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OZET

ADIYAMAN, DIYARBAKIR VE MARDIN ILLERINDE SERT
CEKIiRDEKLiI MEYVE AGACLARINDAKI BAKTERIYEL HASTALIK
ETMENLERININ TESPITI

Bayman, Serkan
Doktora, Bitki Koruma Bolimi
Danisman: Prof. Dr. Hamit Kavak
Haziran 2023, 162 sayfa

Glineydogu Anadolu Bolgesinin sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde 6ne ¢ikan illeri
Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin’de 2019-2021 yillarinda bakteriyel etmenlerin tespiti
amaciyla sorvey calismalar1 gergeklestirilmistir. Sorvey calismalarinda kloroz, nekroz,
bakteriyel akinti, kanser, yaprak lekesi, bitki organlarinin atilmasi (¢igek ve tomurcuk
dokiimii), doku anormallikleri (ur) gibi bakteriyel hastalik belirtileri gozlenen bitkilerden
ornekleme yapilmistir. Sansa bagli olarak yiiriitiilen sérvey calismalarinda 174 enfekteli bitki
orneginden 218 bakteri izolat1 elde edilmistir. Badem ve mahlep hastalikli 6rneklerinden
elde edilen izolatlar biyokimyasal, MALDI-TOF MS ve 16s rDNA dizi analizleri ile teshis
edilmistir. Tan1 ¢aligmalar1 neticesinde badem ve mahlepten izole edilen ve patojen bulunan
10 izolatin Stenotrophomonas spp. oldugu saptanmistir. Ayrica sdz konusu etmenin kanser
ve zamk hastaligina neden olabilecegi belirlenmistir. Caligmada Adiyaman, Diyarbakir ve
Mardin illerindeki bademlerde kanser belirtisinin yayginlik oraninin % 35-100 arasinda
degistigi, hastalik oraninin ise % 0,127-0,67 araliginda seyrettigi saptanmistir. Mardin ili
Derik ilgesinden izole edilen 4 zeytin izolati biyokimyasal, havu¢ disklerinde patojenisite
testleri ve IAALF-IAALR spesifik primerleriyle yapilan dizi analiz sonuglarina gore
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) olarak teshis edilmistir. [laveten Adiyaman ve
Mardin illerindeki zeytinlerde Psv’nin yayginlik oraninin % 50-75 arasinda degistigi buna
kargin hastalik oranmin Adiyaman ilinde % 0,017 iken, Mardin ilinde % 33 oldugu
saptanmistir. Konukgu dizisi caligmasi ile bademden izole edilen Stenotrophomonas
spp.’nin, igde ve kizilcik haric 8 farkli sert cekirdekli bitkide yapay inokulasyonlarda
hastalik olusturdugu dolayistyla konukcular1 oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak;
Psv’nin konukgular1 arasinda yer alan zakkumda ve ozellikle pembe zakkumda siddetli
reaksiyon olusturdugu belirlenmistir. Stenotrophomonas rhizophila’nin  bakir  siilfat
toleransinin ve nutrient agar besi ortamindaki standardinin belirlenmesi amaciyla calisma
yapilmis ve etmenin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MIC) 1 mM oldugu
belirlenmistir. Patojen olmayan bakterilerin genel profillerinin ¢ikarilmasi amaciyla temsilen
secilen 70 izolat MALDI-TOF MS analizi ile teshis edilmistir. Patojen olmayan bakterilerin
teshis sonuglarma gore; izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunun Bacillus cinsine dahil oldugu
belirlenmistir. Calismada; Stenotrophomonas spp.’nin sert g¢ekirdekli bitkilerde patojen
olabilecegi ve kanser belirtisine neden olabilecegi ancak giiven araligi daha genis ilave
caligmalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna ulagilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Biyokimyasal 6zellikler, MALDI-TOF MS, PCR, Sert ¢ekirdekli

bitkiler, Stenotrophomonas rhizophila
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ABSTRACT

DETECTION OF BACTERIAL DISEASE AGENTS IN STONE FRUIT
TREES IN ADIYAMAN, DIYARBAKIR AND MARDIN PROVINCES

Bayman, Serkan
Doctoral Thesis in Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hamit Kavak
June 2023, 162 pages

A survey study was carried out in order to determine bacterial agents in Adiyaman,
Diyarbakir and Mardin, which are the prominent provinces of the Southeastern Anatolia
Region in stone plant cultivation, in 2019-2021. In the survey studies, samples were taken
from plants with symptoms of bacterial disease such as chlorosis, necrosis, bacterial exudate,
cancer, leaf spot, expulsion of plant organs (flower and bud dropping), tissue abnormalities
(tumor). In the survey studies carried out by chance, 218 bacterial isolates were obtained
from 174 infected plant samples. Isolates obtained from almond and mahaleb diseased
samples were identified by biochemical, MALDI-TOF MS and 16s rDNA sequence analysis.
As a result of diagnostic studies, 10 isolates isolated from almond and mahlep found to be
pathogenic were Stenotrophomonas spp.. In addition, it has been determined that the
aforementioned bacteria may cause cancer and gum disease. In the study, it was determined
that the prevalence rate of cancer symptoms in almonds in Adiyaman, Diyarbakir and
Mardin provinces varied between % 35-100, and the disease rate was in the range of %
0,127-0,67. According to the biochemical, pathogenicity tests on carrot discs and sequence
analysis with IAALF-IAALR specific primers results of 4 olive isolates isolated from Derik
district of Mardin province, they have been identified as Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (Psv). In addition, it was determined that the prevalence rate of Psv in olives in
Adiyaman and Mardin varied between % 50 and 75, whereas the disease rate was % 0,017 in
Adiyaman and % 33 in Mardin. It was determined that Stenotrophomonas spp. isolated from
almond by the host line study, caused disease in 8 different stone fruit plants, except for the
silverberry and cranberry, in artificial inoculations, and thus these are hosts. In addition; It
was determined that oleander, which is among the hosts of Psv, and especially pink oleander
caused a severe reaction by Psv. A study was carried out to determine the copper sulfate
tolerance and standard in nutrient agar medium of Stenotrophomonas rhizophila and it was
determined that the Minimum Inhibition Concentration (MIC) of the factor was 1 mM. For
general profiling of non-pathogenic bacteria, 70 representative isolates were identified by
MALDI-TOF MS analysis. According to the diagnostic results of non-pathogenic bacteria; It
was determined that the majority of the isolates were included in the genus Bacillus. In the
study; It was concluded that Stenotrophomonas spp. may be pathogenic in stone fruit plants
and cause cancer symptoms, but it should be supported by additional studies with a wider
confidence interval.

Keywords: Biochemical properties, MALDI-TOF MS, PCR, Stone fruits,

Stenotrophomonas rhizophila
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1. GIRIS

Diinya’da ozellikle 1950’1i yillardan giinlimiize degin gegen siire zarfinda meyve
iiretim ve tiiketimi konusunda kayda deger gelismeler yasanmistir. Bu gelismelerin
ortaya cikmasinda etken olan faktorler arasinda; yas meyvelerin mamul ve yari
mamul sekilde islenerek raf dmriiniin ve tliketim olanaklarinin arttirilmasi 6n plana
¢ikmistir. Bunlarin yaninda insanlarin seyahat kosullarinin iyilesmesi ve buna bagh
olarak farkli tropik meyveleri tanima ve tatma firsatlarinin g¢esitlenmesi, depolama,
muhafaza, iiretim ve isleme teknolojilerinin iyi yonde gelismesi, ayrica meyvelerin
yetistirilmesi, tiiketimi ve besin igerikleri hakkinda genis kapsamli bilgi
edinilmesiyle saglik ilizerine olan etkileri hususundaki farkindaligin artmasi gibi
faktorleri siralamakta miimkiindiir (Giil ve Akpinar, 2006; Samson, 1980; Storey,
1969).

Kuzey Yarim Kiirenin orta kusaginda yer alan Tirkiye; dar kiyr seritlerinin eslik
ettigi daglik araziler ile ¢evrelenen, nispeten diiz bir merkeze sahip, tarima elverisli
topraklara haiz bir {ilkedir. Tiirkiye daglari, ovalari, ¢ok sayidaki akarsu ve golleri ile
cevresel cesitlilik acisindan oldukga zengindir. Ayrica iilkenin yaklasik 1/4’{i orman
ve agaclik alanlarla kaplhidir. S6z konusu cesitlilik, iklim ve bitki ortiisiinde belirgin
bir farklilik olarak kendini gostermekte ve Tiirkiye’yi bircok meyve tiirliniin mensei

ve cesitlilik merkezi yapmaktadir (Ercisli, 2009).

Tirkiye, bitki gen kaynaklar1 ve bitki ¢esitliligi acisindan da diinyanin en 6nemli ve
0zgiin iilkelerinden birisidir. Yakin Dogu ve Akdeniz Havzas1 gibi iki 6nemli gen
merkezine ev sahipligi yapmasi iilkenin bu konumunda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Tirkiye’de yapragini doken meyve tiirlerinin neredeyse tamamini igeren 85’in
tizerindeki sicak 1liman, soguk 1liman, tropik ve subtropik meyve tiirii
yetistirilebilmektedir (Ercisli, 2004). Yetistiriciligi yapilan bircok meyve tiirii
icerisinde sert ¢ekirdekli meyveler, 6zellikle son yillarda yeni tesis edilen bahgeler

ile tarimda ve tiikketimde 6n plana ¢ikmaktadir.

Yiiksek besin degerleri ve arzu edilen tadi nedeniyle sert cekirdekli meyvelere
kiiresel talep fazladir. Sert ¢cekirdekli meyveler; karakteristik odunsu bir i¢ kabuk, etli

bir orta doku ve ince bir dis kabuktan olusan ve ¢ogunlukla Prunus cinsine dahil olan



bir meyve grubudur. S6z konusu bitkilerdeki meyve, dollenme niteligindeki
yumurtaliga sahip bir ¢igekten gelisir ve ¢igek sap1 ¢evresinde cicek kalintisi yoktur.
Prunus cinsinde meyvenin bir tarafindan asagi dogru uzanan karakteristik bir siitur
(meyvenin kotiledon birlesme ¢izgisi) vardir ve bu 6zellikle baz1 seftali ve nektarin
cesitlerinde belirgindir. Sert g¢ekirdekli meyvelerin ana ihracatci iilkeleri; Giiney
Yarimkiirede Sili ve Giiney Afrika, Kuzey Yarimkiirede ise Ispanya ve Tiirkiye’dir.
Ticari olarak yetistiriciligi yapilan tiirlerin kokenleri genellikle Asya ve Giiney
Avrupa’dir. Bunlardan Japon kayisisi; Japonya’ya 6zgii yerli bir kayisi tiiriidir. Erik;
Katkasya kokenli bir tiir olarak bilinmekle birlikte giiniimiizde, Yunanistan ve Giiney
Avrupa’nin diger bolgelerinin de mensei oldugu diisiiniilmektedir. Ancak kdkeninin
Suriye olabilecegine dair farkli goriisler de mevcuttur. Kayisinin anavatani
Ermenistan, Arabistan ve Orta Asya’nin yiiksek bolgeleridir. Ayrica Kabil ve Kuzey
Cin yakinlarinda yabani tiirlerinin oldugu kaydedilmistir. Bademin kdkeni ise Bati
Asya, Hazar, Liibnan, Mezopotamya ve Tiirkiye etrafindaki cesitli bolgelerdir.
Seftali; milattan énce (M.O.) 10. yiizyilda Cin’de, M.O. 4. yiizyilda Iran’da ve
bundan yaklasik 4 yiizyil sonrada Avrupa’da olmak iizere farkl bolgelerde kiiltiire
almmugtir. Nektarin; 16. ylizyilda Avrupa’da ve 1720 yilinda ise Amerika’da
seftalinin farkli bir kiiltiir formu olarak yetistirilmistir (Brady, 1993; Riva ve ark.,
2020). Bunlarin haricinde ge¢misten giiniimiize yabani formlar tiiketilip daha sonra
kiiltiire alinan ve halihazirda {iretim ve tiiketimi yaygin olan farkli sert ¢ekirdekli

meyve tiirleri de vardir.

Asya ve Avrupa llkeleri basta olmak {izere diinyanin pek ¢ok iilkesinde, badem
(Prunus amygdalus Batsch, syn. Prunus dulcis (Miller) D.A. Webb), erik (Prunus
domestica L.), igde (Elaeagnus sp.), kayist (Prunus armeniaca L.), kizileik (Cornus
mas L.), kiraz (Prunus avium L.), mahlep (Prunus mahaleb L.), nektarin (Prunus
persica var. nucipersica Schneid.), seftali (Prunus persica L.), visne (Prunus cerasus
L.) ve zeytin (Olea europaea L.) sert cekirdekli meyvelerin onemli tiirlerini
olusturmakta, bir kag¢1 hari¢ digerleri ekonomik olarak iiretilmektedir. Bahsi gecen
bitkilerden farkli olarak badem, sert kabuklu meyveler grubu altinda incelenmekte
ancak botanik ve akrabalik iligkileri agisindan sert ¢ekirdekli meyve olarakta kabul
edilmektedir (Das ve ark., 2011; Duru ve ark., 2022; Erogul ve Hepaksoy, 2013;
Karadeniz ve ark., 2019; Kiiden ve ark., 2014; Soylu, 2012).



Diinya’da 79.784.774 hektar (ha) alanda toplam 914.807.726 ton meyve iiretimi
yapilmaktadir. Sert c¢ekirdekli meyveler ise 20.390.521 ha alanda yapilan
yetistiricilik faaliyetleri neticesinde elde edilen 73.605.665 tonluk miktar ile Diinya
meyve lretiminin % 8,4’linii teskil etmektedir. Meyve yetistiriciliginde 6nde gelen
tilkelerden birisi olan Tiirkiye; 2.288.042 ha alanda yapilan 25.628.941 tonluk {iretim
ile Diinya meyve tiretiminin % 2,8'ini karsilamaktadir. Tiirkiye’de meyvecilik
faaliyetleri ile elde edilen {irtinlerin % 17,41’ini ise 1.245.007 ha alanda yetistirilen
toplam 4.463.953 ton miktar ile sert ¢ekirdekli meyveler olusturmaktadir. Mevcut
tiretimi ile Tiirkiye, Diinya sert ¢ekirdekli meyve iiretiminde % 6,06'lik bir paya
sahiptir (FAO, 2020).

Tiirkiye’de tliretim miktarlart baz alindiginda ekonomik anlamda yetistiricilikte 6n
plana c¢ikan sert ¢ekirdekli meyveler sirasiyla; yaglik zeytin, kayisi, seftali, kiraz,
sofralik zeytin, erik, visne, nektarin, badem, kizilcik ve igdedir (Sekil 1.1). Bunlarin
haricinde mahlep; oOzellikle Mardin ilinde kapama meyve bahgeleri seklinde
yetistirilen ya da kiraz i¢in anag olarak kullanilabilen diger bir 6nemli sert ¢ekirdekli
meyvedir. Halk arasinda idris agaci, yaban kirazi, tas kirazi, meltem gibi farkli
isimlerle de bilinen mahlep; yas meyve olarak tiiketiminin yani sira giiniimiizde
hamur isleri veya c¢esitli tatlilarin yapiminda kullanilan baharat olarakta

tuketilebilmektedir.
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Sekil 1.1 Tiirkiye’de ekonomik anlamda tiretimi yapilan sert ¢ekirdekli meyveler ve tiretim miktarlar
(TUIK, 2021)



Tiirkiye’deki sert ¢ekirdekli meyve iiretimi cografi bolgelere gore farklilik
gostermektedir. TUIK (2021) istatistik verileri degerlendirildiginde; Ege Bolgesi %
34, Akdeniz Bolgesi % 28, Marmara Bolgesi % 22, I¢ Anadolu Bélgesi % 6,
Karadeniz Bolgesi % 4, Giineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu Boélgeleri ise % 3’liikk
tiretimleri ile sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligine katki vermektedirler (Sekil 1.2).

Marmara Bolgesi
989.146 22% Akdeniz Bolgesi
1.219.512 28%

Karadeniz Bolgesi
158.369 4%

ic Anadolu | Dogu Anadolu
Bolgesi 262.269 Bolgesi 143.198
6% e

Ege Bolgesi
1.506.677 34%

Sekil 1.2 Tiirkiye sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginde cografi bolgelerin iiretim yiizde ve miktarlart
Glineydogu Anadolu Bolgesi 1.122.934 dekar (da) alandaki 153.798 tonluk bir

Giineydogu
Anadolu Bélgesi
153.798 3%

liretimin yani sira son yillarda yeni tesis edilen ¢esitli sert ¢ekirdekli meyve bahgeleri
ile yaygin anlamda yetistiricilik faaliyetlerini arttirmistir. Gilineydogu Anadolu
Bolgesi igerisinde yer alan Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illeri ise sert ¢ekirdekli
meyve tlrlerinin 6nemli tretim merkezleridir. Adiyaman ili 134.281 da alanda
badem ve zeytin basta olmak iizere ¢esitli sert ¢cekirdekli bitkilerden 179.317 tonluk
bir tiretime sahiptir. Mardin ili ise 42.640 da alanda kiraz, sofralik zeytin ve bademin
onciiliik ettigi toplam 53.354 tonluk bir liretim ile bolgedeki sert ¢ekirdekli meyve
iretimine katki vermektedir. Diyarbakir ili ise 16.380 da alandaki badem, kiraz,
kayis1 gibi pek ¢ok farkli sert ¢ekirdekli meyve tiiriinden toplam 22.745 tonluk bir
iretime sahiptir. S6z konusu illerden Diyarbakir, insanlarin ilk yerlesim yerlerine ev
sahipligi yapan Mezopotamya Bolgesine hayat veren Dicle nehrinin yaninda
kurulmustur. Diyarbakir ve Sanliurfa illeri arasinda bulunan Karacadag’dan piiskiiren
volkanik lavlarin sogumasi ile olusmus bazalt tast ve bu tasin binlerce yillik
¢ozlinmesi sonucu olusan verimli topraklar, Diyarbakir’in tarimsal verimliligini

zenginlestirmektedir. Ayrica Dicle nehri kiyisinda bulunan ve Diinya kiiltiir miras1



listesinde yer alan Hevsel Bahgeleri, Diyarbakir’in meyve iiretimine katki
sunmaktadir. Giineydogu Anadolu Projesi’nin (GAP) sagladigi sulama imkanlari1 ve
meyvecilik i¢in uygun iklim 6zelliklerinin yani sira genis ve verimli tarim arazileri
ile Diyarbakir, meyvecilik i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Diyarbakir son yillarda
ozellikle sert ¢ekirdekli bitkileri ihtiva eden yeni bahgelerin tesis edilmesi ile mevcut

potansiyeline ulasmaya baglamstir.

Sert ¢ekirdekli bitkilerin ekolojik istekleri ve yetistiricilik kosullar1 benzerlik
gostermekle birlikte yiiksek verim ve kaliteli iirlin i¢in optimum sartlarin saglanmasi
elzemdir. Badem; kis soguklarina oldukca dayanikli bir bitki olup yetistiriciligini
sinirlayan en Onemli faktorlerden birisi ilkbahar ge¢ donlaridir. Bademin birgok
iliman bitki tiirline gore erken ¢icek agmasi ilkbahar ge¢ donlarindan etkilenmesinde
onemli bir etkendir. Ozellikle don zararmin etkin olabilecegi yorelerde gec cicek
acan cesitlerin secilmesi faydali olmaktadir. Badem kumlu-tinli topraklarda en iyi
sonucu vermekle birlikte derin olmak kaydiyla kurak, tash, cakilli veya kirecli
topraklarda da yetigsebilmektedir (Kiiden ve ark., 2014). Bademin toprak se¢iciliginin
az olmasi kira¢ arazilerin degerlendirilmesinde kullanimini yayginlastirmaktadir.
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde kendi gelen ac1 badem iizerine asilama yoluyla ya
da daha ¢ok orta kuvvetli bir ¢esit olan Ferragnes ve tozlayici olarak ise Ferraduel
cesidi kullanilarak tesis edilen kapama bahgeler seklinde badem iiretimi

yapilmaktadir.

Kiraz ve visne; derin topraklarda ve taban suyu sorunu olmayan yerlerde iyi
yetismektedirler. Kiraz; yaz aylarinin pek sicak ge¢medigi ve yiiksekligin 1.000
metreyi (m) asmadig1 yerlerde iyi sekilde gelismektedir. Visne ise karasal iklimlerde;
soguk kis sartlarina ve ayrica yaz aymdaki yiiksek sicaklik ve kurakliga iyi dayanim
gostermektedir. Ayn1 zamanda ilkbahar donlarindan ge¢ ¢iceklenmesi nedeniyle daha

az etkilenmektedir (Baskaya, 2011; Bolat ve Pirlak, 1998; Engin ve Akgal, 2013).

Kayis1 bitkisinde toprak derin ve nemli ise meyveler daha iri ve sulu olmakta ve bu
meyveler cogunlukla sofralik olarak degerlendirilmektedir. Topraklarin kirag oldugu
yerlerde yetistirilen kayisilarin meyvesi ise daha kiigiik olmakta ve kuru madde

miktar1 yiliksek oldugu icin tercihen kurutmalik olarak kullanilmaktadirlar.



Meyvelerin genellikle iyi gelistigi toprak yapist olan tinli, kumlu-tinh, tinli-kirecli
topraklar kayis1 yetistiriciligi i¢inde uygundur. Cigek tomurcuklarinin dokiiliip
yaprak tomurcuklarinda diizensiz uyanmalarin olmamasi i¢in soguklanma ihtiyaci
yetistirilen yere uyumlu gesitlerin se¢ilmesi ve ilkbahar ge¢ donlarina kars1 gerekli

Onlemlerin alinmas1 6nemlidir (Kogal, 2011).

Seftali; Diinya’da 30°-45° kuzey-giiney enlem dereceleri arasindaki iliman ve
subtropik bolgelere adapte olmustur. Nektarin ise farkli bir meyve tiirii olmayip
seftalinin 3 alt kiiltiir formundan birisidir ve tilysiiz seftali olarakta bilinir (Eroglu ve
Misirli, 2012). Farkli iklim sartlarina uyum saglamada basarili olan seftali bitkisi;
siddetli kis soguklarindan ve disik yaz sicakliklarindan  olumsuz
etkilenebilmektedir. Ilkbahar donlar1 seftali yetistiriciliginde erken ciceklenmesi
nedeniyle dikkat edilmesi gereken diger bir husustur. Tinli, kumlu, ¢abuk 1sinan ve
aliviyal karakterde, potansiyel hidrojen (pH)’i 6-7 olan topraklar seftali ve nektarin
yetistiriciligi i¢in oldukea elverislidir (Giir, 2011).

Erik yetistiriciliginde farkli 6zellikteki alt gruplarmin bulunmasi sebebiyle iklim
istekleri agisindan degisiklikler goriilmektedir. Anavatant Anadolu cografyasi olan
Prunus cerasifera L. Tirkiye’deki iklim kosullarma iyi uyum saglayabilmektedir.
Avrupa grubundan olan erik tiirleri, kig aylar1 biraz daha soguk gegen soguk i1liman
iklim kosullarinda iyi sonuglar verirken, Japon grubu erik tiirleri daha yumusak iklim
kosullarini tercih etmektedir. Toprak istekleri agisindan da erik bitkisi alt gruplara ve
kullanilan anaca gore farkliliklar gostermektedir. Can-Papaz erik grubuna dahil
anaglar, yiizeysel bir gelisim sergileyip sagak kok olusturma egilimindeyken, Avrupa
grubu daha derin bir kok sistemine sahiptir ve dolayisiyla agir, killi ve nemli

topraklarda kolaylikla yetistirilebilmektedir (Karamiirsel, 2011).

Oleaceae (Zeytingiller) familyasina dahil olan zeytin, tarih boyunca Onemini
yitirmemis ve insan beslenmesindeki yerini korumustur. Bu familyanin 25 cins ve
yaklasik 600 tiirliik cesitliligi ¢ogunlukla subtropik ve tropik iklim kusaginda
bulunan boélgelere yayilmis durumdadir. Bunlardan Olea cinsine dahil olan ve
yenilebilir 2 meyve tiiriine sahip Olea europaea (zeytin) igin Akdeniz Bolgesi 1liman

iklimi en ideal iklim kosullarini sunmaktadir. Zeytin yetistiriciligi i¢in; kislari 1lik ve



yagisli, yazlari kurak ve sicak gegen, yillik 400-800 milimetre (mm) yagis alan yerler
uygundur. Zeytin toprak istegi acisindan pek secici olmamakla birlikte nispeten
kiregli-kumlu ve derin topraklar1 sevmektedir (Oztiirk ve ark., 2019; Pirgiin, 2007;
Tokusoglu, 2010).

Toprak oOzellikleri ve iklim kosullarinin yami sira sert c¢ekirdekli bitkilerde
yetistiriciligi olumsuz etkileyen farkli abiyotik ve biyotik stres etkenleri
bulunmaktadir. Bircok iilkede, sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde verim ve kaliteyi
siirlayan, fungus, bakteri, virilis, viroid gibi canli kokene bagli hastalik etmenleri

kaydedilmistir.

Sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda karsilasilan bazi 6nemli fungal hastalik etmenleri
arasinda; yaprak kiwvircikligi Taphrina deformans [(Buerk.), Tulasne], karaleke
Venturia carpophila (E. E. Fisher), kiilleme Sphaerotheca pannosa var. persicae
(Woronichin), yaprak delen-¢il Wilsonomyces carpophilus [(Lév.) Adaskaveg,
Ogawa ve Butler], Monilya (Mumya) veya kahverengi c¢iirlikliik, Monilinia
fructigena [(Aderh. ve Ruhl.) Honey], kiraz ve visnede yaprak lekesi Blumeriella
jaapii [(Rehm), von Arx], et leke hastaligi Polystigma ochraceum [(Wahlenberg),
Saccardo], zeytinde halkali leke hastaligi Venturia oleaginea [(Cast.), Rossman ve
Crous], erik past Tranzschelia pruni-spinosae [(Pers.), Dietel], ve eriklerde cep
hastaligi Taphrina pruni [(Fuckel), Tulasne] sayilabilir (Kurt, 2013). Bunlarin
disinda diinyada sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin yapildig1 bolgelerde 6zellikle
Cytospora kanseri (Cytospora spp. Ehrenberg), Ceratocystis kanseri (Ceratocystis
spp.), Fusarium ve Verticillium solgunluk hastaliklar1 yaygin olarak karsilagilan ve
yetistiricilik faaliyetlerinde ©Onemli sorunlara yol agan diger fungus kokenli
hastaliklardir (Ogawa ve ark., 1995; Sipahioglu ve ark., 2004). Fungal hastaliklar
ozellikle mevsimsel sicaklik ve nem gibi kosullarin hastalifin optimal seyrine
paralellik ettigi sartlarda, meyvelerin kalite ve kantitesinde ciddi oranda kayiplara

neden olabilmektedirler.

Sert ¢ekirdekli meyvelerde iirlin kayiplarina neden olan ve ayni zamanda
yetistiricilik faaliyetlerini sinirlayan pek cok viriis hastaligi yapilan caligmalarla

belirlenmigtir. Sert ¢ekirdekli meyvelerde sorun olusturan baslica etmenleri; Erik



Sarka (PPV), Erik Ciicelik (PDV), Elma Mozaik (ApMV), Elma Klorotik Yaprak
Leke (ACLSV) ve Erik Nekrotik Halkali Leke (PNRSV) viriisleri olarak 6zetlemek
miimkiindiir (Dunez, 1990; Sipahioglu ve ark., 2004).

Bakteriler, bitkilerinde dahil oldugu bir¢ok canliyla iligki icerinde olan tek hiicreli ve
optik aletler yardimiyla incelenebilen mikroorganizmalardir (Cmar, 1990).
Bakterilerin bitkilerde hastaliklara neden olabildigi 19. yiizyila kadar bilinmeyen bir
gercek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak Amerikali T. J. Burrill’in 1878 yilinda
[llinois Universitesinde yapmis oldugu bir ¢alisma ile armut agaclarinda ates
solgunlugu hastalifina neden olan etmen olarak ilk kez bir bakteriyi izole etmesi bu
gercegi acifa c¢ikarmistir. Giiniimiizde ates yanikligi hastaligi etmeni Erwinia
amylovora olarak isimlendirilen bu bakterinin kesfi, ardindan yapilacak bir¢ok
calismaya da onciilik etmistir (Karaca, 1977). Erwin F. Smith 1920 yilinda su,
toprak ve hava gibi farkli ortamlarda bulunabilen bitki patojeni bakterilerin neden
oldugu 60 bitki familyasina dahil 150 farkl bitkide bakteriyel hastaliklarin meydana
geldigini tespit etmistir. Ardindan Bergey, yapmis oldugu calismalarin neticesinde
1930 yilinda bitkilerde patojen olan 93 bakteri tiirii oldugunu belirlemistir. Elliott
isimli arastirmact ise ayni yillarda fitopatojen bakteri varligiin 177 oldugunu
kaydetmistir. Bitki patojeni bakteri sayisinin  300’{in iizerinde oldugunun
diisiiniildiigi 1960’11 yillardan sonra bakteriler iizerine pek ¢ok calisma yapilmistir
(Karaca, 1966). Giiniimiizde Diinya’da ve Tirkiye’de kaydedilmis, bitkilerde 6nemli
verim ve kalite kayiplarina neden olan 450’nin iizerinde fitopatojen bakterinin varligi
bilinmektedir ve bu say1 yeni ¢alismalar ile giinden giline artmaktadir (Saygili ve ark.,

2014).

Sert cekirdekli bitkilerdeki biyotik stres faktorleri igerisinde bakteriyel etmenlerin
sinirli miicadele imkanlar1 goz oOniinde bulunduruldugunda, oldukc¢a fazla Gneme
sahip oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Sert g¢ekirdekli meyve tiirlerini hastalandiran
bakteriyel etmenlerden bazilari; Bakteriyel yaniklik ve Dbakteriyel kanser
(Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum (Wormald) Young), seftalide bakteriyel geriye dogru o6liim
(Pseudomonas syringae pv. persicae), bakteriyel yaprak lekesi (Xanthomonas

arboricola pv. pruni), kok bogazi uru hastalig1 (Rhizobium radiobacter), Pierce



hastalign (Xylella fastidiosa), zeytin dal kanseri (Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi), badem dal kanseri (Pseudomonas amygdali), Avrupa sert c¢ekirdekli
sarilik fitoplazmast (Candidatus Phytoplasma prunorum) olarak o6zetlenebilir.
Bunlarin diinya genelinde sert c¢ekirdeklilerdeki tespiti 20. ylizyilin basima kadar
gitmekte, ancak sayisal olarak bu oran giderek artis sergilemektedir (Wilson, 1953).
Tiirkiye’de ise baz1 sert cekirdeklileri hastalandiran bakteriyel etmenler, Ornegin;
kayisida Pseudomonas syringae pv. syringae ve kirazda P. syringae pv.
mosrprunorum bundan yaklagik 70 yil kadar once tespit edilmistir (Bremer, 1954).
Ancak zaman igerisinde, farkli bolgelerdeki sert ¢ekirdekliler iizerinde gerek bu
etmenlerin ve gerekse yeni bakteriyel etmelerin varligi, yayginlik ve zarar diizeyleri
hakkinda ilave kayitlar yapilmistir (Biilbiil ve Mirik, 2014; Gormez ve Sahin, 2012;
Karaca, 1977; Kavak ve Crtir, 1995; Kavak ve Ustiin, 2009; Kotan ve ark., 2006;
Mirik ve ark., 2016; Ogawa ve ark., 1995; Tiirkoglu ve ark., 1974).

Giiney Dogu Anadolu Bolgesi icerisinde yer alan Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin
illerinde sert c¢ekirdekli meyve tiirlerinin yetistiriciligi hususunda artiglar ve
degiskenlikler s6z konusu olup, badem ve kiraz basta olmak iizere farkli gesitlerle
genis alanlarda kapama bahgeler kurulmus ve kurulmaya devam etmektedir. Farkli
bolgelerden ve farkli gesitlerden fidan girislerine bagli olarak da yeni bakteriyel
etmelerin veya pasif konumdaki bakteriyel etmenlerin yayginlik kazanmasi ve belki
de salgin boyutuna gecebilmesi ihtimali mevcuttur. S6z konusu bu husus sebebiyle
sert cekirdekli meyve tiirlerinde hastalik olusturan bakteriyel etmenler hakkinda
ayrintili bir ¢alismanin yapilmasina ihtiyag¢ hasil olmustur. Bu baglamda Giineydogu
Anadolu Bolgesinin en 6nemli illeri konumunda bulunan Adiyaman, Diyarbakir ve
Mardin illerinde bulunan sert cekirdekli meyvelerdeki bakteri tiirlerinin tespiti,
yaygin tiir veya tilirlerin temel biyokimyasal Ozellikleri ve konukcu dizisinin

belirlenmesi uygulanacak miicadele yontemleri agisindan dnem olusturmaktadir.

Calismada; Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde yapilan sorvey ¢aligmalarinda
sert c¢ekirdekli bitkilerden izole edilen bakteriyel etmenlerin MALDI-TOF MS,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), biyokimyasal testler gibi farkli yontemlerle
teshisinden sonra yaygin patojene ait konuk¢u dizisi ve bakir siilfat toleransinin

belirlenmesi amaglanmustir.



Sonug olarak; bahsi gegen veya heniiz tespit edilemeyen bakteriyel patojenlerin
durumunun ortaya konulmasi saglikli iiretimlerin devami i¢in elzem goriilmektedir.
Doktora tezi kapsamindaki ¢alismada; bakteriyel hastalik tehdidinin ana hatlarinin
belirlenmesi, konuk¢u dizisi sayesinde ise, ayni patojen kokenlerine yonelik etkin
miicadele olanaklarinin saglanmasi amaglanmaktadir. Ayni zamanda ¢alismada farkli
yontemlerin kullanilmasi, miicadele stratejileri agisindan 6nem arz eden, zamanla
ortaya ¢ikabilecek ayni tiirin farkli virlilenslige sahip varsa varyantlarinin tespiti

asamasinda yardimei1 olabilecektir.
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2. ONCEKi CALISMALAR

2.1 Sert Cekirdekli Meyvelerdeki Patojen Bakteriler ile Tlgili Genel Calismalar

Lopez ve ark. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; sert cekirdekli bitkilerde
hastalik olusturan baslica bakteri patojenlerinin Agrobacterium rhizogenes, A.
tumefaciens, , Psm, Psp, Pss, P. amygdali ve Xap oldugunu vurgulamislardir. Bu
bakterilerin ¢ogunun tespiti i¢in giincellenmis standart protokollerin genel bir
eksikligi oldugundan, bu etmenlerin izolasyonu i¢in en uygun besiyeri, serolojik
reaktifler, PCR ve Real-time PCR protokolleri ve bunlarin bitki 6érneklerindeki bu
patojenlerin analizindeki dogruluklar1 hakkinda yeterli veri olmadigma dikkati
cekmislerdir. Calismada molekiiler yontemler degerlendirildiginde sert cekirdekli
bitkilerde sorun olusturan Agrobacterium tiirleri i¢in ¢ok sayida, Xap i¢in son ¢ikan
birkag PCR protokolii oldugunu ancak patojen Pseudomonas tirleri tarafindan
tiretilen siderofor ve toksinler PCR protokollerinin bitki materyalinden teshis veya
tespit icin kullanilacak kadar spesifik olmadig1 sonucuna ulasildigini bildirmislerdir.
Ancak sert c¢ekirdekli bitkilerde patojen Pseudomonas tiirleri i¢in molekiiler
yaklasimlarin tanimlama amaciyla diger testlerle birlikte kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Scortichini (2010), yapmis oldugu bir ¢alismada; ekonomik dneme sahip hastaliklara
neden olan bir¢ok patojen icin hala edinilmesi gereken biiyiik bir bilgi birikimi
oldugunu belirtmistir. Arastirmaci, bakteri kaynakl sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinin
bazi Onemli hastaliklarinin baslica epidemiyolojik yonlerini ve predispozan
faktorlerini Ozetledigini ifade etmistir. Kayis1 (Prunus armeniaca L.), seftali (P.
Persicae L.), kiraz (P. avium L.), visne veya eksi kiraz (P. cerasus L.) ve Avrupa
eriginin (P. domestica L.) diinya capinda Pseudomonas syringae’nin iki pathovari
olan Pss ve Psm tarafindan siddetli olarak saldirtya ugrayan sert ¢ekirdekli meyve
tiirleri oldugunu ifade etmistir. Ayn1 zamanda ¢alismada, Xap’1n seftali, kayisi, Japon
erigi (P. salicina) ve bademdeki (Amygdalus communis L.) bakteriyel leke

hastaligina sebep olan etmen oldugu bildirilmistir.

Sulikowska ve Sobiczewski (2008), yapmis olduklar1 bir calismada; Polanya’nin
cesitli bolgelerindeki sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinden, 62 6rnek visneden, 80

ornek kirazdan, 94 6rnek erikten ve 44 Ornek seftaliden olmak lizere toplam 280
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hastalikli bitki Ornegi topladiklarin1 ve bunlardan yaklagitk 130 fluorescent
Pseudomonas izolat1 elde ettiklerini ifade etmislerdir. LOPAT testleri sonucunda 110
izolatin Pseudomonas syringae olarak teshis edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar
GATTa testleri sonucunda ise; 31 izolatin (- - + +) Psm race 1, 37 izolat (+ - - -) Psm
race 2, 42 izolat (+ + - -) Pss, tiitiinde pozitif reaksiyon veren 6 izolat Pseudomonas
viridiflava, 1 izolatin ise Psv olarak tanilandigin1 kaydetmislerdir. Calismada ayrica;
Pss izolatlarinin visne ve erikte, Psm 1irk 1 izolatlarinin kiraz ve erikte, Psm irk 2
izolatlarinin ise visne bitkilerinde daha sik gorildiigli sonucuna ulasildigin

belirtmislerdir.

Vanneste ve ark. (2005), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada; Yeni Zelanda’daki sert
cekirdekli meyve bahgelerinde bakteriyel kanser (Pss) ve bakteriyel yaniklik (Xap)
gibi hastaliklarin kontroliinde bakirli bilesiklerin ve streptomycinin yogun olarak
kullanildigint  belirtmislerdir. Otago merkezinde bulunan Clyde Arastirma
Merkezinde bulunan bahgelerdeki nektarinlerden izole edilen 120 bakterinin,
yaklasik % 50’sinin bakira direnc¢li oldugunu ancak 117 bakterinden sadece 12’sinin
(% 10) streptomycine dayanikli oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica ayni bahgedeki
nektarinlerden izole edilen 45 Pss izolatinin 26’smin (% 58) uygulamadan énce 500
mg/L bakira dayanakli oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar sert ¢ekirdekli meyve
bahcgelerinden 48 o6rnekten 35’inin test edildigini ve bakteri izolatlarinin yaridan
fazlasinin 500 mg/L bakira dayanakli oldugunun tespit edildigini kaydetmislerdir.
Ilave olarak, test edilen toplam 306 bakteri izolatindan sadece 5 Xanthomonas sp.
izolatinin bakira dayanikli oldugunu ancak higbirinin streptomycine dayanikli

olmadigini belirtmislerdir.

Wilson (1933), yapmis oldugu bir caligmada; sert ¢ekirdekli meyvelerdeki zamk
akintist olgusunun 19. ylizyilin baslarindan beri bir¢ok c¢alisma ile arastirildiginm
vurgulamistir. Genel olarak cogu arastirmacinin zamk akintisinin nedeni olarak,
iklim ve toprak faktdrlerinin olduguna inandigini ifade etmistir. Ancak Brzezinski
(1902)’nin Polonya’da yaptig1 ve Aderhold ve Ruhland’in (1905) ise Almanya’da
yiriittiikleri ¢aligsmalar neticesinde, sert ¢cekirdekli bitkilerde kanser hastaligina neden
olan bakteriyel etmenlerin de zamk akintis1 belirtisi olusturdugunun tespit edildigini

bildirmistir. Kanserli dokulardan yapilan izolasyon calismalar1 sonucunda; yesil
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renkli pigment {ireten floresan 6zellikli bir bakteri ile iiretmeyen farkli bir bakterinin
tespit edildigini kaydetmistir. Her iki bakteri grubunun da inokule edildikleri erik,

seftali, kayis1 ve kiraz bitkilerinde benzer belirtiler olusturdugunu belirtmistir.

Young (1987), yapmis oldugu bir calismada; Yeni Zelenda’da sert g¢ekirdekli
bitkilerdeki ana bakteriyel hastalik etmenlerinin; sert ¢ekirdeklilerde bakteriyel leke
hastalig1 etmeni Xap, kayisi ve kiraz bitkilerinde bakteriyel kanser hastaligi etmeni
Pss, ozellikle seftali ve nektarin bitkilerinde bakteriyel gerileme hastalig1 etmeni Psp
oldugunu vurgulamistir. Miicadele uygulamalarinin bu hastaliklarin sert ¢ekirdekli
bitkilerdeki goriilme siklig1 {izerine dnemli etkisi oldugunu belirtmistir. Calismanin
amacinin; fidanlhiklardaki cesitlerin duyarliliklari, kok saglhiginin duyarlilik {izerine
etkisi, ana¢ ve asilama, budama, sulama yontemi, don kontrolii ve ilaglama
uygulamalarinin s6z konusu bakteriyel etmenler {izerine etkisinin belirlenmesi
oldugunu bildirmistir. Bahsi gecen uygulamalarin tek basina veya ¢ogunlukla birlikte
uygulandiginda bakteriyel hastalik etmenlerinin verdigi zarar1 azaltmada etkili

oldugunu kaydetmistir.

Zezlina ve ark. (2016), yapmus olduklari bir ¢alismada; son 20 yilda Slovenya’da sert
cekirdekli meyve iiretiminin 6nemli Ol¢lide azaldigini belirtmistirler. Meyve
bahcelerinin yeniden tesisine bir¢ok faktdriin engel oldugunu, bu faktorlerden en
onemlisinin ise cesitli hastaliklarin sik goriilmesi oldugunu ifade etmislerdir.
Calismada, Slovenya’daki sert cekirdekli meyve agaclarinda bulunan en Onemli
hastaliklarin; Avrupa sert cekirdekli sarilik fitoplazmasi, sarka viriisii, bakteriyel
yaprak lekesi, Pseudomonas tiirlerinin neden oldugu bakteriyel hastaliklar, cok yillik

kanserler ve Fusicoccum kanseri oldugu belirtilmistir.

2.2 Pseudomonas syringae ve Patovarlari ile Tlgili Calismalar

Roos ve Hattingh (1986a), patojenik Pseudomonas tlrlerinin aktif, biiyliyen
tomurcuklarda dormant haldeki tomurcuklara nazaran daha fazla olacak sekilde, sert
cekirdekli bitkilerdeki saglikli goriinen bir¢cok tomurcuktan izole edildigini ifade
etmislerdir. Patojen bakterilerin izole edildigi hastalikli tomurcuklarin 1982 yilinda
yapilmis olan 6rneklemedeki aylara gére degisiminin; Ocak % 0, Subat % 2, Nisan
% 2, Mayis ay1 bast % 6, Mayis ay1 ortas1 % 12, Haziran % 28 ve Temmuz % 15

oldugunu kaydetmislerdir. Arastirmacilar calismada patojenik Pseudomonas

13



tiirlerinin sert ¢ekirdekli bitkilerin tomurcuklarinda yerlesik bir faza sahip oldugunu
ve ayrica bu tomurcuklarin Giiney Afrika’daki sert c¢ekirdekli bitkilerde goriilen

bakteriyel kanser hastalig1 i¢cin inokulum kaynagi olabilecegini belirtmislerdir.

Gormez ve ark. (2013), yapmis olduklart bir ¢alismada; Erzurum ili civarindaki
enfekte olmus kayis1 agacglarindan bakteriyel izolatlarin galigildigini belirtmislerdir.
Hastalikli kayis1 6rneklerinden toplam 104 adet bakteriyel izolat elde edip bunlar
Pseudomonas spp. olarak tanmimladiklarini ifade etmislerdir. Arastirmacilar
hipersensitif reaksiyon (HR) ve patojenisite testleri sonucunda; irklarin 67’sinin Pss
oldugunu, digerlerinin ise HR negatif ve kayisida patojen olmadiklarim
bildirmislerdir. Ayrica dayaniklilik c¢alismast verilerinin, test edilen kayisi
cesitlerinin higbirisinin Pss’ye karsi dayamkli olmadigini kaydetmislerdir. Ilave
olarak; en hassas ¢esidin Hacihaliloglu, en tolerant ¢esitlerin ise Sekerpare, Roxana

ve Hasanbey oldugunu belirtmislerdir.

Konavko ve ark. (2014), yapmis olduklar1 bir ¢calismada; Pseudomonas syringae’nin
(Ps) neden oldugu bitki hastaliklarinin, diinyanin pek ¢ok bolgesinde ortaya ¢iktigini
ve ¢ok genis konukcu dizisine sahip oldugunu vurgulamiglardir. Meyve iiretiminin
yogun oldugu bolgelerde Ps patovarlarinin neden oldugu hastaliklarin sert ¢ekirdekli
bitkilerde ekonomik agidan 6nemli kayiplara yol agabildigini belirtmislerdir. Olusan
kaybin ciddiyetinin ve ekonomik 6neminin cografi bolgeye, konukcu bitkiye ve Ps
patovarina gore degiskenlik gdsterdigini ifade etmislerdir. Pss’nin neden oldugu
bakteriyel kanser ve zamklanma hastaliginin ticari olarak yetistirilen tiim sert
cekirdekli bitkilerde goriilmesine karsin Psm’nin agirlikli olarak kiraz ve eriklerde
siddetli kayiplara neden oldugunu kaydetmislerdir. Buna karsin Pseudomonas
syringae pv. persicae (Psp)’nin neden oldugu bakteriyel hastaligin daha ¢ok nektarin

ve seftali bitkilerinde siddetli oldugunu belirtmislerdir.

Popovic ve ark. (2021), yapmis olduklar1 bir ¢calismada; Karadag’da sert ¢ekirdekli
meyve yetistiriciliginin yogun ve yari-yogun yetistiricilik faaliyetleri seklinde
yiriitiildiiglinii vurgulamiglardir. Ancak badem iiretiminin cogunlukla aile tiretimi ile
siirli ve hane igi tiiketim amaciyla yapildigini ifade etmislerdir. Karadag’da farkli

cografi bolgelerde 2017-2018 wyillarindaki sorvey caligmalar ile kayisi, seftali,
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nektarin, kiraz, Japon erigi ve badem bitkilerindeki bakteriyel hastalik etmenlerinin
tespitinin amaglandigini belirtmiglerdir. Arastirmacilar yaprak, yaprak sapi, ve
meyve lezyonlari, dal veya dal kanserleri ile nekrotik tomurcuklardan toplam 29 adet
izolat elde edildigini ve ayrica morfolojik, patojenik, biyokimyasal, ve molekiiler
ozelliklerine gore tanilarmin yapildigini bildirmislerdir. izolatlarinin patojenitesinin
ilgili konukg¢u bitkilerin yaprak, meyve ve dallarinda olusan belirtilerin yeniden
gozlenmesiyle belirlendigini kaydetmislerdir. Biyokimyasal testlerin izolatlarin
Pseudomonas syringae oldugunu gosterdigini ifade etmislerdir. Ancak izolatlarin
karakterizasyonunun fenotipik ve molekiiler o6zelliklerde farklilik gosterdigini
belirtmislerdir. BOX primeri kullanilarak yapilan rep-PCR sonuglarinin izolatlarin
yiiksek genetik cesitliligini ortaya c¢ikardigini bildirmislerdir. Ayrica test edilen tiim
izolatlarin in vitro olarak bakir siilfata 6nemli diizeyde direng ve streptomisin siilfata

ise yiiksek diizeyde duyarlilik gdsterdiginin tespit edildigini kaydetmislerdir.

Roos ve Hattingh (1986b), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada; Giiney Afrika’daki Free
State eyaletinde bulunan Ficksburg kasabasindan kiraz ve Western Cape eyaletinde
bulunan Stellenbosch kasabasindan ise erik ve kayis1 bitkilerinden, 81-82 yillarinda
hastalik  belirtisi  gozlenmeyen saglikli yapraklardan Ornekleme yapildigini
belirtmislerdir. Yetistirme periyodunda yapilan Ornekleme neticesinde bakteri
izolatlar1 elde edildigini ve bu izolatlara Kovacs oksidaz, levan, GATTa testleri ile
HR ve patojenisite testleri uygulandigini bildirmislerdir. Yapilan tanilama ¢aligmalari
ile Pss, Psm ve birkac¢ ara form bakterinin teshis edildigi ifade etmislerdir. Giiney
Afrika’nin kisin yagish periyodunda erik ve kayisi agaglarinda baskin etmenin Pss
oldugunu buna karsin, hem yaz aylarinda hem de kisin yagish periyodunda kiraz
yetistiriciliginde Psm bakterisinin baskin oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica her iki
bakterinin de sert c¢ekirdekli bitkilerin hastalik belirtisi gdzlenmeyen yapraklarinda
bulunabildigini  belirtmislerdir. Arastirmacilar c¢alismanin sonucunda; kiraz
yapraklarindaki patojen bakteri varliginin yaz baglarinda ve sonbahar sonlarinda daha
yogun olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Erik ve kayisi bitkilerindeki patojen bakteri
varliginin ise bahar ve sonbahar aylarinda daha yogun oldugunu buna karsin sicak ve

kurak yaz aylarinda en diisiik seviyede oldugunun tespit edildigini ilave etmislerdir.
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Husseini ve Akkoprii (2020), yapmis olduklart bir ¢aligmada; Bati Ege Bolgesi ve
Van Goli Havzasindaki sert cekirdekli bitkilerden izole edilmis Pss ve Psm
bakterilerinin bakira dayaniklilik seviyelerini, dayaniklilik mekanizmalarin1 ve bu
etmenlere karsi farkli bakirli preparatlarin etkinligini belirlemeyi amacglamiglardir.
Bu kapsamda oOncelikle izolatlarin bakir siilfat ve farkli bakirli bilesiklerdeki
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ve o6liimciil doz (LDsg) degerlerinin
hesaplandigini ifade etmislerdir. Izolatlarm bakira dayaniklilik mekanizmasini ve
siderofor iiretimini belirlemek i¢in Fe/Cu Blue-CAS agar besi ortamlarinin
kullanildigin1 ve copA ve cusA genlerinin varliginin arastirildigini belirtmislerdir.
Bakir siilfatta en yiiksek MIC degerinin 2 milimolar (mM) oldugunu ve en etkili
bakirlt bilesigin ise (CuSO4+Ca(OH),)+mancozeb oldugunu kaydetmislerdir.

Bultreys ve Kaluzna (2010), yapmis olduklar bir ¢aligmada; Pss ve Psm’nin neden
oldugu bakteriyel kanser hastaliginin ekonomik 6neminin ve ayrica etkili kontrol
Onlemlerinin  bulunmamasinin, patojenlerin  ekolojisi, karakterizasyonu ve
tanimlanmasi ile ilgili son calismalar1 tegvik ettigini ifade etmislerdir. Giiniimiizde
yeni tanilama tekniklerinin; ekolojik ve patolojik ag¢idan Onemli pyoverdin ve
yersiniabaktin sideroforlar1 ile koronatin ve toksik lipodepsipeptidleri igeren
fitotoksinlere dayandigini aktarmislardir. Ayrica ¢alismada; tekrarlanan diziler (rep-
PCR), erime profilleri (PCR MP), DNA dizisi (MLST) gibi toplam DNA
homolojisine dayanan genetik metotlarin Psm’ye ait her biri genetik olarak homojen
olan ve Pss’ye ait yliksek Olclide heterojen olan 3 farkli patojenin varhigini
kanitladigin1 belirtmislerdir. Sonug olarak; sert c¢ekirdekli meyve agaclarindaki
bakteriyel patojenleri daha fazla karakterize etmenin ve bunlarin konukguya
Ozellesmelerini  belirlemenin ~ gerektigini  bildirmislerdir.  Ayn1  zamanda
arastirmacilar; 6zgiil tanilama metotlarinin gelistirilmesi ile patojen ekolojisi ve
patojenisite igeren faktorler iizerine ileriki caligmalarin yapilmasinin gelecekte
gelistirilecek verimli Onleyici koruma yontemleri, hastaliga dayaniklilik igin
yetistirme stratejileri ve yenilik¢i hastalik kontrol Onlemeleri i¢in bir zaruriyet

oldugunu kaydetmislerdir.

Donmez ve ark. (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; kayisida Pss’nin neden
oldugu bakteriyel kanserin son yillarda Tiirkiye’de Ozellikle Malatya ilinde genis
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Olciide yayilmis oldugunu bildirmislerdir. Calismanin temel amacinin, Tirkiye’de
yetistirilen kayis1 cesitlerinin Pss kaynakli bakteriyel kansere karsi direncinin
belirlenmesi oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilar Malatya’da 2006-2007
yetistirme periyodu esnasinda hastalikli kayisi agaclarindan bakteri izolatlar1 alip
bunlardan 53 adet Pseudomonas syringae izolati elde ettiklerini belirtmislerdir. Bu
izolatlardan 42’sini Pss, 11’ini ise Psm olarak kaydetmislerdir. Sonug¢ olarak,
patojenite testi uyguladiklar1 15 kayist ¢esidinden (Alyanak, Cataloglu, Cologlu,
Erken Agerik, Hacihaliloglu, Hasanbey, Ismailaga, Kabaasi, Karacabey, Sakit 2,
Soganci, Sam, Sekerpare, Tokaloglu (Erzincan) ve Turfanda Eski Malatya)
Hasanbey, Cologlu, Soganct ve Sekerpare kayisi cesitleri dayanikli, Sam ve
Tokaloglu (Erzincan) kayisi cesitleri ise hassas olarak bildirmislerdir. Arastirmacilar
ayrica bu c¢alismanin, Tiirkiye’de yetistirilen kayisi cesitlerinde Pss’ye karst

dayanikli kaynaklarin ilk kaydi oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Biilbiil ve Mirik (2014), Tekirdag ilinde gergeklestirmis olduklar1 bir c¢aligsmada;
kiraz bitkilerinde kalite ve kantitede ciddi azalmalara neden olan Onemli
hastaliklardan birisinin bakteriyel kanser ve zamklanma hastaligr oldugunu ifade
etmiglerdir. Calismada Tekirdag ilinde 2012-2013 yillarinda gergeklestirilen sorvey
calismalari neticesinde 129 enfekteli bitki O6rnegi toplandigini belirtmislerdir.
Arastirmacilar; hastalifin yayginlik oranimmin % 20-57 arasinda degisen oranlarda
oldugunu ve enfeksiyon belirtisi gozlenen agaclardaki hastalik siddetinin ise % 20-85
oraninda degistigini tespit etmislerdir. izolasyon ¢alismalarinin akabinde yapilan test
ve analizler neticesinde; 41 izolatin Pseudomonas syringae oldugunu ve bunlardan

23 izolatin Psm, 18 izolatin ise Pss bakterisi oldugunu kaydetmislerdir.

Akkopri (2016), yapmis oldugu bir calismada; sert c¢ekirdekli bitkilerin 6zellikle
Tiirkiye’nin dogu kesimlerindeki yetistiricilik faaliyetlerinde ekonomik anlamda
onemli bir pay1 oldugunu ifade etmistir. Calismada s6z konusu bolgede yer alan Van
Golii Havzasinm, aym1 zamanda Iran’a smir1 olmasi sebebiyle Xanthomonas
arboricola pv. pruni (Xap) gibi karantinaya tabi bitki patojenlerinin gegisinde de
etkili olabilecegi icin kayisi, erik, seftali, kiraz ve visne bitkilerindeki bakteriyel
etmenlerinin durumunun ortaya konulmasinin amaglandigi belirtilmistir. Arastirmaci

bu kapsamda 92 sert ¢ekirdekli meyve bahgesinden 69 hastalikli bitki 6rneginin

17



toplandigin1 bildirmistir. Elde edilen izolatlara LOPAT, GATTa ve ham vigne
meyvelerinde patojenisite testleri ile 27f/1492r primerleri ile 16S rRNA sekans
analizi ve spesifik primerlerle molekiiler analizlerin yapildigini belirtmistir.
Calismanin sonucunda; Xap varligina rastlanilmadigi tiim patojenlerin Pseudomonas
syringae patovarlart oldugu ve bu patojenlerin % 44’{iniin Pss, % 56’smin ise

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm) oldugu kaydedilmistir.

Kaluzna ve Sobiczewski (2009), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; kiraz, visne, kayisi
ve erik bitkilerinin farkli organlarinda hastalik belirtisi gozlenen dokulardan yapilan
izolasyon neticesinde 23 Pseudomonas syringae patovari (Pss, Psm itk 1 ve Psm irk
2) elde ettiklerini belirtmislerdir. Izolatlarin syringomycin iiretiminin pepton-glikoz-
NaCl agar ile test edildigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar izolatlarin viriilensligini
belirlemek i¢cin ham kiraz meyvelerine bakteri izolatlarinin inokule edildigini ve 4
giinliik inkiibasyon siiresi sonunda sonuglarin degerlendirildigini kaydetmislerdir.
Tiim Pss izolatlariin koyu siyah-kahverengi nekrozlar olustururken Psm
izolatlarinin  kahverengimsi, su emmis gibi goriinen yiizeysel lezyonlar
olusturdugunu bildirmislerdir. Pss izolatlarinin viriilensligini temsil eden nekroz
boyutlarinin syringomycin iretimleri ile paralellik gosterdigini tespit etmislerdir.

Ayrica Psm 1tk 2’nin Psm 1tk 1°den daha virtilens oldugunu belirtmiglerdir.

Kaluzna ve ark. (2010a), yapmis olduklar1 bir calismada; Italya ve Polanya’daki
kiraz, visne, erik ve ceviz bitkilerinden toplam 33 adet bakteriyel izolat elde
ettiklerini ve ilk olarak geleneksel tekniklerle tanimladiklarini bildirmislerdir. Klasik
yontemlerle yapilan teshis sonucunda; 16 izolatin Pss, 12 izolatin Psm itk 1 ve 5
izolatin ise Psm 1tk 2 olarak tanilandigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar toksin
tretiminin tespiti ile 16 Pss izolatindan 11’inin syrB genine sahip olmasina karsin
Psm 1tk 1°den 3 izolatin c¢fl genine ve Psm 1irk 2’den 3 izolatin yersiniabactin (irpl)
kodlayan gene sahip oldugunu gosterdigini kaydetmislerdir. Ayrica BOX ve ERIC
primerler setleri kullanilarak yapilan Rep-PCR’in fenotipik olarak tanimlanan
patovar ve irklarla tutarli 3 ayr1 kiime ortaya ¢ikardigini belirtmislerdir. Bunlar
arasinda tek istisnanin ise irp/ genine sahip olmayan 2 adet Psm 1rk 2 izolatlarmin
oldugunu kaydetmislerdir. Bu kapsamda, hem BOX hem de ERIC primerleri

kullanilarak yapilan analiz sonucunun Pss izolatlarinin fenotipik sonuglar ile daha

18



benzer oldugunu gosterdigini vurgulamiglardir. Calismada ayrica multilocus sekans
tiplemesi (MLST) i¢in 20 temsili izolat kullanildigin1 ve sonug olarak; gyrB, gapA,
gltA ve rpoD genlerinin MLST analizinin, izolatlar1 Pss, Psm 1tk 1 ve 2’ye karsilik

gelen 3 ayr1 kiimeye net bir sekilde tahsis edilmesini sagladigini bildirmislerdir.

Kaluzna ve ark. (2010b), yapmis olduklar1 bir ¢calismada; kiraz, visne, erik, seftali ve
kayis1 sert cekirdekli bitkilerindeki hastalik belirtisi gozlenen dokulardan 30 adet
floresan Pseudomonas izolatindan LOPAT testleri ile 23 tanesinin Pseudomonas
syringae olarak tamimlandigini ifade etmislerdir. izolatlarn GATTa ve L-laktat
kullanim testleri ile ileri karekterizasyonu neticesinde; 10 izolatin Psm ik 1, 6
izolatin Psm 1k 2, 6 izolatin ise Pss olarak tanilandigini bildirmislerdir. izolatlarin
toksin iiretiminin fenotipik tespiti ve genetik analizleri sonucunda; Pss izolatlarinin
syringomycin, Psm irk 1 izolatlarinin koronatin ve Psm irk 2 izolatlarmin ise
yersiniabactin  iirettiginin  belirlendigini kaydetmislerdir. izolatlarin  genetik
cesitliliginin PCR erime profili (PCR MP) ile degerlendirildigini belirtmislerdir. PCR
MP modeli ile olusturulan dendogramin fenotipik olarak ayirt edilen patovarlarla
pozitif korelasyon gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica Psm irk 1 ve 1rk 2 izolatlarinin
farkli ve daha siki kiime olustururken Pss izolatlarinin daha heterojen bir kiimelenme

olusturdugunu ifade etmislerdir.

Kaluzna ve ark. (2016), yapmis olduklari bir ¢aligmada; geleneksel ve gercek-
zamanli PCR yontemleri kullanilarak sert ¢ekirdekli bitkilerdeki bakteriyel kansere
sebep olan etmenlerin tespiti amaciyla spesifik primerlerin gelistirildigini
vurgulamiglardir. Pseudomonas syringae izolatlarinin cesitliliginin analizi i¢in
kullanilan PCR erime profilinin (PCR MP), Psm ik 1 ve Psm wk 2’ye 6zgi
amplifiye fragmanlarin tam olarak belirlenmesine izin verdigini belirtmislerdir. Elde
edilen veriler kullanilarak spesifik dizi ile karakterize edilen amplifiye bolge (SCAR)
primerlerinin tasarlandigin1 ifade etmislerdir. Arastirmacilar ayrica Pseudomonas
cinsine ait farkli bakteri irklarindan izole edilen genomik DNA’y1 kullanan
geleneksel ve gercek-zamanli PCR (Real-time PCR)’in segilen primerlerin

Ozglnliigiinii dogruladigini bildirmislerdir.
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Gormez ve Sahin (2012), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Tiirkiye’nin Kuzeydogu
Anadolu Bolgesi’'nde 2002-2004 yillart arasinda yetistirilen sert c¢ekirdekli
meyvelerden (seftali, kayisi, erik, kuru erik, kiraz, visne, badem) elde edilen
hastalikli bitki 6rneklerinden bakteriyel flora izole ettiklerini belirtmislerdir.
Arastirmacilar, tim bakteriyel irklarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler ile
yag asidi metil ester (FAME) analizi ve karbon kullanim profillerini iceren
geleneksel ve molekiiler teknikler kullanilarak tanimlandigini ifade etmislerdir.
Ayrica FAME analizine gore 39 cinse ait toplam 365 bakteri irki belirlediklerini
aktarmiglardir. Bunlar arasinda 2 farkli Pseudomonas tiiriine dahil 69 irkin seftali,
kayist ve kirazi igeren orijinal konukgularindaki patojenite testleri ve tiitiinde asir1
duyarlilik testleri esas alinarak patojen olduklarini kanitladiklarini bildirmislerdir.
Calismada Sherlock Mikrobiyal Tanimlama Sistemi (MIS) sonuclarina gore; en
yaygin patojenik bakteriyel 1rklarin  Pseudomonas syringae (% 94,2) ve
Pseudomonas fluorescens (% 5,8) oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica biyokimyasal
test (LOPAT ve GATTa) sonuclarina gore; izole edilen bakteriyel irklarin ¢ogunun

Pss oldugunu rapor etmislerdir.

Roos ve Hattingh (1986¢), yapmis olduklari bir c¢alismada; Giiney Afrika’daki
Franschhoek isimli kasaba yakinlarindaki Meyve ve Meyve Teknolojileri Aragtirma
Enstitlisti blinyesinde yetistirilen kayisi ve erik bahgelerinde bulunan Amaranthus
deflexis (Sarkikibik), Sonchus oleraceus (Esek marulu) ve Oxalis pescaprae (Giizel
eksi tirfil) yabanci otlarindan 1981-1982 yillarinda ekim ve haziran aylari arasinda
ornekleme yapildigimi bildirmislerdir. Ornekleme neticesinde 12 izolat elde edildigini
ve izolatlara levan, buz c¢ekirdegi aktivitesi, HR testi, GATTa testleri, syringomycin
tiretim testi ile erik yapraklarinda patojenisite testinin uygulandigini kaydetmislerdir.
Arastirmacilar test sonucunda 10 izolatin bakteriyel kanser ve zamklanma hastalig1
etmeni olan Pss olarak teshis edildigini ve ayrica sert ¢ekirdekli bitkilerin mevsim
dis1 zamaninda s6z konusu bakteriyel etmenin yabanci otlarda epifitik halde

bulunabildigi sonucuna ulasildigini ifade etmislerdir.
Cetinkaya Yildiz ve ark. (2015), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Tiirkiye’nin Dogu

Akdeniz Bolgesinde 6zellikle son zamanlarda sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciliginin

arttigin1 ve 2012 yilinda Pss’nin neden oldugu bakteriyel kanser hastaliginin bdlgede
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ilk kez tespit edildigini belirtmislerdir. Calismada, 2014 yil1 Subat ve Mayis aylari
arasinda sz konusu hastalig1 tespit etmek amaciyla Adana, Mersin ve Hatay
illerinde sorvey calismasi gerceklestirildigini ifade etmislerdir. Sorvey caligmalari
neticesinde toplam 68 sert ¢ekirdekli meyve bahgesinin incelendigini ve Adana ile
Mersin illerinde hastalik belirtisi gézlenmedigini bildirmiglerdir. Ancak Hatay ilinde
3 kaywst ve 1 erik bahgesinde hastaligin bulundugunu kaydetmislerdir. Hastaligin
tespit edildigi bahgelerde erik ve kayist meyvelerinde siyah, ¢okiikk lezyonlarin ve
yaprak dokusunda ise klorotik, nekrotik lezyonlarin goézlendigini belirtmislerdir.
Izolasyon caligmalar1 neticesinde kayisidan 15, erikten ise 5 adet izolatin elde
edildigini ifade etmislerdir. Patojenisite, LOPAT ve GATTa testleri sonucunda elde
edilen tiim izolatlarin Pss olarak teshis edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar s6z
konusu caligma ile bakteriyel kanser hastaliginin erik ve kayis1 agaglarindaki hastalik

oraninin ve erik bitkisindeki varliginin ilk kez tespit edildigini belirtmislerdir.

Mirik ve ark. (2016), tarafindan yapilmis olan bir ¢aligmada; kirazda verim ve
kaliteyi diisliren, agaglar1 kurutan bakteriyel kanser hastalifi etmenlerini
arastirmiglardir. Arastirmacilar, Tekirdag ili kiraz bahgelerinde 2012-2013 yillari
arasinda gerceklestirilmis olan siirvey ¢aligmalar1 neticesinde hastalik belirtisi
gosteren 150 adet bitki 6rnegi toplamislardir. Tekirdag ilinde silirveye dahil edilen
tiim bahgelerde hastaligin goriildiigiinii, ayrica hastalik oranimin % 20-57, hastalik
siddetinin ise % 20-85 oraninda oldugunu tespit etmislerdir. Laboratuvarda yapmis
olduklar1 izolasyon ¢alismalar1 sonucunda 60 adet Pseudomonas syringae 1zolat1 elde
etmislerdir. Yaptiklar1t LOPAT testleri sonucu; izolatlarin oksidaz, pektolitik aktivite,
arjinin dihidrolaz negatif, tiitinde hipersensitif reaksiyon ve levan o6zelliklerinin
pozitif oldugunu belirlemislerdir. Test etmis olduklar1 izolatlarin GATTa
ozelliklerini; Pss olarak tanilanan 32 izolat i¢in (++--), Psm olarak tanilanan 28 izolat
icin ise (--++) olarak kaydetmislerdir. Tesadiifen se¢mis olduklar1 izolatlarin yag
asidi analizlerine gore % 62-90 oraninda benzerlik gosterdigini belirtmislerdir.
Molekiiler testlerdeki spesifik primerler ile 28 adet izolatin 650 bp tekrarlanabilir
bant olusturarak Psm oldugunu ve 32 adet izolatin ise 752 bp tekrarlanabilir bant

olusturmasi sebebiyle Pss olarak tanimlandigini ifade etmislerdir.
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Kaluzna (2019), yapmis oldugu bir calismada; 2013-2018 yillarinda kizileik bitkisi
yapraklarinda diizenli sekilli kiicik kahverengimsi lekelerin yani sira yaprak
sapindan genisleyen nekrotik alanlar veya genis nekrotik lezyonlarin gozlendigini
bildirmistir. Ayrica 2016 yilinda ise kirmiz1 hasir kizilcik bitkisi yapraklarinda 4 mm
capinda nekrotik merkezli koyu kirmizi-kahverengi lekelerin gozlendigini
belirtmistir. Hastalikli dokulardan Pseudomonas cinsinin morfolojisine benzer
floresan bakterilerin izole edildigini ifade etmistir. LOPAT ve gen¢ konukgu
yapraklarinda yapilan patojenisite testleri neticesinde; izolatlarin Pseudomonas
syringae oldugunun tespit edildigini kaydetmistir. Fitotoksin gen kodlarinin tespiti
ile ilgili analizler sonucunda 6 kizilcik izolatindan 5’inin yersiniabactin (irpl),
kirmizi hasir kizilcik izolatinin ise syringomisin (syrB, syrD) genlerine sahip
oldugunun belirlendigini ifade etmistir. 16s rRNA dizi analizi ile kizilcik
izolatlarinin daha ¢ok ceviz patojeni Pseudomonas avellane’ye benzer oldugunu ve

kirmizi hasir kizileik izolatinin ise Pss olarak tanimlandigini belirtmistir.

Ertimurtas ve Ozaktan (2020), yapmis olduklar1 bir calismada; seftali, badem ve
kiraz bitkilerinden izole edilmis 15 izolatin klasik ve molekiiler yontemlerle tanisinin
yapildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bakteri izolatlarinin tanisinda; LOPAT ve
GATTa biyokimyasal testlerinin yani sira buz cekirdegi aktivitesi (INA) ve ham
kiraz meyvelerinde patojenisite testlerinden yararlandiklarini ifade etmislerdir.
GATTa testlerinde farkliliklar goriilmesi {izerine Pseudomonas syringae
patovarlarinin kesin teshisi amaciyla syringomycin ve coronatine sentezinden
sorumlu genleri hedefleyen spesifik primerlerle molekiiler analizler yapildigini
belirtmiglerdir. Calismanin sonucunda; 15 Pseudomonas syringae izolatindan 9

tanesinin Pss olarak kesin teshisinin yapildigini kaydetmislerdir.

Akbaba ve Ozaktan (2021a), yapmis olduklar1 bir c¢alismada; Tiirkiye’de kiraz
yetistiriciliginde bakteriyel kanser ve zamklanma hastaligina farkli bir¢cok patojenin
neden olabildigini ve bu hastalik sebebiyle verim ve kalitede 6nemli kayiplarin
ortaya ¢ikabildigini belirtmislerdir. Calismada kiraz bitkisinde bakteriyel kanser ve
zamklanma hastaligina neden olabilen Pseudomonas syringae patovarlarinin klasik
ve molekiiler tekniklerle tanisin1 ve bakteriyofajlarin Pseudomonas syringae’ye karsi

biyokontrol etkinliginin degerlendirilmesini amaclamislardir. Arastirmacilar Izmir ve
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Manisa illerindeki kiraz bahgelerinde bakteriyel kanser belirtisi gozlenen agaglardan
44 adet hastalikli bitki Ornegi topladiklarim1 bildirmislerdir. Alman bitki
orneklerinden yapilan izolasyon caligmalar1 ile elde edilen izolatlara yapilan
patojenisite, levan, Kovacs oksidaz, pektolitik aktivite, arjinin dihidrolaz, tiitiinde
hipersensitif reaksiyon reaksiyonu (LOPAT), jelatin hidroliz, esculin hidroliz, tyrosin
ve tartarik asit kullanimi (GATTa) ve spesifik primerlerle molekiiler testler
sonucunda; 10 adet izolatin Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) oldugunu
tespit etmislerdir. Calismada, kesin tanisi yapilan Pss izolatlarina Kkarsi
bakteriyofajlarin  etkinliginin denendigini ve 9 farkli bakteriyofajin etkili
bulundugunu ifade etmislerdir. Calismanin sonucunda elde edilen bulgularin;
bakteriyofajlarin Psedomonas syringae patovarlarina karsi etkin olarak kullaniminin

miimkiin oldugu goriisiinti destekledigini kaydetmislerdir.

Akbaba ve Ozaktan (2021b), Bakteriyel Kanser ve Zamklanma Hastalig1 etmeni
Pss’ye karst in vivo ve in vitro kosullarda yararli bakterilerin biyokontrol
etkinliklerini belirlemek amaciyla bir calisma gerceklestirmislerdir. Bu baglamda
Izmir ve Manisa illerindeki bakteriyel kanser belirtisi gézlenen kiraz bahcelerindeki
saglikli bitkilerden 44 adet Ornek almislardir. Alinan bitki 6rneklerinden yapmis
olduklart izolasyon calismalar1 neticesinde 86 adet yararli bakteri izolat1 elde
etmislerdir. Elde edilen izolatlarin antibiyosis aktivitesini belirlemek amaciyla in
vitro kosullarda uyguladiklar testler sonucunda, 12 adet bakteri izolatini in vivo
kosullarindaki denemeler i¢in se¢mislerdir. Arastirmacilar; iklim odas1 kosullarinda
yetistirilen kiraz bitkileri lizerinde patojene kars1 etkinlikleri denenen bu 12 izolattan,
4 adet izolatin patojeni % 50’nin lizerindeki bir oranda engelleyerek dnemli dlgiide
biyokontrol etkisi gosterdiklerini belirtmislerdir. Ayrica 16s rRNA gen sekansi
kullanilarak yapilan molekiiler tanilama ¢alismalart sonucunda Pantoae sp. (3 izolat)
ve Erwinia sp. (1 izolat) oldugu belirlenen bu 4 izolata ilave olarak; 1 Bacillus sp. ve
1 Erwinia sp. izolatinin daha biyokontrol potansiyelinin yiiksel oldugu sonucuna

ulagmislardir.
Dillon ve ark. (2021), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Almanya’dan 4, Hollanda’dan

1, Isvigre’den 1 ve 10 adet erik ve kayisi izolatin1 da igeren Tiirkiye nin farkli

bolgelerinden 169 Pseudomonas izolatim1 multilokus dizi analizi ve tam genom
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dizilimi yoluyla tanimlamislar ve ardindan varsayilan viriilenslik mekanizmalarini
karakterize etmeyi amaclamiglardir.  Arastirmacilar;  izolatlarin  ¢ogunun
Pseudomonas syringae’nin birincil filogruplari arasmma dagilmis olan diger bitki
patojenleri ile yakin iligkili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bunlarin arasinda
rizosfer bolgesinde yasayan ve bitki biiylimesini tesvik ettigi bilinen dnemli sayida
Pseudomonas fluorescens izolatinin oldugunu ifade etmislerdir. Calismada 19 farkli
konuk¢udan 13 farkli hastalifa neden olan bakterilerden, uzak olarak iliskili
Pseudomonas izolatlarinin ayni konukguda bulunabilecegini bildirmislerdir Ayrica
bulgularin birden fazla konuk¢uda hastaliga neden olmak i¢in ¢esitlenen bakterilerin

monofiletik patovorlar olugturmadig goriistinii destekledigini kaydetmislerdir.

Egerci ve ark. (2021), yapmis olduklar1 bir arastirmada; farkli bitkilerden izole
edilmis 33 adet saprofit ve patojen bakterinin bakirli bilesiklere karsi toleransini
belirlemeyi amaglamiglardir. Bu baglamda in vitro kosullarda gerceklestirilen test
sonuclarinda; bademden izole edilmis 2 Pss izolat1 ile 2 Pseudomonas syringae pv.
tomato, 1 Acidovorax citrulli ve 1 Pseudomonas fluorescens izolatinin bakir siilfata
kars1 duyarliliklarinin azaldigini tespit etmislerdir. Ancak s6z konusu bakterilerin
stvi bakir siilfat ve nano bakir uygulamalarinda duyarliliklarinin oldukg¢a fazla
oldugunu saptamiglardir. Arastirmacilar ayrica antagonist Ozellikteki bakterilerin
bakirli preparatlara karg1 duyarliliklarinda azalig gbzlemis ve bu durumun entegre

miicadele agisindan olumlu oldugu degerlendirmesini yapmuislardir.

Javadi-Dodaran ve ark. (2022), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; sert ¢ekirdekli meyve
bahcelerinde yaygin olarak bulunan yabanci otlardan izole edilen endofit
bakterilerin, bakteriyel kanser ve zamklanma hastalig1 etmeni Pss karsi etkinliginin
belirlenmesinin amaglandigini  vurgulamiglardir. Bu kapsamda Iran’m Kuzey
Batisinda 2017-2019 yillarinda yapilan calisma neticesinde sert ¢ekirdekli
bahgelerden yabanci ot ornekleri toplandigini ve endofit bakteri izolatlarinin elde
edildigini bildirmislerdir. Endofit izolatlarin antagonist 6zelliklerinin belirlenmesi
icin kloroform testi uygulandigmmi kaydetmislerdir. Endofit 112 izolattan, 34
tanesinin Pss’yi engelleme etkisi gosterdigini, bunlar arasinda ise 3 tane izolatin
yiiksek etkinlik gostererek sonraki analizler icin secildigini ifade etmislerdir. So6z

konusu 3 izolatin, 16s rDNA sekans analizi neticesinde; Bacillus simplex, Bacillus
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mycodies ve Arthrobacter sp. olarak tanilandigini belirtmislerdir. Arastirmacilar etki
mekanizmasinin belirlenmesi analizleri sonucunda; Bacillus simplex’in bu 3 izolat
igerisinde 181,76 miligram/litre (mg/L) ile en yiiksek oksin iireten izolat oldugunu ve

ayni zamanda hidrojen siyaniir lireten tek izolat oldugunu bildirmislerdir.

Oksel ve ark. (2022), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; bakteriyel kansere neden olan
Pss’nin genis konukcu dizisi nedeniyle Pseudomonas syringae kompleksindeki en
polifag bakteri oldugunu vurgulamislardir. Ayrica s6z konusu bakterinin kiraz
bahgelerindeki ana bakteriyel hastalik etmeni oldugunu belirtmislerdir. Calismada
2016-2018 yillarinda Tiirkiye’nin Marmara Bolgesinde bulunan farkli alanlardaki
kiraz bahgelerinden hastalik belirtisi gdzlenen 6rnekler toplandigini ve izolatlar elde
edildigini ifade etmislerdir. Elde edilen izolatlara uygulanan patojenisite, LOPAT,
GATTa ve MALDI-TOF analizleri neticesinde; 63 Pss izolat1 elde ettiklerini
kaydetmislerdir. Toplam genomik Dna’nin izolasyonunu takiben syrB ve cfl
genlerinin PCR amplifikasyonunun yapildigimm belirtmislerdir. Izolatlar arasindaki
iligkiyi anlamak i¢in; Rep-PCR ve c¢ok odakli sekans analizi i¢in 63 izolattan 12
tanesinin rastgele olarak secildigini ifade etmislerdir. Calismanin sonucunda
izolatlarin genetik olarak farkli 2 ana kiimeye ayrildigini, Pseudomonas’larin genetik
degiskenlik gosterdigini ve ayni zamanda popiilasyonlar i¢inde bile farkli izolatlar

arasinda yiiksek c¢esitliliginin ortaya ¢ikabildigini kaydetmislerdir.

Vigouroux (1997), yapmis oldugu bir ¢alismada; kisin dondan sonra iklime alismis
agaclarin govdelerinin ¢6ziilmesinde su ile 1slatmanin kullanildigini vurgulamastir.
Arastirmact seftali, kayisi, kiraz ve erik bitkilerinin bu islemden sonra metil mavisi,
eritrosin, Hint miirekkebi ve bakteriyel kanser ve zamklanma hastaligi etmeni Psp
izolat1 ile muamelede boyalarin ve bakteriyel etmenin hizli bir sekilde doku i¢inde
yayllmasina izin verdigini bildirmistir. Bu sayede enfeksiyonun kolayca basladigim
ve bakteriyel kanserin gelistigini ifade etmistir. Calismada ayrica don doneminde
agaclarin su igeriginin, s6z konusu bakterinin yayilma potansiyeli ve ortaya cikan

kanser belirtilerinin boyutu iizerinde belirgin bir etkisi oldugunu kaydetmistir.
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2.3 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ile ilgili Calismalar

Doksoz ve Bozkurt (2020b), Hatay ilinde gerceklestirmis olduklar1 bir ¢alismada;
zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv savastanoi (Psv)’nin ozellikle
genc¢ fidanlarda kurumalara neden olabilen O6nemli bir patojen oldugunu ifade
etmiglerdir. Arastirmacilar 2018 yilinda Nisan-Mayis aylarinda gercgeklestirmis
olduklar1 sorvey caligmalarinda, 447 zeytin bahgesinin incelendigini ve bunlardan
150 bahgede hastaligin tespit edildigini belirtmislerdir. Hastaligin yayginlik orami
hesaplandiginda Arsuz, Iskenderun ve Samandag ilgelerinin % 90 oranla en yiiksek
yayginlik oranina sahip ilgeler olduklarini ancak Hassa, Kirikhan, Kumlu ve
Reyhanli ilgelerinde hastaligin goriilmedigini ifade etmislerdir. Calismada ayrica
hastaligin Hatay ilinde oldukca yaygin oldugunu ve yaklasik olarak goézlem yapilan
her 3 bahgeden birisinde hastaligin goriildiigiinii kaydetmislerdir. Aragtirmacilar
hastalik etmeni Psv’nin tanisinda gram boyama ve LOPAT testleri ile MALDI-TOF
analizi ve molekiiler tekniklerin kullanildigmni belirtmislerdir. Molekiiler
calismalarda PsvF, PsvR, IAALF, IAALR spesifik primerlerinin kullanildigini ve
yapilan analizler sonucunda 14 adet izolatin Psv olarak kesin teshisinin yapildigini

bildirmislerdir.

Sisto ve ark. (2007), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; farkli konukgu tiirlerden ve
cesitli cografi bolgelerden izole edilen 71 Psv irkinin genetik cesitliligini floresan ile
giiclendirilmis fragman uzunlugu polimorfizmi (F-AFLP) analizi ile belirlediklerini
ifade etmislerdir. Arastirmacilar ¢aligmanin 3 farkli secici primer kombinasyonu
kullanilarak ytriitiildiigiinii belirtmislerdir. F-AFLP verilerinin kiime analizine gore;
tim Psv wrklarinin bir kiimede gruplanarak yiiksek derecede benzerlik gosterdigini,
grup dis1 rklarin ise agikga ayri bir takson olusturdugunu aktarmislardir. Pss, P.
syringae pv. phaseolicola, P. syringae pv. glycinea, P. syringae pv. tagetis ve P.
amygdali irklarint grup dis1 olarak kaydetmislerdir. AFLP analizinin Psv, P. syringae
pv. phaseolicola ve P. syringae pv. glycinea irklarmin yerlestirilmesini desteklemede

basarisiz oldugunu bildirmislerdir. Ayrica c¢alismada, zeytinden elde edilen Psv

irklarinin 2 alt kiimeye boliindiigiinii rapor etmislerdir.

Tiirkmenoglu'nun (1965), 1964 yilinda yapmis oldugu sorvey calismalarinda Ege

Bolgesi'nde (Aydin, Balikesir, Canakkale, Manisa, Izmir, Mugla ve Denizli) bulunan
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45 milyondan fazla zeytin agacinin tahmini % 8’inde zeytin dal kanseri hastalig
etmeni Psv ile bulagik oldugu belirtilmistir. Calismada hastalik sebebiyle meydana
gelen yillik zeytin kaybinin yaklasik 1.500 ton oldugunu bildirmistir. Arastirmaci,
antibiyotik ihtiva eden preparatlarin zeytin dal kanserine karsi etkili oldugunun 1960
ve 1961 yillarinda gergeklestirilmis olan laboratuvar denemelerinde tespit edilmesi
tizerine 1961-1964 yillar1 arasinda bu materyallerin arazi sartlarindaki etkinliginin
arastirtlmasi hususunda denemeler kurdugunu aktarmistir. Calismanin sonucunda,
streptomycin ihtiva eden antibiyotiklerin 2.000 parts per million (ppm) dozunda ve
ilave maddelerle birlikte, yaz aylarinda tiimorler iizerine stiriilmek suretiyle iyi

sonuclar verdigi ifade dilmistir.

2.4 Candidatus Phytoplasma prunorum ile ilgili Calismalar

Caglayan ve ark. (2011), sert cekirdekli bitkilerdeki fitoplazma etmenleri iizerine
yapmis olduklar1 bir ¢alismada; kayisi, erik, seftali ve bademde bildirilen ana
belirtilerin damarlar arasinda kloroz, erken tomurcuklanma nedeniyle sezon disi
ciceklenme ve meyve tutumu, uzunlamasina yaprak kivrilmasi ve ¢abuk geriye dogru
O6lim seklinde oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar 2002-2009 yillarinda
Marmara, Akdeniz ve Ege Bolgelerindeki fidanlik, ticari bahg¢e ve yabani ¢esitlerin
bulundugu alanlardan 500’den fazla 6rnek almislardir. Alinan 6rneklere P1/P7 ve
fUS/rU3 primerleri ile PCR analizi uygulamislardir. Test edilen bitkilerdeki
“Candidatus Phytoplasma prunorum” enfeksiyonunun % 10,19 oldugunu
bildirmislerdir. Calismanin sonucunda; etmenin en sik goriildiigii bitkilerin sirasiyla;
kayisi, erik, badem ve seftali oldugunu, buna karsin kiraz ve yabani sert ¢ekirdekli

meyve tiirlerinde ise s6z konusu etmenin tespit edilmedigini kaydetmislerdir.

Eichmeier ve ark. (2019), yapmus olduklar1 bir ¢calismada; “Candidatus Phytoplasma
prunorum” (CPp)’un Avrupa ve civarindaki iilkelerde bulunan ¢ogu sert ¢ekirdekli
meyve yetistirilen bolgede, en yikict bitki patojeni etmenlerden birisi oldugunu
vurgulamiglardir. Calismada 60 adet sert cekirdekli meyve agacinin floem
dokularindaki bakteri varligmin tamamini belgelemenin amaglandigini ifade
etmislerdir. Bakteri izolatlarinin yuvalanmis PCR ve 2 gercek-zamanli PCR analizi
kullanilarak CPp pozitif (Grup A) ve CPp negatif (Grup B) seklinde belirlendigini
bildirmislerdir. ~ Floem  dokularindaki  bakteri  popiilasyonu  bilesimlerini

degerlendirmek i¢in yiiksek verimli amplikon diziliminin yapildigini belirtmislerdir.

27



Arastirmacilar floem dokusundaki bakteri bilesimini; esas olarak Pseudomonas,
Acinetobacter, Methylobacterium, Sphingomonas ve Rhizobium tarafindan temsil
edilen 118 farkli cinsten olustugunu kaydetmislerdir. Ayrica s6z konusu ¢alismanin
sert ¢cekirdekli bitkilerin floem dokusunda bir arada bulunan bakteri popiilasyonu

tizerine CPp’nin etkisinin analizine odaklanan ilk ¢alisma oldugunu ifade etmislerdir.

Valasevich ve Schneider (2016), yapmis olduklar1 bir calismada; Avrupa sert
cekirdekli sarilik fitoplazmasi hastaliginin etiyolojik etmeni olan Candidatus
Phytoplasma  prunorum’un  varligima  dair ilk  siirvey  caligmasini,
Samochvalovichi’deki Meyve Yetistirme Enstitiisii’nlin deneme arazisinde bulunan
kayis1 agaclarinda yaprak sararmasi ve erken yaprak dokiilmesi goriildiigli zaman,
Belarus’ta 2014 sonbaharinda gergeklestirdiklerini belirtmislerdir. Belirtilerin
goriildiigli incelenen 6 kayisi agacindan birisinde evrensel 16S rDNA temelli PCR
testi kullanarak fitoplazma tespit ettiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar, Belarus’ta
kayisinin yaygin olmadigimi ve enfeksiyonun kokeninin bilinmedigini ifade
etmislerdir. Ayrica yerel CPp 1rklarmin olast kaynagmin patojenin Dbelirti
gostermeyen dogal konukgularindan birisi olan kara diken (Prunus spinosa)
oldugunu 6ne siirmiislerdir. Aragtirmacilar sonug olarak; fitoplazma tiirlerinin 16S
rDNA amplikon dizi analizi ile tanimlanmasinin, kayisi ve kara diken agaglarinin

CPp tarafindan enfekte edildigini dogruladigini rapor etmislerdir.

2.5 Rhizobium radiobacter ile Tlgili Cahsmalar

Horuz ve ark. (2018), daha 6nce Agrobacterium tumefaciens olarak isimlendirilen
Rhizobium radiobacter bakterisi lizerine yapmis olduklar1 bir calismada, etmenin siis
bitkisi, sebze ve meyve gibi farkli bitki tiirlerini igeren 750’den fazla bitkide kok
bogazi uru hastalig1 olusturan 6nemli bir patojen oldugunu ifade etmislerdir. S6z
konusu patojen ile biyolojik miicadele anlaminda basar1 saglandigini ancak etmenle
bulasik toprak ve fideliklerde miicadelede c¢ogunlukla basarisiz olundugunu
vurgulamiglardir. Ayrica giinlimiizde ¢alismalarin daha ¢ok hastaliga direncli kiiltiir
bitkileri ve anaglar {izerine yogunlastigini belirtmislerdir. Arastirmacilar ¢alismada;
sert ¢cekirdekli bitkilerde genis kapsamda kullanilan Garnem, Myrobolan ve GF-677
anaclarinin kok bogazi hastaligina kars1 reaksiyonlarini belirlemeyi amacglamislardir.
Bu kapsamda 10° cfu/ml yogunlugundaki bakteri siispansiyonunu ana¢ basina 90

stirgiin olacak sekilde her bir siirgiinde agilan 3 yaraya uygulamislardir. Bes aylik
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inkiibasyon siiresi sonunda olusan urlarin c¢ap ve agirliklarini 6lgmiislerdir. Ur
olusturma verileri ilizerine yapilan istatistik analizler sonucunda; anaglarin farkli
gruplarda yer aldigini1 ve ¢alismada bahsi gegen anaglarin kok bogazi uru hastaligina
kars1 duyarli olduklar1 sonucuna ulagsmislardir. Test edilen anaglardan kok bogazi uru
hastaligina karsi; Garnem anacinin olduk¢a hassas, Myrobolan anacinin orta
derecede hassas ve GF-677 anacinin ise daha az hassas oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica ¢alismanin sonucunda sayet bir bahge tesis edilecekse anag¢ olarak GF-677
anacinin kullanilmasinin kok bogazi hastaligi ile miicadele agisindan daha uygun

olacagi onerisinde bulunmuslardir.

Keane ve ark. (1970), yapmis olduklar1 bir calismada; 27 yerel ve 23 diger
laboratuvarlardan temin edilen Agrobacterium tumefaciens izolatina biyokimyasal
testler, serolojik testler, jel elektroforez sonrasi protein modelinin belirlenmesi ve
patojenisite Ozelliklerinin tespiti islemlerinin yapildiginit ve karsilastirildigini
kaydetmislerdir. Tiim izolatlarin 2 farkli biyotipe ayrildigini ve bunun serolojik
reaksiyonlart1 ve protein modelleri tarafindan desteklendigini ifade etmislerdir.
Biyotip 1’in ur olusturan, kdk olusumunu arttiran ve patojen olmayan bakterileri
icerdigini, buna karsin Biyotip 2’nin ise patojen olmayanlar1 icermedigini ancak hem
ur olusturan hem de kok olusumunu arttiran patojen bakterilerin ikisini de igerdigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar bakteri cinsinin patojenisiteye dayali olarak tiirlere

ayrilamayacagini ileri siirmiiglerdir.

Kerr (1969), yapmis oldugu bir ¢alismada; kok bogazi uru hastalig1 (Agrobacterium
tumefaciens) gozlenen sert cekirdekli bitkilerdeki urlarin etrafindaki topraktan 18
ornek, urlardan 33 Ornek ve belirti goriilmeyen diger topraklardan 36 ornek
toplandigimi ifade etmistir. Orneklerden iki farkli besi ortami (Schroth ve Patel)
kullanarak izolasyon ¢aligsmasi yapildigini bildirmistir. Urlardan 385, ur ¢evresindeki
topraklardan 195, diger topraklardan ise 88 bakteri izolat1 elde edildigini belirtmistir.
Izolatlara 3-Ketolactose ve patojenisite testleri uygulandigini ve sonug olarak
urlardan 5, ur ¢evresindeki topraktan ise 1 patojen izole edilebildigini kaydetmistir.
Aragtirmaci, ur olusturan bakterilerin Petal besi ortami ile izole edilebildigini Schroth
besi ortaminin patojeni izole etmeye uygun olmadigi sonucuna ulasildigini ifade

etmistir.
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Kuzmanovi¢ ve ark. (2013), yapmis olduklari bir calismada; Agrobacterium
tiirlerinin ura neden olan 1rklarinin neden oldugu kdk ve kok bogazi uru hastaliginin,
diinya ¢apinda sert ¢ekirdekli meyve fidanliklarinin en 6nemli hastaliklarindan birisi
olarak kabul edildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar ¢alismanin amacinin; bir yillik
kayist fidanlarinda kok bogazi uru belirtisine neden olan bakterinin izolasyonu,
tanimlanmas1 ve karakterizasyonunun belirlenmesi oldugunu ifade etmislerdir.
Orneklerin, Sirbistan’in merkezinde bulunan bir fidanliktan toplanip laboratuvar
analizine tabi tutuldugunu bildirmislerdir. Bakterileri tiimor dokusundan Yeast
Mannitol Agar (YMA) besi yerine izole ettiklerini ve 6 gram negatif izolat1 ileriki
calismalar i¢in sectiklerini rapor etmislerdir. Calismada, PCR testinde patojenite ile
iliskili plazmid genlere o6zgii virD2, virC, ipt ve tms2 primerleri kullanarak Ti-
plasmid barindiran izolatlar1 agiga cikarttiklarini ifade etmislerdir. Arastirmacilar
sonu¢ olarak; fizyolojik ve biyokimyasal testler ile 23S-rRNA gen dizilimini
hedefleyen Multiplex PCR testi kullanarak 5 irki A. rhizogenes/biovar 2 ve kalan bir

itk ise A. tumefaciens/biovar 1 olarak tanimlandigini bildirmislerdir.

Lopez ve ark. (1989), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; 3 farkli denemede kok bogazi
uru hastaligit  etmeni Agrobacterium tumefaciens’e karst Agrobacterium
radiobacter’in K84, 0341 ve K84 Agr (K 84’lin agrosin iiretmeyen mutanti)
izolatlarinin sert ¢ekirdekli bitki anaglarindaki biyokontrol etkinliginin belirlenmesini
amagladiklarin1 bildirmislerdir. Ilk denemede; agrosin 84’e direncli 2 adet A.
tumefaciens ile bulasik topraktaki erik bitkilerinde K84 ve 0341 izolatlarinin kok
bogazi uru hastaligin1 kontrol altina aldigini ifade etmislerdir. Ikinci denemede; A.
tumefaciens’e hassas, dayanikli ve her ikisinin ayni anda bulundugu izolatlarla
bulasik topraktaki seftali bitkilerinde K84’lin kdk bogazi uru hastaligim1 kontrol
altina aldigini bildirmislerdir. Ayrica K84 izolatinin dayanikli izolatlara nazaran
hassas bakterilere karsi daha etkili oldugunu kaydetmislerdir. Ilave olarak K84’iin
hassas izolatlarla bulasik topraklarda yildan yila kalinti etkisinin pekistigini
belirtmiglerdir. Uciincii denemede ise; K84 ve K84 Agr izolatlarmin, A.
tumefaciens’e hassas ve agrosin 84’e direngli izolatlarla bulasik topraklardaki erik ve

seftali bitkilerinde kok bogaz1 uru hastaligini kontrol ettigini ifade etmislerdir.
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Pulawska (2010), yapmis oldugu bir ¢aligsmada; sert ¢ekirdekli bitkilerin ve cevizin
Avrupa’daki yetistiriciliginin, bakteriyel hastaliklarin neden oldugu giderek artan
siddetli kayiplar nedeniyle sinirlt oldugunu ifade etmistir. S6z konusu bitkilerin ve
diger pek c¢ok bitki tiirlinlin fide iretiminin ve yetistiriciliginin, ur olusturan
Agrobacterium tiirlerinin neden oldugu kok bogazi uru hastaligi tarafindan tehdit
edildigini vurgulamistir. Arastirmaci Agrobacterium tiirlerinin enfeksiyon siirecinin
ve genetik karakterinin diger bitki patojeni bakterilerden farkli olduguna dikkat
cekmistir. Ayrica ur olusturan Agrobacterium bakterilerinin farkli tiirlere ve
biyogesitlere gore simiflandirilan ¢ok heterojen bir tiir grubu olusturdugunu
kaydetmistir. Bahsi gecen cesitliligin genetik diizeyde oldugu kadar fenotipik
diizeyde de gozlendigini ve ilave olarak hem kromozomal hem de plazmid DNA’nin
yiiksek ¢esitlilige sahip oldugunu belirtmistir. Calismanin sonucunda; Agrobacterium
tirleri ile ilgili pek ¢ok c¢aligma yapilmis olmasina ragmen, halen cevaplanmasi

gereken birgok ekolojik ve epidemiyolojik sorunun bulundugunu ifade etmistir.

Yiizbasioglu ve Aysan (2021), yapmis olduklar1 bir calisma kapsaminda Adana,
Burdur, Mersin ve Izmir illerinden armut, elma, erik, giil, hurma, kalonse, kayis1,
kiraz, mese ve seftali gibi 10 farkli bitkiden tipik ur belirtisi gdzlenen hastalikl bitki
orneklerini toplamislardir. Orneklerden yapilan izolasyon c¢aligmalari neticesinde
toplam 174 adet bakteri izolati elde etmislerdir. Elde etmis olduklari bakteri
izolatlarina havug¢ dilimi ile kalonse, domates ve ayg¢igegi fidelerinde patojenisite
testleri uygulamislar ve re izolasyon sonucu 414 izolat elde etmislerdir. S6z konusu
re-izolatlardan 138 tanesini detayli ¢aligsmalar i¢in se¢mislerdir. Yapmis olduklari
klasik ve molekiiler testler neticesinde segilen re-izolatlarin tamamini Agrobacterium
tumefaciens olarak teshis etmislerdir. Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal test
sonuclarina gore bahsi gecen 138 adet izolattan 48 tanesinin genetik profillerini REP
PCR, ERIC PCR, BOX PCRve RFLP gibi tekniklerle belirlemek iizere segmisler ve
analizlerini gergeklestirmislerdir. Calismanin sonucunda; armut, erik, kalonse, kiraz,
mese, seftali ve Trabzon hurmasi bitkilerindeki Agrobacterium tumefaciens varligin
ilk kez belgelediklerini ifade etmislerdir. Arastirmacilar ¢alismada ayrica 26 6zgiin
profile sahip 34 yeni genotip belirlemis olduklarini ve izolatlar ile konukcu bitki ve

cografi konum arasinda herhangi bir iligki tespit edemediklerini kaydetmislerdir.
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2.6 Xanthomonas arboricola ile Ilgili Cahsmalar

Boudon ve ark. (2005), yapmis olduklar1 bir caligmada; sert c¢ekirdekli bitkilerde
bakteriyel leke hastaligina sebep olan Xap’in Fransa’nin Giineydogusundaki birkag
bahcede 1995 yilinda tespit edildigini vurgulamislardir. Arastirmacilar ¢alismada
patojenin popiilasyon genetiginin hastaligin ilk tanimlandigi Amerika Birlesik
Devletleri ile 1920°den beri ortaya ¢iktig1 Italya’daki popiilasyonlarla karsilastirmali
olarak incelendigini ifade etmislerdir. Bakteri izolatlarina atpD, dnaK, efp ve ginA
gen analizinin yanm1 sira genler arasit kopyalanmis ara bdolge ile floresanla
giiclendirilmis parca uzunluk polimorfizmi (FAFLP) analizlerinin yapildigim
bildirmiglerdir. Fransa’dan 23 izolat1 igeren toplam 64 Xap izolatinin analiz
edildigini  belirtmislerdir. Xap popiilasyonunun hicbir dizi polimorfizmi
gozlenmedigi i¢in diisiik bir gesitlilige sahip oldugunu kaydetmislerdir. FAFLP
analizindeki popiilasyon ¢esitliliginin Bat1 Avrupa popiilasyonu i¢in Amerika
poplilasyonuna gore daha diisiik oldugunu ifade etmislerdir. Calismada 3 kitadan
farkli 5 iilkede ayni bakteri genotipinin tespit edilmesinin, s6z konusu bakterinin
insanlarin araciligiyla yayildigi anlamina geldigini bildirmislerdir. Ayrica sonuglarin
patojenin Amerika Birlesik Devletlerinde ortaya ¢iktig1 ve daha sonra diinyanin diger
sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan bolgelerine yayildigi hipotezini
destekledigini belirtmislerdir.

Derakhshan ve ark. (2016), yapmis olduklar1 bir ¢calismada; Xap bakterisinin sert
cekirdekli bitkilerde bakteriyel leke hastaligi etmeni oldugunu vurgulamislardir.
Arastirmacilar etmenin ilk kez Kuzey Amerika’daki Japon eriklerinde tespit
edildigini ve giiniimiizde neredeyse tiim kitada bulundugunu bildirmislerdir. Etmenin
Iran’daki ilk tespitinin ise 2004 yilinda Gilan vilayetinde yapildigmi ifade
etmiglerdir. Calismada Mashhad, Chenaran, Quchan, Neyshabur, ve Fariman
illerindeki sert ¢ekirdekli meyve bahgelerinden bakteriyel kanser ve benek lekesi
belirtisi gozlenen agaglardan Srnekleme yapildigini belirtmislerdir. Izolasyon ve
saflagtirma ¢alismalarinin akabinde izolatlarin geng ve taze yapraklara 107 colony
forming unit/mililitre (CFU/mL) konsantrasyonunda verilmek suretiyle patojenisite
testlerinin yiiriitiildiigiinii ifade etmislerdir. Patojenisite testinde, inokulasyondan 1
hafta sonra su emmis lezyonlarin ve nekrotik lekelerin olustugunu belirtmislerdir.

Molekiiler testlerde XapY 17 primeri kullanilarak ABC tasiyict proteinini kodlayan
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spesifik korunmus bolge ile iliskili 943 baz ¢ifti (bp) bant elde edildigini ve bu banti
veren izolatlarm Xap etmeni olarak tanilandigini kaydetmislerdir. Rep-PCR
primerleri (BOXAI1R, ERICIR, ERIC2R, REP1R-I, REP2-]) ile amplifikasyon i¢in
cesitli bakteri genomlarinda tekrarlanan dizilerin hedef alindigimi ve bu sayede
olusturulan parmak izi modeline dayali olarak izolatlarin gruplanmasinin
amaglandigini bildirmislerdir. Calismanin sonucunda; molekiiler verilere gére Rep-
PCR yontemi ile test edilen izolatlar arasinda diisiik genetik ¢esitlilik gozlendigini ve
ayrica Khorasan Razavi vilayetindeki sert g¢ekirdekli bitkilerde Xap’in, Pss ile
birlikte bakteriyel kanser ve yaprak lekesi hastaligina neden oldugunu belirtmislerdir.
Arastirmacilar ilave olarak bu etmenlere karsi1 miicadele uygulamalarinin

gelistirilmesini tavsiye etmislerdir.

Jami ve ark. (2005), yapmus olduklar1 bir ¢alismada; Iran’in Guilan vilayetinde farkli
bolgelerde bulunan kiraz, erik ve seftali bahgelerindeki bakteriyel leke belirtisi
gbzlenen tomurcuk, yaprak ve siirgiin gibi bitki dokularindan 6rnekler toplandigini
ifade etmislerdir. Bakteriyel yaprak lekesine neden olan Xap sert ¢ekirdekli
bitkilerdeki 6nemli bakteriyel hastaliklardan birisi oldugunu vurgulamislardir.
Toplanan kanserli 6rneklerde YCD agar ve % 5 sakkaroz igeren nutrient agar besi
ortami, yapraktan alinan orneklerde ise nutrient agar sakkaroz (NAS) besi ortami
kullanilarak izolasyon c¢aligmalarinin yapildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar,
izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin belirlendigini ve tanilarinin
yapildigini belirtmislerdir. Patojenisite testinde; ham kiraz meyvelerinde 2-3 giinliik
inkiibasyon sonucunda olusan koyu kahverengi ¢Okiik noktalara ilaveten kiraz
yapraklarinda su emmis goriiniimde lekeler ve nekrozlarin pozitif olarak
degerlendirildigini kaydetmislerdir. Ayrica kiraz agaglarimin geng siirgiinlerine
inokule edilen Xap izolatlarinin yapraklarda daha sonralar1 nekroza doniisen klorotik
lekeler ve sonunda kuruma seklinde belirti verdigini ifade etmislerdir. Calismanin

[ran’da sert gekirdekli bitkilerde Xap’m ilk kaydi oldugunu bildirmislerdir.

Lamichhane (2014), yapmis oldugu bir calismada; sert c¢ekirdekli meyvelerin
ekonomik acidan 6nemli bitkiler arasinda oldugunu ve diinya ¢apinda, tiim kitalarda
farkli olgiilerde yetistirildigini belirtmistir. Yetistirme donemi siiresince sert

cekirdekli bitkilerin patojenlerin saldirisina maruz kaldigini ve bunlar arasinda
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Xanthomonas arboricola’nin (Xa) son yillarda belirgin bir sekilde onemli hale
geldigini vurgulamistir. Caligmanin amacinin; sert ¢ekirdekli bitkilerdeki Xa hastalig
lizerine genel bir degerlendirme yapmak ve ayni zamanda mevcut ve gelecekteki
miicadele stratejilerini tartismak oldugunu ifade etmistir. Arastirmaci Kkiiltiirel
uygulamalari iyilestirmek icin Xa epidemiyolojisinin daha iyi anlagilmasi1 gerektigini
kaydetmistir. Ozellikle patojenin toprakta ve sulama suyunda hayatta kalmasi {izerine
olan bilgi eksikliginin daha fazla dikkate alinmasi gerektigini ileri strmiistiir.
Hastalikla miicadelede geleneksel kimyasal bilesiklere alternatifler bulmak icin
aragtirmalarin yogunlagtirtlmas1 gerektigi ve ilaveten biyolojik kontrol ve bitki
dayaniklilig1 tizerine daha fazla odaklanilmasinin fayda saglayabilecegi Onerisinde

bulunmustur.

Lopez-Soriano ve ark. (2016), yapmis olduklar1 bir ¢calismada; Xap’in sert ¢ekirdekli
meyveler, badem ve bazi slis Prunus tiirlerinde bakteriyel leke hastaligina sebep olan
bakteriyel etmen oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilar 2002-2013 yillan
arasinda Ispanya’nin 11 ilinden toplanan 239 adet ve uluslararasi koleksiyonlardan
25 adet referans Xap 1rkinin genetik ¢esitliligini degerlendirdiklerini bildirmislerdir.
Ayrica 18 mikrosatelliti ve 5 minisatelliti hedefleyen optimize edilmis bir ardisik
tekrar analizinin ¢ok odakli degisken sayisi (MLVA) tasarimi gelistirdiklerini
belirtmislerdir. Ispanya 1rklarmin yaklasik % 50’sini ayirt edebildigi icin yiiksek bir
ayrim gilicii saglayan bu genotipleme tekniginin yararliligini kanitladigini rapor
etmislerdir. Calismada sonug olarak; Ispanya iwrklarinin 18 genetik kiimede

gruplandigini kaydetmisler.

Moffett (1973), yapmis oldugu bir calismada; Bakteriyel Leke Hastaligi’nin
(Xanthomonas pruni) Avustralya’nin  Queensland vilayetindeki Granit Belt
bolgesinde sert cekirdekli bitkilerde onemli bir hastalik oldugunu vurgulamistir.
Calismada erik ve seftali bitkilerinin yil i¢indeki biiyiime donemlerinin ve hastaligin
gelisiminin takip edildigini bildirmistir. Arastirmaci yaprak lekeleri, siirgiinlerdeki
kanser belirtileri, meyve lekeleri gibi farkli dokulardan Sakkaroz Pepton Agar (SPA)
kullanilarak bakteri izolatlarinin elde edildigini ifade etmistir. Etmenlerin nisastanin
hidrolizi, sistinden hidrojen siilfiir iiretimi gibi testlerle tanilandigin1 ve ayn1 zamanda

arazi kosullarinda erik ve seftali yapraklarinda patojenisite testinin yapildigin
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belirtmistir. Yaz ayindaki kanser yaralarindan yapilan izolasyon c¢alismalari
neticesinde; etmenin az sayidaki kanserli dokuda kisi atlattigini ve bu kanserli
yapilarin bahar aylarinda inokulum kaynagi oldugunu kaydetmistir. Etmenin tiim
kanserli dokularda hayatta kalamamasinin, periderm tarafindan kapatilmasiyla iliskili
olabilecegini ifade etmistir. Ayrica erik ve seftali bitkilerinde siirglinlerin
Xanthomonas pruni’ye olan duyarliliginin yaprak dokiimiiniin baglamasiyla arttigini
bildirmistir. Yaprak dokiimiiniin baglamasinin akabinde olusan yaprak izleri ve dogal
acikliklarin yine inokulum kaynagi olarak bahar aylarinda hastaligin yayilmasinda

etken olabilecegini belirtmistir.

Palacio-Bielsa ve ark. (2012), yapmis olduklar1 bir calismada; Xap’in badem ve sert
cekirdekli bitkilerde bakteriyel leke hastaligi etmeni oldugunu ve Avrupa Birligi ile
Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO) tarafindan karantina
patojeni olarak kabul edildigini vurgulamigladir. Ayrica Xap’n epifitik bir faza sahip
olabilecegi gibi latent donemde de olabilecegini ve farkli bitki materyalleri ile
taginabilecegini ifade etmislerdir. Bu nedenle etkili karantina 6nlemleri i¢in ¢ogaltma
materyali veya bitkinin farkli dokularinda Xap’in tespitinde o6zel, hassas ve hizl
yontemlerin gerekliligine dikkat ¢ekmislerdir. Mevcut EPPO standart prosediiriinde
Xap’n teshisi i¢in zahmetli ve zaman alic1 yontemlerin 6nerildigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte Xap’in belirti olan veya olmayan bitki orneklerinden tespitine
dogrudan olanak saglayan patojene 0zgli PCR ve kantitatif real-time PCR
analizlerinin gelistirildigini bildirmislerdir. Calismada; ATP baglanma sistemindeki
ABC tasiyicr ile iligkili proteinin gen sekans ifadesi temelli PCR protokollerinin
halen gecerliligini korudugu ve ilave olarak Pothier ve ark. (2011), tarafindan
gelistirilen pXap4l plazmitinin tam sekansit temelli multiplex PCR’mn Xap’in
tanilanmasinda yeni bir potansiyel analiz olabilecegini kaydetmislerdir.

2.7 Xylella fastidiosa ile Tlgili Cahsmalar

Amanifar ve ark. (2014), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Iran’in birgok ilinde
bulunan baglarda ve badem bahgelerinde asmalardaki Pierce’s hastaligina ve
bademlerdeki yaprak yanikligina benzer simptomlarin gézlendigini ifade etmislerdir.
Calismada, belirti gosteren badem agaglarindan filizlerin yerel bir badem fidesine
(cv. Mamaee) sera kosullarinda asilanmasinin, yaprak yaniklik etmeninin aktarilmasi

ile sonuc¢landig1 belirtilmistir. Arastirmacilar meyve bahgesi ve seralardan belirti

35



gosteren bir dizi bitki drnegini Xylella fastidiosa’ya 6zgl antikor ve primerler ile
DAS-ELISA ve PCR yontemleri yardimiyla test ettikleri zaman Xylella
fastidiosa’nin varligin1 tespit ettiklerini aktarmiglardir. Arastirmacilar ¢alismada;
hastalik simptomlari, as1 transmisyonu, Xylella fastidiosa’ya 6zgli besi ortami
izolasyonu, patojenite testi ve DAS-ELISA ve PCR’1n pozitif reaksiyonlarini temel
aldiklarinda, Iran’daki bag ve badem bahgelerinde belirtiye neden olan etmenin
Xylella fastidiosa oldugu sonucuna vardiklarini ifade etmislerdir. Ayrica bu
calismanin Ortadogu ve Bat1 Asya’da Xylella fastidiosa varliginin ilk kayd1 oldugunu

one siirmiislerdir.

Janse ve Obradovic (2010), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Xylella fastidiosa’nin
Avrupa’da sadece asma ve turunggiller icin degil ayn1 zamanda sert ¢ekirdekliler (
badem, seftali, erik) ve zakkum i¢in de gergek bir tehdit oldugunu belirtmislerdir.
Ayni zamanda etmenin bir kez ortaya ¢iktifi zaman, yayilmasini dnlemenin ve
kontroliiniin ¢ok zor oldugunu ve bu sebeple daha fazla dikkate alinmas1 gerektigini
ifade etmislerdir. Arastirmacilar Avrupa asmalarinda direncin az, hatta yok oldugunu
ve vektor kontroliiniin Amerika Birlesik Devletleri’nde (USA) cok etkili olmadiginin
kanitlandigini bildirmislerdir. Sonug olarak; bitkileri optimum kosullarda tutmak igin
yapilan kiiltiirel uygulamalarin 6nemli oldugunu ancak yeterli olmadigini, ¢apraz
koruma i¢in aviriilent irklarin kullaniminin ise heniiz baslangi¢ asamasinda oldugunu

kaydetmislerdir.

Martinati ve ark. (2007), yapmis olduklar1 bir calismada; farkli konukgulardan
(kahve, turunggiller, iliziim, badem, zakkum, seftali, erik vb.) Xylella fastidiosa
izolatlarmin 16S-23S rDNA ara bolge (ITS) niikleotit dizilim igeriginin analiz
edilmesiyle karakterize edildigini bildirmislerdir. ITS bdlgesi dizilimini hedefleyen
mevcut metotlarin 6nemli bilgiler saglamayan diziler nedeniyle kismi verim
sagladiklarint belirtmiglerdir. Buna gore, tam bir dizilim elde etmek ve dizilimi
kolaylagtirmak i¢in yeni primerlerin tasarlandigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar
calismada, tasarladiklari primerleri kullanarak PCR yoluyla 8 irktan tam 16S-23S
dizilerini ¢ogalttiklarin1 aktarmislardir. Elde ettikleri 16S-23S dizilerini GenBank
veritabanindaki diger 52 dizilim girisiyle karsilastirdiklarini  belirtmislerdir.

Sonuglarin, benzerlik degerleri 0,79-1,00 arasinda degisen 16S gen diziliminde
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bulunandan daha yiiksek seviye varyasyon oldugunu aciga cikarttigini ifade
etmislerdir. Ayrica benzerlik verilerine dayanan dendogramin 5 ana grup ortaya
¢ikardigini aktarmislardir. Calismada, tasiyict RNA (tRNA® ve tRNA™) igeriginin
dizi analizinin, niikleotit kompozisyonunda birka¢ farkliligi olan korunmus bir
bolgeyi gosterdigini kaydetmislerdir.

2.8 Stenotrophomonas sp. ile lgili Calismalar

2.8.1 Taksonomi iizerine ¢calismalar

Hugh ve Ryschenkow (1961), yapmis olduklar1 bir arastirmada; 29 adet
Pseudomonas maltophilia izolatint morfolojik, fizyolojik ve antijen yapilarma gore
test etmislerdir. Calismanin sonucunda; arastirmacilar s6z konusu izolatlarin
morfolojik ve biyokimyasal olarak birbirine ¢ok benzedigini ancak serolojik acidan
oldukea cesitlilik gézlendigini ifade etmislerdir. Ayrica diger Pseudomonas tiirlerinin
Pseudomonas maltophilia ile yakindan iliskili olabilecegini bildirmislerdir. Ancak
diger tiirlerle olan akrabalik iligkilerini ve tam olarak nasil farklilasabildiklerini
sOylemenin zor oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar ilaveten, Amerikan Tiir
Kiiltiir Koleksiyonun’da bulunan Pseudomonas’in farkli isimlere sahip 94 tiiriiniin
tamaminin incelendigini ve higbir izolatin Pseudomonas maltophilia’nin

ozelliklerine sahip olmadigini kaydetmislerdir.

Palleroni ve Bradbury (1993), yapmis olduklar1 bir arastirmada; Pseudomonas
maltophilia’nin Xanthomonas spp. olarak tanimlandigin1 ve bu kararin iki taksonun
temel 6zellik agisindan pek ¢ok farklilik icermesi sebebiyle kabul gormedigini ifade
etmislerdir. Yapilan analizler neticesinde arastirmacilar; etmenin gram negatif, spor
olusturmayan, yaklasik 0,5 x 1,5 um hareketli birka¢ polar flagellaya sahip, fimbria
tiretebilen bir bakteri oldugunu bildirmislerdir. Poli-B-hidroksibutirat graniillerinin
birikmedigini ve eksojen polimer hidrolizin olmadiginit belirtmislerdir. Bakteri
kolonilerinin ise piiriizsiiz, parlak, beyaz, grimsi veya soluk sar1 renkte oldugunu
kaydetmislerdir. Etmenin Xanthomonas spp.’den farkli Ozellikleri sebebiyle

Stenotrophomonas isminde yeni bir cins olarak tanimlandigini bildirmislerdir.
Swings ve ark. (1983), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Arastirmacilar, genotipik ve

fenotipik veriler sonucunda (DNA, RNA, DNA-DNA hibridizasyon sonuglari,

guanin-sitozin igerigi, karsilastirmali enzimoloji, izoprenoid ve solunum kinonlarinin
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yapisal tiirleri, hiicresel yag asidi bilesimi, biiylime, nigler, morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal karakteristikler) Pseudomonas maltophilia’nin yanlis isimlendirildigini
ifade etmislerdir. Ayirca ¢alismanin sonucunda; s6z konusu etmenin Xanthomonas
cinsine Xanthomonas maltophilia olarak aktarilmasi gerektigi sonucuna ulastiklarini

bildirmislerdir.

Wolf ve ark. (2002), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; 16 farkli Stenotrophomonas
spp. izolatinin farkli sicakliklarda ve farkli karbon kaynaklari iizerinde biiylime,
osmotolerans ve osmoprotektif maddelerin {iretimi ile enzimatik ve antifungal
aktivite gibi farkli fizyolojik 6zelliklerinin test edildigini belirtmislerdir. Ayrica yag
asit ile 16s rDNA sekans ve filogenetik analizlerinin uygulandigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar g¢aligmanin sonucunda; bitki ile iligkili 3 izolat grubunun fenotipik
olarak diger izolatlardan farkli oldugunu kaydetmislerdir. Bu grubun diger izolatlara
gore % 42 heterojenite ile ayr1 bir kiime olusturdugunu belirtmislerdir. Yeni tiiriin
tanimlayict ozelliklerinin; 4 °C’de gelisme, 40 °C’de gelisme olmamasi, karbon
kaynag1 olarak ksilozun kullanilabilmesi, izolatlarin osmoprotektif maddeler olan
trehaloz ve glukosilgliserol iiretmesine ragmen lipaz ve b-glukosidaz iiretiminin
olmamas1 ve bitki patojeni funguslara karsi antifungal aktivite seklinde oldugunu
ifade etmislerdir. Ayrica bu grubun yag asit profilin farkli oldugunu kaydetmislerdir.
Arastirmacilar izolatlarin 16s rDNA analizi ile {i¢ ayr1 kiime olusturdugunu ve DNA-
DNA hibridizasyon verilerinin farklilasmay1 destekledigini belirtmislerdir. Ayrica
calisma sonucunda yapilan analizlerin neticesinde elde edilen tiim sonuclarin; yeni
bir tlir olarak Stenotrophomonas rhizophila sp.’nin Onerilmesini destekledigini

vurgulamiglardir.

2.8.2 Bulundugu yerler ve kullamim amaclari iizerine ¢alismalar

Berg ve ark. (1996), yapmis olduklar1 bir arastirmada; yagli tohum kolzasinin
rizosferinden elde edilen Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinin kullanildigini
belirtmislerdir. Bu habitattaki Stenotrophomonas maltophilia yiizdesinin segici besi
yeri kullanilarak belirlendigini, gram kok (yas agirlik) basmna 107 olarak tespit
edildigini ve bunun toplam bakteri varliginin % 3,7’si oldugunu ifade etmislerdir.
Secilen izolatlarin 6nemli toprak kokenli fungal potojenler olan Rhizoctonia solani
ve Verticillium dahliae var. longisporum’a karst in vitro testlerde engelleme

etkinliginin belirlendigi bildirmislerdir. Calismanin sonucunda; antifungal aktivitenin
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bilinen birka¢ antifungal mekanizmanin bir kombinasyonu neticesinde elde edildigini
vurgulamiglardir. Ayrica antifungal etkinin antibiyoz ve litik enzimlerin iiretimine

dayali olabilecegini kaydetmislerdir.

Binks ve ark. (1995), yapmis olduklar1 bir caligmada; patlayic1 6zelligi bulunan
RDX’i (hekzahidro-1,3,5,-trinitro-1,3,5-triazin) metabolize edebilen karisik bir
mikrobiyal Kkiiltiiriin aerobik ve nitrojen sinirlayict kosullar altinda toprak
zenginlestirmelerinden elde edildigini ifade etmislerdir. S6z konusu kiiltiirden elde
edilen Stenotrophomonas maltophilia PB1 bakterisinin gelisme i¢in nitrojen kaynagi
olarak RDX’i kullandigimmi bildirmislerdir. Arastirmacilar c¢alismada kullanilan
karisik mikrobiyal kiiltliriiny, RDX ile kirlenmis bolgelerin temizlenmesinde
potansiyel uygulamalara sahip olabilecegini vurgulamislardir. Calismanin
sonucunda; Stenotrophomonas maltophilia PB1 izolatinin, RDX’ten {i¢ nitrojen
kullandigimi belirtmislerdir. Arastirmacilar Strm PB1’in kiitle spektroskopi ile 1H
NMR analizleri neticesinde, metilen-N-(hidroksimetil)-hidroksilamin-N9-
(hidroksimetil) nitroamin seklinde gegici olarak tanimlanan bir metabolit verdigini
kaydetmislerdir. Bu bilesigin karisik mikrobiyal kiiltiirde biriktiginin gézlenmedigini
ve diger organizmalar tarafindan metabolize edilmesinin muhtemel oldugunu ifade

etmislerdir.

Juhnke ve des Jardin (1989), yapmis olduklar1 bir arastirmada; toprak ve bitki
rizosfer ortamlarindan Xanthomonas maltophilia’y1 izole etmek icin segici bir ortam
(XMSM) gelistirildigini belirtmislerdir. XMSM ortaminin maltoz, tripton, bromtimol
mavisi ve agar icerdigini ifade etmislerdir. Xanthomonas maltophilia’y1 se¢mek i¢in
ortama ilave edilen antibiyotiklerin sikloheksimit, nistatin, sefaleksin, basitrasin,
penisilin G, novobiyosin, neomisin siilfat ve tobramisin oldugunu bildirmislerdir.
Xanthomonas maltophilia ile bulasik oldugu bilinen steril ve steril olmayan topraktan
etmenin izolasyonunda XMSM ve 1/10 triptik soya suyu agar ortami arasinda
karsilagtirma yapildigini belirtmislerdir. XMSM ortamu ile izolasyonda % 97 ve tlizeri
bir basar1 saglandigimi kaydetmislerdir. Arastirmacilar ¢alismanin sonucunda,
XMSM’nin Xanthomonas maltophilia’nin gesitli toprak ve rizosfer ortamlarindan

izolasyonunda secici besi yeri olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir.
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Messiha ve ark. (2007), yapmis olduklart bir aragtirmada; Misir Nil Deltasi’ndaki
patlican rizosferinden izole edilen Stenotrophomonas maltophilia’nin, patateste
kahverengi cliriikliige neden olan Ralstonia solanacearum irk 3 varyete 2’ye karsi
antagonistik potansiyelinin in vitro olarak KB ortaminda ve in vivo olarak patates
bitkilerinde degerlendirildigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar, in vitro kosullarda
dort Stenotrophomonas maltophilia izolatinin (PD3531, PD3532, PD3533, PD3534)
antagonist Ozellikte oldugunu belirtmislerdir. Sera kosullarinda ise, antagonistin
dogrudan topraga veya patates gozlerine uygulandigimi bildirmislerdir. Uygulanan
Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinin, Misir killi topraginda patates kahverengi
clriikliigiini Hollanda killi topragma kiyasla oOnemli dlgiide bastirdigini
kaydetmislerdir. Calismanin sonucunda; Stenotrophomonas maltophilia’nin hayatta
kalmasinin Hollanda killi topraginda Misir topragindan onemli Ol¢iide daha az
oldugunu, Ralstonia solanacearum igin ise tersi bir durumun gegerli oldugunu ifade
etmislerdir. Ayrica in vivo biyokontrol testlerinde elde edilen sonuglarin s6z konusu
durumu destekledigini belirtmislerdir. Sonuglar degerlendirildiginde;
Stenotrophomonas maltophilia’nin koken olarak izole edildigi Misir Nil Deltasi’nda

kahverengi ¢iiriikliigiin kontrolii i¢in yararl olabilecegini kaydetmislerdir.

Nakayama ve ark. (1999), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada; Xanthobasin A, B, C
olarak isimlendirilen ii¢ antifungal bilesigi, seker pancarinda c¢okerten hastaligini
baskilayan bir rizobakteri olan Stenotrophomonas sp. SB-K88 izolatinin kiiltiir
stvisindan izole edildigini bildirmislerdir. Xanthobasin A’y1 kiiltiir ortaminda iireten
SB-K&88 ve alt kiiltiirleme yoluyla elde edilen daha az baskilayici izolatlarin hastalik
baskilama aktivitelerinin karsilastirildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, SB-K88
izolatinin seker pancart tohumlarina uygulandigini ve fidelerin rizosferinde
hidroponik kiiltiir kosullar1 altinda Xanthobasin A iiretiminin gerceklestigini ve
rizosferde bitki bazinda 3 mg Xanthobasin A tespit edildigini kaydetmislerdir. Ayrica
saflagtirilmis Xanthobasin A’nin tohumlara dogrudan uygulanmasinin Phythium spp.
ile dogal olarak enfekte topraktaki ¢okerten hastaligii engelledigini ifade
etmiglerdir. Calismanin  sonucunda ilaveten; SB-K88 tarafindan iiretilen
Xanthobaksin A’nin seker pancarindaki ¢okerten hastaligini baskilamada 6nemli bir

rol oynadigini vurgulamislardir.
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Oves ve ark. (2013), yapmis olduklar1 bir arastirmada; biyofabrikasyon metal
nanopartikiillerin genellikle biyouyumlu, ucuz ve ¢evre dostu olmalar1 nedeniyle
tercihen endistrilerde, tipta ve malzeme bilimi aragtirmalarinda kullanildigini
vurgulamiglardir. Arastirmacilar biyofabrikasyon malzemelerin 6nemini géz oniinde
bulundurarak Stenotrophomonas maltophilia’nin yeni bir bakteri izolat1 olarak
OS4’i karakterize edip tanimladiklarini kaydetmislerdir (GenBank: JN247637.1).
Calismanin  sonucunda, s6z konusu izolatin kromla kirlenmis ortamin
temizlenmesine yardimci olabilecek krom azaltma yeteneginin belirlendigini ifade
etmislerdir. Ayrica Stenotrophomonas maltophilia OS4’lin kiiltiir iist fazinin, oda
kosullarinda AgNO; kullanarak AgNP’lerin sentezinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir. {laveten s6z konusu bakteri izolatmin bulasici hastaliklarinin elemine

edilmesinde fayda saglayabilecegini kaydetmislerdir.

Ribitsch ve ark. (2012), yapmis olduklar1 bir arastirmada; antagonist bakterileri
iceren genis bir koleksiyonun yeni deterjan proteazlarini belirlemek amaciyla
denendigini belirtmislerdir. Birka¢ bakteri izolatinin yagsiz siit igeren agar
plakalarinda proteaz aktivitesi sergiledigini ancak sivi ortamda aktif olmadiklarini
ifade etmislerdir. Arastirmacilar Stenotrophomonas maltophilia (Stm)nin yikama
kosullarinda en iyi performansi verdigini bildirmislerdir. StmPr1, StmPr2, StmPr3 ve
StmPr4 olarak adlandirilan dort hiicre dis1 serin proteazin, yikama aktif proteazlarin
tanimlanmast ic¢in klonlandigin1 kaydetmislerdir. Ayrica ¢amasirhane yikama
testlerinde StmPr2’nin 45 °C’de yiiksek Olciide yikama-aktif proteaz oldugunun
belirlendigini ifade etmislerdir. Ilaveten proteaz StmPr2’nin kinetik parametrelerinin

ve boliinme tercihlerinin belirlendigini belirtmislerdir.

Ryan ve ark. (2009), yapmis olduklar1 bir derleme ¢alismasinda; Stenotrophomonas
cinsinin en az 8 tir icerdigini ve ¢evre boyunca o6zellikle bitkilerle yakin iliski iginde
bulunduklarim1 ~ vurgulamislardir. En  baskin tiir olan  Stenotrophomonas
maltophilia’nin; bitki biiylimesi ve sagligr icin faydali etkiler, biyoremediasyon ve
fitoremediasyon stratejileri acisindan kirletici unsurlarin pargcalanmasi ve ekonomik
biyomolekiillerin iiretimi dahil olmak iizere genis bir faaliyet yelpazesine sahip
oldugunu bildirmislerdir. Calismada; Stenotrophomonas cinsindeki bakterilerin ¢ok

yonliiliigiinlin ele alindigin1 ve Stenotrophomonas maltophilia’nin klinik ve endofit
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izolatlarinin  karsilagtirmali genomik analizi ile bu cinsin ¢esitli niglere
adaptasyonunun anlagilmasinin  hedeflendigini  belirtmislerdir. Arastirmacilar,
Stenotrophomonas tiirlerinin nitrojen dongiisiindeki rollerinin, Baltik Denizi’nden
izole edilen ve nitojen baglama 6zelligi olan Stenotrophomonas sp. SKA14 izolatinin
genom analizi ile ortaya konulmasini tavsiye etmislerdir. Ayrica Stenotrophomonas
rhizophila gibi bitki biiylimesini ve biyolojik kontrol veya islahi tesvik etmede
potansiyel kullanimlari olan ancak bitki patojeni olamayan Stenotrophomonas

tiirlerinin sekans 6zelliklerinin belirlenmesinin de faydali olacagini ifade etmislerdir.

Schmidt ve ark. (2012), yapmis olduklart bir c¢alismada; Stenotrophomonas
rhizophila DSM 14405 nin 6zellikle tuzlu kosullarda bitki biliylimesini tesvik eden
mekanizmasiyla yiiksek biyoteknolojik ilgiye sahip oldugunu vurgulamislardir.
Arastirmacilar ¢alismanin amacinin; bu faydali bakterinin pamuk, domates ve tath
biber bitkilerinde gnotobiyotik  sistemlerde, steril olmayan topraktaki
kolonizasyonunun ve bitki biiylimesini tesvik iizerine etkisinin arastirilmasi
oldugunu bildirmislerdir. Steril olmayan kosullar ve nemli ortamda domates
stirgiinlerinin, tatli biber ve pamuk siirgiinlerinden daha yogun kolonize oldugunu
kaydetmislerdir. Stenotrophomonas rhizophila’nin endofitik olarak gelistigini ve
domatesin kok tliylerinin ¢evresinde kolonize oldugunu belirtmislerdir. Bitki biiytime
tesvikinin domateste belirgin sekilde ortaya ciktigini ifade etmislerdir. Ayrica s6z
konusu etmenin tatli biber ve pamukta hastaliklar1 kontrol ettigini vurgulamislardir.
Aragtirmacilar ¢alismanin sonucunda; genel olarak bahsi gecen bakterinin bitki
tirlerindeki kolonizasyonun ve bitki biiylimesini tesvik {izerine etkisinin, toprakta
gnotobiyotik kosullarda oldugundan daha belirgin oldugunu ve bu durumun
muhtemelen hastalik ve zararli mikroorganizmalarin kontroliinden kaynaklandigini
bildirmislerdir. Ayrica molekiiler profilleme c¢alismalarinin, Stenotrophomonas
rhizophila DSM14405"nin domates ve tatli biberin rizosferindeki bakteriyel
topluluklart degilde funguslar1 giiglii bir gsekilde etkiledigini gosterdigini
belirtmislerdir.

Taghavi ve ark. (2009), yapmis olduklar1 bir arastirmada; endofit bakterilerin bitki

konukgusu ile iligkisinde bir¢ok farkli bitki tiirii i¢in yararli etkiye sahip oldugunu

vurgulamiglardir. Calismalarinin amacinin; kavak agac¢larinin gelisiminde biyokiitle
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tiretimini ve karbon tutma potansiyelini iyilestiren endofit bakterilerin belirlenmesi
ve bitki biiyiimesini tesvik mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi olarak ifade
etmiglerdir. Arastirmacilar, kok gelisimi de dahil olmak iizere bitki biiylimesini
destekleyici etkilerinin genom dizilimi ve analizi i¢in gammaproteobakterilerin
baskin cinsinin temsilcileri olarak; Enterobacter sp. 638, Stenotrophomonas
maltophilia R551-3, Pseudomonas putida W619 ve Serratia proteamaculans 568
izolatlarinin secildigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar ¢alismanin sonucunda;
metabolik 6zelliklerin analizi ile birlestirilen sekans verilerinin, s6z konusu endofit
bakterilerin bir bitki ortaminda gelismesine ve bitki konukgularinin biiyiimesini ve
gelisimini potansiyel olarak etkilemesine yardimci olan, karbon kaynagi kullanim1 da
dahil olmak iizere birgok varsayillan mekanizmanin tanimlanmasina sebep oldugunu
bildirmislerdir.

2.8.3 Viriilenslik faktorleri iizerine calismalar

An ve Berg (2018), yapmis olduklar1 bir arastirmada; Stenotrophomonas
maltophilia’nin dogada esas olarak bitkilerle iliskili olmasina ragmen extrem
kosullarda dahil olmak {izere bir dizi habitatta bulunan kozmopolit ve her yerde
bulunabilen bir bakteri oldugunu ifade etmislerdir. Ayn1 zamanda s6z konusu
bakterinin, kiikiirt ve nitrojen dongiilerinde, karmasik bilesiklerin ve kirleticilerin
bozunmasinda ve bitki biliyime ve gelisimini desteklemede ©Onemli ekosistem
islevlerini yerine getirdigini vurgulamislardir. Arastirmacilar, polimikrobiyal
enfeksiyonlardan, 6zellikle kistik fibroz hastalarinin solunum yollarindan da etmenin
izole edildigini bildirmislerdir. Ayrca Stenotrophomonas maltophilia’ya yakin
bakteri tiirlerinden o6zellikle Stenotrophomonas rhizophila’nin, biyoteknolojik
uygulamalar i¢in insan saglig1 riski tasimayan, zararsiz bir alternatif sundugunu ifade

etmislerdir.

An ve Tang (2018), yapmis olduklar1 bir arastirmada; Stenotrophomonas
maltophilia’nin nozokomiyal enfeksiyonlardan siklikla izole edilen gram negatif bir
bakteri oldugunu belirtmislerdir. Klinik Stenotrophomonas maltophilia K279a
izolatinin, daha once fitopatojen Xanthomonas ve Xylella cinsinde agiklanan sisteme
olduk¢a benzer sekilde; yayilabilir bir sinyal faktorii (DSF)-bagimli hiicre-hiicre
sinyal mekanizmasimi kodladigim1 ifade etmislerdir. Arastirmacilar yabani tip

izolatlar ile DSF’nin sentezi i¢in gerekli olan rpfF (patojenisite faktorlerinin
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diizenlenmesi) geninin eksik oldugu farkli bir izolati karsilastirdiklarini
bildirmislerdir. DSF sinyalinin bozulma etkisinin viriilanslik, biyofilm olusumu ve
patogenez lizerine etkilerinin pleiotropik (bir etmenin 6zellikle gelistirildigi etki
disindaki gosterdigi etki) oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica Stenotrophomonas
maltophilia’daki rpfF mutasyonunun fenotipik etkilerinin eksojen DSF eklenmesiyle
tersine c¢evrilebilecegini belirtmislerdir. Caligmanin sonucunda; DSF sinyalinin bu
onemli firsatg1 patojenin viriilanslik, biyofilm olusumu ve hareketliligine katkida

bulunan faktorleri diizenledigini ifade etmislerdir.

Ryan ve ark. (2015), yapmis olduklart bir arastirmada; Birgcok patojenik bakterinin
hiicre yogunluguna veya nislere hapsedilmeye tepki olarak, viriilans1 kontrol etmek
icin yayilabilir sinyal molekiillerinin sentezini ve algilanmasini i¢eren hiicre-hiicre
sinyalizasyon sistemlerini kullandigin1 ifade etmislerdir. Diflize olabilen sinyal
faktorii (DSF) ailesinin sinyal molekiillerinin cis-2 doymamis yag asitleri oldugunu
vurgulamiglardir. Arastirmacilar Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)’den
elde edilen cis-11metil-2-dodesenoik asitin, bu bitki patojeninde viriilans1 kontrol
ettigini belirtmiglerdir. Karsilastirmali genomik c¢alismalarin, Xanthomonas’lar da
bastanbasa kiimelenmis rpfF, rpfG ve rpfC genlerinin ve buna bagli olarak DSF araci
sinyallesmenin korundugunu gosterdigini bildirmislerdir. Calismada DSF sentez ve
sinyalinin, birka¢ bitki patojeni Xanthomonas spp., Xylella fastidiosa ve ayrica
Stenotrophomonas maltophilia baz1 firsat¢1 insan patojeni izolatlarinda viriilansi
etkilediginin bilindigini vurgulamislardir. Ayrica hem Xanthomonas hem de
Stenotrophomonas tiirlerinde RpfF yapisininin belirlenmesinin, DSF sentezinin

mekanik ayrintilarinin tanimlanmasina yardimci olabilecegini kaydetmislerdir.

2.8.4 Bitkide patojen olma durumu iizerine calismalar

Hu ve ark. (2021), yapmis olduklar1 bir arastirmada; Stenotrophomonas
maltophilia’nin ~ ¢esitli  ¢evresel habitatlarda genis Ol¢iide bulunabildigini
vurgulamiglardir. Arastirmacilar etmenin zambak ailesinden bir Asya bitkisi olan
Lilium davidii’de hasat sonras1 meyve cliriikliigli ve Hindistan’da piringlerde beyaz
leke hastalig1r hari¢ nadiren bitki patojeni olarak kaydedildigini ifade etmislerdir.
Calismada, s6z konusu bakterinin Dickeya zeae ile birlikte, yumusak ciirtikliik
gbzlenen klivya yapraklarindan Cin’de Guangzhou’da izole edildigini ve konuk¢uda

patojen oldugunun belirlendigini bildirmislerdir. Ayrica klivyadan izole edilen hem
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Dickeya zeae, hemde Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinin tek ¢enekli
bitkilerde ciiriiklikk belirtisi  olusturdugunu ancak c¢ift c¢enekli bitkilerde
olusturmadigini kaydetmislerdir. Stenotrophomonas maltophilia JZL8 izolatinin tiim
genom analizi sonucunda, plazmit icermeyen 4,635,432 bp’lik bir kromozom
icerdiginin tespit edildigini belirtmislerdir. JZL8 ve 180 diger Stenotrophomonas
maltophilia izolatinin Pan-genom analiz sonucunda ise, 50 genin JZL8’e 0zgi
oldugunu ve bunlardan 7 tanesinin s6z konusu bakterinin bitkilerde potansiyel
patojen olmasia katkida bulundugunu ifade etmislerdir. Ayrica bitki patojeni
JZL8’in tip 1 salgi sistemi mekanizmasinin 3 kopyasina sahip oldugunu ve bunun
muhtemelen bakterinin proteaz iretimini arttirmadan sorumlu oldugunu

kaydetmislerdir.

Ling ve ark. (2019), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; meyve ciiriikliigiiniin, Lanzhou
zambak meyvelerinin hasat sonrasi kalitesini ve raf omriini etkileyen en Onemli
faktorlerden birisi oldugunu vurgulamislardir. Arastirmacilar Lanzhou zambagindaki
meyve c¢liriikliigii orneklerinden izole edilen farkli izolatlarin, morfolojik ve
molekiiler yaklagimlar yoluyla karakterizasyonunun ve s6z konusu bitkideki
patojenisitelerini test etmenin c¢alismanin amaci oldugunu ifade etmislerdir. Bu
baglamda 2016 ve 2017 yillarinda Cin’in Gansu eyaletindeki Lanzhou’daki ¢iiriimiis
Lanzhou zambak meyvelerinden, farkli izolatlarin elde edildigini bildirmislerdir.
Toplam dort adet izolatin elde edildigini ve bu izolatlarin kiiltiir ve sporulasyon
morfolojik karakterizasyonunun yani sira 16S rDNA ve 26S rDNA genlerinin dna
dizilerine dayali olarak tanimlandigimi1 belirtmislerdir. Bahsi gecen dort izolattan
birisinin Bacillus safensis, birinin Stenotrophomonas maltophilia ve diger ikisinin ise
Metschnikowia pulcherrima olarak tanilandigini kaydetmislerdir. Patojenisite testleri
neticesinde s6z konusu dort izolatinda Lanzhou zambaginda patojen oldugunun
belirlendigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar ayrica ¢alismanin, Cin’deki Lanzhou
zambaginda Bacillus safensis, Stenotrophomonas maltophilia ve Metschnikowia

pulcherrima’nin patojen oldugunu gosteren ilk kayit oldugunu ifade etmislerdir.
Singh ve ark. (2001), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Hindistan’in Manipur kentinde,

1995°ten beri piring c¢esitlerinde % 10-15 fide o6liimlerine neden olan beyaz leke

hastaliginin gozlendigini kaydetmislerdir. Hastaligin fidanliklardaki bitkilerin yaprak
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ve yaprak kiliflarin1 enfekte ederek fidelerin tamamen veya kismen 6lmesine neden
oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar hastalikli 6rneklerden izole edilen bakterinin
kiiciik, yuvarlak ve sar1t koloni olusturdugunu ifade etmislerdir. Ayrica patojenisite
testleri sonucunda etmenin Stenotrophomonas maltophilia olarak tanilandigini
bildirmislerdir. ~ Calismanin  sonucunda;  Stenotrophomonas  maltophilia’nin
patojenisitesinin ve Hindistan’da piringte beyaz c¢izgi hastaliginin ilk kez

raporlandigini vurgulamiglardir.

Zheng ve ark. (2022), yapmis olduklar1 bir ¢alismada; Cin ginsenginin (Panax
notoginseng [Burg] F. H: Chen) geleneksel bir sifali bitkisi oldugunu ve uzun bir
ekim dongiisiine sahip olmasi nedeniyle Fusarium solani, Alternaria panax,
Phytophthora cactorum ve Pseudomonas sp. gibi kok hastaliklarina neden olan
patojenlere hassas oldugunu vurgulamiglardir. Arastirmacilar Gilineybati Cin’de
Songming’deki ekim alanlarindan Cin ginsengindeki yumusak ciirtikliikk 6rneklerinin
toplandigini ifade etmislerdir. On hastalikli kok 6rneginin toplandiktan sonra, %
0,1°1ik HgCl,’de 1 dakika ve akabinde % 75’lik etanolde 2 dakika siiresince steril
edildikten sonra 3 seri steril sudan gegirildigini belirtmislerdir. Kok kiiltlirlerinden 13
bakteri izolat1 elde edildigini kaydetmislerdir. 3 izolatin sonraki c¢aligmalar igin
secildigini ve elektron mikroskobu altinda yapilan gozlemlerde bu izolatlarin; gram
negatif, kisa ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan, polar piiskiilli kamg¢iya sahip
oldugunu bildirmislerdir. Patojenik izolatlar1 daha iyi tanimlamak i¢in 27F/1492R
evrensel primerleri ile 16S rDNA analizinin yapildigint vurgulamiglardir. Ayrica
Stenotrophomonas maltophilia’ya spesifik SM1/SM4 primerleri ile 23S rDNA
analizinin yapildigini ifade etmislerdir. Segilen s6z konusu 3 bakteri izolatinin (SM
2-5, SM 2-13, SM 2-14) morfolojik, metabolik profil ve dizi analizleri neticesinde
Stenotrophomonas maltophilia olarak tanilandigini belirtmislerdir. Patojenisite testi
icin nutrient broth ortaminda 48 saat siiresince 28 °C’de gelistirilen bakteri
izolatlarindan siispansiyon hazirlandigii (2,0 x 10° CFU/mL) kaydetmislerdir.
Patojenisite testinde, her bir izolat i¢in 10 dakika siiresince, steril igne ile delinmis
saglikli 1 yillik Cin ginseng bitkisi koklerinin, hazirlanan bakteri siispansiyonuna
batirilldigin1 ifade etmislerdir. Steril suyun negatif kontrol olarak kullanildigim
belirtmislerdir. Bakteri ile inokiile edilmis bitkilerin 28 °C’de, % 70 golgelenme

oranina sahip sera kosullarinda steril topraga ekilmek suretiyle kiiltiire alindigini
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bildirmislerdir. On giinliik inkiibasyon sonunda; bitkilerde dogal kosullarda gelisen
belirtilere benzer yliksek virtilanslik iceren hastalik simptomlart gozlendigini buna
karsin negatif kontrolde ise gozlenmedigini kaydetmislerdir. Calismanin sonucunda;
yapilan aragtirmanin, Cin’de Stenotrophomonas maltophilia’nin neden oldugu Cin

ginsengindeki yumusak c¢lirtikliigiin ilk kaydi oldugunu vurgulamislardir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzeme

Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde yetistirilen badem, erik, igde, kayisi,
kizileik, kiraz, mahlep, nektarin, seftali, visne ve zeytin agaclarindan elde edilmis
olan kloroz, nekroz, bakteriyel akinti, kanser, yaprak lekesi, bitki organlarmin
atilmasi, doku anormallikleri gibi bakteriyel hastalik belirtilerini yansitan bitki
organlartyla kiiltiir, izolasyon, patojenisite, teshis ve tanida kullanilan her tiirli alet

ve geregler calismanin malzemesini olusturmaktadir.

3.2 Yontem

3.2.1 Sorvey calismalari

Soérvey ¢alismalarinin planlanmasi asamasinda; tez konusunu teskil eden sert
cekirdekli meyve tiirlerinin Adryaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde yetistirildigi
lokasyonlar hakkinda Tarim il ve Ilce Miidiirliikleri ve Diyarbakir Zirai Miicadele
Arastirma Enstitiisii gibi kamu kuruluslarindan, tiizel kisilerden ve ciftcilerden bilgi
alimmistir (Sekil 3.1). Bu bilgiler kapsaminda sorvey calismalarinin lokasyonlari
belirlenmistir. Sorvey dncesinde laboratuvar kosullart diizenlenmis, kullanilacak sarf
malzemeler temin edilmis ve izolasyon sonrasinda yapilacak olan g¢aligmalar i¢in

zemin hazirlanmistir.

Sekil 3.1 Ornekleme illerinin Gﬁneydbgli Anadolu Bélgési’ndeki konumu

Sorvey calismalar1 2019, 2020 ve 2021 yillarinda, bakteriyel etmenlerin en fazla aktif

olduklar1 mart ve haziran ortalarina kadar olan donemde, meyve tiirlerine gore
degismekle beraber ciceklenme ile erken meyve donemleri arasinda yapilmustir.

[laveten sonbaharda Mardin ili Derik ilcesindeki zeytin agaclarinda ek bir sérvey
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caligmas1 gergeklestirilmistir. Ayrica sorveyler, sansa baglilik prensibi gozetilerek
hem saglikli hemde hastalikli bitkiler gdzlenmek kaydiyla tamamlanmistir. Ornekler
toplanirken sert c¢ekirdekli meyve agaclarinin  bulundugu gelisme donemi

kaydedilmistir.

Sorvey caligmalart Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinin sert ¢ekirdekli meyve
iiretiminin en fazla yapildigi ilge ve kdylerinde gergeklestirilmistir. Bahgeler illeri
temsil edecek sekilde farkli yonlerden tesadiifen seg¢ilmistir. Bu kapsamda bahgeyi
temsil edecek agac sayis1 Lazarov ve Grigorov (1961) yontemine gore belirlendikten
sonra drnekleme islemi gergeklestirilmistir (Tablo 3.1). Orneklemeler agaglarin dort
farkli yonii de kontrol edilerek yapilmistir. Sorveylerde kloroz, nekroz, bakteriyel
akint1 (eksudat), kanser, yaprak lekesi, bitki organlarinin atilmasi (¢igek, tomurcuk
ve yaprak dokiimii), doku anormallikleri (ur) gibi belirti gdzlenen agaglar hastalikli

olarak kaydedilmistir.

Tablo 3.1 Sert g¢ekirdekli meyve bahgelerinde, aga¢ sayisina gore yapilmasi gereken en az
ornekleme sayilar1 (Lazarov ve Grigorov 1961)

Siirvey bahgelerindeki toplam agag sayist (Adet) Incelenecek agac sayis1 (Adet)
1-20 T{im agaglar
21-70 10-30
71-150 31-40
151-500 41-80
501-1000 Toplam agaglarin %15’
>1000 Toplam agaglarin %5°1

3.2.2 Hastahkh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Sorvey caligsmalarinda; sert cekirdekli bitkilerin yaprak, siirgiin, dal, ¢igek, tomurcuk,
meyve ve ana govde gibi farkli organlarindan 6rnekler alinmistir (Sekil 3.2). Bahsi
gecen bitki dokularindan, sérvey calismalar1 bashiginda (3.2.1) ifade edilen
belirtilerin gozlendigi Ornekler toplanmistir. Toplanan Ornekler; lizerinde saprofit
mikroorganizmalarin tiremesini 6nlemek ve fazla nemini almak amaciyla kurutma
kagidina sarilmis ve etiketlenerek agzi contali polietilen torbalara konulmustur.
Etiketin {iizerine; tarih, koordinat, bitki, hastalikli bitki kisminin ismi, arazi
blytikligl, hastalikli ve saglikli agac sayisi, hastalik belirtisi ve bitkinin ¢esidi gibi
bilgiler yazilmistir. Etiketlenip polietilen torbalara yerlestirilen ornekler, igerisinde
buz kaliplar1 bulunan sogutma {initelerine konarak direkt gilines 1s18ina maruz
kalmadan miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara

getirilen  Ornekler, izolasyon ve saflastirma islemleri gibi analizlerin
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gerceklestirilecegi siireye kadar buzdolabinda +4 santigrat derece (°C)’de muhafaza

edilmistir.

, - Vg

Seki1A3_.~2- A; Ornekleme yapilan zeytin bitkisinin sirgiin kisminda, zeytin dal kanseri belirfisi, B;
Ornekleme yapilan badem bitkisinin dal kisminda, bakteriyel yamklik ve bakteriyel kanser belirtisi

3.2.3 Bakteriyel etmenlerin izolasyonu ve izolatlarin elde edilmesi

Hastalikl1 6rneklerden Fahy ve Pesyley (1983) ve Saygili ve ark. (2006)’ya gore
bakterilerin izolasyonu gerceklestirilmistir. Buna gore; toplanan 6rneklerden hastalik
belirtisi sert olan dal, siirgiin, gévde gibi odunsu dokuda olanlarda; ¢esme suyu ile
yikanip hem saglikli hem de hastalikli dokuyu igerecek sekilde steril bir bistiiri
yardimiyla 0,5-1 cm uzunlugunda kesitler alinmistir. Alinan bitki parcalart % 2’lik
NaClO c¢ozeltisinde 35-40 sn bekletildikten sonra dort seri steril sudan gegirilmistir.
Hastalik belirtisi yaprakta olanlarda ise drnekler, daha hassas bir bitki dokusu olmasi
sebebiyle ylizey sterilizasyonu asamasinda 20-25 sn bekletilmistir. Daha sonra
yikanan bu Ornekler steril bir lam tizerinde her 6rnekte alevde sterilize edilen bistiiri
ile pargalanmistir. Pargalanan kesitler, icerisinde bir mililitre (ml) steril su ihtiva
eden eppendorf tiiplerine aktarilarak bir saat (sa) siiresince bakterilerin su igerisine
gecmesi beklenmistir (Sekil 3.3). Bu siire sonunda eppendorf tiipii i¢erisindeki sudan
bir 6ze dolusu aliarak petrideki ticari formiilasyondan hazirlanmig Nutrient Agar
(NA) besi yerine ¢izgi ekim yapilmistir. Eppendorf tiipler gerekli goriilmesi halinde

kullanilmak iizere + 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.3 Izolasyon calismasi kapsaminda yiizey sterilizasyonu yapilan bitki parcalarinin eppendorf
tiiplerinde bakterilerin suya gecisi i¢in bekletilme asamasi

Orneklerin durumuna gére yukarida belirtilen izolasyon yoéntemleriyle petrilere gizgi
ekimi yapildiktan sonra elde edilen kiiltiirler, 24 °C’de her giin gozlenmek kaydiyla
3-5 giin siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince koloni gelisimi
gostermeyen ya da zayif gelisim gosteren killtlirler igin inkiibasyon iglemi
siirdiiriilmiis; bu sayede yavas gelisen izolatlar i¢inde zaman saglanmustir. izolasyon
yapilan petrilerde gelisen bakteri kolonilerinden saflastirma islemi i¢in; steril 6ze ile
petrilere ¢izgi ekim yapilmistir. ilk ekimden sonra homojen ve saf kiiltiir elde
edilemeyen izolatlar da, ¢izgi ekim islemine saf kiiltiir elde edilene kadar birka¢ kez
devam edilmistir. Devamli karisik ¢ikan kiiltiirlerden siispansiyon hazirlanarak
birka¢ kez seyreltilip petrilere 4 fazli ¢izgi ekim yapilmistir. Bu sayede seyreltildigi
icin petride birbirinden ayr1 tek kolonilerin gelismesi ve dolayisiyla birbirine
karigmis olan bakterilerin ayrilma igleminin tamamlanmasi saglanmistir. Tek koloni
halinde gelisen bakteriler 6ze yerine steril kiirdan kullanilarak farkli bir petriye
alinmak suretiyle saflastirilmistir. Saflastirilan kiiltiirler +4 °C’de buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

Yapilan izolasyonlarda karigik bakteri izolati miktarinin fazla olmasi ve bunun
saflastirma calismalarin1 zorlastirmasi sebebiyle drneklemenin son yili olan 2021
yilinda izolasyon yontemi degistirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987; Popovi¢ ve ark.,
2021). Bu yontemde; sogutma iinitesi i¢erisinde buz kaliplar1 ile muhafaza edilerek
laboratuvara getirilen hastalik belirtisi gézlenen 6rneklere miimkiin olan en kisa
siirede izolasyon calismasi uygulanmistir. Oncelikle 6rnek, cesme suyunda yikanarak
tizerinde ki toz vb. etmenler uzaklastirilmistir. Yiizeyi kuruyan orneklere % 70’lik
ethanol uygulanarak yiizey dezenfeksiyonu yapilmis ve kurumasi igin steril laminer

ekim kabinine konulmustur. Kuruma igleminden sonra saglikli ve hastalikli dokuyu
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da icerecek sekilde 0,5-1 cm uzunlugundaki pargalar alinarak steril bir lam {izerinde
steril bir bistiiri ile iyice ezilmistir. Ezilen pargalar, igerisinde 1ml fosfat tampon
¢Ozeltisi bulunan eppendorf tiiplerine aktarilarak 1 saat sliresince beklenmistir. Daha
sonra hem eppendorf tiiplindeki bitki pargalar1 hem de bitki 6z suyu iceren tampon
cozeltiden King B besi ortamina ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 2542 “C’de
her giin gdzlenmek kaydiyla inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda gelisen
kolonilerden ayn1 besi ortamina 6ze yardimiyla ekim yapilarak bakteri kiiltiirlerinin
saflastirilmasi islemleri gerceklestirilmistir.

3.2.4 Konukcu test bitkilerinin yetistirilmesi

Patojenisite testi ve konukgu dizisi ¢alismalarinda kullanilmak tizere 2020 yili
ilkbahar doneminde tez konusunu teskil eden badem, erik, igde, kayisi, kizilcik,

kiraz, mahlep, nektarin, seftali, visne ve zeytin bitkilerinden yeterli sayida dikim

yapilarak bir bahge tesis edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Calisma kapsaminda tesis edilen bahg¢enin genel goriiniisii
Bahsi gecen bahge, Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi biinyesinde bulunan arazide

(enlem-boylam koordinatlari: 37,8898277; 40,2724859) kurulmustur. Bahge
tesisinde bitkilerden elde edilen bakteri izolati sayisi esas alinmistir. Bu kapsamda
bahge en fazla izolatin elde edildigi badem bitkisi sayisi digerlerinden fazla olacak

sekilde tasarlanmistir (Tablo 3.2).

Bahge bakiminda herhangi bir pestisit kullanilmamis ve yabanci ot kontrolii elle
yolmak suretiyle kiiltiirel miicadele yontemlerine gore yapilmistir. Bahgedeki
fidanlarin sulanmasi ise bogaz a¢ma isleminin akabinde damlama sulama ile
saglanmistir. Herhangi bir gilibreleme islemi ise yapilmamistir. Yetistiricilik
esnasinda fidelerde entomolojik veya fitopatolojik herhangi bir zarar olugsmamistir.

Ayrica sera kosullarinda s6z konusu sert ¢ekirdekli bitkilerin fidelerini ihtiva eden
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bir deneme alan1 olusturulmus ve fide saksilarinda yetistirilen bitkiler patojenisite ve
konukgu dizisi testlerinde kullanilmigtir. Seradaki bitkiler % 60-80 nisbi nem ve
24+5 °C sicaklik kosullarinda yetistirilmis, bakiminda ise herhangi bir pestisit veya

giibre kullanilmamagtir.

Tablo 3.2 Patojenisite testi ve konukgu dizisi ¢caligmalarinda kullanilan bitkilerin konumlarini gésteren
bahge krokisi

Bos KR FR FD

Bos KY FR FD

Bos KY FR FD

Bos KY FR FD

NR KY FR FD

NR ER FR FD

KZ ER FR FD =
= iG ER FR FD E
= MH ER FR FD N
= MH SF FR FD Z
= MH SF FR FD 14
1= MH SF FR FD =
o Y SF FR FD S

zZY VS FR FD %)

zZY VS FR FD

zZY VS FR FD

KR VS FR FD

KR FR FR FD

KR FR FD FD

YOL

FD: Ferraduel (Tozlayici Badem); FR: Ferragnes (Disi Badem); VS: Visne, SF: Seftali; ER: Erik; KY:
Kayis1; KR: Kiraz; ZY: Zeytin; MH: Mahlep; 1G: igde; KZ: Kizilcik; NR: Nektarin

3.2.5 Tiitiinde hipersensitif reaksiyon testi

Hipersensitif reaksiyon (HR) testinde kullanilmak {izere tiitiin bitkisi yetigtirme
islemine iklim odas1 kosullarinda baglanmistir. Bu amag i¢in; Mardin ilinin Kiziltepe
ilgesindeki Ali Pasa koyiinden temin edilen, Tiirk veya Sark tipi tiitiin (Nicotiana
tabacum L.) olarak bilinen tiitiin tohumlar1 kullanilmistir (Sahin ve Tashgil, 2013).
Tohumlarin ekimi gergeklestirilmis ve istenilen bitki sayisini karsilayacak diizeyde
tohumun ¢imlenmesi saglanmstir (Sekil 3.5). Iklim odas1 kosullari; tiitiiniin optimum
yetisme ihtiyacini karsilamak igin, 26+2 °C ve % 60-80 nisbi neme ayarlanmis ve
termometre ile higrometre yardimiyla siirekli dlgiilerek sabit kalmasi saglanmigtir
(Karabacak, 2017). Ilk gercek yapraklar c¢iktiktan sonra tiitiin bitkileri viyollerden
deneme saksilarina aktarilmis ve HR testinin uygulanacagi 8-12 haftalik olacaklari

siireye kadar sulama ve bakim islemleri (koltuk alma) yapilmistir.
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Sekil 3.5 HR testinde kullanilmak iizere viyollerde yetistirilen ve deneme saksilarina aktarilan tiitiin
bitkileri

Titlin bitkileri 8-12 haftalik olduklarinda asir1 duyarhilik testi i¢in hazirliklara
baslanmustir. Test edilecek bakteri kiiltiirleri, NA besi yerinde 24 saat gelistirildikten
sonra, 10%-10° colony forming unit/mililitte (CFU)mL yogunlugunda veya
spektrofotometre (Ultraviyole (UV) visible, 600 nanometre (nm) dalga boyunda %
Transmittance: % 60) de 0,3-0,4 absorbans degerine sahip konsantrasyonda,
siispansiyon olarak hazirlanmistir. Her bir izolat igin iki tekerriir olmak iizere,
titliniin yan damarlarinin kenar1 boyunca uzanan yaprak laminasinin mezofiline,
hypodermik siringa ignesiyle slispansiyon enjekte edilmistir. Bu islem i¢in, dis ¢ap1
takriben 0,6 mm olan 2 ml hacime sahip ince igneler kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak steril su, pozitif kontrol olarak ise tipik asir1 duyarlilik reaksiyona sebep olan
ve elimizde bulunan, molekiiler olarak teshisi yapilmis Van Yiiziinci Yil
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Bakteriyoloji Laboratuvarindan
temin edilen Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum (Psm) izolatlar1 kullanilmistir. Yapiskan etiketlere izolat kodlar

yazilarak enjeksiyon yapilan yaprak laminalar etiketlenmistir.

Bitkiler iklim odas1 kosullarinda 25-28 °C sicaklikta ve % 60-80 nisbi nemde inkiibe
edilmistir. Tiitlin bitkilerinde 24 saat (bir giin) igerisinde inokulumun verildigi yerle
sinirlt kalmis olan, bir ¢gdkme ve dokunun su emmis gibi goriinmesi, ayn1 zamanda
bunu takiben dokunun 72 saat (3 giin) icerisinde kuru ve ag¢ik kahverengi nekrozlar
vermesi pozitif bir reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Cokme olmaksizin sararma

veya kahverengilesme pozitif reaksiyon olarak kabul edilmemistir (Klement ve ark.,

1964).
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3.2.6 Patojenisite testleri

3.2.6.1 Ana konukgu patojenisite testi

HR testi pozitif ve bitki patojeni olma ihtimali yiiksek olan bakteri izolatlarina ana
konukgu patojenisite testi uygulanmistir. Badem izolatlarinin patojenisite testi,
ilkbaharda arazi kosullarinda yetistirilen 3 yillik ferragnes ve ferraduel badem
fidanlar1 ve mevsim disinda ise sera kosullarinda yetistirilen 2 yillik badem fidanlari
tizerinde gergeklestirilmistir. Mahlep ve kayisi izolatlarinin patojenisite testleri ise
sera ortaminda yetistirilen ve daha sonra ilkbaharda araziye ¢ikarilan 2 yillik fideler
lizerinde yapilmistir. Zeytin izolatlarinin hem zeytin hem de konuk¢u dizisinde
bulunan zakkum bitkisindeki reaksiyonlarin1 gormek amaciyla patojenisite testinde 2
yillik zeytin, pembe zakkum ve beyaz zakkum fideleri kullanilmistir (Saygili ve ark.,
2019).

Patojenisite testi i¢in King B besi ortamina ekilen 1 giinliik taze bakteri kiiltiirleri
kullanilmistir. Kesme isleminden 6nce bir yillik siirgiin yiizeyi % 70’lik etil alkol ile
silinerek yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir. Daha sonra steril bir bistiiri yardimiyla
siirglinde 1 santimetre (cm) uzunlugunda ve 0,5 cm derinliginde kisim kesilerek yara
acilmistir. Petride gelistirilen bakteri kiiltiirii, acilan yaranin tamamini kaplayacak
sekilde, her bir izolat i¢in ayn1 miktarda olmak kaydiyla steril kiirdan yardimiyla
stiriilmiistiir (Klement ve ark., 1990). Inokulasyon yapilan siirgiin kisminim iizerine,
kesilen kabuk kismi yerlestirilerek steril su ile nemlendirilmis steril bir pamuk
pargastyla sarilmistir. inokulasyon yapilan bdlge parafilm ile hava almayacak sekilde
iyice sarilarak etiketlenmistir. Negatif kontrol olarak steril su kullanilmistir.
Izolatlarin 5-6 haftalik inkiibasyon siiresinin sonunda lezyon olusup olusmadig
degerlendirilmistir. Yapilan kontrolllerde; lezyon olusmamasi negatif, acilan yarayla
siirli lezyon olusmus ise zayif pozitif, doku iclerine kadar ilerleyen ve agilan 1
cm’lik yara bolgesinden daha fazla alana yayilmis lezyon olusumu ise pozitif
reaksiyon olarak kaydedilmistir.

3.2.6.2 Limon ve havug¢ meyve testleri

Bazi bakteriyel etmenlerin bitkide olusturdugu belirtilerin gec¢ ortaya ¢ikmasi gibi
durumlar s6z konusu olabildigi icin ilave olarak meyve patojenisite testleri
yapilmustir. Bu amagla; 6zellikle Pss (Sert ¢ekirdekli meyvelerde bakteriyel yaniklik

ve kanser hastaligl) etmenini tespit etmek icin, saglikli ve lekesiz limon meyveleri
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kullanilmistir. Limon ¢esme suyu ile yikandiktan sonra ylizeyi % 70’lik etil alkol ile
dezenfekte edilmis ve steril su ile ekim kabini igerisinde tekrar yikanmistir. Yikanan
limonun yiizeyine test edilen bakteriden bir 6ze dolusu siiriilerek steril bir igne
yardimiyla meyvenin igerisine dogru delinmistir (Sekil 3.6). Delinen limon steril
whatman filtre kagidina sarilarak 25 °C’de 10 giin siiresince inkiibasyona
brrakilmistir. Pozitif kontrol olarak teshisi yapilmis Pss izolati, negatif kontrol olarak
ise steril su kullamlmistir (Gagi¢ ve ark., 2012). Inkiibasyon siiresi sonundaki
gbzlemlerde; siyah, derin, nekrotik cukurlar pozitif (+), bu belirtiyi gostermeyen

izolatlar ise negatif (-) olarak degerlendirilmistir.

Bitkide ur belirtisi olusturan Pseudomonas savastonai pv. savastonai (Psv, Zeytin
dal kanseri) bakteriyel etmeninin tespiti i¢in; patojenisite testinde hizli sonug veren
havug testi uygulanmistir (Doksdz ve Bozkurt, 2020a). Bu amagla; havucun
kabuklar1 soyulduktan sonra % 70’lik etil alkol ile ylizey dezenfeksiyonu yapilmistir.
Daha sonra havug steril bir bigak ile dilimlenerek icerisinde nemli steril filtre kagidi
bulunan petri (120 mm) kutusuna aktarilmistir (Sekil 3.6). Her bir bakteri kiiltiirii
icin 10 adet havug dilimi kullanilmistir. Her bir havug dilimi iizerine bir 6ze dolusu
bakteri kiltlirii striilmistiir. Negatif kontrol i¢in steril su kullanilmistir. Havug
dilimleri iizerinde tipik ur olusumu gozlenenler pozitif, bu belirtiyi gostermeyenler

negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.6 Limon ve havug patojenisite testlerinin uygulanmasi A; Limon testi hazirlik, B; Limon testi
uygulama, C; Havug testi hazirlik, D; Havug testinin uygulandigi izolatlara ait petriler
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3.2.7 Bakteri izolatlarinin cam boncuk yontemi ile saklanmasi
Bakteri izolatlarnin sonraki calismalarda kullanilabilmesi ve 6zelliklerini

kaybetmelerinin Oniine gecilmesi amaciyla cam boncuk ydntemi ile dondurularak

saklanmalari iglemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Cam boncuk yontemi uygulanan ve ¢alkalayicida inkiibasyona tabi tutulan bakteri kiiltiirleri

Yontemin esast; kriyoprotektan bir madde ile konsantre edilmis bakteri kiiltiiriiniin 1-
2 milimetre (mm) boyutundaki steril cam boncuklar (ortas1 delik, seffaf, tiilbent
boncuklari) ile karistirilmasi ve daha sonra dondurulmasidir (Halkman ve Dogan,
2000). Metodun uygulanmasindan sonra muhafaza i¢in dondurma sicakligi olarak -

70 °C kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Cam boncuklar deterjan ile yikanip saf sodyum-hipoklorit ¢ozeltisinde 48 sa
stiresince bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan cam boncuklar 4 seri steril
sudan gecirilerek iyice yikanmustir. Yikanan boncuklar steril kurutma kagitlari
tizerinde kurutulmugtur. Daha sonra cam boncuklar otoklav posetine sarilmis petri

kutular igerisinde, 121 °C’de 15 dakika (dk) siiresince otoklavda sterilize edilmistir.

Bakteri kiiltiiriiniin tek bir kolonisinden bir 6ze dolusu alinarak 3 ml nutrient broth
yeast (NBY) siv1 yerine aktarilmistir. Bu asamada 24 “C’de 2 giin siiresince, orbital
calkalayici ile 100 déngii/dk (rpm)’de inkiibe edilmistir. Icerisinde bakteri gelisimi
saglanan bu kiiltiirden, steril kosullarda 700 mikrolitre (ul) alinarak 300 pl steril
gliserol (% 30) ile karistirilmistir. Elde edilen karisim 1,8 ml hacmi olan kyro tiipe
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aktarilmigtir. Karigtmim bulundugu kyro tiip igerisine daha oOnce sterilizasyonu
yapilan cam boncuklardan 5 adet konulmustur. Cam boncuklarin birbirine
yapismamasi i¢in karisim ve cam boncuklar arasinda hava boslugu kalmayana kadar
el ile hafifce calkalanmistir. Kyro tiipiin steril kapag kapatildiktan sonra, bakteri

kiiltiiri dondurularak muhafaza edilmistir.

3.2.8 Biyokimyasal Testler

3.2.8.1 Gram boyama reaksiyonunun belirlenmesi

Calismada Hucker (1921)’1n modifiye ettigi gram boyama metodu uygulanmistir. Bu
yontemde 3 grup soliisyon kullanilmigtir. Bunlar;

I. Kristal Viyole

Soliisyon A: Kristal mavisi 2 gram (g)
Etil alkol (%95) 20 ml

Soliisyon B:  Amonyum okzalat 0,8¢g
Damutik su 80 ml

II. Lugol Soliisyonu

Iyot 1,0g
Potasyum iyodiir (KI) 20¢g
Damutik su 300 ml

II1. Safranin Sollisyonu

Etil alkol (%96) 100 ml
Safranin (% 2.5 alkole gore) 025¢g
Damaitik su 100 ml

Calisma icin yukarida formiilii verilen soliisyonlarin ticari formiilasyonlar1 temin
edilmistir. Kullanilacak rodajli lamlar analizden 6nce 175 °C’de 1 saat siiresince
kuru havali sterilizatorde (pastor firmi) sterilize edilmistir. Ayrica analizde
kullanilmak tizere 120 °C’de, 1 atmosfer (atm) basing altinda 15 dk siiresince

otoklavda sterilize edilmis olan steril su hazirlanmistir.

Bakterilerin lamlara fikse edilmesinde, Oncelikle rodajli lamin kenarina boyamasi
yapilacak bakterinin izolat kodu yazilmistir. Daha sonra lamin orta noktasina bir
damla steril su damlatilmis ve bir giin 6nce NA besi yerine asilanan bakteriden bir

0ze ile almarak bu su damlasi igerisinde iyice karistirilip lam iizerine yayilmistir.
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Daha sonra lamlar hafif alevden gecirilmis ve oda sicakliginda, cam c¢ubuklar

tizerinde birakilarak daha iyi kurumasi saglanmistir.

Boyamanin yapilmasi isleminde, 6nce kuruyan lamlarin iizerine kristal viyole (I.
soliisyon) dokiilmiis ve 1 dk siiresince beklenmistir. Lamlar ¢esme suyu ile indirekt
olarak yikanmis sonra lizerine lugol soliisyonu (II. soliisyon) damlatilarak 1 dk
beklenmistir. Siire sonunda tekrar indirekt olarak c¢esme suyu ile yikanmis ve
kurutma kagidi ile hafif¢ce kurulanmistir. Daha sonra lamlar ig¢erisinde % 95°lik etil
alkol bulunan bir kaba batirilmis ve 30 sn kadar beklenmistir. Eger lamlar {izerinde
mavi renk varsa alkolde biraz daha yitkanmistir. Lamlar tekrar kurulanmis ve safranin
sollisyonu {izerine dokiilmiistiir. 20 sn bekledikten sonra tekrar lamlar yikanmis ve

bir siire daha kurumalar i¢in oda sicaklifinda beklenmistir.

Bakterilerin fikse edildigi ve boyandigi lamlar, faz kontrast mikroskopta immersiyon
yagi ile incelenmistir. Eger bakteriler mavi renkte ise; Gram-pozitif, bakteriler
pembe-kirmiz1 renkte ise; Gram-negatif olarak degerlendirilmistir (Saygili ve ark.,

2006).

Ayrica potasyum hidroksit (KOH) ile gram boyama test sonuglart yeniden
dogrulanmistir. Bakteri izolatlarinin hiicre duvarlarindaki farklilig: belirleyebilmek
icin % 3’liik KOH soliisyonu hazirlanmigtir. Bir giin 6nce pastor firninda 175 °C’de
1 saat siiresince sterilize edilmis olan lam {izerine, hazirlanan % 3’liik KOH
soliisyonundan bir damla damlatilmistir. Damlanin igerisine bir giin 6nce NA besi
yerine asilanmis izolatdan bir 6ze dolusu alinarak 5-10 saniye siiresince iyice
karigmasi saglanmis ve 6ze yukari dogru kaldirilmistir. Gram negatif bakterilerin
hiicre duvarindaki peptidoglukan tabakasi tek kathh oldugu ve teikoik asit
icermediginden KOH muamelesi ile parcalanir. Bu nedenle sitoplazma sivisi serbest
hale gegen bakterinin uygulandigi KOH damlasinda vizkoz bir uzama goriilmiistiir.
Oze yukar1 kaldirildiginda 0,5-2 ¢cm bir uzama gozlenen izolatlar gram negatif olarak
degerlendirilmistir. Akiskan ve vizkoz bir yapida olmayan ve uzama gozlenmeyen

izolatlar ise gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Saygili, 1995).
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3.2.8.2 Levan olusumu testi

Bu test i¢in kullanilan besi yeri (1 litre);

Beef extract % 0,1
Yeast extract % 0,2
Bakteriyolojik pepton % 0,5
NaCl % 0,5
Agar % 1,5
Sucrose % 5,0
pH: 7,2-7.,4

Yukarida formiilii verilen, % 5 sakkaroz igeren NA besi yeri hazirlandiktan sonra
121 °C’de, 1 atm basing altinda, 20 dk siiresince sterilize edilmistir. Sterilizasyon
isleminden sonra besi yeri petri kutularina aktarilmistir. Bir giin 6nce NA besi yerine
astlanmis izolatlarin her birinden 1 ml steril su igerisine 1 6ze dolusu aktarilarak
bakteriyel siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan bu siispansiyondan sterilizasyonu
yapilan petri kutularinin yarisina ¢izgi ekim, diger yarisina ise nokta ekim seklinde
asilama yapilmistir. Asilama yapilan petri kutular1 27 °C’de 5 gilin siiresince
inkiibasyona tabi tutulmustur. Yaslanan koloniler bazi 6zelliklerini yitirebildikleri
icin gozlemler giinliik olarak alinmistir. Gozlemlerin sonucunda; stimiiksii, kubbe
seklinde koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak; elimizde

bulunan teshisi yapilmis Pss izolat1 kullanilmistir. (Klement ve ark., 1990).

3.2.8.3 Kovacs oksidaz testi

Bu biyokimyasal testte nitrat ve nitrit iceren besi yerlerinde yanlis pozitif reaksiyon
goriilmesi agisindan bakteriler test gerceklestirilmeden 24 saat dnce % 1 glikoz
iceren NA besi yerine asilanmistir. Test soliisyonu olarak % 1°lik Tetra methyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride’in ticari formiilasyonu kullanilmis ve test

soliisyonu hazirlanmistir.

Bir petri kutusu igerisine steril whatman filtre kagidi yerlestirilmis ve % 1’lik
soliisyondan filtre kagidinin merkezine 3-4 damla damlatilmistir. Test edilecek
bakteri kiiltlirlinden bir platin 6ze dolusu alinarak soliisyonun damlatildigi yerin
merkezine, yaklagik 1 cm uzunlugunda bir serit halinde iyice siiriilmiistiir. Bu islem
sonuclarin dogrulugunu etkilememesi agisindan miimkiin oldugu kadar hizli

gerceklestirilmistir (Kovacs, 1956). Kontrol isleminde;
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10 saniye sonra maviye doniislirse: pozitif
60 saniye sonra maviye doniisiirse: ge¢ pozitif

60 saniye sonra maviye doniismezse: negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.8.4 Pektolitik aktivite testi

Bu testte taze ve hastalikli olmayan patatesler kullanilmistir. Patatesler soyulduktan
sonra % 70’lik etil alkole batirilmis ve ardindan bunzen alevinden gecirilmistir.
Yiizeysel sterilize edilen patatesler steril bir bigcakla 7-8 mm kalinliginda dilimlere
ayrilmistir. Altina steril Whatman filtre kagidi konulmus petrilere hazirlanan
dilimlerden birer tane yerlestirilmistir. Bu dilimlerin ortas1 steril bir bistiiri
vasitasiyla oyulmustur. Bir giin 6nce KB besi ortamina ekimi yapilmis taze bakteri
izolatlarindan bir 6ze dolusu alinarak acilan ¢ukura ekimi yapilmistir. Petriler yari
yiikseklige kadar steril su ile doldurulmustur. Ekimden sonra petri kutusu parafilm
ile sarilip 3 giin siiresince 25+1 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi

petriler kontrol edilerek su sekilde degerlendirilmistir;

Bakteri agilanan patates dilimi sert ise, steril kiirdan batirildiginda kolayca
batmiyorsa negatif olarak degerlendirilmistir.Steril kiirdan kolaylikla batiyor ise,
dilimde bir yumusama, hafif pis koku ve suda sararma var ise bu durum pozitif
olarak degerlendirilmistir (Saygili ve ark., 2006).

3.2.8.5 Arjinin dihidrolaz testi
Bu test i¢in kullanilan Thornley 2A besi yeri (1 litre);

Peptone lg
NaCl S5¢g
K2HPO4 03¢g
Agar 3g
Phenol red 0,0l g
L + HCL Arjinin 10 g
pH: 7,2

Agar disinda yukaridaki maddeler tartilarak bir erlenmayer de eritilmis ve verilen pH
degerine ayarlanmistir. Daha sonra agar iizerine ilave edilerek eritilmistir. Hazirlanan
besi yeri otoklavda 121 °C’de, 1 atm basing altinda, 15 dk siiresince sterilize
edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra eppendorf tiiplerine 1’er ml aktarilan besi

yerine bakteri kiiltlirii asilanmis ve tiiplerin iizerine 0,5 ml erimis su agar1 (% 3’liik)
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ilave edilerek tiipler miihiirlenmistir. Agz1 parafilm ile sarilan ve kapatilan eppendorf
tipleri 27 °C’de 15 giin siiresince inkiibasyona tabi tutulmustur. Yapilan
kontrollerde; koyu kirmizi renk olursa pozitif olarak, turuncu-pembe renk olursa
negatif olarak degerlendirilmistir. Elimizde bulunan teshisi yapilmis Pss izolati
pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Fahy ve Persley, 1983; Klement ve ark., 1990;
Saygili ve ark., 2006).

3.2.8.6 Floresan pigment testi
Bu test i¢in kullanilacak King B besi yeri (1 litre);

Proteoz peptonu 20¢g
K,HPO,. 3H,0 15¢g
Gliserol 10¢g
Agar I5¢
MgSO4. TH,O 15¢
pH: 7,2

Hazirlanan besi yeri 121 “C’de, 1 atm basing altinda, 15 dk siiresince otoklavda
sterilize edilmistir. Besi yeri sterilizasyon isleminden sonra petrilere dokiilerek
sogumast beklenmistir. Soguyan ve ekime hazir hale gelen petriye, bakteri
kiiltiiriiniin ¢izgi ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan petri 25 °C’de 2 giin siiresince
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda petri; karanlik bir odada, 365 nm dalga
boyuna ayarli bir UV lamba ile incelenmistir. Incelemede; yesil floresan pigment
bulunanlar pozitif (+), digerleri ise negatif (-) olarak degerlendirilmistir (King ve
ark., 1954).

3.2.8.7 Jelatinin hidrolizi testi

Bu test i¢in kullanilacak besi yeri (1 litre);

Pepton 58
Beef extract 3g
Jelatin 120 g

Yukarida formiilii verilen besi yeri, jelatinin erimesi i¢in 50 °C’ ye ayarli su
banyosuna konulmus ve deney tiiplerine 5’er ml aktarilarak 121 °C’ de 1 atmosfer
basing altinda 15 dakika siiresince otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon
isleminden sonra bakteriler tiiplere asilanarak 20 °C’de 7-14 giin siiresince
inkiibasyona tabi tutulmustur. Tiipler, kontrolden 6nce sivilasma olup olmadiginm

belirleyebilmek i¢in; 30 dakika kadar buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir. Kontrol
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neticesinde; tliplerdeki jelatin kati halde ise negatif olarak, tiiplerdeki jelatin akici
halde ise pozitif olarak degerlendirilmistir (Fahy ve Persley, 1983).
3.2.8.8 Esculin hidroliz testi

Bu test i¢in kullanilan besi yeri (1 litre)

Pepton 10g
Esculin (Aesculin) lg
Sodium citrate lg

Ferric ammonium citrate 0,05¢

pH: 7,0
Yukarida tarifi verilen besi yeri hazirlandiktan sonra pH’1t 7’ye ayarlanmis ve
otoklavda 121 °C’de, 1 atm basin¢ altinda, 15 dk siiresince sterilize edilmistir.
Sterilize edilen besi yeri eppendorf tiiplerine 1,5 ml olacak sekilde aktarilmistir. Besi
yeri aktarilan tiiplere bakteri izolatlar1 asilanmis ve 5 giin siiresince inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda yapilan kontrollerde besi yeri kahverengi-
siyah renk alanlar pozitif, sar1 renk olanlar ise negatif olarak degerlendirilmistir.
Negatif kontrol olarak bakteri agilanmamis sadece besi yeri igeren tiip kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak ise elde bulunan teshisi yapilmis Pss izolat1 kullanilmistir

(Obradovic, 2010; Sneath, 1956).

3.2.8.9 Tyrosin ve tartarik asit kullanim testleri
Bakterilerin karbon kaynaklarindan yararlanmalarini belirlemede kullanilan bazal

besi yerinin 1 litrelik hacim i¢in formiili;

NH4H2PO4 lg
KCl 02¢g
MgSO04.7H20 02¢g
Bromthymol blue 0,08 g
Agar l4 g

Agar disindaki kimyasallar 900 ml saf suda eritilmis, pH 7,0’ye ayarlandiktan sonra
tizerine agar ilave edilerek 100 °C’de eritilmis ve kapakli deney tiiplerine 4,5 ml
olarak aktarilmistir. Daha sonra tiipler otoklavda 121 °C’de, 1 atm basing altinda, 15

dk stiresince sterilize edilmistir.

Tyrosin ve tartarik asit karbonhidratlarinin her birinden 4 g tartilarak ve iizerine 40

ml saf steril su ilave edilerek eritilmis ve tekrar 7 pH degerine ayarlanmistir. Sonra
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hazirlanan siispansiyonlar Once bakteri filtresinden gecirilmis ardindan UV 1s1k
altinda sterilize edilmistir. Sterilize edilen karbonhidratlar otoklavda sterilize edilen
ve 4,5 ml besi yeri igeren tiiplere; 0,5 ml ilave edilmis ve egik agar olarak
hazirlanmistir. Bu sayede besi yeri ihtiva eden tiiplerdeki karbonhidrat oraninin % 1
olmasi saglanmistir. Hazirlanan tiiplere bakteri asilanmig ve 24-27 °C’de 1 hafta
stiresince inkiibasyona tabi tutulmustur. Negatif kontrol olarak bakteri asilanmamis
tiip kullanilmistir. Asit olusan tiiplerde negatif kontrol tiipiine kiyasla renk degisimi
olmussa pozitif olarak degerlendirilmistir. Aksi durum negatif olarak kaydedilmistir

(Obradovic, 2010; Schaad ve ark., 2001).

3.2.8.10 Katalaz reaksiyon testi

Bu test i¢in; % 3’liikk hidrojen peroksit (H>O;) soliisyonu hazirlanmistir. Bakteri
kiiltiirii olarak da, izolatlarin 1 giin dnceden egik agara asilanmis taze kiiltiirleri
kullanilmistir. Her bir izolat i¢in, kuru havali sterilizator de 175 °C’de 1 saat
stiresince sterilize edilen rodajli lam alinmis ve iizerine cam boyama kalemi ile test
ve kontrol olarak 2 farkli alan isaretlenmistir. Bu alanlarin her ikisine de steril su
damlatilmistir. izolatlarin bir giinliik bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak,
lamlar {izerine test ve kontrol i¢in isaretlenen yerlere 6nceden damlatilan 2 steril su
damlasina iyice karigtirllmigtir. Daha sonra test isaretli alanda yer alan damlaya,
hazirlanan % 3’lik H,O, soliisyonundan bir damla damlatilmistir. Yapilan
kontrollerde  hava  kabarciklarinin ~ goriilmesi  pozitif — reaksiyon olarak
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol i¢in elimizde bulunan teshisi yapilmis Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis izolat1 kullanilmistir (Klement ve ark., 1990).

3.2.9 Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF Kkiitle spektrometre ile teshisi

Saf bakteri kiiltiirlerinin KB besi ortamina ekilmis 24-48 saatlik taze kolonileri
ethanol-formik asit yontemiyle ekstrakte edilmistir. Her bir bakteri izolat1 steril bir
tahta kiirdan yardimiyla alinarak dogrudan oyuklu paslanmaz ¢elik bir tabaka tizerine
yerlestirilmis ve tizeri 1 pul HCCA Matris (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid)
soliisyonu ile kaplanmistir (Sekil 3.8). Hava kurumasini takiben Ornekler bir
MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics) kullanilarak analiz edilmistir. Orneklerin kiitle
spektrumlar1 Flex Control Software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
yazilimi ile analiz edilmis ve Kkiitliphanedeki referans spektrum verileri
(BIOTYPERTM 1.1 software (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany)) ile
eslestirilerek tanilar1 yapilmistir (Kara ve ark., 2017; Pavlovic ve ark., 2012).
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Sekil 3.8 MALDI-TOF MS analizinin uygulanmasi A; MALDI-TOF MS cihazi, B; MALDI-TOF
plate’i lizerindeki bakterilerin matrix soliisyonu ile kaplanmast

3.2.10 Konukcu dizisi testi

3.2.10.1 Konukc¢u dizisi testinin uygulama agsamalar:

Konukcu dizisi testiyle, en etkin izolatin hastalandirabilecegi belirli tiirdeki
konukgularin tespit edilmesi amaglanmistir. Konukc¢u dizisinin belirlenmesi testi igin
iki izolat ve iki konukcu dizisi belirlenmistir. Her iki test izolati da (A/B/6/2,
M/D/Z/6) diger testlerin ¢ogunda pozitif reaksiyon gdsteren ve ana konukcusunda
yiiksek diizeyde patojen Ozelligine sahip izolatlardan seg¢ilmistir. Testte kullanilan
A/B/6/2 1izolat;; Adiyaman ili Besni ilgesinden ve badem bitkisindeki kanser
belirtisinden izole edilmistir. S6z konusu izolat ana konukcu testinde yiiksek
virlilenslik gostermistir. M/D/Z/6 izolati ise Mardin ili Derik il¢esinden ve zeytin
bitkisindeki ur belirtisinden izole edilmistir. Ayn1 sekilde M/D/Z/6 izolati, zeytin
izolatlarina uygulanan havug patojenisite testinde yiiksek viriilenslik gostermistir.
Konukeu dizisi testi i¢in; sera ortaminda yetistirilmis olan 2 yillik sert ¢ekirdekli
bitki fidanlarinin (Badem, erik, igde, kayisi, kizilcik, kiraz, mahlep, seftali, zakkum,
zeytin) bahar yagmurlar ile sulanmasi, iklim ve arazi kosullarima uyum saglamasi
amaciyla tasimarak bakimlar1 yapilmaya baslanmistir. Fidelerin dis ortama uyum
saglayip yaprak cikisi ve yeni siirgiinlerin gelismesi beklenmistir. Iklimin bakteri
gelisimi i¢in uygun olmasi ve fidelerin dis ortama uyum saglamasinin ardindan

konukc¢u dizisi testi i¢in hazirliklara baglanmistir. Kuvvetli patojen olan A/B/6/2
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izolatinin her bir bitki i¢in bir petriye olmak iizere King B besi ortamina ekimi

yapilmustir.

Konukgu dizisi testinde; kesme isleminden 6nce bir yillik siirgiin yiizeyi % 70°lik etil
alkol ile silinerek dezenfekte edilmistir. Daha sonra % 70’lik etil alkolle her
uygulamadan Once dezenfekte edilen steril bir bigak yardimiyla kabuk
reaksiyonlarmi gérmek amaciyla normal patojenisite testinde uygulandigindan farkl
olarak, siirgiinde yatay c¢izgisi 0,5 cm olan ve dikey c¢izgisi 1 cm olan “T” seklinde
bir kisim kesilerek kabuk zarar vermeden kaldirilmistir. Kaldirilan kabugun altindaki
doku hafifce bigakla zedelenerek bir giinliik bakteri kiiltliriinden steril bir kiirdan
yardimiyla alinip kabuk altindaki zedelenen dokunun tamamini kaplayacak sekilde
siiriilmiistiir. Inokulasyon yapilan siirgiin dokusunun iizerine kesilen kabuk kismi
zarar vermeksizin kapatilarak tizerine steril su ile nemlendirilmis steril pamuk
sarilmigtir. inokulasyon yapilan bolge parafilm ile hava almayacak sekilde iyice
sarilarak etiketlenmistir. Daha sonra 5-6 hafta siiresince bitkilerdeki gelisim
gozlenmistir. Siire sonunda yapilan kontrollerde; olusan lezyonlarin uzunlugu, ¢ap1
ve siirgiin ¢ap1 dijital bir kumpas yardimiyla 6l¢ililmiistiir. Lezyon alaninin siirgiin
alanina orani yiizde olarak belirlenerek enfeksiyon alan yiizdesi hesaplanmistir. Her
bir bitki i¢in belirlenen enfeksiyon alan yiizdeleri istatistiki olarak degerlendirilmis
ve patojen bakterinin konukgu dizisi belirlenmistir. A/B/6/2 izolat1 badem, kayisi,
kiraz, mahlep, igde, erik, visne, kizilcik, seftali ve zeytin fidanlarma uygulanmistir.
Pozitif kontrol olarak elimizde bulunan Van Yiiziincii Y1l Universitesi’nden temin
edilen molekiiler teshisi yapilmis Pseudomonas syrinage pv. syrinage (van Hall)

izolat1 badem bitkisine verilmistir.

Konukgu dizisi testi i¢in segilen ikinci izolat, M/D/Z/6 zeytin izolatidir. Her yoniiyle
en viriilens goriilen bu izolat ig¢in zeytin, pembe ve beyaz zakkum tiirlerinin
gdvdelerine inokulasyon yapilmustir. Ilave olarak M/D/Z/6 izolati, yapraklardaki
reaksiyonu gormek amaciyla zeytin ve zakkum bitkilerinin yapraklaria
uygulanmistir. Bu kapsamda % 70’lik etil alkolle ylizey dezenfeksiyonu yapilan
steril bir bistiiri yardimiyla yapragin ana damariin ilizerindeki kisim hafif ¢apraz
sekilde iki taraftan ana damara zarar vermeden 0,5 cm uzunlugunda kesilerek

kaldirilmigtir. Kaldirilan kismin altindaki dokuya tamamini kaplayacak sekilde steril
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kiirdan yardimiyla bakteri siiriildiikten sonra {izerine kapatilmistir. Steril su
emdirilmis steril bir pamuk inokiilasyon yapilan bolgenin tizerine yerlestirilmis ve
yapraga zarar vermeden parafilm ile sarilmistir. Negatif kontrol olarak steril su
kullanilmistir. Dokuz giinliik inkiibasyon siiresi sonunda parafilm ve pamuk yapraga

zarar vermeden acilmis, lezyonun durumu degerlendirilerek kaydedilmistir.

3.2.10.2 Lezyon alanlarinin ve enfeksiyon alan yiizdelerinin hesaplanmasi

Teste tabi tutulan siirglinlerde patojenisite sonucunda olusan lezyonlarin alt ve {ist
bitim noktalar1 kesilerek silindir bi¢iminde Ornekler elde edilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda belirli boyutlarda nekroz-6lii dokular olusturarak pozitif reaksiyon
gosteren bitkilerde dijital kumpas yardimiyla lezyon uzunluk ve genisligi ile siirgiin
¢ap1 verileri 6l¢iilmiis, silindir bigimindeki toplam alana oranlanarak A/B/6/2 bakteri
izolatinin  sert c¢ekirdekli bitkilerdeki enfekteli alan degeri bulunmustur.
Hesaplamalarda lezyonun olusturdugu geometrik bi¢im esas alinarak Spiegel ve ark.

(1968)’e gore asagidaki formiiller kullanilmastir.

Lezyon eliptik sekilde ise;

Elipsin alani=n*a*b 3.1
Burada;

“r” Pi sayis1 (3,14159265359); “a” Elipsin yani lezyonun kisa yarigapini; 5" Elipsin
yani lezyonun uzun yarigapini temsil etmektedir.

Lezyonun sekli zeytin ve zakkum bitkisinin kabuk reaksiyonlarindaki gibi dikdortgen

seklinde ise; asagidaki formiil kullanilarak 6l¢tim yapilmistir.

Dikdortgenin Alani=x*y (3.2)
Burada;

“x” Dikdorgen bi¢imindeki lezyonun kisa kenar uzunlugunu; “y” ise uzun kenar

uzunlugunu temsil etmektedir.

Bitkide 2 farkli noktada kabuk reaksiyonu var ise dikdortgen seklindeki lezyon
alanlar1 toplanarak toplam lezyon alani hesaplanmistir. Sert ¢ekirdekli bitkilerde
stirgiinlerin biiytlikliigl bitkiden bitkiye, yi1ldan yila degisiklik gosterdigi i¢in patojen

nedeniyle olusan lezyonun siirglin ¢apina oraniyla enfeksiyon alan ylizdesi
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hesaplanmistir. Siirgiin silindir seklinde oldugu i¢in siirglin alaninin hesaplanmasinda

silindirin yanal alan hesaplama formiilii kullanilmistir.

Stirgiin Alam = Silindir Yanal Alani =2*r*r*h (3.3)
Burada;
“2” Sabit say1; “z” Pi sayist (3.14159265359); “r” Silindir seklindeki siirgiiniin

yaricap1; “h” ise bu silindirdeki lezyonun uzunlugunu temsil etmektedir.

Enfeksiyon alani ise silindirin toplam yanal alanindaki lezyonlu alani ifade
etmektedir. Enfekteli (hastalikll) alanin yiizdesi asagidaki formiil ile lezyonlu alanin

toplam siirgilin alanina kiyaslanmasiyla 6l¢iilmiistiir.

Lezyon Alami*100

Enfeksiyon Alan Yizdesi =
f y Stirgiin Alam

(3.4)

Burada;
“Lezyon Alani” Patojen bakterinin siirgiinde olusturdugu hastalikli doku alaninin

miktaridir; “Stirgiin Alani” Siirglinde lezyon + saglikli dokunun toplam alanidir.

3.2.11 izolatlarin bakira direng diizeyinin belirlenmesi

Bu calismada daha oOnce Stenotrophomonas rhizophila’nin patojen varyantinda
kullanilmamis olan; nutrient agar besi ortaminda bakir siilfata (CuSO4.5h,0) karsi
diren¢ diizeyinin tespit edilmesi amaciyla koloni sayim standartlar1 belirlenmistir.
Bakar siilfat denemesi i¢in, A/B/6/2 bakteri izolat1 King B besi ortamina ekilerek 48
saat siliresince 24 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bakir siilfatin farkli (0,1-2,0
milimolar (mM)) konsantrasyonlarin1 igeren besi ortamlarinin hazirlanmasi igin
oncelikle 50 mM’lik 30 ml stok soliisyon hazirlanmistir. Bunun i¢in kimyasal
formiilii CuSO4.5h,0 olan ve molar kiitlesi 249,68 g/mol olan ticari bakir siilfattan
0,375 g alinarak iizeri 30 ml’ye kadar steril distile su ile tamamlanmistir. Hedef bakir
konsantrasyonlarinin besi ortamimna ilave edilmesinde Tablo 3.3’te belirtilen
hacimlerde stok soliisyondan alinarak her biri 100 ml olan NA besi ortamlarina
sicakligin 50 ‘C’ye inmesinin akabinde eklenmistir. Boylece Tablo 3.3’te belirtilen
farkli bakir konsantrasyonlarini igceren besi ortamlart hazirlanmis ve bunlar 9 cm
capindaki petrilere dokiilerek inokulasyon i¢in +4 °C’de muhafazaya alinmistir.
Pozitif kontrol i¢in igerisinde hi¢ bakir siilfat bulunmayan (0 mM) sadece NA besi

ortami ile hazirlanmis petriler kullaniimistir.
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Tablo 3.3 Stok soliisyondan (50 mM 30 ml) alinan ve hedef bakir konsantrasyonunu elde etmek
icin 100 ml Nutrient Agar (NA) besi yerine ilave edilen hacimler

Istenen bakir konsantrasyonu 0010305060708l o0o|1]15]2
(mM)
BaklrstokunQanallndlglnl 0lo2o6l10]12]14]16]!18]2 3 |4
hacmi (ml)

Bakir siilfat iceren besi ortamlarinin hazirlanmasinin akabinde 48 saatlik bakteri
izolati (A/B/6/2) spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0,047-0,050 deger
okunacak sekilde seyreltilerek 10’ CFU/mL bakteri yogunlugu igeren stok bakteri
siispansiyonu elde edilmistir. Bu siispansiyondan eppendorf tiiplerinde 5 seyreltme
serisi hazirlanmigtir. Son 3 seyreltmeden yani 10'3, 10"4, 10° 3 tekerrriir olacak
sekilde, hazirlanmis olan farkli bakir konsantrasyonu igeren petrilere mikropipet
vasitastyla 20 pl’lik ekimler yapilmistir. Ekim yapilan petriler 48-72 saat sonra
inokulasyon yapilan yerlerde gelisen bakteri kolonileri sayilincaya kadar 24+1 °C’de

inkiibe edilmistir (Husseini, 2019).

Inkiibasyon siiresi sonunda (48 saat) yapilan kontrollerde bakteri kolonilerinin
inokulasyon bdlgelerinde i¢ ige gegtigi ve kolonilerin sayilmasinin miimkiin olmadigi
gbozlenmistir. Yapilan kontrolde sadece 2,0 mM’lik konsantrasyonda bakteri
gelisiminin olmadig1r diger tiim konsantrasyonlarda bakterilerin gelistigi tespit

edilmistir.

NA besi ortaminda bakterilerin bakir siilfat toleransinin belirlenmesinde; 50 mM’lik
30 ml stok bakir siilfat soliisyonu ve 0,1-2,0 mM’lik farkli konsantrasyonlarda bakir
stilfat iceren NA besi ortamlarinin hazirlanmasi islemi yukarida tarif edildigi lizere
tekrarlanmistir. Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasinda 600 nm dalga boyunda
0,047-0,050 sepktrofotometre okumasi olacak sekilde yeniden seyreltme yapilmis
ancak onceki denemede bakteri yogunlugundan dolayr sayim yapilamadigi i¢in bu
stok soliisyondan 5 yerine 9 seri seyreltme gerceklestirilmistir (Sekil 3.9). Seyreltme
serilerinden son 4 seri yani; 10‘6, 10‘7, 10'8, 10° hazirlanan farkli bakir siilfat
konsantrasyonlari iceren NA besi ortamlaria 3 tekerriir ve her bir uygulama 20 pl
olacak sekilde ekilmistir. Gozlemler 48-72 saat yerine 12 saatlik periyotlar halinde

yapilmis ve kaydedilmistir.
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Sekil 3.9 Yaygin patojen A/B/6/2 izolatinin bakir siilfat toleransinin ve NA besi ortamindaki
standardinin belirlenme asamalar1 A; Bakir siilfat deneme hazirligi, B; Spektrofotometre cihazi ile
okuma asamasi, C; Farkli konsantrasyonlarda bakir siilfat ihtiva eden besi ortamlarinin hazirlanmasi

3.2.12 Hastalik siddeti, hastalik ve yayginhk oraninin hesaplanmasi

Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinin yaygin sekilde sert ¢ekirdekli meyve
tiretimi yapilan ilge ve kdylerinde gerceklestirilen sorvey calismalarinda; bahgeyi
temsil edecek agac sayis1 Lazarov ve Grigorov (1961) yontemine gore belirlendikten
sonra Ornekleme islemi gergeklestirilmistir. Kloroz, nekroz, bakteriyel akinti
(eksudat), kanser, yaprak lekesi, bitki organlarinin atilmasi (¢igek, tomurcuk ve
yaprak dokiimii), doku anormallikleri (ur) gibi hastalik belirtisi gozlenen agaglar
hastalikli olarak kaydedilmistir. Ancak hesaplamalarda sadece kanser belirtisi
goriilen badem bahgeleri ile kanser ve ur belirtisi goriilen zeytin bahgeleri hastalikli
olarak degerlendirilmistir. Kanser ve ur belirtisinin goriilmedigi badem ve zeytin

bahgeleri ise saglikli olarak hesaplamaya dahil edilmistir.

Bahgeyi temsil edecek sayida agag, bahcenin kosegenleri dogrultusunda ve zigzag
cizecek sekilde tesadiifi olarak secilmistir. Hastalik belirtisi gozlenen bitkilerdeki
hastalik siddeti Tablo 3.4°te verilen 1-10 skalasina gore degerlendirilmis ve
kaydedilmistir (Kipgak, 2016). Sorvey yapilan bahgelerdeki hastalik siddeti degeri
asagida verilen Hastalik Siddeti (Severity-S) formiiliine gore hesaplanmustir. il ve
ilcelerdeki hastalik oraninin hesaplanmasinda ise yine asagida verilen Hastalik Orani

(Incidance-I) formiilii kullanilmistir. Yayginlik oraninin hesaplanmasinda ise
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Yayginlik Oran1 (Prevalence-P) formiiliinden yararlanilmistir (Bora ve Karaca,
1970).

Tablo 3.4 Sert ¢ekirdekli bitkilerdeki hastalik siddetinin belirlenmesinde kullanilan Zwet ve Keil
(1979)’un 1-10 skalasinin modifiye edilmis hali

Skala Degeri Aciklama

1 Hastalik arazinin olmamasi

% 1-3 Hastalik siddeti

% 4-6 Hastalik siddeti

% 7-12 Hastalik siddeti

% 13-25 Hastalik siddeti

% 26-50 Hastalik siddeti

% 51-75 Hastalik siddeti

% 76-88 Hastalik siddeti

% 89-99 Hastalik siddeti

=[O0 ||| |~ |W|D

0 % 100 agacin kurumasi veya agacin tiimiinde hastalik arazinin bulunmas:

Y. (HAS*HS)
EYSD*GAS

Hastalik Siddeti (S) = * 100 (3.5)

Burada;

“HAS” Hastalikl1 aga¢ sayis1; “HS” hastalik skalasi; “EYSD” En yiiksek skala degert;

“GAS” Gozlemlenen agag sayisini temsil etmektedir.

Hastalik Orani (I) = %

* 100 (3.6)

Burada;

“HAS” Hastalikli agac sayisi; “TGAS” Toplam gozlemlenen aga¢ sayisini; “S”
Hastalik siddetini temsil etmektedir.

HBS
LHBS

Hastalik Yayginligt (P) = BTBS

100 (3.7

Burada;

“HBS” Hastalikli bahge sayisi; “BTBS” Bolgedeki toplam bahge sayisini temsil

etmektedir.

3.2.13 DNA izolasyonu ve PCR analiz asamalar

3.2.13.1 Badem ve mahlep izolatlarinin PCR analiz yontemi

Badem ve mahlep izolatlarinin (A/B/6/2, A/B/8/1 ve M.04/15/1) DNA izolasyonunda
EurX GeneMATRIX Bakteriyel DNA Izolasyon kiti (Polonya) kullanilmigtir. Hazir
olarak kullanilan s6z konusu DNA izolasyon Kkitinin icgerigi hakkinda bilgi Tablo
3.5’te verilmistir. Hazirlik asamasinin ardindan hazir durumdaki tampon ¢ozeltiler ile

DNA izolasyonu agagida tarif edilen basamaklar takip edilerek tamamlanmistir.
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Tablo 3.5 DNA izolasyonunda kullanilan EurX GeneMATRIX hazir bakteriyel DNA izolasyon
kiti tampon ¢6zeltilerin miktarlar1 ve muhafaza sicakliklar:

Tampon Cozeltiler 50 Ornek i¢in 150 Ornek icin Muhafaza Sicakhigi
Buffer BG 1,8 ml 5,4 ml 15-25 °C
Lyse BG 33 ml 100 ml 15-25°C
BL* 3 ml 9 ml -20°C
RNase A (10 mg/ml) 0,12 ml 0,36 ml 2-8 °C
Proteinase K (20 mg/ml) 0,9 ml 2,7 ml -20°C
Sol BG 21 ml 63 ml 15-25°C
Wash BGX 55 ml 165 ml 15-25°C
Elution 6 ml 18 ml 15-25°C
*Lizozim igerir (20 mg/ml)
Hazirlik Asamast;
1) 1,5 ml eppendorf tiipii icerisinde, petri kutusundan steril kiirdanla direkt

olarak alinan bakteri kolonisi 300 pl Lyse BG tamponu igerisine iyice

karistirilmastir.

2) Hiicre siispansiyonuna 50 pl BL tampon ¢ozeltisi ile 2 ul RNase eklendikten
sonra 3 saniye siiresince vortekslenmistir.

3) Hazirlanan 6rnek numunesi 37 “C’de 15 dakika stiresince inkiibe edilmistir.

4) Inkiibasyon siiresi sonunda DNA izolasyon asamasina gegilmistir.

DNA izolasyon Asamast;

1) Hiicre siispansiyonuna 15 pl Proteinase K ilave edip 3 saniye vorteksleyerek
karistirilmastir.

2) Ornek 55 °C’de 30 dakika siiresince inkiibe edilmistir.

3) 350 pl Sol BG tampon ¢ozeltisi ekleyip 3 saniye vorteks yapilmistir.

4) Ornek 55 °C’de 5 dakika siiresince inkiibe edilmistir.

5) Inkiibasyon ardindan 15 saniye vortekslenmistir.

6) Lizat (¢Oziinmis hiicreleri icerir silispansiyon) 2 dakika siiresince 11.000
rpm’de santrifiij edilmis ve 600 upl’ye kadar supernatant kismu DNA
baglanma tiipiine aktarilmistir.

7) 1 dakika siiresince 11.000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Ardindan dondiirme
kolonunu ¢ikarilip sivi kisim atildiktan sonra tekrar toplama tiipiline
yerlestirilmistir.

8) Kalan karisim ayn1 DNA baglama tiipiine aktarilip 1 dakika siiresince 11.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Ardindan dondiirme kolonu ¢ikarilip supernatant
bosaltildiktan sonra tekrar alic tiipe yerlestirilmistir.

9) 450 pul Wash BGX tampon c¢ozeltisi eklendikten sonra 1 dakika siiresince

11.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
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10) Dondiirme kolonu ¢ikarilip sivi kisim atildiktan sonra tekrar toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

11) 450 pul Wash BGX tampon ¢6zeltisi eklendikten sonra 1 dakika siiresince
11.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

12) Dondiirme kolonu ¢ikarilip sivi kisim atildiktan sonra tekrar toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

13) Wash BGX tampon ¢o6zeltisinin izlerini azaltmak i¢in 1 dakika siiresince
11.000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

14) Dondiirme kolonunu yeni alict tiipe (1,5-2,0 ml) ekledikten sonra bagl
DNA’ya eliisyon yapmak i¢in 50-100 pl Elution tampon ¢ozeltisi eklenmistir.

15) DNA baglama tiipli/toplama tiipii diizenegi oda sicaklifinda 2 dakika
stiresince inkiibe edilmistir.

16) 1 dakika siiresince 11.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

17) Dondiirme kolonu ¢ikarilip alict tiipiin kapagi kapatilmis ve DNA izolasyonu
tamamlanarak - 20 °C’de muhafazaya alinmistir (Sekil 3.10).

i &
Sekil?lO DNA izola§yon calisma gorselleri A; Kullanilan 27f-1492r universal primerleri, B; DNA
izolasyon agamasi, C; Izole edilen bakteri DNA’s1

DNA izolasyonunun akabinde elde edilen DNA miktar ve safligin1 kontrol etmek
amaciyla Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik
dlgiimler gerceklestirilmistir. Istenilen DNA miktar ve kalitesine sahip &rneklerin

27f-1492r universal primerler (Tablo 3.6) kullanilarak asagida bilesenleri verilen
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PCR mix hazirlandiktan sonra yine belirtilen kosullarda PCR analizi

gercgeklestirilmistir (Tablo 3.7; Tablo 3.8).

Tablo 3.6 Badem ve mahlep izolatlarmin PCR analizinde kullanilan 27f-1492r universal
primerlerin 5°-3’ dizileri (Lane, 1991)

27F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'

1492R 5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3'

PCR reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol DNA Taq polimeraz enzimiyle

gergeklestirilmistir.
Tablo 3.7 PCR mix i¢in bilesenlerin stok ve reaksiyon konsantrasyonlari
Bilesen Stok Konsantrasyonu | Reaksiyon Konsantrasyonu
PCR tampon ¢ozeltisi | 10x 1 x
MgCI? 25 mM 1,5 mM
dNTP mix 20 mM 0,2 mM
F. Primer 10 uM 0,3 uM
R. Primer 10 uM 0,3 uM
Taq DNA Polimeraz | 5U/ul 2U
DNA template 3 ul
PCR grade su ile 35 ul’ye tamamlanir.

PCR (Kyratec thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglari 1x TAE tampon
ile hazirlanan % 1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika siiresince elektroforezde
yirlitilmiis ve ethidium bromide boyast kullanilarak UV 1s1ginda  goriintiisii

alinmustir.

PCR iiriinlerinin dizi analizi hizmet alim1 yoluyla gerceklestirilmistir. Orneklere ait

diziler NCBI veri tabanindaki diziler ile karsilastirilarak tanilamasi yapilmastir.

Tablo 3.8 Badem ve mahlep izolat DNA’larinin PCR analiz kosullari

Dongii Sayist Sicaklik ve Siire PCR Asamasi
1 dongii 95 °C’de 5 dakika Baslangi¢ denatiirasyonu
30 dongii 95 °C’de 45 saniye Denatiirasyon
57 °C’de 45 saniye Baglanma
72 °C’de 60 saniye Uzama
1 Dongii 72 °C’de 5 dakika Final uzama
PCR sicakligi +4 °C’ye diisiiriilerek tamamlanmustir.

3.2.13.2 Zeytin izolatlarinin PCR analiz yontemi

Zeytindeki ur belirtisinden izole edilen M/D/Z/6, M/D/Z/8, M/D/Z/B3 ve M/D/Z/B5
bakteri izolatlarina PCR analizi ile molekiiler teshis yapilmistir. Analizde pozitif
kontrol olarak; Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii  Bakteriyoloji laboratuvarindan temin edilen Psv izolati (HZP14-PSV)
kullanilmistir. Zeytin izolatlarinin 16s rDNA bolgesi dizi analizi yapilmak kaydiyla,
indol asetik asit bolgesine 06zgli primerler kullanilarak molekiiler tanilamasi

yapilmustir. izolatlarm DNA’s1 10 cfu/ml yogunlugundaki siispansiyonun 5 dakika
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kaynatilmasi suretiyle elde edilmistir. Akabinde hizlica sogutulup santrifiij edildikten
sonra supernatant kisminda kalan DNA, -20°C’de saklanip analiz i¢in kullanilmistir.
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin indol-3-asetik asit (IAA) gen
amplifikasyonunda Tablo 3.9°da dizileri verilen TAALF ve IAALR spesifik
primerleri kullanilmistir.

Tablo 3.9 Zeytin izolatlarinin PCR analizinde kullanilan IAALF ve IAALR spesifik primerlerin 5°-3’
dizileri (Penyalver ve ark., 1991)

TAALF 5' GGCACCAGCGGCAACATCAA 3' (ileri primer)

454 bp

TAALR 5' CGCCCTCGGAACTGCCATAC 3' (Ters primer)

IAALF/TAALR spesifik primer cifti icin asagida bilesenleri verilen PCR mix
hazirlandiktan sonra yine belirtilen kosullarda PCR analizi ger¢eklestirilmistir (Tablo

3.10; Tablo 3.11).

Tablo 3.10 Tanilama da kullanilan IAALF/IAALR spesifik primer ¢ifti igin PCR mix bilesenlerin stok
ve reaksiyon konsantrasyonlari

Bilesen Stok Reaksiyon 1 Ornek icin 1 C)rngk icin Gerekli
Konsantrasyonu Konsantrasyonu Gerekli Miktar Miktar (50 ul)
Ei%ffrCL 10 x 1x 2,5ul 5 ul
MgCI? 25 mM 1,5 mM 1,2 pl 3ul
dNTP mix 2,5 mM 0,15 mM 1,5 pl 4
F. Primer 10 mM 1 mM 1,8 ul 5l
R. Primer 10 mM 1 mM 21 5ul
H,O - - 8 ul 20 ul
Taq Polimeraz 50U 1U 0,3 ul 4 ul
Omel NaKletlk | 107 cfu/ml 2l 5l 5 ul
Toplam - - 20 ul 50 ul

Analiz neticesinde elde edilen PCR firlinleri, 100 bp’lik molekiiler markerlar ile
birlikte % 1’°lik agaroz jelde 100 V akimda 30-45 dakika stiresince elektroforezde
yurltilmistiir. Akabinde ethidium bromide ile boyanan DNA bantlar1 jel
goriintilleme sisteminde analiz edilmistir. Analiz sonucunda; 454 bp biiyiikliiglinde

bant olusturan izolatlar pozitif kabul edilmis ve Psv olarak tanilanmustir.

Tablo 3.11 IAALF ve IAALR spesifik primerleri i¢in PCR analiz kosullari

Dongii Sayist Sicaklik ve Siire PCR Asamasi
1 dongii 95 °C’de 5 dakika Baslangi¢ denatiirasyonu
35 dongii 94 °C’de 30 saniye Denatiirasyon
62 °C’de 30 saniye Baglanma
72 °C’de 45 saniye Uzama
1 Dongii 72 °C’de 5 dakika Final uzama
1 Dongii 15 °C’de
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Sorvey Calismasi Bulgularn

Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde meyvecilik yapilan alanlardaki sert
cekirdekli meyve (badem, erik, igde, kayisi, kizilcik, kiraz, mahlep, seftali, zakkum,
zeytin) bahcelerinden elde edilen, sorvey caligmalar1 bagliginda (3.2.1) ifade edilen
belirtilerin  gozlendigi bitki kisimlarimin  temini amaciyla sorvey calismalari
gerceklestirilmistir. Sorvey calismasinda badem, kayisi, kiraz, mahlep ve zeytin
diizenli bah¢e konumundayken erik, igde, kizilcik, nektarin, seftali ve visne ise
cogunlukla rastgele ve karisik olarak diizenli bahgelerin arasma dikilmis
konumdaydi. Soérvey yapilan 80 adet bahgenin dagilimi; 54 adeti badem, 8 adeti
zeytin, 4 adeti kiraz, 3 adeti kayisi, 2 adeti mahlep ve 9 adeti karisik bahce
seklindeydi.

4.1.1 Birinci y1l sorvey calismasi bulgular (2019)

Sorvey calismalariin birinci yili kapsaminda; Diyarbakir ve Mardin illerinde 2019
yili Mart-Haziran aylarinda, toplam 34 sert ¢ekirdekli meyve bahgesinden 99 adet
bakteriyel hastalik belirtisi gozlenen bitki 6rnegi toplanmistir (Tablo 4.1). Sert
cekirdekli bitkilerdeki patojen bakterilerin teshis ve tespiti amaciyla yapilan bir
calismada; 6zellikle Pseudomonas tiirlerinin yilin sadece bazi aylarinda ve en uygun
donem olarak genellikle ilkbahar baslarinda enfekte dokularda aktif olarak veya
biiylik popiilasyonlarda epifitik olarak ortaya c¢iktigi belirtilmistir (Lopez ve ark.,
2010). Bu calismadaki s6rvey zamanina benzer sekilde yapilan diger bir ¢alismada
ise; bademden bitki Orneklerinin erken bahardan (Mart) yaz basina kadar olan
donemde (Haziran sonu) toplandig: bildirilmistir (Popovic ve ark., 2021). Adiyaman
ilinde yapilan sorvey caligmalarinin; bakterilerin latent doneme gegctigi sicak aylarda
gerceklesmesi sebebiyle o6rnek elde edilememistir. Toplanan 6rnekler bitkilerin dal,
siirglin, ana govde, tomurcuk alt1 ve yaprak organlarindan elde edilmistir. Sert
cekirdekli bitkilerdeki patojen olan ve olmayan bakterilerin tespitini amaclayan bir
calismada; bu calismayla paralel sekilde bitkilerin yaprak, meyve, cicek, dal ve
stirglinlerinden 6rnek toplanmistir (Gormez ve Sahin, 2012). Diger bir ¢alismada da
benzer sekilde sert ¢ekirdekli bitkilerin yaprak lekeleri, siirglindeki kanserler, meyve
lekeleri ve ¢igek kisimlarindan 6rnekleme yapilmistir (Moffett, 1973). Sert ¢ekirdekli
meyveler ile ilgili baska bir calismada ise siirgiin kanserleri, dal kanserleri, yapraklar,

nekrotik tomurcuklar bu ¢alismayla ortak olmak kaydiyla yaprak saplari ve meyve
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lezyonlart gibi farkli bitki kisimlarindan da oOrneklerin toplandigi belirtilmistir
(Popovic ve ark., 2021). Sert c¢ekirdekli meyvelerden Ornekler, tomurcuklarin
patlamaya basladigi donem ile meyvelerin normal biiyiikligiiniin % 90’1 aldig

donem arasinda toplanmustir (Sekil 4.1).

Tablo 4.1 Bitkilere gore 2019 yilinda toplanan drnek sayilari
Bitki Badem | Kiraz | Kayis1 | Mahlep | Zeytin | Erik | Visne
Ornek Sayis1 | 53 15 14 7 5 3 2

-—— B
wrLd

Sekil 4.1 Badem agaclarinda 6rneklemenin yapildig: fenolojik déonemler A; Tomurcuklarin patlamaya
basladigi donem B; Tam ¢igceklenme donemi C; Meyvelerin normal biiyiikligiinin %90’ m1 aldigt
donem

4.1.2 ikinci yil sorvey calismasi bulgular: (2020)

Siirvey calismasinin ikinci yili kapsaminda Adiyaman ve Mardin illerinde arazi
cikislar1 gergeklestirilmis, Diyarbakirda ise yapilmamistir. Adiyaman ilinde sert
cekirdekli meyve yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi bolgeler hedeflenerek
badem bitkisinde meyvelerin normal biiyiikliglinin % 50 ve % 90’1 aldig1
donemler arasinda érnekleme yapilmistir. Ornekleme neticesinde toplam 16 badem
bahg¢esinden 29 adet bakteriyel hastalik belirtisi gézlenen 6rnek toplanmistir (Tablo

4.2).

Tablo 4.2 Bitkilere gore 2020 yilinda toplanan drnek sayilari
Bitki Zeytin Badem

Ornek Sayist 18 11

Hava sicakligimin 20 °C civarina diistiigli ve bakterilerin yeniden aktif olabildikleri

sonbahar mevsiminde, Mardin ili Derik ilgesindeki zeytin bahgelerinde sorvey
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calismasi gerceklestirilmistir. Sorvey caligmasinda zeytin bakteriyel dal kanseri

belirtisi gozlenen 2 bahgeden drnekleme yapilmistir (Sekil 4.2).

+
’ , :
o -

$kil 4.2 Mardin 1li Derik ilcesi zeytin bahgelerinde, zeytin‘ bakteriyel dal kanseri belirtisi gézlenen ve
ornek alinan ur yapilarina haiz siirgiin ve dallar

4.1.3 Ugiincii y1l sérvey calismasi bulgulari (2021)

Ugiincii yilda yapilan sérvey ¢alismasinda; Diyarbakir ilinin Cermik, Ciingiis, Dicle,
Egil ve Ergani ilgelerinde arazi ¢ikislart gerceklestirilmistir. Ayrica Adiyaman ilinin
Besni, Kahta ve Merkez ilgeleri ile Mardin ilinin Merkez ilgesinde sorvey ¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Bakteriyel hastalik belirtisi gozlenen sert cekirdekli meyve
tirlerinden erken ciceklenme ve erken ¢agla donemleri arasinda ornekleme
yapilmistir. Ornekleme neticesinde; 30 farkli bahge ve agag¢ toplulugundan 46 adet

hastalikl bitki 6rnegi toplanmigtir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Bitkilere gore 2021 yilinda toplanan 6rnek sayilari
Bitki Badem | Zeytin | Kayisi | Mahlep
Ornek Sayist 39 3 2 2

Sorvey caligmasinda il ve ilgeleri temsilen farkli sert ¢ekirdekli bahgelerde tipik

bakteriyel hastalik belirtisi gozlenen bitki dokularindan Ornekleme yapilmistir.
Sorvey yapilan bahge bilgileri; drnekleme yapilan bitki, izolasyon yapilan bitki

dokusu, hastalik belirtisi ile agag sayilar1 gibi verileri igeren Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4 Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde 2019-2021 yillarinda sert ¢ekirdekli meyve
izolasyon yapilan bitki

bahgelerinde yiiriitiilen sérvey ¢aligmalarindaki &rnekleme yapilan bitki,

dokusu, hastalik belirtisi ile aga¢ sayilari

No il flge Izole Edildigi Bitki Bitkinin Yastve |y ok Belirtisi il
Kisim Agac Sayisi

1 Siirgiin Badem 6/3600 Kanser ve zamk 2020
2 Siirgiin Badem 3/600 Kanser ve zamk 2020
3 Siirgiin Badem 9/3500 Tomurcuk alti 2020
4 Siirgiin Badem 3/8000 Kanser ve zamk 2020
5 Besni Yaprak Badem 7/2000 Yaprak leke 2021
6 Zeytin 4/800 Belirti yok 2021
7 Siirgiin Badem 10/3500 Siirgiin kurumasi 2021
8 Siirgiin Badem 4/800 Siirgiin kurumasi 2021
9 Siirgiin Zeytin 6/1280 Siirgiinde ur 2021
10 Badem 7/5400 Belirti yok 2020
11 Ana gévde Badem 7/3640 Eski kanser 2020
12 Siirgiin Badem 12/50 Kanser ve zamk 2020
13 Siirgiin Badem 10/20 Kanser 2020
14 Adiyaman Badem 8/8000 Belirti yok 2020
15 Badem 8/6400 Belirti yok 2020
16 Badem 7/800 Belirti yok 2020
17 Kahta Siirgiin Badem 9/600 Kanser 2020
18 Badem 6/10000 Belirti yok 2020
19 Badem 7/3200 Belirti yok 2021
20 Yaprak Badem 7-8/4440 Yaprak leke 2021
21 Badem 8-9/8500 Belirti yok 2021
22 Badem 8/32000 Belirti yok 2021
23 Siirgiin Zeytin 11/1800 Siiriinde ur 2021
24 Zeytin 11/7000 Belirti yok 2021
25 Badem 8/5300 Belirti yok 2021
26 Merkez Siirgiin Badem 6/600 Kanser ve zamk 2020
27 Yaprak Badem 7/600 Yaprak leke 2021
28 Siirgiin, gigek Ez‘;f;? 8-10/150 5‘;‘1‘,‘5;’11‘{(“}6]‘ demeti | 5919
29 Bismil Siirgiin Ez(}iff?l,’Erik 7/40 Kanser ve zamk 2019

Ana govde Kaytsi,
30 Siireii > | Mahlep, 8-10/1200 Kanser ve zamk 2019

urgiin .
Visne
31 Siirgiin Badem 8/400 Kanser ve zamk 2019
32 Siirgiin E:(}j’:;’ 6-8/200 Kanser ve zamk 2019
33 Siirgiin Badem 12/150 Kanser ve zamk 2019
34 Germik Siirgiin Badem 5-6/9000 Cicek ve tomureuk | 5,
kurumasi
- Tomurcuk zamk

35 Siirgilin Kayisi 5-8/10 akintist 2021
36 Siirgiin Badem 5-6/70 Kanser, yaprak leke 2021
37 Cinar Siirgiin Badem 8-10/4500 Kanser ve zamk 2019
38 Siirgiin Badem 10/150 Kanser ve zamk 2019
39 Diyarbakir Clingiis Sﬁrgﬁn Ve | Badem 117100 Cigek ve kabuk 2021

Cigek kurumalari
40 Siirgiin Badem 10-12/10000 Kanser ve zamk 2019
41 Siirgiin Kayisi 5-7/1000 Kanser ve zamk 2019
42 Badem 10-12/2000 2021
43 Egil Yaprak Badem 4/4000 Yaprak leke 2021
44 Siirgiin, Kayist 8/100 Siirglin ve tomurcuk 2021

Tomurcuk zamk
45 Ana govde, | g jem 8-10/2000 Sirgin ve govdede | 5,

Siirgiin kabuk kurumasi
46 Siirgiin Badem 7/200 Kanser ve zamk 2019
47 Siirgiin Badem 5/150 Kanser ve zamk 2019
48 Siirgiin Badem 8/150 Kanser 2019
49 Ergani Siirgiin Badem 6-8/200 Kanser 2019
50 Siirgiin Badem 6/100 Kanser ve zamk 2019
51 Siirgiin Badem 7-8/20 Kabuk kurumasi 2021
52 Siirgiin Badem 12/50 Yaprak —ve ¢igek | 55

kurumasi

53 Dicle Badem 25-30/150 2019
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Tablo 4.4 Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde 2019-2021 yillarinda sert gekirdekli meyve
bahgelerinde yiiriitillen sorvey calismalarindaki 6rnekleme yapilan bitki, izolasyon yapilan bitki
dokusu, hastalik belirtisi ile aga¢ sayilar1 (Devami)

No il flge Izole Edildigi Bitki Bltk}l’lll’l Yasi ve Hastalik Belirtisi Yil
Kisim Agac Sayisi
54 Siirgiin Badem 8/400 Kanser ve zamk 2019
55 Siirgiin Badem 9/700 Zamk 2019
56 Siirgiin Badem 5/800 Kanser ve zamk 2019
57 Yaprak Badem 8-10/160 Yaprak leke 2021
. - Cicek ve siirgiin
58 Cigek, Siirgiin Badem 8/400 kurumast, zamk 2021
59 Yenisehir | A3 gOvde, |y, 8-10/100 Kanser ve zamk. | 599
Siirgiin Tomurcuk altt
60 Derik Siirgiin Zeytin 15/1600 Siirgiinde Ur 2020
61 Siirgiin Zeytin 15/1500 Siirgiinde ur 2020
62 Badem 12-15/60 2019
63 Ana govde Badem 8-10/300 Kanser ve zamk 2019
64 Siirgiin Badem, Kiraz Kanser ve zamk 2019
65 Siirgiin Badem 6-8/150 Kanser ve zamk 2019
66 Yaprak Zeytin 7/150 Yaprak leke 2019
67 Siirgiin Kiraz 6/150 Kanser ve zamk 2019
68 Siirgiin Kiraz 8/150 Zamk 2019
69 Siirgiin Badem 10/200 Kanser ve zamk 2019
70 i‘;ﬁ“al‘? Mahlep 7/100 Kanser, Yaprak leke | 2019
71 | Mardin by Cigek, Siirgiin | Kiraz 6-8/200 kKj;‘usrf;m Cieek | o019
72 Siirgiin Badem, Erik 5-8/300 Kanser ve zamk 2019
73 Siirgiin Erik, Kiraz 8-10/100 Kanser ve zamk 2019
74 Siirgiin fﬁﬁ‘; 5-10/150 Kanser 2019
75 Siirgiin Zeytin 15/150 Siirgiinde ur 2019
76 Yaprak Badem, Erik 8-10/800 Yaprak leke 2021
71 Yaprak Badem 30/300 Yaprak leke 2021
78 Meyve, Siirgiin | Mahlep 10/1200 Meyve  yanikhg, | ),
Siirgiin kurumasi
79 Yaprak Badem 20/800 Yaprak leke 2021
80 Yaprak Badem 10-15/2000 Yaprak leke 2021

4.2 Elde Edilen Bakteri izolatlari

Sorvey c¢aligmasi neticesinde toplanan 174 hastalikli bitki 6rneginden 2019 yilinda
120, 2020 yilinda 32 ve 2021 yilinda 66 izolat olmak tizere toplam 218 patojen aday1
ve patojen olmayan bakteri izolat1 elde edilmistir (Tablo 4.5; Tablo 4.6; Tablo 4.7).
Sert ¢ekirdekli bitkilerden toplanan 44 6rnekten 38 bakteri izolatinin elde edildigi bir
calismada; izolasyon yonteminde bu calismayla benzer sekilde etil alkol, fosfat
tampon ve King B besi ortamimin kullanildig1 bildirilmistir. S6z konusu ¢aligmada;
yaprak tomurcuk, cicek ve siirglinlerden aliman orneklerin % 70’lik etil alkol ile
sterilizasyonun ardindan 1 dakika steril suda bekletildigi ifade edilmistir. Daha sonra
3 mm boyutundaki pargalara ayrilan 6rneklerin, 10 ml fosfat tamponda ezilip 30
dakika calkaliyicida inkiibe edildikten sonra, 100 pl King B besi ortamina ekildigi
belirtilmistir (Akbaba ve Ozaktan, 2021b; Schaad ve ark., 2001). Diger bir ¢alismada
ise bakteriyel etmenlerin izolasyonunun bu ¢alismayla paralel sekilde; hastalikli ve
saglikli doku sinirindan alman parcalarin % 70’lik etil alkolde kisa siire sterilize

edildikten sonra daha kii¢lik parcalara ayrildig1 ve steril fosfat tampon ¢ozeltisi ile
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muamele edilip yumusatildiktan sonra King B besi ortamima ekilmek suretiyle
yapildig1 ifade edilmistir (Kaluzna, 2019). Bu arastirmalardan farkli olarak;
calismamizin ylizey dezenfeksiyon asamasinda % 2’ik NaOCl’nin kullanildig:
sorvey calismalarinin ilk 2 yili olan 2019 ve 2020 yillarinda toplam 152 adet bakteri
izolat1 elde edilmistir. King B besi ortami yerine NA ortamimin kullanildigi bu
yillarda basarili sekilde izolasyon yapildigi goriilmektedir. Sorvey calismasinin son
yili olan 2021 yilinda ise bahsi gegen ¢alismalara benzer sekilde yiizey
dezenfeksiyonunda % 70’lik ethanol ve besi ortami1 olarak King B kullanilmistir. Bu
yildan elde edilen 66 bakteri izolati ile benzer sonuclar alinmistir. Dolayisiyla
izolasyon agamasinda; yiizey dezenfeksiyonunda % 2’lik NaOCI ve % 70’lik etil
alkoliin ve ayrica izolasyon ve saflastirmada King B ve NA besi ortamlarmin

kullanilmastyla basarili sonuglar alinabilmektedir.

Tablo 4.5 2019 yilinda sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinden elde edilen hastalikli 6rneklerden izole edilen
izolat sayisi

11 Ilge Izolatlarin Elde Edildigi Bitkiler Izolat Sayisi
Bismil Badem, erik, kayisi, mahlep, visne 22
. mar Badem 8

Diyarbakir gicle—Egil Badem, kayist 21
Ergani-Cermik-Ciingiis Badem, kayist 18

Mardin Merkez Badem, erik, kiraz, mahlep, zeytin 35

Karigik kiiltiirlerin saflagtirilmast ile elde edilen izolat sayist 16

Toplam | | Badem, erik, kayisi, kiraz, mahlep, zeytin, vigne 120

Tablo 4.6 2020 yilinda sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinden elde edilen hastalikli 6rneklerden izole edilen
izolat sayisi

il Ilge Izolatlarin Elde Edildigi Bitkiler Izolat Sayisi
Adiyaman Besni Badem 16
Kahta Badem
Mardin Derik Zeytin 8
Toplam Badem ve Zeytin 32

Bakteri kiiltiirlerinden karisik olanlar saflastirma calismalart ile ayristirilmaya
calistlmistir. Sorvey calismasinda ornekleme yapilan badem, erik, kayisi, kiraz,
mabhlep, vigne ve zeytin agaglarinin tamamindan farkli sayilarda bakteri izolat1 elde
edilmistir. Bakteri izolatlar1, en fazla badem agaclarindan elde edilmistir. izolasyon
calismalarinin farkli asamalar1 ile saf kiiltlirleri elde edilen bakteriler +4 °“C’de

muhafazaya alinmistir (Sekil 4.3).
Tablo 4.7 2021 yilinda sérvey yapilan il, ilce meyve agaglari ve izolat sayilari

il Tlgeler izolatlarin Elde Edildigi Bitkiler | izolat Sayist
Adiyaman Besni Badem, zeytin 17
Kahta Badem, zeytin 5
. Egil-Dicle Badem 19
Diyarbakir Efgani-Cermik-Cﬁngﬁs Badem, kayisi 20
Mardin Merkez Badem, mahlep 5
Toplam Badem, kayisi, mahlep, zeytin 66
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Sekil 4.3 Hastalikli 6rneklerden izolatlarin elde edilme asamalari A; Steril ekim kabininde bakteri
izolatlarinin elde edilme hazirligi, B; Hastalikli bitki drnegi, C; Bakterilerin eppendorf tiipiinde steril
suya gecisi i¢in bekleme asamasi, D; Farkli hastalikli 6rneklerden King B besi ortaminda gelisen
bakteri izolatlar1

4.3 Hipersensitif Reaksiyon Testi Bulgulari

Izolasyon calismalar1 neticesinde elde edilen 218 bakteri izolatna hipersensitif
reaksiyon (HR) testi uygulanmistir (Sekil 4.4). HR pozitif reaksiyon veren;
bademden 20, kayisidan 3, mahlepten 4 ve zeytinden 5 olmak iizere toplam 32 adet
bakteri izolat1 bitki patojeni olma ihtimali yiiksek oldugu i¢in kaydedilmistir (Tablo
4.8).

Sert ¢ekirdekli bitkilerdeki bakteriyel etmenlerin patojenik potansiyelinin
belirlenmesi amaciyla yapilan diger ¢alismalarda da; HR testi uygulandig1 ve pozitif
reaksiyon veren izolatlarin patojenisite ve LOPAT gibi biyokimyasal testlerde
kullanilmak tizere se¢ildigi belirtilmistir (Kaluzna ve ark., 2010b; Roos ve Hattingh,
1986a). Dolayisiyla HR testi patojen ozellikteki bakterilerin belirlenmesinde 6n test

amaciyla kullanilabilmektedir.
Geri kalan 186 bakteri izolati HR negatif reaksiyon vermis ve patojen olmayan

bakteri varliginin ortaya konulmasi amaciyla diger ¢alismalar i¢in muhafaza

edilmistir.
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Tablo 4.8 Badem, kayisi, mahlep ve zeytin bakteri izolatlarinin HR test sonuglart

; Ana Test ; Ana Test ; Ana Test
Izolat Kodu Konukg¢u Sonucu Izolat Kodu Konukgu Sonucu Izolat Kodu Konukgu Sonucu
D/EG/2/1 Badem P D/D/9/1(S) Badem P D/EG/7/1 Kayisi P
D/EG/4 Badem P CE.2.0. Badem P D/EG/7/2 Kayisi P
D/EG/1 Badem P CE.7.0. Badem P D/EG/7/4 Kayisi P
D/ER/5/1 Badem P D/EG/21/1 Badem P M/D/Z/6 Zeytin P
D/CE/8/2 Badem P D/EG/2/2 Badem P M/D/Z/8 Zeytin P
D/ER/6 Badem P D/D/21/1/1 Badem P M/D/Z/B3 Zeytin P
D/CE/8/4 Badem P D/EG/4/1 Badem P M/D/Z/B5 Zeytin P
M.04/10/1 Badem P D/CE/9/2 Badem P M/D/Z/5S Zeytin P
A/BI6/2 Badem P M.04/15/1 | Mahlep P Negatif N
kontrol
A/B/8/1 Badem P M.04/15/3 Mahlep P Pss P
D/D/11/2 Badem P M.04/15/4 Mahlep P
D/D/9/1(B) Badem P M.04/4/2 Mahlep P

P; Pozitif sonug, N; Negatif sonug, ZP; Zayif pozitif sonug,

Pss; Pozitif kontrol

izolat kodlarindaki ifadelerden: D/EG; Diyarbakir Egil, D/ER; Diyarbakir Ergani, D/CE; Diyarbakir
Cermik, D/D; Diyarbakir Dicle, M; Mardin, D;Derik, Z; Zeytin, A/B; Adiyaman Besni, (B); Beyaza

yakin koloni rengini (S); Sartya yakin koloni rengini temsil etmektedir

Sekil 4.4 ﬁipersensitif reaksiyon testi sonuglari A; HR pozitif izolatlar, B; Pozitif kiiltiir (Pss ve Psm)
izolatlarin HR pozitif reaksiyonu, C; HR pozitif ve negatif izolatlarin aym yapraktaki goriintiisti, D;
Negatif kontrol

4.4 Patojenisite Testi Bulgular:

4.4.1 Ana konukcu patojenisite testi bulgulari

HR pozitif 20 badem izolati, arazi kosullarinda yetistirilen 3 yillik badem
fidanlarinin 1 yillik siirgiinlerine verilmistir. HR pozitif 4 mahlep izolat1 ve 3 kayisi
izolat1 ise sera da kontrollii kosullarda (24+5 °C, % 70-80 nispi nem) yetistirilmis 2
yillik ana konukgu fidanlarinin 1 yillik siirgiinlerine veya fidan ¢ok geligmemisse ana

govdesine uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak teshisi yapilmig Pss izolati, negatif
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kontrol olarak ise steril su kullanilmigtir. Patojenisite testi sonucunda; Badem
izolatlarinin 8 tanesinde zayif ve 12 tanesinde ise pozitif kontroliin olusturduguna
benzer koyu kahverengi nekroz belirtisi olusmustur. Mahlep izolatlarinin uygulandig
patojenisite testinde siirgiin dokularinin hepsinde nekrotik alan gelismistir (Sekil
4.5). Ancak kayisi izolatlarinin patojenisite testi sonucunda herhangi bir hastalik
belirtisi gozlenmemis ve negatif olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.9). Patojenisite
testinin yapildig1 bir calismada; Japon erigi, seftali, kayisi, erik ve bademden izole
edilmis olan Xap izolatlarinin patojenisite testinde seftali yapraklarinin kullanildigi
belirtilmistir (Boudon ve ark., 2005). Diger bir calismada ise patojenisite testinde
erik yapraklar1 kullanilmigtir (Roos ve Hattingh 1986a). Ayrica baska bir ¢calismada
erik, kiraz ve kayisidan izole edilen Pss izolatlarinin patojenisite testinde ham kiraz
meyvelerinin kullanildigr bildirilmistir (Kaluzna ve ark., 2010b). Dolayisiyla
bakteriyel patojenin konukcusu olan bitkilerin yaprak, meyve ve siirgiin gibi farkl

organlar1 patojenisite testinde kullanilabilmektedir.

Tablo 4.9 Badem, kayis1 ve mahlepden izole edilen ve HR pozitif olan bakteri izolatlarinin ana
konukgu patojenisite test sonuglari

Izolat Ana Test izolat Kodu Ana Test Izolat Ana Test

Kodu Konuk¢u | Sonucu Konuk¢u | Sonucu Kodu Konuk¢u | Sonucu
D/EG/2/1 Badem yAY A/B/8/1 Badem P D/EG/4/1 Badem P
D/EG/4 Badem 7P D/D/11/2 Badem 7P D/CE/9/2 Badem P
D/EG/1 Badem 7P D/D/9/1(B) | Badem 7P M.04/15/1 | Mahlep P
D/ER/5/1 Badem 7P D/D/9/1(S) | Badem 7P M.04/15/3 | Mahlep P
D/CE/8/2 Badem P CE.2.0. Badem 7P M.04/15/4 | Mahlep P
D/ER/6 Badem P CE.7.0. Badem P M.04/4/2 Mahlep P
D/CE/8/4 Badem P D/EG/21/1 Badem P D/EG/7/1 Kayist N
M.04/10/1 | Badem P D/EG/2/2 Badem P D/EG/7/2 Kayisi N
A/B/6/2 Badem P D/D/21/1/1 | Badem P D/EG/7/4 Kayisi N
Negatif Badem N Negatif Mahlep N Negatif Kayisi N
kontrol kontrol kontrol
Pss Badem P

P; Pozitif sonug, N; Negatif sonug, ZP; Zayif pozitif sonug, Pss; Pozitif kontrol

Izolat kodlarindaki ifadelerden: D/EG; Diyarbakir Egil, D/ER; Diyarbakir Ergani, D/CE; Diyarbakir
Cermik, D/D; Diyarbakir Dicle, , M; Mardin, A/B; Adiyaman Besni, (B); Beyaza yakin koloni rengini
(S); Sariya yakin koloni rengini temsil etmektedir

Zay1f pozitif reaksiyon veren izolatlarda pozitif kiiltiire kiyasla nekroz alaninin daha
kiiciik oldugu ve bitkinin yara dokusunu kapatmaya basladig1 saptanmistir. Ancak
A/B/6/2, A/B/8/1 ve M.04/10/1 izolatlarinin badem bitkisinde olusturdugu nekroz
alanmin siirgiin dokusunun i¢ kisimlarina dogru ilerledigi, zamk akintis1 ve kabuk
lezyonu olusturdugu tespit edilmistir. Pozitif kiiltiir Pss izolatinin olusturdugu
belirtide; nekrozun bakterinin verildigi alan ile sinirlt kaldigi gézlenmistir. Badem
izolatlar1 arasinda simptomatolojik gozlemlere gore A/B/6/2 izolatinin, viriilensligi

en yliksek bakteri izolat1 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Ana konukgu patojenisite test sonuglart A; Negatif kontrol (badem), B; A/B/6/2 test sonucu

pozitif bakteri izolat1 (badem), C; Pozitif kiiltiiriin (Pss) badem bitkisindeki pozitif reaksiyonu, D;
M.04/4/2 bakteri izolatinin mahlep bitkisindeki pozitif reaksiyonu

Mahlep izolatlarinin hepsi konuk¢u bitkide koyu kahverengi-siyah nekroz
olusturmustur. M.04/15/4 ve M.04.4/2 izolatlar1 diger mahlep izolatlarma kiyasla
doku iglerine ilerleyen daha genis nekroz ve ayrica kabuk dokusunda lezyon

meydana getirmislerdir.

Ana konukgu testi bulgularina gore; test edilen toplam 27 HR pozitif izolattan 24
tanesi ana konuk¢usunda zayif pozitif veya pozitif reaksiyon vermistir. Bu baglamda
HR testinin biiylik 6l¢iide patojenisiteyi belirledigi anlasiimaltadir. Ancak HR pozitif
3 kayis1 izolat1 ise negatif reaksiyon vermistir. Kayis1 agaglarinda Ps’nin arastirildigi
diger bir ¢aligmada da HR pozitif izolatlarin patojenisite de negatif sonu¢ verdigi
goriilmustiir (Gormez ve ark., 2013). Aksi olarak HR negatif izolatlarin ham kiraz
meyvelerinde yapilan patojenisite testinde pozitif reaksiyon verdigi c¢aligmada
mevcuttur (Ertimurtas ve Ozaktan, 2020). Dolayisiyla HR test sonugclart
patojenisitenin belirlenmesinde biiyiik 6l¢iide fikir vermekte ancak bazi durumlarda
farkli sonuglarin goriildiigii izolatlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Bunun nedeni diisiik
virlilenslik  sebebiyle ana konukguda belirti olusturacak patojenisitenin

saglanamamasi olabilir.
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4.4.2 Limon testi bulgulari

HR pozitif bakteriyel etmenlerin ana konukcu testinden Once lezyon olusturup
olusturmadigini belirlemek i¢in, limon meyvesinde patojenisite testi yapilmistir. Bu
baglamda saglikli ve lekesiz limon meyvelerinin dokusu igerisine steril bir igneyle
verilen bakterilerin 10 gilinlik inkiibasyon siiresi sonundaki reaksiyonlari
kaydedilmistir (Tablo 4.10). Limon testi yalnizca badem ve mahlep izolatlarina
uygulanmis, kayisi izolatlar1 ana konukgu patojenisite testinde negatif reaksiyon
verdigi i¢in dahil edilmemistir.

Tablo 4.10 Badem ve mahlepden elde edilen HR pozitif izolatlarin limon meyve patojenisite test

sonuglari

Izolat Kodu Limon Test [zolat Kodu Limon Test Izolat Kodu Limon Test
Sonucu Sonucu Sonucu
D/EG/2/1 P D/CE/8/4 N D/D/9/1(S) P
D/EG/4 P M.04/10/1 P D/CE/9/2 N
D/EG/1 P A/B/6/2 P M.04/15/1 P
D/ER/5/1 P A/B/8/1 P M.04/15/3 P
D/CE/8/2 P D/D/11/2 P M.04/15/4 P
D/ER/6 P D/D/9/1(B) P M.04/4/2 P
Pss P Neagtif N
kontrol

P; Pozitif reaksiyon, N; Negatif reaksiyon, Pss; Pozitif kontrol

fzolat kodlarmndaki ifadelerden: D/EG:; Diyarbakir Egil, D/ER; Diyarbakir Ergani, D/CE;
Diyarbakir Cermik, D/D; Diyarbakir Dicle, M; Mardin, A/B; Adiyaman Besni, (B); Beyaza yakin
koloni rengini (S); Sartya yakin koloni rengini temsil etmektedir

Yapilan kontrollerde; siyah, nekrotik, ¢okiik lezyonlar pozitif reaksiyon, ¢dkme
olusturmayan izolatlar ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.6).
Toplam 14 badem izolatina limon meyvesinde patojenisite testi uygulanmistir. S6z
konusu toplam 14 HR pozitif izolattan 12 tanesi limon testinde pozitif sonug
vermistir. Negatif reaksiyon veren D/CE/8/4 ve D/CE/9/2 izolatlarinin ana konukg¢u
test sonucu pozitiftir. Test edilen 4 mahlep izolatinin tamami ise limon meyve
patojenisite testinde pozitif sonu¢ vermistir. Sert ¢ekirdekli bitkilerden izole edilen
Pseudomonas syringae patovarlarinin ayrimin1 amaglayan bir caligmada; bakteri
izolatlarinin patojenisite testinde bu ¢alismayla benzer sekilde limon testi uygulanmis
ve siyah, derin, nekrotik ¢ukur olusturan izolatlarin patojen karakterde oldugu
bildirilmistir (Gasi¢ ve ark., 2012). Ayrica bagka bir ¢alismada; limon meyvesi,
kiigiik armut, kiraz meyvesi, leylak yaprak ve siirgiinlerinin bakterilerin patojenisite
testinde kullanildigi vurgulanmistir (Lopez ve ark., 2010). Ozellikle Ps ve
patovarlarinda kullanilan limon testinde Str olarak tanilanan A/B/6/2, A/B/8/1 gibi
bazi izolatlarin  pozitif goriilmiistiir.  Ancak patojenisite

sonu¢  verdigi

degerlendirmesinde sadece ana konukcu testindeki reaksiyonlar dikkate alinmistir.
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Sekil 4.6 Limon meyve patojenisite test sonuglart A; Limon test sonucu pozitif bakteri izolati, B;
Limon test sonucu pozitif olan pozitif kiiltiir (Pss), C; Negatif kontrol

4.4.3 Havug testi bulgular:

Bu test sadece zeytin izolatlariyla yapilmistir. HR pozitif olan zeytin izolatlarinin
patojenisite testi i¢in sagliklt havug dilimleri kullanilmistir. On giinliik inkiibasyon
stiresi sonunda; 4 izolatin (M/D/Z/6, M/D/Z/8, M/D/Z/B3 ve M/D/Z/BS) havug
dilimleri lizerinde beyaz renkte tipik ur belirtisi olusturdugu negatif kontrol olarak
steril suyun uygulandigi havug dilimlerinde ise herhangi bir ur belirtisinin

olusmadig1 tespit edilmistir (Sekil 4.7; Tablo 4.11).

Tablo 4.11 Zeytinden elde edilen izolatlarin havug dilimlerindeki patojenisite test sonucu

izolat Kodu Test Sonucu izolat Kodu Test Sonucu
M/D/Z/8 P M/D/Z/6 P
M/D/Z/B3 P Negatif Kontrol (Steril su) | N
M/D/Z/B5 P

P; Pozitif reaksiyon, N; Negatif reaksiyon
izolat kodlarindaki ifadelerden M; Mardin, D; Derik, Z; Zeytin, B; Beyaza yakin koloni rengini
temsil etmektedir

Uygulama ve bekleme sonucunda M/D/Z//6 izolatinin olusturdugu urlarin diger
pozitif izolatlara kiyasla daha biiylik oldugu belirlenmistir. Ayni ydntemin
uygulandig1 bir diger ¢alismada; Psv izolatlarinin havug dilimlerinde bu calismayla
benzer sekilde ur olusturdugu ifade edilmistir (Dokséz ve Bozkurt, 2020a). Ayrica
narenciyelerde kok bogazi uru hastaligi olusturan Agrobacterium tumefaciens
etmeninin patojenisite testinde havug dilimlerinin kullanildig1 baska bir ¢alismada; ur

belirtisi olusturan bakteri izolatlarinin patojen oldugu bildirilmistir (Bozkurt ve ark.,
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2022). Havug testi oOzellikle Psv gibi bitkide ur belirtisi olusturan bakterilerin
patojenisite ozelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Nitekim
aragtirmamizdaki havug testinde pozitif reaksiyon veren zeytin izolatlari, yapilan
biyokimyasal ve molekiiler testlerle Psv olarak tanilanmistir. Diger caligsmalarla
benzer sekilde elde edilen bu sonug; havug testinin Psv izolatlarinin patojenisite

Ozelliklerinin belirlenmesinde etkin oldugunu gostermektedir.

olusmayan havug dilimleri, B; Havug¢ dilimlerinde beyaz renkte ur olusturan ve patojenisite testi
pozitif olan bakteri izolat1

4.5 Biyokimyasal Test Bulgular:
HR ve ana konukcgu patojenisite testleri sonucunda patojen aday1 oldugu diisiiniilen
bakteri izolatlarina, Tablo 4.12’de sonuglar1 verilen biyokimyasal testler

uygulanmistir.

Tablo 4.12 Bakteri izolatlarini tanilama ¢aligmalarinda kullanilan biyokimyasal ve patojenisite
testlerinin sonuglari

Izolat Kodu Bitki | AKonP L H GR | Flo | K| Lev | Oks [ Pek | Ar | HR | G| A | T | Ta
D/EG/2/1 B + + TY | + - + | + - + - + -+ - -
D/EG/4 B + + TY | + - + |+ - - - + - + |- |-
D/EG/1 B + + TY | + - + |- - + - + + |+ |- |-
D/ER/5/1 B + + TY | + - + | - - + - + + |+ |- |-
D/D/11/2 B + + TY | + - + | + - + - + -+ - -
D/D/9/1(B) B + + TY | + - + |+ - - - + + |+ |- |-
D/D/9/1(S) B + + TY | + - + |+ - - - + S+ -]
CE.2.0. B + TY | TY | + - + |+ G+ - + + |+ |- |-
CE.7.0 B + TY | TY | - Z+ |+ |+ - - - + + | + B
D/CE/8/2 B + + TY | - - + | + - - - + -+ - -
D/ER/6 B + + TY | - - + |+ - - - + + |+ |- |-
D/CE/8/4 B + - TY | - - + |+ - - - + + |+ |- |-
M.04/10/1 B + + TY | - Z+ |+ | + - - - + - + |+ |-
A/B/6/2 B + + TY | - Z+ |+ | + - - - + - + |+ |-
A/B/8/1 B + + TY | - Z+ |+ | + - - - + - |+ + -
D/EG/21/1 B + TY | TY | - Z+ |+ |+ - - - + + |+ |+ |-
M/D/Z/8 Z TY TY | + - - + | - - - - + + |+ |+ |-
M/D/Z/B5 Z TY TY | + - Z+ |+ | + - - - + + |+ [+ |-
M/D/Z/B3 Z TY TY | + - Z+ |+ | + - - - + + |+ |+ |-
M/D/Z/6 Z + TY | + - - + |- - - - - + |+ [+ 1-
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Tablo 4.12 Bakteri izolatlarin1 tanilama ¢aligmalarinda kullanilan biyokimyasal ve patojenisite
testlerinin sonuglar1 (Devami

Izolat Kodu Bitki | AKonP L H GR | Flo | K| Lev | Oks [ Pek | Ar [ HR | G| A | T | Ta
M.04/15/1 M + + TY | - Z+ |+ | + - - - + + |+ |+ |-
M.04/15/3 M + + TY | - 7+ |+ | + + - + |+ |-
M.04/15/4 M + + TY | - Z+ |+ | + + + | + -
M.04/4/2 M + + TY | - Z+ | + | + + + |+ |+ | -
Pss / + + TY | - + + | + - - - + + |+ [+ |-
NK / - - - - - |-

Pss; Pozitif kiiltiir (Pseudomonas syringae pv. syringae), NK; Testlerde negatif reaksiyon veren steril
su veya negatif izolat, /; Yok, B; Badem bitkisi, Z; Zeytin bitkisi, M; Mahlep Bitkisi, AKonP; Ana
konukgu patojenisite testi, L; Limon testi, H; Havug testi, GR; Gram reaksiyonunun belirlenmesi testi,
Flo; Floresan pigment olugsum testi, K; Katalaz reaksiyon testi, Lev; Levan olusum testi, Oks; Kovacs
oksidaz testi, Pek; Pektolitik aktivite testi, Ar; Arjinin dihidrolaz testi, HR; Tiitiinde asir1 duyarlilik
testi, G; Jelatin hidroliz testi, A; Esculin hidroliz testi, T; Tyrosin kullanim testi, Ta; Tartarik asit
kullanim testi, +; Pozitif reaksiyon, -; Negatif reaksiyon, TY; Test yapilmadi, G+; Ge¢ pozitif
reaksiyon, Z+; Zayif pozitif

izolat kodlarindaki ifadelerden: D/EG; Diyarbakir Egil, D/ER; Diyarbakir Ergani, D/D; Diyarbakir
Dicle, D/CE; Diyarbakir Cermik, M; Mardin, D; Derik, Z; Zeytin, A/B; Adiyaman Besni, (B); Beyaza
yakin koloni rengini (S); Sariya yakin koloni rengini temsil etmektedir

4.5.1 Gram boyama test bulgular:

HR ve ana konukcu patojenisite testleri pozitif olan izolatlarin gram reaksiyonlari
Hucker (1921)’1n modifiye ettigi gram boyama ve % 3’lik potasyum hidroksit
(KOH) gram testiyle belirlenmistir (Sekil 4.8). Her iki test sonuglarinin birbirini
dogrular nitelikte oldugu tespit edilmistir. Ancak kristal viyole, liigol ve safranin
sollisyonlariyla yapilan klasik gram boyama testiyle karisik bakteri kiiltiirleri daha
kolay bir sekilde gozlemlenmistir. KOH testinde bakterinin gram reaksiyonu sayet
negatif ise 6ze soliisyondan kaldirildiginda iplik seklinde 0,5-2,0 cm gibi bir uzama
goriiliirken, karigik kiiltiirlerde ayirt edici bir sonug belirlenememistir. Diger taraftan
klasik gram boyama testiyle, gram reaksiyonunun belirlenmesinden baska farkli
renkte boyanmalar1 nedeniyle besi yerlerinde kolay anlasilmayan karisik kiiltiirler
kolaylikla ayirt edilebilmistir. KOH ile gram boyama testinin ise daha az zaman alici
ve pratik oldugu gozlemlenmistir. Bakterilerin tanilanmasinda diger ¢aligmalarda da
gram reaksiyonunun belirlenmesi testinin yapildigr belirtilmistir (Kaluzna ve ark.,
2016; Moffett, 1973). Arastirmamizdaki MALDI-TOF sonuclarina gore Bacillus
pumilus olarak tanilanan ve ana konukgu testinde zayif pozitif reaksiyon gosteren
izolatlarin; mangoda patojen oldugu bildirilen diger bir ¢calismadakine benzer sekilde
gram boyama sonucunun pozitif oldugu tespit edilmistir (Galal ve ark., 2006). Ayni
sekilde arastirmamizda Stenotrophomonas rhizophila (Str) olarak tanilanan
izolatlarin da konu ile ilgili diger bir ¢aligmadakine benzer sekilde gram negatif

oldugu belirlenmistir (Ribbeck-Busch ve ark., 2005). Bu baglamda gram boyama
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testi bakterilerin taksonomik olarak ayriminda ilk kullanilan ve tanida yardimci

olabilen testlerdendir.

Sekil 4.8 Bakteri izolatlarinin gram reaksiyonlarinin belirlenmesi A; Hucker’in modifiye ettigi gram
boyama testi yapilan bakteri preparatlar, B; KOH ile gram reaksiyonu belirlenen gram negatif bakteri
izolat1

4.5.2 Levan test bulgulari

HR ve ana konukgu testi pozitif olan bakteri izolatlarina levan olusum testi
yapilmistir. Bu amacla hazilanan % 5 sakkaroz iceren NA besi ortamina bakteri
izolatlarinin ekimi yapilmis ve siimiiksii, kubbe seklinde koloni olusturanlar pozitif
olarak, aksi koloni olusturanlar ise negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.9).
Bademden 18, zeytinden 5 ve mahlepten ise 4 izolat levan olusum testinde pozitif
sonu¢ vermiglerdir. Kiraz agag¢larindaki bakteriyel kanser patojenlerinin ayrimini
amaglayan bir calismada; bu ¢alismayla benzer sekilde levan testinin kullanildigi ve
patojen Pseudomonas patovarlarinin pozitif reaksiyon verdigi ifade edilmistir

(Biilbiil ve Mirik, 2014).
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Sekil 4.9 Levan olusu test sonuglart A; Levan negatif izolat, B; Levan pozitif izolat, C; Pozitif kiiltiir
(Pss)’nin levan olusum test sonucu

4.5.3 Kovacs oksidaz test bulgulari

HR ve ana konukg¢u patojenisite testleri sonucu pozitif olan bakteri izolatlar1 Kovacs
oksidaz testinde mavi renk olusturup olusturmadigi degerlendirilmistir (Sekil 4.10).
Bu c¢aligmadakine benzer sekilde Kovacs oksidaz testinin kullanildigi ve
Agrobacterium izolatlarinin tanimlanmas1 amaciyla yapilan bir ¢alismada; toplam 28
biyokimyasal testle 50 bakteri izolatinin tanimlandig1 ifade edilmistir (Keane ve ark.,

1970).

............

Sekil 4.10 Kovacs oksidaz testi ile ilgili gt')ArAsélliérr A; Hazirlanan % 1’lik Tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride, B; Kovacs oksidaz test sonucu pozitif ve negatif izolatlar
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Test sonucunda; badem izolatlarindan 18 negatif, 1 pozitif (D/D/21/1/1), 1 geg
pozitif (Ce.2.0.), zeytin izolatlarindan 4 negatif, 1 ge¢ pozitif (M/D/Z/7) ve mahlep

izolatlarindan ise 4 negatif reaksiyon tespit edilmistir.

4.5.4 Pektolitik aktivite test bulgular:

Yiizey sterilizasyonu yapilan ve dilimlenen patatesler {izerine HR ve ana konuk¢u
patojenisite test sonucu pozitif olan izolatlar uygulanarak pektolitik aktivite testi
gerceklestirilmistir. Ug giinliik inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan petriler kontrol
edilmistir (Sekil 4.11). Steril kiirdan ile yapilan yumusaklik kontroliinde ¢ogunlukla
patates diliminde yumusamaya eslik eden suda sararma ve bakterilerin siiriildigi
bolgede olusmus kahverengi yumusak ¢iiriikliik belirtisi gdzlenmistir. Steril kiirdanin
zor battigi yani yumusak ¢iiriiklik gelismeyen petrilerde, ¢ogunlukla patates
dilimlerinin uygulandig1 sekle benzer kalip suda veya dilimde renk degisiminin
olmadig1 belirlenmistir. Test sonucunda; badem izolatlarindan 4 tanesi pozitif, 12
tanesi negatif, zeytin izolatlarindan 2 tanesi pozitif, 3 tanesi negatif, mahlep
izolatlarindan ise 4 tanesi de negatif sonu¢ vermislerdir. Badem agacglarindaki epifit
ve endofit bakterilerin bitki gelisimi tesvik agisindan degerlendirildigi bir ¢aligmada;
izolatlarin patateste yumusak ¢iiriikliik olusturup olusturmadiginin belirlenmesinde
pektolitik aktivite testinin uygulandigi ve bu calismayla benzer sekilde, inokulasyon
noktasindaki ¢iiriikliikk varligi yoniinden degerlendirildigi bildirilmistir (Aktan ve
Soylu, 2020).

Sekil 4.11 Pektolitik aktivite testi sonuglar1 A; Pektolitik aktivite testi uygulama asamasi, B; Pektolitik
aktivite pozitif bakteri izolati, C; Pektolitik aktivite negatif bakteri izolati, D; Pozitif kiiltiiriin (Pss)
negatif pektolitik aktivite sonucu
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4.5.5 Arjinin dihidrolaz test bulgular

Hazirlanan Thornley 2A besi ortami ile HR ve ana konukgu patojenisite test sonucu
pozitif olan izolatlarin arjinin dihidrolaz testi gerceklestirilmistir. Testin 15 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda tiiplerde renk degisimleri saptanmistir. Yapilan
kontrollerde; koyu kirmizi renk olusan tiipler pozitif, turuncu-pembe renk gelisen
tiipler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.12). Test sonucunda pozitif
kontrol (Pss) ile benzer sekilde 16 badem izolati, 5 zeytin izolat1 ve 4 mahlep izolati
negatif sonu¢ vermislerdir. Badem izolat tiiplerinden 12’sinde turuncu, 2’sinde
turuncu-pembe ve 2 tanesinde kehribar rengine benzer agik renk olmak tizere farkl
renk tonlar1 gelismistir. Bes zeytin izolatinin hepsinde kehribar benzeri acgik renk
gbzlenmistir. Mahlep izolatlarinda ise 1’1 turuncu, 3’i kehribar rengi olmak iizere
pozitif kiiltiire benzer renk degisimleri tespit edilmistir. Ana konukgu test sonucu
pozitif olmasa da pozitif reaksiyonu gérmek amacrtyla testin uygulandigi izolatlara ait
tiiplerde (M/D/Z/3) koyu kirmizi renk gelismistir. Igerisinde bakteri bulunmayan
sadece besi ortami ihtiva eden kontrol tiipiinde ise inkiibasyon siiresi sonunda
kehribar rengine yakin acik renk goézlenmistir. Kayisidan izole edilen 53
Pseudomonas spp. izolatinin biyokimyasal karakterini belirlemek i¢in bu
calismadakine benzer sekilde arjinin dihidrolaz testininde kullanildig1 bir ¢aligmada;
2 izolatin zayif pozitif, 51 izolatin ise negatif reaksiyon verdigi belirtilmistir

(Donmez ve ark., 2010).

AN

Sekil 4.12 Arjinin dihidrolaz test sonucunda tiiplerdeki renk degisimleri A; Kehribar rengin gelistigi
negatif bakteri izolati, B; Turuncu rengin gelistigi negatif bakteri izolati, C; Koyu kirmizi rengin

gelistigi pozitif bakteri izolat, D; Pozitif kiiltiir (Pss) bakterinin test sonucundaki turuncu renk
degisimi, E; Bakteri icermeyen kehribar rengin gelistigi tiip
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4.5.6 Floresan pigment olusumu
HR ve ana konukgu patojenisite testi sonuglari pozitif olan bakteri izolatlarinin King
B besi ortaminda floresan pigment olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla

besi ortam1 hazirlanip ekimleri yapilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 King B besi ortaminda floresan pigment test sonucu Ornekleri A; Floresan pigment
olusturan bakteri izolat1 B; Floresan pigment olugturmayan bakteri izolati

Bakteri izolatlarindan 5 badem, 3 zeytin ve 4 mahlep izolatinin King B besi
ortaminda zayif floresan pigment olusturdugu tespit edilmistir (Tablo 4.13). Badem
ve mahlep izolatlarinin sar1 pigment olusturdugu buna karsin zeytin izolatlarinin
yesil pigment olusturdugu belirlenmistir. Floresan pigment testinin King B ortaminda
kayis1 ve erik agacglarindan izole edilen bakteri etmenlerine uygulandigi diger bir
calismada; Pss olarak tanimlanan tiim izolatlarin floresan pigment olusturdugu ifade

edilmistir (Cetinkaya Yildiz ve ark., 2015).

Tablo 4.13 King B besi ortaminda floresan pigment olusturan bakteri izolatlar1

; o Pigment Hgoresm ; . Pigment Fll:loresan
Izolat Kodu Bitki . Pigment Izolat Kodu Bitki . Pigment
Rengi Rengi
Olusumu Olusumu
M.04/10/1 Badem Sar1 7P CE.7.0. Badem Sar1 7P
A/B/6/2 Badem Sart ZpP D/EG/21/1 Badem Sart ZpP
A/B/8/1 Badem San 7P M.04./15/1 Mahlep Sar 7P
M/D/Z/B1 Zeytin Yesil ZpP M.04./15/3 Mahlep Sart ZpP
M/D/Z/B3 Zeytin Yesil 7P M.04./15/4 Mahlep Sar1 7P
M/D/Z/B5 Zeytin Yesil 7P M.04./4/2 Mahlep Sari 7P

ZP; Zayif pozitif reaksiyon

izolat kodlarindaki ifadelerden: D/EG; Diyarbakir Egil, M; Mardin, M/D; Mardin Derik, A/B;
Adiyaman Besni, CE; Cermik, (B); Beyaza yakin koloni rengini (S); Sariya yakin koloni rengini
temsil etmektedir
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Ayrica uzun siireli (3-6 ay) muhafazadan sonra yapilan ayni besi ortamina ekimlerde
floresan pigment olusturma Ozelliginin yitirilebildigi gozlenmistir. S6z konusu
durum, bakterilerin yaslanmasi ile floresan olusturma gibi bazi1 biyokimyasal
ozelliklerinin degisebilecegi seklinde degerlendirilmistir.

4.5.7 Jelatin hidroliz test bulgular:

Pepton, beef extrakt ve jelatin ihtiva eden besi ortami1 hazirlandiktan sonra HR ve ana
konukgu patojenisite testi pozitif olan bakteri izolatlarinin, jelatini hidrolize etme
Ozelliklerini belirlemek amaciyla test gerceklestirilmistir. 14 giinliik inkiibasyon
siiresi sonunda; tlipler akiskan halde ise pozitif, kati halde ise negatif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.14). Test sonucunda; badem izolatlarina ait tiiplerin
8’inin kati, 8’inin ise akigkan oldugu, zeytin izolat tliplerinin 5’ininde akigkan bir
yapida oldugu, mahlep izolat tiiplerinin 3’{iniin kati, 1 tanesinin (M.04/15/3) ise
akigkan yani negatif oldugu saptanmistir. Jelatin hidroliz testinin Pseudomonas
patovarlarini ayirt etmek amaciyla kullanildigi bir ¢alismada; bu g¢alismadakine
benzer sekilde jelatin ihtiva eden tiiplerde sivilasma olup olmadiginin
degerlendirildigi ve bakterilerin tanimlanmasinda kullanildigr  bildirilmigtir

(Ertimurtas ve Ozaktan, 2020).

Sekil 4.14 Jelatin test sonucu gorseller A; Jelatin hidroliz pozitif bakteri izolati, B; Negatif kontrol, C;
Jelatin hidroliz negatif ve pozitif bakteri izolatlar1

4.5.8 Esculin hidroliz testi bulgulan
Esculin hidroliz testinde; bakteri igermeyen negatif kontrol disinda testlenen tiim
badem, zeytin ve mahlep izolat tliplerinde koyu kahverengi renk degisimi gozlenmis

ve pozitif reaksiyon olarak kaydedilmislerdir (Sekil 4.15). GATTa testlerinden olan
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esculin hidroliz testinin kullanildig1 diger bir calismada; Pss izolatlarinin pozitif, Psm
irk 1 izolatlarin negatif, Psm 1rk 2 izolatlarinin ise hem negatif hemde pozitif sonug
verdigi vurgulanmistir (Bultreys ve Kaluzna, 2010). Kayis1 agaglarindan izole edilen
75 Pss izolatinin tamaminin esculin hidroliz test sonucunda pozitif ¢iktigini bildiren

diger bir ¢calismada mevcuttur (Gormez ve ark., 2013).

= Wﬁnm

Sekil 4.15 Esculin test sonug gorselleri A; Bakteri igermégfen negatif kontrol test tiipii, B; Pozitif
kontrol (Pss) test tiipii, C; Bakteri izolatlarinin esculin test sonuglari

4.5.9 Tyrosin ve tartarik asit kullanim testi bulgular1

Karbon kaynaklarinin bakteriler tarafindan kullanimini belirlemek amaciyla bazal
besi yeri hazirlanarak tyrosin ve tartarik asit ilave edildikten sonra bakteri izolatlar1
test edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tyrosin iceren tiiplerde; badem
izolatlarinin 11°1 negatif, 5’1 pozitif, zeytin izolatlariin 4’1 pozitif, 1’1 (M/D/Z/7)
negatif, mahlep izolatlarinin 3’1 pozitif, 1’1 (M.04/15/4) negatif reaksiyon vermistir.
Tartarik asit iceren tiiplerin hi¢birinde renk degisimi gézlenmemis dolayisiyla negatif
reaksiyon olarak kaydedilmislerdir (Sekil 4.16). Toplam 110 Pseudomonas syringae
izolatinin ayriminda bu ¢alismadakine benzer sekilde tyrosin ve tartaric asit kullanim
testinin yapildig1 bir ¢alismada; her iki test sonucu negatif olan izolatlarin Pss, pozitif
olanlarin ise Psm ik 1 seklinde tanimlandigi ifade edilmistir (Sulikowska ve

Sobiczewski, 2008).
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Sekil 4.16 Tyrosin ve tartarik asit test sonucu gorselleri A; Tyrosin negatif kontrol tiipii, B; Tyrosin
negatif bakteri izolati, C; Tyrosin pozitif kontrol (Pss) tlipii, D; Tyrosin pozitif bakteri izolati, E;
Tartarik asit negatif reaksiyon tiipleri

4.5.10 Katalaz test bulgular1

HR ve ana konukcu patojenisite test sonucu pozitif bakteri izolatlarinin, % 3’liikk
hidrojen peroksit (H,O,) kullanilarak katalaz aktivitesini belirlemek igin test
gerceklestirilmistir. Test sonucunda bakteri igermeyen negatif kontrol digindaki tiim
badem, zeytin ve mahlep izolatlarinin, % 3’lik H,O, ile muamelede hava
kabarciklar1 olusturdugu gézlenmis ve pozitif reaksiyon olarak kaydedilmistir (Sekil
4.17). Agrobacterium izolatlarim1 tanimlamak amaciyla bu c¢alismadakine benzer
sekilde katalaz testinin uygulandigi bir ¢alismada; test edilen patojen ve patojen
olmayan tiim izolatlarin pozitif reaksiyon verdigi ifade edilmistir (Keane ve ark.,
1970).

Sekil 4.17 Katalaz test sonucu gorselleri A; Katalaz pozitif bakteri izolatimin % 3’lik H,O, ile
muamelede olusturdugu hava kabarciklari, B; Pozitif kiiltiir bakteri izolatinin (Pss) olusturdugu pozitif
reaksiyon
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4.6 Bakteri Izolatlarinin MALDI-TOF MS ve PCR Analiz Bulgular

Bakteri izolatlarindan HR ve ana konukgu patojenisite testleri sonucunda patojen
aday1 olanlardan 17 izolat ve patojen olmayan izolatlar1 temsilen segilen 70 bakteri
izolatt MALDI-TOF MS ile teshis edilmistir. Ayrica badem ve mahlep patojen aday1
izolatlatlarini temsilen segilen; A/B/6/2, A/B/8/1 ve M.04/15/1 izolatlarina 27f/1492r
universal primerleri ile 16s rDNA dizi analizi yapilmistir. Ilaveten M/D/Z/6,
M/D/Z/8, M/D/Z/B3 ve M/D/Z/BS zeytin izolatlart ise IAALF/IAALR spesifik
primerleri kullanilarak PCR analizi ile teshis edilmistir. Patojen adayi izolatlarin
MALDI-TOF MS ve PCR analiz sonuglar1 Tablo 4.14’de birlikte sunulmustur. Her
iki analizinde uygulandigi AB/6/2, A/B/8/1 ve M.04/15/1 izolatlar1 iki analiz
sonucunda da Stenotrophomonas rhizophila olarak tanilanmistir. Az sayida izolat
testlenmis olsada MALDI-TOF MS sonuclarinin molekiiler teshis sonuglartyla
ortiistiigii goriilmektedir.

Tablo 4.14 HR ve ana konukgu patojenisite testleri pozitif badem, mahlep ve zeytin izolatlarmin
MALDI-TOF kiitle spektrometre ve PCR teshis sonuglari

izolat PCR MALDI—.TOF Benzerli izolat PCR Teshis MALDI—_TOF Benzerli
Kodu Teshis Sonucu etiis . Kodu Sonucu Teshis k
i Sonucu Indeksi Sonucu indeksi
DEEGI2L | 1y Bacillus pumilus | 2.01 DD/ | TY g 1.91
1 altitudinis
D/EG/4 TY Bacillus pumilus | 2.215 E/D/Q/l TY Bacillus pumilus | 1.981
D/EG/1 | TY Bacillus 1.918 DDAy Bacillus pumilus | 1.981
majovensis S
DIEGHS/ | 1y Bacillus pumilus | 2013 | Ce7.0. | TY Stenotrophomon |, »¢
1 as rhizophila
D/CE/8/ TY Bacillus pumilus | 2.157 M.04/15/ Stenofroph.omon Stenofroph.omon 2391
2 1 as rhizophila as rhizophila
D/ER/6 TY Ba‘ClllL‘lS‘ 1.962 M.04/15/ Y Stenofroph.omon 2115
altitudinis 4 as rhizophila
D/CE/8/ TY Steno‘troph‘omon 1.961 Mo | TY Stenofrophgmon 2267
4 as rhizophila as rhizophila
Pseudomonas
M.04710/ TY Stem)lt rop h.o mom 1 2423 M/D/Z/8 | savastanoi pv. TY -
1 as rhizophila .
savastanoi
Pseudomonas
A/B/6/2 Steno_troph_omon Steno‘troph‘omon 2369 M/D/Z/B savastanoi py. TY }
as rhizophila as rhizophila 3 .
savastanoi
Pseudomonas
A/B/S/1 Steno_troph-omon Steno‘trophlomon 1754 M/D/Z/B savastanoi py. TY }
as rhizophila as rhizophila 5 .
savastanol
Pseudomonas
M/D/Z/6 | savastanoi pv. TY -
savastanoi

TY; Test yapilmadi

Izolat kodlarindaki ifadelerden: D/CE; Diyarbakir Cermik, D/EG; Diyarbakir Egil, D/D; Diyarbakir Dicle, D/ER; Diyarbakir
Ergani, M; Mardin, D; Derik, Z; Zeytin, A/B; Adiyaman Besni, CE; Cermik, (B); Beyaza yakin koloni rengini (S); Sartya yakin
koloni rengini temsil etmektedir

MALDI-TOF benzerlik indeksi degerleri 0-3 araligindadir.

Benzerlik indeksi: 2,3 ten yiiksekse; yiiksek olasilikli tiir tanimlamasini,

Benzerlik indeksi: 2,0-2,299 ise, giivenilir cins - olasi tiir tanimlamasini,

Benzerlik indeksi: 1,7-1,999 ise; olasi cins tanimlamasini,

Benzerlik indeksi: 1,7°den diisiikse giivenilir olmayan tanimlamay: belirtmektedir (Cassagne ve ark., 2016)
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4.6.1 Bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS ile Teshis Bulgular:

Sert ¢ekirdekli bitkilerden izole edilen 218 bakteri izolatindan; HR ve ana konukgu
patojenisite testi negatif olan izolatlar1 temsilen secilen 70 izolatin MALDI-TOF
kiitle sprektrometri ile teshisi yapilmistir. Ayrica HR ve ana konukgu patojenisite test
sonuclart pozitif olan 12 badem ve 3 mahlep izolatida s6z konusu ydntemle

tanilanmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15 HR ve ana konukcu patojenisite testleri pozitif badem ve mahlep izolatlarinin MALDI-
TOF kiitle spektrometre teshis sonuglari

Izolat Gram MALDI-TOF Benzerlik | izolat Gram MALDI-TOF Benzerlik

Kodu Reaksiyonu | Teshis Sonucu indeksi Kodu Reaksiyonu | Teshis Sonucu indeksi

D/EG/2/1 P Bacillus pumilus 2.01 D/D/11/2 P Bacillus altitudinis | 1.91

D/EG/4 P Bacillus pumilus 2.215 D/D/9/1B | P Bacillus pumilus 1.981

D/EG/l | P Bacillus 1.918 D/D9/1S | P Bacillus pumilus | 1.981
majovensis

D/EG/5/1 | P Bacillus pumilus | 2.013 Ce.7.0. N Stenotrophomonas |, 56

rhizophila

D/CE/8/4 | N Stenotrophomonas | g, M.04/15/1 | N Stenotrophomonas |, 39,
rhizophila rhizophila

M.O4/10/1 | N Stenotrophomonas | , 453 M.04/15/4 | N Stenotrophomonas | , 15
rhizophila rhizophila

AB62 | N Stenotrophomonas | 5 349 M.04/472 | N Stenotrophomonas | 5 57
rhizophila rhizophila

A/BS/L | N Rurorophon@lF | | 75,
rhizophila

P; Pozitif reaksiyon, N; Negatif reaksiyon

Izolat kodlarindaki ifadelerden: D/CE; Diyarbakir Cermik, D/EG; Diyarbakir Egil, D/D; Diyarbakir
Dicle, D/ER; Diyarbakir Ergani, M; Mardin, A/B; Adiyaman Besni, CE; Cermik, (B); Beyaza yakin
koloni rengini (S); Sariya yakin koloni rengini temsil etmektedir

MALDI-TOF benzerlik indeksi degerleri 0-3 araligindadir.

Benzerlik indeksi: 2,3 ten yiiksekse; yiiksek olasilikli tiir tanimlamasini,

Benzerlik indeksi: 2,0-2,299 ise, giivenilir cins - olas tiir tanimlamasini,

Benzerlik indeksi: 1,7-1,999 ise; olasi cins tanimlamasini,

Benzerlik indeksi: 1,7°den diisitkse giivenilir olmayan tanimlamay1 belirtmektedir (Cassagne ve ark.,
2016)

Teshis sonucunda gram pozitif badem izolatlarinin Bacillus cinsine dahil oldugu
saptanmistir. Yedi gram pozitif badem izolatina analiz yapilmis ve teshis sonucunda;
Bacillus pumilus (5 izolat), Bacillus majovensis (1 izolat) ve Bacillus altitudinis (1
izolat) olduklar belirlenmistir. Bes gram negatif badem izolatina analiz yapilmis ve
Stenotrophomonas rhizophila (5 izolat) olarak teshis edilmistir. MALDI-TOF kiitle
spektrometriyle mahlep izolatlarinin 3 tanesi analiz edilmis ve Stenotrophomonas

rhizophila olduklar1 sonucuna varilmistir.

4.6.2 PCR Analiz Bulgulan

Bakteri izolatlarinin PCR testleri i¢in genel olarak 16s rDNA bdlgesindeki baz
dizilimleri karsilastirilmaktadir. Bu baglamda badem ve mahlep izolatlarim
tanilamak i¢in yaklasik 1.470 bp biiytikliigiindeki bolgenin ¢ogaltildigi PCR islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.18). Elde edilen PCR iiriinlerinin dizi analizleri
gerceklestirilmistir.

99




1470 bp

Sekil 4.18 PCR sonucu elde edilen 1470 bp biiyiikliigiindeki jel goriintiisii M; Marker, N; Negatif
kontrol, Sirasiyla A/B/6/2, A/B/8/1, M.04/15/1 izolatlarinin ve pozitif kontrol bakteri izolatinin PCR
tirtinleri

Dizi analizi sonucunda badem oOrneklerini temsilen se¢ilen A/B/6/2 ve A/B/8/1
izolatlar1 ile mahlep izolatlarini temsilen segilen M.04/15/1 izolatinin kesin teshisleri
yapilmustir. Bakterilerin sekans sonuglar1 National Center for Biotechnology
Information (NCBI)’daki verilerle karsilagtirilarak tiir tayinleri gergeklestirilmistir.
Bahsi gecen badem ve mahlep izolatlarindan; A/B/6/2 % 99,5, A/B/8/1 ve M.04/15/1
ise % 100’likk benzerlik oraniyla Stenotrophomonas rhizophila olarak tanilanmistir
(Tablo 4.16). Ayrica teshis edilen bakterilerin DNA dizileri Ek 2.A, Ek 2.B ve Ek
2.C’de sunulmustur. Ginsengte bakteriyel kok ¢iiriikliigiine Pseudomonas aeruginosa
etmeninin neden oldugunun belirlendigi bir ¢alismada; bu calismayla benzer sekilde
27t/1492r primerleri kullanilarak PCR analizinin yapildigi ve bakteri izolatlarinin
teshis edildigi belirtilmistir (Gao ve ark., 2014). Bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda 271/1492r en genis kapsamda kullanilan primerlerdir (Hou ve ark.,
2018). Stm’nin 16s rDNA dizi analizinde 27f/1492r primerinin kullanildig1 diger bir
calismada bu arastirmayla benzer sekilde 1462 bp’lik bant elde edilmistir (Wang ve
ark., 2016). Dolaysiyla 27f/1492r primerleri Stenotrophomonas spp.’lerin
tanimlanmasinda kullanilabilmektedir. 16s rDNA gen bolgesi biitiin bakterilerde
bulunan ve fonksiyonel olarak korunmus bir bdlgedir. Uzerinde iyi korunmus ve
heterojen bolgeler icerir. Bu bolgedeki genlerin karsilastirilmasi ile bakterilerin cins

veya tlir diizeyinde tanilar1 yapilabilmektedir. Ancak tani sonucu daha cok cins
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diizeyinde kabul edilmektedir. Bu nedenle 16s rDNA analiz sonucunda; badem ve

mahlep izolatlar1 Stenotrophomonas spp. olarak teshis edilmistir.

Tablo 4.16 Sekanslama ve Blast analiziyle bakterilerin filogenetik olarak iliskili oldugu NCBI’ya
kayitli en yakin bakteri tiirii ve benzerlik oranlari

Izolat Kodu Benzerlik Orani NCBI’daki En Yakin Bakteri Tiirii ve Aksesyon Numarasi
A/B/6/2 % 99.5 Stenotrophomonas rhizophila (MK883184.1)
A/B/8/1 % 100 Stenotrophomonas rhizophila (MK883184.1)
M.04/15/1 % 100 Stenotrophomonas rhizophila (MN753976.1)

Izolat kodlarindaki ifadelerden: A/B; Adiyaman Besni, M; Mardin temsil etmektedir
Zeytin izolatlarinin IAALF ve IAALR spesifik primerleri kullanilarak PCR analizi

yapilmistir. PCR isleminin akabinde jel goriintiileme sisteminde yapilan analiz
neticesinde; pozitif kontrol Psy HZP14-PSV ile benzer sekilde 454 bp’lik bantlar
elde edilmis ve izolatlarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi oldugu
saptanmistir (Sekil 4.19). Elde edilen sonuglar tiire 6zgii primerler olan IAALF ve
IAALR’nin kullanildig1r diger c¢alismalarla paralellik gostermektedir (Doksoz ve
Bozkurt, 2020b; Mirik ve Aysan, 2011). Boylece HR ve havug patojenisite testleri

pozitif olan 4 zeytin izolatida Psv olarak tanilanmistir (Tablo 4.17).

Tablo 4.17 Zeytin izolatlarinin IAALF ve IAALR spesifik primerleriyle PCR analiz sonuglari

Izolat Kodu PCR Bant Uzunlugu Teshis Sonucu

M/D/Z/6 454 bp Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
M/D/Z/8 454 bp Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
M/D/Z/B3 454 bp Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
M/D/Z/B5 454 bp Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

Izolat kodlarindaki ifadelerden: M; Mardin, D; Derik, Z; Zeytin, B; Beyaza yakin koloni rengini
temsil etmektedir

MDZ6 MDZ8 MDZB3 MDZBS

Sekil 4.19 PCR sonucu elde edilen 454 bp biiyiikligiindeki jel goriintiisi M; 100 bp’lik Markerlar, N;
Negatif kontrol, P; Pozitif kontrol (Psv HZP14-PSV), Swrasiyla M/D/Z/6, M/D/Z/8, M/D/Z/B3,
M/D/Z/B5 bakteri izolatlarinin PCR tirtinleri
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4.7 Konukcu Dizisi Testi Bulgular:

Zeytin ve zakkum bitkilerinin yaprak kismina verilen M/D/Z/6 izolatinin etkinligi 9
giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda kontrol edilmis ve kaydedilmistir (Tablo 4.18).
Yapilan kontrollerde inokulasyon yapilan yerle sinirla kalmis olan, kahverengi-siyah
nekrotik lezyon zeytin, pembe ve beyaz zakkum bitkilerin uygulama yapilan tim
yapraklarinda gozlenmistir. Negatif kontrol olarak steril su uygulanan yaprakta ise
herhangi bir lezyon belirtisi ortaya cikmamistir (Sekil 4.20). Dokuz giinliik
inkiibasyon siiresinden sonra inokulasyon yapilan bolgeler gozlenmeye devam
edilmis, ancak lezyon disinda herhangi bir sigil veya ur olusumu belirtisi tespit

edilmemistir.

Tablo 4.18 Zeytin ve zakkum bitkilerinin yaprak kismina uygulanan M/D/Z/6 izolat1 ve negatif
kontrol (steril su) uygulamasinin reaksiyon sonuglari ile testin uygulama ve kontrol tarihleri

. Verildigi
Izolat Kodu Bitki Sonu¢
M/D/Z/6 Zeytin Inokulgsyon yapilan yerle smirli kahverengi siyah
nekrotik lezyon
Beyaz Inokulasyon yapilan yerle sirli kahverengi siyah
M/D/Z/6 Zakkum nekrotik lezyon
Pempe Inokulasyon yapilan yerle smirli kahverengi siyah
M/D/Z/6 Zakkum nekrotik lezyon
. . Beyaz _—
Negatif Kontrol (Steril Su) Zakkum Belirti yok
Negatif Kontrol (Steril Su) Zeytin Belirti yok

Testin uygulanma tarihi: 09.04.22; Testin kontrol tarihi: 18.04.22
Izolat kodlarindaki ifadelerden: M/D; Mardin Derik, Z; Zyetin temsil etmektedir

\ . ¢

Sekil 4.2OAZeytin ve zakkum bitkilerinin yaprak kisimlarina uygulanan M/D/Z/6 zeytin izolatinin
inkiibasyon siiresi sonundaki kontrol sonuglart A; Zeytin yapraginda olusan lezyon, B; Zakkum
yapraginda olusan lezyon, C; Negatif kontrol steril su uygulanan zeytin yapragi
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Viriilensligi yiiksek olan A/B/6/2 ve pozitif kontrol Pss izolatlariin konukcu dizisi

sonuglar1 5-6 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda; inokulasyon bolgeleri incelenerek

degerlendirilmis ve kaydedilmistir. (Tablo 4.19) Lezyon uzunlugu, genisligi ve

siirglin ¢ap1 verilerinin hepsi milimetre (mm) uzunluk birimi olarak Gl¢lilmiistiir.

Lezyonlarin dl¢ililmesinde dijital kumpas kullanilmistir (Sekil 4.21).

Tablo 4.19 A/B/6/2 ve pozitif kontrol (Pss) izolatlarmin konukgu dizisi testinde farkli bitkilerdeki
lezyon dl¢iimleri

. Lezyon Lezyon Siirgiin Lezyon Lezyon Siirgiin

Izolat Verildigi - S e Uzunlugunun Genisliginin

Kodu Bitki Uzunlugu Genisligi Cap Yaris1 (mm) Yaris1 (mm) Yaricap:

(mm) (mm) (mm) (b) (a) (mm) (r)

A/B/6/2 | Kayisi 46,47 2,92 7,8 23,235 1,46 3,9
A/B/6/2 | Kayisi 17,32 3,51 6,1 8,66 1,755 3,05
A/B/6/2 | Badem 18,16 2,54 6,46 9,08 1,27 3,23
A/B/6/2 | Badem 16,8 2,16 7,14 8.4 1,08 3,57
A/B/6/2 | Kiraz 19,34 4,03 7,08 9,67 2,015 3,54
A/B/6/2 | Kiraz 18,25 4,62 6,35 9,125 2,31 3,175
A/B/6/2 | Mahlep 19,76 3,12 5,47 9,88 1,56 2,735
A/B/6/2 | Mahlep 15,6 3,02 7,07 7,8 1,51 3,535
A/B/6/2 | 1gde 0 0 12,4 0 0 6,2
A/B/6/2 | 1gde 0 0 12,11 0 0 6,055
A/B/6/2 | Erik 26,98 5,38 9,38 13,49 2,69 4,69
A/B/6/2 | Erik 12,76 7,57 11,17 6,38 3,785 5,585
A/B/6/2 | Visne 16,79 5,55 8,83 8,395 2,775 4,415
A/B/6/2 | Visne 2745 4,05 6,33 13,725 2,025 3,165
A/B/6/2 | Kiziletk 0 0 5,64 0 0 2,82
A/B/6/2 | Seftali 39,79 6,87 8.8 19,895 3,435 4.4
A/B/6/2 | Seftali 31,3 4,97 8,53 15,65 2,485 4,265
A/B/6/2 | Zeytin 7,29+2,42% | 1,8442.35*% | 5,52 - - -
A/B/6/2 | Zeytin 7,19+2,53* | 1,91+1,8% 5,40 - - -
Pss Badem 10,30 1,83 6,76 5,15 0,915 3,38

* Kabuk nekrozlarinda her iki kabuktaki mevcut lezyon 6lgiimleri “+” isareti ile ayr1 ayr1 verilmistir
Pss; Pozitif kontrol (Pseudomonas syringae pv. syringae)

Testin uygulama tarihi: 06.04.22; Testin kontrol tarihi: 17.05.22
A/B; Adiyaman Besni

Sekil 4.21 Konukgu dizisinde A/B/6/2 izolatinin olsturdugu lezyonlarin dijital kumpasla 6l¢limii A;

Siirglin ¢apinin 6l¢iimii, B; Lezyon uzunlugunun dl¢iimii, C; Lezyon ¢apinin 6l¢iimii
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Zeytin ve zakkum bitkilerinin siirglinlerine verilen M/D/Z/6 izolatinin 5-6 haftalik

inkiibasyon siiresi sonundaki reaksiyonlar1 kontrol edilerek degerlendirilmistir (Tablo

4.20).
Tablo 4.20 M/D/Z/6 izolatinin zeytin ve zakkum bitkilerindeki lezyon dl¢timleri
- Lezyon Lezyon -
izolat | Verildigi Lezyon Lezyon | Sirgin | ) jusunun | Genisliginin | ursin
r s Uzunlugu Genigsligi Cap1 Yarigapi
Kodu Bitki Yarisi (mm) Yaris1 (mm)
(mm) (mm) (mm) (mm) (r)
(b) (a)
M/D/Z/6 Zakkum 15,43 5,91 6,23 7,715 2,955 3,115
(Pembe)
MD/zi6 | ZRKUM g s31660% | 2.2442.80% | 6,27 - - -
(Beyaz)
M/D/Z/6 | Zeytin 10,18+7,68* | 1,97+1,82* | 5,51 - - -

* Kabuk nekrozlarinda her iki kabuktaki mevcut lezyon 6lgiimleri “+” isareti ile ayr1 ayri verilmistir
Testin uygulanma tarihi: 09.04.22; Testin kontrol tarihi: 17.05.22
M/D; Mardin Derik, Z; Zeytin

Inkiibasyon siiresi sonunda pozitif reaksiyon olan bitkilerde dijital kumpas
yardimiyla ol¢iilen lezyon uzunluk, genislik ve siirgiin ¢ap1 verileri A/B/6/2 bakteri
izolatinin sert ¢ekirdekli bitkilerdeki enfeksiyon alaninin yiizde degerlerinin
bulunmas1 amaciyla kullanilmistir. Konukgu dizisi testi sonucunda A/B/6/2 bakteri
izolatinin farkli sert cekirdekli bitkilerdeki enfeksiyon alan yiizde verileri elde
edilmistir. Enfeksiyon alan yiizdesi verilerine ArcSin ag¢1 transformasyonu
uygulandiktan sonra istatistik analizleri SPSS (Version: 21.0.0.0) programi ile

gerceklestirilmistir.

Istatistik analizi sonucunda, bitkilerdeki enfeksiyon alan yiizdelerinin gruplamalari
transforme veriler lizerinden Tukey coklu karsilastirma testine gore yapilmis, ham

yiizde degerleri ve standart hatalar1 ayrica verilmistir (Tablo 4.21).

Tablo 4.21 A/B/6/2 bakteri izolatinin konukcu dizisi testi istatistik analiz sonucu enfeksiyon alan
yiizdesi ortalamalari, standart hata degerleri ve Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gore gruplari

Bitki Enfeksiyon Alan Yiizde Ortalamalar:
Badem 8,6963+1,1333 b
Kayisi 11,8720+2,5131 be
Kiraz 16,2095+1,9793 be
Mabhlep 12,4692+1,7903bc
igde Oa
Erik 15,6408+1,3018 be
Vigne 15,8543+0,1409 be
Kizileik Oa
Seftali 17,0416+2,4754 d
Zeytin 15,0496+0,0596 be

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiki agidan birbirinden farklidir (Tukey’®
P<0.05
)

+’dan sonra ilave edilen sayilar standart hatalar
Yiizde ortalamalar1 ve standart hatalardan sonraki farkli harfler ise Tukey c¢oklu karsilagtirma test
gruplarini ifade etmektedir

104




Bakteri izolatinin (A/B/6/2) konukcu dizisi testi sonucunda; bakterinin igde ve
kizilcik bitkilerinde hastalik olusturmadigi tespit edilmistir. Enfeksiyon alan yiizde
degerlerinin hesaplanmasindan sonra uygulanan istatistik analizi sonucunda; bahsi
gecen bakterinin  sert c¢ekirdekli bitkilerdeki hastalik olusturma degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (F, 18.440, df: 9, P<0.001) tespit edilmistir.
Bakteri, igde ve kizilcik bitkilerinde hastalik olusturmazken seftalide en siddetli
belirtiyi meydana getirmistir. Seftaliden sonra sirasiyla kiraz, visne, erik, zeytin,
mahlep ve kayisi fidanlar1 bakteri tarafindan siddetli sekilde hastalandirilmistir. S6z
konusu bakteri, izole edildigi badem bitkisinde hastalik belirtisi olusturmus ancak bu
belirti sayilan diger sert ¢ekirdekli bitkilerden daha zayif olusmustur. A/B/6/2 izolati
pozitif kontrole gore, badem bitkilerde yaklasik 2,5 kat daha siddetli hastalik belirtisi
olusturmustur (Sekil 4.22). Bakterinin zeytin fidaninda daha ¢ok kabuk reaksiyonlari
meydana getirdigi buna karsin, badem ve kayis1 bitkilerinde iletim demetine dogru
ilerledigi ve oOzellikle i¢ dokuda gelistigi yapilan testte belirlenmistir. Yapilan
calisma neticesinde bademde hastalik olusturan bir bakterinin igde ve kizilcik harig¢ 8
farkl sert ¢ekirdekli tiirde hastalik olusturabilecegi ve bu bitkileri ihtiva eden karisik
bahgelerde bitkiden bitkiye yayilabilecegi sonucuna varilmistir. Stenotrophomonas
cinsi igerisinde yer alan Stm’nin; klivya (Clivia miniata) yapraklarinda, piring (Oryza
sativa) yapraklarinda, Lilium zambagmin (Lilium davidii var. unicolor) meyve ve
soganlarinda, sarimsak (Allium sativum) yumrusunda, muz (Musa sapientum)
koklerinde ve golevez (Colocasia esculenta) yumrularinda patojen olduguna dair
caligmalarda mevcuttur (Hu ve ark., 2021; Ling ve ark., 2019; Singh ve ark., 2001).
Ayrica Stm’nin Cin ginsenginin (Panax notoginseng [Burg] F. H: Chen) koklerinde
patojen oldugunu belirtir arastirmada vardir (Zheng ve ark., 2022). fran’da Habibi ve
Khodaygan (2015) tarafindan kayisi, seftali ve kiraz sert cekirdekli bitkilerinde
Stenotrophomonas spp’nin patojen olduguna dair kayit mevcuttur. Bahsi gegen
calisma ile arastirmamizdaki kayisi, kiraz ve seftali bitkilerinde yapay
inokulasyondaki  patojenisite  sonucu, paralellik  gostermektedir. = Ancak
calismamizdaki; dogal kosullarda badem ve mahlepte, yapay inokulasyonda ise erik,
visne ve zeytinde patojen olma tespitine benzer bir ¢alismaya incelenen kaynaklarda

rastlanmamuistir.
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Sekil 4.22 Konukgu dizisi test sonuglar1 A; Kiraz bitkisindeki lezyoﬁ olusumu (pozitif sonug), B; Igde
bitkisindeki negatif sonug, C; Pozitif kontrol (Pss) bakterinin badem bitkisinde olusturdugu lezyon

Zeytinden izole edilen ve tekrarlanan havug testinden yiliksek miktarda ur
olusturdugu icin secilen M/D/Z/6 (Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi)
izolatinin zeytin ve Saygili ve ark. (2019)’a gore konukcu dizisinde bulunan zakkum
bitkilerindeki hastalik yilizdeleri degerlendirilmistir. Bahsi gecen bakterinin zakkum
bitkisinde zeytin bitkisine kiyasla daha siddetli hastalik olusturdugu belirlenmistir.

Zakkumun pembe ve beyaz olarak iki farkli ¢esidi ¢aligmada kullanilmis ve etmenin
% 47 gibi yiiksek bir enfeksiyon alan yiizdesiyle beyaza kiyasla pembe zakkumda
cok daha siddetli reaksiyon olusturdugu belirlenmistir.

4.8 Bakir Siilfat Denemesinin NA Besi Ortamindaki Standardinin Belirlenmesi
Bulgular:

Stenotrophomonas spp. olarak teshis edilen ve viriilensligi yiiksek bulunan patojen
A/B/6/2 badem izolatinin, NA besi ortamindaki bakir siilfat toleransinin belirlenmesi
ve standardinin olusturulmasi amaciyla yinelenen testte; 12 saatlik gdzlemler
yapilarak bakteri kolonilerinin sayimlar1 yapilmistir. Yapilan gézlemler neticesinde;
48 saatlik sayimlarda bakterilerin sayillamayacak yogunluga ulastifi, 36 saatlik

sayimlarin en ideal sonuglart verdigi gozlenmis ve bakir siilfat toleransinin
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belirlenmesinde 36 saatlik sayim verileri kullanilmistir (Sekil 4.23). Elde edilen
verilerin istatistik analizleri SPSS (Versiyon: 21.0.0.0) programi ile yapilmistir
(Tablo 4.22).

Tablo 4.22 A/B/6/2 bakteri izolatimin 10 seyreltmede ve farkli bakir siilfat konsantrasyonlarindaki
koloni sayilarinin ortalama, standart hata ve Tukey coklu karsilastirma testine gore gruplari

Seyre!tme 10°
Serisi
Bakar Siilfat

konsantrasyonu Koloni sayilar1 (CFU/mL), stndart hata ve tukey testi gruplari
(mM)

0 10,2%10°+2,3094 f

0,1 8,6%10°+2,3094 ¢

0,3 7%10°+2,3094 e

0,5 6,8%10°+2,3094 e

0,6 5,8%10°+£2,3094 d

0,7 4,8%10°+2,3094 ¢

0,8 2.6%10°£2,3094 b

0,9 0,2%10°+2,3094 a

1 Oa

1,5 Oa

2 Oa

* Ayni siitundaki farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiki agidan birbirinden farklidir (Tukey’*
P<0.05
)

Fdoz: 920,653, df: 43, 88, P<0,001

Sekil 4.23 Bakir siilfat tolerans belirleme deneme sonuclart A; Ilk bakir siilfat denemesindeki
sayilamayacak yogunluktaki bakteri kolonileri, B; Tekrarlanan ve NA besi ortaminda standardin
olusturulmas: amaciyla yapilan sayilabilecek durumdaki bakteri kolonilerini ihtiva eden 36 saatlik
bakir siilfat denemesi

Minimum inhibitdér konsantrasyonu (MIC); bakterilerin iiremesini durduran bir

kimyasalin en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (Chikezie, 2017).
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A/B/6/2 bakteri izolatinin NA besi ortaminda bakir siilfat toleransinin belirlenmesi
ve standart olusturulmasi testi sonucunda; 1 mM bakir siilfat konsantrasyonunun
MIC degeri oldugu tespit edilmistir. Bakir siilfatin farkli konsantrasyonlarinin (0,1-
2,0 mM) bakteri gelisimi {izerine etkisinin istatistiki agidan Onemli oldugu
belirlenmistir (Fdoz, 920,653, df: 43, 88, P<0,001). Yapilan gozlemlerde pozitif
kontrole (0 mM) kiyasla 0,8 ve 0,9 mM konsantrasyonlarinda bakteri koloni
caplarinin 0,1-0,3 mm arasinda degisen oranlarda ¢ok kiiciik koloniler oldugu ve
gelisimlerinin olumsuz etkilendigi belirlenmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda
Tukey testine gore; seyreltme serilerinde bakteri yogunluklariyla paralel olarak en
yiiksek ortalamanmn 10 seyreltmede ortaya ¢iktigi ve bunu sirasiyla 107, 10, 107
seyreltme serilerinin izledigi sonucuna ulasilmistir. Bakir konsantrasyonlarinin
istatistik analiz sonucunda Tukey testine gore; 6 farkli grupta dagilim gdsterdigi
belirlenmistir. Sert g¢ekirdeklilerden izole edilen Pseudomonas izolatlarinin bakir
stilfat toleransinin belirlendigi bir ¢alismada; 0,36 mM ve iizeri konsantrasyonlarda
gelisen izolatlarin bakira direngli olarak kabul edildigi bildirilmistir (Sulikowska ve
Sobiczewski, 2008). Mannitol-Glutamat ve Casitone maya extraktinin besi ortami
olarak kullanildigr s6z konusu calismada bakterilerin uygulandigi petrilerin bu
calismadan farkli olarak 28 °C’de 72 saat inokule edildikten sonra degerlendirildigi
bildirilmistir. Sert ¢ekirdekli bitkilerdeki patojen Ps patovarlarinin farkli bakirh
bilesiklere karsi direncinin ve mekanizmasinin belirlendigi bir ¢alismada mevcuttur
(Husseini ve Akkdprii, 2020). S6z konusu ¢alismada Ps patovarlarinin farkli bakir
siilfat konsantrasyonlarindaki (0-2,0 mM) MIC degerinin 0,5-1,0 mM arasinda
degistigi bildirilmistir. 24 farkli izolatin degerlendirildigi ¢alismada; 8 Psm izolatinin
MIC degerinin 0,5-1,1 mM arasinda, 16 Pss izolatinin MIC degerinin ise 0,77-2,0
mM arasinda degistigi ifade edilmistir.

4.9 Hastalik ve Yayginhik Oram Bulgular

Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde 2019-2021 yillarinda gerceklestirilen ve
sansa bagl olarak yiirlitiilen sérvey calismasinda toplam 80 sert ¢ekirdekli meyve
bahgesi incelenmistir. Adiyaman ilinde badem ve zeytin bahgelerinden 6rnekleme
yapilmistir. Adiyaman il genelinde TUIK (2021) verilerine gore 106.349 da alanda
3.036.528 badem ve zeytin agaci yetistirilmektedir. Bahsi gecen agac varliginin
122.430 adetini temsilen, 6.648 agagta gozlem yapilmistir (Tablo 4.23).
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Tablo 4.23 Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin il ve ilgelerinde bulunan &rnekleme yapilan sert
cekirdekli meyve agaci sayilari ve iiretim alanlar1 (TUIK, 2021)

Arastirma Illeri Ilgeler Ornekleme Yapilan Meyve Tiirleri Uretim Yapilan Alan Toplam Agag
(da) Sayisi

Besni Badem, zeytin 34250 702323

Adiyaman Kahta Badem, zeytin 57849 2009615
Merkez Badem 14250 324590
Toplam Badem, zeytin 106349 3036528
Bismil B_adem, er@k, kayisi, kiraz, mahlep, seftali, 786 20547

vigne, zeytin

Cermik Badem, kayist, kiraz 1000 43300
Cinar Badem 300 16300
Ciingiis Badem, kiraz 1270 38100

Diyarbakir Dicle Badem 917 26600
Egil Badem, erik, kayisi, kiraz 4310 120345
Ergani Badem 1500 49000
Yenisehir Kayist, kiraz 200 1340
Toplam Badem, er@k, kayisi, kiraz, mahlep, seftali, 10283 315532

vigne, zeytin
Derik Zeytin 11661 325200
Mardin Merkez Badem, erik, kiraz, mahlep, seftali, zeytin 9369 133078

Toplam Badem, erik, kiraz, mahlep, seftali, zeytin 21030 458278

Diyarbakir ilinde 10.283 da alanda yetistirilen 315.532 badem, erik, kayisi, kiraz,
mahlep, seftali, visne ve zeytin agacindan 38.250 agaci temsilen 2.910 agag
incelenmistir. Mardin ilinde ise badem, erik, kiraz, mahlep, seftali ve zeytin
bitkilerini ihtiva eden 21.030 da alandaki 458.278 agactan, 10.660 agaci temsilen
1.385 sert ¢ekirdekli bitki agacindan 6rnekleme yapilmistir (Tablo 4.24).

Tablo 4.24 Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin il ve drnekleme yapilan ilgelerinde bulunan toplam agag
ile gozlem yapilan bahge ve agag sayilari

Aragtirma Ornek Alinan Toplam Agag Gozlem Yapilan Gozlem Yapilan Gozlem Yapilan
illeri ilgeler Sayist Bahge Sayist Bahgelerdeki Agag Sayisi Agag Sayist
Besni 702323 9 24080 1424
Adiyaman Kahta 2009615 16 97150 5044
Merkez 324590 2 1200 180
Toplam 3036528 27 122430 6648
Bismil 20547 3 1390 130
Cermik 43300 6 9830 690
Cinar 16300 1 4500 225
Ciingiis 38100 2 250 80
Diyarbakir | Dicle 26600 6 2210 425
Egil 120345 6 19100 990
Ergani 49000 7 870 330
Yenigehir 1340 1 100 40
Toplam 315532 32 38250 2910
Derik 325200 2 3100 155
Mardin Merkez 133078 19 7560 1230
Toplam 458278 21 10660 1385

Adiyaman ilinde farkli yonlerden 27 bahgede ornekleme yapilmistir. Diyarbakir
ilinde 8 ilgeden toplam 32 farkli sert ¢ekirdekli meyve bahgesi ziyaret edilmis ve
hastalikli bitki 6rnekleri toplanmistir. Mardin ilinde ise Derik ve Merkez il¢elerinden
toplam 21 farkli sert ¢ekirdekli bitki bahgesi incelenmistir. Hesaplamalarda gézlem
yapilan bahgelerden sadece badem ve zeytin bahgeleri degerlendirilmistir. Badem
bahgelerinde kanser belirtisi gozlenenler hastalikli, gozlenmeyenler ise saglikli

olarak kaydedilmistir. Ilaveten zeytin bahgelerinde kanser ve ur belirtisi goriilenler
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hastalikli, goriilmeyen bahgeler ise saglikli olarak degerlendirilerek hesaplamalar
ayr1 ayrt gerceklestirilmistir. Sorvey calismasindaki veriler baz alinarak badem ve
zeytin bahgeleri ile 6rnekleme il ve ilgeleri i¢in hastalik siddeti, hastalik orani ve
yayginlik oran1 hesaplar1 boliim 3.2.12°de belirtildigi iizere Bora ve Karaca (1970)’e
gore yapilmstir.

4.9.1 Badem bahcelerindeki kanser belirtisinin hastalik ve yayginhik oram
bulgular

Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerindeki 54 kapama ve 5 karisik bahgedeki
bademlerde gozlenen kanser belirtisine gore hastalilk ve yayginlik orani
hesaplanmistir. Mardin ilinin bademde % 0,67 ile arastirma illeri igerisinde, en

yiiksek kanser hastalik oranina sahip il oldugu saptanmastir.

Ug arastirma ili yayginlik oran1 agisindan birlikte degerlendirildiginde; Mardin illinin
% 100 gibi yiiksek bir degere sahip oldugu ve bunu sirasiyla % 61,53 ve % 34,782
oranlartyla Diyarbakir ve Adiyaman illerinin takip ettigi belirlenmistir. Aym
zamanda Diyarbakir ilinin ii¢ il icerisinde en diisiik kanser belirtisi hastalik oranina
sahip oldugu saptanmustir. Ilgelerin yaygimlik oraninmn % 25 ile % 100 arasinda
degistigi belirlenmistir. Hastalik oran1 en yiiksek il¢elerin; Adiyaman ilinde Besni,
Diyarbakir ilinde Bismil ve Mardin ilinde ise merkez ilgenin oldugu tespit edilmistir.
Kanser belirtisi gortilen tiim ilgelerde ise Bismil % 2,21°lik hastalik oraniyla 6n plana

cikmaktadir. En diisiik hastalik oranina sahip ilgenin ise Adiyaman merkezi oldugu

belirlenmistir (Tablo 4.25).

Tablo 4.25 Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerindeki badem bahgelerinde bulunan kanser
belirtisinin il ve ilgelere gore hastalik ve yayginlik oranlari

Arastirma flleri Hastalik Orani Yaygilik Orant Aragtirma merinin Hastalik Orani Yayginlik Orani
[08) (P) Ilgeleri (0] (P)
Besni % 1,31 % 42,85
Adiyaman % 0,309 % 34,182 Kahta % 0,05 % 28,57
Merkez % 0,02 % 50
Bismil % 2,21 % 100
Cermik % 0,07 % 80
Cinar % 0,006 % 100
Diyarbakir % 0,127 % 61,53 Ciingiis % 0,15 % 50
Dicle % 0,07 % 40
Egil % 0,015 % 25
Ergani % 0,23 % 71,42
Mardin % 0,67 % 100 Merkez % 0,048 % 60

Tekirdag ilindeki kiraz agaclarinda, bakteriyel kanser hastaliginin (Pss ve Psm)
incelendigi bir ¢alismada; 129 enfekteli bitki 0rnegi toplandigi ifade edilmistir.

Hastalik yaygmhiginin % 20-57 arasinda degisen oranlarda oldugu ve enfekteli
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agaclardaki hastalik siddetinin ise % 20-85 arasinda oldugu bildirilmistir (Biilbiil ve
Mirik, 2014).

Yine Tekirdag ilinde, kirazlardaki bakteriyel kanser etmenlerinin (Pss ve Psm)
yayginligmin belirlendigi diger bir calismada; 150 hastalikli 6rnek toplanmistir.
Sorvey yapilan tiim bahgelerde bakteriyel kanserin tespit edildigi, diger ¢alismayla
benzer sekilde bahgelerdeki hastalik yayginliginin % 20-57, hastalik siddetinin ise %
20-85 arasinda degistigi ifade edilmistir (Mirik ve ark., 2016).

Bu caligmalara gore bakteriyel kanserin sert c¢ekirdekli bitkilerden olan kirazda
olduk¢a yaygin olarak goriilebildigi anlasilmaktadir. Caligmamiz bademdeki kanser
belirtisinin yayginlik oraninin 6rnekleme illerinde % 34,782-100 arasinda degisen
oranlarda ortaya ¢iktigini gostermektedir. Buna karsin 6rnekleme illerindeki hastalik

o

oraninin % 0.127-0,67 arasinda degistigi belirlenmistir.

4.9.2 Zeytin bahgelerindeki Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi etmeninin
hastalik ve yayginlik oranmi bulgular:

Adiyaman ve Mardin illerindeki 8 kapama zeytin bahg¢edesinde gozlenen kanser ve
ur belirtisine gore hastalik ve yayginlik orani hesaplanmistir. Diyarbakir ilinde
herhangi bir gézlem yapilmamistir. Yapilan hesaplamalar neticesinde; Mardin ilinin
% 33,281°lik hastalik oran1 ile Adiyaman iline kiyasla daha yiiksek hastalik oranina
sahip il oldugu belirlenmistir. Yaygmlik oram1 acisindan degerlendirildiginde;
Adiyaman ilinin % 50 yayginlik oranina sahip olmasina karsin Mardin ilinin % 75
yaygmhik oranma sahip oldugu saptanmustir. Ilgelerin  hastalik  orani
karsilastirildiginda; Kahta, Mardin Merkez ve Besni ilgelerinin birbirine yakin olarak
sirasiyla % 0,01, % 0,15 ve % 0,2 hastalik oranma sahip oldugu tespit edilmistir.
Ancak TUIK (2021) verilerine gore; 325.200 agag gibi yogun zeytin yetistiriciligi
yapilan Derik ilgesindeki hastalik oraninin % 50,37 oldugu belirlenmistir. Ilgelerin
yayginlik oraninin % 50 ile % 100 arasinda degistigi ve Derik il¢esinin hastalik
oraninda oldugu gibi % 100 yayginlik oraniyla diger ilgelere kiyasla Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi etmeninin daha yaygin gorildiiglii ilce oldugu tespit

edilmistir (Tablo 4.26).
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Tablo 4.26 Adiyaman ve Mardin illerindeki zeytin bahgelerinde bulunan Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi etmeninin il ve ilgelere gore hastalik ve yayginlik oranlari

. Yayginlik Orani Aragtirma Yayginlik Orant
Aragtirma Illeri Hastalik Orani (I) P) fllerinin ilgeleri Hastalik Orani (I) P)
Besni % 0,02 %50
0 £
Adiyaman % 0,017 % 50 Kahta % 0.01 % 50
. Derik % 50,37 % 100
0 ,
Mardin % 33,281 % 15 Morkez %015 %350

Hatay ili zeytin bahgelerinde zeytin dal

kanseri (Psv) hastalifinin yayginliginin

belirlendigi bir ¢alismada; hastaligin en yiiksek yayginlik orani ile (% 90) Samandag,
Iskenderun, Arsuz ilgelerinde bulunugu Hassa, Kirikhan, Reyhanli, ve Kumlu’da ise
hastahigin saptanmadig1 ifade edilmistir. Ornekleme yapilan diger ilgelerde ise
hastaligin % 15-50 arasinda yayginlik gosterdigi bildirilmistir (Dokséz ve Bozkurt,
2020b).

Marmara Bolgesi’ndeki zeytin agaglarinda Psv hastaliginin yayginliginin arastirildig
diger bir ¢alismada ise; 104 hastalikli 6rnekten 208 bakteri izolatinin elde edildigi
belirtilmistir. Ornekleme illerinden Canakkale, Balikesir, Tekirdag ve Bursa’da
yayginlik oraninin sirasiyla; % 100, % 81, % 66, ve % 4 oldugu ve Yalova ilinde
hastaliga rastlanmadig1 kaydedilmistir. Hastalik oraninin ise Canakkale’de % 73,
Balikesir’de % 56, Tekirdag’da % 30 ve Bursa’da % 0,6 oldugu bildirilmistir (Mirik
ve Aysan, 2011).

Calisgmamizda Psv’nin yayginlik oraninin 6rnekleme illerimizden Adiyaman’da %
50, Mardin’de ise % 75 oldugu saptanmistir. Etmenin calismamizdaki 6rnekleme
illerinde, bahsi gegen calismalardakine benzer bir yayginlik sergiledigi, hastalik
oraninda ise Adiyaman ve Mardin illeri arasinda biiylik bir farklilik oldugu
goriilmektedir. Mardin ili hastalik oram1 Mirik ve Aysan (2011)’de bildirilen
Tekirdag ilindekine benzer olarak % 33,281 olarak belirlenmistir. Adiyaman ilinin
ise ayn1 calismadaki Bursa iline benzer sekilde bir hastalik oranina (% 0,017) sahip
oldugu tespit edilmistir.

4.10 Genel Tartisma

Sert cekirdekli meyve tiirleri ekonomik agidan en 6nemli agaglar arasindadir ve
diinya capinda tiim kitalarda farkli Olgiilerde yetistirilmektedirler (Lamichhane,
2014). Sert ¢ekirdekli bitkiler de tipki diger pek cok bitki tiirlerinde oldugu gibi
bakterilerle cesitli bi¢cimlerde iliski i¢indedirler. Diinyada varlig1 bilinen yaklasik
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1.600 bakteri tiirlinlin ¢ogunlugunu saprofitik karaktere sahip ve organik artiklarin
pargalanmasinda biiylik rol oynayan bakteriler olusturmaktadir. Bunlarin haricinde
insan ve hayvanlarda patojen bakterilerin yani sira 6nemli 6lciide fitopatojen bakteri
varhigida mevcuttur (Benlioglu, 2012; Egerci ve ark., 2021). Bu kapsamda
Gilineydogu Anadolu Bolgesinin sert ¢ekirdekli bitki yetistiriciliginde 6n plana ¢ikan
illeri olan Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde 2019-2020 yillarinda sorvey
caligmasi yiiriitiilmiis ve hastalikli dokulardaki bakteriyel etmenlerin tanimlanmasi
amaclanmistir. Sorvey calismasi ile 80 farkli sert ¢ekirdekli meyve bahgesinden 174
adet hastalikl bitki 6rnegi toplanmaistir.

Bitki bakteri hastaliklar1 genellikle yaprak ve meyve lekeleri, kanserler, yanikliklar,
solgunluklar, cilirlimeler ve urlar gibi morfolojik belirtiler ile karakterize edilmektedir
(Kannan ve ark., 2015). Sorvey calismasi esnasinda ¢alisma konusunu teskil eden
sert ¢cekirdekli meyve tiirlerinde gozlenen bakteriyel hastalik belirtilerini 6zetleyerek

hastalik etmenlerinin genel bir profilinin ¢ikarilmasi miimkiindiir.

Bitki patojeni Pseudomonas’lardan Pseudomonas syringae (Ps); tek yillik ve ¢ok
yillik bitkiler, meyve agaglari, siis bitkileri ve sebzeler dahil olmak tizere 180’den
fazla bitki tiirlinde hastaliga neden olabilmektedir (Agrios, 2005; Little ve ark.,
1998). Fitopatojenik Pseudomonas’lar ¢alismada bitkilerde gozlenen ve ornekleme
yapilan hastalik belirtilerine de benzer sekilde; mantar yaniklig1 (P. tolasii, P. agarici
patovarlar1), urlar (P. savastanoi patovari), yumusak ve kahverengi curiikliik (P.
viridiflava, P. marginalis patovarlar), yaprak lekeleri, kanserler, geriye dogru 6liim,
cicek, dal, yaprak veya 6z yanikliklar1 (P. syringae patovarlart) dahil olmak tizere
farkli simptomlara sahip bitki hastaliklarina neden olmaktadirlar (Braun-Kiewnick ve
Sands, 2001). Sorvey ve ornekleme caligmalarimizda biiylik ¢ogunlugunu badem
olusturan 80 adet farkli sert cekirdekli meyve bahgesinde diger hastalik belirtilerine
nazaran kanser belirtisinin % 48,75 gibi yiiksek bir oranda bulundugu saptanmustir.
Sert ¢ekirdekli tiirlerde bakteriyel kanser belirtisine Pseudomonas syringae pv.
syringae (Pss), Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm), avii, persicae ve
viridiflava gibi farkli Ps patovarlar1 neden olabilmektedir (Husseini ve Akkopri,
2020). Kanser belirtisine yalnizca bakteriyel etmenler sebep olmamakta, 6zellikle

seftalide Fusicoccum, Cytospora ve Leucostoma kanserleri gibi fungal etmenlerde
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neden olabilmektedir (Sholberg ve Kappel, 2008). Ancak bu arastirmada; badem ve
mabhlep bitkilerinden izole edilen HR ve ana konukgu testi pozitif olup re-izolasyonu
yapilan toplam 10 adet patojen bakteri izolatinin biyokimyasal, MALDI-TOF MS ve
27f/1492r universal primerle 16s rRNA dizi analiz sonuclarina gore

Stenotrophomonas rhizophila oldugu teshis edilmistir (Tablo 4.27).

Tablo 4.27 Patojen bulunan badem ve mahlep bakteri izolatlarini tanilama ¢aligmalarinda kullanilan
biyokimyasal, patojenisite, 16s DNA dizi analizi ve MALDI-TOF MS testlerinin sonuglari

A 16s MALDI

Izolat Kodu | Bitki KonP L DNA GR TOE K| Lev |Oks | Pek | Ar | HR |G| A | T | Ta
CE.7.0 B + TY | TY - Str + | + + [+ ]+ ]+
D/CE/8/4 B + - TY - Str + + + + | + | -
M.04/10/1 B + + TY - Str + + + -+ |+
A/B/6/2 B + + Str - Str + + + -+ |+
A/B/8/1 B + + Str - Str + + + -+ |+
D/EG/21/1/1 B + TY TY - TY + + + + | + | +
M.04/15/1 M + + Str - Str + + + + |+ | +
M.04/15/3 M + + TY - TY + + + -+ |+
M.04/15/4 M + + TY - Str + + - + + | + | -
M.04/4/2 M + + TY - Str + + - - - + + |+ | + -
B; Badem bitkisi, M; Mahlep Bitkisi, AKonP; Ana konuk¢u patojenisite testi, L; Limon testi, H;

Havug testi, GR; Gram reaksiyonunun belirlenmesi testi, K; Katalaz reaksiyon testi, Lev; Levan
olusum testi, Oks; Kovacs oksidaz testi, Pek; Pektolitik aktivite testi, Ar; Arjinin dihidrolaz testi, HR;
Tiitlinde hipersenstif reaksiyon testi, G; Jelatin hidroliz testi, A; Esculin hidroliz testi, T; Tyrosin
kullanim testi, Ta; Tartarik asit kullanim testi, 16s rDNA; 16s rRNA dizi analizi sonucu, Str;
Stenotrophomonas rhizophila, MALDI-TOF; Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ucus
Stiresi Kiitle Spektrometre teshis sonucu +; Pozitif reaksiyon, -; Negatif reaksiyon, TY; Test
yapilmadi

Izolat kodlarindaki ifadelerden: D/EG; Diyarbakir Egil, D/CE; Diyarbakir Cermik, M; Mardin, A/B;
Adiyaman Besni temsil etmektedir

Ayrica patojen Str izolatlarinin elde edildigi bahge lokasyonlarini gosterir harita Ek
3.A’da sunulmustur. Yine ayni calismamizda hastalikli orneklerden izole edilip,
patojen olmayan 70 izolatin MALDI-TOF teshisinde de 13 adetle Str’nin en fazla tiir
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglarimiza gdre Str’nin patojen ve patojen olmayan

varyantlarinin var oldugu anlasilmaktadir.

Patojen Str izolatlari’nin tamami, patojen olmayanlara kiyasla tiitiin bitkisinde pozitif
kontrol Pss izolat1 ile benzer HR pozitif reaksiyon sergilemistir. Bu baglamda HR
pozitif reaksiyon veren izolatlarin patojen olma ihtimali yiiksektir ve ¢aligmada ana
konukcu bitkilerinde patojenisite testi yapilarak patojen olduklarinin kesinlestirilmesi

amaclanmustir.
HR pozitif oldugu belirlenen Str izolatlarinin patojen oldugunu kanitlamak icin ana

konukcu bitkilerinde reaksiyon olusturup olusturmadigi Koch Postiilatlarina uygun

sekilde test edilmistir. Izole edildikleri badem ve mahlep konukeu bitkilerine verilen

114




patojen Str izolatlarinin tamami pozitif kiiltiir Pss ile benzer sekilde pozitif reaksiyon
olusturmus ve re-izole edilmislerdir. Aym1 zamanda D/EG/21/1/1 ve Ce.7.0.
izolatlar1 disinda 4 badem ve 4 mahlep patojen Str izolatina pozitif kiiltiir Pss
izolatiyla birlikte limon meyve testi uygulanmistir. D/CE/8/4 izolati disindaki tiim
izolatlar limon meyvesinde Pss izolatina benzer siyah nektorik lezyon ve bazilarinda
hafif ¢okiintii olusturmustur. Incelenen diger kaynaklarda Str izolatlar1 igin limon
testinin kullanildigi hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Ancak 10
izolattan 9’unun pozitif reaksiyon vermesi, patojen Ozellikteki Str izolatlarin
ayriminda limon testinin bir 6l¢iide kullanilabilecegine dair fikir vermistir. Fakat
patojenisitenin belirlenmesinde limon testi yerine ana konukcu patojenisite testi esas

alinmustir.

HR ve ana konukgu testlerinde patojen bulunan Str izolatlarina Pseudomonas
tiirlerini diger bitki patojeni tiirlerden ayriminda standart olarak kullanilan gram
reaksiyonu, floresan pigment olusumu ve LOPAT testleri uygulanmis ve genel test

sonuclar1 Tablo 4.28’de verilmistir (Gasi¢ ve ark., 2012).

Patojen 10 Str izolatinin tamami pozitif kiiltiir Pss ile benzer sekilde, gram negatif
reaksiyon vermistir. Arastirmamizdaki patojen Str izolatlari, pek ¢ok farkli ¢evrede
ve Ozellikle bitkilerde bulunan diger Str izolatlar iizerine yapilan caligmalardakine
benzer sekilde gram negatif Ozellik gostermistir (Zaki ve ark., 2014). Ayrica
Stenotrophomonas spp. ile ilgili yapilan diger ¢alismalarda da gram boyama test
sonucunun negatif oldugu bildirilmistir (An ve Tang, 2018; Berg ve ark., 1996;
Ribbeck-Busch ve ark., 2005; Swings ve ark., 1983; Zheng ve ark., 2022).
Dolayisiyla bakterileri 2 ana taksona ayiran ve tamida siklikla yararlanilan gram

boyama test sonuclarinin, kaynaklardaki sonuglarla ortiistiigii gériilmektedir.

King B besi ortaminda 5 badem (Ce.7.0., A/B/6/2, A/B/8/1, M.04/10/1, D/EG/21/1)
ve 4 mahlep (M.04/15/1, M.04/15/3, M.04/15/4, M.04/4/2) izolat1 zay1f floresan, sar1
pigment olusturmus ancak uzun siireli muhafazada floresan 6zelliklerini yitirdikleri
belirlenmistir. Stm {izerine yapilan diger bir ¢calismada da etmenin Lizojen broth (LB)
ortaminda sar1 pigment olusturdugu kaydedilmistir. Ancak zayifta olsa floresan

Ozellikten bahsedilmemistir.
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Patojen Str izolatlarinin biyokimyasal test sonuglarinda; levan ve HR pozitif,
oksidaz, arjinin ve pektolitik aktivite negatif sonu¢ vermislerdir. Levan testindeki
pozitif sonug, Stm lizerine yapilan diger bir ¢aligmadakinden farklilik gostermektedir
Messiha ve ark., 2007). Calismada % 5 sakkaroz igeren NA ortaminda Stm
izolatlarinin levan olusturmadigi ifade edilmistir. Bahsi ge¢en ¢alismadakinin aksine;
Str olarak tanimlanan ve tamami levan olusturdugu belirlenen 10 patojen izolatin test
sonucu, ayni cinse ait farkl tiirlerin biyokimyasal 6zelliklerinde farklilik olabilecegi

seklinde degerlendirilmistir.

Calismamizda patojen bulunan Str izolatlarinin oksidaz test sonucunun negatif
oldugu tespit edilmis ve bu sonu¢ Stm lizerine yapilan bazi calismamalarla benzerlik
gostermektedir (Oves ve ark., 2013; Swings ve ark., 1983). Ancak Stm’nin oksidaz
pozitif olduguna dair ¢calismada mevcuttur (Zheng ve ark. , 2022). Yada izolatlarin
cogunun oksidaz pozitif oldugu ve degisken test sonuglarinin elde edildigi farkli bir
calismada bulunmaktadir (Palleroni ve Bradbury, 1993). Bu baglamda Kovacs
oksidaz testinde Stenotrophomonas tiirlerinde farkliliklar goriilebilmektedir.
Incelenen kaynaklarda pektolitik aktivite ile ilgili pek bilgiye rastlanmamistir.
Patojen 10 Str izolatida pektolitik aktivite testinde negatif sonu¢ vermistir. S6z
konusu patojen izolatlarin hepsinin arjinin test sonucunun negatif oldugu ve bu
sonucun Stm ile ilgili farkli bir calismadaki sonugla benzer oldugu saptanmistir
(Messiha ve ark., 2007). Ancak Stm lizerine olan ve arjinin dihidrolaz test sonucunun
pozitif oldugunu bildirir bagka g¢alismada mevcuttur (Zheng ve ark., 2022). Bu
arastirmalar 15181nda; 6zellikle Stenotrophomonas spp. tiirlerindeki arjinin dihidrolaz

test sonucunda farkliliklar olabilecegi anlagilmaktadir.

Pozitif kiiltiir Pss ile ayn1 LOPAT test sonuglarini veren patojen Str izolatlarina
genellikle Ps patovarlarin1 ayirt etmede kullanilan GATTa testleri uygulanmistir
(Lelliott ve Stead, 1987; Popovi¢ ve ark., 2021). GATTa testlerinin sonucunda
izolatlar arasinda farkliliklar belirlenmistir. GATTa testlerinde; Iki badem (Ce.7.0.
ve D/EG/21/1/1) ve 2 mahlep izolatinin (M.04/15/1 ve M.04/4/2) pozitif kiiltiir Pss
ile ayn1 sekilde jelatin hidrolizi, esculin hidrolizi, tyrosin kullanimi1 pozitif ve tartarik
asit kullanimi1 negatif sonu¢ vermislerdir. Diger izolatlarin GATTa testi sonuglar

sirastyla; D/CE/8/4 ve M.04/15/4 (++--), M.04/10/1, A/B/6/2, A/B/8/1, M.04/15/3 (-
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++-) seklinde gerceklesmistir (Tablo 4.28). GATTa testlerinin kullanildig:
calismalarda ¢ogunlukla sonuglarin sirasiyla; (++--) Pss, (--++) Psm ik 1, (+---) ise
Psm 1rk 2 seklinde Ps patovarlarini ayirt ettigi bildirilmistir (Kaluzna ve ark., 2010).
Ancak GATTa test sonuglarinda Pseudomonas patovarlarinda degiskenlikler
olabilecegine dair sonuglar da mevcuttur (Gormez ve ark., 2013; Ertimurtas ve

Ozaktan, 2020).

Jelatin hidroliz testinde; 6 izolat pozitif sonu¢ verirken 4 izolat ise negatif sonug
vermistir. Ozellikle Stm {izerine yapilan diger calismalarda ise etmenin jelatin
hidroliz test sonucunun pozitif oldugu bildirilmistir (Hugh ve Ryschenkow, 1961;
Ling ve ark., 2019; Messiha ve ark., 2007; Oves ve ark., 2013). Bu kapsamda Str
olarak tanilanan izolatlarin test sonucundaki farklilik; bahsi gecen testin ayrim
yapmada yetersiz olabililecegi ancak, Stm bakterisinin ayriminda kullanilabilecegi
seklinde degerlendirilebilir. Wolf ve ark. (2002) yapmis olduklar1 ¢alismaya gore;
esculin test sonucu hem Str hemde Stm i¢in pozitiftir. Calismamizdaki 10 patojen Str
izolatininda esculin test sonucunun pozitif oldugu belirlenmistir. Bahsi gecen
calismayla paralellik gosteren bu sonug; esculin testinin Str ve Stm ig¢in benzer

reaksiyon gosterdigini ifade etmektedir.

Pss ile benzer durum Str izolatlar iginde s6z konusu olabilir ve GATTa testi bu
tiriin izolatlarim1 ayirt etmede yetersiz olabilir. Diger taraftan tiiriin patojen ve
patojen olmayan varyantlarin1 da igeren genis bir izolat ¢esitliliginden dolay1 s6z
konusu testler yetersiz kalabilir. GATTa test sonuglarindaki degiskenlikler,
Pseudomonas patovarlarinda oldugu gibi giicli bir ayrim yapmada GATTa

testlerinin Str izolatlar1 i¢in yetersiz oldugu seklinde degerlendirilebilir.

Stm baslangicta Pseudomonas maltophilia, daha sonra ise Xanthomonas maltophilia
olarak tamimlanan Stenotrophomonas cinsi igindeki tiirlerden birisidir (Hugh ve
Ryschenkow, 1961). Akabinde Xanthomonadaceae i¢indeki ¢ogu tiir gibi bitkilerde
patojen olmadigindan Stenotrophomonas olarak yeniden siniflandirilmistir (Palleroni
ve Bradbury, 1993). Stm ana biyotopu toprak ve bitkiler olan ¢ok cesitli ¢evresel
habitatlarda bulunmasina ragmen, tercihen bitki rizosferine ve 6zellikle endofitik

olarak bitki kok ve govdesine yerlesmektedir (Berg ve ark., 1996; Germida ve
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Siciliano, 2001; Juhnke ve des Jardin, 1989; Krechel ve ark., 2002; Ryan ve ark.,
2009; Taghavi ve ark., 2009). Ayn1 zamanda karmasik bilesikleri ve kirleticileri
parcalamak icin biyoremediasyon isleminde kullanilabilmektedir (Binks ve ark.,
1995; Oves ve ark., 2013; Ribitsch ve ark., 2012). Ilaveten bitki patojenlerini
engellemede ve bitki biiylimesini ve sagligini tesvik etmede biyokontrol ajani olarak
kullanimida mevcuttur (Berg ve Ballin, 1994; Messiha ve ark., 2007; Nakayama ve
ark., 1999; Schmidt ve ark., 2012). Hiicre disi enzimlerin salgilanmasi, biyofilm
olusumu, hemoliz ve hareketlilik Strn’nin ana Ozellikleri olarak bildirilmistir (de
Abreu Vidip6 ve ark., 2001; Pompilio ve ark., 2010). Farkli calismalarla; PhoPQ iki
bilesenli sistem, Ax21- ve DSF-¢cogunluk algilama sistemleri gibi ¢esitli viriilans
diizenleyicilerin, Stm’deki viriilanshkla iligkili siireglere aracilik ettigi tespit
edilmistir (An ve Berg, 2018; An ve Tang, 2018; Ryan ve ark., 2015). S6z konusu
bakterinin bitkide patojen olma durumuyla ilgilide ¢aligmalar bulunmaktadir. Stm’nin
Hindistan ve Pakistan’daki piringlerde (Oryza sativa) beyaz leke hastaligina neden
olduguna dair kayitlar mevcuttur (Riaz ve ark., 2016; Singh ve ark., 2001). Diger bir
calismada ise Cin’de Lanzhou zambagi (Lilium davidii var. unicolor) bitkisinin
meyvelerinde yumusak c¢iiriikliige neden oldugu bildirilmistir (Ling ve ark., 2019).
Bunlardan baska daha once Bolim 4.8’de (Konuk¢u Dizisi Testi Bulgular) ifade
edildigi gibi Stm’nin; klivya (Clivia miniata) yapraklarinda, sarimsak (Allium
sativum) yumrusunda, muz (Musa sapientum) koklerinde ve golevez (Colocasia
esculenta) yumrularinda patojen olduguna dair ¢alismada mevcuttur (Hu ve ark.,
2021). Ayrica Stm’nin Cin ginsenginin (Panax notoginseng [Burg] F. H: Chen)
koklerinde patojen oldugunu belirtir aragtirmada vardir (Zheng ve ark., 2022).

Wolf ve ark. (2002) tarafindan Stenotrophomonas cinsi igerisinde yer alip patojen
olmayan ve bitki ile iligkili habitatlarda bulunabilen, yeni bir bakteri olarak
Stenotrophomonas  rhizophila  tirii  tanilanmistir.  Bagka bir  c¢alismada
Stenotrophomonas tirlerinin bitkilerde patojen olup olmadiginin heniiz bilinmedigi
kaydedilmistir (Ryan ve ark., 2009). Buna karsin Pinski ve ark. (2020)
caligmalarinda, Str hakkindaki bilginin heniiz kisith oldugunu vurgulanmislardir.
Ayrica Stenotrophomonas’1 bitkilerde firsatci patojen olarak niteleyen caligmalar da
mevcuttur (Ribbeck-Busch ve ark., 2005). ilaveten Alimi ve Darzi (2012) tarafindan,

[ran’in Kuzeyinde turunggil yaniklig1 etmeni olarak buz cekirdegi aktivitesi pozitif
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Str ve Stm izolatlarinin tespit edildigi bildirilmistir. Bu bilgiler 1s181inda
Stenotrophomonas cinsi igerisindeki 6zellikle Str ve Stm bakterilerinin bitki patojeni

olma ihtimallerinin gii¢lii oldugu anlasilmaktadir.

[ran’da Habibi ve Khodaygan (2015) tarafindan kayis1, seftali ve kiraz sert cekirdekli
bitkileri {izerine yapilmis bir ¢aligma aragtirmamizdaki bulgular1 dogrular
niteliktedir. Calismada bahsi gecen bitkilerdeki Pss ve Xap bakterilerinin neden
oldugu belirtilere benzer yaprak lekesi, geriye dogru 6liim ve kanser belirtilerinden
izolasyon yapildig1 ve elde edilen izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine
gore tanilandigr kaydedilmistir. Teshis sonucunda; gram reaksiyon, levan olusumu,
oksidaz, arjinin dihidrolaz negatif, tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu pozitif olan ve
Pss veya Xap olmayan bakteri izolatlar1 elde edildigi belirtilmistir. HR pozitif
izolatlarin konuk¢u yapraklarina verilerek yapilan patojenisite testinde, arazideki
belirtilere benzer yaprak lekeleri olusturduklari ve buz c¢ekirdegi aktivitelerinin
pozitif oldugu ifade edilmistir. Yapilan 16s rDNA analizi sonucunda izolatlarin % 99
benzerlik oran1 ile Stenotrophomonas olarak tanilandi@ini  belirtmislerdir.
Arastirmacilar ¢alismanin Stenotrophomonas tiirlerinin kayisi, kiraz ve seftali
bitkilerinde kanser ve yaprak lekesi hastaligina neden olduguna dair ilk rapor
oldugunu bildirmislerdir. S6z konusu ¢alisma, arastirmamizdaki sonuglart destekler
niteliktedir. Zira ¢alismamizda 10 patojen Str izolati cogunlukla sert ¢ekirdekli
bitkilerdeki kanserli dokulardan izole edilmistir. Her iki calismada da, levan testi
disinda yapilan diger biyokimyasal testler ise paralellik gostermektedir. Bu baglamda
arastirmamizda; Stenotrophomonas spp.’nin sert ¢ekirdekli bitkilerde patojen olma
thtimalinin mevcut oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica arastirmamizda etmenin
dogal konukcusu oldugu badem ve mahlep bitkilerine ilaveten, yapay
inokulasyonlarla konukcu dizisi belirlenerek hangi sert cekirdekli bitkilerde ne

Olciilerde hastalik olusturdugu kaydedilmistir.

Arastirmamizda, patojen Str izolatlarinin haricinde badem bitkisinde HR, ana
konuk¢u ve gram reaksiyonu pozitif olan 7 adet bakteri izolat1 daha elde edilmistir.
Ana konukcu testinde pozitif kiiltiir, Pss izolatindan daha zayif pozitif reaksiyon
olusturan bu izolatlar MALDI TOF MS analizi sonucunda Bacillus spp. olarak teshis

edilmislerdir. Konukgu bitkide olusturduklar1 zayif pozitif reaksiyona ragmen s6z
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konusu izolatlar yine de Pseudomonas syringae patovarlarini ayirt etmede kullanilan
LOPAT ve GATTa testlerine tabi tutulmustur. HR, limon ve ana konukgu testleri
pozitif olan bu izolatlarin biyokimyasal o6zellikleri degerlendirildiginde; gram
reaksiyon, katalaz, esculin hidroliz testleri pozitif, floresan pigment olusumu,
oksidaz, arjinin dihidrolaz, tyrosin ve tartarik asit kullanim1 negatif, levan, pektolitik
aktivite, jelatin hidroliz 6zelliklerinin ise tutarsiz oldugu tespit edilmigtir. MALDI-
TOF MS analizi ile 5 izolatin Bacillus pumilus, 1 izolatin Bacillus majovensis ve 1
izolatin Bacillus altitudinis olarak tanilandig1r izolatlarin; ana konukcudaki
reaksiyonlart degerlendirildiginde patojen Str izolatlarina kiyasla ¢ok daha zayif
pozitif reaksiyon vermislerdir. Bacillus pumilus ve Bacillus altitudinis basta olmak
lizere baz1 Bacillus tlirlerinin; sarigam [igne, odun doku, kabuk], mango [yaprak,
dal], zencefil [rizom], kayis1 [yaprak, meyve], patates [yumru], armut [yaprak,
meyve], elma [yaprak, meyve] ve nar [¢ekirdek] gibi pek ¢ok farkli bitkide patojen
olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur (Bathily ve ark., 2010; Elbanna ve ark., 2014;
Galal ve ark., 2006; Kovaleva ve ark., 2015; Lemjiber ve ark., 2021; Liu ve ark.,
2021; Peng ve ark., 2013). Bu hususta gram pozitif Clavibacter sp., Streptomyces sp.
gibi bitki patojeni bakterilerin yani1 sira Xanthomonas spp., Ps patovarlari, Erwinia
spp., Ralstonia spp. ve Rhizobium gibi, diger pek ¢ok gram negatif bakterilerde
vardir (JensBoch, 2001). Gram pozitif bakteriyel patojenler; hiicre i¢i ve hiicreler
aras1 ¢ogalmaya izin vermek icin fitotoksinlerin iiretimi, hastalik i¢in ur dokulari
olusturmada sitokinin iiretimi, kanserleri tetiklemek icin proteinlerin salgilanmasi,
kullanim1 ve yapisinm1 degistirmek dahil olmak {izere bitki konukgularin1 enfekte
etmek icin ¢esitli saldirganlik stratejileri kullanirlar (Hogenhout ve Loria, 2008).
Ancak calismamizda patojenisite testinde olusturduklar1 zayif pozitif reaksiyon
sebebiyle gram pozitif 7 badem izolatindan ziyade 10 Str izolat1 bakteriyel

hastaliklara neden olan patojenler olarak degerlendirilmistir.

Zeytin bahcelerinde ise siirglinlerde yesilden-koyu kahverengi arasinda degisen
renklerde farkli boyutlarda urlar tespit edilmis ve urlarin yogun olarak bulundugu
siirgiinlerde kanser belirtileri gozlenmistir. Zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Psv) lizerine yapilan g¢alismalarda; aragtirmada tespit
edilen urlarin yapisina benzer sekilde; patojenin genel olarak gévde ve dallarda, ilk

donemlerinde yesil renkli {izeri piliriizlii ve yumusgak olan daha sonra ise piiriizlii ve
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odunsu bir yap1 kazanarak koyu kahverengiden siyaha kadar degisen renklerde urlar
olusturdugu belirlenmistir (Doks6z ve Bozkurt, 2020b; Mirik ve ark., 2019). Yapilan
LOPAT testinde sirastyla; 2 adet (----+), 2 adette (+---+) seklinde sonug veren izolat
elde edilmistir (Tablo 4.28).

Tablo 4.28 Zeytin izolatlarin1 tanilama ¢aligmalarinda kullanilan biyokimyasal, patojenisite ve PCR
testlerinin sonuglari

Izolat Kodu | Bitki | AKonP | PCR | H | GR | Flo | K | Lev | Oks | Pek | Ar | HR | G [ A | T | Ta
M/D/Z/6 Z + Psy + | - - + | - - - - + |+ |+ |-
M/D/Z/8 Z TY Psv + | - + + + |+ |+
M/D/Z/B3 Z TY Psy + | - + + |+ - - - + + |+ |+
M/D/Z/B5 Z TY Psv + |- + + |+ + + |+ |+ |-

Z; Zeytin bitkisi, AKonP; Ana konukgu patojenisite testi, H; Havug testi, GR; Gram reaksiyonunu
belirlenmesi testi, Flo; Floresan pigment olusum testi, K; Katalaz reaksiyon testi, Lev; Levan olusum
testi, Oks; Kovacs oksidaz testi, Pek; Pektolitik aktivite testi, Ar; Arjinin dihidrolaz testi, HR; Tiitiinde
hipersensitif reaksiyon testi, G; Jelatin hidroliz testi, A; Esculin hidroliz testi, T; Tyrosin kullanim
testi, Ta; Tartarik asit kullanim testi, PCR; IAALF-IAALR spesifik primerleri ile PCR analizi test
sonucu, Psv; Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, +; Pozitif reaksiyon, -; Negatif reaksiyon, TY;

Test yapilmadi
Izolat kodlarindaki ifadelerden: M; Mardin, D; Derik, Z; Zeytin, B; Beyaza yakin koloni rengini

temsil etmektedir

Zeytin izolatlarinin hepsi havug disklerinde tipik ur belirtisi olusturmustur. Psv ile
ilgili diger ¢aligmalarda da patojenin LOPAT testinde sirasiyla; (----+) seklinde
sonu¢ verdigi bildirilmistir (Bultreys ve Kaluzna, 2010; Gonzalez ve ark., 2003;
Lelliott ve ark., 1966). Ancak Sisto ve ark. (2007) yapmis olduklar1 calismada
Italya’dan izole edilen Psv izolatlarmin levan pozitif karakterde olduklarmi
kaydetmislerdir. Dolayisiyla levan testinde cografik dagilima gore farklilar
olabilmektedir. Dort zeytin izolatindan 2 izolat (M/D/Z/B3 ve M/D/Z/B5) zayif
floresan 6zellik gosterirken 2 izolat ise (M/D/Z/6 ve M/D/Z/8) floresan Ozellik
gostermemistir. Mirik ve Aysan (2011) yapmis olduklar ¢calismada; taniladiklart Psv
izolatlarinin floresan 6zelliklerinin zayif pozitif oldugunu, referans Psv izolatinin ise
(CFPB 1672) pozitif floresan 6zellik verdigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda Doks6z
ve Bozkurt (2020b), yapmis olduklar1 ¢alismada; zeytinden izole edilen 14 Psv
izolatindan 8 tanesinin floresan pigment irettigini, 6 tanesinin {iretmedigini
kaydetmislerdir. Bu baglamda floresan pigment olusturmada, Psv izolatlar1 arasinda
calismamizdakine benzer sekilde farkliliklar olabilmektedir. Calismada izole edilen 4
zeytin izolat1; biyokimyasal test sonuglari, havug disklerindeki tipik ur belirtileri ve
IAALF-IAALR spesifik primerleri ile yapilan PCR analizine goére Psv olarak

tanilanmistir.
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Patojen 10 Str izolat1 igerisinde ana konukc¢u patojenisite testinde en siddetli belirtiyi
olusturan A/B/6/2 izolati, patojen Str’lerin konukgu dizisinin ve bakir siilfat
direncinin belirlenmesi amaciyla secilmistir. Bahsi gegen izolatin bakir siilfatin farkl
konsantrasyonlarindaki MIC degerinin 1 mM oldugu tespit edilmistir.
Arastirmamizdaki konukcu dizisi testi sonucunda; Str bakterisinin badem, erik,
kayis1, kiraz, mahlep, seftali, visne ve zeytin bitkilerinde patojen olabilecegi
sonucuna ulasilmistir. Yine konukgu dizisi testinde en siddetli reaksiyonun seftali
bitkisinde ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. igde ve kizilcik bitkilerinin ise patojen Str
izolatlar1 tarafindan enfekte edilmedigi dolayisiyla konukgusu olmadigi saptanmustir.
Ayn1 zamanda c¢aligsma kapsaminda patojen Str izolatlarin sert ¢ekirdekli bitkilerde
kanser ve zamk belirtisine sebep olabilecegi belirlenmistir. Arastirma illerinde
badem ve mahlepteki kanser belirtisinin yayginlik oraninin % 34,782-% 100 arasinda
oldugu tespit edilmistir. Ilaveten bahsi gegen illerideki kanser belirtisi hastalik
oraninin % 0,127-0,67 arasinda degistigi saptanmistir. Patojen olmayan izolatlarin
MALDI-TOF MS ile analizi ile sert cekirdekli bitkilerde en yaygin bulunan
saprofitik bakterinin yine Str oldugu tespit edilmis ve bu durum ayni etmenin patojen
ve saprofit karaktere sahip izolatlarinin ayn1 konukgu bitkide bulunabildigi seklinde

degerlendirilmistir.

Bakir siilfat direncinin tespiti amactyla yapilan denemede patojen Str izolatinin MIC
degerinin 1,0 mM oldugu saptanmustir. Pss’nin bakir toleransimin belirlenmesi
lizerine Italya’da yapilan benzer bir c¢alismada; bakira hassas Pss izolatmin
belirlenmedigi, baz1 Pss izolatlarinin diisiik bakir siilfat konsantrasyonlarina hassas
oldugu (1,0-1,6 mM) ancak ¢ogunlugunun 1,8-3,2 gibi yiiksek konsantrasyonlara
kars1 hassas oldugunu dolayisiyla Pss bakterisinde bakir direncinin gelistigini ifade
etmislerdir (Aiello ve ark., 2015). Diger bir ¢alismada Pss izolatlariin bakir siilfata
karst MIC degerinin 0,4-1,8 mM arasinda degistigi bildirilmistir (Gutiérrez-
Barranquero ve ark., 2013). Badem, kiraz ve seftali sert ¢ekirdekli bitkilerinden izole
edilen Pss izolatlarin1 da igeren diger bir caligmadaki bakir siilfat testinde MIC
degerlerinin s6z konusu Pss izolatlarinda 0,5-2,0 mM arasinda degistigi tespit
edilmistir (Egerci ve ark., 2021). Dolayisiyla MIC degeri 1,0 mM olarak bulunan
patojen Str izolati sert cekirdekli bitkilerde bakteriyel kanser ve zamklanma

hastaligina neden olan Pss bakterisine benzer sekilde bir bakir toleransina sahiptir ve
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caligmalardan anlasildig1 iizere bakira tolerans diizeyi ayni tiiriin farkli izolatlarinda

dahi oldukg¢a degiskenlik gosterebilmektedir.

123



5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez c¢alismasi neticesinde elde edilen sonuglarin genel bir degerlendirilmesi

yapildiginda;

Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde 2019-2021 yillarinda yiiriitiilen sorveyler
ile calisma konusunu tegkil eden sert ¢ekirdekli bitkilerde; kloroz, nekroz, bakteriyel
akinti, kanser, yaprak lekesi, bitki organlarinin atilmasi (¢igek ve tomurcuk dokiimii),
doku anormallikleri (ur) gibi bakteriyel hastalik belirtileri gdzlenmistir. Badem ve
mahlep hastalikli 6rneklerinden elde edilen ve patojen bulunan 10 izolat; uygulanan
biyokimyasal, MALDI-TOF MS ve 16s rRNA dizi analizleri ile Stenotrophomonas

spp. olarak tanilanmustir.

Patojen bulunan Stenotrophomonas spp.’nin konukg¢u dizisini belirlemek igin
caligmalar yapilmistir. Stenotrophomonas spp.’nin; igde ve kizilcikta hastalik
olusturmadigi buna karsin badem, erik, kayisi, kiraz, mahlep, seftali, visne ve zeytin
bitkilerinde ise hastalik olusturdugu, dolayisiyla bu bitkilerin etmenin yapay
inokulasyon denemelerinde konukcusu oldugu belirlenmistir. En siddetli hastalik
belirtisini geftalide olusturan Stenotrophomonas spp.’nin, izole edildigi badem
bitkisinde biraz daha az olmak kaydiyla erik, kayisi, kiraz, mahlep, visne ve zeytin

bitkilerinde benzer oranda enfeksiyon olusturdugu saptanmuistir.

Bakteriyel hastalik etmenleriyle miicadelede Ornekleme illerinde yaygin olarak
kullanilan bakir siilfata kars1 Stenotrophomonas spp.’nin tolerans diizeyinin ve
nutrient agar besi ortaminda standardinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma yapilmistir.
Yapilan ¢alisma neticesinde; 1 mM bakir siilfat konsantrasyonunun, bahsi gecen
bakterinin MIC degeri oldugu tespit edilmistir. Ayrica St spp. izolatina kars1 ancak
0,9 mM iizerindeki yiiksek bakir siilfat konsantrasyonlarinin etkili oldugu

belirlenmistir.

Ozellikle 6rnekleme illerinden Mardin’de genis dlgekte yetistirilen zeytin bitkisinden
elde edilen izolatlara yapilan biyokimyasal, patojenisite testleri ve spesifik
primerlerle (IAALF-IAALR) dizi analizi neticesinde; zeytin dal kanseri etmeni

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin varlig1 saptanmistir. Ayrica konukgu
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dizisi testinde zeytin bitkisinin yani1 sira pembe ve beyaz zakkum bitkileri de
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ile testlenmistir. Caligma sonucunda; zeytin
bitkisine kiyasla zakkumda ve Ozellikle pembe zakkumda en siddetli reaksiyonun

gorildiigii tespit edilmistir.

Calismada ayrica Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin’deki badem bitkilerinde goriilen
kanser belirtisinin yayginlik ve hastalik orani1 belirlenmistir. Kanser belirtisinin
yaygmligimin % 34,782-100 arasinda degistigi, hastalik oranmin ise % 0,127-0,67
araliginda seyrettigi saptanmustir. Ilaveten Adiyaman ve Mardin illerindeki zeytin
bahgelerinde goriilen zeytin dal kanserinin (Psv) yayginlik ve hastalik orani
hesaplanmistir. Psy’nin yaygmliginin % 50-75 araliginda degistigi ve Adiyaman
ilindeki hastalik oraninit % 0,017 iken, Mardin ilinde Adiyaman iline kiyasla %

33,281 gibi yiiksek bir oranda oldugu tespit edilmistir.

Sert ¢ekirdekli bitkilerdeki patojen olmayan bakteriler MALDI-TOF MS analizi ile
teshis edilmistir. Calisma sonucunda; sert ¢ekirdekli bitkilerdeki en yaygin saprofit
bakterinin de Str oldugu dolayisiyla ayn1 etmenin hem saprofit hem de patojen

karakterdeki varyantlarinin konukgu bitkide bulunabilecegi tespit edilmistir.

Arastirmada; Adiyaman, Diyarbakir ve Mardin illerinde sert cekirdekli meyve
tiirlerinde patojen olabildigi belirlenen Stenotrophomonas spp.’nin, ayni zamanda
kanser ve zamk belirtileri olusturabildigi tespit edilmistir. Ancak s6z konusu sonug;
virlilenslik 6zelliklerinin belirlenmesi, tim genom yapisinin ortaya konulmasi gibi

giiven aralig1 daha genis ilave ¢alismalarla pekistirilerek teyite muhtagtir.
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Ek: 1 PCR analizi yapilan bakteri izolatlarimin DNA dizisi
Ek 1.A A/B/6/2 bakteri izolar1 DNA dizisi

CAGTCGAACGGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGG
CGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGATAACG
TAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGG
GACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTT
GGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGG
ATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATAC
CGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAG
AAAAGCAGTCGATTAATACTCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAA
GCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAG
CGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGT
CTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGC
GACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAAT
GCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCA
ACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTT
GGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTAC
GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTT
GACATGTCGAGAACTTTCCGGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAA
CACAGGTTGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAAC
TCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGG
GACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTAT
CTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCT
TAACCTTCGGGAGGGC

Ek 1.B A/B/8/1 bakteri izolat1 DNA dizisi

TTGGAATTGCGTTGCCTACACATGCAGTCGAACGGCAGCACAGTAAGAG
CTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAA
TCTACCTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCAT
ACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGAT
GAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCG
ACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGATTAATACTCGGTT
GTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAA
AGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAAC
CTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGT
GGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCC
ATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGA
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TGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGC
GTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGA
TGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAAC
CCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAG
TCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGC
ATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGC
GCTGCCACGGTTGCCGAAGGGGG

Ek 1.C M.04/10/1 bakteri izolat1 DNA dizisi

GGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGT
GAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAAC
TTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGG
GCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGT
AAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGG
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCA
GTCGATTAATACTCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGC
TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTG
AAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGA
GTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGA
GATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGA
CACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGC
AGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGT
CGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAAC
TCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGG
GACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTAT
CTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCT
TAACCTTCGGGAGGG
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Ek: 2 Patojen Stenotrophomonas rhizophila izolatlarimn elde edildigi
lokasyonlar

Ek 2.A Ornekleme illerinde patojen Stenotrophomonas rhizophila izolatlarinin
elde edildigi bahcelerin lokasyonlarim belirtir koordinat noktalarim gosteren
harita
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Koordinat noktalarindaki sayilarin karsilik geldigi izolat kodlar1 ve enlem-boylam koordinatlari: 1:
M.04/15/1 (37,3472221; 40,8238210); 2: M.04/15/3 (37,3472221; 40,8238210); 3: M.04/15/4
(37,3472221; 40,8238210); 4: M.04/4/2 (37,3384696; 40,7311453); 5: M.04/10/1 (37,3557494;
40,7348270); 6: D/CE/8/4 (38,1406938; 39,4503949); 7: CE.7.0. (38,0978513; 39,5226160); 8:
A/B/6/2 (37,6701994; 38,0456737); 9: A/B/8/1 (37,6874681; 38,0630109); 10: D/EG/21/1/1
(38,2190894; 40,0793806)
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