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Ozgiin makale (Original article)

Bagda Kursuni Kiif Hastahg (Botrytis cinerea Pers.)’na Kkarsi
antagonist bakterilerle biyolojik miicadele

Biological control of Gray Mold Disease (Botrytis cinerea Pers.) of
grapevine by antagonistic bacteria

Mehmet YILDIZY, Umit OZYILMAZ?*

Abstract: This study focused on isolating antagonistic bacteria from vineyard areas in
Sarigol/Manisa Province and using them for biological control against Gray Mold Disease
caused by Botrytis cinerea. Biological efficiencies of antagonists were investigated by in-
vitro and in-vivo studies. The compatibilities of the antagonists with azoxystrobin and
cyprodinil + fludioxonil, which are active ingredients of fungicides, were also examined. A
total of 11 B. cinerea strains were isolated, and the B33 isolate was used as the most
virulent disease isolate across the study. A total of 160 putative antagonistic bacterial
isolates were obtained from healthy grape plants. Among them, 17 bacterial isolates
inhibited mycelial growth of the fungal agent by between 6.8% and 80.1% in in-vitro dual
culture tests. The antagonistic bacteria were Bacillus halotolerans, B. licheniformis, B.
safensis, B. subtilis, B. velezensis, Kosakonia cowanii and Pseudomonas aeruginosa. Of the
17 antagonists, 13 were Bacillus species, while seven of them were strains of B. velezensis.
In plant studies conducted with the A7Len4, AlLen4 and A8Lenl isolates, an efficacy of
between 71.43% and 80.96% against the disease was determined. All three antagonists
werecompatible with up to two applications of azoxystrobin.
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Oz: Bu calismada; Manisa ili Sarigol ilgesi bag alanlarindan antagonist bakterilerin
izolasyonu ve Kursuni Kif Hastaligina (Botrytis cinerea) karsi biyolojik miicadelede
kullanilabilme olanaklar1 arastirilmigtir. In-vitro ve in-vivo ¢alismalarla biyolojik etkinligi
arastirilan antagonistlerin ayrica azoxystrobin ve cyprodinil + fludioxonil etkili maddeli
fungisitler ile uyumluluguna da bakilmistir. Caligmada 11 adet B. cinerea izolat1 elde
edilmis ve en virilent B33 izolati ¢aligmanin tamaminda hastalik etmeni olarak
kullanilmistir. Saglikli bitkilerden 160 antagonist adayr bakteri izole edilmistir. Aday
bakteri izolatlar arasindan 17 bakteri izolat: in-vitro ikili kiiltiir testlerinde fungal etmenin
misel gelisimini %6.8-%80.1 arasinda engellemistir. Antagonist bakteri izolatlar1 Bacillus
halotolerans, B. licheniformis, B. safensis, B. subtilis, B. velezensis, Kosakonia cowanii ve
Pseudomonas aeruginosa olarak tanilanmistir. On yedi antagonistten 13 tanesi Bacillus
tirleriyken, 7 tanesinin B. velezensis oldugu belirlenmistir. A7Len4, AlLen4 ve A8Lenl
izolatlar1 ile yapilan bitki ¢aligmalarinda, B. cinerea’a kars1 %71.43-%80.96 arasinda etki
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saptanmustir. Bu ii¢ antagonistin de azoxystrobin etkili fungisit ile arazi dozunun iki katina
kadar uyumlu oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Botrytis cinerea, biyolojik savas, antagonist bakteri, Bacillus
velezensis

Giris

Kursuni Kiif Hastalig1 bag dahil birgok bitkide verim kaybina neden olan ve
Botrytis cinerea Pers (teleomorph: Botryotinia fuckeliana)’in neden oldugu fungal
bir hastaliktir. Uzerinde birgok ¢alismanin yapildigi bu hastalik hem sofralik hem
de saraplik tiziimlerde ciddi iriin kayiplarina neden olmakla birlikte sofralik
tiziimlerin ve saraplarin kalitesini de bozmaktadir (Bavaresco et al. 1997; Kurt
2016).

Diinyada farkli sicakliktaki iiziim iiretim bolgeleri de dahil olmak iizere, hem
hasat Oncesi hem de hasat sonrasi verim kayiplarina neden olan en &nemli
hastaliklardan biridir (Elmer & Reglinski 2006). Hastalik ile miicadelede ¢ok
sayida fungisit (Cyprodinil, Boscalid, Pyrimethanil, Cyprodinil + Fludioxonil,
Fenhexamid, Folpet) kullanilmaktadir. Ayni etken maddelerin sik kullanilmasi
sonucunda etken maddelere kars1 hastalik etmenlerinin gelistirdigi diren¢ bilinen
bir gercektir (Leroux 2007). Buna ek olarak &zellikle meyvesi tiiketilen tarim
riinlerinde, ilaglamalarin siklikla yapilmasi bazi kalinti problemlerini de
beraberinde getirmektedir. Insan ve ¢evre saghg diisiiniildiigiinde iilkeler bazi
diizenlemeler yaparak etken maddeleri ruhsatlandirmalarindan ¢ikarabilmektedir.
Hatta bazi etken maddeler bir takvime baglanarak diinyada kullanimi zaman i¢inde
yasaklanmaktadir (Pal & Mc Spadden Gardener 2006; Compant et al. 2013). Bu
konular diisiiniildiiglinde bilim insanlar1 alternatif miicadele yontemleri iizerine
odaklanmaktadirlar. Bunlardan en popiiler olanlarindan biri de biyolojik
miicadeledir. Bagda Kursuni Kiif Hastaliina karsi antagonist bakterilerin
kullanimi, bitki gelisimini arttiran kok bakterileri ve uyarilmis dayaniklilik ile ilgili
birgok ¢alisma yuritilmistir (Ferreira 1990; Paul et al. 1998; Whiteman &
Stewart 1998; Ait Barka et al. 2000; Rabosto et al. 2006; Magnin-Robert et al.
2007; Trotel-Aziz et al. 2008; Logman et al. 2009; Furuya et al. 2011; Boubakri et
al. 2015; Gruau et al. 2015; Haidar et al. 2016a; Kasfi et al. 2018; Nigris et al.
2018; Calvo-Garrido et al. 2019). Ulkemizde ise Kursuni Kiif Hastaligia karsi
yapilan biyolojik miicadele ¢alismalari domates (Yildiz 2000; Yildiz et al. 2007),
patlican (Akga & Tozlu 2022), cilek (Celik & Yildiz 2021; Geng Kesici & Dénmez
2022) gibi bitkiler {izerinde yapilmig, ayrica in-vitro etkinlik denemeleri
yiritilmiigtir (Yildiz 1991; Tekiner et al. 2020). Bagda ise mayalarin
degerlendirildigi calismalar bulunmaktadir (Nagme 2005; Yildiz et al. 2009).
Bakteriler biyolojik kontrol ajanlar1 (BKA) icinde siklikla kullanilan
mikroorganizma grubudur ve arastiricilar ¢aligmalart sirasinda Bacillus ve
Pseudomona tiirleri ile siklikla karsilasmaktadirlar. Birgok etki mekanizmasi ile
hastaliklar1 dogrudan ya da dolayli kontrol edebilen bu BKA’lar ayn1 zamanda
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bitkilerin mineral ve su alimini arttirarak ya da birtakim bilesikler iireterek bitki
biiylimesini de tesvik etmektedir (Elad & Stewart 2007; Compant et al. 2013;
Bonaterra et al. 2022). Antagonist bakterilerin hedef mikroorganizmalara olan en
bilinen ve siklikla karsilasilan etkileri {irettikleri metabolitleri sayesinde
olmaktadir. Bu metabolitlerin biiylikk bir ¢ogunlugu ikincil metabolit olarak
adlandirilir ve antibiyotik, siderofor vb. gibi islevler olarak karsimiza c¢ikarlar
(Sharrar et al. 2020). Hem ugucu hem ucucu olmayan bilesikler olan bu
metabolitler ayni tiirin bireyleri arasinda dahi biiyiik bir farklilik gosterebilmekte
ve izolata 6zgii davranislar sergileyebilmektedir (Kai 2020). Bu baglamda piyasada
ayni tiire ait farkli antagonistlerden yapilan preparatlarin bulunmasi, biyolojik
miicadele caligmalarinda farkli izolatlarin elde edilmeye calisilmasi ve bunlar
lizerine caligmalar yiriitilmesi konunun ne kadar 6zel bir noktada oldugunu
gostermektedir.

Bu c¢alismada bagin en oOnemli hastaliklarindan biri olan Kursuni Kiif
Hastaligmma kars1 etkili olabilecek antagonistik bakterilerin  bulunmasi
hedeflenmistir. Bu amagla elde edilen tiirlerin tanilanmasi, in-vitro ve in-vivo
testlerle biyolojik etkinlikleri arastirilmis ve bazi fungisitlerle olan uyumluluklari
da incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Bu c¢aligmada; Ekim 2021°de Manisa ilinin Sarigél ilgesinden izole edilen
antagonist bakteri ve Botrytis cinerea izolatlar1 kullanilirken, laboratuvar
calismalarinda Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Bolimii, Fitobakteriyoloji Laboratuvari olanaklarindan yararlanilmigtir.
Bitki ¢aligmalar1 ise yine ayni boliime ait 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ve
ortalama 25 °C’ye ayarli iklim odasinda yiiritilmiistir. Ayrica g¢alismanin
tamaminda Sultani Cekirdeksiz asma ¢esidi kullanilmis ve meyveler ile bag
cubuklari yine Manisa Sarig6l’den temin edilmistir.

Calismada kullanilan hastalik etmeni B. cinerea {izim meyvelerinden izole
edilmistir. Bunun i¢in Manisa Sarigdl’den 10 farkli bag alanindan hastalik etmeni
ile bulasik oldugu tahmin edilen meyveler buz kutusu iginde laboratuvara getirilmis
ve zaman kaybetmeden izolasyon yapilmistir. ilk 6nce %2’lik NaClO iginde 2
dakika bekletilerek yiizey dezenfeksiyonu yapilmis ve ardindan ii¢ kere steril
damitik su ile durulanmigtir. Kurutma kagitlarinda fazla nemi alinan pargalar daha
sonra Su Agar besi yerine ekilmis, bir hafta 20 °C’de inkubasyona birakilmis ve
gelisen fungal kolonilerin kenarlarindan alinarak PDA besi yerine aktarilmistir
(Burcak & Delen 2000). PDA besi yerinde gelisen fungal izolatlar daha sonra
mikroskop (Leica DMLS) altinda incelenerek; hif, salkim seklindeki tipik
konidiospor formasyonu ve konidiosporlar arastirtlmistir (Anonymous 2008; Toriin
2018). Daha sonra izolatlarin tek spor ¢alismalar yapilip 4 °C’deki buzdolabina
kaldirilarak sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere muhafaza edilmistir
(Kizilirmak 2019).

B. cinerea siiphesi ile saklanan izolatlarin patojenisite testleri yapilarak
izolatlarin viriilensi belirlenmistir. Bunun i¢in Sultani Cekirdeksiz tiziim c¢esidi
meyveleri kullanilmistir. Denemeye alinmadan once meyveler 5 dakika boyunca
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%?2’lik NaClO icinde bekletilerek yiizey dezenfeksiyonu yapilmis, li¢ kere steril
damitik su ile durulanmis ve steril kurutma kagitlar iizerine alinarak kurumasi i¢in
beklenmistir. Her meyve iizerine 3 mm ¢apinda ve 3 mm derinliginde bir delik
acilmis ve bu meyveler dibinde steril damitik su ile nemlendirilmis kurutma
kagitlart bulunan plastik kaplara yerlestirilmistir. Yilizeyle temasi engelleyecek
sekilde silikon halkalar {izerine yerlestirilen meyveler iizerindeki deliklere 15 pl
olacak sekilde 1x10° konidi/ml yogunlugundaki konidi siispansiyonu
damlatilmistir. Denemeler 3 tekerriirlii olarak yiiriitilmistir. 20 °C’deki bir
haftalik inkiibasyonun ardindan lezyon ¢aplari kumpas yardimiyla Glgiilmiis ve
izolatlar arasindaki farklar hesaplanmistir (Kasfi et al. 2018).

Patojenisite ¢alismalarinda ve diger spor sayimi gerektiren ¢alismalarda spor
konsantrasyonlari Thoma lami kullanilarak yapilmistir. Gerek siispansiyonu
olusturulacak izolat sayisinin fazla olmasi durumunda, gerekse seyreltmelerin
hesaplanmasi sirasinda, calismalar1 kismen yavaslatan bu islemi hizlandirmak ve
hesaplama hatalarin1 ortadan kaldirip sporlar1 fazla bekletmeden hizlica ¢alismaya
dahil etmek amaciyla JavaScript (ECMA 2023) bilgisayar dili kullanilarak TAROT
adiyla ufak bir bilgisayar programi olusturulmustur (ver 1.1). HTML (HyperText
Markup Language) tabanli olarak tasarlanan bu program; bilgisayara kurulum
gerektirmeyen ve sadece tarayici kaynaklarimi kullanan kodlar ile yazilmis olup,
lam lamel arasindaki yiikseklik, Thoma lamindaki karenin biiyiikligii, sayim
yapilan kare sayist gibi parametreleri de kullanicinin istedigi gibi ayarlayabilecegi
sekilde tasarlanmig bir Web sayfasi altinda g¢alismaktadir. Cok sayida sayimin
ortalamasim1 kendi alabilen ve istenen bir konsantrasyona seyreltme hesabini
otomatik  yapan  programa internete  erisebilen @ her  cihaz  ile
https://uozyilmaz.com/thoma/ adresinden ulasilabilmektedir (Bu ¢aligmada kodlar
verilmemistir. Ancak program server tarafinda ¢alisan bir 6ge icermedigi igin web
sitesinden tiim kaynak kodlara erigilebilir).

Antagonist bakteri izolasyonu

Araziden hastalikli meyvelerin alinmasi sirasinda, bunlarin arasinda en saglikli
goriilen asmalarin orta kismindan, salkim ve yapraklardan drnekler toplanarak buz
kutusunda laboratuvara getirilmistir. Hem yaprak hem de meyvelerden epifitik ve
endofitik antagonist bakteri izolasyonu yapilmigtir. Her yaprak Ornegi 2x2 cm
biiyiikliiglinde bir parcadan, her meyve Ornegi ise 4 adet iizim meyvesinden
olusmustur (Islem &ncesi agirliklar: alinmistir). Her bir rnekten 2 tekerriir olarak
izolasyon yapilmistir. Epifitik bakterilerin izolasyonu igin 6rnekler 50 ml steril
fizyolojik serum (%0.85 NaCl) icerisinde 15 dakika boyunca karistirilmis ve daha
sonra olusan siispansiyon 5 kere 1/10 olacak sekilde seyreltilmistir (0 ana
soliisyon). Endofitik bakterilerin izolasyonunda ise; drneklere %2’lik NaClO ile 2
dakika ylizey dezenfeksiyonu yapilmis ve steril damitik su ile ii¢ kere
durulandiktan sonra 5 ml fizyolojik serum igerisinde havanda ezilmistir. Bu
asamada ylizey dezenfeksiyonu sonunda, 3. durulama suyundan 50 pl alinarak
KingB (King et al. 1954) besi yerine yayarak ekilmis ve yiizey dezenfeksiyonu
kontrol edilmistir. Ezilerek olusturulan siispansiyon 5 kere 1/10 olacak sekilde
seyreltilmigtir (0 ana soliisyon). Hem epifitik hem de endofitik siispansiyon
serilerinden 50°ser pl almarak KingB besi yeri yiizeyine yayilarak ekilmis, 20
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°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmig, gelisen koloniler sayilmis ve birim bitki
dokusundaki toplam bakteri miktar1 hesaplanmistir. Daha sonra farkli koloni
morfolojisine gore secilen bakteriler saflastirilmistir.

Antagonist aday1 bakterilerin B. cinerea’ya olan antagonistik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla ikili kiiltiir testleri yapilmustir. Ikili kiiltiir testlerinde
patojenisite testlerine gore en virillent olan B33 kodlu B. cinerea izolati
kullanilmistir. Bunun i¢in; PDA (pH = 7.0) besi yerinin merkezinden 2.5 cm
uzakliktaki 4 noktaya, aymi antagonist bakteri 5 mm cap olusturacak sekilde
ekilmis, 24 saat sonra aktif gelisim gosteren hastalik etmeni izolatinin PDA
kiiltiirliniin kenarindan 1 cm c¢apli agar plag:1 alinarak antagonist aday1 bakterilerin
ekildigi petrilerin tam ortasina miseller asagi gelecek sekilde yerlestirilmistir.
Denemeler 4 tekerriirlii olarak kurulmus ve antagonist bakteri bulunmayan ancak
patojen inokulasyonu yapilan bir de kontrol grubu denemeye eklenmistir. Petriler
20 °C’deki inkubatoére kaldirilmis ve kontrol petrilerindeki fungal gelisim cap1 5
cm’ye ulastiginda engelleme zonlar1 hesaplanmistir (Buhur & Ozyilmaz 2013).
Ikili kiiltiir testinden az ya da ¢ok engelleme zonu olusturan antagonist bakteriler
%20 gliserin igeren Nutrient Broth besi yerinde —80 °C’deki derin dondurucuya
yedeklenmistir.

Antagonist bakterilerin tanilamasi ve bazi 6zelliklerinin belirlenmesi
Antagonist  bakterilerin  tanilanmasinda 16s rRNA sekans analizinden
yararlanilmistir.  Bunun  i¢in  Oncelikle DNA  ekstraksiyonu iglemleri
gerceklestirilmistir.  Yirmidort  saatlik  antagonist  bakteri  kiiltiirlerinden
mikrosantrifiij tlipleri i¢ine hafif slispansiyon olacak sekilde su siispansiyonlari
hazirlanmig, kaynatilmig, santrifiij edilmis ve siipernatant kalip DNA olarak
kullanilmigtir. Daha sonra 27F (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) / 1492R
(TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) primer ciftleri (Lane 1991) kullanilarak
PCR islemi uygulanmistir. Olusan PCR firlinlerinin Macrogen firmasina hizmet
alimi seklinde sekansi yaptirilmstir (27F primeri ile tek yonlii). Gelen sekans ham
dosyalarinin kalitesinin incelenmesinden sonra diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) gen bankasinda taranarak eslesmelere bakilmistir
(Blastn, Megablast) (Zhang et al. 2000; Morgulis et al. 2008).

Ayrica bu antagonist bakterilerin hedef disi canlilara olabilecek olumsuz
etkilerini de degerlendirmek {izere baz1 6zelliklerinin arastirilmasi igin 37 °C’de
gelisimi (Ozyilmaz 2007), pektolitik enzim aktivitesi (Bradbury 1970) ve tiitiin
agir1 duyarlilik (Klement 1968) testlerinin yaninda etki mekanizmalarini ortaya
koyan kitinaz (Berg et al. 2000; 2001), proteaz (Krechel et al. 2002) ve DNase
(Jeffries et al. 1957) aktive testleri yapilmustir.

Uziim meyveleri iizerinde biyolojik etkinlik testi

Ikili kiiltiir testlerine gore segilen toplam 17 antagonist bakteri, B. cinerea
izolatlarindan en viriilent olan B33 izolat1 ve Sultani Cekirdeksiz liziim ¢esidi
meyveleri biyolojik etkinlik testi igin kullanilmis ve patojenisite testindeki
agsamalar sirasiyla takip edilmistir. Ancak bu testlerde antagonist bakterilerin 1x107
CFU/ml siispansiyonundan 15 pl olacak sekilde yaralara damlatilms, iki saat sonra
B. cinerea’nin 1x10° konidi/ml oranindaki konidial siispansiyonundan ayni yara
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iizerine 15 pl konularak hastalik inokulasyonu yapilmistir. Meyveler 20 °C’de 7
giin inkubasyona birakilmistir. Degerlendirme 7. giinde lezyon caplart Slgiilerek
yapilmustir (Kasfi et al. 2018).

iklim odasinda biyolojik etkinlik testi

Bu amacla iklim odasi ¢alismalarinda kullanilmak iizere secilen A7Len4, AlLen4
ve A8Lenl antagonist bakterileri ve ocak ayinda ve 5-6 gozlii olacak sekilde
toplanmis olan bag c¢ubuklar kullanilmigtir. Dort santigrat derecede 10 giin
bekletilen bag cubuklar1 3-4 gozlii kalacak sekilde kesilmis, {ist kismi su kaybini
engellemek icin eritilmis parafin ile kapatilmig, alt kismi 3000 ppm IBA’ya
daldirilmis ve ardindan ig¢inde nemlendirilmis perlik bulunan yiiksek plastik
kaplara yerlestirilmistir (Tekeli 2014). Daha sonra gubuklar iklim odasinda 55 giin
bekletilerek hem koklenmesi hem de yapraklarin olugmasi saglanmig ve torf
bulunan saksilara aktarilmustir. Bitkilere 1x108 CFU/ml antagonist bakteri
siispansiyonu el piilvarizatorii yardimiyla tim yesil aksamin 1slatilmasi seklinde
piiskiirtiilmiis, bir giin sonra yine buna benzer olarak bu sefer 1x10° konidi/ml
olacak sekilde konidi siispansiyonu ile B. cinerea inokulasyonu yapilmustir.
Bitkiler polietilen torbalarla deneme siiresince Ortiilmistiir. Deneme {i¢ tekerriirlii
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Denemeye sadece hastalik uygulamasi yapilmis bir
pozitif kontrol, hi¢bir uygulama yapilmamis bir negatif kontrol ve ayrica bir de
kargilastirma amagli kimyasal (%37.5 cyprodinil + %25 fludioxonil) kontrol
karakterleri eklenmistir. Uygulamadan 20 giin sonra bitkiler iizerindeki
(inokulasyondan sonra yeni yeserenler haric) tiim yapraklar uyarlama yapilan 0-4
skalas1 (0: yaprak ayasi saglikli, 1: yaprak ayast %0.1-5’1 lezyonlu, 2: yaprak ayas1
%5.1-20’si lezyonlu, 3: yaprak ayasit %20.1- 40’1 lezyonlu ve 4: yaprak ayasi
%40.1-100’ii lezyonlu) kullanilarak degerlendirilmistir (Kim et al. 2007).
Uygulamalara ait skala degerleri hastalik siddetine Tawsend-Heuberger (Towsend
& Heuberger 1943) formiilii kullanilarak g¢evrilmistir. Ayrica uygulamalarin etki
oranlari ise Abbott (Abbott 1925) formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

Antagonistlerin bazi fungisitlerle uyumlulugu

Bu caligmalar antagonist bakterilerin iki farkli fungisit (azoxystrobin [Hektas,
Caira SCJ; 75 ml/100 L ve %37.5 cyprodinil + %25 fludioxonil [Syngenta, Switch
62.5 WG]; 50 g/100 L) ile entegre edilebilme imkanmni belirlemek amaciyla
yapilmistir. Caligmalarda MGY besi yeri (mannitol %2, sodium L-glutamate %0.4,
KH2PO. %0.1, sodium chloride %0.04, magnezyum siilfat %0.04, yeast ekstrakt
%0.05, pH = 7.0) kullanilmistir (Cha et al. 1997). Fungisitler sivi olarak hazirlanan
besi yerine tam (1x), yar1 (0.5x) ve iki kati (2x) doz olusturacak sekilde
karistirllmigtir. Konsantre (2x) besi yeri 121 °C’de 15 dk otoklav edilmis ve
fungisitler soguyan besi yerine sonradan eklenmistir. Tiipler igine hazirlanan
fungisitli besi yerleri antagonist bakteriler (A7Len4, AlLend4 ve AS8Lenl) ile
hazirlanan 1x10® CFU/ml yogunluktaki siispansiyonlardan 20 ul olarak inokule
edilmistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Fungisitli MGY besi yeri igerigi.
Table 1. Content of MGY medium with fungicide.

2 ml 1x MGY besi yeri icin konulan miktarlar (pl)

Doz 0x 0.5x  1x  2x
MGY (2%) 980 980 980 980
Fungisit (4x) 0 250 500 1000
Damitik su 1000 750 500 O

Bakteri siispansiyonu* 20 20 20 20
*MQGY (2x) besi yeri i¢ine hazirlanmistir.

Besi yerleri 25 °C’de 48 saat boyunca calkalayicida inkubasyona birakilmis ve
siire sonunda tiiplerdeki bulaniklik (bakteri gelisimi) incelenerek kaydedilmistir.
Daha sonra her tiipten alman 20 pl besi yeri KingB agarli besi yerine nokta
seklinde ekilmigtir. Bakteriler gelismeleri icin yine 48 saat inkubasyona birakilmig
ve ardindan petride bakterilerin gelisimleri kaydedilmistir (Benlioglu & Benlioglu
1998). Bu calismaya ek olarak yapilan ikinci bir ¢alisma ile fungisitler yine ayni
dozlarda bu sefer PDA ile karistirilarak agarli besi yeri olusturulmus ve petrilere
dokiilmiistiir (Besi yeri ve fungisit son konsantrasyonlari yukaridakine benzer
olarak hesaplanmistir). Petriler kuruduktan sonra antagonist bakteriler nokta
sekilde ekilmis ve 25 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ekim isleminden 48 saat
sonra bakterilerin gelisme durumlar1 degerlendirilmistir (Mohiddin & Khan 2013;
Hanuman & Bindu Madhavi 2018).

Istatistik analizler

Calismada yapilan tiim testler/denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore
en az 3 tekerrirli olacak sekilde tasarlanmig olup, ortalamalarin
karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi kullanilmistir (ANOVA, Fisher-LSD,
p < 0.05). Analiz islemlerinde R istatistik paket programi ve alt kiitiiphanesi
agricolae’dan yararlanilmistir (de Mendiburu 2021; R Core Team 2022).

Bulgular ve Tartisma

Botrytis cinerea izolatlarinin elde edilmesi

Manisa Sarigdl ilgesindeki Sultani Cekirdeksiz g¢esidi yetistirilen 10 farkli bag
alamindan toplam 40 adet 6rnekten izolasyon yapilmustir. Izolasyon sonucunda besi
yerinde gelisen fungal kolonilerden alinan 6rnekler mikroskop altinda incelenmis
ve toplam 11 adet izolat (B12, B33, B03, B44, B31, B02, B51, B32, B14, B42 ve
B73) Botrytis cinerea siipheli olarak elde edilmistir. izolatlarin patojen olup
olmadiginin ve ayrica patojen ise viriilensliginin belirlenmesine yonelik yapilan
patojenisite ¢alismalarinda, tiim izolatlarin meyveler lizerinde az ya da ¢ok (4.46 —
24.23 mm cap) bir lezyon olusturdugu, B33 kodlu izolatin istatistiki olarak diger
izolatlardan ayrildigi belirlenmistir. Bu izolat yiiksek viriilenslik gosterdiginden
dolayi ¢aligmanin kalaninda hastalik etmeni olarak kullanilmigtir.
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Antagonistik bakteri izolasyonu ve tanillanmasi

Bakteriler hem iiziim meyvesi hem yaprak dokusundan epifitik ve endofitik
durumlar1 dikkate alinarak izole edilmistir. Gerek epifitik gerekse endofitik
bakterilerin izolasyonunda calisilan parcalar tartilmis ve bdylece birim bitki
dokusundaki bakteri miktarlar1 hesaplanmistir. Seyreltme serilerine gore gozden
gegirilen petriler incelendiginde, epifitik bakteriler icin 3iincii, endofitik bakteri
icin ise linci seyreltme serileri sayilabilir ve degerlendirilebilir bulunmustur.
Ayrica endofitik bakterilerin izolasyonunda son durulama suyundan besi yerine
ekilen su Orneginde herhangi bir bakteri gelisimi gozlenmemis ve yiizey
dezenfeksiyonu basarili olmustur. Her 6rnekten iki izolasyon ¢aligsmasi yapilmis ve
hesaplanan degerler bu iki izolasyon c¢alismasinin ortalamasi olarak
degerlendirilmistir. Bir gram yaprak dokusundan 9.7x10% — 2.1x10" CFU epifitik
bakteri izole edilirken, aym yapraklarin farkli yerlerinden alinan dokularda 7.1x10*
—2.9x10* CFU endofitik bakteri izole edilmistir. Bir gram meyvede ise 1.4x10% —
2.8x10° CFU epifitik, 0.7x10' — 4.4x10*° CFU endofitik bakteri oldugu
hesaplanmustir.

Koloni morfolojisine gore bakteriler saflagtirilmis ve toplam 160 bakteri elde
edilmistir. Gelisme geriligi, koloniler ile calisilamamasi veya izolatlarin kisa
stirede 6lmesi gibi nedenlerle bunlar arasindan 130 tanesine in-vitro’da B. cinerea
(B33) izolatina karst ikili kiiltiir testleri yapilmistir. Bunlarin da i¢cinden 17 tanesi
fungal etmenin misel gelisimini degisen oranlarda engellemelerinden dolay1 aday
antagonist bakteri olarak belirlenmis ve ¢alismalarda kullanilmak {izere
yedeklenmistir. Ikili kiiltiir testlerinde etkinin %6.8 ile %80.1 arasinda degistigi
goriilmiistiir (Cizelge 2). Elde edilen degerler incelendiginde A7Len3, ASFep2,
A8Lenl, A7Len4, AlLen8, AllLen4, AllLepl, AllLep4, AT7Lep5 ve A6Len3
antagonist bakterilerinin diger bakterilerden istatistiki olarak farkli bir grupta yer
aldig1 gorilmistiir.
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Cizelge 2. Antagonist bakterilerin ikili kiiltiir testlerinde Kursuni Kiif Hastaliginin
misel gelisimini engelleme oranlari.

Table 2. The rate of inhibition by antagonistic bacteria of mycelial growth of Gray
Mold Disease in dual culture testing.

Kod Tiir Engelleme (%)*
AT7Len3 Bacillus velezensis 80.1 a
AS5Fep2  Bacillus velezensis 80.0 a
A8Lenl Bacillus velezensis 79.6 a
AT7Lend Bacillus velezensis 79.4 ab
AlLen8 Bacillus velezensis 79.1 ab
AllLend Bacillus velezensis 7.7 ab
AllLepl Bacillus subtilis 77.5 ab
AllLep4 Bacillus subtilis 76.7 ab
AT7Lep5 Bacillus halotolerans 74.2 ab
Ab6Len3 Bacillus licheniformis 73.3 ab
AOLen3 Bacillus subtilis 72.6 b
A8Len6 Pseudomonas aeruginosa 51.7 c
AllLen2 Bacillus velezensis 49.0 c
AT7Lep3 Kosakonia cowanii 38.6 d
A8Len4  Pseudomonas aeruginosa 37.1 d
AT7Len2 Bacillus safensis 26.3 e
A9Lep2 na** 6.8 f

*4 tekerriiriin ortalamasidir. Ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur
(Fisher-LSD, p < 0.05).
**na: Diisiik sekans uzunlugu ve kalitesi nedeniyle tiir ismi verilmekten kaginilmistir.

Antagonist bakterilerin tiir diizeyinde belirlenmesine yonelik yapilan 16s rRNA
sekans analizleri sonucunda bakterilerin ¢ogunlugunun Gram pozitif tiirler oldugu
goriilmiistiir. Zay1f sekans kalitesi olan bir izolat (A9Lep2) hari¢ diger izolatlarin
hepsi ortalama 858 bp uzunlugunda irtinler ile NCBI bankasindaki tiirlerle %100
eslemis ve bir izolat (AlLen8) %99.76 digerleri ise %100 benzerlik gdstermistir.
Buna gore: A7Lep5 Bacillus halotolerans; A6Len3 Bacillus licheniformis; A7Len2
Bacillus safensis; AOLen3, AlLepl, AlLep4 Bacillus subtilis; A7Len4, AllLen2,
AllLen4, A8Lenl, AlLen8, AT7Len3, A5Fep2 Bacillus velezensis; A7Lep3
Kosakonia cowanii; A8Len6, A8Len4d Pseudomonas aeruginosa olarak
tanilanmistir (Cizelge 2).

Antagonit bakterilerin baz1 Ozelliklerinin belirlenmesine ydnelik yapilan
calismalarda ise; bakterilerin hepsinin 37 °C’de gelistigi, hatta A9Lep2 izolati harig
geri kalanlarin 20 °C’deki gelisiminden daha iyi bir gelisim gosterdigi
belirlenmistir. Buna ek olarak hicbir bakteri pektolitik aktivite ve tiitlinde asirt
duyarlilik gostermemistir (iki test igin kontrol olarak kullanilan Pectobacterium
carotovorum Eccl33 - SCRII33 pozitif sonu¢ vermistir). Bazi etki
mekanizmalarina bakildiginda; sadece A6Len3 izolati kitinaz aktivitesi gosterirken,
A9Lep2 ve A7Lep3 izolatlar: harig hepsi proteaz aktivitesi gdstermistir. Izolatlarin
hi¢cbiri DNase aktivitesi gostermemistir (kontrol olarak kullanilan Serratia
plymuthica HRO-C48 [Miiller et al. 2004] pozitif sonug vermistir).
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Uziim meyveleri iizerinde biyolojik etkinlik testi

Ikili kiiltiir testlerine gore secilen toplam 17 antagonist bakterinin hastaliga olan
etkileri iiziim meyveleri iizerinde arastirilmis ve kontrolle karsilastirildiginda
A7Len2 (B. safensis), AOLen3 (B. subtilis), A8Lenl (B. velezensis), AlLen2 (B.
velezensis) ve A7Len4 (B. velezensis) izolatlarinin daha az lezyon biiyiikligii
olugmasina neden oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3). Diger izolatlar ise lezyon ¢apini
azaltmaktan ziyade hastaligin artmasina neden olmustur.

Cizelge 3. Antagonist bakteri izolatlarinin Meyvelerde Kursuni Kiif Hastalig
gelisiminin engellenmesi tizerine biyolojik etkinlik testi.

Table 3. Biological efficacy testing on inhibition of Gray Mold Disease
development on fruits by antagonistic bacterial isolates.

Antagonist bakteri Lezyon ¢ap1 (mm)* 9%Etki

A6Len3 23.43 a -17.74
AllLep4 23.41 a -17.63
A8Len4 22.38 ab -12.46
AlLepl 22.13 ab -11.21
ATLep5 21.15 abc -6.28
A9Lep2 20.96 abc -5.33
A5Fep2 20.95 abc -5.28
ATLep3 20.62 abc -3.62
A7Len3 20.32 abc -2.11
AlLen8 20.15 abc -1.26
A8Lenb6 20.10 abc -1.01
AllLend 20.03 abc -0.65
Pozitif kontrol 19.90 abc

A7Len2 18.36 bc 7.74
AOLen3 17.93 bc 9.90
A8Lenl 17.01 c 14.52
AllLen2 9.93 d 50.10
AT7lLen4 418 e 78.99

*3 tekerriiriin ortalamasidir. Ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur
(Fisher-LSD, p < 0.05).

Bu izolatlar iginden gerek ikili kiiltiir testleri gerekse meyveler lizerinde yapilan
biyolojik etkinlik testleri dikkate alinarak A7Len4, A8Lenl ve AlLen4 izolatlar
secilmis, saks1 ve fungisitlerle uyumluluk denemelerinde bu izolatlar kullanilmigtir.
Her ne kadar A8Lenl izolati istatistiki olarak kontrol ile ayni gruba girmis olsa da
diger izolatlardan farkli davrandigi, yapilan optimizasyon ve On c¢alismalar
sirasinda bitki gelisimine olumlu yonde etki edebilecegi gozlendigi igin saksi
denemelerine dahil edilmistir.

iklim odasinda biyolojik etkinlik testi

Iklim odas1 denemesi ile iigii de B. velezensis olan A7Len4, A8Lenl ve AllLen4
antagonist bakterilerin B33 kodlu B. cinerea izolatina kars1 etkinligi koklendirilmis
Sultani ¢ekirdeksiz asma c¢ubuklarinda test edilmistir. Degerlendirme,
inokulasyondan sonra 20. giinde skala kullanilarak yapilmustir. inokulasyondan
sonra yeni ¢ikan yapraklar ortalamay1 etkileyebilecegi i¢in sayimlara dahil
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edilmemistir. Olgiilen skala degerleri ilk once hastalik orammna daha sonra da
kontrolle karsilastirilarak etki oranina cevrilmistir (Cizelge 4). Pozitif kontrol
bitkilerinde %43.75 oraninda hastalik ¢ikarken negatif kontrol bitkilerinde hastalik
belirtisine rastlanmamistir. Kimyasal kontrol olarak kullanilan %37.5 cyprodinil +
%25 fludioxonil aktif maddeli fungisit bitkileri hastalik ¢ikigina karsi %82.54
oraninda korurken, bakteri izolatlar1 A8Lenl %71.43, AlLen4 %73.88 ve A7Len4
%80.96 oraninda hastalik ¢ikisini engellemek suretiyle etkili olmustur. Antagonist
bakterilerin biyokontrol etkinligi ile fungisitlerin etkinlikleri aralarinda istatistiki
olarak fark bulunmamistir (Cizelge 4; Sekil 1).

Cizelge 4. Kursuni Kiif Hastaligina karsi antagonist bakterilerin iklim odasi
biyolojik aktivite testi.

Table 4. Climate chamber biological activity testing of bacteria antagonistic to
Gray Mold Disease.

Uygulama Hastalik siddeti (%)** Etki (%0)***
Kimyasal kontrol* 7.64 b 82.54
A8Lenl 12.50 b 71.43
AllLen4 11.43 b 73.88
A7Lend 8.33 b 80.96

Pozitif kontrol 43.75 a

*Kimyasal kontrol: %37.5 cyprodinil + %25 fludioxonil

**Tekerriirdeki bir bitkide skalaya gore degerlendirilen tiim yapraklarmin Tawsend heuberger
formiilii ile hastalik oranina g¢evrilmis halidir. 3 Tekerriiriin ortalamasidir, ayni harfle gosterilen
degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur (Fisher-LSD, p < 0.05).

***Hastalik oranlarmin pozitif kontrole gére Abbott formiilii ile hesaplanmis etki oranlaridir. Etki
oranlar1 arasinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (p > 0.05).
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Sekil 1. Iklim odasinda antagonist bakteri ve kontrol ilaci uygulanan
karakterlerindeki Kursuni Kiif Hastalig1 siddetleri (Boxplot).

Figure 1. Grey mold disease severity in response to antagonistic bacteria and
control applications in a climate chamber (Boxplot).
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Antagonistlerin baz fungisitlerle uyumlulugu
Test edilen A7Len4, AlLen4 ve A8Lenl antagonist bakterileri fungisit igeren besi
yerlerinde gelisimleri inokulasyondan 2 giin sonra degerlendirilmistir. Fungisitli
MGY s1v1 besi yerinde gelisme yeteneklerine bakildiginda, her ii¢ izolat da tiim
dozlarda besi yerini bulandirarak gelisim sagladigi gozlenmistir. Bulanik olan besi
yerindeki bakterilerin canli olup olmadiklarini anlamak icin buradan alinan 20 pl
besi yeri KingB agarli besi yerlerine ekilmis ve gelisimlerine burada da devam
ettikleri goriilmiigtiir. Fungisitli PDA besi yerinde gelisme durumlarina
bakildiginda ise testlenen ii¢ izolat da azoxystrobin igeren besi yerinde gelistigi
gozlenirken; A8Lenl tam doz ile iki kati doz, A7Len4 ve AlLen4 iki kat1 doz
cyprodinil + fludioxonil igeren PDA besi yerinde gelismedigi goriilmiistiir.
Ozellikle bag gibi bircok hastaligin hedefi olan bitkilerde kimyasal ilaglar sik
araliklarla kullanilmakta, bu ilaglar toprakta birikebilmekte, ¢cevreyi kirletmekte ve
buna ek olarak patojenler hastaliklara kisa siirede dayaniklilik olusturabilmektedir
(Leroux 2007). Biyolojik miicadele ¢ogu zaman kimyasal miicadelenin yerini tam
olarak alamasa da bir¢ok ilacin zaman iginde raflardan g¢ekilmesi ile alternatif
arayislarinin  odagma oturmustur. Bitki hastaliklar1 ile biyolojik miicadelede
bugiine kadar diinya iizerinde birgok ¢aligma yapilmis ve bu ¢alismalar katlanarak
artmaktadir. Istisnalar ve 6zel durumlar olmakla birlikte genellikle biyolojik
kontrol ajanlar1 (BKA) hastalik etmenlerinin bulundugu bitkilerden (kdk bdlgesi
topragi dahil, tim toprak alti ve ustii aksamindan) izole edilmektedir. Eger
uyartlmis dayaniklillk ya da bitki gelisimine tesvik gibi mekanizmalar
diistiniilmiiyorsa, genellikle bitkideki izolasyon bolgesi hastalik etmeninin hedef
aldig1 bolgelerdir. Calismamizda hedef patojen B. cinerea yine bu ¢alisma sirasinda
izole edilmistir. Toplam 11 hastalik etmeni izole edilirken, bunlarin viriilenslikleri
arasinda istatistiki farkliliklar oldugu saptanmis ve B33 izolatinin digerlerinden
daha biiyiik lezyon cap1 olusturdugu i¢in ¢alismanin geri kalaninda kullanilmistir.
Biyolojik miicadele denemelerinde hastalik etmeni agisindan eldeki viriilensi en
yiiksek bir ya da birkag izolat ile calismak hastaligin gergek kosullarda kontrol
edilmesinde fayda saglayacaktir. Calismamizda toplam 160 antagonist bakteri
aday1 elde edilmistir. Benzer bir ¢aligma 130 bakteri ve maya ile baslatilmistir
(Kasfi et al. 2018). Genellikle bu tiir calismalar ¢alisilan bitki ve hastalik etmenine
bagl olarak yiizlerce antagonist bakteri izolati ile baslamaktadir. Caligmamizda
ikili kiiltlir testlerine gelisme durumlarina gore toplam 130 bakteri aktarilmistir.
Deneyimlerimize gore, secilen farkli koloni morfolojisine sahip bakteri izolatlari
arasinda kabaca %10-20 diizeyinde antagonist bakteriler ile karsilasilma olasiligi
vardir. Her ne kadar calisilan etmen ve besi yeri gibi bir¢ok faktdr bu orani etkilese
de benzer degerleri literatiirde gérmek miimkiindiir (Kasfi et al. 2018; Ozyilmaz
2019). Calismamizda ikili kiiltir testi ile 17 bakterinin antagonist oldugu bulunmus
bu da toplam izole edilen bakteri sayisinin %10.63’e denk gelmektedir. ikili kiiltiir
ve diger laboratuvar testleri sonucu elde edilen antagonistler ayn1 zamanda saks1 ya
da arazide bagarili olacak diye bir durum sdz konusu degildir. Laboratuvar
calismalari ve bitki c¢aligmalari arasinda her zaman i¢in bir uyusmazlik ile
karsilasilmasi kuvvetle olasidir (Fravel 1988). Bunu bir nebze oniine gegmek ve
bitki caligmalarinda kullanilacak bakterileri segmek igin bazi arastiricilar yapilan
testlere puanlama getirmisler ve antagonistlerin aldiklar1 puana gore
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degerlendirmislerdir (Krechel et al. 2002). Baz1 c¢aligmalarda da saksi/sera/tarla
caligmalarindan 6nce kokgiik testi gibi 6n degerlendirme testlerini devreye sokarak
patojen, antagonist ve bitkinin laboratuvar kosullarinda biran evvel karsilastirilarak
degerlendirilmesi saglannmustir (Sang et al. 2008; Ozyillmaz 2019). Ancak
giinimiizde genel gecer yontem kabaca ¢ok izolattan ikili kiiltiir ile baglayarak
cesitli testler ile eleme yapilmasidir.

Calismamizda 16s rRNA sekans analizlerine gore antagonist bakteriler Bacillus
halotolerans, Bacillus licheniformis, Bacillus safensis, Bacillus subtilis, Bacillus
velezensis, Kosakonia cowanii ve Pseudomonas aeruginosa olarak tanilanmistir.
Basta Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Burkholderia ve Streptomyces gibi
birgok farkli bakteri tiirti, B. cinerea’nin biyolojik kontroliinde kullanilmakta
oldugu ve Bacillus tiirlerinin ise genel anlamda bitki hastaliklarinin kontroliinde
etkili en 6nemli antagonistler i¢inde yer aldig1 goriilmektedir (Haidar et al. 2016b).
Calisma konusu hastaliga karsi literatiirde Bacillus tiirleri ile yapilmis birgok
arastirma bulunmaktadir (Lee et al. 2006; Maachia et al. 2015; Wang et al. 2021;
Foughalia et al. 2022; Li et al. 2023). Pseudomonas aeruginosa ise yine siklikla
biyolojik miicadele ¢alismalarinda karsimiza ¢ikan tiirler arasindadir. Ancak her ne
kadar biyolojik miicadele ile iligkilendiriliyor olsa da etmen insan patojenleri i¢inde
yer almakta (Moradali et al. 2017), bu nedenle ¢alismalarda temkinli yaklagilmasi
gerekmektedir. Calismamiz sirasinda siklikla karsilasilmayan ancak biyolojik savas
caligmalarinda (Espinosa et al. 2023) anilan Kosakonia cowanii (= Enterobacter
cowanii) etmeni de izole edilmistir. Insan patojeni olan ve kanlardan izole
edilebilen etmen Gram negatif ¢ubuk sekilli bir bakteri olup dogada bitkilerden ve
topraklar siklikla izole edilmektedir (Yang et al. 2018). Bu tiirlerin biyolojik savas
calismalarinda laboratuvarda iyi sonu¢ vermesine karsin, insan sagligi agisindan
cok iyi degerlendirilmesi gerekmektedir (Ozyilmaz 2018). Calismamizda tesadiifi
olarak secilen antagonist izolatlarin neredeyse yarisi daha sonradan Bacillus
velezensis olarak tanilanmis ve bunlarin da biliyilk ¢ogunlugunun Yyaprak
endosferinden izole edildigi goriilmiistiir. Ozellikle bu tiiriin baskin olarak 6ne
cikmast nedeniyle c¢alismadaki saksi denemeleri de bu izolatlar {izerine
yogunlagsmistir. Literatiire bakildiginda patojenlere olan durdurucu etkilerinin
yaninda bitki gelisimini arttiran 6zellikleri ile endofitik karakterdeki bu bakteri ile
calisildigr goriilmektedir (Khan et al. 2020). Endofitik bakteriler, bitki dokularinda
yasayabilen ve bitkilerin biiylimesini tesvik eden, patojenlere kars1 koruyan 6zel bir
bakteri grubudur. Bunlar antibiyotik tretimi, bitki biiylimesine tesvik, uyarilmig
dayaniklilik, parazitism, yarigma gibi bircok mekanizmaya sahip olabilmektedir
(Eljounaidi et al. 2016). Kursuni kiif hastalig1 iizerine de bu endofitik 6zellikteki
bakterilerle ¢alisiimistir (Nigris et al. 2018; Bolivar-Anillo et al. 2020). Endofitik
bakterilerin yasam ortamlar1 bitki i¢i oldugu igin atmosferik dis sartlardan da az
etkilenebilecegi rahatlikla soylenebilir. Her ne kadar bitki gelisimine tesvik
calismamiz konusu olmasa da iklim odasi ¢aligmalarinda A8Len] izolatinin diger
uygulama ve kontrollere gore yesil aksam gelisimini arttirdigi ve govde {izerinde
harici kdklenmelere neden oldugu gézlenmistir (data verilmemistir). Bundan dolay1
ozellikle bu izolat icin bitki gelisimine tesvik caligmalarinin yapilmasmin uygun
olacagi goriilmiistiir. Bu konu iizerine yapilmis benzer ¢alismalar da bulunmaktadir
(Ait Barka et al. 2000; Sahin & Turan 2020).
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Her ne kadar kimyasal miicadeleye alternatif olarak biyolojik miicadele
diistiniilityor olsa da bazen aynm1 etmene bazen de farkli etmen gruplarina kimyasal
miicadele yapmak kacinilmaz olmaktadir. Bu durumda BKA’nin bu pestisitlerin
varliginda canliligimi  siirdiirmesi  gerekmektedir. ~Azoxystrobinin  bagda
Plasmopara viticola, Phomopsis viticola ve Erysiphe necator etmenlerine karsi ve
cyprodinil + fludioxonilin ise B. cinerea’ya karsi ruhsatli olmasindan dolay1
calismamizda bu fungisitler degerlendirilmistir. Testlenen izolatlarin azoxystrobine
kars1 (2 kat1 dozununa kadar) dayanabildigi goriiliirken, baz1 izolatlarin cyprodinil
+ fludioxonile karsi dayanimlarinin digerlerine goére nispeten az oldugunu
belirlenmistir. Bu da izolat se¢iminde bu konunun 6nemini ortaya koymaktadir.
Yapilan bir ¢alismada bazi Pseudomonas fluorescens izolatlarinin 6 fungisit, 10
insektisit ve 10 herbisit ile uyumu arastirilmis ve pestisitlere uyumu ile ilgili
uyumlu, orta uyumlu ve diisiik uyumlu olarak dagilim gosterdigi bulunmustur
(Hanuman & Bindu Madhavi 2018). Buna benzer olarak fungal ve bakteriyel bazi
antigonistlerin  ilizerine 6 pestisitin etkisinin arastirildigi  bir ¢aligmada
Pseudomonas tiirlerinin Bacillus tiirlerine gore testlenen pestisitlerle daha uyumlu
oldugu bildirilmistir (Mohiddin & Khan 2013). Ancak Bacillus tiirlerinin
olusturdugu endosporlar1 sayesinde her tiirli ¢evresel ve kimyasal stresi tolere
edebildigi bilinmektedir.

Calisma genel olarak degerlendirildiginde; bag yaprak ve meyvelerinden
yapilan izolasyon ¢aligmalarinda antagonist bakteri olarak agirlikli Bacillus tiirleri
karsimiza ¢ikmis ve Ozellikle Bacillus velezensis tiirli sayica fazla bulunmustur.
Yine ¢alisma sirasinda izole edilen hastalik etmenine karsi yapilan gerek in-vitro
gerekse in-vivo testlerde; A8Lenl, AllLen4 ve AT7Lend antagonist bakteri
izolatlarinin biyolojik etkinlikleri bakiminda o6ne ¢iktiklar1 goriilmiistiir. Bu
bakterilerin {igiiniin de bag yapraklarinda endofitik karakterli oldugu
disiiniildiigiinde 6zellikle bitki igindeki durumunun da gdzden gecirilmesi iyi
olacaktir. Ayrica bazi bakterilerin bitki gelisimine olan etkileri de bu c¢alismalar
sirasinda  gozlenmis fakat c¢alisma bu maksatla kurgulanmadigi igin
degerlendirilmemistir. Ozellikle bu izolatlarin bitki gelisimine tesvik ve uyarilmig
dayaniklilik gibi mekanizmalarinin ¢alisilmasi iyi olacaktir. Antagonist bakterilerin
pestisitler ile uyumlulugu tizerinde durulmasi gereken baska bir konudur.
Calismamiz sirasinda antagonistlerin 6zellikle azoxystrobine karst uyumlu oldugu
goriilmiis ve cesitli fungal hastaliklara karsi kullanilan bu fungisitten etkilenmedigi
bulunmustur. Buna ek olarak ¢aligsma sirasinda etkili bulunan antagonistlerin diger
bag fungal hastaliklarina karsi etkileri de ¢alisilmasi gereken bagka bir konu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.
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