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BIBERDEN ELDE EDILEN Xanthomonas TURLERININ iZOLASYONU,
KLASIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE TANISI

Tuba GURTEN

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Arahk 2024
Danisman: Doc¢. Dr. Siimer HORUZ

OZET

Dort farkli Xanthomonas spp. neden oldugu Biber bakteriyel leke hastaligi tiim diinyada
biber yetistirilen alanlarda tehditkar bir hastalik olarak yapraklarda kloroz ve nekrozlara
meyvelerde lekelere yol agmaktadir. Bu g¢alismada, 2021-2022 yillarinda Antalya,
Kayseri, Kirsehir, Mersin, Nevsehir ve Yozgat illerinden temin edilen hasta biber
orneklerinde bakteriyel leke hastaligina sebep olan Xanthomonas tiirlerinin izolasyonu,
patojenite testi, klasik ve molekiiler yontemlerle tanisinin yapilmasi amaglanmistir.
Yapilan izolasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen 33 adet izolat Sili ¢esidi biberde tipik
hastalik belirtileri olusturmustur. Tiim izolatlar gram", aerobik, YDCA ve King B Besi
yerlerinde sar1 renkte ve mukoid tipte gelismis, esculinin hidrolizi testi pozitif, oksidaz
testi negatif reaksiyon vermistir. Izolatlarin levan olusumu, nisastanin hidrolizi ve tiitiinde
asirt duyarlilik reaksiyonlar1 degiskenlik gostermistir. PCR testi ile 30 izolatin X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria, 3 izolatin ise X. euvesicatoria pv. perforans oldugu
saptanmistir. Bu ¢alisma ile X. perforans’in Tiirkiye’de biberde patojen oldugu ilk kez

ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Xanthomonas euvesicatoria, Xanthomonas perforans, tani, biber
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PEPPER BACTERIAL LEAF SPOT
DISEASE AGENTS (Xanthomonas spp.)

Tuba GURTEN

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis, December 2024
Supervisor: Assoc. Prof. Sumer HORUZ

ABSTRACT

Bacterial leaf spot disease, caused by 4 different Xanthomonas species is the most
common and destructive disease for peppers worldwide induces chlorosis and necrosis
on leaves and spots on fruits. In this study, it was aimed to isolate pepper bacterial spot
disease agent/s caused by Xanthomonas species from 2021 to 2022 in Antalya, Kayseri,
Kirsehir, Mersin, Nevsehir and Yozgat provinces of Turkey and identify them using
pathogenicity test, classical and molecular methods. Purified 33 putative bacterial strains
were pathogenic on pepper seedlings (cv. Sili). All the strains were gram negative,
aerobic, yielded yellow and mucoid colonies onto yeast dextrose calcium carbonate agar
(YDCA) and King’s B media, hydrolysis of esculine positive and negative for oxidase.
Levan formation, hydrolysis of starch and HR on tobacco leaves (cv. Samsun) were
varied. In PCR tests, 30 out of 33 strains were amplified with Xanthomonas euvesicatoria
pv euvesicatoria and 3 strains were amplified with X. euvesicatoria pv. perforans,
respectively. To the best of our knowledge, this is the first study indicating that X.
euvesicatoria pv. perforans is also pathogenic on pepper plants.

Key Words: Xanthomonas euvesicatoria, Xanthomonas perforans, identification, pepper
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GIRIS

Biber, Solanaceae familyasina ait olan Capsicum cinsinde yer alir. Biber sicak iklim bitkisidir
ve bu nedenle iliman iklimler de tek yillik, tropik ve subtropik iklimlerde ise ¢ok yillik bir kiiltiir
bitkisidir (Aybak, 2002; Pernezny vd. 2003). Capsicum cinsi genis bir tiir gesitliligine sahip
olmasima ragmen, sadece 5 tiirtin (C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. pubescens, C.
frutescens) kiiltiirti yapilmaktadir (Togag, 2018). Bunlar arasinda en fazla yetistiriciligi yapilan

ve ekonomik olarak en fazla dneme sahip olan Capsicum annuum tiiriidiir (Ozalp, 2010).

Amerika kitasinin 6zellikle Orta ve Giiney bolgeleri birgok biber tiiriiniin dogal habitati olarak
bilinmesine ragmen, yapilan siiflandirma ¢aligmalar1 biber tiirlerinin farkli dogal habitatlara
sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle ac1 biberin Giiney Brezilya ile Bolivya kdkenli oldugu
bilinmektedir (McLeod vd. 1983, Pickersgill, 1984; Verit vd., 2001). Biberin ticari olarak
tiretimi 1600’1 yillarda baslayip, zaman igerisinde artis gostermistir. Biberin, Amerika’dan
Avrupa’ya, oradan da Hindistan ve Cin’e yayildig1 belirtilmistir (Bosland ve Votava, 2012).

Biberin tilkemize nasil girdigi konusunda ise ¢esitli goriisler bulunmaktadir. Andrews (1999),
biberin {ilkemize giriginin {i¢ farkli yontemle gerceklesmis olabilecegini 6ne siirmiistiir. Birinci
yol, Amerika’dan gelen biber bitkisi, Ispanya iizerinden Fas ve Misir’a ulasarak, buradan da
Iskenderun yoluyla Istanbul’a kadar yayilmistir. Ikinci bir senaryo ise, biberin deniz yoluyla
Ispanya’dan baslayarak Giiney Afrika kiyilarina ulastigi, oradan da Asya kiyilarina dogru
yayilarak Kizildeniz veya Basra Korfezi yoluyla Suriye’ye gectigi ve oradan Tiirkiye’ye
ulasmis olabilecegi seklindedir. Uciincii bir senaryoya gore ise biber, Hindistan’dan Asya
kitasina dogru yayilarak Afganistan ve Iran iizerinden Tiirkiye’ye ulasmis ve buradan Istanbul’a

ve baz1 Dogu Avrupa iilkelerine yayilmistir.

Ekonomik agidan oldukga degerli olan biber, icerdigi A, B1, B2, C, E ve P vitaminleri ile
antioksidan acisindan oldukca zengin bir icerige sahiptir. Ekonomik degerinin beraberinde
biyolojik olarak da oldukga degerli bir besindir. Biberin ac1 tadini olusturan alkoloid yapidaki

capsaicin (CigH27NO3) maddesidir. Capsaicin, biber meyvesinin septasinda ve plasental



dokusunda bulunurken, meyve duvarinda bulunmaz. Biber meyvesi olgunlastik¢a, meyvenin
yapisinda bulunan karbonhidrat, organik asit ve renk pigmentlerinin miktar1 degismektedir.
Meyvede sar1, kirmizi ve yesil renk olusumu igerdigi karetonoid pigmentlerine bagli olarak
ortaya ¢cikmaktadir (Govindarajan, 1985; 1986).

Biber sadece taze olarak sofralik degil, insanoglunun tiikketim aligkanliklarinin degismesi ve
gelisen teknolojiyle birlikte kurutulmus, konserve, tursu, baharat, ketcap, sal¢a, dondurulmus
gida ve hazir gida olarak tiiketilmektedir. Ayrica bitki 6zsuyu farmakoloji ve kozmetik
sanayisinde kullanilmaktadir (Pernezny vd. 2003).

FAO’nun 2022 yili verilerine gore; diinyada 2.020816 ha alanda toplam 36.972.494,42 ton
biber iretimi gergeklesmistir (Tablo 1). Diinyada biber iiretiminin en ¢ok yapildig: iilke
16.810.518,62 ton ile Cin’dir. Tiirkiye ise 3.018.775,00 ton iiretim miktar1 ile dordiincii sirada
yer almaktadir (Tablo 2).

Tablo 1. Diinyada biber tiretim miktari ve tiretim alaninin yillar igerisindeki degisimi (FAO,

YI LLAZROZZ) URETIM MIKTARI (Ton) URETIM ALANI (ha)
2022 36.972.494,42 2.020.816
2021 36.286.643,77 2.055.310
2020 35.968.504,20 2.053.550
2019 35.494.089,64 1.960.460
2018 35.794.709,34 2.006.119

Tablo 2. 2022 yilinda iilkelere gore biber tiretim miktar1 ve tiretim alan1 (FAO, 2022)

ULKELER URETIM MIKTARI (Ton) URETIM ALANI (ha)
CIN 16.810.518,62 757.377
MEKSIKA 3.113.244,27 156.718
ENDONEZYA 3.020.262,11 334.545
TURKIYE 3.018.775,00 76.398

ISPANYA 1.533.280,00 22.260




Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, iilkemizde en fazla iiretimi yapilan biber
¢esidinin sivri biber oldugu goriilmistiir. Bunu sirasiyla salgalik/kapya, dolma ve carliston
biberi takip etmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Tiirkiyede biber cesitlerinin yillara gére {iretim miktar1 (TUIK, 2023)

600 000
500 000
400 000
m Dolmalik
300 000 H Salga/Kapya
Sivri
200 000 B Carliston
100 000 -
2020 2021 2022 2023

Biber, hem iilkemiz hem de diinya genelinde énemli bir gelir kaynagidir. Biberin verim ve
kalitesini olumsuz etkileyen bir dizi hastalik etmeni bulunmaktadir. Bu etmenler arasinda
baslica bakteriyel hastalik etmenleri, Xanthomonas spp., Pseudomonas syringae pv. syringae,
Pseudomonas corrugata, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Ralstonia
solanacearum’dur. Fitopatolojik agidan en 6nemli bakteriyel hastalik Xanthomonas tiirlerinin
neden oldugu bakteriyel leke hastaligidir (Potnis vd. 2015; Horuz, 2019).

Domates ve biberde bakteriyel yaprak lekesine neden olan Xanthomonas tiirleri; (1)
Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (eski adiyla; Xanthomonas euvesicatoria)
(Constantin vd. 2016), (2) Xanthomonas vesicatoria (Jones vd. 2004), (3) Xanthomonas
hortorum pv. gardneri (eski adiyla; Xanthomonas gardneri) (Moriniere vd. 2020) ve (4)
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (eski adiyla Xanthomonas perforans) (Constantin vd.
2016)’dir. Bu tiirler domates ve biber iiretiminde diinya ¢apinda biiyiik bir sorundur. Sicaklik,
yiiksek nem ve yagmur ya da ¢ig nedeniyle uzun siireli yaprak islakligi hastaligin epidemi
yapmasi i¢in uygun ¢evre kosullaridir. Bakteriyel etmen, uygun ¢evre kosullarinda %50’ye

varan verim kayiplarina neden olabilmektedir (Mclnnes vd. 1988; Araujo vd. 2010).



Xanthomonas spp., enfekteli dokudan nutrient agar (NA), Siikroz Pepton Agar (SPA) veya
Yeast Deskroz Kalsiyum Karbonat (YDC) agar tizerine ekilerek kolayca izole edilmektedir ve
sar1, mukoid ve konveks kolonilerle karakterize edilmektedir (Potnis vd. 2015). Sar1 renk, dis
membranda bulunan benzersiz bromlu, aril- polen, suda ¢éziinmeyen pigment sinifina ait olan
ksantomonadinlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Xanthomonas tiirleri, 0.6x1.0-1.5 pm
biiyiikliigiinde, gram negatif ve ¢ubuk seklinde olup, tek kamgiya sahiptirler. King B besi
yerinde flouresan pigmenti olusturmazken, jelatini hidrolize eder. Oksidaz ve nitrat
rediiksiyonu negatif ve katalaz pozitif 6zellige sahiptir. Patojenin glikoz, mannase, arabinase,
sellobioz ve trehalaseden asit tiretimi de degiskenlik gostermektedir. Xanthan adi verilen
ekstraseliiler polisakkarit {iretir. 4-37 °C’de gelisim gosterirken, optimum gelisim sicakligr 25-
30 °C arasindadir (Schaad, 2001).

Xanthomonas spp., stoma veya hidatodlar gibi dogal agikliklardan girerek genelde lokalize
enfeksiyonlara neden olurlar. Simptom gelisiminin ilk asamalar1 6zellikle kotiledon
yapraklarda su emmis lekeler seklinde ortaya ¢ikar. Bakteriyel etmen yaprak, gévde ve
meyvelerde hastalik belirtileri olusturur ve bu toprak iistii aksamlardaki klorotik hale ile ¢evrili
nekrotik lekelerin varligi etmen igin karakteristiktir (Keinath, 2019; EPPO 2024a). Zaman
igerisinde bu nekrotik lekeler kahverengilesir, kurur, dokiiliir ve bunun sonucunda yapraklar
sagma ile delinmis gibi bir goriiniim alir. Siddetli enfeksiyonlarda yaprak yanikligi ve
yapraklarda dokiilmeler yaygin olarak gdzlenir; ayrica ¢icek ve geng meyvelerde de dokiilme
siklikla karsilan diger belirtileridir. Meyvelerdeki belirtiler su emmis lekeler seklinde baslar ve
kiiciik, kahverengimsi-siyah, kabarcik benzeri lekeler seklinde kendini gosterir. Bu lezyonlarin
varligi meyvelerde sekil bozukluklarina ve dnemli verim kayiplarina neden olmaktadir (Horst,

2001; Stall vd. 2009).

Xanthomonas tiirlerinin neden oldugu bakteriyel yaprak lekesi hastaligi iiretim alanlarina
bulasik tohum veya {iretim materyalleri yoluyla bulasir (Jones vd. 1986; Sijam vd. 1991).
Etmen, biber tohumlarinda 10 y1l, domateste 20 y1l canli olarak kalabilmekte, toprakta kalicilig1
ise toprak yapisina bagli olarak daha az olmaktadir. Bu nedenle, bakteriyel etmenin
miicadelesinde en Onemli strateji patojenden ari, sertifikali tohum veya bitki materyali
kullanimi1 olmalidir. Tohumlarin sicak su ile muamele edilmesi gibi Onleyici tedbirler,
tohumlardaki hastalik inokulumunu 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Buna ek olarak, potansiyel

konukeu bitkiler ve hastalikli bitki artiklarinin iiretim alanindan uzaklastirilmasi ve bunlarin



bertaraf edilmesi, konuk¢u olmayan bitkilerle {iriin rotasyonu yapilmasi kiiltiirel nlemler

acisindan olduk¢a 6nemlidir (Horuz, 2019).

Kimyasal miicadele, bakteriyel leke hastalik etmeni icin birincil odak noktasi olmustur ve bakir
bazli bakterisitler hastalik kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Uzun yillar boyunca
iireticiler mancozeb veya maneb ile bakir bazli bakterisitleri kombine sekilde kullanmiglardir
(Horuz, 2019). 1980’lerde, bakir mancozeb kombinasyonlarinin, tek basma bakirla
karsilastirildiginda ¢oziiniir bakir saliniminin artmasi nedeniyle bakteriyel leke kontroliinde
iyilesme sagladigi gozlenmistir (Conover ve Gerhold, 1981; Marco ve Stall, 1983). Ancak,
hastalik etmeninin piyasada kullanilan bakirli bilesiklere dayaniklilik gelistirmis olabilecegi
farkl1 arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (Areas vd. 2017; Roach vd. 2020). Yine de bakir
icerikli fungisitler hastaligin iiretim alaninda yayilmasini engellemek i¢in koruyucu amach
kullanilmaya devam edilmelidir. Bunun yani sira, bakteriyel hastaliklarin 6nlenmesi zor

oldugundan kiiltiirel 6nlemlere daha fazla agirlik verilmelidir (Obradovic vd. 2004).

Bu tez calismasinin amact; Tiirkiye’de biber tiretimi yapilan alt1 farkli ilden (Antalya, Kayseri,
Kirsehir, Mersin, Nevsehir, Yozgat) temin edilen hastalikli biber fidelerinden izolasyon
yapmak, biberde bakteriyel yaprak lekesine neden olan Xanthomonas tiirlerini biberde

patojenite testi, klasik ve molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanisin1 yapmaktir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Problem Durumu

Biber, saglik acisindan potansiyel faydalari olan vitaminler, mineraller, flavonoidler,
karetonoidler ve kapsaisinoid kimyasal bilesikler i¢erir. Hem tilkemiz hem de diinya genelinde
onemli bir gelir kaynagidir. Birgok hastalik etmeni biberde ekonomik zararlara neden olur.
Biberde bakteriyel lekeye neden olan Xanthomonas tiirleri EPPO A2 listesinde yer alan oldukca
tahripkar patojenlerdir (EPPO, 2024b). Tohum kaynakli bir etmen olan bu bakteri, ilk dnce
yapraklarda su emmis lekeler seklinde kendini gosterir, daha sonra kahverengi etrafi sarimsi
hale ile gevrili nekrozlara neden olur. Eger hastalik siddetli ise yapraklarda sararmalar,
dokiilmeler ve kurumalar meydana gelir. Meyvelerdeki belirtiler; kiigiik, kabuk benzeri
kabarciklar seklindedir. Bu lekeler fungal ya da bakteriyel sekonder enfeksiyonlara zemin

hazirlayarak meyvelerde ¢iiriimelere neden olabilir. Bu da biberin pazar degerini diistiriir.

Biberde bakteriyel lekeye neden olan Xanthomonas tiirlerini bitki tizerindeki simptomlara
bakarak birbirinden ayirmak olduk¢a zordur. Bu yiizden patojenite ve klasik yontemlerin yani
sira, molekiiler testler gibi taniy1 destekleyici diger yontemlerden yararlanmak gerekir.
Xanthomonas tiirleriyle miicadelenin en Onemli yolu bakteriyel etmenin iretim alanina
girmesine engel olunmasidir. Clinkii miicadelesi oldukca zor olup, bakirlt bilesikler disinda
ruhsath herhangi bir kimyasal ila¢ bulunmamaktadir. Hastaliktan ari sertifikali tohum
kullanimi, varsa tolerant/dayanmikli ¢esit se¢imi, bitki artiklarinin dretim alaninda
birakilmamasi, sanitasyon, giibreleme 6nlemleri ya da cesitli tohum uygulamalari gibi kiiltiirel
onlemlere agirlik verilerek hastaligin iiretim alanma girmesi engellenmelidir. Ulkemizde
biberde bakteriyel leke hastaligina neden olan etmen Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
olarak bilinirken, son 20 yilda yapilan ¢alismalar bu hastaliga dort farkli Xanthomonas tiiriiniin
neden oldugunu ortaya koymustur. Hastalik tilkemizde biberde ¢ok yaygin olmasina ragmen,

Tiirkiye’de son 20 yilda bu hastaligin klasik ve molekiiler testler kullanilarak tanisinin



yapilmasi {izerine ¢ok az bilimsel calisma yapilmistir. Bu patojen/lerin tiir seviyesinde
tanilariin yapilmasi hastalikla miicadele i¢in alinacak Onlemlere karar verilmesine yarar

saglayacaktir.
1.2. Literatiir Calismasi

1.2.1. Xanthomonas Tiirlerinin Smiflandirilmasi1 ve Isimlendirilmesine Yonelik

Cahismalar

Ethel M. Doidge (1921), Giiney Afrika’da ilk olarak domateste (Lycopersicum esculentum)
bakteriyel leke hastaligina neden olan patojeni Bacterium vesicatorium olarak tanilamistir.
Ayni yil, Gardner ve Kendrick (1921) Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde domateste
yaprak lekesine neden olan bir bakteri tespit etmisler ve bu patojene Bacterium exitiiosum adini
vermeyi Onermislerdir. Ancak Doidge’in Giiney Afrika’da benzer bir bakteriyi taniladigin
ogrendiklerinde, bu iki organizma arasindaki benzerlikler nedeniyle admni vermeyi
ertelemislerdir. Gardner ve Kendrick (1921), Doidge’nin izole ettigi izolatlar ile kendi izolatlar
arasinda dnemli bir farkliliga dikkat ¢ekmistir. Doidge (1921) tarafindan izole edilen bakteriler
zaylf amilolitik ya da hi¢ amilolitik 6zellikte degil iken, Gardner ve Kendrick (1921)’nin
izolatlarmin gii¢lii amilolitik 6zellikte oldugunu vurgulamiglardir. O dénemlerde bakterileri
ayirt etmek i¢in ¢ok az teknik bulundugundan bu fark, amilolitik izolatlar1 farkl bir tiir olarak
tanilamak i¢in yeterince Onemli goriilmemistir. Amilolitik 6zellik gdsteren ya da hig
gostermeyen bu izolatlar 6nce X. vesicatoria daha sonra X. campestris pv. vesicatoria olarak

isimlendirilmistir (Dye, 1939).

1990’larda Vauterin vd. (1990) ile Stall vd. (1994), X. campestris pv. vesicatoria’da genetik ve
fenotipik olarak grup A ve grup B olarak farkli iki grubun var oldugunu belirlemislerdir. Bouzar
vd. (1994) Grup A’nin izolatlarinin amilolitik ve pektolitik aktivite agisindan zayif ya da negatif
oldugunu, Grup B’nin ise giiclii amilolitik ve pektolitik aktiviteye sahip izolatlarin yer aldigin1
dogrulamistir. Bu sonuglara bakilarak A ve B grubu izolatlarinin tiir diizeyinde iliskili olmadig1
anlasilmis ve yeniden simiflandirilmistir. Boylelikle X. campestris pv. vesicatoria’y: iki tiire
ayirmiglardir: Grup A Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria, grup B ise X. vesicatoria

olarak isimlendirilmistir (Vauterin vd. 1995).

A ve B gruplarinin belirlenmesinden birkag yi1l sonra C olarak adlandirilan yeni bir grup

tanimlanmistir. Grup C’nin serolojik ve patojenik olarak grup A ve B den ayr1 oldugu



bildirilmistir (Jones vd. 1998). DNA:DNA hibridizasyon testlerine gére C grubunun, A grubu
ile iligkili oldugu ve A grubunun bir alttiirli olabilecegi belirtilmistir. C grubundaki bakteriler
Xanthomonas perforans olarak isimlendirilmistir. Sutic (1957) Yugoslavya’da domatesten elde
ettigi farkl bir bakteriyi Pseudomonas gardneri olarak adlandirmistir. Bu izolat daha sonralari
diger Xanthomonas izolatlari ile karsilagtiritlmis ve P. gardneri’nin X. vesicatoria ile sinonim
oldugu sonucuna varilmis ve son grup olan D grubuna alinmistir. Daha sonra yapilan morfolojik
ve biyokimyasal testler sonucunda Xanthomonas gardneri olarak isimlendirilmistir. A grubu
bakteri izolatlar1 X. euvesicatoria, B grubu X. vesicatoria, C grubu X. perforans ve D
grubundakiler ise diger Xanthomonas tiirlerinin herhangi biri ile %70’den daha az DNA

benzerligi gosteren X. gardneri olarak isimlendirilmistir (Jones vd. 2004).

Yeni molekiiler analizlerin kullanimi X. euvesicatoria ve X. perforans’in tek basina tiirler olarak
net bir sekilde ayirt edilemedigini gostermis ve bu nedenle Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria ve Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans seklinde ayni tiiriin pathovarlar
olarak yeniden simiflandirilmiglardir (Constantin vd. 2016). Son olarak Moriniere vd. (2020)
Xanthomonas gardneri’yi Xanthomonas hortorum pv. gardneri olarak siniflandirmistir.
Xanthomonas vesicatoria’nin siniflandirilmasinda herhangi bir degisiklik olmamistir (Osdaghi
vd. 2021.) Son taksonomide yapilan siniflandirmaya gore biber ve domateslerde bakteriyel leke
hastaligina neden olan 4 bakteriyel etmen bildirilmektedir. Bu tiirler: 1) Xanthomonas
euvesicatoria pv. euvesicatoria, 2) Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, 3) Xanthomonas

hortorum pv. gardneri ve 4) Xanthomonas vesicatoria’dir (Palacio vd. 2024).

1.2.2. Xanthomonas Tiirlerinin Tanmilanmasina Yonelik Son 20 Yilda Yapilan Bazn

Calismalar

Koenraadt vd. (2009), 52 adet X. euvesicatoria, 9 adet X. vesicatoria, 6 adet X. perforans, 3
adet X.gardneri ve 8 adet grup dis1 (biberden Xanthomonas tiirleri, Xanthomonas hortorum ve
X. campestris patovarlari) izolatlar1 gesitli bolgelerden toplanmistir. 40 adet izolat daha 6nce
tanilanmas1 yapilmis olan Jeffrey Jones’un koleksiyonundan temin edilmistir. Izolatlardan
DNA izolasyonu yapilmis ve daha sonra Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
PCR yapilarak ardisik Jaccard analizine tabi tutulmustur. Sadece bir BS (bakteriyel leke)
tiirlinlin tiim i1zolatlarinda bulunan ve dis grup izolatlarinda bulunmayan gen bdolgeleri segilip
dizilenmistir. Bu tiire 6zgii dizilere dayanarak PCR primerleri tasarlanmistir. Primer setleri, BS

tirlerinin ¢ogu izolatindan ve dig grup izolatlarindan alinan DNA ile ¢esitli annealing



sicakliklart kullanilarak degerlendirilmistir. AFLP desenlerinin Jaccard analizi, BS izolatlarinin
farkli tiirleri temsil eden dort grupta da beklenen kiimelenmesini gostermistir. Calisma ile
biberde bakteriyel leke hastaligina yol acan dort farkli tiirii birbirinden ayirabilecek primer
setleri gelistirilmistir. Bu primer setleri; Bs-XeF/BsXeR (X. euvesicatoria), Bs-XvF/Bs-XvR
(X. vesicatoria), Bs-XpF/Bs-XpR (X. perforans) Bs-XgF/Bs-XgR (X. gardneri) seklinde

isimlendirilmistir.

Mirik ve Aysan (2009), 2002, 2003 ve 2004 yillarinda Adana ve Osmaniye’deki 29 farkli
alandan biber tohumlar1 elde edilmistir. Bu biber tohumlarina yapilan immiinoflorasan testi,
Tween B besi yerinde izolasyonu ve ekimden 7-14 giin sonra kotiledon yapraklarindaki tipik
bakteriyel leke belirtilerinin incelendigi fide tarama testi sonucunda toplam 37 bakteri izolatt
elde edilmistir. Elde edilen 37 bélge izolatinin higbiri pektolitik ve amilolitik aktivite
gostermemistir. PCR testinde Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria 'ya 6zgi spesifik RST9-
RST10 primerleri kullanilmis ve 355 bp’de bant olusumu izolatlarin Xav oldugunu teyit

etmistir.

Lue vd. (2010), Bakteriyel leke, Tayvan’da 6nemli bir domates ve biber hastaligidir. Tayvan’da
domates ve biber bakteriyel lekesi (BSX) ile iligkili Xanthomonas tiirlerini karakterize etmek
icin Tayvan’daki gesitli yerlerden izole edilen 53 BSX izolatin (39 izolat domates ve 14 izolat
biber) amilolitik ve pektolitik aktivitesi, tiire 6zgii primerlerle PCR testi ve karbon
kaynaklariin kullanimi analiz edilmistir. Bu analizlerin sonucunda 53 BSX izolat1 arasinda 13
izolat hem amilolitik hem de pektolitik aktivite gosterirken, diger 40 izolat nisastay1 hidrolize
edememistir. Bu 53 BSX izolatin1 tanilamak i¢in, X. axonopodis pv. vesicatoria
(=Xanthomonas euvesicatoria) ve X. vesicatoria’ya 6zgii sirasiyla RST13/14 ve C-2-2L/2R
primer ¢ifti kullanilmistir. Amilolitik ve pektolitik aktivitesi negatif olan 40 izolat RST13/14
primer ¢ifti kullanilarak PCR yapilmistir ve 560 bp’de bant olusumu gézlemlenmis ve X.
axonopodis pv. vesicatoria (=Xanthomonas euvesicatoria) olarak tanilanmistir. Amilolitik ve
pektolitik aktivite gosteren 13 izolat C-2-2L/2R primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR
sonucunda, 5 izolatin 407 bp’de bant olusumu goézlemlenmis olup X. vesicatoria olarak
tanilanmigtir. Bununla birlikte, kalan 8 izolat her iki primer ¢ifti tarafindan da herhangi bir bant
olusumu gozlemlenmemistir. 53 BSX izolati, 13 farkli karbon kaynagi kullanim modeline
dayali olarak, iki gruba ayrilmistir: A grubundaki 46 adet izolat karbon kaynagi olarak cis-
aconitic asit kullanmaktadir. B grubunda yer alan 7 izolat ise cis-aconitic asit ve asetik asit

kullanmayan, ancak gentibioz kullanabilen olarak gruplanmistir. Jones vd. (2004)’de X.
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perforans’in %50 veya daha fazla izolatinin aconitic asidi kullanabilecegini ve X. perforans’in
genellikle domatesle iliskili oldugunu belirtmistir. Tanilamasi yapilamamis olan 8 izolatin
tamami1 domatesten izole edilmistir. Tiim bu 6zellikler g6z O6niine alindiginda, 8 izolatin tamami
X. perforans’a ait olmalidir. Biyokimyasal ve molekiiler testlerin sonuglarina gore, Tayvan’da
domates ve biberde bakteriyel leke hastalik etmenleri X. euvesicatoria, X. perforans ve X.

Vesicatoria olup bu ¢alismada X. gardneri saptanmamustir.

Aratjo vd. (2012), Brezilya’da domateste bakteriyel lekeye neden olan 160 adet izolata
Koenraadt vd. (2009)’un gelistirmis olduklar tiire spesifik primer giftleri kullanilarak PCR
yapilmustir. Bu ¢alismada 4 adet referans izolat kullanilmigtir. Bunlar; X. euvesicatoria (IBSBF
2363= Xvpl97), X. vesicatoria (IBSBF 2364= XV1111), X. perforans (IBSBF 2370= ATCC
BAA-983) ve X. gardneri (IBSBF 2373= XCGAZ2)’dir. 160 izolat ve bu 4 referans izolat dahil
olmak tizere toplam 164 izolata yapilan PCR sonucunda X. euvesicatoria (31 adet), X.

vesicatoria (31 adet), X. gardneri (51 adet), ve X. perforans (51 adet) olarak tanilanmustir.

Kizheva vd. (2013), tarafindan yapilan ¢alismada, Bulgaristan ve Makedonya’nin farkli
bolgelerinden 1987-2010 yillar1 arasinda domates ve biberde bakteriyel lekeye neden olan 136
patojenik Xanthomonas izolatin1 Koenraadt vd. (2009)’un gelistirmis olduklar1 primer
giftleriyle PCR a dayali test yontemini kullanarak tiir diizeyinde tami yapmislardir.
Bulgaristan’daki domates tarlalarinda bakteriyel lekeli domateslerden 62 adet ve simptom
gostermeyen yabanci otlardan da 27 adet olmak tizere toplam 89 izolat izole edilmistir.
Biberden ise Bulgaristan’dan 30 adet ve Makedonya’dan 16 adet Xanthomonas spp. izolati
kullanmislardir. Biberden elde edilen 32 izolat (Bulgaristan’dan 20 izolat ve Makedonya’dan
12 izolat) Xanthomonas euvesicatoria, 97 izolat (83 izolat domates ve 14 izolat biber)
Xanthomonas vesicatoria ve 5 izolat (domates bitkisinden) Xanthomonas gardneri olarak
tanilanmistir. Bu ¢alisma ile Bulgaristan’da domateste Xanthomonas gardneri ve biberde X.
euvesicatoria‘nin varligi ilk kez rapor edilmistir. Domates ve biberde bakteriyel lekeye neden
olan Xanthomonas tiirleri Bulgaristan’da X. vesicatoria, X. euvesicatoria ve X. gardneri iken,

Makedonya’da ise X. vesicatoria ve X. euvesicatoria olarak bulunmustur.

Areas vd. (2014), Brezilya’'nin farkli biber iiretimi yapilan bdlgelerinden izole edilen 59
Xanthomonas tiiriiniin ve 4 referans izolatin (IBSBF 2363, IBSBF 2364, IBSBF 2370, IBSBF
2373) biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tanisini yapmistir. Calisma sonucunda X.

vesicatoria (IBSBF 2364) ve X. perforans (IBSBF 2370) izolatlarinin kuvvetli amilolitik ve
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pektolitik aktiviteye sahipken, X. euvesicatoria izolatlarinin zayif amilolitik ve pektolitik
aktivite gosterdigi ve X. gardneri (IBSBF 2373) izolatlarinin higbirinde bu aktivitelerin
olmadigi gorilmistiir. Biitiin izolatlar, Karbon kaynaklar1 olarak N-asetil-D-glukozamin ve a-
D-laktoz, asetik asit, D-galaktoz, glisil-L-aspartik asit, glikojen, L-treonin, malonik asit ve
propiyonik asitlere degisken reaksiyonlar gostermistir. X. euvesicatoria izolatlar1 bu ¢alismada
degerlendirilen 13 karbon kaynagmin ¢ogunu kullanmistir. PCR sonuglari, Koenraadt vd.
(2009)’un gelistirmis olduklar1 primer ¢iftleriyle karakterize edilen tiim izolatlar (59 adet), 173
bp’ de bant olusturduklari i¢in X. euvesicatoria olarak tanilanmustir. Brezilya’da biberde

bakteriyel lekenin etmeni olarak X.euvesicatoria’nin yayginligini géstermistir.

Kebede vd. (2014), Etiyopya’da 128 domates bitkisinden alinan hastalikli bitki 6rneklerinden
elde edilen 64 bakteri izolatinin patojenite, irk belirleme testi ve Multi Locus Sequence Typing
(MLSA)’ya dayanarak, tiirler aras1 seviyelerde filogenetik iliskilerini ¢6zmek i¢in karakterize
etmeyi amaglamistir. Her izolat i¢in tiir tanimlamasi, hrpB genlerinden elde edilen dizilerle
birlikte amilolitik ve pektolitik aktiviteye dayali olarak dogrulanmistir. 31 patojenik izolattan
yedi tanesi domates 1rki 2 (T2) ve X. vesicatoria olarak, on dort tanesi domates irki 3 (T3), bir
tanesi domates 1rk1 4 (T4) ve X. perforans olarak tanilanirken, dokuz izolat ise domates irki 2
(T2) ve X. gardneri olarak tanilanmistir. Tiim X. perforans izolatlari biber iizerinde patojenik
olarak bulunmamistir. X. vesicatoria ve X. gardneri izolatlarinin ise biberdeki patojenite
ozellikleri degiskenlik gostermistir. Amilolitik ve pektolitik aktiviteye sahip izolatlar, hrpB
sekanslarina gore X. vesicatoria ve X. perforans olarak tanimlanirken, amilolitik veya pektolitik
reaksiyon gostermeyen izolatlar X. gardneri olarak tanilanmustir. Etiyopya’da domateslerde X.
euvesicatoria‘nin varligina rastlanmamustir. Birlestirilmis dizilerin filogenetik analizi, X.
gardneri, X. vesicatoria ve X. perforans’in Etiyopya’da BST (Domateste bakteriyel leke) ile
iliskili oldugunu géstermistir. X. gardneri ve X. perforans izolatlar: arasinda genetik gesitlilik
bulunmamistir. Bununla birlikte, X. vesicatoria’nin Etiyopya’ya iki farkli inokulum

kaynagindan gelmis olabilecegini vurgulamiglardir.

Sahin ve Kiisek (2015), biberin yogun olarak yetistigi Gaziantep ve Kahramanmaras illerinde
biber bakteriyel leke hastaligi simptomu gosteren bitkilerden izolasyonlar gergeklestirilmistir.
Elde edilen izolatlarin tanis1 morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore
yapilmistir. Biber bitkilerinden elde edilen 103 bakteriyel izolatin YDC besi yerinde sari
konveks, NA besi yerinde ise sari, mukoid koloniler, Tween B besi yerinde yuvarlak, sari,

timsek ve c¢evresinde temiz koloniler, King B besi yerinde agik sari-krem renkli, floresan
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ozellik gostermeyen koloniler olusturdugu gézlenmistir. Oksidaz testinde tiim izolatlar negatif
olarak degerlendirilmistir. KOH testinde bakteriler 6zeye yapisarak stimiiksli bir yapi
olusturdugundan gram negatif olarak kabul edilmistir. Oksidadif/fermantatif testinde elde
edilen tiim izolatlarin oksidatif 6zellikte oldugu gozlenmistir. Nisasta hidrolizi testinde tiim
izolatlar zayif pozitif, katalaz testinde pozitif, tiitinde asir1 duyarlilik testine gore izolatlarin
timii pozitif reaksiyon gostermistir. Tim bu testlerin sonuglarina gére 103 izolattan 100 tanesi
referans izolatlarla benzer sonuglar vermesi nedeni ile Xanthomonas axonopodis olarak teshis

edilmis ancak alttiir seviyesinde tanilar1 yapilmamaistir.

Araujo vd. (2015), Brezilya’da ticari tarlalarda domates bitkileri arasinda dogal olarak yetisen
ve yapraklarinda bakteriyel leke belirtisi olan Nicandra physaloides, Solanum americanum ve
Euphorbia heterophylla yabanci otlar1 oldugunu tespit etmistir. Hastalikli yabanci ot yaprak
orneklerinden yapilan izolasyonlarda Xanthomonas benzeri izolatlar elde edilmistir. Bu
izolatlar, NA besi yerinde gelisim, patojenite testi, BOX-PCR ve Koenraadt vd. (2009)’un
gelistirmis olduklar1 primer ¢iftleri kullanilarak tiir seviyesinde tanilanmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda NA besi yerinde yabanci otlardan elde edilen izolatlar, Xanthomonas cinsinin tipik
koloni 6zelliklerini (sar1-pigmentli ve mukoid-yuvarlak sekil) gostermistir. N. physaloides ve
S.americanum 'dan elde edilen izolatlar X. perforans olarak E. heterophylla’dan alinan izolatlar

ise X. gardneri olarak tanilanmstir.

Timilsina vd. (2015), Alu farkli house-keeping (gapA, gyrB, gltA, lacF, lepA ve fusA) gen
bolgesini tanilayan multilokus sekans dizi analizini (MLSA) kullanarak, Giineybati Hint
Okyanusu (SWIO) adalari, ABD, Afrika ve Yeni Zelanda’dan toplanan domates ve biberde
bakteriyel leke ile iligkili olan dort Xanthomonas tiiriinii temsil eden bakteri izolatlar1 (X.
euvesicatoria=63 adet izolat, X. gardneri=29 adet izolat, X.perforans= 47 adet izolat ve X.
vesicatoria= 9 adet izolat) incelenmistir. Dizilenen izolatlar, X. vesicatoria (Ti= ATCC 35937)
ve X. gardneri’nin (Ti= ATCC 19865) tip izolatlar1 ile X. euvesicatoria (Ri= 85-10) ve X.
perforans (Ri= 91-118) ise referans izolatlar1 ile karsilastiriimistir. 29 X. gardneri izolatindan
olusan 6rneklemde, 28 izolat housekeeping geninde ayni dizilere sahiptir. Bunun istisnast 1980
yilinda Yeni Zelanda’da izole edilen ICMP7383 izolatidir. Bu izolat, X. gardneri tip izolatindan
lacF, fusA, gyrB ve gapA genlerinde sirasiyla 2, 4, 10 ve 12 niikleotid olmak fiizere alti
housekeeping genin dordiinde farkli olarak bulunmustur. 9 X. vesicatoria izolati arasinda ii¢
multilokus haploidi gozlemlenmistir. X. vesicatoria’nin tip izolatin1 da iceren multilokus

haplotipi Yeni Zelanda (2 adet) ve Etiyopya (1 adet) izolatlarinda bulunmustur ve bu haplotipe
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sahip izolatlar X. vesicatoria grup 1 (3 adet) olarak adlandirilmustir. Ikinci bir haplotip Giiney
Amerika’da izole edilen iki izolat da ve Etiyopya’dan bir izolatta tespit edilmistir. Bu izolatlar
X. vesicatoria grup 2 (3 adet) olarak adlandirilmistir. Bu haplotip gyrB ve gapA genlerinde
sirasiyla 1 ve 12 niikleotid farklilik gdstermektedir. Uciincii bir haplotip ise SWIO bélgesinde,
ozellikle de Afrika’daki Reunion (1 adet) ve Madagaskar (2 adet) adalarinda tespit edilmistir
ve bu haplotipe sahip izolatlar X. vesicatoria grup 3 (3 adet) olarak adlandirilmistir. Bu haplotip
gyrB ve fusA genlerinde sirasiyla 1 ve 2 niikleotid, gapA ve gItA genlerinde ise 8 niikleotid
farklilik gostermektedir. GyrB geni grup 2 ve 3’te aymi dizilis géstermistir. Xanthomonas
euvesicatoria (63 adet), grup 1 olarak temsil edilen ve 55 adet izolat iceren ilk haplotip, alt1 gen
boyunca X. euvesicatoria referans izolat1 (85-10) ile ayni1 dizilis gostermistir. 8 izolat ise
referans izolattan farkli haplotip gostererek grup 2 olarak adlandirilmistir. X. euvesicatoria grup
2 izolatlar fusA ve gapA genlerinde sirasiyla 2 ve 8 niikleotid farklilik gostermektedir. Soy
agaglari, fusA ve gapA varyant dizilerinin X. perforans-X. euvesicatoria‘nin ayni ortak atadan
geldiklerini ortaya koymustur. Xanthomonas perforans (47 adet) izolatlarinin ¢ogu 91-118
referans izolat1 ile ayni haplotipe sahip olarak bulunmustur ve grup 1 (33 adet) olarak
adlandirilmigtir. Bireysel genlere dayali filogenetik analiz ile, 2006-2012 yillar1 arasinda
Florida’dan izole edilen bazi X. perforans izolatlarinin (14 adet) X. euvesicatoria izolatlariyla
ayni gapA ve gyrB dizilerine sahip oldugu bulunmustur ve bu izolatlar toplu olarak X. perforans
grup 2 olarak adlandirilmistir. Bu ¢alisma ile X. euvesicatoria ve X. perforans arasinda ¢oklu

rekombinasyon olaylarina dair kanitlar bulunmustur.

Osdaghi vd. (2016), iran’1n kuzeybatisinda, Dogu Azerbaycan Eyaleti, Marand Ilgesinde, hobi
bahgesinden ve ticari tarlalarda yetistirilen 30 bitkiden 15 tane enfekteli biber bitkisi alinmustir.
Elde edilen izolatlarin tanis1 patojenite testi, biyokimyasal ve fizyolojik testler, cins ve tiire
Ozgii PCR testleri ile yapilmigtir. Bu testlerin sonucunda NA besi yerinde iki tip koloni
morfolojisi gézlenmistir. Birinci grup, soluk sari, kubbeli dairesel ve dis bukey koloniler
olustururken, 2. grupta krem ve koyu sar1 koloni olusumu gériilmiistiir ve birinci ve ikinci
gruplardan sirasiyla 20 ve 7 adet izolat se¢ilmistir. Birinci gruptaki 20 izolatin tamami gram
negatif, katalaz pozitif 6zellik gostermis, Hepsi (birinci gruptaki 20 izolat) YDC besi yerinde
sar1 mukoid koloniler gostermistir. Biyokimyasal testlerin sonuglarina gore birinci grup
izolatlar (20 adet) Xanthomonas cinsi icerisinde yer almistir. Ikinci grup izolatlar1 (7 adet) gram
pozitif ¢iktig1 i¢in daha fazla fenotipik karakterizasyon igin testler yapilmamistir. X.

euvesicatoria ve X. gardneri’nin tip izolatlar1 herhangi bir amilolitik ve pektolitik aktivite
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gostermezken, X. perforans’in tip izolati pozitif amilolitik ve pektolitik aktivite gostermistir.
Birinci grup (20 adet) izolatlarina Koenraadt vd. (2009)’un gelistirmis olduklar1 primer ¢iftleri
kullanilarak yapilan PCR sonucunda, 20 izolatin da 173 bp’de bant olusturdugu goriilmiis ve
X. euvesicatoria olarak tanilanmigtir. Ayrica bu izolatlarin gyrB ve hrpB genlerinin dizileri
kullanilarak filogenetik analizleri ile X. euvesicatoria‘nimn biberde patojen oldugu iran’da ilk

kez rapor edilmistir.

Eryigit (2016), tamamladig1 tez ¢alismasinda, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii Bakteriyoloji laboratuvari stoklarinda bulunan, tiitiinde HR+ ve Xanthomonas cinsine
ait oldugu diisiiniilen 10 izolat1 klasik (genel besi yeri YDCA ve semi selektif besi yeri Tween
B’de koloni gelisimi), fizyolojik ve biyokimyasal testler (KOH testi, LOPAT testleri, nisastanin
hidrolizi, aerobik/anaerobik gelisim ve jelatinin hidrolizi) ile molekiiler olarak PCR testi ile
tanilamistir. Testlenen 10 izolatin tiimii YDCA besi yerinde sar1, mukoid koloniler ve Tween
B’de karakteristik dairesel kabarik sari renkte koloniler ve etrafinda beyaz presipitasyon
bantlar1 olusturarak gelismis, 10 Xanthomonas spp. izolatinin 8’1 biyokimyasal ve molekiiler
testlere gore X. euvesicatoria, 2’si ise biyokimyasal testlere gore X. perforans olarak

tanilanmustir.

Burlakoti (2018), Tayvan’da 27 yil boyunca (1989-2016) domates (292 izolat) ve biberden
(198 izolat) elde edilen bakteri koleksiyonunun tiir diizeyinde tanisini yapmistir. 1989-1999
yillart arasinda izole edilmis popiislasyonunda, biberden elde edilen 147 izolatin timi ve
domatesten elde edilen 198 izolatin %95°i X. euvesicatoria olarak tanilanirken, geri kalan
%5’lik domates izolatinin ise X. vesicatoria oldugu tespit edilmistir. 2000-2009 yillar
arasindaki popiilasyonunda domatesten elde edilen 36 izolatin %22 si X. perforans ve geri
kalan X. euvesicatoria, 2010-2016 yillarinda elde edilenlerden, 50 biber izolatinin %92’si X.
euvesicatoria ve kalani X. perforans olarak tanilanmistir. Yine ayn yillar arasinda domatesten
elde edilen 58 izolatin %99’u X. perforans olarak bulunmustur. 1990-2006 yillar1 arasinda
domatesten toplanan X. euvesicatoria izolatlar1 (n=25) T1 irkinda yer almis, biber izolatlart
arasinda ise P1, P2, P7 ve P8 biber irklarinin varlig1 tespit edilmistir. 1989-1999 yillar1 arasinda
domatesten toplanan X. vesicatoria izolatlarinin (n=8) T2 irki oldugu ve 2010-2016 yillar
arasinda toplanan domates X. perforans izolatlarinin (n=12) %13 i T3 ve %83 iniin T4 1rk1
oldugu bulunmustur. Biberden elde edilen dort X. perforans izolati ise T4 ki olarak
belirlenmigtir. Biitiin X. vesicatoria ve X. perforans izolatlar1 tiitiinde asir1 duyarlilik

reaksiyonuna neden olmustur. Farkli zaman dilimlerinde toplanan ve ti¢ Xanthomonas tiiriinii
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temsilen toplam 48 izolat (32’si domates ve 16’s1 biber) biyokimyasal karakterizasyon igin
kullanmilmistir. Biyokimyasal karakterizasyonu sonucunda, X. euvesicatoria’nin tiim izolatlar
(n=25) 1989-1999 popiilasyonundan bir biber izolat1 hari¢ amilolitik olmadig1 ve 25 izolatin
hepsinin lipaz ve O/F testinde pozitif oldugu bulunmustur. X. vesicatoria izolatlar1 (n=2)
amilolitik ve O/F testlerinde pozitif, lipaz testinde negatif bulunmusgtur. Tiim X. perforans
izolatlar1 (n=21) her ¢ testte de pozitif reaksiyon gostermistir. Farkli zaman dilimlerinde
(1989-1999, 2000-2009 ve 2010-2016) domates ve biberden izole edilen tiim X. euvesicatoria
izolatlar1 benzer biyokimyasal reaksiyonlar gostermistir ve bu durum X. perforans izolatlari

arasinda da gegerlidir.

Roach vd. (2018), Dogu Avustralya’daki domates, chilli biber ve Capsicum cinsi igerisindeki
bitkilerde bakteriyel lekeye neden olan etmenin biyokimyasal testler ve molekiiler analizleri
(PCR, MLSA, NGS) yapilarak tanilanmasi amaclamislardir. Bu calismada 57 adet
Xanthomonas benzeri bakteri izole edilmis ve kontrol olarak 7 izolat da ¢alismaya dahil
edilmistir. Bu 64 izolattan 10 u chilli biber, 21’1 capsicum biberden, 31°’i domatesten ve birer
Nicandra physalodes ve Solanum peruvianum’dan elde edilmistir. 64 izolatin tamami
YDCA'’da sari1 koloniler iiretmis ve KOH testi pozitif sonug vererek bakterilerin gram negatif
oldugu tespit edilmistir. X. euvesicatoria (NCPPB 2968), X. gardneri (NCPPB 881) ve 28
Awvustralya chilli ve capsicum biberi izolatlarinin katalaz testi pozitif, nisastanin hidrolizi ve
pektinin indirgenmesi testi negatif olarak bulunmustur. X. perforans (NCPPB 4321), X.
vesicatoria (NCPPB 422) ve domatesten elde edilen 18 Avustralya izolatinin katalaz, nisasta
hidrolizi ve pektinin indrgenmesi testleri pozitif sonug¢ vermistir. Kalan Avustralya izolatlar
(18 adet izolat) dort farkli Xanthomonas tiiriinden farkli biyokimyasal 6zelliklere sahiptir.
Domatesten elde edilen bu izolatlarin 7’si nisastanin hidrolizi ve pektinin indirgenmesi pozitif
ve katalaz negatiftir. S. peruvianum’dan 1, N. physalodes’den 1, capsicum biberden 1 ve
domatesten 6 izolat (toplam 9 izolat) katalaz ve nisastanin hidrolizi pozitif ve pektinin
indirgenmesi negatif olarak bulunmustur. Capsicum biberden kalan 2 izolat katalaz, nisastanin
hidrolizi ve pektinin indirgenmesi negatif olarak bulunmustur. Bu izolatlarin (64 izolat ve 4
referans izolat) kiime analizi yapildiginda 5 farkli grup igerisinde yer almislardir.
Dendrogramin 1. Grubunda nisastanin hidrolizi ve pektinin indirgenmesi pozitif olan 7 adet
izolat, 2. Grubunda, grup 1’e en yakin kiimelenmis nisastanin hidrolizi ve pektinin indirgenmesi
pozitif olan X. vesicatoria ve X. perforans’in referans izolatlari1 da dahil olmak tizere 20 izolatin

oldugu gruptur. 3. Grupta katalaz, nisastanin hidrolizi ve pektinin indirgenmesi negatif olan 2
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adet izolat yer almistir. 4. Grupta ise, nisastanin hidrolizi pozitif ve pektinin indirgenmesi testi
negatif olan 9 adet izolat kiimelenmistir. 5. Grupta X. euvesicatoria ve X. gardneri’nin referans
izolatlarininda yer aldigi, nisastanin hidrolizi ve pektinin indirgenmesi negatif olan 30 adet
izolat bulunmustur. Grup 1, 2 ve 4 deki izolatlar domatesten elde edilmistir, ancak grup 4 ayni
zamanda N. physalodes ve S. peruvianum izolatlar1 da igermektedir. Grup 2 ve 5 capsicum ve
chilli biber izolatlar1 igermektedir. Chilli biber ve capsicum tiirlerinden elde edilen 31 izolat
173 bp’de bant olusturarak X. euvesicatoria, 8 izolat 138 bp’de bant olusturarak X. vesicatoria
olarak belirlenmistir. Bunlardan 7 si domatesten ve 1’1 S. peruvianum’dan izole edilmistir. Geri
kalan 25 adet patojenik ve patojenik olmayan izolatlar Koenraadt vd. (2009) da gelistirmis
olduklar1 primer ¢iftleri ile PCR yapilmasina ragmen herhangi bir bant olusumu

gbzlemlenmemistir.

Egel (2018), calismasinda 2 yil boyunca indiana/ABD’de bakteriyel leke ile enfekteli oldugu
diistiniilen 22’si pazardan, 24’0 isletmelerden ve 3’1 tarladan olmak {izere 49 Xanthomonas
izolatin1 27F ve 1492R primer setini kullanarak 16S rRNA amplifiye etmistir. Toplanan 49
izolattan %78’i Xanthomonas perforans, %20’si Xanthomonas gardneri ve 1 izolat ise

Xanthomonas euvesicatoria olarak bulunmustur.

Horuz (2019), 2016-2017 yillarinda Kayseri ilinde biber iiretim alanlarindan biberde bakteriyel
leke hastaligina neden 12 Xanthomonas spp. izolati elde etmis, klasik ve molekiiler yontemlerle
tanilarin1 yapmustir. Bu testler sonucunda tiim izolatlar YDCA besi yerinde sari, mukoid
koloniler olusturmus ve nisastayr hidrolize ederek giiglii amilolitik aktivite gostermistir.
Molekiiler testte tiim izolatlar1 X. euvesicatoria olarak tanilamig ve Kayseri ilinde biber

bakteriyel leke hastaligina X. euvesicatoria’nun neden oldugu sonucuna varmustir.

Kayaaslan (2021), doktora tezinde, 2016-2017 yillarinda Tokat ilinde yogun olarak biber
iretimi yapilan alanlardan bakteriyel yaprak lekesi hastalik etmeni ile enfekteli biber
orneklerinden 69 izolata morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testler yapmistir.
Yapilan testler sonucunda; biitiin izolatlar, YDC besi yerinde sar1 renkli ve mukoid, NA besi
yerinde agik sar1 ve yuvarlak, Tween B besi yerinde yuvarlak, sari, tiimsek ve ¢gevresinde temiz
haleli koloniler olusturmustur. Ayrica biitiin izolatlarin HR, Katalaz ve levan olusumu pozitif
iken, oksidaz testi negatif olarak bulunmustur. Nisastanin hidrolizi testinde 54 izolat negatif,

15 adet izolat zayif amilolitik aktivite gostermistir. RT65-RST69, XCVF-XCVR, Bs-XeF-Bs-
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XeR ve Bs-XgF-BsXgR primerleri ile PCR testi yapilmistir. Yapilan PCR sonucunda; biitiin

izolatlarda, 173 bp biiyiikliigiinde bant gézlenmis ve X. euvesicatoria olarak tanilanmistir.

Hernandez (2021), Chihuahua/Meksika’da 30 farkli biber ekim alanindan 43 adet hastalikli
biber rnegi toplamustir. Izolasyonda elde ettigi 43 izolatin klasik ve molekiiler yontemlerle
tanisini yapmis, tiim izolatlarin YDCA besi yerinde sari, mukoid, dairesel ve dis biikey tipte
koloniler olusturdugu, gram negatif ozellikte, katalaz ve KOH testleri pozitif olarak
bulunmustur. Ayrica 37 izolat (%87) giiglii amilolitik aktivite gosterirken, 6 izolat (%13)
amilolitik aktiviteye sahip olmadig1 gézlenmistir. Bu 37 izolat, 197 bplik bant olusturarak X.
perforans olarak, 6 izolat ise Bs-XeF/ BsXeR primerlerinin kullanimiyla 173bp’lik

amplifikasyon olusturmus ve X. euvesicatoria oldugu bulunmustur.

Soliman (2022), biber meyvelerinden izole edilen izolatlar, NA, YDCA ve mTMB ortami1
tizerinde tipik biiyiime sergilemistir. Koloniler disbiikey, mukoid, parlak, 1slak ve dairesel, tim
kenar1 sar1 pigmentlidir. Bakteriyel izolatlar, mikroskobik ve biyokimyasal testlerde
Xanthomonas tiirleri ile eslestirilmistir. izolatlar, katalaz ve KOH testinde pozitif reaksiyon
gosterirken nisastayr hidrolize etmede ve pektati par¢alamada zayif bir performans
gostermislerdir. Patojenite testinde ilk reaksiyon olarak biber bitkilerinin yapraklari su emmis
lekeler seklinde kendini gostermistir. Lekeler koyu nekrotik lezyonlara donligsmiistiir ve
kurumus olan lekeler diismiistiir ve yapraklar delinmistir. Govde lizerinde nekrotik lezyonlar
belirmis ve zamanla koyu renge doniigsmiistiir, ayrica meyvelerin yiizeyindeki lekeler koyu
renge donlismiistlir. Patojenik izolat (1X olarak adlandirilmistir) kimliginin teyidi, X.
euvesicatoria igin spesifik primerler olan BSXeF/BSXeR ile gerceklestirilmis ve 173 bp’de
bant olusumu gozlemlenmistir. NCBI GenBank veri tabaninda 16S rDNA dizilimi ile yapilan
BLAST taramasi sonucu, Misir’daki biber bakteriyel lekesinden elde edilen bu bakteriyel
izolatin niikleotid dizisinin X. euvesicatoria’ya %96.49 homolog oldugunu gostermistir. Test

edilen izolatin niikleotid dizisi, MZ540733 erisim numarasiyla NCBI GenBank’ta saklanmustir.

Barrera (2023), Sinaloa/Meksika’da farkli belediyelerin ticari alanlarindan tipik bakteriyel
leke belirtileri gosteren domates ve kirmizi biberden 93 bakteri izole etmistir. Yapilan fizyolojik
ve biyokimyasal testler sonucunda bu 93 izolattan 47’sinin YDCA besi yerinde yuvarlak,
digbtlikey, sar1 ve mukoid koloni olusturdugu, ayrica gram ve oksidaz negatif olduklar

belirlenmistir. 47 izolattan 32’sinin amilolitik aktivite gostermedigi kaydedilmistir. Tiire 6zgii
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primerler kullanilarak yapilan molekiiler analiz sonucunda 47 izolatin %83’{i Xanthomonas

euvesicatoria, %10.60’s1 X. perforans ve %6.30’u X. vesicatoria olarak tanilanmustir.

Zivkovic (2023), Sirbistan’in Smederevska Palanka bolgesinden 2021 sezonunda 27 adet farkli
biber tohumu toplamigtir. Bu biber tohumlarinin her birine bakteri ekstraksiyonu yapilarak 27
adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin tiir diizeyinde tespiti igin iki geleneksel dubleks PCR
testi kullanmilmistir. Amplifikasyon, Koenraadt vd. (2009)’un gelistirmis olduklari primer
ciftleri kullanilarak gergeklestirilmistir: 27 izolatin molekiiler analizi sonucunda, 13 {iniin 173
bp’de bant olusturmasi sonucunda X. euvesicatoria oldugu bulunmustur. Kalan 14 izolatin

hi¢birinde herhangi bir bant olusumu gozlenmemistir.

Akbaba vd., (2024), Igdir Ovasindan tipik bakteriyel leke simptomlari gosteren 35 Grnek
toplanmis ve domates bitkilerinin yaprak ve meyvelerinden yapilan izolasyon sonucunda 10
bakteri izolat1 basarili sekilde izole edilmistir. Bu izolatlarin; patojenite degerlendirmeleri,
biyokimyasal testler, FAME profili olusturma, tiire 6zgii primerler kullanilarak PCR ve hrpB
gen dizilerinin filogenetik analizini kapsayan bir dizi analizler yapilmigtir. Bu analizlerin
sonucunda; YDCA besi yerine ¢izilen bakteriyel izolatlar belirgin sar1, yuvarlak ve mukoid
tipte gelistikleri gozlemlenmistir. Izolatlarin tiimii gram negatif ozellikte, tiitiinde asir1
duyarlilik olusturmus, oksidaz testi negatif ve katalaz testi pozitif sonug vermistir. 10 bakteriyel
izolattan 5 tanesi pozitif, 1 tanesi kuvvetli pozitif ve 4’li ise negatif amilolitik aktivite
gdstermistir. izolatlarin neden oldugu hastalik siddeti %33.91 ile %74 arasinda degiskenlik
gostermigtir. PCR testi sonucunda; 4 bakteriyel izolat BS-XeF/BS-XeR primerler ¢iftine gore
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria olarak tanilanirken, 6 bakteriyel izolat hrpB geninin

dizilenmesi ile X. euvesicatoria pv. perforans ile benzerlik gostermistir.

Scherer (2024), 2018 ve 2019 yillarinda Bat1 Kuzey Kaliforniya’daki Buncombe, Haywood,
Henderson, Madison, McDowell, Mecklenburg, Rowan ve Swain ilgelerindeki domates tiretim
tesislerinden hastalikli bitki 6rnekleri toplamistir. Toplanan bu izolatlar Xanthomonas spp.
oldugu varsayilan sari, mukoid tipte NA besi yerinde gelismis ve Real-Time PCR ile X.

perforans olarak tanilanmaistir.

Liu vd. (2024), Cin’in serada patlican iiretim tesisinde patlican fidesi yapraklarinda suda
1slanmis sarimsi lekeler seklinde baslayan ve ilerleyen donemlerde kahverengi-siyah lekelere
doniisen hastalikli patlican yapraklarindan 6rnekler alinarak, bakteriyel etmenin izolasyonu,

fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler testlerle tiir diizeyinde tanisini1 yapmislardir. Elde edilen
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bakteriyel izolatlarin tiimii, cubuk seklinde, gram negatif bakteri olup, NA besi yerinde 48 saat
sonunda soluk sari, mukoid, piiriizsiiz, 1-2 mm c¢apmnda kubbeli dairesel koloniler
olusturmustur. Oksidaz, iireaz ve arginin dihidrolaz testlerinin yani sira, indol {iretimi ve nitrat
indirgeme testlerinde de negatif reaksiyon gostermistir. B-galaktosidaz, jelatinin hidrolizi ve
esculinin hidrolizi testlerinde pozitif reaksiyon gostermistir. Karbon kaynagi kullanimina
iliskin test sonuglar1 ise, D-selobiyoz, D- glukuronik asit, a-D-glukoz, D-mannaz, D-galaktoz,
jelatin, D-trehaloz, pektin ve Tween 40’1 kullanabildigini géstermistir. Elde edilen bakteri
izolatlar1 173 bp’lik bir bant amplifikasyonu ile X. euvesicatoria olarak tanilanmistir. Bu

calisma ile, Cin’de patlicanda X. euvesicatoria’nin varligi ilk kez rapor edilmistir.

Aktepe vd. (2024), 2004-2021 yillar1 arasinda Adana, Antalya ve Mersin illerinde tarla ve ortii
altinda yetistirilen biber ve domatesten izole edilmis 66 adet Xanthomonas spp. izolatini
Koenraadt vd. (2009)’un gelistirmis olduklar1 primer ¢iftleri kullanilarak klasik PCR testi ile
tekrardan smiflandirmigtir. Yapilan PCR testi sonucunda 60 adet izolat 173 bp’de bant
olusturarak Xanthomonas euvesicatoria olarak, 6 adet izolat ise 197 bp’de bant olusturarak
Xanthomonas perforans olarak smiflandirilmistir. X. euvesicatoria olarak tanimlanan 60
izolatin (30’u domates ve 30’u biber) 45 adedi fidelikten, 5 adeti tohum, 9 adedi tarladan ve 1
adeti ise ortii altindan, X. perforans olarak tanimlanan 6 adet izolatin (hepsi domatesten) 5 adedi

fidelikten ve 1 adedi ise tarladan izole edilmistir.



2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Tez Caliymasinda Kullanilan Bitkisel Materyaller

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak, 2021-2022 yillarinda Antalya, Kayseri, Kirsehir, Mersin,
Nevsehir ve Yozgat illerinden Haziran-Temmuz aylarinda temin edilen biber yapraklarinin
yiizeyinde nemli kosullarda su emmis gibi goriinen kiiciik sari-yesil, etrafi sarimsi hale ile
cevrili lekeler ve merkezi kahverengi-siyah olan genel sarilik simptomu olan 100 adet biber
yapraklarindan alinan Ornekler, Patojenite testi i¢in ilagsiz Sili Biber Tohumu (Sunagri
Tohumculuk/Tiirkiye), Asir1 duyarlilik testi igin tiitin (Nicotiana tabacum cv. Samsun)

kullanilmistir.
2.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Alet, EKipman ve Kimyasallar

Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi arastirma binasinda bulunan sicak su banyosu (BS-31),
hassas terazi (IKA), sterilizator (Steri) mikropipet seti (Eppendorf), otoklav (Hirayama Hv-50),
tiip karistiricist (Heidolph), thermocyler (BIO-RAD), manyetik 1siticili karistirict (Heidolph),
pH metre (HANNA), inkiibatér (Niive), dairesel calkalayici (Sartorius), steril kabin (Niive),
buzdolab1 ve derin dondurucu (Thermo), santrifiij (Eppendorf), thermalcycler (Bio-Rad),
elektroforez jel tanki ve goriintiileme cihazi (Bio-Rad), ¢esitli cam, plastik ve metal malzemeler

kullanilmistir.

Bu tez ¢alismasinda besi yerlerinin hazirlanmasinda; Proteose peptone (Acumedia), Tryptone
enzymatic digest from casein (Sigma-Aldrich), Dipotasyum hydrogen phosphate (K2HPOQOas)
(Merck), Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO47H.0) (Merck), Agar (Sigma-Aldrich),
Glycerol solution %84-88 (Sigma-Aldrich), Yeast-Extract (Merck), Glucose (Carlo Erba),
CaCOs (Merck), Nutrient Broth (Merck), Potasyum Hidroksit (KOH) (Merck), Nutrient Agar
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(Merck), Sucrose (Carlo Erba), N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloridae
(Sigma-Aldrich), lodine Sublimated (Isolab), NaCl (Merck), Bromthymol blue (Sigma-
Aldrich), Beef extract (Sigma-Aldrich), Ferric ammonium citrate, Esculin (Sigma) gibi

kimyasallar kullanilmistir.

2.1.3. Molekiiler Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Primerler

DNA izolasyon Kiti (NGE001, NucleoGene), PCR Master Mix (K0172, Thermo Scientific),
Water Nukleaz free (Thermo Scientific), Ethidium Bromiir (Fluka), Agar (Sigma), TBE buffer

(Sigma) ve Xanthomonas tiirlerine 6zgii spesifik primerler (Tablo 4) kullanilmustir.

Tablo 4. Xanthomonas tiirleri i¢in tiire 6zgii spesifik primer ¢iftleri

Bs-XeF 5’-CAT GAA GAA CTC GGC GTA TCG-3’ Koenraadt
173bp | vd. 2009

Bs-XeR 5’-GTC GGA CAT AGT GGA CAC ATAC-3’

HpaF-f 5°’-GTG GCA GGC AGG CAATCG ACG-3’ Ning,
HpaF-r 5°-CCG GCA CGT CGA CGC CTG GAA ACC- 300bp 2012
3 b
Bs-XvF 5’-CCATGT GCC GTT GAAATACTT G-3’ Koenraadt
; >— 138bp | vd. 2009
Bs-XvR | 5>-ACA AGA GAT GTT GCT ATG ATT TGC-3

Bs-XgF | 5-TCA GTG CTT AGT TCC TCA TTG TC-3’ Koenraadt
Bs-XgR | 5'-TGA CCG ATA AAG ACT GCG AAA G3» | 124bp | vd. 2009

2.2. Yontem
2.2.1. Hastahkh Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Kayseri’de bulunan biber iiretimi yapilan seralar, bahgeler, fidelikler ve biber fidesi satan
isletmeler gezilmistir ve biber yapraklarinin yiizeyinde nemli kosullarda su emmis gibi goriinen
kiiciik sari-yesil, etrafi sarimsi hale ile gevrili lekeler ve merkezi kahverengi-siyah olan genel
sarilik simptomu olan bitkilerden 6rnekler alinmistir. Fideliklerden alinan 6rnekler viyollerle
laboratuvara getirilmistir (Sekil 2.1). Tarlalardan toplanan 6rnekler ise temiz bir kagit havlunun
icerisine yerlestirilip daha sonra bir buzdolab1 posetinin icerisine konulmustur. Bu posetler

buzdolabinda +4 °C’ de izolasyonlar1 yapilana kadar saklanmistir.
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Sekil 2.1. Biber fidesinde klorotik ve nekrotik lekeler

2.2.2. Hastalikh Bitki Orneklerinden izolasyon ve Saflastirma

Hastalik belirtisi bulunan bitkilerden alinan yaprak orneklerini bakirdan ve topraktan
arindirmak i¢in yapraklarin list yiizeyi nazik¢e ¢gesme suyundan gegirilmis ve kurutma kagidinin
tizerinde oda sicakliginda kuruyuncaya kadar bekletilmistir. Yaprak érneklerinden enfekteli ve
saglikli dokuyu icerecek sekilde pargalar (3-4mm) Kesilmistir. Kesilen pargalarin yiizeyden
dezenfeksiyonu igin steril pamuk igerisinde %70’lik alkol puskiirtiilerek 1 dakika pamuk
arasinda bekletilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan Ornekler, steril havanlar igerisine
alinarak havan eli ile ezilmistir ve tizerine 2-3 ml steril saf su eklenerek siispanse edilmistir.
Yaklasik 15 dakika sonra siispansiyondan bir 6ze dolusu alinarak King B (King vd. 1954)
besiyerine iki tekrar olacak sekilde ii¢ ¢izgi yontemi ile ¢izilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

Petriler 25 °C’de inkiibatorde 2-3 giin inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler incelenmistir.

Gelisen kolonilerden; yuvarlak, sar1 renkli ve mukoid yapida olan farkl: tipteki koloniler steril
Oze ile alinarak yeni petrilere ¢izgi ekim yapilarak saflastirma islemi yapilmistir. Saflastirilan

izolatlar +4 °C’de buzdolabinda ilerleyen ¢alismalarda kullanilmak {izere cam tiiplere (16x160
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mm) egik olarak hazirlanmis YDCA besi yerinde ve -20°C’de 1:1 oraninda hazirlanan gliserin

(% 40) ve nutrient broth (8 g/L) igerisinde dondurucuda saklanmustir.
2.2.3. Bakteriyel izolatlarin Patojenitesinin Belirlenmesi

Fide Hazirh@1: Bakteriyel hastalik etmeni ile enfekteli biber bitkilerinden izole edilen bakteri
izolatlarinin patojenitesinde 28 gozlii steril torf igeren viyollere ekimi yapilan Sili Biber (Sun
Agri Tohumculuk/Tiirkiye) tohumu kullanilmistir. Fideler 3-5 gergek yaprakli doneme
geldiginde steril torf iceren saksilara sasirtilmistir. Bitkiler ortam sicakliginin 28-32 °C ve
oransal nemin %70- %80 oldugu Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dekanligina ait 1sitmali

seralarda tutulmustur.

inokulum Hazirlanmasi ve Bitkilere Uygulanmasi: Elde edilen bakteri izolatlar ile 3-5
gercek yaprakli donemdeki biber bitkileri kullanilarak patojenite testleri yapilmistir. Bunun i¢in
36-48 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden hazirlanan 108 hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyon
biber yaprak alt yiizeyine el piilverizatorii kullanmak suretiyle piiskiirtme yontemi ile inokule
edilmistir. Bitkiler hastalik belirtileri gozleninceye kadar giinliikk olarak takip edilmistir.
Degerlendirmeler inokulasyonlardan yaklasik ti¢ hafta ve bir ay sonra yapraklardaki kiigiik sar1
Klorozlar, ilerleyen donemde kahverengilesen etrafi sarimsi haleler ile ¢evrili lekelerin

olusumuna gore yapilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Re-Izolatlarin Elde Edilmesi: Hastalik belirtisi gosteren bitkilerden bakteriyolojik yontemlere
gore King B besi yerine re-izolasyonlar yapilmistir. Petride gelisen koloniler ilk izolatlarla
karsilastirilmis, benzer oldugu tespit edilenlerden en az dort adet re-izolat saflastirilarak
izolatlarin KOCH Postulat1 islemleri tamamlanmistir. Re-izolatlar egik olarak YDCA besi
yerinde +4 °C’de ve gliserin+nutrient broth igerisinde derin dondurucuda saklanmistir. Klasik

ve molekiiler tan1 ¢alismalarinda bu re-izolatlar kullanilmistir.
2.2.4. izolatlarin Klasik Yontemlerle Tanisina Yonelik Testler
2.2.4.1. Morfolojik Gelisim

Biber bitkilerinden elde edilen re-izolatlarin King B ve YDCA besi yerlerinde koloni gelisimleri

izlenmistir.
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King B (Ek 1.1) ve YDCA (Ek 1.2) besi yerine ekilen izolatlarin 24-48 saat 25°C’de
inkiibasyonundan sonra sari koloni ve mukoid tipte gelisimlerine gore degerlendirilme
yapilmistir (Schaad vd. 2001). YDCA besi yerinde pozitif kontrol olarak Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Yesilyurt CMM) izolat1 kullanilmistur.

2.2.4.2. Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

Biber bitkilerinden re-izolasyonu yapilan Xanthomonas tiirlerinin klasik yontemlerle tanis1 i¢in
Levan olusumu, Oksidaz testi, Potasyum Hidroksit (KOH) testi, Aerobik/Anaerobik Gelisim
testi, Titiinde Asir1 Duyarlilik testi, Nisastanin Hidrolizi, Jelatinin Hidrolizi ve Esculinin

Hidrolizi testleri yapilmistir.
2.2.4.2.1. Levan Olusumu

Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) (Ek 1.3) besi yerinde 2-3 giin sonunda gelisen sar1, kubbemsi,
mukoid yap1 olusturan bakteri kolonileri levan pozitif olarak degerlendirilmistir (Schaad vd.

2001). Pozitif kontrol olarak Erwinia amylovora (Elma Z. Bahge) izolati kullanilmistir.
2.2.4.2.2. Oksidaz Testi

King B besi yerinde24-48 saat dnceden ekilen taze bakteri kolonilerinden, kurutma kagidinin
tizerine %1’lik tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride soliisyonundan bir damla
damlatilmigtir. Damlatilan soliisyonun {izerine bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii alinarak bu
bolgeye siiriilmiistiir. Kurutma kagidinda 10 saniye igerisinde mor renge dénen koloniler pozitif
(+) sonug olarak degerlendirilmistir (Schaad vd. 2001). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas

corrugata (MD 1-5) kullanilmistur.
2.2.4.2.3. Potasyum Hidroksit (KOH) Testi

Taze hazirlanan % 3’liik Potasyum Hidroksit soliisyonundan bir damla lam {izerine
damlatildiktan sonra 48 saat boyunca taze gelismis olan bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu
alinarak dairesel hareketlerle soliisyon igerisinde homojenize edilmistir. Oze yukar1 dogru
kaldirildiginda sakiz gibi uzama goriilen izolatlar Gram Negatif (-) o6zellikli olarak
degerlendirilmistir (Schaad vd. 2001). Kontrol olarak Gr* bakteri Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (RB1-1) ve Gr bakteri Pseudomonas syringae pv. tomato (D1-2)

kullanilmistir.
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2.2.4.2.4. Aerobik/Anaerobik Gelisim Testi

Taze gelistirilmis 48 saatlik bakteriyel izolatlar (Ek 1.4)’de verilen ¢6zeltiye nokta asilama ile
inokiile edilmistir ve tizerine 5 mm kalinliginda steril parafin eklenerek yiizeyi kapatilmistir. 5-
6 giin siireyle 28 °C’de inkiibasyona birakildiktan sonra baslangigta yesilimsi-mavi olan ortam
renginin sartya donmesi aerobik gelisim olarak degerlendirilmistir (Klement vd. 1990). Pozitif
kontrol olarak Erwinia amylovora (ElIma Z. Bahge) izolati, negatif kontrol olarak asilanmamis

besi yerleri kullanilmistir.
2.2.4.2.5. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Testi

Bakteri izolatlar1 King B besi yerine ¢izilerek 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Igerisinde s1vi
broth bulunan cam tiiplere bu taze bakteri izolatlarindan aktarilmistir. Tiipler vortekslenerek
soliisyonun homojen bir sekilde karigmasi saglanmistir. Tiitiin (Nicotiana tabacum cv. Samsun)
bitkisi yapragmin alt yiizeyindeki damar aralarina, taze bakteri izolatlarmin 10® hiicre/ml
yogunlugundaki silispansiyonu steril bir enjektor yardimi ile inokiile edilmistir. 24-48 saatlik
inkiibasyondan sonra inokiile edilmis alanlarda olusan nekrotik ve su emmis goriiniim pozitif
olarak kabul edilmistir (Klement vd. 1990). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv.

tomato (CG-6-1r 1R Pst) izolati, Negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmustir.
2.2.4.2.6. Nisastamin Hidrolizi

Bakteriyel izolatlar (Ek 1.5)’de verilen igerisinde %1.5 nisasta igeren Nutrient Agar (NA) besi
yerine T seklinde cizildikten sonra 24-26 C°’de 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
izolatlarn tizerine lugol ¢ozeltisi ((1g iodine ve 2g Kl (potasyum iodine), 300 ml distile suda
eritilmistir)) dokiilmistiir. Bu ¢o6zeltinin dokiilmesiyle nisastayr hidrolize edebilen yani
amilolitik 6zellikte olan bakteri kolonilerinin etrafinda agik alanlarin olusmasi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lue vd. 2010). Pozitif kontrol olarak Xanthomonas euvesicatoria (Xe 75),
negatif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. tomato (Dom P1 Tabaklar Pst) izolatlari

kullanilmistir.
2.2.4.2.7. Jelatinin Hidrolizi

Ek (1.6)’da verilen ortama bakteriyel izolatlar gubuk igne ile asilanmistir ve 24 °C’de 7-14 giin
bekletilmistir. Jelatin hidrolizi kontrol edilmeden once tiipler 30 dakika kadar +4 °C’de

buzdolabinda bekletilmistir. Tiiplerdeki jelatin akici halde ise pozitif, kat1 halde ise negatif
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olarak degerlendirilmistir (Zimbro vd. 2009). Pozitif kontrol i¢in Erwinia amylovora (Elma Z.
Bahge), negatif kontrol olarak Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Yesilyurt

CMM) izolatlar1 kullanilmustir.
2.2.4.2.8. Esculinin Hidrolizi

Bakteriyel izolatlar (Ek 1.7)’de verilen ortama asilanmistir ve 28 °C’de galkalayicida 28 giin
bekletilmistir. 28 giiniin sonunda besi yerinin rengi kahverengi-siyah arasi bir renk alirsa pozitif
olarak degerlendirilmistir (Sneath, 1956). Pozitif kontrol olarak Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis (RB1-1), negatif kontrol olarak asilanmamis besi yeri kullanilmustir.
2.2.5. izolatlarin Molekiiler Yontemlerle Tanist

Klasik, Biyokimyasal ve Fizyolojik testlere gore Xanthomonas spp. olarak tanilanan 33 re-
izolatin tanilarim1 desteklemek ve kesinlestirmek amaciyla tiire spesifik primerler kullanarak

PCR’a dayali molekiiler testler yapilmaistir.
2.2.5.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, NucleoGene marka kit kullanilarak yapilmistir. NucleoGene DNA izolasyon

kitinin belirledigi protokole gore;

King B besi yerinde 25 °C’de 48 saat gelisen saf bakteri kiiltilirlerinden tek bir koloni alinarak
cam tiiplerdeki 5 mI’lik NB besi yerine asilanmistir. Asilanan tiipler ¢alkalayicida 16-24 saat
25°C de 250 rpm hizda ¢alkalanmistir. Ertesi giin gelisen bakteri kiiltiiriinden 1000 ul alinmis
ve 1.5 ml hacimli santrifijj tiiplerine aktarilmistir. Her bir bakteriyel siispansiyon 10.000 rpm’de
10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve Siipernatant (iistteki sivi kisim) atilmistir. Bakteriyel
hiicre pelletine 400 pl Lysis Buffer ve 20 ul Proteinaz K eklenmistir. Daha sonra su banyosunda
550 rpm’de 60 °C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra santrifiij
tiiplerine 400 pl Binding Buffer eklenmis ve tlipler 15 saniye boyunca vortekslenmistir.
Vortekslenen drneklerin 800 pl’si spin column’lara aktarilmis ve 2 dakika boyunca 14.000
rpm’de santrifiijlenmistir. Altta kalan collection (toplama) tiipti atilmistir ve column yeni bir
collection tiipline yerlestirilmistir. Spin column’a 500 ul Wash 1 Buffer eklenmis ve 14.000
rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Siviy1 igeren alt tiip atilmis ve spin column yeni
bir collection tiipiine yerlestirilmistir. Spin column’a 750 pul Wash II Buffer eklenmis ve

yeniden 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Siviy1 i¢eren alt tiip atilmis ve spin
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column yeni bir collection tiipline yerlestirilmistir. Spin columndaki etanol kalintisini
uzaklastirmak i¢in tiipler 3 dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Spin column steril
bir 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilmistir. Spin column’un merkezine 200 pl
Eliisyon Buffer eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan
Spin column 14.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Spin column atilmis ve 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tiiplerdeki DNA steril kabinde alkoliin iyice ugmasi ig¢in bir saat

bekletilmis ardindan -20 °C’de kullanilincaya kadar saklanmastir.
2.2.5.2. PCR Reaksiyonun Kurulmasi

PCR reaksiyonunun igerigi her bir 6rnek i¢in 25 pl olacak sekilde (12.5 ul PCR Master Mix,
2’ser ul Forward ve Reverse primerler, 6,5 ul ultra saf su, 2 pl genomik DNA) hazirlanmstir.
Bir ependorf tiipe DNA hari¢ diger malzemeler eklenmis ve vortekslenmistir. Daha sonra PCR
tiiplerinin her birinde 23 pl olacak sekilde boliistiiriilmiistiir. 23 pl olan PCR tiiplerinin igerisine
2 ul bakteri DNA’s1 eklenerek 25 pl’ye tamamlanmistir. Negatif Kontrol tiiplerine sadece PCR
karigimi eklenmistir. Daha sonra tiim 6rnekler thermocycler cihazina yerlestirilmis ve PCR

programi ayarlanarak DNA’nin ¢ogalmasi saglanmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Termocycler cihazinda ayarlanan PCR programi

Program Adimlari Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayis1
[k Denatiirasyon 94 2 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye 35
Primer Baglanmas1 65 30 saniye 35
Uzama 72 30 saniye 35
Son Uzama 72 10 dakika 1
Bekleme 4 Siiresiz 1

2.2.5.3. PCR Uriinlerinin Jel Elektroforez Sisteminde Yiiriitiilmesi

100 mI’lik 1X TBE buffer icerisine 1.2 gr agaroz eklenmis ve mikro dalga firinda eriyinceye
kadar kaynatilmistir. Jel 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra elektroforez tankina taraklar
yerlestirilmis ve % 1.2’lik agaroz jel dokiilmiistiir. Agaroz jel yaklasik yarim saat igerisinde
donduktan sonra taraklar yavasca, dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Daha sonra tankin igerisine

agaroz jeli ortecek sekilde TBE buffer eklenmistir. Agaroz jeldeki kuyucuklarin her birine 5 pl
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olacak sekilde PCR sonucu elde edilen iiriinlerden mikropipetle aktarilmustir. Ilk ve son
kuyucuga olusan bantlarin molekiiler agirliklarini belirlemek amaciyla 2 pl 100 bp’lik markir
(molekiiler isaretleyici) ve son kuyucuga pozitif kontrol (Xe 75 ve Xp GEV485) eklenmistir.
Agaroz jel 1.5 saat boyunca 110 voltta 70 miliamper akim uygulanarak kosturulmustur. Daha
sonra jel etidyum bromiir (10mg/ml) bulunan bir kap igerisinde 5-10 dakika bekletilerek olusan
bantlarin boyama islemi yapilmistir. Boyama isleminden sonra UV 15181 yayan transliminatorde
olusan bantlar incelenmis ve fotograflanmistir. Orneklerde X. euvesicatoria i¢in 173 bp, X.

perforans i¢in 300 bp biiyiikliiglinde bant olup olmadig1 incelenmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1.Hastalikh Bitkilerden Patojen izolasyonu

40 adet biber fidesinden yapilan izolasyonlar sonucunda petride sar1 renkte mukoid tipte saf
kolonilerin gelistigi 28 izolat 2021 yilina ve 5 izolat ise 2022 yilina ait olmak tizere 33 adet
izolat elde edilmistir. Izolatlarin % 66.67’si (22 adet) tarladan ve % 33.33ii (11 adet) fidelikten
temin edilen hasta biber fidelerinden izole edilmistir. Izolatlarin illere gore dagilimina bakacak
olursak; % 51.52’si Kayseri (17 adet), % 18.18’i Antalya (6 adet), % 15.15’i Mersin (5 adet),
% 6’s1 Yozgat (2 adet), % 6’s1 Kirsehir (2 adet) ve %3.03’ii Nevsehir (1 adet)’den elde
edilmistir (Sekil 3.1). Her bir 6rnek yerini temsil edecek sekilde dorder adet koloni yeni bir
King B besiyerine saflagtirilmistir (Sekil 3.2). Elde edilen izolatlarin listesi Tablo 6’da

verilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan izolatlarin elde edildigi lokasyonlar



Sekil 3.2. King B besi yerine yapilan ilk izolasyonda bakteriyel koloni gelisimi

Tablo 6. Elde edilen bakteriyel izolatlarin listesi

30

Izolat kodu Alindig yer (Ilge/IL) Fidelik/Tarla Izolasyon yili
TG1-1 Talas/KAY SERI Tarla 2021
TG2-1 Talas/KAYSERI Tarla 2021
TG3-2 Talas/KAYSERI Tarla 2021
TG4-1 Talas/KAYSERI Tarla 2021
TG5-1 Talas/KAYSERI Tarla 2021
TG6-1 Talas/KAYSERI Tarla 2021
TG7-1 Bogazliyan/YOZGAT Tarla 2021
TG8-1 Bogazliyan/YOZGAT Tarla 2021
TG9-1 Talas/KAY SERI Tarla 2021
TG10-1 Tarsus/MERSIN Fidelik 2021
TG11-1 Aksu/ANTALYA Fidelik 2021
TG12-1 Tarsus/MERSIN Fidelik 2021
TG13-1 Tarsus/MERSIN Fidelik 2021
TG14-1 Aksu/ANTALYA Fidelik 2021
TG15-1 Serik/ANTALYA Fidelik 2021
TG16-1 Aksu/ANTALYA Fidelik 2021
TG17-1 Tarsus/MERSIN Fidelik 2021
TG18-1 Tarsus/MERSIN Fidelik 2021
TG19-1 Cirgalan/KAYSERI Tarla 2021
TG20-1 Karahidir/KIRSEHIR Tarla 2021
TG21-1 Karahidir/KIRSEHIR Tarla 2021
TG22-1 Serik/ANTALYA Fidelik 2021
TG23-1 Aksu/ANTALYA Fidelik 2021
TG24-1 NEVSEHIR Tarla 2021
TG25-1 Talas/KAY SERI Tarla 2022
TG26-1 Kocasinan/KAYSERI Tarla 2021
TG27-1 Kocasinan/KAYSERI Tarla 2022
TG28-1 Kocasinan/KAYSERI Tarla 2021
TG29-1 Talas/KAY SERI Tarla 2021
TG30-1 Talas/KAY SERI Tarla 2021
TG31-1 Talas/KAY SERI Tarla 2022
TG32-1 Talas/KAY SERI Tarla 2022
TG33-1 Talas/KAY SERI Tarla 2022
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3.2. Bakteriyel Etmenlerin Patojenitesi ve Re-Izolatlarin Eldesi

Her bir yeri temsil etmesi agisindan birer izolat patojenisite testinde kullanilmistir. 15-30 giin
sonra ilk belirtiler; yapraklarin alt yiizeyinde su emmis lekeler seklinde kendini gostermistir
(Sekil 3.3a). Daha sonra yapraklarin iist yilizeyinde etrafi klorozlu olan kahverengi lekeler
ortaya ¢ikmustir (Sekil 3.3b). Bu yaprak lekelerinin ¢ogu nem birikmesinden dolay1 yaprak
kenar1 ya da ug kisimlarinda toplanma egilimi gostermistir (Sekil 3.3c). Bu kahverengi lekeler
zamanla kuruyarak dokiilmiis ve yaprak yiizeyinde sagma ile delinmis bir goriiniim ortaya
cikmustir (Sekil 3.3d). Enfekteli bitkilerden elde edilen 33 adet izolat ile yapilan patojenite
calismasi sonucunda re-izolasyon yapilmis ve petride sar1 renkte ve mukoid tipte bakteriler
gelismistir. Bu sonuglara gore KOCH postulatlar1 tamamlanmis ve 33 adet izolatin da patojen

oldugu belirlenmistir.

Sekil 3.3.  Patojenite testi sonucunda olusan hastalik belirtileri a) Su emmis lekeler b) Etrafi
klorozlu olan kahverengi lekeler ¢) Nem birikmesi sonucu yaprak kenarinda
nekrozlar d) Kahverengi lekelerin kurumasi sonucu olusan delik sagmasi

3.3. Izolatlarin Morfolojik, Fizyolojik, Biyokimyasal ve Molekiiler Test Sonuclari

3.3.1. King B ve YDCA Besi Yerindeki Koloni Gelisimi Sonuglari

33 re-izolatin King B (Sekil 3.4a) ve YDCA (3.4b) besi yerinde koloni gelisimi incelenmis ve

hepsinde sar1 renkte ve mukoid tipte gelisim gézlenmistir.
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Sekil 3.4. izolatlarm King B (a) ve YDCA (b) besi yerinde sari-mukoid gelisimi
3.3.2 Re-izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Test Sonuclari
3.3.2.1. Levan Olusumu

Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) besiyerine gizilen bakterilerin siikrozu kullanmasi sonucunda
petride kubbemsi ve mukoid sekilde gelisen koloniler incelenmistir. Tablo 8.’de goriildiigii gibi
33 izolattan 3 tanesi gii¢lii kubbemsi yap1 gosterirken, 30 tanesi zayif kubbeli levan tipte koloni

yapisi gostermistir (Sekil 3.5a).
3.3.2.2. Oksidaz Testi

33 tane re-izolatin oksidaz test soliisyonu dokiilmiis filtre kagitlarina ¢izilmesi sonucunda higbir
renk degisimi gostermedigi (Sekil 3.5b) i¢in oksidaz negatif olarak degerlendirilmistir (Tablo
8).

3.3.2.3. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Bu test sonucunda 33 re-izolatin hepsinde 6ze kaldirildiginda stimiiksii bir yap1 goriilmiistiir
(Sekil 3.5¢). Bunun sonucunda; reaksiyon pozitif, bakteri ise gram negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Tablo 8).
3.3.2.4. Aerobik/Anaerobik Gelisim

Re-izolatlarin 25°C’de 5-6 giinliik inkiibasyonundan sonra ortam sar1 renge déonmiistiir (Sekil

3.5d) ve aerobik gelisim olarak degerlendirilmistir (Tablo 8).

3.3.2.5. Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Testi
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Inokiilasyondan 24 saat sonra uygulama yapilan alanlarda su emmis seklinde goriilen lekeler
pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.5¢). 31 izolattan 13’ii HR", 18 izolat ise HR"
olarak degerlendirilmistir (Tablo 8).

3.3.2.6. Nisastamin Hidrolizi

Bu test 7-14 giinliik inkiibasyon sonunda amilaz enziminin varligimi/yoklugunu belirlemek
amaciyla yapilmustir. izolatlarm amilolitik 6zelligi gii¢lii amilolitik, zayif amilolitik ve negatif
olmak {izere ti¢ gruba ayrilmistir. (Sekil 3.5f)’de gosterilen NH (Nisastanin hidrolizi) degeri
cetvel yardimiyla 6lgiilmiis ve bu degerler Tablo 7°de verilmistir. Bu degerlerden; NH>1 olarak
Olgiilen izolatlarin giiclii amilolitik 6zellikte, O<KNH<1 araliginda Ol¢iilen izolatlarin zayif
amilolitik 6zellikte ve NH=0 olarak 6l¢iilen izolatlarin ise negatif 6zellikte oldugu seklinde bir
degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda; 33 re-izolattan 9 tanesinin giiglii
amilolitik ozellikte, 15 izolatin zayif amilolitik 6zellikte ve 9 izolatin ise negatif amilolitik

ozellik gosterdigi belirlenmistir (Tablo 8).

Tablo 7. Nisastanin Hidrolizi testi 6l¢iim sonuglari

Nisastanin Nisastanin Nisastanin

Hidrolizi Hidrolizi Hidrolizi

(NH cm) (NH cm) (NH cm)
TG1-1 1.0 TG13-1 0.8 TG25-1 0.0
TG2-1 1.0 TG14-1 0.0 TG26-1 0.5
TG3-2 0.8 TG15-1 1.0 TG27-1 1.6
TG4-1 0.0 TG16-1 0.9 TG28-1 0.6
TG5-1 0.0 TG17-1 0.3 TG29-1 1.5
TG6-1 0.8 TG18-1 0.0 TG30-1 1.6
TG7-1 1.5 TG19-2 0.5 TG31-1 0.0
TG8-1 0.5 TG20-1 0.3 TG32-1 14
TG9-2 0.0 TG21-1 0.5 TG33-1 0.0
TG10-1 0.7 TG22-1 0.6 Xe75* 14
TG11-1 0.0 TG23-1 14 Xp GEV485* | 14
TG12-1 0.6 TG24-1 0.5

*: Referans izolatlar
3.3.2.7. Jelatinin Hidrolizi

Ortama agilanmis olan 33 re-izolatin hepsinde jelatin akici 6zellik gostermis ve sonug pozitif
olarak degerlendirilmistir (Tablo 8). Negatif kontrol olarak kullanilan tiiplerde higbir akicilik
gbzlenmemistir (Sekil 3.6).
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() (+)

Sekil 3.5. Jelatinin Hidrolizi testinin pozitif ve negatif sonucu

3.3.2.8. Esculinin Hidrolizi

Bu test, bakteri izolatlarinin Beta-Glukozidaz (B-Glucosidase) veya eskiilinaz enzimi tireterek
esculini hidrolize etme yeteneklerinin olup olmadigin1 belirleyebilmek amaciyla yapilmistir ve
tiiplere asilanmis 33 bakteri izolatinin hepsinde kahverengi-siyah arasi bir renk degisimi
goriildigii icin pozitif olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol tiiplerinde herhangi bir renk
degisimi gdzlenmemistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Esculinin Hidrolizi testinde pozitif ve negatif sonuglarin goriintiisii



Tablo 8. Bakteriyel izolatlarin Fizyolojik ve Biyokimyasal Test Sonuglar1
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izolatno | Levan | Oksidaz | KOH | Aerobik/ Tiitiinde | Nisasta Jelatin Esculin
Anaerobik | HR Hidrolizi | Hidrolizi | Hidrolizi
TG1-1 z - + Aerobik + G + +
TG2-1 4 - + Aerobik + G + +
TG3-2 Z - + Aerobik + z + +
TG4-1 Z - + Aerobik + - + +
TG5-1 4 - + Aerobik - - + +
TG6-1 4 - + Aerobik - Z + +
TG7-1 4 - + Aerobik + G + +
TG8-1 Z - + Aerobik - z + +
TG9-2 Z - + Aerobik - - + +
TG10-1 4 - + Aerobik - z + +
TG11-1 Z - + Aerobik + - + +
TG12-1 Z - + Aerobik - z + +
TG13-1 Z - + Aerobik - z + +
TG14-1 Z - + Aerobik - - + +
TG15-1 4 - T Aerobik - Z + +
TG16-1 4 - + Aerobik - Z + +
TG17-1 Z - + Aerobik + Z + +
TG18-1 Z - + Aerobik - - + +
TG19-2 Z - + Aerobik + Z + +
TG20-1 4 - + Aerobik - Z + +
TG21-1 4 - + Aerobik + z + +
TG22-1 4 - + Aerobik z + +
TG23-1 4 - + Aerobik + G + +
TG24-1 4 - + Aerobik + z + +
TG25-1 4 - + Aerobik + - + +
TG26-1 4 - + Aerobik + z + +
TG27-1 K - + Aerobik G + +
TG28-1 4 - + Aerobik - Z + +
TG29-1 K - + Aerobik - G + +
TG30-1 K - + Aerobik - G + +
TG31-1 Z - + Aerobik - - + +
TG32-1 4 - + Aerobik - G + +
TG33-1 Z - + Aerobik - - + +

(2): Zayif (K): Kuvvetli (G): Giiglii (+): Pozitif (-): Negatif
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Sekil 3.7. (a) Levan testi, (b) Oksidaz testi, (c) KOH, (d) Aerobik/Anaerobik gelisim testi, ()
Tiitlinde HR testi, (f) Nisastanin hidrolizi testi

3.3.3. Xanthomonas tiirlerinin Molekiiler Tanilama Testi Sonuclari

Klasik, Biyokimyasal ve Fizyolojik tani yontemlerinin sonucunda 33 adet re-izolat
Xanthomonas spp. olarak tanilanmigtir. Tanilanmig olan bu re-izolatlarin kesin olarak tiir
bazinda tanilanmasi igin tiire 6zgii primerler olan: Bs-XeF/Bs-XeR, Bs-XgF/Bs-XgR, Bs-
XVF/Bs-XVR ve HpaF-f/HpaF-r primerleri kullanilarak PCR yapilmistir. Yapilan PCR
sonucunda; 30 bakteriyel izolatin X. euvesicatoria pv. euvesicatoria igin spesifik olan Bs-
XeF/Bs-XeR primerlerinde 173 bp’de bant olusturdugu (Sekil 3.7), 3 bakteriyel izolatin ise X.
euvesicatoria pv. perforans igin spesifik olan HpaF-f/HpaF-r primerleriyle 300 bp’de bant

olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 3.8)
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Sekil 3.8. Bazi Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria izolatlarinin agaroz jelde 173
bp bant olusumu

Sekil 3.9. Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans izolatlarinin agaroz jelde 300 bp bant
olusumu



4. BOLUM
TARTISMA-SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Insanlik tarih boyunca yasamlarini siirdiirebilmek i¢in gereken enerjiyi saglamak amaciyla
bitkisel iiretim faaliyetlerine bagvurmustur. Bu siirecte, artan insan niifusunun ihtiyag¢larini
karsilamak i¢in tarimsal alanlar genislemis ve bu sayede elde edilen iirlin miktar1 artmistir.
Bununla beraber tarim yapilan alanlarda, kiiltiir bitkilerinin sagligini olumsuz etkileyen hastalik

ve zararlilar bas gostermeye baglamustir.

Biber hem iilkemizde hem de diinyada oldukg¢a 6nemli bir kiiltiir bitkisi olup her gecen giin
iiretim miktar1 artmaktadir. Biberin verim ve kalitesini etkileyen bir¢ok hastalik etmeni
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlilerinden birisi Xanthomonas spp. neden oldugu bakteriyel
yaprak lekesi hastaligidir. Bakteriyel leke hastaligi son yillarda iilkemizde biber ve domates

tiretim alanlarinda giderek biiyiik bir sorun haline gelmistir (Eryigit, 2016).

Bakteriyel leke, ilk olarak 1914 yilinda Giiney Afrika’da domateste tespit edilmistir (Doidge,
1920) ve daha sonra ABD’nin Indiana eyaletinden rapor edilmistir (Gardner ve Kendrick,
1921). O zamandan bu yana hastaligin varlig1 diinyanin cesitli bolgelerinden bildirilmis ve
bugiine kadar, bakteriyel leke hastaligi biber ve domatesin yetistirildigi tim bdolgelerde
mevcuttur (Potnis vd. 2015). Hastaligin rapor edildigi yerler; Kuzey Amerika (Jones vd. 2004;
Kim vd. 2010), Giiney Amerika (Areas vd. 2014), Avrupa (Beran vd. 2014), Afrika (Kebede
vd. 2014), Avustralya (Martin vd. 2004) ve Asya’dir (Mirik vd., 2009; Hamza vd. 2010).
Bakteriyel leke patojeninin kiiresel 6l¢ekte bu kadar hizli yayilmas: muhtemelen kontamine

olmus tohum kaynaklarinin kiiresel ticaretinden kaynaklandig: bildirilmistir (Potnis vd. 2015).

Xanthomonas tiirlerinin patojenitesi ile ilgili yakin zamana kadar Xanthomonas euvesicatoria,
Xanthomonas vesicatoria ve Xanthomonas gardneri’ye ait izolatlarin hem domates hem de

biberde patojenik olduguna inanilirken, Xanthomonas perforans’in sadece domateste patojenik
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oldugu rapor edilmistir (Jones vd. 2004). Aktepe vd., (2024) ¢alismasinda izolatlarin patojenite
test sonuglarindan bahsetmemis, fakat domatesten elde ettigi izolatlar X. perforans olarak
tanilanmustir. Yakin zamanda Florida’daki bir biber tarlasindan izole edilen bir X. perforans
izolat1 bu tiirlin son zamanlarda biberi de hastalandirdigina isaret etmistir (Potnis vd. 2015). Bu
tez ¢aligmasinin patojenite test sonuglari da X. perforans izolatlarinin sadece domatesi degil,

biberi de enfekte edebildigini gostermistir.

Ulkemizde son yillarda domates ve biberde bakteriyel lekeye neden olan Xanthomonas spp. tiir
diizeyinde tanilamak amaciyla gesitli illerde domates ve biber iiretim materyalleri iizerinde
calismalar yapilmistir. Bu ¢aligmalardan bazilar1 sadece domates (Eryigit, 2016; Akbaba vd.,
2024) bazilar1 domates ve biberden elde edilen izolatlar (Aktepe vd., 2024), bazilari ise bu tez
caligmasinda oldugu gibi sadece biberden elde edilen (Horuz, 2019; Kayaaslan, 2021) hastalikli
bitki materyallerinden elde edilmistir. Biberlerde yiiriitiilen ¢alismalarda farkli Xanthomonas
tirlerinin elde edildigi bolge izolatlarina bakildiginda; Kayseri (Horuz, 2019), Tokat
(Kayaaslan, 2021), Adana, Mersin, Antalya (Aktepe vd., 2024) ve Igdir (Akbaba vd., 2024)
seklindedir. Kayseri ve Tokat’ta yiiriitiilen ¢aligmalarda tiim izolatlar X. euvesicatoria olarak
tanilanirken, diger sehirlerde yapilan ¢aligmalarda izolatlar X. euvesicatoria ve X. perforans
olarak tanilanmistir. Bu tez caligmasinda tanist yapilan Xanthomonas izolatlari (33 adet) 2021-
2022 yillarinda, Kayseri’de biber liretimi yapilan seralar, bahgeler, fidelikler ve biber fidesi
satan isletmeler gezilerek hastalik etmeni oldugu diisiiniilen bitkilerden toplanmistir. Bu
orneklerin biiyiik ¢ogunlugunu Kayseri’de yetistirilen hastalikli bitki 6rnekleri olustururken (17
adet), kalanlar Antalya, Kirsehir, Mersin, Nevsehir ve Yozgat’tan Kayseri’ye getirilen fide ve

hastalikli bitki 6rneklerinden alinmis bolge izolatlar1 olusturmustur.

Ulkemizde yapilan calismalarda (Eryigit, 2016, Horuz, 2019, Kayaaslan, 2021, Akbaba vd.,
2024, Aktepe vd., 2024) tiim re-izolatlar YDCA ve King B besi yerlerinde yuvarlak, sari,
mukoid 6zellikte geligmis, esculin ve jelatinin hidrolizi testleri pozitif, oksidaz testi ise negatif
sonuglar vermistir. Bulgular bu tez calismasindaki sonuclarla benzerlik gostermistir. Eryigit
(2016), Kayaaslan (2021) ve Akbaba vd. (2024)’iin X. euvesicatoria izolatlar1 zayif amilolitik
ya da negatif aktivite gosterirken, Horuz (2019), Aktepe vd. (2024)’in g¢alismasinda X.
euvesicatoria izolatlar1 amilolitik 6zellik gostermistir. Bu tez ¢alismasindaki X. euvesicatoria
izolatlarinin sadece 6 adedi gii¢lii amilolitik 6zellik gosterirken, geriye kalanlar zayif ya da
negatif amilolitik 6zellik sergilemistir. X. euvesicatoria ve X. gardneri zayif veya negatif

amilolitik o6zellik ve pektolitik aktivite gosterirken, X. vesicatoria ve X. perforans giicli
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amilolitik ozellik ve pektolitik aktivite gosterdigi bildirilmisken (Jones vd. 2004), bu tez
calismas1 Jones vd. (2004) sonuglarinin aksine X. euvesicatoria olarak tanimlanan bazi
izolatlarin da giiglii amilolitik ozellikte olabilecegini gdstermistir. Ayni sekilde Grenada
(Hamza vd. 2010) ve Brezilya’da (Areas vd. 2014) biberden izole edilen X. euvesicatoria
izolatlariin da giiglii amilolitik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Tiirkiye’de
2016-2024 arasinda yiiriitiilen ¢alismalarda kullanilan tiim izolatlarin tiitiinde asir1 duyarlilik
gosterdigi bildirilirken, bu ¢alismada HR™ ve HR™ dzellikte izolatlarin varlig: tespit edilmistir.
Bu sonuglar dikkate alindiginda, biber ve domateste bakteriyel lekeye neden olan Xanthomonas

spp. yiiksek fenotipik cesitlilik gosterdigi bir kez daha bu ¢alismayla da ortaya konmustur.

Yine iilkemizde tamamlanan ¢aligmalarda biberde Xanthomonas spp. tanisinda Koenraadt vd.
(2009)’un gelistirmis oldugu tiire spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR testleri yapilmis ve
tiim izolatlar X. euvesicatoria’y1 tanilayan primerlerle reaksiyon vermistir. Ayni sekilde, bu tez
calismasinda Bs-XeF/Bs-XeR primer ciftinde 30 izolat 173 bp bant olusturmus ve X.
euvesicatoria olarak tanilanmistir. Ug izolat ise Bs-XpF-BsXpR primer ciftleri ile amplifiye
olmamis, bu nedenle izolatlar1 tanilamada yetersiz kalmigtir. Bu nedenle Ning, (2012)’nin
gelistirdigi HpaF-f/HpaF-r primer giftleri kullanildiginda amplifikasyon gergeklesmis ve 300
bp biiyiikliigiinde bant olusturarak X. perforans olarak tanilanmistir. Bu primer ¢ifti ilk kez bu
tez caligmasinda denenmis ve Koenraadt vd. (2009)’un X. perforans tanisi igin gelistirmis
oldugu primer ¢iftlerinin sonu¢ vermedigi izolatlarda kullanilabilecegi ortaya konmustur.
Akbaba vd., (2024)’in X. perforans izolatlar1 da Bs-XpF/BsXpR primer giftlerinde bant
olusturmamis ve ancak hrpB geninin dizilenmesi ile X. perforans olarak tanilanmistir. Daha
once Horuz (2019) da yapmis oldugu ¢alisma ile Kayseri ilinde X. euvesicatoria’nin varligini
ilk kez tespit etmistir. Bu tez ¢aligmasiyla Kayseri ilinde X. perforans’in da biberlerde varlig:
saptanmigtir. Yapilan tiim testler sonucunda bu tez c¢alismasinda, Tirkiye’de biberlerde X.

perforans’in varligi ilk kez rapor edilmistir.
4.2. Sonug ve Oneriler

Bu tez ¢alismasindaki izolatlara yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglarina
bakildiginda; 33 adet izolatin tiimii YDCA besi yerinde yuvarlak, sari, mukoid 6zellikte
gelismis, KOH testi, Jelatinin hidrolizi ve Esculinin hidrolizi testleri pozitif ve oksidaz testleri
negatif sonu¢ vermistir. SNA besi yerinde 33 adet izolattan 3’1 gii¢lii kubbemsi yapida levan

olustururken, 30 izolatin zayif kubbemsi 6zellikte oldugu goriilmiistiir. Ozellikle X. perforans’a
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ait izolatlarin (TG27-1, TG29-1, TG30-1) X. euvesicatoria izolatlarina gére daha giiglii levan
olusumuna neden olduklar1 gézlemlenmistir. Tiitiin bitkilerine inokule edilen 31 izolattan 24
saat sonra sadece 13 tane izolatin asir1 duyarlilik reaksiyonu verdigi belirlenmistir. 33 izolattan
9 izolat negatif amilolitik 6zellik, 15 izolat zayif amilolitik 6zellik ve 9 izolat da gii¢lii amilotik
ozellik gostermistir. PCR sonuglarina bakildigi zaman Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria ve Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans olmak iizere 2 tiiriin biberde patojen

olduklar tespit edilmistir.

Bolgede yaygin olarak yetistirilen biber ¢esitlerinin Xanthomonas euvesicatoria ve
Xanthomonas perforans’a karsi dayaniklilik durumlarinin arastirilmasi ve eger varsa bu

dayanikli ¢esitlerin tercih edilmesi 6nemlidir.

1.  Biberde bakteriyel leke hastaliginin yayilmasini 6nlemek i¢im sertifikali ve hastaliktan
ari tohum ve fide kullanimi1 6nem tasimaktadir ¢iinkii hastalikli tohumlar hem tohum
tizerinde hem de igerisinde bakteri barindirabilir ve bu tohumlarda patojen bakteriler 10

yila kadar hayatta kalabilmektedir.

2.  Tohumlarda yapilacak miicadele yontemleri, bakteriyel leke hastaliginin kontrol altina
alinmasinda biiylik 6nem tasir. Cilinkii hastaligin primer inokulum kaynagi genellikle
bulasik tohumlardir. Tohumlara ugulanabilecek miicadele yontemleri olarak; ¢esitli
biyolojik ve kimyasal iiriinlerle tohum dezenfeksiyonu, sicak su uygulamalart ve

tohumlarin bitki gelisimini tesvik eden bakterilerle (PGPR) kaplanmasi 6nerilebilir.

3.  Hastaligin goriildiigii alanlarda, inokulum kaynaklarini azaltmak amaciyla 3 yillik bir

iirlin rotasyonu uygulamak onerilmektedir.

4.  Sanitasyon Onlemleri olarak iiretim alanlarinin temiz tutulmasi, bitki artiklarinin iiretim
alanindan uzaklastirilip imha edilmesi, toprak isleme ve budama aletlerinin sterilizasyonu

hastaligin yayilmasini 6nlemede 6nemli rol oynar.

5. Yagmurlama sulama yerine damlama sulama kullanimi yapraklarin nemli kalmasinm
engelleyerek hastaligin olusmasini ve yayilmasinin 6niine gegmektedir. Ayrica hastalikli
bitkiden saglikli bitkiye su sigramasi yoluyla bakteriyel etmenin inokulasyonunun 6niine

gecilebilmektedir.
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Yiiksek sicaklik ve nem oranlar1 hastaligin gelisimini hizlandirdig1 i¢in iklim kosullarinin

diizenli olarak takip edilmesi ve gerekli onlemlerin alinmasi1 6nemlidir.

Bitkilerin optimum sicaklik, su rejimi ve besin maddelerine sahip olmasi hastaliklara

kars1 direncini artiracagi i¢in optimum yetistirme kosullar1 saglanmalidir.

Kimyasal miicadele olarak bakir igerikli fungisitlerin doniisiimlii olarak koruma amaclh
kullanilmas: Onerilmektedir. Fakat bakir bazli ilaglarin siirekli kullanimi ile bakira
direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi goz ontinde bulundurulmali ve bu
nedenle entegre miicadele yontemleri tercih edilerek kimyasal ilag kullanim1 minimum

diizeye indirilmelidir.

Kimyasal miicadeleye alternatif olarak, Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler (PGPR),
endofit fungus ve bakteri kullanimi, bakteriyoflar gibi biyotik ve ayrica abiyotik
elisitorler bitkinin kendi savunma mekanizmalarini uyarilmasina da yardimci olacagindan
hastaliga kars1 direnci artirabilecegi, hastalik etmeninin gelisimini baskilayabilecegi ve
dolayisiyla bitki saghigini destekleyebilecegi géz oniinde bulundurulmalidir. Bununla
ilgili daha fazla bilimsel ¢alismalar yapilmali ve biyolojik miicadele hastalikla miicadele

programlarina entegre edilmelidir.

Bitki yiizeyinde yasayan epifitik bakterilerin antagonistik etkileri, hastalik etmeninin

popiilasyonunu azaltmada etkili olabilir.

EPPO A2 karantina listesinde olan bu bakteriyel etmenin, iilkemizde epidemi yapmamasi,
hastaligin etkili bir sekilde kontrol altina alinmasi ve verim kayiplarinin 6nlenmesi
acisindan {reticilerin, Tarim ve Orman Bakanligi biinyesinde calisan personeller
tarafindan bu bakteriyel etmen hakkinda bilgilendirilmesi/egitilmesi olduk¢a onemlidir.
Bu egitimlerde {ireticilere, Xanthomonas tiirlerinin neden oldugu bakteriyel leke
etmenleri hakkinda detayli bilgiler verilmeli ve hastaligin bitkinin farkli organlarinda
nasil belirtiler gosterdigi, bu belirtilerin diger hastaliklarla nasil ayirt edilebilecegi

anlatilmalidir.
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EKLER

EK 1. TEZ CALISMASINDA KULLANILAN BESi YERLERI

1.1. King B Besi Yeri :10 g Protose Pepton (Acumedia), 10g Tryptone, 1,59 KoPO4 (Merck),
1,59 MgSO47H>0 (Merck), 10ml Gliserol (Sigma- Aldrich) 1000ml saf su igerisinde
cozdiiriilmiistiir ve pH: 7.2’ye ayarlanmistir. Hazirlanan besi yeri cam siselere
eklenmistir ve litreye 16gr Agar (Sigma- Aldrich) olacak sekilde siselere eklenmistir ve
121 °C ‘de 20 dakika otoklavlanmistir (King vd. 1954).

1.2. Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDCA): 10g Yeast extract, 20g Glucose, 20g
CaCO03, 16g agar 1000ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilmistiir. Karistm 10 ml’lik cam
tiiplere bolistiirtilmiistir ve 121 °C’de 20 dakika otoklavlanmistir. Otoklav 50 °C
diistiigii zaman cam tiipler ¢ikartilarak vortexlenmistir ve tiipler egik sekilde donmaya

birakilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

1.3. Sakkaroz Nutrient Agar (SNA): 13 g hazir Nutrient Agar (Merck), 50g Sucrose 1000ml
saf su igerisinde ¢Ozdiirtilmiistiir. 121 °C’ de 20 dakika otoklavlandiktan sonra steril

kabin igerisinde petrilere dokiiliip donmaya birakilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).

1.4. Aerobik/Anaerobik Gelisim Testi: 2g Pepton, 5g NaCl, 0,3g KH2PO4, 3g Agar, 3 ml
Bromthymol blue (%1°lik soliisyon) 1000ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir ve pH:
7.1°e ayarlanmistir. Cozelti cam tiiplere 5 ml olarak aktarilmistir. 121 °C’de 20 dakika
otoklavlanmigtir. 50 °C’ye diisen otoklavdan cam tiipler ¢ikartilarak bakteri filtresinden
gecirilen%10’luk glikoz soliisyonlar1 otoklavlanmig her bir cam tiipe 0.5 ml olacak
sekilde ilave edilmistir (Klement vd. 1990).

1.5. Nisastanin Hidrolizi: 1000 ml su icerisine 28g Nutrient Agar hazir olarak kullanilmistir.
%1.5 oraninda eriyebilir patates nisastasi igeren Nutrient Agar (NA) besi yerine

izolatlarin ekimi gerceklestirilmistir (Lue vd. 2010).

1.6. Jelatinin Hidrolizi: 5g Peptone, 3g Beef extract, 120g Gelatin karigimi tartildiktan sonra,
jelatinin erimesi i¢in 50°C’de su banyosuna konulmustur ve sonra bu ¢ozelti 5 veya 10
ml olarak deney tiiplerine aktarilmistir. 121 °C’de otoklavda 20 dakika sterilize
edilmistir (Zimbro vd. 2009).
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1.7. Esculin Hidrolizi: 5.0g Yeast extract, 5.0g NaCl, 0.2g MgS0O4/7H0, 0.5g K2HPO4, 0.5¢
NHsH2PO4, 50mg Ferric ammonium citrate, 1.0g Esculin (sigma), 1000 ml distile suya
hazirlanan besi yerinin pH degeri 6.8’¢ ayarlanmistir ve tiiplere 7 ml konmustur,
otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Tiiplere bakteri asilanmistir ve 28
°C’de calkalayicida 28 giin kadar bekletilmistir. Kontrol: Besi yeri rengi kahverengi-

siyah arasi bir renk alirsa pozitif olarak degerlendirilmistir.
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