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OZET

Yiksek Lisans Tezi
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BAKTERIYEL ETMENLERIN iZOLASYONU, TANISI VE YAYGINLIGI
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Kiraz (Prunus avium L.) Tekirdag’ da yetistirilen dnemli bir meyve tiiriidiir. Kirazda verim ve
kaliteyi diisiiren, agaglari kurutan kiraz dal kanseri hastaligi bu ¢alisma ile arastirilmistir.
Tekirdag ili kiraz bahgelerinde 2012-2013 yillarinda gergeklestirilen sorvey arastirmalari
sonucu 129 ayri hasta bitki 6rnegi toplanmistir. Tekirdag ilinde sorveylenen bahgelerin
timiinde hastalik %20-57 oraninda yaygin oldugu, hasta agaclarin %20-85 oraninda hastalik
siddetine sahip oldugu tespit edilmistir. Laboratuarda yapilan ¢alismalar sonucu bu 6rneklerden
41 farkli Pseudomonas syringae izolati elde edilmistir. Yapilan klasik ve molekiiler tani testleri
sonucunda 23 izolatin Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, 18 izolatin ise Pseudomonas

syringae pv. syringae oldugu tanilanmustir.

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

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, cfl, syrB.
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ABSTRACT
MSc. Thesis

PREVALENCE, ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIAL CANKER
PATHOGENS ON SWEET CHERRY TREES IN TEKIRDAG

Merve BULBUL

Namik Kemal University
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Department of PlantProtection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Sweet cherry (Prunus avium L.) is one of the most important fruit trees grown in Tekirdag.
Bacterial canker which reduces yield and quality of sweet cherry fruit and cause death of trees
were investigated. For this purpose a survey study was conducted in 2012-2013 and 129 plant
tissue samples were collected from symptomatic trees. As a result of survey studies, bacterial
canker was determined in all orchards and diseases prevalence rate of bacterial canker was
determined as 20-57%. Severity of disease was measured as 20-85% in Tekirdag Province
depending on orchards. As a result of laboratory studies 41 bacterial isolates of Pseudomonas
syringae were obtained. As a result of classical and molecular identification tests, 23 isolates
were identified as Pseudomonas syringae pv. morsprunorum and 18 out of 41 isolates were

identified as a Pseudomonas syringae pv. syringae.

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

Tiirkiye birgok meyvenin anavatani ve meyvecilik kiiltiiriiniin besigidir. Meyveler insan
beslenmesinde eskiden beri 6nemli yer tutmaktadir. Ciinkii meyveler sagladiklari kalori,
icerdikleri tuz, asitler ve vitaminler insan beslenmesinde biiyiik ©neme sahiptirler
(Gergekeioglu ve ark. 2006).

Bugiin meyvecilik tariminda 6nem kazanmis olan elma, armut, ayva, erik, iiziim, incir
gibi birgok meyve tiirii iilkemiz topraklarinda ortaya ¢ikmistir. Anadolu bir¢ok meyve tiiriinde
oldugu gibi, kirazinda anavatani smirlart igerisindedir. Hazar Denizi ile Karadeniz arasindaki
bolge kirazin anavatani olarak bilinmektedir. Avrupa ve diger kitalara kirazin yayilmasi
tohumlarin kuslar, diger hayvanlar ve gocmenler tarafindan tasinmalariyla olmustur.
Tiirkiye’de her bolgede kiraz yetistiriciligi yapiimakta olup tiretilen kirazin hemen hemen hepsi
taze halde tiiketilmektedir (Burak 2003).

Kiraz agaglari iklim bakimindan sicak bir biiyiime sezonu, kis mevsiminde belli bir siire
dinlenme ve yagmursuz bir hasat donemine ihtiya¢ duyar. Kisin dinlenme doneminde kiraz
agaclarmin govde ve ana dallart -26°C’de, ¢igek tomurcuklar: -2.4°C’ye dayanabildigi halde
ciceklenme doneminde bu sinir -2°C’dir. Kiraz agaclari iliman iklim meyve tiirleri igerisinde
meyvelerini en erken olgunlastiran bir tiirdiir. Kiraz agaglari 5-6 yasinda verime gegerler, tam
ve ekonomik olarak miirleri ise 25-30 yildir. Iklim faktorlerinden en énemlisi sicaklik olup
kirazlar gerek diisiik gerekse yiiksek sicakliklara dayanamazlar (Burak 2003).

Diinyada kiraz tiretimi cografik olarak diinyanin farkli bolgelerine yayilmis durumdadir.
Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi 2012 yili verilerine gore Tirkiye Kiraz yetistiriciliginde tiretim

bakimindan diinyada birinci sirada yer almaktadir.

Cizelge 1.1°de de goriildiigii gibi diinyada 2012 yili kiraz tiretimi 2.256.519 ton olup bu
tretimin yaklagik %21.30 *unu Tiirkiye, %17.04’inii Amerika Birlesik Devletleri (ABD),
%8.86 ’sin1 Iran iiretmektedir. Tiirkiye’ nin 2012 yili kiraz iiretimi 480.748 ton olup birinci
sirada yer almaktadir. ABD 2012 yilinda 384.646 tonluk tiretimi ile ikinci sirada olup bunu

sirasiyla Iran ve Italya izlemektedir.



Cizelge 1.1. Diinya Kiraz Uretimi (Ton) (FAO 2013)

Swra*| Ulke 2007 2008 2009 2010 2011 2012

1 Tiirkiye 398.141 | 338.361 | 417.694 417.905 438.550 480.748
2 | ABD 281.862 | 225.073 | 401.792 284.148 303.376 384.646
3 fran 200.000 | 198.768 |  225.000 251.418 151.175 200.000
4 | ftalya 106.189 | 134.407 | 116.179 115.476 112.775 104.766
5 ispanya 73.200 69.700 97.645 85.192 101945 98.400
6 Ozbekistan 55.000 61.000 67.000 75.000 82.000 84.000
7 Suriye 75.034 48.300 56.886 58.084 62.195 82.341
8 Ukrayna 68.200 74.700 53.000 73.000 72.800 72.600
9 Rusya 100.000 73.000 76.000 66.700 76.000 72.000
10 | Romanya 65.163 67.664 67.874 70.290 81.842 70.542

Diinya 1.950.472 | 1.847.361| 2.193.691| 2.072.455| 2.158.934 | 2.256.519

*:2012 yil1 tiretim miktarlart goz 6niine alinarak siralama yapilmstir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 1992-2013 yillarinda kiraz agag sayis: ve iiretim miktar (TUIK 2014)

Yillar Meyve Veren Meyve Vermeyen Uretim (Ton)
Agac Sayisi Agac Sayisi
1992 5.160.000 1.550.000 155.000
1993 5.337.000 1.507.000 155.000
1994 5.545.000 1.735.000 160.000
1995 6.050.000 2.100.000 186.000
1996 6.230.000 2.090.000 200.000
1997 6.368.000 1.965.000 215.000
1998 6.850.000 2.460.000 195.000
1999 7.150.000 2.525.000 250.000
2000 7.450.000 2.515.000 230.000
2001 7.620.000 2.630.000 250.000
2002 7.850.000 2.670.000 210.000
2003 8.400.000 3.200.000 265.000
2004 8.750.000 3.750.000 245.000
2005 9.385.000 4.447.000 280.000
2006 10.616.000 5.237.000 310.254
2007 12.048.000 6.434.000 398.141
2008 12.542.000 7.002.000 338.361
2009 13.284.000 6.935.000 417.694
2010 14.740.000 7.409.000 417.905
2011 15.836.000 7.553.000 438.550
2012 16.916.000 7.264.000 480.748
2013 17.922.000 7.236.000 494,325




Ulkemizde kiraz iiretimi son yillarda gerek agac sayis1 gerekse iiretim olarak siirekli
artis gostermektedir. Cizelge 1.2°de de gortildigi gibi 1992 yilinda meyve veren agag sayisi
5.160.000 ve meyve vermeyen aga¢ sayisi 1.550.000 adet iken 2013 yilinda meyve veren agag
sayis1 17.922.000 meyve vermeyen agag sayist ise 7.236.000 adet olmasi iilkemizde Kiraz
dretiminin her yil arttigimin bir gostergesi olmustur. Ayni sekilde dretimde 1992 yilinda
155.000 ton iiretilirken 2013 yilinda 494.325 ton kiraz iiretimi gerceklesmistir (TUIK, 2013).

Cizelge 1.3.” te de goriildiigii gibi il bazinda kiraz iiretiminde izmir, Manisa ve Konya
ilk siralarda yer almaktadir Tekirdag ilindeki kiraz iretimi ise yilhk 2.441 ton olarak
gerceklesmektedir (TUIK 2013).

Cizelge 1.3. Tiirkiye’de 2013 yil1 verilerine gore il bazinda kiraz tiretimi

iller Toplam Meyvelik | Meyve Veren Agac Uretim (Ton)
Alam (Dekar) Savisi
Konya 65.339 1.539.075 49.893
[zmir 104.262 2.517.826 41.793
Manisa 97.340 2.031.927 34.993
Isparta 51.429 944.555 31.732
Bursa 51.022 1.060.547 31.453
Amasya 21.809 721.850 28.800
Tekirdag 2.369 96.392 2.441

Ulkemizdeki kiraz iiretimini tehdit eden pekcok biyotik ve abiyotik sorunlar vardir.
Fitopatolojik problemler arasinda yaprak delen hastaligina neden olan Stigmina carpophila,
monilya (mumya) hastaligina neden olan Monilinia laxa, dal yanikhig: hastaligina neden olan
Nectria galligena, bakteriyel hastaliklardan ise bakteriyel kansere neden olan Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum gibi onemli hastalik

etmenleri hem iiriin kayiplarina hem de agag 6liimlerine neden olmaktadir.

Pseudomonas syringae’nin neden oldugu dal kanseri hastaligi diinyada meyve tiretimi
yapilan her yerde yaygin olarak goriilmektedir. Hastalik miicadelesinin zor olmasindan dolay:
her y1l 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Fidan tiretim alanlarinda meydana gelen sistemik
enfeksiyonlar sonucunda da fidan olimleri gergeklesmekte ve o6nemli ekonomik kayiplar
meydana gelmektedir. Hastaliktan dolay: her yil Almanya’da agaglarin %30°u 6liirken, benzer

kayiplar Italya ve diger Avrupa iilkelerinde de goriilmektedir (Kennelly ve ark. 2007).
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Hastaliga neden olan etmenler Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum’dur ve patojen bakteri, diiz ya da egik ¢ubuk seklinde, bir veya iki
kamgiya sahip gram negatif hiicre yapisina sahiptir. Boyutu ise, eni 0.5-1 pm, boyu 1.5-4.0 pm
arsinda degismektedir. DNA’ nin %58-71 mol’ i G+C igermektedir (Schaad ve ark. 2001).
Pseudomonas syringae'nin ilk orijinal izolatt 1902 yilinda Van Hall tarafindan hastalikli bir
leylak (Syringae vulgaris) bitkisinden izole edilmistir. Pseudomonas syringae kompleks bir
patojen olup Gardan ve ark. (1999) once 56 farkli pathovarlarmin bulundugunu ve DNA:DNA
hibridizasyonu sonucunda izolatlarin 6 genomospeciese ayrildigini belirlemislerdir. Kaluzna ve
ark. (2012) ise etmenin yaklasik 64 pathovart oldugunu bildirmistir. Bunlar DNA:DNA
hibridizasyonuna gore 3 farkli genomospeciese ayrilmistir. Birincisi icerisinde Pseudomonas
syringae pv. syringae, ikincisinde Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ik 1,
ticiinciisiinde ise Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 2, Pseudomonas syringae pv.
avii ve Pseudomonas syringae pv. persicae’nin yer aldigini bildirmislerdir. Ayni1 zamanda bu 5
patojen Prunus spp. (Sert ¢ekirdekli meyve agaclari)’da hastaliga neden olmakta ve bu

patojenlerin konukgular: Cizelge 1.4°de verilmistir. (Kaluzna ve ark 2012).

Cizelge 1. 4.

Sert c¢ekirdekli meyve agaclarinda hastaliga neden olan Pseudomonas syringae
pathovarlarinin konukgular

Patojen Konuke¢u

Pseudomonas syringae pv. avii Prunus avium (Yabani Kiraz)

Pseudomonas syringae pv. morspurunorum | Prunus spp., P. amygdalus (Badem), P.
armenaca

(Kayisi), P. avium (Kiraz ve visne), P.
cerasifera, P. cerasoides, P. domesticum
(Erik), P. institia, P. persica (Seftali), P.
pissardi, P. triloba

Pseudomonas syringae pv. persicae Prunus cerasifera, P. persicae, P. persica var.
nucipersica (Nektarin), P. salicina (Japon
erigi)

Pseudomonas syringae pv. syringae Cok genis konukgu dizisine sahiptir. Prunus

spp.: Prunus amygdalus, P. armeniaca, P.
avium, P. cerasifera, P. cerasus, P.
domestica, P. laurocerasus, P mahaleb, P.
mume, P. persica, P. persica var. nectarina,
P. pumila, P. salicina




Hastaliga neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae adli bakteri genis bir konukgu
dizisine sahiptir. Basta kiraz ve kayist olmak iizere 80 kadar meyve tiiriniin yanisira
turunggiller, armut, badem, disbudak, ceviz, gil, leylak, zakkum, mese, sogiit gibi cesitli
bitkilerde ve hatta pek ¢ok otsu bitki tiiriinde hastalik yapmakta iken; Pseudomonas syringae

pv. morsprunorum ise sadece kiraz, erik ve badem tiirlerine 6zellesmistir (Agrios 2005).

Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
kirazlarda bakteriyel kansere neden olmaktadir. Hastalik etmeni agacin kok hari¢ biitiin
organlarina ve yapilarina saldirir. Hastaligin tipik belirtisi ¢eside, infektelenmis agac yasina,
bitki dokusuna, patojen izolata ve gevresel kosullara gore degisebilir (Gasic ve ark. 2012).
Hastalik belirtileri igerisinde ¢icek demeti yanikligi, siirgiinlerde geriye dogru liim, yaprak ve
meyve lekeleri, odun dokularinda acik yaralar (kanser) birlikte zamklanma ve genel olarak
meyve miktarinda azalmalar seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Kennelly ve ark. 2007). Ancak en
zararli hali gévde ve dallarda goriilmektedir. Kabuk, dal ve ince siirgiinlerde yer alan kanserli
dokulardan yaz ve ilkbaharin sonlarinda bakteriyel akintilar goriliir. Kanserli dallarin terminal
yapraklari yaz veya sonbaharin baslarinda, hastaligin ilk belirtisi bulasik yerden itibaren dalin
ucuna dogru yapraklarin porsiimesi, sararmast seklinde goézlenir. Sonugta yapraklar solar ve
oliirler. Yaprak ve meyve infeksiyonlar: serin ve yagish havalarda énemli ekonomik kayiplara
neden olur. Yaprak lekeleri koyu kahverengi, daireselden diizensiz sekillere kadar degisen
lekeler seklinde ve bazi zamanlarda sar1 hale ile gevrilidir. Lekeler biiyiiyerek birlesir ve daha
biiyiik olii alanlar meydana getirir, lekelerin merkezler dokiilerek sagma ile delinmis bir

goriintti alir (Ogawa ve ark. 1995).

Yesil kiraz meyvelerindeki belirtileri ise su emmis leke veya nemli bir alanla ¢evrilmis
kahverengi lekelerdir. Infektelenmis meyvelerde ¢okiik-derin cukurlar, siyah et benzeri lekeler
ve meyvenin yasina baglh olarak merkezi sari-kirmizi renginde lezyonlar meydana gelir. Meyve
saplar1 kahverengi ve su emmis leke seklinde goriiliir. infekteli yaprak ve cicek demetleri
baharda agmaz ve 6l tomurcuk olarak adlandirilan belirtiler ortaya ¢ikar. Bu 6lii siirgiinlerde
kiigiik kanserler gorilir. Diger infekteli demetler baharda agar fakat yaz baslarinda oliir,

yapraklar solar ve meyveler kurur (Ogawa ve ark. 1995).

Dallarda derin yaralar seklinde goriilen kanser formu genelde agacin zayiflamasina
neden olan don olaylari, yaralanma ve stres gibi faktérlerden sonra daha siddetli gozlenir.
Kanser olusumunu don olaymn tesvik eden gévdenin su igerigi, su emmis lekeler ve biiyiik

govde caplart gibi faktorler tesvik etmektedir. Kanserler kiigliik olabildigi gibi biyiik
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olabilmekte ve agacin 6liimiine neden olabilmektedir. Kanserler, bakterinin kist dormant olarak
gecirdigi yerler olan ¢icek demetlerinden ve tomurcuklardan odun dokusuna gec¢mesiyle
baslamaktadir (Kennelly ve ark. 2007).

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

infeksiyonlar: gergeklesir (Jones ve Sutton 1996).

Hastalik etmeni Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’un neden oldugu hastalik
belirtileri bitkinin ¢esidine, agacin yasina, istila edilmis bitki dokusuna, patojenin irkina ve
dogadaki iklimsel kosullara baghdir. Bazi konukgularda karakteristik kanser belirtileri
goriilmeyebilir. Hastaligin en belirgin belirtisi agaglarda parlak goriintimlii zamk salgilanmasi,
dallardaki ve ana govdedeki derin catlaklar ve yaralar seklindeki kanser olusumudur.
Kanserlerin enfeksiyon odaklari genellikle hafif ¢okiik ve saglamlardan daha koyu
kahverengidir. Kanserli bolgedeki kabuk dokusunun rengi parlak portakal renginden
kahverengiye kadar degisir. Kanserlerin altinda ve istiinde dar kahverengi cizgiler olusur.
Kanser olusumu baslangic olarak kis sonu ya da ilkbaharda dikkati c¢eker. Agaglar kis
uykusundan uyaninca kanseri cevreleyen dokulardan zamk akintisi1 olur ve yiizey boyunca
yayilarak govdeden asagi dogru akar. Bir agacin govdesi ya da dali kanserle gevrildiginde bu
bolgenin tstiindeki yapraklar igeri dogru biikiiliir, sarkar 6nce agik yesil bir renk alir sonra da
sararir. Bir kag giin i¢cinde kanser tizerindeki dal ya da tiim agag¢ o6lebilir.Hastalik etmeni yash

meyve agaglarini daha fazla etkiler (Ogawa ve English 1991; Saygili ve ark. 2008).

Pseudomonas syringae pv. syringae iilkemizde; Antalya, Mersin ve Adana’da
Turunggillerde (Mirik ve ark. 2005), Erzurum ve ilgelerinde kayis1 agaglarinda (Gormez 2011),
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise kirazda Marmara ve Ege Bolgesi, bademde ise

Ege Bolgesinde goriilebilmektedir (Anonim 2008).

Diinya ¢apinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan Pseudomonas syringae (van

Hall) pathovarlarinin neden oldugu bakteriyel hastaligin iiretim alanlarindaki miicadelesi son
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derece zordur. Patojen hem gen¢ hem yasl agaglari 6ldiirme yetenegine sahiptir. Sistemik
enfeksiyonlar ve geng agaclarin 6liimi fidanliklarda stirekli bir sorundur. Meyve yetistiriciligi
yapilan birgok iilkede, sert ¢ekirdekli meyve agaglarinin en 6nemli hastaliklarindan birisidir
(Kennelly ve ark. 2007).

Pseudomonas syringae pathovarlarinin tanilama ¢alismalarinda, LOPAT (Levan
tipte.koloni olusumu, Oxidase reaksiyonu, Patateste pektolitik aktivite, Arginin dehidrolaz
aktivitesi, Titiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu testi), GATTa testleri (Jelatinin (Gelatine) )
hidrolizi, Aesculinin hidrolizi, Tyrosin ve Tartaric asit aktivitesi), karbon kaynaklarindan asit
olusumu testi (mannitol, sorbitol, inositol, erythritol, tartaricacid, lacticacid, tyrosin) gibi
klasik yontemlerin yan1 sira; patojenisite ve patolojik temelli fitotoksinlerinin dikkate
alindig1 in vitro’ da syringomycin tiretimi, buz ¢ekirdegi olusturma aktivitesinin (ice nuclesion
activity, INA) saptanmasi kullanilmaktadir. Ayrica, molekiiler yontemlerle de yapilan

calismalar tanilar1 desteklemektedir (Ertimurtas ve ark. 2014)

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

pathovar diizeyinde molekiiler tanisinda son derece basarili olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz tiretimin yapildigi Naip, Merkez, Kumbag,
Karahisarli, Canakgi, Barbaros yorelerinde 25 adet kiraz iiretim alan1 ziyaret edilmis ve 129
adet agactan hastalik siiphesiyle 6rnek toplanmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen
387 adet bakteri izolatinin patojenitesi, LOPAT (L: Levan olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P:
Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T: Titiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu), GATTa (G:
Jelatin hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosine kullanma, Ta:Tartarik asidi kullanma)
testleri, karbon kaynaklarindan asit olusumu gibi klasik testlerle tanis1 yapilarak bakteri
izolatlarinin Pseudomonas syringae oldugu tamlanmustir. Izolatlarin pathovar diizeyinde
tanisinda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’a

spesifik olan yukarida belirtilen iki primer seti kullanilarak PCR testleriyle molekiiler diizeyde
7



arastirmalar yapilmistir. Ayrica Tekirdag ilinde kiraz dal kanseri hastaliginin yayginhgi, gezilen

bahgelerdeki bulasiklilik oran1 ve bulasik agagtaki hastalik diizeyi tespit edilmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2. 1. Pseudomonas syringae pv. syringae ile ilgili Calismalar

Patojenin isim ve taksonomisi

Gardan ve ark. (1997) Pseudomnas syringae tiiriiniin 57 pathovar, Gardan ve ark.
(1999) yapmis oldugu bir ¢alismada DNA:DNA hibridizasyonu sonucunda izolatlarn 9
genospecies oldugunu bildirmislerdir. Tiir diizeyinde yiiksek heterojenik gosteren bu tiir ile

ilgili taksanomik caligmalar halen devam etmektedir.

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

smiflandirilmistir.

Pseudomonas cinslerinin tan1 ¢aligsmalarinda kullanilan LOPAT 6zelliklerine gore farkl
gruplar olusturulmustur. LOPAT olarak isimlendirilen test grubu igerisinde siikroz ortaminda
levan tipi koloni tretimi, oksidaz reaksiyonu, pektat jel veya patates dilimlerinde pektolitik
aktivite, arginin dehidrolaz aktivitesi ve tiitiin yapraginda asir1 duyarlilik (HR) reaksiyonunu
testleri yer almaktadir. Yesil flouresan Pseudomonas’ larin LOPAT karakterleri la grubunda yer
alanlarin (+---+) olup Pseudomonas syringae tiiri, Ib grubunda yer alanlarin (----+) olup
Pseudomonas savastanoi pv. savastonoi ve Pseudomonas delphini tiiri, 1l grubunda yer
alanlarin (-/+-+-+) olup Pseudomonas viridiflava tiirii, 111 grubunda yer alanlarin (-+--+) olup
Pseudomonas cichorii tiirii, IVa grubunda yer alanlarin (++++-) olup Pseudomonas marginalis
tirt, IVb grubunda yer alanlarin (-+++-) olup Pseudomonas flourescens tiirii, Va grubunda yer
alanlarin (-+-+-) olup Pseudomonas tolasii, bazi saprofitik pseudomonaslar ve Vb grubunda yer
alanlarin (++-+-) olup Pseudomonas flourescens ile bazi saprofitik pseudomonaslar yer
almaktadir (Lelliott ve ark. 1966, Gonzales ve ark 2003).

Kaluzna ve ark. (2012)’nin yapmis oldugu ¢alismaya gore Pseudomonas syringae ’nin
yaklasik 64 pathovart bulunmaktadir. Bunlar DNA:DNA hibridizasyonuna gore 3 farkh

genoma sahip gruba ayrilmaktadir. Birincisi igerisinde Pseudomonas syringae pv. syringae,
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ikincisinde Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1, t¢ilinciisiinde ise Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum irk 2, Pseudomonas syringae pv. avii ve Pseudomonas syringae

pv. persicae yer aldigini bildirmiglerdir.

Patojenin Irklar iizerine ¢alismalar

Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ’nin 1rk 1 ve irk 2 izolatlar: sert gekirdekli
meyve tiirlerindeki patojenite testlerine gore ayrilmaktadir (Garnett ve ark. 1966, Roos ve
Hattingh 1987, Burkowicz ve Rudolph 1994). Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irkl
’i coronatin fitotoksinini tireten cfl* formunda olup kirazda patojendir. Pseudomonas syringae

pv. morspurunorum irk 2 ise leylak ve visnede patojendir.

Tan1 testlerinden olan GATTa testi Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1 ’i ayirmada kullanilirken (Latorre ve Jones
1979) Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 2 ’de ise basarili olmamistir (Gilbert ve
ark. 2009). Pseudomonas syringae pv. morspurunorum 1irk 1 jelatin ve esculini hidrolize
etmezken tyrosine ve tartarik asidi kullanmaktadir, irk 2 ise jelatin ve esculini hidrolize etmis,
tyrosine iiretmis ama tartarik asidi kullanmamistir (Bultreys ve Kaluzna 2010). Bu yiizden
GATTa testinde Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ik 1 ve irk 2 ’yi ayirmada sadece

jelatin hidrolizi kullanilabilir.

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

performansi gosteren testler olmasmdan dolayr kullaniglidir.

Sulikowska ve Sobiczewski (2008) yapmis oldugu bir ¢alismada GATTa testi
kullanarak yaptigi tan1 calismalar1 sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae (++--),
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1 (--++) ve Pseudomonas syringae pv.
morspurunorum irk 2 (+---) seklinde sonuglar vererek izolatlar arasinda farkliliklar oldugunu

belirlemistir.
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Sukroz nutrient broth besi yerinde Pseudomonas syringae pv. syringae sari1 koloni,
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1 ise beyaz koloni olustururken Pseudomonas

syringae pv. morspurunorum irk 2 degiskenlik gostermektedir (Bultrey ve Kaluzna 2010).

Patojenin konukgulari

Pseudomonas syringae polifag patojenik bakteri olarak tek ve ¢ok yillik 180 bitki
tirtinde hastalik olusturmaktadir (Bradbury 1986, Agrios 2005).

Sert ¢ekirdeklilerde bakteriyel kanser hastaligina Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum neden olmaktadir. Bu hastalik etmenleri Kiraz
(Pisum avium), visne (Pisum cerasus), erik (Pisum domestica), seftali (Pisum persica), kayisi
(Pisum armeniaca) ve diger sert ¢ekirdekli meyvelerinde onemli kayiplara neden olmaktadir
(Kennelly ve ark. 2007).

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

syringae’yi rapor etmistir (Young 2010).

Bakteri; kiraz, erik, seftali, kayis1 ve yabani kirazda ekonomik éneme sahip hastaliklara
neden olur (Scortichini ve ark. 2003, Vicente ve Roberts 2007, Renick ve ark. 2008, Gilbert ve
ark. 2009, Kaluzna ve ark. 2010).

Diinyada sert cekirdeklilerde kiraz (Pisum avium), kayis1 (Pisum armeniaca), visne
(Pisum cerasus), erik (Pisum domestica) ve seftali (Pisum persica) Pseudomonas syringae
pathovarlar1 siddetli zararlanmalara neden olmaktadir. Pseudomonas syringae pathovarlari
tarafindan siddetli zararlanmalara neden olmaktadir. Pseudomonas syringae pv. syringae van
Hall, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Wormald) Young ve ark., sert ¢ekirdeklilerde

bakteriyel kansere neden olan iki 6nemli pathovaridir (Scortichi 2010).

Gasic ve ark. (2012) bildirdigine gore Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum sert ¢ekirdeklilerde bakteriyel kansere neden olur.
Belgika’da Pseudomonas syringae pv. syringae genel olarak yumusak cekirdekli ve otsu
bitkilerde hastalik olustururken (Arsenijevic 1997, Gavrilovic 2006, 2009, Gavrilovic ve ark.
2008), Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise yaygm olarak visne, kiraz ve erik

(Hattingh ve Roos 1995) ve kayisida (Bultreys ve Kaluzna 2010) hastalik olusturmaktadir.
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Patojenin Tanisi

Yeni molekiiler analizler ve taksonomik yeni diizenlemede belirlenen rRNA grup
tirlerini, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas flourescens, Pseudomonas putida ve
Pseudomonas syringae gibi diger floresan tiirleri igeren filogenetik benzer gruplar
Pseudomonas cinsi olarak isimlendirilen cinsin tyeleridir (Kersters ve ark. 1996, Widmer ve
ark. 1998). Bu yeni smiflandirmaya 16S rRNA dizilimine bagli molekiiller taksonomi floresan
grup veya tip | (grup 1) olarak isimlendirilen grup Pseudomonas ve akrabalari olarak
bilinmektedir (Widmer ve ark. 1998).

Gilbert ve ark. (2009) Belgika’da 1993-2002 yillar1 arasinda 36 farkli seftali, erik ve
kiraz bahgelerindeki hastalikli bitki dokularindan elde ettikleri Pseudomonas syringae ve
Pseudomonas viridiflava izolatlar1 elde etmislerdir. Yaklasik 356 izolat1 da bu calismada
fitotoksin, siderefor ve klasik mikrobiyolojik testleri, genetik metotlardan REP-, ERIC- ve
BOX ile IS50- PCR testlerine gore 280 izolat Pseudomonas syringae pv. syringae, 41 izolat
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1, 12 izolat Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum 1k 2, 3 izolat Pseudomonas viridiflava ve 20 izolat ise pathovar diizeyinde
tanilanamayan Pseudomonas syringae olarak belirlenmistir. REP-PCR ve 6zellikle BOX-PCR
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1 ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
ik 2’in ayirimu i¢in kullanigh oldugu belirlemislerdir. Genetik sonuglarina gére Pseudomonas
syringae pv. avii ‘nin homogenitesine gore kiyaslandiginda Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum 1irk 1 ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 2 yiiksek oranda
Pseudomonas syringae pv. syringae ’den ayrilmistir. Pseudomonas syringae pv. syringae ayni

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

Ivanovic ve ark (2009) seftali, armut, elma ve bogiirtlenden izole ettikleri izolatlarn
armut, kiraz ve limon meyveleri iizerinde yaptiklar1 patojenite testi sonucunda karakteristik
Pseudomonas syringae pv. syringae belirtilerini gozlemlemislerdir. Erik ve kiraz gozleri ile
visne meyvelerinden izole ettikleri izolatlarin kiraz meyvelerindeki patojenite testinde ise
karakteristik Pseudomonas syringae pv. morsprunorum belirtilerini gozlemlemislerdir. Yapilan
patojenite testlerine gore iki grup ortaya ¢ikmustir. Birinci grup armut, elma, seftali ve
bogiirtlenden izole edilerek Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanan izolatlar
bulunurken, diger grupta erikte ve kiraz gozlerinde ve visne meyvelerinden izole edilerek
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum olarak tanilanan izolatlar bulunmaktadir. GATTa
sonuglarma gore ti¢ farkli grup belirlenmistir. Birinci grup elma, armut ve seftali izolatlarin

icermektedir. Bunlar jelatin ve esculini hidrolize ederken thyrosinaz ve tartatati
12



kullanmamaktadir ve Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanmistir. ikinci grup kiraz
ve erik izolatlarin1 igermekte, jelatin ve esculin negatif, thyrosinaz ve tartarattan yararlanma ise
pozitif olup Pseudomonas syringae pv. morsprunorum olarak tanilanmigtir. Genetik galigsmalar
sonucunda seftali, armut, elma, erik vigsne ve bogiirtlen gibi farkli konukgulardan elde edilen
izolatlarin konukgulara goére ayirimda 6zellikle BOX —PCR kullanilmasi ile belirlenebilecegi

bildirilmistir.

Kaluzna ve ark. (2010) kiraz (Pisum avium), visne (Pisum cerasus), erik (Pisum
domestica), seftali (Pisum persica) ve kayisidan (Pisum armeniaca) 30 adet Pseudomonas izole
etmislerdir. 23 adedi LOPAT testlerine gore Pseudomonas syringae olarak tanilanmistir. Daha
sonraki GATTa ve L-lactate testlerine gore karakterize edilen izolatlarin 10 tanesi
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum 1wk 1, 6 tanesi Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum 1k 2 ve 6 tanesi de Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanirken 1
izolat tan1lanamamustir. Fenotipik ve genotipik analizler sonucunda ise Pseudomonas syringae
pv. syringae ozellikle syringomisin, 3tanesi Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1
coronatin ve 6 tanesi Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 yersinibactin toksinlerin
tirettigini  belirlemislerdir. Izolatlarin genetik farkliliklari PCR-MP ile ortaya konmustur.
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 ve wrk 2 farkli grupta yer alirken, bunlar

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ile heterojen olduklar1 belirlenmistir.

Gavrilovi¢ ve ark. (2012) Sirbistan’da kiraz tretim alanlarindan elde ettigi
Pseudomonas izolatlarmin tanisini patojenite testi ve farkliligi ortaya koyan GATTa testine
gore yapmis ve iki farkli grubun oldugunu belirlemistir. Birinci grup kiraz nekrotik dallarindan
izole edilen kiraz, armut ve limon meyveleri, leylak yapraklari, fasulye kapsiiliinde nekroza
neden olan, jelatin ve esculin pozitif, tyrisonas ve tartarat ise negatif (tipik Pseudomonas
syringae pv. syringae Karakteri) olarak belirlenmistir. ikinci grup izolatlar ise Kkiraz
tomurcuklarindaki nekrotik alanlardan izole edilen temel patojenite testleri negatif, jelatin ve
esculin negatif, tyrosine ve tartarat ise pozitif (tipik Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

karakteri) olarak saptanmustir.

Gasic ve ark. (2012) Pseudomonas syringae pathovarlarmin simptomolojik ve genel
karakteristik ozellikleri nedeniyle sert ¢ekirdeklilerde ayirimi kolaylikla karistirilabilmektedir.
Yapilan ¢alismada hizli ve etkili olarak Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum ve Pseudomonas syringae pv. persicae’nin ayiriminda
kullanilabilecek bazi1 standart bakteriyolojik ve molekiiler metodlarin uygunlugunu

arastirmuglardir. izolatlarm ayirnmida LOPAT, GATTa testlerinin yamnda buz c¢ekirdegi
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aktivitesi, nutrient sukroz broth’da gelisim ve ¢esitli karbon kaynaklarimin kullanimi gibi testler
denemislerdir. PCR metotlarinda toksin tiretimlerinin belirlenmesinde, Pseudomonas syringae
pv. syringae igin SyrB ve syrD, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 i¢in cfl genlere
dayali testleri kullanmislardir. Pseudomonas syringae pv. syringae’nin syringomisin tiretiminin
bioassayinda Geotrichum candidum, Saccaromyces cerevisiae ve Rhodotorula plimanae
indikat6r organizma olarak kullanmislardir. Ayrica patojenite testlerini limon, nektarin, fasulye

kapsiiliinde yapmisladir.

Gasic ve ark. (2012)’nin bildirdigine gore, gram reaksiyonu, KB’de floresan ve LOPAT
testleri Pseudomoas tiirlerini birbirinden ve bazi diger cinslerden ayirmada kullanilan testler
oldugunu bildirmistir. Ozellikle KB besi yerine floresan &zelliginin olmas1 Pseudomonas
tirlerini birbirinden ayirmada kullanilan genel bir testtir. Pseudomonas syringae pv. persicae
KB’de ¢ok yavas gelisim ve floresan pigment tretmektedir. GATTa testi Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 ayirmada kullanilirken
(Latorre ve Jones 1979) Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 2’de ise uygun
olmamustir (Gilbert ve ark. 2009). Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 jelatin ve
esculini hidrolize etmis, tyrosine tiretmis ama tartarik asidi kullanmamistir. GATTa testi
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum 1rk 1 jelatin ve esculini hidrolize etmezken tyrosine ve tartarik asidi
kullanmaktadir (Bultreys ve Kaluzna 2010). Bu yiizden GATTa testinde Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum ik 1 ve 1tk 2’yi ayirmada sadece jelatin hidrolizi kullanilabilir. Vicente ve
Roberts (2007) baz1 Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 izolatlarinin GATTa test
sonucu (++--) Pseudomonas syringae pv. syringae’ye benzer oldugunu bildiristir. Bunun
yaninda GATTa test Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ayirmada kullanilacak bir yontem oldugu ama Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum irk 2 igin ekstra testlerin eklenmesi gerekmektedir. Bu ek testler; buz ¢ekirdegi
aktivitesi, sukroz nutrient broth besiyerinde gelisim ve insitoldan asit tiretimi gibi testlerdir. Bu
testler hizli, kullanilabilir, ucuz ve benzer performansi gosteren testlerdir. Sukroz nutrient agar
besi yerinde Pseudomonas syringae pv. syringae sart koloni, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum 1tk 1 ise beyaz koloni olustururken Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

itk 2 degiskenlik gostermektedir (Bultreys ve Kaluzna 2010).

Ivanovic ve ark (2012) bogiirtlen, erik, kiraz, visne, seftali, armut ve elma agaglarindan
izole ettikleri Pseudomonas syringae izolatlarinin molekiiler analizlerini yapmislardir. Yapilan

profil ¢aligmalari sonucunda izolatlart Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ’a benzerlik
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gosterdigini saptamiglardir. Ayrica REP-PCR kullanilarak yapilan ¢alismalarda Pseudomonas
syringae’nin farkli konukgulardan izole edilen izolatlarinin yumusak ¢ekirdekli ve sert
cekirdekli agacglari gibi farkli gruptan izole edildiklerinin ayiriminin Yyapilabilecegini
belirtmiglerdir.

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

ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 olmak tizere 3 kiimeye ayrilmistir.

Haghighi ve Taghavi (2014) yapmis oldugu bir ¢aligmada Prunus tiirleri ve seker
pancari, armut, ayva, yulaf, bugday, arpa ve celtik gibi diger konukgularindan elde ettikleri
Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlariin REP-PCR ve RAPD PCR teknikleri kullanarak
aymmlarmi yapmiglardir. Bu teknikler kullanilarak yumusak cekirdekli, sert ¢ekirdekli ve
bugdaygil (tahil) konukgular: gibi farkli konukgulardan elde ettikleri Pseudomonas syringae pv.

syringae izolatlarinin ayirmada kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Ertimurtas ve ark. (2014) Pseudomonas syringae pathovarlarinin, LOPAT, GATTa
testleri, karbon kaynaklarinda asit olusumu testi (mannitol, sorbitol, inositol, erythritol,
tartaricacid, lacticacid, tyrosin) gibi klasik yontemlerin yani sira, patojenisite ve patolojik
temelli fitotoksinlerinin dikkate alindig: in vitro’ da syringomycin iiretiminin ve buz ¢ekirdegi
olusturma aktivitesinin saptanmasi gibi tanilama yontemleri ile tanis1 yapilmistir. Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum izolatlarmin molekiiler
yontemlerle de kesin tanis1 yapmislardir. Pseudomonas syringae pv. syringae ’nin
syringomycin sentezinden sorumlu syrB geni ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
nin coronatine sentezinden sorumlu cfl geninin molekiiler tanisi, klasik PCR testi ile

belirlemislerdir. Pseudomonas syringae pathovarlariin ayirt edilmesinde kullanilan cts, gapA,
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gyrB ve rpoD genlerinin sekans analizleri yapmislardir. Klasik ve molekiiler tanilama testleri
sonucunda, testlenen 15 Pseudomonas syringae izolatinin 9’ unun Pseudomonas syringae pv.

syringae oldugunu saptamislardir.

Abbasi ve ark. (2012) Pseudomonas syringae pv. syringae ’nin molekiiler tanilanmasin
syrB genine gore dizayn edilen primerin kullanildiginda 752bp baz uzunlugunda PCR f{iriinleri
elde edilirken, Albelleria ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ’un molekiiler tanilanmasinda kullanilan cfl geninin kullanildigi PCR

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

Hastahgin Diinyadaki ve Tiirkiye Durumu

Allen and Dirks (1978) Kanada’nin Ontario-Niagara Yarimadasi’nda yetistirilen
kirazlardaki bakteriyel kansere Pseudomonas cinsinde en az iki tir veya fizyotipten
kaynaklandigin1 belirtmislerdir. Yaptiklari biyokimyasal testler sonucunda izolatlarin
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum Wormald ve Pseudomonas syringae pv. syringae

Van Hall ile benzer oldugunu belirlemislerdir.

Latorre ve Jones (1979) ABD’nin, Michigan eyaletinde visne gozlerinde, ¢igek
demetlerinden yaprak meyve ve bir yasindaki odun kisimlarindan izole ettikleri 462 gram
negatif, oksidaz negatif, yesil floresan ve ¢ubuk seklindeki bakterileri izolati1 elde etmislerdir.
Izolatlarin tanisim1 yaparken GATTa’y1 kullanmislardir. GATTa* ve GATTa olmak iizere iki
farkli karakterde izolatlarin bulundugunu saptamiglardir. Bunlarm tanisi  yapildiginda
GATTa”nin Pseudomonas syringae pv. syringae, GATTa ozellik tasiyanlarn ise
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum oldugunu belirlemislerdir. Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum’nin visnede Pseudomonas syringae pv. syringae ’den daha yogun

populasyona sahip oldugunu bildirmislerdir.

Burkowicz ve Rudolph (1994), diinyadan farkli bolgelerinden elde ettikleri 216 izolatin
yapilan tanilama ¢alismalari sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum olarak belirlemislerdir. Kiraz, visne, erik ve kayisidan elde edilen
izoatlarin tamami Pseudomonas syringae pv. morspurunorum olarak belirlenmistir. Elde edilen
iilkeler bazinda bakildiginda ingiltere ve italya’dan kirazdan elde edilen izolatlar Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum, Macaristan ve ABD’den elde edilen kiraz izolatlarinin tamami
Pseudomonas syringae pv. syringae belirlenirken, Polonya ve Fransa’da ise her iki patojen
belirlenmistir. Ingiltere ve Giiney Afrika erik izolatlarmin tamami sadece Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum, Polonya izolatlar1 ise Pseudomonas syringae pv. syringae olarak
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saptanmugtir. Fransa, Giiney Afrika, Macaristan, Polonya, Tirkiye, Yeni Zelanda ve
Yugoslavya’ dan elde edilen kayisi izolatlarmin Pseudomonas syringae pv. syringae
belirlenirken, sadece Isvicre, Macaristan, Polonya ve Yugoslavya’ dan elde edilen 5 izolat ise

Pseudomonas syringae pv. morspurunorum olarak tanimlanmastir.

Kavak ve Citir (1995) vyaptiklari bir c¢alismada bakteriyel kansere eden olan
Pseudomonas syringae pv. syringae hastaligi ile Malatya bolgesindeki iiretim alanlarinin

%20’sinin bulagik oldugunu bildirmislerdir.

Kotan ve Sahin (2002) Erzurum, Erzincan ve Artvin illerinde ticari ve ev bahgelerinde
yaptiklar1 sorveyler sonucunda {iiretim alanlarinin %80’ninin Pseudomonas syringae pv.

syringae ile bulasik oldugunu saptamislardir.

Vicente ve ark (2004), 2000-2001 yillarinda ormanlik alanlardan ve fidanliklardaki
kirazlarda (Prunus avium) sorvey yapmistir. Sorvey yapilan 24 ormanlik alanin 20’ sinde, 7
fidanhgin ise 3’tinde bakteriyel kanser simptomlar:t belirlemislerdir. Yabani kirazdan elde
edilen izolatlarm ¢ogunlugu Pseudomonas syringae pv. syringae olmasmin yaninda
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ‘un ik 1 ve 1wk 2’sininde bulundugunu

Saptamiglardir.

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

syringae pv. morsprunorum irk 2 (+---) sonuglar1 elde edilmistir.

Gilbert ve ark (2009), Belgika’ da 1993-2002 yillar1 arasinda 36 seftali, erik ve kiraz
bahcesindeki hastalikli bitki dokularindan elde ettikleri Pseudomonas syringae ve
Pseudomonas viridiflava izolatlar: toplamiglardir. Yaklasik 356 izolati fitotoksin, siderefor ve
klasik mikrobiyolojik testleri, genetik metotlardan REP-,ERIC- ve BOX ile IS50-PCR
testlerine gore yapilan tani caligmalari sonucunda 280 izolat Pseudomonas syringae pv.

syringae, 41 izolat Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1, 12 izolat Pseudomonas
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syringae pv. morsprunorum ik 2, ¢ izolat Pseudomonas viridiflava ve 20 izolat ise

tanilanamayan Pseudomonas syringae olarak belirlenmistir.

Donmez ve ark (2010) Malatya kayisi iiretim merkezlerinde yaptiklari g¢alisma
sonucunda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum
un bakteriyel kansere neden oldugunu belirlemislerdir. Bolgeden topladiklar1 53 izolatin 42
adedi Pseudomonas syringae pv. syringae ve 11 adedi ise Pseudomonas syringae pv.

morspurunorum olarak tanilamislardir.

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

morsprunorum olarak saptanmuistir.

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

ve Kaluzna 2010) hastalik olusturmaktadir.

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

(Prunus armeniaca)’da hastaliga neden oldugunu belirlemistir.
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Gormez (2011)’in bildirdigine gore, Erzurum il ve ilgelerindeki (Ispir, Narman, Oltu,
Olur, Pazaryolu, Senkaya, Uzundere ve Tortum) hastalikli kayis1 agaglarindan alinan bitki
orneklerinden 318 izolat elde etmislerdir. izolatlar MIDI sistemi ile tamlanmis 104 adet
Pseudomonas cinsine giren tiir ¢alismada kullanilmistir. izolatlarin 38 ’inin Ispir, 26 ’sinmn
Senkaya, 19’unun Tortum, 9’unun Olur, 7 ’sinin Oltu, 4 ’tGniin Narman ve 1 tanesinin ise
Uzundere ilgesinden izole etmistir. Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS) tan1 sonucuna gore bu
tirlerin 75 adedi Pseudomonas syringae pv. syringae olarak belirlenmistir. Kayisida yapilan

patojenite testleri sonucunda ise 67 izolatin patojen oldugu tespit etmistir.

Hastahgin Epidemiyolojisi

Hastalik baharda kanser yaralar1 ve ¢igek demetlerindeki popiilasyonlarin gelismesi ve
kolonizasyonu ile baslamaktadir. Cigek demetlerindeki etmenin populasyonu 10*® arasindadir.
Yaniklik simptomunun ortaya ¢ikmasi i¢in soguk bir havadan sonra nemli ve serin bir havanin
devam etmesi gerekmektedir. Cigek demeti enfeksiyonlarinin meydana gelebilmesi i¢in don
zararlanmasi sonucu olusan yaralara ihtiyag duymaktadir. Kanser formu genellikle budama
yerlerinde patojenin kolonize olmasim takiben ortaya ¢ikmaktadir (Kennelly ve ark 2007).
Giircistan’da yapilan bir calismada budama yerlerinden Eyliil-Aralik ayr doneminde yapilan
inokulasyon sonucu seftali agaglarinin %57-100 oraninda agag oliimleri gergeklesirken Nisan
ayinda yapilan budamalardan sonra yapilan inokulasyonlarda agag oliimleri goriillmemistir. Bu
calisma ile budama ve budama zamaninin hastaligin yayilmasinda 6nemli bir faktor oldugu
belirlenmistir (Chandler ve Daniell 1976).

Meyve agaclarindaki Pseudomonas syringae hastaliklarinin gelisiminde, dondurucu
soguklarin etkili oldugu yapilan ¢alismalarda birgok kez belgelenmistir. Pseudomonas syringae
pv. syringae, visne, kayisi1 ve seftali dal ve yapraklarinda dondurucu soguklarda siddeti daha
fazla olmaktadir (Klement ve ark. 1984, Siile ve ark. 1987, Weaver 1978).

Latorre ve Jones (1979) topladiklar1 yabanci otlar ve yere dokiilmiis yapraklart bir yil
stireyle belli araliklarla izolasyonlar yapmislar ve 54 yabanci ottan 3’iinden Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum izole ederken bitki parcalarindan izole edememislerdir. Sera
denemelerinde ise visnede nemli kosullarda kiraz meyvesine, seftali fidanina, visne
yapraklarina ve siirgiinlerine yabanci ot ve bitki parcalarindan gegis yaptigini belirlemislerdir.
Bu calisma ile yabanci otlar ve bitki artiklar1 Kirazda bakteriyel kanserin potansiyel inokulum

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

Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ile
infekteli siirglinlerde nekrozlar olusumu ve patojen populasyonu -10° C* de yogun olurken -5°

C’ de ise bir artis olmamustir (Sobiczewski ve ark. 1992).

Meyve agaclarindaki farkli Pseudomonas tiir ve pathovarlarinin yasam dongiilerinde
farkliliklar goriilebilmektedir. Otsu bitkileri infekte eden Pseudomonas syringae pathovarlar
meyve agaclarinda yaprak, siirgiin uglari ve meyveleri de hastalandirabilir. Bunun yaninda
meyve agaclarinin ¢ok yillik olmalarindan dolay: enfeksiyonlar, etmenin kisi1 gecirdigi infekteli
yerlerden yeni enfeksiyonlar gerceklestirirler. Enfeksiyonlar sonucu olusan kanser yaralari
dallarin 6liimiine neden olur. Hatta bu kanserler agaglarin tamaminin dahi 6lmesine neden
olabilmektedir (Kennelly ve ark 2007).

Kennelly ve ark (2007) bildirdigine gore, kirazlarda bakteriyel kanserin epidemiyolojik
calismalar1 Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum
'nin epifitik ve endofitik fazlarinin 6nemli oldugunu gostermistir. Pseudomonas syringae pv.
morspurunorum ’un saghkli dokularda epifitik yasamini devam ettirdigi ilk olarak
kirazlardaki ¢alismalarda belirlenmistir. Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum ’un epifitik fazi saglikli tomurcuk ve yapraklarda gelisir ve
canlihigmin devam ettirerek iretim sezonunda saglikli dallara giris yaparak hastalig
baslatmaktadir (Crosse 1959, Hirano ve Upper 2000). Saglikli yapraklardaki yapraklari
yikama yontemiyle Pseudomonas syringae pv.morspurunorum popiilasyonlarini Saptamis ve
yeni kanser olusumlar i¢in inokulum kaynagi olarak rol oynadig: belirlemistir. Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ’nin epifitik faz1 saglikli
tomurcuk ve yapraklarda gelisir ve canlihgini devam ettirerek {iretim sezonunda saglikli
dokulara giris yaparak hastaligi baslatmaktadir. Yaz aylart boyunca bakteriyel kanser
patojenleri saglikli yaprak yiizeylerinde epifitik olarak yasamlarin1 devam ettirirler ve/veya
meyve ve yaprakta lekelere neden olabilir. Epifitik popiilasyon yaz aylarinda disardan
yagmurlarin arttigi ve sicakhigini olustugu sonbahar aylarinda tekrar artis gosterir (Sundin ve

ark. 1988). Dormant tomurcuklar bakteriyel patojenler i¢in bir kiglama yeridir (Kennelly ve ark.
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2007). Ingiltere’de kirazlardaki ¢alismada Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ’nin
tomurcuklarda kisladigi Crosse (1956), yine Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum ile yapilan Michigan (Sundin ve ark 1988) ve
Giiney Afrika’daki (Ross ve Hattingh 1986) calismalarda dormant tomurcuklarda hastalik
etmenini belirlemislerdir. Yaprak diisme yerlerinde g¢evre kosullari serin sicak, riizgar ve
yagmur damlasini icerdigi durumlarda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum Yyaprak yiizeylerinden tasmarak sistemik kolonizasyonlari
meydana getirmektedir (Crosse 1957, Sundin ve ark 1988). Bakteri kolonizasyonu kis sonuna
kadar dormant tomurcuklarda ve sistemik olarak yaprak izlerinde devam etmektedir (Sundin ve
ark 1988). Bircok sebepten dolayr tomurcuktan saglikli goriiniirler fakat patojen tarafindan
oldirilmesi nedeniyle 6lii tomurcuk simptomu olarak isimlendirir ve kanser baslangicidir.
Saglikli dormant tomurcuklardaki bakteriyel popiilasyon ilkbaharda ¢igek demetlerinde

kolonizasyonlari igin inokulum kaynagi olarak gérev yapar.

Scortichi  (2010)’nun bildirdigine gére Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum bir mevsimden digerine dormant tomurcuklar ve
kanserlerle ge¢mektedir. Bahar boyunca yaprak, ¢igek ve geng meyvelerde kolonize olarak
epifitik olarak yasamini devam ettirir ve bu ilk kez Crosse (1957, 1959) tarafindan
belirlenmistir. Her iki patojen i¢in epifitik faz gelisir ve canlihgin1 devam ettirerek saglikli
yapraklarda iretim mevsiminde bitkiye giris yapar (Sundin ve ark. 1988). Yaz boyunca
Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morspurunorum epifitik
popiilasyonlar1 azalirken sonbaharda sicakligin azalmasi ve yagmurlarin artmasi ile tekrar
popiilasyonlar1 artmaktadir (Crosse 1957, 1966, Sundin ve ark 1988). Her iki patojenin hastalik
dongiilerinde 6nemli donemleri bitkilere kolonizasyonlar: ve yaprak dokiim yerlerinden bitkiye
giris yapmalaridir. Tomurcuklar saglikli gortinebilir ama belli bir siire sonra patojen tarafindan
oldiirebilmektedir. 1k iklimlerde yaprak dokiim yerleri ¢ok az etkili olmasinin yaninda patojen
dallar igerisinde sistemik olarak yayilmaktadir (Hatting ve ark. 1989). Agaclarda biitiin ¢evresel
faktorlerden meydana gelen yara ve/veya zararlanmalar bitki igerisi de patojen girisi s6z konusu
ve hastalik patlamasinin sebebidir. Kis ve sonbahar donlari, dolu yagmuru yaninda budama
yaralar1 bahge icerisinde veya arasinda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum Yyayilmasi ve/veya penetrasyonu i¢in uygun kosullar
olusturmaktadir. Kanser formlar1 sonbahar veya kisin yapilan kiiltiirel islemler esnasinda olusan
yaralarda patojen kolonize olur ve takiben kanserler goriiliir (Otta ve English 1970, Chandler ve
Daniell 1976, Vigouroux ve Busse 1999). Bunun vyaninda endofit olarak yasayan

mikroorganizmalar don zarar1 olmadan dallarin igerisinde sistemik olarak yayilabilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL

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

ve PCR aleti bu galismanin materyalini olusturmustur.

3.2. METOD
3.2.1. Hastahgn Yayginhginin Tespiti

Arazi ¢aligmasi i¢in gidilecek bahgelerdeki agaglar Lazarow (1961) metoduna gore
incelenmistir. Bu metoda gore 20 meyve agaci olan bahgenin %1001, 21-70 meyve agaci
olan bahgede 21-30 agag, 151-500 meyve agaci olan bah¢ede 41-80 agag, 501-1000 meyve
agaci olan bahgede agaglarm %15° i, 1000” den fazla meyve agaci olan bahgede agaglarin
%5’ i (en az 150 agag¢) kontrol edilerek hasta bitki 6rnekleri Tekirdag’in Naip, Merkez,
Mermer, Kumbag, Karahisarli, Canakgi, Barboros ve Kumbag il¢elerinden toplanmistir.
Gezilen bolgedeki bahge sayisina, hastalikli bahge sayisi oranlanarak hastaligin yoredeki
yaygmlhig: hesaplanmistir. Ayrica her kiraz bahgesi, ¢apraz olarak gezilmis, hastalikli ve
saglikli agaglarin sayilar1 belirlenerek basit ortalama metoduna gore bahgelerdeki hastalik
%’si hesaplanarak hastaligin bahgedeki bulunma orani tespit edilmistir. Ayrica hasta
agaclardaki hastalik siddeti ise gezilen bahgelerde ortalama 10 agagta hastalikli kismin

agacin % kagini kapladig1 hesaplanarak belirlenmistir.
3.2.2. Hasta Bitki Materyalinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Inceleme yapilan bahgelerde karakteristik olarak kiraz dal yanikhigi belirtilerini

gosteren agaglarin dal ve siirgiinleri simptomun bittigi kahverengi dokunun yaklasik 15 cm
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altindan kesilmis etiketli polietilen torbalara konularak paketlenmis ve torbalarin agizlar
kapatilarak serin yerde muhafaza edilmislerdir. Kesim islemlerinde kullanilan makaslar her
defasinda % 1°lik NaOCI (Hipo) veya % 70°lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir. Ornekler

kullanilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.
3.2.3. Bakteriyel Kanser Etmeninin izolasyonu

Bakteriyel kanser belirtisi gosteren érneklerin hastalikli ve saglikli doku kisimlarini
iceren 0.5 cm’lik bitki pargalar1 % 70’lik alkol veya %1°lik NaOClI ile yiizeyden dezenfekte
edilmistir. Parcalar steril havanda %0.85 NaCl igeren saline buffer da homojenize edilmistir.
Elde edilen ekstraktan bir 6ze dolusu siispansiyon alinarak King B (20 g Proteose peptone,
1.5 g K2HPO43H:0, 1.5 g MgS047H.0, 10 ml Glyserol, 15 g Agar, 1000 ml Saf su, pH=
7.2) besi yeri igeren petrilere ¢izgi ekimiyle cizilmistir. 25°C’de 48 saatlik inkiibasyondan
sonra gelisen krem renkli koloniler saflastiritlmis ve gelecekteki galismalarda kullanilmak
tizere egik olarak hazirlanmig YDC ortaminda +4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Lelliott
ve Stead, 1987).

3.2.4. Bakteri Siispansiyonun Hazirlanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik bolge izolatlari ve referans kiiltiir
spektrofotometrede 600 nm 0.1 absorbans degerine ayarlanarak siispansiyonlar
hazirlanmigtir. Elde edilen siispansiyonlardan 100 ul alinarak igerisinde 0.9 ml steril su
bulunan tiiplerde 7 kez seri sulandirmalar yapilmistir. Her bir sulandirmadan igerisinde
King B besi yeri bulunan petrilere 100ul siispansiyon koyulmus ve bir baget yardimi ile
besi yeri tizerine yayillmigtir. Her seyreltme igin ti¢ adet petri kullanilmigtir. 25°C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra petrilerde gelisen koloniler sayilarak ml’deki bakteri hiicre sayisi
formiile (koloni sayis1 X 6rnegin seyreltme serisi x 10) gore hesaplanmistir (Klement ark.
1990).

3.2.5.Patojenite Testi

Hastaliklh kiraz dokularindan izole edilen bakteri izolatlar1 Lelliott ve Stead (1987)
bildirdigine gore 4 farkli yontem kullanilarak yapilmistir. Patojenite testlerinin tamaminda
calismalarmda 10® hiicre/ml inokulum yogunlugu kullanilmistir. Patojenite testlerinde
pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. syringae referans kiiltiirti, negatif kontrol

olarak ise steril su kullanilmistir. Calismada dort farkli inokulasyon yontemi kullanilmastir.
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Cicek demetlerine piiskiirtme: Saglikli kiraz agaclarindan alinan 20-25 cm uzunlugundaki
heniiz acilmamis ¢icek demetleri su iceren erlenlere konulmustur. Hazirlanan bakteri
stispansiyonu bir el piilverizatorii yardimiyla ¢igek yanikligi i¢in ¢igek demetlerine 1 ml
olacak sekilde piiskiirtiilmistiir. Yiksek nem saglamak amaciyla 24 saat siireyle 1slak
polietilen torba igerisinde tutulmustur (Sekil 3.1). Inokulasyondan bir giin sonra bitkiler nem
¢cemberinden alinmig ve giinliik olarak simptom gelisimi agisindan incelenmistir. Daha sonra
inokulasyondan sonra 25°C ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim odalarina
koyularak hastalik belirtisinin ortaya ¢ikmasi igin beklenmistir. inokulasyondan 8-10 giin
sonra cigekteki tipik leke olusumuna goére hastalik var/yok olarak degerlendirilmis ve

izolatlarin patojen olup olmadig: belirlenmistir.

Siirgiinlerin u¢ kisimlarina injeksiyon: Saglikli kiraz agaclarindan alinan 20-25 cm
uzunlugundaki siirgiin  su iceren erlenlere  konulmustur. Hazirlanan  bakteri
stispansiyonundan100 pl olacak sekilde steril bir enjektor yardimiyla siirgiin yanikligi i¢in
stirgtinlere verilmistir. Yiiksek nem saglamak amaciyla 24 saat siireyle 1slak polietilen torba
icerisinde tutulmustur. Inokulasyondan bir giin sonra bitkiler nem cemberinden alinmis ve
giinlik olarak simptom gelisimi agisindan incelenmistir. Daha sonra inokulasyondan
sonra 25°C ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim odalarina koyularak
hastalik belirtisinin ortaya c¢ikmasi icin beklenmistir. Inokulasyondan 8-10 giin sonra
sirgiindeki tipik leke olusumuna gore hastalik var/yok olarak degerlendirilmis ve

izolatlarin patojen olup olmadig: belirlenmistir.

Celiklerin bakteri siispansiyonuna daldirilmasi: Saglikli kiraz agaglarindan alinan 20-25
cm uzunlugundaki siirgiin su igeren erlenlere konulmustur. Hazirlanan bakteri siispansiyonu
igerisine 15-20 dakika siire ile daldiriimigtir. Yiiksek nem saglamak amaciyla 24 saat siireyle
1slak polietilen torba icerisinde tutulmustur. inokulasyondan bir giin sonra bitkiler nem
¢emberinden alinmis ve giinliik olarak simptom gelisimi agisindan incelenmistir. Daha sonra
inokulasyondan sonra 25°C ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim
odalarma koyularak hastalik belirtisinin ortaya ¢ikmasi i¢in beklenmistir. inokulasyondan 8-
10 giin sonra govdedeki tipik leke olusumuna gore hastalik var/yok olarak degerlendirilmis

ve izolatlarin patojen olup olmadig: belirlenmistir.

Meyveye inokulasyon: Saglikli kiraz agaglarindan ham kiraz meyveleri toplanmistir. Bu
meyveler patojenite testleri yapilana kadar buzdolabinda +4°C saklanmistir. Patojenite
testinde her izolat icin ii¢ adet ham kiraz meyvesi kullanilmistir. Meyveler kullanilmadan
once %3’lik hipo icerisinde 3 dakika bekletilmis ve sonra 3 defa steril saf su igerisinden
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gegirerek yiizeyden dezenfeksiyon yapilmistir. Dezenfekte edilen kiraz meyveleri icerisinde
kurutma kagidi bulunan petrilerin igerisine yerlestirilmistir. King B besi yerinde geilstirilen
48 saatlik bolge izolatlar: steril bir kiirdan yardimiyla meyveye verilmistir. inokulasyondan
sonra petriler 25° C’deki inkiibatorde hastalik belirtisi olusturana kadar petriler kontrol

edilmistir.

Sekil 3.1. Siirgiin ve Cigek demetlerine bakteriyel siispansiyonun uygulanmasi

3.2.6. Re-Izolasyon

Inokulasyon vyapilan kiraz siirgiin, acilmamis cicek demetleri ve meyvelerinde
meydana gelen kahverengilikler ve kurumalar incelemeye alinmistir. Ornekler kiigiik
parcalara ayrilmis ve %70 etil alkol ile yiizeyden dezenfeksiyon edilmistir. Ornekler
porselen havan igerisine konulmus ve 2 ml steril saline buffer eklenerek siispansiyonlar
hazirlanmistir. Havanlar 15-20 dakika bekletilerek bakterinin saline buffer siispansiyonuna
gecmesi saglanmistir. Bekleme sonunda igerisinde King B besiyeri bulunan petrilere iig
cizgi yontemine gore cizimler yapilmistir (Janse 2006). Izolasyon petrileri 25°C°de 48 saat
inkiibatorde bekletilmistir. King B agar besi yerinde floresan tipte, kiigiik yuvarlak ve
kabarik olmayan tipte krem renginde gelisen koloniler saflagtirilmistir. Simptom veren
bitkilerden re-izolasyonlar yapilarak elde edilen re-izolatlar cam tiiplerde egik olarak
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hazirlanmis yeast dekstroz kalsiyum karbonat agar (YDCA) besi yerine cizimleri yapilarak

tan1 ¢alismalar1 yapilmak tizere buzdolabinda saklanmuistir.

3.2.7. Bakteri izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanis1

129 hasta bitkiden izole edilen 387 izolat iginden segilen 41 adet re-izolat ile tan
calismalar1 yapilmistir. Geleneksel yontemlerle tanisi Lelliott ve Stead (1987) ile Schaad ve
ark. (2001)’e gore yapilmistir. KOH ile gram reaksiyonu ve LOPAT (L. levan olusumu, O:
oksidaz testi, P: patateste pektolitik aktivite, A: arginin dehidrolaz aktivitesi, T: tiitiinde asir1
duyarlilik reaksiyonu) testlerinin sonucuna gore izolatlarin tanilari yapilmustir.
Calismada Pseudomonas syringae pv. syringae’nin referans kiiltiiri ile her bir test igin

pozitif ve negatif sonug veren referans bakteri kiiltiirleri kullanilmastir.

King B Besi Yerlerinde Koloni Gelisimi: King B (1 | distile su, 20 g Proteose pepton, 10
ml Gliserin, 1.5 g KoHPOs, 1.5 g MgS04.7H20, 15 g Agar, PH: 7.2) besi yerinde koloni

morfolojileri degerlendirmistir.

Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon: Taze hazirlanan %3’lik
potasyum hidroksit soliisyonundan lam tizerine bir damla damlatildiktan sonra Tekirdag
ilinden elde edilen izolatlarmin 48 saatlik kiiltiiriinden steril kiirdan yardimiyla alinan
bakteri, soliisyona dairesel hareketlerle karigtirillmistir. 15-20 saniye sonra 6ze yukari
kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olusmasi gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Sands, 1990). Kontrol olarak Prof. Dr. Yesim AYSAN’dan alinan gram
pozitif 6zellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

kiltirt kullanilmastir.

Levan Tipte Koloni Olusumu: Nutrient Agar ortamina %5 oraninda Sakkaroz
eklenerek hazirlanan Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) besi yerine Marmara Bolgesi izolatlari
cizildikten sonra 25°C’de 3-4 giin inkiibe edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid
koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead 1987). Levan pozitif 6zellikteki

bolgemizden izole edilen bir Erwinia amylovora izolati ¢alismada kullanilmastir.

Oksidaz Testi:Taze hazirlanan %1°lik N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene
diammonium diclorid erigi steril filtre kagidina damlatilmistir. Marmara Bolgesi

izolatlarinin 48 saatlik kiiltiirii platin 6ze ile slak kurutma kagidina cizildiginde 10 saniye
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icinde olusan koyu mor renk pozitif olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956). Oksidaz

pozitif 6zellikteki Pseudomonas cichorii kiiltiirii ¢alismada kullanilmastir.

Pektolitik Aktivite Testi: Patates yumrular: 6nce deterjanli suda firgalanarak yikanmis ve
daha sonra yiizey dezenfeksiyonu i¢in %1°lik NaOCl’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCI’yi
uzaklastirmak i¢in 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir bisturi
ile kabuklar1 soyulmustur. Steril 1slak filtre kagidi iceren steril petri i¢ine kabugu soyulmus
bir cm kalinhgindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu bakteri kiiltiiri
patates dilimi tzerine bulastirilmistir. 25°C°de iki giinliik inkiibasyondan sonra
degerlendirme yapilmistir. inokule edilen bolgedeki yumusama pozitif olarak kabul
edilmistir. Pektolitik enzim drettiginden dolayr patates dilimlerinde yumusak ¢iiriikliige
neden olan Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum izolati ¢alismada
kullanilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

ArgininDehidrolaz Testi: Thorney 2A ( 1 Idistile su, 1 g peptone, 5 g NaCl, 0.3 g
K2HPO4, 3 g Agar, 0.01 g Phenolred, 10 g L-arginine) besi yerinde tiiplere 3’er ml
konulmus ve otoklavda 121°C’de 15 dakika bekletilerek steril edilmistir. Daha sonra tiiplere
bakteri kiiltirleri asilanmis ve tizerleri 2 ml sivi1 parafinle kapatilmistir. 7-10 giin 27°C’de

inkiibasyondan sonra ortamin pembe-kirmiziya donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tiitiinde Asin Duyarhhk Testi: Titin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi
yapraginin alt yiizeyine damar aralarima Marmara Bolgesi zeytin izolatlarmin 108 hiicre/ml
yogunlugundaki siispansiyonu bir enjektor yardimi ile infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra
inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim pozitif olarak degerlendirilmistir
(Klement ve Goodman, 1967). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas cichorii izolati

kullanilmistir.
3.2.8. GATTa Testi

Jelatin hidrolizi: Pseudomonas syringae izolatlarmin jelatin hidrolizi i¢in besi yeri 5 g
pepton, 3 g beef extract ve 120 g jelatin igermektedir. Karisim tartildiktan sonra, jelatin
50°C’ de eritilmis, pH 77,2 ye ayarlanmistir. Tiiplere 5 ml konmus ve otoklavda 121°C’de
sterilize edilmistir. Tiiplere bakteri asilandiktan sonra 20°C’de 7-14 giin inkiibasyona
birakilmigtir. Pseudomonas syringae pv. syringae igin tiiplerdeki jelatin akici ve test
sonuglar: pozitif; Pseudomonas syringae pv. morspurunorum igin tiiplerdeki jelatin kati ve

test sonuglar1 negatif olarak degerlendirilmistir (Schaad ve ark. 2001).
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Esculin hidrolizi: Bakteriyel izolatlarin esculin hidrolizini belirlemek i¢in besi yerinde 10 g
pepton, 1 g aesculin, 1 g sodium citrate ve 0.05 g ferric citrate igermektedir. Besi yerinin
hazirlandiktan sonra pH’ s1 7°ye ayarlanmis ve otoklavda sterilize edilmistir. Steril besi yeri
tiiplere 5’er ml konduktan sonra bakteri ekimi yapilmistir. 27-28°C’de 3-4 giin inkiibasyona

birakildiktan sonra besi yeri kahverengi-siyah renk alanlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tartaric acid ve Tyrosin kullamimi: Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas
syringae pv. morspurunorum izolatlarnin ayriminda karbon kaynaklarini kullanim
durumlart 6nemlidir. Bakterilerin karbon kaynaklarindan yararlanmalarini belirlemede
kullanilan bazal ortamin kullanilmaktadir. Bazal ortam igerisine konulan kimyasallar (1 g
NH4H2PO4, 0.2 g KCI, 0.2 g MgSOs 7H20, 0.08 g Bromthymolblue, 14 g Agar) agar
disindaki kimyasallar 900 ml saf suda eritilmis, pH: 7.0° ye ayarlanmis ve iizerine agar ilave
edilerek 100°C’de eritildikten sonra tiiplere 4.5 ml konmustur. Daha sonra otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Testte kullanilan karbonhidratlarin (tartaric acid ve
tyrosin) her birinden 2 g tartilarak ve tizerine 20 ml saf su eklenerek (%10’luk) eritilmis ve
tekrar pH: 7.0 degerine ayarlanmistir. Sonra bakteri filtresinden gegirilerek sterilize
edilmistir. Sterilize edilen karbonhidratlar otoklavdan ¢ikarilan ve 4.5 ml besi yeri igeren
tiplere 0.5 ml ilave edilmis ve egik agar olarak hazirlanmistir. Sonug¢ olarak karbonhidrat
orani besi yerinde %1°’e ayarlanmistir. Her bir karbonhidratin ayr1 ayri bulundugu tiiplere
bakteri asilanmis ve 24-27°C’de tiipler inkiibe edilmistir. Asit olusan tiiplerde renk degisimi

olmus (sarya doner) ve degisim pozitif olarak degerlendirilmistir (Schaad et al. 2001).
3.2.9. Bakteri izolatlarinin PCR Testi fle Tamsi

Tekirdag ilinden elde edilen izolatlarin 41 adet izolatin PCR ile tanist yapilmustir.
Izolatlar nutrientbroth sivi besi yerinde gelistirilerek De Boer ve Ward (1995)’e gore
saflastirllmis genomik DNA’lar PCR c¢alismalarinda kullanilmigtir. Genomik DNA

izolasyonu asamalari:

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

gelistirilmistir.

2. Bakteri siispansiyonundan 1ml steril ependorf tiipiine alinmisg ve tiiplerin

agirliklar: dengelenerek 14.000 rpm’de 20 dak. santrifiij edilmistir.
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3. Pellet alinarak siipernatant atilmistir. Pelletin tizerine hiicre pargalanmasini
saglamak tizere % 1’lik SDS+TAE bufferdan 100 ul eklenmis ve tiip kanstiricisinda

karistirilmastir.
4. Tipler 50°C’deki su banyosunda 3 saat bekletilmistir.

5. 75 M Amonyum asetat (1 olgege yarim oOlgek olacak sekilde) eklenerek

karistirilmastir.

6. 14.000 rpm’de santrifiij yapilarak amonyum asetat artiklarinin altta toplanmasi
saglanngtir. Uste kalan DNA kesik bir pipet ucu ile alinmis (yaklasik 130 pl) ve yeni bir
ependorf tiiptine aktarilmistir. 7. Buna esit miktarda (yaklasik 130 ul) derin dondurucuda

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

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

10. Ependorf tiiplerinden alkol dokiilmiis ve steril kabinde bir saat kurumaya birakil-
mastir.

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

karistirilmastir.

12. Daha sonra bu DNA’lar %1°lik hazirlanan agarose jele verilerek izole edilip
edilmedikleri tespit edilmistir. Hazirlanan agaroz jel 70 miliamperde yarim saat
yiriitiildiikten sonra etidyum bromid (10 mg/ml) ile boyama yapilmis ve transliminatorde

bantlar incelenmistir.

PCR c¢alismas1 (Bereswill 1992 ve Abbasi 2013)’e gore yapilmistir. Calisma,
reaksiyon tiipii ad1 verilen 0.5 ml’lik ince duvarli eppendorf tiiplerde toplam hacmi 25 pl
olan reaksiyon karistmmin kullaniimasiyla gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisiminin

icerigi Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. PCR isleminde kullanilan reaksiyon karigimin igerigi

ewe

Reaksiyon Kansimin Icerigi
PCR Master Mix (Promega, M7502) 12.5

20pmole primerl 2.0
20pmole primer2 2.0
H>0 (Nucleasefreewater) 6.5
g-DNA 2.0
Toplam 25

Kullanilan Primerlerin dizilisleri soyledir:
syrB gen Primer B1: 5’-CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3’
syrB gen Primer B2: 5>-TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3’

Thermalcycler cihazinda (Techne Marka) kullanilan program Cizelge 3.2.’deki gibidir.

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

program
LProgramlandirmalar Sicakhk (°C) Siire (da)
ilk denatiirasyon 94 g
Denatiirasyon 94 15
Primerannealing 60 15
Extention 72 3
(2,3,4)x35 Dongii 94 1.5
Final extention 72 10
Beklemede 4 Siiresiz

Kullanilan Primerlerin dizilisleri soyledir:
cfl gen Primer CFLF: 5>-GGCGCTCCCTCGCACTT-3’
cfl gen Primer CFLR: 5’-GGTATTGGCGGGGGTGC-3’

Thermalcycler cihazinda (Techne Marka) kullanilan program Cizelge 3.3.’deki
gibidir.

Cizelge 3.3. CFLF ve CFLR primerlerinin PCR islemi igin kullanilan program

Programlandirmlar Sicaklik (°C) Siire (da)
1 ilk denatiirasyon 93 2
2 Denatiirasyon 93 1
3 Primerannealing 52 2
4 Extention 72 2
5 (2,3,4)x37 Dongii 93 1
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6 Final extention 72 10
7 Beklemede 4 Siiresiz

Elde edilen bakteri DNA’simnin ve PCR firtnlerinin Agarose jel elektroforezine
yonelik ¢aligmalar Sambrook ve ark. (1989)’a gore yapilmistir. Bunun igin 0.9 g agarose 90
ml 1 X TAE tamponuna konularak mikrodalga firinda eriyinceye kadar kaynatilmastir.
Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulan soliisyon, taraklar yerlestirilen jel tepsisine dokiilmiistiir.
Agaroz jelin donmasindan sonra jel tanki igerisine jeli ortiinceye kadar 1XTBEbuffer
konmustur. Daha sonra 6rnek koymak igin kullanilan tarak dikkatlice ¢ekilerek ¢ikarilmistir.
Bu sekilde hazirlanan agaroz jel gukurlarina 3 upl loading buffer ve 12 ul PCR firiini
karisimi bir mikropipet yardimi ile dikkatlice verilmistir. Molekiiler agirlik isaretleyici
(Marker) olarak 100 bp DNA isaretleyici (Marker, Fermentas SM 0623) kullanilmastir.
Elektroforez tankinda agroz jeldeki 6rnek hiicrelerin bulundugu yer gii¢ kaynagimin negatif (-
) kutbuna denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve PCR diriinleri 100 V elektrik akiminda
yaklagik 1 saat siire ile yiritilmistir. Bantlarin goériilmesi i¢in ethidium bromiir ile (10
mg/ml) 10 dak. boyama yapilmis ve bunu takiben 15 dak. saf su ile jel yikanarak

transliminatorde (302 nm) bantlar incelenmis ve fotograflanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hastalikh Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Tekirdag ilinde7 farkli yorede Naip, Merkez, Mermer, Kumbag, Karahisarli,
Canake1, Barboros kiraz iiretim alanlarina 2012 ve 2013 yilinin Mart-Haziran aylarinda
periyodik olarak ziyaretler yapilmis ve ziyaret edilen kiraz bahgelerinde bakteriyel kanserin
neden oldugu karakteristik hastalik belirtileri olan ¢icek demeti yanikligi, siirgiinlerde geriye
dogru olim, yaprak ve meyve lekeleri ile odun dokularinda kanserle birlikte zamklanma
belirtileri g6zlenmistir. Hastalik etmeninin neden oldugu yaprak lekeleri koyu kahverengi,
daireselden diizensiz sekillere kadar degisen lekeler seklinde ve bazi zamanlarda sar1 hale
ile cevrilidir. Lekeler biiyiiyerek birlesmekte ve daha biyik oli alanlar meydana
getirmekte, lekelerin merkezler dokiilerek sagma ile delinmis bir goriintii almaktadir.
Infekteli agaclarda yaprak ve cicek demetleri baharda agilmamakta ve &lmektedir. Eger
enfeksiyon tiretim sezonunda meydana gelirse ¢icek demetleri baharda agmakta fakat yaz
baslarinda 6lmekte, yapraklar solmakta ve meyveler kurumaktadir. Hastaligin en belirgin
belirtisi ise agaglarda parlak goriiniimlii zamk salgilanmasi ve kanser yapilaridir (Sekil 4.1).
Kanserli dokular hafif ¢okiik ve saglamlardan daha koyu kahverengi oldugu goriilmistiir.
Kanserli bolgedeki kabuk dokusunun rengi parlak portakal renginden kahverengiye kadar
degisir (Sekil 4.2). Kanserlerin altinda ve iistiinde dar kahverengi ¢izgiler olusur. Bir agacin
govdesi ya da dali kanserle cevrildiginde bu bdlgenin iistiindeki yapraklarin iceri dogru
biikiildiigi, asag1 dogru sarkarak once agik yesil daha sonra ise sarardigi goriilmiistiir. Agir
enfektelenmis agaclarda olimler gorilmistir (Sekil 4.3). Kiraz meyvelerinde lekeler
baslangicta su emmis leke seklinde oldugu belirlenmistir. Hastaliktan etkilenmis olan
meyvelerin yiizeylerinde ¢ukurlar meydana getirmistir. Bagli olarak merkezi sari-kirmizi
renginde lekeler meydana getirmis, meyve saplari ise kahverengi ve su emmis leke seklinde

gorilmiistiir.
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| : A
Sekil 4. 2. Kiraz dal kanseri hastalig: belirtisi gosteren govdelerdeki kabuk rengi
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gindan dolayr 6lmiis kiraz agaci

Sekil 4. 3. Kiraz dal kanseri hastali
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Cizelge 4.1.’de de goriildiigi iizere Tekirdag ilinin Naip mevkii’ nden 45, Mermer’ den
12, Merkez’den 23, Kumbag’ dan 13, Karahisarli’dan 12, Canake¢i’dan 5, Barbaros’tan 14,
Avsar’dan 5 adet olmak tizere Tekirdag ilinden toplam 129 adet hastalikli bitki 6rnegi

toplanmustr.

Cizelge 4.1. Tekirdag ili ve ilgelerinde bulunan kiraz bahgelerinden toplanan 6rnek ve elde
izolat sayilar

Orneklerin Toplandigi Mevkiler — Toplam Ornek Sayisi
5

Avsar

Barboros 14
Canakg1 5
Karahisarli 12
Kumbag 13
Merkez 23
Mermer 12
GENEL TOPLAM 129

Cizelge 4.2°de de gorildiigi gibi Tekirdag ilinden elde edilen 41 adet Pseudomonas
syringae izolatinin %39.1°i Naip, %9.7” si Mermer, %9.7” si Merkez, %12.2” si Kumbag, %7.3’

i Karahisarl, %2.4’ ii Canakg1, 19.5” i Barboros’tan elde edilmistir.

Arazi galismalarinda ziyaret edilen bahgelerde hastaligin bulunma oran1 %2100 olarak
belirlenmistir. Tekirdag ili mevkilerine gore bahgelerde hastaligin bulunma oranlari ise Naip’te
%35.6, Mermer’de %33.3, Merkez’de %17.4, Kumbag’da %38.5, Karahisarli’da %25.0,
Canakgr’da %20.0, Barboros’ ta %57.1 olarak saptanmistir. Hastalik siddeti gezilen bahgelere
gore degisiklik gostermekle birlikte %28.5-50.7 arasinda degisen oranlarda belirlenmistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Tekirdag ili kiraz bahcelerindeki hastalik yayginligi, oran1 ve siddeti

Mevkiler Hastaligin yayginhgi (%)  Hastalik bulunma orani (%)  Hastalik siddeti (%)
Barbaros 100 57.1 35.0-45.0
Canakei 100 20.0 10.0-20.0
Karahisarlh 100 25.0 15.0-25.0
Kumbag 100 385 40.0-85.0
Mermer 100 33.3 40.0-70.0
Merkez 100 17.4 20.0-35.0
Naip 100 35.6 40.0-75.0
Ortalama 100 32.8 28.5-50.7
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4.2. Hastalik etmeninin izolasyonu

Tekirdag cevresinde bakteriyel kanser belirtisi gosteren 129 adet bitki orneginin
hastalikli ve saglikli doku kisimlarini igeren pargalardan King B besi yerine yapilan
izolasyonlarda 2-3 giin iginde krem-beyaz renkte (Sekil 4. 4) ve floresan tipte kolonilerden 387
adet bakteri izolati elde edilmis ve tani testleri yapilmak igin tesadiifi olarak Cizelge 4.3’de de
listelenen 41 adet izolat kullanilmistir. Bu izolatlar YDCA besi yerine ¢izimleri yapilarak tani

calismalar1 yapilmak tizerebuzdolabinda saklanmistir.

Sekil 4.4. King B besi yerinde gelisim
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Cizelge 4. 3. Tan1 calismalari igin segilen kiraz izolatlar

izolatlarin Kod Adlar izole edildigi yer izolatlarin Kod Adlar1  Tzole edildigi yer
Naip 1/1 Naip-Tekirdag Merkez 2/1 Merkez-Tekirdag
Naip 2/1 Naip-Tekirdag Merkez 3/1 Merkez-Tekirdag
Naip 3/1 Naip-Tekirdag Merkez 4/1 Merkez-Tekirdag
Naip 4/1 Naip-Tekirdag Kumbag 1/1 Kumbag-Tekirdag
Naip 5/1 Naip-Tekirdag Kumbag 2/1 Kumbag-Tekirdag
Naip 6/1 Naip-Tekirdag Kumbag 3/1 Kumbag-Tekirdag
Naip 7/1 Naip-Tekirdag Kumbag 4/1 Kumbag-Tekirdag
Naip 8/1 Naip-Tekirdag Kumbag 5/1 Kumbag-Tekirdag
Naip 9/1 Naip-Tekirdag Karahisarli 1/1 Karahisarh-Tekirdag
Naip 10/1 Naip-Tekirdag Karahisarl 2/1 Karahisarhi-Tekirdag
Naip 11/1 Naip-Tekirdag Karahisarl 3/1 Karahisarh-Tekirdag
Naip 12/1 Naip-Tekirdag Canake1 1/1 Canakgi-Tekirdag
Naip 13/1 Naip-Tekirdag Barbaros 1/1 Barbaros-Tekirdag
Naip 14/1 Naip-Tekirdag Barbaros 2/1 Barbaros-Tekirdag
Naip 15/1 Naip-Tekirdag Barbaros 3/1 Barbaros-Tekirdag
Naip 16/1 Naip-Tekirdag Barbaros 4/1 Barbaros-Tekirdag
Mermer 1/1 Mermer-Tekirdag Barbaros 5/1 Barbaros-Tekirdag
Mermer 2/1 Mermer-Tekirdag Barbaros 6/1 Barbaros-Tekirdag
Mermer 3/1 Mermer-Tekirdag Barbaros 7/1 Barbaros-Tekirdag
Mermer 4/1 Mermer-Tekirdag Barbaros 8/1 Barbaros-Tekirdag
Merkez 1/1 Merkez-Tekirdag

4.3. Bakteri Siispansiyonun Hazirlanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm 0.1
absorbans degerine ayarlanarak stispansiyonlar hazirlanmis ve yapilan seyreltme serilerinden
besiyerinde gelisen koloniler sayilarak ml> deki bakteri populasyonu 7 x 108 hiicre/ml

yogunlugunda oldugu hesaplanmistir (Klement ve ark. 1990).
4.4. Patojenite testinde kullanilan bakteri populasyonunun hesaplanmasi

Hastalikl kiraz dokularindan izole edilen ve tan1 ¢alismasinda kullanilan 41 bakteri izolati
ve referans kiiltiir King B besi yerinde gelistirilen 24 saatlik bakteri izolatlarmin 7 x 108
hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonlar: hazirlanmistir. Namik Kemal Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge bitkileri Demonstrasyon Kiraz bahgesinde toplanan gigek, siirgiin ve meyvelere
inoluklasyon yapilmis ve 25°C ve %70 nem igeren sera bolmesinde muhafaza edilmistir. Pozitif
kontrolle bulasik bitkilerde distan gozle goriiliir simptomlar olusunca yaklasik ¢icek ve
stirgiinler 8-10 giin sonra meyve denemeleri ise 5-7 giin sonra degerlendirme yapilmistir (Janse
1981).

Secilen 41 adet bolge izolat1 ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite testlerinde tiim
izolatlar inokulasyondan sonra 8-10 giin igerisinde kiraz cicek (Sekil 4. 5) yanikliga neden
olmustur. Siirgiin demetlerinde yapilan inokulasyonlar sonucunda 10-15 giin igerisinde siirgiin
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yapraklarinda kahverengilesme, ice dogru kivrilma ve yaniklik belirtileri ortaya ¢ikmistir. neden
olmustur (Sekil 4. 6). Ham meyvelere yapilan inokulasyonlardan 8-10 giin sonra ham meyve
kiraz meyvelerinde derin siyah cukurluklar gozlenmistir (Sekil 4. 7). Patojenite testinde
kullanilan 4 farki yontemlerde olusan belirtilerin gozlenmesi ve zamanlar ¢izelge 4.4’de
verilmistir. Negatif kontrol olarak steril su ile ¢igek, siirgiin ve meyve inokulasyonlarinda ise

herhangi bir belirti gézlenmemistir.

Cizelge 4.4. Patojenite testinde kullanilan yontemlerin belirti olusum zamanlari

Yontem Belirti olustugu giin Olusan belirti
2 Su emmis leke
3 Cigeklerde kahverengilesme,
yapraklarda sararma
5 Cigeklerde solma, yapraklarda
Cicek demetlerine piiskiirtme kahverengilesme
6 Tag yapraklarin dokiilmesi, yapraklarda
iceri dogru kivrilma
8 Cicek yanikhg, yapraklarda kuruma ve
dokiilme
2 Ug kisimlarda hafif kahverengilesme
3 Ug kisimlarda kahverengilesme
Siirgiinlerin ug¢ kisimlarindan 7 Siirgiinlerde geriye dogru koyu
Injeksiyon kahverengi lekeler
15 Siirgiinlerde geriye dogru hafif kuruma
30 Sirgiinlerde yaniklik
2 Su emmis lekeler
Celiklerin bakteri siispansiyonuna g gz:::::gg: klf:vere':(ngrj]llesme —leKeleri
daldilmas: _ koyu kahverengi lekelerin
genislemesi
10 Celiklerde yamklik
2 Meyvede su emmis lekeler
3 Meyvede kahve-siyah lekeler
: 5 Meyvede siyah lekeler
Meyveye inokulasyon 6 Meyvede siyah lekelerin genislemesi,
hafif ¢ukurlasma
10 Meyvede siyah ¢ukur seklinde lekeler
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Sekil 4.6. Patojenite testinin yapraklardaki simptomlari
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Sekil 4.7. Inokulasyondan sonra meyvelerde olusan derin siyah cukurlar

Inokulasyon yapilan ¢icek, siirgiinlerde ve meyvede meydana gelen yaniklik
belirtilerinin hastalikli ve saglikli dokularn her ikisinin de bulundugu bolgelerden 6rnekler
incelemeye alinmis ve tipik hastalik simptomu gosteren bitkilerden yapilan re-izolasyonlar

sonucu segilen 41 re-izolat tekrar izole edilmis ve tani testlerinde kullanilmistir.

4.5. Bakteri Izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanisi

Hastalik belirtisi gosteren kiraz bahgelerinden izole edilen 41adet bolge izolati ve bir
referans izolat olmak tizere 42 adet re-izolatla yapilan tani ¢aligmalar1 sonucunda tiim izolatlarin
koloni morfolojilerinin benzer oldugu saptanmustir (Cizelge 4.5).

King B Besi Yerlerinde Koloni Gelisimi: Elde edilen re-izolatlar King B besi yerinde krem
renkli flouresan koloni gelisimi gostermistir (Sekil 4. 8).

Sekil 4.8. Pseudomonas syringae pv. syringae’nin UV transmilatér altinda floresan
goriintiisti (sagda)
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Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon Testi: Pseudomonas syringae pv.
syringae re-izolatlari ve referans izolatla yapilan KOH testi sonucunda ozeye yapisarak
stimiiksii bir yap1 olusturmasindan dolayr gram negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5,
Sekil 4.9.). Karsilastirma kiiltiirii olarak kullanilan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’de ise stimiiksii bir yap1 gézlenmemis olmasindan dolayr gram pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 4.9. KOH testi gram negatif (iistte) ve gram pozitif (altta)

Levan Olusumu: SNA besi yerine ¢izimi yapilan kiraz re-izolatlar: ve referans kiiltiirde levan
tipi beyaz, mukoid, tiimsek seklinde koloni olusmustur (Cizelge 4.5, Sekil 4.10). Pozitif kontrol
olarak Erwinia amylovora 57 izolatinin kolonileri bu besi yerinde inci gibi beyaz ve tiimsek

seklinde gelismistir.

Sekil 4.10. Pseudomonas syringae pv. syringae nin levan tip koloni gelisimi
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Oksidaz Testi: Re-izolatlar ve referans kiiltiir oksidaz test soliisyonu emdirilmis filtre kagidina
cizilen zigzaglar sonucunda hicbir renk degisimi meydana getirmediginden oksidaz negatif
olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.11). Oksidaz pozitif 6zellikteki Pseudomonas

cichorii kiltiiri caligmada kullanilmistir ve mor renkte bir degisime neden olmustur.

Sekil 4.11. Oksidaz testi pozitif reaksiyon (solda), negatif reaksiyon (sagda)

Pektolitik Aktivite Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae re-izolatlar1 ve referans izolatin
higbiri pektolitik enzim iiretmediginden patates dilimleri {izerinde yumusak ¢iirtikliik belirtisi
olusturmamustir (Cizelge 4.5, Sekil 4.12).izolatlarin patatesteki pektolitik aktivite negatif olup,
kontrol olarak kullandigimiz referans izolat Pectobacterium caratovorum ¢alismada kullanilmis

ve patates dokularinda ¢iirlimeye neden olmustur.

Sekil 4.12. Pseudomonas syringae izolatinin patates dilimlerinde pektolitik aktivite testi
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Arginin Dehidrolaz Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae re-izolatlari ve referans
izolatin ekim yapilan tiiplerin tizerine 1 ml mineral yag ile kapatiimis ve 7-15 giin inkiibatorde
bekletildikten sonra tiiplerde herhangi bir renk degisimi gozlenmemesinden dolay: negatif
olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Pseudomonas syringae pv. syringae re- izolatlarinin arginin dehidrolaz testi

Tiitiinde Asinn Duyarhhk Testi: Pseudomonas syringae pv. syringae re- izolatlar1 ve
referans izolatin tiitin yapraklarinin damar aralarinda 24 saat sonra su emmis alanlar ve 48 saat
sonra nekroz olusturdugundan asir1 duyarlilik reaksiyonlari pozitif olarak degerlendirilmistir.
Pozitif kontrol olarak Pseudomonas cichorii izolati kullanilmistir (Cizelge 4.5., Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Pseudomonas syringae pv. syringae izolatiin tiitin yaprak damar aralarinda
olusturdugu tipik asir1 duyarlilik reaksiyonu
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4.6. GATTa Testi

Jelatin hidrolizi: Pseudomonas syringae pv.syringae re- izolatlari ve referans izolat tiiplere
asilandiktan sonra 20°C’de 7—14 giin inkiibasyona birakilmustir ve tiiplerdeki jelatinin akici hale
gelmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Jelatin testi pozitif (solda), negatif (sagda)

Esculin hidrolizi: Pseudomonas syringae pv.syringaere- izolatlar: ve referans izolat steril besi
yerine ekilmistir. 27-28°C’de 3-4 giin inkiibasyona birakildiktan sonra besi yeri kahverengi-
siyah renk alanlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Esculin hidrolizi pozitif (solda), negatif (sagda)
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4. 7. Bakteri Izolatlarinin PCR Testiyle Tansi

DNA izolasyonu isleminden sonra elde edilen genomik DNA’lar Sekil 4. 17°de
goriildiigti  gibi  %1°lik agaroz jele \verildiginde olusan bantlar olusmasina gore

degerlendirilmistir.

Sekil 4. 17. Re-izolatlarin DNA izolasyonu sonucu %1°lik agarozda jel bantlarinin goriiniimii

Saflastirilan genomik DNA’lar ile yapilan B1-B2 primerleri kullanilarak yapilan PCR
testlerinde 18 re-izolatin (Naipl/1, Naip 2/1, Naip3/1, Naip 4/1, Naip5/1, Naip 6/1, Naip7/1,
Mermer 1/1, Mermer 2/1, Mermer 3/1, Mermer 4/1, Barboros 1/1, Barboros 2/1, Barboros 3/1,
Barboros 4/1, Barboros 5/1, Barboros 6/1, Barboros 7/1) %1.5 agaroz jel iizerinde
olusturduklart 752 bp biyiikliginde bantlar olusturmustur. Molekiiler agirlik isaretleyicisi
olarak kullanilan 100 bp’lik marker PCR {irtintiniin 752 bp biyiikligiinde oldugu Sekil 4. 18’de
goriilmektedir. B1-B2 pimerleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismasi sonucunda 18 adet izolatin
Pseudomonas syringae pv.syringae oldugu belirlenmistir. CFLF-CFLR primerleri ile yapilan
PCR c¢alismasinda ise re-izolatlarin 23 adedi (Naip 8/1, Naip 9/1, Naip 10/1, Naip 11/1, Naip
12/1, Naip 13/1, Naip 14/1, Naip 15/1, Naip 16/1, Merkez 1/1, Merkez 2/1, Merkez 3/1, Merkez
4/1, Kumbag 1/1, Kumbag 2/1, Kumbag 3/1, Kumbag 4/1, Kumbag 5/1, Karahisarli 1/1,
Karahisarli 2/1, Karahisarli 3/1, Canak¢i 1/1, Barboros 8/1) %1.5 agaroz jel iizerinde
Sekil4.19’da goriildiigii gibi 650 bp baz uzunlugunda olusturarak Pseudomonas syringae pv.

morsprunorum olarak tanimlanmistir.

CFLF-CFLR primerleri ile yapilan PCR ¢alismasinda ise re-izolatlarin 23 adedi %1.5
agaroz jel tizerinde Sekil 4.19’da goriildiigii gibi 650 bp baz uzunlugunda olusturarak

Pseudomonas syringae pv.morsprunorum olarak tanimlanmustir.
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752bp

Sekil 4. 18. B1-B2 primerleri kullanilarak yapilan PCR testi sonucunda elde edilen {iriinlerin
agaroz jelde goriiniimii. Cukur 1: 100 bp DNA marker, Cukur 2: Naip 1/1 ,
Cukur 3: Naip 7/1, Cukur 4: Mermer 3/1, Cukur 5: Barboros 6/1

752bp
650bp

Sekil 4. 19. CFLF-CFLR ve B1-B2 primerleri kullanilarak yapilan PCR testi sonucunda
elde edilen ftirtinlerin agaroz jelde gériiniimii. Cukur 1: 100 bp DNA marker,
Cukur 2: Naip 4/1, Cukur 3:Naip 11/1 , Cukur 4:Mermer 4/1 , Cukur
5:Karahisarli 3/1 , Cukur 6:Barboros 3/1
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Cizelge 4.4°de de gortldigi tizere izolatlarin tanilama ¢alismalarinda kullanilan
klasik yontemlerden LOPAT Kkarakterizasyonuna gore izolatlarm tamami +,--,-,+

ozellikler gostererek Pseudomonas syringae oldugu ortaya konulmustur.

Elde edilen re-izolatarin tanilarinin yapilmasinda mutlaka GATTa testinin
kullanilmas1 gerektigi bu c¢alisma ile de ortaya konmustur. Re-iolatlarin yapilan GATTa
testyi sonucunda iki gruba ayrilmistir. Birinci grup igerisinde yer alan 23 izolatin GATTa
sonuglart -, -, +, + olarak belirlenmis ve bunlarin Pseudomonas syringae
pv.morsprunorum oldugu belirlenmistir. Geriye kalan 23 izolatin ise GATTa onuglar: +,
+, -, - olarak saptanmis izolatlarin Pseudomonas syringae pv.syringaeolarak tanilari
yapilmistir. Benzer olarak Ivanovic ve ark (2009), Kaluzna ve ark (2010), Gavrilovi¢ ve
ark (2012) ve Ertimurtas ve ark., (2014) gibi bir ¢ok arastiricida izolatlarinin tanisinda
GATTa testinin kullanilmasinin uygun olacagini belirtmisler ve elde ettigimiz sonuglar bu

arastiricilar galismalari ile paralellik gostermektedir.

Ayrica elde edilen re-izolatlarm  tanisinda  molekiiler  yontemlerle
desteklenmesinin gerektigi bircok arastirmaci tarafaindan onerilmektedir. iki farkli primer
dizilimleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismalar1 sonucnda elde edieln re-izolatlarin iki
farkli tiir oldugu saptanmustir. izolatlarin 23 tanesi cfl genine gore dizayn edilen
primerlere reaksiyon verirken 18 adet izola ise syrB genine gore dizayn edilen primerlerler
reaksiyon vermistir. Bu reaksiyonlar sonucunda edlde edielen verilerler GATTa testinden
elde edilen sonuglar benzerlik gostermistir. Sekil 4.17 ‘de de goriildiigi tizere Cfl genine
gore reaksiyon veren ve 650 bp baz uzunlugunda iiriin veren izolatlarim Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum olarak tanilanirken, syrB genine reaksiyon veren ve 752bp
baz uzunlugunda tekrarlanabilen bantlar olusturan izolartlar ise Pseudomonas syringae
pv. syringae olarak tanilanmistir. Elde ettigimiz sonuglar ile Abbasi ve ark (2012) ve

Albelleria ve ark (2014) calismalarina benzerlik gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Bakteri izolatlarinin test sonuglari

; Gram Flouresan PCR Tam
Izolat Ads Reaksiyon | Pigmentasyon L OP A TIGATTa Cfl | syrB |Sonucu
Naip 1/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Naip 2/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Naip 3/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Naip 4/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Naip 5/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Naip 6/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Naip 7/1 - + + |- - |- +] 4| +- - - + Pss
Naip 8/1 - + + |- - -]+ |-+ + + - Psm
Naip 9/1 - + + |- - -]+ |-+ + + - Psm
Naip 10/1 - + + |- - -]+ |-+ + + - Psm
Naip 11/1 - + + |- - -]+ |-+ + + - Psm
Naip 12/1 - + + |- - -]+ -]+ + + - Psm
Naip 13/1 - + + |- - -]+ -]+ + + - Psm
Naip 14/1 - + + |- - -]+ -]+ + + - Psm
Naip 15/1 - + + |- - -]+ -]+ + + - Psm
Naip 16/1 - + + |- - -]+ -]+ + + - Psm
Mermer 1/1 - + + |- - -+ ] H -] - - + Pss
Mermer 2/1 - + + |- - -+ ] H -] - - + Pss
Mermer 3/1 - + + |- - -+ ] H -] - - + Pss
Mermer 4/1 - + - - -] A -] - - + Pss
Merkez 1/1 - + + - - - - 4+ + - Psm
Merkez 2/1 - + + - - - - 4+ + - Psm
Merkez 3/1 - + + - - - - 4+ + - Psm
Merkez 4/1 - + + - - - - 4+ + - Psm
Kumbag 1/1 - + + - - -] -]+ O+ + - Psm
Kumbag 2/1 - + - - - -+ 4+ + - Psm
Kumbag 3/1 - + + - - -]+ -]+ O+ + - Psm
Kumbag 4/1 - + + - - -]+ -]+ O+ + - Psm
Kumbag 5/1 - + - - - -+ 4+ + - Psm
Karahisarh 1/1 - + - - - -+ 4+ + - Psm
Karahisarh 2/1 - + - - - -+ 4+ + - Psm
Karahisarh 3/1 - + - - - -+ 4+ + - Psm
Canake1 1/1 - + + [ -1 -T-1+-1T-1+ + + - Psm
Barbaros 1/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Barbaros 2/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Barbaros 3/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Barbaros 4/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Barbaros 5/1 - + + |- - |- ]+ +] - - - + Pss
Barbaros 6/1 - + + |- - |- +] 4] +- - - T Pss
Barbaros 7/1 - + + |- - -] ]+ +] - - + Pss
Barbaros 8/1 - + |- - - -+ 4+ + - Psm

L: Levan olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T: Tiitiinde
asirt duyarlilik reaksiyonu, G: Jelatin hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosine kullanma, Ta: Tartarik
asidi kullanma, Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae , Psm: Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
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5. SONUCLAR ve ONERILER
Bu ¢alisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz tiretimin yapildig: Naip, Merkez, Kunbag,

Karahisarli, Canakci, Barbaros yorelerinde 25 adet kiraz alani ziyaret edilmis ve 129 adet
agactan hastalik siiphesiyle 6rnek toplanmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen 387

adet bakteri izolatinin elde edilmistir.

Tekirdag ili kiraz bahgelerinde yapilan surveyler sonucunda bakteriyel kanser
hastaliginin bahgelerde yaygmligi % 100,hastalik bulunma orani ise % 17.4- 57.1, hastalik
siddeti ise %28.5-50.7 arasinda degisen oranlarda belirlenmistir.

Elde edilen izolatlarin patojenitesi, LOPAT ve GATTa testleri, karbon kaynaklarindan
asit olusumu gibi Kklasik testlerle tanisi yapilarak bakteri izolatlarmin Pseudomonas syringae

oldugu tanilanmustir.

izolatlarin pathovar diizeyinde tanisinda Pseudomonas syringae pv. syringae ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’a spesifik olan syrB ve cfl genlerine gore dizayn
edilen primerler (B1, B2, CFLF, CFLR) ile tanilar1 desteklemistir. Yapilan tani1 ¢alismalari
sonucunda. Patojenin PCR ile tanilanmasinda syrB ve cfl genleri kullanilarak 41 izolatin 18
tanesi Pseudomonas syringae pv syringae, 23 tanesi ise Pseudomonas syringae pv.

morsprunorum olarak belirlemistir.

Tekirdag ilinde kiraz dal yanikligina neden olan hastalik etmeni olarak Pseudomonas
syringae pv. syringae bilinmesine karsin yapilan bu ¢alisma sonucunda hastalik etmeni olarak
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’un Pseudomonas syringae pv. syringae’den daha
yaygin oldugu ortaya konmustur. Ayrica bu yiiksek lisans tezi Tekirdag ilinde kiraz dal
yaniklig1 hastaligiyla ilgili olarak yapilan ilk ¢alisma olma 6zelligini taginaktadir.

Sonug olarak Tekirdag bolgesinde kiraz iiretim alanlarinda hastalikli agaglar yok
edilerek inokulum kaynaklar: ortadan kaldirilmalidir. Yeni bahge tesisi yapilacagi zaman yer
se¢imi esnasinda hastaligin bulunma bolgeleri goz 6niine alinarak tercih edilmelidir. Cevredeki

inokulum kaynaklari yok edilmeden yeni bahge tesisine gidilmemelidir.
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