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OZET

Pseudomonas syringapv. phaseolicola fasulyelerde haleli yaniklik hast@&na
sebep olan, tohumla si@an ve ciddi zararlara yol acan bakteriyel etmenki
Anadolu Bolgesindeki 12 ilden ve ekonomik anlamdesufye ekimi yapilan
alanlardan, ekilen arazi buyulgii esas alinarak, tohum ornekleri toplangtmi
Patojenin izolasyonu ve tanisinda; NA, MSP, Kindgpdi yerlerinde gefim, levan
olusumu, oksidaz reaksiyonu, pektolitik aktivite teséirginine dehidrolaz testi,
karbon kaynaklarinin kullanimi, arbutin hidrolizielatinin hidrolizi, nitrat
indirgenmesi, HS Uretimi, tutin yapganda (White Burley) @r duyarlihk
reaksiyonu testleri esas alirgtm. Patojenisite testlerinde, Dermasonigefasulye
bitkilerine yapilan 1®hiicre/mlIP. s.pv. phaseolicolasiispansiyonu ile inokulasyon
sonucu tipik yaprak lekeleri gozlenghr. Etmeninin molekuler karakterizasyonu,
Bio-PCR yontemi ve phaseolotoksgeninin amplifikasyonu ile tespit edilgtir.
Elde edilen bulgulara gore, toplam 175 bakteriyadlattan 38 adedP. s. pv.

phaseolicola olarak tanilanngi 12 ilde tohumla tanma orani Ankara %2.28,



Aksaray %5.14 Corum %0, Eskhir %0, Kayseri %1.71, Kgehir %0, Kirikkale
%1.71, Konya %6.85, Neehir %1.14, Néde %1.71, Sivas %1.14, Yozgat %0ige

Anadolu Bolgesinde etmenin tohumlaitana orani %21 olarak belirlengtir.

Anahtar Kelimeler; Fasulye, TohumPseudomonas syringge. phaseolicolaBio-
PCR
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ABSTRACT

Pseudomonas syringapv. phaseolicola cause halo blight disease on bean, is
bacterial agent transmitted by seed and causingusedamages. It was collected
seeds of dry bean from 12 provinces in Central dlimtRegion and economically
bean growing areas which based size of sowing.figlé isolation and identification
of pathogen was based growth on NA, MSP, King'dd®an production, oxidase
reaction, pectolytic activity, arginine dehidrolasélizing of carbon sources, arbutin
hydrolysis, gelatin hydrolysis, nitrate reductioHpS production, hypersensitive
reaction on tobacco (cv. White Burley) tests. Iswahtained typically leaf symptoms
on bean cultivar Dermason which inoculated a susipanl® cfu/ml of P. s.pv.
phaseolicolain the pathogenicity tests. Molecular charactéigzaof the agent was
obtained by Bio-PCR method and amplification of gg@otoxin gen. According to
obtained data, it was identified 38 isolatedas.pv. phaseolicolafrom totally 175



bacterial isolates and Ankara %2.28, Aksaray %S:btum %0, Eskehir %0,
Kayseri %1.71, Kgehir %0, Kirikkale %1.71, Konya %6.85, Nehir %1.14,
Nigde %1.71, Sivas %1.14, Yozgat %0 determined tressom ratio as 21% by

bean seeds in Central Anatolia Region.

Key Words; Bean, Seed?seudomonas syringge. phaseolicolaBio-PCR



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesinde bana onderlik edergrégbar cakmalari ve
yazim gamasinda yardimlarini ve giglerini esirgemeyen deerli fikir ve
katkilariyla ¢calgmalarimi yonlendiren dagman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr.
Kubilay K. BASTAS’a, tezim boyunca bdliumin tim olanaklarindan
yararlanmami gdayan bolim bgkanimiz  Sayin Prof. Dr. Ahmet
GUNCAN’a, deserli hocam Sayin Dog. Dr. Nuh BOYRAZ'a, Tarla Biti
BolumU hocalarimizdan Sayin  Yrd. Dog¢. Dr. Ercan ERNa,
calismalarim sirsinda desteklerini gogdiim calgma arkadglarima, tim
hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini highman esirgemeyen ve
gosterdikleri anlagla buginlere gelmemi gkyan sevgili aileme en icten

tesekkUrlerimi sunarim.

Konya, 2009 Dilek KENID
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1. GIRIS

Fasulye Phaseolus vulgarid..) insan beslenmesinde ¢cok 6énemli yeri olan
protein kayngi yuksek, A, B1, B2 ve C vitaminlerince zengingcutia biriken asidi
notralize eden bir sebzedir. Fasulye baklalarindéuian phasol ve phaseolin
maddeleriningeker hastagiinda kullanilan insilin karakterinde olgluve bu yizden
kandaki seker miktarinin dgiiriimesinde kullanilgn, vicudun cadémasini,
gelismesini ve tamirini slamanin yani sira pankreas bezini, bobrekleri, digeai
ve kalbi kuvvetlendirdii bildiriimektedir (Anonim, 2008).

Leguminaceadamilyasinin bir Uyesi olan fasulyenin énemli dikétrinden
bir digeri ise toprakta bulunaRhizobiumbakterileri ile ortak ygamak suretiyle
atmosferde %78 oraninda bulunan molekiler azotwagapbalamalaridir. Bu
durum azotlu gubre kullanimini azaltmakta ve kededin sonra ekilecek bitkinin
verimini olumlu yonde etkilemektedir. Biyolojik azdiksasyonu ile toprga yillik
139-170 milyon ton saf azot @lanmaktadir. Bu miktar ticari olarak Uretilen (65
milyon ton) azotla karlastinildiginda iki katina denk gelmektedir (Halitligil ve ark
2002).

Fasulye, yemeklik tane baklagiller arasinda ekiamale tretim bakimindan
diinyada ilk sirayr almaktadir. Ulkelere goére ekitana ve uretim durumlarina
bakildginda; Hindistan'in ilk sirada yer afdiizleniimektedir. Kuru fasulye tarimi,
gelismekte olan ulkelerde yaygin olmasinaskar verimi gelgmis Ulkelerde daha
yuksektir. En 6nemli kuru fasulye ihracat¢i Ulkeiee sirasiyla; ABD, Cin ve
Myanmar'dir (Anonim,1997). Dunya kuru fasulye ekatani 26,9 milyon ha, tretim
miktari 18,7 milyon ton ve verimi 69,53 kg/da’'didlkemizde ise ekim alani
1.290.515 da, uretimi 195 bin ton ve verimi ise k§&a’dir (Anonim, 2009b).

Ulkemizde en fazla uretimi yapilan sebze tiurlerimdbérisi olan fasulyenin
hem sahil, hem de i¢ bolgelerimizde y#ticili gi yapiimaktadir ve 1000 m’ den
daha yukarilarda kolaylikla ygthektedir. Uretim genellikle agik tarlgartlarinda
sirtk ve bodur tiplerle yapilmaktadir. Fasulye hdaze hem de kuru olarak
degerlendirildigi gibi konserve edilerek, dondurularak, giteeve yapay yollarla
yesil olarak kurutularak da tiiketiimektedir. Ulkem@dyetitirilen fasulyelerin

hemen tamanPhaseolus vulgariirt icinde yer alir (Anonim, 2008a).



Tohum, tarimsal girdiler igcinde en dnemli bitkis@letim materyali olarak
kabul edilmektedir. Diunyada yilda tahminen 127.800.ton tohumluk kullanilgs
ve bu miktarin parasal gerinin 40-50 milyar dolar oldiw bildirilmektedir. Bazi
tahminlere gore; ticari amacl tohum tretimi is&lggaik 30 milyon dolarlik bir paya
sahiptir (Erkan, 1998).

Fasulyelerde gorulen bakteriyel hastaliklar 6ndéeldohum kaynakli olarak
ortaya ¢ikmakta, dnemli kalite ve kantite zararsedep olmaktadir. Bu etmenler
icerisinde en yaygin ve tahripkar olarak belirldeenPseudomonas syringgev.
phaseolicola Xanthomonas campestpsy. phaseoli Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciensPseuodomonas syringa®. syringaédir.

Pseudomonas syringapv. phaseolicola ((Burk.) Young ve ark.) isimli
hastalik etmeni serin ile orta derecede sicak valinertamlarda ve yaralangi
bitkilerde daha fazla ortaya c¢ikmaktadir. Patojafekteli bitki artilarinda canh
kalmakta ya da tohumda cangiini surdirmektedir. Tohumlagi@aabilen bu hastalik
uygun epidemi kgullarinda ve hassas gterin ekildigi bélgelerde %100’ e varan
zararlar meydana getirebilmektedir (Anonim, 199Bkeudomonas syringapv.
phaseolicolaetmeni bodur ve cali fasulyelerde 6nemli zaradassturmaktadir.
Kuzey Amerika’da bircok gedin bulund@gu bolgelerdeki bazi kuiltirlerin hale
yanikligina kagl dayanikli oldgu saptanngtir. Avrupa’daki ¢gitler ise ¢ok duyarli
olup bu bolgedeki cali fasulyelerinde 6nemli zael neden olmyiur. %0.4
oraninda bir enfeksiyon durumunda; %34 kapsuil v@.%firin zarari belirlenirken,
%2.6’lik enfeksiyon kayna bulundgunda ise, %62.5 kapsul ve %43 Urun zarari
olustugu rapor edilmgtir (Smith, 1986). Bakterinin meydana getjidiane kayiplari
Michigan'daki aratirma tarlalarinda %23-43 oranindaggenektedir (Schwartz,
1989). Ankara Zirai Mucadele Enstitiusi ve Eekir Gegit Kyagl Arastirma
Enstitisu tarafindan yapilan gahalarda Ngde, Negehir, Afyon, Esksehir, Bursa
yorelerinde %50 lere varan zarari tespit editm{Benlioglu ve ark, 1991).

Enfekteli bitki artiklari ya da tohumlarda olumskiasullar geciren bakteri
cimlenmekte olan sirgunler ve tohumlar Gzerindgagoakta ve riizgar, gaur ve
sulama suyu ile etrafa gdmaktadir. Hastalik etmeni bitki yapraklar tzeien
hastallk meydana getirmeksizin epifitik olarak kalia ve daha sonra uygun

ortamini buldgunda hastafn baslatabilir. Bakteriyel hale yanilgdl sicaklik orta ya



da serin ve nemin yiksek olglu ortamlardasiddetli belirtiler olwturmaktadir.
Ayrica sertifikasiz tohumlarin kullanilmasi da lsdgin ortaya c¢ikmasinda asil
faktor olabilir.

Gunumizde, insan, hayvan ve bitkilerde gorulen ahddarin tanisinda
genellikle hastalik belirtileri, patolojik bulgulare etmenlerin izolasyonu yaninda
daha cok immunolojik yontemler ile stase yardimci olan der testlerden
faydalaniimaktadir. Bu klasik tekniklerle bazi febtiarin tehisi yiksek oranda
dogrulukla yapilabilmesine kamn bircok hastalik etmenlerinin tanisi ya ¢cok zaman
almakta ya da kesin sonuclar vermemektedir. Bu mledson 5-10 vyil iginde
uygulamaya konulan nikleik asit temelli tekniklel@yali tghis ve tani yontemleri
erken, kesin ve guvenilir sonuclariyla oldukca ylaraimaya ve klasik tekniklerin
bosluklarini doldurmaya bgamistir. Ozellikle PCR gibi bazi teknikler patojenirkte
bir hiicresinin bile tespitine ve tanilanmasina akavermektedir.

Calismamizda ulkemiz icin 6nemli tarimsal Grunlerdeni wtan fasulye
bitkisi tohumlariyla tainan ve blyuk zararlara sebep olan énemli bir lbglde
patojen olanP. s. pv. phaseolicolinin I¢ Anadolu Bolgesinde kesin tanisinin
biyokimyasal ve molekuler dizeyde yapilarak, tohanaé bulaikliik durumunun

belirlenmesi amagclanstir.



2. KAYNAK ARA STIRMASI

Fasulye Phaseolis vulgaris Phaseolus Leguminosae bir sicak iklim
bitkisidir. Uygun cimlenme sicakh 18-20°C olup toprak sicakiinin 8—10°C
olmasi istenir. En uygun biyiime sicgk20-25°C dir. Fasulye toprak isgeolarak
tinh, kumlu-tinli ve derin yapidaki organik maddezengin topraklari sevmektedir.
Bblgemizde 1-15 Mayis arasi en uygun ekim zamanAjrica bdlgemizin ana
arinindn bgday olmasindan dolay! kuru fasulyegday icin mikemmel bir 6n
bitkidir. Kuru fasulye’den sonra ekilen gdayda %20’lere varan verim auti
gorulmektedir (Anonim, 2009a ).

Fasulyelerde, kok curikgi (Fusarium solani f.sp. phaseolj, antraknoz
(Colletotrichumlindemuthianurjy bakla ve sap yanilgi (Diaporthe phaseolorum),
komur renkli curtkluk Macrophomina phaseolina mildiyd ve kok curuklgi
(Phytophthora phaseqli beyaz kif $clerotinia sclerotiorum Sclerotium rolfsi),
Alternaria yaprak lekesi Alternaria spp.), gri kof, bakla curik{ii (Botrytis
cinereg, pas Uromyces phaseqli adi yaprak yanik@i (Xanthomonas campestris
pv. phaseoli) hale yanikigl (Pseudomonas syringgav. phaseolicoly, bakteriyel
benek Pseudomonas syringg®/. syringag, bakteriyel solgunluk@urtobacterium
flaccumfaciengv. flaccumfacieny Fasulye Yaygin Mozaik Virisu (Bean common
mosaic virus), Borulce Hafif Benek Virislu (Cowpealdnmottle virus), Hiyar
Mozaik Virist (Cucumber mosaic virus), Fasulye GiMozaik Virist (Southern
bean mosaic virus), Soya fasulyesi mozaik virisoyl®an mosaic virus) onemli
hastalik etmenleri olmalarinin yanisira bozkukgrotis spp.), telkurdu Agriotes
spp.), tohum sing (Hylemia cilicrura), yssil kurt (Heliothis armigerd, fasulye
kapsul kurdu Etiella zinckenelly kirmizi 6érimcek Tetranychus spp.) gibi
zararhlarda gorilmektedir (Erkan, 1998).

Birgok aragtirmacit Xanthomonas campestripv. phaseolj Pseudomonas
syringaepv. phaseolicola Pseudomonas syringgev. syringaeve Curtobacterium
flaccumfaciengv. flaccumfaciens fasulye bitkisinde 6énemli patojenler olduklarin
rapor etmgtir. (Goto, 1992; Vidaer, 1993; Hall, 1994; Howarel ark., 1994; Agrios,
1997).



Kahverengi benekRseudomonasyringaepv. syringae(Van Hall)), ve hale
yanikligi (P. s.pv. phaseolicola (Burkholder) Young ve ark.) hastaliklari verim ve
kaliteyi distren ciddi fasulye patojenleridir. (Webster ve.adl®83; Zaumeyer ve
ark., 1957).

Fasulyelerdé’seudomonas syringge. phaseolicolaBurkholder) Young ve
ark. isimli bakterinin sebep olgu bakteriyel hale yanilikh hastalginin, fasulyenin
yaprak ve kapsillerinde zararl ofglu ve tim dinyada gérilen bu hagied)
Ozellikle 1liman bolgelerde tahripkar zararlar magd getirebildii bildirilmi stir
(Hagedorn ve Inglis, 1986, Saettler, 1994, Coynarke1994).

P. s. pv. phaseolicola bodur ve cali fasulyelerinde o6nemli zararlar
olusturmaktadir. Kuzey Amerika’daki bazi kiltirlerin laayaniklgina kasi
dayanikli oldgu saptanmasina men Avrupa’daki cgtlerin hale yanikigina kasi
duyarli oldgu ve bu bolgede cali fasulyelerinde 6énemli zararlaeden oldgu
saptanmytir ( Smith, 1986).

Bitkilerde hastalik yapan bakteriyel patojenleriohimlarla tainmasina
iliskin ilk kayitlar, 1982 yilinda Newyork'ta fasulyehumlarindaXanthomonas
campestrigov. phaseoliadli bakterinin tespitiyle olmytur (Erkan, 1998).

Fasulye bitkisinde patojen olan bakterilePséudomonas syringa@v.
phaseolicola Pseudomonas syringapv. syringae Xanthomonas campestrigv.
phaseolj ve Curtobacterium flaccumfaciensv. flaccumfacienstohumla tainmasi
ve tohumda uzun siire gaana kapasitesine sahip olmasi sebebiyle kontraliplzm
etmenlerdir (Coyne ve Schuster, 1976).

Hastalgin ilk belirtileri baglangicta yaprak altinda gortlen kiguk i1slak lekeler
seklinde balayip bu kisimlarin zamanla kuruyarak kucik 3-6 iapinda nekrotik
lekelere dongmesi ve lekelerin etrafi bakteriyel toksin taraAndneden olunan
oldukca geni yesilimsi sari bir hale ile kgatilmasiseklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
kapsamda nispeten kucuk leke etrafindasgeligerg hale olgumu ile adi yaprak
yanikligi hastalginin belirtilerinden ayirt edilebilir. Hastalik lixtileri enfeksiyonun
ilerleyen doneminde artarak yapma tamamen sararmasl ve sararan yapra
dokulmesi ile sonuglanmaktadir. Sistemik olaraksgel hastalik belirtilerinde hale
olusumuna rastlaniimayabilir. Hastalik belirtilerinidzendgi yapraklarin arasinda

kalan yapraklarda genel bir sararma gozlenirkeydnraklarin damarlari koyu yié



renkte gorulir. Meyve Uzerindeki 1slakhiklar enfgksiun ilk doneminde kiguk
toplu igne bail buyukligiinde olup, enfeksiyonun ilersamasinda bu islakliklarin
ortasinda dariya tgan acik sari-krem renginde bakteriyel akintisotalarina
rastlanir ve ge¢c donemlerde bu alanlar kahvereyegé& ice dgru ¢cokmig nekrotik
bir hal almaktadir. Krem rengindeki bakteriyel @kiatmeni, sari renkte akintiya
neden olan adi yaprak yangli belirtilerinden ayirt edilmesine yardimci olur.
Hastallk etmeni ayni zamanda govde de sistemilksiyien sonucu belirtilere neden
olabilir. Tipik 1slak lekeler ile bgayan ve uzunlamasina kirmizimsi cizgilere
donigen govde belirtileri ilerleyen dénemlerde kuruyupkrotiklesmesi sonucu
govdelerde kiriimalar okabilir (Saygil ve ark., 2008).

Serin ve y&ish iklim kosullari, hastakin yaylimasi ve enfeksiyogiddetinin
artmasi i¢in cok uygundur. Etmen, bitki tohumunwedéekte edebilmekte olup, o
kez hastalikh tohumlar primer enfeksiyon kagnalarak hastagin ortaya ¢ikmasina
neden olur(Smith, 1986).

Bulasik tohumluk ve hastalikli bitki artiklari etmenimokulum kaynaklaridir.
Bakteri, bulalk bitki artigindan sglikli bitkilere yagsmur damlalarinin sigramasi
veya toprak partikillerinin riizgarlastamasi ile bulgir. Patojen, bitkiye yiksek
nem kagullarinda veya bitki ylizeyinde serbest su bul@uddurumlarda, stoma ve
hidatod gibi dgal acikliklardan veya dwudan yaralardan giriyapabilir. Hale
yanikligi hastalginin dizik sicakliklarda daha iyi getigi dustiniimektedir. 18—-22
°C sicakliklarda epidemi gerceklieme riski daha fazladir (Hagedorn ve Inglis,
1986; Saettler, 1994).

Orantii nem ve fasulye g#eri etmenin ygaaminda etkilidir. Bulak
tohumlarda bakteri 2—-12 yil canfiini koruyabilir. Yine ceitli arastirmacilarin
calismalari sonucunda fasulye tohumlarindac. pv. phaseolil5 yil, Pseudomonas
syringaepv. phaseolicolanin 2—3 yil canligini sirdirdgu belirlenmgtir (Agarwal
ve ark., 1997; Maude, 1996).

P. s. pv. phaseolicolaadli bakteriyle bulgk olan fasulye tohumlarinin
kontrollii kasullarda (7—10C sicaklik ve % 40-50 oransal nem) depolanmasndeli

6 yil streyle bakteri canlgini devam ettirebilir (Zapata ve ark., 1985).



Birgcok argtirmaci tarafinda®. s.pv. phaseolicolale tek pratik micadelenin
hastaliksiz tohum kullanimi oldu bildiriimektedir (Schaad, 1989).

P. s. pv. phaseolicola’ nin esas konukcusu fasulyedir. Uretimi yapilan
cesitler icinde duyarlilarin yaninda, dayanikli veei@nt olanlari da vardir. Fasulye
disinda bazi yemlik baklagiller de etmenin konukgulamasindadir. Patojenin
konukgulari icerisind&/igna angularis,Phaseolus lunatys/. radiata P.coccineus,
P.acutifolius, Glycine maxMacroptilium atropurpureumM. bracteatum Cajanus
cajan, P. polyanthusP. radiatus, P. bracteatus, P. polystachyw® Pueraria lobata
yer almaktadir (Saettler, 1989; Goto, 1992; HER4).

Simptom gdstermeyen tohumlarin enfekteli olabige¢espit edilmg ve P. s.
pv. phaseolicolamin %50 oraninda simptom sergilemeyen tohumlainthg
saptanmytir (Goto, 1992).

Ertugrul ve Glven (1998); Epton ve Deverall (1965), Gattve Fenwick
(1967) ve Patel ve Walker (196B5)seudomonas syringge. phaseolicolain ABD
ve Ingiltere’de 1 ve 2 nolu irklarinin bulunglunu; Anonim (1986)’ya goére ise 3 nolu
irkinin ise Kolombiya'’da CIAT (Centro Internationale Agricultural Tropical)
tarafindan belirleng bilidrilmektedir.

1991-1996 yillar arasinda Guney Afrika’da fasuilyetimi yapilan yerlerden
1128 bakteriyel izolat izole edilgiive bunlarin 967’sininP. s. pv. phaseolicola
oldugu tespit edilmgtir. Farkli fasulye varyetelerinde, elde edilen latar test
edilmis ve P. s. pv. phaseolicolain 1, 2, 4, 6, 7, 8 ve 9 irklarinin olgiu
belirlenmgtir  (Faurie, 1998). Argirmalar P. s. pv. phaseolicola irklarinin
virilanslginda farkliliklar oldgunu ve bunun sonucu olarak Bavulgarisbitkileri
Uzerinde neden olduklari hastalik gelinde farkliliklar sergilediklerini gosterstir
(Zaiter ve ark., 1989).

P. s. pv. phaseolicolastrainleri arasindaki patolojik farklilik ise ilkez
1934’te Nebraska'da ortaya konulgiur. Koloni tipindeki dgisiklikler saptanm,
diz ya da kabarik konilere sah s. pv. phaseolicolastrainlerinin serolojik olarak
da farkhliklar gosterdi tespit edilmgtir. Virdlanshgin acgiklanmasinda yeterli
olmamakla birlikte kabarik kolonili bakterilerin diolanlardan daha zayif virtlanslik
sergiledgi belirlenmgtir (Schuster ve Coyne, 1981).



Karaca (1977), hale yanigh hastalginin Turkiye'de ilk kez Karadeniz
Bolgesi ve Bursa yoresinde saptandi bildirmektedir. Hastagin ayni zamanda
Nigde, Newgehir, Afyon ve Eskiehir yorelerinde %50'ye yakjan oranlarda verim
kayiplarina neden oldu bildiriimistir (Benlioglu ve Ozakman, 1991).

Ulkemizde ayrica 1988-1991 yillari arasinda fastikgtimi yapilan 24 farkli
bdlgeden toplanan 293 fasulye tohumu test edilbeddteriyel hastalik etmenleri ile
bulssikligl test edilmgtir. Test edilen tohumlardan 11 tanesinfx s. pv.
phaseolicolanin 1 nolu irki ile, 24 tohumun ise etmenin 2 nalka ile bulgik
oldugu belirlenmgtir (Benlioglu ve ark. 1994).

Ulkemizde, Ege Bolgesinde yemeklik baklagillerderigén bakteriyel
hastaliklarin tespiti ve micadelesi icin yapilahsgaalardaP. s.pv. syringae, P. s.
pv. phaseolicola, X. cpv. phaseolietmenleri belirlenmgi olup 6zellikle son iki
etmenin 6nemli duzeylerde ekonomik kayiplara nedadeuklar belirlenmgtir
(Demir ve Gundgdu, 1994).

Ertugrul ve Gilven (1998), Esjehirdeki fasulye ekim alanlarindan toplanan
36 fasulye tohumund#. s. pv. phaseolicolabakterisini aramylar ve yaptiklari
izolasyon sonrasinda 120 floresan bakteriyel izelde etmjlerdir. Uyguladiklari
biyokimyasal testler sonrasina strainlerin 92 8ins. pv. phaseolicola 26 siniP. s.
pv. syringaeve 2 tanesinP. viridiflava olarak tanilangiardir.

P. s. pv. phaseolicola uygun kagullarda ve hassas g#erin ekildigi
bdlgelerde %100 e varan hasarlar meydana getirekibdir (Anonim, 1993).
Enfekte olmy tohumlar enfekte olmufideleri verirler fakat bunlar genellikle Grinde
bulunan fidelerin toplam miktarina goére azdir. Bumer enfeksiyondan sonra
hastalgin yayilsi yagmur sulariyla, genellikle riizgarin egemen @auwdndedir.
Amerikada bir primer enfeksiyon kayhiadan 26 metre kadar uzakta yeni
enfeksiyonlar kaydedilngiir (Schwartz, 1989).

16.000 bitkide 1 enfekte olmgubitki, uygun epidemi kgullarinda trinin
tamaminin kaybi icin yeterli olgu bildirilmistir (Guthrie ve ark., 1965).

P. s. pv. phaseolicolanin meydana getirgi tane kayiplari Michigan’'daki
arstirma tarlalarinda %23-43 oranindaggenektedir. Kesin rakamlar olmamasina
karsin, verimde meydana gelen Urin kayiplari ortalam#0 %e %50 arasinda
desismektedir (Schwartz, 1989).



Guven (2000) tarafindan, Eskhirde caitli fasulye dretim alanlarindan
toplanan 86P. s. pv. phaseolicolaizolati, bakteriosin Uretme yetenee gore
tiplendirilmistir. Test edilen tim izolatlar bakteriosin Gregme 24 bakteriosin grubu
test edilmgtir. Bakteriosin gruplarin ve strainlerin @@afik orjinleri arasinda bir igki
bulunamamytir.

Tarla sartlarinda yapilan bir ¢camada, P. s. pv. syringae ve P. s. pv.
phaseolicolanin toksin Uretmeyen strainlerinin toksin Uretemlegbre daha az
virilent oldwgu rapor edilmgtir. Bu sonug patojenite igin toksin Uretiminin §art
oldugunu gosternsitir (Schuster ve Coyne, 1981).

P. s. pv. phaseolicolada phaseolotoxin dretimi sicagh balidir. Toksin
uretimi 18-26C’de optimum iken 3®'de saptanabilir miktarlarda olmaudl
belirlenmitir (Goss, 1940; Staskawicz ve Panopoulos, 1979).

Fasulye cgtlerinde bakteriyel patojenlere kar tolerans kaynaklarinin
farklilik sergiledpi gozlemlenmitir. Ilk olarak 1942’de hale yaniina dayanikli
genotip olarak Red Mexican tanimlagml955'de ise Ferguson ve ark., bitkide bu
dayaniklilgin kirildigini tespit etmglerdir. 1964’deP. s. pv. phaseolicolanin yeni
bir irki tanilanmg ve Red Mexican UI3’'Un irk 1'e dayanikl, irk 2'y@ssas oldiu
belirlenmgtir. P. s. pv. phaseolicolastrainlerinin Red Mexican Uzerinde kiguk
halesiz lekelere, Red Kidney Ulzerinde ise tipikehalezyonlara neden olgu
saptanmytir (Schuster ve Coyne,1981).

Tohum sglig testlerinde, genel olarak tohumlar akan muslukuada
yikandiktan sonra saprofitik mikroorganizmalardama@rmak amaciyla tohumlar
%2’lik NaOCl'de 6 dk tutulur ve saf su ile durulanEkstraksiyon icin tohumlar
fosfat buffer saline ya da likid yar secici besige konur ve 3 saat oda sicgkhda
bekletilir. Saprofitik kontaminasyonu énlemek anyéei2—3 saat kadar +%C’'de
bekletiimesi 6nerilmektedir (Van Vuurde ve ark.339Saettler, 1989).

Fasulye tohumlarindB. s.pv. syringaeicin, King B, P. s.pv. phaseolicola
icin MSP (Media syringae phaseolicola) yari sediesiyerleri kullaniimaktadir.
Etmenler, 20 saat boyunca véC5de % 0.01 Tween-20 iceren 3 L steril salin
soltsyonu icinde bekletilen 1 kg tohumdan izoldedalimektedir (Mohan ve Schaad,
1987).
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Fasulye tohumlarindan gbr bir izolasyon, tohum Orneklerinin 3 L SST
(Steril Salin Tampon) icinde°8’'de 20 saat boyunca bekletiimesidir (sabigido
ekstraksiyon)Her stispansiyon steril bir cam ¢ubukla k@nlip 150 mI'lik numune
ornesi alinmi, alinan bu 6rngn 100 ml'lik kismi 10 dakika boyunca 12000 g'de
santrifij edilmg ve pellet, 10 ml steril saline (%0.85 NaCl) ildige edilmatir.
MSP (Media syringae phaseolicola) ve King B besgrere ekimi yapilan bakteriler
oda sicakfiinda (23+2C) 3-4 guin inkiibe edilrgierdir (Sands ve ark., 1980).

Gelistirilmis bir “tohum 1slatma” analiziyle yeni bir yari-secibesi yeri
(MSP) uygulamasinin bigemi fasulye tohumlarindakiP. s. phaseolicolain
tespitinde buyuk ilerleme kaydedilmesinigkamistir (Mohan ve Schaad, 1987).
Fakat MSP (Media syringae phaseolicola) besi yemulandginda bile, bazi
tohumlardaP. s. phaseolicol&olonilerini diger florasanPseudomonasiirlerinden
ayirmak zor olabilmektedir. BOyle durumlarda pataje onaylanmasi icgin ilave
biyokimyasal ve patojenik testler gergduti bildirmislerdir (Sands ve ark., 1980).

Yuksek oranda saprofit bakteri populasyonu baramdtohum gruplarindB.

s. phaseolicolmin ayrimi zorlaabilmekte, P. s. pv. syringaénin varliginda ise
ayrimi mumkuin olmamaktadir. Bu iki patojeni birbden ayirt etmek oldukca
zahmetli ve pahali biyokimyasal ve patojenik testieorunlu kilmaktadir. Bu
sebeple, s6z konusu patojene 6zel, yiksek hadsadlik tani yontemine biyuk
ihtiyac duyulmaktadir. Daha ©nceden g@lilmis olan mikrobiyolojik analizin
dizenlenmesine (Staskawicz ve Panopoulos, 1979lalak MSP agara bakteri
ekimi ve bunlara yonelik testlerle (Jansing ve Rpdp1990) dger metodlara kar
kaydadger bir Ustunluk sganmstir. Fakat bu metod, tohum grubundaki konukgu
bitki ve saprofitlerin patojene oraninin yiksek u@d durumlarda kullagh
olmayabilecgi bildirilmi stir.

Van Vuurde ve ark. (1983F. s.pv. phaseolicol&in teshisi icin 4—24 saat
fasulye tohumlarinin inkiibasyonunu kiyaslgardir. 24 saatte, 4 saatten fazla
patojen hcresi gorilmesinegraen tim tehiste hassasiyet 4 saatte cok daha iyi
olmustur (Saettler, 1989).

P. s. pv. phaseolicola,0,5-1,0 x 1.5-4,0 um boyutlarinda, diz veya hafif
kavisli, bir veya birden fazla polar kamgili, graragatif karakterde bir bakteridir.

King B ortaminda ygl fluorescent pigment okiurmasi karakteristik 6zefidir.
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Optimum gelgim sicaklgl 25-30 °C, maximum 36-37 °C, minimum ise 2c3iir.
DNA'nin G+C yuzdesi 58-71 mol'dur. (Schaad ve ag2001, Lelliott and Stead,
1987).

P. s.pv. phaseolicolanin tanilanmasinda, levan glumu, oxidase reaksiyonu
(Kovacs, 1956), pektolitik aktivite testi (Kovack956), arginine dihiydrolase testi
(Thornley, 1960), karbon kaynaklarinin kullanimijng B besiyerinde gealim,
arbutin hidrolizi, jelatin hidrolizi, nitrat indignmesi, L(+) Arginine dehidrolaz
aktivitesi, HBS Uretimi, tatin yapganda airi duyarllik reaksiyonu (Klement, 1963)
ve diger bazi spesifik biyokimyasal testler (Klement vke.a1990; Lelliott ve Stead,
1987; Schaad, 2001) esas alinmaktadir.

Patojenisite testlerinde fasulye bitkisi (Canadi@ionder) tohumlari plastik
saksilara dikilmi ve 10 gin boyunca serada muhafaza eglimiEtmen King B
besiyerinde 48 saat ggirilmis ve ygsunlugu agagl yukari 1§ hiicre/ml olacak
sekilde ayarlanngtir. iki inokulasyon tekrii uygulanmstir. Birinci yontem,
bakteriyel sispansiyonu yaprak ylzeylerine spreynucl0-15 cm de tutularak
puskirtilmesinden ibarettiikinci yontem ise bitki yapraklarini yasga az miktarda
karborandum (silikon karbir) tozuylasiadirarak ve bakteriyel stspansiyonla
ovalayarak yaralamaktan ibarettir.sitlamadan sonra, bitki polietilen torbalara
konmu ve 20°C’de 48 saat inktbe edikti. Torbalardan c¢ikartilan bitkiler biylime
odasinda hastalik belirtileri gérinene kadar 10 békletiimitir (Gliven ve ark.,
2004).

Son yillarda 06zellikle 1980’li yillarin Bandan itibaren nikleik asit
karakterizasyonu, molekiler klonlama, sekans analekombinant teknolojisi ve
genetik materyaller Gizerindeki gahalar, nikleik asit tabanli problardan yararlanma
olanaklar giderek artrgtir. Ayrica prokaryotik ve okaryotiklerin genomladaki
modifikasyonlar, restriksiyon analizleri ve sistemltzerinde de son zamanlarda
yogun calsmalar yapilmaktadir. 1985 yilinda DNA veya RNA lsamlarinin sayisal
olarak artirimasi (amplifikasyon) teknolojisine ydaan dolayisiyla mevcut
yontemlerle analiz edilebilmelerini @ayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu'nu
gelistirilmi stir (Donmez, 2004).

PCR’In gelgtiriimesi, molekuler teknolojinin ve ayni zamandall&nim

alaninin da gesgliemesine yol acmgtir. PCR son yillarda enfeksiydz etmenlerin
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teshisinde, epidemiyolojide, genetik defektlerin saptasinda ve @er alanlarda
geng bir uygulama ortami bulngtur. PCR, izole edilen veya patolojik materyallerde
bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNApesifik kisa zincirli
oligonukleotit primerler yardimi ile enzimatik ok sayisal cgaltiimasi
(amplifikasyon)’'dir Bu hedef genetik materyal ¢cok az sayida hatta kingeya
sayisiz dier veya ilgisiz DNA’lar arasinda olsa bile ggdtilabilir ve homojen bir
DNA materyali haline getirebilir ve kolayca idemy# edilebilir. PCR sollsyonu,
aranan hedef DNA sekanslari, iki tir spesifik otigkleotid primerleri (15-30 bazlik
tek iplikcikli), DNA polimeraz enzimi (encok kullalan Taq polimeraz) ve dort tur
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTREgklinde hazirlandiktan sonra hedef DNA nin
denatlrasyonu, primerlerin lanmasi, polimerizasyon, amplifiye edigrirtnlerin
saptanmasisamalari ile taniya gidilmektedir (Arda, 1994).

Bircok obligat fungal ve bakteriyel mikroorganizraah ve kultlr ortaminda
cogaltilamayan patojenlerin odturdusu hastaliklarin tghisi, guvenilirligi ytiksek bir
metod olan PCR ile kolayca yapilabilmektedir (A1999).

PCR, tohum saffinin belirlenmesinde, g#li turlerin tanisinda ve tarler
arasindaki genetik akrabgin belirlenmesinde kullaniimaktadir (Ponsonnet ve
Nemse 1994, Leite ve ark., 1995; Pascula ve ag@5]1Santos ve ark., 1997; Pastrik
ve Rainey, 1999; Maddox ,1998; Ari 1999; Hyman rke,2000).

Audy ve ark., (1994 ve 1996), fasulyede hagtalneden olanX. c. pv.
phaseolive P. s.pv. phaseolicolanin tanilanmasinda PCR n oldukc¢a spesifik sonug
verdigini tespit etmglerdir.

X. c. pv. phaseolive P. s.pv. phaseolicola patojenleri ile kontamine olan
fasulye tohumlarinda, bakterilerin belirlenmesiff@R metodunu karil bir sekilde
kullanmslardir (Maes, 1993; Slack ve ark., 1996; Hartuncase, 1998, Schneider
ve ark., 2002).

Patojen-konukgu arasindaki uyumlu reaksiyonu kataybazi genler
(Patojenisite, virtlanslik, avirtlenslik, toksimzeém ve hormon uretimini kodlayan)
vardir. Farkli patojenlerde bu tur genlerin bazildieri, genlerin kromozom
uzerindeki dgihmlari ve tekrarlanma sikliklari hakkinda eldelenl genetik bilgiler
patojenin kimlgini aciklamaktadir. O nedenle yukarida bahsedilenlegden bir

veya bir kaci icin spesifik olarak sentezlenen atigkleotit primerler yardimi ile
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farkl patojenlerden izole edilen genetik matem@alPCR ile kolayca amplifiye
edilmektedir. Elde edilen PCR drlUnlerinin agarod j&erinde elekroforez
edilmesiyle patojene spesifik bant veya bant gesfilbelirlenerek hastala neden
olan etmenin tanisi ve ayni zamanda da hgstateshisi yapilmaktadir (Miller ve
Joaquim, 1993).

Peet ve ark., (1986); Schaad (1989); Prossenkvg1®891, 1993); Schaad ve
ark. (1995) fasulyelerde tohumlastaan P. s. pv. phaseolicolave P. s. pv.
syringaeénin PCR ile tanisi Uzerinde agtamalar yapmglar ve modifiye edilmy
farkli metodlar ortaya koynglardir.

Schaad, (2001) X. c. pv. phaseoli, P. spv. phaseolicolave P. s. pv.
syringaeicin spesifik DNA primerlerini bildirmi.

Lydon ve Pattreson (2001R. syringaenin tabtoxin Ureten strainlerini
tanilamak ve djer bitki patojeni P. syringae tirlerinden ayirmak icin PCR
yapmslardir. Bu amagla 3P. syringaestrainini incelemgler, tabtoxin tretiminden
sorumlu olan tblA ve tabA genlerini amplifiye etmiin 2 primer seti
gelistirmislerdir. P. syringaepathovarlarindan tabtoxin treten hicrelerden igkgut
PCR sonucunda 829 bp veya 1020 bp lik amplikon etheslerdir. Tabtoksin
uretmedgi bilinen bakteri turlerinde ise ayni primerlerleNB amplifikasyonunun
basarisiz oldgunu ispatlamglardir. PCR metodu ileP. syringae strainlerinden
tabtoxin Uretenleri, bunlarda d@. s. pv. tabaci strainlerini guvenilir birsekilde
aylirabilmglerdir.

Hastalikli  fasulye tohumlarindaP. s. phaseolicolain tespitinde
phaseolotoksin gen bdlgesinden elde edilen 2.6IKkIDNA parcasinin bulundiw
bdlgenin PCR amplifikasyonunun yapilmasinin yikdekssaslikta bir metod
oldugunu bildirmglerdir (Prosen ve ark., 1990a, Prosen ve ark., P90

Louws ve ark., (1994) agarmalarindaP. s. pv. phaseolicolanin RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA), RFLP (Btection Fragment Length
Polymorphism) ve nested PCR analizleri ile farldigelerde ve farkli materyaller
Uzerinde Irk diizeyindeki farkhliklarini ortaya kawslardir.

Schaad ve ark. (1995), fasulye tohumlari®las. pv. phaseolicola’ nin
belirlenmesi amaciyla yaptiklar gahalarda klasik PCR metodu yerine uygulgmi

olduklari BIO-PCR metodunun, tohum Uzerindeki Oliictelerin varlgindan
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kaynaklanan pozitif sonuclari 6nlemesi, tohum elgtarinda bulunan potansiyel
PCR engelleyici maddelerin vaiinin elimine edilmesi, hastalik etmeninin
belirlenmesinde hassasiyetin arti ve  amplifikasyon icin DNA nin  6n

ekstraksiyonuna ihtiya¢c olmayi inhibitérlerin etkilerinin azaltiimasi gibi bazi
onemli ve Ustin 6zelliklerinden bahseghardir.

Tohumlarda bakteriyel patojenlerin saptanmasiugceaman zor olmaktadir
cunkl hedef organizma populasyonigeati bakterilerin miktarina gore genellikle
daha azdir. Klasik izolasyon yontemleri, ©rnekiesadece birka¢c tane hedef
organizma ve yuksek miktardagdr bakteriler icerdi durumlar haricinde g¢ok
hassastir (Schaad, 1989). Serolojik teknikler isdi tve ucuz olmasina ganen
genellikle duyarliik ve 6zgullukten yoksundur (Hpton ve ark., 1990). PCR
teknolojisindeki yeniliklerle dier bircok organizmalarin bulungu durumlarda bile
az sayidaki hedef mikroorganizmanin saptanmasiidth iterleme kaydedilnstir.
Klasik PCR yonteminin duyarlgl, nested PCR ile arttirilabilir (Schaad ve ark.,
1995). Ancak, PCR yonteminde ghwlan alinan bitki 6rneklerinde siklikla
karsilasilan PCR inhibitorleri ve az miktarlarda ornek gdiliginden ortaya cikan
oldukca dguk duyarllik gibi birka¢ tane sinirlayici etkenlimmaktadir (Rossen ve
ark., 1992; Prosen ve ark., 1993; Schaad ve a899;1Weller ve ark., 2000).
Teshisin  duyarlilg imunomanyetik Aygtirma (Immunomagnetic separation, IMS-
PCR) (Skjerve ve Olsvik, 1991; Fratamico ve.atl092; Van de Wolf ve ark., 2000)
ya da PCR’In zengingérilmesi (BIO-PCR) (Schaad ve ark., 1995; Itoar&.,1998;
Weller ve ark., 2000) gibi metodlarla daha da aldbilir. Her iki teknik de PCR
inhibitorlerinin  etkisini azaltmakla beraber, BIGR hedef organizmanin
yasayabilen kaltirinin iyilgmesi avantajini da gkar. Bu teknik, genel ya da yari-
secici besiyerinde (agar ya da sivi besiyeri) deegtrilen biyolojik amplifikasyon
ile dogrudan PCR yontemini birgéirir. DNA izolasyonuna gerek olmaglh gibi,
hedefin yg@unlastiriimasi icin gerekli olan santriflj etmesamnasina da ihtiyac
yoktur.

BIO-PCR'In, klasik agar besiyeri yontemlerine gtemel bir avantaji vardir.
Cogu zaman yiksek miktarlarda bulunangeti organizmalar, hedef organizma
tanimlanamadan hizlica buytrken, bu durum BIO-P@Rjdrilmez; cunki hedef

organizmanin kolonileri gb6zle gorulir bayukluklendastiklarinda ve saprofit
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kolonileri de ¢ok buyimerngken hedef organizmalar hemen toplanir. BIO-PCR’In
duyarliligi (genellikle her numune igin koloniyi alturan birimlerde ortalama 5-10
hicre/mL) klasik PCR yonteminden 10-100 kat araglafik gosterebilir. (Schaad
ve ark., 1995; Ito ve ark1998; Schaad ve Frederick, 2002). Ancak bu duyarl
seviyesi bile, dokular tzerinde genelde ¢ok azidsayulunan, bitki patojeni
bakterilerinin  saptanmasi icin yeterligildir (Webster ve ark., 1983; Ozakman ve
Schaad, 2003).



3. MATERYAL VE METOD

Materyal
Bitki materyali
Calsmamizin ana materyalinic Anadolu Bolgesindeki fasulye ekili
alanlarindaki Karaman ve Cankiri illeri hari¢ 18eh toplanan fasulye tohumlari
olusturmwtur. I¢c Anadolu Boélgesinde 6Ornek toplanilan illegekil 3.1'de

gosterilmitir.

MO EE N-LCK

Sekil 3.1.I¢ Anadolu Bélgesinde fasulye drnekleri elde edilkem

3.1.2. Referans kultirler

Denemelerde kullanilan orijind. s. pv. phaseolicolakilttrlerinden PSP6
Worwick University ingiltereden, NCPPB52 (National Collection of Plant
Pathogenic Bacteria)Prof. Dr. Kiymet Guven (Anadolu Universitesi)dende

edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan laboratuar alet ve ekipmanlari
Hastalikli  tohumlarindan patojen mikroorganizmalarizolasyonu ve

tanilanmalari icin laboratuar malzemeleri (petrbikeébeher, erlen, cam baget, lam,
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lamel, cam tup, pipet, piset, 6ze), kimyasallakghlsodyum hipoklorid, besiyerleri)
kullantimistir.

Calsma esnasinda santriflij, otoklav, inktbator, terywér, elektroforez
sistemi, jel goruntileme sistemi, Isiticili calkata, otomatik pipetler, magnetik
karistirici, pH metre, derin dondurucu, hassas teramgdblabi, saf su cihazi,
mikrodalga firin, buz makinesi, kullanilgtir.

Ayrica enfekteli fasulye tohumlarindan bakteriyelikrmaorganizmalarin
izolasyonu ve koloni gefimlerinin s&lanmasi icin c¢gtli kimyasallar ve besiyerleri

kullaniimistir.

3.2. Metod
3.2.1. Ornekleme metodu
ic Anadolu Bolgesinde ekonomik anlamda fasulye ekiagilan ve bolgeyi

temsil edeceksekilde belirlenen illerden fasulye tohumu o6rnekledinmstir.
Ornekleme;

100 ha ekik alani icin en az 3 6rnek

100-1000 ha arasi i¢in her 100 hektanra 1l 6rnek

1000 ha uzeri igin her 200 hektar igin 1 6rnek
esasina gore planlangtir. Uluslar arasi tohum testleme hirhin International Seed
Testing Association (ISTA) standartlarina gore dierek partisi 500’er gram (1000
adet tohum) alinmtir. Ancak bazi illerden planlang sekilde 6rnek sayisi elde
edilememenmitir. Bu kriterlere gérejc Anadolu Bolgesinde 6rnek alinan iller, ekili
alanlari ve verim (Anonim 2009b) elde edilen 6rsekisi Cizelge 1'de verilrgtir.
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Cizelge 1.I¢ Anadolu Boélgesinde fasulye ekilialanlar elde edilen verim ve
ornekleme sayilari (Anonim, 2009b)

il Ekilen Hasat Uretim Verim Alinmasi Alinan
Alan (da) Edilen (da) | (Ton) (kg/da) planlanan | érnek
ornek sayIsl
saylsi
Aksaray 27.670 27.670 4.346 156 14 20
Ankara 18.755 18.755 2.210 118 9 20
Gankiri 8.690 8.690 968 111 9 0
Gorum 15.355 15.355 1.747 114 8 11
Eskisehir 5.066 5.066 511 101 5 12
Karaman 48.840 48.840 13.836 283 24 0
Kayseri 14.060 14.060 2.442 174 7 23
Kirikkale 1.334 1.334 195 146 1 16
Kirsehir 24.600 24.600 2.754 112 12 7
Konya 130.585 130.585 21.072 161 65 29
Newehir 7.050 7.050 918 130 7 9
Nigde 35.140 35.140 6.847 195 18 9
Sivas 6.010 6.010 755 126 6 9
Yozgat 11.323 11.323 1.308 116 6 10
Toplam 354.478 354.478 59.909 2.043 191 175

3.2.2.Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’nin izolasyonu

Tohum 6rnekleri akan musluk suyuyla yikandiktanrapfungal patojenler
ve bazi saprofitik mikroorganizmalarla bgila olabilecgi dustntlen o6rneklere
%2’lik NaOCl'de 2 dk yuzey sterilizasyonu yapiktw. Tohumlar fosfat buffer
saline(8 g NaCl, 0,2 g KiPOy, 1.15g NaHPQ,, 0,2 g KCI /L, pH=7,4) icersinde 2—
3 saat +8C’'de ve ardindan 3 saat oda sicakida bekletilmitir (Saettler, 1989)ilk
izolasyonlarda patojenin elde edilemgdtohum partilerine alternatif bir metod
uygulanmgtir. Buna gore; tohum o6rgel,5 | steril suda yada %0,01 Tween 20'de +4
°C’de gece boyunca inkiibe edilytii.

Elde edilen ekstraktlarin,



Nutrient Agar (NA)
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ar/lL
» Beef extrakt 1
* Yeast ektrakt 2
» Bakteriyolojik pepton 5
* NacCl 5
* Agar 15
pH=7,2
King B

ar/L
* Proteose peptone 20,0
* Ky;HPO,.3H,O 15
e MgSO.7H0O 1,5
* Agar 15,0
* Glyserol 10
» Destile su 1

pH=7.2 (King ve ark., 1954)

MSP besiyerlerine 0,1 ml Te10° diliisyonlarda ekimi yapilarak, 23-25

°C'de inkiibe edilmitir (Schaad ve ark., 1995). Patojenin izolasyonukdléanilan

yarl secici besiyerinin iceii asagida verilmitir.

MSP

pH=

Sakaroz

Peptone
KoHPO,
MgSQO,.7H,0O

Agar

alk
20.00

5.0
0.5

25.0 mg
20.0

7.2-7.4 ayarlanir bu besiyerleri otoklavda 1%1'de 15 dakika boyunca

otoklavda sterilize edilip, sterilize edilen besigei 55 °C'ye kadar spumaya
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birakilmstir ve agagidaki antibiyotiler s@uk sterilizasyon yapilarak stok

solusyonlardan eklenir.

L
* Cycloheximide (100 mg/ml, %75 lik methanol) 2.0 ml
e Cephalexin (10 mg/ml, saf su) 8.0 mi
e Vancomycin (10 mg/ml, saf su) 1.0 ml
e Bromthymol blue (15 mg/ml, %95 ethanol) 1.0 ml

P. s.pv. phaseolicolgkolonileri sari ve kubbgeklinde (levan pozitif) ve bir mavi

floresan pigment uretir.

3.2.3. Patojenin tanisi
3.2.3.1. Koloni morfolojisi

Izolasyonu yapilan fasulye tohumlarindan elde edildakteriyel
suspansiyonlar 0.1 ml NA, King B ve MSP besiyerelize yayillmg 23-25 © C’de
48-72 saat inkube edildikten sonra tek koloni gli incelenmek tzere King B ve
MSP besiyerine ¢izgi ekim yapilgikoloni gelsimleri degerlendirilmistir (Saygil
1995).

3.2.3.2. Biyokimyasal testler

Pseudomonas syringa@v. phaseolicola icin levan olgumu, oksidaz
reaksiyonu (Kovacs, 1956), pektolitik aktivite fegKovacs, 1956), arginine
dihiydrolase testi (Thornley, 1960), karbon kaymaaidin kullanimi, King B besi
yerinde gelim, arbutin hidrolizi, jelatin hidrolizi, nitrat ndirgenmesi, L(+)
Arginine dehidrolaz aktivitesi, $ Uretimi, tatin yapganda airi duyarlilik
reaksiyonu (Klement, 1963; Klement ve ark., 1996llibtt ve Stead, 1987; Mohan
ve ark., 1987) yapilarak elde edilen fitopatojektbalerin biyokimyasal 6zellikleri
belirlenmitir. Her bir test ayngartlarda 3 kez tekrarlangtir.

Bu testlere kar Pseudomonas syringapv. phaseolicolave diger yakin
Pseudomonadarin gostermy olduklari reaksiyonlar Cizelge 2 ve Cizelge 3'de
verilmistir (Schaad, 2001).
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Cizelge2. Pseudomonasurlerinin Tanilanmasinda Kullanilan Biyokimyasastler (Schaad, 2001)

Karakterler P. marginalis P. tolaasii P. agarici P. cichorii Riridflava P. savastanoi P. syringae P. fuscovagin P. corrugata
Cozilnebilir floresan + + + + + + + + -

pigment

Cozlinemeyen - - - - V ( mavi-ysil) - - - -

floresan pigment

Levan + - - - - - + - -
Oksidaz + + + + - - - + +
Arginin dehidrolaz ~ + - - - - - - + +
Pektolitik aktivite + - - - + \ - ND -
Tutlinde HR \% - + + + + + - ND
37°C'de gelsim - - - - - + - - +
Nitrattan N - - - - - + - ND +
olusumu

PHB° - - - - - - - - +
Jelatin Hidrolizi ND ND ND - + - \% ND +
2-ketogluconate + + + + + + + - ND
Mannitol + + + + + - \Y ND +
Geraniol - - - - - - - ND ND
Benzoate - - + - - - - ND -
Cellobiose - - - - - + - ND -
Sorbitol + + - - + - + ND -
Trehalose + Y, - - - + - ND +

Sakkaroz + - - - - . + + +



Cizelge 2. Devam)

Meso-tartarate \% + - + + - ND ND
D(-)-tartarate Vv - - - + - ND Vv
D-arabinose - - - - - - ND +
I-rhamnose \Y ND - - - - ND -
D-aspartate - ND ND + - - ND ND
Buz cekirdgi - + + - - - - -
olusturma

IAA Uretimi - - - - - + - -

22

+: %80 veya daha fazla izolat pozitif; - : %80 adgzla izolat negatif; V : %21-79 izolat pozitND : belirlenmemy,

: Sands ve ark, 1970; Hildebrand ve ark, 1988t iolark, 1994; ve Yound ve Triggs, 1994'den sonaalifiye edilmitir.
: Delphinii, populans ve passiflorae patovarlagaté

: Poly B hydroxybutyrate

o T o



Cizelge3. Pseudomonas syringan Patovarlarinin Genel Tanilanmasinda Kullanilastler (Schaad, 2001)
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Karakterler I I B N N o | & | E | S |8 |E | &% | 2| o | B > | 5 | 2 |8 |8 |8 |8 |5
Buz cekirdgi - + + + + ND + - - - - - - + + + + ND ND ND - - + 4P +P +P
Levan + + + + + +P + + + - + + + + - + + + + + + - + + + +
Pectolysis 4,8 48 - - - ND - 4 4 4 4 4 4 4.8 + - ND ND ND ND 4 ND 4 4 4 4
Bglucosidase + + + + + ND +° + - + + + + - + + + ND ND ND - + - - R R
D-mannitol + + + + + + + +P + + + + + - + + + + + + + + + - - +
Adonitol - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - +° R - R R
Insitol + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - - +
D-Sorbitol + + + + + + + + + + + + + - + + + + - + +L 4 + - - +P
Trigonelline + + + + + + + + + + + + + + - - - - + + + - - + + +
D-quinate + + + + + + + +P + + + + + + + + - + + + - + - - + +
Erythritol + + + + + + +P - +L 4 - - + + + + + + - + - + - - R R
L(+)tartarate + + - - - - - - + - - - + + - - - - ND +P - - - - - -
D(-)tartarate - - +° o+ ND - - + - - + + - - - - - ND - ND - - - - R R
L-lactate - - + + + + +P - - - 40 4P - - +0 . - - - - - - R - - R
Anthranilate - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - R - - R -
DL-homoserine - - - - - -+ + + - - - - - - - - - - + - - - - - - -
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Cizelge 3. Devam)

Glutarate + + + + + + ND + + + + ND ND ND - ND ND + + + - ND ND +° - +P
DL-glycerate + + + + + + ND + + + + ND ND ND + ND ND- + + + - ND ND - - -

Gelatinin + + + + + + ND + - + + ND ND ND +° - ND + + - - ND ND - - -

sivilasmasi

Arbutin hydrolizi + + + + + + ND + - + + ND ND ND + ND ND + + - + ND ND - - -

Aesculin hydrolizi PP+ + + + ND £+ o+ + ND ND ND + ND ND + - - £ ND ND - - -

Polygalacturonase  +° + - - - - ND - - - - ND ND ND - ND ND - - - - ND ND - - -

Pektat lyase I - - - ND - - + - ND ND ND + ND ND - - + - ND ND - - -

Toxin + - + + + - ND - + - + + ND ND - + ND + - - - ND ND +° + +

| : pektat jelde olgan gukurun pH'si; 4=pH4.6/8=pH8.5
+ : %80 veya daha fazla izolat pozitif? +%80 veya daha fazla izolat ge¢ pozitif; V : %XMiZolat pozitif; - : %80 veya daha fazla izolagaéf; ND : belirlenmeny, Hildebrand ve ark, 1998; ve Yound ve
Triggs, 1994’den sonra modifiye edilmistir
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3.2.3.4.1. Gram reaksiyon testi

Bakteri izolatlarin hiicre duvarlarindaki farksilibelirleyebilmek igin bir lam
Uzerine, %3'luk KOH c¢ozeltisinden bir damla damihatstir. Ardindan King B
Uzerinde geftirilen 24—-48 saatlik bakteri kiltiriinden 6ze ilmnarak KOH cozeltisi
ile 5-10 s kastirildiktan sonra 6ze yukariya gl kaldirimstir. Gram negatif
Ozellikte olan mikroorganizmalarda hicre duvarindaéptidoglukan tabakasi tek
katli olup, teikoik asit icermeginden KOH ile kolayca parcalangnisitoplazma
sivisi serbest hale gegie bunun sonucunda da vizkéz bir uzama gortlmesi

beklenilmktir. P. s.pv. phaseolicolgpozitif olarak kabul edilnstir. (Saygil, 1995).

3.2.3.4.2. Arjinin dihidrolaz testi (Arginine Dehydrolase Testi)
Mikroorganizmalarin bu 6zeflini belirtmek icin yapilan bu testte Thornley

2A besi yeri kullanilmgtir.

a/L
* Pepton 1
* NacCl 5
* KoHPO, 0,3
* Agar 3
* L+HCI arginine 10
» Destile su 1

pH: 7,2
Tuplere 3 ml konulan besiyeri 12C'de 1.5 atm basicta sterilize ediltiri.
Sonra tuplere 6ze ile bakteri kultargilanmstir ve tuplerin tzerine 2 ml steril
parafin konulmstur. Kudltirler 27 °© C'de 7-15 gun sure ile inkUbdilmistir.
Bakterinin arginine’i kullanmasi sonucu meydanaegepembemsi kirmizi renk
pozitif, acik pembe renk ise negatif sonuc¢ olarag&edendirilmistir (Thornley,
1960).
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3.2.3.4.3. Levan (Fruktan) testi
Bakteriyel izolatlar,

e Sakkaroz 59
* Nutrient agar 29
* Destile su 100 mi

%5 sukroz iceren nutrient agar ortamina c¢izgi ekmapilan bakteriyel
izolatlar, 27 °C’de 5 gun inklibe edilgtir. Levan sucrase enziminin sakkarozu
kullanmasi sonucu ojan konveks, mukoid koloniler pozitif, konveks ve koid
yapida olmayan koloniler ise negatif olarak betirtastir (Klement ve ark., 1990;
Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.3.4.4. Oksidaz testi

Kullanilan besiyeri;

* Nutrient agar 29
* Glukoz 1g
» Destile su 100ml

Kullanilan soltisyon;
» Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride 1g

* Destile su 100 ml

% 1 oraninda glikoz iceren nutrient agar besiyexigglsen 24-48 saatlik
kolonilerden, 6ze yardimi ile bir miktar alinarad fidtre kagidi Uzerine damlatilan %
1'lik Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochlcgidjice strilmétir. Bu klemin

sonucunda bakteri soliisyon lami;

10-60 saniye icinde maviye dagmilslerse pozitif olarak
60 saniye sonra maviye ddayilise geg pozitif
60 saniye sonra maviye damiezse negatif

olarak kabul edilnstir ( Kovacs, 1956).



3.2.3.4.5. Arbutin hidrolizi
Bu test icin @agida verilen besiyeri hazirlangtir.

Arbutin
Peptone
Yeast extract
D-glukose
Ferric citrate

Noble agar

27

alL
5.0

10.0
3.0
1.0
0.5
12.0

Kimyasallar 1000 ml saf su icerisine konularak pg'& ayarlanmgtir ve 20

dakika otoklavda sterilize edilstir, 25-28 °C’'de 10 giinden fazla tinkiibasyona

birakilmstir.

Pozitif sonug¢ veren

izolatlar besiyerinde geis ve ortam

kahverengilemistir (Crosse ve Garrett, 1963).

3.2.3.4.6. Karbon kaynaklarinin kullanimi

Elde edilen bakteriyel izolatlarin karbon kaynakiarkullanim durumlarini

belirlemek amaciylasagida verilen teste tabi tutulngardir (Ayers ve ark., 1919).

NH4H,PO,

KCI
MgSOs.7H,0
Bromthymolbleu
Agar

Damitik su

pH: 7,0

alL

1,0

0,2

0,2
0,08
12,0
900 ml

Agar dsindaki kimyasallar 900 ml saf su icerisine konukangH 7.0’a

ayarlanmg ve Uzerine agar Uzerine dokilerek tuplere 5’erkortulmwtur. Daha
sonra otoklavda 12¥C'de 1.5 atm’'de 15 dakika sterilize ediktir.
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Testte kullanilacak karbonhidratlardan (D-Sorbitol, mannitol, erythritol,
inositol, B-glukosidase, inositol) 10 g tartilarak ve 100 ral igerisinde eritilmg,
verilen pH dgerine ayarlanmtir ve filtrasyon yontemi ile sterilize edilwgtir.

Otoklavda sterilize edilen ve iclerine 4.5 ml besiybulunan tipler, 45-50
C’e sgutulan tiiplerin lizerine sterilize edilen karbonhitirdan 0.5 ml eklenilerek
ve ezik agar olarak hazirlangtir. Bu tliplere bakteriyel izolatsganms ve 24-27
°%C'de inkilbe edilmitir. Tuplerdeki renk dgsimi (sari) pozitif olarak
degerlendirilmistir.

3.2.3.4.7. Jelatinin hidrolizi

Asagida verilen kagim hazirlandiktan sonra, jelatinin erimesi icin %Dde
su banyosunda tutulmwe ¢ozelti 5 ml olarak tlplere konulgywtoklavda sterilize
edilmistir. Tiiplere bakteri ekildikten sonra AT'de 7-14 giin inkiibe edilrtir.
Tuplerdeki jelatin akici ise pozitif olarak gerlendirilmistir (Schaad, 2001).

alL
* Peptone 5.0
» Beef extract 3.0
* Gelatin 120

3.2.3.4.8. Esculin hidrolizi
Bakteriyel izolatlarin esculin hidrolizini belirlesk icin gagida verilen

besiyeri hazirlanntir.

ag/lL
* Yeast extract 5.0
* NacCl 5.0
e MgSO.7H0O 0.2
* KeHPO, 0.5
e NHiHPO, 0.5
* Ferric ammonium citrate 50 mg
* Esculin 1.0

pH: 6.8
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Yukarida verilen besiyerinin pH'1 6.8'e ayarlargmue otoklavda sterilize
edilmigtir. TUplere 5 er ml datilan besiyeri Gzerine bakteri ekimi yapildiktaznsa
28 °C'de calkalayicida 28 giin bekletilstit. Besi yeri kahverengi-siyah arasi renk
alanlar pozitif olarak dgerlendirilmistir (Sneath, 1956; Schaad, 1988).

3.2.3.4.9. Hidrojen siilfid (HS) olusumu

Asagida verilen besi yeri tiplere 5 ml konularak otekla sterilize edilmtir.
Bu tUplere bakteri @lanmstir. 5 mm genilikte kesilen kurutma katlari %5’lik
kursun asetat icine batinigy kurutulmy ve otoklavda sterilize edilgtir. Bu
kagitlar bakteri allanan tiplere yukaridarsagiya dgru sarkitiimgtir. Bu tupler 14
gin boyunca incelensgtir. inokule edilen bakteriler, silfur iceren aminoasitéa
H.S olwtururlar. HS meydana gelmesi tuplerdeki kum kugun asetatl katlarin
siyahlgmasina neden olur. Tuplerdeki kurutmazikianin siyah renk almasi pozif
olarak dgerlendirilmistir (Dye, 1968).

—gL
e NHiHPO, 0.5
o KyHPO, 0.5
«  MgSO.7H,0 0.2
* Yeast extract 0.2
» Cystein hydrocloride 0.1

3.2.3.4.10. Floresan pigment Uretimi

Floresan pigment Ureten izolatlarin belirlenmesiaaryla, King B besiyeri
hazirlanmgtir. Her bir izolat katilgan besi yerine cizildikten sonra, 25 °C’ye ayarli
inkiibatorde 2 gun sireyle inkibe edgtmi Gelisen kalttrler, ultraviyole lamba
altinda, karanlk odada gozlemlentri yesil floresan pigment Uretenler pozitif,
digerleri negatif olarak deerlendirilmistir (King ve ark., 1954; Fahy ve Persley,
1983; Lelliot ve Stead, 1987).
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3.2.3.4.11. Katalaz testi

Katalaz enziminin vargini ve yoklgunu belirlemek igin 24-48 saatlik
bakteri kultirinden bir 6ze alingtir ve lam Uzerine 1 damla % 7%6GL ( 7 ml HO;
hacmi steril saf su ile 100 ml ye tamamlanir) iladdlerek kagtiriimistir. Kabarcik
olusumu pozitif, olymamasi ise negatif sonug¢ olaralgeidendiriimistir (Klement ve
ark., 1990).

3.2.3.4.12. Nitrat rediksiyon testi
Obligataerobik bakterilerin oksijenin vaginda nitrat kullanimini belirlemek

icin hazirlanan besi ortami;

a/L
* Yeast extract 509
* KNOs3 39
* Noble agar 19
*  NHisHPO, 1g
. KCI 0.2g
e MgSO,.7H,O 0.2¢

5’er ml tlp icerisine konulup otoklav edilgtir. Bakteriyel kilttrler inokule
edildikten 5 giin sonra 27C de gelitiginde nitrat indirgemesi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Fahy ve Persley 1983; Klement ve ark., 1990).

3.2.3.4.13. Pektinaz testi

Testin yapilmasi icin CVP besiyeri hazirlagtm Buna gore;

Karistirici icerisine 500 ml sicak su konulgtur, karstirict disiik devirde
calistirilarak ve aagidaki madeler eklenrtir.

» Kiristal viyolet (% 0.075’ lik ) 1ml
e« 1N NaOH (8 g NaOH/200 ml) 4.5 mi
» Difco Agar 29

* NaNG; 1g

Karistirict 15 dk yuksek devirde catlirilarak;
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9 g Na-polypectate, katirici yiksek devirdeyken yayayava

eklenms ve 15 dk kastirnlmistir. BoOylece Na-polypectate

kiimelenmensi olmaktadir.

e Ortam 2 L lik erlen igerisine konulngtur. Buna 0.5 ml % 10 luk Na-
lauryl sulfate eklenngtir.

« Erlen pamukla kapatilip, alimiinyum folyo ile kaptag ve 121°C de
1.5 atm’de 15 dk sterilize edilgtir.

* Muumkun oldgunca kisa surede petrilere dokulmelidir. Petirlda o

sicaklginda 48 saat bekletilstir.

Hazirlanan besi yerinin agar orani coksiaki olduzu icin izolatlar dikkatlice
cizgi ekim yapilmgtir. Petriler bakteri gejimi icin oda sicakiiinda 4 gin sireyle
inkiibe edilmgtir. Besi yeri Uzerinde, cizgilerin olgu yerde meydana gelen
cukurcuklar ve sulu gorinim pozitif sonu¢ olaralgetéendirilmistir (Beaulieu ve
ark., 1991; Bouzar ve ark., 1994).

3.2.3.4.14. Nisastanin hidrolizi
Bu testte; YNA besiyeri kullaniingtir.

* Yeast extract 509
*  Pepton 59
» Beef extract 59
* Agar 159
» Eriyebilen ngasta 29

pH: 6.5 ayarlanrir.
Nisasta ayri bir kapta 10 ml su iginde eritifmie eriyen igine kagtiriimistir.
Petrilere ¢izgi ekimleglama yapildiktan sonra 2-7 gin inkiibe edgimi
Kontrol i¢in; lugol solusyonu
* Lyod 19
o Ki 29
» Damitik su 300 ml
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15’er ml petrilere dokulmgitr. Mavi renk verenler negatif, mavi renk
vermeyen ancak ekim cizgileri etrafinda agik rerddehverenler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Dye, 1962).

3.2.3.3. Patojenisite testi

Stok kilttrlerden NA'ya transfer edilgnd8—72 saatlilP. s.pv. phaseolicola
olarak tanilanan izolatlar steril destile su il t@icre ygunlugunda seyreltilerek
hazirlanan bakteri sispansiyonu, 2 haftalik fasblflalerine hipodermiksiringa ile
govde ve petiol icine 0,1 ml olarak inokule edgtimi Negatif kontrol olarak ise #D
kullaniimistir. Inokulasyon sonrasi 24 saat sireyle bitkiler (izepwieetilen torbalar
gecirilmis, asilamadan sonra bitkiler 7-10 giin arasinda 248e yiiksek nemli
kosullar altinda tutularak, simptomlar izlergtii. Simptom gekimi gozlenen
yapraklardan tekrar bakteri izolasyonu ve tanigpilyastir. Yapilan test 3 tekerrarl
olarak aynsartlarda 3 kez tekrarlangtir (Taylor, 1970; Lelliot ve Stead, 1987).

3.2.3.4. Tutunde airi duyarhlik (Hipersensitive Reaction =HR ) testi

Elde edilen butun bakteriyel izolatlar King B bexiyde 24-48 saat 27C’
ye ayarli inkiibatérde getirilmistir. 10° hiicre/ml y@unlukta bakteriyel siispansiyon
hazirlanmgtir. Stspansiyonlar 3cc’lik plastik enjektdrlerlgiin (Nicotiana tabacum
L. White Burley ) yapraklarinin alt kismindan danaaalarina enjekte edilstir.
Inokule edilen bitkiler en az 8 saatsikli bir ortamda muhafaza edilerek
inokluasyonun yapilgh kisimda nekroz okuwp olismadg tespit edilmgtir. Olu
doku olgumu pozitif, olymamasi ise negatif olarak g&lendirilmistir (Klement ve
ark.1966, Lelliot ve Stead, 1987).
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3.2.3.5. Molekuler tanilama
3.2.3.5.1. BIO-PCR

BIO-PCR, basitlgiriimis prosedirleri ve PCR hedeflerinin biyolojik ve
enzimatik amplifikasyonlarini birfeiren bir polimeraz zincir reaksiyonu metodur.
Bu metod, fasulye tohumu ekstraktlarindal®seudomonas syringaepv.
phaseolicola nin belirlenmesinde, DNA izolasyonu olmaksizingslyerinde
gelistirilen bakterinin yikanarak direkt amplifikasyonud Tohumlar gece boyunca
PBS tampon solusyonunda bekletyme ekstraktlar 24 saatlik 6rneklerden alinarak
King B agar Uzerine ekilrgiir. 24-48 saat inkubasyondan sonra, petrilerdekiebia
hicrelerini  uzaklgtirmak icin su ile yikanngy Schaad ve ark., (1995)In
phaseolotoxin geninin saptanmasi metodgigieilerek 1 mL’lik hiicre slispansiyonu
15 dakika kaynatiingj 10 dakika 14.000 devirde mikrosantriftjle ayriimis,
cOkelti ayrilmg ve sidpernatanttan 2iL’lik kisim PCR amplifikasyonu igin

kullaniimustir.

3.2.3.5.1.1. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ nin DNA amplifikasyonu

icin spesifik primerlerin kullanimi

3.2.3.5.1.1.1. phaseolotoxin geni i¢in spesifik primer kullanimi

PCR calgmalarindaP. s. pv. phaseolicolanin spesifik phaseolotoxingeninin
amplifikasyonu igin;
P5.1: 5-AGCTTCTCCTCAAAACACCTGC-3' ve
P3.1: 5-TGTTCGCCAGAGGCAGTCATG-3' olarak sentezigken primerler
kullaniimistir (Schaad ve ark., 1995).

3.2.3.5.1.1.2. tox gen bolgesi icin spesifik primer
P. s. pv. phaseolicolanin tox gen bdlgesi igin sentezlettirilerspesifik
primerler
HM®6: 5- CGTGTCCGTGGATAAAAGC-3' ve
HM 13: 5’- GTTGAATTTCACTACCCG-3' dir (Prosen ve arkl993).
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3.2.3.5.2. Molekuler tanida kullanilan kimyasalla

6,5X Loading Dye

e Bromofenol mavisi 30,0 mg
« G5XTBE 4,25 ml
e Gliserin 5,75 mi

5XTBE Tamponu (pH= 8)

e Tris §4

* Borik asit 2105

« EDTA 20 mbv
» Steril destile su 500 ml

steril su icerisinde c¢ozuldukten sonra kemin pH siI 8 e ayarlandi. Toplam
hacim steril destile su ile 1 L ye tamamlagimni

1XTBE Tamponu
100 ml 5XTBE nin hacmi steril destile su ile 500 ye tamamlanarak
hazirlanmgtir.

Ethidium BromUr Cozeltisi
* ethidium bromur 3Q0

500 ml O0,5XTBE tamponu igerisine ilave edilerekzinandi. Karanlik
ortamda oda sicakinda muhafaza edilrtir.

3.2.3.5.3.Pseudomonas syringae pv. phaseolicolanin DNA amplifikasyonu icin

Polymerase Chain Reaction (PCR) kasiminin hazirlanmasi

PCR kargimi 0.2 ml ependorf tiplerde hazirlagtm Karisimin icergi asagida

verilmistir;
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» Bakteri DNA 2 ul

* *PCR Master Mix  12.5 pl
* Forward primer 2 ul

* Revers primer 2 ul

e Steril saf su 6.5 pl
Toplam hacim 25 ul

*PCR Master Mix 0.05 Unitedl TagDNA, 4 mM MgCh, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4 mM
dGTP ve 0.4 mM dTTRyarlanip hazirlanrtr.

3.2.3.5.4. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’nin DNA amplifikasyonu igin

spesifik primerlerle uygulanan PCR protokolleri

3.2.3.5.4.1. phaseolotoxin geni PCR protokoli

P. s. pv. phaseolicola’nin tanisinda kullanilaphaseolotoxingeninin PCR
protokoll aagida verildgi sekilde Schaad ve ark. (1995)'In da ongrdgjibi P 5.1 ve
P 3.1 primerleri kullanilarak Termal cycler (Epperngh mastercycler personal)’ da

programlanarak uygulangtir:

94°C 2 dk

94°C de 1 dk

58°C de 1 dk 25 dongi
72°C de 2 dk

72°C de 8 dk uygulanngtir.

Amplifiye edilen bdlge icin 500 bp bant glurmasi beklenilngtir (Schaad ve
ark., 1995).
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3.2.3.5.4.2. tox geni PCR protokolu

P. s.pv. phaseolicola’nin tanisinda kullanilan togeninin PCR protokoll
asagida verildgi sekilde HM6, HM 13 primerleri ile Prosen ve ark. 98),
tarafindan gejtiriimis ve Schaad ve ark. (1995) tarafindan modifiye edilue
duzeltilerek Termal cycler (Eppendorph mastercyplersonal)’ da programlanarak
uygulanmgtir:
94°C’de 5 dakika
94°C de 1 dakika
60°C’de 1 dakika 35 dongil
72°C'de 1 dakika
72°C de 10 dakika.

Amplifiye edilen bdlge icin 1900 bp bant gturmasi beklenilngiir (Prosen
ve ark., 1993).

3.2.3.5.5. PCR durunlerinin elektroforez sistemind belirlenmesi
3.2.3.5.5.1. Agaroz jelin ve elektroforez tamporofiisyonunun hazirlanmasi

% 1’ lik Agaroz jel hazirlanmasi; 100 ml 1XTBE e solisyonu, 1 gr
agaroz (SeaKem) tartilir ve soliisyonda agarozarsk eritilir.

Elektroforez tampon solusyonunun hazirlanmasi 1X ETBbuffer

kullaniimustir.

3.2.3.5.5.2. Amplifiye edilen bakteriyel DNA o6rnelérinin elektroforez
sisteminde yuruttulmesi

Elde edilen PCR urinleri agaroz jel elektrofore&thaad ve ark., (1995)'a
gore yapilngtir.

Bunun ic¢in hazirlanan %1’ lik agaroz jel yakla 50°C'ye kadar
sogutulduktan sonra taraklar yestgilmis jel tepsisine dokulmgfir. Agaroz jel
donduktan sonra icinde 1X TBE buffer bulunan elgkirez tanki icerisine
yerlestirilmi stir. Daha sonra tarak jelden dikkatlice ¢ikargmae olsan cukurlara 2
ul loading dye ve &l PCR urind kasimi bir mikropipet yardimiyla kagtirilarak
cukurlara yuklenilmgtir. PCR drunleri 75 volt elektrik verilerek yakl 2 saat

yuratilmistir. Olwan bantlarin molekdler galiklarini belirlemek amaciyla 100
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bp’lik molekuler saretleyici (marker, Fermantas100 bp Plus DNALadsler 1153)
kullaniimistir.

3.2.3.5.5.3. Agaroz jelin goruntilenmesi ve sonlagin incelenmesi
1. jelin boyanmasi: Bantlarin UV ik altinda gorulebilmesi igin etidyum
bromit ile 0.5 mg etidyum bromar/L 10 dakika bek&rek boyanmy ve daha
sonra 10 dakika steril saf su ile calkalagtm.
2. jelin goruntilenmesi: Etidyum bromit ile boyanan jeller Gzerindeki bantl

transiliminatdrde olgan bantlar incelenmive fotggraflanmstir.

3.2.4. Kulturlerin saklanmasi
izolatlar %25'lik gliserol stok icerisinde ve -3C'de depolannsi ve her (ic

ayda bir Nutrient agar Uzerine ekim yapilarak yemihitir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Ornekleme Sonuglari

Ic Anadolu Bolgesinde ekonomik anlamda fasulye ekiagilan ve bolgeyi
temsil edecekekilde belirlenen illerden fasulye tohumu 6rneki@rnmstir. Ornek
elde edilen iller, toplanan 6rnek sayisi ve burdarzole edilen toplam izolat /. s.
pv. phaseolicolasayilari ile bunlarin isimlendiriimeleri Cizelge ‘de verilmistir.
Elde edilen bulgulara gorei¢ Andolu Bolgsindeki 12 ilden toplam 112 adet
bakteriyel izolat elde edilmive bunlardan 38 aded. s.pv. phaseolicolaolarak
tanilanmgtir. Buna gordc Anadolu Boélgesi'ndeki 12 ildB. s.pv. phaseolicolanin
fasulye tohumlariyla tanma orani %21 olarak belirlengtir. illere gore fasilye

tohumlarinda etmeningamma oranlari Cizelge 5’'de verilgtiir.
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Cizelge 4.i¢ Anadolu Bolgesinde érnekleme yapilan 12 ildereeddilen toplam
bakteriyel izolat sayisI vieseudomonas syringge. phaseolicolazolatlari

il iice- Mevki | Izolat adi Toplanan Elde edilen | Elde edilen
ornek sayisi izolat sayisi *Psp izolati
Ankara Bolge PspAnB3 14 11 4
Mudarlugi PspAnB6
PspAnB7
PspAnB9
Kazan 6 4 0
Aksaray Kizilkaya PspAkl 3 2 1
Dogantarla PspAk4 4
PspAk6
PspAk7
PspAk8
Helvadere PspAk11l 4 3 2
PspAkl12
Gllagag PspAk14 4 4 1
Demirci PspAk17 4 3 1
Cankirn 0 0 0
Corum Merkez 11 5 0
Eskisehir Merkez 6 3 0
Sivrihisar 6 3 0
Karaman 0 0 0
Kayseri Tomarza 12 7 0
Yesilhisar PspKaY1 11 8 3
PspKaY7
PspKaY8
Kirsehir Merkez 7 5 0
Kirikkale Kanalalti 6 3 0
Kdyoni PspKrKI7 3 1 1
Bahsil PspKrKI12 3 1 1
Sarimsall PspKrKI13 2 1 1
Irmak 2 1 0
Konya Cumra PspKoC1 15 12 5
PspKoC4
PspKoC6
PspKoC7
PspKoC11
Eregli PspKoE2 14 11 7
PspKoE3
PspKoE4
PspKoE6
PspKoES8
PspKoE10
PspKoE12
Newehir Merkez PspNevl 4 2 2
PspNev2
Urglip 5 3 0

*Psp ; P. s.pv. phaseolicola
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Cizelge 4.(Devam)
il iice- Mevki | izolat ad Toplanan Elde edilen| Elde  edilen
Ornek sayisi izolat sayisi *Psp izolati
Nigde Uluksla PspNil 9 5 3
PspNi2
PspNi4
Sivas Divrigi PspSi3 9 5 2
PspSi4
Yozgat Cekerek 10 4 0
TOPLAM 175 112 38

*Psp ; P. s.pv. phaseolicola

Cizelge 5.I¢ Anadolu Bdlgesi'ndeki ornekleme yapilan 12 ildBseudomonas
syringaepv. phaseolicolain illere gére tainma oranlari

iller An Ak Cr |Esk |Kay |Krs | Krk [Kn Nev |Ni Si Yz
Taginma | 2.28 | 514 | O 0 171 O 1747 6.85 114 1f1 114 [0
orani(%)

An; Ankara,Ak; Aksaray,Cr; Corum,Esk; Eskisehir, Kay; Kayseri,Krs; Kirsehir Krk; Kirikklake,
Kn; Konya,Nev; Newehir, Ni; Nigde,Si; Sivas,Yz; Yozgat
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4.2. Patojenin Tanisi
4.2.1. Koloni morfolojisi

MSP besi yerindeP. s. pv. phaseolicolakolonileri oda sicakfiinda 2 gin
sonra 1.5-2.0 mm, 3 gin sonra 3 mm yaricapanugair. Koloniler yuvarlak,
kabarik, kuresel, parlak ve daha azsyo bir merkez etrafinda agik sari olarak
gorulmds, kolonilerin etrafindaki besi yeri 3. guinde acgddiga donmétur. Fasulye
tohumuyla ilgkili saprofit bakterilerin buyimesi King B besi yee gore %80’den
daha fazla azald belirlenmitir.

A . e
Sekil 4.1. A. MSP Besiyerindeki 24 Saatlihkubasyon Sonucunda Koloni Rengi ve

YapisiB. MSP Besiyerindeki 48 Saatlikkubasyon Sonucunda Besiyeri Rengindeki
Degisiklik, Koloni Rengi ve Yapisi

P. s.pv. phaseolicoleolarak tanilanan 38 izolatin tamami King B besinage

ultraviyole lamba altinda ye fluoresan pigment okturmustur.

Sekil 4.2. King B Besiyerindeki 24 Saatliknkubasyon Sonucundaki Koloni Rengi
ve Yapisi



42

4.2.2. Biyokimyasal test sonuglari
4.2.2.1. Gram reaksiyon testi

King B besi yerinde gadiirilen 38 P. s.pv. phaseolicolakiltirlerinden 6ze ile
alinarak bir lam Gzerinde %3 Iik KOH c¢ozeltisi karstiriimis 38 izolatin gram

negatif 6zellikte oldgu saptannstir.

Sekil 4.3. Gram Reaksiyon Testi Sonucu (Negatif)

4.2.2.2. Arjinin dihidrolaz testi (Arginine Dihydrolase Testi)
Bakterilerin arginine’i kullanmasi sonucu meydaneleg acik pembe renk
goOsteren 3®. s.pv. phaseolicolazolatlar negatif sonuc verstir.

4.2.2.3. Levan (Fructan) testi

Elde edilen 38P. s. pv. phaseolicolaizolati %5 SNA besiyerinde konveks,
mukoid koloni olgturmustur.

Sekil 4.4. %5 SNA besiyerinde konveks, mukoid koloni @imu (Levan Olgumu
(Pozitif))
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4.2.2.4. Oksidaz testi

%1 glikoz iceren NA besiyerinde gglrilen izolatlar, %1 tetramethyl-p-
phenylendiamine dihydrochloride damlatiyniltre kagidinda reaksiyona sokulmu
ve 38P. s. pv.phaseolicolazolat negatif sonu¢ vergierdir.

Sekil 4.5. Oksidaz Testi SonucA. Negatif kontrolB. Pseudomonas syringgev.

phaseolicola

4.2.2.5. Arbutin hidrolizi testi
Arbutin hidrolizi sonucunda 3®. s. pv. phaseolicolaizolati negatif sonug

vermistir.

4.2.2.6. Karbon kaynaklarinin kullanimi
Testte kullanilan karbonhidratlardan D-Sorbitol, Daannitol, erythritol,
inositol iceren tuplerde renk gigimi gostermeyen 38 izolaP. s.pv. phaseolicola

olarak belirlenmytir.

Sekil 4.6. Karbonhidratlardan Asit Uretimi Testi Sonuadu Negatif kontrol B.
Pozitif kontrol (NCPPB52)C. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola D.

Pseudomonas syringge. g/ringaeE. Pseudomonas syringge. g/ringae
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4.2.2.7. Jelatinin hidrolizi

Jelatin iceren tupler@. s.pv. phaseolicolassilanms; 14 gin sonra 3B. s.pv.
phaseolicolaizolatinin jelatini sivilgtirmadgl bu testte negatif sonuc verdikleri
belirlenmitir.

Sekil 4.7. Jelatinin Hidrolizi Testi SonucA. Negatif kontrolB. Pseudomonas
syringae pv. grringae C. Pseudomonas syringagv. §rringae D. Pseudomonas

syringae pv. phaseolicola

4.2.2.8. Esculin hidrolizi

Tuplerde hazirlanan besiyeri Gizerine ekimi yapbakteriyel izolatlar 28 glin
sonra dgerlendiriimis buna goére; 38Pseudomonas syringapv. phaseolicola
izolatinda renk d&simi gbzlenmeny, teste negatif sonuc vergterdir.

Sekil 4.8. Esculin Hidrolizi Testi SonuctA. Negatif kontrol B. Xanthomonas
campestris pv. phaseoli C.  Pseudomonas syringagv. phaseolicola D.

Pseudomonas syringge. g/ringaeE. Pseudomonas syringge. g/ringae
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4.2.2.9. Hidrojen siilfid (HS) olusumu
Tlplerdeki besiyerine sdanan bakterilerden, tuplerdeki kun asetatl

kagitlar siyahlatirmayan 38°. s.pv. phaseolicolazolat negatif sonug verstir.

Sekil 4.9. Hidrojen Sulfid Olgumu Testi SonucuA. Negatif kontrol B.

Pseudomonas syringge. phaseolicolaC. Xanthomonas campestips. phaseoli

4.2.2.10. Floresan pigment uretim testi
King B besiyerinde gelen kdalturler UV (Ultraviyole lamba) altinda
incelendginde yail floresan pigment lreten 38. s.pv. phaseolicolaizolat! pozitif

sonug vermtir.

Sekil 4.10.Floresan Pigment Uretimi Testi Sonucu (Pozitif)
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4.2.2.11. Katalaz testi
Katalaz, elektron transfer zincirinin sonunda gagi¢ikan HO; in
parcalanarak @ve HO ya dongiminid sglayan bir enzimdir. Katalaz enziminin

varhgini belirlemek icin yapilan test sonucunda kabarolisturan 38 aerobik

bakteriyel izolat pozitif sonug vergtir.

Sekil 4.11.Katalaz Testi Sonucu alan kabarcik ciki (Pozitif)

4.2.2.12. Nitarat indirgenmesi testi
Obligat aerobik bakteriler oksijenin vaginda nitrati kullanarak nitirt ve N
ye indirgerler. Nitrattan, nitrite indirgenme tewte 38 P. s. pv. phaseolicola

izolatlarl negatif sonug verugiir.

4.2.2.13. Pektinaz testi
Pektinaz enzimine sahip olan bakteriyel strainkespit etmek amaciyla
hazirlanan CVP besiyerinde cukurluk ve sulu gorurelde edilmeyen 3®. s.pv.

phaseolicolazolat negatif sonug verstir.

4.2.2.14. Ngastanin hidrolizi

Nisastanin hidrolizi testinde gasta molekilini parcalayarak biyolojik
enerjiye dongtirmede gorev yapan amilaz enziminin var olup oligabtu testle
belirlenmg mavi renk gostererP. s. pv. phaseolicolaizolatlari negatif sonug¢

vermistir.
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4.2.3. Patojenisite testi

Elde edilen 3&. s.pv. phaseolicolaizolati dermason fasulye gende tipik
yaprak lekeleri olgturdusu tespit edilmgtir. Patojenisite testlerinde, yapraklarda
sulanmg lekeler seklinde ortaya cikan lezyonlar, toksin Uretimineglbaolarak
meydana gelen sari haleler, solup porsuyerek kusimptomlari gozlenngtir.

Sekil 4.12. Dermason c¢gdi fasulyelerde Pseudomonas syringg®s. phaseolicola

izolatlari icin yapilan patojenisite testi sonu@pyaklarda gorulen nekrotik alanlar

Dl
- ’
B

Sekil 4.13. Pseudomonas syringagv. phaseolicola tarafindan yapraklarda
olusturulan hale leke simptomlari
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4.2.4. Tutuinde girn duyarllik (Hipersensetive Reaction =HR )testi

Gelismis tatlin yapraklarinin interselltler alanlarina® Hicre/ml bakteriyel
suspansiyonlarigiringa edilmesi sonucu nekrotik doku gdtmuna neden olanlar HR
pozitif, digerleri ise HR negatif olarak derlendiriimistir. HR testi sonucunda

nekrotik doku olgumu gozlenen 3&. s. pv. phaseolicolaizolati pozitif sonug
vermistir.

Sekil 4.14. A.Pseudomonas syringge. phaseolicolazolatinin (PspAke6)

B. Kontrol (su) titiinde gostergmoldugu hipersensitif reaksiyon
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Cizelge 6.i¢c Anadolu Bolgesinde fasulye tohumlarindan eldéeadB8Pseudomonas syringaes. phaseolicolaizolatinin biyokimyasal
testlere verngi olduklari reaksiyonlar

Biyokimyasal
testler

PSPS6

NCPPB 52

PspAkl

PspAk4

PspAk6

PspAk7

PspAk8

SPAKLL

PspAk12

PspAk14

PspAk17

G

AD

L

O

AH

Sorbitol

KA | Mannitol

Eritritol

inositol

H,S

FP

+ 4|0

NR

NH




Cizelge 6.(Devam)
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Biyokimyasal
testler

PspAnB3

PspAnB6

PspAnB7

PspAnB9

PspKaY1l

PspKrKI7

PspKrKI12

PspKrKI3

G

AD

L

0]

AH

Sorbitol

KA | Mannitol

Eritritol

inositol

H,S

FP

NR

NH




Cizelge 6. (Devam)
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Biyokimyasal
testler

PspKoC4

PspKoC7

PspKoC11

PspKoER2

PspKoE

PspKoE6

PspKoE8

PspKoE1(Q

PspKoE1

T

G

AD

L

O

AH

Sorbitol

KA | Mannito

Eritritol

inositol

H,S

FP

NR

NH
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Cizelge 6.(Devam)

Biyokimyasal PspNevl | PspNev2| PspNil PspNi2 PspNi4 PspSi3 Pspsi4

testler

G - - - - - - -

AD - - - - -

L + + + + + + +

e} - - - - - - -

AH - - - - - - -

Sorbitol - - - - - - -
KA | Mannitol - - - - - - -
Eritritol - - - - - - -

inositol - - - - - - -

J - - - - - - -

E - - - - - - -

H,S

FP + + + + + + +
K + + + + + + +

NR - - - - - - -

=) - - - - - - -

NH - - - - - - -

G: Gram reaksiyonAD: Arjinin Dehirdrolaz L: Levan olgumu O: Oksidaz TestiAH: Arbutin Hidrolizi KA: Karbonhidratlardan Asit Okumu J: Jelatini
Sivilastirma E: Eskulin Hidrolizi H,S: Hidrojen Siilfid Olgumu FP: Fluoresans Pigment Glumu K: Katalaz TestNR: Nitrat Redilksiyon TestP: Pektinaz Testi
NH: Nisastanin Hidrolizi
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4.2.5. Molekduler tanilama
4.2.5.1.BIO-PCR amplikasyon sonuclari

Gram negatif hilcre yapisina sahip fasulye patejgrden elde edilen
bakteriyel suspansiyonlar P5.1, P3.1 ve HM6 ve HB rimerleri ile PCR
termocycler cihazinda amplifiye edilgtir. PCR sonucunda ajan amplikonlar
elektroforez sisteminde yurutulerek bakteriyel istere ait DNA bantlari elde

edilmistir. Jel dokiimantasyon sisteminde gorintilenen 8&dbiyel izolata ait
bantlarin P5.1-P3.1 primer cifti ile 500 bp da, HKM®& 13 primer cifti ile 1900 bp

da tek bant olgturduklari goralmétar.

Sekil 4.15.P5.1-P3.1 primer cifti ile 500 bp da bant@lmu 1. PSPS6 2. NCPPB52
3. P. s.pv. syringae4. P. s.pv. savastanob. X. c.pv. phaseoli6. Erwiniz amylovora

7. Agrobacterium vitis 8. PspAk8 12. PspAnB3 13. PspAnB6 14. PspAnB7 15.
PspAnB9 16. PspKaYl 17. PspKaY7 20. PspKoCl 21K&Sg 24. PspKoE2
25.PspKoE4 26. PspKoE6 28. PspNevl 29. PspNevZP§Nil 32. PspNi2 33.
PspSi3 34. PspSi4 37. PspKrKI12 38. PspKrKI13 39KeKI7
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Sekil 4.16. HM6-HM13 primer cifti ile 1900 bp da bant gumu 1. PSPS6 2.
NCPPB52 3. PspAkl 4. PspAk7 5. PspAk6 6. PspAkBspKoC11 8. PspKoE2 9.
PspKoE3 10. PspKoC6 11. Psp AnB6 12. PspAnB9 13K&%7 14. PspKrKI7 15.

Psp KrKl12 16. PspNi 1 17. PspNi2 18. PspNi4 1933 20. PspSi4
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5. TARTISMA

Ic Anadolu Bolgesindeki 12 ilden (Ankara, Aksarayord@m, Eskjehir,
Kayseri, Kigehir, Kirikkale, Konya, Nesehir, Nigde, Sivas, Yozgat) 175 adet kuru
fasulye tohumu orng toplaniimstir. iki adet orjinalP. s. pv. phaseolicolastraini
(NCPPB 52) ve (PSP6) ile kaastirmali olarak yapilan biyokimyasal, molekdler ve
patojenisite testleri sonucunda bolgeHe s. pv. phaseolicolaetmeninin varkl
belirlenmitir.

Literatlr taramalarina gorgéanthomonas campestr/. phaseolj P. s. pv.
phaseolicola P. s. pv. syringae ve Curtobacterium flaccumfacienspv.
flaccumfaciengtrlerine ait strainlerin bircok tlkede ekonomiaykplara neden olan
onemli fasulye patojeni olduklari rapor ediftimi (Coyne ve Schuster, 1976;
Schwartz ve Galvez, 1980; Schuster ve Coyne, 1@&hster ve ark., 1983; Saettler,
1984; Park ve Dhanvantari, 1987; Goto, 1992; Rgsagoung, 1992; Sigee, 1993;
Vidaver, 1993; Coyne ve ark., 1994; Hall, 1994; Hodvve ark., 1994; Agrios,
1997; Ranalli ve Parisi, 1998; Calzolari, 1999).

Turkiyenin farkli bolgelerindekii¢ Anadolu, Karadeniz, Ege ve Marmara
bdlgeleri) fasulye hastaliklarini belirlemek iciresigli calismalar yuratilmg ve
fasulye bitkisindeXxanthomonas campestiw. phaseolj P. s.pv. phaseolicolaP. s.
pv. syringae ve Curtobacterium flaccumfacienpv. flaccumfaciensn patojen
olduklari saptanngtir (S6nmezalp, 1966; Benfitu ve Ozakman, 1993; Demir ve
Gund@du, 1994; Kahveci ve Maden, 1994; Brul ve Gluven, 1998; Bozkurt ve
Soylu, 2001).

Faurie, (1998) Giney Afrikada fasulye Uretim alamidan 1128 bakteriyel
izolatl izole etm§ ve bunlarin 967’siniP. s.pv. phaseolicolaoldusunu tespit etngi,
Ertugrul ve Glven, (1998) Egjehirdeki fasulye uretim alanlarindan toplanan 36
fasulye tohumundan 120 floresan izolat elde etiminlarin 92'siniP. s. pv.
phaseolicoleolarak tanilangiardir.

Goto, (1992)P. s.pv. phaseolicolanin % 50 oraninda simptom sergilemeyen
fasulye tohumlariyla tandigini saptanstir. Bizimde calgmamizda kullanilanic
Anadolu bdlgesinden toplanan fasulye tohumlarinimpsom sergilemegh
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saptanmy ve toplanan 175 fasulye tohumundan 38 tanegis. pv. phaseolicola
oldugu tespit edilmytir.

Demir ve Gundgdu, (1994) Ege Bdlgesinde yemeklik baklagillerdeidgn
bakteriyel hastaliklarin tespiti ve mucadelesi igaptiklari cagmalardaP. s. pv.
phaseolicolanin  oranini %0,5-21,2 arasinda ofdunu bildirmglerdir.  Bizim
calsmamizdadaP. s. pv. phaseolicolznin I Anadolu Bolgesinde fasulye
tohumlariyla tainma orani %21 olarak belirlengtir.

Fasulye tohumlarindan bakteriyel patojenlerin iggtau icin, Taylor, (1970)
kuru tohumlarin bir el d@rmeninde @utulerek toz haline getirilmesi ya da Van
Vuurde ve ark., (1983) tohumlarin uzun suretdtisicaklikta suda bekletiimesi
yontemlerini kullanmglardir. P. s. pv. phaseolicolai¢in hicbir secici ekstraksiyon
solisyonu olmagh icin suda bekletme sleminin diik sicaklikta yapilmasi
Onerilmektedir. Ancak her 6rgign Ggutilmesi sonrasindaki sterilizasyonun yeterli
olmamasindan, uzun sireli suda bekletme test samogh yiksek saprofitik
bulssmadan dolay! yanlisonu¢ verme riski gamaktadir. Bu sebepten dolayl Saetler
(1989) tohum g&#igl testlerinde tohumlari akan musluk suyunda yikizshksonra
%2’lik NaOCl'de 6 dk tutmg ve saf su ile durulaglardir. Bizde ¢aimamizda bu
yontem guvenililiriginden dolay: tercih edilngiir. Sands ve ark., (1980), Mohan ve
Schaad, (1987) ekstraksiyon icin tohumlar fosfdfdsusaline konmglardir. Bizim
calismamizda da fosfat buffer saline kullanigmee bgarili sonuclar alinngtir.

Gunumuzde mikroorganizmalarin tanisinda her ne akadnolekiler
tekniklerin kullaniimasi hizla yayginisa da klasik tani teknikleri bircok atauci
icin hala guncelfini korumaktadir. Bunun en 6nemli nedeni ise tammak istenen
mikroorganizma gruplarinin belirlenmesi ve takipeednolekiler ¢cagmalara hiz
kazandirmasidir. Bu nedenle bizim gamlamizda da izole edilen bakteriyel
izolatlarin molekuler tanilarinin yanisira morfakoye biyokimyasal karakterleri de
belirlenmitir.

Elde edilenP. s. pv. phaseolicolaizolatlarina, biyokimyasal karakterlerden
gram reaksiyon, amilaz, katalaz, oksidaz, pektidazan uretimi, nitrat Gretimi,
fluoresan pigment Uretimi, jelatini sivgtaema, karbon kaynaklarinin kullanimi,
eskulin hidrolizi, hidrojen sulfid okumu, ngastanin hidrolizi ve arginin Uretimi
testleri uygulannstir. Ayers ve ark. (1919), King ve ark. (1954), Kag (1956),
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Sneath (1956)Thornley (1960), Dye (1962), Crosse ve Garrett 8)96ye (1968),
Fahy ve Persley (1983), Lelliot ve Stead (1987)enkent ve ark. (1990), Beaulieu
ve ark. (1991), Bouzar ve ark. (1994), Demir ve Gigdu (1994), Saygili (1995),
Schaad (2001), Dénmez (2004), Rico ve ark. (200@&)mgreaksiyon, arginin
dihidrolaz, oksidaz, b6 olwumu, nitrat redtksiyon, jelatinin hidrolizi, karbon
kaynaklarinin kullanimi (D-mannitol, inositol, D+atol, erithritol), arbutin, eskulin,
nisastanin hidrolizi, pektinaz testlerini negatif, &y katalaz, King B besiyerinde
floresan pigment okwmu testlerini ve tutinde HR testinin pozitif sonerdigini
bulmuslardir. Amilaz testininXanthomonase P. syringaepatovarlarinin ayriminda,
arginin tretimininP. syringaepatovarlari ileP. fluorescensn ayriminda floresan
pigment Uretimin isé>seudomonase Erwinia cinslerinin ayriminda énemli ol@u
cesitli calismalarla ortaya konulnytur (Schwartz ve Galvez, 1980; Saettler, 1989;
Goto, 1992; Hall, 1994; Howard ve ark., 1994; Narsmsamy, 1997; Ergwl ve
Guven, 1998; Cerkauskas ve Brown, 2001; Basim, R@&smamizda elde edilen
38 adet izolatin tamaminin morfolojik ve biyokimghgest sonuclari daha énce
saptanan bulgulari destekler bulurybouw.

Saf olarak elde edilen izolatlarin patojenisiteldrassas dermason fasulye
genotipine ait bitkiler Uzerinde tamamlanan Kochstfitatlari ve tatin Gzerinde
yapilan HR testleri ile belirlenstir. Biyokimyasal ve molekiler yontemlerle
tanilanan butti. s.pv. phaseolicolazolatlarimizin hem titin bitkisinde HR testine
hemde dermason fasulye genotipindeki patojenisistinte pozitif sonuc verdikleri
belirlenmitir.

Taylor, (1970); Lelliot ve Stead, (1987); Demir @&ndgdu, (1994); Guven
ve ark., (2004); Donmez, (2004) patojenisite testtke, fasulye bitkisi tohumlari
plastik saksilara dikngler ve 10 giin boyunca serada muhafazagitndiir. Yapilan
calismalarda iki farkli inokulasyon tekgi uygulanmgtir. Birinci yontem, bakteriyel
suspansiyonu yaprak vyizeylerine puskurtilmesiyle ikiaci yontem ise bitki
yapraklarini yavgca az miktarda karborandum (silikon karblr) tozugdandirarak
ve bakteriyel sispansiyonla ovalayarak yaralamakbamettir. Bitkiler buyime
odasinda hastalik belirtileri goriinene kadar 10 di@kletiimg ve yapraklarda
sulanmg lekeler seklinde ortaya cikan lezyonlar, toksin Uretimineglbaolarak

meydana gelen sari haleler ve solup porstuyerek nkairusimptomlar
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gozlemlemglerdir. Bizim ¢alsmamizda daha 6nceki yapilan gadalarin sonuglarini
destekler bulunmytur.

Molekuler tekniklerden DNA amplifikasyonu (PCR) sonllarda bitki
patojenlerinin kesin tanilarinin yapilmasinda teredilen bir yontemdir (Tenover,
1989; Visidi ve Yolken, 1987; Innis ve ark., 19%Mhlich ve ark., 1991, Leite ve ark.,
1995; Schaad ve ark., 1995; Jeng ve ark., 2001nB&002; Bej ve ark., 1991a; Bej
ve ark., 1991b; Steffan ve Atlas, 1991). Mikrobiyahida dgisik PCR teknikleri
kullanilabilir (Louws ve ark., 1994; Schaad ve afl@95; Arnold ve ark., 1996; Lee
ve ark., 1997; Scortichini ve ark., 2001).

Tohumlarda ve bitkinin gier kisimlarinda, orrign; hastalik bulgusu olmayan
yapraklar, ygayan bakteriyel patojenlerin saptanmasgw@aman zor olmaktadir
cunkl hedef organizma populasyonigeati bakterilerin miktarina gore genellikle
azdir. Klasik izolasyon yontemleri ¢cok duyarl alabancak 6rneklerde ¢ok az
miktarda patojen ve vyiksek sayidagati bakterilerden buluyorsa daisizdir
(Schaad, 1989). Serolojik teknikler hizli ve uculmasina rg@men genellikle
duyarlihk ve bazi durumlarda 6zgullukten yoksun{ldampton ve ark., 1990). PCR
teknolojisindeki yeniliklerle yiksek orandagka mikroorganizmalarin vaginda az
miktardaki hedef mikroorganizmanin saptanmasindalidierleme kaydedilnstir.
Dogadan alinan bitki 6érneklerinde siklikla kdasilan, PCR inhibitorleri ve sari az
miktarlarda ©rnek gereklginden ortaya cikan gorece gk duyarliik, PCR
yontemini sinirlayici etkenden birkacgidir (Rosseraxk., 1992; Prosen ve ark., 1993;
Schaad ve ark., 1999; Weller ve ark., 2000). BIGRPhibitérlerinin sonuca
etkisini azalttgi gibi hedef organizmanin canl kultarinin tekrateeedilebilmesi
avantajina da sahiptir. Bu teknik genel ya da genqici besiyerinde gercgekte&ilen
biyolojik buylitme ile dgrudan PCR yonteminin bigamidir; DNA izolasyonuna
gerek olmadii gibi, hedef DNA'nin santrifij etme samasina ihtiya¢ yoktur.
Genellikle, 0.1mL’lik 6rnekler sayilari 6-8 arasandesisen agar besiyeri kaplarinin
her birine ekilirler ve hedef organizmanin bayumeita bgl olarak 24-72 saat
arasi dgisen inkibasyon doneminden sonra buUy§milan hicreler kaplarin
yarisindan suyla yikanarak toplanir. Hedef orgaaizim hiicrelerini iceren toplangni
ornekler ya hemen PCR icin kullanilirlar ya da dawmra kullaniimak Gzere -

20°C’ye kaldinlir. BIO-PCR In duyarli@n klasik PCR yonteminden 10-100 kat arasi
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fazlalik gosterir (Schaad ve ark., 1995; Ito ve atR98; Schaad ve Frederick, 2002).
Ancak bu duyarlilik seviyesi bile, kontrol edilgnve/veya karantinaya alingngogu
zaman ¢ok az sayilarda hastalik gorilmeyen boldeldulunan bitki patojenik
bakterilerinin saptanmasi icin yeterli gileir (Webster ve ark., 1983; Ozakman ve
Schaad, 2003).

Schaad ve ark. (1995), fasulye tohumlarirfélas. pv. phaseolicolahin
belirlenmesi amaciyla yaptiklari gahalarda klasik PCR metodu yerine uygulgmi
olduklari BIO-PCR metodunun, tohum Uzerindeki Oliictelerin varlgindan
kaynaklanan pozitif sonuclari 6nlemesi, tohum elgtarinda bulunan potansiyel
PCR engelleyici maddelerin vatinin elemine edilmesi, hastalik etmeninin
belirlenmesinde hassasiyetin arti ve  amplifikasyon icin DNA nin  6n
ekstraksiyonuna ihtiya¢c olmay gibi bazi 6nemli ve ustin 6zelliklerinden
bahsetmilerdir.

Yapilan baka bir ¢calgmada Given ve ark. 2004, Schaad ve ark. (1995)'In
phaseolotoxin geninin saptanmasi metodgigieerek uygulamglar, 0.5 mL’lik
hiicre stspansiyonu 15 dakika kaynatglmiO dakika 16110 g’de mikrosantrifiijle
ayristirilmis, cokelti ayrilmg ve supernatanttan pR’lik kisim cogaltim igin
kullaniimistir. Bizim calsmamizda da bu modifiye yontem kullaniymie baaril
sonugclar elde edilngiir.

Schaad ve ark., (1995)'In da oOneidgibi P 5.1 ve P 3.1 primerlerini
kullanarak 500 bp da tek bant gozlemlganidir.Yine Rico ve ark., (2006)spanyada
P. s. pv. phaseolicolastrainlerinin multiplexs PCR ile tanilanmasinda.1PB3.1
primerlerini kullanmg ve 500 bp da bant clumu gozlemlengierdir. Bizim
calismamizda da Schaad ve ark., (1995)’ e gore King®B yerine bakterilerin ekimi
yapilms besi yerleri steril destile su ile yikangpnDNA amplifikasyonu i¢in P5.1-
P3.1 primerleri kullanilarak 500 bp uzuplinda birer adet bant elde ediltm.
Bizim calsmamizin sonuclarida daha 6nce yapilarsigadlarin sonuclarini destekler
bulunmutur. King B ortamini kullanmamizdaki amag¢ Pseudoastar icin standart
bir gelistirme ortami olmasidir.

Ikinci olarak cagmamizda kullanggmiz HM6 ve HM13 primerleri Prosen
ve ark., (1993), fasulye tohumundaki hale yagiklipatojeni P. s. pv.
phaseolicolanin tox gen demetinin bir bolimiandn amplifikasyonunu icekiedir



60

(Peet ve ark., 1986). Bu gen demetine gore tasaraiki oligonukleotid primer,
1.9-kb’lik total DNA parcasinin amplifikasyonunu geamistir. Amplifikasyon

sonucunda fasulye tohumunda bulunma olasiblan saprofitler ile fasulye
patojenleriP. s.pv. syringaeve Xanthomonas campestris pv. phaseoli DNA'lari

belirtilen, 1.9-kblik bdolimle ayni uzunlukta herlganbir bant olgturmamstir.

Calsmamizda elde edilef. s. pv. phaseolicolaizolati ayni d@rultuda sonuc
vermislerdir.

Yapilan calgmalar molekiler metotlarin her birinin tani icinnkie baina
yeterli oldigunu gosternsitir. Ancak tani ve karakterizasyonda birden fazktodun
bir arada kullaniimasinin sonuglarin glvenigri artirdigi ve bir metotla tespit
edilemeyen 6zelfin digeriyle belirlenmesini sdadigi goralmtar.

BIO-PCR ile fenol gibi zararli kimyasallarin kutlenindan kacinilir. DNA
ekstraksiyou psosedurlerinde hticreler kaybedilmemetod southern hibridizasyon
ve DNA ekstraksiyonu basamaklarinin eleminasyonandalayr daha az teknik
gerektirir. Fasulye tohumu sertifikasyonunda patwjé@mri hakkinda yeterli bilgiye
sahip olunmadn durumda, canli bakteri hicrelerinin vgrhi belirlemek ayrica

onemli olmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ic Anadolu Bolgesindeki 12 ilden (Ankara, Aksarayord@m, Eskjehir,
Kayseri, Kigehir, Kirikkale, Konya, Nesehir, Nigde, Sivas, Yozgat) toplanan 175
adet fasulye tohumu orgeden toplam 112 adet fasulye bakteriyel patojeniat
elde edilmgtir. iki adet orjinalP. s.pv. phaseolicola straini (NCPPB 52) ve (PSP6)
ile kawilastirmali olarak yapilan biyokimyasal, molekller vatgenisite testleri
sonucunddg Anadolu Bélgesinden izole edilen fasulye bakergtmenlerinden 38
adedi P. s. pv. phaseolicola olarak tanilanmtir. Elde edilen bulgulara gore
fasulyelerde haleli yanklik hastgina neden olarP. s. pv. phaseolicolaisimli
etmenini¢ Anadolu Bolegesinde ekimi yapilan fasulye tohulda tainma oraninin
%21 oldgu belirlenmitir.

Hastaliklar bitkisel trtnlerin verim ve Kkaliteledizerinde biyuk kayiplara
neden olmakta ve bu kayiplar depolama suresincedand etmektedir. (Citir ve
Ozer 1997; Doken ve ark., 2000). Zamanin onggiidéarimsal metodlarla daha fazla
arin elde etme cabasi gdosterilirken, bunlarin héste zararlilarindan okan
kayiplarinin da daha dilkk seviyede tutulmasi amaclanmaktadir. (Toros veldvia
1991). Bitki hastaliklarinin okturdusu kayiplar bitki, Grtin, patojen, bdlge, cevre ve
kontrol yontemlerine kgl olarak deisiklik gdstermekte ve uygulanan kontrol
yontemleri kulturel, kimyasal ve biyolojik micadele dayanikl bitki kullanimi
olamak (zere 4 kisimda toplanmaktadir (Bora ve Grak998; Doken ve ark.,
2000).

Tohumla tainan patojenP. s. pv. phaseolicolatim dinyada yaygin olan
tohum kaynakli bir patojen olup, cangiini toprak ytizeyinde kalan bitki dokularinda
uzun sire surdurebilmektedir. Star ve Kercher, 9)9@ptiklari cahmada bakterin
hastalikli  bitki parcalarini yiyen kuzularin skilarinda 9 ay canlgini
surdurebildgini ifade etmsglerdir. Tohum orjinli hastaliklara kgren iyi micadele
temiz tohumluk kullanmaktir. Bu konuda tohum deeésfyonu icin cgitli
kimyasallar ve sicak su uygulamalari 6nerilmektedimcak tohum kabgu altinda
bulunan bakterilere yeterince etkin olmamaktadagese inokulum potansiyelini

azaltmaktadir. Fasulye g#erinin c¢ogunun sicak suya kar duyarh oldgu
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bilinmektedir ve hastalikla micadelede bu durumdm @ntne alinarak uygulamanin
yapilmasi dnerilmektedir.
Kaltarel uygulamalar olarak;

« Hastalikla bulaik tarlalardan elde edilen tohumlar asla kullanrmaadir.

e Tohumluk Uretimi hastalik icin uygun olmayan bokyele, yani sicak ve
kurak bélgelerde yapilmalidir.

* Ekim nobeti uygulanmali, ekimden 6nce tarla deiimsekilde surtlmeli, bir
onceki yildan tarlada birakilan hastalikli bitkrgeari tarladan uzakgarilp,
yakiimalidir.

» Hastalga tolerant ¢gtlerin tretimine yonenilmelidir.

» Sekonder enfeksiyonlari arttiran gyaurlama sistemi sulamadan mudmkuin
oldugunca kaciniimalidir.

» Hastalgin bulgik ekipmanla tarladan tarlaya ggnode dikkatli olunmalidir.
Hastalgin kontrolii amaci ile kagik ekim dnerilmektedir.

Kimyasal mucadele koruyucu, eradikant ve sistertilti gestisitlerin tohum,
yaprak gibi bitki kisimlarina ya da toprak ve depayygulanmasiyla patojenlerin
cogalmasini inhibe eden veya onlari 6ldiren, inokukaynaklarinin yok edilmesini
hedefleyen tekniklerden almaktadir. Bakteriyel hastaliklarin  kontroliinde
antibiyotik ve bakirli kimyasal formulasyonlarinllaniimasi yoluna gidilngi, ancak
kimyasal mucadelenin fitopatojen bakterilere skagok bagarili olmadgl tespit
edilmistir (Atthowe ve ark., 1992). Kimyasal micadele kalminin kolay ve
etkisinin kisa surede gorilmesi nedeniyle Ureticafindan kolaylikla kabul edilsi
ve yaygin olarak kullanilngtir (Sigee, 1993;Sahin ve Miller, 1996). Tarimsal
savata kimyasallarin kullanimi oldukca artgrwe bu durum mikroorganizmalarda
dayanikli irklarin gefimi, bilingsiz kullanim sonucunda ortaya c¢ikan etork
kayiplar, insanlarda akut ve kronik zehirlenmelgeyre kirliligi, mikrobiyal flora
icerisindeki interaksiyonlarin negatif etkilenmes dggal dengenin bozulmasi gibi
bircok olumsuz etkiyide beraberinde getigtini (Bora ve Ozaktan, 1998; Singh ve
ark., 1998).

Hastalikla micadelede, bordo bulamaci, bakir o@sikl bakir sulfat gibi
kimyasallarla hastalik kontrol edilmeye gdimis ancak bu yontemler etkili ve pratik

olamamgtir.  Cssitli  antibiyotikler  (Streptomisin, Penicilin,  Aur@aycin,
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Chloromycetin, Neomisin ve Subtilin) denegnae kismen sonug¢ alingtir (Karaca,
1977) ve kimyasal mucadelede onerilmektedir.

P. s. pv. phaseolicolanin kimyasal micadelesinde bakir silfat, bakir
hidroksit ve potasyum Nhydroxymethyl-N-methyditraplcomate’in etkili fakat
yeterli olmadgl tespit edilmgtir. Patojenlerde dayanikli mutant g@lumuna yol
acabilen antibiyotiklerin yapraklara uygulanmama@serilmistir (Saettler, 1989).

Yuzeysel dezenfeksiyonda tohumlarin %0,2 lik styepsin soliisyonunda 2
saat bekletilmesi ile zarar oraninin %20 lere katgtigl belirlenmgtir (Taylor ve
Dudley, 1977).

Bu yoOntemlerin hepsi hastgin yayllmasini ve zararini en aza
indirgemektedir, fakat kesin sonu¢ vermemektedur. y@ntemlerin yaninda tohum
sertifikasyon programlarida uygulanmaktadir ve dgsh yayllmasinda ve zararin
en aza indirgenmesinde etkili bir yol olarak goréktedir.

Hastaliklara dayanikli bitki kullanimi uzun vadeste etkili, en ekonomik ve
salikl micadele stratejisidir (Schuster ve ark., 398ilva ve ark., 1989; Zaiter ve
ark., 1989; Arnauld-Santana ve ark., 1993; Arngtdaitana ve ark., 1994; Opio ve
ark., 1996; Park ve ark., 1998). Son yillarda molek biyoloji alanindaki yeni
gelismeler ile bitkilerde hastalik, zararli ve kotlu gewaosullarina kagl saptanan
dayaniklilik genlerinin kolayca ve kisa zamanda sayda kultir bitkisine aktariima
imkani veren bir teknoloji gadfiirilmistir (Transgenik bitki Gretimi). Bu nedenle,
zirai mucadele caimalarinda da bakteriyel patojenlere gkadayaniklilik geni
bulunduran kaltir veya yabani bitki tdrlerinin b&nmesi Uzerine yapilan
argtirmalar artmgtir (Schuster ve ark., 1983; Silvia ve ark., 19&8jter ve ark.,
1989; Arnauld-Santana ve ark., 1993; Arnauld-Samte@ ark., 1994; Steadman,
1994; Mabagala, 1997; Mohan ve ark., 1998; Parkare, 1998). Dayaniklilik
calismalar bitki genotiplerinde var olan ve bir veyadain fazla gen tarafindan
kontrol edilen dayanikh@nn tespit edilmesi, bu dayanikfili veren genlerin
klonlanmasi ve agronomik 6zellikleri cok iyi olarntkiere klonlanan genlerin
transferini icermektedir (Agrios, 1997).

Hastalgin meydana gelmesinde sicaklik nemk ibesin elementleri gibi
cevresel faktorler, bitkinin gali, yasi, stomalarin gesiigi ve acik kalma siresi gibi

bitkisel faktorler ve patojenlerin strain farklilg, inokulum  miktart,
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konsantrasyonu gibi parazitik faktorler etkili olktadir. Patojen dgal acgikliklar ya
da caitli sekillerde agilmy yaralardan bitkiye girmekte, simptom glumu patojenin
bitki hicrelerinin interseliler tuklarinda ya da vaskuiler kismindagatmasiyla
iliskili olarak meydana gelmektedir. Bakterinin kolcaéyonu uygun olmayan
konukgularda (dayanikli bitkilerde) sinirli kalirkenassas konukgularda populasyon
devaml artmakta ve doku Olimine yol acmaktadirpida calsmalar P. s. pv.
phaseolicolave X. c.pv. phaseolinin hassas bitkilerde dayanikli olanlardan ¢okadah
fazla c@aldiginl ve bitkisinin vejatatif donemde hastaliklaras$as oldgunu
gOstermgtir (Schuster ve Coyne, 1981).

Bakteriyel hale yanikg fasulye yestiricili ginde 6énemli ekonomik kayiplara
neden olan hastaliktir. Bu konuda yapilan sgaélar patojenden ari tohum
kullanildiginda bile triin kaybinin %50 veya daha fazla glohw gostermektedir
(Laurence ve Reynold, 1982). Hastah bglamasinda farkli inokulum kaynaklarinin
rol oynadgl belirlenmitir (Schwartz ve Galvez 1980; Goto, 1992). Ancakuin
kontaminasyonunun patojenlerinsganlarini surdirmelerinde (10-15 yil), lokal ve
genk alanlara yayilmalarinda oldukca etkili offlusaptanngtir (Cafati ve Saettler,
1980; Hall 1994). Bu nedenle hasgah mucadelesi temiz tohum ve temiz alanlarda
yetistiricili ge dayanmaktadir. Erken dénemde 6zellikle tohumdan bulgmalari
engellemek icin koruyucu tedbirlerin (kllttrel tedér ve karantina) alinmasi 6nem
tasimaktadir. Tohumdan bulaayr onlemek icin g#lam, sertifikall ve hastaia
dayanikli tohumlarin kullaniimasi gerekmektdir (Ye ark., 1998). Bazi bakirli
preparatlarin (bakir hidroksit, potasyum metildtgrbamat) uygulanmasi hastalik
gelisimini azaltmada etkili olsa da bazi dayanikl patogtreynlerinin ortaya ¢gikmasi
gibi sorunlari beraberinde getirmektedir (SinghMenoz, 1999). Butlin bakteriyel
hastaliklarda oldgu gibi fasulye hale yanilg ile etkili micadelede de kimyasal
uygulamalarin yetersiz olgu bilinmekte ve mimkiinse dayaniklisieve temiz
tohumluk kullanimi tavsiye edilmektedir (Taylor aek., 1996; Varela ve ark., 1996;
Ariyarathne ve ark., 1998; Rodriguez, 1999). Bu emd zirai muicadele
calismalarinda da bakteriyel patojenlere skatayanikli geni bulunduran kiltsreya
yabani bitki turlerinin belirlenmesi tzerine yamilargtirmalar artmgtir (Schuster ve
ark., 1983; Silvia ve ark., 1989; Zaiter ve ark989; Scott ve Michaels, 1992;
Arnauld-Santana ve ark., 1993; Arnauld-Santanarke 24994; Park ve ark., 1998;
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Qadous ve Khlaif, 1998yu ve ark., 1998; Park ve ark., 1999; Singh ve biyn
1999; Urrea ve ark., 1999). Bugtn bircok patojéaitir koleksiyonu yapilmakta ve
bu kultirlere kagi dayanikli geni tgyan konukcu gen kaynaklarinin koleksiyonu
olusturulmaktadir (Mabagala, 1997; Urrea ve ark., 19%%yarathne ve ark., 1999;
Jung ve ark., 199%®ark ve ark., 1999). Daha 6nce yapilansgadlardan elde edilen
bulgulara gore fasulye hale yangdihastalgi dayaniklik mekanizmasi, konukgu-
patojen patosistemlerindeki gorulen genetik faktar ve uyumsuzluk ile ikkilidir
(Coyne ve ark., 197 oyne ve Schuster, 198%dams ve ark., 198&aiter ve ark.,
1989; Aggour ve ark., 198Zapata ve ark., 199Zaylor ve ark., 1996; Varela ve
ark., 1996).
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