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OZET

BITKiSELL. PATOJENLERIN PCR’A DAYALI YONTEMLERLE
GENETIK TIiPLENDIiRMESI

Bu calismada farkli stratejilere dayali PCR uygulamalar1 ile mikroorganizmalarin
genetik tiplendirmesi amaglanmistir. Hedef organizma olarak, iilkemizde
ekonomik Oneme sahip bitkilerde hastalik yapan bakteri ve mantar tiirleri
kullanilmistir. Bunlar Pseudomonas syringae’nin fasulye, domates ve zeytinde
hastalik yapan {i¢ patovari ile Fusarium’un bugday ve arpada hastalik yapan
Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum irklaridir. Zeytin agacinda
hastalik yapan Pseudomonas syringae pv. savastanoi tiimorlii dallardan izole
edilmis, diger tlim 1rklar ise arastiricilardan saglanmustir.

Bu tiirlere ait irklarin genetik tiplendirmesi gerek 6zel gen dizilerine ve gerekse
gen dis1 tekrarl dizilere (REP, ERIC ve BOX) 6zgii primerler kullanilarak yapildi.
Pseudomonas syringae’nin fasulye, domates ve zeytinde hastalik yapan iig
patovarindaki BOX dizilerinin ¢ogaltimi ile her ii¢ patovari ayirt edici nitelikte
genomik parmak izleri elde edildi. Pseudomonas syringae pv. savastanoi
bakterisinin Orhangazi ve Akhisar orijinli izolatlarinda ¢ogaltilan tiim tekrarh
dizilerde yiiksek polimorfizm gézlendi.

Fusarium’un ilkemiz kokenli irklari ilk kez bu ¢alismada genetik olarak
tiplendirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile bu wrklar arasindaki
benzerlik/farkliliklar1 ortaya koymada yeterli diizeyde genomik parmak izleri elde
edildi. Her ¢ tipteki PCR (REP, ERIC, BOX) verilerinin Jaccard benzerlik
indeksine gore degerlendirilmesi sonucu, Fusarium graminearum’un Sakarya
orijinli iki irk1 arasinda %76; F. graminearum (Sakarya irk1) ve F. culmorum
(Marmara 1rk1) arasinda ise %27 benzerlik oldugu belirlendi.



SUMMARY

GENOTYPING OF PLANT PATHOGENS BY PCR-BASED METHODS

In this study, genotyping of microorganisms by PCR applications based on
different strategies was aimed. Bacteria and fungus species which cause diseases
on economically important plants in our country were used as target organisms.
These are the pathovars of Pseudomonas syringae which cause disease on bean,
tomato and olive; and Fusarium graminearum and Fusarium culmorum strains
which are disease agents of both barley and wheat. Pseudomonas syringae pv.
savastanoi which cause disease on olive trees was isolated from branches with
galls while the other strains were provided from researchers.

Genotyping of the strains belong to these species were achieved by using specific
primers to genes and primers of extragenic repetitive sequences (REP, ERIC and
BOX). Genomic fingerprints which can distinguish each pathovars  of
Pseudomonas syringae which cause disease on bean, tomato and olive were
obtained by amplification of BOX sequences. High polymorphism were
observed between the isolates of Pseudomonas syringae pv. savastanoi originated
from Orhangazi and Akhisar.

Strains of Fusarium which are originated from our country were genotyped for the
first time. Sufficient amounts of genomic fingerprints were obtained by
polymerase chain reaction (PCR) for revealing the similarity/differences between
these strains. As a result of the evaluation of data from each type of PCRs (REP,
ERIC and BOX), similarity between two Fusarium graminearum strains
originated from Sakarya was 76% while the similarity of F. graminearum
(Sakarya strain) and F. culmorum (Marmara strain) was 27 % according to
Jaccard similarity index.



1. GIRIS

Molekiiler genetikteki son gelismeler mikroorganizmalarin DNA diizeyinde
tiplendirilmesine, smiflandirilmasina ve populasyon yapilarinin daha ayrintili
analizine olanak vermistir. Bu gelismeler sayesinde bitkilerde enfeksiyon etmeni
olan ¢ok sayida mikrobiyal genotipin daha hizli sekilde tanisinin yapilabilmesi

yakin gelecekte hastaliklarin zirai kontroliinde biiyiik katki saglayacaktir.

Pseudomonas ve Fusarium cinsleri tarimsal 6nemi olan bitki tiirlerinde hastalik
yaparak ekonomik kayiplara yol agan mikroorganizma gruplar1 arasinda énemli
yer tutar. Bu tiirlerin altgruplar1 ve irklar1 6zellikle meyve agaclarinda, bahge ve
siis bitkilerinde c¢esitli belirtileri olan hastaliklara yol a¢maktadir. Bu tez
calismasinda iilkemizde de yaygin hastalik etmeni olan ve ¢esitlilik gdsteren
Pseudomonas ve Fusarium’a ait gesitli izolatlarin 6zgiil ve evrensel primerler
kullanilarak genetik tiplendirilmesi gerceklestirilmistir. Bu tiirlerin neden oldugu
hastaliklar arasinda zeytin dal kanseri, fasulye hale yanikligi, domates bakteriyel
benek hastaligi, Fusarium basak yanikligi (FHB) ve kokbogazi ciirtikligi
bulunmaktadir. Tez c¢alismasinin amact ekonomik kayiplara neden olan bu
hastaliklarin hizli tanisinin yapilabilmesi i¢in {ilkemiz orijinli patojenlerde

PCR’a dayali genetik tanimlama yontemlerinin gelistirilmesidir.

Bu ¢ergevede cesitli bolgelerdeki (Marmara, Ege, Akdeniz ve I¢ Anadolu) bitki
populasyonlarindan izole edilmis Pseudomonas ve Fusarium patojenleri
oncelikle 0zel segici besiyerlerinde tiretilerek, uzun siireli saklamaya alinmis ve
0zgiil primerler kullanilarak tanimlanmustir. Tiir tanis1 yapilan 6rneklerde gen
dis1 bolgelerin (REP, ERIC ve BOX) cogaltimini saglayan evrensel primerler
kullanilarak 6zgiil parmak izleri elde edilmis ve tiir i¢i genetik cesitliligin

derecesi incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

Patojen mikroorganizmalarin kalitsal materyal diizeyinde tanimlanmasi neden
olduklar1 hastaliklar1 belirlemede 6nem tasir ve uygun bir tedavi programina
karar verilmesini hizlandirir. Bu amagla secilen genetik tani yontemlerinin
mikrobiyal genotipler arasindaki farkliliklar1 yiiksek diizeyde gosterebilmesi ve
tekrarlanabilir olmas1 gerekmektedir. Ek olarak bu molekiiler ydntemler,
hastalikla iligkili patojenleri bitki {izerindeki diger benzer organizmalarin

varliginda veya yoklugunda dogru sekilde belirleyebilmelidir.

Giliniimlize kadar patojen tamisinda kullanilan baslica yontemler 6zel
besiyerlerinde iiretim, biyokimyasal testler, enzim bagli immiin analiz (ELISA),
immiinofloresan (IF) yontemleri ve yag asidi analizleri olmustur. Son yillarda
diger organizmalarda oldugu gibi mikrobiyal organizmalarin genetik tiplendirme
caligmalarinda da en ¢ok tercih edilen yontem polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’a dayal1 yontemlerdir. 1983 yilinda Kary B. Mullis tarafindan gelistirilen
PCR, cift zincirli kalip DNA iizerinde 6zel bir bolgenin enzimatik reaksiyon ile
cogaltimma dayanir [1]. Mikroorganizmalarda kullanilan PCR’a dayali genetik
tiplendirmenin temeli ya dnceden bilinen tiire 6zgiil gen dizilerinin klonlanmasi
veya patojen genomlarinda cesitlilik gosteren bolgelerin ¢ogaltimi esasina

dayanir [2].

Fusarium cinsi bitkilerde hastalik olusturan yiiksek g¢esitlilige sahip {i¢ mantar
(digerleri Penicillium ve Aspergillus) grubundan biridir. Ozellikle arpa
(Hordeum vulgare L.), bugday (Triticum aestivum L.) ve musir (Zea mays L.)
gibi Onemli tahillar1 igeren genis bir konak araligi vardir. Bu calismada
kullanilan Fusarium graminearum (Gibberella zeae) Sordariomycetidae
siifindan Netriaceae ailesinin bir liyesidir [3]. Genetik 6zellikleri agisindan
haploid (n=4) olan Fusarium graminearum’un genom projesi heniiz
tamamlanmamis olmakla birlikte tahmini DNA boyutu 40 Mb’dir [4]. Fusarium
culmorum ise taksonomik olarak Sordariomycetidae sinifindan Mitosporik

Hypocreales ailesinde yer alir [5]. Fusarium culmorum ile ilgili baz1 genlerin



niikleotid dizileri bilinmekle birlikte genom projesi yapilmamistir. Fusarium
graminearum ve Fusarium culmorum bugday ve arpada basak yanikligi (FHB)
hastaligina neden olurken, Fusarium culmorum ayrica kokbogazi ciirtikligi
etmenidir. Basak yanikligi, ilk once ¢icek sapinin kahve-mor bir renk alarak
giderek solgunlagmasi ile kendini gosterir ve zamanla ¢igek sarimsi-kahverengi
bir renk alir. Enfekte olmus basakgiklar kararmis veya suda islanmis bir
goriiniim alir. Bu basakgiklar {izerindeki sporlar pembeden somon-turuncuya

dogru renk degistiren topluluklar seklinde kendini gosterir (Sekil 1. 1).

Sekil 1. 1: Fusarium basak yaniklig1 hastaliginin bugday bitkisindeki goriiniimii [
Jacolyn A. Morrison’ un izniyle (USDA-ARS- Cereal Disease Laboratory)].

Tahillarda 6nemli kayiplara neden olan Fusarium basak yanikligi hastaligi ilk
kez 1884 yilinda Ingiltere’de tanimlanmis ve 20. yiizyilin baslarinda bugday ve
arpada yayilarak onemli bir tehdit olusturmustur [3]. Bu hastalik daha sonra bazi
Avrupa iilkelerinde, Asya, Kanada ve Amerika’da ortaya ¢ikmistir. 1996 yilinda
Uluslararast Misir ve Bugday Gelistirme Merkezi (CIMMYT) tarafindan
diinyanin biiylik kisminda bugday iiretimini kisitlayici bir faktdr oldugu
bildirilmistir [6]. Ulkemizin cesitli yorelerinde yapilan caligmalar, hastalik
etmeni olan F. culmorum patojeninin Konya, F. garminearum’un ise Sakarya

yoresinde daha etkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir [7].



Diger yandan Fusarium basak yanikligi hastaligini tasiyan tahillarin tiiketimi
hayvanlar ve insanlar iizerinde de ¢esitli saglik sorunlarina neden olmaktadir. Bu
tahillarla beslenen hayvanlarda kusma, bulanti, diare, kontakt dermatitis gibi
belirtiler goriiliirken [8] insanlarda ise cilt rahatsizliklar, tasikardi, 6dem,
sindirim ve sinir sistemi bozukluklar1 meydana gelmektedir [9]. Yapilan
caligmalarda gozlenen yan etkilere Fusarium tarafindan tiretilen mikotoksinlerin
neden olabilecegi belirlenmistir. Fusarium tiirlerinin erken tanisi ve kontrolii bu
toksinlerin yiyecek zincirine katilmalarini engellemek agisindan Onemlidir.
Ancak Fusarium cinsinde tiir i¢i ¢esitliligin yiiksek olmasi [10], bu patojenlerin
geleneksel tan1  yontemleriyle belirlenmesini  zorlastirmaktadir.  Konak
organizmada yogun kiif varliginda uygulanan kimyasal ve morfolojik testler
zaman ve is kaybia yol agmistir. PCR ise karmasik bir 6rnekteki hedef DNA
molekiillerini yiiksek duyarlilikta saptamasi nedeniyle mantar tiirlerinin tanisinda
geleneksel mikrobiyolojik yontemlere gore iyi bir secenek sunmaktadir. Bu
nedenle Fusarium tiirlerinin bir kisminda genetik tami igin Ozgiil primer

tasarimlar yapilmistir [11, 12, 13].

Pseudomonas tiirleri Proteobacteria sinifindan Pseudomonodaceae ailesine ait
gram negatif toprak bakterileridir. Diisiilk demir igeren ortamlarda sarimsi yesil
renkte ve ortama yayilabilir bir pigment olusturmalar1 nedeniyle baz tiirlerinin
floresan o6zellik gosterdigi bilinmektedir. Bu ¢alismada kullanilan Pseudomonas
tirleri; zeytinde dal kanseri hastaligina yol acan Pseudomonas syringae pv.
savastanoi, fasulyede hale yanikligi hastaligina neden olan Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola ve domateste bakteriyel benek hastaliginin etmeni
olan Pseudomonas syringae pv. tomato’dur. Bu bakterilerin ortak fenotipik
ozellikleri gubuksu sekilleri ve polar kamgilar igermeleridir. Pseudomonas
syringae pv. savastanoi bakterisinin genom boyutu bilinmemektedir. Ancak
Pseudomonas syringae pv. tomato’nun genom boyutunun yaklasik 6.5 Mb [14]
ve P. syringae pv. phaseolicola’nin genom boyutunun ise yaklasik 6 Mb [15]
oldugu bilinmektedir. Genom boyutlart bilinen bu bakteriler bir kromozom ile

iki plazmid (kiigiik ve biiytlik) tasimaktadir.



Pseudomonas syringae pv. savastanoi irklar1 zeytin (Olea europeae L.) ve
disbudak (Fraxinus excelsior L.) aga¢larinda tiimorler olustururken, zakkumda
(Nerium oleander L.) tiimérlerin yami sira enfekte ettigi bolgedeki dokularin
Olimiiyle sonuglanan nekrozlarin meydana gelmesine de yol acarlar. Zeytin
agaclarinda biitiin mevsimler boyunca yasamlarin1 epifitik fazda siirdiiren bu
bakteriler, 6zellikle sonbahar ve kis siliresince sayica artarak gévde, dal veya
herhangi bir yaralanmis organda enfeksiyonlara neden olurlar. Bakteri, krem
yesili renkteki canli tiimor ve sigillerde yogun olarak bulunur ve kolaylikla izole
edilebilir. Tiimorlerin olusmasinda bitki hiicrelerindeki sitokinin ve 3-indol
asetik asit (IAA) bilesenlerinin sentezinin etkili oldugu daha once yapilan
calismalarda belirlenmistir. Zeytin ve zakkum agaglarinda 3-indol-asetik asit, L-
triptofan’dan iki enzim araciligi ile iretilmektedir. Bu enzimler iaaM geni
tarafindan kodlanan triptofan mono-oksigenaz ve iaaH geni tarafindan kodlanan
indolasetamid hidrolaz’dir [16]. Bu genler bakterinin zakkumda hastalik yapan
irklarinda bir plazmid iizerinde tasinmasina ragmen, zeytinde hastalik yapan
irklarda kromozomal DNA {izerinde yerlesmislerdir. IAA’y1, indol-3-asetil-g-L-
lizin (IAA-Lys)’e ¢eviren enzim ise IAA-lizin sentaz’dir ve iaal geni tarafindan
kodlanir [17]. Pseudomonas trans zeatin (ptz) Pseudomonas syringae pv.
savastanoi 1006 irkinin pCK1 plazmidinden izole edilmis bir gendir. Bu gen
trans-zeatin ve izopenteniladenin gibi sitokininlerin sentezinden sorumludur
[18]. Zeytinde hastalik yapan Pseudomonas syringae pv. savastanoi’nin tanisi,
yukarida agiklanan genlere 6zgiil primerler (iaalL ve ptz) kullanilarak dogrudan

PCR yoluyla yapilabilir.

Fasulye bitkisinde hastalik etmeni olan Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Ozellikle tohumla taginmakta ve hale yaniklig1i hastalifina neden olmaktadir.
Hastaligin ilk belirtileri yaralanmis meyve kabuklar1 ve yapraklarda suyla
1slanmis noktalardir. Daha sonra kahverengi lekeler halinde goriiliirler. Sulama
suyu, riizgar ve yagmurla beraber serin hava kosullar1 hastaligin yayilmasi i¢in
uygun bir ortam hazirlar. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola irklarinin
belirlenmesinde immiinolojik yontemler veya yari-secici besiyerinde iiretim gibi

caligmalar [19] yapilmistir. Ancak diisiik hassasiyette olan bu testler zaman



kayb1 ve sik sik yanlis pozitif sonuclar verdiklerinden rutin olarak kabul
gormemistir [20]. Bu bakteri faseolotoksin adindaki bileseni iireterek bitkide
sistemik enfeksiyonlara neden olur. Faseolotoksin’in baslica etkisi bitkideki
arginin biyosentezi i¢in gerekli olan ornitinkarbomil transferaz (OCTaz)
enzimini inhibe etmesidir [21]. Fakat P. syringae pv. phaseolicola irklar1 bu
enzimle beraber faseolotoksine direngli olan OCTaz enzimini de sentezleyerek
toksinin etkisinden kendilerini korurlar. Bu enzimin sentezinden sorumlu olan
argK geni klonlanmis [20] ve dizi analizi yapilmistir. Bu gene 6zgiil olarak
tasarlanan primerlerle P. syringae pv. phaseolicola irklarinin kesin tanisi

yapilabilmektedir.

Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden oldugu bakteriyel benek
hastaligimin belirtileri yapraklarda kahverengi siyah lekeler ve meyvelerde
yluzeysel koyu lekeler seklinde kendini gosterir. Bazen olgun meyveler
tizerindeki lekeler klorotik bir sinirla c¢evrilmis gozenekler seklinde olabilir.
Patojen yaprak yiizeylerinde, toprakta ve enfekte olmus bitki artiklarinda
saprofitik olarak canli kalir. Tohum iizerinde taginan bu bakteri yagmurla birlikte
yayilir. Hastalik 1slak yapraklarda ve 1liman hava kosullarinda (13-25°C) gelisir.
Bu hastalik belirtilerinin temel nedeni bakteri tarafindan iiretilen koronatin
toksinidir. Koronatin, Pseudomonas syringae bakterisinin diger patovarlarinda
da (Pseudomonas syringae pv. atropupurea, glycinea, maculicola ve
morspurunorum) iiretilmektedir ve koronafasik ile koronamik asit ad1 verilen iki
kimyasal bilesikten olusur. Bu toksini iircten gen bdlgesi P. syringae pv.
glycinea PG4180 bakterisinden daha 6nce izole edilmistir. Bu iki kimyasal
bilesigi inaktif yapan mutasyonlarin koronatin biyosentezinden sorumlu gen
bolgesindeki koronafasat ligaz (cfl) denilen tek bir agik okuma g¢ergevesinde
oldugu bilinmektedir [22]. Bdylece dizisi bilinen cfl bolgesine 6zgiil primerler

ile bu patovarlarin tanis1 yapilabilmektedir.

Bu tez calismasinda genetik tiplendirme amaciyla bazi gen dis1 tekrarh
bolgelerin ¢ogaltimi yapilmistir. Bu diziler “tekrarli gen disi palindromik”

(REP), “enterobakteriyel tekrarli genler arasi ortak diziler” (ERIC) ve BOX



elementidir. i1k kez bakteri genomlarinda rastlanan REP dizilerinin, operonlarin
anlatim yapmayan kisimlarinda bulunan diizenleyici bolgeler olabilecegi [23]
bildirilmistir. Bu dizilerin PCR ile ¢ogaltimi1 ¢ok sayida genomik parmak izi
olusturdugundan bagta bakteri ve mantar tiirlerini ayirt etmede ve filogenetik
caligmalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu organizmalar arasinda
Rhizobium [24], Frankia [25]; Staphylococcus [26], Legionella [27],
Xhantomonas [28], Pseudomonas [28], Streptomyces [29] ve Clavibacter [30]
gibi bakteri cinsleri ile Aspergillus [31] ve Fusarium [32] gibi mantar gruplari da
bulunmaktadir. REP-PCR’1n isleyis mekanizmasi temel olarak iki komsu REP
dizisi arasindaki DNA’nin ¢ogaltimi seklindedir (Sekil 2.1). REP elementleri
arasindaki bu bolgeler tiirler arasinda ve tiir i¢i gruplarda farkli uzunlukta

olacagindan genotiplere 6zgiil parmak izlerinin iiretimi saglanir.

ERIC dizileri [33] o©nceki ¢aligmalarda bakterilerin yani sira okaryot ve
bakteriyofajlar1 ayirmada da kullanildigindan potansiyel olarak beklenenden
daha genis bir organizma grubuna uygulanabilmistir [34]. Bu dizilerin
cogaltiminda kullanilan evrensel olarak nitelendirilen primer ¢ifti [2] c¢ok sayida

bakteri tiirtinde ¢alisilmistir [24, 28, 30].

Bakteri Genomu

REP REP REP

IPCR

— —

l 35- 40 dongii

Farkh boyuttaki genomik
parmakizleri 40 60 80 100
1 1 1 1 1 1 L 1

Agaroz jel elekiroforezi Kiime analizi

Sekil 2. 1: REP- PCR ydnteminin isleyis mekanizmasi.



BOX dizileri ise ilk kez Streptococcus pneumoniae bakterisinin genomunda,
genler aras1 bolgelerde belirlenmistir [35]. Bu diziler boxA, boxB ve boxC
olmak iizere ii¢ alt birimden olusmaktadir. BOX-PCR’da hedef DNA dizisinin
cogaltimi i¢in tek bir primer kullanilir. Baz1 bakteriler icin BOX-PCR’a dayali
genetik tiplendirme c¢alismasi yapilmistir [29, 30].

Giliniimiize kadar Fusarium cinsleri ile yapilan tiplendirme g¢alismalarinda
genellikle {rettikleri mikotoksinlerin biyosentez yollarina ait gen dizileri
kullanilmustir [36]. Ayrica Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum’un
Avrupa ve Asya orijinli tarla populasyonlarinda genetik cesitliligi ortaya
koymada RAPD yontemi kullanilmistir [37]. Fusarium’un F. graminearum ve F.
culmorum disindaki farkli iki tiirinii (F. proliferatum ve F. fujikuroi) ayirt etmek
amaciyla yapilan bir diger ¢aligmada 28S rRNA tiplendirmesinin yetersiz kaldig1
goriilmiis ve REP-PCR uygulanmistir [38]. Sonug olarak REP-PCR’1n bu mantar
tirlerini ayirt edici Ozelliginden dolay1 potansiyel olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ulkemizde ise etkili bir patojen grubu olan Fusarium tiirleri

tizerinde PCR’a dayal1 herhangi bir tiplendirme ¢aligmas1 bulunmamaktadir.

Domates yetistiriciliginde ¢ok 6nemli bir patojen olan P. syringae pv. tomato’
nun tanis1 onceleri 6zgiil DNA problan ile isaretleme ve genomda az sayida
kesim bolgesi olan restriksiyon endoniikleazlarinin kullanimiyla basarilmistir
[28]. Ancak bu yontemlerin yeteri kadar hizli olmayis1 nedeniyle bunlarin yerine
REP, ERIC ve BOX-PCR uygulandiginda izolatlarin agik olarak ayirt edildigi
goriilmiistiir. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ve Pseudomonas syringae
pv. glycinea arasindaki farklilik ve yakinliklar1 belirlemede sadece ERIC-PCR
[39] veya ERIC ve REP-PCR birlikte kullanilarak sonuglar degerlendirilmis ve
farkliliklarin ~ konak orijinlerine bagli olabilecegi Ongdriilmustir [40].
Pseudomonas syringae pv. savastanoi’de son zamanlarda yapilan bir ¢alismada
ise Italya orijinli 11 zeytin agac1 varyetesinden toplanan 360 izolat arasindaki
genetik yakinliklar REP, ERIC ve BOX-PCR yontemleri ile ayrintili olarak

incelenmistir [41].



Bu tez calisgmasi kapsaminda farkli cografik bolgelerde hastalik olusturan
Pseudomonas ve Fusarium tiirlerine ait ik ve izolatlarin ¢ogunlugu bitki
hastaliklar1 ile ¢alisan kisilerden saglanmistir. Zeytin agaclarinda hastalik etmeni
olan Pseudomonas syringae pv. savastanoi izolatlari ise aga¢ dallarindan uygun
yontemler kullanilarak izole edilmistir. Bu mikroorganizmalarin genetik tanisi
literatiirde belirtildigi sekilde yukarida orijinleri agiklanan primer dizileri
kullanilarak yapilmistir. REP, ERIC ve BOX dizilerinin ¢ogaltimi sonucu
genomik parmak izleri olusturulmus ve secilen patojen irklar1 arasindaki

benzerlik/farkliliklar bilgisayar programi araciligiyla analiz edilmistir.



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. PATOJEN MATERYALI

Calismada zeytin, domates ve fasulye bitkilerinde hastalik yapan Pseudomonas’a
ait irk ve izolatlar ile arpa ve bugdayda hastalik yapan Fusarium’a ait irklar
kullanildi. Bu 6rneklerin orijinleri, konak bitkileri ve saglayan kuruluslar Tablo 3.
1 de verilmistir. Bakteri ve mantar izolatlarinin bir kismi iretilerek PCR
calismalarinda dogrudan kullanilmis, diger bir kismi ise hastalikli bitki

materyalinden izole edilmistir.

Tablo 3. 1: Calismada kullanilan patojenler.

Patojenin Ad1/ No’su Konak Bitki Saglayan Kurum Orijin
F.graminearum (1) Bugday ve Arpa 19 Mayis Universitesi Sakarya
F. graminearum (2) Bugday ve Arpa 19 Mayi1s Universitesi Sakarya
F. graminearum (4) Bugday ve Arpa 19 Mayis Universitesi Sakarya
F. graminearum (5) Bugday ve Arpa 19 Mayis Universitesi Sakarya

F. graminearum (4W) | Bugday ve Arpa 19 Mayis Universitesi Balikesir

F. culmorum S.11-9-1 Bugday ve Arpa 19 Mayis Universitesi Marmara
F. culmorum 27 K Bugday ve Arpa 19 Mayis Universitesi Konya

F. culmorum 56.4 -1 Bugday ve Arpa 19 May1s Universitesi Marmara
F. culmorum S.10 41-2 | Bugday ve Arpa 19 May1s Universitesi Marmara
P. s.pv. phaseolicola Fasulye Ankara Zirai Miic. Merk. Ankara

(Psp-3) Ars. Ens.
P. s. pv. phaseolicola Fasulye Ankara Zirai Miic. Merk. Ankara
(Psp-18) Ars. Ens.
P. s. pv. phaseolicola Fasulye Ege Universitesi Izmir
(Psp R-52)
P. s. pv. tomato (Pst) Domates Ege Universitesi Izmir
P.s. pv. tomato Domates Ankara Zirai Miic. Merk. Ankara
(Pt-101) Ars. Ens.
P.s. pv. savastanoi” Zeytin Atatiirk Bahge Kiilt. Mer. Orhangazi
P.s. pv. savastanoi” Zeytin Sahis Erdek
P.s. pv. savastanoi” Zeytin Sahis Pasalimani
Adas1




Tablo 3. 1. devamu

NCPPB 52

Ars. Ens.

P.s. pv. savastanoi- Zeytin Sahis Akhisar

P. s. pv. savastanoi Zeytin Adnan Menderes Uni. Akdeniz
(Pss 14)

P.s. pv. phaseolicola Fasulye Ankara Zirai Miic. Merk. Ankara

*Hastalikl1 bitki kisimlarindan bu ¢alismada izole edildi.

3. 2. BiITKi TUMORLERINDEN BAKTERILERIN iZOLASYONU

Tablo 3. 1 de gosterilen P. s. pv. savastanoi izolatlarinin bir kismi gonderilen bitki
orneklerinden laboratuvar sartlarinda izole edildi. Cok sayidaki dallar iizerinde P.
S. pv. savastanoi’nin olusturdugu tiimorler belirgin sekilde ayirt edildi (Sekil 3.1).
Bu dallardan patojen izolasyonu ¢alismasi standart bir yontem [42] izlenerek
asagidaki sekilde yapildi. Ozetle, dallar iizerindeki tiimorler yikanarak, farkli
yerlerinden kiigiik pargalar (2x2 mm) kesildi ve icerisinde 2-3 ml steril distile su
bulunan tiiplere konuldu. 30 dakika bekletildikten sonra bu siispansiyonlardan
King B (KB) besiyerine [43] ¢izgi seklinde ekim yapildi. Bu petriler 28°C” de 3
giin boyunca bekletilerek kolonilerin olusumu saglandi. Daha sonra segici besiyeri

olan PVF-1 [44] besiyerinde iiretimlerine devam edilerek izolatlarin saflastiriimasi

saglandi. Bu petrilerde elde edilen tek koloniler PCR’da dogrudan kullanildu.

Sekil 3. 1: Akhisar (a) ve Orhangazi (b) den alinan dallarda zeytin dal kanseri hastaliginin

i

b

belirtisi olan tiimorlerin genel goriiniimii.




3.3.BESIYERI VE KULTUR KOSULLARI

Pseudomonas syringae pv. savastanoi igin segici besiyeri olarak PVF-1;
Pseudomonas syringae pv. tomato ve Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
icin King B (KB) besiyeri; Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum
izolatlar1 icin Sentetik Nutrient Agar (SNA) [45] ve Patates Dekstroz Agar (PDA)
[46] kullanildi. Bu besiyerlerinin bilesenleri Tablo 3. 2’de verildi. Hazirlanan
besiyerleri otoklavda (121°C, 1. 2 atmosfer basingta) 15 dakika siireyle tutularak
steril edildi.

Tablo 3. 2: Bakteri ve mantarlarin iiretimi i¢in kullanilan besiyerleri ve igerikleri.

Besiyerleri Bilesenler Miktar (gr/ L)
Sukroz 20
Gliserol 10 (ml/L)
Kasaminoasit ( Difco) 2.5
Sodyum dodesil siilfat (SDS) 0.4
Agar 16
Proteaz pepton N3 20
K,HPO, 1.5
(KB) Gliserol 15 (ml/L)
Agar 15
KH,PO, 1
KNO; 1
Sentetik Nutrient Agar MgS0,.7H,0 0.5
(SNA) KCl 0.5
Glukoz 0.2
Sukroz 0.2
Agar 20
Potato Dekstroz Agar Potato Infusion Solids 4
(PDA) Dekstroz 20
Agar 20

Tim mikrobiyolojik ekimler laminar hava akiml steril kabinde (Niive LN 120 )
yapildi. Pseudomonas izolatlarmin  28°C etiivde 72 saat boyunca Fusarium
irklarmin ise dogrudan giines 15181 almadan ve oda sicakliginda 7 giin siire ile

tiremeleri saglandi.

Pseudomonas izolatlar iiredikleri besiyeri igerisinde 1:1 (v/v) oraninda gliserol

(%99.5) ile karistirtlip -80°C de uzun siireli saklamaya alindi. Fusarium wrklari ise



1:1 (v/v) oraninda %15’lik gliserol ile karistirlarak once 1 gece -20 °C’ de
bekletildikten sonra -80 °C’ye alindu.

3.4. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PCR)

3. 4.1. Genlere Ozgii Primerle Yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pseudomonas izolatlarin PCR’inda tek koloniler kullanildi. Petride iireyen
bakteri kolonilerinden steril kiirdan ucuyla ¢ok az bir miktar alinarak steril
bidistile su ile karistirildi ve dogrudan PCR karisiminda kullanildi. Fusarium
irklarinin PCR’1inda ise genomik DNA izole edilerek PCR karigimina eklendi.
PCR karigimi1 Pseudomonas ve Fusarium igin Tablo 3. 3 de agiklanan miktarlarda

yapildi. Kullanilan primerler Tablo 3. 4 de verilmistir.

Tablo 3. 3: Genlere 6zgii primerlerle yapilan PCR bilesenlerinin miktarlari.

PCR Bilesenlerinin Miktarlar:
PCR Bilesenleri Pseudomonas Fusarium
Dogrudan bakteri
DNA miktart (10 ul) 100 pg
Primer 1 (ileri) 50 pmol 75 pmol
Primer 2 (geri) 50 pmol 75 pmol
dNTP karigimi 2 pul (2.5 mM) 2 pl (2.5 mM)
MgCl, 2.5 pul (25 mM) 2.5 pul (25 mM)
10x Enzim Tamponu 2.5 ul 2.5 ul
Taq DNA polimeraz 05U 05U
Toplam hacim* 25 pl 25 ul

* Karigim toplam hacime bidistile su ile tamamlanir.

PCR makinesinde (Techne Progene) ayarlanan dongiilerin 1s1 ve siireleri
Pseudomonas i¢in 95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra 95°C’de 1; 55°C’de 1 ve
72°C’de 2 dakika olmak iizere toplam 35 dongii ve son olarak 72°C’de 10
dakikadir. Fusarium i¢in ise 95°C’ de 5 dakika bekletildikten sonra, 95°C’de 1,
57°C’de 1, 72°C’de 1 dakika olmak iizere 40 dongiidiir. Son asamada 72°C’de 10
dakika tutularak PCR sonlandirilmistir.
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3. 4. 2. Fusarium Miselyumlarindan Genomik DNA izolasyonu

Fusarium miselyumlarindan genomik DNA izolasyonu Lee ve ark.’dan
degistirilmis SDS miniprep yoOntemine [49] gore yapildi. Bu yonteme gore
Fusarium izolatlar1 % 1.5 PDA besiyerinde (Tablo 3. 2) 6 giin boyunca oda
sicakliginda tretildi. Miselyumlarin sardigi agarli besiyerinden 0.5 cm’
biiytikliigiinde bir kiip pargasi kesildi ve 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
Mikrosantrifiij tiipleri sivi azot ile dolduruldu ve sivi azotun u¢gmasi beklendi. Bu
islem iki kez tekrarlandi. Hiicre duvarini pargalamak igin tiiplere 2.5 pl proteinaz
K ve 500 pl 65°C sicakliktaki lizis ¢ozeltisi (Tablo 3. 5) eklenerek vorteks ile
karistirildi. Tipler her 30 dakikada bir vorteks ile karistirilarak 65°C de su
banyosunda 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda proteinlerin ekstraksiyonu icin
tiplere 500 pul fenol eklenerek 8000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiijleme
yapildi. Ust stvidan 450 pl almarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarild1 ve
lizerine 450 pl fenol eklenerek tekrar santrifiijleme yapildi. Ust sividan 400 ul
aliarak yeni bir mikrosantrifiij tiiptine aktarildi ve 400 ul soguk kloroform/
izoamilalkol (24:1, v/v) eklenerek tekrar santrifiijleme yapildi. Ust sividan 350 pl
yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarilarak {izerine 50 ul amonyum asetat (7.5
mM) eklendi ve nazikge karistirildi. Daha sonra tiipe 880 pul soguk etanol (% 95)
eklendi. -20°C de 1 gece bekledikten sonra 13000 devir/ dakika’da 20 dakika
santrifiijleme yapildi. Ust sivi atildi ve ¢okelti etanol (%70) ile yikanarak
kurutuldu. Daha sonra c¢okelti 50 pl bidistile su i¢inde ¢oziildi. DNA
konsantrasyonu spektrofotometrik yontem ile 6l¢iildii ve asagida verilen formiile

gore hesaplandi. Genomik DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.

DNA(pg/ml): 260nm’deki OD x sulandirim katsayis1 x katsay1 (50)

Tablo 3. 5: Fusarium genomik DNA izolasyonunda kullanilan lizis ¢6zeltisinin igerigi.

Cozelti Icerik Final konsantrasyonu
Tris pH 8.0 50 mM
EDTA 50 mM
Lizis ¢ozeltisi SDS %3
B-merkapto etanol %1
Proteinaz K 0.1 mg/ml




3. 4. 3. Gen Dis1 Bolgelere Ozgii Primerlerle Yapilan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

REP, ERIC ve BOX dizilerine 6zgii primer setleriyle genomik DNA’nin
¢ogaltiminda tiim reaksiyonlarda PCR bilesenlerinin miktarlar1 ayni olmakla
birlikte kalip olarak Pseudomonas izolatlarinda dogrudan bakteri siispansiyonu (10
ul), Fusarium irklarinda ise 100 pg saflastirilmis DNA kullanildi. Buna gore diger
bilesenler 50 pmol primer (Tablo 3. 6), 2 pl 2.5 mM dNTP karisimi, 3 pl 25 mM
MgCl, , 2.5 pl 10X Taq DNA tamponu, 1U Taqg DNA polimeraz enzimi olarak

ayarland1 ve bidistile su ile 25 ul’ ye tamamlandi.

REP-PCR yonteminde kullanilan tiim primer dizileri Tablo 3. 6 de verildi.
Caligmamizda Rep 2 primerinin yanisira, ayni primerin baz dizisindeki “N”
pozisyonunda bazi degisiklikler yapilarak farkli primer kombinasyonlar1 elde
edildi. Buna gore PCR karisimina eklenen 5 farkli primer kombinasyonu K-1, K-
2, K-3, K-4, K-5 olarak isimlendirildi. K-1: Rep 1+Rep 2; K-2: Rep 1+Rep 2A;
K-3: Rep 1+Rep 2B; K-4: Rep 1+Rep 2C ve K-5: Rep 1+Rep 2D primerlerini
icermektedir. Rep 2A-D serisindeki farklar standart Rep 2 primerinde (5° NCG
NCT TAT CNG GCC TAC 3°) “N” olarak belirtilen kisimlarda A, T, G veya

C’nin bulunmasidir. Tiim primer dizileri BIOGEN Ltd. Sti. tarafindan sentezlendi.

Tablo 3. 6: REP, ERIC ve BOX —PCR’da kullanilan primerlerin dizileri.

PCR Tiirii | Primer Adi Primer Dizisi (5°- 3°) Kaynak
Rep 1 "III ICG ICG ICA TCI GGC
Rep 2 "NCG NCT TAT CNG GCC TAC
REP-PCR Rep 2A ACG ACT TAT CAG GCC TAC
Rep 2B TCG TCT TAT CTG GCC TAC
Rep 2C GCG GCT TAT CGG GCC TAC
Rep 2D CCG CCT TAT CCG GCC TAC [50]

ERIC 1 ATG TAA GCT CCT GGG GATTCA C

ERIC-PCR
ERIC 2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G

BOX-PCR BOXAIR CTA CGG CAA GGC GAC GCT GACG [51]

*I: Inosin bazi, N: Rastgele segilen baz.



PCR kosullar1 (Creacon T-cy) 94°C’ de 5 dakika bekletildikten sonra 94°C’ de 1,
34°C’de 1, 72°C’de 2 dakika olmak tiizere 40 dongii ve son olarak 72°C’de 15

dakika olmak tizere diizenlendi.

Yapilan tim PCR uygulamalar1 en az iki kez tekrarlandi ve 6zgiil olmayan bantlar

elenerek degerlendirmeler yapildi.

3. 4. 4. Agaroz Jel Elektroforezi

Tan1 amagli PCR sonucunda elde edilen ¢ogaltim {iriinlerinin analizi i¢in %1 lik,
REP, BOX ve ERIC-PCR sonucu olusan firiinler i¢in %]1.5’lik agaroz jeller
kullanild1i. Agaroz 1X Tris-asetat (TAE) tamponunda (Tablo 3. 7) eritildi ve
DNA’nin ultraviyole 151k altinda goriinmesini saglayan etidyum bromiir
(0.6pug/ml) ilave edilerek elektroforez kasetine dokiildii. Jel polimerize olduktan
sonra 1x TAE igeren elektroforez tankina yerlestirildi. PCR iiriinleri yilikleme
tamponu (Tablo 3. 7) ile karistirllarak DNA’nin kuyulara ¢okmesi saglandi.
DNA’lar 80V elektrik akiminda (Thermo EC 250-90) yaklasik 90 dakika
ylriitiildii. Daha sonra 312 nm UV 151k altinda (Dual-Intensity Transilluminator

B-689) fotografland.

Tablo 3. 7: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar.

Tampon Icerik Miktar/100ml
) Tris Baz1 242 er
Tris-Asetat (TAE) Tamponu | Glasiyal Asetik Asit 57.1 ml

EDTA (pH 8.0) | 0.5 M (100 ml)

Elektroforez Yiikleme Tamponu | Bromo fenol mavisi %0.25
Sukroz %40




3.4.5. PCR Verilerinin Bilgisayar Programinda Degerlendirilmesi

Izolatlarm kiime analizi Jaccard benzerlik indeksine [52] gore hesaplandi. Bu
amagla izolatlarin 7 set primer ile yapilan PCR analizleri sonucunda elde edilen
fotograflar1 iizerinde gozlenen bantlarin varligt i¢cin 1, yoklugu i¢in 0 degerleri
verildi. Dendrogram, Jaccard benzerlik indeksine gore UPGMA baglant1 analizi

kullanilarak Coral Draw grafik programi ile ¢izildi.



4. BULGULAR

4. 1. SECICi BESIYERINDE URETIM

Akhisar, Orhangazi, Erdek ve Pasalimani Adasi’ndan alinan zeytin agact
dallarindan toplam 145 tiimorlii kisim kesildi ve 3. 2 de anlatilan yontem ile
bakteri izolasyonu yapildi. Bu tiimorli Orneklerden KB besiyerine ekim
yapildiginda 110 tiimdr &rneginde iireme gozlendi. Ureme goriilen petrilerden
secici besiyeri olan PVF-1’e 0ze ile azaltma yontemiyle ekim yapildiginda 7
petride koloniler tiredi (Sekil 4. 1). Bu kolonilere verilen isimler ve orijinleri
Tablo 4. 1 de belirtildi. Erdek ve Pasalimani Adasi’ndan alinan dallardaki

tiimorlerin higbirinden koloni elde edilemedi.

Sekil 4. 1: Dallardan izole edilen bakterilerin segici besiyerinde olusturdugu koloniler.

Tablo 4. 1: Tiiméorlerden izole edilen ve PVF-1 besiyerinde iireyen P.s. pv. savastanoi
kolonilerinin listesi.

Patojenin Ad1 Hastalik / Konak Orijin
P.s. pv. savastanoi 7A Zeytin Dal Kanseri/Zeytin Orhangazi
P.s. pv. savastanoi 9A Zeytin Dal Kanseri/Zeytin Orhangazi
P.s. pv. savastanoi 7D Zeytin Dal Kanseri/Zeytin Orhangazi
P.s. pv. savastanoi 4B Zeytin Dal Kanseri/Zeytin Orhangazi
P.s. pv. savastanoi M-9 Zeytin Dal Kanseri/Zeytin Akhisar

P.s. pv. savastanoi M-25 Zeytin Dal Kanseri/Zeytin Akhisar




4.2.1ZOLATLARIN PCR ILE GENETIiK TANISI
4. 2. 1. Pseudomonas syringae pv. savastanoi

P.s. pv. savastanoi izolatlarinin tanisinda Tablo 3. 4 de belirtilen iki farkli primer
seti kullanildiginda beklenen boyutlarda bantlar elde edildi. Ptz geni orijinli Pss 1
ve Pss 2 primerleri ile yapilan uygulamada 684 b¢’lik (Sekil 4. 2); iaal. geni
orijinli Pss 5 ve Pss 6 primerleri ile yapilan uygulamada ise 454 b¢’lik DNA
bantlar elde edildi (Sekil 4. 3).

F

700
500

~ 684 bg

Sekil 4. 2: P.s. pv. savastanoi izolatlarina ptz geni orijinli Pss 1 ve Pss 2 primerleri ile
yapilan PCR analizi. M: Markir, NK: Negatif kontrol, 1: Pss 14, 2: Pss 7A, 3: Pss 9A,
4: Pss 8A, 5: Pss 7D, 6: Pss 4B, 7: Pss M-9, 8: Pss M-25.
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Sekil 4. 3: P.s. pv. savastanoi izolatlarina iaalL geni orijinli Pss 5 ve Pss 6 primerleri ile
yapilan PCR analizi. M: Markir, NK: Negatif kontrol, 1: Pss 14, 2: Pss 7A, 3: Pss 9A, 4:
Pss 8A, 5: Pss 7D, 6: Pss 4B, 7: Pss M-9, 8: Pss M-25.



4. 2. 2. Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

Bu wrklar i¢in Tablo 3. 4 de belirtilen argK geni orijinli Psp 1 ve Psp 2 primerleri
kullanilarak yapilan PCR’da 1000 b¢ boyutunda bir bant elde edildi (Sekil 4. 4).

E
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Sekil 4. 4: P. s. pv. phaseolicola irklarinin PCR analizi. M: Markir, NK: Negatif kontrol,
PK: Pozitif kontrol ( NCPPB 52 ), 1: Psp R-52, 2: Psp-3, 3: Psp-18.

4. 2. 3. Pseudomonas syringae pv. tomato

Pseudomonas syringae pv. tomato’nun iki 1rki igin Tablo 3. 4 de belirtilen cfl geni
orijinli Pst 1 ve Pst 2 primerleri kullanilarak yapilan PCR’da 650 b¢ boyutunda bir
bant elde edildi (Sekil 4. 5).

- 650 bg

Sekil 4. 5: P. s. pv. tomato irklarinin PCR analizi. M:Markir, NK: Negatif kontrol, 1: Pt-
101, 2: Pst.



4. 2. 4. Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum

Bu irklarin tanisinda sirasiyla Tablo 3. 4 de belirtilen FUSC 1, FUSC 2 ve FUSG
1, FUSG 2 primerleri kullanildi. F. culmorum (Kuyu No: 1-4) i¢in 570 bg ve F.
graminearum (Kuyu No: 5-9) i¢in 450 bg¢ boyutunda bantlar elde edildi (Sekil 4.
6).

~ 450 bg

Sekil 4. 6: F. culmorum ve F. graminearum’un PCR ile genetik tanisi. M: Markir,
NK: Negatif kontrol, 1: F. culmorum S 11 9.1, 2: F. culmorum 56 4.1, 3: F. culmorum
27K 4: F. culmorum S 10 41. 2, 5: F. graminearum (1), 6: F. graminearum (4), 7: F.
graminearum (2), 8: F. graminearum (4W), 9: F. graminearum (5).

4.3. REP, ERIC VE BOX-PCR BULGULARI

4. 3. 1. Pseudomonas syringae pv. savastanoi’de REP-PCR’a Dayali Genetik

Tiplendirme

Boliim 3. 4. 3 de anlatilan primer ¢iftlerini iceren karigimlarla yapilan REP-PCR
uygulamasinin sonucu Sekil 4. 7 ve Sekil 4. 8 de goriilmektedir. Buna gore,
Marmara izolatlar1 (Kuyu No: 2-6) 3000-100 bg, Ege izolatlar1 ( Kuyu No: 7 ve 8)
1600-100 bg ve Akdeniz irk1 (Kuyu No: 1) 1300-200 bg arasinda bantlar verdi. Bu
izolatlar arasindaki gesitliligi en fazla gosteren primer setleri K-1, K-2 ve K-5
oldu. Sonug olarak kullanilan primer setleri izolatlarin ¢ogunda 6zgiil genomik
parmak izleri olusturdu. Bu genotipleri ayirt edici bantlar oklarla gosterildi (Sekil

4.7 ve Sekil 4. 8).
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Sekil 4. 7: P.s.pv. savastanoi izolatlarinin (a) K-1 ve K-2 (b) K-3 ve K-4 primer
kombinasyonlar1 kullanilarak yapilan REP-PCR sonucunda elde edilen genomik
parmak izleri. M: Markir, 1: Pss14, 2: Pss 7A, 3: Pss 9A, 4: Pss 8A, 5: Pss 7D,

6: Pss 4B, 7: Pss M-9, 8: Pss M-25.
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Sekil 4. 8: P.s. pv. savastanoi izolatlarinin K-5 primer kombinasyonu kullanilarak
yapilan REP- PCR sonucunda elde edilen parmak izleri. M: Markir, 1: Pss 14, 2:
Pss 7A, 3: Pss 9A, 4: Pss 8A, 5: Pss 7D, 6: Pss 4B, 7: Pss M-9, 8: Pss M-25.

4. 3. 2. Pseudomonas syringae pv. savastanoi’de ERIC ve BOX-PCR’a Dayah
Genetik Tiplendirme

ERIC ve BOX-PCR uygulamalar1 sonucunda P. s. pv. savastanoi izolatlarinda
tiretilen genomik parmak izleri Sekil 4. 9 da goriilmektedir. BOXAIR primeri ile
ERIC 1 ve ERIC 2 primerlerine gore daha fazla ve belirgin bantlar olustu. Ayirt

edici bantlar sekil iizerinde oklarla gosterilmistir.
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Sekil 4. 9: P.s. pv. savastanoia izolatlarinin ERIC ve BOX- PCR uygulamalar1 sonucunda
olusan genomik parmak izleri. M: Markir, 1: Pss 14, 2: Pss 7A, 3: Pss 9A, 4: Pss 8A, 5:
Pss 7D, 6: Pss 4B, 7: Pss M-9, 8: Pss M-25.

4. 3. 3. Pseudomonas’mm U¢ Patovarinda BOX-PCR Bulgulari

Pseudomonas syringae’nin fasulye, domates ve zeytinde hastalik yapan 3
patovarmi (P. syringae pv. pahseolicola, P. syringae pv. tomato ve P. syringae pv.
savastanoi) tiplendirmek amaciyla yapilan PCR c¢alismalari sonucunda sadece
BOX dizileri degerlendirilebilen parmak izleri olusturdu. Buna gore, her ii¢
patovar i¢in ayirt edici DNA bantlar elde edildi (Sekil 4.10). Bunlar P. s. pv.
phaseolicola’y1r diger iki patovardan ayiran yaklasik 700 ve 200 b¢’lik bantlar
(Sekil 4. 10, Kuyu No: 4); P. s. pv. savastanoi’ye 6zgii 700 bg. civarindaki tek
bant (Sekil 4.10, Kuyu No:5) ve P. s. pv. tomato’nun {irettigi 250 bg. civarindaki
iki DNA bantidir. Ayrica domates patovarinin Ankara orijinli iki irkindan Psp-3,
700 bg’lik bant1 vermeyerek (Sekil 4. 10, Kuyu No:3) digerlerinden ayrilirken,
digeri olan Psp-18 ek olarak iki (2100 ile 1500bg¢ arasinda) bant (Kuyu No:4)
vererek farklilik gdstermistir. Domates patovarina ait Ankara ve Izmir orijinli iki
ik 250 b¢’ye yakin ancak farklilik gosteren DNA bantlar1 olusturmustur (Sekil
4.10, Kuyu No: 6 ve 7).



BOX-PCR

=

4507

2140
1700

1159

305

514

339

Sekil 4. 10: Pseudomonas patovarlarinda (fasulye, zeytin ve domates) BOX-PCR
bulgulari. M: Markir, 1: Psp-NCPPB 52, 2: Psp R-52, 3: Psp-3, 4: Psp-18, 5: Pss-14, 6: Pt-
101, 7: Pst.

4. 3. 4. Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum’da REP-PCR’a Dayal

Genetik Tiplendirme

Bundan sonraki boliimlerde bulgularin aktarilmasinda  kolaylik saglamasi

acisindan Fusarium wrklari i¢in kullanilan kisaltmalar Tablo 4. 2 de verilmistir.

Tablo 4. 2: Fusarium irklari i¢in kullanilan kisaltmalar.

Fusarium Irklarimin Adi/No’su Calismada Kullanilan Orijinleri
Kisaltmalar:

F. culmorum S-119.1 FCMSI11 Marmara
F. culmorum 56.4-1 FCMS56 Marmara
F. culmorum 27K FCK27K Konya

F. culmorum S-10 FCMS10 Marmara
F. graminearum (1) FGSI1 Sakarya
F. graminearum (4) FGS4 Sakarya
F. graminearum (2) FGS2 Sakarya

F. graminearum (4W) FGB4W Balikesir
F. graminearum (5) FGS5 Sakarya

F. culmorum ve F. graminearum’da elde edilen genomik parmak izleri Sekil 4. 11
ve Sekil 4. 12 de gosterilmistir. Bu wrklar Tablo 3. 5’de verilen K-1, K-4 ve K-5
primer ciftleri ile fazla sayida bant olustururken, K-2 ve 3 primerleri ile diisiik

sayida bant olusturduklar goézlendi. K-1 ile PCR’da FGS1 (Sekil 4.11, Kuyu



No:5) diger irklarda bulunmayan 450 bg.’lik bir bant olusturdu. K-3 ile PCR’da
FGS4W (Sekil 4.11 , Kuyu No:8), 3000, 2000 ve 1500 bg.’lik; K-4’de 3000 b¢’ nin
tizerinde, 2500 bg. ve 2000 bg. olmak iizere toplam alt1 tane 6zgiil bant verdi

( Sekil 4.11, Kuyu No:8).
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Sekil 4. 11: Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum’un (a) K-1 ve K-2 (b) K-3 ve
K-4 primer kombinasyonlari ile elde edilen REP-PCR Bulgulari. M: Markir, 1: FCS11, 2:
FCM56, 3: FCK27K, 4: FCS10, 5: FGS1, 6: FGS4, 7: FGS2, 8: FGS4W, 9: FGS5.



be
3000
2000
1500

1000

800
700

500
400

300
200

100

Sekil 4. 12: Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum’un K-5 primer setleri ile elde
edilen REP-PCR Bulgulari. M: Markir, 1: FCS11, 2: FCM56, 3: FCK27K, 4: FCS10, 5:
FGS1, 6: FGS4, 7: FGS2, 8: FGS4W, 9:FGS5

4. 3. 5. Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum’ da ERIC ve BOX-
PCR’a Dayali Genetik Tiplendirme

Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum irklarinda BOX primerleri ile
ERIC primerlerine gore daha belirgin ve fazla sayida bant elde edildi. ERIC-PCR
ile F. culmorum tiirleri igin ortak olan yaklasik 650 b¢’lik bir bant gozlendi (Sekil
4.13, Kuyu No: 4). Ayrica F. culmorum 27K igin yaklasik 1100 bg.’lik ( Sekil
4.13, Kuyu No: 3) ayirt edici bantlar gozlendi .

BOX-PCR sonucunda F. culmorum igin 700 ve 600 b¢’lik iki ortak bant ( Sekil 4.
13, Kuyu No: 4), F. graminearum igin ise yaklasik 650 bg’lik ortak bir bant
gozlendi (Sekil 4. 13, Kuyu No: 9).
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Sekil 4. 13: Fusarium culmorum ve Fusarium graminearum’un ERIC ve BOX-PCR
Bulgulari. M: Markir, 1: FCS11, 2: FCM56, 3: FCK27K, 4: FCS10, 5: FGS1, 6: FGS4, 7:
FGS2, 8: FGS4W, 9:FGSS5.

4. 3. 6. Fusarium REP, ERIC ve BOX-PCR Sonug¢larina Gore Olusturulan

Dendrogram

Farkli bolgelerden toplanan Fusarium’larin REP, ERIC ve BOX-PCR sonuglari
birlikte degerledirilerek Jaccard benzerlik indeksi hesaplandi (Tablo 4.3) ve
UPGMA baglant1 analizi ile dendrogram olusturuldu (Sekil 4.14 ).

Bu dendrograma gore, Sakarya orijinli FGS4 ve FGSS irklar1 arasinda %76,
Marmara 1rk1 olan F. culmorum (FCMS11) ile Sakarya irk1 olan F. graminearum
(FGS4) arasinda ise %27 benzerlik oldugu belirlendi. Ayrica Fusarium
graminearum’un Balikesir (FGB4W) ve Sakarya orijinli (FGS2) irklar1 arasinda
tekrarli diziler bazinda %64 oraninda benzerlik oldugu belirlenmistir. Fusarium
culmorum’un Konya (FCK27K) ve Marmara orijinli irklar1 (FCM56) ise %62

oraninda benzemektedir.
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Sekil 4.14. Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum izolatlarnin REP, ERIC ve

BOX-PCR sonuglaria gore Jaccard benzerlik indeksi hesaplanarak UPGMA baglanti
analizi ile olusturulan dendrogramau.



5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanindaki bir¢ok g¢alismanin
temelini genetik tiplendirme olusturmaktadir. Ozellikle c¢ok sayida genom
projesinin tamamlanmis olmasi genetik tiplendirme c¢alismalarinin 6nemini
artirmaktadir. Genetik tiplendirme c¢alismalar1 bir¢ok organizmanin 6zellikle de
mikroorganizmalarin tiir ve alt tiir seviyesinde ayrilabilmesi ve aralarindaki
cesitliliginin ortaya c¢ikarilmasini olanakli kilmaktadir. Bu baglamda genetik
tiplendirme calismalarinin en biiylik faydalarindan biri hastalik etmeni olan
mikroorganizmalarin  kesin tanisinin yapilabilmesidir. PCR yontemi hizli,
giivenilir ve kolay olmasi agisindan genetik tiplendirmede siklikla kullanilir.
Ribozomal genlere dayali olarak yapilan PCR, rastgele seg¢ilmis primerlerle
yapilan RAPD (Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA) ve genomdaki tekrarli
dizilere 6zgiil primerlerle yapilan REP-PCR yontemi en Onemli Orneklerdir.
Bunlar arasinda REP-PCR, RAPD’den daha giivenilir sonuglar vermesi ve
tekrarlanabilirligi  acisindan  filogenetik baglanti  ¢alismalarinda  dogrudan

kullanilmaktadir [53].

Bitkisel patojenlerin tanist morfolojik ve biyokimyasal ozelliklere gore
yapilabilmektedir. Ancak bu yoOntemler yaniltici sonuclar verebilir ve zaman
kaybina neden olur. Ayrica bu fenotipik belirlemelerde kullanilan bazi kimyasal
bilesikler ¢ogu zaman ticari olarak elde edilemeyebilir. PCR yoOntemi ise
patojenlerin {irettigi toksinlere ait genler vb gibi 6zgiill DNA dizilerine dayali
olarak tasarlanmis primerler yardimiyla kesin sonuglar elde etmemizi saglar. PCR
sonuclarinin  bir giin icinde degerlendirilebilmesi; genomik DNA veya
sulandirilmig kiiltiir kullanilabilmesi bu yontemin sagladigi kolayliklardir. Ancak
mikroorganizmalarin PCR’da dogrudan kullanilmasi veya saflastirilmis genomik
DNA’larinin katilmasmin farkli sayida ve boyutta parmak izleri olusturacagi
unutulmamalidir. Bu tez calismasinda DNA saflastirilmast yerine dogrudan

kolonilerin kullanimi gerek zaman gerekse maliyet acisindan Ustiinliik saglamistir



Bu ¢alismada Pseudomonas bakterisinin zeytin, domates ve fasulyede hastalik
yapan patovarlari ile iki mantar tiriintin (Fusarium graminearum ve Fusarium
culmorum) genetik tiplendirmesi yapildi. Calismada diger arastiricilar tarafindan
saglanan ve onceden mikrobiyolojik yontemlerle tanimlanmis irklarin yani sira,
zeytin bahgelerinden toplanmis tiimdrlii dallardan patojen bakterilerin izolasyonu
gergeklestirildi. Timorli bitki kisimlarindan alinmis  Pseudomonas syringae pv.
savastanoi igeren soliisyonlardan zengin besiyerine ekim yapildiginda gézlenen
yogun lireme, secici besiyerine transferden sonra belirgin sekilde azalmistir
(Sekil 4. 1). Benzer olarak bu besiyerinin yayimlandigi ilk ¢alismada [44], PVF-
1’in saprofit bakterilerin liremesini yiiksek oranda (%90’dan fazla) baskiladigi ve
P.s. pv. savastanoi bakterilerinin grimsi beyaz kiigiik koloniler halinde tiremesini
sagladig1 bildirilmistir. Caligmada iiretilen bu izolatlarin PCR ile tanisinin
yapilabilmesi igin reaksiyon kosullarinda cesitli optimizasyonlar (MgCl,/dNTP/
primer konsantrasyonlar1 ve primer baglanma 1sis1) yapilmistir. Pss 1 ve Pss 2
primerleri ile yapilan PCR sonucunda beklenen boyuttaki DNA bantlarinin
belirgin olarak saptanabildigi goriilmiis, izolatlarda diger tiplendirme ¢aligsmalarina
devam edilmistir. Pss 1-Pss 2 primerleri daha énce Akdeniz orijinli izolatlarinin
tanisinda [47]; Pss 5-Pss 6 ise Ispanya, Italya, Fransa ve Amerika orijinli zeytin
patovarlarinda basariyla kullamilmistir. laal geni orijinli bu primerler,
Agrobacterium, Clavibacter, Xanthomonas ve Erwinia cinsleri ile P. syringae pv.
syringae de negatif sonuglar verirken sadece Pseudomonas syringae pv.
savastanoi irklarinda ilgili bantt vermistir [48]. Calismada arastiricilardan
saglanan diger Pseudomonas syringae patovarlarinda da benzer olarak genlere

0zgl ayirt edici bantlar gosterilmistir (Sekil 4. 2 ve Sekil 4. 3).

Tez c¢alismasinda Pseudomonas syringae pv. tomato irkinin belirlenmesi igin
kullanilan cfl genine 6zgii primer ¢ifti Agrobacterium, Bacillus, Erwinia cinsleri
ile P. syringae pv. phaseolicola, toksin iiretmeyen P. syringae pv. tomato, P.
syringae pv. glycinea ve P. syringae pv. maculicola irklarinda negatif sonuglar
verirken, koronatin toksinini ireten diger ii¢ patovarda (P. syringae pv.
artropurpurea, P. syringae pv. glycinea ve P. syringae pv. maculicola) ilgili DNA
bantin1 vermistir [22]. P. syringae pv. phaseolicola i¢in kullanilan primerler ise

Agrobacterium, E. coli, P. syringae pv. glycinea, P. syringae pv. artropurpurea,



P. syringae pv. pisi, P. syringae pv. syringae ve P. syringae pv. tomato’da 1000
b¢’lik segici bant gozlenmemistir [20]. Bu veriler, kullanilan primer dizilerinin
wrklart ayirt edilebilme diizeyini gostermesi agisindan onemlidir. Diger yandan
klasik yontemlerle belirlenerek etiketlenmis olan ve tarafimiza gonderilen Akdeniz
orijinli bir irkin 6nceki ¢aligmalarimizda PCR ile genetik tanisi negatif sonug
vermistir. Bu durum iilkemizde yapilmakta olan bitki koruma calismalarinda
genetik tiplendirmenin gerekliligini gdstermesi agisindan onemlidir. Genetik tani
yontemlerinin  yayginlagtirilmas:  fenotipik  testlerle tanimlanmis 1rklarin

taksonomisini genetik diizeyde dogrulayarak bu tipteki karigikliklar1 dnleyebilir.

REP, ERIC ve BOX dizilerine 6zgiil olarak gerceklestirilen PCR yontemleri bitki
patojenleri arasindaki genetik ¢esitliligi ortaya koymada, iirettikleri genomik
parmak izlerini kullanarak irklar1 tanimlamada ve birbirlerinden ayirmada son
derece verimli olarak kullanilmaktadir [2]. Bu PCR uygulamalar1 bitki
hastaliklarinin yanisira c¢evresel mikrobiyoloji ve tip alanlarinda da kabul
gormektedir. Calismamizda Pseudomonas syringae pv. savastanoi izolatlarini
ayirmada REP, ERIC ve BOX dizileri kullanildiginda en fazla sayida bant REP-
PCR sonucunda elde edildi (Toplam 17 DNA banti; Sekil 4. 7 (a), Kuyu No:4).
Standart REP-PCR yonteminde ters primer dizisinde inosin veya rasgele bir baz
kullanilmaktadir. Calismamizda bu pozisyonda dort (A, T, G ve C) bazdan birini
iceren farkli primer dizileri tasarlandi. Bu primerlerin PCR {irlinii olusturma
etkinligine bakildiginda, Pseudomonas izolatlar1 arasinda bir fark goriilmezken;
Fusarium wrklarinda sitozin ve guanin orani yiiksek olan primerlerin (Rep 2C ve
Rep 2D) digerlerine oranla daha fazla genomik parmak izi olusturdugu gézlendi
(Sekil 4. 11 ve Sekil 4. 12). Fusarium genomunda G ve C igeren niikleotid
tekrarlarinin A ve T igeren motiflere gore daha yaygin olmasi [54] primerlerin bu

bolgelere baglanma sikligini artirtyor olabilir.

Pseudomonas syringae pv. savastanoi izolatlarinda gen disi tekrarli bolgelerin
cogaltimi sonucu c¢ok sayida polimorfik DNA banti elde edilmistir. Cesitliligin
nedenlerinden biri tiimorlerden izole edilen bakteri populasyonunun Pseudomonas
syringae pv. savastanoi’nin hastalik yapmayan (epifit) ve patojen olan farkli

irklarint igeriyor olabilmesidir. Ayrica zeytin dal kanserinin sadece Akdeniz



iilkelerini (Israil harig) tehdit eden bir hastalik olmas1 ve P.s. pv savastanoi’nin bu
bolgelerde yiiksek cesitlilik gostermesi diger ¢alismalarda ortaya konmustur [41].
Ulkemizde de zeytin agaglarinda goriilen gesitlilige paralel olarak P.s. pv.
savastanoi irklarinin da gesitlenmesi beklenen bir durumdur. Bu konuda one
stiriilen iki teoriye gore zeytin ile P.S. pv. savastanoi bakterisi birlikte evrim
gecirmis veya bakteri uzun siiregte bitki lizerinde kolonize olarak adaptasyon
saglanmistir [41]. Ozellikle zeytin ekiminin yogun oldugu bat1 bolgelerimiz bu
bakterinin bulunma siklig1 ve ¢esitlenmesi acisindan kaynak noktasi olabilir. Bu
yorumu destekleyecek genis kapsamli ¢alismalara gereksinim vardir. P.S. pv.
savastanoi’nin  populasyon yapisi ve yayilimimin ortaya ¢ikarilmasi,
epidemiyolojisinin  anlagilmas1 ve gerekli =zirai Onlemlerin  alinmasini
sekillendirecektir. Ornegin, genetik cesitliligin yiiksek oldugu bir populasyonda

antibiyotik kullaniminin sonug getirmeyecegi diisiiniilebilir.

Ulkemizdeki Fusarium tiirlerinin genetik tamisina iliskin yaymnlanmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasinda ilk kez F. graminearum ve F. culmorum’un
genetik tanilar1 Tablo 3. 5 de belirtilen primer dizileri ile yapilarak beklenen
boyuttaki bantlar elde edilmistir (Sekil 4. 6). Kullanilan primerler daha once
Ingiltere, Fransa ve Kanada gibi iilkelere ait izolatlarin tanisinda kesin sonugclar
vermistir [12, 46]. Fusarium tiirleri yiliksek cesitlilik gostermeleri, sistematik
calismalarinin zor olmast ve firettikleri mikotoksinlerin biyolojik silah olarak
kullanim potansiyellerinin olmasi1 [55] nedeniyle hizli tan1 yOntemlerine
gereksinim duyulan patojenlerdir. Bitkilerde hastalik yapan {i¢ 6nemli (digerleri
Penicillium ve Aspergillus) mantar cinsinden biri olan Fusarium’lar konusunda
diinyada genetik calismalarin azlig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle iilkemizde
zirai agidan ciddi bir tehdit olusturan Fusarium tiirlerinin daha fazla sayida
irklarinda genetik tiplendirme yapilmasi diisiiniilmektedir. Caligma kapsaminda
gen dis1 tekrarli dizileri acisindan filogenetik yakinliklari incelenen Marmara,
Balikesir ve Konya orijinli Fusarium culmorum ve graminearum irklarmin tiir
icinde yaklasik %50 benzerlik gosterdigi saptanmistir. UPGMA’ya gore yapilan
kiime analizinde Fusarium culmorum’un irklari arasinda en yiiksek benzerligi
Marmara (FCM56) ve Konya (FCK27) wklar1 gosterirken (%62); Fusarium
graminearum’da en yakin iki ik Sakarya orijinlidir ( FGS5 ve FGS4: %76



benzerlik). Tirler arasinda ise, F. graminearum (Sakarya) ve F. culmorum

(Marmara) arasinda sadece %27 benzerlik vardir.

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinda PCR’a dayal1 yontemler ile iilkemizde bitkisel
hastaliklara yol agan c¢esitli bakteri ve mantar irklar1 tanimlanmistir. Elde edilen
polimorfik parmak izleri Pseudomonas’in fasulye, domates ve zeytinde hastalik
yapan ii¢ patovarini ayirt etmemizi saglamistir. Fusarium irklarinda elde edilen
DNA bantlar ise istatistiksel agidan degerlendirilerek farkliliklarin yani sira
benzerlik oranlarim1 da ortaya koymustur. Elde edilen bulgular bitki koruma
programlarinda dogrudan kullanilabilir. Ayrica bu ¢alismanin, bitkisel ¢esitlilige
paralel olarak patojen cesitliliginin de yiiksek olmasi beklenen iilkemizde, genetik
tiplendirme caligmalarinin yayginlastiriimasinda katk1 saglayacagi

distiniilmektedir.
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