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UZERINE ARASTIRMALAR

Arzu Yonca BAYAR

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet CITIR

Istanbulilinin Bagcilar, Bakirkdy, Fatih, Esenler, Eyiip, Sariyerjvdil Sile, Sisli,
Uskiidar ve Zeytinburnu ilgelerinde 2008 yilindaafitiklar, park, bahce ve rekreasyon
alanlarindaki c¢ok yillik sus bitkileri Gzerinde ykEm alan ¢cakbmalari sonucu fitopatojen
bakterilerin neden olduklari bazi hastaliklar géitstir. Bu alan cakmasi esnasinda 12 ayri
sus bitki turinde hastalik belirtileri sergileyeoplam 70 yaprak ve surgun Opneelde
edilmistir. Uygulanan klasik bakteriyolojik tani yontemileonucunda s6z konusu 6érneklerde
Agrobacterium tumefacielis neden oldgu kok ve kok b@azi kanseri,Xanthomonas
campestrisn neden oldgu yaprak lekeleriPseudomonas savastanoi pv. savastaoi’
neden oldgu dal kanseri Pseudomonas cichomin neden oldgu yaprak lekeleri
saptanmytir. Bu patojen turlerinden 6nemli gortlé&seudomonas savastanoi pv. savastanoi
Nerium oleander (Zakkum) uzerindePseudomonas cichomin Schefflera arboricola
(Aralya)’da 6nemli dlcide yaygin olduklari gorilghiir.

Anahtar kelimeler: Fitopatojen bakteriler, sius bitkileriPseudomonas savastanoi
pv.savastangiPseudomonas cichofiPCR
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Some bacterial diseases were observed on ornam@at#k in nurseries, parks,
gardens and regreational sites ing&éar, Bakirkdy, Fatih, Esenler, Eylp, Sariyer,Vail
Sile, Sisli, Scutary and Zeytinburnu districts istanbul Province in 2008. As a result of this
survey studies 70 symptomatic leaf and shoot sesnplere collected from 12 species of
ornamental plants. By employing classical bactegmlal diagnostic methods root and crown
gall disease caused b&grobacterium tumefaciendeaf spots caused b}tanthomonas
campestrisshoot and branch cancer cauBsgudomonas savastarmi. savastanoand leaf
spot disease caused Bgeudomonas cichonvere identified P. savastanopv.savastanoon
Nerium oleander(Oleandey and P. cichorii on Schefflera arboricola(Aralia) were
determined as an important and the wide spreadgaitis.
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1. GIRIS

Istanbul Tirkiye’nin kiltur, turizm, sanayi ve tieamerkezi olup kara, deniz, demir
ve havayolu ulgminin da bglangic noktasidir. Ayricistanbul son yillarda projelendirilen ve
insaati balatilan enerji hatlarinin giizergahi Gzerinde @lducin daha da 6nemli hale
gelmistir. Ote yandan bir finans merkezi olarak uluslaasa 6nemi her gecen giin artan
Istanbul sahip oldiu tarihi, kilturel ve dgal gizellikleri ile 2010 Dunya Kultir B&enti
olmak gibi seckin bir konuma da layik gorulgtiir.

Istanbul metropol kent merkezi olarak ilin her ysgrte birimini etkilemekte ve
kentin sahip oldgu yasam alanlari avantajlari veya olumsuz yapilanmaluiili etkisi altina
almaktadir.12,5 milyon niifusu ile Tirkiye'nin enldaalk kenti ve ili olarakistanbul
Dunya’nin da sayil kalabalik metropollerinden $iutir.

Turkiye'nin diger illeri ve kentlerine gore her yil nifusu hizldaa istanbul Dgu
Roma, Bizans ve Osmanimparatorluklarina b&entlik yaparak tahminen 5000 yillik bir
tarihi gegcmgin mirasini da barindirmaktadir. Cizelge 1.1'de udghiizii gibi Istanbul’'un
nifusu her yil ortalama % 3.3 oraninda yuksek latahartmakta ve sahip olgu dgsal
zenginliklerini, ygam alanlarini, tarihi ve kilttrel varliklarini yaderek kent ve il olarak
icinden cikilmaz sorunlarin da merkezi haline d@nék, yonetilmesi olanaksiz hale

getirmektedir.

Cizelge 1.1istanbul’'un yillik % 3,3 niifus agthizina gore nifusu (Anonim,2008)

1990 1995 2000 2005 2008

7.195.773 8.383.093 9.766.303 11.377.742 12.504.138

Istanbul’'un bulundgu carafi konumu, iklimi ve dger ekolojik 6zellikleri bu kente
ve cevresine zengin bir flora glurma olangl sunmgtur. Hizla artan ndfusuna gaen
zengin florasinin ortaya cikagdiormanlar, korular, parklar, bahceler vesati rekreasyon
alanlari 6nemli dlgtuide vagini surdirmektedir. Tek ve ¢ok yillilgaclar, ¢calilar, sus bitkileri
yaninda botanik bahceleri ve Atatirk Arboratumu’'ndskzotik bitki tdrlerini de
barindirmaktadirSiiphesizistanbul'da ygayanlarin barindiklari mekanlarda ic mekan bitki

turleri deistanbul’'un bitki tir zengingjini artirmaktadir.



Her canli tiriinde goruldii gibi Istanbul ve cevresindeki siis bitki tirleri de halstal
ve zararhlarin olumsuz etkilerine maruz kalmaktiad) Sus bitkilerinden tek yillik ve cok
yillik tirlerin abiyotik etmenlerden, fungal, prokatik ve viritik patojenlerden kaynaklanan
pek ¢cok hastan bulunmaktadir. S6z konusu bu sus bitki hastaiikiakkinda cagmalar ve
yayinlar, sis bitki gruplarina, tretim yerlerine ha&tta sis bitkisinin tiriine goére yapilmakta
olup bazilarisunlardir; Chase (1987) ornamental sus bitkileringek yillik cali ve &ag
hastaliklarini yayinlarken, Daughtrey ve ark. (19%&aksili ic mekan bitkilerinin, bécek ve
akarlarin neden olduklari zararlagitida 67 patojenik, 4 abiyotik ve 4 ayri nematodtatayi
hastalandiklarini bahsetg@rdir. Jones ve Benson (2001) ise sus bitki fiddaull ve golge
agaclarindan 63 turdeki hastaliklari anlagim Horst ve Cloyd (2007) ise sadece gullerde
gorulen patojenik ve abiyotik 44 hastaliktan ve &gr1 zararlidan olumsuz yodnde
etkilendiklerini aciklamglardir.  Sus bitki hastaliklari konusunda Turkiye'dle benzer
calismalar gerceklgirilmis olup bunlardan Bremer (1954) 28 familyaya ait #%e giren sus
bitki tarlerindeki hastaliklarin her birini aciklaghr. Yine Selik (1966) orman ve ornamental
agac turlerinde gorulen hastaliklari, patojenleaksonomideki sirasina gore anlagimni

Patojenik sus bitki hastaliklarindan prokaryotilardar dierlerine gére muicadelesi
oldukga zor hastaliklar olup ayri bir bolim altindaelenmektedir. Nitekim Bremer (1954)
cam bata olmak Uzere sumbdl, susen, glayolgidhi cicegsi begonya ve leylakta gorilen
bakteriyel hastaliklari siralarken Selik (1966)kkkteriyel hastaliklari, patojen turlerinin adi
altinda ve mge, huy, akcagac, s@ut, ceviz, kiraz, kayin, kavak, elma, Avrupgliidak
agacl ve atkestanesi gibi konukcw@ag tiurleri Uzerinde tanimlagtr. Goruldigu gibi
ornamental sus bitkileri patojenik fitopatojen k&akerin enfeksiyonlarindan muaf gitlir.

Bu calsma ile istanbul ve cevresindeki bazi sis bitkilerinde, lidel de @&ac ve
calilarda gorulen bazi fitopatojen bakterilerin @edolduklari hastaliklarin tanimini
yapmaktir. Ayrica 6nemli gorulen hastalik etmemieri klasik ve molekiler yontemler

kullanilarak etmen tanilarini gercegtienek amaclannstir.



2. KAYNAK OZETLER i

Akalin (1952) tarafindan yapilan gahada, sus bitkileri de dahil 10509 adet bitki
tirinin bilimsel adlarina ek olarak Turkdagilizce ve Almanca isimleri listelengtir.
Ayrica bu bitkilerin 6énemli bir kisminigekilleri gosterilmgtir. Calismada adi gecen bazi
bitki turlerinin Turkce ve Latince adlari bu kagasadayandirilntir.

Agrios (2005) bitkilerde hastaliklara neden olankaryotik patojenleri, Bakteriler
ve Mollicute’ler baghg altinda fitopatojen bakterilerin genel 06zellikier ve c¢adas
taksonomi icerisindeki yerlerini gosterdikten sormastalik belirtilerine gore yedi ayri alt
baslik altinda Diinya ¢apinda 6nemli 43 adet bitki Bhginin bulungu, belirtileri, patojenin
Ozellikleri, hastalik seyri ve epidemiyolojisi iteticadelesi sirasina gore aciklginn

Benzersekilde Saygili ve ark. (2006) Fitobakteriyolojiibini iki bolum iginde 14
baslikta altinda detaylari ile aciklaghardir.

Saygil ve ark. (2008) Turkiye icin dnemli bitki kiari hastaliklarindan 46 adedini
bu hastaliklar konusunda uzmagmas 18 yazar ile birlikte hastaliklarin bulugwy belirtileri,
patojenin Ozellikleri, hastalik seyri ve epidemigjidi ile micadelesi sirasina gore
aciklamslardir.

2.1. Sus Bitkilerinde Bakteriyel Yaprak Lekeleri veYanikliklar Hakkinda Kaynaklar

Engelhard ve ark. (1983Pseudomonas cichomin ilk defa sardunyalarda,
karnabaharlarda ve kasimpatsitlerinde hastalik yapgini ileri sirmitir. Hastalga kasl
bakirli preparatlar ve Mancozeb’in kullaniimasineémsler ise de tek tek veya kombinasyon
halinde kullanilan bu fungisitlerin bakteriyel yagr lekesini 6nlemede pek fazla etkili
olmadiklarini ancak bir 6lgtiye kadar hagakontrol ettiklerini saptanglardir.

Chase ve Brunk (1984yseudomonas cichofiin clice aralya bg#a olmak Uzere
yedi ayri suUs bitkisi ile iki salata bitki tirinde hastalik yaptini saptanglardir. Ancak clice
aralyanin bu patojene karduyarli oldgu ve onemli dlglide zararagnadg ilk defa bu
calisma ile ortaya konmyiur.

Jones ve ark. (1984seudomonas cichomin kasimpati ve sardunya gigerinde
neden oldgu yaprak lekelerinin ortam sicaglive ortamin bgl nem kaullarina b&li olarak
degistigini saptamgtir. 28 °C ortam sicalginda patojenin gelimesinin azaldy ve yaprak
lekelerinde geslemenin durdgu gorulmitar.

Chase ve Jones (198@chefflera arboricolala yaprak lekelerine neden olan
Pseudomonas cichoiin patojenitesini ¢cagmistir. inokule edilen aralya fidelerinde verilen

gubrelerin seviyesi (tavsiye edilen 12 g / 10 ciksszg) arttikca, olgan yaprak lekelerinin ve



beneklerinin sayilari ve caplari azalmaktadir. Yimekule edilen yapraklarin ykari arttikca
lekelerin sayilarinin ve caplarinin azalmakta @ldugorilmigtir. Buna kagilik 151k
yogunlugunun patojenin okturdusu yaprak lekesi sayisi ve capini etkilengadi
saptanglardir.

Dunyanin tropik ve subtropik bolgelerinde yaygiarak yettirilen flamingo cicei
(Anthurium andraeanunt.) Istanbul'da ic mekan bitkisi olarak gerlendiriimekte olup
cicekciler ve fidanliklar tarafindan seraskblarinda yettirilerek muhafaza edilmektedir.
Flamingo cicginde bakteriyel yaniklik hastglna neden olatxanthomonas campestris pv.
dieffenbachiaeSathyanarayana ve ark. (1997) tarafindan HollarsdaFadikui ve ark. (1999)
tarafindan da Hawai’de saptargim.

Dal Bello ve Carranza (1995) Arjantin'de yaptikla@alsmalarda sardunyalarda
%70 oraninda yaprak lekelerine ve kurumalarina medlan bir patojeninXanthomonas
campestris pv. pelargonioldugu saptanmtir. Yaprak ayalarinin marjinal kesimlerinde
damarlarla sinirh Vseklinde bdlgesel kurumalar bu hasiah en tipik belirtisi olarak
bildirilmi stir.

Daughtrey ve ark. (1995) sus bitkilerinde yaprakelerine neden olan bakteriyel
patojen olarakPseudomonas cichorite Pseudomonas syringge incelemislerdir. Her iki
patojenin neden olduklari sus bitkilerindeki yapteke hastaliklari arasinda benzerlikler ve
farkhliklar kaydeden asduricilar, her iki patojeninde hastalik seyrinde nberlikler
saptamylardir. BunlardanPseudomonas cichorisebzelerde ve sus bitkilerinde hastalik
yaparken patojenin desik izolatlari arasinda konukgu cevrelerinin de gigegini
vurgulamsglardir. P. cichorii optimum 20-28 °C’de hastalik glurabilirken bu patojenin
ulkeler veya bolgeler arasinda enfekteli Gretimenglleri ile yayildgini, bahce kgullarinda
ise hastalikli bireylerden gikli olanlara rizgarh havalarda gaur damla darbeleri veya
yagmurlama sulama damla darbeleri ile yayilda saret etmektedirler.

Chase ve ark. (1995) tek ve cok yillik sus bitikilde gortlen bakteriyel
hastaliklarin listelerini vermektedirler. BunlardBseudomonas cichomin etkiledigi ve bu
patojene duyarli sus bitkileri listesi cizelge 2ié. gosterilmgtir. Ancak listede aralyanin
bulunmadgl gorulmistir. Agrobacterium tumefacietes duyarli ¢ok sayida bitki olmasina
karsin yazarlar bu patojenegkin sadece 19 adet bitki tirtnu listelglaidir.

Alippi (1996) Golden boy ¢adi kerevizlerde saptamioldugu bakteriyel leke
hastalginin ayni zamanda domates, lahana, brokoli, kahmbahindiba sebze g#eri
yaninda kasimpati ciceklerinde de hastalik gaptigozlemlemytir. Uyguladg! tani testleri

sonucunda patojenirseudomonas cichorgldugunu saptanstir.



Cizelge 2.1Pseudomonas cichomin goruldigi tek ve cok yillik bitkiler

jey)

Bitkinin Bilimsel Adi Ingilizce Adi Tarkce Adi
Anthurium sp. Tailflower Flamingo cicgi
Argemone mexicana Mexican poppy Dikenli Gelincik
Barleria cristata Philipine violet Filipin Menekesi
Caladium spp. Elephant’s ear Kaladyum
Calendula officinalis Pot marigold Portakal Nergizi, Aynisef
Capsicum spp. Pepper (ornamental) Sus Biberi
Chrysanthemum maximum | Shasta daisy Kasimpati
Coreopsis spp. Tickseed Kizg6zi
Delphinium spp. Larkspur Hazeran cige
Chrysanthemum x morifoliumFlorists’ chrysanthemum Hibrit Kasimpati
Euphorbia pulcherrima Poinsettia Atatlrk cige
Galillardia pulchella Blanket flower Gayardiya
Gazania spp. Treasure flower Koyungo0ziu, Gazanya
Geranium spp. Craneshbill Itir cicgi
Gerbera spp. Transvaal daisy Papatya
Hedera helix English ivy Sarmgak
Hibiscus spp. Swamp mallow Cin gulu
Hydrangea spp. Hydrangea Ortanca
Impatiens spp. Impatiens Cam guzeli
Jasminum spp. Jasmine Yasemin
Justicia spp. Shrimp plant Karides cige
Mentha spp. Mint SiUs Nanesi
Ocimum basilicum Basil Feslgen
Pachystachys lutea Cardinal’s guard Sarikarides cige
Pelargonium x hortorum Zonal geranium Sardunya
Petunia x hybrida Petunia Petunya
Rhododendron spp. Azalea Acelya

Rosa spp. Rose Gul

Ruscus spp. Butcher’s brom At dili, Dil dikeni
Salvia spp. Sage Ate Cicesi
Tagetes spp. Marigold Kadife cicgi

Holcomb ve Cox (1998)Pseudomonas cichoripatojeninin feslgen Ocimum
basilicum) Gzerinde nekrotik yaprak lekelerine neden glchu, park ve bahcgelerde boyle
lekelerin ¢egitlere gore sayilarinin ve boyutlariningigigini saptamglardir. Park ve bahge

kosullarinda 6nemsiz gibi gérinen bu bakteriyel hagtalsertifikali feslgen fidesi Gretimini

onemli 6lctde tehdit egtini vurgulamslardir.

Putnam (1999) kicuk, cok yillik yayilict park vehalerde tarh cige olarak

deserlendirilen Pembe Cicekli LobelyalLdbelia ricardii) tzerinde de Pseudomonas



cichorii'nin siddetli yaprak yanikina neden oldgunu ve 6zellikle de fidanliklarda epidemik
boyutlarda enfeksiyonlara neden gidau saptanstir.

Obradovic (2002) tarafindan yapilan @nanada Sirbistan’da kavui€gcumis melo
L.) ve karpuz Citrullus vulgarisL.)’ larin kotiledon yapraklarinda sulanmgaklinde balayan
nekrotik yaprak lekelerinin daha sonra surgunlesdlguniiga neden olmak suretiyle triinde
% 20 oraninda verim kayiplari gluran bakteriyel bir hastalik oldu goérilmigtir. Yapilan
tani testleri sonucu hastalik etm@&sieudomonas cichorilarak tanilamstir.

Garibaldi ve ark. (2005)Pseudomonas cichorliin Italya’da alev gicgi (Phlox
paniculatg’ nde hastalik yaptini ve yapraklarda kirmizi-kahverengi 1-2 mm c¢apifekeler
olusturduklarini saptarglardir.

2.2. Sus Bitkilerinde Gorulen Bakteriyel KanserlerHakkinda Kaynaklar

Cok yillik sus bitkilerinde bakteriyel kdok ve kokogazi kanserine neden olan
Agrobacterium tumefacieren ¢ok bilinen bakteriyel patojen olup sus bitkitke dahil olmak
Uzere 93 familyaya ait 200'den fazla otsu ve 400’dazla odunsu bitki trinde hastalik
yapmaktadirilk defa Bremer ve ark. (1948) tarafindgeker pancari kokiinde timor olarak
ve asma uzerinde kol kanseri ve kanser timori lolaamlanmy olup bu hastalik Gzerinde
daha sonra pek cok atamaci calgma yapmytir.Nitekim Bremer (1954)'inPseudomonas
tumefaciensadini verdii bu bakteriyel patojen tarafindan mazi, kavak,gsti, sardunya
ve gullerde olgturdugunu ileri sirdigl kok ve kok bg@azi kanserlerini gozlemlegtir.
Karaca (1977) ise etmeninfgrobacterium tumefaciendarak adlandiril@gn bakteriyel kok
ve kok bgazi kanserinin, Turkiye'de 6zellikle geng meyvgagarinda gorilen 6nemli bir
hastalik oldgunu ileri surmitir.. Ancak daha sonraAgrobacterium tumefacieis
Turkiye'de gullerde neden olgu kok ve kok b@azi kanserinin vagh ve yayginigr Aysan
ve Sahin (2003) tarafindan bildirilrgiir.

Karaca (1977)'ya gore 1886 yilindialya’da Arkangeli tarafindan tanimlanan
zeytinlerde dal kanseri hasghin etmeni olan bakteri, 1889 yilinda Savastamafiadan
izole edilmi ve Pseudomonas savastaraall altinda Dinya’ya duyurulmgtwr. Zeytin dginda
bu bakterinin konukgulari olarak Altincanakofsythia sp.) Disbudak Eraxinus spp.),
Yasemin Jasminum sp.)bildirilmistir. Ari ve Cecen (1961) Turkiye'de zeytin, altimek,
disbudak ve yasemine ek olarak bakteriyel dal tiumiildreylak (Syringa spp.)Kurtbagri
(Ligustrum vulgard..), Zakkum (Nerium oleandet..) ve AkcakesmeRhyllirea angustifolia
L.) turlerinde de gormgerdir.

Surico ve ark. (1984) zeytin ve zakkumlarda yayglarak gorilen dal kanseri

etmeniniPseudomonas syringae pv. savastamlarak adlandirmakta ve patojen bakterinin



indolasetik asit (IAA) sentezlenmesi sureti ile eki€li dallarda gal ve tumorleri
olusturdusunu saptangibulunmaktadirlar.

Surico ve Lavermicocca (198®seudomonas syringg®y. savastanoizolatlarinin
saprofit bakterilerden ¢ok daha iyi gelbilecgi PVF-1 agar adi altinda yeni bir besi yeri
formule etmglerdir. Zeytinlerden ve zakkumlardangtanan 32 farkl strain bu yeni agar
ortami Uzerinde % 90 oranindashall bir sekilde gelsme gdstererek patojenin seri olarak
tanisini kolaylstirmislardir. Azad ve Cooksey (1995) benzekilde calsma yaparak zakkum
dal kanserlerinden izole ettikleliseudomonas savastanpolatlari icin Oleander Knot Agar
(OKA) ortamini hazirlayarak patojenin gshiesinde % 93.6 oranindasballl olmu; ve ayrica
% 89- % 96.7 oranlarinda saprofit bakterilerin geksini 6nlemytirler.

Bertolini ve ark. (2003) dort farkli RNA virist siinda zeytinlerde izole ettikleri
Pseudomonas savastanoi pv. savastamoikesin tanisi igin nested reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) yonteminiggjetnislerdir. Benzegekilde Sisto ve ark.
(2004) ise zeytinlerde dal kanserine neden dtaeudomonas syringaaibsp.savastanoi
hiperplastik simptomlarinin agumunda hrp/hrc genlerinin etkili oldu ve bu genlerin
bakterinin patojenisitesinde rol oyngdh saptanglardir.

Mirik ve ark. (2004) tarafindan, Turkiye'de geik illerden toplanan zeytin,
zakkum, yasemin, cilbirtiFontonesia phillyreoidesye mersin yrtus communisL.)
bitkilerinden izole edilelPseudomonas savastamin 22 izolatl tanilanmive bunlardan 10
izolatin yukarida sayilan tum bitki turlerinde pato olduyzu ancak izolatin kendi orijinal
konukgusuna inokule edilginde daha saldirgan bir davrasergiledgi saptanmytir.

Penyalver ve ark. (2006) zeytin dal kanseringikdayanikhlik argtirmasinda tim
zeytin caitlerinin Pseudomonas savastanoi pv. savastgadkarsi duyarli oldgunu ancak
testlenen 29 ayri giele iki farkl patojen irkina ait iki farkli inokum dozunun uygulanmasi
sonucunda yuiksek diizeyde orta derecede veyigkdiiizeyde duyarlilik sergileyensgteri
belirlemislerdir.

Mirik ve Aysan (2008) Turkiye'de zeytin dal kansen bulunyu, belirtileri patojen
bakterinin Pseudomonas savastanoi pv. savastamoi 6zellikleri hastalik seyri ve
epidemiyolojisi ve mucadelesi hususlarini inceleketartsmislardir. Micadele igin ise
hijyenik dnlemler yaninda bakirli preparatlarlaitamayi 6énermektedirler.

Rodriguez-Moreno ve ark. (2008) tarafindan gram atiegbitki patojeni
Pseudomonas syringairine ait 50 ayri patovar incelenerek bunlariviiro kosullarda
mikrodretim yontemiyle elde edilen zeytin bitkileiizerinde neden olduklari farkliliklar

incelemilerdir. Sonucgta zakkumlarda kanser tumorlerine nedslan Pseudomonas



savastanoi pv. savastanoiiin, zeytinlerde kanser tumoérlerine neden oRseudomonas
savastanoi pv. savastantirinin bir mutanti oldtu ve birinin dgerinden bir mutasyonla
ayrildigi fonksiyonel genom analizi sonucu kanitlagini Boylece zakkumlarda kansere
neden olan tururPseudomonas savastanoi pv. nesiarak adlandirilmasi geregini ileri
surmgtar. Arastiricilar bu iki tire ait farkliliklari zeytin ileakkumda olgan timaorlerin 1AA

ve sitokinin Uretim seviyelerine dayandighardir.



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Hastalikli Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Sekil 3.1."de goruldgi gibi Istanbul ve gevresinde bulunarsigefidanliklar, park
ve bahceler ile rekreasyon alanlari ziyaret edidenastalik belirtileri sergileyen bitkiler
incelenerek belirtiler tanimlangbunlardan 70 adet yaprak, dal, sirgin ve kok denek
toplanmstir. Ornekler toplandiktan sonra uygun birgkda sarilmy olarak etiketlennsi
polietilen torbalar icerisinde paketlenerek buzisuticerisinde laboratuara getiriktir.

Sekil 3.1.istanbulilinde Siis Bitkilerindeki Bakteriyel Hastaliklar ©dnde Alan Cakmasi
Yapilanilceler

3.2. Orneklere Uygulanan Klasik Tani Testleri

Bakteriyel hastalik belirtileri gosteren ¥stanbul 'un dgisik ilcelerinden toplanan
bitki materyallerinin her biri primer enfeksiyonaden olan fitopatojen bakterinin tanisi icin
asaglda siralanan testlere tabi tutulgtardir.
3.2.1. King B Besi Yerinde Gelim

Ornekler tzerinde hastalik belirtileri sergileyeskdlardan bistiri yardimi ile alinan
parcalar steril havanda ezilerek bitki 6zsulari eelddiims ve King B besi yerine
cizilmislerdir. Cizilen petri kaplarindaki izolatlarin gghesi icin petri kaplari 24-48 saat stire
ile 25 °C’de inklbasyona tabi tutulduktan sonraokeolgelsimine gore dgerlendiriimeler
yapilmstir. Petri kaplarinda ortaya c¢ikan koloniler renggkil ve boyutlarina gore

deserlendirilmeler yapilngtir. Patojen bakteri oldiu distintlen koloniler King B besi yerine



yeniden cizilerek saflauriimiglardir. Boylece izole edilen bakteriler taniya dimiiger testler
icin egik agar ortamina alinarak muhafaza edjlerdir.
3.2.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Taze hazirlanan % 3’lik potasyum hidroksit sollisyatan lam Uzerine bir damla
damlatildiktan sonra elimizde bulunan izolatlargs@atlik kiltirinden platin 6ze ile alinan
bakteri, sollisyona dairesel hareketlerle ¢arimistir. 15-20 saniye sonra 6ze yukari
kaldinldiginda viskoz, yagkanimsi bir sinmenin ojmasi gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Sands, 1990).

3.2.3. Levan Olyumu

Nutrient agar ortamina % 5 oraninda sakkaroz ekddndnazirlanan Sakkaroz
Nutrient Agar (SNA) besi yerine izolatlar cizildét sonra 25 °C'de 3-4 gin inklibe
edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler poziarak degerlendirilmistir (Lelliott
ve Stead, 1987).
3.2.4. Oksidaz Testi

Taze hazirlanan % 1’lik N; N; N;N’-Tetramethyl-1.ghenylene diammonium
diclorid eriyigi steril filtre kagidina damlatiinygtir. Elimizde bulunan izolatlarin 48 saatlik
kaltarleri platin 6ze ile 1slak kurutma gedina cizildginde 10 saniye icinde adan koyu mor
renk pozitif olarak dgerlendirilmistir (Kovacs, 1956).
3.2.5. Pektolitik Aktivite Testi

Patateslerin ylizeysel sterilizasyonu igin once rggik suda fircalanarak yikangni
ve daha sonra %1’lik NaOCI ‘da 3 dakika bekletgtini NaOCI'yi uzaklgtirmak icin 3 kez
steril saf su ile durulanstir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile kabuklari sapu$tur.
Steril 1slak filtre k&idi iceren steril petri icine kalju soyulmyg 1 cm kalinlgindaki patates
dilimleri yerlestirilmi stir. Bir 6ze dolusu bakteri kiltirl patates diliaerine bulgtiriimistir.
25 °C’de iki gunlik inkiibasyondan sonra ywawna yoninden gierlendirme yapilnstir.
Inokule edilen bolgedeki yurgama pozitif olarak kabul edilstir (Lelliott ve Stead, 1987).
3.2.6. Arginin Dehidrolaz Testi

Taze kultar, Thornley 2A ortaminin bulunglu ve otoklavi yapilng tipler
icerisindeki yumsak agar icerisine ekilmglir. Uzerine bir pipet yardimiyla 750l gliserol
dokilerek hava ile temasi engellegtini Daha sonra tupler inkiibatére koyularak 28 ¢C'd
dort gun sure ile inkiibe edilgtir. Bu zaman dilimi sonunda agik pembeden kirnazgru
bir renk deisimi gorulmedginden sonuc negatif olarak gerlendirilmistir (Thornley 1960,
Saygil ve ark. 2006).
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3.2.7. Tutinde Air1 Duyarlilik Testi

Tatan (Nicotiana tabacumcv Samsun N) bitkisi yapganin alt yizeyine damar
aralarina soz konusu izolatlarin ®1Biicre/ml ygunlugundaki siispansiyonu bir enjektor
yardimi ile infiltre edilmgtir. 24-48 saat sonra inokule edilen alanlardasarunekrotik
goraniam pozitif olarak kabul edilgtir (Klement ve Goodman 1967, Klement ve ark. 1990)

Cizelge 3.1Pseudomonas Turlerinin Tanilanmasi (Saygil ve 20R6)

Yapilan Testler Pseudomonas cichorii Pseudomonas savastanoi
Oksidaz + -
Arginin dehidrolaz - -
Levan - -
Pektolitik Aktivite - -
Tatinde HR + +

3.2.8. Njasta Hidrolizasyonu

Nisastanin hidrolizasyonu icin litrede 23 g nutriegailiceren besi yeri icerisine %
2 oraninda eriyebilir gasta ilave edilnstir. Bunun icin 10-20 ml distile suda eritilensasta
Isitilarak ¢ozildukten sonra nutrient agara iladiém@s ve 121 °C’de 15 dakika otoklav edilip
steril petrilere dokilmgitr. Besi yerine cizilen izolatlar ve orijinal ba&kt kilttrleri 7-14 gin
25 °C’de inkiibasyondan sonra kulturler Gzerine lwgtyigi (1 g iyot ve 2 g KI 300 ml distile
suda eritilmgtir) dokulmistar. Nisastanin hidralizasyongerit seklindeki bakteri kolonisinin
etrafinda meydana gelen boyanmgralanin izlenmesiyle saptangir. (Lelliott ve Stead,
1987).
3.2.9. Katalaz Reaksiyonu

Litrede 23 g nutrient agar ile hazirlanan ortam IZIde 15 dakika otoklav
edildikten sonra steril petrilere dokulgtir. 36-48 saatlik izolatlar ve orijinal bakteri
kaltarleri petrilere zigzageklinde cizilmi ve 25 °C’de 24 saat inkiibe ediktmi. Daha sonra
tzerlerine 1 ml % 3’luk hidrojen peroksit dokulghir (Solisyon taze olarak hazirlanmami
ve koyu renkli camsiselerde muhafaza edilgtir.) Pozitif reaksiyonda birkac saniye icinde
katalaz aktivitesi sonucu @@ cikan oksijen kabarciklari gozlemm (Lelliott ve Stead,
1987).
3.2.10. Patojenite Testleri

Hasta zakkum bitkilerinden izole edilen bakterila#tarinin 36-48 saatlik bakteri
kaltarleri, zakkum bitkisinin steril kaillarda ve saksilarda ygtirilmis bir yash bitkilerinin
govdelerinde steril bir bisturi ile kesilip acilayariklara steril bir kirdan vasitasiyla
suralmitir. Daha sonra destile suda islatgirsteril pamuk ile daha sonra da parafirgikia

ile sariimg ve bu kisimlar hastalik belirtisi olan timorlerlig@ceye kadar gtzleme tabi
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tutulmuwstur. Bir bucuk iki ay veya daha uzun zaman dilinenolisan timaorlerden tekrar
izolasyon yapilarak re-izolatlar elde edigtimi.

Saflsstirilan re-izolatlar tekrar konukgu bitkiye inokuledilerek bu izolatlarin
patojen olup olmadiklari gbzlengtir. Elde edilen re-izolatlar tani ¢cgnalarinda kullaniimak
Uzere @ik besi yerine (Ek 1) alinarak 4 °C'de saklanmgtir. Boylece Koch postulatlari
gerceklatirilmi stir.

Alan calsmalari esnasinda Aralya bitkilerinden elde edilexktéri izolati 36-48
saatlik sure ile King B besiyerinde gatildiktan sonra patojenite testlerine tabi tutugtar.
Bu amaclaSchefflera arboricolaitkisinin steril kgullarda ve saksilarda ysdirilmis iki yash
bitkilerinin her birinin sekizer yaprakc¢iktan gan bilsik yapraklari ele alinngtir. Kiltirden
alinan bir 6ze dolusu bakteri 100 ml saf su icedsiseyreltildikten sonra elde edilen bakteri
inokulumu 10 mllik (Ayset marka) veya 5 mllik ($emarka) enjektorler yardimiyla
yaprakgiklarin her birinin alt yizeyine yaprakcridaki hicreler arasi Buklar tamamen
dolacaksekilde verilerek birinci inokulasyon gercekiieilmistir. Bu yaprakciklarda okan
lekelerden izolasyon yapilarak re-izolatlar eldélned ve tekrar sglikli konukcu bitkiye
verilerek ikinci inokulasyon yapilrgtir.

Alan calsmasi esnasinda Benjamin kagguve Defne bitkisinden elde edilen
bakteri izolatlari yine 36-48 saat sire ile Kindg&siyerinde ¢galtildiktan sonra yine bir 6ze
dolusu bakteri kiltirinin 100 ml saf su ile seyimék sureti ile elde edilen inokulum steril
kosullarda saksida yatiriimis, bir yasl fidanlarin yapraklarina 1 It hacimli steril poalpel
pulverizatord ile puskurtilerek inokulasyon gerestifilmi stir.

Alan calsmasi esnasinda Pitosporum ve Gardenya bitkilerimztda edilen bakteri
izolatinin 36- 48 saatlik kultirt bir 6ze dolusu0l@l saf su ile seyreltilerek inokulum elde
edilmistir. Tekirdas Belediye fidanigindan sglanan sglikh birer adet saksili Pitosporum ve
Gardenya bitkilerinin yapraklarina 500 mesh’lik lkarandum serpilerek steril tilbent bez
parcasi ile yapraklarsandiriimistir. Daha sonra bakteri inokulumu pompali el plikeori
ile puskdrttlerek inokulasyon gercegtielmi stir.

Alan calsmasi esnasinda siUs elmasinin kdkgaaendaki timdorlerden izole edilen
bakteri izolatinin 36-48 saatlik kiilturi alingtwr. Ug adet sglikli taze havug kokleri yiizeysel
sterilizasyon icin % 1’lik NaOCl‘de 10 dakika be#lmis ve her bir havugtan birer cm
kalinliginda tcer dilim kesilmtir. Saf su ile nemlendirilngi kurutma kg&itlari kaplh 9 adet
petri kabina havuc¢ dilimleri numaralandirilarak lggtirilmi stir. Havug dilimlerinin Gzerine
steril kabin icerisinde bakteri kultiri 6ze ile @i@rek inokulasyonlar yapilmive petri

kaplari 25 °Cde iki hafta boyunca inkiibe edilerek patojen bakiergelismesi izlenmgtir.
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Alan calsmasi sirasinda hasta sardunya bitkilerinden elderetolatlarin 36-48
saatlik kalturleri sghkl sardunya bitkilerinden alinan celiklere stekiirdan yardimiyla
verilmigtir. Bakteri gilanan bu celikler, icerisinde saf su bulunan blenerkoyulup iklim
odasina yerkgiriimis ve yuksek nem gamak amaciyla 24 saat sure ile polietilen torba
icerisinde bekletilmitir. Bu zaman dilimi sonunda torbalar ¢ikartilatakstalik simptomlari
gozlenmitir.

3.3. Molekuler Tani Testleri
3.3.1. DNA Ektraksiyonu

Nerium oleandéden alinan vd°seudomonas savastanoi pv. nefdugu distintlen
izolatlar, Dr. Cindy Moris’ten alinan CFPB 1672 kodeferans izolati ile mukayese icin
DNA’lari De Boer ve Ward (1995) InErwinia carotovora subsp. atroceptica icin
gelistirdikleri yonteme gore izole edilgierdir. Bu yontem:

1

48 saatlik bakteri kultird Nutrient Broth sivi bagrine (Ek 1) silanarak 24 saat

gelistirilmi stir.

2- Bakteri silispansiyonunda 2,75 gr ependorf tipunemali ve tuplerin girliklar
dengelenerek 14.000 rpm’de 20 dakika santrifujnegtlr. Pellet alinarak stipernatant
atilmstir.

3- Pellet Gizerine hiicre parcalanmasirglaamak amaci ile % 1’'lik SDS (Sodium dodecyl
sulfat) iceren Tris-EDTA bufferdan (Ek 2) 100 pllekmis ve tip kamtiricisinda
karstirilarak tekrar siispansiyon haline getirgtii

4- Ependorf tlpleri 50 °C’deki su banyosunda 3 saet g bekletilmgtir.

5- Isi ile muamele edilngi 6rneklere 7,5 M Amonyum asetat (Ek 2) (1 @keyarim
Olcek olacalgekilde) eklenerek kagtirilmistir.

6- 14.000 rpm’de santrifij edilerek amonyum asetatklarinin altta toplanmasi
sglanmstir.

7- Ustte kalan sipernatant icindeki DNA alinarak (gsiki 130 pl) yeni bir ependorf
tipune aktarilngtir.

8- Supernatanta s¢ miktarda (yaklaik 130 pl) derin dondurucuda @daulmus
isopropanol eklenngiir.

9- Ependorf tipleri derin dondurucuda 45 dakika si@&®ekletilmitir.

10-10.000 rpm’de 10 dakika santriftij edilerek pellenm@istir.

11-Sosutulmus % 70’lik alkolden 100 pl ependorf tiplerine eklezle 10.000 rpm’de 10

dakika santrifiij edilngi ve alkolle yikannstir.

13



12-Ependorf tuplerinden alkol dokulirek steril kabinie saat kurumaya birakilgnve
daha sonra ependorflarin icerisine 50 pl bidestile (ddHO) eklenerek tip
karistiricisinda kagtiriimistir.

Elde edilen DNA molekullerini jel Gzerinde gormejn % 1'lik Agarose jel (Ek 2)
hazirlanmgtir. 0.9 g agarose lUzerine 90 ml 1XTAE (Ek 2) bu#&lenerek mikrodalga
firnda eriyinceye kadar kaynatilghr. Daha sonra icerisine taraklar yatiglen jel
tepsisine dokulmgive oda sicak#inda bekletilmgtir. Hazirlanan Agarose jel, icerisinde
1XTBE buffer (Ek 2) bulunan jel tankina konulargd, taraklari dikkatle cikartilngtir.
izole edilen DNA molekiilleri jele yiklenerek Tramsihinatorde bantlarin goriintiisi elde
edilmistir. Elde edilen bakteri DNA'sinin ve PCR urtnlenrAgarose Jel Elektroforezine

yuklenmesine yonelik ¢alnalar Sambrook ve ark. (1989)’a gore yapstmi

Sekil 3.2. DNA ekstraksiyonu sonucunda % 1'lik Agarose jeld&le edilen DNA
molekullerine ait bantlar
3.3.2. PCR Testi

izole edilen her bir izolata ait DNA molekuillerindéh pl alinarak 0,5 ml'lik
ependorf tlplere konulngtur. Cizelge 3.2.’de gorulgiii Uzere Master mix katmdan 14.5
ul, 9.5 ul HO (Nuclease free water) ve 2 ul primer PSS1, 2rimigr PSS2’den olmak lzere
her bir izolata ait ependorf tlplerin her biringlam 30 pl PCR bikenleri konulmugtur.
Primer PSS1 ve PSS2 primerlerinigidda Primer PSS3, PSS4 Ersoy (2002) ve Primer
IAAR, IAAF Penyalver ve ark. (2000) primerleri oliaizere g farkli primerlerle PCR
calismalar ydrutalmgttr. Hazirlanan PCR bienleri Techne marka PCR cihazina konulmak
suretiyle PCR reaksiyonu gercelalmistir. Amplifikasyon icin program 1 déngt 94 °C’de
5 dakika, 35 donglu 94 °C’de 30 saniye, 62 °C’'dadtlye, 72 °C’de 30 saniye ve son olarak
1 dongu 72 °C'de 5 dakika olacakkilde uygulannstir (Penyalver ve ark. 2000; Ersoy
2002). PCR sleminden sonrdnazirlanan reaksiyon kammlari 8 pl, DNA marker ise 6 pl
olacaksekilde Agarose jele yiklenerek 70 miliamperde yasaat ylrittlmgtir. Bantlarin

jel Gzerinde goérunttlenmesi icin etidium bromid (H@/ml) ile boyama yapilarak 10 dakika
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bekletilmistir. Daha sonra 15 dakika saf su ile yikanan jeitétvmarka Transilluminatérde
(302nm) ortaya ¢ikan bantlarin f@taflari ¢cekilmitir.
Cizelge 3.2PCRIisleminde Kullanilan Reaksiyon Kammininigerigi

Reaksiyon Karisiminin igerigi Miktari (pl)
PCR Master Mix 14.5
Primer 1 2.0
Primer 2 2.0
H,0 (Nuclease free water) 9.5
g-DNA 2.0
Toplam 30

3.3.3. Y& Asit Profillerinin Elde Edilmesi ve Tani Amaci ile Degerlendiriimesi

Enfekteli zakkum Orneklerinden izole edilen ve dikdnserine neden olan
Pseudomonas savastanoi pv. reni kesin tanisini sdamak Uzere patojenite ve PCR testi
ile dogrulanms olan, Fatih ilgesinden alinan bir adet zakkumanoln y& asit profillerinin
belirlenmesine yonelik ¢amalar Yeditepe Universitesi, Miihendislik ve Mimkrfakiiltesi,

Genetik ve Biyomiuhendislik Laboratuarinda yurtigiii
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Alan Tarama Bulgular

2008 yilinda gercekigirilien bu calsma kapsami icerisindéstanbul ilinin sekil
3.1.’de gosterilen Bgilar, Bakirkdy, Fatih, Esenler, Eyup, Sariyer,iv&il Sile, Sisli,
Uskiidar ve Zeytinburnu ilcelerinde yapilan gozlendenucunda cizelge 4.1.'de gosterilen
sus bitkilerinde karakteristik bakteri hastalik iiééri incelenmg ve enfekteli bitkilerden
ornekler alinmytir.
Cizelge 4.11stanbul ilinin dgisik ilcelerinde bakteriyel hastalik belirtisi gosterbitki tirleri

ve toplanan drnek sayilari

fice Ad Tar Adi Hasta Bitki Sayisi Ornek Sayisi
Bakirkoy Zakkum KNerium oleander 6 -
Bagcilar Zakkum Nerium oleander - -
Fatih Zakkum KNerium oleander 25 10
Manolya(Magnolia grandifolia) 3 3
SardunyaRelargonium zonale 50 5
Esenler ZakkumNerium oleander 15 5
Eyup Aralya Gchefflera arboricolp 4 4
Benjamin kaucgu (F. benjamind 2 2
Flamingo cicgi(A. andraeanum 3 3
Pitosporum Ritosporum sp 8 5
SardunyaRelargonium zonale 10 6
Sus elmasiMalus floribunda 6 4
Sariyer Defnel(aurus nobilig 5 3
Mahonya Mahonia sp) 1 1
Vangelya Vangelia sp 2 2
Zakkum (Nerium oleander 5 5
Silivri Zakkum (Nerium oleander 30 9
Sile Zakkum (Nerium oleander 4 -
Sisli Zakkum (Nerium oleander 10 -
Uskiidar Gardenya3ardenia sp 1 1
Manolya Magnolia grandifolig 2 2
Zeytinburnu | ZakkumNerium oleander 10 -
Toplam 202 70

Parklar, bahceler, yol kenarlari, refijler ve fitielar gezilerek dgisik turlerdeki
sus bitkilerinde saptanan bakteriyel enfeksiyonarisergiledikleri ¢arpici hastalik belirtileri
bulunan 6rnekler materyal olarak ggelendirilmistir. Strveyler esnasinda hasta bitkilerden
ornekler alindil gibi renkli fotgsraflari da cekilmytir.

Sekil 4.1. ve sekil 4.2.’de zakkumlarin cicek ve surgunlerindgskil 4.3.de
yapraklarinda veekil 4.4.’de ise gbvde ve dallarinda goriidigibi hiperplastik belirtilerden

16



urlar ve timorlere siklikla rastlangtir. Boyle hastalikli zakkumlardan patojen bakteriy

iceren timor ve bitki doku drnekleri alingtir.

Sekil 4.1. Fatih ilgesinde Ataturk Bulvari Gzerinde dikili Zakmlarda saptanan kanser
timorleri.

Sekil 4.2. Sariyer ilgesinde 6zel bir kurwa ait fidanlkta zakkum surgiin ve ciceklerinde
olusan kanser timorleri



Sekil 4.4.Esenlerehirlerarasi otogarinda betory-tacekliklerde yegtirilen zakkumlardan
alinan bakteriyel tumér érnekleri
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Manolya gaclarinda ve fidanlarinda ise bakteriyel yaprddeleri dikkati cekmekte
olup sekil 4.5. vesekil 4.6.’da sergilengii gibi s6z konusu gaclarda ve fidanlarda kaliteyi
olumsuz yonde etkilemektedir.

Sekil 4.5. Uskudar ilgesindeki bir fidanlkta bakteriyel yakiakeleri sergileyen Manolya
fidanlan

Sekil 4.6. Manolya fidaninda bakteriyel yaprak lekelerinin yadan gérinimu
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Ic mekan sis bitkilerinden Aralya’da ise 6zellikledahliklarin seralarinda
yetistirilme asamasinda kadasilan bakteriyel yaprak lekelerinin daha sonra titkib
yapraklarinda sararma ve kloroza dgidgi dikkati cekmgtir. Ancak fidan kalitesini 6nemli
Olcide diguren boyle lokal bakteriyel yaprak lekelerinin fid&ayiplarina neden olmaxl
saptanmgtir.  Ozellikle salon siis bitkisi olarak grlendirilien Gardenya Gardenia
jasminioideshin bakteriyel yaprak lekeleri sergileyen bazi ékierine 6zel fidanlklarda
rastlanmgtir. Sekil 4.7. ve sekil 4.8.’de dikkati cekegg gibi bu bitkinin hastalikli
fidanlarinda yaprak lekelerine ek olarak klorozcieelik belirtilerine de rastlangtir.

Sekil 4.8. Saksili Gardenya fidaninda bakteriyel yaprak lakekéoroz ve cicelik belirtileri
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Dis mekan bitkilerinden DefneL&urus nobilisL.)’'de bakteriyel enfeksiyon sonucu
olusan yaprak lekelerinin yaninda kloroz ve yapraklamarjinal kesimlerinden itibaren
kurumalar dikkati cekmektedirSekil 4.9."da gorulecg@ gibi her dem koyu y@l olarak
bilinen defnenin kloroz ve yaprak lekeleri yaningilisme noksanfii ve clcelikte dikkati
cekmektedir.

Sekil 4.9. Bakteriyel yaprak lekelerinden etkilergyalan Defne calisinda kloroz ve
yapraklarda marjinal kurumalar

Istanbul’un en 6nemli mekanlarindan Topkap! Sarayiiris yolu boyunca
siralanmg olan Sardunya(Pelargonium zonaldarda yapraklarin “V” seklinde nekrotik
olarak kurumalari sonucu bitkilerde getie noksanfii ve kurumalar dikkati cekmektedir
Sekil 4.10. vesekil 4.11.’de gosterildii gibi iki farkll sardunya turinde gozlenen bakyeti
yaprak lekeleri ve “V’seklinde kurumalar bu sls bitkisiniistanbul ilgelerinin pek ok
yerinde bakteriyel enfeksiyonlardan etkilegidi gostermektedir.
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Sekil 4.10.Bakteriyel enfeksiyon sonucu Sardunya yapraklarivMigeklinde kenarlardan
merkeze diru kurumalar ve buna Bh olarak stirgiin ve cicek kurumalari

Sekil 4.11.Saslikh yapraklar arasinda bakteriyel enfeksiyonaumatalms Sardunya yapga
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4.2. Klasik Tani Testleri Bulgulari

Alan taramasi esnasinda toplanan 70 adet hastaitkii materyallerinden izole
edilen patojen bakteri izolatlarinin tanilanmalamaci ile uygulanan 9 ayr klasik test
sonugclari gizelge 4.2.’de g0Osteriktir.

Cizelge 4.2istanbul ve gevresinden toplanan siis bitki 6rnekxenygulanan klasik test

sonugclari
Uygulanan Testler ve Bulgular

Testlenen
Srnekler evan sidaz ektoliti rginin atiin isasta atalaz atojenite
O kl L Oksid Pektolitik | A Tat N t Katal KOH | Pat t

Aktivite (HR)
Silivri-zakkum - - - - + - -
Silivri-zakkum7 - - - - + - -
Otogar-zakkum1 - - - - + - -
Otogar-
zakkum 2 ) ) ) ) M ) +
Fatih-zakkum 1 - - - - + - -
Fatih-zakkum 2 - - - - + - -
Fatih-zakkum 3 - - - - + - -
Fatih-zakkum 4 - - - - + - -
Fatih-zakkum 5 - - - - + - -
Fatih-zakkum 6 - - - - + - +
Fatih- +
zakkum 2al B - - - - -
Fatih- +
zakkum 2a2 B B - - B B
Fatih- +
zakkum 2b1 ) - - - - -
Fatih- +
zakkum 2b2 B - - - - -
Fatih-
zakkum 6al B B - - + B +
Fatih- +
zakkum 6a2 ) - - - - -
Fatih- +
zakkum 6b1 B - - - - -
Fatih- +
zakkum 6b2 - - - - - -
Otogar- +
zakkum 2al ) - - - - -
Otogar- +
zakkum 2a2 B - - - - -
Otogar- ) ) } _ + ) )
zakkum 2b1l
Otogar- +
zakkum 2b2 ) - - - - -
Fatih- +
zakkum 6ala ) - - - -
Fatih- +
zakkum 6alb B - - - -
Aralya-Eylp 1 - + - - + - -
Aralya-Eylp 2 - + - - + - -
Aralya-Eylp 3 - + - - + - -
Aralya-Eylp 4 - + - - + - +
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Cizelge 4.2nin devami

Aralya-
Eylp 1a

Aralya-
Eyip 1b

Aralya-
Eyip 1c

Aralya-
Eyip 1d

Aralya-
Eyup 1al

Aralya-
Eyip 1la2

Benjamin-
Eylpl/1

Benjamin-
Eyipl/2

Benjamin-
Eyiip2/1

Pitosporum-
Eylpl/1

Pitosporum-
Eyipl/2

Pitosporum-
Eyipl/3

Pitosporum-
Eylipl/4

Manolya-
karaleke-
Eyipl/1

Manolya-
karaleke-
Eylp2/1

Manolya-
acikyssil-
Eyipl/1

Manolya-
Uskiidarl

Manolya-
Usk.2/1

Manolya-
Usk.2/2

Mahonya

Gardenia-
Usk. 1/1

Gardenia-
Usk. 1/2

Gardenia-
Usk. 2/1

Gardenia-
Usk. 2/2

Gardenia-
Usk.2/3

Defne- Fatih
2/1

Defne- Fatih
2/2

Defne- Fatih
1/2
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Cizelge 4.2nin devami

Defne-
Fatih1/3

Defne-
sarlyer3/15/2

Defne-
sarlyer12/2

Anthurium-
Eylipl/1

Anthurium-
Eylip2/1

Vangelia-
sarlyerl/1/1

Vangelia-
sariyerl/1/2

Vangelia-
sarlyerl/2/1

Vangelia-
sarlyerl/2/2

Sakiz sard.-
Fatih

Sardunya-
Fatih

Sakiz
sardunya- - + - - -
Eyup2/1

Sardunya-
Eylip2/1

Sardunya-
Eylip2/2

SusElmasi-
Eyup 1/1

SusElmasi-
Eylp 1/2

Alan taramasi sirasinda toplanagiipheli o6rneklerden alinarak hazirlanan
suspansiyon oncelikle King B besi yerine ekiinvie inkilbasyon sonucunda ortaya c¢ikan
koloniler incelenmgtir. Bu koloniler renk,sekil ve boyutlarina gére ayirt edilergkipheli
kolonilerden saflgtirma yapilmgtir. Buna gore zakkum drneklerinin tamamina 7 kidest
uygulanmg olup batin izolatlar KOH testi sonucunda gram miégakmislardir. Levan,
Oksidaz, Pektolitik aktivite, ve Arginin testleried negatif sonuc¢ alingtir. Tatinde ari
duyarlihk testleri ise tim izolatlar da pozitiftidyrica Koch postulatlarina gére birinci
inoklulasyonda Esenler ve Fatih'ten alinan iki &tee ikinci inokulasyonda ise sadece
Fatih’ten alinan izolattgekil 4.12.’de goruldgu gibi olumlu sonug alinngtir.

Toplanan Aralya 6rneklerinden izole edilen bakieolatlarina uygulanan 7 ayri
klasik test sonucunda izolatlarin tamami gram negédrak saptanmiolup Oksidaz ve
tutiinde yapilangri duyarlilik testi pozitif iken Levan, PekltoktiAktivite ve Arginin testleri
negatif sonug¢ verrgiir. Patojenite testine tabii tutulan bu izolatland Eylp’'ten alinan

orneklerden bir tanesinde Koch Postulatlarinine34vaamasinda olumlu sonuc alirgtmr.
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Sekil 4.12.Fatih ilgesinden alinan zakkum égieden sglanan izolatin patojenite testi
sonucu neden olgu timor belirtisi

— a . w4

Sekil 4.13.Eyup ilgesinden alinan Aralya 6ggirden izole edilen bakteri izolatinin patojenite
testi sonucunda gkl Aralya yaprakciklarinda okturdusu klorotik sari lekeler

26



Cizelge 4.1’de siralanan Benjamin kag@gu Pitosporum, Manolya, Gardenya,
Defne, Vangelya, Sardunya ve Sakiz sardunyasirade edilen bakteri izolatlarina klasik
testlerin uygulanmasi sonucu patojen bakterileanillari tespit edilngi ancak bu izolatlarin
patojenite testlerinde karili olunamamtir. Ote yandan siis elmasindan izole edilen kok
bogazi kanseri etmeninden havug dilimlerine yapilatojeaite testisekil 4.14.te goruldgu

gibi olumlu sonug verngtir.

Sekil 4.14.Eyup ilgcesinde sus elmasindan alinan bakteri irofahavucta yapilan
patojenitesi sonucu alan urlarin gérinumu

4.3. Molekdiler Test Bulgulari

Klasik testler sonucu patojenite testlerinde olunslonu¢ verns olan zakkum
izolatinin kesin tanisini goulamak amaciyla molekiler testlerden PCR testiulargmstir.
PCR calgmasinda, Fatih ilgesindeki yaprak, sirgun, ciceklaarda kanser timor belirtileri
sergileyen zakkum bitkileri ile ayni izolatin panjte testleri sonucunda elde edilen izolatlar
ornek materyal olarak kullanilgtir. 3 farkli Pseudomonas savastanoi pv. savast@noneri
kullanilarak yapilan PCR testi sonucunda elde adiD®&A molekuillerine ait bantlagekil
4.15.de gorulmektedir. PSS3 ve PSS4 primerlerisgir 2000)'nin kullanildii 1 ve 3
numaral 6rneklerde 1064 bp’lik bir bant elde edén, PSS1 ve PSS2 primerleri (Ersoy
2000)’nin kullanildigi 4,5,6,8,9 numarali Orneklerde ise 684 bp’lik lbant olgtugu
gorulmitur. PCR amplifikasyonunda IAALF ve IAALR primerle(Penyalver, 2000)’nin
kullanildigr 10,11,12,13,14 numarah 6rneklerde ise 454 bixékkin bir bant elde edilstir.
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Bu sonuclar 3 farkh primer setleriyle yapilan PC&mplifikasyonunda patojenin

Pseudomonas savastanoi pv. savastaitigunu gostermektedir.

M 1234 67 8 910111213 14 M

— 1064 bp
— 684 bp
~ 454-bp

Sekil 4.15.PCR sonuctPseudomonas savastanoi pv. savastdaeanfekteli zakkum
orneklerine ait molekdler bantlar (M: Marker14-zakkum drnekleri)

4.4. Yag Asit Profillerine Ait Bulgular

Fatih ilgesinden alinan bir adet zakkum izolatnigapilan yg asit profillerine ait
test sonuclar patojeniRseudomonas savastanoi pv. savastandugunu gosterngtir. Bu
test sonucunda patojende 17 farklg wsitleri izole edilmytir.
4.5. Tani Calsmalarina iliskin Bulgular

Alan calsmasi esnasinda gozlemlenen belirtiler, klasik teshuclarina gore
tanilanan patojen bakteri turlerinin adlari cizetgd.’de gosterilmtir. Bunlardan zakkumda
saptanarPseudomonas savastanoi pv. naii tanisi molekiler testlerle de gralandgi icin
kesinlemis bulunmaktadir. Aralya Uzerinde tanilanBeeudomonas cichorire Sus elmasi
Uzerinde tanimlanaAgrobacterium tumefacieit® gozlenen simptomlar ve klasik test
sonuclarina ek olarak patojenite testi ile degrd@anms bulunmaktadir. Der sus
bitkilerinden izole edilen patojen bakterilerin iwnilari cins dizeyinde kalmolup tir ve
pathovar seviyesindeki tanilari i¢in patojenitelegsdisinda dger molekiler testlere ihtiyac

duyulmaktadir.
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Cizelge 4.3. istanbul ve cevresinde bazi sus bitkileri Uzerindgotanan bakteriyel
hastaliklarin
etmen tani sonugclari

Konukcu sus bitkisinin adi Patojenin adi Tani yontemi

Nerium oleandefZakkum) Pseudomonas  savastandsimptomatolojik,klasik,
pv. nerii molekuler

Schefflera arboricoldAralya) Pseudomonas cichorii Simptomatolojik, klasik

Malus floribunda(Sus elmasi) | Agrobacterium tumefaciens Simptomatolojik, klasik

Pelargonium zonal€Sardunya) | Xanthomonas campestris | Simptomatolojik, klasik

Ficus benjamingB. Kaugu) Pseudomonas sp. Simptomatolojik, klasik
Magnolia grandifolia(Manolya) | Xanthomonas sp. Simptomatolojik, klasik
Pitosporum sp(Pitosporum) Pseudomonas sp. Simptomatolojik, klasik
Gardenia sgGardenya) Xanthomonas sp. Simptomatolojik, klasik
Laurus nobilis(Defne) Clavibacter sp. Simptomatolojik, klasik
Anthurium andraeanurtr. Cic.) | Pseudomonas sp. Simptomatolojik, klasik
Mahonia spiMahonya) Xanthomonas sp. Simptomatolojik, klasik
Vangelia sgVangelya) Xanthomonas sp. Simptomatolojik, klasik
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5. TARTISMA

Turkiye’'de Istanbul ilininsekil 3.1'de gosterilen dgsik ilcelerinde gerceklgirilen
alan calgmalari sonucunda sus bitkilerindeki bakteriyel &bklarin neler olduklari
arastirilmistir.

Bu bglamdasekiller 4.1., 4.2., 4.3. ve 4.4.’de sergilegidgibi farkli mekanlarda
zakkumlarin dgisik dokularinda kanser timorleri saptagim Pseudomonas savastanoi pv.
savastanonin neden oldgu kanser tumdrlerine, zakkumun Turkiye'de sus bitlalarak
uretildigi bolgelerde bulundiu Bremer (1954), Arn ve Cecen (1961), tarafindan da
bildirilmi stir. G6zleme dayali bu bulgular cizelge 4.2.’dddiendgi gibi klasik bakteriyel
tani yontemleri ile tanilanmiolup, cizelge 4.3.'de listelengli sekilde de molekiler
yontemlerle de dgrulanmstir. Her bakteriyel hastalikta etmen tanisi icirguianan klasik
tani yontemleri Lelliott ve Stead (1987), Azad veoksey (1995), Mirik ve Aysan (2004) ile
Saygili ve ark. (2006) tarafindan onerdlidisekilde gerceklgtirilmistir. Ancak molekuler
testler icin Bertolini ve ark. (2003)’da izlenenngdm kullaniimgtir.

Sonug olarakstanbul ve cevresindeki zakkumlargkkil 4.12.’de patojenite testi ve
PCR test sonucglarina dayanarak kanser tumoérlerindem olan patojen bakterinin
Pseudomonas savastanoi pv. nefarak tanilanmtir. Elde edilen bu sonug¢, Rodrigues ve
ark. (2008)'nin dgerlendirmeleri dgrultusunda yaptiklari ayri tir isimlendirmesinewjgun
dismUstdr.

Cizelge 4.2. ve cizelge 4.3.’de listelegidgibi Aralya’da tanilanan klorotik sari
yaprak lekelerine neden olan ve bitkinin yapralkanikli zamanindan 6nce gf@nmasina ve
dokulmesine neden olarak i¢ mekandaki estetik ¢igmal yok eden bir hastaliktirSekil
4.13.’de patojenite test sonucu da sergilenen lkteligel yaprak lekesi hastglnin etmeni
olarak Pseudomonas cichoriblarak tanilanmgi bulunmaktadir. S6z konusu sis bitkisinde
saptanan bu hastgé daha 6nceki ¢amalardan dgisik Ulkelerde dgisik sus bitkilerinde ve
sebzelerde de gorulgia Chase ve Brunk (1984), Engelhard ve ark. (1988hes ve ark.
(1984), Obradovic (2002) ve Putnam (1999) tarafnndi@ rapor edilmigibulunmaktadir.

Cizelge 4.2. ve gizelge 4.3.’te listelegdgibi sus elmasinda tanilanan kokghai
kanseri etmeniAgrobacterium tumefaciensimptomatoloji ve klasik testler yaningekil
4.14. de sergilengi gibi havug diliminde patojenite testi ile de t@mmsg bulunmaktadir.
Hastalik ¢cok genibir konukgu ¢evresinde Turkiye'nin gigik yorelerinde Bremer (1954) ve
Aysan ve Sahin (2003) tarafindan da saptagnmlup bu hastayin istanbul'da da sus

elmasinda bulundiu ilk defa bu cabma ile ortaya konnyiur.
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Sekil 4.2.’de listelendii gibi Benjamin kaugpu ve Pitosporum ddstanbul ve
cevresinde sis bitkisi olarak ygiiilen ve deerlendirilen bitkilerdir. S6z konusu bu
bitkilerin yapraklarinda yaprak lekelerine nedenarol gram negatif bir bakterinin
Pseudomonas spmlarak tanisi gercelderilmistir. Ayrica sekil 4.6. Manolya vesekil 4.7.
Gardenya da sergilenen bakteriyel yaprak lekelemg@en olan patojen ancxlanthomonas
sp. turleri ancak simptomatolojik olarak ve sadecesiklatani testlerinin bazilari ile
tanilanabilmgtir. Bu konuda daha detayli gahalara gereksinim duyulmaktadir.

Benzersekilde cizelge 4.2. ve 4.3.de listelepdgibi Defne’deistanbul’'un 6nemli
bir sus bitkisidir. Sekil 4.9.’da yaprak lekeleri, kloroz ve yaprak koma simptomlari ile
tanilanabilen bakteriyel enfeksiyonun etmen tardar bazi klasik bakteri testleri ile
dogrulanms olup, gram pozitifClavibacter sp. tirtu bir patojenden etkilerggigibi gram
negatif bir dger bakterinin de enfeksiyonda rol oynaidsaptanmtir.

Ote yandan Bremer (1954) tarafindan Tirkiye'nirgigie yerlerinde bulundgu
bildirilen Sardunya’daki yaprak lekeleri ve kurumalstanbul'un en 6nemli mekanlarindan
Topkap! Sarayi bahcelerinde rastlaginolup, patojeniXanthomonas campestrisizolati
simptomatoloji ve bazi klasik yontemler ile tandagtir. Sardunya Uretilen Dinya’nin hemen
her yerinde gorulen bu hasfah Arjantin’de bulungu da Dal Bello ve Carranza (1995)
tarafindan bildirilmg bulunmaktadir.

Cizelge 4.2. ve cizelge 4.3.’de gosterilen Vangelgavlahonya’da dXanthomonas
sp.’nin neden olddu yaprak lekesi hastglida bu calima ile ilk defa saptanstir.

Halenistanbul’da saksili ic mekan bitkisi olarakgegdendirilen ve ekzotik bir siis
bitki tari olan Flamingo cige Uzerinde cizelge 4.3.'de listelegdigibi bakteriyel bir
enfeksiyon saptanmiolup patojen simptomatoloji ve klasik bazi testntgimleri ile
Pseudomonas smlarak tanilanmgtir. Bakteriyel yaniklik olarak gorilen bu hastabini
zamanda Fukui ve ark. (1999) tarafindan da bildigiir. Trkiye florasinda yer almayan bu
bitkide gorulen bu hastgin gram negatif bir patojeRseudomonas smplabilecegi tahmin
edilmektedir.

Sus bitkilerinde bakteriyel hastaliklarin glimunu engellemek icin alinmasi
gereken tedbirlegunlardir;

- Bahce tesis edilirken temiz topraklara temiz icmehateryali dikilmeli,

- Bitkilerin yaralanmasi énlenmeli ve 6zellikle kilerde yaralanmalara neden olan béceklerle
mucadele edilmel,

- Budama makaslari % 1’'lik sodyum hipoklorit ilezéafekte edilmeli ve budama yerlerine %

5’lik g6z tasl ve arkasindan bitkisel katran sartlmeli,

31



- Yagmurlama sulamadan kacinilarak damlama sulama yalp)im

- Gubreleme ile hastalik gglnindeki iliski nedeniyle dengeli gibrelemeye dikkat edilmeli,

- Bahcgede urlu dallar, enfekteli yapraklar var menlar toplanip yakilmali hatta gerekirse
hasta bitkiler sokulerek bahgeden uzghkidmali,

-Ayrica yerine gore biyolojik ve kimyasal micadeklgulanmalidir.
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EKLER
EK1

Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) Agar (Lelliott ve Stead, 1987)

Yeast Extract 10.0g
Dextrose 20.0¢g
Kalsiyum Karbonat 20.0g
Agar 15.0¢9

Distile su 1000 g

121°C’de 15 dakika otoklav edilgtir.

King B Besi Yeri (King ve ark. 1954)

Proteose Peptone 20.0g
Gliserin 10.0g
KoHPO, 15¢g
MgSQO,7H,0 15¢g
Agar 1509
Distile su 1000 g
121°C’de 15 dakika otoklav edilgtir.

pH:7.2

SNA Besi Yeri(Lelliott ve Stead, 1987)

Nutrient Agar 13049
Sukroz 50.0¢g
Distile su 1000 g

121°C’de 15 dakika otoklav edilgtir.

Nutrient Broth Sivi Besi Yeri (Lelliott ve Stead, 1987)
Nutrient Broth 8.0g

Distile su 1000 g
121°C’de 15 dakika otoklav edilgtir.
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EK 2
PCR Calismasinda Kullanilan Solisyonlar
% 1’lik Sodium Dodecyl Sulphate (SDS)

10 ml 10xTAE buffer1 90 ml su ile katiriimis ve behere koyulmur. Stispansiyon bulunan
beher icerisinde sicak su bulunan beher icerisemkesyirilmi stir. 1 g Sodium Dodecyl

Sulphate eklenerek calkalayiciya koyuln8DS’'nin ¢ozinmesi ganmstir.

7.5 Amonium Acetate

57.75 g Amonium acetate 100 ml su icerisinde coasisglanmstir.

% 1 Agarose Jel
1XTAE buffer icerisine 1 g agarose koyularak milatgg firinda ¢oziinmesi anmstir.

TAE Buffer (10 mm Tris. Imm EDTA pH:8)

Tris-HCI 0.24 g
EDTA 0.074 g
Distile su 200 ml
TBE Buffer

Tris 107.89 ¢
Borik Asit 55.0¢g
Na, EDTA 7.44 g
Distile su 1000 ml
pH:8.0

6.5x Loading Buffer
Bromophenol Blue 30.0 mg

5XTBE 4.25 ml
Her ikisi kargtinldiktan sonra 5.75 ml Gliserin eklenerek®C’de muhafaza edilmtir.
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