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Tekirdag ilinde kirazda Bakteriyel kanser hastaligina neden
olan hastalik etmenlerinin karakterizasyonu?

Mustafa MiRIK? Cansu OKSEL?  Merve OZDEMIR?

ABSTRACT

Characterization of causal agents of bacterial canker on sweet cherry trees in
Tekirdag province

Sweet cherry (Prunus avium L.) is one of the most important fruit trees grown in Tekirdag.
Causal disease agent(s) of bacterial canker which reduces yield and quality of sweet cherry
fruit and cause death of trees were investigated. For this purpose a survey study was
conducted in 2012-2013 and 150 infected plant samples were collected from symptomatic
trees. As a result of survey studies, bacterial canker was determined in all orchards, while the
prevalence rate of diseases was determined as 20-57% and its severity estimated as 20-85%
in surveyed orchards. As a result of isolation studies, 60 bacterial isolates of Pseudomonas
syringae were obtained. Results obtained from LOPAT, oxidase, pectolytic activity and
arginine dihydrolase revealed that all isolates were recorded as negative for oxidase,
pectolytic activity and arginine dihydrolase, but were positive on tobacco and levan
production. Further GATTa characters of tested isolates were found as (+ + - -) for 28 isolates
identified as Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, while 32 isolates were recorded as (-
- + +), identified as Pseudomonas syringae pv. syringae. Coincidentally 62-90% of selected
isolates showed similarity according to fatty asit methyl ester analaysis. By using specific
primers, 28 isolates formed 650 bp repeatable band so identified as Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum, 32 isolates formed 752 bp repeatable band so identified as Pseudomonas
syringae pv. syringae.

Keywords: Cerasus avium, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, cfl, syrB

0z

Kiraz (Prunus avium L.) Tekirdag’da yetistirilen 6nemli bir meyve tiiriidiir. Kirazda verim
ve kaliteyi diisiiren, agaglar1 kurutan bakteriyel kanser hastaligi etmen(ler)i bu ¢alisma ile
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arastinlmistir. Tekirdag ili kiraz bahgelerinde 2012-2013 yillarinda gerceklestirilen siirvey
arastirmalar: sonucu 150 hasta bitki 6rnegi belirti gosteren agaglardan toplanmustir. Tekirdag
ilinde surveye dahil edilen bahgelerin tiimiinde hastaligin goriildiigii hastalik oraninin %20-
57, hastalik siddetinin ise %20-85 oraninda oldugu tespit edilmistir. Laboratuvarda yapilan
izolasyon calismalar1 sonucu, bu 6rneklerden 60 adet Pseudomonas syringae izolat1 elde
edilmistir. Yapilan LOPAT testleri sonucunda izolatlar oksidaz, pektolitik aktivite, arginin
dehidrolaz negatif, tiitiinde asir1 duyarlilik ve levan pozitif olarak degerlendirilmistir. Test
edilen izolatlarin GATTa 6zellikleri, Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanan 32
izolat i¢in (+ +- -) olarak kaydedilirken Pseudomonas syringae pv. morsprunorum olarak
tanilanan 28 izolat i¢in (- -+ +) olarak bulunmustur. Tesadiifen secilen izolatlar yag asidi
analizlerine gore %62-90 oraninda benzerlik gostermistir. Molekiiler testlerde kullanilan
spesifik primerler ile 28 adet izolat 650 bp tekrarlanabilir bant olugturarak P. syringae pv.
morsprunorum ve 32 adet izolat 752 bp tekrarlanabilir bant olusturmasi nedeniyle P. syringae
pv. syringae olarak tanilanmusgtir.

Anahtar kelimeler: Cerasus avium, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum, cfl, syrB

GIiRiS

Elma, armut, ayva, erik, iiziim, incir gibi meyvecilik tariminda 6nem kazanmis olan
birgok meyve tiiriiniin yaninda kirazin da anavatan1 Tirkiye’dir. Tirkiye’nin
cografik 6zelliginden dolay1 her bolgesinde kiraz iretimi yapilmakta ve iiriiniin cogu
taze olarak tiiketilmektedir (Burak 2003).

Diinyanin cografik 6zelliklerinden dolayr kiraz tiretimi farkh bolgelerine yayilmis
durumdadir. Tirkiye kiraz yetistiriciliginde dretim bakimindan diinyada birinci
sirada yer almaktadir (Anonymous 2014). 11 bazinda kiraz iiretiminde ise Izmir,
Manisa ve Konya ilk siralarda bulunmaktadir. Tekirdag ilinde 2015 yilinda kiraz
tiretimi 2.308 ton olarak gergeklesmistir (Anonim 2016).

Pseudomonas syringae’nin neden oldugu bakteriyel kanser hastalig: diinyada kiraz
tretimi yapilan her yerde yaygin olarak goriilmekte ve kiraz tiretimini 6nemli dl¢iide
etkilemektedir. Pseudomonas syringae ilk olarak 1902 yilinda Van Hall tarafindan
leylak (Syringae vulgaris) bitkisinden izole edilmistir. Pseudomonas syringae
kompleks bir patojen olup Gardan et al. (1999) 56 farkli patojenik varyetenin
bulundugunu ve Kaluzna et al. (2012) ise etmenin yaklasik 64 patojenik varyetesinin
oldugunu bildirmistir. Hastaliga neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae adli
bakteri genis bir konukcu dizisine sahiptir. Basta kiraz ve kayis1 olmak iizere 80
kadar meyve tiiriiniin yan1 sira pek ¢ok otsu bitki tiiriinde de hastalik yaparken,
Pseudomonas syringae pv. Morsprunorum kiraz, erik ve bademde bakteriyel kanser
hastaligina neden olmaktadir (Agrios 2005).

Hastalik etmeni agacin kok hari¢ biitiin toprak tistii aksamlarinda hastalik belirtisi
olustururken, hastahigin karakteristik belirtileri bitki cesidine, agacin yasina, bitki
dokusuna, patojen izolatina ve gevresel kosullara baglidir (Gasic et al. 2012).
Hastaligin karakteristik belirtileri ¢igek demeti yanikhg, siirgiinlerde geriye dogru
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olim, yaprak ve meyve lekeleri, odun dokularinda agik yaralar (kanser) ile birlikte
zamklanma ve genel olarak meyve miktarinda azalmalar seklinde ortaya ¢ikmaktadir
(Kennelly et al. 2007).

P. syringae pv. syringae iilkemizde; Antalya, Mersin ve Adana’da turuncgillerde
(Mirik ve ark. 2005), Erzurum ve ilgelerinde kayisi agaclarinda (Gérmez 2011), P.
syringae pv. morsprunorum ise Marmara ve Ege Bolgesinde kirazda, ayni1 zamanda
Ege Bolgesinde bademlerde goriilmektedir (Anonim 2008).

Pseudomonas syringae patojenik varyetelerinin tanilama c¢aligmalarinda, LOPAT
(Levan tipte koloni olusumu, Oksidaz reaksiyonu, Patateste pektolitik aktivite,
Arginin dehidrolaz aktivitesi, Tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu testi), GATTa
testleri (Gelatine hidrolizi, Aesculin hidrolizi, Tyrosin ve Tartaric asit aktivitesi),
karbon kaynaklarindan asit olusumu testi gibi klasik yontemlerin yani sira,
patojenisite ve patolojik temelli fitotoksinlerinin dikkate alindigi in vitro’da
syringomycin iretimi ve buz cekirdegi olusturma aktivitesinin (ice nucleation
activity, INA) saptanmasi gibi yontemler de kullanilmaktadir. Ayrica, molekiiler
yontemlerle de izolatlarin tanilar1 desteklenmektedir (Ertimurtas ve ark. 2014, Biilbiil
2014).

Bu caligma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz iiretim alanlarinda survey ¢aligsmalari
yuritilmiis ve hastalik stiphesiyle érnekler toplanmistir. Yapilan izolasyonlar
sonucu elde edilen izolatlardan tesadiifi olarak secilen 60 izolatin LOPAT, GATTa
testleri ve karbon kaynaklarindan asit olusumu gibi Klasik testler kullanilarak
Pseudomonas syringae oldugu belirlenmistir. Taniy1 desteklemek amaciyla tesadiifi
olarak secilen izolatlara yag asit analizi ve spesifik primer dizilimleri kullanilarak
yapilan molekiiler testler sonucunda izolatlar patojenik varyete diizeyinde P.
syringae pv. syringae ve P. syringae pv. morsprunorum olarak tanilanmustir.

MATERYAL VE METOT

Siirvey

Arazi ¢alismasi igin gidilecek bahgelerdeki agaglar Lazarov (1961)’un metoduna
gore incelenmistir. Tekirdag’in Barbaros, Canak¢i, Karahisarli, Kumbag,
Marmaraereglisi, Merkez, Mermer, Naip ve Yenigiftlik ilgelerinden P. syringae pv.
syringae ve P. syringae pv. morspurunorum hastalik siiphesiyle O6rnekler
toplanmigtir. Survey yapilan boélgelerdeki bahge sayisina, hastalikli bahge sayisi
oranlanarak hastaligin yoredeki yayginligi hesaplanmistir. Ayrica her kiraz bahgesi,
capraz olarak gezilmis, hastalikli ve saglikli agaglarin sayilari belirlenerek basit
ortalama metoduna gore bahgelerdeki hastalik %’si hesaplanarak hastaligin
bahcedeki yayginlig: tespit edilmistir.

Hasta bitki materyalinin toplanmasi ve muhafazasi

Inceleme yapilan bahgelerde karakteristik olarak bakteriyel kanser belirtilerini
gosteren agaclarin dal ve siirgiinleri, belirtilerin bittigi kahverengi dokunun yaklagsik
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15 cm altindan kesilmis etiketli polietilen torbalara konularak paketlenmis ve
torbalarin agizlar1 kapatilarak serin yerde muhafaza edilmislerdir. Kesim
islemlerinde kullanilan makaslar her defasinda %1°lik NaOCl veya %70’lik etil alkol
ile dezenfekte edilmistir. Ornekler kullamlincaya kadar +4°C’de buzdolabinda
saklanmustir.

Bakteriyel kanser etmeninin izolasyonu

Bakteriyel kanser belirtisi gosteren drneklerin hastalikli ve saglikli doku kisimlarini
iceren 0.5 cm’lik bitki pargalar1 %70’lik etil alkol veya %1°lik NaOCl ile ylizeyden
dezenfekte edilmistir. Parcalar steril havanda %0.85 NaCl iceren saline buffer da
homojenize edilmistir. Elde edilen ekstraktan bir 6ze dolusu alinarak King B (20 g
Proteose peptone, 1.5 g K;HPO..3H,0, 1.5 g MgS0O4.7H,0, 10 ml Glyserol, 15 g
Agar, 1000 ml Saf su, pH= 7.2) (King et al. 1954) besi yeri i¢eren petrilere ¢izgi
ekimiyle ¢izilmigtir. Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Geligen krem renkli
koloniler saflastirilmis ve gelecekteki calismalarda kullanilmak tizere egik olarak
hazirlanmig YDC ortaminda +4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Lelliott and Stead
1987).

Patojenisite testinde kullanilan bakteri popiilasyonunun hesaplanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 24-48 saatlik bdlge izolatlar1 ve referans kiiltiir
spektrofotometrede 600 nm 0.1 absorbans degerine ayarlanarak siispansiyonlar
hazirlanmigtir. Elde edilen siispansiyonlardan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml steril su
bulunan tiiplerde 7 kez seri sulandirmalar yapilmistir. Her bir sulandirmada
igerisinde King B besi yeri bulunan petrilere 100 ul siispansiyon koyulmus ve bir
baget yardimu ile besi yeri lizerine yayilmustir. Her seyreltmeden i¢ tekerriir olacak
sekilde petrilere yayilmigtir. 25°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra petrilerde gelisen
koloniler sayilarak ml’deki bakteri hiicre sayisi (koloni sayist x drnegin seyreltme
serisi x 10) hesaplanmistir (Klement et al. 1990).

Patojenisite testi

Lelliott and Stead (1987)’e gore hastalikli kiraz dokularindan izole edilen bakteri
izolatlarinin patojenitesi yapilmustir. Patojenite testlerinde 108 hiicre/ml inokulum
yogunlugu kullanilmistir. Ziraat 900 ¢esidinin dikili oldugu boélgelerden ¢igek
demetleri alinarak patojenisite testlerinde kullanilmistir. Patojenisite testlerinde
pozitif kontrol olarak P. syringae pv. syringae referans kiiltiirli, negatif kontrol
olarak ise steril su kullanilmustir.

Cicek demetlerine piiskiirtme: Saglikli kiraz agaclarindan 20-25 cm
uzunlugundaki heniiz agilmamis ¢icek demetleri su iceren erlenlere konulmustur.
Hazirlanan bakteri siispansiyonu bir el piilverizatorii yardimiyla ¢icek demetlerine 1
ml olacak sekilde ptiskiirtiilmiistiir. Yiiksek nem saglamak amaciyla 24 saat siireyle
1slak polietilen torba icerisinde tutulmustur. Inokulasyondan bir giin sonra bitkiler
nem ¢emberinden alimustir. Inokulasyondan sonra 25 °C ve 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik kosullara sahip iklim odalarina koyularak hastalik belirtisinin ortaya
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cikmasi igin beklenmistir. Inokulasyondan 8-10 giin sonra izolatlarin patojen olup
olmadigimi belirlemek igin ¢icekteki tipik leke olusumuna gore hastalik var/yok
olarak degerlendirilmistir.

Re-izolasyon

Inokulasyon yapilan agilmamus ¢igek demetlerinde meydana gelen kahverengilikler
ve kurumalar incelemeye alinmistir. Ornekler kiigiik pargalara ayrilmis ve %70 etil
alkol ile yiizeyden dezenfeksiyon edilmistir. Porselen havan igerisine konulan
orneklere 2 ml steril saline buffer eklenerek siispansiyonlar hazirlanmistir.
Bakterinin saline buffer siispansiyonuna gegmesi saglamak i¢in havanlar 15-20
dakika bekletilmistir. Bekleme sonunda icerisinde King B besiyeri bulunan petrilere
lic ¢cizgi yontemine gore gizimler yapilmustir (Janse 2006). izolasyon petrileri 25
°C’de 48 saat siireyle inkubasyona birakilmistir. King B agar besi yerinde kiigiik
yuvarlak ve kabarik tipte olmayan krem renginde gelisen koloniler saflastirilmistir.
Belirti veren bitkilerden elde edilen re-izolatlar cam tiiplerde egik olarak hazirlanmig
Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDCA) besi yerine ¢izimleri yapilarak
tan1 ¢calismalar1 yapilmak {izere buzdolabinda saklanmustir.

Bakteri izolatlarinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle tanisi

Yizelli hasta bitkiden izole edilen 400 izolat i¢cinden segilen 60 adet re-izolat ile tani
calismalar1 yapilmistir. Lelliott and Stead (1987) ile Schaad et al. (2001)’e gore
geleneksel yontemlerle tanis1 yapilmistir. KOH ile gram reaksiyonu ve LOPAT (L:
levan olusumu, O: oksidaz testi, P: patateste pektolitik aktivite, A: arginin
dehidrolaz aktivitesi, T: tiitinde asirt duyarlilik reaksiyonu) ve GATTa (G: Jelatin
hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosine kullanma, Ta: Tartarik asidi kullanma)
testlerinin sonucuna gore izolatlarin tanilar yapilmistir. Calismada P. syringae
pv. syringae’nin referans kiiltirii ile her bir test igin pozitif ve negatif sonug veren
referans bakteri kiiltiirleri kullanilmastir.

Bakteri izolatlarinin PCR testi ile tams:

Tekirdag ilinden elde edilen 60 adet izolatin PCR ile tanis1 yapilmustir. izolatlar
nutrient broth sivi besi yerinde gelistirilmis ve De Boer and Ward (1995)’e gore
saflastirilmis  genomik DNA’lar PCR caligmalarinda kullanilmistir. PCR
caligmalarinda syrB gen primer B1 (5’-CTTTCCGTGGTCTTGAGG-3") ve syrB
gen primer B2 (5’-TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3’) (Bereswill 1992) ile cfl
gen primer CFLF (5’-GGCGCTCCCTCGACTT-3’) ve cfl gen primer CFLR (5°-
GGTATTGGCGGGGGTGC-3’) (Abbasi et al. 2013) primer setleri kullanilmastir.
Caligma reaksiyon tiipine 12.5 pl PCR master mix, 2.0 ul 20 pmole primer 1 ve
primer 2, 6.5 ul HyO, 2.0 pul g-DNA igeren 25 pl hacmindeki karigimin
kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. B1 ve B2 primerlerinin PCR iglemi igin
kullanilan program; ilk denatiirasyon 94°C’de 4 dk., 35 dongii 94°C’de 1 dk.,
60°C’de 1.5 dk., 72°C’de 1.5 dk., final extension 72°C’de 10 dk. olarak PCR
cihazina programlanmistir. CFLF ve CFLR primerlerinin PCR islemi i¢in kullanilan
programu ise ilk denatiirasyon 93°C’de 4 dk., 37 déngii 93°C’de 1 dk., 52°C’de 2
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dk., 72°C’de 1.5 dk., final extension 72°C’de 10 dk. olarak PCR cihazina
programlanmistir. Elde edilen bakteri DNA’sinin ve PCR firiinlerinin agaroz jel
elektroforezine yonelik calismalar Sambrook et al. (1989)’a gore yapilmistir. Bunun
icin 0.9 g agarose 90 ml 1 X TAE tamponuna konularak mikrodalga firinda
eriyinceye kadar kaynatilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulan soliisyon,
taraklar yerlestirilen jel tepsisine dokiilmiistiir. Agaroz jelin donmasindan sonra jel
tanki igerisine jeli ortiinceye kadar 1 X TAE buffer konmustur. Ornek koymak icin
kullanilan tarak dikkatlice ¢ekilip ¢ikartilmis, jel gukurlarina 3 pl loading buffer ve
12 pl PCR frini karisimi bir mikropipet yardimi ile dikkatlice verilmistir.
Molekiiler agirlik isaretleyici (Marker) olarak 100 bp DNA isaretleyici
kullanilmigtir. PCR iiriinleri 100 V elektrik akimiyla yaklasik 1 saat siire ile
yiirtitilmistiir. Bantlarin goriilmesi i¢in ethidium bromiir ile 10 dk. boyama yapilmis
ve 15 dk. saf su ile jel yikandiktan sonra transilliiminatérde bantlar incelenmistir.

Bakteri izolatlarinin yag asit profillerine gore tanisi

Calismanin bu kismi1 Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimiinde (Hatay) Prof. Dr. Soner SOYLU tarafindan yapilmistir. Bakteri
hiicresinden yag asitleri izolasyonu asagida belirtildigi iizere De Boer and Sasser
(1986)’in yontemine gore yapilmistir. On bes adet Tekirdag ili izolatinin tanisinda
Mikrobiyal Identifikasyon Sisteminin (MIS) bilgisayar paket programi kullanilip
(Sherlock MIS version 4.5 Microbial ID. Inc. Newark, Delaware) izolatlarin igerdigi
yag asit tiirleri ve ylizde oranlari karsilastirilarak tani yapilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Hastalik etmeninin izolasyonu

Tekirdag cevresinde bakteriyel kanser belirtisi gosteren 150 adet bitki 6rneginden
hastalikli ve saglikli doku kisimlarini iceren 1-2 mm’lik parcalardan King B besi
yerine yapilan izolasyonlarda 2-3 giin iginde krem-beyaz renkte kolonilerden 400
adet bakteri izolat1 elde edilmis ve tan1 testleri yapilmak igin tesadiifi olarak 60 adet
izolat kullanilmistir. Bu izolatlar YDCA besi yerine ¢izimleri yapilarak tan
calismalar1 yapilmak tizere buzdolabinda saklanmstir.

Patojenisite testinde kullanilan bakteri popiilasyonunun hesaplanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm 0.1
absorbans degerine ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmig ve yapilan seyreltme
serilerinden besi yerinde gelisen koloniler sayilarak ml’deki bakteri poptilasyonu 7
X 108 hiicre/ml yogunlugunda oldugu hesaplanmustir (Klement et al. 1990, Biilbiil
2014).

Patojenisite testi
Secilen 60 adet bolge izolat1 ve referans kiiltiir ile yapilan patojenisite testlerinde
tiim izolatlar inokulasyondan sonra 8-10 giin igerisinde kiraz ¢i¢ek yanikligina neden
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olmustur. Siirgiin demetlerinde yapilan inokulasyonlar sonucunda 10-15 giin
icerisinde siirgiin yapraklarinda kahverengilesme, ige dogru kivrilma ve yaniklik
belirtileri ortaya ¢ikmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan steril su ile yapilan
cicek inokulasyonlarinda ise herhangi bir belirti gézlenmemistir.

Bakteri izolatlarinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerle tanisi

Hastalik belirtisi gosteren kiraz bahgelerinden izole edilen 60 adet bolge izolat1 ve
bir referans izolat olmak iizere 61 adet re-izolatla yapilan tan1 ¢alismalar: sonucunda
tiim izolatlarin koloni morfolojilerinin benzer oldugu saptanmustir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Bakteri izolatlarinin test sonuglar:

¢ Gram PCR Tam
Izolat Ada Reaksiyon FILIO|P|A|T|G|A|T| Ta ol | syrB |Sonucu
Naip 1/1 - + 4+ - -] -+ +]|+]- - - + |Pss
Naip 1/2 - + 4+ - -] -+ +]|+]- - - + |Pss
Naip 1/3 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 1/4 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 2/1 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 2/2 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 2/3 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 2/4 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 2/5 - + 4] - - -+ +]+] - - - +  |pss
Naip 3/1 - S I T N I T e e + - |Psm
Naip 3/2 - S I T N I T e e + - |Psm
Naip 3/3 - S I T N I T e e + - |Psm
Naip 4/1 - O I I I B A N S + - |Psm
Naip 4/2 - O I I I B A N S + - |Psm
Naip 5/1 - I T IR I 2O I I PR S + - |Psm
Naip 5/2 - I T IR I 2O I I PR S + - |Psm
Naip 6/1 - I T IR I 2O I I PR S + - |Psm
Naip 6/2 - I T IR I 2O I I PR S + - |Psm
Naip 6/3 - + |+ - -|-|+|+]|+]- - - +  |Pss
Mermer 1/1 - + |+ - -] -[+[+]|+ - - + |Pss
Mermer1/2 - + |+ - |- -[+[+]+]- - - + |Pss
Mermer 1/3 - + |+ - |- -[+[+]+]- - - + |Pss
Mermer 1/4 - + - -|-|-|+|+]|+]- - - +  |Pss
Mermer 1/5 - + |- - -] -+|+]|+]- - - + |Pss
Merkez 1/1 - SO I R IR R I R I B + - |Psm
Merkez 1/2 - SO I R IR R I R I B + - |Psm
Merkez 2/1 - SO I R IR R I R I B + - |Psm
Merkez 2/2 - SO I R IR R I R I B + - |Psm
Merkez 2/3 - SO I R IR R I R I B + - |Psm
Kumbag 1/1 - S I T R I I I I B + - |Psm
Kumbag 1/2 - S I T R I I I I B + - |Psm
Kumbag 2/1 - S I T R I I I I B + - |Psm
Kumbag 3/1 - S I T R I I I I B + - |Psm
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Cizelge 1. Bakteri izolatlarinin test sonuglari (devami)

izolat Adi Gram | o) Io|pla|T|c|A|T| Ta PSR _| Tam
Reaksiyon cfl | syrB |Sonucu
Kumbag 3/2 - B I T I [ I R IR R + = Ipsm
Karahisarl: 1/1 - -+ - - -+ -] -]+ + - |Psm
Karahisarl: 1/2 - -+ - - -+ -] -]+ + - |Psm
Karahisarl1 1/3 - S I N e S B e e I + - |Psm
Canake1 1/1 - O I I R I e e R + - |Psm
Canakg1 1/2 - I N I T N I i + - |Psm
Barbaros 1/1 - -+ - - -+ -] -]+ + - |Psm
Barbaros 1/2 - + |+ - -] -[+[+]|+]- - - + |Pss
Barbaros 1/3 - + |+ - -] -[+]+]+ - - + |Pss
Barbaros 1/4 - + |+ - -] -[+[+]|+]- - - + |Pss
Barbaros 1/5 - + |+ - -] -[+[+]|+]- - - + |Pss
Barbaros 2/1 - |- - -] -] - - + |Pss
Barbaros 2/2 - + |+ - -] -+ +]|+]- - - + |pss
Barbaros 2/3 - |+ - - -+ F] -] - - + |Pss
Barbaros 3/1 - + |+ - -] -+ +|+] - - - + |pss
Barbaros 3/2 - + |+ - -] -+ +|+] - - - +  |Pss
Barbaros 3/3 - + |+ - -] -+ +]|+]- - - +  |pss
Barbaros 3/4 - + |+ - -] -+ + |+ - - + |Pss
Barbaros 3/5 - + |+ - -] -+ +]|+]- - - +  |pss
Kumbag 2/2 - SO I T IR R B S I B + - |Psm
Kumbag 2/3 - B I T N NS I IR I I S + - lPsm
Kumbag 2/4 - + 4 - - -+ -] -]+ + + - |Psm
M.ereglisi 1/1 - + |+ - -|-|+|+]|+]- - - + |Pss
M.ereglisi 1/2 - + [+ - - -]+|+]+ - - + |Pss
'Yenigiftlik 1/1 - + 4+ - - -] +|+|+] - - - + |Pss
'Yeniciftlik 1/2 - + [+ - - -]+|+|+] - - - + |Pss

F: Floresan pigmentasyon, L: Levan olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin
dehidrolaz, T: Titiinde asirt duyarlilik reaksiyonu, G: Jelatin hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosine
kullanma, Ta: Tartarik asidi kullanma, Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae , Psm: Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum

Cizelge 1°de de goriildigii lizere tan1 caligmalari esnasinda yapilan LOPAT
karakterizasyonuna gore secilen izolatlarin tamami +,---,+ Ozellik gostererek
Pseudomonas syringae oldugu ortaya konulmustur. Bu test sonuglar1 Lelliott and
Stead (1987) ile Schaad et al. (2001) tarafindan da desteklenmektedir. Ayrica elde
edilen re-izolatlarin tanilarinin yapilmasinda GATTa testinin mutlaka yapilmasi
gerekmektedir. Re-izolatlar GATTa testi sonuglarina gore iki gruba ayrilmustir.
Birinci grup igerisinde yer alan 28 adet (Naip 3/1, Naip 3/2, Naip 3/3, Naip 4/1, Naip
4/2, Naip 5/1, Naip 5/2, Naip 6/1, Naip 6/2, Merkez 1/1, Merkez 1/2, Merkez 2/1,
Merkez 2/2, Merkez 2/3, Kumbag 1/1, Kumbag 1/2, Kumbag 2/1, Kumbag 3/1,
Kumbag 3/2, Karahisarli 1/1, Kirahisarli %, Karahisarli 1/3, Canake¢1 1/1, Canake1
1/2, Barbaros 1/1, Kumbag 2/2, Kumbag 2/3, Kumbag 2/4) izolat -, -, +, + sonug
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vermis ve bu sekilde reaksiyon verenler P. syringae pv. morspurunorum olarak
tanilanmustir. Geriye kalan 32 adet (Naip 1/1, Naip 1/2, Naip 1/3, Naip 1/4, Naip 2/1,
Naip 2/2, Naip 2/3, Naip 2/4, Naip 2/5, Naip 6/3, Mermer 1/1, Mermer 1/2, Mermer
1/3, Mermer 1/4, Mermer 1/5, Barbaros 1/2, Barbaros 1/3, Barbaros 1/4, Barbaros
1/5, Barbaros 2/1, Barbaros 2/2, Barbaros 2/3, Barbaros 3/1, Barbaros 3/2, Barbaros
3/3, Barbaros 3/4, Barbaros 3/5, Marmaaraereglisi 1/1, Marmaraereglisi 1/2,
Yenigiftlik 1/1, Yenigiftlik 1/2, Yenigiftlik 2/1) izolat ise GATTa sonuglar1 +, +, -, -
olarak belirlenmis ve P. syringae pv. syringae olarak tanilanmistir. Benzer olarak
Ivanovic et al. (2009), Kaluzna et al. (2010), Gavrilovic et al. (2012) ve Ertimurtag
ve ark. (2014) gibi bir¢ok arastirici da izolatlar arasindaki farklarin ortaya konmasi
ve tanilanmasi ¢aligmalarinda GATTa testinin kullanilmasimin uygun olacagim
belirtmisler ve elde ettigimiz sonuglar bu arastirmacilarin ¢alismalart ile paralellik
gostermektedir.

Bakteri izolatlarinin PCR ve yag asit metil ester testleriyle tansi

DNA izolasyonu isleminden sonra elde edilen genomik DNA’lar %1°lik agaroz jele
verildiginde bantlarin olusmasina gore degerlendirilmistir. Saflastirilan genomik
DNA’lar ile B1-B2 primerleri kullanilarak yapilan PCR testlerinde Cizelge 1’de de
goriildiigi tizere 32 re-izolatin (Naip 1/1, Naip 1/2, Naip 1/3, Naip 1/4, Naip 2/1,
Naip 2/2, Naip 2/3, Naip 2/4, Naip 2/5, Naip 6/3, Mermer 1/1, Mermer 1/2, Mermer
1/3, Mermer 1/4, Mermer 1/5, Barbaros 1/2, Barbaros 1/3, Barbaros 1/4, Barbaros
1/5, Barbaros 2/1, Barbaros 2/2, Barbaros 2/3, Barbaros 3/1, Barbaros 3/2, Barbaros
3/3, Barbaros 3/4, Barbaros 3/5, Marmaaraereglisi 1/1, Marmaraereglisi 1/2,
Yenigiftlik 1/1, Yenigiftlik 1/2, Yeni¢iftlik 2/1) %1 agaroz jel iizerinde 752 bp baz
uzunlugunda olusturarak P. syringae pv. syringae olarak tanimlanmistir. CFLF-
CFLR primerleri ile yapilan PCR ¢alismasinda ise re-izolatlarin 28 adedi (Naip 3/1,
Naip 3/2, Naip 3/3, Naip 4/1, Naip 4/2, Naip 5/1, Naip 5/2, Naip 6/1, Naip 6/2,
Merkez 1/1, Merkez 1/2, Merkez 2/1, Merkez 2/2, Merkez 2/3, Kumbag 1/1,
Kumbag 1/2, Kumbag 2/1, Kumbag 3/1, Kumbag 3/2, Karahisarli 1/1, Kirahisarli
1/2, Karahisarli 1/3, Canakg1 1/1, Canake1 1/2, Barbaros 1/1, Kumbag 2/2, Kumbag
2/3, Kumbag 2/4) %1 agaroz jel tizerinde 650 bp baz uzunlugunda olusturarak P.
syringae pv. morsprunorum olarak tanimlanmistir. Klasik testler sonucu elde edilen
bulgularla PCR sonucu elde edilen tani sonuglar birbiri ile benzerlik gostermektedir.
Caligmalarda elde ettigimiz gerek tan1 ve gerekse karakterizasyon bulgularimiz
Abbasi et al. (2013), Albelleria et al. (2014) ve Biilbiil (2014) gibi arastiricilarin
sonuclarini desteklemektedir. Sekiz adet bolge izolati ile yapilan tiim hiicre yag asit
analizlerine gore izolatlarin %62-90 arasinda degisen oranlarda P. syringae pv
syringae olduklar1 belirlenmistir. Marmara bolgesinde kirazlarda bakteriyel kanser
hastaligina neden olan P. syringae izolatlarindan 36 adet farkli yag asidi elde
edilmistir. izole edilen yag asitleri Cizelge 2’de de goriildiigii gibi doymus (10:0,
11:0, 12:0, 13:0, 14:0, 16:0, 17:0, 18:0, ve 19:0), doymamis (16:1 w5c, 17:0 w8c,
18:1 whc, 18:1 w7c 11-methyl20:1 w7c ve 20:4 w6, 9, 12, 15¢), hidroxy asit (10:
20H, 10:0 30H, 11:0 20H, 11:0 30H, 12:0 20H, 12:0 30H ve 15:0 20H), methyl
branched (11:0 ISO 30H, 13:0 ISO, 16:0 1SO, 17:0 I1SO, 17:0 ANTEISO ve 18:0
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ISO), cyclopropane (17:0 CYCLO ve 19:0 CYCLO wa8c) 6 tane Sum in features (2,
3,5,6,7,8) olmak iizere 6 grup oldugu belirlenmistir. Genelde izolatlarin yag asidi
¢esidi ve miktar1 ac¢isindan biiyiik benzerlikte oldugu goriilmektedir. 10:012:0, 12:0
20H, 12:0 30H, 14:0, 16:0, 16:0 1SO, 16:1 w5c, 17:0, 17:0 ISO, 17:0 CYCLO, 17:0
w8c, 18:1 w5cSum in Feature 3 (16:1 w7¢/16:1 w6c) yag asitlerinin tiim izolatlarda
bulundugu belirlenmistir. Diger yag asitleri agisindan degisen oranlarda farkliliklar

elde edilmistir.

Cizelge 2. Tekirdag ili kiraz izolatlarindan elde edilen yag asidi kompozisyonu

Yag Asidi Dagihm Arahgi Ortalama Standart Sapma
10:0 0.13-0.17 0.15 0,01
10:0 20H 0.06-2.72 0.45 1.00
10:0 30H 2.62-3.21 2.80 0.19
11:.0 0.05-0.06 0.06 0.01
11:0 20H 0.06-0.09 0.08 0.01
11:0 ISO 30H 0.06-0.19 0.10 0.05
11:0 30H 0,11-0,19 0,16 0,03
12:0 4,91-6,09 5,27 0,35
12:0 20H 2,93-3,46 3,10 0,17
12:0 30H 4,61-5,62 4,90 0,32
13:.0 0,09-0,13 0,11 0,01
13:0 ISO 0,04-0,12 0,07 0,03
14:.0 0,23-0,30 0,27 0,02
15:0 20H 0,07 - -
16:0 21,90-25,42 23,33 1,12
16:0 1ISO 0,10-0,21 0,16 0,04
16:1 whc 0,09-0,10 0,09 0,00
17:.0 0,36-0,50 0,43 0,05
17:01SO 0,16-0,82 0,45 0,29
17:0 ANTEISO 0,16-0,23 0,17 0,06
17:.0 CYCLO 2,08-3,14 2,56 0,38
17:0 w8c 0,19-0,24 0,22 0,02
18:0 0,61-1,23 0,97 0,20
18:0 ISO 0,06-0,10 0,08 0,02
18:1 whc 0,08-0,10 0,09 0,01
18:1 w7c 11-Methyl 0,18-0,59 0,32 0,14
19:0 0,05-0,07 0,06 0,01
19:0 CYCLO w8c 0,11-0,16 0,13 0,02
20:1 w7c 0,06-0,10 0,08 0,02
20:4 w6, 9, 12, 15¢ 0,06-0,09 0,07 0,01
Sum In Feature 2 0,05 - -
Sum In Feature 3 32,81-36,75 34,49 1,19
Sum In Feature 5 0,04-0,07 0,06 0,01
Sum In Feature 6 0,04-0,04 0,04 0,00
Sum In Feature 7 1,02-1,53 1,23 0,16
Sum In Feature 8 15,34-19,85 18,22 1,46

Summed Feature 2

12:0 ALDEHYDE/unknwn 10.9525

Summed Feature 3

16:1 w7¢/16:1 wbc

Summed Feature 5

18:0 ANTE/18:2 w6,9¢c

Summed Feature 6

19:1 wl11c/19:1 w9c

Summed Feature 7

19:1 w7¢/19:1 wéc/19:1 19¢cy

Summed Feature 8

18:1 w7c
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Bu calisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz tretiminin yapildigi Naip, Merkez,
Mermer, Marmaraereglisi, Yeniciftlik Kumbag, Karahisarli, Canakci, Barbaros
yorelerinde 23 adet kiraz alami ziyaret edilmis ve 150 adet agagtan hastalik
stiphesiyle 6rnek toplanmigtir. Yapilan izolasyonlar sonucu 400 adet bakteri izolati
elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin Pseudomonas syringae oldugu LOPAT,
patojenite, GATTa testleri gibi klasik tan1 testleri yapilarak belirlenmistir.

izolatlarn patojenik varyete diizeyinde tanis1 syrB ve cfl genlerine gore dizayn edilen
primerler (B1, B2, CFLF, CFLR) kullanilarak desteklenmistir. Yapilan tani
calismalar1 sonucunda patojenin PCR ile tanilanmasinda syrB ve cfl genleri
kullanilarak 60 izolatin 32 tanesi P. syringae pv syringae, 28 tanesi ise P. syringae
pv. morsprunorum olarak belirlenmistir.

Biilbiil (2014), Tekirdag ili bahgelerinde yaptig1 siirveyler sonucunda bakteriyel
kanser hastaliginin bahgelerde yayginligini %100, hastalik bulunma oranini %17.4-
57.1, hastalik siddetini ise %28.5-50.7 arasinda degisen oranlarda belirlemistir.
Bolge icin onemli bir hastalik olan bakteriyel kanserin yapilan calismada da
bahgelerde 6nemli kayiplara neden oldugu goriilmiistiir.

Kiraz bahgelerinde yapilan siirveylerde, budanan hastalikli dallarin bahge igerisinde
birakildigi goriilmiistlir. Bahgedeki hastalikli dallarin etmenin bir sonraki déneme
tasinmasinda etkili oldugu diistiniilmektedir. Yapilan siirvey sonucu elde edilen
izolatlarin gesitli testlerle tanis1 yapilmis ve bolgede hastaliga neden olan P. syringae
pv. syringae ve P. syringae pv. morsprunorum patojenik varyetelerinin varligi tespit
edilmisgtir.

Hastalikla miicadele igin Tekirdag ilinde kiraz tiretim alanlarinda hastalikli agaglar
yok edilerek inokulum kaynaklari ortadan kaldirilmalidir. Yeni bahge tesisi
esnasinda hastaligin bulunma bolgeleri gz 6niine alinarak yer se¢imi yapilmalidir.
Cevredeki inokulum kaynaklar: yok edilmeden yeni bahge tesisine gidilmemelidir.
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