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Dogu Akdeniz bolgesinde yetisen misir (Zea mays) bitkisinin yeni bir bakteriyel hastaligi:
Dickeya zeae'nin neden oldugu bakteriyel sap clirtikliigi

A new bacterial disease of maize (Zea mays) in the Eastern Mediterranean Region: bacterial stalk rot
disease caused by Dickeya zeae
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Methods and Results: Plants showing bacterial stalk rot disease symptoms
were collected from maize fields in Adana and Osmaniye provinces and 29

Keywords: bacterial strains were obtained in the study. Totally 22 of the obtained
Dickeya zeae, bacterial stalk rot, maize, strains caused soft rot on potato slices in pectolytic activity tests and
diagnosis, identification. showed positive results in pathogenicity tests on maize seedlings.

Morphological, physiological and biochemical tests, MALDI-TOF and PCR
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2.332; 2.339; 2.364 and 2.365 score values. In the PCR test using the
ADE1/ADE2 primer pair, all of our strains were identified as Dickeya zeae
by forming bands of 420 bp.

Conclusions: In the study, the stalk rot disease caused by Dickeya zeae was
observed for the first time in maize fields in Adana and Osmaniye
provinces. Therefore, it is necessary to take precautions with cultural
measures against the disease, which has no chemical control. So, the use
of healthy and certified seeds, drip irrigation instead of wild or sprinkler
irrigation, removal of all diseased plant residues from the fields, and
increasing the microbial activity of the soil by beneficial microorganisms
are important strategies in the management of the disease.

Significance and Impact of the Study: Dickeya zeae causal agent of
bacterial stalk rot disease of maize has been isolated and identified from
diseased plants such as symptoms of water-soak appearance, browning,
softening, rotting, unpleasant odour and collapse of the stalks in Adana
and Osmaniye provinces.
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GIRIS

Ulkemizde ve diinyada genis alanlarda tretimi yapilan
misir (Zea mays L.), Poaceae (Bugdaygiller) familyasina
bagh tek wyilhk ve vyazhk bir bitkidir. Dinya misir
Uretiminde Amerika Birlesik Devletleri, Cin Halk
Cumhuriyeti ve Brezilya ilk U¢ sirayr paylasmakta olup
Tirkiye yaklasik 691 bin ha alanda gerceklestirdigi 6.5
milyon ton musir Gretimiyle 23. sirada yer almaktadir
(Anonymous, 2020). Ulkemizde birinci ve ikinci Griin
olarak yilda iki kez yetistirilebilen, ekonomik acgidan
onemli bir kiiltdr bitkisi olan misirin un, yag, tatlandirici,
hayvan yemi ve islenmis gida (patlamis misir veya
haslanmis  misir) gibi genis  kullanim  alanlari
bulunmaktadir. Misir tanesinin yaklasik % 70’i nisasta %
10’u protein, % 5’i yag, % 2’si seker, vitamin A ve
pentozanlardan olusmaktadir (Kirtok, 1998). Diinya’da
yetistirilen yedi farkli misir grubu igcinde; at disi misir, sert
misir, unlu misir, seker misir, cin misir, mumlu misir ve
kavuzlu misir yer almaktadir (Bozokalfa ve ark., 2004).
Misir Gretiminde bircok biyotik faktor verim kaybina
neden olurken bunlar arasinda yer alan bakteriyel ve
fungal etmenler %8.5’a ulasan verim kaybi ile oldukga
ciddi ekonomik zarara neden olmaktadir (Oerke, 2006).
Dinyanin en 6nemli bakteriyel bitki patojenleri icerinde
yer alan Dickeya tirleri Dickeya zeae, D. dadantii, D.
dianthicola, D. chrysanthemi, D. paradisiaca, D. solani, D.
aquatic ve D. fangzhongdai'yi iceren sekiz tlirden
olusmaktadir (Samson ve ark., 2005; Parkinson ve ark.,
2014; Tian ve ark., 2016). Bu tirlerden biri olan ve diinya
capinda yayginlik gosteren Dickeya zeae (Samson ve ark.,
2005) (Syn: Erwinia chrysanthemi pv. zeae) misir,
patates, titin, geltik, muz, ananas, seker kamisi gibi
kaltur bitkileri ile krizantem, simbdl, Philodendron,
Brachiaria, gibi sis bitkilerinde yumusak ¢uriklik
hastaligina neden olmaktadir (Jafra ve ark., 2008; Toth
ve ark., 2011; Bertani ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2014;
Martinez-Cisneros ve ark., 2014; Ramachandran ve ark.,
2015; Kumar ve ark., 2017; Hu ve ark., 2018; Yanchang
ve ark., 2021). Diger Dickeya tirlerinden farkl olarak
Dickeya zeae’nin hem monokotiledon hem de
dikotiledon bitkileri enfekte edebilmesi farkli virtilenslik
ozelliklerine sahip oldugunu gostermektedir (Samson ve
ark., 2005).

Misirda sap c¢urukligine neden olan Dickeya zeae, gram
negatif, cubuk seklinde bir bakteri olup genellikle 8-11
adet peritrik kamgiya sahip hareketli bir bakteridir
(Kumar ve ark., 2015). Tohum ve toprak kdkenli olan bu
hastalik, ABD, Brezilya, Japonya, Hindistan, Pakistan,
Kore, Cin, Meksika, Endonezya ve Sirbistan’da rapor
edilmistir (Reifschneider, 1982; Thind ve Payak, 1985;
Sah, 1991; Nishat ve Mall, 2009; Myung ve ark., 2010;
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Martinez-Cisneros ve ark., 2014; Guan ve ark., 2019;
Proki¢ ve ark., 2020; Suriani ve ark., 2021; Yanchang, ve
ark., 2021). Musir Uretim alanlarinda sorun olan bu
hastalik, Ulkemizde ilk kez 2022 yilinda Gilneydogu
Anadolu bolgesinde Diyarbakir ili Bismil ilgesinde
saptanmistir (Caplik ve ark., 2022).

Patojenin enfeksiyon olusturmasinda ve hastaligin
gelisiminde yiksek sicaklik olduk¢ca 6nemlidir. Optimum
gelisim sicakligit 35°C’'nin Uzerinde olan bu bakteri
genellikle tropik ve subtropik alanlarda vyetistirilen
Urdnleri hastalandirir. Bakteri bu cevresel kosullarda
bitki hiicrelerinin yapisini bozan pektolitik enzimleri
Uretebilmektedir.  Yogun vyagis alan  bolgeler,
yagmurlama sistemi ile yesil aksami tamamen islanan
alanlar veya gol, golet yada yavas akan derelerden
pompa ile cekilen salma sulamanin kullanildigi alanlar
patojenin gelisimini tesvik etmekte ve hastalik yaygin
olarak ortaya cikmaktadir (Sah, 1991; Kumar ve ark.,
2017). Ayrica fazla azotlu giibreleme ile hastalik gelisimi
arasinda pozitif iliski oldugu da bilinmektedir (Saxena ve
Lal, 1981). Tohum ve toprak kokenli olan bu patojen
toprakta ve bitki artiklarinda yasamini sirdirebilir,
ancak bu slrenin uzunlugu cevresel kosullara bagl
olarak degisebilmektedir. Dickeya zeae 6zellikle organik
madde miktari az olan, disiik oranda bitki gelisimini
tesvik eden faydali bakteriler (PGPB, Plant Growth
Promoting Bacteria) iceren ve mikrobiyal dengesi
bozulmus topraklarda daha kolay gelisip hastalk
olusturabilmektedir (Kumar ve ark., 2017).

Dogu Akdeniz bolgesinin Adana ve Osmaniye illerinde
misir Uretimi 6nemli bir ekonomik gelir kaynagidir ve bu
Uretim alanlarinda, ilk defa 2021 yilinda sadece birkag
tarlada %1’den az oranda bitkilerde hastalik belirtileri
gozlenmistir. Bir sonraki Gretim sezonu olan 2022 yilinda,
tarlada bitki c¢ikisindan yaklasik 20 glin sonra, bu
bolgedeki Uretici sikayetlerinde artis olmustur. Yapilan
tarla incelemelerine gore, Adana ve Osmaniye illerinde
dort farkh tarlada %10-15 yayginlik oranindaki bulasiklilik
diizeyiile bu hastalik dikkat cekmeye baslamistir. Yapilan
incelemelerde misir saplarinda yumusama, govdelerde
cliriime, kotd koku ve bitkilerde devrilme belirtileri
gozlenmistir.

Bu calismada, misir tarlalarinda sap c¢urikligi hastalik
belirtileri gosteren bitkilerden bakteriyel etmenin
izolasyonu, elde edilen bakteriyel izolatlarin patojenitesi,
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere
reaksiyonlari, PCR testiyle molekiler diizeyde, MALDI
TOF MS ile protein profillerine gore tanisi yapilmistir.
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MATERYAL ve YONTEM

Misir bitkilerinin toplanmasi ve hasta bitkilerden
bakteri izolasyonu

Adana ili Kozan ve Osmaniye ili Kadirli ilcelerinde 2021 ve
2022 yilinda birinci Grin olarak yetistirilen misirlarda
tesadiifi 6rnekleme yéntemine goére saplarda su emmis
gérinim, kahverengilesme, yumusama, cirime ve
ilerleyen zamanda govdenin vyikilmasi belirtilerini
gosteren, bunlarla birlikte ¢tirtikliik kokusuna sahip misir
bitkileri tarlalardan toplanmistir (Bora ve Karaca, 1970).
Cukurova Universitesi bakteriyoloji laboratuvarlarina
getirilen 6rneklerin hastalikli ve saglikli dokularini iceren
kismindan bisturi yardimiyla 2-3 mm buyikliginde
izolasyon 6rnegi alinmistir. Ornekler %70’lik alkol ile
ylzeyden dezenfekte edildikten sonra lic kez steril suda
durulanmistir. Ardindan ornekler steril havanda ezilmis
ve 2 ml Salin Buffer (% 0.85'lik NaCl ¢ozeltisi) icinde
homogenize edilmistir. Steril kabinde 15-20 dakika
bekletilen 6rneklerden King B (20 g Proteose Pepton, 10
ml Gliserin, 1.5 g K;HPO,4, 1.5 g MgS04.7H,0, 15 g Agar,
1000 ml Distile su pH: 7.2) besi yerine g¢izimler
yapilmistir. Petriler 25°C’de 24-48 saat inkiibe edildikten
sonra krem renkli, parlak gelisen koloniler Nutrient Agar
(NA) besi yerine saflastiriimistir (King, 1954; Lelliot ve
Stead, 1987).

Patateste pektolitik aktivite testi

Elde edilen bakteriyel izolatlarin bitki dokularini
parcalama 0Ozelliginde maserasyon enzimi Uretme
yetenekleri, patateste pektolitik aktivite testiyle

belirlenmistir (Oztiirk ve Soylu, 2022). Cesme suyunda
fircalanarak temizlenen saglikh patates yumrulari %1’lik
sodyum hipoklorid ile dezenfekte edildikten sonra steril
saf su ile durulanmistir. Yaklasik 1 cm kalinliginda
dilimlenen patatesler nemli, steril filtre kagidi iceren
petrilere yerlestirilmistir. Patates dilimlerinin
yuzeylerine, 24-48 saat gelistirilen bakteri kiilturleri steril
kiirdan ile bulastiriimistir. Petriler 25+1°C’'de 24-48 saat
inklibe edildikten sonra patates dilimlerinin yiizeyinde
gorilen yumusak clridklik olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987; Bozkurt ve
Soylu, 2019). Negatif kontrol olarak steril saf su, pozitif
kontrol olarak daha 6nce domatesten izole edilen ve
Pectobacterium carotovorum olarak tanilanmis YA-90
kodlu bolge izolati kullaniimistir.

Misir bitkilerinde patojenite testi

Hasta misir bitkilerinden elde edilen 22 adet bakteri
izolati King B besi yerinde 24 saat gelistirildikten sonra
spektrofotometrede 600 nm dalga boyu ve 0.2
absorbans degerinde 107 hiicre ml? yogunlukta
siispansiyonlar hazirlanmistir. Steril enjektor yardimi ile
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her bir izolattan 100 pl alinarak 3-5 gercek yaprakli
donemdeki Kale F1 cgesidi saghkli misir fidelerinin
govdelerine inokule edilmistir. Negatif kontrol olarak
steril distile su kullanilmistir. inokule edilen bitkiler
Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolumunde bulunan 25+2°C sicaklik, %75 nem ve 16 saat
aydinhk 8 saat karanlk iklim odasi kosullarinda muhafaza
edilmistir (Karnez ve ark., 2021). Gunlik olarak incelenen
fidelerde 3. giinden itibaren govdede 1slak, sulu
lezyonlarin  gelistigi  gozlenmis zamanla bitkiler
govdelerinin orta kismindan bikiilmuslerdir. Hastalik
belirtisi gosteren misir fidelerinden re izolasyonlar
yapilmis ve KOCH postulatlari asamalari tamamlanmistir.
Elde edilen re-izolatlar %30 glycerol icerisinde -80°C’'de
muhafaza edilmistir (Klement ve ark., 1990; Schaad ve
ark., 2001).

Bakteri  izolatlarinin  morfolojik,
biyokimyasal testlerle tanilanmasi
Patojenite testleri sonucu elde edilen 22 re-izolat
Potasyum hidroksit (KOH) testi ile gram reaksiyonunun
belirlenmesi, oksidaz testi, King B besi yerinde floresan
gelisim, 37°C ve %5 NaCl'de gelisebilme yetenegi,
tltlinde asiri duyarlilk reaksiyonu ve taze PDA besi
yerinde kizarmis yumurta benzeri koloni olusturmasi
acisindan testlenmistir (Lelliot ve Stead, 1987; Schaad ve
ark., 2001; Serin ve Horuz, 2022). Calismada kontrol
olarak domatesten izole edilen ve Pectobacterium
carotovorum olarak tanilanmis YA-90 kodlu bolge izolati
ve GSPB 415 kodlu Dickeya chrysanthemi izolati
kullanilmistir.

fizyolojik  ve

Patojen bakteri izolatilarinin MALDI-TOF MS ile
Tanilanmasi

Bolge izolatlari arasindan segilen bes bakteri izolatinin
(2021 yilinda izole edilen {i¢ ve 2022 yilinda izole edilen
iki izolat) kesin tur tanisi Prof. Dr. Soner Soylu
danismanliginda Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Bitki
Saghg Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezinde
(http://www.mku.edu.tr/departments.aspx?birim=218)
MALDI-TOF  (Matriks Assisted Lazer Desorption
lonization Time Of Flight Mass Spectrometry/ Matriks
Destekli Lazer Desorpsiyon iyonizasyon-Ugus Siireli Kiitle
Spektroskopi) (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany) kitle spektrofotometrisi ile
gerceklestirilmistir (Soylu ve ark., 2020). MALDI-TOF MS
mikroorganizmalarin tanilanmasinda kullanilan hizli ve
dogru sonug veren bir sistemdir. Bu yodntemde
mikroorganizmalarin biyokutleleri (protein, peptid,
seker) iyonize edilmekte, daha sonra manyetiksel
alandan  gecirilerek  protein  profilleri  ortaya
cikarilmaktadir. Sistem elde ettigi verileri
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kiitiphanesinde bulunan referanslar ile karsilastirarak
izolatlari tir bazinda tanilamaktadir. Teshis sonuglarinin
degerlendirilmesinde ortaya cikan skor degeri 2.30-3.0
araliginda ise tur dizeyinde cok yiksek diizeyde givenilir
olarak; 2.00-2.299 araliginda ise cins diizeyinde olduk¢a
glvenilir, tiir dizeyinde yiksek guvenilir olarak; 1.70-
1.999 arasinda ise cins diizeyinde glvenilir, tlr olarak
muhtemel dizeyde olarak; 1.7 degerinden asagi olan
degerler ise glivensiz tani olarak kabul edilmektedir
(Uysal ve ark., 2019; Aktan ve Soylu, 2020).

Bakteri izolatlarinin molekiiler tanisi

Adana ve Osmaniye illerinden misir bitkilerinden izole
edilen bakteri izolatlari 24 saat Nutrient Broth besi
yerinde gelistirilmis ve santrifiij yardimiyla saf bakteri
hicreleri elde edilmistir. DNA izolasyonu Genomik DNA
prifikasyon kiti (Katalog numarasi: KO721, ThermoFisher
firmasi  GenelET) kullanilarak  yapilmistir.  DNA
izolasyonunda dretici firmanin  6nerdigi izolasyon
protokoli uygulanmistir. Elde edilen nikleik asitlerin
saflik ve miktar tayini spektrofotometre kullanilarak 100
ng/ul yogunluga ayarlanmistir. izole edilen genomik
DNA’lar PCR calismalarinda kullaniimak tzere -20°C'de
muhafaza edilmistir.

Misir izolatlarinin PCR testi ile tanilanmasinda Nassar ve
ark., (1996) tarafindan gelistirilmis olan pektolitik enzim
Ureten bakterilerin pel genlerini kodlayan ADE1 (5'-GAT
CAG AAA GCC CGC AGC CAG AT-3') ve ADE2 (5'-CTG TGG
CCG ATC AGG ATG GTT TTG TCG TGC-3') kodlu primer
oligoniikleotidleri kullaniimistir. PCR ¢cogaltmalarinda 6.5
ul distile su, 12.5 pl PCR Master Mix (Promega, M7502),
2.0 ul | primer1, 2.0 pul primer2 ve 2.0 ul genomik DNA
olmak Uzere toplam 25.0 pl igerik kullaniimistir.
Thermocycler cihazi PCR dongiileri 94°C’de 4 dakika 1
dongi, 94°C'de 1 dakika, 67°C'de 1 dakika, 72°C'de 1
dakika (34 déngii) ve son déngi 72°C’de 5 dakika olacak
sekilde programlanmistir (Nassar ve ark., 1996). Elde
edilen PCR (Uriinlerinin Agaroz jel elektrozforezine
yonelik c¢alismalarda, 1X TAE tamponu kullanilarak
%1.5’luk agaroz jel hazirlanmistir. Ardindan, 50°C'ye
sogutulan agaroz jele % 5 oraninda Syber Safe
eklenmistir. Agaroz jelin donmasindan sonra jel tanki
icerisine jeli ortliinceye kadar 0.5X TBE buffer
konulmustur. Bu sekilde hazirlanacak agaroz jel
cukurlarina 2 pl loading buffer ve 10 pl PCR drini
karisimi mikropipet yardimi ile yiklenmistir. Molekdler
agirhk isaretleyici (Marker) (Katalog numarasi: SM0241,
ThermoFisher firmasi) olarak 100 bp DNA ladder
kullanilmistir.  PCR Grlnleri 80V elektrik akiminda
yaklasik 2 saat silire ile ylritilmis daha sonra
transliminatorde ultaviyole isikta bantlar incelenerek ve
fotograflanmistir (Sambrook ve ark., 1989).
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BULGULAR ve TARTISMA

Misir bitkilerinin toplanmasi ve hasta bitkilerden
bakteri izolasyonu

2021 ve 2022 yillarinda Adana ili Kozan ilcesinde birer
tarladan ayrica 2022 yilinda Osmaniye ili Kadirli ilgesinde
Ug farkli tarladan yumusak clriklik belirtisi gosteren
sipheli ornekler alinmistir. Her bir hastalik belirtisi
gosteren tarladan doérder adet hasta bitki oOrnegi
toplanmistir.  Hastallk etmeninin saptandigi  misir
bitkilerinde yumusamanin yani sira oldukca koétl bir
kokunun oldugu goézlenmistir. Ozellikle misir tarlalarinda
topraga yakin kisimlarda hava sirkilasyonu az oldugu igin
koku dagilmamakta ve daha yogun olarak
hissedilmektedir (Sekil 1A, B, C, D, E, F, G) . Misir
bitkilerinin govdesinden yapilan izolasyonlarda 29 adet
bakteri izolati elde edilmistir. Elde edilen bakteri

izolatlari King B besi yerinde etrafi diiz, parlak krem
renkte yuvarlak koloniler olusturmusglardir.

Sekil 1 Misir bitkilerinde Dickeya zeae tarafindan kok
bogazi (A, B), gbvde (C-G) olusturulan tipik bakteriyel
sap ¢urikligi hastalg belirtileri
Figure 1 Typical disease symptoms caused by bacterial
stalk rot disease agent Dickeya zeae on crown (A,B) and
stem (C-G) of maize plants

Patateste pektolitik aktivite testi

Yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen 29 adet bakteri
izolatindan 22 adedi ile pozitif kontrol olarak kullanilan
Pectobacterium caratovotum ve Dickeya chrysanthemi
izolatlari patateste yumusak clirtklik olusturmus ve
pektolitik enzim Uretme yetenekleri pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 2A).

Misir bitkilerinde patojenite testi

Enfekteli misir bitkilerinden elde edilen ve pektolitik
enzim Uretme yetenegindeki 22 adet izolat ile yapilan
patojenite testlerinde, izolatlar inokulasyondan 3-4 giin
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sonra tarlada gozlenen simptomlara benzer sekilde misir
fidelerinde sapta yumusama, clirime ve
kahverengilesme belirtilerine neden olmuslardir (Sekil
2B). KOCH postulatlarinin tamamlanmasi amaciyla elde
edilen re-izolatlar yeniden misir fidelerine inokule
edilmis ve ayni belirtiler gozlenmistir.  Bizim
sonuglarimiza benzer sekilde Proki¢ ve ark., (2020) misir
fidelerinde yaptigi patojenite testlerinde
inokulasyondan 48-72 saat sonra hastalik belirtilerinin
gozlendigini bildirmislerdir.

Bakteri izolatlarinin  morfolojik, ve
biyokimyasal testlerle tanilanmasi

Yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
sonucunda 22 re-izolatin gram negatif hiicre yapisina
sahip oldugu belirlenmistir. izolatlar oksidaz testinde
negatif sonu¢ vermisler, King B besi yerinde floresan
pigment tUretmemislerdir. Butlin izolatlarimiz 37°C de ve
%5 NaCl iceren Nutrient Broth besi yerinde gelisim
gostermis ve tltinde asirn duyarlihk reaksiyonu
olusturmustur. Ayrica taze hazirlanan PDA besi yerinde
izolatlarimiz  kizarmis  yumurta  benzeri  olarak
adlandirilan koloni gelisimi gostermislerdir (Sekil 2C).
Yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerde
elde edilen sonuglar 22 boélge izolatinin Dickeya cinsine
ait oldugunu kanitlamaktadir (Lelliott and Stead 1987;
De Boer and Kelman 2001; Proki¢ ve ark., 2020; Suriani
ve ark., 2021).

fizyolojik

Patojen bakteri izolatlarinin MALDI-TOF MS ile
Tanilanmasi

Misir bitkisinden elde edilen ve pektolitik enzim Gretme
yetenegine sahip 22 izolattan bes adedi MALDI-TOF kiitle
spektrofotometrisi kullanilarak tanilandiginda, 2.264;
2.332;2.339; 2.364 ve 2.365 skor degerleri ile MALDI TOF
kitiphanesinde bulunan CFBP-2052 kodlu Dickeya zeae
izolati ile ylksek oranda eslesme gostermistir.
MALDI-TOF kitle spektrofotometrisi, diinyada oldugu
gibi Glkemizde de kiltur bitkilerinde sorun olan fungal ve
bakteriyel hastalik etmenleri ile saglkh bitkilerden elde
edilen antagonist/PGPR 6zellikli bakteri izolatlarinin hizli,
kolay ve dogru tanilamalarina imkan veren yeni nesil
tanilama sistemi olarak bircok calismada basarili bir

sekilde kullanilmistir (Kurt ve ark., 2017; Uysal ve ark.,
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2019; Aktan ve Soylu, 2020; Kara ve ark., 2020; Kurt ve
ark., 2020a,b; Soylu ve ark., 2020; Varhan ve Bozkurt,
2021). Bizim calismamizda da misir izolatlarinin tanisini
desteklemek icin basariyla bu yontem kullaniimistir.

O
=

Sekil 2. (A) Patates dilimlerinde misir izolatlarinin
olusturdugu pektolitik aktivite; (B) Misir fidelerinde
patojenite testinde olusan yumusama ve c¢iriime
belirtisi; (C)Taze PDA besi yerinde kizarmis yumurta
benzeri koloni gelisimi
Figure 2. (A) Pectolytic activity of corn strains on potato
slices; (B) Symptoms of soft rot on corn seedlings in the
pathogenicity test; (C) Fried egg-like colony morphology

on the fresh PDA medium

Bakteri izolatlarinin molekiiler tanisi

Calismada elde edilen 22 adet bakteri izolatinin PCR testi
ile tanisinda ADE ve ADE2 primerleri kullanildiginda 420
bp buyiklikte PCR amplikonu ¢ogaltilmistir (Nassar ve
ark., 1996). izolatlarimiz yapilan PCR testinde 420 bp
uzunlukta bantlar olusturmus ve Dickeya zeae olarak
tanilanmustir (Sekil 3). Nassar ve ark., (1996) tarafindan
dizayn edilen ADE1/ADE2 primerleri Dickeya zeae
izolatlarinin PCR testi ile tanilanmasinda kullanilan ilk
spesifik  primer giftidir. Bu primer gifti farkl
konukgulardan (orkide, ananas, patates vb.) izole edilen
Dickeya zeae izolatlarinin tanilanmasinda yaygin ve
basariyla kullanilmaktadir (Suriani ve ark., 2021).
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Sekil 3. Misir bitkilerinde gévde clirtiklik belirtileri
olusturan bakteri izolatlarinin ADE1/ADE2 primerleri ile
420 bp PCR irlini olusturmasi (M: 100 bp DNA ladder;
1-8. cukur: misir bitkilerinden elde edilen izolatlar; 9.
cukur: Pectobacterium caratovorum YA 90; 10 cukur:
Steril distile su)

Figure 3. 420 bp PCR products of bacterial stalk rot
strains using ADE1/ADE2 primer pairs. (M: 100 bp DNA
ladder; lane 1-8: corn strains; lane 9: Pectobacterium
carotovorum YA 90; lane 10: Sterile distilled water)

Sonug olarak, bu calismada Akdeniz Bolgesinde yer alan
Adana ve Osmaniye illerinde misir tretim alanlarinda
yapilan tarla incelemelerinde, saplarda yumusama,
¢lirime, hasta bitkilerin etrafinda kotu bir koku olusumu
ve ilerleyen zamanda goévdelerin glriime noktalarindan
kirilimasi seklinde belirtiler tespit edilmistir. 2021 yilinda
sadece birka¢ tarlada %1’den az oranda hastalik
gozlenirken, 2022 yilinda %10-15 yayginlik oraninda
bulasiklik saptanmistir. Hastalikli dokulardan yapilan
izolasyonlarda elde edilen 22 adet bakteriyel izolati
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler, patojenite
yetenegi, MALDI-TOF kiitle spektrofotometrisi ve
molekdler testlerden PCR testi kullanilarak Dickeya zeae
olarak tanilanmistir. Hastalik Dogu Akdeniz bélgesinde
Adana ve Osmaniye illerinde misir Gretim alanlarinda ilk
kez saptanmistir.

Ureticiler ile yaptigimiz gériismede, bir lretici gegen
yilda tarlasinda benzer belirtileri birka¢ bitkide
gordiglinii beyan etmistir. Ayrica lreticiler, bu yil misir
tohumlarinin ekiminden sonra yagmur yagmadigl igin

erken donemde vyagmurlama sulama yaptiklarini
ilerleyen donemde salma sulamaya gegctiklerini
belirtmislerdir. ~ Yagmurlama sulamanin  ardindan

tarlalarda kiiclik lekeler seklinde hastaligin basladigini,
sicakligin artmasiyla da bir sonraki asamaya gecerek
saplarda ¢lrlime belirtileri gordiklerini ifade etmislerdir.
Tarlada yaptigimiz gézlemlerde genelde merkezde tam
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clirimis bir bitki oldugu ve onun ¢evresinde de farkli
duzeylerde belirti gosteren pek cok bitkinin yer aldig
tespit edilmistir. Hastalik Gretim alanina ilk defa hasta
tohumla veya bulasik topraktan gelmis olsa da, hastaligin
tarla icerisinde yayllmasinda sulamanin 6nemli rol
oynadigi gbzlenmistir. Hastalikla bulasik bir diger tarlada
ise dnceki sezon yerfistigi ekildigi ifade edilmistir. Gorsel
olarak tarla incelendigi zaman etrafindaki tarlalarla ayni
donemde ekilmesine ragmen misir bitkilerinin daha hizli
gelisim gosterdigi gorulmistir. Fazla azot ile hastalik
arasinda paralel bir iliski oldugu (Saxena ve Lal, 1981) g6z
onlne alindiginda topraktan gelen fazla azotun
hastaligin gelismesini ve yayillmasini tesvik etmis
olabilecegi duslintlmustiir. B6lgemizde misir alanlarinin
cogunlugu, kuyudan su cekilerek salma sulama ile
sulanmaktadir. Salma sulama, hem (retim alanindaki
nemin uzun siire kalmasina neden olmakta hem de
patojenin hasta bitkilerden saglikl bitkilere hatta diger
tarlalara bulagsmasinda énemli rol oynamaktadir. Salma
sulamaya alternatif olan damlama sulama sistemi hem
tarla igerisindeki sulama kaynakl patojen hareketliligini
engelleyecek hem de daha az su harcanmasini
saglayacaktir. Bu nedenle bolge Ureticilerimizin en kisa
sirede damla sulamayi kullanmasi salma sulamadan
vazgecmesi gerekmektedir.

Hastaligin miicadelesinde etkin bir bitki koruma Grinu
bulunmamaktadir. Tohum ve toprak kokenli olan bu
hastalikla micadelede ilk sart, hastaliksiz ve sertifikali
tohum kullanimi olmahdir. Hindistan’da tohumlardaki
bulasiklihk diizeyini azaltmak icin kimyasal ve biyolojik
tohum uygulamalari kullanilimaktadir (Kumar ve ark.,
2016). Ayrica hastalik etmeni bakteri toprakta uzun siire
yasayabilecegi icin hasta bitkiler tarladan uzaklastirilip
ekim nobeti uygulanmalidir. Bakteri sulama suyuna da
bulasarak farkl tarlalara ulasabileceginden sulama
suyunun temizligi de diger bir 5Snemli konudur. Bakteriyel
misir sap ¢lrdkligu hastaligi etmeni Dickeya zeae
topraktaki mikrobiyal aktivitenin zayif, PGPR oraninin
distk oldugu topraklari tercih etmektedir (Kumar ve
ark., 2017). Dayanikliik mekanizmalarini uyaran bitki
aktivatorleri ile topragin mikrobiyal aktivitesini artiran
biyolojik miicadele elemanlarinin yani antagonistlerin
kullanimi hastaligin baskilanmasi agisindan 6nemlidir. Bu
konuda farkli bitkilerde yapilan arastirmalarda oldukga
basarili sonuglar elde edilmistir (Aktepe, 2021; Bitgen ve
Mirik, 2021, Karnez ve ark., 2021). Dickeya zeae sicak ve
nemli kosullari seven bir bakteridir ve kiresel iklim
degisikligi sonucu artan sicakliklar goz 6niine alindiginda,
bu tirlerin yayilmasindaki artis beklenen bir durumdur.
ilerleyen dénemlerde yapilacak calismalarda, hastaligin
bolgemizdeki epidemiyolojisi ve buna bagl olarak
yayllma vyollari incelenmeli, boélgemizde kullanilan
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cesitlerin  bu  hastaliga  duyarlhlik  dizeyi de
belirlenmelidir. Ayrica hastalikla miicadelede
kullanilabilecek etkili uygulamalarin arastiriimasi faydal
olacaktir.

OzZET

Amag: Adana ve Osmaniye illerinde misir alanlarinda
gorilen saplarda su emmis gértiniim, kahverengilesme,
yumusama, clriime ve ilerleyen zamanda govdenin
yikilmasi belirtilerine neden olan bakteriyel hastaligin
saptanmasi ve etmeninin tanilanmasi amaglanmistir.
Yéontem ve Bulgular: Adana ve Osmaniye ili misir
tarlalarindan hastalik belirtisi gbsteren bitkiler toplanmig
ve 29 adet bakteri izolati elde edilmistir. Elde edilen
izolatlardan 22 tanesi patates dilimlerinde yumusak
curuklik olusturmus ve patojenite testlerinde pozitif
sonug vermislerdir. izolatlarin tanilanmasinda
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler, MALDI-TOF
ve PCR testi kullanilmis ve izolatlarin Dickeya zeae ile
uyumlu oldugu saptanmistir. Bes izolat MALDI-TOF
analiziile tanilanmistir. izolatlar 2.264; 2.332; 2.336; 2.39
ve 2.365 skor degerleri ile MALDI TOF kitlUphanesinde
bulunan CFBP-2052 kodlu Dickeya zeae izolati ile yiksek
oranda eslesme gostermistir. ADE1/ADE2 primer cifti
kullanilan PCR testinde izolatlarimizin tamami 420 bp
blyilklikte bantlar olusturarak Dickeya zeae olarak
tanilanmustir.

Genel Yorum: Bu ¢alismada Adana ve Osmaniye illerinde
misir tarlalarinda sap ¢lriaklGga hastaligr etmeni Dickeya
zeae ilk kez saptanmistir. Kimyasal miicadelesi olmayan
bu hastaliga karsi kiltirel tedbirler ile 6nlem almak
gerekmektedir. Bu nedenle saglikli ve sertifikali tohum
kullanmak, salma sulama yerine damlama sulamanin
tercih edilmesi, vyararli organizmalar ile topragin
mikrobiyal aktivitesinin artirilmasi hastalikla miicadelede
onemli stratejilerdir.

Calismanin Gnemi ve Etkisi: Adana ve Osmaniye illerinde
misir  bitkilerinde saplarda su emmis goriiniim,
kahverengilesme, yumusama, c¢liriime, koti koku
olusumu ve ilerleyen zamanda govdenin yikilmasi
belirtilerine neden olan patojen izole edilmis ve Dickeya
zeae olarak tanilanmistir.

Anahtar Kelimeler: Dickeya zeae, misir, bakteriyel sap
clrtklGgu hastaligi, teshis, tani.
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Bu calismada patojen bakteri izolatlarinin MALDI-TOF ile
tani ¢calismalarindaki katki ve yorumlarindan dolayi Prof.
Dr. Soner SOYLU’ya tesekkir ederiz.

499

CIKAR CATISMA BEYANI
Yazar(lar) ¢alisma konusunda
olmadigini beyan eder.

¢ikar  g¢atismasinin

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar ¢alismaya esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan eder.

KAYNAKLAR

Ahmad Y, Mirza MS, Ghaffar A (2000) Pathogens
associated with stalk rot of corn in Pakistan. Pak. J.
Bot. 32(2): 251-253.

Aktan ZC, Soylu S (2020) Diyarbakir ilinde yetisen badem
agaclarindan endofit ve epifit bakteri tirlerinin
izolasyonu ve bitki gelisimini tesvik eden
mekanizmalarinin karakterizasyonu. KSU Tarim ve
Doga Derg. 23(3): 641-654.

Aktepe BP (2021) The effect of different plant activators
and biological preparete on the biological control of
bacterial speck disease in tomato. MKU Tar. Bil. Derg.
26(2): 355-364.

Anonymous (2020) Food and Agriculture Organization of
the United Nations. https://www.fao.org Erisim tarihi
10.03.2022.

Bertani |, Passos da Silva D, Abbruscato P, Piffanelli P,
Venturi V (2013) Draft genome sequence of the plant
pathogen Dickeya zeae DZ2Q, isolated from rice in
Italy. Genome Announc. 1(6): e00905-13.

Bitgen E, Mirik M (2021) Tekirdag ilinde yetisen zeytin
agaclarinda  dal  kanseri  hastaligi  etmeni
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tanisi ve
antagonist  bakteriyel izolatlar ile biyolojik
micadelesi. MKU Tar. Bil. Derg. 26(2): 326-336.

Bora T, Karaca i (1970) Kiiltiir bitkilerinde hastaligin ve
zararin 6lcilmesi. Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Yardimci Ders Kitabi, No: 167.

Bozkurt iA, Soylu S (2019) EIma kok uru hastaligi etmeni
Rhizobium radiobacter’e karsi epifit ve endofit bakteri
izolatlarinin antagonistik potansiyellerinin
belirlenmesi. Tekirdag Zir. Fak. Derg. 16(3): 348-361.

Bozokalfa MK, Esiyok D, Ugur A (2004) Ege bolgesi
kosullarinda ana ve ikinci Grlin bazi hibrit seker misir
(Zea mays saccharata Sturt) cesitlerinin verim, kalite
ve bitki dzelliklerinin belirlenmesi. Ege Univ. Ziraat
Fak. Derg. 41(1):11-19.

Caplik D, Kusek M, Kara S, Seyrek A, Celik Y (2022) First
report of bacterial stalk rot of maize caused by
Dickeya zeae in Turkey. New Dis. Rep. 45(1): e12070.

De Boer SH, Kelman A (2001) Erwinia soft rot group. In
N. W Schaad (Ed.), Laboratory guide for identification
of plant pathogenic bacteria (pp. 56-72). St. Paul: APS


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 202X, XX(X): XXX

Arastirma Makalesi / Research Article

Press.

Guan Y, Chen W, Wu Y, Hu Y, Wang Y, He Z, Zheng H
(2019) First report of corn stalk rot caused by Dickeya
zeae on sweet corn in Shanghai, China. J. Plant Pathol.
102: 557-558.

Hu M, Li, J, Chen, R. Li W, Feng L, Shi L, Xue Y, Feng X,
Zhang L (2018) Dickeya zeae strains isolated from
rice, banana and clivia rot plants show great virulence
differentials. BMC Microbiol. 18: 136.

Hunjan MS, Kaur H, Dhillon HK, Singh P (2017)
Biochemical responses associated with resistance to
bacterial stalk rot caused by Dickeya zeae in maize. J.
Phytopathol. 165: 822-32.

Jafra’S, Przysowa J, Gwizdek-Wisniewska A, van der Wolf
JM (2008) Potential of bulb-associated bacteria for
biocontrol of hyacinth soft rot caused by Dickeya
zeae. J. Appl. Microbiol. 106: 268-77.

Kara M, Soylu S, Kurt S, Soylu EM, Uysal A (2020)
Determination of antagonistic traits of bacterial
isolates obtained from apricot against green fruit rot
disease agent Sclerotinia sclerotiorum. Acta Hortic.
1290: 135-142.

Karnez E, Giildogan O, Ercan N, Korkmaz K, Aysan Y
(2021) Domateste bakteriyel benek hastahginin
miicadelesinde vermikompost uygulamasinin etkisi.
MKU Tar. Bil. Derg. 26(3): 726-735.

King EO, Ward MK, Radney DE (1954) Two simple media
for the demonstration of pyocianin and flouresin. J.
Lab. Clin. Med. 44: 301-307.

Kirtok Y (1998) Misir Uretimi ve Kullanimi, Kocaoluk
Basim ve Yayinevi.

Klement Z, Mavridis A, Rudolph K, Vidaver A (1990)
Inoculation of plant tissue, In: Methods in
Phytobacteriology (Eds:Klement Z, Ruholph K, Sands
DC), Akademia Kiado; Budapest pp 95-118.

Kumar A, Hunjan MS, Kaur H, Singh P (2015)
Characterizing diversity of Dickeya zeae causing
bacterial stalk rot of maize based on biochemical
assays and antibiotic sensitivity. Indian Phytopathol.
68: 375-379.

Kumar A, Hunjan MS, Kaur H, Kaur R, Singh P (2016)
Evaluation of management of bacterial stalk rot of
maize (Dickeya zeae) using some chemicals and bio-
agent. J. Appl. Natural Sci. 8(3): 1146-1151.

Kumar A, Singh M, Kaur H, Rawal R, Singh P (2017) A
review on bacterial stalk rot disease of maize caused
by Dickeya zeae. ). Appl. Natural Sci. 9: 1214-1225.

Kurt S, Uysal A, Kara M, Soylu S, Soylu EM (2017) Natural
infection of potato by Sclerotinia sclerotiorum
causing stem rot disease in Turkey. Australas. Plant
Dis. Notes 12: 39.

500

Kurt S, Uysal A, Soylu EM, Kara M, Soylu S (2020a)
Characterization and pathogenicity of Fusarium
solani associated with dry root rot of citrus in the
eastern Mediterranean region of Turkey. J. Gen. Plant
Pathol. 86(4): 326-332.

Kurt S, Soylu S, Uysal A, Soylu EM, Kara M (2020b) Ceviz
govde kanseri hastaligi etmeni Botryosphaeria
dothidea’nin tanilanmasi ve bazi fungisitlerin hastalik
etmenine karsl in vitro antifungal etkinliklerinin
belirlenmesi. MKU Tar. Bil. Derg. 25(1): 46-56.

Lelliott RA, Stead DE (1987) Methods for the diagnosis of
bacterial diseases of plants. Oxford: Blackwell,
Publishing, London, pp 58-59.

Martinez-Cisneros BA, Juarez-Lopez G, Valencia-Torres
N, Duran-Peralta E, Mezzalama M (2014) First report
of bacterial stalk rot of maize caused by Dickeya zeae
in Mexico. Plant Dis. 98(9): 1267.

Myung |, Jeong IH, Moon SY, Kim WG, Lee SW, Lee YH,
Lee Y, Shim HS, Ra DS (2010) First report of bacterial
stalk rot of sweet corn caused by Dickeya zeae in
Korea. New Dis. Rep. 22: 15.

Nassar A, Darrase A, Lemattre M, Kotoujansky A, Dervin
C, Veled R, Bertheau Y (1996) Characterization of
Erwinia chrysanthemi by pectinolytic isozyme
polymorphism and restriction fragment length
polymorphism analysis of PCR-amplified fragments of
pel genes. Appl. Environ. Microbiol. 62: 2228-2235.

Nishat A, Mall TP (2009) Prevalence of maize diseases in
Bahraich (U.P.). Annals of Plant Protection Sciences
17(2): 512-513.

Oerke EC (2006). Crop losses to pests. J. Agri. Sci. 144:
31-43.

Oztiirk M, Soylu S (2022) Yozgat ili beyaz bas lahana
Uretim alanlarinda bakteriyel yumusak ¢Uriklik
hastaligina neden olan Pectobacterium izolatlarinin
tanilanmasi. KSU Tarim ve Doga Derg. 25(3): 495-503.

Parkinson N, Devos P, Pirhonen M, Elphinstone J (2014)
Dickeya aquatica sp nov., isolated from waterways.
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 64(7): 2264-2266.

Proki¢ A, Zlatkovi¢ N, Kuzmanovi¢ N. et al. (2020)
Identification and characterization of Dickeya zeae
strains associated with maize stalk soft-rot in
northern Serbia. Eur. J. Plant Pathol. 157: 685-691.

Ramachandran K, Manaf UA, Zakaria L (2015) Molecular
characterization and pathogenicity of Erwinia spp.
associated with pineapple Ananas comosus (L.)
Merr.] and papaya (Carica papaya L.). ). Plant Protect.
Res. 55(4): 396-404.

Reifschneider FJB, Lopes CA (1982) Bacterial top and
stalk rot of maize in Brazil. Plant Dis. 66: 519-520.


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 202X, XX(X): XXX

Arastirma Makalesi / Research Article

Sah DN (1991) Influence of environmental factors on
infection of maize (Zea mays L.) by Erwinia
chrysanthemi pv. zeae. Journal of the Institute of
Agriculture and Animal Science 12: 41-45.

Sambrook JE, Fritsch F, Maniatis T (1989) Molecular
Cloning. A Laboratory Manual Appendixes, 2nd
Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, p.6.4-
6.20 USA.

Samson R, Legendre JB, Christen R, Fischer-Le Saux M,
Achouak W, Gardan L (2005) Transfer of
Pectobacterium chrysanthemi (Burkholder et al.
1953) Brenner et al. 1973 and Brenneria
paradisiacato the genus Dickeya gen. nov. as Dickeya
chrysanthemi comb. nov. and Dickeya paradisiaca
comb. nov. and delineation of four novel species,
Dickeya dadantii sp. nov., Dickeya dianthicola sp.
nov., Dickeya dieffenbachiae sp. nov. and Dickeya
zeae sp. nov. Int. J. Syst. Evol. 55(4): 1415-1427.

Saxena SC, Lal S (1981) Effect of fertilizer application on
the incidence of bacterial stalk rot of maize. Indian J.
Mycol. Plant Pathol. 111: 164.

Schaad NW, Jones JB, Lacy GH (2001) Gram negative
bacteria, Xanthomonas, In: Laboratory Guide for
Identification of Plant Pathogenic Bacteria (Third
Edition) (Eds. Schaad NW, Jones JB, Chun W), APS
Press, St. Paul Minnesota. pp 175-193.

Serin M, Horuz S (2022) Mersin ili Silifke ilcesinde yer
alan domates seralarinda gorilen bakteriyel
hastaliklarin yayginliklarinin belirlenmesi. MKU Tar.
Bil. Derg. 27(1): 79-87.

Soylu EM, Soylu S, Kara M, Kurt S (2020) Sebzelerde
sorun olan 6nemli bitki fungal hastalik etmenlerine
karsi vermikomposttan izole edilen mikrobiyomlarin
in vitro antagonistik etkilerinin belirlenmesi. KSU
Tarim ve Doga Derg. 23(1): 7-18.

Suriani, Baharuddin P, Muh J, Amran M (2021) The
presence of bacterial stalk rot disease on corn in
Indonesia: A review. IOP Conf. Series: Earth and
Environmental Science 911: 012058.

501

Thind BS, Payak MM (1985) A review of bacterial stalk
rot of maize in India. Trop. Pest Manag. 31(4): 311-
316.

Tian Y, Zhao Y, Yuan X, YiJ, Fan J, Xu Z, Hu B, De Boer SH,
Li X (2016) Dickeya fangzhongdai sp. nov., a plant-
pathogenic bacterium isolated from pear trees (Pyrus
pyrifolia). Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 66(8): 2831-
2835.

Toth IK, van der Wolf JM, Saddler G, Lojkowska E, Hélias
V, Pirhonen M, Tsror L, Elphinstone JG (2011) Dickeya
species: an emerging problem for potato production
in Europe. Plant Pathol. 60: 385-399.

Uysal A, Kurt S, Soylu S, Soylu EM, Kara M (2019) Yapragi

yenen sebzelerdeki mikroorganizma tirlerinin
MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon Ugus Siresi Kitle

Spektrometresi) teknigi kullanilarak tanilanmasi. YYU
Tar. Bil. Derg. 29: 595-603.

Varhan R, Bozkurt A (2021) Maydanoz bakteriyel yaprak
leke hastaligi (Pseudomonas syringae pv. apii) ile
biyolojik miicadelede antagonist bakterilerin
kullanim olanaklarinin arastiriimasi. MKU Tar. Bil.
Derg. 26(3) : 649-660.

Yanchang Y, Ziting Y, Muging Z, Chengwu Z, Baoshan C
(2021) First report of stalk bacterial soft rot of
sugarcane caused by Dickeya zeae in China. Plant Dis.
105(4): 1188-1188.

Yang QY, Jiang SB, Zhang JX, Shen HF, Sun DY, Pu XM, Lin
BR (2019) First report of Dickeya zeae causing
bacterial soft rot on Canna edulis in China. Plant Dis.
103: 146.

Zhang JX, Shen HF, Pu XM, Lin BR (2014) Identification of
Dickeya zeae as a causal agent of bacterial soft rot in
banana in China. Plant Dis. 98(4): 436-434.


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

