-4-82 164,0+1,2 0,050+0,001 3280,0+106,3
0-5-1 65,2423,3 0,022+0,002 2963,6+1134,9
B-2-6-b 1,5+0.6 0,009+0,0001 200,0:£60,7
B-2-24-a-b 3,0+1,0 0,014+0,0002 214,3+70,9
K-6-22 130,0+18,7 0,040+0,005 3250,0+69,8
K-9-37-a 142,0+28.8 0,034+0,002 4176,5+1076,5
4-Ka-22 130,4+3.8 0,036+0,0005 3622,2+62.9
4-Ka-58-1 12,042,5 0,011+0,0003 1090,9+228.9
A-1 126,0+0,4 0,042+0,0008 3000,0+55,9
0-2-55-a 143,1+11,2 0,059+0,0012 2424.4+161,3
0-4-57-b 98,3+20,0 0,036+0,0028 2742,5+515,4
T-3-12-a 76,2+12.4 0,026+0,0018 2940,3+291,0
T-3-12-b 104,9+19,1 0,036+0,0075 2879,3+205,5
T-4-20-e-a 106,7+31,0 0,043+0,0118 2511,0+329,7
C-3-20-a 67,7+25,8 0,045+0,0041 1477,8+419,1
K-7-14-1 95,7+11,1 0,041+0,0016 2339,9+207.4
1-K-49-a 94,7+9.5 0,029+0,0025 3267,7+45,2
2-K-5 62,2469 0,015+0,0017 4094,9+142.3




155

Cizelge 4.9. (devam)

Bacillus | Proteaz Aktivitesi | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
izolatlar (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
2-K-13-a 85,14+22,5 0,035+0,0064 2374,9+268,3
2-K-29 118,8+21,7 0,048+0,0152 2610,2+633,8
2-K-35-a 68,1+14,5 0,037+0,0022 1836,8+330,2
2-K-37 78,14+24,1 0,064-+0,0179 1222,7+203,0
3-K-10 80,4494 0,037+0,0026 2136,8+107.,0
3-K-25 60,5+18,1 0,048+0,0101 1241,8+109,3
4-Ka-59-a-a 116,3+2.3 0,051+0,003 2290,7+107,7
3-K-S-1-a 85,2+5,3 0,044-0,0022 1949,8+103,3
3-K-S-14 113,34£23,6 0,056+0,0094 2030,9+393 4
3-K-S-17-a 103,8+27,8 0,041+0,0077 2485,4+223 .8
3-K-§-37 39,3+12,3 0,050+0,0023 778,4+237,1
3-K-S-39-a 72,5+1,9 0,029+0,0028 2499,7+175,3
3-K-S-47-a 67,8+15,6 0,044+0,0071 1574,84+467,8
3-K-S§-49 25,149,1 0,030-+0,0049 878,3+461,5
3-K-S-60-a 92,7+18,5 0,034+0,007 2764,0+473,1
3-K-S-61 73,1£13,5 0,032+0,004 2310,7+426,3
3-K-S-64 74,2+4,3 0,0360,0016 2039,5+44,7
K-6-13-b-a 93,6+25,5 0,038+0,0064 2461,1+311,8
0-6-50-a 116,6+9,8 0,052+0,0096 2297,3+329.,6
C-1-16-a 101,4+35,8 0,042+0,0059 2383,0+642,3

Incelenen Bacillus izolatlar1 arasindan en diisiik proteaz aktivitesini
0,155+0,04 U/ml ile T-4-17 kodlu izolat gosterirken spesifik aktivitesi de 9,7+2,0
U/mg olarak bulunmustur. En yliksek proteaz aktivitesini ise 194,4+3,5 U/ml ile
T-1-18-a kodlu izolat gosterirken spesifik aktivitesi de 4226,1+101,6 U/mg olarak
bulunmustur. Ayrica, en diisiik spesifik aktiviteyi 9,7+2,0 U/mg ile T-4-17 izolat1
gosterirken en yiiksek spesifik aktiviteyi ise 6652,0+848,1 U/mg ile C-3-23 izolati

gostermistir.

Calismamizdaki pek ¢ok Bacillus izolati ile literatiirde elde edilenlerden
(Cizelge 4.10) ¢ok daha yiiksek spesifik proteaz enzim aktivitesi degeri elde

edilmistir.
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Cizelge 4.10. Literatiirde incelenen farkli Bacillus tiirlerinin proteaz aktiviteleri.

Bacillus tiirleri Proteaz aktivitesi Referans
Bacillus sp. RGR-14 750 U/ml Puri et al., 2002
Bacillus mojavensis 558 U/ml Beg et al., 2003
Bacillus spp. 137 U/ml, 87 U/ml, 94 U/ml Akbal, 2011
Bacillus sp. CR-179 340,908 U/ml Akhavan Sepahy and
Jabalameli, 2011
Bacillus cereus FT1 152 U/ml Asha and Palaniswamy, 2018
Bacillus subtilis ALICA 345,7 U/mg Abdelmoteleb et al., 2017
Bacillus sp. L2 54,02 U/ml; 51,65 U/mg Pertiwiningrum et al., 2017
Bacillus subtilis FBL-1 35,6 U/mg Sietal., 2018
Bacillus cereus TSA5 60,41 U/mg Thomas et al., 2021
Bacillus spp. A Bu ¢alismada (Cizelge 4.9)

9,7-6652 U/mg

Enzim aktivite degerlerinin birbirinden farkli olmasinin, Bacillus suslarmnin
enzim Uretme kapasiteleri arasindaki farkliliktan ve aktivite Ol¢liimii igin

kullanilan yontemlerin farkli olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.3.2. Bacillus izolatlarimin kitinaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Calismada kullanilan 77 adet Bacillus izolatindan 66 tanesinin (%85,7)
degisik miktarlarda kitinaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Ancak, 11
tane izolatta (C-3-22-a, C-3-22-b, C-3-23, 0-1-31-b, 0-2-38, O-3-5-h, 0-3-30, O-
4-11-a, C-3-20-a, K-7-14-1, 3-K-S-37) kitinaz enzim aktivitesi belirlenememistir.
Kitinaz enzimi i¢in hesaplanan kitinaz aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik

aktivite degerleri Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Yapilan calismada en diisiik kitinaz aktivitesini 0,005+0,002 U/ml ile O-2-
61-c ve 0,005+0,022 U/ml ile T-3-12-b kodlu izolatlar gostermistir. En yiiksek
kitinaz aktivitesini ise 0,5+0,06 U/ml ile T-4-9 ve 0,5+0,104 U/ml ile 3-K-S-39-a
kodlu izolatlar gdstermistir. En diisiik spesifik aktiviteyi 0,22+0,11 U/mg ile O-2-
61-c izolat1 gosterirken en yiiksek spesifik aktiviteyi ise 46,64+8,69 U/mg ile 2-K-

5 izolat1 gdstermistir.



Cizelge 4.11. Bacillus izolatlarimin kitinaz enzim aktivite degerleri, protein miktarlari ve spesifik

kitinaz aktiviteleri.
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Bacillus | Kitinaz Aktivitesi | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
izolatlar (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
T-1-18 0,42+0,04 0,030+0,003 14,15+2,4
T-1-18-a 0,39+0,02 0,036+0,002 10,94+1,33
T-2-2 0,43+0,02 0,030+0,005 14,14+1,82
T-2-16 0,44+0,02 0,034+0,008 13,55+4,14
T-3-10 0,44+0,02 0,028+0,002 15,82+1,92
T-4-8 0,43+0,04 0,024+0,005 18,4+5,27
T-4-9 0,50+0,06 0,029+0,004 17,46+1,71
T-4-13-a 0,47+0,01 0,025+0,003 19,05+1,77
T-4-14-a 0,46+0,02 0,029+0,001 15,91+0,65
T-4-14-b 0,45+0,02 0,030+0,005 15,30+2,82
T-4-15 0,44+0,01 0,025+0,003 17,50+2,58
T-4-17 0,44+0,01 0,024+0,001 18,35+1,2
T-4-19 0,28+0,03 0,025+0,006 11,48+1,93
T-11-8 0,30+0,09 0,021+0,004 14,30+1,68
C-2-30-a 0,28+0,11 0,023+0,001 11,88+4,26
C-2-30-b 0,16+0,05 0,016+0,001 9,95+3,35
C-2-36 0,38+0,07 0,025+0,003 15,65+4,54
C-3-10 0,34+0,06 0,022+0,001 15,36+3,56
C-3-15-a 0,02+0 0,026+0,001 0,73+0,04
C-3-19 0,02+0,002 0,020+0,01 0,9+0,5
C-3-31 0,03+0,004 0,02140,002 1,45+0,11
0-1-57-b 0,01+0,002 0,024+0,001 0,26+0,09
0-1-59-b 0,01+0,006 0,020+0,002 0,45+0,33
0-1-85 0,02+0,01 0,028+0,003 0,70+0,44
0-2-44-b 0,01+0,006 0,021+0,003 0,40+0,21
0-2-61-a 0,006+0,002 0,022+0,001 0,28+0,11
0-2-61-c 0,005+0,002 0,023+0,001 0,22+0,11
0-3-21 0,007+0,004 0,015+0,003 0,55+0,36
0-4-13-a 0,04+0,009 0,022+0,001 1,70+0,4
0-4-57-a 0,050,009 0,029+0,003 1,62+0,35
0-4-68 0,050,009 0,023+0,003 2,03+0,68
0-4-82 0,040,009 0,029+0,004 1,25+0,14
0-5-1 0,040,007 0,024+0,002 1,58+0,3




Cizelge 4.11. (devam)
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Bacillus | Kitinaz Aktivitesi | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
izolatlan (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
B-2-6-b 0,03+0,004 0,019+0,004 1,65+0,56
B-2-24-a-b 0,03+0,011 0,02440,005 1,24+0,75
K-6-22 0,03+0,006 0,022+0,003 1,52+0,19
K-9-37-a 0,03+0,009 0,026:+0,001 1,02+0,29
4-Ka-22 0,02+0,004 0,020+£0,001 0,87+0,29
4-Ka-58-1 0,020,006 0,022+0,001 1,04+0,33
A-1 0,01+0,002 0,022+0,005 0,39+0,03
0-2-55-a 0,13+0,045 0,015+0,0003 8,77+3,06
0-4-57-b 0,09+0,006 0,013+0,0006 6,39+0,57
T-3-12-a 0,05+0,04 0,010+0,0001 5,04+3,84
T-3-12-b 0,005+0,022 0,010+0,0014 0,5+0,14
T-4-20-e-a 0,010,004 0,010+0,0003 1,10+0,34
1-K-49-a 0,010+0,006 0,009+0,001 0,89+0,54
2-K-5 0,46+0,097 0,010+0,0005 46,64+8,69
2-K-13-a 0,050,004 0,009+0,0005 5,13+0,13
2-K-29 0,20+0,094 0,013+0,0005 15,24+6,59
2-K-35-a 0,12+0,023 0,012+0,0007 10,44+1,43
2-K-37 0,24+0,094 0,014+0,0003 17,64+7,11
3-K-10 0,14+0,093 0,013+0,0009 10,74+7,18
3-K-25 0,13+0,086 0,012+0,0009 10,59+7,22
4-Ka-59-a-a 0,04+0,013 0,013+0,0005 3,22+1,19
3-K-S-1-a 0,160,004 0,013+0,0001 12,55+0,39
3-K-S-14 0,09:0,007 0,012+0,0008 7,74+0,58
3-K-S-17-a 0,060,011 0,013+0,0013 4,48+0,71
3-K-S-39-a 0,5+0,104 0,013+0,0011 38,87+5,97
3-K-S-47-a 0,17+0,061 0,014+0,0006 11,69+4,31
3-K-S-49 0,02+0,008 0,015+0,0013 1,21+0,64
3-K-S-60-a 0,010,004 0,014:0,0005 0,78+0,24
3-K-S-61 0,1+0,078 0,014+0,0006 7,28+5,6
3-K-S-64 0,17+0,042 0,014+0,0009 12,31+2,17
K-6-13-b-a 0,15+0,052 0,016+0,0023 10,10+4,43
0-6-50-a 0,11+0,011 0,016+0,004 7,18+1,73
C-1-16-a 0,22+0,068 0,013+0,0005 14,01+4,68




159

Calismamizda elde edilen sonuglar literatiirle karsilastirildiginda (Cizelge

4.12) kitinaz aktivitelerinin diisik olmasina ragmen spesifik kitinaz enzim

aktivitesi i¢in benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.12. Literatiirde incelenen farkli Bacillus tiirlerinin kitinaz aktiviteleri.

Bacillus tiirleri  Kitinaz aktivitesi Aktivite yontemi Referans
Bacillus sp. Hul 11,1 U/mg DNS yontemi (60°C) Dai et al., 2011
B.subtilis SL-13 2,96 U/ml DNS yontemi (50°C) Yanetal., 2011
o Modifiye DNS
B.thuringiensis 1,28 U/mg . Gomaa, 2012
yontemi (60°C)
. . . Modifiye DNS
B.licheniformis 1,2 U/mg . Gomaa, 2012
yontemi (60°C)
B.cereus VITSD3 3,2 U/mg DNS yontemi (37°C) Devi et al., 2014
B.licheniformis .
0,19 U/ml DNS yontemi (50°C)  Slimene et al., 2015
S213
Bacillus sp. AJl 3,93 U/ml DNS yontemi (50°C)  Thakkar et al., 2016
B.subtilis B298 6,937 U/ml DNS yontemi (37°C) Lestari etal., 2017
B.licheniformis
14 U/ml DNS yontemi (50°C) Akeed et al., 2020
B307
B.velezensis ) Sherzad and
1,69 U/ml DNS yontemi (50°C) )
SZAD2 Canming, 2020
) 0,0949 U/ml; . .
Bacillus sp. WS4F DNS yontemi (37°C) Astuti et al., 2021
0,36 U/mg
) 0,005-0,5 U/ml; Bu ¢alismada
Bacillus spp. DNS yontemi (55°C)

0,22-46,64 U/mg

(Cizelge 4.11)

4.3.3. Bacillus izolatlarimin kitosanaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Calismada kullanilan 77 adet Bacillus izolatindan 54 tanesi (%70,1) degisik
miktarlarda kitosanaz enzim aktivitesi gostermistir. Ancak, 23 tane izolatta (T-4-
13-a, T-4-14-a, T-11-8, C-2-36, C-3-22-b, C-3-23, O-2-61-¢c, O-3-5-b, 0-3-21, O-
3-30, O-4-11-a, O-4-13-a, O-4-57-a, 0-4-68, 0-4-82, B-2-24-a-b, K-6-22, K-9-
37-a, 4-Ka-22, 4-Ka-58-1, 3-K-S-14, 3-K-S-37, K-6-13-b-a) kitosanaz enzim
icin hesaplanan kitosanaz

Cizelge 4.13’te

aktivitesi belirlenememistir. Kitosanaz enzimi

aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik aktivite degerleri

gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. Bacillus izolatlarinin kitosanaz enzim aktivite degerleri, protein miktarlar1 ve

spesifik kitosanaz aktiviteleri.

Bacillus | Kitosanaz Aktivitesi | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
Izolatlar (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
T-1-18 0,288+0,02 0,026+0,001 11,26+1,07
T-1-18-a 0,26440,01 0,025+0,001 10,44+0,54
T-2-2 0,340+0,03 0,029+0,001 11,65+0,7
T-2-16 0,391+0,1 0,033+0,001 11,9242,65
T-3-10 0,260+0,01 0,030::0,002 8,78+0,45
T-4-8 0,275+0,02 0,030+0,001 9,12+0,81
T-4-9 0,252+0,01 0,030:£0,001 8,27+0,42
T-4-14-b 0,282+0,03 0,033+0,004 8,58+1,51
T-4-15 0,258+0,01 0,030+0,001 8,65+0,41
T-4-17 0,257+0,01 0,032+0,001 8,13+0,45
T-4-19 0,255+0,005 0,030+0,003 8,65+0,64
C-2-30-a 0,257+0,01 0,026+0,001 9,86+0,68
C-2-30-b 0,262+0,02 0,023+0,002 11,28+0,96
C-3-10 0,25440,01 0,026+0,002 9,86+1,07
C-3-15-a 0,274+0,02 0,023+0,001 11,89+0,47
C-3-19 0,263+0,01 0,023+0,002 11,23+0,5
C-3-22-a 0,262+0 0,031+0,001 8,52+0,21
C-3-31 0,260+0,01 0,021+0 12,13+0,61
0-1-31-b 0,251+0,002 0,02440,001 10,23+0,4
0-1-57-b 0,260+0,002 0,030+0,001 8,70+0,32
0-1-59-b 0,277+0,02 0,025+0,001 11,25+0,9
0-1-85 0,279+0,01 0,025+0,002 10,97+0,41
0-2-38 0,260+0,005 0,021+0 12,05+0,16
0-2-44-b 0,260+0,01 0,024+0 10,68+0,33
0-2-61-a 0,268+0,01 0,025+0,002 10,93+0,92
0-5-1 0,260+0,02 0,020+0,002 12,99+2,16
B-2-6-b 0,25440,005 0,011%0,002 22,17+2,82
A-1 0,265+0,005 0,026+0,001 10,04+0,25
0-2-55-a 0,4+0,036 0,038+0,004 10,64+0,54
0-4-57-b 0,425+0,050 0,03420,003 12,40+2,08
T-3-12-a 0,385:0,003 0,02740,003 14,33+1,44
T-3-12-b 0,283+0,016 0,025+0,004 11,59+1,34




Cizelge 4.13. (devam)
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Bacillus | Kitosanaz Aktivitesi | Protein Miktar1 | Spesifik Aktivite
izolatlar (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
T-4-20-e-a 0,269+0,018 0,029+0,004 9,43+1,61

C-3-20-a 0,481+0,057 0,025+0,002 18,77+1,14
K-7-14-1 0,36+0,017 0,031+0,003 11,86+2,0
1-K-49-a 0,363+0,022 0,027+0,003 13,51+0,89
2-K-5 0,375+0,022 0,026+0,003 14,38+1,08
2-K-13-a 0,55+0,092 0,026+0,002 21,27+3,28
2-K-29 0,392+0,008 0,023+0,002 16,73+1,34
2-K-35-a 0,38+0,033 0,022+0,002 17,28+0,33
2-K-37 0,277+0,005 0,028+0,003 10,12+1,05
3-K-10 0,293+0,027 0,029+0,002 10,25+1,34
3-K-25 0,294+0,014 0,021+0,001 14,11+0,56
4-Ka-59-a-a 0,285+0,026 0,025+0,003 11,71£2,24
3-K-S-1-a 0,252+0,005 0,030+0,003 8,33+0,71
3-K-S-17-a 0,265+0,03 0,028+0,002 9,58+1,16
3-K-S-39-a 0,283+0,043 0,024+0,001 11,71+1,4
3-K-S-47-a 0,257+0,005 0,032+0,002 8,02+0,55
3-K-S-49 0,304+0,066 0,033+0,003 9,22+1,18
3-K-S-60-a 0,266+0,005 0,032+0,002 8,22+0,38
3-K-S-61 0,269+0,019 0,029+0,004 9,36+1,68
3-K-S-64 0,257+0,005 0,031+0,003 8,28+0,96
0-6-50-a 0,269+0,016 0,031+0,003 8,70+1,05
C-1-16-a 0,269+0,003 0,032+0,002 8,30+0,6

Incelenen Bacillus izolatlar arasindan en diisiik Kitosanaz enzim aktivitesini
0,251£0,002 U/ml ile O-1-31-b izolati gosterirken kitosanaz spesifik enzim
aktivitesi ise 10,23+0,4 U/mg olarak bulunmustur. En yiiksek kitosanaz enzim
aktivitesini 0,55+0,092 U/ml ile 2-K-13-a izolat1 gosterirken kitosanaz spesifik
enzim aktivitesi ise 21,27£3,28 U/mg olarak bulunmustur. En diisiikk spesifik
aktiviteyi 8,02+0,55 U/mg ile 3-K-S-47-a izolat1 gosterirken en yiiksek spesifik

aktiviteyi ise 22,17+2,82 U/mg ile B-2-6-b izolat1 gostermistir.

Calismamizda elde edilen sonuglar literatiirle karsilastirildiginda (Cizelge

4.14) kitosanaz enzim aktivite degerleri diisiik olmasina ragmen spesifik kitosanaz

enzim aktivitesi i¢in benzer sonuglar elde edildigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.14. Literatiirde incelenen farkli Bacillus tiirlerinin kitosanaz aktiviteleri.

) Kitosanaz
Bacillus tiirleri o Aktivite Yontemi Referans
aktivitesi
) Kurakake et al.,
B.cereus 53 U/mg DNS yontemi (40°C)
2000
Bacillus sp. S65 8 U/mg DNS yontemi (37°C) Su et al., 2006
B.cereus D-11 4,85 U/ml DNS yontemi (37°C) Gao et al., 2008
B.subtilis RKY3 5,63 U/ml DNS yontemi (60°C)  Wee et al., 2009
B.thuringiensis JAM- ) Kobayashi et al.,
17,1 U/mg DNS yontemi (50°C)
GGO01 2011
) 2,41-6,36 U/ml; . .
Bacillus spp. DNS yontemi (50°C) Liagat, 2018
2,46-8,52 U/mg
B.thuringiensis var. ) Santos-Moriano et
) ] 5,1 U/ml DNS yontemi (60°C)
aizawai al., 2018
Bacillus sp. Q1098 4,85 U/ml DNS yontemi (60°C) Ma et al., 2020
B.cereus TCCC 10028 3,81 U/ml DNS yontemi (50°C)  Zhang et al., 2021
) 0,251-0,55 U/ml; DNS yontemi Bu calismada
Bacillus spp.
8,02-22,17 U/mg (50°C) (Cizelge 4.13)

4.4, Bacillus izolatlarimin HCN Uretiminin Belirlenmesi

Hidrojen siyaniir (HCN) {iretimi, hastaliklarla miicadelede 6nemli bir rol
oynayan PGPR'nin bir diger ozelligidir. Konak¢1 bitki genellikle bakteriler
tarafindan tretilen HCN'den etkilenmez. Fitopatojenik funguslardan korunmak
icin metabolik bir inhibitdr gérevi goren siyaniir, biyolojik bir kontrol ajan1 olarak
caligabilmektedir. HCN iireten PGPR, bitki patojenlerini baskilamakta ve
hastaligin siddetini azaltmaktadir. Ayrica sekestrasyon ve metal selasyonu yoluyla
dolayli olarak fosfor kullanilabilirligini arttirmaktadir (Kalam et al., 2020; Agha et
al., 2022). Agha et al., (2022) tarafindan incelenen tiim izolatlar (B.velezensis BA,
B.amyloliquefaciens GL-1, B.subtilis 5a) HCN iiretimi bakimindan pozitif olarak
belirlenmistir (Agha et al.,, 2022). Bacillus izolatlar1 ile yapilan bir diger
calismada kullanilan 8 adet Bacillus izolatindan bir tanesinde HCN iiretimi
gozlenmemistir. 3 izolat 1.derece, 1 izolat 2.derece ve 3 izolat da 3.derecede HCN
iireticisi olarak belirlenmistir (Ghodsalavi et al., 2013). Bir baska ¢alismada ise
kullanilan Bacillus izolatlarinin %50’sinin HCN f{ireticisi olduklar1 belirlenmistir
(Ahmad et al., 2008). Kalam et al., (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada incelenen
yedi Bacillus izolatiinin tamaminin HCN iirettigi belirlenmistir. I¢lerinden TRS-
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2 ve TRS-7 ise daha fazla HCN iiretmistir. Antil et al. (2020), tarafindan
gerceklestirilen bir diger calismada ise Bacillus cereus KMT-5, filtre kagidi
seritlerini dort giinliik inkiibasyondan sonra saridan kahverengiye dondiirerek orta
diizeyde HCN iiretimi gosterirken, B. megaterium KMT-8, tiipiin igine sabitlenmis
filtre kagidi seritlerini saridan agik kahverengiye dondiirerek diisiik siyanojenik
potansiyel gostermistir. HCN, tiim aerobik organizmalarin sitokrom oksidaz
yolunu bloke etmektedir ve bu da KMT-5 ve KMT-8 tarafindan gdsterilen
antagonistik davranigin bir nedeni olarak gosterilmistir.

Calismamizda HCN {iretiminin belirlenmesi amaciyla Kisim 3.1.2.1°de
igerigi belirtilen besiyerine her bir izolattan ¢izgi ekim yapilmistir. Calismada
kullanilan Bacillus izolatlar1 arasindan T-1-18, T-3-10, T-4-8, T-4-15, C-3-22-b,
0-2-44-b, O-2-61-c, T-3-12-b, 3-K-25, 3-K-S-17-a ve 3-K-S-47-a kodlu izolatlar
filtre rengini saridan kreme ¢evirmislerdir ve belirlenen skalaya gore sadece bu 11
adet (%14,28) Bacillus izolatinin 1.derecede HCN firettikleri belirlenmistir.
Yapilan deneme sonrasinda elde edilen renk degisimlerini gosteren Bacillus
izolatlarina ait 6rnek bazi petri fotograflari ile higbir bakteri igermeyen negatif
kontrol ve HCN fireticisi oldugu bilinen Pseudomonas spp. inokiile edilmis olan
besiyerinde kahverengi renk olusumu goézlemlenen pozitif kontrol fotograflart

Sekil 4.15°te gosterilmistir.

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Negadif- Koatrol

Kullamlan Bacillus izolatlar1 Arasindan Ornekler

T-1-18 T-3-10 T-4-8
T-1.182

Sekil 4.15. Bazi1 Bacillus izolatlar tarafindan HCN firetimine ait 6rnek gorseller.
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4.5. Bacillus izolatlariin Siderofor Uretiminin Belirlenmesi

Gergeklestirilen ¢alismada siderofor liretiminin belirlenmesi amaciyla Kisim
3.1.2.1°de igerigi belirtilen CAS Agar besiyerine gergeklestirilen nokta ekimler
sonrasi siderofor pozitif olan Bacillus izolatlarinin olusturduklar1 zon ¢ap1 ve
koloni gap1 Olgiilerek Bacillus izolatlar1 arasinda karsilastirma yapilmasi amaciyla
hesaplanan siderofor indeks degerleri Cizelge 4.15°te gosterilmistir. Calismada
kullanilan 77 adet Bacillus izolati1 arasindan 70 adet (%90,9) izolatta siderofor
tiretimi oldugu belirlenmistir. Ancak, 7 tane izolatta (T-1-18, T-1-18-a, T-3-10, T-
4-17, C-2-30-a, C-2-30-b, B-2-24-a-b) siderofor iiretimi belirlenememistir.

Cizelge 4.15. Bacillus izolatlarinin siderofor indeks degerleri.

Bacillus izolatlar: Siderofor zon ¢ap1 | Koloni ¢api | Siderofor indeks
(cm) (cm) degeri
T-2-2 0,87+0,15 0,57+0,15 1,56+0,17
T-2-16 0,77+0,25 0,43+0,15 1,78+0,19
T-4-8 1,0+0,1 0,6+0,1 1,68+0,11
T-4-9 0,77+0,15 0,53+0,15 1,46+0,16
T-4-13-a 0,73+0,15 0,5+0,1 1,48+0,27
T-4-14-a 0,740 0,440 1,75+0
T-4-14-b 0,9+0,1 0,57+0,06 1,59+0,08
T-4-15 0,43+0,06 0,33+0,06 1,30+0,05
T-4-19 0,83+0,06 0,43+0,06 1,93+0,11
T-11-8 0,57+0,06 0,33+0,06 1,72+0,25
C-2-36 0,73+0,25 0,47+0,15 1,58+0,15
C-3-10 0,73+0,15 0,5+0,1 1,47+0,06
C-3-15-a 0,5+0 0,33+0,06 1,53+0,24
C-3-19 0,5+0 0,37+0,06 1,39+0,24
C-3-22-a 0,73+0,4 0,5+0,17 1,40+0,27
C-3-22-b 0,540 0,33+0,06 1,53+0,24
C-3-23 0,47+0,06 0,33+0,06 1,4240,22
C-3-31 0,53+0,06 0,440 1,33+0,14
0-1-31-b 0,93+0,3 0,57+0,15 1,63+0,11
0-1-57-b 0,73+0,06 0,6+0,1 1,24+0,14
0-1-59-b 1,27+0,06 0,57+0,06 2,25+0,31
0-1-85 0,93+0,3 0,7+0,17 1,3240,1
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Bacillus izolatlar: Siderofor zon ¢cap1 | Koloni ¢ap1 | Siderofor indeks
(cm) (cm) degeri
0-2-38 0,7+0,1 0,37+0,06 1,92+0,14
0-2-44-b 0,63£0,15 0,47+0,11 1,36+0,13
0-2-61-a 1,13+0,11 0,77+0,15 1,5+0,17
0-2-61-c 0,63+0,32 0,47+0,2 1,34+0,09
0-3-5-b 1,07+0,11 0,43+0,06 2,5+0,5
0-3-21 0,8+0,1 0,5+0,1 1,62+0,12
0-3-30 1,37+0,06 0,67+0,06 2,05+0,1
0-4-11-a 0,5+0 0,27+0,06 1,94+0,48
0-4-13-a 0,57+0,06 0,47+0,06 1,22+0,03
0-4-57-a 0,9+0.45 0,53+0,2 1,62+0,26
0-4-68 1,0+0,3 0,65+0,21 1,55+0,07
0-4-82 0,5+0 0,33+0,06 1,53+0,24
0-5-1 0,9+0,35 0,47+0,06 1,88+0,55
B-2-6-b 0,6+0,1 0,4+0 1,5+0,25
K-6-22 1,040, 1 0,6+0,1 1,68+0,11
K-9-37-a 0,67+0,11 0,43+0,06 1,53+0,06
4-Ka-22 1,0+0,1 0,6+0,1 1,68+0,11
4-Ka-58-1 0,53+0,06 0,440 1,33+0,14
A-1 0,93+0,15 0,57+0,11 1,66+0,12
0-2-55-a 1,0+0 0,77+0,06 1,31+0,1
0-4-57-b 0,57+0,06 0,37+0,06 1,55+0,1
T-3-12-a 0,83+0,06 0,63+0,06 1,32+0,03
T-3-12-b 0,87+0,11 0,63+0,11 1,39+0,23
T-4-20-e-a 1,140,1 0,57+0,06 1,94+0,1
C-3-20-a 1,3+0 0,60 2,17+0
K-7-14-1 1,140,1 0,73+0,06 1,540,07
1-K-49-a 0,5+0 0,33+0,06 1,53+0,24
2-K-5 1,340 0,620 2,17£0
2-K-13-a 1,00 0,63+0,06 1,59+0,14
2-K-29 0,53+0,06 0,420 1,33+0,14
2-K-35-a 1,53+0,15 0,5+0,1 3,11+0,35
2-K-37 1,37+0,06 0,57+0,06 2,4240,15
3-K-10 0,87+0,23 0,6+0,17 1,45+0,04
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Cizelge 4.15. (devam)

. Siderofor zon ¢cap1 | Koloni ¢ap1 | Siderofor indeks
Bacillus izolatlar:
(cm) (cm) degeri
3-K-25 1,4+0,1 0,67+0,06 2,10+0,09
4-Ka-59-a-a 0,6+0,17 0,4340,06 1,37+0,2
3-K-S§-1-a 0,93+0,06 0,5+0,1 1,90+0,3
3-K-S-14 1,03+0,06 0,63+0,06 1,64+0,2
3-K-S§-17-a 1,07+0,06 0,6+0,1 1,80+0,21
3-K-§-37 0,87+0,2 0,53+0,15 1,64+0,09
3-K-S-39-a 0,47+0,06 0,27+0,06 1,83+0,6
3-K-S-47-a 1,00 0,73+0,06 1,37+0,1
3-K-S-49 1,23+0,2 0,63+0,11 1,95+0,08
3-K-5-60-a 1,23+0,06 0,6+0 2,05+0,09
3-K-S-61 1,13+0,06 0,63+0,06 1,79+0,07
3-K-5-64 1,2+0 0,57+0,06 2,13+0,23
K-6-13-b-a 1,1+0 0,60 1,83+0
0-6-50-a 1,47+0,06 0,57+0,06 2,61£0,35
C-1-16-a 1,53+0,06 0,63+0,06 2,43+0,12

Marquez et al. (2020), bes farkli Bacillus susunu kullanarak
gergeklestirdikleri  calismada  B.megaterium,  B.pumilus, B.clausii ve
B.licheniformis suslarinin siderofor tirettigini, B.megaterium susunun ise siderofor
iiretmedigini belirlemislerdir. Siderofor iireticisi bakterilerin se¢ilmesi i¢in yapilan
bir baska ¢alismada ise izole edilen 33 bakteri izolatindan 17 tanesinin siderofor
uireticisi oldugu belirlenmistir. Bunlar arasindan ise, en yiiksek siderofor tireticisi
olarak B.licheniformis SID 13, B.subtilis SID 25 ve B.licheniformis SID 30 suslar1
belirlenmistir (VS et al., 2022). Antil et al. (2021), Bacillus aryabhattai KMT-4
susunun siderofor aktivitesini incelemislerdir ve bu susun koloni etrafinda 3
mm’lik bir zon olusturdugunu belirlemislerdir. Copliik topraginin incelendigi bir
baska caligmada ise bu topraktan alinan 6rnekten izole edilen 55 adet bakteriden
dort tanesi siderofor direticisi olarak bulunmustur. Bunlardan {i¢ tanesinin
Pseudomonas tiiriine ait oldugu belirlenirken bir tanesinin ise Bacillus tiiriine ait
oldugu belirlenmistir. Bu dort tiir arasinda maksimum zon olusturdugu belirlenen
Bacillus sp. DY izolati ile 1,5 cm zon ¢ap1 elde edilmistir (Krishna et al., 2020).
Calismamizda incelenen Bacillus izolatlar ile elde edilen siderofor zon gaplari
0,43-1,53 cm arasinda degismektedir. Literatiirde farkli ¢aligmalarda belirlenen
siderofor indeks degerleri Cizelge 4.16’da verilmistir.
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Cizelge 4.16. Bacillus tiirleri ile literatiirde elde edilen siderofor {iretim indeks degerleri.

Siderofor iiretim indeks

Bacillus tiirleri ] Referans
degeri
Bacillus spp. 1,1-3,85 Kumari et al., 2019
B.pumilus 2,2
B.megaterium 2,0 Chandra et al., 2021
B.simplex 3,0
Bacillus sp. 13B41 1,88 ) )
) Amezquita-Aviles et al., 2022
Bacillus sp. P41B2 1,37
B.paramycoides DT-85 2,68
) Yadav et al., 2022
B.paranthracis DT-97 2,93
Bacillus spp. 1,22-3,11 Bu ¢alismada (Cizelge 4.15)

Bacillus izolatlar1 ile elde edilen bazi negatif ve pozitif siderofor aktivitesi

sonuglarina ait 6rnekler Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Bacillus izolatlarimin Siderofor Aktivitesi
T-1-18-a T-4-17 C-3-19

N

0-1-59-b 4-Ka-22 C-3-20-a

Sekil 4.16. Baz1 Bacillus izolatlar1 tarafindan siderofor tiretimi.
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Bacillus izolatlarimin Siderofor Aktivitesi
2-K-5 3-K-S-60-a C-1-16-a

—

Sekil 4.16. (devam)
4.6. Bacillus izolatlarmn Patojenitesinin Incelenmesi

Tez c¢alismasinda koagiilaz aktivitesi incelenen 77 adet Bacillus izolati
arasindan 2 adet (%2,6) izolatta tliplerde piht1 olusumu sonucu koagiilaz aktivitesi
belirlenmistir. T-4-14-b izolatinda 1.derecede, O-2-61-a izolatinda ise 2.derecede
pihtilasma goriilmiistiir. Olusan piht1 goriintiileri Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Sekil 4.17. Koagiilaz pozitif izolatlarda olusan piht1 gériintiileri (A: 0-2-61-a, B: T-4-14-b, C:
Negatif Kontrol).

Oztopuz et al. (2018) tarafindan gergeklestirilen calismada incelenen 92
adet Bacillus izolati arasindan fitopatojenik funguslara karsi antagonistik etki
gosterdigi belirlenen 6 adet izolat segilmistir. Bu izolatlarin patojenitesini
belirlemek amaciyla koagiilaz tiretimleri incelenmistir ve tiim izolatlarin koagiilaz
negatif oldugu belirlenmistir. Bir bagka ¢alismada ise incelenen 53 adet Bacillus
megaterium susunun %74’tinde pihtt olusumu sonucu koagiilaz aktivitesi
gozlenmistir (Lopez and Alippi, 2009).

4.7. Bacillus izolatlarimin Molekiiler Tanimlamasi

NCBI’daki eslesmeler goz oniine alindiginda dizi eslesme oran1 ve benzerlik
orani ayni olan bazi izolatlar i¢in B.velezensis, B.amyloliquefaciens, B.subtilis,
B.siamensis ve B.methylotrophicus gibi farkli tiirlerin kayitli oldugu goriilmistiir.
Cogaltilan gen bolgesinin bu tiirler i¢in ayirt edici bir bolge olmamasindan
kaynaklanan bu durumda polifazik tanilama yontemleri kullanilmistir. Literatiir
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incelendiginde yukarida belirtilen bu tiirler arasinda Tween 20 ve Tween 80’i
hidrolize etme ve sitrati kullanma yetenekleri bakimindan farklar oldugu
goriilmistiir. Bu nedenle molekiiler tiir tayini yapilan izolatlar icin Tween 20 ve
Tween 80’1 hidrolize etme ve sitratt kullanma yetenekleri petri denemeleri ile
incelenmistir. Ancak, Tween 20 ve Tween 80 denemesi ile tutarli sonuglar
alimamadig i¢in bu sonuglar degerlendirmeye alinmamigtir. Sitrat testinde renk
degisimi sonucu mavi olan petriler pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir ve bu
tirlerin  B.velezensis, B.subtilis, B.methylotrophicus, B.amyloliquefaciens,
B.vallismortis ve B.nakamurai tiirlerinden biri olabilecegi bilinmektedir. Ayrica,
negatif sonug alinan izolatlarin ise B.velezensis, B.subtilis, B.methylotrophicus ve
B.siamensis tiirlerinden biri olabilecegi saptanmistir. Sonug olarak sustan susa
sitrat kullanimlarinin da degistigi goriilmustiir (Wu and Ahn, 2011; Seenivasan et
al., 2012; Kumar et al., 2015; Ge et al., 2016; Rajashekhar et al., 2017; Yuan et
al., 2019; Akarapisan et al., 2020; Ngalimat et al., 2021).

Molekiiler tanimlamasi yapilan izolatlar igin belirlenen tiir isimleri ve
GenBank aksesyon numaralar1 Cizelge 4.17°de gosterilmistir. Bacillus izolatlar
icin 16S rRNA sekanslar1 kullanilarak Komsu Birlestirme (Neighbor Joining)
Metodu ile olusturulan filogenetik agag ise Sekil 4.18’de gosterilmistir.
Filogenetik aga¢ olusturulurken dis grup olarak Escherichia coli U 5/41 (NR
024570.1) kullanilmistir.

B velezensis C-3-20-a (ONT22568)

B subtilis O-4-68 (ON722569)

B subtilis T-3-12-a (ON722570)

B amyloliquefaciens T-2-2 (ONT722567)

B amyloliquefaciens 1-K-48-a (ONT722565)

B amyloliquefaciens 2-K-28 (ONT722563)

B amyloliquefaciens O-4-57-b (ONT722566)

IR 075005 2 Bacillus velezensis strain FZB42 185 ribosomal RMA complete sequence
B velezensis C-3-10 (ONT22559)

B.velezensis T-4-14-a (ONT22561)

B velezensis K-9-37-a (ONT722555)

B velezensis 4-Ka-22 (ONT22556)

B velezensis A-1 (ONT22554)

B velezensis T-4-8 (ONT722557)

B velezensis 0-1-85 (ON722553)

B amyloliquefaciens O-1-59-b (ONT722560)

B subtilis C-2-30-b (ON722558)

MR 041455.1 Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535 165 ribosomal RMA partial sequence
HF937219.1 Bacillus subtilis partial 165 rRNA gene isolate NE1

B velezensis O-3-21 (ON722552)

B velezensis 3-K-5-64 (ONT7225562)

B subtilis 4-Ka-59-a-a (ON722564)

NR 0245701 Escherichia coli strain U 5/41 165 ribosomal RMNA partial sequence

Sekil 4.18. Molekiiler tanimlamasi yapilan Bacillus suslari i¢in filogenetik agag.
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Cizelge 4.17. Molekiiler tanilamasi yapilan Bacillus izolatlarinin tiir isimleri ve GenBank aksesyon numaralari.

Bacillus izolatlarmmin Kodlar1 Toplam Baz Sayis1  Dizi Eslesme Oram1  Benzerlik Oram  Sitrat Testi Tiir ismi Aksesyon Numaralari
0-3-21 1131 100 99,91 - B.velezensis ON722552
0-1-85 1397 100 100 - B.velezensis ON722553

A-1 1381 100 99,93 - B.velezensis ON722554
K-9-37-a 1406 100 99,86 - B.velezensis ON722555
4-Ka-22 1398 100 100 - B.velezensis ON722556

T-4-8 1399 100 100 - B.velezensis ON722557
C-2-30-b 1410 100 99,93 - B.subtilis ON722558
C-3-10 1408 100 99,93 - B.velezensis ON722559
0-1-59-b 1399 100 100 + B.amyloliquefaciens ON722560
T-4-14-a 1415 100 99,51 - B.velezensis ON722561
3-K-S-64 926 100 98,70 + B.velezensis ON722562
2-K-29 1384 100 99,71 + B.amyloliquefaciens ON722563
4-Ka-59-a-a 736 100 98,23 - B.subtilis ON722564
1-K-49-a 1375 100 99,85 + B.amyloliquefaciens ON722565
0-4-57-b 1357 100 99,85 + B.amyloliquefaciens ON722566
T-2-2 1358 100 99,78 + B.amyloliquefaciens ON722567
C-3-20-a 1395 100 99,71 + B.velezensis ON722568
0-4-68 1395 100 99,64 + B.subtilis ON722569

T-3-12-a 1395 100 99,71 - B.subtilis ON722570
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4.8. Secilen Bacillus Izolatlarinin Biyokiitle Uretiminin incelenmesi

Yiiksek antifungal etki gosteren ve lipopeptid iiretim miktar1 fazla olan bes
farkli Bacillus tiirti kullanilarak LB ortaminda gergeklestirilen inkiibasyon sonucu
dokme plaka yontemi ile canli hiicre sayimi yapilmistir. Elde edilen sonuglar
kob/ml cinsinden Cizelge 4.18°de gosterilmistir. Incelenen Bacillus tiirlerinin
logaritmik olarak aym1 miktarda canli hiicre sayisina ulastifi ve aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0,05) olmadigi belirlenmistir. Biyolojik
miicadele etmeni olarak kullanilacak izolatlarin giiclii antifungal etki
gostermelerine sebep olan en Onemli mekanizmalarindan biri antifungal
lipopeptidlerin {iretimidir. Bu nedenle iiretim optimizasyonu yapilacak tiiriin
seciminde, Oncelikli olarak lipopeptid antibiyotik miktarinin yliksek olmasina

oncelik verilmistir.

Cizelge 4.18. Bacillus tiirleri ile LB besiyerinde, 30°C ve 150 rpm kosullarinda 5 giin siireyle

gerceklestirilen inkiibasyon sonucu elde edilen canli hiicre sayim sonuglart.

Bacillus izolatlarinin Kodlar1  Tiir ismi  Canli Hiicre SayisiSS~ (x10° kob/ml)

K-9-37-a B.velezensis 3,71+1,45°
3-K-S-64 B.velezensis 3,37+2,23%
4-Ka-22 B.velezensis 2,44+0,62°
4-Ka-59-a-a B.subtilis 4,04+0,88%
C-2-30-b B.subtilis 1,66+0,56°

Aynt harfle gosterilen siitun igindeki ortalamalar, Tukey Testine gore énemli dlgiide farkli degildir (p<0,05).
*SS: Standart sapma

Tez ¢alismas1 kapsaminda antifungal etki mekanizmalarina gore incelenen
69 adet Bacillus izolat1 arasindan Cizelge 4.19’da verilen 6zelliklere goére Q-TOF
ile kantitatif olarak belirlenen siirfaktin ve iturin A iretimi en yiiksek olan

B.velezensis 4-Ka-22 susu ile liretim optimizasyonu yapilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 4.19. Calismada antifungal etki mekanizmalar1 incelenen Bacillus izolatlarinin belirlenen 6zellikleri.

] Lipopeptid Miktarlar: Spesifik Enzim Aktiviteleri
Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degerleri
_ Hemolitik (mg/lt) (U/mg) Siderofor
Bacillus o HCN .
. . | Agar Kuyucuk Aktivite . Indeks
Izolatlar1 Ikili Kiiltiir Testi 4 4 . . Uretimi oo
Difiizyon Yontemi (cm) iturin A | Siirfaktin | Proteaz | Kitosanaz | Kitinaz Degeri
Bc'| Fs | Rs | Bc | Fs Rs
1 T-1-18 | 38,7|24,3|454|28,7| 49 | 27,3 1,6 16,9 79 3829,8 11,07 14,0 + 0
2 | T-1-18-a | 41,7|36,0| 50,5| 28,7 | 4,6 | 28,3 1,6 17,3 6,6 4226,1 10,56 10,83 - 0
3 T-2-2 43,71 33,5| 49,7 28,7 2,5 28,8 1,9 31,1 12,8 1304,3 11,72 14,33 - 0
4 T-2-16 | 44,2| 34,0| 49,8| 32,2 | 3,7 28,3 2,0 31,0 12,5 2840,9 11,84 12,94 - 0
5 T-3-10 | 46,4 31,3 | 445 36,8| 13,0| 25,7 1,4 0 13,9 2941,3 8,66 15,71 + 15
6 T-4-8 | 45,61 32,2|505|391|16,0| 29,3 1,8 32,3 12,3 2326,1 9,16 17,91 + 0
7 T-4-9 4561|3501 485 32,7| 13,0 29,3 2,0 28,8 12,4 2931,8 8,4 17,24 - 0
8 | T-4-13-a | 45,4|38,0|53,1|379| 12,3| 265 1,9 25,5 14,0 2190,6 0 18,8 - 1,57
9 | T-4-14-a| 40 | 345|538 |41,4| 8,6 28,8 1,7 454 12,9 2093,0 0 15,86 - 0

"Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ™+ HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.
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Antifungal . . L )
. . . Spesifik Enzim Aktiviteleri
Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degerleri Lipopeptid (U/mg)
. m -

Bacillus Hemolitik | ik eartars (mg/lt) 9 HCN | Siderofor

- . Agar Kuyucuk | Aktivite Uretimi | indeks

Izolatlar Ikili Kiiltiir Testi fg y__ . (cm) retimi Degerleri

Difiizyon Yontemi Iturin A | Siirfaktin | Proteaz | Kitosanaz | Kitinaz
Bc' | Fs | Rs | Bc | Fs | Rs
10| T-4-14-b | 446 41,2 | 55,7 | 41,4| 12,3| 32,3 2,0 30,7 10,9 953,1 8,54 15,0 - 1,3
11| T-4-15 |485(38,0|514]| 264 12,3| 31,3 2,1 27,7 14,3 2482,1 8,6 17,6 + 0
12| T-4-17 |352(24,3]1395|24,1|111| 21,2 1,2 0 10,2 9,7 8,03 18,33 - 1,46
13| T-4-19 |40,0(21,3|40,3|28,7|111| 24,2 1,3 0 3,1 204,5 8,5 11,2 - 0
14| T-11-8 |46,9|315|498| 20,7| 12,3| 27,3 15 23,5 11,8 700,0 0 14,28 - 0
15| C-2-30-a | 41,0 42,2|53,1| 20,7 | 11,1| 29,8 0,9 18,4 7,1 3815,8 9,88 12,17 - 0
16 |C-2-30-b | 45,2|30,3|49,1|241|136| 29,3 1,3 29,0 10,9 5703,8 11,39 10,0 - 0
17| C-2-36 | 36,4228 423|20,7|12,3| 28,8 1,3 0 12,5 963,0 0 15,2 - 0
18| C-3-10 |454(335|48,1|253| 8,6 | 32,3 1,8 33,5 12,8 2882,3 9,76 15,45 - 0
19| C-3-15-a | 43,3|36,7|48,1|218|111| 37,9 1,2 38,2 10,2 3355,8 11,91 0,77 - 0
“Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ~ +: HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.
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Antifungal . . L .
Yiizde Biiyiime inhibisyon Degerleri Lipopeptid Spesifik Enzim Aktiviteler
Bacillus Hemolitik | \iktarlar: (mg/if) (Uimg) HCN Si.derofor
izolatlar Ikili Kiiltiir Testi Dﬁi:;o:lg:jrel;i Al:::;/;te - prefim DIe';il;sri
Iturin A | Siirfaktin | Proteaz | Kitosanaz | Kitinaz
Bc'| Fs | Rs | Bc | Fs | Rs
20 C-3-19 | 504|352|538|241| 74| 3338 1,3 0 13,0 2836,6 11,43 1,0 - 0
21| C-3-22-a | 454|412 |49,7|359|321| 30,2 1,3 29,4 12,8 1485,7 8,45 0 - 1,71
22| C-3-23 |49,2|36,7|50,0]382]|324| 305 1,3 22,1 23 6652,0 0 0 - 0
23| C-3-31 | 42,1|285|47,7|34,2|29,2| 26,6 1,6 59 35,4 3194,4 12,38 1,43 - 0
24 | 0-1-31-b | 46,9| 23,1| 46,1 | 34,2 | 254 | 255 1,6 27,4 26,5 4320,0 10,45 0 - 0
25| 0-1-57-b | 45,8| 25,5|33,8|32,5| 29,2 | 25,0 1,4 0,1 34,0 1710,5 8,66 0,41 - 0
26 | 0-1-59-b | 50,0 31,8| 51,5| 325|254 | 229 1,6 32,7 29,0 6154,5 11,08 1,0 - 0
27| O-1-85 | 44,8|29,3|483|34,2|299| 271 1,2 32,0 38,2 4056,5 11,16 0,71 - 0
28 | O0-2-44-b | 43,7| 355 48,3|29,7| 24,8| 26,6 19 15,5 29,4 4379,3 10,83 0,48 + 1,41
29| O-2-61-a | 45,8 255|485|309|216| 250 1,7 29,6 254 4253,6 10,72 0,27 - 0

“Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ~ +: HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.
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Antifungal . . L .
. . . Spesifik Enzim Aktiviteleri
Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degerleri Lipopeptid (U/mg)
. m -

Bacillus Hemolitik | ik earlar: (mg/if) 9 HCN | Siderofor

- . Agar Kuyucuk | Aktivite Uretimi | indeks

Izolatlar Ikili Kiiltiir Testi fg y__ . (cm) rett Degerleri

Difiizyon Yontemi Iturin A | Siirfaktin | Proteaz | Kitosanaz | Kitinaz
Bc' | Fs | Rs | Bc | Fs | Rs
30| 0O-35-b |458|231|477|342(254| 318 1,2 0 28,3 5155,2 0 0 0
31| 0-3-21 |41,7|355|515]| 353|184 | 26,6 1,6 33,3 35,0 2522,6 0 0,5 - 0
32| O-4-11-a | 46,9 | 28,0 | 52,3| 39,3 | 27,3| 25,0 1,4 0 41,0 5290,5 0 0 - 1,58
33| O-4-13-a | 458 | 25,5| 48,5| 38,2| 29,2| 30,2 1,4 0 39,8 3202,2 0 1,81 - 1,83
34| 0-4-68 |469|318|483|31,4|206| 338 15 28,0 31,2 3811,9 0 2,17 - 0
35| 0-4-82 |437|218| 50 |34,2|235| 250 1,8 0 25,5 3280,0 0 1,38 - 2,0
36| O-5-1 |41,7|355|53,1|258]|241| 250 1,5 20,5 33,0 2963,6 13,0 1,67 - 1,72
37| K-6-22 |456|318|498 314|222 26,6 1,7 13,4 28,3 3250,0 0 1,36 - 1,3
38| K-9-37-a | 42,3| 352|488 342|235 | 29,7 2,1 32,7 40,1 4176,5 0 1,15 - 1,35
39| 4-Ka-22 | 50,4|325(48,8|331|241| 250 1,8 31,9 41,9 3622,2 0 1,0 - 1,43
“Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ~ +: HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.




176

Cizelge 4.19. (devam)

Antifungal . . . .
. . . Spesifik Enzim Aktiviteleri
Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degerleri Lipopeptid (Ulmg)
-y . m -
Bacillus Hemolitik|  fikearlar (mg/lf) 9 HCN | Siderofor
: : Agar Kuyucuk | Aktivite Uretimi | indeks
Izolatlart | jiilj Kiltiir Testi .f? " (cm) retmt Deerleri
Difiizyon Yontemi Iturin A | Siirfaktin | Proteaz | Kitosanaz | Kitinaz
Bc'| Fs | Rs| Bc | Fs | Rs
40 A-1 46,4| 28,5 [49,1| 325 | 20,3 | 26,6 2,0 32,5 35,6 3000,0 10,19 0,45 - 1,41
41| 0O-2-55-a |39,6| 29,8 |48,1| 33,9 | 12,8| 24,4 1,3 16,0 7,0 24244 10,64 8,77 - 1,75
42| O-4-57-b |40,6| 35,1 |48,1| 48,4 | 25,6 | 29,4 1,4 11,5 10,8 27425 12,40 6,39 - 1,77
43| T-3-12-a | 625| 351 | 48,6| 34,9 | 28,8 | 255 1,4 11,3 6,6 2940,3 14,33 4,99 - 1,24
44 | T-3-12-b |43,7| 32,4 | 48,1| 47,4 | 28,2 | 26,7 1,6 19,6 10,4 2879,3 11,59 1,82 - 1,27
45| T-4-20-e-a | 48,9| 24,6 | 47,2| 429 | 28,8 | 29,4 1,4 13,1 0 2511,0 9,43 1,10 - 2,30
46| C-3-20-a |635| 31,6 |48,6| 459 | 28,2 | 289 1,3 15,6 11,0 1477,8 18,77 0 - 0
47 | K-7-14-1 | 37,5| 23,7 | 47,2| 41,4 | 30,8 | 294 1,3 13,7 6,6 2339,9 11,86 0 - 1,49
48 | 1-K-49-a |43,7| 31,6 |50,6| 45,9 | 34,6 | 29,4 1,4 13,9 10,6 3267,7 13,51 0,86 - 0
49 2-K-5 56,2| 28,9 | 50,6 38,4 | 30,8| 20,0 1,3 10,1 7,4 4094,9 14,38 37,30 - 1,46

“Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ~ +: HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.
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’ Antifungal Lipopeptid| Spesifik Enzim Aktiviteleri
Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degerleri .
_ Hemolitik | Miktarlari (mg/lt) (U/mg) HCN | Siderofor
Bacillus ) Agar Kuyucuk - . i
izolatl ikili Kiiltiir Testi Aktivite Uretimi | Indeks
zolatlar Difiizyon Yontemi s ; . . . < .
(cm) Iturin A| Siirfaktin | Proteaz| Kitosanaz | Kitinaz Degerleri
B¢ | Fs | Rs | Bc | Fs | Rs
50 | 2-K-13-a | 53,1| 24,6 |46,2| 41,4| 30,8 | 23,9 1,2 141 7,1 23749 21,27 5,13 - 1,83
51| 2-K-29 |43,7|28,9|48,1|51,0( 35,2 27,8 1,3 36,2 9,5 2610,2 16,73 15,24 - 2,26
52 | 2-K-35-a | 46,9 34,2|51,1| 46,4 | 30,8| 25,0 1,1 27,2 8,8 1836,8 17,28 10,44 + 2,19
53| 2-K-37 |30,2|26,3|457|394|314| 15,0 2,1 9,8 10,2 12227 10,12 16,72 - 2,17
54| 3-K-10 |56,2|22,8|47,1|39,4|256| 21,1 1,3 20,4 0 2136,8 10,25 10,74 - 1,43
55| 3-K-25 |42,7|289]|46,2|359|314| 15,0 2,0 10,1 7,5 1241,8 14,11 10,59 + 1,62
4-Ka-59-a-
56 37,5| 28,1| 45,7| 459 30,8 | 23,3 1,7 38,1 8,6 2290,7 11,71 3,22 - 0
a
57 | 3-K-S-1-a | 52,6 | 29,3 | 48,1 | 39,9 | 32,7 | 27,2 1,3 11,7 9,0 1949,8 8,33 12,55 - 2,08
58 | 3-K-S-14 | 60,0| 34,9| 49,6 | 34,4| 3,8 | 10,0 1,3 0 0 2030,9 0 7,74 - 2,0
59 |3-K-S-17-a| 61,5| 31,7 | 48,1 | 42,4 | 25,6 | 22,2 15 16,0 0 2485,4 9,58 4,48 + 1,45
“Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ~ +: HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.




Cizelge 4.19. (devam)

178

’ Antifungal Lipopeptid| Spesifik Enzim Aktiviteleri
Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degerleri .

_ Hemolitik | Miktarlari (mg/lt) (U/mg) HCN | Siderofor
Bacillus ) Agar Kuyucuk Aktivi .. -
izolatl Ikili Kiiltiir Testi tivite Uretimi | Indeks
zofatian Difiizyon Yontemi s ; . . . < .

(cm) Iturin A| Siirfaktin | Proteaz| Kitosanaz | Kitinaz Degerleri
Bc' | Fs | Rs | Bc | Fs | Rs

60 | 3-K-S-37 | 54,1|34,1| 432|454 33,3| 12,2 2,0 13,0 8,9 778,4 0 0 - 2,43
61 |3-K-S-39-a| 55,1 | 33,3 | 47,6 | 36,9 | 29,0 | 26,6 1,2 10,4 6,9 2499,7 11,71 28,21 - 2,19
62 | 3-K-S-47-a| 61,0| 34,1 | 48,1 | 39,9| 25,8| 32,0 1,3 11,5 7,1 1574,8 8,02 11,69 - 1,60
63 | 3-K-S-49 | 51,6|30,9|42,2|499]| 354 29,3 2,0 9,1 10,6 878,3 9,22 2,32 - 2,08
64 | 3-K-S-60-a| 60,0 35,8 | 49,1499 25,2| 32,6 15 16,0 8,3 2764,0 8,22 2,53 - 1,60
65| 3-K-S-61 | 57,5|34,9| 476|499 258 | 28,8 13 12,2 7,3 2310,7 9,36 7,28 - 1,91
66 | 3-K-S-64 | 58,0|33,3|49,6|60,0/|24,6| 33,1 1,3 15,8 9,4 2039,5 8,28 12,31 - 1,83
67 |K-6-13-b-a| 55,5| 28,4 | 47,6 | 50,4 | 23,3 | 34,2 1,3 13,8 79 2461,1 0 10,10 - 1,67
68 | O0-6-50-a | 58,0| 30,9 | 46,7 | 47,4 | 29,6 | 21,1 1,4 14,8 11,2 2297,3 8,70 7,18 - 2,11
69 | C-1-16-a | 54,1| 32,5| 46,7 | 55,4 | 29,6 | 22,8 1,3 14,8 9,6 2383,0 8,30 14,01 + 0
“Bc: Botrytis cinerea, Fs: Fusarium solani, Rs: Rhizoctonia solani, ~ +: HCN iiretimi var; -: HCN iiretimi yok.
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4.9. Bacillus velezensis 4-Ka-22 Susu i¢in Biiyiime Egrisinin Belirlenmesi

Elde edilen biiylime egrisi ve antifungal etki (yiizde biiyiime inhibisyon
degerleri) sonuglar1 Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de gosterilmistir. Uretimin
baslangicinda pH degeri 7,1 olarak olgiiliirken iiretim boyunca bu deger artarak
pH 9,5’e¢ ulagsmistir. LB siv1 besiyeri kullanilarak gelistirilen as1 kiiltiiriinden
iiretim icin yine LB sivi besiyerine inokiilasyon yapilmasi sonucu hizli bir lag
fazin ardindan 9. saate kadar logaritmik faz goriilmiistiir ve sonrasinda ikinci bir
lag faz baglamistir. Daha sonra ise, 18. saatten sonra canli hiicre sayisinda ve
ODegoo nm degerlerinde 72. saate kadar tekrar bir artis goriilmistiir. Bu andan
itibaren canli hiicre sayis1 diisiise gegmistir. Dioksik biiylime goriilmesinin sebebi
olarak, LB besiyerinde bulunan tripton ve maya ekstraktinin sirayla
kullanilmasindan kaynaklanabilecegi gibi sus tarafindan iiretilen bir metabolitin
susun kendisi tarafindan kullanilmasindan da kaynaklanmis olabilecegi

distiniilmektedir.

Log (cfu/ml)
pH
600 nm

- 0,5

0
0D 3 6 9 12 15 18 21 24 30 36 42 48 60 72 84 96
inkiibasyon Siiresi (saat)

~3—Log (cfu/mi) pH =—=600 nm

Sekil 4.19. B.velezensis 4-Ka-22 susu i¢in pH degeri, absorbans ve canli sayim sonuglari.

Biyosiirfaktanlarin mikroorganizmalar tarafindan biiyiime dongiilerinin
farkli asamalarinda iiretilmesini agiklayan farkli beslenme ve ekolojik roller 6ne
stiriilmiistiir. Biiytimeyle iliskili {iretim tiirtinde, bu molekiiller daha ¢ok birincil
metabolit gibi davranmakta ve normal biiylime ve besin alimi siirecine dogrudan
dahil olmaktadir. Diger durumda ise, ikincil metabolit olarak davranmaktadirlar
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ve biiylimeden ziyade antibiyotikler ve pigmentler gibi ekolojik bir role sahip
olmaktadirlar (Mukherjee et al., 2009).

Cogu Dbiyosiirfaktan mikrobiyal kiiltir duragan faza ulastiginda
iretilmektedir. Ancak, baz1 suglar tarafindan logaritmik fazda da
iiretilebilmektedirler. B.subtilis LAMIOO09 ile siirfaktin iiretimi logaritmik fazda
baslayarak biiyiime ile paralel sekilde devam etmektedir ve biyosiirfaktan
iretiminin biiyiime ile iligkili oldugunu gdosterecek sekilde logaritmik fazin
sonunda yiiksek siirfaktin konsantrasyonu belirlenmistir. Bununla birlikte,
B.subtilis LAMIOO5 susu ile siirfaktin iiretimi ise logaritmik fazin sonunda
baslamistir. Yiiksek biyosiirfaktan konsantrasyonunun duragan fazda tespit
edilmesi sonucu biyosiirfaktan iiretiminin biiyiime ile iliskili olmadigi
gosterilmistir (Sousa et al., 2012). Bacillus tiirleri tarafindan firetilen antifungal
siklik lipopeptidler biiyiimeye bagli olarak iretilmektedir. Sirfaktin dretimi
logaritmik fazda baslayip duragan faza kadar siirmektedir (Haddad et al., 2009;
Coutte et al., 2010; Ayed et al., 2019). Fengisin iiretimi ise 10-12 saat sonra
baslarken Iturin A iiretimi logaritmik fazin sonunda baslamaktadir ve iiretimleri
inkiibasyon siiresi boyunca devam etmektedir (Ambrico and Trupo, 2017; Coutte
etal., 2017; Ayed et al., 2019).

Pajcin et al., (2019) tarafindan gergeklestirilen caligmada, B.velezensis
tirliniin gliserol igeren besiyerinde tiretimi sonucu biyokiitle ve metabolitleri
iceren kiiltlir sivis1 elde edilmistir ve Xanthomonas susuna karsi antimikrobiyal
etkisi disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore
antimikrobiyal etkinin B.velezensis biiyiimesi ile uyum gosterdigi belirlenmistir.
Calismamizda da, Sekil 4.20°de goriilecegi gibi ekstrakte edilen antifungal
lipopeptidlerin neden oldugu ylizde biiyiime inhibisyon degerleri biiylime
egrisiyle paralel olacak sekilde belirlenmistir. Logaritmik fazda antifungal etki
goriilmeye baslanmistir ve bu etkinin logaritmik faz siiresince birikimli olarak
artigl goriilmektedir. Ancak, 72. saatten sonra antifungal etkide de diisiis
goriilmiistiir. Bu nedenle bundan sonra gerceklestirilecek ¢aligsmalarda inkiibasyon

siiresinin 72 saat olmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.20. B.velezensis 4-Ka-22 susundan ekstrakte edilen lipopeptid antibiyotiklerin Botrytis
cinerea (Bc), Rhizoctonia solani (Rs) ve Fusarium solani’ye kars1 zamanla degisen
etkisi.

Zhao et al. (2014) tarafindan Bacillus sp. BH072 izolat1 kullanilarak LB s1v1
besiyerinde biiyiime egrisinin incelendigi c¢alismada 12-18 saat arasinda
logaritmik faz goriilmistir ve en yiliksek antifungal aktiviteye 60. saatte
ulagilmistir. Bir baska ¢aligmada ise, hizli bir adaptasyon siireci sonrasi 14. saate
ulagildiginda Bacillus subtilis iiretiminde duragan faza girildigi gosterilmistir ve
60. saatin sonunda hiicre bliylime egrisinde diisiis profili goriilmiistiir. Antifungal
etki sonuglart incelendiginde ise, logaritmik fazin sonunda artis gostermeye
basladig1r ve bu artisin duragan faz boyunca da devam ettigi ve 30. saatte
maksimum degere ulastigi goriilmektedir. Bu artisin sebebi olarak iiretilen

antifungal lipopeptidlerin birikimi gosterilmektedir (Mosquera et al., 2014).

Bacillus subtilis SR/B-16 susu ile yapilan bir ¢alismada ise nutrient broth
besiyerindeki dioksik biiyiime besiyeri igeriginde bulunan basit bir karbon
kaynagi olan peptonun oncelikli hidrolizine baglanmaktadir. Daha sonra, SR/B-16
susu besiyeri igeriginde bulunan ve daha kompleks bir karbon kaynagi olan et
ekstraktin1 hidrolize edebilmek icin ikinci bir lag faza girmektedir (Raton et al.,
2012). Bir baska calismada, W.anormalus MUE24 ile 5 litrelik biyoreaktor
kullanilarak biyosiirfektan iiretimi gerceklestirilmistir. Hiicreler oncelikli olarak
tercih ettikleri glikoz ve soya fasiilyesi yagini kullanarak ilk biiyiime fazinda 12-
24. saatler arasinda dioksik biiylime gostermislerdir ve 48-72. saat araliginda

biyosiirfektan iiretimi gergeklestirmislerdir. Daha sonra ise, hiicrelerin 84-108.
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saat araliginda dioksik biiylimenin ikinci biliylime fazinda biyosiirfektani
kullandiklar1 gdsterilmistir (Punrata et al., 2020). Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde, LB sivi besiyeri igerigindeki tripton ve maya ekstraktinin sirayla
kullanilmas1 ya da iiretilen lipopeptidlerin kullanilmaya baslanmasi1 kaynakli

dioksik biiylimenin gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Luo et al. (2013) tarafindan B.subtilis N7 susu ile gergeklestirilen ¢alismada
hiicre biiylimesinin lipopeptid iiretiminden Once gerceklestigi gosterilmistir.
Lipopeptid birikiminin 6zellikle 36-60. saatler arasinda hiicre biiyiimesi duragan
fazdayken gercgeklestigi belirlenmistir. Maksimum lipopeptid veriminin iiretimin
60. saatinde elde edildigi ve 72-84. saat aralifinda hiicrelerin pargalanmasiyla
lipopeptid tiretiminin de %30 azaldig1 belirtilmistir. Benzer sekilde kullandigimiz
B.velezensis 4-Ka-22 susu ile de maksimum lipopeptid verimine iiretimin 72.
saatinde ulasildig1 ve bu saatten sonra hiicre sayisinda ve antifungal etkide azalma

gOriilmiistiir.

Ayrica, tretim ortamimnin pH degerinin 9,0’un {izerine ¢ikmasiyla birlikte
tiretilen lipoepeptidlerin antifungal etkisinin azalmaya basladigi Bacillus tiirleri ile
gergeklestirilen farkli calismalarda da gosterilmistir (Ayed et al., 2014; Toral et
al., 2018; Magdalena and Yogiara, 2020; Wang et al., 2020). Bizim ¢alismamizda
da 60. saatte pH degeri 9,0’u asmasina ragmen (Sekil 4.19) antifungal aktivitenin
72. saatten itibaren (Sekil 4.20) diismeye basladig belirlenmistir.

4.10. Bacillus velezensis 4-Ka-22 Susu i¢in Uretim Ortamm Optimizasyonu

4.10.1. Cesitli karbon ve azot kaynaklarn ile diger besiyeri bilesenlerinin

hiicre biiyiimesi ve antifungal etki iizerindeki etkilerinin incelenmesi

Karbon  kaynaklarinin  karistim  halinde  bulundugu  besiyerinde
mikroorganizmalar daha kolay ve etkili sekilde metabolize edebildiklerini
oncelikli olarak se¢ip kullanmaktadir. Ayni zamanda, biliylime ve sekonder
metabolit liretimi bakimindan en iyi karbon kaynag: farklilik gosterebilmektedir.
Glikoz biiylime i¢in ¢ok iyi bir kaynakken sekonder metabolit iiretimini
baskilayabilmektedir. Maltoz, gliserol, mannoz, ksiloz ve sakkaroz gibi diger
karbonhidratlar sekonder metabolit {iretimini negatif etkilerken nisasta, bugday
unu ve melas gibi kompleks karbon kaynaklarinin pozitif etkiledigi gosterilmistir.
Ayn1 durum azot kaynaklar1 i¢in de gosterilmistir ve sekonder metabolit iiretim

regiilasyonu igin azot asimilasyonunun énemi de pek ¢ok ¢aligmada incelenmistir.
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Sekonder metabolizma {izerinde azot kaynaklarinin etkisi metabolik yolizlerine,
iiretici mikroorganizmaya, azot kaynaginin ¢esidine ve konsantrasyonuna baglidir
(Pournejati and Karbalaei-Heidari, 2020). Bu nedenle, ¢alismamizda ¢ok sayida
azot ve karbon kaynaginin ve diger besiyeri bilesenlerinin canli hiicre sayisina ve

antifungal aktiviteye olan etkileri incelenmistir.

Biyolojik miicadele etmeni olarak Bacillus suslarmin ticari biyopreparat
olarak kullanimlar i¢in diisilk maliyetli besiyeri bilesenleri kullanilarak yiiksek
canli hiicre sayis1 igeren iiretimlerin gergeklestirilmesi hedeflenmektedir. Bu
nedenle, bakteriyel biiylimenin optimizasyonu diisiik maliyetli liretim ortami

gelistirilmesine ve ayn1 zamanda biyokontrol etkisinin de siirdiiriilmesine baglidir.

Caligmamizda incelenen karbon kaynaklari arasindan canli hiicre sayisi
tizerinde pozitif etkisi oldugu belirlenenler sirasiyla zeytinyagi, Tween 80 ve
melastir. Diger tiim karbon kaynaklar: ile kontrol degerinden daha diisiik sayida
canlt hiicre sayist belirlenmistir (Sekil 4.21). Farkli karbon kaynaklarinin
kullanildigr kiiltiir sivisindan ekstrakte edilen siklik lipopeptidlerin etkisiyle
gerceklesen ylizde biiylime inhibisyon degeri incelendiginde ise en yiiksek
inhibisyonun misir nisastas: ve laktoz ile elde edildigi goriilmiistiir. Sonug olarak
iki faktor birlikte incelendiginde, ticari boyut da gbéz Oniinde bulundurularak
gerceklestirilecek optimizasyon caligsmasi icin en etkili ve ucuz besiyeri bileseni

olarak goriilen melas secilmistir.
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Sekil 4.21. Farkli karbon kaynaklarinin canli hiicre sayisina ve siklik lipopeptid iiretimi sonucu

yiizde biiylime inhibisyon degerine etkisi.
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Calismamizda incelenen azot kaynaklari arasindan canli hiicre sayisi
iizerinde pozitif etkisi oldugu belirlenenler sirasiyla soya unu, DDGS, tripton ve
maya ekstraktidir. Diger tiim azot kaynaklar1 ile kontrol degerinden daha diisiik
sayida canli hiicre iiretimi gergeklestigi belirlenmistir (Sekil 4.22). Farkli azot
kaynaklarinin kullanildig1 kiiltiir sivisindan ekstrakte edilen siklik lipopeptidlerin
etkisiyle gergeklesen yiizde biiyiime inhibisyon degeri incelendiginde ise en
yiiksek inhibisyonun pepton ve maya ekstrakti ile elde edildigi goriilmiistiir.
Ancak soya unu ile aralarindaki farkin ¢ok az olmasi sebebiyle iki faktor birlikte
incelendiginde sonraki optimizasyon caligsmalar1 i¢in en etkili ve ucuz besiyeri

bileseni olarak goriilen soya unu seg¢ilmistir.
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Sekil 4.22. Farkli azot kaynaklarinin canli hiicre sayisina ve siklik lipopeptid iiretimi sonucu yiizde
biiylime inhibisyon degerine etkisi.

Calismamizda incelenen diger besiyeri bilesenleri arasindan canli hiicre
sayis1 lizerinde pozitif etkisi oldugu belirlenen tek bilesen CaCl,’dir. Diger tiim
besiyeri bilesenleri ile kontrol degerinden daha diisiik sayida canli hiicre sayisi
elde edilmistir (Sekil 4.23). Farkli besiyeri bilesenlerinin kullanildigi kiltiir
stvisindan ekstrakte edilen siklik lipopeptidlerin etkisiyle gerceklesen yiizde
biliylime inhibisyon degeri incelendiginde ise en yiiksek inhibisyonun Nay;HPO,,
KH2PO,4, Kl ve CaCl; ile elde edildigi goriilmiistiir. Ancak bu bilesenlerin
antifungal aktiviteye olan etkileri arasindaki farkin ¢ok az olmasi sebebiyle iki
faktor birlikte incelendiginde sonraki optimizasyon calismalart ig¢in en etkili

besiyeri bileseni olarak goriilen CaCl; se¢ilmistir.
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Sekil 4.23. Farkli besiyeri bilesenlerinin canli hiicre sayisina ve siklik lipopeptid {iretimi sonucu
yiizde biiylime inhibisyon degerine etkisi.

Sonug olarak, gelistirilecek olan iiretim ortaminin melas, soya unu ve CaCl,
icermesine karar verilmis ve RSM ile bu ii¢ bilesen i¢in liretim ortami
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Zhao et al. (2014), yaptiklar1 calismada,
Bacillus sp. BHO72 ile iturin A iiretimi igin en etkili besiyeri bilesenlerinin
sakkaroz, soya unu ve MgCl, oldugunu gostermislerdir. Ayrica, Mg nin iturin A
iiretimini destekledigini, Fe™ ve Zn™nin ise iturin A iiretimi iizerinde negatif
etkisi oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte, inorganik azot kaynaklarinin
iturin A tiretimini olumsuz etkiledigi organik azot kaynaklarmin ise iturin A
tiretimini destekledigi yapilan calisma ile ortaya konmustur. Gergeklestirdigimiz
calismada da organik azot kaynaklari ile inorganik azot kaynaklarina gore daha iyi
sonuclar elde edilmistir. Benzer sekilde FeCls, ZnSQO, CoCl, ve EDTA

kullanildiginda iiretim inhibisyonu gézlemlenmistir.

Diger bir ¢alismada elde edilen sonuglara gore soya unu, sakkaroz ve melas
gibi ticari ve yan {riinlerin birlikte kullanilmasinin B.subtilis CPA-8 susunun
biiyiimesini arttirdig1 ve biyokontrol etkinligini siirdiirdiigii gosterilmistir. Soya
tirlinleri B.subtilis tiirlerinin endiistriyel iiretimleri igin protein, karbonhidratlar,
vitaminler ve mineraller icermesi bakimindan Onemli substratlar olarak
degerlendirilmektedir. Melas ise yiiksek seker icerigi (%50 sakkaroz, glikoz,
fruktoz), kolloidal siispansiyon olmast, agir metaller, vitaminler ve azot bilesenleri
icermesine bagli olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan bazi ¢aligmalarda
melasin iiretim ortamindaki kullanim konsantrasyonlarmin Bacillus tiirleri igin
toksik olabilecegi belirtilmistir. Mikroorganizmalarin biiyiimesi ile iiretim
ortaminda biriken asidik son {irlinler bliylime inhibisyonuna sebep olmaktadir.

Yiiksek melas konsantrasyonuyla birlikte maya ekstrakti ya da pepton
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kullanildiginda B.subtilis CPA-8 susunun biiyiimesi sonucu pH diismiis (5,5’ten
az) ve bakteri bliyiimesinde kismi inhibisyon goriilmiistiir. Ucuz karbon ve azot
kaynaklari icerecek sekilde (40 g/lt %44 yagsiz soya unu, 5 g/It melas ve mineral
soliisyonu) B.subtilis CPA-8 iiretimi igin diisiik maliyetli bir {iretim ortami
optimizasyonu  gerceklestirilmistir  (Yanez-Mendizabal et al., 2012).
Calismamizda %1 oraninda melas kullanilmasinin canli hiicre sayis1 ve antifungal

etki tizerinde olumlu etki gosterdigi belirlenmistir.

Rane et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada peynir alti suyu, melas, patates
kabugu, muz kabugu, portakal kabugu gibi atiklarin ekstraktlar1 ve seker kamisi
kiispesi gibi tarimsal sanayi atiklarint kullanarak biyosiirfektan iiretim
optimizasyonu gerceklestirmislerdir. B.subtilis ANR 88 susu, kullanilan tiim
karbon kaynaklarinda biiylime gostermistir. Melas kullanilan {iretim ortamindaki
biyosiirfektan iiretimi ile kontrol olarak kullanilan glikozlu iiretim ortamindaki
biyosiirfektan iiretimi benzer sekilde sonuglanmistir. Melas konsantrasyonlari
incelenen ¢alismada, biyomasin %10 melas konsantrasyonuna kadar arttig1 ancak
biyosiirfektan veriminin %4 melas konsantrasyonundan sonra Onemli o6l¢iide
artmadig1 gosterilmistir. Azot kaynaklarinin optimizasyonu gergeklestirilirken %4
melas konsantrasyonu kullanilmistir  ve biyosiirfektan {iretiminin  azot
kaynaklarinin organik ya da inorganik olmasina bagli olarak bir farklilik
gostermedigi belirtilmistir. Ancak, susun biiylimesinin {lire, maya ekstrakti ve
pepton gibi organik azot kaynaklarinda daha iyi oldugu gosterilmistir.
Calismamizda %1 oraninda soya unu kullanilmasinin canli hiicre sayisi ve

antifungal etki lizerinde olumlu etki gosterdigi belirlenmistir.

Mn+2, Fe+3, Fe+2, Ca+2, Mg+2 ve Zn*? gibi metal iyonlariin spor iiretiminin
arttirllmasinda 6nemli faktorler oldugu bilinmektedir. Metal iyonlar1 sporulasyon
icin gerekli enzim sistemlerinin aktivasyonunda rol oynamaktadir. Mangan ve
demir sporulasyon igin zorunludur ve antibiyotikler ve peptidler gibi Bacillus
tirleri tarafindan {iretilen sekonder metabolitlerin sentezine katilmaktadirlar.
Kalsiyum, dipikolinik asit ile selat olusturarak sporun énemli bir bileseni olarak
yer almaktadir ve 1s1 direncinin artmasini saglamaktadir. Mn*?, Fe*? ve Ca*?’nin
spor iretimi iizerinde pozitif etkisi oldugu gosterilmistir. Cinkonun ise
sporulasyon iizerinde negatif etkisi oldugu gosterilmistir. Elde edilen sonuglar,
farkli suslarin besiyerindeki metal iyonlarina kars1 farkl tepkiler gosterebilecegini
de ortaya koymustur (Ren et al., 2018). Calismamizda kullanilan sus igin Mn*? ve
Fe*?’nin olumlu bir etkisi olmazken Ca*?’nin canli hiicre sayis1 ve antifungal etki

tizerinde olumlu etkisi goriilmiistiir.
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4.10.2. Secilen besiyeri bilesenlerinin Bacillus velezensis 4-Ka-22 susunun
hiicre biiyiimesi ve antifungal aktivitesi iizerindeki birlikte etkisinin
incelenmesi

Canli hiicre sayisini ve antifungal etkiyi arttirdigir Kisim 4.10.1°de belirlenen
melas, soya unu ve CaCly’nin Cizelge 3.3’te gosterildigi sekilde farkli
konsantrasyonlarinit iceren besiyerleri (Besiyeri 1-7) ile herbirinin LB sivi
besiyerine %1 oraninda eklendigi besiyeri (Besiyeri 8) ve kontrol olarak LB s1vi
besiyerinde biiyiitilen Bacillus velezensis 4-Ka-22 susu i¢in elde edilen canli
hiicre sayis1 (kob/ml) ve yiizde biiylime inhibisyon degerleri Cizelge 4.20°de
verilmistir. Boylece melas, soya unu ve CaCl,’nin farkli miktarlar1 kullanilarak
hazirlanan iiretim ortaminda gerceklestirecekleri etki incelenmistir. Sonug olarak,
en yliksek canli hiicre sayis1 Besiyeri-1 (%1 melas, %1 soya unu ve %1 CaCl, ) ve
Besiyeri-8 (LB besiyerine %1 melas, %1 soya unu ve %1 CaCl, eklenmistir.)
kullanildiginda elde edilmistir. Bu iki besiyeri antifungal etki bakimindan
karsilastirildiginda ise, Besiyeri 1°de Besiyeri 8’e gore yaklasik iki kat yiiksek
yiizde biiylime inhibisyon degeri elde edildigi goriilmektedir. Bu da optimum
besiyeri tasarlamak {izere secilen besiyeri bilesenlerinin LB s1v1 besiyeri olmadan

da kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.20. Melas, soya unu ve CaCl,’ nin farkli konsantrasyonlari kullanilarak elde edilen canli

hiicre sayis1 (kob/ml) ve yiizde biiyiime inhibisyon degerleri.

Canli Hiicre Say1s1=SS”  Biiyiime inhibisyon Degeri+SS

(x10” kob/ml) (%)

Besiyeri 1 1714322 15,0+1,11°
Besiyeri 2 2,06+0,29" 9,44+2,12°
Besiyeri 3 3,45+0,35" 10,041,28%
Besiyeri 4 2,62+0,42" 13,3340
Besiyeri 5 5,56+0,54° 13,33+1,81%
Besiyeri 6 8,02+0,24" 12,22+1,28"
Besiyeri 7 11,13+0,65" 13,33+1,81%
Besiyeri 8 163,33+34,5° 7,78+1,28°

Kontrol 42,3+0,35° 23,33+1,28°

Ayni harfle gosterilen siitun igindeki ortalamalar, Tukey Testi’ne gore onemli dlgiide farkh degildir (p<0,05).

“SS: Standart sapma
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Karbon kaynagi olarak kullanilan melasin miktarinin artmasi canli hiicre
sayis1 lizerinde logaritmik olarak énemli kabul edilebilecek bir etki gdstermezken
en yiiksek canli hiicre sayis1 diisiik melas miktar1 kullanildiginda elde edilmistir.
Bu nedenle, RSM denemesinde minimum ve maksimum degerler olarak %0,1 ve
%1 oraninda melas denenmesine karar verilmistir. Soya unu diisilk miktarda
kullanildiginda canli hiicre sayisinda artis goriiliirken yiiksek miktarlarda
kullanildiginda yilizde biiylime inhibisyon degerinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle, RSM denemesinde minimum ve maksimum degerler
olarak %1 ve %10 oraninda soya unu kullanilmasina karar verilmistir. CaCl,
miktarinin degismesi canli hiicre sayis1 ve ylizde biiylime inhibisyon degeri
iizerinde ciddi bir degisime sebep olmamistir. Bunun sonucunda RSM
denemesinde minimum ve maksimum degerler olarak %0,5 ve %1 oraninda CaCl,

kullanilmasina karar verilmistir.
4.10.3. Secilen besiyeri bilesenlerinin RSM ile optimizasyonu

Bacillus velezensis 4-Ka-22 susunun yiiksek biyokiitle (canli hiicre sayisi)
ve siklik lipopeptid miktar1 (ylizde biiyiime inhibisyon degeri) elde edilecek
sekilde sivi kiiltiir fermentasyon yontemi ile iretiminde, RSM ile optimize
edilecek bagimsiz degiskenler olarak melas, soya unu ve CaCl, miktari
secilmistir. Yanit olarak ise, canli hiicre sayis1 (kob/ml) ve ylizde biiylime
inhibisyon degeri belirlenmistir.

RSM analizi i¢in Box-Behnken deney tasariminin kullanilmasi uygun
bulunmugtur. Deney tasarimi sonucunda 17 farkli {iretim ortaminda B.velezensis
4-Ka-22 susunun iiretimi sonrasinda elde edilen canli hiicre sayisi ve yiizde
biiylime inhibisyon degeri ile ilgili deneysel ve tahmini yanitlar Cizelge 4.21°de
verilmistir. iki farkli yanit sonuglarmin da incelenmesinden sonra, elde edilen
veriler dogrultusunda canli hiicre sayisini, yiizde bilylime inhibisyon degerini ve
her iki yanit1 da ayni anda arttirmaya yonelik olarak ti¢ farkli iiretim ortami

tasarimi yapilmistir.
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Cizelge 4.21. Box-Behnken deney seti ve incelenen yanitlar igin elde edilen deneysel ve tahmini

sonugclar.
Melas Soya cacl, Canh Hiicre Sayisi Bﬁyﬁmf il.lhibisyon
No (%) Unu (%) (log(kob/ml)) Degeri (%)
(%) Deneysel Tahmini Deneysel ~ Tahmini

1 0,1 1 0,75 9,40 9,73 4,49 3,23
2 1 1 0,75 9,26 8,89 7,87 7,72
3 0,1 10 0,75 8,79 8,79 8,99 9,13
4 1 10 0,75 8,08 7,96 7,87 9,13
5 0,1 55 0,5 9,51 9,30 8,99 9,97
6 1 55 0,5 8,27 8,46 10,11 9,97
7 0,1 5,5 1 9,38 9,23 2,25 2,39
8 1 5,5 1 8,12 8,39 7,87 6,88
9 0,55 1 0,5 9,24 9,35 7,87 8,15
10 0,55 10 0,5 8,16 8,41 19,10 17,98
11 0,55 4 1 9,13 9,28 7,87 8,99
12 0,55 10 1 8,25 8,34 6,74 6,46
13 0,55 55 0,75 9,06 8,84 5,62 4,22
14 0,55 5,5 0,75 9,15 8,84 4,49 4,22
15 0,55 55 0,75 8,88 8,84 3,25 4,22
16 0,55 5,5 0,75 8,94 8,84 4,49 4,22
17 0,55 55 0,75 8,73 8,84 3,25 4,22

Yanitlardan ilki olan canli hiicre sayisi i¢in elde edilen modelin uygunlugu
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak incelenmistir ve sonuclar Sekil 4.24’te
gosterilmistir.  F  degerinin 19,51 olmasi modelin anlamli  oldugunu
gostermektedir. Regresyon i¢in f degerinin yiiksek olmasi modelin uygunlugunu
ve tasarlanan degisken miktarlar1 ile canli hiicre sayisinda gozlemlenen degisimi
yeterince  aciklayabildigini  gostermektedir.  Olasilik  degeri  (p<0,05)
parametrelerin  istatistiksel ~olarak  anlamliligii  kontrol  etmek igin
kullanilmaktadir. Sekil 4.24°te gosterilen sonuglara goére melas (A) ve soya unu
(B) canli hiicre sayisini arttirmak i¢in anlamli olarak bulunmustur. Ayrica 2,52
olan uyumsuzluk F degeri (“Lack of Fit F-value”), bu uyumsuzlugun, tekrarlanan
deneylerde goriilen hata payr olan saf hataya (“pure error”) gore cok kiigiik
oldugunu diger bir deyisle bu uyumsuzlugun anlamli olmadigin1 gostermektedir.
R2degeri 0,8182 olarak elde edilmistir ve bu deger modelin canli hiicre sayisini
arttirmak i¢in %81,82 uygun oldugunu ifade etmektedir. Bu sonuglar, segilen
modelin canl hiicre sayisini arttirmak icin segilen degiskenlerin linear etkilerini

tatmin edici bir sekilde acgiklayabildigini gostermektedir.



190

Varyans Analizi (ANOVA):

Response 1 Canli Hucre Sayisi
ANOVA for Response Surface Linear Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type IlI]

Sum of Mean F p-value
Source Squares clf Square Value Prob > F
Model 3.18 3 1.05 19.51 < 0.0001 significant
A-Melzs 7.40 i 7.40 25392 0.0002
B-Soye unu 1.75 1 1.75 3247 = 0.0007
C-Caci? 0.011 1 0.011 019 06662
Residual 0.70 13 0.054
Lack of Fit 0.60 g 0.068 2.52 0.1832 not significant
Pure Error 0.11 4 0.026
Cor Total 3.85 16

Sekil 4.24. Canli hiicre sayisina ait linear model i¢in Design Expert programi ANOVA ¢iktisi.

Regresyon analizi sonucunda, canli hiicre sayisini arttiran (Y) bagimsiz
degiskenler olan melas miktar1 (A), soya unu miktar1 (B) ve CaCl; miktar1 (C)

cinsinden belirlenen denklem asagida verilmistir:
Canli Hiicre Sayis1 (Y) = 8,84 — 0,42xA — 0,47xB — 0,036xC

Modelin uygunlugu, model ile veriler arasindaki korelasyonun derecesine
bagli olmakla birlikte hata dagiliminin niteligine de baghdir. Hatalarin linear
dagilimi, bu hatalarin belirli olasilik bolgelerinde yogunlagsmadigini gosterir. Yani
hata dagiliminin linear olmas1 modelin uygun oldugunu belirtmektedir. Sekil 4.25
bu sete iligkin hata dagilim grafigini gostermektedir. Hata dagilim grafigindeki
ufak sapmalar goz ardi edilebilecek boyuttadir ve hata dagilim grafigi modelin
uygunlugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.25. Canli hiicre sayisi i¢in hata dagilim grafigi.

degiskenlerin, belirli bir yanit iizerindeki

etkilerinin acikca

goriilebildigi grafigi ile yanita iliskin olan gesitli degiskenlerin 6nem siralamasi
yapilabilir. Melas, soya unu ve CaCl;, degiskenlerinin canli hiicre sayisi tizerindeki

etkilerini gdsteren pertiirbasyon grafigi Sekil 4.26’da verilmistir.

Sekil 4.26. Canli hiicre sayisi i¢in pertiirbasyon grafigi (A: Melas, B: Soya unu, C: CaCly).

Design-Expen® Software

Cant Hicre Sawsi
e Cami Hucre Sawisi

Actual Factors

A Melas=055

B. Soya unu =550
CCace=075

Canli Hiicre Sayisi

Perturbation

Deviation from Reference Point (Coded Units)
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Pertiirbasyon grafiginden agik¢a goriilebildigi {lizere, incelenen ii¢ besiyeri
bileseni i¢in de kullanilan miktar arttik¢a canli hiicre sayisinda farkli oranlarda
azalma gergeklesmistir. CaCl, degiskeninin ilgili yanit lizerindeki etkisinin diger
degiskenlere oranla olduk¢a az oldugu goriilmektedir. Egrilerin kesistigi nokta
referans noktasidir ve bu grafik i¢in merkez noktalar1 ifade etmektedir.

RSM ile elde edilen regresyon esitligine ait 3D yanit yiizeyi grafikleri Sekil
4.27-4.29°da gosterilmistir.

Canli Hucre Sayisi

A: Melas il

Sekil 4.27. Canl1 hiicre sayisi ile melas miktari ve soya unu miktari degiskenlerini iligkilendiren ti¢
boyutlu yanit yiizey grafigi.

Canli Hicre Sayisi

100

! - 280
C: Cacl2 08s 5
60 10,00 B: Soya unu

Sekil 4.28. Canl1 hiicre sayisi ile CaCl, miktar1 ve soya unu miktar1 degiskenlerini iliskilendiren tig
boyutlu yanit ylizey grafigi.
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Canli Hucre Sayisi

s~ A:Melas

Sekil 4.29. Canli hiicre sayisi ile CaCl, miktar1 ve melas miktar1 degiskenlerini iliskilendiren ii¢
boyutlu yanit yiizey grafigi.

Calismamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda ii¢ boyutlu yanit yiizey
grafikleri ve pertiirbasyon garafigi incelendiginde her {i¢ bagimsiz degisken igin
de deney tasarimi sirasinda optimum deger araliklarinin  kullanildig
goriilmektedir. Sonug¢ olarak B.velezensis 4-Ka-22 susu ile gerceklestirilecek
tiretim sonucu elde edilecek canli hiicre sayisi iizerinde melas ve soya unu

miktarinin etkisinin daha fazla oldugu agikg¢a goriilmektedir.

Bir diger yanit olan yilizde biliylime inhibisyon degeri i¢in elde edilen
modelin uygunlugu da varyans analizi (ANOVA) kullanilarak incelenmistir ve
sonuglar Sekil 4.30°da gosterilmistir. F degerinin 14,86 olmasi modelin anlamli
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.30°da gosterilen sonuglara gére melas (A), soya
unu (B), CaCl, (C), BC, B?ve C? yiizde biiyiime inhibisyon degerini arttirmak i¢in
anlamli olarak bulunmustur. Ayrica 2,63 olan uyumsuzluk F degeri (“Lack of Fit
F-value™), bu uyumsuzlugun, anlamh olmadigim gdstermektedir. R?degeri 0,9503
olarak elde edilmistir ve bu deger modelin yiizde biiylime inhibisyon degerini
arttirmak i¢in %95,03 uygun oldugunu ifade etmektedir. Bu sonuglar, se¢ilen
modelin yiizde biiylime inhibisyon degerini arttirmak igin secilen degiskenlerin
ikinci dereceden etkilerini tatmin edici bir sekilde aciklayabildigini
gostermektedir.
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Varyans Analizi (ANOVA):

Response 2 Buylime inhibisyonu
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type ]

Sum of Mean F p-value
Source Squares cf Square Value Prob > F
Model 22720 5 2524 14.28 0.0005 zignificant
A-lelzz 1010 i 1010 595 0.0445
E-Soys unu 26.67 i 2667 15.70 0.0054
C-Cacl2 56.97 i 56.97 3354 0.0007
AE 5.05 i 505 297 01283
A 5.05 i 505 297 01283
EBC 3519 i 3519 2243 .0021
Al 4 TEIE-005 1 4. TEIE-005 2.817E-005 0.59359
B? 4.1 1 40,11 23.62 0.0018
i 4011 1 4011 2382 0.0018
Residual 11.889 7 1.70
Lack of Fit 7.89 3 263 263 0.1865 not zignificant
Pure Error 4.00 4 1.00
Cor Total 235.08 18

ekil 4.30. Yiizde biiyiime inhibisyon degerine ait ikinci dereceden model i¢in Design Expert
yu y g
programi ANOVA ¢iktist.

Regresyon analizi sonucunda, yilizde biiylime inhibisyon degerini (YY)
arttiran bagimsiz degiskenler olan melas miktar1 (A), soya unu miktar1 (B) ve

CaCl, miktar1 (C) cinsinden belirlenen denklem asagida verilmistir:

Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degeri (Y) = 4,22 + 1,12xA + 1,83xB — 2,67xC
— 1,12xAXB + 1,12XxAXC — 3,09xBxC — 3,371E-003xA? + 3,09xB? + 3,09xC?

Sekil 4.31 bu sete iliskin hata dagilim grafigini gostermektedir. Hata
dagilim grafigindeki ufak sapmalar goz ardi edilebilecek boyuttadir ve hata

dagilim grafigi modelin uygunlugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.31. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri i¢in hata dagilim grafigi.

Melas, soya unu ve CaCl, degiskenlerinin yiizde biiyiime inhibisyon degeri
tizerindeki etkilerini gdsteren pertiirbasyon grafigi Sekil 4.32°de verilmistir.

Design-Expan® Soltware
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Sekil 4.32. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri i¢in pertiirbasyon grafigi (A: Melas, B: Soya unu, C:
CaC|2).
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Pertiirbasyon grafiginden agikga goriilebildigi {izere, incelenen besiyeri
bilesenlerinden melas ve soya unu miktar1 arttikca yiizde biiyiime inhibisyon
degeri artarken CaCl, miktarinin azalmasiyla yiizde biliylime inhibisyon degeri
artmaktadir. Egrilerin kesistigi nokta referans noktasidir ve bu grafik i¢in merkez
noktalar1 ifade etmektedir.

RSM ile elde edilen regresyon esitligine ait 3D yanit yiizeyi grafikleri Sekil
4.33-4.35’te verilmistir.
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Biyiime inhibisyonu

10.00

5.50

B: Soya unu

Sekil 4.33. Yiizde biiylime inhibisyon degeri ile soya unu miktar1 ve melas miktart degiskenlerini
iligkilendiren {i¢ boyutlu yanit yiizey grafigi.
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Biyiime inhibisyonu

Sekil 4.34. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri ile melas miktar1 ve CaCl,miktar1 degiskenlerini
iligkilendiren {i¢ boyutlu yanit yiizey grafigi.

Bliyume inhibisyonu

C: Cacl2

Sekil 4.35. Yiizde biiylime inhibisyon degeri ile CaCl, miktar1 ve soya unu miktar1 degiskenlerini

iliskilendiren ti¢ boyutlu yanit yilizey grafigi.
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Elde edilen sonuglar dogrultusunda ii¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri ve
pertiirbasyon garafigi incelendiginde her li¢ bagimsiz degisken i¢in de deney
tasarimi sirasinda optimum deger araliklarinin kullanildigr goriilmektedir. Sonug
olarak B.velezensis 4-Ka-22 susu ile gerceklestirilecek tiretim sonucu elde
edilecek ylizde biiylime inhibisyon degeri iizerinde her ii¢ besiyeri bileseninin de

etkisinin oldugu agikca goriilmektedir.

Calismada incelenen yanitlarin maksimuma yaklastirilabilmesi icin
kullanilmas1 gereken besiyeri bilesenlerinden melas ve soya unu miktarlarinin ters
orantili oldugu goriilmiistiir. Canli hiicre sayisinin artmasi i¢in diisiik miktarda
olmalar1 gerekirken yiizde biiyiime inhibisyon degerinin artmasi i¢in ise yiiksek
miktarda olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle, programdan elde edilen ¢oziimler
dogrultusunda yiiksek canli hiicre sayis1 ve yiiksek yiizde biiylime inhibisyon
degeri elde edilmesini saglayacak iki farkli besiyeri ve her iki yanitin da yiiksek
olmasint saglayacak bir besiyeri olmak {iizere ii¢ farkli besiyeri tasarimi

incelenmistir.

Canl hiicre sayisini arttirmava vonelik besiveri tasarimi

Canli hiicre sayisini arttirmaya yonelik olarak optimize edilmek ig¢in
belirlenen kriterler ve optimize edilmek istenen yanitlar Cizelge 4.22°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.22. Canli hiicre sayisin1 arttirmak i¢in optimizasyon kriterleri.

Faktor Amag
Melas miktar1 (%) Minimize
Soya unu miktar1 (%) Minimize
CaCl, miktar1 (%) Minimize
Yamt Amacg
Canli hiicre sayisi Maximize
Yiizde biiyiime inhibisyon degeri In range

Bu optimizasyon kriterlerine gore canli hiicre sayisin1 maksimize edecek
sekilde melas, soya unu ve CaCl, miktarlar1 minimize edildiginde elde edilen
sayisal optimizasyon sonuglar1 Sekil 4.36’daki gibi elde edilmistir.
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Constraints

Lower Upper Lower Upper

Hame Goal Limit Limit Weight Weight Importance

Melas minimize 0.1 1 1 1 3

Soya unu minimize 1 10 1 1 3

Caclz minimize 0.5 1 1 1 3

Canli Hicre Say maximize 2.08081 9.5092 1 1 3

Bayime inhibisy iz in range 2.2471% 18,1011 1 1 3
Solutions

Humber Melas Soyaunu Cacl2 Canli Hucre SaBiyume inhibi:  Desirability

1 0.10 1.00 0.50 7.01886 1.000 Selected

2 0.10 1.06 0.50 T.O017E4 0.988

3 0.10 1.00 0.50 5.55542 0.988

2 0.10 1.00 0.50 §.89529 0.982

5 0.1 1.00 0.50 704245 0.997

g 0.10 1.25 0.50 g.74004 7.02108 0.993

7 0.10 1.39 0.50 572827 7.03027 0.9839

3 0.10 1.42 0.50 7.03383 0.988

5 0.10 1.66 0.50 7.06578 0.981

10 017 1.00 0.50 7.18044 0.980

M 0.16 1.08 0.50 7.16556 0.580

12 0.18 1.00 0.50 7.222T1 0.5976

13 0.10 1.00 0.55 5.712688 0.573

14 0.10 1.95 0.50 71288 0.572

1% 0.34 1.00 0.73 44888 0.792

Sekil 4.36. Canl1 hiicre sayisin1 maksimize etmeye yonelik sayisal optimizasyon sonuglari.

Istenilirlik derecesi (“desirability”) tam olarak 1,0’e esit olan 1. ¢dziim
Onerisi se¢ilmistir. Bu durumda, optimum degerler olarak melas i¢in %0,1, soya

unu i¢in %1,0 ve CaClj igin ise %0,5 belirlenmistir.

Yiizde biiyviime inhibisvon degerini arttirmava yvonelik besiyeri tasarimi

Yiizde biiyiime inhibisyon degerini arttirmaya yonelik olarak optimize
edilmek icin belirlenen kriterler ve optimize edilmek istenen yanitlar Cizelge
4.23’te gosterilmigtir.
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Cizelge 4.23. Yiizde biiyiime inhibisyon degerini arttirmak i¢in optimizasyon kriterleri.

Faktor Calisma Arahg
Melas miktar1 (%) Maximize

Soya unu miktar1 (%) Maximize

CaCl, miktari (%) Minimize

Yanit Amacg

Canl hiicre sayisi In range

Yiizde biiyiime inhibisyon degeri Maximize

Bu optimizasyon kriterlerine gore yiizde biliylime inhibisyon degerini
maksimize edecek sekilde melas ve soya unu miktarlari maksimize edilirken
CaCl; miktar1 minimize edildiginde elde edilen sayisal optimizasyon sonuglari
Sekil 4.37°de gosterilmistir.

Constraints

Lower Upper Lower Upper
Hame Goal Limit Limit Weight Weight Importance
Melas maximize 01 1 1 1 3
Soya unu maximize 1 10 1 1 3
Caclz minimize 05 1 1 1 3
Canli Hicre Say is in range 8.08081 5.50592 1 1 3
Biyume inhibisy maximize 224718 181011 1 1 3
Solutions
Humber Melas Soya unu Cacl2 Canli Hucre SaBuyume inhibi: Desirability
1 0.81 10.00 0.50 8.08081 17.0831 543 Selected
2 091 5.95 0.50 0.941
3 0.91 10.00 0.50 0.540
4 093 979 0.50 0.935
5 0.85 10.00 0.50 0.928
G 0.96 9.45 0.50 0.825
7 0.83 10.00 0.50 0.921
] 0.50 10.00 0.53 0.505
9 1.00 8.34 0.50 0.851
10 0.55 10.00 0.50 0.825
11 nss 5.09 0.50 n.822
12 0.45 10.00 0.50 0.783
13 037 10.00 0.50 0.735

Sekil 4.37. Yiizde biiyiime inhibisyon degerini maksimize etmeye ydnelik sayisal

optimizasyon sonuglart.
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Istenilirlik derecesi (“desirability”) tam olarak 1,0’e esit olmasa da 1. ¢dziim
Onerisi secilmistir. Bu durumda, optimum degerler olarak melas i¢in %0,91, soya

unu i¢in %10,0 ve CaCl; i¢in ise %0,5 belirlenmistir.

Lima et al. (2020) yaptiklar1 calismada, yiiksek glikoz surubu ve maya
ekstrakti konsantrasyonlariin toplam biyosiirfektan {iretimini arttirdigini, ytiksek
kalsiyum  kloriir miktarinin  ise  biyosiirfektan iiretimini  engelledigini
gostermislerdir. Bu nedenle, optimum iiretim ortaminda bulunmasi gereken CaCl,
miktar1 rsm ile optimize edilmistir. Bizim c¢alismamaizda da, karbon ve azot
kaynagi miktarinin artmasinin biyosiirfektan miktarini arttirdigi, CaCl, miktarinin

artmasinin ise biyosiirfektan miktarin1 engelledigi gosterilmistir.

Canl hiicre savisi ve viizde biiyiime inhibisyon degerini arttirmava yonelik

besiveri tasarimi

Canli hiicre sayis1 ve antifungal etkinin her ikisini de arttirilmasina yonelik
olarak bir besiyeri optimize edilmek icin belirlenen kriterler ve optimize edilmek

istenen yanitlar Cizelge 4.24’te gosterilmistir.

Cizelge 4.24. Canli hiicre say1si1 ve antifungal etkiyi arttirmak igin optimizasyon kriterleri.

Faktor Amag
Melas miktar1 (%) In range
Soya unu miktar1 (%) In range
CaCl, miktar1 (%) Minimize
Yanmt Amag
Canlt hiicre sayisi Maximize
Yiizde biiyiime inhibisyon degeri Maximize

Bu optimizasyon kriterlerine gore canli hiicre sayisini ve antifungal etkiyi
maksimize edecek sekilde melas ve soya unu incelenen aralikta birakilip CaCl;
miktart minimize edildiginde elde edilen sayisal optimizasyon sonuglart Sekil
4.38’deki gibi elde edilmistir.

Istenilirlik derecesi (“desirability””) 0,807 olan 1. ¢bziim Onerisi secilmistir.
Bu durumda, optimum degerler olarak melas i¢in %0,1, soya unu i¢in %10,0 ve
CaCly i¢in ise %0,5 belirlenmistir.
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Constraints

Lower Upper Lower Upper
Hame Goal Limit Limit Weight Weight Importance
lelaz i in range 01 1 1 1 3
Soya unu is in range 1 10 1 1 3
Caclz minimize 0.5 1 1 1 3
Canli Hiicre Say maximize 8.03081 5.5082 1 1 3
Biyiime inhibisy maximize 224715 181011 1 1 3
Humber Melas Soya unu Cacl2 Canli Hucre SaBuyime inhibi:  Desirability

1 0.10 10.00 0.50 0.807 Selectad

z 0.10 5.85 0.50

3 0.1 10.00 0.50

4 0.10 g.54 0.50

5 0.10 5.45 0.50

8§ 0.10 10.00 0.51

7 0.10 5.96 0.51

8 0.25 10.00 0.50

5 0.10 §.22 0.50

10 0.10 5.37 0.50

i 0.10 5.28 0.50

12 0.24 7.21 0.50

13 0.38 1.01 0.50

14 a7 1.07 0.50

15 0.24 1.3 0.50

18 0.30 1.88 0.50

17 0.28 1.87 0.50

18 0.61 1.00 0.50

18 0.61 1.00 0.50

20 n.gz 1.00 0.50

21 0.8 10.00 0.50

22 1.00 1.08 0.50

23 0.10 10.00 0.66

Sekil 4.38. Canli hiicre sayisin1 ve yiizde biiyiime inhibisyon degerini maksimize etmeye yonelik

sayisal optimizasyon sonuglari.

Bacillus tiirleri kullanilarak gerceklestirilen biyokiitle ve lipopeptid

iiretiminin optimizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar Cizelge 4.25°te verilmistir.
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Cizelge 4.25. Bacillus tiirleri kullanilarak RSM ile gergeklestirilen {iretim ortami optimizasyonu

caligmalari.
Cahsmanin  Deneysel  Optimize edilen  Optimum
Mikroorganizma Referans
amacl tasarim faktorler yamtlar
pH 6,72; %0,164 Stamenkovic
Biyokiitle 1x10%
Bacillus subtilis CCD amonyum sitrat; Stojanovic et
liretimi kob/ml
90,85 pepton al., 2019
30 g/L soya unu; Stamenkovic
Bacillus Biyokiitle 9,9 x 10°
BBD 6 g/L (NH,),SOy; Stojanovic et
coagulans tiretimi kob/ml
6 g/L MgSO, al., 2019
16,18 g/L musir
1slatma s1visi; Stamenkovic
1,52 x 10"
Bacillus subtilis  Spor {iretimi CCD 17,53 g/L soya Stojanovic et
spor/ml
unu; 8,14 g/L al., 2019
maya ekstrakti
13 g/L soya Stamenkovic
Biyokiitle 3,033 g/L
Bacillus subtilis CCD peptone; 0,05 g/L Stojanovic et
tretimi (CDW)
CaCl, al., 2019
%1,11 glikoz; Stamenkovic
Lipopeptid 132,23
Bacillus subtilis CCD %0,7 misir Stojanovic et
tretimi mg/L
1slatma katisi al., 2019
] %0,98 sakkaroz; Stamenkovic
Bacillus sp. Iturin 52,21
CCD %0,94 soya unu; Stojanovic et
BHO72 tretimi mg/mil
%0,93 Mg*? al., 2019
] 5,591 Stamenkovic
Iturin 0,998 g/L glikoz;
Bacillus subtilis CCD mg/kg Stojanovic et
tretimi 1,83 g/L soya unu
iturin al., 2019
10 g/L glikoz; 5
Bacillus natto Lipopeptid g/L L- 563,20 Petrila et al.,
NT-6 uretimi monosodyum mg/L 2020
glutamat
Bacillus subtilis Lipopeptid 40 g/L glikoz; 5 Petrila et al.,
- 720 mg/L
SPB1 dretimi g/L iire 2020




Cizelge 4.25. (devam)
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Optimize
Cahsmanin  Deneysel Optimum
Mikroorganizma edilen Referans
amaci tasarim yamtlar
faktorler
Bacillus 7,97 g/L; 16,02
Lipopeptid Petrila et
amyloliquefaciens - g/L L-sodyum 99,73 mg/L
tretimi al., 2020
C2LP glutamat
2 g/L sakkaroz;
Bacillus subtilis Lipopeptid Petrila et
- 3 g/L maya 280 mg/L
MzZ-7 dretimi al., 2020
ekstrakti
%0,1 melas;
Bacillus velezensis  Biyokiitle 1,62 x 10° Bu
BBD %1 soya unu;
4-Ka-22 iiretimi kob/ml calismada

90,5 CaCl,

4.10.4. Besiyeri tasarimi icin validasyon

Besiyeri bileseni olarak melas, soya unu ve CaCl, kullanilarak iki farkli

yanit olan canli hiicre sayisini (1.besiyeri) ve yiizde biiyiime inhibisyon degerini

(2.besiyeri) ayr1 ayri arttirmaya yonelik olarak ve her iki yanmiti ayni besiyeri

(3.besiyeri) ile arttirmaya yonelik olarak optimize edilen besiyerleri kullanilarak

gerceklestirilen iiretimler sonucu elde edilen veriler ve programdan elde edilen

tahmini yanitlar Cizelge 4.26’da gdsterilmistir.

Buna gore, elde edilen verilerin gelistirilen model ile uyumlu oldugu

belirlenmistir. Oncelikli hedef yiiksek canli hiicre sayisi iiretebilmek oldugu igin

canli hiicre syaisini arttirmaya yonelik olarak tasarlanan Besiyeri 1 sonraki

calismalarda kullanilmak {izere se¢ilmistir.



205

Cizelge 4.26. RSM ile incelenen yanitlar icin elde edilen sonuglarin modelden elde edilen tahmini

yanitlarla karsilastirilmasi.

%95 CI %95 CI .
Farkh besiyerinde incelenen yanitlar . Elde edilen sonu¢
low high

Canl hiicre sayis1

o 7,77 8,39 9,20 (1,62x10°)
Besiyeri (log; kob/ml)
1 Yiizde biiyiime
o 13,88 20,29 16,45
inhibisyonu
Canl hiicre sayis1 o
. 7,77 8,39 8,39 (2,49x10°%)
Besiyeri (log; kob/ml)
2 Yiizde biiyiime
. 13,88 20,29 15,87
inhibisyonu
Canl hiicre sayisi 8
8,5 9,16 8,18 (1,52x10°%)
Besiyeri (log; kob/ml)
3 Yiizde biiyiime
. 15,5 22,69 19,48
inhibisyonu

4.10.5. Besiyerine gliserol eklenmesinin canh hiicre sayisina ve antifungal
etkiye olan etkisinin incelenmesi

Canli hiicre sayisini arttirmaya yonelik olarak tasarlanan ve %0,1 melas, %1
soya unu ve %0,5 CaCl, bilesenlerinden olusan besiyeri igerisine %1, %2, %5 ve
%10 oraninda gliserol eklenerek 30°C gergeklestirilen inkiibasyon sonucunda
alinan orneklerden elde edilen canli hiicre sayisi ve yiizde biiyiime inhibisyon
degeri sonucu Cizelge 4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.27. Canli hiicre sayis1 ve antifungal etki {izerinde gliseroliin farkli oranlarinin etkisi.

Canl Hiicre Sayis1 = SS” Yiizde Biiyiime
Gliserol Oranlar1

(x10° kob/ml) inhibisyon Degeri+SS”
%1 2,89+0,23° 8,37+1,13°
%2 2,470 6,67+0,56%
%5 2,38+0,24" 4,97+0°
%10 1,83+0,18° 4,41£1,69°
Gliserolsiiz 1,49+0,05° 3,84+1,13°

Ayni harfle gosterilen siitun igindeki ortalamalar, Tukey Testi’ne gore 6nemli 6l¢iide farkl degildir (P<0,05).
*SS: Standart sapma
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Calismamizda tiretim ortamina eklenen gliserol orani arttikga canli hiicre
sayis1 ve ylizde biliylime inhibisyon degeri diismektedir. En yiiksek sonuclar %1
gliserol eklenen iiretim ortaminda elde edilmistir. Optimize edilen {iretim
ortamima %1 gliserol eklenmesi sonucu canli hiicre sayisinda 1,9 kat, yiizde

biiyiime inhibisyon degerinde ise 2,2 kat artis ger¢eklesmistir.

Benzer sekilde, B.subtilis #309 susu kullanilarak gergeklestirilen bir
caligmada, sabun kaynakli atik gliserol kullanildiginda hem yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu hem de yiiksek siirfaktin iiretimi gozlemlenmistir (Janek et al.,
2021). Santhosh (2015) tarafindan B.megaterium ile gergeklestirilen bir diger
calismada Pikovskaya besiyerine hiicre koruyucu olarak %0,5 oraninda gliserol
eklenmesi sonucu canli hiicre sayisinda artis goriilmiistiir. Ayrica, farkli bilesenler
iceren formiilasyonlar arasindan kontrol besiyerinde canli hiicre sayist 180 giin
sonunda sifirlanirken %0,5 oraninda gliserol iceren formiilasyonda 1,79x10%
kob/mI’den 4,9x10° kob/ml’ye diismiistiir.

4.11. Bacillus velezensis 4-Ka-22 Susu icin Uretim Parametrelerinin
Optimizasyonu

4.11.1. Bacillus velezensis 4-Ka-22 susu icin sicaklik optimizasyonu

RSM ile optimize edilen iiretim ortam1 (%0,1 melas, %1 soya unu ve %0,5
CaCly) kullanilarak alt1 farkli sicaklikta inkiibe edilen B.velezensis 4-Ka-22 susu
icin her sicaklikta elde edilen canli hiicre sayis1 ve yilizde biiyiime inhibisyon

degerleri Cizelge 4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28. Canli hiicre sayis1 ve antifungal etki iizerinde farkl sicakliklarin etkisi.

Sicakhk Canl hiicre sayi1si+SS™ (x10° kob/ml)  Biiyiime inhibisyon degeri+SS (%)

24°C 16,544 25%¢ 3,8+0°

27°C 21,446,95% 4,9+2 3%
30°C 25,0+1,67° 5,3+0,6°
33°C 22.3+5,07%® 6,3+0,8°
36°C 13,2426 9,6+5,1°
40°C 5,2942.66° 8,84+3,0°

Ayni harfle gosterilen siitun igindeki ortalamalar, Tukey Testi’ne gére 6nemli dlgiide farkl degildir (P<0,05).
*SS: Standart sapma
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Sicaklik 30°C’nin altina indiginde ya da iistiine ¢iktiginda canli hiicre sayisi
diisiis gostermektedir. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri ise, 36°C’ye kadar artis
gosterirken 40°C’de dismistiir. En yiiksek canli hiicre sayisi 30°C’de elde
edilirken, en yliksek yiizde biliylime inhibisyon degeri ise 36°C’de elde edilmistir.
Ancak yiizde biiyiime inhibisyon degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamasi sebebiyle en yiiksek canli hiicre sayisinin elde edildigi ve daha

diisiik enerji maliyeti gerektiren 30°C iiretim sicakligi olarak se¢ilmistir.

Benzer  gsekilde, Bacillus aryabhattai ZDY2 susu kullanilarak
gerceklestirilen bir baska c¢alismada ise, 25, 30, 35 ve 40°C’de iiretim
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore biyosiirfektan iiretiminin sicaklik
arttik¢a arttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, 45°C’nin {istiinde susun biiyiimesi

engellenmistir ve diisiik biyosiirfektan verimi elde edilmistir (Yaraguppi et al.,
2020).

Bacillus tiirleri kullanilarak gergeklestirilen literatiirdeki benzer ¢aligsmalar
incelendiginde, canli hiicre sayis1 ve lipopeptid liretimi ic¢in en yiiksek degerlerin
30°C’de elde edildigi goriilmistir. Meena et al., (2020) tarafindan, Bacillus
subtilis KLP2015 susu kullanilarak lipopeptid iiretimi i¢in bir seferde tek faktor
teknigi kullanilarak gerceklestirilen sicaklik optimizasyonunda 25, 30, 35, 37, 40,
45 ve 50°C gibi 7 farkli sicaklikta {iretim gerceklestirilmistir ve hem canli hiicre
sayist hem de lipopeptid tiretimi takip edilmistir. Her iki faktor i¢cin de optimum
sicaklik 30°C olarak belirlenmistir. Canli hiicre sayist bakimindan keskin diisiis
45°C’de gortiliirken, lipopeptid iiretimi i¢in ise 40°C’de goriilmiistiir. Benzer
sekilde, calismamizda incelenen B.velezensis 4-Ka-22 susu igin canli hiicre sayisi
ve antifungal etki bakimindan keskin diistisler goriilmemekle birlikte, canli hiicre
sayist i¢in 33°C’de diisiis baslarken lipopeptid iiretimi i¢in de 36°C’de diislis
baslamigtir.Bacillus mojavensis A21 tarafindan biyosiirfektan iiretimine 25, 30 ve
45°C gibi 3 farkli sicaklhigin etkisi incelenmistir. Biyosiirfektan iiretiminin
optimum olarak 30°C’de gergeklestigi goriilmiistiir. Ayrica, biyosiirfektan liretimi
45°C’de 30°C’ye gore %40 daha diisiik olarak elde edilmistir (Ayed et al., 2019).
Zhao et al. (2014) tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada da Bacillus sp.
BHO72 izolatinin iturin A {retimi lizerinde sicakligin etkisi incelenmistir. Bu
amagla 10, 20, 30, 40 ve 50°C’de iiretim gergeklestirilmistir. Benzer sekilde
maksimum iturin A konsantrasyonu 30°C’de elde edilmistir.
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Yapilan pek ¢ok c¢alismaya gore B.subtilis tirti 25-37°C araliginda
antifungal metabolitler iiretebilmektedir. B.subtilis BBG208 susu igin en yiiksek
fengisin verimi 30°C’de elde edilmistir. Sicaklik 25°C’ye ve 35°C’ye dogru
kaydikca fengisin sentezi azalmistir. Bununla birlikte, B.subtilis MS21 susunun
biiyiimesi i¢in optimum sicaklik 35°C’dir. Rhizoctonia solani'ye kars1 antagonistik
aktiviteye sahip dort B.subtilis susu, 15 ila 37°C araligindaki sicakliklarda
bliyiiyebilmektedirler. Ancak maksimum hiicre sayis1 22°C’de elde edilmistir. Bu
fark, suslarin farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, her yeni sus igin,

caligmaya uygun 0Ozglin biiylitme kosullarmin belirlenmesi gerekmektedir
(Sidorova et al., 2020).

Optimize edilen iiretim ortamma %1 gliserol eklenmesinin dort farkl
sicakliktaki canli hiicre sayisi ve antifungal etki iizerindeki etkisi Cizelge 4.29°da

verilmistir.

Cizelge 4.29. Canl1 hiicre sayisi ve antifungal aktivite tizerinde %1 gliseroliin farkli sicakliklardaki

etkisi.

Sicakhk Canli hiicre sayisi=SS™ (x10° kob/ml)  Biiyiime inhibisyon degeri+SS (%)

30°C 2,89+0,23° 8,37+1,13°
33°C 2,5840,43° 10,9+1,72
36°C 1,49+0,06° 7,74+1,21°
40°C 1,07+0,35" 7,031,212

Ayni harfle gosterilen siitun i¢indeki ortalamalar, Tukey Testi’ne gore 6nemli dlgiide farkli degildir (P<0,05).
*SS: Standart sapma

Gliserol igeren liretim ortaminda en yiiksek canli hiicre sayis1 30°C’de elde
edilirken, en yiiksek yiizde biiyiime inhibisyon degeri ise 33°C’de elde edilmistir.
Ancak, yiizde biiyiime inhibisyon degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamas1 sebebiyle gliserollii iiretim ortaminda en yiiksek canli hiicre
sayisinin elde edildigi ve daha diisiik enerji maliyeti gerektiren 30°C {iretim
sicakligr olarak secilmistir. Ayrica, liretim ortamina gliserol eklenmesi sonucu
hem canl1 hiicre sayisinda hem de yiizde biiylime inhibisyon degerinde yaklasik 2
kat artis gozlenmistir.
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Gliserol, bakteri hiicrelerinin abiyotik stress faktorlerine karsi direng
gOstermesini saglayan koruyucu bir hiicre ajani olarak bilinen ekonomik bir
polioldiir (Lobo et al., 2019). Calismamizda gliserol icermeyen iiretim ortaminda
canli hiicre sayis1 40°C’de logaritmik olarak diisiis gosterirken gliserol iceren
tiretim ortaminda incelenen sicakliklarda canli hiicre sayisinda logaritmik olarak
bir fark goriilmemistir. Bu durumun gliserol varliginin hiicrelerin olumsuz
kosullara olan direncini arttirmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Antifungal etki sicaklik arttikga artis gostermekle birlikte gliserol i¢ermeyen
iretim ortaminda 40°C’de, gliserol igeren iiretim ortaminda ise 36°C’de

diismiistiir.

4.11.2. Bacillus velezensis 4-Ka-22 susu i¢in iiretim parametrelerinin RSM ile
optimizasyonu

Bacillus velezensis 4-Ka-22 susunun yiiksek biyokiitle miktar1 ve antifungal
etki elde edilecek sekilde sivi kiiltlir fermentasyon yontemi ile liretiminde RSM
ile optimize edilecek bagimsiz degiskenler olarak ¢alkalayict hizi (rpm), pH ve
inokiilasyon orani (%) gibi liretim parametreleri se¢ilmistir. Yanit olarak ise, canli
hiicre sayist (kob/ml) ve antifungal etki (ylizde biiyiime inhibisyon degeri)

belirlenmistir.

RSM analizi i¢in Box-Behnken deney tasariminin kullanilmasi uygun
bulunmustur. Deney tasarimina gore yapilan denemelerden elde edilen canli hiicre

sayis1 ve antifungal etki ile ilgili yanitlar Cizelge 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.30. Box-Behnken deney seti ve incelenen yanitlar icin elde edilen deneysel ve tahmini

sonugclar.
. Canl Hiicre Sayis1  Biiyiime Inhibisyon
Calkalayici Inokulasyon
(log(kob/ml)) Degeri (%)

Hiz1 (rpm) Oram (%) . .

Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini
1 150 50 3,0 9,04 9,06 5,56 6,39
2 210 50 3,0 9,16 9,13 12,22 11,11
3 150 9,0 3,0 9,07 9,10 3,33 4,44

4 210 9,0 3,0 8,91 8,89 3,33 2,5

5 150 7,0 1,0 8,85 8,73 11,11 9,58
6 210 7,0 1,0 8,77 8,71 7,78 8,19
7 150 7,0 5,0 9,11 9,18 3,33 2,92
8 210 7,0 5,0 8,94 9,06 5,56 7,08
9 180 5,0 1,0 8,81 8,91 11,11 11,81
10 180 9,0 1,0 8,65 8,74 5,56 5,97
11 180 5,0 5,0 9,33 9,24 7,78 7,36
12 180 9,0 5,0 9,31 9,21 3,33 2,64
13 180 7,0 3,0 9,27 9,22 7,78 10,22
14 180 7,0 3,0 9,17 9,22 12,22 10,22
15 180 7,0 3,0 9,28 9,22 12,22 10,22
16 180 7,0 3,0 9,11 9,22 8,89 10,22
17 180 7,0 3,0 9,26 9,22 10,0 10,22

Yiiksek canli hiicre sayisi elde etmek amaciyla gerceklestirilen iiretim

parametreleri optimizasyonu i¢in elde edilen modelin uygunlugu varyans analizi

(ANOVA) kullanilarak incelenmistir ve sonuclar Sekil 4.39°da gosterilmistir. F

degerinin 4,74 olmas1 modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Sekil 4.39°da

gosterilen sonuglara gore inokiilasyon orani (C), A? ve C? canli hiicre sayisint

arttirmak i¢in anlamli olarak bulunmustur. Ayrica 4,52 olan uyumsuzluk F degeri

(“Lack of Fit F-value”), bu uyumsuzlugun anlamli olmadigini gostermektedir.

R%degeri 0,8591 olarak elde edilmistir ve bu deger modelin canli hiicre sayisini

arttirmak icin %85,91 uygun oldugunu ifade etmektedir. Bu sonugclar, segilen

modelin canli hiicre sayisin1 arttirmak i¢in secilen degiskenlerin ikinci dereceden

etkilerini tatmin edici bir sekilde agiklayabildigini gostermektedir.
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Varyans Analizi (ANOVA):

Response 1 Canli hucre sayisi
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type llI]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob=F
Model 0.58 9 0.085 474 0.0262 significant
A-rpm 9.825E-002 1 3.825E-002 071 0.4281
E-pH 0.020 1 0.020 1.40 0.2747
C-inoiwlasyom 0.32 1 0.32 23.09 0.0020
A 0.018 1 0.018 1.31 0.2306
AT 2.0%4E-002 1 2.084E-002 0.15 0.7093
ec 5.006E-003 1 5.006E-003 0.36 0.5672
LE 0.084 1 0.084 6.04 0.0437
B¢ 5.431E-003 1 5.431E-003 0.39 0.5516
c* 011 1 0.11 7.99 0.0255
Residual 0.087 7 0.014
Lack of Fit 0.075 3 0.025 452 0.0835 not significant
Pure Error 0.022 4 5.533E-003
Cor Total 0.6% 16

Sekil 4.39. Canli hiicre sayisina ait ikinci derece model i¢in Design Expert programi ANOVA
ciktist.

Regresyon analizi sonucunda, canli hiicre sayisini arttiran (Y) bagimsiz
degiskenler olan ¢alkalayict hiz1 (rpm) (A), pH (B) ve inokiilasyon orani (C)
cinsinden belirlenen denklem asagida verilmistir:

Canli Hiicre Sayist (Y) = 9,22-0,035xA-0,049xB+0,20xC-0,067xAxB-
0,023xAxC+0,035xBxC-0,14xA%-0,036xB%-0,16XC?

Sekil 4.40 bu sete iliskin hata dagilim grafigini gostermektedir. Hata
dagilim grafigindeki ufak sapmalar goz ardi edilebilecek boyuttadir ve hata

dagilim grafigi modelin uygunlugunu desteklemektedir.

Desipn.Expert® Soware Normal Plot of Residuals

Cank hucre sayisi
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Sekil 4.40. Canl1 hiicre sayisi i¢in hata dagilim grafigi.
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Calkalayici hiz1 (rpm), pH ve inokiilasyon oran1 degiskenlerinin canli hiicre

sayis1 iizerindeki etkilerini gésteren pertiirbasyon grafigi Sekil 4.41°de verilmistir.

Design.Expen® Sotware Perturbation

anh huoe sansi
e Carh hucre says

.‘M‘.,n.’xl:.x,‘.:,{ta‘ — o
A mpm =180 00 Ce - - —

8pH*700 p1ars - — B
C inokudasyon aram = 300 . -

Canli hucre savisi
1

Deviation from Reference Point {Cooed Units)

Sekil 4.41. Canli hiicre sayisi i¢in pertiitbasyon grafigi (A: Calkalayict hizi (rpm), B: pH, C:

inokiilasyon orani).

Pertiirbasyon grafiginden agikca goriilebildigi tizere, galkalayici hizi (rpm)
azaldik¢a ve arttikga canli hiicre sayisinda diisiis ger¢eklesmektedir. pH degeri
azaldikca ve inokiilasyon oran1t arttikga canli hiicre sayisi artmaktadir.
Inokulasyon orani degiskeninin ilgili yanit iizerindeki etkisinin diger degiskenlere
oranla oldukg¢a fazla oldugu goriilmektedir. Egrilerin kesistigi nokta referans
noktasidir ve bu grafik i¢in merkez noktalari ifade etmektedir. RSM ile elde
edilen regresyon esitligine ait 3D yanit yiizeyi grafikleri Sekil 4.42-4.44’te

gosterilmistir.

Canli hucre sayisi

A: rpm T 180007000

Sekil 4.42. Canli hiicre sayisi ile galkalayici hizi (rpm) ve pH degiskenlerini iliskilendiren ti¢
boyutlu yanit yiizey grafigi.
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Canli hucre sayisi

15000
300

180.00 200C: inokulasyon orani

19500

Al rpm

Sekil 4.43. Canli hiicre sayisi ile ¢alkalayict hizi (rpm) ve inokiilasyon orani degiskenlerini
iligskilendiren {i¢ boyutlu yanit yiizey grafigi.

Canli hucre sayisi

500

100

B: pH 800

200 | ;
900 100 C: inokulasyon orani

Sekil 4.44. Canl1 hiicre say1s1 ile pH ve inokiilasyon orani degiskenlerini iliskilendiren ii¢ boyutlu
yanit yiizey grafigi.

Caligmamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda ii¢ boyutlu yanit yiizey
grafikleri ve pertiirbasyon garafigi incelendiginde her ii¢ bagimsiz degisken i¢in
de deney tasarimi sirasinda optimum deger araliklarinin  kullanildigi
goriilmektedir. Sonu¢ olarak B.velezensis 4-Ka-22 susu ile gergeklestirilecek
tiretim sonucu elde edilecek canli hiicre sayist iizerinde inokiilasyon oraninin

etkisinin daha fazla oldugu agik¢a goriilmektedir.
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Yiiksek yiizde biliylime inhibisyon degeri elde etmek amaciyla
gerceklestirilen tiretim parametreleri optimizasyonu i¢in elde edilen modelin
uygunlugu varyans analizi (ANOVA) kullanilarak incelenmistir ve sonuglar Sekil
4.45’te gosterilmistir. F degerinin 4,65 olmasi modelin anlamli oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.45°te gosterilen sonuglara gore pH (B) ve inokiilasyon
orant (C) yiizde biiyiime inhibisyon degerini arttirmak i¢in anlamli olarak
bulunmustur. Ayrica 0,86 olan uyumsuzluk F degeri (“Lack of Fit F-value™), bu
uyumsuzlugun anlamli olmadigimi gostermektedir. deegeri 0,8567 olarak elde
edilmistir ve bu deger modelin ylizde biliylime inhibisyon degerini arttirmak ig¢in
%85,67 uygun oldugunu ifade etmektedir. Bu sonuglar, secilen modelin yiizde
biliylime inhibisyon degerini arttirmak i¢in secilen degiskenlerin ikinci dereceden

etkilerini tatmin edici bir sekilde agiklayabildigini gostermektedir.

Varyans Analizi (ANOVA):

Response 2 Buyiime inhibisyon degeri
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type [ll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob >F
Model 155,42 9 17.27 485 0.0275 significant
A-rpm 3.86 i 3.86 7.04 0.341%
E-pH 55.71 1 55.71 15.01 0.0081
C-inpxulasyon ¢ 30.25 1 30.25 815 0.0245
AE 1111 i 11.41 299 01273
AC 7. i 7.2 208 01926
EC .31 i 0.3 0.083 07814
L 17.79 1 7.79 475 0.0648
Ef 17.79 i i7.79 473 0.0645
ce £.29 i 6.29 1.69 02342
Residual 25.599 7 371
Lack of Fit 10.19 3 3.40 0.86 0.5308 not significant
FPure Error 15.80 4 3.85
Cor Total 181.41 15

Sekil 4.45. Yiizde biiylime inhibisyon degerine ait ikinci derece model ig¢in Design Expert
programi ANOVA ¢iktist.

Regresyon analizi sonucunda, yiizde biiylime inhibisyon degerini arttiran
(Y) bagimsiz degiskenler olan galkalayici hiz1 (rpm) (A), pH (B) ve inokiilasyon

orani (C) cinsinden belirlenen denklem asagida verilmistir:
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Yiizde Biiyiime Inhibisyon Degeri (Y) = 10,22+0,69xA-2,64xB-1,94xC-
1,6 7xXAxB+1,39xAXC+0,28xBXC-2,06xA%-2,06xB?-1,22XC?

Sekil 4.46 bu sete iliskin hata dagilim grafigini gostermektedir. Hata
dagilim grafigindeki ufak sapmalar goz ardi edilebilecek boyuttadir ve hata
dagilim grafigi modelin uygunlugunu desteklemektedir.

LRsgn EXpe ot Normal Plot of Residuals
Buyime irtibisyon deger

Codor pones by vakoa of
Boyumse irhitasyon deger

I - o
i XK 3

Normal % Probability

Internally Studentzed Residuals
Sekil 4.46. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri i¢in hata dagilim grafigi.

Calkalayici hiz1 (rpm), pH ve inokiilasyon oran1 (%) degiskenlerinin yiizde
biiylime inhibisyon degeri tizerindeki etkilerini gosteren pertiirbasyon grafigi Sekil
4.47°de verilmistir.

Design.Expen® Software
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Sekil 4.47. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri i¢in pertiirbasyon grafigi (A: Calkalayici hizi (rpm),
B: pH, C: inokiilasyon orani).
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Pertiirbasyon grafiginden agik¢a goriilebildigi tizere, ¢alkalayict hizi (rpm)
azaldikca ve arttikca yiizde biiyime inhibisyon degerinde diisiis
gerceklesmektedir. pH degeri ve inokiilasyon orami azaldik¢a yiizde biiyiime
inhibisyon degeri artmaktadir. pH degeri ve inokiilasyon orani degiskenlerinin
ilgili yamit {izerindeki etkisinin ¢alkalayict hizina oranla olduk¢a fazla oldugu
goriilmektedir. Egrilerin kesistigi nokta referans noktasidir ve bu grafik icin

merkez noktalar1 ifade etmektedir.

RSM ile elde edilen regresyon esitligine ait 3D yanit ylizeyi grafikleri Sekil
4.48-4.50°de gosterilmistir.
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Sekil 4.48. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri ile calkalayict hizi (rpm) ve pH degiskenlerini
iligkilendiren ti¢ boyutlu yanit ylizey grafigi.
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Sekil 4.49. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri ile ¢alkalayici hiz1 (rpm) ve inokiilasyon orani
degiskenlerini iligkilendiren {i¢ boyutlu yanit yilizey grafigi.
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Biylime inhibisyon degeri

Sekil 4.50. Yiizde biiyiime inhibisyon degeri ile pH ve inokiilasyon orami degiskenlerini
iligkilendiren {i¢ boyutlu yanit yiizey grafigi.

Calismamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda ii¢ boyutlu yanit yiizey
grafikleri ve pertiirbasyon garafigi incelendiginde her ii¢c bagimsiz degisken igin
de deney tasarimi sirasinda optimum deger araliklarinin  kullanildig
goriilmektedir. Sonug¢ olarak B.velezensis 4-Ka-22 susu ile gerceklestirilecek
tiretim sonucu elde edilecek yiizde biiylime inhibisyon degeri iizerinde pH ve

inokiilasyon oraninin etkisinin daha fazla oldugu acikca goriilmektedir.
Niimerik Optimizasyon:

Canli hiicre sayisim1 arttirmaya yonelik olarak optimize edilmek igin
belirlenen kriterler ve optimize edilmek istenen yanitlar Cizelge 4.31°de
gosterilmistir. Oncelikli amag canli hiicre sayisini arttirmak oldugu igin ilgili

faktorler icin secilen kriterler ona gore belirlenmistir.

Cizelge 4.31. Yiizde biiyiime inhibisyon degerini arttirmak i¢in numerik optimizasyon kriterleri.

Faktor Amag
Calkalayici hizi (rpm) In range
pH Minimize
Inokulasyon orani (%) Maximize
Yamt Amag
Canlt1 hiicre sayisi Maximize

Yiizde biiyiime inhibisyon degeri Maximize
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Bu optimizasyon kriterlerine gdére canli hiicre sayisini maksimize edecek
sekilde galkalayict hiz1 (rpm) in range olarak alinip pH degeri minimize edilirken
inokiilasyon oram1 maksimize edildiginde elde edilen sayisal optimizasyon

sonuglart Sekil 4.51°de gosterilmistir.

Constraints

Lower Upper Lower Upper
Name Goal Limit Limit Wieight Weight Importance
rpm iz in range 150 210 1 1 3
pH minimize 5 9 1 1 3
inokulasyon orai maximize 1 5 1 1 3
Canli hucre sayi maximize 254522 §.32634 1 1 3
Blyime inhibisy maximize 3.33333 12,2222 1 1 3
Solutions
Humber rpm pH inokulasyon orCanli hucre saBuyime inhibi:  Desirability
1 184.54 5.00 438 524728 988877 0.859
2 5.00 432 g.24748 990693 0.859
3 5.00 436 24731 583179 0.859
4 184.10 5.00 435 g.24502 §.85124 0.859
5 185.00 5.00 £33 B.248 8.81721 0.859 Selected
8 18217 5.00 425 B.22427 9.87589 0.859

Sekil 4.51. Canli hiicre say1sin1 maksimize etmeye yonelik sayisal optimizasyon sonuglart.

Istenilirlik derecesi (“desirability”) arasinda fark olmamas1 sebebiyle, hem
canli hiicre sayis1 hem de yiizde biiylime inhibisyon degeri i¢in yiiksek sonug
veren 5. ¢6zlim se¢ilmistir. Bu durumda, optimum degerler olarak calkalayici hizi
icin 195 rpm, pH degeri icin 5,0 ve inokiilasyon orani i¢in ise %4,33

belirlenmistir.

Optimizasyon Oncesinde B.velezensis KLP2016 ile elde edilen lipopeptid
miktar1 1852 mg/lt olarak belirlenmistir. Uretim ortammin [%] et ekstrakt1 ve %1
sorbitol iceren Luria Bertani besiyeri] farkli pH degerlerinin (4, 5, 6, 7, 8 ve 9)
B.velezensis KLP2016 tarafindan CLP iiretimi tizerindeki etkisi incelenmistir ve
iiretim ortami pH degeri 7,0 oldugunda calkalamal1 erlenlerde maksimum CLP
tiretiminin (2506 mg/L) gergeklestigi gosterilmistir (Meena et al., 2018).
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4.11.3. Uretim parametreleri tasarimn icin validasyon

Optimize edilen besiyerinde iiretim parametreleri olarak Kisim 4.11.2°de
belirlenen c¢alkalayici hizi (rpm), pH ve inokiilasyon orani (%) degerleri
kullanilarak iiretim gerceklestirilmistir. Iki farkli yanit olan canl hiicre sayis1 ve
yiizde biiylime inhibisyon degeri i¢in elde edilen sonuglar ve programdan elde
edilen tahmini yanitlar Cizelge 4.32°de gosterilmistir. Optimize edilen iiretim
parametrelerinin gelistirilen model ile uyumlu oldugu gortilmiistiir.

Cizelge 4.32. RSM ile incelenen yanitlar icin elde edilen sonuglarin modelden elde edilen tahmini

yanitlarla karsilastirilmasi.

Incelenen yanitlar %95 Cl low %95 Cl high Elde edilen sonug
Canl hiicre sayis1 (log; kob/ml) 9,04 9,45 9,51 (3,27x10°)
Yiizde biiyiime inhibisyonu 6,53 13,30 8,04

Sonug olarak, yiiksek canli hiicre sayist ile birlikte antifungal metabolitleri
de icermesini saglayacak sekilde optimize edilen iiretim ortami ve parametreleri
kullanilarak gergeklestirilen itretimler sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge

4.33’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.33. Optimizasyon asamalarinda elde edilen biyokiitle miktar1 ve yiizde biiylime

inhibisyon degerleri.
Canl hiicre say1s1£SS” Biiyiime inhibisyon
(x10° kob/ml) degeri+SS (%)

LB siv1 besiyeri (Kontrol) 2,44+0,6 13,04+2,2
Optimize edilen iiretim ortam 16,2+3,8 16,45+3,0

Optimize edilen iiretim ortami
. 28,9123 8,37+1,1

+ Gliserol
Uretim parametreleri

32,7+3,7 8,04+1,7

optimizasyonu sonrasi
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4.12. Uretim Ortam Bilesenleri icin Maliyet Hesabi

Bacillus velezensis 4-Ka-22 susunun ekonomik bir prosesle iiretim
optimizasyonu amaciyla gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda tasarlanan iiretim
ortami i¢in maliyet hesaplanmistir ve ticari bir besiyeri olan LB siv1 besiyeri ile
karsilastirtlmistir. Maliyet hesabi1 yapilirken sadece iiretim ortamini hazirlamak
icin gerekli olan bilesenlerin maliyeti dikkate alinmistir. Isletme maliyetleri goz
ard1 edilmistir. Her iki besiyerinden de 1 It hazirlamak igin gerekli olan maliyetler
Cizelge 4.34’°te gosterilmistir.

Cizelge 4.34. Ticari LB sivi besiyeri ve optimize edilen iiretim ortamindan 1 It hazirlamak

amaciyla gerekli bilesenler icin maliyet hesabi.

LB Optimize Edilen Uretim Ortamm
Besiyeri Melas Soya unu CaCl, | Gliserol
Birim fiyat 3500 v/kg | 20 b/kg 56 b/kg | 23,5b/kg | 80 1/t
1 It icin gerekli
. 209 19 10 g 6,6 ¢ 10 mi
miktar
1 It iiretim ortam 0,021 0,56 b 0,15b 0,8b
ici kli 701
1¢1n g?re 1 ~ 1’5 5
maliyet

Ticari olarak piyasada mevcut olan biyolojik miicadele preparatlar
genellikle 10" kob/ml canli hiicre sayisi igermektedir. Calismamizda LB sivi
besiyeri (2,44x10® kob/ml) ve optimize edilen iiretim ortammnda (3,27x10°
kob/ml) elde edilen canli hiicre sayilari da géz Gniine alindiginda 100 1t 10
kob/ml canli hiicre sayisi igeren biyolojik miicadele preparatinin elde edilebilmesi
icin gerekli olan maliyetler LB sivi besiyeri i¢in 700 1 olarak belirlenirken
optimize edilen iiretim ortami igin 1,5 b olarak belirlenmistir. Boylece, optimize
edilen iiretim ortami ile Bacillus biyokiitle tiretiminin gergeklestirilebilecegi 467

kat daha ekonomik bir iiretim ortami tasarlanmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bacillus spp. topraklarin ¢ogunda baskin olarak bulunan toprak
bakterilerinden biridir ve bitkilere c¢ok c¢esitli faydali etki gdsterebilme
yetenekleriyle bilinmektedir. Genetik ve metabolik ¢esitlilikleri nedeniyle
Bacillus spp. ¢ok gesitli gevresel kosullara iyi adapte olmuslardir. Cok sayida
faydali Ozellige sahip ve gevreye boOylesine uyum saglayabilen Bacillus spp.

biyogilibre veya biyolojik miicadele etmeni olarak kullanim i¢in uygun adaylardir.

Bu c¢alismada, 1574 adet Bacillus izolatinin biyolojik miicadele etmeni
olarak kullanim potansiyeli incelenmistir. Bu amagla, B.cinerea, F.solani ve
R.solani gibi fitopatojenik funguslara karsi Bacillus izolatlariin antagonistik
etkisi incelenmistir. Her {i¢ fitopatojenik fungusa karsi da inhibisyon zonu
olusturan 118 adet Bacillus izolati belirlenmistir. Antagonistik etki gdsteren
izolatlar arasindan biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilabilme potansiyeli en
yiiksek olan izolatin belirlenebilmesi amaciyla bu izolatlar i¢in antifungal etki

mekanizmalari sirastyla incelenmistir.

Ilk olarak, bu izolatlardan elde edilen siklik lipopeptid ekstraktlarinin
antifungal etkisi ve Q-TOF ile bu ekstraktlardaki siirfaktin ve iturin A miktarlari
belirlenmistir. Q-TOF ile kantitatif veri elde edilmesi ¢alismaya hem hassasiyet
hem de 6zgiinliik kazandirmistir. Daha sonra, bu izolatlar tarafindan iiretilen ve
fitopatojenlerin hiicre duvari yapisinda bulunan bilesenlere etki ederek zarar
gormelerine sebep olan proteaz, kitinaz ve kitosanaz gibi litik enzim aktiviteleri
incelenmistir. Ayrica, ugucu bir organik bilesik olan hen iiretimi ve fitopatojenler
ile rekabet edilmesine olanak taniyan siderofor iiretimi de incelenmistir. Her ne
kadar dogadan izole edilen toprak bakterileri ile ¢alismalar gerceklestirilmis olsa

da, olas1 patojenite varliginin tespiti amaciyla koagiilaz aktivitesi incelenmistir.

Sonu¢ olarak, tiim antifungal etki mekanizmalar1 incelendikten sonra
ozellikle lipopeptid antifungal lipopeptid iiretim miktar1 yiiksek olan ve Kitlesel
tiretim i¢in uygun oldugu belirlenen Bacillus velezensis 4-Ka-22 susu secilmistir.
Daha sonra, bu sus igin iiretim ortami ve parametreleri i¢in optimizasyon
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, iiretim ortaminin igerigi %0,1
melas, %1 soya unu, %0,5 CaCl, ve %1 gliserol icerecek sekilde optimize
edilmistir. Uretim sicaklign olarak 30°C uygun bulunmustur ve diger iiretim
parametreleri galkalayici hizi 195 rpm, pH 5,0 ve inokiilasyon orani %4,3 olacak

sekilde optimize edilmistir.
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Gergeklestirilen optimizasyonlar sonucunda elde edilen canli hiicre sayisinin
(3,27x10° kob/ml), kontrol olarak LB siv1 besiyerinde gerceklestirilen iiretimde
elde edilen canli hiicre sayismmn (2,44x10% kob/ml) 13,4 Kkati oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, maliyetli bir tiretim ortami olan LB besiyeri
yerine daha diisiik maliyetli melas ve soya unu gibi bilesenlerden olusan bir
iiretim ortami gelistirilmistir. Bu {iretim ortamui ile {iretim ortami maliyeti kontrol
olarak kullanilan LB besiyerine gore 467 kat azaltilmistir. Boylece, ileride
gelistirilmesi hedeflenen biyolojik miicadele preparati i¢cin daha ekonomik kitlesel

iiretim gergeklestirilebilecektir.

Calisma ile ilgili incelenen literatiirler ve gergeklestirilen pek¢ok deneme ile
Bacillus tiirlerine dayali bir biyolojik miicadele etmeninin {iretiminde kullanilabilecek
kapsamli bilgi birikimi olusturulmustur. Gergeklestirilen c¢alisma sonucunda elde
edilen bulgular dogrultusunda; asagida belirtilen konularda yapilacak calismalarin da

onemli sonuglar saglayacag diisiiniilmektedir:

Bacillus izolatlarinin antifungal etkisi {i¢ farkli fitopatojene karsi incelenmistir.
Kullanilan fitopatojenik fungus sayisi arttirilarak hastaliga spesifik farkli Bacillus
izolatlan segilebilir ve {iretim optimizasyonu c¢alismalar1 gerceklestirilebilir. Boylece,
biyokontrol 6zellikleri belirlenmis olan bir Bacillus kiitiiphanesi olusturulmustur ve
bu kiitliphaneden hastaliga spesifik biyolojik miicadele preperatlar gelistirilebilir.

Biyolojik miicadele etmeni ozelliklerine ek olarak biyogiibre ve toprak
iyilestirici etmen olarak da kullanilabilmesi i¢in amilaz, seliilaz ve hemiseliilaz
gibi enzimler, indol asetik asit, giberellin gibi sekonder metabolitler ve fosfat
cOziiniirligi de incelenerek bu izolatlar icin ekstra kullanim alanlar

gelistirilebilir.

Temel amag, yiiksek canli hiicre sayisi elde etmek olsa da, iiretim sivisi
icerisinde bulunan antifungal metabolitlerin varligi da gelistirilmesi hedeflenen
biyolojik miicadele preperati bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, amino
asitler ve lakton gibi biliylime arttiricilarin  liretim  ortamina eklenmesi
biyosiirfektan verimini arttiracaktir. Ayrica, demir ve mangan nanopartikiilleri

kullanilarak da biyosiirfektan veriminin arttirtlmasi denenebilir.

Bacillus izolat1 ile alg, fungus gibi farkl tiirlerin birlikte tiretilecegi kokiiltiir
caligmalar1 gerceklestirilebilir. Boylece, bir tiiriin iirettigi diger tiirlin substrati

olabilir ve iretimin ekonomik bir sekilde siirdiiriilmesi saglanabilir. Aym
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zamanda, farkli antifungal etki mekanizmalar1 daha iyi olan farkli Bacillus
suglarinin birlikte iiretilmesi sonucu, bir tiiriin eksikligi diger tiir ile kapatilarak

daha etkili bir biyolojik miicadele preparati olusturulabilir.

Batik kiltiir ile gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalar1 erlenlerde
yapilmistir.  Gelistirilmesi  hedeflenen biyolojik miicadele prepeparatinin
ticarilesme potansiyeli diisiiniildiigiinde 6lcek biiyiitme caligmalari ile reaktorlerde

liretim optimizasyonu yapilmasinin faydali olacagi diisiiniilmektedir.

Laboratuvarda in vitro kosullarda antagonistik aktivitesi belirlenen ve
tiretim optimizasyonu gergeklestirilen B.velezensis 4-Ka-22 susunun saha
denemelerinde de etkinliginin gosterilebilmesi icin bitki denemeleri yapilmalidir.
Ayrica, farkli biyotik ve abiyotik stres faktorleri altinda, farkl {iriin ve hastalik

cesitlerinde saha denemelerinin arttirilmasi faydali olacaktir.

Son olarak, antifungal etki mekanizmalar1 belirlenen, iiretim ortami ve
parametreleri optimize edilen B.velezensis 4-Ka-22 susunun biiyiikk olgekte
iretilerek ticari bir biyolojik miicadele preperati olarak piyasaya sunulabilmesi
icin uzun raf Omrii stireleri boyunca canliligini koruyabilecek sekilde

biyoformiilasyon gelistirilmelidir.
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