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izole edilmistir. Daha sonra antagonistlerin hastalik etmenine karsi olan
antimikrobiyal etkileri ikili kiiltiir, kokgilik testi, saksi ve tarla denemeleri ile
degerlendirilmigtir. Caligmalar sirasinda toplam 95 adet antagonist bakteri

Anahtar kelimeler izolat1 elde edilirken, bunlardan 21 tanesi ikili kiiltiir testlerinde hastalik

Biyokontrol, etmeninin misel gelisimini %20-82 oraninda engellemistir. Kullanilan

Tkili kiiltiir, antagonistlerin yapilan kokciik testlerinde hastalik c¢ikisint %93’e varan bir

Kokgiik testi, oranda engellemek suretiyle etkili oldugu saptanmustir. Yapilan saksi

qPCR, denemelerinde test edilen antagonistlerden bazilar1 hastalik etmenini

Phytophthora capsici. engellerken bazilarinin da hastalik siddetini arttirdigt bulunmustur. Biyolojik
miicadelenin degerlendirildigi tarla denemelerinde ise limitvar sonuglar elde
edilmistir.

Biological Control of Phytophthora Blight of Pepper with Antagonistic Bacteria

Article Info Abstract: The aim of this study was to investigate the possibilities of biological
control of Phytophthora blight in pepper by using antagonistic bacteria. For
biological control studies, antagonist bacteria were isolated from pepper roots.
Antimicrobial effects of bacterial antagonists against disease agent was tested
by dual culture, radicle assay, potting and field experiments. A total of 95
isolates of antagonists were isolated during the study, of which 21 had mycelial
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Keywords inhibition rates of 20-82% in the dual culture tests. Bacterial antagonists were
Biocontrol, found to be effective for suppression of disease development up to 93% in
Dual culture, radicle assay. Some of the antagonists tested in the pot experiments inhibited the
Radicle assay, disease, however others were found to increase disease severity. Promising
qPCR, results were obtained in field trials.

Phytophthora capsici.

1. Giris

Biber (Capsicum annuum L.) bitkilerinde Phytophthora yanikligi hastaligina neden olan
Phytophthora capsici (Leonian), biber iretimi yapilan birgok iilkede ciddi kayiplara neden olan
oomycete iiyesi bir hastalik etmenidir. Sulama suyunun anahtar rol oynadig: hastalik ile miicadelede
temel olarak kiiltiirel 6nlemler 6n plana ¢ikmakta (Hausbeck ve Lamour, 2004) ancak kimyasallar
(Hausbeck ve Lamour, 2004; Zhang ve ark., 2011) ve biyolojik miicadele (Akgiil ve Mirik, 2008;
Sang ve ark., 2008; Kim ve ark., 2012; Mei ve ark., 2010; Robles-Yerena ve ark., 2010; Sopheareth ve
ark., 2013; Ozyilmaz ve Benlioglu, 2013) ile ilgili yapilmis bircok ¢alisma da bulunmaktadir.
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Gilinlimiizde kimyasal pestisitlerin kullanimi ile ilgili kat1 diizenlemeler yapilmis ve bir¢ok tehlikeli
kimyasalin pazardan g¢ekilmesi i¢in diinyada politik baskilar uygulanmaktadir. Bundan dolay1 birgok
aragtirict bu sentetik kimyasallara alternatif kontrol yontemleri {lizerine yogunlasmistir (Pal ve Mc
Spadden Gardener, 2006). Ayrica bu tiir kimyasallara karsi etmenin dayaniklilik olusturmasi ve
fitotoksisitenin meydana gelmesi baska bir handikaptir (Parra ve Ristaino, 2001; Hausbeck ve Lamour,
2004; Qi ve ark., 2012; Pang ve ark., 2013). Biyolojik miicadele; uygulanabilir, doga dostu bir
alternatif olarak kabul gérmektedir.

Topraktaki mikroorganizma popiilasyonunun arastirilmasinda (Fierer ve ark., 2005) ve
biyokontrol ¢alismalarinda (Sanzani ve ark., 2014) kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitative
polymerase chain reaction [qPCR]) yontemi basariyla kullanilmaktadir. Son yillarda popiiler olan
qPCR yonteminden hedef niikleik asitlerin saptanmasinda ve miktarinin belirlenmesinde hizli, hassas,
basit, yiiksek dogrulukta ve ucuz olarak yararlanilmaktadir.

Bu calisma ile saglikli biber bitkileri koklerinden izole edilen antagonist bakterilerin
Phytophthora yaniklig1 hastaligina olan etkinligi ikili kiiltiir, kokeiik testleri, saks1 ve tarla denemeleri
ile degerlendirilmis ve ayrica saksi denemelerinde uygulamalara ait bitki ve toprak Orneklerinde
etmenin kantitatif olarak qPCR ydntemi ile belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

Calismada Phytophthora capsici izolat1 olarak Aydin ili Kogarli ilgesinden izole edilen,
viriilensi yliksek, tanis1 yapilmis bir izolat olan PcK1 kullanilmistir. Calismanin tiim asamalarinda
California Wonder ¢esidi biber bitkilerinden yararlanilmistir. Saks1 c¢aligmalar1 16 saat 151k 8 saat
karanlik fotoperiyotlu 26°C’ye ayarl iklim odasinda yiiriitiilm{istiir.

2.1. Antagonist bakteri izolasyonu

Antagonist aday1 bakteriler, Aydin’in Cine, Karpuzlu, Kosk il¢elerinde biber ekimi yapilan
tarlalarda, saglikli biber bitkisi koklerinin ylizeyinden, 2013 yili Mayis-Eyliil aylarinda izole
edilmistir. Kok ornekleri 3 gram tartilmig ve 27 ml %0.85 NaCl i¢inde 1 dakika stomacher karistirict
(BagMixer®) ile ¢alkalanmigtir. Calkalama sivisindan seyreltme serileri hazirlanmis ve 100 ppm
cycloheximide iceren King B besi yerine yayilarak ekilmistir. 25°C’de 4 giin inkubasyonun ardindan
farkli morfolojiye sahip bakteri kolonilerinden saflastirma yapilmistir (Berg ve ark., 2002).

2.2. kili kiiltiir cahsmalari

Antagonist aday1 bakterilerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi amaciyla ikili kiiltiir
testleri yapilmistir. Bunun i¢in PDA besi yerinin merkezinden 2.5 cm uzakliktaki dort esit noktaya 10
ul bakteri siispansiyonu damlatilmis ve 24 saat sonra hastalik etmenine (PcK1) ait 1 cm g¢apl misel
plagi merkeze konulmustur. Bakteri inokulasyonu yapilmamis sadece hastalik etmenine ait misel plagi
bulunan bir besi yeri ise kontrol olarak birakilmigtir. 25°C sicaklikta inkubasyona birakilan petrilerde
degerlendirme kontrol petrisindeki miseliyal gelisim 5 cm ¢apa ulastigi zaman yapilmistir. Olusan
engelleme zonlar1 Slgiilmiis ve etki oranlar1 hesaplanmistir (Ozyilmaz, 2007). Denemeler 4 tekerriirlii
ylritiilmistiir. Etki gosteren antagonistler %20 gliserin iceren Nutrient Broth besi yerinde -80°C’de
stoklanmugtir.

2.3. Kokeiik testi

Bitki, patojen ve antagonist bakterinin petri kabinda bir araya getirildigi kokgiik testi ile
antagonist bakterilerin hastaliga olan durdurucu etkisine bakilmistir. Saglikli goriilen biber tohumlari
yikanmis, ylizey dezenfeksiyonu yapilmis ve durulanmistir. Tohumlar nemlendirilmis filtre kagitlar
bulunan petrilerde ii¢ giin bekletilmis ve ¢imlendirilmigtir. Homojen ¢imlenen tohumlar 10 mM
MgSO igindeki 10° hiicre/ml bakteri siispansiyonunda {i¢ saat bekletilmis ve daha sonra steril kurutma
kagitlar1 tizerinde bekletilerek nemi alinmistir. %0.02 glikoz igeren su agarda bes giin gelisen P.
capsici (PcK1) izolatinin kenaria tohumlar 10’ar adet dizilmis ve petriler 26°C de 16 saat 151k 8 saat
karanlik fotoperiyotta inkubasyona birakilmistir. Ug giin sonra bakteri uygulamasi yapilmayan kontrol
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petrilerdeki  kokgiiklerin  kararmasiyla degerlendirmeler yapilmistir (Sang ve ark., 2008).
Degerlendirmede saglikli kalan tohumlarin orani hesaplanmistir. Testler tesadiif parselleri deneme
desenine gore 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmistiir. Kontrol olarak; patojen bulunan ve bulunmayan iki
ayr1 karakterde tohumlar sadece 10 mM MgSOy i¢inde bekletilmistir.

2.4 Tanllama ¢calismalar:

Calismada ikili kiiltiir ve kokgiik testlerine gore etkili bulunan antagonist bakteri izolatlarinin
degerlendirilmesine yardimci olmasi i¢in; gram reaksiyonu, KB besi yerinde UV 151k altinda 1s1ma
verme, spor olusumu igin sicaklik testi, tiitinde asir1 duyarlilik reaksiyonu ve 37°C’de gelisme
yetenekleri saptanmigtir (Klement ve ark., 1990; Schaad ve ark., 2001). Bitkilerde bakterilere karsi
olusabilecek bir hassasiyetin belirlenmesi ve bu izolatlarin elenmesi amaciyla tiitiinde asir1 duyarlilik
testleri yapilmistir. Ayrica izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizi yapilarak molekiiler diizeyde
tanilanmaya c¢alisilmistir. Bunun i¢in 24 saatlik bakteri kiiltiirlerinden su igine hazirlanan
siispansiyonlar steril santrifiij tiipler i¢inde kaynatilmis ve santrifiij edilmistir. Siipernatant PCR
caligmasinda kalip olarak kullanilmigtir. Amplifikasyon, 40 pul PCR karigimi iginde 4 pl kalip DNA
olacak sekilde 27F/1492R primer ¢iftleri (Lane, 1991) kullanilarak gerceklestirilmistir (27F: 5’-AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’, 1492R: 5°-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3°). PCR
kosulu 35 dongii olacak sekilde; 94°C de 10 sn, 55°C de 15 sn ve 72°C de 20 sn olarak ayarlanmus,
ayrica 94°C de 1 dk baslangi¢ denatiirasyonu ile 72°C de 5 dk son uzama adimlari programa
eklenmistir. Amplifikasyonun gerceklesip gergeklesmediginin belirlenmesi amaciyla iriinler jel
elektroforez yontemiyle yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin saflagtirilmasi ve
gen dizi analizleri Macrogen firmasia yaptirilmistir. Elde edilen diziler NCBI (The National Center
for Biotechnology Information) web sayfasinda bulunan veri tabanindan BLASTN 2.2.29 algoritmasi
kullanilarak taranmis ve eslesen olasi bakteri tiirleri ¢ikarilmaya ¢aligilmistir (Zhang ve ark., 2000).

2.5. Saks1 denemeleri

Antagonist bakterilerin hastalia olan etkilerinin arastirildigi sakst denemelerinde %l
(hacim/hacim) oraninda inokulum igeren hastalikli toprak kullanilmistir (Kurze ve ark., 2001). Plastik
saksilarda (100 ml) steril toprak harcinda yetistirilen 2-3 yaprakli biber fideleri etkinligi test edilecek
olan bakterinin 10° hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu ile 25 ml olacak sekilde bir kere
sulanmustir. Ug giin sonra bu bitkiler saksilarindan topraklari ile cikarilmis, tabaninda inokulumlu
toprak bulunan daha biiyilk bir saksiya (500 ml) yerlestirilmis ve bosluklar steril harg ile
doldurulmustur. Ayrica Bion MX 44 WG ve Ridomil Gold MZ 68 WG adli ticari ilaglar ayr1 birer
karakter olarak denemeye eklenmistir (sirasiyla 0.2 g/1, 2.5 g/l dozlarda, piiskiirtme ve i¢irme olacak
sekilde toplam 4 karakter). Degerlendirme uygulamadan 3 hafta sonra Ozyilmaz ve Benlioglu
(2013)’da belirtilen skala degistirilerek yapilmistir (0: saglkli bitki, 1: yash yapraklar solmus, 2: en
iist 2-3 yaprak hari¢ tiim yapraklar solmus, 3: tiim yapraklar solmus, 4: tiim yapraklar dokilmiis, 5:
tiim yapraklar dokiilmiis ve tim govdeyi kaplamig nekroz, tamamen olii bitki). Denemeler tesadif
parselleri deneme desenine gore 5 tekerriirlii olarak yiriitiilmiistiir.

Skala degerlendirmesinin sonunda, toprakta ve bitkide patojen miktarinin belirlenmesi i¢in
gPCR calismalar1 yapilmistir. Bunun icin kok yiizeyine yapismis topraklar alinmis, elenmis ve
MOBIO PowerSoil® DNA Isolation Kit kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmigtir. Daha sonra
bitkiler yikanarak temizlenmis, kok bogazi kalacak sekilde iist aksam uzaklastirilmig, kok-kok bogazi
homojenize edildikten sonra QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit kullanilarak DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Bu DNA ekstraktlar ile qPCR ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in ITS boélgesinden 73
be’lik bir bolgesi amplifiye eden Pcap-q-1F/R (F: 5-GGA ACC GTA TCA ACC CTT TTA GTT G-
3’, R: 5°-CGC CCG GAC CGA AGT C-3°) primer ¢ifti kullanilmisgtir (Pavon ve ark., 2008).
Reaksiyon hazir karisimi olarak EvaGreen (BioRad) kullanilmis ve RealTime PCR cihazi olarak
BioRad CFX96’dan yararlanilmistir. qPCR kosullar1 98°C’de 3 dk baslangic denatiirasyonu ile;
95°C’de 10 sn denatiirasyon, 65°C’de 5 sn annealing ve 72°C’de 30 sn uzama adimlar1 40 dongii
olacak sekilde ayarlanmigtir. Okuma FAM kanalindan uzama bitiminde yapilmistir. Ayrica, 65°C’den
95°C’ye 0.5°C adimlarla 5 sn siire beklemeli erime egrisi adimlar1 protokol sonuna eklenmistir. islem
sonunda Orneklere ait Ct degerleri belirlenmistir. qPCR c¢alismalart sirasinda, pozitif kontrol izolati
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(PcK1) DNA ekstraksiyonu seyreltme serisi yardimiyla hesaplanan standart egri denklemi kullanilarak
(verim[E] = %102, r* = 0.996, egim = -3.272, y-int = 38.476, threshold = 44.98) orneklerdeki DNA
miktarlar1 hesaplanmis ve uygulama yapilmamis hastalikli kontrol ile karsilagtirilarak antagonist
bakterilerin etkinlikleri belirlenmistir. Bu ¢alismalara ayrica, arazi ¢ikislar1 sirasinda izole edilen ve
patojenisitesi yapilmis alti adet P. capsici izolat1 (veri sunulmamistir) pozitif kontrol olarak ve stok
kiiltiirlerden temin edilmis tanis1 yapilmis Verticillium dahliae, Macrophomina phaseolina, Fusarium
oxysporum ve Phytophthora cactorum etmenlerinin DNA ekstraktlart negatif kontrol olarak dahil
edilmistir.

2.6. Tarla denemeleri

Biyolojik korumanin degerlendirildigi tarla denemeleri; 6nceden biber iiretimi yapilmamis bir
tarlada (Lat:37.760273, Lon:27.756865), tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 5 karakter ve 4
tekerriirlii olacak sekilde, 2014 yili Mayis ay1 ortasinda kurulmustur. Deneme alaninda biberlerin
dikilmesi i¢in 70 cm araliklarla sirtlar olusturulmus ve biberler 35 ¢cm ara ile bu sirtlara dikilmistir. 15
metre uzunlugunda olan sirtlarin her biri bir karakterin bir tekerriirii olarak diisiiniilmiis ve toplamda
20 sirt kullamlmistir. Denemede Pca2 ve Pcal2 antagonist bakterileri degerlendirilmistir. Biri gram
pozitif digeri gram negatif olan bakteriler, tiitiinde agir1 duyarlilik testi negatif, arazide kullanilabilecek
miktarda kitle iiretime uygun (veri sunulmamistir) ve tip literatiirinde dogrudan ya da bagisiklik
sistemi zayiflig1 hastalig1 olarak dolayli yer almayanlar i¢inden secilmeye calisilmistir. Saglikli kontrol
bitkileri hari¢ diger tiim fideler sasirtilmadan 6nce topraktaki fide dikim deliklerine 5 ml %0.5 patojen
inokulumu igeren toprak konulmus ve iizerine 20 ml temiz toprak eklenmistir. Bakteri
uygulamalarinda fideler su igine hazirlanan 10° hiicre/ml yogunlugundaki bakteri siispansiyonu iginde
yarim saat bekletildikten sonra sasirtilmistir. ilagh kontrol fideleri ise 2.5 g/l su dozunda hazirlanan
Ridomil Gold MZ 68 WG ilacinda yarim saat bekletildikten sonra dikilmistir. Hastalikli kontrol
fidelerine sadece su uygulanmistir. Sulama damla sulama seklinde yapilmistir. Haftada bir gozlem
yapilarak 6len bitkiler sayilmis, iki ay sonra sayim sonlandirilmis ve uygulamalarin hastaliga olan
etkileri hesaplanmistir. Ayrica deneme boyunca tarlanin 10 cm derinligindeki toprak sicakligi veri
kaydedici ile saatlik kaydedilmistir (Onset Hobo data logger, TMC6-HD sicaklik algilayici).

istatistik analizler

Laboratuvar, iklim odas1 ve tarla ¢caligmalarinda elde edilen verilere tek yonlii varyans analizi
yapilmistir. Ortalama degerler arasinda fark ¢ikmasi durumunda p < 0.05 diizeyinde asgari 6nemli fark
(LSD) analizleri gerceklestirilmistir.

3. Bulgular
3.1. Antagonist bakteri izolasyonu

Yapilan arazi ¢ikislarinda toplanan saglikli biber bitkilerinin kdklerinden toplam 95 adet farkli
koloni morfolojisine sahip antagonist aday1 bakteri izolati elde edilmis ve saflastirilmistir. izolasyon
calismalar1 sirasinda yapilan seyreltmelerde 102 ve 10* seyreltmelerin bakteri kolonilerinin
gdzlenmesi ve saflagtirilmasi agisindan uygun oldugu belirlenmistir.

3.2. ikili kiiltiir calismalar:

Ikili kiiltiir test sonuglarina gore 95 adet bakteri izolatindan 21 tanesinin hastalik etmenine
kars1 %20 ile %82 arasinda bir engelleme yaptigi saptanmistir. Bu izolatlarindan 10 tanesi %50 nin
iizerinde bir engelleme gostermistir. Pca6 ve Pca2 izolatlarinin hastalik etmeninin misel gelisimini
engellemesi acisindan antagonistik etkisi en yiliksek (sirasiyla %82 ve %80) izolatlar olarak
belirlenmistir (Cizelge 1).
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Sekil 1. Kokgiik testi 3. giin sonuglari (a: Kontrol ve Pcal9 uygulamasi, b: saglikli, ¢: kok¢iik ucunun
clirimesi, d: kok¢iiglin tamaminin ¢liriimest).

3.3. Kokeiik testi

Kokgeiik testlerinde baz1 kokgiiklerin saglikli kaldigi, bazilarinin da tamamen hastalandig
gdzlenmistir. Ancak bazi kokciiklerde ise sadece agara degen ug¢ kisimda lezyon olustugu, aym
sartlardaki hastaliklilara gore daha saglikli oldugu goriilmistiir (Sekil 1). Pcal9, Pca20 ve Pca2l
antagonist izolatlarinin kokgiikleri hastalik etmenine kars1 %93 oraninda korudugu goriilmiistiir. Bunu
Pcal5, Pcal, Pcal2, Pca4 izolatlar izlemistir (Cizelge 1).

3.4. Tanllama Calismalari

Antagonist bakteri izolatlarmin tanilama testlerinde; tiimiiniin hiicre sekli c¢ubuk olarak
saptanirken, bunlardan Pca2 ve Pcal3 gram pozitif digerlerinin gram negatif oldugu, spor testi
sonucunda yine bu iki izolatin 80°C sicakliga dayanarak spor olusturdugu saptanmistir. Pcal, Pca3,
Pcal2, Pcal4, Pcal5, Pcal6, Pcal7, Pcal8, Pcal9, Pca20 ve Pca2l izolatlarinin 37°C de gelismedigi
goriiliirken; Pca6, Pca8, Pca9 ve Pcall izolatlariin King B besi yerinde ultraviyole 11k altinda besi
yerine yayilir 1siyan bir pigmentasyon olusturdu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak Pcal ve Pca3
izolatiin tiitlinde asir1 duyarlilik testi sonucunun pozitif ¢iktig1 saptanmaistir.

16s TRNA sekans analizi sonucu elde edilen DNA dizilerinin veri tabani eslesmeleri (NCBI)
incelendiginde, eslesmenin %95 ve lizeri bir benzerlikle gergeklestigi goriilmiistir. Tarama
sonucunda: Pcal, Pca3: Pseudomonas mediterranea; Pca4, Pca7, Pcal7, Pcal8: Pseudomonas lini;
Pca6, Pca8, Pca9: Pseudomonas thivervalensis; Pcall: Pseudomonas brassicacearum subsp.
neoaurantiaca;, Pca5, Pcal(, Pca20, Pca2l: Pseudomonas spp., Pca2: Bacillus subtilis; Pcal?2:
Lysobacter capsici; Pcal3: Bacillus tequilensis; Pcald: Lysobacter gummosus; Pcal5: Lysobacter
enzymogenes; Pcal6: Dyella marensis; Pcal9: Stenotrophomonas maltophilia olarak belirlenmistir.

3.5. Saks1 denemeleri

Saks1 denemelerinde bitkiler hastalikli topraga sasirtildiktan 3 hafta sonra degerlendirme
yapilmig ve 0-5 skalast kullanilarak elde edilen veriler kaydedilmistir. Hastalikli kontrole gore
hastalig1 engelleme oranlart Cizelge 1°de verilmistir. Pcal8, Pcal7, Pcal9, Pca20 ve Pca3 en etkili
izolatlar olarak bulunmustur.

Ayrica ilag uygulamalarimin hem piiskiirtme hem de icerme ydntemlerinden etkili sonug
alindig: saptanmugtir (Ridomil piiskiirtme harig). Iklim odas1 biyolojik miicadele ¢alismalarinda bazi
izolatlar etkisiz olarak saptanirken bunun yaninda bazilarinin hastalikli kontroliin iizerinde bir skala
degerine sahip oldugu ve hastaligi tesvik ettigi bulunmustur.

Iklim odas1 kosullarinda yapilan biyolojik miicadele denemelerinin ardindan alman toprak ve
bitki 6rnekleri degerlendirilmis ve uygulamalarin hastalik miktarina olan etkileri qPCR testleri ile
arastirllmaya calisilmistir. Bunun i¢in ilk 6nce toprak ve bitki orneklerinden DNA ekstraksiyonu
yapilmustir. Pozitif 6rnek DNA seyreltme serisinden elde edilen formiil kullanilarak toprak ve bitki
ornekleri i¢indeki hastalik etmenine ait DNA miktarlar1 hesaplanmigtir. Bitki orneklerinde 1.6x10%
fg/gram_bitki_doku ve toprak orneklerinde 3x107 fg/gram_toprak miktarina kadar etmene ait DNA
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Cizelge 1. Biyolojik kontrol ¢aligmalar1 sonuglari

Saks1 denemesi Bitkide gPCR Toprakta gPCR

In-vitro Kokgiik testi Etmen Etmen

ikili kiiltiir (sagliklt DNA DNA
Uygulama (engelleme %) kokeiik %) Skala Engelleme %  fg/g bitki azalma fg/g toprak azalma
Pca6 82+4a 7458 cd  2.842.3efghi 7 7.25x107e <-100 1.43x107hij 6
Pca2 80+2a 0+0.0 d 442 2ghi -33 9.14x10% 100 2.98x10%abc 80
Pcal4 68+2b 0+0.0 d  3.2+2.2fghi -7 2.06x10% 54 7.93x10%f 48
Pca4 67+5bc 27423.1bc  4.2+1.8hi -40 9.59x10%b <-100 1.60x10°b 89
Pcal2 66+2bc 30£10 b 3.2+2.5efghi -7 4.37x10% 90 1.37x107ghi 10
Pcal5 62+2bc 40+£26.5b  2.242.3bcdefg 27 9.86x10% 78 1.43x107hij 6
Pca9 62+4bc 0+0.0 d  4.4+0.51 -47 1.70x10% 100 1.84x10%bc 88
Pca8 61+0c 1745.8 bc  3.8+1.1fghi -27 3.10x10% 100 3.05x1071 <-100
Pcal? 53+4d 3+58 d 040.0a 100 0.00x10% 100 2.69x10%abc 82
Pca7 5243d 10+17.3cd  2.6+2.4defghi 13 7.23x10% 84 9.79x10°%fg 35
Pcal6 47+4de 0+0.0 d  2.442.5cdefgh 20 1.48x10"b <-100 4.14x10°bcde 73
Pcal8 4549ef 0+0.0 d 040.0a 100 8.97x10% 98 2.88x107kl -90
Pca2l 424+2efg 93+11.5a  3.6+0.5fghi -20 5.66x10% 100 7.53x10%def 50
Pca20 41+2efg 93+11.5a  0.6+0.9abc 80 5.19x10% 100 1.06x107fgh 30
Pca5 40+5efg 0+0.0 d  4.4+0.51 -47 9.77x10% 98 2.20x10%bc 86
Pcall 39+0fg 0+0.0 d 242 .Tbedef 33 2.34x10% 95 1.82x107j -20
Pcal3 39+3fg 0+0.0 d  4.2+0.8hi -40 6.38x107e <-100 4.69x10°bcde 69
PcalO 37+2g 0+0.0 d  2.4+1.8cdefgh 20 2.82x107c <-100 3.72x10%bcd 75
Pcal9 37+2g 93+11.5a  0.4+0.9ab 87 6.46x10% 100 8.77x10% 99
Pca3 27+2h 1010 cd 1.6+0.9abcde 47 1.60x10%g <-100 4.73x10°bcde 69
Pcal 20421 40+£10 b 4.4+0.9i -47 4.80x10%b -8 5.60x10%de 63
Knt (H) 0+0j 0+£0.0 d 3+1 . defghi na 4.43x10%b na 1.51x107j na
Knt (S) nt 100+£0.0 a 040.0a 100 0.00x10% 100 0.00x10% 100
RP nt nt 3.6x1.1fghi -20 1.19x10%f <-100 2.65x107kl =75
RI nt nt 040.0a 100 1.29x10% 100 1.09x10°b 93
BP nt nt 0.8+1.1abed 73 3.88x107d <-100 2.55x10k -69
BI nt nt 040.0a 100 2.56x10% 42 0.00x10% 100

Siralama ikili kiiltiir test sonucuna gore yapilmstir. Cizelgedeki degerler en az 3 tekerriiriin ortalamasidir. Aym harf ile gosterilen degerler
arasinda istatistiki agidan fark yoktur (tek yonli ANOVA, LSD p < 0.05). Skala degerleri i¢in karekok, oransal degerler icin arcsin
transformasyonu yapilmistir. Negatif degerler hastalik artisin1 gostermektedir. Oransal degerler kontrol karakteri ile karsilagtirilmasi sonucu
elde edilmistir. Knt (H): Hastalikl1 kontrol, Knt (S): Saglikli kontrol, RI: Ridomil i¢irme, RP: Ridomil piiskiirtme, BI: Bion igirme, BP: Bion
piiskiirtme. nt: Test edilmedi, na: Uygulanabilir degil.

saptanmistir (Cizelge 1). Bu sekilde antagonist bakteri uygulamalarinin etmen lizerine olan etkileri
degerlendirilmistir. Bitki 6rneklerinde etmene ait saptanan DNA miktarlarina bakildiginda Pcal7,
Pca20, Pca8, Pca2l, Pcal9, Pca2 ve Pca9 un %100 oraninda kontrole gére etmene ait DNA miktarinda
azalma oldugu goriilmektedir. Bazi antagonist uygulamalarinda hastalik oraninin hastalikli kontrole
gore arttig1 saptanmistir. Toprak 6rneklerindeki DNA miktarlarina bakildiginda ise Pcal9, Pca4, Pca9,
PcaS, Pcal7 ve Pca2 izolatlariin etmene ait DNA miktarii %80 ve iizeri bir oranda azalttifi
goriilmektedir. I¢cirme seklinde yapilan ilag uygulamalarin ise etmeni toprakta biiyiik olgiide
temizledigi de bulunmustur. Baz1 antagonist bakteri uygulamalarinda kontrole gore daha fazla oranda
toprakta etmene ait DNA bulunmustur. Testlere eklenen diger pozitif kontroller de uygun birer Ct
degeri verirken, negatif kontroller Ct degeri vermemistir. Ayrica P. capsici DNA’s1 igeren 6rneklerin
hepsinde erime egrisi 79.5°C’de tepe noktasi olusturacak sekilde ve birbirinin identigi olarak
bulunmustur.

3.6. Tarla denemeleri
Tarla denemesinde dikimi takiben 2 ay boyunca her hafta tiim bitkiler incelenmis ve dlen
bitkiler kayit edilerek bir tekerriirdeki Olen bitkilerin oranlar1 belirlenmistir. Bazi olen bitkiler

laboratuvara getirilerek izolasyon yapilmis ve 6liim nedenlerinin P. capsici oldugu teyit edilmistir.
Deneme sonunda hastalikli kontrole ait bitkilerin %88’i ve Pcal2 izolatina ait bitkilerin %83’{i 6lmiis
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ve ayni grupta yer almistir. Hastaliksiz kontrolde ise ¢esitli nedenlerden dolay1 6len bitkilerin orant
%9 olarak bulunmus ve bu bitkilerden yapilan izolasyon c¢alismalarindan hastalik etmeni izole
edilmemistir. Bunu takiben ilagli kontrolde (Ridomil Gold MZ 68 WG) %26 bitki kaybi
gergeklesmistir. Pca2 izolatinda ise %47 oraninda 6len bitki saptanirken bunun istatistiki olarak ilagh
kontrol ile aynm1 grupta yer aldig1 goriilmiistiir (Sekil 2).

100 | K (H)

8 hafta sonunda 6len bitki 90
Karakterler oranlar1 ortalamasi (%) - ?8
Kontrol (Hastaliklr) 87.8 a i 60
Pcal2 83.0 a N
Pca2 46.5 ab © 30
Kontrol (ilagl) 255 b fg
Kontrol (Sagliklr) 88 b 0

1 2 3 4 5 6 7 8
Haftalar

Sekil 2. Arazi denemesinde 8 hafta sonunda 6len bitki oranlari ortalamasi. Ayni harfle gosterilen degerler arasinda istatistiki
olarak fark yoktur (LSD, P < 0.05).

Tarla denemeleri boyunca alman 10 cm derinlikteki toprak sicakliklari incelendiginde
Ozellikle Haziran aymin ortasina kadar giinliik ortalama toprak sicakliklarinin 30°C’nin altinda
seyretmesini takiben, Haziran ay1 sonu itibariyle sicakliklarin artti§1 ve bu tarihten itibaren giiniin en
sicak saatlerinde artik sicakligin en az 39 °C oldugu kaydedilmistir.

4. Tartisma ve Sonug

Bu calismada; biberde ciddi iirlin kayiplarma neden olan Phytophthora yanikligi hastalig
(Phytophthora capsici)’nin kontroliinde yine biber koklerinden izole edilen antagonist bakterilerin
kullanilma olanaklar aragtirilmistir. Bu kapsamda antagonist bakterilerin izolasyonu, tanilanmasi ve
bunlarin etmene karsi olan etkileri hem in-vitro hem de in-vivo’da degerlendirilmistir.

Caligmalar sirasinda toplam 95 adet antagonist aday1 bakteri izole edilmis, bunlar i¢inden 21
tanesi (%22) yapilan ikili kiltiir testleri ile potansiyel antagonist olarak belirlenmistir. Bu
antagonistlerden %20 ile %82 arasinda bir etki elde edilmistir. Ikili kiiltiirde en iyi sonug veren
izolatlarin ise Pca6 ve Pca2 izolatlar1 oldugu (sirasiyla %82 ve %80) bulunmustur. Mei ve ark. (2010)
caligmalarinda 98 antagonist bakteri aday1 iginden sectikleri iki izolatin %68 ve %72 oranlarinda
etmenin misel gelisimini durdurdugunu bulmuslar ve bu antagonistleri Paenibacillus polymyxa ve
Bacillus pumilus olarak tanilamiglardir. Calismamizda izole edilen antagonist bakterilere bakildiginda
cogunlugun Pseudomonas spp. (P. mediterranea, P. lini, P. thivervalensis, P. brassicacearum ve diger
tiir diizeyinde tanilanamamis Pseudomonaslar) oldugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak Bacillus spp.
(B. subtilis, B. tequilensis), Lysobacter spp. (L. gummosus, L. capsici, L. enzymogenes), Dyella
marensis ve Stenotrophomonas maltophilia tiirleri de izole edilmistir. izole edilen bu tiirlere
bakildiginda Stenotrophomonas maltophilia klinik olarak incelenen patojenler iginde yer almasinin
yaninda biyolojik savas calismalarinda da rol aldigi goriilmiistiir (Messiha ve ark., 2007).
Pseudomonas mediterranea ise bitki patojenleri iginde yer almaktadir. Buna ragmen c¢ikan tiir
isimlerinin literatlir tarandiginda ¢ok biiyiikk bir ¢ogunlugunun bitki ile iligkili ve/veya biyolojik
savasta kullanilan ajanlar oldugu goriilmiistiir. Ornegin, Park ve ark. (2008), biber koklerinden izole
edilen Lysobacter capsici izolatinin Pythium ultimum, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Botryosphaeria dothidea, Sclerotinia sclerotiorum ve
Aspergillus fumigatus fungal etmenlerinin gelisimini durdugunu, o6zellikle Colletotrichum spp. ve
Pythium ultimum’a kars1 gliglii durdurucu etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Ancak ikili kiiltiir ile
degerlendirdikleri Lysobacter antibioticus, L. enzymogenes ve L. gummosus’un Colletotrichum
gloeosporioides ve Pythium ultimum’a ya etki etmedigini ya da bu etkinin ¢ok az oldugunu
bulmuslardir. Buna benzer olarak, Puopolo ve ark. (2010), yaptig1 bir ¢aligmada tiitiin bitkisinin
kokiinden izole ettigi bir Lysobacter capsici izolatinin, icinde P. capsici’nin de bulundugu birgok
hastalik etmenine kars1 engelleyici etkisinin oldugunu bulmuslardir. Calismamizda L. gummosus, L.
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capsici ve L. enzymogenes izolatlar1 elde edilmistir ve Pca2 kodlu L. capsici izolat1 tarla ¢alismalarina
degerlendirilmek tlizere alinmistir.

Bilindigi {lizere Pseudomonas ve Bacillus tiirleri biyolojik savasta siklikla kullanilan ve
literatiirde karsilagilan biyolojik kontrol ajanlarimi icermektedir. Pseudomonaslar; kok bolgesine iyi
adapte olmus, genis bir biyolojik etki mekanizmasina sahip, ayni zamanda bitki biiyiimesini tesvik
eden (PGPR) iiyelerini de iceren bakteri tiirleridir. Biyolojik miicadelede kullanilan Pseudomonaslarin
en bliylik zayiflig1 endospor iiretememeleri ve ticari kullanim i¢in formiilasyon haline getirilmesinin
zor olmasidir (Weller, 2007). Bacillus spp. ise bunlarin aksine olusturduklari antibiyotikler ve zor
kosullara dayanmasini saglayan endospori sayesinde birgok hastaligin kontroliinde kullanilan diger bir
popiiler biyolojik kontrol ajan1 grubudur (Shafi ve ark., 2017). Bacillus spp. endosporlar1 sayesinde
hem arazide hem de preparat haline gelmis biopestisitte diger tiirlere gore ¢evre kosullarina dayanimda
daha avantajlidir. Buna istinaden ¢aligmanin tarla denemesine Bacillus subtilis (Pca2) izolati1 dahil
edilmigstir. Nitekim tarla denemeleri sonunda topragin 10 cm derinligindeki toprak sicakliginin Haziran
ay1 sonlarina dogru artik iyice arttifi ve giliniin en sicak saatlerinde 39°C’nin altina diismedigi
kaydedilmistir.

Kokgiik testleri; bitki, patojen ve antagonist li¢liisiiniin laboratuvar kosullarinda bir araya
geldigi bir test olmasindan dolay1 lizerinde durulmasi gereken bir ¢alisma olarak degerlendirilmistir.
Calismamizda Pcal9, Pca21 ve Pca20 izolatlar1 kokgiik testlerinde iyi sonuglar (%93 saglikll) vererek
one c¢ikmistir. Chang ve ark. (2001) 1400 izolat iginden sectikleri 64 bakteri izolatinda yaptiklar
koke¢iik denemelerinde tiir olarak belirtmedikleri 6 bakteri izolatinin istatistiki olarak P. capsici’ye
kars1 etkili oldugunu bulmuslardir. Kokgiik testlerini saksi denemelerinden &nce yapilan ve
antagonistlerin se¢iminde kullanilan, zaman ve emekten fayda saglayan bir On-test olarak
tanimlamiglardir. Kokeiik testleri ile iyi bir engelleme yaptig1 belirlenen 6 izolattan 2’sini saksi
denemeleri ile paralel sonug verdigini tespit etmislerdir. Sang ve ark. (2008) hiyar, biber ve domates
bitkilerinden izole ettigi 439 bakteri izolatindan 38 tanesini yaptiklar1 kokeiik testlerinde %30’a varan
oranlarda P. capsici’nin neden oldugu hastalik gelisimi durdugunu bildirmislerdir.

Iklim odasinda saks1 kosullarinda yapilan biyolojik miicadele ¢aligmalarinda inokulasyondan 3
hafta sonunda yapilan degerlendirmede en etkili izolatlarin Pcal8 (%100), Pcal7 (%100), Pcal9
(%87), Pca20 (%80) ve Pca3 (%47) oldugu saptanmistir. Calismamizda ayrica Ridomil Gold MZ 68
WG ve Bion MX 44 WG ilaglarinin i¢irme seklinde yapilan uygulamalarmin da etkili oldugu
bulunmustur. Mei ve ark. (2010) yaptiklar1 saksi denemelerinde calistiklar: iki izolatin %72 ve %83
oranlarinda hastaligi engellediklerini bulmuglardir. Buna benzer olarak Sang ve ark. (2008) 16
potansiyel antagonist ile yaptig1 fide denemelerinde, test ettikleri tiim bakteri izolatlarinin hastalik
siddetini 6nemli 6l¢iide bastirdigini bulurken, hastalik siddetini %21-55 arasinda hesaplamislardir.

Bu ¢aligmada saks1 denemelerinde topraktaki ve bitkideki patojen miktarinin hesaplanmasinda
ve dolayisiyla biyolojik korumanin degerlendirilmesinde qPCR yontemi kullanilmigtir. Topraktaki
mikroorganizma popiilasyonunun arastiritlmasinda (Fierer ve ark., 2005) ve biyokontrol ¢aligsmalarinda
(Sanzani ve ark., 2014) qPCR yontemi basariyla kullanilmaktadir. Saks1 denemeleri sonunda alinan
bitki ve toprak oOrneklerinin i¢indeki hastalik etmenine ait DNA miktar1 incelendiginde; bitki
orneklerinde Pcal7, Pca20, Pca8, Pca21, Pcal9, Pca2 ve Pca9’un %100 oranda etmeni kontrol ettigi,
toprak orneklerinde ise Pcal9, Pca4, Pca9, Pca5, Pcal7 ve Pca2 izolatlarinin etmeni %80 ve {izeri bir
oranda engelledigi saptanmistir. Calisgmada DNA miktariin hesaplanmasida kullanilan standart egri
denkleminin verim degeri (efficiency) %102 olarak bulunurken bu degerin kabul edilen sinirlar i¢inde
oldugu goriilmiistiir (Taylor ve ark., 2010).

Yapilan tarla denemelerinde, ilagh kontrolde yaklasik olarak %26 bitki kayb1 goriiliirken Pca2
izolat1 ile yapilan uygulamalarda %47 oraninda 6len bitki saptanmis ve istatistiki olarak ilagli kontrol
ile aym1 grupta yer almistir. Herhangi bir koruyucu uygulama yapilmayan ve sadece hastalikli
bitkilerden olusan karsilastirma kontroliinde ise bitkilerin %88 nin 61diigii gorilmiistiir. Sang ve ark.
(2008) yapmis olduklar1 tarla denemelerinde kullandiklar1 Pseudomonas corrugata (CCR04, CCR80),
Flavobacterium sp. (GSE09) ve Chryseobacterium indologenes (ISE14) izolatlarim1 degerlendirmistir.
Calismamizdakine benzer olarak dikimden 6nce fide kok daldirmasi seklinde yaptiklari uygulamada
tiim bakteri uygulamalarini hastaliga karsi etkili bulurken CCR80 ve ISE14 izolatlarimin biber verimini
de arttirdigini bildirmislerdir.

Biberin ciddi hastaliklarindan biri olan Phytophthora yanikligi hastaligma karsi antagonist
bakterilerin degerlendirildigi bu calismada {imitvar sonuclar elde edilmistir. Caligmalara tiim
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izolatlarin gbzden gegirilerek devam edilmesi ve etki mekanizmalarinin ortaya konmasi faydali
olacaktir. Ayrica etkin antagonistlerin kitle iiretim olanaklarinin da irdelenmesi ve arazide
uygulanabilir formiilasyonlar haline getirilmesi ¢alisilmasi gereken diger konular arasindadir.
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