BARTERIYEL DUT YANIKLIGININ SIMPTOMATOLOJISI VE
ETMENI (Pseudomonas mori (Boyer and Lambert)
Stevens) ’ NIN BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI
UZERINDE CALISMALAR

Kizun TURKOGLU! Yavuz Emin OKTEM 2

GIR1g

Bakteriyel dut yamkhg yurdumuzun bir ¢ok yerinde Beyaz dut (Morus
alba) fizerinde tesbit edilmistir. Bremer et al. (1247 hastallk etmeni
{Pseudomonas mori (Boyer and Lambert) Stevens)'nin Izmir, An-
kara ve Divrik'te tesbhit edildifini hildirmektedirler.

‘Bremer (1954) geng yapraklarn hastabiga yakalanmagiyle, gayri munta-
zam bir geligme gdsterdiklerini, hastaligin cok ieri donemlerinde ise yaprak-
lann saranp ddkiildiigiinli, bazen meyvelerin kismen veya tamamen siyahlag-
tugini, Karaca (1966) bakteriyel dut yamkligamn yapraklarda san lekeler
hslinde bagladifiny, bu lekelerin zamanla kahverengine sonra da siyaha don-
diiglinil, lekelerin etrafinda sar renkli bir halenin meydana geldigini ve siir-
glinlerdeki lekelerin zamanla kabak nekrozu haline ddniigtligiinii. bildirmelt-
tedirler.

Klement et al. (1960) hastalifin Avrupa'da yaygun oldufuna ve Macaris-
tan’in bir cok bolgelerinde beyaz dut afaglarmin yaprak, siinglin ve dallarin-
da zararlar yaptifma igaret ctmekte, P=s. mori ile yapilan enfeksiyvon
galigmalarm sonucunda gene stingiinlerde 8lim meydana geldigini bildirmek-
tedirler. Ath gegen yazarlar Ps .mori var. huzi’ ' nin dut ya.prak‘va glir-
ginlerinde meydana getimmis oldugu simptomlarin P s. mori’ ninkine' tam
olarak benzedigine fakat biyokimyasal Szellikieri, faj aktivitesi ve antijentk
streliktiir bakimindan farkll olduguna isaret etmektedirler.

Breed et al. (1857) Ps. mori’ain King B ortaminda fluoresan pigment
teglell ettigini, nitratlardan nitrit meydsana Uetlmedig'ini Jelatin, H,S ve {ndol
testlerinden negatif sonuclarin almdigan’ bildirmekte, % 4 Ik Na.cl:e!;suyu
ortaminda {ireme olmadifina, slit testinde yalniz a]ka.lizasyon elde edildifine
igaret etmekte, karbonhidratlarin fermantasyonunda gaz qiast teshit edilme-
digini - ‘nildirmeXktedir,

Klement et al. (1860), Klement ve Lovrekovich (1%€0) Ps. mori’nin
jelatin ve nigastanm hidrolizi, H,S ve indol tegkilinde megatif, amonyak ve
nitrat testlerinde pozitif sonu¢ verdigini bildirmektedir. Stit testinde koagulas-
yon ve peptonizasyonun negatif, altkolizasyopunun ise pozitif olduguna igaret

1 Bilge Zirgl Miicadele Aragtuma Enstitiisii Meyva ve Bag Hastaliklar; L4-
baratuvanm Sefi - ANKARA,

2. Bilge  Zirai-Milcadele Aragttmma Enstitiisii Meyva ve Bag Hastahklan La-
boratuvan Bagazsi-stam ANKARA.
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" etmektedirler. Karbonhidratlarin fermantasyonunda gaz gikigt teshit edilme-
digini, asit tegkilinin arabinoz, xyloz, glikoz, mannoz ve galaktozda kuvwvetli,
fruktoz ve raffinozda zayif, gliserin ve mannitolde gok zayif oldufunu bildir-
mektedirler. Maltoz, lalctoz, dextrin, dulsit ve salisin’de asit tegkili kaydedil-
medifine isaret etmektedirler.

Bu cahgmanmm amact Apkara'mn Delice Kazasindalkd hastahkl dutlarin
yvaprak wve slirgiinlerinden izole edilen patojen bakterinin meydana getirdigi
simptomlart incelemek ve biyokimyasal Ozelliklerini detaylh olarak aragtir-
maktir, Bu konuyla ilgili ¢ahsmalar Ankara Bdlge Zirai Miicadele Aragtirma
Enstitisiinde yapilmastir. :

MATERYAL VE METOD

Callgmada kullamlan hastalikh materyal Ankara Hinin Delice llcesindekt
Beyaz dut agaglamndan temin edilmigtir.

A — Patojenin imolasyonu :

Nekrozlu slirgiin, yvaprak wve yaprak saplarindan ahnan pancalar % 01 lik
sodywm hipoklorit eriyiginde tutulduktan sonra steril suyla yukamp ourmtma
kagitlan arasinda deurutulmustur. Steril bistiiri ile icliglik pargalara aynldik-
tan sonra aseptik olarait NSA (Nutrient Sucrose Agar) ortamina inokule
edilip 26°C de inkube edilmigtir.

B — Suni inokulasyon gaﬂigma.lam :

NSA ortamiyle izole edilen bakterilerin saf kiiltirleri elde edilmigtir.
BEfri besin ortamina ekim yapilmg ve 45 saatlik diremeden sonra bheyaz dut
fidanlarmn siingiin, yaprak ve vaprak saplarina enjelstirle bakteri siispansi-
yonu inokule -edilmigtir. Inokulasyon yerleri steril islak pamukla kapatilmig-
tir. Kontrol olarak brrakilmig olan dut fidanlamnwn slirgiin, yaprak ve yap-
rak saplarina da  steril su inokule edilmig steril islak pamulkia kapatilarak
d.iger fidanlarla birlikte maylon torbalar icerisine alinmig ve 72 saal sonra tor-
balar cikamlmistir.

Siirgfin, yaprak ve yaprak saplannda meydana gelmis olan mmrptaomlar-
iizerinde kesit calhigmalar: yapilimigtir.

C — Kﬁlturel ozelhkler :

Pato_]en bakterinin NSA ortaminda geligmesi;, koloni rengi ve gekli ve bii-
- yiikliigli incelenmistir. - Gram metoduyla boyammigtir. Ayrica hareketlitik-
muayenesi yaplmagtar., ' -

~D — Bayolmnnyasal testler

-—‘Flor'esan pigment tesgkili : - Cowan -ve Steel (1970) e gire yaprlmigtir.

" Olgsidaz testi: Kovacs (1956) mnetoduna gdre hazirlanmigtir. Ayrac ola-
rak 9% 1lik ‘Tetramethyl-p- -phenylene diamine dnhydrochlomde kullanydmgtyr.
10 saniye icerisinde mor rengin tegedkiilii pazimf olarak d’eg'erlendm{lrmgtlr
. Katalaz testi: % 31ik ¥,0, solusyonu ku1la.n11m1§ gaz kaabarcﬂclannm«

clltyl pozitif olarak degerlendlnlmlgm )
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Glikozun kullamimasi : Hugh ve Leifson (1953) a gbre yapimigtir.

Jelatinin hidrolizi : Beef ext. 3 gr, Pepton 5 gr, Jelatin (Difco) 120 gr.
- Destile su 1000 ml olarak hazrlanmigtir, Ortamin pH'st 7.0 dir. 115 °C de 20
dakika sterilize edilmistir. Inokulasyondan 7 ve 10 giin sonra degerlendirme
- yaptimighir, .

Nigastamn hidrolizi ; Pepton 5 gr, Beef ext. § gr, Nigasta 2 gr, Agar
(Difco) 15 gr, Destile su 1000 ml olarak hazrlanmigtir. Ortamin pH 7.0 dir.
10 1b 10 dakika sterilize edilmigtir. Inokulasyondan 3 ve 6 giin sonra Lugol
solusyonu e kontrol edilmigtir. .

Nitratlardan nitrit tegkili : Cruickshank et al. (1965) e gire yapilmmstir.
Inoltulasyondan 4 giin sonra A ve B solusyonlar ile kontrol edilmis ve mey-
dana gelen Xirmizi renk pozitif olarak degerlendirilmistir.

Solusyon A. 8 gr sulphanilic asit 1 litre 5 N asetikt asit iceriginde c¢ozii-
lerelt elde edilmigtir,

Solusyon B. 53 gr a-naphthylamine 1 litre 5 N esetik agit lgerisinde gbali-
lerek elde edilmistir.

Na(l tolerans : % 4 NaCl ihtiva eden nutrient hroth kultanilmmstir. Inodku-
lasyondan 7 giin sonra deferlendirme yapilmagtir.

Amonyak tegkili : Wilson ve Miles (1957) ye gére yapilmgtir, Inokulas-
yondan & giin sonra Nessler ayraci ile koptrol edilmigtir. Kahverengi remk
tegelduiihii pozz.tuf olarak kabul edilmigtir.

' Indol tegkili : Ewing ve Davis (1970) metoduna gdre yapimstir. Kovacs
ayract le kontrol edil].p pembe, koyu kirmizi renkler pozitif olara&{ degerlen-
dirilmigtir,

Metol Red : Cruickshank et al. '(1965) ¢ gire yaxpxlfm.matl.r. Inokulasyon-
dan 5 g'ﬂ.nz sonra .metll-rled indikattril ile kontrol edilip acrk kirmmizi renk
pozitif, sari renk ise negabif olarak degerlendirilmistir.

Voges: Proskauer testi: Cruickshank et al (1965)e gore yapilmgtar.

. Inokulasyondan 5 giln' sonra’ O’'Merd ve Barrift ayraclam ile Jontrol edtlip
pembe rengin. tegkili. pozitif olarak degerlendirilmigtir, L

‘ H,5 tegl-nh Peptonlu su kuJ.l&m:]umshr HS begkah ﬂnur.gmn a.setaxt emdi-
‘riimig- filitre k&g'lt]an ile kontrol edilmigtir. :

Siit testi: Yag ahnmug taze siite %1 oraJmnda, bmmkresolpurpur ilave
edilip tindelize edilmigtir. Inokulasyondan sonra meydana gelen degismelere
gore degerlendirme. yapilmigtir.

Tween 80in hidrolizi: Sierra (1956) ya giore yaprlmistir.

Kamainin hidrolizi : Skim milk 9 10, Pepton, %02, Beef ext. % 1, Agar
-{Difco) % 4 olarak hazirlanmg ve skim milk ayr olarak 15 b 5 dakika. sterl-
lize edilmigtir. Digerleri ise 10 1b 10. dakika. sterilize edilip karigtinidiktan
sonra inokulasyon yapilmigtir. 7 gilin sonra koloniler etrafmda -tege:lnkul eden

- opak zon pozitif olarak degerlendirilmigtir, :

Karbonhidratlarin fenmantasyonu : anthywnm]:bl:we 11avev eada.l;m-lls olan

‘peptonlu su kullanlmrgtir. - Bu ortama % 1 oramnda agagidaki gekerlerden
ilave edilmigtir. Hekzozlar : fruktoz, galaktoz, glikoz, Disalkaritler: laktoz,
maltoz. Trisakharitler : - raffinoz. Alkoller :- gliserin, mannitol. - Inokulasyondan
:.-sonra dewami -olaralk yap:lan g‘dzlemle aslt ve- lgaz gﬂusma gome deg'erlendar-
--me yaplmgtir. . I T AR ; -
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SONUCLAR

Hastahkly dut siingiinleri, yaprak nelrozlam ve saplarindan yapmlan izo-
lasyontarda geligmis olan bakterilerin saf kiiltiirlerl elde edilmistir, Bu kiitiir-
lerle yapilan inckulasyonlardan 20 giin sonra -yaprak ve yaprak saplarnda
ver yer nekrozlar tesbit edilmigtir. Yapraklardaki nekrozlarin orta kismi basg-
langigta kahve renkli olup zamanla siyahlagmaktadir. Nekrozlarin etrafi sart
renkli hir hale ile cevrilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Ps. movi’nin suni inckulasyonu sonucunda dut yapraklarnnaa -
meydana gelen nekrozlar ve etrafindald sar renkli hale

-Dut -yapraklannda. meydana gelen lekeler ve etrafindaki sar renkli kisam-
lar dizerinden alinan Xkesitlende hiicre icerisinin tamamen bakteri Kitlesiyle
dotu oldugn, hiicre -zarlammn eridifi tesbit edilmigtir.

Kontrot otarak steril su inokule edilinig olan dut yaprak ve yaprak sap-
larmda herhangi bir geligme tesbit edilmemistir,

Inokulasyon yerleri etrafindaki dokumun saflam ve normal yegil -renkli
oldugu gdriidmiigtiir . (Sekil 2).

Léibhoratuvar gartlarinda yapraklarda eide edilmig olan lekeler doga gart-
lanindaki simptomls tam bir benzerlik goéstermigtir, Bu nekrozlarin zamanla
bityllyerek birbiriyle birlegtifi ve lekelerin orta Jnsmunm luruyarak doldildbgi
yaprafin parcall bir gekil aldifn gdriilmiigtiir (Sekil 3).
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Sekil 2. Steril su inokule edilmiy olan kontrol yaprak.

Suni inokulasyon sonucunda silingiinlerde meydana gelmig olan siyah leke-
ler incelendiginde dcoku icerisinde bakteri kitlesinin kesif oldugu gbriimiistiir.
Bu lekeler zamania uzunlamasina geiigmeler géstermis, slirgdiniin her tara-
fina, yayilarak - gelismesini engellemis ve daha sonra da kurumasina yol
acmighir (Sekil 4,5,6).

Kontrol olarak steril su inokule edilmiy olan sfirgfinlerde herhangi bir
gelisme gorimemisgtir. '

Doga gartlarinda dut siirgiinlerinde meydana gelmig olan kabuk nekroz-
lart incetendifinde siyahlasmanin sadece kabufa inhisar ettigi tesbhit edilmig-
tir. Anecak uzun zamandan bheri nekroze olmug sirgiinlerde siyahlagmann
kambiyuma kadar ilerledifi ve kabufun iceriye dofru ¢bkmiiy oldufu kayde-
dilmistir (Sekil 6).

Hastalkh dut siirgiinlerinde bulunan meyvelerde de yer yer siyahlagma-
lar tesbit edilmigtir. Bu meyvelerden yapilan izolasyonlardan sonug elde edile-
mernigtir.

Patojen oldufu gergekleymis olan bakteri NSA ortaminda beyaz parlak
renkll kiiclik koloniler meydana getirmigtir. Gram-negatif olarak tesbit edil-
mig olan bakterinin hareket)i oldufu gdriilmiigtiir.

Inokulasyon cahgmalart sonucunda meydana gelmig olan nekrozlardan
yapilan re-lzolasyonlarda aym patojen elde edilmnigtir,
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Jekil 3. A — Saglam dut yaprag B — Lekelerin kuruyup ddkiilmesi
sgrucu parcalanrig hasta yvaprak

Enfeksiyon galigmalari sonucunda patojen oldufu kati olarak tesbit edil-
mig olan kiiltiiriin King B ortaminda pigment teskil ettifi gbniilmiigtiir. Oklsi-

daz testinden negatif sonu¢ ahmmstir, zira 10 saniye icerisinde renk degigimi.
olmamighir, Jelatinin ve nigastanin hidrolizinden negatif sonuclar alinmagtir. .

. Glikozun kulanilmasinda sadece agik tiiplerde gel.ignme' 01m1i§, parafinle lapl

tiiplerde gol, .az bir renk deZigsmesi. goriilmiig, bbylece patojenin gflikozu

oksidatif olarak kullan11d1g1 teshit edilmigtir. Katalaz testinden pozitif sonug:

abnmigtir,. % 51ik NaCl ihtiva eden putrient bhroth ortaminda lireme tesbit
edilmemig ve NaCl tolerans: negatif olarak degerlendirilmistir. Amonyak tesg-

kill pozitit olarak sonuglanmigtir. Indol, metil-red ve H,S testlerinden negatif”

deferler elde edilmistir. Voges-Proskauer testinden gecikmeli pozitif bir netice
alimmigtir. Siit testinde koagulasyon ve peptonizasyon gorilmemis olup alko-
. lizasyon tesbit ed11m1§t1r Tween 80 nin hldrollzinde ikoloniler etrafinda opak

bir zon tesbit edllmls ve pozitif ola.rak degerlendln ]Tl].§t1!' Nltmt tegl«mh negatlf '

sonug vermisvir. Kazeinin hldrohmnde kolon.ler gevresmde opalk b]r gemFbea :

goriilmemig ve negatif olarak tasblt edmmlgtlr Blyoklmyaasa.l test sonwgla.rl-”

- .

" Cétvel 1 de topluca verlhrmstlr T T <
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i

Sekil 4. Suni inclukasyon ¢ahgmalar sonugunda Ps. mori’nin
I “kuruttugu siirglin ' I

CETVEL 1
Ps. mori’nin biyokimyasal test sonuclar

King B ortaminda pigment teglkili +
Oksidaz : —
Jelatindn hidmolizi
Nigastamn hidrolizisi -
Glikozun kullanimasi
Acik

Kapali

Katalaz

NaCl tolerans

Amonyak teghkili

Tndol testi

Nitratlardan nitrit tegkili
Metil Red testi .
Siit testi : Alkalizasyon
VP testi o + gecikmeli
Kazeinin hidrolizi } [ —

Tween 80nin hidrolizi ‘ ' +

|

oksidatif

L+ + [+

+ Pozitif sonug
— Negatif sonug - o S i
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Sekil 5. Buni inckulasyon calhgmnalarn sonucunda Ps. mori'nin
slirglin ve yaprak sapinda meydana getirmis oldugu
siyah lekeler

Karbonhidratlarnn fermantasyonunda gaz cikist tesbit edilmemigtir. Pato-
jenin, arabinoz, xylez, glikoz ve galaktoz da kuvvetli, fpuktoz ve raffinczda
zayif, gliserin ve manniteide cok zayf asit tegkil ettifi teshit edilmistir, Lak-
toz ve maltoz'da asit tegkili gbrilimemistir (Cetvel 2).

CETVEL 2

Ps. mori’nin karhonhidratlara etkisi

i ! ' ! l
N ! : ; e ! |
[=] ! ; ] 8 ; =l =
. N =] ] . ht
=12 3804|8515 :
< | ki % |8 |& |5 |3 8| =
i , [
Astl 44l — | bbb b | = A
Gaz 2 — : — — —_ = — — . . —

1 Asgit | AsH tegkili Xuvvetli + 4 4, Zayif + 4, ¢ok zayf 4, Yok —
2 Gaz : Gaz tegkili yok —
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Sekil 6. Ps. mori’'nin doga: gartlarinda. meydana getirdigi
kabuk nekrozlari

.

MUNAKASA VE KANAAT

Tzolasyon cahgmalan senucunda elde edilmig olan bakterilerin saf kdtltiir-
leriyle yapalan patojenisite calismalar: miishet neticeler vermistir. Dut fidan-
lannmin siirgiln, yaprak ve yaprak saplarinda meydana getirmis coldufu belir-
tiler kullanilmis olan kiiltiriin patojen oldugunu ispatlamaistir.

Sonuclar hélimiinde belirtildigi lzere patojenisite caligmalar1 sonucunda
elde edilmis olan simptomlar Bremer (1954), Karaca (1966) ve Klement et al.
(1960} tarafindan dogrulanmakiadir.

Patojenin kiiitiirel 6zellikleri, King B ortaminda fluoresan pigment tes-
kil etmesi, H,S, nitratlardan nitrit tegkili ve indol testlerinden negatif sonug-
lar vermesi, siitiln alkalizasyonu, jelatini hidrolize etmemesi ve < 4 litk NaCl
“ihtiva eden et suyu ortaminda iirememesi Breed et al. (1957) tarafindan dog-
mlanmaktadir.

Amonyak tegkilinin pozitlf ve nigastanin hidrolzinde negatif sonuglar
-vermesi, arabincz, xyloz, glikoz ve galaktozun fermantasyonunda .asit tegki-
lipnin ‘kuvvetl, fruktoz ve raffinozda zayif, gliserin ve mannitolde cok zayf
olmas:, maltoz ve laktozda asit tegkil etmemesi, fernmantasyon sirasinda gax
teskilinin gériilmemesi Klement et al. (1860), Klement ve Lovrckovich (1960)
tarafindan teyit edilmektedir. o e
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Oksidaz, katalaz, glikozun kullamlmas, metil red, Voges-Proskauer,
twean -80. vie lkazem,m hidrolizinden” a.lmmlg ula.n neticeler adi gegen yazarlarnn
cahigidalarinds -yer almamagtir, Fakat 1892 numarali orijinal Ps. mori
kiiltliriiyle yapimi§ olan mukayeseli gahgmada, orijinal kiiltlr, izole edilen
patojen Pseudoumoma.s -~ ile biyokimyasal testlerin heps.lmde aynl sonug-
lar. vernﬁgtlr R ‘ '

B&toje.mshte gé;hg:malé.m - kiiltiirel wve biyokimyasal testler sonuwcunda
izole edilen patojenin Pseudomonas mori (Boyer and Lambert)
Sbeivetna oldrug‘u ?ka.naatma varimgtur. Coe -

OZET

"An:k.a.m.a.’hm ‘Delice Kazasmda dutlarda tesbit edilmis olan bakteriyel h’as-
taliFin teghisini yapmak amaciyla izolasyon, patojem]isirbe ve__-biaroldmya.sal ca:-
lIigmalar yapilmastir, '

Patojenisite galigmalar sonucunda izole edilen bakterinin patojen oldugu
'saptanmmg ve re-izolasyonlarda da aym bakteri elde edilmigtir. 1892 numarall
orijinal Ps, mori kiltirlyle yaplan biyokimyasa! galrgmalardan ayni so-
‘nuclar alinmmg, biylece patojenin Pseudomonas mori (Boyer and
Lampbert) Stevens oldugu kanaatina vardmistir.

TESEKKUR

Bu g¢aligmanin yapiimasinda ihtiya¢ duydugummuz bazi kimyasal madde-
lerin ve literat{iriin temininde gdsterdikleri ilgiden dolayn BDH Chemicals
Ltd."s ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastinma Kurumuna tegeltkiirler ederiz.

SUMMARY

STUDIES ON THE SYMPTOMATOLOGY AND THE BIOCHEMICAL
CHARACTERISTICE OF EBACTERIAL: MULBERRY ELIGHT CAUSE
(Psaudomonas mori (Boyer and Lambert) Stevens).

The study was carried out in order to identify the cause of the Dbacterial
disease which was seen on mulberry (Morus alba) trees in Delice
province of Ankara.

Pure cultures of the pathogene were obtained by severel isolations and
the bacteria suspension was inoculated.in the leaves and twigs of mulberry,
and the inoculated portions are kept in polyethylene bags. Sterile water was
inoculated in the control twigs and ieaves. The bags were taken off three
days later.
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Necroses have been observed on the leaves and twigs during the check-
-ups which were made 20 days after the inoculation. Those twigs died off
afterwards. The same pathogene bacteria were found in thé later re-isolations.

The bacterium was found to be gram-negative, slow growing, shiny, white
and din small colonies. S :

The iochemical tests such as King B, oxidative metabolism of glucose,
ammonia production and hydrolise of Tween 80 were found to be positive but
-oxidase test, indol production, starch hydrolysis, methy red, casein hydrolysis
gave negative result. Alkalisation was obtained in milk.

In the fermentation of carbohydraies, arabinose, xylose, glucose, galactose
aci@ formotion is fast, with raffinose and fructose it is slow but very slow
‘with glycerol and mannitol. No gas formation is found.

The pathogene is found to be Pseudomonas mori (Boyer and
Lamibert) Stevens after the symptcems, cultural characteristic and biochemical
studies,
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