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ONSOZ
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olmaktadir. Tekirdag ilinde kiraz iiretimini sinirlayan en 6enmli etkenlerden birisi Kiraz Dal
Yaniklig1 Hastaligina neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae
pv. morspurunorum bakteriyel etmenlerdir. Bu hastalik iiretim alalnlarinda hizla yayilmaktadir.
Uretici yetistirme teknikleri ve {iretimde sanitasyona dikkat emmelerinden dolay1 hastaligin &niine
gecememektedirler.
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OZET

Kiraz (Prunus avium L.) Tekirdag’ da yetistirilen 6nemli bir meyve tiiriidiir. Kirazda verim ve
kaliteyi disiiren, agaglari kurutan kiraz dal kanseri hastaligi etmen(ler)i bu calisma ile
arastirilmustir. Tekirdag ili kiraz bahgelerinde 2012-2013 yillarinda gergeklestirilen sorvey
arastirmalar1 sonucu 135 hasta bitki 6rnegi belirti gosteren agaglardan toplanmistir. Tekirdag
ilinde sorveylenen bahgelerin tiimiinde hastalik %20-57 oraninda yaygin oldugu, hasta agaglarin
%20-85 oraninda hastalik siddetine sahip oldugu tespit edilmistir. Laboratuarda yapilan izolasyon
calismalar sonucu bu 6rneklerden 60 adet Pseudomonas syringae izolati elde edilmistir. Yapilan
LOPAT testleri sonucunda izolatlar oksidaz, pektolitik aktivite, arginine dehidrolaz negatif,
tiitlinde asir1 duyarlilik ve levan pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica izolatlarin GATTa
ozellikleri ise 29 adet izolat (+,+,-,-) o6zellik gosterirken, 20 adet izolat ise (-,-,+,+) 6zellik
gostermistir. Tesadiifen secilen izolat %62-90 oraninda benzerlik gdstermistir. Yapilan
fenotipik karakterizasyonda izolatlar 2 farkli kiimede toplanmaktadir. Molekiiler testlerde
kullanilan spesifik primerler ile 29 adet izolat 650 bp tekrarlanabilir bant olusturarak
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ve 20 adet izolat 752 bp tekrarlanabilir bant
olusturmasi nedeniyle Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanmistir. Genotipik

olarak izolatlar birbirinden farkli iki kiimeye ayrilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cerasus avium, LOPAT, GATTa, Pseudomonas syringae pv. syringae,

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, cfl, syrB.



ABSTRACT
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
135 infected plant samples were collected from symptomatic trees. As a result of survey studies,
bacterial canker was determined in all orchards, while diseases prevalence rate of bacterial canker
was determined as 20-57%, severity of disease was measured as 20-85% in surveyed orchards
in Tekirdag Province. 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 29 isolates, while 20 isolates were recorded as (-,-+,+). Coincidentally 62-90% of selected isolates showed
similarity. All isolates were separated into two clusters based on their phenotypic characterization. By using
specific primers, 29 isolates formed 650 bp repeatable band so identified as Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, 20 isolates formed 752 bp repeatable band so identified as Pseudomonas syringae pv.

syringae. All isolates were separated into two clusters based on their genotypic characterization.

KeyWords: Cerasus avium, LOPAT, GATTa, Pseudomonas syringae pv. syringae,
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, cfl, syrB.
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1. GIRIS

Meyveler insan beslenmesinde eskiden beri 6nemli yer tutmaktadir. Ciinkii meyveler
sagladiklar1 kalori, icerdikleri tuz, asitler ve vitaminler insan beslenmesinde biiyiik 6neme
sahiptirler (Gergekgioglu ve ark. 2006).

Elma, armut, ayva, erik, tiziim, incir gibi meyvecilik tarimimda 6nem kazanmis olan
bircok meyve tiirii ilkemiz topraklarinda yetismektedir. Anadolu bir¢ok meyve tiiriinde oldugu
gibi, kirazinda anavatani sinirlari igerisindedir. Tirkiye’de her bolgede Kiraz yetistiriciligi

yapilmakta olup iiretilen kirazin hemen hemen hepsi taze halde tiiketilmektedir (Burak 2003).

Kiraz agaglar: iklim bakimindan sicak bir bityiime sezonu, kis mevsiminde belli bir siire
dinlenme ve yagmursuz bir hasat dénemine ihtiya¢ duyar. Kiraz agaglari iliman iklim meyve
tirleri igerisinde meyvelerini en erken olgunlastiran bir tiirdiir. 5-6 yasinda verime gegen Kiraz
agaclarmin tam ve ekonomik olarak émiirleri ise 25-30 yildir. iklim faktérlerinden en anemlisi
sicaklik olup kirazlar gerek diisiik gerekse yiiksek sicakliklara dayanamazlar (Burak 2003).

Diinyada kiraz iiretimi cografik olarak diinyanin farkli bolgelerine yayilmis durumdadir.
Cizelge 1.1°de goriildiigi gibi 2016 yili verilerine gore Tiirkiye kiraz yetistiriciliginde tiretim
bakimindan diinyada birinci sirada yer almaktadir.

Cizelge 1.1. Diinya Kiraz Uretimi (Ton) (FAO 2016)

Sira* Ulke 2010 2011 2012 2013
1 Tiirkiye 417.905 438.550 480.748 494.325
2 A.B.D 284.148 303.376 384.646 301.205
3 iran 251.418 151.175 200.000 200.000
4 italya 115.476 112.775 104.766 131.175

5 Ispanya 85.192 101945 98.400 97.200
6 Ozbekistan 75.000 82.000 84.000 100.000

7 Suriye 58.084 62.195 82.341 62.372

8 Ukrayna 73.000 72.800 72.600 81.200

9 Rusya 66.700 76.000 72.000 78.000

10 Romanya 70.290 81.842 70.542 80.477
Diinya 2.072.455 2158934  2.256.519 1.079.034

*:2013 yil1 tiretim miktarlart goz 6niine alinarak siralama yapilmstir.



Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 1992-2015 yillarinda kiraz agac sayisi ve iiretim miktar: (TUIK 2016)

Yillar Meyve Veren Meyve Vermeyen Uretim (Ton)
Agac Sayisi Agac Sayisi
2000 7.450.000 2.515.000 230.000
2001 7.620.000 2.630.000 250.000
2002 7.850.000 2.670.000 210.000
2003 8.400.000 3.200.000 265.000
2004 8.750.000 3.750.000 245.000
2005 9.385.000 4.447.000 280.000
2006 10.616.000 5.237.000 310.254
2007 12.048.000 6.434.000 398.141
2008 12.542.000 7.002.000 338.361
2009 13.284.000 6.935.000 417.694
2010 14.740.000 7.409.000 417.905
2011 15.836.000 7.553.000 438.550
2012 16.916.000 7.264.000 480.748
2013 17.922.000 7.236.000 494.325
2014 19.087.000 7.232.000 445,556
2015 20.616.000 6.614.000 535.600

Ulkemizde kiraz iiretimi son yillarda gerek agac sayis1 gerekse iiretim olarak siirekli artis
gostermektedir. Cizelge 1.2°de de goriildiigii gibi 2000 yilinda meyve veren 7.450.000 ve meyve
vermeyen 2.515.000 adet agag sayisina sahipken 2015 yilinda meyve veren 20.616.000 ve meyve
vermeyen 6.614.000 adet aga¢ sayisina sahiptir. 2000 yilinda 230.000 ton 2015 yilinda 535.600
ton kiraz iiretimi gergeklesmistir (TUIK, 2016).

Cizelge 1.3.’te de goriildiigii gibi il bazinda kiraz iiretiminde izmir, Manisa ve Konya ilk
siralarda yer almaktadir Tekirdag ilindeki Kkiraz dretimi ise yilhk 2.308 ton olarak
gerceklesmektedir (TUIK 2016).

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de 2015 yili verilerine gore il bazinda kiraz tiretimi

Iller Toplam Meyvelik ~ Meyve Veren Agac Uretim (Ton)
Alami (Dekar) Savisi
Konya 66.672 1.606.455 68.376
Isparta 53.762 1.085.962 53.762
[zmir 118.649 2.982.230 41.793
Manisa 96.482 2.170.802 39.713
Amasya 23.149 758.030 34.390
Bursa 60.115 1.275.819 28.470
Tekirdag 2.343 94.611 2.308




Ulkemizdeki kiraz iiretimini tehdit eden pekgok fitopatolojik problemler bulunmaktadir.
Bunlar arasinda yaprak delen hastaligina Stigmina carpophila, monilya (mumya) hastaligina
Monilinia laxa, dal yanikligi Nectria galligena fungal etmenler olarak 6n plana g¢ikarken
bakteriyel kansere neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum gibi 6énemli hastalik etmenleri hem firiin kayiplarma hem de aga¢ oliimlerine

neden olmaktadir.

Pseudomonas syringae’nin neden oldugu dal kanseri hastaligi diinyada meyve iretimi
yapilan her yerde yaygin olarak goriilmektedir. Hastaliga neden olan etmenler Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’dur. Patojen bakteriler, diiz
ya da egik ¢ubuk seklinde, bir veya iki kamgiya sahip gram negatif hiicre yapisina sahiptir. Boyutu
0.5-1 pm x 1.5-4.0 um arasinda degismektedir. DNA’nin G+C oran1 %58-71 mol diir (Schaad
ve ark. 2001). Pseudomonas syringae'nin ilk olarak izolat1 1902 yilinda Van Hall tarafindan
leylak (Syringae vulgaris) bitkisinden izole edilmistir. Pseudomonas syringae kompleks bir
patojen olup Gardan ve ark. (1999) once 56 farkli pathovarlariin bulundugunu ve DNA:DNA
hibridizasyonu sonucunda izolatlarin 6 genomospeciese ayrildigini belirlemislerdir. Bunun yaninda
Kaluzna ve ark. (2012) ise etmenin yaklasik 64 pathovari oldugunu bildirmistir.

Hastaliga neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae adli bakteri genis bir konukgu
dizisine sahiptir. Basta kiraz ve kayis1 olmak tizere 80 kadar meyve tiiriiniin yanisira pek ¢ok
otsu bitki tiirtinde de hastalik yaparken; Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise sadece
kiraz, erik ve badem tiirlerinde hastalik olusturmaktadir (Agrios 2005).

Hastalik etmeni agacin kok harig biitiin toprak tistii aksamlarinda hastalik belirtisi olusturur.
Hastaligin tipik belirtisi ¢eside, infektelenmis agacin yasina, bitki dokusuna, patojen izolata ve
cevresel kosullara gore degisebilir (Gasic ve ark. 2012). Hastalik belirtileri icerisinde ¢icek
demeti yanikligi, siirgiinlerde geriye dogru 6liim, yaprak ve meyve lekeleri, odun dokularinda
acik yaralar (kanser) birlikte zamklanma ve genel olarak meyve miktarinda azalmalar seklinde
ortaya c¢ikmaktadir (Kennelly ve ark. 2007). Yaprak lekeleri koyu kahverengi, daireselden
diizensiz sekillere kadar degisen lekeler seklinde ve bazi zamanlarda sar1 hale ile cevrilidir.
Lekeler biiyiiyerek birlesir ve daha biiyiik 6lii alanlar meydana getirir, lekelerin merkezler

dokiilerek sagma ile delinmis bir goriinti alir (Ogawa ve ark. 1995).

Yesil kiraz meyvelerindeki belirtileri ise su emmis leke veya nemli bir alanla ¢evrilmis

kahverengi lekelerdir. infektelenmis meyvelerde ¢okiik-derin gukurlar, siyah et benzeri lekeler
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ve meyvenin yasina baglh olarak merkezi sari-kirmizi renginde lezyonlar meydana gelir. Meyve

saplar1 kahverengi ve su emmis leke seklinde goriiliir (Ogawa ve ark. 1995).

Eger cicek demeti infektelenirse demetin tamami kurur. Etmen canliligini bir tiretim
doneminden digerine kanserli dokularda gegirir, saglikli siirgiin ve iletim demetleri ile yayilir.
Bakteri doku igerisinde baharda yagmurlarla beraber ¢cogalir ve geng yaprak ile ¢igek demetlerine
yagmur yardimiyla yayilir. Etmen simptom olusturmadan epifitik olarak yaprak ve gigeklerde
bulunabilir. Bakteriyel etmen yapraklarm dokiildiigi taze yaralardan govdeye giris yapar.
Bakteriyel kanserin belirtileri ilkbaharda serin, nemli bir periyot veya yaprak ve ciceklerden riizgar
nedeniyle olusan yaralarin olmasi durumunda ortaya c¢ikmaktadir. Yapraklarda serbest su
filminin ve yiiksek nemin en az 24 saat devam etmesi sonucunda yaprak infeksiyonlar

gerceklesir (Jones ve Sutton 1996).

Dallarda derin yaralar seklinde gériilen kanser formu genelde agacin zayiflamasina neden
olan don olaylari, yaralanma ve stres gibi faktorlerden sonra daha siddetli gozlenir. Kanser
olusumunu don olayini tesvik eden gévdenin su igerigi, Su emmis lekeler ve biiyiik govde ¢aplar
gibi faktorler tesvik etmektedir. Kanserler kiigiik olabildigi gibi biiyiik olabilmekte ve agacin
oliimiine neden olabilmektedir. Kanserler, bakterinin ki1 dormant olarak gecirdigi yerler olan
cicek demetlerinden ve tomurcuklardan odun dokusuna gegmesiyle baslamaktadir (Kennelly ve
ark. 2007).

Pseudomonas syringae pv. syringae tlkemizde; Antalya, Mersin ve Adana’da
turunggillerde (Mirik ve ark. 2005), Erzurum ve ilgelerinde kayisi agaglarinda (Gormez 2011),
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise kirazda Marmara ve Ege Bolgesi, bademde ise

Ege Bolgesinde goriilebilmektedir (Anonim 2008).

Diinya ¢apinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Pseudomonas syringae (van
Hall) pathovarlarinin neden oldugu bakteriyel hastaligin tiretim alanlarindaki miicadelesi son

derece zordur. (Kennelly ve ark. 2007).

Pseudomonas syringae pathovarlarinin tanilama ¢alismalarinda, LOPAT (Levan tipte
koloni olusumu, Oksidaz reaksiyonu, Patateste pektolitik aktivite, Arginin dehidrolaz aktivitesi,
Titiinde asirt duyarlilik reaksiyonu testi), GATTa testleri (Jelatinin (Gelatine) ) hidrolizi,
Aesculinin hidrolizi, Tyrosin ve Tartaric asit aktivitesi), karbon kaynaklarindan asit olusumu testi
(mannitol, sorbitol, inositol, erythritol, tartaricacid, lacticacid, tyrosin) gibi klasik yontemlerin
yani sira; patojenisite ve patolojik temelli fitotoksinlerinin dikkate alindigi in vitro’da

syringomycin tretimi, buz gekirdegi olusturma aktivitesinin (ice nuclesion activity, INA)
11



saptanmasi kullanilmaktadir. Ayrica, molekiiler yontemlerle de yapilan ¢alismalar tanilari
desteklemektedir (Ertimurtas ve ark. 2014; Biilbiil 2014).

Pseudomonas syringae pv. syringae’nin molekiiler tanilanmasinda kullanilan syrB geninin
primerlerinin dizilimi, (B1 5-CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3" ve primer B2 5’-
TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3") kullanilarak yapilir. Jele verildikten sonraki goriintiide
primer uzunlugu 752 bp’ye ulasmis ise etmen Pseudomonas syringae pv. syringae olarak
tanilanir (Abbasi ve ark. 2014). Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’un molekiiler
tanilanmasinda kullanilan cfl genine gore dizayn edilmis primerler (GGCGCTCCCTCGCACTT
ve GGTATTGGCGGGGGTGC) kullanilarak  molekiiler tanilanmasi yapilabilecegi
bildirilmistir. S6z konusu primerlerin PCR {iriinleri agaroz jelde 650 bp biiyiikliigiinde band
olusturmaktadir (Abelleria ve ark. 2014). Bu primer setleri izolatlarin pathovar diizeyinde

molekiiler tanisinda son derece basarili olarak kullaniimaktadr.

Bu calisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz iretimin yapildigi Barbaros, Canakei,
Karahisarli, Kumbag, Naip, Marmaraereglisi, Merkez, Yenigiftlik il¢elerinden 23 adet kiraz {iretim
alan1 ziyaret edilmis ve 135 adet agagtan hastalik siiphesiyle ornek toplanmistir. Yapilan
izolasyonlar sonucu elde edilen 400 adet bakteri izolatinin patojenitesi, LOPAT (L: Levan
olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T: Tiitiinde asir1
duyarlilik reaksiyonu), GATTa (G: Jelatin hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosin kullanma,
Ta:Tartarik asidi kullanma) testleri, karbon kaynaklarindan asit olusumu gibi Kklasik testlerle
tanis1 yapilarak bakteri izolatlarinin Pseudomonas syringae oldugu tanilanmistir. Taniyi
desteklemek amaciyla tesadiifi olarak secilen izolatlara yag asit analizi uygulanarak tani
desteklenmistir. Izolatlarm pathovar diizeyinde tanisinda Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ’a spesifik olan yukarida belirtilen iki primer seti
kullanilarak PCR testleriyle molekiiler diizeyde arastirmalar yapilmistir. izolatlarin genotipik
karsilagtirmasinda BOX-PCR ile fenotipik karakterizasyonu ise yag asit analizleri kullanilarak

ortaya konmustur.
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2. LITERATUR OZETI
Pseudomonas syringae polifag patojenik bakteri olarak tek ve ¢ok yillik 180 bitki tiiriinde

hastalik olusturmaktadir (Bradbury 1986, Agrios 2005).

Bitki patojenik Pseudomonas’lardan ilk olarak 1893 yilinda dutta (Malus sp.)
Pseudomonas mori rapor edilmis (Boyer ve Lambert 1893), 1902 yilinda ise VVan Hall tarafindan
hastalikli bir leylak (Syringae vulgaris) bitkisinden izole ederek Pseudomonas syringae’yi rapor
etmistir (Young 2010).

Bakteri; kiraz, erik, seftali, kayisi ve yabani kirazda ekonomik éneme sahip hastaliklara
neden olur (Scortichini ve ark. 2003, Vicente ve Roberts 2007, Renick ve ark. 2008, Gilbert ve
ark. 2009, Kaluzna ve ark. 2010).

Burkowicz ve Rudolph (1994), diinyadan farkli bolgelerinden elde ettikleri 216 izolatin
yapilan tanilama ¢aligmalari sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum olarak belirlemislerdir. Kiraz, visne, erik ve kayisidan elde edilen
izoatlarin tamami Pseudomonas syringae pv. morspurunorum olarak belirlenmistir. Elde edilen
iilkeler bazinda bakildiginda ingiltere ve Italya’dan kirazdan elde edilen izolatlar Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum, Macaristan ve ABD’den elde edilen kiraz izolatlarimin tamami
Pseudomonas syringae pv. syringae belirlenirken, Polonya ve Fransa’da ise her iki patojen
belirlenmistir. Ingiltere ve Giiney Afrika erik izolatlarmin tamami sadece Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum, Polonya izolatlar: ise Pseudomonas syringae pv. syringae olarak
saptanmistir. Fransa, Giiney Afrika, Macaristan, Polonya, Tirkiye, Yeni Zellanda ve
Yugoslavya’dan elde edilen kayis1 izolatlarinin Pseudomonas syringae pv. syringae
belirlenirken, sadece Isvicre, Macaristan, Polonya ve Yugoslavya’dan elde edilen 5 izolat ise

Pseudomonas syringae pv. morspurunorum olarak tanimlanmastir.

Kavak ve Citir (1995) yaptiklar: bir ¢alismada bakteriyel kansere eden olan Pseudomonas
syringae pv. syringae hastaligi ile Malatya bolgesindeki tiretim alanlarinin %20’sinin bulasik

oldugunu bildirmislerdir.

Kotan ve Sahin (2002) Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde ticari ve ev bahgelerinde
yaptiklari sérveyler sonucunda tiretim alanlarinin %80’inin Pseudomonas syringae pv. syringae

ile bulasik oldugunu saptamislardir.

Vicente ve ark. (2004), 2000-2001 yillarinda ormanlik alanlardan ve fidanliklardaki

kirazlarda (Prunus avium) sorvey yapmistir. Sérvey yapilan 24 ormanlik alanin 20’sinde, 7
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fidanhigin ise 3’tinde bakteriyel kanser simptomlar: belirlemislerdir. Yabani Kirazdan elde edilen
izolatlarin ¢ogunlugu Pseudomonas syringae pv. syringae olmasmin yaninda Pseudomonas

syringae pv. morsprunorum‘un irk 1 ve irk 2’°sininde bulundugunu saptamislardir.

Sulikowska ve Sobiczewski (2008) Polonya’nin farkli bolgelerinden 2007 yilinda 4 sert
cekirdekli meyve tiiriiniin agaglarindan hastalikli 6rneklerden yaklasik 130 adet floresan
Pseudomonas izolat1 elde etmislerdir. Biyokimyasal ve fizyolojik testler kullanilarak yapilan
testler sonucunda 110 adedi Pseudomonas syringae olarak tanilanmigtir. GATTa testi
kullanildiginda 31 izolat Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1, 37 izolat Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum irk 2 ve 42 izolat ise Pseudomonas syringae pv. syringae olarak
tanilanmustir. Yapilan GATTa testi sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae (++--),
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 (--++) ve Pseudomonas syringae pv.

morsprunorum irk 2 (+---) sonuglari elde edilmistir.

Donmez ve ark. (2010) Malatya kayisi iiretim merkezlerinde yaptiklari galisma
sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morspurunorum’un bakteriyel kansere neden oldugunu belirlemislerdir. Bolgeden topladiklari 53
izolatin 42 adedi Pseudomonas syringae pv. syringae ve 11 adedi ise Pseudomonas syringae pv.

morspurunorum olarak tanilamiglardir.

Gavrilovig¢ ve ark. (2012) Sirbistan’da kirazlardan karakteristik Pseudomonas belirtisi
gosteren orneklerden bakteri izolatlar: elde edilmistir. Sirbistan’in farkli bolgelerindeki (Belgrat,
Topola, Cocak, Sabac, Novi Sad) kiraz tiretim alanlarinda iki farkl: tip simptom belirlemislerdir.
Bunlardan birincisi tomurcuk nekrozu ve ikincisi ise kiraz dallarindaki bakteriyel kanserlerdir.
Yaptiklar: tan1 ¢alismalar1 sonucunda birinci grup kiraz nekrotik dallarindan izole edilen armut,
kiraz ve limon meyveleri, leylak yapraklar: ve fasulye kapsiiliinde nekroza neden olan jelatin ve
esculin pozitif, tyrosin ve tartarat ise negatif olarak belirlenmis ve Pseudomonas syringae pv.
syringae olarak tamlanmustir. ikinci grup izolatlar ise kiraz tomurcuklarindaki nekrotik alanlardan
izole edilen temel patojenite testleri negatif, jelatin ve esculin negatif, tyrosin ve tartarat ise pozitif

olarak belirlenmis Pseudomonas syringae pv. morsprunorum olarak saptanmustir.

Abbasi ve ark (2012) tarafindan iran’da yapilan bir calismada sert gekirdekli meyve
agaglarinda bakteriyel kansere neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae seftali (Prunus
persica), erik (Prunus domestica), kiraz (Prunus avium) badem (Prunus dulcis) ve kayisida

(Prunus armeniaca)’da hastaliga neden oldugunu belirlemistir.
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Gormez (2011)’in bildirdigine gore, Erzurum il ve ilgelerindeki (Ispir, Narman, Oltu,
Olur, Pazaryolu, Senkaya, Uzundere ve Tortum) hastalikli kayis1 agaclarindan alinan bitki
orneklerinden 318 izolat elde etmislerdir. izolatlar MIDI sistemi ile tanilanmis 104 adet
Pseudomonas cinsine giren tiir calismada kullanilmistir. izolatlarin 38’inin Ispir, 26’smmn
Senkaya, 19°unun Tortum, 9’unun Olur, 7’sinin Oltu, 4’iniin Narman ve 1 tanesinin ise
Uzundere ilg¢esinden izole etmistir. Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS) tan1 sonucuna goére bu
tirlerin 75 adedi Pseudomonas syringae pv. syringae olarak belirlenmistir. Kayisida yapilan
patojenite testleri sonucunda ise 67 izolatin patojen oldugu tespit etmistir.

Young (2010)’un bildirdigine gore 1894 yilinda Migula tarafindan Pseudomonas cinsi
gram negatif ¢ubuk seklinde, aerobik ve bir ya da iki kamgisi ile hareket edebilen bakteriler i¢ine
dahil edilmesi onerilmistir. Fakat giiniimiizde artik taksonomik calismalarda 16S rDNA
kullanilarak yapilmasindan dolayi, Pseudomonas’larin smiflandirmasi floresan, poly-p
hydroxybutyrate depolamayan Pseudomonas’lar Pseudomonas syringae 'de iginde bulundugu;
Pseudomonas aeruginosa ise giinimiizde y-Proteobacteria igerisine dahil edilmistir. Cogu
floresan olmayan poly-p hydroxybutyrate depolayan Pseudomonas’lar ise Acidovorax,
Burkholdera ve Ralstonia cinslerinin igine dahil edilmis ve [-Proteobacteria igerisinde

siniflandirilmastir.

Hastalik baharda kanser yaralari ve ¢igek demetlerindeki popiilasyonlarin gelismesi ve
kolonizasyonu ile baslamaktadir. Cigek demetlerindeki etmenin populasyonu 10*° arasindadur.
Yaniklik simptomunun ortaya ¢ikmasi i¢in soguk bir havadan sonra nemli ve serin bir havanin
devam etmesi gerekmektedir. Cigek demeti enfeksiyonlarinin meydana gelebilmesi igin don
zararlanmasi sonucu olusan yaralara ihtiya¢ duymaktadir. Kanser formu genellikle budama
yerlerinde patojenin kolonize olmasini takiben ortaya ¢ikmaktadir (Kennelly ve ark 2007).
Giircistan’da yapilan bir ¢alismada budama yerlerinden Eyliil-Aralik ayr doneminde yapilan
inokulasyon sonucu seftali agaclarinin %57-100 oraninda agag oliimleri gergeklesirken Nisan
ayinda yapilan budamalardan sonra yapilan inokulasyonlarda agag oliimleri gorilmemistir. Bu
calisma ile budama ve budama zamanmin hastahigin yayilmasinda énemli bir faktor oldugu
belirlenmistir (Chandler ve Daniell 1976).

Meyve agaclarindaki Pseudomonas syringae hastaliklarmin gelisiminde, dondurucu
soguklarin etkili oldugu yapilan ¢alismalarda bircok kez belgelenmistir. Pseudomonas syringae
pv. syringae, visne, kayisi ve seftali dal ve yapraklarinda dondurucu soguklarda siddeti daha fazla

olmaktadir (Klement ve ark. 1984, Siile ve ark. 1987, Weaver 1978).
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Latorre ve Jones (1979) topladiklar1 yabanci otlar ve yere dokiilmiis yapraklar: bir yil
streyle belli araliklarla izolasyonlar yapmislar ve 54 yabanci ottan 3’tiinden Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum izole ederken bitki parcalarindan izole edememislerdir. Sera
denemelerinde ise visnede nemli kosullarda kiraz meyvesine, seftali fidanina, visne yapraklarina
ve siirgiinlerine yabanci ot ve bitki parcalarindan gegis yaptigini belirlemislerdir. Bu ¢alisma ile
yabanci otlar ve bitki artiklar1 Kirazda bakteriyel kanserin potansiyel inokulum kaynag: oldugunu

ortaya koymuslardir.

Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum
yaniklik belirtisi gosteren bolgelerde, hasta tomurcuk ve yapraklarda, govdede ve bazi yabanci
otlarda kislar. Hasta tomurcuk, mahmuz dipleri, as1 yaralar1 ve yaralar etmenin bitkiye giris
yerleridir. Yaniklar sonbaharda hizla geliserek soguk havalarin sona ermesi ile ortaya cikar.
Tomurcuk enfeksiyonlarinda ise dis tomurcuk pullarindan giris yaparak tomurcugu
oldiirmektedir (Endert ve ark. 1984).

Kennelly ve ark. (2007) bildirdigine gore, kirazlarda bakteriyel kanserin epidemiyolojik
calismalar1 Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morspurunorum’un epifitik ve endofitik fazlarinin 6nemli oldugunu gostermistir. Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum’un saglikli dokularda epifitik yasamini devam ettirdigi ilk olarak
kirazlardaki calismalarda belirlenmistir. Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum’un epifitik fazi saghikli tomurcuk ve yapraklarda gelisir ve
canliigmin devam ettirerek tretim sezonunda saglikli dallara giris yaparak hastalig
baslatmaktadir (Crosse 1959, Hirano ve Upper 2000). Saglikli yapraklardaki yapraklar: yikama
yontemiyle Pseudomonas syringae pv.morspurunorum popiilasyonlarini saptamis ve yeni kanser
olusumlari i¢in inokulum kaynagi olarak rol oynadig: belirlemistir. Pseudomonas syringae pv.
syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ’nin epifitik fazi saglikli tomurcuk ve
yapraklarda gelisir ve canliligin1 devam ettirerek tiretim sezonunda saglikli dokulara giris yaparak
hastaligi baslatmaktadir. Yaz aylart boyunca bakteriyel kanser patojenleri saglikli yaprak
yiizeylerinde epifitik olarak yasamlarin1 devam ettirirler ve/veya meyve ve yaprakta lekelere
neden olabilir. Epifitik popiilasyon yaz aylarinda disardan yagmurlarin arttigr ve sicakligini
olustugu sonbahar aylarinda tekrar artig gosterir (Sundin ve ark. 1988). Dormant tomurcuklar
bakteriyel patojenler i¢in bir kislama yeridir (Kennelly ve ark. 2007). ingiltere’de kirazlardaki
calismada Pseudomonas syringae pv. morspurunorum’un tomurcuklarda kisladigi Crosse
(1956), yine Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum
ile yapilan Michigan (Sundin ve ark 1988) ve Giiney Afrika’daki (Ross ve Hattingh 1986)
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calismalarda da dormant tomurcuklarda hastalik etmenini belirlemislerdir. Yaprak diisme
yerlerinde ¢evre kosullari serin sicak, riizgar ve yagmur damlasini igerdigi durumlarda
Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum yaprak
yiizeylerinden taginarak sistemik kolonizasyonlari meydana getirmektedir (Crosse 1957, Sundin
ve ark 1988). Bakteri kolonizasyonu kis sonuna kadar dormant tomurcuklarda ve sistemik olarak
yaprak izlerinde devam etmektedir (Sundin ve ark 1988). Bir¢ok sebepten dolay: tomurcuktan
saglikl1 goriiniirler fakat patojen tarafindan 6ldiiriilmesi nedeniyle 61t tomurcuk simptomu olarak
isimlendirir ve kanser baslangicidir. Saglikli dormant tomurcuklardaki bakteriyel popiilasyon

ilkbaharda cicek demetlerinde kolonizasyonlar igin inokulum kaynagi olarak gorev yapar.

Shams-Bakhsh ve Rahimiab (1997) sert ¢ekirdekli meyve agaglarindaki kanserden izole
ettikleri Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarinin tanilarken oksidaz testi, asit ve levan
tiretimi ve patateste pektolitik aktivite testlerini yapmislardir. Yapilan testlerin sonucunda
izolatlarin oksidaz testine negatif sonu¢ verdigi, sakkarozda levan ve asit iirettigi ve patateste

pektolitik aktivite negatif sonug verdigi goriilmiistiir.

Pseudomonas cinslerinin tani ¢alismalarinda kullanilan LOPAT 6zelliklerine gore farkl
gruplar olusturulmustur. LOPAT olarak isimlendirilen test grubu igerisinde siikroz ortaminda
levan tipi koloni tiretimi, oksidaz reaksiyonu, pektat jel veya patates dilimlerinde pektolitik
aktivite, arginin dehidrolaz aktivitesi ve tiitiin yapraginda asir1 duyarlilik (HR) reaksiyonunu
testleri yer almaktadir. Yesil flouresan Pseudomonas’ larin LOPAT karakterleri la grubunda yer
alanlarin (+---+) olup Pseudomonas syringae tiirii, Ib grubunda yer alanlarin (----+) olup
Pseudomonas savastanoi pv. savastonoi ve Pseudomonas delphini tiirii, 11 grubunda yer alanlarin
(-/+-+-+) olup Pseudomonas viridiflava tirti, Il grubunda yer alanlarin (-+--+) olup
Pseudomonas cichorii tiirii, IVVa grubunda yer alanlarin (++++-) olup Pseudomonas marginalis
tirt, IVb grubunda yer alanlarin (-+++-) olup Pseudomonas flourescens tiirii, Va grubunda yer
alanlarin (-+-+-) olup Pseudomonas tolasii, bazi saprofitik pseudomonaslar ve Vb grubunda yer
alanlarin (++-+-) olup Pseudomonas flourescens ile bazi saprofitik Pseudomonas’lar yer
almaktadir (Lelliott ve ark. 1966, Gonzales ve ark 2003).

Tani testlerinden olan GATTa testi Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum 1k 1’i ayirmada kullanilirken (Latorre ve Jones 1979)
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 2’de ise basarili olmamistir (Gilbert ve ark. 2009).
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1 jelatin ve esculini hidrolize etmezken tyrosin ve
tartarik asidi kullanmaktadir, irk 2 ise jelatin ve esculini hidrolize etmis, tyrosin tiretmis ama

tartarik asidi kullanmamistir (Bultreys ve Kaluzna 2010). Bu yiizden GATTa testinde
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Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1 ve wrk 2’yi ayirmada sadece jelatin hidrolizi

kullanilabilir.

Pseudomonas syringae pv. morspurunorum’un irk 1 ve ik 2 izolatlar: sert ¢ekirdekli
meyve tirlerindeki patojenite testlerine gore ayrilmaktadir (Garnett ve ark. 1966, Roos ve
Hattingh 1987, Burkowicz ve Rudolph 1994). Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk
1°i coronatin fitotoksinini tireten cfl* formunda olup kirazda patojendir. Pseudomonas syringae

pv. morspurunorum irk 2 ise leylak ve visnede patojendir.

Vicente ve Roberts (2007) bazi Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ik 2
izolatlarinin GATTa test sonucunun (++--) Pseudomonas syringae pv. syringae ’ye benzer
oldugunu bildirmistir. Bunun yaninda GATTa test Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ayirmada kullanilacak bir yontem oldugu ama
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ik 2 igin ekstra tetslerin eklenmesi gerektigini
belirtmistir. Bu ek testler igerisinde buz ¢ekirdegi aktivitesi, Sukroz nutrient broth besi yerinde
gelisim ve insitoldan asit iiretimi yer almaktadir. Bu testler hizli, kullanilabilir, ucuz ve benzer

performansi gosteren testler olmasimdan dolayr kullaniglidir.

Sulikowska ve Sobiczewski (2008) yapmis oldugu bir caligmada GATTa testi kullanarak
yaptig1 tan1 ¢alismalar1 sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae (++--), Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum irk 1 (--++) ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 2

(+---) seklinde sonuglar vererek izolatlar arasinda farkliliklar oldugunu belirlemistir.

Gavrilovig ve ark. (2012) Sirbistan’da kiraz iiretim alanlarindan elde ettigi Pseudomonas
izolatlarinin tanisini patojenite testi ve farklilig: ortaya koyan GATTa testine gore yapmis ve iKi
farkli grubun oldugunu belirlemistir. Birinci grup kiraz nekrotik dallarindan izole edilen kiraz,
armut ve limon meyveleri, leylak yapraklari, fasulye kapsiiliinde nekroza neden olan, jelatin ve
esculin pozitif, tyrosin ve tartarat ise negatif (tipik Pseudomonas syringae pv. syringae karakteri)
olarak belirlenmistir. Ikinci grup izolatlar ise kiraz tomurcuklarindaki nekrotik alanlardan izole
edilen temel patojenite testleri negatif, jelatin ve esculin negatif, tyrosin ve tartarat ise pozitif

(tipik Pseudomonas syringae pv. morsprunorum karakteri) olarak saptanmistir.

Sukroz nutrient broth besi yerinde Pseudomonas syringae pv. syringae sart koloni,
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1 ise beyaz koloni olustururken Pseudomonas

syringae pv. morspurunorum irk 2 degiskenlik gostermektedir (Bultrey ve Kaluzna 2010).
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Abu-Ashraf et al. (2000) pathovar seviyesinde Pseudomonas syringae’ nin fitopajenik
siniflandirilmasinda PCR’1 kullanmis ve bu 6nemli bitki patojenlerinin tanilanmasinda faydali

olabilecegi diistilmiistiir.

Gilbert ve ark. (2009) Belgika’da 1993-2002 yillar1 arasinda 36 farkli seftali, erik ve Kiraz
bahgelerindeki hastalikli bitki dokularindan elde ettikleri Pseudomonas syringae ve
Pseudomonas viridiflava izolatlart elde etmislerdir. Yaklasik 356 izolat1 da bu ¢alismada
fitotoksin, siderefor ve klasik mikrobiyolojik testleri, genetik metotlardan REP-, ERIC- ve BOX
ile IS50- PCR testlerine gore 280 izolat Pseudomonas syringae pv. syringae, 41 izolat
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1, 12 izolat Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum 1rk 2, 3 izolat Pseudomonas viridiflava ve 20 izolat ise pathovar diizeyinde
tanilanamayan Pseudomonas syringae olarak belirlenmistir. REP-PCR ve 6zellikle BOX-PCR
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk
2’in ayirmmu i¢in kullanish oldugu belirlemislerdir. Genetik sonuglarina gére Pseudomonas
syringae pv. avii'nin homogenitesine gore kiyaslandiginda Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum 1k 1 ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 2 yiiksek oranda
Pseudomonas syringae pv. syringae’den ayrilmistir. Pseudomonas syringae pv. syringae ayni

konukgular1 (armut, kiraz veya erik) homojen genetik grup igerisinde gozlenmistir.

Ivanovic ve ark (2009) seftali, armut, elma ve bogiirtlenden izole ettikleri izolatlarin
armut, kiraz ve limon meyveleri iizerinde yaptiklar1 patojenite testi sonucunda karakteristik
Pseudomonas syringae pv. syringae belirtilerini g6zlemlemislerdir. Erik ve kiraz gozleri ile visne
meyvelerinden izole ettikleri izolatlarin kiraz meyvelerindeki patojenite testinde ise karakteristik
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum belirtilerini gézlemlemislerdir. Yapilan patojenite
testlerine gore iki grup ortaya ¢itkmistir. Birinci grup armut, elma, seftali ve bogiirtlenden izole
edilerek Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanan izolatlar bulunurken, diger grupta
erikte ve kiraz gozlerinde ve visne meyvelerinden izole edilerek Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum olarak tanilanan izolatlar bulunmaktadir. GATTa sonuglarma gore tg farkli grup
belirlenmistir. Birinci grup elma, armut ve seftali izolatlarini igermektedir. Bunlar jelatin ve
esculini hidrolize ederken tyrosin ve tartatati kullanmamaktadir ve Pseudomonas syringae pv.
syringae olarak tanilanmustir. Ikinci grup kiraz ve erik izolatlarin1 icermekte, jelatin ve esculin
negatif, tyrosin ve tartarattan yararlanma ise pozitif olup Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum olarak tanilanmistir. Genetik ¢calismalar sonucunda seftali, armut, elma, erik visne
ve bogirtlen gibi farkli konukgulardan elde edilen izolatlarin konukgularma gore ayirimda

ozellikle BOX—PCR kullaniimast ile belirlenebilecegi bildirilmistir.
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Gasic ve ark. (2012) Pseudomonas syringae pathovarlarinin simptomolojik ve genel
karakteristik ozellikleri nedeniyle sert ¢ekirdeklilerde ayirimi kolaylikla karistirilabilmektedir.
Yapilan ¢alismada hizli ve etkili olarak Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum ve Pseudomonas syringae pv. persicae’nin ayiriminda
kullanilabilecek bazi standart bakteriyolojik ve molekiiler metodlarin uygunlugunu
arastirmislardir. Izolatlarin ayirmminda LOPAT, GATTa testlerinin yaminda buz cekirdegi
aktivitesi, nutrient sukroz broth’da gelisim ve ¢esitli karbon kaynaklarimin kullanim: gibi testler
denemislerdir. PCR metotlarinda toksin tiretimlerinin belirlenmesinde, Pseudomonas syringae
pv. syringae igin syrB ve syrD, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1 igin cfl genlere
dayal testleri kullanmislardir. Pseudomonas syringae pv. syringae’nin syringomisin tiretiminin
bioassayinda Geotrichum candidum, Saccaromyces cerevisiae ve Rhodotorula plimanae
indikator organizma olarak kullanmislardir. Ayrica patojenite testlerini limon, nektarin, fasulye

kapsiiliinde yapmisladir.

Ivanovic ve ark. (2012) bogiirtlen, erik, Kiraz, visne, seftali, armut ve elma agaglarindan
izole ettikleri Pseudomonas syringae izolatlarinin molekiiler analizlerini yapmislardir. Yapilan
profil ¢alismalari sonucunda izolatlari Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’a benzerlik
gosterdigini saptamiglardir. Ayrica REP-PCR kullanilarak yapilan ¢alismalarda Pseudomonas
syringae’nin farkli konukgulardan izole edilen izolatlarinin yumusak ¢ekirdekli ve sert ¢ekirdekli

agaglar1 gibi farkli gruptan izole edildiklerinin ayiriminin yapilabilecegini belirtmiglerdir.

Kaluzna ve ark. (2012), Polonya ve Italya’da kiraz (Pisum avium), visne (Pisum cerasus),
erik (Pisum domestica) ve findik (Corylus avellana) konukgularda hastalik belirtisi gosteren bitki
orneklerinden 33 adet bakteri izolat1 elde etmisler ve izolatlar1 klasik teknikler kullanarak
fenotipik olarak tanilamiglardir. Bunlardan 16 tanesi Pseudomonas syringae pv. syringae, 12
adedi Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 ve 5 adedi ise Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ik 2 olarak tanilanmistir. Tanilama toksin dretimlerine gore yapilmistir.
Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarindan 11 adedi syrB, 3 Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum irk 1 cfl ve 3 adet Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 izolati
yersiniabactin (irpl) genine sahip olduklar1 g6zlenmistir. ERIC, REP ve BOX-PCR kullanarak
pathovarlar ve irklarin ayrimlarini yapmigslardir. Bunlardan ERIC ve BOX benzer sonuglar
vermistir. gypB, gapA, gltA ve rpoD genleri kullanilarak yapilan MLST-PCR’da izolatlar
Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1 ve

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 olmak tizere 3 kiimeye ayrilmstir.
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Haghighi ve Taghavi (2014) yapmis oldugu bir ¢alismada Prunus tiirleri ve seker
pancari, armut, ayva, yulaf, bugday, arpa ve geltik gibi diger konukgularindan elde ettikleri
Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarmin REP-PCR ve RAPD PCR teknikleri kullanarak
aymmlarmi yapmislardir. Bu teknikler kullanilarak yumusak cekirdekli, sert g¢ekirdekli ve
bugdaygil (tahil) konukgular1 gibi farkli konukgulardan elde ettikleri Pseudomonas syringae pv.

syringae izolatlarin1 ayirmada kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Ertimurtas ve ark. (2014) Pseudomonas syringae pathovarlarmin, LOPAT, GATTa
testleri, karbon kaynaklarinda asit olusumu testi (mannitol, sorbitol, inositol, erythritol,
tartaricacid, lacticacid, tyrosin) gibi klasik yontemlerin yani sira, patojenisite ve patolojik temelli
fitotoksinlerinin dikkate alindig1 in vitro’ da syringomycin iiretiminin ve buz ¢ekirdegi olusturma
aktivitesinin saptanmasi gibi tanilama yontemleri ile tanist yapilmistir. Pseudomonas syringae
pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum izolatlarinin molekiiler yontemlerle de
kesin tanis1 yapmislardir. Pseudomonas syringae pv. syringae’nin syringomycin sentezinden
sorumlu syrB geni ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’nin coronatine sentezinden
sorumlu cfl geninin molekiiler tanisi, klasik PCR testi ile belirlemislerdir. Pseudomonas syringae
pathovarlarinin ayirt edilmesinde kullanilan cts, gapA, gyrB ve rpoD genlerinin sekans analizleri
yapmislardir. Klasik ve molekiiler tanilama testleri sonucunda, testlenen 15 Pseudomonas

syringae izolatinin 9 unun Pseudomonas syringae pv. syringae oldugunu saptamislardir.

Abbasi ve ark. (2012) Pseudomonas syringae pv. syringae ’nin molekiiler tanilanmasin
syrB genine gore dizayn edilen primerin kullanildiginda 752 bp baz uzunlugunda PCR iiriinleri
elde edilirken, Albelleria ve ark. (2014) yaptiklari ¢alismada Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum’un  molekiiler tanilanmasinda Kkullanilan cfl geninin kullanildigi PCR

caligmalarinda ise 650 bp baz uzunlugunda PCR iirtinlerinin elde edildigini bildirmislerdir.

Gasic ve ark. (2012)’in bildirdigine gore, Belgika’da meyve bahgelerinde armutta
Pseudomonas syringae pv. syringae sert ¢ekirdeklilerde Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’un bulundugu bildirilmistir (Bultreys ve Gheysen
2004, Gilbert ve ark 2009,) yabani kirazlarda ise Pseudomonas syringae pv. avii’nin varlig
Fransa’da rapor edilmistir (Menard ve ark 2003). Belgika’da Pseudomonas syringae pv. syringae
genel olarak yumusak gekirdekli ve otsu bitkilerde hastalik olustururken (Arsenijevic 1997,
Gavrilovic 2006; 2009, Gavrilovic ve ark. 2008), Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
yaygin olarak visne, Kiraz, erik (Hattingh ve Roos 1995) ve kayisida (Bultreys ve Kaluzna 2010)

hastalik olusturmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL

Karakteristik hastalik belirtisi gosteren kiraz bitki 6rneklerinden izole edilen bakterilerin
tanilanmasi calismalarinda karsilastirma kiiltiirleri olarak Cukurova Univeristesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii (Adana) Ogretim Uyesi Prof. Dr. Yesim AYSAN temin edilen tanisi
yapilmis Pseudomonas syringae pv. syringae izolati, Tekirdag ve gevresinden izole edilen
Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlari, Yalova Bahge Kiiltiirleri Atatiirk Arastirma
Enstitlisii’nde galisan Yiik. Zir.Miih. Nesrin TUNALI’dan tanis1 yapilmis Erwinia amylovora 57
izolatr, Do¢. Dr. Mustafa MIRIK ten temin edilen tanis1 yapilmis Pseudomonas cichorii ve
Pectobacterium caratovorum izolati, besi yerleri, ¢esitli kimyasallar, laboratuar malzemeleri,
inkiibator, etiiv, otoklav, pH metre, spektrofotometre ve PCR aleti bu ¢alismanin materyalini

olusturmustur.

3.2. METOD

3.2.1. Sorvey

Arazi caligmasi i¢in gidilecek bahgelerdeki agaglar Lazarow (1961) metoduna goére
incelenmistir. Bu metoda gore 20 meyve agaci olan bahgenin %100’i, 21-70 meyve agaci olan
bahcede 21-30 agag, 151-500 meyve agac: olan bahgede 41-80 agag, 501-1000 meyve agaci
olan bahgede agaglarin %15’i, 1000°den fazla meyve agaci olan bahgede agaglarin %5’i (en az
150 agac) kontrol edilerek Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlar1 Tekirdag’in Barboros,
Canake¢i, Karahisarli, Kumbag, Marmaraereglisi, Merkez, Mermer, Naip Yenigiftlik
ilgelerinden toplanmistir. Gezilen bolgedeki bahge sayisina, hastalikli bahge sayis1 oranlanarak
hastaligin yoredeki yayginligi hesaplanmistir. Ayrica her kiraz bahgesi, ¢apraz olarak gezilmis,
hastalikl ve saglikli agaclarin sayilar: belirlenerek basit ortalama metoduna gore bahgelerdeki
hastalik %’si hesaplanarak hastaligin bahgedeki yayginligi tespit edilmistir. Ayrica hasta
agaclardaki hastalik siddeti ise hastalikli alanin uzunlugu bitki boyunun tamamina oranlanarak
hesaplanmustir.

3.2.2. Hasta Bitki Materyalinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Inceleme yapilan bahgelerde karakteristik olarak kiraz dal yaniklig: belirtilerini gosteren
agaclarin dal ve siirgiinleri simptomun bittigi kahverengi dokunun yaklasik 15 c¢cm altindan

kesilmis etiketli polietilen torbalara konularak paketlenmis ve torbalarin agizlar: kapatilarak serin
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yerde muhafaza edilmislerdir. Kesim islemlerinde kullanilan makaslar her defasinda % 1’lik
NaOCI (Hipo) veya % 70°lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir. Ornekler kullanilincaya kadar +4

°C’de buzdolabinda saklanmustir.
3.2.3. Bakteriyel Kanser Etmeninin izolasyonu

Bakteriyel kanser belirtisi gosteren orneklerin hastalikli ve saglikli doku kisimlarini
iceren 0.5 cm’lik bitki pargalart % 70’lik alkol veya %1°lik NaOClI ile yiizeyden dezenfekte
edilmistir. Parcalar steril havanda %0.85 NaCl igeren saline buffer da homojenize edilmistir. Elde
edilen ekstraktan bir 6ze dolusu alinarak King B (20 g Proteose peptone, 1.5 g K2HPO43H:0,
1.5 g MgSO47H20, 10 ml Glyserol, 15 g Agar, 1000 ml Saf su, pH= 7.2) besi yeri iceren petrilere
¢izgi ekimiyle c¢izilmistir. Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Gelisen krem renkli
koloniler saflastirilmis ve gelecekteki ¢aligmalarda kullaniimak iizere egik olarak hazirlanmis
YDC ortaminda +4°C’de buzdolabinda saklanmstir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.4. Patojenite Testinde Kullanilan Bakteri Populasyonunun Hesaplanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 24-48 saatlik bolge izolatlar1 ve referans kiltir
spektrofotometrede 600 nm 0.1 absorbans degerine ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmastir.
Elde edilen siispansiyonlardan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml steril su bulunan tiiplerde 7 kez seri
sulandirmalar yapilmistir. Her bir sulandirmadan igerisinde King B besi yeri bulunan petrilere
100ul stispansiyon koyulmus ve bir baget yardimi ile besi yeri tizerine yayilmistir. Her
seyreltmeden ti¢ tekerriir olacak sekilde petrilere yayilmistir. 25°C’de 48 saat inkiibasyondan
sonra petrilerde gelisen koloniler sayilarak mi’deki bakteri hiicre sayisi (koloni sayisi X 6rnegin

seyreltme serisi X 10) hesaplanmistir (Klement ark. 1990).
3.2.5. Patojenite Testi

Lelliott ve Stead (1987) bildirdigine gore hastalikl1 kiraz dokularindan izole edilen bakteri
izolatlarmin patojenitesi yapilmistir. Patojenite testlerinde 108 hiicre/ml inokulum yogunlugu
kullanilmistir. Patojenite testlerinde pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. syringae

referans kiiltiirti, negatif kontrol olarak ise steril su kullaniimstir.

Cicek demetlerine piiskiirtme: Saglikli kiraz agaclarindan 20-25 cm uzunlugundaki heniiz
acilmamis ¢icek demetleri su igceren erlenlere konulmustur. Hazirlanan bakteri siispansiyonu bir
el piilverizatorii yardimiyla gicek demetlerine 1 ml olacak sekilde puiskiirtiilmiistiir. Yiiksek nem

saglamak amaciyla 24 saat siireyle 1slak polietilen torba igerisinde tutulmustur (Sekil 3.1).
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Inokulasyondan bir giin sonra bitkiler nem ¢emberinden alinmistir. Daha sonra inokulasyondan
sonra 25°C ve 16 saat aydnlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim odalarina koyularak hastalik
belirtisinin ortaya ¢cikmas: i¢in beklenmistir. inokulasyondan 8-10 giin sonra izolatlarin patojen
olup olmadig: belirlemek icin ¢icekteki tipik leke olusumuna gore hastalik var/yok olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3.1. Siirgiin ve ¢icek demetlerine bakteriyel siispansiyonun uygulanmasi

3.2.6. Re-izolasyon

Inokulasyon yapilan agilmamus ¢icek demetleri ile meydana gelen kahverengilikler ve
kurumalar incelemeye almmustir. Ornekler kiiciik parcalara ayrilmis ve %70 etil alkol ile
yiizeyden dezenfeksiyon edilmistir. Porselen havan igerisine konulan 6rneklere 2 ml steril saline
buffer eklenerek siispansiyonlar hazirlanmastir. bakterinin saline buffer siispansiyonuna gegmesi
saglamak i¢in havanlar 15-20 dakika bekletilmistir. Bekleme sonunda igerisinde King B besiyeri
bulunan petrilere ii¢ ¢izgi yontemine gore cizimler yapilmistir (Janse 2006). izolasyon petrileri
25°C’de 48 saat inkiibatorde bekletilmistir. King B agar besi yerinde floresan tipte, kiiciik
yuvarlak ve kabarik tipte olmayan krem renginde gelisen koloniler saflastiriimigtir. Simptom
veren bitkilerden elde edilen re-izolatlar cam tiiplerde egik olarak hazirlanmis yeast dekstroz
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kalsiyum karbonat agar (YDCA) besi yerine ¢izimleri yapilarak tani ¢alismalar1 yapilmak iizere

buzdolabinda saklanmustir.
3.2.7. Bakteri izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanis

150 hasta bitkiden izole edilen 400 izolat iginden segilen 60 adet re-izolat ile tani
calismalar1 yapilmistir. Lelliott ve Stead (1987) ile Schaad ve ark. (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 asir1
duyarlilik reaksiyonu) testlerinin sonucuna gore izolatlarin tanilari yapilmistir. Calismada
Pseudomonas syringae pv. syringae’nin referans kiiltiirii ile her bir test i¢in pozitif ve negatif

sonug veren referans bakteri kiiltiirleri kullanilmastir.

King B Besi Yerlerinde Koloni Gelisimi: King B besi yerinde koloni morfolojilerine,
floresanlik ve sekillerine bakilarak not edilmistir. Dr. Simer HOROZ ‘dan elde edilen

Pseudomonas syringae pv. tomato izolat1 pozitif kontrol olarak kullanilir.

Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon: Taze hazirlanan %3’liik potasyum
hidroksit soliisyonundan lam tizerine bir damla damlatilmis ve 25°C” de 24-48 saat inkiibe edilen
izolatlardan bir 6ze yardimiyla alinan bakteri, soliisyona dairesel hareketlerle karigtiriimistir. 15-
20 saniye sonra 6ze yukari kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olusmasi gram
negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990). Prof. Dr. Yesim AYSAN’dan alinan gram pozitif
ozellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kiiltiirii kontrol

olarak kullanilmistir.

SNA’da Koloni Morfolojisi: Nutrient Agar ortamina %5 oraninda sakkaroz eklenerek
hazirlanan Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) besi yerine ¢izilen izolatlar 25°C’de 3-4 giin inkiibe
edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve
Stead 1987). Kontrol olarak levan pozitif 6zellikte Yiik. Zir. Miih. Nesrin TUNALI’dan temin

edilen Erwinia amylovora izolat1 kullaniimistir.

Oksidaz Testi: Taze hazirlanan %1°lik N; N; N; N” - Tetramethyl- 1.4 phenylene diammonium
diclorid erigi steril filtre kagidina damlatilmis {izerine izolatlarin 48 saatlik kiiltiirii steril kiirdan
ile 1slak kurutma kagidina cizildiginde 10 saniye iginde olusan koyu mor renk pozitif olarak
degerlendirilmistir (Kovaks, 1956). Oksidaz pozitif 6zellikteki Pseudomonas cichorii kiiltiirti

calismada kullanilmastir.
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Pektolitik Aktivite Testi: Cesme suyunda patates yumrulari fir¢alanarak yikanmis ve yiizey
dezenfeksiyonu i¢in %1°lik NaOCl’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCI’yi uzaklastirmak i¢in 3
kez steril saf su ile durulanarak steril bir bisturi ile kabuklari soyulmustur. Steril 1slak filtre
kagidi iceren petriye kabugu soyulmus bir cm kahinligindaki patates dilimleri yerlestirilmistir.
Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiri patates dilimi tizerine bulastirilmigtir. 25°C’de iki giinliik
inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmis ve inokule edilen bélgedeki yumusama pozitif
olarak kabul edilmistir. Pozitif control olarak Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum
izolat1 ¢caligmada kullanilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Arginin Dehidrolaz Testi: Thorney 2A (1 Idistile su, 1 g peptone, 5 g NaCl, 0.3 g KoHPO4, 3
g Agar, 0.01 g Phenolred, 10 g L-arginine) besi yerinde tiiplere 3’er ml konularak otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra tiiplere bakteri kiiltiirleri asilanmis ve tizerleri 2
ml siv1 parafinle kapatilmistir. 7-10 giin 27°C’de inkiibasyondan sonra ortamin pembe-kirmiziya

doénmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tiitiinde Asinn Duyarhhik Testi: Tiitiin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi yapraginin alt
yiizeyine damar aralarima Kiraz izolatlar1 108 hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu bir enjektor
yardimu ile infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan nekrotik gériiniim
pozitif olarak degerlendirilmistir (Klement ve Goodman, 1967). Pozitif kontrol olarak

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolati kullanilmigtir.
3.2.8. GATTa Testi

Jelatin hidrolizi: Jelatin hidrolizi i¢in gerekli besi yeri (5 g pepton, 3 g beef extract ve 120 g
jelatin), pH 7-7,2 ye ayarlanarak tiiplere 5 ml konmus ve otoklavda 121°C’de sterilize edilmistir.
Tiiplere bakteri agilandiktan sonra 20°C’de 7—-14 giin inkiibasyona birakilmistir. Tiipler +4 °C’de
yarim saat bekletilmistir. Daha sonra degerlendirmeler yapilmistir. Pseudomonas syringae pv.
syringae igin tiiplerdeki jelatin akici ve test sonuglari pozitif; Pseudomonas syringae pv.
morspurunorum igin tiiplerdeki jelatin kat1 ve test sonuclari negatif olarak degerlendirilmistir
(Schaad ve ark. 2001).

Esculin hidrolizi: Esculin hidrolizi i¢in besi yerine (10 g pepton, 1 g aesculin, 1 g sodium citrate
ve 0.05 g ferric citrate) hazirlanan besi yerinin pH’ s1 7°ye ayarlanmis ve tiiplere 5’er ml
konduktan sonra otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonra tiiplere bakteri ekimi yapilmistir.
Bakteri ekimi yapilmistir. 27-28°C’de 3-4 giin inkiibasyona birakildiktan sonra besi yeri

kahverengi-siyah renk alanlar pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Tartaric acid ve Tyrosin kullanimi: Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum izolatlarmin ayriminda karbon kaynaklarini kullanim durumlar
onemlidir. Bakterilerin karbon kaynaklarindan yararlanmalarini bazal ortamin kullanimi belirler.
Bazal ortam igerisine konulan kimyasallardan (1 g NH4H2POg4, 0.2 g KCI, 0.2 g MgSO4 7H-0,
0.08 g Bromthymolblue, 14 g Agar) agar disindakiler 900 ml saf suda eritilmis, pH: 7.0’ye
ayarlanmig ve tizerine agar ilave edilerek 100°C’de eritildikten sonra tiiplere 4.5 ml konmustur.
Daha sonra otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Testte kullanilan karbonhidratlarin
(tartaric acid ve tyrosin) her birinden 2 g tartilarak ve tizerine 20 ml saf su eklenerek (%10’luk)
eritilmis ve tekrar pH: 7.0 degerine ayarlanmistir. Sonra bakteri filtresinden gegirilerek sterilize
edilmistir. Sterilize edilen karbonhidratlar otoklavdan ¢ikarilan ve 4.5 ml besi yeri igeren tiiplere
0.5 ml ilave edilmis ve egik agar olarak hazirlanmistir. Sonug olarak karbonhidrat orani besi
yerinde %1’e ayarlanmistir. Her bir karbonhidratin ayr1 ayri bulundugu tiiplere bakteri
astlanmis ve 24-27°C’de tiipler inkiibe edilmistir. Asit olusturan izolatlar ekimi yapilan tiiplerde
sartya donen renk degisimi olmus ve degisim pozitif olarak degerlendirilmistir (Schaad et al.
2001).

3.2.9. Bakteri izolatlarinin PCR Testi Ile Tanisi

Tekirdag ilinden elde edilen izolatlarindan tesadiif olarak secilen 60 adet izolatin PCR ile
tams1 yapilmistir. izolatlar Nutrient broth sivi besi yerinde gelistirilerek De Boer ve Ward
(1995)’e gore saflagtirilmis genomik DNA’lar PCR galigsmalarinda kullanilmistir. Genomik DNA

izolasyonu agsamalart:

1. Bakteri izolatlar1 9 ml Nutrient broth sivi besi yerine asilanarak 24 saat

gelistirilmistir.

2. Bakteri siispansiyonundan 1ml steril ependorf tiipiine alinmis ve tiiplerin agirliklart
dengelenerek 14.000 rpm’de 20 dak. santrifiij edilmistir.

3. Pellet alinarak stipernatant atilmistir. Pelletin tizerine hiicre parcalanmasini saglamak

izere % 1’lik SDS+TAE bufferdan 100 pl eklenmis ve tiip karistiricisinda karistirilmastir.
4. Tiipler 50°C’deki su banyosunda 3 saat bekletilmistir.

5.7.5 M Amonyum asetat (1 6l¢ege yarim 6lgek olacak sekilde) eklenerek karistirtlmistir.
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6. 14.000 rpm’de santrifiij yapilarak amonyum asetat artiklarinin altta toplanmasi
saglanmistir. Uste kalan DNA kesik bir pipet ucu ile alinmis (yaklasik 130 pl) ve yeni bir ependorf

tiiptine aktarilmistir.

7. Buna esit miktarda (yaklasik 130 pl) derin dondurucuda sogutulmus isopropanol

eklenmistir. Tiipler derin dondurucuda 45 dak. bekletilmistir.
8. 10.000 rpm’de 10 dak. santrifiij yapilarak pellet alinmistir.

9. Sogutulmus %70°1ik alkolden 100 ul ependorf tiiplerine eklenmis ve 10.000 rpm’de 10
dak. santrifiij yapilarak alkolle yikama yapilmistir.

10. Ependorf tiiplerinden alkol dokiilmiis ve steril kabinde bir saat kurumaya birakilmastir.

11. Ependorflar igerisine 40 ul bidistile su (ddH20) konarak tiip karistiricisinda

karistirilmastir.

12. Daha sonra bu DNA’lar %1°lik hazirlanan agarose jele verilerek izole edilip
edilmedikleri tespit edilmistir. Hazirlanan agaroz jel 70 miliamperde yarim saat yiiriitiildiikten

sonra etidyum bromid (10 mg/ml) ile boyama yapilmis ve transliminatérde bantlar incelenmistir.

PCR ¢alismas: (Bereswill 1992 ve Abbasi 2013)’e gore yapilmistir. Calisma, reaksiyon
tiipti adi verilen 0.5 ml’lik ince duvarli eppendorf tiiplerde toplam hacmi 25 pl olan reaksiyon
karisimmin kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisiminin igerigi Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR igleminde kullanilan reaksiyon karigimin igerigi

Reaksiyon Karisimin icerigi Miktari ( ul)

PCR Master Mix (Promega, 125
20pmole primerl 2.0
20pmole primer2 2.0
H20 (Nucleasefreewater) 6.5
g-DNA 2.0
Toplam 25

Kullanilan Primerlerin dizilisleri:
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syrB gen Primer B1: 5’-CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3’
syrB gen Primer B2: 5>-TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3’
Thermalcycler cihazinda (Techne Marka) kullanilan program Cizelge 3.2.’deki gibidir.

Cizelge 3.2. B1 ve B2 primerlerinin PCR iglemi i¢in kullanilan program

ProgramAdimlar Sicaklik (°C) Siire (dak)
1.1k denatiirasyon 94 4
2.Denatiirasyon 94 1.5
3.Baglanma 60 1.5
4.Uzama 72 3
5.(2,3,4)x35 Dongii 94 1.5
6.Son uzama 72 10
7.Bekleme 4 Siiresiz

Kullanilan Primerlerin dizilisleri:
cfl gen Primer CFLF: 5>-GGCGCTCCCTCGCACTT-3’
cfl gen Primer CFLR: 5’-GGTATTGGCGGGGGTGC-3’
Thermalcycler cihazinda (Techne Marka) kullanilan program Cizelge 3.3.’deki gibidir.

Cizelge 3.3. CFLF ve CFLR primerlerinin PCR islemi i¢in kullanilan program

ProgramAdimlari Sicakhik (°C) Siire (dak)
1 Ilk denatiirasyon 93 2
2 Denatiirasyon 93 1
3 Primerannealing 52 2
4  Extention 72 2
5 (2,3,4)x37 Dongi 93 1
6  Final extention 72 10
7 Beklemede 4 Siiresiz

Sambrook ve ark. (1989)’a gore elde edilen bakteri DNA’sinin ve PCR firiinlerinin
Agarose jel elektroforezi yapilmistir. Bunun igin 0.9 g agarose 90 ml 1 X TAE tamponuna
konularak mikrodalga firinda eriyinceye kadar kaynatiimistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulan
soliisyon, taraklar yerlestirilen jel tepsisine dokiilmiistiir. Agaroz jel donduktan sonar 1 X TBE
buffer tank igerisindeki jeli Ortiinceye kadar dokiilmiistiir. Daha sonra ornek koymak igin
kullanilan tarak dikkatlice ¢ekilerek ¢ikarilmistir. Bu sekilde hazirlanan agaroz jel ¢ukurlarina 3
ul loading buffer ve 12 pl PCR iiriinii karisimi bir mikropipet yardimi ile dikkatlice verilmistir.
Molekiiler agirlik isaretleyici (Marker) olarak 100 bp DNA isaretleyici (Marker, Fermentas SM
0623) kullanilmistir. Elektroforez tankinda agroz jeldeki ornek hiicrelerin bulundugu yer giic

kaynaginin negatif (-) kutbuna denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve PCR iirtinleri 5V/cm elektrik
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akiminda yaklasik 1 saat siire ile yirttilmistiir. Bantlarin goriilmesi i¢in ethidium bromiir ile
(10 mg/ml) 10 dak. boyama yapilmis ve bunu takiben 15 dak. saf su ile jel yikanarak

transliminatorde (302 nm) bantlar incelenmis ve fotograflanmustir.

3.2.10. BOX-PCR ile Izolatlarin Genotipik Karakterizasyonu

Tekirdag bolgesi kiraz bahgelerinden toplanan Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum izolatlar1 arasindaki genetik farklilik Louws ve ark.

(1994) ile Norman ve ark. (2003)’e gore ortaya konmustur.

De Boer ve Ward (1995)’ e gore izole edilen genomic DNA’larla BOX- (5>-CTA CGG
CAA GGC GAC GCT GAC G-3’) calismast yapilmistir. Reaksiyon karigiminin igerigi ve
kullanilan program Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te verilmistir.

Amplifikasyon sonucu elde edilen PCR iiiinleri %1.5’luk agaroz jele verilerek olusan
bantlar fotograflanmistir. Marker olarak 1 kb’lik ve 100 bp’lik DNA ladderlar kullanilmistir. Her
bir izolatin olusturdugu bant durumu not edilmistir. Veriler istatistik analiz program1 olan SPSS
(Statistical Package for Social Sciences)’ de analiz edilerek olusturulan dendograma gore genetic

akrabalik oranlar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.4. Box-PCR isleminde BOXAIR primeri i¢in kullanilan reaksiyon karisim icerigi

Reaksiyon Karisimin Icerigi Miktar (ul)
PCR Master Mix (Promega, M7502) 12.5

20 pmole BOX 1 1.5

H>0 (Nuclease free water) 8.0

g-DNA 3.0

Toplam 25

Cizelge 3.5. BOXAIR primeri ile PCR islemi i¢in kullanilan program

Program Adimlar Sicakhik (°C) Siire (dakika)
1 Ilk denatiirasyon 95 7
2  Denatiirasyon 94 1
3 Baglama 53 1
4  Uzama (2,3,4)x30 dongii 65 8
5 Sonuzama 65 15
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3.2.11. Bakteri izolatlarimin Yag Asit Profillerine Gore Fenotipik Karakterizasyonu

Calismanin bu kismi Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimiinde (Hatay) Prof.Dr. Soner SOYLU tarafindan yapilmistir. Bakteri hiicresinden yag
asitleri izolasyonu asagida belirtildigi izere De BOER ve SASSER (1986)’ in yontemine gore
yapilmustir. 60 adet Tekirdag bolgesi 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 % oranlar1 karsilastirilarak tani yapilmistir.

Tekirdag bolgesi kiraz izolatlariin yag asit tiirleri ve % oranlarina bakilarak istatistiki
analizler yapilmis, aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Statistica istatistik
programinda kiime analizi yapilarak kiraz izolatlar1 arasinda farklilik oranlar1 belirlenmistir.

Bakteri hiicresindeki yag asitlerinin izolasyonu: Tryticase soy broth agar (TSBA) (30.0 g
Tryticase soy broth (BBL# 11768), 15.0 g Agar, 1000 ml distile su otoklav edilmis ve petrilere
dokiilmiistiir) besi yerine 4 fazli sekilde ¢izilen izolatlar 25 °C’ de 24 saat gelistirilmistir.
Gelistirilen bakterinin 3. ve 4. Fazindan toplanarak agzi teflon kapakli steril cam tiiplere
konmustur. Hiicreleri par¢alamak i¢in her bir test tiipline 1 ml ¢ozelti 1°den (150 ml metil alkol,
150 ml distile su, 45 g sodium hidroksit) eklenmistir. Tiipler 10 saniye ¢alkalandiktan sonar 100
°C’ deki su banyosunda 5 dk bekletilmistir. Cikartilan tiipler tekrar 10 saniye daha ¢alkalanmustir.
Daha sonar 100 °C’ deki su banyosunda 25 dk bekletilmistir. Bu islemle bakteri hiicreleri
parcalanarak yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Test tliplerine 2 ml ¢6zelti 2° den (325
mL 6 N hidrolik asit, 225 ml metil alkol) eklenip 10 saniye ¢alkalandiktan sonar tiipler 80 °C’
deki su banyosunda 10 dk. bekletilmistir. Bunu takiben tiipler -20 °C’ de 10 dk. tutulmustur. Bu
islem ile serbest yag asitlerine ester baglari ile metil eklenerek yag asitlerinden yag asit metil
esteri elde edilmistir. Bu durum yag asitlerine yiliksek sicaklikta buharlasma 06zelligi
kazandirmaktadir. Sogutulmus tiiplere 2.5 ml ¢ozelti 3 ( 200 ml methyl-tert-butly ether, 200 ml
hexane) eklenerek 5 dk. boyunca tiipler ¢alkalanmistir. Bu agsamada tiiplerin alt kisminda asidik,
ist kisminda da organic siv1 fazlar1 olmak {izee iki ayr1 faz olusmustur. Pastor pipet kullanilarak
tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmig ve organic faz toplanmistir. En son asamada ise her tiipe
3 ml ¢ozelti 4 (10.8 g sodium hidroksit, 900 ml distile su) ilave edilerek 5 dk. ¢alkalanmistir.
Daha sonra tiipler 10 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. Cozelti 4 bazik bir soliisyon olup serbest
yag metil esterlerinin daha fazla saf olarak elde edilmesini saglar. Bu agamadan sonra tiipler
ierisinde yine iki farkli faz olusmustur. Ust fazda toplanan yag asit metil esterlerini iceren faz,
pastor pipet ile alinarak 2 ml’ lik gaz kromotografisi tiiplerine aktarilmis ve agizlarn sikica
kapatilmistir. Tiipler MIS cihazi (HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA) iizerindeki 6rnek

depolama birimine yerlestirilmis ve daha sonra Mikrobiyal Identification Sistemin (MIS)
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bilgisayar paket programi kullanilarak (Sherlock MIS version 4.5 Microbial ID. Inc. Newark,

Delaware) her izolat tanilanmustir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hastalhikh Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Tekirdag ilinde 9 farkli yorede Barboros, Canak¢i, Karahisarli, Kumbag,
Marmaraereglisi, Merkez, Mermer, Naip, Yeni¢iftlik Kiraz tiretim alanlarina 2014 ve 2015 yilinin
Mart-Haziran aylarinda arazi ¢ikiglar1 yapilmis ve ziyaret edilen kiraz bahgelerinde bakteriyel
kanserin neden oldugu karakteristik hastalik belirtileri olan ¢igek demeti yanikhig, siirgiinlerde
geriye dogru oliim, yaprak ve meyve lekeleri ile odun dokularinda kanserle birlikte zamklanma
gozlenmistir. Hastalik etmeni yapraklarda koyu kahverengi, daireselden diizensiz sekillere kadar
ve bazi zamanlarda sar1 hale ile ¢evrili lekelere neden olur. Lekeler biiyiiyerek birlesmekte ve
daha biiyiik 61t alanlar meydana getirmekte, lekelerin merkezleri dokiilerek sagma ile delinmis
bir goriintii almaktadir. infekteli agaclarda yaprak ve cicek demetleri baharda agilmamakta ve
olmektedir. Uretim sezonunda meydana gelen enfeksiyonlarda ¢igek demetleri baharda agmakta
fakat yaz baslarinda 6lmekte, yapraklar solmakta ve meyveler kurumaktadir. Hastaligin en
belirgin belirtisi ise agaglarda parlak goriinimli zamk salgilanmasi ve saglam dokulardan daha
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koyu kahverengi ve hafif ¢okiik kanser yapilaridir (Sekil 4.1). Kanserli bolgedeki kabuk
dokusunun rengi parlak portakal renginden kahverengiye kadar degisir. Kanserlerin altinda ve
tistiinde dar kahverengi gizgiler olusur. Bir agacin govdesi ya da dali kanserle ¢evrildiginde bu
bolgenin tstiindeki yapraklarin igeri dogru biikiildiigi, asagi dogru sarkarak 6nce agik yesil daha
sonra ise sarardigi goriilmistir. Agir enfektelenmis agaglarda oliimler goriilmiistir. Kiraz
meyvelerinde ise lekeler baslangigta su emmis seklinde oldugu belirlenmistir. Hastaliktan
etkilenmis olan meyvelerin yiizeylerinde g¢ukurlar meydana getirmistir. Meyve saplar ise

kahverengi ve su emmis leke seklinde gérillmistiir.

Sekil 4.1. Kiraz dal kanseri hastaliginin neden oldugu zamklanma

4.2. Hastalik etmeninin izolasyonu

Tekirdag cevresinde bakteriyel kanser belirtisi gosteren 150 adet bitki Grneginin
hastalikli ve saglikli doku kisimlarini igeren parcalardan King B besi yerine yapilan
izolasyonlarda 2-3 giin iginde krem-beyaz renkte ve floresan tipte kolonilerden 400 adet bakteri
izolat1 elde edilmis ve tani testleri yapilmak i¢in tesadiifi olarak Cizelge 4.1’de de listelenen 60
adet izolat kullanilmistir. Bu izolatlar YDCA besi yerine ¢izimleri yapilarak tani ¢aligmalart

yapilmak tizere buzdolabinda saklanmistir.
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Cizelge 4. 1. Tan1 calismalari igin segilen Kiraz izolatlar

izolatlarr izole edildigi yer izolatlar izole edildigi yer
Naip 1/1 Naip-Tekirdag Kumbag 1/2 Kumbag-Tekirdag
Naip 1/2 Naip-Tekirdag Kumbag 3/1 Kumbag-Tekirdag
Naip 1/3 Naip-Tekirdag Kumbag 3/2 Kumbag-Tekirdag
Naip 1/4 Naip-Tekirdag Karahisarli 1/1 Karahisarhi-Tekirdag
Naip 2/1 Naip-Tekirdag Karahisarl 1/2 Karahisarhi-Tekirdag
Naip 2/2 Naip-Tekirdag Karahisarl 1/3 Karahisarli-Tekirdag
Naip 2/3 Naip-Tekirdag Canaker 1/1 Canakgi-Tekirdag
Naip 2/4 Naip-Tekirdag Canake1 1/2 Canakgi-Tekirdag
Naip 2/5 Naip-Tekirdag Barbaros 1/1 Barbaros-Tekirdag
Naip 3/1 Naip-Tekirdag Barbaros 1/2 Barbaros-Tekirdag
Naip 3/2 Naip-Tekirdag Barbaros 1/3 Barbaros-Tekirdag
Naip 3/3 Naip-Tekirdag Barbaros 1/4 Barbaros-Tekirdag
Naip 4/1 Naip-Tekirdag Barbaros 1/5 Barbaros-Tekirdag
Naip 4/2 Naip-Tekirdag Barbaros 2/1 Barbaros-Tekirdag
Naip 5/1 Naip-Tekirdag Barbaros 2/2 Barbaros-Tekirdag
Naip 5/2 Naip-Tekirdag Barbaros 2/3 Barbaros-Tekirdag
Naip 6/1 Naip-Tekirdag Barbaros 3/1 Barbaros-Tekirdag
Naip 6/2 Naip-Tekiradg Barbaros 3/2 Barbaros-Tekirdag
Naip 6/3 Naip-Tekirdag Barbaros 3/3 Barbaros-Tekirdag
Mermer 1/1 Mermer-Tekirdag Barbaros 3/4 Barbaros-Tekirdag
Mermerl/2 Mermer-Tekirdag Barbaros 3/5 Barbaros-Tekirdag
Mermer 1/3 Mermer-Tekirdag Kumbag 2/1 Kumbag-Tekirdag
Mermer 1/4 Mermer-Tekirdag Kumbag 2/2 Kumbag-Tekirdag
Mermer 1/5 Mermer-Tekirdag Kumbag 2/3 Kumbag-Tekirdag
Merkez 1/1 Merkez-Tekirdag Kumbag 2/4 Kumbag-Tekirdag
Merkez 1/2 Merkez-Tekirdag Marmaraereglisi 1/1 M.ereglisi-Tekirdag
Merkez 2/1 Merkez-Tekirdag Marmaraereglisi 1/2 M.ereglisi-Tekirdag
Merkez 2/2 Merkez-Tekirdag Yenigiftlik 1/1 Yenigiftlik-Tekirdag
Merkez 2/3 Merkez-Tekirdag Yenigiftlik 1/2 Yenigiftlik-Tekirdag
Kumbag 1/1 Kumbag-Tekirdag Yenigiftlik 2/1 Yenigiftlik-Tekirdag

4.3. Patojenite testinde kullanilan bakteri populasyonunun hesaplanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm 0.1

absorbans degerine ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmis ve yapilan seyreltme serilerinden

besiyerinde gelisen koloniler sayilarak ml® deki bakteri populasyonu 7 x 108 hiicre/ml

yogunlugunda oldugu hesaplanmistir (Klement ve ark. 1990; Biilbiil 2014).
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4.4. Patojenite testi

Hastalikl1 kiraz dokularindan izole edilen ve tani ¢alismasinda kullanilan 52 bakteri izolatt
ve referans kiiltiir King B besi yerinde gelistirilen 24 saatlik bakteri izolatlarmin 7 x 108 hiicre/ml
yogunlugundaki siispansiyonlar: hazirlanmistir. Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahce bitkileri Demonstrasyon Kiraz bahgesinde toplanan cigek, siirgiin ve meyvelere
inoluklasyon yapilmis ve 25°C ve %70 nem igeren sera bolmesinde muhafaza edilmistir. Pozitif
kontrolle bulasik bitkilerde distan gozle goriiliir simptomlar olusunca yaklasik ¢icek ve siirgiinler

8-10 giin sonra meyve denemeleri ise 5-7 giin sonra degerlendirme yapilmistir (Janse 1981).

Secilen 60 adet bolge izolat1 ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite testlerinde tiim
izolatlar inokulasyondan sonra 8-10 giin igerisinde kiraz gicek (Sekil 4. 2) yanikliga neden
olmustur. Siirgiin demetlerinde yapilan inokulasyonlar sonucunda 10-15 giin igerisinde siirgiin
yapraklarinda kahverengilesme, ige dogru kivrilma ve yaniklik belirtileri ortaya ¢ikmistir.
Negatif kontrol olarak steril su ile ¢icek, siirgiin ve meyve inokulasyonlarinda ise herhangi bir

belirti gozlenmemistir.

Sekil 4.2.

Inokulasyondan sonra cigeklerde olusan yaniklik

Inokulasyon yapilan cigek, siirgiinlerde ve meyvede meydana gelen yaniklik belirtilerinin
hastalikli ve saglikli dokularin her ikisinin de bulundugu bolgelerden 6rnekler incelemeye
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alinmis ve tipik hastalik simptomu gésteren bitkilerden yapilan re-izolasyonlar sonucu segilen 60

re-izolat tekrar izole edilmis ve tan1 testlerinde kullanilmistir.

4.5. Bakteri izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanisi

Hastalik belirtisi gosteren kiraz bahgelerinden izole edilen 60 adet bolge izolat1 ve bir
referans izolat olmak tizere 61 adet re-izolatla yapilan tani ¢aligmalar: sonucunda tiim izolatlarin
koloni morfolojilerinin benzer oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1).

King B Besi Yerlerinde Koloni Gelisimi: Elde edilen re-izolatlar King B besi yerinde krem
renkli flouresan koloni gelisimi gostermistir.

Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon Testi: Pseudomonas syringae pv.
syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum re-izolatlalari ve referans izolatla yapilan
KOH testi sonucunda 6zeye yapisarak mukoid bir yap: olusturmasindan dolayr gram negatif
olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). Karsilastirma kiiltiirii olarak kullanilan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’de ise siimiiksii bir yap1 gozlenmemis olmasindan dolayi
gram pozitif olarak degerlendirilmistir.

Levan Olusumu: SNA besi yerine ¢izimi yapilan kiraz re-izolatlari ve referans kiiltiirde levan tipi
beyaz, mukoid, tiimsek seklinde koloni olusmustur (Cizelge 4.2). Pozitif kontrol olarak Erwinia
amylovora 57 izolatinin kolonileri bu besi yerinde inci gibi beyaz ve tiimsek seklinde gelismistir.
Oksidaz Testi: Re-izolatlar ve referans kiiltiir oksidaz test soliisyonu emdirilmis filtre kagidina
cizilen zigzaglar sonucunda higbir renk degisimi meydana getirmediginden oksidaz negatif
olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). Oksidaz pozitif 6zellikteki Pseudomonas cichorii
kiiltiri calismada kullanilmigtir ve mor renkte bir degisime neden olmustur.

Pektolitik Aktivite Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum re-izolatlalar: ve referans izolatin higbiri pektolitik enzim tiretmediginden patates
dilimleri {izerinde yumusak ciiriikliik belirtisi olusturmamistir (Cizelge 4.2). Izolatlarin
patatesteki pektolitik aktivite negatif olup, kontrol olarak kullandigimiz referans izolat
Pectobacterium caratovorum calismada kullanilmis ve patates dokularinda ¢ilirlimeye neden
olmustur.

Arginin Dehidrolaz Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum re-izolatlalari ve referans izolatin ekim yapilan tiiplerin tizerine 1 ml mineral yag
ile kapatilmis ve 7-15 giin inkiibatérde bekletildikten sonra tiiplerde herhangi bir renk degisimi
gozlenmemesinden dolay: negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).

Tiitiinde Asirt Duyarhhik Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae

pv. morsprunorum re- izolatlar1 ve referans izolatin tiitiin yapraklarinin damar aralarinda 24 saat
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sonra su emmis alanlar ve 48 saat sonra nekroz olusturdugundan asir1 duyarlilik reaksiyonlar
pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas cichorii izolat

kullanilmistir (Cizelge 4.2).

4.6. GATTa Testi
Jelatin hidrolizi: Pseudomonas syringae pv.syringae ve Pseudomonas syringae pv.

morsprunorum re- izolatlart ve referans izolat tiiplere asilandiktan sonra 20°C’de 7-14 giin
inkiibasyona birakilmistir ve tiplerdeki jelatinin akici hale gelmesi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).

Esculin hidrolizi: Pseudomonas syringae pv.syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum re- izolatlari ve referans izolat steril besi yerine ekilmistir. 27-28°C’de 3-4 giin
inkiibasyona birakildiktan sonra besi yeri kahverengi- siyah renk alanlar pozitif olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).

Karbon kaynaklarimin kullamimi: Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum izolatlarmin ayriminda karbon kaynaklarini kullanim durumlar
onemlidir. Bakterilerin karbon kaynaklarindan yararlanmalarini belirlemede kullanilan bazal
ortamin kullanilmaktadir. Bazal ortam igerisine konulan kimyasallar (1 g NH4H2POs, 0.2 g KCl,
0.2 g MgSO4 7H20, 0.08 g Bromthymolblue, 14 g Agar) agar disindaki kimyasallar 900 m| saf
suda eritilmis, pH 7,0” ye ayarlanmis ve iizerine agar ilave edilerek 100°C’de eritildikten sonra
tiplere 4,5 ml konmustur. Daha sonra otoklavda 121°C* de 15 dk sterilize edilmistir. Testte
kullanilan karbonhidratlarin (tartaric acid ve tyrosin) her birinden 2 g tartilarak ve iizerine 20 ml
saf su eklenerek (%10’luk) eritilmis ve tekrar 7 pH degerine ayarlanmistir. Sonra bakteri
filtresinden gegirilerek sterilize edilmistir. Sterilize edilen karbonhidratlar otoklavdan ¢ikarilan
ve 4,5 ml besi yeri igeren tiiplere 0,5 ml ilave edilmis ve egik agar olarak hazirlanmistir. Sonug
olarak karbonhidrat oran1 besi yerinde %1’e¢ ayarlanmistir. Her bir karbonhidratin ayr1 ayri
bulundugu tiiplere bakteri asilanmis ve 24-27°C’de tiipler inkiibe edilmistir. Asit olusan tiiplerde
renk degisimi olmus (sariya don) ve degisim pozitif olarak degerlendirilmistir (Schaad et al.,
2001).

Karbon kaynaklarinin kullamimi: Pseudomonas syringae pv. syringae re- izolatlari ve referans
izolat tartaric acid ve tyrosin igeren besi yerlerine gizilmis ve 24-27°C’de tiipler inkiibe
edilmistir.  Asit olusan tiiplerde renk degisimi olmamis ve sonu¢ negatif olarak
degerlendiririlirken Pseudomonas syringae pv. morspurunorum izolatlarinda ise renk degisimi

olmasindan dolay1 pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.2°de de goriildiigi tizere izolatlarin tanilama ¢alismalarinda kullanilan klasik
yontemlerden LOPAT karakterizasyonuna gore izolatlarin tamamai +,-,-,-,+ 6zellikler gostererek

Pseudomonas syringae oldugu ortaya konulmustur.

Re-izolatlar GATTa testi sonucunda iki gruba ayrilmistir. Birinci grup igerisinde yer alan
28 izolatin (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,nKumbag 1/1, Kumbag 1/2,
Kumbag 2/1, Kumbag 3/1, Kumbag 3/2, Karahisarli 1/1, Kirahisarli %2, Karahisarli 1/3, Canake1
1/1, Canakg1 Y5, Barbaros 1/1, Kumbag 2/2, Kumbag 2/3, Kumbag 2/4) GATTa sonuglari -, -, +,
+ olarak belirlenmis ve bunlarin Pseudomonas syringae pv.morsprunorum oldugu belirlenmistir.
Geriye kalan 32 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, Yenigiftlik 2/1) ise GATTa sonuglart +, +,
-, - olarak saptanmus izolatlarin Pseudomonas syringae pv.syringae olarak tanilart yapilmistir.
Benzer olarak Ivanovic ve ark. (2009), Kaluzna ve ark. (2010), Gavrilovi¢ ve ark. (2012),
Ertimurtas ve ark. (2014) ve Biilbiil (2014) gibi bir ¢ok arastiricida izolatlarinin tanisinda GATTa
testinin kullanilmasmin uygun olacagmi belirtmisler ve elde ettigimiz sonuglar bu arastiricilar

caligmalari ile paralellik gostermektedir.
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Cizelge 4.2. Bakteri izolatlarinin test sonuglari

. Gram Flouresan PCR Tam
lzolat Adi Reaksiyon| Pigmentasyon LIO|P|A|T|C|A|T|Ta cfl | syrB | Sonucu
Naip 1/1 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 1/2 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 1/3 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 1/4 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 2/1 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 2/2 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 2/3 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 2/4 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 2/5 - + + - - - +] 4] #-] - - T Pss
Naip 3/1 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 3/2 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 3/3 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 4/1 - + + - - - ] -]-] +] + + - Psm
Naip 4/2 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 5/1 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 5/2 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 6/1 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 6/2 - + + - --] +-|-] + + + - Psm
Naip 6/3 - + + - - -+ #] -] - - + Pss
Mermer 1/1 - + H - - -] -] - - + Pss
Mermerl/2 - + - - -]+ ] 4] -] - - + Pss
Mermer 1/3 - + H - - -] -] - - + Pss
Mermer 1/4 - + IR EEE - + Pss
Mermer 1/5 - + IR EEE - + Pss
Merkez 1/1 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Merkez 1/2 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Merkez 2/1 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Merkez 2/2 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Merkez 2/3 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Kumbag 1/1 - + - - -] - -]+ +] O+ - Psm
Kumbagl/Z - + + - - -+ -|-] + + + - Psm
KumbagZ/l - + + - - -+ -|-] + + + - Psm
Kumbag 3/1 - + - - -] - -]+ +] O+ - Psm
Kumbag3/2 - + + - - -+ -|-] + + + - Psm
Karahisarli 1/1 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Karahisarl 1/2 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
IKarahisarl1 1/3 - + + - - -+ -]-]+ + + - Psm
Canake1 1/1 - + + - -1+-1-1+] + + - Psm
Canakei 1/2 - + +-T-T-1T+-1-1+ + ¥ _ Psm
Barbaros 1/1 - + - -]+ -]+ +] + - Psm
Barbaros 1/2 - + - - -]+ H] +] -] - - + Pss
Barbaros 1/3 - + - - -]+ H] +] -] - - + Pss
Barbaros 1/4 - + - - -]+ H] +] -] - - + Pss
Barbaros 1/5 - + - - -]+ H] +] -] - - + Pss
Barbaros 2/1 - + - - -]+ H] +] -] - - + Pss
Barbaros 2/2 - + H - - -]+ ] -] - - + Pss
Barbaros 2/3 - + - - -]+ H] +] -] - - + Pss
Barbaros 3/1 - + + - - - #] #] -] - - + Pss
Barbaros 3/2 - + Ho- - -] ] -] - - + Pss
Barbaros 3/3 - + + - - - #] #] -] - R + Pss
Barbaros 3/4 - + + - - - #] #] -] - R + Pss
Barbaros 3/5 - + Ho- - -] ] -] - - + Pss
Kumbag 2/2 - + - -]+ -]-]+ +] + - Psm
Kumbag2/3 - + H -] - - - - ] + + _ Psm
Kumbag 2/4 - + - - -] --]+H +] + - Psm
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M.ereglisi 1/1 + + +| 4| + + Pss
M.ereglisi 1/2 - + + +| +| +| - + Pss
Yenigiftlik 1/1 - + + +| +| + + Pss
'Yenigiftlik 1/2 + +| - +| 4| + + Pss

L: Levan olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T: Tiitiinde asiri
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

4. 7. Bakteri Izolatlarinin PCR Testiyle Tansi

DNA izolasyonu isleminden sonra elde edilen genomik DNA’lar %1’lik agaroz jele

verildiginde olusan bantlar olusmasina gére degerlendirilmistir.

Saflastirilan genomik DNA’lar ile yapilan B1-B2 primerleri kullanilarak yapilan PCR
testlerinde 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, Yenigiftlik 2/1) %1.5 agaroz jel tizerinde
olusturduklar: 752 bp biiyiikliigiinde bantlar olusturmustur. Molekiiler agirlik isaretleyicisi olarak
kullanilan 100 bp’lik marker PCR {irtiniiniin 752 bp biiyiikliigiinde oldugu gorilmistiir. B1-B2
pimerleri kullanilarak yapilan PCR ¢aligsmasi sonucunda 28 adet izolatin Pseudomonas syringae
pv.syringae oldugu belirlenmistir. 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,nKumbag 1/1,
Kumbag 1/2, Kumbag 2/1, Kumbag 3/1, Kumbag 3/2, Karahisarl1 1/1, Kirahisarli 1/2, Karahisarl
1/3, Canakg1 1/1, Canake¢1 1/2, Barbaros 1/1, Kumbag 2/2, Kumbag 2/3, Kumbag 2/4) %1.5
agaroz jel tzerinde 650 bp baz uzunlugunda olusturarak Pseudomonas syringae pv.

morsprunorum olarak tanimlanmistir.

CFLF-CFLR primerleri ile yapilan PCR ¢alismasinda ise re-izolatlarin 23 adedi %1.5
agaroz jel iizerinde 650 bp baz uzunlugunda bant olusturarak Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum olarak tanimlanmustir. Elde edilen re-izolatlarin tanisinda molekiiler yontemlerle
desteklenmesinin gerektigi birgok arastirmaci tarafaindan onerilmektedir. ki farkli primer
dizilimi olan syr ve cfl kullanilarak yapilan PCR ¢alismalar1 sonucnda elde edieln re-izolatlarin
iki farkl: tiir oldugu saptanmustir. izolatlarin 28 tanesi cfl genine gére dizayn edilen primerlere
reaksiyon verirken 32 adet izola ise syrB genine gore dizayn edilen primerlerler reaksiyon
vermistir. Bu reaksiyonlar sonucunda edlde edielen verilerler GATTa testinden elde edilen
sonugclar benzerlik gostermistir. cfl genine gore reaksiyon veren ve 650 bp baz uzunlugunda tiriin
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veren izolatlarin Pseudomonas syringae pv. morsprunorum olarak tanilanirken, syrB genine
reaksiyon veren ve 752 bp baz uzunlugunda tekrarlanabilen bantlar olusturan izolartlar ise
Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanmistir. Elde ettigimiz sonuglar ile Abbasi ve
ark. (2012), Albelleria ve ark. (2014) ve Biilbiil (2014) ¢alismalarina benzerlik gostermektedir.

4.8. BOX-PCR ile izolatlarin Genotipik Karakterizasyonu

Izolatlar aras1 genetic benzerlik ¢alismasinda BOX-PCR’ dan faydalanilmistir. Cizelge 4.3
ve Sekil 4.1°de goriildiigii gibi, Tekirdag Bolgesi kiraz izolatlar1 ile yapilan BOX-PCR
calismalarinda, izolatlarin tiimiinde 450, 1050 ve 1075 bp’lik bantlar elde edilmistir. 1150, 1250
ve 1300 bp’lik bantlar 3 farkli izolatta tespit edilmistir. Yapilan istatistiki analizler sonucunda
iolatlar1 arasinda bant farkliliklarinin az olmasindan dolayr Sekil 4.1’de de goriildiigl iizere

aralarindaki farklar belirlenememistir.

Cizelge 4.3. Tekirdag Bolgesi kiraz izolatlariyal yapilan BOX-PCR sonucu olusan bant

kompozisyonu

izolatlar Olusan Bantlar (bp)
450 bp 1050 bp 1075bp 1150bp 1250 bp 1300 bp

21/2 + + + + + +
16/1 + + + + + +
11/1 + + + - - -
19/1 + + + - - -
25/5-3 + + + - - -
15/1 + + + + + +
20/2 + + +

20/1 + + + - - -
14/1 + + + - - -
14/2 + + + - - -
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Naip 2/4 |

Mermer 111

Naip 31 |

Barbaros 3/2

Naip 2/2

Yeniciftlik 1/2 |

Naip 6/1 |

Naip 6/2

Kumbag 3/4

Kumbag 2/4

0,0 05 1.0 1.5 2,0

Sekil 4.3. Tekirdag Bolgesi kiraz izolatlarinin BOX-PCR’a gore olusturdugu genotipik farklilik

4.9. Bakteri izolatlarinin Yag Asit Profillerine Gore Fenotipik Karakterizasyonu

Sekiz adet bolge izolati ile yapilan tlimhiicre yag asit analizlerine gore izolatlar %61-90
arasinda degisen oranlarda Pseudomonas syringae pv syringae olduklari belirlenmistir. Yapilan
tim yag asit analizleri sonucunda Pseudomonas syringae pv syringae olduklar1 saptanarak
izolatlarin tanilar1 desteklenmistir.

Cizelge 4.4’de de goriildiigii tizere Marmara bolgesinden elde edilen izolatlar arasindan
tesadiifi olarak her bolgeyi temsil edecek sekilde segilen izolatlarin yag aside kompozisyonu
goriilmektedir. Kirazlarda dal kanserine neden olan Pseudomonas syringae pv syringae
izolatlarindan 36 adet farkli yag aside elde edilmistir. Izole edilen yag asitleri 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 w5c, 18:1 w7c
11-methyl20:1 w7c ve 20:4 w6, 9, 12, 15c), 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 1ISO 30H, 13:0 ISO, 16:0 ISO,
17:0 ISO, 17:0 ANTEISO ve 18:0 1SO), cyclopropane (17:0 CYCLO ve 19:0 CYCLO w8c) 6
tane Sum in features (2, 3, 5, 6, 7, 8) olmak iizere 6 grup oldugu belirlenmistir. Genelde izolatlarin
yag aside ¢esidi ve miktar1 agisindan biiyiik benzerlik oldugu goriilmektedir. 10:012:0, 12:0 20H,
12:0 30H, 14:0, 16:0, 16:0 ISO, 16:1 wbc, 17:0, 17:0 1SO, 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 asit agisindan degisen oranlarda farkliliklar elde edilmistir.

Yag asitlerinin bulunuslar1 ve miktarlar1 géz oniine alinarak yapilan kiime analizlerinde
kirazlarda dal kanserine neden olan Tekirdag kiraz izolatlar1 2 ana kiime olusturmislardir (Sekil

4.4) Dbirinci grup igerisinde (Mermer 1/3, Canak¢i 1/1, Barbaros 2/1, Yenigiftlik 1/1,
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Marmaraereglisi 1/1, Kumbag 3/1 ve Naip 1/1) 7 izolat yer alirken ikinci grup igerisinde (Merkez
2/1) bir adet izolat yer almistir. Tekirdag ili kiraz tiretim alanlarindan ele edilen izolatlarin yag
asitlerine dayanana kiime analizlerine gor birbirinden en uzak tiirii %96 oraninda fenotipik olarak

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Tekirdag Bolgesi kiraz izolatlarindan elde edilen yag asidi kompozisyonu

Yag Asidi izolat Sayis1  Dagilim Arahg Ortalama Standart Sapma
10:0 8 0.13-0.17 0.15 0,01
10:0 20H 7 0.06-2.72 0.45 1.00
10:0 30H 7 2.62-3.21 2.80 0.19
11:0 5 0.05-0.06 0.06 0.01
11:0 20H 6 0.06-0.09 0.08 0.01
11:0 1SO 30H 6 0.06-0.19 0.10 0.05
11:0 30H 6 0,11-0,19 0,16 0,03
12:0 8 4,91-6,09 5,27 0,35
12:0 20H 8 2,93-3,46 3,10 0,17
12:0 30H 8 4,61-5,62 4,90 0,32
13:0 7 0,09-0,13 0,11 0,01
13:0 1SO 5 0,04-0,12 0,07 0,03
14:0 8 0,23-0,30 0,27 0,02
15:0 20H 1 0,07 - -
16:0 8 21,90-25,42 23,33 1,12
16:0 1ISO 8 0,10-0,21 0,16 0,04
16:1 whc 8 0,09-0,10 0,09 0,00
17:0 8 0,36-0,50 0,43 0,05
17:0 1SO 8 0,16-0,82 0,45 0,29
17:0 ANTEISO 5 0,16-0,23 0,17 0,06
17:0 CYCLO 8 2,08-3,14 2,56 0,38
17:0 w8c 8 0,19-0,24 0,22 0,02
18:0 7 0,61-1,23 0,97 0,20
18:0 1SO 4 0,06-0,10 0,08 0,02
18:1 whc 8 0,08-0,10 0,09 0,01
18:1 w7c 11-Methyl 7 0,18-0,59 0,32 0,14
19:0 6 0,05-0,07 0,06 0,01
19:0 CYCLO w8c 7 0,11-0,16 0,13 0,02
20:1 w7c 5 0,06-0,10 0,08 0,02
20:4 w6, 9, 12, 15¢ 7 0,06-0,09 0,07 0,01
Sum In Feature 2 1 0,05 - -
Sum In Feature 3 8 32,81-36,75 34,49 1,19
Sum In Feature 5 6 0,04-0,07 0,06 0,01
Sum In Feature 6 2 0,04-0,04 0,04 0,00
Sum In Feature 7 7 1,02-1,53 1,23 0,16
Sum In Feature 8 8 15,34-19,85 18,22 1,46

Summed Feature 2 12:0 ALDEHYDE/unknwn 10.9525
Summed Feature 3 16:1 w7c¢/16:1 wéc

Summed Feature 5 18:0 ANTE/18:2 w6,9¢

Summed Feature 6 19:1 wllc/19:1 w9c

Summed Feature 7 19:1 w7c/19:1 w6c/19:1 19cy
Summed Feature 8 18:1 w7c
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Mermer 3/1

Canakel 11

Barbaros 6/1

Yenicifftlik 1/1

Marmaraereglisi 1/1

Kumbag 3/1

Naip 1/1

Merkez 2/1

05 1.0 15 20 25 3,0 35 4,0

Sekil 4.4. Pseudomonas syringae izolatlarinin tiim hiicre yag asidi igerigine gore

olusturdugu fenotipik farklilik
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz tiretimin yapildigi Naip, Merkez, Mermer,
Marmaraereglisi, Yenigiftlik Kumbag, Karahisarli, Canakci, Barbaros yorelerinde 23 adet kiraz
alan1 ziyaret edilmis ve 135 adet agagtan hastalik siiphesiyle 6rnek toplanmistir. Yapilan

izolasyonlar sonucu elde edilen 400 adet bakteri izolatinin elde edilmistir.

Elde edilen izolatlarin izolatlarin Pseudomonas syringae oldugu LOPAT, patojenite,

GATTa testleri gibi klasik tan1 testleri yapilarak belirlenmistir.

Izolatlarin pathovar diizeyinde tanis1 SyrB ve cfl genlerine gére dizayn edilen primerler
(B1, B2, CFLF, CFLR) kullanilarak desteklemistir. Yapilan tani ¢alismalar1 sonucunda.
patojenin PCR ile tanilanmasinda syrB ve cfl genleri kullanilarak 60 izolatin 32 tanesi
Pseudomonas syringae pv syringae, 28 tanesi ise Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

olarak belirlenmistir.

Izolatlarin  genotipik karakterizasyonunda BOX-PCR’da olusan polimorfizmden

faydalanilmistir.

Biilbiil (2014), Tekirdag ili bahgelerinde yaptig1 surveyler sonucunda bakteriyel kanser
hastaliginin bahgelerde yaygmhigi %100, hastalik bulunma oranmi 9%217.4-57.1, hastalik
siddetini ise % 28.5-50.7 arasinda degisen oranlarda belirlemistir. Bolge icin 6nemli bir hastalik
olan dal yanikligmin yapilan c¢aligmadada bahcelerde Onemli kayiplara neden oldugu

gorilmiistiir.

Kiraz bahgerine yapilan surveylerde, budanan hastalikli dallarin bahge icerisinde
birakildig1 goriilmiistiir. Bahgedeki bu hastalikli dallarin etmenin bir sonraki doneme
tasinmasinda etkili oldugu diisiilmektedir. Yapilan survey sonucu elde edilen izolatlarin ¢esitli
testlerle tanis1 yapilmis ve bolgede hastaliga neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae ve

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum pathovarlarmin varlhigi tespit edilmistir.

Hastalikla miicadele i¢in Tekirdag bolgesinde kiraz tiretim alanlarinda hastalikli agaclar
yok edilerek inokulum kaynaklar: ortadan kaldirilmalidir. Yeni bahge tesisi yapilacagi zaman
yer se¢imi esnasinda hastaligin bulunma bdélgeleri géz oniine alinarak tercih edilmelidir.

Cevredeki inokulum kaynaklar1 yok edilmeden yeni bahge tesisine gidilmemelidir.
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