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OZET

DOMATES (Solanum lycopersicum L.) BAKTERIYEL OZ NEKROZU
HASTALIK ETMENLERI Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea VE Pseudomonas viridiflava’NIN LNA
PROBE KULLANILARAK REAL-TIME PCR iLE TANISI VE HASTALIKLI
BITKi DOKULARINDAN TESPITI

Derya BAKI

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Aralik 2014, 155 sayfa

Bu c¢alismada domates vyetistiriciliginde 6nemli kalite ve ekonomik {iriin
kayiplarina sebep olan domates 6z nekrozu hastalik etmenleri Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava’nin LNA (Locked Nucleic Acid) probu kullanilarak Real-Time PCR yontemi
ile hassas ve segici olarak tanilar1 ve tespitleri yapilmistir.

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava etmenlerin her birine 6zel
hassas primer ve prob setleri gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve prob setlerinin
spesifikliginin belirlenmesi amaciyla farkli Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea, Pseudomonas viridiflava
strainleri ve farkli bitki patojeni bakteriyel izolatlar kullanilmistir. Farkli bitki patojeni
bakterilerin genomlarindan hicbir amplifikasyon tespit edilmemesine ragmen, test
edilen tiim yerli ve yabanci1 Dickeya chrysanthemi strainlerinden 65 bp, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum strainlerinden 63 bp, Pseudomonas cichorii
strainlerinden 73 bp, Pseudomonas corrugata strainlerinden 70 bp, Pseudomonas
fluorescens strainlerinden 70 bp, Pseudomonas mediterranea strainlerinden 73 bp ve
Pseudomonas viridiflava strainlerinden 77 bp’lik amplifikasyonlar elde edilmistir.

Bu c¢alismada gelistirilen yontemin bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1 Dickeya
chrysanthemi igin 2 hiicre, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum igin 4
hiicre, Pseudomonas cichorii i¢in 4 hiicre, Pseudomonas corrugata i¢in 4 hiicre,
Pseudomonas fluorescens igin 5 hiicre, Pseudomonas mediterranea i¢in 5 hiicre,
Pseudomonas viridiflava igin 2 hiicre olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin
DNA diizeyindeki hasasiyet sinir1 ise Dickeya chrysanthemi i¢in 12 pg, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum igin 11 pg, Pseudomonas cichorii i¢in 14 pg,
Pseudomonas corrugata icin 14 pg, Pseudomonas fluorescens i¢in 14 pg, Pseudomonas
mediterranea i¢in 13 pg, Pseudomonas viridiflava i¢in 12 pg olarak tespit edilmistir.



Sonug olarak, Real-Time PCR yontemini Kullanarak her birine 6zel primer ve
prob setleri gelistirilen domates bakteriyel 6z nekrozu hastaligina sebep olan 7 farkli
bakteriyel patojen; Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin hem
bakteriyel hiicreden hem de hastalikli bitki dokularindan hizli (17-27 dk) ve hassas bir
diizeyde tan1 ve tespitlerinin yapilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Domates, Domates Oz Nekrozu Hastaligi, Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea, Pseudomonas viridiflava, Real-Time PCR,
Tespit, Tan1
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND DETECTION BY REAL-TIME PCR USING LNA
PROBE OF Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea AND Pseudomonas viridiflava, CASUAL
AGENTS OF TOMATO (Solanum lycopersicum L.) PITH NECROSIS DISEASE

Derya BAKI

Msc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
December 2014, 155 pages

In this study, Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea and Pseudomonas viridiflava, causal agents of
tomato pith necrosis disease causing serious economical yield losses on tomato, were
sensitively and selectively identified and detected in short time by Real-Time PCR
methods using LNA (Locked Nucleic Acid) probes.

The sensitivity of primer and probe sets developed for Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea and Pseudomonas
viridiflava. Primer and probe sets developed in this study were tested against different
Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea and Pseudomonas viridiflava strains, other plant pathogenic bacteria from
different genus and species. Although no amplication product was detected from
genome of different species of plant pathogenic bacteria, 65 bp-amplification product of
Dickeya chrysanthemi, 63 bp-amplification product of the Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, 73 bp-amplification product of Pseudomonas cichorii, 70 bp-
amplification product were detected from different strains of Pseudomonas corrugata,
70 bp-amplification product of Pseudomonas fluorescens, 73 bp-amplification product
of Pseudomonas mediterranea and 77 bp-amplification product of Pseudomonas
viridiflava.

In this study, the detection of bacterial pathogen causing pith necrosis by Real-
Time PCR was carried out from bacterial cell suspension, genomic DNA and plant
material. The detection from cell suspension was carried out with precision limits of 2
cell for Dickeya chrysanthemi, 4 cell for Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, 4 cell for Pseudomonas cichorii, 4 cell for Pseudomonas corrugata, 5 cell
for Pseudomonas fluorescens, 5 cell for Pseudomonas mediterranea and 2 cell for
Pseudomonas viridiflava. The detection of genomic DNA in pg (picogram) of the
bacterial genome was also found to be 12 pg for Dickeya chrysanthemi, 11 pg for
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, 14 pg for Pseudomonas cichorii, 14
pg for Pseudomonas corrugata, 14 pg for Pseudomonas fluorescens and 13 pg for
Pseudomonas mediterranea 12 pg for Pseudomonas viridiflava.



In conclusion, Real-Time PCR method using primer and probe sets specific for
each of 7 different tomato bacterial pith necrosis pathogens including Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea and Pseudomonas viridiflava were sensitive and quick (17-27 min.) for
identification of the bacteria from the cells and for detection of the pathogens from the
tomato diseased plant tissue.

KEYWORDS: Tomato, Tomato Pith Necrosis Disease, Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea, Pseudomonas viridiflava, Real-Time PCR,
Detection, Diagnosis
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Bu ¢alisma kapsaminda domates bitkisinde kalite ve verimde 6nemli kayiplara
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Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
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1. GIRIS

Bakteriler, bitkilerin yeryiiziindeki dagilimini, gelisimini ve verimini etkileyen
en onemli biotik faktorlerden biridir. Giiniimiizde yeryiiziindeki toplam kullanilabilir
tarim alanlarinin ¢ogu bakterilerin saldirilarina maruz kalmaktadir. Her yil ortalama 90
milyonluk artis gosteren Diinya niifusunun 2050 yilinda 8,5 milyara ulasabilecegi
diisiiniildiiglinde, Diinya niifusundaki artis ile tarimsal alanlarin ve tarimsal {liretimin
biyotik ve abiyotik streslere bagli olarak azalmasinin, 6zellikle insan beslenmesi igin bir
tehlike olusturacagi beklenmektedir. Ulkemizde ve Diinya’da hastalik ve zararlilardan
kaynaklanan {iriin kayiplar1 giderek artan gida talebi ve tiiketiminin yaninda
kiigiimsenecek miktarda degildir (Anonim 2011). Ulkemizde yetistirilen kiiltiir
bitkilerinde ekonomik olarak zarara neden olan toplam 528 hastalik etmeni, zararli ve
yabanci ot bulunmaktadir. Bunlarla gerekli miicadele galismalar1 yapilmadiginda {iriin
kayb1 ortalama %35 dolaylarinda olmaktadir. Bu kaybin kiiltiir bitkisine, zararli ve
hastalik etmeninin tiir ve yogunluguna bagli olarak bazen %100’lere ulasabilmesi
mimkiindiir (Anonim 2011). Bu nedenle gida talebinin artmasma Kkarsin tarim
alanlarmin kisith olusu, mevcut tarim alanlarindan yiiksek verim elde etme g¢abasini
giindeme getirmistir. Arastirmacilart yiiksek verimli gesitler gelistirmenin yaninda
biotik mikroorganizmalarin ve abiotik ¢evresel faktorlerin etkilerini molekiiler diizeyde
tanilayip paralelinde dayanikli ¢esit ve miicadele yontemlerini gelistirmeye
yonlendirmistir. Bitkisel liretimde ekonomik yonden olduk¢a biiylik rakamlara ulasan
bu kayiplarin 6nlenmesi i¢in bitki koruma ve molekiiler calismalara yeterli 6nemi
vermek gerekmektedir. Hastaliklara neden olan patojenlerin tanilarinin molekiiler
yontemlerle kisa siirede dogru bir sekilde yapilmasi, ekimden Once temiz iiretim
materyaliyle baslanmasin1 miimkiin kilarak sonradan meydana gelen enfeksiyonlarda
erken miicadelenin dogru ve zamaninda yapilmasina, meydana gelecek ciddi kayiplarin
onlenmesine katki saglamistir (Basim ve Oztiirk 2010).

Icerdigi cesitli mineral ve vitaminler ile insan saghg igin yararli gida
maddelerinden biri olan domates, Diinya’da yaygin olarak iretimi yapilan ve severek
tiiketilen en 6nemli sebze tiirlerinden biridir. Solanaceae familyasinin Solanum cinsine
bagl tek yillik, meyvesi yenen bir sebzedir (Solanum lycopersicum L.). Domatesin
anavatani, Peru ve Ekvador’un yer aldigi Giiney Amerika iilkeleridir. Domates, ilk defa
Meksikalilar tarafindan kiiltiire alinmig ve Yeni Diinya’nin kesfinden sonra
Amerika’dan Avrupa’ya ve Diinya’nin diger taraflarina yayilmistir. Ulkemize 1900
yilarin baslarinda Adana’da yetistirilmeye baslanmistir (Anonim 2011). Giiniimiizde,
kisa vejetasyon siiresinde yiliksek verimliligi ile her yil artan iiretim ve tliketim
miktartyla yiiksek ticari Gneme sahip bir bitki tiiriidiir (Anonim 2011).

Ulkemiz ekonomisinde ¢ok ©nemli bir yeri olan domates, yetistirildigi
bolgelerde ciftcilerimizin 6dnemli gelir kaynaklarindan birini olusturmaktadir. Ucuz ve
bol vitamin kaynagi olan domates besleyici ve lezzetli 6zelliginden dolayr Diinya’nin
bircok iilkesinde en ¢ok {iretilen sebzelerdendir. Turfanda olarak yetistirilebilmesi
nedeni ile her mevsimde tiiketilebilmektedir. 100 g taze domatesin % 94,1°i su dur.
Yenildigi zaman 23 kalori verir. Icerisinde A, B1, B, B6, C, K vitaminleri, niasin,
protein, yag, karbonhidrat, potasyum, kalsiyum, demir ve yiiksek miktarda likopen
bulunmaktadir. Igerisindeki A, B6, B1, C vitaminlerinin ve likopenin bir antioksidan
olarak degisik kanser tiirlerine ve kalp hastaliklarina kars1 koruyucu etkisi vardir. Taze
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olarak yenildigi gibi, sal¢a, kuru, dom:ates suyu, konserve, tursu, recel, ketcap seklinde
de tiiketilmektedir (Anonim 2008-a). Ozellikle de salga ve ketcap endiistrisinde ihracati
ile tilkemize 6nemli bir doviz girdisi saglayan sebzeler arasindadir (Seniz 1992).

Saglik ve beslenme yoniinden ¢ok yararli olan domates, Diinya’da ve Tiirkiye’de
taze ve islenerek tiikketimi en basta gelen sebzeler arasinda yer almaktadir (Aybak ve
Kaygisiz 2004). Ulkemizin iklim kosullariin domatesin yetistirilmesi i¢in ¢cok uygun
olusu, bu sebzeyi isleyecek sanayinin 1970’li yillardan itibaren hizla kurulmus olmast,
bu sebzeye olan yonelmeyi hizlandirmis ve Tiirkiye domates iiretiminde Diinya iilkeleri
arasinda alt siralardan hizla iist siralara tirmanarak Amerika ve Italya gibi iiretim
devlerinin arasina girmistir. Ayrica sadece iiretimin miktar1 arttirilmamis, domatesten
elde edilen islenmis domates iirlinleri ¢esitlendirilmis, kaliteli iirlin satin alan Japonya,
Kanada ve ABD pazarina da mal satabilecek bir iiretim miktar1 ve kalitesine
ulagilmistir. Bugiin Tiirkiye tiretim miktar1 ve {riin kalitesi ile pek ¢ok tilkeyi geride
birakarak ilk dort arasina girmeyi bagarmistir (Anonim 2009).

Ulkemiz, Diinya’da 113.5 milyon ton domates iiretim miktariyla Cin, Hindistan

ve Amerika Birlesik Devletleri’nden sonra dordiincii sirada yer almaktadir (Anonim
2012) (Sekil 1.1).

Top production - Tornatoes - 2012

Production (Int $1000)
(L) uonenpodg

1

I Production (Int $1000)
[ Production (MT)

L Area y

Sekil 1.1. Diinya’da domates iiretim miktarlar

Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgiitii (FAO, Food and Agriculture
Organization of the United Nations) 2012 yili tahminlerine gore iilkemizde 300.000
hektarlik alanda domates iiretimi yapilmaktadir.

Tirkiye’den dig satimi yapilan yas meyve ve sebze grubunda gerek miktar,
gerekse deger olarak ilk sirada domates yer almaktadir. Tiirkiye Yas Meyve Sebze
Ihracatg1 Birlikleri’nin (TYMSIB) verilerine gore, 2012 yilinda 1 milyon 77 bin 225 ton
taze sebze ihrag edilirken, 2013 yilinda ihracat ylizde 15 artisla 1 milyon 242 bin 980
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tona, 644 milyon 854 bin dolar olan ihracat degeri ise yiizde 7’lik artisla 692 milyon 53
bin dolara ulasti. Bu donemde, sektor ihracatinin deger bakimindan yiizde 57°sini,
miktar bakimindan ise yiizde 40’11 kapsayan domates, ihra¢ miktar1 ve geliri en yliksek
tirtin oldugu bildirilmistir (Anonim 2014-a).

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2013 yili verilerine gore; sebze iiretimi
iginde, 11.820.000 ton iiretim miktariyla domates ilk sirada yer almaktadir. Domatesi
3.887.324 ton lretimle karpuz, 2.159.348 ton iiretimle biber, 1.754.613 ton iiretimle
hiyar ve 826.941 ton iiretimle patlican izlemektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de en fazla iiretimi yapilan sebzelerin 2001-2013 yillar1 arasindaki
toplam tiretim miktarlari (Anonim 2013).

Yil Domates Hiyar Kavun Karpuz Pathican  Dolmahk  Sivri Biber
Biber

2001 8425000 1740000 1775000 4020000 945000 410 000 1 150 000
2002 9450000 1670000 1820000 4575000 955000 410 000 1340000
2003 9820000 1783120 1735000 4215000 935000 420 000 1370000
2004 9440000 1725000 1750000 3825000 900 000 375 000 710 000
2005 10050000 1745000 1825000 3970000 930000 400 000 744 000
2006 9854877 1799613 1765605 3805306 924 165 392 617 775577
2007 9936552 1670459 1661130 3796680 863 737 357 246 725192
2008 10985355 1682776 1749935 4002285 813686 371 050 734 596
2009 10745572 1735010 1679191 3810205 816134 384 273 752 692
2010 10052000 1739191 1611695 3683103 846998 387 626 816 901
2011 11003433 1749174 1647988 3864489 821770 364 930 879 846
2012 11350000 1741878 1688687 4022296 799285 383 213 910725
2013 11820000 1754613 1699550 3887324 826941 398 470 946 506

(ton) Source: Ministry of Food, Agriculture and Livestock
Kaynak: Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhg:

Ulkemizin tamaminda domates yetistiriciligi yapilmasina karsin, ekonomik
anlamda domates yetistiriciliginin 6nemli oldugu bdlgeler, basta Akdeniz Bolgesi
olmak iizere Ege Bolgesi ve Marmara Bolgesi’dir (Keskin ve Dolekoglu 2005).

Ulkemizde ortii alti sebze yetistiriciligi 1950°1i yillarda baglanmis olup, 1990’1l
yillara kadar yavas bir biiyiime gostermis, 1990’11 yillardan sonra ise hizli bir artig
meydana gelmistir. Ortii alt1 sebze yetiriciliginde tiirler karsilastirildiginda en biiyiik
pay1 domates almaktadir (Anonim 2011).

Tiirkiye’de seracilik ekolojik kosullara bagli olarak, 6zellikle Akdeniz sahil
seridinde yogunlagsmistir. Kag’tan Gazipasa’ya kadar uzanan 640 kilometrelik sahil
seridinde yogun bir sekilde ortiialt1 tiretimi yapilmaktadir. Sebze ihracati i¢inde Ortiialt1
tiretimden elde edilen gelirler, sebze ihracat gelirlerinin 6nemli bir kismim
olusturmaktadir (Cimen ve Aktas 2001). Bu alanin %47’si Antalya ili siirlar
icerisindedir. Mevcut sera varliZimizin %96’sinda sebze iiretimi yapilmaktadir (Titiz
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2004). Antalya ve cevresinde Ortiialt1 sebze yetistiriciligi ekonomik yonden énemlidir.
Bolgede ortiialtt domates yetistiriciliginin hemen hemen tamami cam ve plastik
seralarda yapilmaktadir.

Domates yetistiriciligi yapilan bolgelerde yetistiricilikten kaynaklanan hatalar ve
sera  kosullarinin neminin, sicakligin ve havalandirmasinin  ayarlanmasindan
kaynaklanan giicliikler nedeniyle fitopatolojik ve entomolojik sorunlari1 meydana
gelmektedir. Fitopatolojik sorunlar igerisinde fungal ve viral hastaliklarin yaninda,
bakteriyolojik sorunlar 6nemli yer tutmaktadir. Domates yetistiricili§inin yaygin olarak
yapildigi Akdeniz Bolge’sinde goriilen hastaliklar igerisinde ozellikle 6z nekrozu,
bakteriyel kanser, bakteriyel leke, bakteriyel benek ve yumusak ¢iirtiklik etmenleri
tarafindan olusturulan bakteriyel hastaliklar 6nemli kayiplara neden olmaktadir (Basim
ve Oztiirk 2000).

Domates yetistiriciliginde goriilen bakteriyel hastalik etmenlerinden domates
bakteriyel 6z nekrozu hastalik etmenleri diger bakteriyel patojenlere oranla daha yogun
olarak goriilmekte ve biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Domates bakteriyel
06z nekrozu hastaligina yedi farkli etmen sebep olmaktadir. Bunlar;  Dickeya
chrysanthemi (Alivizatos 1985, Wick ve Shrier 1990), Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum (Speights vd 1967, Victoria ve Granada 1983, Alivizatos 1985,
Dhanvantari ve Dirks 1987, Malatrakis ve Goumas 1987, Smith ve Bartz 1990, Cinar ve
Aysan 1995), Pseudomonas cichorii (Wilkie ve Dye 1974, Demir ve Gilindogdu 1988),
Pseudomonas corrugata (Scarlett vd 1978, Bradbury 1987, Dhanvantari 1990, Catara
ve Albanese 1993, Catara vd 1997, Lopez vd 1994, Aysan ve Cinar 2001, Catara vd
2000, Catara vd 2002, Scortichini 1992, Siverio vd 1993, Sutra vd 1997), Pseudomonas
fluorescens (Alivizatos 1984, Skoudridakis 1986, Jacob 1991, Saygili vd 2004),
Pseudomonas mediterranea (Catara vd 2002, Basim vd 2005, Basim ve Yilmaz 2005)
ve Pseudomonas viridiflava (Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b, Kudela ve
Trynerova 1986, Malatrakis ve Goumas 1987, Kuwata ve Oikawa 1989)’dur.

Domates 6z nekrozu hastaligi, domates bitkilerinde diizensiz govde lekelerinin
olusumuna, bitkilerin gdévdelerinin 6ziinde renk degisimine, 6z bosalmasina ve sonunda
bitkinin tamamen Oliimiine neden olmaktadir. Hastalik, bitkilerin meyve doneminde
ortaya cikar. Govde, yaprak ve meyve sapmin 6z dokusunda kahverengi siyah renk
degisimi goriiliir. Zamanla enfekteli dokunun Olmesiyle 6zde bosalma olur. Govde
tizerinde koyu renkli, ¢okiik, lekeler meydana gelir. Govdede iletim demetlerindeki
zararlanmaya bagl olarak disa veya 6z bosluguna dogru yan kokler olusur. Tiim bitkide
orta derecede bir kloroz goriiliir. Hasta bitkiler genellikle ayakta kalirken bazen
turgoritesini kaybedip devrilebilir. Meyvelerini olgunluga eristirebilir. Bazen etmen
vaskiiler dokuyu sarar ve bunun sonucunda solgunluk ve 6liim ortaya ¢ikar (Scarlett vd
1978, Bradbury 1987, Catara ve Albanese 1993, Lopez vd 1994). Genelde domateslerde
0z nekrozu simptomlar1 benzer olmasina ragmen hastaligt meydana getiren patojene
bagli olarak hastaligin siddeti, ilerleyisi ve simptomlar1 degiskenlik gosterebilir (Catara
vd 2002, Catara 2007).

Yiiksek oranli nem, asir1 azotlu giibreleme ve diisiik gece sicakliklari, bakteriyel
etmenlerin yayilmasi ve hastaligin gelisimi tizerine arttiric1 etki yapmaktadir (Scarlett
vd 1978, Catara vd 2000). Domateslerde 6z nekrozu hastaligina genellikle ge¢ sonbahar,
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kis ve erken ilkbahar donemlerinde Kasim ile Mart aylar1 arasinda rastlamak
miimkiindiir. Oz nekrozu patojenleri esas olarak ortii altinda sorun yaratir. Kapali ve ok
nemli havalarda agikta domates tariminda nadiren goriiliir. Asir1 azotlu giibrelemenin
hastalig1 tesvik ettigi sanilmaktadir. Hastalik kuvvetli, kalin govdeli bitkilerde daha
fazla goriilmektedir. Bunun nedeni olarak yaprak ve koltuk alma iglemleri sirasinda
acilan yara dokusunun kalin govdeli bitkilerde daha biiyiik olmasi ve patojenlerin bu
yara dokularindan enfeksiyon meydana getirmesidir. Ayrica gevsek dokulu sucul
bitkilerede 6z nekrozu patojenleri daha hizli enfeksiyon meydana getirmektedir. Oz
nekrozu hastalig1 ¢ogunlukla ortii altinda, hava nisbi neminin yiliksek oldugu bulutlu ve
kapali periyotlari izleyen meyve donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir (Scarlett vd 1978,
Catara vd 2000).

Sekil 1.2. Domates bakteriyel 6z nekrozu hastaliginin domates gdvdesindeki belirtisi
(Basim 2000)

Domatesin verimini azaltan ve pazar degerini diisliren 6z nekrozu etmenlerinden
biri konukgu araligi genis olan Dickeya chrysanthemi’dir. Patojen domates bitkisinin
Ozilinde ve vaskiiler dokusunda renk degisimi, yumusama, genel solgunluk, meyve
tutumundan sonra enfeksiyon olusturdugunda meyvede yumusama, meyve ¢iiriikliigii ve
ilerleyen asamada bitkinin Oliimiiyle sonuglanan belirtilere neden olmaktadir
(Alivizatos 1985, Wick ve Shrier 1990).

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum bakteriyel etmeni de gévdede
koyu renkli alanlarin olusumu, 6zde sulanma, renk degisimi, par¢alanma ve yumusak
clriiklitk ve bitkinin 6liimii ile sonuglanan belirtilere neden olabilmektedir. Texas
(Speights vd 1967), Kanada (Dhanvantari ve Dirks 1987), Yunanistan (Malatrakis ve
Goumas 1987) ve Tiirkiye’de (Cmar ve Aysan 1995) yapilan ¢alismalarda s6z konusu
etmenin domateste benzer belirtiler olusturdugunu tespit etmislerdir. Etmenin bir ¢ok
bitki tiirlinii hastalandirmasi ve bazi strainlerin belli konukguya 6zellesmesi s6z konusu
olabilecegi rapor edilmistir (Smith ve Bartz 1990).
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Hastaligin diger etmeni tarla ve sera domateslerinde 6z parcalanmasi, bosalmasi
ve yaprak kaidelerini ¢evreleyen diizensiz lekelerin olusumu gibi benzer belirtilere
neden olan Pseudomonas cichorii’dir. Olusturdugu hastaliga gévde bakteriozisi adi
verilen etmen, govde lizerinde 30 cm’ye kadar ulasan ¢izgi seklinde koyu yesil, kahve
renkli dis lezyonlarin ortaya ¢ikisina neden olmasi ile diger 6z nekrozu patojenlerinden
ayrilmaktadir. Domateslerde 6z nekrozu hastaligi etmeni olarak Yeni Zelanda (Wilkie
ve Dye 1974) ve Tiirkiye’de (Demir ve Giindogdu 1988) yapilan ¢alismalarda tespit
edilmisgtir.

Pseudomonas corrugata, ilk olarak Ingiltere’de (Scarlett vd 1978) domates
bitkilerinde yaygin olarak goriilen kahve-siyah gévde lekeleri, bitkinin 6ziinde meydana
gelen renk degisimi, nekrosis ve bosalmayla beraber iist yapraklarda sararma, genel
klorosis ve adventif kok olusumuna neden olan yeni bir tiir olarak tespit edilmistir
(Scarlett vd 1978, Bradbury 1987, Catara ve Albanese 1993, Lopez vd 1994).
Tiirkiye’de domates yetistiriciliginde yaygin olarak gorillen domates 6z nekrozu
hastaliginina neden olan Pseudomonas corrugata’nin varligina dair yapilan ilk ¢alisma
Demir (1990) tarafindan morfolojik, biyokimyasal ve patojenisitelerine bakilarak
yapilmistir. Calisma ile 6z nekrozuna neden olan etmenin Pseudomonas corrugata
oldugu rapor edilmistir.

Genellikle biyolojik ajan olarak kullanilan Pseudomonas fluorescens’in, gévde
nekrozuna neden oldugunu Yunanistan’da Alivizatos (1984) ve Portekiz’de Jacob
(1991) rapor etmistir. Ulkemizde ise ilk defa Saygili ve ark. (2004) P. fluorescens biotip
I’in varligin tespit etmislerdir.

Pseudomonas mediterranea Catara ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢aligmayla,
domates bitkisinde 6z nekrozuna neden olan yeni bir tiir olarak ilk defa tanimlanmis ve
Pseudomonas corrugata etmeniyle ayni belirtileri gosterdigi belirtilmistir. Calismaya
gore Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas corrugata etmenleri arasinda
viriilenslik ve patojenisite yoniinden farklilik bulunmadig: tespit edilmistir (Catara vd
2002, Catara 2007). Tiirkiye’de de aymi bakteriyel etmenin domateste 6z nekrozu
hastaligina neden oldugu Basim vd (2005) tarafindan ortaya ¢ikarilmistir.

Pseudomonas viridiflava, 1973 yilinda Yeni Zelanda’da domates yetistiriciligi
yapilan sera ve tarla domateslerinde goriilen ve goévde nekrozu olarak tanimlanan
belirtilerden izole edilerek tespiti yapilmistir. P. viridiflava, domates bitkisinde diizensiz
govde lekelerinin ortaya c¢ikmasma, petiol ve yan siirglinleri de kapsayan 06z
kahverengilesme ve bosalmasina, petiollerde eksternal kanserlerin olugsmasina neden
olan 6z nekrozu patojeni oldugunu, ABD (Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b),
Cekoslavakya (Kudela ve Trynerova 1986), Yunanistan (Malatrakis ve Goumas 1987),
Japonya (Kuweta ve Oikawa 1989) iilkelerinde yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir.
Wilkie vd (1973) tarafindan yapilan ¢aligmada, ilk arastirmalarda zayif parazit veya
sekonder patojen olarak kabul edilen P. viridiflava’nin daha sonra primer bitki patojeni
oldugu vurgulayarak bir¢cok konukgusu oldugunu saptanmistir. P. viridiflava bakteriyel
etmeninin domates bitkisinin disinda sebze, siis bitkisi ve meyve agaglar1 gibi bir¢ok
bitki tiiriiniin yaprak, tomurcuk, ¢icek, meyve, govde ve koklerinde hastalik olusturdugu
rapor edilmistir (Young vd 1988, Billing 1970, Wilkie vd 1973, Hunter ve Cigna 1981,
Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b, Leath vd 1989, Engelhard ve Jones 1990,
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Gitaitis vd 1991, Little ve Gilberton 1994, Scortichini ve Morone 1997). Son olarak da
etmenin bitkide stres yaratan kosullarda hastalik yapan bir firsatgr oldugu goriisii
belirlenmistir (Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b, Jones vd 1984, Little ve
Gilberton 1994).

Domateste goriilen bakteriyel 6z nekrozu hastaliginin miicadelesinde asir1 azotlu
giibrelemeden kaginilmali, potasyum ve kalsiyum gibi bitki dayanikliligini artiran
giibrelemelere dikkat edilmeli, bitkiler dengeli bir sekilde beslenmelidir. Hastalikli
bitkiler seradan uzaklastirnlmalidir. Bakim islemleri ylriitiiliirken  bitkiler
yaralanmamali ve seralarda koltuk alma islemi yapilirken hasta bitkiler en sona
birakilmalidir. Budama isleminden sonra koruyucu amacli bakterisit kullanilmalidir.
Etkin ve ekonomik bir kimyasal miicadele yontemi yoktur. Bu nedenle dayaniklilik
calismalarina kaynak olusturacak molekiiler ¢aligmalarin 6nemi gilinden giine
artmaktadir.

Bakteriyel patojenlerin tan1 ve tespitinde izole edilen bitki, patojen ve tespitin
amacina gore degisen geg¢misten gilinlimiize kadar gelistirilen bircok yontem
bulunmaktadir. Bunlar; hastalikli bitki materyallerinden besi ortamlarina izolasyon,
fidelerde belirti izleme yoOntemi, test bitkilerine inokiilasyon yontemi, bakteriyofaj
yontemi, serolojik yontemler (Aglutinasyon, Presipitasyon, ELISA (Enzim Bagh
Immiinosorbent ~ Deneyi),  biyokimyasal  yontemler, protein elektroforezi,
mikroorganizmalarin yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi, mikroskopi ve genetik
farkliliklarin esas alindigi modern biyoteknolojik yontemlerinden olan niikleik asit
hibridizasyonu, AFLP (Cogaltilmig Parca Uzunluk Polimorfizmi), RFLP (Restriksiyon
Parga Uzunluk Polimorfizmi), sekanslama, PFGE (Pulsed-Field Jel Elektroforez), klasik
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) gibi yontemlerdir (Buckingham 2011).

Oz nekrozu hastalig1, domateslerin yaninda ekonomik yénden énemli bitkilerde
yaygin olarak goriilen hastaliklardan biridir ve tliretimi biiyiik 6l¢tide sinirlamaktadir. Bu
caligmanin amaci, 6z nekrozu  hastaligina neden olan Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava patojenlerinin hizli ve giivenilir tanilari1 gergeklestirebilmek igin primer ve
prob setleri gelistirmektir. Hastaligt meydana getiren patojenlerin hastalikli bitkisel
materyallerden kesin ve giivenilir tespitlerini saglamaktir. Bu sayede ileriki ¢caligmalarda
0z nekrozu patojenik bakteriyel tiirlerin dagilimi ve bu tiirlere ait ¢ok sayida izolatin
elde edilebilmesine katki saglayacaktir. Farkli izolatlarla daha sonra yapilacak
calismalarla genotipik farkliliklarin ortaya konmastyla farkli strainleri dogru olarak elde
edilebilecektir. Gelecekte yapilacak 6z nekrozuna kars1 bitki dayaniklilik ¢caligmalarinda
bu farkli strainlerin kullanilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu agidan; bu ¢alisma, farkl
0z nekrozu bakteriyel patojenik tiirlerin kisa siirede ve kesin tanisina ve de ileri Ki
caligmalarda farkli strainlerin elde edilmesine olanak saglayacak olmasi bakimindan
onem tasimaktadir. Boylelikle bu c¢alisma, bu konudaki teorik bilgi birikiminin
artmasina ayni zamanda pratik yonden domates bakteriyel 6z nekrozu patojenlerinin
kisa siirede kesin tani ve tespitlerine olanak saglamis olacaktir.



2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Domates (Solanum lycopersicum L.), patlicangiller (Solanaceae) ailesinden,
anavatani Giiney ve Orta Amerika olan, meyvesi yenebilen otsu bitki tiiriidiir. Solanum
lycopersicum veya Solanum esculentum olarak adlandirilan domates; Plantae aleminin
Magnoliophyta boliimiiniin, Magnoliopsida simifindadir. Domates bu sinif iginde
Solanales takimimin, Solanaceae familyas: dahilinde ve Solanum cinsine baglidir
(Anonim 2014-c). Patlicangiller adiyla da anilan Solanaceae familyasi, tropikal ve
subtropikal bolgelerde yayilmis 90 cins ve 2500 tiir ihtiva eder. Tiirkiye’de 12 cins ve
bunlara ait 36 tiirii bilinmektedir. Bu familya mensuplarindan bazilarinin kiiltiirii
yapilmaktadir (Anonim 2014-c).

Domatesin bitkiler alemindeki siniflandirmasi ilk olarak 1753 yilinda Isvegli
botanik¢i Carl Linnaeus tarafindan Solanum lycopersicon olarak yapilmistir. Bu
isimlendirme 15 yil sonra Ingiliz bir botanik¢i olan Phillip Miller tarafindan S.
esculentum Mill. S. olarak degistirilmistir (Taylor 1986, Heiser ve Anderson 1999).
Orijinal isimlendirmenin S. lycopersicon oldugunu diisiinen bir¢ok taksonomist
olmasina ragmen literatiirde S. esculentum olarak ge¢mektedir. Ancak 2005 yilinda
Peralta ve arkadaslarinin Kuzey Peru bolgesinde yaptigi bir aragtirmada Solanaceae
familyasina ait bazi yeni yabani domates tiirlerinin de bulunmasiyla yapilan farkli
siiflandirmada domates Solanum lycopersicum olarak isimlendirilmis ve diger tiirler de
farkli isimler almiglardir (Peralta and Spooner 2005). Siniflandirilmasiyla ilgili tarihsel
gelisim siireci igerisinde yabani domatesler morfolojik karakterlerine, dollenme
biyolojilerine ve tercih ettikleri yagama ortamlarina gore gosterdikleri biiytik farkliliklar
nedeniyle aragtirmacilarin degisik siniflandirmalarina maruz kalmiglardir. Tiirlerin iki
yillik ya da ¢ok yillik olmalari, yapilarinda tiiy ya da diken bulunmasi, ince ve otsu
govdelerinin ¢ali ya da dik formda olmasi, yapraklarin diziligleri ve ¢igek salkimlarinin
tekli, ikili veya ¢coklu olmasi gibi birgok kritere gore degerlendirilmistir (Oguz 2010).

Domatesin Avrupa’ya gelisi ile ilgili kayitlar ilk kez 1554 yilinda Pier Andrea
Mattioli isimli bir Italyan botanik¢i tarafindan tutulmustur. Kuzey Amerika’daki
yetistiriciligine iligkin kayitlar ise 1710 yilina aittir (Tigchelaar 1986, Kaya 2012).
Domatesin iilkemizdeki kiiltiirii ile ilgili gegmisinin 1900’1i yillara dayandig: (Vural vd
2000, Giinay 2005) ve yetistiriciliginin Adana’da baslayip yayginlastigi tahmin
edilmektedir (Vural vd 2000, Kaya 2012).

Domatesin kiiltiiriinlin diger bitkilere oranla ge¢ baslamasinin nedeni, bir
zamanlar  zehirli oldugunun sanilmast ve bu nedenle tiiketilmediginden
kaynaklanmaktadir (Gilinay 2005). Solanaceae familyasi bitkileri igerisinde birgok
zehirli tiir vardir ve domates bu tiirlerle kolayca karistirilabilmektedir. Toksik etkiye
neden olan bu familyanin tiim iyelerinde bulunan solanin alkaloit bir maddedir
(Tigchelaar 1986). Giiniimiizde domates, hem kuzey hem de giiney yarim kiirede biiyiik
Olgiilerde {iretilmektedir. Bu tretimlerde kullanilan modern kiiltiir domatesinin
gelistirilmesinde 6zellikle L. hirsitum, L. peruvianum ve L. pimpinellifolium tiirlerinden
biiyilk Ol¢iide yararlanilmistir (Tigchelaar 1986, Vural vd 2000, Giinay 2005).
Gilinlimiizde yetistirilen bircok eski yerel domates ¢esidi, bu bitkinin ilk yetistirilmeye
baslandig yillarda Diinya’ya yayilmustir (Giinay 2005). Ornegin, Avrupa’da domatesin
girdigi ilk iilkeler Italya ve Ispanya’dir. Avrupa’ya girisi ile birlikte domates, degisik
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ekolojilere adapte olmustur. Bu durum, Tiirkiye de dahil olmak iizere, ge¢miste
Diinya’nin bir¢ok iilkesinde ciftciler tarafindan se¢ilmis ¢ok sevilen yerel domates
populasyonlarinin  gelistirilmesini  saglamistir (Vural vd 2000). Yerel c¢esitlerin
gelistirilmesinde domatesin yiiksek adaptasyon yetenegi etkili olmustur. Ozellikle
Akdeniz tilkelerinde bir¢ok eski yerel domates ¢esidi hala yaygin olarak iiretilmektedir.
Omegin Ruiz ve ark. (2005), eski yerel domates gesitlerinin Ispanya pazarlarinda
modern ¢esitlere gore 6 kat fazla fiyatla alici bulduklarimi bildirmektedirler (Kaya
2012).

Domates ayn1 zamanda Tiirkiye gida sanayinin kullandig ilk {iriinlerden birisi
olarak literatiirlere gegmistir (Vural 1998, Vural vd 2000). 1970°1i yillarda ilk kez
domates salgasi iiretimi ile ise baslayan Tiirk gida sanayi, hizli bir gelisme gostererek
giiniimiizde domates salgasinin yani sira; soyulmus, kiibik kesilmis ve piire haline
getirilmis domates iriinlerini de iretmektedir (Vural 1998, Grandillo vd 1999). Bu
iriinlerin yaninda bazi1 gida isletmeleri tarafindan gilineste kurutulmus ve son
zamanlarda da dondurulmus domates trlinleri piyasada yerini almistir (Vural 1998,
Diizyaman ve Duman 2003, Kaya 2012).

Sebze tiirleri igerisinde domates ayrica, lizerinde en yogun arastirmalarin
yapildigi ve en yeni molekiiler genetik tekniklerin uygulama alani buldugu bir bitki
olarak da bilinmektedir (Grandillo vd 1999). Giiniimiizde bilim insanlar1 domates
lizerinde bircok arastirma yapmaya devam etmekte ve bu bitkinin kalite, verim gibi
ozelliklerini daha da gelistirmeyi hedeflemektedirler (Kaya 2012).

10 veya 15 cm boya sahip olan domates bitkisinin hafif odunsu bir govdesi
vardir. 10-25 cm uzunlugunda olan yapraklarinin {izerinde 5-9 yaprak¢ik bulunur.
Yapraklan tiiyliidiir. 1-2 cm uzunlugunda ve genellikle sar1 olan domates ¢igekleri bir
sap iizerinde 3-12 adettir. Genellilke kirmizi, yenilebilen meyvesi yabani bitkilerde 1-2
cm ¢apinda iken, kiiltiir bitkilerinde daha biiyiiktiir (Anonim 2014-d).

Domatesin hasat edilen kismi, rengi likopen birikimine bagli olarak saridan koyu
kirmiziya kadar degisen meyvesidir. Meyvenin sekli ve biiyiikliigli domatesin ¢esidine
gore degisiklik gostermektedir. Meyvelerin caplar1 2-15 santimetre arasindadir.
Meyveler A, C vitaminleri ve potasyum agisindan olduk¢a zengindir (Rhodes 2008)
(Cizelge 2.1). Domatesin insanlar tarafindan en fazla iiretilen ve tiikketilen tarimsal {iriin
olmasi, taze tiliketilebilmesinin yaninda pek c¢ok farkli {irline islenebilirligi, yiiksek
vitamin ve mineral igeriginin insan saglhigina olan yararh etkisi diistiniildiigiinde 6nemi
daha iyi anlasilir (Anonim 2007).



Cizelge 2.1. Ortalama biiytikliikte (123 g) olgun bir domatesin Birlesik Devletler Tarim
Bakanligr (USDA, United States Department of Agriculture) Milli Gida
Standart Referans Veritabanina gore kimyasal icerigi (Anonim 2008-b)

Genel Kompozisyonu  Mineral igerigi Vitamin icerigi Aminoasit icerigi
Su 116,23g  Kalsiyum 12 mg Cvitamini 15,6 mg Triptofan 0,007 g
Enerji 22 keal Demir 0,33mg  Tiamin 0,046 mg  Treonin 0,033¢g
Protein 1,08¢g Magnezyum 14 mg Riboflavin 0,023 mg  izolosin 0,022 g
Toplam 0,25¢ Fosfor 30 mg Niasin 0,731 mg  Losin 0,031g
yag
Doymus 0,034 ¢ Potasyum 292 mg Pantotenik 0,109 mg Lizin 0,033 ¢
asit
Tekli 0,038 ¢g Sodyum 6 mg B-6 0,098 mg  Metionin 0,007 g
doymamus vitamini
Coklu 0,102 g Cinko 0,21 mg Folat 18 ug Sistin 0,011 ¢
doymamis
Fitosterol 9 mg Bakir 0,073 Kolin 8,2 mg Fenilalanin 0,082 g
mg
Kiil 0,61g Mangan 0,14mg Betain 0,1 mg Tirozin 0,017 g
Seker 4,829 Flor 2,8 ug p karoten 552 pg Valin 0,022 g
Diyet lif 159 o karoten 124 pg Arjinin 0,026 g
Glukoz 1,54 ¢ Avitamini 1025 1U Histidin 0,017 g
Fruktoz 1,699 Likopen 3165mg  Alanin 0,033 ¢
E vitamini 0,66 mg Aspartik 0,166 g
asit
Kvitamini 9,7 ug Glutamik 0,530 ¢
asit
Glisin 0,023 g
Prollin 0,018¢
Serin 0,032 g

Cesit standardizasyonunun olmamasi, 1slah edilmemis ¢esitlerin kullanilmasi,
yanlis budama, yanlig giibreleme, asir1 veya yetersiz sulama gibi teknik ve kiiltiirel
uygulamalarin uygun bir sekilde gerceklestirilememesi yaninda gerek iilkemizde gerek
Diinya’da bu 6nemli {irlinlin verimini azaltan ve pazar degerini diisiiren pek cok
bakteriyel, fungal ve viral bitki hastalik etmenleri ve zararlilar mevcuttur (Anonim
2011). Hastalik ve zararlilarin yaninda bu tezin konusu da olan hastaliktan biri de
domates bakteriyel 6z nekrozu hastaligidir. Bu hastaliga yedi farkli etmen sebep
olmaktadir. Bunlar; Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’dur.

Domateslerde bakteriyel 6z nekrozu hastaligi, domates bitkilerinde diizensiz
govde lekelerinin olusumuna, bitkilerin goévdelerinin 6ziinde renk degisimine, 6z
bosalmasina ve sonunda bitkinin tamamen Oliimiine neden olmaktadir. Hastalik,
bitkilerin meyve doneminde ortaya c¢ikar. Goévde, yaprak ve meyve sapinin 06z
dokusunda kahverengi siyah renk degisimi goriiliir. Zamanla enfekteli dokunun
Olmesiyle 6zde bosalma olur. Govde lizerinde koyu renkli, ¢okiik, biiyiik lekeler
meydana gelir. Bazen govdede disa veya 6z bosluguna dogru yan kokler olusur. Tiim
bitkide orta derecede bir kloroz goriiliir. Hasta bitkiler genellikle ayakta kalir ve
meyvelerini olgunluga eristirebilirler. Bazen etmen vaskiiler dokuyu sarar ve bunun
sonucunda solgunluk ve 6liim ortaya cikar (Speights vd 1967, Wilkie ve Dye 1974,
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Scarlett vd 1978, Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b, Alivizatos 1984, Alivizatos
1985, Bradbury 1987, Catara vd 2000, Basim ve Yilmaz 2005).

Sekil 2.1. Domates bakteriyel 6z nekrozu hastaliginin domates gévdesindeki belirtisi
(Basim 2000)

Sekil 2.2. Domates bakteriyel 6z nekrozu hastaligi sonucu domates govdesinde ortaya
¢ikan adventif kok olusumu (Basim 2000)
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2.1. Dickeya chrysanthemi Ile ilgili Kuramsal Bilgiler

Dickeya chrysanthemi ilk kez siis bitkilerinden biri olan krizantemlerde patojen
olarak belirlenmistir. ABD’de seralarda yetistirilen krizantemlerde 1950°li yillarin
basinda yeni bir hastalifin ortaya ciktigi gozlemlenmistir. Hasta bitki govdesine
bastirildiginda bitki kolayca kirilmakta, boyuna kesildiginde 6zde bir yumusama,
koklerinde nadiren clriime ve yamklk simptomlarinin olustugu, lezyonlarin
kahverengiden siyaha kadar degisen tonlarda meydana geldigi belirlenmistir. Hastaligin
ozellikle yiiksek nem ve sicakliin oldugu seralarda bitkinin sukkulent dokusunda hizla
ilerledigi ve infekteli dokudan izole edilen patojenin Erwinia cinsine ait oldugu
saptanmigtir. Patojen, Erwinia carotovora subsp. atroseptica ve Erwinia carotovora
subsp. caratovora’dan %]1°lik laktozu ge¢ kullanma, Krumwiede’s Triple Sugar Agar
ortaminda once sar1 sonra kirmizi renk olusturma, Endo Agar ortaminda pembe koloni
ve ortamin renginin pembeye doniismesi, Fermi’s soliisyonunda iyi gelisme, metilen
kirmizis1 ortaminda negatif, Voges-Proskouer ortaminda pozitif sonu¢ vermesi
ozellikleriyle ayrilmistir. Bu farkliliklar dikkate alinarak Bulkholder ve ark. (1953) bu
yeni bitki patojenini Erwinia chrysanthemi olarak isimlendirmislerdir. Daha sonra,
Erwinia chrysanthemi, Pectobacterium cinsine transfer edilerek Pectobacterium
chrysanthemi (Hauben vd 1998) olarak adlandirilmis ve son olarak da Erwinia
chrysanthemi’nin ismi Dickeya chrysanthemi olarak degistirilmistir (Samson vd 2005,
Asselbergh vd 2008, Slawiak vd 2009-a).

Cizelge 2.2. Dickeya chrysanthemi’nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Boliim Proteobacteria

Siif Gamma Proteobacteria

Takim Enterobacteriales

Familya Enterobacteriaceae

Cins Dickeya

Tiir Dickeya chrysanthemi (Burkholder vd 1953) Hauben vd 1998

Dickeya chrysanthemi patojenin konukgular1 Solanaceae familyas: bitkilerden
biber, patates (Dickey 1979, Laurila vd 2008, Slawiak vd 2009-a, Toth vd 2011),
patlican, domates, tiitiin (Schaad ve Brenner 1977, Dickey 1979, Perombelon and
Kelman 1980, Dickey 1981, Asselbergh vd 2008), Convolvulaceae familyas: bitkilerden
tatl patates, Brassicaceae familyasindan brokoli, turp, Apiaceae familyasindan kereviz,
havug, Poaceac  familyasindan seker kamisi, sorgum, piring, Bromeliaceae
familyasindan ananas, Asparagaceae familyasindan kuskonmaz, Amaryllidaceae
familyasindan sogan, Musaceae familyasindan muz (Lin vd 2010), siis bitkilerinden
Orchidaceae familyasindan orkide, Liliaceae familyasindan lale, Asteracea
familyasindan beyaz hindiba, Kasimpati, Caryophyllaceae karanfil, Asparagaceae
familyasindan  stimbiil, Crassulaceae familyasindan sedum, Amaryllidaceae
familyasindan amarillis ve Begoniaceae familyasindan begonya’da hastalik
olusturabilmektedir (Anonim 2014-d, Lee ve Yu 2006). Daha sonraki g¢aligmalar
etmenin tanist ve konukgularmmin belirlenmesi iizerine yapilmistir. Dickeya
chrysanthemi’nin domateste patojen oldugu ilk kez Victoria ve Granada (1981)
tarafindan Kolombiya’da rapor edilmistir.

12



Dickeya chrysanthemi konuk¢u araliginin genis olmasimni saglayan ve
virtilensligine katkida bulunan enzimler; (Plant cell wall degrading enzymes -PCWDE)
pektolitik enzim, pektin lyase (Pnl), pektat lyase (Pel), poligalakturonaz (Peh) ve pektin
metil esteraz (Pme)’dir (Collmer ve Keen 1986, Kotoujansky 1987, Bell vd 2002,
Whitehead vd 2002, Chang vd 2004, Asselbergh vd 2008). Pektolitik enzimler patojenin
genomunda bulunan farkli genler tarafindan sentezlenir (Barras vd 1987, McMillan vd
1994, Chang vd 2004) ve bu genlerin viriilens faktorlerinin salgilanmasi iizerine
diizenleyici etkisi vardir (Andersson vd 1999). Konukgu bitkinin hiicreler arasinda
cogalarak tirettikleri bu enzimler hiicre duvarinin yapisindaki pektini pargalar boylece
bakteri kendi cogalmasi ve gelisimi i¢in gerekli maddeleri saglar (Pérombelon 2002,
Chang vd 2004, Asselbergh vd 2008).

Dickeya chrysanthemi Gram-negatif, strainleri 0,8-3,2x0,5-0,8 um ebatlarinda,
cubuk seklinde, peritrik kamegili, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, genom
biyiikliikleri 4.7x10° baz ¢ifti, DNA’sinin G-C icerigi %54-30 arasinda degigmektedir
(Pritchard vd 2013). Nitrat1 nitrite indirger, oksidaz negatif, laktik asit pozitiftir
(Hauben vd 2005). Bu cinsteki bakterilerin gelisebildikleri sicakliklar bakterinin tiiriine
hatta strainine gore biiyilk degisiklik gostermektedir en iyi gelisebildigi optimum
sicaklik 25-30°C arasinda degismektedir. Optimum gelisme pH’s1 ise 6-7 arasinda
degismektedir (Hauben vd 2005).

Sekil 2.3. Dickeya chrysanthemi’nin neden oldugu domates bakteriyel 6z nekrozu
hastaliginin domates yapragindaki belirtisi (A), govde 6z kismindaki
belirtisi (B) (Bu ¢alismadan)

Dickeya chrysanthemi patateslerde yumusak ciiriiklige neden olan yeni bir
hastalik etmeni olarak Hollanda’da rapor edilmistir. Japonya’da yar1 kurak bolgelerde
sulanan yumrularda yumusak ciiriikliige neden oldugu ve ilerleyen calismalarda Israil
(Lumb vd 1986, Tsror vd 2012), Giiney Afrika (Serfontein vd 1991), ispanya (Palacio-
Bielsa vd 2006), Finlandiya (Joutsjoki vd 2005, Laurila vd 2008, Laurila vd 2010),
Polonya (Slawiak vd 2009-a), Cin (Lin vd 2010) ve Fransa dahil olmak {izere Avrupa
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genelinde (Samson vd 1987, Samson vd 2005, Helias 2006, Tsror vd 2009, Tsror vd
2012 ) patojenin tespiti yapilmistir.

Sekil 2.4. Nutrient Agar besi ortaminda Dickeya chrysanthemi’nin koloni gelisimi (Bu
caligmadan)

Palacio-Bielsa vd (2006), Ispanya’nin farkli bélgelerinden farkli yillarda patates
yetistiriciligi yapilan alanlardaki hastalikli bitkilerden izole edilen 13 Dickeya
chrysanthemi izolatinin karakterizasyonunu biyokimyasal, fizyolojik, molekiiler ve
patojenisite testlerinden yararlanarak yapmislardir. PCR metodunda pectate lyase gen
bolgesinden 450 bp’lik amplikon veren pelADE (ADE1/ADE2; Nassar vd 1996)
primerlerini kullanmiglardir. Calismada yararlanilan testler sonucunda 1, 3, 5 ve 6
olmak iizere 4 biovaryete tanimlanmustir.

Kaneshiro vd (2008), ananas (Ananas comosus var. comosus) yetistiriciliginde
ciddi kayiplara sebep olan patojenlerin tespit ve tanilarmi yapmak amaciyla
biyokimyasal test, ELISA, 16S rDNA sekans analizi, PCR, BOX PCR ve patojenisite
testlerinden yararlanmislardir. Calisma sonucunda yumusak ciiriikliige sebep olan
patojenin Dickeya chrysanthemi oldugunu rapor etmislerdir.

Tsror vd (2009), Israil’de ticari amagla yetistiriciligi yapilan patates bitki ve
yumrularinda siklikla goriilen ve ciddi kayiplara neden olan patojenin Dickeya spp.
cinsi bakterilerin neden oldugu diisiiniilmiis ve izole edilen 6 strainin tani ve tespitini
yapmak amaciyla patojenisite testi, biyokimyasal test, serolojik yontemlerden ELISA ve
PCR metotlarii kullanmiglardir. PCR metodunda pectate lyase gen bolgesinden 450
bp’lik amplikon veren pelADE (ADE1/ADEZ2; Nassar vd 1996) primerleri ve Rep-PCR
icin REP1R, REP2l (Versalovic vd 1991) primerlerini kullanmiglardir. Calisma
sonucunda strainler arasinda benzerlik oldugu ve hastaliga neden olan farkli
biovaryetelerin bulundugunu tespit etmislerdir.

Laurila vd (2008), Finlandiya’da hastalikli patates bitkilerinden ve nehir
suyundan izole edilen Dickeya spp. strainlerinin tespiti ve karakterizasyonunu igin fatty
asit analizi (FAME), patojenisite testi, PCR ve filogenetik analiz yontemlerini
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kullanmislardir. PCR isleminde 16S-23S intergenic spacer ve 16S rDNA bolgesinden
~800 Dbp’lik bolgeyi c¢ogaltan 1114f , Llr (Fessehaie vd 2002) primerlerini
kullanmislardir. Bu ¢alisma ile Dickeya spp. tiirlerinin sulama suyunda bulunup hastalik
olusturabilecegi saptanmistir.

Slawiak vd (2009), 1979-2007 yillar1 arasinda Hollanda, Polonya, Finlandiya ve
Israil’de patates yetistiriciligi yapilan enfekteli patates bitkilerinden izole edilen 65
Dickeya spp. strainin tanilanmasi amaciyla biyokimyasal test, REP-PCR, 16S rDNA ve
dnaX dizi analiz yontemlerini kullanmislardir. Calismalarinda pelADE spesifik
primerleri (Nassar vd 1996), dnaX dizi analizinde 535 bp’lik bolgeyi ¢ogaltan dnaXf,
dnaXr primerlerini, 16S rDNA gen bolgesinden dizayn edilmis F985PTO, R1378
primerlerini (Heuer vd 1999) ve REP-PCR i¢in REP1R, REP2I primerlerini (Versalovic
vd 1991) kullamilmistir. Elde edilen sonuglar ile filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Calisma sonucunda test edilen strainlerden Dickeya dianthicola, D. dieffenbachia, D.
dadantii, D. zeae ve D. chrysanthemi’nin tanis1 yapilmistir.

Diallo vd (2009), patateslerde ciddi kayiplara neden olan Dickeya chrysanthemi
ile Pectobacterium atrosepticum patojenlerinin kisa siirede tespitlerinin yapilabilmesi
amaciyla Multiplex-PCR  yontemini kullanmislardir. Calismada Multiplex-PCR
yontemininin hasasiyetini belirlemek amaciyla farkli 61 Dickeya ve Pectobacterium
strainleri denenmistir. Klasik PCR metodunda 420 bp’lik fragment veren Y45/46
(Fréchon vd 1998) ile 600 bp’lik ADE (Nassar vd 1996) primerlerini ve Multiplex PCR
metodunda yaptiklar1 ¢alismada gelistirdikleri Echl/1 primerlerini kullanilmiglardir.
Calisma patates tiiberlerini ekimden once bu patojenlerle enfekteli olup olmadiginin
tespit edilmesini imkan saglayarak sonra meydana gelecek zararlarin Onlenmesine
katkida bulunmaktadir.

Li vd (2011), Dickeya chrysanthemi Cin’de muzlarda yumusak ¢iiriikliige neden
olan yeni bir hastalik etmeni oldugunu bildirmistir. Patojen o bolgedeki muzlarda ciddi
kayiplara neden olmus ve arastirmacilar1 hastalifin ekolojisini, tanisim1 ve hastaliktan
miicadele yollarin1 arastirmaya itmistir. Etmenin sulama suyunda, toprakta ve bitki
kalintilarinda canliligin1  devam ettirip, hastalik meydana getirdigi, hastalik
simtomlarinin ise bitki dokusunun 6z kisminda olmasindan dolay1 geg¢ tespit edildigi
saptanmistir. Bu nedenle hastalikla miicadele edilebilmesi i¢in geleneksel tani
metotlarindan ziyade dogru ve kisa silirede sonug veren molekiiler yontemlerden PCR
metodunu hastaligin tespiti amaciyla kullanmiglardir (Henson ve French 1993,
Lévesque 2001, McCartney vd 2003, Atkins ve Clark 2004).

Li vd (2011) yaptiklar1 calismayla 16S -23S rDNA ITS bolgesini ¢ogaltan
universal primerleri kullanarak elde ettikleri 440 bp’lik fragmentin gen bankasindan
blast yapilarak sadece Dickeya chrysanthemi etmenine spesifik LF ve LR primerlerini
dizayn etmigledir. LF ve LR primerleri muzda hastalik meydana getiren 7 patojene kars1
denenmis sadece Dickeya chrysanthemi patojeninde pozitif sonu¢ alinmistir. Bu
primerler patojenin enfekteli bitki materyalinden, topraktan ve sudan tespitinde
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Pritchard vd (2013), bitki patojeni olan ve Diinya’da bir ¢ok bitkide hastalik
olusturan Dickeya cinsine bagli 17 izolatin genom dizilimlerini ¢ikarmislardir. Genom
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dizilimi ¢ikarilan tiirlerden {i¢ tanesi konuk¢u araligi genis olan Dickeya chrysanthemi,
ti¢ tanesi D. dadantii, bes tanesi D. zeae, bir tanesi D. paradisiaca ve Dickeya cinsine
bagli olup heniliz tiir olarak tanilanmamis 5 izolat yer almaktadir. Arastirmacilar
caligmanin, patojenlerle ilgili tim bilgilerin saklandigt genom dizilimlerin
belirlenmesiyle tanilama ve dayaniklihik ¢alismalarina kaynak olusturmasini
hedeflemislerdir.

2.2. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ile ilgili Kuramsal Bilgiler

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum bakteriyel etmeni ilk olarak
havug ve diger sebzelerden Jones (1901) tarafindan tespit edilmis Bacillus carotovorus
olarak, daha sonra Waldee (1945) tarafindan Erwinia carotovora subsp. carotovora
olarak adlandirilmis ve son c¢alismalar sonucunda adlandirilmasi Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum olarak degistirilmistir (Hauben vd 2005).

Cizelge 2.3. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un bilimsel

siiflandirilmasi
Alem Bacteria
Bolim Proteobacteria
Sinif Gamma Proteobacteria
Takim Enterobacteriales
Familya Enterobacteriaceae
Cins Pectobacterium
Tiir Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee 1945

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum bitkilerde yumusak ¢iiriikliige
sebep olarak hastalik meydana getirmektedir (Barras vd 1994, Liao vd 1993, Young vd
1996). Taksonomik calismalar sonucunda Erwinia cinsi 3 filogenetik gruba ayrilmis,
baslangi¢ta Erwinia cinsi igerisinde yer alan etmen daha sonra Pectobacterium cinsine
dahil edilmistir (Hauben vd 1998, Graham 1972, Verdonck vd 1987, De Boer vd 1987,
Goto ve Matsumoto 1987, Alcorn vd 1991, Gallois vd 1992). Pectobacterium
carotovorum fiziksel, biyokimyasal ve patojenik 6zelliklerine dayanarak carotovorum,
atrosepticum, betavasculorum, wasabiae ve odoriferum alt tiirlerine ayrilmaktadir
(Lelliott ve Dickey 1984, Helias vd 1998, Gardan vd 2003, Gallois vd 1992).
Pectobacterium carotovorum subsp. betavasculorum ve P. carotovorum subsp.
wasabiae (Pcw) seker pancarinda yumusak ¢iiriikliik (Goto ve Matsumoto 1987), P.
carotovorum subsp. atrosepticum serin bolgelerde patateslerde karabacak hastaligina
neden olmaktadir (Pérombelon ve Kelman 1987, Pérombelon 2002, Young vd 1996).
Diinya’nin bir ¢ok bdlgesine yayilmis olan P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc),
yumusak ciirlikliige neden olur ve diger alt tiirlere oranla konukgu araligir daha genistir
(De Boer vd 1987, Smith ve Bartz 1990, Helias vd 1998, Seo vd 2002, De Boer 2003,
Ma vd 2007, Avrova vd 2002, Toth vd 2003, Yap vd 2004, Yishay vd 2008, Young vd
1996, Lelliott ve Dickey 1984, Gardan vd 2003, Park vd 2012).

Domateslerde Erwinia tiirlerinin sebep oldugu hastaligin varlig: ilk kez Teksas,
ABD (Speights vd 1967), Kolombiya (Victoria ve Granada 1981), Kanada
(Dhantvantari ve Driks 1987), Kiiba (Stefanova vd 1984), Yunanistan (Alivizatos
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1985), Florida ABD (Chellemi vd 1998) ve ispanya’da (Cazorla vd 2001) rapor
edilmistir. Ulkemizde Dogu Akdeniz Boélgesinde domates seralarinda gdvde
cliriikliigiine neden olan Envinia tiirlerinin varlig1 ilk kez 1994 yilinda tespit edilmis
(Cmar ve Aysan 1995) ve hastaligin oldukc¢a yaygin oldugu belirlenmistir (Aysan ve
Cinar 2001). Hastalik etmenlerinin Ege Bolgesinde de énemli kayiplara neden oldugu
bildirilmistir (Ustiin ve Saygil1 2001). Giiniimiizde ise bu hastalik domates yetistiriciligi
yapilan seralarda sorun olan en 6nemli bakteriyel hastaliklar arasinda yer almaktadir.

Pectobacterium carotovorum konukgu araligi monokotiledonlardan 6zellikle
Poales takimina ait bitkiler, piring, misir, siiplirge daris1 ve seker kamisi (Thomson vd
1981), muz, sogansi bitkiler (geofitler) (Smith ve Bartz 1990, Wright vd 2001, Seo vd
2002), Zantedeschia spp. (Smith ve Bartz 1990, Wright 1998, Snijder ve van Tuyl
2002), Dieffenbachia spp., Scindapsus aureus (Norman vd 2003), Ornithogalum spp.
(De Hertogh ve Le Nard 1993), siis bitkileri (Byther ve Chastagner 1993), ¢in otu
(Pinellia ternata) (Hu vd 2008, Ying vd 2007) ve ticari énemi olan domates (Toth vd
2001), patates (De Haan vd 2008, Anonim 2008-b), havug, lahana, kabak, kavun,
kereviz, enginar (Anonim 2008-b) ve biberdir (Yishay vd 2008). Patojen bitkinin ¢esitli
aksamlarinda zarar meydana getirirken hasat sonrasi depolanan bitkilerde yumru, sogan
ve rizomlarda yumusak ¢iiriikliige neden olmaktadir (Byther ve Chastagner 1993).

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum pektolitik aktiviteye sahip
(Chang vd 2004), Gram-negatif, gubuk sekilli, 1-6 peritrik kamg¢ili, kapsiilsiiz, fakiiltatif
anaerob, 0,5-1,0p ile 1.0-3p biyikliginde, genom biyikligi 4.86x10° baz cifti,
DNA’sinin G-C igerigi %51,9 olan bir bakteri tirtidiir. Optimum gelisme sicakligi
27°C, maksimum gelisme sicakligr 35-37°C, minimum ise 6°C’dir. Kings B’de krem
renkli, 4-5 mm ¢apinda, diizensiz kenarli koloniler olusturur (Hauben vd 2005).

Sekil 2.5. Nutrient Agar besi ortaminda Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum’un koloni gelisimi (Bu ¢alismadan)

Yumusak ciiriikliik hastaligina neden olan Pectobacterium tiirleri domateste tiim
bitkide solgunluk, gévdede sulu lekeler, iletim demetlerinde renk degisiklikleri, 6z
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yapisinin bozulmasi, ileri donemlerde govdede ¢iirtikliik, sulanma ve dokunuldugunda
bitkinin devrilmesi gibi hastalik belirtilerine neden olur (Dhanvantari ve Driks 1987).

Sekil 2.6. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un neden oldugu domates

bakteriyel 6z nekrozu hastaliginin domates bitkilerinin gévde yilizeyindeki
belirtisi (A,B), 6z kismindaki belirtisi (C) (Bu ¢alismadan)

Pectobacterium ve Dickeya cinslerinin konukgu araliginin genis olmasi
pektolitik enzim, pektin lyase (Pnl), pektat lyase (Pel), poligalakturonaz (Peh) ve pektin
metil esteraz (Pme) enzimleri iiretmelerinden kaynaklanir. Konukgu bitkinin hiicreler
arasinda ¢ogalarak irettikleri bu (Plant cell wall degrading enzymes -PCWDE) enzimler
hiicre duvarmin yapisindaki pektini parcalar bdylece bakteri kendi cogalmasi ve
gelisimi i¢in gerekli maddeleri saglar (Pérombelon 2002, Chang vd 2004). Pektolitik
enzimler patojenin viriilensligine katkida bulunmaktadir (Bell vd 2002, Whitehead vd
2002, Chang vd 2004) ayrica enzimleri iireten bu genlerin virlilens faktorlerinin
salgilanmas: iizerine diizenleyici etkisi vardir (Andersson vd 1999). Bu nedenle, bitki
organlarinda yumusamaya sebep olan bu enzimler viriilens faktorleri olarak da
adlandirilir (Koiv ve Mae 2001). Pektinaz enzimi patojenin patojenisitesindeki en
onemli enzimdir (Barras vd 1994, Pérombelon 2002, Chang vd 2004). Pektolitik
enzimler patojenin genomunda bulunan farkli genler tarafindan sentezlenir (Barras vd
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1987, McMillan vd 1994, Chang vd 2004) ve yumusak ¢iirtikliik olusturan hastaliklarin
tespitinde bu genlerin bulundugu bolgeyi amplifiye eden primerler kullanilmaktadir.

Perombelon ve Kelman (1980), yaptiklari ¢alisma sonucunda Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum’un aeresol, bocek, yiizey ve yagmur sulari ile
tagmabildigini rapor etmislerdir. Patojenin bitkilerde latent enfeksiyon olarak, bitki
kalintilarinda, toprakta, suda, bitki yiizeylerinde epifitik olarak bulunarak (Pérombelon
ve Kelman 1980, Pérombelon ve Salmond 1995) hastalik gelisimi i¢in uygun sicaklik,
nem ve su varliginda hastalik meydana getirdigi rapor edilmistir (Pérombelon ve
Kelman 1980, Pérombelon ve Salmond 1995). Hastalik etmeni toprakta saprofit olarak
yasayabildigi gibi, toprakta kalan hastalikli bitki artiklar1 iizerinde ve baz1 bdceklerin
(Orn. Hylemia cilicrura) pupalari iizerinde kis1 gegirebilir. Patojenin bitkiye girisi gesitli
faktorlerin etkisiyle agilan yaralardan olur ve oOzellikle don ve dolu olaylarinin
goriildiigl aylarda meydana getirdigi hastalik siddetli bir yayilma gdsterir ve zarar orani
artar.

Pectobacterium carotovorum izolatlarinin dogal kosullarda konukgusuna 6zel
adaptasyon gosterdigi rapor edilmistir (Avrova vd 2002, De Boer 2003, Toth vd 2003,
Yap vd 2004). Ancak konukgusuna gore 6zellesmenin genetiksel farklilikla baglantili
olmadigi tespit edilmistir (Smith ve Bartz 1990, De Boer 2003, Yap vd 2004, Yishay vd
2008).

Pectobacterium carotovorum’un tespitinde monoklonal ve poliklonal antibody
iceren serolojik yontemler kullanilmistir (De Boer vd 1987, Klopmeyer ve Kelman
1988, Van der Wolf vd 1996). Fakat alt tiirlerin tespitinde sero gruplar arasindaki yakin
baglantilar alt tiirlerin tespitini gii¢lestirmis, kesin ve hizli sonu¢ veren molekiiler
calismalara yonlendirmistir (Gardan vd 2003).

Avrova vd (2002), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum konukgu
araliginin genis olmasinda patojenin ¢ogu ¢evre kosullarina kars1 dayanikli olmasinin
etkili oldugunu savunmuslardir. P. carotovorum subsp. carotovorum tarimsal ve
ekonomik O6neme sahip havug, patates, sogan, kereviz, biber, domates, kavun, kabak
gibi pek ¢ok bitkide yumusak ¢iiriiklikk hastaligina sebep oldugunu bildirmistir (Bell vd
2004). Toprak kaynakli etmen ayrica havada (Dhanvantari vd 1987), sularda (Mc Carter
vd 1985) ve bitki artiklarinda canliligini siirdiiriip hastalik meydana getirebilmektedir.
Bu bakteri tiiriiniin iiyeleri ayn1 zamanda karbapenem grubu antibiyotik iirettigi rapor
edilmistir (Andersson vd 1999).

Kang vd (2003), URP (Universal rice primers) primerlerini kullanarak elde
ettikleri parmak izindeki polimorfik bantlardan gelistirdikleri spesifik primerlerle
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tespitini yapmiglardir. Calismalarinda
farkli cografik bolgelerdeki farkli konukgulardan toplanmis 54 bakteri straini pECC2F
plazmidinden dizayn edilen EXPCCR, EXPCCF primerleri kullanilarak yapilan PCR
calismasinda 29 tane P. carotovorum subsp. carotovorum ve 3 tane P. carotovorum
subsp. wasabiae strainin tespitini yapmuslardir. P. carotovorum subsp. carotovorum
tespitini kesin olarak yapmak amaciyla nested PCR yontemini kullanmislardir. Nested
PCR isleminde kullanilacak olan primerler ilk PCR diriiniinin Rsal enzimini
kullanilarak elde edilen polimorfik banttin sekansindan gelistirilmistir. Gelistirilen
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INPCCR, INPCCF primerleri ile sadece P. carotovorum subsp. carotovorum tespiti
yapilmistir. URP (Universal rice primers) Piring bitkisinin genomundaki evrensel
tekrarl1 dizilerden gelistirilen primerlerdir. insan, bitki ve mikroorganizmalarin parmak
izi yontemiyle DNA profillerini belirlemede kullanilmaktadir (Kang vd 2002). URP
primerleri 20 niikleotid igerir ve RAPD PCR tekniklerinde kullanilmaktadir (Kang vd
1998).

Fiori ve Schiaffino (2003), biberlerde yaygin olarak goriilen ve ciddi kayiplar
veren 0z nekrozu hastalik etmeni Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un
molekiiler a¢idan tanisini ve karakterizasyon ¢alismalarini yapmiglardir. Hastalik biber
bitkilerinde ilk ¢icek olusumuyla beraber gévde ve dallar iizerinde boyuna siyah leke
seklinde lezyonlar gosterirken koklerde kirli beyaz bakteriyel akintilara, petiol ve geng
yapraklarin damarlarinda kahverengimsi siyah renk degisikligine, gévde iginde 6z
nekrozuna ve ilerleyen asamada genel solmayla beraber bitkinin 6lmesine neden
olmaktadir. Enfekteli biber bitkisinden izole edilen patojenin tanisinda electron
mikroskobu, Gram testi, pektolitik aktivite, Crystal Violet-Pectate (CVP) ortami
(Cuppels ve Kelman 1974), oksidaz testi (Kovacs 1956), katalaz testi, arginin
dihidrolaz testi (Thornley 1960), nitrattan nitrit {iretimi testi, asetoin olusumu testi, indol
iiretimi testi, hidrojen siilfit testi, nisastanin parcalanmasi testi, sakkarozdan indirgenen
maddeler testi (Hugh ve Leifson 1953), organik maddelerden asit {iretimi testi (Dickey
ve Kelman 1988), sicakliga hassasiyet testi, %5 NaCl’ye tolerans testi (Dye 1968),
pektinaz aktivitesi testi, King’s B besi ortaminin kullanim1 (King vd 1954, Cuppels ve
Kelman 1974), KOH testi ve jelatinin hidrolizi testini uygulamiglardir. Fatty asit
profillerine incelemislerdir ve Serolojik yontemlerden immiinofluoresan yontemini
kullanmiglardir (Mazzucchi ve Bazzi 1980). Patojenin tanilanmasinda, elde edilen
sonuclarin da ‘Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ile paralellik gosterdigini
bildirmislerdir. Bitkilerden elde edilen P. carotovorum subsp. carotovorum izolatlarina
patolojik ve biyokimyasal testler uyguladiktan sonra molekiiler diizeyde kesin
tanilarinin yapilmasi1 amaciyla PCR ve RFLP yontemlerini kullanarak tanilama
yapmuslardir.

Gardan vd (2003), farkli bolge ve konukgulardan izole edilmis 53
Pectobacterium carotovorum strainin tanilanmasi amaciyla fenotipik, biyokimyasal,
serolojik, filogenetik agag, DNA-DNA hibridizasyonu metotlarini kullanmiglardir.

Aysan vd (2006), domates (Lycopersicum esculentum), biber (Capsicum
annuum), patates (Solanum tuberosum), havu¢ (Daucus carota), kereviz (Apium
graveolens), kabak (Cucurbita pepo), kavun (Cucumis melo) ve sogan (Allium porrum)
bitkilerinde yumusak ciirtikliik hastaligina neden olan Erwinia carotovora subsp.
carotovora ve Erwinia chrysanthemi patojenlerinin tespiti ve tanisin1 yapmak amaciyla
belirtilen konukgulardan izole edilen 23 strainin karakterizasyonunu yapmislardir.
Calismada morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal test, tiitinde HR testi, patojenisite testi,
fatty asit metil ester analizi sonuglarina gore filogenetik agac ve pel gen bolgesinden
434 bp’lik bolgeyi cogaltan PCR yontemini kullanmiglardir.

Hu vd (2008), yaptiklar1 ¢alismada Cin’de yillardir tibbi aromatik bitki olarak
kullanilan ¢in otunda (Pinellia ternata) yumusak ciiriikliige neden olan patojenin
tespitini yapmak amaciyla hastalikli bitkiden izole edilen 2 farkli strain ile patojenisite
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testi, Koch postiilatlari, fatty asit analizi, biyokimyasal testler ve molekiiler metotlardan
16S-rDNA dizilimi ve PCR metotlarin1 kullanmislardir. 16S-rDNA dizilimi filogenetik
agacta bakildiginda %97-99 oraninda Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
ile homoloji gostermistir. P. carotovorum subsp. carotovorum’a uygun primerler
kullanilarak patojenin tanis1 yapilmistir. Bu ¢alisma P. carotovorum subsp.
carotovorum’un ¢in otunda hastalik yaptigina dair ilk kayittir.

Uriin  (2008) yaptigi calismada, Pectobacterium ve Erwinia amylovora
bakterilerinde mikroorganizmalarin ¢ogunda bulunan amino asit eksikligi, karbon
kaynagi yoklugu veya besin azligi gibi olumsuz c¢evre kosullarinda yasamlarini
siirdlirebilmek icin “Cevresel Strese Cevap” adi verilen 6zel bir mekanizmaya sahip
olup olmadigini aragtirmistir. Bu mekanizma, RelA enzimi tarafindan sentezlenen
(p)ppGpp molekiilii ile kontrol edilir. Bu ¢aligmada oncelikle, P. atrosepticum’a ait relA
gen dizisinden tasarlanmis 6zgiin primerler kullanilarak, P. carotovorum’da 569 bp’lik
bir DNA bélgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR iiriinii DNA dizi analizi, bu bdlgenin P.
atrosepticum’daki ilgili bolge ile %91 oraninda homolog oldugunu géstermistir. Daha
sonra western immiinoblot analizi ile P.carotovorum ve P. atrosepticum’da ilk kez
RelA proteininin varlig1 ortaya konmustur. flging olarak E. amylovora’da RelA proteini
saptanmamustir. Islevsel RelA proteininin varligi western blot yontemiyle gosterilmis ve
biyolojik fonksiyonu belirlenmistir.

Yishay vd (2008) yaptiklart c¢alismada, monokotiledon ve dikotiledon
konukgulardan izole edilen Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum izolatlari
arasindaki patojenisite ve genetik farkliligi arastirmiglardir. Calismada patojenisite testi,
pektolitik aktivite testi, gaz kromotografisi, fatty asit analizi, 16S rRNA dizilimine gére
filogenetik agag, ITS bolgesine gore PCR ve AFLP metotlar1 kullanilmastir.

Czajkowski vd (2009), patateslerde ciddi kayiplara neden olan karabacak
hastalig1 patojenleri P. carotovorum subsp. carotovorum ve Dickeya spp.’nin patates
yumru ve tohumlarindan izole ederek biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tespitini
yapmiglardir. Yaptiklar1 calismada hastaligin ekimden 6nce tohumdan kisa siirede
tespini yaparak sonra meydana gelebilecek kayiplari 6nlemeyi amaglamislardir.

Yaprak (2009), Pectobacterium atrosepticum SCRI1043 susunun SpoT gen
dizisine gore tasarlanan 6zgiin primerler kullanilarak, P. carotovorum’da 599 baz ¢iftlik
bir bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. Dizi analizi ve BLAST arastirmast PCR iiriintin P.
atrosepticum’daki ilgili bolge ile %93 oraninda homolog oldugunu géstermistir. Daha
sonra western blot analizi ile P. carotovorum ve P. atrosepticum’da ilk kez SpoT
proteininin varligim1 saptamistir. Calismada sonucunda Erwinia amylovora’da SpoT
proteini saptanamamustir.

De Boer vd (2012), Kanada’da patates yetistiriciligi yapilan bolgelerde goriilen
bakteriyel hastaliklardan karabacak hastalikli bitkilerden izole edilen patojenlerinin
tanilamalarini yapmak amaciyla biyokimyasal ve molekiiler yontemleri kullanmiglardir.
PCR ile yaptiklari tanilama ¢alismasinda Pectobacterium atrosepticum, P. carotovorum
subsp. brasiliensis, P. carotovorum subsp. carotovorum, P. wasabiae ve Dickeya spp.
spesifik primerler kullanmiglardir. Calisma sonucunda patateslerde karabacak
hastaligina neden olan en yaygin tiiriin (%63 oraninda) Pectobacterium atrosepticum
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oldugunu belirlemislerdir. Calismada P. carotovorum subsp. carotovorum orani %23
olarak bulunmus fakat kullanilan primerlerin P. carotovorum subsp. wasabiae
patojenini de tespit etmesinden dolay1 bu oranin daha da diisebilecegi belirtilmistir.

Yumusak ¢iiriiklik hastaligina neden olan Erwinia tiirleri ile ilgili olarak
Diinya’da bir ¢ok arastirma yapilmasina ragmen hastaligin miicadelesinde etkili kontrol
yontemi saglanamamistir (Perombelon ve Kelman 1980). Etmen uygun iklim
kosullarinda duyarli domates bitkilerinde siddetli hastaliklara ve ciddi ekonomik
kayiplara neden olabilmektedir. Kimyasal preparatlarla ve kiiltiirel uygulamalarla yeterli
kontrolii saglanamayan domateste Erwinia tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin
miicadelesinde biyolojik kontrol ¢alismalar1 6nem kazanmis arastirmacilarin bu konu
iizerinde ¢aligmasina neden olmustur (Kloepper 1983, Xu ve Gross 1986, Chard vd
1991, Lucon ve De Melo 1999, Altin ve Bora 2001, Karatas ve Aysan 2003).
Ulkemizde Karatas ve Aysan (2003), Dogu Akdeniz Bélgesinde domates bitkilerinde
govde ¢iirtikligiine neden olan Erwinia carotovora subsp. carotovora’nin biyolojik
miicadele olanaklarimi arastirmislardir. Calismalarinda Adana ilinde domates tiretimi
yapilan seralardan alinan toprak Orneklerinden izole edilen ve Dr. Elad’dan (ARO,
Israil) temin edilen aday antagonistler de dahil olmak iizere toplam 78 adet aday
antagonist kullanmislardir. izolatlarin antagonistik etkisi besi yerinde in vitro ve patates
dilimlerinde yar1 in vivo denemelerle arastirilmuistir. Iklim odasinda saksilarda
yetistirilen domates bitkileri tizerinde 13 antagonistin etkisi %33-66 arasinda degisen
oranlarda tespit edilmistir. In vitro, yar1 in vivo ve saksi denemelerinde elde edilen
sonuclar dikkate alinarak segilen bes antagonist sera kosullarinda testlenmistir. Sera
caligmalarinda bu antagonistlerden bir tanesinin (G2) Erwinia carotovora subsp.
carotovora’nin neden oldugu goévde ciiriikliglinii %50 oraninda engelledigi tespit
edilmistir.

2.3. Pseudomonas cichorii Tle Tlgili Kuramsal Bilgiler

Wilkie ve Dye (1974) tarafindan yapilan g¢aligmayla domates 6z nekrozuna
neden olan Pseudomonas cichorii’nin varlig1 ilk olarak Yeni Zelanda’da belirlenmistir.
Ulkemizde ise Ege Bolgesinde Demir ve Giindogdu tarafindan (1988) ve Dogu
Akdeniz Bolgesinde Tokgoniil (1995) tarafindan etmenin varligi bildirilmistir.

Pseudomonas cichorii Gram-negatif, ¢ubuk sekilli, 1-6 polar kamg¢iya sahip,
aerobik, spor olusturmayan, 1,1-3,5x0,7 pm boyutunda, genom biiyiikligii 5.99x10° baz
cifti, DNA’simnin G-C igerigi %58,1, optimum gelisme sicakligt 27°C mezofilik bir
bakteridir (Palleroni 2005).

Cizelge 2.4. Pseudomonas cichorii’nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Boliim Proteobacteria

Simif Gamma Proteobacteria

Takim Pseudomonadales

Familya  Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir Pseudomonas cichorii (Swingle 1925) Stapp 1928
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Pseudomonas cichorii marullarda (Lactuca sativa) midrib rot hastaligina
(Grogan vd 1977, Cottyn 2005, Aysan vd 2003, Cottyn vd 2011), zencefillerde
(Curcuma longa) yaprak yanikligi (Maringoni vd 2003), patlicanlarda (Solanum
melongena) nekrotik yaprak lekelerine (Kiba vd 2006), kahve bitkilerinde (Coffea
arabica) (Sanchez vd 2003), hindiba bitkisinde (Cichorium endivia) yumusak ¢iirtikliik
(Alippi vd 2002), kerevizlerde (Apium graveolens) iletim demetlerinde kahve
rengilesme ve bakteriyel yaniklik (Alippi vd 1996), turnagagas:i bitkisinde
(Pelargonium hortorum) yaprak lekesi (Engelhard vd 1983), lahanalarda (Brassica
oleracea var. capitata) lezyonlara (Engelhard vd 1983, Alippi vd 1996), karnabaharda
(B. oleracea) lezyonlara (Engelhard vd 1983, Alippi vd 1996), brokoli (B. oleracea var.
italica) lezyonlara (Alippi vd 1996), beyaz hindibada (Cichorium intybus) lezyonlara
(Alippi vd 1996), krizantemlerde (Chrysanthemum morifolium) yaprak lekelerine
(Engelhard vd 1983, Alippi vd 1996), tiitinde (Nicotiana tabacum), bes parmak
bitkisinde (Schefflera arboricola) (Mirik vd 2011), Kasimpati’nda (Dendranthema
grandiflora) yaprak ve ¢igeklerde yanikliga ve domateslerde (Lycopersicon esculentum)
6z nekrozuna (Wilkie ve Dye 1974, Ustiin ve Saygili 2001, Tekman 2005, Trantas vd
2013) neden olmaktadir. Bunlarin yaninda Pseudomonas cichorii’nin bir¢ok bitkide
yaprak lekelerine, 6z nekrozuna, tomurcuk ve ¢igek yanikliklarina neden oldugu farkl
aragtiricilar tarafindan rapor edilmistir (McFadden 1961, Wehlburg 1963, Wehlburg vd
1966, Jones vd 1983, Engelhard vd 1983, Jones vd 1984, Chase ve Brunk 1984).

Sekil 2.7. Pseudomonas cichorii’nin enfeksiyonu sonucunda domates govdesindeki
meydana gelen tipik govde lekeleri (A, B, C), gévde 6z kismindaki nekroz
belirtisi (C) (Bu galismadan)

Pseudomonas cichorii etmeninin diger floresan Pseudomonas tiirlerinden ayirt
etmek i¢in farkli selektif besi ortamlar1 gelistirilmistir. Jones vd (1990) yaptiklari
calismada kesme ¢igek yetistiriciligi yapilan toprak ve Kasimpati (Dendranthema
grandiflora) bitkisinin yaprak ve ¢igek tomurcuklarindan izole edilen P. cichorii
etmeninin selektif izolasyonu i¢in PCM-1, PCM-2 yar1 segici besi ortamlarimni
gelistirmislerdir. PCM-1 ortamu igeriginde fungal ve bakterial inhibitorlerin yaninda
toprakta ve bitkilerde bulunan ¢ogu mikroorganizmanin katabolize edemedigi karbon
kaynagr olan L(+)-tartrat icermektedir. PCM-2 ortami ise King B ortaminin
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modifikasyonuyla olusturulmus, yiikksek oranda antibiyotigin yaninda L(+)- tartrat ve
peptone icermektedir. Her iki ortamda P. cichorii etmeninin selektif izolasyonu
saglanmistir.

Sekil 2.8. Nutrient Agar besi ortaminda Pseudomonas cichorii’nin koloni gelisimi (Bu
caligmadan)

Pseudomonas cichorii marullarda hastaliga neden oldugu Grogan vd (1977) ve
Cottyn vd (2009) tarafindan rapor edilmistir. Patojen 1990’dan bu yana Belgika’da
marullarda ciddi kayiplara neden olmus ve aragtirmacilart hastaligin ekolojisini, tanisini
ve hastaliktan miicadele yollarin1 arastirmaya itmistir. Etmenin toprakta sinirli olarak
bulundugu, hastalik yaygin olarak damlama sulama suyundan taginan patojen tarafindan
olusturuldugu tespit edilmistir (Grogan vd 1977, Cottyn vd 2009, Cottyn vd 2011).

Yapilan sera incelemelerinde gdvde nekrozuna neden olan farkli bakteri
tirlerinin olusturdugu hastalik simptomlarinin genelde benzer oldugu belirlenmistir.
Ancak dis simptomlarda bazi farkliliklar oldugu Ustiin ve Saygili (2001) tarafindan
bildirilmistir. Tanis1 yapilamayan floresan Pseudomonas tiirlerinin domates bitkilerinde
olusturdugu simptomlarm Pseudomonas cichorii’'nin neden oldugu simptomlarla
birbirine ¢ok benzedigini vurgulamislardir.

Mirik vd (2011), farkli konukgulardan izole edilmis Pseudomonas cichorii
patojeninin karakterizasyonuyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada LOPAT testi, patojenisite
testi, ELISA testi, fatty asit (FAME) testi ve Box-PCR yontemlerini kullanmislardir.
Calismada dogal enfekteli 3 marul (Lactuca sativa), 3 bes parmak bitkisi (Schefflera
arboricola), 6 domates (Lycopersicum esculentum) bitkisinden izole edilen strainleri
kullaniglardir. Calismada tiim strainler Gram-negatif, King’s B ortaminda floresan
pigment {iretir, NSA ortaminda levan olusumu yok, oksidaz pozitif, pektolitik aktivite
negatif, arjinin dihidroliz negatif, tiitinde HR pozitif, katalaz pozitif, oksidatif, 5%
NaCl ortamda gelisim yok, jelatin hidrolizi yok, L (+) arabinoz, D-arabinoz, glukoz,
inulin, laktoz, mannitol, mannoz, maltoz, melibioz, raffinoz, sorbitol, siikroz ve trehaloz
gibi karbon kaynaklarindan asit iiretimi yok, King’s B ortamida mukoid olmayan krem
floresan koloniler olustururlar. Fatty asit analizi sonucunda filogenetik agag
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olusturulmus, tim strainler %84-97 arasinda homoloji gostermistir. Box-PCR
sonucunda farkli konukgulardan izole edilen strainler arasinda %98 oraninda benzerlik
gbzlenmistir. Calismada ayrica  strainlerin  bakir (Cu) ve streptomycine
dayanikliliklarina bakilmis dayanikli strain gézlenmemistir.

Cottyn vd (2011), Pseudomonas cichorii marullarda meydana getirdigi hastalikla
miicadele edilebilmesi i¢in geleneksel tan1 metotlarindan ziyade dogru ve kisa siirede
sonu¢ veren ve bakterinin populasyon yogunlugunun kisa siirede belirlenmesini
saglayan molekiiler yontemlerden Real-time PCR yontemini hastaligin tespiti amaciyla
kullanmislardir. Yapilan calismada patojenisiteden sorumlu hrcRST gen bolgesini
¢ogaltan hrpla, hrp2a klasik PCR primerleri kullanilarak elde edilen 897 bp’lik
fragmentin sekans analizi yapilmis. Elde edilen diziden 90 bp’lik amplicon veren Real-
Time primerleri; PscHrc662F (22-mer [5’- AGGCTTTATGGAAACCCTGACG-3"]) ve
PscHrc751R (20-mer [5°- ACAATCACCGCCACGATCAG -3’]) ve TagMan Minor
Groove Binding (MGB probe) PscHrceMGB687 (16-mer [S’FAM— TTCAAGCAGGCC
ATGT - MGB - NFQ 3’]) probu kullanilmistir. Calismada gelistirilen Real-Time primer
ve probun spesifikligini belirlemek amaciyla 39 Pseudomonas cichorii straini ve 89
farkli Pseudomonas tiirleri test edilmistir. Yontemin ve kullanilan primer- prob setinin
hasasiyetinin belirlenmesi i¢in farkli seyreltmeler test edilmistir. Daha 6nceki yillarda
arastirmacilar tarafindan yapilan klasik PCR denemeleriyle karsilastirilan sonuglarda
klasik PCR ile test edilemeyen diisiik miktardaki bakteri yogunlugunun bu yontem ile
tespit edilebildigi ortaya c¢ikarilmistir. Sicaklik, nem gibi fiziksel faktorlerin yani sira
Pseudomonas cichorii patojeninin yeterli miktarda varliginin enfeksiyonun olusmasi
acisindan onemli bir etken oldugu yapilan kantitatif Real-Time PCR yontemiyle
saptanmistir. Ayrica bu ¢alisamayla hangi bakteriyel populasyonun hastalik olusumunda
risk icerip icermedigi belirlenmistir.

Trantas vd (2013), domateslerde 6z nekrozu hastaligina neden olan
Pseudomonas cichorii izolatlarinin  biyokimyasal ve molekiiller yontemlerle
karakterizasyonunu yapmislardir. Caligmalarinda molekiiler yontemlerden Box-PCR ve
Multi Lokus Sequence Analizini (MLSA) kullanarak filogenetik aga¢ olusturmuslar.
Calisma sonucunda alt varyeteler tanimlamislardir.

Babu vd (2013) yaptiklar caligmada, orman topragindan izole edilen izolatlarin
karakterizasyonunu yapmak amaciyla secici besi ortami ve biyokimyasal testlerden
yararlanmiglar ve izolatlarin Pseudomonas cichorii oldugunu tespit etmislerdir. Calisma
sonucunda topraktan izole edilen izolatlarin Gram-negatif, oksidaz pozitif, fosfati
kullanabildigi, King’s-B ortaminda floresan pigment iirettigi, NSA ortaminda levan
olusturdugu, laktoz, ksiloz, fruktoz, gliserol, trehaloz, mannitol ve ribozu kullanabildigi,
glikoz, siikroz ve jelatini kullanamadig1 saptanmustir.

2.4. Pseudomonas corrugata Ile ilgili Kuramsal Bilgiler

Pseudomonas corrugata Diinya’da ilk defa Scarlett ve ark. (1978) tarafindan
yapilan ¢aligmayla ingiltere’de domates seralarinda gévde nekrozlarinda rastlanmustir.
Hastaliga yeni bir etmenin neden olduguna karar verilmis ve izole edilen etmen bakteri
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerine gore P. corrugata olarak
tanilanmustir (Clark ve Watson 1986, Bradbury 1987, Catara ve Albanese 1993, Lopez
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vd 1994, Catara vd 2000, Catara 2007, Guo vd 2007). Etmenin pek ¢ok iilkede varligi
ilerleyen yillarda cesitli arastiricilar tarafindan tespit edilmistir. Ingiltere (Lukezic
1979), Almanya (Naumann 1980, Kohn 1982), Ispanya (Lopez ve Noval 1980), Israil
(Zutra ve Kritzman 1983), Isvigre (Vogelsanger ve Grimm 1983), italya (Fiori vd 1983,
Scortichini 1989, Catara ve Albanese 1993, Sesto vd 1996), ABD (Lai vd 1983, Wick
ve Shrier 1990, Carroll vd 1992), Yeni Zelanda (Clark ve Watson 1986), Giiney Afrika
(Bradbury 1987), Yugoslavya (Mijatovi¢ vd 1988), Japonya (Kuwata ve Oikawa 1989),
Sovyetler Birligi (Popkova ve Nosova 1989), Brezilya (Neto vd 1990), Tiirkiye (Demir
1990, Basim ve Yilmaz 2005), Suriye (Bayda ve Warrak 1990), Arjantin (Alippi vd
1993), Yunanistan (Buanario vd 1993) iilkelerinde saptanmustir. P. corrugata bakteriyel
etmeni basta Avrupa ve A.B.D. olmak iizere tim Diinya’da 6z nekrozuna en fazla neden
olan patojen olarak rapor edilmistir (Scortichini 1992).

Cizelge 2.5. Pseudomonas corrugata’nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Boliim Proteobacteria

Simif Gamma Proteobacteria

Takim Pseudomonadales

Familya  Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir Pseudomonas corrugata Roberts and Scarlett 1978

Pseudomonas corrugata domates yetistiriciligi yapilan seralarda (Buonario vd
1993, Catara ve Albanese 1993), tarlalarda (Lai vd 1983, Carroll vd 1992), fideliklerde
(Sesto vd 1996) ciddi zararlara neden olmustur (Lopez vd 1994, Anonim 2014-e).
Domatesin yaninda hastaliga neden oldugu konukgular biber (Lopez vd 1994),
krizantem (Fiori 1992), sardunya (Magyarosy ve Buchanan, 1995), patlican, fasulye,
kereviz, salatalik, kavun, bezelye, tiitiin ve dolmalik kabak yer almaktadir (Sutra vd
1997, Catara vd 1997, Catara vd 2000, Catara vd 2002, Catara 2007). Kiiltiir bitkisi
olarak yetistiriciligi yapilan domatesler (Lycopersicon esculentum) Pseudomonas
corrugata patojenine yabani domateslere (Lycopersicon spp.) gore daha hassastir
(Scortichini ve Rossi 1993, Catara 2007).

Pseudomonas corrugata sudan (Scarlet vd 1978), domates tohumlarindan
(Zutra ve Kritzman 1983, Abdalla 2000), yonca koklerinden (Lukezic 1979), celtik
danelerinden (Qutry vd 1992), bériilceden (Bennik vd 1998), brokoli baslarindan
(Bedini vd 1999, Padaga vd 2000), topraktan (Achouak vd 2000, Catara vd 1997,
Kovacevich ve Ryder 1991, Pandey vd 2001, Ryder ve Rovira 1993, Schisler ve
Slininger 1994, Scortichini 1989, Walker vd 2000) izole edilmistir. Ayrica hastalik
olusturmadan Achillea ageratum bitkisinin koklerinden (Picard ve Bosco 2003), kanola
kok uglarindan (Fernando vd 2005), hiyar rizosferinden (Paulitz vd 1992), {iziimde
endofit olarak (Bell vd 1995), Lucerne bitkisinin kok kismindan ve endofit olarak
(Lukezic 1979), fasiilye filizinden (Bennik vd 1998), patates tiiberlerinden (Garbeva vd
2001), kirmiz1 amerikan mesesinin mikorizal kok uglarindan (Sbrana vd 2002), pring
tanelerinden (Cottyn vd 1996), ¢ilek stolonlarindan (Tanprasert ve Reed 1997), cay
bitkisinin rizosferinden (Pandey vd 2000), bugday rizosferinden (Ryder ve Borret 1991)
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izole edilmistir (Lukezic 1979, Scortichini 1989, Ryder ve Borret 1991, Paulitz vd
1992, Achouak vd 2000, Catara 2007).

Pseudomonas corrugata Gram-negatif, gubuk sekilli, 1-3 polar kamgilara sahip,
genom biiyiikliigii 6-6,1x10° baz ¢ifti, DNA’smmn % G-C igerigi 60,5 (Licciardello vd
2014), aerobik, oksidaz pozitif, floresan olmayan fakat DNA-rRNA hibridizasyonu (De
Vos vd 1985) ve fatty asit profillerine (Stead 1992) gore floresan Pseudomonas’lar
arasinda yer alan, levan firetmeyen, hiicreler arast depo graniilii olarak poly-f
hidroksibutirat kullanan (Catara 2007), pektolitik olmayan, NDA ortaminda ise yesil
merkezli, sarimtirak hafif kubbeli, (adlandirilmasinda etkili olan &zelligi) genelde
merkezi veya kenarlar1 kirigik ve sar1 yesil ortama yayilan pigment olusturan (Scarlett
vd 1978), nitrat1 nitrite indirgeyen, YBGA (Yeast Bactopeptone Glucose Agar)
ortaminda kirisik ya da diiz koloniler olusturan bir bakteridir. Strainlerin bir kismu tiitiin
bitkisinde hipersensitif reaksiyona (HR) neden olur. Strainlerin ¢ogu 15 giin
inkiibasyondan sonra arjinin pozitif, Tween 80’1 hidrolize eder (Sutra vd 1997, Catara
vd 1997, Catara vd 2002, Catara 2007). Strainlerin koloni morfolojisi, arjinin hidrolizi,
Tiitiinde hipersensitif reaksiyonu (HR), indolasetik asit tiretimi, casein hidrolizi, jelatin,
lesitin ve lipaz iiretimi, karbon kaynaklarindan yararlanmasi degiskenlik gostermektedir.
Optimum gelisme sicakligi 28°C, maksimum 37-38°C, minimum ise 4°C’dir (Catara vd
1997, Catara vd 2002, Catara 2007, Lopez vd 1994, Siverio vd 1993, Sutra vd 1997).

Sekil 2.9. Nutrient Agar besi ortaminda Pseudomonas corrugata’nin koloni gelisimi
(Bu ¢alismadan)

Pseudomonas corrugata domates bitkisinin 6z kisminin parankimatik
dokularinda (Coco vd 2001) nekrozlara ve bosalmaya neden olur, ilerleyen asamada
genel solgunlukla beraber bitkinin turgoritesini kaybedip ¢okmesine sebep olmaktadir
(Scarlett vd 1978, Clark ve Watson 1986, Bradbury 1987, Catara ve Albanese 1993,
Lopez vd 1994, Catara vd 2000, Guo vd 2007). Patojen diger konukgularinda da
domates bitkisiyle benzer simptomlara neden olmaktadir.
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Sekil 2.10. Pseudomonas corrugata’nin neden oldugu domates bakteriyel 6z nekrozu
hastaliginin domates bitkilerinin 6z kismindaki belirtisi (Bu ¢aligmadan)

Pseudomonas corrugata’nin hastalikli bitkilerden saglikli bitkilere sulama
suyuyla tagindig1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Scarlett vd 1978, Fiori 2002,
Naumann vd 1989, Sadowska vd 1997, Catara 2007). Hastalik hem sera hem de tarlada
yetistiriciligi yapilan domateslerde goziikmektedir. Hastaligin ilerlemesinde c¢evre
kosullar1 &nem arz etmektedir.  Ozellikle yaprak ve sap yiizeylerinde suyun
mevcudiyeti, sinirli hava akimi, asirt sulama, giin igerisindeki gece-giindiiz sicaklik
farkliliklari, topraktaki yiliksek azot seviyesi, yabanci otlarin varligi, Pseudomonas
corrugata’nin enfeksiyonunu tesvik etmektedir (Carroll vd 1992, Naumann vd 1989,
Scarlett vd 1978).

Pseudomonas corrugata’nin tespit ve tanisinda biyokimyasal, serolojik,
patolojik (Siverio vd 1993, Sutra vd 1997) testlerden yararlanilmis fakat tiir igerisinde
karsilasilan fenotipik ve genomik gesitlilik (Siverio vd 1993, Catara vd 1997, Sutra vd
1997) arastirmacilart etmenin kisa siirede kesin tanilarini yapmak, epidemiyolojilerini
arastirmak i¢in niikleik asit temelli molekiiler yontemleri ¢alismaya itmistir (Catara vd
2000, Catara 2007, Achouak vd 2000). Bu amagla ERIC-PCR (Achouak vd 2000),
RAPD (Catara vd 2000), Box-Rep-PCR (Catara vd 2002) c¢aligsmalari yapilmistir. Ayni
seradan bile izole edilen Pseudomonas corrugata izolatlar1 genotipik farklilik
gostermistir (Achouak vd 2000, Catara 2007, Trantas vd 2014).

Clark ve Watson (1986), Yeni Zelanda’da domates yetistiriciligi yapilan
alanlarda yaygin olarak goriilen, domates yapraklarinda klorozis, gévde de griden kahve
rengiye donen renkte diizensiz genis yariklar ve 6z kisminda sulu kahve rengi nekroz
seklinde simptom gdsteren hastaligin tespitini ve tanisim1 yapmak amaciyla tiitiinde
hipersensitif reaksiyon (HR), patateste pektolitik aktivite, nitrat rediiksiyonu, NSA
ortaminda levan olusumu, asit iiretimi, 2-ketogluconate iiretimi, jelatin hidrolizi, arginin
hidrolizi, nisasta hidrolizi igeren biyokimyasal testlerden yararlanmiglardir. Calisma
sonucunda izole edilen tiim izolatlar patateste pektolitik aktivite gdstermemistir, oksidaz
pozitif, nitrat1 nitrite indirger, L-arabinose ve mannitoldan asit iiretimi pozitif, D-
rarbinose, rthamnose, ve eryhritolden asit {iretimi negatiftir, jelatini hidrolize eder,
arginin hidroliz etmez, NSA ortaminda levan olusumu ve 2-ketogluconate iiretimi
yoktur. Patojenisite testleri dogal enfeksiyonlar kadar ciddi olmamustir. Izole edilen
patojen Pseudomonas cichorii patojeniyle benzer belirtiler gostersede yapilan testler
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sonucunda ayrilmistir. Iki patojen arasindaki en belirgin farkliik Pseudomonas
corrugata Kings’B ortaminda floresan olusturmaz, GYCA ortaminda yesil pigment
iiretir, jelatini hidrolize eder ve nitrat1 indirger. Yapilan testler sonucunda domateste 6z
nekrozu hastaligina neden olan patojenin Pseudomonas corrugata oldugu rapor
edilmistir. Bu ¢alisma etmenin Yeni Zelanda da domateslerde 6z nekrozu hastaligina
neden olduguna dair ilk kayittir.

Ulkemizde 1989 yilinda Ege Bolgesindeki seralarda ciddi kayiplara neden olan
hastalikli domates bitkilerinde yapraklarda solgunluk, govdede lezyonlar ve 6zde
nekrozlar oldugu gozlenmistir. Orneklerden izole edilen saf bakteri kiiltiirii ile yapilan
morfolojik, biyokimyasal ve patojenite testleri sonucunda hastalik etmeninin
Pseudomonas corrugata oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma Tirkiye’deki P.
corrugata’nin varhigi dair ilk kayittir (Demir 1990). Yapilan ¢alismada patojenin
titlinde hipersensitif reaksiyon verdigi, nitrati nitrite indirgedigi, Kings’B ortaminda
floresan pigment irettigi, HoS tirettigi, NSA ortaminda levan olusturdugu, %5 NaCI’de
gelistigi gozlenmistir. Ayrica patojenin eskulin, siikroz, mannoz, maltoz, raffinoz,
glycerol, monnitol, sorbitol, inositol {irettigi saptanmigtir. Akdeniz Bolgesinde ise Bas
ve Cinar (1995) tarafindan patojenin varligi ve 6z nekrozu hastaligina neden oldugu
rapor edilmistir.

Alippi vd (1993), Arjantin ve Giiney Amerika da yaptiklar1 ¢alismada Carmelo,
Ceibo, Simona, ve Lerika domates hibritlerinde ekonomik kayiplara neden olan gévde
tizerinde siyah lekeler, gbovdenin i¢ kisminda 6z bosalmasinin yaninda 6z kisminin
kahverengilestigi, yan kok olusumuna ve yapraklarda klorozise neden olan patojenin
tanisint  yapmak amaciyla cesitli biyokimyasal ve patojenisite testlerinden
yararlanmiglardir. Hastalikli bitkilerden izole edilen bakteri Kings’B besi ortaminda
floresan pigment iiretmez, NDA ortaminda ortas1 yesilimsi sart koloniler olusturur ve
kolonilerden ortama 48 saat i¢inde mavimsi yesil pigment yayilir, NSA ortaminda
levan iiretmez, bakteri Gram-negatif, aerobik, spor iiretmez, 37°C’de gelisir, nisastay1
hidrolize etmez, jelatinini hidrolize eder. Katalaz, oksidaz, L-(+)- arabinoz, D-mannitol
ve D-glukozu kullanir. Arginini hidrolize etmez, D-(+) cellobiose kullanmaz.
Patojenisite sonuglarinda tiitiinde hipersensitif reaksiyon olusturmus, sogan (Allium
cepa) dilimlerinde ¢ilirlimeye neden olmus, marul (Lactuca sativa) da nekrozlara neden
olmus fakat patateste (Solanum tuberosum) yumusak ¢iiriikliik goézlenmemistir.
Domates bitkilerine yapilan inokulasyondan 6 hafta sonra ayni belirtiler gézlenmis ve
bakteri tekrar izole edilmistir. Calisma sonucunda hastaliga neden olan bakteri
Pseudomonas corrugata olarak tanilanmigtir. Bu ¢alisma Arjantin ve Giiney
Amerika’da P. corrugata’nin domateslerde 6z nekrozu hastaligina neden olduguna dair
ilk kayittir.

Siverio vd (1993), Pseudomonas corrugata strainlerindeki serolojik gesitlilik
lizerine yaptiklar ¢aligmada, farkli iilkelerden elde ettikleri strainlerin serolojilerine
immunofloresan yontemini kullanarak bakmislardir. Arastirmalar sonucunda tek basina
serolojinin  Pseudomonas corrugata’nin tespitinde yeterli bir metot olmadigim
gormiiglerdir (Catara vd 2000). LPS gruplar1 ve serolojileri arasindaki iliskiye
bakmiglardir. Bu ¢alisma farkli orjinlerden elde edilen P.corrugata strainlerini serolojik
yontemlerle kiyaslayan ilk c¢alismadir. Bu c¢alismayr takiben Siverio vd (1996)
Pseudomonas corrugata etmeninin yag asit profillerini aragtirmislardir. Calismada
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hexane tek olarak ve methyl-tetr butyl ether (MTBE) ile beraber kullanmislardir.
Methyl-tetr butyl ether (MTBE) ile beraber kullanilan hexane uygulamasinda
P.corrugata strainlerinin birbirlerinden farkli yag asiti profillerine sahip oldugu
saptanmigtir. Strainler arasindaki bu farkliligin alt kiiltiirlerin sahip oldugu morfolojik
farkliliktan kaynaklandigi goriilmiistiir. Arastirmadaki diiz ve kirisik kolonilerin yag
asiti profillerine bakilinca farklilik dogrulanmistir. Calisma sonucunda morfolojik
farkliliktan kaynaklanan yag asit profillerinin degiskenligi lipaz, lektinaz ve jelatin
hidrolizi gibi enzimatik aktivitelerin degiskenliginden kaynaklandigin1 saptamislardir.
P.corrugata strainleri varyete analizlerine gore dort farkli gruba ayrilmistir. Her iki
calismada etmenin strainlerinde farklilik gostermesinden dolayr kesin tanida
kullanilamamaktadir (Catara vd 2000).

Lopez vd (1994), biber ve domates bitkilerinde 6nemli kayiplara neden olan
patojenin tanisin1 yapmak amaciyla fiziksel, serolojik testler, fatty asit (FAME)
profilleri ve patojenisite testlerini kullanmislardir. Ayrica patojenin plazmid varligini
belirlemeye calismiglardir. Calisma sonucunda hastalifi meydana getiren etmenin
Pseudomonas corrugata oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma Pseudomonas
corrugata’nin biberlerde hastalik olusturduguna dair ilk kayittir. Ayrica calismada P.
corrugata’nin biiyiik bir plazmide sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Sutra vd (1997), 6z nekrozu hastalikli domates bitkilerinden izole edilen
Pseudomonas strainlerinin tanilari iizerine ¢alismislardir. Calismalarinda Pseudomonas
corrugata strainlerinin fenotipik c¢esitliligi hakkinda mevcut bilgileri diizenlemek,
Pseudomonas corrugata strainlerini FPTPN strainleri (domates 6z nekrozundan elde
edilen floresan Pseudomonas strainleri) ile kiyaslayarak, iki grup arasindaki genetik
homolojiyi belirlemeyi amaclamislardir. Bu amagla fenotipik testler, DNA-DNA
hibridizasyonlari, yag asit profilleri, lipopolisakkarit orneklerin elektroforezis jelde
incelenmesi, serolojik ve patojenisite testlerinden yararlanilmigtir. Calisma sonucunda
0z nekrozuna neden olan patojenler Pseudomonas corrugata strainleri ve floresan
Pseudomonaslari igeren FPTPN strainleri (domates 6z nekrozundan elde edilen floresan
Pseudomonas strainleri) olarak iki gruba ayrilmustir. Iki grup Pseudomonas corrugata
strainlerinin King’s B ortaminda floresan pigment iiretimi, levan olusumu ve sorbitol
asimilasyonuyla ayrilmigtir. FPTPN strainleri de kendi aralarinda tii¢ alt gruba
ayrilmistir. FPTPN strainleri arasindaki ayrim FP1 ve FP2 levan iiretirler sorbitolden
faydalanirlar fakat cirocanat ve laevulinatdan faydalanmaz, jelatin ve Tween 80
hidrolizi degiskendir. FP3 jelatini hidrolize eder, Tween 80’ni hidrolize etmez,
citrocanat, laevulinat ve N-acetiglukozamin’den faydalanir fakat itakonat, amilamin ve
glicineden faydalanmaz. Levan fiiretimi ve sorbitolden faydalanmasi degiskenlik
gostermektedir (Catara vd 2000).

Abdalla (2000), Misir’da domates tohumlarinda bulunan tohum kokenli
patojenik bakterilerin tespiti ve tanisim1 yapmak amaciyla 75 farkli domates
tohumundan izolasyon yapmis, izole edilen bakterilere Gram testi, patojenisite testi,
titlinde HR testi, biyokimyasal ve fizyolojik testlerin yaninda yar1 segici besi
ortamlarindan yararlanilmistir. Calismada, %14,7 oraninda Pseudomonas corrugata ve
%12 oraninda Xanthomonas campestris pv. vesicatoria tespiti yapilmustir. izole edilen
bakteriler Tween B (McGuire vd 1986), CKTM (Sijam vd 1992), nutrient agar (NA),
nutrient agar + 1% dextrose (NAD), pseudomonas agar F (PF) ve Kings’B (KB) (King
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vd 1954) ortamlarinda gelistirilmis ve sonug olarak Pseudomonas corrugata’nin diger
ortamlara oranla Tween B ve CKTM ortamlarinda daha iyi gelisim gosterdigi
saptanmistir. Bu calisma izole edilen patojenlerin Misir’da domates tohumlarinda
bulunduguna dair ilk kayittir.

Catara vd (2000), Pseudomonas corrugata’nin tanisi biyokimyasal, serolojik,
fatty asit ve patojenisite testleriyle tiirler arasindaki benzerliklerden dolay1 kesin olarak
yapilamamakta (Siverio vd 1993, Siverio vd 1996, Sutra vd 1997) ve uzun zaman
almasindan dolay1 calismalarinda Pseudomonas corrugata strainlerinin tanisi igin
RAPD-PCR yontemini kullamiglardir. RAPD PCR yonteminde OPA1, OPA4, OPA9,
OPA10 ve OPA20 primerlerini kullanmiglardir. Genomik DNA izolasyonu, klonlama
ve sekanslama yapmiglardir. Calisma sonucunda farkli iki strainden klonlanan DNA
amplikonlarindan iki ¢ift spesifik primer sekansi elde etmislerdir. Strainler 600 bp ve
1100 bp biiyiikligiinde iki farkli spesifik bant olusturmustur ve buna bagl olarak da
strainleri iki farkli grup olarak siniflandirmislardir. Her iki grup icin de iki ¢ift primer
dizayn etmislerdir. PC5/1 (5° CCACAGGACAACATGTCCAC 3°) ile PC5/2
(5’CAGGCGCTTTCTGGAACATG 3°) primerleri 1100 bp’lik amplicon, PC1/1
(5’ GGATATGAGCCAGGTCTTCG3’) ile PC1/2 (5 CGCTCAAGCGCGACTTCAG
3°) primerleri 600 bp’lik amplicon vermektedir. Oz nekrozuna neden olan Pseudomonas
corrugata strainleri dizayn edilen primerler ile pozitif sonu¢ verirken diger 6z
nekrozuna neden olan (FPTPN) floresan Pseudomonas FP1, FP2 ve FP3 tiirleri her iki
primer setiyle denenmis ve herhangi bir amplikon goézlenmemistir. Bu c¢alisma
Pseudomonas corrugata’nin tanisini kisa siire i¢erisinde kesin tanisint miimkiin kilmasi
ve diger caligmalara kaynak olusturmasi agisindan 6nemlidir.

Cirvilleri vd (2000), ¢alismalarinda Pseudomonas corrugata tanisinda luciferase
genlerinin  bir marker olarak kullanilabilirligini arastirmislardir. Pseudomonas
corrugata Vibrio fisherii’nin lux operonuyla modifiye edilmis operonun Pseudomonas
corrugata 4.3 t lux 18 straini ile 4.3 t yabani strainini, koloni morfolojisi, patojenisite, in
vitro gelisim ve domates bitkisindeki meydana getirdigi enfeksiyon siddeti yoniinden
kiyaslanmistir. Calisma sonucunda yabani ve mutant strainin ayni O6zelliklere sahip
oldugu saptanmustir.

Ulke (2003), domateslerde 6z nekrozuna neden olan etmenler Pseudomonas
cichorii ve Pseudomonas corrugata’nin tanisini klasik bakteriyolojik yontemler,
serolojik yontem ELISA ve molekiiler tekniklerden PCR ile yapmistir. Epidemiyoloji
calismalarinda etmenlerin tohum, toprak ve bitki artiklarinda yasam siirelerini
belirlemistir. Etmenlerin miicadelesinde tohum uygulamalari, solarizasyon uygulamasi,
antagonistler, bitki ekstraktlannin etkisi arastirmistir. P. corrugata’nin bes, P.
cichori’nin dort ay domates tohumlarinda yasayabildikleri ve tohumlarda birincil
inokulum kaynagini olusturduklari saptamistir. Her iki etmenin de toprakta yaklasik
dort ay yasamlarini siirdiirebildikleri saptanmistir. Bitki artiklarinda P. corrugata
yaklasik iki ay yasamini siirdiirebilmis ancak, P. cichorii ilk inokulum giiniinden
itibaren tekrar izole edilememistir. Uygulamada pratik olmasi ve ¢imlenmeye etkisi goz
Oniine alindiginda tohum uygulamalarindan en etkili olarak Bronopol (Bronotak®)
tespit edilmistir ve etmenlerin toprak ve bitki kalintilarindaki yapay ve dogal
inokulumunu azaltmada etkili oldugunu saptamistir. Patojenlerin gelisimini in Vivo
kosullarda, %80’e varan limitvar antagonist izolatlar tespit edilmistir.
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Alippi vd (2003), Arjantinde domates ve biber bitkilerinde 6z nekrozu
hastaligina neden olan patojenlerin tanilanmasi amaciyla yaptiklari ¢alismada izole
edilen patojenlerle referans strainlerden yararlanarak fenotipik ozellikleri, Gram testi,
NSA ortaminda levan olusumu, katalaz tiretimi testi, ELISA testi, patojenisite testi,
DNA parmak izleri, 16S rRNA gen fragmentleri, RFLP analizleri yapilarak, bakir ve
antibiyotige hasasiyetleri karsilastirilmigtir. Bakira dayaniklilik testinde 40, 80, 180,
200, 240, 280 ve 300 pg/ml konsantrasyonlart denenmis ve tiim Pseudomonas
corrugata strainleri 200-300 pg/ml konsantrasyonunda bakira dayanikli oldugu
saptanmigtir. Pseudomonas corrugata strainleri Streptomycine %350 dayanikli
bulunurken Oxytetracyclin’e %44 oraninda dayanikli bulunmustur. Calismada strainler
arasinda genetik ¢esitlilikler saptanmistir. Bu ¢alisma, Pseudomonas corrugata
strainlerinin bakira dayanikliliklarinin kiyaslandigi ilk ¢alismadir ayrica aragtirmada
Pseudomonas viridiflava’nin biberde 6z nekrozu hastaligina neden oldugu ilk defa rapor
edilmistir. Pseudomonas viridiflava’nin bakira dayanikliligi degiskenlik géstermistir.

Solaiman vd (2005), Pseudomonas corrugata’nin biyoteknolojik olarak
kullanilabilecegini agro-industrial atiklart medium-chain-length polyhydroxyalkanoates
(mcl-PHA) gibi faydali mikrobial biopolimerlere doniistiirebildigini rapor etmislerdir.
Buna ek olarak P. corrugata’nin antimikrobial ve biosurfactant activity gosteren cyclic
lipopeptid (CLP) maddeler iirettiklerini bildirmislerdir. Sagladiklar1 faydalar P.
corrugata’nin Onemini arttirmis biyoteknolojik konularda calisan arastirmacilarin
ilgilerini gekmistir (Licciardello vd 2012, Licciardello vd 2014).

Guo vd (2007), domateslerde fitopatojenlere karsi kullanilabilecek strainlerin
belirlenmesi amaciyla izole ettikleri 628 strainin Botrytis cinerea patojenine karsi
antogonistik etkilerini arastirmiglardir. P94 strainin antogonistik aktivite gosterdigini
tespit etmisler ve strainin tanilanmasi amaciyla 16S rDNA sekans analizi, klasik PCR,
biyokimyasal ve fizyolojik testlerden yararlanmiglardir. 63F,1494R, PC 1/1, PC 1/2, PC
5/1, PC 5/2 primerlerini kullanarak yapilan PCR sonucunda P94 strainin Pseudomonas
corrugata oldugunu tespit etmislerdir. Pseudomonas corrugata P94 strainin biyolojik
miicadelede kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Licciardello vd (2014), endiistri uygulamalarina kaynak olusturmasi amaciyla
fitopatojenik  bir bakteri olan ve mikrobial biopolimerler (mcl-PHA) iireten
Pseudomonas corrugata’nin genom dizilimini ¢ikarmiglardir. Sekans analizinde
Italya’daki hastalikli domates bitkilerinden izole edilen ve type strain olarak kabul
edilen CFBP 5454 strainini kullanmiglardir. Calisma sonucunda Pseudomonas
corrugata’nin genom biiyiikligi 6.193.893 bp, G-C igerigi % 60,51, total gen sayisi
6211, protein kodlayan gen sayis1 6165 olarak bulunmustur.

Pseudomonas corrugata Diinya’da domateslerde 6z nekrozuna neden olan en
yaygin patojen olarak meydana getirdigi zararla bilinmesine ragmen, bu bakteriden
bitki korumada biyolojik ajandan (Chun ve Leary 1989, Cirvilleri vd 2001, Smilanick
vd 1993, Mark vd 2006), biyoremidasyon (Kuiper vd 2004) ve biyoplastik (Olivera vd
2001) tiretimine kadar bir ¢ok alanda yararlanilmaktadir (Gustine vd 1990, Ryder ve
Roveria 1993, Solaiman vd 2005, Guo vd 2007, Catara 2007, Licciardello vd 2012,
Licciardello vd 2014).

32



Pseudomonas corrugata’nin meydana getirdigi zararlarin yaninda bugdaylarda
Gaumonomyces graminis’in neden oldugu kara bacak hastaligini baskilayici 6zellige
sahip olmasi, Trifolium repens’in yaprak sapi ve kallusunda fitoaleksin (medikarpin)
biyosentezini uyaran patojen kaynakli elisitor aktif fraksiyonlara ve peptid karakterli
hipersensitif reaksiyon elisitorii metabolitlere sahip olmasi nedeniyle yararli bir
biyokontrol ajani olarak degerlendirilmistir (Gustine vd 1990, Ryder ve Roveria 1993,
Guo vd 2007).

Pseudomonas corrugata’nin genelde rizosferde bulunarak bitki patojeni fungus
ve bakterilere karsi etkili olmasindan dolay1 biyolojik ajan (Biological Control Agents)
(BCAS) olarak tanilanmistir (Chun ve Leary 1989, Cirvilleri vd 2001, Smilanick vd
1993). In vitro denemelerde P. corrugata’nin Bacillus spp., Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Brenneria quercina, Burkholderia cepacia, P. syringae pv. pisi,
P. syringae pv. tomato, Agrobacterium tumefaciens (Bell vd 1995, Chun ve Leary 1989,
Cirvilleri vd 2001) bakteri tiirlerine ve Gaeumonomyces graminis var. tritici (Ryder ve
Rovira 1993), Pythium aphanidermatum (Zhou ve Paulitz 1993), Gibberella pulicaris
(Schisler ve Slilinger 1994), Penicillium digitatum, Botrytis cinerea (Cirvilleri vd
2000), Sclerotinia sclerotiorum (Fernando vd 2005) fungus tiirlerine kars1 etkili oldugu
rapor edilmistir.

Pseudomonas corrugata’nin biyolojik ajan olarak gosterilmesi rizosferde yiiksek
miktarda bulunmasina ek olarak ¢ok sayida Gram-pozitif, Gram-negatif bakteriler ve
fungal patojenlere karsi etkili olmasindan ve kotii kosullara kars1 rekabet yeteneginin
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir (Meyer vd 2002, Risse vd 1998). Pseudomonas
corrugata’nin antimikrobiyal aktivitesine neden olan temel unsurun LPDs (Emanuele
vd 1998, Scaloni vd 2004), ugucu inhibitérler (Fernando vd 2005), hidrojen siyanid
(Ramette vd 2003), 2,4-diacetylphluoroglucinol (GenBank nos. AJ515694, AJ515693,
AJ515692), pyrrolnitrin (Garbeva vd 2001) iiretmelerinden kaynaklandigi arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistir.

2.5. Pseudomonas fluorescens ile Tlgili Kuramsal Bilgiler

Govde nekrozuna neden olan Pseudomonas fluorescens’in varligi ilk olarak
Yunanistan Alivizatos (1984) ve Portekiz Jacob (1991) tarafindan rapor edilmistir.

izelge 2.6. Pseudomonas fluorescens’nin bilimsel siiflandirilmasi
g

Alem Bacteria
Bolim Proteobacteria
Siif Gamma Proteobacteria

Takim Pseudomonadales

Familya Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir Pseudomonas fluorescens (Flugge 1886) Migula 1895

Pseudomonas fluorescens Gram-negatif, cubuk sekilli, spor olusturmayan,
peritrik kamgil, obligat aerob, genom biiyiikliikleri 6.06x10° baz ¢ifti, DNA’sinin G-C
icerigi %60,1 (Dueholm vd 2014), oksidaz, arginin dihidrolaz ve jelatin hidrolizi pozitif,
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pektolitik degil, NSA ortaminda levan olusturur, tiitinde HR gostermez, nitrat
indigenmesi yok, King’s B ortaminda floresan, gelisebildikleri sicakliklar degisiklik
gostermektedir. 4°C sicaklikta gelisme gozlenirken, 40°C’de gelisme gozlenmemistir.
Optimum gelisme sicaklign 25-30°C’dir. Optimum gelisme pH’s1 6-7 araligindadir
(Palleroni 2005).

Sekil 2.11. A. Pseudomonas fluorescens’in King’s B ortamindaki goriintiisii, B. UV
15181 altindaki floresan goriintiisii (Bu ¢alismadan)

Pseudomonas fluorescens domateslerde 6z nekrozu hastaligina, bitkilerin
gbovdelerinin 6zlinde renk degisimine, 6z bosalmasina, yapraklarin sararip solmasina
govdede disa veya 0z bosluguna dogru yan kok olusmasina ve sonunda bitkinin
tamamen Oliimiine neden olmaktadir.

Sekil 2.12. Pseudomonas fluorescens’in enfeksiyonu sonucunda domates govdesindeki
0z nekrozu belirtisi (A), domates govdesinde ortaya g¢ikan adventif kok
olusumu (B) (Bu ¢aligmadan)

Pseudomonas fluorescens antimikrobial metabolitler {iretmelerinden dolay1
toprak kokenli patojenlerin gelisimini engellemekte ve biyolojik ajan olarak bitki
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korumada yaygin olarak kullanilmaktadir (Vincent vd 1991, Keel vd 1992, Kraus ve
Loper 1992, Mazzolla vd 1992, Fenton vd 1992, Pfender vd 1993 Cronin vd 1997,
Rodriguez ve Pfender 1997, Sharifi-Tehrani vd 1998, De Souza vd 2003, Haas ve Keel
2003, lavicoli vd 2003, Morrissey vd 2004, Haas ve Défago 2005, Rezzonico vd 2006).

Rhodes (1959), yaptiklar1 galismada topraktan ve sudan izole edilen 169 floresan
Pseudomonas izolatinin karakterizasyonunu sitolojik, fiziksel, biyokimyasal testleri
kullanarak tanimlamislardir. Howell ve Stipanovic (1979, 1980) pamuk fidelerinin
rizosferlerinden izole edilen Pseudomonas fluorescens strainlerinin Rhizoctonia solani
fungal patojenlerine kars1 antogonistik etki gosterdigini saptamislardir. Saptanan
antogonistik  etkinin  pyrolnitrin ~ (3-chloro-4-[2'-nitro-3'-chlorophenyl]-  pyrrole)
antibiyotigi tiretmelerinden kaynaklandigini ve bu antibiyotigin Thielaviopsis basicola,
Alternaria spp., Verticillium dahliae fungal patojenlerine karsi da etkili oldugunu rapor
etmiglerdir. Ayrica c¢alismada Pseudomonas fluorescens’nin iirettigi antibiyotiklerin
Fusarium spp. patojenin gelisimini kismen engellerken Pythium ultimum gelisimini
engellemedigini gézlemlemislerdir.

Bitki koklerinde kolonize olan Pseudomonas fluorescens CHAO straini toprak
kokenli fungal bitki patojenlerine karst etkili olmasindan dolay:1 biyolojik ajan olarak
biyolojik miicadele ¢alismalarinda model strain olarak kabul edilmistir (Natsch vd 1994,
Troxler vd 1997, De’fago vd 1997, Hase vd 1999, Hase vd 2000, Mascher vd 2000,
Rezzonico vd 2003, Lawongsa vd 2012). Ancak kullanilan biyolojik miicadele ajaninin
etkinligi cevre kosullarina ve konukgu bitki tiirline gore degiskenlik gdsterdigi rapor
edilmistir (Notz vd 2001, Lawongsa vd 2012). Arastirmacilar toprak kokenli floresan
Pseudomonas’larin biyolojik ajan olarak kullanilmasinda katabolik olarak ¢ok yonlii
metabolizmaya sahip olmasi, konukgu bitki koklerinde yiiksek kolonize olma yetenegi,
urettigi enzim ve metabolitler ile bitkilerin biotik ve abiotik stress kosullarini
atlatmasina katkida bulunmasinin etkili oldugunu belirtmislerdir (Ramamoorthy vd
2001, Vivekananthan vd 2004, Mayak vd 2004).

Sutra vd (1997), govde nekrozuna neden olan floresan Pseudomonas tiirlerinin
tanist ve taksonomisi ile ilgili yaptiklart ¢aligmada floresan Pseudomonas’lari 3
genomik gruba ayirarak bir ¢ok oOzellik bakimindan P. corrugata’ya benzedigini
saptamiglardir. Yapilan caligmalarda 1. ve 2. genomik gruplarin fenotipleri bakimidan
birbirine yakin oldugunu ve genomik grup 3 citraconat ve laevulinat organik tuzlarini
kullanmas1 genomik gurup 1 ve 2’den ayrildigini tespit etmislerdir. Lipopolysaccaride
ve yag asiti analizleri ile 3 farkli genom oldugunu ve bu 3 farkli genomlarinda, P.
corrugata’dan farkli oldugunu belirlemisglerdir. Bu ti¢ farkli genomik grubu FP1, FP2 ve
FP3 olarak belirtmislerdir.

Mavrodi vd (2002), 6zellikle fungal patojenlerden dolayi iiretimin sinirlandigi
tiretim alanlarinda antifungal metabolitler iireten Pseudomonas fluorescens strainlerinin
biyolojik ajan olarak kullanilma olanaklarini arastirmiglardir. Calismada Pseudomonas
fluorescens strainlerinin sentezledigi antifungal metabolitlerden 2,4-
diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG)’un (Shanahan vd 1992, Cook vd 1995, Thomashow
ve Weller 1996, Mavrodi vd 2001, Thomashow vd 2002) Gaeumannomyces graminis
var. tritici (Cook ve Weller 1987, Harrison vd 1993, Pierson ve Weller 1994,
Raaijmakers ve Weller 1998), Thielaviopsis basicola (Stutz vd 1986, Keel vd 1992)
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Pythium ultimum (Fenton vd 1992), Fusarium oxysporum sp. lysopersici (Duffy ve
De’Fago 1997) yaninda bir ¢ok fungal patojene karsi miicadelede etkili oldugu
bildirilmistir.

Sahin vd (2005), 6z nekrozu simptomu gosteren hastalikli bitkilerden izole
edilen patojenlerin tespit ve tanilarin1 yapmak amaciyla morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal, patojenisite ve FAME (Fatty acid methyl ester analysis) yontemlerini
kullanmiglardir. Calisma sonucunda 6z nekrozuna neden olan patojenlerin
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea, Pseudomonas viridiflava,
Pseudomonas cichorii ve Pseudomonas corrugata oldugunu rapor etmislerdir. Caligma
Pseudomonas fluorescens’in iilkemizde 6z nekrozuna neden olduguna dair ilk kayittir.

De Souza vd (2003), yaptiklar1 biyokimyasal, yag asiti analizleri (FAME) ve
genetik c¢aligmalar sonucunda alti Pseudomonas fluorescens strainin zoosporla ¢ogalan
oomycetes ve diger zoosporik funguslarin zoosporlarina zoosporisidal etki gosterdigini
saptamislardir.

Saygili vd (2004), farkli bolgelerdeki 6z nekrozu hastalikli domateslerden izole
edilen 27 izolatin tanilanmasi ve karakterizasyonu amaciyla yaptiklar1 c¢aligmada
patojenisite, biyokimyasal ve fatty asit (FAME) testi yapmislardir. Biyokimyasal testler
sonucunda tiim izolatlar Gram-negatif, oksidaz, arginin dihidrolaz ve jelatin hidrolizi
pozitif, pektolitik degil, NSA ortaminda levan olusumu pozitif, tiitinde HR negatif,
nitrat indigenmesi negatiftir. Fatty asit analizi sonucu patojenin Pseudomonas
fluorescens oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alisma patojenin Tiirkiye’de 6z nekrozu
hastaligina neden olduguna dair ilk kayittir. Caligmada referans olarak Pseudomonas
fluorescens biotip 1 (CFBP 2101, Fransa) straini kullanilmustir.

Paulsen vd (2006), toprak kokenli olan ve bitki rizosferlerinde yaygin olarak
bulunarak bitkinin gelisimini tesvik eden ve fitopatojenlerin gelisimini engelleyen
sekonder metabolitler iireten Pseudomonas fluorescens Pf-5 strainin genom dizilimini
tamamlamislardir. Calismada canliya ait tiim verileri igceren genom dizisinin elde
edilmesiyle Pseudomonas fluorescens ile ilgili gelecek caligmalara kaynak olusturmasi
ve diger tilirlerden farkliligin ortaya konmasi amaglanmistir. Calisma sonucunda
Pseudomonas fluorescens genom biiyiikligii 7.074.893 baz cifti, G-C igerigi %63,3,
protein kodlayan 3.822 gen, rRNA 5, tRNA 71 ve totalde 6144 proteinden diger
Pseudomonas tiirleriyle homoloji gostermeyen 656 adet proteinin varligini
saptamislardir. Calisma sonucu elde edilen genom dizilimine GenBank’tan accession
number; CP000076 ile ulasilabilecegini belirtmislerdir.

Pujol vd (2006), elma agaglarinda Erwinia amylovora neden oldugu ates
yanikligi hastaligina karsi biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan Pseudomonas
fluorescens EPS62e straininin elma ¢igek ve yapraklarinda kolonize olan populasyon
dinamiginin izlenmesi amaciyla Real-Time PCR yontemini kullanmislardir.
Calismalarinda 67 Pseudomonas fluorescens straini ve yakin akraba olan 30 farkli
Pseudomonas staini denemislerdir. SCAR 450R, 900F primerlerini kullanarak elde
ettikleri sekans diziliminden 83 bp’lik amplicon veren Q 450F (5°
AATGGGCTTGCGTCGAGTT 3°), SCAR 450R 5
CGGTTAGATCCGACAAGATTAGAG 3°) primerleri ile 450 PBR VIC-
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CCGCCACTACCAGGCTATTCAGCTGC-TAMRA TagMan probu ve 65 bp’lik
amplicon veren SCAR 900F (5’CTCGCGTTGAGAGCAGAGAAC 3’), Q 900R
(5’TGTGCCCAATTAGAAGCTGTTG 3°) primerleri ile 900 PBR FAM-
CTCGATGGCCCTCACCAGGC-TAMRA TagMan probunu dizayn etmislerdir.
Calismada Pseudomonas fluorescens strainlerin tanis1 Real-Time PCR ile kisa siirede
yapilmistir. Populasyonda zamana bagl artig ¢igeklerde diizenli olarak devam ederken,
yapraklarda Real-Time PCR sonuglari ile kiiltiirde gelistirilen bakteri sayisinda
farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu durumun yapraklarda var olan ama 6lmiis bakteriyel
hiicreler ya da ortamda canli bulunan kiiltiirde gelistirilemeyen (viable but nonculturable
(VBNC) evresinde olan) bakterilerden kaynakli oldugunu saptamiglardir. Calismada
sonug olarak Pseudomonas fluorescens EPS62 strainin populasyonu uygun kosullarda
ciceklerde artarken, yapraklarda stres kosullarinda azalmalar goriilebilecegi ortaya
konulmustur. Strainin biyolojik olarak etkinligi ve varliginin kontrolii i¢in hem kiiltiir
ortaminda gelistirme hem de Real-Time PCR isleminin es zamanl olarak yapilmasi
gerektigi bu caligmayla ortaya konulmustur.

Pekhtereva vd (2006), Rusya’da 6z nekrozu simptomu gosteren bitkilerden izole
edilen 110 izolatin karakterizasyonunu yapmislardir. Calisma sonucunda 6z nekrozuna
neden olan patojenlerin Pseudomonas corrugata, Pseudomonas viridiflava ve
Pseudomonas fluorescens oldugunu rapor etmislerdir.

Molan ve Ibrahim (2006), Suudi Arabistan’da 2002-2004 yillar1 arasinda yapilan
sorveylerde 6z nekrozu hastalikli domateslerden izole edilen patojenlerin tespit ve
tamlarin1 yapmislardir. Calisma sonucunda 6z nekrozuna sebep olan patojenlerin
Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas fluorescens (biotype 1) oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu c¢alisma 6z nekrozu hastaligiin Suudi Arabistan’da domateslerde
gorildiigline dair ilk kayittir.

Mavrodi vd (2007), biyolojik miicadelede kullanilan 2,4-Diacetylphloroglucinol-
tireten Pseudomonas fluorescens strainlerinin bitki rizosferinden tanilarin1 Real-Time
PCR ile yapmak amaciyla primer dizayn etmisler ve SYBR Green kullanmislardir.
Calismalarinda phID genine sahip phID* P. fluorescens A (Pf-5), B (Q2-87), D (Q8r1-
96 and FTAD1R34) ve | (FTAD1R36) strainlerin her birine 6zel Real-Time primer ve
protokolleri hazirlamiglardir.  Calisma sonucunda gelistirilen Real-Time PCR ile
Pseudomonas fluorescens’in populasyon yogunlugu ve tespiti direkt bitki rizosferinden
ve topraktan yapilabilmistir.

Saravanakumar ve Samiyappan (2007), yer fistig1 (Arachis hypogea) bitkilerinde
tuzluluk stresi kosullarinda Pseudomonas fluorescens’in iirettigi 1-aminocyclopropane-
1-carboxylic asittin (ACC) etkisini arastirdiklar1 ¢alismada bitki biiyiimesini tesvik eden
(PGPR) dort bakteri straininden yararlanmuslardir. Ilk olarak strainlerin tanilarini
ITS1F, ITS2R primerlerini kullanarak strainlerin Pseudomonas fluorescens olduklarini
tespit etmislerdir. Dort strainden sadece Pseudomonas fluorescens TDK1 straini ACC
aktivitesi gosterdigi biyokimyasal ve PCR sonuglarinda gozlemlenmistir. ACC
maddesinin verimi etkileyen parametreler arasinda oldugu goriilmiistiir. Pseudomonas
fluorescens TDK1 straini tarafindan sentezlenen ACC aktivitesi bitkilerde biyokimyasal
olaylarin ilerlemesini saglayan etilen hormonuna etki gdsterdigi bu nedenle stress
kosullarinda bu strainden yararlanilabilecegini rapor etmislerdir.
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Subramanian vd (2009), ipek bocegi yetistiriciligi yapilan mikrofloradaki
faydali mikroorganizmalarin  tanilanmast amaciyla klasik PCR  yontemini
kullanmiglardir. Calismalarinda Streptomyces tiirlerinin tanilanmasinda SrepB, StrepE
primerlerini (Rintala vd 2001), Pseudomonas fluorescens’in tanilanmasinda ITSI1F,
ITS2R primerlerini (Rameshkumar vd 2002), Bacillus subtilis’in tanilanmasinda
Bsub5F, Bsub3R primerlerini (Wattiau vd 2001) kullanmislardir. Elde edilen
amplikonlar ile sekans analizi yapilmis ve blast sonucunda gen bankasiyla %99
homoloji gosterdigi saptanmistir. Caligma sonucu elde edilen dizilerin diger ¢aligmalara
kaynak olusturmasini hedeflemislerdir.

Lawongsa vd (2012), yaptiklart c¢alisma kapsaminda in-vitro kosullarda
Tayland’dan pring bitkisinin rizosferinden izole edilen Pseudomonas fluorescens R21
strainiyle Irlanda’dan sekerpancar1 rizosferlerinden izole edilen Pseudomonas
fluorescens F113 strainlerinin fitopatojenlere karst antogonistik aktivitelerini
kiyaslamiglardir. Calisgma sonucunda her iki strainin de Pythium spp. tiirlerini baski
altina aldig1 rapor edilmistir. Her iki straininde pyoluteorin, pyrrolnitrin, hydrogen
cyanide ve 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) gibi patojenlerin gelisimini engelleyen
sekonder metabolitlerin yaninda R21 strainin bitki gelisimini tesvik eden ITAA
olusturdugu saptanmustir (Lawongsa vd 2008). Ayrica R21 strainin piringlerde bitki
boy uzunlugunu, siirgiin ve koklerin kuru agirligini arttirdigr gozlenirken, F113 strainle
kontrolde bitki gelisiminde herhangi bir fark gézlenmemistir. Pseudomonas fluorescens
strainlerinin tanisinda 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) sentezinden sorumlu phlD ve
phlA gen bolgesine gore dizayn edilen Phl2a, Phl2b (Raaijmakers vd 1997) ve phlA-
1f, PhlA-1r spesifik primerleri (Rezzonico vd 2003) kullanilmis ve pozitif sonug
alinmustir.

Dimartino vd (2011), Italya’da 2006-2008 yillar1 arasinda yapilan sérveylerde
toprakli ve topraksiz kiiltiir domates yetistiriciliginde karsilasilan 6z nekrozu hastalikli
bitkilerden izole ettikleri patojenlerin tespit ve tanisin1 yapmigslardir. Calismalari
sonucunda 158 izolattan 21 tanesinin Pseudomonas fluorescens biovar 1 oldugunu rapor
etmislerdir.

2.6. Pseudomonas mediterranea fle Tlgili Kuramsal Bilgiler

Catara ve ark. (2002), Fransa, Italya ve Ispanya’da domateslerde govde nekrozu
simptomu gosteren bitkilerden izole ettikleri floresan Pseudomonas tiirleri ile yaptiklar
caligmada 20 biyokimyasal test, DNA-DNA hibridizasyonu, Rep-PCR ve Box-PCR
sonuglarma goére Pseudomonas corrugata’ya yakin akraba olan ilk olarak PCR
sonuglarinda ikinci bir grup olarak tanimlanan bakterinin yeni bir tiir oldugunu ve
Pseudomonas mediteranea olarak isimlendirilmesini 6nermislerdir. Calisma sonucunda
domateslerde gévde nekrozuna neden olan yeni bir bakteri tiirii saptanmstir. Ilerleyen
yillarda Pseudomonas mediteranea’nin Portekiz’de (Moura vd 2005) ve Tiirkiye’de
(Basim vd 2005) domateslerde 6z nekrozu hastaligina neden oldugu rapor edilmistir.
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Cizelge 2.7. Pseudomonas mediterranea’nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Boliim Proteobacteria

Simif Gamma Proteobacteria

Takim Pseudomonadales

Familya  Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir Pseudomonas mediterranea Catara et al. 2002

Pseudomonas mediterranea Gram-negatif, polar kamgilara sahip, aerobik,
oksidaz pozitif, King’s B ortaminda floresan pigment iiretmez, levan olusturmaz,
hiicreler arast depo graniilii olarak poly-B hidroksibutirat kullanan, pektolitik degil,
saridan kahverengine doénen pigment olusturan, nitrati nitrite indirgeyen (Lelliot ve
Stead 1987), YBGA ortaminda kirisik ya da diiz koloniler olusturan bir bakteridir.
Strainlerin bir kismi tiitiin bitkisinde hipersensitif reaksiyona (HR) neden olur.
Strainlerin ¢ogu 15 giin inkiibasyondan sonra arjinin pozitif, Tween 80’1 hidrolize eder,
jelatini hidrolizi degiskendir. Sukroz ve mannitoldan asit tiretimi pozitif fakat eritrol ve
sorbitolden asit {iretimi negatiftir. P. mediterranea Pseudomonas rRN group 1 ile
(medium-chain-length polyhydroxyalkanat (mcl-PHAS) biriktirmesi yoniinden benzerlik
gostermistir (Kessler ve Palleroni 2000, Solaiman vd 2000, Solaiman vd 2005).

Sekil 2.13. Pseudomonas mediterranea’nin enfeksiyonu sonucunda domates
govdesindeki 6z nekrozu belirtisi (A), hastalik sonucu domates
govdesinde ortaya ¢ikan adventif kok olusumu (B) (Bu ¢alismadan)
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Sekil 2.14. Nutrient Agar besi ortaminda Pseudomonas mediterranea’nin koloni
gelisimi (Bu calismadan)

Basim vd (2005), Akdeniz bolgesinde domateslerde yaygin olarak goriilen 6z
nekrozu hastaligina neden olan patojenin tanilanmasi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada
biyokimyasal ve molekiiler yontemleri kullanmislar. Calisma sonucunda hastaliga
neden olan patojenlerin Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas mediterranea
oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alisma, P. mediterranea’nin Tiirkiye’de 6z nekrozu
hastaligina sebep olduguna dair ilk kayittir. P. mediterranea aerobik, NA besi
ortaminda diiz, KB ortaminda floresent degil, oksidaz pozitif, levan olusumu yok,
pektolitik degil, nitrat1 nitrite indirger (Lelliot ve Stead 1987). Hastalikli bitkilerden
izole edilen 83 izolata patolojik ve biyokimyasal testler uyguladiktan sonra kesin
tanilarinin yapilmasi amaciyla klasik PCR ve BOX-PCR yontemlerini kullanmiglardir.
PCR yonteminde (PC5/1, PC5/2, PC1/1, PC1/2) (Catara vd 2002) tani primerlerini
kullanmiglardir.

Basim ve Yilmaz (2005), Bati Akdeniz Bolgesinde domates yetistiriciliginde
ciddi ekonomik kayiplara yol acan domates 6z nekrozu hastalik etmenlerinden
Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas mediterranea izolatlarinin Multiplex-PCR ve
Real- Time PCR yontemleriyle kesin ve hizli tanilart yapmiglardir. Hastalik etmeni
bakteriler ile Nutrient Sakkaroz Agar (NSA) ortaminda levan olusumu, oksidaz testi,
patates testi, arginini dihidrolaz testi ve tiitiinde hypersensitif reaksiyon testini i¢eren
LOPAT testleri uygulanmistir. Calismada (PC5/1, PC5/2, PC1/ 1, PC1/2) (Catara vd
2002) klasik PCR primerlerini kullanmiglar elde ettikleri fragmentlerden Real -Time
primer setleri dizayn etmisledir. Real-Time PCR yonteminde yalnizca ¢ift sarmalli
DNA’ya baglandiklarinda floresan i1sima veren bir boya olan SYBR Green teknigi
kullanmiglardir. P. corrugata ve P. mediterranea’nin tespitinde klasik PCR y6nteminin
hassasiyeti sirasiyla 1.5x10° hiicre/ml ve 1.0x10° hiicre/ml iken, RT-PCR yonteminde
hassasiyet her iki patojen bakteri i¢in klasik PCR’a gore 10 000 kez daha hassas
diizeyde P. corrugata icin 1.8x10? bakteri/ml ve P. mediterranea i¢in 1.6x10? hiicre/ml
olarak belirlemislerdir. Gelistirdikleri Multiplex-PCR ve Real-Time-PCR yo6ntemleriyle
patojen bakterilerin molekiiler tanilari, hem direkt P. corrugata ve P. mediterranea
hiicrelerinden hem de hastalikli bitki dokularindan ¢ok kisa siirede (30-45 dakika)
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saglanmistir. Optimizasyon ¢alismalan sonucunda elde edilen ve SYBR Green
kullanilarak yapilan Real-Time PCR yontemiyle P. corrugata ve P. mediterranea’nin
molekiiler diizeyde tespitleri yiiksek hassasiyette yapilabilecegini ortaya koymuslardir.

Solaiman vd (2005), vyaptiklari ¢alismada PCR metodunu kullanarak
Pseudomonas corrugata’da  2-pha-distinguishable gurup  bulmuslar ve P.
mediteranea’nin mcl-PHA’y1 iiretmesiyle bu iki tiir arasindaki farkliligini ortaya
koymuslardir. P. corrugata ve P. mediterranea fenotipik olarak P. mediterranea
strainleri meso-tartrate, 2-ketogluconate ve histamine metabolize edebilmesinden ayirt
edilebilecegini belirtmiglerdir.

Licciardello vd (2011), yakin akraba olup domateslerde benzer simptom
gosteren 0z nekrozu patojenlerinden Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas
mediterranea’nin tespiti i¢in hizli ve hassas bir yontem olan Dublex Real-Time PCR
metodunu kullanmiglardir. Calismada (PC5/1, PC5/2, PC1/ 1, PC1/2) (Catara vd 2002)
klasik PCR primerlerini kullanmiglar elde ettikleri fragmentlerden Real -Time primer ve
prob setleri dizayn etmisledir. Pseudomonas corrugata, Real-Time PCR ile tespiti i¢in
149 bp DNA fragmenti veren PcoFw (5’-GGTGGTATCGGTTGCGTAGCG-3’),
PcoRew  (5’-GTGGGAACGTTTGGGCCTGG-3’)  primerlerini,  Pseudomonas
mediterranea’nin Real-Time ile tespiti i¢in 85 bp DNA fragmenti veren PmeFor (5°-
CTGTCCGAGACGATGGCGAC-3’), PmeRew (5’CAGACGTGGCCTCAAGCAGAT
3”) primerlerini ve P. corrugata i¢in Pco (5’FAM-CCGCCCCATCTGCCCACCCTGC-
3’ BHQ-1) ve P. mediterranea i¢in Pme (5°’TXR-CCCGCTCATCCGCTGGACCGGC-
3’BHQ-2) TagMan problarini1 kullanmiglardir. Gelistirdikleri primer ve TagMan prob
setleriyle tek PCR tiiplinde patojenlerin tespitini ve tanilarin1 kisa ve hasas bir sekilde
yapmiglardir. Calismada domateslerde hastalik meydana getiren farkli bitki patojeni
bakteriler kullanilarak primer ve problarin spesifikligi test edilmistir. Calisma
sonucunda patojenlerin  bakteriyel hiicreden, tohumdan ve hastalikli bitki
materyallerinden hizli ve hassas bir sekilde tespitinin ve tanisinin yapilabildigi ortaya
cikarilmistir.

Xu vd (2012), Amerika Birlesik Devletleri ve Ohio’de domates yetistiriciligi
yapilan bolgelerde %35 oraninda domateslerde 6z nekrozu hastalifina neden olan
etmenlerin tanisin1 yapmak amaciyla biyokimyasal, patojenisite, yeast dextrose
carbonate (YDC) ve Pseudomonas F (PF) agar besi ortamlari, klasik PCR yontemlerini
kullanmislardir. YDC ortaminda gelisen koloniler morfolojik olarak benzer sekilde
yuvarlak, mukoid, yesilimsi merkezli, kirisik, sarimsi yesil ortama pigment yayar. PF
ortaminda krem, sar1 floresan olmayan koloniler gézlenmistir. Tiim izolatlar Gram-
negatif, levan olusturmamus, oxidase pozitif ve pektolitik aktivite negatiftir. Ug izolatin
arginin hidrolizi pozitifken alt1 izolatin negatif bulunmustur. izolatlar tiitiinde
hipersensitif reaksiyon (HR) gostermemistir. Tiim izolatlar 37°C gelisme gostermistir.
Klasik PCR metodunda Pseudomonas corrugata’nin tanisinda PC5/1-PC5/2 (Catara vd
2000) primerleri ile P. mediterranea’nin tanisinda PC1/1-PC1/2 (Catara vd 2002)
primerleri kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak Tirkiye strainleriyle NCBI kiiltiir
koleksiyonundan strainler kullanilmistir. Arginin hizrolizi negatif sonug¢ veren 6 izolat
P. mediterranea primerleriyle pozitif sonu¢ vermistir. Arginin hizrolizi pozitif sonug
veren 3 izolat P. corrugata primerleriyle pozitif sonu¢ vermistir. Elde edilen
fragmentler sekans analizi yapilmig ve SM664-12 referans strainiyle %99 homoloji
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gostermistir. Patojenisite testleri pozitif sonug¢ vermistir yapilan re-izolasyon sonucu
tekrar PCR yapilmis ayni sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alisma bolgede her iki patojenin
varligina dair yapilan ilk kayaittir.

Trantas vd (2014), Yunanistan’dan yaklasik yirmi yildan fazla siiredir 6z
nekrozu simptomu gosteren domates ve biber bitkilerinden izole edilen patojenlerin
biyokimyasal, patojenisite, serolojik ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonunu
yapmislardir. Yapilan biyokimyasal, serolojik, patojenisite, DNA parmak izi, multi
lokus sekans analizi sonuglarina gore hem tiir igerisinde hemde tiirler arasinda farklilik
saptanmistir. Pseudomonas corrugata ve P. mediterranea’nin patojenisite testleri
sonucunda bitkilerde benzer belirtilere neden oldugu ve belirtilerden patojenlerin ayirt
edilemeyecegi belirtilmistir. Calismada  gerceklestirilen tanilamalar neticesinde
Pseudomonas corrugata ve P. mediterranea tiirlerinin baskin oldugu belirlenmistir. Bu
caligma P. mediterranea’nin bolgede biberlerde hastalik olusturduguna dair ilk kayittir.

2.7. Pseudomonas viridiflava Tle Tlgili Kuramsal Bilgiler

Pseudomonas viridiflava bakteriyel etmeni ilk olarak Burkholder tarafindan
1930 yilinda Isvigre’de fasiilye ve bakla bitkilerinden izole edilmis ve Phytomonas
viridiflava olarak adlandirilmistir (Palleroni 2005). Daha sonra Dowson (1939)
tarafindan Pseudomonas viridiflava olarak adlandirilmistir (Billing 1970).

Pseudomonas viridiflava etmeni ticari olarak 6nemli olan bitkilerin kok, govde,
yaprak, tomurcuk ve c¢iceklerinde hastalik meydana getirmektedir (Alippi ve Wolcan
2000, Caruso ve Catara 1996, Conn vd 1993, Engelhard ve Jones 1990, Gitaitis vd
1991, Goumans ve Chatzaki 1998, Leath vd 1989, Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-
b, Wilkie vd 1973, Billing 1970, Hunter ve Cigna 1981, Young vd 1988, Little ve
Gilberton 1994, Scortichini ve Morone 1997).

Cizelge 2.8. Pseudomonas viridiflava’nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Boliim Proteobacteria

Sinif Gamma Proteobacteria

Takim Pseudomonadales

Familya Pseudomonadaceae

Cins Pseudomonas

Tiir Pseudomonas viridiflava Burkholder 1930, Dowson 1939

Pseudomonas viridiflava bakteriyel etmeni bir ¢ok bitki tiiriinde hastalik
meydana getirmektedir. P. viridiflava alfalfa (Medicago sativa) (Heydari vd 2014),
fasiilye (Phaseolus vulgaris) (Gonzalez vd 2003), gazelboynuzu (Lotus corniculatus),
lahana (Brassica oleracea var. capitata), karnabahar (B. oleracea var. botrytis), Kiwi
(Actinidia chinensis) (Gonzalez vd 2003), dere otu (Anethumgraveolens), tiziim (Vitis
vinifera), marul  (Lactuca sativa) (Gonza'lez vd 2003), act bakla (Lupinus
angustifolius), yabani havug (Pastinaca sativa) (Godfrey ve Marshall 2002), marugya
(Passiflora edulis), bezelye (Pisum sativum) (Martin-Sanz vd 2010, Ertan ve Benlioglu
2012), biber (Capsicum annuum, Capsicum frutescens), Atatiirk ¢igegi (Euphorbia
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pulcherrima), hashas (Papaver somniferum), balkabagi (Cucurbita maxima), kanola (B.
napus var. napus), (Arabidopsis thaliana), domates (Solanum lycopersicum) (Clara
1934, Wielke 1973, Fiori vd 1984, Alivizatos 1986, Kuwata ve Oikawa 1989, Colin
1996, Goumans ve Chatzaki 1998, Bogetzevska vd 1998, Aysan ve Yildiz 2000, Ustiin
ve Saygili 2001, Yildiz ve Aysan 2002), patlican (Goumans ve Chatzaki 1998), soya
(Glycine max) (Gonzalez vd 2012), blite (Goumans ve Chatzaki 1998), kirli hanim
cicegi (Zinnia elegans), tatli sogan (Allium cepa) (Gitaitis vd 1991, Perez vd 2004),
krizantem (Chrysanthemum spp.) (Goumans ve Chatzaki 1998) ve hasat sonrasinda yam
(Calocasiaesculenta), tatli patates (Ipomoea batatas), bal kabagi (Cucurbita maxima),
chayote (Sechium edule), havu¢ (Pastinaca sativa) (Godfrey ve Marshall 2002,
Macagnan vd 2007, Almeida vd 2013), Cin bektasi tiziimii (Actinidia chinensis), galce
sogani (Allium fistulosum), sarimsak (Allium sativum), kereviz (Apium graveolens,
Apium graveolens var. dulce), Briiksel lahanas1 (Brassica oleracea var. gemmifera), Pot
kadife ¢icegi (Calendula officinalis), aspir (Carthamus tinctorius), hindiba (Cichorium
hindiba), karpuz (Citrullus lanatus), turung, kisnis (Coriandrum sativum), kavun
(Cucumis melo) (Goumans ve Chatzaki 1998, Aysan 2003), salatalik (Cucumis sativus)
(Liu vd 2010), bal kabag1 (Cucurbita maxima), siklamen (Siklamen persicum), enginar
(Cynara var. cardunculus. scolymus), Kaliforniya hashas (Eschscholzia Californica),
soya (Glycine max), stimbiil fasulyesi (Lablab purpureus), kus ayak yonca (Lotus
corniculatus), elma (Malus domestica) (Alimi vd 2011), balmumu ebegiimeci
(Malvaviscus arboreus), yonca (Medicago sativa), yabani tiitiin (Nicotiana rustica),
basil (Ocimum basilicum), hashas (Papaver), Izlanda hashas (Papaver nudicaule),
carkifelek (Passiflora edulis), kavzakokii (Pastinaca sativa), maydanoz (Petroselinum
crispum), fasulye (Phaseolus vulgaris), kayist (Prunus armeniaca), Kiraz (Prunus
avium ), armut (Pyrus communis), Bah¢e crowfoot (Ranunculus asiaticus), turp
(Raphanus sativus), giil (Rosae spp.), sorgum (Sorgum bicolor), Sudan ¢imi (Sorgum
sudanense), piretrum (Tanacetum coccineum), mor yonca (Pratense), yaban mersini
(Vaccinium corymbosium), bériilce (Vigna unguiculata), menekse (Viola), Uziim (Vitis
vinifera), misir (Zea mays) ve yabanci otlardan esek hiyar1 (Ecballium elaterium)
(Billing 1970, Young vd 1988, Goumans ve Chatzaki 1998) bitkilerinde hastalik
yapmaktadir (Almeida vd 2013, Anonim 2014-¢).

Pseudomonas viridiflava etmeninin Yeni Zelanda’da domateslerde govde
nekrozuna neden oldugu tespit edilmistir (Wilkie vd 1973). Daha sonraki ¢aligmalarda
P. viridiflava'nin A.B.D (Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b), italya (Fiori vd
1984), Yunanistan (Alivizatos 1986), Japonya (Kuwata ve Oikawa 1989), Fas (Colin
1996), Bulgaristan (Bogetzevska vd 1998) ve iilkemizde (Aysan ve Yildiz 2000)
domateslerde 6z nekrozu hastaligima neden oldugu rapor edilmistir. Ulkemizde
domateslerde govde nekrozuna neden olan etmenler arastirildiginda Pseudomonas
viridiflava etmeninin neden oldugu Dogu Akdeniz bdlgesinde Aysan ve Yildiz (2000),
Ege bolgesinde Ustiin ve Saygili (2001) tarafindan bildirilmistir. Dogu Akdeniz
bolgesinde domateslerde govde nekrozuna neden olan Pseudomonas tiirlerinin %12’si
Pseudomonas viridiflava olarak tanilanmistir (Aysan ve Cinar 2001, Yildiz ve Aysan
2002).

Pseudomonas viridiflava Gram-negatif, cubuk sekilli, peritrik kamgili, aerobik,
genom biiyiikligii 5.99x10° baz ¢ifti, DNA’smin G-C icerigi %59,3 (Baltrus vd 2014),
toprak kokenli, King’s B (King vd 1954) ortaminda floresan pigment tiretir, NSA besi
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yerinde 4,5 mm ¢apinda hafif kalkik yuvarlak koloniler olusturur, sarimtirak mukoid
koloniler olusturur (Alivizatos 1986), jelatin hidrolizi pozitif, oksidaz negatif, siikroz
kullanimi negatif, D(-)-tartarate kullanimi pozitif, eskulin reaksiyonu pozitif, 16S rRNA
analizine gore Pseudomonas syringae patojeninden ayrilan ve hastalilk meydana
getirdigi konukgu araliginin genis olmasiyla 6nem kazanan bir bakteridir (Palleroni
2005).

Sekil 2.15. Nutrient Agar besi ortaminda Pseudomonas viridiflava’nin koloni gelisimi
(Bu galismadan)

Toprak kokenli olup yara paraziti adiyla da anilan Pseudomonas viridiflava
etmeni calismalar sonucunda esek hiyari (Ecballium elaterium) yabanci otunun da
konukgusu oldugu ve bu bitkinin hastalik epidemiyolojisinde etkili oldugu saptanmuistir.
Diger yandan etmenin epifitik olarakta hayatta kalabildigi rapor edilmistir (Billing
1970, Young vd 1988, Goumans ve Chatzaki 1998).

Govde nekrozuna neden olan etmenlerin olusturdugu hastalik simptomlari
genelde benzer olmasma ragmen dis simptomlarda bazi farkliliklar oldugu Ustiin ve
Saygili (2001) tarafindan bildirilmistir. Domateste ciddi kayiplara neden olan govde
nekrozu etmenlerinden Pseudomonas viridiflava, alt yapraklarda solgunluk, yaprak
sapinda sararma, govdede budama yerlerinde kahverengi-siyah lekeler, 6z kisminda
kahve rengi nekroz ve bosalmaya, bitki iletim demetlerinde meydana getirdigi stres
kosullarina bagl olarak govde lizerinde sigil benzeri yan kok olusumuna, ilerleyen
asamada Dbitkinin Oliimiine neden olmaktadir. Goumans ve Moudofaris (1996) ile
Goumans vd. (1999) Pseudomonas viridiflava’nin domates meyvelerinde yiizeysel,
yuvarlak, 1,5-2 cm ¢apinda giimiis renkli lekeler meydana getirdigini tespit etmiglerdir.
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Sekil 2.16. Pseudomonas viridiflava’nin neden oldugu domates bakteriyel 6z nekrozu
hastaliginin domates bitkilerinin 6z kismindaki belirtisi (Bu ¢alismadan)

Pseudomonas viridiflava etmeninin hasat sonrasinda da hastalik meydana
getirdigi rapor edilmistir (Almeida vd 2013). Etmenin kiiltiir ve yabani bitkilerin
yapraklarinda herhangi bir simptom olusturmadan yiiksek miktarda kolonize oldugu
tespit edilmistir (Gitaitis vd 1992, Gitaitis vd 1998, Goumans ve Chatzaki 1998,
Mariano ve McCarter 1993, Billing 1970, Burkholder 1930, Wilkie vd 1973). P.
viridiflava ilk ¢aligmalarda zayif parazit veya sekonder patojen olarak kabul edilmis
daha sonra primer bitki patojeni oldugu vurgulanarak bir c¢ok konukcusu tespit
edilmistir (Wilkie vd 1973). Daha sonraki ¢alismalarda etmenin bitkide stres yaratan
kosullarda hastalik yapan bir firsat¢1 oldugu saptanmustir (Alippi ve Wolcan 2000,
Gitaitis vd 1998, Goumans ve Chatzaki 1998, McCarter vd 1985, Young vd 1988,
Lukezic vd 1983-a, Lukezic vd 1983-b, Jones vd 1984, Little ve Gilberton 1994, Basim
ve Yilmaz 2005).

Lindow (1983), 6 farkli Pseudomonas viridiflava izolatin1 kullanarak yaptigi
calismada buz gekirdek olusum aktivitesinin bitkinin yaralanmasina neden olarak P.
viridiflava etmeninin enfeksiyon yapmasina katki sagladigini tespit etmistir.

Yildiz ve Aysan (2002), domateslerde dnemli hastaliklardan biri olan 6z nekrozu
hastaligin1 meydana getiren etmenlerden Pseudomonas viridiflava’ya karsi antogonistik
etki gosteren mikroorganizmalarin tespiti lizerine ¢alisma yapmislardir. Caligmalarinda
da domates bitki rizosferinden izole edilen patojen olmayan 18 bakteri ve 3 maya olmak
tizere toplam 21 mikroorganizmanin Pseudomonas viridiflava’nin = gelisimine
antagonistik etkileri; in vitro petri denemeleri ve patojenin pektolitik aktivitesi lizerine
olan etkileri patates dilimlerinde yar1 in vivo denemelerle arasgtirmiglardir. In vitro
calismalarda bir bakteri ve bir maya izolat1 patojenin gelisimini engellemede basarili
olurken, yar1 in vivo denemelerde alt1 adet bakteri ve bir maya olmak iizere toplam 7
antagonist izolatin patates dilimlerinde patojenin pektolitik enzim {iretimini %100
oraninda engelledigini saptamiglardir.

Jakob vd (2002), yaptiklar1 c¢aligmada farkli Pseudomonas viridiflava
izolatlariyla Arabidopsis thaliana bitkisinin interaksiyonu sonucun da dayaniklilik ve
toleransinda varyasyonlar gozlemlemistir. Bu farkliligin gen igin gen teorisiyle
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baglantili oldugunu, konukc¢u patojen iliskilerini belirledigini molekiiler ¢alismalarla
tespit etmiglerdir. Bu c¢alismalarin gelecek dayaniklilik calismalarina kaynak
olusturmasini1 hedeflemislerdir. Calismalarinda etmenlerin bakteriyel gelisim egrilerini
cizmisler, LOPAT testleri ve molekiiler ¢calismalar yapmislardir.

Gonzalez vd (2003), yaptiklari ¢alismada fasiilye (Phaseolus vulgaris), kivi
(Actinidia deliciosa) ve marullarda (Lactuca sativa) ciddi kayiplara neden olan
hastaligin tespiti amaciyla LOPAT testlerini ve molekiiler yontemlerden RFLP ve
RAPD PCR yontemini kullanmiglardir. Calismada Sacl and Hinfl restriksiyon
enzimlerini, ve random primer S (TCACGATGCA) kullanmiglardir. Calisma
sonucunda hastaligi meydana getiren etmenin Pseudomonas viridiflava oldugunu rapor
etmislerdir.

Aysan vd (2003), yaptiklar1 ¢alismada Adana bolgesinde yetistirilen kavunlarin
%10’nun da ciddi zararlara neden olan ve baslangicta kotiledon yapraklarinda kiigiik
kahverengi diizensiz lekeler seklinde simptom gosteren, sonunda bitkinin Sliimiine
kadar giden hastaligin Pseudomonas viridiflava bakteriyel etmeni tarafindan olustugunu
tespit etmislerdir.

Yildiz vd (2004), domateslerde 6z nekrozu hastaligina neden olan Pseudomonas
viridiflava etmeninin primer inokulum kaynaklarinin belirlenmesi {izerine yaptiklari
calismada LOPAT, ELISA ve MIDI yontemlerini kullanmiglar ve ¢aligmada
Pseudomonas viridiflava patojeninin Akdeniz Bolgesi iklim kosullar1 altinda bitki
kalintilarinda, toprakta ve domates tohumlarinda uzun siire yasamini devam ettirebildigi
ve hastalik meydana getirmede etkili oldugunu rapor etmislerdir (Devash ve Okon
1980, Fatmi ve Schaad 2002). Etmenin sodium hipoklorit muamele edilmis tohumda
bulunmamis sonugta hastaligi tohumun yiizeyinde bulunan epifitik populasyon
tarafindan meydana getirildigi tespit edilmistir (Gitaitis vd 1998). Ayrica etmenin ¢evre
kosullarina kars1 duyarli oldugu en iyi diisiik sicaklik yiiksek nem kosullarinda
(Mariano ve McCarter 1993, Jones vd 1984), Kasim ile Nisan ay1 arasinda ¢ok hizli
enfeksiyon meydana getirdiklerini, yiiksek sicaklik, diisik nemin ise patojenin
populasyon yogunlugunu ciddi miktarda diisiirdiiglinii tespit etmislerdir. (Devash ve
Okon 1980, Fatmi ve Schaad 2002). Calisma sonucunda yetistirilecek ortam, bitki
kalintilarinin temizligi ve temiz iiretim materyali hastalikla miicadelede etkin rol
oynadig1 kanitlanmastir.

Aysan vd (2004), domateslerde 6z nekrozuna neden olan P. viridiflava
etmeninin tespiti amaciyla LOPAT ve ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
yontemini kullanarak etmene spesifik poliklonal antibody gelistirmislerdir. Calisma
sonucunda gelistirilen poliklonal antibody diger 6z nekrozu patojenlerine karsida test
edilmis ve P.viridiflava etmenine spesifik oldugunu bildirmistir.

Marques vd (2008), yaptiklar1 ¢aligmada Pseudomonas syringae - P. viridiflava
grouplarinin iginde bulundugu 120 bakteriyel tiiriin tespitini Box-PCR metoduyla tespit
etmislerdir. Box-PCR sonucu yapilan bakteriyel tiirlerin karsilagtirilmast sonucunda
(cluster analys) tiirler arasinda %72 oraninda farklilik ortaya ¢ikmustir.
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Liu vd (2010), salatalik (Cucumis sativus) fidelerinde ciddi kayiplar veren
yuvarlak beyaz haleyle cevrili leke seklinde simptom gosteren hastaligin tespiti
amaciyla morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve daha kisa siirede kesin sonug
vermesinden dolayr molekiiler yontemlerden PCR metodunu kullanmislardir. Calisma
sonucunda sekans analizi yapilmis ve Genbank’tan homolojisine bakilmis ve hastaligi
meydana getiren etmenin Pseudomonas viridiflava oldugunu tespit etmislerdir.

Alimi vd (2011), elmalarin gi¢cek ve yapraklarinda yaniklik seklinde simptom
gosteren hastaligin tespitini yapmak amaciyla serolojik, biyokimyasal, patojenisite
testleri ve molekiiler yontemleri kullanmiglardir. Yaptiklart ¢alismada Pseudomonas
viridiflava etmenine ait olan 16S rRNA bolgesindeki 180 bp’lik bolgeyi spesifik olarak
cogaltan PsV-F ve PsV-R primerlerini kullanmiglardir. PCR islemi sonucunda elde
edilen Uriiniin sekans analizi yapilmis ve sonu¢ Gen Bank’tan Blast yapilarak
karsilagtirilmistir. Dizi Blast sonucunda Pseudomonas viridiflava ile %97 homoloji
gostermistir. Bu ¢alisma Pseudomonas viridiflava‘nin elmalarda yanikliga sebep
olduguna dair ilk kayittir. Ayrica etmenin salgin meydana getirmesi uygun g¢evre
kosullartyla yakindan iligkili oldugu ve etmenin en iyi ilk baharda yagislar1 takiben 1lik
ve nemli kosullarda yaygin olarak goriildiigiinii rapor etmislerdir.

Gonzalez vd (2011), yaptiklar1 ¢alismada P.viridiflava bakteriyel etmeninin
Arabidopsis thaliana bitkisine inokulasyonu sonucunda bitki tarafindan spermin
birikiminin artigin1 ve oksidasyon sonucunda bitki dayaniklilik goésterdigini tespit
etmiglerdir. Spermin birikimi Spms geni tarafindan kontrol edilmektedir. Spermine bagh
dayaniklilik mekanizmasinin tam olarak agiga cikarilmast bitki koruma agisindan
dayaniklilik ¢alismalarina kaynak olusturmasinda 6nem tagimaktadir.

Gonzalez vd (2012), soya fasiilyesinde yaygin olarak goriilen ve bitkinin meyve
ve yapraklarinda koyu kirmizi lekeler seklinde simptom gosteren bakteriyel hastaligin
yaptiklar1 biyokimyasal ve molekiiler ¢aligmalar sonucunda Pseudomonas viridiflava
etmeninden kaynaklandigini tespit etmislerdir.

Heydari vd (2012), yapilan ¢alismada alfafa (Medicago sativa) bitkilerinde ciddi
kayiplar veren; bitki genelinde solma, kloroz, clicelesme, yapraklarda sararma ve sekil
bozukluklarinin yaninda, koklerde ciiriime ve renk degisikligi seklinde simptom
gosteren hastaligin tespiti amaciyla serolojik, biyokimyasal, patojenisite testleri ve
molekiiler yontemleri kullanmuslardir. iran’in farkli bolgelerinden hastalikli bitkilerden
izole edilen strainlere 3 farkli primer seti (PVF/PVR, 7F/7R, 20F/20R) kullanarak
yaptiklart PCR ¢alismalar1 sonucunda etmenin Pseudomonas viridiflava oldugunu tespit
etmislerdir.

Lefort vd (2013), model bitki olan Arabidopsis thaliana bitkisinde patojenik
olan Pseudomonas viridiflava UASWS38 strainin genomunu sekanslamislardir.
Calismanin  mikroorganizma bitki interaksiyonunun genetik olarak anlasilmasina
kaynak olusturmasi amacglanmistir. Calisma sonucunda Pseudomonas viridiflava’nin
5,910,810 bp’lik genomu dizisi elde edilmistir.

Selvam vd (2013), Pseudomonas viridiflava etmeninin giiniimiizde bitki koruma
amaciyla siklikla kullanilan ve g¢evre kirliligine neden olan pestisitlerden Pyrethroid
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grubu Fenvalerate pestisidinin biodegredasyonunda etkili oldugunu HPLC analizleriyle
tespit etmislerdir.

Heydari vd (2014), yaptiklar1 ¢alismada iran’da yonca (Medicago sativa)
yetistiriciligi yapilan alanlarda ciddi kayiplara neden olan 97 Pseudomonas viridiflava
izolatinin  patojenisite ve genetik ¢esitliligini  arastirmiglardir. Calismalarinda
biyokimyasal, patojenisite, klasik PCR ve RAPD-PCR metotlarini kullanmislardir.
Calisma sonucunda Pseudomonas viridiflava izolatlar1 arasinda patojenisite ve genetik
acidan varyasyonlarin oldugunu rapor etmislerdir.

Son yillarda niikleik asit temelli molekiiler yontemler diger yontemlere nazaran
oldukg¢a hizli ve giivenilir olmasindan dolayr 6nem kazanmaktadir. Dizisi bilinen bir
DNA bolgesinin in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin
kopyasin1 kisa zamanda ¢ok miktarda cogaltilmasina olanak saglayan bir tekniktir
(Saiki vd 1985). Bu teknoloji sayesinde hedef DNA dizisini ¢ogaltarak, bir patojenin
tespiti ¢ok daha kisa siirelerde ve kesin olarak yapilabilmektedir. Son yillarda PCR
reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin hassas 6l¢iim
aletleriyle birlestirilmesi, Real-Time PCR olarak adlandirilan yeni bir ydntemin
gelismesini  saglamistir. Real-Time PCR’da olusan {irinlerin analizi, reaksiyon
esnasinda es zamanl izlenip degerlendirilebilmektedir. Bu gelisim sayesinde artik gen
kopya iirlinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek, es zamanl olarak
reaksiyonun gidisine miidahale edebilmek ve PCR dongiilerinin sayistyla oynayabilmek
de miimkiindiir (Huletsky vd 2004, Qin vd 2003). Bu yeni sistemde, agaroz jel
elektroforezi, DNA bantlarinin zararli bir kimyasal olan Ethidium Bromide ile
boyanmasina ve mor Otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina
gerek kalmamaktadir. Bu da yontemin hizli, giivenilir ve kolay uygulanmasina olanak
saglamaktadir. Real-Time PCR yonteminin avantajlart tan1 ve tespitin hizli, giivenilir
ve hassas bir sekilde gergeklestirilebilmesinin yaninda direkt hastalikli  bitki
dokularindan tespit yapilabilmesi ve patojenlerin kantitatif olarak tespit edebilmesi gibi
avantajlart da bu niikleik asit temelli molekiiler yontemin son yillarda kullaniminin
yayginlagmasina katki saglamaktadir.

Real-Time PCR firlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin
olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Gelisen
teknoloji ile Real-Time PCR farkli prob sistemleri de gelistirilmis ve kullanilmaya
baslanmigtir. Glinlimiizde kullanilan en gelismis en ileri prob sistemlerinden biri LNA
(Locked Nucleic Acid) ad1 verilen sistemdir. Bu sistemde prob iizerinde yer alan DNA
analogu monomerlerde bulunan seker halkalar1 metilen bir koprii ile baglanmistir. Bu
sayede monomerlerin her biri spesifik baglanma i¢in en uygun konformasyon olan N
konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu durum spesifik olmayan baglanmalara
izin vermemekte, problarin spesifik bolgelere olan baglanma afinitelerini arttirmakta ve
gerceklesen spesifik baglanmalarin daha stabil olmasini saglamaktadir. Bu tip problara
ait diziler, diger ¢alismalarda kullanilan Real-Time PCR problarin dizilerinden uzunluk
olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde baglanmasi olasiligim
ortadan kaldirmakta ve amplifikasyon isleminin daha kisa siirede gergeklesmesine
imkan saglamaktadir. LNA (Locked Nucleic Acid) probun kimyasal yapisi Real-Time
PCR yonteminin daha spesifik olarak ¢alisilmasini ve alinan sonuglarin daha hizli ve
giivenilir olmasini saglamaktadir (Anonim 2014-b).
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Schaad ve Frederick (2002), Amerika’nin Gliney Bolgesinde ve Kaliforniya’da
onemli derece iiriin kayiplarmna sebep olan Xylella fastidiosa patojeninin bitki
dokusundan tespitini Real-Time PCR yontemini kullanarak, bu ydntemin bitki
patojenlerinin tanisinda ve tespitinde kullanilabilecegi bildirmistir. Schaad ve Frederick
(2002), diger yontemlere gore daha giivenilir, hassas ve patojene spesifik sonug veren
Real-Time PCR yonteminin fitopatojen bakteriyel, fungal ve viral etmenlerin tanisinda
kullanilabilecegini belirterek yontemin avantaj ve dezavantajlarini tartismislardir. Real-
Time PCR yontemini klasik PCR yontemine gore 107 kat daha hassas olmas,
kontaminasyon olasiliginin daha diisiik olmasi, elektroforezis islemine gerek
duyulmamasi, hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlar1 vardir (Freeman vd 1999,
Raeymaekers 2000).

Li vd (2004), transgenik bugdaylarda, transfer edilen genin tespitinde kisa siire
sayisal sonuglar veren Kantitatif Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Calismada
kantitatif sonuglarin elde edilmesinde housekeeping gen (referans alinan gen) olarak
puroindoline-b kullanilmistir. Cok sayida ornekle ¢alisabilen bu yontem sayesinde kisa
stirede gilivenilir sonuglar alinmustir.

Atallah ve Stevenson (2006), patates yumrularinda patojen olan fungal hastalik
etmenlerinden Phytophthora infestans, Pythium ultimum, Phytophthora erythroseptica,
Fusarium sambucinum ve bakteriyel hastalik etmenlerinden Erwinia carotovora’nin
tanis1 i¢in Real-Time PCR yontemini gelistirmislerdir. Patojenisitelerinden sorumlu 6zel
gen bolgelerinden dizayn edilen primerler ve SYBR Green I kullanilarak tani
caligmalar1 yapilmistir. Calismada patates yumrularinda patojenlerin tespitinde
yontemin kullanilabilirligini gostermek hedeflenmistir.

Berg vd (2006), lahanagillerde ciddi kayiplara neden olan Xanthomonas
campestris bakteriyel patojenin tanisi ve tespitinin kisa siirede yapilmasi amactyla
multipleks Real-Time PCR yontemini gelistirmiglerdir. Calismada Xanthomonas
campestris’in hrpF genine Brassica spp.’deki 18S5-25S Internal Transcribed Spacer
(ITS) bolgesine gore primer ve prob setleri dizayn edilmistir. Xanthomonas
campestris’te DLH151 ve DLHI152 primerleri 77 bp kismi, DLH153 ve DHL154
primerleri ise hedef bolgede 78 bp’lik kismi ¢ogaltmaktadir. Prob olarakda P7 (FAM-
boya olarak BHQ1) kullanilmistir. Brassica spp. i¢in hedef 100 bp’lik kism1 ¢ogaltmada
DLH155 ve DLH156 primerleri ve P8 probu (JOE-boya olarak BHQ1) kullanilmistir.

Basim ve Basim (2007), fide doneminde ciddi kayiplara neden olan tohum
kokenli domates bakteriyel benek hastalik etmeni Pseudomonas tomato (syringae) pv.
tomato’nun tespit ve tanisin1 yapmak amaciyla patojene spesifik primerler ve prob
gelistirmislerdir. Gelistirilen primer ve prob setiyle direkt bakteriyel hiicreden,
tohumdan ve hastalikli bitki dokularindan patojenin tanisi ve tespitinin Real-Time PCR
ve Real-Time Bio PCR yontemleriyle kisa siirede ve hassas bir sekilde yapilabilecegi
ortaya ¢ikarilmistir.

Hren vd (2007), Real-Time PCR yontemini kullanarak asmalarda bulunan
fitoplazmalardan Flavescence doree ve Flavesence bois’in TagMan prob ve spesifik
primer setlerini kullanarak Real-Time PCR’da tanisin1 yapmuslardir. Fitoplazmalarin
tanisinda ve tespitinde yontemin hassas ve hizli oldugunu bildirmislerdir.
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Dreo vd (2007), baglarda Bakteriyel Yaniklik Hastalik etmeni Xylophilus
ampelinus’un tanis1 i¢cin MGB-pobun kullanildigi Real-Time PCR yodntemini
gelistirmislerdir. Hazirlanan bakteriyel siispansiyon X. ampelinus i¢in dizayn edilen
primerler ve probe kullanilarak Real-Time PCR yontemiyle test edilmistir. Primerler ve
probun patojene spesifikligi belirlendikten sonra hassasiyet c¢aligmasi yapilmistir. X.
ampelinus patojenine ait hazirlanan stok soliisyondan 10™°den 10®’e kadar seyreltmeler
hazirlanmis, Nested PCR ve Real-Time PCR’ da test edilmistir. Hassasiyet ¢calismasi ile
Real-Time PCR yonteminin Nested PCR’a benzer hassasiyette calistigi belirlenmistir.
Fakat bitki materyallerinden tespitte yapilan calismada ise enfekteli kok, gévde ve
yaprak kisimlarindan hazirlanan soliisyonlarin tiim seyreltmelerinde Real-Time PCR ile
X. ampelinus’un tespiti yapilirken, Nested PCR yonteminde bazi seyreltmeler
calisgmamistir. Calisma sonucunda Real-Time PCR’in patojenin tanisinda ve bitki
materyalinden tespitinde daha hassas ve gilivenilir bir yontem oldugu rapor edilmistir.

Luo vd (2008), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in tohumdan
tespiti amaciyla canlt ve Oli bakterilerin, DNA’ya baglanan ethidium monoazide
(EMA) ve TagMan prob kullanarak ayrimina dayali Real-Time PCR yontemi
gelistirmislerdir.

Basim ve Basim (2009), Asma’da ciddi kayiplara neden olan Pierce’s Hastalik
etmeni Xylella fastidiosa igin gelistirdikleri EBXY1-EBXY?2 primer ¢ifti ve TagMan
probu kullanarak Real-Time PCR yontemi ile oldukga kisa siirede direkt bakteriyel
hiicreden ve hastalikli asma dokusundan patojenin tanisini ve tespitini yapmuslardir.

Basim ve Caplik (2009), domates bakteriyel kanser hastalik etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michinganensis ve domates bakteriyel yaprak lekesi hastalik
etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nin tanisi ve tespiti icin Cmm’ye ait
pat-1 gen dizisi ve Xav’ye ait hrp gen dizisini kullanarak hassas ve segici bir Real-Time
PCR yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve problarin spesifikligi farkli bitki
patojeni bakteriler kullanilarak test edilmistir.

Basim ve Oztiirk (2011), yapilan calismada, fasulye yetistiriciliginde sorun
yaratan Bakteriyel Hale Yaniklik Hastalik etmeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola, Bakteriyel Yaprak Yaniklik Hastalik etmeni Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans patojenlerinin
patojenisiteden sorumlu 6zel gen boélgelerinden dizayn edilen primeler ve LNA prob
kullanilarak Real-Time PCR ile tespitleri ve tanilar1 yapilmistir. Farkli bitki patojeni
bakteriler kullanilarak gelistirilen primer ve problarin spesifikligi test edilmistir.
Gelistirilen Real-Time PCR yontemi ile patojenlerin bakteriyel hiicreden, tohumdan ve
hastaliklt bitki materyallerinden hizli ve hassas bir sekilde tespitinin ve tanisinin
yapilabildigi ortaya ¢ikarilmistir.

Basim ve Bozan (2011), yapilan c¢alismada, yumusak c¢ekirdekli meyve
agaclarinda onemli kayiplara neden olan Ates Yanikligi Hastalik etmeni Erwinia
amylovora’nin tespiti ve tanisimi yapmak amaciyla Real-Time PCR yontemini
kullanmislardir. Bakteriyel patojen, Erwinia amylovora’nin Real-Time PCR yontemiyle
tanis1 i¢in, patojenik bakterinin polisakkarit itiretiminden sorumlu ve kromozomal ams
gen’inin 1,6 kb’lik internal diziliminden LNA prob ve primerler dizayn etmislerdir.
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Gelistirilen prob ve primerler ile Erwinia amylovora genomundan, planlandigi gibi 63
bp’lik PCR firliini ¢ogaltilmistir. Prob ve primerlerin spesifikligini belirlenmesi
amaciyla farkli Erwinia amylovora strainleri ve farkli tiirlere ait bakteriyel izolatlar test
edilmistir. Ayrica yapilan ¢alisma Erwinia amylovora’nin Kantitatif Real-Time PCR ile
hastalikli ve saglikli yaprak, silirgiin ve ¢igegi iceren bitki materyallerinden tespiti
yapilarak, hastalik etmeninin ¢igeklenme doneminden iiretim sezonunun sonuna kadar
epifitik populasyonlarinin degisimlerinin tespit edilmesine olanak saglamaistir.

Wang vd (2014), turunggillerde ciddi kayiplara sebep olan stubborn hastalik
etmeni Spiroplasma citri’nin kisa siirede tan1 ve tespitini yapmak amaciyla Real-Time
PCR yontemini kullanmislardir. Real-Time PCR yonteminde ¢aligsmalarinda
gelistirdikleri Spiroplasma citri’nin prophage gen bolgesinden Php-orfl ve Php-orf3
primerleri ile SYBR-green kullanmisglardir.

Gallelli vd (2014), kivi (Actinidia deliciosa ve A. chinensis) yetistiriciliginde
Diinya genelinde pandemik olarak ciddi kayiplara sebep olan Pseudomonas syringae
pv. actinidiae tespiti ve tanisii yapmak amaciyla Real-Time PCR yontemini
kullanmislardir. Bakteriyel patojen, Pseudomonas syringae pv. actinidiae’nin Real-
Time PCR yontemiyle tanist ig¢in, hrpW gen bolgesindeki 593 bp’lik internal
diziliminden primerler dizayn etmislerdir. Gelistirilen P3F/P5R1 primerleri 147 bp,
P3F/P6R primerleri 158 bp’lik amplikon vermektedir. Prob ve primerlerin
spesifikliginin belirlenmesi amaciyla farkli Pseudomonas syringae pv. actinidiae
strainleri ve farkli tiirlere ait bakteriyel izolatlar test edilmistir. Ayrica yapilan
caligmada, Kantitatif Real-Time PCR ile Pseudomonas syringae pv. actinidiae’nin Kivi
bitkisindeki populasyon degisimlerinin tespit edilmesine olanak saglamistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Caliymada Kullanmilan Bakteriyel Strainler

Bu calisma kapsaminda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Prof. Dr. Hiiseyin
BASIM tarafindan olusturulmus kiiltiir stoklarinda yer alan yerli ve yabanci Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainleri ve farkli cins ve tiirlere ait bitki
patojeni bakteriler kullanilmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).

Cizelge 3.1. Real-Time PCR’da test edilen yerli Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve
Pseudomonas viridiflava strainleri

izolat Bakteri Tiirii Orijin Referans

HBDC-1 Dickeya chrysanthemi Turkiye  Basim 2003
HBDC-2 Dickeya chrysanthemi Tirkiye ~ Basim 2004
HBDC-3 Dickeya chrysanthemi Tirkiye ~ Basim 2005
HBDC-4 Dickeya chrysanthemi Tirkiye ~ Basim 2006
HBPCC-1 P. carotovorum subsp. carotovorum Tirkiye =~ Basim 2004
HBPCC-2 P. carotovorum subsp. carotovorum Turkiye  Basim 2004
HBPCC-3 P. carotovorum subsp. carotovorum Tirkiye =~ Basim 2004
HBPCC-4 P. carotovorum subsp. carotovorum Turkiye ~ Basim 2004
HBPCIC-1 Pseudomonas cichorii Tirkiye ~ Basim 2004
HBPCIC-2 Pseudomonas cichorii Tirkiye ~ Basim 2005
HBPCIC-3 Pseudomonas cichorii Tirkiye ~ Basim 2004
HBPCIC-4 Pseudomonas cichorii Tirkiye ~ Basim 2005
HBPC-1 Pseudomonas corrugata Tirkiye ~ Basim 2003
HBPC-2 Pseudomonas corrugata Turkiye  Basim 2004
HBPF-1 Pseudomonas fluorescens Tirkiye ~ Basim 2004
HBPF-2 Pseudomonas fluorescens Tirkiye ~ Basim 2005
HBPF-3 Pseudomonas fluorescens Tirkiye ~ Basim 2007
HBPM-1 Pseudomonas mediterranea Tirkiye ~ Basim 2003
HBPM-2 Pseudomonas mediterranea Tirkiye ~ Basim 2004
HBPV-1 Pseudomonas viridiflava Tirkiye ~ Basim 2003
HBPV-2 Pseudomonas viridiflava Tirkiye ~ Basim 2004
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Cizelge 3.2. Real-Time PCR’da test edilen yabanci Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainleri

izolat Bakteri Tiirii Orijin Referans
DSM-4610  Dickeya chrysanthemi Almanya Burkholder 2005
DSM-30168  P. carotovorum subsp. carotovorum Almanya Hellmers 2003
DSM-50259  Pseudomonas cichorii Almanya Stolp 2000
CFBP-2431  Pseudomonas corrugata Fransa Slade 1972
BPIC-870 Pseudomonas corrugata Yunanistan ~ Malik 2003
ICMP-5819  Pseudomonas corrugata Ingiltere Slade 1972
11.1-1 Pseudomonas fluorescens Makedonya  Kovacevic 2007
9.1-6 Pseudomonas fluorescens Makedonya  Kovacevic 2007
CFBP-5404  Pseudomonas mediterranea Iles Canaries Lopez 2000
CFBP-5447  Pseudomonas mediterranea Italya Catara 1994
DSM-16733  Pseudomonas mediterranea Italya Catara 2002
LMG-2352  Pseudomonas viridiflava Italya Burkholder 1981
LMG-2353  Pseudomonas viridiflava UK Billing 1967
DSM-11124  Pseudomonas viridiflava Isvigre Burkholder 1980

Cizelge 3.3. Real-Time PCR’da kullanilan farkl bitki patojeni bakteriler

Bakteri Tiirii Orijin Konukcu Referans

Acidovorax avenae subsp. citrulli Tiirkiye Karpuz Basim 2008
Bacillus subtilis Tiirkiye Toprak Basim 2008
C. michiganensis subp. michiganensis Tiirkiye Domates Basim 2008
Erwinia amylovora Tiirkiye Armut Basim 2011
P. savastanoi pv. savastanoi Tiirkiye Zeytin Basim 2000
Pseudomonas tomato pv. tomato Tiirkiye Domates Basim 2003
X. axonopodis pv. vesicatoria Tirkiye Biber Basim 2009
Rhizobium vitis Tiirkiye Asma Argun 2001
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola  Tiirkiye Fasiilye Giiven 1994
Xylella fastidiosa Tiirkiye Asma Basim 2009
Pseudomonas syringae pv. syringae Tiirkiye Turunggil Basim 2008
Xanthomonas campestris pv. campestris ~ Tirkiye Lahanagiller Basim 2009

3.2. Primerler ve Problarin Tasarlanmasi

Oz nekrozu patojenlerinin Real-Time PCR y&ntemiyle tamsi icin Dickeya
chrysanthemi hrp/hrc gen, Pseudomonas cichorii hrcRST gen, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum pel gen (pectate lyase gene), Pseudomonas corrugata
RAPD PCR fragmentlerinin sekans analiz diziliminden, Pseudomonas fluorescens 16S-
23S rRNA, Pseudomonas mediterranea RAPD PCR fragmentlerinin sekans analiz
diziliminden ve Pseudomonas viridiflava 16S rRNA bolgelerine ait dizilerden prob ve
primerler tasarlanmistir.
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Yerli ve yabanci Dickeya chrysanthemi strainleri; LF, LR (Li vd 2011),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strainleri; EXPCCR, EXPCCF ve
nested PCR primerleri; INPCCR, INPCCF (Kang vd 2003), Pseudomonas cichorii
strainleri; hrpla, hrp2a (Cottyn vd 2011), Pseudomonas corrugata strainleri; PC5/1 ve
PC5/2 (Catara vd 2000), Pseudomonas fluorescens strainleri; ITSIF, ITS2R
(Rameshkumar vd 2002), Pseudomonas mediterranea strainleri; PC1/1 ve PC1/2
(Catara vd 2002), Pseudomonas viridiflava strainleri; PsV-F, PsV-R (Alimi vd 2011),
primer setleri ile test edilmistir (Cizelge 3.10). Tiim yerli ve yabanci Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum strainleri; EXPCCR, EXPCCF primerleri ile 550
bp’lik ve Nested PCR primerleri ile 400 bp’lik (Kang vd 2003), Pseudomonas cichorii
strainleri; hrpla, hrp2a 890 bp’lik (Cottyn vd 2011), Pseudomonas corrugata
strainlerinin klasik PCR ile PC5/1 ve PC5/2 primerleri kullanilarak 1100 bp’lik,
Pseudomonas fluorescens strainleri; ITSIF, ITS2R 560 bp’lik (Rameshkumar vd 2002),
Pseudomonas mediterranea PC1/1 ve PC1/2 600 bp’lik (Catara vd 2002),
Pseudomonas viridiflava strainleri; PsV-F, PsV-R 180 bp’lik (Alimi vd 2011), kismi
klasik PCR ile amplifiye edilmistir (Cizelge 3.10, Sekil 4.1).

Oncelikle Klasik PCR yéntemi ile ilgili bolgeler amplifiye edilmis, daha sonra
amplifiye edilen bolgeler dizi analizi yapilarak dizi analizi sonuglar1 gen bankasinda yer
alan ilgili diziler ile bire bir ortlistiigii goriilmiistiir. Klasik PCR yontemi ile amplifiye
edilen dizilerden Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava patojenlerinin
Real-Time PCR ile tanis1 ve tespiti igin 6zel primerler ve problar tasarlanmistir (Cizelge
3.10, Cizelge 3.11).

Dickeya chrysanthemi strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin
gergeklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi Cizelge 3.4’de, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum Kklasik ve Nested PCR ile tan1 ve tespitinin
gergeklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi Cizelge 3.5’de, Pseudomonas
cichorii strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin gerceklestirilmesi amaciyla
kullanilan PCR program1 Cizelge 3.6’da, Pseudomonas corrugata strainlerinin klasik
PCR ile tani ve tespitinin gerceklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi Cizelge
3.7°de, Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas viridiflava strainlerinin klasik PCR
ile tan1 ve tespitinin gergeklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi Cizelge
3.8’de, Pseudomonas mediterranea strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin
gercgeklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi Cizelge 3.9°da gdsterilmistir.

Cizelge 3.4. Dickeya chrysanthemi strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin
gerceklestirilmesi amaciyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 30

Baglanma 55 60 35
Uzama 72 90

Son Uzama 72 300 1
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Cizelge 3.5. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strainlerinin klasik PCR

Cizelge

Cizelge

Cizelge

ve Nested PCR ile tani1 ve tespitinin gergeklestirilmesi amaciyla hazirlanan
PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 60

Baglanma 60 60 30
Uzama 72 120

Son Uzama 72 300 1

3.6. Pseudomonas cichorii strainlerinin klasik PCR ile tani ve tespitinin
gerceklestirilmesi amactyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 60

Baglanma 66 60 35
Uzama 72 120

Son Uzama 72 300 1

3.7. Pseudomonas corrugata strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin
gerceklestirilmesi amaciyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 30

Baglanma 58 60 30
Uzama 72 90

Son Uzama 72 300 1

3.8. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas viridiflava, strainlerinin klasik
PCR ile tan1 ve tespitinin gerceklestirilmesi amaciyla hazirlanan PCR

programi
Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 30
Baglanma 56 60 30
Uzama 72 90
Son Uzama 72 300 1
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Cizelge 3.9. Pseudomonas mediterranea strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve tespitinin
gerceklestirilmesi amactyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 300 1
Denatiirasyon 94 30

Baglanma 62 60 30
Uzama 72 90

Son Uzama 72 300 1

Klasik PCR isleminde kullanilan PCR karisimi; toplam hacim 50 pl olacak
sekilde 4 ul bakteriyel siispansiyon, primerlerin her birinden 1 pl, 8 pl dNTP karigimi, 5
pl 10x tampon ¢ozelti, 3 ul MgCly, 0,25 ul Taq polimeraz ve 27,8 ul steril deiyonize saf
su seklindedir. Amplifikasyon i¢in Techne TC-512 Gradient Thermal Cycler (Bibby
Scientific Limited, Staffordshire, Ingiltere) kullanilmistir.

Elde edilen PCR iiriinleri (15 pl), %2’lik agaroz jelde 80 voltta 120 dakika
yiirtitiilmiistiir. Yiriitme isleminde ve agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Baz 4,84
g, Asetik Asit [Glasiyel] 1,02 ml, 0,5 M EDTA [pH: 8,0] 2 ml, ddH,O 1000 ml)
kullanilmistir.

Yiriitme islemi sonunda PCR iiriinleri, etidyum bromir (0,5 pg/ml) ile 20
dakika boyanmis ve ultraviyole 1sikta goriintiilenmistir. Goriintilleme icin Vilber
Lourmat SR 12575 transilliiminator ve BioCapt Version 11.02 programi kullanilmistir.

Klasik PCR isleminde kullanilan bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi igin -
86 °C de stoklanan Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, P. corrugata, P. fluorescens, P. mediterranea ve
P. viridiflava strainleri NA besi ortami igeren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de 72
saat boyunca gelistirilmistir. Bu ortamda gelistirilen bakteriler steril deiyonize su ile
siispanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun 1x10° cfu/ml olmasi saglanmistir.
Inokulum konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf
Biophotometer 6131 kullanilmistir. Inokulumun optik yogunlugu 1x10° cfu/ml’ye
karsilik gelen ODgpp=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir.
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Cizelge 3.10. Klasik PCR yontemi ile Dickeya chrysanthemi, P. carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, P. corrugata, P. fluorescens, P.
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava etmenlerinin tanis1 igin

kullanilan primerler

Bakteri Primerler Dizi Referans
Dickeya LF, 5’-TTCGTCTAGAGGCCCAGGAC-3’ Li vd 2011
chrysanthemi LR 5-TCAGCTTGTTCCGGATTGTT-3’

Pectobacterium EXPCCR, 5’-GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG-3 Kangvd 2003
carotovorum EXPCCF, 5’-GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3

subsp. INPCCF 5’-TTCGATCACGCAACCTGCATTACT-3

carotovorum INPCCR, 5’-GGCCAAGCAGTGCCTGTATATCC-3’

Pseudomonas hrpla, 5’-CCGTTCATCGTCATCGACCT-3’ Cottyn vd 2011
cichorii hrp2a 5’-CTGTCCCACATGATCTGGGT-3’

Pseudomonas PC5/1, 5’-CCACAGGACAACATGTCCAC-3’ Catara vd 2000
corrugata PC5/2 5’-CAGGCGCTTTCTGGAACATG-3’

Pseudomonas ITSIF, 5’-AAGTCGTAACAAGGTAG-3’ Rameshkumar vd 2002
fluorescens ITS2R 5’-ACCATATATAACCCCAAG-3’

Pseudomonas PC1/1, 5’-GGATATGAGCCAGGTCTTCG-3’ Catara vd 2002
mediterranea PC1/2 5’-CGCTCAAGCGCGACTTCAG-3’

Pseudomonas PsV-F, 5’>-GTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAA-3>  Alimi vd 2011
viridiflava PsV-R 5’-ACCTCAGTGTCAGTATGAGC-3’

Cizelge 3.11. Real-Time PCR yontemi ile Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve
Pseudomonas viridiflava’nin tanisi igin gelistirilmis olan primerler

. . PCR

ETMEN PRIMER DIZI1 URUND

Dickeya chrysanthemi HBDCL 5> CATACCCGACAAGACACAACC 3’ 65 bp
HBDCR 5> ACGCTGCTGACGCTGAAT 3’

P.carotovorum subsp. HBPCCL 5> ATCCGGGTCTGTTGATTTGA 3’ 63 bp

carotovorum HBPCCR 5> GCGGAAGAGATGGAAATCG 3’

Pseudomonas cichorii HBPCIL 5> TATCCAGCGTCCGGTCAG 3’ 73 bp
HBPCIR 5 GGATCAGACCCTGCCATTC 3’

Pseudomonas corrugata HBPCL 5> AAAGTGCGCTCGTATCTGGA 3’ 70 bp
HBPCR 5> ACTCAGTCCCGCCACCTT 3’

Pseudomonas fluorescens HBPFL 5> GACGGTTCGATCCGGTTT 3’ 70 bp
HBPFR 5" TGGAATGCTCATTTCTAAGCTTTAT 3’

Pseudomonas mediterranea  HBPML 5> ACCGACTCGGGAGCAATA 3 73 bp
HBPMR 5> CTCCGGTACCTGCTGCAT 3’

Pseudomonas viridifalava HBPVL 5" GGGAACTGCATCCAAAACTG 3’ 77 bp
HBPVR 5> TACGCATTTCACCGCTACAC 3

Primerler ve problarin belirlenmesinde insan gen transkriptlerinin Real-Time
PCR ile belirlenmesi igin olusturulan LNA (Locked Nucleic Acid) sistemi kullanilmistir
(Petersen ve Wengel 2003). Calismada kullanilan LNA prob, bugiin Real-Time PCR
sistemleri i¢in siklikla kullanilan 25-30 niikleotitlik uzun problardan farklilik
gostermektedir. LNA problar 8-9 niikleotid uzunlugunda fakat sahip oldugu son
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teknolojik 6zellikler nedeniyle uzun dizilere sahip problar kadar giivenilir ve hassas
sonuglar elde edilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan problar igin raportdr boya
fluorescein amidit (FAM), baskilayici boya ise karboksitetramethilrodamindir
(TAMRA).

Cizelge 3.12. Real-Time PCR yontemi ile Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve
Pseudomonas viridiflava’nin tanisi i¢in gelistirilmis olan problar

ETMEN PROB DiziSi
Dickeya chrysanthemi 5 CCAGCCAG 3’
P.carotovorum subsp. carotovorum 5’ TGCTGTCC 3’
Pseudomonas cichorii 5> GCAACCAG ¥’
Pseudomonas corrugata 5> GAGCAGCA ¥’
Pseudomonas fluorescens 5> CTCCACCA ¥’
Pseudomonas mediterranea 5 TGCCGCCG 3’
Pseudomonas viridifalava 5> TGGTGGAA 3’

TGCGCGATAACTGCCGCCGTTCGCTGGCGGATACGTTACGCGCTCCGGTTCGCCTGCAATTTGARAGCCG
GGAGGATGAAGAATGATTCCGCTGGCTCAGACACTGCGACCGGTCAGCCGGGCGCGGGCGGCACTCTCCC
GTCAACTGGCGACGGCGCACCGCTTCGCCTTCATGCTGGATGGCCAGCCCGGCGAGTTGCGTTTGCAATT
GGCGCAGGAAGCCAAGCCCGACGCGCAGGAGAGCGGCTGGCGCTGCCACGCCGGAACGCTGTGGCTGGAC
AACGCCGCCCCGTTGCTGTCGTTGTTTTCCGCCTGCCCGGCGCTGCTGCCCGGCCCGCATGACAGTGAAG
ACGCCGTACACTGGTACTGGACCCACTACAATCATGCGCTCAGCCCGGCGCTGCGCGACCTGTTCGGCGA
GTTGCAACCGCTATTCCCGGCGCCAACGGGCCACTCAGCERTACCCOACARCACACARCE GCCATACGAT
TcAcA . c . A FCAGCETCAGEAGEET CAGCGGCGTCAGCGGCGTCACCTCATCCGGCACCAT
CCGACGCTCACGCGCCGGCCGAGGTAACGCTGTGGCTGGACGCCAGCCGGGGTGATTTCCGGGTGCGCAG
CCGGTTGCGTACCTCGCACCAGACCTTGCAACAATGGTTAAGTCGGCCGGGGTGGTCGGCCCCGCGCTAT
CCGCTACCCGGTCATCTGGCGATAAGGGTGCCGTTAATACTGGCGGAAGTGACGTTGTCACATAAACAAT
TAACCCATTTGGAGCCGGGCGACCTGATCTGTCCACTCAACAGTACTTTTTCACCGCAGGGCGACGGCAG
TATCACGCTGGCCGACCGGCGGTTGACCGGGCAGCTCAGGATGGACGTGCTCGCCCCTTACTGGTTTACC
GTGACAGAACTGGAGGAATGTCCCGTGACAACACCTTTTGACGACACCGCCGTTTTCGATAATACCGCCG

Sekil 3.1. Real-Time PCR’da Dickeya chrysanthemi’nin tanisi i¢in kullanilan HBDCL
ve HBDCR primerlerinin ve probun gen lizerindeki baglanma yerleri (Yesil
renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)

creraTRECEEEETCTeTTcATTIcAC T TN~ CcTTCTcCTCCCEEATIICCATCICITCCEE G
TTGAACGTGGCATACACCACCCATTTCACGATGTCGTACCACTGGTCGTCACCCTGACGGACTGCCATTG
CCAACGGCTCTTTTGAGTARATCCCCGGTAGAATGACGTGGTCAGAGGGCTTTTCCGCGTCGAAGGTGCG
CACGCCGGGCAGCGCCACTTTATCGCGGGCAATGACATCGCAGCGTCCAGACAGGTAGGCTGCGACGTAC
TCTTTATTGTTCTCGATGACGACCG

Sekil 3.2. Real-Time PCR’da Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un
tanis1 i¢in kullanilan HBPCCL ve HBPCCR primerlerinin ve probun gen
lizerindeki baglanma yerleri (Yesil renk: Real-Time PCR primerlerini,
Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)
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TAACTGTCCCACATGATCTGGGTCAGGCTGGCGTAACCGCCGCCCAGGATCATCAGCAGGATCATGACCT
GCTTGAGCATGTGGCCCAGTTCCGAGGTGTTGTCGCCCAGTGCCGGGTTGATCTGGCCACCCACCAGCGC
GCCACGCTGGTTGTCGAACAGGCAGCCGATGGACTCGAACAGCCAGAAGGGCATGGCCAGCAACAGGLCCC
AGCAGCAGACCGATGATGCTTTCCTTGAGCAGCAGCGCCGTCAGGTCCAGCCAGTCGAGGGTCTGGCCGG
TGAGGGACGCACGAATGCTGGGCATCGGGAACAGGGCCAGGGCCAGCACGATGGTGTGCCGCAGCATGCC
TTTGAGTTCGGTGAACGCGAACGCCGGAATCAGGAACAGGCACGGGTACAGCCGTGCCATGCCGATGGTC
AGGGCAATGATCGATTCGCTGACTTCCTTGAACGGGAGTTCGAACATCTCAAGGCCTCGTCTGACCGATC

ATGTTGAAAGACAGGTAGGCCAGTTGCATGAGTTCGATACC CGCCAGTGCCA
coccTACCHBMEEEME T TGATGGC TGCAACTGCATCACCGCCTGCAGCAG

CGAGGTGATGACACCGACAATCACCGCCACGATCAGCGCCGGAGCGGACAGCACCACCACCAGCAACATG
GCCTGCTTGAAAAGCGTCAGGGTTTCCATAAAGCCTCGGCGGATCACATGTAGCTGTAGAAGAGCCCGTC
GAGCAGGCGGGTCCAGCCATCCACCAGCACGAACAGGAGGATTTTCAGCGGTAGCGAGATGGTCATCGGC
GCAACCATCTGCATGCCCAGGGCCAGCAGAATGTTCGAGACGATCAGGTCGATGACGATGAACGGGATAT
AGATCAGGAAGCCGATCTGAAAACCGGCCTGCAACTCGGACAGCACGAAGGCCGGCACCACCAGCAACAG
GTCATCGCGGCTGGCCTGGGACGACATTTCCTTGGGCCACATGCGCTGGGTGTTTTCAAGCAGGTGGGTC
TGGATGTCCGGATCGATGTTGCGGGTCATGAACAGGCGCAGCGGTTCGATCACATGTTTGCCGGCGCTTT
CCATGGCGGCAAAGTTGTCCAGCCGATCGGGGAGTTTCTTGACCCGTTGCCCCATTTCGTTGAACACCGG
CGCCATGATGAACAGGGTGGCGGCCAGGGCAATGCCATACAGCGCCATGTTCGGCGGCGCCTGCTG

Sekil 3.3. Real-Time PCR’da Pseudomonas cichorii’nin tanisi ig¢in kullanilan HBPCIL
ve HBPCIR primerlerinin ve probun gen iizerindeki baglanma yerleri (Yesil
renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)

ACTGCTGAAACTGATCGGCAGCATTTGCGTGATTGGAAAATGGGCGACCCCCTGGATCCTGAAATCGCCT

CGGTGCCATGATCAGCAAAACGCATTTCGAT ihijelelololeleld 1Y
CTCAACGTGACGC] CCGGCGTCTTCGTCCAGCCGACGATCATCGACGGAGTCG

AACGTGAAAGTCGCCTGTTTATCGAAGAGATCTTCGGGCCGGTACTGAGTGTCACCAGCTTCAGTACTCT
CGACGAAGCCATAGAACTTGCCAACGACACCGTCTACGGCCTGGCGGCATCCGCCTATACCGGCAGCCTG
CGTAATGCCTTGCGCCTGTCGCGGGAGATTCGTGCGGGCGTGG

Sekil 3.4. Real-Time PCR’da Pseudomonas corrugata’nin tanisi i¢in kullanilan
HBPCL ve HBPCR primerlerinin ve probun gen iizerindeki baglanma
yerleri (Yesil renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu
temsil etmektedir)

CTGTTTTTATTTGTTGTACACATAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTAATCGACGACAT
CAGCTGCTCCATAAGTTCCCACACGAATTGCTTGATTCATTGAAGAAGACGAAAAGAAGCAGCCCGAAAT
TGGGTCTGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCGGCAGTTCGAATCTGCCCAG
ACCCACCAATTTTGTGTGGGAAACGCCTGTAGAAATACGGGGCCATAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCTGCC

TTGCACGCAGGAGGTC GG C T2 CTGCTTCTGT TTGT AEARACCTS
TCGTTGTGATGGTGAATGTTGATTTCTAGTCTTTGACTAGTTCGTTCTTTAAAA

ATTTGGGTATGTGATAGAAAGATAGACTGAACGTTACTTTCACTGGTAACGGATCAGGCTAAGGTAAAAT
TTGTGAGTTCTCTTAACTGAGAAATTCGAATTTTCGGCGAGTGTCGTCTTCACAGTATAACCAGATTGCT
TGGGGTTATATGGTCAAGTGAAGAAGCGCATACGGTGGAGCTTGTGTGCAAAAACAAA

Sekil 3.5. Real-Time PCR’da Pseudomonas fluorescens’in tanisi ig¢in kullanilan HBPFL
ve HBPFR primerlerinin ve probun gen iizerindeki baglanma yerleri (Yesil
renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)
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CGCCGCGTCGACCGACGTGGCCTCAAGCAGATCATCCAGCACCGGCTCGACTCGCCGGTCCAGCGGATGA
GCGGGCGTCGCCATCGTCTCGGACGGCGGCTGCACGGTTTCCRECEAcTccccAccanTA :C NN
ACTCTTCCGTCGCCACGAAAGCGCCAGCRICCACCACCTACCECAGA T TCAGGCAATTCCTTGTAATTGAA
GGAATTCTCCATCTCGATATAGCTGGCCGCACTCTCTCCGAACCTGCTCATCAGGTTGTCAATATCATTT
GTCCGATTCATAAGCACTTCACG

Sekil 3.6. Real-Time PCR’da Pseudomonas mediterranea’nin tanisi i¢in kullanilan
HBPML ve HBPMR primerlerinin ve probun gen iizerindeki baglanma
yerleri (Yesil renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil
etmektedir)

TAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGAT
GATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGATATTGGACAAT
GGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTG
GGAGGAAGGGCAGTAACCTAATACGTTATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCGCGTAGG
TGGTTTGTTAAGTTGAATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT EECARCTCOATCOARARGTEGCAAGCTAGA
GTAGGGCAGAGGG] RN 1T TcCTEICTACCEETCARATGCCTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACCACCTGGGCTCATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGCCTTGACATCCAA

Sekil 3.7. Real-Time PCR’da P. viridiflava’nin tanisi ig¢in kullanilan HBPVL ve
HBPVR primerlerinin ve probun gen iizerindeki baglanma yerleri (Yesil
renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)

3.3. Real-Time PCR Optimizasyonu

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin Real-Time PCR ile kisa
stirede tanilariin gergeklestirilmesi amaciyla Real-Time PCR programi Cizelge 3.20,
Cizelge 3.21, Cizelge 3.22°de verilmistir. Her bir Real-Time PCR isleminde, toplam
hacim 27,6 pl olacak sekilde 2 pl bakteriyel slispansiyon ya da kalip DNA, primerlerin
herbirinden 1,2 pl, 0,3 pl TagMan prob, 4,8 ul ANTP karigimi, 3 pul 10X tampon
cozelti, 7,2 pl MgCly, 0,36 pl Taq polimeraz ve 9,54 pl steril deiyonize Su
kullanilmistir. Calismada Cepheid Smart Cycler 1l Real-Time PCR cihazi ve Cepheid
Smart Cycler Software V.2.0c programi kullanilmistir.

Cizelge 3.13. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Dickeya chrysanthemi, P.
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas corrugata, P.
fluorescens ve P. viridiflava i¢in olusturulan Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) (Siz?;e) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 94 15

Baglanma 58 20 35
Uzama 72 15

Son Uzama 72 120 1
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Cizelge 3.14. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Pseudomonas cichorii i¢in
olusturulan Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) (Silrllli‘;e) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 94 15

Baglanma 65 20 35
Uzama 72 15

Son Uzama 72 120 1

Cizelge 3.15. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Pseudomonas mediterranea
i¢in olusturulan Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) (Sgllr:li‘;/e) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 94 15

Baglanma 60 20 35
Uzama 72 15

Son Uzama 72 120 1

3.4. Primerler ve Problarin Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava Strainlerine Spesifikliginin Belirlenmesi

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava patojenlerine 6zel tasarlanan
primerler ve problar kullanilarak kiiltiir koleksiyonunda bulunan Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava strainlerinin tanisi ve tespiti gergeklestirilmistir. Caligmada Real-Time PCR
isleminde kullanilan bakteriyel siispansiyonun hazirlanmasi i¢in -86°C de stoklanan
Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainleri, NA besi ortami igeren petrilere
inokiile edilmis ve 27°C’de 72 saat boyunca gelistirilmisti. NA besi ortaminda
gelistirilen bakteriler steril deiyonize su ile siispanse edilmis ve bakteriyel
konsantrasyonun 1x10° cfu/ml olmasi saglanmustir. Siispansiyon konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 (Eppendorf
AG, Hamburg, Almanya) kullanilmistir. Siispansiyonun optik yogunlugu 1x10°
cfu/ml’ye karsilik gelen ODggo=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her strainden elde
edilen siispansiyondan 2 pl alinarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.
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3.5. Primerler ve Problarin Saf DNA’dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava etmenlerinin Real-Time PCR
ile tespit edilecek en diisik DNA miktariin tespiti i¢in saf DNA’dan hassasiyet
calismas1 yapilmistir. Calisma i¢in kiiltiir koleksiyonunda yer alan Dickeya
chrysanthemi DSM-4610, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum DSM-
30168, Pseudomonas cichorii DSM-50259, Pseudomonas corrugata ICMP-5819,
Pseudomonas fluorescens 9.1.6 Makedonya, Pseudomonas mediterranea DSM-16733
ve Pseudomonas viridiflava DSM-11124 strainlerinden faydalanilmigtir. DNA
izolasyonunda Thermo FastPrep FP120A-230 multi tiip homojenizatér (Thermo
Scientific, Massachusetts, ABD) ve Qbiogene/BIO101 FastDNA molekiiler izolasyon
kitini (MP Biomedicals, Kaliforniya, ABD) ihtiva eden kombine sistem kullanilmustir.
Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainlerinden izole edilen DNA’nin safligi ve
nanogram diizeyinde konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD), pikogram diizeyinde
konsantrasyonun belirlenmesinde Invitrogen Qubit florometre (Invitrogen, Kaliforniya,
ABD) kullanilmigtir. Real-Time PCR yonteminin hassasiyetinin belirlenmesinde
Dickeya chrysanthemi icin 55 pg, 42 pg, 32 pg, 21 pg ve 12 pg DNA seviyeleri,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum i¢in 51 pg, 43 pg, 34 pg, 22 pg ve 11
pg DNA seviyeleri, Pseudomonas cichorii igin 52 pg, 41 pg, 34 pg, 23 pg ve 14 pg
DNA seviyeleri, Pseudomonas corrugata icin 55 pg, 43 pg, 31 pg, 22 pg ve 14 pg
DNA seviyeleri, Pseudomonas fluorescens i¢in 54 pg, 44 pg, 33 pg, 21 pg ve 14 pg
DNA seviyeleri, Pseudomonas mediterranea i¢in 50 pg, 42 pg, 34 pg, 21 pg ve 13 pg
DNA seviyeleri ve Pseudomonas viridiflava i¢in 54 pg, 43 pg, 35 pg, 22 pg ve 12 pg
DNA seviyeleri test edilmistir. Pikogram diizeyine kadar seyreltmeler i¢in steril
deiyonize su kullanilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki DNA’lardan 2 pl alinarak
Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir.

3.6. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primerler ve Problarin Hassasiyetinin
Belirlenmesi

Bakteriyel patojenler Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava Real-Time PCR
ile tespit edilecek en diisik bakteri sayisinin tespiti i¢in, patojenler Kiiltiir
koleksiyonundan alinip NA besi ortaminda gelistirilmis, kolonilerden yogun bir stok
¢Ozelti hazirlanmistir. Olusturulan stok ¢ozeltiden 10"’ den 10*%a kadar 10’un katlar
seklinde seyreltmeler 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve bunlar ayr1 ayr tiiplere
konulmustur. Elde edilen her bir soliisyondan 2 ul alinip Real-Time PCR islemi i¢in
kullanilmigtir. Bu asamada Real-Time PCR ile tespit edilecek en diisiik bakteri sayisinin
tespiti hedeflendiginden 10" den 10*%a kadar seyreltilen ve ayr1 tiiplere alinan
siispansiyonlardan 2 pl alinip 50 pl steril deiyonize su igerisinde karistirtlmis ve NA
besi ortamlarna steril yayma ¢ubuk ile inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra besi

62


http://www.thermo.com/com/cda/products/product_form_view/1,1058,N-19026-19023--~com~cda~component~SKU_list-19023-,00.html

ortamlarinda gelisen bakteri sayilarini tespit etmek igin petriler 4 giin boyunca 27 °C’de
inkiibasyona birakilmigtir.

3.7. Primerler ve Problarin Segiciliginin Belirlenmesi

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava icin gelistirilen primer ve
problarin 6zgilliigiini belirlemek i¢in her primer prob seti ilk olarak diger 6z nekrozu
patojenlerine karsi test edilmis daha sonra farkli diger bitki patojeni bakteri tiirleri
kullanilmistir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3). Real-Time PCR isleminde kullanilan
bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmas: i¢in -86 °C de stoklanan; Acidovorax avenae
subsp. citrulli, Clavibacter michiganensis subp. michiganensis, P. savastanoi pv.
savastanoi, Pseudomonas tomato pv. tomato, X. axonopodis pv. vesicatoria,
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv. syringae,
Xanthomonas campestris pv. campestris strainleri NA (Nutrient Agar), Bacillus subtilis
straini PDA, Erwinia amylovora straini NSA (Nutrient Siikroz Agar), Rhizobium vitis
straini RS (Roy& Sasser) besi ortamlarini igeren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de
72 saat boyunca gelistirilmistir. Bu ortamlarda gelistirilen kolonilerden biri secilerek
steril deiyonize su ile siispanse edilmistir. Bakteriyel konsantrasyonun 1x10° cfu/ml
olmast saglanmistir. Siispansiyonun konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak
saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmistir. Siispansiyonun optik
yogunlugu 1x10° cfu/ml’ye karsilik gelen ODggp=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her
strainden elde edilen siispansiyondan 2 pl alinarak Real-Time PCR islemi
gerceklestirilmistir.

3.8. Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin Hastahkh Bitki
Dokularindan Tespiti

Real-Time PCR ile hastalikli bitki dokularindan Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava’nin dogrudan tespiti i¢in Klass F1 domates fidelerine patojenlerin
inokulasyonu ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir. Calismada -86°C de stoklanan Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainleri NA besi ortami igeren petrilere
inokiile edilmis ve 27°C’de 72 saat boyunca gelistirilmistir. Bu ortamda gelistirilen
bakteriler steril deiyonize su ile siispanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun 1x10°®
cfu/ml olmasi saglanmistir. Inokulum konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak
saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 kullamilmistir. Inokulum optik
yogunlugu 1x10° cfu/ml’ye karsilik gelen ODgpo=0,1 olacak sekilde ayarlanmis ve
saglikli bitki govdelerine injekte edilmistir. Bitkiler, hastaligin diizglin seyri ig¢in
gelistirme odalarina (Bitki Koruma Boliimii kontrollii iklim odalari) aktarilmistir.
Inokiile edilen bitkiler, simptomlarin gelismesi igin ortam sicaklig1 25+1°C’sicaklikta
%50-70 nisbi nemde inkiibe edilmistir. Bitkiler inkiibasyon siirecinde, giinde 12 saat
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boyunca aydinlatilmistir. Aydinlatmada her biri 3050 liimen giiciinde 10 adet floresan
lamba kullanilmastir.

Oz nekrozu hastaligi belirtilerin  gdzlenmesi etmenlere gore degisiklik
gostermistir. Oz  nekrozu hastaliginin  gelisiminin  gdzlenmesinin  ardindan,
inokulasyondan bir ay sonra govde %70’lik etanol ile yiizey sterilizasyonuna tabi
tutulmustur. Oz bdlgesi steril bir ortamda fosfat tampon esliginde ezilerek pargalanmis,
patojenlerin fosfat tampona (NaCl 7,2 g, Na,HPO, 1,48 g, K,PO, 0,43 g, ddH,0O 1000
ml) ge¢mesi saglanarak hastalikli bitki dokularindan tespitte kullanilacak stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan stok soliisyonlarda bitki kaynakli PCR inhibitorii
maddelerin  konsantrasyonlar1  uygulanacak PCR  islemlerinin  basarilarini
etkileyebileceginden stok soliisyonlar on kat seyreltilerek birer soliisyon daha
hazirlanmistir. Her sollisyondan 2ul alinarak Real-Time PCR islemleri yapilmistir.

Bitki total DNA’s1 ile tasarlanan primer ve problarin herhangi bir amplifikasyon
olusturup olusturmadigini kontrol etmek igin saglikli bitkiden 6rnek alinarak bitki total
genomik DNA izolasyonu yapilmis ve calismada bitki total genomik DNA’s1 da
kontrol edilmistir. Bitkilerden DNA izolasyonunda Thermo FastPrep FP120A-230 multi
tip homojenizatdor ve Qbiogene/BIO101 FastDNA molekiiler izolasyon kitini ihtiva
eden kombine sistem kullanilmistir. Domates bitkilerinden izole edilen DNA’nin safligi
ve nanogram diizeyinde konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre kullanilmis ve bitki DNA konsantrasyonu yaklagik 100-150 ng/pl
olacak sekilde seyreltilmistir.

3.9. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR islemi niikleik asit temelli ¢alisan bir yontem oldugundan
hastalikl1 bitki materyalinde var olan 6lii bakterilerin de tespiti miimkiin olabilmektedir.
Real-Time Bio-PCR yontemi sadece canli bakteriyi test etmeyi hedefleyen bir
yontemdir.

Bu amagla 6ncelikle, bir bakteriyel siispansiyon hazirlanmis ve bu soliisyon 107
den 10%e kadar 10’un katlar1 seklinde seyreltilmistir. Tiiplerdeki orneklerden 2 pl
alinip 50 pl steril deiyonize su icerisinde karistirilarak NA besi ortamlarina steril yayma
cubugu ile inokule edilmis ve 8 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
petrilere 1 ml steril deiyonize su eklenerek canli olan bakterilerin suya ge¢mesi
saglanmigtir. Elde edilen stok bakteriyel siispansiyonlardan 2 pl alinarak Real-Time
PCR islemi gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’min Klasik PCR ile
Tanisi

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin Klasik PCR ile tanisini
gerceklestirmek igin Dickeya chrysanthemi strainleri; LF, LR (Li vd 2011),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strainleri; EXPCCR, EXPCCF ve
Nested PCR primerleri INPCCF, INPCCR (Kang vd 2003), Pseudomonas cichorii
strainleri; hrpla, hrp2a (Cottyn vd 2011), Pseudomonas corrugata strainleri; PC5/1 ve
PC5/2 (Catara vd 2000), Pseudomonas fluorescens strainleri; ITSIF, ITS2R
(Rameshkumar vd 2002), Pseudomonas mediterranea strainleri; PC1/1 ve PC1/2
(Catara vd 2002) ve Pseudomonas viridiflava strainleri; PsV-F, PsV-R (Alimi vd 2011)
primer setleri ile test edilmistir (Cizelge 3.5, Sekil 4.1).

I

—
—
 W——
—
—
—
-

Sekil 4.1. 1-Pseudomonas corrugata (1100-bp), 2-Pseudomonas mediterranea (600-
bp), 3-Pseudomonas viridiflava (180-bp), 4-Pseudomonas cichorii (890-bp),
5-Pseudomonas fluorescens(560-bp), 6-Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (400-bp) ve 7-Dickeya chrysanthemi (171-bp)’nin Klasik PCR
ile Tanis1. M, markeri; NK, Negatif kontrolii sembolize etmektedir.
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4.2. Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’min Real-Time PCR
ile Tanis1

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin Real-Time PCR ile
tanilarin1 gerceklestirmek icin Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii, Fitopatoloji Anabilim Dali’na ait kiiltiir koleksiyonunda yer alan Type
strainlerden kullanilarak primer-problarin ve Real-Time PCR programlarinin kontroli
yapilmustir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin tanisinda kullanilan
primerler ve SYBR Green kullanilarak Real-Time PCR ile tek bir pik egrisinin elde
edildigini gostermek amaciyla Thermal Melting (Erime Egrisi) egrisi elde edilmistir.
Dickeya chrysanthemi igin kullanilan primerlerin maximum erime sicakligi 85.36 °C,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum igin 84.12°C, Pseudomonas cichorii
icin 87.97°C, Pseudomonas corrugata 87.8°C, Pseudomonas fluorescens i¢in 85.73°C,
Pseudomonas mediterranea igin 89.31°C ve Pseudomonas viridiflava i¢in 84.7°C i¢in
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil
4.14, Sekil 4.15).

15.67

1600
o 1200 -
Q
=
8
S 8o
o
Q
3 400
(18

#00 :

10 20 30
Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A9M | Dickeya chrysanthemi 15.67 Pith Necrosis
A10M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.2. Dickeya chrysanthemi’nin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A8H | P. carotovorum subsp. carotovorum 16.51 Pith Necrosis
A9 | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.3. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un Real-Time PCR ile
tanisi
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
ASH Pseudomonas cichorii 22.31 P. cichorii
Aol Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.4. Pseudomonas cichorii’nin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al1M | Pseudomonas corrugata 20.92 Pith Necrosis
A7H | Negative Control 00.00 Pith Necrosis
Sekil 4.5. Pseudomonas corrugata’nin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A9M | Pseudomonas fluorescens 27.16 Pith Necrosis
A10M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.6. Pseudomonas fluorescens’in Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct |Protocol
A8H | Pseudomonas mediterranea 26.72 P. mediterranea
A9M | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.7. Pseudomonas mediterranea’nin Real-Time PCR ile tanisi
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Protocol

ASH | Pseudomonas viridiflava

15.22

Pith Necrosis

A9M | Negative Control

00.00

Pith Necrosis

Sekil 4.8. Pseudomonas viridiflava’nin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
. . Pith necrosis
A8M | Dickeya chrysanthemi 85.36 SYBR-melt

Sekil 4.9. Dickeya chrysanthemi’nin SYBR Green-melt grafigi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
ATH Pectobacterium carotovorum subsp. 84.12 Pith necrosis
carotovorum SYBR-melt

Sekil 4.10. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un SYBR Green-melt
grafigi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
. .. Pith necrosis
Ab Pseudomonas cichorii 87.97 SYBR-melt

Sekil 4.11. Pseudomonas cichorii’nin SYBR Green-melt grafigi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
Pith necrosis
A5H | Pseudomonas corrugata 87.8 SYBR-melt

Sekil 4.12. Pseudomonas corrugata’nin SYBR Green-melt grafigi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
Pith necrosis
A2M | Pseudomonas fluorescens 85.73 SYBR-melt
Sekil 4.13. Pseudomonas fluorescens’in SYBR Green-melt grafigi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
. Pith necrosis
A2l | Pseudomonas mediterranea 89.31 SYBR-melt

Sekil 4.14. Pseudomonas mediterranea’nin SYBR Green-melt grafigi
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Site ID | Sample ID Melt Peak Protocol
. Pith necrosis
AS5M | Pseudomonas viridiflava 84.7 SYBR-melt

Sekil 4.15. Pseudomonas viridiflava’nin SYBR Green-melt grafigi

4.3. Real-Time PCR ile Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava
Strainlerinin Tams1

Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin Real-Time PCR ile tanisini
gerceklestirmek igin kiltiir koleksiyonunda yer alan yerli ve yabanci Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainleri kullanilarak primerler ve problarin
strainlere spesifikligi test edilmistir. Tasarlanan primerler ve problarin Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin farkli strainlerine de spesifik oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil
4.22).
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A9M | DSM-4610 18.27 Pith Necrosis
Al0M | HBDC1 18.43 Pith Necrosis
All HBDC2 18.56 Pith Necrosis
Al12H | HBDC3 18.44 Pith Necrosis
Al3 HBDC4 18.33 Pith Necrosis
Al4M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.16. Dickeya chrysanthemi Strainlerinin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
ASH | DSM-30168 15.44 Pith Necrosis
A9 HBPCC1 15.78 Pith Necrosis
A10M | HBPCC2 15.92 Pith Necrosis
Al1M | HBPCC3 15.82 Pith Necrosis
Al2H | HBPCC4 15.81 Pith Necrosis
A13H | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.17. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum Strainlerinin Real-Time
PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
AlE | DSM-50259 17.00 P. cichorii
A2l | HBCIC1 17.87 P. cichorii
A3 HBCIC2 17.36 P. cichorii
A5H | HBCIC3 17.59 P. cichorii
A6 HBCIC4 17.66 P. cichorii
A7H | Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.18. Pseudomonas cichorii Strainlerinin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

AlE | ICMP-5819 20.92 Pith Necrosis
A2l | BPIC-870 20.30 Pith Necrosis
A3 CFBP-2431 20.75 Pith Necrosis
A5HE | HBPC1 21.69 Pith Necrosis
A6 HBPC2 22.30 Pith Necrosis
ATH | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.19. Pseudomonas corrugata Strainlerinin Real-Time PCR ile tanis1
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
AlM | 9.1.6 Makedonya 20.25 Pith Necrosis
A2l | 11.1.1 Makedonya 20.40 Pith Necrosis
A3 HBPF1 20.29 Pith Necrosis
ASHE | HBPF2 19.65 Pith Necrosis
A6 HBPF3 20.76 Pith Necrosis
A7H | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.20. Pseudomonas fluorescens Strainlerinin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
ASH | DSM-16733 25.44 P. mediterranea
A9 CFBP-5404 25.29 P. mediterranea
Al10M | CFBP-5447 25.34 P. mediterranea
Alll | HBPM1 25.16 P. mediterranea
Al12H | HBPM2 25.20 P. mediterranea
A13M | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.21. Pseudomonas mediterranea Strainlerinin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID Sample ID FAM Ct | Protocol
A8H | DSM-11124 15.46 Pith Necrosis
A9 LMG-2352 15.20 Pith Necrosis
Al10M | LMG-2353 15.84 Pith Necrosis
AllE | HBPV1 15.45 Pith Necrosis
Al2E | HBPV2 15.78 Pith Necrosis
A13M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.22. Pseudomonas viridiflava Strainlerinin Real-Time PCR ile tanis1
4.4, Primerler ve Problarin Saf DNA’dan Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primerler ve problarin genomik DNA’dan hassasiyetini
belirlemek i¢in Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’dan izole edilen
genomik DNA’nin 6nce nanogram diizeyinde devaminda pikogram diizeyinde
olgtimleri yapilmistir. Pikogram diizeyindeki 6lgtimlerde yaklasik 50 pg, 40 pg, 30 pg,
20 pg ve 10 pg olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Yapilan calisma sonucunda
patojenlerin tespitinde kullanilan primer ve prob setlerinin genomik DNA’dan tespit
limiti Dickeya chrysanthemi i¢in 12 pg, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum igin 11 pg, Pseudomonas cichorii i¢in 14 pg, Pseudomonas corrugata igin
14 pg, Pseudomonas fluorescens i¢in 14 pg, Pseudomonas mediterranea igin 13 pg ve
Pseudomonas viridiflava i¢in 12 pg olarak tespit edilmistir (Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil
4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29).
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1l | 55 pg (Dc) 16.99 Pith Necrosis
A2l | 42 pg 17.20 Pith Necrosis
A3 32 pg 19.41 Pith Necrosis
ASH | 21 pg 20.05 Pith Necrosis
Ab 12 pg 20.14 Pith Necrosis
A7H | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.23. Dickeya chrysanthemi’nin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin saf
DNA’dan hassasiyeti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A8H | 51 pg (Pcc) 12.27 Pith Necrosis
A9 43 pg 14.21 Pith Necrosis
Al0M | 34 pg 15.41 Pith Necrosis
Al1N | 22 pg 15.94 Pith Necrosis
Al2H | 11 pg 15.14 Pith Necrosis
AL13M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.24. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un tespitinde kullanilan
primer ve prob setinin saf DNA’dan hassasiyeti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | 52 pg (Pcic) 15.64 P. cichorii
A2l | 41pg 18.35 P. cichorii
A3 34 pg 20.99 P. cichorii
ASH | 23 pg 19.40 P. cichorii
A6 14 pg 21.67 P. cichorii
A7H | Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.25. Pseudomonas cichorii’nin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin saf

DNA’dan hassasiyeti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1E | 55 pg (Pc) 21.47 Pith Necrosis
A2l | 43 pg 21.55 Pith Necrosis
A3 31 pg 21.86 Pith Necrosis
ASH | 22 pg 21.15 Pith Necrosis
A6 14 pg 22.43 Pith Necrosis
AT7H | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.26. Pseudomonas corrugata’nin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin saf
DNA’dan hassasiyeti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A2M | 54 pg (Pf) 15.81 Pith Necrosis
A3 44 ng 16.76 Pith Necrosis
ASH | 33 pg 16.23 Pith Necrosis
Ab 21 pg 16.61 Pith Necrosis
A7H | 14pg 17.29 Pith Necrosis
A8M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.27. Pseudomonas fluorescens’in tespitinde kullanilan primer ve prob setinin saf

DNA’dan hassasiyeti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al1M | 50 pg (Pm) 19.76 P. mediterranea
A2l | 42 pg 19.47 P. mediterranea
A3 34 pg 20.52 P. mediterranea
ASH | 21 pg 19.78 P. mediterranea
A6 13 pg 20.60 P. mediterranea
A7H | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.28. Pseudomonas mediterranea’nin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin
saf DNA’dan hassasiyeti

80




1 171mep1ps| 196,22
4007

o 3007

o

= !

Q

o 200-

o -

S 100- S
(18

0.0 = -
G L —1
-100- . ;
10 20 30
Cycles

Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A9 54 pg (Pv) 17.82 Pith Necrosis
Al10M | 43 pg 21.19 Pith Necrosis
Alll | 35pg 18.81 Pith Necrosis
Al2ME | 22 pg 19.78 Pith Necrosis
Al13E | 12pg 23.22 Pith Necrosis
Al4 Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.29. Pseudomonas viridiflava’nin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin saf
DNA’dan hassasiyeti

4.5. Direkt Bakteriden Primerler ve Problarin Hassasiyeti

Direkt bakteriden yapilan hassasiyet calismasinda ¢alisma sonucunda, Real-
Time PCR ile Dickeya chrysanthemi’nin direkt bakteriyel hiicreden tespit limiti 2 hiicre
olarak bulunurken Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un 4 hiicre,
Pseudomonas cichorii’nin 4 hiicre, Pseudomonas corrugata’nin 4 hiicre, Pseudomonas
fluorescens’in 5 hiicre, Pseudomonas mediterranea’nin 5 hiicre ve Pseudomonas
viridiflava’nin 2 hiicre (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Cizelge 4.5,
Cizelge 4.6, Cizelge 4.7) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34,
Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38).

Bu isleme es zamanli olarak NA besi ortamina yapilan inokiilasyon sonrasi
Dickeya chrysanthemi’nin tespit limiti mililitrede 2 canli bakteri hiicresi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un 4, Pseudomonas cichorii’nin 4,
Pseudomonas corrugata’nin 4, Pseudomonas fluorescens’in 5, Pseudomonas
mediterranea’nin 5 ve Pseudomonas viridiflava’nin 2 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.30, Sekil 4.31).
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Cizelge 4.1. Real-Time PCR ile ve Dickeya chrysanthemi’nin direkt bakteriyel hiicreden
tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu Bakteri sayilar1 (cfu/ml)

Konsantrasyon FAM (Ct)

Dickeya chrysanthemi Dickeya chrysanthemi x std P/N

Stok 15.47 * * * - - +

10" 17.71 * * * - - +

10” 20.25 * * * - - +

10° 19.93 * * * - - +

10* 20.36 1100 1108 1104 1104  3.26 +

10° 19.80 176 182 178 1786  2.49 +

10° 20.16 10 15 11 12 2.16 +

107 20.09 1 2 2 1.6 0.47 +

10°® 00.00 0 0 0 0 0 -

10° 00.00 0 0 0 0 0 -

10 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama

Cizelge 4.2. Real-Time PCR ile Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un
direkt bakteriyel hiicreden tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu

Konsantrasyon FAM (Ct) Bakteri sayilar: (cfu/ml)
P. carotovorum subsp. P. carotovorum subsp. x std P/N
carotovorum carotovorum
Stok 13.36 * * * - - +
10" 16.16 * * * - - +
10 17.43 * * * - - +
10° 17.44 * * * - - +
10 17.60 1435 1431 1439 1435 331 +
10° 17.53 152 145 150 149 2.94 +
10° 17.78 24 20 25 23 2.16 +
107 17.60 5 4 4 4.3 0.47 +
10°® 00.00 0 0 0 0 0 -
10° 00.00 0 0 0 0 0 -
10" 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama
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Cizelge 4.3. Real-Time PCR ile Pseudomonas cichorii’nin direkt bakteriyel hiicreden
tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu Bakteri sayilar1 (cfu/ml)

Konsantrasyon FAM (Ct)

Pseudomonas cichorii Pseudomonas cichorii x std P/N

Stok 18.19 * * * - - +

10 20.75 * * * - - +

10 27.83 * * * - - +

10° 23.54 * * * - - +

10* 30.59 2145 2138 2150 21443 4.92 +

10° 22.64 267 253 265 261.7 6.18 +

10°® 23.20 26 25 28 263  4.67 +

107 31.86 4 4 5 43 0.47 +

10°® 00.00 0 0 0 0 0 -

10°° 00.00 0 0 0 0 0 -

100 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama

Cizelge 4.4. Real-Time PCR ile Pseudomonas corrugata’nin direkt bakteriyel hiicreden
tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu Bakteri sayilar: (cfu/ml)

Konsantrasyon FAM (Ct)
Pseudomonas corrugata Pseudomonas corrugata X std P/N
Stok 21.87 * * * - - +
10" 22.12 * * * - ] +
10? 22.61 * * * - ] +
10° 24.70 * * * - ] +
10* 22.93 917 922 913 9173  3.68 +
10° 22.92 95 98 92 95 2.44 +
10°® 22.41 18 21 15 18 2.44 +
107 22.78 4 5 4 4.3 0.47 +
10°® 00.00 0 0 0 0 0 -
10° 00.00 0 0 0 0 0 -
10" 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama
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Cizelge 4.5. Real-Time PCR ile Pseudomonas fluorescens’in direkt bakteriyel hiicreden
tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu Bakteri sayilar1 (cfu/ml)

Konsantrasyon FAM (Ct)

Pseudomonas fluorescens  Pseudomonas fluorescens x std P/N

Stok 00.00 * * * - - -

10" 15.50 * * * - - +

10 16.61 * * * - - +

107 16.84 * * * . _ +

10* 17.68 2440 2421 2433 24313 7.84 +

10° 17.60 354 348 357 353 374 +

10° 16.73 42 36 47 416  4.49 +

107 17.89 5 4 5 46 0.48 +

10°® 00.00 0 0 0 0 0 -

10° 00.00 0 0 0 0 0 -

10 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama

Cizelge 4.6. Real-Time PCR ile Pseudomonas mediterranea’nin direkt bakteriyel
hiicreden tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu

Konsantrasyon FAM (Ct) Bakteri sayilari (cfu/ml)
Pseudomonas mediterranea  Pseudomonas mediterranea x std P/N
Stok 24.63 * * * - - +
10" 24.29 * * * - - +
10 25.24 * * * - - +
10° 24.37 * * * - - +
10* 25.68 1987 1979 1985 1983  3.46 +
10° 25.19 214 211 220 215 3.74 +
10° 24.73 27 24 31 273 286 +
107 24.83 5 5 6 5.3 0.47 +
108 00.00 0 0 0 0 0 -
10° 00.00 0 0 0 0 0 -
101 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

x: Aritmetik ortalama
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Cizelge 4.7. Real-Time PCR ile Pseudomonas viridiflava’nin direkt bakteriyel hiicreden
tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu Bakteri sayilari (cfu/ml)

Konsantrasyon FAM (Ct)

Pseudomonas viridiflava  Pseudomonas viridiflava x std P/N

Stok 14.73 * * * - - +

10 16.96 * * * - - +

102 17.96 * * * - - +

10° 23.93 * * * - - +

10* 21.33 1015 1021 1025 10203 4.10 +

10° 21.36 127 131 134 130.6  3.04 +

10® 24.39 20 16 17 17.7 1.7 +

107 21.47 2 1 2 1.6 0.47 +

108 00.00 0 0 0 0 0 -

10° 00.00 0 0 0 0 0 -

10 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif Kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

X: Aritmetik ortalama

Sekil 4.30. Dickeya chrysanthemi (A), P. carotovorum subsp. carotovorum (B),
Pseudomonas cichorii (C), Pseudomonas corrugata (D) Bakteri hassasiyet
calismasinda NA besi ortammda 107 seyreltmede tespit edilen en az
bakterinin tespiti (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.4)
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Sekil 4.31. Pseudomonas fluorescens (E), Pseudomonas mediterranea (F) ve
Pseudomonas viridiflava (G) Bakteri hassasiyet ¢alismasinda NA besi

ortaminda 107 seyreltmede tespit edilen en az bakterinin tespiti (Cizelge
4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7)
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al1M | Stock Solution (Dc) 15.47 Pith Necrosis
A2l | 107 17.71 Pith Necrosis
A3 107 20.25 Pith Necrosis
ASH | 103 19.93 Pith Necrosis
A6 10™ 20.36 Pith Necrosis
A7H | 10° 19.80 Pith Necrosis
ASH | 10° 20.16 Pith Necrosis
A9 | 107 20.09 Pith Necrosis
A10M | 10°® 00.00 Pith Necrosis
Al1M | 10° 00.00 Pith Necrosis
Al2mE | 107 00.00 Pith Necrosis
A13H | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.32. Dickeya chrysanthemi’nin bakteri hassasiyet tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Stock Solution (Pcc) 13.36 Pith Necrosis
A2m | 10* 16.16 Pith Necrosis
A3m | 107 17.43 Pith Necrosis
A5SH | 10° 17.44 Pith Necrosis
A6 | 10 17.60 Pith Necrosis
A7H | 10° 17.53 Pith Necrosis
ASH | 10° 17.78 Pith Necrosis
A9 107 17.60 Pith Necrosis
AlOM | 108 00.00 Pith Necrosis
AllM | 10° 00.00 Pith Necrosis
Al2M | 101 00.00 Pith Necrosis
A13M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.33. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum’un bakteri hassasiyet
tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Stock Solution (P.cic) 18.19 P. cichorii
A2l | 10¢ 20.75 P. cichorii
A3l | 10? 27.83 P. cichorii
A5H | 10° 23.54 P. cichorii
A6 | 10 30.59 P. cichorii
A7H | 10° 22.64 P. cichorii
ASH | 10°® 23.20 P. cichorii
A9 | 107 31.86 P. cichorii
Alom | 10°® 00.00 P. cichorii
AllM | 10° 00.00 P. cichorii
AL2HE | 10 00.00 P. cichorii
A13H | Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.34. Pseudomonas cichorii’nin bakteri hassasiyet tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
AS5HE | Stock Solution (Pc) 21.87 Pith Necrosis
A6l | 10" 22.12 Pith Necrosis
A7H | 107 22.61 Pith Necrosis
AsH | 107 24.70 Pith Necrosis
A9 10* 22.93 Pith Necrosis
Al0M | 10° 22.92 Pith Necrosis
AllM | 10° 22.41 Pith Necrosis
Al210 | 107 22.78 Pith Necrosis
Al3M | 10® 00.00 Pith Necrosis
Al4m | 10° 00.00 Pith Necrosis
Al5H | 10" 00.00 Pith Necrosis
Al16M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.35. Pseudomonas corrugata’nin bakteri hassasiyet tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Stock Solution (Pf) 00.00 Pith Necrosis
A2m | 10* 15.50 Pith Necrosis
A3M | 107 16.61 Pith Necrosis
AsH | 107 16.84 Pith Necrosis
A6 | 10™ 17.68 Pith Necrosis
A7H | 10° 17.60 Pith Necrosis
ASH | 10° 16.73 Pith Necrosis
A9 107 17.89 Pith Necrosis
AlOM | 10°® 00.00 Pith Necrosis
Allm | 10° 00.00 Pith Necrosis
AL2ME | 10% 00.00 Pith Necrosis
A13M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.36. Pseudomonas fluorescens’in bakteri hassasiyet tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Stock Solution (Pm) 24.63 P. mediterranea
A2l | 10T 24.29 P. mediterranea
A3l | 102 25.24 P. mediterranea
ASH | 103 24.37 P. mediterranea
A6 | 10 25.68 P. mediterranea
A7H | 10° 25.19 P. mediterranea
ASH | 10° 24.73 P. mediterranea
A9 107 24.83 P. mediterranea
AlOM | 10 00.00 P. mediterranea
Al1M | 10° 00.00 P. mediterranea
AL2M | 101 00.00 P. mediterranea
A13M | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.37. Pseudomonas mediterranea’nin bakteri hassasiyet tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al1M | Stock Solution (Pv) 14.73 Pith Necrosis
A2l | 10T 16.96 Pith Necrosis
A3m | 107 17.96 Pith Necrosis
A5H | 10° 23.93 Pith Necrosis
A6 10* 21.33 Pith Necrosis
A7H | 10° 21.36 Pith Necrosis
ASH | 10° 24.39 Pith Necrosis
A9 | 107 21.47 Pith Necrosis
AlOM | 108 00.00 Pith Necrosis
AllM | 10° 00.00 Pith Necrosis
Al2E | 10 00.00 Pith Necrosis
A13M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.38. Pseudomonas viridiflava’nin bakteri hassasiyet tespiti
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4.6. Primerler ve Probun Seciciligi

Oz nekrozu patojenlerinin tan1 ve tespiti icin tasarlanan primerler ve problarm
seciciligini test etmek amaciyla, gelistirilen primerler problar kullanilarak 6z nekrozu
patojeni bakteriler (Cizelge 3.2) ve diger bitki patojeni bakteriler (Cizelge 3.3) ile Real-
Time PCR islemi gerceklestirilmistir. Islem sonucunda Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava i¢in tasarlanan primer prob setlerinin sadece Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava bakterilerine spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.39, Sekil 4.40, Sekil
4.41, Sekil 4.42, Sekil 4.43, Sekil 4.44, Sekil 4.45, Sekil 4.46, Sekil 4.47, Sekil 4.48,
Sekil 4.49, Sekil 4.50, Sekil 4.51, Sekil 4.52).
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
ASHE | D. chrysanthemi 14.49 Pith Necrosis
Ab P. corrugata 00.00 Pith Necrosis
AT7HE | P. mediterranea 00.00 Pith Necrosis
A8HM | P. fluorescens 00.00 Pith Necrosis
A9 P. viridiflava 00.00 Pith Necrosis
Al10M | P. cichorii 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P. carotovorum subsp. carotovorum 00.00 Pith Necrosis
A12M | Negatif Kontrol 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.39. Dickeya chrysanthemi strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger 6z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al1M | Dickeya chrysanthemi 19.52 Pith Necrosis
A2l | Acidovorax citrulli 00.00 Pith Necrosis
A3 Bacillus subtilis 00.00 Pith Necrosis
A5 | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 Pith Necrosis
Ab Erwinia amylovora 00.00 Pith Necrosis
A7H | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 00.00 Pith Necrosis
A8M | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 Pith Necrosis
A9 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 00.00 Pith Necrosis
A10M | Rhizobium vitis 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P.syringae pv. phaseolicola 00.00 Pith Necrosis
Al2M | Xylella fastidiosa 00.00 Pith Necrosis
A13M | P.syringae pv. syringae 00.00 Pith Necrosis
All X. campestris pv. campestris 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.40. Dickeya chrysanthemi strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A8HM | P. carotovorum subsp. carotovorum 21.43 Pith Necrosis

A9 P. corrugata 00.00 Pith Necrosis
A10M | P. mediterranea 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P. fluorescens 00.00 Pith Necrosis
Al2M | P.viridiflava 00.00 Pith Necrosis
A13M | P.cichorii 00.00 Pith Necrosis
Al4 D. chrysanthemi 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negatif Kontrol 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.41. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strainlerinin tespiti igin
tasarlanan primer ve prob setinin diger 6z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine
kars1 spesifikliginin belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

Al1M | P. carotovorum subsp. carotovorum 17.31 Pith Necrosis

A2l | Acidovorax citrulli 00.00 Pith Necrosis

A3 Bacillus subtilis 00.00 Pith Necrosis

ASHE | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 Pith Necrosis

A6 Erwinia amylovora 00.00 Pith Necrosis

AT7HE | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 00.00 Pith Necrosis

A8HM | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 Pith Necrosis

A9 X. axonopodis pv. vesicatoria 00.00 Pith Necrosis
A10M | Rhizobium vitis 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P.syringae pv. phaseolicola 00.00 Pith Necrosis
Al12M | Xylella fastidiosa 00.00 Pith Necrosis
A13M | P. syringae pv. syringae 00.00 Pith Necrosis
Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.42. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strainlerinin tespiti igin
tasarlanan primer ve prob setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine karsi
spesifikliginin belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A9M | P. cichorii 22.49 P. cichorii
Al0 P. corrugata 00.00 P. cichorii
Al1M | P. mediterranea 00.00 P. cichorii
Al2 P. fluorescens 00.00 P. cichorii
A13M | P.viridiflava 00.00 P. cichorii
Al4M | P. carotovorum subsp. carotovorum 00.00 P. cichorii
Al5 D. chrysanthemi 00.00 P. cichorii
Al6M | Negatif Kontrol 00.00 P. cichorii

Sekil 4.43. Pseudomonas cichorii strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger 6z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

AlB | Pseudomonas cichorii 21.37 P. cichorii
A2M | Acidovorax citrulli 00.00 P. cichorii
A3 Bacillus subtilis 00.00 P. cichorii
AS5H | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 P. cichorii
A6 Erwinia amylovora 00.00 P. cichorii
A7H | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 00.00 P. cichorii
A8H | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 P. cichorii
A9 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | 00.00 P. cichorii

A10M | Rhizobium vitis 00.00 P. cichorii

Al1M | P. syringae pv. phaseolicola 00.00 P. cichorii

Al12M | Xylella fastidiosa 00.00 P. cichorii

A13M | P. syringae pv. syringae 00.00 P. cichorii

Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 P. cichorii

A15H | Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.44. Pseudomonas cichorii strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
tirlerine kars1  spesifikliginin

setinin diger bitki patojeni bakteri

belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A9H | P. corrugata 23.70 Pith Necrosis
Al0M | P. mediterranea 00.00 Pith Necrosis
All P. fluorescens 00.00 Pith Necrosis
Al2M | P.viridiflava 00.00 Pith Necrosis
Al3 P. cichorii 00.00 Pith Necrosis
Al4M | P. carotovorum subsp. carotovorum 00.00 Pith Necrosis
Al15M | D. chrysanthemi 00.00 Pith Necrosis
Al6 Negatif Kontrol 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.45. Pseudomonas corrugata strainlerinin tespiti igin tasarlanan primer ve prob
setinin diger 6z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1M | P. corrugata 22.72 Pith Necrosis
A2l | Acidovorax citrulli 00.00 Pith Necrosis
A3 Bacillus subtilis 00.00 Pith Necrosis
ASH | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 Pith Necrosis
Ab Erwinia amylovora 00.00 Pith Necrosis
AT7H | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 00.00 Pith Necrosis
A8HM | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 Pith Necrosis
A9 X. axonopodis pv. vesicatoria 00.00 Pith Necrosis
A10M | Rhizobium vitis 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P.syringae pv. phaseolicola 00.00 Pith Necrosis
Al12M | Xylella fastidiosa 00.00 Pith Necrosis
A13M | P.syringae pv. syringae 00.00 Pith Necrosis
Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.46. Pseudomonas corrugata strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A8M | P. fluorescens 18.97 Pith Necrosis

A9 P. corrugata 00.00 Pith Necrosis
A10M | P. mediterranea 00.00 Pith Necrosis
All1M | P.viridiflava 00.00 Pith Necrosis
Al12M | P. cichorii 00.00 Pith Necrosis
A13M | P. carotovorum subsp. carotovorum 00.00 Pith Necrosis
Al4 D. chrysanthemi 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negatif Kontrol 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.47. Pseudomonas fluorescens strainlerinin tespiti igin tasarlanan primer ve prob
setinin diger 6z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
Al1M | Pseudomonas fluorescens 21.37 Pith Necrosis
A2l | Acidovorax citrulli 00.00 Pith Necrosis
A3 Bacillus subtilis 00.00 Pith Necrosis
ASHE | C. michiganensis subsp. michiganensis | 00.00 Pith Necrosis
A6 Erwinia amylovora 00.00 Pith Necrosis
A7H | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 00.00 Pith Necrosis
A8HM | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 Pith Necrosis
A9 X. axonopodis pv. vesicatoria 00.00 Pith Necrosis
A10M | Rhizobium vitis 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P.syringae pv. phaseolicola 00.00 Pith Necrosis
Al2M | Xylella fastidiosa 00.00 Pith Necrosis
A13M | P.syringae pv. syringae 00.00 Pith Necrosis
Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.48. Pseudomonas fluorescens strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin belirlenmesi

103



27.31
100
8
§ 60
g -‘30.0 -
E 20
T L —_—
w= ———
10 20 30
Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A9M | P. mediterranea 27.31 P. mediterranea
Al10 P. corrugata 00.00 P. mediterranea
Al1M | P. fluorescens 00.00 P. mediterranea
Al2 P. viridiflava 00.00 P. mediterranea
Al13M | P. cichorii 00.00 P. mediterranea
Al4M | P. carotovorum subsp. carotovorum 00.00 P. mediterranea
Al5 D. chrysanthemi 00.00 P. mediterranea
A16M | Negatif Kontrol 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.49. Pseudomonas mediterranea strainlerinin tespiti igin tasarlanan primer ve
prob setinin diger 6z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine kars1 spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
AlE | P. mediterranea 26.52 P. mediterranea
A2l | Acidovorax citrulli 00.00 P. mediterranea
A3 Bacillus subtilis 00.00 P. mediterranea
ASHE | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 P. mediterranea
A6 Erwinia amylovora 00.00 P. mediterranea
A7H | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 00.00 P. mediterranea
A8H | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 P. mediterranea
A9 X. axonopodis pv. vesicatoria 00.00 P. mediterranea
A10M | Rhizobium vitis 00.00 P. mediterranea
Al1M | P. syringae pv. phaseolicola 00.00 P. mediterranea
Al12M | Xylella fastidiosa 00.00 P. mediterranea
A13M | P. syringae pv. syringae 00.00 P. mediterranea
Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 P. mediterranea
A15M | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.50. Pseudomonas mediterranea strainlerinin tespiti igin tasarlanan primer ve
prob setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

A9 | P.viridiflava 16.29 Pith Necrosis
Al0 P. corrugata 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P. mediterranea 00.00 Pith Necrosis
Al2 P. fluorescens 00.00 Pith Necrosis
Al13M | P. cichorii 00.00 Pith Necrosis
Al4M | P. carotovorum subsp. carotovorum 00.00 Pith Necrosis
Al5 D. chrysanthemi 00.00 Pith Necrosis
Al16M | Negatif Kontrol 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.51. Pseudomonas viridiflava strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger 0z nekrozu patojeni bakteri tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
AlB | Pseudomonas viridiflava 14.72 Pith Necrosis
A2l | Acidovorax citrulli 00.00 Pith Necrosis
A3 Bacillus subtilis 00.00 Pith Necrosis
A5HE | C. michiganensis subsp. michiganensis 00.00 Pith Necrosis
A6 Erwinia amylovora 00.00 Pith Necrosis
A7H | Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi | 00.00 Pith Necrosis
A8M | Pseudomonas tomato pv. tomato 00.00 Pith Necrosis
A9 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria | 00.00 Pith Necrosis
A10M | Rhizobium vitis 00.00 Pith Necrosis
Al1M | P. syringae pv. phaseolicola 00.00 Pith Necrosis
Al12M | Xylella fastidiosa 00.00 Pith Necrosis
A13M | P. syringae pv. syringae 00.00 Pith Necrosis
Al4 X. campestris pv. campestris 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.52. Pseudomonas viridiflava strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob
setinin diger bitki patojeni bakteri tiirlerine kars1 spesifikliginin
belirlenmesi

4.7. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR yontemi ile hem canli ve hem de 6lii bakterilerin tespiti
miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle bu c¢alismada yalniz canli Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava strainlerinin tespitlerini gergeklestirmek amaciyla Real-Time Bio-PCR iglemi
gerceklestirilmistir. Stok, 10, 10 ve 10 seviyeleri ile yapilan Real-Time Bio-PCR
islemi sonucunda patojenler tespit edilebilmistir. (Sekil 4.53, Sekil 4.54, Sekil 4.55,
Sekil 4.56, Sekil 4.57, Sekil 4.58, Sekil 4.59).
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1l | Stock Solution (Dc) 21.16 Pith Necrosis
A2m | 10" 21.30 Pith Necrosis
A3m | 102 20.29 Pith Necrosis
ASH | 10° 20.24 Pith Necrosis
A6 Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.53. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Dickeya chrysanthemi straininin

tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
Al12H | Stock Solution (Pcc) 16.44 Pith Necrosis
A13M | 10" 16.15 Pith Necrosis
Al410 | 107 15.68 Pith Necrosis
Al5H | 10° 15.82 Pith Necrosis
Al16M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.54. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum straininin tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1 | Stock Solution (Pcic) 21.37 P. cichorii
A2m | 10™ 23.43 P. cichorii
A3l | 107 24.71 P. cichorii
ASH | 10° 23.96 P. cichorii
Ab Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.55. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Pseudomonas cichorii straininin

tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
Al1M | Stock Solution (Pc) 21.13 Pith Necrosis
A2m | 10" 22.29 Pith Necrosis
A3 10° 22.14 Pith Necrosis
ASH | 107 23.15 Pith Necrosis
A6 Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.56. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Pseudomonas corrugata straininin

tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al12M | Stock Solution (Pf) 18.53 Pith Necrosis
Al3M | 10* 18.34 Pith Necrosis
Al4l | 102 19.18 Pith Necrosis
Al5H | 10° 19.38 Pith Necrosis
Al6M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.57. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Pseudomonas fluorescens straininin

tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al12M | Stock Solution (Pm) 26.61 P. mediterranea
Al3MW | 10" 26.32 P. mediterranea
Al4 | 107 26.61 P. mediterranea
Al5H | 107 26.39 P. mediterranea
Al16M | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.58. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Pseudomonas mediterranea
straininin tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A1M | Stock Solution (Pv) 14.85 Pith Necrosis
A2m | 10* 14.59 Pith Necrosis
A3m | 107 15.22 Pith Necrosis
A5H | 10° 18.53 Pith Necrosis
A6 Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.59. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli Pseudomonas viridiflava straininin
tespiti

4.8. Real-Time PCR ile Hastahkh Bitki Dokularindan Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea
ve Pseudomonas viridiflava’nin Tespiti

Oz nekrozu hastaligi belirtilerin gozlenmesi etmenlere gore degisiklik
gostermistir. Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava etmenlerinin domates
bitkilerine inokulasyonundan bir ay sonra meydana getirdigi simptomlar Sekil 4.60’de
gosterilmigtir.

Domates yetistiriciliginde triin ve kalite kayiplarma sebep olan Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin hastalikli bitki dokularindan erken tanisi
ve tespiti i¢in Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.61, Sekil 4.62, Sekil
4.63, Sekil 4.64, Sekil 4.65, Sekil 4.66, Sekil 4.67).
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Sekil 4.60. Oz nekrozu etmenlerinin domates bitkilerine inokulasyonundan bir ay sonra
govdede meydana getirdigi simptomlar A. Dickeya chrysanthemi (6z

nekrozu),

B. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, (6z

nekrozu) C. Pseudomonas cichorii (6z nekrozu ve govde lekeleri), D.
Pseudomonas corrugata (6z nekrozu), E. Pseudomonas fluorescens (6z
nekrozu), F. Pseudomonas mediterranea (6z nekrozu), G. Pseudomonas
viridiflava (6z nekrozu)
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol

Al B | Pith Necrosis Stock Solution (Dc) 17.20 Pith Necrosis
A2 W | Pith Necrosis Solution 10™ (Dc) 17.80 Pith Necrosis
A3 H | Plant DNA 00.00 Pith Necrosis
A5 B | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.61. Tasarlanan primer ve prob seti ile Dickeya chrysanthemi straininin enfekteli
bitki dokusundan tespiti
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Site ID Sample ID FAM Ct | Protocol
A12M | Pith Necrosis Stock Solution (Pcc) 16.34 Pith Necrosis
A13M | Pith Necrosis Solution 10™ (Pcc) 16.23 Pith Necrosis
Al4 Plant DNA 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.62. Tasarlanan primer ve prob seti ile P. carotovorum subsp. carotovorum
straininin enfekteli bitki dokusundan tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
ATH | Pith Necrosis Stock Solution (Pcic) 20.26 P. cichorii
ASH | Pith Necrosis Solution 10 (Pcic) 20.58 P. cichorii
A9 Plant DNA 00.00 P. cichorii
A10M | Negative Control 00.00 P. cichorii

Sekil 4.63. Tasarlanan primer ve prob seti ile Pseudomonas cichorii straininin enfekteli
bitki dokusundan tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

Al B | Pith Necrosis Stock Solution (Pc) 21.25 Pith Necrosis
A2 | | Pith Necrosis Solution 10 (Pc) 21.49 Pith Necrosis
A3 Plant DNA 00.00 Pith Necrosis
A5 B | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.64. Tasarlanan primer ve prob seti ile Pseudomonas corrugata straininin

en

fekteli bitki dokusundan tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
Al12M | Pith Necrosis Stock Solution (Pf) 19.37 Pith Necrosis
A13M | Pith Necrosis Solution 10" (Pf) 19.69 Pith Necrosis
Al4 Plant DNA 00.00 Pith Necrosis
A15M | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.65. Tasarlanan primer ve prob seti ile Pseudomonas

en

fekteli bitki dokusundan tespiti
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A7H | Pith Necrosis Stock Solution (Pm) 25.61 P. mediterranea
ASH | Pith Necrosis Solution 10™ (Pm) 25.16 P. mediterranea
A9 Plant DNA 00.00 P. mediterranea
A10M | Negative Control 00.00 P. mediterranea

Sekil 4.66. Tasarlanan primer ve prob seti ile Pseudomonas mediterranea straininin
enfekteli bitki dokusundan tespiti
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Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol

Al B | Pith Necrosis Stock Solution (Pv) 16.09 Pith Necrosis
A2 | | Pith Necrosis Solution 10 (Pv) 16.31 Pith Necrosis
A3 Plant DNA 00.00 Pith Necrosis
A5 B | Negative Control 00.00 Pith Necrosis

Sekil 4.67. Tasarlanan primer ve prob seti ile Pseudomonas viridiflava straininin
enfekteli bitki dokusundan tespiti
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5. TARTISMA

Icerdigi cesitli mineral ve vitaminler ile insan sagh@ igin yararh gida
maddelerinden biri olan domates Diinya’da yaygin olarak iiretimi yapilan ve severek
tilketilen en 6nemli sebze tiirlerinden biridir. Son yillarda iiretimi ve Oonemi gittikge
artan ve TUreticiye iyi gelir saglayan domates hem tarla hemde ortii alt1 sebze
yetistiriciliginde en fazla {retilen sebzelerin basinda gelmektedir. Seralarda
yetistiriciligi yapilan sebze tiirleri arasinda domates %47’lik payla ilk sirada yer
almaktadir.

Domates tiretim ve pazarlama esnasinda karsilasilan bir ¢ok problemlerinin yant
sira domates hastaliklar1 ve ozellikle bakteriyel hastaliklar 6nemli iiriin kayiplarina
neden olmaktadir. Domates yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Akdeniz
Bolgesi’nde goriilen hastaliklar icerisinde ozellikle 6z nekrozu, bakteriyel kanser,
bakteriyel leke, bakteriyel benek ve yumusak c¢iiriikliik etmenleri tarafindan olusturulan
bakteriyel hastaliklar 6nemli kayiplara neden olmaktadir (Basim ve Oztiirk 2000).
Domateslerde 6z nekrozu hastaligimin ciddi iriin  kayiplarina sebep olmasi,
yetistiricilikten kaynaklanan hatalar, ortii alti domates yetistiriciliginin yapildig1 sera
kosullarinin uygun olmamasi, sera i¢i nemin ayarlanamamasi ve sera i¢i nemin 6zellikle
kis ve erken bahar aylarinda oldukca yiiksek olmasi, iireticilerin kiiltiirel onlemlere ve
sterilizasyona gereken 6nemi vermemeleri, yaprak budamasi ve koltuk alma islemlerini
takiben koruyucu bakterisitlerin kullanilmamasi, kullaniminin yetersiz veya zamaninda
olmamasi gibi faktorlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica, farkli bakteri tiirlerinin 6z
nekrozu hastaligina sebep olmasi da hastaligin ciddi {iriin kayiplarina yol agmasina katki
saglamaktadir (Basim ve Oztiirk 2000, Basim ve Yilmaz 2005).

Domates yetistiriciliginde goriilen bakteriyel hastalik etmenlerinden domates
bakteriyel 6z nekrozu hastalik etmenleri diger bakteriyel patojenlere oranla daha yogun
olarak goriilmekte ve biiyiikk ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Basim ve Yilmaz
2005, Catara 2007).

Domates 6z nekrozu hastaligi, domates bitkilerinde diizensiz gévde lekelerinin
olusumuna, bitkilerin gévdelerinin 6ziinde renk degisimine, 6z bosalmasina ve sonunda
bitkinin tamamen Oliimiine neden olmaktadir. Hastalik, bitkilerin genelikle meyve
doneminde ortaya g¢ikar. Govde, yaprak ve meyve sapinin 6z dokusunda kahverengi
siyah renk degisimi goriiliir. Zamanla enfekteli dokunun 6lmesiyle 6zde bosalma olur.
Govde {izerinde koyu renkli, c¢okiik, lekeler meydana gelir. Govdede iletim
demetlerindeki zararlanmaya bagli olarak disa veya 6z bosluguna dogru yan kokler
olusur. Tiim bitkide orta derecede bir kloroz goriiliir. Hasta bitkiler genellikle ayakta
kalirken bazen turgoritesini kaybedip devrilebilir. Meyvelerini olgunluga eristirebilir.
Bazen etmen vaskiiler dokuyu sarar ve bunun sonucunda solgunluk ve 6liim ortaya
cikar (Scarlett vd 1978, Bradbury 1987, Catara ve Albanese, 1993, Lopez vd 1994).
Genelde domateslerde 6z nekrozu simtomlari benzer olmasina ragmen hastalig
meydana getiren patojene bagli olarak hastaligin siddeti, ilerleyisi ve simptomlari
degiskenlik gosterebilir (Catara vd 2002).

Yiiksek oranli nem, asir1 azotlu giibreleme ve diisiik gece sicakliklari, bakteriyel
etmenlerin yayilmasi ve hastaligin gelisimi lizerine arttirict etki yapmaktadir (Scarlett
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vd 1978, Catara vd 2000). Domateslerde 6z nekrozu hastaligina genellikle ge¢ sonbahar,
kis ve erken ilkbahar donemlerinde Kasim ile Mart aylar1 arasinda rastlamak
miimkiindiir. Esas olarak ortii altinda sorun yaratir. Kapali ve ¢ok nemli havalarda
acikta domates tariminda nadiren goriiliir. Asir1 azotlu giibrelemenin hastaligi tesvik
ettigi sanilmaktadir. Hastalik kuvvetli, kalin govdeli  bitkilerde daha fazla
goriilmektedir. Bunun nedeni olarak yaprak ve koltuk alma islemleri sirasinda agilan
yara dokusunun kalin govdeli bitkilerde daha biiyiik olmasi ve patojenlerin bu yara
dokularindan enfeksiyon meydana getirmesidir. Ayrica gevsek dokulu sucul bitkilerede
6z nekrozu patojenleri daha hizli enfeksiyon meydana getirmektedir. Oz nekrozu
hastalig1 cogunlukla ortii altinda, hava nisbi neminin yiiksek oldugu bulutlu ve kapali
periyotlari izleyen meyve dénemlerinde ortaya ¢ikmaktadir (Scarlett vd 1978, Catara vd
2000).

Domates yetistiriciliginde Onemli sorun yaratan ve  dretimi etkileyen
patojenlerin hizli, giivenilir ve erken donemde tan1 ve tespitlerinin yapilmasi 6nemlidir.
Glinlimiize kadar patojenlerin tanisi ve tespiti i¢in pek ¢ok yontem kullanilmistir.
Bunlar arasinda segici ve yari segici besi ortami kullanimi (Babu vd 2013), cesitli
serolojik testler (ELISA, Aglutinasyon testi vb.) (Mazzucchi ve Bazzi 1980, Malin vd
1983, De Boer vd 1987, Klopmeyer ve Kelman 1988, Benlioglu ve Ozakman 1991,
Siverio vd 1993, Siverio vd 1996, Lopez vd 1994, Van der Wolf vd 1996, Sutra vd
1997, Giiven ve Mutlu 2000, Gardan vd 2003, Fiori ve Schiaffino 2003, Ulke 2003,
Tekman 2005, Tsror vd 2009, Alimi vd 2011, Heydari vd 2012, Trantas vd 2014) gesitli
fiziksel ve biyokimyasal testler (Rhodes 1959, Clark ve Watson 1986, Opio vd 1996,
Catara vd 2002, Fiori ve Schiaffino 2003, Saygili vd 2004, Basim vd 2005, Aysan vd
2006, Hu vd 2008, Slawiak vd 2009-b, Babu vd 2013), yag asidi profilleri (Siverio vd
1993, Siverio vd 1996, Sutra vd 1997, De Souza vd 2003), DNA-DNA iligkileri (De
Ley 1974, Sutra vd 1997, Gardan vd 2003), arastirmacilar tarafindan kullanilmistir. Besi
ortamlari, biyokimyasal test ve diger testlerle yapilan tanilama c¢alismalar1 sonuglari ile
patojenik bakterilerin tanilar1 yapilabilse de bu yontemlerin uzun zaman almasi, bazi
patojenlerin strainleri arasindaki farklilik nedeniyle kesin sonuglarin alinmasini
zorlastirmasi gibi nedenlerden dolayi izolatlarin kesin tanilarinin molekiiler yontemlerle
yapilabilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle son yillarda patojenlerin tanisinda niikleik
asit temelli yontemlerden PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) metodu daha hizli ve
giivenilir olmasindan dolay1 bitki patojenlerin tanisinda kullanilmaktadir (Catara vd
2000, Catara vd 2002, Schaad vd 2002, Rameshkumar vd 2002, Kang vd 2003, Basim
vd 2005, Schaad vd 2007, Guo vd 2007, Mavrodi vd 2007, Diallo vd 2009,
Subramanian vd 2009, Cottyn vd 2009, Cottyn vd 2011, Alimi vd 2011, Licciardello vd
2011, Livd 2011, Xu vd 2012, Heydari vd 2014).

Bakteriyel patojenlerin kesin tani ve tespiti i¢in son yillarda Real-Time PCR
yonteminden faydalanilmaktadir. Klasik PCR yontemi, PCR isleminden sonra
cogaltilan DNA fragmentlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve ethidium bromide ile
boyanip ultraviole (UV) 151k altinda goriintiileme gibi bir takim yan islemlere ve uzun
stireye gereksinim duymaktadir. Bu yontemde, kesin sonuglar elde edilmesine ragmen is
giicii ve zaman kayiplar1 fazla olmaktadir. Bu nedenle son yillarda patojenlerin erken
tan1 ve tespitleri icin klasik-PCR yonteminde yapilan agaroz jelde yiiriitme ve UV 151k
altinda DNA fragmetlerinin goriintiillenmesi gibi ek islemlere ihtiyag duyulmadan daha
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kisa siirede, kesin sonug elde edebilecegimiz Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir
(Schaad vd 1999, Weller vd 2000, Wong ve Medrano 2005).

Real-Time PCR (RT-PCR) yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli
artis gosteren floresan sinyalin 6l¢iilmesine dayanan ve oldukga kisa siirede sonug¢ veren
bir PCR yontemidir. Real-Time PCR yonteminde sonuglar klasik PCR yontemlerine
oranla oldukga kisa siirelerde (20-30 dakika) ve kantitatif olarak elde edilmektedir.
Real-Time PCR yonteminde klasik PCR metoduna nazaran daha az miktarda (1-2 ul)
DNA kullanilarak daha hassas ve dogru sonuglar elde edilmektedir. Real-Time PCR
yonteminde tiim islem kapali bir PCR tiipii icerisinde ve tek seferde gerceklestigi igin
kontaminasyon (bulagsma) riski klasik PCR metoduna gore ¢ok daha diisiiktiir. Ayrica
Real-Time PCR sisteminde tiim PCR asamalar bir bilgisayar ekrani araciligi ile kontrol
edilebilmekte ve islem istenildiginde durdurulabilmektedir. Real-Time PCR yonteminin
klasik PCR yontemine bir diger iistiinliiglide kantitatif sonuclarin daha giivenilir sekilde
elde edilmesine imkan vermesidir (Schaad vd 1999, Weller vd 2000, Wong ve Medrano
2005, Pujol vd 2006, Mavrodi vd 2007, Basim ve Bozan 2011, Licciardello vd 2011,
Cottyn vd 2011).

Real-Time PCR metoduyla patojenlerin tan1 ve tespitleri iki sekilde
yapilmaktadir. Bunlardan ilki patojenlerin DNA’sina spesifik olmayan ve DNA
zincirleri arasmma baglanarak 1s1ma veren SYBR Green adi verilen boyalarla
yapilmaktadir. Ikinci yontem ise DNA’ya spesifik olan problarla (TagMan, Molekiiler
Beacon, Scorpion vb.) yapilmaktadir. Bu calismada patojenlerin tani ve tespitleri igin
DNA’ya spesifik TagMan prob sistemi kullanilmistir (Wong ve Medrano 2005,
Licciardello vd 2011, Cottyn vd 2011).

Real-Time PCR metodunun dezavantajlar1 arasinda bu ydntemin su an igin
ekonomik olmamasi, ¢ogaltilan {iriiniin daha sonraki calismalarda kullanilamamasi,
Real-Time PCR islemi i¢in SYBR Green gibi DNA’ya spesifik olmayan floresan
boyalarin kullanilmas1 durumunda yanlis baglanmalardan dolay1 bazen tutarsiz sonuglar
elde edilmesi, yeterli teknik bilgi ve iyi yetismis eleman ihtiyact duymasi gosterilebilir.

Calismada Prob olarak giiniimiizde kullanilan prob sistemlerinden biri olan
LNA (Locked Nucleic Acid) problar kullanilmistir. LNA prob sisteminde prob iizerinde
yer alan DNA analogu monomerlerde bulunan seker halkalar1 metilen bir koprii ile
baglandigindan monomerlerin her biri spesifik baglanma i¢in en uygun konformasyon
olan N konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu sayede kullanilan problar stabil
olabilmektedir. Bu 6zellik spesifik olmayan baglanmalara izin vermemekte ve problarin
spesifik bolgelere olan baglanmalari arttirmaktadir. LNA problara ait diziler
tasarimlar1 geregi Real-Time PCR ile yapilan diger ¢alismalarda kullanilan problarin
dizilerinden uzunluk olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde
baglanma olasilig1 ortadan kalkmaktadir. Problarin ve amplifiye edilen bolgenin kisa
dizilerden olusmasi amplifikasyon isleminin daha kisa siirede ger¢eklesmesine olanak
vermektedir. LNA probun kimyasal yapis1 daha spesifik olarak ¢alisilmasini ve alinan
sonuglarin daha hizli ve giivenilir olmasii saglamaktadir. Bu ¢alisma ile LNA problar
kullanilarak Real-Time PCR yonteminin Onemi ve hassasligi bir kez daha ortaya
konulmustur.
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Real-Time PCR Yontemin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt hastalikli bitki dokularindan tespit yapilabilmesi,
bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla son yillarda
yontemin kullaniminin yayginlagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Real-Time PCR ile
giiniimiize kadar farkli bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitleri yapilmistir (Schaad
vd 1999, Freeman vd 1999, Weller vd 2000, Van Beckhoven vd 2002, Salm ve Geider
2004, Basim ve Basim 2004, Cubero ve Graham 2005, Berg vd 2006, Basim ve Yilmaz
2005, Pujol vd 2006, Basim ve Basim 2007, Bellis vd 2007, Mavrodi vd 2007,
Benlioglu ve Ozyllmaz 2007, Dreo vd 2007, Luo vd 2008, Basim ve Basim 2009,
Basim ve Caplik 2009, Gottsberger 2010, Basim ve Bozan 2011, Basim ve Oztiirk
2011, Licciardello vd 2011, Cottyn vd 2011, Johnson ve Walcott 2012, Gallelli vd
2014).

Oz nekrozu hastaligia neden olan patojenlerin dogru, giivenilir, hassas tan1 ve
tespitin biiyiik 6nem arz etmesine ragmen 6z nekrozu hastalik etmenleri Pseudomonas
corrugata ve Pseudomonas mediterranea’nin Real-Time PCR ile tanisina yonelik
calismalar 2005 yilinda Basim ve Yilmaz, 2011 yilinda Licciardello ve ark. tarafindan
yapilmigtir. Pseudomonas fluorescens’e ait Real-Time PCR c¢alismalar1 Pujol ve
arkadaslar1 2006 ve Mavrodi ve arkadaglar1 tarafindan 2007 yilinda biyolojik
miicadelede Pseudomonas fluorescens’in varligini ve etkinligini kantitatif olarak
belirlemek amagh yapilmistir. Pseudomonas cichorii patojenine ait Real-Time PCR
caligmalar1 2011 yilinda Cottyn ve arkadaglar1 tarafindan marullarda ciddi kayiplara
neden olan Pseudomonas cichorii’nin erken tani ve tespittin yapilmasi amaciyla
gelistirilmistir.

Basim ve Yilmaz (2005), P. corrugata ve P. mediterranea’nin tespitinde klasik
PCR yonteminin hassasiyeti sirasiyla 1.5x10° hiicre/ml ve 1.0x10° hiicre/ml iken, RT-
PCR yonteminde hassasiyet her iki patojen bakteri i¢in klasik PCR’ a gore 10 000 kez
daha hassas diizeyde P. corrugata icin 1.8x10% bakteri/ml ve P. mediterranea icin
1.6x10° hiicre/ml olarak belirlemiglerdir. Calismada kullanilan Real-Time PCR
yonteminde yalnizca ¢ift sarmalli DNA’ya baglandiklarinda floresan 1sima veren bir
boya olan SYBR Green teknigi kullanmislardir. Diger metotlara gore ¢ok daha
ekonomik olmasi, ¢alismanin kantitatif analizden ¢ok bakterinin varligina ve tanisina
yonelik hedefler icermesi nedeniyle kullanilan SYBR Green teknigi, sadece ¢ift sarmalli
DNA’ya baglanip amplifikasyon oldugu siirece floresan yaymaktadir. Fakat bazi
caligmalarda kontaminasyon yada istenmeyen baglanmalardan kaynaklanan
amplifikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. SYBR Green bu baglanmalari da amplifikasyon
olarak verdigi i¢in bazen yanlis sonuglara neden olmakta bu da ¢alismanin hassasiyetini
distirmektedir.

Pujol vd (2006), elma agaglarinda Erwinia amylovora neden oldugu ates
yaniklig1r hastaligima karsi biyolojik miicadele ajani olarak kullanilan Pseudomonas
fluorescens EPS62e straininin elma ¢igek ve yapraklarinda kolonize olan populasyon
dinamiginin izlenmesi amaciyla Real-Time PCR yontemini kullanmislardir.
Calismalarinda 67 Pseudomonas fluorescens straini ve yakin akraba olan 30 farkli
Pseudomonas staini denemislerdir. SCAR 450R, 900F primerlerini kullanarak elde
ettikleri sekans diziliminden 83 bp’lik amplicon veren Q 450F (5’-
AATGGGCTTGCGTCGAGTT-3’), SCAR 450R (5°-
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CGGTTAGATCCGACAAGATTAG-3’)  primerleri ile 450 PBR VIC-
CCGCCACTACCAGGCTATTCAGCTGC-TAMRA TagMan probu ve 65 bp’lik
amplicon veren SCAR 900F (5’-CTCGCGTTGAGAGCAGAGAAC-3’), Q 900R (5°-
TGTGCCCAATTAGAAGCTGTTG-3)  primerleri  ile 900 PBR FAM-
CTCGATGGCCCTCACCAGGC-TAMRA TagMan probunu dizayn etmislerdir.
Calismada Pseudomonas fluorescens strainlerin tanist Real-Time PCR ile kisa siirede
yapilmistir. Populasyonda zamana bagh artis ¢i¢eklerde diizenli olarak devam ederken,
yapraklarda Real-Time PCR sonuglari ile kiiltiirde gelistirilen bakteri sayisinda
farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Bu durumun yapraklarda var olan ama 6lmiis bakteriyel
hiicreler ya da ortamda canli bulunan kiiltiirde gelistirilemeyen (viable but nonculturable
(VBNC) evresinde olan) bakterilerden kaynakli oldugunu saptamislardir. Calismada
sonug olarak Pseudomonas fluorescens EPS62 strainin populasyonu uygun kosullarda
ciceklerde artarken, yapraklarda stres kosullarinda azalmalar goriilebilecegi ortaya
konulmustur. Strainin biyolojik olarak etkinligi ve varligmin kontrolii i¢in hem kiiltiir
ortaminda gelistirme hem de Real-Time PCR isleminin es zamanli olarak yapilmasi
gerektigi bu ¢alismayla ortaya konulmustur.

Mavrodi vd (2007), biyolojik miicadelede kullanilan 2,4-Diacetylphloroglucinol-
tireten Pseudomonas fluorescens strainlerinin bitki rizosferinden tanilarini real-time
PCR ile yapmak amaciyla primer dizayn etmisler ve tanilamada SYBR Green (Synergy
Brands) kullanilmistir. Calismalarinda phlD genine sahip phID* P. fluorescens A (Pf-
5), B (Q2-87), D (Q8r1-96 and FTAD1R34) ve | (FTAD1R36) strainlerin her birine
0zel Real-Time primer ve protokolleri hazirlamiglardir. Calisma sonucunda gelistirilen
real-time PCR ile Pseudomonas fluorescens’in populasyon yogunlugu ve tespiti direkt
bitki rizosferinden ve topraktan yapilabilmistir. Ancak ¢aligmada kullanilan SYBR
Green teknigi sadece cift sarmalli DNA’ya baglanip amplifikasyon oldugu siirece
floresan yaymaktadir. Bundan dolay1 kontaminasyon ya da istenmeyen baglanmalardan
kaynaklanan amplifikasyonlar ortaya ¢iktigi durumlarda da isima vermekte SYBR
Green bu baglanmalari da amplifikasyon olarak verdigi i¢in bazen yanlis sonuglara
neden olmakta bu da ¢alismanin hassasiyetini diistirmektedir.

Licciardello vd (2011), yakin akraba olup domateslerde benzer simptom
gosteren 0z nekrozu patojenlerinden Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas
mediterranea’nin tespiti i¢in hizli ve hasas bir yontem olan Dublex Real-Time PCR
metodunu kullanmiglardir. Calismada (PC5/1, PC5/2, PC1/ 1, PC1/2)(Catara vd 2002)
klasik PCR primerlerini kullanmislar elde ettikleri fragmentlerden Real -Time primer ve
prob setleri dizayn etmisledir. Pseudomonas corrugata Real-Time ile tespiti i¢in 149 bp
DNA fragmenti veren PcoFw (5’-GGTGGTATCGGTTGCGTAGCG-3’), PcoRew (5°-
GTGGGAACGTTTGGGCCTGG-3") primerlerini, Pseudomonas mediterranea’nin
Real-Time ile tespiti i¢cin 85 bp DNA fragmenti veren PmeFor (5°-
CTGTCCGAGACGATGGCGAC-3’), PmeRew(5’CAGACGTGGCCTCAAGCAGAT
3”) primerlerini ve P. corrugata i¢in Pco (5’FAM-CCGCCCCATCTGCCCACCCTGC-
3’ BHQ-1) ve P. mediterranea igin Pme (5’TXR-CCCGCTCATCCGCTGGACCGGC-
3’BHQ-2) TagMan problarini kullanmiglardir. Gelistirdikleri primer ve TagMan prob
setleriyle tek PCR tiiplinde patojenlerin tespitini ve tanilarini kisa ve hasas bir sekilde
yapmiglardir. Gelistirilen primer ve prob setleri setleri aym1 PCR reaksiyonunda
multipleks PCR  gergeklestirildiginde hem Pseudomonas corrugata hem de
Pseudomonas mediterranea strainlerinin tespit edilebildigi belirlenmis olsa da, diger 6z
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nekrozu patojenlerini tespit etmediginden calisma diger 6z nekrozu patojenlerinin
tanisi i¢in yetersizdir.

Cottyn vd (2011), Pseudomonas cichorii patojeninin marullarda meydana
getirdigi hastalikla miicadele edilebilmesi i¢in geleneksel tani metotlarindan ziyade
dogru ve kisa silirede sonug veren ve bakterinin populasyon yogunlugunun kisa siirede
belirlenmesini saglayan molekiiler yontemlerden Real-time PCR yontemini hastaligin
tespiti amaciyla kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada patojenisiteden sorumlu hrcRST gen
bolgesini ¢ogaltan hrpla, hrp2a klasik PCR primerleri kullanilarak elde edilen
897bp’lik fragmentin sekans analizi yapilmis. Elde edilen diziden 90 bp’lik amplicon
veren Real-Time primerleri; PscHrc662F (22-mer [5°-
AGGCTTTATGGAAACCCTGACG-3’]) ve PscHrc751R (20-mer [5°-
ACAATCACCGCCACGATCAG -3’]), TagMan Minor Groove Binding (MGB probe)
PscHrcMGB687 (16-mer [S’FAM— TTCAAGCAGGCCATGT - MGB - NFQ 3°])
probu kullanilmigtir. Calismada gelistirilen Real-Time primer ve probun spesifikligini
belirlemek amaciyla 39 Pseudomonas cichorii straini ve 89 farkli Pseudomonas tiirleri
test edilmistir. Yontemin ve kullanilan primer- prob setinin hasasiyetinin belirlenmesi
icin farkli seyreltmeler test edilmistir. Daha Onceki yillarda arastirmacilar tarafindan
yapilan klasik PCR denemeleriyle karsilastirilan sonuglarda klasik PCR ile test
edilemeyen diisiik miktardaki bakteri yogunlugunun bu yontem ile tespit edilebildigi
ortaya cikarilmistir. Sicaklik, nem gibi fiziksel faktorlerin yani sira Pseudomonas
cichorii patojeninin yeterli miktarda varliginin enfeksiyonun olugsmasi agisindan 6nemli
bir etken oldugu yapilan kantitatif Real-Time PCR yontemiyle saptanmistir.

Bu ¢alisma, domates bakteriyel 6z nekrozuna neden olan Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava’nin tani ve tespitine dair iilkemizde ve Diinya’da LNA prob kullanilarak
gerceklestirilen ilk Real-Time PCR ¢alismasidir.

Yapilan bu ¢alismada domates bitkisinde kalite ve verimde onemli kayiplara
sebep olan toprak kokenli patojenik bakteriyel etmenler Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava’nin bakteriyel hiicreden ve hastalikli bitki dokularindan LNA prob
kullanilarak direkt tan1 ve tespitleri Real-Time PCR yontemi ile kisa siirede kesin bir
sekilde gerceklestirilebilmistir. Oz nekrozu patojenlerinin Real-Time PCR yontemiyle
tanis1 i¢in Dickeya chrysanthemi hrp/hrc gen, Pseudomonas cichorii hrcRST gen,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum pel gen (pectate lyase gene),
Pseudomonas corrugata RAPD PCR fragmentlerinin sekans analiz diziliminden,
Pseudomonas fluorescens 16S-23S rRNA, Pseudomonas mediterranea RAPD PCR
fragmentlerinin sekans analiz diziliminden ve Pseudomonas viridiflava 16S rRNA
bolgelerine ait dizilerden prob ve primerler tasarlanmistir. Tasarlanan primer ve prob
setleri test etmek amaciyla Dickeya chrysanthemi DSM-4610 straini, P. carotovorum
subsp. carotovorum DSM-30168 straini, Pseudomonas cichorii DSM-50259 straini,
Pseudomonas corrugata CFBP-2431, BPIC-870, ICMP-5819 strainleri, Pseudomonas
fluorescens 11.1-1, 9.1-6 Makedonya strainleri, Pseudomonas mediterranea CFBP-
5404, CFBP-5447, DSM-16733 strainleri, Pseudomonas viridiflava LMG-2352, LMG-
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2353, DSM-11124 strainleri tedarik edilip ¢calismaya eklenmistir. Gelistirilen yontem ile
yerli ve yabanci tiim strainlerin tan1 ve tespitleri basariyla gerceklestirilmistir.

Bu c¢alismada gelistirilen Real-Time PCR yontemlerinde LNA probu
kullanildigindan diger arastiricilar tarafindan gergeklestirilen Real-Time PCR
protokollerinden ¢ok daha hassas ve kesin sonuglar vermektedir. Daha once klasik PCR
yontemi ile Dickeya chrysanthemi straininin tani ve tespitinde ¢ogaltilan 171 bp, P.
carotovorum subsp. carotovorum straininin tani ve tespitinde 550 bp, Pseudomonas
cichorii straininin tan1 ve tespitinde 897 bp, Pseudomonas corrugata strainlerin tani ve
tespitinde 1100 bp, Pseudomonas fluorescens straininin tani ve tespitinde 560 bp,
Pseudomonas mediterranea straininin tani ve tespitinde 600 bp, Pseudomonas
viridiflava straininin tan1 ve tespitinde 180 bp’lik DNA fragmentleri ¢ogaltilmistir.
Real-Time PCR yonteminde ise Dickeya chrysanthemi straini igin 65 bp, P.
carotovorum subsp. carotovorum straini i¢in 63 bp, Pseudomonas cichorii straini igin
73 bp, Pseudomonas corrugata straini i¢in 70 bp, Pseudomonas fluorescens straini igin
70 bp, Pseudomonas mediterranea straini igin 73 bp ve Pseudomonas viridiflava straini
icin 77 bp uzunlugunda fragmentler ¢ogaltilmistir. Cogaltilmas1 hedeflenen bolgelerin
kisa olmasi, polimerizasyon reaksiyonu esnasinda tespit igin gerekli DNA
amplifikasyonunun daha kisa siirede gerceklesmesini saglamakta ve belirlenen PCR
protokollerinde dongiilerin daha kisa siirelerde tamamlanmasina olanak saglamaktadir.
Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava etmenlerinin tani ve tespitinde kullanilan 30-
35 dongiiliik klasik PCR yontemleri, 100-155 dakikada tamamlanirken 35 dongiilitk
Real-Time PCR yontemleri 33 dakikada tamamlanmaktadir. Ayrica Real-Time PCR
sistemi PCR prosesinin bir bilgisayar araciligi ile gercek zamanli olarak kontrol
edilebilmesine ve islemin istenildiginde sonlandirilmasina olanak verdiginden; sonug
dongiilerin tamamlanmasindan 6nce elde edilebilmektedir. Gergeklestirilen caligsmalar
neticesinde Real-Time PCR ile Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava etmenlerinin
yaklasik 20 dakikada tanilarinin yapilabildigi saptanmustir.

Klasik PCR yonteminde tespitin gergeklestirilmesi i¢in ortamda bulunmasi
gereken bakteri yogunlugu genellikle 5x10 ve 1x10* cfu/ml arasinda degistigi rapor
edilmistir (Cottyn vd 2011). Bu calismada gelistirilen yontemin bakteriyel hiicre
hassasiyet smirt Dickeya chrysanthemi ig¢in 2 hiicre, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum igin 4 hiicre, Pseudomonas cichorii i¢in 4 hiicre, Pseudomonas
corrugata icin 4 hiicre, Pseudomonas fluorescens i¢in 5 hiicre, Pseudomonas
mediterranea i¢in 5 hiicre, Pseudomonas viridiflava i¢in 2 hiicre olarak tespit edilmistir.
Gelistirilen yontemin DNA diizeyindeki hasasiyet sinir1 ise Dickeya chrysanthemi igin
12 pg, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum i¢in 11 pg, Pseudomonas
cichorii i¢in 14 pg, Pseudomonas corrugata i¢in 14 pg, Pseudomonas fluorescens igin
14 pg, Pseudomonas mediterranea ic¢in 13 pg, Pseudomonas viridiflava i¢in 12 pg
diizeyine kadar tespit edilmistir. Bu ¢alismada gelistirilen Real-Time PCR metodu ile
kullanilan LNA probu genomdaki ¢ogalan kismin segicilik, hassashik ve
tekrarlanabilirligini  saglanmistir. Bunun yaninda, Real-Time PCR, Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
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cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin direkt hastalikli domates bitkilerinin
govdelerinin 6z kismindan tespiti basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Direkt bitki
dokusundan tan1 ve tespit imkani, Real-Time PCR isleminin saglikli sonug vermesi igin
bakteriyel izolasyonun yapilmasi gerekliligini ortadan kaldirmig, sistemin
uygulanabilirligini ve hizin1 biiyiik 6l¢iide arttirmistir. Bitki patojeni bakterilerin tani ve
tespitlerini taginabilir Real-Time PCR cihazlar1 ile yapilabilme olanagi, hedef
patojenlerin disindaki bitki patojenlerinin laboratuvara taginmasinin ve Kkiiltlire
alinmasinin 6niline gegebilecektir. Bu calisma, 6z nekrozu patojeni bakterilerin yerinde
ve kisa siirede tespit ve tanilarinin yapilabilmesine de olanak saglamistir.
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6. SONUC

Diinya’da yetistiricilik yapilan alanlarin daralmasi ve mevcut tarim alanlarindan
elde edilen iirin miktarinin artan gida talebi igin yetersiz olmasi bilim insanlarinda
birim alandan daha fazla iiriin elde etme ¢abasina itmistir. Icerdigi ¢esitli mineral ve
vitaminler ile insan saglig1 i¢in yararli gida maddelerinden biri olan domates Diinya’da
yaygin olarak iiretimi yapilan ve severek tliketilen en 6nemli sebze tiirlerinden biridir.
Son yillarda iiretimi ve 6nemi gittikge artan ve tireticiye iyi gelir saglayan domates hem
tarla hemde Ortii alt1 sebze yetistiriciliginde en fazla {iretilen sebzelerin basinda
gelmektedir.

Domateslerde meydana gelen hastaliklardan en Onemlilerinden biri domates
bakteriyel 6z nekrozu hastaligidir ve farkli bakteriyel patojenler tarafindan bu hastalik
olusturulabilmektedir. Oz nekrozu hastaligi, Diinya capinda domates yetistiriciligi
yapilan bolgelerin hemen hemen tamaminda karsilasilan, ekonomik agidan en yikici
hastaliklardan biridir. Domateslerde 6z nekrozu hastaligina neden olan bakteriyel
hastalik etmenleri Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’dir. Yiiksek oranlt
nem, agir1 azotlu glibreleme ve diisiik gece sicakliklari, bakteriyel etmenlerin yayilmasi
ve hastaligin gelisimi ilizerine arttirict etki yapmaktadir. Domateslerde 6z nekrozu
hastaligina genellikle ge¢ sonbahar, kis ve erken ilkbahar donemlerinde Kasim ile Mart
aylar1 arasinda rastlamak miimkiindiir. Esas olarak ortli altinda sorun yaratir. Asiri
azotlu diizensiz giibreleme hastalig1 tesvik etmektedir. Hastalik kuvvetli, kalin govdeli
bitkilerde daha fazla goriilmektedir. Bunun nedeni olarak yaprak ve koltuk alma
islemleri sirasinda agilan yara dokusunun kalin govdeli bitkilerde daha biiyiik olmas1 ve
patojenlerin bu yara dokularindan enfeksiyon meydana getirmesidir. Ayrica gevsek
dokulu sucul bitkilerede 6z nekrozu patojenleri daha hizli enfeksiyon meydana
getirmektedir.

Ulkemizin ve diger Diinya iilkelerinin bir ¢ok bolgesinde yaygm olan Oz
Nekrozu Hastalik etmenleri hem domateslerde hemde farkli konukgularda ciddi tiriin ve
kalite kayiplarima sebebiyet vermektedir. Kalite kayiplari nedeniyle iiriinlerin pazar
degeri diismekte ve ekonomik agidan da kayiplar olugmaktadir. Bu dogrultuda domates
de 06z nekrozu hastaligina neden olan Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava
patojenleri bu ¢alismada ele alinmig, bu patojenlerin hizli tan1 ve tespitleri igin etkili,
hassas ve kesin sonug elde edebilecegimiz Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Tam
ve tespitlerde uygulanan PCR protokolleri optimize edilerek analizin yaklasik 15 ila 20
dakika i¢inde sonuglanabilir nitelige kavusmasi saglanmistir. Termal erime egrileri ile
primer setleri ve problar ile gerceklestirilen amplifikasyonlarin tek bir diziye spesifik
oldugu gosterilmistir. Problar ve primerlerin sadece Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava patojenlerine ait DNA dizisine uygun oldugu icin farkli strainlerin test
edilmesi sirasinda amplifikasyonun meydana geldigi, diger farkli bakterilerin DNA
dizisiyle uyusmadigi icin amplifikasyonun meydana gelmedigi ortaya konmustur. Bu
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uygulamanimm amacit primerler ve problarin sadece Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava patojenlerine spesifik olduklarini ortaya koymaktir. Boylece hastalikli bir
bitki materyalinin analizi yapilirken materyal bagka bir bakteriyle bulasik dahi olsa
amplifikasyon olusumunun meydana gelmeyecegi belirlenmistir. Bu primerler ve
problarin Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava’nin diger strainleriyle de
uyustugunu ortaya koymak i¢in ise Tiirkiye’ nin ve diger lilkelerin farkli bolgelerinden
toplanan hastalikl1 bitki rneklerinden izole edilmis olan ve su an Akdeniz Universitesi,
Ziraat Fakdiltesi, Bitki Koruma Bolimii, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bakteriyoloji
Laboratuvarinda Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a ait kiiltiir stoklarinda yer alan Dickeya
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mediterranea ve Pseudomonas viridiflava strainleri iizerinde test edilmistir. Test
sonucunda meydana gelen amplifikasyonla farkli strainlerinde tespitinin yapilabilecegi
belirlenmistir.

Patojen bakterilerin bitkideki popiilasyonu hastaligin ilk asamalarinda az sayida
olabilmektedir. Az sayidaki bakteri popiilasyonun bile tespit edilebildigini ortaya
koymak i¢in ise farkli seyreltmeler hazirlanarak, bu seyreltmeler Dickeya chrysanthemi,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas cichorii, Pseudomonas
corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas
viridiflava’ya spesifik primerler ve problar kullanilarak Real-Time PCR’da test
edilmistir. Gelistirilen Real-Time PCR yontemleriyle bakteriyel hiicre hassasiyet siniri
Dickeya chrysanthemi igin 2 hiicre, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
icin 4 hiicre, Pseudomonas cichorii i¢in 4 hiicre, Pseudomonas corrugata igin 4 hiicre,
Pseudomonas fluorescens igin 5 hiicre, Pseudomonas mediterranea i¢in 5 hiicre,
Pseudomonas viridiflava igin 2 hiicre olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin
DNA diizeyindeki hasasiyet sinir1 ise Dickeya chrysanthemi i¢in 12 pg, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum i¢in 11 pg, Pseudomonas cichorii i¢in 14 pg,
Pseudomonas corrugata icin 14 pg, Pseudomonas fluorescens i¢in 14 pg, Pseudomonas
mediterranea i¢in 13 pg, Pseudomonas viridiflava i¢in 12 pg diizeyine kadar tespit
edilmistir. Bu ¢alismada Real-Time PCR metodu ile kullanilan LNA prob genomdaki
cogalan kismin segicilik, hassaslik ve tekrarlanabilirligini saglamistir.

Bu calismada gelistirilen yontemin yayginlagtirilmasi sonucunda, daha kisa
stirede Dickeya chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas mediterranea ve Pseudomonas viridiflava patojenlerinin hastalikli bitki
dokularindan arazi kosullarinda tespitinin kolay, pratik bir sekilde yapilmasi miimkiin
olabilecektir. Calisma ile bitkide ayni donemde bulunup ve ayni simptomlara neden
olan 6z nekrozu patojenlerin tanisinin molekiiler yontemlerle yapilmasi hangi patojenin
hastalig1 olusturdugunun kisa siirede saptanmasina olanak saglamistir.

Bu ¢alisma, gelecekte yapilacak domates 6z nekrozu hastalik etmeni patojenik
bakteriyel tiirlerin dagilimi ve bu tiirlere ait ¢ok sayida izolatin elde edilebilmesini katki

125



saglayacaktir. Farkli izolatlarla daha sonra yapilacak caligmalarla genotipik
farkliliklarin ortaya konmasiyla patojenlerin farkli strainleri dogru olarak elde
edilebilecektir. Boylelikle ileride yapilacak 6z nekrozuna karst bitki dayaniklilik
caligmalarinda bu farkli strainlerin kullanilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu agidan bu
calisma, farkli domates 6z nekrozu bakteriyel patojenik tiirlerin kisa siirede kesin
tanisina ve ileriki ¢alismalarda farkli strainlerin elde edilmesine olanak saglayacak
olmasi bakimindan 6nem tasimaktadir. Bdylelikle bu c¢alisma bu konuda yapilacak
bilimsel calismalara hem teorik yonden hem de pratik yonden 6nemli katkilar
saglayabilecektir.
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