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YOZGAT iLINDE TOPLANAN BUGDAY TOHUMLARINDA BAKTERIYEL
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Bu c¢alisma, Yozgat ilindeki bugday iretim alanlarindan toplanan tohumlarda
Pseudomonas syringae pv. atrofaciens etmeninin izolasyonu ve Kkarakterizasyonunu
amaclamigtir. Tohum O&rneklerinden yapilan bakteriyel izolasyonlar, King B (KB)
besiyerinde gerceklestirilmis ve floresans Ozellik sergileyen spp. kolonilerinin bitki
patojeni olup olmadigini belirlemek amaciyla bugday fidelerine yapay inokulasyon
yapilmustir. 36-48 saat igerisinde bugday yapraklarinda belirti gosteren izolatlar1 LOPAT
testleri sonuclarina gére, LOPAT grup la P. syringae olarak simiflandirilmistir. 17 izolatin
MALDI-TOF MS proteomik profili ve rpoD genine ait niikleotid dizileri P. syringae pv.
atrofaciens CFBP2213"" patotip kiiltiirii ile yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Ayrica,
BOX-PCR parmak izi analizlerinde izolatlarin iki farkli bant profili olusturdugu tespit
edilmistir. Bu izolatlarin tamaminin patojenik Ozellik gosterdigi ve biyokimyasal ile
molekiiler testlerde P. syringae pv. atrofaciens’e 6zgl 6zellikler gosterdigi belirlenmistir.
Bu calisma, Tiirkiye bugday tiiretim alanlarinda P. syringae pv. atrofaciens’in varligini
ayrintili olarak ortaya koyan ilk ¢aligmadir.

2025, xi1 + 64 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, Pseudomonas syringae pv. atrofaciens,
Kavuz dibi ciirtikligi



ABSTRACT

MASTER THESIS

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PSEUDOMONAS SYRINGAE PV.
ATROFACIENS CAUSING BACTERIAL GLUME ROT IN WHEAT SEEDS
COLLECTED IN YOZGAT PROVINCE

EMIN AYDIN

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
SCHOOL OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF AGRICULTURAL SCIENCES

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. MURAT OZTURK

This study aimed to isolate and characterize Pseudomonas syringae pv. atrofaciens from
seeds collected in wheat production areas of Yozgat province. Bacterial isolations from
seed samples were performed on King B (KB) medium, and fluorescence-producing
Pseudomonas spp. colonies were subjected to wheat seedling tests to determine their
pathogenicity. Isolates causing symptoms on wheat leaves within 3648 hours were
classified as LOPAT group la (P. syringae) based on the results of LOPAT tests. The
proteomic profiles of 17 isolates obtained using MALDI-TOF MS and the nucleotide
sequences of the rpoD gene showed a high degree of similarity to the CEBP2213""
pathotype culture. Additionally, BOX-PCR fingerprinting analysis revealed two distinct
band profiles among the isolates. All isolates were confirmed to exhibit pathogenic
characteristics and demonstrated high concordance in biochemical and molecular tests.
This study represents the first detailed investigation confirming the presence of P. syringae
pv. atrofaciens in wheat production areas of Turkey.
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1.GIRIS

Tahillar, diinyada stratejik olarak en Onemli tarim {riinleri arasinda yer almakta olup,
insanlik tarihinin ilk donemlerinden itibaren yetistirilmektedir. Hem diinya genelinde hem
de iilkemizde en genis ekim alanina sahip bitkisel iirlinler arasinda bulunan hububat,
beslenme agisindan da biiyiik bir 6neme sahiptir. Tahillarin yeryliziinde bu denli yaygin
olmasinda, tarimin tarihsel gelisimi i¢inde eski kiiltiir bitkileri olmalarinin etkisi biiyiiktiir.
Orta Asya ve On Asya’da yapilan kazilar bugday ve arpa gibi tahillarin buralarda ¢ok eski
bir ge¢misleri oldugunu gostermistir (Tasgt vd., 2020). Tahil grubu igerisinde bugday,
muisir, piring, arpa, yulaf, ¢avdar, dar1 ve diger hububat cesitleri yer almaktadir (Keles vd.,
2012).

Diinyada, tarmmi yapilan iriinlerin %41’ini tahillar olustururken, bugday (Triticum
aestivum L.), tahillar i¢inde %48’lik 6nemli bir kism1 olusturmaktadir (Anonymous, 2020).
Graminea familyasinda yer alan bugday, yiiksek adaptasyon yetenegi ve insan
beslenmesinde Onemli bir yere sahip olmasi nedeniyle ekim alani bakimindan diinya
genelinde en yaygin olarak yetistirilen {iriindiir. Diinyadaki niifusun yaklasik %35'inin
temel besin kaynagi olan bugday, gelismekte olan 94 {ilkedeki 4.5 milyar insandan daha
fazlas1 igin gilinliik kalorinin %21’ini ve proteinin %20’sini saglayan stratejik bir bitkidir
(Rajaram, 2010; Biiyiik¢epik, 2024). Bugday tanesinin %482 sinin endosperm, %15’inin
kepek, %3’linilin ruseynden tesekkiil oldugu bildirilmistir (Ertugay & Certel, 1992).

Bugday bitkisi iliman iklime sahip bolgelerde hakim olarak yetismekte ve diinyada
milyonlarca kiiciik ve orta dlgekli ¢iftgi icin 6nemli bir gelir kaynagi olarak karsimiza
cikmaktadir. Bugday, kislik veya baharlik olarak yetistiriciligi yapilan bir bitkidir.
Yetistirme siiresi kislik cesitlerde 6-8 aya kadar siirerken baharlik cesitlerde biraz daha
kisalabilmektedir.

Diinyanin farkl tilkelerinde 2020-2021 donemi bugday tiretiminde ilk siray1 %17°lik pay
ile Cin almis olup bu tilkeyi %16 ile ABD ve %14 ile Hindistan takip etmistir. Tlirkiye,
diinya bugday iiretiminin %3 linli ger¢eklestirmis olup bugday iiretiminde diinyada onuncu
siradadir. Hizla artan niifus nedeniyle, 2050 yilina kadar bugday iiretiminin %50 artirilmasi
gerekmektedir ve bu biiylime, diger sektorlerin verimli tarim arazisi i¢in gii¢lii bir rekabet

olusturmasi nedeniyle, biiylik 6l¢iide verim artislarina dayanacaktir.

Bugday bitkisi bir¢ok iilkenin temel besin kaynagi olmasi, genis cografyalarda ekilmesi,

kuru tohum olarak depolanma kosullarinin uygun olmasi nedeniyle yillardir dnemini



kaybetmeden iilke ekonomisine deger katmaktadir. Su anda bugday tiretimi 800 milyon ton
seviyesindedir (Anonymous, 2023). Tarimsal alanlarin kisithi olmasi nedeniyle bugday
tiretim miktarinin arttirilmas: i¢in birim alandan daha fazla {iriin elde edilmesi
gerekmektedir. Son 10 yi1l bugdayin iiretim alani verilerine bakildiginda; 217-225 milyon
hektar arasinda degisim gostermistir. Ancak bugday iiretimi 2012 yilinda 673.74 milyon
ton iken, son 10 yilda kademeli olarak %12.60’lik artis ile 770.88 milyon ton seviyelerine
yiikselmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1. 1. Diinya genelinde 2012-2021 yillar aras1 bugday ekim alani, tiretim ve verim degerleri

Yillar Ekim Alam1 (milyon ha) Uretim (milyon ton) Verim (kg-da)
2012 217.92 673.74 309.17
2013 218.70 710.17 324.72
2014 219.76 728.76 331.62
2015 223.34 741.85 332.17
2016 219.16 748.43 341.51
2017 218.29 772.31 353.80
2018 213.83 732.24 342.44
2019 215.69 764.06 354.24
2020 217.90 756.95 347.39
2021 220.76 770.88 349.19

(Kaynak: Anonymous,2021)

Ulkeler iginde bugday ekim alam1 BDT, Hindistan ve Avustralya’da artarken, diger
tilkelerde diisiis gostermistir. Ortalama verimin bir 6nceki yila gore biraz daha diisiik
oldugu gozlenmis olup, 2020-21 déneminde verim 3.45 ton/ha ger¢eklesmis olup kiiresel
bugday iiretimi, bir 6nceki doneme gore yaklasik 12 milyon ton artarak 774 milyon ton

olmustur (Tablo 1.2).

Tirkiye’de tarim yapilabilir alanlar i¢inde tahillar %49’luk bir pay almakta olup, bugdayda
toplam tahil alam iginde %24’liik pay almaktadir (Anonim, 2020). Ulkemiz i¢in son 10
yillik bugday iiretim verileri incelendiginde ortalama verim 239.92 kg’dan 297.95 kg/da
verim artis1 goriilmektedir. Diinya bugday ekimi alani1 2020-21 déneminde 225 milyon
hektarla bir 6nceki yilin %3 tlizerinde gergeklesmistir (Tablo 1.3).



Tablo 1. 2. En 6nemli bugday iireticisi lilkelerin ekim alanlar1 ve iiretim miktarlari

2020-2021 2020-2021

Ulkeler Ekilis Toplam icindeki Uretim Toplam icindeki
pay1 (%) pay1 (%)

BDT 523 23 140 18
Cin 23.8 11 134.3 17
AB 22.8 10 124.5 16
Hindistan 33.6 15 107.9 14
ABD 14.9 7 49.7 6
Kanada 10 4 35.2 5
Avustralya 13 6 333 4
Pakistan 8.8 4 25.2 3
Tiirkiye 6.9 3 20.5 3
Diinya 224.7 100 774.3 100

(Kaynak: Anonymous,2021)

Tablo 1. 3. 2013-2022 yillar1 arasinda Tiirkiye bugday ekim alani, iiretim ve verim degerleri

Yillar Ekim Alam (milyon ha) Uretim (milyon ton) Verim (kg/da)
2013 7.77 22.05 283.69
2014 7.92 19.00 239.92
2015 7.87 22.60 287.28
2016 7.67 20.60 268.51
2017 7.67 21.50 280.35
2018 7.30 20.00 274.00
2019 6.85 19.00 277.52
2020 6.92 20.50 296.15
2021 6.74 17.65 261.69
2022 6.63 19.75 297.95

(Kaynak: Anonim, 2022)

Bugday Tiirkiye'nin her boélgesinde yetistirilebilmekle birlikte 6zellikle Orta Anadolu
Bolgesi'nde yaygin olarak iretilmektedir. Bugdayin kullanim alanlar1 ihtiyaca gore
ekmeklik ve makarnalik olarak smiflandirilir. Ekmeklik bugday iiretiminde %33.5’liik,
makarnalik bugday {iretiminde %38.7’lik pay ile ilk sirada I¢ Anadolu Bélgesi yer
almaktadir (Kamgili, 2018).



Yozgat, i¢ Anadolu Bélgesi’nin Orta Kizilirmak béliimiinde yer almaktadir. 613.286 ha
tarim yapilan alanda 369.312 ha hububat ekilisi yapilmaktadir. Baslica Merkez,
Bogazliyan, Sorgun, Sarikaya, Yerkoy ve Sefaatli il¢elerinde yogun iiretim yapilmaktadir
(Anonim, 2004). Biiyiik oranda kurak alanlar da bugday tiretimi yapilmaktadir. Yozgat

makarnalik bugday tiretiminde de uzun yillardir 5nemini koruyan bir ildir.

Bugday {iretimi, uygun tarim arazisinin eksikligi, iklim degisikligi ve abiyotik ve biyotik
stres faktorleri gibi etmenlerle siirekli olarak tehdit altindadir. Gelecekteki talebin
karsilanmasi, entegre hastalik ve zararlilarla miicadele, daha sicak iklimlere ve abiyotik
streslere uyum saglama ve su ile diger kaynaklarin dikkatli kullanim1 gibi yontemlerin bir
araya getirilmesiyle miimkiin olacaktir. Zararlilar ve hastaliklar, mevcut {iriin kayiplarinin
%21,5'inden sorumludur (Savary vd. 2019). Bugdaym 200 hastalig1 arasinda 50 tanesi
ekonomik kayiplara neden olmakta ve genis bir alana yayilmaktadir. Her yil, bugdayin
yaklasik %20'si hastaliklar nedeniyle kaybedebilebilmektedir (Eken & Demirci, 1998).
Baslica bugday hastaliklarindan bazilar1 paslar, fusarium, basak yanikligi, kok ciirtikliigii,
septoria yaprak lekesi, kiilleme, cesitli viral, nematod ve bakteriyel hastaliklardir. Bu
hastaliklar verimi ciddi sekilde etkilemekte ve bitkilerin Oliimiine neden olabilmektedir

(Singh vd., 2023).

Bugday iiretiminde dnemli diizeyde ekonomik kayiplara neden olan hastalik etmenleri
arasinda bakteriyel patojenler de bulunmaktadir. Fungal hastaliklarin aksine bakteriyel
hastaliklardan yalnmizca birkagi ekonomik anlamda oOnemli olup genis bir konukcu
yelpazesine sahiptir. Bugdayda bildirilen bakteriyel hastaliklar arasinda yaprak cizgi lekesi
(Xanthomonas translucens) (Denny & Gilbertson, 1989), bakteriyel mozaik (Clavibacter
michiganensis subsp. tesselarius) (Carlson & Vidaver, 1982), beyaz leke (Bacillus
megaterium pv. cerealis) (Bergey vd., 1923), pembe tohum hastali§1 (Erwinia rhapontici)
(Kuykendall & Schroth 1954), sap melanosisi (Pseudomonas cichorii) (Brenner vd., 1970),
kilif clirtikligli (Pseudomonas fascovaginae) (Sequeira & Hutchinson 1973), kavuz dibi
curiikligii (Pseudomonas syringae pv. atrofaciens) (McCulloch, 1920) ve yaprak yanikligi
(Pseudomonas syringae pv. syringae) (Van Hall & Buchanan 1902) yer almaktadir.

Hububat bitkilerinde, sorun bakteriyel hastaliklar iizerine iilkemizde yapilan g¢alismalar
sadece X. translucens (Sands vd., 1989; Demir & Ustiin, 1992 ve Bastas vd., 2011)’ den
ibarettir. Goriildiigli gibi iilkemizde tahillardaki bakteriyel hastaliklarla ilgili calisma yok
denecek kadar azdir. Bu agidan yiiriitiilen ¢aligsma ileriki ¢alismalara temel olusturmasi ve

1slah galigmalarina yardimei olabilmesi yoniiyle énem arz etmektedir. Ulkemizde X.



translucens disinda basgka bir patojenin varligint molekiiler ¢alismalarla dogrulamis bir
kaynak bulunmamaktadir. Altundag vd. (2010) tarafindan in vitro kosullarda Satureja
cuneifolia’den bitki ucucu yaginin bugday patojeni bakteriler {izerine antibakteriyel
etkinliginin arastirildigr calismada Rathayibacter tritici, R. iranicus, R. rathayi,
Pseudomonas syringae pv. atrofaciens ve Xanthomonas translucens pv. translucens gibi
bakteriyel tiirler kullanilmig ancak patojenlerin izolasyon kaynagi ve tanisi1 hakkinda bir
bilgi sunulmamistir. Bu ¢alisma disinda P. syringae pv. atrofaciens etmenini konu almig

bir ¢calismaya yapilan literatiir taramasinda rastlanilmamaistir.

Bu tez calismasinda, diinya literatliriinde bugday ekim alanlarinda enfeksiyon olusturan
kavuz dibi ciriikliigii etmeni P. syringae pv. atrofaciens’in, Yozgat ilinde 2022-2023
yillarinda hasat edilen bugday tohumlarindan izolasyonun yapilmasi, elde edilen izolatlarin
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi, rep-PCR yontemi kullanilarak genetik
karakterizasyonlar1 ve rpoD gen bolgesi niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizlerle

taksanomik iligkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bugday verimi, ¢ok sayida abiyotik ve biyotik faktérden etkilenmektedir. Yaklasik 40
fungal, bakteriyel ve viral hastalik bugdayda 6nemli kayiplara yol agabilir ve bunlarin cogu
tarladan tarlaya ve iilkeden iilkeye tohumlar araciligiyla bulasabilir. Kiiresel bugday
tiretiminde en sik bildirilen bakteriyel patojenler arasinda X. translucens (bakteriyel yaprak
cizgi hastaligl), P. syringae pv. syringae (bakteriyel kanser ve zamklanma ) ve P. syringae
pv. atrofaciens (bugday kavuz dibi ¢liriikliigli) yer almaktadir (Maraite vd., 2007; Bastas
vd., 2011).

Bugday genis adaptasyon yetenegine ragmen, asirt sicak ve nemden etkilenen bir serin
iklim tahilidir. Ozellikle ¢cimlenmeden kardeslenmeye kadar erken gelisme asamalarinda,
8-10°C arasindaki sicakliklar ve %60'n iizerinde bagil nem yeterlidir. Ayrica, kardeslenme
ile govde uzamasi arasindaki yiiksek sicakliklara da tolerans gdsterememektedir. Ideal
kosullar arasinda 10-15°C sicaklik, %65 nem, diisiik 151k ve kismi gdlge bulunur. Bitki
govde uzamasina gecis yaptikea, sicaklik ve nem gereksinimleri artar. Basaklanmadan
hemen Once yiiksek bagil nem, bugday verimini olumlu etkilerken, giibreleme sirasinda

diisitk nem ve ytiksek sicakliklar tahil kalitesini artirir.

Maksimum verim igin, bliyime donemi boyunca 500 mm yagis yeterlidir; ancak, bazi
bugday cesitleri yalnizca 250 mm yagis alan bolgelerde de gelisebilir. Bugday, hem
verimli allivyonlu topraklara hem de daha az verimli kuru topraklara uygun birgok ¢esitle
cesitli toprak tiplerinde yetistirilebilir. Bugday icin en 1yi topraklar, 1yi drenaja sahip, ideal
olarak %?25-30 su tutma kapasitesine sahip derin killi-tinli topraklardir (Biiyilikdeveci,
2016).

Tarimsal lretimde tohumlar en O6nemli c¢ogaltim materyalidir ve tohumla tasmabilen
etmenler i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, tohum patolojisi ve tohum kaynakli
bakteriyel hastaliklar bir¢cok iilkede 6dnemli arastirma konularidir (Al-Sallami vd., 1997).
Tahillardaki tohum kaynakli fungal, bakteriyel ve viral hastaliklar diinya ¢apinda énemli
ekonomik kayiplara yol agar. Ureticiler dekar bagina ortalama 20-22 kg tohum
kullandigindan, yilda yaklasik 2,6 milyon ton tohum kullanilmaktadir. Hastalikli tohumlar,
hastaliklarin yayilmasi, ortaya ¢ikmasi i¢in birincil kaynak gorevi gordiikleri i¢in kritik

oneme sahiptir (Biiyiikdeveci, 2016).

Raporlar, diinya genelinde fungal hastalik etmenlerinin daha ¢ok ortak arastirmacilar

tarafindan c¢alisildigl, bugdaydaki bakteriyel hastaliklarin ise genellikle patojenlerin izole



edilmesi veya uygun testlere dayali tanimlama yapilmadan yalnizca simptomlara

dayanarak tanilanmadigin1 gostermistir.

Modern sistematik c¢alismalardaki beklenti, cins ve tiirlerin kesin bir sekilde tanimlanmasi
ve izolatlarin bu gruplara atanmasi i¢in gecerli yontemlerin mevcut olmasidir (Murray vd.,

1990; Vandamme vd., 1996; Stackebrandt vd., 2002; Tindall vd., 2010).

Tambong (2022)’de rapor edildigi iizere, bakteriyel patojenler bugdaymn o6nemli biyotik
faktorleridir. Bu patojenlerin neden oldugu hastaliklarin yillik bugday tiretimini yaklasik
%10 oraninda, biiyiime déneminin baslarinda meydana gelen siddetli enfeksiyonlarda ise

%4(0'a varan oranlarda azaltabilmektedir.

P. syringae kompleksi, 1980 sonrasinda, patojenik izolatlardan olusan bir popiilasyon
olarak diislinlilmiistiir. Bu popiilasyonun birgok alt popiilasyonu, patovarlar olarak,

genellikle tek bir bitki cinsiyle sinirli olabilen oldukca dar konukgu araliklarina sahiptir.

Geleneksel olarak, patojenik tiirlerin en gilivenilir tanimlama yontemi, siipheli bir
konukguya 6zgili patojeniklik kanitlayarak ardindan uygun ismi uygulamaktir. Ancak, bu
yontem de Ozellikle P. syringae’nin patovarlari i¢in basarisiz olma durumu ortaya
cikmistir. Ciinkii P. syringae pv. syringae, birka¢ patovarin simptomlariyla aym

simptomlara neden olabilir.

Patojenlerin P. syringae iiyesi oldugunu gosteren ¢alismalar, LOPAT ve birkag diger test
kullanilarak yapilan tanimlamalara gore yapilmistir (Janse vd., 1997). Onceki konvasiyonel
siiflandirmalar, morfoloji, metabolik reaksiyonlar, besin kullanimi, pigment tiretimi gibi
verilere dayanmaktadir. Kemotaksonomik testlerin gelistirilmesi, hiicre duvari bilesimi,
yag asidi ve protein profilleme, izoprenoid kinon ve poliamin karsilastirmalar1 gibi
fenotipin biiyiik bilesenlerini karsilastirarak siniflandirmada 6nemli bir avantaj saglamistir.
Bu tiir yontemler, bitki patojenik bakteriler dahil olmak iizere belirli bakteriyel gruplarin

siirlarini belirlemede 6nemli bir rol oynamistir (Vandamme vd. 1996; Gillis vd. 2005).

P. syringae, Gammaproteobacteria sinifina ait olan ve monokotiledon, otsu ve odunsu
dikotiledon bitki tiirlerinde diinya c¢apinda hastaliklara neden olan kompleks bir
fitopatojenik bakteri tlirlidiir. P. syringae tiir kompleksinin {iyeleri, bitki fillosferindeki en
bol bulunan bakteriyel bitki patojenleri olan, farkli bitki konukgularinda var olma ve onlari
enfekte etme ve tarimsal ekosistemlerin icinde/disinda hayatta kalma yeteneklerine sahip
heterojen bakterilerdir. P. syringae pv. syringae hari¢ her bir patovar spesifik bir

konukguyu enfekte eden dar bir konukgu araligina sahiptir (Bull vd., 2010). DNA



homologisine dayali olarak 9 farkli "genomospecies" belirlenmistir (Gardan vd., 1992;
Gardan vd., 1999). DNA homolojisi ve multi lokus sekans analizlerine gore daha tutarl
bir siniflandirmaya imkan saglamistir. Patojenik 6zelliklerine gore P. syringae tlrlerinde
62 patovar belirlenmistir. Ote yandan, multi lokus sekans analizlerine gére 13 filogenetik
grup (filogrup) tanimlanmistir. Gomila vd. (2017), 139 genomun karsilastirilmasina
dayanarak 6 filogenomik dalda dagilmis izolatlar i¢in 19 filogenomik tiir siniflandirmasi
yapmustirlar. Buna gore P. syringae filogenomik tiirli igerisinde; aptata, avellanae, coryli,

Japonica, panici, pisi ve syringae patovarlari yer almistir.

Bugday kavuz dibi ¢iiriikliigli hastaligina neden olan izolatlar1 P. syringae pv. atrofaciens
(MCulloch 1920) (Young vd., 1978) olarak simiflandirilirken, yaprak yanikligi hastaligina
neden olan izolatlar P. syringae pv. syringae altinda gruplandirilmaktadir. Arjantin,
Avustralya, Yeni Zelanda, italya, ABD, Kanada, Giiney Afrika ve Pakistan gibi bir¢ok
iilkede P. syringae pv. atrofaciens veya pv. syringae'nin yalnizca bir kez rapor edildigi
bildirilmistir (Kietzell vd., 1997; Kazempour vd., 2010;Valencia-Botin & Cisneros-Lopez
2012; Xin & He 2013). Diger etmenler olarak, P. syringae pv. japonica (McCulloch 1920),
her kavuzun altinda tahili kaplayan donuk, kahverengi-siyah renkte lekeler olusturabilir
bogumlarda kuruma veya ¢izgili alanlar meydana getirebilir. Son olarak, P. cichorii, sap

melanozuna neden olurken, P. fuscovaginae bugday da kahverengi ciirtikliige yol agar.

P. syringae pv. syringae, bugdayda yaprak yaniklig1 hastaligina neden olur. Genisleyen
yapraklarda su birikintisi benzeri lekeler olusturarak gri-yesilden kahverengi-beyaza
dontiserek nekrotik hale gelir. P. syringae pv. syringae genellikle daginik bir sekilde
gortliir ve cografi dagilimi simirhidir. (Little vd., 1998; Valencia-Botin & Cisneros-Lopez
2012). Yiiksek nem, yogun yagis ve iliman sicaklik gibi elverisli ¢evresel kosullar altinda,
P. syringae duyarli bir konukcu bitkide cok agresif bir sekilde cogalabilmektedir.
Patogenez asamasinda, konukg¢u hiicreleri 6liir ve enfekteli dokular genis nekrozlara

dontisiir (Xin & He 2013).

Wilkie (1973), Ocak ve Subat 1967'de Canterbury'den hastalikli bugday (Triticum
aestivum L.) basaklart alinmistir. Saplar ve kavuzlarda, P. syringae pv. atrofaciens
(McCulloch, 1920) tarafindan olusturuldugu belirtilen koyu kahverengiden siyaha kadar
degisen, diizensiz lezyonlar gozlenmistir. Aralik 1968'de ise Auckland'da dagimik
kahverengi lezyonlarla kapli bugday yapraklar1 toplanmistir. Hastaliginin simptomlarina;
bugday basaginin hemen altinda, saplarda koyu yesil ve suyla 1slanmis ¢izgiler olustugunu,

bu ¢izgilerin biiyiiyerek, kahverengiye doniismesi ve lateral olarak genisleyerek genellikle



sapt tamamen sardigini gozlemlemistir. Olgunlasmamis bugday basaklarinda koyu
yesilden kahverengiye kadar degisen, suyla islanmis lezyonlar gelistigini, biiyliyerek
kavuzun tiim ylizeyini kaplayabildigini, bu lezyonlarin daha ¢ok kavuzun alt yarisinda
yaygin oldugunu ve renk degisikliginin i¢ ylizeyden ziyade dis yiizeyde daha belirgin
goriildiigiinii bildirmistir. Benzer renkte lezyonlar tanenin tabaninda olusmus ve yavasca
yukart dogru yayildigint gozlemlemistir. Yaprak yiizeyinde, 2-5 mm uzunlugunda, koyu
yesilden kahverengiye kadar degisen ve suyla 1slanmis kiigiik lezyonlarin diizensiz olarak
gelistigini, bu lezyonlarin yaklasik 5-10 mm, dokunun kurumasiyla 6nce sariya, ardindan

kahverengiye doniistiigiinii bildirmistir.

Wilkie (1973), izole edilen bakterileri fizyolojik ve biyokimyasal testlerle P. syringae pv.
atrofaciens ve P. syringae pv. syringae kiiltiirleriyle karsilastirilmistir. Hastalik belirtileri,
patojenisite, fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglarina dayanarak, hastalikli bugdaydan
izole edilen bes kiiltliirin P. syringae pv. atrofaciens olarak tanimlandigi ve burada
tanimlanan hastaligin bugdayin kavuz dibi ¢iiriikkliigi oldugunu belirlemistir. Yapilan bu
tan1 ¢alismasinin Yeni Zelanda'da ilk kayit olarak bildirilmistir. Calismadan elde edilen
sonuclar1 onceki caligmalarla karsilastirarak P. syringae pv. atrofaciens igin elde edilen
sonuclarla Bergey (1957) tarafindan rapor edilen sonuglar arasinda bazi kiigiik farkliliklar
bulunmaktadir. Bergey (1957), H, S'in hafif bir iiretimini izolatlarda az miktarda ve bunun
McCulloch tarafindan yapilan orjinal kayittan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. McCulloch
(1920), et buillonu, et agar1 ve siit lizerinde biiyiliyen kiiltiirlerin kiiciik miktarlarda H, S
irettigini belirtmis, ancak tanimli besiyerleri kullanmamis, bu yiizden bu sonucglar burada
tekrar edilememistir. Bergey (1957), Burkholder ve Starr (1948) tarafindan P. syringae pv.
atrofaciens’in nitrat1 nitrite indirgedigine dair bir rapora atifta bulunmugstur, ancak
McCulloch (1920), patojenin orijinal taniminda indirgeme olmadigini belirtmistir. Bu
sonu¢ burada elde edilenle de uyumludur. Bergey (1957), patates nisastasinin hafif
hidrolizini ve hafif indol iretimini de rapor etmistir; bunlarin da biiylik olasilikla
McCulloch’un (1920) bulgularindan geldigi diisiintilmektedir. McCulloch (1920), %1 lik
patates nisastasinin 10 giin sonra hafif hidrolizini kaydetmistir. Bu ¢calismada P. syringae
pv. atrofaciens’in yedi kiiltiiriinden ikisi, 3 giin sonra zayif bir pozitif reaksiyon vermistir.
Bu durum, nisasta hidrolizinin tanisal bir 6zellik olarak zayif ve degisken bir reaksiyon
oldugunu gostermektedir. McCulloch (1920), distile su i¢inde %1 pepton, %0.5 disodyum
fosfat ve %0.1 magnezyum siilfat iceren bir besiyerinde kii¢iikk ama belirgin bir indol

tretimi  kaydetmistir. Ancak, %1 ve %2 pepton Dunham c¢ozeltisi ve Uschinsky



besiyerlerinde kiiltiirlerin belirgin miktarda indol olusturmadigini da not etmistir. Bu
tutarsizlik, burada rapor edilen kiiltiirlerde indol tespit edilememesinin Onemini

azaltmaktadir.

P. syringae pv. syringae Kkiiltiiriiniin 6zelliklerinin P. syringae pv. atrofaciens ile
karsilastirilmasi, her ikisinin de ¢ok benzer oldugunu ve bu iki patovarin esas olarak
bugdaya olan patojenisiteleri ile ayirt edildigini gostermektedir. Tiim biyokimyasal ve
fizyolojik testlerde P. syringae pv. atrofaciens ile ayirt edilemeyen P. syringae pv.
syringae Kiiltiirlerinden biri yapay inokiilasyon sonras1 bugday yaprak ve kavuzlarinda da
patojenik etki gostermistir. Bu durum, bu kiiltiiriin yanlislikla P. syringae pv. syringae
olarak tanimlanmis olabilecegini ve P. syringae pv. atrofaciens olarak siniflandirilmasinin

daha uygun olabilecegini ileri siirmiistiir.

Tahillarin kavuz dibi cliriikliigii, P. syringae pv. atrofaciens tarafindan neden olunan,
bir¢ok tahil yetistirme alaninda goriilen bir bakteriyel hastaliktir (Bradbury, 1986). Orta ve
Dogu Avrupa'da tahil bitkilerinin baslica bakteriyel hastaligi olarak kabul edilmektedir
(Karov & Vassilev, 1990; Pasichnick & Koroleva,1991; Toben vd., 1989). Hastalik
belirtileri, kavuzdaki tanelerin tabanlarinin renk degistirmesi ve yapraklar ile saplarda

nekrotik cizgiler ve seritlerle karakterize edilir.

Maraite vd. (2007) bildirdigine gore, P. syringae grubuna ait olan ve heterojen bir yap1
gosteren izolatlar, otsu ve agags1 bitkilerde ¢ok ¢esitli hastaliklarla iligskilendirilmistir. Bu
gruba ait 57'ye kadar patovar tanimlanmis olup, grubun taksonomisi hala tartigilmaktadir.
Bugdayda P. syringae pv. atrofaciens, kavuz dibi ¢iiriikliigii ile iligskilendirilmistir. Bu
hastalik, kavuzlarin alt ticte birlik kisminda, 6zellikle i¢ ylizeyinde daha belirgin olan
donuk, kahverengimsi siyah lekeler ile karakterize edilir. Etmenin, kavuzlarda ve saptaki
kolonizasyonu tahila yayilir ve tohumun embriyo kisminda kahverengi ile komiir siyahi
arasinda renk degisimine neden olur (Toben vd., 1989). Bu belirti, Bipolaris sorokiniana
enfeksiyonu veya siyah nokta ile karistirilabilir. P. syringae pv. atrofaciens ayrica,
bogumun hemen istiindeki sapin iist kisminda goriilen koyu kahverengi veya siyah
uzunlamasina ¢izgilerden izole edilmistir. Bununla birlikte, bu belirti ve kavuzun
tamaminda goriilen koyu ¢izgiler, baz1 ¢esitler iizerinde abiyotik stresin neden oldugu

melanizmden de kaynaklanabilir.

Japonya'da, P. syringae pv. japonica, bugday ve arpada bogumlarda koyu kahverengi

lezyonlar ve internodlarda cizgilerle iligkilendirilmistir (Fukuda vd., 1990). Bu nedenle,
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sap ve kavuzlardaki koyu kahverengi lekelerin nedeninin belirlenmesinde dikkatli
olunmasi gerekmektedir. P. syringae pv. japonica, Young (1992) tarafindan P. syringae
pv. syringae ile sinonim olarak degerlendirilmistir; P. syringae pv. syringae ise farkli
bitkilerde genis bir hastalik yelpazesi ile iligskilendirilmis bir patovardir. Bugdayda P.
syringae pv. syringae'nin neden oldugu yaprak belirtileri genellikle bakteriyel yaprak
yamklig1 veya yaprak nekrozu olarak isimlendirilir. ilk belirtiler, basaklanma veya erken
basak ¢ikisi doneminde fark edilen, hizla genisleyip birlesen ve list yapraklarda gri-yesil
renkte kuruma alanlarina doniisen, kii¢iik ve gozle zor fark edilen suyla 1slanmis lekeler
seklinde ortaya cikar. Bu bolgeler nekrotik hale gelir ve agik kahverengi veya beyaz renge
doner (Otta, 1974; Sellam & Wilcoxson, 1976). P. syringae pv. syringae ayrica, daha geng

bitkilerde benzer lezyonlardan izole edilmistir.

P. syringae pv. syringaemin neden oldugu yaprak yanikliginin diinya genelinde yaygin
oldugu belirtilmistir. Yerel olarak yapraklardaki tahribatin %50'yi asabildigi, ancak verim
kayiplar1 tam olarak degerlendirilmemistir (Diekmann & Putter, 1995).

Sultanov vd. (2016), Gardan ve digerlerinin DNA-DNA hibridizasyon sonuglarina
dayanarak Pseudomonas syringae tiiriinii dokuz genotipe (genomospecies) ayirdigini
belirtmistir. Cok lokuslu dizi tipleme (MLST) ile yapilan taksonomik c¢alismalar, P.
syringae tiriniin 7 ila 12 filogenetik gruba siniflandirilabilecegini ortaya koymus; bazi
arastirmacilar ise P. cichorii ve P. viridiflava'yr P. syringae tiri ile birlestirmistir. Bu
filogenetik gruplar, daha énce DNA-DNA hibridizasyon ile belirlenen genomospecieslere
genel olarak uyum gostermekte olup, bu siniflandirma tiiriin temsilcilerinin tiim genom

analizleri ile dogrulanmistir.

Farkli P. syringae izolatlari, belirli bitkilere karsi viriilanslarini belirleyen genis bir
biyokimyasal mekanizma yelpazesine sahiptir. Bu mekanizmalar arasinda fitotoksinler,
buz-niikleasyon proteinleri ve patojenin spesifik viriilansini belirleyen tip III ve tip IV salg1
sistemlerinin efektorleri bulunur. Farkli P. syringae patovarlart1 dort ana fitotoksin
(koronatin, phaseolotoksin, syringomisin ve tabtoksin) iiretir; ancak, bu toksinlerin higbiri
tek basina hastaliga neden olacak kadar etkili degildir. P. syringae popiilasyonunun genetik
cesitliligi Rusya Federasyonu’nda hala yeterince arastirllmamistir. P. syringae ve P.
fluorescens’in  16S-23S  rRNA  intergenik spacer bolgelerinin  karsilastirmali
degerlendirilmesine ve tahil iirlinlerinden izole edilen sinirhh sayida Pseudomonas
izolatlarinin rep-PCR analizine dair bazi ¢aligmalar yapilmistir. MLST kullanarak Ignatov

ve arkadaslari, farkli bitkilerden izole edilen P. syringae izolatlarmin koleksiyonunu
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incelemis ve Rusya'da filogrup 2'min baskin oldugunu gostermistir (incelenen tiim
izolatlarin %356’sindan fazlasi baklagiller, aycicegi, tahil iirlinleri, brassica bitkileri,
kabakgiller ve iiziimlerden izole edilmistir). P. syringaemin filogrup 2'sinin farklh
habitatlardan izole edilen tiirlerin biiyiik bir kismimni kapsadigini belirtmistir. Bu grup, P.
syringae pv. aceris, P. syringae pv. aptata, P syringae. pv. atrofaciens, P. syringae. pv.
avellanae, P. syringae pv. coryli, P. syringae. pv. dysoxyli, P. syringae pv. japonica, P.
syringae pv. lapsa, P. syringae pv. papulans, P. syringae pv. pisi, P. syringae pv.
solidagae ve P. syringae pv. syringae patovaryantlarini igerir; ayrica daha Once
tanimlanmis olan ii¢ genetik alt grubu 2a, 2b ve 2c'yi de kapsar. Alt grup 2b, P. syringae
pv. syringae, P. syringae pv. aptata ve P. syringae pv. atrofaciens gibi yaygin bitki
patojenlerinin tipik izolatlarini igerirken, P. viridiflava'ya fenotipik olarak benzer ancak
patojenik olmayan P. syringae tiirleri alt grup 2c'ye dahildir. Genel olarak, filogrup 2’ nin
tirleri titiin bitkilerinde yiiksek siklikla hipersensitiv reaksiyonlar1 (HR), bugday ve
aycicegi filizlerinde hastalik olusturma yetenegi ve syringotoksin sentezi ile karakterize

edilir.

Maraite vd. (2007), P. syringae pv. syringae ve P. syringae pv. atrofaciens'nin bugday ve
arpa tohumlarinda yaygin olarak bulundugu belirtilmistir. Her iki bakteri tiiriiniin, yalnizca
tahillarda degil (Shane & Baumer, 1987), ayn1 zamanda herhangi bir belirti géstermeyen
cesitli yillik veya ¢ok yillik yabani otlarda da onemli epifitik donemleri oldugu
bildirilmistir (Taghavi & Keshavarz, 2003). Hastalik salginlarinin yalnizca belirli ¢evresel
kosullarda meydana geldigi ifade edilmistir. Basak lekeleri, genellikle asiri nemli ve serin
havalarda ortaya c¢ikarken, yaprak yanikliginin bol nem, riizgarla tasinan yagmur veya
sulama ile iligkili oldugu gézlemlenmistir. Ayrica, bugday yapraklarinin yogun bir yagistan

sonra hala 1slakken radyasyon nedeniyle hizla 1s1 kaybetmesi durumunda da gozlenmistir.

P. syringae pv. syringae ve P. syringae pv. atrofaciens'in, epifitik bakterilerin bitki
dokularma girisini kolaylastirabilecek ve bitki hiicre 6liimiine yol agabilecek syringomisin
ve diger fitotoksik bilesikleri tUrettigi belirtilmistir (Bultreys & Gheysen, 1999). Yakin
zamanda, P. syringae pv. syringae'nin, konuk¢u olmayan bitkilerde savunma ile ilgili
genleri aktive eden ve celtik yaniklik mantarina karsi direng olusturan syringolinler adi
verilen bir peptid ailesini salgiladig1 tespit edilmistir. Ancak bugdayda, syringolin A'nin,
kiilleme tarafindan kolonize edilen hiicrelerde asir1 duyarli hiicre 6liimiinii tetikledigi ve
bdylece bitkinin savunma reaksiyonunu tekrar devreye sokarak uygun bir etkilesimi

uyumsuz bir etkilesime doniistiirdiigii bildirilmistir (Wéspi vd., 2001; Amrein vd.,
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2004).Bu nedenle, P. syringae pv. syringaemin epifitik popililasyonlarmin diger

patosistemleri etkileyebilecegi ifade edilmistir.

Direng ile ilgili olarak, bugday cesitleri arasinda kavuz dibi ¢iiriikliigli ve yaprak yanikligi
siddeti acisindan farklar oldugu gozlenmistir. Ancak, genotip direncinin sistematik
degerlendirilmesinin zorlugu, belirli iklimsel gereksinimler ve biiyiime silirecinde
duyarliligin degismesi nedeniyle belirtilmistir. Basaklanma doneminde basaklarin P.
syringae pv. atrofaciens'ya direngli oldugu, ancak bu asamadan sonra hamur agamasina

kadar duyarliligin siirekli arttig1 ifade edilmistir (Toben vd., 1989).

Cunfer (1987)’ye gore, P. syringae pv. syringae Van Hall tarafindan neden olunan
bakteriyel yaprak yanikligi, 1970’lerin basinda bugdayda oOnemli bir hastalik olarak
tanimlanmistir. Bu bakteri toprakta genis dl¢iide yaygindir ve bugday yapraklarmin dogal
bakteri popiilasyonunun bir pargasi olarak yasamaktadir. Yaprak yanikligi, belirli ¢cevresel
kosullarda ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriyel hastaliklar, mantar kaynakli hastaliklara kiyasla
bugdayda nispeten daha az kayba neden olmaktadir. Ancak bu hastaliklar mantar kaynakli
olanlar kadar detayli incelenmemistir ve bildirilenden daha biiyiik kayiplara neden olabilir.
Bakteriyel yaprak ¢izgisi, X. campestris’in iki patovari tarafindan olusturulmaktadir ve son
yillarda ABD’nin batisindaki bazi bolgelerde daha 6nemli hale gelmistir. Kavuz dibi
curtikliigiine ise P. syringae pv. atrofaciens Young, Dye ve Wilkie neden olmaktadir ve

genellikle bugday yetistirilen ¢ogu bolgede dnemsiz bir hastalik olarak goriilmektedir.

Toben vd. (1991), P. syringae pv. atrofaciens’in en dikkat ¢ekici belirtisi, olgunlagsmakta
olan bugday basaklarinin kavuzlarinin tabaninda, nemli hava kosullarinda artan koyu
kahverengi renk degisimidir. Hastalik, kolayca Leptosphaeria nodorum kaynakl
enfeksiyonla karigtirilabilir. Patojenin hizli tanimlanabilmesi i¢in bugday fidelerinde bir
biyotest gelistirilmistir. Kislik bugdaya yapilan yapay inokiilasyonlar, biiylime

asamasindan bagimsiz olarak yapraklarda hastalik belirtilerine neden olmustur.

Kavuzlarda tipik belirtiler, olgunlasma doneminin basinda veya sonrasinda inokiilasyon
yapildiginda ortaya cikmistir. Dayaniklilik taramasi ig¢in, siit olumu doneminde c¢esitli
bugday ¢esitleri iki bakteri izolat1 ile inokiile edilmistir. Cogu ¢esit hastaliga kars1 hafifce
duyarli bulunmustur. Baharlik bugday cv. Star ¢esidinin, iki izolat arasinda farkli direng
seviyeleri gosterdigi ve izolatlarin farkli irklara ait oldugunu ortaya konmustur. Bakterinin
tohumla tasinabilir oldugu belirlenmistir. Bu hastalifin yol actifi ekonomik kayiplarin

diistik oldugu gézlemlenmistir.
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Bugday ve Aegilops L. genotiplerinin P. syringae pv. atrofaciens'e karsi olgun bitki
direncinin serada, her iki tiiriin de duyarli biiylime evresinde enjeksiyon yoOntemi
kullanilarak test etmislerdir. incelenen genotipler, P. syringae pv. atrofaciens'e kars1 kismi
olgun bitki direnci gostermistir. En yliksek konsantrasyon da P. syringae pv. atrofaciens'e
duyarli genotiplerin oraninin bugdayda, Aegilops'tan daha fazla oldugu rapor edilmistir

(Zaharieva & Vassilev, 1995) .

Vassilev vd. (1997) tarafindan belirtildigi iizere, P. syringae pv. atrofaciens’in viriilent
izolatlari, Geotrichum candidum mantarinin biiylimesini engelleyerek, syringomycin
benzeri Ozelliklere sahip maddeler iiretmistir. Biiyiime inhibisyonu zonlarinin genisligi
izolatlar arasinda farklilik gostermistir. iyon degisim kromatografisi kolonu kullanilarak
yikksek virlilent bir izolatun biyolojik olarak aktif siipernatantinin saflastiriimasi
sonucunda, Rhodotorula pilimanae ve Bacillus megaterium'un biiylimesini engelleyen ve
tiitlin ve bugday bitkilerinde fitotoksik etki gdsteren bir ana fraksiyon elde edilmistir. Ters
faz HPLC ile yapilan ileri saflastirmada, dort ana biyolojik aktif madde ayrilmis ve bunlar
syringomycin E, syringomycin G, syringopeptin 25A ve syringopeptin 25B olarak
tanimlanmistir. Bu fitotoksinler, cogu P. syringae pv. syringae izolat1 tarafindan
tiretilmektedir. Bugdaymn govdesine saf syringomycin E ve syringopeptin 25A enjekte
edildiginde, patojenin dogal olarak olusturdugu belirtilere benzer simptomlar gdzlenmistir.
Ancak, syringopeptin 25A, syringomycin E’den en az alt1 kat daha aktif bulunmustur; bu

durum, toksinlerin patogenezde rol oynayabilecegini diislindiirmektedir.

Von Kietzell ve Rudolph (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, 1992 ve 1993 yillarinda
Almanya’da yiiriitiilen bir arastirmada P. syringae pv. atrofaciens epifitik izolatlarinin
bugday ve arpa tohumlar1 ve bitkileri iizerinde sik¢a rastlandigi, ancak hastalik belirtisi
gostermedigi bildirilmistir. Bu nedenle, P. syringae pv. atrofaciens ge¢miste bugday ve
arpa iizerinde “melanizm” gibi spesifik olmayan belirtilerden epifitik izolatlarinin izole
edilmesinin siklikla yanlis teshislere yol agmis olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Cavdar,
tritikale ve yulaflarda ise bakteri yalnizca birka¢ vakada tespit edilmistir. Alan
deneylerinde, Rifampisin ve streptomisin’e direng “igareti” tasiyan bir P. syringae pv.
atrofaciens izolatin yapay tohum inokiilasyonu sonrasinda bugday, arpa, cavdar ve yulaf
yapraklarindan izole edildigi; bakterinin {ist yaprak ve basaklarda hastalik belirtisi
gostermeksizin ¢ogaldigi ve giiclii bir epifitik biiyiime kabiliyeti sergiledigi bulunmustur.
P. syringae pv. atrofaciens izolatlarmin fizyolojik, serolojik ve konuk¢u spektrumu

testlerinde olduk¢a homojen tepki verdigi ancak P. syringae pv. syringae izolatlarinin

14



ikisinden ayirt edilemedigi kaydedilmistir. Buna karsilik, P. syringae pv. syringae

izolatlar1 oldukga heterojen bir yanit gdstermistir.

Maraite vd. (2007) diger bir¢ok iiriin gibi bugday bitkisi de optimal yaprak gelisimini
engelleyen, verimi diisiiren ve uluslararasi tahil ticaretine kisitlamalar getiren c¢esitli
bakteriyel hastaliklardan etkilenmektedir. Ancak, bakteriyel hastaliklarin yillik kontroliine,
pas hastaliklar1 veya Helminthosporium ve Septoria yaprak yanikliklarina kiyasla giftciler
tarafindan nispeten az dikkat gosterilmektedir. Bu durum, simptomlarin bazen fizyolojik
veya stres kaynakli hasarlarla karistirllmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bakteriyel
hastaliklarin salgin gelisimi, belirli iklim kogullarinin bir araya gelmesini gerektirdiginden,
bir y1l ile diger y1l ya da iilkeler ve kitalar arasinda diizensizdir. Cesitlerin duyarlilig1 veya
tohum bulasma derecesindeki farkliliklar da bu degiskenlige katkida bulunmaktadir.
Kimyasal miicadelenin tek basina hastalik kontroliinde yeterli goriilmediginden dolay1 ana
kontrol stratejiler olarak cesitlerin direngli olmasi ve hastaliksiz tohumluk iiretiminin

uygulanmasinin ¢ok faydali oldugunu bildirmislerdir.

Maraite vd. (2007)’ ye gore, P. syringae pv. atrofaciens ve P. syringae pv. syringae'nin
koloni morfolojisi, fizyolojik, serolojik ve temel genetik 6zellikler bakimindan birbirinden
ayirt edilmesi miimkiin degildir. Tahillar ve diger bitkilerde olusturulan belirtilerin
degerlendirilmesi, baz1 karakterizasyonlarin yapilmasina olanak tanisa da, kesin bir ayrim
yapmak zor olmaktadir; ¢linkii baz1 P. syringae pv. syringae izolatlarinin da basaklarda

kavuz dibi ¢iiriikliigiine neden oldugu bildirilmistir (Von Kietzell, 1995).

Buletsa vd. (2016) calismasinda, P. syringae pv. syringae izolatlarim1 %85'inin buz
cekirdeklesme aktifligi gosterdigi, buna karsilik P. syringae pv. atrofaciens izolatlarinin
cogunlugunun (%69) buz c¢ekirdeklesme negatif oldugu tespit edilmistir. Bu iki izolat
grubu arasindaki farkliliklar dikkat ¢ekicidir, cilinkii tahillardan izole edilen P. syringae
izolatlarinin patovar diizeyinde tanimlanmasi her zaman net degildir (Von Kietzell &
Rudolph, 1997) ve bazi arastirmacilar tiim izolatlar1 pv. syringae grubunda toplamayi
tercth etmektedir (Young & Triggs, 1994). Ancak ¢alismada kullanilan pv. atrofaciens
izolatlarinin, lipopolisakkaridlere karsi monoklonal antikorlarla ve Biolog yontemi ile daha
homojen bir grup oldugu gdsterilmistir (Von Kietzell, 1995). Ilging bir sekilde, agik¢a buz
cekirdeklesme pozitifligi gdsteren ii¢ atrofaciens izolatinin Giiney Afrika (2067 ve 2074)
ve Yeni Zelanda (1440) kokenli oldugu belirtilmistir.
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Butsenko vd. (2020) Kiev boélgesinde incelenen bugday tarlalarinda, fitopatojenik
bakterilere 6zgii belirtileri tasiyan yabanci otlar bulunmustur. Ozellikle, Sonchus arvensis
bitkilerinde acgik kahverengi lekeler, Papaver argemone yapraklarinda beyazimsi lekeler
saptanmustir. 53 simptomatik bitkiden 25 bakteriyel izolat elde edilmistir. Bunlar arasinda
yedi izolat (L8, L9, L11, L11a, L13, L15, L16) aerobik, spor olusturmayan, Gram-negatif
hareketli cubuklar olarak tanimlanmistir. Bu izolatlar, ¢aplart 1.0-2.5 mm olan gri,
saydam, piirlizsiiz, yuvarlak koloniler olusturmus ve kenarlar1 hafif dalgali, merkezi ise
kompakt ve bombeli bir yapiya sahip olmustur. Bu izolatlar oksidaz negatif olup tiitiin
yapraklarinda hipersensitivite reaksiyonu (HR) indiiklemistir. LOPAT testlerinin (levan
tiretimi, oksidaz, patates iizerindeki protopektinaz aktivitesi, arginin dihidrolaz, tiitiin
yapraklarinda HR) sonuglarma goére (L+, O—, P—, A—, T+), bu yedi izolat LOPAT grup la
(P. syringae) olarak siniflandirilmistir. [zolatlar1 sitrat, mannitol, ksiloza, arabitol,
galaktoz, sakkarozu kullanirken, laktoz, trehaloz, malonat, maltoz ve seliiloz
kullanmamigtir. Bu izolatlar, B-glukozidaz, fosfataz ve aeskulin hidrolizi reaksiyonlari
gosterirken,  iireaz, ornitin  dekarboksilaz, lizin dekarboksilaz, N-asetil-B-D-
glukozaminidaz, a-galaktozidaz ve vy-glutamil transferaz aktiviteleri gostermemistir.
RAPD-PCR sonuglarina dayanarak, cografi izolasyon bolgesi, bakterilerin izole edildigi
bitkiler, serolojik ve agresiflik 6zellikleri fark etmeksizin, tiim P. syringae pv. atrofaciens
izolatlar1 homojen iligkili bir grup olusturmustur. Ayrica, P. syringae pv. atrofaciens
izolatlarinin bu tiirlin diger patovaryatlarindan, ozellikle P. syringae pv. phaseolicola, P.
syringae pv. coronafaciens, P. syringae pv. lachrymans, P. syringae pv. tabaci, P.
syringae pv. tomato, P. syringae pv. aptata, P. wieringae ve P. syringae pv. syringae'den
farklilik gosterdigi gosterilmistir. TUm P. syringae pv. atrofaciens izolatlar1 i¢in, OPA-13
primeri ile yapilan RAPD amplifikasyonunun baskin iriinii 700 kb'lik bir PCR
fragmentidir. Bu parg¢anin varligi, bu patovaryanin temsilcilerini diger patovaryalardan
ayirmaktadir. Bu yontem, mango, tatli kiraz gesitleri ve diger bitkileri enfekte eden P.

syringae patovaryalarini ayirt etmek icin de yararli olmustur.

Huliaieva vd. (2020), tohumlarin ekim 6ncesi %1 oraninda Ag-Cu nanopartikiil sitratlari,
Co; Cu; Zn; Fe; Mn; Mo; Mg iceren nanokompozit (Avatar-1) ve iyot-selenyum
biyopreparati ile islenmesi sirasinda P. syringae pv. atrofaciens hiicrelerinin gelisiminin
onemli oOlclide inhibe edildigi ve canliliklarinin azaldigr bulunmustur. Transmissive
elektron mikroskobu yontemi ile yapilan gozlemler, Ag-Cu nanopartikiil sitratlari, Avatar-

1 nanokompoziti ve iyot-selenyum biyopreparatinin diisiikk konsantrasyon da dahi etkili bir

16



bakterisidal aktiviteye sahip oldugunu ve hiicre duvarindaki hasarlar sonucu bakterilerin

canli formlarinda azalma meydana geldigini gostermistir.

Kelpsien¢ vd. (2021) gore, P. syringae patovarlari, hemen hemen tim i1liman ve
subtropikal tahil yetistirme bolgelerinde tahillarda bakteriyel hastaliklara neden
olmaktadir. Fungal hastaliklara kiyasla onemi diisiikk goriildiigiinden, P. syringae
Litvanya'daki tahil bitkilerinde aragtirilmamistir. Bununla birlikte, fungal hastaliklara 6zgii
olmayan yaprak yanikligi ve kilgik renk degisimi belirtileri tarlalarda nispeten sik
bulunmustur. Bu nedenle, g¢alismalarinin amaci Litvanya'da yetistirilen tahillarda P.
syringaenin varligin1 belirlemek olmustur. 2013-2015 yillar1 arasinda kislik bugday, kislik
tritikale, yazlik bugday ve yazlik arpa bitkilerinden toplamda 452 simptomatik bitki drnegi
toplanmistir. Yaprak yanikligi ve kil¢ik leke simptomlari, kislik tritikale ve yazlik arpaya
kiyasla daha sik kislik ve yazlik bugday bitkilerinde tespit edilmistir. Simptomatik
yapraklar ve tahillardan 113 P. syringae izolat1 (51 yapraktan ve 62 tahildan) izole edilmis,
ancak yalnizca 13 izolati (10 bugdaydan, 2 tritikaleden ve 1 arpadan) piiskiirtme
yontemiyle test edildiginde konukgu bitkilerde patojenik bulunmustur. Kislik tritikale ve
yazlik arpadan yaklasik 10 kat daha sik olarak yazlik ve kislik bugdayda tespit edilmistir.
Ulkenin farkli bdlgelerinden toplanan yazhik bugday, kishk bugday, kishk tritikale ve
yazlik arpa bitkilerinin tahillarindan (10 izolat) ve yapraklarindan (3 izolat) izole
edilmistir. Bu sonuglar, Litvanya'da yetistirilen tahillarda P. syringae'nin neden oldugu
hastaliklarin varligim1 dogrulamaktadir. 16S rRNA gen dizisi analizine dayali olarak, P.
syringae pv. atrofaciens'in tahillarda, 6zellikle bugdayin kavuz dibi ¢iirtikligli hastaliginin

baskin etmeni oldugu belirlenmistir.

Pasichnyk ve Butsenko’nun (2022) bildirdigine goére, Pastushenko ve Symonovych (1979)
tarafindan Pseudomonas cinsine ait fitopatojenik bakterilerin serogrup smiflandiriimasi
icin bir sema gelistirilmis ve bu sema giiniimiizde de kullanilmaktadir. Ancak, bu serogrup
semasinin uzun yillar boyunca birikmis tiim verilere ulagsmadaki eksiklikler nedeniyle
kullanim1 gilintimiizde karmasik hale gelmistir. Ayrica, bu sema, Pseudomonas cinsi
fitopatojenik  bakterilerin modern taksonomisine uymamaktadir. Bu c¢aligmada,
aragtirmacilar kendi deneysel sonuglarma ve literatiir verilerine dayanarak Pseudomonas
cinsine ait fitopatojenik bakterilerin serogrup siniflandirma semasini modernize etmeyi
amaclamistir. Calismada, Ukrayna’nin farkli bolgelerindeki bugday, ¢avdar, yulaf, tiitiin ve
cesitli yabanci ot tiirlerinden izole edilen P. syringae patovarlarinin atrofaciens,

coronafaciens ve tabaci izolatlar1 incelenmistir. Bakteri izolatlarinin antijenik 6zellikleri,
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dokuz serolojik gruba (I, IL, III, IV, V, VI, VII, VIII, IX) ait P. syringae izolatlarina karsi
hazirlanan antiserumlarla agliitinasyon ve ¢ift immiinodifiizyon (Ouchterlony ydntemi)
reaksiyonlar1 kullanilarak arastirilmistir. Kavuz dibi c¢liriikliigline neden olan P. syringae
pv. atrofaciens’in bugdaydan izole edilen izolatlarinin dort serolojik gruba (II, IV, V, VI),
cavdardan izole edilenlerin ise bes serolojik gruba (I, II, IV, V, VI) ait oldugu
belirlenmistir. Yulaf bitkilerinde hale yanikligina neden olan P. syringae pv. coronafaciens
izolatlarinin iki serolojik gruba (I, V) ait oldugu bulunmustur. Bu sema, Solanum
lycopersicum bitkisinde bakteriyel benek hastaligina neden olan P. syringae pv.
tomato’nun serogroup IV'e ait oldugu bilgisiyle gilincellenmistir. Ayrica, tiitiinlerde
hastaliga neden olan P. syringae pv. tabaci izolatlarinin {i¢ serogruba (VII, VIII, IX) dahil
oldugu bulunmus ve bu durum 1979 semasina gore gilincellenmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda, Pastushenko ve Symonovych tarafindan gelistirilen Pseudomonas cinsine ait
fitopatojenik bakterilerin serogrup smiflandirma semasi arastirma sonuglar1 ve literatiir

verileri 151¢1nda modernize edilmistir.

Abo Bakr vd. (2024)’de belirttigi lizere, bugday diinya genelinde yetistirilen en 6nemli
tahil tiriinlerinden biridir ve son on yilda belirgin hale gelen iklim degisiklikleriyle birlikte
cesitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerinden etkilenmektedir. Bu stres faktorleri arasinda,
P. syringae pv. syringae tarafindan neden olunan bakteriyel bugday yaprak yanikligi
hastaligi  bulunmaktadir. Bu bakterinin 6nemi ve tehlikesi, tohum yoluyla
bulasabilmesinden kaynaklanmakta olup, hem dane kalitesini hem de bin dane agirligini
olumsuz etkileyebilmektedir. Arastiricilar tarafindan 2022 yilinda gerceklestirilen bir
calismada, P. syringae kaynakli bakteriyel yaprak yanikligi hastaliginin ve patotiplerinin
Suriye'nin ana bugday yetistirme bolgelerinde (Halep, Hama, Humus, Tartus ve Lazkiye
illerinde) yayginligi arastirtlmistir. Elde edilen sonuglar, incelenen 59 tarladan 42'sinde
(%71,2) bakteriyel yaprak yanikligi hastaliginin gozlendigini gostermistir. En diistik
hastalik oranmi1 (%50) ve siddeti 2'nin altinda olmak tizere Lazkiye'de kaydedilirken, en
yiiksek oran (%77,8) ve siddet 4 olmak {izere Halep ilinde gézlenmistir. Hastalik belirtileri,
tim tarlalarda suyla dolmus yaprak lekeleri seklinde baslamig, ardindan yesilimsi-gri
nekrozlara ve son olarak saman rengine donligmiistlir. Siyahimsi kahverengi bogum
belirtileri yalmizca Halep ve Tartus'taki dort tarlada goriilmiis olup, bu belirtilerin
muhtemelen P. syringae pv. japonica patotipinden kaynaklandig disiiniilmektedir. Ayrica,

alt1 tarlada bugday basaklarinda siyahimsi kahverengi sulu lekeler tespit edilmis ve bu
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belirtiler, Halep ve Tartus'ta P. syringae pv. atrofaciens patotipine 6zgii belirtilerle

Ortlismiistiir.

Abo Bakr (2024) tarafindan bildirildigi iizere, pestisitlerin etkisiyle Pseudomonas syringae
tiirline ait fitopatojen bakterilerde morfolojik olarak farkli formlarin ortaya ¢ikma sikligi
artmakta, bu da patojenlerin izolasyonu ve fenotipik Ozelliklerine gdére tanimlanmasini
zorlagtirmaktadir. P. syringae pv. atrofaciens'in kavuz dibi ¢iiriikliigii etmeni olan S- ve R-
formlarinin biyolojik o6zelliklerini inceledikleri ¢alismada P. syringae pv. atrofaciens
UKM B-1011 ve P. syringae pv. atrofaciens 9780 izolatlarinin R-dissosyantlari, fizyolojik
ve biyokimyasal oOzellikleri bakimindan birbirlerinden ve bu izolatlarin orijinal S-
formundan farkli bulunmamistir. R-formlari, S-formlarina kiyasla biyofilm olusturma
yetenegini daha iyi gelistirmekte, bu da onlara filofserada popiilasyon olusturma sirasinda
rekabet avantaji saglamaktadir. Ayrica, R-formlarmin P. syringae pv. atrofaciens'in
orijinal S-formuna 6zgii viriilans 6zelliklerini kaybetmedigi gosterilmistir. P. syringae pv.
atrofaciens popiilasyonun da, biyofilm olusturma kapasitesi yiiksek bireylerin sayisindaki
artig, viriilans ozelliklerin korunmast durumunda bu patojenin neden oldugu epifitotiklerin

riskini artirabilir.
2.1. Diinya’da P. Syringae pv. Atrofaciens ile Tlgili Yapilan Calismalar

Kavuz dibi cliriikliigii hastaliginin zayif dane dolumuna yol ac¢tig1 ve Rusya'da tahillar igin
onemli bir patojen olarak kabul edildigi bildirilmistir (Matveeva vd., 2003). Ukrayna'da
(Pasichnyk, 2000) ve Bulgaristan'da (Vassilev vd., 1995) P. syringae pv. atrofaciens
tizerine onemli arastirmalar yapilmistir. Almanya'da ekonomik kayiplarin diisiik oldugu
ifade edilmistir (Toben vd., 1991). Belgika'da P. syringae pv. atrofaciens'in, yalnizca Fidel
¢esidinde zaman zaman belirgin simptomlar olusturdugu gézlemlenmistir. Ayrica, durum

bugdayi, arpa ve yulaf iizerinde de rapor edilmistir (Alexandrova vd.,1995).

Taghavi ve Keshavarz (2003) 1997-1998 wyillar1 arasinda Fars ve Kohgiluyeh ve
Boyrahmad bélgelerindeki c¢esitli bugday tarlalarindan bugday yapragi 6rnekleri toplayarak
bugday yaprak yanikligina neden olan etmeni belirlemeyi amaglamistir. LOPAT testleri ve
KB ortaminda floresan pigment iiretimi temel alinarak yapilan incelemede, 6rneklerden
181 bakteri izolat1 elde edilmistir. Biyokimyasal, fizyolojik ve patojenisite testlerine gore
izolatlar bes grupta smiflandirilmis; bir grubun P. fluorescens, diger gruplarin ise P.
syringae pv. syringae oldugu belirlenmistir. Patojenisite testi, P. syringae pv. syringae

izolatlarinin Fars, Kohgiluyeh ve Boyrahmad illerinde bugday yaprak yanikligimin etmeni
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oldugunu gdstermistir. P. syringae pv. syringae izolatlarinin tiim protein elektroforetik
desenleri benzerlik gosterirken, bazi alt bantlarda kiigiik farkliliklar gozlemlenmistir. P.
syringae pv. syringae patojenik izolatlar1 ayni zamanda S.Shahr ve Marvdasht gibi
bolgelerdeki yillik ve ¢ok yillik yabani otlardan tilki kuyrugu, kil yulafi, yulaf otu, arpa otu
ve Cynodon dactylon izole edilmistir. Test edilen bugday cesitleri arasinda Tajan ¢esidinin
patojene duyarli oldugu, diger ¢esitlerin ise dayaniklilik, orta dayaniklilik veya orta
hassasiyet gosterdigi saptanmustir. Sonuglar, P. syringae pv. syringae’nin bugday
tanelerinde, muhtemelen tohumlarda bir endofit olarak bulunan bir tohum kaynakl1 patojen

oldugunu ortaya koymustur.

Butsenko ve Pasichnyk (2018) OPA-13 primeri ile yapilan RAPD profili analizine gore
Ukrayna'nin 11 bolgesindeki farkli bitki konukgularindan izole edilen P. syringae pv.

atrofaciens izolatlarinin genetik olarak homojen bir grup oldugunu belirlemistir.

Patojenik varyasyon ve patojenite ile ilgili olarak, Rusya'da arpa, ¢avdar ve bugdaydan
izole edilen izolatlarimin 13 bugday ve arpa cesidindeki viriilensinin degerlendirildigi ve
arpa ile ¢cavdar izolatlarinin iki ayr1 gruba ayrildigi, bugday izolatlarinin ise her iki grupta
da bulundugu bildirilmistir (Matveeva vd., 2003). Bulgaristan'da bugdaya patojen olan P.
syringae pv. atrofaciens izolatlatlar1 arasinda genis bir viriilens farki oldugu ortaya
konmustur. Ayrica, Sadovo 1 ve Trakia gibi kislik ekmeklik bugday c¢esitlerinin
kullanimiyla dort irkin ayriminin yapildig: bildirilmistir (Vasilev vd., 1988). Almanya'da
Star ¢esidindeki reaksiyon farki, P. syringae pv. atrofaciens izolatlar1 arasinda irklarin
varhigim1 gostermistir (Toben vd., 1991). Bu durum, bugday genotiplerinin direng

testlerinde 6nemli sonucglar dogurmustur.

P. syringae pv. atrofaciens'e kars1 sahada biiylik capli direng taramasi raporlarinin sinirl
oldugu, ¢ogu ¢alismanin biiyiime odalarinda veya seralarda farkli biiylime asamalarindaki
bitkiler lizerinde yapildig: belirtilmistir. Viriilenslikteki nicel ve nitel farkliliklar nedeniyle
izolatlarin, bitki asamalarmin ve g¢evresel kosullarin dikkatle secilmesi gerektigi
vurgulanmistir. Zaharieva ve Vassilev (1995) tarafindan, basaklanma asamasindaki cesitli
bugday ve Aegilops genotiplerinin P. syringae pv. atrofaciens 'e karsi direnci, serada basak
icine bakteriyel siispansiyon enjekte edilerek degerlendirilmistir. Vassilev vd. (1995) ise
lclincli yaprak asamasindaki bitkilere, cesitli inokulum konsantrasyonlariyla enjeksiyon
yontemi kullanarak direng testi yapmistir. Aegilops genotiplerinde, bugday cesitlerine
kiyasla daha yiiksek bir direng seviyesi gézlemlenmistir. Bu sonuglar, Kotlyarov (1991)

tarafindan yapilan ve Rus P. syringae pv. atrofaciens izolatlarina kars1 Erythrospermum
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19-16, Sadovo 1 ve Katya bugday cesitlerinde diren¢ gozlendigini bildiren dnceki raporlar
dogrulamaktadir. Direncin ayrica diger Rus kislik ve yazlik bugday cesitlerinde,
Cooperacion Calquin, Punjab 96, Prointa Superior, Prointa Imperial, Lhanaa, Bedhao ve

Rhabour-15 gibi ¢esitlerde de tespit edildigi bildirilmistir (Matveeva vd., 2003).

1987 ve 1988 yillarinda, P. syringae pv. atrofaciens tarafindan neden olunan kavuz dibi
cliriikligliniin Bat1 Almanya'da neredeyse her yerde goriildiigii tespit edilmistir. Hastaligin
belirtileri genellikle olgunlasmamis bugday basaklarinin kavuzlarinin tabaninda, koyu
yesilden kahverengiye kadar degisen ve suyla 1slanmis lezyonlar seklinde ve zamanla bu
lekelerin koyu kahverengiye doniistiigii belirlenmistir. Bugday ve arpadan toplam 46 P.
syringae pv. atrofaciens izolat1 elde edilmistir. Petri kaplarinda 1slak filtre kagid1 tizerinde
yetistirilen 4-5 gilinliik bugday fideleri, bakterilerle kontamine edilmis bir diseksiyon ignesi
ile iki-iic noktadan delinmistir. 2-3 giin sonra patojenik izolatlar, fidelerde kahverengiden
siyaha donen lekeler olusturmustur. Bugdaydan elde edilen bakteri izolatlarinin, patates
dekstroz agar lizerinde yetistirilen bazi mantarlarin biiyiimesini engelledigi gdzlenirken,
bugdaydan izole edilen bir P.syringae pv. syringae referans izolatinin ise bdyle bir
engelleyici etki gdstermedigi belirlenmistir. Dayaniklilik taramasi sirasinda, ¢esitli ilkbahar
ve kislik bugday cesitleri sera veya saha denemelerinde test edilmis ve farkli ¢esitlerin

hastaliga kars1 duyarliliklarinda belirgin farkliliklar tespit edilmistir (Toben vd., 1989).

Alexandrova vd. (1995) tarafindan, Italya'da durum bugday: gesitlerinde tekrarlayan kavuz
dibi ¢iiriikliigii ve yaprak lekesi enfeksiyonlar1 gdzlemlenmistir. Italya'nm farkli
bolgelerinde {iretilen ticari tahil tohum partileri ve sahadan toplanan simptomatik bitki
orneklerinden P.syringae pv. atrofaciens izole edilmistir. Bu izolasyon, konvansiyonel
tanimlama testleri ve SDS-PAGE yontemi ile elde edilen hiicre proteinlerinin
elektroforetik desenlerinin bilgisayarli yogunluk analizi kombinasyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. P.syringae pv. atrofaciens, kuzey ve orta Italya'da yetistirilen arpa,
bugday ve durum bugday1 tohum 6rneklerinde ve simptomatik durum bugday bitkilerinde

tespit edilmistir.

lacobellis vd. (1997) tarafindan, P. syringae pv. syringae, P. syringae pv. atrofaciens
izolatlar1, patojenik ve molekiiler 6zellikler agisindan degerlendirilmistir. P. syringae pv.
atrofaciens 1izolatlarinin c¢ogunun syringomisinler ve syringopeptinler {irettigi ve P.
syringae pv. syringae'de syringomisinlerin sentezinde ve tasinmasinda rol oynayan syrB ve
syrD genlerine homolog DNA dizileri icerdigi bildirilmistir. Ayrica, P. syringae pv.

atrofaciens izolatlarinin neredeyse tamaminin, P. syringae pv. syringae' nin tipik konukcu
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bitkisi olan leylak iizerinde patojenik oldugu tespit edilmistir. Her iki patovarin yag asitleri
ve tiim hiicre proteinlerinin olduk¢a benzer oldugu ve bu verilerin kiime analizinde iki
patovarin benzerligini dogruladigi belirtilmistir. Sonug olarak, P. syringae pv. syringae ile

P. syringae pv. atrofaciens'nin yakin akraba patovarlar oldugu sonucuna varilmistir.

Al-Sallami vd. (1997) Bulgaristan’da toplanan bugday tohumlarinda fungal etmenler
kaynakli siyah nekrotik leke belirtileri gosteren orneklerde, tohum tanelerinde renk
degisimi ve embriyolarin etrafinda siyah noktalar gozlemlenmistir. Bu Orneklerden
bakteriyel etmen P. syringae pv. atrofaciens ile fungal etmenlerden Alternaria, Fusarium
ve Drechslera spp.’ye ait saf kiiltlirler izole edilmistir. P. syringae pv. atrofaciens'in, orta
ve dogu Avrupa'da tahillarin en 6nemli bakteriyel hastaligi olarak son yillarda ortaya
ciktigr belirtilmistir (Karov &Vassilev, 1981; Toben vd., 1989; Pasichnik & Koroleva,
1991). Basaklarda kilgiklarin ve tanelerin tabaninda renk degisikligi gibi tipik
simptomlarin nadiren gozlemlendigi, bu nedenle bugdaylarin gorsel incelemelerinin birgok
durumda yanlis sonuglar verebildigi rapor edilmistir. Siyah nekrotik lekelenmeler
goriildiigiinde  enfeksiyonun birden fazla patojen tarafindan tetiklenebilecegi

vurgulanmustir.

Kotlyarov, (1997) 1993-1995 yillar1 arasinda 27 yazlik bugday c¢esidi ve 43 kiglik bugday
cesidi, P. syringae pv. syringae'ye karsi direng acisindan seralarda ve tarlalarda
incelenmistir. Bakteriyel yaprak yaniklig1 enfeksiyonu ile kiilleme hastalig1 arasinda pozitif
bir iliski bulunmus, ancak P. syringae ile Fusarium kulak ciiriikligi (Fusarium
graminearum) arasinda bir iligki tespit edilmemistir. Bakteriyel yaniklik direncinin baskin
genler tarafindan kontrol edildigi ortaya konmustur. "Volnitsa" ve "Diplomat" adli iki
kislik bugday cesidi ile "Nobeokabozu" ¢esidinden tiiretilen bazi hatlar, yukarida belirtilen

patojenlere kars1 zayif duyarlilik gdsterdigi igin se¢ilmistir.

Matveeva vd. (2003) kavuz dibi ¢iiriikliigline neden olan P. syringae pv. atrofaciens
etmeni, Rusya'da tahillar i¢in Onemli bir patojen olarak rapor edilmektedir. Rusya
Federasyonu'nun farkli bolgelerinden 1998-2001 yillar1 arasinda toplanan bugday, ¢avdar
ve arpa bitkilerinin enfekte olmus tohumlarindan izole edilen 23 izolatin viriilensinin, 13
bugday ve arpa cesidi kullanilarak degerlendirmislerdir. Viriilens farkliliklarina ve
UPGMA kiime analizine dayali olarak, arpa ve cavdar izolatlarimin iki ayr1 grupta
kiimelendigi, bugday izolatlarinin ise her iki kiimede de yer aldigi tespit etmislerdir. P.
syringae pv. atrofaciens'in Rusya'daki tahil tiirleri ve genotiplerine karsi yiiksek bir

viriilens ¢esitliligine sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, 60'tan fazla bugday ¢esidinin,
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cesitli P. syringae pv. atrofaciens izolatlarina karsi farkli inokiilasyon teknikleriyle
duyarliligini  degerlendirmislerdir. Rus kishk bugday c¢esitlerinden 'Moskovskaya
nizkostebelnaya', 'Mironovskaya 61', 'Pamyat Fedina', "Zhneya' ve melez PPG-93 ile yazlik
bugday cesitlerinden 'Bezenchukskaya', 'Isheevskaya', 'Kinelskaya', ayrica yabanci
cesitlerden 'Cooperacion Calquin', 'Pinjab 96', "Prointa Superior', 'Prointa Imperial’,

"Lhanaa’, 'Bedhao' ve 'Rhabour-15' gibi bir¢ok direngli hat belirlemislerdir.

Kazempour vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, Iran’da bugdayda goriilen bakteriyel
hastaliklardan olan, sirasiyla P. syringae pv. atrofaciens ve P. syringae pv. syringae nin
neden oldugu basak kavuz leke hastalig1 ve yaprak yanikligi incelenmistir. Bu hastaliklar,
bugdayda 6nemli {iriin kayiplarina yol agmaktadir. 2005-2006 yillarinda ilkbahar ve yaz
aylarinda Guilan eyaletindeki (Roodsar, Langrud, Rostamabad, Loshan ve Roodbar) ¢esitli
bugday tarlalar1 incelenmis ve kavuz leke ile yaprak yanikligi belirtileri gosteren enfekte
bugdaylardan Ornekler toplanmigtir. Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal o&zellikler,
patojenisite testleri ve spesifik primerlerle yapilan PCR analizlerine dayanarak, izolatlar iki
gruba ayrilmustir. Ik grup, yaprak yanikligma neden olan ve P. syringae pv. syringae
olarak tanimlanan 20 izolati icerirken; ikinci grup, kavuz dibi ciirlikliigii hastaligina yol
acan ve P. syringae pv. atrofaciens olarak tanimlanan 18 izolattan olugmaktadir. Bu

calisma, Iran’da bugdayda P. syringae pv. atrofaciens varligmi ilk kez rapor etmistir.

Buletsa vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, kavuz bakteriyoz etmeni olan P. syringae
pv. atrofaciens'in biiyiimesi ve hiicrelerde pestisitlerin etkisiyle meydana gelen fizyolojik
degisiklikler incelenmistir. (Calismada, klasik mikrobiyolojik yontemler,
mikroagliitinasyon reaksiyonu, elektronik mikroskopi ve sodyum dodesil siilfat-PAAJ
elektroforezi gibi yontemler kullanilmistir. Sonuglar, Twix ve Alfa Super preparatlarmin
tireticinin Onerdigi dozlarda uygulandiginda P. syringae pv. atrofaciens UKM B-1011'in
hayatta kalma oranini diisiirdigiinii gostermistir. Ayrica, piretroid insektisitler Alfa, Super
Twix ve herbisit Granstar Gold 75'in, P. syringae pv. atrofaciens UKM B-1011
kolonilerinde R-formlarinin ortaya c¢ikmasiyla morfolojik disosiyasyona yol agtigi
gozlemlenmistir. R-disosiyantlarinin fizyolojik-biyokimyasal 06zellikleri arasinda fark
goriilmezken, orijinal S-formundan ise sadece kiigiik farkliliklar gosterdigi bulunmustur.
Sonug olarak, sentetik pestisitler Alfa Super, Twix ve Granstar Gold 75'in, P. syringae pv.
atrofaciens UKM B-1011'de disosiyasyona neden olarak popiilasyonun heterojenligini

artirdig1, dayaniklilik sinirlarii genislettigi tespit edilmistir.
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Butsenko vd. (2020)’de belirttigi lizere, son yillarda yaprak yanikligi ve kavuz dibi
clriikliigiine neden olan patojen bakteri P. syringae’nin Litvanya’da yayildigin
gostermistir. P. syringae kaynakli hastaliklarin bugday veriminde %S5 ile %50 arasinda
kayba neden olabilecegi belirtilmistir. Litvanya'da P. syringae'nin farkli izolatlarinin ve
enfeksiyonlarmin kiglik bugday verimi tlizerindeki etkisini belirlemek amaciyla ¢alismada,
bes farkli kislik bugday cesidinin (Dagmar, Janne, Edvins, Skagen ve Artist) in vitro
kosullarda, sekiz farkli P. syringae izolatlarmin hiicre siispansiyonlar1 (1.0 x 10°
KSVmlI™ ') ile farkli biiyiime evrelerinde enfekte edilmistir. Bugday tam olgunluga
ulastiginda tane agirhig farkliliklart degerlendirilmistir. P. syringae enfeksiyon zamaninin
tane agirligi lizerinde Onemli bir etkisi olmadigi, ancak c¢esitlerin ve P. syringae
izolatlarinin etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Enfeksiyon zaman
ve cesitler, enfeksiyon zamani1 ve P. syringae pv. syringae izolatlar1 ile P. syringae pv.
atrofaciens izolatlarinin birbirleriyle etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Referans bakteriler P. syringae pv. syringae (izolat No. CFBP 4108 Van Hall 1902) ve P.
syringae pv. atrofaciens (izolat No. CFBP 3587 Mac Culloch 1920) tane agirliginda

strasiyla %10,2 ve %9,1 oraninda diisiise neden olarak en fazla etkiyi gostermistir.

Butsenko vd. (2020) belirtmistir ki, P. syringae pv. syringae Van Hall tarafindan neden
olunan bakteriyel yaprak yanikligi, 1970’lerin basinda bugdayda 6nemli bir hastalik olarak
tanimlanmistir. Bu bakteri toprakta genis dl¢lide yaygindir ve bugday yapraklarmin dogal
bakteri popiilasyonunun bir parcasi olarak yasamaktadir. Yaprak yanikligi, belirli ¢cevresel
kosullarda ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriyel hastaliklar, mantar kaynakli hastaliklara kiyasla
bugdayda nispeten daha az kayba neden olmaktadir. Ancak bu hastaliklar mantar kaynakli
olanlar kadar detayli incelenmemistir ve bildirilenden daha biiyiik kayiplara neden olabilir.
Bakteriyel yaprak cizgisi, X. campestris’in iki patovari tarafindan olusturulmaktadir ve son
yillarda ABD’nin batisindaki bazi bolgelerde daha onemli hale gelmistir. Tabanda kilgik
curiikliigiine ise P. syringae pv. atrofaciens Young, Dye ve Wilkie neden olmaktadir ve
genellikle bugday yetistirilen ¢ogu bolgede 6nemsiz bir hastalik olarak goriilmektedir. Sar1
leke hastalig1 ise L. nodorum veya L. avenaria f. sp. Triticea ile birlikte karma olarak sik¢a

ortaya ¢ikmaktadir.

Slovareva (2020) bugdayin kavuz dibi c¢lriikliigiine P. syringae pv. atrofaciens'in neden
oldugunu belirlemistir. Hastalik etmeninin bugdayin yam sira c¢avdar, arpa ve yulaf

bitkilerini de etkiledigi, Rusya Federasyonu'nda yayilimma dair veri bulunmadig
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bildirilmistir. Bu etmenin ayrica Meksika ve Misir’da karantina tiirleri arasinda yer aldig

belirtilmistir.

Slovareva (2020) tarafindan Rusya’da yapilan ¢alismada, bugday ve arpa ornekleri 2019
yil1 Mayis ayinda hastalik belirtisi gosteren (leke, ¢izgi ve seritler) bitkiler toplanmistir.
Bakteriyel izolatlar1 incelemistir PCR testleri ve tanimlama c¢aligmalar1 i¢in 116 koloni
secilmis incelenen bugday ve arpa 6rneklerde belirlenen tek fitopatojenik bakterilerin, tahil
ithalat1 yapan tlkelerin karantina zararlilar listesine dahil olan P. syringae pv. atrofaciens
ve P. syringae pv. syringae oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada kullanilan tanimlama
yontemleri, P. cichorii ve P. fuscovaginae gibi bazi pseudomonas tiirlerinin belirlenmesi
icin yetersiz olabilir, ¢iinkii elde edilen niikleotid dizileri GenBank'taki dizilerle
karsilastirildiginda, bazi Pseudomonas tiirlerinin tanimlanamadigi gériilmiistiir. Yine de bu
calisma, Pectobacterium rhapontici, R. tritici, R. rathayi, Acidovorax avenae subsp.
avenae ve X. translucens gibi bakterilerin secilen Orneklerde bulunmadigini ortaya
koymustur. Bu c¢alismada elde edilen bugday ve arpa mikrobiyota bilesimi verileri,
Rusya’dan tahil ithal eden tilkelerin fitosaniter gerekliliklerine uygunlugun belirlenmesinde

kullanilabilir.
2.2. Tiirkiye’de Bugday Bakteriyel Hastahklar1 Uzerine Yapilan Calismalar

Postnikova vd. (2009), 2003 yilinda, Tiirkiye'nin I¢ Anadolu Bélgesi’ndeki alt1 ilde 799
ciftgiden almman bugday tohumlarinda Rathayibacter spp. ig¢in bir tarama yapilmistir.
Konya’dan TRS2, Hisarkikaya’dan TRS10 ve Ankara’dan TRS25 izolatlar1 ileri tanimlama
calismalar1 icin kullamlmistir. Ug izolat, D-mannoz, iniilin, galaktoz ve mannitolden asit
tretirken R. iranicus’e 6zgl Ozellik olarak asetat kullanimi, kazein hidrolizi ve %1 ’den
fazla NaCl igeren ortamlarda biiylime yetenegi gostermemistir. Yeni izolatlar, R. iranicus
icin tipik yag asitleri olan iso-14.0, anteiso-15.0, 15.1 ve 17.0 ile 16.0 icermistir. 16S
rDNA dizilim analizi, R. iranicus ve R.tritici ile %100 ve %99.3 oraninda benzerlik
gostermis, AFLP analizde izolatlar, R. iranicus ’ye %90, R. tritici’ye ise %46 benzerlik
gostermistir. Bu calisma, R. iranicus’n Iran disinda tespit edildigi ilk vakay:

bildirmektedir.

Bastas vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, X. translucens’in neden oldugu bakteriyel
yaprak ¢izgi hastaliginin bugdayda uygun kosullar altinda 6nemli verim kayiplarina yol
acabildigi belirtilmistir. Bu patojenin varligini1 belirlemek amaciyla Konya’da yaygin

olarak ekilen 36 farkli bugday ¢esidi incelenmistir. Patojenin izolasyonu ve teshisinde NA
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besiyerlerinde gelisim, 35 °C’de biiylime, esculin hidrolizi, sisteinden hidrojen siilfiir
tiretimi, litmus siit testi, {ireaz aktivitesi, arginin dihidrolaz, oksidaz ve arabinozdan asit
olusumu testleri kullanilmistir. Patojenisite testlerinde hassas g¢esit olarak Gerek 79 tercih
edilmis ve tipik yaprak belirtileri elde edilmistir. PCR yontemi ile tani i¢in, spesifik 139
bp’lik bir fragmentin amplifikasyonunda T1 ve T2 primerleri kullanilmistir. Sonug olarak,
265 bugday tohumu 6rneginin 72’sinin X. translucens ile bulasik oldugu tespit edilmistir.
Bugday cesitleri arasinda X. translucens en fazla Gerek 79 (%63.63) ve en az Yildiz 98
(%6,25) gesitlerinde izole edilmis olup, genel bulasiklik oran1 %27.16 olarak saptanmustir.

Oz (2014)'e gore, Samsun ilinde bugday yetistirilen alanlardan yaprak drnekleri toplanmis
ve bu drneklerden bakteriyel izolatlar izole edilmistir. izolatlar, morfolojik 6zellikleri ile
biyokimyasal ve molekiiler testler kullanilarak tanimlanmistir. Hastalikli yapraklardan
toplamda 36 bakteriyel izolat elde edilmis olup, bunlarin %42'si (15 izolat) R. tritici, %33'i

(12 izolat) R. iranicus ve %25'1 (9 izolat) X. translucens pv. undulosa olarak belirlenmistir.

Biiyiikdeveci (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, bugday hastaliklart arasinda 6nemli bir
yere sahip olan ve tohum yoluyla tasinarak tohum kalitesi ve verimde ciddi kayiplara yol
acan X. translucens isimli bakteriyel patojenin, molekiiler yontemlerle karakterize edilmesi
ve bolge icin Oneminin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bolgedeki geleneksel tani
yontemlerinin, bu patojenin patovarlarini ayirt etmede yetersiz kaldigi belirlenmistir. Etkili
miicadele stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in, patojenin dogru bir sekilde tanimlanmasinin
gerekli oldugu vurgulanmistir. Bu dogrultuda yiiriitillen calismada, X. translucens’in
patovarlari, bugday, arpa, yulaf, cavdar, tritikale ve brom bitkilerinde yapilan patojenisite
testleri ile klasik PCR, REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR ve IS-PCR yontemleri
kullanilarak molekiiler diizeyde karakterize edilmistir. Calismanin sonucunda, 70 X.
translucens izolatindan 68’inin X. translucens. pv. translucens ve 2’sinin X. translucens.
pv. undulosa oldugu saptanmistir. X. translucens’in neden oldugu bakteriyel ¢izgi yaniklig
hastaliginin hizli ve dogru tanisi sayesinde, tahillarda miicadele yontemlerinin ve 1slah

programlarinin gelistirilmesi kolaylagacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Tohum Orneklerinin Toplanmasi

Izolasyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere 2022 yilinda 100 lot, 2023 yilinda 100 lot
olmak tizere toplam 200 lot (her biri en az 2 kg) bugday tohum ornekleri hasat sonrasinda
ireticilerden toplanmistir. Toplam 200 adet tohum 6rneginin; 25 adet Bogazliyan, 20 adet
Cekerek, 25 adet Merkez, 35 adet Sarikaya, 35 adet Sorgun, 30 adet Sefaatli ve 30 adet
Yerkoy ilgelerinden toplanan tohum Ornekleri polietilen torbalarda etiketlenerek Yozgat
Bozok Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji Laboratuvarina

getirilmistir.
3.2. Bakteriyel izolasyon

Tohum ornekleri hastalik belirtilerine gore incelenmistir. Siyah, burusuk ve ciliz tanelerin
bulundugu orneklerden 10 gr tohum o6rnegi olacak sekilde segildikten sonra tohumlar
yikanarak ve %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir. Dezenfekte edilen tohum
ornekleri steril saf sudan geg¢irildikten sonra 100 ml fizyolojik serum (%0.85 NaCl)
bulunduran erlenmeyer igerisinde 4 saat oda sicakliinda 140 rpm’de ¢alkalayici
inkiibatorde bekletilmistir. Elde edilen siispansiyonlardan seri diliisyonlar hazirlanarak (10°
2.10°) 100 pl alinarak King’s medium (KB) besi yerine steril cam baget yardimiyla yayma
seklinde ekimleri yapilmistir (Lopez vd., 2018). Petriler, 26°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ultraviyole 151k altinda mavi-yesil floresan pigment iireten koloniler KB besi
yerine saflastirilarak %20 gliserol igerisinde stoklanmis ve -20 °C’de stoklanmistir

(Kelpsiené vd., 2021).

Sekil 3.1 Yozgat ilgelerinden toplanan bugday tohum 6rnekleri
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3.3. Koloni Gelisiminin Incelenmesi

Bugday tohumlarindan elde edilen bakteriyel izolatlarin koloni morfolojisi KB besi yeri
kullanilarak incelenmistir (Lelliot & Stead, 1987). UV transliminatorde yesil-mavi renk
floresan parlama gosteren 17 izolatlar tan1 ¢aligmalar i¢in segilmistir.

3.4. Patojen Izolatlarin Secimi

Bezostaja ¢esidine ait bugday tohumlar1 plastik bardaklara ekilerek gelisen bitkiler 26°C,
14 saat dogal 151k altinda iklim odasinda yetistirilmistir. zolatlarm KB besi yerinde 24-48
saatlik kiiltiirlerinden, 1x10® CFU/ml konsantrasyonun da bakteri siispansiyonlari
hazirlanmis ve bugday yapraklarina enjektor yardimiyla inokiilasyonlar gergeklestirilmistir

(Sekil 3.2) (Kelpsiené vd., 2021).

Inokule edilen bitkiler, stomadan bakteri girisini kolaylastirmak igin 24 saat boyunca seffaf
naylon torbalarla kapatilmis ve %90 ila %95 bagil nem saglanan bir iklim odasinda
tutulmustur. Daha sonra, yukarida aciklanan ortam kosullarina aktarilmistir. Bitkiler, 1-7
giin boyunca simptom gelisimi agisindan periyodik olarak izlenmistir. Re-izolasyonlar
yapilarak KB besi yerinde gelisen koloniler ile orijinal kiiltiirler karsilastirilmis ve tani

caligmalar1 yapilmistir (KelpSiené vd., 2021).

Sekil 3.2 A) Bakteriyel siispansiyonlarin enjektér yardimiyla bugday yapraklarina inokiilasyonu B)
Inokulasyon yapilnus bugday yapragi

3.5. Patojen Bakteri izolatlarimin Tanilanmasi
3.5.1 Biyokimyasal Tanillama

Hastalikl1 bitki dokularindan elde edilen izolatlarinin klasik olarak tanilama c¢aligsmalari
kapsaminda, %3’liikk Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram reaksiyonu, Katalaz, Oksidatif-

fermantatif, Levan, Oksidaz, Pektolitik aktivite testi, Arginin dehidrolaz aktivitesi ve
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Tiitlinde asir1 duyarlilik olusumu (HR) testleri yapilmistir (Lelliot & Stead, 1987; Schaad
vd., 2001).

3.5.1.1. KOH Testi

Taze hazirlanan % 3'lik potasyum hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir damla
damlatildiktan sonra bakteriyel izolatlarin 24-48 saatlik kiiltiirinden ozeyle alinarak
solisyona dairesel hareketlerle karistirilmistir. 15-20 saniye sonra 06ze yukari
kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olugmamasi ile sonu¢ gram pozitif

olarak kabul edilmistir (Schaad vd., 2001).
3.5.1.2 Katalaz Testi

izolatlarin katalaz aktivitesini belirlemek igin, bir 6ze kullanilarak King B besi yerinde 24-
48 saat boyunca biiyiitiilen taze bir bakteri kiiltiiri alinmistir, bir lam tizerine yayilarak bir
damla %3 hidrojen peroksit eklendikten sonra kabarciklar iireten izolatlar katalaz pozitif

kabul edilmistir (Lelliot & Stead, 1987).
3.5.1.3. Oksidatif-Fermantatif Testi
Bu testte Ayers vd. (1919)'m ortami1 kullanilmistir. Ortam igerigi:

e L Grup icin (g/1): NH4H2PO4 1, KCl1 0.2, MgS0O4.7H20 0.2 g, Bromthymolblue 0.08
g, Saf su 900 ml, Agar 3 g, pH: 7.0 - 7.1.

e 1L Grup icin: Glucose 10 g, Saf su 100 ml, pH: 7.0 - 7.1.

I. Grup maddeler, agar disinda tartilmis, erlenmayer icerisinde ¢ozelti haline getirilmis ve
¢ozeltinin pH's1 % 40'lik NaOH ile pH 7.0 - 7.1'e ayarlanmistir. Bu durumda ortamin rengi
zeytin yesili olmustur. Daha sonra ortama agar ilave edilmis, 121 °C'de maddelerin
homojenizasyonu saglanmis ve 4.5 ml'lik miktarlarda deney tiiplerine paylastirilmistir. Bu

tiipler, 121 °C'de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir.

II. Grupta bulunan glukoz, saf suda eritilmis ve tindalizasyon islemi ile sterilize
edilmistir. Bu ortam, 0.5 ml'lik miktarlarda; daha 6nce hazirlanan 4.5 ml'lik 1. Grup

ortamin bulundugu tiiplere 45 - 50 °C'lik sicaklikta aseptik kosullarda paylastirilmistir.

Her bakteriyel izolat icin iki tiip kullanilmistir. Her iki tiipe bir 6ze dolusu ayni bakteriyel
izolattan batirilmis, daha sonra bu tiiplerden bir tanesinin iizeri % 3'liik agar ile ortiilerek

hava ile temas1 kesilmistir. zolatlar 24 - 26 °C'de inkiibe edilmistir.
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Bakterilerin oksijenli veya oksijensiz kosullarda gelisme gosterdikleri tiiplerde, glukozdan

asit iretimi sonucunda ortamin rengi zeytin yesilinden portakal saris1 rengine doniigmiistir.

Deneme sonuglar1 7-14 giin igerisinde kontrol edilmis: ayn1 tipte izolat agilanmis tiiplerden,
hava ile temasi kesilmeyen tiipte renk degisikliginin meydana geldigi, buna karsin hava ile
temasi kesilen tiipte renk degisikliginin goriilmedigi izolatlarin oksidatif hava ile temasi
kesilmis ve kesilmemis olan her iki tiipte renk degisikliginin goriildiigii izolatlarin ise

fermentatif oldugu gozlemlenmistir.
3.5.1.4. Levan Olusumu Testi

%S5 sakkaroz ilavesiyle hazirlanan Nutrient Agar, Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) olarak
adlandirilmig ve besi yerine izolatlar ¢izilmistir. Ardindan, petriler 25°C’de 3-4 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, kalin, beyaz, konveks ve mukoid
koloniler pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Lelliot & Stead, 1987; Schaad vd.,
2001).

3.5.1.5. Oksidaz Testi

Taze hazirlanmis %1°1ik N;N;N;N’-Tetramethyl-1.4 phenylene diammonium diclorid erigi,
steril filtre kagidina damlatilmistir. Bugday izolatlarinin 48 saatlik kiiltiirii, platin 6ze ile
1slak kurutma kagidina cizildiginde, 10 saniye i¢inde olugsan koyu mor renk pozitif olarak

degerlendirilmistir (Lelliott & Stead, 1987).
3.5.1.6. Pektolitik Aktivite Testi

Patates yumrular yiizeysel sterilizasyon i¢in 6nce deterjanli suda fir¢alanarak yikanmig ve
daha sonra %1’lik NaOCl’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCl’yi uzaklastirmak i¢in
yumrular 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Bu islemden sonra, steril bir bisturi ile
kabuklar1 soyulmustur. Steril 1slak filtre kagidi igeren steril petri igerisine kabugu
soyulmus bir cm kalinhigindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu lahana
izolatlarinin kiiltiiriinden alinarak patates dilimi {izerine bulagtirilmistir. 25°C’de iki giinliik
inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmis, inokiile edilen bolgedeki yumusama pozitif
olarak kabul edilmistir (Lelliott & Stead, 1987). Pozitif kiiltiir olarak Pectobacterium
betavasculorum P12 izolat1 kullanilmistir (Oztiirk vd., 2019).

3.5.1.7. Arginin Dehidrolaz Aktivitesi

Thorney 2A (1 litre distile su, 1 g peptone, 5 g NaCl, 0.3 g K2HPO4, 3 g Agar, 0.01 g

Phenol red, 10 g/l L-arginine) besi yerinde tiiplere 3’er ml konulmus ve otoklavda
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121°C’de 15 dakika bekletilerek steril edilmistir. Daha sonra tiliplere King B besi yerinde
24 - 26 °C’de 24 - 48 saat siireyle gelistirilen izolat kiiltiirleri inokiile edilmistir ve lizerleri
2 ml siv1 parafinle kapatilmistir. 7-10 giin 26°C’de inkiibasyondan sonra, ortamin pembe-

kirmiziya donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.5.1.8. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi (HR)

King B besi yerinde 26°C'de gelistirilmis bakteriyel izolatlar, steril deiyonize su ile
yikanmus spektrofotometrede 1x10® hiicre/ml konsantrasyonuna ayarlandiktan sonra tiitiin
yapraklaria enjektor yardimiyla inokiile edilmistir. Tiitiinler oda sicakliginda bekletilmis
ve negatif kontrol igin steril deiyonize su inokulasyonu yapilmistir. inokulasyondan 36 saat
sonra inokulasyon bdlgelerinde doku ¢okmelerinin ve nekrozlarinin olusup olusmadigi

kontrol edilmistir (Klement vd., 1964).

3.5.2. Bakteri Izolatlarinin Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization- Time Of

Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) Yontemiyle Tanmisi

MALDI-TOF, 1980'lerin sonlarinda Alman ve Japon bilim insanlar1 tarafindan ortaklasa
gelistirilen, proteinlerin peptit kiitle parmak izi analizine dayanan bir tekniktir. Bakteri
kolonileri saf halde elde edildikten sonra, bu ornekler 6zel matris soliisyonlar1 eklenmisg
metal veya plastikten yapilmis tek kullanimlik bir hedef plakaya yerlestirilmistir. Cihaz
calistirildiginda, protein molekiillerini iyonize etmek (etkinlestirmek) icin lazer 1sinlari
hedef plakaya ateglenmistir. Kiitle-yiik oranlarina gére hareket eden iyonlarin ugus siireleri,
TOF tiipii i¢indeki kinetik enerjilerine gore hesaplanmigtir. Diislik kiitleli iyonlar once
dedektore carpar ve sinyal kaydedilir. Elde edilen veriler daha sonra tiir tanimlamak i¢in
bilgisayarda depolanan kiitiiphane verileriyle karsilastirilmistir (Ahmad vd., 2012; Wang
vd., 2012). Bu yontemde, Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde 24-48 saat biiyiitiilen saf bir
bakteri kolonisinden bir 6rnek alinir ve bakteri kiitlesinin kiigiik bir miktar1 bir ¢ubuk
kullanilarak toplanir ve metal bir plakanin kuyularina uygulanmistir. Plaka, oda
sicakliginda 1-2 dakika kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra, 6rneklere 1 pl formik asit
(%70) eklenir ve tekrar kurumaya birakilmistir. Daha sonra, her bir 6rnege 1 ul HCCA
Matrix (a-Siyano-4-hidroksisinnamik asit) ¢ozeltisi eklenir ve drnekler kurumaya birakilir.
Matriks ¢ozeltisi, %0,025 (h/h) trifloroasetik asit ve %50 (h/h) asetonitril i¢indeki doymus
bir a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (Bruker Daltonics) c¢ozeltisinden olusmustur.
Kullanilan kiitle kalibrasyon standardi Bruker Bakteriyel Test Standardi'dir (Bruker

Daltonics GmbH, Bremen, Almanya). Numuneler daha sonra Flex Kontrol Yazilimi
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(Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Almanya) kullanilarak MALDI-TOF MS (Microflex
LT; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Almanya) cihazina yiiklenmistir. Her spektrum,
numunelerin iyonizasyonu i¢in gereken minimum lazer giicii olan 500 lazer atisi1 ile
otomatik modda elde edilir. Spektrum, 2-20 kDa m/z (kiitle-yiik) araliginda analiz edilir.
Kullanilan mikroorganizma kiitiiphanesi BIOTYPERTM 1.1 yazilimidir (Bruker Daltonics
GmbH, Bremen, Almanya) (Doks6z & Bozkurt, 2020). Calismanin bu kismi Mustafa
Kemal Universitesi Bitki Saglig1 Klinigi Arastirma ve Uygulama Merkezinde Prof. Dr.

Soner Soylu tarafinca yapilmistir.

MALDI-TOF cihaz1 tarafindan belirlenen teshisler, iiretici tarafindan Onerilen degerlere
gore degerlendirilmistir. Teshisten elde edilen puan degerleri asagidaki sekilde
yorumlanmistir: 2.30 ile 3.0 arasindaki bir puan, tiir diizeyinde ¢ok giivenilir bir
tanimlamay1 gosterir. 2.00 ile 2.29 arasindaki puan cins diizeyinde giivenilir tanimlamayn,
tir diizeyinde ise yliksek giivenilirligi gosterir; 1.70 ile 1.99 arasindaki puan cins
diizeyinde giivenilir tanimlamayi, tiir diizeyinde ise olast tanimlamayi gosterir; 1.7'nin

altindaki puanlar giivenilir olmayan tanilar olarak degerlendirilir (Oztiirk, 2023).
3.5.3. Total Genomik DNA izolasyonu ve PCR Amplifikasyonu

KB s1v1 besi ortaminda 24-48 saatlik siireyle gelistirilmis bakteriyel kolonilerden genomik
DNA izolasyonu, Sambrook ve Russel (2001)'in standart DNA ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak yapilmistir. Tek koloniler, 200 pl nuclease-free su i¢inde siispanse edilmis ve
100 °C'de 10 dakika kaynatilmistir. Ornekler, 1400 rpm'de 30 saniye santrifiij edilmis,
siispansiyonlar pelet haline getirilmis ve DNA igeren silipernatant temiz bir mikrosantrifiij
tipiine aktarilmistir. Ekstrakte edilen genomik DNA'min varligi, %1'lik agaroz jelde 1 kb
hyperladder (Bioline) referans markdr kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra, DNA'nin
saflig1 ve miktar1 nanodrop fotometri ile 260/280 nm'de Sl¢lilmiis ve PCR i¢in 10 ng/pl
olacak sekilde hazirlanarak genomik DNA 6rnekleri -20 °C'de saklanmaistir.

BLASTN ve filogenetik analizlerde kullanilmak iizere rpoD geni (RNA polimerazin sigma
alt birimi) amplifikasyonunda Tablo 3.1’de belirtilen primer ¢iftleri (Parkinson vd., 2011)

kullanilmistir.
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Tablo 3.1. PCR amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri

Hedef Primer adi Sekans dizisi
gen
rpoD PsrpoD-FNP1 5’-TGAAGGCGARATCGAAATCGCCAA-3’

Psrp-Dnprperl  5’-YGCMGWCAGCTTYTGCTGGCA-3’

Her bir PCR amplifikasyonunda, bireysel primer ¢ifti ile siipheli koloni steril bir pipet ucu
ile alinmisg ve dogrudan, 50 pl nihai hacimde hazirlanmis olan PCR reaksiyon tiipiine
yerlestirilmistir. Tiip igerigi; 25 pl 2x master mix (MyTaq Mix, Bioline, Ingiltere), 2 pl
ileri primer, 2 pl ters primer, 2 pul DMSO ve 19 pl steril sudan olusmaktadir.
Amplifikasyonlar bir termal dongii cihazi (Bio-Rad, T100) kullanilarak gerceklestirilmis
ve dokunma-asamali (touchdown) PCR kosullar1 su sekilde ayarlanmistir: 95°C’de 4
dakika, ardindan 10 dongii boyunca 94°C’de 30 saniye, 62-53°C arasinda (her dongiide
1°C azalarak) 30 saniye, 72°C’de 1 dakika ve 72°C’de 5 dakika, ayrica sabit 53°C’de 24
dongili ayn1 parametrelerle uygulanmistir (Aksoy vd., 2017).

PCR iirtinleri, 1x TAE tamponunda %1.5 agaroz jel iizerinde ayrilmis, etidyum bromiir ile
boyanmis ve UV transilluminator kullanilarak gorsellestirilmistir. PCR iiriinlerinin
boyutlariin tahmini i¢in DNA molekiiler agirlik belirteci (Hyperladder, 1 kb, Bioline,
Ingiltere) kullanilmistir. PCR f{iriinlerinin sekans analizleri 6zel bir firmaya hizmet alimi

seklinde yapilmistir.
3.5.4. BLASTN ve Filogenetik Analizler

rpoD genine ait konsensus dizileri, Chromas Pro (versiyon 1.7.6) kullanilarak
olusturulmustur. Niikleotid dizileri, NCBI GenBank'ta BLASTN analizi i¢in aranmuistir.
rpoD genine ait diziler, NCBI GenBank’tan elde edilen farkli P. syringae patovarlarina ait
referans dizilerle ClustalW yontemi kullanilarak MEGA 6 programinda ¢oklu hizalamaya
tabi tutulmustur (Tamura vd., 2013). Evrimsel mesafeler, Jukes ve Cantor modeli

kullanilarak hesaplanmistir (Jukes & Cantor, 1969).
3.6. rep-PCR Genomik Parmak izi Analizleri

[zolatlarin saflastiriimis DNA'lar;, BOX PCR igin kullanilmistir. Her bir izolatin BOX ve
PCR islemi i¢in 25 pl hacimde PCR karisimi hazirlanmistir. BOX PCR primerleri Tablo
3.2'de verilmistir. PCR karigimi ; 10.9 pl su, 2.5 pl 10x NH4 Buffer, 3.5 pl 25 mM MgCl2,
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2.5 pul ANTP, 0.1 pl Primer A, 0.1 pl Primer B, 0.4 ul Taqg DNA Polimeraz (1 iinite) ve
izolatlara ait 5 ul DNA ile son hacim 25 pl olacak sekilde hazirlanmistir.

PCR amplifikasyonu, Versalovic vd. (1991)'e gore gerceklestirilmistir. PCR {iriinleri,
%1'lik TAE tamponunda %]1'lik agaroz jel lizerinde 50 V'da 4 saat boyunca kosturulmus ve
jel goriintiileme cihazinda olusan {irlinler analiz edilmistir. PCR {iriin boyutlari, 1 kb
hyperladder Bioline referans markdr kullanilarak belirlenmistir. Band profillerinden elde
edilen parmak izleri gorsel olarak incelenmistir. Referans kiiltiir olarak, Bakteriyoloji
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan P. Poae W21.4, P. marginalis W25.9 ve P. syringae
pv. syringae Pssl izolatlar1 (Oztitk & Soylu, 2022), P. syringae pv. atrofaciens

izolatlarinin bant profillerinin daha iyi karsilastirilmasi amaciyla ¢alismaya eklenmistir.

Tablo 3. 2. Genomik parmak izi ¢ikartilmasinda kullanilan primer dizisi

Primer adx Niikleotid dizisi

BOX 5’ CTA CGG CAA GGC GACGCT GACG ¥
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada Ureticilerden tohum &rnekleri toplanirken iireticilerin  tohumluk
bugdaylarinin toplanmasi hedeflenerek ¢alismada kullanilan 6rneklerin tohumluk olarak
tiretici tarafindan kullanilip kullanilmayacagi sorularak c¢aligmada tohumluk ozelligi
bulunan materyaller toplanmistir. Ureticilerin tohumlar1 kademelerine gore tohumluk

olarak bir sonraki tiretim y1l1 i¢in kullandiklar1 goriisiine varilmstir.

Calismanin materyalini olusturan 200 adet bugday tohum 6rnekleri 2022-2023 yillarinda
Yozgat ilgelerinde bulunan bugday fireticilerinden hasat sonrasinda toplanmistir. Calisma
materyalini olusturan tohum Ornekleri hastalik belirtisi gdsteren tane varligi acisindan
laboratuvarda incelenmistir. Tohum 6rneklerinde patojenin izolasyonu amaciyla ilk olarak
kahverengi-siyah renkli nekrozlar1 bulunduranlar ile birlikte burusuk ve ciliz goriiniimlii
taneler yoniinden incelenmistir (Wilkie, 1973). 200 tohum o6rnegi arasindan 125 adet

tohum Ornegi ile izolasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Alexandrova vd. (1995), etmenin Avrupa iilkelerinden Bulgaristan, Cek Cunhuriyeti,
Almanya, Italya ve Romanya’da yaygm oldugunu bildirmistir. Enfekteli tohumlarin
epidemiyolojik roliiniin oldukc¢a fazla oldugunu etmenin yasayisi, kisa ve uzun mesafelere
tasinmasinda 6nemli roliiniin bulundugunu bildirmistir. ispanya ve Polonya’da sporadik
hastalik ¢ikislarinin - Bati  Avrupa iilkelerine potansiyel risk oldugunu Onemini
vurgulagmistir. 60 yil kadar dncesinde italya’dan Amerika Birlesik Devletlerine génderilen
tohumlardan kaynakli enfeksiyonlarin rapor edildigini ve son 4-5 yilda patojen kaynakli
attaklarin Italya’da siklastign bildirmistir. Hastalik belirtisi gosteren ticari tohumluk
alanlarindan elde edilen tohum orneklerinde etmenin izolasyonunu basarili bir sekilde
gerceklestirmistir. Patojenik izolatlarin tohumlardan izolasyonunun yetistirme mevsiminde

ortaya ¢ikan hastaliklarla iligkilendirlmesi gerektigini vurgulamistir.

P. syringae pv. atrofaciens etmeni tohumla tasman bir hastalik etmenidir. Hastalikli
bitkilerin kavuzlarinda koyu kahverengiden siyaha degisen belirtiler ortaya ¢ikmaktadir.
Bugday tohumlarinda canliligin1 siirdiirebildigini ve bir sonraki {iretim donemine
aktarilabildigini farkli aragtirmacilar bildirmistir (Toben vd., 1991). Ayn1 sekilde KelpSiené
vd. (2021) tohumdan izolasyonlarda koyu kahverengi tohum orneklerinde patojenin

varligina yonelik izolasyon ¢aligmalar1 yapmustirlar.
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Sekil 4.1 Tohum 6rneklerinde hastalik belirtisi gosteren siipheli bugday taneleri
4.1. Bakteri izolasyonu

Deveiller vd. (1997)’de belirtildigi lizere dip ucundaki hastalikli koyu kahverengi lekelere
sahip olan tohumlarin hastalik etmenin Onemli rezervuarmi olustururlar. Siipheli 125
tohum orneginden KB besi yerinde gergeklestirlen izolasyonlar neticesinde 37 tohum
orneginden Duveiller vd. (1997)’de belirtildigi iizere yesil-mavi tip floresan parlama
ozelliginde koloni gelisimi gozlemlenmistir. P. syringae pv. atrofaciens tahillar arasinda
en fazla bugdayda izole edilmistir. KelpSiene¢ vd. (2021)’ a goére yapraklarda bakteriyel
yaniklik belirtilerinin ve tanelerin dip ucundaki koyu kahverengi lezyonlarin, tritikale ve

arpaya kiyasla bugdayda yaklasik 10 kat daha fazla tespit edildigini gostermistir.

[zolasyonlar sonucu 5 tanesi Sorgun, 5 tanesi Sarikaya, 3 tanesi Merkez, 2 tanesi
Bogazliyan, 1 tanesi Yerkoy ve 1 tanesi Cekerek ilgelerinden toplam 6rneklerden izole

edilen toplam 17 tutarl izolat ile tan1 testleri yapilmistir.
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4.2. izolatlarin Bugday Bitkilerinde Patojenisitesi

Izole edilen 55 adet Pseudomonas spp. izolatlarinin patojen olup olmadiklarinin
anlasilmasi i¢in hazirlanan siispansiyonlar bugday yapraklarina inokiile edilmistir. Yapilan
bircok ¢alismada patojenik izolatlarin se¢iminde farkli yontemler kullanilmistir. Ayrica, P.
syringae pv. atrofaciens ve P. syringae pv. syringae ayriminda Toben vd. (1989) biyoassay
yontemi gelistirmistir. S6z konusu deneyde, petri icerisinde 4-5 giinlilk bugday fideleri
gelistirilmis ve bisturi yardimiyla inokiile edilecek bakteri izolatlar1 yapraklara yara
acilarak uygulanmustir. 2-3 giin sonra patojenik izolatlarin kahverengi-siyah lekeler
olusturdugu gbézlemlenmistir. Bu yontem yine Matveeva vd. (2003) tarafindan P. syringae
pv. atrofaciens izolatlarinin patojensitesinde kullanilmistir ve inokiilasyon bolgesinde
kahverengi-siyah lezyonlar olusturdugunu bildirmistir. KelpSiené vd. (2021) 3 farkh
inokiilasyon yontemini P. syringae pv. atrofaciens ve P. syringae pv. syringae ayriminda
sprey metodu, yaprak enjeksiyonu metodu ve koparilmis yaprak metodu seklinde
uygulamistir. Izolatlarin hastalik belirtilerinin yaprak enjeksiyonu metodunda daha siddetli
ortaya ¢iktigini yapraklarin 2-4 giin sonra incelendiginde klorotik alanla ¢evrili nekrotik
lezyonlara neden olan izolatlar konukgu bitki i¢in patojen olarak kabul edilmistir. Yaprak
enjeksiyon metodunda P. syringae pv. atrofaciens'in inokulasyon noktalarinin etrafinda P.
syringae pv. atrofaciens igin tipik olan koyu kenarlara neden olabildigini gostermistir
(Toben vd., 1989). Kii¢iik koyu yesil ile kahverengi, suyla 1slanmis diizensiz lezyonlar
olusturdugunu, 5 mm'ye kadar uzayan lezyonlar, doku sonunda kurudugunda sar1 ve daha
sonra kahverengi oldugunu bildirmistir. Ancak KelpSieneé vd. (2021) iki patojenin
ayriminda mevcut inokiilasyon yontemleri ve hastalik belirtilerinin ¢ok uygun olmadigini

ve molekiiler araglarla ayriminin daha giivenilir olacagini bildirmistir.

Matveeva vd. (2008) tarafindan belirtildigi lizere, P. syringae pv. atrofaciens izolatlarinin
secimi icin en iyi yontem, KB agarda floresans kolonilere dayali 6n tanimlama sonrast, her
izolatin patojenisitesinin, bugday bitkisine inokiilasyon yapilarak test edilmesidir.
Kelpsiené vd. (2021) yaprak enjeksiyon metodu tarafimizca modifiye edilerek yaklasik 5-7
giinliik fidelerin yapraklarina enjektor yardimiyla izolatlarin bakteriyel siispansiyonlari
inokiile edilmistir. 36-48 saat aralifinda inokiile edilen bolgelerde 17 izolatin yapraklarda
hastalik belirtisi gosterdigi gozlemlenmistir. Hastalikli kisimlardan re-izolasyon yapilmis
ve izole edilen kolonilerin orjinal kiiltiirlerle ayn1 koloni morfolojisine sahip oldugu

belirlenmistir. KB besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda, 1-2.5 mm c¢apinda,
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beyazims1 krem renkte, yar1 saydam, hafif dalgali kenarlara sahip yuvarlak koloniler

olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.3 A) Inokiile edilmis kontrol (su) B) Bugday bitkisinde 36-48 saat igerisinde, yaprak ayasin da
incelme ve kivrilma C) Bugday bitkisinde 48-72 saat sonra sar1 klorotik alanlarin olusmast ve 72-96 saat

icerisinde kuruma meydane gelmesi

P. syringae pv. atrofaciens bulasiklilig1 tespit edilen 6rneklerin; 5'1 Sorgun, 5'1 Sarikaya,
3'i Merkez, 2'si Bogazliyan, 1'i Yerkoy ve 1'i Cekerek ilgelerinden alinan 6rneklerden

saptanmistir.

4.3. Patojen Bakterilerin Tanisi

4.3.1.Patojen Bakteri Izolatlarinin Biyokimyasal Tanisi
4.3.1.1. KOH Testi

Izolatlarin kolonileri 6ze yardimiyla aliarak ¢dzeltide dairesel hareketlerle karistirilmis ve
0ze yukart dogru kaldirildiginda ipliksi bir uzama olustugu tespit edilmistir. Tim

izolatlarda bu uzamanin gézlenmesi, izolatlarin Gram (-) oldugunu gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 KOH testinde P. syringae pv. atrofaciens izolatlarinda ipliksi uzama goriilmesi
4.3.1.2. Katalaz Testi

Izolatlarin kolonileri lam iizerinde bulunan % 3’liik hidrojen peroksit (H,0,) ¢dzeltisine
batirilmast sonucunda hava kabarciklarinin ¢ikmasi, izolatin katalaz pozitif reaksiyon

verdigini gostermistir. Tiim izolatlar pozitif reaksiyon gdstermistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Katalaz testi sonucunda pozitif olan izolatlarin kabarcik olusumu
4.3.1.3. Oksidatif-Fermantatif Testi

Oksijenli ve oksijensiz ortamlarin sadece hava ile temas1 kesilmeyen oksijenli tiiplere
asilanan izolatlar, 24-26°C'de bir haftalik inkiibasyon sonucunda glukozdan asit {iretimiyle
zeytin yesili renkten portakal-sar1 renge doniisiim gostermistir. Bu sonuglar, tiim izolatlarin

aerobik solunum gergeklestirdigini ortaya koymustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Oksidatif-fermantatif testinde aerobik gelisme

4.3.1.4. Levan Olusumu Testi

Levan testinde, SNA besi yeri ekimi yapilan izolatlarin 25°C'de 3-4 giinliik inkiibasyondan

sonra beyaz, konveks, mukoid koloniler iireterek pozitif sonu¢ vermistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 Levan testinde koloni gelisimi

4.3.1.5. Oksidaz Testi

Steril filtre kagidina damlatilan %1°lik N;N;N;N’-tetrametil-1,4-fenilen diamonyum
diklorit ¢ozeltisi iizerine, izolatlarin kolonileri plastik 6ze kullanilarak ¢izilmistir. 10 saniye
icinde koyu mor renk olugsmamasi, tiim izolatlarin oksidaza negatif reaksiyon verdigini

ortaya koymustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Oksidaz testinde negatif reaksiyon

4.3.1.6. Pektolitik Aktivite Testi

Elde edilen izolatlarin pektolitik 6zellikleri, patates yumru dilimlerine inokulasyon yapilan
bolgelerde yumusama olusumu ile degerlendirilmistir. Tiim izolatlar bu teste negatif

reaksiyon vererek patates dilimleri lizerinde yumusama gozlemlenmemistir (Sekil 4.9).

P. betavasculorum

4

Sekil 4.9 Pektolitik aktivite testinde negatif reaksiyon

4.3.1.7. Arginin Dehidrolaz Aktivitesi

Ortamin acik pembe renginin, kirmiziya doniismesi; reaksiyonun pozitif oldugunu, ortamin
renginde degisiklik olmamas1 ise reaksiyonun negatif oldugunu gostermistir. Teste tiim

izolatlar negatif reaksiyon vermistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Arjinin dehidrolaz testinde negatif reaksiyonu
4.3.1.8. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi (HR)

Izolatlarn 10® cfu/ml konsantrasyonundaki siispansiyonlar, tiitiin bitkisi (Nicotiana
tabacum) cv. bentamiana yapraginin alt ylizeyindeki damar aralarina enjektdrle inokiile
edilmis ve inokiilasyondan 24-48 saat sonra tiitiin bitkilerinde asir1 duyarlilik reaksiyonu

gbzlemlenmistir. Tiim izolatlar asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden olmustur (Sekil 4.11).

I =

Sekil 4.11 izolatlarin tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturmasi

Izolatlarin gram negatif, katalaz pozitif, anerobik ve LOPAT (Lelliot & Stead, 1987)
testlerine levan pozitif (+), oksidaz negatif (-), patateste pektolitik aktivite negatif (-),
arginin testine negatif (-) ve tiitiinde asir1 duyarlilik testine pozitif (+) reaksiyon

gostermistir.  Bitki bakteriyel hastaliklarina neden olan bir¢cok patojen genis bakteri
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grubuna olarak bilinen P. syringae tiirlinde aittir. P. syringae tiirii belirli bir konukcu
bitkiyle iligkili izolatlarm alt grubu olan patovar olarak siniflandirilmaktadir. P. syringae
pv. atrofaciens LOPAT gruplandirmasinda LOPAT testlerinin sonuclarina gére LOPAT 1la
grup (P. syringae) igerisinde yer almaktadir. Bu ¢aligmada 17 izolat reaksiyonlar1 L+, O—,
P—, A—, T+ seklinde olup LOPAT grup la’da yer almistir (Tablo 4.1). Ayn1 sonuglar
Butsenko vd. (2020)’nin bildiridgi iizere yabanci otlardan izole edilen P. syringae pv.
atrofaciens 1zolatlar1 igin rapor edilmistir. Matveeva vd. (2008) ve Butsenko vd. (2020) nin
calismalarinda kullandig1 referans P. syringae pv. syringae izolatlarinin LOPAT testlerine
ilave yapilmis karbon kaynaklarna ayni sonuclar1 gosterdigi ve bu acidan iki patovarin

biyokimyasal ayrimlarinin yapilamayacagini bildirmiglerdir.
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Tablo 4.1. Patojen bakteri izolatlarinin biyokimyasal tan1 sonuglar1

izolat  izolat Kodu Alndigi Yer KOH Katalaz OF

No

1 WBM3.2 Sorgun - + A"
2 WBM4.3 Sorgun - + A
3 WBMS5.1 Sorgun - + A"
4 WBM7.2 Sorgun - + A
5 WBM17.2 Sorgun - + A
6 WBM23.6  Cekerek - + A’
7 WBM26.6  Merkez - + A"
8 WBM27.6  Merkez - + A
9 WBM31.6  Merkez ’ + A
10 WBM33.7  Bogazliyan - + A"
11 WBM389  Bogazliyan - + A
12 WBM39.6  Yerkdy - + A
13 WBM40.9  Sarikaya - + A
14 WBM49.6  Sarikaya - + A
15 WBM50.7  Sarikaya - + A’
16 WBM55.6  Sarikaya - + A"
17 WBM60.7  Sarikaya - + A

*(A) Aerobik gelisim, (-) negatif reaksiyon, (+) pozitif rekasiyon
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4.3.2. Patojen izolatlarinin MALDI-TOF MS Yéntemiyle Tanisi

MALDI-TOF analizi, mikroorganizmalarin hizli bir sekilde tanimlanmasi i¢in gii¢lii bir
aractir. Birgok ¢alisma, 6zellikle klinik agidan dnemli bakteriler icin, bu teknigin bakteri
tiirlerini ve hatta izolat diizeyinde ayirt etme giiciiyle basarili bir sekilde uygulandigini
bildirmistir. Stets vd. (2013), bugdayla iligkili bakteri izolatlarinin ¢esitliligini
degerlendirmek icin matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) zaman
ucuslu (TOF) kiitle spektrometrisi (MS) kullanmiglardir. MALDI-TOF tiim hiicre kiitle
profillemesinin izolatlar arasinda daha hassas bir ayrim yapilmasini sagladigini bildirmis
ve bu teknigin bakteri izolatlarini izolat diizeyinde ayirt etme potansiyeline sahip oldugunu

One stirmiistiir.

Patojen izolatlarinin MALDI-TOF ile tanit sonucunda 17 izolat, 2 ve iizeri benzerlik
indeksi ile P. syringae pv. atrofaciens olarak tanilanmustir. Izolatlarm en diisiik 2.018 en
yiiksek ise 2.409 skor seviyesi ile 1920 yilinda Yeni Zellanda’da kavuz dibi ¢lriikligii
enfeksiyonlar1 gdsteren bugday bitkisinden izole edien patotip P. syringae pv. atrofaciens
CFBP2213%T (Marques vd., 2008; Bophela vd., 2020) kiiltiiriine benzerlik gostermislerdir
(Sekil 4.12). Izolatlarin MALDI-TOF tan1 sonuglar1 Tablo 4.2°de verilmistir.

Score
Value

Matched Pattern

CFBP-2213 Pseudomonas syringae pv.atrofaciens 20161010

CFBP-2105-Pseudomonas syringae pv. pisi_ 20170227

CFBP-1617-Pseudomonas syringae pv. aptata_20161010

CFBP-1392 Pseudomonas syringae pv. syringae 20160818

CFBP-3658 Pseudomonas savastanoi pv.phaseolicola race 8 20160823

CFBP-4220 Pseudomonas syringae pv. raphiolepidis 20160819

CFBP-3641 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola race 4 2016082

Sekil 4.12 P. syringae pv. atrofaciens WBM23.6 izolatinin MALDI TOF sonucu
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Tablo 4.2. MALDI-TOF teknigi ile tanis1 yapilan izolatlar ve benzerlik indeks degerleri

izolat izolat Kodu Bakteri Tiir Ismi MALDI-TOF
No Benzerlik indeks
1 WBM3.2 CFBP-3638 P. syringae pv. atrofaciens 2.281

2 WBM4.3 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.409

3 WBMS5.1 CFBP-2105 P. syringae pv. atrofaciens 2.301

4 WBM?7.2 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.377

5 WBM17.2 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.316

6 WBM?23.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.45

7 WBM?26.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.018

8 WBM?27.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.338

9 WBM31.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.339

10 WBM33.7 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.322

11 WBM38.9 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.310

12 WBM39.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.334

13 WBM40.9 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.301

14 WBM49.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.312

15 WBMS50.7 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.342

16 WBMS55.6 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.303

17 WBM60.7 CFBP-2213 P. syringae pv. atrofaciens 2.310
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4.3.3. PCR, BLASTN ve Filogenetik Analizler

Pseudomonas spp. tiirlerinin filogenetik ve evrimsel iliskilerinin arastirilmasinda rpoD
geni uygun bir korunmus gen bolgesidir (Sarris vd., 2012). WBM27.6, WBM39.6,
WBM49.6 ve WBMS50.7 izolatlarinin rpoD gen bolgesi PCR ile amplifiye edilmistir.
izolatlarin genomik DNA’larinin 700 bg biiyiikliigiinde PCR fiiriinlerinde ayni primerler
kullanilarak niikleotid dizileme isleme yapilmistir (Sekil 4.13). NCBI GenBank’ta elde
edilen niikleotid dizileri, WBM26.6 izolat1 i¢in PQ839635, WBM27.6 izolati igin
PQ839636, WBM39.6 izolat1 i¢in PQ839637 ve WBM49.6 izolat1 i¢in PQ839638 erisim

numaralari ile deposit edilmistir.
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Sekil 4.13 1zolatlarm rpoD gen bblgesi PCR amplifikasyonu jel griintiisii

P. syringae izolatlarinin patovar diizeyinde tanimlanmasinda bir¢ok calismada ciddi pratik
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorunlar1 agsmak icin, patovarlari tanimlamak amaciyla
biyokimyasal veya genotipik belirtecler bulmaya yonelik biiyiik ¢abalar harcanmistir.
Ancak, bu belirteglerin c¢ogunun olduk¢a yiiksek ayrim kabiliyetinin olmadig
bildirilmistir. Biyokimyasal testler, birka¢ ¢ok yakin iligkili patovar iceren kiimeleri ayirt
edemeyebilir. Ornegin, P. syringae pv. aptata, atrofaciens, dysoxyli, japonica ve syringae
biyokimyasal testlere dayanarak kolayca ayristirilamaz. Patovarlarin yag asidi profilleri
incelenmis ancak bu yontem bazen yanlis sonuclar verebilmektedir; bu yontemle sadece P.
syringae pv. atrofaciens izolatlarinin %330 ve P. syringae pv. syringae izolatlarinin
%12'si  dogru sekilde tanimlanabilmistir. Patovarlarin  serotiplendirme yoluyla
tanimlanmasi, monoklonal ve poliklonal antikorlarla gerceklestirilmistir. Ancak, bazi
patovarlar ayni serolojik profillere sahip oldugu belirlenmistir. Biolog sistemi ile besin

kullanim profillerine gore siniflandirmada P. syringae'nin bazi patovarlari i¢in de giivenilir
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olmadig1 bilinmektedir. Tekrarlayici elementlerin PCR amplifikasyonuna dayali genomik
profillerin giivenilirligi, tanimlanacak patovara bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Ornegin, P. syringae pv. morsprunorum izolatlarinin ayn1 REP-, ERIC- ve BOX-PCR
profillerine sahiptir. Benzer sekilde, P. syringae pv. glycinea izolatlar1 olduk¢a benzer
REP-, ERIC- ve IS50-PCR profilleri sergilemektedir. Ancak, ayni caligmalarda, P.
syringae pv. aptata, atrofaciens, syringae ve tomato izolatlarinin uniform profillere sahip
olmadig1r gozlemlenmistir. Spesifik dizilerin PCR amplifikasyonu i¢in oligoniikleotid
primerlerin kullanilmasi, patovarlarin tanimlanmasinda umut vaat etmektedir. Ancak, bu
yaklasim su anda yalmizca birkag patovarla siirlidir. Patovarlart ayirt etmeye yonelik
testlerin gelistirilmesi, bir patovarin fizyolojik ve genetik olarak homojen bir taksonomik
birim oldugu varsayimina dayanmaktadir. Ancak, yukarida belirtilen ¢esitli fenotipik ve
genotipik belirteclerin sinirliliklar1 ve patojenite ile iligkili genetik faktorlerin yatay
transfer olasiligr géz Oniine alindiginda, bu varsayimin evrensel olarak gecerli olmadigi
muhtemeldir. Ornegin, Vauterin ve Swings (1997) ¢alismasi, Xanthomonas spp. igin
konuk¢u araligina dayali smiflandirmalar ile genotipe dayali siniflandirmalarin

uyumlastirilmasindaki zorluklar1 ortaya koymaktadir.

Yapilan BlastN arastirma sonucunda izolatlardan elde edilen kismi niikleotid (nt) dizileri
(~628-673 nt), Yeni Zellanda’da enfekteli bugday bitkisinden izole edilmis P. syringae pv.
atrofaciens CFBP2213"" (LMG 5095) patotip kiiltiirii (Dye & Wilkie 1978) (CP028490.1)
ve diger P. syringae pv. atrofaciens izolatlarinin rpoD geni dizileriyle %100 benzerlik
gostermistir (GenBank erisim numaralart: NZ RBNQO01000025.1,
NZ_AWUI01000310.1). rpoD geni dizilerine dayali olarak olusturulan filogenetik agag, bu
calismadaki izolatlarin referans P. syringae pv. atrofaciens izolatlartyla (Genkbank erigim
numaralart: MK791201, KC852117, KC852111, KC852108) aym grupta yer aldigmni
ortaya konmustur (Sekil 4.14).
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GQ859259.1_P.cannabina_pv._cannabina_CFBP_2341
AB795008.1_P.cannabina_pv._ “alisalensis lC\f'IP 4326
DQ072709.1_P.syringac_pv._mori_1642
‘N43326‘).LP,ﬁyring‘.lgp\-'.AlubetcLNCPPBAI42?
DQ072698.1_P.syringac_pv._tabaci_0893-29
FN433238.1_P.syringac_pv._daphniphylli_NCPPB_3617
BO16368.1_P.syringac_pv._morsprunorum
DQO72711.1_P.syringae_pv._ciccaronei_2342

FN433279.1 _P.savastanoi_pv ._nerii_NCPPB_3278
FN433280.1_P savastanoi_pv._retacarpa_NCPPB_4030
UQDQ(]?%DN P.syringae_pv._aesculi_0893-23

'ABO16316.1 _P.syringae_pv._castancae
ABO16324.1_P.savastanoi_pv._glycinea

ABO16380.1 _P.snL-‘uslanui_pV._phusco!iunl:\
MT941325.1_P.coronataciens_pv._porri_38L2A
DQO72708.1 Psyrlm..}u. pv._garcac_l1634

23 g DQO72704.1_P.syringae_pv._ _maculicola_90.32
EU206593.1 _P.syringac_pv,_nnnmo_DC3{)UU
SFEU296591.1_P.syringae_pv._apii_1089

. ] ingac_pv._berberidis_NCPPB_2724
072707, 1_P.syringae_pv._persicac_1573
Q072715.1_P.syringac_pv._tomato_OK-1
KF937700.1_P.avellanac_CFBP4960
X287906.1_P.syringac_pv._actinidiac_str. NCPPB_3739
ABO16416.1 P.syringae pv. theac
KT323097.1_P.syringac_pv._syringac_S35_RpoD_gene_partial_cds

.04}

AFMKT91201.1_Pseudomonas_s yringae_pv._syringac_CC1809
PKC852117.1_Pseudomonas_syringae_pv._syringac_3525
qpHCE52111.1 P\Ll.[d[!l'lll)[]-l\ _syringac_pv._sy ringae_15-6

2 ™ [ringac pv, syrngac 8-7
NZ_AWUIONI000310.1 P\LLHJU]‘I!UI‘I.!S _syringae_pv._atrofaciens_DSM_50255

'CP028490.1_Pscudomonas_syringae_pv._atrofaciens_LMGS095
NZ_RBNQO1000025.1_Pseudomonas_syringae_pv._atrofaciens_DSM_5025
noog PNA3FZ0T.T_Pisyringae_pv._primulac_NCPPB_T33

. MT709148.1_P.viridiflava_LPPA_1682

KX 160074.1_P.putida_Pp42

Sekil 4.14 1zolatlarm rpoD gen bolgesi niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizi

rpoD gen dizilerine dayali gergeklestirilen filogenetik aga¢ analizinde P. syringae pv.
atrofaciens izolatlarina en yakin patovarin P. syringae pv. syringae oldugu belirlenmistir.

Her iki patovara ait izolatlar ayn1 kiime i¢inde yer almistir ve farkli dallarda

konumlanmustir.

4.4. Patojen Bakteri izolatlarinin rep-PCR Genomik Parmak izi Analizleri

Repetitive element-based PCR (rep-PCR), bakteriyel genomlarda bulunan tekrarlayan
DNA elementlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda elde edilen izolatlara 6zgii kaliplarin
incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. rep-PCR’nin diger molekiiler tiplendirme
yontemlerine gore avantajlari, birbirine yakin derecede iliskili bakteri izolatlarin1 ayirt
edebilme yeteneginin yani sira, basit, hizli, diisiik maliyetli ve giivenilir bir yiiksek verimli
genotiplendirme yontemi olmasidir. Molekiiler tiplendirme i¢in kullanilan tekrarlayan
elementlerden birisi, BOX elementleri {i¢ alt birim dizisinin farkli kombinasyonlarindan
olusan mozaik yapili tekrarlayan elementlerdir. Farkli bakterilerin genetik akrabalik

calismalarinda BOX-PCR yonteminin etkinligi, bir¢ok arastirmacit tarafindan

degerlendirilmistir (Bilung vd., 2018).
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BOX-PCR analizinde izolatlarin BOXAIR primerleri ile ~180-2500 bp arasinda bantlar
olusturdugu tespit edilmistir. Se¢ilmis 17 izolatin genetik farkliligi, PCR ile ¢ogaltilan bant
profillerinin elektroforez sonrasinda elde edilen jel goriintiileri karsilastirilarak
degerlendirilmistir. P. syringae pv. atrofaciens izolatlarimin iki farkli parmak izi profili
olusturdugu belirlenmistir. 1. profilde; WBM17.2, WBM26.6, WBM27.6, WBM33.7 ve
WBM38.9 izolatlari, II. profilde ise WBM31.6, WBM39.6, WBM49.6, WBM50.7 ve
WBMG60.7 izolatlar1 yer almistir (Sekil 4.15).

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

Y N
by el | I ) P Pl

—— SETEYT IR — bt

Sekil 4.15 BOX-PCR’da olusan bant profilleri (1: WBM17.2, 2: WBM31.6, 3: WBM26.6, 4: WBM?27.6, 5:
WBMB33.7, 6: WBM38.9, 7: WBM39.6, 8: WBM49.6, 9: WBM50.7, 10: WBM60.7, 11: P. poae W21.4, 12:
P. marginalis W25.9, 13: P. syringae pv. syringae Pssl)

Onceki arastirmalarda, P. syringae pv. atrofaciens izolatlarmin REP, ERIC ve BOX-PCR
gibi rep-PCR temelli farklilastirma yontemleri kullanilarak incelendigi yontemlerinin
kullanildig1 sadece bir calismaya rsatlanilmistir. Matveeva (2008), ¢alismasinda incelenen
izolatlar arasinda yiiksek diizeyde polimorfizm gozlemlenmistir. REP-PCR ve ERIC-PCR
yontemleri, anlamli genomik parmak izleri olusturacak yeterli sayida ortak bant
tiretememistir. Bununla birlikte, BOX-PCR ydntemi en net ve en ayirt edici genomik
parmak izlerini saglamis olmasina ragmen, ortak bant sayisinin diisiik olmasi, izolatlarin
kiime analizi yoluyla genetik iliskilerinin belirlenmesini sinirlamistir. Ancak, BOX-PCR

parmak izlerinin gorsel analizi, izolatlarin benzer genotip gruplarina ayrilabilecegini
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gostermistir. Fenotipik LOPAT grup la'ya ait izolatlarin biiylik bir kism1 benzer BOX-
PCR profili sergilemistir.

Bitki bakteriyel hastaliklarina neden olan bir¢ok patojen genis bakteri grubuna olarak
bilinen P. syringae tiiriinde aittir. P. syringae tiri belirli bir konuk¢u bitkiyle iligkili
izolatlarin alt grubu olan patovar olarak siiflandirilmaktadir. P. syringae’nin LOPAT 1
taksonomisi, Lelliott vd. (1966) tarafindan tanimlanmig, ancak dokuz genom tiiriiniin
belirlenmesinden sonra (Gardan vd., 1999) yeniden degerlendirilmistir. LOPAT I
taksonomisinde bakterilerin tanimlanmasi geleneksel olarak fenotipik 6zellikler temelinde
gerceklestirilmistir. Ancak, bu yaklasimin gesitli sinirlamalar1 bulunmaktadir. Ornegin,
kantitatif DNA-DNA hibridizasyonu digindaki teknikler tim genom tiirlerini giivenilir
sekilde ayirt edememektedir ve DNA-DNA hibridizasyon yontemi de rutin tani siirecleri
i¢cin uygun degildir. Bu baglamda, alternatif olarak rep-PCR (Rademaker & Bruijn, 1997)
veya rastgele dizilerin amplifikasyonu i¢in raslantili primerler kullanilan RAPD (Williams
vd., 1990) gibi 6zgiil genomik parmak izi yontemleri tani araci olarak dnerilmistir. Gardan
vd. (1999) tarafindan belirlenen genom tiirlerini ayirt edecek ¢esitli testlerin eksikligi géz
online alindiginda, P. syringae ve P. viridiflava grubundaki tiim patovarlarin konukg¢u
ozelliklerini ve genomik parmak izlerini karsilagtirmistir. Bu sayede, BOX-PCR'in bu tiir
ayrimlariyla iligkilendirilebilecegi hipotezini test etmek ve bu yontemin bir taksonomik

arag¢ olarak kullanim potansiyelini degerlendirmek hedeflenmistir.

Butsenko ve Pasichnyk (2018), OPA-13 primeri ile yapilan RAPD-PCR’a dayali
profilleme sonucunda, Ukrayna'min 11 farkli bolgesindeki farkli bitki konukgularindan
izole edilen P. syringae pv. atrofaciens izolatlarinin genetik olarak homojen bir grup
olusturdugu belirlenmistir. OPA-13 primeri kullanilarak, P. syringae pv. atrofaciens'in tim
izolatlarinda yogun amplifiye edilmis fragment spektrumlar1 elde edilmistir. Polimorfik

lokus aralig1 200 ile 700 kb arasinda degismistir.

Butsenko vd. (2021), OPA-13 primeri ile yapilan RAPD-PCR analiz sonuglarina gore,
yabani otlardan izole edilen izolatlar, P. syringae pv. atrofaciens ile ylksek diizeyde
benzerlik gosterdigini, yabani otlardan izole edilen P. syringae izolatlarinin, P. syringae
pv. atrofaciens UCM B-1011, P. syringae pv. atrofaciens UCM B-1014 ve P. syringae pv.
atrofaciens 9780 gibi ii¢ referans izolat ile ortak bir kiimeyi olusturdugunu bildirmistir.
Bununla birlikte, P. syringae pv. atrofaciens UCM B-1027 ayr1 bir kiimeyede yer almistir.
OPA-13 (5-CAGCASSCACC-3') primeri ile yapilan RAPD-PCR yontemi, P.

syringae’nin genetik analizinde ve Ukrayna’daki bugday patojen popiilasyonunun genetik
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heterojenliginin incelenmesinde diger arastirmacilar tarafindan basariyla kullanilmistir.
Morfolojik, biyokimyasal ve serolojik calismalarin yani sira yag asitleri ve RAPD-PCR
profillerinin sonuclarina gore, bugday tarlalarindan izole edilen izolatlar P. syringae pv.

atrofaciens olarak tanilamiglardir.

rep-PCR, tiirlerin (Onfroy vd., 1999), alt tiirlerin (Louws vd., 1998) ve patovarlarin
(Louws vd., 1994) sinirlarini belirlemede etkili bir yontem olarak 6ne ¢ikmustir. Ozellikle
BOX-PCR, diger rep-PCR tekniklerinden bagimsiz olarak, P. syringae genom tiirlerini
tanimlama potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Marques vd., 2000). Bu teknik ayrica
Aeromonas spp. izolatlarmin tiplendirilmesi (Tacao vd., 2005), Ralstonia solanacearum'un
irk ve biyovarlarinin tanimlanmasi (Galal vd., 2003), bakteriyel inokulum kaynaklarinin
arastirilmasi (Greco vd., 2004), belirli bir patovara ait izolatlarin kesin tanimlanmasi (EI
Tassa vd., 1999) ve ¢ok yonlii bir analiz yontemi olarak yeni tiirlerin tanimlanmasi (Catara

vd., 2002) gibi alanlarda da kullanilmistir.

Polifazik yaklasimlar, genotipik, fenotipik ve filogenetik verilere dayali farkli analizleri
birlestirerek giivenilir bir tan1 yontemi olarak 6nerilmektedir (Vandamme vd., 1996). Tiim
genom analizine dayali parmak izi olusturma yontemleri, polifazik taninin onemli bir

tamamlayici pargasi olarak degerlendirilmektedir (Rademaker & Bruijn, 1997).

P. syringae pv. atrofaciens izolatlarinin izolat ayriminin yapilmasi, belirli bir cografi
bolgede patojenin epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasini saglar. Ayn1 bolgelerden ve
kaynaklardan daha fazla izolatin karakterize edilmesi, patojen hakkinda daha kapsaml
genetik iligki verileri elde edilmesine katki saglayabilir. Gelecekte, yerel P. syringae pv.
atrofaciens izolatlarinin karakterizasyonunda kullanilan RAPD, PFGE ve MLST gibi farkli
molekiiler tiplendirme araglarinin etkinligi ve verimliligini karsilastiran c¢aligmalar
yapilabilir. Bu ¢alismada incelenen 10 izolatin 2 farkli BOX-PCR bant profili olusturdugu

belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Epifitik ozellik gostererek bitkilerde bulunan ve c¢evre kosullarinin uygun oldugu
donemlerde tahillarda ciddi iiriin kayiplarina ve kalite diislislerine yol agan bitki patojeni
bakteriyel hastalik etmenlerinden biride kavuz dibi ¢iiriikliigiine neden olan P. syringae pv.
atrofaciens’dir. Bu patojenin, gelisimi i¢in elverisli meteorolojik kosullarda genis bir
yayilim gosterdigi ve enfeksiyonun bitkilerin %80'ine kadar ulasabildigi bilinmektedir.
Hastalik sonucunda tanelerin fiziksel, teknolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ciddi sekilde
bozulmakta; glutelin ve gliadin igeriklerinde azalma goriiliirken, diisiik kaliteli gluten
miktarinda artis meydana gelmektedir. Bu etkiler, yalnizca verim kaybina degil, ayni

zamanda {iriin kalitesinin 6nemli 6l¢lide diismesine de neden olmaktadir.

Bu calismada, bugday ekim alanlarinda sorun olusturan kavuz dibi ¢iiriikliigiine neden olan
P. syringae pv. atrofaciens etmeninin Yozgat ilindeki varligi hasat edilen tohum
orneklerinde incelenmistir. Izole edilen bakteriyel koloniler arasindan floresans
Pseudomonas spp.’ye ait kolonilerin patojenisite testlerinde hastaliga neden olduklar
belirlenmistir. Patojenisite testlerine pozitif sonug¢ veren izolatlarin biyokimyasal, MALDI
TOF ve PCR tabanli molekiiler tan1 yontemleri kullanilarak P. syrinage pv. atrofaciens’e
ait olduklar1 belirlenmistir. rpoD primerlerine dayali ¢ogaltilan PCR fragmentlerinden elde
edilen niikleotid dizileri ile yapilan BLASTN ve filogenetik analizler dogrultusunda

izolatlarin bakteriyel toksonomisindeki kesin yerleri belirlenmistir.

Izolatlarin bugday yapraklarinda 36-48 saat aralifinda inokiile edilen bdlgelerde patojenik
izolatlarin  belirti  gosterdigi gozlemlenmistir. Bazi floresans Pseudomonas  spp.
izolatlarinin daha gec reaksiyonlar ve zayif hastalik belirtileri ortaya ¢ikmistir. LOPAT
testlerine 17 patojenik izolatin L+, O—, P—, A—, T+ seklinde reaksiyon gosterdigi ve LOPAT
grup la’da yer aldigt belirlenmistir. Literatiirde belirtilen yontemlere uygun olarak,
izolatlarin PCR tabanli molekiiler karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis tiir ve patovar
seviyesindeki tanilar1 oncelikle morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore yapilmis,
daha sonra MALDI TOF MS ve rpoD gen bolgesi niikleotid dizilerinin BLASTN tarama

ve filoegenetik analizleri ile teyit edilmistir.

Yapilan detayli literatiir tarama sonuglarina gore, hastalik etmeni P. syringae pv.
atrofaciens’in Tirkiye'de yetistirilen bugday bitkilerinde hastaliga neden olduguna yonelik
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak teyit edilmis ilk caligmadir. Hastalik

etmenine ait fonksiyonel genlerin niikleotid dizi verilerinin elde edilmesi ve veri
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tabanlarinda bulunmas: biiyilkk dnem tasimaktadir. Bu kapsamda, ¢alismada elde edilen
izolatlarinin niikleotid dizileri, NCBI GenBank'ta kayit altina alinan ilk veriler olma

Ozelligi tasimaktadir.

Diinya niifusunun hizla artmasi ve tarim arazilerinin azalmasi, giivenli gida arzinin
stirdiiriilebilir bir sekilde saglanmasin1 zorunlu hale getirmektedir. Bu kapsamda,
ongoriilebilir verimlilikle bitkisel {iretim sistemlerinin siirdiiriilebilirligini korumak,
Ozellikle bakteriyel hastaliklara karst etkili yonetim c¢ozlimlerinin gelistirilmesini
gerektirmektedir. Mevcut bakterisitlere karst artan direng, yenilik¢i ve entegre ydnetim
stratejilerinin Onemini daha da artirmaktadir. Kritik patojenlerin tanimlanmasi, bu
patojenlere yonelik yeni yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanabilir yonetim stratejilerinin
ortaya konmasi, bakteriyel hastalik yOnetimine iliskin temel bir arastirma odag:
olusturmakta ve bu calismalar gelecekte daha etkili miicadele yontemleri i¢in saglam bir

temel sunmaktadir.

Bu baglamda, bugday iiretiminde sik rastlanan bakteriyel hastalik etmenleri arasinda X.
translucens ve P. syringae yer almakta olup, bu patojenlerin tohum materyalleri
araciligiyla tasindigi bilinmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, basta onemli bugday
tiretimi gergeklestiren Rusya ve Ukrayna ile diinyanin farkli bolgelerinde ve Avrupa
tilkelerinde tespit edilmedigi bildirilen P. syringae pv. atrofaciens etmeninin Yozgat ilinde
bugday tohumlarinda varligi, iireticilerin tohumluk materyallerinden izole edilmesi
bakimindan O6nemli bir {iretim sorunu olarak One c¢ikmaktadir. Ayrica bu calisma;
tilkemizde daha once arastirma konusu omayan etmen hakkinda iilkemiz bugday ile arpa
ve diger tahillarin tiretiminde 6nemli bir risk unsuru olarak degerlendirilebilecegini ifade
etmektedir. Bu nedenle iireticilerin tohum sagligi ve hijyenine iliskin bilgi eksiklikleri,
diisiik maliyetli oldugu gerekgesiyle kendi tohumluklarini kullanmalarina yol agmakta ve
bu durum, patojenin sonraki liretim donemlerinde yeniden ortaya ¢ikmasina ve hastalik
dongiistiniin devam etmesine neden olmaktadir. Bu bulgular, tohum hijyeninin saglanmasi
ve stirdiirtilebilir tiretim icin etkili yonetim stratejilerinin benimsenmesinin kritik 6nemde

oldugunu gostermektedir.

Ayrica, son yillarda bir¢ok ithal bugday tohumunun ilimizde {iretilerek {ireticilerin satigina
sunuldugu bilinmektedir. Tohumluk materyalinde bulagiklihik miktarinin seviyesi
belirlenerek, kontaminasyonun fazla oldugu durumlarda tohumluk materyalinin iilkemize
girisi ve boOylece hastalik etmenlerinin enfekteli tanelerde hastalikla bulasik olmayan

bolgelere tasinmasi Onlenebilir. Sertifikali ve hastaliktan ari tohumluk kullanimi tercih
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edilmelidir. Patojenin bagka bolgelere taginmamasi bakimindan biiylik 6nem tagimaktadir.
Bu calismada etmenin Tiirkiye’de var oldugunu ispat eden arastirma verileri sayesinde
bugday ve diger tahil grubu bitkilerde etmenin yasayisin1 sinirlandiracak miicadele
yontemlerinin treticiler tarafindan benimsenmesi gerekmektedir. Patojen izolatlar ile
sonraki ¢aligmalarda; bir¢ok bolgede yetistiriciligi yaygin olarak tercih edilen c¢esitlerin
hastalik etmenine karsi dayaniklilik durumlarinin aragtirilmasi, biyolojik miicadele ajanlar1
ile miicadelesi, bakteri gelisimini azaltan veya durdurabildigini bildiren kimyasallarla
miicadelesi konularinda caligmalar yapilmasi basta bugday olmak {lizere diger tahil

tireticileri i¢inde faydali olacaktir.
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