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Arastirma Makalesi
Tohuma Uygulanan Bakteriyel Antagonistlerin Biberde Bakteriyel Leke

Hastahigina Etkisi
frem Buse TUMEN?, Benian Pmar AKTEPE?, Yesim AYSAN*

(0Y4

Xanthomonas euvesicatoriaya’nin neden oldugu Bakteriyel Leke Hastalig1 biberde 6nemli verim kayiplarina
neden olmaktadir. Bu ¢aligmada biber tohumlarina uygulanan yerel antagonist bakteriyel izolatlarin hastaligin
biyolojik miicadelesinde kullanilma potansiyeli aragtirilmigtir. Yedi farkli ilden yapilan izolasyonlarda 488
aday antagonist bakteri izolatlar saflagtirilmistir. Bu aday antagonistlerin in vitro denemeleriyle 9 adeti in vitro
ikili kiiltiir testinde besi yeri iizerinde 3.0-9.0 mm arasinda engelleme zonu olusturmustur. Bu antagonistlerin
uygulandig1 tohumlarda, yedi yerel antagonistik bakteri izolatinin fidelerdeki hastalik siddetini %29-84
oraninda azalttigi belirlenmistir. Bakteri izolatlarinin uygulandigi tohumlarda ¢imlenme oranlari
incelendiginde, YL 4-3 ve Surug 6-1 kodlu iki farkli izolatin basarili oldugu belirlenmistir. Tani ¢alismalarina
gore YL 4-3 kodlu izolat Bacillus subtilis ve Surug 6-1 kodlu izolat Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum
olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Biber, Xanthomonas euvesicatoria, Antagonist, Bacillus spp., Biyolojik Tohum
Uygulamalar1

Effect of Bacterial Antagonists Applied to Seed on Bacterial Spot Disease in Pepper

ABSTRACT

Bacterial Spot Disease caused by Xanthomonas euvesicatoria causes significant yield losses in pepper. In this
study, the effect of seed applications on the biological control of the disease was investigated by using local
bacterial antagonists. A total of 488 bacterial colonies were purified from isolations from seven different
provinces. By in vitro dual culture test studies, 9 different isolates formed inhibition zones between 3.0 and 9.0
mm. When the biological seed treatments with 9 local antagonists were applied to pepper seeds, seven local
antagonistic isolates reduced the disease severity in seedlings by 29-84%. When the effect of these applications
on seed germination was also examined, it was determined that the YL 4-3 and Surug 6-1 strain were successful.
According to diagnostic studies, YL 4-3 and Surug 6-1 isolates were determined as Bacillus subtilis and
Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum, respectively.
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Giris

Solanaceae familyasina ait olan biber (Capsicum
annuum L.), sebze olarak tiiketilen énemli bir
kiltir bitkisidir. Tiirkiye’de dretimi en ¢ok
yapilan sebzelerden biri olan biber Tarim Orman
Bakanligi’nin verilerine goére 2021 yilinda
3.091.295 ton dretilmistir (Anonim, 2022).
Farkli Xanthomonas tiirleri (Xanthomonas
vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri, X.
perforans) tarafindan neden olunan Bakteriyel
Leke Hastalig1 lilkemiz i¢in 6nemli gelir ve besin
kaynagi olan domates ve biberin Onemli
bakteriyel hastaliklarindan biridir. Domates ve
biber yetistiriciliginin yapildigr pek ¢ok tilkede
bu hastalik siklikla gortlip verim ve Kkalite
kaybma neden olmaktadir (Aysan ve Sahin,
2003). Hastalik belirtileri oncelikle yapraklarda
kiigiik, etrafi sar1 bir hale ile gevrili lekeler
seklinde goriilmektedir, daha sonra lekeler
birleserek merkezde kahverengimsi siyah
sekilde genel bir sarilik meydana gelir. Govde
iizerinde ise derin g¢atlaklar  olusturur.
Meyvelerdeki lekeler baglangigta kiigiik ve
kabariktir, daha sonra kahverengileserek
sigilimsi bir goriiniim alir ve meyve seklinde
bozukluklara neden olur. Bakteriyel Leke
Hastaligt  bitki  biiylimesini  yavaglatarak
meyvede verim ve kaliteyi disiirlir, ayrica
tohumda da zarar meydana getirir (Aysan ve
ark., 2019). Hastalik, tohum ve toprak kokenli
olmasindan  dolayr  tohumda,  c¢evrede
kendiliginden  biiyliyen konukcu  bitkiler
iizerinde, patlicangiller familyasindan yabanci
otlarda, bitki artiklarinda ve toprakta canliligin
bir sonraki mevsime kadar siirdiirebilmektedir.
Kimyasal miicadele de kullanilan bakir ve bakir
iceren bilesikler, hastaligi 20 yildan fazla bir
siredir kontrol etmek igin rutin olarak
uygulanmaktadir. Patojenin bu kimyasallara
karsi direng gelistirme sorunu nedeniyle
kimyasal miicadele uygulamasi zorlagsmaktadir.
Xanthomonas i¢in bakir bilesiklerine kars
direng sorunu, Meksika’da (Adaskaveg ve Hine,
1984), ABD’de (Ritchie ve Dittapongpitch
1991) ve ilkemizde (Mirik ve ark., 2007) de

rapor edilmistir. Ozellikle bakira direng
gelistirmis ~ Xanthomonas  popiilasyonuyla
miicadelede, antagonist mikroorganizmalar

kullanarak biyolojik miicadele olanaklar1 ve

kiiltirel Onlemleri igeren entegre hastalik
yonetimi oldukga 6nemlidir (Stall, 1993; Kotan,
1998; Tokmak, 2020; Kayaaslan, 2021).

Bu calismada Xanthomonas euvesicatoria’nin
neden oldugu biberde Bakteriyel Leke
Hastaliginin miicadelesinde antagonist bakteri
izolatlarinin biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilma  potansiyellerinin  belirlenmesi
amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Cukurova Universitesi Bitki Koruma Béliimii
Bakteriyoloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonunda bulunan daha O6nce yapilan
caligmalar kapsaminda geleneksel testler ve
molekiiler  testlere  gbére  Xanthomonas
euvesicatoria olarak tamilanan YA-611 kodlu
biber izolat1 (Horuz ve ark., 2019) patojen
bakteri izolat1 olarak kullanilmustir. Patojenite
calismasinda Yal¢in F1 ¢esidi 3-5 yapraklh
dénemdeki biber fideleri kullanilmistir. Tohum
denemelerinde ise kimyasal uygulanmamis
yoresel bir ¢esit olan Karaisali Salgalik ¢esidine
ait standart biber tohumu kullanilmustir.

Yaprak Lekesine Neden Olan Xanthomonas
euvesicatoria  izolatimmn  Viriilensliginin
Artirillmasi

Oda sicakliginda, steril vida kapakli tiiplerde
%0.85’lik NaCl igerisinde saklanan YA-611
kodlu Xanthomonas euvesicatoria izolati
Tryptic Soy Agar (TSA) besi yerinde 28°C’de 48
saat inkiibe edilerek gelistirilmistir. Uzun siire
oda sicakliginda saklanan  Xanthomonas
euvesicatoria izolatinin viriilensliginde artis
saglamak i¢in s6z konusu olan bakteriyel etmen

yaralardan giris yapma yetenegine sahip
olmasindan  dolayr  biber  yapraklarina
puskiirtiilerek  patojenite  testi  yapilmustir.

Gelisen kiiltiirden saf suyla dansiyometrede 1.27
Ol¢iim degerinde hazirlanan siispansiyon (2.9x
10° hiicre/ml), 3-5 yaprakli dénemdeki biber
fidelerinin alt yapraklarina piskiirtiilmiistiir
(Mirik, 2005). Iklim odasinda (28°C’de, %75
nem, 8/16 saat aydinlik/karanlik) muhafaza
edilen biber bitkilerinin yapraklarinda sar1 haleli
veya halesiz kahverengi leke Dbelirtileri
gozlendikten sonra bakteriyolojik tekniklere
gore tek bir lekeden patojen bakteri izolasyonu
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yapilmis ve Koch postulati  asamalari
tamamlanmigtir (Lelliott ve Stead, 1987). Geri
izole edilen YA-611 kodlu izolatin farkli
kolonileri steril vida kapakli tiiplerde %0.85’lik
NaCl igeren sivi besi yerinde karanlikta oda
sicakliginda saklanmistir.

Aday Antagonist Bakterilerin izolasyonu ve
Saflastirilmasi

Ozellikle hastaligin  ¢ok goriilmedigi ve
kimyasal uygulamalarin hi¢ yapilmadigi veya
sinirlt sayida yapilan alanlardan toprak érnekleri
almaya dikkat edilerek 6rneklemeler yapilmustir.
Adana, Adiyaman, Antalya, Gaziantep, Mersin,
Osmaniye ve Sanlwrfa illerinde ticari olarak
biber yetistiriciligi yapilan 92 farkli tarla
Temmuz-Ekim 2020 arasinda ziyaret edilmistir.
Biber iiretim alanlarinda digerlerine gore
gelisimi daha iyi olan bitkiler sokiilmiis ve kdk
ile kok bolgesi topragt kese kagitlarina
yerlestirilerek Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii Bakteriyoloji
laboratuvarima  getirilmistir. ~ Biber = kok
bolgesindeki toprak partikiilleri temizlenip kilcal
koklerden 10 gr parg¢a alinmis ve izolasyonlar
icin kullanilmustir. Benzer sekilde, kok bolgesine
yakin alandan aliman toprak ornekleri gazete
kagidi lizerinde oda sicakliginda kurutulduktan
sonra 0.2 mm’lik porluk elekten gegirilerek
elenmistir. Her bir alandan elde edilen 10’ar gr
kilcal kdk ve toprak drnegi 90 ml Saline Buffer

(%0.85 NaCl ¢ozeltisi) igerisinde oda
sicakliginda 200 dev/dk’da ¢alisan calkalayicida
en az 3 saat calkalanmistir. Calkalanan

orneklerden 1 ml almarak 9 ml salin buffer
iceren tiliplere seyreltme serileri hazirlanmis ve
her bir seyretmeden 100 ul alinarak iki tekrarl
olacak sekilde TSA besi yerine bagetle yayma
yapilmistir. Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra gelisen koloniler incelenmis ve
farkli morfolojik gelisim (sekil ve renk olarak)
gosteren  kolonilerden TSA  besi yerine
saflagtirmalar yapilmistir. Aday antagonistler
egik olarak hazirlanmig Yeast Dextrose Chalk
Agar (YDCA) besi yerine g¢izilerek 25°C’deki
inkiibatorde 48 saat gelistirildikten sonra
4°C’deki buzdolabinda kullanilincaya kadar
saklanmistir (Kayaaslan, 2021).

Aday Antagonist Bakteri izolatlarimin
Xanthomonas euvesicatoria’ya Kars1
Antibakteriyel Etkisinin Belirlenmesi

Biber yetistirilen alanlardan izole edilen 488
adet aday antagonistin patojen bakteri
Xanthomonas euvesicatoria’ya antibakteriyel
etkisi in vitro ikili kiiltiir petri denemeleriyle
aragtirllmigtir. Aday antagonistler TSA besi
yerine {i¢ nokta ekim yontemiyle bulastirildiktan
sonra (Mitchell, 1992; Duman ve Soylu, 2019)
petriler inkiibator dolaplarinda 25°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmigtir. TSA besi yerinde 48
saat gelistirilen patojen bakteri Xanthomonas
euvesicatoria dansiyometre yardimiyla 2.9x 10°
hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu
hazirlanmistir. Besi yerinde gelismis olan aday
antagonistlerin iizerine 15 cm uzakliktan el
plilverizatoriiyle patojen bakteri silispansiyonu
puskiirtiilmiistiir. Karsilagtirma amaciyla TSA
besi yeri igeren bir petriye herhangi bir aday
antagonist bakteri agilamasi yapilmamis sadece
Xanthomonas euvesicatoria piiskiirtilmistiir.
Petriler 25°C’deki  inkiibatérde 72 saat
bekletilmis ve petrilerde olusan engelleme
zonlar1 mm olarak oSlgiilerek kaydedilmistir. Bu
deneme ti¢ tekrarli olacak sekilde yliriitiilmiistiir.
Ikili kiiltiir testlerinde engelleme zonu olusturan
aday antagonist bakteriler in vivo tohum
denemeleri i¢in se¢ilmistir.

Antagonist Bakteri Izolatlarin Bakteriyel
Leke Hastahgmin Gelisimi Uzerine Etkisi

In vitro kosullarda yapilan petri denemeleri
sonuglarina gore Xanthomonas euvesicatoria’ya
antibakteriyel etkisi saptanmis 9 adet bakteriyel
antagonist izolati ¢aligmanin in vivo etkinlik
denemelerinde kullamilmustir. YA-611 kodlu
Xanthomonas euvesicatoria izolat1 TSA besi
yerinde 28°C’de 48 saat gelistirildikten sonra
2.9x 108 hiicre/ml (dansiyometre 1.27 degerinde)
yogunlugunda bir silispansiyon hazirlanmistir.
Karaisal1 salg¢alik biber tohumlar1 hazirlanan bu
patojen bakteri silispansiyonuna 30 dakika
siireyle daldirilarak bulagtirllmistir (Horuz ve
ark., 2018). Tohumlar bulastirildiktan sonra
tillbentten gecirilerek siiziilmiis ve kurumaya
birakilmigtir. Negatif kontrol uygulamasi olarak
sadece steril suya daldirilmig pozitif kontrol
olarak ise sadece patojenle bulastirilmis biber
tohumlarinin ekimi yapilmistir. Antagonistlerin
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48 saatlik taze kiiltiiriinden dansiyometreyle (2.0
degerinde) stispansiyonlari ayri ayri
hazirlanmistir. Yaklagik bir saat 6nce patojenle
bulastiritlmis  biber  tohumlar1  hazirlanan
antagonist siispansiyonuna 30 dakika siire ile
daldirilarak muamele edilmistir. Bu siire
sonunda siizgegle siiziilen antagonistlerle
uygulama gOrmiis patojenle bulasik tohumlar
kuruduktan sonra steril torfla dolu plastik
kiivetlere ekilmistir. Denemede, her bir
antagonist uygulamasi i¢in 3 tekrar ve her
tekrarda 50 tohum olacak sekilde deneme
kurulmustur. Uygulama gormiis tohumlarin
ekildigi kiivetler %75 nem ve 28+3°C’de
muhafaza edilmistir. Cimlenen tohumlardan
gelisen fidelerin kotiledon yapraklar1 giinliik
olarak incelenerek pozitif kontrole ait
uygulamada gozle goriilir Bakteriyel Leke
Hastalig1 belirtileri olustugunda degerlendirme
yapilmistir.  Her bir antagonist  bakteri
uygulamasinda hasta bitki sayilari ¢imlenen bitki
sayilaria boliinerek her tekrardaki hastalik orani
%  olarak  hesaplanmistir. Bu  veriden
yararlanilarak antagonist bakterinin hastalig1
baskilama orani yanmi1 % etki Abbott formiiliine
(% etki= (kontrol-uygulama) /kontrol) x 100)
gbre hesaplanmustir (Karman, 1971). Aday
antagonistlerin hastalik siddetine etkisi 0-3
skalastyla (0: kotiledon yapraklarda leke yok, 1:
kotiledon vyapraklarda 1 leke, 2: kotiledon
yapraklarda 2-3 leke, 3: Kotiledon yapraklarda 4
ve 4’ten fazla leke) degerlendirilmistir (Horuz ve
ark., 2018). Antagonist bakterilerin hastalik
siddetini azaltma orani Abbott formiiliine %
etkisi hesaplanmistir.

Yapilan uygulamalar arasindaki istatistiki
farklar ANOVA istatistiki programinda LSD
testi ile (p<0.05) uygulamalar arasindaki
farkliliklar ortaya konulmustur. Degerlendirme
yapildiktan sonra her uygulamanin bir
tekerririindeki  hasta bitkilerden bir adet
hastalikli  yaprak ornegi alinarak bakteri
izolasyonu yapilmis ve hastalik belirtilerinin
Xanthomonas euvesicatoria’dan kaynaklandigi
teyit edilmistir.
Antagonist Bakteri izolatlarnm Tohum
Cimlenmesine Etkisi

YA-611 kodlu Xanthomonas euvesicatoria
izolat1 TSA besi yerinde gelistirildikten sonra

2.9x 108 hiicre/ml (dansiyometre 1.27 degerinde)
yogunlugunda bir siispansiyon hazirlanmustir.
Karaisali salgalik biber tohumlar1 hazirlanan bu
patojen Dbakteri siispansiyonuna 30 dakika
sireyle daldirilarak bulastinnlmistir (Horuz ve
ark.,, 2018). Patojen bulastirillmis biber
tohumlar1, igerisinde steril torf koyulan
kiivetlerde =~ uygun  ortam  kosullarinda
cimlendirilmislerdir. Cimlenme  gerceklesir
gerceklesmez, fidelerin kotiledon yapraklari
olustuktan sonra c¢imlenen fide sayilar1i not
edilmistir. Antagonistler ile muamele edilmis
tohumlarin ¢imlenme %’si ile sadece patojen
bakteri uygulanmig tohumlarin ¢imlenme
yiizdesi  karsilastirilmistir.  Antagonistlerin
cimlenmeye % etkisi Abbott formiiliine gore
hesaplanmistir. Anova istatistik programinda
LSD ¢oklu karsilagtirma testinde p<0.05 6nem
diizeyinde uygulamalar arasindaki istatistiki
farklar hesaplanmustir.

Antagonist Bakteri Izolatlarinin Tanisi
Antagonist bakteri izolatlarmin tanisi son
yillarda mikroorganizmalarin ¢ok daha kolay,
giivenilirligi  yiksek ve hizli bir sekilde
tanimlanmasin1  saglayan MALDI-TOF MS
teknolojisi ile Prof. Dr. Soner SOYLU’nun
katkilariyla Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Bitki Sagligi Klinigi Arastima ve Uygulama
Merkezi’nde
(http://www.mku.edu.tr/departments.aspx?biri
m=218) yapilmistr. MALDI-TOF  MS
yonteminin kullanilmasinin amact;
mikroorganizmalarin protein yapilarmin kiitle
spektrometresindeki  izolasyonu ve m/z
degerlerine gore bulunan spektralarin grafiksel
goriintiilerinin sistemin kendi veri tabanindaki
referans  organizmalara  uyumuna  gore
mikroorganizmalarin ~ cins  ve  tiirlerini
tanilanmas1 ve kisa siirede verilerin elde
edilmesidir. (Pavlovic ve ark., 2012). MALDI-
TOF MS’de mikroorganizmalara ait
biyomolekiillerin (protein, seker) ve biiylik
organik molekiillerin (polimer, dendrimer,
makromolekiil) iyonizasyonundan sonra
manyetik alandan  gecirilmesiyle  protein
profillerinin ¢ikarilmaktadir (Yilmaz ve ark.,
2014). MALDI-TOF MS skor degerleri >2 ise
tiir diizeyinde tani, 1.7 ve 1.9 arasinda ise cins
diizeyinde tani ve skor degeri <1.7 ise giivensiz
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tani olarak degerlendirilmistir (Pavlovic ve ark,
2012; Uysal ve ark., 2019).

Bulgular ve Tartisma

Yaprak Lekesine Neden Olan Xanthomonas
Izolatinin Viriilensliginin Artirilmasi

YA-611 kodlu Xanthomonas euvesicatoria
izolattmn  2.9x10® hiicre/ml yogunlugundaki
siispansiyonu ile yapilan patojenite testinde
biber yapraklarinda tipik hastalik belirtisi olan
sart  haleli kahverengi yaprak lekeleri
inokulasyondan 20 giin sonra goézlenmistir.
Koch postulatlar1 tamamlanan YA-611 kodlu
izolatin farkli kolonileri ileriki ¢alismalarda
kullanilmak iizere steril vida kapakli tiiplerde
%0.85’lik NaCl igeren sivi besi yerinde
karanlikta oda sicakliginda saklanmustir.

Aday Antagonist Bakterilerin izolasyonu
Cizelge 1.’de goriildiigii gibi, 35 adet biber
yetistirilen toprak Ornegi, 17 adet biber kok
ornegi, 9 adeti yesil aksam ve 32 adeti tohum
ornegi olmak tizere Tiirkiye’nin  biber
yetistiriciliginin yapildigi énemli illerinden olan
Adana’dan 38 adet, Adiyaman’dan 3,
Antalya’dan 8, Gaziantep’ten 7, Mersin’den 18
adet, Osmaniye ve Sanlurfa’dan da 9 oOrnek
olmak iizere yedi farkli ilden aday antagonist
bakteri izolasyonu i¢in 92 farkli bitki/toprak
Ornegi toplanmustir.

Cizelge 1. Aday antagonist izolasyonu igin
toplanan 6rnek sayilari

Bu aday antagonistlerin 208 adeti Adana’dan,
152 adeti Mersin’den, 55 adeti Sanliurfa’dan, 25
adeti Antalya’dan, 22 adeti Osmaniye’den, 20
adeti Adiyaman’dan ve 6 adeti Gaziantep’ten
alman 6rneklerden izole edilmistir. izole edilen
aday antagonistlerin 140 adeti topraktan, 161
adeti kokten, 44 adeti yesil aksamdan ve 143
adeti tohumdan izole edilmistir (Cizelge 2.).

Cizelge 2. Farkli Illerden ve Biber Bitki
Kisimlarindan Elde Edilen izolat Sayilar1

Yer Toprak Kok Xiii;m Tohum Toplam
Adana 12 1 7 18 38
Adiyaman 2 1 0 0 3
Antalya 4 0 0 4 8
Gaziantep 0 0 0 7 7
Mersin 8 8 2 1 18
Osmaniye 5 4 0 0 9
Sanlwurfa 4 3 0 2 9
TOPLAM 35 17 9 32 92

Yedi farkli ilden ticari olarak biber yetistiriciligi
yapilan alandan toplanan 92 farkli Ornekten
yapilan aday antagonist izolasyonunda farkli
morfolojik gelisim (sekil ve renk olarak)
gosteren 488 adet bakteri elde edilmistir.

Yer Toprak Kok  Yesil Tohum  Toplam
Aksam

Adana 88 10 30 80 208
Adiyaman 6 14 0 0 20
Antalya 0 0 0 25 25
Gaziantep 0 0 0 6 6
Mersin 16 122 14 0 152
Osmaniye 19 3 0 0 22
Sanlhurfa 11 12 0 32 55
TOPLAM 140 161 44 143 488
Aday Antagonistlerin Xanthomonas
euvesicatoria’ya  Antibakteriyel Etkisinin
Belirlenmesi

Biber koklerinden ve biber yetistirilen topraktan
izole edilen 488 adet aday antagonistin patojen
bakteri Xanthomonas euvesicatoria’ya
antibakteriyel etkisi in vitro ikili kiltir petri
denemeleriyle arastirildiginda 9 adet aday
antagonist TSA igeren petrilerde 3-9 mm
arasinda  engelleme zonu olusturmustur.
Antimikrobiyal madde iiretme yetenegindeki 9
adet antagonist biyolojik tohum uygulamalar
i¢in segilmistir.

Bakteriyel Antagonistlerin Tohum Kokenli
Bakteriyel Leke Hastaligina Etkisi

Sekil 4’te goriildiigii  gibi  herhangi  bir
uygulamanin  yapilmadigi  pozitif  kontrol
uygulamasindaki hastalik oran1 %98.3 iken
hastalig1 baski altina almada basar1 gosteren yedi
biyolojik tohum uygulamasinda hastalik orani
%83.4 ile %43.5 arasinda oldugu saptanmugtir.
Adiyaman 6-1, Hsf 4-2, Surug 4-2, AE 10-6, YL
4-3, Surug 6-1 ve Sumbas 4-2 kodlu antagonist
izolatlarla yapilan tohum uygulamalar1 hastalik
olusumunu baskilamada basarili izolatlar olarak
belirlenmistir. Adiyaman ilinde biber yetistirilen
tarla topragindan izole edilen Adiyaman 6-2 ve
Adryaman 4- 2 kodlu antagonist izolatlar her ne
kadar in vitro petri denemelerinde basarili
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bulunsalar da istatistiksel olarak pozitif kontrolle
aym1 grupta yer aldigindan hastaligi in vivo
kosullarda  baskilamada  basarisiz  olarak
degerlendirilmigtir. In vitro kosullarda etkinlik
gosteren izolatlarin in vivo kosullarda basarisiz
olduguna yonelik aragtirma bulgular1 daha
onceden yapilmis bircok biyolojik miicadele
caligmalarinda  bildirilmigtir (Horuz, 2014;
Aktepe, 2018). Dokuz izolat igerisinden YL 4-3,
Suru¢ 6-1 ve Sumbas 4-2 kodlu antagonistik
bakteri izolatlar1 hastaligi in vivo kosullarda en
etkili engelleyen izolatlar olmustur.

Cizelge 3’te gorildigi gibi, Xanthomonas
euvesicatoria ile suni olarak bulastirilmig biber
tohumlarina, Yyerel antagonistlerle biyolojik
tohum uygulamalar1 yapildiginda, fidelerdeki

hastalik %7.63-55.75 oraninda baskilarken
hastalik  siddeti = %9.23-83.69  oraninda
azalmstir.

Cizelge 3. Antagonist bakteri izolatlarinin
biberde bakteriyel leke hastaligina etkisi

. Hastalik _ Hastakik %
Izolat Kodu Oram % Etki Siddeti (Skala Etki
(%) degeri Ort.)
Pozitif Kontrol 98.3a 0 26a 0
Adryaman 6-2 100.0a -1.73 28a -5.69
Adiyaman 4-2 90.8ab 7.63 24a 9.23
Adiyaman 6-1 834bc 1516 18D 28.57
Hsf 4-2 8l.1bc 1750 19b 32.87
Surug 4-2 80.3c 1831 15hbc 32.87
AE 10-6 782c 2045 16bc 40.33
YL 4-3 679d 3093 1.8b 45,01
Surug 6-1 63.1d 3581 1llc 57.65
Sumbas 4-2 435e 5575 04d 83.69
Negatif kontrol olarak sadece steril suya

uygulamast yapilmis fidelerde herhangi bir
hastalik  tespit edilmemistir. Bu durum
denemede  kullanilan biber tohumlarinin
Bakteriyel Leke Hastaligi yoniinden bulagik
olmadiginin gostergesidir. Pozitif kontrol olarak,
sadece patojenle bulastirtlmis herhangi bir
biyolojik tohum uygulamasinin yapilmadigi
biber tohumlar1 yetistirildiginde, gelisen
fidelerin %98.3’tinde tipik Bakteriyel Leke
Hastaliginin varligi saptanmistir. Hasta fidelerin
kotiledon yapraklarindaki lekeler 0-3 skalasina
gore degerlendirildiginde, hastalik siddetinin
ortalama 2.8 degerinde oldugu belirlenmistir. Bu
lekelerden  yapilan  izolasyonlarda  TSA
besiyerinde mukoid ve sart renkli koloniler

gelismis ve patojenite testiyle hastalik yapma
yeteneginde olduklar1 belirlenmistir. Sonugta
kotiledon lekelerinin Xanthomonas
euvesicatoria ile iligkili oldugu kanitlanmistir.
Adiyaman 6-2 ve Adiyaman 4-2 kodlu
antagonistler hari¢ yedi adet yerel antagonist
(Adiyaman 6-1, Hsf 4-2, Surug 4-2, AE 10-6, YL
4-3, Suru¢ 6-1 ve Sumbas 4-2) hastalig
engellemede etkili tohum uygulamalar1 olarak
belirlenmistir.

Osmaniye ili Sunbas il¢esinde yetistirilen biber
tarla topragindan izole edilen Sumbas 4-2 kodlu
yerel antagonistin uygulandigi tohumlardan
geligen fidelerin %43.5’in hasta oldugu hastalik
siddetinin de ortalama 0.4 skala degerinde
oldugu saptanmustir. Bu verilere goére, tohum
kokenli Xanthomonas euvesicatoria’nin neden
oldugu Bakteriyel Leke Hastaligim %55.75
oraninda baskilanmig ve hastalik siddetinde %
83.69 oraninda azalis meydana gelmistir.
[statistiksel olarak incelendiginde, Sumbas 4-2
kodlu yerel antagonist uygulamasi ayri bir
istatistiki grupta yer alan en etkili tohum
uygulamasi olarak belirlenmistir.

Diger bir basarili biyolojik tohum uygulamasi da
Sanlurfa ili  Suru¢ ilgesinde biber tarla
topragindan izole edilen Suru¢ 6-1 kodlu ve
biber tarla topragindan izole edilen YL 4-3 kodlu
yerel antagonist uygulamasinda saptanmaistir. Bu
antagonistlerle muamele gormiis tohumlardan
gelisen fidelerin %63.1 ve %67.9’unda hastalik
saptanmis ve hastaligin engelleme oran1 % 35.81
ve %30.93 olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde
hastalik siddetinde %57.65 ve %45.01 azalig
belirlenmis ve bu basart istatistik analizleriyle de
dogrulanmistir.

Adana ilinden biber yetistirilen tarla topragindan
izole edilen AE 10-6 kodlu ve Sanlwrfa ili Surug
ilgesinde biber tarla topragindan izole edilen
Suru¢ 4-2 kodlu antagonist izolatlar istatistik
analizlerinde ayr1 bir grubu olusturan diger
basarili tohum uygulamalar1 olmustur. AE 10-6
ve Surug 4-2 kodlu yerel antagonistler hastalig:

%20.45-18.31 oraninda, hastalik siddetini
%40.33-32.87 oraninda baskilamistir
Adiyaman ilinden biber yetistirilen tarla

topragindan izole edilen Hsf 4-2 kodlu ve
Adiyaman 6-1 Kkodlu antagonist izolatlar
Xanthomonas euvesicatoria’nin neden oldugu
Bakteriyel Leke Hastaligim %17.50-15.16
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oraninda baskilanmig ve hastalik siddetinde
%32.87-28.57 oraninda azalis saglamustir.
Istatistiksel olarak ayr1 bir grupta yer alan etkili
tohum uygulamasi olarak degerlendirilmistir.

Farkli Xanthomonas tiirleri (Xanthomonas
vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri, X.
perforans) tarafindan neden olunan Bakteriyel
Leke Hastaligt domates ve biberin 6nemli
bakteriyel hastaliklarindan biridir. Bu hastaligin
miicadelesinde yesil aksama piiskiirtiillen bakir
ve bakir igeren Dbilesiklere Xanthomonas
tirlerinin {ilkemizde direng gelistirme problemi
(Mirik ve ark., 2007) nedeniyle kimyasal
miicadele kullanilamaz hale gelmektedir. Yesil
aksama bakirli preparatlar uygulanamadiginda
iki 6nemli miicadele sekli 6n plana ¢ikmaktadir.
Bunlardan biribiyolojik miicadelenin kullanimi,
digeri ise tohumdaki patojen miktarini
baskilayarak fidelerdeki hastalik oranini azaltan
tohum uygulamalarinin ~ kullanimidir.  Bu
calismada tohumdaki patojen popiilasyonu,
yerel bakteriyel antagonistlerle biyolojik tohum
uygulamalariyla  baskilanarak  fidelerdeki
hastalik oranini azaltmak hedeflenmis ve basarili
sonuglar elde edilmistir. Ulkemizden izole
edilen yerel antagonist bakteri izolatlarinin
iilkemiz ekolojik kosullarina adapte olmus
izolatlar olmalar1 nedeniyle kiiltiir bitkilerinde
sorun bakteriyel ve fungal kokenli hastaliklarin
baskilanmasinda basariyla kullanilabilecegi hem
bu caligmada hem de daha 6nce yapilan biyolojik
miicadele ¢alismalarinda (Kotan, 1998; Soylu ve
ark., 2005; Mirik ve ark., 2007; Bozkurt ve
Soylu, 2019; Duman ve Soylu, 2019; Kayaaslan,
2021; Soylu ve ark., 2021; Soylu ve Kara, 2022)
ortaya konulmustur. Ayrica ticari bazi biyolojik
miicadele preparatlarmin da tilkemizde biber
bakteriyel leke hastaligini baski altina aldigini
goOsteren arastirma sonuglar1 (Tokmak, 2020) da

biyolojik miicadelenin basarisini
kanitlamaktadir.
Bakteriyel Antagonistlerin Tohum

Cimlenmesine Etkisi

Cizelge 4’te gorildigi tizere, Xanthomonas
euvesicatoria ile suni olarakbulastirilmis biber
tohumlarinin %71.3’ii ¢imlenmistir. Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, pozitif kontrol,
Adiyaman 6-2, Adiyaman 4-2, Adiyaman 6-1,
Hsf 4-2, Surug 4-2, AE 10-6, YL 4-3 ve Surug

6-1 uygulamalar1 kontrol ile ayni grupta yer
almig ve c¢imlenmeye olumsuz bir etki
yapmadiklar1 belirlenmistir. Sadece Sumbas 4-2
kodlu antagonist ile muamele goérmiis biber
tohumlarinda ¢imlenme oram1 %37.4 diizeyinde
azalmus ve istatistiksel olarak da ¢imlenmedeki
azalis farkli olarak bulunmustur. Sumbas 4-2
kodlu antagonist hastalig1 baskilamada en etkili
uygulama olsa da ¢imlenmeyi azalttigi igin
basaril1 bir biyolojik tohum uygulamasi olmadigi
belirlenmistir.

Cizelge 4. Biyolojik Tohum Uygulamalarinin
Cimlenmeye EtKisi

. imlenme imlenmedeki
Izolat Kodu gram (%) gegisim (%)
Pozitif Kontrol 71.3a 0.0
Adiyaman 6-2  60.3 ab 15.4
Adiyaman 4-2 58.7 ab 17.7
Adiyaman 6-1 68.3a 4.2

Hsf 4-2 75.0 a -5.2

Surug 4-2 74.7 a -4.7

AE 10-6 69.0 a 3.3

YL 4-3 743 a -4.2

Surug 6-1 73.0a -2.3

Sumbas 4-2 447 b 374

Antagonistlerin tanisi

MALDI TOF MS ile yapilan tani sonucunda, YL
4-3 kodlu izolat 1.976 indeks degeri ile Bacillus
subtilis ile tir diizeyinde tam eslesme
saglanmustir. Surug 6-1 kodlu izolat ve Sumbas
4-2 kodlu izolat 2 indeks degeri ile Bacillus
amyloliquefaciens  ssp.  plantarum  olarak
tanilanmustir. Bu bakteri tiirlerinin
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gosteren
farkli ¢alismalar bulunmaktadir (Aktepe, 2018;
Duman ve Soylu, 2019; Soylu ve Kara, 2022;
Djatmiko ve ark., 2022). Mikroorganizmalari
iceren  biyolojik  preparatlar,  kimyasal
pestisitlerden farkli etki mekanizmalarina sahip
hastalik yonetimi alternatifleri sunarak diinya
pestisit pazarinda olduk¢ca Onemli bir yere
sahiptirler. Ornegin lipopeptid metabolizma
iireterek  antimikrobiyal aktivite gdsteren
Bacillus subtilis QST 713 (AgraQuest, USA),
ciirtikler ve yanikliklara neden olan patojenler ve
yaprak patojenlerine kars1 birgok iilkede yaygin
olarak kullanilan ruhsatli bir biyolojik preparattir
(Fravel, 2005; Alexandrova ve ark, 2002).
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Sonuc¢

Bu c¢alisma, Xanthomanas euvesicatoria’nin
tohum kaynakl1 bulagikligini azaltmak i¢in yerel
antagonistler kullanmlarak yapilan biyolojik
tohum uygulamalarini kapsamaktadir.

Yedi farkli ilde (Adana, Adiyaman, Antalya,
Gaziantep, Mersin, Osmaniye ve Sanliurfa)
biber yetistirilen topraktan, biber koklerinden,
yesil aksamindan ve tohumdan izole edilen 488
adet aday antagonist bakteriyle yapilan in vitro
petri denemelerinde, dokuz izolatin
Xanthomanas euvesicatoria’ya antibakteriyel
etkisi saptanmugtir. Patojenle suni olarak
bulastirilmig biber tohumlarina dokuz bakteriyel
antagonistin uygulandig1 denemede, Bakteriyel
Leke Hastaligi, yedi antagonist (Adiyaman 6-1,
Hsf 4-2, Surug 4-2, AE 10-6, YL 4-3, Surug 6-1
ve Sumbas 4-2 kodlu) tarafindan %15-56
oraninda baskilanirken hastalik siddeti %29-84
oraninda engellenmistir. Cimlendirme
denemeleri de degerlendirildiginde, YL 4-3 ve
Surug 6-1 kodlu antagonistler en basarili olarak
saptanmistir. MALDI TOF MS ile yapilan tani
sonucunda, YL 4-3 ve Surug¢ 6-1 kodlu izolatlar
Bacillus subtilis, ve Bacillus amyloliquefaciens
ssp. plantarum olarak tanilanmuistir.

Bu hastaligin miicadelesinde yesil aksama
puskiirtiilen bakir ve bakir igeren bilesiklere
Xanthomonas tiirlerinin  direng  gelistirme
problemi nedeniyle biyolojik miicadele 6n plana
ctkmaktadir. Ulkemizden izole edilen yerel
antagonistler lilkemiz ekolojik kosullarina uyum
saglamis izolatlar olmalar1 nedeniyle basariyla
kullanilabilecegi bu arastirma ile kanitlanmigtir.
Biber tohumlarindaki Xanthomonas
euvesicatoria popiilasyonunu azaltmak ig¢in
gelecekte YL 4-3 ve Suru¢ 6-1 kodlu yerel
antagonistlerle biyolojik tohum uygulamalar
basarili olacaktir. Bu antagonistlerin sadece
biberde degil domatesteki etkisi ve pratikte
kullanimi ile ilgili daha detayli yapilacak
arastirmalara (diger antagonistlere, patojenlere,
insanlara etkisi, kitle iiretimleri, uygulama dozu
ve zamani ruhsat ve patent alma vb) gereksinim
oldugu agiktir.
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Sekil 4. Biyolojik tohum uygulamalari sonucu olusan hastalik oranlar1
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