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OZET

Xanthomonas vesicatoria’NIN ISSR MARKIRLARI
KULLANILARAK GENETIK TIPLENDIRMESI

Nazila FARHANGZAD
Yuksek Lisans, Biyoloji B6lumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Afife iZBIRAK
Aralik 2014, 58 sayfa

Xanthomonas vesicatoria domates (Solanum lycopersicum) ve biber (Capsicum
spp.) bitkilerinin 6nemli bir patojenidir. Son yillarda Xanthomonas vesicatoria’dan
kaynaklanan bakteriyel leke hastahdi Tuarkiye'nin Dogu Akdeniz Bolgesi'nde
gorulen en 6nemli hastaliklardan biridir. Bu hastalik daha ¢ok sicak ve nemli
bdlgelerde verim kaybina neden olmaktadir.

Bu hastaliklarin kaynaginin saptanmasi ve uygun tedavi yonteminin belirlenmesi
amaciyla bitki patojeni bakterilerin genetik tiplendiriimesine ihtiyag vardir. Bakteri
genomlarini karakterize etme ve tanimlamada kullanilan ¢esitli markir sistemler
geligtiriimigtir. Bu sistemlerden birisi olan ISSR-PZR, bakteri tirlerinde genetik
tiplendirmede kullanilan etkin bir tekniktir.

Bu calismada, ABD ve Turkiye’'de domates ve biberlerden izole edilmis olan 29
adet Xanthomonas vesicatoria 6rnegi oncelikle rhs geni igindeki 517 bg¢’lik
fragmenti varligi agisindan, XCVF ve XCVR primerleri kulllanilarak tanimlanmistir.
Ayrica 5 farkli ISSR primeri ile de 29 adet izolatin genetik tiplendirmesi

amaclanmistir.



ISSR primerlerinden elde edilen toplam 57adet PZR Urinid %2100 polimorfik
bulunmustur. Butun veriler Aritmetik Ortalamayi Kullanan Agirliksiz Cift Grup

Metodu ile (UPGMA) degerlendirilerek, dendogram gizilmistir.

Anahtar Kelimeler: Xanthomonas vesicatoria, genetik tiplendirme, ISSR-PZR,
UPGMA, Bakteriyel leke hastaligi



ABSTRACT

GENETIC TYPING OF Xanthomonas vesicatoria BY USING
ISSR MARKERS

Nazila FARHANGZAD
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Afife iZBIRAK

December 2014, 58 pages

Xanthomonas vesicatoria is a major pathogen of tomato (Solanum lycopersicum)
and pepper (Capsicum spp.). Bacterial spot caused by Xanthomonas vesicatoria is
one of the most important diseases in the Eastern Mediterranean Region of
Turkey in recent years. The disease causes considerable crop looses in areas of
warmer and humid climate.

It is necessary to genetic typing of the plant pathogenic bacteria for detecting the
source of the pathogens and defining appropriate management of disease. There
are various marker systems to analyse and define the bacteria genomes. ISSR-
PCR is one of the efficiently used technique for genetic typing among bacterial
species.

In this study, first 29 samples of Xanthomonas vesicatoria isolates from tomato
and pepper in Turkey and U.S.A have identified in the presence of 517 bp
fragment of rhs gene by using XCVF and XCVR primers. In addition, genetic
typing of the 29 isolates aimed by using five different ISSR primers. Of the total 57
amplification products, %100 were found to be polymorphic. All the data were



employed to construct dendograms using an unweighted pair-group method with
arithmetical averages(UPGMA).

Keywords: Xanthomonas vesicatoria, genetic typing, ISSR-PCR, UPGMA,
Bacterial spot disease
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1. GIRIS
Insanoglu yasami igin gerekli olan enerjinin bir blimunu bitkilerden karsilamak
icin tarimsal Uretim yapmaktadir. Her gegen gun artan dinya nufusunu doyurmak
amaciyla tarim alanlarini genigletmis ve verimi artirmigtir. Verim artigini,
baslangicta geleneksel yontemlerle (Ustln nitelik gésteren kiltar bitkilerini se¢cmek
ve bu kultdr Dbitkilerini yeni ve genig tarim alanlarinda yetistirerek)
gerceklestirmistir. Ancak tarim vyapilan alanlarda, kultur Dbitkilerinde zaman
icerisinde hastalik ve zararl sorunlari baglamistir. Bazi patojen mikroorganizmalar
bitkilere zarar vermekte ve hastalik olusturmaktadir. Basta virtsler olmak Uzere

bakteriler ve funguslar bitkilerde hastalik olugturan mikroorganizmalardandir [1].

Tarkiye tarim sektorinde sebze Uretiminde buyuk bir paya sahiptir. Sebze
uretiminde ilk siralarda yer alan Dogu Akdeniz Bolgesi'nde, yetistiriciligi yapilan
sebzeler domates ve biberdir. Cok sayida hastalik ve zararlinin konukgusu olan
domates ve biberin Uretiminde kalite ve verimi artirmak yetigtiricilik tekniklerinin iyi
bir sekilde uygulanmasi ile mimkun olabilmektedir. Verimli ve kaliteli ¢esit segimi
yaninda, kaliteli ve saglikh tohum ve fide kullanimi, tretim alanlarinin hastalik ve
zararlilardan korunmasida dretimin miktar ve kalitesinin artirilmasinda buylk

dneme sahiptir [2].

Viral, bakteriyel ve fungal hastaliklar domates ve biber yetistiriciliginde karsilagilan
baslica sorunlardandir. Ortlialti domates yetistiriciliginde bakteriyel etmenlerin
sebep oldugu kayiplara her yetistirme sezonunda rastlanmaktadir. Bu etmenlerle
mucadelede kullanilan bakir icerikli preparatlarin Ureticiler tarafindan bilingsizce
kullanilmasindan dolayi, zamanla bakteriyel etmenler bakira dayanikh hale
gelmektedir. Dolayisiyla, bakirli preparatlarin bakteriyel etmenler Gzerindeki etkisi
gittikce azalmaktadir. Ortlialtinda kullanilan bakirli preparatlarin bu bakteriyel
hastaliklarla mucadelede etkisinin giderek azalmasi, ayni tur patojenin genetik
karakterinin gunden gune dedisebilecedi suphelerini de uyandirmaktadir. Bu
nedenle, ayni tlr bakteriyel etmenler arasindaki genetik farkliigin tespiti igin

arastirmalar yapilmasi zorunlulugu dogmustur [3,4].

Domates ve biber Gretiminde problem olan hastaliklardan birisi de Xanthomonas

vesicatoria'nin neden oldugu bakteriyel leke hastaligidir. Patojenin konukgulari



arasinda domates, biber gibi kultir bitkilerinin yani sira Solanaceae familyasindan

bircok yabanci ot trt de bulunmaktadir.

Dunya’da ticari olarak biber ve domates vyetistirilien yerlerde bakteriyel leke
hastaliginin gorulebilecegi, ayrica ¢ok yagmur alan ve yuksek sicakliga sahip
iklimlerde de siddetli bir hastaliga neden olabilecedi bildirilmistir. Bakteriyel leke
hastaliginin varhigi Turkiye’de ilk olarak domateslerde, daha sonra biberlerde
saptanmistir [5].

Bu hastaliklarin kaynagdinin saptanmasi ve uygun tedavi yonteminin belirlenmesi
icin hastalik etmenini dogru tanimlamak ve tiplendirmek gerekmektedir. Hastalik
etmenini tanimlamada fenotipik yontemlerden vyararlaniimaktadir. Ancak bu
yontemler, zamanla gelismesine ragmen, son dénemlerde yerini DNA'y1 temel
alan genotipik yontemlere birakmaya baslamistir. Hastallk etkeni olan
mikroorganizmalarin tespiti ve populasyon icindeki farkhliklarinin belirlenmesinde
kullanilan molekuler yontemler her gegcen gun artmaktadir. Molekuler yontemlerin
her biri belirli avantaj ve dezavantajlar icerir. Bu nedenle analizlerin seciminde,
yontemin ayrim gucu, tekrarlanabilirligi, kullanim kolayhgi, maliyeti ve laboratuvar

alt yapisi gibi kriterler goz dninde bulundurulmalidir.

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
oldukga fazla kullanilan gelismis bir molekller yontemdir. Patojenlerde, hastaliga
bagli genler, genlerdeki mutasyonlar ve ilaglara karsi direng kazanip
kazanmadiginin belirlenmesinde PZR temelli yontemlerden yararlaniimaktadir.
PZR uygulamasinda ayni tur icindeki farkli suslarda primer baglanma yerlerinin
sayisi ve birbirine olan uzakliklari farkl olacagindan, amplifiye edilen fragmentlerin
elektroforez sonrasi agaroz jel lzerindeki sayl ve buyukltkleri de farkh olacaktir.
Amplifikasyon sonucunda, jelde gdzlenen suslara ait bant profilleri birbirleriyle

karsilastirlarak degerlendirme yapilmaktadir [6].

Bu tez calismasinda kullanilan Xanthomonas vesicatoria 6rnekleri “Bati Akdeniz
Bolgesi Ortli Alti Yetistiriciliginde Onemli Olan Domates ve Biberde Bakteriyel
Leke (Xanthomonas vesicatoria) Hastallk Etmenlerinin Genetik Farkliliklarinin
Molekiiler Yoéntemlerle Tespiti” adli proje kapsaminda, Mugla Universitesi
Molekuler Biyoloji ve Genetik BolumU arastiricilari tarafindan toplanmis ve

mikrobiyolojik tani testleri yapilarak tarafimiza ulastiriimigtir. Elimize ulasan 29



Xanthomonas vesicatoria izolatinin molekiler yontemlerle tanimlanmasi rhs
genine 6zgu primerler kullanilarak, PZR yontemiyle gerceklestirilmistir. Ayni tar

bakteriler arasindaki genetik tiplendirme ise ISSR-PZR teknigi ile yapilmistir.

1.1. Genel Bilgiler

Tarkiye sahip oldugu cografi 6zellikleri nedeniyle, tarimsal Uretim acgisindan,
Diinya’daki 6nemli tlkelerden biri durumundadir. TUIK verilerine gore Turkiye'de
yilda 34.000.000 ton ile en fazla duretimi yapilan tarim Uranlerini tahillar
olusturmaktadir. Turkiye Olgeginde tahillardan sonra ikinci sirada yer alan sebze
Uretimi ise, yaklasik 800.000 hektar (ha) alanda yapilmakta olup, bu alandan yilda
toplam 28.800.0000 ton Urun elde edilmektedir [Sekil 1.1] [2]. Anadolu topraklari,
gunumuzde kultire alinmis ve tim Dinya’da ekonomik éneme sahip gesitli bitki

turlerinin hem anavatani hem de yetistirme alani olarak 6nem tasimaktadir.
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Sekil 1.1. Turkiye’'de yetistirilen tarimsal trtnlerin Uretim miktarlarina iligkin
tahminler [2].

Dunya’da 5.227.883 ha alanda yillik ortalama 159.023.383 ton Uretimi yapilan
domates ve 1.656.000 ha alanda 24.000.000 ton dretimi yapilan biber de bu
onemli drunlerin igerisindedir. Turkiye domates yetistiriciligi bakimindan Mayis
2014 yil verilerine gore 300.000 ha alanda 12.100.000 tonluk Uretim degeriyle
Cin, Hindistan ve ABD’ den sonra dordinci sirada yer almig olup, Dunya’da

domates (retimi konusunda sdz sahibi Ulkeler arasindadir. TUIK verilerine gore



yas sebze uretimi agisindan domates birinci sirada yer almistir. Domates i¢
piyasada taze olarak tuketiimesinin yani sira, gida endistrisinde de hammadde
olarak kullanilmakta, dis pazarlara ise taze olarak veya islenerek ihrag

edilmektedir.

Dunyada biber Uretimi yapilan onemli Ulkeler sirasiyla Cin, Meksika, Turkiye.
Ispanya, Amerika Birlesik Devletleri, Nijerya, Misir, Italya ve Giiney Kore'dir.
Tarkiye’de 2013 yilinda salgalik, dolmalik ve sivri biber olmak Uzere yaklasik

olarak toplam 2.200.000 ton biber tretimi yapilmistir [7,8].

Hem vyurtici tuketim hem de ihracat agisindan O6nemli olan bu drtnler cesitli
hastaliklar nedeniyle 6nemli kayiplara ugrayabilmektedir. Cesgitli hastaliklar tlkeler
veya bdlgeler arasi tohum alisverisiyle yayilma gosterebilmektedir. Son yillarda
tohumlugun ithalat ve ihracatindaki artis bazi avantajlar saglamakla birlikte, tohum
kaynakh cesitli hastaliklarin da Turkiye'ye girmesine veya yeni salginlar
olusmasina yol acmaktadir. Bu hastaliklar her yil % 2-100 arasinda degisen

oranlarda Uriin kaybina neden olmaktadir [9].

1.1.1. Bitki Patojeni Mikroorganizmalar

Bitkiler tim gelisme donemlerinde c¢esitli bitki patojeni mikroorganizmalar
tarafindan istila edilirler. Yaklasik 383 bitki cinsinde tohumla tasinan 2400
patojenin varligi bilinmektedir. Bitkilerde hastallk meydana getiren en 6nemli

etmenler virlsler, funguslar ve bakterilerdir [Sekil1.2] [10].

M Fungus

M Bakteri

M Fitoplazma
B Nematod
H Bilinmeyen

W Virds

Bilinmeyen 2% _ Nematod 1% Fitoplazma 4%

Sekil 1.2. Bikilerde hastalik yapan bitki patojeni mikroorganizmalarin yuzdeleri
[10].



1.1.2. Bitki Patojeni Bakteriler

Bitkilerde hastalik olusturan 100’den fazla tanimlanmis bakteri genusu arasinda

Agrobacterium,

Xylella,

Ralstonia,

Clavibacter,

Erwinia,

Pseudomonas,

Streptomyces yer almaktadir. Hastalik olusturan diger énemli bir bakteri genusu
ise Xanthomonas'tir [Sekil1.3] [11].
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Sekil 1.3. Bitki patojeni bakteriler ve bitkiler Gizerindeki ¢esitli belirtileri [11].



1.1.3. Xanthomonas

Xanthomonas grubu uyeleri, Prokaryota alemi Gamma Proteobacteria sinifindan
Xanthomonadaceae ailesine ait Gram negatif bakterilerdir [12]. Xanthomonas
fitopatolojik gesitliligi ve fenotipik farkhliklar agisindan dikkatlari Gzerine ¢eken bir
genustur. Ekonomik 6nemi nedeni ile, genis kapsamli taksonomi galismalarina
konu olan bu genus uyelerinin siniflandirma ve adlandiriimasinda ¢ok fazla
tartisma ortaya cikmigtir. Baslangicta, farkli konukgu dagilimi gdsteren ve farkl
hastalik belirtileri olusturan her Xanthomonas varyanti ayri bir tlr olarak
siniflandinimistir. Yakin zamanda Xanthomonas genusu iginde 140’dan fazla
patovar tanimlanmistir [13]. Protein elektroforez semalari ve hicresel yag asidi
iceriklerinin karsilastirmasi ile elde edilen sonuglar, Xanthomonas patovarlarinin
daha Once ortaya cikarilanlara oranla fenotipik olarak ¢ok daha heterojen
oldugunu gostermektedir [14,15].

1.1.3.1. Xanthomonas ve Patovarlari

Bitkilerde hastalik olusturan Xanthomonas genig bir konukg¢u dizisine sahip
patojenlerden biridir. Bu bakteriler genellikle yaprak lekesi, yaprak ve govde
yanikligi belirtileri olusturarak Grinun pazar degerini dugurir ve énemli ekonomik

kayiplara yol acar [16-19].

Bu gruptaki patojenler 6zellikle marul gesitlerinde, ceviz, lahana, patlican, muz,
cilek, bugday, karnabahar, havug, patates, susam, pamuk, hububat, sus bitkileri,
meyve ve findik agaclari,domates ve biberde hastalik olusturur. Cok sayida alt
grup ve irki olan bu patojen o6zellikle meyve agaclarinda, gesitli belirtileri olan
hastaliklara yol agmaktadir [20-23]. Xanthomonas'in farkh konukgularda hastalik
yapan patovarlari Tablo 1.1.’de gorulmektedir [24,25].



Tablo 1.1. Farkh konukgularda hastalik yapan Xanthomonas patovarlari [24,25].

Patovar Konukgu
pv. alfalfae Yonca
pv. armoraciae Turp
pv. campestris Lahanagiller
pv. carota Havuc
pv. cucurbitae Kabakagiller
pv. citri Turuncgiller
pv. corylina Findik
pv. fragariae Cilek
pv. glycine Soya
pv. graminis Yem otlari
pv. hyacinthi Sumbdal
pv. juglandis Ceviz
pv. mangiferaeindicae Mango
pv. malvacearum Pamuk
pv. musacearum Muz, Misir
pv. pelargonii Sardunya
pv. phaseoli Fasulye
pv. populi Kavak
pv. pruni Erik
pv. raphani Turpgiller
pv. sesami Susam
pv. translucens Arpa, Bugday, Cavdar, Tritikale
pv. vesicatoria Biber, Domates, Patlicangiller

pv.

viticola

Asma



http://en.wikipedia.org/wiki/Xanthomonas_campestris_pv._campestris
http://en.wikipedia.org/wiki/Xanthomonas_campestris_pv._graminis

1.1.4. Xanthomonas vesicatoria
Xanthomonas’in bir patovari olan Xanthomonas vesicatoria, domates (Solanum

lycopersicum) ve biber (Capsicum) turlerinin hastalik etmenlerinden birisidir [26].

1.1.5. Xanthomonas vesicatoria’nin isimlendirilmesi

Bakteriyel leke hastaligi ilk kez 1921 yilinda Doidge tarafindan Guney Afrika’da
domateste saptanmis ve etmeni Bacterium vesicatorium olarak isimlendirilmigtir.
Ayni yillarda Gardner ve Kendrick de hastaligi Amerika Birlesik Devletlerinde
saptamislar ve etmeni Bacterium exitiosum olarak isimlendirmiglerdir. Daha sonra
kendi bakteri izolatinin, Doidge’nin izolatina goére guglu bir amilolitik 6zellik
gostermesine ragmen bu bakterinin ismini Bacterium vesicatorium olarak
degistirmislerdir. Gardner ve Kendrick iki sene sonra domateste bakteriyel lekeye
neden olan etmenin biberde de benzer belirtiler olusturdugunu bildirmislerdir.
Daha sonra yapilan ¢alismalarda etmen biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri g6z
Onlne alinarak Xanthomonas genusu igerisine alinmis ve Xanthomonas
vesicatoria, 1978 yilinda ise Dye tarafindan Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (X. c. vesicatoria) olarak isimlendirilmigtir. 1960’larin basinda
organizma igerisinde ¢ok fazla fenotipik farkhliklarin oldugu ortaya ¢cikmis, ancak
1990’lara kadar domates ve biber hastaliklarindan sorumlu olan sadece bir tir
Xanthomonas bildirilmistir. 1990’larin basinda ise 3 farkli tartin biber ve domateste
bakteriyel yaprak leke hastaligindan sorumlu oldugu rapor edilmistir [27]. Vauterin
ve ark, [20] ve Stall ve ark. [28] Xanthomonas vesicatoria igerisinde iki farkli
genetik grubun varligini belirlemigler ve bunlari grup A ve grup B olarak
isimlendirmiglerdir. Vauterin ve ark. (1995) vyaptiklari molekiler c¢alismalar
sonucunda Xanthomonas cinsine dahil olan bakterileri tekrar siniflandirmis ve
Xanthomonas vesicatoria’yl Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Grup A) ve

Xanthomonas vesicatoria (Grup B) olarak iki tire ayirmiglardir.

Bouzar ve ark, cesitli bolgelerden topladiklari izolatlarla bir kGtiphane
olusturmuslar ve elde ettikleri tim izolatlarin fenotipik farkhliklarini ortaya
koymusglardir [29]. Bouzar ve ark, yaptiklart c¢alismada izolatlarin karbon
kaynaklarindan vyararlanma, yag asit profil farkliliklarini belirlemiglerdir. Bu
arastiricilar farkli Ulkelerden topladiklari 252 izolatin fenotipik bir 6zellik olan

nigastay! hidrolize etme yeteneklerini kargilastirmiglardir. X. vesicatoria (grup B)



grubu icersine giren izolatlar nisastay1 2 ginden daha az surede hidrolize ederken,
A grubuna dahil olan izolatlarin nisastayi hidrolize edemedikleri gorulmustur [30-
31]. O’Garro (1998) yaptigi calismada Grup A’nin nisastay! indirgeme yetenegine
sahip olmadigini, Grup B’nin ise nisastayi indirgeme yetenegine sahip oldugunu
saptamigtir. Jones ve ark, (1998) grup A (Xav) ve grup B (X.vesicatoria)den
serolojik olarak ayrilan ve farkli bir DNA yapisina sahip olan patojenik izolatlari
grup C olarak isimlendirmislerdir. Yine ayni sekilde DNA:DNA hibridizasyon
testlerine gore Grup D olarak isimlendirilen ve X. gardneri izolatlarini kapsayan
yeni bir grup saptamiglardir [32]. Sutic tarafindan 1957 yilinda domateste
saptanan ve Pseudomonas gardneri olarak isimlendirilen etmen 1966 yilinda Dye
tarafindan yapilan morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda Xanthomonas
cinsine dahil edilmigtir. Patojen Xanthomonas vesicatoria’nin bir sinonimi olan
Xanthomonas gardneri olarak isimlendirilmistir. DNA-rRNA hibridizasyon testleri ile
de bu siniflandirma desteklenmistir. Bununla birlikte DNA-DNA hibridizasyon
testleri X. gardneri ile X. campestris pv. vesicatoria arasinda ¢ok dusuk degerde
akrabalik iligkisi olmasina ragmen, X. gardneri ve X. vesicatoria arasinda %60’in

uzerinde bir benzerlik oldugunu gostermistir [33,34].

Jones ve ark, (2000) Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’nin bes farkl alt
grubunun [Xav (grup A, Al ve C), X. vesicatoria (grup B) ve X. gardneri (grup D)]
oldugunu belirlemiglerdir. Bu gruplandirmay! izolatlarin nigastayl indirgeme

Ozelliklerindeki farkhliklara dayandirmiglardir [27].

Jones ve ark, (2004) biber, domates ve her iki kdltur bitkisinde bakteriyel leke
hastaligina neden olan dort farkh fenotipik Xanthomonas grubunun bulundugunu
bildirmigler ve DNA homolojisine gore hastaliga neden olan etmenleri
X.euvesicatoria (grup A), X. vesicatoria (grup B), X. perforans (grup C) ve X.

gardneri (grup D) olarak isimlendirmislerdir [26].

1.1.6. Xanthomonas vesicatoria’nin Genel Ozellikleri

Gram negatif, 0.6x1.0-1.5 ym buyUkliglinde, ¢ubuk seklinde tek kamgiya sahip,
sari renkli, King B besiyerinde treyen ve Pseudomonas cinslerinin aksine floresan
pigment olusturmayan bir bakteridir. Xanthomonas vesicatoria Nutrient Agar (NA)

besiyerlerinde acik sari ve Maya—dekstroz—kalsiyum karbonat agar (YDC)



besiyerinde Urediginde koloniler buytk, yumusak, kubbeli, akigkan-simuksu ve
tum kenarlari sari géranumladar [Sekil 1.4] [5,35,36].

Sekil 1.4. Xanthomonas vesicatoria’nin YDC besiyerindeki koloni gelisimi [35].

Sari renkli koloni olusumu ksanthomonadin pigmentinden kaynaklanmaktadir. Bu
pigment gorlinir 1sik hasarina karsi bakteriyi koruyarak, hayatta kalmasina
yardimci olur. Cesiti  Xanthomonas  suslarinin  siniflandiriimasinda

ksanthomonadin pigmentinden de yararlaniimaktadir [37-40].

Bu bakteriler glukoz iceren ortamlarda fermentasyon sonucu ksantan zamki adi
verilen hicre digi bir polisakkarit Gretir. Ksantan zamki gida ve ilag Uretiminde
stabilizator, emilgatér, koyulastirici, sispansiyon olusturucu veya kopuk artirici
olarak kullaniimaktadir [41]. Biyokimyasal olarak oksidaz negatif, nitrat
reduiiksiyonu negatif ve katalaz pozitif reaksiyonuna sahiptir. Jelatini hidrolize eder

ve glukoz, arabinoz, mannoz, trehaloz ve sellobiozdan asit Uretir [5,35,42].

1.1.7. Xanthomonas vesicatoria’nin Genetik Yapisi

Genetik 6zellikleri agisindan Xanthomonas vesicatoria tek bir c¢cembersel
kromozom ile dort plazmid tasimaktadir. [$ekil 1.5]. Ortalama (G+C) igerigi
kromozom icin %64.75, plazmidler icin %56.59 ile %60.73 arasinda degismektedir
[43,44].
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Sekil 1.5. Xanthomonas vesicatoria susunun ¢cembersel kromozom yapisi [43].

Bitki patojeni olan Xanthomonas tirleri insan ve hayvanlarda hastalik yapmaz;
ancak X. vesicatoria’nin en buyuk plazmidi tarafindan kodlanan Tip IV salgi
sisteminin Legionella pneumophila ve Coxiella burnetii gibi insan patojenlerinde

bulunan salgi sistemine ¢ok benzedigi saptanmistir [45,46].

1.1.8. Xanthomonas vesicatoria’nin Bitki ile Etkilegimi

Konukcu ile patojenin etkilesimi sonucunda cesitli yapisal ve biyokimyasal
mekanizmalar aktive olmaktadir. Xanthomonas vesicatoria bitkilerde hastaliga
neden olan proteinlere sahiptir ve bu proteinleri kendine 6zgl salgi sistemleri
araciigi ile bitki hicresi icine aktarir. Baz dizisi analizlerine goére, bitki ve
hayvanlardaki patojen bakterilerin sahip olduklari hicredigi salgi sistemleri blyuk
Olciide benzerlik gostermektedir [47,48]. Gram negatif bitki patojeni bakterilerin
cogu ve Ozelikle Xanthomonas tirleri Tip 1l salgi sistemine sahiptir. Bu salgi
sistemi hrp (asir duyarhlik ve hastalik olugturma) genleri tarafindan kodlanir ve bu
genler hassas bitkilerde hastalik olusumuna, dayanikli bitkilerde ise asiri

duyarliliga sebep olur [49-51].
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1.1.8.1. Xanthomonas vesicatoria’nin Tip Ill Salgi Sistemi (T3SS)

Bitki patojeni olan Gram negatif bakterilerin konukgu bitkilerle iliskisinde Tip IlI
salgl sistemi ¢ok 6onemli bir yer tutar. Tip Illl salgl sistemi, Gram negatif bitki
patojeni olan Erwina, Psedumonas ve Xanthomonas turlerinde bulunur. Bu salgi
sistemi bakterideki efektdr proteinlerin bitki hicresi i¢cine dogrudan aktariimasinda
gorev alir. Efektdr proteinlerin bitki hicreleri icine aktarimi bakteri hicresinin
disinda yer alan Hrp (hypersensitive response and pathogenicity) pilus aracilidi ile
gerceklesir ve bu pilus membrani bastan basa gegen T3SS aygiti ile iligki icindedir
[Sekil 1.6] [51-56]. Bu sisteme sahip olmayan mutant bitki patojeni bakteriler ise
bitki dokularinda veya hucrelerinde koloni olusturma veya yayilma gosterir ancak
hastalik olusturamazlar. Bu nedenle Tip Ill salgi sistemi (T3SS) hastalik

olusturmada ¢cok 6nemli bir belirleyici faktor olarak degerlendirilmistir [57].

I
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Sekil 1.6. Gram negatif bakterilerdeki Tip Il salgi sisteminin yaprak enfeksiyonu
olusturmadaki rolti (HD: hucre duvari, HZ: hucre zan) [61].



1.1.8.2. Xanthomonas vesicatoria’da Hrp Gen Grubunun Diizenlenmesi

Xanthomonas’in bitki hiicresi ile temas etme sinyali bakterinin dig zar proteini olan
PrhA’ya iletilir. Daha sonra bu sinyal i¢ zar proteini olan PrhR’ye ve sinyal aktarici
diger proteinlere iletilir. Sinyal aktarici olan HrpB, promotora baglanarak hrp ve

efektor proteinlere ait genleri aktif hale getirir [Sekil 1.7 ] [58-61].

Xanthomonas vesicatoria'nin bitkiden aldigi sinyal ve Tip IIl'e bagh efektorlerin

molekiler fonksiyonlari ve mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir [62-64].
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Sekil 1.7. Bitki patojeni bakterilerde hrp gen grubunun dizenlenmesi (HZ: hicre
zarl, HD: hicre duvari, DZ: dis zar, I1Z: i¢ zar) [61].

1.1.9. Xanthomonas vesicatoria ve Leke Hastaligi

Xanthomonas vesicatoria domates ve biberde bakteriyel leke hastaliginin
etmenidir. Domateslerde fungal ve viral hastalik etmenlerinin yani sira pek cok
bakteriyel etmen de 6nemli Urdn kayiplarina neden olmaktadir. Dinya’da domates
ve biber Uretilen tim alanlarda verim kaybina neden olan ve yetistiriciligi etkileyen
onemli hastaliklardan biri de bakteriyel leke hastaligidir [65-66]. Bakteriyel leke
hastaliginin varligi domateste ilk 1921 yilinda Amerika ve Guney Afrika'da,
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biberlerde ise ilk defa Florida’da tanimlanmigtir [27]. Turkiye'deki varhigi ise ilk
olarak domateslerde [67], daha sonra biberlerde [68] tespit edilmistir. Hastalik
etmeni biber ve domates tohumlarinin yani sira, toprakta, enfekte bitki
kalintilarinda, Solanaceae familyasina ait bazi bitki turlerinde ve yabanci otlarda
canhhigini surdiarmektedir [69-70]. Bu hastalik, yagmur damlalarinin sigramasi,
yagmurlama sulama, 1slak bitkiye degme gibi her turli su ve riizgar hareketiyle
hastalikli bitkiden yakinindaki saglikli bitkilere yayilmaktadir. Uzun stre bitkilerin
islak kalmasi, rizgar veya yuksek basingla spreyleme sonucu olusan yaralar,
patojenin girisini ve enfeksiyonlarin olusumunu kolaylastirir [71-72]. Bakteri
yaprakta bulunan stomalardan veya yaprak kenarlarinda bulunan hidatodlardan ve
zarar gormus epidermal hulcrelerden bitkiye giris yapar [73]. Hastalik bitkinin
yasina ve hangi buylme asamasinda olduguna bagl olarak, bitkide buytmeyi
yavaglatip, meyve verimini ve kalitesini dugurerek az ya da cok zarar meydana
getirir [74]. Hastaligin yogun olarak ortaya ¢iktigi durumlarda, meyve agirhiginda

%52’ye varan urun kayiplarina neden oldugu bulunmustur [69,75,76].

1.1.10. Bakteriyel Leke Hastaligin Belirtileri

Bakteriyel hastallk etmeni domates ve biber bitkilerinin yaprak, gdévde ve
meyvelerinde dairesel kiglk capli (1-5 mm) lekelerin olusmasina neden olur.
Geng yaprak ve meyvelerin, olgun yaprak ve meyvelere gore daha duyarli oldugu
saptanmigtir. Bu Dbitkilerde bakteriyel leke hastaliginin ilk belirtileri yaprak
kenarlarinda ortaya cikar. Yaprakta énce kiguk sari yesil, etrafi sarimsi bir hale ile
cevrili olan lekelerin, nemli kosullarda su emmis alanlar seklini aldigi, daha sonra
lekelerin birleserek merkezi kahverengi-siyah olan genel bir sari goérinim
olusturdugu gozlenmigstir. Bazi durumlarda nekrotik alanlar kuruyarak dokulmekte
ve yapraklar sanki sagma ile delinmis gibi bir gérinim almaktadir. Yapraklar erken
donemde enfekte oldugunda deforme olur ve etkilenmis yapraklarin kenarlari ince
bir nekrotik doku bandi ile gevrilir [Sekil1.8]. Bitki yapragindaki diizensiz ve sekilsiz
nekrotik alanlara karsin govde ve meyve lekeleri dairesel ve dizenli sekildedir.
Hastallk govdede 6nce hafif sulu ve sarimsi, zamanla koyu kahverengi ve
Uzerinde derin gatlaklar olusmus nekrotik alanlar seklinde ortaya ¢ikar. Meyvedeki
bakteriyel lekeler baglangi¢ta kuguk, kabarcik benzeri ve dizenlidir, daha sonra

kahverengilesir ve sigilli bir géorinum alarak meyvede sekil bozukluklarina neden
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olurlar [Sekil 1.9]. Hastalik etmeni geng meyvelerde belirti olusturmadan meyve
dokimine neden olabilir. Yaprak ve meyve sapi ile ta¢ yapraklarin hastaliga en

duyarli yerler oldugu belirlenmistir [77-78].

Sekil 1.8. Hastalik etmeninin domates ve biber yapraklarinda olusturdugu nekrotik
ve yaniklik lekeleri [74].

Sekil 1.9. Hastalik etmeninin meyvelerde olustugu belirtiler [74].
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1.1.11. Hastaligin Diinya veTurkiye’deki Dagilimi

Bakteriyel leke hastaliginin varlidi biber ve domates Uretimi yapilan bircok tlkede
rapor edilmistir. Surekli yagis ve yuksek sicaklik hastalik siddetini artirir. Cok
yagmur alan ve ayni zamanda yuksek sicakliga sahip bolgelerde bu hastalik daha
cok gorulebilir [5,79,80].

Tablo 1.2. Xanthomonas vesicatoria ve bakteriyel leke hastaligi gortlen ulkeler
[81-117]

Kitalar Ulkeler

israil [81], Cin [82,83], Kore [84], Tayvan [85-87], Hint
Asya Okyanusu boélgesinde (Hindistan, Tayland, Pakistan) [88,89],
Filipin [90], Japonya [91], Suudi Arabistan[92].

italya [93,94], Bulgaristan [95,96], Tiirkiye [97], Makedonya [98],
Sirbistan [99,100], Rusya [101,102], Yugoslavya [103],
Macaristan, Avustralya, Yunanistan, Romanya, ispanya, Cek
Cumbhuriyeti [104,105]

Avrupa

Meksika [106], Brezilya, Arjantin, Kolombiya, Sili, Venezuela,
Amerika kanada [107], Pensilvaniya [108], Michigan [109], Barbados
[110,111], Florida [112].

Sudan, Etiyopya, Kenya,Malavi, Mozambik, Misir, Tanzanya

Afrika [113-117]

Xanthomonas vesicatoria domateslerde Canakkale ilinde, biberlerde ise, Dogu
Akdeniz Bolgesi'nde (Adana ve Osmaniye) sofralik ve salgalik biber Uretimi
yapilan alanlarda rapor edilmistir. Bati Akdeniz’de (Antalya) ve Dogu Anadolu
(Erzurum, Erzincan ve Yusufeli) Bdlgesi'nde domates ve biber Uretim alanlarinda

bu hastaligin varligi saptanmigtir [118,119].

EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization), X. vesicatoria
‘nin yayildigi alanlari gésteren bir harita ortaya koymustur [Sekil 1.10]. Bu hastalik
dinyada domates Uretiminin yapildigi hemen hemen her alanda goérulmektedir
[120].
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Sekil 1.10. EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization)
tarafindan yayinlanan X. vesicatoria’nin dinyadaki yayginhgi [120].

1.1.12. Epidemiyolojisi

X. vesicatoria’nin konukgulari arasinda domates (Solanum lycopersicum) ve biber
(Capsicum spp.) gibi bitkilerinin yani sira Solanaceae familyasindan Nicotiana
rustica, Physalis minima, Physalis pubescens, Solanum nigrum, Solanum
dulcamara, Solanum rostratum, Solanum tuberosum, Solanum melongene,
Hyoscyamus niger, Lycium chinense, Lycium halimifolium, Datura stramonium,
Ambrosia artemisiifolia, Eclipta alba, Trifolium repens ve Eupatorium capillifolium
turleri de yeralir [5,69,121].

X. vesicatoria domates ve biber bitkilerinin tohumlarinda, iletim demetlerinde,
sekonder koklerinde, govdesinde, toprak yuzeyinde kalan enfekte bitki artiklarinda
bulunur. Saghkh goérulen bitkilerden elde edilen tohumlarin bu patojenle bulagik
olabileceg@i rapor edilmistir. Etmenin kurutulmus domates tohumlarinda 20 yil,
biber tohumlarinda ise 10 yil canliigini surdurdigu saptanmistir [122]. Patojen
bulasik bitki artiklarinda ve toprakta ise canhligini bir sonraki mevsime kadar
surdurebilmektedir. X. vesicatoria tohum ve toprak kokenli oldugu icin, pek c¢ok

ulkeye tohumla bulagsmistir. Bakteriyel leke etmeninin optimum gelisme sicakhgi
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25-30°C arasindadir. Hastalik geligsimi igcin 25-30°C sicaklik ve % 80-100 nem
uygun kosullardir. Hastalik yagish donemde ortaya ¢ikar [123,124].

1.1.13. Hastalik Kontroliinde Bakirin Kullanimi

Bakteriyel leke hastaligi ile mucadele etmede bakir-temelli bakterisidler tim
Dunya’da yaygin olarak kullaniimaktadir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar
dahil hemen hemen tim canh formlari i¢in bakir belirli dizeylerde gerekli olan bir
metaldir. Solunum ve elektron tasinmasinda gorev alan gesitli enzimler kofaktor
olarak bakir kullanilir. Bununla birlikte, belirli konsantrasyonlarin Ustiunde bakir
hicreler igin toksiktir. Bu toksisitenin nedeni, bakirin nukleik asitler ve enzim aktif
bolgeleri ile etkilesime girmesi, enerji transport sisteminde karigikliga yol acarak

sonugta hucre zarlarinin batanltgind bozmasidir.

Bitki patojenlerine kargi oldukga toksik olan bakirli bilesikler ayni zamanda
kimyasal olarak kararli olduklarindan, bitki Gzerinden kolayca yikanip gitmezler ve
ucuz maliyetlidir. Butin bu 06zellikleri nedeniyle bakteriyel bitki hastaliklarinin

kontrolinde genis dlgekli kullanima sahiptirler [3,4,95,125].

1.1.14. Xanthomonas vesicatoria’nin Tanisi

Enfekte bitki tohumlar hastalik etmeninin en 6nemli inokulum kaynagidir. Bu
nedenle bakteri ile kontaminasyonun 6nlenmesi hastalik ile micadelede énemi bir
stratejidir. Cesitli molekuler ve immunolojik yontemler, bu patojenlerin tohum
icindeki varhigini test etmek icin gelistiriimigtir. Xanthomonas tirlerinin tanisinda
kullanilan yontemler, spesifik besi ortamlarinda gelisen kolonilerin morfolojik
karakterizasyonu, biyokimyasal testler, enzim bagli immuin analiz (ELISA),
immunofloresan yontemler ve yag asidi analizleridir. Ancak, disik hassasiyette ve
pahali olan bu testler zaman kaybi ve sik sik yanlis pozitif sonuglar verdikleri igin
kabul gormemigtir [29,126-129]. Son yillarda dider organizmalarda oldugu gibi
mikrobiyal organizmalarin tanimlama ve genetik tiplendirme c¢alismalarinda da en
cok tercih edilen yontem Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)'a dayali yéntemlerdir.
Bu yontem, cift zincirli kalip DNA Gzerinde 6zel bir bélgenin enzimatik reaksiyon ile
¢ogaltimina dayanir. Xanthomonas ve pek c¢ok bitki patojeni bakterinin
saptanmasinda ve tanimlanmasinda polimeraz zincir reaksiyonunun (PZR)

kullanilabilecegi gosterilmistir. [95,130-133].
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X. vesicatoria’nin tanimlanmasi igin rhs geni kullaniimigtir. Bu gen ilk kez 1980
yiinda E.coli’de tanimlanmistir. Daha sonra Salmonella, Yersinia, Erwinia,
Pseudomonadaceae, Myxoccaceae dahil olmak uzere bir ¢ok Gram negatif
bakteride  bulunmustur. E.colide rhs genlerinde gb6zlenen yeniden
dizenlemelerden dolay! bu gen “Rearrangment Hot Spot” olarak adlandiriimigtir.
rhs geninin kesfedilmesinin Uzerinden uzun yillar gegmesine ragmen, kesin bir
fonksiyonu belirlenememigtir. rhs genlerinin bayuklugu 2-12 kb arasindadir. Bu
genler, uzun diziler (core dizi olarak adlandirilir) ve kisa diziler olarak bilinen iki
farkh diziyi kapsar. rhs geninde bulunan core dizileri G/C agisindan zengindir ve
turler arasi korunmus Ozelliktedir. Kisa diziler ise G/C acgisindan fakir ve oldukga
degiskendir [134].

1.1.15. Molekdler Tani

Bakteri suglarinin molekuler karakterizasyonu ve ayni tur bakteriler arasindaki
genetik farklihgin  ortaya cikariimasi igin degisik molekliler markirlar
kullaniimaktadir. Molekuler markirlar DNA seviyesindeki degisiklikleri icerir ve
genelde bireyler arasinda DNA seviyesindeki farklihgin ortaya c¢ikariimasina
yardimci olur. Molekller DNA markirlari hibridizasyon ve PZR teknigine dayanan
markirlar olmak (izere iki kategoride siniflandiriimaktadir. ilk molekiler markir
kusag! olan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism/Kesilmis parca
uzunluk polimorfizmi) DNA-DNA hibridizasyonu temeline dayanan, yavas ve
yuksek maliyetli bir tekniktir. DNA pargalarini cogaltmaya yarayan polimeraz zincir
reaksiyonunun kegfi ile daha hizli ve daha duguk maliyetli olan, PZR yontemine

dayali ikinci kugak molekuler markirlarin olusturmasi saglanmistir.

Genetik farkhhidr belilemede RFLP, RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA/rastgele ¢ogaltiimis polimorfik DNA), ISSR (Inter Simple Sequences
Repeats/basit dizi tekrarlar arasi), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism/gogaltiimis pargca uzunluk polimorfizmi) ve SSR (Simple Sequence
Repeats/basit dizi tekrarlari) gibi markirlardan yararlaniimaktadir. Kullanilacak
DNA markirlari, yapilacak c¢alismanin amacina gore secilmelidir. Caligilacak
populasyonun yapisi, genetik duzeyi, calisma icin gerekli zaman, maliyet ve

sistemin kullanilabilirligi géz 6nunde bulundurulmasi gereken kriterlerdir [135,136].
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RAPD ve ISSR yontemleri dusuk maliyetli ve tekrarlanabilir olmasi ve radyoaktif
madde kullanimi gerektirmemesi nedeniyle avantajlidir. Ayrica bu iki teknik de dizi
bilgisini gerektirmez. Bu nedenle ISSR ve RAPD gibi yontemler tiir icindeki genetik
cesitliligi belirlemek icin ¢ok sik kullaniimaktadir [137].

1.1.15.1. ISSR Teknigi

ISSR teknidi birbirine ters yonde ve yakin konumda olan mikrosatellit bolgelerin
(100-3000 bg) amplifikasyonu esasina dayananir. Mikrosatellitter genomda bol
miktarda ve orantili olarak dagiimig halde bulunurlar. Bu teknigin en o6nemli
avantaji, DNA dizisi hakkinda ©n bilgi gerektirmemesidir. ISSR tekniginde
kullanilan primerler 5 veya 3’ ucunda genellikle 1-4 bazdan olusan tekrar
dizilerine sahiptir. Ancak secici baz icermeyen primerler de kullanilabilir. Bu
teknikte basit tekrar dizileri iceren (15-24 bg) primerler SSR’lar arasinda kalan
bdlgeler amplifiye edilir. ISSR teknigi filogenetik calismalarda, genetik kaynaklarin
karakterizasyonu, genetik varyasyonun belirlenmesi, genotipler arasinda genetik

iligkilerin saptanmasi ve cesit tanimlamalari gibi alanlarda kullanilabilir [135].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
Calismanin ana materyalini domates ve biber Uretim alanlarindan izole edilen
Xanthomonas vesicatoria izolatlari, besiyerleri, c¢esitli kimyasallar ve PZR

malzemeleri olusturmustur.

2.1.1. Xanthomonas vesicatoria izolatlari

Calismada kullanilan 6rnekler Mugla Universitesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik
Bolumii 6gretim Uyesi Prof. Dr. Omiir Baysal tarafindan toplanmistir. Arastirma
kapsaminda, Antalya ilinin Kumluca, Demre ve Goynuk ilgelerinden toplanmis 12
adet Xanthomonas izolati ve 17 adet Amerikan izolati kullanilmigtir. Arastirmada

kullanilan drnekler, Tablo 2.1’de gosterilmektedir.
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan Xanthomonas vesicatoria izolatlarinin kod

numaralari.

Sira No izolat Kodu Alindigi yer Konukgu
1 TR-38 Goynuk Biber

2 TR-4 Demre Biber

3 ABD-1220 ABD Domates
4 ABD-2010 ABD Domates
5 ABD-330 ABD Domates
6 ABD-141 ABD Domates
7 ABD-938 ABD Domates
8 ABD-444 ABD Biber

9 TR-36 GOynuk Biber

10 ABD-1605 ABD Domates
11 ABD-GA2 ABD Domates
12 ABD-144 ABD Domates
13 ABD-14B4 ABD Domates
14 ABD-451 ABD Biber

15 TR-37 Goynuk Biber

16 ABD-153 ABD Domates
17 TR-50 Kumluca Domates
18 ABD-1111 ABD Domates
19 ABD-338 ABD Domates
20 TR-39 Goynuk Biber

21 TR-55 Demre Biber

22 ABD-56 ABD Domates
23 ABD-155 ABD Domates
24 TR-49 Kumluca Domates
25 TR-XC kum.2010 Kumluca Domates
26 ABD-157 ABD Domates
27 TR-63 Demre Biber

28 TR-56 Demre Biber

29 TR-44 Goynuk Biber
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2.2. Metot

2.2.1. Bakteri izolatlarinin Besiyerinde Cogaltiimasi

2.2.1.1. Nutrient Agar Besiyerinde Uretim

300 pl bakteri stspansiyonu mikropipetle alinip Nutrient agar besiyeri iceren
petrilere bir baget yardimi ile yayildi ve 37°C’deki inkUibatérde geceboyu (18saat)
uretildi. inkiibasyon sonunda gelisen koloniler incelendi ve beyaz acik sari renkli
koloni morfolojisine sahip olan koloniler Xanthomonas vesicatoria olarak
degerlendirildi. izolatlar gelecekteki ¢alismalarda kullaniimak tizere gliserol iceren
tuplerde -80 °C’de saklandi.

2.2.1.2. Nutrient Broth Besiyerinde Uretim

Molekuler tani icin, Nutrient agar besiyerinde Uretilen bir 6ze dolusu bakteri 5 ml
Nutrient broth besiyerine inokile edilerek, 70 dev./dak.’lik dénen calkalayicih
inkilbator gece boyu 37+1°C’de dUretildi. Nutrient agar ve Nutrient broth’in

hazirlanmasi Tablo 2.2’de ayrintili olarak verilmigtir.

Tablo 2.2. Nutrient agar ve Nutrient broth’in hazirlanmasi

Nutrient Agar Nutrient Broth
Nutrient Agar 20.0 g Nutrient broth 8.0 g
Distile Su 1000.0 ml Distile Su 1000.0 ml
120°C’de 15 dakika steril edildi. 120°C’de 15 dakika steril edildi.

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu
Cahsmada kullanilan Xanthomonas vesicatoria grubuna ait toplam 29 izolattan
QIAGEN Genomik DNA izolasyon Kiti ile genomik DNA izolasyonu yapildi. Bu

prosedur asagidaki basamaklari igermektedir:

1. Gece boyu gelistiren bakteri sispansiyonundan 1 ml steril ependorf tibine
alindi ve 14.000 rpm’de 10 dakika santrifije edildi. Ust sivi atildI.

2. Pelet Uzerine 180 pl solisyon ATL eklendi. Pelet iyice vortekslenerek
¢Ozuldo.
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8.
9.

20 pyl Proteinaz K ¢ozeltisi eklendi. Vortekslenerek karistirildi ve 56°C’de 1
saat bekletildi.

15 saniye santrifije edildi. 200 pl Solisyon AL eklendi ve 20 saniye
boyunca vorteks yapilarak karigtirildi. Hizlica 200 pl etanol (%96-100)
eklendi, 20 saniye vorteks yapildi.

Kisa bir sure santrifUje edildikten sonra karisim, 2 ml’lik toplama tibuntn
icine yerlestiriimis spin kolona aktarildi ve 8,000 rpm’de 1 dakika santriflje
edildi. Sivi igeren alttaki tip atildi ve kolon yeni bir toplama tubine
yerlestirildi.

500 pl Solisyon AW1 eklendi. 8,000 rpm’de 1 dakika santrifije edildi.
Toplama tibdndeki sivi atildi ve kolon yeni bir toplama tiibine yerlestirildi.
500 pl Solisyon AW2 eklendi. 10,000 rpm’de 3 dakika santrifije edildi.
Toplama tubdndeki sivi atildi ve kolon tekrar ayni tube yerlestirildi.

14,000 rpm’de 30 saniye santrifije edildi.

Spin kolon, steril 2 ml'lik bir mikrosantrifij tipine transfer edildi.

10. 200 ul SoliGsyon AE eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inklibe edildi.

14,000 rpm’de 1 dakika santriflje edildi.

11.Spin kolon atildi, genomik DNA mikrosantriftij tibUntn igindeki eliisyon

tamponunda toplandi.

izole edilen DNA’lar PZR calismalarinda kullaniimak tizere -20°C’de sakland..

&>
I L

DNA'mIn spin Eldsyon I
kolonlara

baglanmasi

Sekil 2.1. Genomik DNA izolasyon kiti (QIAGEN) ile ¢calisma asamalari.
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2. 2. 3. izole Edilen Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen DNA &rneklerinin varligini kontrol etmek igin %1’lik (w/v) agaroz jel
kullanildi. Bu amagla 50 ml hacmindeki jel kabi igin 0,5 g agaroz tartilip,
erlenmayer icindeki 50 ml elektroforez tamponuna (1 X TBE) eklendi. Mikrodalga
firnda agaroz iyice eriyene kadar isitildi. Jel kaynarken seffaf bir hale geldi,
ardindan 50-60°C arasi sicakliga kadar sogutuldu, daha sonra jelin igine 10 pl stok
EtBr (Etidiyum bromir) solisyonundan ilave edildi ve jel kalibina dokaldd. Jel
polimerize olduktan sonra taraklar 6zenli bir sekilde c¢ikarildi ve Uzerini 6rtecek
kadar 1X TBE tamponu ilave edildi. 10X TBE, 1X TBE tamponu ve DNA yikleme
tamponu hazirlanmasi Tablo 2.3.’de goésterilmistir. Mikropipet ile 2 ul DNA 6rnegi
ile 2 ul yikleme tamponu karistirilip kuyucuklara yuklendi. 100 voltta 20 dakika
elektrik akimina maruz birakilarak yuratulda. Jel Gizerindeki bantlar Syngene Gene
Genius Bio Imaging cihazinda ultraviyole 1sik altinda gorunttlendi ve fotograflandi.

Molekul agirligi belirteci olarak, Fermentas SM 0623 kullanildi.

Tablo 2.3. 10X TBE tamponu ve DNA yikleme tamponu hazirlanmasi

10 X TBE (Tris-Borik
asit-EDTA) Stok 1 X TBE (1 litreigin)
solisyonu

DNA Yukleme Tamponu
(Loading dye) (6X)

108 gr Tris baz (Sigma®) | 100 ml 10 X TBE stok 40 gr sukroz

55 gr borik asit (Sigma® ) sollsyonuna,
40 ml 0,5 M EDTA, 98? mldeStlle Isu (ljlave
(Sigma®) edilerek hazirlandi.

0,25 gr bromfenol mavisi

100 ml olacak sekilde
distile su iginde ¢6zundu.
Ependorf tiplerine
paylastirilarak
buzdolabinda muhafaza
edildi.

Bir miktar distile su icinde
¢c6zliindukten sonra pH
8.0 olarak ayarlanip,
hacim distile su ile 1
litreye tamamlandi.
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2. 2. 4. Xanthomonas vesicatoria izolatlarinin PZR Testi ile Tanisi

PZR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki dizisi bilinen herhangi bir
bdlgenin gogaltiimasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basaril in vitro
DNA sentez yontemidir. GuUnimizde PZR yontemi, mutasyonlarin ve dizi
degisimlerinin saptanmasi, gen ifadesinin belirlenmesi, filogenetik arastirmalar,
dizi analizi ¢alismalari ve fungal, bakteriyel ve viral enfeksiyon etmenlerinin

Ozgullukle tanimlanmasinda ¢ok kullanilan bir ydntem haline gelmistir.
PZR teknigi U¢ temel basamaktan olusmaktadir. Bunlar:

1. Denaturasyon: Bu basamakta cogaltilacak DNA tek zincirli hale getirilene kadar
belirli bir stire 90°-95°C‘de 1sitilir.

2. Baglanma (Annealing): Ikinci basamakta, sicaklik derecesi kullanilan primerlere
O0zgul olmak kosuluyla 50°-70°C’lere dusurulur ve primerlerin kalip DNA’da

komplementer dizilere hidrojen baglari ile baglanmasi saglanir.

3. Uzama (Extension): Uzamanin gercgeklestirildigi bu basamakta, 1siya dayanikh
Taq DNA polimeraz enzimi ile yaklasik 72°C sicaklikta dNTP’ lerin DNA'ya 5’ — 3’

yoninde baglanmasi ve ¢ift zincirli DNA sentezlenmesi saglanir.

Calisma, 0.5 ml'lik ependorf tlplerde toplam hacmi 25 pl olan reaksiyon karisiminin
kullaniimasiyla gergeklestirildi. PZR kosullari ve reaksiyon karigimlari ile kullanilan

primerler Tablo 2.4., Tablo 2.5. ve Tablo 2.6.'da verilmistir.
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Tablo 2.4. Optimize edilen PZR reaksiyon karigsimi

DNA 2l
10x PZR tamponu 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1,5 pl
2,5 mM dNTP karigimi 1l
lleri primer-F (10 pmol/ul) 1l
Geri primer-R (10 pmol/pl) 1l
Distile Su 17,9 ul
Taqg DNA polimeraz (5 U/ul)* 0,1 ul
Toplam Hacim 25 ul

* Tag DNA Polimeraz: 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT,

stabilizatorler, 50% gliserol

Tablo 2.5. Rhs geni igindeki bolgenin ¢ogdaltilmasinda kullanilan primerlerin dizisi

Patojen Primer PZR urin boyutu Literatdr
(be)
XCVF (Z1)
Xanthomonas | 9'-agaagcagtccttgaaggca-3’ | 517 133]

vesicatoria XCVR (Z2)

5’- aatgacctcgccagttgagt-3’
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Rhs ileri(F)

TAGAAGAACCGATATCGAATCATGGTCAAAGGTCGTAACGTTCTGGTTTTTTGTGCGGGATCAGAATAAC

GCAATATGCGACTGATTTCTCAGGACGCTGCCATATCGGGTATGCGTATCAAGTATTGCCCCTCAG
GTTTTTTTTGGGTGAAGGCTGCGGTTATCCCGGCTGGGGAACGATTACCGGGGACATAGAAA
ATCTGATTGCCGAGAGATGGTAGGAAATCCTATTCACGTCTTTAGCGGCGAAAAGTTTTAC
GCGCAAAAAGAAGCAGTCCTTGAAGGCATTGAATTCAAGCGCACGTTTAGTTCCAATTCCAAGAATCCTC
ATAAGTTTGCAACACAAAATTGGATGGATAATTTTTCATCGCGGCTATATGGATGGGCAGCGTATCTTTC

Rhs geri(R)

ACCTGAAGCGAAGCTCTGCCAAGTCGTTTTTCAAGGTGGAAATGCTGTTTGCGCAAACAACGAGTCGATA
CGTTTTGTGACTGTTGGGGGAAAAAAGCAGGTTAGAACATCTGACAAATTTGTCGAGACGTTCGACCAGG

GATATCTGATAAAAGTCGAGTATCTATCAGGTCAAGTTGTTGAAGTCGAGCGCGGCGCTGATAAGAA

MGATTTGGTTCGGGCCGCGTTATTAACTTCAATTACACAAACCCTTCTGCCAATGCA
GCACCATTA TTCCATCGTTTTTCCGGATTTCACAATTACCTACGTACACGACGAAAGACTACGTC

TGCGCCAGATTCGATACTCAACTGGCGAGGTCATTAGTTATCAGTATGAGGATCCTCGCTTCCCAACTCT
ACTGACAACTGTCGTTGGCGAGGATGGAAAAACCAGTGCTCAGTATGTCTATGATAACAATGGGCGTGCA
GTGACCTCCGTTTCTGAAGGGCGTGCCTACCAAGTTAGCTATGACGATGCCGCATCTGTCTCGACAGTG
ACAGACCCAAATGGAGCAATATCCAAATACTACGGATCAATTCAAACATTTGGCCGTGTTGTACCCCAGT
CTCAGGGTGTGTCAGAGGAAGCTTGGTCGTACGGAACAAATGGCCCTTCGTCTTTTTCTAAGGGGCAAT
GGAAAGTAGATTATAAACGCGACTTTATGTCGGGCGTCATTACGGAGTTATCAGAATCGCTCAAAGGGAC
TTTATATCGTCGAAGGGTGGTCACGTGGAATGCACTTTCTCCAGTCCAAGACTCGTATTCAATCTTGAATG
CTTCTGGTGTCACGCTTCAAAAGAATGAGTTTACACGCAACGAGCTAGGGCAGGTGCAAACAGCCACAA
CAACATCGACGCAAGGCAATCTGACGCGACAAGTTGTTTCCAGCTACTGCTTGCCAAGTGACGTTAGCG
CAGGCACATGTACACGTGCGTGGGCTTTGAGAAGTAAAAACGGTCCCCGAACAGACGTGAACGACCAAT
GCTCTATGCGTACTACATGGCAGATGCGGCAGGATGTGCCTCAGCAGCAAGTGGATGCATTTATCGCAA
GGGCGATTTGTTGAAAACAACTAATCCTGCCGGCCAAACCACCGAATACCTCGCCTACGACGGCGCTGG
CCGCCCGCTGTCCATTAAGGACGCCAATGGCATCGTCACCGACTACAGCTATCACCCGCGCGGTTGGCT
GACG

Sekil 2.2. Rhs geni icindeki PZR ile ¢codaltilan bolge(Primerler sari renk ile
gosterilmigtir)

Tablo 2. 6. Rhs genlerin optimize edilen PZR reaksiyon kosullari

Basamaklar Sicakhik Sire Dongu Sayisi
On Denatiirasyon | 94°C 2 dakika 1
Denatlrasyon 94°C 45 saniye
Baglanma 52°C 45 saniye 32
Uzama 72°C 90 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika 1
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PZR Urdnlerinin tanimlanmasi i¢in %1’lik agaroz jel kullanildi. Elde edilen trnleri
tanimlayabilmek igin 100 b¢ markir kullanildi. PZR igin hazirlanan jelin her bir
kuyusuna 2 pl yukleme tamponu ve 8 pl 6rnek olmak Uzere toplam 10 pl karigim
yuklendi ve 90 V’ta 30 dakika yurutuldikten sonra bantlar Syngene Gene Genius

Bio Imaging Jel gorintileme sistemi ile gortntilendi.

2.2.5. ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) PZR

X. vesicatoria izolatlarinin genetik tiplendirmesinde kullanilacak ISSR
primerlerinin ¢ tanesi (D3, A31, 1811) literatir taramasi ile bulunmus olup,
digerleri (p880, p881, p887, p888, p889) Prof. Dr. Omiir Baysal tarafindan
gonderilmistir. Bu primerlerin 6zelliklerini Tablo 2.7 'de, reaksiyon karisimlari ve

kosullari ise Tablo 2.8 ve Tablo 2.9 'da verilmigtir.

Tablo 2.7. ISSR primerleri ile baz dizilimleri ve DNA’ya baglanma sicakliklari

Primer | Baz diziimi (8-3) | 6% | SRRREITE | | eratar
P880 GGAGAGGAGAGGAGA | 15 48 . Baysal
P88l GGGTGGGGTGGGGTG | 15 54 . Baysal
P8s7 TCTCTCTCTCTCTC 14 42 . Baysal
P8ss CACACACACACACA 14 42 . Baysal
P890 GTGTGTGTGTGTGT 14 42 . Baysal
D3 GACAGACAGACAGACA | 16 48 [89]
1811 GAGAGAGAGAGAGAGAC | 17 52 [141]
A31 AGCAGCAGCAGC 12 40 [89]

Bu asamada PZR ile elde edilen bantlarin incelenebilmesi icin agaroz jel
elektroforezi uygulandi. PZR igin hazirlanan %1’lik jelin her bir kuyusuna 2 pl

yukleme tamponu ve 8 ul 6érnek olmak tzere toplam 10 pl karigim yuklendi ve 110
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V’ta 40 dakika yurutuldukten sonra elde edilen bantlar Syngene Gene Genius Bio

Imaging Jel gbrunttleme sistemi ile goruntilendi.

Tablo 2.8. Optimize edilen ISSR-PZR reaksiyon karisimi

DNA 2l
10x PZR tamponu 2,5l
MgCl, (25 mM) 1,5 pl
dNTP karisimi(10 mMm) 0.1 pl
ISSR Primer (10 pmol/pl) 1l
DMSO 1,25 pl
Distile Su 18,55 pl
Taqg DNA polimeraz (5 U/ul) 0,1 ul
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 2. 9. Optimize edilen ISSR-PZR kosullari

Basamaklar Sicakhik Sire Dongu Sayisi
On Denatiirasyon | 94°C 5 dakika 1
Denatirasyon 94°C 45 saniye
Baglanma* 40°C-54°C 45 saniye 35
Uzama 72°C 90 saniye
Son Uzama 72°C 10 dakika 1

* baglanma sicaklilari primerlere goére degismektedir.
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2.2.6. istatistiksel Analizler
Kullanilan X. vesicatoria izolatlarinin genetik benzerlik ve farkliliklarinin
saptanmasi amaciyla her bir primer igin ayri ayri elde edilen jel fotograflari

incelenerek, polimorfik bantlar belirlendi.

Bu kapsamda analiz igin NTSYS-PC (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System) version 2.1 (Rohlf, 2000) bilgisayar programinda éncelikle NT-
Edit versiyon 1.2 alt programi kullanildi. Jelde goérintilenen bantlar polimorfik olup
olmamasina gore 1 (var) veya 0 (yok) olarak siniflandirilip matriks olusturuldu. Bu
matriksler kullanilarak primerlerin verdikleri polimorfik bantlarin polimorfizm
oranlari hesaplandi. Bant matriksleri olusturulduktan sonra SIMQUAL (Similarity
for Qualitative Data) alt programi kullanildi. Son asamada benzerlik matriksini
temel alan UPGMA (unweighted pair group method wusing arithmetic
averages/aritmetik ortalamayi kullanan agirliksiz ¢ift grup metodu) algoritmasi

kullanilarak izolatlara ait dendogramlar cizildi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Kromozomal DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

Calismada kullanilan 29 izolatin DNA izolasyonlari QIAGEN DNA izolasyon kit
kullanimi ile gergeklesti ve elde edilen bantlar agaroz jelde goérulerek* fotograflandi
[Sekil 3.1].

1 2 3 =+ % 6 -7 8 9 1 11 12 43 14 15 M

-

16 17 18 19 20 21 22 23 24 26 26 27 28 29

Sekil 3.1. Xanthomonas vesicatoria 6rneklerinden izole edilen DNAIlarin %1’lik
agaroz jeldeki goruntusa.

*TUm jel goruintllerinde verilmis olan numaralar Tablo 2.1’deki sirayi izlemektedir.
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3. 2. Xanthomonas vesicatoria izolatlarinin rhs Gen Bélgesinin Polimeraz

Zincir Reaksiyonu Sonuglari

Tablo 2.1'de verilen Xanthomonas vesicatoria izolatindan 1(TR38), 3(ABD1220),
4(ABD2010), 5(ABD330), 6(ABD141), 8(ABD444), 10(ABD1605), 13(ABD14B4),
18(ABD1111), 21(TR55), 25(TR-Xckum.2010), 29(TR44) kod numarali olanlardan
elde edilen genomik DNA’lar Tablo 2.5.’de verilen XCVF ve XCVR primerler ile rhs
geni icindeki 517 bc'lik fragmentine ait bantlar olusturdu. Kullanilan 29 adet
izolattan sadece 12 tanesinde rhs gen bolgesi icindeki 517 b¢'lik fragmentin varligi

gorulebildi. Diger izolatlarda bu bandin olmadidi saptandi [Sekil 3.2].

M M 11 NK 12

517 be

Sekil 3.2. rhs geni icindeki 517 b¢’lik bdlgenin XCVF ve XCVR primer ile
amplifikasyon sonrasi agaroz jeldeki goruntusu. 1(TR38), 2(ABD1220),
3(ABD2010), 4(ABD330), 5(ABD141), 6(ABD444), 7(ABD1605), 8(ABD14B4),
9(ABD1111), 10(TR55), 11(TR-Xckum.2010), 12(TR44), M: 100 b¢ DNA molekdler
agirhik markiri, NK: Negatif Kontrol.

3.3. ISSR-PZR Sonuglar

Calismada kullanilan Xanthomonas vesicatoria izolatlari Tablo 2.7.de belirtilen 5
farkli ISSR primerleri (p880, p881, D3, A31, 1811) ile tarandi. ISSR-PZR
analizlerinden elde edilen jel goéruntuleri Sekil 3.3.-3.7.de verilmigtir. Bu jel

goruntiulerinden saptanan polimorfizm ylUzdeleri Tablo 3.1’de goriimektedir.
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0 11 12 13 14 16 ™M

0 b¢

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 M

1200 bg

100 be

Sekil 3.3. p880 primeri kullanilarak elde edilen PZR trunlerinin agaroz jeldeki
goruntisu. NK: Negatif Kontrol, 1-29: Xanthomonas vesicatoria izolatlari, M: 100
b¢c DNA molekuiler agirhik markiri.
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07 11 12 13 14 16 M

NK 16 177 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 M

Sekil 3.4. p881 primeri kullanilarak elde edilen PZR Urlnlerinin agaroz jeldeki
goruntisu. NK: Negatif Kontrol, 1-29: Xanthomonas vesicatoria izolatlari, M: 100
b¢c DNA molekuler agirlik markiri.




9 10 11 12 13 14 156 M

NK 16 17 18 19 20 21 .22 23 24 25 26 27 28 29 M

Sekil 3.5. 1811 primeri kullanilarak elde edilen PZR urunlerinin agaroz jeldeki
goruntisu. NK: Negatif Kontrol, 1-29: Xanthomonas vesicatoria izolatlari, M: 100
bc DNA molekuler agirlik markiri.




107 11 12 13 14 15

.22 23 24 25 26 27 28 29

Sekil 3.6. A31 primeri kullanilarak elde edilen PZR Grunlerinin agaroz jeldeki
goruntisu. 1-29: Xanthomonas vesicatoria izolatlari, M: 100 bg¢ DNA molekiler
agirhik markiri.




NK. 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26 26 27 28 29 M

Sekil 3.7. D3 primeri kullanilarak elde edilen PZR Urlnlerinin agaroz jeldeki

goruntisu. NK: Negatif Kontrol, 1-29: Xanthomonas vesicatoria izolatlari, M: 100
bc DNA molekuler agirlik markiri.

Calismada kullanilan 5 adet ISSR primerinden toplam 57 adet bant elde edilmis
olup, bu bantlarin hepsinin polimorfik oldugu tespit edilmistir. En fazla polimorfik

ISSR bandi olusturan primer D3 olarak bulunmustur.
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Calismada kullanilan ISSR primerlerinin polimorfizm oranlari asagidaki formul

kullanilarak hesaplanmigtir :
Polimorfizm Orani (%) = Polimorfik Bant Sayisi / Toplam Bant Sayisi x 100

Kullanilan 5 adet ISSR primerleri ile elde edilen polimorfizm oranlari %100 olarak

hesaplanmigtir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. ISSR primerlerinin olusturdugu polimorfizm oranlari

» =B X © £
: - 53 83 58| Lt
e N - Ewn (7] © O
= (| "I Q. O +— £ - e e
& 2 5 5§ 98 S
o Sm Om g
P880 GGAGAGGAGAGGAGA 11 _ 11 100
P881 GGGTGGGGTGGGGTG 13 _ 13 100
P887 | TCTCTCTCTCTCTC B B B B
P888 | CACACACACACACA B B B B
P890 | GTGTGTGTGTGTGT B B B ~
D3 GACAGACAGACAGACA 14 _ 14 100
1811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 10 _ 10 100
A31 AGCAGCAGCAGC 9 _ 9 100

3.4. istatistiksel Analiz Sonuglari

Yirmi dokuz adet X. vesicatoria izolatinin tiplendirilebilmesi amaciyla kullanilan bes
adet ISSR primeri (P880, P881, D3, A31, 1811) ile elde edilen jel gorunttleri, her
bir izolatta bulunan ve bulunmayan bantlar agisindan degerlendirildi. Var olan
bantlar i¢in (1) olmayan bantlar i¢in (0) sayisi kullanildi ve NTSYS-pc 2.1 programi

araciligi ile dendogram cizildi.

Bu yolla elde edilen 5 adet dendogram birbirleriyle karsilastirildiginda, en anlamh
sonucun A31 primerinden saglandigi goruldi. A31 primeri kullanilarak elde edilen

dendogram Sekil 3.8’de gorulmektedir. Buna gore %80 benzerlik katsayisi temel
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alinarak yapilan analiz sonucunda, 29 X. vesicatoria izolati i¢in 10 farkh grup

bulundugu saptandi.

1

"
Vi
Vil
Vil
IX
X

T
04
Confiicuet

_
-

Sekil 3.8. A31 primeri ile ISSR-PZR analizi sonucu UPGMA metoduyla olusturan
Xanthomonas vesicatoria izolatlari arasindaki genetik iliskiyi gésteren dendogram.
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3.5. Tartisma

Genetik  tiplendirme  c¢alismalari  birgok  organizmanin,  6zellikle de
mikroorganizmalarin tur ve alttur seviyesinde ayrilabilmesi ve aralarindaki
cesitliliginin ortaya c¢ikarilmasina olanak tanimaktadir. Genetik tiplendirme
calismalarinin  en  buyuk faydalarindan biri, hastallk etmeni olan

mikroorganizmalarin tanisinin yapilabilmesidir.

Tarkiye'nin bircok bdlgesinde, 6zellikle Dogu Akdeniz Bolgesi'nde Xanthomonas
vesicatoria leke hastaligi domates ve biber ekim alanlarinda ekonomik kayiplara
neden olan en 6nemli bitki patojenlerinden biridir. Bu bitkilerde leke hastahgi
etmenlerinin dogru saptanmasi alternatif micadele yontemlerinin belirlenmesi

acisindan 6nem tasimaktadir.

Bitkisel patojenlerin tanisi morfolojik ve biyokimyasal 0&zelliklere gore
yapilabilmektedir. Ancak bu ydntemlerin ayrim gucu yeterli olmayabilir. Son
yillarda gelisen DNA temelli molekuler teknikler, 6zellikle PZR’a dayal yéntemler
hizli, guvenilir ve kolay olmasi agisindan mikroorganizmalarin tanisinda ve genetik
tiplendirmede siklikla kullaniimaktadir. DNA temelli molekuler tekniklerden biri olan

ISSR-PZR cesitli bitkisel hastaliklarin tanimlanmasinda ilk siralarda gelmektedir.

Bu calismada Mugla Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimiinde
yurutulen bir proje kapsaminda domates ve biber bitkilerinden elde edilen ve
mikrobiyolojik tanilari yapilarak tarafimiza gonderilen Xanthomonas vesicatoria

izolatlari kullaniimistir.

Oncelikle bu izolatlarin molekiiler tanimlanmasi igin, Gram negatif bakterilerde
bulundugu rapor edilen rhs genine 06zgu bir primer gifti kullanilarak [133],
izolatlardan elde edilen DNA’lar PZR ile amplifiye edilmigtir. Bu PZR sonugclarina
gore rhs geni icindeki 517 bc¢’lik fragmentin 29 adet Amerika ve Turkiye izolatindan
12 tanesinde bulundugu saptanmistir (Sekil 3.2.). Bunlar TR38, ABD1220,
ABD2010, ABD330, ABD141, ABD444, ABD1605, ABD14B4, ABD1111, TR55,
TR-Xckum.2010 ve TR44 kod numarali izolatlardir (Tablo 2.1.). Bunun yani sira,
12 izolatta gbézlenen bu bantlarin jel Uzerinde ayni pozisiyonda yer aldiklari
gorulmektedir. Bu nedenle, rhs genine 6zgi XCVF ve XCVR primerleri ile yapilan
PZR’nin X. vesicatoria turinU belirlemede uygun olmasina ragmen, tir icindeki

cesitliligi saptamada kullanisli olmadigi sonucuna variimistir.
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Park ve arkadaslari [133] domates ve biberde hastalik etmeni olan Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria rhs genine 6zgu primer setini kullanarak, 517 b¢’lik PZR
arnund saptanmiglar ve bu protokolun bu hastalik etmeninin 6zgll olarak
tanisinda guvenilir bir ara¢ oldugunu rapor edilmiglerdir. Park ve arkadasglari rhs
geni ile elde ettikleri bu sonuglar bizim sonuglarimiz ile buyuk oOlgide benzerlik
gostermektedir. Bir diger calismada Liu ve arkadaslari, E.coli suslarinin

tiplendiriimesinde de rhs geninin iyi bir markir olabilecegeni gostermiglerdir[138].

Bizim calismamizda test edilen 29 izolattan sadece 12 tanesinde 517 bc'lik
fragmente ait bandin gozlenmis olmasi, diger izolatlarda bu primer setine ait
baglanma bdlgelerinin degisiklige ugramasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu
nedenle, tim o©rneklerde rhs geninin dizi analizi yapilarak, sonuglarin

karsilastiriimasi daha dogru yorumlara olanak verecektir.

Calismanin ikinci kisminda Tablo 2.7.de verilen toplam sekiz adet ISSR primeri
amplifikasyon basarilari agisindan denenmis ve bunlardan 5 tanesi daha sonraki
calismalarda kullaniimistir. P887, P888 ve P890 primerleri 29 izolatin higbirinde

bant olusturmamistir.

P880, P881, D3, A31 ve 1811 primerleri ile gergeklestiriien PZR uygulamalari
sonucunda, en iyi sonug veren primerin A31 oldugunu saptanmistir. Bu bes primer
kullanilarak gerceklestirilen amplifikasyonlar sonucunda 29 izolatta toplam 57 adet
bant oldugu gozlenmistir. Bu bantlarin en kugugu yaklasik 300 bg, en buyugu ise
1200 bg¢ kadardir.

Toplam 57 adet bandin tamami polimorfik bulunmus olup, hi¢ monomorfik bant

saptanamamigtir.

NTSYS-pc 2.1 programi kullanilarak 5 ISSR primeri ile elde edilen bantlar
deg@erlendiriimis ve en iyi dendogram A31 primerinin verdigi sonuglardan
saglanmistir. A31 primeri ile elde edilen bant semalari kullanilarak olusturulan

dendogram (Sekil 3.8.) incelendiginde 10 ayri grup ayirt edilmigtir:
I. grupta (1, 2) Goynuk ve Demre biber izolatlari,

Il. grupta (3, 4, 5, 6, 7, 11, 12) ABD domates izolatlari,

[ll. grupta (26) ABD domates izolati,

IV. grupta (9) Goynuk biber izolati,
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V. grupta (8, 27, 29, 15, 14) Goynuk, Demre ve ABD biber izolatlari,
VI. grupta (17, 24, 25) Kumluca domates izolatlari,

VII. grupta (10) ABD domates izolatlari,

VIII. grupta (13, 22, 23, 18, 19) ABD domates izolatlari,

IX. grupta (20, 21, 28) Goynuk ve Demre biber izolatlart,

X. grupta (16) ABD domates izolati yer almaktadir.

Sekil 3.8."de goruldigu gibi, ABD kaynakli domates izolatlan II, 1, VII, VIII ve X
arasinda dagilmistir. Bu dendogram gruplar arasinda konukgu ozgullugu
(domates ve biber) tanimlanamamigstir. DNA amplifiksyon Urin semalari ile hem
Antalya ili icindeki hem de ABD kaynakh orijin bolgeleri agisinndan biber izolatlar
arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamislar. Dolayisiyla ISSR analizleri, ayri
gruplar altinda toplanmis olan 29 izolatin birbirinden farkh oldugunu ortaya

koymaktadir.

Farkli Xanthomonas izolatlari arasindaki genetik cesitlilik degerlendiriimesi igin
yapilan bir galismada [89] 30 farkli RAPD ve Ug¢ farkh ISSR primeri kullaniimigtir.
Bu U¢ ISSR primerinden ikisi (D3 ve A31) bizim ¢alismamizda da kullaniimis ve en

iyi olusturulan dendogramda bu primer ile elde edilen sonuglar dederlendirilmistir.

S6z konusu arastirmada [89] RAPD ve ISSR analizi sonuglari bir arada
degerlendiriimis ve iki ayri Xanthomonas turinin ( Xanthomonas maltophilia ve
Xanthomonas nematophilus) sadece patojenik davranis acisindan genomik

benzerlik sergiledikleri gosterilmigtir.

Benzer bir calismada, Mondal ve Moni [139] ERIC-PZR ile elde ettikleri parmakizi
analizi sonucunda, Xanthomonas campestris pv. punicae iginde patojenik
degiskenligi rapor etmislerdir. Bir diger calismada ise, Giri ve ark, [140]
Xanthomonas axonopodis pv. punicae suglari arasinda RAPD analizlerine dayali

yuksek oranda genetik degiskenlik saptanmislardir [141].

Bizim  calismamizda kullanilan =~ Xanthomonas vesicatoria izolatlarinin
patojenitelerine ve ABD kaynakli izolatlarin toplandiklari cografi bolgeye iligkin
tarafimiza herhangi bilgi verilmedigi igin, hem patojenik davranig, hem de cografi
bdlgeye bagli farkliliklar agisindan degerlendirme yapilmasi mimkudn olmamigtir.
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Sonu¢ olarak rhs geni, diger Gram negatif bakteri tdrleri icin oldugu gibi,
Xanthomonas vesicatoria tliri igin de tanimlayici bir belirte¢ olarak

onerilebilmektedir.

Arastirmamiz kapsaminda test edilen Xanthomonas vesicatoria izolatlarinin
genetik tiplendiriimesi amaciyla, ¢cok daha farkli sayida ISSR primerinin denemesi,
bunun yani sira RAPD, ERIC-PZR, multilokus dizileme gibi daha ileri yontemlerin

kullanilacagi galismalarin planlanmasi gerekmektedir.
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