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OZET

Fasulye tarimi yapilan arazilerde, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith)
Vauterin et al. (Xap) ve Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder) Young,
Dye & Wilkie (Psp) ekonomik anlamda biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Bu amagla
Tiurkiyenin 3 farkli bolgesini iceren 8 farkli sehrinden 20 farkli lokasyondan arazi
calismast yapilarak hastalikli bitki dokularindan ornekler alinmis ve laboratuvar
kosullarinda bu bitkilerden bakteriyel izolasyon yapilmustir. izolatlarm biyokimyasal
teshisi icin Sakkaroz Nutrient Agar, King B, Nutrient Agar besiyerlerindeki gelisimlerine
ve levan olusumuna bakilmais, tiitiinde hypersensitif reaksiyonlarina, oksidaz ve katalaz
testi sonuclarina, potasyum hidroksit testinde mukus yapisina, pektolitik aktivite testinde
cliriime olup olmadigina, litmus milk testinde alkalin veya asidik durumlarina, oksidatif
ya da fermantatif durumlarina, nisasta hidrolizasyonu sonuglarina, patojenite testine
bakilmistir. Bu testlerin sonucunda izolatlarin tamaminin fasulyede patojen oldugu tespit
edilmistir. Morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik testlerin yani sira izolatlarin tiir tanisi
MALDI-TOF MS Biotyper otomatik tanilama sistemiylede yapilmistir. Tanilama
sistemine gore 23 izolattan 13 tanesi Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli (%56), 10

tanesi de Pseudomonas savastanoi pv. Phaseolicola (%44) olarak tespit edilmistir.
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DETERMINATION OF THE DISEASES CAUSED BY BACTERIA IN BEANS IN
SOME PROVINCES
(M.Sc. THESIS)
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ABSTRACT

In bean cultivation, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) Vauterin et al. (Xap)
and Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burkholder) Young, Dye & Wilkie (Psp)
poses a major economic problem. To this end, Turkey's third contains the different
regions of tissue samples from diseased plants from the field work done in 20 different
locations in 8 different bacterial isolation was carried out under laboratory conditions and
were taken from these plants. For biochemical identification of isolates, Saccharose
Nutrient Agar, King B, development of nutrient agar media and levan formation were
examined. , oxidative or fermentative states, starch hydrolization results, pathogenicity
reactions were examined. As a result of these tests, all isolates were found to be
pathogenic in beans. In addition to morphological, biological and chemical tests, species
identification of the strain was made with MALDI-TOF MS Biotyper automatic
identification system. According to the diagnostic system, 23 strain were identified as 13
of them Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (56%), 10 of them Pseudomonas

savastanoi pv. phaseolicola (44%)).

Keywords: Bean, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola, 1dentification, MALDI-TOF MS

University of Kahramanmaras Siit¢ii imam
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agriculture, July / 2019

Supervisor Dr.Lecturer Mustafa KUSEK
Page Number: 41

1



TESEKKUR

Bu calismay1 yaparken destegini esirgemeyen ve her tirli imkani1 saglayan
danisman hocam Saym Dr.Ogr. Uyesi Mustafa KUSEK’eve yine calismamin birgok
asamasinda bana desteklerini esirgemeyen Saymn Prof. Dr. M. Erhan GORE ve Sayin
Dog. Dr. Goksel OZER’e, yine bu ¢alisma icerisinde maddi manevi destegini higbir
zaman benden esirgemeyen degerli hocam Saym Prof. Dr. Vahdettin CIFTCI’ye
tesekkiirlerimi borg bilirim. Ayrica ¢calismamin bagindan sonuna kadar hi¢bir zaman beni
yalniz birakmayan degerli aileme, esime cok tesekkiir ederim. Zor anlarimda moral

kaynagim olan minik oglum’a da sevgilerimi sunarim.

111



ICINDEKILER

Sayfa No

OZET oottt i

ABSTRACT .ottt ettt e ettt e et e et e e e ebeeeanbeeeenaeeeenbeeeennaeeans 1

TESEKKUR ...cooviiiiiiieeeceeeeeeeeeeeee ettt nesens il

ICINDEKILER ..ottt v

SEKILLER DIZINT ....ooviiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e vi

CIZELGELER DIZINT ....oooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e vii

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......oooiiiiiiieiceeeeeas viii

Lo GIRIS ettt 1

2. ONCEKI CALISMALAR .....cooviviiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeee et 6

2.1. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) ile ilgili yapilan ¢alismalar ...... 6

2.2. Xanthomonas axanopodis pv. phaseoli (Xap) ile ilgili yapilan ¢alismalar ......... 10
2.3. Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight (MALDI-TOF)

ile lgili Yapilan CalISmalar. ............c.cooveviveeeeveeieieeeeeee et 13

3. MATERYAL VE METOD ...ttt 15

R LY 21 7<) 7 | DU PR PPURPN 15

3.2  MELOM. .ot e e e e 15

3.2.1. Bakterilerin 1zolasSyonu .........ccoeeiiiiiiiiiiieeeeiiiieeeee e 15

3.2.2. Fasulye ve Tiitiin bitkilerinin yetistirilmesi ...........ceeeeevriciiiiieieeeeeenniiieeen. 16

3.2.3. Fasulye Bakteriyel Yaniklik ve Hale Yaniklig1 etmenlerinin tanist............. 16

3.2.3.1. SNA besiyerinde geliSIm .........cccccuvvriiieeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeireeeen, 16

3.2.3.2. Nutrient Agar besiyerinde gelisim ...........ccocecvvvivieeeeeeniinnnnnn. 16

3.2.3.3. King B besiyerinde gelisim..........ccccceeeeveeeeiiiiiiiiieeeeeeeeen, 17

3.2.3.4. Potasyum Hidroksit (KOH) testi........ccccceevvreiriiireeeeeeeniinnnnen, 17

3.2.3.5. OKSIAAZ LS ...eeeeeeiiiiieeiiiiieee et 17

3.2.3.6. Oksidatif/ Fermantatif (O/F) testi........cceeeeeriiiiiiiieieeeeeniinnnee, 17

3.2.3.7. Nisasta Hidrolizasyonu...........cccccovviiiieeeeeeniiiiiiieee e 18

3.2.3.8. Katalaz testi......cceoniiiiiiiiiiiieeiiieeee e 18

3.2.3.9. Pektolitik AKEIVIEE tEST1....uvveeeeiiiiiieiiiieeeeiiicee e 18

3.2.3.10. Tiitiinde Asir1 Duyarlilik Reaksiyon testi........ccccceeeeevrennnnnnen. 18

3.2.3.11. Patojenite teStl ...ceeerrirriiiieeeeeeeeiiiieeeee e e e eeeiree e e e e e e 19

v



3.2.3.12. LItMUS MILK €St ceuneeeneeiee e 19

3.2.3.13. Maldi-TOF MS tanilama sistemiyle tanilama......................... 19

4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt ettt 20
4.1. Psp ve Xap etmenlerinin 1Zolasyonu ..........cccuvvviiiereeeeeiiiiiiiieeee e eeeiieeeeee e 20
4.2. Psp ve Xap etmenlerinin klasik metotlarla tanilanmasi ..............cccoceeiniieen. 21
4.2.1. NA besiyerinde eliSIm .........ccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiiieeee e e e e eeeirireee e e e e e e 21
4.2.2. SNA besiyerinde SElISTM .......ccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiieeee e e e e eeeiiaree e e e e e e e 21
4.2.3. King B besiyerinde geliSim.........coeoeiviiiiiiiieeeiiiiiiiiiee e e e e 23
42,4 KOH TESE «eeeiniiiiiieeiitee e ettt e et e e ee e 23
4.2.5. OKSIAAZ LS ...veeeeeiiiiieeeiitt ettt et e et e e e e e 24
O T O 70 i 1< OSSPSR 24
4.2.7. Nisasta HIdroliZaSyOnU .........ceeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeesiiiiieeee e e e eeesiiaeeeee e e e e e 25
4.2.8. Katalaz teSth......eeiiiiiiiiiiiiiiceeei e 25
4.2.9. Pektolitik AKEIVIEE tESTI......veeeeeiiiiiiiiiiiie et 26
4.2.10. Tiittinde Asir1 Duyarlilik Reaksiyon testi........cccuvvvvieeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeees 26
4.2.11. PatOJENIte tEStT .evveeeeerreiiiiiiiieeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeesiaraeeeeeeeeeseennnnnareeeeeeeeennnnnns 27
4.2.12. Litmus MK tESE ...eveeiiiiiiiieiiiice e 28
4.2.13. Maldi-TOF tanilama sistemi SONUGIArT ................evvvvviieriiiiviiiiiiiiieineraenennns 28

5. SONUC VE ONERILER ........cocooiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
KAYNAKLAR ...ttt ettt e ettt e et e e entee e et e e enbeeeenneeas 32
EK 1. Besiyerlerinin IGeriKIEri...........ocvoviiviioieieieieeeeeeeeeeeeeeee e 38
OZGECMIS ..ottt 40



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 1.1. Kuru fasulye tireten 6nemli iilkelerdeki diinya tiretim miktar1 (FAO, 2017. ........ 2
Sekil 1.2. Kuru fasulye tireten 6nemli iilkelerdeki diinya ekim alani oram1 (FAO, 2017).....2
Sekil 1.3. Taze fasulye tlireten 6nemli iilkelerdeki diinya iiretim alan1 (FAO, 2017)............. 3
Sekil 1.4. Taze fasulye lireten 6nemli iilkelerdeki diinya iiretim miktari(FAO, 2017). ........ 3
Sekil 4.1. Xap'm fasulye baklasinda olusturdugu kahverengi, ice ¢okiik lekeler................ 20
Sekil 4.2. Xap'm fasulye yapraklarinda olusturdugu klorozlar ..............ccccovvvveeeeennnnnnnen. 21

Sekil 4.3. SNA besiyerinde ft35 no’lu izolat’in krem rengindeki gelisimi ve levan

Olusturan KOIONIIETT .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeetiie et eeeeeaseeeaaeeaaaeaenees 22
Sekil 4.4. £t10 no’lu izolatin SNA besiyerinde olusturdugu sar1 renkli ve levan olusturan

KOTOMIIETT .. 23
Sekil 4.5. KOH testinde negatif sonug veren ft15 no’lu izolatin ipligimsi sekilde stinmesi 24
Sekil 4.6. Oksidaz pozitif (+) sonug veren mor renk olusturan ft51 no’lu(A) ve negatif (-)

sonug veren mor renk olusturmayan ft26 no’lu (B) izolatlar ............................ 24
Sekil 4.7. Nisastay1 hidrolize eden fi25 no’lu (A) pozitif (+)izolat ve edemeyen ft33 no’lu

(B) negatif (-) sonug veren 1zolat.........cooeeeviiiiiiieeeeiiiiieeee e 25
Sekil 4.8. Katalaz reaksiyonu sonucunda pozitif reaksiyon gosteren ft36 no’lu izolat....... 26
Sekil 4.9. Pektolitik aktivite testi sonucunda pozitif (+) sonug verenft38 no’lu izolat (A)

ve negatif (-) sonug verenft 67 no’lu izolat (B) ........coveveeeiviiiiiiiiieeieeee, 26
Sekil 4.10. Tiitiin'de hipersensitif reaksiyonda pozitif (+) sonug veren ft29 no’lu izolat

(A) ve negatif (-) sonug veren ft69 ve ft70 no’lu (B ve C) izolatlar................. 27

Sekil 4.11. Patojenite testi sonucundafasulye bitkisinde gézlenen simptom...................... 27

vi



CiZELGELER DiZiNi

Sayfa No
Cizelge 4.1 1zolatlarin test SONUGIATL..............coieveveeeeeeeeeetieceeeeeece e 22
Cizelge 4.2. Patojen bakteri izolatlarinin Maldi TOF MS tani sonuglar1 ve benzerlik
INAEKST ..t 29

vil



%

°C

dk

g

KOH

1
Maldi-TOF
ml

MS
NA
O/F
Psp

pv
rpm
SNA
TPD
Xap
YDCA

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Yiizde

Santigrat derece

Dakika

Gram

Potasyum Hidroksit

Litre

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight
Mililitre

Mass Spektometrisi

Nutrient Agar

Oksidatif / Fermantatif

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola

Pathovar

Revolutions Per Minute / Dakika Devir Sayisi

Sakkaroz Nutrient Agar

N;N;N;N-Tetramethyl-1,4 phenylene diammonium diclorid
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Yeast Dekstroz KloratAgar

Mikrolitre

viil



1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasina karsin, besin maddelerinin artisi istenilen hiza
ulagamamustir. Pek cok tilkede aclik ve dengesiz beslenme, 6nemli bir sorun olup, her yil
binlerce insanin hastalanmasina ya da 6lmesine neden olmaktadir. Insanlar, protein
gereksinimlerini bitkiselya da hayvansal kaynakli besinlerle karsilamaktadirlar (Ciftei,
2004).

Fabaceae (Leguminaceae) familyasinin bir tiiri olan fasulye (Phaseolus vulgaris
L.), Giiney Amerika’dan yayilarak subtropikal ve iliman kosullara sahip bir¢ok {iilkede
yetistirilen, diinya genelinde soya fasulyesi ve yerfistigindan sonra en ¢ok iiretilen baklagil
bitkisidir (Balkaya ve Yanmaz, 1999). Kuru taneye ek olarak taze sebze olarak da yaygin
olarak tiiketilen fasulye 38 milyon hektar ekim alam1 ve 55 milyon tonluk iiretimi ile
yemeklik tane baklagiller icerisinde diinyada ilk sirada yer almaktadi (FAO, 2017). Kuru
fasulye tarimida en genis ekim alanina ve iiretim miktarina Asya kitasi sahiptir. Fakaten
yiiksek tane verimi Amerika kitasinda elde edilmektedir (Aydogan ve ark., 2015). Kuru
fasulye iiretim miktar1 bakimindan ilk swrada yaklasik 6,5 milyon ton ile Hindistan
bulunurken, Myanmar ise yaklasik 5,5 milyon ton ile 2. sirada yer almakta ve Brezilya (3
milyon ton), ABD (1,6 milyon ton), Cin (1,3 milyon ton), Meksika (1,1 milyon ton) ise
diinyadaki diger onemli kuru fasulye iireticisi iilkeler konumundadir. Taze fasulye iiretim
miktar1 bakimidan Cin 19 milyon ton ile ilk sirada yer almakta, Endonezya (915 bin ton),
Hindistan (675 bin ton), Tiirkiye (630 bin ton) ile ilk 4 sirada yer almaktadir (Anonymous,
2017).

Diinya tlizerindebesin kaynagi olarak tiiketilen Phaseolus’un 30°dan fazla tiirtinden
birisi olan Phaseolus vulgaris L. insanlar i¢in 1y1 bir protein kaynagidir (Broughton ve ark.,
2003). Phaseolus vulgaris L. Antartika hari¢ tiim kitalarda yetismekte ve Phaseolus ekim
alanlarmin  %90’mdan fazlasim1 kaplamaktadwr (Singh, 1999). Fasulyenin Onemli
ozelliklerinden bir digeri ise toprakta bulunan Rhizobium bakterileri ile ortak yasamak
suretiyle atmosferde %78 oraninda bulunan molekiiler azotu topraga baglamalaridir. Bu
durum azotlu gilibre kullanimin1 azaltmakta ve kendinden sonra ekilecek bitkinin verimini
olumlu yonde etkilemektedir. Biyolojik azot fiksasyonu ile topraga yillik 139-170 milyon
ton saf azot baglanmaktadir. Bu miktar ticari olarak iretilen (65 milyon ton) azotla

karsilastirildiginda bunun iki katina denk gelmektedir (Kendi, 2009).



TUIK (2017) verilerine gore, Tiirkiye’de 2016 yilinda kuru fasulye ekili alan
898.197 dekar, taze fasulye ekili alan ise 495.639 dekardir. Bu ekim alanlarindan ise
235.000 ton kuru fasulye, 638.532 ton taze fasulye tiretimi yapilmistir. Sekil .1.1; 1.2; 1.3;

1.4‘de diinyada en fazla fasulye tiretimi yapan lilkeler ve lilkemizin durumu goriilmektedir.
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Sekil 1.1. Kuru fasulye tireten 6nemli tilkelerdeki diinya tiretim miktar1 (FAO, 2017.
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Sekil 1.2. Kuru fasulye tlireten 6nemli iilkelerdeki diinya ekim alani oran1 (FAO, 2017).
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Sekil 1.3. Taze fasulye iireten dnemli lilkelerdeki diinya tiretim alani (FAO, 2017).
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Sekil 1.4. Taze fasulye lireten 6nemli lilkelerdeki diinya tiretim miktari(FAO, 2017).

Fasulye bitkisi yetistirme periyodu boyunca iiretim alanlarinda birgok fungal,
bakteriyel ve viral hastalik etmenlerinin saldirisina maruz kalmaktadir. Bu etmenler

fasiilyede verim, kalite ve pazar degeri diisiisiine yol agmaktadir.

Fasulyelerde goriilen bakteriyel hastalik etmenleri ilk olarak tohum kaynakli olarak
ortaya c¢ikmakta, Onemli verim ve kalite kaybmna sebep olmaktadwr. Bu hastalik
etmenlerinden en yaygmn olanlart Psp ve Xap, Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens, Pseuodomonas syringae pv. syringae’dir (Borkar ve Yumlembam, 2016;

Kendi, 2009).



Psp (Hale yaniklig1) etmeninin belirtileri enfekteli yapraklarda ve fasulye
kapsiillerinde goriilebilir. Enfeksiyonun ilk belirtileri, yapraklar iizerinde su emmis leke
seklinde goze carpan kii¢iik lekelerdir. Kurak kosullar altinda enfekteli doku 6liir ve yanik
renginde nekrotiklesme gozlenir. Bakteriyel yanikliga karakterize olan dar smirlarla ¢evrili
parlak sar1 lezyonlarin aksine hale yanikliginda genis sarims1 yesil hale olusumu ve daha

sonra nekrotik lekeler gozlenir (Borkar ve Yumlembam, 2016).

Hale yaniklig1 etmeni serin havalarda ve nemli ortamlarda ve yaralanmis bitkilerde
daha fazla ortaya ¢ikmaktadir. Patojen, ya infekteli bitki artiklarinda canli kalmakta ya da
tohumda canliligm silirdiirmektedir. Tohumla tasmabilen bu hastalik uygun epidemi
kosullarinda ve hassas c¢esitlerin ekildigi bolgelerde %100°e varan iirtin kaybina neden

olmaktadir (Kendi, 2009).

Xanthomonas, patovar diizeyinde dar bir konukgu yelpazesi ile karakterize edilen
cesitli fitopatojenik tiirler iceren bir cinstir. Bununla birlikte, bu cinsin {iyeleri,
monokotiledon ve dikotiledon bitki tiirleri arasinda genis yelpazede ¢ok cesitli bitkileri
enfekte edebilir (Denardin ve Agostini, 2013)Xap diinya ¢apinda fasulyenin en 6nemli
hastaliklar1 arasinda yer almaktadir (Freytag ve ark., 1982; McElroy, 1985; Parker, 1985;
Scott ve Michaels, 1992; Park ve Dhanvantari, 1994).

Xap, tohumda, enfekteli bitki artiklarinda ve konuk¢u ve konuk¢u olmayan
bitkilerde epifitik olarak canliligini siirdiirebilir (Saettler, 1991). Tohumla uzun mesafeye
taginmasi, patojenin yasamini devam ettirmesinde 6nemli rol oynar (Trujillo ve Saettler,
1979). Cigek tomurcuklar1 ve gen¢ baklalarin enfeksiyonu, patojenin vaskiiler sistemden
tohuma aktarilmasiyla sonuglanabilir ve bu da i¢ enfeksiyona yol acar (Aggour ve ark.,
1989). Enfekteli tohumdan yetistirilen bitkiler, daha sonra ikincil enfeksiyonun yayilmasi

icin inokulum kaynagi olustuirur. Ayrica tohum, hasat sirasinda enfeksiyona ugrayabilir.

Hastalik belirtileri oncelikle yapraklarda su emmis goriinimiinde baslar, sonra
genisleyen bu su emmis belirtiler yaprak yilizeyini kaplar ve nekrotik lekelere doniisiir. Bu
lekelerin etrafinda dar alanla smirli ince limoni sari1 hale olusumu gozlenir. Psp
simptomlarina goére daha diizensiz, parcali ve biiyiikk yapidadir. Bu belirtiler damar
aralarinda ve yaprak kenarlarinda gozlenir. Biiyliyen bu lekeler birleserek yaprak

yanikligini meydana getirir. Meyvelerde, hafif c¢okiik, dairesel seklinde gelisen



simptomlarin etrafinda kirmizimsi kahverengi sinir goézlenir. Yiiksek nemli kosullarda

lezyonlar acik sar1 bir bakteriyel akintiyla kaplanmaktadir (Soylu ve ark., 2013a).

Fitopatojen bakterilerin morfolojik olarak tanilanmasi olduk¢a zordur. Bu yiizden
bakterilerin tanimlanabilmesi i¢in biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ¢cok 6nem arz
etmektedir. Biyokimyasal ozelliklerine bakilarak bir¢ok tiir ve cins diizeyinde bakteri

tanilanabilmektedir (Saygili ve ark., 2006).

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli sehirlerinden (Canakkale, Bursa, Bilecik, Ankara,
Konya, Karaman) Psp ve Xap etmenlerinin olusturdugu simptomlara benzeyen hastalikl
bitki dokularindan 6rnekler alinmis ve laboratuvar kosullarinda bu bitkilerden bakteri
izolasyonu yapilmistir. Patojenlerin teshisi i¢cin morfolojik, biyolojik, kimyasal testlerin

yanisira MALDI-TOF MS Biotyper otomatik tanilama sistemiyle tanilar1 yapilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) ile ilgili yapilan ¢calismalar

Gordon ve McLeod bazi1 bakteri gruplarini oksidaz pozitif olarak tespit etmistir.
Fakat Kovacs oksidaz reaksiyonunun duyarliligini arttirarak bir petri kabina Whatman
No:1 filtre kagidini yerlestirmis ve kagidin ortasina %1'lik
tetramethylparaphenylenediamine dihydrochloride soliisyonundan filtre kagidinin ortasima
2-3 damla damlattiktan sonra teshis etmek istedigi P. pyocyanea izolatin platin bir cubukla
almis ve bu filtre kagidinin iizerine yaymistir. Kovacs bu islemleri yaptiktan sonra
reaksiyon, yayilmis koloniyi 5-10sn i¢inde koyu mor renge dondiirmiistiir. Bu teknikle
P.pyocyanea izolat1 oksidaz pozitif sonuc¢lanmistir. Ayrica oksidaz reaksiyonu ig¢in
hazirlanan solisyon haftada bir hazirlanmali ve bu bir hafta icerisinde buzdolabinda koyu,

cam bir damlatma sisesinde tutulmalidir (Kovacs, 1956).

(Thornley, 1960), yaptig1 bir calismada kovaks'in oksidaz yontemini kullanarak 156
Pseudomonas tirinii oksidaz pozitif ve 188 Achromobacter tiiriinii de oksidaz negatif

olarak tespit etmistir.

(Steel, 1961), cesitli cinslerden 1660 farkli izolata oksidaz testi uygulamis ve
bunlarin 210 tanesinde pozitif reaksiyon gézlemlerken 64 tanesinde de gecikmeli pozitif
reaksiyon  gozlemlemistir.  Pseudomonadaceae  iiyeleri  pozitif — sonuglanirken,
Enterobacteriaceae Tlyeleri ve c¢ogu gram-pozitif organizmalar oksidaz negatif
sonuclanmaktadir. Kovacs oksidaz testi hassas olmasina ragmen basittir ve hizli bir sekilde

uygulanabilmektedir.

Psp i¢in secici besiyeri ¢alismasi yapilmig, MSP ve cycloheximide, cephalexin ve
borik asit eklenerek modifiye edilmis King B (KBC) besiyerleri test edilmistir. King B'de
tespit edilemeyen patojenlerin bu segici besiyerlerinde tespit edildigi bildirilmistir (Mohan

ve Schaad, 1987).

(Robinette ve Matthysse, 1990), P. savastanoi'deki asir1 duyarliligi inhibe eden

genleri incelemis ve inhibasyon i¢in oksin iiretiminin gerekli oldugu fikrini ortaya atmustir.

Psp, bakla kabugu iizerinde su emmis goriiniimde lekeler yapar. Grimsi yesil
belirtisi goriiliir. Baz1 zamanlar bu hastalik yagl leke olarak adlandirilir. Optimum gelisme

sicaklig1 16-20°C araligindadir (Young ve ark., 1991).



Bir fitopatojenik bakteri olan Psp, iki kimyasal sistem tarafindan iiretilen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olumsuz etkilerine karsi bitkilerde c¢ok hassastir. Konukgu
bitkilerde hastalik belirtileri de ROS tarafindan bastirildig: tespit edilmistir. Diger birgok
bitki patojeni bakterilerde (P. syringae pv. pisi, Erwinia amylovora, X. campestris pv.
pelargonii) ve bunlara ek olarak P. fluorescens de ROS'un inhibe edici veya oldiriicii
etkisine in vitro duyarli olmustur. Yapilan ¢alismada kullanilan O,'nin ve HO,'nin ROS'un
mikroorganizmalar1 oldiiriicii etkisine olumlu yonde fayda saglamasina ragmen OH'in
boyle bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Yine ayni ¢alismada bakteriler i¢in tolerans arttirici
gorev yapan EPS slime'lar yikanarak temizlendiginde ve hiicreler santifiij edildiginde
bakteriler ROS'a daha hassas hale gelmistir. Fakat EPS-Mutantlarinin bu yonteme ragmen
hassasiyetlerinde bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonuglara gére EPS Slime'larmin

bakterileri dig etmenlerden korudugu diisiincesi desteklenmektedir (Kiraly ve ark., 1997).

(Lopez-Lopez ve ark., 2004), Psp nin konukcuya 0zgii olmayan bir fazolotoksin
sentezledigini ve bu toksinin kendisine zarar vermemesi i¢inde fazolotoksin'e dayanikli bir
enzim olan ornitin karbamoiltransferaz enzimini (ROCT) sentezledigini sdylemistir.
ROCT'n 18°C'de, fazolotoksin sentezi ile ayni zamanda fretilen argK tarafindan
kodlandigini belirtmis ve bu sistemin diizenleyici mekanizmalar1 arastirmak igin ¢aligmalar

yapmuistir.

Psp’nin 1448A izolatinin genom dizisiyle alakali ¢calisma yapilmistir. 365 ORF
(Open Read Frame) bolgesinin P. syringae cinsine spesifik oldugu tespit edilmistir

(Joardar ve ark., 2005).

Hassas fasulye genotiplerinin yapraklar1 yaslandikga Psp’ye kars1t direng
kazandigini bildirilmistir (Sardi ve Stefanovits-Banyai, 2006).

(Aguilera ve ark., 2007)’a gore, Psp, fasulyelerin hale yaniklik hastaligima sebep
olan bir ajan olup, fazolotoksin olarak bilinen konuk¢uya 0zgii olmayan bir toksini
salgilayarak klorotik haleyle ¢evrili su emmis leke seklindeki akintilarla karakterizedir. Bu
fitotoksin, arginin biyosentezinde yer alan ornitin karbamoyl transferaz enzimini Onler.
Degisik bulgular, fazolotoksin iiretiminde rol alan genlerin bir arada oldugunu One
stirmektedir. Bakterinin kendi toksine kars1 bagisikligin1 saglayan argK ve homoargininin

sentezinde yer alan amtA genleri bunlardandir.



Yar1 secici besiyeri MT (Milk Tween Agar) ve MSP (Modified Sucrose Peptone
Agar)'nin Psp izolasyonu i¢in uygun olabildigi soylenmistir (Balaz ve ark., 2008).

Fasulye bitkisindeki en 6nemli bakteriyel patojenlerin Xap, Psp, P. syringae pv.
syringae ve Curtobacterium flaccumfacienspv.flaccumfaciens oldugu bildirilmistir (Kendi,

2009).

Psp’yi tanilamak icin Psp-JHF ve Psp-JH-R PCR primerleri gelistirmis ve bu
primerlerin sadece Psp’ye ait 513 bp'lik bir bolgeyi ¢ogalttig1 belirtilmistir. Bu ¢ogaltilan
bolgelerden tasarlanan i¢ ice geemis 169 bp'lik psp-JH-F ve psp-JH-R primerleriyle
tanilamanin ELISA ve secici besiyerlerine gore cok daha kesin sonuglar verdigini,
calismada gelistirilen PCR testleriyle fasulye tohumlarindan Psp‘yi tespit etmenin daha
kullaniglt olacag bildirilmistir (Cho ve ark., 2010).

Psp gram negatif, King B besiyerinde floresan pigment {ireten, oksidaz ve arginin

negatif sonug¢ veren LOPAT Ila grubundan bulunan bir bakteridir (Soylu ve ark., 2013b).

(Duncan ve ark., 2014), US14HBR6 benekli fasulye ¢esidindeki Psp ‘nin irk 6'sia
kars1 direncin, bagimsiz olarak kalitim gdsteren iki resesif gen tarafindan kontrol edildigini
ifade etmistir. Bu hale yanikligmna kars1 bitkideki direng genleri, fasulye germplazmasinin
ve diger cesitlerinin Psp wk 6'ya karsit yliksek seviyelerde direng gelistirilmesinde
kullanilabilecegini belirtmistir. Bu genler ayrica, ¢esitli Phaseolus germplazmindan diger
rklara spesifik direng genleri ile kombinasyonlar yapilarak kullanilabilecegini bildirmistir.
Bilinen tiim Psp rklarma kars1 direng gosteren germplazma hatlar1 ve gesitleri tiretmek i¢in

kullanilabilecegini belirtmistir.

Psp kolonileri, Xap’m sar1 renkli kolonilerinin aksine glimiistimsii krem
rengindedir. Psp, oksijen gereksinimi olan (aerobik) bir bakteridir. Psp'ler genellikle yapay
ortamda krem renginden beyaz renge kadar tanimlanabilir. Bununla birlikte, demirden
yoksun kiiltlir ortaminda ¢dziinebilir, fluoresan pigmentler de iiretir. Bakterinin en fazla
gelisimi ve daha once tanimladigimiz klorotik simptomlara sebep olan toksini en fazla
irettigi sicaklik
17-20°C 'dir. Hale yaniklig1 iliman bolgelerde diisiik sicaklikta ¢ok yikici olabilen bir
hastaliktir. En fazla verim kaybini toksin iiretimini arttiran sicakliklarda olusturur (17-
20°C). Elverisli kosullarda bitkinin vejetatif gelismesinin baslangicinda siklikla goriiliir
(Borkar ve Yumlembam, 2016).



(Borkar ve Yumlembam, 2016)‘a gore haleler sicak havalarda belirgin degildir.
Bulasma sistemik olursa, geng yapraklar kavisli ve klorotik hale gelir, nekrotik lekeler ya
da genis sar1 haleli lekeler gostermez. Sicaklik 24°C'nin {izerine ¢iktiginda, toksin iiretimi
genellikle azalir ve klorotik belirtiler daha az fark edilir hale gelir. Belirtiler daha sonra
kahverengi noktaya benzer sekilde gorliniir. Ciddi durumlarda, genel sistemik kloroz
gelisebilir. Sistemik enfeksiyonlara sik¢a rastlanmaz ancak bazi kuru fasulye c¢esitlerinde
daha kolay ortaya ¢ikar. Fasulye baklasindaki belirtiler, su emmis leke seklinde yuvarlak
lekeler veya bakla dikislerini takiben cizgiler seklinde baslar. Bakteriyel akinti,
enfeksiyondan 7-10 giin sonra saplar, bakla veya yapraklardan ortaya ¢ikmaya baglar ve
lezyonlar yagli, su emmis goriinimde simptomlar ortaya ¢ikarir. Lezyonlar bakla kabugu
dikislerine yayilir veya genc bakla kabuguna enfekte olursa biliziisme ve renk degisimi

gortlebilir.

Enfekteli tohumlar kullanildiginda fideler hasarli gelisir veya siirglinler tamamen
Olebilir. Su emmis lekeler seklindeki diizensiz lekeler genellikle kotiledon yapraklarda zit
taraflarda goriiliir. Geng fidelerin govde saplarindaki lezyonlar, gittikce genisleyen su
emmis lekeler seklinde ve zaman zaman ¢ukurluklar olusturarak meydana gelir. Eger bu
bitkiler 6lmezse, kotiledonlarin koltuk alt1 boliimiinde tomurcuklar ortaya ¢ikabilir ve
birkag¢ baklali bodur bir bitki iiretebilir. Bitkiler giiniin sicak donemlerinde karakteristik bir

solgunluk sergiler (Borkar ve Yumlembam, 2016).

Ekim alanindaki enfeksiyonu takiben, kiiciik, su emmis leke seklindeki alanlar
yaprakta goriiniir, nispeten siirli bir limoni-sar1 sinirla ¢evrili ve genisleyen lekeler olusur.
Bu lezyonlar daha sonra kahverengiye doniisiir, soluklasip nekrotiklesir ve yaprak dokiimii
meydana gelebilir. Hastalikli tiriin yanik goriiniimii alir; bu da hale yanikligmin meydana
getirdigi sar1 lezyonlardan bu enfeksiyonu ayirir. Sistemik enfeksiyonlarda, damarlarin
rengi kirmizimsi kahverengiye doner ve bu damarlara bitisik dokularda su emmis leke
seklindeki belirtileri olusur. Yaprak dokusundaki enfeksiyonda ana damar ve iist dallar1 ilk
basta suya batmig gibi goriliniir ve daha sonra tugla kirmizist bir renk alir. Saplarin
iizerindeki lezyonlar, sap boyunca uzanan kirmizimsi ¢izgiler olarak goriiliir. Sapta
ylizeysel c¢atlamalar olusur ve bu catlaklardan sar1 bakteriyel akinti ¢ikar(Borkar ve

Yumlembam, 2016).



2.2. Xanthomonas axanopodis pv. phaseoli (Xap) ile ilgili yapilan calismalar

Xcp izolasyonu i¢in yapilan secgici besiyeri ¢alismalarinda hazirlanan MXP secici
besiyerinin X. campestris patovarlar1 i¢in ¢ok 1iyi bir ortam sagladigi ve bu segici
besiyerinde fasulyenin diger bakteriyel patojenlerinin gelismedigini bildirmistir (Claflin,

1987).

Xcp nemli ve 1liman bolgelerde ¢ok siddetli olabilen etmendir. Farkli sekillerdeki su
emmis leke seklinde hafif ¢okiik belirti halinde goriliir. Optimum gelisme sicakligi 25-
30°C araligimdadir. Bu bakteriler yabanci otlarda, bitki artiklarinda, tohum i¢inde veya

iizerinde yasamlarma siirdiirebilir. Yagmurlama sulamayla yayilabilir (Snowdon, 1990).

Xap'm bazi izolatlar1 tarafindan tiretilen yayilabilir kahverengi pigmentin, 6nceden
bildirildigi gibi tirozinaz aktivitesinden ziyade homojenik asit (2,5-dihidroksifenilasetik
asit) salgilanmasi1 ve daha sonra bu asidin oksidasyonuna bagli oldugunu bildirmistir

(Goodwin ve Sopher, 1994).

Xap izolatlarmin kesin tanis1 amaciyla Audy ve ark., (1994), tarafindan dizayn
edilen X4c (5-GGC AAC ACC CGA TCC CTA AAC AGG -37) ve X4e (5'-CGC CCG
GAA GCA CGA TCC TCG AAG -3’) primerleri birgok calismada siklikla ve giivenilir bir
sekilde kullanilmstir.

Dolu veya bocek beslenmesi nedeniyle olusan yaralar, bulasma i¢in uygun zemin
olusturabilir. Etmen bitki i¢ine girdiginde hiicreler arasi boslukta hizla ¢ogalir ve bu ilk
bulagsmayla sekonder yayilma arasi 10-14 giinii alabilir (Saettler, 1991). Enfeksiyonun
olugmast i¢in en uygun sicaklik 28-32°C arasindadir (Schwartz ve ark., 2005). Genel
olarak, bitkiler iireme evresinde vejetatif asamada oldugundan daha hassas goriinmektedir.
Bakteri popiilasyonu arttikca yaprak yiizeyine sizabilir ve su ile daha fazla yayilabilir

(Fininsa ve Tefera, 2001).

(Janse, 2005), bakteriyel simptom gozlenen materyali sectikten sonra, materyalin
dis ylizeyi kisa bir siire alkol ile dezenfekte etmis ve daha sonra saglikli ve hastalikli doku
sinirindaki hastalikli doku parcalar1 bistiiri vb. ile keserek almistir. Doku, saf su veya fosfat
tamponlu salin iceren tiip igerisinde 30dk bekletmis, boylece bakterilerin dokudan suya
yayillmasmi saglamistir. Daha sonra siispansiyondan 20 ile 100 ul kati ortalama yaymuis,
cogu fitopatojenik bakterinin 20-27 C derece'de bol oksijenli bir atmosferde cok iyi

gelistigini belirlemistir. 2-5 giinliikk inkiibasyondan sonra besi ortamu iizerinde koloniler
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olustugunu ve patojenik olmayan bakterilerden kaginmak icin ¢ogu defa secici veya yari

secici besiyeri kullanildigini bildirmistir.

Popovic ve ark., (2010) dogal olarak enfekteli tohumlardan elde ettigi izolatlarin
tanimlanmasinda kullandig1 X4c ve X4e primer ¢ifti ile biitiin izolatlardan tiir i¢in spesifik

iirtin olan 730 bp DNA fragmentini elde etmistir.

Iran’da yapilan bir calismada sera ve arazi kosullarinda Xap’a karsi yapilan
miicadelede Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (Rlp) degerlendirilmistir. Bu
calismada Rlp bir tohum uygulamasi olarak kullanilmis ve hastaligin siddeti iizerindeki
etkisi bakteri uygulanmayan bitkilerle karsilastirilmistir. Bu bakterinin hem sera hem de
arazi kosullarinda,Xap’mn siddetini azaltma egiliminde oldugu tespit edilmistir (Osdaghi ve

ark., 2011).

Xap gram negatif, amilaz pozitif, nutrient glokoz agar iizerinde mukoid koloniler
olusturan ve arabinose, cellobiose, galactose, glukoz, mannose, trehalose gibi karbonhidrat

kaynaklarindan asit iiretebilen bir bakteridir (Soylu ve ark., 2013a).

Bulasik tohumlar tekrar kullanilmamalidir. Hastaliklara dayanikli cesitler ve
sertifikali tohumlar ekilmelidir. Ekim nobeti yapilarak fasulye familyasma spesifik
etmenlerin elemine edilmesi saglanmalidir. Bulasik bitki artiklar1 ekim alanlarindan uzak
tutulmalidir. Enfeksiyon fasulye baklalarinin geng oldugu zamanda ortaya ¢ikarsa tohumlar

clriiyebilir ve kirisip siskinlesebilir (Borkar ve Yumlembam, 2016).

Ana konukcu Phaseolus vulgaris'tir. Fakat diger baklagil tiirlerini; Phaseolus
lunatus, Vigna aconitifolia ve Vulgaris radiata da dahil dogal olarak enfekte etmektedir.
Bakteriyel patojen genellikle tohum kaynaklidir. Tohumlar ¢imlenirken, bakteriler
biliyliylip genisleyen kotiledonun yilizeyine bulasir ve dogal agikliklar, yaralar hatta
vaskiiler sistem yoluyla yapraklara yayilir. Bakteriler, sezon boyunca yagan yagmurlarla,
ozellikle riizgar savurdugu yagmurlarla, doluyla, boceklerle, tarimsal uygulamalarla ya
da insanlar tarafindan diger bitkilere yayilabilir. Xanthomonas bakteriler, bulasik tohumlar
ve bitki artiklarinda kislayabilir, buna ek olarak 15 yil boyunca tohum i¢inde canliligini
koruyabilir (Borkar ve Yumlembam, 2016).

Xap yiiksek nem igeren sicakliklar1 (28°C) tercih eder. Bakteriyel etmenlerin dogal

hareket alani c¢ok smirhidir, yani uzak mesafelere yayilabilmesinin tek ihtimali
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insanoglunun bulasik tohumlar1 bagka alanlara tasimmmasidir. Xap ve Psp’nin neden oldugu
kayiplarda, iki etmeninde ayn1 bolgede ayni bitkide olmasi durumunda, olusan simptoma
hangisinin neden oldugunu tespit etmek her zaman miimkiin degildir. Ayrica hava
kosullarina bagl olarak viriilans etkisi degisiklik gosterebilir. Genel olarak, Xap, yliksek
nem ve yagisinda gerekli oldugu oldukga yiiksek sicakliklarda (25-35°C) en viriilans halini
alir (Borkar ve Yumlembam, 2016).

Xap, X. phaseoli (Smith) Dowson, X. fuscans (Burkholder) Burkholder ve daha
onceki literatiirlerde de gecen ve kiiltiirde kahverengi pigment olusturan izolatlara verilen
isim olan X. phaseoli var. fuscans (Burkholder) Starr & Burkholder olarak
isimlendirilmistir. RFLP analizelerine dayandirilarak yapilan oneriler X.phaseoli'nin
X.campestris tiirleri arasinda kalmasi ya da ayrilmasi seklinde goriis ayriligma yol agsa da
Xanthomonas’m patovarlar1 kapsamli bir sekilde revize edilmistir. (Bozkurt, 2009)’a gore,
1995 yilina kadar X. campestris pv. phaseoli (Smith) Dye 1878 (Xcp), olarak isimlendirilen
fasulye bakteriyel yaniklik etmeni, (Vauterin ve ark., 1995), tarafindan yapilan DNA-DNA
hibridizasyon caligmalariyla X. axonopodis’in bir patovari olarak smniflandirilmis ve etmen

X. axonopodis pv. phaseoli olarak isimlendirilmistir(Anonim, 2016).

Xap, tim baklagil yetistiriciligi alanlarindaki fasulye bitkilerini etkileyen en yikic1
etmendir. Bitkinin yaprak, sap, bakla ve tohumlarinda lezyonlara neden olan ciddi bir
bakteri hastaligidir. Hastalik tohum kalitesini etkilemekte ve verimi %45'e kadar
azaltabilmektedir, hassas cesitlerde bu oran daha da artabilmektedir. Bakterilerin tohum
kaynakli yapis1 ve biiyiikk miktarlarda sekonder inokulum iiretme kapasitesi nedeniyle
Xap’m kontrol edilmesi olduk¢a zordur. Kimyasal tohum muamelesi ve uygun kiiltiirel
uygulamalar ile desteklenmis direngli cesitlerin kullanilmasi, fasulye'nin bakteriyel
yaniklik hastaligin1 yonetmede ve verim kaybini 6nlemede en iyi alternatif secenekler

olabilir. Entegre hastalik yonetimi tercih edilen bir stratejidir (Belete ve Bastas, 2017).

Fasulye iiretiminde ¢evresel kosullara ve genotipe bagl olarak Xap, verimi %10 ile

%45 arasinda azaltmaktadir (Gillard ve ark., 2009; Belete ve Bastas, 2017).

Xap, endiistriyel Olcekte fasulye yetistiriciliginde diinyanin cesitli bolgelerinde
tohum iretimi konusunda biiyiik kayiplara yol acan hastaliklardan birisi olmustur.
Kenya'da Xap’m %75'e varan lriin kaybi bildirilmistir. Bu yilizden fasulye iiretimini

onemli Olciide kisitlamaktadir (Fourie, 2002; Belete ve Bastas, 2017).

12



(Bastas ve Sahin, 2017)i¢ Anadolu Bolgesinde yer alan 12 ilden toplanmis Seker,
Cali, Dermason, Bombay, Sira ve Battal cesitlerinden 198 6rnegin bakteriyel bulasiklik
durumlarin1 morfolojik ve molekiiler teknikler kullanarak belirlemislerdir. Caligma
sonuglarina gore tohum Orneklerinin Psp, Xap, X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans ve
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ile sirastyla
%22, %13, %11, %1,51 ve %0,5 yogunlukta bulasik oldugu tespit edilmistir. Arastirmada
Pspizolatlarin  kesin tanis1  i¢cin  Prosen ve ark.,, (1993) tarafindan iretilmis
HM6(5’CGTGTCCGTGGATAAAAGC3’) HMI3 (5S’GTTGAATTTCACTACCCG3’)
primer ¢ifti ile Schaad ve ark.,, (1995) tarafindan dretilmis  P5.1
(5'AGCTTCTCCTCAAAACACCTGC3") P3.1 (5 TGTTCGCCAGAGGCAGTCATG3")

primer ciftini kullanilmastir.

Samsun ili fasiilye ekim arazilerinden 2013-2014 yillarinda gercgeklestirilmis olan
sorveyler ile elde edilmis Xap ve Psp izolatlarmin 16S rDNA bolgelerinin sekans datalari
elde edilerek incelenmistir. Olusturulan filogenetik agacta izolatlar tiirlerine gore iki ana

grup altinda toplanmustir (Oztiirk ve Aksoy, 2018).

2.3. Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) ile
Ilgili Yapilan Cahsmalar

MALDI-TOF-MS, biyokimyasal ekstraksiyon ve lipopeptitlerin karakterizasyonu
ile karsilastirildiginda antibiyotik iiretiminin kontrolii i¢in kolay ve daha az zaman alan bir

yontemdir (Athukorala ve ark., 2009).

1980'lerin basindan bu yana, arastirmalarda protein analizi ve karakterizasyonu i¢in
ozellikle giiclii bir ara¢ olarak Mass spektrometrisi ortaya ¢ikmistir. Son zamanlarda,
bakteriyologlar bakteri tanimlamas1 i¢in Mass spektrometrisiMS) ve o6zellikle MALDI-
TOF kullanimina odaklamiglardir. Ayrica, son yapilan ¢aligmalar gosteriyorki MALDI-
TOF-MS, geleneksel fenotipik tekniklere veya molekiiler biyolojiye kiyasla, saglam
bakterilerin tanimlanmasi i¢in hizli, kesin ve uygun maliyetli bir yontemdir. Ayrica,
bakterilerin dogrudan klinik 6rneklerden (6rnegin kan kiiltiirleri) tanimlanmasina izin verir

(Carbonnelle ve ark., 2011).

Teshis ve etkin tedavi i¢in bakteriyel tiirlerin hizli ve gilivenilir tespiti ve
tanimlanmas1 gereklidir. Yakin zamana kadar klinik laboratuvarlardaki bakteriyel
tanimlama esas olarak geleneksel fenotiptk ve gen sekans tanimlama tekniklerine

dayaniyordu. Anaerobik bakterilerin tanilanmasi spesifik besiyeri gerektiren ve yavas
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biiyliyen bakterilerin geleneksel yontemler kullanilarak tanimlanmasi zaman alici, pahali
ve karmasiktir. Pek ¢ok anaerob zayif gelisir veya ¢ogu teshis sisteminde reaktif degildir.
MALDI-TOF-MS, geleneksel fenotipik tekniklere veya molekiiler biyolojiye kiyasla,
saglam bakterilerin tanimlanmasi i¢in gii¢lii, hizli, kesin ve uygun maliyetli bir yontemdir.
Calismalarimiz  bu tiir bakterilerin tanimlanmasinin, MALDI-TOF-MS'nin klinik

laboratuvarlara gelmesiyle gelistigini gostermektedir (Biswas ve Rolain, 2013).

MALDI-TOF MS her organizmada 0zgiil bulunan proteinlerden mass
spektometrisine dayali o mikroorganizmaya ait 6zgiin bir tiir parmak izi ¢ikarmakta, bu
nedenle bakteri, viriis ve mantar tanilamasi yapilabilmektedir. Bu yontem son zamanlarda
mikroorganizma tanimlanmasinda kullanilan yeni bir tekniktir. Bu  teknik,
mikroorganizmalarm protein yapilarmi iyonize ettikten sonra elektrik alandan gecirerek
protein profillerinin ¢ikarilmas1 esasina dayanir. Elde edilen profiller sistemin
kiitliphanesindeki verilerle karsilastirilarak tanimlama yapilir. Tanimlama i¢in temel alinan
mikroorganizma proteinleri ise esasen cevresel kosullardan az etkilenen ribozomal
proteinlerden olusmaktadir. MALDI-TOF MS ile yapilacak tanimlama c¢aligmalar1 taze
kiiltiirlerden yapilmas1 tercih edilmektedir. Eski kiiltiirlerde ribozomal proteinler
bozulabilmektedir. Rutin bakteri izolatlarinda %84,1 ile %95,2 arasinda degisen oranda
dogru tanimlama yapmaktadir. Maya tanimlamasinda da basari oran1 %85-100 arasinda
degismektedir. Orneklerde mikrolitrede 10° ve iizeri bakteri oldugunda da direkt rnekten
tanimlama yapabilmektedir. Konvansiyonel ve molekiiler tanimlama yontemleri ile
kiyaslanacak olursa MALDI-TOF MS 6rnek basi maliyeti ve tanimlama i¢in gecen siire

yoniinden ¢ok daha verimli goriilmektedir (Yilmaz ve ark., 2014).

MALDI-TOF kiitle spektrometresi, mikroorganizmalarin tanimlanmasindaki hizi ve
giivenilirligi nedeniyle klinik Mikrobiyolojide rutin bir kaynaktwr. Bakterilerin ve
mayalarin tanimlanmasimdaki performans: farkedilebilir diizeydedir (Siller-Ruiz ve ark.,

2017).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calismamizda kullandigimiz Xap ve Psp hastalik etmenlerini izole etmek icin
hastalik belirtisi gosteren fasulye ornekleri Canakkale, Bursa, Bilecik, Ankara, Konya ve
Karaman illerinden toplanmistir. Toplanan hastaliklt fasulye orneklerini laboratuvara
getirinceye kadar serin kosullar1 saglamak i¢in 1s1 gecirmeyen kap, buz kaliplary, kese
kagidi kullanilmistir. Koordinat bilgilerinin tespiti i¢in navigasyon 6zelligi bulunan cihaz,
etiket, kursun kalem, patojen izolasyonu i¢in labaravar ekipmanlar1 (6ze, cam baget, erlen,
beher, petri kabi, pipet, cam tiip, pilastik ependorf tiip, piset, siringa, pamuk, lam, lamel) ve
kimyasallar ve besiyerleri; Nutrient Agar (NA), Sakkaroz Nutrient Agar (SNA), Nutrient
Broth (NB), King B, Yeast Dekstroz Karbonat Agar (YDCA), fizyolojik su (%0,85’lik
NaCl), sodyum hipokorid (NaOCl), alkol, gliserin, N;N;N;N-Tetramethyl-1,4 phenylene
diammonium diclorid (TPD), steril kabin, otoklav, hassas terazi, inkiibator, santifiij,
spektrofotometre, buzdolabi, saf su cihazi, mikrodalga firm kullanilmistir. Ayrica patojen
teshis testleri icin ¢esitli kimyasallar kullanilmistir. Patojenite ¢alismalar1 ise Bolu Abant
Izzet Baysal Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri Fakiiltesi’nden temin edilen fasulye
tohumlardan elde edilen fasulye fideleri kullanilmistir. Xap ve Psp izolatlar1 hastalikli
oldugu diisliniilen bitki orneklerinden laboratuvar kosullarinda izolasyon yapilarak elde

edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Bu c¢alismada 2017 agustos ayinda Tirkiye'nin 6 farkli sehrinden 20 farkh
lokasyonda bulunan fasulye iiretim alanlarindan limoni sar1 hale ile ¢evrili lezyona sahip
yaprak ve bakla, su emmis gibi goriinen dal ve yaprak, su emmis leke seklindeki
lezyonlardan ve bu lezyonlarin ilerlemesi sonucunda meydana gelen nekrotik lekelerden,
cokmeler olugsmus yaprak ve baklalardan hastalikli 6rnekler toplanmais, etiketlenen 6rnekler
kese kagitlarina konularak polietilen torbalar i¢ine konulmus ve laboratuvara getirilmistir.
Ankara’da 4 farkl lokasyonda survey yapilmis 8 bulasik 6rnek toplanmis, Bilecik’te 2
farkli lokasyonda survey yapilmis 4 bulasik 6rnek toplanmis, Bursa’da 3 farkli lokasyonda
survey yapilmig 6 bulasik 6rnek toplanmis, Canakkale’de 2 farkli lokasyonda survey
yapilmis 4 6rnek toplanmig, Karaman’da 3 farkli lokasyonda survey yapilmis 10 bulasik
ornek toplanmis, Konya’da ise 6 farkli lokasyonda survey yapilmis ve 18 bulasik 6rnek

toplanmustir.
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Laboratuvara getirilen bu 6rneklerden bisturi yardimiyla birka¢c mm’lik hastalikli
bolgeyle saglikli bolgeyi iceren bakteriyel etmenin hala aktif oldugu diisiiniilen
bolgelerden par¢a alinmistir. Kesilen parcalar % 70’lik alkol emdirilen pamuk arasina
almip 30-40 sn bekletilerek steril edilmistir. Bu parcalar steril bir lamel iizerine konup
iizerine 100 mikrolitre fizyolojik su damlatildiktan sonra steril cam baget yardimiyla
ezilerek bakteriyel etmenlerin fizyolojik suya gegmesi saglanmistir. Homojenize edilen bu
ornekler 60 dk bekletildikten sonra bu siispansiyondan 06ze ile almarak Onceden
hazirlanmis SNA besiyerine ekimi yapilmistir. Ekim yapilan petriler inkiibatorde
25+1°C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Taylor, 1970). Gelisen sar1 ve krem rengi levan
koloniler saflastirilmak amaciyla ayni besiyerinde tekrar kiiltiire alinmustir. Saflastirilan
kiiltiirler daha sonraki test calismalarinda kullanmak igin YDCA besiyerinde (EK-1)
buzdolabinda +4+1°C’de ve %20’lik gliserin igeren tiiplerde -20+1°C’de saklanmustir.

3.2.2. Fasulye ve Tiitiin bitkilerinin yetistirilmesi

Patojenite testinde kullanmak i¢in Abant Izzet Baysal Universitesi Ziraat ve Doga
Bilimleri Fakiiltesinden temin edilen hastalia duyarl fasulye tohumlarindan yetistirilen
fideler ve asir1 duyarlilik testinde ise Samsun ¢esidi tiitiin tohumlarindan yetistirilen tiitiin
bitkileri kullanilmistir. Tiitiin ve fasulye tohumlar1 icinde otoklav edilmis torf bulunan
plastik saksilara ekilerek iklim odasinda 25+1°C sicaklik ve % 60-70 nem kosullarinda 16
saat aydinlik 8 saat karanlik olmak suretiyle yetistirilmistir. Tiitlin bitkileri ¢imlendikten
sonra i¢inde torf bulunan daha biiyiik saksilara sasirtilmistir ve olusan gergek yapraklari
asir1 duyarlhilik testinde kullanilmistir. Fasulye bitkileriyse 5 yaprakli donemde patojenite

testi i¢cin kullanilmistir.

3.2.3. Fasulye Bakteriyel Yamkhlik ve Hale Yanikhg1 etmenlerinin tanisi

3.2.3.1. SNA besiyerinde gelisim
SNA besiyerine (Ek 1) ekilen bakteriyel yamiklik etmeni patojenleri 48 saat
25+1°C’de inkiibasyondan sonra incelenmis kubbemsi goriinimde olan levan koloni

gelisimi levan pozitif olarak degerlendirilerek kaydedilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.3.2. Nutrient Agar besiyerinde gelisim
NA besiyerine (Ek 1) cizilen fasulye bakteriyel hastalik etmenleri 48 saat
25+1°C’de inkiibasyondan sonra gelisimleri incelenmis ve koloni 6zellikleri kaydedilmistir

(Lelliott ve Stead, 1987).
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3.2.3.3. King B besiyerinde gelisim
Izole edilen fasulye bakteriyel hastalik etmenleri King B besiyerine (Ek 1) cizgi
ekim seklinde ekilmis ve 48 saat 25+1°C’de inkiibe edilmistir. Ultraviole 1s1k altinda

floresan 151k yayan izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.4. Potasyum Hidroksit (KOH) testi

Hastalik belirtisi gosteren fasulye bitkilerinden izole edilen bakteriyel izolatlar NA
besiyerinde 25+1°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Sonra lamel iizerine
% 3’liikk KOH soliisyonundan pipet ile bir damla damlatilmis ve bir 6ze ucu dolusu kiiltiir
almarak damlayla birlikte dairesel olarak karistirilmistir. izolatlar, ©6ze yukar
kaldirildiginda mukus seklinde yapiskansi bir siinme olusturdugundan gram negatif olarak

degerlendirilmistir (Sands, 1990).

3.2.3.5. Oksidaz testi

Bakteri izolatlar1 24-48 saat gelistirilen kolonilerden kiirdan ile bir miktar alinmig
ve lizerine s1v1 % 1’lik TPD damlatilmis steril filtre kagidi tizerine siiriilmiistiir. Uygulama
sonucunda 10 saniye i¢inde ¢izimin koyu mor renge doniismesi pozitif, 10-60 sn arasinda
koyu mor renge doniilmesi zayif pozitif, herhangi bir renk degisikligi olusturmayan kiiltiir

cizimleri negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacs, 1956).

3.2.3.6. Oksidatif/ Fermantatif (O/F) testi

Bakterilerin aerob ya da anaerob olduklarmi tespit edebilmek amaciyla yapilan
oksidatif/fermantatif testi i¢cin 2,0 g/L pepton, 5,0 g/L NaCl, 0,3 g/L KH,POy, 3,0 g/L agar,
3,0 ml/L % 1’lik bromothymolblue iceren besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerinden her bir
izolat icin 6 tiip olacak sekilde 10 ml’lik tiiplere 4,5 ml paylastirilmistir. Besiyeri igeren
tiipler 121°C’de otoklavda steril edilerek 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra herbir tiipe
soguk sterilizasyon yapilmis 0,5 ml, % 10’luk glikoz soliisyonu eklenmistir. Heniiz 48
saatlik olan bakteri kiiltiirleri 6zeyle bu besiyerine ekilmistir. Ekimden sonra bu tiiplerin
yarismin yiizeyi 1 ml’lik 1lik 3 oraninda vazalin-parafin karisimiyla (Vaspar) kapatilmas,
diger yarist kapatilmamistir. Ekilen tiipler 25°C’de 5-6 giinliik bir inkiibasyon siirecinden
sonra vaspar’li tiiplerden rengi degismeyen ve vasparsiz tiiplerden sar1 renk olanlar
oksidatif olarak degerlendirilmis, vasparli besiyerinde renk degisimi olanlar fermantatif

olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990).
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3.2.3.7. Nisasta Hidrolizasyonu

%2’lik eriyik nisasta iceren ve 23 g/ NA bulunan besiyeri otoklavda 121 °C ve 15
dk steril edilerek, cam sisenin elle tutulabilir olana kadar sogutulmasindan sonra petrilere
dokiilmuistiir. Hazwr olan besiyerine Kkiiltiirler ¢izgi ekim yOntemiyle ekilmistir.
25 £1°C’de 7-14 giin inkiibe edildikten sonra iizerlerine Lugol Eriyigi (EK-1) dokiilmiistiir.
Bakteri kolonilerinin etrafinda olusan parlak sar1 renkli alanlar bakterinin nisastay1

hidrolize ettigini gostermektedir.

3.2.3.8. Katalaz testi

23 g/ NA iceren besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk otoklav edilmis ve
sogutularak plastik petrilere dokiilmiistiir. Hazir olan besiyerine izolatlar ekilmis ve
25+1°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra petri kapaklarinin i¢ yiizeyine kiiltiirden bir 6ze
dolusu almarak tizerlerine 1 ml % 3’liikk hidrojen peroksit solisyonu dokiilmiistiir. Kisa stire
icerisinde tepkime olusarak kabarciklar meydana getiren izolatlar pozitif, hi¢ tepki

vermeyen izolatlar negatif olarak degerlendirilmistir (Janse, 2005).

3.2.3.9. Pektolitik Aktivite testi

Patates yumrular1 iizerinde yapilan bu testte, dncelikle yumrular ¢gesme suyunda
firgayla siirtiilmek suretiyle yikanmis ve sonra 3 dk % 1’lik NaOCI’de bekletilmistir. Bu
asama yiizey sterilizasyonunu olusturmustur. Daha sonra bu yumrulardaki NaOCl’yi
yikamak amaciyla 3 defa steril saf sudan gecirilmistir. Sonra u¢ kismi alkol-alevinden
gecirilerek steril edilen patates soyacagiyla patatesin kabugu soyulmus ve petri kabmin
icine sigacak sekilde nemli steril filtre kagidi konularak, filtre kagidi iizerine 1’er cm
kalinhiginda dilimlenmis patatesler koyulmustur. Patates dilimlerinin ortasina kiigiik bir
cukur agilarak bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii inokule edilmistir. Bu sekilde steril
petrilerdeki patates dilimlerine inokulasyon yapilmis ve 25+1°C’de iki giinliik
inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmistir. Patates diliminin ortasinda inokule edilen

bolgedeki yumusama pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.3.10. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Reaksiyon testi

Farkli bolge ve sehirlerdeki fasulyelerden izole edilen bakteriyel kiiltiirler NA
besiyerine ekilmis, 48 saat sonra gelisen izolatlar fizyolojik su icerisine 6ze ile bir miktar
almarak, 10® hiicre/ ml yogunlukta ayarlandiktan sonra el ayas biyiikliigiine gelmis tiitiin
(Nicotiana tabacum cv samsun N) bitkisi yapraklarmin alt yiizeylerindeki damar aralarina

birer damar arasi bosluk birakmak suretiyle 2,5 ml’lik ignesiz siringa ile enjekte edilmistir.
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24 saat sonra olusan seffaf nekrotiklesme pozitif olarak degerlendirilmistir (Klement ve

Goodman, 1967).

3.2.3.11. Patojenite testi

Bu calismada izolatlar, NA besiyerinde taze olarak gelistirildikten sonra buradan
ozeyle bir miktar alinarak fizyolojik su icerisine koyularak karistirilmistir. Bu siispansiyon
spektrofotometre ile Slgiilmek suretiyle 10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
siispansiyon 3-5 yaprakli donemdeki fasulye bitkilerinin yapraklarina sprey ile 4 kez
piiskiirtiilmiistiir. Negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir. Inokule edilen bitkiler,
sicaklig1 24-28°C’ye ayarlanmis, ortalama gilines 15181 dalga boylarinda 151k saglayabilen,
glinilin saatlerine gore gece giindiiz ortami1 olusturan iklim odasina yerlestirilmis ve yliksek
nem saglamak icin bitkiler 24 saat slireyle nemli polietilen posetle kapatilmistir.
Inokulasyondan 7-10 giin sonra bitki yapraklarindaki tipik leke olusumuna gore

degerlendirme yapilmistir (McGuire ve ark., 1986; Schaad ve ark., 2001).

3.2.3.12. Litmus Milk testi

Bakteri izolatlari, tindelizasyon yapilarak siit tozu ile hazirlanan Litmus Milk
besiyerine (Ek 1) 3 tekrarh olacak sekilde inokule edilmistir. Inkiibasyondan 7-14 giin
sonra kiremit kmrmizi gelisenler asidik, Mavi gelisenler Alkalin ve higbir renk
degisikliginin olmadig1 izolatlar ise negatif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark.,

2001).

3.2.3.13. Maldi-TOF MS tanilama sistemiyle tamlama

Biyokimyasal testler yapildiktan sonra izolatlarin teyit amaci ile tiir teshisini
yapmak i¢in saf kiiltiirden alinan ve NA besiyerinde 24-36 saat gelisen izolat petrilerinin
Hatay Mustafa Kemal Universitesin’den MALDI-TOF MS hizmet alim1 yapilmak suretiyle
tanilamalar1 yapilmistir. Teshis sonucunda verilen skor degeri 2.30-3.0 araliginda taninin
tiir diizeyinde oldukga giivenilir oldugu; 2.00-2.299 araliginda tiir diizeyinde muhtemel,
cins dilizeyinde yiiksek giivenilir oldugu; 1.70-1.999 arasinda taninin tiir diizeyinde
gilivensiz, cins diizeyinde muhtemel oldugu; 1.7 degerinden asagi olan degerler ise

glivensiz tani olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Psp ve Xap etmenlerinin izolasyonu

Laboratuvara getirilen su emmis leke goriinlimiindeki, ¢okiik, klorozlu ve nekrozlu
(Sekil 4.1; Sekil 4.2) hastalikli bitki dokularindan SNA, NB ve King B besi yerinde,
izolasyonlarda sar1 renkli veya kismen seffaf krem renkli, parlak, konveks ve etrafi diiz
koloniler se¢ilmis ve bu sekilde saf kiiltiirler elde edilmistir. Hastalikli fasulyelerden elde
edilen izolatlarin tamamu tiitlin bitkisi yapraklarinda hypersensitif reaksiyon olusturmustur.
Yine bu izolatlarin tamami fasulye’de patojenite testinde pozitif sonu¢ vermistir (Cizelge

4.1).

Sekil 4.1. Xap'm fasulye baklasinda olusturdugu kahverengi, ige ¢okiik lekeler
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Sekil 4.2. Xap'in fasulye yapraklarida olusturdugu klorozlar

4.2. Psp ve Xap etmenlerinin klasik metotlarla tanilanmasi

4.2.1. NA besiyerinde gelisim

NA besiyerine ¢izilen fasulye patojeni bakteriyel etmenler 25+1 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. 10 izolat Psp’nin gelisim rengi olan krem renginde, 13 izolat ise
Xap’in gelisim rengi olan sar1 renkte kiiltiirler olusturdugu goézlemlenmistir (Borkar ve

Yumlembam, 2016).

4.2.2. SNA besiyerinde gelisim

SNA besiyerinde gelistirilen fasulye bakteriyel hastalik etmenleri, bu ortamda
25+1 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 10 izolatin Psp’ningelisme rengi olan krem renginde
(Sekil 4.3), 13 izolat ise Xap’ingelisim rengi olan sar1 renkte koloniler olusturdugu ve tiim

izolatlarin levan gelistigi gdzlemlenmistir (Sekil 4.4) (Borkar ve Yumlembam, 2016).
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Cizelge 4.1. Fasulyeden izole edilen patojen bakteri izolatlarin morfolojik, biyokimyasal

ve fizyolojik test sonuglari

S;;;)a izolat ( ggg) Oksidaz | Katalaz | O/F Hi dlj(i)iiazs::yon P[:]]::?‘E::iek Hypersensivite | Patojenite Lli/tll:ll]l: s
| fo4 - - + - + + + + Alkali
2 |06 - - + - - + + + Alkali
3] fo9 - - + - + + + + Alkali
4 |s10 - - + - + + + + Alkali
S lan - - + - - + + + Alkali
6 |12 - - + - - + + + Alkali
7 | fi4 - - + - - + + + Alkali
8 | s - - + - + + + + Alkali
9 | s - - + - + + + + Alkali
10120 - - + - + + + + Alkali
I | oy - - + - + + + + Alkali
12 1 fizp - - + - + + + + Alkali
131 fiog - - + - - + + + Alkali
141 fios - - + - A + + + Alkali
15| fize - - + - - + + + Alkali
16| o7 - . + . + + + + Alkali
171 fizg - - + - - + + + Alkali
18 |31 - - + - - + + + Alkali
19 | f32 - - + d + + + + Alkali
200 1433 4 - + 2 ’ + + + Alkali
2L | a3s - - + - - + + + Alkali
22 |36 - - + - - + + + Alkali
23 | a3s - - + - + + + + Alkali

Sekil 4.3. SNA besiyerinde ft35 no’lu izolat’in krem rengindeki gelisimi ve levan olusturan

kolonileri
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Sekil 4.4. t10 no’lu izolatin SNA besiyerinde olusturdugu sar1 renkli ve levan olugturan

kolonileri

4.2.3. King B besiyerinde gelisim

Fasulye bitkisinden izole edilen kiiltiirler King B besiyerine ¢izilerek 25+1 °C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Hale yaniklik etmenine ait kiiltiirler krem renginde, bakteriyel
yaniklik etmenine ait kiiltlirlerse sar1 renkli koloniler olusturmustur. Bu testte 10 izolat

floresan 6zellik gosterirken 13 izolat ise florasan ozellik gdstermemistir.

4.2.4. KOH testi

Onceki calismalar dikkate alindiginda gram negatif bakteri kolonileri potasyum
hidroksit ile reaksiyona girdiginde ve koloniler 6zeyle karigtirilip havaya kaldirildiginda
mukoza yapisinda, dzeye yapisip uzadigi belirtilmistir (Sekil 4.5). izole edilen izolatlarin
test sonucunda 6zeye yapisip uzamasindan dolayi ¢alismadaki 23 izolatin tamami gram

negatif ¢ikmuistir.
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Sekil 4.5. KOH testinde negatif sonug veren ft15 no’lu izolatin ipligimsi sekilde siinmesi

4.2.5. Oksidaz testi

Calismada, farkli bolgelerden izole edilen izolatlarin oksidaz test soliisyonu
emdirilmis filtre kagidina ¢izilmesi sonucu higbir izolatta renk degisimi meydana
gelmediginden dolay1 23 izolatin tamammin oksidaznegatif oldugu belirlenmistir (Sekil

4.6).

Sekil 4.6. Oksidaz pozitif (+) sonug¢ veren mor renk olusturan ft51 no’lu(A) ve negatif (-)

sonug¢ veren mor renk olugturmayan ft26 no’lu (B) izolatlar

4.2.6. O/F testi
NA besiyerinde 25+1 °C’de 48 saat inkiibe edilen izolatlarin tamami bu test i¢in

hazirlanan oksijenli (vasparsiz) besiyerinde gelisim gostererek besiyerinin rengini sariya
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cevirmislerdir. Oksijensiz (vasparli) besiyerinde izolatlar gelismediginden besiyerinde renk

degisimi olmamustir.

4.2.7. Nisasta Hidrolizasyonu

Kiiltiirler nisastali besiyerine ¢izilip 2-7 giinliilk inkiibasyondan sonra {izerlerine
lugol eriyigi dokiilmiis ortamin rengi siyah-mor hal almistir. Gelisen bakteri kolonilerinin
etrafinda parlagims1 sar1 alanlar gozlendiginde nisasta hidrolizasyonu pozitifolarak
degerlendirilmistir. Buna gore bu c¢alismadaki 23 izolattan 13 tanesipozitif, 10 tanesi

negatif(Sekil 4.7) olarak degerlendirilmistir.

®

Sekil 4.7. Nisastay1 hidrolize eden ft25 no’lu (A) pozitif (+)izolat ve edemeyen t33 no’lu

(B) negatif (-) sonug veren izolat

4.2.8. Katalaz testi

Fasulyebakteriyel hastaligi izolatlar1 besiyerinde 24 saat gelistirilmistir. Bu
bakterilerden bir 6ze ucunda alinarak steril lam iizerine tasinmis ve bakteri lizerine bir
damla %3’liik H,O,damlatilmis birka¢ saniye icerisinde gaz kabarciklar1 gosteren izolatlar
(Sekil 4.8) katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Calismadaki izolatlarm tamaminin

katalaz pozitif oldugu belirlenmistir.

25



Sekil 4.8. Katalaz reaksiyonu sonucunda pozitif reaksiyon gosteren ft36 no’lu izolat

4.2.9. Pektolitik Aktivite testi
Izole edilen 23 izolatin tamamy, patatates dilimleri iizerine inokule edilmesinden 48

saat sonra dilimler tizerinde pektolitik aktivite gostererek yumusak ¢iiriikliik olusturmustur

(Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Pektolitik aktivite testi sonucunda pozitif (+) sonug verenft38 no’lu izolat (A) ve

negatif (-) sonug verenft 67 no’lu izolat (B)

4.2.10. Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Reaksiyon testi
Inokulasyondan 24 saat sonra izolatlarm tamami tiitiinde asmw1 duyarlilik
reaksiyonuna neden olmuslardir. Bu nedenle izole edilen kiiltiirlerin tamami pozitif olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Tiitlin'de hipersensitif reaksiyonda pozitif (+) sonug¢ veren ft29 no’lu izolat (A)

ve negatif (-) sonug veren ft69 ve ft70 no’lu (B ve C) izolatlar

4.2.11. Patojenite testi

Bu ¢aligmada hypersensitif oldugu belirlenen 23 izolatin tamami taze kiiltiir olarak
yeniden gelistirildikten sonra fasulye bitkisinde patojenite testi i¢cin kullanilmis ve
fasulyede yaprak ve baklalarinda tipik belirtiler olan sar1 haleli lekelere ve nekrozlara

neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Patojenite testi sonucndafasulye bitkisinde gozlenen simptom
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4.2.12. Litmus Milk testi
Bu c¢alismada kullanilan bakteriyel etmeni izolatlar stoktan alinarak litmus milk
besiyeri iceren tiiplere ekilmis ve 7-14 giinliik inkiibasyondan sonra bu izolatlarin

tamamibesiyerini mavi renge ¢evirerek alkali yapmistir.

4.2.13. Maldi-TOF tanilama sistemi sonuclar

Bakteriyel yaniklik ve hale yaniklig1 etmeni izolatlart Maldi-TOF biyotyper
sistemiyle tanilanarak skorlamasi yapilmis ve teshis sonucunda Cizelge 4.2°deki sonucu
vermistir. Buna gore 23 izolatin 13 tanesi Xap (1,980-2,490), 10 tanesi ise Psp (1,968-
2,557) olarak belirlenmistir. Xap olarak tanilanan izolatlardan 7 tanesi 2,3 ile 3 araliginda
bir deger verdigi i¢in tamisi tiir diizeyinde yiiksek gilivenilir olarak bulunmustur. Bu
izolatlardan 5 tanesi 2,0 ile 2,3 araliginda bir sonu¢ vermis olup cins diizeyinde gilivenilir
olup tiir diizeyinde muhtemel oldugunu ve 1 izolat da ise 1,7 ile 2,0 araliginda deger elde
edilmis olup cins diizeyinde muhtemel oldugunu gostermektedir. Psp olarak tanilanan
izolatdan ise 6 tanesi 2,3 ile 3 araliginda sonuglar verdigi i¢in tiir diizeyinde yiiksek
giivenilir olarak belirlenmistir. Diger izolatlardan 3 tanesi 2 ile 2,3 araliginda bir deger
verdigi i¢in tiir diizeyinde muhtemel cins diizeyinde kesin oldugu, 1 izolatm ise 1,7 ile 2

araliginda sonug verdigi i¢in cins diizeyinde muhtemel oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.2. Patojen bakteri izolatlarinin Maldi-TOF MS tani sonuglar1 ve benzerlik

indeksi
Sira No | jzolat Maldi-TOF tamilama sonucu Benzerlik indeksi
1 ft06 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,435
2 ft11 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 1,968
3 ft12 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,328
4 ft14 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,347
5 ft24 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,403
6 ft26 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,467
7 ft31 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,179
8 ft33 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,557
9 ft35 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,453
10 ft36 Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 2,225
11 ft04 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,485
12 t09 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,490
13 ft10 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,286
14 ft15 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,378
15 ft18 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,481
16 ft20 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,409
17 ft21 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,263
18 ft22 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 1,980
19 ft25 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,200
20 ft27 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,284
21 ft29 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,485
22 ft32 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,535
23 ft38 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 2,067
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Tiirkiye’nin farkli bdlge ve sehirlerinden fasulye bitkisi {izerinde
hastalik yapan bakterilerin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu ¢alismadaki sonuglara gore; elde
edilen izolatlar morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak test’e tabi tutulmustur. Bu
calismaya gore izolatlarm tamamu katalaz testi testinde pozitif reaksiyon gosterirken,
oksidaztestinde negatif reaksiyon gostermistir. Yapilan KOH testinde bu izolatlarin tamami
gram negatif olarak belirlenmistir. Vasparli (oksijensiz) besiyerinde izolatlar gelisim
gosterememis ve Aerob olduklar1 tespit edilmistir. Nisasta hidrolizasyon testinde
izolatlarin 13 tanesi pozitif sonug verirken 10 tanesi ise negatif sonu¢ vermistir. Izolatlarin
patojen olduklarini belirlemek i¢in yapilan pektolitik aktivite testinde izolatlarm tamami
patates dilimleri lizerinde ciriikliik olustururken, tiitiin yapraklarinda asir1 duyarlilik
reaksiyonuna sebep olmuslardir. Izolatlar fasulye bitkilerinin yapraklarmna piiskiirtiilme
seklinde uygulandiginda bakteriyel yaniklik ve hale yanikliginin tipik simptomlari

gozlenmistir.

Bu izolatlar daha sonra Maldi-TOF MS biotyper tanilama sistemi ile tanilanmis ve
7 tanesi kesin olarak Xap olarak tespit edilirken 5 tanesi kesin Xanthomonas fakat
muhtemel tiir diizeyinde X.axonopodis oldugu, 1 tanesinin ise muhtemel cins diizeyinde
Xanthomonas oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin kalanlarmdan 7 tanesi tiir diizeyinde
kesin olarak Psp tespit edilirken, 3 tanesi kesin olarak Pseudomonas iken tiir diizeyinde
muhtemel P.syringae, 1 tanesi muhtemel cins diizeyinde Pseudomonas olarak tespit

edilmistir.

Bu calismani yapildig: illeride fasulyede bakteriyel hastalik etmeni olarak Psp ve
Xap tiirlerinin yaygin oldugunu ortaya koymustur. Bu illerdeki fasulye yetistiricilerin bu

iki hastalik etmenine kars1 gerkli 6nlemleri almalar1 gerekmektedir.

Bu etmenlerle miicadele i¢in hastaliksiz ve sertifikali tohum kullanilmasi, hastalikla
bulasik olmayan alanlardan tohumluk temin edilmesi gerekir. Bulasik tarlalarda hastaligin
konukcusu olmayan bitkilerle rotasyon yapilmasi dnerilmektedir. Uriin artiklari, hastaligin
yasamini siirdiirebilecegi yabanci otlar veya konukgu olabilecek bitkiler yetistirme
ortamindan uzaklastirilmalidir. Hastaligin yayilmasinda 6nemli rol oynayan yagmurlama
sulama sistemi ile sulama yapmaktan ka¢inilmalidir. Hastalikl1 bitkilerle beslenen ¢iftik
hayvanlarmin giibrelerinin tam olarak komppost haline gelmeden veya steril edilmeden

kullanilmamasi1 gerekmektedir.
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Fasulye 1slahcilarimin bdlge i¢in ¢esit gelistirirken bu hastalik etmenlerine karsi

dayanikli veya tolerant ¢esitlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.
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EK 1. Besiyerlerinin Icerikleri

NA Besiyeri(Lelliott ve Stead, 1987)
Nutrient Agar 130¢g
Distile Su 1000 ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

SNA Besiyeri(Lelliott ve Stead, 1987)

Saccarose 50g
Nutrient Agar 8g
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

King B Besiyeri(King ve ark., 1954)

Proteose Peptone 20,0 g

Gliserin 10,0 ml

K2HPO 41,5 ¢
MgS047H20 1,5¢g
Agar 15,0 ¢g
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

YDCABesiyeri(Lelliott ve Stead, 1987)

Yeast Extract 10,0 g
Dextrose 20,0 g
Calcium Carbonate 20,0 g
Agar 150¢g
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Lugol Eriyigi

Iyot 1,0g
Potassium Iyodur (KI) 20¢g
Distile Su 300 ml

Eldiven kullanilarak, havalandirilabilen bir mekanda hazirlanmustir.

38



Litmus Milk Besiyeri(Moore ve ark., 2001)

Toz skin milk 100,0 g
Bromcresol purple 4,0 mg
Distile Su 1000 ml

NaOH (1,0 N) ile pH’1 7,0’a ayarlanmistir. Birbirini takip eden 3 giin 100°C’de 30 dakika

otoklavda sterilize edilmistir.
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