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OZET

IGDIR’ DA DOMATES (Solanum lycopersicum L.)’ TE HASTALIGA
NEDEN OLAN BAKTERILERIN iZOLASYONU VE TANISI

SUNYAR, Biisran
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali

1. Tez Damigmani: Dr. Ogr. Uyesi Mesude Figen DONMEZ
2. Tez Damismani: Prof. Dr. frfan CORUH

Subat 2019, 80 sayfa

Bu calismada, Igdir ilinde domateste verim ve kalite kayiplarina neden olan
bakteriyel hastaliklar arastirilmistir. Bu amagla survey calismasi yapilarak hastalik
simptomu gosteren bitki o6rnekleri toplanmigtir. Hastalikli domates bitkilerinin govde,
yaprak ve meyvelerinden izolasyon yapilmis ve 98 bakteri straini elde edilmistir. Bakteri
strainlerine ait saf kiltiirler hazirlanarak -80 °C’de muhafaza edilmistir. Bakteri
strainlerinin King B besiyerinde fluoresant pigment {iretimi, levan koloni olusumu, gram
reaksiyon, pektolitik aktivite, oksidaz, amilaz, katalaz ve tiitiin bitkisinde hipersensetif
reaksiyon Ozellikleri test edilmistir. Patojenite igin siiper (5656) domates cesidi
kullanilmis ve bu test sonucunda 11 strainin patojen oldugu gorilmiistiir. Bakteri
strainleri Mikrobiyal Identifikasyon Sistem (MIS) ve BIOLOG Gen Ill ile tanilanmustir.
Tanilama sonucunda patojen olan 11 izolatin 8 tanesi Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria, 2 tanesi Pseudomonas viridiflava ve 1 tanesi Pseudomonas syringae pv.
tomato olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: BIOLOG, MIS, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria,
Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas syringae pv. tomato



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIA DISEASES OF THE
TOMATO (Solanum lycopersicum L.) IN IGDIR

SUNYAR, Biisran
Master Thesis, Plant Protection Main Discipline
1% Thesis Adviser: Asst. Prof. Dr. Mesude Figen DONMEZ
2" Thesis Adviser: Prof. Dr. irfan CORUH

February 2019, 80 pages

In this study, bacterial diseases causing loss of yield and quality in tomato were
investigated in Igdir province. For this purpose, survey was conducted and diseased plant
samples were collected. 98 bacterial strains were isolated from the bacterial simptoms on
fruits and leaves. Bacterial strains were tested for fluorescent pigment production, levan
colony formation, gram reaction, pectolytic activity, oxidase, amylase, catalase and
hypersensitive reaction (HR) in tobacco HR positive bacterial strains were chosen for
pathogenicity test. 11 bacterial strains were found to be positive in pathogenicity test on
tomato plant (5656) grow in pots. The bacterial strains selected as pathogens were
identified by using the Microbial ldentification System (MIS) and Biolog Gen I
automated system. The bacterial strains were identified by using the The identify of
strains were determined as follow; 11 Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, 2
Pseudomonas viridiflava and 1 Pseudomonas syringae pv. astomato.

Key words: BIOLOG, MIS, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Pseudomonas
viridiflava, Pseudomonas syringae pv. tomat



ONSOZ ve TESEKKUR

Domates, diinyada en c¢ok {iretilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim
tirtinlerinin baginda gelmesi, insan beslenmesinde vazgecilmez tiriinlerden olmasi ve gida
sanayinde tursu, sal¢a, dondurulmus tiriin, ketcap, piire, konserve gibi ¢cok ¢esitli kullanim
alanlarma sahip olmasi nedeniyle nemli sebze tiirlerinin basinda gelmektedir. Ulkemiz
icin biiylik 6nemi olan domates yetistiriciliginde karsilagilan temel sorunlarin basinda
hastalik ve zararlilardan kaynaklanan verim ve kalite kayiplar1 gelmektedir. Domates
bitkisinin ekimini ve verimini sinirlandiran en 6nemli patolojik sorunlar arasinda ise
bakteriyel etmenlerin neden oldugu hastaliklar yer almaktadir. Ancak bu bakteri
hastaliklar1 ile iyi bir miicadele i¢in patojenlerin inokulum kaynaklari, bulasma ve
yayilma yollar1 iyi bilinmelidir. Bu baglamda oncelikli olarak ele alinmasi gereken ilk
konu ise patojenlerin dogru ve hizli bir sekilde tanilanmasidir. Yapilan bu ¢alismada
Dogu Anadolu Bélgesi’nin en verimli ovalarindan birisine sahip olan ve tarim potansiyeli
yiiksek olan Igdir ili'nde domates yetistiriciligi yapilan alanlarda hastaliga neden olan
patojen bakterilerin varligr aragtirllmigtir. Alman hastalikli bitki 6rneklerinden izole
edilen bakteri strainleri saflastirllmis ve tanisinda klasik ve molekiiler metotlar

kullanilmustir.

Calismamin her asamasinda benden yardimini esirgemeyen danismanim Dr. Ogr.
Uyesi Mesude Figen DONMEZ’e, donem arkadaslarima, her zaman yanimda ve destek

olan ¢ok degerli aileme tesekkiir ederim.

Biisran SUNYAR
Subat, 2019
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.); Solanaceae familyasi igerisinde yer alan
ihiman iklimlerde y1llik, tropikal bolgelerde ise ¢ok yillik olan 6nemli bir bitkidir (Wang
etal., 2010). Anavatani Orta Amerika ile Gliney Amerika’nin kuzey kesimleri, ekvatorun
30° kuzey ve gilineyinde kalan bolge ve i¢inde yer alan Peru ve Meksika’dir. Peru’dan
diger iilkelere yayildigi, Tiirkiye’ye ise Adana’dan girdigi bilinmektedir (Ercan ve ark.,
2002).

Domates, diinyada en c¢ok {iretilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim
iriinlerinin basinda gelmesi, insan beslenmesinde vazgec¢ilmez iirlinlerden olmasi ve gida
sanayinde tursu, sal¢a, dondurulmus iiriin, ketcap, piire, konserve gibi ¢cok ¢esitli kullanim
alanlarina sahip olmasi nedeniyle 6nemli sebze tiirlerinin basinda gelmektedir. FAO 2016
verilerine gore 1,1 milyar ton olan yas sebze iiretiminde domates 177 milyon ton ile
%13’liik paya sahiptir. Diinya domates liretiminde 2016 yili itibariyle 56,4 milyon ton
tiretim ile Cin ilk sirada yer alirken 18,4 milyon ton iiretimle Hindistan ikinci, USA 13,03
milyon ton ile ticlincli ve 12,6 milyon ton iiretim ile Tiirkiye dordiincii sirada yer

almaktadir.

Diinya domates ticaretine yonelik 2016 yili verilerine gére domates ihracatinda
Meksika birinci sirada yer alirken Hollanda ikinci, Ispanya ise iigiincii sirada yer
almaktadir. Besinci sirada yer alan Tiirkiye’nin 2016 yilinda ihracattaki pay1 ise 486 bin
ton olarak belirlenmistir. Domates ithalatinda ise 1,8 milyon ton ithalat miktar1 ile ABD
diinya ithalat miktarlarinda tek basina %42,1 lik bir pay ile birinci sirada yer alirken, 731
bin tonluk ithalatiyla Almanya ikinci sirada, Fransa ise 537 bin ton ithalatiyla ti¢lincii
sirada yer almistir. Tiirkiye’nin ithalat1 ise onceki yila oranla % 60 artarak 494 tondan
787 tona ylikselmistir. Domates ithalat miktarinda diinya siralamasinda elli dordiincii
sirada yer alan Tiirkiye ihracat miktarindaki payi ile diinyada besinci sirada yer almasi ile

dikkati cekmektedir ( TUIK, 2016).

Dogu Anadolu Boélgesi’nin en verimli ovalarindan birisine sahip olan ve tarim
potansiyeli yiiksek olan Igdir ili 707.117 da tarim arazisine sahiptir. 2016 yil1 verilerine
gore bu tarim alanlarinin 38.378 da'ini nadas alan1 (% 5,43) olusturmaktadir. Igdir ilinde

islenebilir tarim alanlarinin yaklasik 564.437 da (% 79,82) gibi biiyiik bir boliimiinde tarla
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bitkileri yetistiriciligi yapilmaktadir. ilde ayrica 52.596 da alanda meyve yetistiriciligi (%
7,44) ve 51.706 da alanda sebze yetistiriciligi (% 7,31) yapilmaktadir. Sebzeler igerisinde
domates iiretimi ise 56.083 ton olarak belirlenmistir (TUIK, 2016).

Ulkemiz igin biiyiikk onemi olan domates yetistiriciliginde karsilasilan temel
sorunlarin basinda hastalik ve zararlilardan kaynaklanan verim ve kalite kayiplari
gelmektedir. Domates bitkisinin ekimini ve verimini sinirlandiran en énemli patolojik
sorunlar arasinda ise bakteriyel etmenlerin neden oldugu hastaliklar yer almaktadir. Bu
bakteriyel hastaliklar arasinda bakteriyel benek [Pseudomonas syringae pv. tomato
(Young et al., 1978)], bakteriyel kanser ve solgunluk [Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Davis et al., 1984)], bakteriyel yaprak lekesi [Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria (Gardner and Kendrick, 1923)], bakteriyel solgunluk [Ralstonia
solanacearum (Yabuuchi et al., 1995)], bakteriyel gévde ve meyve g¢iirtikligi
[Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Bergey et al., 1923)] ve domates 6z
nekrozu [Pseudomonas corrugata (Scarlet et al., 1978), Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas viridiflava (Wilkie and Dye, 1974)] hastaliklar1 oldukga biiyiik 6nem
tasimaktadir (Wilkie et al., 1973).

Bu hastaliklar icerinde yer alan; X. a. pv. vesicatoria (Xav) etmeni ilk olarak 1914
yilinda Giiney Afrika’da teshis edilmistir. Xav’ nin sebep oldugu bakteriyel leke hastaligi,
domates ve biber tarimi1 yapilan bélgelerde ciddi problemler olusturmaktadir (Swings and
Civerole, 1993). Etmen yeast dekstroz kalsiyum karbonat agar (YDC) besiyeri iizerinde
diiz ve sar1 renkli koloniler olusturan, gram negatif ve obligat aerobik bir bakteridir.
Nitratlar1 nitritlere doniistiirme 6zelligi olmayan, oksidaz testinde negatif veya zayif
pozitif sonu¢ veren, katalaz aktivitesi pozitif olan bir mikroorganizmadir. Ayrica
karbonhitratlardan asit iiretebildigi fakat gaz ¢ikarmadigi tespit edilmistir (Bradbury,
1984).

Patojen yapraga stoma ve yaralardan, gévdeye ise riizgarla tasinan ufak kum
zerreciklerinin veya boceklerin agtig1 yaralardan, ya da dolu ve tarimsal islemler sirasinda
acilan mekaniksel yaralardan penetrasyon yapabilir (Bashan, 1986; Pohronezny et al.,
1990).



Bakteri hasatla, hasta fidelerin sasirtilmasi ile, enfekteli veya bulasik tohumlarin
ekilmesiyle capalama, toprak isleme ve sulama suyunun ya da yagmur sularinin etrafa
sigramasi ile tarla i¢inde ve tarlalar arasinda yayilmaktadir (Pohronezny et al., 1990).
Bununla birlikte Xav domates tohumlar ile tasinmakta, bulasik tohumlardan gelisen
fidelerde karakteristik hastalik simptomlart meydana gelmektedir. Patojen domates
bitkisinin tohumlarinda 20 sene canli kalabilmekte ve hastaligin primer inokulum
kaynagini olusturmaktadir. Ayrica bitki artiklarinda ve yabanci otlar (Datura spp.,
Hyoscyamu spp., Lycium spp., Physali spp., Solanum spp.) iizerinde epifitik olarak
yasabilmekte ve bitki artiklarinda 18 ay canliligini devam ettirebilmektedir (Black et al.,
2001; Lamichhane et al., 2010).

Hastalik nedeniyle hem fideliklerde hem de iiretim alanlarinda kayiplar
goriilmektedir. Fidelikte az veya ¢ok bulasik olan bitkiler tarla veya seraya sasirtildiginda,
uygun kosullarda 6 hafta igerisinde gozle goriiliir hastalik belirtileri ortaya ¢ikmaktadir
(Bashan et al., 1990). Domates bitkisinin yapraklarindaki belirtiler ¢ogunlukla yiiksek
nemli kosullarda ortaya ¢ikmaktadir. Yash yapraklarda olusan lekeler kiigiik, siyah ve bir
dereceye kadar koselidir. Yaprak yiizeyi yar1 saydam merkezli, koyu kenarli ve yaglimsi
goriiniimdedir. Lekenin merkez kismi kuruyarak incelmekte ve lizerinde catlamalar
meydana gelmektedir. Hastaligin siddetli olustugu nemli iklim bdélgelerinde tipik
simptomlardan ziyade bitkilerde yanmis bir gériiniim ortaya ¢ikmaktadir. Yaniklik
simptomlar1 yaprak kenarlar1 boyunca ve damarlar arasinda sararma olarak baglamakta,
sararan dokular suyla 1slanmis ve yaglimsi gibi bir goriintii almaktadir. Fidelerde ise
hastalik belirtileri yaprak sararmasi ve dokiilmesi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Meyve
simptomlari suyla 1slanmig bir goriiniimle baglamakta ve lekeler koyu benekler seklinde
gorinmektedir. Meyveler olgunlagincaya kadar lekeler genislemeye devam etmektedir.
Ilerleyen donemlerde ise lekeler siyah, hafifce kabarmis ve merkezi parcalanmis
sekildedir. Olgun meyvelerde suyla islanmig goriiniim ortadan kaybolmakta ve
merkezinde krater gibi bir ¢okiintii olusmaktadir (Stall, 1993; Sahin, 1997).

Domatesin pazar degerini ve verimini azaltan diger Onemli hastaliklar ise
Pseudomonaceae familyasinda yer alan Pst, P. viridiflava ve P. cichori etmenleri
tarafindan olusturulmaktadir. Pseudomonas cinsinde bulunan bakteriler 0.5-1.0x1,5-4.0

um boyutlarinda, diiz ya da egik ¢ubuk sekilli, tek veya birka¢ polar kamgili, beyaz veya



krem renkli koloni olusturan gram negatif 6zellikte etmenlerdir. Birkag istisna disinda
aerobik bakterilerdir. Katalaz pozitif, nitrat1 indirgeyen, bazi tiirler hari¢ King B gibi
demir igermeyen besiyerinde fluoresan pigment iireten organizmalardir. P. corrugata
harig¢ diger patojen tiirlerin 41°C’de gelisme gostermedigi ve karbon kaynaklarindan D-

arabinose’u kullanamadig tespit edilmistir (Saygili ve ark., 2006).

Pseudomonas cinsi bakteriyel patojenlerden P. s. pv. tomato (Pst)” nun neden
oldugu domates bakteriyel kara leke hastaligi domates yetistiriciliginde karsilasilan
problemlerin basinda gelmektedir (Devash et al., 1980; McCarter et al., 1983; Miller and
Jones, 2014). Aysan (1999), tarafindan bildirildigine gore Bryan (1933), hastalig1 ilk
olarak 1929’ da Amerika Birlesik Devletleri’ nin (ABD) Wisconsin eyaletinde 1930” da
ise Florida eyaletinde saptamis ve 1931’ de yeni bir hastalik olarak tanilamistir. Hastalik
ilk defa ABD’de saptandiktan sonra takip eden yillarda Israil, Isvigre, Yeni Zelanda,
Avustralya, Kanada, Yunanistan, Fransa, Cek Cumhuriyeti, Portekiz, Fas, Italya, Sili,
Bulgaristan, Brezilya ve Eski Yugoslavya’ da ¢esitli aragtiricilar tarafindan rapor
edilmistir (Miller and Jones, 2014). Ulkemizde ise ilk tespitler 70 1i yillarin sonlarinda
Ege (Saygili, 1975) ve Akdeniz Bolge’ lerinde (Cinar, 1977) yapilmistir. Sahin (2001),
Dogu Anadolu Bolgesi’ nde tarlada yetistirilen sofralik domateslerde bu hastaligin
problem oldugunu bildirmistir.

Pseudomonas syringae pv. tomato 13-28 °C arasi sicaklikta ve yiiksek nemde
optimum gelisme gostermekte ve yayilmaktadir. Patojen bitkileri gelisimlerinin erken
doneminde enfekte ettiginde ortalama % 75, mevsim sonunda enfekte ettiginde ise
yaklagik % 5’ lik bir iiriin kaybina neden olmaktadir. Enfeksiyon ya tohum kaynakli
bulagsmalardan ya da bir 6nceki tirlinden tarlada kalan hastalikl1 bitki artiklarindan saglikli
fidelerin enfeksiyonu seklinde baslamaktadir. Boylece hastalik etmeni bulasik fideler
araciligiyla tarlaya aktarilmakta ve kosullar bakterinin gelismesine uygun oldugunda
epidemilere yol agmaktadir. Toprak iistiindeki bulasik bitki artiklarindan saglikl bitkiye
giris yaralardan olmaktadir. Ayn1 zamanda sicak ve nemli havalarda bitki turgor
halindeyken bakteri stomalardan giris yaparak gelismekte ve tipik hastalik simptomlarini
olusturmaktadir. Yagmur ve riizgar hastaligin bir bitkiden digerine yayilmasinda 6nemli

bir rol oynamaktadir (Aysan ve Saygili, 2008; Miller and Jones, 2014).



Pseudomonas syringae pv. tomato bitkinin tiim toprak iistii organlarinda hastalik
simptomlarina neden olmaktadir. Baslangicta fidelerin yaprak ve sap kisminda goriilen
hastalik bazi zamanlarda biitiin fidelerin kurumasina ve 6lmesine neden olmaktadir.
Hastaligin simptomlar1 yapraklarda sar1 bir hale ile gevrili koyu kahverengi-siyah lekeler
seklindedir. Ilerleyen dénemlerde bu lekeler birleserek yapragin kurumasmna neden
olmaktadir. Bitkinin yan dallarinda ve govdesinde meydana gelen lekeler kahverengimsi
siyah renkte, yiizeysel oval sekillidir. Hastalik ilk ¢igeklerde goriildiigiinde hasta
cigeklerin Oliimiiyle meyve tutumu engelleneceginden biiyiik iirlin kayiplar1 olusur.
Etmen 6zellikle yesil meyveleri hastalandirmakta ve meyvelerde 1 mm ¢apinda lekelere
sebep olmaktadir. Bu lekeler ylizeysel dokunmayla belli olacak kadar disar1 ¢ikintilidir
(Miller and Jones, 2014).

Pseudomonas viridiflava ise meyve, govde, yaprak ve petiol olmak iizere bitkinin
biitiin toprak iistii aksaminda belirti olusturmaktadir. Etmen olgun domates bitkilerinin
govdelerinde diizensiz lekelere, petiol ve yan siirglinler dahil olmak {lizere 6zde
kahverengilesme ve bosalmaya, iletim demetlerinde renk degisimine bunun sonucu
olarakta solgunluga neden olmaktadir. Meyve belirtileri ise baslangigta kiigiik siyah
lekeler seklinde daha sonra lekeler etrafinda yumusak ¢iiriikliik olarak gelismektedir.
Hastaligin inokulum kaynaklarini toprak, bulasik bitki artiklari, tohumlar ve yabanci otlar

olusturmaktadir (Mariano and McCarter, 1993).

Domatesin verimini ve iirlin kalitesini olumsuz yonde etkileyen bu bitki bakteri
hastaliklar ile iyi bir miicadele i¢in patojenlerin inokulum kaynaklari, bulasma ve
yayilma yollar1 iyi bilinmelidir. Bu baglamda 6ncelikli olarak ele alinmasi1 gereken ilk
konu ise patojenlerin dogru ve hizli bir sekilde tanilanmasidir. Ayrica lilkemizin ciddi bir
hibrit tohum ithalatcist oldugu diisiiniildiigiinde bu patojenlerin tanisi ve tespitinin ayri
bir 6nem tasidig1 goriilmektedir. Bu patojenlerle miicadelede cesitli kiiltiirel tedbirler,
sertifikali liretim metaryali kullanim1 ¢esitli kimyasal ve biyojik uygulamalar, toprak
solarizasyonu ve dayanikli g¢esit kullanimini ic¢ine alan entegre miicadele yOntemi
onerilmektedir. Ancak bu ama¢ dogrultusunda ilk olarak, erken dénemde patojenlerin
tanist bilyiilk onem arz etmektedir. Mikroorganizmalarin tanisi, modern molekiiler
biyoloji tekniklerinin giindeme gelisine kadar morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve

patolojik karakterlerinden faydalanilarak yapilmistir. Son yillarda molekiiler biyoloji



alanindaki ilerlemeler, yeni mikrobiyal tani tekniklerinin gelistirilmesini hizlandirmus,
buna bagli olarak da molekiiler yontemler gelistirilmis ve kullanima sunulmustur.
Metabolik enzim profillerinin belirlenmesi (Biolog), yag asit analizleri (Mikrobiyal
Identifikasyon Sistemi), serolojik teknikler, gen amplifikasyonu ve genetik profiller gibi
elektroforetik yontemler son yillarda sik olarak kullanilan molekiiler metotlar olmustur
(Chase et al., 1992).

Yapilan bu c¢alismada; Igdir ilinde iilkemiz i¢in ekonomik oneme sahip olan
domates bitkisinde hastaliga neden olan bakterilerin varliginin arastirilmasi, alinan
hastalikli bitki Orneklerinden bakteri strainlerinin izole edilmesi, saflastirilmasi ve

tanisinda klasik ve molekiiler metotlarin kullanilmas1 amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Giintimiizde mikroorganizmalarin tanisinda klasik yontemler ile Mikrobiyal
Identifikasyon Sistem (MIS) ve Biolog Sistem teknolojilerinin basariyla kullanildigina
dair ¢ok sayida arastirma sonucu elde edilmistir (Klopmeyer and Kelman, 1988; Guillorit
and Samson, 1993; Gardan et al., 1995; Paisley, 1995; Mashayit et al., 2009). Bu
sistemlerden MIS; mikroorganizmalar1 hiicre yapilarinda (sitoplazma ve membranda)
bulunan yag asitlerinin sayisina, ¢esitliligine ve % miktarlarina gore tanilayan bir sistem
olup 1985 yilinda gelistirilmistir (Ndowora, 1995; Miller and Berger, 1985). Sistem
bilgisayar kontroliinde caligmakta, gaz kromatografisi, bu kromatografiyi besleyen gaz
tanklar1 (hidrojen, azot ve hava), bilgisayar {initesi, bilgisayar iinitesi ile uyumlu ¢alisan
kiitiiphaneler ve yazici olmak iizere 5 kistmdan meydana gelmektedir (Lelliott and Stead,
1987). Anaerobik ve aerobik bakteriler, actinomycetes, maya ve gelismis funguslar bu
sistem sayesinde kolaylikla ve ¢ok kisa siirede tanimlanabilmektedir (Miller and Berger,
1985). Ozellikle 1990 dan sonraki yillarda ise farkli kaynaklardan izole edilen
mikroorganizmalarin tanisinda ve taksonomik olarak siniflandiriimasinda Biolog Sistem
(Biolog Inc, Hayward, CA, USA) yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Bochner,
1989; Park et al., 2003).

Lelliot et al. (1967), tarafindan 15 antagonistik Pseudomonas straini King B (KB)
besiyerinde UV 1s1k altinda mavimsi yesil renkte fluoresans verme, levan olusumu,
oksidaz, patateste yumusak ciiriikliik, arginin dehydrolaz, nitrat rediiksiyonu, tiitiin de

asir1 duyarlilik ve 37 °C’de gelisme testleri ile tanilanmugtir.

Angeles et al. (1991), tarafindan Dominik Cumhuriyeti’nde fasulye yetistiriciligi
yapilan alanlarda Xap ve Xapf patojenleri tespit edilmistir. Patojenlerden Xap, yar1 segici
MXP besiyerinde tipik sar1 koloni olusturmalar1 ve amilaz testi ile Xapf ise modifiye
Nutrient Broth Yeast Extract ve KB besiyerinde ekstraseliiler melanin pimentini {iretme

ozelligi ile belirlenmistir.

Sijam et al. (1992), tarafindan CKTM segici besi ortaminda 2-5 giinliik
inkiibasyon sonras1 Xav strainlerinin kolonilerinin etrafinda temiz bir zon olustugu ve
meydana gelen bu zon igerisinde dort giinde minik kristal yapilarin gelistigi belirtilmistir.

2-4 giin igerisinde domates izolatlarinin kolonilerin ¢evresinde mat beyaz renkli hale
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gelistigi, biberde hastaliga neden olan izolatlarin kolonilerinin ¢evresinde ise halenin
gelismedigi, bunun sonucu olarak bu besiyerinin kullanimi ile biber ve domates

izolatlarinin ayirt edilebilecegi bildirilmistir.

Sawada et al. (1992), tarafindan yapilan ¢alismada Agrobacterium cinsine bagl
16 strainin biovar’ larinin belirlenmesinde FAME analizi basariyla kullanilmistir. Bakteri
strainlerinden biovar 1’ in, biovar 3’ den 16:1 ve 18:1 yag asitlerinin nicel olarak
degiskenlik gostermesi ve 17:0 CYCLO yag asitinin bulunmasi ile ayrildigi tespit
edilmistir. Biovar 1 ve 3’ den biovar 2’ nin 19:0 CYCLO yag asitinin nicel farkliligi, 15:0
ISO 30H’1n varlig1 ve 18:1 30H’1n olmamast ile ayirt edilebildigi bildirilmistir. NCPPB
1650 ve 2 A. rubi (IFO 13261 ve 13260) straininin yag asit profilleri incelendiginde 17:0
CYCLO harig biovar 3 ile uyumlu oldugu bulunmustur. Kividen (K-Ag-3, 4) ve kirazdan
(Ch-Ag-4, 5, 7 ve 8) izole edilen 6 A. tumefaciens strainlerinin profillerinin ise biovar 2’

yi igaret ettigi belirlenmistir.

Gleason (1993), tarafindan gram-pozitif bakteriler i¢in olusturulan Biolog
plateleri ile Cmm strainlerinleri yiiksek benzerlik yiizdesi ile tanilanmig ve bu sistemle

etmenin karakterizasyonu i¢in gereken siirenin oldukga diistiigii bildirilmistir.

Yang et al. (1993), tarafindan yapilan bir caligmada Xanthomonas cinsine ait yedi
farkli tiiri iceren (X. albilineans, X. campestris, X. oryzae, X. fragariae, X. populi, X.
maltophilia, X. axonopodis) 975 bakteri straini elde edilmistir. Elde edilen strainler yag
asit metil ester (FAME) analizi ile tanilanmistir. Analiz sonucunda Xanthomonas cinsi
bakterilerin hiicrelerinde 65 farkli yag asiti tespit edilmistir. Xanthomonas cinsinde yer
alan bakteri strainlerinin % 99’unda belirlenen yag asitlerinden 9 tanesinin (16:0, 11:0 iso
30H, 16:1 cis 9, 13:0iso 30H, 11:0iso, 17:1 iso F, 15:0 iso, 12:0 30H ve 17:0 iso) ortak
oldugu saptanmistir. 11:0 iso 30H, 13:0 iso 30H ve 11:0 iso ve yag asitlerinin ise
Xanthomonas cinsi igin karakteristik oldugu, bu nedenle diger bakterilerden ayirt

edilmelerinde bir kriter olarak degerlendirilebilcegi ifade edilmistir.

Bouzar et al. (1994), tarafindan Xav’ nin 20 straini karbon bilesiklerinin
kullanilmasi, yag asit metil ester analizi, domates hatlar1 tizerindeki HR reaksiyonu ve
amilaz testi ile belirlenmistir. Domateste hastalik etmeni Xav strainlerinin amilaz testi

sonuclarinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir



Paradis et al. (1994), tarafindan Kanada’da yapilan bir arastirmada 31 adet
patojenik ve patojenik 6zellikte olmayan Streptomyces scabies tiiriiniin yag asit metil
ester igerikleri belirlenmistir. Analiz sonucunda 31 bakteri straininin 2 gruba ayrildigi,
birinci grupta olanlarin hiicrelerinde 16:0, ikinci grupta yer alanlarda ise 15:0 yag asitinin
baskin oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim strainlerde 15:0 iso, 15:0 ve 16:0 yag asitlerinin,

total yag asidi kompozisyonunun %20’sini olusturdugu tespit edilmistir.

Bouzar et al. (1995), tarafindan incirden elde edilen 32 patojenik A. tumefaciens
straini Biolog Sistem ile karakterize edilmistir. Strainlerin % 80’ den fazlasinin Biyolog
GN Microplate tizerinde bulunan Tween 40, D-Glucuronic Acid, Glycogen, Acetic asit,
Tween 80, N-Acetyl-D-Glucosamine, L-Lactose, D-Melibiose, B-Methylglucoside, D-
Raffinose, Xylitol, D-Galactonix acid Lactone, Hydroxy-L-Proline, Propionic Acid, D-
Gluconic Acid, Glycyl-L-Aspartic Acid, L-Threonine, L-pyroglutamic Acid, cis-Aconitic
Acid, Glucose-1-Phosphate, Glycerol ve Glucose-6-Phosphate’t karbon kaynaklarini
olarak kullanildig1 saptanmistir. Strainlerin % 20-80’inin de B-Hydroxybutyric Acid, -
Ketobutyric Acid, Formic Acid, a-D-Lactose Lactulose, D-Alanine, a-Hydroxybutyric
Acid ve N-Acetyl-D-Galactosamine’ yi kullandigi tespit edilmistir.

Jarvis et al. (1996), tarafindan Rhizobium, Agrobacterium ve Sinorhizobium
cinslerinin ¢ok sayida tiir i¢erdikleri ve bu tiirlerin hizli bir sekilde tanisinda ve
birbirlerinden ayirt edilmesinde yag asiti profillerinin basari ile kullanildig: bildirilmistir.
Bakteri strainlerinin kaydedilen yag asit profilleri igerisinde karakteristik olanlarinin
tespiti ile aralarindaki benzerlikler ve tiirler arasi akrabaligin belirlenebilecegi ispat

edilmistir.

Sahin ve Miller (1996), tarafindan izole edilen Xav izolatlarmin tanisi
biyokimyasal testler ve yag asiti metil ester analizi ile yapilmistir. Izole edilen strainlerin
hepsinin tiitiin bitkisinde hipersensetif reaksiyon testinde pozitif sonug verdigi ve 76
bakteri straininin Marengo (hassas biber ¢esiti) tizerinde patojen Ozellikte oldugu
saptanmistir. Ayn1 zamanda strainlerin biiylik bir kisminin (%89) biberin yanisira OH

8245 (hassas domates ¢esiti) lizerinde de patojenik oldugu belirlenmistir.

Assouline et al. (1997), tarafindan karpuz tohumlarinda Acidovorax avenae subsp.

citrulli’nin varhiginin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada secici besi yerine ekim,



karpuz fidelerinde patojenite testi, ELISA ve yag asidi metil ester analizi (FAME) ile

patojenin varlig1 ortaya konulmustur.

Isakeit et al. (1997), tarafindan ABD’ nin Teksas eyaletinde kavun yetistirilen
alanlarda meyvelerde yuvarlak, 3-10 mm genisliginde meyvenin et kismina islemeyen
lezyonlar ve lezyonlarin etrafinda su emmis lekeler gézlenmistir. Hastalikli 6rneklerden
yapilan izolasyonlarda 11 adet fluoresan olmayan, gram reaksiyonu negatif olan bakteri
strainleri elde edilmistir. Strainler karpuz ve kavun fidesinde yapilan patojenite testi ve
karbon kaynaklarini kullanim 6zelliklerine (Biyolog) gore A. avenae subsp. citrulli olarak
tanilanmis ve hastaligin bolgede karpuzdan sonra kavunda ilk kez hastalik olusturdugu

rapor edilmistir.

Wang et al. (1997), tarafindan Cin' de pamuk yetistiriciligi yapilan alanlarda iyi
gelisim gosteren bitkilerin rizosfer bolgesinden 30 adet toprak ornegi alinmistir.
Omeklerden yapilan izolasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen bakteri strainleri
morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerine gore teshis edilmis ve bakteri strainlerinin
Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, P. putida, Bacillus subtilis, B. cereus

oldugu saptanmustir.

Walcott et al. (2000), tarafindan karpuz, kantalop kavunu ve kabak tohum, fide ve
meyvelerinden izole edilen 121 adet A. citrulli straininin tanisinda FAME analizi
kullanilmis ve strainler arasindaki akrabalik arastirilmistir. FAME analizi sonucunda
Acidovorax citrulli strainlerinin iki farkli fenotipik grup olusturdugu tespit edilmistir.
Kavun ve kabaktan elde edilen strainler grup 1 de yer alirken, karpuzdan elde edilenlerin

grup 2 de yer aldig1 saptanmustir.

Martin and Horlock (2002), tarafindan Avustralya’ da yapilan bir caligmada kabak
bitkisinin kotiledon yapraklarinda uctan petiollere kadar uzanan koseli su emmis lekeler,
gercek yapraklarda damarlarla sinirli kahverengi, koseli, su emmis lekeler gézlenmis ve
ornekler alinmistir. Laboratuvarda 6rneklerden hastalikli ve saglikli kismi igeren parcalar
kesilmis ve tizerine su damlatilarak mikroskopta incelenenmistir. Miksoskobik
incelemede kesitten su igerisine dogru bakteriyel akint1 goriilmis ve hastaligin bakteriden
olabilecegi diistiniilmiistiir. Hastalikli 6rneklerden KB besiyerine yapilan izolasyonlarda

krem-beyaz renkte, gram negatif ve yavas gelisim gOsteren bakteri strainleri elde
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edilmistir. Strainler patojenite testi, karbon kaynaklarini kullanim 6zelligi (Biyolog) ile
A. avenae subsp. citrulli olarak tanilanmis ve patojen bakteri Avustralya’da kabakta

hastalik olusturan bakteri olarak ilk kez rapor edilmistir.

Sahin ve ark. (2002), tarafindan Dogu Anadolu Bodlgesi’'nde yapilan bir
arastirmada domates yetistiriciligi yapilan yerlerden izole edilen 16 bakteri FAME analizi
ile % 47-89 benzerlik indeksiyle Cmm olarak tanilanmuistir.

Godfrey and Marshall (2002), tarafindan Yeni Zelanda’ da yapilan bir ¢alismada
hasat sonrasi havuglarda yumusak c¢iiriikliige neden olan etmeninin tanisit ¢esitli
biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle yapilmistir. Biyolog ve 16S rRNA analizi
sonucunda hastaliga neden olan patojenlerin tanist P. viridiflava ve P. marginalis olarak

kaydedilmistir.

Unlii ve Basim (2002), tarafindan Tiirkiye’ nin farkli cografik bélgelerinden elde
edilen enfekteli yumusak cekirdekli meyve agaglarina ait bitki materyallerinden
izolasyonlar yapilmis ve strainlerin ham armut, tiitlinde hipersensetif reaksiyon ve
patojenisite  testlerine ait ozellikleri  degerlendirilmistir. Bakteri  strainlerinin
tanilanmasinda ise katalaz, oksidaz, amilaz, pektinaz testleri, nitrattan nitrit iretimi testi,
asetoin olusumu testi, indol iiretimi testi, hidrojen siilfit testi, sakkarozdan indirgenen
maddeler testi, sicakliga hassasiyet testi, %5 NaCl’ ye tolerans testi, KOH testi ve
jelatinin hidrolizi testi uygulanmis ve Orneklerde E. amylovora 'nin varligi tespit

edilmistir.

Suzuki et al. (2003), tarafindan Japonya’da hastalik simptomu gosteren bezelye
bitkilerinden alinan 6rneklerden yapilan izolasyon sonucunda 34 bakteri straini elde
edilmistir. Hastaliga neden olan etmenin gram negatif, cubuk seklinde ve 1-6 polar
kamgiya sahip oldugu belirlenmistir. Strainlerden 16 tanesi yapilan LOPAT (Levan,
Oksidaz, Patateste Yumusak Ciiriikliik, Arginin Dehidrolaz ve Tiitiinde Asir1 Duyarlilik)

testleri ile (+ - - - +) bezelye bakteriyel yaniklik etmeni Psp olarak tanilanmuistir.

Sahin et al. (2003), tarafindan Zinnia elegans bitkisinin yapraklarinda lezyon
olusturan bakteri strainlerinin biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik ozellikleri
belirlenmistir. Yapilan patojenite testi ve yag asit metil ester analizi ile hastalik etmeni X.

campestris pv. zinniae olarak tanilanmuistir.
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Donmez (2004), tarafindan Erzurum ve Erzincan illerinde yetistirilen fasulye
bitkilerinden verim ve kalite bakimindan ciddi kayiplara neden olan patojenler izole
edilmis, klasik (morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, patolojik) ve molekiiler (MIS,
ELISA, Biolog, 16S-23S rDNA) tekniklerle tanilanmistir. Arastirma sonucunda toplam
19 farkl tiire ait 321 bakteri straini elde edilmistir. Bu ¢alismada bakteri strainlerin 94 X.
campestris pv. phaseoli (Xcp), 23 Xanthomonas campestris pv. phaseoli fuscans (Xcpf),
149 P. s. pv. phaseolicola (Psp), 7 P. s. pv. syringae (Pss), 1 Agrobacterium tumefaciens,
16 C. m. subsp. indiosum, 2 E. c. subsp. caratovora, 11 C. f. subsp. flaccumfaciens, 6 C.
f. subsp. poinsettiae, 1 Bacillus cereus, 2 Enterobacter intermedins, 1 B. lentimorbus, 5
Pantoea agglomerans, 8 Acinetobacter baumannii, 1 A. oxydans, 1 Arthrobacter agilis,
1 Kocuria varians, 1 Phenylobacterium immobile ve 1 Hydrogenophaga palleronii olarak
tanilanmigtir. MIS analizleri sonuglarina goére Xanthomonas cinsine ait strainlerin
degiskenlik gostermekle beraber 14:0 1SO, 10:0 30H, 11:0 1SO, 13:0 1SO, 11:0 30H,
11:0 ANTEISO, 11:0 I1SO 30H, 18:1 w7c, 14:0, 12:0 30H, 13:0 20H, 13:0 I1SO 30H,
14:1 whc, 8:0 30H, 15:0 ANTEISO, 15:0 ISO, 16:1 w9c, 10:0, 12:0 1ISO 30H, 16:0, 16:0
ISO, 15:1 ISO F, 15:1 wé6c, 17:1 woce, 15:0, ISO 17:1 w9c, 18:1 w9c olmak lizere 27
farkli yag asiti i¢erdikleri saptanmistir. Pseudomonas cinsi strainlerin ise 22 farkli yag
asiti (10:0, 12:1 30H, 11:0 ISO 30H, 12:0, 17:0 CYCLO, 16:0 30H, 14:0, 18:1 wbc,
12:0 30H, 15:0, 16:0, 8:0 30H, 17:0 ISO, 18:0, 18:1 w7c, 18:1 w9c, 10:0 30H, 12:0
20H, 11 METHYL 18:1 w9c, 19:0 10 METHYL, 17:0, 19:0 CYCLO w8c)
tamimlanmistir. Biolog sonuglarma gore Pseudomonas cinsi strainlerin  hepsinin
Glycogen, L-Arabinose, y-Amino Butyric Acid, a-D- Glucose, Tween 40, D-Psicose,
Sucrose, Methyl Pyruvate, Mono-Methyl-Succinate, Bromo Succinic Acid, Acid
Lactone, D-Saccharic Acid, Formic Acid, D-Galactonic, Succinic Acid, L-Proline, Citric
Acid, D-Gluconic Acid, L-Asparagine, Propionic Acid, cis-Aconitic Acid, D-Mannose,
L-Aspartic Acid, Quinic Acid, Malonic Acid, Uridine Succinamic Acid, L-Alaninamide,
D-Alanine, L-Alanine, Glycyl-L-Glutamic Acid, D-Fructose, L-Glutamic Acid, Acetic
Acid, L-Alanyl-Glycine, L-Serine, ve Glycerol’den olusan 36 karbon kaynagini
kullandig1 tespit edilmistir. Xanthomonas cinsine ait bakterilerin kullandigi karbon
kaynaklar1 ise; Glycogen, D-Cellobiose, a-Keto Glutaric Acid, D-Galactose, L-Alanyl-
Glycine, Succinamic Acid, L-Fucose, a-D-Glucose, D-Mannose, D-Melibiose, D-

Psicose, D-Trehalose, Turanose, Gentibiose, Methyl Pyruvate, Dextrin, Mono-Methyl-
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Succinate, cis-Aconitic Acid, Formic Acid, Itaconic Acid, Sucrose, D-Fructose, Succinic
Acid, L-Alaninamide, D-Alanine, Bromo Succinic Acid, L-Alanine, Tween 40, Glycyl-
L-Glutamic Acid, L-Serine, L-Aspartic Acid ve D,L-a-Glycerol Phosphate olarak

belirlenmistir.

Burdman et al. (2005), tarafindan Israil’de 2000-2003 yillar1 arasinda karpuz ve
kavunlardan izole edilen 12 adet strain patojenite testi, FAME profili ve substrat kullanim

profillerine gore A. citrulli olarak tanilanmustir.

Chao et al. (2006), tarafindan yapilan ¢alismada Tayvan’da saksili siis bitkisi olan
Aglaonema tiirlerinde (Aglaonema rotundum ve A. marantifoloum) yumusak c¢iiriikliik
simptomunun gorildiigii yapraklardan 6rnekler alinmistir. Alinan 6rneklerden yapilan
izolasyon sonrast elde edilen strainlerin tanis1 biyokimyasal, patolojik ve molekiiler

testlerle yapilmig ve etmen E. chrysanthemi olarak belirlenmistir.

Ormnek (2006), tarafindan Adana, Istanbul ve Manisa illerinde yetistirilen yumrulu
begonya bitkisinin yapraklarinda diizenli olmayan lekeler ve yaniklik; gévde kisminda
ise yumusaklik ve bakteriyel eksudat simptomlar: tespit edilmistir. Hastalik belirtisi
gosteren begonya bitkilerinin yaprak ve goévdelerinden Ornekler alinmis ve YDC
besiyerine izolasyon yapilmistir. Bakteri strainlerinden 17 tanesinin besiyerinde sari
renkli, mukoid koloniler olusturdugu belirlenmistir. Strainlerin patojenite testi bakteri
inokulumunun yumrulu begonya yapraklarma piskiirtiilmesi seklinde yapilmis ve
bitkilerde 7-10 giin i¢inde yapraklarda hastalik simptomlarinin olustugu goriilmistiir.
Patojen bakteri strainleri klasik bakteriyolojik teknikler, FAME analizi ve indirekt-
ELISA ile X. axonopodis pv. begoniae olarak saptanmistir. Strainlerden 4 tanesinin
FAME analiz ¢alismasi yapilmis ve % 23-76 benzerlik orani ile bakteriler X. axonopodis
pv. begoniae olarak belirlenmistir. Analiz sonucunda strainlerin hiicrelerinde 23 farkl
yag asit ve bulunma oranlar1 [10:0 (%1,03), 15:0 ISO (%28,33), 14:0 (%2,44), 11:0 ISO-
30H (%1,7), 11:0 30H (%0,30), 12:0 30H (%4,03), 10:0 30H (%0,48), 17:0 1SO
(%5,77), 13:0 ISO-30H (%3,41), 15:1 wéc (%0,8), 11:0 I1SO (%4,78), 15:0 ANTEISO
(%9,14), 16:0 ISO (%1,65), 16:1 w9c (%2,38), 16:0 (%5,72), 17:0 w8c (%3,02), 15:0
(%1,93), 1SO 17:1 w9c (%4,25), 17:1 wéc (%0,63), 18:0 1SO (%0,49) ] saptanmustir.
Strainlerin hepsinde 11:0 1SO, 16:0 12:0-30H, 15:0 ANTEISO, 1SO17:1w9c, 13:0 ISO-
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30H, 15:0 ISO ve 17:0 ISO yag asitlerinin ortak oldugu, belirlenen diger yag asitlerinin

yiizde miktarlarinin ise degiskenlik gosterdigi bulunmustur.

Cetinkaya ve Y1ldiz (2007), tarafindan yapilan calismada Adana, Mersin, Antalya,
Artvin, Bursa ve Izmir illerinden alinan hasta domates bitkilerinden 57 adet bakteri straini
elde edilmistir. Strainler morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, serolojik, molekiiler (PCR)
ve yag asit metil ester analiz yontemleri sonucunda C. m. subsp. michiganensis (Cmm)
olarak tanilanmistir. Strainlerden alt1 tanesinin yag asit metil ester analizi yapilmis ve
hiicrelerinde 12 farkli yag asitinin [15:1 ANTEISO (%3,46), 18:1 wo6c (%0,29), 15:0 ISO
(%1,83), 10:0 OH (%0,58), 16:0 ISO (%11,59), 15:0 ANTEISO (%48,6), 17:0 ANTEISO
(%28,45), 16:00 (%6,56), 17:0 ISO (%1,29), 18:1 ISO H (%1,28), 18:00 (%0,65) 16:0
ISO 30H (%0,49)] varlig1 tespit edilmistir. Belirlenen yag asitlerinin doymus (16:00,
18:00), doymamus (18:1 w6c ), bir metil grubuna baglanmis (15:0 ANTEISO, 15:0 ISO,
17:0 1SO, 16:0 1SO, 15:1 ANTEISO A, 18:1 ISO H 17:0 ANTEISO, 16:0 1SO 30H) ve
hidroksil (10:0 OH) olmak iizere 4 gruptan olustugu goriilmiistiir. Yag asitlerinden 4
tanesinin (16:0 ISO, 15:1 ANTEISO A, 17:0 ANTEISO, 16:00,) Cmm strainlerinin
hepsinde bulundugu belirlenmistir. 15:1 ANTEISO A yag asidinin varlig1 ise 5 strainde
saptanmustir. Diger yag asitlerinin ise bakteri strainlerinin hiicrelerinde degisen oranlarda

bulundugu tespit edilmistir.

Krejzar et al. (2008), tarafindan Cek Cumhuriyeti’ nde yapilan bir ¢aligmada
Zantedeschia cinsine ait bitkilerin yumrularindan yapilan izolasyon sonucunda 30 bakteri
straini elde edilmistir. Elde edilen bakteri strainlerinin kullandiklar1 karbon kaynaklar
BIOLOG sistem ile degerlendirilmis ve tan1 sonucu P. marginalis olarak belirlenmistir.
Ayrica bu strainlerin patates dilimlerinde pektolitik aktivite test sonug¢larinin pozzitif

oldugu tespit edilmistir.

Mirik ve ark. (2008), tarafindan Marmara Bolgesi’ nde zeytinlerden alinan
orneklerden 208 bakteri straini elde edilmistir. Zeytin fidanlarinda yapilan patojenisite
testlerinde 38 bakterinin ur simptomu olusturdugu gozlenmistir. Meydana gelen bu
urlardan tekrar izolasyon yapilmis ve 88 bakteri straini elde edilmistir. Strainlerin
hepsinin, tiitlinde HR testine pozitif, oksidaz, patateste ciiriikliik, levan {iretim ve arginine
dehidrolaz testine negatif reaksiyon verdikleri tespit edilmistir. Klasik metotlar sonucu

elde edilen tani sonuglarmi dogrulamak i¢in BIOLOG, PCR ve yag asit metil ester
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analizlerini igeren tani sistemleri kullanilmistir. Strainlerin yag asit kompozisyonu
referans kiiltiir Pseudomonas savastanoi straini ile karsilastirilmis ve sonug¢ olarak
strainlerin fenotipik olarak % 96,7, BOX-PCR’a dayanan analizlere gore de % 97.4

oraninda benzer olduklar1 saptanmistir.

Kendi (2009), tarafindan I¢ Anadolu Bélgesi’ ndeki 12 ilden ve ekonomik
anlamda fasulye yetistiriciligi yapilan alanlardan alinan tohum 6rneklerinden izolasyon
yapilmustir. Elde edilen 175 bakteri strainin on tanisinda NA ve KB besiyerlerinde gelisim
ozelligi, levan tipde koloni olusumu, oksidaz, pektolitik aktivite, arginine dehidrolaz,
farkli karbon kaynaklarinin kullanim &6zelligi, arbutin hidrolizi, jelatinin hidrolizi, nitrat
indirgenmesi, H.S iiretimi, tiitiin yapraginda HRve Dermason ¢esiti fasulye bitkilerinde
patojenite tesleri esas alinarak yapilmistir. Calisma sonucunda bakteri strainlerinden 38

tanesi P. s. pv. phaseolicola olarak tanilanmustir.

Bathily et al. (2010), tarafindan B. pumilus strainlerinin kullanmis olduklar1
karbon kaynaklart BIOLOG GP2 kitinde degerlendirilmis ve strainlerin iki temel grup
olusturdugu saptanmistir. Birinci gruptaki strainlerin hepsinin Fructose ve Uridine’ i
kullandigi, a-cyclodextrin, Lactulose, a-Methyl-D-Mannoside, D-arabitol, Lactamide, D-
Malic Acid, Inulin, Mannan, B-Hydroxy Butyric Acid, L-Fucose, D-galacturonic acid,
Sedoheptulosan, Propionic Acid, L-Pyroglutamic Acid, p-Hydroxy Phenyl Acetic Acid
ve m-Inositol karbon kaynaklarinin ise higbir bakteri straini tarafindan kullanilmadig

tespit edilmistir.

Lin et al. (2010), tarafindan Cin’de yapilan bir ¢alismada muzda yumusak
ciiriikliige neden olan etmenin tanist amaciyla izolasyon yapilmis ve ¢esitli biyokimyasal
ve molekiiler testler (Biolog ve 16S rDNA) ile E. chrysanthemi olarak tanilanmistir.
Biolog sistem ile yapilan tan1 sonucunda ii¢ bakteri straininin benzerlik indeksi 0,803

olarak tespit edilmistir.

Martin-Sanz et al. (2010), tarafindan Ispanya’da yapilan bir arastirma sonucunda
P. viridiflava’nin bezelye bitkisinde bakteriyel yaniklik hastaligina neden oldugu ilk kez
rapor edilmistir. Hastalikl1 bitkilerden yapilan izolasyonlar sonrasinda 30 bakteri straini
elde edilmistir. Strainlerin hepsinin KB besiyerinde fluoresan pigment iirettigi, gram

reaksiyon, arginin dehidroliz ve oksidaz testlerinin negatif, levan koloni olusumunun,
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patateste pektololitik aktivitesinin ve tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonunun pozitif
oldugu tespit edilmistir. Yapilan patojenisite testi sonucunda 30 izolattan 9’unun bezelye
bitkilerinde hastalik simptomuna neden olarak patojen oldugu bulunmustur. Ayrica
strainlerin karbon kaynaklarimi kullanim 6zelligi degerlendirilmis ve karbon kaynagi
olarak gliserol, inositol, eritritol, riboz, D-ksiloz, galaktoz, D-glukoz, L-arabinoz, D-
mannoz, sorbitol, D-raffinoz, D-fruktoz, mannitol, D-fukoz ve D-arabitol’u kullandiklari

belirlenmistir.

Triphati et al. (2011), tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise; 14 Streptomyces
straininin metabolik enzim profilleri GP2 BIOLOG kit ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuclara gore; strainlerin iki grupta yer aldigi ancak D-riboz karbon kaynaginin iki
grubun tyelerince de kullanildigi tespit edilmistir. Karbon kaynaklarindan 10 tanesinin
birinci grupta yer alan strainler tarafindan, 3 farkli karbon kaynaginin ise ikinci grupta

yer alan strainlerin hicbiri tarafindan kullanilmadigi belirlenmistir.

Almeida et al. (2012), tarafindan havug¢ tohumlar1 ornekleri ile yapilan bir
calismada izolasyon sonucunda besiyerinde dairesel, konveks, krem renkli koloniler
olusturan strainler elde edilmistir. Strainlerin KB besiyerinde fluoresan yesil pigment
urettikleri, tiitlin bitkisinde yapilan HR testi ve patateste yapilan pektinaz testi i¢in pozitif
sonug verdigi belirlenmistir. Levan koloni gelisimi, oksidaz ve arginine test sonug¢larinin
ise negatif 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir. Alinan morfolojik ve biyokimyasal test

sonuglarina bagl olarak ¢alismada elde edilen strainler P. viridiflava olarak tanilanmustir.

Ertan (2012), tarafindan 2009-2010 yillarinda Izmir ilinde 40, Aydin ilinde 15
tarlada bezelye bitkilerinin govde, yaprak ve kapsillerinde suda haslanma,
kahverengilesme ve yelpaze seklinde nekrotik leke simptomu gosteren Ornekler
toplanmistir. King B besiyerine yapilan izolasyonlar sonrasinda toplam 47 bakteri straini
elde edilmigstir. Strainlerin 6n tanis1 patojenite testi, KB besiyerinde fluoresan pigment
olusumu, KOH ve LOPAT (levan olusumu, oksidaz, patateste yumusak ciiriikliik testi,
arginin hidrolizi, tiitinde asir1 duyarhilik reaksiyonu) testleri ile yapilmigtir.
Biyokimyasal, serolojik ve 16S rDNA sekans analizi ile strainlerden 46 tanesi Psp ve bir

tanesi P. viridiflava olarak tanilanmistir.
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Sivri (2012), tarafindan Kahramanmaras, Gaziantep ve Kilis illerindeki zeytin
tiretim alanlarindan elde edilen urlu 6rneklerden izolasyon yapilmistir. Besiyerinde
beyaz-krem renkli gelisen bakteriler secilerek saflastirilmis ve 143 bakteri straini elde
edilmistir. Strainlerden 103 tanesinin tiitiin bitkisinde HR testinde pozitif sonu¢ verdigi
saptanmistir. Bir yasindaki zeytin fidelerinde yapilan patojenite testi sonucunda ise 103
strain arasindan 31 tanesinin ur olusturdugu goriilmiistiir. Patojen olarak belirlenen
strainler temel tan1 yontemi olarak LOPAT (levan iiretimi, oksidaz reaksiyonu, patates
pektolitik aktivitesi, arginin dehidrolazi ve tiitlin asir1 duyarlilik testi) kullanilarak test
edilmis ve (- - - - +) sonucu elde edilmistir. BIOLOG sistem ile zeytin dal kanserinden
elde edilen bakteri strainlerinin metabolik reaksiyon profilleri, sistemin kiitiiphanesinde
bulunan metabolik profilleri bilinen bakteriler ile karsilastirilmis ve 7 bakteri tiirliyle
(Pseudomonas savastanoi pv. nerii, P. savastanoi pv. fraxini, P. syringae pv. glycinea ve
P. syringae pv. delphinii, P. syringae pv. aceris, P. syringae pv. pisi, P. syringae pv.
phaseolicola) farkli oranlarda benzer olduklari tespit edilmistir. Calisma sonucunda 12
izolatin 11° i P. savastanoi pv. nerii (% 26,5 - % 73,6) olarak; 1 tanesi de P. savastanoi
pv. fraxini (% 55,2) olarak belirlenmistir. Biolog’s Microbial Identification System soft
ware programinda P. savastonoi pv. savastonoi bulunmadigindan dolay1 dolay1 bu tiire
en yakin tiir olan P. savastanoi pv. nerii ile benzer oldugu kabul edilmistir. Ayrica PCR

metodu ile elde edilen strainlerin P. savastanoi pv. savastanoi olarak tanilanmstir.

Dadasoglu (2013), tarafindan Erzurum, Artvin, Erzincan ve Igdir il ve ilgelerinde
baz1 sebze ve meyvelerde yumusak ciirtikliik simptomu gosteren meyve ve sebzelerden
yapilan izolasyonlar sonucunda toplam 882 bakteri straini elde etmistir. Mikrobiyal tani
sistemi (MIS) ile strainlerden 79 tanesinin (18 Bacillus pumilus, 17 Enterobacter cloacae,
15 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, 7 P.c. subsp. atrosepticum, 9 P.
viridiflava, 8 Chryseobacterium indologenes ve 5 Dickeya chrysanthemi) yumusak
curiikliik etmeni oldugu belirlenmistir. Calismada elde edilen gram pozitif strainlerin
karbon kaynaklarmi kullaniminda gosterdikleri farkliliklar Biolog GP2 kitinde
degerlendirilmistir. F-562 hari¢ diger biitiin strainler tarafindan D-Fructose ve Uridine
karbon kaynaklarmin tiim izolatlar tarafindan kullanildig1 belirlenmistir. Sucrose,
Glucosamine, a-D-Glucose, D-Mannitol, Arbutin, D-Psicose, Salicin, D-Trehalose, [-
Methyl D-Glucoside, N-Acetyl-D Turanose, D-Cellobiose, L-Malic Acid, D-Mannose,
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Glycerol ve Thymidine olmak {izere 15 karbon kaynaginin kullanildig tespit edilmistir.
a-Cyclodextrin, Inulin, Mannan, m-Inositol, a-D-Lactose, Xylitol, D-Arabitol, Acetic
Acid, D-Melezitose, o-Hydroxy Butyric Acid, L-Fucose, D-Galacturonic Acid,
Lactulose, B-Methyl D-Galactoside, D-Malic Acid, a-Methyl D-Mannoside, Stachyose,
B-Hydroxy Butyric Acid, p-Hydroxy Phenyl, Lactamide, Propionic Acid,
Sedoheptulosan, L-Pyroglutamic Acid ve Putrescine olmak iizere 23 karbon kaynaginin
ise higbir strain tarafindan kullanilmadigi belirlenmistir. BIOLOG GN2 kitinde gram
negatif bakterilerin karbon kaynaklarim1 kullanim 6zellikleri incelendiginde ise F-591
hari¢ diger biitlin strainlerin L-Asparagine’ i karbon kaynagi olarak kullandigi, Sebacic

Acid’ i ise higbir strainin kullanmadig1 goriilmiistiir.

Karag6z (2013), tarafindan Erzurum ili patates iiretim alanlarinda uyuz belirtisi
gosteren patates yumrularindan izolasyonlar yapilmis ve 114 patojen Streptomyces straini
elde edilmistir. Elde edilen bakteri strainleri arasinda patojenite testleri pozitif sonug
verenlerin tanisi klasik (spor zinciri sekli ve rengi, toksik maddelere duyarlilik, melanin
ve ¢Oziinebilir pigment tiretimi) ve molekiiler metotlarla (yag asidi metil ester profilleri
ve PCR) yapilmistir. Strainler yag asit profillerine bagli olarak cins diizeyinde
Streptomyces olarak tanilanmistir. Tiir diizeyinde ise 53 strainin S. scabiei, 33 strainin S.
olivaceus, 18 strainin S. violaceusniger, 2 strainin S. californicus, 2 strainin S. exfoliatus,
2 strainin S. rochei, 2 strainin S. cinnnamoneumve 2 strainin S. lavendulae oldugu tespit

edilmistir.

Biilbiil (2014), tarafindan Tekirdag ili kiraz bahgelerinde 2012-2013 yillarinda
gerceklestirilen siirvey sonucu bakteriyel kanser ve zamklanma simptomu gdsteren
agaclarda 129 bitki 6rnegi toplanmistir. Tekirdag ilinde incelenen bahgelerin tiimiinde
hastaligin %20-57 oraninda yaygin oldugu, hasta agaclarin %20-85 oraninda hastalik
siddetine sahip oldugu tespit edilmistir. KB besiyerinde koloni gelisimi, gram reaksiyon,
levan tipte koloni olusumu, oksidaz testi, pektolitik aktivite testi, arginin dehidrolaz testi,
tiitiinde asir1 duyarlilik testi yapilmistir. Laboratuvarda yapilan ¢aligmalar sonucunda bu
orneklerden 41 farkli P. syringae straini elde edilmistir. Yapilan klasik ve molekiiler tani
testleri ile 23 strainin P. s. pv. morsprunorum, 18 strainin ise P. s. pv. syringae oldugu

saptanmistir.
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Sahin (2015), tarafindan yapilan bir arastirmada Kahramanmaras ve ¢evresinde
biber iiretim alanlarinda biber bakyeriyel leke hastaligini belirlemek i¢in 18 farkli yerden
hastalikli bitki ornekleri toplanmustir. Yapilan izolasyon sonucunda bitki drneklerinden
189 bakteri straini elde edilmistir. Patojenite calismasi ile bu strainlerden 103 tanesinin
biberde patojen oldugu belirlenmistir. Kahramanmarag’tan 57, Gaziantep’ten 46 biber
bakteriyel leke hastaligi etmeni izole edilmistir. Klasik tanilama yontemlerinden KB,
YDC ve NA besiyerinde bakteri gelisimine bakilmis ayrica potasyum hidroksit, katalaz,
pektolitik aktivite, litmus milk, tiitiinde asir1 duyarlilik, patojenite ve nisasta
hidrolizasyon testleri ile biberden izole edilen 103 strainin 100 tanesinin Xav oldugu
belirlenmistir. Bolgeden izole edilen patojen bakteri strainleri morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testlerin yaninda Biolog Gen Ill Otomatik Tanilama Sistem ile de
tanilanmistir. Biolog Gen Il Otomatik Tanilama Sistemi ile biber bakteriyel leke
hastalig1 strainlerinden rastgele 13 bakteri secilerek tanisi yapilmistir. Sonuglara gore 13
strainin 4 tanesinin Xcv (% 66-71), 7 tanesinin Xcp (% 68-74) , 2 tanesinin X. c. pv
dieffenbachiae (% 64- 72) oldugu belirlenmistir.

Gok (2016), tarafindan 2013 ve 2015 yillarinda, Igdir ilinde yaniklik belirtisi
gosteren elma agaclarindan 6rnekler alinmis ve yapilan izolasyonlar sonucunda toplam
84 bakteri straini elde edilmistir. Yapilan morfolojik (hiicre ve koloni morfolojisi,
hareketlilik testi), biyokimyasal (gram reaksiyon, katalaz, oxidaz, nisasta hidrolizi, levan,
ham armut ve 36°C’ de gelisim testleri) ve molekiiler (MIS) testler sonucunda bakteri
strainlerinin 51 tanesi Erwinia amylovora olarak tanilanmigtir. Bakteri strainlerinin yag
asit metil ester analizi sonucunda E. amylovora strainleri % 45-82 benzerlik orani ile
tanillanmis ve hiicrelerinde 10:0, 12:0, 11:0 30H, 12:0 20H, 17:0 ANTEISO, 12:0 30H,
14:0, 17:0, 13:0 20H, 13:0, 15:1 w8c, 15:1 wéc, 15:1 wh5c, 15:0 ISO, 19:0 1SO, 15:0
ANTEISO, 17:0 CYCLO,11:0, 15:0, 14:0 20H, 16:0 ISO, 16:1 wb5c, 16:0, 15:0 30H,
17:0 1SO, 17:1 w8c, 18:1 w9c, 18:1 whc, 18:0, 19:0 CYCLO w8c, 19:0, 17:0 30H, 18:1
20H olmak iizere 39 farkli yag asitinin varlig1 saptanmustir. Strainlerde ortak olarak
bulunan yag asiti ¢esitlerinin ise 12:0, 13:0, 14:0, 14:0 20H, 16:1 w5c, 16:0, 17:1 w8c,
17:0 CYCLO, 17:0, 18:1 w5c, 18:0, 19:0 oldugu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.Materyal
3.1.1. Calismada kullamlan alet ve cihazlar

Bu ¢aligmada Biolog Gen Il mikroplate okuyucusu (BIOLOG MICROSTATION
TM), biolog turbidimeter (PERGENT TRANSMITTANCE), otoklav (HIRAYAMA,
HV-50L), inkiibator (MEMMERT, INB 500), mikroskop (LEICA, DM 500), Mikrobiyal
Identifikasyon Sistem (AGILENT, 7890A), su banyosu (MEMMERT, WNB-14),
otomatik pipetler (EPPENDORF), magnetik karistirict (WISESTIR, MSH-20A), ph
metre (METTLER TOLADO), derin dondurucu (VESTEL, FT 280),steril kabin (ESCO,
Class Il Type A2), hassas terazi (SHIMADZU, ATX224), buzdolabi (BEKO,
D9463NMS), saf su cihazi (MILLIPORE, DIRECT-Q-3UV), vortex (WISEMIX, VM-
10) ve calkalayici (SATUART, ROTATOR SB3) kullanilmistir.

3.1.2. Cahismada kullamilanmlan ¢ozelti ve besiyerleri
Arastirma siiresince kullanilanilacak c¢ozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanis
sekilleri agagidaki gibidir:
» Lauryl broth (LB): 1 L dH20’ ya 10 g pepton, 10 g NaCl ve 5 g yeast extract

katilmigtir. Sivi besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistir.

» % 30 ‘luk gliserol: 70 ml steril distile su igerisine 30 ml gliserol eklendikten

sonra otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilerek hazirlanmustir.

» Lugol soliisyonu: 1 giyot ve 2 g KCl tartilarak, toplam hacim steril distile su ile

100 mI’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

» Nutrient agar: 1 L distile su igerisine 28 g nutrient agar karigimi ilave edilmistir.
Besiyeri otoklavda 121 °C’ de 15 dk steril edildikten 45°C” ye kadar sonra

sogutulmus ve steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

» Nutrient broth: 13 g nutrient broth