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Ozet

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, fasulyelerde haleli yamiklik hastaligina sebep olan, tohumla tasinan ve ciddi
zararlara yol agan bakteriyel etmendir. I¢ Anadolu Bélgesindeki 12 ilden ve ekonomik anlamda fasulye ekimi yapilan alan-
lardan, ekilen arazi biiyiikliigii esas alinarak, tohum érnekleri toplanmistir. Patojenin izolasyonu ve tanisinda; Nutrient Agar
(NA), Modified sucrose peptone (MSP), King B besi yerlerinde gelisim, levan olusumu, 37 °C’de gelisim, oksidaz reaksiyonu,
pektolitik aktivite testi, arginine dehidrolaz testi, karbon kaynaklarimin kullanimi, arbutin ve jelatinin hidrolizi, nitrat indir-
genmesi, H,S tiretimi, titiin yapraginda (cv. White Burley) asurt duyarlilik reaksiyonu testleri esas alimmuistir. Patojenisite
testlerinde, Dermason ¢esidi fasulye bitkilerine yapilan 10° hiicre/ml P. s. pv. phaseolicola siispansiyonu ile inokulasyon
sonucu tipik yaprak lekeleri gozlenmistir. Etmeninin molekiiler tanisi, Bio-PCR yontemi ve phaseolotoksin geninin
amplifikasyonu ile tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara gére, toplam 175 kuru fasulye tohumu orneginin 38 ’inde
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola tespit edilmis ve I¢ Anadolu Bélgesinde etmenin fasulye tohumlarinda bulasiklilik
orant %21,71 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler; fasulye, tohum, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Bio-PCR

Determination of Contamination of Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola on Bean Seeds
in Central Anatolia Region

Abstract

Halo blight disease of bean caused by Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, is a bacterial agent transmitted by seeds
and causing serious damages. Seeds of dry bean were collected from 12 provinces in Central Anatolia Region and economi-
cally bean growing areas based on size the sown field. Isolation and identification of pathogen was based growth on Nutrient
Agar(NA), Modified sucrose peptone (MSP), King’s B, levan production, growth at 37 °C, oxidase reaction, pectolytic activi-
ty, arginine dehidrolase, utilizing of carbon sources, arbutin and gelatin hydrolysis, nitrate reduction, H,S production,
hypersensitive reaction on tobacco (cv. White Burley) tests. Typical leaf symptoms were obtained on bean cultivar Dermason
which was inoculated by a suspension 10° cfu/ml of P. s. pv. phaseolicola in the pathogenicity tests. Molecular detection of
the agent was made by Bio-PCR method and amplification of phaseolotoxin gen. According to obtained data, the pathogen
was detectected on 38 seed samples from totally collected 175 dry bean samples and 21,71% of the seed samples was found
contaminated by the pathogen in Central Anatolia Region.

Key Words; bean, seed, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Bio-PCR

milyon ton ve verimi 69,53 kg/da’dir. Ulkemizde ise
ekim alan1 129.051 ha, iiretimi 195 bin ton ve verimi
ise 152 kg/da’dir (Anonim, 2009).

Giris
Insan beslenmesinde dnemli yeri olan, protein kaynag:
yiikksek, A, B1, B2 ve C vitaminlerince zengin ve

viicutta biriken asidi notralize eden fasulye, yemeklik
tane baklagiller arasinda ekim alani ve iiretim baki-
mindan diinyada ilk siray1 almaktadir (Anonim, 2008).
Ulkelere gére ekim alani ve iiretim durumlar1 dikkate
alindiginda Hindistan ilk sirada yer almaktadir. Kuru
fasulye tarimi, geligmekte olan iilkelerde yaygin olma-
sina karsin, verimi gelismis iilkelerde daha yiiksektir.
En 6nemli kuru fasulye ihracatg iilkeler ise sirasiyla;
ABD, Cin ve Burma’dir (Anonim,1997). Diinya kuru
fasulye ekim alan1 26,9 milyon ha, {iretim miktar1 18,7

Fasulyelerde hale yanikligi hastaligina neden olan
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burk.)
Young ve ark. isimli bakteriyel etmen, serin ile orta
derecede sicak ve nemli ortamlarda ve yaralanmig
bitkilerde daha fazla ortaya c¢ikmaktadir. Patojen,
tohumda 2-3 yil canliligi siirdiirebilmekte ve uygun
epidemi kosullarinda ve hassas ¢esitlerin ekildigi
bolgelerde %100’ e varan zararlar meydana getirebil-
mektedir (Anonim, 1993). P. s. pv. phaseolicola,
bodur ve ¢ali fasulyelerde 6nemli zararlar olusturmak-
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tadir. Kuzey Amerika’da baz1 fasulye ¢esitlerinin hale
yanikligina karsi dayanikli olduklari saptanmakla
beraber Avrupada 6zellikle ¢ali fasulyelerinde etmenin
O6nemli zararlara neden oldugu bildirilmistir. Fasulye
bitkilerinde %0.4 oraninda bir enfeksiyon durumunda;
%34 kapsil ve %]12.5 iriin zarar1 belirlenirken,
%2.6’lik enfeksiyon kaynagi bulundugunda ise, %62.5
kapsiil ve %43 iiriin zarart olustugu rapor edilmistir
(Smith, 1986). Bakterinin meydana getirdigi tane
kayiplart %23-43 oraninda degismektedir (Schwartz,
1989). Ulkemizde yapilan bir calismada ise Nigde,
Nevsehir, Afyon, Eskisehir, Bursa yorelerinde %50
lere varan zarar tespit edilmistir (Benlioglu ve
Ozakman, 1991).

Enfekteli bitki artiklar1 ya da tohumlarda olumsuz
kosullar1 gegiren bakteri, ¢imlenmekte olan siirgiinler
ve tohumlar iizerinde ¢ogalmakta, riizgar, yagmur ve
sulama suyu ile etrafa dagilmaktadir. Ayrica sertifika-
siz tohumlarin kullanilmasi da hastaligin ortaya ¢ik-
masinda ana faktor olabilmektedir.

Diinyada bilinen hastaliklarin ¢ogunun en Onemli
primer inokulum kaynaklar1 bulasik veya enfekteli
tohumlardir ve uygun depolama kosullarinda yillarca
canliliklarim siirdiirebilirler. Dolayisiyla pek cok {il-
kede bu hastaliklarin kontrol altina alinabilmesi to-
humlarin testlenmesi ve patojenlerden ari olanlarin
tiretimde kullanilmasi esasina dayandirilmaktadir.

Bu konunun o6nemi g6z Oniine alinarak yiiriitiilen
calismamizda, tilkemiz i¢in 6nemli tarimsal triinler-
den biri olan fasulye bitkisi tohumlariyla taginan ve
biiyiik zararlara sebep olan bakteriyel patojen P. s. pv.
phaseolicola’nmn, I¢ Anadolu Bélgesinde tanisinin
yapilarak, tohumlarda bulagiklilik durumunun belir-
lenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot
Materyal
Bitki materyali

Calismanim ana materyalini, i¢ Anadolu Bolgesindeki
12 ilin (Ankara, Aksaray, Corum, Eskisehir, Kayseri,
Kirsehir, Kirikkale, Konya, Nevsehir, Nigde, Sivas,
Yozgat) fasulye ekilis alanlarindan toplanan fasulye
tohumlari olusturmustur. Ayrica agirt duyarlilik testle-
ri ig¢in Nicotiana tobaccum cv. White Burley ve
patojenisite testleri icin Phaseolus vulgaris cv.
Dermason bitkileri kullanilmugtir.

Referans bakteri kiiltiirleri

Etmenin tanisi icin yapilan tiim testlerde, pozitif kont-
roller P. s. pv. phaseolicola PSP6 (Warwick Universi-
ty, Ingiltere), NCPPB52 (Prof. Dr. Kiymet Giiven,
Anadolu Universitesi) ve negatif kontrol olarak
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss74) (Selguk
Univ. Ziraat Fak. Bitki Koruma Béliimii) isimli refe-
rans kiiltiirler kullanilmustir.

Metot
Ornekleme metodu

¢ Anadolu Bélgesindeki 12 ilde, ekonomik anlamda
fasulye ekimi yapilan alanlardan ve ili temsil edecek
miktarda fasulye tohumu ornekleri almmugtir. Ornek-
leme;

100 ha ekilis alani igin en az 3 6rnek
100-1000 ha arasinda her 100 ha basina 1 6rnek
1000 ha iizeri i¢in her 200 hektar i¢in 1 drnek

esasina gore planlanmistir. Uluslar arasi  tohum
testleme birliginin  (International Seed Testing
Association=ISTA) standartlarina gore alinan tohum
orneklerinde, her 6rnek partisi 2500°er gram (yaklagik
5000 adet tohum) fasulye tohumundan olusmustur.
Her tohum partisi 500’er gramlik alt gruplara ayril-
mistir (Anonymous, 2007). Agiklanan oOrnekleme
yontemine uygun olarak toplam 175 adet fasulye to-
hum 6rnegi toplanmistir.

Pseudomonas
izolasyonu

savastanoi pv. phaseolicola’nin

Tohum o&rnekleri akan musluk suyuyla yikandiktan
sonra, fungal patojenler ve bazi saprofitik mikroorga-
nizmalarla bulasik olabilecegi diisiiniilen o6rneklere
%2’lik NaOCl’de 2 dk yiizey sterilizasyonu yapilmis
ve 3 kez steril saf suyla durulanmiglardir. 500’er
gramlik tohum oOrnekleri fosfat buffer saline (PBS)
icersinde 24 saat +5 °C’de bekletilmistir (Van Vuurde
ve Bovenkamp, 1989). Elde edilen bakteriyel siispan-
siyon 107 oraminda diluye edilerek Nutrient Agar
(NA), King B (KB) ve yar1 segici Modified Sucrose
Peptone (MSP) besiyerlerine yayilmistir. Petriler
25+1°C’de 2 giin inkiibatorde inkiibe edilmistir
(Mohan ve Schaad, 1987; Schaad ve ark., 2001). Bak-
teriyel izolatlar %30’luk gliserol stok ¢ozeltisi halinde
-30 °C’de saklanmustir.

Etmenin tanisi
Biyokimyasal testler

Pseudomonas savatanoi pv. phaseolicola’nin biyo-
kimyasal tanisinda, levan olusumu, oksidaz reaksiyo-
nu, pektolitik aktivite testi (Kovacs, 1956), arginine
dihiydrolase testi (Thornley, 1960), karbon kaynakla-
riin kullanimi, King B besi yerinde gelisim, arbutin
hidrolizi, jelatin hidrolizi, nitrat indirgenmesi, H,S
iretimi (Klement, 1963; Klement ve ark., 1990;
Lelliott ve Stead, 1987, Mohan ve Schaad, 1987)
testleri esas alinmis ve her bir izolat igin testler 3’er
kez tekrarlanmastir.

Tiitiinde hipersensitif reaksiyon (HR) testi

Elde edilen P. s. pv. phaseolicola izolatlarmin
hipersensitif reaksiyon olusturma durumlari, %70-80
nispi nem ve 23-25 °C sicaklikta ve 16 saat 151kl ve 8
saat karanlik ortamda yetistirilen Nicotiana tobaccum
cv. White Burley iizerinde denenmistir.
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Bakteriyel inokulum hazirlamak amaciyla P. s. pv.
phaseolicola izolatlari, King B besi yerinde gelistiril-
mislerdir. King B besi yerinde 28 °C’ de 48 saat gelis-
tirilen kiiltiirlerden steril saf su ile 10° hiicre/ml lik
stispansiyonlar hazirlanmigtir.

Cigeklenme doneminden onceki tiitiin bitkilerinin
inokulasyona uygun yapraklarmin (¢ok fazla ince
damar igermeyen diizgilin hatli yapraklar) damar arala-
rindaki alanlara 0,46 mm ¢apinda hipodermik enjektor
yardimiyla bakteriyel siispansiyon enjekte edilmistir.
Bitki ya da yaprak yapisindan kaynaklanan farklilikla-
1 engelleyebilmek amaciyla, izolatlar farkli bitkilerin
farkli yapraklarina ayri ayri inokule edilmistir. Her bir
yapraga ortalama 3 farkli izolat inokule edilirken, bir
izolat en az 3 farkli yapraga inokule edilmistir.
Inokulasyondan sonraki 48 saat igersinde doku nekro-
zuna sebep olan izolatlar pozitif olarak kabul edilmis-
tir (Klement ve ark., 1966; Fahy ve Persley, 1983).

Patojenisite testleri

Stok kiiltiirlerden King B’ye ¢izilmig 48—72 saatlik P.
s. pv. phaseolicola izolatlar steril destile su ile 10®
hiicre yogunlugunda (660 nm dalga boyunda 0.15 OD)
hazirlanan bakteri siispansiyonu, 2 haftalik Dermason
cesidi fasulye bitkilerinin yapraklarina puskiirtiilmis-
tiir. Kontrol bitkilere ise steril distile su piskiirtiilmiis-
tiir. Inokulasyon sonrasi 24 saat siireyle bitkiler iizeri-
ne polietilen torbalar gecirilmis, asilamadan sonra
bitkiler 7-10 giin arasinda 24-28 °C’de yiiksek nemli
kosullar altinda tutularak, simptomlar izlenmistir.
Simptom gelisimi gozlenen yapraklardan re-izolasyon
ve etmenin tanist yapilmistir. Yapilan test ayni sartlar-
da her izolat i¢in 3 tekerriirlii olarak yliriitiilmiistiir
(Taylor, 1970; Lelliot ve Stead, 1987).

Molekiiler tanilama
BIO-PCR

DNA izolasyonu yapilmaksizin, besiyerinde gelistirilen
bakterinin direkt amplifiye edilmesine olanak saglayan
BIO-PCR  yontemini  kullanarak P. 5. pv.
phaseolicola’nin molekiiler tanis1 yapilmistir. King B
besiyerinde etmenin 24-48 saat ve 23-25 °C’de
inkubasyondan sonra, petrilerden bakteri hiicrelerini
uzaklastirmak i¢in 3 kez steril distile su ile yikanmis ve
direkt olarak alinan bakteriyel siispansiyon, PCR proto-
kolii igerisinde kullanilmistir (Schaad ve ark., 1995).

Phaseolotoxin geninin amplifikasyonu

PCR calismalarinda phaseolotoxin geninin
amplifikasyonu i¢in;

P5.1: 5’-AGCTTCTCCTCAAAACACCTGC-3> ve
P3.1: 5’-TGTTCGCCAGAGGCAGTCATG-3" spesi-
fik primer seti kullanmilmistir. Toplam 25 pl hacimde
hazirlanan PCR ¢ozeltisinde bakteri DNA’ s1 2 pl,
PCR Master Mix (0.05 iinite/ ul 7ag DNA, 4 mM
MgCl,, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4 mM dGTP
ve 0.4 mM dTTP) 12.5 pl, Forward primer 2 pl,

Revers primer 2 pl, steril distile su 6.5 pl seklinde
hazirlanmistir. Reaksiyon, thermal cycler cihazinda
(Eppendorph Mastercycler Personel) 94 °C’ de 2 dk
inkiibasyon adimmyla baslatilmis, 94 'C’ de 1 dk
denaturasyon, 58 'C’ de 1 dk primer baglama ve 72
°C’ de 2 dk amplikon sentezi olacak sekilde toplam 25
dongiliye tamamlanmis ve 72°C’de 8 d inkubasyon
seklinde  programlanmistir. ~ Amplifiye  edilen
phaseolotoxin gen bolgesi icin 500 bp’ da tek bant
olusumu beklenilmistir (Schaad ve ark., 1995).

Elde edilen PCR iriinleri, %1°lik agaroz jel icerisinde,
1 kb’lik molekiiler marker ( Fermantas 100 bp Plus
DNALadder SM 1153) ile elektroporasyona tabi tu-
tulmus, agaroz jelde olusan DNA bantlarinin
(Sambrook ve Russell, 2001), transillimunatorde
(Vilber Lourmat) ve Biolab, Quantity One Imaging
and Analysis PDQest 2-D Gel Analysis Software,
User Guide for Version 4.1 Windows ile analiz edil-
mistir.

Patojenin  tohumla  bulasikhhik  oranlarinin
belirlenmesi

Bir ildeki yiizde bulagiklilik orani (IB), ildeki etmenle
bulasik tohum 6rnegi sayisiin (3 ibt), ilden toplanan
toplam tohum &rnegi sayisina (3 its) yiizde oranlan-
mast (1),

IB (%) =Y ibt/Yitsx 100 (1)

bolgedeki yilizde bulagiklilik orani (BB), tiim bolgede-
ki illerden elde edilen toplam bulasik 6rnek sayisinin
(3. bbt), bolgedeki tiim illerden toplanan toplam to-
hum 6rnegi sayisina (3 bts) yiizde oranlanmasi (2),

BB (%) =) bbt/} btsx 100 (2)
olarak hesaplanmustir.
Arastirma Bulgular

I¢ Anadolu Bélgesinde ekonomik anlamda fasulye
ekimi yapilan illerden fasulye tohumu ornekleri alin-
mustir. Orneklerin alindigs iller, toplanan érnek sayisi
ve P. s. pv. phaseolicola ile bulagik tohum sayilari
Tablo 1°de verilmistir. Elde edilen bulgulara gére, I¢
Andolu Bélgesindeki 12 ilden toplam 175 adet tohum
ornegi elde edilmis ve bunlardan 38 adet 6rnegin P. s.
pv. phaseolicola ile bulasik oldugu tespit edilmistir.
Etmenin iller diizeyinde durumu incelendiginde, en
yiiksek %45’ lik oranla Aksaray ve %41.37’ lik oranla
Konya illerinde bulagikligi belirlenirken, Corum,
Eskisehir, Kirsehir ve Yozgat illerinden toplanan
fasulye tohumlarinda etmen tespit edilmemistir. Buna
gore I¢ Anadolu Bolgesinde ekimi yapilan fasulye
tohumlarinda P. s. pv. phaseolicola’nin bulagiklik
orani %21,71 olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Morfolojik tan:

Tohum Orneklerinden farkli besi yerleri iizerine yapi-
lan izolasyonlarda, NA, King B ve MSP besi ortamlari
kullanilmis, 48 saat ve 25+1 "C’deki inkiibasyondan
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sonra P. s. pv. phaseolicola izolatlar, MSP
besiyerinde; koloniler dairesel, kubbemsi, parlak acik
sar1 ve kolonilerin etrafindaki besi yeri 3. giinde agik

sartya donmiistiir. King B besi yerinde olusan krem
renkteki koloniler, ultraviyole lamba altinda yesil
fluoresan pigment olusturmustur.

Tablo 1. i¢ Anadolu Bélgesinde fasulye tohumu toplanan 12 ilden toplanan 6rnek sayisi, Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola ile bulasik 6rnek sayilar1 ve bulasiklilik oranlari

(")rnek.Toplanan lge- Mevki Toplanan *Psp ile bulasik *Psp’nin il genelinde
Iller ornek sayisi ornek sayisi bulagikhik oram (%)
Merkez 14 4
Ankara Kazan 6 0 20.00
Kizilkaya 3 1
Dogantarla 5 4
Aksaray Helvadere 4 2 45.00
Giilagag 4 1
Demirci 4 1
Corum Merkez 11 0 0.00
N Merkez 6 0
Eskigehir Sivrihisar 6 0 0.00
. Tomarza 12 0
Kayseri Yesilhisar 11 3 13.04
Kirsehir Merkez 7 0 0.00
Kanalaltt 6 0
K&yoni 3 1
Kirikkale Bahsili 3 1 18.75
Sarimsalt 2 1
Irmak 2 0
umra 15 5
Konya %regli 14 7 41.37
Nevsehir %irgl:liz ‘51 g 22.22
Nigde Ulukigla 9 3 33.33
Sivas Divrigi 9 2 22.22
Yozgat Cekerek 10 0 0.00
TOPLAM 175 38
I¢c Anadolu Bélgesinde *Psp’ min bulasiklik orani (%) 21.71

*Psp ; Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola

Biyokimyasal yontemlerle tani

Etmenle bulasik 38 tohum 6rneginden izole edilen 52
P. s. pv. phaseolicola izolatinin tiimii gram reaksiyon,
arginin dihidrolaz, oksidaz, H,S olusumu, nitrat re-
diiksiyon, pektinaz, karbon kaynaklarinin kullanimi
(D-mannitol, inositol, D-sorbitol, erithritol), jelatinin,
arbutin, eskulin ve nisastanin hidrolizi testlerine nega-
tif reaksiyon gosterirken levan, katalaz, King B
besiyerinde floresan pigment olusumu ve tiitiinde HR
testlerine pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir (Tablo
2).

Patojenisite testi

Patojenisite testlerinde, 52 adet P. s. pv. phaseolicola
izolati, 2 haftalik Dermason gesiti fasulye bitkilerine
piiskiirtiilerek inokule edilmistir. Inokulasyondan
sonra 7-10 giin 24-28 ‘C’de ve %70-80 nispi nem
kosullarinda, 43 izolat farkli siddetlerde, yapraklarda

sulanmis lekeler seklinde lezyonlara, toksin {iretimine
bagl olarak lekelerin etrafinda meydana gelen sar1
halelere ve solgunluk simptomlara neden olmuslardir.

Tiitiinde hipersensitif reaksiyon (HR) testi

Elde edilen 52 adet P. s. pv. phaseolicola izolatiin
tamami1 doku nekrozuna sebep olmustur.

P. s. pv. phaseolicola izolatlarimin BIO-PCR ile
tanilanmas

P. 5. pv. phaseolicola’nn tanisinda spesifik P5.1-P3.1
primer seti kullanilmistir. Elde edilen tiim izolatlarin,
phaseolotoxin gen bdlgesi amplifikasyonunda, 500 bp
biiyiikliigiinde tek bant olusturdugu belirlenmistir.
Bio-PCR yontemiyle, 52 izolatin tamami P. s. pv.
phaseolicola olarak tanilanmistir.
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Tartisma

Birgok iilkede, Xanthomonas campestris pv. phaseoli,
P. s. pv. phaseolicola, P. s. pv. syringae ve
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens’in
ekonomik kayiplara neden olan 6nemli fasulye patoje-

ni Dbakteriyel etmenler olduklar1 rapor edilmistir
(Webster ve ark., 1983; Saettler, 1984; Rosas ve
Young, 1992; Coyne ve ark., 1994; Hall, 1994;
Howard ve ark., 1994; Agrios, 1997; Ranalli ve Parisi,
1998; Calzolari, 1999).

Tablo 2. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola’ nin pozitif ve negatif kontrollerle karsilastirmali tanisinda

kullanilan biyokimsal ve fizyolojik testler

Referans izolatlar

Test

(pozitif kontrol)
P. s. pv. phaseolicola

Elde Edilen
P. s. pv. phaseolicola

P. s. pv. syringae
(negatif kontrol)

PSP6

izolatlar: PSS74

NCPPB52

Gram reaksiyon -
King B besiyerinde
floresan pigment olusumu
Levan olusumu

Arginin dihidrolaz -
Oksidaz -
Pektinaz -
H,S olusumu -
Jelatinin hidrolizi -
Arbutin hidrolizi -
Eskulin hidrolizi -
Nisastanin hidrolizi -
Nitrat rediiksiyon -
Katalaz +

+ o+

+ o+
+ o+

+
+

1
+ o+

Karbon kaynaklarinin
kullanimi

D-Mannitol -

Inositol -

D-Sorbitol -

Erithritol -

Titiinde HR +

1
1
+ 4+ 4+ + o+

Tiirkiye nin farkli bolgelerinde (i¢ Anadolu, Karade-
niz, Ege ve Marmara bolgeleri) fasulye hastaliklarini
belirlemek igin gesitli ¢aligmalar yiiriitilmiis ve fasul-
ye bitkisinde Xanthomonas campestris pv. phaseoli,
P. s. pv. phaseolicola, P. s. pv. syringae ve
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens’in
patojen olduklar1 saptanmigtir (Sonmezalp, 1966;
Benlioglu ve Ozakman, 1991; Demir ve Giindogdu,
1994; Kahveci ve Maden, 1994; Ertugrul ve Giiven,
1998; Bozkurt ve Soylu, 2001; Dénmez, 2004).

Faurie (1998), Giiney Afrikada fasulye iiretim alanla-
rindan 1128 bakteriyel izolat elde etmis ve bunlarin
967’sinin P. s. pv. phaseolicola oldugunu tespit etmis-
tir.

P. s. pv. phaseolicola, bitkilerin baklalarinda kirmi-
zimsi-kahverengi goriiniimlii hafifce i¢e dogru ¢okiik
lekeler olusturmaktadir. Bu lekeli alanlardan bakteriler
gelismekte olan tohumlara gegmekte ve tohumlarda da
renk degismelerine neden olmaktadir. Erken enfeksi-
yonlar fasulye tohumlarinda ciirlimelere yol agarken,
gec evredeki enfeksiyonlar ise tohumlarda yama ha-

linde sar1 lekeler seklinde belirti ortaya koymaktadir
(Neergaard, 1988). Goto (1992), P. s. pv.
phaseolicola’nm % 50 oraninda simptom sergileme-
yen fasulye tohumlariyla tasindigini saptamistir. Ca-
lismamizda, I¢ Anadolu bélgesinden toplanan fasulye
tohumlarinin basta renk degisikligi olmak {izere
makroskobik simptom gostermedikleri tespit edilmis-
tir.

Demir ve Giindogdu (1994), Ege Bolgesinde yemeklik
baklagillerde goriilen bakteriyel hastaliklarin tespiti ve
miicadelesi i¢in yaptiklar1 ¢alismalarda, 8 survey ala-
ninda arazi kosullarinda P. s. pv. phaseolicola’nin
hastalik siddetini %0,5-21,2 oraninda belirlemislerdir.
Caligmamizda I¢ Anadolu Bélgesinde ekimi yapilan
fasulye tohumlarinin, etmenle bulagiklik orani1 %21,71
olarak bulunmustur.

Fasulye tohumlarindan bakteriyel patojenlerin izolas-
yonu i¢in, Taylor (1970), kuru tohumlarin bir el de-
girmeninde &giitiilerek toz haline getirilmesi ya da
Van Vuurde ve ark. (1983), tohumlarin uzun siire
diisiik sicaklikta suda bekletilmesi yontemlerini kul-
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lanmiglardir. P. s. pv. phaseolicola igin hicbir segici
ekstraksiyon soliisyonu olmadigi i¢in suda bekletme
isleminin diisiik sicaklikta yapilmasi onerilmektedir.
Ancak her drnegin dgiitiilmesi sonrasindaki sterilizas-
yonun yeterli olmamasindan, uzun siireli suda beklet-
me test sonuglarinda yiiksek saprofitik bulagmadan
dolay1 yanlis sonug¢ verme riski tasimaktadir. Bu se-
bepten dolay1 Saettler (1989) tohum sagligi testlerinde
tohumlar1 akan musluk suyunda yikadiktan sonra
%2’lik NaOCl’de 6 dk tutmus ve saf su ile durulamis-
lardir. Arastirmamizda bu yontem, giivenililirliginden
dolay1 tercih edilmistir. Sands ve ark. (1980) ve
Mohan ve Schaad (1987), ekstraksiyon i¢in tohumlari
fosfat buffer salin’de bekletmislerdir. Calismamizda
da fosfat buffer saline kullanilmis ve basarili sonuglar
almmustir.

Glinlimiizde mikroorganizmalarin tanisinda her ne
kadar molekiiler tekniklerin kullanilmasi hizla yaygin-
lagsa da klasik tan1 teknikleri birgok arastirici i¢in hala
giincelligini korumaktadir. P. s. pv. phaseolicola nin
tanilanmas1 amactyla birgok arastiric tarafindan biyo-
kimyasal ve fizyolojik testler onerilmektedir (Kovacs,
1956; Dye, 1968; Schwartz ve Galvez, 1980; Fahy ve
Persley, 1983; Lelliot ve Stead, 1987; Saettler, 1989;
Klement ve ark., 1990; Goto, 1992; Hall, 1994;
Howard ve ark., 1994; Narayanasamy, 1997 Schaad,
2001; Rico ve ark., 2006). Calismamizda elde edilen
52 adet izolatin tamaminin morfolojik ve biyokimya-
sal test sonuglar1 daha 6nce saptanan bulgular1 destek-
ler bulunmustur.

Demir ve Giindogdu (1994), Giiven ve ark., (2004),
Donmez (2004) patojenisite testlerinde, sera kosulla-
rinda yetistirilen 10 giinliik fasulye bitkilerinin yap-
raklarina P. s. pv. phaseolicola stispansiyonu piiskiir-
terek yaptiklar1 inokulasyonla, calismamizdan elde
edilen bulgulara paralel olarak, yapraklarda sulanmig
lekeler seklinde ortaya g¢ikan lezyonlar, toksin {ireti-
mine bagli olarak meydana gelen sar1 haleler ve sol-
gunluk simptomlari gozlemlemislerdir.

P. s. pv. phaseolicola’ nin patojenisite testleri i¢in Red
Kidney fasulye ¢esidi onerilmektedir (Rudolph ve
Mendgen, 1985), ancak caligmalarimiz sirasinda bu
cesit elde edilememistir. Bu sebeple denemelerimizde
Dermason ¢esidi fasulye bitkileri kullanilmis, P. s. pv.
phaseolicola izolatlarimiz bu ¢esit tlizerinde farkli
siddetlerde patojenisiteye sahip olmuslardir. Bu bulgu-
larin, izolatlarin farkli viriilensliklere sahip olusu ya
da ceside ait 6zelliklerden kaynaklanan bir durum olup
olmadig1 sonraki arastirmalarda incelenmelidir.

Tohumlarda ve bitkinin diger kisimlarinda, 6rnegin;
hastalik bulgusu olmayan yapraklar, yasayan bakteri-
yel patojenlerin saptanmasi ¢ogu zaman zor olmakta-
dir ¢iinkii hedef organizma populasyonu diger bakteri-
lerin miktarina gore genellikle azdir. Klasik izolasyon
yontemleri ¢ok duyarli olabilir ancak drneklerde gok
az miktarda patojen ve yliksek sayida diger bakteriler
bulunuyorsa basarisizdir (Schaad, 1989). PCR tekno-

lojisindeki yeniliklerle yiiksek oranda baska mikroor-
ganizmalarin varliginda az miktardaki hedef mikroor-
ganizmanin saptanmasinda ciddi ilerleme kaydedil-
mistir. Dogadan aliman bitki Orneklerinde siklikla
karsilagilan, PCR inhibitorleri ve az miktarlarda 6rnek
gerekliliginden ortaya ¢ikan disiik duyarlilik, PCR
yontemini sinirlayict etkenden birkagidir (Rossen ve
ark., 1992; Prosen ve ark., 1993; Weller ve ark.,
2000).

Schaad ve ark. (1995), fasulye tohumlarinda P. s. pv.
phaseolicola’nin  belirlenmesi amactyla yaptiklari
caligmalarda klasik PCR metodu yerine uygulamis
olduklar1 BIO-PCR metodunun, tohum tizerindeki 6li
hiicrelerin varligindan kaynaklanan pozitif sonuglari
Onlemesi, tohum ekstraktlarinda bulunan potansiyel
PCR engelleyici maddelerin varliginin elemine edil-
mesi, hastalik etmeninin belirlenmesinde hassasiyetin
artist  ve amplifikasyon igin DNA nin  6n
ekstraksiyonuna ihtiya¢ olmayist gibi bazi dnemli ve
iistiin ozelliklerinden bahsetmiglerdir. BIO-PCR’ 1n
duyarlilig1 klasik PCR yonteminden 10-100 kat arasi
fazlalik gostermektedir. Fasulye tohumu sertifikasyo-
nunda patojenin omrii hakkinda yeterli bilgiye sahip
olunmadigi durumda, BIO-PCR ile canli bakteri hiic-
relerinin varligimi belirlemek ayrica 6nemli olmaktadir
(Schaad ve ark., 1995; Schaad ve Frederick, 2002).

Schaad ve ark. (1995), Rico ve ark. (2006), P. s. pv.
phaseolicola’nn BIO-PCR ve multipleks PCR ile
tanilanmasinda P5.1-P3.1 primerlerini kullanmuslar,
calismamizda da Schaad ve ark., (1995)’ nin 6nerdigi
bu primerler ile 52 adet P. s. pv. phaseolicola
izolatimizda da beklenen spesifik bantlar elde edilmis-
tir. Yapilan c¢aligmalar molekiiler metotlarin her biri-
nin tan1 i¢in kendi basina yeterli oldugunu gostermis-
tir. Ancak tan1 ve karakterizasyonda birden fazla me-
todun bir arada kullanilmasinin sonuglarin giivenilirli-
gini artirdig1 ve bir metotla tespit edilemeyen 6zelligin
digeriyle belirlenmesini sagladig1 goriilmiistiir.

Sonug¢ ve Oneriler

Bitkisel tiretimde verimliligin artirilmasi, fiziksel,
ekonomik ve teknik yonlerden iiretim ortaminin iyiles-
tirilmesi, kaliteli ve saglikli tohum kullanimi ile ger-
ceklesebilmektedir.

Diinyada yemeklik dane baklagiller arasinda iiretim
bakimindan ilk siray alan fasulye, iilkemizde I¢ Ana-
dolu Bolgesinde en fazla {iretim alanina sahiptir. Fa-
sulye tohumlariyla tasinan ve uygun epidemiyolojik
kosullarda, biiyiik ekonomik kayiplara neden olabilen
bakteriyel patojen Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola’ nin, bu bolgedeki %21.71” lik bulasikli-
lik orani dikkat ¢ekici bulunmustur. Patojenin, uzun
yillar tohumda canliligini koruyabildigi ve farkli iire-
tim alanlarina tohumla yayilabildigi gbz oniine alindi-
ginda, hastalikla bulasik tarlalardan elde edilen tohum-
larin, tohumluk olarak kullanilmamasi, hastalik i¢in
uygun sartlara sahip olmayan bdlgelerde tohumluk
iiretiminin yapilmasi, hastaliga tolerant cesitlerin {ire-
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timine hassasiyet gosterilmesi hastalik ¢ikisinin azal-
tilmasinda etkili olabilecektir.
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