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OZET

AYDIN ve iZMIiR iLLERi BEZELYE URETIiM ALANLARINDA
GORULEN BAKTERIYEL HASTALIKLARIN SAPTANMASI

Duygu ERTAN

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilirg Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU
2012, 89 sayfa

Bu ¢aligma, Izmir ilinin Torbali, Tire, Odemis ilcelerindeki ve Aydin ilinin Nazilli,
Cine, Buharkent ilgelerindeki bezelye ekilis alanlarinda bezelye bakteriyel
hastaliklarin varliginin belirlenmesi ve Pseudomonas syringae pv. pisi (Psp)
irklarinin saptanmasi amaciyla ele alinmistir. 2009-2010 yillarinda Izmir ilinde 40,
Aydm ilinde 15 tarladan govde, yaprak ve kapsiillerinde suda haglanma,
kahverengilesme ve yelpaze seklinde nekrotik lezyonlar gdsteren bezelye bitki
ornekleri toplanmistir. Bakteriler King B (KB) besiyerine izolasyonu yapilarak,
saflagtirtlmis ve ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere -80°C’de saklanmustir.
Toplam 47 bakteriyel izolat, KB besiyerinde floresans olusumu, KOH ve LOPAT
(levan olusumu, oksidaz, patateste yumusak c¢iiriikliik testi, arginin hidrolizi,
titlinde asirt duyarlilik reaksiyonu) testleri ile 6n tanilamasi yapilmustir.
Patojenisite testleri saksida yetistirilen Bolero ve Geneva, viriilenslik testleri
Kelvedon Wonder c¢esidi bezelye bitkilerinde yapilmistir. Tiim 47 izolat
biyokimyasal, serolojik ve 16S rDNA sekans analizi ile tanilanmigtir. Ayrica tiim
Psp wrklarina karst farkli duyarlilik gosteren 8 bezelye c¢esidi ile irklar
belirlenmistir. izolatlar sadece baz1 karbon kaynaklarini kullamimi (D-ksiloz, D-
mannitol, D-maltoz, D-sorbitol, eritritol, trehaloz, L-tartarik asit ve laktik asit),
jelatin sivilagmasi, eskulin hidrolizi, buz ¢ekirdeklenme aktivitesi ve homoserin
kullanimi agisindan farklilik gostermistir. Ticari poliklonal antiserum (Neogen,
Europe, UK) ve tavsanda 1s1 uygulanmig Psp’e (Bz4 ve NCPPB-2585) karsi
tiretilen antiserum ile ELISA ve IFAS testleri uygulanmistir. Sonug olarak 46
izolat Psp olarak tanilanmis ve 3 1rki (irk 2, 4 ve 5) belirlenmistir. Siirvey yapilan
alanlarda 1rk 2’nin yaygin oldugu tespit edilmistir. Bir izolat ise Pseudomonas
viridiflava olarak tanilanmistir. Bu ¢alismayla Tirkiye’de bezelyelerde hastaliga
neden olan P. viridiflava ve Psp’nin 3 irkinin varligr ilk kez belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Bakteriyel yaniklik, Pseudomonas syringae pv. pisi,
Pseudomonas viridiflava, bezelye






ABSTRACT

DETERMINATION of BACTERIAL DISEASES on PEA GROWING
AREAS of AYDIN and IZMIR PROVINCES

Duygu ERTAN

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protgction
Supervisor: Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU
2012, 89 pages

The study has been conducted to investigate the presence of bacterial diseases of
pea and to determine races of Pseudomonas syringae pv. pisi (Psp) on the pea
growing areas of Torbali, Tire, Odemis counties in Izmir province and Nazilli,
Cine, Buharkent counties in Aydin province. During 2009 and 2010, pea plant
samples exhibiting water-soaked, browning and fan like necrotic lesions on stem,
leaves and capsules were collected from 40 fields in Izmir and 15 fields in Aydin
provinces. Bacteria were isolated on King’s medium B (KB), purified and stored
at -80°C for further identification. A total of 47 bacterial isolates were tested for
presumptive diagnosis by using fluorescence on KB medium, KOH solubility and
LOPAT (production of levan, oxidase, patato soft rot, arginine dihydrolase,
hypersensitive reaction on tobacco) tests. Pathogenicity and virulence tests were
performed in potted pea plants cv. Bolero, Geneva and Kelvedon Wonder,
respectively. All 47 isolates were tested for further identification by using
biochemical, serological and 16S rDNA sequence analysis. All Psp strains were
also characterized based on differential pathogenicity on 8 pea cultivars. The
isolates were only differentiated by utilization of some carbon sources (D-xylose,
D-mannitol, D-maltose, D-sorbitol, erythritol, trehalose, L-tartaric acid and lactic
acid), gelatin liquefaction, hydrolysis of aesculin, ice nucleation activity and
homoserine utilization. ELISA and IFAS tests were applied by using commercial
polyclonal antibody (Neogen Europe, UK) and rabbit antibody produced against
heat-killed cells of Psp (strain Bz4 and NCPPB-2585). As a result, 46 isolates
were identified as Psp and divided into three races (race 2, 4 and 5). Race 2 was
found to be widespread in the survey area. One bacterial isolate was identified as
Pseudomonas viridiflava. This is the first report of P. viridiflava causing a disease
of pea, and the presence of three races of Psp in Turkey.

Key Words: Bacterial Blight, Pseudomonas syringae pv. pisi, Pseudomonas
viridiflava, pea
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ONSOZ

Bu calisma; bezelye tarimmin yaygin olarak yapildigi Izmir ilinin Torbali, Tire,
Odemis ilgeleri ve Aydin ilinin Nazilli, Cine ve Buharkent ilcelerindeki bezelye
ekim alanlarinda bezelye bakteriyel hastaliklarimin varligmmin  belirlenmesi
amactyla ele alinmistir. Bu konuda yapmis oldugumuz on calismalar sonrasi
Bezelye Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmeni Pseudomonas syringae pv. pisi’nin
tilkemizdeki varlig: ilk defa tarafimizca belirlenmistir (Benlioglu vd., 2010). Bu
caligma ile toplanan hastaliklt bitki orneklerinden bakteriler izole edilerek
patojenisite, biyokimyasal, serolojik ve 16S rDNA’a dayali tekniklerle etmenlerin
tanilanmasi1 ve Pseudomonas syringae pv. pisi izolatlarinin irklarinin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Caligmalarim boyunca her tiirlii yardimini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr.
Saymn Kemal BENLIOGLU basta olmak iizere test calismamda pozitif kiiltiir
olarak Pseudomonas viridiflava izolatin1 verdigi i¢in Dr. Saym Nursen Ustiin
(Bornova Zirai Miicadele Arastirma Istasyonu)’e, antiserum iiretiminde
yardimlarindan dolayr Ogr. Gér. Saymn Birol BIRINCIOGLU (Adnan Menderes
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Béliimii, Aydin)’a, tavsanlardan kan
aliminda yardimer olan Yrd. Dog. Dr. Saymn Cengiz UNSAL (Adnan Menderes
Universitesi, Veterinerlik Fakiiltesi, Veteriner Hekimligi Temel Bilimler Boliimii,
Aydin)’a, elde edilen bakterilerin tanilanmasinda kullanilan API ID 32 GN test
kitlerinin okunmasinda cihazlarin1 kullandirdiklart i¢in Bornova Veterinerlik
Kontrol Enstitiisine (Izmir), arazi ¢alismalarinda her tiirlii yardimi gosteren
Ozgorkey Gida Uriinleri Sanayi ve Ticaret. A.S. firmasma (Izmir) ve yardimini
eksik etmeyen Dr. Sayin Umit OZYILMAZ (Adnan Menderes Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Aydin)’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim.

Calisma Adnan Menderes Universitesi Arastirma Projelerince ZRF-11037 nolu
proje ile desteklenmistir.
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SIMGELER DIiZiNi

°C Derece Santigrad

As Antiserum

be Baz cifti

BSA Bovin Serum Albumin

C Karbon

cm Santimetre

da Dekar

dNTP Deoksi-Niikleozid Trifosfat

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EPPO Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Teskilati
FAO Food and Agriculture Organisation

g Nispi Santrifugal Kuvvet

ha Hektar

IFAS Indirekt Fluorescent Antibody Staining
IgG Immunoglobulin G

KB King B

L Litre

M Molar

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

ul Mikrolitre

um Mikrometre

N Normalite

NA Nutrient Agar

NCPPB National Collection of Plant Pathogenic Bacteria
nm Nanometre

oD Optik Dansite

PBS Phosphate Buffered Saline

PBST Phosphate Buffered Saline, Tween 20
PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
pH Hidrojen Iyonu Konsantrasyonu

ppm Parts Per Million

rDNA Ribozomal Deoksiriboniikleik Asit

uv Ultraviolet
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1. GIRIS

Fabaceae (Baklagiller) familyasi igerisinde yer alan bezelye, karbonhidrat, protein
ve ¢esitli vitaminlerce zengin olmasi bakimindan iyi bir bitkisel besin kaynagidir
(Salk vd., 2008). Bezelye bitkisi taze ve kuru olarak insan beslenmesinde
kullanildig1r gibi yesil i¢ tanesinden konserve sanayisinde de genis Olgiide
yararlanilmaktadir. Ayrica sap ve samam1 da hayvan yemi olarak
degerlendirilmektedir (Ekinci, 1972).

Genetik cesitlilik dikkate alindiginda Orta Asya, Yakin Dogu, Etiyopya ve
Akdeniz havzasi olmak tizere bezelyenin dort orijin merkezi oldugu bilinmektedir
(Gritton, 1980).

Tek yillik kiiltiir bitkisi olan bezelyenin koklerinin biyiik kismi 10-15 cm’lik
toprak derinliginde toplanmistir. Koklerin {lizerinde nodiiller bulunur. Nodiiller,
icerisinde simbiyotik bakteriler (Rhizobium leguminosarum) wvardir ve bu
bakteriler havanin serbest azotunu fiske etmekte ve topragin azotca
zenginlesmesini saglamaktadir. Bitkinin gévdesi ince, dort kdseli, otsu yapili ve ici
bostur. Govdesinin bos olmasi, hizli gelismesi ve hasadindan sonra kalan bitki
artiklarinin C/N oranmin diisiik olmasi nedeniyle iyi bir yesil giibre bitkisi
olmasini saglamaktadir. Govde {izerinde bogumlar bulunur ve her bogumdan birer
yaprak c¢ikar. Bezelye yapraklari bilesik yaprak seklindedir. Yaprak ayasi
yaprakgiklara parcalanmis ve yaprak sapi lizerinde karsilikli olarak dizilmistir.
Bilesik yaprak ekseni bir siilik ile son bulmaktadir. Cigekler, yaprak
koltuklarindan ¢ikan ¢igek sap1 lizerinde meydana gelir. Bezelye kendine ddllenen
bir sebzedir fakat dogada yabanci dollenme % 2-4 oramnda meydana
gelebilmektedir. Bezelye meyvesi tipik bir bakla meyvesidir. Meyve igindeki
bezelye tohumlar: funiculus ile plasentaya bagli olarak bulunur. Bezelye serin
iklim sebzesidir, optimal sicaklik istegi 15-20°C arasindadir. Bezelye tohumlarinin
¢imlenmesi i¢in en ideal toprak sicakligi 10-25°C’dir ve -5°C’e kadar da
dayanabilmektedir. Ulkemizde bezelye ekimi Kasim aymndan mayis ayma kadar
yapilabilmektedir. Ege ve Akdeniz sahil kusaginda kislik olarak ekim, kasim veya
aralik aylarinda, Orta Anadolu ve gegit bolgelerde kis sonu ve erken ilkbaharda
ekim yapilabilir. Toprak istegi olarak derin, gegirgen, su tutma kapasitesi iyi, hafif
asidik (pH 5.5-6.7), tinh topraklarda iyi gelismektedir (Kaya ve Sanli, 2005; Salk
vd., 2008).



Bezelye, diinyada fasulye ve nohuttan sonra en fazla ekilen, fasulyeden sonra en
fazla iiretilen, gerek diinyada gerekse iilkemizde birim alandan en fazla verim
alinan yemeklik tane baklagil bitkisidir (Ozdemir, 2002). Bezelye iiretimi Avrupa
ve Amerika {ilkelerinde yogunluk kazanmistir (Akova, 2009). Diinyada taze
bezelye iiretimi 2009 yili verilerine gore yaklasik 16,000,000 ton ve Tiirkiye’deki
iiretim ise 95,046 tondur. Diinyada kuru bezelye tiretimi 2009 y1l1 verilerine gore
ise yaklasik 10,500,000 ton ve Tiirkiye’deki iiretim ise 3604 tondur. Diinya taze
bezelye iiretiminde 11. sirada yer alan Tirkiye’nin ekim alani 14,000 ha’dir,
iilkemizdeki kuru bezelye ekim alani ise 1224 ha’dir (Cizelge 1.1). FAO (Food
and Agriculture Organisation) verileri incelendiginde taze bezelye iiretiminde
ABD 11,4 ton/ha verim elde ederken bunu yaklasik 11,3 ton/ha ile Kirgizistan
izlemektedir. Ulkemizdeki verim ise yaklasik olarak 7 ton/ha civarmdadir
(Anonim, 2011a)

Cizelge 1.1. 2009 yil1 Diinya taze ve kuru bezelye iiretimi (Anonim, 2011a)

Taze Bezelye Kuru Bezelye

Ulke Alan Uretim Verim Alan Uretim | Verim

ha x1000 ton | ton/ha ha x1000 ton | ton/ha
Diinya 2,116,110 15,998 7,6 | 6,182,296 10,486 1,7
Cin 1,200,856 9,599 8,0 875,000 960 1,0
Hindistan 348,000 2,916 8,3 603,233 755 1,3
ABD 83,100 949 11,4 339,090 777 2,3
Tirkiye 14,000 95 6,7 1,224 3,6 2,9

Ulkemizde 2010 yili verilerine gére en fazla {iretim sirasiyla Marmara, Akdeniz ve
Ege Bolgelerinde gerceklesmistir. 11 bazinda baktigimizda ise Bursa, Hatay,
Balikesir, Adana ve Izmir illerinde en fazla taze bezelye iiretimi yapilmaktadir
(Anonim, 2011b). Izmir ili Tiirkiye taze bezelye iiretiminin % 7.3’iinii ve Ege
Bolgesi taze bezelye iiretiminin de % 46’sm1 saglamaktadir. Bu durumu Aydin ili
icin inceledigimizde Tiirkiye taze bezelye iiretiminin % 2’sini, Ege Bolgesi taze
bezelye iiretiminin ise % 13’{inii saglamaktadir. Aydin ve Izmir ilinde ilgeler
diizeyinde taze bezelye iiretimi Cizelge 1.2°de verilmistir (Anonim, 2011b).



Cizelge 1.2. 2010 yil1 Aydin ve Izmir ilgelerindeki taze bezelye iiretimi (Anonim,

2011b)

il ilce Adx Uretim (ton) il ilce Ada Uretim (ton)
Nazilli 640 Torbali 2.876
Cine 420 Tire 1.200
Buharkent 250 Odemis 840

_g Kuyucak 200 *é Bayindir 720

< | Didim 147 | S | Menemen 350
Merkez 72 Bergama 175
Soke 65 Kemalpasa 150
Kogarli 56 Diger 9 ilge 282

Aydm ilinde bezelye tarimi daha ¢ok kiiciik aile isletmelerinde yapilmaktadir.
Izmir ilinde konservecilik ve dondurulmus gida endiistrisinin yaygin olmasindan
dolay1 bezelye tarimi yayginlasmistir. Ozellikle Torbali ilgesinde bezelye tarimu,
yiiksek verim elde etmek amaciyla sulama, mekanizasyon, giibreleme ve ilaglama
programlar1 gibi tiim tarimsal islevlerin kullanildig1 entansif bir tarim seklinde
gerceklestirilmektedir.

Uretimde verimi kisitlayan en énemli sorunlarin basinda bitki koruma problemleri
gelmektedir. Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi yabanci otlar, zararlilar ve
hastaliklar bezelye bitkisinde de kalite ve kantite kayiplarina neden olmaktadir.
Bezelye bitkisinde sorun olan otuzdan fazla fungus tiirii ve yediden fazla viral
etmen bulunmaktadir (Tongug vd., 2009). Bezelye liretim alanlarinda goriilen en
onemli bakteriyel hastalik, Pseudomonas syringae pv. pisi (Sackett) Young, Dye
ve Wilkie (Psp) (syn. P. pisi Sackett)’nin neden oldugu Bezelye Bakteriyel
Yaniklik hastaligidir. Etmen; gram negatif, aerobik, 0.7 X 2-3 pm boyutunda,
cubuk seklinde 1-5 polar kamgiya sahip bir bakteridir (Lawyer, 1984; Martin-Sanz
vd., 2005). Besiyerinde grimsi beyaz renkte, ¢ok fazla kabarik olmayan, parlak,
saydam ve kenarlar1 diiz koloniler olusturmaktadir. Bakteri 7-37.5°C arasinda
gelisim gostermektedir. Optimum gelisim sicakligr 26-28°C ve pH degeri 6.5-
7.5°dir (Lawyer, 1984). Bir ¢ok k1 King B besiyerinde sarimsi yesil pigment
olusturur, ultraviolet 1s1k altinda ise mavi floresans vermektedir (Martin-Sanz vd.,
2005).



Diger onemli hastalik ise Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall (Pss)’nin
neden oldugu Kahverengi Leke hastaligidir (Lawyer, 1984). Etmen genis bir
konukgu dizisine sahip olup, gram negatif, aerobik, cubuk seklinde, floresans
pigment veren bir veya birden fazla polar kamg¢iya sahip bir bakteridir. Optimum
gelisme sicakligi 24°C’dir (Lawyer, 1984).

Ayrica bezelye bitkilerinde bakteriyel yaniklik belirtilerine Pseudomonas
viridiflava’nin da neden oldugu belirtilmistir (Martin-Sanz vd., 2010). Etmen bir
cok kiiltiir bitkisinde (fasulye, bezelye, domates, kabak vs.) yaniklik, ¢iirlime ve
yapraklarinda lekelere neden olan gram negatif, King B besiyerinde floresans
veren pektolitik aktiviteye sahip bir bakteridir (Wilkie vd., 1973).

Bu calisma bezelye tariminin yaygin olarak yapildigi izmir ilinin Torbali, Tire,
Odemis ilgeleri ve Aydin ilinin Nazilli, Cine ve Buharkent ilcelerindeki bezelye
ekim alanlarinda bezelye bakteriyel hastaliklarinin varliginin belirlenmesi
amactyla ele alinmistir. Bu konuda yapmis oldugumuz 6n calismalar sonrasi
Bezelye Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmeni Pseudomonas syringae pv. pisi’nin
tilkemizdeki varligi ilk defa tarafimizca belirlenmistir (Benlioglu vd., 2010). Bu
calisma ile toplanan hastalikli bitki Orneklerinden bakteriler izole edilerek
patojenisite, biyokimyasal, serolojik ve 16S rDNA’a dayali tekniklerle bakteriyel
etmenlerin tanilanmasi ve Pseudomonas syringae pv. pisi izolatlarinin irklarinin

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Bezelye Bakteriyel Yamkhik Hastahgi

Bezelye Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmeni olan Pseudomonas syringae pv. pisi
(Psp) ABD’nin Kolorado eyaletinde 1915 yilinda ilk kez W. G. Sackett tarafindan
rapor edilmistir (Lawyer, 1984). Etmen 1liman iklime sahip ve yagisin bol oldugu
yerlerde 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir.

Psp, bezelye tohumlarinda toleransi sifir olan bakteriyel bir etmendir. Bu nedenle
pek c¢ok iilkenin karantina listesinde yer almaktadir. Hastaligin diinyada pek ¢ok
bezelye ekim alanlarinda mevcut oldugu bilinmektedir. Hastalik Avrupa’da
(Ermenistan, Bulgaristan, Hirvatistan, Cek Cumhuriyeti, Danimarka, Fransa,
Giircistan, Yunanistan, Macaristan, Italya, Litvanya, Moldova, Hollanda,
Romanya, Rusya, Sirbistan, Slovakya, Ukrayna, Ingiltere), Asya’da (Hindistan,
Endonezya, Israil, Japonya, Kazakistan, Kirgizistan, Liibnan, Nepal, Pakistan,
Suriye), Afrika’da (Kenya, Malavi, Kuzey Afrika, Giliney Afrika, Tanzanya,
Zimbabve), Amerika’da (Arjantin, Bermuda, Brezilya, Kanada, Kolombiya, Kosta
Rika, Meksika, Amerika Birlesik Devletleri, Uruguay) ve Okyanusya’da
(Avusturalya, Yeni Kaledonya, Yeni Zelanda) goriilmektedir. Hastaligin en ¢ok
goriildiigi iilkeler ise Fransa, Kuzey Afrika, Kanada ve Yeni Zelanda’dir (EPPO,
2011). Hastaligin tilkemizdeki varligi ilk defa 2010 yilinda Soke, Torbali ve
Odemis ilgelerindeki bezelye iiretim alanlarinda yapilan siirveyler sonucunda
belirlenmis ve etmenin Pseudomonas syringae pv. pisi oldugu bildirilmistir
(Benlioglu vd., 2010).

Bakteriyel Yaniklik hastaligi bezelye bitkisinin tiim toprak {istii aksaminda
goriilmektedir. Hastaligin baslangigtaki tipik belirtileri yaprak, kapsiil ve gévde
tizerinde belirgin, parlak ve suda haslanmis seklinde goriilen lekelerdir. Patojen
hiicrelerarasi bosluklarda geliserek bitki hiicrelerinin iceriklerinin digar1 ¢itkmasina
neden olur sonugta dokularda suyla doygunluk sonrasi tipik suda haglanmig
lezyonlar meydana gelir. Daha sonra lezyonlar koyulasarak nekrotik lekelere
doniisiir. Yaprak ve yaprakciklardaki belirtiler baslangicta parlak ve suda
haglanmig gibidir ve daha sonra lekelerin oldugu alanlar kahverengiye doner.
Nemli hava kosullarinda yaprak damarlar1 boyunca uzanan lekeler yelpaze seklini
almaktadir. Yaprakta meydana gelen lekeler birleserek yapragin incelmesine ve



kagit gibi bir goriiniim almasina neden olabilir. Patojen yaprakg¢iklardan bitisik sap
ve diger yapraklara dogru yayilir. Canak yaprak enfeksiyonlari ciceklerin
dokiilmesine ve kiiciik kapsiil olusumuna neden olabilmektedir. Meyve
kapsiillerinde de suda haslanmig sekilde baslayan daha sonra giines yamigi seklinde
koyu kahverengi dokuya batik lekeler olugsmaktadir. Kapsiil enfeksiyonlar1 sonrasi
tohumlar enfekte olurlar. Enfekteli tohumlarda renk degisimi ve tohumun hilum
kisminda koyu lekeler goriilebilmektedir (Lawyer, 1984; Steven vd., 2007).

Bakteriyel Yaniklik hastaliginin en 6nemli inokulum kaynagi tohumdur. Tohumun
yiizeyinde ve i¢inde yaklasik 3 yil kadar canliligini siirdiirebilmektedir (Reeves
vd., 1996; Martin-Sanz vd., 2005). Bakterinin kotiledon ve embriyodan giris
yapamadigi ancak bulasik tohum ¢imlenirken plumulanin bakteri ile bulasmasi
sonucu etmen bitkinin diger kisimlarina yayilabilmektedir. Hastalikli bitkilerde
Ozellikle en alt i¢ bogumundaki yaprak sapinin gévde ile baglandigi noktada
goriilen suda haslanmig seklindeki belirtiler tipik tohum enfeksiyonlarinin
gostergesi oldugu belirtilmistir (Lawyer, 1984). Patojen genel olarak tohumda
kislamakla birlikte bir yil 6nce tarlada kalan bitki artiklarinda da kis1 gecirebildigi
belirtilmistir (Parry, 1990).

Bakteri stomalardan ve yaralardan giris yapmaktadir. Soguk ve yagish havalar
hastaligin yayilmasinda ve iriin kayiplar1 olusturmasinda o6nemli rol
oynamaktadir. Siddetli yagmur, kuvvetli riizgarlar, dolu ve o6zellikle don gibi
etmenler bitkilerde yara olusturarak sekonder enfeksiyonlara neden olmaktadir
(Steven vd., 2007). Toprak hastaligin yayilmasinda 6nemli bir inokulum kaynagi
degildir (Hollaway vd., 2007). Bakteriyel yaniklik patojeni bezelye bitkilerinin
yiizeyinde ¢ogalmakta ve yagmur damlalari ile bitkiden bitkiye bulagabilmektedir
(Roberts, 1997). Griinwald vd. (2004) Psp’nin 60 cesit bitki iizerinde epifitik
olarak yasayabildigini belirtmistirlerdir. Grondeau ve Samson (1997) yapmis
olduklar1 c¢alismada duyarli bezelye c¢esitlerinde etmeninin epifitik olarak
cogaldigini, dayanikli gesitlerde ve konukcusu olmayan bitkilerde epifitik olarak
cogalmadigini ancak canliligini siirdiirebildigini belirtmislerdir. Yapilan ¢caligmalar
Pisum sativum var. arvense, Lathyrus odoratus (kokulu bezelye), Lathyrus
latifolius (miirdiimiik), Vigna spp. (bériilce), Dolichos lablab (siimbiil fasulye),
Vicia atropurpurea (mor fig), Vicia benghalensis, Vicia villosa (tiyli fig),
Trifolium pratense (iiggiil) ve Glycine max (soya fasulyesi) patojenin 6nemli
alternatif konukgular1 oldugunu gostermis, ti¢giil ve soya fasulyesinde ise Psp’nin
2 nolu rkinin patojen oldugu belirlenmistir (Lawyer, 1984).



Taylor vd. (1989) Psp’nin yedi irkinin oldugunu ve irklarin bezelye gesitleri ve
bunlarda bulunan dayaniklilik genlerine gore ayrilabildigini bildirmislerdir.
Diinyada en yaygin Psp irki 2°dir ve bunu sirasiyla itk 6 ve irk 4 izlemektedir
(Martin-Sanz vd., 2005).

Bevan vd. (1995) sekiz farkli bezelye (Pisum sativum) ¢esidi kullanarak
Psp’nin 7 irkinin ayrimin1 yapmiglardir. Psp irklarindan 2, 3, ve 4’{in her
biri farkli tek avirulent gen tasidigi, irk 6’nin avirulent gen tagimadigi, irk
7’nin A2, A3 ve A4, itk 1’in A1, A3, A4 ve muhtemelen A6, irk 5° in A2,
A4 yanisira muhtemelen AS ve A6 aviriilent genlerini tagidigi sonucuna
varmiglardir.

Hollaway vd. (1997) bu yedi irkin ayrimmin DNA parmak izi yontemi ile
yapilabildigini belirtmistir.

Hildebrand (1972) Psp’nin tanilanmasinda homoserin kullaniminin énemli
bir kriter oldugunu bildirmistir. Arastirici bezelyenin bol miktarda
homoserin igerdigini ve sadece Psp’nin bu derece yiiksek homoserinden
yararlanabildigine deginmis ve yiiksek homoserin varliginin bezelyede Psp
disinda  bircok  Pseudomonads cinsi  patojenin  enfeksiyonunu
Onleyebildigini belirtmistir.

Taylor (1972) bezelyelerden izole ettikleri 47 bakteri izolatinin faj, serolojik
testleri ve belirti tiplerine bakarak 36’sinin Psp oldugunu saptamislardir. Serolojik
testlerde 1s1 uygulanmayan antijen ile tretilen antiserumdan % 26 ¢apraz reaksiyon
alirken, 1s1 uygulananlar da % 12 ¢apraz reaksiyon verdigini bildirmistir. Arastirici
1s1 uygulamasinin Pss ile ¢apraz reaksiyonu ortadan kaldirdigini ifade etmistir. PSp
tanilamalarinda 1s1 ile 6ldiirlilmiis antijenlerle serolojik testlerin ve faj testlerinden
yararlanabilecegini belirtmistir.

Bashan ve Kenneth (1983) israil’de ilk kez Bezelyede Bakteriyel Yaniklik
hastagimi saptamuslardir. iki gercek yaprakli donemde bezelye fidelerinin
yapraklaria bakteri siispansiyonunu sprey yontemiyle inokule etmisler ve
dogada bezelyelerde goriilen belirtileri gozlemlemislerdir. Yaptiklar
laboratuar ¢alismalarinda levan olusumu, jelatin sivilagmasi, nitrattan nitrit
olusumu, amonyak olusumu, katalaz ve proteaz aktivitesi, bakteriyel
motilite, King B besiyerinde floresans olusumu, sorbitol, sakkaroz,



mannitol, inositol, homoserin kullanimi pozitif; nisasta hidrolizi, H,S veya
indole olusumu, oksidaz, arginin hidrolizi, 41°C’de gelisim, benzoate,
sellobiyoz, trehaloz, L-tartarat, D-tartarat, D-arabinoz, L-laktat, L-valin, L-
izolosin ve 2-ketoglukonat kullaniminin negatif oldugunu bulmuslardir.
Ayrica Psp izolatlarini domates ve biberde asir1 duyarlilik reaksiyonuna
neden oldugunu belirtmislerdir.

Samson ve Saunier (1987) Pseudomonas syringae’nin 12 patovarina karsi
irettikleri antiserum ile ilgili bakterileri testlemisler ve sonu¢ olarak bu
bakterilerin 6 serogrupta toplandigim1 (TAB, LAC, PHA, MOP, APT-PIS, PER-
TOM-SAV) bildirmislerdir. Bu ¢alismaya gore; P.S. pv. pisi, P.s. pv. aptata, P.s.
pv. glycinea bakterileri APT-PIS grubu i¢inde yer aldig1 belirtilmistir.

Grondeau vd. (1992) 2673 Psp izolatinin somatik antijenlere (O) gore
serogruplarini, biyokimyasal testlere gore de fenotipik gruplarini incelemislerdir.
Kelvedon Wonder bezelye ¢esidi kullanilarak yapilan patojenisite denemelerinde;
Psp’nin tiim izolatlarinin suda haglanmig belirtilere neden oldugunu, diger
Pseudomonaslar ile yapilan inokulasyonlar da ise ya reaksiyon vermedigi ya da
asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden oldugunu bildirmislerdir. Yapilan testlerde Psp
izolatlar1 diizenli bir fenotipik sonug¢ gostermemis, farkli biyokimyasal testlerdeki
sonuglari floresans olusumu % 93 pozitif; eskulin % 86 negatif; dl-laktate % 85
negatif;, homoserin % 75 pozitif; buz ¢ekirdegi aktivitesi % 97 pozitif olarak
bulunmustur. Sonug olarak Psp izolatlarinin sekiz farkli fenotip 6zellige sahip
oldugunu ve ti¢ farkli serogrup (APT-PIS (% 88,5), HEL2 (% 11,4), RIB (% 0,1))

icerisinde toplandigini bildirmislerdir.

Roberts (1992) tarafindan Psp’nin neden oldugu Bakteriyel Yaniklik hastaliginin
tohumdan fideye tasinmasinda toprak neminin etkisini saptamak amaciyla
saksilarda yapilan denemelerde su stresi ve hastaligin yayilmas: arasindaki iligkiyi
arastirarak tarlada bakteriyel yaniklik enfeksiyonlarini tahmin etmeye ¢aligmustir.
Bu c¢alisma sonunda hastaligin tohumdan fideye tasinmasinda toprak neminin
onemli bir etken oldugu saptanmistir.

Roberts (1993) serada saksi kosullarinda Kelvedon Wonder ve Solara c¢esidi
bezelyelerde bitkilerin iireme, vejetatif ve her iki donemde de olmak iizere
Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmeni ile bitkileri inokule etmislerdir. Denemeler
sonunda tohum veriminde sirasiyla % 24, 47 ve 71 azalma tespit etmislerdir.



Roberts vd. (1996) Psp’nin tohumdan fideye taginmasinda, inokulasyon metodu,
inokulum miktar1, sicaklik ve toprak su potansiyelinin etkisini arastirmiglardir.
Solara gesidi bezelye tohumlarini farkli bakteri konsantrasyonlari ile daldirma ve
vakum infiltrasyonu ve de dogal enfekteli olmak iizere farkli yontemlerle inokule
ederek saksilara ekmislerdir. Farkli sicaklik ve toprak su potansiyellerinde
hastaligin ¢ikigin1 arastirillmigdir. Arastiricilar  hastahigin  ¢ikisinda; ortalama
bakteri sayisinin ve toprak su kapasitesinin yapraktaki lezyon sayisi ile dogrudan
iligkili oldugunu fakat inokulasyon yonteminin etkisi olmadigi, ayrica 5-18 °C
araligindaki sicakhigin lezyon sayisi ve hastahgin ¢ikis oraninda degisiklik
olusturmadigini saptamiglardir.

Mansfield vd. (1997) 1995 yilinda kishk bezelye ¢esitlerini (Rafale, Frilene,
Froidune) ve yazlik bezelye cesitlerini (Baccara, Conquest, Bahatyr) kullanarak
alt1 farkli ekim zamaninda (ekim, kasim, aralik, mart ortasi, mart sonu ve nisan)
tarla denemeleri yapmislardir. Denemelerde tiim parsellerde temmuz ortasinda
hastaligin % 100’e ulagtigr goriilmiistiir. Denemeler degerlendirildiginde kisin
ekilen (ekim, kasim, aralik) tiim bezelye gesitlerinde yazin ekilenlere gére hastalik
siddetini ve hastaligin bulunma oranin1 6nemli derecede farkli bulmuslardir.
Benzer sekilde bu oranlar kis ekimlerinde yazlik gesitlerde kiglik olanlara gore
daha ytiksek bulunmustur.

Suzuki vd. (2003) Japonya’da Psp’nin White Top (Beyaz Ug) adi verilen
bitkilerde en ug¢ yapraklarin beyazlagsmasi seklinde bir hastaliga neden oldugunu
belirtmiglerdir. Beyaz ug belirtisi gosteren bezelye bitkilerinden alinan 34 bakteri
izolatinin Bezelye Bakteriyel Yaniklik etmeni 16 adet Psp izolati ile birlikte
karakterizasyonu ve tanilamasini yapmislardir. Hastaliga neden olan bakterinin
gram negatif, cubuk seklinde ve 1-6 polar kamg¢iya sahip oldugu belirlenmistir.
LOPAT (Levan, Oksidaz, Patateste Yumusak Ciiriikliik, Arginin dehidrolaz ve
Titiinde Asir1 Duyarlilik) testi sonuglart + - - - +’dir. Bakteriyel izolatlar ile
bezelye bitkilerine gévde batirma yontemi ile yapilan inokulasyondan 14 giin
sonra suda haslanmis lekelerle birlikte beyaz ug belirtileri goriilmiistiir. Diger 16
Psp izolatiyla yapilan inokulasyonlarda ise tipik yaniklik belirtileri goériilmiistiir.
Fenotipik o6zellikler dikkate alindiginda farkli beyaz ug izolatlar1 ve diger Psp
izolatlarinin grup A ve B olmak {izere 2 grup altinda toplanmustir. Tekrarlanan
sekansa dayali PCR analizleri her iki grubun varligin1 dogrulamis olup Beyaz Ug
hastaligina neden olan Psp’nin diger Psp izolatlarindan farkli olmadigini ancak
belirti olusumu agisindan farklilik oldugu sonucuna varilmistir.
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Benlioglu vd. (2010) Ege Boélgesinde bezelye iiretim alanlarindan (Soke, Torbali
ve Odemis) toplanan hastalikli bitki 6rneklerinden izole edilen bakteriler, LOPAT,
patojenisite, biyokimyasal ve 16S rDNA dayali yontemler kullanarak Bezelye
Bakteriyel Yaniklik hastalik etmenin varligini saptamislar ve hastaligin Tiirkiye’de
varligini rapor etmislerdir. 2009 yilinda yapilan siirveylerde 13 bezelye tarlasinda
hastaligin varligi saptanmig ve bulunma oraninin % 45 oldugu bildirilmistir.

2.2. Kahverengi Leke Hastalig:

Bezelyelerde goriilen diger bakteriyel hastalik, Pseudomonas syringae pv.
syringae (Pss)’nin neden oldugu &zellikle sonbahar veya kisin ekilen bezelyelerde
goriilen Bezelye Kahverengi Leke hastaligidir (Grinwald vd., 2004). Etmen
bezelyelerde ilk kez ABD’nin Wisconsin eyaletinde 1966 yilinda rapor edilmistir
(Hoitink vd., 1968).

Pss, tohum kaynakli bir patojendir ve tohum yiizeyinde kolonize olabilmektedir
(Hoitink vd., 1968). Patojen 8 aydan fazla saprofit olarak toprakta yasamini devam
ettirebilmektedir. Pek ¢ok bitki ylizeyinde yasamini siirdiiren Pss 6zellikle fasulye
ve soya fasulyesinin 6nemli patojenlerden birisidir. Psp sadece bezelyede hastalik
olustururken Pss hem bezelye hem de fasulyede patojendir (Griinwald vd., 2004).

Kontrollii sera kosullarinda Pss ile inokulsyondan 3-5 giin sonra yaprak, yaprak
sap1 ve govde de Psp’nin tipik suda haslanmig belirtilerine benzer belirtiler
meydana gelmektedir. Birka¢ giin sonra Kahverengi Leke hastaligi etmeninin
olusturdugu suda haslanmig belirtiler kaybolmakta ve lekeler fiziksel yaralanmaya
benzeyen agik kahverengi bir nekroza doniigmektedir. Govde lizerindeki lezyonlar
batik ve uzunlamasmadir ayrica gdvde, yaprak sapi ve biiylime noktalarinda
siddetli bigim bozukluguna neden olabilmektedir. Gévdedeki kahverengi leke
lezyonlar1 yukariya dogru ilerlemekte ve ksilem borusuna dogru ilerleme
gostermektedir. Ayni donemde Psp’nin neden oldugu lezyonlarin rengi koyu ve
suda haglanmig goriiniimdedir fakat gévde dokularma ulagmamustir. Yapraklar
kuruyarak, dokiilir ve nemli kosullar saglanamadiginda  hastalik
ilerleyememektedir. Inokulasyondan 5-8 giin sonra bile Psp’nin neden oldugu
enfeksiyon bolgeleri genislemeye devam etmektedir. Yiiksek nem kosullari
kayboldugunda hastalik daha fazla ilerleyememektedir. Tarla kosullarinda ise sera
kosullarindaki gibi gen¢ bezelye bitkilerinin yapraklarinda yanmis belirtiler ve
genis, nekrotik govde lezyonlar1 goriilmektedir. Hastalikli bitkilerden her iki
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etmeni ayirt etmek mimkiin olmadigi ancak laboratuarda yapilan testlerle
birbirinden ayirt edilmesi miimkiindiir (Lawyer, 1984).

Jindal ve Pathania (1997) tarafindan Kahverengi Leke hastaliginin tasinmasinda
toprak neminin 6nemli bir role sahip oldugunu belirtmislerdir. % 30 toprak
neminde patojenin tohumdan fideye tasinmasinin maksimum (% 39,22 hastalikl
fide), % 10 toprak neminde ise hastaligin tasinmasinin minimum (% 3,68 hastalikli
fide) etkili oldugunu saptamiglardir.

Mazarei ve Kerr (1990) Pss ile Psp’i ayirt etmek i¢in duyarli bezelye gesitleri
(Rovar ve Blue-Prussian) ile govde inokulasyon testinin giivenilir bir ydntem
oldugunu belirtmislerdir. Elde edilen sonuglari limon meyvelerine inokulasyon
testi ile dogrulamislardir. Bu iki bakterinin daha hizli ve kolay ayirt edilebilmesi
icin bir serolojik yontem gelistirmislerdir. Gluteraldehit ile fikse edilen hiicrelere
kargi antiserumlar, Ouchterlony jel difiizyon testinde ve heterolog antijenler ile
absorbsiyondan sonra indirekt ELISA yonteminde yiiksek seviyede spesifiklik
elde etmisler ve Psp antiserumu kullanilarak bu patojenler ile enfekteli bezelye
tohumlarinda etmenin saptanabilecegini belirtmislerdir.

2.3. Yaprak ve Govde Yamikh@ Hastalig:

Pseudomonas viridiflava (Pv)’nin bezelyelerde neden oldugu bakteriyel hastalik
Watson ve Dye tarafindan Yeni Zelanda’da 1971 yilinda ilk kez bildirilmistir
(Wilkie vd., 1973). Hastalik genellikle sonbahar ve erken ilkbahar dénemindeki
triinlerin yaprak, stipule ve govdelerinde meydana gelmektedir. Bezelye
bitkisinde suda haglanmis belirtiler hizla gelismekte ve yumusak kahverengi
lezyonlara doniismektedir. Hastaligin don ve yagmur zarariyla iligkili oldugu
bilinmektedir (Wilkie vd., 1973).

Pv, bircok bitkide hastalik olusturabilmektedir ve epifitik olarak
bulunabilmektedir. Jones vd. (1984)’in bildirdigine gore; Billing, bakterinin bir
zayiflik paraziti oldugu veya baska bir patojenin girisini takip ederek sekonder
olarak saldirdigimi belirtmistir. Diger birgok arastirici ise yarali veya Stress
altindaki bitkilere saldirdigindan firsat¢1 bir patojen olarak tanimlamislardir.
Bezelyelerde P. flourescens ve P. viridiflava bitki i¢inde endofitik olarak kolonize
olabilmektedir (Elvira-Recuenco ve van Vuurde, 2000).
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Elvira-Recuenco ve van Vuurde (2000) Kanada’da bezelye yetistirilen
alanlardaki saptaki endofitik bakterilerin dogal bulunma sikhg
arastirmislardir. Ciceklenme donemindeki 11 bezelye Kkiiltiiriindeki endofitik
bakterilerin varh@im gostermek icin yiizeyi dezenfekte edilmis saplardan % 5
Trypticase Soy Agar (TSA) besiyerine ekim yapilmis ve 5 bezelye kiiltiiriinde
kolonizasyon goriilmiistiir. En sik Pantoea agglomerans ve Pseudomonas
fluorescens, az siklikta ise Pseudomonas viridiflava ve Bacillus megaterium izole
etmislerdir.

Martin-Sanz vd. (2010) 2004-2006 yillar1 arasinda Ispanya’da yapilan bir
aragtirma sonucunda bezelyelerde Bakteriyel Yaniklik hastaligina Pseudomonas
viridiflava’nin neden oldugu ilk kez rapor etmislerdir. Yaptiklar1 g¢alisma
sonucunda hastalikli bitkilerden gram negatif King B besiyerinde floresans veren,
sarims1 mukoid koloniler olugturan 30 adet bakteriyel izolat elde etmislerdir. Tiim
izolatlar levan pozitif, Hugh-Leifson ortaminda oksidatif glukoz metabolizmasi
gOstermis ayrica oksidaz negatif, patateste yumusak cirtiklik pozitif, arginin
dehidroliz negatif ve tiitinde asir1 duyarhilik reaksiyonu pozitif olarak
bulunmustur. Bu sonuglarin Pss ve Psp’den farkli oldugunu belirtmislerdir.
Testlenen tiim izolatlar karbon kaynagi olarak gliserol, eritritol, L-arabinoz, riboz,
D-ksiloz, galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, inositol, mannitol, sorbitol,
D-raffinoz, D-fukoz ve D-arabitol’u kullanmiglardir. Yapilan patojenisite testi
sonucunda 30 izolattan 9’unun bezelye bitkilerinde patojen oldugu bulunmustur.

Tirkiye’de farkli kiiltiir bitkilerinde Pv’nin neden oldugu hastaliklar aragtirilmistir.
Ustiin (2000) Pv’min Ege Bolgesi domates ekim alanlarinda, Aysan vd. (2004)
Akdeniz Bolgesinde domateslerde Gévde Oz Nekrozu hastaligina neden oldugunu
bildirmislerdir. Aysan vd. (2003) Pv’nin kavunlarda Bakteriyel Leke ve Nekroz
hastaligina neden oldugunu ilk kez iilkemizde rapor etmislerdir. Pv’nin bezelye
bitkilerinde hastalik olusturdugu yoniinde {ilkemizde herhangi bir kayit

bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada, Aydmn ve Izmir ili bezelye alanlarindan elde edilen hastalikli bitki
ornekleri, patojenisite c¢aligmalarinda kullanilan Geneva, Bolero, Kelvedon
Wonder, P. syringae pv. pisi irklarinin belirlenmesinde ise John Innes Centre
(Ingiltere) ve van Waveren (Almanya) tohum firmalarindan temin edilerek dogada
cogaltilan Kelvedon Wonder, Early Onward, Berlinda, Hurt’s Greenshaft,
Partridge, Sleaford Triumph, Vinco ve Fortune bezelye gesitlerine ait tohumlar
bitkisel materyali olusturmustur. Ayrica tiitiinde asir1 duyarlilik testlerinde White
Burley cesidi tiitiin bitkileri ve limon testlerinde Interdonat limon gesidinden
yararlanilmustir. Hastalikli bezelye orneklerinden izole edilen 47 adet bakteriyel
izolat, ¢alisma boyunca pozitif ve negatif kontrol amaciyla kullanilan orijinleri
bilinen (referans) bakteri izolatlar1 (Cizelge 3.1) ve antiserum iiretimi i¢in iki adet
bir yash Yeni Zelanda tipi tavsan ¢alismanin canli materyalini olusturmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan referans bakteri izolatlar1 ve orijinleri

Bakteri tiirii Orijin

Pseudomonas syringae pv. pisi NCPPB-2585
Pseudomonas syringae pv. syringae NCPPB-281
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NCPPB-52
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum NCPPB-2995
Pseudomonas syringae pv. maculicola NCPPB-2039
Pseudomonas syringae pv. lachrymans NCPPB-277
Pseudomonas syringae pv. tomato Pt D*

Pseudomonas syringae pv. mori NCPPB-1034
Pseudomonas syringae pv. glycinea NCPPB-2895
Pseudomonas viridiflava Pv3 Dr. Nursen Ustiin
Pseudomonas putida 6k4 Dr. Umit Ozyilmaz
Pseudomonas corrugata NCPPB-2445
Pseudomonas fluorescens 6B2* Dr. Umit Ozyilmaz
Xanthomonas vesicatoria NCPPB-422
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Cmm-9*

Erwinia carotovora subsp. carotovora Ecc-133*

Erwinia amylovora NCPPB-595
Agrobacterium tumefaciens At7*

* Prof. Dr. Kemal Benlioglu ADU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii stoklar1
NCPPB National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, Ingiltere
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3.2. Yontem
3.2.1. Hastahkh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

2009 yilinin Nisan ayinda Izmir ilinin Torbali ilgesindeki 9 bezelye iiretim
alanlarindan alinan hastalikli bitki 6rnekleri ile 6n g¢aligma yapilmistir. Bunu
takiben Aydin ve Izmir illerindeki en fazla bezelye iiretimi yapilan alanlardan
2010 yili Subat, Mart ve Nisan aylar1 boyunca hastalikli bitki Ornekleri
toplanmustir. Izmir ilinin Torbali, Tire ve Odemis ilgelerinde 31, Aydin ilinin
Nazilli, Cine ve Buharkent ilgelerinde ise 15 bezelye iiretim alani gezilmistir.

Bezelye bitkilerinin govde, kapsiil ve yapraklarinda suda haglanmig goriiniim,
kahverengi nekroz ve yapraklarda yelpaze benzeri belirtiler gosteren hastalikli
bitkiler toplanmistir. Alinan Ornekler ayri ayri polietilen torbalara konmus ve
iiretim alanma ait bilgiler (Ornek No, tarih, gesit, ekim tarihi, mevki ve
koordinatlar) yazilarak etiketlenmistir. Toplanan ornekler buz kutusu igerisinde
ADU Bitki Koruma Béliimiine ait Fitopatoloji laboratuarma getirilmis ve +4°C’de
muhafaza edilerek 24 saat igerisinde izolasyon c¢alismalarina basglanmustir.

3.2.2. izolasyon ve On Tanilama
3.2.2.1. izolasyon

Laboratuara getirilen suda haslanmis, kahverengilesmis ve yelpaze seklinde
nekroz olusumu gosteren hastalikli bitki Grneklerinin gévde, sap, yaprak ve
kapsiillerinden izolasyonlar yapilmistir. Ornek bitkilerin hem hastalikli hem de
saglikli dokularint igerecek sekilde 3-4 cm uzunlugunda pargalar alinarak % 1°lik
sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisinde 3 dakika bekletilerek yiizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Daha sonra steril damitik su ile durulanmis ve steril
kurutma kagitlar1 ile kurulanmistir. Steril porselen havan ile gévde ve yaprak
pargalart 0.3-0.5 ml steril damitik su igerisinde iyice ezerek siispansiyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlardan bir 6ze dolusu alinarak 100 ppm
cycloheximide igeren King B (King vd., 1954) besiyerine (Pseudomonas agar F
(Merck) cizgi ekim yapilmistir. Inokule edilen besiyerleri 24°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. King B (KB) besiyerinde gelisen farkli koloni morfolojisine
sahip bakteriler tekrar KB besiyerine ekimi yapilarak, saflagtiriimigtir.
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3.2.2.2. On tamlama LOPAT testleri

Saf kiiltiirler 6nce KB besiyerinde UV 151k (366 nm) altinda floresans pigment
olusturup olusturmadigina bakilmis daha sonra % 3’liik potasyum hidroksit testi
(Fahy ve Hayward, 1983) ve LOPAT ( levan, oksidaz, patates yumusak ciiriikliik,
arginin hidrolizi ve tiitiinde asirt duyarlilik ) testleri uygulanmistir (Lelliot vd.,
1966). LOPAT testi “+ - - - +” olarak degerlendirilen kiiltiirlerin Psp veya Pss; “- -
+ - +” olarak degerlendirilenlerin ise P. viridiflava olabilecegi dikkate alinarak
patojenisite ve daha ileri diizeyde tanilanmak iizere % 15 gliserol iceren Nutrient
Broth (Difco) besiyeri i¢inde -80°C’de derin dondurucuda saklanmustir.

Levan olusumu: Bakteri kiiltlirleri Nutrient Sakkaroz Agar (NSA) (Nutrien agar +
% 5 sakkaroz) besiyerine oze ile ¢izgi ekim yapilmis ve 24°C’de 24-48 saat
inkube edilmistir. Besiyerinde beyaz, kubbeli, mukoid koloniler olusturan
bakteriler levan pozitif olarak degerlendirilmistir (Lelliott vd., 1966).

Oksidaz testi: Kovacs (1956) metodu kullanilmustir. 24 saatlik Nutrient Agar
(NA) besiyerindeki kiiltiirden bakteriler platin 6ze ile alinmis ve filtre kagidi
tizerine yaydirilmistir. Kurutma kagidindaki bakteri kitlesi iizerine % 1°lik tetra
methyl-p-phenylendiamine  dihyrodrocloride  silispansiyonundan 50  pl
damlatilmigtir. Kiiltiiriin renginin 10 saniye igerisinde maviye donmesi pozitif, 15-
60 saniye icerisinde maviye donmesi geg¢ pozitif, 60 saniye igerisinde degismemesi

ise negatif olarak degerlendirilmistir.

Patates yumusak c¢iiriikliik testi: Patatesler iyice yikanarak, kabuklari
soyulmustur. Patateslerden 7-8 mm kalinliginda dilimler kesilerek, % 70’lik etil
alkole daldirilip alevden gegirilerek yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir. Petrilere
petri capina uygun steril kurutma kagidi yerlestirilip, steril damitik su ile
nemlendirilmistir. Her bir dilim bir petriye yerlestirilerek dilimlerin ortasina V
seklinde uzunlamasina yarik acilmigtir. NA besiyerinde gelistirilen 24 saatlik
kiltirlerden bir 6ze dolusu alinip, oyuk kisma siiriimiistiir. 24 saat inkiibe
edildikten sonra inokulasyon noktasinda yumusama var ise sonu¢ pozitif olarak
degerlendirilmistir (De Boer ve Kelman, 2001).

Arginin hidrolizi: Thornley (1960)’da belirtilen yonteme gore 2A besiyerinden
(L(+) arginin hidroklorit 10 g, NaCl 5 g, peptone 1 g, K;HPO, 0.3 g, fenol
kirmizis1 0.01 g, agar 3 g, damitik su 1000 ml, pH 7.2) 3 ml iceren tiipler



16

kullanilmigtir. 24 saatlik NA kiiltiirleri ile tiiplere batirma inokulasyon yapilarak
besiyerlerinin ylizeyine 1 ml steril mineral yag ilave edilmistir. 27°C’de 24-48 saat
inkubasyon sonrasinda amonyak olusumu meydana geldiyse renk kirmiziya
donmiis ve sonug pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tiitiinde asir1 duyarhlik testi: Bunun i¢in 24 saatlik NA kiiltiirlerinden 108
hiicre/ml (McFarland 1) yogunlugunda bakteri siispansiyonlari hazirlanmistir.
Iklim odasinda yetistirilen White Burley c¢esidi tiitiin bitkisinin yapraklarinin
damar aralarina ince uglu (26 gauge) bir insulin enjektorii yardimryla bakteri
siispansiyonu inokule edilmistir. 24-48 saat icerisinde inokulasyon noktasinda
derimsi, agik kahverengi nektoz belirtisi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir
(Klement, 1963).

3.2.3. Patojenisite Testleri

On tanilama testleri (LOPAT) sonrasi segilen bakteri izolatlar1 iki haftalik Geneva,
Bolero ve Kelvedon Wonder cesidi bezelye bitkilerinde govde inokulasyon
yontemiyle patojenisite testleri yapilmigtir. Ayrica Pseudomonas syringae pv. pisi
ve Pseudomonas syringae pv. syringae izolatlarinin ayrimi i¢in olgunlagmamig
yesil limon meyvelerinde patojenisite testi yapilmustir.

3.2.3.1. Bezelye bitkilerinde patojenisite testleri

Calisma Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii
iklim odasinda 22-25°C sicaklik, % 40-61 nispi nem ve 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik 1siklanma periyodunda tesadiif parselleri deneme desenine gore iig
tekerriirlii olarak yiiriitilmistiir. Sicaklik ve nem verileri iklim odasinda bulunan
sicaklik ve nem kaydedici tarafindan kaydedilmistir. Patojenisite testleri 6ncelikle
Geneva ve Bolero bezelye cesitlerinde daha sonrada izolatlarin viriilensini
belirlemek iizere Bezelye Bakteriyel Yaniklik hastaliga duyarli oldugu bilinen
Kelvedon Wonder (Bevan vd., 1995) bezelye ¢esidinde yapilmustir.

Bezelye tohumlar steril toprak, kum, torf, perlit (2:1:2:1) karisimi igeren plastik
bardaklara (200 ml) ekilmis ve iki haftalik oldugu donemde govde inokulasyon
yontemi ile inokule edilmistir (Mazarei ve Kerr, 1990). Ekim o6ncesi bitki
gelisimini saglamak amaciyla her bardaga daha onceden gelistirilen Rhizobium
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leguminosarum bakteri siispansiyonu (her bardaga 6 ml olacak sekilde) ilave
edilmistir.

R. leguminosarum bakterisi izmir ilinin Torbali ilgesindeki bir bezelye iiretim
alanindaki Carina ¢esidi bezelye bitkisinin koklerindeki nodiillerden izole edilmis
ve 16S rDNA sekans analizi tamilanmustir. Bakteriler Elkan ve Bunn (1992)
tarafindan belirtilen Yeast Extract Mannitol (mannitol 10 g, K,HPO, 0.5 g,
MgSQO,.7H,0 0.8 g, NaCl 0.2 g, FeCl;.6H,0 0.01 g, yeast extract 1 g, 1000 ml
damitik su, pH 6.8) sivi besi ortamina ekilmis ve 28°C’de 72 saat calkalama
kiiltiirii olarak gelistirilmistir. Stvi besi ortami 4°C’de 10.000 g’de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Supernatant kismi1 dokiilmiis ve pellet fizyolojik serum (%
0.85’lik NaCl) ile karistirilarak bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bakteri
siispansiyonu spektrofotometrede ODgy=2 olacak sekilde ayarlanmugtir.

Bitkiler her giin diizenli olarak kontrol edilmis ve ekimden on giin sonra
baglayarak deneme boyunca 3-4 giinde bir ticari Haisol K (N14-P13-K13+ iz

elementler, Israil) ile giibrelenmistir.

Ekimden iki hafta sonra bezelye bitkilerinin kotiledon yapraklarmnin stiindeki
ikinci ve iiclinci bogumdaki yaprak¢igin govde ile baglandigi noktaya KB
besiyerinde gelistirilen 24 saatlik kiiltiirlerden hazirlanan 10° hiicre/ml (Mc
Farland 1) yogunlugunda bakteri siispansiyonlarindan mikropipet yardimiyla 10 pl
damlatilmistir. Daha sonra ince ucglu (26 gauge) bir insulin enjektorii ile damlanin
icinden gecgecek sekilde govde delinerek inokulasyon yapilmigtir (Sekil 3.1).
Kontrol bitkileri de ayni yontemle steril damitik su ile inokule edilmistir.
Bitkilerin iizeri nemlendirilmis polietilen torba ile kapatilmis ve 24 saat sonra
torbalar ¢ikarilmistir. Inokulasyondan sonra 4. giinden itibaren bitkilerdeki belirti
olusumu incelenmis ve inokulasyondan iki hafta sonra degerlendirme yapilmistir.
Degerlendirmeler Geneva ve Bolero gesidi bitkilerde inokulasyon noktasindan
itibaren govde ve yapraklara kadar uzanan suda haslanmig belirtiye neden olan
izolatlar patojen olarak degerlendirilmistir. izolatlarin hastalik olusturma
yetenegini belirlemek i¢in Kelvedon Wonder c¢esidi bitkilerde yapilan
degerlendirmeler Cizelge 3.2°de belirtilen bu ¢alismada olusturulmus 0-4 skalasina
gore yapilmistir (Sekil 3.2). Patojenisite denemelerinde karsilastirma amaciyla Psp
(NCPPB-2585), Pss (NCPPB-281) ve Pseudomonas viridiflava (Pv3) referans

kiiltiirleri kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Govde inokulasyon yontemi [(a) yapragin govde ile baglandig1 noktaya

bakterinin inokule edilmesi, (b) enjektor ile inokulum iizerinden girig
yolunun agilmasi]

Cizelge 3.2. Hastaligin degerlendirilmesinde kullanilan 0-4 skalas1

Skala | Belirti sekli

degeri

0 Hig belirti yok, saglikl bitki

1 Govdede inokulasyon noktasinda suda haslanmis belitiler

2 Govdede suda haglanmis belirti ve bitkide yapraklarin %0-25’sinde kuruma
3 Govdede suda haglanmig belirti ve bitkide yapraklarin %25-50’sinde kuruma
4 Govdede suda haslanmig belirti ve bitkide yapraklarin >% 50°sinde kuruma

Sekil 3.2. Degerlendirmede kullanilan 0-4 skalasi
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3.2.3.2. Limon meyvelerinde patojenisite testi

Bu test icin Interdonat ¢esidi olgunlagsmamus, yesil limon meyveleri kullanilmstir.
Meyvelerin yiizeyi % 70’lik etil alkol ile dezenfekte edilmistir. KB besiyerinde
24+1°C’de gelistirilen 24 saatlik kiiltiirlerden 10® hiicre/ml (Mc Farland 1)
konsantrasyonunda bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Meyvelerin {izerine 5 pl
bakteri siispansiyonu damlattiktan sonra ince uclu (26 gauge) igne ile damlanin
icinden gececek sekilde batirilarak inokulasyon yapilmistir. Agzi kapakli bir
kutunun tabani steril kurutma kagidi ile kaplandiktan sonra steril damitik su ile
nemlendirerek meyveler yerlestirilmistir. Kutular 20+1°C’de 7 giin iklim odasinda
inkubasyona birakilmigtir. Inokulasyondan 7 giin sonra limon meyvelerinin
tizerinde derin nekrotik ¢ukurlarin olugsmasi Pss olarak kaydedilmistir (Mazarei ve
Kerr, 1990). Bu ¢aligmada kontrol amaciyla Pss (NCPPB-281), Psp (NCPPB-
2585) izolatlarinin bakteri siispansiyonlar1 ve steril damitik su kullanilmigtir.

3.2.4. Bakterilerin Tanillanmasi

Bakterilerin tanilanmasinda fenotipik Ozellikler agisindan biyokimyasal testler,
serolojik testler (ELISA ve IFAS) ve molekiiler testlerden (16S rDNA sekans
analizi) yararlanilmistir.

3.2.4.1. Biyokimyasal testler

Elde edilen tiim izolatlara glikozdan asit olusumu, jelatin sivilagmasi, eskulin
hidrolizi, sakkarozdan indirgenmis maddeler olusumu, nitrat rediiksiyonu, buz
cekirdeklenme aktivitesi ve karbon kaynaklarindan yararlanma testleri
uygulanmistir. Tim biyokimyasal testlerde pozitif ve negatif kontrol olarak daha
once belirtilen referans kiiltiirler kullanilmistir. Tiim izolatlar ve referans Psp, Pss
ve Pv Kkiltirlerine ait LOPAT ve izolatlar arasinda farkli sonu¢ alinan
biyokimyasal testlerin sonuglart JMP 5.0.1 programi kullanilarak kiime analizi ile

siniflandirilmastir.

Glikozdan asit olusumu: Hugh ve Leifson O-F (Oksitatif-Fermentatif) testi i¢in
igerigi; Peptone 1 g, NH;H,PO, 1 g, KCI 0,2 g, MgSO,.7H,0 0.2 g, bromothymol
blue 0.03 g, agar 3 g ve 1000 ml damutik su, pH 7.2 olan besiyeri kullanilmustir.
4’er ml besiyeri bulunan tiipler otoklav edildikten sonra 50°C’e kadar sogutup son
konsantrasyon % 1 olacak sekilde steril fitreden gecirilen glikoz soliisyonu
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eklenmigtir. Bu amagla testlenen her izolat i¢in iki tiip hazirlanmigtir. 24 saatlik
NA kiiltiirleri ile besiyerlerine batirma inokulasyonu yapilmistir. Anaerobik kosul
olusturmak igin her izolat i¢in hazirlanan tiiplerden birine 1 cm kalinliginda steril
mineral yag dokiilmiistiir. Inokule edilen tiipler 24+1°C’de inkube edilerek
inokulasyondan 2, 4, 6, 21 ve 28 giin sonra tiiplerdeki sar1 renk olusumu pozitif
olarak degerlendirilmistir (Bradbury, 1970).

Jelatin sivilagsmasi: Dye (1968) tarafindan belirtilen igerigi 120 g jelatin, 1000 ml
damitik su ve pH 7.0 olan besiyerinden 3’er ml igeren tiipler kullanilmistir. 24
saatlik NA Kkiiltiirleri ile besiyerine batirma inokulasyon yapilmistir. 20°C’de
inkube edilen tiipler 7 ve 14. giinlerde 6nce +4°C’de 30 dakika bekletilip daha
sonra tiiplerde sivilagma var ise pozitif olarak degerlendirilmistir.

Eskulin hidrolizi: Bu test i¢in, 10 g peptone, 1 g eskulin, 0.5 g ferrik sitrat, 12 g
agar, 1000 ml damitik su ve pH 6.8 olan besiyeri hazirlanmistir. 5’er ml besiyeri
iceren tiipler egik olarak dondurulduktan sonra ¢izgi ekim yapilmigtir. 24°C’de 3-4
giin inkubasyon sonrasinda besiyerinin kararmasi ve UV 1s1k (366 nm) altinda
floresans olusturmamasi pozitif sonu¢ olarak kaydedilmistir (Lelliott ve Stead,
1987).

Sakkarozdan indirgenmis maddeler olusumu: Dye (1968) tarafindan belirtilen
besiyeri (10 g peptone, 5 g beef extract, 40 g sakkaroz, 1000 ml damitik su) igeren
tiiplerde yapilmigtir. Tiipler 24 saatlik NA kiiltirleri ile inokule edilmis ve
27°C’de 2 giin boyunca ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Daha sonra her tiipe 5’er
ml Benedict ayraci ilave edilmis ve tiipler kaynar su igerisinde 10 dakika
tutulmustur. Tupler igerisinde sarimsi-turuncu renk olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Benedict ayiraci: Soliisyon A: 173 g sodyum sitrat, 100 g Na,CO3; 600 ml damitik
su icerisinde 1sitilarak eritilmistir ve eritildikten sonra hacim 850 ml’e
tamamlanmustir. Soliisyon B: 18 g CuSO,, 100 ml damitik su igerisinde eritilmis
ve hacim 150 ml’e tamamlanarak yavasca soliisyon A igerisine karistirtlmistir
(Fahy ve Hayward, 1983).

Nitrat rediiksiyon testi: Bu amagla i¢inde 10 g peptone, 5 g K;HPQ,, 1 g yeast
extract, 1 g KNOs, 2 g agar, 1000 ml damitik su ve pH 7.2 besiyeri bulunan cam
tiipler kullanilmigtir. Tipler 24 saatlik NA kiiltiirleri ile inokule edilmis ve
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26°C’de inkube edilmistir. Hidroksilamine varligmi belirtmek icin kiiltiiriin
tizerine 500 pl Gram iyot soliisyonu koyulmustur. Daha sonra nitrat ayraci olarak
500 ul A soliisyonu (5 N CH3COOH igerisinde % 0.8 siilfanilik asit) ve 500 ul B
soliisyonu (5 N CH3COOH igerisinde % 0.6 dimethyl-a-napthylamine) ilave
edilmistir. Tiiplerde nitratin indirgendigini gosteren kirmizi renk olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirilmistir. Birkag dakika icerisinde kirmizi renk olugmazsa
spatula ucuyla ¢ok az miktarda ¢inko tozu ilave edilmistir. Tiiplerde renk degisimi
negatif olarak, rengin de§ismemesi ise pozitif olarak degerlendirilmistir
(Bradbury, 1970).

Buz cekirdegi aktivitesi: Bu ¢alismada gelistirmis oldugumuz asagidaki yonteme
gore yapilmistir. Bunun i¢in oncelikle KB besiyerinde gelistirilen 24 saatlik
referans kiiltiirlerden McFarland 2 (6.10% hiicre/ml)’e gore oda sicakligmdaki
damitik su igerisinde bakteri silispansiyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 100 pl alinarak 200 pl’lik PCR pleytlerine dagitilmistir. PCR
pleytleri iginde metanol bulunan ve -9°C’de tutulan kaplar igerisine konmus ve 2

dakika sonra siispansiyonlarin donup donmadig1 gézlemlenmistir.

Karbon kaynaklarindan yararlanma: Karbon kaynaklarindan yararlanmada iki
yontem kullamlmustir. Betain, D-galaktoz, D-ksiloz, D-maltoz, D-mannitol, D-
sorbitol, eritritol, gliserol, homoserin, inositol, laktik asit, L(+) askorbik asit, L-
tartarik asit, malonik asit, siiksinik asit, trehaloz ve oa-metil glukozit
kullanimlarinin belirlenmesi amaciyla Cintas vd. (2002) tarafindan belirtilen
standart mineral temel agar besiyeri (Na,HPO4.H,O 4.5 g, KH,PO, 4.5 g, NH,CI
1.0 g, MgS0,.7H,0 0.5 g, % 5 ferrik amonyum sitrat 1 ml, % 0.5 CaCl, soliisyonu
1 ml, Noble agar 16 g, damitik su 1000 ml) kullanilmistir. Organik asitler (L-
tartarik asit, manolik asit, askorbik asit, laktik asit ve siiksinik asit) ortamin pH
degerini degistirecegi icin besiyerinin son pH degeri 7.2 olacak sekilde
ayarlanmistir. Otoklav edilen besiyerleri 50°C’e kadar sogutulmus ve filtre ile
sterilize edilmis karbon kaynaklarinin son konsantrasyonu % 0.3 olacak sekilde
besiyerine ilave edilmistir. Petri kaplarimin altina 1 cm ¢aplh birbirinden 1 cm
uzaklikta 14 adet daire c¢izilmistir. KB besiyerinde gelistirilen 24 saatlik
kiiltiirlerden ~ 10®°  hiicre/ml  konsantrasyonunda  bakteri  siispansiyonlari
hazirlanmigtir. Petriye cizilen her daireye farkli bakteri siispansiyonlarindan 5 pl
inokule edilmistir. Bu denemeler iki tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Besiyerleri
24+1°C’de inkube edilmis ve 3, 7 ve 14. giinlerde bakterilerin gelisip gelismedigi
kontrol edilmistir.
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Ayrica karbon kaynaklarindan yaralanma testi icin API ID 32 GN (BioMérieux,
Fransa) test kitinden yararlanilmistir. Bu test kiti ile L-rhamnose, N-acetyl-
glucosamine, D-riboz, inositol, D-sakkaroz, D-maltoz, itakonik asit, suberik asit,
sodyum malonate, sodyum asetat, laktik asit, L-alanin, potasyum 5-ketogluconate,
glycogen, 3-hydroxybenzoic asit, L-serine, D-mannitol, D-glukoz, salisin, D-
melibiyoz, L-fukoz, D-sorbitol, L-arabinoz, propionik asit, kaprik asit, valerik asit,
trisodyum sitrat, L-histidine, potasyum 2-ketogluconate, 3-hydroxybutyric asit, 4-
hydroxybenzoic asit, L-proline olmak iizere 32 adet karbon kaynagi test edilmistir.
BioM¢érieux firmasinca onerilen yontem kullanilmistir. 24 saat siiren inkubasyon
sonrasinda nemlendirilmis kutularda ID 32GN seritleri Bornova Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiistine gotiirtilmiistiir. Okuma ve degerlendirme enstitiideki
mini API cihazi ile otomatik olarak yapilmustir.

Sekil 3.3’de bakteri ile inokule edilen API ortamlarin ID 32GN seritlerine
dagitilmasim1 ve inokule edilen seritlerin mini API cihaz1 ile okutulmasi
goriilmektedir.

Sekil 3.3. (a) ID 32 GN seritlerine bakterilerin inokule edilmesi ve (b) seritlerin
mini API cihazi ile okunmasi
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3.2.4.2. Serolojik testler

Serolojik testlerde kendi iiretmis oldugumuz antiserum ve Pseudomonas syringae
pv. pisi’e 6zgii ticari (NEOGEN) poliklonal antiserum kullanilmistir. Bu amagla
indirekt ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay = Enzime Bagh
Bagisiklik Testi) ve IFAS (Indirekt Fluorescent Antibody Staining = indirekt
Floresan Antikor Boyama) testlerinden yararlanilmistir.

Antiserum iiretimi: Antiserum iiretimi i¢in bilinen Psp (NCPPB-2585) izolat1 ve
Tiirkiye’den izole edilen Bz4 nolu (Benlioglu vd., 2010) Psp izolat1 kullanilmisgtir.
Is1 ile 6ldiirtilmiis bakteriyel antijenler kullanilarak iki adet bir yash Yeni Zelanda
tipi tavsanda (Sekil 3.4a) antiserum hazirlanmigtir (Mazarei ve Kerr, 1990). Lucas
ve Grogan (1969)’1n belirttigi sivi besiyerinde (dekstroz 10 g, Difco casamino asit
6 g, KH,PO, 2 g, K;HPO, 1 g, damitik su 1000 ml) kiiltiirler 24°C’de 48 saat
calkalayicida gelistirilmistir. Sivi besi ortamlar1t 4°C’de 10.000 g’de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi dokiilmiistiir. Pellet 0.01 M potasyum
fosfat tamponu (PBS; Na,HPO, 1.15 g, KH,PO, 0.2 g, KCI 0.2 g, NaCl 8 g,
damitik su 1000 ml, pH 7.4) ile siispanse edilerek 4°C’de 10.000 g’de 3 dakika
santrifiij edilerek 3 kez yikama yapilmistir. Yikamalardan sonra pellet tekrar PBS
ile kanistirilarak  bakteri  siispansiyonlart1  hazirlanmigtir.  Siispansiyonlar
spektrofotometrede ODgy=1 olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra 121°C’de
20 dakika otoklav edilerek antijenler hazirlanmigtir. Enjeksiyon oncesi
tavsanlardan kan alinarak preimmun serum lam agliitinasyon yontemi kullanilarak
orijinal antijen ile reaksiyon verip vermedigi kontrol edilmistir. Enjeksiyonlar
asagidaki sekilde yapilmig (Mazarei ve Kerr, 1990) ve kan alma 6ncesi antiserum

titresi lam agliitinasyon ile saptanmistir .

- Enjeksiyon (02.12.2010) deri altina 0.5 ml (0.5 ml antijen + 0.5 ml incomplete
Freund’s adjuvant)

- Enjeksiyon (09.12.2010) deri altina 0.5 ml (0.5 ml antijen + 0.5 ml incomplete
Freund’s adjuvant)

- Enjeksiyon (06.01.2011) kas arasma 1 ml (0.75 ml antijen + 0.75 ml
incomplete Freund’s adjuvant)

- Enjeksiyon (24.02.2011) kas arasina 0.5 ml (0.5 ml antijen + 0.5 ml incomplete
Freund’s adjuvant)

- Titre i¢in 1 ml kan alinarak 1/10, 1/50 ve 1/100 oranlarinda PBS ile
seyreltilerek lam agliitinasyon testi yapilmistir.

- Enjeksiyon (04.03.2011) kas arasina 0.5 ml (0.5 ml antijen + 0.5 ml incomplete
Freund’s adjuvant)
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Sekil 3.4. (a) Kullanilan Yeni Zelanda tipi tavsan, (b) antiserum i¢in kan alimz, (c)
kan alinimi sonrast1 santrifiij tiipiinde antiserum

i

Son enjeksiyondan 3 giin sonra ADU Veteriner Fakiiltesinde tavsanlardan kan
almmugtir (Sekil 3.4b). Alman kanlar steril falkon tiiplerine konularak ADU Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Laboratuarina getirilmistir. Tiipler
37°C’de 1 saat etiivde bekletildikten sonra +4°C’de gece boyu bekletilmistir.
Tiipler 4°C’de 2000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek serum elde edilmistir (Sekil
3.4c). Antiserum % 0.01 thiomersal ile karnigtirilmis ve +4°C’de muhafaza
edilmistir.

Hayvan deneyleri icin ADU Etik Kurulundan 9 Nisan 2010 tarih ve
B.30.2.ADU.0.00.00.00/050.04/2010/47 sayil1 etik kurul onay belgesi alinmis ve

calismalar boyunca etik kurallara bagli kalinarak denemeler yiiriitilmiistiir (Ek
3.1).

Serumun saflagtrilmast  1gG  elde edilmesi: Uretilen antiserumlardan
immunoglobulin G (IgG) eldesi i¢cin amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminden
yararlanilmistir (Ball vd., 1990). Her antiserumdan 5 ml alinarak, 5 ml damitik su
ve 6.5 ml doygun amonyum siilfat ile 30 dakika boyunca karistirilmis ve +4°C’de
gece boyu bekletilmistir. Daha sonra +4°C’de 8000 g’de 10 dakika santrifiyj
edilmistir. Stipernatant kismu1 dokiiliip pellet tizerine 1 ml PBS, 1 ml damutik su ve
1.02 ml doygun amonyum siilfat ilave edilmis, iyice karistirildiktan sonra +4°C’de
15 dakika bekletilmistir. Tekrar 4°C’de 8000 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
pellet 2.5 ml PBS’de ¢6ziilmiistiir. Daha sonra PBS igerisinde +4°C’de diyaliz
tiipleri (Sigma) kullanilarak gece boyu dializ edilmistir. Saflagtirilan antiserumlar
0.20 um’lik membran filtreden gegirilerek % 0.01 olacak sekilde thiomersal ilave
edilip +4°C’de saklanmuistir.
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Indirekt ELISA: ELISA testlerinde Benlioglu ve Ozakman (1993)’da belirtilen
protokole gore yapilmistir. Bunun i¢in 96 kuyuluk tabani diiz ELISA pleytleri
(Corning Costar) kullamlmustir. Kuyular 100 ul PBS i¢inde siispanse edilmis
antijen ile kaplanmis, +4°C’de gece boyu inkube edilmistir. Daha sonra kuyulara
100’er pl blokaj amact ile % 2’lik sigir serumu ilave edilmis ve 37°C’de 1 saat
inkubasyon sonrasi kuyular ii¢ kez % 0.05 oraninda Tween 20 igeren igme suyu
(Damla) ile yikanmistir. Daha sonra kuyulara PBS ile sulandirilmis 100 pl
antiserum ilave edilmis, 37°C’de 2 saat inkubasyon sonrasi benzer sekilde 3 kez
yikanmigtir. Kuyulara PBS ile 1/30.000 oraninda seyreltilmis alkaline phosphatase
bagli Antirabbit IgG serumundan (Sigma A-3687) kuyucuklara 100’er pl konmus
ve 37°C’de 1 saat inkube edilmistir. Kuyular 3 kez daha 6nce belirtildigi sekilde
yikanmistir. Enzim aktivasyonu igin her kuyuya % 0.5 oraninda p-nitrophenyl
phosphate igeren diethanolamine substrat tamponundan (%0.1 MgCl,, % 0.02
NaN3, pH 9.8) 100’er ul ilave edildikten sonra 30, 45 ve 60. dakikalarda ELISA
plate okuyucusunda (Organon Technica) 405 nm’de sar1 renk intensitesi

Olcililmiistiir.

Testlenecek bakteriyel izolatlarin ELISA antiserum titresini belirlemek amaciyla
her antiserum i¢in kendisine karsi iiretilen homolog antijenlerden (As-2585 igin,
Psp NCPPB 2585; As-Bz4 i¢in Bz4) bakteri siispansiyonlar1 seyreltme serileri
(10® hiicre/ml baslangi¢ olmak iizere 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/250, 1/500,
1/1000, 1/2500 ve 1/5000) hazirlanarak pleytler kaplanmigtir. Yukarida belirtilen
ELISA protokolii takip edilmis ve her homolog antijjen i¢in antiserum
seyreltmeleri (1/50, 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2500 ve 1/5000) kullanilmistir
(Cizelge 3.3). Bu denemeler 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiigtiir.

Her antiserum ve homolog antijen igin en uygun caligma konsantrasyonu
belirlendikten sonra yine yukarida anlatilan protokole gore bezelyelerden izole
edilen 47 izolat ve 17 farkli bakteri tiiriine ait izolatlarin PBS i¢inde sulandirilan
bakteri soliisyonlar1 dogrudan ve otoklav edilerek her farkli antijen uygulamasi
igin ayr1 ayr1 olmak iizere 3 tekerriirlii olarak ELISA testleri yapilmstir. Olgiimler
substrat tamponu ilave edildikten 45 dakika sonra yapilmis ve sonuglar PBS ile
kaplanan (antijen igermeyen) kuyulardaki absorbans degerlerinin 3.5 kat1 pozitif
sonug (Rowhani vd., 1994) olacak sekilde degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.3. ELISA testi i¢in en uygun antijen ve antiserum konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilan pleytin sematik goriiniimii

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Antijen— 2|88 |8 S|13|8|8|8|8|w|x
Antiseumd | & | 8 | S | S| | S| S| S| |||
A 1/50 X X X X X X X X X X X X
B 1/100 X X X X X X X X X X X X
C 1/250 X X X X X X X X X X X X
D 1/500 X X X X X X X X X X X X
E | 1/1000 | x X X X X X X X X X X X
F | 1/2500 X X X X X X X X X X X X
G | 1/5000 X X X X X X X X X X X X
H

Indirekt floresan antikor boyama (IFAS): IFAS testi Benlioglu ve Ozakman
(1993)’da belirtilen protokole gore teflon kapli pencereli lamlar (Sekil 3.5)
kulanilarak yiiriitiilmiistiir. Oncelikle ELISA testlerinde oldugu gibi en uygun
antijen ve antiserum c¢alisma konsantrasyonunu bulmak i¢in antiserum (As-2585,
As-Bz4) ve antijenleri (Psp NCPPB 2585, Bz4) igin seyreltme serileri hazirlanarak
IFAS testleri yiiriitiilmiistiir. Bu amagla bakteri siispansiyonlar1 10® hiicre/ml
yogunlugunda hazirlanip 107, 10?2, 10 ve 10™ oranlarinda antiserumlar ise 1/100,
1/250, 1/500, 1/1000, 1/2500 ve 1/5000 oranlarinda seyreltilmistir. Her antiserum
seyreltmesi igin farkli lam kullanilarak testler iki tekerriirlii olarak yapilmistir.
Pencereli lamlarda her kuyuya 20 pl bakteri siispansiyonu konmus, lamlar
50°C’de kurutulduktan sonra aseton i¢inde 10 dakika tutularak bakteriler lama
sabitlenmistir. Hazirlanan antiserum seyreltmelerinden 20 pl kuyucuklara
dagitilmis ve 37°C’de 1 saat nemli kutular igerisinde inkiibe edilmistir. Lamlar
steril damutik su ile yikanmig ve 50°C’de kurutulmustur. Daha sonra her kuyuya
floresan isothiocyanate bagli Antirabbit IgG (Sigma F-0382) serumu 1/28 oraninda
PBS ile seyreltilerek kuyucuklara 20 pl damlatilmistir. Lamlar nemli hiicrede
37°C’de 1 saat inkiibe edilerek steril damitik su ile yikanmistir. Daha sonra her
kuyucuk tizerine IFAS gliserol tamponu (18 ml gliserol, 2 ml PBS + 10 mg p-
phenylenediamine) damlatilarak tizerine lamel kapatilip floresan mikroskobunda
(Olympus BHS-50), HBO 50 UV 1sik altinda uygun filtre seti kullanilarak 100x
objektif altinda degerlendirilmistir.
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Sekil 3.5. Lamdaki kuyucuklarin antijenler ile kaplanmas1
NEOGEN firmasina ait Kkitler kullanilarak ELISA ve IF testlerin kullanilmasi

Indirekt ELISA: ADGEN firmasma ait ELISA test kiti (ADGEN 1088-25)
kullanilarak elde edilen 47 izolat, referans izolatlar (17 izolat) ve kit icerisinden
cikan pozitif kontrol poliklonal Psp antiserumu ile 2 tekerriirlii olacak sekilde
testlenmistir. ELISA pleytleri (Corning Costar) her kuyuya 100 pl 5.10° hiicre/ml
yogunlugunda bakteri siispansiyonu ile kaplanmig ve pleytler +4°C’de gece boyu
inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonras1 ii¢ kez PBST (0,5 ml Tween 20, 1000 ml
PBYS) ile yikanmistir. Blokaj igin 200 pl % 2’lik sigir serumu ile kuyucuklar
kaplanmus ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmustir. Ug kez PBST ile yikanan
mikropleytlere 100 pl 1/8000 oraninda seyreltme tamponu (0,2 g Bovine serum
albumin, 100 ml PBST) ile sulandirilmis poliklonal Psp antiserumu ile
kaplanmustir. 37°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra ii¢ kez PBST ile yikanmistir.
Daha sonra kuyucuklar konjugat tampon (0,2 g Bovine serum albumin, 100 ml
PBST) igerisinde 1/4000 oraninda seyreltilen alkalen fosfataz bagli antirabbit IgG
serumu ile kuyucuklar (100°er ul) kaplanarak 37°C’de inkiibe edilmistir. Her
kuyuya 100 pl substrat tampon igerisinde eritilen p-nitrophenyl-phosphate (Sigma)
ilave edilmis ve 45 dakika sonra ELISA plate okuyucusunda (Organon Technica)
405 nm’de sar1 renk intensitesi dlgiilmiistiir. Olgiilen degerler PBS ile kaplanan
(antijen icermeyen) kuyulardaki absorbans degerlerinin 3.5 kati pozitif sonug
olacak sekilde degerlendirilmistir.

Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde patojenisite testinden sonra bitkilerden
yaklagik 1-1,5 cm hastaliklt bitki parcaciklari alinarak -20°C’e kaldirilmistir. Bu
bitki pargaciklari Neogen firmasina ait indirekt ELISA kiti ile testlenmistir.
Ormnekler 2 ml’lik ependorf tiiplerde 500 pl coating buffer (Na,CO; 1.59 g,
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NaHCO; 2.93 g, damitik su 1000 ml) igerisinde plastik havan eli ile (mikropestle,
eppedorf) ezilmistir. Pleytler 2 tekerriirlii olarak 100 pl 6rnek siispansiyonlart ile
kaplanmigtir (Sekil 3.6). Bundan sonraki islemler yukarida belirtildigi gibi
yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

Sekil 3.6. Bitki pargalarinin ezilmesi (a) ve mikropleytin 6rnek siispansiyonlari ile
kaplanmig hali (b)

IFAS: Neogen firmasina ait P.s. pv. pisi’e 6zgii IFAS kiti (ADGEN1088-16)
kullanilarak referans izolatlar, elde edilen 47 izolat ve kit igerisinden ¢ikan pozitif
kontrol firma tarafindan belirtilen yontem kullanilarak IFAS testi 2 tekerriirlii
olacak sekilde uygulanmis ve daha 6nce belirtildigi sekilde degerlendirilmistir.

3.2.4.3. 16S rDNA baz dizileri analizi

rDNA baz dizileri analizi igin 6n tanilama, patojenisite testleri, biyokimyasal
karakterizasyon ve serolojik testler sonunda elde edilen 47 bezelye izolatin ve
bezelye bitkileri nodiillerinden izole edilerek c¢alismalarda kullanilan Rhizobium
bakterisinin tanmimlarmin dogrulanmas1 amaciyla 24 saatlik nutrient broth
kiitiirlerinden DNA ekstraksiyonu yapilmistir.

DNA ekstraksiyonu: Bakteriyel genomik DNA eldesi i¢in Benlioglu vd. (1998)
tarafindan belirtilen yontem kullanilmistir. 1 ml bakteri siispansiyonlari (ortalama
ODs20=0,230) igeren eppendorf tiipler 10.000 g’de 5 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatantlar dokiilmiistiir. Pelletler tizerine 200 ul T1E; (Tris-Cl 10 mM, EDTA
1 mM, pH 8.0) tamponu ile tekrar siispanse edilmis ve 10.000 g’de 5 dakika
santriflij edilmigtir. Pellet tizerine 200 pl lizis tamponu (0.01 M Tris-Cl (pH 8.0),



29

25 mM EDTA (pH 8.0), % 1.25 SDS) ilave edilmistir. Pellet ¢6zdiiriildiikten sonra
37°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicre igerigi ve proteinler 100 pl
7.5 M amonyum asetat ile ¢oktiiriilmiis ve tlipler 14.800 g’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatantlar steril yeni eppendorf tiiplere aktarilarak {izerine 300 pl
isopropanol ilave edilmis ve -20°C’de 1 saat tutulmustir. 14.800 g’de 25 dakika
santrifiij edildikten sonra pelletlerin 600 pl % 70’lik etanol ile yikanmistir. Tiipler
steril filtre kagitlar1 {izerinde ters ¢evrilerek 30 dakika kurumaya birakilmstir.
DNA 50 pl MQ suda ¢oziinerek -20°C’e stoklanmustir.

16S rDNA’nin PCR amplifikasyonu: 16S rDNA genlerini polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltmak amaciyla 27f (Weisburg vd., 1991) ve Univ-
1390R (Zheng vd., 1996) primerleri kullanilmistir. Her izolat i¢in 40 pl PCR
karigimi (10 x PCR tamponu 4 pl, MgCI2 2.4 ul, dNTP (herbirinden 10 mM) 0.8
pl, Primer 27f/1390R 0.4’er pl, Taqg DNA polimeraz (Fermentas) 0.4 pl, kalp
DNA 4 pl, MQ su 27.6 pl) seklinde hazirlanmistir. Bakteriyel izolatlara 6zgti 16S
rDNA pargalart PCR dongiileri 94°C’de 3 dakika, 35 dongii (94°C 15 s, 53°C 15s,
72°C 20 s) ve 72°C’de 5 dakika son uzama sathasi olmak iizere Eppendorf
Personel® thermal cycler’da gogaltilmistir. Cogaltilan DNA’lar % 1 agaroz jel
elektroforezde 45 voltta 35 dakika yiiriitiilmis ve jel % 0.1 etidyum bromiir ile
boyanmigtir. PCR {irlinleri transillimiinatérde 302 nm UV 1sik altinda
fotograflanarak kaydedilmistir.

PCR o&rnekleri sekans analizi igin Macrogen (Kore) firmasimna gonderilmis ve
saptanan diziler gen bankasindan (www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-nucleotide

Blast (blastn) ve alignment programlari ile bakteriyel izolatlar tanilanmustir.

3.2.5. Pseudomonas syringae pv. pisi Irklarinin Belirlenmesi

Psp wrklarmin belirlenmesinde patojenin bilinen 7 1rkina kars1 farkli duyarlilik
gosteren bezelye cesitlerinden olusan 1rk belirleme kriterleri (Cizelge 3.4)
kullanilmigtir (Bevan vd., 1995). Bu amagla John Innes genetik kaynaklar merkezi
(Ingiltere) ve van Waveren (Almanya) firmasindan temin edilen bezelye

cesitlerine ait tohumlar az olmas1 nedeniyle tohum iiretimi yapilmistir.

Serada daha oOnce belirtildigi gibi hazirlanan steril toprak karigimi 6nce R.
leguminosarum ile inokule edilmis ve 380 mm x 330 mm ebatli sera saksilarina
konmustur. Her saksiya bezelye cesitlerine ait tohumlardan 3’er adet ekilmis
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(21.12.2010) ve saksilar plastik tiinel altina konmustur (Sekil 3.7). Bitkiler
cigeklenme donemine girmeden Once tiinelden ¢ikarilarak etrafi organze tiil ile
kapli, tist kismi1 cam olan kafeslerin (Sekil 3.8) i¢inde agik havaya birakilmistir.
Her giin diizenli olarak bitkiler sulanmis ve daha dnce belirtildigi gibi haftada bir
stvi giibre verilmistir. Nisan ayimn ortasindan mayis ayimin ortalarina kadar
olgunlagan kapsiiller hasat edilmis (Sekil 3.9) ve kapsiiller icerisindeki tohumlar
nemsiz ortamda tiil lizerinde kurutulduktan sonra kese kagitlar1 igerisinde +4°C’de

saklanmugtir.

Cizelge 3.4. Pseudomonas syringae pv. pisi irklarinin bezelye ¢esitleri arasindaki

iliskileri (Bevan vd., 1995)

Cesitler Psp irklar ve cesitlerin reaksiyonlari
1 2 3 4 5 6
Kelvedon Wonder + + + + +
Early Onward + - + + - +
Belinda - + - + + +
Hurt’ s Greenshaft + + - - +
Partridge - + - - +
Sleaford Triump - - + - - +
Vinco - - + - ¥
Fortune - - - - - +

(+) duyarli (-) dayanikli

Sekil 3.7. Tiinel altindaki (a) Partridge ve (b) Early Onward bezelye ¢esitlerinin

tohum ekiminden 15 giin sonraki goriiniimii
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Sekil 3.9. Kapsiil baglayan (a) Hurt’s Greenshaft ve (b) Vinco ¢esitlerine ait
bezelye bitkileri

Sekiz bezelye c¢esidine ait c¢ogaltilan tohumlar 18.09.2011 tarihinde R.
leguminosarum inokule edilmis steril toprak karistmi bulunan 200 ml’lik
bardaklara ekilmistir. Bitkiler iki haftalik oldugu dénemde patojenisite testlerinde
belirtilen inokulasyon ydntemine gore bakteri siispansiyonlar1 (46 izolat) ve
kontrol amaciyla damitik su ve bilinen Psp (NCPPB-2585 1rk2) kullanilmigtir. Bu
denemeler her bardakta 1 bitki olacak sekilde iklim odasinda (24+2°C sicaklik, %
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45-60 nispi nem, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik 1siklanma periyodunda) 2
tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. inokulasyondan 7 ve 14. giin sonrasinda belirtiler
gozlemlenmistir. Inokule edilen bitkilerde govde iizerinde ve yapraklarda
inokulasyon noktasindan itibaren yukari dogru suda haglanmig sekilde ortaya ¢ikan
belirtiler pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Cizelge 3.4’den yararlanarak
irklarin degerlendirmesi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Hastalikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

2009 yilinin Nisan ayinda Izmir ilinin Torbali ilgesinde Ozgérkey Gida Uriinleri
Sanayi ve Ticaret. A.S. firmasinin sozlesmeli olarak bezelye ekimi yapilan
tarlalara ait ireticilerden gelen sikayetler dogrultusunda siirvey caligsmalarina
baslanmistir. Bu amacla 9 bezelye tiretim alaninda (1025 da) Early Sweet, Geneva,
Bolero ve Carina c¢esidi bezelye bitkilerine ait hastalikli bitki &rnekleri
toplanmigtir. Hastalik baslangicta yaprak, kulakegik (stipiil) ve gdvde {lizerinde
koyu yesil renkli, suda haglanmig gibi lekeler, zamanla govdeyi ¢cepegevre saran ve
yukar1 dogru uzanarak yaprakcik ve kulakgiklar iizerinde kahverengi yelpazeye
benzeyen nekrotik lezyonlar seklinde gelismektedir (Sekil 4.1). Hastalikli
bitkilerden floresan Pseudomonas bakterileri izole edilmis, patojenisite,
biyokimyasal testler, evrensel primerler ile ¢ogaltilan 16S rDNA sekans analizleri
(Gen Bankas erisim no: GU332546) sonrasi etmen Pseudomonas syringae pv.
pisi (Psp) olarak tamimlanmis ve etmenin iilkemizdeki varligi ilk kez rapor
edilmistir (Benlioglu vd., 2010).

2010 yilinin Subat ve Nisan aylarinda Izmir ilinin Torbal1 (28), Tire (2) ve Odemis
(1) ilgelerinde toplam 2729 da bezelye ekilis alanéinda 31 bezelye tarlasi
incelenmistir (Sekil 4.2). 2010 yilinin Mart ayinda ise Aydin ilinin Nazilli (3),
Buharkent (7) ve Cine (5) ilgelerindeki 15 bezelye tarlasinda, toplam 58 da
bezelye ekilis alaninda siirvey yapilmstir (Sekil 4.3). Yapilan incelemelerde Izmir
ilinde bezelye ekiminin daha c¢ok konserve amaciyla yetistirildigi ve ekim
alanlarmin Torbali ilgesinde yogunluk kazandigi goriilmiistiir. Aydin ilinde ise
bezelye liretiminin daha ¢ok sofralik amacli taze bezelye tiiketimine yonelik olarak
yapildigi dikkati ¢ekmistir. Aydin ilinde en yaygin bezelye iretiminin
Buharkent’te yapildigi goriilmiistiir. Diger ilgelerde bezelye iiretiminin ¢ok az
oldugu dreticilerin kendi ihtiyaglari1 karsilamak igin sofralik bezelye
yetistirdikleri gériilmiistiir. Cine il¢esinde de iireticiler bezelye iiretimini sinirlayan
faktorlerden birinin kus zarar1 oldugunu bu nedenle ekim yapmaktan
kagindiklarim dile getirmislerdir.

Bezelye iiretim alanlarinda yapilan incelemelerde Izmir ilinde yaygin olarak ekimi
yapilan cesitlerin Bolero, Carina, Geneva, Durango, Early Sweet, Legancy,
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Sienna, Waverex ve Winer oldugu, Aydm ilinde ise Utrillo ve yerli ¢esitlerin
ekildigi goriilmiistiir. izmir ilinde siirvey yapilan tarlalarda bezelye ekimleri 2009
yilinda 5 Aralik-5 Ocak tarihlerinde, 2010 yilinda 22-30 Kasim, 1 Aralik, 5-12
Ocak, 9-17 Subat, 5 Mart tarihleri arasinda yapildig1 ve daha ¢ok kasim ve aralik
aylarinda ekimin yapildig1 dikkati ¢ekmistir. Aydin ilinde ise 18-22 Kasim ve 4
Aralik tarihlerinde bezelye ekimi yapildigi kaydedilmistir. Hastalikli bitki
ornekleri incelendiginde govde iizerinde ve yapraklarin sapa baglandigi kisimlarda
tipik suda haglanmig seklinde, ileri donemlerde kahverengi lezyonlara doniisen
belirtiler goriilmiistiir. Ozellikle bu belirtilerin yukar1 dogru uzanarak govdeyi
cepecevre sardigl, yaprakcik ve kulakgiklar iizerinde yelpazeye benzeyen
kahverengi lezyonlar dikkati ¢ekmistir. Sekil 4.4’de Torbali ilgesinde Bolero
cesidi, Sekil 4.5’de Buharkent’te Utrillo bezelye ¢esitlerinde Psp’nin neden oldugu
tipik belirtiler goriilmektedir.

Sekil 4.1. Torbali’da Geneva ¢esidi bezelye bitkisinde Psp’nin olusturdugu tipik
yaniklik ve yelpaze seklindeki belirtiler
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Sekil 4,2 izmir ili Torbali, Tire ve Odemis ilgelerinde 31 drnekleme noktasindan drnek alinan bezelye tarlalar:
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Sekil 4.3. Aydin ili Nazilli, Buharkent ve Cine ilgelerinde 15 drnekleme noktasindan drnek alinan bezelye tarlalar
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Sekil 4.4. Torbali’da Bolero ¢esidi bezelye bitkisinin yapraklarinda yelpaze
seklindeki belirtiler

Sekil 4.5. Buharkent’te Utrillo ¢esidi bezelye bitkisinin yapraklarinda yelpaze
benzeri belirtiler ve gévde ile saplarinda suda haslanma belirtileri
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Sekil 4.6. Torbali ilgesinde 8.2.2010 tarihinde Bolero ¢esidi ekili bir bezelye
tarlasinda soguk ve Bakteriyel Yaniklik hastaligi nedeniyle bitkilerin
yanmus gibi goriintiisii

2010 yilinda yapilan siirveyler sirasinda bazi bezelye tarlalarimin tamamen
kurudugu ve iireticilerin tarlay1 bozarak yeniden ekim yapmak ya da bagka {iriin
yetistirmek zorunda kaldigi siddetli hastalik olusumu ile karsilagmislardir. Sekil
4.6’da Torbali’da bu diizeyde hastaligin goriildiigii 4 tarladan (toplam 212 da) bir
tanesinin fotografi goriilmektedir. Bu tarlalar ile ilgili veriler incelendiginde
bitkilerin kismen dondan zarar gordiigii ve bazilarinin da iist iiste bezelye ekimi
yapilan tarlalar oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu tarlalardaki bezelye ekimleri kasim
sonu gibi erken tarihlerde oldugu goriilmiistiir. Ayrica siirvey yapilan Torbali (5)
ve Tire (1) ilgelerinde 6 bezelye iiretim alaninda (toplam 860 da) herhangi
bakteriyel bir hastalik belirtisi goriilmemistir.
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4.2. izolasyon ve On Tanilama

2009-2010 yillar1 arasinda Izmir ve Aydin illerinde ornek alinan bezelye
bitkilerinin yaprak, govde, sap ve kapsiillerden yapilan izolasyon ¢alismalarinda
KB besiyerinde gelisen farkli koloni morfolojisine sahip bakteriler izole edilmis ve
163 izolat saflastirilarak stoklanmistir. 2009 yilinda izmir ilinde 9 &rnekleme
noktasindan 13 izolat, 2010 yilinda Izmir ilinden 31 6rnekleme noktasindan 113
izolat ve Aydin ilinde 15 Ornekleme noktasindan 37 izolat elde edilmistir. Elde
edilen 163 izolat KOH testinde Gram negatif oldugu belirlenmis ve 61 tanesi
titlinde asir1 duyarhilik reaksiyonu gostermistir. Elde edilen 61 izolat KB
besiyerinde UV 1s1k altinda floresan olusumu, LOPAT testi ve bezelye bitkilerinde
(Bolero ve Geneva cesidi) patojenisite testleri sonrasi toplam 47 bakteriyel izolatin
bezelye bitkilerinde patojen oldugu belirlenmistir. Elde edilen tiim izolatlar KB
besiyerinde UV 1sik altinda floresans olugturmaktadir.

Elde etmis oldugumuz 46 izolatin LOPAT test sonuglari Levan (+), Oksidaz (-).
Patateste yumusak ciiriikliik (-), Arginin hidrolizi (-) ve Tiitinde asir1 duyarlilik
(+) olarak bulunmus ve Pseudomonas syringae LOPAT Ia grubu igerisinde yer
aldig1 saptanmigtir. Bir izolatin LOPAT test sonuglari ise Levan (-), Oksidaz ( -).
Patateste yumusak ciirtikliik (+), Arginin hidrolizi (-) ve Tiitiinde asir1 duyarlilik
(+) olarak bulunarak LOPAT II grubu igerisinde yer aldig1 belirlenmistir (Lelliott
vd., 1966). Bu izolatlardan 25’i Torbali, 2°si Odemis, 18’i Buharkent ve 2 tanesi
de Nazilli ilgelerindeki bezelye iiretim alanlarindan elde edilmistir.

Cizelge 4.1°de izolatlara ait bilgiler (ilge, ¢esit, ekim alani, ekim tarihi, izole edilen
bitki organi) ile ilgili bilgiler verilmistir. Cizelgede goriilecegi gibi hastalikli
bitkilerin belirti gosteren yaprak, govde, sap ve Xkapsiillerinden izolasyonlar
yapilarak etmenin varligi kesin olarak saptanmaya calisilmis ve bu kisimlar
fotograflanarak etmenin olusturdugu belirti tipleri ortaya konmaya calisilmistir.
Sekil 4.7’de Buharkent ilgesinde Utrillo ¢esidi bezelye bitkilerinde Bz20 izolatinin
govde, Bz19 izolatinin yapraklarda olusturdugu tipik Bakteriyel Yaniklik
belirtileri goriilmektedir. Sekil 4.8°de ise Odemis ilgesinde Carina cesidi bezelye
bitkisinin kapsiillerinde ve Torbali ilgesinde Sienna ¢esidi bezelye bitkisinin
yapraklarinda olusturdugu Bakteriyel Yaniklik belirtileri gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Buharkent’te Utrillo cesidi bezelye bitkisinin (a) govdesinde (Bz20
izolat1) ve (b) yapraklarinda (Bz19 izolati) Bakteriyel Yaniklik
belirtileri

Sekil 4.8. Odemis’te (a) Carina gesidi bezelye bitkisinin kapsiillerinde (Bz16/1
izolat1) ve Torbali’da (b) Sienna ¢esidi bezelye yapraklarinda (Bz12/2
izolat1) Bakteriyel Yaniklik belirtileri
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4.3. Patojenisite Testleri

LOPAT testleri ile 6n tanilamasi yapilan bitki patojeni oldugu tahmin edilen 61
izolat Geneva ve Bolero ¢esidi bezelye bitkilerinde patojenisite testleri sonrasinda
47 izolat bezelye bitkilerini hastalandirarak pozitif sonu¢ vermistir. Ik belirtiler
inokulasyondan 4 giin sonra inokulasyon noktasindan ¢evreye dogru yayilan suda
haslanmis bir goriiniim ortaya ¢iknustir. inokulasyondan 7-10 giin sonra ise tipik
suda haglanmig sekilde belirtiler goriilmeye baslamis ve inokulasyon noktasindan
govde boyunca yukari dogru yayilan bir goriiniim almistir. Daha sonra yapraklarda
once nokta seklinde suda haslanmig belirtiler ortaya ¢ikmig ve bu belirtiler
birleserek nekrotik alanlara donlismils ve yapragin kurumasina neden olmustur.
Inokulasyondan 10-15 giin sonrasinda inokule edilen bitkilerin tamamen
etkilendigi goriilmiis ve bazi izolatlarin yapraklarda kurumalara neden oldugu
dikkati ¢cekmistir. Sekil 4.9°da Geneva ¢esidi bezelye bitkilerinde Bz18 ve Bz13,
Sekil 4.10°da Bolero gesidi bezelye bitkilerinde Bz9 ve Bz2 nolu izolatlarin neden
oldugu belirtiler gériilmektedir. Patojenisite denemelerinde referans kiiltiir olarak
inokule edilen Psp (NCPPB-2585) izolat1 Bolero ve Geneva bitkilerinde tipik suda
haglanmis goriiniimlii belirtiler olusturmus ve testlenen 46 izolat ile ayni tipte
belirtiler olusturdugu goérilmiistiir.

Sekil 4.9. Geneva ¢esidi bezelye bitkisinde (a) Bz18 ve (b) Bz13 izolatlarinin
yaprak ve gdvde de olusturdugu suda haslanma belirtileri
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Sekil 4.10. (a) Bz9 ve (b) Bz2 izolatinin inokulasyondan 14 giin sonra Bolero
cesidi bezelye bitkisinin gdvde ve yapraklarinda olusturdugu belirtiler

Patates yumusak ¢iiriikliik testinde 46 izolatta farkli olarak pozitif sonug veren Bz9
izolatt ise Oncelikle inokulasyondan 4 giin sonra inokulasyon noktasinda
kahverengi nekroz olusturmus, 10 giin sonrasinda inokulasyon noktasi
seviyesindeki (2. ve 3. bogum) yapraklarda kloroz ve 14 giin sonrasinda da
kurumalara neden oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.10a). Ancak bu izolatin diger
46 izolatta oldugu gibi tipik suda haslanma belirtiler olusturmadigi dikkati
¢ekmistir. Bolero ve Geneva bezelye c¢esitlerinde referans kiiltiirlerden Pss
(NCPPB-281) ve P. viridiflava (Pv3) ile inokule edilen bitkilerde de tipik suda
haglanmuis belirtiler gériilmemis ancak inokulasyon noktasinda kirmiz1 kahverengi

nekrozlar goriilmiistiir.

Bezelye bitkilerinde patojen oldugu saptanan 47 izolat ve referans kiiltlirler Psp
(NCPPB-2585) ve Pss (NCPPB-281) ile yesil limon meyveleri ile yapilan
patojenisite testi sonucunda Pss (NCPPB-281) kiiltiirii disinda higbir izolat pozitif
sonu¢ vermemigtir. Pss (NCPPB-281) kiiltiirii, yesil limon meyvelerine
inokulasyondan 7 gilin sonra inokulasyon noktasinda icine dogru ¢okiik,
kahverengi nekrotik alan etrafinda sararma belirtileri olusturdugu gézlemlenmistir
(Sekil 4.11). Diger tim izolatlar ve Psp (NCPPB-2585) ile inokule edilen limon
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meyvelerinde ya hicbir belirti goriillmemis yada hafif  kahverengilesme
gOrilmistir.

pv. piti

Sekil 4.11. Solda Pss (NCPPB-281) sagda Psp (NCPPB-2585) ile inokule edilen
limon meyvelerinde belirti olusumu [(a) pozitif, (b) negatif sonug]

Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde yapilan patojenisite ¢aligmast boyunca
iklim odasindaki sicaklik ve nem verileri her 15 dakikada bir kaydedilmistir. Sekil
4.12°de goriilecegi gibi sicaklik degerleri 22-25°C arasinda ve nispi nem degerleri
de % 40-61 arasinda seyretmektedir. Diger gesitlerde (Bolero ve Geneva) suda
haglanma belirtisi gosteren 46 izolat Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde
de inokulasyondan 4 giin sonra ilk belirtiler goriilmiis ve belirtiler suda haglanma
seklinde meydana gelmistir. Daha sonraki donemlerde hastalik bu izolatlarin
Bolero ve Geneva c¢esidinde olusturdugu belirtilere benzer sekilde gelistigi
gozlemlenmistir. Yapraklarda damarlar ile sinirli suda haslanma belirtileri olusmus
ve ileri donemlerde nekrotik alanlara doniiserek yelpaze seklinde tipik Psp
belirtileri ortaya ¢ikmigtir. Bazi izolatlarin Kelvedon Wonder bitkisinde
olusturdugu tipik Psp belirtileri Sekil 4.13’de goriilmektedir. Bu izolatlardan
bazilarinin hastalikli bitki dokularinda inokulasyondan 14 giin sonra krem rengi
bakteriyel akint1 olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 4.14). Ayrica bazi izolatlarin
govdede hizla ilerleyerek ¢igek enfeksiyonlarina neden oldugu belirlenmis ve bu
bitkilerin kapsiil saplarinda ve kapsiiller iizerinde suda haslanmis belirtiler
goriilmiistiir (Sekil 4.15). Hastalikli bitkiler 0-4 skalasi kullanarak 7 ve 14.
giinlerde degerlendirilmistir. inokulasyondan 2 hafta sonra 46 izolatin 4’{i sadece
inokulasyon noktasinda suda haslanmis belirti olusturmus, 23’ goévde ve
yapraklarinda suda haslanmig belirtilerin yani sira yapraklarin yaklasik % 25’inin
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kurumasina, 14’t yaprak ve govdede suda haslanmis belirtilere ilaveten
yapraklarin yarisina yakin kisminin kurumasina ve 5°i ise govde ve yapraklarda
suda haslanmis belirtiler devam ederken yapraklarin yarisindan fazlasinin
kurumasina neden oldugu saptanmigtir.

Diger cesitlerde de farkli belirtiler gosteren Bz9 izolat1 gbzlem siiresince Kelvedon
Wonder ¢esidi bezelye bitkisinin yaprak ve govdesinde herhangi bir hastalik
belirtisi olusturmamis sadece inokulasyon noktasinda kahverengi nekrotik alan
olusmustur (Sekil 4.16). Benzer sekilde Pss (NCPPB-281) ve P. viridiflava
(Pv3)’da Kelvedon Wonder ¢esidinde hastalik belirtisi olusturmamis sadece.
inokulasyon noktasinda sadece nekrotik alan olusturdugu gorilmiistiir (Sekil
4.17). Steril su ile inokule edilen kontrol bitkilerinde ise hastalik belirtisi veya
inokulasyon noktasinda kahverengi nekrotik alan gériilmemistir.
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Sekil 4.12. Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde patojenisite testleri
siiresince iklim odasinda kaydedilen sicaklik ve nem verileri
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Sekil 4.13. Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde bazi izolatlarin yaprak ve
govdede olusturdugu belirtiler [(a) Bz4, (b) Bz32/2, (c) Bz31/1, (d)
Psp (NCPPB-2585)]
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Sekil 4.14. Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde Bz7 ile inokulasyondan 14
giin sonra inokulasyon noktasinda goriilen bakteriyel akinti

Sekil 4.15.Kelvedon Wonder c¢esidi bezelye bitkisinde Bzl1l izolatinin
inokulasyondan 14 giin sonra tepe siirgiine kadar ilerleyerek ¢icegi
enfekte etmesi (solda) ve enfekteli gicekten enfekteli kapsiil olusumu
(26 giin sonra) (sagda)
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Sekil 4.16. Bz9 izolat1 ile inokule edilen Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye
bitkisinin inokulasyondan 14 giin sonra inokulasyon noktasinin
gorunumu

-

Sekil 4.17. Referans izolatlardan (a) P. viridiflava ve (b) P.s. pv. syringae
Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinin inokulasyon noktasinda
olusturdugu nekrotik lezyonlar

Cizelge 4.1°de tiim izolatlarin Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye bitkisinde hastalik
olusumuna yonelik skala degerleri verilmistir. Aym araziden elde edilen izolatlar
ise arazinin farkli alanlarindan ve farkl bitkilerden izole edilmistir.
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Cizelge 4.1. Bezelyede patojen izolatlar ve referans kiiltiirlere ait bilgiler

5 s | B ;

Z c ¢ |is:| &%

z o £ | Eo E |2zE| 2%

o S & v = S = 2 < 2

oS = <o 2 m S~ 2| ¥32
Bzl Torbali E.Sweet | 60da | 05.12.2008 Y 3
Bz2 Torbali E.Sweet 60 da 05.12.2008 Y 3
Bz3 Torbali E.Sweet 60 da 05.12.2008 Y 4
Bz4 Torbali E.Sweet 60 da 05.12.2008 Y 4
Bz5/1 G 4
Bz5/2 Torbali Geneva 240 da | 05.12.2008 G 2
Bz5/4 G 3
Bz6/1 Y 4
B26/2 Torbali Bolero 160 da | 05.12.2008 Y 3
Bz7 Torbali E.Sweet | 300da | 05.01.2009 Y 3
Bz8/1 Y 2
B28/2 Torbali Carina 25 da 05.12.2009 Y 3
Bz9 Torbali Carina 20 da 12.01.2010 S 0
Bz10/1 S 2
B710/2 Torbali Legancy 60 da 29.11.2009 Y 3
Bz11 Torbal1 Bolero 60da | 24.11.2009 S 3
Bz12/1 Y 2
B71212 Torbal Sienna 55da | 30.11.2009 v 3
Bz13 Torbal1 Geneva 60da | 30.11.2009 Y 4
Bz14/1 S 3
Bz14/2 Torbali Geneva | 40da | 30.11.2009 S 3
Bz14/3 Y 2
Bz15 Torbali Carina 100 da | 25.11.2009 Y 2
Bz16/1 ] K 2
8716/ Odemis Carina 125da | 01.12.2009 G 3
Bz17 Torbali E.Sweet 34 da 09.01.2010 Y 2
Bz18 Torbali Geneva 90 da 01.12.2009 Y 2
Bz19 Y 2
Bz20 Buharkent Utrillo | 11da | 18.11.2009 S 2
Bz21 Y 3




49

Cizelge 4.1’in devam

Bz22 G 2
Bz23 G 1
B724/1 Buharkent Utrillo 5da 04.12.2009 Y 1
Bz24/2 Y 1
Bz25 Y 2
Bz26/1 S 2
Bz26/2 Y 2
B227/1 Buharkent Utrillo 3da 04.12.2009 Y >
Bz27/2 Y 2
Bz28 G 2
Bz29 Y 2
Bz30/1 Buharkent Utrillo 8 da 04.12.2009 Y 2
Bz30/2 Y 2
Bz31/1 Y 2
B731/2 Buharkent Utrillo 5 da 04.12.2009 Y >
2;222 Nazilli Z;rl't' >1da | 28.11.2009 i ;
Psp* Pseudomonas syrigae pv. pisi (NCPPB-2585) 3
Pss* Pseudomonas syrigae pv. syringae (NCPPB-281) 0
Pv* Pseudomonas viridiflava (Pv3) 0

*Referans izolatlar; ** Y (yaprak), S (sap), G (govde), K (kapsiil); *** 0-4
skalasia gore degerlendirme

4.4. Biyokimyasal Testler

On tamlama testlerinden gecerek bezelyelerde patojen olan 47 adet bakteri
izolatinin tanilamasinda glikozdan asit olusumu, jelatin sivilagmasi, eskulin
hidrolizi, nitrat rediiksiyon, sakkarozdan indirgenmis madde olusumu, buz
cekirdeklenme aktivitesi testlerinden yararlanilmistir. Ayrica Cintas vd. (2002)
besiyeri kullanilarak karbon kaynaklarindan betain, D-galaktoz, D-ksiloz, D-
mannitol, D-maltoz, D-sorbitol, eritritol, gliserol, a-metil-glikozit, homoserin,
inositol, laktik asit, askorbik asit, L-tartarik asit, malonik asit ve siiksinik asit
kullanimi yan1 sira API ID 32GN test kitinden yararlanilmustir.
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Tim izolatlar ve referans Pss, Psp ve Pv izolatlar1 oksidatif glikoz
metabolizmasina sahiptir ve sakkarozdan indirgenmis madde olusumu ve nitrat
rediiksiyon test sonuglariin ayni oldugu belirlenmistir. Karbon kaynaklarindan
betain, D-galaktoz, L(+)askorbik asit, malonik asit, siiksinik asit, D-riboz, inositol,
L-alanin, gliserol, D-glukoz, salisin, D-melibiyoz, L-arabinoz, kaprik asit,
trisodyum sitrat, L-histidin, potasyum-2-ketoglukonat, 3-hidroksibiitirik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, L-serin ve L-prolin kullanimlari pozitif olarak bulunmustur.
Karbon kaynagi olarak ise a-metil-glukozit, itakonik asit, sodyum asetat ve 3-
hidroksibenzoik asit kullanimlar1 negatif belirlenmistir.

Izolatlar arasinda jelatin sivilasmasi, eskulin hidrolizi, buz ¢ekirdeklenme
aktivitesi ve karbon kaynaklarindan D-ksiloz, D-maltoz, D-mannitol, D-sorbitol,
eritritol, homoserin, laktik asit, L-tartarik asit ve trehaloz kullanimlar1 acisindan
farkliliklar bulunmaktadir. API ID 32 GN test kiti igerisinde yer alan karbon
kaynaklarindan L-ramnoz, N-asetil glukosamin, siiberik asit, L-fukoz, potasyum-
5-ketoglukonat, glikojen, sodyum malonat, propionik asit ve valerik asit
kullanimilar1 cihaz tarafindan tam okunmadigi i¢in degerlendirmeye alinmamis ve

API ID 32 GN sistemi veri tabaninda otomatik olarak tanilama yapilamamustir.

Cizelge 4.2°de izolatlar ve referans kiiltiirlere ait farkli bulunan biyokimyasal
testlerin sonuglart verilmistir. Sekil 4.18’de baz1 izolatlara ait homoresin ve D-
sorbitol karbon kaynaklarini kullanmalar1 agisindam negatif ve pozitif sonuglar
goriilmektedir. Bz15, Bz16/1 ve Bz16/2 sekilde de goriildiigii gibi her iki karbon
kaynagim kullanamamakta fakat petride goriilen diger izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.2. Bezelye izolatlar1 ve referans kiiltiirlerin biyokimyasal test sonuglari

Z2| 85| 8 -
k= S|l | = | F ||| |ES| 8| x|=5 |2
s 2l c| 2| X|E| 8|8 |E|E|E|E|¢
o El3|&| 0| a . A | W S © | 3| -

= % N o I - i

2| 0|3

Bzl + + - - - + + - - + - -
Bz2 + + + - + + + - - + - -
Bz3 + - + + + + + - + - - +
Bz4 + - + + + + + - + - - +
Bz5/1 + - + + - + + - + - - -
Bz5/2 + - + + - + + - + - - -
Bz5/4 + - + + - + + - + - - -
Bz6/1 + - + + + + + - + - - +
Bz6/2 - - + + + + + - + - - +
Bz7 + - + + + + + - + - - +
Bz8/1 + + + + - + + - + - - -
Bz8/2 + - + + - + + - + - - -
Bz9 - + - + - + + - + + - -
Bz10/1 - + + + - + + - + - - -
Bz10/2 - - + + - + + - + - - -
Bz11 - - + + - + + - + - - -
Bz12/1 + - + + - + + - + - - -
Bz12/2 - - + + - + + - + - - -
Bz13 - - + + - + + - + - - -
Bz14/1 - - + + - + + - + - - -
Bz14/2 - - + + - + + - + - - -
Bz14/3 - - + + + + + - + - - -
Bz15 + + - + - + + - - + - -
Bz16/1 - + + + - + - - - + - -
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Cizelge 4.2°nin devam

Bz16/2 - + + + - - + - - + B} .
Bz17 - - + + + + + - + - - +
Bz18 - - + + - + + - + - R +
Bz19 - - + + - + + - + - R +
Bz20 + - + + + + + + + - + +
Bz21 - - + + - + + - + - R -
Bz22 - - + + - + + - + - R -
Bz23 + + - + - - - - - + - .
Bz24/1 + + - + - + + - - + - -
Bz24/2 + + + + - + + - - + - -
Bz25 + + - + - + - - - + - .
Bz26/1 + + - + - + - - - + . .
Bz26/2 - + + + - + - - - + - -
Bz27/1 + + + + - + - - + + - -
Bz27/2 + + - + - + - - + + . .
Bz28 + + - + - + - - + + - .
Bz29 + + - + - + + - - + - -
Bz30/1 + + - + - + - - - + - -
Bz30/2 + + + + - + + - - + - -
Bz31/1 + + - + - + + - - + - -
Bz31/2 + + + + - + + - - + - +
Bz32/1 - - + + - + + - + - - -
Bz32/2 - - + + - + + - + - - -
Yizde | ~ | R | R | A | A A A A A &~ & &
- |EE|E|e|le|e|e|g|& k|88
Psp - + + + - + + - + - - -
Pss + + + + - + + + - + - -
Pv3 + - + + - + + + - + - -

Referans izolatlar: Psp (Pseudomonas syringae pv. pisi, NCPPB-2585), Pss (P. s.
pv. syringae, NCPPB-281), Pv3 (P. viridiflava). (+) Pozitif; (-) negatif sonug
(Sonuglar en az 3 kez yinelendikten sonra elde edilen sonuglardir.)
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D Sotbite)

Sekil 4.18. Bz15, Bz16/1 ve Bz16/2 nolu izolatlar diginda diger izolatlarin (a)
homoserin ve (b) D-sorbitol karbon kaynaklarini kullanimi

Tim izolatlar ve referans kiiltiirlerine (Psp NCPPB-2585, Pss NCPPB-281 ve
Pv3) ait LOPAT ve izolatlar arasinda farklilik gésteren biyokimyasal testler kiime
analizi ile smiflandirildiginda Sekil 4.19°da gorildigi gibi izolatlar kendi
aralarinda 8 gruba ayrilmaktadir. Psp NCPPB-2585 ile ayni grupta 19 izolatin
oldugu gortilmektedir. Biyokimyasal Ozellikler agisindan Bz9 izolati Pv3 ile
yiiksek oranda benzerlik gostermekte ancak jelatin sivilagmasi, eskulin hidrolizi,
buz aktivitesi, homoserin ve eritritol kullanimi agisindan farklilik géstermektedir.
Bz20 nolu izolat eritritol kullanimi Pss NCPPB-281 ile benzerlik gdstermesine
ragmen Bz20 izolatinin D-maltoz, trehaloz, homoserin, L-tartarik asit kullanimlar1
pozitif, laktik asit ve eskulin hidrolizi negatif sonu¢ alinmig ve Pss ile tam tersi

sonuglar ortaya koymustur.
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®Bz31/1
®Bz24/2
®B230/2
®pz31/2
®NCPPB-281

®pz16/2

Sekil 4.19. izolatlarin kiime analizi ile simiflandirilmasi
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4. 5. Serolojik Testler

Daha 6nce Psp olarak tanilanmis olan (Bz4) ve bilinen Psp izolatinin (NCPPB-
2585) 1s1 ile oldiiriilmiis hiicrelerine karst iretilen antiserum titreleri lam
agliitinasyon testlerinde 1/50 seyreltmede pozitif sonu¢ vermistir. Elde edilen
antiserumlar amonyum stilfat ile ¢oktiiriiliip dializ edilerek saflastirildiktan sonra
ELISA ve IFAS testlerinde kullanilmustir.

Saflagtirilan antiserumlarin en uygun antiserum konsantrasyonu ve saptanabilir
antijen konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in antijen ve antiserum seyreltme
serileri ile yapilan ELISA test sonuglar1 Sekil 4.20°de grafik haline getirilmistir.
Grafikte goriilecegi gibi saptanabilir en uygun antijen miktari 5.10° hiicre/ml,
antiserum titresi de 1/500 ve 1/1000 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde antijen
ve antiserum seyreltmeleri kullanilarak IFAS testi i¢cin en uygun antijen
konsantrasyonu 10* hiicre/ml, antiserum konsantrasyonu da 1/500 ve 1/1000
olarak saptanmustir.

——1/100 1/250 1/500 —1/1000 1/2500 1/5000
3,00

2,50

0,50

0,00
1,00E+04 1,00E+05 1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08
Bakteri Konsantrasyonu (log hiicre/ml)

Sekil 4.20. Indirekt ELISA testinde farkli bakteri konsantrasyonlarinin 6 farkl
antiserum seyreltme serisine karsi reaksiyonlar
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Caligmalarimizda 3 tekerriirlii olarak yiiriitilen ELISA testlerinde pleytlerin 45.
dakikada okutulan ortalama sar1 renk intensitesi baz alinarak degerlendirme
yapilmis ve antijen ile kapli olmayan (PBS) kuyulardaki ortalama absorbans
degerinin 3,5 katindan (Rowhani vd., 1994) biiyiik olanlar pozitif olarak
kaydedilmistir. Cizelge 4.3’te 1s1 uygulanarak tavsanda iiretilen antiserumlarin her
iki caligma titresi kullanilarak yapilan ELISA ve IFAS testlerinin sonuglarina yer
verilmistir. Bezelyelerde patojen oldugu belirlenen 47 izolat igin sonuglar
degerlendirildiginde Bz4 antiserumunun 1/500 ve 1/1000 konsantrasyonlarinda
sirasiyla % 98-83 oraninda pozitif sonu¢ elde edilirken As-2585’in her iki
konsantrasyonunda %74 oraninda pozitif sonug elde edilmistir. Her iki antiserum
ve konsantrasyonlarinda Psp ile pozitif sonu¢ elde edilmistir. Yine her iki
antiserum P.s. pv. lachrymans, P.corrugata, P.s. pv. glycinea, P.s. pv. mori, P.s.
pv. morsprunuorum, P.s. pv. phaselicola ve P.s. pv. maculicola bakterileri ile
capraz reaksiyon gostermistir. P. fluorescens As-Bz4 ile ¢apraz reaksiyon
gosterirken P.S. pv. tomato ise As-2585 ile capraz reaksiyon gostermistir. Ayrica
P.s. pv. syringae As-Bz4’iin her iki konsantrasyonunda ¢apraz reaksiyon
olustururken sadece As-2585’nin 1/1000 konsantrasyonunda negatif sonug
vermistir (Cizelge 4.3).

Patojen izolatlardan negatif bulunan ve ¢apraz reaksiyon gosteren bakteriler 1si
uygulamasina tabi tutulduktan sonra tekrar indirekt ELISA testi yapildiginda
antiserumlar tiim izolatlarda pozitif sonu¢ vermistir fakat capraz reaksiyonu bu
sekilde ortadan kaldirilamiyacag: anlagilmistir.

47 izolat ve referans kiiltiirler tiretilen antiserumlar ile indirekt floresan antikor
boyama (IFAS) testi yapilarak da degerlendirilmistir. Uretilen her iki antiserum 47
izolatin % 77’si ve P.s. pv. pisi ile pozitif sonug vermistir. Ayrica antiserumlar P.
corrugata, P.s. pv. glycinea, P.s. pv. mori, P.s. pv. morsprunuorum, P.s. pv.
phaselicola, P. fluorescens, P.s. pv. maculicola ve P.s. pv. syringae bakterileri ile
pozitif sonug vermistir. As-2585 ile yapilan IFAS sonucunda P.s. pv. tomato’da
pozitif bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Antiserum Bz4 ve 2585’in iki sulandirma serisinde yapilan ELISA

testi OD=405 nm absorbans degerleri ve IFAS sonuglari

Antiserum Antiserum Antiserum Antiserum
Bz4 1/500 Bz4 1/1000 2585 1/500 2585 1/1000
Izolatlar X X x X
Slaoal|l S|l aol|lS|ald| e
4| f|g|E|d|E|g|¢&
Bzl 1,036 + 0,747 + 0,513 + 0,447 +
Bz2 0,986 + 0,746 + 0,575 + 0,516 +
Bz3 1,915 + 1,445 + 1,817 + 1,567 +
Bz4 1,608 + 1,120 + 1,538 + 1,298 +
Bz5/1 1,651 + 1,368 + 1,048 + 0,983 +
Bz5/2 2,243 + 1,687 + 2,085 + 1,799 +
Bz5/4 2,263 + 1,859 + 2,047 + 1,472 +
Bz6/1 2,192 + 1,604 + 1,943 + 1,729 +
Bz6/2 2,311 + 1,728 + 2,075 + 1,840 +
Bz7 1,417 + 0,868 + 1,321 + 1,117 +
Bz8/1 1,551 + 1,068 + 1,550 + 1,374 +
Bz8/2 1,655 + 1,094 + 1,609 + 1,420 +
Bz9 1,897 + 1,386 + 1,127 + 1,012 +
Bz10/1 1,974 + 1,494 + 1,991 + 1,693 +
Bz10/2 2,256 + 1,769 + 2,078 + 1,836 +
Bz11 1,952 + 1,239 + 1,904 + 1,635 +
Bz12/1 1,855 + 1,329 + 1,800 + 1,487 +
Bz12/2 1,655 + 1,058 + 1,517 + 1,291 +
Bz13 2,488 + 1,943 + 2,145 + 1,909 +
Bz14/1 2,373 + 1,720 + 2,071 + 1,814 +
Bz14/2 2,364 + 1,751 + 2,060 + 1,871 +
Bz14/3 2,227 + 1,624 + 1,989 + 1,823 +
Bz15 0,943 - 0,547 - 0,420 - 0,368 -
Bz16/1 0,940 - 0,689 - 0,385 - 0,345 -
Bz16/2 0,816 - 0,570 - 0,397 - 0,343 -
Bz17 1,789 + 1,336 + 1,707 + 1,417 +
Bz18 2,085 + 1,699 + 1,962 + 1,742 +
Bz19 1,948 + 1,442 + 1,865 + 1,580 +
Bz20 1,605 + 0,960 + 1,369 + 1,111 +
Bz21 1,868 + 1,327 + 1,729 + 1,011 +
Bz22 2,340 + 1,713 + 2,025 + 1,778 +
Bz23 1,049 - 0,676 - 0,438 - 0,392 -
Bz24/1 1,144 + 0,821 + 0,506 + 0,492 +
Bz24/2 0,994 - 0,616 - 0,360 - 0,316
Bz25 0,692 - 0,472 - 0,263 - 0,215 -
Bz26/1 0,822 - 0,581 - 0,312 - 0,266 -
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Cizelge 4.3’1lin devamu

Bz26/2 1,132 + 0,873 + 0,669 + 0,548 +
Bz27/1 1,200 + 0,914 + 0,642 + 0,534 +
Bz27/2 0,823 + 0,546 + 0,251 + 0,224 +
Bz28 0,786 - 0,682 - 0,355 - 0,311 -
Bz29 1,181 - 0,717 - 0,438 - 0,377 -
Bz30/1 1,016 + 0,678 + 0,566 + 0,486 +
Bz30/2 0,763 - 0,500 - 0,288 - 0,259 -
Bz31/1 0,865 - 0,611 - 0,351 - 0,310 -
Bz31/2 1,037 + 0,783 + 0,491 + 0,447 +
Bz32/1 1,979 + 1,471 + 1,795 + 1,607 +
Bz32/2 1,773 + 1,268 + 1,688 + 1,478 +
Ps.pisi** 2,099 + 2,032 + 2,114 + 1,930 +
Ps.syringae 1,215 + 0,819 + 0,544 + 0,443 +
P.viridiflava 0,548 - 0,332 - 0,365 - 0,292 -
Ps.lachrymans 1,429 - 1,073 - 0,748 - 0,686 -
P. corrugata 1,077 + 0,672 + 0,610 + 0,499 +
P. fluorescens 0,882 + 0,765 + 0,294 + 0,237 +
Ps. glycinea 1,497 + 1,018 + 1,365 + 1,151 +
Ps. mori 1,585 + 1,319 + 1,038 + 0,934 +
Ps. morsprunorum | 1,554 + 1,125 + 0,895 + 0,730 +
Ps. phaselicola 1,291 + 1,154 + 0,872 + 0,760 +
P. putida 0,558 - 0,436 - 0,320 - 0,245 -
Ps.maculicola 1,343 + 0,982 + 0,860 + 0,746 +
Ps.tomato 0,727 - 0,497 - 0,524 + 0,390 +
Xc.veicatoria 0,352 - 0,368 - 0,329 - 0,322 -
A.tumefaciens 0,213 - 0,199 - 0,143 - 0,130 -
Cm. michiganensis | 0,191 - 0,177 - 0,141 - 0,124 -
Ec. carotovora 0,478 - 0,411 - 0,254 - 0,235 -
PBS (Blank) 0,216 0,185 0,140 0,127

(*) 3 tekerriir ortalamasidir ve > 3,5 x Blank=pozitif sonug¢ olarak alinmigtir (**)
referans izolatlar

Uretilen antiserum uygulanarak yapilan IFAS testinde pozitif sonug veren bakteri
hiicreleri floresan mikroskobu altinda yesil 1simalar yapmistir. Sekil 4.21°de
floresan mikroskobu altinda 100x biiyiitmede pozitif olarak kaydedilen Bz5/1 ve
Bz8/1 izolatlarinin bakteri hiicreleri goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Antiserumlarin 1/500 konsantrasyonunda (a) Bz5/1 ve (b) Bz8/1
bakterileri hiicrelerinin floresan mikroskopta 100X objektif altinda
gorunumu

ADGEN firmasina ait P.S. pv. pisi’e 6zgii ticari poliklonal antiserum ile 1/8000
sulandirmada tiim bakteriyel izolatlarin (5.10° hiicre/ml) indirekt ELISA test
sonuclart  Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelgedeki absorbans degerleri
incelendiginde 47 patojen izolatin % 100 pozitif sonug verdigi saptanmistir. Ancak
ticari poliklonal antiserum 1/8000 seyreltmede referans izolatlardan P.s. pv.
lachrymans, P.s. pv. syringae ve P.s. pv. glycinea ile ¢apraz reaksiyon
gostermistir. Patojenisite, biyokimyasal ve 16S rDNA sekans analizi sonucunda P.
viridiflava oldugu belirlenen Bz9 izolati ticari antiserum ile pozitif olarak
degerlendirilmis, referans P. viridiflava (Pv3) izolati ise negatif sonug vermistir.

ADGEN firmasina ait P.S. pv. pisi’e 6zgi IF kiti ile yapilan IFAS testi izolatlarin
% 85’inde ve P.s. pv. pisi ile pozitif sonu¢ vermistir. P.s pv. corrugata, pv.
glycinea, pv. phaselicola ve pv. syringae bakterileri ile de pozitif sonug elde
edilmistir. ELISA testinde pozitif olarak degerlendirilen Bz9 izolati ise IFAS test
sonucu negatif bulunmustur. Sekil 4.22°de pozitif sonug¢ veren Bz22 ve Bz4 nolu
bakteri hiicrelerinin floresans mikroskobunda 100x biiyiitmedeki goriiniimii
goriilmektedir.

Kelvedon Wonder bitkisinde patojenisite ¢aligmasindan sonra direkt bitkiden
indirekt ELISA testi yaptigimizda ise % 85 oraninda pozitif sonug elde edilmistir.
Kelvedon Wonder bezelye bitkisinde tipik suda haslanma belirtisi gostermesine
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ragmen Bzl, Bz2, Bz15, Bz24/1, Bz25, Bz30/2 ve Bz31/1 izolati ELISA testinde
negatif olarak bulunmus ayrica P.S. pv.syringae ¢apraz reaksiyon olusturmamustir.

Sekil 4.22. Ticari IF kiti ile yapilan IFAS testlerinde floresan mikroskobunda 100x
objektif altinda (a) Bz22 ve (b) Bz4 bakteri hiicrelerinin goriiniimii



61

Cizelge 4.4. Ticari Psp poliklonal antiserum ile yapilan ELISA ve IFAS test
sonuclari
Psp Antiserum Psp Antiserum
. X = . X =
Izolatlar < < 5 i Izolatlar < < 5 ia
v QI DS =2 21229
I EE g |T|d8:
Bzl 0,918 | - 0,433 Bz25 0,576 | - 0,896
Bz2 0,693 | - 0,342 Bz26/1 0,772 | - 0,970
Bz3 2,321 | + 2,428 Bz26/2 1,113 | + 1,302
Bz4 2,233 | + 2,270 Bz27/1 0,512 | + 1,117
Bz5/1 1,118 | + 1,948 Bz27/2 0,618 | + 1,397
Bz5/2 2,534 | + 2,338 Bz28 0,765 | + 1,117
Bz5/4 2,754 | + 3,000 Bz29 1,003 | + 1,241
Bz6/1 2,796 | + 3,000 Bz30/1 0,508 | + 1,457
Bz6/2 2,462 | + 3,000 Bz30/2 0,672 | + 0,863
Bz7 1,650 | + 2,795 Bz31/1 0,563 | + 0,915
Bz8/1 1,291 | + 2,387 Bz31/2 0,771 | + 1,155
Bz8/2 1,502 | + 2,645 Bz32/1 1,477 | + 3,000
Bz9 1,378 | - 1,570 Bz32/2 1,498 | + 2,291
Bz10/1 1,618 | + 3,000
Bz10/2 2,747 | + 2,613 Referans Kiiltiirler
Bz11 1,765 | + 3,000 Ps.pisi (NCPP-2585) 2,123 | + 3,000
Bz12/1 2,063 | + 3,000 Psp (Pozitif kontrol) 2,796 | +
Bz12/2 1,509 | + 2,112 Ps.syringae 0512 | + 0,345
Bz13 2,264 | + 3,000 P.viridiflava 0,151 | -
Bz14/1 2,186 | + 2,735 Ps.lachrymans 0,528 | -
Bz14/2 2,587 | + 1,609 P. corrugata 0,219 | +
Bz14/3 2,205 | + 2,960 P. fluorescens 0,193 | -
Bz15 0,634 | + 0,903 Ps. glycinea 2,076 | +
Bz16/1 0,664 | - 1,086 Ps. mori 0,397 | -
Bz16/2 0,794 | + 0,948 Ps. morsprunorum 0,262 | -
Bz17 1,121 | + 3,000 Ps. phaselicola 0,354 | +
Bz18 2,002 | + 2,820 P. putida 0,205 | -
Bz19 2,419 | + 3,000 Ps. maculicola 0,460 | -
Bz20 1,089 | + 3,000 Ps. tomato 0,182 | -
Bz21 2,360 | + 3,000 Xc. veicatoria 0,421 | -
Bz22 2,385 | + 3,000 A.tumefaciens 0,126 | -
Bz23 1,098 | + 3,000 Cm. michiganensis 0,204 | -
Bz24/1 1,355 | + 0,715 Ec. carotovora 0,314 | -
Bz24/2 1,283 | - 1,278 PBS (antijen yok) 0.144 0,262

(*) 2 tekerriiriin ortalamasidir ve > 3,5 x Blank=pozitif sonu¢ olarak alinmistir
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4.6. 16S rDNA Baz Dizileri Analizi

Evrensel primerler kullanilarak yaklasik 1397 baz ciftlik (bg) kismi 16S rDNA gen
parcasi PCR ile ¢ogaltilmig ve % 1’°lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilmiistiir.
Sekil 4.23’te bazi PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezdeki goriintiisii
gorlilmektedir.

Sonug olarak 46 izolat P.s. pv. pisi AB109218 ile % 99-100 oraninda benzerlik
gosterdigi ve bunlarin P.s. pv. pisi oldugu dogrulanmistir. Kalan diger bezelyede
patojen izolat (Bz9) gen bankasindaki veri tabanindaki sonuglara gore P.
viridiflava AY604846, AY604847 ve AY604848 ile % 100 ve 1399 bg sekans
uzunlugundaki GQ398128, GQ398129 ve GQ398130 (Martin-Sanz vd., 2010) ve
raferans izolattmz Pv3 ile eslestirildiginde % 99 benzerlik indeksi ile
Pseudomonas viridiflava olarak tanilanmgtir. Calismalarimizda bezelye
koklerinden izole edilerek tiim patojenisite denemelerinde topraga karistirilarak
uygulanan simbiyotik bakteri de % 100 benzerlik indeksi ile Rhizobium
leguminosarum olarak tanilanmigtir.

M 1 2 3 45 6 78 9 10 11 12 13

5000 b Sekil 4.23. PCR iiriinlerinin agaroz

jel  elektroforezdeki  goriiniimii
[situn: M, 5000 bg Marker
(Fermentas); 1, Bzl; 2, Bz2; 3,
Bz3; 4, Bz4; 5, Bz5/1; 6, Bz5/2; 7,
Bz5/4; 8, Bz6/1; 9, Bz6/2; 10, Bz7;
11, Bz8/1; 12, Bz8/2; 13, Bz9; 14,
Bz10/1; 15, Bz10/2; 16, Bz11; 17,
Bz12/1; 18, Bz12/2; 19, Bz13; 20,
Bz14/1; 20, Bz14/2; 21, Bz14/3;
22, Bz15; 23, Bz16/1; 24, Bz16/2]

1397 bg—p

5000 b ___,,
1397 bg—p

M 14 15 16 1718 19 2021 22 23 24
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4.7. Irklarin Belirlenmesi

Pseudomonas syringae pv. pisi oldugu belirlenen 46 izolatin Kelvedon Wonder,
Early Onward, Belinda, Hurt’ s Greenshaft, Partridge, Sleaford Triump, Vinco ve
Fortune olmak iizere 8 bezelye c¢esidi kullamilarak yiiritilen fizyolojik 1k
belirleme ¢alismalar1 boyunca iklim odasinda yiiriitiilen bu calismanin sicaklik ve
nispi nem verileri Sekil 4.24°de verilmistir. Sekilde goriilecegi gibi 1k belirleme
calismalarinda sicaklik degerleri 22-24°C arasinda, nisbi nem degerleri de % 45-
60 arasinda seyretmistir.
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Sekil 4.24. Irklarin belirlenmesi ¢aligmalarinda iklim odasinda kaydedilen sicaklik
ve nem verileri

Cesit reaksiyon denemeleri sonrasinda elde edilen bulgular Cizelge 4.5°te
verilmistir. Buna gore 20 izolat (Bz5/1, Bz5/2, Bz5/4, Bz6/2, Bz10/2, Bzl1,
Bz12/1, Bz13, Bz14/1, Bz14/2, Bz14/3, Bz18, Bz23, Bz24/2, Bz26/1, Bz27/2,
Bz28, Bz29, Bz30/1, Bz31/1) Kelvedon Wonder, Belinda, Hurt’s Greenshaft ve
Partridge bezelye c¢esidi bitkilerinde tipik suda haglanma belirtileri olustururken,
Early Onward, Sleaford Triump, Vinco ve Fortune cesidi bezelyelerde belirti
olusturmamustir. Bu izolatlar referans olarak kullanilan ve 1rk 2 olarak bilinen Psp
(NCPPB-2585) izolat1 ile ayn1 grupta yer alarak Bevan vd. (1995)’deki veriler
dogrultusunda (Cizelge 4.3) irk 2 olarak belirlenmistir. Sekil 4.25°de 1tk 2 oldugu
belirlenen Psp Bz5/4, Bz10/2, Bz18 ve Bz5/1 izolatlarmin sirasiyla Kelvedon
Wonder, Belinda, Hurt’s Greenshaft ve Partridge bezelye c¢esidi bezelye
bitkilerinin yaprak ve gdvde iizerinde olusturdugu belirtiler goriilmektedir. Bz13
izolat1 Sleaford Triump ¢esidi, Bz14/2 izolati Fortune ¢esidi bezelye bitkilerinde
sadece inokulasyon noktasinda nekrotik alanlar olusturmustur (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Irk 2 oldugu belirlenen bazi izolatlarin 4 farkli bezelye ¢esidi bitkisinin
yaprak ve govdede olusturdugu belirtiler [(a) Kelvedon Wonder;
Bz5/4, (b) Belinda; Bz10/2, (c) Hurt’s Greenshaft; Bz18, (d) Partridge;
Bz5/1]

Sekil 4.26. (a) Sleaford Triump ¢esidinin inokulasyon noktasinda Bz13’iin, (b)
Fortune c¢esidinin inokulasyon noktasinda Bz14/2’nin olusturdugu
nekrotik lezyonlar
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On ii¢ izolat (Bz3, Bz4, Bz6/1, Bz7, Bz&/1, Bz8/2, Bz10/1, Bz12/2, Bz17, Bz19,
Bz20, Bz21, Bz32/2) Kelvedon Wonder, Early Onward, Belinda ve Vinco bezelye
cesidi bitkilerinde tipik suda haglanma belirtileri olusturmus fakat Hurt’s
Greenshaft, Partridge, Sleaford Triump ve Fortune ¢esitlerinde belirti
olusturmamigtir. Bevan vd. (1995)’deki veriler dogrultusunda 1tk 4 olarak
belirlenmistir. Sekil 4.27°de Bz3 izolatinin sirasiyla Kelvedon Wonder, Belinda,
Early Onward c¢esidi ve Bzl7 izolatinin Vinco c¢esidi bezelye bitkilerinin
yapraklarinda olusturdugu belirtiler gériilmektedir.

Sekil 4.27 Irk 4 oldugu belirlenen Bz3 izolatinin (a) Kelvedon Wonder, (b)
Belinda, (c) Early Onward ve Bzl7’nin Vinco bezelye cesidi
bitkilerinin yapraklarindaki belirtileri

Sadece 2 izolat (Bz22, Bz32/1) Kelvedon Wonder ve Belinda ¢esidi bezelye
bitkilerinde suda haslanma belirtileri olusturmasina ragmen diger 6 cesit bezelye
bitkisinde belirti olusturmamistir. Cizelge 4.5°de 6zetlenen veriler dogrultusunda
bu izolatlar 1rk 5 olarak belirlenmistir.
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Testlenen 46 Psp izolatindan 11tanesinin (Bzl, Bz2, Bz15, Bz16/1, Bz16/2, Bz24/1,
Bz25, Bz26/2, Bz27/1, Bz30/2, Bz31/2) ¢esitlerde olusturdugu belirtiler ve Cizelge
4.5°deki verilere gore ik ayrimi yapilamamistir. Bu izolatlardan 10 tanesi
Kelvedon Wonder ve Hurt’s Greenshaft ¢esidi bezelye bitkilerinde suda haslanma
belirtisi olustururken diger ¢esitlerde higbir belirti olusumu goériilmemistir. Bz16/1
nolu izolat ise Kelvedon Wonder, Hurt’s Greenshaft ve Vinco ¢esidi bezelye
bitkilerinde suda haslanma belirtisi olusturmus fakat diger cesitlerde belirti
olusumu goriilmemistir. Sekil 4.28’de Bz25 ve Bzl izolatlariin sirasiyla
Kelvedon Wonder ve Hurt’s Greenshaft ¢esidi bezelye bitkilerinde olusturdugu
belirtiler goriillmektedir. Sekil 4.29’da ise Bzl izolatinin Early Onward bezelye
¢esidi bitkisinin inokulasyon noktasinda olusturdugu nekrotik alan gériilmektedir.

Sekil 4.28. Bz25 ve Bzl’in sirasiyla (a) Kelvedon Wonder ve (b) Hurt’s
Greenshaft bezelye ¢esidi bitkilerinde olusturdugu belirtiler

Sekil 4.29. Bzl izolatinin Early Onward ¢esidi bezelye bitkisinin inokulasyon
noktasinda olusturdugu nekrotik alan
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Cizelge 4.5. Izolatlarin cesitlerle olan reaksiyonlar1

5 g4
o =
. s e |g |§
izolatlar 2 < & -z
c = 5 o &
c Ol &
8l O] ®| «» o ° e
o > 8| | =] o o 5
MEN-E-R-h -
AR I = I e S
Bz5/1, Bz5/2, Bz5/4, Bz6/2, Bz10/2, Bzll,
Bz12/1, Bz13, Bz14/1, Bz14/2, Bz14/3, Bz18, 73 T N P P P R I O
Bz23, Bz24/2, Bz26/1, Bz27/2, Bz28, Bz29,
Bz30/1, Bz31/1
Bz3, Bz4, Bz6/1, Bz7, Bz8/1, Bz8/2, Bz10/1, alelelal oo ]+]-
Bz12/2, Bz17, Bz19, Bz20, Bz21, Bz32/2
Bz22, Bz32/1 5+ -|+|-|-]-1-]-+-
Bz1, Bz2, Bz15, Bz16/2, Bz24/1, Bz25, Bz26/2, N P A O R I I
Bz27/1, Bz30/2, Bz31/2 '
Bz16/1 20+ - -+ - -+ -
P.s. pv. pisi (NCPPB-2585) 2 |+ |- |+ | +|+|-|-]-

(+) duyarly, (-)asir1 duyarlilik reaksiyonu, (?) tanimlanmamis

[zmir ilinden elde ettigimiz 26 Psp izolatindan % 46,2’si 1tk 2, % 34,6’s1 itk 4
oldugu saptanmis ancak % 19,2’sinin wrklar1 belirlenememistir. Ayrica 3 tarlada
hem 1rk 2’nin hemde 1rk 4’iin varlig1 belirlenmistir. Aydin ilinden elde ettigimiz
20 izolattan % 40’1 itk 2, % 20’si 1wk 4 ve % 10’unun 1k 5 oldugu saptanmis
ancak % 30’unun 1k belirlenememistir. 5 tarladan alinan farkl bitkilerden izole
etmis oldugumuz izolatlarin bir kismmin (5) wk 2 oldugu tanmimlanirken
digerlerinin 1rklar1 belirlenememis ancak 1 tarlada hem 1tk 4’un hem de 1tk 5’in

varlig1 saptanmustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bezelye Bakteriyel Yaniklik hastaligina neden olan Pseudomonas syringae pv.
pisi Diinya’da bezelye iiretilen pek ¢ok tilkede mevcut olan Akdeniz Bitki Koruma
Teskilatt (EPPO) karantina listesinde, iilkemizde 2010 yili itibariyle karantina A1l
listesinde bulunan tohum kaynakli énemli bir hastalik etmenidir (EPPO, 2011).
Etmenin iilkemizdeki varligi ilk defa 2009 yilinda belirlenmis ve hastaligin Izmir
ili Torbali ve Odemis ilgesinde goriildiigii bildirilmistir (Benlioglu vd., 2010). On
calismalarimiz sonrasinda varligr saptanan hastalik ile ilgili yapilan siirvey
calismalar1, patojenin izmir ilinde 40 6rnekleme noktasindan 17’sinde, Aydin
ilinde 15 6rnekleme noktasindan 6’sinda mevcut oldugunu gostermistir. Ozellikle
erken ekilen bezelyelerde (Cizelge 4.1), soguk zarar1 ve iist iiste bezelye ekilen
tarlalarda (Sekil 4.6) hastaligin daha tahripkar oldugu gozlenmistir. Cevre
kosullarmin Bakteriyel Yaniklik hastaliginin epidemiyolojisindeki rolii iyi
bilinmektedir (Elvira-Recuenco vd., 2003). Etmenin bitkiye girisinde don ve dolu
zararinin 6nemli rol oynadigi (Roberts vd., 1995) ve bu nedenle soguk zararmin
bezelye bitkilerinin Psp’e karsi duyarliligini artirdigi (Boelema, 1972; Roberts,
1992; Mansfield vd., 1997) ve don sonrasi hastaligin ¢ok siddetli tahribat yaptig
(Lawyer ve Chun, 2001; Hollaway, 2007) rapor edilmistir. Kislik ve yazlik
bezelye gesitleri ile yapilan tarla denemelerinde 6zellikle kisin ekilen bezelyelerde
hem kishik hem de yazlik ¢esitlerde hastaliin ¢ok daha siddetli goriildiigii
(Mansfield vd., 1997), soguga tolerant bezelye cesitlerinde hastalik siddetinin
etmene kargi dayaniklilik genleri tagimayanlarda bile daha az oranda oldugu
bildirilmistir (Martin-Sanz vd., 2011). Hastaligin olusumunda diger bir faktér de
yiiksek toprak nemi olup patojenin tohumdan fideye tasinmasinda onemli rol
oynadigi saptanmustir (Roberts, 1992; Roberts vd., 1996).

Calismamizda LOPAT testleri sonrast 61 izolattan 47 tanesi KB besiyerinde UV
151k altinda mavimsi floresan pigment olusturmustur. Patojenisite testi sonrasi
bezelyelerde (Geneva, Bolero ve Kelvedon Wonder) tipik suda haslanma seklinde
Bakteriyel Yaniklik hastaligi belirtileri gdsteren 46 izolat Psp olarak tanilanmis ve
King B besiyerinde floresan pigment olusturdugu goriilmistiir. Grondeau vd.
(1992) Psp izolatlarinin % 93’iniin King B besi ortaminda UV 1sik altinda
floresans olusturdugunu, Suzuki vd. (2003) gruplara ayirdiklar1 Psp izolatlarindan
Ppi (A) grubu icerisinde yer alan izolatlar floresans olusturmazken Ppi (B)
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grubunun floresans olusturdugunu, Martin-Sanz (2011) Psp izolatlarinin floresans
olusturma acgisindan farkli bulunduklarini belirtmislerdir.

46 izolatin levan olusumu pozitif, oksidaz, patateste yumusak ciirikliik testi,
arginin hidrolizi negatif ve tiitinde asir1 duyarlilik reaksiyonu pozitif olarak
bulunmustur. LOPAT testi (Lelliott vd., 1966) bitki patojeni Pseudomonaslarin 6n
tanilanmasinda yaygin olarak kullanilan O6nemli testlerden biridir. Bezelye
bakteriyel patojenlerinden Psp, Pss ve P. viridiflava’nin 6n tanilanmasinda
ozellikle diger Pseudomonaslardan ayriminda pek ¢ok arastirici tarafindan ilk
uygulanan testlerden biri olmustur (Grondeau vd. 1992, Suzuki vd., 2003; Martin-
Sanz vd., 2011). Calismalarimizda 46 izolat LOPAT Ia grubu (+, -, -, -, +)
icerisinde yer aldig1 belirlenmistir. LOPAT testi ile izolatlarin P. viridiflava’dan
farkli (-, -, +, -, +) oldugu belirlenirken PsSp ve Pss’nin ayrimi patojenisite testleri
ve biyokimyasal reaksiyonlar ile yapilabilmistir.

Richardson ve Hollaway (2007) bezeleyelerde tarla kosullarinda Psp ve Pss’nin
belirtilerine bakilarak ayirt edilmesinin gii¢ oldugunu ifade etmislerdir. Griinwald
vd. (2004) Bezelye Kahverengi Leke etmeni (Pss) ve Bakteriyel Yaniklik
etmeninin (Psp) olusturdugu belirtilerin benzer oldugunu ancak en 6nemli farkin
genel olarak Psp tipik suda haslanma belirtisi olustururken Pss kahverengilesme,
nekrotik ve ¢okiik lezyonlar olusturdugunu belirtmistir. Calismamizda bilinen Psp
(NCPPB-2585) ve Pss (NCPPB-281) izolatim degerlendirdigimizde; Psp
izolatinin tipik suda haglanma belirtileri olusturdugu goriilmiigtiir. Ancak PSS
Griinwald vd. (2004)’nin belirttigi gibi suda haglanma belirtisi gostermedigi
inokulasyon noktasinda ¢okiik kahverengilesme ve yapraklarda oOnce
(inokulasyondan 10 giin sonra) kloroz ve daha sonra (inokulasyondan 14 giin
sonra) yapraklarda kurumalar olusturdugu gorilmiistiir. Son yillarda yapilan bir
calismada da Pss izolatlariin bezelye bitkilerinin (Gracia g¢esidi) govde ve
yapraklarda kahverengi nekrotik lezyon olusturdugu, Psp izolatlarinin ise suda
haslanma belirtilere neden oldugu bidirilmistir (Martin-Sanz vd., 2011). Iki farkl
bezelye ¢esidi (Geneva ve Bolero) ve tiim Psp irklarina duyarli oldugu bilinen
Kelvedon Wonder bezelye bitkilerinde yapmis oldugumuz 46 Psp izolatinin
patojenisite sonuglar1 yukarida belirtilen bulgular1 dogrulamaktadir.

Caligmamizda bezelye bitkilerinde patojenisite testlerinde gdvde inokulasyon
yontemi kullanilmigtir. Elvira-Recuenco vd. (2003) govde dayaniklilik genlerinin
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Psp 1tk genleri ile dogrudan iligkili oldugunu ancak yaprak ve kapsiil inokulasyon
testlerinde reaksiyonlarin farklilik gosterebildigini belirtmistir. Bashan ve Kenneth
(1983) patojenisite testleri, belirtilerin goriiniisii ve bakterinin fiziksel
karakterizasyonlarin1 dikkate alarak ilk kez Israil’de Psp’nin bulundugunu
bildirmislerdir. Patojenisite testlerinde bakteri siispansiyonlar1 10° hiicre/ml olacak
sekilde 2 gercek yaprakli donemde Scout bezelye ¢esidinin yapraklarina sprey
yoluyla inokule etmis ve tarlada gordiikleri belirtilere benzer belirtiler
gormiislerdir. Suzuki vd. (2003) calismamiza benzer sekilde elde ettikleri
izolatlarin bezelye bitkilerinde suda haglanma belirtileri olusturduklarin
bildirmislerdir. Arastiricilar PSp’nin Japonya’da bezelyelerde en ug¢ yapraklarda
renk agarmasi (beyazlasma) seklinde belirtilere neden oldugunu bildirmis ve
hastaligit White Top (WT) olarak adlandirmislardir. Caligmalarinda Psp izolatlarini
A, B ve WT olarak gruplandirmiglar ve WT grubu igerisinde yer alan izolatlarm
baslangicta suda haslanma seklinde tipik Psp belirtileri olusturdugu ancak
inokulasyondan 14 giin sonra ug siirgiinlerde beyazlagmalara neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Gerek siirvey gerekse patojenisite ¢alismalarimizda bitkilerin
ug yapraklarinda beyazlagma seklinde bir belirti goriilmemistir.

Olgunlasmamig limon meyvelerinde yapilan patojenisite caligmasinda tim
izolatlar ve Psp (NCPPB-2585)’den negatif sonug elde edilmistir. Sadece bilinen
Pss (NCPPB-281) limon meyvesine inokulasyon noktasinda sar1 hale ile gevrili
¢okiik nekrotik lezyon olusturmustur (Sekil 4.11). Benzer sekilde Mazarei ve Kerr
(1990) ve Martin-Sanz vd., 2011) limon meyvelerinde Pss izolatlarinin nekrotik
lezyon  olustururken Psp  izolatlarmin  olusturmadigmi  belirtmiglerdir.
Olgunlasmamig limon meyvelerinde yapilan bu test Pss ve Psp izolatlarmin ayrimi
icin kullanilabilecek pratik yontemlerden biri oldugu bilinmektedir (Mazarei ve
Kerr, 1990).

Psp’nin tiim 1rklara duyarli (Bevan vd., 1995) Kelvedon Wonder ¢esidi bezelye
bitkilerinde yiritiilen viriilens denemelerinde 46 Psp izolatlarinden % 8,7’si (4
adet) sadece inokulasyon noktasindan baglayarak ilerleyen suda haglanma belirtisi,
% 50’si (23 adet) govde ve yapraklarin % 25’inde suda haslanma belirtileri
olusturmustur. Kalanlarin % 30,4°{i (14 adet) gévde ve yapraklarin % 50’sinde, %
10,9°’u da (5 adet) yapraklarin yaklagik tamaminda suda haglanma belirtisi ve
kurumalara neden oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.1). Psp izolatlarmin farkh
irklarinin bezelye gesitleri tizerinde farkli viriilens degerlerine sahip oldugu ve bu
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dayanikliligin gdvde, yaprak ve kapsiil inokulasyonlarinda farklilik gosterdigi
belirtilmistir (Elvira-Recuenco vd., 2003). Mevcut kaynaklar incelendiginde
duyarli bezelye cesidi iizerinde izolatlarin viriilens farkliliklariyla ilgili herhangi
bir caligmaya rastlanmamistir. Duyarli Kelvedon Wonder bitkisinde yapmis
oldugumuz viriilens denemelerinde Pss (NCPPB-281) izolatinin herhangi bir
belirti olugturmadigi goriilmiistiir. Benzer sekilde Martin-Sanz vd. (2011) Pss’nin
Kelvedon Wonder’da sadece inokulasyon noktasinda kahvrengi nekrozla siirl bir
enfeksiyon olusturdugunu ve bu cesidin Pss’e dayanikli olabilecegini ifade
etmislerdir. Lawyer ve Chun (2001) EIf ve Champion from England bezelye
cesitlerinin bu etmene kars1 dayanikli oldugunu belirtmislerdir.

Bakterilerin biyokimyasal testleri iceren fenotipik 0Ozelliklerine bakilarak
smiflandirilmas1 Bergey’s Manual’in 1923 yilindaki yaymindan giliniimiize degin
kullanilan yontemlerden biri olmustur. Halen Psp’nin tanilanmasi ile ilgili
yayinlarda bu testlere yer verilmektedir. Bakterilerin tanilanmasinda giliniimiizde
bu testlere 06zgii API (Biomerieux-Fransa), BIOLOG (ABD) Kkitler de
gelistirilmigtir. Caligmalarimizda API kitlerinden 32 testi igeren seritler
kullanilmis ve test sonuglari serit okuyucu bir alet ile degerlendirilmigtir. API test
kitleri kiitliphanesinde bitki patojeni bakterilerin bulunmamasi nedeniyle elde
edilen sonuglar sadece pozitif ve negatif seklinde teze yansitilmistir. Ayrica
laboratuarda yapmis odugumuz Psp ile ilgili yaymlarda ve Bergey’s Manual’de
yer alan ayirict test sonuglari Cizelge 5.1°de Ozetlenmistir. Bu testler dikkate
almarak yapilan kiime analizlerinde Pss’nin ve Pv’nin ayr1 bir grup olusturdugu,
Psp izolatlarinin ise kendi i¢inde 7 grup olusturdugu goriilmiistiir. Bu gruplar ile
gerek viriilenslik gerekse Psp irklart agisindan herhangi bir iligki saptanmamustir.
Cizelge 5.1°de acik olarak goriilecegi gibi testlerin biiylik ¢ogunlugu bu konuda
tanimlamada kullanilmis olan sonuglar ile ayn1 paraleldedir (Grondeau vd., 1992;
Suzuki vd., 2003; Bashan ve Kenneth, 1983; Palleroni, 2005). Ancak jelatin
stvilagmasi (% 57.8+), eskulin hidrolizi (% 54.3-), D-sorbitol (% 63), laktik asit
(% 58.7-) ve homoserin (% 67.3+) kullanimi agisindan farkliliklar g6zlenmistir.
Son yillarda yapilan bir ¢alismada Suzuki vd. (2003) Psp izolalarin1 (WT) disinda
jelatin sivilagsmasi, eskulin hidrolizi, eritritol ve laktik asit kullanimi agisinda iki
gruba ayirmis, homoserin kullanmayan tgiincii grubu (C) ise Pseudomonas
syringae olarak belirtmistir.
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Cizelge 5.1. Elde edilen Psp izolatlarinin test sonuglari ile diger arastiricilarin
sonuclarimin karsilastirilmasi

2 |8
- - 2 <
2 S & = | e
E E E g S5 | &
> = =] iV <5} 2 ~
£ 5 s = > ¥ =
< E 2 5 S |t S
S 3 S Z % |25 | 2
@ = O AlB|Cc| @ |aS| &
Glikoz O/F O| %1000|0 |O | O
Floresan pigment + %93+ | - | + | +
Jelatin s1vilagsmasi % 58,7 + + - + +
Eskulin hidrolizi %54,3 - %86-| + - +
Sak. ind. mad. ol. %100+ | %100+ | + | + | + +
Nitrat indirgenmesi % 100 - - - - -
Buz ¢ek aktivitesi. % 76 + % 97 + +
L-arabinoz % 100 + -
D-ksiloz % 95,6 + + | +
D-maltoz %78,2 - - -
Trehaloz % 78,2 - - - -
D-mannitol %956+ | %100+ | + | + + + +
D-sorbitol %63+ | %100+ | + | + | + + + +
Eritritol % 97,6 - %70+ | + | - | + d d
Inositol %100+ | %100+ | + | + | + + + +
Laktik asit % 58,7 - %85-| + | - | + - d
L-tartarik % 97,8 - %91-| - - - - -
a-metil-glukozit % 100- | % 100 -
Betain % 100 + + | - |+ + +
L-alanin % 100 + - - -
Homoserin % 67,3 + %75+ | + | + - + + +

(+) pozitif, (-) negatif (d) degisken [(A) Psp, (B) Psp (C) Ps (Suzuki vd., 2003)]
*Sonuglar en az 3 kez yinelendikten sonra elde edilen sonuglardir.

Serolojik testlerden ELISA ve IFAS’ta 1s1 uygulanarak iirettigimiz antiserumlar ile
Psp izolatlarindan % 74-98 oraninda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Taylor (1972)
serolojik testlerde 1s1 uygulanmayan antijen ile liretilen antiserumdan % 26 ¢apraz
reaksiyon alirken, 1s1 uygulananlar da % 12 ¢apraz reaksiyon verdigini bildirmistir.
Aragtiric 1s1 uygulamasinin Pss ile ¢apraz reaksiyonu ortadan kaldirdigimi ifade
etmistir. Calismamizda her iki antiserum Pseudomonas syringae patovarlarindan
syringae, glycinea, phaseolicola, mori, morsprunuorum, maculicola ve
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Pseudomonas corrugata ile capraz reaksiyon gostermistir. Samson ve Saunier
(1987) 12 Psedomonas syringae patovarina karsi trettigi 14 antiserum ile ilgili
bakterileri karsilikli testlemis ve sonu¢ olarak bu bakterilerin 6 serogrupta
toplandigim1 (TAB, LAC, PHA, MOP, APT-PIS, PER-TOM-SAYV) bildirmistir. Bu
calismaya gore; P.s. pv. pisi, P.s. pv. aptata, P.s. pv. glycinea bakterileri APT-PIS
grubu i¢inde yer almaktadir. Grondeau vd. (1995) yapmis oldugu ¢alismada 2673
Psp izolatinin ¢ift yonlii difiizyon testi ile serogruplarimi belirlemistir. Caligmada
kullanilan izolatlarin % 88.5’inin APT-PIS, % 11.4’tniin HEL2 (P.s. pv.
helianthi) ve % 0.1’inin RIB (P.s. pv. ribicola ve P.s. pv. pisi) serogrubu altinda
toplandigini saptamiglardir.

Pseudomonas syringae pv. pisi’e 6zgii poliklonal antiserum igeren ticari Kit
(ADGEN) ile ELISA testi uygulandiginda elde ettigimiz Psp izolatlarindan % 100,
IFAS ile % 85 pozitif sonu¢ elde edilmistir. Ancak ticari antiserum PSs ve P.s. pv.
lachrymans ile ¢apraz reaksiyon gostermistir. Ticari kit ile hastalikli bitkilerden
yapilan ELISA testinde ise % 85 oraninda pozitif sonug elde ancak Pss ile inokule
edilen bitkilerden negatif sonu¢ alinmistir. Bu Pss’nin Kelvedon Wonder ¢esidi
bezelye bitkisinde patojen olmadigi saptandigi i¢in bakterinin ELISA testi tespit
smirina (5x10° hiicre/ml, Benlioglu ve Ozakman, 1993) ulasacak diizeyde kolonize
olmamasindan kaynaklanabilir. Grondeau vd. (1995) Psp’e 6zgii ticari monoklonal
antiserum (Proseed kit) kullanarak 65 Psp izolati ile ELISA testi yapmuslardir. 65
izolattan 62’sinden pozitif sonug elde etmisler ve bu izolatlarin ¢ift yonlii difiizyon
testi ile APT-PIS ve HEL2 serogrubu igerisinde yer aldigimi ifade etmislerdir.
Diger izolatlar RIB grubu icerisinde yer aldigin1 ve 2’sinin negatif, 1 tanesinin ise

degisken sonug verdigini belirtmislerdir.

Caligmamizda KB besiyerinde UV 1gik altin floresans veren bir izolat (Bz9)
Lelliott vd., (1966), ve Braun-Kiewnick ve Sands (2001)’da belirtildigi gibi
LOPAT testlerinde (-, -, +, -, +) sonu¢ vermis ve Pseudomonas viridiflava olarak
tanilanmustir. Izmir ilinin Torbali ilgesinde Carina gesidi bezelye ekilmis 20 da’lik
tarladan izole edilmis olup yapilan siirveylerde bu tarlada bitkilerde genel olarak
seyrelme ve yer yer ¢iirimeler oldugu not alinmistir. Bolero ve Geneva ¢esidi
bezelye bitkilerinde yapmis oldugumuz patojenisite c¢alismalarinda diger 46
izolattan farkli olarak inokulasyon noktasinda ¢okiik kahvrengilesme seklinde
belirtiler goriilmiis ve inokulasyondan 10 giin sonra sadece 2. ve 3. bogumdaki
yapraklarda kurumalara neden oldugu dikkati ¢cekmistir. Son yillarda Ispanya’da
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bezelye ekim alanlarinda Messire ¢esidi bezelyelerde Yaprak ve Govde yaniklig:
adi1 verilen bakteriyel hastaligin varligi rapor edilmis ve etmenin Pseudomonas
viridiflava oldugu belirtilmistir (Martin-Sanz vd., 2010). Arastiricilar Messire
cesidi bezelye bitkileri ile yaptigi patojenisite testlerinde, tarlalarda
gozlemledikleri ciirlime ve ¢okme seklindeki belirtilerin inokulasyondan 10 giin
sonra olustugunu ve kontrol amaciyla kullandiklar1 Psp ve Pss izolatlarindan farkli
belirtiler meydana geldigini belirtmislerdir.

Caligmalarimizda tek bir tarladan izole edilen Bz9 izolat1 biyokimyasal 6zellikler
acisindan Martin-Sanz vd. (2010) ve Bergey’s Manual (Palleroni, 2005)’de yer
alan fenotipik 6zellikler agisindan biiyiik oranda P. viridiflava ile esdeger sonuglar
vermistir (Cizelge 5.2). Ancak jelatin sivilagmasi, eritritol kullanimi ve domatesten
izole edilmis Pv3 referans izolati ile homoserin kullanimi agisindan farkli
bulunmustur. Bu konuda tek bir izolata ait sonuglar verildigi icin fenotipik
Ozellikler acgisindan daha c¢ok izolat ile testlerin yapilarak karsilastirilmasi daha

uygun olacaktir.

Bz9 nolu izolat irettigimiz oldugumuz iki antiserum ve ticari Psp’e 0Ozgii
poliklonal antiserum kullanilarak yapilan ELISA testlerinde sonuclar pozitif
bulunmus fakat IFAS testinde iiretmis oldugumuz antiserum kullanildiginda sonug
pozitif, ticari antiserum kullanildiginda sonug negatif olarak kaydedilmistir. Buna
karsin domatesten izole edilen ve referans izolat olarak kullandigimiz P.
viridiflava (Pv3) izolat1 tim serolojik caligmalarda negatif olarak bulunmustur.
Grondeau vd. (1995) bezelyeden izole edilen 7 P. viridiflava izolatin1 Psp 6zgi
ticari ELISA Kiti kulanarak testlemistir. ELISA testlerinde 7 izolattan 2’sinden
pozitif, 5’inin ise negatif sonug elde etmislerdir.
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Cizelge 5.2. Pseudomonas viridiflava izolatinin referans ve diger arastiricilarin

biyokimyasal test sonuglarinin karsilastirilmasi

Lo . - Martin-Sanz Palleroni
Biyokimyasal Testler Bz9 Pv3 vd. (2010) (2005)
LOPAT --+ -+ --+ -+ --+ -+ --+ -+
Glikoz O/F 0] 0] o] 0]
Jelatin Sivilagmasi - + + +
Eskulin Hid. + - +
Buz cek. akt. - +
L-arabinoz + + + +d
D-galaktoz + + + +
D-ksiloz + + + +d
D-mannitol + + + +
D-riboz + + +d
D-sorbitol + + + +
Eritritol - + + +
Gliserol + + + +
m-inositol + + + +
Betain + + +
Homoserin + -

L-alanin + +d
L-histidin + +
L-proline + +
L-serin + +
3-hidroksi biitirik asit + +
Laktik asit + + +
Malonik asit + + +d
Siiksinik asit + + +
Trisodyum citrate + +
Potasyum. 2-ketoglukonat + +

(+) pozitif, (-) negatif, (nt) testlenmedi (d) degisken sonug

*Sonuglar en az 3 kez yinelendikten sonra elde edilen sonuglardir.

Molekiiler biyolojideki gelismelere paralel olarak prokaryotik organizmalarda

ribozomal RNA’a ait 16S olarak adlandirilan kii¢iik Unite ile ilgili genin baz

dizileri simiflandirma ve tanilamada Ozgiin ve giivenilir bir ara¢ olarak

kullanilmaktadir (Lane vd., 1985). Bu amagla elde etmis oldugumuz izolatlar 16S

rDNA 06zgii evrensel primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmis ve Gen
bankasinda Psp’ aitl6S rDNA baz dizileri (erisim AB109218, Suzuki vd., 2003)
ile karsilagtirilarak % 99-100 oraninda benzerlik indeksi ile 46 izolatin
Pseudomonas syringae pv. pisi oldugu dogrulanmistir. Ayni sekilde Bz9 izolati



76

gen bankasindaki veri tabanindaki P. viridiflava 16S rDNA baz dizileri (erisim
AY604846, AY604847 ve AY604848) ile % 100, bezelyelerden izole edilen P.
viridiflava (erisim GQ398128, GQ398129 ve GQ398130, Martin-Sanz vd., 2010 )
16S rDNA baz dizileri (1399 bg) ile % 99 benzerlik gostererek P. viridiflava
oldugu dogrulanmustir.

Calismamizda Psp oldugu belirlenen 46 izolatin Bevan vd. (1995) tarafindan
belirtilen 8 bezelye cesidindeki reaksiyonlarina bakilarak irklari belirlenmistir.
Elde edilen izolatlardan 20’sinin 1k 2, 13’iiniin rk 4, 2’sinin wk 5 oldugu
belirlenmistir. Fakat 11 izolatin irklar1 bu gesitlerle belirlenememistir. Daha onceki
caligmalara baktigimizda Taylor vd. (1989) gesitli iilkelerden toplanan 146 izolatin
% 74.6’smin 1tk 2, % 10.9’unun 1tk 4 ve % 7.5’inin 1k 6 ayrica oldugunu sadece
bir izolatta irk 3 ve 5’e rastladiklarini belirmislerdir. Schmit (1991) Fransa’da
yapmis oldugu ¢aligmada 50 Psp izolatinin % 52’sinin 1rk 2, % 36’sinin 1tk 6 ve %
12’sinin 1tk 4 oldugunu saptamistir. Ayrica arastirici ilkbahar cesitlerinde yaygin
olarak 1k 2, kislik cesitlerde ise irk 6’nin oldugunu belirlemistir. Reeves vd.
(1996) Ingiltere’de 1987-1994 yillar1 arasinda toplanan Psp ile enfekteli bezelye
tohumlarinda 1rk belirlemesi yapmislardir. Calismada en fazla irk 2’inin oldugunu
ik 1, 3, 4 ve 5’in ise daha az oranlarda saptandigini belirtmislerdir. Hollaway ve
Bretag (1995) Avusturalya’da yapmis olduklar1 ¢alismada 65 izolatin % 64’iiniin
1tk 3, % 31’inin 1rk 6 ve % 5’inin 1rk 2 oldugunu belirlemislerdir. Elvira-Recuenco
ve Taylor (2001) Ispanya’da yapmus olduklar1 calismada 16 izolatin 8’inin 1rk 4,
8’inin ise 1k 6 oldugunu saptamislardir. Martin-Sanz vd. (2011) ispanya’da
bezelye iiretim alanlarindan izole ettikleri 110 Psp izolatin % 59.1’inin 1tk 4, %
20’sinin 1k 2, % 11.8’ini 1rk 6, % 3.6’smin 1wk 5 ve % 0.9’unun irk 3 olarak
bulunmustur. Arastiricilar 5 izolatin bizim ¢aligmamizda oldugu gibi belirtilen
cesitlerle irklarinin  saptanamadigini  bildirmis ve 1k 8’inde varligia
deginmislerdir. Hollaway vd. (2007) Psp wrklarinin dagiliminin belirli bir bolge ya
da iilkede en ¢ok yetistirilen bezelye ¢esitlerinde bulunan direng genlerinin varligi
ile iligkili oldugunu ifade etmistir. Caligmamizda bakterileri izole ettigimiz cesitler
g6z oniinde bulunduruldugunda Geneva ¢esidi bezelye bitkilerinden ik 2, Early
Sweet gesitlerinden ise 1rk 4 olan Psp izolatlar elde edilmistir fakat diger cesitler
icin bu ayrim yapilamamaktadir. Ayrica wrklar belirlenen izolatlar gbz Oniinde
bulunduruldugunda ayni tarlalarda farkli irklar bir arada oldugu dikkati ¢ekmistir.
Torbali’da ti¢ tarlada hem 1rk 2 hemde 1rk 4, Buharkent’te ise bir tarlada hem 1rk 4
hemde 1rk 5 oldugu belirlenmistir.
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Bu ¢alisma sonunda;

- Aydm ve Izmir ili bezelye ekim alanlarinda Pseudomonas syringae pv
pisi’nin neden oldugu Bakteriyel Yaniklik hastaliginin % 41,8 oraninda
yaygin olarak goriildiigii,

- Psp fizyolojik irklarindan 1tk 2 daha yaygin olarak bulunmakla birlikte
yayginlik sirasina gore itk 4 ve irk 5’in varliginin {ilkemizde ilk defa
belirlendigi, ancak mevcut yontemler ile saptanamayan irklarin da
bulundugu

- Ulkemizde bezelyelerde Pseudomonas viridiflava’nin bakteriyel hastaliga
neden oldugu ilk kez ortaya konmakla birlikte tek bir izolat elde edilmesi
nedeniyle ayrmtili siirvey calismalarinin yapilmasi gerektigi kanisina

varilmustir.

Yapmis oldugumuz ¢alismalar ve mevcut literatiir bilgileri 1s18inda PSp’nin tespit
ve tanilanmasina yonelik hizli, giivenilir bir yontemin bulunmadigi goriilmiistiir.
Bu konuda Psp ve Pv’nin hastalikli bitkilerden izolasyonu sonrasi LOPAT
testlerinin yapilmasindan sonra duyarli Kelvedon Wonder ¢esidinde patojenisite
testlerinin yapilmasi seklinde izlenen yolun zaman kaybi dezavantaji olmakla
birlikte en uygun yontem oldugu kanisina varilmistir. Bu amagla ¢alismalarimizda
tiim izolatlar ile pozitif sonu¢ vermis olan ticari antiserum (ADGEN) ile ELISA ve
IFAS tamamlayici testler olarak uygulanabilir. Siirvey calismalarimiz sirasinda
hastaligin  saptandigi tohumlarin Macaristan’dan ithal edildigi bilgisine
ulasilmistir. Tohum orijinli ve karantinaya tabi olan Psp’nin 6zellikle tohumdan
tespitine yonelik hizli ve giivenilir molekiiler yontemlerin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu konuda 1rklarin saptanmasi ve aviriilens genlerine yonelik bazi
molekiiler ¢aligmalar olmakla birlikte (Courneyor vd., 1995; Arnold vd., 1996;
Cirvilleri vd., 2007) etmenin kesin tespit ve tanilanmasinda, irklarinin
belirlenmesinde uygun molekiiler bir ydntem bulunmamaktadir. Bezelye
Bakteriyel Yaniklik hastaliginin sinirli olarak saptandigi iilkemizde 6zellikle irklar
saptandiktan sonra mevcut g¢esitlerin reaksiyonlarinin belirlenmesi ve hastaligin

miicadelesine yonelik ¢aligmalarin arastirilmasi gerekli diger dncelikli konulardir.
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