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Biber (Capsicum annum L.) Bitkisinde Bakteriyel Leke Hastahk (Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria)’1nin Antagonistik Bakterilerle Biyolojik Kontrolii
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gdir University, Faculty of Ozet: Bu calismada. biber iiretim alanlarinda 6nemli verim kayiplara neden olan bakteriyel
Agriculture, Department of leke hastalif1 etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ya karsi biyolojik miicadele
Bioengineering and Sciences, potansiyeli tasiyan antagonistik bakteri strainlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Hastalikl
Igdir, Turkey biber bitkilerinden 26 patojen straini elde edilmistir. Ayrica saglikli biber bitkilerinden ve biber
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Department, Igdir, Turkey antagonist bakteri strainleri yag asit metil ester analizi ile tanilanmistir. Patojenite testi
sonucunda en yiiksek viriilenslige sahip oldugu belirlenen AK-17 ile yiiriitillen in vitro
Sorumlu Yazar antagonizm testleri sonucunda, dokuz strainin Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
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Bioengineering and Sciences, DYS-20 straini tarafindan sergilenmistir. Ayrica patojene karsi antagonistik etki gdsteren
Igdir, Turkey bakterilerin azot fiksasyonu, fosfor ve potasyum ¢oziiniirliigii ile ACC deaminaz aktivitesi gibi
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Biological Control of Bacterial Spot Disease (Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria) in Pepper
(Capsicum annum L.) Using Antagonistic Bacteria

Abstract: In this study, it was aimed to determine antagonistic bacterial strains with biological
control potential against Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, the causal agent of bacterial
spot disease that leads to significant yield losses in pepper cultivation areas. A total of 26
pathogenic strains were obtained from diseased pepper plants. In addition, 53 candidate
antagonistic bacterial strains were isolated from the roots and leaves of healthy pepper plants
and from common weed species found in pepper-growing areas. The pathogenic and candidate
antagonistic bacterial strains were identified by fatty acid methyl ester (FAME) analysis.
According to pathogenicity tests, strain AK-17 was determined to have the highest virulence
and was used in in vitro antagonism assays. As a result of these tests, nine strains were found
to inhibit the growth of Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, forming inhibition zones
ranging from 10.3 to 20.3 mm. These strains were identified as belonging to the genera
Bacillus, Pseudomonas and Paenibacillus, with the highest antibacterial effect observed in
Paenibacillus validus strain DYS-20, which produced an inhibition zone of 20.3 mm.
Additionally, the bacteria exhibiting antagonistic activity against the pathogen were found to
possess plant growth-promoting traits such as nitrogen fixation, phosphorus and potassium
solubilization, and ACC deaminase activity. Moreover, the in vitro biocontrol mechanisms of
the strains (chitinase, protease, cellulase, siderophore and HCN production) were also
investigated. The findings indicate that the antagonistic bacterial strains have the potential to
be used as biocontrol agents in the management of bacterial spot disease in pepper by both
suppressing pathogen growth and promoting plant development.

Key words: Capsicum annuum L., Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Antagonistic
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GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.). Solanaceae familyasina ait olup diinya genelinde ve iilkemizde tarla
ve sera kosullarinda yaygin olarak yetistirilen. yiiksek ekonomik degere sahip 6nemli bir kiiltiir bitkisidir
(Duman et al., 2002). Genis iiretim alanlarina sahip olmasi, biberin ¢esitli hastalik etmenleriyle karsi
karsiya kalma riskini artirmaktadir. Bu hastalik etmenleri arasinda Xanthomonas axonopodis pv.

vesicatoria biber yetistiriciligini smirlayan en Onemli bakteriyel patojenlerden biri olarak One
cikmaktadir (Aysan and Sahin, 2003).

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav), konukgu bitkilerin tiim toprak iistli organlarini
enfekte ederek meyve verimi ve kalitesini diisiirmektedir (Byrne et al., 2005; Potnis et al., 2015). Etmen
ilk kez 1921 yilinda Giiney Afrika’da belirlenmistir (Jones et al., 2000). Tirkiye’de ilk olarak
Canakkale’de domates bitkilerinde, daha sonra Dogu Akdeniz Bolgesi’nde biber iiretim alanlarinda ve
Bati Akdeniz ile Dogu Anadolu bolgelerinde hem domates hem de biberlerde tespit edilmistir (Sahin,
2001; Sahin et al., 2004; EPPO, 2013). Hastalik, 6zellikle yiiksek sicaklik (25-30 °C) ve bagil nemin
(%80-100) yiiksek oldugu kosullarda siddetli olarak goriilmekte, yaprak ve meyvelerde siyah, koseli,
yaglimsi lekeler ve ¢okiintiilii nekrotik alanlar olusmaktadir (Al-Dahmani et al., 2003; Boch and Bonas,
2010). Gram negatif, aerobik, tek kamcil1 ve fluoresan pigment liretmeyen Xav, YDC (Yeast Dekstrose
Calcium Carbonate) besiyerinde diiz, sar1 renkli, mukoit koloniler olusturmaktadir (Sahin, 1997; Sunyar
et. al., 2021). Patojen, stoma, hidatod gibi dogal agikliklardan ve ¢esitli sekillerde agilmis yaralardan
bitkiye giris yapmakta. hiicreler aras1 bosluklarda ¢ogalarak ksilemde kolonize olmakta ve hiicreler aras1
bosluklarda lokalize kalmaktadir (Bonas et al., 2000; Biittner and Bonas, 2010). Bulasma tohum, fide,
bitki artiklari, yagmur damlalar1 ve tarimsal islemler yoluyla gerceklesmekte, 6zellikle tohumlar
hastaligin temel inokulum kaynagini olusturmaktadir (Pohronezny et al., 1990). Patojenin tohumda 20
yil, bitki artiklari tizerinde ise 18 aya kadar canli kalabildigi ve bazi yabanci ot tiirlerinde epifitik olarak
yasamini siirdiirebildigi bildirilmektedir (Black et al., 2001; Lamichhane et al., 2010). Kimyasal
miicadelede siklikla kullanilan bakir bazli preparatlar, patojenin direng gelistirmesi ve ¢evresel riskleri
nedeniyle etkinligini yitirmektedir (Abbasi and Weselowski, 2015). Asir1 bakir kullanimi, toprak ve su
ekosistemlerinde kirlilik. yararli mikroorganizmalarin azalmasi ve insan sagligi tizerinde olumsuz etkiler
yaratmaktadir (Khalid et al., 2017; Raymaekers et al., 2020). Bu nedenle, ¢evre ve gida giivenligi
acisindan siirdiiriilebilir bitki hastalik yonetiminde biyolojik kontrol yaklagimlarinin énemi giderek
artmaktadir (Yim et al., 2014; Ferraz et al., 2015; Jamiotkowska, 2020).

Son yillarda. kimyasal pestisitlere cevre dostu bir alternatif olarak bitki hastaliklarinin kontroliinde
cesitli biyolojik yontemlerin basariyla uygulanmasi dikkat ¢ekmektedir (Moss et al,. 2007; Mirik et al.,
2008; Hert et al., 2009; Bae et al., 2012; Areas et al., 2015; Munhoz et al., 2017; Sunyar et al., 2024).
Ozellikle bakteriyel hastaliklarin kontroliinde biofiimigasyon, bitki ekstraktlar1 ve bitki gelisimini tesvik
eden mikroorganizmalarin kullanimi, kimyasal pestisitlerin yerine gegebilecek potansiyel biyolojik
stratejiler olarak 6ne ¢ikmaktadir (Ameziane et al., 2007; Ahmad et al., 2008; Chen et al., 2017).
Tarimsal {iretimde ekolojik stirdiiriilebilirligi destekleyen bu yaklasimlar arasinda, rizosfer veya
fillosferde serbest yasayan ve bitki koklerini hizla kolonize edebilen faydali bakteri strainlerinin
biyokontrol potansiyeli 6zel bir 6neme sahiptir (Amkraz et al., 2010). Bu bakteriler, patojenlere kars1 iki
temel mekanizma araciligiyla etki gdstermektedir; ilki, besin ve yasam alani rekabeti ile antibiyotik ve
bakteriyosin gibi antimikrobiyal bilesiklerin {iretimini iceren dogrudan antagonizm (Subramanian and
Smith, 2015), ikincisi ise bitkide sistemik dayanikliligin uyarilmasi yoluyla bitki gelisiminin
desteklenmesi ve hastaliklara karsi uzun siireli koruma saglanmasidir (Bloemberg and Lugtenberg,
2001; Villacieros et al., 2003). S6z konusu mekanizmalar goz oniine alindiginda, etkili biyokontrol
etmenlerinin se¢ilerek tanimlanmasi hastalik kontrolii a¢isindan kritik bir 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
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sunulan c¢aligmada, biber bitkisinde ekonomik kayiplara neden olan Xav ’ya kars1 biyolojik miicadele
potansiyeline sahip antagonistik bakteri strainlerinin belirlenmesi ve etkinliklerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Ayrica patojene karsi antagonistik etkisi belirlenen strainlerin bitki gelisimini tesvik eden
bazi 6zellikleri ile in vitro biyokontrol mekanizmalarinin arastirilmasi planlanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Patojen ve Aday Antagonist Bakteri Strainleri

Antalya’nin  Kumluca ilgesinde, sera kosullarinda yetistirilen biber bitkilerinden alinan
orneklerden yapilan izolasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen ve viriilensligi en yiliksek diizeyde
belirlenen AK-17 bakteri straini, patojen olarak kullanilmistir. Aday antagonistik bakteri strainleri ise
Igdir ilinde yetistirilen saglikli biber bitkilerinden ve biber iiretim alanlarinda yaygin olarak bulunan
Sinapis arvensis, Setaria viridis ve Amaranthus retroflexus yabanci otlarinin yaprak ve kok
bolgelerinden izole edilmistir (Gilirbiiz et al.. 2024).

Bakteri Strainlerinin izolasyonu

Yabanci ot ve hastalikli bitki 6rnekleri 6nce ¢cesme suyu ile yikanmis. ardindan %70°1ik etanol ile
muamele edilmistir (Junker et al., 2011). Steril bistiiri yardimiyla kii¢lik pargalara ayrilan hastalikli
yaprak dokular1 steril saf su ilavesiyle 170 rpm’de 10 dakika siireyle calkalanmistir. Bu
stispansiyonlardan 6ze ile alinarak YDC (10 g yeast extract, 20 g dextrose, 20 g CaCOz - 1 L dH20) besi
ortamina aktarilmis ve petriler bakteri gelisimi icin 28°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda sar1 renkli mukoid koloniler secilerek saf kiiltlirler elde edilmistir. Ayn1 islem yabanci ot
ornekleri i¢in de yapilmis, besi ortaminda gelisen farkli renk ve morfolojideki koloniler secilerek saf
kiltiirleri olusturulmustur. Saflastirilan bakteri strainlerinin 24 saatlik kiiltiirlerinden alinan koloniler,
%30 gliserol ve Lauryl Broth [10 g pepton, 10 g NaCl, 5 g yeast extract - 1 L dH2O igeren eppendorf
tiiplere transfer edilerek homojenize edilmistir. Hazirlanan stok kiiltiirler -80°C’de uzun siireli saklama
amactyla depolanmistir (D6nmez and Aliyeva, 2023).

A

Sekil 1. Patojen izolasyon materyali
Figure 1. Pathogen isolation material
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Bakteri Strainlerinin Yag Asit Profillerine Gore Tanis1

Bakteri strainlerinden yag asit metil ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu. saflastirilmasit ve
analizi yapilmigtir. Bakteri strainleri Trypticase Soy Agar (TSA; 30 g TSA (Oxoid) - 1 L sdH20) besi
ortamina 4 fazli ¢izgi ekim yapilarak 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon peryodunu
takiben 3 ve 4 numarali fazlardan bakteri hiicreleri toplanarak steril cam test tiiplerine aktarilmistir. Her
bir tiipe 1 ml hiicre pargalama ¢dzeltisi ilave edilerek [ 150 ml metil alkol (HPLC Grade), 150 ml sdH20O,
45 gr sodyum hidroksit (ACS Grade)] 10 saniye calkalanmis ve 100°C’lik su banyosunda 5 dk
bekletilmistir. Ardindan tilipler tekrar ¢alkalanmis ve ayni sicakliktaki su banyosunda 25 dk siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Islem sonucunda bakteri hiicreleri parcalanarak yag asitlerinin serbest
kalmas1 saglanmistir. Yag asitlerine ester baglar1 ile metil eklenmesi ve yag asit metil esterlerinin eldesi
i¢in tliplere metilasyon ¢ozeltisinden [325 ml hidroklorik asit (6 N) ve 275 ml metil alkol (HPLC Grade)]
2 ml ilave edilmistir. Ttpler 10 sn calkalandiktan sonra 10 dk 80°C su banyosunda bekletilmistir.
Ardindan 2 dk sogutma islemi yapilmistir. Soguyan tiiplere 2.5 ml saflastirma ¢ozeltisi [200 ml metil-
tert-butil-eter (HPLC Grade) 200 ml, hexan (HPLC Grade)] eklenerek 10 dk g¢alkalanmustir. Tiiplerin
ist kisminda yag asit metil esterleri toplandigindan alt kistmdaki siv1 faz atilmistir. Serbest yag asit metil
esterlerinin saf olarak elde edilmesi i¢in tiiplere bazik yikama ¢ozeltisi [10.8 g sodyum hidroksit (ACS
Grade), 900 ml sdH2QO] eklenerek 5 dk calkalanmigtir. Sonrasinda tiipler oda sicakliginda 10 dk
bekletilmistir ve yag asit metil esterleri igeren iist fazdan 2 ml alinarak gaz kromatografi tiiplerine
transfer edilmistir. Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Tan1 Sistemi (MIDI,
Inc., Newark, DE) kullanilarak her bir bakteri straini i¢in yag asitleri g¢esitleri ve yiizde oranlari
belirlenmis, strainlerin tiir ve alt tiir seviyesinde tanis1 yapilmistir (Sasser 1990).

Tiitiinde Hipersensitif Reaksiyon (HR) Testi

[zolasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen aday antagonist bakterilerin ve patojen bakteri
strainlerinin patojenik 6zellikte olup olmadiklar tiitin bitkisi (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun)
tizerinde gergeklestirilen HR testi ile belirlenmistir. Bunun igin, strainler Nutrient Agar (NA- 8 g NA -
1 L dH20) besi yerine ekilmis, ardindan 2448 saat boyunca 27°C’de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
bakteri kiiltiirlerine ait 108 CFU mL™ konsantrasyonda siispansiyonlar hazirlanmistir. Bu siispansiyonlar.
3 ml’lik plastik enjektorler araciligiyla bitkilerin yapraklarimin alt ylizeyindeki damar aralarina enjekte
edilmistir. Inokulasyondan 48 saat sonra yapraklarda lokalize nekroz olusumu HR pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilmistir (Klement et al., 1964).

Patojenisite Testi

Tiitlinde yapilan HR testi sonucunda pozitif reaksiyon veren strainler i¢in biber bitkilerinde
patojenite testi yapilmistir. Strainlerin stok kiiltiirlerinden alinan koloniler YDC besi ortaminda 27°C'de
48 saat boyunca gelistirilmistir. Ardindan gelisen strainlerin kolonileri Nutrient Broth (NB; Peptone
from meat 5g, meat extract 3g - 1 L dH20) ortamina aktarilmis ve 24 saat siireyle ¢alkalayicida (150
rpm dak-1) inkiibasyona birakilmistir. Bu siispansiyondan konsantrasyonu 108 CFU mL™ olan
inokulumlar hazirlanarak fide donemindeki biber bitkilerine sprey ile piiskiirtiilerek bulastirilmistir.
Negatif kontrol grubunda olan bitkilere sdH20 uygulanmistir. Yiiksek nem saglamak amaciyla 48 saat
siireyle 1slak polietilen torba igerisinde tutulmustur. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan hastalik
simptomlar1 0-4 skalasina gore (Tablo 1) degerlendirilmistir (Ertekin, 2016). Test sonucunda en yliksek
hastalik siddetine neden olan strain patojen bakteri olarak biyokontrol denmesinde kullanilmistir.
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Tablo 1. Bakteri strainlerin degerlendirilmesinde kullanilan skala
Table 1. Scale used for the evaluation of bacterial strains
Skala Degeri Aciklama

Yapraklarda nekrotik leke yok
Yapraklarda 1-2 nekrotik leke
Yapraklarda 3-5 nekrotik leke
Olii yaprak
Olii bitki

~ W NN - O

Elde edilen skala degerleri ile Townsend and Heuberger (1943) formiilii kullanilarak hastalik
siddeti (%) belirlenmistir.

% HastalikSiddeti=[Z(skala degerixskalada degerlendirmeye giren bitki sayis1)]/(en yiiksek skala
degerixtoplam bitki sayis1)x100

Antagonist Bakteri Strainlerin Azot, Fosfor ve Potasyum Céziicii Ozelliklerinin Belirlenmesi

Antagonist bakteri strainlerinin azot fiksasyon kapasitelerinin belirlenmesinde N-Free Solid
Malate-Sucrose besiyeri [10 g sukroz, 10 g L-malik asit, 0.2 g MgSO4 H20, 0.01 g FeCls, 0.1 g NaCl,
0.4 g CaCl: 2H20, 0.4 g KoHPOs4, 0.005 g Na2MoO4 H20, 18 g agar - 1 L dH20, pH 7.2] kullanilmistir
(Dobereiner. 1989). Fosfor ¢ozme aktiviteleri NBRIP-BPB (National Botanical Research Institute’s
Phosphate Growth Medium) s1vi1 besiyerinde [5 g glukoz, 5 g MgSOa4-7H-0, 0.1 g FeCls, 2 g CaCOs, 3
g waste mica, 2 g kalsiyum fosfat ve 20 g agar - 1 L dH-0] (Mehta and Nautiyal. 2001), potasyum ¢dzme
ozellikleri ise Aleksandrov ortaminda [5 g glukoz, 0.005 g MgSO. 7H-0, 0.1 g FeCls, 2 g CaCOs, 3 g
waste mica, 2 g kalsiyum fosfat ve 20 g agar/1 L dH2O] test edilmistir (Parmar ve Sindhu. 2013). N-Free
Solid Malate-Sucrose ortaminda bakteri gelisiminin gozlenmesi azot fiksasyonunun, NBRIP-BPB sivi
ortaminin renginin agik maviye donmesi veya ortamin seffaf hale gelmesi fosfor ¢oziiniirliigiiniin
gostergesi olarak kabul edilmistir. Aleksandrov ortaminda bakteri kolonileri etrafinda olusan seffaf
zonlar ise potasyum ¢oziliniirliigliniin pozitif oldugunu gostermistir.

Aminocycolopropane-1-Carboxylate (ACC) Deaminaz Aktivitesi

Bakteri strainlerinin bitkilerde stres kosullarinda artan zararli etilen {iretimini azaltmada rol
oynayan l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) deaminaz enzimini iiretme kapasiteleri.
Penrose ve Glick (2003) tarafindan tanimlanan yonteme gore DF besi ortami1 kullanilarak belirlenmistir.
Bu amacla, antagonistik strainler besiyerine ¢izgi ekim yontemiyle inokule edilmis ve petriler 27°C’de
48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ortamda koloni gelisimi gdzlenen strainler
ACC-deaminaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Calismada ACC-deaminaz pozitif 6zellikte olan
Stenotrophomonas maltophilia strain SY-55 referans olarak kullanilmigtir (Y1ildirim et al., 2023).

Antagonist bakterileri strainlerinin pektolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Saglikli patates yumrular1 %5°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dakika dezenfekte edildikten
sonra steril distile su ile durulanmig ve yaklasik 5 mm kalinliginda dilimlenerek nemli filtre kagid1 iceren
petri kaplarina yerlestirilmistir. Her bir bakteri straininin 24 saatlik kiiltiirlerinden aliman koloniler
patates dilimlerinin yiizeyine inokule edilerek 28 °C’de 24—72 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubunda
ise yalnizca steril distile su kullanilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda patates dilimlerinde gézlenen doku
bozulmasina bagli pektolitik aktivite degerlendirilmis ve clriikliik olusturmayan strainler ¢alisma
kapsamina alinmistir (Dadasoglu et al., 2020).

Aday Antagonist Bakteri Strainlerin Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria’ya Karsi in vitro
Biyokontrol Etkisinin Belirlenmesi
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Aday antagonist bakteriler -80°C’de muhafaza edilen stok kiiltiirlerinden alinarak NA besiyerine
tic fazli ¢izgi ekim yontemiyle aktarilmistir. Ardindan bakteri gelisimi i¢in petriler 27°C’de 2448 saat
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Patojen bakteri (AK-17) ise 48 saatlik kiiltiiriinden alinarak steril
swap yardimiyla NA besiyerine yayma ekim yontemiyle inokule edilmistir. Patojen ekiminden 24 saat
sonra, aday antagonist bakteriler, birbirlerine esit uzaklikta olacak sekilde ii¢ nokta seklinde inokule
edilerek 27°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, antagonist kolonilerinin ¢evresinde
patojen gelisiminin engellendigi seffaf alanin yaricapt mm cinsinden 6l¢iilmiis ve biyokontrol etkinligi
bu verilere gore degerlendirilmistir. Denemeler {i¢ tekerriirlii olarak yiiriitilmistiir (Almast, 2023).

Bakteri Strainlerinin Etki Mekanizmalarimin Belirlenmesi
Proteaz Aktivitesi

Bakteri strainlerinin proteaz iiretimlerinin belirlenmesi amactyla. Skim Milk Agar (SMA; 15 skim
milk, 0.5 g yeast extract ve 9.3 g agar — 1 L sdH-0) kullanilmistir. Strainlerin 24 saatlik kiiltiirlerinden
alinan koloniler nokta inokiilasyon yontemiyle besiyerine aktarilmis ve petri kaplar1 27°C’de 5 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda koloniler etrafinda olusan hidroliz zonlarmin ¢aplar1 (cm)

Ol¢iilmiis ve proteaz aktivite diizeyleri bu zonlarin genisligine gore degerlendirilmistir (Ullah et al.,
2017).

Seliilaz Aktivitesi

Bakterilerin seliilaz aktivitesi. Saha ve ark. (2006) tarafindan tanimlanan Carboxymethylcellulose
(CMC) besiyeri kullanilarak belirlenmistir (10 g karboksimetilseliiloz, 2 g tripton, 4 g KH2PO4, 4 g
Na:HPOs, 0.2 g MgS0O. 7H-20, 0.001 g CaCl> 2H-0, 0.0004 g FeSO4+ 7H20. 15 g agar; pH 7). Bakteri
strainleri, NA’da 24 saat inkiibasyon sonrast CMC besiyerine inokule edilmistir. Petri kaplar1 37°C’de
5 giin inkiibe edilmis, ardindan yiizeyleri %0.1°1lik kongo kirmizis1 ¢ozeltisi ile kaplanarak 20 dakika
bekletilmistir. Stirenin sonunda ¢6zelti uzaklastirilmis ve petri yiizeyleri 10 ml 1 M NaCl ile kaplanarak
5 dakika bekletilmistir. Hidroliz sonucu olusan saydam zon seliilozun pargalandigini géstermis ve sonug
pozitif olarak kaydedilmistir.

Kitinaz Aktivitesi

Koloidal kitin hazirlamak i¢in. 5 gram kitin tozu (C9752, Sigma-Aldrich Co, USA) 60 ml derisik
HCl igerisine eklenmis, kuvvetlice karistirilmis ve 4°C’de buzdolabinda bir gece bekletilmistir. Karigim,
siddetli karistirma esliginde iki litre buz soguklugunda Et-OH (%%95) igerisine ilave edilmis ve 22°C’de
bir gece inkiibe edilmistir. Olusan ¢okelti, 4°C’de 6.000 x g’de 25 dakika santrifiij edilerek toplanmuistir.
Elde edilen ¢okelti, koloidal kitin nétr pH’a (pH 7.0) ulasincaya kadar steril saf su ile yikanmis ve
ardindan 4°C’de muhafaza edilmistir (Kuzu et al., 2012).

Biyokontrol etkisi belirlenen 9 strainin kitinaz aktiviteleri CHDA (Chitinase-Detection Agar)
besiyerinde test edilmistir. NA’da 48 saat boyunca gelistirilen bakteri kolonileri, CHDA besiyerine (0.65
g Na:HPO4, 1.5 g KH2POs, 0.5 g NH4Cl, 0.12 g MgSOs, 0.005 g CaClz, 0.25 g NaCl, 15 g agar. %l
koloidal kitin/L; pH=6.5) nokta inokulasyon yontemiyle aktarilmistir. Petri kaplar1 27°C’de 5 giin
inkiibe edilmis olup, bakteri kolonileri ¢evresinde olusan saydam zon kitinaz aktivitesinin pozitif
gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Antagonist Bakteri Strainleri Tarafindan Hidrojen Siyaniir (HCN) Uretiminin Belirlenmesi

Bakteri strainlerinin HCN {iretimi, Bakker ve Schippers (1987) tarafindan bildirilen yonteme gore
nitel olarak degerlendirilmistir. Antagonist bakteri strainleri, King B besiyerine ¢izgi asilama yontemi
ile inokule edilmistir. Petri kaplarinin kapaklarinin i¢ yiizeyine, pikrik asit ¢ozeltisi ile nemlendirilmis
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steril filtre kagitlar1 yerlestirilmis ve kaplar parafilm ile hava gecirmeyecek sekilde kapatilarak 27°C’de
48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda filtre kagidinin renginin saridan kahverengi veya
kirmizimsi kahverengi tonlarina doniismesi, HCN iiretiminin pozitif bir gostergesi olarak kaydedilmistir.

Antagonist Bakteri Strainleri Tarafindan Siderofor Uretiminin Belirlenmesi

Bakteri strainlerinin siderofor {iiretimi. Crom Azurol S (CAS) agar besiyeri kullanilarak
degerlendirilmistir. Petri kaplar1 dort esit boliime ayrilarak, her bir bolgeye farkli antagonist bakteri
strainleri hat asilama yoOntemiyle inokule edilmis ve 27°C’de 5 giin silireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda bakteri gelisim alani etrafinda turuncu renkli bir zon olusmasi, siderofor
tiretiminin pozitif gostergesi olarak kabul edilmistir (Louden et al., 2011).

Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS (Version 20.0) istatistik programinda varyans analizine tabi tutulmus ve
uygulamalar arasindaki farklar Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile belirlenmistir (P<0.05).
BULGULAR VE TARTISMA
Hastalikh ve Saghkl Bitki Orneklerinden izole Edilen Bakteri Strainleri

Hastalikl1 biber bitkilerinin yapraklarindan yapilan izolasyon sonucunda 34 bakteri straini elde
edilmistir. Saglikli biber bitkilerinin yapraklarindan 12, Sinapis arvensis bitkisinden 11 (Kokten; 8,
yapraktan 3). Setaria viridis’den 12 (Kokten 7, yapraktan 5) ve Amaranthus retroflexus ‘dan 18 (kokten
12, yapraktan 6) olamak iizere toplam 53 bakteri straini izole edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Antagonistik bakteri strainlerin izolasyon sonuglar
Table 2. Isolation results of antagonistic bacterial strains

Strain No Bitki Strain No Bitki
DYS-1 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-28 Biber-Yaprak
DYS-2 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-29 Biber-Yaprak
DYS-3 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-30 Biber-Yaprak
DYS-4 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-31 Setaria viridis-Kok
DYS-5 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-32 Setaria viridis-Kok
DYS-6 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-33 Setaria viridis-Kok
DYS-7 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-34 Setaria viridis-Kok
DYS-8 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-35 Setaria viridis-Kok
DYS-9 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-36 Setaria viridis-Kok
DYS-10 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-37 Setaria viridis-Kok
DYS-11 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-38 Setaria viridis-Yaprak
DYS-12 Amaranthus retroflexus-Kok DYS-39 Setaria viridis-Yaprak
DYS-13 Amaranthus retroflexus-Yaprak DYS-40 Setaria viridis-Yaprak
DYS-14 Amaranthus retroflexus-Yaprak DYS-41 Setaria viridis-Yaprak
DYS-15 Amaranthus retroflexus-Yaprak DYS-42 Setaria viridis-Yaprak
DYS-16 Amaranthus retroflexus-Yaprak DYS-43 Sinapis arvensis-Kok
DYS-17 Amaranthus retroflexus-Yaprak DYS-44 Sinapis arvensis-Kok
DYS-18 Amaranthus retroflexus-Yaprak DYS-45 Sinapis arvensis-Kok
DYS-19 Biber-Yaprak DYS-46 Sinapis arvensis-Kok
DYS-20 Biber-Yaprak DYS-47 Sinapis arvensis-Kok
DYS-21 Biber-Yaprak DYS-48 Sinapis arvensis-Kok
DYS-22 Biber-Yaprak DYS-49 Sinapis arvensis-Kok
DYS-23 Biber-Yaprak DYS-50 Sinapis arvensis-Kok
DYS-24 Biber-Yaprak DYS-51 Sinapis arvensis-Yaprak
DYS-25 Biber-Yaprak DYS-52 Sinapis arvensis-Yaprak
DYS-26 Biber-Yaprak DYS-53 Sinapis arvensis-Yaprak
DYs-27 Biber-Yaprak
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Bakteri Strainlerinin Tiitiinde HR Testi ile Patojenitelerinin Degerlendirmesi

Tiitiinde gerceklestirilen HR testi sonucunda, hastalikli biber yapraklarindan elde edilen 34
strainden 26’sin1n patojenik 6zellikte oldugu belirlenmistir. Strainlerden AK-17’in %84 hastalik siddeti
degeriyle en viriilent patojen oldugu tespit edilmistir. Saglikl bitki 6rneklerinden elde edilen strainlerin
ise tiitlinde lokal nekroza neden olmadiklar1 ve patojenik 6zellik tasimadiklar tespit edilmistir. Bakteri
strainlerine ait hastalik siddetinin sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Bakteri strainlerinin fasulyede olusturdugu hastalik siddeti
Table 3. Disease severity caused by bacterial strains on bean plants

Sira No Strain No Hastalik Siddeti Sira No Strain No Hastalik Siddeti
(%) (%)

1 AK-1 80.00+1.15%¢" 16 AK-16 60.00+1.159
2 AK-2 72.00+3.46¢ 17 AK-17 84.00+1.15°
3 AK-3 60.00+2.899 18 AK-18 46.00£1.15
4 AK-4 71.33+0.67¢ 19 AK-19 50.00+1.15™
5 AK-5 46.00+2.31" 20 AK-20 72.00+1.15¢
6 AK-6 76.00+1.15% 21 AK-21 80.00+1.15>4
7 AK-7 66.00+0.58f 22 AK-22 66.00+1.15f
8 AK-8 80.00+0.58"4 23 AK-23 78.00+1.15%
9 AK-9 52.00+£2.31" 24 AK-24 72.00£1.15¢
10 AK-10 52.00+3.46" 25 AK-25 60.00+1.159
11 AK-11 80.00+1.734 26 AK-26 66.00+1.15f
12 AK-12 66.00+1.15f 27 Negatif kontrol 0.00+0.00%
13 AK-13 66.00+1.73" 28 PK (BS-120) 90.00+1.152
14 AK-14 60.00+0.589 29 F 120.443
15 AK-15 82.33+0.88% 30 p value 0.000**

*Veriler 3 tekerriir ortalamasidir.
**Tabloda verilen degerler, p< 0.01 énem seviyesinde anlamli bulunmustur. PK: Pozitif kontrol

\‘.

Sekil 2. Patojenite testi sonucunda olusan lekeler
Figure 2. Lesions formed as a result of the pathogenicity test
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Bakteri Strainlerinin Yag Asidi Metil Ester (YAME) Analizi ile Tam1 Sonuclari

Bakteri strainlerinin saflastirilan yag asitlerinin ¢esit ve miktarlarina (%) dayali olarak yapilan
Y AME analizi sonuglar1 Tablo 4’te verilmistir. Analiz sonucunda bes farkli cinse ait 53 strain [Bacillus
subtilis (15). Pseudomonas putida (10), Bacillus pumilus (6), Bacillus cereus (5), Pseudomonas
fluorescens (5), Bacillus megaterium (2), Bacillus atrophaeus (3), Bacillus mycoides (2), Micrococcus
luteus (2), Paenibacillus validus (1), Bacillus thuringiensis israelensis (1) ve Kluyvera cryocrescens (1)]
tiir seviyesinde tanilanmigtir. Hastalikli bitkilerden elde edilen 26 strain ise %67- %81 benzerlik indeksi
ile Xav olarak tespit edilmistir.

Tablo 4. Bakteri strainlerin YAME Analizi Tan: Sonucu
Table 4. Identification results of bacterial strains based on FAME analysis

Strain No Tam Sonucu Bi (%)  Strain No Tam Sonucu Bi (%)

DYS-1 Bacillus subtilis 71 DYS-28 Bacillus cereus 90
DYS-2 Pseudomonas florescens 75 DYS-29 Bacillus subtilis 65
DYS-3 Bacillus subtilis 54 DYS-30 Pseudomonas putida 71
DYS-4 Pseudomonas putida 79 DYS-31 Bacillus cereus 70
DYS-5 Bacillus pumilus 58 DYS-32 Bacillus subtilis 44
DYS-6 Bacillus pumilus 57 DYS-33 Psedomonas putida 86
DYS-7 Pseudomonas florescens 93 DYS-34 Bacillus subtilis 80
DYS-8 Pseudomonas putida 54 DYS-35 Bacillus subtilis 74
DYS-9 Bacillus pumilus 64 DYS-36 Pseudomonas florescens 74
DYS-10 Bacillus subtilis 62 DYS-37 Micrococcus luteus 70
DYs-11 Bacillus subtilis 76 DYS-38 Bacillus subtilis 88
DYS-12 Bacillus subtilis 67 DYS-39 Micrococcus luteus 65
DYS-13 Bacillus cereus 50 DYS-40 Pseudomonas putida 90
DYS-14 Pseudomonas putida 78 DYS-41 Pseudomonas putida 73
DYS-15 Bacillus subtilis 80 DYS-42 Pseudomonas fluorescens 78
DYS-16 Pseudomonas florescens 60 DYS-43 Bacillus pumilus 75
DYS-17 Pseudomonas putida 72 DYS-44 Bacillus atrophaeus 59
DYS-18 Bacillus subtilis 85 DYS-45 Bacillus subtilis 57
DYS-19 Bacillus subtilis 81 DYS-46 Bacillus cereus 77
DYS-20 Paenibacillus validus 48 DYS-47 Bacillus thuringiensis 84
DYS-21 Bacillus subtilis 74 DYS-48 Pseudomonas putida 70
DYS-22 Bacillus cereus 87 DYS-49 Bacillus pumilus 68
DYS-23 Bacillus artophaeus 58 DYS-50 Psedomonas putida 55
DYS-24 Bacillus megaterium 65 DYS-51 Bacillus atrophaeus 76
DYS-25 Kluyvera cryocrescens 57 DYS-52 Bacillus mycoides 79
DYS-26 Bacillus megaterium 65 DYS-53 Bacillus mycoides 55
DYs-27 Bacillus pumilus 72

Antagonist Bakteri Strainlerin Bitki Biiyiimesini Destekleyici Ozelliklerinin ve Etki
Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Calismada patojene karst antagonistik etkileri belirlenen bakteri strainleri arasinda azot
fiksasyonu, fosfor ve potasyum ¢oziiniirligii ile ACC deaminaz aktivitesi bakimindan farkliliklar
gozlenmistir. Bacillus artophaeus strain DYS-23 hari¢ strainlerin tamaminin azot fikzasyon 6zelligi
pozitif bulunmustur. Test edilen biitiin strainlerin fosfor ¢cozme 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir.
Potasyum ¢oziiniirliigii bakimindan Bacillus subtilis strain DYS-29 ve Bacillus atrophaeus strain DY S-
44 strainlerinin pozitif, digerlerinin negatif 6zellikte olduklar1 saptanmistir. ACC deaminaz aktivitesi ise
Bacillus pumilus strain DY S-5, Pseudomonas putida strain DYS-17, Paenibacillus validus strain DY S-
20 ve Bacillus subtilis strain DYS-29’da belirlenmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Bakteri strainlerinin Azot Fiksasyonu. Fosfor ve Potasyum Céziiniirligii ile ACC Deaminaz Aktivite Ozellikleri
Table 5. Nitrogen Fixation. Phosphorus and Potassium Solubilization. and ACC Deaminase Activity Characteristics of
Bacterial Strains

Strain No N P K ACCD

Bacillus pumilus strain DYS-5 + + - +
Bacillus pumilus strain DYS-6 + + - -
Pseudomonas florescens strain DYS-7 + + - -
Pseudomonas putida strain DYS-17 + + - +
Paenibacillus validus strain DYS-20 + + - +
Bacillus artophaeus strain DYS-23 - + - -
Bacillus subtilis strain DYS-29 + + + +
Bacillus atrophaeus strain DYS-44 + + + -
Bacillus subtilis strain DYS-45 + + - -

N: Azot fiske etme 6zelligi. P: Fosfor ¢6zme 6zelligi. K: Potasyum ¢ézme 6zelligi. ACCD: 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate deaminase

Azot (N) fiksasyonu, fosfor (P) ve potasyum (K) ¢o6ziiniirliigii ile aminocyclopropane-1-
carboxylate deaminase (ACCD) aktivitesine sahip bakteri strainlerinin dagilim: Venn diyagrami ile
gosterilmistir (Sekil 3). Diyagramda renkler her bir bitki biiylimesini tesvik edici mekanizmayi,
kesisimlerdeki degerler ise bu mekanizmalar1 birlikte tasiyan strain sayilarimi ifade etmektedir.
Diyagrama gore dort aktivitenin tamaminda pozitif 6zellik sergileyen yalnizca bir strain bulunmaktadir.
Bunun yant sira bir strainin N, P ve K aktivitelerini birlikte pozitif gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ii¢
strainin N ve P aktivitelerini birlikte pozitif olarak sergiledigi goriilmiistiir. Ug diger strainin ise N, P ve
ACCD aktivitelerinde pozitif, buna karsilik K aktivitesinde negatif oldugu tespit edilmistir. Sekilde
ayrica yalnizca tek bir strainin yalnizca P aktivitesinde pozitif, diger aktivitelerde ise negatif oldugu
belirlenmistir. Alt kistmda yer alan ¢ubuk grafik, her aktivitenin tek basina gézlendigi strain sayilarini
gostermekte olup N aktivitesi 8, P aktivitesi 9, ACCD aktivitesi 4 ve K aktivitesi ise yalnizca 2 strain
tarafindan pozitif olarak sergilenmistir.

Calisma kapsaminda tiim antagonistik bakteri strainlerini proteaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Pseudomonas fluorescens straini DY S-7, Bacillus atrophaeus straini DYS-23 ve Bacillus
subtilis straini DYS-45 disindaki tiim strainlerin seliilaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Buna
karsin, kitinaz aktivitesi yalnizca Paenibacillus validus straini DYS-20’de pozitif sonu¢ vermistir.
Strainler HCN {iiretimi agisindan degerlendirildiginde ise Bacillus pumilus straini DYS-5, Pseudomonas
fluorescens straini DYS-7 ve Bacillus atrophaeus straini DY S-23 disindaki diger strainlerin HCN {iretim
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, test edilen bakteri strainlerinden besinin siderofor
iiretme kapasitesine sahip oldugu saptanmistir (Tablo 5).
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Sekil 3. Azot Fiksasyonu. Fosfor ve Potasyum Coziiniirliigii ile ACC Deaminaz Aktivite Ozelliklerinin Venn Diyagrami
Figure 3. Venn diagram of Nitrogen Fixation. Phosphorus and Potassium Solubilization. and ACC Deaminase Activity

Characteristics

Tablo 6. Antagonist Bakteri Strainlerinin Biyokontrol ile Iliskili Enzim ve Metabolit Uretim Ozellikleri

Table 6. Enzyme and metabolite production properties associated with biocontrol in antagonistic bacterial strains

Strain No Proteaz Seliilaz Kitinaz HCN Siderefor

Bacillus pumilus strain DYS-5 + + - - -
Bacillus pumilus strain DYS-6 + + - + +
Pseudomonas florescens strain DYS-7 + - - - -
Pseudomonas putida strain DYS-17 + + - + -
Paenibacillus validus strain DYS-20 + + + + +
Bacillus artophaeus strain DY'S-23 + - - - +
Bacillus subtilis strain DYS-29 + + - + +
Bacillus atrophaeus strain DYS-44 + + - + +
Bacillus subtilis strain DYS-45 + - - + -
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Proteaz (yesil), seliilaz (mavi), kitinaz (kirmizi), siderofor (turuncu) ve HCN (turkuaz)
mekanizmalarina sahip bakteri strainlerinin dagilimi Venn diyagrami ile gosterilmistir (Sekil 3).
Diyagramda renkler ilgili mekanizmayi, kesisimlerdeki degerler ise bu aktiviteleri birlikte tagiyan strain
sayilarini ifade etmektedir. Diyagrama gore bes mekanizmanin tamaminda pozitif aktivite gosteren
yalnizca bir strain bulunmaktadir. Bunun yani sira, bir strain proteaz ve seliilaz aktivitelerini birlikte
pozitif olarak sergilerken, baska bir strain proteaz ve HCN aktivitelerini, bir diger strain ise proteaz ve
siderofor aktivitelerini birlikte pozitif olarak gostermektedir. Ayrica li¢ strainin proteaz, seliilaz, HCN
ve siderofor aktivitelerinin tiimiinde pozitif, ancak kitinaz aktivitesinde negatif oldugu belirlenmistir.
Buna ek olarak bir strainin proteaz, selillaz ve HCN aktivitelerinde pozitif; kitinaz ve siderofor
aktivitelerinde ise negatif oldugu tespit edilmistir. Alt kisimda yer alan ¢gubuk grafik, her mekanizmanin
ayr1 ayr1 pozitif olarak gozlendigi strain sayilarini gostermekte olup proteaz aktivitesi 9, seliilaz 6, HCN
6. siderofor 5 ve kitinaz aktivitesi ise yalnizca 1 strain tarafindan pozitif olarak sergilenmistir.

Selilaz

kitinaz

E |
Ed |
|
0 ¢ El
Size af each fisf
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Sekil 4. Proteaz. Seliilaz. Kitinaz. HCN ve Siderefor Mekanizmalarimin Venn Diyagrami
Figure 4. Venn diagram of protease. cellulase. chitinase. HCN. and siderophore mechanisms
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Aday Antagonist Bakterilerin Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria strain AK-17 Uzerindeki
in vitro Biyokontrol Etkinligi

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ya karsi antagonistik etki gosteren bakteri strainlerine
ait inhibisyon zon ¢ap1 degerleri Tablo 7°de sunulmustur. Test edilen 53 bakteriyel strain igerisinde
9’unun patojen gelisimini anlaml diizeyde engelledigi bulunmustur (p < 0.01). Inhibisyon zon ¢aplari
10.3 mm ile 20.3 mm arasinda degisiklik gdstermistir. En yiiksek biyokontrol etkisi. 20.3 = 0.8 mm zon
degeri ile Paenibacillus validus DY S-20 tarafindan sergilenmistir. Buna karsilik, Bacillus subtilis DY S-
45 straininin 10.3 + 0.8 mm zon degeri ile en diisiik antagonistik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
4).

Tablo 7. Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ya karst strainlerin antibakteriyel etkisi
Table 7. Antibacterial effects of the strains against Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

Bakteri starinleri Zon ¢api (mm)
Bacillus pumilus strain DYS-5 18.3+ 0.8%"
Bacillus pumilus strain DYS-6 15.6+0.3
Pseudomonas florescens strain DYS-7 14.3+0.3%
Pseudomonas putida strain DYS-17 16.3+0.8%¢
Paenibacillus validus strain DYS-20 20.3+0.8?
Bacillus artophaeus strain DYS-23 1.53+0.3%¢
Bacillus subtilis strain DYS-29 18.0+1.5%
Bacillus atrophaeus strain DYS-44 11.3£2.0%
Bacillus subtilis strain DY S-45 10.3+0.8°
F 9.531

*Veriler {i¢ tekerriir ortalamasidir ve ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki olarak fark yoktur.
**Tabloda verilen degerler p < 0.01 6nem seviyesinde anlamli bulunmustur.

=

Sekil 5. Paenibacillus validus DYS-20 nin patojen iizerindeki inhibisyon etkisi
Figure 5. Inhibition effect of Paenibacillus validus DYS-20 on the pathogen
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Bu ¢aligmada, biberde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria nin biyokontroliine yonelik potansiyel antagonistik bakteri strainleri arastirilmistir. Bu
kapsamda 53 bakteri strainin antagonistik aktiviteleri test edilmis ve bunlardan 9'unun patojen {izerinde
farkl1 diizeylerde inhibisyon zonu olusturarak antagonistik etki sergiledigi tespit edilmistir.
Antibakteriyel ozellik gosteren strainlerden 6'sinin Bacillus, 2'sinin Pseudomonas ve 1 tanesinin
Paenibacillus cinslerine ait oldugu belirlenmistir. S6z konusu bakteri cinslerinde yer alan tiirlerin, farkli
bitki tiirlerinden izole edildigi, biyokontrol yetenekleri, bitki biiyiimesini tesvik etme ve rizosfer
kolonizasyon kapasitesi gibi onemli Ozelliklere sahip oldugu ¢esitli arastirmalarda bildirilmistir
(Cattelan et al., 1999; Estrada-De et al., 2001; Berg et al., 2002; Kuklinsky-Sobral et al., 2004;
Rosenbluet et al., 2006; Lugtenberg et al., 2009). Bu c¢alismada tespit edilen Paenibacillus validus
straini, Xav etmenine karsit 20.3 mm’lik inhibisyon zonu olusturarak en yiiksek antagonistik etkiyi
gostermistir. Bu bulgu, Paenibacillus tiirlerinin bilinen biyokontrol potansiyelleri ile uyumlu olup,
literatiirde bu cinsin Xanthomonas campestris (Pichard et al., 1995), Phytophthora spp. (Timmusk et al.,
2009; Kim et al., 2009), Rhizoctonia solani (Kavitha et al., 2005; Chen et al., 2010), Pseudomonas
syringae (Hong et al., 2016) gibi farkli fitopatojenlere karsi antagonistik etkiler gosterdigini bildiren
caligmalar tarafindan desteklenmektedir. Dolayisiyla, P. validus DYS-20 straini, biber bakteriyel leke
hastaliginin biyolojik miicadelesinde potansiyel bir biyokontrol etmeni olarak iimit verici bir aday olarak
one ¢ikmaktadir. Mevcut ¢alismada, biberde bakteriyel leke hastaligi etmenine kars1 antagonistik etki
gosteren 6 bakteri straininin Bacillus tiirlerine ait oldugu ve bu strainlerin farkli biiytikliiklerde
inhibisyon zonlar1 olusturdugu belirlenmistir. In vitro antibakteriyel etkinlik diizeylerindeki bu
varyasyon, Bacillus spp.’nin {irettigi biyoaktif sekonder metabolitlerin yapisal ve fonksiyonel
cesitliliginin biyokontrol etkinligi tizerinde belirleyici bir rol oynadigini gostermektedir (Im et al., 2020).
Nitekim Bacillus tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesinin, sentezledikleri antibiyotik bilesiklerin tiirii ve
miktarina bagl olarak degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir (Meena and Kanwar, 2015). Ayrica,
Bacillus temelli biyokontrol etmenlerinin biyoaktif metabolit iiretim diizeyinin sicaklik, pH ve oksijen
miktar1 gibi ¢cevresel faktorlerden 6nemli 6lclide etkilendigi de ifade edilmektedir (Etesami et al., 2023).
Bununla birlikte, Bacillus spp., toprak ve rizosfer ekosistemlerinde gram pozitif bakteri popiilasyonunun
yaklasik %95’1n1 olusturarak baskin bir cins olarak yer almakta ve sahip oldugu metabolik ve genetik
cesitlilik sayesinde degisken cevresel kosullara yiiksek adaptasyon yetenegi gosterdigi bilinmektedir
(Prashar et al., 2014; Etesami et al., 2023). Bu 6zellikleri, Bacillus cinsini tarimsal uygulamalarda yaygin
olarak tercih edilen ve yliksek biyokontrol potansiyeli sunan bir mikrobiyal etmen haline getirmektedir
(Blake et al., 2021). Bacillus tiirlerini tarimda degerli kilan temel 6zellikler arasinda, hizli ¢ogalma
kabiliyeti, spor olusturma yoluyla ekstrem kosullara dayaniklilik, genis spektrumlu biyoaktif metabolit
sentezi ve bitkilerde sistemik diren¢ mekanizmalarin1 uyarma yetenekleri yer almaktadir (Butcher et al.,
2007, Wang et al., 2014; Fira et al., 2018). Ayrica Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen ribozomal
peptitlerin genis antibakteriyel etki spektrumuna sahip oldugu ve etkili biyokontrol etmenleri olarak
degerlendirilebilecegi belirtilmektedir (Hammami et al., 2009).

Bu calismada biber bitkilerinden izole edilen Bacillus cinsine ait bakteri strainlerinin X.
axonopodis pv. vesicatoria etmenine karsi antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Nitekim
literatiirde de Bacillus tiirlerinin Xav gelisimini baskilayarak bitkilerde hastalik siddetini azalttigi ve
bitkilerin hastaliga karsi direncini artirdig1 cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Ornegin, saglhikli
domates yapraklarindan izole edilen Bacillus pumilus ve Paenibacillus macerans tiirlerinin Xav
gelisimini inhibe ederek domates bitkilerini hastaliga karsi korudugu bildirilmistir (Lanna Filho et al.,
2010). Benzer sekilde, domates govdesinden izole edilen Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus
pumilus’tan elde edilen protein fraksiyonlarinin Xav’ye kars1 bitkide dayaniklilik tepkilerini uyardigi ve
savunma mekanizmalarin aktive ettigi belirlenmistir (Lanna Filho et al., 2013). Bu bulgular, Bacillus
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tiirlerinin yalnizca dogrudan antibakteriyel aktivite gostermedigini, ayn1 zamanda konukcu bitkide
savunma yanitlarini gii¢lendirerek hastalik baskilanmasina katki sagladigini gostermektedir.

Mevcut arastirmada izole edilen Pseudomonas fluorescens straininin Xav 'ye karst 14.3 mm’lik
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Bu bulgu, literatiirde P. fluorescens’in g¢esitli bitki
patojenleri iizerinde baskilayici etkiye sahip oldugunu bildiren ¢alismalarla uyumludur. Ornegin, P.
fluorescens F113’iin patates yumusak ¢iiriikliikk etmeni Erwinia carotovora’yi inhibe ettigi bildirilmistir
(Cronin et al., 1997). Ayrica P. fluorescens tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin. Xanthomonas ve
Pseudomonas cinsine ait g¢esitli fitopatojen strainlere karsi belirgin antimikrobiyal aktivite gosterdigi
ifade edilmistir (Fischer et al., 2012; Godino et al., 2016). S6z konusu bakteriyosinlerden SF4c
tailosininin Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Bv5-4a hiicre zarina baglanarak hiicre igeriginin
hizla sizmasina neden oldugu ve bunun sonucunda bakteri dliimiine yol actig1 gosterilmistir (Fernandez
et al.,, 2017). Bununla birlikte, baz1 ¢alismalarda Pseudomonas fluorescens strainlerinin Xav’nin
biyolojik miicadelesinde etkisiz kaldig1 da bildirilmistir. Ornegin Almast (2023), P. fluorescens strain
MEFY72’nin Xav’ye kars1 inhibisyon etkisi gostermedigini rapor etmistir. Bu sonuglar. P. fluorescens’in
biyokontrol etkinliginin strain diizeyinde degiskenlik gosterdigini ortaya koymakta ve biyokontrol
etmeni segiminde strain spesifik degerlendirmelerin dnemine isaret etmektedir. Ote yandan bazi
arastirmalarda, in vitro kosullarda fitopatojenlere karsi en etkili antagonistik etkiyi ¢ogunlukla floresan
Pseudomonas tiirlerinin  gosterdigi  bildirilmistir. Nitekim Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm)’e kars1 yiiriitiilen ¢alismalarda. en gii¢lii antagonistik aktivitenin gram negatif ve
ozellikle floresan Pseudomonas strainlerinde gozlendigi rapor edilmistir (Boudyach etal., 2001; Amkraz
et al., 2010; Akat et al., 2011). Bununla birlikte farkli arastiricilar, Cmm’ye kars1 Bacillus pumilus,
Bacillus velezensis, Bacillus subtilis ve B. amyloliquefaciens gibi tiirlerin de basarili antagonistler
olabilecegini gostermistir (Abo-Elyousr et al., 2019; Gautam et al., 2019; Laird et al., 2020). Bu bulgular,
bitki patojenlerine karsi antagonistik etkinligin tiir diizeyinde degil, strain diizeyinde g¢esitlilik
gosterebilecegini ve biyokontrol etmeni se¢ciminde her strainin ayr1 olarak degerlendirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir.

Calisma sonucunda bakteri strainlerinin ¢esitli bitki gelisimini tesvik edici mekanizmalara sahip
oldugu belirlenmigstir. Strainlerin 8’inin azot fikse edebildigi, 9’unun fosfor ¢6zme yetenegine sahip
oldugu, 2’sinin potasyumu ¢ozebildigi ve 4 strainin ACC-deaminaz enzimi {rettigi tespit edilmistir.
Cesitli calismalarda bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin etki mekanizmalar1 arastirilmis, strainlerin
azot fikse etmelerinin, fosfat ve potasyumun ¢oziiniirliiglinii artirmalarimin bitki gelisiminde énemli bir
rol oynadig1 (Khan et al., 2010; Wang et al., 2019; Cakmaker et al., 2008; Sunyar et al., 2024), mevcut
besin maddelerinin miktarinin artirilmasi ve bunlarimn bitki tarafindan kullanilabilir hale getirilmesi ile
bitkilerin hastaliklara karsi dayanikliliginin olumlu yonde etkilendigi (Watanabe et al., 2004)
bildirilmistir. Ayrica, bakteri strainlerinin ACC-deaminaz enzimine sahip oldugu ve bu enzimin ¢esitli
stres kosullarinda bitki biiylimesinin tesvikinde 6nemli oldugu ortaya konulmustur (Tsolakidou et al.,
2019; Ratnaningsih et al., 2023).

In vitro olarak test edilen bakteri strainlerinin proteaz. kitinaz ve seliilaz litik enzimlere sahip
oldugu belirlenmistir. Proteaz enzimine sahip bakterilerin, hastalik etmenlerinin hiicresel yapilarinda
bulunan proteinleri parcalayarak patojen gelisimini baskiladig1 ve aym1 zamanda bitkilerde sistemik
dayaniklilig1 uyararak hastaliklara kars1 direng gelistirilmesine katki sagladigi bildirilmektedir (Harrison
ve Bonning, 2010; Elhalag et al., 2016). Benzer sekilde seliillaz ve kitinaz gibi litik enzimleri
sentezleyebilen (Kundan et al., 2015; Widnyana, 2018) ve HCN gibi antimikrobiyal bilesikleri iiretebilen
bakterilerin fitopatojenlerin gelisimini inhibe ettikleri rapor edilmistir (Blumer and Haas, 2000). Bu
caligmada incelenen 9 bakteri straininden 5’inin siderofor iiretme potansiyeline sahip oldugunun
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belirlenmesi, strainlerin demir sinirli ortamlarda bitki ile etkilesimini giiglendirerek hem biyokontrol
etkinligine hem de bitki biliylimesini tesvik mekanizmalarina katki saglayabilecegini gostermektedir.
Nitekim literatiirde sideroforlarin bitki gelisimini desteklemenin yani sira (Masalha et al., 2000; Ferreira
et al., 2019; Alpago et al., 2023) biyolojik kontrolde de 6nemli rol oynadig1 (Lopez-Reyes et al., 2017,
Arya et al., 2018; Sheng et al., 2020) ve indiiklenmis sistemik dayanikliligin uyarilmasinda gorev aldigi
belirtilmektedir (Van Loon, 2007). Ayrica sideroforlarin minerallerin bakteriler tarafindan
kullanilabilirligini artirarak diger antimikrobiyal bilesiklerin sentezini dolayli olarak tesvik edebildigi
bildirilmektedir (Joseph et al., 2007). Calismada 9 strainin 6’sinin HCN {irettiginin tespit edilmesi
literatiirde bir¢cok bakteri straininin HCN sentezleyebildigini bildiren ¢aligmalarla uyumlu olmakla
birlikte (Michelsen and Stougaard, 2012; Nandi et al., 2015; Anand et al., 2020), baz1 arastirmalarda
HCN fdiretiminin daha siirlt sayidaki strain tarafindan gercgeklestirildigi belirtilmistir (Akbaba, 2014;
Abd EI-Rahman et al., 2019; Mokrani et al., 2019; Kogak and Salman, 2023; Anak, 2025). Bu
farkliliklarin ~ bakteri tiirleri, izolasyon kaynaklar1 ve c¢evresel kosullarin degiskenliginden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

SONUC

Bu ¢aligma, biberde ekonomik kayiplara neden olan Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
etmenine karsi biyolojik miicadele potansiyeli tasiyan antagonistik bakteri strainlerin belirlenmesi
amaciyla yuritiilmistiir. In vitro antagonizm testleri sonucunda 53 bakteri straininden 9’unun patojen
gelisimini baskiladigi ve bu strainlerin Bacillus, Pseudomonas ve Paenibacillus cinslerine ait oldugu
belirlenmistir. Bu strainler arasinda Paenibacillus validus strain DYS-20’nin 20.3 mm’lik inhibisyon
zonu olusturarak en yiiksek antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica patojene kars1 etkinligi
belirlene strainlerin azot fiksasyonu, fosfor ve potasyum ¢oziiniirliigii ile ACC deaminaz aktivitesi gibi
bitki gelisimini destekleyici 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Bu 6zellikler, bu bakterilerin
antibakteriyel etkinin yanisira bitki gelisimine de katki saglayabilecegini ortaya koymustur. Bununla
birlikte in vitro kosullarda elde edilen antagonistik etkinin sera ve tarla kosullarinda ¢evresel faktorler
nedeniyle farklilasabilecegi, antagonistik strainlerin kolonizasyon, ¢ogalma ve rekabet yeteneklerinin
cevre, toprak tipi ve bitki gelisim evresine bagl olarak degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir. Ayrica
patojen poplilasyonlarinin genetik ¢esitliligi de biyokontrol etkinligi {izerinde belirleyici bir faktor
olabilmektedir. Bu nedenle ¢alismadan elde edilen bulgular dogrultusunda su oneriler sunulabilir:

1. En yiiksek antagonistik etkiyi gosteren Paenibacillus validus strain DYS-20 basta olmak {izere,
antagonistic etkiye sahip strainlerin sera ve tarla kosullarinda biyokontrol etkinlikleri test edilmelidir.

2. Bakteriyel strainlerin bitki gelisimi {lizerine etkisi ve hastaliklara kars1 sistemik dayaniklilik
mekanizmalarini1 uyarma potansiyelleri belirlenmeli ve molekiiler diizeyde aragtirilmalidir.

3. Antagonistik bakteri strainlerinin bitki bitylimesini destekleyici 6zelliklerinin ve biyokontrol
mekanizmalarinin daha kapsamli sekilde ortaya konulabilmesi i¢in azot fiksasyon kapasitesinin. Fosfor
ve potasyum ¢Oziiniirliigii diizeylerinin ve enzim tretim aktivitelerinin kantitatif olarak belirlenmesi
onemlidir. Bu tiir nicel degerlendirmeler. Strainlerin hem bitki gelisimini destekleme potansiyellerinin
hem de patojen baskilama etkinliklerinin karsilastirilabilir ve uygulamaya aktarilabilir big¢imde
yorumlanmasina katki saglayacaktir.

4. Kimyasal miicadele programlarinda pestisit kullaniminin azaltilmasi i¢in biyolojik kontrol
etmenlerinin entegre edildigi siirdiiriilebilir hastalik kontrol stratejileri olusturulmalidir.
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