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Oz: Bu calismada, ¢ilekte hasat 6ncesi ve hasat sonrast iiriin kayiplarina neden
olan Botrytis cinerea’ya kars1 Igdir ilinde tuzlu topraklardan ve Phragmites
australis bitkisinden izole edilen bakteri strainlerinin antagonistik 6zellikleri
arastirilmistir. Yapilan izolasyonlar neticesinde 89 bakteri straini elde edilmis ve
bu bakterilerin tanilar1 yag asit metil ester analizi ile yapilmistir. Elde edilen
bakteriler arasinda 38 strain in vitro testlerde etkili bulunmus ve bu strainlerin B.
cinerea’nin misel gelisimini farkli oranlarda engelledikleri tespit edilmistir.
Basarili olan strainler cins diizeyinde degerlendirildiginde Bacillus ve
Paenibacillus cinslerinin daha etkili olduklari belirlenmistir. Calismada
kullanilan aday antagonistlerin inhibisyon oranlarina bakildiginda en etkili
strainin %71.68 oran1 ile Bacillus subtilis MFD2-21 oldugu, bu straini %68.89
orani ile Paenibacillus polymyxa MFD-15 ve %61.93 orani ile Paenibacillus
apiarus MFD20 straininin takip ettigi belirlenmistir. B. cinerea’nin misel
gelisimini en diigiik oranda engelleyen aday antagonist strain ise %17.36 orani
ile Bacillus sphaericus GC subgroup E MFD3-15 olarak saptanmustir.
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Abstract: In this study were investigated the antagonistic activities of bacterial
strains isolated from salty soils and Phragmites australis plant in Igdir province
against Botrytis cinerea in strawberry. As a result of the isolations, 89 bacterial
strains were obtained and the determination of the bacteria was made by fatty
acid methyl ester analysis. Among them, 38 bacteria strains were found to be
effective in in vitro tests and it was determined that the strains were inhibited
myecelial growth of B. cinerea at different rates when successful strains were
evaluated at the genus level, it was determined that Bacillus and Pseudomonas
were two of the most important genus. Considering the inhibition rates of the
putative antagonists were determined that the most effective strains were
Bacillus subtilis MFD2-21 (71.68%) Paenibacillus polymyxa MFD-15 (68.89%)
and Paenibacillus apiarus MFD20 (61.93%), respectively. The putative
antagonist strain that inhibits mycelial growth of B. cinerea at the lowest rate
was determined as Bacillus sphaericus GC subgroup E MFD3-15 (17.36%).

# Bu galismanin bir kismi Tiirkiye 6. Bitki Koruma Kongresinde (05-08 Eyliil 2016, Konya) 6zet olarak

sunulmustur.
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1. Giris

Botrytis cinerea Pers. ex Fr. (teleomorph: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel)’nin neden
oldugu kursuni kiif hastaligi ¢ilek yetistirilen alanlarda goriilen en 6nemli hastaliklardan biridir. Tarlada
hasattan 6nce meyveleri etkileyip 6nemli iiriin kayiplarina sebep olan bu hastalik, ayn1 zamanda hasattan
sonra tagima ve depolama esnasinda gelisimini siirdiiriip zararim1 devam ettirmektedir (Mertely ve ark.,
2018). B. cinerea en zararh fitopatojenik funguslardan biri olarak gosterilmekle birlikte (Pei ve ark.,
2019), bilimsel ve ekonomik 6nemi olan ‘Top 10’ fungal patojenler igerisinde gerek hasat ncesi gerekse
hasat sonras1 yapmis oldugu zarar ile 2. sirada yer almaktadir (Dean ve ark., 2012). Etmen, 200’den
fazla iirtinde ciddi kayiplara neden olmakla birlikte 6zellikle dikotiledon bitkilerin olgunlagmis ve yash
dokularinda ve baz1 monokotiledon bitkilerde zarar olusturmaktadir. B. cinerea, hiicre duvarini yikan
enzim, toksin ve oksalik asit gibi disiik molekiiler agirlikli bilesikler iiretmekte, patojenin
konukgusunda bir saldirt stratejisi olarak programlanmus hiicre 6liimiine sebep oldugu belirtilmektedir
(Williamson ve ark., 2007).

Bitkilerin cicek, meyve ve yaprak gibi farkli kisimlarda hastalik olusturan bu etmenle
miicadelede kiiltiirel, kimyasal ve biyolojik miicadele yontemleri kullanilmaktadir (Y1ldiz & Benlioglu,
2009). Patojenin genetik ¢esitliliginin fazla olmast, kisa yasam dongiisiine ve ¢esitli ireme yapilarina
sahip olmasi fungisit direnci gelisiminde yiiksek riskli bir patojen olmasma sebep olmaktadir (Haidar
ve ark., 2016). Patojenlerde dayamiklilik probleminden dolay:r etkili bir sekilde kontroliin
saglanamamasi, insan saglig1 ve ¢evre lizerinde toksik kalinti etkilerinin tiiketicileri endiselendirmesi ve
kimyasallarin kullaniminda getirilen smirlamalar fungisitlerin mercek altina alinip sorgulanmasina
sebep olmustur (Elad ve ark., 2004). Tim bu olumsuzluklar arastiricilart bitki hastaliklarinin
kontroliinde alternatif miicadele yontem ve teknikleri gelistirmeye yonlendirmistir. Biyolojik miicadele,
bu yontemler igerisinde en ¢evre dostu, en ucuz ve en siirdiiriilebilir yontem olarak dikkat ¢ekmekte
(Uygun ve ark., 2010) ve tarimsal {iretimde kimyasal girdiyi azaltmak i¢in kullanilan yontemlerin
baginda gelmektedir (Soylu ve ark., 2016).

Cilek (Fragaria x ananassa Duch.)’de B. cinerea’nin biyolojik miicadelesinde ¢esitli fungal ve
bakteriyel etmenlerin kullanildig1 ve basarili sonuglarnn alindigi tespit edilmistir (Sutton & Pegg, 1993;
Donmez ve ark., 2011; Eken ve ark., 2013; Nguyen ve ark., 2015). Calismalarda yer alan bakteri
strainleri igerisinde 6zellikle Bacillus ve Pseudomonas tiirlerinin patojenin biyolojik miicadelesinde
etkili tiirler olarak 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis,
B. megaterium ve B. thuringiensis strainlerinin hastalik gelisimini baskilayarak hastalikla miicadelede
basariyla kullanildigi (Shternshis ve ark., 2015; Toral ve ark., 2020), Pseudomonas aeruginosa’nin
patojene karsi giiglii antagonistik etkiye sahip oldugu (Wang ve ark., 2021a) cesitli aragtirma
sonuglarinda vurgulanmaktadir. Ayn1 zamanda Pseudomonas syringae (BioSave; Amerika Birlesik
Devletleri) ve B. subtilis (Serenade; Almanya) B. cinerea’nin miicadelesinde kullanilan en popiiler ticari
biyofungisitler olarak degerlendirilmektedir (Feliziani & Romanazzi, 2016).

Bu c¢alismada, Phragmites australis (Cav.) Trin. ex Steud. bitkisinden ve tuzlu topraklardan
izole edilen biyolojik miicadele etmeni bakterilerin izolasyonu, tanilar1 ve bu bakterilerin ¢ilekte verim
ve kalite kayiplarina neden olan B. cinerea’ya karsi antagonistik etkinligi in vitro kosullarda
arastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Fungal izolat

Bu calismada Igdir Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii Fitopatoloji
laboratuvarindan temin edilen ve viriilensligi yiiksek olarak belirlenen B. cinerea S-TR-20 izolati
kullanilmustir (Eken ve ark., 2013). Bu izolat deneme siiresince Patates Dekstroze Agar (PDA) iceren
test tiiplerde +5 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Aday antagonist bakteri strainlerinin kokten izolasyonu

Igdir (Merkez) ilinden toplanan P. australis bitkisinin kokleri yikanmus, ardindan dis yiizeyi
%70’lik etil alkol ile ylizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril bir bistiiri ile kokler kesilmis ve

536



YYU FBED (YYU JNAS) 27 (3): 535-547
Geng Kesimci ve Donmez / Cilekte Botrytis cinerea’ya Karsi Bakterilerin Antagonist Etkilerinin In Vitro Kosullarda Belirlenmesi

parcalar bir havan igerisinde ezilerek steril dH:O ile siispansiyon haline getirilmistir. Bu
siispansiyonlardan 6ze ile almarak, Nutrient Agar (NA) besi ortamina ekim yapilmis ve petriler bakteri
gelisimi icin 27 °C’de inkiibasyona birakilnustir. Inkiibasyon sonrasi farkli renk ve 6zellikte gelisen
bakteri kolonileri saflastirilarak stok kiiltiirleri hazirlanmistir (Saygili ve ark., 20006).

2.3. Aday antagonist bakteri strainlerinin topraktan izolasyonu

Igdir (Merkez, Aralik ve Tuzluca) ilinden alinan toprak omekleri 10 g toprak tartilarak
igerisinde 90 ml steril su bulunan steril erlenmayer igerisine birakilmigtir. Hazirlanan toprak/su karigim
30 dk calkalayicida ¢alkalanmis, daha sonra siispansiyondan steril pipetle 1 ml alinarak i¢erisinde 9 ml
steril dH20 bulunan tiiplere aktarilarak iyice karistirilmigtir. Bu seyreltme islemi 6 kez tekrarlanmistir.
Son 3 seyreltikten 0.1 ml alinarak igerisinde NA bulunan besi ortamina birakilmis ve siispansiyon cam
bagetle yayilmistir. Bakteri gelisimi i¢in ekim yapilan petriler 27 °C’ye ayarli inkiibatorde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi gelisen farkli renk ve sekildeki bakteri kolonilerinin her birisi
saflagtinlmig ve stok kiiltiirleri -80 °C’de muhafaza edilmistir (Saygili ve ark., 2006).

2.4. Tiitiinde asir1 duyarhlik testi

Elde edilen bakteri strainlerinin patojen olup olmadiklarmi belirlemek i¢in tiitiin bitkisinde
(Nicotiana tabacum L. Samsun) asir1 duyarlilik testi yapilmistir. Bakteri strainleri stok kiiltiirlerinden
NA besi ortamina ekilerek gelistirilmistir. Steril dH20 ile gelisen bakteri kiiltiirlerinden konsantrasyonu
108 hiicre/ml olan soliisyonlar hazirlanmistir. Plastik enjektérlerle bakteri soliisyonlar tiitiin bitkisinin
yaprak alt yiizeyinin damar aralarma enjekte edilmistir. Bakteri inokulasyondan 48 h sonra inokule
edilen alanlarda olusan nekroz pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Kim & Hartmann, 1985).
Referans kiiltiir olarak Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola MFD 522 kullanilmustir.

2.5. Aday antagonist bakteri strainlerinin yag asitleri profillerine gore tanillanmasi

Saf kiiltiir olarak -80 °C’de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit metil ester
ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizi yapilmistir (Sasser, 1990). Bilgisayar
kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Tan1 Sistemi (MIDI, Inc., Newark, DE) kullanilarak
kiiltiire alinan strainlerin tiir ve alt tiir seviyesinde tanisi belirlenmistir. Referans kiiltiir olarak
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola MFD 307 kullanilmustir.

2.6. Yag asit metil esterlerinin saflastirilmasi

Bakteri strainleri steril platin bir 6ze ile stok kiiltiirlerinden alinmus ve Tryptic Soy Agar (TSA)
besi ortamina 4 fazli olarak ekilmistir. Petriler bakteri gelisimi i¢in 24-48 saat siireyle 27 °C’ye ayarli
inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Gelisen bakteri strainlerinin yag asitlerini saf olarak izole
edebilmek icin 4 farkh ¢ozelti kullanilmis ve agagidaki metot takip edilerek ekstraksiyon yapilmistir.

v TSA {izerinde gelistirilen bakteri kolonileri petrilerin 3 ve 4 numarali fazlarindan steril bir
Ozeyle toplanarak (~ 40mg) steril teflon kapakli cam test tiiplerine (5 ml) aktarilmis ve tiipler
etiketlenerek agizlar kapatilmistir.

v Her bir test tiipiine 1 ml hiicre pargalayici ¢ozelti ilave edilmis ve tiipler 5-10 s calkalandiktan
sonra 5 dk 100 °C’lik su banyosunda bekletilmistir. Ardindan tiipler tekrar 5-10 s galkalanmus ve 25 dk
100 °C’lik su banyosunda inkiibe edilmistir.

v Test tiiplerine 2 ml metillestirme ¢ozeltisi eklenerek 5-10 s’lik bir ¢alkalama yapilmig ve sonra
tiipler 80 °C’de 10 dk su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda tiipler hizlica buz veya soguk su
icerisinde 2 dk tutularak sogumalari saglanmusgtir.

v Sogutulan tiiplere 1.25 ml saflastirma ¢ozeltisi eklenerek 10 dk hematoloji ¢alkalayicisinda
kangtirilmigtir. Siire sonunda tiiplerin alt kisminda inorganik, {ist kisminda organik sivi faz olmak iizere
2 faz olugmustur. Pastor pipeti kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz
muhafaza edilmistir.

Son agsamada her tlipe 3 ml bazik yikama ¢6zeltisi ilave edilmis ve tiipler 5 dk siireyle hematoloji
calkalayicisinda kanistirildiktan sonra 10 dk siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Bu asamada da tiip
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icerisinde iki ayn faz olugmustur. Pastor pipetle iist fazda toplanan ve yag asit metil esterleri igeren faz
alinarak gaz kromatografisi tiiplerine aktarilmig, sonra tliplerin agizlar1 sikica kapatilara cihaz
iizerindeki Omek depolama tepsisine yerlestirilmistir. Cihaz c¢alistinlmis ve sistem klavuzunda
belirtildigi gibi analiz edilerek tan1 sonuglart alinmistir.

2.7. Bakteri strainlerinin baz1 biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Elde edilen strainlerin gram reaksiyonu (Schaad ve ark., 2001), katalaz (Klement ve ark., 1990),
oksidaz ve amilaz 6zellikleri (Narayanasamy, 1997) belirlenmistir.

2.8. In vitro sartlarda aday antagonist bakteri strainlerinin Botrytis cinerea’ya kars1 antagonist
etkisinin belirlenmesi

Botrytis cinerea ve bakteri strainleri arasindaki karsilikli etkilesim ikili kiiltiir yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Patojen PDA besi ortaminda 7 giin, aday antagonist bakteriler ise NA besi
ortaminda 24-48 saat gelistirilmistir. B. cinerea izolatina ait kiiltiirlerden Smm ¢apinda iki disk alinmus,
igerisinde PDA bulunan 9 cm ¢apli petri kabinin her iki tarafina karsilikli olacak sekilde birakilmustir.
Bakteri strainleri ise ayni anda petri kabmnin orta kisma ¢izgi ekim yapilarak inokiile edilmistir. Ekim
yapilan petriler 25°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir (Hang ve ark., 2005). Deneme 3 tekerriirlii
olarak kurulmus ve bakteri ekimi yapilmayan petriler kontrol olarak degerlendirilmistir. In vitro deneme
sonunda inhibisyon oraninin &lgiimii 7. giiniin sonunda yapilmustir. Inhbisyon orani, kontrol
petrilerindeki fungus koloni ¢ap1 ile bakteri uygulamasi yapilan petrilerdeki koloni ¢api1 Olgiilerek
asagidaki formiile gore belirlenmistir (Cubukcu, 2007). % Inhibisyon oram= Kontrol petrideki fungal
koloni ¢ap1i—Uygulama yapilan petrideki koloni ¢ap1 /Kontrol petrideki fungal koloni ¢apt x 100

2.9. istatistik analiz

Calisma sonucunda elde edilen verilerin analizi SPSS 17.0 (2008) istatistik paket programi
kullanilarak yapilmistir. Bu veriler tek yonli ANOVA ile Varyans Analizine tabi tutulmus ve
uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile belirlenmistir (P<0.01).

3. Bulgular

Botrytis cinerea’ya karsi aday antagonistlerin belirlenmesine yonelik yapilan izolasyon
¢aligmasi sonucunda toplam 89 bakteri straini elde edilmistir. Strainlerden 37 tanesi Tuzluca ilgesine ait
tuzlu topraklardan, 15 tanesi Aralik ilgesine ait toprak érneklerinden ve 5 tanesi merkezden alinan tuzlu
toprak Orneklerinden izole edilmistir. P. australis bitkisinin kok bolgesinden yapilan izolasyon
sonucunda ise 32 bakteri straini elde edilmistir.

Bakteri strainleri yag asit metil ester analizi ile tanilanmis ve sonuglar Cizelge 1°de sunulmustur.
Tuzlu topraklara ait strainlerin 12 farkli cins igerisinde yer aldig tespit edilmistir. Bacillus cinsinin 33
strain ile en fazla tiir sayisma sahip oldugu, Pseudomonas cinsinin 8, Micrococcus ve Paenibacillus
cislerinin 3, Halomonas ve Staphylococcus cinslerinin 2, Brevundimonas, Cellulomonas,
Curtobacterium, Rhodobacter, Virgibacillus ve Xanthobacter cinlerinin ise 1 tiir ile temsil edildigi
goriilmiistiir. Izole edilen tiirler Bacillus amyloliquefaciens (1), B. atrophaeus (8), B. cereus GC
subgroup A (1), B. cereus GC subgroup B (2), B. licheniformis GC subgroup B (1), B. luciferensis (1),
B. marisflavi (1), B. megaterium GC subgroup A (1), B. megaterium GC subgroup B (1), B. oleronius
(2), B. pumilus GC subgroup B (1), B. sphaericus GC subgroup B (1), B. subtilis (7), B. thuringiensis
kurstakii (1), Bacillus. GC subgroup 22 (4) Pseudomonas balearica (1), P. luteola (1), P. mendocina
(1), P. resinovorans (1), P. stutzeri (3), Micrococcus luteus GC subgroup B (2) ve M. lylae GC subgroup
A (1), Paenibacillus polymyxa (1) ve P. apiarius (2), Staphylococcus cohnii cohnii (1), S. schleiferi (1),
Halomonas aquamarina (2), Brevundimonas vesicularis (1), Cellulomonas flavigena (1),
Curtobacterium flaccumfaciens (1), Rhodobacter sphaeroides (1), Virgibacillus pantothenticus (1) ve
Xanthobacter flavus olarak tanilanmaistir.

Phragmites australis bitkisinin koklerinden izole edilen strainlerin Bacillus (7), Kocuria (5),
Acinotobacter (4), Aeromonas (3), Shewanella (3), Brevibacillus (2), Brevundimonas (1),
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Microbacterium (1), Photobacterium (1), Pseudomonas (2), Rhodococcus (1) ve Stenotrophomonas (1)
olmak {izere 12 cins igerisinde yer aldiklari tespit edilmistir. Strainlerin tiirleri ise Acinotobacter
calcoaceticus (4), Aeromonas ichthiosmia (1), A. veronii (2), Bacillus GC group 22 (1), B. megaterium
GC subgroup A (1), B. sphaericus GC subgroup A (1), B. sphaericus GC subgroup E (2), B. subtilis (1),
B. thuringiensis kurstakii (1), Brevibacillus choshinensis (2), Brevundimonas vesicularis (1), Kocuria
rosea (5), Microbacterium lacticum GC subgroup B (1), Photobacterium angustum (1), Pseudomonas
putida biotype B (1), P. putida biotype B (1), Pseudoxanthomonas sp. (1), Rhodococcus erythropolis
(1), Shewanella putrefaciens (3) ve Stenotrophomonas acidaminiphila (1) olarak belirlenmistir. Tiitiin
yapraklarinda yapilan asirt duyarlilik testi sonucunda inokulasyon noktasinin ¢evresinde 6lii doku
olusumu gdzlenmemis, strainler HR negatif olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 1. Tuzlu topraklardan ve Phragmites australis bitkisinden izole edilen bakteri strainlerinin yag
asit metil ester analizlerine gore tan1 sonuglan

Strain No  MIS Tan1 Sonucu BI (%)* Izolasyon Materyali
/Lokasyon

MFD1 Pseudomonas stutzeri 90 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD2 Micrococcus luteus GC subgroup B 84 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD3 Bacillus subtilis 70 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD4 Bacillus thuringiensis kurstakii 57 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD6 Staphylococcus cohnii cohnii 43 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD7 Virgibacillus pantothenticus 64 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD8 Bacillus subtilis 37 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD9 Curtobacterium flaccumfaciens 48 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD10 Pseudomonas amyloderamose 53 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD11 Bacillus megaterium GC subgroup A 55 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD13 Bacillus atrophaeus 30 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD14 Micrococcus luteus GC subgroup B 75 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD15 Paenibacillus polymyxa 51 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD16 Bacillus amyloliquefaciens 55 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD17 Bacillus subtilis 78 Tuzlu Toprak-Tuzluca
MFD19 Bacillus oleronius 35 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD20 Paenibacillus apiarius 54 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD22 Bacillus sphaericus GC subgroup B 87 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD24 Bacillus subtilis 72 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD25 Bacillus oleronius 32 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD26 Staphylococcus schleiferi 27 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD27 Bacillus licheniformis GC subgroup B 46 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD1-1 Pseudomonas stutzeri 90 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-2 Halomonas aguamarina 85 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-5 Bacillus GC subgroup 22 43 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-7 Bacillus atrophaeus 84 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-12 Bacillus GC subgroup 22 46 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-14 Pseudomonas stutzeri 63 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-15 Bacillus atrophaeus 61 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-16 Cellulomonas flavigena 37 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-17 Xanthobacter flavus 74 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-21 Pseudomonas resinovorans 60 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-23 Rhodobacter sphaeroides 77 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-25 Brevundimonas vesicularis 55 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-29 Bacillus cereus GC subgroup A 56 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-33 Micrococcus lylae GC subgroup A 70 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD1-34 Pseudomonas mendocina 64 Tuzlu Toprak/Aralik
MFD2-1 Bacillus subtilis 44 Tuzlu Toprak/Igdir Merkez
MFD2-4 Bacillus GC subgroup 22 65 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD2-6 Bacillus GC subgroup 22 54 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD2-7 Pseudomonas balearica 93 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD2-11 Pseudomonas luteola 65 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD2-19 Bacillus atrophaeus 68 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD2-20 Paenibacillus apiarius 64 Tuzlu Toprak/Tuzluca
MFD2-21 Bacillus subtilis 78 Tuzlu Toprak/Tuzluca

* Benzerlik indeksi
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Cizelge 1. Tuzlu topraklardan ve Phragmites australis bitkisinden izole edilen bakteri strainlerinin yag
asit metil ester analizlerine gore tan1 sonuglar (devam)

Strain No MIS Tan1 Sonucu Bi(%)*  Izolasyon Materyali/Lokasyon
MFD2-22 Bacillus pumilus GC subgroup B 72 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-23 Halomonas aquamarina 76 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-24 Bacillus atrophaeus 57 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-25 Bacillus luciferensis 75 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-27 Bacillus marisflavi 64 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-28 Bacillus atrophaeus 58 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-29 Bacillus cereus GC subgroup B 84 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-30 Bacillus subtilis 73 Tuzlu Toprak/Tuzluca

MFD2-31 Bacillus atrophaeus 85 Tuzlu Toprak/Igdir Merkez
MFD2-32 Bacillus atrophaeus 83 Tuzlu Toprak/Igdir Merkez
MFD2-33 Bacillus megaterium GC subgroup B 47 Tuzlu Toprak/Igdir Merkez
MFD2-34 Bacillus cereus GC subgroup B 56 Tuzlu Toprak/Igdir Merkez
MFD3-1 Pseudomonas putida biotype B 47 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-3 Pseudoxanthomonas sp. 31 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-4 Aeromonas ichthiosmia 80 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-5 Aeromonas veronii 55 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-6 Photobacterium angustum 68 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-7 Kocuria rosea 45 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-8 Pseudomonas putida biotype A 26 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-9 Brevibacillus choshinensis 73 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-10 Bacillus sphaericus GC subgroup E 53 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-11 Kocuria rosea 48 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-12 Acinotobacter calcoaceticus 72 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-13 Kocuria rosea 67 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-14 Brevundimonas vesicularis 86 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-15 Bacillus sphaericus GC subgroup E 50 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-16 Acinotobacter calcoaceticus 63 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-21 Stenotrophomonas acidaminiphila 44 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-24 Bacillus sphaericus GC subgroup A 47 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-29 Bacillus thuringiensis kurstakii 83 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-31 Kocuria rosea 72 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-32 Bacillus megaterium GC subgroup A 70 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-33 Kocuria rosea 52 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-35 Shewanella putrefaciens 68 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-36 Acinotobacter calcoaceticus 68 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-38 Shewanella putrefaciens 58 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-39 Brevibacillus choshinensis 72 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-42 Aeromonas veronii 76 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-43 Bacillus GC group 22 70 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-45 Microbacterium lacticum GC subgroup B 67 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-46 Shewanella putrefaciens 62 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-48 Rhodococcus erythropolis 71 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-52 Acinotobacter calcoaceticus 72 Phragmites australis/Igdir Merkez
MFD3-53 Bacillus subtilis 53 Phragmites australis/Igdir Merkez

* Benzerlik indeksi

Bakteri strainlerinin gram reaksiyon, katalaz, oksidaz ve amilaz test sonuglar1 Cizelge 2’de
verilmistir. Yapilan bu biyokimyasal testler sonucunda 32 adet bakteri straininin gram negatif, 57 adet
bakteri straininin gram pozitif karekterde oldugu, 78 bakterinin katalaz pozitif, 7 bakterinin zay1f pozitif
ve 4 bakterinin ise katalaz negatif sonug verdigi belirlenmistir. Oksidaz enzimi tireten bakterilerin sayisi
58 olarak belirlenirken 12 adet bakteri straininin zayif pozitif reaksiyon verdigi saptanmustir. Amilaz
enzimi iireten bakteriler degerlendirildiginde 1 tane kuvvetli pozitif, 26 adet pozitif, 28 adet zayif pozitif
ve 34 adet negatif karekterde strain oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 2. Bakteri strainlerinin gram reaksiyon, katalaz, oksidaz ve amilaz test sonuglart

Strain No G* K 0 A Strain No G K 0 A Strain No G K 0 A
MFD1 - + + Z* MFD1-17 - + + - MFD3-5 - + + z*
MFD2 + + + Z* MFD1-21 - z* + Z+ MFD3-6 - + + -
MFD3 + + + + MFD1-23 - - + Z*  MFD3-7 + + Z -
MFD4 + + - + MFD1-25 - + + z" MFD3-8 - + zZ" -
MFD6 + + - Z* MFD1-29 + + - + MFD3-9 + - + -
MFD7 + + Z" + MFD1-33 + + - Z" MFD3-10 + + + +
MFD8 + z* + + MFD1-34 - + + - MFD3-11 + + zZ" -
MFD9 + - - - MFD2-1 + + + + MFD3-12 - + - -
MFD10 - + z" + MFD2-4 + + + z" MFD3-13 + + z* -
MFD11 + + - + MFD2-6 + + + Z* MFD3-14 - + + z"
MFD13 + + + - MFD2-7 - + + + MFD3-15 + + + +
MFD14 + + + Z* MFD2-11 - + - K+ MFD3-16 - + - -
MFD15 + z* + - MFD2-19 + + z* - MFD3-21 - + - -
MFD16 + + + + MFD2-20 + + + - MFD3-24 + + + z*
MFD17 + + + Z' MFD2-21 + + + + MFD3-29 + Z - +
MFD19 - + Z'  + MFD2-22 + + + - MFD3-31 + + Z -
MFD20 + + + - MFD2-23 - z* + + MFD3-32 + + - z*
MFD22 + + + + MFD2-24 + + + - MFD3-33 + + Z -
MFD24 + + + + MFD2-25 + zZ" + + MFD3-35 - + + -
MFD25 - + Z* Z* MFD2-27 + + + z" MFD3-36 - + - -
MFD26 + + + Z' MFD2-28 + Z + - MFD3-38 - + + -
MFD27 + + + - MFD2-29 + + - Z" MFD3-39 + - + -
MFD1-1 - + + Z* MFD2-30 + + + + MFD3-42 - + + Z
MFD1-2 - + + + MFD2-31 + + + - MFD3-43 + + + zZ*
MFD1-5 + + + Z* MFD2-32 + + + - MFD3-45 + + - +
MFD1-7 + + + - MFD2-33 + + - + MFD3-46 - + + -
MFD1-12 + + + Z' MFD2-34 + + + Z" MFD3-48 + + - A
MFD1-14 - + + Z' MFD3-1 -+ + - MFD3-52 N
MFD1-15 + + + - MFD3-3 - + + Z" MFD3-53 + +  ZY o+
MFD1-16 -+ -+ MFD3-4 -+ + o+

* G: Gram reaksiyon, K: Katalaz, O: Oksidaz, A: Amilaz, Z*; Zayif pozitif, K*: Kuvvetli pozitif

Botrytis cinerea’ya karsi aday antagonistleri belirmeye yonelik yapilan bu ¢aligmada inhibisyon
oranlarinin tespiti in vitro kosullarda belirlenmis ve denemeye ait sonuglar Cizelge 3’de verilmistir. In
vitro deneme sonuglarina gore ¢alismada kullanilan bakteri strainlerinin patojenin misel gelisimini farkli
oranlarda (%17.36-71.68) engelledigi gorilmiistiir. Patojene karsti A. calcoaceticus, B.
amyloliguefaciens, B. artrophaeus, B. cereus GC subgroup A, B. cereus GC subgroup B, B. megaterium
GC subgroup A, B. megaterium GC subgroup B, B. licheniformis GC subgroup B, B. thuringiensis
kurstakii, B. sphaericus GC subgroup E, B. sphaericus GC subgroup A, B. subtilis, C. flaccumfaciens,
H. aquamarina, K. rosea, P. apiarus, P. polymyxa, P. amyloderamose, P. putida biotype A,
Pseudoxanthomonas sp. ve S. cohnii cohnii bakteri tiirlerinin etkili oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan
P. stutzeri, M. luteus GC subgroup B, V. pantothenticus, M. luteus GC subgroup, B.oleronius, B.
sphaericus GC subgroup B, S. schleiferi, B. GC subgroup 22,, C. flavigena, X. flavus P. resinovorans,
R. sphaeroides, B. vesicularis, M. lylae GC subgroup A, P. balearica, P. luteola, B. luciferensis, B.
marisflavi, P. putida biotype B, A. ichthiosmia, A. veronii, P. angustum, B. pumulis, B. choshinensis, B.
vesicularis, S. acidaminiphila, S. putrefaciens, M. lacticum GC subgroup B, S. putrefaciens ve R.
erythropolis tiirlerinin patojenin misel gelisimini engellemede basarili olmadiklari belirlenmistir.
Deneme sonucunda etki gozlemlenmeyen petrilerde fungusun misellerinin bakterilerin ¢izgi ekim
alanina kadar gelistigi gézlemlenmistir. Calismada kullanilan 89 adet bakteri straininden 38 adet bakteri
starininin S-TR-20 izolatinin misel gelisimini baskiladig1 belirlenmistir. Etkili olan bakteri tiirleri
igerisinde Ozellikle Bacillus cinsine ait tiirlerin daha basarili sonuglar verdigi, bu tiirler igerisinde de
ozellikle B. artophaeus ve B. subtilis tiirlerinin baskin tiirler olarak 6ne ¢iktigi saptanmustir. Bakteri
strainlerinden B. subtilis MFD2-21 %71.68 oraninda hastalig1 engelleyerek en yiiksek etkiyi gosteren
tiir olarak belirlenmis, bu orant %68.89 orani ile P. polymyxa MFD-15 ve %61.93 inhibisyon orani ile
P. apiarus MFD20 straini takip etmistir. Patojenin misel gelisimini en diisiik oranda engelleyen
bakterinin ise %17.36 orani ile B. sphaericus GC subgroup E MFD3-15 oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen veriler {lizerinden yapilan istatistik analiz sonu¢larmda en diisiik engelleme oranma
sahip strain dahil olmak iizere tiim aday antagonistlerin inhibisyon orani istatistiki olarak kontrol ile
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farkli gruplarda yer almistir. Deneme sonuglar1 degerlendirildiginde B. cinerea’ya karsi ayni bakteri
tiirlerinin farkl: etki gosterdigi tespit edilmistir. Ornegin ¢aligmada B. artrophaeus MFD2-28, MFD1-7,
MFD2-32, MFD13, MFD2-19, MFD2-31, B. cereus GC subgroup B MFD2-29, MFD2-34, K. rosea
MFD3-13, A. calcoaceticus MFD3-12, MFD3-52 ve B. megaterium GC subgroup A MFD-11
strainlerinin patojene kars1 antagonist 6zellige sahip oldugu belirlenirken, ayni tiirlere ait B. artrophaeus
MFD1-15, B. cereus GC subgroup B MFD2-34, K. rosea MFD3-7, MD3-11, MFD3-31, A.
calcoaceticus MFD3-16, MFD3-36 ve B. megaterium GC subgroup A MFD3-32’nin etkisiz strainler
oldugu tespit edilmistir.

Calismada kullanilan aday antagonistlerin B. cinerea ortalama misel gelisimi iizerine etkinligine
bakildiginda etkili olarak belirlenen tiim aday antagonistlerin farkli oranlarda ortalama ¢ap1 diisiirerek
(1.02-2.97 cm) kontrol (3.59 cm) ile istatisitiki olarak farkli grupta yer aldig1 goriilmistiir. Petrilerde
bazi aday antagonist bakterilerin B. cinerea hif ve spor yapilarinda degisikliklere neden oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle B. subtilis ve P. polymyxa strainlerinin fungusun hiflerinde yapisal
bozulmalara neden olarak anormal misel gelisimi olusturdugu tespit edilmistir.

Cizelge 3. In vitro ortamda bakteri strainlerinin Botrytis cinerea misel geligimi {izerine etkisi

Bakteri tiirii Strain no Inhibisyon orani Ortalama ¢ap
%*
Acinotobacter calcoaceticus MFD3-12 38.25 1-k 22214
MFD3-52 45.21 f-i 1.97 f-i
Bacillus amyloliguefaciens MFD16 44.75 f-i 1.98 f-i
Bacillus artrophaeus MFD2-28 45.20 f-i 1.97 f-i
MFD1-7 48.00 c-1 1.87 d-i
MFD2-32 55.89 b-g 1.58 b-g
MFD13 48.93 c1 1.83 c-1
MFD2-19 34.07 i-k 23314
MFD2-31 56.36 b-g 1.57 b-g
Bacillus cereus GC subgroup A MFD1-29 29,84 k- 2.57 j-l
Bacillus cereus GC subgroup B MFD2-29 50.33 c-1 1.78 c1
MFD2-34 29.90 k-l 2.52 -l
Bacillus megaterium GC subgroup A MFD11 49.39 c-1 1.82 c1
Bacillus megaterium GC subgroup B MFD2-33 45.68 e-i 1.95 f-i
Bacillus licheniformis GC subgroup B MFD27 43.36 g-j 2.02 g-i
Bacillus thuringiensis kurstakii MFD4 39.65 h-k 2.17 h+j
Bacillus sphaericus GC subgroup E MFD3-10 29.90 k-1 2.52 -
MFD3-15 17.36 | 2,97k
Bacillus sphaericus GC subgroup A MFD3-24 45.68 e-i 1.93 e-i
MFD3 48.47 c1 1.85d-i
MFD8 50.79 c11 1.77 c1
MFD17 47.54 d-i 1.88d-i
Bacillus subtilis MFD24 44.37 f-i 212h-
MFD2-1 60.53 a-e 1.42 ad
MFD2-21 71.68a 1.02a
MFD2-30 57.75 b-f 1.52 b-f
MFD3-53 56.36 b-g 1,57 b-g
Curtobacterium flaccumfaciens MFD9 19.68 | 2.88 k-
Halomonas aquamarina MFD1-2 50.32 c-1 1.78 c1
MFD2-23 39.18 h-k 2.18 14
Kocuria rosea MFD3-13 19,68 | 2.88 k-1
Paenibacillus apiarus MFD20 61,93 a-c 1.37 a-c
MFD2-20 37.78 1-k 22214
Paenibacillus polymyxa MFD15 68.89 a-b 112 a-b
Pseudomonas amyloderamose MFD10 53.11 c-h 1.68 c-h
Pseudomonas putida biotype A MFD3-8 56.36 b-g 1.05a
Pseudoxanthomonas sp. MFD3-3 30.35 j-I 2.50 j-k
Staphylococcus cohnii cohnii MFD6 45.21 f-i 1.97 f-i
Kontrol 0.00 m 3.59m

* Farkli harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki olarak fark vardir (P<0.01).
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4. Tartisma ve Sonug¢

Botrytis cinerea’nin neden oldugu kursuni kiif hastaligimm miicadelesinde kullanilan kontrol
yontemleri degerlendirildiginde kimyasallara dayali miicadele yonteminin one ¢iktigi goriilmektedir.
Hastaligin miicadelesinde fungisitler bu kadar yaygin uygulansa da bu iiriinlerin kullanilmasma dair
birgok smirlama getirilmektedir (Toral ve ark., 2020). Bununla birlikte fungisit uygulamalarinin
¢igeklenme asamasinda polen canliligini azaltip meyve olusumunu engelledigi (Kovach ve ark., 2000),
etmenin hizli bir sekilde ¢esitli fungisitlere karst dayaniklilik kazanabildigi bilinmektedir. Bu nedenle
son yillarda bu olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak i¢in biyolojik miicadele yontemini de igine alan
entegre miicadele stratejileri uygulanmaktadir (Kim ve ark., 2007; Richards ve ark., 2021; Shao ve ark.,
2021).

Hastaligin biyolojik miicadelesinin calisildig1 arastirmalarda biyoetmen olarak funguslar
(Trichoderma harzianum, T. viride, T. hamatum T. asperellum, Clonostachys rosea, Clonostachys rosea
f. catenulate, C. rosea f. rosea ve Ulocladium oudemansii) ve bakteriler (Streptomyces griseoviridis, B.
subtilis ve Pseudomonas syringae) yaygin olarak denenmistir (Williamson ve ark., 2007; Eken ve ark.,
2013; Mahdy ve ark., 2014). Bu konuda yapilan ¢alismalarda, antagonistik 6zellige sahip bakteri
strainlerinin B. cinerea ile miicadelede basarili oldugu (Donmez ve ark., 2011; Abdou ve ark., 2014;
Shternshis ve ark., 2015) hatta bazi caligmalarda fungisitlerden daha iyi sonuglar verdigi belirtilmektedir
(Swadling & Jeffries, 1996; Petrasch ve ark., 2019).

Tuzlu topraklardan ve P. australis bitkisinden izole edilen aday antagonist bakterilerin B.
cinerea’ya karsi etkinliginin belirlendigi bu ¢alismada test edilen bakterilerden %42.69’unun patojenin
misel gelisimini baskilamada basarili oldugu tespit edilmistir. Genel olarak biyolojik miicadelede
bakterilerin kullanildig1 ¢alismalarda ¢ok sayida bakteri straini denenmekte ve basarili strain elde etmek
her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle c¢alisma sonucunda elde edilen veriler 6nem arz
etmektedir. Strainlerin elde edildigi 6rekler incelendiginde mikrobiyal antagonistlerin ¢ogunun genel
olarak, meyve ve sebze ylizeylerinden, kok ve toprak gibi kaynaklardan izole edildigi goriilmektedir.
Ancak heniiz kesfedilmemis 6zel alanlardan izole edilen yeni biyokontrol etmenlerine ihtiya¢ duyuldugu
da belirtilmektedir (Chen ve ark., 2020). Bu nedenle, ¢alismada tuzlu topraklardan ve P. australis
bitkisinden izole edilen yerel bakteri strainlerinin kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Benzer sekilde tuzlu
topraklardan izole edilen Bacillus velezensis gilek ve domateste B. cinerea’ya karsi denenmis ve hastalik
siddetini %60 oraninda azalttig1 bulunmustur (Toral ve ark., 2020).

Cilekte B. cinerea’ya karsi antagonist bakterilerin denendigi baska bir ¢alismada, Bacillus
lentimorbus, B. megaterium, B. pumilis, B. subtilis, Enterobacter intermedius, Kurthia sibirica, P.
polymyxa ve Pantoea aglomerans strainleri etkili bakteriler olarak belirlenmis ve bu bakterilerin in vitro
ortamda 0.50-3.75 c¢m arasinda bir inhibisyon oranina sahip olduklar1 saptanmistir (Donmez ve ark.,
2011). Pseudomonas fluorescens, P. vesicularis ve B. megaterium strainlerinin in vitro da artan
konsatrasyonlarimm fungusun misel gelisimini farkli oranlarda azaltmada basarili olduklar1 (Ilhan &
Karabulut, 2013), B. licheniformis’in kursuni kiif hastaligin1 baskilamada etkili oldugu (Kim ve ark.,
2007), B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve B. licheniformis strainlerinin patojenin misel gelisimini
engellemede etkili tiirler olduklart ve tiirler igerisinde B. subtilis’in etkinliginin daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Shternshis ve ark., 2015). Yapilan bu ¢alismada da patojene karsi etkili bulunan 38
strainden 25 tanesinin Bacillus cinsine ait oldugu goriilmektedir. Bacillus cinsi, bakteriyosinler ve peptit
antibiyotikler gibi antimikrobiyal maddelerin iiretimi, elverissiz kosullarda spor olusturma 6zellikleri ve
/veya bitki dayanikliligim tesvik etmeleri ile fitopatojenlere karsi en etkili bakteri cinslerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Raaijmakers ve ark., 2010; Sansinenea & Ortiz, 2011; Pertot ve ark., 2017,
Shao ve ark., 2021). Bacillus tarafindan iiretilen lipopeptidlerin hiicrelerdeki lipid membrana baglanarak
gecirgenligini arttirdigi ve yapisal hasar olusturdugu (Haidar ve ark., 2016), ozellikle fengycin ve
iturin’in plazma zarinda gézenekleri agtigi (Henry ve ark., 2011), fungus hifine (Souto ve ark., 2004) ve
fungus sporlarinin gegirgenligine zarar verdigi ve bdylece spor ¢imlenmesini engelledigi (Chitarra ve
ark., 2003) bildirilmistir. Bacillus sp. XT1’in tirettigi lipoproteinlerin Botrytis gelisimini hem in vitro
hem de in vivo inhibe ettigi (Su ve ark., 2020), inhibisyon oraninin konsantrasyona bagl olarak %72,
48, 30 ve 19 oraninda degistigi tespit edilmistir. Ayrica Bacillus tiirleri tarafindan {iretilen tek antifungal
metabolitlerin lipoproteinler olmadigi; B. amyloliquefaciens VVB7 straininin B. cinerea’nin gelisimini
%46 oraninda engelledigi, bu sonucun strainin iirettigi phthalic acid, hept-3-yl isobutyl ester, propanoic
acid, 2-hydroxy- ve methyl ester gibi molekiillerin varligina bagli oldugu bulunmustur (Nakkeeran ve
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ark., 2020). Bu galismada P. polymyxa MFD-15 %68.89 inhibisyon oraniyla, P. putida biotype A
MFD3-8 %56.36 inhibisyon oraniyla ¢alismada etkili strainler olarak belirlenmistir. Bu sonuglarla
paralel olarak Bacillus strainleri disinda Pseudomonas ve Paenibacillus strainlerinin B. cinerea’nin
biyokontroliinde etkili tiirler oldugu bildirilmistir (Elad ve ark., 2004). Omegin, P. aeruginosa’nin B.
cinerea'va kars1 giiclii antagonistik etkiye sahip oldugu (Wang ve ark., 2021a), Paenibacillus
strainlerinin ise lipopeptit antibiyotikler, antifungal proteinler, ugucu bilesikler ve litik enzimler gibi ¢cok
sayida ikincil metabolit iiretimleri ile hastalik kontroliinde etkinlik sagladiklari tespit edilmistir (Haidar
ve ark., 2016). Ayrica, Pseudomonas strainlerinin ¢ok gesitli metabolitler {ireterek B. cinerea'y: etkili
bir sekilde kontrol ettigi (Haidar ve ark., 2016), Acinetobacter calcoaceticus HIRFA32 ve P. fluorescens
Mst 8.2’nin katekol tipi bir siderofor iireterek in vitro ortamda fungal misel gelisimini %46.9 oraninda
inhibe ettigi de belirlenmistir (Gull & Hafeez, 2012; Maindad ve ark., 2014).

Botrytis biyokontroliine etkisi olan bir bagka molekiil tiirii de hidrolitik enzimlerdir. Bu enzimler
kitin, protein, seliiloz, hemiseliiloz ve hatta DNA gibi polimerik bilesikleri pargalayabilmekte (Heydari
& Pessarakli, 2010), patojen metabolik aktivitesine (Nicot ve ark., 2015) miidahale ederek konidi
¢imlenmesini inhibe edebilmekte ve ¢im tliplerini pargalayabilmektedir (Elad ve ark., 2004). Bu yoniiyle
Bacillus ve Pseudomonas cinsi, kitinazin dogrudan etkisi ile fitopatojenlerin kontroliinde en etkili
antagonistlerden ikisi olarak kabul edilmektedir (Carmona-Hernandez ve ark., 2019). Bacillus cinsi ile
ilgili olarak, B. halotolerans KLBC XJ-5 {izerinde yapilan galismalarda, bu strainin kitinaz ve 3-1,3-
glukanaz salgiladig1 ve bu enzimlerin B. cinerea’ nin misel gelisimini ve konidi ¢imlenmesini azalttig
bulunmustur (Wang ve ark., 2021b). Ayni sekilde, B. amyloliquefaciens Y1’in antifungal aktivitesi, -
1,3-glukanaz gibi hidrolitik enzimlerin iiretimi ile iliskilendirilmistir (Maung ve ark., 2021). B. subtilis
KLBC BS6'nin kitinaz iiretimi dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla B. cinerea'ya karsi
antifungal aktivite sergiledigi de gosterilmistir (Lu ve ark., 2021). Paenibacillus xylanexedens Z2—4
strainin B. cinerea gibi ¢esitli patojenlere karsi gosterdigi antifungal 6zelliginin (Zhang ve ark., 2021),
Pseudomonas elgii HOA73 straininin in vitro olarak B. cinerea'nin spor ¢imlenmesini tamamen
baskilamasinin sahip olduklart giiglii kitinolitik aktiviteden kaynaklandigi bulunmustur (Kim ve ark.,
2019). Staphylococcus equorum B1-35 ve Staphylococcus sp. J23’iin kitinaz, 3-1,3-glukanaz, seliilaz ve
proteaz iireten strainler oldugu, in vitro ortamda hidrolitik enzimlerin tiretimi ile B.cinerea’ya karsi
antifungal aktivite gosterdikleri tespit edilmistir (Haidar ve ark., 2016). Ayrica konidial ¢gimlenme, ¢im
tiip gelisimi ve enfeksiyon yeterli miktarda besin olmadan tamamlanamayacagindan rekabet yoluyla
patojenin biyokontroliinde 6nemlidir (Hamdache ve ark., 2018). Bu yonii ile rekabet, B. cinerea
tarafindan hasat sonrasi enfeksiyonlar i¢in etkili bir yontem olarak goriinmektedir (Haidar ve ark.,
2016). Her zaman oldugu gibi biyokontrol ¢alismalar1 séz konusu oldugunda Bacillus ve Pseudomonas
1yl rekabet 6zellikleri ile de en 6nemli cinslerden ikisi olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

Calismada, bazi1 bakteri strainlerinin inhibisyon orani diisiik olarak 6l¢tilmekle birlikte petrilerde
hiflerde meydana getirdigi morfolojik degisiklikler dikkati ¢ekmistir. Benzer sekilde etmenin biyolojik
miicadelesinde bakteri strainlerinin kullanildigi farkli calismalarda bazi antagonistlerin gesitli
morfolojik degisikliklere neden oldugu (Swadling & Jeffries, 1996; Hang ve ark., 2005; Chen ve ark.,
2020), 4mm’den fazla inhibisyon zonu olusturan strainlerin B. cinerea hiflerinde deformasyonlar
olusturdugu bildirilmistir (Swadling & Jeffries, 1996).

Yapilan bu ¢aligmada Bacillus tiirlerinin in vitro ortamda patojen gelisimini farkli inhibisyon
oranlari ile engelleyerek antifungal etki olusturdugu tespit edilmistir. Diger arastirma sonuglar1 da
Bacillus strainlerinin biyolojik olarak giivenli kabul edildigini ve tarimda yaygmn olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu sonug, Bacillus tiirlerinin 1s1 ve kuraklik gibi olumsuz kosullarda
hayatta kalmalarin1 saglayan spor olusturma vb. gesitli 6zelliklere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
Dolayisiyla, biyoetmen olarak canliligini ve patojenin kontroliindeki etkinligini tehlikeye atmadigindan,
endiistride iiretim ve depolamada kullanim i¢in olduk¢a arzu edilmektedirler. Bu konuda yaymlanmis
¢ok sayida bilimsel makaleye ragmen, hasat Oncesi ve/veya sonrasi asamalarda B. cinerea'ya karsi
mikrobiyal fungisit olarak kullanilmak iizere ticarilestirilen etkili bakteri sayis1 sinirli kalmaktadir. Bu
nedenle ¢alisma sonucunda elde edilen antagonist Bacillus strainleri bir sonraki asama olan in vivo ve
tarla denemeleri i¢in 6n tarama olusturmasi bakimmdan énem tasimaktadir.
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