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OZET

Doktora Tezi
MARMARA BOLGESI’NDE KIRAZ DAL YANIKLIGI HASTALIK ETMENININ
TANISI, GENOTIPIK KARAKTERIZASYONU ve FARKLI PREPARATLARA KARSI
DUYARLILIGININ BELIRLENMESI
Cansu OKSEL
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Pseudomonas syringae’ nin neden oldugu kiraz bakteriyel dal yanikligi hastaligi kiraz
agaclarinda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu g¢alismada 2016-2018 yillari
arasinda Marmara Bolgesi kiraz tiretim alanlarindan izole edilen 82 adet izolatin klasik,
biyokimyasal, molekiiler testlerle tanisi, ERIC-, REP-, BOX-PCR ile genetik karakterizasyonu
ve Multi Lokus Sekans Analiz (MLSA) ile filogenetik akrabaligi belirlenmistir. MLSA
calismalarinda 4 farkli housekeeping (gyrB, rpoDs, rpoDp ve gltA) genleri kullanilmistir.
Calisma sonucunda hastalikli bitkilerden izole edilen 63 adet izolat klasik, biyokimyasal ve
molekiiler testlere gore Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanmistir. MLSA
calismalarina gore elde edilen Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlari, Pseudomonas
syringae pv. atrofaciens ve Pseudomonas avellane ile yakinlik gostermistir. izolatlarin DNA
sekans bilgileri NCBI veri tabanina kaydedilmistir. Calismada hastalik etmenine kars1 bakir
oksikloriir, bakir siilfat, bakir hidroksit, maneb, mancozeb ve bordo bulamaci (kalsiyum
hidroksit+bakir siilfatin) in vitro antibakteriyel etkinlikleri belirlenmistir. Kullanilan tiim
preparatlarin in vitro bakteri popiilasyonun gelisimin engellenmesi iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Arazi caligmalarinda hastalik gelisimin engellenmesi iizerine bakir hidroksit,
bakir oksikloriir, bakir siilfat, fosetyl-al ve bakir tuzlari + mancozeb etkinligi arastirilmustir,

Calisma sonucunda bakir hidroksit kontrole gore hastalik siddetini %85,72 oraninda azaltmistir.
Anahtar kelimeler: Kiraz, bakir, MLSA, filogenetik
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ABSTRACT

PhD Thesis
IDENTIFICATION, GENOTYPIC CHARACTERIZATION of CAUSAL AGENT of
CHERRY BACTERIAL CANKER in MARMARA REGION and DETERMINATION of
SUSPECTIBILITY AGAINST DIFFERENT COMPOUND
Cansu OKSEL
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa MiRIK

Cherry bacterial branch canker disease caused by Pseudomonas syringae causes serious
economic losses in cherry trees. In this study, the diagnosis of 82 isolates, isolated from the
cherry production areas in Marmara Region between 2016 and 2018 years, were determined by
using classical, biochemical, molecular tests. Genetic characterization and phylogenetic
relationship among the isolates were determined by using ERIC-, REP-, BOX-PCR and
Multilocus Sequence Analysis (MLSA). Four different housekeeping genes (gyrB, rpoDs,
rpoDp and gltA) have been used in MLSA studies. As a result of the study, 63 isolates obtained
from diseased plants, were identified as Pseudomonas syringae pv. syringae according to
classical, biochemical and molecular analyses. According to MLSA studies, Pseudomonas
syringae pv. syringae isolates showed affinity with Pseudomonas syringae pv. atrofaciens and
Pseudomonas avellane. DNA sequences of representative isolates were recorded in the NCBI
database. In the study, antibacterial activities of copper oxychloride, copper sulphate, copper
hydroxide, maneb, mancozeb and Bordeaux mixture (calcium hydroxide+copper sulphate)
were also determined in vitro conditions. All preparations used have been found to be effective
on in vitro inhibition of bacterial population. In the field studies, copper hydroxide, copper
oxychloride, copper sulfate, fosetyl-Al and copper salts + mancozeb were used to prevent
disease development and occurrence. As a result of the study, copper hydroxide reduced the
disease severity by 85,72% compared to control.

Key words: Cherry, copper, MLSA, phlylogenetic
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1.Giris

Tiirkiye bir¢ok meyvenin anavatani ve meyvecilik kiiltiiriintin besigidir (Gergekgioglu,
Bilginer ve Soylu, 2006). Bugiin meyvecilik tariminda 6nem kazanmis olan elma, armut, ayva,
erik, tizim, incir gibi birgok meyve tiirii tilkemiz topraklarinda ortaya ¢ikmistir. Anadolu birgok
meyve tiriinde oldugu gibi, kiraz (Prunus avium L.)’in da anavatani sinirlar1 igerisindedir.
Kiraz, bir¢ok iliman iklim meyve tiiriiniin de bulundugu Rosaceae familyasi i¢inde yer alir.
Hazar Denizi ile Karadeniz arasindaki bolge kirazin anavatani olarak bilinmektedir. Avrupa ve
diger kitalara kirazi tohumlarmmin kuslar, diger hayvanlar ve go¢menler tarafindan
tasinmalariyla yayilmistir. Iklim bakimindan sicak bir biiyiime sezonu, ki mevsiminde belli bir
stire dinlenme ve yagmursuz bir hasat donemine ihtiyag¢ duyar. Kisin dinlenme doneminde kiraz
agaclarinin govde ve ana dallart -26°C, ¢icek tomurcuklari -2.4°C’ye dayanabildigi halde
ciceklenme doneminde bu smir -2°C’dir. Kiraz i1liman iklim meyve tiirleri igerisinde
meyvelerini en erken olgunlastiran tiirdiir. Kiraz agac¢larinda genglik kisirlig siiresi 5-6 yil olup,
bir kiraz bahgesinin ekonomik olarak omrii 25-30 yildir. Kiraz yetistiriciligini etkileyen en
onemli faktor sicakliktir. Hem c¢ok yiiksek hem de ¢ok diisiik sicakliklar kiraz yetistiriciligi
tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (Burak, 2003). Tirkiye’nin her bolgesinde kiraz
yetistiriciligi yapilmakta olup tretilen kirazin tamamina yakini taze halde tiiketilmektedir
(Burak, 2003). Onemli bir ihracat {iriinii olan kirazin Cizelgel.1’ de Tiirkiye’de son yillarda

hem agag¢ sayis1 hem de iiretiminde artis goriilmektedir.

Cizelge 1.1.Tiirkiye 2014-2019 yillarinda kiraz iiretimi ve aga¢ sayis1 (TUIK [Tiirkiye Istatistik
Kurumu], 2019)

Yillar Agacg Sayisi (Bin) Toplam Uretim (Ton)
Meyve veren Meyve vermeyen
2014 19.087 7.232 26.319 445.556
2015 20.616 6.614 27.230 535.600
2016 21.314 6.447 27.761 599.650
2017 21.587 6.332 27.919 627.132
2018 20.880 6.060 26.940 639.564
2019 21.115 5.917 27.032 664.224




Diinyada kiraz iiretimi cografik olarak diinyanin farkli bolgelerine yayilmig durumdadir.
Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO)'nun 2018 yili verilerine gore Tiirkiye, diinya kiraz
iiretiminde 6.395.64 ton ile Diinya’da birinci sirada yer almaktadir (Cizelge 1.2). Ulkemizi
3.124.30 ton iiretim ile Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ikinci sirada, Sili ise 1.559.35 ton

tiretim ile ti¢iincii sirada izlemektedir ((FAO [Gida ve Tarim Organizasyonu], 2018).

Cizelge 1.2. Diinya kiraz iiretiminde 6nde gelen tilkeler (FAO [Gida ve Tarim Organizasyonu],
2018).

Ulkeler Kiraz Uretimi (Ton)
Tiirkiye 639.564
ABD 312.430
Sili 155.935
[ran 137.268
Italya 114.798
Diinya 2.547.944

TUIK (2019) verilerine gore 2014-2019 yillar1 arasinda meyve veren agag sayisiyla
dogru orantil1 olarak kiraz iiretim miktarinda da artis goriilmektedir. 2019 yili TUIK verilerine

gore 21.115 bin meyve veren kiraz agacindan 664.224 ton iirlin elde edilmistir.

Ihracatiyla iilkemizi birinci siraya tastyan kirazin, iiretimini tehdit eden pek ¢ok biyotik
ve abiyotik etmen vardir. Kiraz agaglarinda Stigmina carpophila (yaprak delen hastaligi),
Monilinia laxa (monilya hastalig1) ve Nectria galligena (dal yanikligi hastaligi) gibi fungal
hastalik etmenlerinin yaninda bakteriyel dal kanseri hastalik etmenleri Pseudomonas syringae
pv. syringae (P. s. pv syringae) ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (P. s. pv
morsprunorum) hem tiriinlerde kalite ve verim kayiplarina, hem de agaglarda 6liimlerine neden
olmaktadir. Pseudomonas syringae’ nin neden oldugu dal yanikligi hastaligi Diinya’da meyve
iretimi yapilan her yerde kirazin yani sira pek c¢ok meyve agacinda yaygin olarak
goriilmektedir. Hastaligin 6zellikle de geng bahgelerde %75’e varan oranlarda kayiplara neden
oldugu bildirilmistir (Spotts, Wallis, Serdani ve Azarenko, 2010).

Hastalik etmeninin goriildiigii fidanliklarda, meydana gelen sistemik enfeksiyonlar
sonucunda fidan dliimleri gerceklesmekte ve dnemli ekonomik kayiplar meydana gelmektedir.

Hastaliktan dolay1 her yil Almanya’da agaglarim %30’u &liirken, Italya ve diger Avrupa



iilkelerinde de farkli diizeylerde zararlanmalara neden oldugu goriilmektedir (Kennelly,

Cazorla, Vicente, Ramos ve Sundin, 2007).

Kirazlarda dal yanikligi hastaligina neden olan P. s. pv. syringae ve P. s. pv.
morsprunorum, diiz ya da egik ¢ubuk seklinde, bir veya iki kamgiya sahip gram negatif
bakterilerdir. Pseudomonas syringae (P. syringae)'nin ilk orjinal izolat1 1902 yilinda Van Hall
tarafindan hastalikli bir leylak (Syringae vulgaris) bitkisinden izole edilmistir. P. syringae
kompleks bir patojen olup Gardan vd. (1999) 6nce 56 farkli patovarlarinin bulundugunu ve
DNA:DNA  hibridizasyonu sonucunda izolatlarin 6 genomospeciese ayrildigini
belirlemislerdir. Parkinson, Bryant, Bew ve Elphinstone (2011), etmenin DNA-DNA
hibridizasyonuna gore 9 genomospecies, Multilous Sequence Analysis (MLSA) gore ise 13
filogruba ayrildigini bildirmislerdir. Kaluzna, Janse ve Young (2012) ise etmenin yaklasik 64
patovart oldugunu bildirmistir. Bunlar DNA:DNA hibridizasyonuna gore 3 farkli
genomospeciese ayrilmistir. Birincisi igerisinde P. s. pv. syringae, ikincisinde P. s. pv.
morspurunorum irk 1, iglinciistinde ise P. s. pv. morspurunorum ik 2, P. s. pv. avii ve P. s. pv.
persicae’ nin yer aldigmi bildirmislerdir. Ayn1 zamanda bu 5 patojen Prunus spp. (Sert

cekirdekli meyve agaclar1)’de hastaliga neden olmaktadir.

Kirazlarda dal yaniklig1 hastalik etmeni P. s. pv. syringae genis bir konuk¢u dizisine
sahiptir. Basta kiraz ve kayis1 olmak iizere 80 kadar meyve tiiriiniin yani sira turunggiller, armut,
badem, disbudak, ceviz, giil, leylak, zakkum, mese, sogiit, kizilcik gibi gesitli bitkilerde ve hatta
pek ¢ok otsu bitki tiiriinde hastalik yapmakta iken; P. s. pv. morsprunorum’un ise sadece kiraz,

erik ve badem tiirlerine 6zellestigi bildirilmistir (Agrios 2005; Kaluzna 2019).

P. s. pv. syringae ve P. s. pv. morsprunorum, Kiraz agacinin yaprak, stirgiin, ¢icek gibi
kok hari¢ biitlin organlarina ve yapilarinda ortaya cikarak hastalik belirtilerine neden olur.
Etmenin neden oldugu hastalik belirtisinin agacin yasina, ¢esidine, bitki dokusuna, izolatin
viriilensligine ve ¢evre kosullarina gore degiskenlik gosterebildigi belirlenmistir (Gasic, Prokic,

Ivanovic, Kuzmanovic ve Obradovic, 2012)

Hastalik etmeni cicek demeti yanikligi, siirgiinlerde geriye dogru oliim, yaprak ve
meyve lekeleri, meyve miktarinda azalma ve bitkinin odun dokusunda kanser ve zamklanmaya

(Sekil 1.1) sebep olmaktadir (Kennelly vd., 2007).



Sekil 1.1.Bakteriyel dal yaniklik etmeninin kiraz agaclarinda neden oldugu simptomlar

Hastaliga karsi dayanikli cesit kullanimi ile ilgili yapilan caligmalarda hastalik
etmeninin kompleks yapisindan dolay1 farkli kiraz varyeteleri etmene karst dayaniklidir
(Farhadfar, Keshavarzi, Bouzari, Monghadam ve Soleimani, 2016). Hastalik etmeni epifitik ve
endofitik olarak iki doneme sahip olmasi etmenin miicadelesini zorlastirdig1 bir¢cok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir (Hattingh, Roos ve Mansvelt, 1989; Kennely vd., 2007). Bakirh
preparatlarin kullanim ile hastaligin miicadelesi sinirli olarak kontrol altina alinabilmektedir

(Stone ve Baker. 2010).



Hastaligin iilkemizde varlig1 ilk olarak 1966 yilinda Karaca tarafindan rapor edilmistir.
Sonraki c¢aligmalarda P. s. pv. syringae hastalik etmeninin Antalya, Mersin ve Adana’da
turunggillerde (Mirik vd., 2005), Erzurum ve ilgelerinde kayisi agaglarinda (Goérmez 2011),
diger etmen P. s. pv. morsprunorum’un ise kirazda Marmara ve Ege Bolgesi, bademde ise Ege
Bolgesinde goriildiigii tespit edilmistir (Ertimurtas ve Ozaktan 2014; Mirik, Oksel ve Bulbul,
2015).

Hastaligin tahripkar etkilerinin goriildiigii Tekirdag ili kiraz tiretim alanlarinda yapilan
survey ¢aligmalart sonucunda kiraz tiretim alanlarinda hastalik yayginliginin %20-57 oraninda,

hastalik siddetinin ise %20-85 oraninda oldugu tespit edilmistir (Mirik vd., 2015).

Diinya ¢apinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan P. syringae (Van hall)
patovarlarinin neden oldugu bakteriyel hastaligin iiretim alanlarindaki miicadelesi son derece
zordur. Patojen hem gen¢ hem de yash agaglar1 6ldiirme yetenegine sahiptir. Sistemik
enfeksiyonlar ve gen¢ agacglarin 6liimii fidanliklarda stirekli bir sorundur. Meyve yetistiriciligi
yapilan bircok tilkede, sert ¢cekirdekli meyve agaclariin yetistiriciligini engelleyen en énemli

hastaliklardan birisidir (Kennelly vd., 2007).

Pseudomonas cinsi igerisinde farkli gruplar bulunmaktadir. LOPAT (Levan olusumu,
Oksidaz testi, Patateste pektolitik aktivite, Arginin dehidrolaz ve Tiitiin yapraklarinda asirt
duyarhlik reaksiyonu) tani caligmalar1 ile bu gruplarin farkliliklar1 ortaya konulmaktadir. P.
syringae LOPAT test sonuglari levan olusumu ve tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik
reaksiyonu pozitif, oksidaz, patateste pektolitik aktivite ve arginin dehidrolizasyonu negatiftir.
LOPAT Xkarakterlerine gore P. syringae Ia grubunda yer almaktadir (Lelliott, Billing ve
Hayward, 1966). Diger bir tani1 testi ise P. S. pv. syringae ve P. s. pv. morspurunorum¢ un
ayriminda kullanilan GATTa (Gelatin hidrolizasyonu, Aesculin hidrolizasyonu, Tyrosin ve
Tartarik asit kullanimi) testidir. Test sonucu (++--) oldugun etmen P. s. pv. syringae, (--++)
oldugunda ise P. s. pv. morsprunorum olarak tanilanmaktadir. P. s. pv. morsprunorum irk 1 ve
irk 2 olarak iki irka sahiptir. Etmenin 1rk ayrimi ise yine GATTa testi ile belirlenmektedir.
GATTa test sonucu (--++) ise etmen 1k 1, (+++-) oldugunda ise 1rk 2 olarak tanilanmaktadir

(Lattorre ve Jones 1979; Bultreys ve Kaluzna 2010).

Mirik vd., (2015), kiraz dal yanikligina sebep olan etmenlerin fenotipik ve genotipik
karakterizasyonunu belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada LOPAT ve GATTa test sonucuna gore

29 adet izolat1 P. s. pv. syringae, 20 adet izolat1 ise P. S. pv. morsprunorum olarak



tanilamiglardir. Molekiiler testlerde kullanilan spesifik primerler ile 29 adet izolat 650 bp
tekrarlanabilir bant olusturarak P. s. pv. morsprunorum ve 20 adet izolat 752 bp tekrarlanabilir
bant olusturmasi nedeniyle P. s.pv. syringae olarak tanilanmistir. ERIC-, REP-, BOX-PCR
caligmalar1 i¢in tesadiifen segilen izolatlar %62-90 oraninda benzerlik gostermistir. Ayrica
yaptiklar1 fenotipik karakterizasyon sonucunda izolatlarin 2 farkli kiimede toplandigini
bildirmiglerdir. Ayn1 zamanda yaptiklari genotipik olarak benzerliklerinde de izolatlar

birbirinden fenotipik karakterizasyonda iki kiimeye ayrilmistir.

Farkli konukgulardaki P. syringae izolatlar1 arasindaki genetik ve fenotipik ¢esitlilik,
konuk¢u bitkinin orijiniyle alakali olabilecegi hipotezi; ¢esitli simptomlara sebep olan P.
syringae izolatlar1 zaman i¢inde kendi konukgular1 digsinda yakin tiirlerdeki diger konukgulara
da adapte olarak hastalik meydana getirdigini gostermistir (Bui Thi Ngoc vd., 2010). ABD’ de
hiyargil (karpuz, kavun, kabak) ve hiyardan izole edilen ve P. s. pv. lachrymans olarak
belirlenen izolatlarin, genetik olarak ayrildigi bildirilmistir (Newberry vd., 2016). Benzer
sekilde Fransada kavun bitkisinden izole edilen P. syringae izolatlar1 biyokimyasal ve
patojenite testleriyle P. s. pv. aptata olarak tanilanmisken (Morris vd., 2000), Cin’de
kavunlardan izole edilen izolatlar metabolik ve genetik testlerde P. s. pv. lachrymans olarak
tanilanmistir. Bu ¢alisma hiyar ve kavundan izole edilen Pseudomonas syringae izolatlarinin

heterogenik olabilecegini gostermistir (Newberry vd., 2016).

Ulkemizde yapilmis olan ¢alismalarda P. syringae izolatlarinin  genetik
karakterizasyonu ERIC-, REP- ve BOX-PCR ile belirlenmis ve buradan sonraki adima
gecilememistir. Dolayisiyla tilkemizde bulunan P. syringae izolatlarinin genetik orjini, diinya
izolatlariyla karsilastirilmasi ve farkli Pseudomonas tiirleriyle olan genetik benzerligi lizerine
bir ¢alisma mevcut degildir. Konukgu ve simptom ag¢isindan zengin bir grup olan P. syringae’
nin yeni nesil yontemlerinden birisi olan MLSA ile ayn1 cins i¢indeki farkli tiirler arasi genetik
koken ve izolatlar aras1 genetik uzakligin belirlenebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ayni cinse
ait izolatlarin genetik Ozelikleri ve viriilenslik faktorlerine gore filogruplara ayrilabilecegi
belirlenmistir (O’Brien, Thakur ve Guttman, 2011). Benzer sekilde, iilkemizdeki P. syringae
izolatlarinin MLSA ile genotipik karakterizasyonu hakkinda yaym bulunmamaktadir. Ancak
tilkemizde domatesten izole edilen Clavibacter michiganensis subsp. michiganenesis
izolatlarimin bes housekeeping genle (bipA, gyrB, kdpA, ligA ve sdhA) MLSA analizinin
yapildig1 goriilmektedir (Sen vd., 2018).



MLSA ile belirlenen filogruplar ile birgok cinse ait izolatlarin genetik kokenleri ve
akrabaliklar1 belirlenmistir. Bu yontemin Diinya’da tercih edilmesinin nedeni ise bakteri
tiirlerinin genetik tanimlarinda hem giivenilirligi hem de tekrarlanabilir olmasidir (Marcellettini
ve Scortichini 2014).

Pseudomonas tiirlerinin kiraz agaglarinda sebep oldugu hastaliklarin miicadelesi
oldukc¢a zordur. Bunun sebebi olarak etkili bir kimyasal, biyolojik miicadele ve dayanikli ¢esit
eksikligi ve hastalik donglisiindeki bazi fazlar boyunca patojenin endofit olarak yasamasi
gosterilmektedir. Bakirli preparatlar bazi bakteriyel hastaliklarin kontrolii ic¢in standart
bakterisit olarak kullanilir fakat fitotoksisite, bazi izolatlarin dayaniklilik kazanmasi, kullanma
zamani gibi sebepler bakirli preparatlarin kullanimini sinirlamaktadir. Bakir kontak etkilidir bu
ylizden bitkinin tomurcuk gibi i¢ kisminda bulunan bakteri popiilasyonuna etki etmemektedir.
Bu nedenle bakir uygulamasi yapildiginda bitkinin fizyolojik donemi, patojenin bitkide
bulundugu konum ve iklim sartlar1 gibi faktorlerin hepsinin de uygun oldugu bir dénem olmasi
gerekmektedir. Cigeklenme donemi gibi zamanlarda bakirli preparatlarin kullanilmasi uygun
degildir. Sonbahar ilaglamalarinin amac1 yaprak ylizeyinde bulunan patojen popiilasyonunu
azaltarak kanserlerin olusmasini 6nlemek ve bakterinin epifitik dénemdeki popiilasyonunu
azaltmaktir (Olson ve Jones, 1985; Penyalver vd., 2006). Kaliforniya da kirazlarda ve Ispanya
da mango da P. syringae ile miicadele i¢in bakirli preparatlar kullanildiginda bazi izolatlarin

dayaniklilik kazandig1 goriilmiistiir (Cazorla vd., 2002; Sundin vd., 1988).

Bu c¢alismanin birinci amaci Marmara ili kiraz {iretim alanlarinda bakteriyel dal
yaniklig1 hastaligina neden olan hastalik etmenlerinin klasik, biyokimyasal ve klasik PCR ile
tanilamak; tanilanan izolatlarin ERIC-, REP- ve BOX- PCR ile genetik akrabaliklarini
belirlemek daha sonra ¢oklu housekeeping gen boélgelerine (gyrB, rpoD, gltA) gore farkli
lokasyonlardan toplanan izolatlar arsindaki genetik yakinligi belirlemek; elde edilen sekans
sonuclarini NCBI veri tabanina yiiklemektir. ikinci amaci ise etmene kars: kullanilan ticari

preparatlarin hastalik gelisimi {izerine olan etkisini in vitro ve in vivo kosullarda aragtirmaktir.



2. LITERATUR OZETIi

Patojenin isim ve taksonomisi

Boyer ve Lambert (1893) tarafindan Pseudomonas tiirlerini igeren bitki patojeni
bakterilerden ilk olarak Pseudomonas mori rapor edilmistir. Daha sonra van Hall tarafindan

1902 yilinda leylak bitkisinden izole edilerek Pseudomonas syringae olarak rapor edilmistir.

Gardan, Shafik ve Grimont (1997), P. syringae tiiriiniin 57 patovarinin bulundugunu,
Gardan vd., (1999) yapmis oldugu bir ¢alismada ise DNA:DNA hibridizasyonu sonucunda
izolatlarin 9 genospecies oldugunu bildirmislerdir. Tiir diizeyinde yiiksek heterojenlik gosteren

bu tiir ile ilgili taksanomik ¢alismalar halen devam etmektedir.

Young (2010)’un bildirdigine gore, 1894 yilinda Migula tarafindan Pseudomonas cinsi
gram negatif ¢gubuk seklinde, aerobik ve bir ya da iki kamgisi ile hareket edebilen bakteriler
icine dahil edilmesi Onerilmistir. Fakat glinlimiizde artik taksonomik c¢alismalarda 16S rDNA
kullanilarak yapilmasindan dolayi, Pseudomonas’larin siniflandirmasi floresan, poly-f
hydroxybutyrate depolamayan Pseudomonaslar P. syringae’ninde iginde bulundugu; P.
aeruginosa’ nin ise giinlimiizde y-Proteobacteria igerisine dahil edilmistir. Cogu floresan
olmayan poly-p hydroxybutyrate depolayan Pseudomonaslar ise Acidovorax, Burkholdera ve

Ralstonia cinslerinin igine dahil edilmis ve B-Proteobacteria igerisinde siniflandirilmistir.

Lelliott vd. (1966), bitki patojeni floresan Pseudomonas tiirlerinin ayrimini yapmak igin
tanimlanan 15 testin sadece levan olusumu, oksidaz aktivitesi, patateste ¢iirikliik olusturma,
arginin dehidrolazin olusumu ve tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonunu kapsayan LOPAT

testinin tiir ayriminda kullanilmasini dnermistir.

Bradbury (1986), patovarlarin sinonimi olarak 16 Pseudomonas tiiriinii rapor etmistir.
Ayirt edilebilir patovarlarin ayrimi ile, P. s. pv. syringae’ nin konukgularinin P. syringae ile

ayni grupta yer aldigini bildirmistir.

Patojen P. s. pv. syringae ilk izole edildiginde konuk¢usunun ismini aliyordu fakat daha
sonra izolatlarin 44 ‘ten fazla bitki tiiriinde hastalik olusturmasina ragmen leylak iizerinde
yapilan patojenite testlerinde negatif sonu¢ vermistir. Bunun yaninda leylakta patojen olan

izolatlarla ayni karakteristik 6zellikleri gosteren izolatlarin bulundugu bildirilmistir. Leylaktan



izole edilen P. syringae izolatlarinin rpoD sekans analizinde konukgular arasindabir iligkinin

bulundugu belirlenmistir (Parkinson, Bryant ve Elphinstone, 2011).

Kemotaksonomik testlerin gelismesi, yag asit analizi, protein profili, DNA ve RNA
yapilarinin karsilastirilmasinin  yani sira izolatlarin molekiiler sekanslari bitki patojeni
bakterileride igeren bakteri gruplarmin smiflandirilmasina olanak sunmustur (Gillis,

Vandamme, Vos, Swings ve Kersters, 2005).

Pseudomonas cinsi, tan1 ¢alismalarinda kullanilan LOPAT o6zelliklerine gore farkli
gruplar olusturmustur. LOPAT olarak isimlendirilen test grubu igerisinde sukroz ortaminda
levan tipi koloni iiretimi, oksidaz reaksiyonu, pektat jel veya patates dilimlerinde pektolitik
aktivitesi, arginin dehidrolaz aktivitesi ve tiitiin yapraginda asir1 duyarlilik (HR) reaksiyonunu
testleri yer almaktadir. Yesil flouresan Pseudomonas’lar LOPAT karakterlerine gore gruplara
ayrilmistir. la (+---+) grubunda yer alanlarin P. syringae tiirti, Ib (----+) grubunda yer alanlarin
P. s. pv. savastonoi ve P. delphini tiirii, I (-/+-+-+) grubunda yer alanlarin P. viridiflava tiir,
[l (-+--+) grubunda yer alanlarin P. cichorii tiirii, I[Va (++++-) grubunda yer alanlarin P.
marginalis tiirti, [IVb (-+++-) grubunda yer alanlarin P. flourescens tiirii, Va (-+-+-) grubunda
yer alanlarin P. tolasii ve bazi saprofitik pseudomonaslar, Vb (++-+-) grubunda ise P.
flourescens ile bazi saprofitik pseudomonaslarin oldugu belirlenmistir (Gonzalez, Ackerley,
Park ve Martin, 2003; Lelliott vd., 1966).

Kaluzna vd. (2012)’un yapmis oldugu c¢alismada P. syringae ’nin yaklasik 64
patovarinin oldugu bildirilmistir. Bunlar ayn1 zamanda DNA:DNA hibridizasyonuna goére 3
farkli gruba ayrilmaktadir. Birincisi igerisinde P. s. pv. syringae, ikincisinde P. s. pv.
morspurunorum ik 1, tiglinciisiinde ise P. s. pv. morspurunorum irk 2, P. s. pv. avii ve P. s. pv.

persicae yer aldigini bildirilmektedir.

Son zamanlarda yapilan MLST ¢alismalarina gore P. syringae 60’ dan fazla patovara,

15 genomospecies ve 13 filogruba ayrilmaktadir (Parkinson vd., 2011).

Hastalhigin Epidemiyolojisi ve Konuk¢ular:

P. syringae 50 den fazla patovara ve 9 genomspecies ayrilan fitopatojenik bir bakteri
tiiridiir (Bradbury, 1986; Gardan vd., 1999; Young, vd., 1996). Ilk olarak P. s. pv. syringae
genomspecies 1 olarak, kiraz (Prunus avium L), visne (Prunus cerasus L), erik (Prunus

domestica L), Japon erigi (Prunus salicina L), seftali (Prunus persicae L), kayis1 (Prunus



armenica L), elma (Malus pumila L), balkabagi (Cucurbita pepo L) ve ahududu (Rubus idaeus
L) gibi birgok konukgu bitkide patojen olarak belirlenmistir (Ili¢1¢, Balaz ve Josic 2014; Gardan
vd., 1999; Gavrilovic vd., 2012; Ivonovic vd., 2009; 2012; Marcelletti ve Scortichini, 2014).
Daha sonra P. s. pv. morsprunorum, kiraz, erik ve kayisida tespit edilmistir (Wormald, 1932).
P. s. pv. morsprunorum irk 2’ nin kiraz, erik, Japon erigi ve Japon kayisisini etkiledigi
belirlenmistir (Freigoun ve Crosse, 1975; Kennelly vd., 2007; Lee, Koh, Sohn, Koh ve Jung,
2012).

Chandler ve Daniell (1976), bakteriyel kanserin hayat dongiisiiniin ilkbahar ayindaki
kolonizasyonlar ile basladigin1 ve cicekler lizerinde bakteri popiilasyonunun arttigini primer
inokulum kaynaginin dormant donemdeki tomurcuklar veya kanserlerin oldugunu
bildirmislerdir. Etmen ¢igeklerde 10%-10° populasyon yogunlugunda olabilmekte ve yagmurlu
soguk havalar veya dondan sonra simptomlar daha tahripkar hale gelmektedir. Arastirmacilar
cicek enfeksiyonlarin odun dokusu enfeksiyonuna sebep oldugunda kanser formlarinin
meydana gelebildigi fakat bunun tipik olarak yayilabilmesi i¢in don zararinin odun dokusunda
catlamalara ya da zararlanmalara neden olmasi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica k anserli

dokularda ve budanmis dallarda patojenin kolonize olmasina sebep oldugunu saptamiglardir.

Otta ve English (1970), Georgia’ da yapilan bir ¢alismada seftali agaglar1 Ekim veya
Aralik ve Nisan aylarinda budanmis ve budanan yerler patojen P. syringae izolat1 ile inokule
etmislerdir. Calisma sonucunda Kasim veya Aralik ayinda budama yapilan agaglarda %57-100
arasinda Oliim meydana gelirken, Nisan ayinda budama yapilan aga¢larda 6liim meydana
gelmedigi saptanmistir. California’ da Fransiz erigi ile yapilan bir ¢alismada Kasim ayinda
yapilan budama ile Aralik veya Mart ayinda yapilan budama kiyaslandiginda P. syringae

enfeksiyonun Kasim ayinda yapilan budamada azaldigi belirlenmistir.

Budama doneminin hastalik siddetinde Onemli bir rolii oldugunu ozellikle kis
budamalarinda hastalik etmeninin odun dokusunda doku donmalarina sebep olmasindan dolay1
ciddi problemlere sebep oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Sobiczewski ve Jones,
1992; Vigourox, 1989; Weaver,1987).

Hastalik etmeninin konukgusu tizerinde epifitik ve endofitik olarak hayatta kalabildigi
belirtilmistir (Crosse, 1956; Hirano ve Upper, 2000). P. s. pv. syringae ve P. s. pv.

morsprunorum’ un epifitik fazinda, bitkiye girig yaptig1 gelisme dénemi boyunca yapraklar
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iizerinde ve saglikli goriinen ¢iceklerde hayatta kalabildigi ve gelisebildigi bildirilmistir
(Sundin ve Olson, 1988).

Yaz aylar1 boyunca patojenler meyve ve yaprak lekesi lezyonlarina neden olmakta
ve/veya saglikli goriinen yapraklarin yiizeyinde epifitik olarak hayatta kalmadigi belirlenmistir.
Epifitik popiilasyonlar yaz aylar1 boyunca yavas yavas azalmakta fakat sonbaharda sicakligin
diismesi ve yagmurlarin artmasiyla popiilasyonun tekrar arttigi bildirilmistir (Crosse, 1957-
1966; Sundin, Olson ve Jones,1988).

Ingiltere’de kiraz agaclarinda, P. s. pv. morsprunorum’un, Afrika ve ABD’nin Michigan
eyaletinde hem P. s. pv. syringae hem de P. s. pv. morsprunorum’ un siirgiinlerde kisladigi
belirlenmistir (Crosse, 1956; Roos ve Hattingh, 1986; Sundin vd, 1988). Sonbaharda yere diisen
yapraklarin yaprak sapindaki enfeksiyon kirazin dormant siirgiinlerinde kolonize oldugu
saptanmistir. Yagmur, riizgar, soguk hava gibi ¢evre sartlarina maruz kalan bitkilerde P. s. pv.
syringae ve P. s. pv. morsprunorum’un yaprak yilizeyinden yaprak sapina gegerek sistemik
kolonizasyonunu meydana getirdigi belirlenmistir (Sundin vd., 1988). Bu durumda siirgiinler
saglikli goriinmesine ragmen bazen patojenin kanser baslangici ve siirglinlerde geriye dogru
olim simptomlarina neden olabilmektedir. Saglikli goériinen siirgiinlerdeki bakterinin
ilkbaharda siirglinlerde kolonize olarak hastaligin gelismesine neden oldugu bildirilmistir. P.
syringae sicakliga duyarli olmasindan dolay1 patojenin epifitik popiilasyonu endofitik
popiilasyonu kadar uzun siire hayatta kalmadigi bu yiizden P. syringae’ nin endofitik

popiilasyonlar1 sistemik enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir (Hattingh vd., 1989).

Pseudomonas patovarlarinin iki karakteristik aktif doneme sahip oldugu belirlenmistir.
Birinci donemde sonbahar ve kisin don zarar1 sonucunda agaglarda enfeksiyon meydana gelir
ve zararlanmalara yol agar. Meyve veren dallarda gozle goriilemeyen zararlarin meydana
geldigi ve etmenin kabuk dokusunda 6zellikle floeme yerlestigi donemdir. Bazi zamanlarda bu
dallarda kabuklarin soyulmasina sebep olabildigi gézlenmistir. Sonugta ilkbaharda yaprak ve
ciceklerde solmalarin meydana getirdigi gozlemlenmistir. Hastalifin karakteristik ikinci
donemi ise ilkbahar aylarinda tomurcuklarin yanmasina, siirglinlerde geriye dogru 6liimlere ve
dallarda yanikliklara neden oldugu dénemdir. Etmenin kayisi ve kirazlarda zamkli yanikliklara
neden oldugu saptanmustir. Yaprak ve meyve enfeksiyonlarinin ilkbaharin sonuna dogru
goriildiigl, patojenin popiilasyonunun ise yaza dogru azaldigi fakat simptom gostermeksizin

yapraklarda hayatta kaldig: bildirilmistir (Young, 1987).
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Hastalik Etmeninin Neden Oldugu Simptomlar

P. s. pv. syringae, P. s. pv. morsprunorum kiraz, visne, kayist ve diger sert
cekirdeklilerde ¢igek yanikligi, geriye dogru olim, yaprak ve meyve lezyonlari, odunsu
dokularda zamklanma ile iliskili yanikliklar, agacin ana dallarinda 6liimlere ve iiriin veriminde
azalmalara neden oldugu bildirilmistir. Her iki etmende kiraz bahgelerinde ciddi kayiplara
neden olmasina ragmen P. s. pv. syringae’ nin kirazda ve diger sert ¢ekirdekli meyvelerde, P.
S. pv. morsprunorum’ un ise visne de daha viriilent oldugu belirtilmektedir (Cross vd., 1959;
Jones, 1971; Lattorre ve Jones, 1979).

Whitesides ve Spotts (1991), patojenin erken donemde popiilasyonunun saglikli
goriinen ¢igeklerde arttigini bildirmislerdir. Soguk, yagish havalar veya don olayindan sonra
cicek yanikligi simptomunun meydana geldigini belirtmislerdir. Armutta goriilen c¢icek
yaniklig1 simptomu ile sert c¢ekirdekli meyvelerde goriilen cicek yanikligi simptomunun

birbirine benzer oldugu belirlenmistir

Stead vd., (2003), don zararinin, bakteriyel yaniklik enfeksiyonlar1 i¢in bitkide yaralarin
acilmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Nekrotik ¢igek enfeksiyonlarindan baslayan yaygin
bir simptomdur. Bazi zamanlarda don zararinin sonucunda geriye dogru dliimlerin meydana
geldigini ve bitkinin biiyiime dénemi boyunca meyve lekelerinin yaygin olarak goriilebildigini
bildirmislerdir. Meyve simptomlar1 su emmis lezyonlar olarak baslar ve geliserek kahverengi
bir renk almas1 seklinde agiklanmistir. Yaprak belirtileri, yapraktaki lekelerin etrafinin gelisme
doneminin basinda klorotik halka ile ¢evrili oldugunu ve lekeler genisleyerek yaprak lizerinden
diiserek yapraklarin delikli bir goriiniim aldigim belirtmiglerdir. Lekelerin diistiigii yerde
deliklerin oldugunu saptamislardir. Kirazda, yaprak simptomlar1 tipik olarak yapragin
kenarinda meydana geldigini ve sonugta kivrilmalara neden oldugunu bildirmislerdir. Yaniklik
olusumu, soguk hava kosullar1 veya don zarar1 gibi bitkinin maruz kaldig1 durumlardan dolay1
bitkinin predizpozisyonunu bozarak zayiflattigi ve enfeksiyona kanserli dallar veya govdenin
iizerinde ¢okiintii gibi bir gérlinlim ve zamklanmalara neden oldugu saptanmiglardir. Hastalik
etmeninin bitkiye girisinde veya bahcge icerisinde yayilmasinda budamanin etkili oldugunu,
dormant tomurcuklar bazen kanserlerden yayilan direkt veya sistemik enfeksiyon sonucunda

olerek olii tomurcuk simptomuna neden oldugunu bildirmislerdir.
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Hastalik Etmeninin Tanilanmasi ve Genetik Karakterizasyonunun Belirlenmesi

P. syingae izolatlarinin smiflandirilmasinda tiitiin yapraklarinda asir1  duyarlilik
reaksiyonu (HR) ve King B besi ortaminda fluoresan ozellik gosterme gibi testleri igeren
tanilama yOntemlerinin kullanildig: bildirilmektedir (Klement ve Goodman 1967; King, Ward

ve Raney, 1956; Lelliott vd., 1966).

Weingart ve Volksch (1997), bazi durumlarda, yalnizca bir veya iki primer seti ile PCR
yapilmasinin baz1 yakin patovarlarin izolatlar1 arasindaki ayrimi yapmada yeterli

olamayabilecegini bildirmislerdir.

P. syringae izolatlar1 arasinda biiyiik farkliliklar bulundugundan dolay1, izolatlarin
ayiriminda patovarlarinin  dogru olarak belirlenmesi icin farkli konukgularda yapilan
patojenisite, biyokimyasal ve molekiiler yontemler gibi uygun tani testleri gerekli oldugu birgok
arastirici tarafindan bildirilmistir (Young, Takikawa, Gardan ve Stead, 1992; Gilbert, Legros,
Maraite ve Bultreys, 2009).

Sawada, Suzuki, Matsuda ve Saitou (1999), P. syringae’ nin ayni patovar izolatlarinin
daima genetik olarak yakin akrabalik gostermedigini filogenetik ¢alismalar ile géstermislerdir.
P. syringae patovarlarinin filogenetik olarak siniflandirilabilmesi i¢in Tip 3 salgi sistemine
bagli olarak konukgu-patojen iliskisini ve housekeeping genler arasindaki uygunlugun énemini

vurgulamiglardir.

Feil ve Spratt (2001), MLST c¢alismalar1 ile izolatlarin evrimsel gelisimlerinin ve

orjinlerinin belirlenebilecegini bildirmislerdir.

Menard, Sutra, Luisetti, Prunier ve Gardan (2003), P. s. pv. persicae’ nin yabani
kirazdan elde edilen izolatlarinin ERIC- ve BOX-PCR ile ayiriminin yapilirken REP-PCR ile

yapilamadigini bildirmistir.

Vicente ve Roberts (2007), kiraz ve yabani kirazdan elde ettikleri P. syringae
izolatlarinin patovar ve itk diizeyinde ayirmak i¢in ERIC-, REP-, BOX-PCR yontemlerini
kullanmiglardir. Calisma sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiilerinde bu yontemlerin P. s.
pv. syringae izolatlarin1 ayirmada kolaylik sagladig: fakat P. s. pv. morsprunorum irk 1 ve irk
2’ yi ayirmak i¢in uygun olmadigini bildirmislerdir. Kullanilan yontemler arasinda REP-PCR
metodu ile P. s. pv. morsprunorum wrklar1 arasindaki uzakligin net bir sekilde belirlenebildigini

bildirmislerdir.
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Vicente ve Robert (2007), kiraz, visne ve findiktan izole edilen P. s. pv. syringae ve P.
S. pv. morsprunorum izolatlar1 arasindaki genetik karakterizasyonun BOX-PCR ile ortaya
konuldugunu bildirmistir. Diger taraftan Gilbert vd. (2009), kiraz, erik ve kayisidan izole edilen
P. syringae ve P. viridiflava izolatlarinin genetik ¢esitliliginin belirlenmesinde BOX-PCR’ in

yeterli olmadigini bildirmislerdir.

Gilbert vd. (2009) Belgika’da 1993-2002 yillar1 arasinda 36 farkli seftali, erik ve kiraz
bahgelerine yaptiklar1 survey calismalari sonucunda yaklasik 356 adet bakteri izolati elde
etmislerdir. Izolatlarin tan1 ve genetik karakterizasyonlarmin belirlenmesi icin klasik testler ve
REP-, ERIC-, BOX- ve IS50-PCR ydntemlerini kullanmiglardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
280 adet izolat P. s. pv. syringae, 41 adet izolat P. s. pv. morsprunorum irk 1, 12 adet izolat P.
S. pv. morsprunorum 1rk 2, 3 adet izolat P. viridiflava ve 20 adet izolat ise patovar diizeyinde
tanilanamayan P. syringae olarak belirlenmistir. Genetik karakterizasyonun belirlenmesinde
REP-PCR ve 6zellikle BOX-PCR’1n P. s. pv. morsprunorum irk 1 ve P. s. pv. morsprunorum
irk 2’in ayirimi i¢in kullanilabilir oldugunu belirlemislerdir. Genetik sonuglarina gore P. s. pv.
avii 'nin homogenitesine gore kiyaslandiginda P. s. pv. morsprunorum irk 1 ve P. s. pv.
morsprunorum irk 2 yiiksek oranda P. s. pv. syringae ’den ayrilmistir. P. S. pv. syringae ayni
konukgular1 (armut, kiraz veya erik) homojen genetik grup icerisinde bulundugunu

saptamiglardir.

Ivanovic vd. (2009) seftali, armut, elma, erik, kiraz, visne ve bogiirtlenden izole ettikleri
izolatlarin armut, kiraz ve limon meyveleri iizerinde patojenisite ¢alismalarini yapmislardir.
Seftali, armut, elma ve bogiirtlenden izole edilen izolatlar patojenisite ¢alismalarina gére etmeni
P. s. pv. syringae olarak tanilamislardir. Erik ve kiraz gozleri ile visne meyvelerinden izole
edilen izolatlarin kiraz meyvelerindeki patojenite test sonucuna gore P. s. pv. morsprunorum
oldugu bildirmislerdir. izolatlarin GATTa sonuglarina gére elma, armut ve seftali izolatlarin
iceren birinci grup test sonuglar1 (++--) ile P. s. pv. syringae olarak, ikinci kiraz ve erik
izolatlarim1 igeren ikinci grup ise test sonucu (--++) olarak degerlendirilerek P. s. pv.
morsprunorum olarak tanilanmistir. Genetik ¢alismalar sonucunda seftali, armut, elma, erik
visne ve bogiirtlen gibi farkli konukgulardan elde edilen izolatlarin konukgularina gére ayrimda

ozellikle BOX —PCR kullanilmasi ile belirlenebilecegi bildirilmistir.

P. syringae izolatlarinin karakterizasyonu igin kullanilan gesitli molekiiler metotlar
arasinda bulunan ERIC-, REP-, BOX PCR, sert c¢ekirdekli meyve agaglarinda bakteriyel

kansere sebep olan ¢esitli patojenlerin analizi, siniflandirilmasi ve tanilanmasinda kullanilan en
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yaygin yontemler oldugu bildirilmistir. Ozellikle REP-PCR, P. s. pv. syringae nin de i¢inde
bulundugu Pseudomonas syringae izolatlar1 arasindaki genetik karakterizasyonun
belirlenmesindeki en ayirt edici metot oldugu saptanmistir (Rademaker ve De Brujin, 1997;

Scortichini vd., 2003; Gilbert vd., 2009).

Bultreys ve Kaluzna (2010), GAT Ta testine ek olarak sukroz nutrient broth besi yerinde
gelisim, buz ¢ekirdegi aktivitesi ve insitolden asit tiretimi gibi testlerin P. S. pv. syringae, P. s.
pv. morsprunorum irk 1 ve P. s. pv. morsprunorum irk 2 nin tanisinda kullanmislardir. Sukroz
nutrient broth besi yerinde P. s. pv. syringae nin sar1 renkte koloni gelisimi, P. s. pv.
morsprunorum irk 1’in beyaz renkte koloni gelisimi gosterdigini, P. s. pv. morsprunorum irk

2’nin ise degiskenlik gosterdigini belirtmislerdir.

Kaluzna, Ferrante, Sobiczewski ve Scortichini (2010), kiraz (Pisum avium L), visne
(Pisum cerasus L), erik (Pisum domestica L), seftali (Pisum persica L) ve kayisidan (Pisum
armeniaca L) elde ettikleri izolatlart LOPAT tani testlerine gore tanilayarak 23 adet izolatin P.
syringae oldugunu belirlemislerdir. izolatlarin biyokimyasal testler ile tan1 ¢alismalar1 igin
GATTa ve L-lactate testlerini kullanmiglardir. Test sonuglarina gore 23 izolattan 10 izolat P. s.
pv. morsprunorum irk 1, 6 adet izolat P. s. pv. syringae ve 6 adet izolat ise P. s. pv.

morsprunorum irk 2 olarak tanilamiglardir.

Parkinson ve Elphistone (2010), rpoD gen bolgesi kullanilarak yapilan sekans
caligmalarinda etmenin sekans sonuglar1 NCBI veri tabaninda taranarak patovar diizeyinde
izolatlarinn tanisin1 yapmuslardir. Bu gen bolgesi filogenetik ve taksonomik analiz ¢aligmalari
icinde kullanilmasinda etkili genin rpoD oldugunu bildirmislerdir (Mulet, Lalucat ve Garcia-
Valdes, 2010). Rajwar ve Sahgal (2016), rpoD gen bolgesinin, Pseudomonas tiirleri arasindaki
alttiirlerin belirlenmesinde son zamanlarda 16S rRNA’dan daha iyi sonug¢ verdigini

belirlemislerdir.

Kaluzna vd. (2012), biyokimyasal testlerden olan GATTa testi P. s. pv. syringae, P. s.
pv. morsprunorum 1tk 1 ve P. s. pv. morsprunorum ik 2 arasindaki ayirimi agik¢a ortaya
koydugunu bildirmislerdir. GATTa testine gore (++--) P. s. pv. syringae, (--++) P. s. pv.

morsprunorum irk 1 ve (+---) ise P. s. pv. morsprunorum irk 2 olarak tanilandigi bildirilmistir.

Gavrilovig vd. (2012), Sirbistan’da kiraz {iretim alanlarindan elde ettigi Pseudomonas
izolatlarimin tanisini patojenite testi ve GATTa testine gore yapmuslar ve iki farkli grubun

oldugunu belirlemiglerdir. Birinci grupta yer alan kiraz nekrotik dallarindan izole edilen
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izolatlarin kiraz, armut, limon, leylak ve fasulye bitkilerinde yapilan patojenite testi sonucunda
nekroza sebep olan izolatlara GATTa testi yapmuslardir. izolatlar test sonuglari (++--)
olmasindan dolayr P. s. pv. syringae olarak tamilamiglardir. Ikinci grubu ise kiraz
tomurcuklarindaki nekrotik alanlardan izole edilen izolatlarin patojenite testi sonucunda
nekroza sebep olmadigi ve GATTa test sonuglarina gore (--++) oldugu saptanarak P. s. pv.

morsprunorum olarak tanilamislardir.

Gasic vd. (2012), P. syringae patovarlarinin sert ¢ekirdekli bitkilerde olusturduklari
simptomlarin karistirilabilmesinden dolay1 patovarlarin ayriminda kullanilabilecek bazi
standart ve molekiiler yontemlerin arastirilmasi {izerine calismislardir. izolatlarin tanisi ve
ayriminda LOPAT ve GATT testlerinin yam sira buz c¢ekirdegi aktivitesi ve cesitli karbon
kaynaklarinda kullanimi gibi testleri uygulamislardir. Molekiiler caligmalarda P. s. pv. syringae
icin syrB ile syrD ve P. s. pv morsprunorum irk 1 igin cfl genlerini kullanmiglardir. Ayrica
Geotrichum candidum, Saccaromyces cerevisiae ve Rhodotorula plimanae bitkilerini
kullanarak P. s. pv. syringae ‘nin syringomisin {iretimini testlemislerdir. izolatlarin patojenite

testi i¢in limon, nektarin ve fasulye kapstillerinden faydalanmislardir.

Gasic vd. (2012), King B besi ortaminda floresan koloni gelisiminin ve LOPAT
testlerinin Pseudomonas tiirlerini birbirinden ve bazi diger cinslerden ayirmak i¢in kullanilacak
yontemlerden biri oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle King B besi ortaminda gosterdikleri
floresan Ozellik Pseudomonas tiirlerini birbirinden ayirmak i¢in olduk¢a 6nemli oldugunu
belirtmistir. Ornegin P. s. pv. persicae King B besi ortaminda ¢ok yavas gelistigini ve floresan
pigment {irettigini bildirmislerdir. Latorre ve Jones, (1979; Gilbert vd. (2009), P. syringae’ nin
patovar ayrimi i¢in kullanilan GATTa testinin P. s. pv. syringae ve P. s.pv. morsprunorum irk1
ayiriminda kullanilabilecegini, P. s.pv. morsprunorum 1wk 2’ nin aymrmi i¢in

kullanilamayacagini bildirmislerdir.

Ivanovic vd. (2012) bogiirtlen, erik, kiraz, visne, seftali, armut ve elma agaglarindan
izole ettikleri P. syringae izolatlarinin molekiiler analizlerini yapmislardir. Yapilan profil
caligmalar1 sonucunda izolatlarin P. s. pv. morsprunorum’a benzerlik gosterdigini
saptamiglardir. Bunun yaninda REP-PCR kullanilarak yapilan ¢aligmalarda P. syringae’nin
farkli konukcgulardan izole edilen izolatlarinin yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve agaclar1 gibi

farkli gruptan izole edildiklerinin ayiriminin yapilabilecegini belirtmislerdir.
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Kaluzna vd. (2012), Polonya ve italya’da kiraz (Pisum avium L.), visne (Pisum cerasus
L.), erik (Pisum domestica L.) ve findik (Corylus avellana L.) bitkilerinden elde ettikleri 33
adet bakteri izolatin1 klasik testler ile tanilamislardir. izolatlardan 16 tanesi P. s. pv. syringae,
12 adedi P. s. pv. morsprunorum irk 1 ve 5 adedi ise P. S. pv. morsprunorum ik 2 olarak
saptamiglardir. izolatlarin toksin iiretimleri incelendiginde, P. s. pv. syringae izolatlarindan 11
adedinin syringomisin (syrB), 3 adedinin P. s. pv. morsprunorum irk 1 coronatin (cfl) ve 3
adedinin ise P. s. pv. morsprunorum irk 2 izolati yersiniabactin (irpl) genine sahip olduklari
belirlemislerdir. ERIC, REP ve BOX-PCR kullanilarak patovarlar ve irklarin ayrimlarimi
yapmislardir. Bunlardan ERIC ve BOX benzer sonuglar verdigini gézlemlemislerdir. gyrB,
gapA, gltA ve rpoD genleri kullanilarak yapilan MLST-PCR’da izolatlar P. s. pv. syringae, P.
S. pv. morsprunorum 1tk 1 ve P. s. pv. morsprunorum irk 2 olmak tiizere 3 gruba ayrildigini

saptamiglardir.

Abbasi, Rahminian ve Ghanbari (2012), P. s. pv. syringae ’nin molekiiler tanisi syrB
genine gore dizayn edilen primerin kullanildiginda 752 bp baz uzunlugunda PCR iiriinleri elde
edilirken, Albelleria vd. (2014), yaptiklar1 calismada P. s. pv. morsprunorum ’un molekiiler
tanilanmasinda kullanilan cfl geninin kullanildigi PCR ¢alismalarinda ise 650 bp baz

uzunlugunda PCR f{iriinlerinin elde edildigini bildirmislerdir.

Haghighi ve Taghavi (2014) yapmis oldugu bir ¢alismada Prunus tiirleri ile seker
pancari, armut, ayva, yulaf, bugday, arpa ve ¢eltik gibi diger konukg¢ularindan elde edilen P. s.
pv. syringae izolatlarimin REP-PCR ve RAPD PCR teknikleri kullanarak genetik
karakterizasyonunu belirlemislerdir. Calismanin sonucunda bu teknikler kullanilarak yumusak
cekirdekli, sert c¢ekirdekli ve bugdaygil (tahil) konukcular1 gibi farkli konukculardan elde

ettikleri P. s. pv. syringae izolatlarinin genetik ayriminin yapilabilecegini belirtmislerdir.

Horuz (2014), yapmis oldugu ¢aligmada AFLP-PCR yontemiyle izolatlar arasindaki
genetik akrabaligi belirlemistir. Calismada Diinya ve iilkemizdeki Acidovorax citrulli
izolatlarinin genetik benzerlikleri belirlenerek, izolatlarin inokulum kaynaklar1 belirlenmistir.
Caligmanin sonucunda izolatlarin iki gruba ayrildig1 ve her iki grupta yer alan izolatlarinda
inokulum kaynaginin karpuz ve diger kabakgil tiirleri oldugu belirlenmistir. Farkl: iilkelerden
elde edilen izolatlarla iilkemizdeki izolatlarin ayni kdkenli oldugu, hastaligin bu sebepten

dolay1 tohum ticaretiyle yayilmig olabilecegini molekiiler yontemlerle kanitlamstir.
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Ertimurtas ve Ozaktan (2014) P. syringae patovarlarinin, LOPAT, GATTa testleri,
karbon kaynaklarinda asit olusumu testi (mannitol, sorbitol, inositol, erythritol, tartaricacid,
lacticacid, tyrosin) gibi klasik yoOntemlerin yani sira, patojenisite ve patolojik temelli
fitotoksinlerinin dikkate alindigi in vitro’ da syringomycin {retiminin ve buz cekirdegi
olusturma aktivitesinin saptanmasi gibi tanilama yontemleri ile tanilarin1 yapmistir. P. s. pv.
syringae ’nin syringomycin sentezinden sorumlu SyrB geni ve P. s. pv. morsprunorum ’un
coronatine sentezinden sorumlu cfl geninin molekiiler tanisi, klasik PCR testi ile kesin
tanilamasini1 yapmislardir. Ayrica P. syringae patovarlarinin ayirt edilmesinde kullanilan cts,
gapA gyrB ve rpoD genlerinin sekans analizlerini de yapmuslardir. Klasik ve molekiiler
tanilama testleri sonucunda, testlenen 15 P. syringae izolatinin 9’ unun P. s. pv. syringae

oldugunu saptamiglardir.

Ilicic, Balaz, Stojsin ve Josic (2016), Sirbistan’da farkli lokasyonlardaki kiraz
alanlarindaki farkli kiraz varyetelerinden P. syringae patovarlarini izole etmislerdir. Elde
ettikleri izolatlar1 ayn1 bolgeden daha dnce elde ettikleri kiraz, visne ve balkabagindan izole
ettikleri izolatlar ile karsilastirmiglardir. GATTa ve LOPAT testleri sonucunda izolatlar P. s.
pv. syringae ve P. s. pv. morsprunorum irk 1 olarak tanilanmistir. REP-PCR ile izolatlar arasi
genetik akrabalik belirlemislerdir. P. s. pv. syringae ve P. s. pv. morsprunorum irk 1 izolatlar
farkli gruplarda yer alarak %42 oraninda benzerlik gostermislerdir. Farkli lokasyonlardan ve
farkl kiraz varyetelerinden elde edilen izolatlar arasinda herhangi bir farklilik goriilmedigini
belirlemislerdir. P. s. pv. syringae izolatlar1 kirazdan izole edilmis olan referans T6 P. s. pv.
morsprunorum 1k 1 izolati ile %19 ve balkabagindan izole edilmis T21 izolati ile %25

benzerlik gostermistir.

Giovanardi, Ferrante, Scortichini ve Stefani (2018), Kuzey italya kayis1 bahgelerinde
yaptiklar1 surveyler sonucunda elde ettikleri izolatlarin King B besi ortaminda koloni
morfolojisi, tiitiin bitkisinde HR testi sonucuna goére 31 izolati Pseudomonas sp. olarak
belirlemiglerdir. GATTa test sonuglarina gore 31 izolatin 20 adeti P. s. pv. syringae, 8 adeti P.
S. pv. morsprunorum 1tk 1 ve 3 adeti ise P. s. pv. morsprunorum irk 2 olarak tanilamislardir.
Klasik PCR ile izolatlarin tanisi syringomycin sentezinden sorumlu SyrD ve coronatine
sentezinden sorumlu cfl primerleri kullanildiginda, syrD primeri ¢ifti kullanildiginda 19 izolat
1040 bp uzunlugunda bant olusturarak P. s. pv syringae ve cfl primer ¢ifti kullanildiginda ise 8
izolat 650 bp uzunlugunda bant olusturarak P. s. pv. morsprunorum olarak tanilamislardir.

[zolatlar ile rpoD gen bdlgesinin sekans analizi yapilarak sonuglar NCBI veri tabaninda kontrol
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edildiginde 20 izolatin P. s. pv. syringae, 8 izolatin P. s. pv. morsprunorum oldugu
belirlenmistir. izolatlar arasindaki genetik akrabaligin belirlenmesi icin ERIC-, REP-, BOX-
PCR yapilarak, izolatlarin 100 bp ile 5000 bp arasinda bant olusturdugu gézlemlemislerdir.
Bant uzunluklarina gore olusturan dendogramda P. s. pv. syringae izolatlar1 i¢in 6 grup, P. s.
pv. morsprunorum irk 1 i¢in 2 grup, P. S. pv. morsprunorum irk 2 igin 1 grup ve hem P. s. pv.
morsprunorum irk1 hem de P. s. pv. morsprunorum irk 2 yi birlikte iceren 2 grup olmak iizere

toplamda 11 grup belirlemislerdir.

Kaluzna (2019), kizilcik (Cornus mas L.) ve yabani kizilcik (Cornus sanguinea)’ dan
elde ettikleri izolatlarin LOPAT testleri ile tanisinda, izolatlarin LOPAT 1la grubunda yer alarak
P. syringae oldugunu belirlemistir. Izolatlarin molekiiler tanisi i¢in coronatin sentezinden
sorumlu cfl, syringomycin sentezinden sorumlu syrB ve syrD, yersinibactin sentezinden
sorumlu irpl primerleri kullanildiginda, kizilciktan izole edilen 5 izolatin irpl primer ¢ifti igin
967 bp uzunlugunda bant olusturdugu ve yabani kizilciktan izole edilen 1 izolatin SyrB ve syrD
primer ciftleri i¢in 752 bp ve 2048 bp uzunlugunda bant olusturdugu belirlenmistir. 16S rRNA
ve gyrB ve rpoD housekeeping genleri kullanilarak yapilan sekans ¢alismalari sonucunda
olusturduklar1 maximum-benzerlik analizi ile filogenetik agac olusturmustur. izolatlarin diger
Pseudomonas tiirleri ile genetik yakinligi incelendiginde kizilciktan izole edilen izolatlarin en
fazla yakinlhigi findikta patojen olan P. avellane ile gosterdigini belirlemistir. Yabani kizilciktan

elde edilen izolat ise P. s. pv. syringae olarak tanimlamistir.

Hastalik Etmeni ile ilgili Genetik Akrabalik Calismalari

O’Brien vd. (2011) bildirdigine gore gelisen teknolojiyle birlikte, molekiiler bitki
patologlar1 bitkilerde hastalik olusumu i¢in konukgu ve patojen arasindaki iliskiyi tanilamak ve
bu genetik kaynaklar1 belirlemek igin yeni yontemler gelistirmektedir. Bilimsel ¢alismalarin in
vitro ve in vivo olarak bilinen klasik isleyisine, in silico ile yeni bir bakis agis1 getirmeye
calisilmaktadir. Molekiiler calismalarin sonuglarinin farkli veri tabanli programlar (MEGA,
MacOSX, MySQL, BioSQL) kullanilarak yapilan ¢alismalar, yeni bir bakis agis1 ve heyecan
getirmektedir. Son yillarda next-generation genomlarinin kabul edilmesiyle alternatif bir gen
yaklagimi saglanmigtir. Bu metodlar ile bakteri genomunun karsilagtirilabilir analizi ortaya

cikarilmastir.

P. syringae izolatlari’ nin genetik karakterizasyonu ERIC-, REP- ve BOX-PCR ile
belirlenmis ve buradan sonraki adima geg¢ilememistir. Dolayisiyla iilkemizde bulunan P.

syringae izolatlarinin genetik orijini, diinya izolatlariyla karsilastirllmasi ve farkli
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Pseudomonas tiirleriyle olan genetik benzerligi {izerine bir galisma mevcut degildir. Bu nedenle
konuk¢u ve simptom agisindan zengin bir grup olan P. syringae’ nin yeni donem
yontemlerinden birisi olan MLSA ile ayni cins i¢indeki farkli tiirler arasi genetik koken ve
izolatlar arast genetik uzakligin belirlenebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ayni cinse ait
izolatlarin genetik Ozelikleri ve viriilenslik faktorlerine gore filogruplara ayrilabilecegi

belirlenmigtir (O’Brien vd., 2011).

Sarkar ve Guttman (2004), farkli konukgulardan izole edilen 21 patovar ve 2 non-
patojeni iceren 60 adet P. syringae izolatinin genom yapisint MLST ile incelemislerdir. P.
syringae’nin merkez genomunda bulunan 7 housekeeping genin sekansini yapmislardir.
Filogenetik ve maximume-likelihood analizleri, evrimsel gelisimlerini belirleyebilmek i¢in
yaygin oldugu bilinen 7 gen arasindaki uygunlugun farkedilir derecede oldugunu ortaya
koymuslardir. MLST ve popiilasyon genetik analizleri sonucunda rekombinasyon seviyelerinin
diisiik oldugunu belirlemislerdir. Calismada kullanilan skyline plot programi P. syringae’ nin
demeografik tarihi tizerinde ¢alisarak tiirlerin zaman i¢inde sabit bir popiilasyon biiyiikligiinii
devam ettirdiklerini bulmuslardir. Japonya ve Amerika gibi farkli yerlerden izole edilen
izolatlarin uzun yillar boyunca genetik 6zelliklerini koruduklarini belirlemislerdir. Molekiiler
varyans analizi caligmalart (AMOVA), ornekler icerisindeki toplam genetik ¢esitliligin

yalnizca kiigiik bir kisminin konukgu ile iliskili oldugunu gdstermistir.

Chapman vd. (2012), efektor gen sekanslari ve housekeeping genlerinin kullanildigi

MLSA calismalari ile izolatlarin gruplandirilabilecegini bildirmislerdir.

Martin-Sanz, Perez de la Vega, Murillo ve Caminero (2013), P. syringae patovarlari ve

konukgular1 arasindaki iliskiyi ¢ozmek icin MLST yonteminden yararlanmislardir.

Marcellettini ve Scortichini (2014), MLSA ile belirlenen filogruplar ile birgok cinse ait
izolatlarin genetik kokenleri ve akrabaliklarini belirlemiglerdir. Bu yontemin diinyada tercih
edilmesinin nedeni ise bakteri tiirlerinin genetik tanimlarinda hem giivenilirligi hem de
tekrarlanabilir olmasindan dolay1 oldugunu belirlemislerdir. Zamanin en degerli kavram oldugu
giintimiizde kisa zamanda dogru ve kesin sonucu veren yontemin tercih edilmesi bilime yapilan

etkili bir katki niteliginde oldugunu bildirmislerdir.

Bui Thi Ngoc vd (2010), farkli konukgulardaki P. syringae izolatlar1 arasindaki genetik
ve fenotipik ¢esitlilik, konukcu bitkinin orijiniyle alakali olabilecegi hipotezi; ¢esitli

simptomlara sebep olan P. syringae izolatlar1 zaman i¢inde kendi konukgular1 disinda yakin
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tirlerdeki diger konukculara da adapte olarak hastalik meydana getirdigini belirlemislerdir.
Newberry vd. (2016), bundan dolayr Amerika’ da diger cucurbit (karpuz, kavun, kabak) ve
hiyardan izole edilen izolatlar P. s. pv. lachrymans olarak belirlenen izolatlarin, genetik olarak
ayrildig1 bildirilmistir. Benzer sekilde Morris vd. (2000), Fransada kavundan izole edilen P.
syringae izolatlar1 biyokimyasal ve patojenite testleriyle P. s. pv. aptata olarak tanilanmisken
(Morris vd., 2000), Newberry vd (2016), Cin’ de kavunlardan izole edilen izolatlarin metabolik
ve genetik testlerde P. s. pv. lachrymans olarak tanilamislardir. Bu galisma ile hiyar ve

kavundan izole edilen P. syringae izolatlarinin heterogenik olabilecegini gostermislerdir.

Hall, Dry, Blanchard ve Whitelaw-Ceckert (2016), Avusturalya’ da bag alanlarindan
izole edilen P. s. pv. syringae izolatlarinin gapA, gltA, gyrB ve rpoD genlerini kullanarak

yaptiklart MLST c¢aligmalari ile izolatlarin 2 gruba ayrildigini tespit etmislerdir.

Lu, Breitwieser, Thielen ve Salzberg (2017), housekeeping genleri bakterilerin
simiflandirilmas1 ve filogenetik analiz calismalar1 i¢in biiylik bir potansiyel oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada 100 adet Pseudomonas izolat1 i¢in 16S rRNA, rpoD, gapA, gltA
ve gyrB housekeeping genleri kullanmiglar ve rpoD ile gapA housekeeping genlerinin ¢ogu

Pseudomonas patovarlarinin ayiriminda en yiiksek kabiliyet gosterdigi belirlemislerdir.

Hall, Dry, Gopurenko ve Whitelaw-Wrecket (2018), bag alanlarindan izole ettikleri P.
S. pv. syringae izolatlarinin genotipik ve fenotipik karakterizasyonunu belirlemek i¢in, MLST,
AMOVA ve biyokimyasal testlerini kullanmislardir. Izolatlarin MLST sonuglarmi PAMDB
veri tabaninda kayith bulunan diger filogruplar ile kiyasladiklarinda yeni bir sinif olan P.
syringae filogrup 2’ de yer aldigini tespit etmislerdir. Bu yeni filogrubun hem epidemik P.

syringae izolatlarin1 hemde non-patojenik izolatlar1 birlikte igerdigini ortaya koymuslardir.

Hastalhigin Miicadelesi ve Bakira Direncle ilgili Calhismalar

Benlioglu ve Benlioglu (1998), yaptiklar1 ¢calismada iilkemizde domatesten izole edilen
Pseudomonas syringae pv tomato izolatarinin bakirli preparatlara (bakir oksikloriir, bakir oksit,
bakir hidroksit) ve ethylene bisdithiocarbamate’l1 fungisitlere (maneb, mancozeb) in vitro ve

sera testlerinde etkisiz oldugunu belirlemislerdir.

Sayler ve Kirkpatrick (2003), sert ¢cekirdekli meyvelerde ekonomik kayiplara sebep olan
P. s. pv. syringae ve P. s. pv. morsprunorum’ un miicadelesi igin, bakir ve N-K-P giibre

uygulamalarinin hastalik siddeti iizerine olan etkisini belirlemislerdir. Dormant donemde N-K-
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P giibre uygulamasi ve bakir uygulamasi birlikte yapildiginda hastalik siddetinin 6nemli 6l¢iide
azaldigini saptamislardir. Bakir tek basina uygulandiginda ise hastalik siddeti tizerine biiytik bir

etkisinin olmadigin bildirmislerdir.

Scortichini ve Ligouri (2003), Acibenzolar-S-methly (ASM) birlesiginin bitkide
sistemik dayanikliligi tesvik ederek patojen saldirilarina karsi bitkiyi korugunu bildirmislerdir.
Italya’ da findik iiretim alanlarinda sorun olan P. s. pv. syringae’ nin, findik bahcelerine aylik

uygulanan ASM ile hastalik siddetinin diistirdiigilinii saptamiglardir.

Mirik, Aysan ve Cmar (2007), yaptiklar1 ¢aligmada iilkemizde biberden izole edilen
Xanthomonas campestris pv campestris izolatlarinin bakira direngli oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan galismada SPA besi ortamina bakir siilfatin 30 ve 150 pg/ml dozlari eklenmistir. 10®
cfu/ml yogunlugunda hazirlanan bakteri soliisyonu SPA bulunan petri kaplarina yayilmistir.
Petrile 36-48 saat 28°C’de inkiibe edilerek koloni gelisimleri gozlenmistir. Calisma sonucunda

izolatlarin bakira direng (dayaniklilik) gosterdigi belirlenmistir.

Cetinkaya-Yildiz (2007), yaptigi ¢alismada Clavibacter michiganensis subsp
michiganenesis izolatlarinin bakir siilfata karst dayanikliligimi belirlemistir. Calismada

kullanilan 15 izolatin bakir siilfatin 300 ppm dozuna duyarlilik gosterdigi belirtilmistir.

Farhadfar vd. (2016), 21 farkli kiraz ve visne varyetesinin hastaliga kars1 dayaniklilik
reaksiyonlar1 lizerine arazi c¢alismasi yapmislardir. Calisma sonucunda Siyah-daneshkadeh
cesidinin hastalifa karsi en duyarli, Albaloo-meshkinshahr ¢esidinin ise en dayanikli gesit

oldugunu belirlemislerdir.

Hulin vd. (2018), farkli kiraz gesitlerinin P. S. pv. syringae ve P. s. pv. morsprunorum’a
kars1 cesit reaksiyonlar1 iizerine calismislardir. Napoleon, Van ve Merton Glory c¢esitleri
kullanilarak yapilan calisma sonucunda Merton Glory kiraz ¢esitlerinin diger g¢esitlere gore

hastaliga kars1 dayaniklilik gosterdigini saptamislardir.

Shahryari, Rabiei ve Somayeh (2020), sert ¢cekirdekli meyve agaglarin da sorun olan P.
S. pv. syringae’ ye karsi in vitro ve in vivo kosullarda giimiis nanopartikiilleri (AgNPs) ve
AgNPs+kitosan (Cs) kombinasyonunun hastalik siddeti iizerine olan etkisini denemislerdir.
AgNPs ve Cs-Ag’ nin in vitro c¢alismalar sonucunda minimum engelleme konsantrasyonu
(MIC) sirastyla 12 ppm ve 9.2 ppm Cs /4 ppn AgNPs olarak belirlenmistir. Calismanin in vivo

denemelerini 2 yillik kayis1 fidanlari iizerinde denemislerdir. 100 ppm konsantrasyonunda
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AgNPs ve 100 ppm AgNPs/ 231,48 ppm Cs kombinasyonu kullanilarak yapilan uygulamalarda
sirastyla hastalik siddetinin %89,40 ve %86,61 oraninda azaldigini belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3. 1. MATERYAL

Karakteristik hastalik belirtisi gdsteren kiraz bitki érneklerinden izole edilen bakterilerin
tanilama calismalarinda karsilastirma kiiltlirleri Cizelge 3.1’de verilen referans izolatlar,
Marmara Bolgesi kiraz iiretim alanlarindan izole edilen Pseudomonas syringae pv. syringae
izolatlari, besi yerleri, ¢esitli kimyasallar, laboratuvar malzemeleri, inkiibator, etiiv, otoklav,

pH metre, spektrofotometre ve PCR aleti bu ¢caligmanin materyalini olusturmustur.

Cizelge 3.1. Tan1 calismalarinda kullanilan referans izolatlar

Hastalhik Etmeni izolat sahibi

Clavibacter michiganenesis subsp. michiganensis Cmm 3a-r  Prof. Dr. Yesim AYSAN

Pseudomonas syringae pv. syringae Naip1-1 Prof. Dr. Mustafa MIRIK
Erwinia amylovora 55 Yiik.Zir.Miih. Nesrin TUNALI
Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum Rb4e Prof. Dr. Yesim AYSAN

3.2. YONTEM
3. 2. 1. Hastalik Belirtisi Gosteren Kiraz Bitkilerinin Toplanmasi

Marmara Bolgesinde kiraz iiretiminin yapildigi Balikesir, Bursa, Canakkale, Edirne,
Istanbul, Kirklareli, Kocaeli, Tekirdag ve Yalova illerine 2016-2018 yillar1 arasinda surveyler
yapilmustir. Kiraz bahgelerinde siirgiinlerde ve dallarda kahverengi lekelenmeler ve zamklanma
belirtilerinin gorildiigli bitkiler toplanarak gazete kagidina sarilmis ve polietilen torbalar
icerisine konularak buz kutusu i¢inde survey calismasi siiresince muhafaza edilerek
laboratuvara getirilmistir. Calismada kullanilan referans izolatlarin listesi Cizelge 3.1°de

verilmistir.
3.2.2. Hastalikh Bitkilerden Bakteriyel Etmenin izolasyonu

Inceleme yapilan bahgelerden laboratuvara getirilen drneklerden Schaad, Jones ve Chun
(2000)’e gore hastalikli ve saglikli dokuyu icerecek sekilde 1-3 mm capinda pargalar steril bir
bistlirli yardimiyla kesilmistir. %70 lik alkolle her bir parcanin yiizey dezenfeksiyonu
yapildiktan sonra steril havanlarda ezilmis ve 2 ml nutrient broth eklenerek homojenize

edilmistir. Bu siispansiyondan bir 6ze dolusu alinarak King B (10,0 g proteose peptone, 10,0 g
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tryptone, 1,5 g KoHPOy4, 1,5 g MgSO47H20, 10,0 ml gliserol, 15 g agar, 1000 ml saf su) besi
ortami1 bulunan petrilere 3 ¢izgi yontemiyle cizimleri yapilmistir. Petriler 25 °C deki
inkiibatorde 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. King B besi yerinde gelisen krem renkli
koloniler saflastirilarak izolatlar elde edilmistir. Elde edilen izolatlar sonraki c¢aligmalarda
kullanilmak tizere iki farkli sekilde saklanmistir. Bunlardan birincisi Yeast Dekstroz Kalsiyum
Karbonat Agar (YDCA) besi yerinde +4 °C buzdolabinda (Lelliott ve Stead, 1987) ve digeri
500 pl steril nutrient broth igeren ependorf tiipler igerisine 1 6ze dolusu bakteri ve %30 oraninda

gliserol’den 500 pl eklenerek -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.3. Elde Edilen izolatlarin Klasik Testlerle Tanisi

Kiraz bahgelerinde hastalik belirtisi gosteren agaclarin dal ve siirglinlerinden izole
edilen bakteri izolatlarmin klasik testlerle tanis1 yapilmistir. izolatlarin patojenite testi icin ham
kiraz meyveleri kullanilmistir. izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
icin %3’ liik potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi ile Gram reaksiyonu, LOPAT (L: SNA besi
yerinde Levan tipte koloni gelisimi, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Patateste pektolitik aktivite, A:
Arginin dehidrolaz aktivitesi, T: Tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu) ve GATTa
(G: Gelatinin hidrolizi, A: Aesculin hidrolizi, T: Tyrosin kullanimi, Ta: Tartarik asit kullanimi)

testleri yapilmustir.

Patojenite Testi ve Re-izolasyon: Elde edilen izolatlarin ham kiraz meyveleri {izerinde
patojenite testleri yapilmistir. Saglikli kiraz bahgelerinden temin edilen ve herhangi bir
lekelenmenin olmadigi yesil (ham) kiraz meyveleri %5’ lik hipoklorit icerisinde 5 dakika
bekletildikten sonra 3 defa steril su ile yikanarak yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir. Patojenite
caligmalarinda kullanilmak {iizere 48 saat gelistirilmis bakteri kiiltiirii steril bir kiirdan ile
almarak ham kiraz meyvesi iizerine inokule edilmistir. Inokule edilen kiraz meyveleri i¢lerinde
steril su ile 1slatilmis kurutma kagidi bulunan plastik petrilere konularak 25 °C* de 7-10 giin
inkiibe edilmistir (Moragrega, Llorente, Manceau ve Montesinos, 2003). Pozitif kontrol olarak
Naipl-1 izolati, negatif kontrol olarak steril saf suya batirilan steril kiirdan ile kiraz tizerinde

kiiciik delikler acilmustir.

Inkiibasyon siiresinden sonra kirazlar iizerinde goriilen kahverengi-siyah nekrotik
alanlarin olusumuna gore belirti var/yok olarak degerlendirilmistir. Belirti var olarak
degerlendirilen kirazlardan re-izolasyonlar yapilarak elde edilen re-izolatlar ile tan1 ¢aligmalar1

yapilmistir.
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Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon: Taze hazirlanan %3’liik
potasyum hidroksit soliisyonundan lam {izerine bir damla damlatildiktan sonra 48 saatlik
bakteri kiiltiirinden bir 6ze dolusu alinarak, soliisyon igerisinde dairesel hareketlerle
karistirtlmigtir. 15-20 saniye sonra Oze yukari kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir
stinmenin olugmasi gram negatif olarak degerlendirilmistir. Bu siinmenin nedeni ise potasyum
hidroksit’ in Gram negatif bakterilerin hiicre duvarini par¢alanmasidir (Sands, 1990). Kontrol
olarak gram pozitif ozellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis, gram negatif 6zellige sahip Naip1-1 izolatlar1 kullanilmustir.

LOPAT Karakterlerinin Belirlenmesi

Levan Olusumu: Nutrient Agar ortamina %35 oraninda Sakkaroz eklenerek hazirlanan
Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) besi yerine Marmara Bolgesi izolatlar1 ¢izildikten sonra
25°C’de 3-4 giin inkiibe edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Levan pozitif 6zellikteki bélgemizden izole edilen

55 kodlu Erwinia amylovora izolat1 ¢alismada kullanilmistir.

Oksidaz Testi: Taze hazirlanan %1°lik N; N; N; N’- Tetramethyl- 1.4 phenylene
diammonium diclorid erigi steril filtre kagidina damlatilmistir. izolatlarinin 48 saatlik kiiltiirii
platin 6ze ile 1slak kurutma kagidina ¢izildiginde 10 saniye iginde olusan koyu mor renk pozitif
olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956). Oksidaz pozitif 6zellikteki Naip1-1, negatif kontrol

olarak Pst1 kodlu P. s. pv. tomato izolat1 ¢alismada kullanilmistir.

Pektolitik Aktivite Testi: Patates yumrular1 dnce deterjanli suda fir¢alanarak yikanmis
ve daha sonra yiizey dezenfeksiyonu i¢in %1’lik NaOCI’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCI’yi
uzaklastirmak icin 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile
kabuklar1 soyulmustur. Steril nemli filtre kagidi igeren steril petri igine kabugu soyulmus bir
cm kalinligindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii patates dilimi
tizerine bulagtirilmistir. 25°C’de iki giinliik inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmistir.
Inokule edilen bélgedeki yumusama pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak
Pektolitik enzim tirettiginden dolay1 patates dilimlerinde yumusak ¢iiriikliige neden olan Rb4e
kodlu Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum negatif kontrol olarak Naip 1-1 izolati

caligmada kullanilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Arginin Dehidrolaz Testi: Thorney 2A (1 L distile su, 1,0 g peptone, 5,0 g NaCl, 0.3g
K2HPOs, 3,0 g Agar, 0.01g phenol red, 10,0 g/l L-arginine) besi yerinde tiiplere 3’er ml
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konulmus ve otoklavda 121 °C’ de 15 dakika bekletilerek steril edilmistir. Daha sonra tiiplere
bakteri kiiltiirleri asilanmis ve tizerleri 2 ml sivi parafinle kapatilmigtir. 7-10 giin 27°C’de
inkiibasyondan sonra ortamin pembe-kirmiziya donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak Naip1-1 kodlu P. s. pv. syringae izolati, kontrol

olarak kullanilmistir.

Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Testi: Tiitiin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi
yapragmin alt yiizeyine damar aralarina izolatlarmin 10® hiicre/ml yogunlugundaki
stispansiyonu bir enjektér yardimi ile infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra inokule edilen
alanlarda olusan nekrotik goriiniim pozitif olarak degerlendirilmistir (Klement ve Goodman,

1967). Pozitif kontrol olarak Naip1-1 P. s. pv. syringae izolati kullanilmistr.

GATTa Karakterlerinin Belirlenmesi

Jelatin hidrolizi: P. syringae izolatlarinin jelatin hidrolizi i¢in besi yeri 5,0 g pepton, 3,0 g beef
extract ve 120,0 g jelatin igermektedir. Karisim tartildiktan sonra, jelatin 50°C’ de eritilmis, pH
7-7.2° ye ayarlanmistir. Tiiplere 5 ml konmus ve otoklavda 121°C de sterilize edilmistir.
Tiplere bakteri asilandiktan sonra 20°C’de 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir. P. S. pv.
syringae i¢in tiiplerdeki jelatin akici ve test sonuglar1 pozitif; P. S. pv. morspurunorum igin

tiiplerdeki jelatin kat1 ve test sonuglar1 negatif olarak degerlendirilmistir (Schaad vd., 2001).

Esculin hidrolizi: Bakteriyel izolatlarin esculin hidrolizini belirlemek igin besi yerinde 10 g
pepton, 1,0 g Eskiilin, 1,0 g sodyum sitrat ve 0,05 g demir sitrat igermektedir. Besi yerinin
hazirlandiktan sonra pH 7’ye ayarlanmis ve 5 ml olacak sekilde tiiplere konularak otoklavda
steril edilmistir. Tiiplere bakteri asilandiktan sonra 27-28°C’° de 3-4 giin inkiibasyona

birakilmistir. Besi yerinin kahverengi-siyah renk almasi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Karbon kaynaklarmin kullanimi: P. s. pv. syringae ve P. s. pv. morspurunorum izolatlarinin
ayriminda karbon kaynaklarin1 kullanim durumlar1 6nemlidir. Hazirlanan bazal ortama igin (1
g NHsH2PO., 0,2 g KCI, 0,2 g MgSO4 7H;0, 0,08 g Bromthymol blue, 14 g Agar) agar
disindaki kimyasallar 900 ml saf suda eritilmis, pH 7’ ye ayarlanmis daha sonra karisima ilave
edilen agar eritildikten sonra tiiplere 4.5 ml konularak otoklavda steril edilmistir. Testte
kullanilan karbonhidratlarin (tartarik asit ve tyrosin) her birinden 2 g tartilarak 20 ml saf su
icerisinde (%10 luk) eritilmis ve tekrar pH 7 degerine ayarlanmais ve filtreden gegirilerek soguk
sterilizasyonu yapilmigtir. Otoklavdan c¢ikarilan tiiplere karbon kaynaklarindan 0,5 mi

eklenmistir. Tiiplere bakteri izolatlarinin asis1 yapildiktan sonra 24-27 °C inkiibe edilmistir.
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Tiiplerdeki renk degisiminin sartya donmesi asit iiretildiginin gostergesi oldugundan renk

degisimi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Schaad vd.,2001).
3.2.4.Elde Edilen izolatlarin PCR Testi ile Tanisi

Genomik DNA izolasyonu: Patojenisite ve klasik tani testleriyle Pseudomonas
syringae olarak tanilanan re-izolatlar igin tiire 6zgii spesifik primer ile PCR testinde kullanilmak
iizere genomik DNA izolasyonu De Boer ve Ward (1995)’ e gore yapilmistir. Bu yonteme gore
petride 24 saat gelisen bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak 9 ml Nutrient broth siv1 besi
yerine agsilanarak orbital calkalayicida 150 rpm’ de 24 saat gelistirilmistir. Bakteri
sollisyonundan pipet ile 1 ml alinarak steril ependorf tiiplere aktarilmis ve 14.000 rpm’ de 20
dakika santrifiij edilmistir. Pellet yeni bir ependorf tiipe aktarilarak {izerine hiicre
parcalanmasini saglamak i¢in %1’ lik SDA buffer 100 pl eklenmis ve vortekslenmistir. Tiipler
3 saat 50 °C’ deki su banyosunda 3 saat bekletildikten sonra 7.5 M amonyum asetat
soliisyonundan 50 ul eklenmistir. 14.000 rpm’ de santrifiij edilen tiiplerde amonyum asetat
artiklarin altta toplanmasini saglamustir. Ustte kalan yaklasik 130 pul DNA ise pipetle alinarak
yeni bir eperdorf tiipe aktarilmistir. 130 pl isopropanol eklenen tiipler derin dondurucuda 45
dakika bekletilmistir. Daha sonra 10.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek pellet alinmis ve
tiplere %70 lik alkolden 100 pl eklenerek tekrar santrifiij edilmistir. Tiiplerdeki alkol
dokiildiikten sonra steril kabinde bir saat kurutulmustur. Daha sonra 40 pl bidistile su eklenen

tiipler -20 °C’ de muhafaza edilmistir.

PCR Cahsmalari: P. syringae re-izolatlarmin molekiiler test ile tanisi ig¢in
syringomycine ve coronatine enzimlerinin sentezinden sorumlu syrB ve cfl genlerinden dizayn
edilen primerler kullanilmistir. Calismada kullanilan PCR programi ve kullanilan karigim
Cizelge 3.2, 3.3 ve 3.4’ de verilmistir (Bereswill, Pahl, Bellemann, Zeller ve Geider, 1992;
Abbasi vd. 2013).

Cizelge 3.2. Molekiiler ¢aligmalar i¢in kullanilan PCR karigimi

Reaksiyon karisiminin icerigi Miktan (ul)
PCR Master Mix (Promega) 12.5
10pmole primer 1 2.0

10 pmole primer 2 2.0

Niikleaz free water 6.5

DNA 2.0
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Cizelge 3.3. P. s. pv syringae igin SyrB geninden dizayn edilen primer i¢in PCR programi

Basamak Programlandirma Sicakhik (°C) Siire (da)
1 ik denatiirasyon 94 4

2 Denatiirasyon 94 1.5

3 Primer annealing 60 1.5

4 Extention 72 3

5 2., 3. ve 4. Basamaklar 35 dongii

6 Final extention 72 10

Cizelge 3.4. P. s. pv morsprunorum i¢in cfl geninden dizayn edilen primer i¢in PCR programi

Basamak Programlandirma Sicaklik (°C) Siire (da)
1 [k denatiirasyon 93 2

2 Denatiirasyon 93 1

3 Primer annealing 52 2

4 Extention 72 2

5 2.,3. ve 4. Basamaklar 37 dongii

6 Final extention 72 10

PCR firtinlerinin agarose jel elektroforezine yonelik ¢aligmalar Sambrook, Fritsch ve
Maniatis (1989)’a gore yapilmistir. Bunun i¢in 90 ml 1XTAE tamponuna 0,9 g agarose
eklenerek mikrodalga firinda eriyinceye kadar kaynatilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar
sogutulan soliisyon, taraklar yerlestirilen jel tankina dokiilmiistiir. Agaroz jelin donmasindan
sonra jel tank1 igerisine jeli ortiinceye kadar 1 X TBE buffer eklenmistir. Daha sonra 6rnek
koymak i¢in kullanilan tarak dikkatlice ¢ekilerek ¢ikarilmistir. Bu sekilde hazirlanan agaroz jel
cukurlarina 3 pl loading buffer ve 12 ul PCR {iriinii karisimi bir mikropipet yardimi ile
yiliklenmistir. Molekiiler agirlik isaretleyici (Marker) olarak 100bp DNA isaretleyici (Marker,
Fermentos SM 0623) kullanilmistir. PCR iiriinleri 100V elektrik akiminda yaklasik 1 saat
ylriitiilmistir. Bantlarin goriilmesi icin ethidium bromiir ile (10mg/ml) 10 dak. boyama
yapilmis ve bunu takiben 15 dak. saf su ile jel yikanarak transliminatorde (302nm) bantlar
incelenmis ve B1-B2 primer ¢ifti igin 752 bp; CFLF-CFLR primer ¢ifti i¢in 650 bp

uzunlugundaki bantlar gézlemlenmistir.

3.2.5. ERIC-, REP- ve BOX -PCR ile izolatlarin Genotipik Karakterizasyonu

Repetitive extragenic palindromic (REP-PCR), enterobacterial repetitive intergenic
consensus (ERIC-PCR), BOX-A1R-based repetitive extragenic palindromic-PCR (BOX-PCR),
evrensel primerler kullanilarak yapilan bir PCR metodudur. Bu PCR ¢alismasinda farkli yerlere
dagilmis olarak bulunan, tersinden de ayn1 sekilde okunan, tekrarlanan gen bolgesi ¢ogaltilarak

birbirine baglanir. Tekrarlanan gen bdlgeleri arasindaki mesafe, g¢ogaltilan parcanin
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biiytlikliigiine etki eder ve boylece farkli biiytikliikte bantlar jelde gozlenir. Bu calismada, De
Boer ve Ward (1995)’e gore saflastirilmis genomik DNA’lar arasindaki polimorfizmden
kaynaklanan genetik farklilig1 belirlemek i¢in, Louws, Fulbright, Stephens ve DeBrujin (1994)
ile Norman, Yuen, Resendiz ve Boswell (2003)’ a gore ERIC-, REP-, BOX-PCR uygulamalari
yapilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. ERIC, REP ve BOX-PCR ig¢in kullanilan primer ve PCR programi

Metod Primer Program
ERIC  5°-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA AC-3’ 1 dongii 95 °C-7da
5’-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3’ 30 dongii 94°C-1da
52°C-1da
65°C-8da
1 dongii 65°C-15da
REP 5’-111 ICG ICG ICA TCI GGC-3° 1 dongii 95 °C-7da
5’-ICG ICT TAT CIG GCC TAC-3’ 30 dongii 94°C-1da
44°C-1da
65°C-8da
1 dongii 65°C-15da
BOX 5’- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3 1 dongii 95 °C-7da
30 dongii 94°C-1da
53°C-1da
65°C-8da
1 dongii 65°C-15da

Elde edilen PCR firiinlerinin elektroforezi igin %1,5” lik agaroz ve 0,5 TAE buffer
hazirlanmistir. Marker olarak 1 kb’ lik ve 100 bp’lik DNA ladderlar (Promega, G571A))
kullanilmistir. Agaroz jeldeki her bir kuyu igerisine 5 pul PCR iiriinii yiiklendikten sonra jel 6
saat boyunca 50 V da 100 mA’ de yiriitilmiistiir. Daha sonra agaroz jel {lizerinde olusan
bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in etidyum bromiir igerisinde (0,5 mg etidyum bromiir/L steril
saf su) 10 dakika bekletilerek boyanmis ve jel steril saf su ile calkalanmistir. Etidyum bromiir
ile boyanan jeller iizerindeki bantlar jel goriintiileme cihazinda (BIO-RAD, Gel Doc™ EZ
Imager) incelenmis ve fotograflanmistir (Sambroo vd., 1989). Her bir izolatin olusturdugu bant
uzunlugu not edilmis ve Past4 istatistik programi kullanilarak analizi yapilmistir. Elde edilen

sonuglara gore olusturulan dendogram ile izolatlarin akrabalik oranlar1 belirlenmistir.
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3.2.6. izolatlarm MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Ucus

Siiresi Kiitle Spektrometresi) ile Tanilanmasi

Klasik ve biyokimyasal testler ile tanilanan izolatlar igerisinden, her bolgeyi temsilen
segilen 12 izolatin tami islemleri, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saghgi Klinigi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bulunan MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization- Time of Flight Mass Spectrometry, Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Almanya) Mikroorganizma Tanimlama cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu asamada, saf
bakteri kiiltlirlerinden protein izolasyon islemi i¢in etanol-formik asit yontemi kullanilarak 6n
ekstraksiyon islemleri yiirttiilmistiir (Aktan ve Soylu, 2020). Daha sonra Cihazin flex kontrol
yazilim programi (Biotyper 3.0; Microflex LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
ile elde edilen spektrumlar, Maldi Biotyper Real-Time Classification (RTC) yazilimi ile
karsilastirilarak tani iglemi siirdiiriilmistiir. Analiz sonucunda, yiiksek olasilikli tiir teshisi: 2
000-3 000 (yesil renk); cins diizeyinde ve muhtemel tiir diizeyinde teshis: 1.700-1.999 (sar1

renk) arasindaki skala degerleri kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.7. MLSA (Multilocus Sequence Analysis) Calismalari

MLSA, bir grup igerisinde yer alan organizmalarin gecirdigi degisiklikleri ortaya
cikarmada yani filogenetik ¢alismalarda kullanilan bir molekiiler yontemdir. Uygulamada 4
veya 8 gen, ayri ayr1 veya kiicilik pargalar halinde analiz edilerek filogenetik agac, bakterilerin
smiflandirilmasi, tanilanmasi, epidemiyolojisi ve evrimsel biyolojisinde giiglii ve yararli bir
yontem olarak kullanilir. Klasik ve molekiiler ¢alismalar sonucunda P. s. pv. syringae oldugu
belirlenen izolatlardan rastgele, her bir lokasyonu temsil edecek sekilde 12 izolat secilmistir
(Cizelge 3.9). Calismanin bu kismi TUBITAK 2214-A Yurt Dist Doktora Sirast Arastirma
Bursu kapsaminda Amerika Tennessee State University, Otis Floyd Nursery Research Center,
Dr. Fulya Baysal-Giirel’e ait Fitopatoloji laboratuvarinda yapilmistir. Calismada kullanilan

primer ve baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.6 ve 3.7°de verilmistir.
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Cizelge 3.6. MLSA calismalarinda kullanilan primerler ve sekanslar1

Primer Baz Dizisi (5°-3°) Referans

gyrB MGGCGGYAAGTTCGATGACCAYTC Sarkar ve Guttman, 2004
TRAKTBKCAGTCARACCTTCRCGSGC

rpoDp AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG Sarkar ve Guttman, 2004
GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG

rpoDs AAGCGAATCGAAGAAGGCATYCGTG Sarkar ve Guttman, 2004
GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG

gltA GCCTCBTGCGAGTCGAAGATCACC Hwang vd., 2005

CTTGTAVGGRCYGGAGAGCATTTC

Cizelge 3.7. MLSA calismalarinda kullanilan PCR programi

Basamak Programlandirmalar Sicaklik (°C) Siire
1 Ik denatiirasyon 95 5da
2 Denatiirasyon 95 30 sn
3 Primer annealing 63-62 30 sn
4 Extention 72 30 sn
5 2., 3. ve 4. Basamaklar 37 dongii

6 Final extension 72 10 da

Elde edilen PCR fiiriinleri ile sekans g¢alismasi i¢in saflastirilmasi yapilmistir. PCR
saflastirilmasi i¢in Wizard® SV Gel and PCR Clean-up sistem kiti kullanilmistir (Promega).
Elde edilen PCR fiiriinlerine 100 pl men blind solution eklenerek 5 saniye kadar
vortekslenmistir. Daha sonra tiim soliisyon mini column bulundugu ependorflara aktarilmistir.
16.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildikten sonra 700 pul membran yikama soliisyonu ependorf
tiiplere eklenmistir. 16.000 rpm” de 1 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra sini1 kisim
dokiilmiistiir. Membran yikama soliisyonundan 500 pl tekrar tiiplere eklenmis, 16.000 rpm’ de
1 dakika boyunca tekrar santrifiij edildikten sonra sivi kisim dokiilmiis ve tekrar santrifiij
edilmistir. Daha sonra mini column yeni bir eperdorf tiipe transfer edilmis ve 25 pl niikleaz
free steril su eklenerek tiipler 5 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. 16.000 rpm’ de
1 dakika boyunca santrifiij edilen ependorf tiiplerdeki mini column kismi atilarak ependorf
tipte kalan kisim sekans c¢alismalarinda kullanilmak tizere GenHunter sekans firmasina
gonderilmistir. Elde edilen sekans sonuclart NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

veri tabanina kayitli olan diger izolatlar ile karsilagtirilmistir.

Her bolgeyi temsilen rastgele segilen 12 izolatin (Cizelge 3.9) sekans ve filogenetik

caligmalart MEGA 6 programi kullanilarak yapilmistir (Tamura, Strecher, Peterson, Filipski ve
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Kumar, 2013). Elde edilen sekans sonuglari ile filogenetik aga¢ olusturulmustur. Neighbor-
joining (NJ) agaci her bir genin sekans sonuglarina gore Jukes-Cantor uzaklik modeli
kullanilarak MEGA 6 programinda olusturulmustur. Bootstrap analizi 1000 tekrarli olarak
yapilmistir. Calismada ayrica her bir gen i¢in NCBI ‘da kayith olan sekans dizilimleri
kullanilmustir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Filogenetik ¢alismalarda kullanilan NCBI sekans dizilimleri

NCBI Kayit Tiir Referans
Numarasi
AB039428 P. syringae Yamamoto, S., Kasai, H., Arnold, D. L., Jackson,
R. W., Vivian, A. and Harayama, S.
HG000215 Pseudomonas sp. Kaluzna, M., Pulawska, J. and Sobiczewski, P.

LS991834 P. s. pv syringae Kaluzna, M.

AB039462 P. amygdali Yamamoto, S., Kasai, H., Arnold, D.L. Jackson, R.
W., Vivian, A. and Harayama, S.

FN554173 P. avellanae Garcia-Valdes,E.

LR794180 P. s. pv. syringae Kaluzna,M

LN899287 P. s. pv. syringae Abdellatif, E., Kaluzna, M., Janse, J. D. and
Rhouma, A.

KU934056 P. s. pv. syringae Mougou, I., Moreti, C., Cortese, C., Boughalle
M'Hamdi, N. and Buonaurio, R.

JX867852 P.s. pv. aptata Carrion, V. J., Gutierrez Barranquero, J. A,
Arrebola, E., Bardaji, L., Codina, J. C., de Vicente,
A., Cazorla, F. M. and Murillo, J.

AB039499 P. syringae Yamamoto, S., Kasai, H., Arnold, D. L., Jackson,
R. W., Vivian, A. and Harayama, S.

KP211408 P. s. pv. pisi Chen, Q., Qian, T. J. and Yi, P. J.

FN433228 P. s. pv atrofaciens Parkinson, N. M.

HG805523 Pseudomonas sp. Beiki, F., Busquets, A., Gomila, M., Rahimian, H.,
Lalucat,J. And Garcia-Valdes,E.

MK210622  P. s. pv atrofaciens Kim,S.-M.

MH375340  P.s. pv syringae Li, H., Luo, M., Han, J. and Zhang, X.

MH375342  P.s. pv syringae Li, H., Luo, M., Han, J. and Zhang, X.

KP211409 P.s. pv pisi Chen, Q., Qian, T. J. and Yi, P. J.

EF203069 P.s. pv avellanae Murillo, J., Bardaji, L., Navarro de la Fuente, L.,
Fuhrer, M. E.,Aqguilera,S. and Alvarez-Morales ,A.

LT898050 Pseudomonas sp. Baumgartner P, M.

KU934054 P. s. pv syringae Mougou, I., Moretti, C., Cortese, C., Boughalle-
M'Hamdi, N. and Buonaurio, R.

JX867805 P. s. pv syringae Carrion, V. J., Gutierrez-Barranquero, J. A,
Arrebola, E., Bardaji, L., Codina, J. C., de Vicente,
A., Cazorla, F. M. and Murillo, J.

MK970534  P. syringae Bophela, K. N., Petersen, Y., Bull, C. T. and
Coutinho, T. A.

MK192425  P.s. pv atrofaciens Kim, S.-M.
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KF937504 P. s. pv syringae Cunty, A., Poliakoff, F., Rivoal, C., Cesbron, S.,
Fischer-Le Saux, M., Lemaire,C., Jacques,M.-A.,
Manceau,C. and Vanneste,J.L.

KF937496 P. savastanoi pv Cunty, A., Poliakoff, F., Rivoal, C., Cesbron, S.,

phaseolicola Fischer-Le Saux, M., Lemaire, C., Jacques, M.-A.,
Manceau, C. and Vanneste, J. L.
KJ733925 P. s. pv actinidae Dreo, T., Pirc, M., Zezlina, 1., Poliakoff, F., Rivoal,

C., Nice, F., Cunty, A. and Ravnikar, M.
KF937502 P. amygdali pv Cunty, A., Poliakoff, F., Rivoal, C., Cesbron, S.,

morsprunorum Fischer-Le Saux, M., Lemaire, C., Jacques, M.-A.,
Manceau, C. and Vanneste, J. L.
KF937507 P. s. pv actinidiae Cunty, A., Poliakoff, F., Rivoal, C., Cesbron, S.,

Fischer-Le Saux, M., Lemaire, C., Jacques,M.-A.,
Manceau, C. and Vanneste, J .L.

LC198813 P.s. pv actinidifolirum Sawada, H., Fujikawa, T., Kita, N., Orihara, N.,
Shinozaki, T., Shimizu, S., Nakaune, R. and
Takikawa, Y.

LC198818 P.s. pv actinidifolirum Sawada, H., Fujikawa, T., Kita, N., Orihara, N.,
Shinozaki, T., Shimizu, S., Nakaune, R. and
Takikawa, Y.

KF937505 P. s. pv actinidia Cunty, A., Poliakoff, F., Rivoal, C., Cesbron, S.,
Fischer-Le Saux, M., Lemaire, C., Jacques, M.-A.,
Manceau, C. and Vanneste, J. L.

Popiilasyon genetik analiz ¢alismalari: Niikleotid ¢iftlerinin ¢esitliligi ve tekrarlanan bolgelerin
sayilarini belirlemek i¢in DnaSP 3.53 programi kullanilmistir (Rozas ve Rozas,1999). Elde
edilen genetik datalar arasindaki iliski Arlequin 2.0 programi igerisinde molekiiler varyans

analizi (AMOVA) calismalar1 yapilmistir (Schneider, Roessli ve Excoftier, 2000).
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Cizelge 3.9. Calismada kullanilan kiraz izolatlar

Izolat adi Cahsmada Kullanilan Kod Lokasyon
TK31 C101 Tekirdag/Naip
BaK3 C102 Balikesir

CK5 C103 Canakkale/Lapseki

CK8 C104 Canakkale/Lapseki
CK12 C105 Canakkale/Bayramic

CK2 C106 Canakkale/Lapseki
TK13 C107 Tekirdag/Marmaraereglisi

IsK1 C108 Istanbul/Selimpasa

KK3 C109 Kirklareli

TK2 C110 Tekirdag/Yeniciftlik
BuK10 Cl12 Bursa/Osmangazi
TK24 C113 Tekirdag/Kirazli

3.2.8. izolatlarin SEM Elektron Mikroskobunda Goériintiilenmesi

King B besi ortaminda gelistirilen 24 saatlik bakteri kiiltiirii Tekirdag Namik Kemal
Universitesi NABILTEM laboratuvarinda SEM elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir.

3.2.9. Kiraz Dal Yanikhig Hastalik Etmenine Kars1 Bakirli Preparatlarin Antibakteriyel

EtKinliginin Belirlenmesi

Kiraz Dal Kanseri hastalik etmenine karsi1 bakirli preparatlarin etkinligini belirlenmesi

amaciyla in vitro ve in vivo ¢alismalar yapilmustir.

In vitro calismalar: Bakiroksikloriir, Bakirhidroksit, Bakirsiilfat, Kalsiyum hidroksit
bakir siilfat gibi bakirli preparatlarin yani1 sira Maneb ve Mancozeb preparatlar1 kullanilarak
laboratuvarda petri denemesi kurulmustur. Preparatlarin 10, 25, 50, 100, 200, 300 ve 400 pg/ml
dozlar1 kullanilmistir. Preparatlarin stok soliisyonlart; 10, 25 ve 50 pg/ml dozlar i¢in her bir
preparattan 0,1 g tartilmig ve 10 ml steril saf suya eklenerek vortekslenmis ve 10.000 pg/ml;
100, 200, 300 ve 400 pg/ml dozlar i¢in ise her bir preparattan 1 g tartilarak 10 ml steril saf su
icerisine eklenerek vortekslenmis ve 1000.000 pg/ml’ lik stok soliisyonlar hazirlanmigtir.

Calismada kullanilmak {izere hazirlanan ve steril edildikten sonra 50 °C’ de su banyosunda
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bekletilen King B besi yerine, hazirlanan stok soliisyonlardan 10, 25 ve 50 i¢in hazirlanan
10.000 pg/ml stok soliisyonundan sirasiyla 1, 2.5, 5 ml; 100, 200, 300 ve 400 pg/ml igin
hazirlanan 1.000.000 pg/ml stok soliisyondan sirasiyla 1, 2, 3 ve 4 ml alinarak King B besi
yerine eklenmigtir. Plastik steril petrilere King B besi ortami dokiildiikten sonra, P. s. pv.
syringae olarak tanilanan 63 adet izolatin yogunlugu spektrofotometre de 600 absorbans
degerinde 0.2 yogunluguna ayarlanmistir. Hazirlanan bakteri soliisyonun dan 6 seyreltme serisi
hazirlanmis ve 6. seyreltme serisinden 100 pl alinarak King B besi ortami1 bulunan petrilere her
preparat igin 3 tekerriir olacak sekilde yayilmistir. Caligmada kontrol olarak herhangi bir
preparat eklenmemis King B besi ortami kullanilmistir. Petriler 25 °C* de 48 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra petrilerde gelisen kolonilerin sayimlart yapilarak in vitro kosullarda

bakirh preparat, Maneb ve Mancozeb’ in hastalik etmenine karsi olan etkinligi belirlenmistir.

In vivo ¢alismalar: Calismanm bu kismi1 2018 yili Agustos ay1 ve 2019 yili Subat-
Agustos aylar1 arasinda, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bahge Bitkileri Boliimii’ ne ait 8
yasindaki Ziraat 900 ¢esidinin bulundugu kiraz bahgesinde yapilmistir. Bahge, 6 siradan
olusmakta ve her sirada 12 kiraz agaci bulunmaktadir. Deneme i¢in 1. ve 6. siralar bos
birakilarak 2, 3, 4 ve 5. siralar kullanilmisti. Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore kurulan
calismada P. s. pv. syringae TK 7 izolat1 ile Aliette (%80 Fosetyl-Al), Kocide (%35 Bakir
hidroksit), Hektas goztasi (%25 Bakirsiilfat), Bestbakir (%50 Bakiroksikloriir), Tricopper forte
(%20 Mancozeb + %23 bakiroksikloriir + %16 bordo + %7 bakir karbonat) ticari preparatlarin
onerilen dozlar1 (400 gr/1001, 400 gr/1001, 600 gr/1001, 400gr/1001, 300 gr/1001) kullanilmistir.

TK 7 izolat1 King B besi ortaminda 2 giin boyunca 25 °C’ de gelistirilmistir. Daha sonra
izolatin konsantrasyonu spektrofotometre de 0.2 yogunlugunda 600 nm absorbans degerinde
108 hiic/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Denemede kullanilacak olan kiraz agaglarmin tiim
yapraklart Agustos aymda bir piilverizatér (10 kg/cm?) yardimiyla bakteri soliisyonuyla
1slanacak sekilde patojen inokiilasyonu yapilmistir. Inokulasyon giin batiminda yapilmis olup
agacin boyutuna bagli olmakla birlikte her aga¢ icin ortalama 0.2-1.5 1 arasinda bakteri
soltisyonu kullanilmigtir (Olson ve Jones, 1983). Bakteri uygulamasindan sonra, ilk ilaglama
agaclarin tamamen dormant dénemde oldugu Subat ayinin basinda, ikinci ilaglama Mart ayinin
basinda tomurcuklar patlamadan once ve tliglincii ilaglama ise Mart ayinin sonu-Nisan ayinin
basinda c¢iceklenme doneminden Once yapilmistir (Scheck ve Pscheidt, 1998). Calismada
pozitif kontrol olarak agaclara sadece patojen inokulasyonu yapilirken, negatif kontrol olarak

kiraz agaclaria sadece su piiskiirtiilmiistiir.
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Arazi denemesinde ilaglarin hastalik tizerine olan etkinlikleri, Temmuz-Agustos
aylarinda deneme bahgesindeki kiraz agaglarinda hastalik simptomlar1 gézlenerek olusturulan
skalaya (0-9 skalas1) gore hastalik siddeti belirlenmistir. Skala degerleri 0: %0-10, 1: %11-20,
2: %21-30, 3: %31-40, 4: %41-50, 5: %51-60, 6: %61-70, 7: %71-80, 8: %81-90, 9: %91-100
olarak olusturulmustur. Hastaligin bulunma orani ise her bir kiraz agacindan rastgele 50 dal
ornegi alinarak belirlenmistir. Alinan 6rneklerden King B besi ortamina izolasyon yapilmustir.
48 saat 25 °C’ de inkiibe edilen petrilerdeki krem rengindeki koloniler saflastirilip tekrar King
B besi ortaminda gelistirildikten sonra LOPAT klasik tani testleri ile izolatlarin tanist yapilarak

agaclarda goriilen simptomlara P. S. pv. syringae’ nin neden olup olmadigi belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalik Belirtisi Gosteren Kiraz Bitkilerinin Toplanmasi

Hastalik surveyleri, Marmara Bolgesi’nde kiraz tiretiminin yapildigi Balikesir, Bursa,
Canakkale, Edirne, Istanbul, Kirklareli, Kocaeli, Tekirdag ve Yalova illeri kiraz bahgelerinde
2016-2018 yillar1 Mart-Temmuz aylarinda yapilarak kiraz dal yanikligi belirtisine benzeyen
ornekler toplanmistir (Sekil 4.1). Dal ve siirgiinlerde su emmis ve dokuda renk degisimi
meydana gelmis belirtili 6rnekler alinmistir. Etmen ilerleyen donemlerde zamk akintisina sebep
olarak kanserlere neden olmasindan dolay1 zamk akintisi goriilen dallardan da Ornekler
toplanmustir (Sekil 4.2; Sekil 4.3; Sekil 4.4). Yapraklarda kiiciik yag lekesi goriiniimiinde,
kahverengi sar1 haleli lekeler ve meyvelerde kiigiik kahverengi-siyah hafif ¢cokiik goriintiili
ornekler toplanmistir (Cizelge 4.1). Arazi calismalari sonucunda 107 kiraz bahgesinden
toplanan bitki drneginden kiraz dal yaniklig1 ve kanserine neden oldugu disiiniilen 82 adet
bakteri izolat1 elde edilmistir. Hastalik belirtilerinin fizyolojik ve fungal etmenlerin sebep
oldugu belirtilere benzer olmasindan dolay1 elde edilen izolat sayisinin az olmasina neden

olmustur.

BULGARISTAN ‘P;a{
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Sekil 4. 1. Marmara Bolgesi survey yapilan kiraz {iretim alanlar1 (4 )
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P.s. pv. syringae’nin neden oldugu yaprak simptomlar1 6zellikle fungal hastalik etmeni
olan Stigmaina carpophila’ nin neden oldugu simptomlar ile benzerlik gostermektedir. Ayrica
bakteriyel etmenin sebep oldugu zamk akintisina, kirazda 6nemli bir sorun olan yazict
boceklerin verdigi zarardan dolayr da zamklanmanin goriildigi belirlenmistir. Survey yapilan
bahgelerde dip kurdu ve yazici bocek gibi zararlilarin bitkiyi zayiflatmasindan dolay1 olusan
fizyolojik belirtiler ile kiraz dal yanikliginin sebep oldugu kuruma simptomlarmin benzer

goriintiilere sebep oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.2: Canakkale ilinde ¢iceklenme doneminde survey yapilan kiraz bahgesi
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Sekil 4.4. Kiraz bahgelerinden hastalik belirtisi goriilen 6rneklerin alinmasi
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Cizelge 4.1. 2016-2018 yillarinda Marmara Bolgesi kiraz tiretim alanlarinda yapilan surveyler

No Il Tige izole Bitkinin Cesidi | Bitkinin | Yil
edildigi Yasin
kisim
1 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
2 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
3 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
4 Yenigiftlik Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
5 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
6 Siirgiin Ziraat 900 8 2018
7 Stirgiin Ziraat 900 8 2017
8 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
9 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
10 Stirgiin Ziraat 900 8-10 2018
11 Siirglin Ziraat 900 8-10 2018
12 Marmaraereglisi | Siirgiin Ziraat 900 8-10 | 2017
13 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
14 Dal Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
15 | Tekirdag Sirgin | Ziraat 900/Lambert | 8-10 | 2017
16 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
17 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
18 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
19 Dal Ziraat 900/Lambert | 8-10 2107
20 Dal Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
21 Kirazli koyi Siirgiin | Ziraat 900/Lambert | 8-10 | 2107
22 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
23 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2107
24 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
25 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2107
26 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
27 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2107
28 Cmarl1 koyii Siirgiin Ziraat 900 8-10 2017
29 Stirgilin Ziraat 900 8-10 2107
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30 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2017
31 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
32 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2107
33 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
34 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
35 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
36 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
37 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
38 Naip Siirgiin Ziraat 900 8-10 | 2018
39 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2016
40 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2016
41 Stirgiin Ziraat 900 8-10 2016
42 Siirgiin Ziraat 900 8-10 | 20182
a3 | Tekirdag Rirgin Ziraat 900 810 | 2018
44 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
45 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
46 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
47 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
48 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2018
49 Barbaros Siirgiin Ziraat 900 8-10 2017
50 Siirgiin Ziraat 900 8-10 2017
51 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
52 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
53 Kumbag Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
54 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2017
55 Siirglin Ziraat 900/Lambert 8 2017
56 Siirglin Ziraat 900/Lambert 8 2017
57 Siirglin Ziraat 900/Lambert 8 2017
58 Yaprak Ziraat 900/Lambert 8 2017
59 | Balikesir Merkez Yaprak Ziraat 900/Lambert 8 2017
60 Siirglin Ziraat 900/Lambert 8 2017
61 Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2017
62 Cicek Ziraat 900/Lambert 8-12 2017
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63 Cigek Ziraat 900/Lambert 8-12 2017

64 Cigek Ziraat 900/Lambert 8-12 2017

65 Tomurcuk | Ziraat 900/Lambert | 8-12 2017

66 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2017

67 Giirsu Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2017

68 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2017

69 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2017

70 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

71 Bursa Siirgiin | Ziraat 900/Lambert | 8-12 | 2018

72 Yenisehir Siirglin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

73 Yaprak Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

74 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

75 Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

76 Osmangazi Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

77 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-12 2018

78 Stirgiin Ziraat 10-15 | 2016
900/Lambert/Klasik

79 Dal Ziraat 10-15 2016
900/Lambert/Klasik

80 Dal Ziraat 10-15 2016
900/Lambert/Klasik

81 Dal Ziraat 10-15 2017
900/Lambert/Klasik

82 | Canakkale Lapseki Dal Ziraat 10-15 | 20172
900/Lambert/Klasik

83 Dal Ziraat 10-15 2017
900/Lambert/Klasik

84 Stirgilin Ziraat 10-15 2017
900/Lambert/Klasik

85 Dal Ziraat 10-15 2017
900/Lambert/Klasik

86 Dal Ziraat 10-15 2017

900/Lambert/Klasik
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87 Dal Ziraat 10-15 | 2018
900/Lambert/Klasik
88 Bayrami¢ Siirgiin Ziraat 10-15 | 2018
900/Lambert/Klasik
89 Siirgiin Ziraat 10-15 | 2018
900/Lambert/Klasik
90 Dal Ziraat 900/Lambert 5-7 2017
91 Dal Ziraat 900/Lambert 5-7 2017
92 | Kurklareli Merkez Dal Ziraat 900/Lambert 5-7 2017
93 Siirgiin Ziraat 900/Lambert 5-7 2017
94 Stirgiin Ziraat 900/Lambert 5-7 2017
95 Stirgiin Ziraat 900/Lambert 5-6 2017
96 Siirgiin Ziraat 900/Lambert 5-6 2017
97 | Istanbul Selimpasa Siirgiin | Ziraat 900/Lambert | 5-6 2017
98 Stirgiin Ziraat 900/Lambert 5-6 2017
99 Stirgiin Ziraat 900/Lambert 5-6 2017
100 Siirgiin Ziraat 900 6-8 2017
101 | Edirne Merkez Stirgiin Ziraat 900 6-8 2017
102 Siirgiin Ziraat 900 6-8 2017
103 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
104 | Yalova Merkez Siirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
105 Stirgiin Ziraat 900/Lambert | 8-10 2018
106 | Kocaeli Merkez Stirgiin Ziraat 900/Lambert 7-8 2017
107 Yaprak Ziraat 900/Lambert 7-8 2017

4.2. Hastahkh Bitkilerden Bakteriyel Etmenin Izolasyonu

2016-2018 yillar1 arasinda yapilan arazi surveyleri sonucunda hastalik belirtisi gosteren
orneklerden yapilan izolasyonlarda King B besi yerinde 2-3 giin i¢erisinde krem-beyaz renkte
ve floresan tipte koloniler gelismistir. Cizelge 4.1’ de goriildigii gibi Tekirdag, Balikesir,
Bursa, Canakkale, Kirklareli ve Istanbul ili kiraz bahcelerinden alinan 6rneklerden toplamda 82

adet bakteri izolat1 elde edilmistir.

44



4.3. Elde Edilen izolatlarin Klasik Testlerle Tanisi

Patojenite Testi ve Re-izolasyon: Elde edilen izolatlarin patojenite testinde dncelikle
ham kiraz meyvelerine bakteri izolatlariin 48 saatlik kiiltiirleri inokule edilmistir.
Inokulasyondan 7-10 giin sonra ham kiraz meyveleri iizerinde kahverengi-siyah/cokiik lekeler

gozlenmistir (Sekil 4.6, Cizelge 4.2).

Yapilan re-izolasyonlar sonucunda petride gelisen krem-beyaz renkte, floresan tipte 82

adet re-izolat saflagtirilmistir. Elde edilen re-izolatlar ile tani ¢alismalar1 yapilmistir.

Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon: Kiraz izolatlar1 viskoz,
yapigskanimsi bir siinmeye neden olmus ve reaksiyon pozitif sonu¢ vermistir. Elde edilen re-
izolatlar gram negatif bakteri olarak degerlendirilmistir. Gram pozitif 6zellikte olan Cmm 3a-r
kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati ise herhangi bir siinme ve uzama

gostermemistir (Cizelge 4.2).

Levan Olusumu: Tiim re-izolatlar ve pozitif kontrol olan Erwinia amylovora 55 gibi
SNA besi yerinde beyaz renkte, kubbemsi, mukoid tipte koloni gelisimi gostererek pozitif
olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.5A, Cizelge 4.2).

Oksidaz Testi: Tiim re-izolatlar ve kontrol olarak kullanilan Naip1-1 izolat1 yaklasik
olarak 5-10 saniye herhangi bir renk degisimine sebep olmadigindan oksidaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.5B, Cizelge 4.2).

Pektolitik Aktivite Testi: Patates dilimlerine bulastirilan re-izolatlar ve Naip 1-1 izolati
herhangi bir yumusama, ¢iiriime ve kokuya sebep olmadigindan pektolitik aktivite negatif
olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum izolat1 ise patates dilimlerinde yumusama ve pis kokuya sebep olmustur (Sekil
4.5C, Cizelge 4.2).

Arginin Dehidrolaz Testi: Thorney 2A besi ortamina ekilen tiim re-izolatlar ve Naip1-
1 izolatinin 7-15 giin sonra herhangi bir renk degisimine neden olmadigi goriilmiistiir. Arginin

dehidrolaz test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.5D, Cizelge 4.2).

Tiitiinde Asir1t Duyarhilik Testi: Titiin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi
yapraginin alt yiizeyine damar aralarina enjekte edilen re-izolatlar ve Naipl-1 izolati, 24-48
saat sonra nekroz lekelerine sebep olmus ve pozitif olarak degerlendirilmistir. Re-izolatlarin

tamaminin HR pozitif oldugu saptanmustir (Sekil 4.5E, Cizelge 4.2).
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Sekil 4.5. izolatlarin LOPAT tani karakteri test sonuglar1. (A) Levan, (B) Oksidaz, (C) Patates
pektolitik aktivite, (D) Arginin dehidrolaz, (E) Titlin asir1 duyarlilik (HR) test sonuglart

Sekil 4.6. Izolatlarin ham kiraz meyvelerinde patojenite testi sonucu olusan kahverengi-
siyah/¢okiik lekeler (0k)

GATTa Biyokimyasal Testler

Jelatin hidrolizi: Tiplere asilanan tiim re-izolatlar 7-14 giin siireyle kontrol edilmis ve 82
izolatin 70 adetinde re-izolatin asilandigi tiipte jelatinin akici oldugu gézlemlenmistir. Test

sonucu jelatin pozitif olarak degerlendirilmistir.

Esculin hidrolizi: Re-izolatlar hazirlanan besi ortamma ekilerek 27-28°C’ de 3-4 giin
inkiibasyona birakildiktan sonra 82 adet re-izolattan 63 adetinin ekili oldugu tiiplerde besi
yerinin kahverengi-siyah renk aldigi goézlenmistir. Toplam 63 adet re-izolat i¢in esculin

hidrolizi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Karbon kaynaklarmn kullammmi: Tartarik asit ve Tyrosin kullanilarak hazirlanan besi
ortamuna ekilen re-ziolatlar asit liretimine neden olmayarak tiiplerde herhangi bir renk
degisimine sebep olmamistir. Tartarik asit ve tyrosin test sonucu negatif olarak

degerlendirildiginden re-izolatlarin tamaminin P. s. pv. syringae oldugu belirlenmistir.
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LOPAT test sonuglarina gore 82 adet re-izolat LOPAT 1a grubunda yer alarak P.
syringae GATTa testleri sonucunda ise 63 adet re-izolattin P. s. pv. syringae oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.7). Ayrica 19 adet izolatin P. syringae karakterine uygun
olmasina ragmen P. s. pv syringae olarak tanis1 yapilmamistir. Bu izolatlar egik tiiplere alinarak

stoga alinmustir.

Sekil 4.7. Kiraz re-izolatlarinin GATTa test sonuglari

Cizelge 4.2. Pseudomonas syringae re- izolatlarin tani test sonuglari

Izolat LOPAT* o )

Ads KOH L op AT G|A|T|Ta PatojenisiteTesti Sonug¢
TK1 | Gram(-) | + |- |- |-|+|+|+]| - | - | Siyah-kahverengi leke Pss**
TK2 | Gram(-) | + |- |- |-|+ |+ |+]| - | - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK3 | Gram(-) | + |- |- |- |+ |+ |+ | -| - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK4 | Gram(-) | + | -|- |- |+ ]|+ |+ |- | - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK5 | Gram(-) | + |- |- |- |+ |+ |+ |- | - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK6 | Gram(-) | + | -|-|- |+ |+ |+ |- | - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK7 | Gram(-) | + |- |- |- |+ |+ |+ | -| - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK8 | Gram(-) | + | -|- |- |+ |+ |+ |- | - | Siyah-kahverengi leke Pss

TK9 [ Gram(-) | + |- |- |- |+|+]|-]-| - Kahverengi leke Pseudomonas sp.
TK10 | Gram(-) | + |- |- |- |+ |+ | -] -] - | Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK11 | Gram(-) | + |- |- | -|+]| - |- |- - [ Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
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TK12 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK13 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK14 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK15 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp
TK16 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp
TK17 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK18 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK19 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK20 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK21 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK22 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK23 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK24 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK25 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK27 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK28 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK29 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK30 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK31 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK32 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK33 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK34 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK35 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK36 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK37 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK38 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK39 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK40 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK41 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK42 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
TK43 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
TK44 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BaK1l | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
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BaK2 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

BaK3 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

BaK4 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

BaK5 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
BaK6 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
BaK7 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

BaK8 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

BaK9 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
BuK1l | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK2 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK3 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK4 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
BuK5 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
BuK6 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK7 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK8 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK9 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
BuK10 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK1 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK2 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK3 | Gram(-) - Siyah-kahverengi leke | Pseudomonas sp.
CK4 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK5 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK6 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK7 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK8 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CK9 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
CK10 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

CKI11 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
CK12 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
CK13 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

KK1 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss

KK2 | Gram(-) + Siyah-kahverengi leke Pss
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KK3 | Gram(-) | + |- |-| - |+ ]|+ ]|+ |-] - [|Siyah-kahverengi leke Pss
KK4 | Gram(-) | + |-|-| - |+ ]|+ |+ |-] - | Siyah-kahverengi leke Pss
IskKl | Gram(-) | + |- |- |- |+ |+ |+|-]| - | Siyah-kahverengi leke Pss
[sk2 | Gram(-) | + |- |- |- |+ |+ |+|-]| - | Siyah-kahverengi leke Pss

* L. levan; O:oksidaz; P: patates pektolitik aktivite; A: arginin dehidrolaz; T: tiitiin asin duyarlik testi; G: Gelatin
hidrolizi, A: aesculin hidrolizi, T: tyrosin aktivitesi, Ta: tartaric acid kullanimi
** Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae

4.4. Elde Edilen izolatlarin PCR Testi ile Tamsi

Klasik ve biyokimyasal testler ile P. s. pv. syringae olarak tanilanan re-izolatlarin tani
sonucunu desteklemek i¢in SyrB gen bolgesine ait B1 ve B2 primerlert tiire spesifik primerlerle
yapilan klasik PCR test sonucunda 63 izolatin Sekil 4.8’de goriildiigii iizere agaroz jel iizerinde
752 bp uzunlugunda bant olusturdugu gozlenmis ve izolatlarin P. S. pv syringae oldugu teyit

edilmistir.

Marker TK24 TK1 BuK1 CK4 BuK7  BuK6 CK6 KK1 isk2 N

Sekil 4.8. izolatlarin PCR jel goriintiileri (100 bp marker kullanilmistir)

4.5. ERIC-, REP- ve BOX -PCR ile izolatlarin Genotipik Karakterizasyonu

Marmara bolgesi kiraz iiretim alanlarindan elde edilen ve P. s. pv. syringae oldugu
tanilanan 63 adet izolat igerisinden her bolgeyi temsilen rastgele 12 izolat segilerek, farkli
lokasyonlardan elde edilen izolatlar arasindaki genetik karakterizasyon belirlenmistir. Segilen
izolatlar arasindaki benzerligi belirlemek icin yapilan ERIC-, REP- ve BOX-PCR c¢aligmalari
sonucunda agaroz jel lizerinde 150-4500 bp araliginda 63 adet bant kaydedilmistir.
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Cizelge 4. 3. ERIC-PCR sonucunda P. s. pv. syringae izolatlarin olugturduklar1 bant uzunluklari
Bant Izolat Ad
uzunlugu (bp) | 101* | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 112 | 113
4500 - - - + - - - - - - - -
4000 - - - + - - - - - - - -
3000 - - - + - - - - + + + -

2500 - - + + - - - - + + + -

2250 + + + - + + - - - - - +

1750 + + + - - - + + + + + -
1500 - - - + - - - - - - - -
1400 - - - - - - + + - - - -

1250 e + + + + + - - + + + +

1050 - - - - + + - - - - - +

1000 - - + + + + ’ - - - - +

900 - - - - - - - - + + + -

800 + + - - - - + + - - - -

750 + + + - - - + + + + + -

600 | - | - | + | - | + |+ | -] -1 -T-71T-7-

500 - - - - + + + + - - - -

400 + + + - - - + + + + + +

3%0 | - | - | - | -+ |+ |+ ] -1-71-71T-7-

300 + + + + - - - - + + + +

250 + + - + - - + + + + + +
200 - - - - + + - - - - - -

*101:TK31, 102:BaK3, 103:CKS5, 104:CK8, 105:CK12, 106:CK2, 107:TK13, 108:isKl,
109:KKS, 110:TK2, 1112:BuK10, 113:TK24
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Sekil 4.9. P. s. pv. syringae izolatlarinin ERIC-PCR sonucunda elde edilen bant uzunluklari
(¢ukurl: Marker 1kb, ¢ukur2: TK31, gukur 3: BaK3, cukur 4: CK5, ¢ukur 6: CK8, ¢ukur 7: CK12, gukur 8: Marker
100 bp, Cukur 9: TK13, Cukur 10: IsK1, Cukur 11: KK3, Cukur 12: TK2, Cukur 13: BuK10, Cukur 14: TK14,

Cukur 15: Marker 1kb)

=1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 =1 = —
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1 1 L L L 1 L L L ]
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—
= 104
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s

Sekil 4.10. Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarinin ERIC-PCR dendogrami1

101: TK31 Tekirdag/Naip, 102: BaK3 Balikesir, 103: CK5 Canakkale/Lapseki, 104: CK8 Canakkale/Lapseki,
105: CK12 Canakkale/Bayramig, 106: CK2 Canakkale/Lapseki, 107: TK13 Tekirdag/Marmaraereglisi, 108: 1sK 1
Istanbul/Selimpasa, 109: KK3 Kirklareli, 110: TK2 Tekirdag/Yenigiftlik, 112: BuK10 Bursa/Osmangazi, 113:

TK24 Tekirdag/Kirazli koyii
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ERIC PCR ile yapilan ¢alismalar sonucunda izolatlarin 200-4500 bp uzunlugunda bant
olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 4.9). Sekil 4.10 da goriildiigii gibi izolatlar C107-C108, C109-
C110-C111, C103, C101-C102, C112, C104 ve C105-C106 olmak iizere 7 gruba ayrilmistir.
C107 ve C108 izolatlar1 kendi aralarinda %98, C109, C110, C111 %99, C101-C102 ve C105-
C106 izolatlar1 ise kendi arasinda %100 benzerlik gostermistir. C107 ve C108 izolatlarinin
C109, C110, C111, C102, C112 ve C104 izolatlart ile %39 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir. C105 ve C106 izolatlari ise diger izolatlardan tamamen farklilik géstermektedir.

Cizelge 4. 4. REP-PCR sonucunda P. s. pv. syringae izolatlarin olusturduklari bant uzunluklari

Izolat Ad1
pant fe B 101+ 102 [ 103 | 104 [ 105 [ 106 [ 107 [ 108 | 109 [ 110 [ 112 [ 113
3000 S I (R R O R e B L B
2750 S I T L I I A e I I
2200 S e L (R A A R I A A A
1750 + + i + i + + + + + + +
1500 + + + i + + + - + + + +
1250 + + + + + + + - + + + +
1050 S e A I e
900 o EE e I N AR I A S A
800 S e e A L N L B
750 S L T A N S B
600 S I I A A A O T T
500 - o R I A I (R A R ) ]
450 S I N R T A i i B
400 S e [ e I A N A R
350 o A e A A A A N (A
300 i AR A A I R (T I I I N
275 - - - - - - - - - ) ] )
220 LA I I B A R L A e
150 o R e T R D e e e

*101:TK31, 102:BaK3, 103:CK5, 104:CKS8, 105:CK12, 106:CK2, 107:TK13, 108:isK1,
109:KKS, 110:TK2, 1112:BuK10, 113:TK24
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.11. P. s. pv. syringae izolatlarinin REP-PCR sonucunda elde edilen bant uzunluklari
(¢ukurl: Marker 1kb, gukur2: TK31, ¢ukur 3: BaK3, ¢ukur 4: CK5, ¢ukur 6: CK8, ¢cukur 7: CK12, ¢ukur 8: Marker
100 bp, Cukur 9: TK13, Cukur 10: isK1, Cukur 11: KK3, Cukur 12: TK2, Cukur 13: BuK10, Cukur 14: TK14,
Cukur 15: Marker 1kb)
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Sekil 4.12. Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarinin REP-PCR dendogrami

101: TK31 Tekirdag/Naip, 102: BaK3 Balikesir, 103: CKS Canakkale/Lapseki, 104: CK8 Canakkale/Lapseki,
105: CK12 Canakkale/Bayramig, 106: CK2 Canakkale/Lapseki, 107: TK13 Tekirdag/Marmaraereglisi, 108: 1sK 1
Istanbul/Selimpasa, 109: KK3 Kirklareli, 110: TK2 Tekirdag/Yenigiftlik, 112: BuK10 Bursa/Osmangazi, 113:
TK24 Tekirdag/Kirazl kdyii
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Izolatlarin 150-3000 bp uzunlugunda bant olusturdugu REP-PCR sonucunda elde edilen
Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 deki dendogramda C109, C110, C111, C104, C103, C112, C105 ve
C106 izolatlar;; C101, C102, C107 ve C108 izolatlar1 ile %100 oraninda farklilik
gostermektedir. C109-C110-C111 izolatlar1 kendi aralarinda %99, C103-C112 ve C105-C106
izolatlar1 kendi aralarinda %85 oraninda benzerlik gdsterirken %44 benzerlik oraniyla iki gruba
ayrilmaktadir. C104 izolat1 ise tek bagina ayr1 bir grupta yer almakta ve C103-C112 ve C105-
C106 izolatlar1 ile %61 oraninda benzerlik gostermektedir. C107-C108 izolatlar1 %66 oraninda
C101 ve C102 izolatlar1 ise %100 oraninda benzerlik gdstererek diger grubu olusturmustur.

C107-C108 ve C101-C102 ise %58 oraninda benzerlik gostermektedir.

Grup 1 igerisinde yer alan C109, C110 ve CI111 izolatlart %99 oraninda benzerlik
gostererek ayni alt grup igerisinde yer alirken %61 oraninda benzerlik gosteren C103, C112,
C105, C106 ve C104 izolatlar1 ayni alt grup i¢inde yer almaktadirlar. C103, C112, C105 ve
C106 izolatlar1 %68 benzerlik gostererek ayni alt grubun bir kolunu olustururken C104 izolati

ise diger kolu olusturmaktadir (Sekil 4.12.).

Cizelge 4. 5. BOX-PCR sonucunda P. s. pv. syringae izolatlarin olusturduklari bant uzunluklar

Bant uzunlugu Izolat Ad1
(bp) 101* | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 112 | 113
3000 S T (s
2750 S I A i I A
2500 T - T r =+ [+ = - - T+ 1+ =+ =
2250 + + + - + + - - + + + -
2000 S A U A e (s
1750 + + | + - + |+ |+ | + ] + | + + -
1500 S A (s
1400 S T e R i e
1250 + + |+ | + - - - - + | + + -
1050 - - + - + + - - - - - -
1000 S - - - - - - -T-1T-1T-T1T+
900 + + - - - - - - + | + + -
800 T - - - -+ [+ -1 -1T-7T-
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750 + + + + + + + + + + + +
600 - - + - + + - - - - - -
550 - - - - - - + + - - _ n
500 - - - - + + - - - - - -
425 - - - - - - + + + + + -
400 + + + + - - - - - - - -
350 - - - + - - + - + + + -
300 + + + + + + - - - - - -
275 + + + - - - - - + + + +
250 - - - - + + - - - - - -
225 + + + - - - - - + + + +

*101:TK31, 102:BaK3, 103:CK5, 104:CKS8, 105:CK12, 106:CK2, 107:TK13, 108:isKl,
109:KK3, 110:TK2, 1112:BuK10, 113:TK24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.13. P. s. pv. syringae izolatlarinin BOX-PCR sonucunda elde edilen bant uzunluklari
(gukurl: Marker 1kb, gukur2: TK31, gukur 3: BaK3, ¢ukur 4: CK35, ¢ukur 6: CK8, ¢ukur 7: CK12, gukur 8: Marker
100 bp, Cukur 9: TK13, Cukur 10: IsK1, Cukur 11: KK3, Cukur 12: TK2, Cukur 13: BuK 10, Cukur 14: TK14,
Cukur 15: Marker 1kb)
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Sekil 4.14. Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarinin BOX-PCR dendogrami

101: TK31 Tekirdag/Naip, 102: BaK3 Balikesir, 103: CKS5 Canakkale/Lapseki, 104: CK8 Canakkale/Lapseki,
105: CK 12 Canakkale/Bayramig, 106: CK2 Canakkale/Lapseki, 107: TK13 Tekirdag/Marmaraereglisi, 108: 1sK 1
Istanbul/Selimpasa, 109: KK3 Kirklareli, 110: TK2 Tekirdag/Yeniciftlik, 112: BuK10 Bursa/Osmangazi, 113:
TK24 Tekirdag/Kirazl koyii

Yapilan BOX-PCR c¢alismasi sonucunda Sekil 4. 13 ve Sekil 4. 14’de 225 ve 3000 bp
arasinda farkli uzunluga sahip bantlar olusturdugu goriilmistiir. Yapilan dendogram sonucunda
7 farkli grup belirlenmistir. Birinci grup icerisinde Kirklareli (KK3), Tekirdag/Yenigiftlik
(TK2) ve Bursa/Osmangazi BuK10), grup 2’ de Canakkale/Lapseki (CK5), GRUP 3’ DE
Tekirdag/Naip (TK31) ve Balikesir (BaK3), grup 4’ de Canakkale/Lapseki (CKS8), grup 5° de
Canakkale/Bayrami¢ (CK12) ve Canakkale /Lapseki (CK2), grup 6’ da Tekirdag/Kirazli koyti
(TK24) ve son grup icerisinde ise Tekirdag/Marmaraereglisi (TK13) ve Istanbul/Selimpasa
(IsK1) yer almistir. Gruplar igerisinde yer alan izolatlar kendi aralarida %99-100 benzerlik
gosterirken gruplar arasinda benzerlikler ise Sekil 4. 12 “de goriildiigii gibi %29-100 arasinda

farkliliklarin bulundugu belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarinin ERIC-, REP-, BOX-PCR

kiimtilatif dendogrami

101: TK31 Tekirdag/Naip, 102: BaK3 Balikesir, 103: CK5 Canakkale/Lapseki, 104: CK8 Canakkale/Lapseki,
105: CK 12 Canakkale/Bayramig, 106: CK2 Canakkale/Lapseki, 107: TK13 Tekirdag/Marmaraereglisi, 108: 1sK 1
Istanbul/Selimpasa, 109: KK3 Kirklareli, 110: TK2 Tekirdag/Yenigiftlik, 112: BuK10 Bursa/Osmangazi, 113:
TK24 Tekirdag/Kirazl koyii

Yapilan ERIC-, REP-, BOX-PCR sonucunda biitiin veriler kiimiilatif olarak
degerlendirildiginde Sekil 4. 15° de goriildiigii lizere 7 farkli grup ortaya ¢ikmistir. Grup 1
icerisinde Kirklareli (KK3), grup 2’ de Canakkale/Lapseki (CKS5), grup 3’ de Tekirdag/Naip
(TK31) ve Balikesir (BaK3), grup 4’ de Tekirdag/Kirazli koyti (TK24), grup 5° de
Canakkale/Lapseki (CKS8), grup 6’ da Canakkale/Bayrami¢ (CK12) ve Canakkale/Lapseki
(CK2), son grup olan grup 7’ de ise Tekirdag/Marmaraereglisi (TK13) ve Istanbul/Selimpasa
(IsK1) kodlu izolatlar1 yer almistir. Grup igerisinde yer alan izolatlar1 kendi aralarinda %100
oraninda benzerlik gosterirken gruplar arasinda %27-100 arasinda degisen oranlarda fark
goriilmiistiir. En fazla farklilik Tekirdag/Marmaraereglisi (TK13) ile Istanbul/Selimpasa (1sK1)

bulundugu grup 7 diger tiim gruplarla %100 oraninda farkli olduklar1 belirlenmistir.
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4.6. izolatlarin MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon Ucus

Siiresi Kiitle Spektrometresi) ile tanilanmasi

Survey yapilan her lokasyonu temsil edecek sekilde segilen 12 adet izolatin protein
profillerine gore tanis1 Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Bitki Klinigi laboratuvarinda
MALDI-TOF MS ile tanist yapilmistir. MALDI-TOF MS analiz sonucunda izolatlar klasik,
biyokimyasal ve PCR c¢aligmalarimizi destekleyecek sekilde P. s. pv. syringae olarak
tanilanmistir (Sekil 4.16).

Analyte1 [#Bruker Logo

Analyte Name: H5

Analyte Description:

Analyte 1D: TK31

Analyte Creation Date/Time: 2018-11-30T11:35:52.904

Applied MSP Library{ies).

Applied Taxonomy Tree: Projects, Bruker Taxonomy, Taxonomy
Rank Score NCEI

{Quality) Matched Eatierm Value Identifier

{ +1' ) CFBP-1392_Pseudomonas syringae pv. syringac_20160818 2274 100134258
( +2” CFBP-2105-Pseudomonas syringae pv. pisi_20170227 2229 100134258
{ +3"l CFBP-2356-Pseudomonas syringae pv. dysoxyli 20170306 2206 100134258
( f' ) CFBP-2213_Pseudomonas syringae pv.atrofaciens_20161010 2487 100134258
( +5' ) CFBP-2895-Pseudomonas syringae pv. hibisci 20170221 2141 100134256

Sekil 4.16. Bolge izolatlarindan P. s. pv syringae TK31 izolatinin MALDI-TOF analiz sonucu

4.7. Elde Edilen izolatlarin Elektron Mikroskop Goriintiisii

[zolatlarin elektron mikroskop goriintiisii Sekil 4.17°de goriildiigii gibidir. izolatlarin

cubuk seklinde kolonilere sahip oldugu goriilmektedir.
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o | ”777'3.‘"2620 | det | RV spot [ maél I:] , ﬁ}‘es:sur; [ wp  [vacmode | ———30 pmi; )
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* | 12:59:59 PM | GSED | 5.00kV | 3.5 | 3000x | 90Pa | 10.5mm ESEM NABILTEM

Sekil 4.17. P. s. pv syringae izolatinin elektron mikroskop altinda ¢ubuk seklindeki goriintiisii

4.8. MLSA (Multilocus Sequence Analysis) Cahsmalari

Son yillarda ERIC-, REP-, BOX-PCR ile aymrimi zor olan izolatlarin molekiiler
analizlerinde MLSA kullanilmaya baglanmistir. MLSA, bakteriyel izolatlarin filogenetik
akrabaliklarin1 belirlemek amaciyla farkli gen bolgelerinin (housekeeping) kullanildigi bir

diger farkli molekiiler analiz metodudur.

gyrB, gltA, rpoDs ve rpoDp olmak iizere bu calismada farkli housekeeping genleri
kullanilarak, kullanilan farkli genler ile farkli lokasyonlarda kiraz iiretimi yapilan alanlardan
elde edilen izolatlarin birbirinden ayirimi yapilmistir. Aym1 zamanda her gen ayri ayn
degerlendirilerek NCBI” bulunan farkli izolatlarla benzerlikleri ortaya koyulmustur. MLSA
caligmasi i¢in kullanilan housekeeping genler i¢in Onerilen baglanma sicakliklarinin, referans
baglanma sicakliklar1 ile ayni olmadigi belirlenmistir. Onerilen baglanma sicakliklarinda
yapilan PCR isleminde elde edilen iirlinlerin agaroz jelde bant goriintiilerinin silik veya hi¢
olusmadig1 tespit edilmistir. izolatlara Gradient PCR yapilarak yeni baglanma sicakliklari
belirlenmistir (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Gradient PCR sonucunda belirlenen yeni baglanma sicakliklari

Primer Baz dizilimi (5°-3’) Baglanma
sicakhigi (°C)
gyrB (MGGCGGYAAGTTCGATGACCAYTC/TRAKTBKCAGTC 63 63
ARACCTTCRCGSGC)
rpoDp (AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG/GGAACWKGCG 63 63
CAGGAAGTCGGCACG)
rpoDs  (AAGCGAATCGAAGAAGGCATYCGTG/GGAACWKGCG 63 66,3
CAGGAAGTCGGCACG)
gltA (GCCTCBTGCGAGTCGAAGATCACC/CTTGTAVGGRCY 62 64
GGAGAGCATTTC)

1101
1102
1103
1104
1106
1112
1109
1108
1113

41

45

48
70

' — 1105
100 ABO039428.1
LS991834.1

7z = _E 1107
65— 1110

ABO039469.1

LS991830.1
1ol — FN554173.1

—_
0.0

Sekil 4.18. gyrB geni sekans sonucuna gore P. s. pv. syringae izolatlarinin Neighbor-joining

(NJ) agaci. 1101: Tekirdag/Naip, 1102: Balikesir, 1103: Ganakkale/Lapseki, 1104: Canakkale/Lapseki, 1105:
Canakkale/Bayramic, 1106: Canakkale/Lapseki, 1107: Tekirdag/Marmaraereglisi, 1108: Istanbul/Selimpasa,
1109: Kurklareli, 1110: Tekirdag/Yenigiftlik, 1112: Bursa/Osmangazi, 1113: Tekirdag/Kirazli koyii

Sekil 4. 18’ de goriildiigii gibi gyrB geni ile yapilan ¢alismalarda NJ agacinda NCBI’ da
kayitl olan izolatlar ile yapilan karsilagtirmalar sonucunda Tekirdag7Naip (TK31), Balikesir
(BaK3), Canakkale/Lapseki (CK5) (CK8) (CK2), Canakkale/Bayrami¢ (CK12),
Istanbul/Selimpasa (IsK1), Kirklareli (KK3) izolatlar1 benzerlik olarak birbirine yakinken
Tekirdag/Marmaraereglisi (TK13) ve Tekirdag/Yeniciftlik (TK2) izolatlar1 birbirinden

61



tamamen farkli bir grup altinda toplanmustir.

a2 FN433228.1 Pseudomonas syringae pv. atrofaciens strain NCPPB 2612
3 HG805523.1 Pseudomonas sp. FBF27
58 2103

LR794180.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain EC101
LN899287.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain LMG 5496
KU934056.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain MT 1

E1 4’7
£11KP211408.1 Pseudomonas syringae pv. pisi strain pea seed 1314

1000

Sekil 4.19. rpoDs geni sekans sonucuna gore P. S. pv. syringae izolatlarinin Neighbor-joining

filogenetik agaci. 2101: Tekirdag/Naip, 2102: Balikesir, 2103: Canakkale/Lapseki, 2104: Canakkale/Lapseki,

2105:  Canakkale/Bayramig, 2106: Canakkale/Lapseki, 2107: Tekirdag/Marmaraereglisi, 2108:
Istanbul/Selimpasa, 2109: Kirklareli, 2110: Tekirdag/Yeniciftlik, 2112: Bursa/Osmangazi, 2113: Tekirdag/Kirazli

koyii

Sekil 4.19° da goriildiigii tizere rpoDs geni ile yapilan MLSA ¢alismalarinda izolatlarin
tamamu bir grup igerisinde yer almistir ve NCBI” da kayitli olan P. s. pv. atrofaciens strain
NCPPB 2612 ve P. s. pv. syringae EC101 kodlu izolatlar1 ile benzerlik gosterirken, P. s. pv.
syringae 5496, P. s. pv. syringae MT1 ve P. s. pv. pisi 1314 izolatlar ile farkli olduklar1

belirlenmistir.
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zgr KP211409.1 Pseudomonas syringae pv. pisi strain ATCC 1314

24 LT898050.1 Pseudomonas sp. Irchel s3d16
49

76
34

—— MH375342.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain P5-B
—— KU934054.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain BAT 10

MH375340.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain P5-2
MK210622.1 Pseudomonas syringae pv. atrofaciens strain GN
3108

58 3107
e JX867805.1 Pseudomonas syringae pv. syringae strain UMAF6016

as EF203069.1 Pseudomonas awellanae strain ISPaVe011
43 MK970534.1 Pseudomonas syringae strain PL0O02

3113

3112

—
0.002

Sekil 4.20 rpoDp geni sekans sonucuna gore P. S. pv. syringae izolatlarinin Neighbor-joining

filogenetik agaci. 3101: Tekirdag/Naip, 3102: Balikesir, 3103: Canakkale/Lapseki, 3104: Canakkale/Lapseki,
3105:  Canakkale/Bayrami¢, 3106: Canakkale/Lapseki, 3107: Tekirdag/Marmaraereglisi, 4108:
Istanbul/Selimpasa, 3109: Kirklareli, 3110: Tekirdag/Yeniciftlik, 3112: Bursa/Osmangazi, 3113: Tekirdag/Kirazli
koyii

Sekil 4. 20° de goriildiigi tizere rpoDp geni kullanilarak yapilan MLSA ¢alismalarinda
izolatlar arasindaki farkliliklar diger genlere gore daha ayirict oldugu gézlenmistir. Ayni
zamanda NCBI karsilastirma izolatlarinda farkliliklar belirlenmistir. Istanbul/Selimpasa (IsK 1)
ve Tekirdag/Marmaraereglisi (TK13) izolatlar1 NCBI karsilagtirma kiiltlirlerinden P. s. pv.
syringae UMAF6016 ile P. syringae PL002 izolatlarina yakinlik gosterirken diger biitiin

izolatlarin farkli oldugu belirlenmistir.

63



4101
4102
4105
4104
4112
4106
5814108
50 MK192425.1 Pseudomonas syringae pv. atrofaciens strain GN
ﬂwsm.l Pseudomonas syringae pv. syringae strain CFBP4702
100 4113
4110
4103
4107
4109

KF937496.1 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola strain CFBP1390

KF937502.1 Pseudomonas syringae pv. morsprunorum strain CFBP2351
rg? LC198813.1 Pseudomonas syringae pv. actinidifoliorum strain MAFF 212156

100 LC198818.1 Pseudomonas syringae pv. actinidifoliorum strain MAFF 212171
B1 KF937507.1 Pseudomonas syringae pv. actinidiae strain CFBP7287
g7 [~ KJ733925.1 Pseudomonas syringae pv. actinidiae strain NIB Z 1870
74 KF937505.1 Pseudomonas syringae pv. actinidiae strain CFBP4909 citrate

P
0.01

Sekil 4.21. gltA geni sekans sonucuna gore P. S. pv. syringae izolatlarinin Neighbor-joining

filogenetik agaci. 4101: Tekirdag/Naip, 4102: Balikesir, 4103: Canakkale/Lapseki, 4104: Canakkale/Lapseki,

4105:  Canakkale/Bayramig, 4106: Canakkale/Lapseki, 4107: Tekirdag/Marmaraereglisi, 4108:
Istanbul/Selimpasa, 4109: Kirklareli, 4110: Tekirdag/Yeniciftlik, 4112: Bursa/Osmangazi, 4113: Tekirdag/Kirazl
koyii

Sekil 4. 21° de goruldiugi tizere gltA housekeeping geni ile yapilan MLSA sonucunda
izolatlar iki farkli grup altinda toplanmustir. Birinci grup igerisinde Tekirdag/Naip (TK31),
Balikesir (BaK3), Canakkale/Bayrami¢ (CK12), Canakkale/Lapseki (CK8) (CK2),
Bursa/Osmangazi (BuK10), istanbul (IsK1) ve Tekirdag/Kirazli koyii (TK24) yer almistir. Bu
izolatlar P. s. pv. atrofaciens izolat GN ve P. s. pv. syringae izolat CFBP4702 izolatlari ile

benzerlik gostermektedir.
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112
gz — 110

38 ————— 104
34L——108

0.002

Sekil 4.22. P. s. pv. syringae izolatlarinin gyrB, rpoDs, rpoDp, gltA housekeepin genlerinin

MLSA c¢alismalar1 sonucunda olusturulan Neighbor-joining (NJ) agaci. 101: Tekirdag/Naip, 102:

Balikesir, 103: Canakkale/Lapseki, 104: Canakkale/Lapseki, 105: Canakkale/Bayramig, 106: Canakkale/Lapseki,
107: Tekirdag/Marmaraereglisi, 108: Istanbul/Selimpasa, 109: Kurklareli, 110: Tekirdag/Yeniciftlik, 112:
Bursa/Osmangazi, 113: Tekirdag/Kirazli kdyti

MLSA c¢alismalarinda kullanilan 4 farkli housekeeping genleri ile yapilan NJ agaci
sonucunda iki farkli grubun yer aldig1 ve bu grup ayriliklarinin %100 oldugu belirlenmistir.
Birinci grup igerisinde yer alan izolatlar kendi icerisinde ise 6 farkli alt grup olarak ayrilmistir.
Altgrup 1 igerisinde Tekirdag/Naip (TK31) ile Tekirdag/Marmaraereglisi (TK13) izolatlar1
ayni alt grup igerisinde bulunurken, Balikesir (BaK3) ve Tekirdag/Kirazli koyii (TK24)
izolatlar1 ayr1 alt grupta yer almisti ve aralarindaki benzerlikler %40 ile %85 oraninda
degiskenlik gostermektedir. ikinci grup igerisinde ise 4 tane alt grup olusmustur.
Canakkale/Lapseki (CKS) ile Tekirdag /Yeniciftlik (TK2) aym alt grupta yer almislardir.
Bursa/Osmangazi (BuK10) is farkl bir alt grup olarak grup igerisinde ayrilmistir. Alt gruplar

arasindaki benzerlik oran1 %82 ile %94 arasinda degismistir.
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Popiilasyon genetik analiz cahsmalari: Calismada kullanilan housekeeping gen
bolgelerine ait Ozellikler ve izolatlar arasindaki molekiiler varyans Arlequin ve MEGA

programlari kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 4.7, 4.8)

Cizelge 4.7. 1zolatlar arasindaki molekiiler varyans analizi (AMOVA)

Cesitliligin Df Source of Varyans % Varyans Fst
kaynagi squares bileseni
Populasyonlar 5 55,00 2,31481 25,30
arasinda
Populasyonlar 6 41,00 6,83333 74,70
icinde
Total 96,000 0.25

Yapilan analizler sonucunda farkli bolgelerdeki kiraz tiretim alanlarindan izole edilen
P. s. pv. syringae izolatlarinin genetik verileri arasindaki iliskinin belirlenmesi igin AMOVA
kullanmilmigtir. Farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin popiilasyon c¢esitliliginin bolgesel
farkliliklarin herhangi bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Popiilasyon igerisindeki (izolatlar
arasi) ¢esitlilik degerlendirildiginde tablo 4. 7 de goriildiigii gibi %74.70 bir oranda cesitliligin

oldugu gozlenmistir

Cizelge 4.8. gyrB, rpoDs, rpoDp, gltA gen bolgelerinin 6zellikleri

Gen Sekanslanan Korunmus Degisken Tamtica  Tek alan Cesitliligin
izolat sayisi alan alan alanin ortalamasi
sikhig
gyrB 12 627/640 13/640 11/640 2/640 0.007
%95,24 %2,03 %1,71 %0,31
rpoDs 11 530/540 10/540 9/540 1/540 0.05
%98,14 %1,85 %1,66 %0,18
rpoDp 9 556/591 23/591 6/591 12/591 0.011
%94,07 %3,81 %1,01 %2,03
gltA 12 964/998 24/988 24/988 0 0.012
%96,60 %2,42 %2,42
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gyrB+rpoDs 44 2677/2765 70/2765 50/2765 20/2765 0.010
+rpoDp+glt %96,81 %2,53 %1,80 %0,72
A

MLSA calismalarinda kullanilan gen bolgelerinin 6zellikleri DnaSP ve MEGA 6
programlar1 kullanilarak Cizelge 4.4. deki gibi belirlenmistir. Kullanilan genlerden gyrB ve
gltA calismada kullanilan 12 izolatin hepsinde ¢alisirken rpoDs 11, rpoDp ise 9 izolat iizerinde
basarili olmustur. Caligma sonucunda rpoDs gen bolgesi kullanildiginda izolatlardaki korunan

bolgenin %98.14 oldugu goriilmiistiir.

Sekans sonuclarimin NCBI veri tabanina yiiklenmesi: gyrB, rpoDs, rpoDp ve gltA
housekeeping genleri kullanilarak yapilan sekans isleminde elde edilen sonuglar NCBI veri
tabaninda kayitli olan izolatlar ile kontrol edilmistir. NCBI da kayitli olan izolatlar ile caligmada
kullandigimiz izolatlarin benzerlik oranlar1 g6z onilinde bulundurularak kontrol yapilmis ve
NCBI’ dan referans izolat secilmistir. P. s. pv. syringae izolatlarimiz ile referans izolatimizin
niikleotit dizileri ExPASy (Expert Protein Analysis System Translation Tool-Swiss Institute of
Bioinformatic) programi ile protein dizisine ¢evrilerek baslangi¢ ve bitis kodonlar1 kontrol
edilmistir. Calismada kullanilan izolatlar NCBI igerisinde BankIt

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri yiikleme boliimiine yiikklenmistir. Calismada kullanilan

izolatlar her bir gen i¢in NCBI veri tabanina kaydedilerek accession numaralart alinmistir

(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Calismalarda farkli primerler ile P. S. pv. syringae olarak tanilanmis izolatlarin

GenBankasi1 (NCBI)’nda erisim kayit numaralari

Sekans adi  Izolat adu GenBank Accession numarasi
GyrB RpoDs rpoDp GItA

C101 TK31 MT508572 MT521868 MT508584 MT508560
C102 BaK3 MT508573 MT521878 MT508585 MT508561
C103 CKS5 MT508574 MT521869 MT508586 MT508562
C104 CKS8 MT508575 - - MT508563
C105 CK12 MT508576 MT521870 MT508587 MT508564
C106 CK2 MT508577 MT521871 - MT508565
C107 TK13 MT508578 MT521872 MT508588 MT508566
C108 [sK1 MT508579 MT521873 MT508589 MT508567
C109 KK3 MT508580 MT521874 - MT508568
C110 TK2 MT508581 MT521875 MT508590 MT508569
C112 BuK10 MT508582 MT521876 MT508591 MT508570
C113 TK24 MT508583 MT521877 MT508592 MT508571

4.9. Kiraz Dal Yanikhg Hastahk Etmenine Karsi Farkhi Preparatlarin EtKinliginin

Belirlenmesi

In vitro ¢ahsmalar: Bakiroksikloriir, bakirhidroksit, bakirsiilfat, kalsiyum hidroksit
bakir siilfat gibi bakirli preparatlarin yani sira Maneb ve Mancozep preparatlarinin 10, 25, 50,
100, 200, 300 ve 400 pg/ml dozlar1 kullanilarak yapilan petri denemesinin sonuglar1 Ek1 ve
Cizelge 4.10°da verilmistir. Her bir ilag i¢in 7 doz kullanilarak yapilan denemede izolatlarin
preparatlar1 kars1 hassasiyetini belirlemek i¢in koloni sayimlar1 yapilmistir. Kullanilan SAS ve

SPSS istatistik programi ile bakirli preparatlarin izolatlar {izerine etkisi belirlenmistir.
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Cizelge 4. 10. Bakirli preparat, Maneb ve Mancozeb’in farkli lokasyonlardan elde edilen P. s. pv. syringae izolatlarinin in vitro popiilasyonu

gelisimi iizerine etkisi

Kullanilan kimyasal ve dozlar1

Lokasyon ve Bakteri Koloni sayis1 (x10° hiicre/ml)

(ng/ml) Balikesir Bursa Canakkale istanbul Kirklareli Tekirdag
200 pg/ml 142,26+1.76a 145,45+0,67a 145,97+0,88a 145,00+1,39a 147,66+1,29a 148,07+0,94a
300 pg/ml 137,33+1,62a 138,08+0,83a 138,41+0.64a 138,00+1,24a 143,83+0,90a 141,46+1,03a
Bakarhidroksit
400 pg/ml 125,26+1,41ab 128,25+1,06ab 124,19+0,72ab 126,33+1,50ab 126,83+1,19ab 133,76+1,13a
Kontrol 168,86+2,00abc 180,08+1.79ab 177,30+1,57ab 184,33+3,32ab 187,00+1,55a 175,22+0,97abc
200 pg/ml 142,60+1,77ab 146,70+a0,80b 148,22+0.94ab 153,66+2,22a 151,33+0,68ab 149,25+1,00ab
300 pg/ml 137,73+1,60a 139,66+0,83a 140,58+0,89a 146,33+1,28a 146,41+1,02a 143,15+1,16a
Bakiaroksikloriir
400 pg/ml 127.26+1,33a 130,50+0,99a 129,08+1,25a 136,33+1,50a 135,58+1,37a 136,08+1,26a
Kontrol 168,86+2,00abc 180,08+1,79ab 177,30+1,57ab 184,33+3,32ab 187,00+1,55a 175,22+0,97abc
200 pg/ml 140,47+1,56a 144,375+0,71a 143,52+0,82a 143,00+1,29a 146,33+1,05a 144,60+0,84a
300 pg/ml 134,33+1,40a 136,375+0,76a 136,13+0,72a 136,33+1,15a 141,41+1,06a 137,56+0,99a
Bakarsiilfat
400 pg/ml 120,67+1,16ab 124,83+0,82ab 122,00+0,85ab 123,16+1,11ab 121,58+1,37ab 127,16+0,95a
Kontrol 168,86+2,00abc 180,08+1,79ab 177,30+1,57ab 184,33+3,32ab 187,00+1,55a 175,229+0,97abc
200 pg/ml 144,53+1,83a 149,33+0,97ab 151,63+0,79a 149,33+1,76ab 149,66+01,25ab 148,52+a0,80b
Kalsiyumhidroksit 300 pg/ml 139,53+1,96a 142,08+1,02a 145,36+0,80a 141,33+1,15a 146,08+0,77a 141,34+0,95a
bakarsiilfat 400 pg/ml 132,20+1,72a 132,58+1,11a 136,72+0,93a 136,3342,99a 137,66+1,41a 132,63+1,07a
Kontrol 168,86+2,00abc 180,08+1,79ab 177,30+1,57ab 184,33+3,32ab 187,00+1,55a 175,22+0,97abc
Maneb 10 pg/ml 82,26=+abc 86,41+ab 93,05+a 88,50+ab 96,75+a 79,53+abc
ane
Kontrol 168,86=abc 180,08+ab 177,30+ab 184,33+ab 187,00+a 175,22+abc
10 pg/ml 89,33+a 87,25+a 90,05+a 86,16+a 92,08+a 93,18+a
Mancozeb
Kontrol 168,86=abc 180,33+ab 177,30+ab 184,33+ab 187,00+a 175,22+abc

Ayni satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanmndaki farkli kiiciik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir (Tukey Coklu

Karsilagtirma testi, P<0.05).
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Cizelge 4.11. Kullanilan bakirli preparatlarin P. s. pv syringae izolatlarinin in vitro
poplilasyonu gelisimi iizerine etkisi

Bakirh Preparatlar Koloni sayisi
Bakarsiilfat 153,74c
Bakirhidroksit 155,74b
Bakiroksikloriir 157,48a
Kalsiyum hidroksit bakirsiilfat 157,61a

Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkl kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu gosterir (Tukey Coklu Karsilagtirma testi, P<0.05).

Cizelge 4.12. Bakirli preparatlarin farkli dozlarinin P. s. pv syringae izolatlarinin in vitro
popiilasyonu gelisimi iizerine etkisi

Doz Koloni sayisi
Kontrol 176,77a
400 130,45h
300 140,429
200 147,08f
100 153,47e
50 160,08d
25 166,41c
10 173,41b

Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel
olarak énemli oldugunu gosterir (Tukey Coklu Karsilagtirma testi, P<0.05).

Cizelge 4.10, 4.11 ve 4.12°de bakirl preparatlarin P. s. pv syringae popiilasyonuna karsi
in vitro kosullarda etkilerini hesaplanmistir. Farkli lokasyonlardan izole edilen etmenin farkli
bakirli preparat igeren besi ortamindaki koloni sayimlari, kontrol ile kiyaslandiginda
Balikesirden elde edilen izolatlarin bakir uygulamalarina karsi diger lokasyon izolatlarindan
daha hassas oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.11 ve 4.12°de goriildiigii iizere koloni sayisi
iizerine en etkili bakirl preparat bakirsiilfat en etkili doz ise 400 pg/ml olarak belirlenmistir.
Cizelge 4.9°da bakirli preparatlarin, farkli lokasyonlardan elde edilen P. s. pv syringae
izolatlariin koloni sayilarindaki etkisi kontrole gore kiyaslanarak belirlenmistir. Bakirsiilfatin
400 pg/ml dozunun Balikesir, Bursa, Canakkale, Istanbul, Kirklareli ve Tekirdag
lokasyonlarindan elde edilen P. s. pv syringae’nin koloni gelisimini sirastyla %28, %35, %31,

%33, %35 ve %25 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Calismada bakirli preparatlarin yani sira Maneb ve Mancozeb preparatlarida
kullanilmistir. 10 ppm doz uygulanan petrilerde bakteri gelisimi kontrole oranla neredeyse yar1

yariya iken 25 ppm doz uygulandiginda izolatlarin gelismedigi goriilmistiir (Cizelge 4.10).

In vivo ¢alismalar: Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bahce Bitkileri Boliimii
Uygulama bahgesinde kurulan denemede Aliette (400 gr/100 L), Kocide (400 gr/100 L),
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Goztast (600 gr/100 L), Bestbakir (400 gr/100 L) ve Tricopper forte (300 gr/100 Lgr/100I)
kimyasallar1 kullanilarak tesadiif bloklar1 deneme desenine gore her kimyasal icin 7 tekerriir
olacak sekilde deneme kurulmustur. Deneme kuruldugu donemdeki iklim verileri Ek2’de
verilmistir. Cizelge 4.13 ‘de goriildiigii gibi P.s pv. syringae nin kiraz agaglarinda sebep oldugu
belirtiler géz oniinde bulundurularak hastalik siddeti belirlenmistir. Her bir agactan rastgele
alinan 50 adet siirgiinden elde edilen izolatlarin LOPAT tan1 karakteri ile tanis1 yapilarak P. s.

pv. syringae oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.13. Farkli kimyasal preparat uygulamalarinin in vivo hastalik siddeti lizerine etkisi

Kimyasal Preparat Hastalhk Siddeti Etkinlik Hastaligin Bulunmasi
(etken bileseni) (%) (%) (%)

Aliette (Fosetyl-Al) 69,84+7.47a 30,16 66,84+5,21ab
Kocide (Bakir hidroksit) 14,28+2.97b 85,72 21,72+0,99¢c
Goztas1 (Bakar siilfat) 19,04+2.02b 80,96 23,14+0,99¢c
Bestbakir (Bakir oksikloriir) 19,04+1.70b 80,96 24,58+1,80c
Tricopper forte (Bakir Tuzlar1 + 26,98+4.61b 73,02 41,72+1,84bc
Mancozeb)

Negatif kontrol (su) 19,0442.77b 80,96 35,14+1,41c
Pozitif kontrol (Pss siispansiyonu) 80,95+8.99a 19,05 68,96+5,47a

Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu gosterir (Tukey Coklu Karsilagtirma testi, P<0.05).

Cizelge 4.13de hastalik siddetine kars1 Aliette uygulamasinin pozitif ve negatif kontrol
ile kiyaslanmasi yapildiginda hastalik siddeti {izerine istatistiksel olarak bir etkisi olmadigi
goriilmektedir. Aliette dayanikliligi tesvik etme 6zelligine sahip bir preparat olmasina ragmen,
patojene kars1 etkili olmamaistir. Bunun sebebi ise Aliette’nin uygulanma zaman ile ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Patojen inokulasyonundan sonra Aliette uygulamasi yapildiginda, hastalik

siddeti lizerine etkili bir preparat olmadi goriilmiistiir.

Kocide, Goztasi, Bestbakir ve Tricopper forte uygulamalar: hastalik siddeti tlizerine
olan etkilerine bakildiginda istatistiksel olarak ayni1 grupta bulunmalarina ragmen, agaclardan
alinan dal Orneklerinde hastaligin izole edilmesi sonucunda belirlenen hastaligin bulunma
oranina bakildiginda Kocide, Goztasi ve Bestbakir uygulamalari, Tricopper forte

uygulamasindan ayr1 bir grupta yer almaktadir.
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Ayrica denemede negatif kontrol olarak sadece saf su uygulanmis olmasina ragmen
Cizelge 4.13’de hastalik siddeti 9%19,04 ve hastaligin bulunma orani ise %35,14 oraninda
hesaplanmistir. Denemede negatif kontrole patojen inokulasyonu yapilmamasina ragmen
hastaligin goriilmesinin nedeni ise, patojenin riizgarla veya yagmurla ayni bahge i¢indeki diger

agaclara taginabilecegi ihtimali olarak diistiniilmiistiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

P. s. pv. syringae’nin neden oldugu Bakteriyel kanser hastaligi, ilkemiz i¢in 6nemli bir
ihracat iriinii olan kirazin kalite ve veriminin diismesine sebep olan bakteriyel hastalik

etmenidir.

Ulkemizde hastalik ilk defa Karaca tarafindan 1996 yilinda rapor edilmistir. Sonraki
caligmalarda etmen Antalya, Mersin ve Adana’da turunggillerde (Mirik ve vd., 2005), Erzurum
ve cevresinde kayisilarda (Gormez, 2011), Marmara ve Ege Bolgelerinde kiraz ve Ege

bolgesinde bademlerde tespit edilmistir (Ertimurtas ve Ozaktan 2014: Mirik vd., 2015)

Calismamizda Marmara Bolgesi kiraz iiretim alanlarinda bakteriyel kansere sebep olan
hastalik etmenleri izole edilmis, klasik, biyokimyasal ve PCR yontemleri ile tanilar1 yapilmistir.
Hastalik etmeninin klasik testler ile tamisinda LOPAT ve GATTa tani karakterleri
kullanilmustir. Test sonuglar (+---+) vererek toplanan izolatlar P. syringae olarak tanilanmustir.
Yapilan GATTa testleri sonuglarinin (++--) olarak belirlenmis ve izolatlarin P. s. pv. syringae
olarak tanilar1 yapilmistir. Elde ettigimiz tan1 sonuglar1 ile Bultreys ve Kaluzna (2010)
tarafindan yapilan ¢aligmalara benzerlik oldugu goriilmiistiir. Molekiiler tan1 yontemlerinden
olan klasik PCR ile izolatlarin tanilanmasinde referans olarak Bereswill vd., (1992) ve Abbasi
vd., (2013) calismalar kullanilmustir. SyrB ve cfl primer setleri kullanilarak gergeklestirilen tani
caligmalar sonucu 82 izolattan 63 adet izolat 752 bp uzunlugunda bant olusturarak P. s. pv.
syringae olarak tanilanmis ve c¢alismalardan elde edilen sonuglara paralellik gostermistir.
Pozitif reaksiyon vermeyen 19 adet izolat ise kirazda patojen olarak belirlenmis ve

Pseudomonas karakteri gostermistir.

Farkli lokasyonlardan izole edilen P. s. pv. syringae olarak tanilanan izolatlar arasindaki
genetik karakterizasyonu ortaya koymak i¢in ERIC-, REP- ve BOX-PCR metotlarindan
yararlanilmistir. Kullanilan bu metotlarin izolatlar aras1 genetik karakterizasyonu belirlemedeki
hassasiyetinin degiskenlik gosterdigi yapilan bir¢ok ¢aligmalarda bildirilmistir. Menard ve ark.
(2003), kayisi ve yabani kirazdan elde ettikleri P. s. pv. syringae izolatlarin genetik
karakterizasyonunu belirlemede ERIC ve BOX-PCR metodlarmin etkili oldugunu belirtirken,
Vicente ve Roberts (2007), yabani kiraz ve kirazdan izole ettikleri P. s. pv. syringae
izolatlarinin ayriminda ERIC- REP- ve BOX-PCR ydntemlerinin hepsinin de izolatlarin tiir ve
irk ayriminda kullanilabilecegini tespit etmislerdir. Calismamizda farkli lokasyonlardan izole

edilen P. s. pv syringae izolatlarin genetik karakterizasyonunu belirlemede ERIC-REP ve
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BOX-PCR metotlarindan her birinin hassas olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Bir¢ok
arastiricinin da belirttigi gibi ¢alismamizda da goriildiigii gibi izolatlarin ayiriminda ERIC-
REP- ve BOX-PCR yontemlerinin kullanilabilecegi ortaya konmustur. Ayrica yapilan ayirim
caligmalarinda izolatlar arasindaki benzerliklerin toplanilan lokasyona bagli olmadigi
belirlenmistir. Sekil 4.5.5 ERIC ,REP- ve BOX-PCR kiimiilatif dendogramina gore C109, C110
ve C111 izolatlar1 sirasiyla Kirklareli, Tekirdag ve Bursa sehirlerinden izole edilmis ve farkl
lokasyonlardan olmalarina ragmen %100 oraninda benzerlik gdstermislerdir tipki C102
Tekirdag ve C101 Balikesir izolatlarin birbirne yakin oranda benzerlik gostermesi gibi. Fakat
C104, C105 ve C106 izolatlarinin her ii¢li de Canakkale’den izole edilmesine ragmen C104
izolatt C105 ve C106 izolatlarina benzerlik gostermemektedir. Calisma sonuclarina gore
izolatlarin toplandigi lokasyonlarin, izolatlarin birbirlerine benzerlik oralariyla iligkili olmadig:

saptanmistir.

Izolatlarin genetik akrabaliklarimi belirlemek icin yapilan ¢oklu gen bdlgesi sekans
calismast MLSA ile farkli lokasyonlardan toplanan izolatlarin birbirlerine olan genetik
yakinligina bakilmigtir. Kullanilan gyrB, rpoD (rpoDs, rpoDp) ve gltA housekeeping genlerinin
sekans sonuglar1 ile Neighbor-joining filogenetik agaci olusturulmustur. Ayrica elde edilen
izolatlar ile NCBI’ da kayith olan P. syringae izolatlar1 kiyaslanarak izolatlar arasi genetik
yakmlik belirlenmistir. MLSA sonuglarina gore kirazdan elde edilen P. s. pv. syringae
izoatlatlari, P. s. pv. syringae, P. s. pv. atrafaciens ve P. avellanae izolatlar1 ile yakinlik
gostermislerdir. Kaluzna (2019) kizilciktan elde ettigi P. s. pv. syringae izolatlarin P. avellanae
izolat1 ile yakinlik gosterdigini tespit etmistir. ERIC- REP ve BOX- PCR ¢alismalarimizda da
belirledigimiz gibi lokasyon farkliliginin genetik yakinlik iizerine etkisi olmadigt MLSA
caligmalarimiz ile desteklenmistir. Canakkale C106 ve Tekirdag 110 izolatlar1 birbirine
yakinlik gostermesine ragmen C110 izolati Tekirdag’ dan izole edilen C101 ve C107
izolatlarma yakinlik gdstermemektedir. C104 Canakkale ve C108 Istanbul izolatlar1 birbirne
yakinlik gosterirken, C104 izolat1 ile Canakkale C106 izolat: ile ayni lokasyondan olmasina
ragmen birbirlerine yakinlik géstermemektedir. Bu sonuglar ayni konukcudan elde edilen farkl
lokasyona ait P. s. pv. syringae izolatlarinin genetik yakinliginin lokasyon ile iligkili olmadigi

belirlenmistir.

[zolatlar aras1 genetik farklilik, molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile %96 oraninda
belirlenmistir. Kullanilan housekeeping genler igerisinde gItA geninin ¢alismamizda

kullandigimiz kiraz izolatlar1 arasindaki filogenetik akarabaligin belirlenmesinde diger genlere

74



gore hassas oldugu belirlenmistir. Caligmada farkli lokasyonlardan izole edilen izolatlar
arasindaki haplotip c¢esitliligin olmadig1 belirlenmistir. MLSA ¢alismalar1 sonucunda elde
edilen sekans sonuglari GenBankasi (NCBI) veri tabanina yiiklenerek erisim numaralari

alimmustir.

Molekiiler olarak tanisi desteklenen 63 adet P. s. pv. syringae izolati i¢erisinden her
lokasyonu temsil edecek sekilde 12 adet izolat rastgele sec¢ilmistir. Secilen izolatlarin MALDI-
TOF ile tanilanmasiyla izolatlarimizin P. S. pv. syringae oldugu desteklenmistir. Her lokasyonu
temsil eden bu izolatlarin genetik karakterizasyonlar1 ve filogenetik akrabaliklarini belirlemek
icin ERIC-, REP- ve BOX-PCR ve gyrB, rpoDs, rpoDp ve gItA housekeeping genleri
kullanilarak MLSA ¢alismalar1 yapilmistir. Doktora tezinin bu kismi TUBITAK 2214-A
Yurtdis1 Doktora Siras1 Arastirma Bursu kapsaminda Amerika Tennessee State University, Otis
L. Floyd Nursery Research Center, Fitopatoloji laboratuvarinda yapilmistir. ERIC-, REP-,
BOX-PCR c¢aligmalarina gore izolatlar arasindaki benzerligin izole edildigi lokasyon ile
baglantili olmadigi belirlenmistir. MLSA ¢alismalari ise ERIC-, REP- BOX-PCR ¢alismalarini
destekler nitelikte sonu¢ gostererek lokasyon farkliliginin izolatlar arasi akrabalikta etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Bunun sebebinin ise izolatlarin tek bir konuk¢udan izole edilmis
olmasi, Marmara Bolgesi kiraz iiretim alanlarmin iklim, toprak yapisi, kiraz varyetesi
bakimindan farklilik géstermemesi, kiraz fidan1 temininde bolge genelinde tek bir firmadan

fidanlarin satin alinmasi gibi faktorlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Diinyada kiraz iiretim alanlarinda ciddi kayiplara sebep olan hastalik etmeni ile
miicadelede, etmenin konukcusu ile olan kompleks iliskisinden dolayr dayanikli ¢esit
gelistirilmesi oldukc¢a zordur (Kennelly vd., 2007). Etmenin miicadelesinde cesitli giibre
kullannm1 ve bakirli preparatlar Onerilmektedir (Sayler ve Kirkpatrick, 2003). Marmara
Bolgesinde hastalik etmenine karsi kullanilan bakirli preparatlar in vitro ve in vitro sartlarda
denenerek bakir uygulamasinin hastalik {izerine etkisi belirlenmistir. Ticari dozlarinin altinda
uygulanan bakirli preparatlarla yapilan petri denemesi ile hem izolatlarin bakira hassasiyeti hem
de oOnerilen doz altinda preparat kullanimin popiilasyon gelisimi iizerine etkisi in vitro
caligmalarda belirlenmistir. Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi uygulanan dozlarda bakteri
poplilasyonu uygulama yapilmayan petrilerde gelisen kontrole gore %50 oraninda bir azalma
gostermemigtir. Fakat 200, 300 ve 400 ppm dozlarinda koloni miktarinda azalma oldugu
belirlenmistir. Arazi denemelerin Aliette, Bestbakir, Goztasi, Kocide ve Tricopper forte

kullaniminin hastalik iizerine etkisi degerlendirilmistir. Deneme sonucunda Kocide uygulanan
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agaclarda hastalik siddetinin %85,72 oraninda engellendigi belirlenmistir. Bazi ¢alismalar
hastalik etmenine karsi Kocide kullaniminin etkili oldugunu bildirirken (Scheck ve Pscheidt,
1998), bazi arastiricilar ise hastalik etmeni olan P. s. pv. syrinagae’ nin bakira kars1 dayaniklilik
gelistirdigini belirlemislerdir (Cazorla vd., 2002). Arazi denememizin sonucuna gore hastalik
siddeti lizerine Kocide kullaniminin etkili oldugu belirlenmistir. Aktepe ve Aysan (2018), elma
bahgelerinde Aliette kullaniminin Erwinia amylovora gibi hastalik etmenleriyle miicadele etkili
sonuglar verdigini belirlemislerdir. Calismamizda kiraz bahgelerinde Aliette kullanimin P. s.
pv syringae nin sebep oldugu hastalik siddeti lizerine etkili olmadigi tespit edilmistir. Bunun
sebebinin ise Aliette’nin uygulama zamani ile ilgili oldugu diistiniilmektedir. Caligmada Aliette
tipk1 bakirli preparatlar gibi patojen inokulasyonu yapildiktan sonra kullanilmis ve bu sebepten
dolay1 hastalik siddeti lizerine etkili bulunmamigstir. Patojen inokulasyonundan dnce Aliette
uygulamasi yapildiginda bitki savunma sistemini aktif hale gegirerek patojen iizerinde etkili

olmaktadir. Deneme kurulurken uygulamada yapilan hatadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Hastalik etmeninin bakirli preparatlara karsi hassasiyetinin belirlenmesine yonelik in
vitro ve in vivo denemeler yapilmustir. /n vitro ¢alismalarda kullanilan bakirli preparatlarin
tavsiye edilen dozlar ve altindaki dozlar kullanilarak petri denemesi kurulmustur. Bunun nedeni
ise tavsiye edilen dozlarm altindaki dozlar kullanildiginda hastalik etmeninin gelisimi iizerine
herhangi bir etkisinin olup olmadigini olmadigin1 belirlemektir. Bakirin sicakkanlilara ve
bitkilere olan toksik etkisi gbz onilinde bulunduruldugunda yiiksek oranda kullanilan dozlarin
olumsuz etkileri de artmaktadir. Tavsiye edilen dozun altinda kullanilacak bir dozun tespit
edilmesi hem kimyasalin yan etkisini azaltacak hem de ¢ift¢iye Onerilebilecek yeni bir doz
olacagi distnilmustir. Calisma sonucunda 200 ppm, 300 ppm ve 400 ppm doz
uygulamalariin bakteri popiilasyonunun kontrole gore popiilasyonu diislirdiigii fakat bu
azalisin %50 oraninda olmadig1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglar istenilen kimyasallarin EC

ve ED’si belirlenecek ¢alismalarin yapilmasi yerinde olacaktir.

Calismanin diger bir kisminda ise, Kocide, Bestbakir, Goztasi, Aliette ve Tricopper forte
ticari isimli kimyasal preparat uygulamalarinin hastalik siddeti {izerine olan etkileri arazi
sartlarinda belirlenmistir. Bu amacla kullanilan kimyasallarin 6nerilen dozlari ile deneme
kurulmugtur. Calisma sonucunda Alieete uygulamasinin hastalik siddeti tizerinde etkili
olmadigi, Kocide uygulamasinin ise hastalik siddetini %85,72 oraninda engelledigi
goriilmiistiir. Genel olarak bakteriyel hastaliklar ile miicadelede Goztasi disinda ruhsath

spesifik bir bakterisit yoktur. Ancak bakirli preparatlarin bakteriyel hastalik etmenlerinin
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kontroliinde kullanilabilecegi onerilmektedir. Son yillarda yapilan bazi caligmalar P. syringae
tiirlerinin bakirl preparatlara kars1 dayaniklilik kazandigini tespit etmistir. Yaptigimiz calisma
sonucunda bakir hidroksit (Kocide) uygulamasinin kirazda bakteriyel kansere neden olan P. s.

pv. syringae ile miicadelede kullanilabilecegi belirlenmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen tiim sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde
Marmara Bolgesi kiraz {iretim alanlarinda bakteriyel dal kanserine neden olan hastalik etmeni

hakkinda ortaya konulan sonug ve Oneriler asagida 6zetlenmistir.

-Marmara Bolgesi kiraz iiretim alanlarina yapilan surveyler sonucunda bakteriyel dal
kanseri hastalik belirtisi gosteren agaclardan alinan 6rneklerden elde edilen izolatlar ile tani
caligmasi yapilmistir. Tan1 caligmalarinda klasik, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerden
yararlanilmistir. Elde edilen izolatlar P. . pv. syringae olarak tanilanmustir. 2016-2018 yillari
arasinda yapilan survey ¢alismalarina gére Marmara Bolgesi kiraz liretim alanlarinda bakteriyel

dal kanserine P. s. pv. syringae’nin sebep oldugu belirlenmistir.

- Farkli lokasyonlardan toplanan P. s. pv. syringae izolatlar1 arasindaki genetik
karakterizasyonu ve filogenetik akrabaligini belirlemek i¢in belirlemek i¢in ERIC-, REP- BOX-
PCR ve MLSA c¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda farkli lokasyonlardaki
kiraz tiretim alanlarindan izole edilen P. s. pv. syringae izolatlar1 arasinda lokasyonun 6nemli
olmadig1 gorilmiistiir. Calisma sonucunda olusturulan dendogramlarda ayni lokasyonlardan
toplanan izolatlarin farkli gruplarda yer aldig1 belirlenmistir. Bunun sebebinin Marmara Bolgesi
kiraz Ttretim alanlarina fidan temin etmek icin ayni firmanin kullanilmasi oldugu

diistiniilmektedir.

- P. s. pv. syringae hastalik etmeni ile miicadele ¢alismalar1 in vitro ve in vivo olarak
yapilmistir. Hastalik etmeninin ekonomik kayiplar1 sebep oldugu kiraz bitkisi iilkemiz i¢in
onemli bir gelir kaynagidir. Bu ¢alismada bakirli preparatlar ve Aliette, Manep ve Mancozeb
gibi preparatlar arazi ve laboratuvar kosullarinda denenerek etkili dozlar1 belirlenmistir. Petri
caligmalar1 sonucunda bakteriyel etmenin popiilasyon yogunlugu iizerine Bakirhidroksit’in
diger bakirli preparatlara gére daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Diger yandan Manep ve
Mancozeb preparatlarmin 10 ppm gibi diisiik bir dozda bakteri popiilasyonunu yar1 yariya
azalttig1 25 ppm dozda ise petri kabindaki bakteri gelisimini engelledigi belirlenmistir. Petri
caligmalari, ileride Manep ve Mancozeb’ in arazi denemelerindeki basarisi {izerine etkisini

belirlemek i¢in arazi denemelerinin kurulmasina 6n ¢aligsma niteliginde altyap1 olusturmustur.
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Arazi denemeleri sonucunda patojen inokulasyonundan sonra uygulanan Aliette’nin, kiraz
bahgelerinde P. s. pv syringae’nin sebep oldugu hastalik siddeti lizerine etkisinin olmadigi ve

Aliette kullaniminin patojen inokulasyonundan 6nce yapilmasi gerektigi belirlenmistir.

Arazi ¢alismalart sonucunda Kocide kullanimimin hastalik siddetini diger kullanilan
kimyasallara gore azalttig1 belirlenmistir. Calisma sonucuna gore kiraz bahgelerinde Kocide
kullanimmin P. s. pv. syringae ile miicadelede etkili sonu¢ verdigi belirlenmistir. Genelde
hastalik ile miicadelede Onerilen Goztas ile istatistiksel olarak ayni grupta olmasina ragmen
sayisal olarak daha 1yi sonu¢ veren Kocide kullanimi, géztaginin bitkinin vejetatif doneminde
fitotoksisiteye neden olmasindan dolay1 alternatif olarak Onerilebilecegi bu sonuglarla ortaya

konmustur.

-Calisma kapsaminda 200, 300 ve 400 ppm doz uygulamalar1 popiilasyonu diisiirdiigii
belirlenmis olmasina ragmen etkili bulunmamistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda bakirli
preparatlarin iist dozlarinin kullanildig: bir ¢aligsma ile popiilasyona etkili dozun belirlenecegi

ve ciftcilere onerilmesi gerekmektedir.

-Hastaligin ortaya ¢ikmasinda ayrica kosullarin énemli kriterlerden biri olmasindan
dolay1 ileride bu hastalik iizerine erken uyari sistemi ¢alismalarinin yapilmasi uygun olacaktir.
Hastaligin gelismesi i¢in 6zellikle kisin belirli bir siire -2, -3 °C gibi sicakliklarin olugmasi
gerekmektedir. Calismanin yapildigi donemlerde ¢evre kosullar1 Ek2’de de goriildiigi gibi

hastaligin gelismesi i¢in uygundur.
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8. EKLER

Ek1. Bakirh preparatlar, Manep ve Mancozeb’in farkli lokasyonlardan elde edilen P. s. pv. syringae izolatlarinin popiilasyonu iizerine etkisi

Swrano | izolat ads Bakiroksikloriir Uygulanan Dozlar (ppm)
10 25 50 100 200 300 400 Kontrol
1 TK1 174.044.51cl | 179.3£3.18a | 171.343.48ab | 167.6+a2.85 167.3+1.45a 168.0+£2.52a | 167.33£2.73b | 174.3£3.48al
2 TK2 177.0+£2.00 ak | 179.3+2.33a 172.6£3.71a | 167.3tac2.19 | 135.0£3.21a 169.343.76a 122.04£2.00b | 165.3£3.28a1
3 TK3 169.0+3.21 dn | 164.0+3.21em | 164.6+2.85ah | 166.0+ad1.73 | 164.0+1.73ac | 157.0£1.73ac | 155.64£2.03b | 165.3+£5.17gl
4 TK4 170.3+1.45dl | 168.0+1.53al | 163.6+1.76ah | 162.0+1.53ag | 151.0+£1.53ac | 143.3£2.40bd | 133.342.60b | 182.6+2.03el
5 TK5 172.0+1.73 ¢l | 170.3+1.45aj | 170.3+2.60ac | 169.0+al.53 | 163.6+2.40ad | 160.6+2.33ab | 150.3+0.88b | 171.3+2.19al
6 TK6 169.6 dm 168.3£1.20al | 162.0+1.73a1 | 157.3£2.73am | 145.6+4.70fn | 145.6+3.48c1 137.6+1.45b | 168.0+2.08el
7 TK7 178.6£0.88 a1 | 173.6+£2.60a | 166.3+1.76ah | 167.0+ac2.08 | 149.3£2.96ek | 145.0+£3.61c1 143.3£2.96b | 179.3+2.33al
8 TK8 162.6+£1.33jn | 160.0£0.671m | 157.3£1.45ek | 153.542.03en | 149.0+1.53ek | 146.3+3.18ch | 140.3+0.88b | 163.0+2.8911
9 TK10 170.0+£0.58dm | 164.0+£2.65el | 157.0£3.79¢k | 152.6+2.60e0 | 145.042.65go | 134.6+2.60hn | 132.0+1.53b | 175.6+1.76al
10 TK13 182.6+1.45af | 174.6+2.96af | 165.342.03ah | 158.0+1.73al | 148.6+0.88el | 142.0+153dk 134.6+2.60b | 186.0+2.08ag
11 TK13 153.34£2.85n | 151.3£2.03n 146+2.08j1 | 140.6+£0.670q | 140.3£1.45jp | 135.3£2.03gn | 131.67+1.67b | 161.0+1.53kl
12 TK17 171.6£1.20dl | 168.6+0.88al | 161.3£0.88a1 | 153.342.03en | 146.3+1.20ek | 140.0+1.73dl | 132.33+1.45b | 174.3+0.88al
13 TK18 181.6+£2.73 af | 171.0+1.15aj | 168.0£1.53af | 159.0+2.31ak | 149.6+1.76ek | 137.0£2.08em | 135.0+£3.79b | 183.6+2.73a1
14 TK19 170.3£1.20 dl | 167.6£1.45al | 162.6+1.45a1 | 157.6+£1.45am | 149.0+3.21ek | 139.0+1.00el 132.0£1.73b | 176.0£1.53al
15 TK20 174.6£2.60 bl | 171.0£1.00aj | 164.3£2.33ah | 158.6+2.60ak | 154.6+3.28bh | 149.3+1.20be | 128.6+2.03b | 175.0£3.79al
16 TK21 182.3£1.76 af | 171.0+£1.53aj | 164.0+2.08ah | 151.342.03go | 139.0+2.08ko | 140.33+0.88dl | 133.6+2.40b | 180.6+4.48ak
17 TK24 161.3£1.45kn | 157.342.19In | 149.3+1.2011 | 140..0£1.15pq | 132.6x1.450p | 124.6+£2.60mn | 123.3+2.03b | 161.6+2.96jl
18 TK25 179.3+1.20 ah | 173.0+£2.31ag | 168.6+1.86af | 156.6+£3.28bm | 146.6+1.86fm | 141.0+3.79dl 129.0+£2.08b | 174.3£2.91al
19 TK27 183.8+2.03 ae | 174.6+2.60af | 165.3+1.45ah | 153.3+2.03en | 149.0+1.73ek | 129.3+1.76kn | 123.6+1.45b | 182.6+3.48aj
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20 TK28 154.3£2.96mn | 157.6+1.76In | 144.0+£2.65kl | 140.6+1.20pq | 135.0+3.21mo | 129.6+3.76jn 122.0+£2.00b | 165.3+3.28gl
21 TK29 168.3+2.73 en | 161.0£1.53hn | 155.6+2.67el | 146.3£2.33lq | 136.0+3.06lp 122.3+1.86n 113.0+4.16b | 173.7+2.96al
22 TK30 181.3+1.83 ag | 178.0+1.73ab | 172.3+4.81a | 164.6+2.60ae | 155.6+3.38dg 143£1.15d1 131.6+£5.46b | 185.0+1.15ah
23 TK31 181.3+3.93 ag | 171.0+£2.08aj | 160.0+1.15a1 144.0+2.65 133.6£3.18np | 128.3+£5.90In 123.6+3.18b | 187.0+3.61af
24 TK33 182.6+1.45af | 170.0+2.89ak | 168.3+2.03af | 162.0+1.73ag | 154.6+2.91bh | 141.0+1.15dl 129.04£3.21b | 182.0+1.71ak
25 TK34 191.0+1.53a | 177.342.19ac | 164.6+2.91ah | 161.3+0.88ah | 149.3+3.48ek | 147.0+3.79ch 138.04+2.08b 192.3+1.76a
26 TK36 168.6+1.86 en | 163.6+2.33em | 153.0+2.08hl | 149.6+2.1%ho | 141.6+0.88jp | 140.3+0.88dl 129.3£2.33b | 169.3+4.48dl
27 TK37 171.3£0.88 dl | 164.6+1.45d1 | 154.0+2.65¢gl | 145.6+2.33mq | 141.3£1.86jp | 141.0+1.00dl 133.0+2.31b 165.6+5.93f1
28 TK38 168.0£2.52 en | 162.3£1.45gn | 158.3+2.40bj | 153.6+2.73en | 149.0+0.58¢k | 147.6+2.40bh 136.6+1.76b | 170.3+1.45bl
29 TK40 175.0 £2.89bl | 169.6+1.20ak | 160.6+5.61a1 158+2.65al 154.6+2.33bh | 150.0+1.15be | 136.33+£2.73dk | 174.0+2.65al
30 TK41 168.6£2.03 en | 163.6+£1.20em | 156.3+1.45el | 150.6+2.33go | 147.3£2.19fm | 144.3£2.91c1 139.3+£1.76b | 169.6+1.20cl
31 TK42 190.0£2.89 ab | 179.0+1.15a | 169.3+2.91ad | 163.3+2.60ef | 156.0+2.08bg | 148.6+0.88bf | 140.0+1.73b | 190.6+2.73ad
32 TK44 180.0+£2.08 ah | 170.0+2.08ak | 165.0+2.65ah | 155.3#2.91cn | 149.3+0.88ek | 140.0+2.31dl 128.6+1.86b | 178.3+6.12al
33 BaK2 171.3£1.86 dl | 164.3+2.33dl | 162.3%1.76a1 | 153.642.03en | 147.3+1.45fm | 142.6+1.75d; 129.3£2.60b | 176.0+1.73al
34 BaK3 167.0+1.54 fn | 158.33£2.60kn | 155.3£2.03el | 146.3+2.031q | 139.6£1.45jp | 135.6£2.33fm | 125.0£3.21b 163.3+3.7611
35 BaK4 172.0£2.65¢cl | 167.0£1.53bl | 162.6+1.45a1 | 153.3£2.03en | 147.3£1.45fm | 142.3+1.76dk | 130.3+2.60b | 173.0+2.65al
36 BaK7 159.6+0.88 In | 152.3£1.76mn | 143.34+2.601 136.04£2.65q 131.6+1.20p 128.0+1.53In 121.6£2.03b 159.0+2.311
37 BaK8 170.6£1.76 dl | 166.0+1.53cl | 157.0+£1.73ek | 147.0£2.08kq | 147.0+2.52fm | 140.0+1.15dl 130.0+£2.31b | 173.0+2.08al
38 BuK1l 175.3£3.48 al | 168.3+2.73al | 161.6£1.20a1 | 153.3£2.60en | 144.3£2.96gp | 135.6£2.03fm | 125.6+2.96b | 177.0+2.52al
39 BuK2 180.6+4.06 ag | 171.6+2.73aj | 168.6+2.03af | 159.6+1.45aj | 150.6+1.20ek | 143.3+£2.03d1 138.0+£1.53b | 187.0+2.31af
40 BuK3 180.3£2.03ah | 172.6+1.45ah | 164.6+£2.60ah | 157.3£2.53am | 151.0+1.53dk | 143.3+2.40d1 133.3+2.60b | 182.6+2.033j
41 BuK6 169.6+1.53aj | 169.6+1.45ak | 159.6+1.45a1 | 150.6+1.20go | 145.6+2.03fn | 139.0+2.08el 130.0+£2.08b | 179.0+2.31al
42 BuK7 178.3£7.86 a1 | 163.0£2.08fm | 157.3£2.19¢ek | 150.6+1.76go | 144.0+2.65gp | 138.0+1.53el 131.0+£2.08b | 176.6+9.39al
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43 BuK8 163.6+£3.18 m | 160.3+0.88jn | 154.3+1.45gl | 147.6+1.45jq | 144.6+1.20go | 137.0+1.73em | 127.6+£1.86b | 169.0+2.8%€l
44 BuK9 165.6£3.21 gn | 169.6+0.88ak | 164.6+1.20ah | 158.3+1.20al | 146.6+2.03fm | 142.6+2.40dj 130.0+1.15b | 182.3+4.81ak
45 BuK10 184.6+2.91ad | 176.0+2.08ad | 163.3+2.33ah | 156.3£2.03bm | 146.6+2.03fm | 138.3+1.20el 128.3+£2.73b | 187.0+5.13af
46 CK1 173.6£2.33 cl | 172.3£2.03ah | 162.3+2.03a1 | 159.6+0.88aj | 155.0+£3.06bh | 141.6+1.76dk | 127.6+1.86b | 179.0+2.31al
47 CK2 179.3+4.70 a1 | 171.6+3.53 aj | 163.6+2.91ah | 154.04£3.06dn | 154.3£2.91c1 | 140.0+1.15d1 126.6+3.48b | 173.0+8.89al
48 CK4 178.6+4.10 a1 | 173.0+2.08ag | 166.6+1.86ag | 160.6+1.20a1 | 152.0+1.73cj | 146.0£2.31ch 135.6+£2.96b | 179.0+5.51al
49 CK5 165.6£6.17 gn | 160.6+1.761n | 155.6+1.86el | 148.6+0.8810 | 143.6+2.03gp | 132.6+3.531n 121.6+2.73b | 171.6+4.81al
50 CK6 164.6+2.60 hn | 161.0+1.00hn | 159.6+1.20a1 | 153.0+2.31en | 148.3+3.53el | 138.3+2.19el 126.0+2.08b | 164.3+3.18hl
51 CK7 170.6+1.76 dl | 166.3+1.33bl | 162.6+2.60a1 | 158.0+1.53al | 151.6+1.86¢ck | 150.0+0.58be 143.0+2.31b | 172.3+2.40al
52 CK8 187.8+ 1.45ac | 175.3£0.88ad | 169.0+2.65ae | 160.0+0.58a1 | 151.0+1.15dk | 142.6+2.03dj 134.6+3.18b | 186.6+3.93ag
53 CK9 168.0£2.52 en | 165.0+2.08el | 160.3+0.88a1 | 153.0+1.73en | 150.0+0.58ek | 143.6+2.33d1 133.34£3.84b | 173.0£7.21al
54 CK10 172.0£1.53 cl | 170.3+3.18aj | 162.3+1.45a1 | 154.6+2.60dn | 143.0+1.15hp | 140.3+1.45dl 123.34£2.85b | 178.0+3.21al
55 CKl11 180.0+1.15ah | 168.3+1.76al | 158.0+1.53bj | 150.6+1.76go 141.6+0.88 138.3+1.20el 128.6+4.81b | 184.0+2.65ah
56 CK12 170.3£0.33 dl | 168.3+1.45al | 160.6+1.20a1 | 154.6+1.45dn | 147.0+2.08fm | 136.0+2.31fm | 122.3+1.45b | 182.6+5.36aj
57 CK13 172.3£1.45¢cl | 165.3%1.45d1 | 157.6£1.45¢cj | 150.3£2.1%ho | 141.0£1.73jp | 137.3+1.45em | 126.0+2.52b | 184.0+3.21a1
58 KK1 182.3£3.48 af | 166.6+2.03bl | 161.3£1.86a1 | 152.3£1.45go | 150.0+1.73ek | 145.04+2.08c1 132.6+3.84b | 191.0+1.00ac
59 KK2 180.6+2.33 ag | 173.6+2.03ag | 167.3+1.76ag | 160.0£0.58a1 | 152.3£1.45cj | 148.0+1.53bg | 135.6+3.18b | 182.0+2.52ak
60 KK3 182.3+2.85 af 170+2.31ag | 164.6+2.33ah | 157.3£2.19am | 152.0+1.53¢cj | 148.6+£2.03bf | 137.0£1.73b | 191.6+1.76ab
61 KK4 177.3£1.454aj | 170.3+0.88aj | 162.6+1.45a1 | 157.6+1.45am | 151.0+£1.00ek | 144.0+2.08c1 137.04£2.65b | 183.3£2.03a1
62 IsK1 173.6£2.33 ¢l | 166.6+2.03bl | 161.6+1.20a1 | 158.0+£2.31al | 149.3£1.20ek | 145.3£2.03c1 136.0£2.31b | 179.3£5.49al
63 IsK2 183.0£2.53 ac | 174.0£2.31ag | 166.3+£1.76ah | 160.0+0.58a1 | 158.0+£2.08af 147.3£1.76 136.6+2.40b | 189.3+0.33ae
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Bakirhidroksit Uygulanan Dozlar (ppm)

Sira no | izolat ad
10 25 50 100 200 300 400 Kontrol
1 TK1 171.334+4.98bl 176.67+1.76a | 171.00+£3.21ab | 166.67+3.28ab | 165.67+1.76ab | 165.00+2.52a 163.33+1.67a | 174.3£3.48al
2 TK2 175.00+1.73ak 175.00£2.65a 171.00+£3.79a | 166.67+1.45ac | 164.67+0.88a | 160.67+1.20ab | 156.67+1.76ab | 165.3+£3.28a1
3 TK3 169.00+3.21dn | 164.33+£2.96em | 162.00+2.52ah | 159.33+1.20ad | 160.00+0.58ac | 150.33+£2.03be | 145.67+2.03be | 165.3+5.17¢gl
4 TK4 170.67+1.20dl 169.33+1.45al | 165.33+1.20ah | 162.00+£1.53ag | 159.00+0.58ae | 153.00+2.08bd | 150.33+£2.03bc | 182.6+2.03¢l
5 TK5 172.00+1.73cl 169.33+0.67aj | 169.67+0.67ac | 167.67+1.20a | 163.33+2.33ad | 155.67+2.96ac | 148.33+1.86bd | 171.3+2.19al
6 TK6 168.67+0.88dm 167.00+1.00al | 162.00+1.73a1 | 157.00+2.65am | 146.00+4.00fk | 145.33+3.53c1 | 138.00+1.15de | 168.0+2.08el
7 TK7 178.33+0.33a1 173,66ag 163.67+0.67ah | 162.00+1.00ac | 148.33+2.40ej | 145.00+3.00c1 136.00+2.08el | 179.3+2.33al
8 TK8 160.00+1.15jn 159.33+0.33m | 156.67+0.88ck | 153.33+2.03en | 148.00+1.15¢j | 146.00+2.08ch | 137.33+3.28d1 | 163.0+2.8%11
9 TK10 171.00+1.53dm 164.00+3.06dl | 158.00+2.65¢ck | 151.33+2.03fo0 | 144.33+£2.19fk | 134.00+1.53Ir 131.33+1.86fo0 | 175.6+1.76al
10 TK13 179.67+4.37af 171.67+2.19af | 164.67+1.45ah | 161.00+1.73al | 151.67+2.67dh | 142.33+2.40dl 136.67+2.33dj | 186.0+2.08ag
11 TK13 153.33+2.85n 151.33+£2.03n 146.00+2.08jl | 140.67+0.670q | 140.33+£2.03hl | 135.33+£2.03hr | 131.67+1.67fn | 161.0+1.53kl
12 TK17 171.67+1.20dl 168.67+0.88al | 161.33+0.88a1 | 152.67+1.45en | 148.67+0.88dj | 139.33+2.73fo | 129.67+1.45fo | 174.3+0.88al
13 TK18 181.00+3.06af 170.67+1.45a] | 166.33+1.33af | 159.00+2.31ak | 148.67+2.60dj | 136.67+1.86hp | 131.67+1.45fn | 183.6+2.73a1
14 TK19 172.33£1.20dl 167,66al 161.67+0.88b1 | 157.33+1.20am | 148.00+3.21¢j | 138.67+0.88fp | 131.33+1.20fo | 176.0+1.53al
15 TK20 175.67+1.76bl 169.33+0.67aj | 161.67+0.88ah | 157.00+1.73ak | 151.33+£0.88dh | 144.00+=1.73dl | 128.67+2.03fo | 175.0+3.79al
16 TK21 177.67+3.38af 169.67+0.67aj | 163.67+1.45ah | 152.00+2.65gp | 138.00+1.53j1 | 138.67+0.88fp | 127.00+1.15ho | 180.6+4.48ak
17 TK24 161.67+1.20kn 156.33+1.76In | 149.33+£1.2011 | 140.00+1.150q 131.33+0.88l 124.67+1.45rs | 121.67+0.88mq | 161.6+£2.96jl
18 TK25 177.33+0.88a1 170.67+1.20ag | 167.00=1.15af | 156.67+2.73bm | 145.67+1.86fk | 137.67+1.45hp | 127.67+3.481p | 174.3+2.91al
19 TK27 183.33+2.03ae 174.67+2.60af | 165.33+1.45ah | 153.33+2.03en | 148.00+1.00ej | 129.33+1.76ns | 123.67+1.45mq | 182.6+3.48aj
20 TK28 159.00+£3.06mn | 156.33+1.86kn | 143.33+£2.03kl | 139.67+1.76pq | 135.00+3.21kI | 129.00+3.210s | 120.67+0.67nq | 165.3+3.28gl
21 TK29 168.67+0.88en 160.67+0.88hn | 155.67+1.76fl 143.00+2.0lq 135.00+2.52kl 121.33+0.88s 111.67£3.76q | 173.7+£2.96al
22 TK30 180.33+0.88ag 172.33+£1.45ab | 165.67+1.76a | 161.33+0.88ae | 153.67+£2.96be | 142.33+0.88dl | 128.33+4.06fo | 185.0+1.15ah
23 TK31 180.00+2.65ag 169.67+1.43a) | 159.33+0.67a1 | 142.67+2.73nq 130.33+1.86l 125.00+£2.65q0s | 120.00+0.58nq | 187.04+3.61af

92




24 TK33 177.67+2.33af 170.00+1.73ak | 162.33+2.85af | 159.33+1.20ag | 152.33+£1.20cf | 139.33+0.88fo0 | 126.67+2.03hp | 182.0+1.71ak
25 TK34 188.33+0.88a 175.33£2.19ac | 165.33+2.33ag | 160.00+£0.58ah | 149.67+3.18d1 | 143.67+2.33dl | 137.00+£1.53d1 | 192.3£1.76a
26 TK36 171.67+£3.76en | 162.67+2,19em | 154.67+2.19hl | 149.00+1.53hq | 140.67+067jl | 140.00+0.58en | 128.33+2.03fo | 169.3+4.48dl
27 TK37 170.33+0.88dl 164.67+£1.45dl | 154.00+2.65g! | 145.6742.33mq | 141.33+1.86jl | 140.00+0.00en | 133.00+2.31fm | 165.6+5.93f1
28 TK38 170.00+1.73en 162.33+£0.88fn | 157.67+£1.20bj | 154.00+£2.52en | 148.67+0.88dj | 145.67+2.33c1 | 136.33+1.45dk | 170.3+1.45bl
29 TK40 174.67+2.33bl 168.67+1.20ak | 159.67+4.10a1 | 156.33+2.03al | 154.66+1.15dh | 149.00+0.58cf | 136.33+2.73dk | 174.0+£2.65al
30 TK41 168.67+2.03en | 163.67+1.20em | 156.33+1.45dl | 150.67+2.33gp | 147.33+2.19fj | 143.33+2.19dl | 139.33+1.76cg | 169.6+1.20cl
31 TKA42 189.33+1.76ab 177.67+0.88a | 168.00+£2.08ad | 160.33+1.76af | 153.67+2.73bf | 148.67+0.88cg | 140.00+1.73cf | 190.6+2.73ad
32 TK44 178.67+2.19ah 168.00+£2.31ak | 164.00+2.65ah | 154.33+2.60cn | 146.00+1.53ej | 138.00+1.15gp | 128.00+1.53fo | 178.3+6.12al
33 BaK2 172.00+1.53dl 164.33+£2.03dl | 160.33£1.45a1 | 152.00+1.53en | 146.00+£2.08fk | 142.00+2.08el | 124.67+1.20jp | 176.0+1.73al
34 BaK3 165.00+2.52gn | 156.33+2.33kn | 154.00+2.08fl | 146.00+1.73lq | 139.33£1.4511 | 134.33+2.40kr | 119.67+2.33nq | 163.343.761
35 BaK4 172.00+2.65cl 167.00+£1.53bl | 162.67+1.45a1 | 153.33+2.03en | 147.33£1.45f] | 142.33+1.76dl | 130.33+2.60f0 | 173.0+2.65al
36 BaK7 159.67+0.88In | 152.33£1.76nm | 143.33+2.60I 136.00+2.65q 131.67+1.201 | 128.00£1.53ps | 121.6742.03mq | 159.042.311
37 BaK8 170.67+1.76dl 166.00+1.53cl | 157.00+1.73ck | 147.00+£2.08jq | 147.00+2.52f] | 140.00+=1.15en | 130.00+2.31fo | 173.0+2.08al
38 BuK1l 175.00+2.89al 168.33+£1.20al | 160.00+0.58a1 | 153.67+0.58en | 144.00+2.65fk | 134.67+1.45jr | 124.33+2.33kp | 177.0+2.52al
39 BuK2 179.3343.48agag | 171.00£2.52ah | 167.00+£2.08af | 158.67+1.45a] | 150.00+1.15dj | 143.00+1.15dl | 137.00£1.15d1 | 187.0+2.31af
40 BuKs3 179.33+£2.03ah 171.67+1.20ah | 164.33+2.03ah | 156.00+£2.08am | 149.00+0.58dk | 143.00+2.08dl | 131.67+1.33fn | 182.6+2.03aj
41 BuK6 177.67+0.883j 169.00+1.15ak | 159.00+1.53a1 | 149.67+0.67gb | 145.00+1.15fk | 138.33+1.76fp | 127.67+1.86g0 | 179.0+2.31al
42 BuK7 179.00+4.58aj 163.67+1.45fn | 157.00+1.53ck | 149.00+0.58gp | 144.00+1.53fk | 137.67+1.33hp | 127.67+1.45g0 | 176.6+9.39al
43 BuK8 164.33+£2.961n 158.67+1.33jn | 153.67+1.45gl | 147.00+=1.53jq | 143.33+0.88fk | 135.00+1.531r | 126.33+2.19hp | 169.0+2.89¢l
44 BuK9 177.33+1.76a1 168.67+0.67ak | 160.33+1.76ah | 154.33+2.19al | 144.67+1.20fk | 138.00+1.15gp | 126.67+3.53hp | 182.3+4.81ak
45 BuK10 183.33+2.03ad 172.00+1.53ad | 156.67+1.45bh | 150.33+0.33bm | 143.67+2.03fk | 135.00+£2.651r | 124.67+3.28lp | 187.0+5.13af
46 CK1 173.00+1.53dl 171.00+1.53ah | 161.00+1.53a1 | 159.00+0.58a] | 153.67+2.40bf | 140.67+0.88em | 126.67+1.45hp | 179.0+2.31al
47 CK2 177.67+3.93a1 169.33+0.88ah | 160.67+1.20bh | 152.00+1.15dn | 150.67+1.20d1 | 139.00+0.58fo | 124.00+1.53lp | 173.0+8.89al
48 CK4 177.3342.19a1 170.00+0.58ag | 164.33+0.88ag | 158.67+0.88a1 | 149.33+2.03dj | 143.67+1.20dl | 129.00+1.00fo | 179.0+5.51al
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49 CK5 161.33+£3.76gm | 159.67+1.20mn | 154.33+1.45el | 147.67+0.671p | 139.33+£2.1911 | 131.00+2.52ms | 118.33+0.88pq | 171.6+4.81al
50 CK6 163.67+1.76hn | 159.00+0.58hn | 156.67+2.03a1 | 150.33+0.88en | 146.33+2.40fk | 137.67+1.86hp | 121.67+0.88mq | 164.3£3.18hl
51 CK7 169.00+1.53dl 164.67+1.20bl | 160.33+£2.03a1 | 157.00+1.15al | 148.33+3.18ej | 140.33+0.33em | 126.33+1.76hp | 172.342.40al
52 CK8 182.67+1.45ac | 170.33+£0.88ae | 167.33+1.20ad | 155.67+2.40a1 | 147.67+2.40ej | 138.33+£1.20fp | 130.33+0.88fo | 186.6+3.93ag
53 CK9 166.67+2.40en | 164,00+2.08el | 158.67+0.88a1 | 148.67+1.33en | 148.00+1.00ej | 141.67+0.88em | 127.00+1.53hp | 173.0+7.21al
54 CK10 171.33+0.88cl 166.67+1.20a) | 161.00+1.00a1 | 154.33+2.33dn | 141.33+0.88jl | 140.00+1.53en | 120.00+0.58nq | 178.0+3.21al
55 CKl1l1 178.67+0.88ah 164.33+1.76al | 154.00+2.08bj | 148.00+0.58gp | 141.33+1.20jl | 136.00+=1.73hp | 125.33+1.761p | 184.0+2.65ah
56 CK12 172.33+1.20dl 167.67+0.88al | 158.00+1.53a1 | 151.33+£2.33dn | 146.00+=1.73fk | 135.67+£2.03hq | 122.33+1.45mq | 182.6+5.36aj
57 CK13 170.67+1.20ck | 163.67+0.88dl | 160.67+4.26cj | 147.47+1.20gp | 139.67+0.8811 | 137.00+1.15hp | 119.33+2.730q | 184.0+£3.21a1
58 KK1 179.67+2.03af | 163.33£2.03bl | 158.00+1.53a1 | 149.00+2.08fo | 143.33+2.03fk | 143.33+2.03dl | 126.00+2.65hp | 191.0+1.00ac
59 KK2 179.00+0.58ag | 171.00+1.00ag | 165.67+1.20ag | 158.67+0.88a1 | 151.33£1.20dh | 146.00+1.53ch | 125.67+2.601p | 182.042.52ak
60 KK3 179.33+2.40af | 169.00+1.00ag | 161.00+1.53ah | 151.67+0.88am | 149.67+1.45d1 | 144.67+1.45dl | 125.33+2.731p | 191.6£1.76ab
61 KK4 173.33+2.033j 164.00+1.153) | 156.00+2.08b1 | 149.33+0.67am | 146.33+3.18fk | 141.33+1.86em | 130.33+1.20fo | 183.34+2.03a1
62 IsK1 169.33+0.67dl 163.00+1.73bl | 155.00+4.51a1 | 156.67+3.53al | 145.33+2.73fk | 138.67+2.03fp | 126.00+2.31hp | 179.3+5.49al
63 IsK2 177.67+1.45ae | 167.67+1.86ag | 159.67+1.76ah | 150.00+0.58a1 | 144.67+1.45fk | 137.33£1.76hp | 126.67+2.40hp | 189.3+0.33ac

Sira no | Izolat ad1 Bakarsiilfat Uygulanan Dozlar (ppm)

10 25 50 100 200 300 400 Kontrol

1 TK1 166.67+2.401s | 166.67+4.06al | 164.33+2.19ac | 161.33+0.88ac | 159.00+2.31a 159.67+1.67a 149.00+2.31a | 174.343.48al

2 TK2 172.33+1.45bp | 168.33+£1.20ak | 163.67+1.76ad | 157.67+1.86ag | 151.33+0.88ag | 146.33+3.18be | 136.67+1.76ad | 165.3+£3.28a1

3 TK3 168.00+1.53gs | 160.00+0.58hq | 157.33+1.45a1 | 158.33+0.67af | 156.00+2.08ac | 146.67+1.45bd | 135.67+2.03af | 165.3+5.17gl

4 TK4 162.67+1.450t | 163.67+0.88a0 | 161.67+0.88af | 155.33x1.86al | 149.00+0.58cj | 145.33+£3.28bf | 137.00+4.04ac | 182.6+2.03¢l

5 TK5 170.67+1.20cq | 163.00+1.53bo | 163.67+1.76ad | 166.00+1.76a 158.67+0.88ab | 151.00+3.21ab | 141.67+4.84ab | 171.3+2.19al
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6 TK6 165.00+2.52It 162.00+3.06bo | 155.33+2.03a1 | 152.00+3.06bo | 147.33+1.45ck | 139.67+1.45bj | 129.67+2.03bj | 168.0+2.08¢l
7 TK7 178.33+0.333j 170.67+1.76af | 163.67+0.67ad | 162.00+1.00ab | 148.33+2.40cj 145.00+3.00bg | 131.67+4.33bh | 179.3£2.33al
8 TK8 158.33£2.03rt 156.00+1.53mq | 153.33+2.73ck | 146.67+2.031t 144.33+2.73dn | 139.33+1.45bj | 127.33+2.73bj | 163.0+2.8911

9 TK10 168.00£1.53gs | 160.33+£0.88fp | 154.67+1.20a) | 144.67+2.03mt | 137.67+1.20lp | 130.67+2.60hm | 126.33+£3.18bj | 175.6+1.76al
10 TK13 176.33+3.53am | 168.33£1.20ak | 158.67+0.88ah | 154.33+2.03al 148.33+0.67¢j 139.00+5.29bj | 125.33+3.18cj | 186.0+2.08ag
11 TK13 153.33£2.85t 151.33+2.03pq | 146.00+2.081k | 140.67+0.67ru | 140.33£1.4510 | 135.33+£2.03dl | 131.67+1.67bh | 161.0+1.53kl
12 TK17 168.00+£1.53gs | 162.00+£2.52bo | 153.67+1.76bk | 145.00+2.891t 140.334£0.3310 | 136.67+1.45cl 126.33+3.48bj | 174.34+0.88al
13 TK18 177.67+0.67ak | 168.00+1.15ak | 161.67+1.20af | 155.67+1.76ak | 142.00+1.53gn | 132.00+1.00hm | 125.00+2.08cj | 183.6+2.73a1
14 TK19 165.00+1.531t 161.00+1.00ep | 157.67+2.40a1 | 149.00+0.58ds | 140.33+£2.0310 | 134.33£2.19dl | 124.67+2.19¢j | 176.0+1.53al
15 TK20 172.67+1.45ap | 164.00+2.31a0 | 159.33+1.20ag | 153.67+2.03bn | 149.33+0.88b1 | 141.67+1.20b1 | 125.33£2.03cj | 175.043.79al
16 TK21 171.67£2.19bp | 160.00+£0.58gq | 160.33+£2.33ag | 148.33+0.88es | 137.33+1.45mq | 133.67+2.03fl 123.67+2.40ck | 180.6+4.48ak
17 TK24 159.00+£0.58qt | 151.33+1.20pq | 148.67+0.88gk | 136.67+3.53ut | 129.33+1.200q | 118.00+2.08n 114.00£1.53jk | 161.6+2.96jl

18 TK25 173.00+1.73ap | 165.33+1.86an | 157.33%1.45a1 | 152.00+1.73bp | 144.00+2.08en | 127.67+1.45jn | 121.33+£0.88ck | 174.3£2.91al
19 TK27 177.00+2.08al 168.33£1.67ak | 162.00+2.08af | 150.00+1.73dr | 148.00+1.00ck | 125.33+£2.40kn | 117.00+3.79hk | 182.6+3.483j
20 TK28 158.67£2.96qt | 154.33+£2.330q | 142.67+1.45k | 139.33+1.45su | 131.67+1.200q | 125.67+2.19kn | 114.00+3.06jk | 165.3+3.28gl
21 TK29 158.67+2.96qt | 154.33+£2.331p | 142.67+1.45dK | 139.33+1.45ru | 131.67+1.200q | 125.67+2.19mn | 114.00+£3.06k | 173.7+2.96al
22 TK30 180.33+0.88af | 172.33+1.45ac | 165.67+1.76a | 161.33+0.88ac | 153.67+2.96ad | 142.33+0.88bh | 128.33+4.06bj | 185.0+1.15ah
23 TK31 178.00+1.15ak | 169.67+1.45ah | 157.33+£1.76a1 | 141.33+£1.45ru | 128.00+0.58q 124.33+2.03In | 116.33+3.18hk | 187.0+£3.61af
24 TK33 177.67+£2.33ak | 170.00+1.73ag | 162.33+£2.85af | 159.33+1.20ad | 152.33+1.20ae | 139.33+0.88bj | 126.67+2.03bj | 182.0+1.71ak
25 TK34 183.00+1.53ab | 173.67+1.76a 164.33+1.76ac | 156.67+3.38a1 | 149.00+2.65¢j 142.67+1.45bh | 130.33+1.86b1 | 192.3+1.76a

26 TK36 169.67+1.45es | 161.67+1.76dp | 152.33+1.45dk | 145.33+1.76kt | 139.67+0.33jo | 138.67+0.80bj | 121.67+2.03ck | 169.3+4.48dl
27 TK37 167.67+1.76hs | 161.67+0.88dp | 147.33£1.20hk | 143.67+2.73nt | 139.67+0.33jo | 133.67+2.73fl 123.00+3.46¢k | 165.6+5.931]

28 TK38 164.33£2.96mt | 161.67+1.45dp | 154.33+£2.19ak | 150.00+0.58dr | 146.67+=1.45cm | 142.3344.33b1 | 131.00+1.53b1 | 170.3+1.45bl
29 TK40 174.67£2.33a0 | 168.67+1.20a) | 159.67+4.10af | 156.33+£2.03aj | 151.66+0.67af | 149.00+0.58ac | 136.33+2.73ae | 174.042.65al
30 TK41 166.00+1.53ks | 158.00+1.53kq | 153.33+1.76¢ck | 147.00+=1.15ht | 140.67+1.2010 | 136.67+1.20cl 129.33+1.76bj | 169.6+1.20cl
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31 TK42 181.67+3.84ae | 164.33+2.73a0 | 163.33+2.85ae | 155.00<1.15bl | 147.00+2.52cl | 145.33+£2.73bf | 133.33+£2.03ag | 190.6+2.73ad
32 TK44 172.00+£3.21cp | 166.671.76al | 160.67+1.20af | 151.00+1.53cr | 144.67+1.86 134.6742.40dl | 121.33+4.26ck | 178.34+6.12al
33 BaK2 172.00+1.53bp | 164.33+2.03a0 | 160.33+1.45ag | 152.00+1.53bp | 146.00+2.08dn | 138.67+1.45bj | 121.33+4.26ck | 176.0+1.73al
34 BaK3 162.67+1.450t | 155.33+2.73nq | 150.67+2.33fk | 142.67+2.03ru | 137.00+1.73ng | 131.00+£1.15hm | 116.33£1.45hk | 163.3+3.7611

35 BaK4 168.67+0.88fs | 159.67+2.03hq | 156.33+3.18a1 | 150.00+1.73dr | 144.00+2.08en | 140.67+1.20b1 | 120.33+£2.60fk | 173.0+2.65al
36 BaK7 157.67+£2.40st | 149.67+0.33q 143.33+2.60jk | 132.67+2.19u 131.67+1.200q | 128.00£1.53jn | 120.00+2.00fk | 159.042.311

37 BaK8 166.00+1.15ks | 159.33+3.18hq | 153.67+2.03ck | 145.67+1.76kt | 143.67+0.88en | 133.33+2.40fl 123.33+1.76¢k | 173.0+2.08al
38 BuK1 174.3342.33ap | 165.00+2.65an | 156.67+2.85a1 | 153.33+£2.33bn | 140.67+1.2010 | 134.67+1.45dl | 121.00+£2.08dk | 177.0+2.52al
39 BuK2 176.00+2.08am | 167.67+0.88al | 158.3+4.18ah | 152.00+£2.08bp | 146.67+2.40cm | 138.67+0.88bj | 123.67+2.40ck | 187.0+2.31af
40 BuK3 173.00+1.73ap | 167.33+1.76al | 161.00+1.73af | 155.33+£2.03bl | 149.00+0.58cj | 141.67+0.88b1 | 127.00£3.06bj | 182.6+2.03aj
41 BuK6 173.67+1.86ap | 167.67+1.76al | 158.33+1.45ah | 148.00+1.53fs | 142.67+1.45fn | 135.00£2.31dl | 124.00+2.31ck | 179.0+2.31al
42 BuK7 174.67+1.45ap | 162.33+0.88b0 | 154.00+2.31ak | 145.67+2.85kt | 142.33+0.33fn | 132.67+1.86g] | 124.33+£2.33cj | 176.6+9.39al
43 BuK8 163.3342.40nt | 158.33+1.20jq | 151.67+1.20ek | 146.00+1.15kt | 141.67+0.88hn | 135.00+£1.53dl | 125.00£1.73cj | 169.0+2.89¢l
44 BuK9 180.00+1.15ag | 168.67+1.763j 159.33+1.20ag | 153.00£1.73bo | 145.33+1.86dn | 138.33+£1.45bj | 127.67+£2.60bj | 182.3+4.81ak
45 BuK10 184.67+3.53a 172.67+1.86ab | 158.67+0.88ah | 151.33+0.88cq | 146.67+1.45cm | 135.00+£2.65dl | 126.00+£2.52bj | 187.045.13af
46 CK1 175.33+1.45an | 172.00+1.73ad | 161.67+1.20af | 158.67+0.88ae | 151.33+1.86ag | 138.67+1.45bj | 123.33£2.33ck | 179.0+2.31al
47 CK2 177.674£3.93ak | 169.33+0.88ah | 160.67+1.20af | 152.00+1.15bp | 150.67+1.20ah | 139.00+0.58bj | 124.00+1.53ck | 173.0+8.89al
48 CK4 178.6742.03a1 | 169.00+1.53a1 | 161.33+0.88af | 158.00+£0.58ag | 148.33+1.20cj | 142.67+2.03bh | 128.67+0.88bj | 179.0+5.51al
49 CK5 167.3343.48hs | 162.33+2.60bo | 153.67+2.03ck | 146.33+£1.76ht | 140.00+0.5810 | 130.00£2.31in | 115.334£2.601k | 171.6+4.81al
50 CK6 162.33+1.20pt | 155.67+2.85nq | 151.33+1.20fk | 143.67+1.86nt | 138.67+1.86kp | 134.33+2.60dl | 120.33+0.88fk | 164.3+3.18hl
51 CK7 167.67+1.45hs | 162.23+1.20b0 | 159.67+1.45ag | 154.33+£2.19bm | 145.00+1.53dn | 139.00+£1.53bj | 123.00£3.46¢ck | 172.3+2.40al
52 CK8 179.33+1.20ah | 169.00+0.58a1 | 162.33+1.76af | 151.33+£1.45cq | 144.33+2.40dn | 136.00<1.73dl | 127.00+£3.61bj | 186.6+3.93ag
53 CK9 164.33£2.33mt | 157.33+2.191q | 148.67+0.88gk | 142.00+2.00ru | 140.33£1.3310 | 134.33+£2.96dl | 122.33+1.45ck | 173.0+7.21al
54 CK10 167.67+1.45hs | 158.00+1.53kq | 154.33+£2.96ak | 147.67+1.45gs | 140.67+1.4510 | 134.00+£2.65el | 116.67+3.38hk | 178.04+3.21al
55 CK11 174.67+1.20a0 | 166.33+2.73am | 158.00<1.53ah | 147.00+1.00ht | 138.67+0.88kp | 133.33+1.45fl 120.67+2.60ek | 184.0+£2.65ah
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56 CKI12 175.67+1.20am | 168.00+1.15ak | 158.67+0.88ah | 152.00+1.73bo | 144.67+0.88dn | 135.33+2.03dl | 123.33+0.88ck | 182.6+5.36aj
57 CKI13 170.67+1.20cq | 163.67+0.88a0 | 160.67+4.26af | 147.67+1.20gs | 139.67+0.88jo | 137.00+£1.15ck | 119.33+£2.73gk | 184.0+3.21a1
58 KK1 182.67+1.45ac | 164.67+1.86a0 | 159.67+0.33ag | 150.00+1.15dr | 144.67+1.20dn | 143.00+2.31bh | 125.33+£2.19¢j | 191.0£1.00ac
59 KK2 179.33+2.03ah | 171.00+1.15ae | 164.67+0.88ab | 157.00+1.15ah | 148.00+2.65ck | 139.67+1.76bj | 122.00+1.53ck | 182.0+2.52ak
60 KK3 182.00+2.65ad | 169.00+0.58a1 | 159.67+0.33ag | 150.67+0.67dr | 148.67+0.88cj | 143.00+2.08bh | 118.67+0.88ad | 191.6+1.76ab
61 KK4 175.3342.91an | 164.33+1.45a0 | 155.67+1.76a1 | 147.67+1.45gs | 144.00+2.65en | 140.00+£2.65bj | 120.33+4.63fk | 183.3+2.03a1
62 [sK1 170.33+0.33dr | 164.00+1.00a0 | 156.00+4.04a1 | 154.00+£2.31bm | 142.00+2.52gn | 136.00+£2.08dl | 122.67+1.76¢ck | 179.3+5.49al
63 IsK2 178.33+1.33a) | 168.67+0.883j | 158.67+0.88ah | 150.33+0.88dr | 144.00+1.00en | 136.67+1.45cl | 123.67+1.67ck | 189.3+0.33ae
Sira no | izolat ady Kalsiyumhidroksit bakir siilfat Uygulanan Dozlar (ppm)
10 25 50 100 200 300 400 Kontrol

1 TK1 168.33+£3.28fl | 172.67+3.53af | 167.67+1.20ad | 162.00+1.53ac | 162.00+1.00a 158.00+1.53a 154.67+2.60a 174.3+3.48al
2 TK2 174.33+2.33bg | 170.33+0.88ag | 164.33+2.33a1 | 161.00+1.53ae | 158.00+2.52ae | 155.33+2.73ab | 151.33+2.40ab | 165.343.28a1
3 TK3 169.00+2.08el | 165.33£2.91ck | 161.00£1.53aj | 159.67+0.88ah | 159.67+0.33ad | 151.00+1.53ad | 141.33+1.20af | 165.3+5.17¢gl
4 TK4 168.00+1.53gl | 168.67+0.88c1 | 163.67+1.76aj | 158.00+2.65a1 | 155.67+2.85af | 148.67+0.88af | 145.33+2.73ac | 182.642.03el
5 TK5 172.00£1.73dl | 169.33+£0.67¢cj | 169.67+1.20ad | 167.67+1.20a 163.33£2.33ab | 155.6742.96ac | 148.33+1.86ac | 171.342.19al
6 TK6 168.67+0.88dl | 167.00£1.00ck | 162.00+1.73aj | 157.00+£2.65cj | 146.00+4.00fl | 145.33£3.53cm | 138.00+1.15cl | 168.0+2.08el
7 TK7 180.33+0.80af | 173.33+£1.76ae | 164.67+0.88ah | 161.67+0.88ac | 150.00+1.73cl | 144.33£3.88bk | 132.67+2.33do | 179.342.33al
8 TK8 162.00£1.1511 | 159.00+£1.00jn | 155.33+£0.88gl | 151.00+1.00dk | 147.00+0.58el | 144.00+1.53ck | 138.67+2.03ck | 163.0+2.8%11
9 TK10 171.67£1.67bj | 165.00£2.08dk | 157.00£1.73f1 | 150.67+2.19ek | 141.00+£2.65jn | 132.00£1.53mq | 124.67+2.60jp | 175.6+1.76al
10 TK13 182.00+£3.21ad | 173.00£1.73ae | 164.00+1.00a1 | 160.00+0.58ag | 149.33+£0.33cl | 141.33+1.45cm | 133.33+2.96¢cn | 186.0+2.08ag
11 TK13 158.67+2.03kl | 155.33+1.45In | 147.67+1.45Im | 142.00+1.15kn | 139.33+0.67In | 132.00+1.73mq | 128.33+1.67dp | 161.0+1.53kl
12 TK17 171.00+1.53bj | 167.33+1.45¢c] | 159.67+0.88aj | 151.00+1.00dk | 145.33+2.73f | 138.00+2.08fn | 125.33+2.73hp | 174.3+0.88al
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13 TK18 179.67+2.91ag | 170.00+1.73ag | 163.67+0.88aj | 157.33+1.20a1 147.67+1.86el | 133.33£3.18ko | 121.67+4.33mp | 183.642.73a1
14 TK19 171.33+1.76bj | 162.67+1.45gm | 160.00+1.158] | 155.67+1.45c]j 148.00+1.00el | 137.67+€1.20fn | 128.33+1.20dp | 176.0+1.53al
15 TK20 173.33+2.03bj | 168.67+0.33c1 | 161.33+£0.67aj | 157.00+2.08a1 151.00+1.00ak | 142.33+£0.88cm | 126.67+2.73fo | 175.043.79al
16 TK21 181.00+2.08ae | 170.00+0.58ag | 164.67+0.67ah | 153.00+2.65bj 141.33+1.331n | 137.33£1.45gn | 125.00£3.061p | 180.6+4.48ak
17 TK24 161.33+1.33jl | 155.00£1.15mn | 149.00+1.00km | 140.00+1.53In | 130.67+0.67n 121.33+3.48q 118.33+3.280p | 161.6+2.96jl

18 TK25 173.67+1.86b1 | 170.00+£1.53ag | 163.33+1.67aj | 155.67+3.48c]j 144.33+1.45g1 | 136.33+£0.88ho | 125.00+2.891p | 174.3+2.91al
19 TK27 179.67+0.33ag | 172.33+1.45af | 165.33+0.88af | 155.00+1.15bj 148.33+0.67el | 132.67+1.76lo | 125.00+2.650p | 182.6+3.48aj
20 TK28 158.67£2.96kl | 154.33+2.33mn | 142.47+1.45m | 139.33+£1.45mn | 131.67£1.20mn | 125.67+2.190q | 114.00+3.06q 165.3+3.28gl
21 TK29 169.67+0.33el | 165.33+2.03ck | 158.00+1.53dk | 150.00+3.51gl 145.00+4.02f1 124.67+4.18pq | 119.00£3.21np | 173.742.96al
22 TK30 179.00+2.08ag | 174.00£0.58ac | 167.00+£2.00ae | 161.33+0.88ad | 154.33+2.33ag | 145.67+3.28b1 | 125.67+2.40gp | 185.0+1.15ah
23 TK31 182.00+2.52ad | 169.00+£2.08bh | 160.00+1.158j | 149.33+0.88hm | 140.33+1.86kn | 131.671.20mq | 120.00+1.53mp | 187.043.61af
24 TK33 177.67+2.33ag | 170.00+1.73ah | 162.33+2.85aj | 159.22+1.20a1 152.33+1.20a1 | 139.33+£0.88em | 126.67+2.03fp | 182.0+1.71ak
25 TK34 187.67+1.45a | 178.67+1.20a 168.33+1.20ab | 162.00+1.53ac | 153.67+0.88ah | 145.33+1.45bj | 139.67+0.33b1 | 192.3+1.76a

26 TK36 170.67+0.67ck | 164.00+1.73fl 157.33+1.45el | 151.67+0.88ck | 149.33+0.33cl | 148.00+1.00af | 136.67+6.01cl | 169.3+4.48dl
27 TK37 170.33+£0.88dl | 164.67+1.45ek | 154.00+2.65jl 145.6742.33jn | 141.33£1.86m | 140.00+0.00dm | 137.67+2.91ck | 165.6+5.93f1
28 TK38 169.33+2.33el | 162.67+1.33gm | 158.67+0.88bk | 155.33+2.03bj 150.00+0.58¢cl | 149.67+0.33ae | 139.67+0.33b1 | 170.3+1.45bl
29 TK40 175.00+0.58bg | 169.67+0.88 163.00+1.53aj | 157.67+1.45a1 153.33+0.33ah | 149.6740.33ae | 139.33+0.67bj | 174.04+2.65al
30 TK41 170.33+1.45dl | 164.47+0.88ek | 158.33£1.20ck | 154.00+2.08bj 149.67+0.33cl | 146.67£1.20b1 | 140.33+0.88ag | 169.6+1.20cl
31 TK42 189.33+1.76a | 177.67+0.88ab | 168.00+£2.08ac | 160.33+1.76ag | 153.67+2.73ah | 148.67+0.88ae | 140.00+1.73ah | 190.6+2.73ad
32 TK44 179.67+2.91ag | 169.00£1.53bh | 164.67+£2.19ah | 156.67+1.45b1 | 152.67+2.03ah | 147.33+£2.19ah | 140.33+0.88ag | 178.346.12al
33 BaK2 174.00£2.31b1 | 166.00£1.15ck | 161.00+£1.00aj | 154.67+3.18bj 146.67+2.03fl 142.00+£2.08cm | 133.3342.33cn | 176.0£1.73al
34 BaK3 164.33+2.33hl | 158.33+£0.88kn | 155.00£1.15kl | 149.33+0.33hm | 148.00+1.00el | 137.67+3.53fn | 134.00+2.89cl | 163.343.761

35 BaK4 171.00+2.08¢j | 167.67+1.20cj 163.00+1.15a) | 154.67+1.20bj 148.67+0.88dl | 148.33+£1.20ag | 138.00+4.04ck | 173.042.65al
36 BaK7 158.33+2.191 152.33+1.76n 143.33+2.60m | 136.00+2.65n 131.67+1.20mn | 128.00£1.53ngq | 122.33+1.45lp | 159.042.311

37 BaK8 172.67+1.86bj | 165.33+£0.88ck | 159.00+1.00bj | 150.33+1.45fl 147.67+2.19el | 141.67+1.45cm | 133.33+1.76cn | 173.042.08al
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38 BuK1 174.3342.33bh | 169.00+0.58bh | 162.67+2.19aj | 158.33+0.67a1 150.57+1.20bk | 141.33+4.70cm | 130.67+2.19do | 177.0+2.52al
39 BuK2 179.00+2.08ag | 170.67+1.76ag | 169.00+0.58a 162.00+£2.08ac | 150.33+£1.45cl | 143.67+0.67cl | 138.67+0.88ck | 187.0+£2.31af
40 BuK3 179.00+1.53ag | 173.67+2.03ad | 167.00+1.53ae | 160.a33+0.88ag | 151.00+2.08ak | 148.33+0.88ag | 137.67+2.40ck | 182.6+2.03aj
41 BuK6 178.33+1.20ag | 169.33+1.20ah | 162.33+1.86a] | 154.67+2.96bj 149.67+1.76¢cl | 142.6743.18cl | 133.00+2.08do | 179.0+2.31al
42 BuK? 180.67+2.96ae | 168.33+1.20c1 | 162.00+3.00aj | 154.33+2.33bj 149.33+1.45cl | 138.67+0.88en | 129.00+2.08do | 176.64+9.39al
43 BuK8 165.00+2.89h1 | 161.00£1.00hn | 154.67+0.88kl | 149.00+0.58m | 142.67+1.45hm | 135.6740.8810 | 127.00+5.57ep | 169.0+2.89¢l
44 BuK9 177.3343.84ag | 170.33+£1.45ag | 166.33+1.76ae | 160.33+0.88ag | 152.00+4.36aj | 144.67+2.40bj | 133.33+2.40cn | 182.3+4.81ak
45 BuK10 181.00+2.08ae | 172.67+1.45af | 162.00+£2.52aj | 156.67+3.38b1 | 149.67+4.84cl | 141.67+2.19cm | 131.33+0.88do | 187.0+5.13af
46 CK1 174.3342.33bh | 171.33£1.33af | 164.33+£2.60a1 | 160.67+1.20af | 155.67+0.67af | 145.00+£2.31bj | 137.67+1.86ck | 179.0+2.31al
47 CK2 182.00+2.08ad | 170.00+£0.58ag | 165.33+1.86af | 156.33+3.18b1 | 151.33+0.88ak | 149.33+0.88ae | 141.67+2.67ae | 173.048.89al
48 CK4 177.3342.19ae | 170.00+£0.58af | 164.33+0.88ag | 158.67+0.88af | 149.33£2.03ah | 143.67+1.20b1 | 129.00+1.00cl | 179.045.51al
49 CK5 161.3343.76bh | 159.67+1.20bh | 154.33+1.453] | 147.67+0.67fl 139.33£2.19jm | 131.00+£2.52jo | 118.33+0.88kp | 171.6+4.81al
50 CK6 163.67+1.76fl | 159.00+£0.58m | 156.67+1.03el | 150.33+0.88gl 146.33+2.40fl 137.67+€1.86en | 121.67+0.88do | 164.3+3.18hl
51 CK7 169.00+1.53dl | 164.67+1.20ck | 160.33£2.03aj | 157.00+1.15a1 148.3343.18aj | 140.33+£0.33b1 | 126.33+1.76b1 | 172.342.40al
52 CK8 182.67+1.45ab | 170.33+0.88af | 167.33+£1.20ad | 155.67+2.40a1 147.67+2.40cl | 138.33+£1.20bj | 130.33+0.88cl | 186.6+3.93ag
53 CK9 166.67+2.40ck | 167.66+2.19¢] 158.67+0.88aj | 148.67+1.33bj 148.00£1.00cl | 141.6740.88ck | 127.00+1.53b1 | 173.0+7.21al
54 CK10 171.33+0.88ag | 166.67+1.20ah | 161.00+£1.00a1 | 154.33+2.33ag | 141.33+0.88ac | 140.00+1.53ae | 120.00+0.58ck | 178.0+3.21al
55 CKl11 178.67+0.88ag | 164.33£1.76ag | 154.00+£2.083j | 148.00+0.58af | 141.33£1.20ak | 136.00+1.73ag | 125.33+1.76bj | 184.0+2.65ah
56 CK12 172.33+1.20ag | 167.67+0.88ag | 158.00+1.53aj | 151.33+2.33a1 146.00+173a1 135.67+42.03ag | 122.33+1.45ck | 182.6+5.363j
57 CK13 170.67+1.20ae | 163.67+0.88af | 160.67+4.26ac | 147.67+1.20ab | 139.67+0.88ag | 137.00£1.15af | 119.33+2.73bj | 184.043.21a1
58 KK1 179.67+2.03ac | 163.33£2.03af | 158.00+1.53a] | 149.00+2.08bj 143.33+2.03el | 143.33+£2.03cl | 126.00+2.65do | 191.0+1.00ac
59 KK2 179.00+0.58ag | 171.00+£1.00af | 165.67+1.20af | 158.67+0.88ag | 151.33£1.20cl | 146.00+1.53ag | 125.67+2.60bj | 182.042.52ak
60 KK3 179.33+£2.40ae | 169.00+£1.00ag | 161.00+1.53af | 151.67+0.88b1 | 149.67+1.45ah | 144.67+1.45ah | 125.33+2.73ad | 191.6+1.76ab
61 KK4 173.33+£2.03ag | 164.00£1.15ah | 156.00+2.083j | 149.33+0.67hj 146.33£3.18el | 141.33+£1.86b1 | 130.33+1.20cl | 183.34+2.03a1
62 IsK1 169.33+£0.67bj | 163.00£1.73ck | 155.00+4.51a) | 156.67+3.53a1 145.33£2.73a) | 138.67+£2.03cm | 126.00+2.31do | 179.345.49al
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63

IsK2

177.67+1.45af

167.67+1.86af

159.67+1.76a1

150.00+0.58bj

144.67+1.45fl

137.33+1.76dm

126.67+0.33bh

189.3+0.33ae
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Sira | izolat | Maneb Kullamilan Dozlar (ppm) Mancozep Kullanilan Dozlar (ppm)
no | adi 10 25 | Kontrol 10 25 | Kontrol
1 TK1 | 78.67+2.33c1 | 0.00 | 174.33+3.48al | 85.00+3.61cf | 0.00 | 174.33+3.48al
2 TK2 | 74.33+2.33g1 | 0.00 | 183.67+2.73a1 | 97.67+5.36ae | 0.00 | 183.67+2.73a1
3 TK3 69.00+2.081 | 0.00 | 165.33+£5.17gl | 89.00+2.08af | 0.00 | 165.33+5.17gl
4 TK4 | 71.67+2.191th | 0.00 | 168.00+1.53el | 108.00+4.36a | 0.00 | 168.00+1.53el
5 TK5 | 93.33+2.60d1 | 0.00 | 171.33£2.19al | 93.33+2.60af | 0.00 | 171.33+2.19al
6 TK6 | 107.00+3.06eh | 0.00 | 168.00+2.08el | 107.00+3.06ab | 0.00 | 168.00+2.08el
7 TK7 | 80.33+0.88b1 | 0.00 | 179.33+£2.33ak | 99.00+5.13ae | 0.00 | 179.33+2.33ak
8 TK8 | 75.33+3.53eh | 0.00 | 163.00+2.8911 | 105.33+2.40ac | 0.00 | 163.00+2.891l
9 TK10 | 71.67+1.67h1 | 0.00 | 175.67+1.76al | 84.00+4.58df | 0.00 | 175.67+1.76al
10 | TK13 | 82.00+3.21b:1 | 0.00 | 186.00+2.08ag | 88.67+3.84af | 0.00 | 186.00+2.08ag
11 | TK13 | 81.67+£5.04b1 | 0.00 | 161.00+1.53kl | 95.33+6.89af | 0.00 | 161.00+1.53KI
12 | TK17 | 76.33#4.10d1 | 0.00 | 174.33+0.88al | 104.33+5.17ad | 0.00 | 174.33+0.88al
13 | TK18 | 79.57+2.91b1 | 0.00 | 183.67+2.73a1 | 84.00+2.65df | 0.00 | 183.67+2.73a1
14 | TK19 | 74.67+2.91fh | 0.00 | 176.00+1.53al | 88.00+3.46af | 0.00 | 176.00+1.53al
15 | TK20 | 75.33+1.20eh | 0.00 | 175.00+3.79al | 76.67+3.76ef | 0.00 | 175.00+3.79al
16 | TK21 | 81.00+2.08b1 | 0.00 | 180.67+4.48ak | 87.67+1.45af | 0.00 | 180.67+4.48ak
17 | TK24 | 73.67+1.45g1 | 0.00 | 161.67+2.96jl | 90.33+3.76af | 0.00 | 161.67+2.96jl
18 | TK25 | 83.67+4.48b1 | 0.00 | 174.33+2.91al | 103.33+4.41ad | 0.00 | 174.33+2.91al
19 | TK27 | 82.33+2.85b1 | 0.00 | 182.67+3.48a1 | 82.00+2.52¢f | 0.00 | 182.67+3.48ai
20 | TK28 | 70.00+2.31d1 | 0.00 | 165.33+3.28gl | 97.67+5.36af | 0.00 | 165.33+3.28¢l
21 | TK29 | 82.33+5.33b1 | 0.00 | 173.67+2.96al | 84.00+4.51df | 0.00 | 173.67+2.96al
22 | TK30 | 79.00+2.08c1 | 0.00 | 185.00+1.15ah | 91.00+4.51af | 0.00 | 185.00+1.15ah
23 | TK31 | 87.00+4.62a1 | 0.00 | 187.00+3.61af | 99.67+2.67ae | 0.00 | 187.00+3.61af
24 | TK33 | 81.67+1.45b1 | 0.00 | 182.00+1.73ak | 89.67+4.81af | 0.00 | 182.00+1.73ak
25 | TK34 | 87.67+1.45a1 | 0.00 | 192.33+1.76a 94.67+2.40 0.00 | 192.33+1.76a
26 | TK36 | 80.67+3.18b1 | 0.00 | 169.33+4.48dl | 93.33+4.10af | 0.00 | 169.33+4.48&dl
27 | TK37 | 85.00+3.56a1 | 0.00 | 165.67+5.93fl | 89.67+2.33af | 0.00 | 165.67+5.93fl
28 | TK38 | 76.00+2.08¢h | 0.00 | 170.33+1.45bl | 89.33+2.33af | 0.00 | 170.33+1.45bl
29 | TK40 | 78.67+2.33c1 | 0.00 | 174.00+2.65al | 100.00+2.65ae | 0.00 | 174.00+2.65al
30 | TK41 | 92.00+3.06ah | 0.00 | 169.67+1.20cl | 98.67+0.67ae | 0.00 | 169.67+1.20cl
31 | TK42 | 96.00+5.03ae | 0.00 | 190.67+2.73ad | 99.33+1.76ae | 0.00 | 190.67+2.73ad
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32 | TK44 | 79.67+4291b1 | 0.00 | 178.33+6.12al | 93.00+4.16af | 0.00 | 178.33+6.12al
33 | BaK2 | 79.33+0.88c1 | 0.00 | 176.00+1.73al | 87.00+5.69bf | 0.00 | 176.00+1.73al
34 | BaK3 | 82.6745.93b1 | 0.00 | 163.33£3.7611 | 87.67+5.36bf | 0.00 | 163.33+3.761l
35 | BaK4 | 83.00+4.36b1 | 0.00 | 173.00+2.65al | 91.00+2.08af | 0.00 | 173.00+2.65al
36 | BaK7 | 77.00+1.73d1 | 0.00 | 159.00+2.311 | 91.67+1.20af | 0.00 | 159.00+2.31l

37 | BaK8 | 89.33+2.60a1 | 0.00 | 173.00+2.08al | 89.33+2.60af | 0.00 | 173.00+2.08al
38 | BuKl | 83.6743.48b1 | 0.00 | 177.00+2.52al | 84.33+3.48df | 0.00 | 177.00+2.52al
39 | BuK2 | 88.00+3.79a1 | 0.00 | 187.00+2.31af | 85.00+1.73cf | 0.00 | 187.00+2.31af
40 | BuK3 | 86.33+3.48a1 | 0.00 | 182.67+2.03aj | 95.67+3.18af | 0.00 | 182.67+2.03aj
41 | BuK6 | 81.33+1.86b1 | 0.00 | 179.00+2.31al | 88.33+4.63af | 0.00 | 179.00+2.31al
42 | BuK7 | 88.33+2.40a1 | 0.00 | 176.67+9.39al | 90.67+2.96af | 0.00 | 174.33+3.48al
43 | BuK8 | 85.33+7.97a1 | 0.00 | 169.00+2.89¢l | 80.67+3.48ef | 0.00 | 183.67+2.73a1
44 | BuK9 | 87.33+2.19a1 | 0.00 | 182.33+4.81ak | 90.67+4.63af | 0.00 | 165.33+5.17¢gl
45 | BuK10 | 91.00£3.79h | 0.00 | 187.00+5.13af | 82.67+1.45df | 0.00 | 168.00+1.53el
46 CK1 97.67+5.36ad | 0.00 | 179.00+2.31al | 86.00+2.08cf | 0.00 | 171.33+2.19al
47 CK2 88.67+3.48a1 | 0.00 | 173.00+8.89al | 87.33+1.45bf | 0.00 | 168.00+2.08el
48 CK4 | 93.67+4.37ag | 0.00 | 179.00+5.51al | 88.00+1.53af | 0.00 | 179.33+2.33ak
49 CKS 87.67+1.45a1 | 0.00 | 171.67+4.81al | 91.00+2.08af | 0.00 | 163.00+2.891l
50 CK6 | 99.00+3.06ac | 0.00 | 164.33+£3.18hl | 91.67+2.40af | 0.00 | 175.67+1.76al
51 CK7 | 93.33+3.28ag | 0.00 | 172.33£2.40al | 88.00+2.08af | 0.00 | 186.00+2.08ag
52 CK8 | 94.33+5.21ag | 0.00 | 186.67+£3.93af | 90.00+2.89af | 0.00 | 161.00+1.53kl
53 CK9 | 93.6743.76ag | 0.00 | 173.00+7.21al | 90.67+2.33af | 0.00 | 174.33+0.88al
54 | CK10 | 91.33+4.10ah | 0.00 | 178.00+3.21al | 91.33+1.86af | 0.00 | 183.67+2.73a1
55 | CKI11 | 101.33+2.96ab | 0.00 | 184.00+2.65ah | 92.33+2.91af | 0.00 | 176.00+1.53al
56 | CK12 | 85.33+5.04a1 | 0.00 | 182.67+5.36aj | 92.00+5.57af | 0.00 | 175.00+3.79al
57 | CK13 | 90.67+3.84ah | 0.00 | 184.00+3.21ah | 97.67+1.45ae | 0.00 | 180.67+4.48ak
58 KK1 | 106.00+5.69a | 0.00 | 191.00+1.00ab | 89.33+1.86af | 0.00 | 161.67+2.96jl
59 KK2 | 95.67+1.45af | 0.00 | 182.00+2.52ak | 91.33+2.40af | 0.00 | 174.33+2.91al
60 KK3 | 75.00+3.38ag | 0.00 | 191.67+1.76ab | 92.00+2.65af | 0.00 | 182.67+3.48a1
61 KK4 | 91.67+8.19ah | 0.00 | 183.33+£2.03a1 | 95.67+6.77af | 0.00 | 165.33+3.28¢l
62 [sK1 | 94.00+4.16ag | 0.00 | 179.33+5.49al | 86.33+£2.60cf | 0.00 | 173.67+2.96al
63 IsK2 83.00+1.73b1 | 0.00 | 189.33+0.3ae3 | 86.00+3.00cf | 0.00 | 185.00+1.15ah
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Ek2.Tekirdag iline ait 2018/2019 dénemi iklim verileri

Aylar Aylik Toplam Sicaklik °C
Yagis (mm) En diisik En yiiksek Ortalama
Ekim 2018 48,2 6,7 23,1 16,7
Kasim 2018 48,2 2,2 20,1 12,0
Aralik 2018 88.3 -8 18 8.4
Ocak 2019 63,9 -4,1 13,8 5,6
Subat 2019 44,8 -3,0 14,8 5,8
Mart 2019 29,0 0,5 20,9 9,3
Nisan 2019 42,9 3,8 25,2 11,6
Mayis 2019 31,2 8,4 28,0 17,9
Haziran 2019 7,5 15,6 34,2 24,1

103




