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Igdir’da Domates (Solanum Lycopersicon L.)’te Hastahiga Neden Olan Bakterilerin izolasyonu ve
Tanisi

Busran SUNYAR?, Mesude Figen DONMEZ!", Irfan CORUH?
OZET

Bu c¢aligmada, 2017 yilinda Igdir ilinde domateste verim ve kalite kaybina neden olan bakteriyel
hastalik etmenleri arastirilmistir. Bu amagla iiretiminin yogun olarak yapildigi Aralik, Karakoyun, Tuzluca,
Kasimcan, Oba ve Melekli ilgelerinde siirvey yapilarak hastalikli bitki drnekleri toplanmistir. izolasyon
caligmas1 sonucunda 98 bakteri straini elde edilmistir. Strainlerin King B besiyerinde fluoresant pigment
tiretimi, levan koloni olusumu, gram reaksiyon, pektolitik aktivite, oksidaz, amilaz, arginine dehidrolaz,
katalaz ve tiitiin bitkisinde hipersensetif reaksiyon 6zellikleri test edilmistir. Siiper 5656 domates ¢esitinde
11 strainin patojenisite testi pozitif bulunmustur. Yag asit metil ester analizi (FAME) ve BIOLOG Gen Il
ile 8 strain Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, 2 strain Pseudomonas viridiflava ve 1 strain
Pseudomonas syringae pv. tomato olarak tanilanmigtir. Igdir ilinde belirtilen patojenlerin varlig: ilk defa bu
calisma ile ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Igdir, Biyolog, FAME, Domates, Xanthomonas, Pseudomonas

Isolation and Identification of Bacteria Causes Diseases on the Tomato (Solanum Lycopersicum L.) in
lgdir

ABSTRACT

In this study, bacterial disease agents that cause yield and quality loss in tomatoes in Igdir province
in 2017 were investigated. For this purpose, diseased plant samples were collected by conducting surveys in
the Aralik, Karakoyun, Tuzluca, Kasimcan, Oba and Melekli, where production is intense. 98 bacterial strains
were obtained in the isolation study. Fluorescent pigment production in King B medium, levan colony
formation, gram reaction, pectolytic activity, oxidase, amylase, arginine dehydrolase, catalase and
hypersensitivity reaction properties in tobacco plant were tested in King B medium of strains. Pathogenicity
test was found positive for 11 strains on super 5656 tomato cultivar. Strain were identified by using fatty acid
methil ester analysis (FAME) and Biolog Gen Il system. Acording to identfication results 11 strain were
determined, of which 8 were Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, 2 were Pseudomonas viridiflava and
1 was Pseudomonas syringae pv. tomato. The presence of pathogens in Igdir province was proved for the
first time by this study.
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GIRIS

Domates (Solanum lycopersicon L.); Solanaceae familyasi igerisinde yer alan iliman
iklimlerde yillik, tropikal bolgelerde ise ¢ok yillik olarak yetistirilen 6nemli bir bitkidir (Wang
et al., 2010). Insan beslenmesinde vazgegilmez iiriinlerden olmasi ve gida sanayinde tursu,
salca, dondurulmus iirlin, ketgap, piire, konserve gibi ¢ok cesitli kullanim alanlarina sahip
olmas1 nedeniyle diinyada en ¢ok iiretilen, tiiketilen ve ticarete konu olan tarim iirlinlerinin
basinda gelmektedir. 2018 yilinda 61 631 581 ton iiretim degeriyle diinyada en fazla domates
iireten lilke Cin’dir ve diinya domates tiretiminin % 33.82’sini karsilamaktadir. Tiirkiye ise 12
150 000 ton iiretim degeriyle diinya domates iiretiminde % 6.67’lik paya shiptir (FAO 2020).

Dogu Anadolu Bolgesi’nin en verimli ovalarindan birisine sahip olan ve tarim potansiyeli
yiiksek olan Igdir Ili’nde ise 56.083 ton domates iiretimi yapildig1 belirlenmistir (TUIK 2016).

Ulkemiz i¢in biiyiik 5nemi olan domates yetistiriciliginde karsilasilan temel sorunlarin
basinda hastalik ve zararlilardan kaynaklanan verim ve kalite kayiplar1 gelmektedir. Domates
bitkisinin ekimini ve verimini sinirlandiran en 6nemli patolojik sorunlardan birisi bakteriyel
etmenlerin neden oldugu hastaliklardir. Bu bakteriyel hastaliklar arasinda bakteriyel benek
[Pseudomonas syringae pv. tomato (Young et al., 1978)], bakteriyel kanser ve solgunluk
[Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Davis et al., 1984)], bakteriyel yaprak
lekesi [Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Gardner and Kendrick, 1923)], bakteriyel
solgunluk [Ralstonia solanacearum (Yabuuchi et al., 1995)], bakteriyel gévde ve meyve
cuiriikligii [Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Bergey et al., 1923)] ve domates
0z nekrozu [Pseudomonas corrugata (Scarlet et al.,, 1978), Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas viridiflava (Wielke and Dye, 1974)] hastaliklar1 olduk¢a biiyilk 6nem
tasimaktadir (Wielke et al., 1973). Tiirkiye’de Cetinkaya ve Aysan (2008) tarafindan Adana,
Mersin, Antalya, Artvin, Bursa ve Izmir illerinde domates yetistiriciligi yapilan alanlarda
domates bakteriyel solgunluk hastaligina neden olan C. michiganensis subsp. michiganensis,
Aksoy (2002) tarafindan Samsun ilinde domates ekim alanlarinda P. corrugata, C.
michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato, X. axonopodis pv. vesicatoria
ve Erwinia caratovora, Imriz ve Cinar (2015) tarafindan Mersin ve Adana illerinde sera iiretim
alanlarinda domates 6z nekrozu etmenlerinden P. cichorii ve P. corrugata, Unlii ve ark. (2016)
tarafindan Ortiialt1 yetistiriciligi yapilan domates alanlarinda P. syringae pv. tomato, Sahin
(2016) tarafindan Kahramanmaras ve ¢evresinde biber bitkisinde X. axonopodis pv. vesicatoria
tespit edilmistir. Yapilan bu calismada; Igdir ilinde ekonomik dneme sahip olan domates
bitkisinde hastaliga neden olan bu patojenlerin varligi1 2017 yilinda yapilan survey ¢aligmasi ile
arastirtlmis ve elde edilen strainlerin morfolojik, biyokimyasal ve patolojik 6zellikleri
belirlenmis, yag asit metil ester analizi ve Biolog Gen 11 sistem ile tanilar1 yapilmustir.

MATERYAL ve METOT

Hastahikh Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve izolasyonu

2017 yilinda Igdir’in Aralik, Tuzluca ve Karakoyunlu il¢elerinde ve 1gdir merkeze bagl
Kasimcan, Oba ve Melekli kdylerinde domates yetistiriciligi yapilan tarlalara gidilmis, ilge ve
her kdyden 3’ er tarla segilerek, basit tesadiifi 6rnekleme metoduna gore hastalikli bitki
ornekleri alinmistir. Siirveyler bitkilerin fide ve meyve verim donemleri olmak tizere 2 kez
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yapilmistir. Alinan 6rneklerden bakteri izolasyonu yapilmis ve gelisen bakterilerden sar1 ve
krem renkli koloniler saflastirilarak stok kiiltiirler 500 pl Lauryl Broth (10 g pepton, 10 g NaCl,
5 g yeast extract/1 L dH20) ve 500 ul % 30 gliserol igeren ortamda hazirlanmig ve -80 °C” de
muhafaza edilmistir.

Mikroorganizmalarin Yag Asit Metil Ester Analizi ile Tanist

Saf kiiltiir olarak —80 °C’ de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit metil ester
ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizi yapilmistir. Bilgisayar kontrollii
gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistem (MIDI, Inc., Newark, DE)
kullanilarak kiiltiire alinan strainlerin tiir ve alt tiir seviyesinde tanis1 yapilmistir (Sasser, 1990).

Tiitiinde Asir1 Duyarhilik (Hypersensetive Reaction=HR) Testi

Elde edilen biitiin bakteri strainleri Nutrient Agar (28 g NA/1 L dH>O) besi yerine
ekilerek, 24-48 sa 27 °C’ ye ayarl inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Gelisen kiiltiirlerden
sdH0 ile konsantrasyonu 108 hiicre/ml olan soliisyonlar hazirlanmistir. Soliisyonlar 3 ml’ lik
plastik enjektérlerle tiitiin yapraklarmin alt kisminda damar aralarina enjekte edilmistir. inokule
edilen bitkiler en az 48 saat 151kl1 bir ortamda muhafaza edilerek inokulasyonun yapildig:
kistmda nekroz olusup olusmadig1 gézlemlenmistir. Olii doku olusumu HR pozitif, olusmamas1
ise HR negatif olarak degerlendirilmistir (Klement et. al., 1966). Karsilastirma kiiltiirli olarak
GG-3 E. amylovora straini kullanilmastr.

Patojenisite Testi

Bakteriler strainleri NA besi yerine ekilerek 27 °C’ de 24 sa siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Tiirbidimetre ile gelisen bakteri kiiltiirlerinden konsantrasyonu 108 hiicre/ml
olarak hazirlanan inokulum bitkilere (stiper 5656 domates c¢esidi) inokule edilmistir.
Inokulasyon X. axonopodis pv. vesicatoria ve P. syringae pv. tomato icin bitki yapraklarina
sprey seklinde, P. viridiflava icin bitki govdelerine kiirdan yardimiyla agilan yaralara
kolonilerin uygulanmasi yoluyla yapilmistir. Negatif kontrol grubundaki bitkilere ise sdH20
uygulanmistir. Inokulasyon sonrasi bitkiler {izerine polietilen torbalar gegirilerek oda
sicakliginda 3 giin inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda torbalar cikartilarak, 7-14 giin
boyunca hastalik simptomlarinin olusumu goézlenmistir (Lelliot and Stead, 1987; Saygili,
1995).

Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Elde edilen fitopatojen bakterilerin morfolojik (koloni morfolojisi ve rengi hareketlilik
testi) ve biyokimyasal (gram reaksiyon testi, pektinaz, fluresant pigment iiretimi, katalaz,
oxidaz, nisasta hidrolizi, arginine dihidrolaz ve levan koloni 6zellikleri belirlenmistir. Her bir
test ayn1 sartlarda 3 kez tekrarlanmistir.

Morfolojik Testler
Koloni Morfolojisi

Bakteri strainleri NA iizerine ¢izgi ekim seklinde kontamine edilmistir. Bakteriler 48-
72 sa 27 °C * de inkiibe edildikten sonra kolonilerin gelisimi ve rengi tespit edilmistir (Saygili,
1995).
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Hareketlilik Testi

Bir litre dH20 igerisine 10 g tryptone, 5 g NaCl ve 5 g agar ilave edilmistir. Karigimin
pH’s17.2” ye ayarlanmis ve bu karigimdan tiiplere 5° er ml konularak otoklavda 121 °C ‘de 15
dakika steril edilmistir. Hazirlanan besi yerine bakteri strainleri inokule edilmis ve gelismeleri
i¢in 25 °C’ de inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonun 8., 24., ve 48. saatinde bakteri geligimi
kontrol edilmistir. Besi yerinde inokulasyon noktasindan gevreye dogru ilerleyen koloni
gelisimi pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Schaad et al., 2001). Karsilastirma kiiltiirii olarak
GG-8 E. amylovora straini kullanilmistir.

Biyokimyasal Testler
Gram Reaksiyon Testi

Bakteri strainlerinin hiicre duvarlarindaki farkliligi belirleyebilmek i¢in bir lam {izerine,
%3’ liitk KOH ¢o6zeltisinden bir iki damla damlatilmistir. Ardindan NA {izerinde gelisen 24-48
sa’lik bakteri kiiltiiriinden 6zeyle alinarak KOH ¢6zeltisi ile 5-10 s karigtirildiktan sonra 6ze
yukariya dogru kaldirilmistir. Bunun sonucunda viskoz bir uzama gozlenmesi gram negatif
olarak degerlendirilmistir (Saygili, 1995). Karsilagtirma kiiltiirii olarak GG-25 E. amylovora
(gram negatif) ve MFD-460 Curtobacterium flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens (gram
pozitif) kullanilmistir.

Katalaz Testi

Bakteri strainleri NA ortaminda 24-48 saat gelistirilmistir. Gelisen bakteri kiiltiiriinden
bir 6ze alinmig ve lizerine 1 damla H20; ilave edilmistir. Kabarcik olusumu katalaz pozitif,
olusmamasi ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Klement et al., 1990). Pozitif kontrol
olarak MFD-119 X. campestris pv. phaseoli kullanilmstir.

Oxidaz Testi

Oksidaz test igin % 1 tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride i¢eren diskler
(Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Bu diskler 1 damla sdH20 ile doyurulmus ve sonra iizerleri 24-
48 sa’lik bakteri kolonileri ile kaplanmistir. Diskte gézlemlenen mavimsi-mor renk pozitif
olarak degerlendirilmistir (Narayanasamy, 1997).

Nisasta Hidrolizi

Nutrien Starch Agar (NA+%]1’lik nisasta/1 L dH20) besiyerine bakteriler nokta ekimle
kontamine edilmistir. 2-7 giinliik bir inkiibasyon sonrasinda bakteri kolonisinin etrafinda
goriilen renk aciklig1 veya hale amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Sonug ¢iplak gozle
fark edilemediginde lugol soliisyonundan 5 ml petrilere dokiilmiis, mavi renk verenler negatif,
mavi renk vermeyip bakteri gelisimi etrafinda agik renk hale verenler pozitif olarak tespit
edilmistir (Narayanasamy, 1997). Pozitif kontrol olarak MFD-490 X. c. phaseoli fuscans,
negatif kontrol olarak MFD-227 P. s. pv. phaseolicola kullanilmistir.

Arginine Dehidrolaz Testi

Mikroorganizmalarin bu 6zelligini belirlemek igin tapilan testte Thornley 2A besi yeri
(1 g pepton, 5 g NaCl, 3 g KoHPOg4, 3 g agar, 0,01 g fenol kirmizisi, 10 g arginine-HCI/ 1 L
dH20) kullanilmistir. Bakteri strainleri 6ze ile ortama ekilmis ve tizerlerine 50 °C’ye kadar
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sogutulan % 3’ liikk su agarindan (1 ml) aktarilarak tiipler parafilm ile kaplanmistir. Kiiltiirler
27 °C’de 7-15 giin siire ile inkiibe edilmistir. Bakterinin arginin kullanmasi sonucu meydana
gelen pembemsi kirmizi renk pozitif, agik pembe renk ise negatif sonug¢ olarak
degerlendirilmistir (Schaad, 1994; Saygili, 1995).

Levan Testi

Test i¢in Nutrient Sukroz Agar (NAS) besi yeri (23 g NA, 50 sukroz/1 L dH20)
kullanilmastir. Kiiltiirler ¢izgi ekim seklinde besi yerine ekilerek gelismeleri igin 27°C’ de 5
giin inkiibe edilmistir. inokulasyon sonucunda olusan konveks, mukoid yapida koloniler levan
pozitif olarak belirlenmistir (Klement et al. 1990, Lelliot and Stead, 1987). Pozitif kontrol
olarak GG-3 E. amylovora, negatif kontrol olarak MFD-602 C. m. subsp. insidiosum
kullanilmistir.

Fluorescent Pigment Uretim Testi

Fluorescent pigment iireten strainlerin tespiti amaciyla King B besi yeri ( 20 g protease
peptone (Difco No:3),1.5 g KoHPO4.3H20, 1.5 g MgS04.7H20,15 g agar/l L dH:0)
hazirlanmistir. Her bir strain besi yerine ¢izgi ekimle kontamine edildikten sonra, 25 °C
sicakliga sahip inkiibatorde 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisen
bakteriler UV lamba altinda gozlemlenmis, yesil fluoresant renkte 151ma gosterenler pozitif,
digerleri negatif sonug olarak tespit edilmistir (Lelliot and Stead, 1987).

Pektinaz Testi

Bakteri strainlerinin pektolitik aktivitesini belirlemek i¢in patates yumrular
kullanilmistir. Patates yumrularinin ylizeysel dezenfeksiyonu i¢in yumrular 6nce deterjanli su
ile fircalanmis ve daha sonra % 1’ lik NaOCI’de 3 dk bekletilmistir. Patates yumrulari
NaOCT’in uzaklastirilmast i¢in 3 kez sdH2O ile yikanmistir. Ardindan steril bir bistiiri ile
patatesler soyulmus ve yaklasik bir cm kalinliginda dilimlenerek igerisinde steril 1slak filtre
kagidi bulunan petrilere yerlestirilmistir. 48 sa’lik bakteri kolonileri 6ze ile patates dilimi
iizerine ¢izgi seklinde yayilmistir. 25°C’ de iki gilinliik inkiibasyon sonrasi bakteri bulastirilan
patates dilimleri degerlendirilmis ve patates diliminde meydana gelen yumusak ciriikliik
seklindeki belirti pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Lelliot and Stead, 1987). Karsilastirma
kiiltiirii olarak MFD-310 Erwinia caratovora subsp. caratovora kullanilmistir.

Bakteri Strainlerini Biolog Gen III Sistem fle Tanis

Elde edilen bakteri strainlerinin metabolik profillerinin belirlenmesi i¢in BUG agar
(Hayward, USA) besi yeri kullanilmistir. Patojen olarak secilen bakteri strainleri BUG agar
besiyerine ekilmis ve 27 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.
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Cizelge 1 Biolog Gen III plate’ini olusturan kuyucuklarda yer alan karbon kaynaklar1 ve kimyasallar (Stancu and Rodi, 2020)
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Gelisen bakteri kiiltiirleri IF-A tampon ¢ozeltisinde siispanse edilmis ve tiiplerdeki bakteri
konsantrasyonu turbidimetre ile transmittans degeri %92-98 olacak sekilde ayarlanmistir.
Yogunluklar ayarlanan bakteri stispansiyonlarindan mikroplatelerdeki herbir cukurcuga 100 pl
ilave edilmis ve 32 °C’ de 4-22 saat inkiibe edilmistir (Stancu and Rodi, 2020). Daha sonra
mikroplate okuyucuda (Microlog ™ 3, Micro station ™ system, version 5.2.2) okutularak
sistemin veri bankas1 (Biolog Gen III database, version 2.6.1, AN Database Version 6.01) ile
karsilagtirilarak bakteri teshisi yapilmistir. Biolog Gen III Microplate sisteminde yer alan 71
farkli karbon kaynagi ve 23 kimyasal ¢izelge 1’de sunulmustur.

BULGULAR ve TARTISMA
Survey Sonug¢lari

Hastalikli domates bitkilerinin yaprak ve meyvelerinden yapilan izolasyon sonucunda
98 adet bakteri straini elde edilmistir. Elde edilen bakteri strainlerinin ilge ve koylere gore
dagilimi Cizelge 4.2° de verilmistir.

Cizelge 2. Calismada elde edilen bakteri strainlerine iligkin bilgiler

Yaprak Meyve Govde Toplam

Aralk 11 1 - 12
Karakoyunlu 6 - - 6

Tuzluca 29 - 1 30
Kasimcan 11 - - 11
Oba 19 2 - 21
Melekli 15 2 1 18
Toplam 91 5 2 98

Bakteri Strainlerinin Yag Asit Profillerine Gore Tanisi

Bakteri strainlerinin yag asit metil ester analizi ile tanis1 MIS kullanilarak yapilmis ve elde
edilen yag asit profillerine gore ¢aligmada Stenotrophomonas maltophilia (18), Enterobacter
hormaechei (10), Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (8), Pseudomanas putida (7),
Salmonella enterica (5), Sphingobacterium spiritivorum (5), Pantoea agglomerans (4),
Kluyvera cryocrescens (3), Variovorax paradoxus (3), Ochrobactrum anthropi (3), Aeromonas
ichthiosmia (3), P. viridiflava (2), Eschericha coli (2), Kocuria rosea (2), Bacillus cereus (1),
Pseudomonas syringae pv. tomato (1), Pseudomonas syringae pv. syringae (1),
Pectobacterium carotovorum (1), Enterobacter asburiae (1), Micrococcus luteus (1),
Paenibacillus alginolyticus (1), Klebsiella pneumoniae (1), Photorhabdus luminescens
luminescens (1), Sphingobacterium faecium (1), Kingella kigae (1), Acinetobacter
calcoaceticus (1), Klebsiella oxytoca (1), Myroides odoratus (1), Achromobacter xylosoxidans
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denitrificans (1), Kocuria rhizophila (1), Paucimonas lcmoignei (1), Kocuria rosea (1),
Bacillus suptilis (1), Arthobacter globiformis (1), Kluyvera intermedia (1), Pasteurella
pneumotropica (1) ve Bacillus thurigiensis israilensis (1) olmak iizere 36 farkli tiir
tanilanmigtir. Patojen olarak belirlenen Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria strainlerinden
BS-38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232’nin sirasiyla 45, 46, 72,
70, 59, 70, 56 ve 52 benzerlik indekslerine (%) sahip oldugu goriilmiistiir. Pseudomonas
cinsinde yer alan patojen strainlerinden BS-168 P. viridiflava % 54, BS-237 P. viridiflava %
59 ve BS-231 P. syringae pv. tomato % 45 benzerlik indeksi ile tanilanmistir.

Patojenlere ait yag asit profilleri incelendiginde Xav strainlerinin hepsinde 21 farkli yag
asitinin (17:0 iso 30H, 11:0 iso, 11:0 30H, 13:0 iso, 17:1 wéc, 13:0 iso 30H, 15:1 wéc, 10:0
30H, 14:0, 11:0 anteiso, 14:0 iso, 15:1 iso F, 13:0 iso 20H, 16:0, 17:0, 15:1, 17:0 iso, 16:0
iso, 17:0 anteiso, 10:0, 17:1 w8c) ortak oldugu tespit edilmistir. Strainler arasinda bazi yag
asitlerinin mevcudiyetlerinin ve ylizde oranlarmin ise farklilik gosterdigi saptanmistir. Xav
strainleri arasinda 20:4 w6,9,12,15¢ yag asitinin varlig1 sadece BS-156 straininde saptanmustir.
Bununla birlikte 12:0 30H, 10:0 20H, 13:0 anteiso ve 12:0 iso 30H, 16:1 w5c ve 12:1 30H
yag asitleri sirasiyla BS-38, BS-75, BS-120 ve BS-156 strainleri hari¢ diger Xanthomonas
strainlerinin hepsinde tespit edilmistir. 15:0 iso 30H ve 15:0 20H yag asitlerinin ise sadece
BS-38, BS-75, BS-156 ve BS-232 strainlerinde bulundugu belirlenmistir.Yag asit metil ester
analizleri sonuglarina gére Pseudomonas cinsi bakteriler degerlendirildiginde ise hepsinde
ortak olan 13 farkli yag asiti (10:0, 12:0, 12:0 30H, 17:0, 13:0, 14:0, 16:0, 17:0 iso, 17:1 w8c,
12:0 20H, 10:0 30H, 18:0, 18:1 w7c 11 methyl) saptanmistir. Baz1 yag asitlerinin varlig1 ise
belirli strainlerde tespit edilmistir. Ornegin 18:1 w9c yag asitinin sadece BS-231" de bulundugu
goriilmiustiir. Yedi farkli yag asitinin ise (11:0 iso 30H, 10:0 20H, 13:0 anteiso, 15:1 wbc, 16:1
w5c, 16:0 Nalcohol, 19:0) sadece BS-237 straininde bulundugu gorilmistiir 17:0, 10:0, 14:0,
16:0, 17:0 iso, 10:0 30H ve 17:1 w8c yag asitlerinin ise hem Xanthomonas hemde
Pseudomonas cinsine ait bakterilerde ortak oldugu belirlenmistir. Ancak bu yag asitleri
icerisinde 10:0 30H ve 16:0’1n Pseudomonas cinsi bakterilerde daha yiiksek oranda bulundugu
tespit edilmistir (Cizelge 3).
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Cizelge 3. Patojen bakterilerinin icerdigi yag asitleri ve ylizde bulunma oranlari

YAG ASIDI BS-38  BS-75 BS-120  BS-156  BS-160 BS-168  BS-169  BS-178  BS-231  BS-232 BS-237
10:0 0.56 0.53 153 0.75 0.70 0.10 0.53 0.68 0.15 066  0.14
11:0 is0 4.17 4.21 5.31 4.32 456 - 4.09 5.14 - 4.50 -
11:0 anteiso 0.22 0.23 0.20 0.15 0.21 - 0.17 0.19 - 0.31 -
11:0 - 0.05 - 0.05 - - - - - 0.12 -
10:0 20H 0.12 - 0.17 0.18 0.16 - 0.15 0.12 - 017 005
10:0 30H 0.17 0.16 0.45 0.44 0.37 2.97 0.33 0.31 3.15 0.21 2.87
11:0 iso 30H 2.24 2.31 2.22 1.82 1.78 - 171 1.19 - 242 0.04
11:0 20H 0.06 - - 0.05 - - 0.06 0.05 - 0.07 -
12:0 - - - - - 4.77 - - 5.46 - 4.91
13:0 - 0.35 - - - 0.10 - - 0.12 006  0.10
11:0 30H 0.42 0.40 0.30 0.40 0.28 - 0.24 0.27 - 0.50 -
13:0 iso 0.33 0.35 0.18 0.24 0.14 - 0.13 0.17 - 0.32 -
13:0 anteiso 0.09 0.09 - 0.06 0.08 - 0.07 0.07 - 011 003
12:1 30H - 0.08 0.16 0.14 0.13 - 0.10 0.11 - 0.07 -
12:0 iso 30H - 0.25 0.20 2.59 0.19 - 0.19 0.19 - 0.25 -
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Cizelge 3. Devami

YAG ASiDIi BS-38 BS-75 BS-120 BS-156 BS-160 BS-168 BS-169 BS-178 BS-231 BS-232 BS-237
12:0 20H - - - - - 2.92 - - 3.32 - 2.96
12:0 30H 0.24 1.44 2.98 - 2.30 3.96 2.12 2.31 4.29 1.84 3.35
14:0 anteiso - - - - - - - - - - 0.04
14:0iso 0.81 0.76 0.39 0.67 0.28 - 0.30 0.33 - 0.78 -
14:1 wbc 0.25 0.24 0.19 0.06 - - - - - 0.12 -
14:0 1.05 1.06 131 1.02 1.01 0.20 0.86 0.98 0.31 1.20 0.84
13:0 iso 30H 3.52 3.22 4.48 3.91 4.00 - 4.27 4.60 - 3.60 -
13:0 20H 0.61 0.48 0.46 0.38 0.56 - 0.54 0.61 - 0.64 -
15:1iso F 1.17 1.06 0.20 0.20 0.17 - 0.21 0.20 - 1.29 -
15:0is0 29.24 30.33 27.67 27.89 25.36 - 27.25 27.75 0.50 27.22 0.14
15:0 anteiso 14.70 14.60 10.03 11.58 14.28 - 14.00 14.52 0.40 16.98 0.10
15:1 w8c 0.20 0.19 - 0.04 0.05 - - 0.05 - 0.23 -
15:1 wéc 1.25 1.22 0.59 0.63 0.38 - 0.39 0.50 - 1.09 -
15:1 wbc - - - - - - - - - - 0.18
16:0is0 212 2.15 1.93 2.29 1.82 - 1.94 1.55 - 1.97 -
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Cizelge 3. Devami

YAG ASiDIi BS-38 BS-75 BS-120 BS-156 BS-160 BS-168 BS-169 BS-178 BS-231 BS-232 BS-237
16:0 N alcohol - - - - - - - - - - 0.04
16:1iso H - 0.04 0.05 - - - - - - -
16:1 w9c 1.41 1.30 1.30 1.42 - - - - - 1.60 -
16:1 whc 0.08 0.12 - 0.07 0.09 - 0.09 0.10 - 0.09 0.07
16:0 2.46 2.59 451 3.94 2.75 23.40 242 1.92 20.01 2.84 21.6
15:0 iso 30H 0.06 0.10 - 0.04 - - - - - 0.05 -
15:0 20H 0.09 0.16 - 0.03 - - - - - 0.13 -
17:1 iso w5c 0.35 0.30 - - 0.50 - 0.55 - - 0.17 -
17:1 anteiso w9c 0.16 - - - - - - - - 0.07 -
17:0is0 4.06 4.11 5.48 5.47 5.23 0.09 5.49 3.63 0.10 3.22 0.10
17:0 anteiso 0.57 0.51 0.13 0.73 0.83 - 1.03 0.59 - 0.45 -
17:1 w8c 1.86- 1.70 1.07 144 1.14 0.14 0.91 0.93 0.19 1.75 0.17
17:1 wéc 0.53 0.37 0.34 0.46 0.37 - 0.40 0.34 - 0.36 -
17:0 cyclo - - - - - - - - 0.22 - 0.29
17:0 0.25 0.18 0.61 0.25 0.07 0.24 0.06 0.04 0.25 0.13 0.29
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Cizelge 3. Devami

YAG ASIDi BS-38 BS-75 BS-120 BS-156  BS-160 BS-168 BS-169  BS-178 BS-231 BS-232 BS-237
16:0 30H 0.09 0.10 - 0.08 - 0.06 - 0.03 - 0.12 0.06
18:1 wbc - - - - - 0.06 - - - - 0.06
18:1 w9c 0.53 0.48 0.61 0.60 0.63 - 0.68 0.39 0.34 0.53 -
18:0 - 0.10 - 0.05 - 0.89 - - 0.66 - 1.00
18:1w7c 11-methyl - - - - - 0.73 - - 0.27 - 0.51
17:0iso 30OH 0.44 0.49 0.30 0.30 0.08 - 0.18 0.16 - 0.49 -
19:0 cyclo w8c - 0.11 - - - - - - - - -
19:0 - - - - - - - - - - 0.04
18:1 20H - - - 0.05 - - 0.08 0.06 - - -
20:4 wo, 9, 12, 15¢ - - - 0.04 - 0.08 - - 0.09 - -
20:1w7c - - - - - 0.06 - - - - 0.06
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Patojen strainlerin igerdigi yag asidi ¢esitleri ve hiicrelerinde bulunma oranlarina bagl
olarak elde edilen dendogram Sekil 1’de verilmistir. Dendogram Sherlock MIDI analiz
programi (version 6.1) ile olusturulmustur

Sekil 1. Patojen bakterilerin yag asit metil ester analizi sonucunda elde edilen dendogram

Tiitiinde Asir1 Duyarhhk (Hypersensetive Reaction=HR ) Testi

Referans kiiltiir GG-3 E. amylovora gibi patojen olarak tanilanan bakteri strainlerinin
hepsinin (BS-38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-168, BS-169, BS-178, BS-231, BS-232
ve BS-237) tiitiin yapraginin damar aralarma izolasyonundan 24-48 sa sonra inokule edilen
alanda tipik asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4).

Patojenisite Test Sonuglari

Domates stiper 5656 fidelerine Pst (BS-231) ve Xav (BS-38, BS-75, BS-120, BS-156,
BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232) strainleri sprey seklinde bulastirilmistir. P. viridiflava
strainleri ise (BS-168 ve BS-237) kiirdanla bitkinin govdesine agilmis yaralardan inokule
edilmistir. fnokulasyondan 7-15 giin sonra BS-38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-169,
BS-178, BS-231 ve BS-232 strainlerinin domates yapraklarinda dairesel etrafi sar1 hale ile
cevrili kiigiik lekeler olusturdugu, BS-168 ve BS-237 strainlerinin ise gévdede kahverengilesme
ve bitkide solgunluk seklinde simptomlara neden oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4).

Morfolojik Testler
Koloni morfolojisi

NA besiyerine bakteri strainlerinin ekiminden 48 sa sonra Pseudomonas cinsine ait strainlerin
(BS-168, BS-231 ve BS-237) krem renkli, Xanthomonas cinsine ait strainlerin ise (BS-38, BS-
75, BS-120, BS156, BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232) mukoid sar1 renkli koloniler

olusturdugu tespit edilmistir (Cizelge 4).
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Hareketlilik testi

Yari kat1 besiyerine inokule edilen referans kiiltiir GG-8 E. amylovora ve izole edilen bakteri
strainlerinin ( BS-38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232) cevreye
dogru koloni gelistirdikleri gozlenmis ve sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4).

Biyokimyasal Testler
Gram reaksiyon testi

Gram reaksiyon testinde referans kiiltiir olarak kullanilan GG-25 E. amylovora gibi BS-38,
BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-168, BS-169, BS-178, BS-231, BS-232 ve BS-237
strainlerinin 6zeye yapisarak vizkoz bir uzama olusturdugu, bu nedenle gram negatif 6zellige
sahip olduklar1 tespit edilmistir (Cizelge 4).

Katalaz testi

Katalaz enziminin varligini belirlemek icin yapilan test sonucunda BS-75, BS-231 ve BS-237
strainleri ve referans kiiltiir MFD-119 Xcp kisa siirede kabarcik olusturdugundan kuvvetli
pozitif olarak degerlendirilmistir. BS-38, BS120, BS-156, BS-160, BS-168, BS-169, BS-168,
BS-178ve BS-232 strainlerinin ise pozitif sonug verdigi tespit edilmistir (Cizelge 4).

Oksidaz testi

Oksidaz enzimini lireten bakterileri ayirt etmek icin yapilan bu testte BS-120, BS-156, BS-160,
BS-168, BS-169, BS-178 ve BS-231 strainleri % 1 tetra methyl-p-phenylendiamine
dihydrochloride kodlu diskte mor renk olusturmamis ve sonu¢ negatif olarak
degerlendirilmistir. Diger bakteriler ise pozitif kontrolde oldugu gibi diskte yaklasik 2 dk
icerisinde mor renk olusturmus ve sonug oksidaz pozitif olarak kaydedilmistir (Cizelge 4).

Nisasta hidrolizi

Nutrient agar ve nisasta iceren besiyerinde gelistirilen bakterilere liigol sollisyonu ilave
edilmis, BS-168, BS-231 ve BS-237 strainlerinin ve pozitif kontroliin (MFD-227 Psp) gelisen
kolonileri etrafinda seffaf hale olusumu gozlenmemis ve sonu¢ amilaz negatif olarak
degerlendirilmistir. BS38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232
strainleri ve referans kiiltiir MFD-490 Xcpf ‘in gelisen kolonilerinin etrafinda olusan seffaf zon
amilaz pozitif olarak belirlenmistir (Cizelge 4).

Arginine dehidrolaz testi

Bakterilerin arginin dehidroloz’t kullanmasi sonucu besi yerinde meydana gelen pembemsi
kirmizi renk Xanthomonas strainlerinin (BS-38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS169, BS-
178, BS-232 ) pozitif 6zellikte oldugu gostermistir. Pseudomonas strainleri (BS-168, BS-231,
BS-237) ise arginin dihidrolaz negatif olarak belirlenmistir (Cizelge 4).
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Cizelge 4. Patojen bakteri strainlerinin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1

MIS TANI L O P AR T KA GR F N KR H
SONUCLARI

BS-38 —Xav + z* - + + + - - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-75- Xav + z* - + + K* - - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-120- Xav + - - + + + - - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-156- Xav + - - + + + . - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-160- Xav + - - + + + - - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-168- Pv - - + - + + - + - Krem Hareketli
BS-169- Xav + - - + + + - - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-178- Xav + - - + + + . - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-231-Pst + - - - + K* - + - Krem Hareketli
BS-232- Xav + + - + + + - - + Sar1 mukoid Hareketli
BS-237- Pv - - + - + K* - + - Krem Hareketli

L: Levan testi, O: Oksidaz testi, P: Pektinaz testi, Ar: Arginine dehidrolaz testi, T: Tiitiinde, hipersentetif reaksiyon testi, N:Nisasta hidrolizi, Ka: Katalaz testi, GR: Gram reaksiyon testi,
F:Fluorescent pigment iiretim testi, Kr: Koloni rengi, +: Pozitif sonug, -: Negatif sonug, K*: kuvvetli pozitif, Xav: Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Pv: Pseudomonas viridiflava, Pst:
Pseudomonas syringae pv. tomato, Z*: Zayif pozitif sonucu, H: Hareket 6zelligi
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Levan testi

Test edilen BS-38, BS-75, BS-120, BS-156, BS-160, BS-169, BS-178, BS-231, BS-232 ve BS-
237 strainlerinin referans kiiltir GG -3 E. amylovora gibi NAS besi yerinde mukoid koloni
olusturdurdugu goriilmiis, sonug pozitif olarak kaydedilmistir. BS-168 strainin ise levan tipte
koloni olusturmadig1 ve negatif sonug verdigi belirlenmistir (Cizelge 4).

Fluorescent pigment iiretim testi

KB besi yerinde gelistirilen bakteri strainleri UV 1s1k altinda gézlenmistir. BS-168, BS-231 ve
BS-237 strainlerinin yesil fluorescent pigment tireterek pozitif sonug verdigi, BS-38, BS-75,
BS-120, BS-156, BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232 strainlerinin ise fluorescens pigment
iiretmeyerek negatif 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4).

Pektinaz testi

Pektolitik aktive testi i¢in patates dilimlerine inokule edilen BS-38, BS-75, BS-120, BS-156,
BS-160, BS-169, BS-178 ve BS-232 strainleri patateste yumusamaya neden olmamis ve sonug
negatif olarak degerlendirilmistir. Referans kiiltiir olarak kullanilan MFD-310 E. caratovora
subsp. caratovora straini ise patates diliminde yumusamaya neden olmus ve pis koku
olusturmustur (Cizelge 4).

Bakteri strainlerinin Biolog Gen III Sistem ile tanisi

Patojen bakteri strainlerinin kullandiklari karbon kaynaklar1 ve kimyasallar Biolog Gen
[l Mikroplate sisteminde degerlendirilmistir. Elde edilen profillere gore bakteri strainlerinin 8
tanesi Xav, 2 tanesi P. viridiflava ve 1 tanesi Pst olarak tanilanmustir.

Sonuglar degerlendirildiginde Xav strainlerinin Dextrin, D-Maltose, D-Trloseeh, D-
Cellobiose, Gentibiose, Sucrose, Ph 6, Ph 5, D-Melibiose, N-Acetyl-D-Glucosamine, %1 NaCl,
%4 NaCl, A-D-Glukose, D-Mannose, D-Fruktose, D-Galaktose, L-Fucose, %1 Sodium
Lactate, Myo- Inositol, Glycerol, D-Glucose-6 Phosphate, Rifamycin Sv, Gelatin, Glycyl-L-
Proline, L-Alanine, L-Aspartic Acid, L-Glutamic Acid, L-Serine, Lincomycin, Guanidine
HCI, Niaproof 4, Pectin, Tetrazolium Violet, Tetrazolium Blue, Mehyl Pyruvate, L-Lactic
Acid, Citric Acid, A-Keto Glutaric Acid, D-Malic Acid, Bromosuccinic Acid, Potassium
Tellurite, Tween 40, A-Keto Butyric Acid, Acetoacetic Acid, Propionic Acid, Formic Acid,
Aztreonam, Sodium Butyrate ve Sodium Bromate olmak tizere 51, Pseudomonas strainlerinin
ise Gentibiose, Sucrose, Ph 6, Ph 5, N-Acetyl-D-Glucosamine, %1 NaCl, %4 NaCl, A-D-
Glukose, A-D-Glukose, D-Mannose, D-Fruktose, D-Galaktose, Inosine, %1 Sodium Lactate,
Fusidic Acid, D-Sorbital, D-Mannital, L-Arabitol, Myo- Inositol, Glycerol, D-Serine,
Rifamycin Sv, Gelatin, Glycyl-L-Proline, L-Alanine, L-Arginine, L-Aspartic Acid, L-
Glutamic Acid, L-Histidine, L-Pyroglutamic Acid, L-Serine, Lincomycin, Guanidine HCI,
Niaproof 4, Pectin, D-Gluconic Acid, D-Glucoronic Acid, Glucoron Amide, Mucid Acid,
Quinic Acid, D-Saccharic Acid, Vancomycin, Tetrazolium Violet, Tetrazolium Blue, Mehyl
Pyruvate, L-Lactic Acid, Citric Acid, A-Keto Glutaric Acid, D-Malic Acid, Bromosuccinic
Acid, Lithium Chloride, Potassium Tellurite, Tween 40, 9-Amino-N-Butryc Acid, B-Hydroxy
Butyric Acid, A-Keto Butyric Acid, Acetoacetic Acid, Propionic Acid, Acetic Acid, Formic
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Acid, Aztreonam, Sodium Butyrate ve Sodium Bromate olmak iizere toplam 63 kuyucukta
reaksiyonlarinin pozitif oldugu tespit edilmistir. Baz1 karbon kaynaklarinin ve kimyasallarin
kullanim1 Xanthomonas ve Pseudomonas strainlerinde degiskenlik gostermekle beraber geri
kalan karbon kaynaklarini ve kimyasallar1 kullanmadiklar1 saptanmistir. Hem Xanthomonas
hem de Pseudomonas strainlerinin Ph 5 (Al12), Ph 6 (All)’da, %1 NaCl (B10), %4 NaCl
(B11)’de gelistikleri belirlenmistir. Yine her iki cinste yer alan strainlerin Rifamycin Sv (D11)
ve Lincomycin (E10) antibiyotiklerine karsi dayanikli oldugu bulunmustur. Ayrica
Xanthomonas strainlerinin Vancomycin (F10) antibiyotigine karsi da dayanikli oldugu
saptanmistir.

Birgok tilkede ve Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinde domates hastaliklarini belirlemek
icin ¢esitli arastirmalar yiiriitilmis, Xav, Pst ve P. viridiflava tiirlerine ait strainlerin domates
bitkisinde ekonomik kayiplara neden olan énemli patojenler olduklari rapor edilmistir (Sijam
et al., 1992; Bouzar et al., 1994; Sahin ve Kotan, 1999; Black et al., 2001; Sahin 2001; Ustiin
ve Saygili, 2001; Sahin ve ark., 2003; Basim, 2004; Aysan ve ark., 2005; Shenge and Mabagala,
2007; Cruz et al., 2010; Lamichhane et al., 2010; Popovi¢ and Ivanovié, 2015; Mensi et al.,
2018). Dadasoglu (2013), tarafindan yapilan bir ¢alismada P. viridiflava’nin varligi1 Igdir iline
ait tek bir strain ile biber bitkisinde tespit edilmistir. Son yillarda patojenlerin tanisinda
molekiiler yontemlerin kullanilmas1 hizli bir sekilde yayginlagsa da klasik tani yontemlerinin
uygulanmasi patojen gruplariin belirlenmesi ve daha sonra yapilacak molekiiler calismalara
on tanm1 seklinde kolaylik saglamasi ile bir¢ok arastirici i¢in 6nemini korumaktadir. Bu nedenle
bu calismada izole edilen bakteri strainlerin morfolojik ve biyokimyasal karakterleri
belirlenmistir. Xav strainlerinin YDC besiyerinde sart mukoid, Pst ve P. viridiflava strainlerinin
krem renkte koloni olusturduklar1 gozlenmistir. Elde edilen bakteri strainlerin tamaminin
hareketli oldugu tespit edilmistir. Mikroorganizmalara ait biyokimyasal karakterlerden gram
reaksiyon, amilaz, katalaz, oksidaz, pektinaz, levan iiretimi, fluoresant pigment iiretimi ve
arginin dehidrolaz {retimi degerlendirilmistir. Gram reaksiyon testi sonucunda bakteri
strainlerinin hepsinin gram negatif 6zellikte oldugu belirlenmistir. Patojen strainlerden sadece
P. viridiflava tiirlerinin pektinaz aktivitesi pozitif bulunmustur. Pseudomonas strainlerinin
oksidaz, amilaz ve arginin dehidrolaz iiretim testleri negatif, katalaz ve fluoresant pigment
iiretim testleri pozitif olarak tespit edilmistir. Levan koloni olusumu testi Pst’nun pozitif, P.
viridiflava strainlerinin ise negatif bulunmustur. Xanthomonas strainlerinin fluoresant pigment
iiretimi ve oksidaz testi negatif, diger biyokimyasal test sonuclari ise pozitif olarak saptanmastir.
Amilaz testinin Xanthomonas ve P. syringae patovarlarmin ayriminda, arginin dehidrolaz
tretiminin P. syringae patovarlari ile P. fluorescens’in ayriminda, fluoresant pigment
tiretiminin ise Pseudomonas ve Xanthomonas cinslerinin ayrimmda 6nemli oldugu cesitli
caligmalarla ortaya konulmustur (Narayanasamy, 1997; Gonzales et al., 2003; Gasic et
al.,2012). Bu galismada elde edilen morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari daha once
saptanan bulgular destekler bulunmustur (Goumans and Chatzaki, 1998; Aysan ve ark., 2004;
Wreikat et al., 2006; Miljjasevic et al., 2009; Ibrahim and Al-Saleh, 2012; Sarris et al., 2012).

Gilinlimiizde yag asit metil ester analizi (FAME) ve metabolik profillerin eldesi (Biolog
Microplate Assay) bakteriyel mikroorganizmalarin tanisinda en fazla tercih edilen yontemler
arasinda yer almaktadir (Walcott et al., 2000; Donmez, 2004; Bathily et al., 2010; Triphati et
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al., 2011; Gok, 2016). Bu calismada da hastalikli domates bitkilerinden izole edilen bakteri
strainlerin tamami1 MIS ile yag asit metil ester analizlerine gore tanilanmis ve fenotipik
farkliliklar1 belirlenmistir. Elde edilen sonu¢lar MIS kullanimu ile bakteri strainlerinin tiir alti
kategorilerinin belirlenebilecegini gostermistir. Doymus, doymamis, hydroxy, cyclopropane,
IS0 ve ante-iso yag asitlerini iceren 200 den fazla yag asiti g¢esitinin bakteriyel strainlerin
tanisinda ayirt edici 6zellik oldugu belirlenmistir (Roy, 1988). MIS sonuglarina goére Xav
strainlerinin hepsinin hiicre duvarinda 17:0 iso 30H, 11:0 30H, 11:0 iso, 11:0 anteiso, 13:0 iso,
10:0 30H, 13:0 iso 30H, 16:0 iso, 13:0 iso 20H, 14:0, 14:0 iso, 15:1 iso F, 17:0 anteiso, 15:1
wéc, 17:0, 10:0, 17:0 iso, 16:0, 17:1 wéc, 17:1 w8c, Pseudomonas strainlerinin hepsinde 17:1
w8c, 10:0, 14:0, 10:0 30H, 12:0 20H, 18:0, 12:0 30H, 13:0, 16:0, 17:0, 12:0, 17:0 iso, 18:1
w7c 11 methyl yag asitleri tespit edilmistir. 10:0, 10:0 30H, 14:0, 16:0, 17:0, 17:0 iso ve 17:1
w8c yag asitlerinin ise hem Xanthomonas hem de Pseudomonas cinsine ait bakterilerde ortak
oldugu belirlenmistir. Ancak bu yag asitleri icerisinde 10:0 30H ve 16:0’ 1 Pseudomonas cinsi
bakterilerde daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir. Sonuclar gerek igerdikleri yag
asiti cesitleri gerekse yiizde olarak oranlari bakimindan Xanthomonas ve Pseudomonas
pathovarlarinin ayirt edilebilecegini gostermektedir.

Farkli kaynaklardan izole edilen bakteri strainlerinin tanisinda en énemli kriterlerden
birisi de strainlerin kullandiklar1 karbon kaynaklar1 ve kimyasallarin tespiti ve bu 6zellikleri
bagli olarak metabolik profillerinin elde edilmesidir. Bu arastirmada domates patojeni olan
bakterilerin metabolik profillerinin belirlenmesinde Biolog Gen III MicroPlate kullanilmistir.
D-Maltose, D-Trloseeh, D-Cellobiose, Gentibiose, Sucrose, Ph 6, Ph 5, D-Melibiose, N-Acetyl-
D-Glucosamine, %1 NaCl, %4 Nacl, L-Alanine, A-D-Glukose, D-Mannose, D-Galaktose, L-
Fucose, Dextrin, %1 Sodium Lactate, Glycerol, Tetrazolium Blue, Rifamycin Sv, Gelatin, D-
Fruktose, Glycyl-L-Proline, Aztreonam, L-Serine, Tween 40, Lincomycin, Niaproof 4, Pectin,
Tetrazolium Violet, L-Glutamic Acid, Citric Acid, A-Keto Glutaric Acid, Bromosuccinic Acid,
A-Keto Butyric Acid, Mehyl Pyruvate, L-Malic Acid, Acetoacetic Acid, Propionic Acid,
Sodium Butyrate, Acetic Acid, Formic Acid olmak tizere 43 karbon kaynagini ve kimyasallar1
Xav strainlerinin hepsinin kullandig: tespit edilmistir. Pseudomonas strainlerinin ise 46 karbon
kaynagimi ve kimyasallar1 (A-D-Glukose, Glycerol, D-Mannose, D-Fruktose, D-Galaktose,
Fusidic Acid, D-Sorbital, Ph 6, %1 NaCl, L-Histidine, D-Mannital, Inosine, %1 Sodium
Lactate, L-Arabitol, Rifamycin Sv, L-Alanine, Myo- Inositol, L-Pyroglutamic Acid, L-
Arginine, L-Aspartic Acid, L-Glutamic Acid, L-Serine, Lincomycin, Niaproof 4, D-Gluconic
Acid, D-Glucoronic Acid, Mucid Acid, Quinic Acid, D-Saccharic Acid, Vancomycin,
Tetrazolium Violet, Glucoron Amide, Citric Acid, A-Keto Glutaric Acid, D-Malic Acid, L-
Malic Acid, Potassium Tellurite, Tween 40, 9-Amino-N-Butryc Acid, B-Hydroxy Butyric
Acid, Bromosuccinic Acid, A-Keto Butyric Acid, Acetic Acid, Aztreonam, Propionic
Acid,Formic Asit) kullandig: belirlenmistir. Biolog sistemin bakteriyel organizmalarin tani ve
karakterizasyonunda basariyla kullanilabilecegine dair ¢esitli caligmalar mevcuttur (Triphati et
al., 2011; Karagoz, 2013). Lue at. al., (2010) tarafindan yapilan ¢alismada Taiwan’da domates
ve biber bitkilerinden elde edilen 53 Xanthomonas straini biyokimyasal 6zelliklerin analizi ve
multiplex PCR ile karakterize edilmistir. Strainlerden 13 tanesinin amilaz ve pektinaz 6zelligi
pozitif bulunmustur. 40 strainin ise nisastay1 hidroliz etmedigi, pektolitik aktivite gostermedigi
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tespit edilmistir. Biolog GN2 Mikroplate kullanilarak strainlerin karbon kaynaklarin1 kullanim
ozellikleri belirlenmis ve bu degerlendirmeye bagli olarak strainler 3 gruba ayrilmistir.
Strainlerden 40 tanesinin X. euvesicatoria (6nceden X. a. pv. vesicatoria) tanisi ile birinci
grubu, 5 tanesinin X. vesicatoria tanisi ile ikinci grubu ve 8 tanesinin X. perforans tanisi ile
ticlincii grubu olusturdugu tespit edilmistir. Calismada X. gardneri saptanmamistir. Amilaz ve
pektinaz 6zelligi pozitif olan 13 strainin 13 farkli karbon kaynagini ve kimyasali kullanarak bir
grupta yer aldigi gorillmiistir. Dextrin, glycogen, N-acetyl-D-glucosamine, D-galactose,
gentibiose, a-D-lactose lactulose, acetic acid, cis-aconitic acid, malonic acid, D-alanine ve L-
threonine karbon kaynaklarini ve kimyasallar1 kullanan 8 strain X. perforans olarak
tanilanmistir. X. vesicatoria olarak tanilanan 5 strainin ise dextrin ve gentibiose” u kullandigi,
N-acetyl-D-glucosamine, acetic acid, cis-aconitic acid, malonic acid ve D-alanine’i
kullanmadigi belirlenmistir. Yapilan bir bagka arastirmada Biolog GN mikroplate sistem ile 39
X. C. pv. vitians straininin karbon kaynaklarii kullanimi test edilmis, strainlerin hepsi tiir (X.
campestris) seviyesinde, % 41’1 ise pathovar seviyesinde tanilanmistir. Sahin (2016), tarafindan
yapilan bir arastirmada Kahramanmaras bdlgesinden biberden izole edilen patojen bakteri
strainleri morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin yaninda Biolog Gen Il Sistem ile de
tanilanmigtir. Sonuglara gore 13 strainin 4 tanesinin Xcv (% 66-71), 7 tanesinin Xcp (% 68-74)
, 2 tanesinin X. c. pv dieffenbachiae (% 64- 72) oldugu belirlenmistir. Dénmez (2004),
tarafindan yapilan ¢alismada Biolog GN plate sonuglarina gére Pseudomonas cinsi strainlerin
hepsinin Glycogen, L-Arabinose, D-Fructose, a-D- Glucose, D-Mannose, D-Psicose, Sucrose,
Methyl Pyruvate, Mono-Methyl-Succinate, Acetic Acid, cis-Aconitic Acid, L-Proline, Citric
Acid, Formic Acid, D-Galactonic Acid Lactone, L-Asparagine, D-Gluconic Acid, Malonic
Acid, Propionic Acid, Quinic Acid, D-Saccharic Acid, Succinic Acid, L-Serine, Bromo
Succinic Acid, Tween 40, Succinamic Acid, L-Alaninamide, D-Alanine, L-Alanyl-Glycine, L-
Alanine, Glycyl-L-Glutamic Acid, L-Aspartic Acid, L-Glutamic Acid, y-Amino Butyric Acid,
Uridine ve Glycerol’den olusan 36 karbon kaynagini kullandigi tespit edilmistir. Xanthomonas
cinsine ait bakterilerin kullandig1 karbon kaynaklar1 ise; Dextrin, Glycogen, Tween 40, D-
Cellobiose, D-Fructose, L-Fucose, D-Galactose, Succinamic Acid, cis-Aconitic Acid, a-D-
Glucose, D-Mannose, D-Melibiose, D-Psicose, Gentibiose, Sucrose, Turanose, Methyl
Pyruvate, Mono-Methyl-Succinate, D-Trehalose, Formic Acid, L-Alanyl-Glycine, Glycyl-L-
Glutamic AcidSuccinic Acid, Itaconic Acid, a-Keto Glutaric Acid, Bromo Succinic Acid, L-
Alaninamide, D-Alanine, L-Alanine, L-Aspartic Acid, L-Serine ve D,L-a-Glycerol Phosphate
olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada aymi cins igerisinde yer alan bakteri strainlerinin
kullandiklar1 karbon kaynaklarinin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak tespit edilen
metabolik enzim profillerinin pathovar seviyesinde farkliliklar tagidig1 da goriilmiistiir.

MIS ve BIOLOG sistemle elde edilen sonuglar degerlendirildiginde fenotipik
farkliliklarin géstergesi olan metabolik enzim profillerinin ve yag asit kompozisyonuna ve
miktarma bagli olarak elde edilen yag asit profillerinin tani1 sonuglarinin benzer oldugu
gorilmiistiir. Her iki sistemin de bakteri strainlerinin tanisinda alt tiir seviyesinde basar ile
kullanilabilecegi saptanmistir. Birden fazla yontemin bir arada kullanilmasmin sonuglarin
giivenirliligini arttirdig1 agiktir. Ayrica kullanilan her bir yontem mikroorganizmalara ait farkli
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ozelliklerin ortaya konulmasini saglayacaktir. Bununla birlikte sonuglar her iki sisteminde tek
basina Xav, Pst ve P. viridiflava tiirlerinin tanisinda yeterli oldugunu gostermektedir.

SONUC

Igdir ilinde domates yetistiriciligi yapilan alanlar bakteriyel hastaliklar acisindan
incelenmis, Aralik, Tuzluca, Karakoyunlu il¢elerinden ve Igdir merkeze bagli Kasimcan, Oba,
Melekli koylerinden hastalikli drnekler alinmistir. Yapilan izolasyonlar sonrasinda yag asit
metil ester analiz sonuglarina gore 36 farkl tiire ait toplam 98 bakteri straini elde edilmistir.
Strainlere ait yag asit profilleri incelendiginde 98 strain igerisinde 11 tanesinin patojen tiirler (8
tanesi Xav, 2 tanesi P. viridiflava ve 1 tanesi Pst ) oldugu goriilmiistiir. Bu tiirlerle domates
fidelerinde yapilan patojenite testi ve tiitiinde yapilan HR testi sonucu da strainlerin patojenik
karakterde oldugunu gdstermistir. Strainlerin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarinin
patojenite testi sonuglari ile uyum ig¢inde oldugu belirlenmistir. Patojen bakteri strainlerinin
kullandiklar1 karbon kaynaklar1 ve kimyasallar Biolog Gen III Mikroplate sisteminde
degerlendirilmistir. Elde edilen metabolik profillerine bagli olarak strainlerin § tanesi Xav, 2
tanesi P. viridiflava ve 1 tanesi Pst olarak tanilanmis ve Xav strainlerinin 43, Pseudomonas
strainlerinin 46 farkli karbon kaynaklarini ve kimyasallar1 kullandiklari tespit edilmistir. Ayrica
Igdir ilinde Xav ve Pst patojenlerinin domateste hastaliga neden oldugu ilk kez bu ¢alisma ile
ortaya konulmugtur.
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