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ABSTRACT

Sweet cherry (Prunus avium L.) is one of the most important fruit trees grown in Tekirdag. Bacterial canker which
reduces yield and quality of sweet cherry fruit and cause death of trees were investigated. For this purpose a survey
study was conducted in 2012-2013 and 129 plant tissue samples were collected from symptomatic trees. As a result
of survey studies, bacterial canker was determined in all orchards and diseases prevalence rate of bacterial canker
was determined as 20-57%. Severity of disease was measured as 20-85% in Tekirdag Province depending on
orchards. As a result of laboratory studies 41 bacterial isolates of Pseudomonas syringae were obtained. As a result of
classical and molecular identification tests, 23 isolates were identified as Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
and 18 out of 41 isolates were identified as a Pseudomonas syringae pv. syringae.

Keywords: Cerasus avium, LOPAT, GATTa, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum

OZET
Kiraz (Prunus avium L.) Tekirdag’ da yetistirilen 6nemli bir meyve tiriidiir. Kirazda verim ve kaliteyi diistiren,
agaclar kurutan kiraz dal kanseri hastaligi bu ¢alisma ile arastinlmistir. Tekirdag ili kiraz bahgelerinde 2012-2013
yillarinda gerceklestirilen sérvey arastirmalari sonucu 129 ayri hasta bitki 6rnegi toplanmistir. Tekirdag ilinde
sorveylenen bahgelerin tiimiinde hastalik yayginligi %20-57 oraninda, enfekteli agaclarin %20-85 oraninda hastalik
siddetine sahip oldugu tespit edilmistir. Laboratuarda yapilan caligmalar sonucu bu orneklerden 41 farkli
Pseudomonas syringae izolat1 elde edilmistir. Yapilan klasik ve molekiiler tani testleri sonucunda 23 izolatin
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, 18 izolatin ise Pseudomonas syringae pv. syringae oldugu tanilanmustir.

Anahtar kelimeler: Cerasus avium, LOPAT, GATTa, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum,

GiRiS

Meyveler insan beslenmesinde eskiden beri 6énemli yer tutmaktadir. Ciinkii meyvelerin sagladiklari kalori,
icerdikleri tuz, asitler ve vitaminler insan beslenmesinde biiyiik Gneme sahiptirler (Gergekgioglu ve ark. 2006).

Tiirkiye bircok meyvenin anavatam ve meyvecilik kiiltiiriiniin besigidir. Bugiin meyvecilik tariminda 6nem
kazanmis olan elma, armut, ayva, erik, tiziim, incir gibi birgok meyve tiirii iilkemiz topraklarinda ortaya ¢ikmistir.
Hazar Denizi ile Karadeniz arasindaki bolge kirazin anavatani olarak bilinmektedir. Avrupa ve diger kitalara kirazin
yayilmasi tohumlarin kuslar, diger hayvanlar ve go¢menler tarafindan tagimmalariyla olmustur. Tirkiye’de her
bolgede kiraz yetistiriciligi yapilmakta olup tretilen kirazin hemen hemen hepsi taze halde tiiketilmektedir (Burak
2003).

Diinyada kiraz tiretimi cografik olarak diinyanin farkl bolgelerine yayilmis durumdadir. Diinyada 2012 yili
kiraz tretimi 2.256.519 ton olup bu iretimin yaklagtk %21.30 *unu Tirkiye, %17.04’tinii Amerika Birlesik
Devletleri (ABD), %8.86 ’sini iran iiretmektedir. Tiirkiye’ nin 2012 yih Kiraz iiretimi 480.748 ton olup birinci sirada
yer almaktadir. ABD 2012 yilinda 384.646 tonluk iiretimi ile ikinci sirada olup bunu sirasiyla iran ve italya
izlemektedir.

Ulkemizde kiraz iiretimi son yillarda gerek agag sayis1 gerekse iiretim olarak siirekli artis gostermektedir.
2013 yilinda meyve veren agag sayis1 17.922.000 meyve vermeyen agag sayist ise 7.236.000 adet agactan 494.325
ton kiraz iiretimi gergeklesmistir (TUIK, 2013). il bazinda kiraz iiretiminde izmir, Manisa ve Konya ilk siralarda yer
almaktadir. Tekirdag ilindeki kiraz iiretimi ise yillik 2.441 ton olarak gerceklesmektedir (TUIK 2013).

Ulkemizdeki kiraz iiretimini tehdit eden pek ¢ok biyotik ve abiyotik sorunlar vardir. Fitopatolojik problemler
arasinda yaprak delen hastaligina neden olan Stigmina carpophila, monilya (mumya) hastaligina neden olan
Monilinia laxa, dal yamkligi hastaliina neden olan Nectria galligena, bakteriyel hastaliklardan ise bakteriyel



kansere neden olan Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum gibi 6nemli
hastalik etmenleri hem tiriin kayiplarina hem de agag 6liimlerine neden olmaktadir.

Pseudomonas syringae’nin neden oldugu dal kanseri hastaligi diinyada meyve tiretimi yapilan her yerde
yaygmn olarak goriilmektedir. Hastalik miicadelesinin zor olmasindan dolayr kirazda her yil 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Fidan iretim alanlarinda meydana gelen sistemik enfeksiyonlar sonucunda da fidan
olimleri sonucunda 6nemli ekonomik kayiplar meydana gelmektedir. Hastaliktan dolayr her yil Almanya’da
agaclarin %30’u oliirken, benzer kayiplar italya ve diger Avrupa iilkelerinde de goriilmektedir (Kennelly ve ark.
2007).

Hastaliga neden olan bakteriyel etmenler Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum diiz ya da egik cubuk seklinde, bir veya iki kamg¢iya sahip gram negatif hiicre yapisina sahiptir. Eni
0.5-1 um, boyu 1.5-4.0 pm arasinda degismektedir. DNA’ nin %58-71 mol’ it G+C igermektedir (Schaad ve ark.
2001). Pseudomonas syringae'nin ilk orijinal izolat1 1902 yilinda Van Hall tarafindan hastalikl: bir leylak (Syringae
vulgaris) bitkisinden izole edilmistir. Pseudomonas syringae kompleks bir patojen olup Gardan ve ark. (1999) énce
56 farkli pathovarlarmin bulundugunu ve DNA:DNA hibridizasyonu sonucunda izolatlarm 6 genomospeciese
ayrildigini belirlemislerdir. Kaluzna ve ark. (2012) ise etmenin yaklasik 64 pathovari oldugunu bildirmistir. Bunlar
DNA:DNA hibridizasyonuna gére genom yapisi agisindan 3 farkli genomospeciese ayrilmistir. Birincisi icerisinde
Pseudomonas syringae pv. syringae, ikincisinde Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 1, ti¢iinciistinde ise
Pseudomonas syringae pv. morspurunorum irk 2, Pseudomonas syringae pv. avii ve Pseudomonas syringae pv.
persicae’nin yer aldigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda bu 5 patojen Prunus spp. (Sert ¢ekirdekli meyve agaglari)’da
hastaliga neden olmaktadir (Kaluzna ve ark 2012).

Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum kirazlarda bakteriyel
kansere neden olan 6nemli patojenlerdir. Hastalik etmeni patojenlerin agacin kok hari¢ biitiin organlarina ve
yapilarina saldirmasi bu etmenlerin 6nemini daha da arttirmaktadir. Hastaligin tipik belirtisi ¢eside, agacin yasina,
bitki dokusuna, patojen izolata ve ¢evresel kosullara gore degisebilir (Gasic ve ark. 2012). Hastalik belirtileri
igerisinde ¢igcek demeti yanikhg, siirgiinlerde geriye dogru 6lim, yaprak ve meyve lekeleri, odun dokularinda agik
yaralarla (kanser) birlikte zamklanma ve genel olarak meyve miktarinda azalmalar seklinde ortaya ¢ikmaktadir
(Kennelly ve ark. 2007). Ancak en zararli hali gévde ve dallarda goriilmektedir. Kabuk, dal ve ince siirgiinlerde yer
alan kanserli dokulardan yaz ve ilkbaharin sonlarinda bakteriyel akintilar goriliir. Kanserli dallarin terminal
yapraklar: yaz veya sonbaharin baslarinda dalin ucuna dogru yapraklarin porsiimesi, sararmasi seklinde gozlenir.
Sonugta yapraklar solar ve oliirler. Yaprak ve meyve infeksiyonlar: serin ve yagisl havalarda 6nemli ekonomik
kayiplara neden olur. Yaprak lekeleri koyu kahverengi, daireselden diizensiz sekillere kadar degisen lekeler seklinde
ve bazi zamanlarda sar1 hale ile cevrilidir. Lekeler bityiiyerek birlesir ve daha biyiik 6li alanlar meydana getirir,
lekelerin merkezleri dokiilerek sagma ile delinmis bir goriinti alir (Ogawa ve ark. 1995). Yesil kiraz meyvelerindeki
belirtileri ise su emmis leke veya nemli bir alanla cevrilmis kahverengi lekelerdir. infektelenmis meyvelerde ¢okiik-
derin ¢ukurlar, siyah et benzeri lekeler ve meyvenin yasina bagli olarak merkezi sari-kirmizi renginde lezyonlar
meydana gelir. Meyve saplar kahverengi ve su emmis leke seklinde goriiliir. Infekteli yaprak ve cicek demetleri
baharda agmaz ve o6lii tomurcuk olarak adlandirilan belirtiler ortaya ¢ikar. Bu 6lii siirgiinlerde kiigiik kanserler
gorilir. Diger infekteli demetler baharda acar fakat yaz baslarinda 6liir, yapraklar solar ve meyveler kurur (Ogawa
ve ark. 1995). Dallarda derin yaralar seklinde gériilen kanser formu genelde agacin zayiflamasina neden olan don
olaylari, yaralanma ve stres gibi faktorlerden sonra daha siddetli gozlenir. Kanser olusumunu don olayini tesvik
eden govdenin su icerigi, su emmis lekeler ve biiyiik gévde caplari gibi faktorler tesvik etmektedir. Kanserli
bolgeler konukgu-patojen iliskisine gore kiiciik veya biiyiik olabilmekte ve agacin 6limiine neden olabilmektedir.
Kanserler, bakterinin kigi dormant olarak gegcirdigi yerler olan ¢igek demetlerinden ve tomurcuklardan odun
dokusuna gegmesiyle baslamaktadir (Kennelly ve ark. 2007).Cigcek demeti infeksiyonu sonucunda ise demetin
tamami kurur. Etmen canliligini bir iiretim doneminden digerine kanserli dokularda gegirir, saglikli siirgiin ve iletim
demetleri ile yayilir. Bakteri doku igerisinde baharda yagmurlarla beraber cogalir ve geng yaprak ile ¢icek
demetlerine yagmur yardimyla yayilir. Etmen simptom olusturmadan epifitik olarak yaprak ve ¢iceklerde de
bulunabilir. Bakteriyel etmen yapraklarin dokiildiigli taze yaralardan govdeye giris yapar. Bakteriyel kanserin
belirtileri ilkbaharda serin, nemli bir periyot veya yaprak ve c¢iceklerden riizgar nedeniyle olusan yaralarm olmasi
durumunda ortaya c¢ikmaktadir. Yapraklarda serbest su filminin ve yiiksek nemin en az 24 saat devam etmesi
sonucunda yaprak infeksiyonlar: gerceklesir (Jones ve Sutton 1996).

Pseudomonas syringae pv. syringae iilkemizde; Antalya, Mersin ve Adana’da Turunggillerde (Mirik ve ark.
2005), Erzurum ve ilgelerinde kayis1 agaglarinda (Gérmez 2011), Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ise
kirazda Marmara ve Ege Bolgesi, bademde ise Ege Bolgesinde goriilebilmektedir (Anonim 2008).

Pseudomonas syringae pathovarlarinin tanilama c¢ahismalarinda, LOPAT, GATTa testleri gibi klasik
yontemlerin yam sira; patojenisite ve patolojik temelli fitotoksinlerinin dikkate alindig: in vitro” da syringomycin
uretimi, buz gekirdegi olusturma aktivitesinin saptanmasi kullanilmaktadir. Ayrica, molekiiler yontemlerle de
yapilan ¢alismalar tanilar1 desteklemektedir (Ertimurtas ve ark. 2014).



Pseudomonas syringae pv. syringae’nin molekiiler tamlanmasimda kullanilan syrB geninin primerlerinin
dizilimi, (B1 5’-CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3" ve primer B2 5’- TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3")
kullanilarak yapilir. Jele verildikten sonraki goriintiide primer uzunlugu 752-bp’ye ulagms ise etmen Pseudomonas
syringae pv. syringae olarak tanilanir (Abbasi ve ark. 2014). Pseudomonas syringae pv. morsprunorum’un
molekiiler tanilanmasinda kullanilan cfl genine gore dizayn edilmis primerler (GGCGCTCCCTCGCACTT ve
GGTATTGGCGGGGGTGC) kullanilarak molekiiler tanilanmasi yapilabilecegi bildirilmistir. S6z konusu
primerlerin PCR {iriinleri agaroz jelde 650 bp biyiikliigiinde band olusturmaktadir (Abelleria ve ark. 2014). Bu
primer setleri izolatlarin pathovar diizeyinde molekiiler tanisinda son derece basarili olarak kullanilmaktadr.

Bu ¢alisma kapsaminda Tekirdag ilinde kiraz tiretimin yapildigi1 Merkez, Naip, Kumbag, Karahisarli, Canakei,
Barbaros yorelerinde 25 adet kiraz iiretim alani ziyaret edilmis ve 129 adet agagtan ornek toplanmistir. Yapilan
izolasyonlar sonucu elde edilen 387 adet bakteri izolatinin patojenitesi, LOPAT (L: Levan olusumu, O: Oksidaz
reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T: Tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu), GATTa (G: Jelatin
hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosine kullanma, Ta:Tartarik asidi kullanma) testleri, karbon kaynaklarindan
asit olusumu gibi Klasik testlerle tamis1 yapilarak bakteri izolatlarinin Pseudomonas syringae oldugu tamilanmustir.
Izolatlarn pathovar diizeyinde tanisinda Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum’a spesifik olan yukarida belirtilen iki primer seti kullamlarak PCR testleriyle molekiiler diizeyde
arastirmalar yapilmistir. Ayrica Tekirdag ilinde kiraz dal kanseri hastaliginin yayginhgi, gezilen bahcelerdeki
bulasik agac sayis1 oran1 ve bulasik agactaki hastalik siddeti tespit edilmistir.

MATERYAL ve METOD

MATERYAL

Karakteristik hastalik belirtisi gosteren kiraz bitki orneklerinden izole edilen bakterilerin tanilanmasi
calismalarinda karsilastirma kiiltiirleri olarak Cukurova Univeristesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Ogretim
tiyesi Prof. Dr. Yesim AYSAN’dan temin edilen tanist yapilmig Pseudomonas syringae pv. syringae izolati,
Tekirdag Merkez ve ¢evresinden izole edilen Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlari, Yalova Bahge Kiiltiirleri
Atatiirk Arastirma Enstitiisii’'nde ¢alisan Yiik. Zir. Miih. Nesrin TUNALI’dan tanis1 yapilmis Erwinia amylovora 57
izolati, besi yerleri, cesitli kimyasallar, laboratuar malzemeleri, inkiibatér, ettiv, otoklav, pH metre, spektrofotometre
ve PCR aleti bu ¢alismanin materyalini olusturmustur.

METOD

Hastahgin Yayginh@inin Tespiti

Arazi ¢alismasi i¢in gidilen bahcelerdeki agaclar Lazarow (1961) metoduna gore incelenmistir. Bu metoda
gore 20 meyve agaci olan bahgenin %100°i, 21-70 meyve agaci olan bahgede 21-30 agag, 151-500 meyve agaci olan
bahgede 41-80 aga¢, 501-1000 meyve agaci olan bahgede agaglarin %15” i, 1000° den fazla meyve agaci olan
bahgede agaglarin %5’ i (en az 150 agag) kontrol edilerek hasta bitki 6rnekleri Tekirdag’in Naip, Merkez, Mermer,
Kumbag, Karahisarli, Canakg¢i, Barboros ve Kumbag ilgelerinden toplanmistir. Gezilen bélgedeki bahge sayisina,
hastalikli bahge sayis1 oranlanarak hastaligin yoredeki yayginligi hesaplanmistir. Ayrica her kiraz bahgesi, capraz
olarak gezilmis, hastalikli ve saglikli agaclarin sayilari belirlenerek basit ortalama metoduna gore bahgelerdeki
hastalik yiizdesi hesaplanarak hastaligin bahgedeki bulunma orani tespit edilmistir. Ayrica infekteli agaclardaki
hastalik siddeti ise ortalama 10 agagta hastalikli kismin agacin % kagini kapladigi hesaplanarak belirlenmistir.

Bakteriyel Kanser Etmeninin izolasyonu

Bakteriyel kanser belirtisi gosteren orneklerin hastalikli ve saglikli doku kisimlarini igeren 0.5 cm’lik bitki
parcalar1 % 70°lik alkol veya %1°lik NaOCI ile yiizeyden dezenfekte edilmistir. Pargalar steril havanda %0.85 NaCl
iceren saline buffer da homojenize edilmistir. Elde edilen ekstraktan bir 6ze dolusu siispansiyon alinarak King B

besi yeri iceren petrilere ¢izgi ekimiyle cizilmistir. 259C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra gelisen krem renkli
koloniler saflastirilmis ve gelecekteki caligmalarda kullanmilmak tizere egik olarak hazirlanmis YDC ortaminda

+49Cde buzdolabinda saklanmigtir (Lelliott ve Stead, 1987).
Patojenite Testi
Hastalikli kiraz dokularindan izole edilen bakteri izolatlarmin patojenitesi Lelliott ve Stead (1987)’nin

bildirdigine gore 3 farkli yontem kullanilarak yapilmistir. Patojenite testi calismalarinda 108 hiicre/ml inokulum
yogunlugu kullanilmigtir. Patojenite testlerinde pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. syringae referans
kiltiirii, negatif kontrol olarak ise steril su kullanilmistir. Calismada ¢igek demetlerine puskiirtme, siirgiinlerin ug
kisimlarina injeksiyon ve meyve inokulasyonu olmak iizere ii¢ farkli inokulasyon yontemi kullanilmistir.

Re-izolasyon

inokulasyon vyapilan Kiraz siirgiin, acilmamis ¢igek demetleri ve meyvelerinde meydana gelen
kahverengilikler ve kurumalar incelemeye almmistir. Ornekler kiiciik pargalara ayrilmis ve %70 etil alkol ile
yiizeyden dezenfekte edilmistir. Ornekler porselen havan igerisine konulmus ve 2 ml steril saline buffer eklenerek
stispansiyonlar hazirlanmistir. Havanlar 15-20 dakika bekletilerek bakterinin saline buffer siispansiyonuna gegmesi



saglanmigtir. Bekleme sonunda icerisinde King B besiyeri bulunan petrilere ii¢ ¢izgi yontemine gore cizimler

yapilmistir (Janse 2006). izolasyon petrileri 259C°de 48 saat inkiibatdrde bekletilmistir. King B besi yerinde
floresan tipte, kiigiik, yuvarlak ve kabarik olmayan tipte krem renginde gelisen koloniler saflastirilmistir. Simptom
veren bitkilerden re-izolasyonlar yapilarak elde edilen re-izolatlar cam tiiplerde egik olarak hazirlanmis yeast
dekstroz kalsiyum karbonat agar (YDCA) besi yerine cizimleri yapilarak tani ¢alismalari yapilmak tizere
buzdolabinda saklanmustir.

Bakteri izolatlarimin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanis

129 hasta bitkiden izole edilen 387 izolat i¢inden secilen 41 adet re-izolat ile tanm1 ¢alismalar1 yapilmistir.
Geleneksel yontemlerle tani Lelliott ve Stead (1987) ile Schaad ve ark. (2001)’e gore yapilmigtir. KOH ile gram
reaksiyonu ve LOPAT (L: levan olusumu, O: oksidaz testi, P: patateste pektolitik aktivite, A: arginin dehidrolaz
aktivitesi, T: tlitinde asir1 duyarlilik reaksiyonu), GATTa (G: Jelatin hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T: Tyrosine
kullanma, Ta:Tartarik asidi kullanma) testlerinin sonucuna gore izolatlarin tanilari yapilmigtir. Caligmada
Pseudomonas syringae pv. syringae’nin referans kiiltiirii ile her bir test icin pozitif ve negatif sonug veren referans
bakteri kiiltiirleri kullanilmastir.

Bakteri izolatlarinin PCR Testi ile Tams

Tekirdag ilinden elde edilen 41 adet izolatin PCR ile tams1 yapilmistir. izolatlar nutrient broth sivi besi
yerinde gelistirilerek De Boer ve Ward (1995)’e gore saflagtirilmig genomik DNA’lar PCR c¢alismalarinda
kullanilmigtir.

PCR caligsmasinda syrB gen Primer B1 (5>-CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3’) ve syrB gen Primer B2 (5°-
TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3") (Bereswill 1992) ile cfl gen Primer CFLF (5’-GGCGCTCCCTCGCACTT-
3”) ve cfl gen Primer CFLR (5-GGTATTGGCGGGGGTGC-3") Abbasi 2013) primer setleri kullanilmugtir.
Caligma, reaksiyon tiipii ad1 verilen 0.5 ml’lik ince duvarli eppendorf tiiplerde toplam hacmi 25 pl olan reaksiyon
karisimimin (12.5 pl PCR Master Mix (Promega, M7502), 2.0 ul 20 pmole primerl ve primer2, 6.5 ul H20, 2.0 ul g-
DNA) kullamilmasiyla gergeklestirilmistir. B1 ve B2 primerlerinin PCR islemi i¢in kullanilan program; ilk
denatiirasyon 94°C’de 4 dak., 35 dongii 94°C’de 1 dak., 60°C’de 1.5 dak., 72°C’de 1.5 dak., Final extention 72°C’de
10 dak. olarak PCR cihazina programlanmistir. CFLF ve CFLR primerlerinin PCR islemi i¢in kullanilan program
ise Ilk denatiirasyon 93°C’de 4 dak., 37 déngii 93°C’de 1 dak., 52°C’de 2 dak., 72°C’de 1.5 dak., Final extention
72°C’de 10 dak. olarak PCR cihazina programlanmustir. Elde edilen bakteri DNA’sinin ve PCR iiriinlerinin Agarose
jel elektroforezine yonelik ¢alismalar Sambrook ve ark. (1989)’a gore yapilmistir. Bunun igin 0.9 g agarose 90 ml 1

X TAE tamponuna konularak mikrodalga firinda eriyinceye kadar kaynatilmistir. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulan
soliisyon, taraklar yerlestirilen jel tepsisine dokilmiistiir. Agaroz jelin donmasindan sonra jel tanki igerisine jeli
ortinceye kadar 1XTBEbuffer konmustur. Daha sonra 6rnek koymak igin kullanilan tarak dikkatlice ¢ekilerek
cikarilmigtir. Bu sekilde hazirlanan agaroz jel g¢ukurlarma 3 pl loading buffer ve 12 pl PCR iriini karigim: bir
mikropipet yardimu ile dikkatlice verilmistir. Molekiler agirlik isaretleyici (Marker) olarak 100 bp DNA isaretleyici
(Marker, Fermentas SM 0623) kullanilmistir. Elektroforez tankinda agroz jeldeki ornek hiicrelerin bulundugu yer
giic kaynaginin negatif (-) kutbuna denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve PCR iirtinleri 100 V elektrik akiminda
yaklasik 1 saat siire ile yiritilmistiir. Bantlarin goriilmesi i¢in ethidium bromiir ile (10 mg/ml) 10 dak. boyama
yapilmis ve bunu takiben 15 dak. saf su ile jel yikanarak transliminatorde (302 nm) bantlar incelenmis ve
fotograflanmigtir.
BULGULAR VE TARTISMA

Hastalikh Bitki Materyalinin Elde Edilmesi:Tekirdag ilinde7 farkli yorede Merkez, Naip, Mermer,
Kumbag, Karahisarli, Canakg¢i, Barboros kiraz iiretim alanlarma 2012 ve 2013 yilinin Mart-Haziran aylarinda
periyodik olarak ziyaretler yapilmis ve ziyaret edilen kiraz bahgelerinde bakteriyel kanserin neden oldugu
karakteristik hastalik belirtileri olan ¢icek demeti yamikligi, siirgiinlerde geriye dogru oliim, yaprak ve meyve
lekeleri ile odun dokularinda kanserle birlikte zamklanma belirtileri gézlenmistir. Arazi ¢alismalarinda ziyaret
edilen bahgelerde hastaligin bulunma orani %100 olarak belirlenmistir. Tekirdag ili mevkilerine gére ziyaret edilen
bahgelerde hastaligin bulunma oranlar1 ise Naip’te %35.6, Mermer’de %33.3, Merkez’de %17.4, Kumbag’da
%38.5, Karahisarli’da %25.0, Canak¢i’da %20.0, Barboros’ ta %57.1 olarak belirlenirken, hastalik siddetinin ise
%28.5-50.7 arasinda degisen oranlarda belirlenmistir.

Hastahk etmeninin izolasyonu:Tekirdag cevresinde bakteriyel kanser belirtisi gosteren 129 adet bitki
orneginin hastalikli ve saglikli doku kisimlarini igeren parcalardan King B besi yerine yapilan izolasyonlarda 2-3
giin iginde krem-beyaz renkte ve floresan tipte kolonilerden 387 adet bakteri izolati elde edilmis ve tam testleri
yapilmistir.

Patojenite testinde kullanilan bakteri populasyonunun hesaplanmasi: King B besi yerinde gelistirilen 48
saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm 0.1 absorbans degerine ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmis ve
yapilan seyreltme serilerinden besiyerinde gelisen koloniler sayilarak ml> deki bakteri populasyonu 7 x 108 hiicre/ml
yogunlugunda oldugu hesaplanmistir (Klement ve ark. 1990).



Patojenite testi:Hastalikh kiraz dokularindan izole edilen ve tan1 caligmasinda kullanilan 41 bakteri izolat1 ve
referans kiiltiir King B besi yerinde gelistirilen 24 saatlik bakteri izolatlarmin 7 x 108 hiicre/ml yogunlugundaki
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Nanmik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce bitkileri Demonstrasyon Kiraz
bahgesinden toplanan gigek, siirgiin ve meyvelere inokulasyon yapilmis ve 25°C ve %70 nem igeren sera bélmesinde
muhafaza edilmistir. Pozitif kontrolle bulagik bitkilerde distan gozle goriiliir simptomlar olusunca yaklagik cigek ve
stirgiinler 8-10 giin sonra meyve denemeleri ise 5-7 giin sonra degerlendirme yapilmistir (Janse 1981). Tipik hastalik
simptomu gosteren bitkilerden yapilan re-izolasyonlar sonucu secgilen 41 re-izolat tekrar izole edilmis ve tam
testlerinde kullanilmustir.

Bakteri izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tansi:Hastalik belirtisi gosteren
kiraz bahgelerinden izole edilen 41adet bolge izolat1 ve bir referans izolat olmak tizere 42 adet re-izolatla yapilan tant
caligmalar1 sonucunda; izolatlar King B besi yerinde krem renkli flouresan koloni, gram negatif, levan tipte koloni
olusumu ve tiitiinde asir1 duyarhilik pozitif olarak belirlenmistir. Oksidaz, pektolitik aktivite ve arginin dehidrolaz ise
negatif olarak belirlenmistir. izolatlarmn tiir aymrminda kullanilan GATTa testi sonucunda iki gruba ayrilmustir.
Birinci grup igerisinde yer alan 23 izolatin GATTa sonuglar -, -, +, + olarak belirlenmis ve bunlarin Pseudomonas
syringae pv.morsprunorum oldugu belirlenmistir. Geriye kalan 23 izolatin ise GATTa sonuglart +, +, -, - olarak
saptannus, izolatlarin Pseudomonas syringae pv.syringae olarak tanmilari yapilmistir. izolatlara yapilan tam
testlerinin sonuglar1 Cizelge 1°de dzetlenmistir.

Cizelge 1. Bakteri izolatlarmin test sonuclar

Gram PCR Tam
lzolat Ads Reaksiyon F SR ATIIAT T Cfl | syrB |Sonucu

Naip 1/1 - + + e A - - + Pss
Naip 2/1 - + + | - - -+ +] 4] - - - + Pss
Naip 3/1 - + + | - - -+ +] 4] - - - + Pss
Naip 4/1 - + + S T N T B A - - + Pss
Naip 5/1 - + + | - - -+ +] 4] - - - + Pss
Naip 6/1 - + + | - - -+ +] 4] - - - + Pss
Naip 7/1 - + + - - ] ] ] - - - + Pss
Naip 8/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 9/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 10/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 11/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 12/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 13/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 14/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 15/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Naip 16/1 - + C R B S ) e e + - Psm
Mermer 1/1 - + + | - - -+ ] 4] - - - + Pss
Mermer 2/1 - + + | - - -+ ] 4] - - - + Pss
Mermer 3/1 - + + | - - -+ ] 4] - - - + Pss
Mermer 4/1 - + - e Y - - + Pss
Merkez 1/1 - + + S R I ) ) s + R Psm
Merkez 2/1 - + + S R I ) ) s + R Psm
Merkez 3/1 - + + S R I ) ) s + R Psm
Merkez 4/1 - + + S R I ) ) s + R Psm
Kumbag 1/1 - + AU D I S S ) Rt + i Psm
Kumbag 2/1 - + + S R I ) ) s + R Psm
Kumbag 3/1 - + AU D I S S ) Rt + i Psm
Kumbag 4/1 - + AU D I S S ) Rt + i Psm
Kumbag 5/1 - + + S R I ) ) s + R Psm
Karahisarli 1/1 - + AU D I S S ) Rt + i Psm
Karahisarl 2/1 - + AU D I S S ) Rt + i Psm
Karahisarl 3/1 - + AU D I S S ) Rt + i Psm
Canakg1 1/1 - + + -] - S 4] - -]+ O+ + - Psm
Barbaros 1/1 - + + - - -]+ - - - + Pss
Barbaros 2/1 - + + - - -]+ - - - + Pss




Barbaros 3/1 + + +| +] + + Pss
Barbaros 4/1 + + +| +| + + Pss
Barbaros 5/1 + + +| +] + + Pss
Barbaros 6/1 + + +| +| + + Pss
Barbaros 7/1 + + +| +| + + Pss
Barbaros 8/1 - + + | - +| - + o+ + Psm

F: King B’de floresan tip koloni gelisimi, L: Levan olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A:
Arginin dehidrolaz, T: Tutinde asirt duyarlilik reaksiyonu, G: Jelatin hidrolizi, A: Esculin hidrolizi, T:
Tyrosine kullanma, Ta: Tartarik asidi kullanma, Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae, Psm: Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum

Elde edilen re-izolatlarin tanilarimin yapilmasinda mutlaka GATTa testinin kullanilmas: gerektigi bu ¢alisma ile de
ortaya konmustur. Re-izolatlarla yapilan GATTa testi sonucunda iki gruba ayrilmustir. Birinci grup igerisinde yer
alan 23 izolatin GATTa sonuglar -, -, +, + olarak belirlenmis ve bunlarin Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
oldugu belirlenmistir. Geriye kalan 23 izolatin ise GATTa sonuglart +, +, -, - olarak saptanmus izolatlarin
Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilari yapilmistir.

Bakteri izolatlarinin PCR Testiyle Tarsi: B1-B2 primerleri kullanilarak yapilan PCR testlerinde 18 re-izolatin
(Naip1/1, Naip 2/1, Naip3/1, Naip 4/1, Naip5/1, Naip 6/1, Naip7/1, Mermer 1/1, Mermer 2/1, Mermer 3/1, Mermer
4/1, Barboros 1/1, Barboros 2/1, Barboros 3/1, Barboros 4/1, Barboros 5/1, Barboros 6/1, Barboros 7/1) %1.5 agaroz
jelde 752 bp biyiikligiinde bantlar olusturmustur. Molekiiler agirlik isaretleyicisi olarak kullamilan 100 bp’lik
marker PCR iiriiniiniin 752 bp biyiikligiinde oldugu Sekil 4. 18’de goriilmektedir. B1-B2 pimerleri kullanilarak
yapilan PCR caligmasi sonucunda 18 adet izolatin Pseudomonas syringae pv.syringae oldugu belirlenmistir. CFLF-
CFLR primerleri ile yapilan PCR ¢aligmasinda ise re-izolatlarin 23 adedi (Naip 8/1, Naip 9/1, Naip 10/1, Naip
11/1, Naip 12/1, Naip 13/1, Naip 14/1, Naip 15/1, Naip 16/1, Merkez 1/1, Merkez 2/1, Merkez 3/1, Merkez 4/1,
Kumbag 1/1, Kumbag 2/1, Kumbag 3/1, Kumbag 4/1, Kumbag 5/1, Karahisarli 1/1, Karahisarli 2/1, Karahisarli
3/1, Canak¢1 1/1, Barboros 8/1) %1.5 agaroz jelde Sekil 4.19°da goriilldigi gibi 650 bp baz uzunlugu
olusturarak Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanimlanmstir.

Cizelge 1°de de goriildigii tizere izolatlarin tanilama calismalarinda kullanilan klasik yontemlerden LOPAT
karakterizasyonuna gore izolatlarin tamami +,-,-,-,+ 6zellikler gostererek Pseudomonas syringae oldugu ortaya
konulmustur. Elde edilen re-izolatlarin tanilarmin yapilmasinda mutlaka GATTa testinin kullanilmas: gerektigi bu
caligma ile de ortaya konmustur. Re-izolatlarin yapilan GATTa testi sonucunda iki gruba ayrilmigtir. Birinci grup
icerisinde yer alan 23 izolatin GATTa sonuglar -, -, +, + olarak belirlenmis ve bunlarin Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum oldugu belirlenmistir. Geriye kalan 18 izolatin ise GATTa sonuglar1 +, +, -, - olarak saptanmis
izolatlarin Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilari yapilmstir.

Ivanovic ve ark (2009) izolatlarin GATTa testine gore iki farkli gruba ayrildiginmi belirlemistir. GATTa birinci
grupta yer alan izolatlar jelatin ve esculini hidrolize ederken thyrosinaz ve tartatati kullanmamalarindan dolay1
Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tamlamislardir. ikinci grup iginde bulunan izolatlar jelatin ve esculin
hidrolize etmezken, thyrosinaz ve tartarattan kullanmalarindan dolayr Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
olarak tamilanmistir. Kaluzna ve ark. (2010) farkl sert ¢ekirdekli meyvelerden izole ettikleri 30 adet Pseudomonas ' n
23 adedi LOPAT testlerine gore Pseudomonas syringae olarak tanilanmistir. Tam olarak tiir ayirimin1 yapmak i¢in
GATTa kullanmalar1 sonucunda 10 tanesi Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 1, 6 tanesi Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum ik 2 ve 6 tanesi de Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilamiglardir.
Gavrilovig ve ark. (2012) ise kiraz iiretim alanlarindan elde ettigi Pseudomonas izolatlarimin tanisini patojenite testi
ve GATTa testine jelatin ve esculin pozitif, tyrisonas ve tartarat ise negatif olarak Pseudomonas syringae pv.
syringae olarak, jelatin ve esculin negatif, tyrosine ve tartarat ise pozitif olan izolatlar1 ise Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum olarak tanilanmigtir. Gasic ve ark. (2012) gram reaksiyonu, KB’de floresan ve LOPAT testleri
Pseudomoas tiirlerini birbirinden ve bazi diger cinslerden ayirmada kullanilan testler olarak kullanilabilecegini
belirtmistir. GATTa testi Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1
ayirmada kullanilirken (Latorre ve Jones 1979) Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ik 2’de ise uygun
olmamistir (Gilbert ve ark. 2009). Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 jelatin ve esculini hidrolize etmis,
tyrosine iiretmig ama tartarik asidi kullanmamustir. GAT Ta testi Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 i¢in
uygun oldugu belirlenmistir. Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 1 jelatin ve esculini hidrolize etmezken
tyrosine ve tartarik asidi kullanmaktadir (Bultreys ve Kaluzna 2010). Bu yiizden GATTa testinde Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum 1tk 1 ve ik 2’yi ayirmada sadece jelatin hidrolizi kullanilabilir. Vicente ve Roberts
(2007) baz1 Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 izolatlarinin GATTa test sonucu (++--) Pseudomonas
syringae pv. syringae’ye benzer oldugunu bildirmistir. Bunun yaninda GATTa test Pseudomonas syringae pv.
syringae ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ayirmada kullanilacak bir yontem oldugu ama
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum irk 2 i¢in buz ¢ekirdegi aktivitesi, sukroz nutrient broth besiyerinde



gelisim ve insitoldan asit tretimi gibi ekstra testlerin eklenmesi gerekmektedir. Pseudomonas syringae
pathovarlarmin simptomolojik ve genel karakteristik 6zellikleri nedeniyle sert gekirdeklilerde ayirimi kolaylikla
karistirilabilmektedir. Sadece LOPAT testi Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ayirmada yeterli olmadigi gerek yaptigimiz ¢aligmada gerekse diger yapilan ¢aligmalarda da
goriildiigii gibi uygun olmamaktadir. Bu nedenle yapilan biitiin ¢aligmalar GATTa gibi ayirici testlerin yapilmasi
daha dogru sonuglarin alinmasinda faydali olacaktir. Ayrica elde edilen re-izolatlarin tamisinda molekiiler
yontemlerle desteklenmesinin gerektigi bircok arastirmaci tarafaindan 6nerilmektedir. iki farkli primer dizilimleri
kullanilarak yapilan PCR c¢ahismalari sonucunda elde edilen re-izolatlarin iki farkli tiir oldugu saptanmustir.
izolatlarin 23 tanesi cfl genine gore elde edilen primerlere reaksiyon verirken 18 adet izolat ise syrB genine gore
dizayn edilen primerlerle reaksiyon vermistir. Bu reaksiyonlar sonucunda elde edilen verilerle GATTa testinden elde
edilen sonuglar benzerlik gostermistir. cfl genine goére reaksiyon veren ve 650 bp baz uzunlugunda iiriin veren
izolatlarin Pseudomonas syringae pv. morsprunorum olarak tanilanirken, syrB genine reaksiyon veren ve 752bp baz
uzunlugunda tekrarlanabilen bantlar olusturan izolatlar ise Pseudomonas syringae pv. syringae olarak tanilanmastir.
Gasic ve ark. (2012) PCR metotlarinda toksin tiretimlerinin belirlenmesinde, Pseudomonas syringae pv. syringae
icin syrB ve syrD, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum i¢in cfl genlere dayali PCR testlerinin izolalarin aymrminda
yeterli olacagmi bildirmistir. Ertimurtas ve ark. (2014) Pseudomonas syringae pathovarlarinin molekiiler yontemlerle
yapilan tanisinda Pseudomonas syringae pv. syringae ’'nin syringomycin sentezinden sorumlu syrB geni ve
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ’nin coronatine sentezinden sorumlu cfl genlerine goére belirlemistir.
Benzer olarak Abbasi ve ark. (2012) Pseudomonas syringae pv. syringae ’nin molekiiler tanilanmasinda syrB genine
gore dizayn edilen primer kullamldiginda 752bp baz uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilirken, Albelleria ve ark.
(2014) yaptiklar ¢aligmada Pseudomonas syringae pv. morsprunorum "un molekiiler tanilanmasinda kullanilan cfl
geninin Kkullanildigi PCR ¢ahsmalarinda ise 650 bp baz uzunlugunda PCR iriinlerinin elde edildigini
belirlemislerdir. Elde ettigimiz sonuglar ile arastiricilarin sonuglari paralellik géstermektedir.
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