J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. 3, 55-61, 2020

Reseacrh Article
The Journal of Turkish Phytopathology

fitopatoloji.org.tr

Classical and Molecular Diagnosis of Pseudomonas syringae Pathovars
Causing Bacterial Canker on Stone Fruits
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'Bornova Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisti Madurliga, izmir
2Ege Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Bitki Koruma Bolima, [zmir

ABSTRACT

|5 Pseudomonas syringae (Ps) pathovars isolated from stone fruit trees such as peach, almond and cherry with bacterial cancer
symptoms and kept in the Bacteriology laboratory stocks of Ege University Faculty of Agriculture, Department of Plant
Protection were identified based on LOPAT (levan, oxidase, potato rot pectolytic activity, arginin dihydrolase, hypersensitive
reaction on tobacco leaves), GATTa (gelatin liquefaction, aesculin hydrolysis, tyrosinase activity, utilization of tartaric acid),
utilization of carbon tests classical methods. In addition, pathogenicity, syringomycin production and ice nucleation activity
(INA) were used for the identification. Pseudomonas syringae pathovars were identified by PCR that cannot be diagnosed
with classical tests. Molecular diagnosis of Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) strains were based on syringomycin
synthesis (syrB) and Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm) strains were based on coronatine synthesis (cfl) were
diagnosed using PCR. Also sequence analysis of 4 housekeeping genes (cts, rpoD, gapA, gyrB) were used to distinguish Pss
and Psm. As a result of classical and molecular identification 9 of 15 Ps pathovars were identified as Pss.
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oz

Sert Cekirdeklilerde Bakteriyel Kansere Neden Olan Pseudomonas syringae Pathovarlarinin Klasik ve
Molekiiler Yontemlerle Tanisi

Bakteriyel kanser belirtisi goriilen seftali, badem ve kiraz gibi sert gekirdekli meyve agaglarindan izole edilmis ve Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bélimii Bakteriyoloji laboratuar stoklarina alinmig 15 Pseudomonas syringae (Ps)
pathovarlarinin LOPAT (levan olusumu, oxidase, patateste pektolitik aktivite, arginin dehidrolaz, titlinde asiri duyarlilik
reaksiyonu), GATTa (jelatinin hidrolizi, aesculinin hidrolizi, tyrosin aktivitesi, tartaric acid), karbon kaynaklarinin kullanimi
klasik tani testleri ile tanisi yapilmistir. Ayrica patojenisite, in-vitro’da syringomycin lretimi ve buz ¢ekirdegi olusturma aktivitesi
(INA) tani testleri yapilmistir. Klasik tani testleri sonucunda kesin tanisi yapilamayan Pseudomonas syringae pathovari
izolatlarinin molekdler tanisi yapilmistir. Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss)’nin syringomycin sentezinden sorumlu syrB
geni ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm)’un coronatine sentezinden sorumlu cfl geni klasik PCR ile belirlenmistir.
Pss ve Psm’nin ayirt edilmesinde 4 housekeeping geni (cts, rpoD, gapA, gyrB) sekans analizleri yapilmistir. Klasik ve molekiiler
tani sonucunda |5 Ps pathovarinin 9’u Pss olarak kesin tanisi yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Sert cekirdekliler, Pseudomonas syringae, Bakteriyel hastalik, Tanilama, PCR

GiRiS

Ulkemiz sert cekirdekli meyve iiretimi acisindan biiyiik
onem tasimaktadir. 2018 yili verilerine gore Tlrkiye'de
sert gekirdekli meyve Uretimi toplam 2,575,899 tondur
(FAO, 2018). Ancak, sert gekirdekli meyve lretimini
tehdit eden sorunlarin basinda bakteriyel hastaliklar
gelmektedir. Bakteriyel hastaliklar verimde dusus,
kalitesiz meyve olusumu hatta agaglarin tamamen
kurumasi sonucunda 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadirlar. Sert gekirdekli meyvelerde Pseudomonas
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syringae’nin (Ps) ¢ pathovari bakteriyel kansere yol
agmaktadir. Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss),
ticari olarak yetistirilen hemen hemen her meyvede,
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (Psm) kiraz,
visne ve erikte, Pseudomonas syringae pv. persicae (Psp)
ise seftalide Pss ve Psm ile benzer belirtileri
olusturmaktadir (Agrios, 2005). Ulkemizde bakteriyel
kanser ve zamklanma hastaligini olusturan Pss tim
bolgelerimizde; Psm ise Marmara ve Ege bolgesinde
gorilmektedir  (Anonim, 2008). Bu hastaligin
konukgularinin ¢ok olusu, belirti olusturmadan sistemik
enfeksiyonlara yol agmasi ve patojenin konukgu ve
konukgusu olmayan bitkilerde epifitik olarak gelismesi
hastalikla ilgili galismalari gliglestirmektedir (Kennelly ve
ark., 2007).

Sert gekirdekli meyvelerde bakteriyel kanser hastalik
etmeni olan Pss ve Psm’nin teshis ve karakterizasyonu
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ile ilgili yapilan galismalarda klasik yontemlerin yetersiz
kalmasi nedeniyle klasik yontemlerin yani sira,
molekiiler ve patolojik temelli fitotoksinlerinin dikkate
alindigi tanilama stratejileri  gelistirilmektedir. Son
yillarda, Psm’nin irk | ve irk 2 olarak tanimlanan 2 farkl
irkinin - bulunmasi bu etmenlerin sadece fizyolojik,
biyokimyasal ve patojenisite testleri temelinde kesin
tanisini yapmanin gligliglini ortaya koymaktadir (Gasic
ve ark., 2012).

Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii
Bakteriyoloji laboratuari stoklarinda bulunan, daha
once seftali ve kiraz gibi sert ¢ekirdekli meyve
agaglarindan bakteriyel kanser belirtilerinden izole
edilmis Ps izolatlarinin klasik yontemler, patojenisite ve
molekiiler yontemlerle pathovar diizeyinde kesin

tanisinin  yapilmasi bu calismanin amacini
olusturmaktadir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Calisma materyalini, seftali, badem, kiraz gibi sert
cekirdekli meyve agaglarinda bakteriyel kanser
belirtilerinden izole edilmis ve Ege Universitesi Ziraat
Fakiltesi  Bitki Koruma Bolimi  Bakteriyoloji
laboratuari stoklarina alinan, Ps izolatlar

olusturmustur. Onbes Ps izolati ve 3 referans izolat
olmak tizere toplam |8 izolatla galisilmistir (Cizelge I).

Yontem

Pseudomonas syringae pathovarlarinin tanisina
doniik testler

Fizyolojik ve biyokimyasal testler

Pss ve Psm pathovarlarinin birbirinden ayriminda
biyokimyasal testler; King B besi yerinde floresan
pigment olusumu, LOPAT (levan olusumu, oxidase,
patateste pektolitik aktivite, arginin dehidrolaz, tltiinde
asir duyarlilik reaksiyonu testi) (Klement ve ark., 1966)
ve GATTa (jelatinin hidrolizi, aesculinin hidrolizi,
tyrosin aktivitesi, tartaric acid) testleri kullanilarak
yapilmistir. Pss ve Psm pathovarlarinin birbirinden
ayrminda, LOPAT, GATTa testleri, karbon
kaynaklarinin kullanimi (mannitol, sorbitol, inositol,
erythritol, tartaric acid, lactic acid, tyrosin) testleri
uygulanmistir (Ayers ve ark., 1919; Obradovic, 2010;
Schaad ve ark., 2001).

Buz cekirdegi olusturma aktivitesinin
saptanmasi (INA)

Kati King B besi yerinde 24-48 saatte gelisen bakteri
kolonileri sivi King B besi yerine inokule edilmistir. 24-
48 saat sonunda sivi King B besi yerinde gelisen
kiltiirlerden fosfat tamponu igeren (50 pM, | ml, pH =
7.0) tuplere 50 pl sivi kiiltiirden konulmustur ve -5
°C’deki buz banyosunda 0 dk bekletilmistir. 10 dk
sonunda INA olan tiiplerde donma ve buz olusumu
pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Bu test
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sonucunda; Pss icin buz olusturma aktivitesi pozitif
olarak degerlendirilmistir.

In-vitro’da syringomycin liretiminin
saptanmasi

Ps izolatlari, KB besi yerinde gelistikten sonra,
syringomycin  Uretiminin  saptanmasi igin Potato
Dextrose Agar (PDA) besi yerine nokta ekim
yapilmistir.  25-28 °C'de 4 glin inkiibasyona
birakilmistir. Ayni zamanda Rhodotorula pilimanae izolat
MUCL 30397 (Dr. Monika Kaluzna, Sciernewicze
Meyvecilik ~ Arastirma  Enstitisi, = Polonya’dan
saglanmistir) PDA besi yerine ekilmis ve 3—4 glin 23—
24 °C’de inklibasyona birakilmistir. R. pilimanea’dan bir
0ze dolusu alinip 100 ml steril saf suya konularak
stispansiyon hazirlanmistir. 4 gtiniin sonunda PDA besi
yerinde gelisen bakterilere, indikator organizma (R.
pilimanae) ile hazirlanan stspansiyon (10® CFU/ml)
puskirtilmistir. [-2 ginlik inkiibasyon sonunda Pss
kolonilerinin etrafinda fungusa karsi engelleme zonu
olusmasi beklenirken, Psm kolonileri igin bu engelleme
zonu olusumu beklenilmemistir (Xu ve Gross, |988).

Patojenisite testi

Ps izolatlarinin patojenisite testi ile ayirt edilmesinde
test materyali olarak ham kiraz meyveleri (cv. Salihli)
kullanilmistir.  Ham  kiraz meyve testinde, kiraz
meyveleri Uzerindeki inokulasyon noktalarinda Psm
izolatlari suda islanmig-haslanmis gibi bir belirti
olustururken, Pss izolatlari ise kahverengi-siyah ¢okiik
lezyonlar olusturmaktadir (Akkopri, 2016). Ham kiraz
meyveleri meyve tutumundan [0-20 gin sonra
toplanmistir. inokulasyondan énce ham kiraz meyveleri
steril sudan gegirilerek kurutulmustur. Denemelerde
48 saat slireyle 24 °C’de besi yerinde gelisen bakteriyel
patojenlerden steril suya stispansiyon hazirlanarak (10°
CFU/ml), meyveler Uzerinde steril igne ile agilan 2
inokulasyon noktasina patojen bakteri siispansiyonu
mikropipet yardimiyla 10 pl/isaretli alan olarak
verilmistir. Kiraz meyve testi, her bir patojen izolati igin
her tekerriirde | meyve ve her meyvede 2 farkli
inokulasyon noktasi olmak tzere 8 tekerrlrli olarak
kurulmustur. Pozitif kontrol olarak, daha dnce kesin
tanisi yapilmis olan bir Pss (RIPF mo Pss) ve Psm (RIPF
25 Psm [, RIPF 77 Psm 2) izolatlari kullanilmistir.
Negatif kontrol uygulamasinda ise meyvelerde igne ile
acllan inokulasyon noktalarina steril su verilmistir.
Uygulama goren meyveler, sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edilmis kapakl plastik kutular icinde, gift
katli, nemlendirilmis steril kurutma kagitlar tzerinde,
ylUksek oransal nem saglanarak 24 °C’de 5-6 gilin
siireyle inkubasyona birakilmistir. inkubasyon sonunda
gelisen belirti tipine bakilarak Ps pathovarlarinin ayrimi
yapilmistir.
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Cizelge |. Calismada kullanilan test patojeni bakterilere iliskin bilgiler

izolat izole Edildigi izole Edildigi

No izolatin Adi Yil Konukgu izole Edildigi Yer
| P99 2009 Seftali Buruncuk, Izmir
2 PlI1/2 2009 Seftali Davutlar, Aydin
3 P29/2 2009 Seftali Avsar, Manisa

4 P32/2-b 2009 Seftali Dombayli, Manisa
5 P39/3 2009 Seftali Kemalpasa, Izmir
6 P95/2 2009 Seftali Ayrancilar, izmir
7 P40/3 2009 Seftali Bigadig, Canakkale
8 P39/2 seftali gicek 2009 Seftali Kemalpasa, Izmir
9 Badem 2010 Badem Yalova

10 Dal 2010 Kiraz Kemalpasa, izmir
|l Da2 2010 Kiraz Kemalpasa, izmir
12 Da3(l) 2010 Kiraz Kemalpasa, izmir
I3 Da3(2) 2010 Kiraz Kemalpasa, izmir
|4 Da4 2010 Kiraz Kemalpasa, izmir
I5 Badem Yalova 201 | Badem Yalova

6 RIPF mo Pss 2010 Referans kdltir Polonya

7 RIPF 25 Psm | 2010 Referans kdltir Polonya

I8 RIPF 77 Psm 2 2010 Referans kdltur Polonya

Molekiiler tanilama

Sert gekirdekli meyve agaglarindan elde edilen bakteri
izolatlarinin - molekiler tanisi,  biyokimyasal ve
patojenisite testlerinden sonra, Ps pathovarlarinin
birbirinden ayirt edilmesinde ©nem tasiyan syrB
(syringomycin sentezi), cfl (coronatine sentezi), cts,
rpoD, gyrB ve gapA (housekeeping genler) genleri igin
spesifik primerler kullanilarak PCR  yontemi ile
gergeklestirilmistir (Cizelge 2).

Pss’nin (syrB geni) ve Psm’nin (cfl) geninin molekdler
tanisi Obradovic (2010)’a gore yapilmistir.

PCR drinleri %1.5’lik agaroz jelde 100 Voltta 40 dk
yuritilmustir. Psm irkl tanisinda cfl geni i¢in 650 bg
bant olusumu beklenirken Psm irk 2 i¢in bant olusumu
beklenmemistir. Pss tanisinda syrB geni i¢in 752 bg bant
olusumu beklenilmistir (Janse, 2010; Obradovic, 2010).

PCR iiriinlerinin sekans analizi ile belirlenmesi
Molekiler calismalarda kullanilan cts, rpoD, gapA ve
gyrB genlerinin primerleri kullanilarak elde edilen PCR
Grlnlerinin jelde yuritilmesi sonucunda
transilluminatorde gozlenen spesifik DNA  bantlari
jelden ekstrakte edilip saflastirilarak (DNeasy jel
ekstraksiyon  kiti, QIAGEN) sekans analizine
gonderilmistir. Sekans analizi ABD Oregon State
Universitesi  Biyolojik Bilimler Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji laboratuarinda yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari

Kiraz, seftali ve badem agaglarinin farkli organlarindan
bakteriyel kanser siiphesi ile izole edilmis 15 Ps
pathovari ve referans Pss, Psmirk | ve irk 2 izolatlari ile
yapllan LOPAT (+---+) testlerinde referanslara
dayanilarak elde edilen sonuglara gore P11/2, P29/2,

Cizelge 2. syrB, cfl, cts, gapA, gyrB ve rpoD genlerinin oligonlikleotit dizilimi

Baz Uzunluk

Primer Oligoniikleotit Dizilimi (be) Literatiir

syr Bl (F) CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG 759 Sorensen ve ark.,
syr B2 (R) TCGATTTTGCCGTGATGAGTC 1998

cfl Primer! (F) GGC GCTCCCTCGCACTT 652 Obradovic, 2010;
cfl Primer 2 (R)  GGT ATT GGC GGG GG TGC Schaad ve ark., 2001
cts (F) AGTTGATCATCGAGGGCGCWGCC c4)

cts (R) TGATCGGTTTGATCTCGCACGG

gapA (F) CGCCATYCGCAACCCG 476

gapA (R) CCCAYTCGTTGTCGTACCA Sarkar ve Guttman,
gyrB (F) MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC 507 2004

gyrB (R) TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC

rpoD (F) AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG 575

rpoD (R) GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG

J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. 3, 2020
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Cizelge 3. Pseudomonas syringae izolatlarinin LOPAT ve GATTa testlerine karsi reaksiyonlari

LOPAT sonuclan

GATTa sonuglan

o)
v
>
-

izolat adi

sivilasmasi

Tartarate
kullanimi

Jelatin Aesculin  Tyrosinase

hidrolizi aktivitesi

P99

Pl1/2
P29/2
P32/2-b
P39/3
P40/3
P95/2
P39/2 seftali gicek
Dal

Da2

Da3(l)
Da3(2)

Da4

Badem
Badem Yalova
RIPF mo Pss
RIPF 25 Psml
RIPF77 Psm?2
Pss*

Psm*

Psmrk *
Psm irk 2*

+++++F A+ o+ o+t
+ 4+ 4+ o+ A+

+ 4+

+ - -

+/- -

+++ o+ o+
+ 4+ A+ + 4

+ 4+ + + + A+ +

+
+
™

- - + +
- + - +

*Referanslara dayanilarak elde edilen test sonuglaridir (Schaad ve ark., 2001).

P32/2-b, P40/3, Da3(l), Da3(2), P39/2 seftali gigek,
Badem ve Badem Yalova izolatlarinin Ps pathovari
olduklarina karar verilmistir (Cizelge 3). P99, P39/3 (--
-+), P95/2 (-----), Dal (+----), Da2 (++--+) ve Da4
(++---) izolatlarinin LOPAT testi sonuglarindaki bazi
farkliliklar nedeni ile Ps pathovari olup olmadiklar
konusunda kesin bir sonuca varilamamistir.

LOPAT testi (Lelliot ve ark., 1987) bitki patojeni
floresan Ps’nin diger Pseudomonas tlrlerinden ayirt
edilmesinde kullanilan 6nemli testlerdendir (Bultreys ve
Kaluzna, 2010) ve sert gekirdekli meyve agaglarinda
bakteriyel kansere neden olan Pss, Psm irk | ve Psm irk
2’nin kesin  tanisinda  uygulanan  klasik  tan
yontemlerindendir (Kaluzna ve Sobiczewski, 2009).
Calismamizda 9 Ps izolati LOPAT testinde referans
kiltlirler ile ayni sonuglari vermis ve daha Once
saptanan bulgulari destekler bulunmustur (Bultreys ve
Kaluzna, 2010). LOPAT testi sonuglarina gore 9
izolatin Ps oldugu belirlenirken Pss ve Psm olarak ayirt
edilebilmeleri diger biyokimyasal, patojenisite testleri
ve molekdler tanilama yontemleri ile yapilabilmistir.
Psmirk | ve irk 2 ayriminda kullanilan GATTa [Psm irk
[: GATTa (-++), Psm irk 2: GATTa (-+-+)]
testlerinde referanslara dayanilarak elde edilen
sonuglara gore, bazi biyokimyasal testlerde sapmalar
olmakla birlikte, Cizelge 3’de goriildigu gibi P11/2,
P29/2, P32/2-b, P40/3, Da3(l), Da3(2), Badem,
Badem Yalova ve P39/2 seftali ¢gigek izolatlarinin Pss
olduklarina karar verilmistir. Diger izolatlarin ise
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LOPAT ve GATTa testleri  sonuglarindaki
farkliliklarindan dolayr Psm olup olmadiklari konusunda
kesin karar verilememistir.

Bultreys ve Kaluzna (2010) Pss ve Psmirk |’in ayriminda
GATTa testlerinin spesifik testlerden biri oldugunu
vurgulamistir.  Lattore ve Jones, (1979) yaptiklan
gaismada Pss ve Psm’nin tanisinda, tyrosinase
aktivitesinin belirlenmesi diginda, GATTa testlerinin
gabuk tanilamada gtivenilir oldugunu rapor etmislerdir.
Calismamizda |5 bakteri izolatinn GATTa testi
sonuglarina bakildigi zaman 9 izolatin Pss olduklari ve bu
test sonuglarinin LOPAT testi sonuglari ile de tutarli
oldugu gorilmistir. LOPAT ve GATTa [Pss igin
GATTa (++--), Psmirk | igcin GATTa (--++), Psmirk 2
icin GATTa (-+-+)] (Schaad ve ark., 2001: Obradovic,
2010; Janse, 2010) testlerinden elde ettigimiz sonuglar
yukaridaki diger bulgulari da dogrulamaktadir.

Karbon kaynaklarinin kullanimi

Karbonhidrat kaynaklari kullanimi testi sonuglarina
gore P11/2,P29/2, P32/2-b, P40/3, Da3(l), Da3(2),
Badem, Badem Yalova ve P39/2 seftali cicek izolatlari
sorbitol, mannitol, erythritol ve inositol testi sonuglar
referans Pss izolati ile ayni olup bu izolatlarin Pss
olduklarina karar verilmistir. P99, P39/3, Da3(l),
Da3(2) izolatlarinin sorbitol, mannitol, erythritol,
inositol ve lactic acid test sonuglari referans Psm irk |
ile aynidir, ancak LOPAT ve GAT Ta test sonuglarindaki

J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. 3, 2020
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Sekil I. A in-vitro da syringomycin lretimi Pss (zon olusan) ve Psm (zon olusmayan), B: buz ¢ekirdegi olusturma
aktivitesi beyaz renkli olanlar (+), seffaf gorinimli olanlar (-), C: Patojenisite testi sonuglar (soldan saga)
kahverengi-siyah ¢okiik lezyonlar, suda haslanmig ve negatif kontrol.

tutarsizliklar nedeniyle bu izolatlarin Psm olduklari
konusunda kesin bir sonuca varilamamistir. P95/2 ve
Da 4 izolatlarinin ise inositol test sonuglarinin negatif
olmasi nedeni ile Psm irk | ya da irk 2 olduklarina bu
test ile karar verilememistir.

Buz cekirdegi olusturma aktivitesi ve In-vitro’
da syringomycin liretiminin saptanmasi

Buz gekirdegi olusturma aktivitesinin (INA) saptanmasi
Pss ve Psm izolatlarinin ayriminda anahtar rol
oynamaktadir (Bultreys ve Kaluzna, 2010). Pss izolatlar
INA* bulunurken, Psm izolatlari INA" dir (Sile ve
Seemiiller, 1986). Bu test sonucunda Pl /2, P29/2,
P32/2-b, P40/3, Badem, Da3(l), Da3(2), P39/2 seftali
cicek, Badem Yalova izolatlari olmak tizere toplam 9 Ps
pathovari INA" sonug vermis ve Pss olarak
degerlendirilmistir (Sekil 1). Ozellikle de bu test
GATTa" izolatlari i¢in oldukga spesifiktir ve GATTa
izolatlari icin ise nadir olarak pozitif sonug vermektedir
(Lattore ve Jones, 1979). I5 Ps izolati ile yapilan

LOPAT, GATTa test sonuglari da birbirini
desteklemektedir.

In-vitro’da syringomycin liretiminin
saptanmasi

Syringomycin  aktivitesi  biyolojik ve molekdler

yontemlerle saptanabilmektedir. Biyolojik test yontemi
olan in-vitro syringomycin aktivitesinin belirlemesi test
sonuglarina gére |5 Ps izolatindan 9’u engelleme zonu
olusturmus olup pozitif olarak degerlendirilmistir, diger
6 izolat ise negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil I).
Ancak; Ps pathovarlarinin ayirt edilmesinde kullanilan
syringomycin aktivitesi sonuglari Pss ve Psm’nin
ayrminda  belirleyici olsa da klasik tanilama
yontemlerinden sadece bu testin kullanilmasinin her
zaman givenilir sonug vermeyebilecegi belirtiimektedir
(Kaluzna ve Sobiczewski, 2009).

Patojenisite testi sonuglari

Sert gekirdekli meyve agaclarindan izole edilen Ps
pathovarlarini Pss ve Psm diizeyinde ayirt etmek igin
ham kiraz meyvelerine patojenisite testi uygulanmistir.

J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. 3, 2020

Inokule edilen kiraz meyveleri yliksek oransal nem
altinda inkiibasyona birakildiginda 4-5 gilin iginde
belirtiler olugmustur. inkubasyon sonunda meyveler
tizerindeki inokulasyon noktalarinda olusan siyah ¢okiik
belirti Pss, suda islanmis-haglanmig belirti ise Psm olarak
degerlendirilmistir. Biyokimyasal testler sonucunda,
ayirt edici bir tani sonucuna ulagilamamakla birlikte,
ham kiraz meyvelerinde gergeklestirilen patojenisite
testi sonuglarina gore P99, P39/3, P 95/2, Dal, Da2,
Da4 izolatlarinin inokulasyon noktasi gevresinde suda
haglanmis lezyonlar olusturmasi nedeniyle Psm’ye daha
yakin oldugunu; P11/2, P29/2, P32/2-b, P40/3,
P39/2 seftali gicek, Da3(l), Da3(2), Badem, Badem
Yalova izolatlarinin ise ige ¢okik siyah lezyonlar
olusturmasi nedeniyle, Pss’ye yakin olduklarina karar
verilmistir (Sekil I). Ham kiraz meyvelerinde yapilan
patojenisite testi sonuglarinin literatir bulgularini
destekleyici nitelikte oldugu saptanmistir (Kaluzna ve
Sobiczewski, 2009; Kaluzna ve ark, 2010). Ps
pathovarlarinin  birbirinden  ayirt  edilmesinde,
patojenisitesinin  belilenmesinde ve tanilanmasinda
ham kiraz meyve testinin 6nemli ve pratik bir yontem
oldugu gorilmektedir (Bultreys ve Kaluzna, 2010).
Ayrica, galismada testlenen |5 Ps pathovarinin 9’unun
belirgin bir in-vitro syringomycin aktivitesi bulundugu ve
bu 9 izolatin ham kiraz meyvelerinde gergeklestirilen
patojenisite testinde pozitif sonug verdigi saptanmistir.
Bu sonuglar, in-vitro syringomycin aktivitesi ile
virulenslik arasinda korrelatif bir iliski bulundugunun
gostergesi olarak yorumlanmistir.

Molekiiler tani sonuglari

LOPAT, GATTa, INA ve patojenisite testi sonuglarina
gore Ps pathovari oldugu kesinlesen P11/2, P29/2,
P32/2-b, P40/3, Da3(l), Da3(2), Badem, Badem
Yalova ve P39/2 seftali cicek izolatlarinin molekiiler
tanisi syrB ve cfl genleri dikkate alinarak yapilmistir.
Dokuz P. syringae pathovari yapilan PCR sonucunda
syrB geni i¢in 752 bg¢’de bant olustururken cfl geni igin
652 bg’de bant olusturmamuslardir (Sekil 2). Her iki gen
icin de yapilan PCR sonuglarina gore bu izolatlarin Pss
olduklarina karar verilmistir. Molekiler tanilama
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Sekil 2. Fitotoksin Ureten syrB ve cfl genlerinin molekiiler tanisi: syrB (A) ve cfl (B). |: P11/2,2: P29/2, 3:
P32/2-b, 4: P40/3, 5: Badem, 6: Da3(l), 7: Da3(2), 8: Badem Yalova, 9: P39/2 seftali cicek, Pst: Pseudomonas
syrinage pv. tomato, Pst-re: Pseudomonas syrinage pv. tomato reizolasyon, NC: Negatif Kontrol, M: marker

(GeneRuler 100 bp DNA ladder).

yontemleri ile Ps’nin farkli Gyeleri tarafindan Uretilen
farkli fitotoksinler, toksin tretiminden sorumlu genlerin
teshisi temeline dayanan molekiler tanilamada yol
gostermektedir (Bultreys ve Gheysen, 1999). syrB
geninin (Syringomycin sentezi) molekiiler tanisi da
olduk¢a onemlidir. Calismamizda syrBl ve syrB2
spesifik primerleri kullanilarak fitopatojenik streynleri
tanilamak igin in-vitro syringomycin aktivitesi testinde
pozitif sonug veren 9 Ps izolatinin fitotoksin temelli
molekiler tanisi  yapilmistir. Molekiler tanilama
sonucunda lipodepsipeptit treten Pss izolatlarinin syrB
geni spesifik primerlerin de Pss ve Psm izolatlarinin ayirt
edilmesinde glivenilir oldugu gorilmistir (Bultreys ve
Gheysen, 1999). syrB temelli PCR testinde sadece Pss
752 bg¢’de bant (Obradovic, 2010) olusturdugu igin
Pss’yi Psm’den ayirt etmede molekiiler tanilama
yontemlerinin yardimci oldugu bu galismada bir kez
daha dogrulanmustir.

Pss, Psm irk | ve irk 2'nin ayirt edilmesinde kullanilan
diger bir molekiler yontem de bitkilerde klorozise
neden olan cfl geni (coronatine sentezi) molekdler
tanisidir (Mitchell, 1982). Calismamizda 9 Ps izolatinin
cfl gen temelli yapilan PCR sonucunda 652 bg’de bant
olusturamamiglardir. Kiraz agaglarindan izole edilen
Psm streynlerinin %98’inin coronatine Urettikleri (Liang
ve ark, 1994) fakat buna ragmen coronatine
Uretmeyen pv. morsprunorum  streynlerinin  de
tanilandigr belirtilmistir (Mitchell ve ark., 1983; Ullrich
ve ark., 1993). syrB ve cfl geninin PCR testleri sonuglari
birbirini desteklemektedir ve 9 bakteri izolatinin Pss
olarak kesin tanisi yapilmistir.

Molekiiler karakterizasyon

cts, rpoD, gapA ve gyrB genlerine spesifik primerler
(Cizelge 2) ile yapilan PCR sonucunda Pss izolatlari cts
geni i¢in 542 bg, rpoD geni igin 575 bg, gyrB geni igin 507
bg, gapA geni igin de 476 bg’'de bant olusturmuslardir.
Bu bantlardan ekstrakte edilen DNA’lar sekans
analizine gonderildiginde saptanan baz dizinleri NCBI
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gen  bankasindan  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
Nucleotide-nucleotide Blast (blastn) ve aligment
programlari ile eslestirildiginde cts, rpoD, gapA ve gyrB
genleriyle %99 benzerlik endeksi ile Pss olarak
tanilanmistir.

Yamamoto ve ark. (2000), filogenetik analizi, gyrB ve
rpoD genlerinin niikleotid sekanslarini kombine ederek
yapmislar ve sonug olarak Pseudomonas igin teshis,
tanilama ve sinflandirmada gyrB ve rpoD temelli
sekanslarin gok kullanigl olabilecegini savunmuslardir.
Filogenetik galismalarda [6S rRNA’nin yeterli olmadig
ve 4 lokusun (gapl, gltA, gyrB ve rpoD) gen
fragmentlerinin sekansinin yapildigi galisma sonucunda
DNA sekans analizinin, Ps (sensu lato) iginde bilinmeyen
patojenlerin, tiir ve genomospecies diizeyinde
tanisinda kullanilabilir oldugu gorilmistir (Bull ve ark.,
2011). Calismamizda 9'u Pss olarak belirlenen |5
izolatin molekiler karakterizasyonuda kullanilan cts,
rpoD, gapA ve gyrB genlerine ait elde edilen sekans
analizi sonuglarinin da onceki ¢alismalardan elde edilen
sonuglar destekledigi gorilmektedir.

Sonug olarak, bu calismada seftali ve kiraz gibi sert
cekirdekli meyve agaglarindan bakteriyel kanser
belirtilerinden izole edilmis Ps izolatlarinin klasik
yontemler, patojenisite ve molekiler yontemlerle
pathovar diizeyinde kesin tanisi yapilmistir. E. U. Z. F.
Bitki Koruma Bolimi Bakteriyoloji laboratuar
stoklarinda bulunan, sert gekirdekli meyve agaglarinda
bakteriyel kanser belirtilerinden elde edilen sinirli
sayidaki Ps izolatlarinin patojen olanlarinin timdniin Pss
olmasi, Pss ve Psm arasinda patojenisite agisindan
ekolojinin de belirleyici olabilecegini distindlirmustur.
Psm daha ¢ok yiiksek kesimlerde ve serin iklimde
saptanirken (Akkopri, 2016; Donmez ve ark., 2010;
Kotan ve Sahin, 2002), Pss ise kisi ilik gegen kesimlerde
sorun olmaktadir (Akbaba ve Ozaktan, 2019; Ozaktan
ve ark., 2008).
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