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Siyah damar ciiriiklik hastalig1 diinya capinda Brassica spp. bitkilerinin en
tahripkar hastalig1 olarak kabul edilmektedir. Siyah damar ¢iiriikliik hastalig1 etmeni
olan Xanthomonas campestris pv. campestris’in en Onemli konukgusu Brassica
oleracea’dir. Bu calisma, beyaz bas lahana iiretiminin yogun olarak yapildigi
Karadeniz Bolgesi’'ndeki Samsun, Amasya, Corum ve Tokat illerinde siyah damar
cliriiklik hastalik etmeninin yayginligi, bulunma orani ve siddetini saptamak, elde
edilen X. campestris pv. campestris izolatlarinin fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler
tanilamasi, irklarinin belirlenmesi ve tiim genom dizi analizi ile de etmene ait yapisal
ve fonksiyonel genom hakkinda bilgi edinmek amaciyla yapilmistir. Arazi
caligmalarinda etmene ait hastalik siddeti (%14.64), bulunma (%34.60) ve yayginlik
(%95.93) oranlart ile en yiiksek degere sahip il olarak Samsun ili tespit edilmis, bu ili
sirastyla Amasya, Corum ve Tokat illeri takip etmistir. Arazi ¢aligmalarinda elde
edilen 330 adet bakteriyel izolatin fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler tanilama ve
patojenisite testleri sonucunda 307 adedi X. campestris pv. campestris olarak
tamlanmistir. 1zolatlarin farkli Brassica spp. genotiplerindeki reaksiyonlarma gore
toplam 307 adet izolattan 47 adedi (%15.31) irk 1, 3 adedi (%0.98) 1tk 3, 211 adedi
(%68.73) 1rk 4, 2 adedi (%0.65) 1tk 6, 18 adedi (%5.86) 1rk 8 ve 26 adedi (%8.47) irk
9 olarak tanilanmistir. Yayginlik oranina gore ise 1. sirada 1rk 4, daha sonra sirasiyla
stirastyla irk 1, 1tk 9, 1k 8, 1rk 3 ve 1rk 6 tespit edilmistir. Hastalik etmeninin belirlenen
irklar1 arasinda 1k 2, wrk 5 ve wrk 7’ye ait izolatlar1 tespit edilmemistir. Her irk
grubundan izolatlar secilerek yapilan tiim genom dizi analizi sonuglarma gore, irk
diizeyinde populasyon yapisinin cografik orjinden bagimsiz olabilecegi sonucuna
vartlmigtir. Literatiir aragtirmasinda Tiirkiye’de daha onceden yapilmis benzer bir
caligmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle calismanin benzer konuyla ilgili ileride
yapilacak olan ¢aligmalara veri kaynagi olusturmasindan dolay1 biiyiik 6nem tasidigi
diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Siyah damar clirtikligii, Xanthomonas campestris pv.
campestris, Patojen 1rklari, Brassica oleracea, Tam genom dizi analizi
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ABSTRACT

PREVALENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BLACK ROT
DISEASE AGENT (Xanthomonas campestris pv. campestris) IN WHITE HEAD
CABBAGE PRODUCTION AREAS IN THE BLACK SEA REGION

Songiil ERKEN MERAL
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Plant Protection
Ph.D., December/2022
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Murat AKSOY

Black rot disease is the most devastating disease of Brassica spp. crops
worldwide. The most important host of black rot caused by Xanthomonas campestris
pv. campestris, is Brassica oleracea. This study was carried out to determine the
prevalence, incidence and severity of black rot disease in the provinces of Samsun,
Amasya, Corum and Tokat in the Central Black Sea Region, where white cabbage
production is intense, and to identify X. campestris pv. campestris isolates by
physiological, biochemical and molecular tests, determination of races and whole
genome sequence analysis to obtain information about the structural and functional
genome of the strains. In field surveys, Samsun province had the highest value in terms
of disease severity (14.64%), incidence (34.60%) and prevalence (95.93%) of the
disease, followed by Amasya, Corum and Tokat, respectively. As a result of
physiological, biochemical, molecular diagnostic and pathogenicity tests of 330
bacterial isolates obtained in field surveys, 307 of them were identified as X.
campestris pv. campestris. According to the reactions of different Brassica spp.
genotypes inoculated with X. campestris pv. campestris isolates, 47 (15.31%) of the
total 307 isolates were race 1, 3 (0.98%) race 3, 211 (68.73%) race 4, 2 (0.65%) race
6, 18 (5.86%) were race 8 and 26 (8.47%) as race 9. Race 4 was found the most
prevalent race, followed by race 1, race 9, race 8, race 3 and race 6, respectively. No
isolates belonging to race 2, race 5 and race 7 were detected among the determined
races of the disease agent. According to the results of the whole genome sequencing
analysis performed by selecting isolates from each racial group, it was concluded that
the population structure at the race level may be independent of the geographical
origin. In the literature search, no similar study has been found in Turkey before. For
this reason, it is thought that the study is of great importance as it creates a data source
for future studies on similar topics.

Keywords: Black rot, Xanthomonas campestris pv. campestris, Pathogen races,
Brassica oleracea, Full genome sequence analysis
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1. GIRIS

Lahanagiller (Brassicaceae) diinya genelinde toplam 338-360 cins ve yaklagik
3.709 tiir igeren genis bir familyadir (Al-Shehbaz vd., 2006; Warwick vd., 2006).
Tiirkiye’de ise lahanagiller familyasindan 96 cinse ait 270’1 endemik olmak iizere
yaklagik 705 tiir oldugu bilinmektedir (Gliner vd., 2012). Lahanagil grubu bitkiler
onemli vitaminler (A, B1-2, B6, C, E, K) ve mineraller (magnezyum, demir ve
kalsiyum) agisindan zengindir (Wink ve Van Wyk, 2008). Lahanagiller insan gidasi
olarak tiikketilmesinin yani1 sira hayvan yemi olarak tiiketilmesi, tibbi amag¢h kullanima,
aragtirmalarda model bitki olarak kullanimi, yiliksek verimli bitkilerden siis bitkilerine
kadar ¢ok farkli amaglarda kullanimi bakimindan ekonomik ©Oneme sahiptirler.
Diinyada en yaygimn olarak bulunan lahanagil sebzelerinin basinda lahana, turp,
karnabahar, brokoli ve alabas gelmektedir (Shankar vd., 2019). Molekiiler biyoloji ve
konukgu-patojen iligkilerinin arastirildig1 calismalarda model bitki olarak kullanilan
Arabidopsis thaliana da lahanagiller familyasinda yer alan bir bitkidir. Tiirkiye’de
yetistirilen ekonomik olarak énemli lahanagil tiirleri arasinda sebze olarak tiiketilen
Brassica oleracea ve B. rapa, yag bitkisi ve hayvan yemi olarak tiiketilen B. napus, B.
rapa, B. carinata, B. nigra ve B. juncea bulunmaktadir. B. oleracea tiirii sebzeler beyaz
ve kirmizi bas lahana, karnabahar, brokoli, Briiksel lahanasi ve yaprak lahanadir

(Tongug, 2009).

Diinya lahana tiretim miktarlar1 2016 ile 2020 yillarina ait veri ortalamalari
incelendiginde, en fazla iiretim yaklasik olarak 38 milyon ton ile Cin’de
gerceklestirilmistir. Cin’in diinya toplam lahana iiretim miktar1 igerisindeki pay1
yaklasik olarak %41’dir. Cin’den sonra en fazla {iretimin gergeklestirildigi tlilkeler
sirastyla Hindistan (%16.44), Rusya (%3.06), Ukrayna (%2.7), Endonezya (%2.96),
Kore (%1.50), Vietnam (%1.52) ve Japonya (%]1.4)’dir. Tiirkiye’nin diinya toplam
lahana tiretim miktar1 i¢erisindeki payi ise yaklasik olarak %1°dir (FAO, 2022).

Ulkemiz lahana iiretimi agisindan diinyada daha az iiretime sahip olmasina
ragmen lahana grubu sebzeler iilke beslenmesinde ve tarimsal ekonomide dnemli yer
tutmaktadir. Tiirkiye’de yetistirilen serin iklim sebzeleri {iretim miktar1 baz
alindiginda lahanagil sebzeleri %34’ kapsayarak 1. sirada yer almaktadir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore 2020 yilinda Tiirkiye toplam lahana (beyaz,
kirmizi, kara ve Briiksel), brokoli ve karnabahar iiretimi 370.519 dekar olup, beyaz

bas lahana (B. oleracea var. capitata subvar. alba) 137.593 dekar iiretim ile birinci
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sirada yer almaktadir. Beyaz bas lahanadan sonra en fazla iiretime sahip lahanagiller
familyasinda yer alan sebze tiirleri sirasiyla karnabahar (88.840 da), kirmizi bag lahana
(49.585 da), karalahana (47.544 da), brokoli (46.545 da) ve Briiksel lahana (1.574
da)’dir (TUIK, 2022).

Ulkemizde lahana iiretiminin yogun olarak yapildigi bolgelerden biri
Karadeniz Bolgesi’dir. 2020 y1li verilerine gore, Tiirkiye beyaz bas lahana tiretiminin
%25.23’1, kirmizi bas lahana {retiminin ise %49.42°si Karadeniz Bolgesi’nde
gerceklestirilmistir. Her iki grup i¢in de bolge olarak Karadeniz Bolgesi liretimde 1.
sirada yer almaktadir. Beyaz bas lahana iiretiminde Karadeniz Bolgesi’nden sonra en
fazla iiretim alanina sahip bélgeler sirastyla i¢ Anadolu Bolgesi (%19.66), Marmara
Bolgesi (9%16.50), Ege Bolgesi (%16.23) Akdeniz Bolgesi (%14.10), Dogu Anadolu
Bolgesi (%7.93) ve Giineydogu Anadolu Bolgesi (%0.35) dir (TUIK, 2022).

Karadeniz Bolgesi’'nde lahana fretimi agirlikli olarak Orta Karadeniz
Bolgesi’nde yapilmaktadir ve bu bolgede Samsun ili lahana yetistiriciliginde ilk sirada
yer almaktadir. 2020 yili igerisinde Karadeniz Bolgesi’nde iiretilen kirmizi bag
lahananin yaklagik olarak 9%99’u Samsun ilinde {iretilirken, beyaz bas lahananin
yaklasik olarak %73’li Samsun ilinde iiretilmistir. Samsun, Amasya, Corum ve Tokat
illerinin toplam iiretim miktar1 Karadeniz Bolgesi’nin %80.63’iinii Orta Karadeniz
Bolgesi’nin ise %98.78’ini karsilamaktadir (TUIK, 2022).

Diinya niifusu 2000 y1ilinda yaklasik olarak 6.1 milyar iken, 2021 y1linda %28'lik
artisla 7.8 milyara ulagsmistir. 2050 yilina kadar ise yaklasik olarak %25’lik artigla 9.7
milyara ulagmasi beklenmektedir (UN, 2019). Diinya niifusunun artmasina paralel
olarak insanlarin tarimsal iiriinlere olan talepleri de artis gdstermektedir. Bu nedenle
tarim alanlarinin kisitli oldugu dikkate alindiginda, birim alandan en yiiksek verimin
elde edilmesi 6n plana ¢ikmaktadir (Ricciardi vd., 2021). Lahanada verimi ve kaliteyi
etkileyen faktorlerden birisi bakteriyel hastaliklardir. Bakteriyel hastaliklarin
miicadelesi zordur ve bakirl preparatlar disinda kimyasal miicadelede kullanilabilecek

alternatif bakterisit etkili bitki koruma trtinleri siirlidir.

Diinya genelinde lahana ekim alanlarinda verim kaybina neden olan &nemli
bakteriyel hastalik etmenleri arasinda; siyah damar c¢iiriikliik etmeni Xanthomonas
campestris pv. campestris (Pammel 1895) Dowson 1939, bakteriyel leke etmenleri X.
campestris pv. raphani, Pseudomonas syringae pv. maculicola, ve Pseudomonas

viridiflava, bakteriyel c¢lirliklik etmeni Pectobacterium carotovorum subsp.



carotovorum bulunmaktadir (Koike vd., 2007; Ekman vd., 2014; Aksoy vd., 2017a;
2017b).

Siyah damar ciiriikliik hastaligina vaskiiler bir bakteri olan X. campestris pv.
campestris neden olmaktadir ve bu hastaligin diinya ¢apinda lahanagil bitkileri i¢in en
tahripkar ve 6nemli hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Hastaligin ekonomik olarak en
onemli konukgusu B. oleracea (lahana, karnabahar, brokoli, Briiksel lahanasi ve
yaprak lahana)’dir. Ancak diger lahanagil tiirlerini ve yabanci otlar1 da enfekte
edebilmektedir (Bradbury, 1986). Tipik hastalik belirtileri yaprak uclarinda olusan V
seklinde klorotik, nekrotik lezyonlar, vaskiiler dokularda kararma ve sonunda siyah

damar ¢iiriikliigl belirtisidir (Vicente vd., 2001).

Siyah damar c¢iiriikliik hastaligryla miicadele olduke¢a kisitlidir. Hastalik etmeni
tarlada kalan hastalikl bitki artiklarinda ve yabanci otlar sayesinde taginabilmektedir.
Bu nedenle hasat sonu bitki artiklarinin tarladan uzaklagtirilmasi ve yabanci otlarla
miicadele Onemlidir. Hastaliktan ari tohum ve fidelerin kullanimi gerekmektedir
(Williams, 1980). Bitki rotasyonu veya lahanagiller familyas1 disindaki kiiltiir bitkileri
ile en az 3 yillik ekim ndbeti tavsiye edilmektedir (Aksoy, 2007). Tavsiye edilen bu
kiiltiirel miicadele yoOntemlerinin pratikte siklikla uygulanamadigindan dolay1
dayanikli ¢esit kullanimi 6nemli bir miicadele stratejisidir. Kimyasal miicadelede etkin
bir bilesik bulunmamaktadir (Tongug, 2009). Tiirkiye’de bu hastaliga kars1 ruhsatli bir
kimyasal preparat bulunmamasina ragmen bazi iilkelerde bakir uygulamalari tavsiye

edilmektedir (Vicente ve Holub, 2013).

Ulkemizde lahana bakteriyel hastaliklariyla ilgili yapilan ¢alismalar oldukca
sinirhidir. Samsun ili Bafra ilgesi beyaz bas lahana iiretim alanlarinda X. campestris
pv. campestris’in varlig1 g¢esitli biyokimyasal testler ve patojenisite caligmalariyla
belirlenmistir. 2003-2004 yilinda yapilan arazi g¢alismalart sonucunda hastaligin
siddeti %41.6’lara kadar ulastig1 tespit edilmistir (Aksoy, 2007). Daha sonra etmen
Samsun ilinde karnabahar iiretim alanlarindan tespit edilmistir (Aksoy vd., 2018).
Akdeniz Bolgesinde 2004-2006 yillarinda lahana, brokoli, briiksel lahanasinda yapilan
calismada X. campestris pv. campestris etmeninin varliglr saptanmistir (Mirik vd.,
2008). Lahanagiller familyasina ait bazi ticari ¢esit tohumlarda bakteriyel hastalik
etmenlerinin varliginin saptanmasi ile ilgili bir ¢alisma sonucunda X. campestris pv.
campestris’e rastlanilmamasina ragmen bazi tohum Orneklerinin Erwinia ve

Pseudomonas spp. ile bulasik oldugu saptanmistir (Selguk, 2008).
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Bu doktora tezi ile,

1. Karadeniz Bolgesi’nde siyah damar ¢iiriikliik hastaliginin yayginligi, bulunma

orani ve siddetinin saptanmasi,

2. FElde edilen bolgesel X. campestris pv. campestris izolatlarinin morfolojik,

fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tanilarinin yapilmasi,

3. X campestris pv. campestris izolatlarinin 1rk diizeyinde tespitlerinin

iilkemizde ilk defa gerceklestirilmesi,

4. Segilen viriilent X. campestris pv. campestris irklarin tim genom dizileme

analizi ile yapisal ve fonksiyonel genom ¢aligmalarinin yapilmasi,

5. Bu calisma ile elde edilen X. campestris pv. campestris genomlart ve diger
iilkelerden izole edilen X. campestris pv. campestris genomlarinda bilinen tip
III salgt sistemi efektorleri ve viriilenslik genlerinin  varlik/yokluk

durumlarinin tilkemize ilk defa karsilagtirmali incelemesi,

Bu calismalar ile hastalikla ilgili miicadele konusunda 6neriler sunulmasi ve
ileride yapilacak 1slah ¢aligmalar1 icin hastalik etmeninin 1k diizeyinde tespiti

yapilmis izolatlarin elde edilmesi amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Siyah Damar Ciiriikliik Hastah@1 (Xanthomonas campestris pv.

campestris)

Diinyada ekonomik ve bilimsel olarak en 6nemli olarak belirlenen fitopatojenik
bakteri cinsleri; Agrobacterium, Clavibacter, Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia,
Xylella ve Xanthomonas’dir (Mansfield vd., 2012). Xanthomonas cinsi ¢ok genis bir
konukgu dizisine sahiptir ve yaklagik 350 bitki tilirlinii enfekte ettigi bilinmektedir
(Leyns vd., 1984; Tripathi vd., 2009). Xanthomonas’larin neden oldugu hastalik
belirtileri de ¢ok cesitlidir. Bunlar; nekroz, kloroz, solgunlasma, bodurluk, ¢iiriikliik
ve kanser belirtileridir (Rudolph, 1993). Fitopatojenik ¢aligmalarin artmasiyla
Xanthomonas cinsinin 140’1n iizerinde patojenik varyetesi siniflandirilmistir (Vauterin
vd, 2000). Xanthomonas tiirleri konuk¢u dizisine gore ayrilmistir ve daha az taksonda
birlestirilmistir ve yeni patojenik varyetelerin tespit edilmesiyle tiiriin altina eklenerek

siniflandirma giincellenmistir (Dye ve Lelliott, 1974; Dye vd., 1980).

Genis bir konukgu dizisine sahip olan X. campestris tiirii farkli Brassica spp.
konukgu spesifikligine bagl olarak patojenik varyetelere ayrilmustir. Ik olarak Dye
vd. (1980) tarafindan X. campestris 100’iin lizerinde patojenik varyeteye ayrilmistir.
Daha sonra, 1995 yilinda DNA-DNA hibridizasyonuna bagli olarak yapilan
simiflandirmaya gore 6 patojenik varyete olarak siniflandirilmistir: X. campestris pv.
aberrans (Knosel, 1961), X. campestris pv. barbareae (Burkholder, 1941), X.
campestris pv. raphani (White, 1930), X. campestris pv. armoraciae (Dye vd., 1980),
X. campestris pv. campestris (Pammel) Dowson ve X. campestris pv. incanae

(Kendrick ve Baker, 1942; Dye vd., 1980; Vauterin vd.,1995).

Patojenik varyeteler (patovar), izole edildikleri konuk¢u bitkide olusturdugu
belirti tipine gore tanimlanirken, ¢ogu X. campestris patojenik varyetelerinin
isimlendirmelerinin Gtesinde daha genis bir konukgu kitlesine sahiptir (Fargier ve
Manceau, 2007). Bu nedenle var olan X. campestris’in patojenik varyetelerin
ayrimiyla ilgili baz1 tartigmalar bulunmaktadir (Vicente vd, 2001, 2006; Fargier ve
Manceau, 2007). Ornegin, Vicente vd. (2006) tarafindan yapilan caligmada X
campestris pv. raphani’nin wklar1 belirlendikten sonra bunlarin diger patojenik
varyetelerle genetik olarak benzerlik/farklilik durumlarina bakildiginda, vaskiiler

olmayan yaprak lekesi belirtilerine sebep olan X. campestris izolatlarinin X. campestris



pv. armoraciae degil, X. campestris pv. raphani olarak tanimlanmasi gerektigi
belirtilmigtir. Filogenetik ¢aligmalar, genomik diizeyde yapilan caligmalar ve daha
genis Brassica spp. konukcu dizisinde yapilan patojenisite denemeleri sonucunda, X.
campestris’in li¢ patojenik varyeteye (X. campestris pv. campestris, X. campestris pv.
incanae ve X. campestris pv. raphani) ayrilmasi onerilmistir (Fargier vd., 2011). X.
campestris pv. campestris siyah damar ¢iiriikliik hastaligina, X. campestris pv. raphani
Solanacaeae ve Brassicaceae familyasi bitkilerinde yaprak lekelerine, X. campestris
pv. incanae ise siis bitkilerinde bakteriyel yaniklik belirtilerine sebep olmaktadir
(Fargier ve Manceau, 2007; Fargier vd., 2011). Cok zayif patojenisite gosteren veya
patojen olmayan X. campestris izolatlar1 ise yapilan c¢oklu lokus dizi analizlerine
(multilocus sequence analysis, MLSA) gore dordiincii grup olarak ayri
siniflandirilmistir (Fargier ve Manceau, 2007; Fargier vd., 2011). Ancak X
campestris’in patojenik varyetelerine ayrilmasi ile ilgili heniiz bir fikir birligine
varilmamaistir ve tartigmalar hala devam etmektedir (Tavora vd., 2022). Simdiye kadar
yapilan ¢alismalarin biiyiik bir cogunlugu X. campestris pv. campestris ile ilgili olup,
diger patojenik varyeteler ile ilgili ¢alismalar daha siirli sayida bulunmaktadir ve
ekonomik olarak da campestris patojenik varyetesinin digerlerine kiyasla daha énemli

oldugu vurgulanmistir (Dubrow vd., 2022).

Xanthomonas campestris pv. campestris Gram negatif, aerobik, tek kamgili
polar ve cubuk seklindedir (0.4-0.7 x 0.7-1.8 um). Xanthomonas’larin en ¢ok iirettigi
ekstraseliiler polisakkarid (EPS) xanthandir. Xanthan’in bir viriilens faktorii oldugu ve
bu EPS’yi liretmeyen mutant irklarin bitkilerde hastalik olusturmadig: bildirilmistir
(Sutton ve Williams, 1970). Xanthomonas tiirleri xanthomonadin adl1 bakteriyi giines
1s18indan koruyan sar1 bir pigment madde iretirler. Bu pigment bakterinin yaprak
iizerinde kaldig1 donemde giines zararindan korunma ag¢isindan énemlidir (Chun vd.,

1997).

Siyah damar c¢iiriikliigli tohum kokenli bir hastalik olup, primer inokulum
kaynag1 etmeni tasiyan bulagik tohumlardir. 10.000 adet tohum igerisinde sadece 1
adet tohumun hastalik etmeniyle bulasik olmasi durumunda tarlada epidemiye sebep
olabilecegi bildirilmistir (Williams, 1980; Schaad vd., 1989). X. campestris pv.
campestris’in tohumda 3 yila kadar canli kalabildigi bildirilmistir (Roohie ve Umesha,
2012). Bulasik tohumlarda ¢imlenmeyle birlikte fideler enfekte olur veya bakteri daha
sonradan bitkiye dogal agiklik veya yaralardan da girebilir (Dane ve Shaw, 1996).



Hastaligin taginmasi ve yayilmasi boceklerle de olabilmektedir (Shelton ve Hunter,
1985). Etmen i¢in nemli ve sicak hava kosullar1 ¢ok uygundur (Staub ve Williams,
1972), optimum sicaklik araligi 25-30 °C, minimum 5 °C, ve maksimum 35 °C’dir.
Optimum pH aralig1 ise 6.5-7’dir (Deivanmani ve Muthamilan, 2016). Etmenin sebep
oldugu iki tip belirti bulunmaktadir. En tipik belirtisi bitkilerinin vaskiiler
sistemlerinde, “xanthan”in ksilem demetini tikamasiyla suyun akisinin engellenmesi
sonucu, yaprak uclarinda olusan V seklinde klorotik, nekrotik lezyonlar ve vaskiiler
dokularda kararmalar seklindedir. Bakteri bitkide hareket ettikce, vaskiiler dokular
koyulasir ve siyah cliriikliige neden olur. Uygun kosullar altinda, siyah g¢iiriikliik
belirtisi bakteri girisini takiben 10-14 giin i¢inde goriilmektedir (Williams, 1980).
Diger bir belirti ise enfeksiyonun erken donemlerinde damarlarda nekroz olmadan

damar arasi dokularda meydana gelen bakteriyel yanikliktir (Shigaki vd., 2000).

X. campestris pv. campestris ilk kez 1890’11 yillarda Amerika’nin Wisconsin
eyaletinde yetistirilen lahana bitkilerinden alinan 6rneklerden H. L. Russell tarafindan
tanimlanmistir (Williams, 1980). Daha sonra bircok iilkede tespit edilmistir.
Ingiltere’de (Vicente vd., 2001), Portekiz (Pinto-Ganhao, 1962; Vicente vd., 2006;
Cruz vd., 2017), Nepal (Shrestha vd, 1977, Jensen vd., 2010), ispanya (Lema vd.,
2012), Dogu Afrika (Mulema vd., 2012), Gliney Mozambik (Bila vd., 2013), Hindistan
(Rathaur vd., 2015; Singh vd., 2016), Sirbistan (Popovi¢ vd., 2019), italya (Bella vd.,
2019), Brezilya (Batista vd., 2021) ve Cezayir’de (Laala vd., 2021) siyah damar
cliriikliik hastaliginin varligi rapor edilmistir. Xanthomonas campestris pv. campestris

etmeninin diinyadaki yayilis durumunu gdsteren harita Sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil 2.1.  Xanthomonas campestris pv. campestris etmeninin diinyadaki yayilis durumu (CABI,
2022) (Koyu renk ile isaretlenmis alanlar etmenin varligini gostermektedir)
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Hindistan’da siyah damar ¢tirtikliigli hastalig1 ilk kez Bombay’dan alinan lahana
orneklerinde tespit edilmis (Patwardhan, 1928), daha sonra hastaligin varlig
Hindistan’1n diger bolgelerinde de saptanmistir. ‘Golden Acre’ ve ‘Pride of India’ gibi
hassas lahana cesitlerinde hastalik %50’lere varan oranda iiriin kaybima yol agti1
belirtilmistir. Hindistan’in Tamil Nadu eyaletinde ise siyah damar c¢iiriikliigii goriilen
hastalikli lahana 6rneklerinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testleri yapilmis
ve etmen X. campestris pv. campestris olarak saptanmistir (Deivanmani ve

Muthamilan, 2016).

Portekiz’de X. campestris pv. campestris’in neden oldugu siyah damar
cliriikligii lahana, turp, ve hardal bitkilerinde ilk kez 1961 yilinda kayit altina
alimmistir (Pinto-Ganhao, 1962).

Sirbistan’da Popovic vd. (2013) tarafindan 2010 yilinda lahana, brokoli ve
yaprak lahasindan elde edilen X. campestris pv. campestris izolatlarinin fizyolojik ve
biyokimyasal testlere gore tespitinden sonra genetik karakterizasyonu yapilmistir. Bu
amacla 16S rDNA, ERIC ve BOX primerleri kullanilarak PCR yapilmistir. Yaprak
lahanas1 ve brokoli izolatlarinin BOX primerleri ile PCR’1 sonucunda X. campestris
pv. campestris referans (NCPBB 1144) izolatiyla yiiksek derecede benzerligi
saptanmigtir. PCR analizlerinden elde edilen verilerin kiimeleme analizi sonucunda 2
temel kiime olusturulmustur. Birincisinde yaprak lahanasi, brokoli ve referans,

ikinicisinde lahanadan izole edilen tiim izolatlar yer almistir.

Cezayir’de Laala vd. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada 2011 ve 2014
yillart arasinda toplam 170 adet X. campestris pv. campestris izolat1 elde edilmistir.
gyrB ve rpoD gen dizileri kullanilarak ¢oklu lokus dizi analizi (MLSA) yapilmasinin
sonucunda, tiim Cezayir izolatlarinin ayni kiimede yer aldig: tespit edilmistir. Ayrica,
izolatlarin toplandiklar1 bolgeleri zirai iklimsel kosullari, toplandiklar yil ve konukgu
bitki olan lahananin tohum ¢esidi ile izolatlarin genetik 6zellikleri arasinda bir baglanti

bulunamamastir.

X. campestris pv. campestris’in karakterizasyonu biiyiik 6l¢lide fizyolojik,
biyokimyasal ve patojenisite testlerine baglidir. Ancak patojen iginde irklar arasi
farkliliklar mevcuttur (Popovic vd., 2013). Etmen katalaz pozitif ve oksidaz negatifir.
Nisastanin hidrolizi, eskulinin hidrolizi, 35 °C’de gelisme ve tiitiinde asir1 duyarlilik
testlerinde pozitif reaksiyon vermistir (Schaad, 2001; Aksoy, 2007). Fizyolojik ve
biyokimyasal testlerle diger Gram negatif aerobik bakteriler Pseudomonas,
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Acidovorax, Bulkholderia ve Ralstonia’dan kolaylikla ayirt edilebilirler (Schaad,
2001). Popovic vd. (2013) tarafindan X. campestris pv. campestris izolatlarinin
fenotipik ve genotipik karakterizasyonu sonucunda izolatlar maltoz, mannoz, sorbitol
gibi karbonhidratlardan az miktarda asit olusturdugu gdzlenmistir. Bakterilerin
molekiiler yontemlerle tanilanmasinda ve filogenik iliskilerinin belirlenmesinde 16S
rRNA gen dizilimi analizi en pratik ve yaygin yontemlerden biridir. Tohumdan izole
edilen X. campestris pv. campestris’in biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu
yapilmis ve 16S rRNA gen dizilimi analizinin daha kesin sonuclar verdigi belirtmistir
(Roohie ve Umesha, 2012).

X. campestris pv. campestris’de tip 111 salg1 sistemi hrp (hypersensitive reaction
and pathogenicity, asir1 duyarlilik ve hastalik olusturma) genleri tarafindan kodlanir
ve hrp kiimesi hpa2 den hrpF’ye kadar toplam 26 genden olugmaktadir. Bunlarin
arasinda hrpF geninin X. campestris’in patojenik varyetelerine ayrilmasi testlerinde
uygun olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Alfano ve Collmer, 1997; Park vd., 2004;
Berg vd.,2006; Rathaur vd., 2015).

2.2. Xanthomonas campestris pv. campestris’in Irklar

X. campestris pv. campestris 'in konukcu 1rklar1 farkl Brassica spp. bitkilerinde
meydana getirdigi degisik belirtilere gore belirlenmistir. X. campestris pv. campestris
izolatlarinin 1k diizeyinde cesitliligi ile ilgili yapilan c¢alismalar, dayanikliligin
kaynagini belirlemek ve 1slah programlar1 i¢in 6nem arz etmektedir (Vicente ve Holub,
2013). X. campestris pv. campestris izolatlarimin 1rk diizeyinde c¢esitliligi ile bir¢cok

iilkede yapilmis caligmalar mevcuttur.

Irk belirleme ¢alismalarinda oncelikle, X. campestris pv. campestris izolatlar1 B.
rapa ve B. juncea genotiplerindeki gosterilen reaksiyonlara gore 5 irka (0-4)
ayrilmistir (Kamoun vd., 1992). Ignatov vd. 1998 yilinda dayanikl B. oleracea ve B.
napus genotipleri ile yaptig1 bir ¢aligmada farkli reaksiyon gosterdiklerini belirterek
itk 1°1 2 farkli irk olarak ayirmislardir. Daha sonra etmenin B. oleracea, B. rapa, B.
Jjuncea, B. napus ve B. carinata’daki gosterdigi reaksiyonlara gore 6 irka ayrilmis, irk
0, irk 6 olarak yeniden diizenlenmistir (Vicente vd, 2001). Ayni konuk¢u genotipleri
ama farkli X. campestris pv. campestris izolatlariyla yapilan diger bir ¢aligmada ise ii¢
yeni 1tk daha bildirilmistir (Fargier ve Manceau, 2007). Son olarak Cruz vd. (2017)
Portekiz’de Brassica spp. bitkilerinden elde edilen X. campestris pv. campestris

izolatlarinda mevcut 1rklarin disinda 1rk 10 ve 11 isimli iki yeni irkin varligini rapor
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etmistir. Ancak bu c¢alisma icin daha fazla analiz yapilmasina ihtiya¢ bulundugu
diisiiniilmektedir (Batista vd., 2021) ve son ¢alismalarda 9 farkli irkin varligi kabul
edilmektedir (Tavora vd., 2022). Xanthomonas campestris pv. campestris rklarinin
ayriminda kullanilan farkli Brassica spp. genotipleri ve bu genotiplere gosterilen
reaksiyonlart ve gen-ig¢in-gen hipotezi Ornekleri birlikte hazirlanan bilgiler Tablo

2.1°de verilmistir.

Irklar ve degisik Brassica tiirleri arasindaki etkilesim gen-i¢in-gen (gene-for-
gene) modeliyle agiklanmistir (Vicente vd., 2006). En az bes adet aviriilenslik (avr)
geni ve buna karsilik olan dayaniklilik geni (R) 6ne siiriilmiistiir. Ancak bu agiklama
bir varsayim niteliginde olup, heniiz molekiiler ¢aligmalar ile desteklenmemistir.
Ornegin, 1rk 7 (avr 5)’e kars1 B. juncea’da yeni bir dayaniklilik geninin (R5) oldugu
tespit edilmistir (Fargier ve Manceau, 2007). X. campestris pv. campestris ik 4'e
baskin dayaniklilik veren tek bir genetik lokus (R4c), B. napus'ta haritalanmistir. B.
carinata'da (RIc'ye karsilik gelebilir) itk 1 ve 4'e baskin dayaniklilik veren tek bir
lokusun ve B. oleracea'da (R3c'ye karsilik gelebilir) irk 3'e baskin dayaniklilik
saglayan tek bir lokusun varligi, dayaniklilik ve kalitim ¢aligmalari ile 6ne stirtilmiistiir
(Vicente vd., 2002). Ayrica, Brassica tirlerinde X. campestris pv. campestris
izolatlarina kars1 aviriilenslik kazandiran genler tanimlanmistir (Castafieda vd., 2005;
He vd., 2007) ve xopAH ve xopE genlerinin, X. campestris pv. campestris modelinde
tahmin edilen aviriilens genleri A/c ve A4c'ye karsilik geldigi One stiriilmiistiir

(Vicente ve Holub, 2013).
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Tablo 2.1.  Xanthomonas campestris pv. campestris irklarimin ayriminda kullanilan farkli Brassica spp. genotipleri ve bu genotiplere gosterilen reaksiyonlar1 ve gen-igin-gen
hipotezi 6rnekleri (Vicente vd., 2001; Fargier ve Manceau, 2007; Vicente ve Holub, 2013 ve Cruz vd., 2017).

Irk/Aviriilens geni (A)"™

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Al . Al Al1? . . . Al Al

A2 . . . . . A2 -
A3 A3 A3 A3 . . A3 A3
. . A4

Bitki Cesidi Orijin? Tiir Dayaniklilik geni (R)® .. .. .. .. A5 .. A5

Wirosa F1 Bejo B. oleracea .. . . . B e € Jas - - - + + o+ 4

Just Right Hybrid Turnip Otis B. rapa . . B 1 - - - - + + o+ -

Seven Top Turnip Otis B. rapa . R2 - R4 . + - +,d -+ -+ + + - -

PI 199947 USDA B. carinata Rl .. . R4 . - (DA - -/(+) + + + - -

Florida Broad Leaf Mustard Otis B. juncea R1 . . R4? RS - + - - -/(+) + - - -

Miracle F1 Bejo B.oleracea .. . R} . B ¢ N o N S €5 A S

SxD1 WHRI B. oleracea + -/(+) - + - H+ + te te

COB60 WHRI B. napus + (+H)/+ + - + + + te te

a Tohum kaynaklari: Bejo= Bejo Zaden, Netherlands; Otis= Otis S. Twilley Seed Co., United States; USDA: U.S. Department of Agriculture, National Plant Germplasm
System; WHRI: Warwick HRI, The University of Warwick, United Kingdom.

b A1? = Aviriilens geni varligi ihtimali (Vicente vd., 2001); R4??=Dayaniklilik geni varlig1 ihtimali (Vicente vd., 2001).

¢ + = hassas; - = dayanikli; (+)= zayif hastalik belirtisi gelisimi; d=degisken sonuglar; te=test edilmemis.
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X. campestris pv. campestris’in 1tk ayriminda diger bir yontem olarak
genomdaki korunmus, tekrarlanan DNA dizileri kullanilmis, bu amacla spesifik
primerlerle rep-PCR yontemi kullanilmaktadir. Tekrarlanan DNA dizilerinden 3 tipi
tanimlanmistir: 1) tekrarlanan ekstrajenik palindromik (REP), 2) Entobakteriyel
tekrarlanan interjenik palindromik konsensiis (ERIC), 3) BOX element (Rademaker
vd., 1997; Rademaker vd, 2004). Cok sayida X. campestris pv. campestris izolat1 rep-
PCR kullanarak genetik parmak izi yaklasimiyla karakterize edilmistir (Popovic vd.,
2013). Rep-PCR yontemi diger yontemlere gére daha kisa zamanda sonug verebilen,
ucuz ve giivenilir bir yontem olarak bildirilmistir (Lopez vd., 2006; Jensen vd., 2010).
Ancak Lema vd. (2012)’1 rep-PCR’ 1 X. campestris pv. campestris izolatlarimin irk
belirlenmesi i¢in uygun bir yontem olmadigin1 ve farkli Brassica tiirleri kullanilarak
uygulanan yontemin daha giivenilir oldugunu bildirmistir. Her bir ydntemin
uygulanabilirlik, tiretkenlik, ekipman istekleri agisindan avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Ancak X. campestris pv. campestris’in 1k g¢esitliligi ile ilgili
caligmalarin biiyiik bir cogunlugu Brassica spp. konukgularinda gosterdigi reaksiyona

gore yapilmistir.

Portekiz orjinli X. campestris pv. campestris izolatlar1 ile Vicente vd. (2006)
tarafindan yapilan bir calismada, 1rk 1 ve 4’iin en virulent ve en yaygin irklar oldugu,
1tk 2, 3 ve 5’in daha az goriildiigii ve 1rk 6’nin ise sadece B. rapa 'da kayit altina alindig:
bildirilmistir. Daha sonra 1tk 10 ve 11’in diinyadaki ilk kayd1 Portekiz’de yapilmistir
(Cruz vd., 2017). Ancak irk 10 ve 1irk 11’in tespiti konusunda siipheler bulunmaktadir
(Batista vd., 2021). X. campestris pv. campestris’in 1rklariin yapisinin dinamik
oldugu ve farkli cografik bolgelerde irklarin farklilastigi diisiiniilmektedir (Cruz vd.,
2017).

Nepal orjinli 39 adet X. campestris pv. campestris izolat1 lahanadan, 4 izolat
karnabahardan ve 1 izolat ise hardal otundan elde edilmistir. Nepal izolatlar1 arasindaki
genetik ¢esitliligi gozlemlemek amaciyla rep-PCR ve 1k ayrim seti kullanilarak
yapilan ¢caligmalar sonucunda, karnabahardan elde edilen X. campestris pv. campestris
izolatlarinin hepsi 1irk 4, hardal otundan elde edilen izolat irk 6, lahanalardan elde
edilen X. campestris pv. campestris izolatlari ise itk 1,4, 5, 6 ve 7 olarak belirlenmistir.
Rep-PCR profillerinden olusturulan dendograma gore Nepal’deki X. campestris pv.
campestris izolatlar1 diger Xanthomonas spp. ve patojenik varyetelerinden farkl

gruplandirilmistir. Irk 1 izolatlar: birlikte siniflandirilirken, 1tk 4, 5 ve 6 izolatlar1 iki
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ayr1 gruba ayrilmigtir. Farkli irklarin varligi ve patojenin genetik ¢esitliligi, Nepal’de
yetistirilecek olan dayanikli ¢esit 1slahinda 6nemli oldugu belirtilmistir (Jensen vd.,

2010).

Ispanya’da Lema vd. (2012) tarafindan yapilan calismada Brassica spp.
bitkilerinden elde edilen 75 X. campestris pv. campestris izolatinin 1rklari, degisik
Brassica spp. ¢esitlerinde gosterdigi reaksiyon ve rep-PCR yontemiyle belirlenmistir.
Irk belirlemesi ¢alismalar1 sonucunda 1k 1, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9’un Ispanya’da varlig
tespit edilirken 1rk 1 ve 4’lin en agresif ve yaygin irklar oldugu vurgulanmistir. B.
oleracea i¢in 1rk 4’lin ve B. rapa icin 1rk 6’nin en sik rastlanilan irk oldugundan dolay1
islah programlarinda bu wrklarin 6zellikle dikkate alinmasi gerektigi Onerilmistir.
Ayrica rep-PCR yonteminin X. campestris pv. campestris irklarii ayirmada giivenilir
bir yontem olmadig1, onun yerine farkli Brassica spp. genotipleri kullanilarak yapilan
calismanin veya bagka alternatif yontemlerin gelecek ¢alismalar i¢in uygulanmasi

Onerilmistir.

Hindistan’da etmenin yayilimi, genetik cesitlilik ve irklarmin belirlenmesi i¢in
Hindistan’in 19 farkli eyaletinden toplanan X. campestris pv. campestris izolatlariyla
ilgili yapilan calismada, izolatlar morfolojik, ArpF ve 16S rRNA genlerine bagh
molekiiler  markirlarla  ve  patojenite  testleriyle  tanilanmigtir.  Irklarin
karakterizasyonunda 7 farkli Brassica spp. genotipi kullanilmigtir. Caligma sonucunda
itk 1, 4 ve 6 belirlenmis ve 1tk 1 ve 4’{in Hindistan’1n 6rnek toplanan eyaletleri i¢in en
baskin 1rklar oldugu belirtilmistir. Hindistan izolatlarinin genetik cesitliligini
incelemek tizere REP, ERIC ve BOX tekrarlanan elementleri kullanilarak rep-PCR
yapilmis ve gruplandirilan parmak izi analizinden wrklar arasinda, konukgular ve

cografik orijin agisindan agik bir iligki bulunamamistir (Singh vd., 2016).
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2.3. Xanthomonas campestris pv. campestris ile 1lgili Genomik Calismalar

X. campestris pv. campestris’in genom biiylkligii 4.9-5.2 Mb araligindadir ve
yaklasik %65 GC igerigine sahiptir. X. campestris pv. campestris genomunda tek bir
halkasal kromozom bulundugu ve plazmid igermedigi belirtilmistir (Qian vd., 2005;
Lu vd.,2008). Ancak artan genomik c¢aligmalarla birlikte baz1 izolatlarin 3’e kadar
plazmid igerdigi tespit edilmistir (Bolot vd., 2013b).

Xanthomonadaceae familyasindan genom dizilemesi yapilan ilk etmen Xylella
fastidiosa’dir (Simpson vd., 2000). X. campestris pv. campestris genomu dizilemesi
ise ilk defa ATCC33914 isimli izolat ile yapilmistir (da Silva vd., 2002). Diinyada
simdiye kadar genom dizilemesi yapilmis ve NCBI Genbank’ta kayitli 70°den fazla X.

campestris pv. campestris izolat1 bulunmaktadir.

Izolatlarm tiim genom dizileme analiz sonuglari, hastalik etmeni ve konukgusu
arasindaki iliskiyi ve etmenin yapisal ve fonksiyonel genomunu anlamada yardimci
olmaktadir. Mevcut olan X. campestris pv. campestris genom referanslari diger
Xanthomonas tiirleriyle genom capinda kiyaslamak i¢in 6nem arz etmektedir (Liu vd.,
2015). X. campestris pv. campestris’te viriilenslik ve patojenite agisindan yaklasik 250
genin gerekli oldugu belirlenmistir. Ancak sistemde bulunan genlerin hastaligin

olusmasi agisindan rolleri tam olarak bilinmemektedir (Qian vd., 2005; Tongug, 2009).

Simdiye kadar 70’den fazla X. campestris pv. campestris izolatinin tiim genom
dizilemesi yapilmasina ragmen bunlardan az bir kisminin irki bilinmektedir. Tiim
genom dizilemesi yapilmis k1 belli olan X. campestris pv. campestris izolatlardan
bazilari; B100 (1irk 1) (Vorholter vd. 2008), WHRI 3811 (irk 1) (Kong vd. 2019), Xca5
(irk 1) (Bolot vd., 2013a), CFBP 1869 (irk 1) (Bolot vd., 2015) ATCC 33913 (irk 3)
(da Silva vd., 2002), Xcc-C7 (irk 4) (Singh vd., 2022), CFBP 5817 (irk 4) (Bolot vd.,
2015), 8004 (irk 9) (Qian vd., 2005)’dir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada ise,
farkli irk gruplarini temsilen toplam 17 adet X. campestris pv. campestris izolatinin
(irk 1’e ait CFBP 1119, CNO1 ve CN20, 1rk 3¢ ait CFBP 5683, irk 4’¢ ait 147, CFBP
4956 ve CN19, 1irk 5’¢ ait CFBP 1712, CFBP 1713 ve CFBP 6865R, irk 6’a ait CFBP
4956, irk 7’e ait CFBP 4953, CFBP 5130 ve CN10, 1irk 8’¢ ait CFBP 1121, irk 9’a ait
CFBP 4955, CFBP 6863) tim genom dizileri kayit altina alinmistir (Bellenot vd.,
2022).

14



Qian vd. (2005) tarafindan 8004 isimli irk 9’a ait X. campestris pv. campestris
izolatinin genom dizilerini elde edilerek ATCC 33913 isimli itk 3 izolat1 ile
karsilastirtlmistir. 8004 isimli izolat karnabahardan izole edilmistir ve rifampicin’e
kars1 dayanikli bir izolattir. Karsilastirmali genom dizi analizi sonucunda, her iki
genomunda gen igerigi agisindan yiiksek derecede korunmus oldugu ifade edilmistir.
Kodlanan genlerin (CDSs) biiyiik bir cogunlugunun (3467 adet) niikleik asit dizilerine
gore ayni oldugu belirtilmistir. X. campestris pv. campestris 8004 isimli izolatin
yiiksek GC igerigine sahip oldugu (%64.9), plasmid tasimadigi, tahmin edilen 4273
kodlanmis diziden, 2671 adedinin fonksiyonu belirlenmistir. Toplamda yaklasik 250
adet genin patojenisiteden sorumlu oldugu tespit edilmistir. Benzer sonuglar, da Silva
vd. (2002)’nin yaptig1 calismada da belirtilmistir. Her iki caligma da bakteriyel
viriilenslik faktorlerini belirlemek i¢in mutasyona dayali kapsamli g¢alismalarin

gerekliligi vurgulanmastir.

Amerika orjinli itk 1’e ait Xca5 isimli izolati Oncelikle patojenik varyete
armoraciae olarak smiflandirilmigtir. Ancak sonradan yapilan patojenisite testleri ve
coklu lokus dizi analizleri ile birlikte patojenik varyete campestris olarak
siniflandirilmistir  (Vicente vd., 2001). Daha sonra, GAllxillumina platformu
kullanilarak shotgun dizileme sonucunda, 4.9 Mb biiyiikliigiinde %65.2 GC igerigine
sahip genom dizisi elde edilmistir. Referans olarak mevcut B100, 8004 ve ATCC
33913 isimli X. campestris pv. campestris genomlar1 baz alinarak anotasyon
yapildiginda toplam 4592 kodlanan dizi (CDS), 51 tRNA geni ve 2 adet rRNA geni
tespit edimistir. Oz genoma dayali filogenetik analiz sonucu 8004 ve ATCC 33913
isimli izolatlar ile yakin iligkili oldugu ve 3711 kodlanan dizinin ortak oldugu
belirlenmistir. Ayrica X. campestris pv. campestris genomunda ilk kez plasmidin

varlig1 kayit altina alinmistir (Bolot vd., 2013a).

Bolot vd. (2013b) tarafindan yapilan diger bir ¢aligmada ise 3 adet atipik
oldugu diisiiniilen X. campestris pv. campestris genomu (CN14, CN15 ve CN16) kayit
altina alinmustir. Cin’de 2003 yilinda izole edilen CN14, CN15 ve CN16 isimli
izolatlar Arabidopsis thaliana’da yiiksek virtilenslik gosterdigi belirlenmistir. Hiseq
2000 illumina platformunda shotgun dizileme teknolojisi ile elde edilen genom dizileri
biiytikliikleri sirasiyla 4.9, 4.92 ve 4.93 Mb, GC igerikleri %65 civarinda, kodlanan
dizi sayis1 4.733, 4.800 ve 4.793’dir. Ayn1 sekilde sirasiyla 22, 22 ve 23 adet tip III

salg1 sistemi proteinlerini icerdigi saptanmistir. Bunlarin disinda 52 adet tRNA geni

15



ve sirastyla 3, 4 ve 4 adet rRNA geni tanimlanmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismada,
Xca5 genomu ile referans genomlarin (X. campestris pv. campestris 8004 ve ATCC
33913 isimli izolatlara ait genom dizileri) kiyaslamasinda ortak 3711 adet kodlanan
dizi oldugu tespit edilirken (Bolot vd, 2013a) bu ¢aligmada CN14, CN15 ve CN16
isimli izolatlarin genomunda ortak sirasiyla 3.635, 3.648 ve 3.646 adet kodlanan dizi
oldugu bulunmustur. Bu izolatlarin daha az sayida ortak kodlanan gen igerdigi
saptanmasi nedeniyle, genomik diizeyde yapilan karsilagtirmalarda tiirigi spesifiklik
konusunda X. campestris pv. campestris i¢in genomik cesitliligi sagladigi

diistiniilmektedir.

Bolot vd. (2015) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, Fildisi Sahili’nden
izole edilen CFBP 1869 isimli 1k 1 izolat1 ve Sili orijinli CFBP 5817 isimli 1tk 4 grubu
izolatmin Hiseq 2000 Illumina platformunda shotgun dizileme sonucunda sirasiyla
5.01 ve 4.92 Mb biiytikliigiinde genom dizileri elde edilmistir. Referans genom olarak
alinan B100, 8004 ve ATCC 33913 izolat genomlari ile anotasyon sonucu her ikisinde
de 53 adet tRNA ve 3 adet rRNA genlerinin yan1 sira, CFBP 1869’¢ ait 4535, CFBP
5817’¢ ait ise 4432 adet kodlanan dizi tanimlanmigtir. Genom dizileriyle tip III salgi
sistemi efektorlerini kodlayan genler tarandiginda, CFBP 1869’¢ ait genomunda xopG,
xopAC (avrAC), xopALI ve CFBP 5817 genomunda ise xopJ5 efektdér genlerinin

varlig1 yoniinden farklilik gézlemlenmistir.

Liu vd. (2015) tarafindan Tayvan’dan izole edilen X. campestris pv. campestris
17 isimli izolatin tiim genom dizilemesi yapilmistir ve NCBI Gen bankasinin otomatik
anotasyon platformu (Prokaryotic Genome Automatic Annotation Pipeline)
kullanilarak yapilan gen tahmini sonucunda 4.215 adet toplam gen, 4.050 kodlanan
gen (CDSs), 1 ncRNA, 6 rRNA ve 55 tRNA geni tanimlanmastir.

Desai vd. (2015) tarafindan Yeni Zelanda’dan izole edilen ICMP 4013 ve ICMP
21080 isimli 2 adet X. campestris pv. campestris izolatinin genom dizileri {llumina
Hiseq2000 teknolojisi kullanilarak elde edilmistir. RAST (Rapid Annotations using
Subsystems Technology) veritabaninda diger kayithh X. campestris genomlar ile
kiyaslandiginda her iki izolatin da X. campestris pv. campestris ATCC 33913 isimli
tip izolat ile yakin iliskili olduklar tespit edilmistir.

Rubel vd. (2017) Kore’de etmenin tiim genom sekansinin ¢ikarilmasiyla irk 1 ve

4’e icin spesifik molekiiler markirlar gelistirmislerdir. Ayrica X. campestris pv.
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campestris’in 1, 3, 4 ve 9 nolu wklar1 ve diger iic Xanthomonas campestris
pathovarlari/tiirlerinin (X. campestris pv. incanae, X. campestris pv. raphani, X.
euvesicatoria) tim genom sekans analizi yapilarak irklar arasinda farklilik gosteren

bolgeler tanimlanmustir.

Kong vd. (2019) tarafindan X. campestris pv. campestris ¢alismalarinda tip
izolat olarak kullanilan WHRI 3811 isimli 1tk 1 izolatin1 tim genom dizilemesi PacBio
platformu kullanilarak yapilmistir. Okumalarin birlestirilmesi ve hizalanmasi
sonucunda 5.07 Mb biiyiikliigiinde %65.1 GC igerigine sahip genom dizisi elde
edilmistir ve 4661 protein kodlayan gen, 6 rRNA ve 53 tRNA i¢erdigi tespit edilmistir.
Daha 6nce dizilenen ATCC33913, 8004 ve B100 isimli X. campestris pv. campestris
izolatlarinda plasmid tespit edilmemisken, WHRI 3811 genomunda 39.063 bg

uzunlugunda 1 adet plasmid igerdigi belirlenmistir.

Takeuchi ve Mitsuhara (2020) tarafindan Japonya’da karnabahar {iretim
alanindan alinan 6rneklerden izole edilen MAFF106712 ve MAFF302021 isimli 2 adet
X. campestris pv. campestris genom dizisi kayit altina alinmistir. MAFF106712 isimli
izolata ait genom dizi 2 kontig (I kromozom ve 1 plasmid) elde edilirken,
MAFF302021a ait genom dizisinde plasmid bulunmayip tek kontig elde edilmistir.
Genom anotasyonu sonucunda MAFF106712 ve MAFF302021 genom dizilerinde
sirastyla 4.422 ve 4.421 adet kodlanan dizi (CDSs), 59 tRNA geni ve 6 rRNA geni
tespit edilmistir.

Fujikawa ve Inoue (2020) tarafindan MAFF 106181 isimli X. campestris pv.
raphani ve MAFF 301176 isimli X. campestris pv. campestris izolatlarina ait tim
genom dizi analizi sonucunda, MAFF 106181 genomunda 4.269 kodlanan dizi
(CDSs), 53 tRNA ve 6 rRNA bulunmasina karsilik, MAFF 301176 genomunda 4.414
kodlanan dizi, 52 tRNA ve 3 rRNA geni tanimlanmustir.

X. campestris pv. campestris’in 3 tip salgi sistemi (Tip II, III ve IV) kullandig1
bildirilmigtir. T2SS’in 2 sinift (xps ve xcs) tanimlanmis ve xps’nin mevcut olan tim
Xanthomonas genomlarinda bulunurken xcs’nin ise baz1 Xanthomonas genomlarinda
(X. campestris pv. campestris ve X. campestris pv. raphani) mevcut oldugu
belirtilmistir (Lu vd., 2008; Vicente ve Holub, 2013). X. campestris pv. campestris
8004 isimli izolattan tip IV salg1 sistemi mutasyonu sonucunda mutant izolatin mutant

olmayan izolat kadar viriilent oldugu ve dolayisiyla X. campestris pv. campestris’de
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tip IV salg1 sisteminin kullanilmadigr belirtilmistir (He vd., 2007). Artan genomik
diizeyde yapilan ¢aligmalarla birlikte, X. campestris pv. campestris’in temel olarak
kullanilan salgi sisteminin tip III salg1 sistemi oldugu bilinmektedir (Vicente ve Holub,
2013). Bu sistemde, bakteriler konuk¢u bitki hiicresi ile temas ettiginde, iki hiicre
arasinda T3SS (Tip III salg: sistemi) efektorleri olarak bilinen proteinler bu sistem
yardimiyla bitki hiicresi igerisine dogrudan salgilanir veya tasinir. Bitkilerde
bakteriyel patojenlere kars1 bagisiklik sisteminin aktive olmasini saglayan patojenlerin
yapilarina, patojenle ilgili molekiiler yapilar (Pathogen Associated Molecular Patterns-
PAMPs) denir. PAMP’larin olusturdugu bagisiklik sistemine PAMP ile tetiklenen
bagisiklik (PAMP-triggered immunity-PTI) denir (Melotto vd. 2006). PTI'nin
inhibisyonu, bakteriyel toksinler veya tip III efektdr (T3E) proteinleri ile saglanabilir.
Bitkinin efektorlere karsi gelistirdigi bagisiklik sisteminine ise efektor ile tetiklenen
bagisiklik (Effector triggered immunity-ETI) denir. X. campestris pv. campestris in
yiiksek degiskenlik gosteren Tip III salgt sistemi efektorlerine (T3E’leri) sahip oldugu
bilinmektedir (Vicente ve Holub, 2013; Guy vd., 2013b).

Ignatov vd. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada avrBs2 geninin X
campestris pv. campestris ile konuk¢u B. carinata (P1199947) ve Rxcl ve Rxc3
dayaniklilik genlerii tasiyan bazi B. oleracea cesitlerinde (Miracle F1) iligkisi
konusunda uyumsuzluga neden olabilecegi ifade edilmistir. Daha sonra yapilan bir
calismada, X. campestris pv. campestris 8004 isimli izolatta 8 aday gen (avrBsl,
avrBsl.1, avrBs2, avrXccAl, avrXccA2, avrXceB, avrXccC ve avrXccET) mutasyona
ugratilmistir ve avrBs2 mutant diginda digerleri Cin lahanasi ve lahanaya karsi
patojenisite testinde herhangi bir degisiklie neden olmadig1 goriilmiistiir. avrBs2
mutantlarinin ise bitkide viriilenslikte 6nemli bir diisiise neden oldugu ve tam viriilens

icin gerekli oldugu vurgulanmistir (Rongqi vd., 2006).

Castafieda vd. (2005) tarafindan X. campestris pv. campestris ATCC33913
isimli izolattan 8 aday aviriilens geni (Xcc052, Xccl629, Xcc2099, Xcc2100, Xcc2109,
Xcc2396, Xce3731 ve Xcc4229) farkli kombinasyonlarda mutasyona ugratildiktan
sonra, farkli Brassica spp. konukgu tiirlerinde (lahana, beyaz turp, salgam) patojenisite
testi ile testlenmistir ve mutasyonlar sonucu patojenisite testinde herhangi bir
degisiklige sebep olmadigi rapor edilmistir. Ancak avrXccFM (XopAH) geninin
mutasyonu sonucu B. juncea tiiriinde (Florida Broad Leaf Mustard) dayaniklilik yerine

hassas reaksiyon gostermesinden dolay1, avrXccFM (XopAH) geninin B. juncea’ya
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karst dayanikliliktan sorumlu oldugu ve konukcu belirleyici gen oldugu

diistinilmektedir.

He vd. (2007) tarafindan 3 tane aviriilens geni (avrXccC, avrXccEI ve avrBsl)
tanimlanmis ve X. campestris pv. campestris 8004 (irk 9) isimli izolatta xopE (sin.
avrXccEI) geninin Cin lahanast (B. rapa subsp. pekinensis) lizerinde aviriilenslik

gostermeden sorumlu oldugu ifade edilmistir.

Jiang vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, xopN isimli efektoriin, X.
campestris pv. vesicatoria ve Cin turpu (Raphanus sativus var. radiculus cv.
Manshenhong) iizerinde patojenisitede sorumlu olup olmadigi test edilmistir ve xopN
efektoriindeki bozulmanin viriilenslikte 6nemli oranda azalmaya sebep oldugu
bildirilmigtir.

Feng vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise X. campestris pv. campestris
8004 isimli 1rk 9 izolatinda xopAC’nin silinerek mutasyonuyla elde edilen mutant
izolatin  Arabidopsis thaliana Col-0 ekotipinde yapraklara infiltrasyonuyla
testlenmesinde bakteriyel cogalmanin azaldig tespit edilmistir. Dayanikl Arabidopsis
thaliana ekotip Col-0'da xopAC, X. campestris pv. campestris 'nin baslica aviriilens
genidir. Daha sonra yapilan diger bir ¢alismada ise, xop4C’nin hem RLCK (Receptor-
like cytoplasmic kinases) etkilesim domaini hem de uridilil transferaz domaininin
aviriilenslik icin gerekli oldugu tespit edilmistir. Ayrica xopAC’nin vaskiiler patojen
olan Ralstonia solanacearum ve mezofilde kolonilesen patojen Pseudomonas syringae
etmenlerinde testlenmesi sonucunda aviriilenslikten sorumlu oldugu, dolayisiyla

xopAC’ye spesifik ETI’nin vaskiiler sisteme spesifik olmadigi belirlenmistir.

Guy vd. (2013a) tarafindan yapilan ¢alismada, X. campestris pv. campestris’de
ii¢ efektor geni (xopAC, xopJ5 ve xopAL?2) tanimlanmistir.

Roux vd. (2015) tarafindan CFBP 2527 ve CFBP 1606 isimli 2 adet X
campestris pv. incanae izolati, CFBP 5828 isimli X. campestris pv. raphani, CFBP
5825 isimli patojenik olmayan X. campestris izolat1 tiim genom dizilemesi yapilmistir.
Kayith X. campestris pv. campestris genom dizilerini de igeren toplam 13 adet izolat
ile karsilastirmali genomik analizler sonucunda, hem patojenik varyete i¢i hem
patojenik varyeteler arasinda biiyiik genomik cesitliligin mevcut oldugu belirtilmistir.
Daha o6nce P. syringae genomlari iizerine yapilan bir ¢aligmada pan genomun ((bir

grup igerisindeki biitiin izolatlara ait genlerin tamami) daha genis (12.749 gen) oldugu
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(Baltrus vd., 2011), yapilan bu ¢aligmada ise pan genomun nispeten daha kiigiik (6.472
gen) oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla, X. campestris’in konukgu kitlesi daha genis
olan P. syringae’ye kiyasla daha homojen bir genomik grup sergiledigi tespit
edilmigtir. Calismada ayni1 zamanda T3E’leri repertuari arastirildiginda, test edilen tiim
X. campestris genomlarinda 3 adet efektor (XopFI, XopP ve XopALI) ve 3 adet tip 111
salg1 sistemi proteini (XopA, HrpW ve HpaA) ortak olarak bulunmustur.

Liu vd. (2017) tarafindan yapilan bir calismada, AvrXccB aday tip 111 efektorii
ile yapilan biyokimyasal deneyler ve transgenik yaklagim ile viriilenslik fonksiyonu
test edildiginde, Arabidopsis’de flg22 ile tetiklenen kalloz birikimini (flg22-triggered
callose deposition) ve oksidadif patlamayr bastirdigi ve bitki bagisikliginin ve
bakteriyel ¢ogalmanin ¢oklu agamalarinin baski altina aldig1 ortaya konmustur. Bagka
bir calismada ise avrXccB geninin silinmesinin X. campestris pv. campestris’iin

viriilensligine 6nemli bir etkisi olmadig1 ortaya konmustur (Jiang vd., 2009).

Yan vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, X. campestris pv. campestris
8004 isimli izolatta tip III efektorlerinden xopL’nin Arabidopsis dahil farkli
konukgularda patojenisite testi ile denemesi sonucunda, Cin lahanasinda tam
viriilenslik i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir. XopL’nin bir viriilens faktorii oldugu

ve Arabidopsis’te PTT’yi baskiladig1 ortaya konmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 5 is paketi altinda yiiriitiilmiistiir. Bunlar sirasiyla (i) arazi
caligmalari, (if) izolasyon, (iii) tanilama, (iv) irklarin tespiti ve (v) tiim genom dizi
analizi ¢alismalaridir. Calismanin ana materyalini arazi siirveyleri ile elde edilen yerel

X. campestris pv. campestris izolatlar1 olugturmaktadir.
3.1. Arazi Calismasi

Arazi caligmalar1 i¢in Karadeniz Bolgesi’ni temsilen beyaz bas lahana
iiretiminin yogun olarak yapildig1 Samsun, Amasya, Tokat ve Corum illeri se¢ilmistir.
Arazi ¢aligmalari, hastaligin bulunma oranini, yayginligini ve siddetini belirlemek ve
izolasyon ¢aligmalari i¢in hastalikl1 bitki 6rnegi toplamak amaciyla yapilmistir.

Arazi calismalarinda incelenen tarla sayis1, TUIK 2018 verileri 1s181nda il ve ilce
diizeyinde beyaz bas lahana iiretimi yapilan alan miktarina gore belirlenmistir. Beyaz
bas lahananin il¢elerdeki ekilen alan miktarina gore izolasyon i¢in incelenecek arazi
sayilar1 Tablo 3.1°e gore belirlenmistir. Siirvey zamant ise illerin lahana dikim zamani
onceligine gore siralandirilmistir. Buna gore; arazi c¢alismalarina ilk olarak lahana
dikimi erken donemde yapilan Corum ilinden baslanmistir. Daha sonra Tokat ve
Amasya en son ise Samsun ilinde siirvey ¢aligsmalari tamamlanmistir.

Arazi ¢aligmalar1 2019 ve 2020 yillarinda iiretim sezonunda yapilmistir. 2019
yilinda hem siirvey yapilmis, hem de Ornekler toplanip izolasyon c¢alismalari
yapilmustir. 2020 yilinda ise sadece hastaligin yayginlik, bulunma orani ve siddetini
belirlemek amaciyla siirvey yapilmistir, izolasyon ¢alismalart i¢in Ornek
toplanmamustir. 2019 yilinda siirvey yapilan il ve ilgeler bazinda beyaz bas lahana
ekilen alan miktarlarina gore (2018 yili verileri) gezilen tarla sayilar1 ve alinan 6rnek

sayilar1 ise Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Beyaz bas lahananin ilge bazinda ekilen alan miktarina gore planlanan 6rnek sayilar

Ekilen alani (da) Ornek sayist
0-49 2
50-100 5
101-250 10
251-500 15
501-2500 25
2500’den fazla 100
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Tablo 3.2.  Siirvey yapilan il ve ilgeler bazinda beyaz bag lahananin 2018 yilinda ekilen alan miktarlart
baz alinarak 2019 yilinda incelenen tarla sayilar1 ve alinan 6rnek sayilari

il ilg:e Ekilen alan incelenen Alinan
(da) tarla sayisi ornek sayisi
Ondokuz May1s 450 15 17
Alagam 450 14 16
Bafra 24.000 127 150
Samsun Ladik 14 2 2
Havza 150 11 2
Vezirkoprii 60 10 11
Carsamba 2.500 25 22
Toplam 27.624 204 220
Tasova 50 6 6
Suluova 10 2 2
Amasya Merzifon 25 6 8
Glimiighacikoy 81 6 6
Hamamozii 50 5 8
Merkez 125 11 6
Toplam 341 36 36
Merkez 580 22 9
Almus 50 0 0
Artova 11 0 0
Basgiftlik 22 0 0
Erbaa 340 7 3
Tokat Pazar 84 10 8
Resadiye 380 13 9
Turhal 150 15 10
Yesilyurt 20 0 0
Zile 100 0 0
Niksar 390 19 15
Toplam 2.127 86 54
Merkez 100 6 2
Alaca 50 0 0
Kargi 50 0 0
Mecitozii 100 0 0
Corum Ortakdy 22 0 0
Osmancik 120 8 2
Sungurlu 250 20 16
Oguzlar 1 0 0
Ugurludag 5 0 0
Toplam 698 34 20
GENEL TOPLAM 30.790 360 330

Ornekleme yapilan tarlalarda, tipik hastalik belirtisi (yaprak uglarinda V
seklinde lezyonlar) gdsteren beyaz bas lahana bitkilerine ait yaprak, govde ve bas
ornekleri makroskobik olarak incelenmistir. Hastalikli 6rnekler kese kagitlar igerisine
konularak izolasyon c¢aligmalari icin laboratuvara getirilmistir. Ornek alinan yerlerin
GPS ile koordinatlar1 belirlenerek kaydedilmistir. Siirvey yapilan illere ait 6rnek alim

noktalarinin haritast ArcGIS programi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Karadeniz Bolgesi’nde siirvey yapilan illere ait 6rnek alim noktalari

3.1.1. Hastahk Bulunma ve Yayginlik Oranlari ile Siddetinin Saptanmasi

Siirvey caligmalarinda hastaligin bulunma ve yayginlik oranlar ile siddetinin
saptanmasi amaciyla; her tarlada tesadiifi W deseni seklinde gezilerek toplam 50 bitki
incelenmistir. Yayginlik oran1 hesaplamasinda, eger tarlada hastalik tespit edilmigse
tarla bulasik kabul edilmistir. Bulunma orani; tipik hastalik belirtilerini gdsteren bitki
sayisinin toplam incelenen bitki sayisina (her tarlada en az 50 bitki) oranlamasiyla
hesaplanmistir (Bora ve Karaca, 1970). Hastalik siddeti ise Vicente vd. (2002)’nin
uyguladigi 6 basamakli 0-9 skalas1 kullanilarak Thownsend-Heuberger formiiliine

gore belirlenmistir (Townsend ve Heuberger, 1943).

Elde edilen skala degerleri ile Thownsend-Heuberger formiilii kullanilarak

hastalik siddeti (Severity, S) hesaplanmistir;

Y(Skala degeri x Skalada degerlendirilen bitki sayist)
S (%) = 5 2 Y x100

Toplam bitki sayis1 x En yiiksek skala degeri

3.1)

Incelenen her bir tarlanin hastalik bulunma ve yaygmlik oranlari ile siddeti
saptandiktan sonra, tartili (agirlikli) ortalama yontemine gére kdy/mahalle, ilge ve il

icin asagidaki formiil 6rnegi kullanilarak ortalama hesaplamalar1 yapilmistir.

Koy, ilge ve illerin hastalik yayginlik, bulunma ve siddetine ait tartili (agirliklr)

ortalama oranlari;

__ X(Hastalik yayginlik/bulunma/siddet orani (%) x incelenen alan (da))

Ort. (%)

(3.2)

incelenen toplam alan (da)
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Hastalik bulunma ve yayginlik oranlari ile siddetinin saptanmasi ¢alismalari
2019 yilinda ve 2020 yilinda yapilmistir. 2019 yilinda Samsun, Amasya, Corum ve
Tokat illerinde kapsamli arazi ¢aligmasi yapilirken, 2020 yilinda biitge géz Oniine
alinarak lahana tiretiminin bolgede en yogun olarak yapildigi ilge olan Bafra’da siirvey
caligmalar1 yapilmistir. Meteoroloji 10. Bolge (Samsun) Miidiirliigii’nden Bafra
ilcesine ait lahana tiretim sezonu (Agustos-Aralik) iklim verileri alinarak sicaklik ve

nem ortalamasinin hastaligin yayginligi ve bulunma orani iizerine etkisi incelenmistir.
3.2. Izolasyon

Bakteriyel etmen izolasyonunda laboratuvara getirilmis Orneklerin, 4-5 mm
boyutlarinda kesilmis hastalikli ve saglam dokular: igeren bitki pargaciklart %1°lik
NaOCl ¢ozeltisinde 2 dakika siireyle ylizeysel dezenfeksiyonu yapildiktan sonra steril
suda bekletilmistir ve steril kurutma kagidiyla kurulanmistir. Yiizey dezenfeksiyonu
sonrast bitki parcaciklari, 350 pl steril saf su ilave edilmis steril 1.5 ml’lik tiipler
icerisine konularak homojenizatér cihazinda (Allsheng BioPrep-6) parcalanarak bitki
o0ziitli elde edilmistir. Bu homojenize edilmis 6ziitten 35 pl alinarak, Yeast Ekstrakt-
Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) agar ve Nutrient glucose agar (NGA)
besiyerlerine drigalski baget (hiicre siyirict) yardimiyla ekim yapilmigtir. Ekim yapilan
petrilerin 26-27 °C sicaklikta 48 saat siireyle inkiibasyonu stiresince petrilerde koloni
gelisimi olup olmadig1 diizenli olarak kontrol edilmistir (Sekil 3.2).

Petrilerde gelisen kolonilerden se¢im yapilarak yeni besi ortamina steril 6ze ile
cizilerek saflagtirma islemi yapilmistir. Saflagtirma isleminde sar1 renkli, parlak
gorlinlimlii, mukoid, diizgiin kenarli olan koloniler secilmistir (Sekil 3.2).

Saflastirilan izolatlar, LB besi yerinde 150 rpm’de 28°C’de 24 saat siireyle
calkalamal1 inkiibatorde gelistirildikten sonra %50’lik gliserin ile %50 oraninda

karistirilarak - 20°C’de tanilama c¢aligmalari i¢in saklanmigtir.

Sekil 3.2. X campestris pv. campestris izolatlarinin elde edilme agamalar1 a) Tipik hastalikli bitki
ornegi, b) Steril kabinde yiizey dezenfeksiyonu, c) Bitki 6ziitliniin petriye hiicre siyirici
yardimiyla yayilmasi, d) 24-48 saat siireyle inkiibe edilen petrilerde gelisen koloniler, )
Saflastirma islemi sonrasi elde edilen saf izolatlar
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3.3. Tanillama Cahismalari

Lahana iiretilen tarim arazilerinde hastalik belirtisi gosteren bitkilerden izole
edilen aday X. campestris pv. campestris izolatlarinin tanilamasi i¢in tiitiinde asiri
duyarlilik testi, patojenisite testi, morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler
tanilama testleri yapilmistir. Irklar1 belli olan referans izolatlar Prof. Dr. Eric HOLUB
(University of Warwick, Ingiltere) ve Dr. Volkan CEVIK (University of Bath,
Ingiltere) tarafindan temin edilmistir. Temin edilen referans izolatlar hem tanilama
caligmalarinda hem de 1rk belirleme caligsmalarinda kullanilmistir. Referans izolatlarin
isimleri; Xce3811 (irk 1), Xcc3849A (irk 2), Xcc8819 (irk 3), Xccl279A (irk 4),
Xcc3880 (irk 5), Xcc8497 (irk 6), Xcc8450A (irk 7) ve Xcce8004 (irk 9)’diir.

3.3.1. Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi

Saflastirilmis aday X. campestris pv. campestris izolatlarmin tamamina tiitiinde
asir1 duyarlilik testi yapilmigtir. KB besi ortaminda 26-28 °C’de 24-48 saat siireyle
gelistirilmis aday izolatlarin 1x10® hiicre/mI’lik konsantrasyonunda siispansiyonlari
hazirlanarak steril enjektdr yardimiyla saglikli tiitiin (Nicotiana tabacum L. cv.
Samsun) yapraklarinin arkasina hiicreler arasina inokule edilmistir. Oda sicakliginda
yaklasik 24-36 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra, tiitiin yapraklarindaki

asir1 duyarlilik reaksiyonunun olusup olusmadigina bakilmistir.
3.3.2. Patojenisite Testi

Patojenisite testi i¢in bilinen tim X. campestris pv. campestris rklarina karsi
hassas Ozellikte olan lahana genotipi (Wirosa F1, Bejo Zaden, Hollanda)
kullanilmigtir. Tohumlar 6nce 70 hiicreli plastik viyollere ekilmis, daha sonra
cimlenen fideler 9 x 9 x 10 cm boyutlu plastik saksilara, her saksiya 1 adet bitki olacak
sekilde sasirtilmistir. Ekim ve dikimlerde %100 oraninda hazir torf (Klasmann Rec119
Potgrond H) kullanilmistir. Patojenisite testi i¢in her izolat 4 bitkide test edilmistir.
Bitkinin 4-6 yaprakli doneminde (geng 2 yaprak secilerek) inokulasyonlar yapilmaistir.
Aday izolatlar 6nce KB agar besiyerine ekildikten sonra, spektrofotometre cihazi ile
1x10% hiicre/ml (ODgoo=0.1) konsantrasyonundaki slispansiyonlari hazirlanmigtir.
Hazirlanan siispansiyonlara batirilmis steril c¢eneli pensler yardimiyla lahana
yapraklarinin ana damarma 2 yerden inokulasyon islemi yapilmistir. Tim
inokulasyonlar bu sekilde bitkiye ayni noktalardan, ayni konsantrasyonda yapilmistir

ve ayni inkiibasyon siiresince bekletilmistir. Bu sekilde izolatlar arasinda viriilenslik
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degeri hakkinda bilgi elde edilmistir. Inokulasyondan sonra, bitkiler akilli sera
kosullar1 altinda; 14 saat 151k, 24-28 °C sicaklik (gilindiiz/gece) ve yiiksek nemli
ortamda 10 giin boyunca inkiibasyona birakilmislardir. Negatif kontrol olarak steril su,
pozitif kontrol olarak ise referans izolatlar kullanilmistir.

Patojenisite testi sonucunda izolatlarin viriilenslik diizeyleri de belirlenmistir.
Bu amagla; 10. giinde planimetre kullanilarak cm? cinsinden yapraktaki hastalikli alan
ve tiim alan 6l¢iimii yapilmistir. Hastalikli alanin tiim yaprak alanina oranlanmasi ile
% olarak hastalik siddeti dolayisiyla izolatlarin viriilenslik diizeyleri belirlenmistir.
Ayrica 0-4 skalasi kullanilmigtir. Buna gore; 0=Saglikli, hi¢ hastalik belirtisi yok,
1=Hastalikl1 alan yaprak alaninin %25’inden az, 2=Hastalikli alan yaprak alaninin %.
25-50’1 arasinda, 3=Hastalikl1 alan yaprak alaninin %50-75’1 arasinda, 4=Hastalikli
alan yaprak alaninin %75’inden fazlasinda veya 6lii bitki.

Patojenisite testinde belirti gdstermeyen izolatlar elenmistir, pozitif reaksiyon

gosteren izolatlarin tanilar1 yapilmigtir.
3.3.3. Morfolojik, Biyokimyasal ve Fizyolojik Tanilama
3.3.3.1. Petride Gelisim

Aday izolatlar Yeast extract-dextrose-CaCOs (YDC) agar (Schaad, 1989),
Nurient Glukoz Agar (NGA) (Schaad ve Forsters, 1985) gibi genel besiyerleri ile
King’s B (KB) Agar gibi se¢ici besi yeri (King vd., 1954) iizerlerine ekimleri yapilarak
koloni yapilart incelenmistir. Bunlar disinda mFS ve mCS20ABN isimli 2 adet yar1
secici besiyerine (ISTA, 2015) ekim yapilarak koloni yapilar1 gézlemlenmistir.

NGA besiyeri igerigi: 28 g/L nutrient agar ve 2.5 g/L glucose.
YDCA besiyeri icerigi: 20 g/L. dextrose, 10 g/L yeast extract, 20 g/L. CaCOs

ve 20 g/L agar.

KBA besiyeri igerigi: 20 g/L proteose peptone, 1.5 g/l KoHPO4, 1.5 g/L
MgS047H:0, 10 ml/L gliserol ve 15 g/L agar.

mCS20ABN besiyeri icerigi: 58.80 g/L Duchefa Biochemie hazir mCS20ABN
besi yeri (2 g/L soya peptone, 2 g/L tryptone, 2.80 g/L. KH2PO4, 0.80 g/L (NH4),HPO4,
0.195 g/L MgSOg.anh., 6 g/L L-Glutamine, 1 g/L L-Histidine, 1 g/L glucose

monohydrate, 25 g/L soluble starch, 18 g/L agar).

Otoklavdan sonra eklenenler: 200 mg/L Cycloheximide (200 mg/mL %70’lik
ethanol), 40 mg/L Neomycin (40 mg/mL %20’lik ethanol), 100 mg/L Bacitracin (100
mg/mL %50’1ik ethanol i¢inde).
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mFS besiyeri igerigi: 42.20 g/L Duchefa Biochemie hazir mFS besi yeri (0.8
g/L KH2POy4, 0.8 g/L KoHPO4, 0.5 g/L KNO3, 0.049 g/ MgSOs.anh., 0.1 g/LL Yeast
extract, 25 g/L Soluble starch, 15 g/L. Agar).

Otoklavdan sonra eklenenler: 200 mg/L Cycloheximide (200 mg/mL %70’lik
ethanol), 3 mg/L D-Methionine (3 mg/mL %50’lik ethanol), 1 mg/L. veya 1mL/L
Pyridoxine HCI (1 mg/mL %50’lik ethanol), 50 mg/L Cephalexin (50 mg/mL %70’lik
ethanol) ve 30 mg/L Trimethoprim (10 mg/mL %70’lik ethanol).

3.3.3.2. Gram Boyama Testi

Izolatlarmn Gram negatif veya Gram pozitif oldugunu tespit etmek amaciyla

Gram boyama testi yapilmistir. Bu test i¢in ortam icerikleri:

1. Cozeltinin icerigi:

A Cozeltisi: 2 g/L kristal violet ve 20 ml etil alkol (%95°1ik)
B Cozeltisi; 0.8 g/LL amonyum okzalat (NH4)2C204) ve 80 ml saf su

A ve B ¢ozeltileri hazirlanip karigtirildiktan sonra filtre kagidindan

gecirilmistir.

I1. Lugol ¢ozeltisinin igerigi: 1 g iyot, 2 g potasyum iyodiir ve 300 ml Saf su.

II1. Safranin ¢cozeltisinin icerigi:

Stok Cozeltisi: 2.5 g safranin ve 100 ml etil alkol (%95°1ik)
Kullanma Cozeltisi: 10 ml stok ¢ozeltisi ve 90 ml saf su

Cozeltiler hazirlandiktan sonra boyama islemi i¢in, lamlarin ortasina bir damla
steril su damlatildiktan sonra, besi yerinde 24-48 saat siireyle gelistirilen kolonilerden
alinarak, su damlas1 igerisinde siispanse edilerek lam iizerinde bakteri hiicrelerinin
fikse olmasi icin hafif alevden gecirilmis ve oda sicakliginda bekletilerek kurumasi
saglanmigtir. Hazirlanan 1. ¢6zeltiden lamlarin tizerine dokiiliip 1 dakika beklendikten
sonra lamlar su ile yikanmis ve iizerileri hafif sekilde kurulanmistir. Daha sonra
lamlarin {izerine Lugol c¢ozeltisi dokiilmiis, 1 dakika beklendikten sonra lamlar
yikanmig ve lamlarin {izeri kurutma kagidi ile hafif¢e kurulanmistir. Daha sonra lamlar
%95’k etil alkoliin bulundugu petri kabina batirilmis ve 35 saniye beklendikten sonra
hafifce kurulanmistir. Son olarak lamlarin iizerine Safranin ¢ozeltisi damlatilip 20

saniye siireyle beklendikten sonra suda yikanmis ve kurulanmustir. izolatlarin
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bulundugu lamlar mikroskopta incelenmistir. Kirmizimsi-pembe renkteki izolatlar
Gram negatif, morumsu-mavi renkteki izolatlar ise Gram pozitif olarak

degerlendirilmistir (Gram, 1884).
3.3.3.3. Potasyum Hidroksitte (KOH) Coziinme Testi

Bir lam tizerine %3’liik KOH c¢ozeltisinden 1-2 damla konulduktan sonra, 24 —
48 saat siire ile gelistirilmis taze kiiltiirden 6ze yardimiyla koloni alinip, soliisyon ile
bir silire yavasca karistirilip yavasga yukart dogru kaldirilmistir. KOH soliisyonunda
viskoz bir yap1 olmasi ve 6zeyle yukar1 kaldirildiginda uzamasi pozitif reaksiyon
olarak, siispansiyonun daha sulu yapida olmasi ve uzamamasi negatif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Schaad, 2001).
3.3.3.4. Nisastamin Hidrolizi Testi

Nisasta iceren bir besi ortami (peptone (5 g/L), yeast ekstrakt (5 g/L), beef
ekstrakt (5 g/L), eriyebilir nigasta (2 g/L) ve agar (15 g/L)) hazirlanip sterilizasyon
sonras1 petrilere dokiilmiistiir. Bakteriyel izolatlarin petriye ekimi yapilmistir ve
koloniler gelistikten sonra petrilerin {izeri Lugol soliisyonu (g/1: Iyot (1 g), potasyum
iyodiir (2.0 g) ve saf su (100 ml) ile kaplanmistir. Ortamin rengi koyu mavi-siyaha
dondiigiinde kolonilerin etrafinda agik bolgenin olusmasi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Schaad, 2001).
3.3.3.5. Katalaz Testi

Lam {izerine %3’liikk 1 ml Hidrojen peroksit (H202) konulduktan sonra 24-48
saatlik siireyle gelistirilmis bakteriyel izolatlardan bir 6ze dolusu kadar ilave

edilmistir. Hava kabarciklarinin ortaya ¢ikmasi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Schaad, 2001).
3.3.3.6. Oksidasyon / Fermantasyon (O/F) Testi

Oksidasyon/fermantasyon testi i¢in bir besi ortami1 (1 g peptone, 1 g NH4H2POa,
0.2 g KCl, 0.2 g MgS04.7H>0, 0.08 g bromotimol mavisi, 900 ml saf su) hazirlanarak
pH %40’lik NaOH ile damla damla eklenerek 7.0-7.1°e¢ ayarlanmistir ve bunun
sonucunda ortamin rengi zeytin yesiline doniigsmiistiir. Daha sonra ortama agar ilave
edilip, homojenizasyon isleminden sonra 6-7 ml’lik miktarlarda tiiplere
paylastirilmistir. Hazirlanan steril %10 oranindaki glikoz ¢ozeltisi de paylastirilmistir.

Hazirlanan ortamdan her bir bakteriyel izolat i¢in iki tiip kullanilmistir. Her iki tiipe
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de bakteri ekimi yapilmis ve tiiplerden birinin tizeri %3 liik agarla kapatilarak havayla
temas1 kesilmis ve tlipler, 24-26 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Tiipler 14 giin
boyunca kontrol edilmistir. Agarla kapatilmayan tiiplerde glikozdan asit iiretimi
sonucunda ortam renginin zeytin yesilinden portakal sarisina doniismesi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Ayers vd, 1919).
3.3.3.7. 35 °C’de Gelisme

Nutrient broth ortaminda gelistirilen bakteriyel izolatlar degisik sicakliklara
ayarli inkiibatorlere konularak koloni gelismeleri gdzlemlenmistir. Inkiibatérlerden
birinin sicaklig1 28 °C’ye digeri ise 35 °C’ye ayarlanmistir. Bu testte her iki drnekte de
ayni konsantrasyonda bakteri ekimi yapilmistir ve petriler 10-12 giin siireyle takip

edilmistir (Schaad, 2001).
3.3.3.8. Eskulinin Hidrolizi

Eskulin broth ortami (5 g/L Yeast exract, 5 g/L NaCl, 0.2 g/L MgS04.7H-0, 0.5
g/L KoHPO4, 0.5 g/ NH4H2PO4, 50 mg/L ferric amonyum sitrat ve 1 g/L eskulin)
hazirlanarak ¢alkalayici cihazinda 26 -28 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda eskulinin hidroliziyle ortamin kahverengi-siyah renge doniismesi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Schaad, 2001).
3.3.3.9. Karbon Kaynaklarinin Kullanilmasi Testi

Karbon kaynagi olarak d-arabinose, d-trehalose, d-xylose, d-cellobiose, d-
galactose, raffinose, d-mannose, sucrose ve d-mannitol kullanilmistir. Test i¢in besi
ortami (0.5 g/L NH4H2POy4, 0.5 g/L KoHPO4, 0.2 g/ MgS04.7H20, 5 g/L NaCl, 0.8
g/L yeast ekstrakt, 12 g/L agar, 0.7 ml/L brom cresol purple, 2 g/L karbon kaynagi)
hazirlanip %40’lik NaOH ile pH’s1 6.8’e ayarlanmistir. Homojenize edildikten sonra
tiiplere 6-7 ml’lik miktarlarda paylastirilmistir. Tiipler sterilize edildikten sonra bakteri
ekimi yapilmistir ve 24-26 °C’de 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
icerisinde ortamda asit olusumuna bagli renk degisiminin olup olmadigina bakilmstir.
Tiiplerdeki ortam renginin sartya donmesi asit {iretildiginin gostergesi oldugundan

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Schaad vd., 2001).
3.3.4. Molekiiler Tanilama

Molekiiler tanilama i¢in Touchdown koloni PCR metodu kullanilmigtir

(Sambrook vd., 1989). Aday izolatlarin molekiiler tanisinda X. campestris pv.
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campestris’in hrpF bolgesi i¢in spefisik 769 b¢ uzunlugunda olan DhrpF/DhrpR
primerleri (Singh vd., 2016) ve 16S rRNA bdlgesi i¢in ise 959 b¢ uzunlugunda olan
Xccel6S-F/Xcc16S-R primerleri (Rathaur vd., 2015) kullanilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Etmenin molekiiler tanisinda kullanilan primer ¢iftleri

Baglanma sicakhgi

Hedef bolge Primer ismi 5-3 .o
ve suresli
hipF DhrpF GTGGCCATGTCGTCGACTC 60°C 40 sn
hipF DhrpR GAATAAACTGTTTCCCCAATG
16S rRNA Xcel6S-F GCAAGCGTTACTCGGAATTA 56°C 30
16S rRNA Xcel6S-R TACGACTTCACCCCAGTCAT s1

PCR ¢aligmalarinda Sambrook vd. (1989)’nin yontemi kullanilarak termal
dongii cihazinda (T100, Bio-Rad) dongti islemleri yapilmistir. PCR reaksiyon karigimi
toplam hacmi 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir tiip i¢in 10 pl Biomix red
(Bioline), 1 pl 20 uM forward primer, 1 pl 20 pl reverse primer, 8 ul ddH>O ve
genomik DNA eklenerek koloni PCR’1 yapilmustir.

Uygulanan PCR dongii programi; 95 °C’de 2 dk, 95 °C’de 30 sn (35 dongii),
56 °C’de 30 sn (16S rRNA) / 60 °C’de 40 sn (hrpF), 72 °C’de 1 dk, 72 °C’de 5 dk ve
16 °C’de sonsuz bekleme seklindedir.

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde %1°lik TAE buffer igerisinde 100 V’de 1
saat slireyle kosturulmustur. Agaroz jel hazirlamak i¢in 50 x Tris-Acetate EDTA
(TAE) buffer (Thermo Sci.) kullanilmistir. 100 ml hacimde hazirlanan agaroz jele 5 pl
etidyum bromiir ilave edilmistir. TAE buffer eklenen elektroforez cihazinda jeldeki
kuyucuklara 10 pl miktarda PCR iiriinii yliklenmistir. Molekiiler markir olarak Hyper
Ladder 1 kb (Bioline) kullanilmistir. Negatif kontrol en son kuyucuga yiiklenmistir ve
ornekler 100 miliamperde 1 saat siireyle kosturulmustur.

Daha sonra jel goriintiileme cihazinda olusan PCR iiriinleri gozlemlenmistir.
Jel goriintiilerinde bant gdsteren izolatlardan se¢im yapilarak (toplam 24 adet 6rnek)
ozel bir firmada (BM Lab., Ankara) ¢ift yonlii niikleotit dizi analizi yaptirilmistir.
Ornekler farkli il ve ilgelerden izole edilmis ve farkli viriilenslik diizeylerine sahip
izolatlardan se¢ilmistir.

Firmadan gelen niikleotid dizilerine ait kromotogram ¢ikt1 dosyalar1 Chromos
Pro (versiyon 1.7.6) programi kullanilarak konsensiis sekanslar elde edilmistir ve elde
edilen konsensiis diziler icin niikleotid BlastN analizi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yapilmistir. Diziler NCBI Gen Bankasina

eklenerek erisim numaralar1 alinmistir. Ayrica MEGA X programi yardimiyla
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Neighbour-joining ve Maksimum Olabilirlik yontemi (Maximum Likelihood method)

yontemleri kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur.
3.4. Irklarin Belirlenmesi

Irklarin belirlenmesi ¢alismalarinda, Vicente vd. (2001), Fargier ve Manceau
(2007) ve Jensen vd. (2010)’nin uyguladigt modele gore Brassica spp.’ye ait 8 farkli
genotip kullanmlmstir. Irk ayrim setinin tohumlar1 Dr. Volkan CEVIK (University of
Bath, Ingiltere) araciligiyla temin edilmistir. Irk ayrmmi denemesinin biiyiik bir
cogunlugu Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ne ait kontrollii seralarda
yapilmistir.

Irk ayrim1 denemesi i¢in 6ncelikle tohumlar, her hiicreye 1 tohum olacak sekilde
70 hiicreli plastik viyollere ekilmis, daha sonra ¢imlenen fideler, 9 x 9 x 10 cm boyutlu
plastik saksilara, her saksiya 1 adet bitki olacak sekilde sasirtilmistir. Ekim ve
dikimlerde %100 hazir torf (Klasmann Rec119 Potgrond H) kullanilmistir. Deneme 4
tekekkiirlii olarak kurulmustur (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Irk ayrim seti ile kurulan sera ve iklim odas1 denemesi 6ncesi hazirliklar

Bakteriyel inokulayon bitkilerin 4-6 yaprakli fide donemindeyken yapilmistir.
Bu amagla 26-28 °C’de, 24-48 saat siireyle gelistirilen izolatlarin 1x10% hiicre/ml’lik

31



konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Inokulasyon islemi, 1x10® hiicre/ml’lik bakteriyel
slispansiyona batirilmig ¢eneli pensin, her fidenin 2 gen¢ yapragina ait yan
damarlarinin 5-10 noktasina batirilarak gergeklestirilmistir. Her genotip icin pozitif
kontrol olarak referans izolatlar, negatif kontrol olarak ise steril saf su kullanilmistir
(Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Ceneli pens ile izolatlarin inokulasyonu

Bitkiler bakteriyel inokulasyondan sonra 24-28 °C sicaklikta, %70-80’1lik nemli
ortamda ve 16 saat giindliz - 8 saat karanlik olacak seklide 14 giin boyunca
gbzlemlenmistir. Deneme sonuglari; pozitif (+) reaksiyon, zayif viriilenslik () ve
negatif (-) reaksiyon seklinde degerlendirilmistir. Alinan sonuglar, Vicente ve ark.
(2001), Fargier ve Manceau (2007), Jensen ve ark. (2010), Vicente ve Holub (2013)
kaynaklarina gore degerlendirilmis ve 1irk grubu belirlenmistir. Referans alinan tablo
tezde “2.2. Xanthomonas campestris pv. campestris’in irklart” isimli baslik altinda yer

almaktadir.
3.5. Tiim Genom Dizileme Analizi Caliymalar:
3.5.1. Genom Dizileme ve Hizalama

Genom dizi analizi i¢in her bir ik grubundan farkli viriilenslik diizeyinde
(cogunlukla yiiksek virtilenslige sahip) en az 1 adet izolat se¢ilmistir. Toplam 14 adet

izolat ile genom dizi analizi ¢alismalar1 yapilmistir (Tablo 3.4).

32



Tablo 3.4. Genom dizilemesi yapilan X. campestris pv. campestris izolatlari

izolat ismi Irk grubu izole edildigi il ve ilce
TR11 1 Tokat, Resadiye
CS6-2 1 Corum, Sungurlu
SB113 1 Samsun, Bafra
SAl4 1 Samsun, Alagam
SB39-1 3 Samsun, Bafra
TR7 3 Tokat, Resadiye
SB102 4 Samsun, Bafra
SB47-1 4 Samsun, Bafra
SV5 4 Samsun, Vezirkopri
SB76-1 4 Samsun, Bafra
AMN4-1 6 Amasya, Merzifon
SO1 8 Samsun, Ondokuzmayi1s
CM6 8 Corum, Merkez
AMNS5 9 Amasya, Merzifon

Genomik DNA izolasyonunda GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit
(Sigma-Aldrich Co., USA) isimli hazir kit kullanilmistir ve {iretici firmanin
protokiiliine uyularak DNA ekstraksiyonu yapilmustir. Oncelikle secilen izolatlar KB
besiyerinde 26-28 °C’de 24-48 saat siireyle gelistirildikten sonra sivi LB besiyerine
ekim yapilarak 1 gece calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin sivi
kiiltiirden 1.5 ml almarak 12.000-16.000 xg hizda 2 dk santrifiij edilerek hiicre hasati
yapilmistir. Daha sonra kalan pelete 180 puL Lysis Solution T buffer ve 20 pL
Proteinase K soliisyonu eklenmistir ve vorteks ile karigtirildiktan sonra kuru blok
kalibratoriinde 55 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 200 pL
Lysis Solution C eklenmistir ve tekrar vorteks (yaklasik 15 sn) edildikten sonra 55
°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmigtir. Bu sirada filtreli tiipleri hazirlamak i¢in tiiplere
500 pL kolon hazirlama soliisyonu eklendikten sonra 12,000 xg hizda santrifiij
edilmistir ve alta gegen soliisyon uzaklastirilmistir. Lizata 200 uL ethanol eklendikten
sonra 5-10 sn vortekslendikten sonra yeni tiiplere transfer edilmistir. Daha sonra 6500
xg hizda 1 dk santifiij edilmistir ve koleksiyon tiipii atilip yenisi takilmigtir. Yikamak
icin 500 uL. Wash Solution 1 eklenmistir ve tekrar 1 dk santrifiij edilmistir. Koleksiyon
tipli tekrar atilip yeni tiip takilmistir. Tiplere 500 pL yikama soliisyonu (Wash
Solution) eklendikten sonra 12,000-16,000 x g hizda 3 dk santrifiij edilmistir. Son
olarak alttaki toplama tiipli degistirildikten sonra 200 puL Elution Solution eklenmistir
ve tlipler oda sicakliginda 1 dakika siireyle bekletildikten sonra, 6500 xg hizda 1 dk
stireyle santrifiij edilerek genomik DNA elde edilmistir. DNA safligi nanodrop

33



fotometri (Thermo Fisher Scientific) cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen genomik DNA
ornekleri -20 °C’de saklanmustir.

Genomik DNA eldesinden sonra genomik dizileme Illumina NovaSeq v2
cihazinda 6zel bir firmadan (Arilab, Ankara) hizmet alim1 seklinde yaptirilmistir.
Bundan sonraki analizler Bath Universitesi (Ingiltere)’nin CLIMB (Cloud
Infrastructure for Big Data Microbial Bioinformatics) isimli yiiksek performansl
bilgisayarli biyoinformatik platformunda yapilmistir.

Ozel firmadan alman ham veriler (fastq formatinda dosyalar) ile 6ncelikle
Fastp yazilim1 (versiyon 0.23.1) ile kétii, diislik kalitede okumalarin filtrelenmesi ve
varsa adaptorlerin kesilmesi islemleri yapilmigtir (Chen vd., 2018). Fastp verileri
kullanilarak genom hizalamasi (de novo assembly) yapilmistir.

Genom hizalamada SPades (versiyon 3.15.4) kullanilmistir (Bankevich vd.,
2012). Elde edilen fasta formatindaki diziler NCBI genom veri tabanina yiiklenerek
erisim numaralar1 alinmistir. Proje ¢iktilart NCBI tabaninda bir Biyoproje (Bioproject)
olarak ve her bir izolat Biyolojik 6rnek (Biosample) olarak yiiklenmistir.

Fastp ile filtrelenen, kesilen okumalar ayn1 zamanda bwa (Burrows-Wheeler
Aligner) isimli bir yazilim araci kullanilarak X. campestris pv. campestris SB80 isimli
bir referans genoma haritalamasi yapilmistir (Li ve Durbin, 2009). Elde edilen bam
dosyalar1 samtool aracilifiyla genom kapsama derinligini (genome coverage)

hesaplamak amaciyla kullanilmigtir (Li vd., 2009).
3.5.2. Genom Anotasyonu ve Filogenisi

Genom hizalamadan ve birlestirmeden sonra elde edilen fasta formatinda diziler
ile genom anotasyonu yapilmistir. Anotasyon i¢in Prokka (versiyon 1.2) yazilim araci
kullantlmistir (Seeman, 2014).

Prokka anotasyonu sonrasi elde edilen GFF3 formati1 dosyalari ile Roary veri
hatt1 kullanilarak 6z (bir grup igerisindeki biitliin izolatlarda mevcut ortak genlerin
tamami1) ve pan genom (bir grup igerisindeki biitiin izolatlara ait genlerin tamami)
analizi yapilmistir. NCBI veri tabanindan irklar1 tespit edilmis olan izolatlarin fasta
formatinda dosyalar1 indirilerek, prokka analizi yapildiktan sonra, Tiirk izolatlar ile
birlikte Roary (versiyon 3.12.0) kullanilarak analiz yapilmistir (Page vd., 2015). Bu
amacla kullanilan 1rklar1 bilinen izolatlara ait bilgiler Tablo 3.5°de yer almaktadir.
Sonuglarin  goriintiilenmesi  icin ~ Phandango  isimli  yazillm  araci

(https://jameshadfield.github.io/phandango/# /) kullanilmigtir (Hadfield vd., 2018).
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Tablo 3.5. Roary analizinde pan genom filogenisi i¢in kullanilan irklar1 bilinen X. campestris pv.
campestris izolatlar

NCBI
izolat ismi erisim no Orijin Irk izole edildigi konuk¢u
3811 NZ CP025750 - 1 B. oleracea
B100 NC 010688 Almanya 1 Rhine nehri
CFBP 1869 NZ CMO002545.1 Fildisi Sahili 1 B. oleracea var. botrytis
Xca5 NZ HF570389.1 - 1 -
ATCC 33913 NC 003902.1 Ingiltere 3 B. oleracea var. gemmifera
CFBP 5817 NZ CMO002673.1 Sile 4 B. oleracea var. botrytis
SB&0 NZ_CP089952 Tiirkiye 4 B. oleracea
Xce-C7 NZ_CP077958.1 Hindistan 4 B. oleracea var. capitata
8004 NC 007086.1 Ingiltere 9 B. oleracea var. botrytis

-:Bilinmiyor veya belirtilmemis

Ayrica NCBI’da kayitli tim X. campestris pv. campestris genomlar ile ayri
bir Roary analizi yapilmistir. 67 adet kaliteli genom dizisi ve bu ¢aligmaya ait 14 izolat
ile ayr1 bir Roary analizi yapilmistir. NCBI’de kayitli olan ve karsilastirmali genom
analizinde kullanilan X. campestris pv. campestris izolatlarina ait bilgiler Ek-2’de
verilmistir.

Buradan elde edilen veriler ile X. campestris pv. campestris izolatlart
arasindaki filogenetik iliskiyi anlamak amaciyla 6z genoma dayali filogenetik analiz
yapilmustir. Filogenetik aga¢ 1Q-tree (versiyon 1.6.12) yazilimi ile elde edilmistir
(Minh vd., 2020) ve iTOL v6 (https:/itol.embl.de/) web tabanli yazilim araci
kullanilarak filogenetik aga¢ diizenlemesi, anotasyonu yapilmistir ve goriintiilenmistir

(Letunic ve Bork, 2021).
3.5.3. Tip III Efektorleri

Calismanin bu asamasinda, X. campestris pv. campestris’in patojenisite igin
kullandig1 baslica Tip III salgi sistemi efektorleri ve aday aviriilens genlerinin
varligi/yoklugu arastirllmistir. Bu ¢alismaya ait 14 adet X. campestris pv. campestris
izolatinin yani sira Genbank’ta yer alan irk1 bilinen diger X. campestris pv. campestris
genom verileri de kullanilarak BLAST yardimiyla bilinen tip III efektorlerinin
varligi/yoklugu analiz edilmistir. Bu amagla, bilinen T3E (tip III efektdr)’lerinin ve
avirililens genlerinin yer aldig1 bir online veri tabani

(http://www.xanthomonas.org/t3e.html) kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Arazi Calismalan

Arazi ¢alismalar1 bir onceki yilin lahana iiretim alani verileri baz alinarak
yapilmistir. Ancak bazi ilgelerde bir dnceki yilin istatistik verilerinden farkli olarak
ayni miktarda iiretim yapilmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, Corum’un Kargi, Alaca
ve Mecitdzl ilgelerinde siirvey yilinda ticari olarak beyaz bas lahana iiretimi
yapilmadig: i¢cin 6rnek alimamamistir. Siirveylerde toplamda 360 tarlada inceleme
yapilmustir ve 330 adet 6rnek alinmigtir. Bazi tarlalarda siyah damar ciiriikliik hastaligi
ile stipheli 6rnek gozlemlenmemistir.

Arazi c¢aligmalarinda siyah damar clirtikliik hastaliginin farkli lokasyonlarda,
farkli vejetasyon donemlerinde tipik hastalik siddetine sahip 6rneklere ait goriintiileri
Sekil 4.1°de verilmistir. Siirveylerde yaprak uc¢larinda V seklinde nekrotik, klorotik
lezyonlar ve vaskiiler dokularda kararmalar seklinde literatiirde belirtilen tipik hastalik
belirtileri gozlemlenmistir. Hastalik etmeninin hidatod yoluyla giris yapmasindan
kaynakli hastalik belirtileri yaprak uc¢larinda basladigi gézlemlenmistir. Stomalardan
giris ile gostermis oldugu yaprak ortasindaki belirtilere ¢ok nadiren rastlanilmistir.
Arazi ¢aligmast lahana fidelerinin tarlaya dikiminden hasat donemine kadar yapildigi
icin tiim vejetasyon doneminde hastalik belirtileri gozlemlenmistir. Hastalik siddetinin
yiiksek oldugu tarlalarda lahana baglarininin kiigiik kaldig1 ve yeterince biiyliyemedigi
gozlemlenmistir. Bazi tarlalarda ise tipik hastalik belirtileri bulunmasma ragmen
hastalik siddetinin diisiik olmasindan kaynakli olarak hasat doneminde lahanalarin bag
biiyiikliiklerinde hastalik belirtisi gostermeyen bitkiler ile kiyaslandiginda bir farklilik
olmadig1 goriilmiistiir. Tipik hastalik belirtilerinin gézlemlendigi tarlalarin hepsinden
en az 1’er adet ornek alinmigtir. Ay tarlada farkli hastalik siddetine sahip bitkiler

gbzlemlendiginde birden fazla sayida 6rnek alinmstir.
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Sekil 4.1.

Siyah damar ciiriikliik hastaliginin farkli lokasyonlarda, farkli vejetasyon donemlerinde
tipik hastalik belirtilerine sahip 6rnek goriintiileri a)Etmenin hidatod yoluyla girdiginde
gostermis oldugu hastalik belirtisi, b)Etmenin stomadan girdiginde goéstermis oldugu
hastalik belirtisi, ¢, d) Hastalik siddetinin yiiksek oldugu belirti tipleri, e)Hastalik bulunma
oraninin %100 oldugu bir tarla 6rnegi, f, g) Hastalik bulunma oraninin yiiksek oldugu tarla
ornekleri
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4.1.1.1. Hastaligin Yayginhgi, Bulunma Oram ve Siddeti

Arazi ¢aligmalarinda her tarla icin hastaligin bulunma, yaygmlik ve siddeti
hesaplandiktan sonra sirasiyla kdy/mahalle, ilce ve il diizeyinde oranlar tartili
(agirlikll) ortalama yontemine gore hesaplanmistir. Tartili ortalama yonteminde arazi
biiyiikligii baz alinmigtir.

Siyah damar ¢iiriikliik hastaligmin 2019 yilinda kdy/mahalle diizeyinde
hesaplanan hastalik siddeti, bulunma ve yayginlik oranlarma goére; Samsun ilinin
Havza ilgesi Kocapinar kdyii ve Tokat ilinin Niksar ilgesi Gilinliice koyii harig,
Amasya, Samsun ve Tokat illerine ait ilce ve kdylerinde hastalik etmenine
rastlanilmistir. Corum ilinde siirvey yapilan Merkeze bagl iki kdy/mahalle ve
Osmancik il¢esinin Gecek kdyii hari¢, Merkez ilgesi Bogabagi kdyiinde ve Osmancik
ilcesi Yenidanisment kdyiinde hastalik etmeni tespit edilmistir (Tablo 4.1). Tarla
diizeyinde arazi slirveylerine ait veriler ise Ek-1’de yer almaktadir.

Tablo 4.1.  Siyah damar ¢iiriikliik hastaliginin 2019 yilinda kéy/mahalle diizeyinde hastalik siddeti,
bulunma ve yayginlik oranlar1

; ; A Toplam S I P
11 lige Koéy/Mah. alan (da) (%) (%) (%)
Tasova Umutlu 15.00 3.87 11.33 100.00
Karakoprii 1.00 1.33 8.00 100.00
Merkez
Kizilca 14.60 7.15 19.18 54.79
Suluova Yolpinar 1.50 4.37 12.67 100.00
AMASYA ;
Merzifon Bulak 11.50 5.73 15.22 91.30
Gilimiighacikoy Yenikoy 9.10 10.38 27.30 100.00
Merkez 0.10 29.33 56.00 100.00
Hamamoézii
Damladere 6.10 16.52 39.51 67.21
Merkez 6.00 0.00 0.00 0.00
Merkez Tarhan 1.00 0.00 0.00 0.00
Bogabagi 4.70 1.63 9.15 95.74
CORUM :
Sungurlu Demirseyh 127.00 1.78 8.59 77.56
Yenidanisment 2.00 0.28 2.50 75.00
Osmancik
Gecek 2.30 0.00 0.00 0.00
Kalekoy 3.00 7.70 20.00 100.00
Erbaa Karayaki 15.00 0.00 0.00 100.00
Yenimahalle 6.00 1.19 2.67 33.33
Buzkoy 6.50 3.06 9.08 92.31
TOKAT oy
. Yesilhisar 7.80 7.59 18.08 97.44
Niksar o
Direkli 22.00 4.04 13.50 97.73
Glinliice 0.10 0.00 0.00 0.00
Resadiye Bostankolu 6.45 3.67 10.39 82.95
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Tablo 4.1. (devam)

; ; . Toplam S | P
il flce Koy/Mah. alall: @ %) %)
Hasanbaba 11.90 0.68 1.98 10.08
Gezirlik 2.50 0.69 2.08 48.00
Merkez Yesilova 0.80 1.25 3.75 62.50
Cergi 7.00 0.38 1.14 28.57
Kiigiikbaglar 7.00 2.48 7.43 57.14
Esentepe 6.00 2.78 8.33 83.33
TORAT Merkez 4.20 5.48 13.90 100.00
Pazar Mentesekdyti 9.00 6.81 17.78 100.00
Uziiméren 0.20 333 10.00 50.00
Baglarbas1 2.10 17.21 44.00 100.00
Turhal Dokmetepe 70.20 3.26 8.80 61.54
Hamam 5.00 2.00 6.00 60.00
Yenice 14.90 0.66 2.15 13.42
Havza Ersandik 1.50 5.78 14.67 66.67
Kocapinar 0.20 0.00 0.00 0.00
Carsamba Koklik 97.70 3.76 12.12 80.35
Ovacik 1.60 2.01 7.63 100.00
Vezirkoprii Yukarimarl 23.10 20.90 40.91 100.00
Ladik Asagigolyazi 7.00 4.92 12.86 100.00
Kumcagiz 34.00 2.33 7.00 100.00
Ondokuzmayis Tepekoy 26.00 3.10 9.15 100.00
Candir 9.50 2.57 8.84 100.00
Doyran 7.40 7.05 18.22 100.00
Alagam Yenikoy 6.00 8.89 24.00 100.00
Yukarielma 0.30 33.56 70.00 100.00
Sogukcam 34.00 10.16 22.88 64.71
SAMSUN Agillar 140.00 21.82 45.46 90.71
Adakoy 15.00 5.85 19.33 100.00
Tiirbe 208.00 12.99 32.48 100.00
Kuscular 28.00 11.14 26.00 100.00
Ikiztepe 71.00 14.18 35.66 100.00
Hariz 72.00 11.55 30.03 100.00
Karpuzlu 154.00 20.14 45.29 100.00
Bafra Kosukdy 20.00 6.36 18.80 100.00
Yesilyazi 6.00 5.56 14.00 100.00
Osmanbeyli 241.00 11.68 32.18 100.00
Kaygusuz 107.00 27.23 58.06 100.00
Lengerli 32.00 15.76 36.88 100.00
Sarikaya 45.00 32.12 69.39 100.00
Karmcak 8.00 29.33 64.00 100.00
Bakirpimar 9.00 5.93 15.11 100.00

S: Hastalik siddeti (Severity), I: Hastaligin bulunma orani (Incidence), P: Hastaligin yayginlik orani

(Prevalence)



Hastalik etmeninin il diizeyindeki hastalik siddeti, bulunma ve yaygimlik
oranlarinin tartili ortalamalarina gore; hastalik siddeti (%14.64), bulunma (%34.60) ve
yayginlik (%95.93) oranlar ile en yiiksek degere sahip il olarak Samsun ili tespit
edilmistir. En yiiksek hastalik siddeti, bulunma ve yayginlik oranlar1 bakimindan diger
iller ise sirastyla Amasya (%7.31, %19.27, %94.91), Corum (%1.67, %8.17, %82.52)
ve Tokat (%3.27, %9.06, %71) olarak yer almistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.  Siyah damar ¢iiriiklik hastaliginin 2019 yilinda ilge ve il diizeyinde hastalik siddeti,
bulunma ve yayginlik oranlar1

ilce il

in iige ;:EI&I:) I P S I P

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tasova 15.00 3.60 10.53  100.00
Merkez 15.60 6.78 18.46  100.00

AMASYA Sulu?va Lo & u 731 1927 9491
Merzifon 11.50 5.73 1522 91.30
Gumiishacikdy 9.10 10.38 27.30 100.00
Hamamézii 6.20 16.73 39.77 67.74
Merkez 11.70 0.66 3.68 38.46

CORUM Sungurlu 127.00 1.82 8.82 88.19 1.67 8.17 82.52
Osmancik 430 0.13 1.16 34.88
Erbaa 24.00 1.26 3.17 83.33
Niksar 36.40 4.61 13.65 96.43

TOKAT Resadiye 6.45 3.83 11.07  96.90 397 906  71.00
Merkez 29.20 1.06 3.14 30.48
Pazar 21.50 6.41 16.87 94.88
Turhal 7520 3.17 8.61 61.44
Havza 16.60 1.11 3.25 18.07
Carsamba 99.30 3.73 12.05 80.66
Vezirkoprii 23.10 2090 4091 100.00

SAMSUN Ladik 7.00 4.92 12.86  100.00 14.64 34.60 9593
Ondokuzmayi1s 69.50 2.65 8.06 100.00
Alagam 47.70 9.67 22.60 74.85
Bafra 1.156.00 16.63 39.09 98.87

S: Hastalik siddeti (Severity), I: Hastaligin bulunma orani (Incidence), P: Hastaligin yayginlik orani
(Prevalence)

2020 yilinda arazi siirveyleri, beyaz lahana iiretiminin en yogun olarak
yapildig1 ilge olan Bafra ilgesinde 52 tarlada toplam 520 da alanda yapilmustir.
Bafra’nmin Agillar, Bakirpmar, Hariz, ikiztepe, Karincak, Karpuzlu, Kaygusuz,
Kosukdy, Kuscular, Osmanbeyli, Sarikaya, Tiitbe ve Yesilyaz1 kdy veya

mabhallelerinde arazi siirveyleri yapilarak her tarla i¢in hastaligin yayginligi, bulunma
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orani ve siddeti hesaplanmistir. Arazinin alan1 ve GPS koordinatlar1 da not alinmstir.
Daha sonra hastaligin yayginligi, bulunma orani ve siddeti her koy/mahalle i¢in ve ilge
diizeyinde tartili ortalama ydntemine gore hesaplanmistir (Tablo 4.3). Buna gore;
hastalik tiim koy ve mahallelerde mevcuttur (%81.35), ancak hastaligin bulunma orani
(%14.40) ve siddeti (%4.83) yayginlik oranina gore daha diisiik oranlarda tespit
edilmistir.

Tablo 4.3. 2020 yili Bafra ilgesi arazi siirveyinde kdy/mahalle diizeyinde gore hastalik siddeti,
bulunma ve yayginlik oranlar1

Toplam

; . . S I P

Iice Kdoy/Mabh. lan];ile(l(lizl)l (%) (%) (%)
Agillar 45.00 2.68 7.60 60.00
Bakirpinar 11.00 5.98 15.27 100.00

Hariz 45.00 5.60 18.22 86.67

Ikiztepe 22.00 3.11 10.55 72.73
Karincak 10.00 5.78 16.00 100.00

Karpuzlu 90.00 4.77 16.33 83.33

Bafra Kaygusuz 47.00 3.92 12.34 74.47
Kosukoy 19.00 3.88 12.21 100.00

Kuscular 30.00 1.01 3.20 60.00

Osmanbeyli 49.00 8.98 23.27 91.84
Sarikaya 30.00 7.56 20.00 100.00

Tiirbe 116.00 4.57 13.48 79.31
Yesilyazi 6.00 5.56 14.00 100.00

Tartih Ortalama 520.00 4.83 14.40 81.35

S: Hastalik siddeti (Severity), I: Hastaligin bulunma orani (Incidence), P: Hastaligin yayginlik orani
(Prevalence)

2019 yilina kiyasla 2020 yilinda hastalik ayn1 bolgede daha diisiik hastalik
bulunma orani1 ve siddetine sahiptir. 2019 yilinda Bafra ilgesinde hastaligin yayginligi
%98.87 iken 2020 yilinda %81.35, bulunma orani sirasiyla %39.09 ve %14.40, siddeti
ise sirastyla %16.63 ve %4.83 olarak hesaplanmistir. 2019 yilinda yapilan siirveyde
tarlada rastgele W deseni seklinde gezilerek incelenen lahana bitkilerinin %39’unda
tipik hastalik belirtileri gézlemlenirken 2020 yilinda %14-15’inde gdzlemlenmistir.
Ayrica hastalik siddeti de bir 6nceki yila oranla daha az siddetlidir. Ancak hastaligin
siddetinin veya bulunma oraninin az olmasina ragmen yayginligi ortalama %81 olarak

tespit edilmistir.
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4.1.2. Izolasyon

Arazi ¢aligmalarinda; toplamda 360 tarlada inceleme yapilmustir ve tipik hastalik
belirtisi gdsteren 330 adet 6rnek alinmistir. Izolasyon calismasi sonucunda, Samsun
iline ait 220, Amasya iline ait 36, Corum iline ait 20 ve Tokat iline ait 54 olmak iizere

toplam 330 adet saf izolat elde edilmistir (Tablo 4.4).
4.1.3. Tanllama Cahsmalar

Aday X. campestris pv. campestris izolatlarinin tanilama ¢aligsmalarinda tiitiinde
asir1 duyarlilik, patojenisite testi, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
tanilama testleri yapilmistir. Tanilama ¢aligmalarinda referans izolatlar da

kullanilmistir.
4.1.3.1. Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Testi

Aday izolatlarin patojen Ozellikte olup olmadiklarini belirlemek amaciyla
tiitinde asir1 duyarhilik testi yapilmistir. Aday 330 adet izolattan 307 adeti, tiitiin
(Nicotiana tabacum cv. Samsun) yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden

olmustur (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu (ok)
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4.1.3.2. Patojenisite Testi

Patojenisite testinde tiim aday izolatlar hassas oldugu bilenen “Wirosa F1” isimli
cesit kullanilmistir. Bakteriyel slispansiyon ¢eneli pens yardimiyla inokule edildikten
sonra 10. glinde reaksiyon sonuglar1 degerlendirilmistir (Sekil 4.3). Enfekteli bitkilerin
yapraklarinda herhangi belirti olusturmayan (negatif reaksiyon gosteren) bakteri
izolatlar1 ¢aligmalardan ¢ikartilmistir.

Patojenisite testinde, Corum Merkez il¢esine ait 1 izolat (CM5), Tokat Merkez
ilcesine ait 2 adet izolat (TM5 ve TM10), Samsun Bafra ilgesine ait 9 izolat (SB25,
SB47-2, SB54, SB58, SB64, SB105, SB106, SB112 ve SB116), Alagam il¢esine ait
4 izolat (SA3, SA7-2, SA8-2 ve SA9-1), Ondokuzmaysis ilgesine ait 2 izolat (SO9-1 ve
SO14), Carsamba ilgesine ait 4 izolat (SC4, SC9, SC14 ve SC21) ve Havza ilgesine

ait 1 izolat (SH9) olmak tiizere toplam 23 adet izolat negatif sonu¢ vermistir (Tablo

4.4). Geriye kalan izolatlar (307 adet) pozitif reaksiyon gostermistir.

Sekil 4.3.  Patojenisite testi 10. giin sonu¢larinda farkli hastalik siddetine sahip ornekler a) SC-9
isimli izolatin negatif reaksiyonu (0 skala degeri), b)SA7-1 izolati (1 skala degeri) c) AH4-
1 izolat1 (2 skala degeri) d)AMN4-2 izolat1 (3 skala degeri) e) SB76-2 izolat1 (4 skala
degeri) (ok)

Patojenisite testinde aynmi zamanda izolatlarin viriilenslik diizeyleri de
belirlenmistir. Bu amagla 10. giinde planimetre kullanilarak hastalikli alan ve tiim alan
Ol¢timii yapildiktan sonra hastalikli alan oranma gore hastalik siddeti dolayisiyla
izolatlarin viriilenslik diizeyleri belirlenmis olup, bu testte 23 adet izolat negatif
reaksiyon gosterirken 307 adet pozitif reaksiyon gostermistir. Pozitif reaksiyon
gosteren 307 adet izolattan 39 adedi (%12.70) 1 skalasi, 55 adedi (%17.91) 2 skalast,
80 adedi (%26.06) 3 skalas1 ve 133 adedi (%43.32) ise yiiksek viriilenslige sahip 4
skalasindaki hastalik siddetine sebep olmuslardir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Aday X. campestris pv. campestris izolatlarinin virtilenslik degerleri

izolat adi Ortalama hastahk Skala izolat Ortalama hastahk Skala

siddeti + Standart hata degeri ad1 siddeti + Standart hata  degZeri
AT1 0.9+0.05 4 COK3 0.51 +£0.08 3
AT2 0.59 +£0.03 3 TE1 0.81+0.11 4
AT3 1+0 4 TE2 0.76 £ 0.07 4
AT4 1+0 4 TE7 0.88 +£0.07 4
ATS 0.67 £0.05 3 TN1 0.81+0.1 4
AT6 0.97 +0.02 4 TN2 0.78 £ 0.06 4
AM1 0.55+0 3 TN3 044+0 2
AM4 0.38 £0.01 2 TNS 0.47+0.02 2
AMS 0.48 £0.01 2 TN6 0.42+0.01 2
AM6 0.37+0.02 2 TN8 0.5+0.01 3
AMS 0.15+0.03 1 TNO 0.39 +£0.03 2
AMI11 0.78 £0.13 4 TNI10 0.95+0.03 4
AS1 0.21 £0.09 1 TN11 0.27 +£0.03 2
AS2 0.54 +£0.02 3 TN12 0.46+0.08 2
AMNI1-1 0.66 = 0.05 3 TNI13 0.85+0.09 4
AMNI1-2 1+0 4 TNI15 0.89+0.12 4
AMN?2 1+0 4 TN16-1 0.26 +0.03 2
AMN3 0.96 +£0.02 4 TN16-2 1+£0 4
AMN4-1 0.48 +£0.02 2 TN18 0.69+0.1 3
AMN4-2 0.63 +0.07 3 TR1 0.93 +£0.04 4
AMNS5 1+0 4 TR2 0.46 +0.07 2
AMNG6 1+0 4 TR3 0.89 +0.07 4
AGl1 1+0 4 TR4 09+0 4
AG2 0.59+0.11 3 TRS5 0.87+0.02 4
AG3 0.82 +£0.05 4 TR7 0.77 £ 0.09 4
AG4 1+0 4 TR9 0.59+0.08 3
AGS5 0.95+0.03 4 TR11 0.91 £0.05 4
AG6 0.65+0.01 3 TR13 0.97+0.02 4
AHI-1 0.38+0.13 2 ™3 0.54+0 3
AH1-2 1+0 4 ™5 0+0 0
AH2-1 0.83 £0.03 4 T™S8 0.49 +0.09 2
AH2-2 0.25+0.02 2 ™10 0+0 0
AH4-1 0.45+0.01 2 ™12 029+0 2
AH4-2 0.24 +0.02 1 ™16 09+0.1 4
AH5-1 0.93+0.04 4 ™17 0.41+0.02 2
AHS5-2 1+0 4 ™19 0.89 +0.07 4
CM5 0+0 0 ™22 0.52 +0.09 3
CM6 0.22+0.08 1 TP2 0.97+0.02 4
CS2 0.2+0.06 1 TP3 0670 3
CS3 0.12+0.06 1 TP4 0.81 £0.03 4
CS6-1 0.32+0.08 2 TP5 0.78+0 4
CS6-2 0.29 +£0.03 2 TP6 0.79+0.12 4
CS7 0.38+0.11 2 TP8 0.87 +£0.09 4
CS9 0.15+0.08 1 TP9 0.97 £0.03 4
CS10 0.77+0.11 4 TP10 0.44+0.15 2
CS12 0.03+0.01 1 TT1 0.67+0 3
CS14 0.79+0.11 4 TT2 0.22 +£0.06 1
CS15 0.74+0.11 3 TT3 0.92 £0.05 4
CS16 0.74+0.13 3 TT6 0.87 £ 0.09 4
CS17 0.42+0.12 2 TT7 0.65+0.12 3
CS18-1 1+0 4 TT8 0.96 +0.04 4
CS18-2 0.84 0.1 4 TT9-1 0.69 +0.08 3
CS19 0.9 +£0.06 4 TT9-2 0.87 +£0.08 4
CS20 09+0.11 4 TTI10 0.53 £0.05 3
COK1 0.62 +0.09 3 TT15 0.64 +£0.03 3
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Tablo 4.4. (devam)

izolat adi Ortalama hastahk Skala izolat Ortalama hastahk Skala
siddeti + Standart hata degeri ad1 siddeti + Standart hata  degeri
SH2 0.4+0.09 2 SA1 0.29+0.08 2
SH9 0+0 0 SA2 0.56 +£0.06 3
SC1 0.57+0.1 3 SA3 0+0 0
SC2 0.5+0.02 3 SA4 0.63 +0.09 3
SC3 0.83+0.1 4 SAS 0.07 £ 0.04 1
SC4 0+0 0 SA6-2 0.05+0.01 1
SC6 0.05+0.03 1 SA7-1 0.05+0.01 1
SC7 0.15+0 1 SA7-2 0+0 0
SC8 0.06 +£0.01 1 SA8-1 0.06 +0.01 1
SC9 0+0 0 SA8-2 0+0 0
SC10 043+0.11 2 SA9-1 0+0 0
SC11 0.87+0.08 4 SA9-2 0.77+£0.1 4
SC12 0.72+0.1 3 SA10 0.53+0.04 3
SC13 0.4+0.09 2 SAll 0.24 +£0.07 1
SC14 0+0 0 SA12 0.64+0.13 3
SC17 0.69+0.11 3 SAl4 0.51+0.12 3
SC18 0.85+0.02 4 SB1 0.98 +£0.02 4
SC19 0.31+0.1 2 SB3 1+£0 4
SC20 0.39+0.11 2 SBS5 0.17+0 1
SC21 0+0 0 SB6 0.51+£0.01 3
SC22 0.32+0.1 2 SB7 0.88 +£0.07 4
SC23 0.77+0.11 4 SB8 1£0 4
SC24 0.47 £ 0.05 2 SB9 1£0 4
SC25 0.08 £0.04 1 SB10 1£0 4
SV1 0.1+0.07 1 SB11 0.66+0.12 3
SV2 0.36 £ 0.06 2 SB12-1 1£0 4
SV3 0.09 +0.02 1 SB12-2 1£0 4
SV4-1 0.14 £ 0.08 1 SB13 0.16 £0.06 1
SV4-2 0.23+0.03 1 SB14 0.7+0.11 3
SV5 0.3+0.05 2 SB15 1£0 4
SV6 0.42+0.12 2 SB16 1£0 4
SV7 0.17+0.01 1 SB17 0.37+0.1 2
SV9 0.1 +0.05 1 SB18 1£0 4
SV10-1 0.3+0.07 2 SB19-1 0.98 +£0.02 4
SV10-2 0.22 +0.05 1 SB19-2 0.13+0.09 1
SL1 0.03+0 1 SB20 1£0 4
SL2 0.03+0 1 SB21-1 0.56+0.11 3
SO1 0.22 +0.06 1 SB21-2 1£0 4
SO2-1 0.37+0.05 2 SB22 1£0 4
SO2-2 0.12+0.02 1 SB23 0.83+0.04 4
SO3 024 +0.11 1 SB24 0.07+£0.01 1
SO4 0.04 £0.01 1 SB25 0+0 0
SO5 0.77+0.13 4 SB26 0.83+0.1 4
SO6 0.86 +0.07 4 SB27 0.52+0 3
SO7 0.67+0.03 3 SB28 0.41+£0.02 2
SO8 0.61 +£0.08 3 SB29 0.77+0.14 4
SO9-1 0+0 0 SB30 0.29+0.02 2
SO9-2 0.04 £0.01 1 SB31 04+0.12 2
SO10 0.47+0.09 2 SB32 0.57+0.06 3
SO11 0.5+0.11 3 SB33 0.71 £0.05 3
SO12 0.29+0.04 2 SB34 0.66 +0.09 3
SO13 0.85+0.02 4 SB35-1 0.97 £0.03 4
SO14 0+0 0 SB35-2 0.74 £ 0.09 3
SO15 0.08 £0.02 1 SB36 1£0 4
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Tablo 4.4. (devam)

izolat adi Ortalama hastahk Skala izolat Ortalama hastahk Skala
siddeti + Standart hata degeri ad1 siddeti + Standart hata  degZeri
SB37 1+£0 4 SB75 1£0 4
SB38 1+0 4 SB76-1 0.72+0.13 3
SB39-1 1+0 4 SB76-2 0.93 £0.05 4
SB39-2 0.63 +£0.03 3 SB77 0.68+0.13 3
SB40-1 0.78 £0.12 4 SB78-1 0.69+0.13 3
SB40-2 0.76 £0.14 4 SB78-2 0.73+0.16 3
SB41-1 0.79+0.12 4 SB79-1 0.88 +£0.07 4
SB41-2 1+0 4 SB79-2 0.78 £0.13 4
SB42 0.98 £0.02 4 SB81-1 0.88 £0.05 4
SB43-1 0.85+0.09 4 SB8&1-2 1£0 4
SB43-2 04+0.11 2 SB82 0.65+0.14 3
SB44-1 048 £0.16 2 SB83 0.84 +0.1 4
SB44-2 0.58 £0.15 3 SB84 0.32+0.14 2
SB45 0.47+0.09 2 SB85 0.77 £ 0.09 4
SB46-1 0.87+0.08 4 SB86 0.65+0.14 3
SB46-2 0.69+0.11 3 SB87 0.84 £ 0.09 4
SB47-1 0.85+0.1 4 SB88 0.88 +£0.08 4
SB47-2 0+0 0 SB89 0.77+0.12 4
SB48 1+0 4 SB90 0.56+0.11 3
SB49 0.4 +0.09 2 SBI1 0.65+0.12 3
SB50-1 0.69+0.01 3 SB92 0.48 £0.03 2
SB50-2 0.62+0.12 3 SB93 0.48+0.14 2
SB51-1 0.79+0.07 4 SB9%4 0.23+0.01 1
SB51-2 0.88+0 4 SB95 0.62+0.12 3
SB52-1 0.62+0.14 3 SB96 0.62+0.14 3
SB52-2 045+0.14 2 SB97 0.75+0.14 4
SB53 0.53+0.01 3 SB98 0.74 £ 0.09 3
SB54 0+0 0 SB99 0.67+0.01 3
SB55-1 1+0 4 SB100 0.54+0.1 3
SB55-2 0.74 £ 0.09 3 SB101 0.7+0.15 3
SB56-1 0.8+0.12 4 SB102 0.66 +0.08 3
SB56-2 0.78 £0.13 4 SB103 0.6+0.13 3
SB57-1 1+0 4 SB104 0.43+0.11 2
SB57-2 1+0 4 SB105 0+0 0
SB58 0+0 0 SB106 0+0 0
SB59-1 0.81+0.12 4 SB107 0.86 +0.08 4
SB59-2 0.84 +£0.1 4 SB108 0.52 +0.09 3
SB60 0.63+0.12 3 SB109 0.83+0.1 4
SB61 1+0 4 SBI110 0.81 +£0.08 4
SB62 1+0 4 SB111 0.47+0.12 2
SB63 0.95+0.03 4 SB112 0+0 0
SB64 0+0 0 SB113 0.7+0.13 3
SB65 1+0 4 SB114 0.67+0.12 3
SB66 1+£0 4 SBI115 0.67+0.14 3
SB67 0.5+0.15 3 SB116 0+0 0
SB68-1 0.96 +£0.02 4 SB117 0.87 +£0.09 4
SB68-2 0.63 +£0.03 3 SBI118 0.46+0.08 2
SB69 0.69+0.12 3 SB119 0.15+0.04 1
SB70 0.93+0.08 4 SB120 0.55+0.1 3
SB71-1 0.56+0.14 3 SB121 0.94 +0.06 4
SB71-2 0.79 £0.05 4 SB122 0.93 +£0.08 4
SB72-1 0.71+£0.11 3 SB123 0.91 +0.09 4
SB72-2 047+0.11 2 SB124 0.87 £0.05 4
SB73-1 0.75+0.1 4 SB125 0.47 +0.09 2
SB73-2 0.74 £ 0.1 3 SB126 1£0 4
SB74 09=+0.1 4 SB127 1£0 4
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4.1.3.3. Morfolojik, Biyokimyasal ve Fizyolojik Tanmilama Sonuclar1

Morfolojik Tani:

Aday X. campestris pv. campestris izolatlarin NGA besiyerinde 24-26 °C’de 48
saatlik inkiibasyon sonucunda; sar1 renkli, parlak goriiniimlii, akigkan formda, diizgiin
kenarli ve ylizeyli koloniler olusturdugu gézlemlenmistir. YDCA besiyerinde sar1
renkli, parlak goriiniimlii, diizgiin kenarli, diizgiin yiizeyli ve akiskan formda koloniler
gbzlemlenmistir. Aday izolatlar KBA besiyerinde ise sar1 renkli, diizgiin yiizeyli,
diizgiin kenarli ve mukoid koloniler olugturmuslardir (Sekil 4.4).

Aday izolatlarin genel besiyeri disginda 2 adet yar1 selektif besiyerinde de
gelisimleri gozlenmistir. mCS20ABN besiyerinde ayva sarisi, mukoid ve nigastay1
hidroliz etmelerinden dolay1 bir zonla g¢evrili sekilde koloni olusturmuslardir. mFS
besiyerinde de mukoid, kremimsi-beyaz, nisatay1 hidrolize etmelerinden dolay1 ¢ok

ince zonla gevrili koloni olusturmuslardir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Aday X. campestris pv. campestris izolatlarinin farkli besiyerlerinde koloni yapilari

Patojenisite testinde negatif reaksiyon gosteren izolatlar yar1 selektif

besiyerleri olan mCS20ABN ve mFS’de gelisme gostermemistir.

Gram Boyama Testi:

Gram boyama testi sonucunda tiim izolatlarin Gram negatif oldugu

belirlenmistir.
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Potasyum Hidroksitte (KOH) Coziinme Testi:

KOH testinde tiim aday izolatlarin viskoz, yapiskanimsi bir siinmeye neden

oldugu ve pozitif reaksiyon sonucu Gram negatif oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. KOH testinde SB81-1 isimli izolatin pozitif reaksiyonu

Nisastanin Hidrolizi Testi:

Nisastanin hidrolizasyonu testinde petride lugol solusyonu eklendiginde ortamin
rengi koyu mavi-siyaha dondiigiinde kolonilerin etrafinda acik bolgenin olusmustur ve

test sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Nisastanin hidrolizi testinde AG6 isimli izolatin pozitif reaksiyonu

Eskulinin Hidrolizi Testi:

Tim aday izolatlar bu teste pozitif reaksiyon gostermistir. Eskulinin
hidrolizasyonu testinde hazirlanan tiiplere bakteri ekimin sonrasi inkiibasyon
sonucunda eskulinin hidroliziyle ortam renginin kahverengiye doniistigi

gozlemlenmistir ve sonuglar pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Eskulinin hidrolizi testinde CS10 isimli izolatin pozitif reaksiyonu

Oksidasyon/Fermantasyon Testi:

Bu testte tiim aday izolatlar, oksijenli ortama asilandiginda inkiibasyon sonucu
tiipte glikozdan asit liretimi yaparak ortamin zeytin yesili rengini portakal-sar1 renge
doniistiirerek oksidatif reaksiyon gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.8). Agar ile
kapatilan oksijensiz olan tiipte ise renk degisimi gézlenmemisir. Tiim aday izolatlar

oksidatif reaksiyon gondermistir.

Sekil 4.8. Oksidatif fermentatif testinde AH4-2 isimli izolatin oksidatif reaksiyonu

Katalaz Testi:
Bu teste tiim aday izolatlar lam iizerine %3’liik H>O> eklendikten sonra hava

kabarciklar1 ¢ikmistir ve pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Katalaz testi; a) Negatif reaksiyon, b) SB81-1 isimli izolatin pozitif reaksiyonu

35 °C’de Gelisme Testi:

Tiim aday izolatlar 35 °C’de gelisme gostermislerdir.
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Karbonhidratlarin Kullanimi Testi:

Karbonhidratlardan asit olusumu testlerinde; besiyerinde d-Mannose, d-
Arabinose, d-Glucose, d-Xylose, d-Cellobiose, d-Galactose ve Sucrose karbon
kaynaklar1 kullanildiginda tiiplerde asit {iretiminden kaynakli olarak mordan sariya
donen bir renk degisimi olmustur ve test sonuglar1 pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmistir. Karbon kaynagi olarak, d-Trehalose, Raffinose ve d-Mannitol
kullanildiginda ise aday izolatlar asit liretimine neden olmayarak tiiplerde herhangi bir
renk degisimine sebep olmamistir ve test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Karbonhidratlarin kullanimi testi; a) TE7 isimli izolatin D-Arabinose karbon kaynagi
testinde pozitif reaksiyonu, b) SB81-1 isimli izolatin Raffinose karbon kaynagi testinde
negatif reaksiyonu

Aday X. campestris pv. campestris izolatlarinin biyokimyasal ve fizyolojik test
sonuclar1 ve referans reaksiyon verileri Tablo 4.5’te verilmistir. Buna gore, aday
izolatlarin hepsi biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglari ile literatiirdeki referans

alinan sonuclar arasinda farklilik bulunmadig1 gézlemlenmistir.
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Tablo 4.5.  Aday Xanthomonas campestris pv. campestris izolatlarinin biyokimyasal ve fizyolojik test
sonuglart

Test Reaksiyon

Referans reaksiyon* Aday izolatlar

Gram boyama - -

Potasyum hidroksit (KOH) testi + +
Nisastanin hidrolizi + +
Eskulinin hidrolizi + +
Oksidasyon/Fermantasyon testi Ok Ok
Katalaz testi + +
35 °C’de gelisme + +
Karbonhidratlardan asit olusumu:
e d-Mannose + +
e d-Arabinose + +
e d-Glucose + +
e  d-Trehalose -/+ -
e d-Xylose + +
e d-Cellobiose + +
e d-Galactose + +
e Raffinose -/+ -
e d-Mannitol -/+ -
e  Sucrose + +

*: (Schaad, 1989; Adhikari ve Basnyat, 1998; Popovic vd., 2013)
Ok: Oksidatif, +: Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon

4.1.3.4. Molekiiler Tam

Aday izolatlarin cins diizeyinde tanisi i¢in cinse spesifik 16S rRNA gen
bolgesine ait Xccl6S-F/Xccl6S-R primer ¢ifti ile ArpF gen bolgesine ait
DhrpF/DhrpR primer ¢ifti kullanilarak klasik PCR islemleri yapilmistir. Jel
goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir. Buna gore, cins spesifik Xccl16S-F/Xcc16S-R
primerleri ile yaklasik 959 bg, DhrpF/DhrpR primerleri ile yaklasik 769 bg¢ {iriin

olusturarak X. campestris pv. campestris olarak tanilanmistir.
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~769 bg

Sekil 4.11. a) Xanthomonas campestris pv. campestris 16S-F/R primer ¢ifti ile16S rRNA PCR
amplifikasyonunun jel gorlntiisii; b) DhrpF/R primer ¢ifti ile spesifik hrpF PCR
amplifikasyonunun jel goriintiisii. M=DNA ladder K=Negatif kontrol

307 adet izolatin 16S rRNA ve hrpF spesifik gen bdlgesinin PCR amplifikasyonu
yapildiktan sonra, farkli il ve il¢elerden izole edilmis, farkli viriilenslik diizeylerinde
olan izolatlardan 24 adet segilerek niikleotid dizi analizi 6zel bir firmada (BM Lab.
Ankara) hizmet alimi seklinde yaptirilmistir.

Ozel firmadan gelen niikleotid dizilerine ait kromotogram ¢ikt1 dosyalar1 igin
Chromos Pro (versiyon 1.7.6) programi kullanilarak ve edisyon yapilarak konsensiis
diziler elde edilmistir. Elde edilen konsensiis diziler i¢in NCBI Genbank’ta niikleotid
BlastN analizi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yapilmigtir. Bu analiz

sonucunda izolatlarinin diinyadan diger bolgelerinde saptanmis X. campestris pv.
campestris ile %100 benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Izolatlara ait dizilerin
Genbank’a kayitlar1 yapilarak, niikleotid dizilerine ait NCBI Genbank erisim
numaralar1 alimmustir. izolatlar igin alinan erisim numaralari ve izolatin temin edildigi

il ve ilgeye ait bilgiler Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. PCR islemi sonrasinda niikleotid dizi analizi yapilan 6rneklere ait bilgiler

izolat ismi Lokasyon NCBI erisim no NCBI erisim no
(16S rRNA) (hrpF)
AH2-1 Hamamonii, Amasya MW845834 MW863565
ATI Tasova, Amasya MW845832 MW863563
AG4 Gilimiishacikdy, Amasya MW845836 MW863568
AMNI1-1 Merzifon, Amasya MW845840 MW863567
AMI11 Merkez, Amasya MW845841 MW863569
AS1 Sungurlu, Amasya MW845842 MW863570
CM6 Merkez, Corum MW845838 MW863561
CS9 Sungurlu, Corum MW845830 MW863571
COK1 Osmancik, Corum MW845839 MW863572
™17 Merkez, Tokat MW845843 MW863560
TP6 Pazar, Tokat MW845837 MW863559
TN10 Niksar, Tokat MW845844 MW863573
TRS Resadiye, Tokat MW845845 MW863574
TT3 Turhal, Tokat MW845846 MW863575
SC12 Carsamba, Samsun MW845847 MW863576
SL1 Ladik, Samsun MW845848 MW863577
Sv7 Vezirkoprii, Samsun MW845849 MW863562
SO6 Ondokuzmayis, Samsun MW845850 MW863578
SA14 Alagam, Samsun MW845851 MW863579
SB6 Bafra, Samsun MW845852 MW863564
SB18 Bafra, Samsun MW845853 MW863566
SB39-2 Bafra, Samsun MW845831 MW863580
SB92 Bafra, Samsun MW845833 MW863581
SB101 Bafra, Samsun MW845835 MW863582

Izolatlarin 16S rRNA ve hrpF genleri kullanilarak yapilan dizileme isleminde elde
edilen sonuglar NCBI veri tabaninda yer alan referans izolatlar ile kontrol edimis ve
filogenetik agac olusturulmustur. Izolatlarin 16S rRNA ve ArpF gen bolgesi dizileri
kullanilarak filogenetik aga¢ elde etmek amaciyla ¢oklu cakistirmalar MEGA X
programinda yer alan Clustal W analizi yardimiyla yapilmistir. NCBI’da kayith 2 tane
referans X. campestris pv. campestris 16S rRNA ve hrpF gen bolgesini, dis izolat
olarak da Pseudomonas tirlerinden dizi eklenerek hizalama isleminden sonra
Neighbour-joining analiz yontemine gore filogenik aga¢ olusturulmustur.

Izolatlara ait 16S rRNA niikleotid dizileri ile yapilan filogenetik analizde, X.
campestris pv. campestris strain CA 3103 (KU997693.1) isimli Hindistan izolat1 ve X.
campestris pv. campestris N170927 (LC490806.1) isimli Japonya izolat1 ile %100
blastN benzerligi gostermis ve ayni kiimede yer almistir (Sekil 4.12). Filogenetik
analiz ayrica X. campestris pv. campestris izolatlar1 ile Pseumonas syringae
izolatlarin1 farkli gruplarda yer alarak cins diizeyinde ayrim i¢in 16S rRNA’nin
yeterliligini gostermistir. Dis grup olarak kullanilan Candida albicans farkh

kiimelerde yer almistir.
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Xcc KU997693.1
Xcc LC490806.1
Xcc SB18 MW845853
Xcc SB6 MW845852
Xcc TN10 MW845844
Xcc TM17 MW845843
Xcc AS1 MW845842
Xcc AM11 MW845841
Xcc AMN1.1 MW845840
Xcc TP6 MW845837
Xcc AG4 MW845836
94% | Xcc SB101 MW845835
Xcc AH2.1 MW845834
Xcc AT1 MW845832
Xcc TT3 MW845846
Xcc SB39.2 MW845831
Xcc TR5 MW845845
Xcc CM6 MW845838
Xcc SB92 MW845831
Xcc SC12 MW845847
Xcc SO6 MW845850
8% || Xcc SV7 MW845849
Xcc SA14 MW845851
Xcc SL1 MW845848
Xcc CS9 MWB845830
Xcc COK1 MW845839
;ml[ Psa AB001439.1

Psp KF888740.1
Candida albicans X53497 .1

89%

94%

0.050

Sekil 4.12.  16S rRNA gen bolgesi dizilerine ait Neighbour-joining filogenetik analizi. Tamura-Nei
modeli (Tamura & Nei, 1993) kullanilmistir. Bootstrap degeri 500°diir.

hrpF geni ile yapilan filogenetik agacta, ¢alismamizdan elde edilen izolatlarin
birbirine benzerlik olarak yakin oldugu, X. campestris pv. campestris strain Race 4
HRI1279A ve X. campestris pv. campestris strain Racel HRI3811 isimli Trinidad
izolatlar1 ile farkli bir grup altinda yeralmistir (Sekil 4.13). Filogenetik analiz ayrica
X. campestris pv. campestris izolatlar1 ile Xanthomonas vesicatoria izolatlarini farkl

gruplarda yer alarak tiir dlizeyinde ayrim i¢in ArpF’nin yeterliligini géstermistir.
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Xcc S39.2 MW863580
Xcc SB92 MW863581
Xcc SA14 MW863579
Xcc SB18 MW863566
Xcc AMN1.1 MW863567
Xcc AM11 MW863569
Xcc TM17 MW863560
Xcc SV7 MW863562
Xcc AT1 MW863563
Xcc SB6 MW863564
Xcc AH2.1 MW863565
94% | Xcc AG4 MW863568
Xcc AS1 MW863570
Xcc TN10 MW863573
Xcc TT3 MW863575
Xcc SC12 MW863576
Xcc SL1 MW863577
Xcc SO6 MW863578
Xcc SB101 MW863582
Xcc TP6 MW863559
Xcc TR5 MW863574
Xcc CM6 MW863561
il Xce CS9 MW863571
Xcc COK1 MW863572
&{ Xcc EU091766.1

Xcc EU091763.1
81% | Xanthomonas vesicatoria KM198918.1

l Xanthomonas vesicatoria LN880276.1

92%

Pseudomonas syringae DD042917.1

0.20

Sekil 4.13.  hrpF gen bolgesi dizilerine bagl olarak elde edilen filogenetik aga¢. Agagta Maksimum
Olabilirlik yontemi (Maximum Likelihood method) (Felsenstein, 1981) ve Tamura-Nei
modeli (Tamura & Nei, 1993) kullanilmistir. Bootstrap degeri 500°diir.

Aday izolatlarin tiitiinde agir1 duyarlilik, patojenisite testi, morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler tanilamas1 yapildiktan sonra toplam 307 adet izolat X.
campestris pv. campestris olarak tanilanmistir. Izolatlarin temin edildikleri il ve ilce
diizeyinde dagilimi Tablo 4.7°de verilmistir. Samsun’dan alinan 220 6rnekten 200’1,
Amasya’dan alinan 36 6rnegin hepsi, Corum’dan alinan 20 6rnegin 19’u ve Tokat’dan

alinan 54 6rnegin 52 tanesinde X. campestris pv. campestris izolat1 elde edilmistir.
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Tablo 4.7. Xanthomonas campestiris pv. campestris izolat sayilarinin il ve ilgelere gore dagilimi

i lge Alinan Xcc
ornek sayisi izolat sayisi
Tasova 6 6
Merkez 6 6
Suluova 2 2
AMASYA Merzifon 8 8
Gilimiishacikdy 6 6
Hamamozi 8 8
Toplam 36 36
Merkez 2 1
Sungurlu 16 16
CORUM Osmancik 2 2
Toplam 20 19
Erbaa 3 3
Niksar 15 15
Resadiye 9 9
TOKAT Merkez 9 7
Pazar 8 8
Turhal 10 10
Toplam 54 52
Havza 2 1
Carsamba 22 18
Vezirkoprii 11 11
SAMSUN Ladik 2 2
Ondokuzmayis 17 15
Alagam 16 12
Bafra 150 141
Toplam 220 200
GENEL TOPLAM 330 307

4.1.4. Irk Ayrimi

Projede X. campestris pv. campestris’e ait 307 adet izolatin 1rklarinin
belirlenmesine yonelik ¢alismada, Brassica spp. genotiplerinde patojenisite testleri
yapilarak irk profilleri belirlenmistir.

Irklarin belirlenmesi ¢aligmalarinda, Vicente vd. (2013) ve Fargier ve Manceau
(2007)’nin uyguladig1 modele gore Brassica spp.’e ait 8 farkli genotip kullanilmistir.
Irk ayrimi denemesinin biiylik bir c¢ogunlugu Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’ne ait kontrollii seralarda yapilmistir. {lk kurulan denemede eksik olanlar
veya zayif viriilenslik gosterdigi icin net sonu¢ alinamayan izolatlar tekrar
denenmistir. ikinci deneme Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Bitki Saghg
Boliimi kontrollii iklim odasinda yapilmistir. Tohumlarda ¢imlenme orani %90-95

oranlarinda olmustur.
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Bakteriyel inokulasyon; 26-28 °C’de, 24-48 saat siireyle gelistirilen izolatlarin
1x10% hiicre/mI’lik konsantrasyonlu siispansiyonu ile bitkilerin 4-6 yaprakli fide
donemindeyken yapildiktan sonra bitkiler 26-28 °C sicaklikta, %70-80’lik nemli
ortamda ve 16 saat gilindiiz ve 8 saat karanlik olacak seklide 10-14 giin boyunca
gozlemlenmistir. Deneme sonuglart; yaprakta siddetli tipik belirti olusturanlar i¢in
pozitif (+) reaksiyon, yaprakta belirli/belirsiz atipik belirti olusturanlar icin zayif
viriilenslik () ve belirtiye neden olmayan izolatlar i¢in negatif (-) reaksiyon seklinde

degerlendirilmistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

Sekil 4.14. TRS isimli izolatin Just Right Turnip (JRT) isimli genotipteki pozitif reaksiyonu (10. Giin)

Sekil 4.15. SB39-1 isimli izolatin Miracle F1 isimli gesitteki negatif reaksiyonu (10. Giin)
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Sekil 4.16. Izolatlarin Brassica spp.’e ait 8 farkli genotipteki reaksiyonlarmna gére ik ayrim
denemesi; a) SA1 isimli izolatin COB60 isimli genotipte gosterdigi negatif reaksiyon, b)
AMNG isimli izolatin Seven top turnip isimli ¢esitte gosterdigi negatif reaksiyon, ¢) COK3
isimli izolatin Just Right Turnip isimli genotipte gosterdigi negatif reaksiyon, d) AMN4-
1 isimli izolatin Just Right Turnip isimli genotipte gosterdigi zayif viriilenslik belirtisi, e)
SC8 isimli izolatin COB60 isimli genotipte gosterdigi pozitif reaksiyon, f) AT4 isimli
izolatin Miracle F1 ¢esidinde gosterdigi pozitif reaksiyon, g) TNS isimli izolatin SxD1
genotipinde gosterdigi pozitif reaksiyon (10. giin).

Sera denemesinde izolatlarin 1tk belirleme setinde yer alan 8 farkli genotipteki
reaksiyonlarina goére alinan sonuclar, Vicente ve ark. (2001), Fargier ve Manceau
(2007), Jensen ve ark. (2010), Vicente ve Holub (2013) kaynaklarina gore
degerlendirilmistir. Tiim izolatlarin sera denemesi sonucunda farkli ¢esitler iizerinde

vermis oldugu reaksiyon sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8.  izolatlarin Brassica spp.’e ait 8 farkli genotipteki reaksiyonlarina gore irk ayrimi denemesi

sonuglart
R=) i=)
2 ~% E_ E_ &% o =% § _=
205 ST ST f5 8% iiosloglo;
- E EY 54 S5 2% ES EY o#% gf =

S By 2% g% zg =€ g9 T4 ©%
Amasya AT1 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AT2 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AT3 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AT4 + - - - - + + - Irk 4
Amasya ATS + - - - - + + - Irk 4
Amasya AT6 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AMI1 + - - - - + + + Irk 9
Amasya AMA4 + + + = _ + == + TIrk 1
Amasya AMS + + + _ - + + + Irk 1
Amasya AM6 + + + _ R + + + Irk 1
Amasya AMS + + + - _ + + + Irk 1
Amasya AM11 + + + - = + + + Irk 1
Amasya AS1 + r 4 - - + + - Irk 4
Amasya AS2 + - - i - + + - Irk 4
Amasya  AMNI-1 + . - o - + + - Irk 4
Amasya  AMNI1-2 + = - - - + 4k - Irk 4
Amasya AMN?2 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AMN3 + - - - - + + - Irk 4
Amasya  AMN4-1 + + + +/+ + - + + Irk 6
Amasya  AMN4-2 + + + + + - + + Itk 6
Amasya AMNS5 + - - - - + + + Irk 9
Amasya AMNG6 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AG1 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AG2 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AG3 + - - - - + + + Irk 9
Amasya AG4 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AGS + - - - - + + + Irk 9
Amasya AG6 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AHI1-1 + - - - - + + - Irk 4
Amasya AH1-2 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AH2-1 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AH2-2 + + + - - + + + TIrk 1
Amasya AHA4-1 + + + - - + + + Irk 1
Amasya AH4-2 + + + - - + + + TIrk 1
Amasya AHS5-1 + - - - - + + + Irk 9
Amasya AHS5-2 + + + - - + + + TIrk 1
Corum CM6 + + + - - - + - Irk 8
Corum CS2 + - - - - + + - Irk 4
Corum CS3 + - - - - + + + Irk 9
Corum CS6-1 + + + - - + + + Irk 1
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Tablo 4.8. (devam)

R=) R=)
2 2% E- E_ % . ET % _=
_ 2 5% S§ 2T 45 8% =% 3% 3L =
. E EY 85 &3 2§ B8 EY ¥ oF =
S Ex 28 g% =g =< 59 4 ©%
g 3
Corum CS6-2 + + + - + + + Irk 1
Corum CS7 + - - - + + - Irk 4
Corum CS9 + - - - + + - Irk 4
Corum ¢S10 + - - - + + - Irk 4
Corum CS12 + + - - + + - Irk 8
Corum CS14 + + - - + + - Irk 8
Corum CS15 + - - - + + - Irk 4
Corum ¢S16 + - - - + + - Irk 4
Corum CS17 + - - 4 + + + Irk 9
Corum CS18-1 + - - - + + + Irk 9
Corum CS13-2 + - = - + + - Irk 4
Corum ¢S19 + - - - + + - Irk 4
Corum ¢S20 + - - - + + - Irk 4
Corum COK1 + + + - + + + Irk 1
Corum COK3 + - + - + + - Irk 4
Tokat TE1 + - + - + + - Irk 4
Tokat TE2 + + + - + + + Irk 1
Tokat TE7 + - - - + + - Itk 4
Tokat TN1 + + + - + + + Irk 1
Tokat TN2 + + + - + + + Irk 1
Tokat TN3 + - - - + + - Itk 4
Tokat TNS + -+ + - + + - Irk 4
Tokat TN6 + - - - + + - Irk 4
Tokat TN8 + - - - + + - Irk 4
Tokat TNO9 + - - - + + - Itk 4
Tokat TN10 + - - _ + + - Itk 4
Tokat TNI11 + - - - + + - Irk 4
Tokat TN12 + - - - + + - Irk 4
Tokat TN13 + + - - T T - Irk 8
Tokat TNI15 + - + - + + - Irk 4
Tokat TN16-1 + - - - + + - Irk 4
Tokat TN16-2 + - - - + + - Irk 4
Tokat TN18 + - - _ + + - Itk 4
Tokat TR1 + + + - + + + Irk 1
Tokat TR2 + + + - + + + Irk 1
Tokat TR3 + - - A + + - Irk 4
Tokat TR4 + - - - + + - Itk 4
Tokat TRS + + - - + + - Itk 8
Tokat TR7 + + + - + - + Irk 3
Tokat TR9 + + - -+ + + - Irk 8
Tokat TRI11 + + + - + + + Irk 1
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Tablo 4.8. (devam)

R=) =)
2 =% 5_ E_ & 2 7% § _=
g A3 £F E§ IS 9F =3 _% g%
= £ 25 =z§F oF 8% %8 2§ 2§ 8% =z
= E E3 P; €< 2§ BE E3 #¥ g3 =
5 Eg 2% S £ *E 54 T8 U8
2 3

Tokat TR13 + + + + + + Irk 1
Tokat ™3 + - - + + - Irk 4
Tokat TMS8 + - - + + + - Irk 4
Tokat TM12 + + + + + + + Irk 1
Tokat ™16 + - - + + - Irk 4
Tokat TM17 + + + + + + Irk 1
Tokat ™19 + - - + + - Irk 4
Tokat TM22 + + - + + - Irk 8
Tokat TP2 + - - + == + Irk 9
Tokat TP3 + = - + + - Irk 4
Tokat TP4 + _ - + + - Irk 4
Tokat TP5 + + + + + + Irk 1
Tokat TP6 + + + + + + Irk 1
Tokat TP8 + 5 - + + - Irk 4
Tokat TP9 + + + + + + Irk 1
Tokat TP10 + + + + + + Irk 1
Tokat TT1 + = + + + - Irk 4
Tokat TT2 + r - + L - Irk 4
Tokat TT3 + - - + + - Irk 4
Tokat TT6 + - - + + - Irk 4
Tokat TT7 + + - + + - Irk 8
Tokat TT8 + + + + + + Irk 1
Tokat TT9-1 + - - + + - Itk 4
Tokat TT9-2 + - - + + - Irk 4
Tokat TT10 + - - - + + - Irk 4
Tokat TTI15 + ES - - + + - Irk 4
Samsun SH2 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC1 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC2 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC3 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC6 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC7 + + + - + + + Irk 1
Samsun SC8 + + + - + + + Irk 1
Samsun SC10 + + + - + + + Irk 1
Samsun SC11 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC12 + - + - T + - Irk 4
Samsun SC13 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC17 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC18 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC19 + - - - + + - Irk 4
Samsun SC20 + - - - + + - Irk 4
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Tablo 4.8. (devam)

R=) =
2 =% E_ E_ & & =% § _=
2058 CF 2T OfF 2% 5% ozf g o
= 5 £ 55 &% 2% ES E§ F% o =k

S Eg B2 £° =g E€ 59 g ©8
Samsun SC22 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SC23 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SC24 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SC25 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SVi + - + - - + + - Irk 4
Samsun SV2 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SV3 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SV4-1 + - - - - + + - Irk 4
Samsun Sv4-2 + - - = - + == - Irk 4
Samsun SV5 + = - - + + + - Itk 4
Samsun SV6 + _ - - - + + - Irk 4
Samsun SV7 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SV9 + + + 4 - + + + Irk 1
Samsun SV10-1 + 5 - - . + + - Irk 4
Samsun SV10-2 + + + o A + + + Irk 1
Samsun SL1 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SL2 + + + + = + + + Irk 1
Samsun SO1 + + = - - - + - Irk 8
Samsun S0O2-1 + + - - - - + - Irk 8
Samsun SO2-2 + + - A + - + - Irk 8
Samsun SO3 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO4 + - - -+ - + + - Irk 4
Samsun SO5 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO6 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO7 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO8 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO9-2 + + - - - + + - Irk 8
Samsun SO10 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO11 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO12 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO13 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SO15 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA1 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA2 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA4 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA5 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA6-2 + + + - - + + + Irk 1
Samsun SA7-1 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA8-1 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA9-2 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SA10 + - - - - + + - Irk 4
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Tablo 4.8. (devam)

R=) L
2 =% E_ E_ &% o =% § _=
g =3 £F E§ ¥§ 9Ff =% _% g%
= £ 25 =Y =Y Bf{ 2% %5 Bf £% £
S % Fe ts D§ BS E3 43 88 ¢
s g T 5 &g S < S
R
Samsun SAll + + + AR + + + Irk 1
Samsun SA12 + - - - + + - Irk 4
Samsun SA14 + + + - + + + Irk 1
Samsun SB1 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB3 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB5 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB6 + - + - + + - Irk 4
Samsun SB7 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB8 + - - - + =4 + Irk 9
Samsun SB9 + > + - + + - Irk 4
Samsun SB10 + - + - + + - Irk 4
Samsun SB11 + - - - + + + Irk 9
Samsun SB12-1 + z - - + + + Irk 9
Samsun SB12-2 + . g r + + - Irk 4
Samsun SB13 + - + - + + - Irk 4
Samsun SB14 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB15 + > - 3 + o - Irk 4
Samsun SB16 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB17 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB18 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB19-1 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB19-2 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB20 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB21-1 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB21-2 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB22 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB23 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB24 + - + - - T + - Irk 4
Samsun SB26 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB27 + + - - - + + - Irk 8
Samsun SB28 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB29 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB30 + - + - - + + - Irk 4
Samsun SB31 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB32 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB33 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB34 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB35-1 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB35-2 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB36 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB37 + - - - - + + - Irk 4
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Tablo 4.8. (devam)
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23

Samsun SB38 + - - + + - Irk 4
Samsun SB39-1 + + + + - - + Irk 3
Samsun SB39-2 + + + - - + Irk 3
Samsun SB40-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB40-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB41-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB41-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB42 + - - + + - Irk 4
Samsun SB43-1 + - - + = - Irk 4
Samsun SB43-2 + = - + + - Irk 4
Samsun SB44-1 + B + + + - Irk 4
Samsun SB44-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB45 + £ - + + - Irk 4
Samsun SB46-1 + 3 g + + - Irk 4
Samsun SB46-2 + - = + + - Irk 4
Samsun SB47-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB48 + > - + - - Irk 4
Samsun SB49 + + + + + + Irk 1
Samsun SB50-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB50-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB51-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB51-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB52-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB52-2 + -+ - + + - Irk 4
Samsun SB53 + + - + + - Irk 8
Samsun SB55-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB55-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB56-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB56-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB57-1 + - + - + + - Irk 4
Samsun SB57-2 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB59-1 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB59-2 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB60 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB61 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB62 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB63 + - - - + + + Irk 9
Samsun SB65 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB66 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB67 + - - - + + - Irk 4
Samsun SB68-1 + - - - + + - Irk 4
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Tablo 4.8. (devam)
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Samsun SB68-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB69 + + - + + - Irk 8
Samsun SB70 + - - + + - Irk 4
Samsun SB71-1 + + + + + + Irk 1
Samsun SB71-2 + + + + + + Irk 1
Samsun SB72-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB72-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB73-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB73-2 + - - + oE - Irk 4
Samsun SB74 + = - + + - Irk 4
Samsun SB75 + _ - + + - Irk 4
Samsun SB76-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB76-2 + E - + + - Irk 4
Samsun SB77 + 9 - + + - Irk 4
Samsun SB78-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB78-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB79-1 + > - + b - Irk 4
Samsun SB79-2 + r - + . - Irk 4
Samsun SB81-1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB81-2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB&2 + - - + + - Irk 4
Samsun SB&3 + - - + + - Irk 4
Samsun SB84 + - - + + - Irk 4
Samsun SB8&5 + - - + + - Irk 4
Samsun SB86 + - - + + + Irk 9
Samsun SB&7 + - - + + + Irk 9
Samsun SB&8 + - - + + + Irk 9
Samsun SB89 + - - + + - Irk 4
Samsun SB90 + - - + + - Irk 4
Samsun SBI1 + - - + + - Irk 4
Samsun SB92 + - - + + - Irk 4
Samsun SB93 + - + + + - Irk 4
Samsun SB94 + - - + + + Irk 9
Samsun SB95 + - - + + - Irk 4
Samsun SB96 + - - + + - Irk 4
Samsun SB97 + + + + + + Irk 1
Samsun SB98 + - + - + - Irk 9
Samsun SB99 + - - + + - Irk 4
Samsun SB100 + - - + + - Irk 4
Samsun SB101 + + - + + - Irk 8
Samsun SB102 + + - + + - Irk 4
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Tablo 4.8. (devam)
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Samsun SB103 + + - - - + + - Irk 8
Samsun SB104 + + - - - + + - Irk 8
Samsun SB107 + - - - - + + + Irk 9
Samsun SB108 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB109 + -+ - - - -+ + - Irk 9
Samsun SB110 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB111 + + + - - + + + Irk 1
Samsun SB113 + + + - - + + + Irk 1
Samsun SB114 + - - - _ + E - Irk 4
Samsun SB115 + > - - - + + - Irk 4
Samsun SB117 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB118 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB119 + > - r - + + - Irk 4
Samsun SB120 + < E - r + + - Irk 4
Samsun SB121 + - - £ - + + - Irk 4
Samsun SB122 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB123 + > - - - + 4 - Irk 4
Samsun SB124 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB125 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB126 + - - - - + + - Irk 4
Samsun SB127 + - - _ _ + + - Ik 4

+: pozitif reaksiyon, +: zay1f viriilenslik, -: negatif reaksiyon

Izolatlarm illere gére 1rk profilleri Tablo 4.9°da ve konuma gore dagilimlar
Sekil 4.17°de verilmistir. Bu dogrultuda, sera ve iklim odasi ¢alismalarinda, toplam
307 adet izolatin 47 tanesinin 1 nolu irk, 3 adetinin 3 nolu irk, 211 tanesinin 1rk 4, 2
tanesinin 1tk 6, 18 tanesinin 1tk 8 ve 26 tanesinin 1tk 9°dan oldugu tespit edilmistir.

Amasya disinda 3 ilde de irk 4’{in daha yogun oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.9. izolatlarm illere gére 1k profilleri

. Toplam Irk grubu
1l Xce
izolati 2 3 4 5 6 7 8 9
AMASYA 36 15 - - 14 - 2 - - 5
CORUM 19 3 - - 10 - - - 3
TOKAT 52 14 - 1 31 - - - 1
SAMSUN 200 15 - 2 156 - - - 10 17
TOPLAM 307 47 - 3 211 - 2 - 18 26
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Test edilen izolatlar arasinda 1rk 2, itk 5 ve irk 7 izolatlarina rastlanilmamastir.
Izolatlarm ilgelere gére 1rk dagilimi incelendiginde, ilgelerde tek tip irkin bulunmadig:
ancak bir tanesinin daha yogun olarak bulundugu goriilmiistiir. Buna gore, Samsun’un
Bafra ilgesinden elde edilen izolatlarin %78’1 irk 4, %12’si 1tk 9, %4’ 1rk 1 grubuna
ait oldugu tespit edilmistir. Diger ilgelerde de genel olarak irk 4’{in bulunma oram
digerlerine kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte Amasya Merkez

ilgesine ait 6 izolattan 5’1 (%83) 1rk 1’e ait oldugu belirlenmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. izolatlarin il ve ilgelere gére 1k diizeyindeki dagilimlar

. . Toplam
n Iice Xce Irk1 Irk3 Irk 4 Irk 6 Irk 8 Irk9
izolati
Tasova 6 1 - 5 . - -
Merkez 6 5 - - - - 1
AMASYA Suluf)va 2 = - 2 - - -
Merzifon 8 - - 5 2 - 1
Giimiishacikdy 6 3 - 1 - - 2
Hamamézii 8 6 - 1 - - 1
Merkez 1 - = - - 1 -
CORUM Sungurlu 16 2 - 9 - 2 3
Osmancik 2 1 - 1 - - -
Erbaa 1 - 2 - -, -
Niksar 15 2 - 12 - 1 -
TOKAT Resadiye 9 4 1 2 - 2 -
Merkez 2 - 4 - -
Pazar 4 - 3 - - 1
Turhal 10 1 - 8 - 1 -
Havza 1 - - 1 - - -
Carsamba 18 3 - 15 - - -
Vezirkdprii 11 2 - 9 - - -
SAMSUN Ladik 2 1 - 1 - - -
Ondokuzmayi1s 15 - - 11 - 4 -
Alacam 12 3 - 9 - - -
Bafra 141 6 2 110 - 6 17
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Sekil 4.17. Izolatlarin il ve ilge konumuna gore 1rk diizeyindeki dagilim haritas

Karadeniz Bolgesi’nde tiim diinyada oldugu gibi en yaygin irkin X. campestris
pv. campestris 1tk 4 grubu izolatlar oldugu belirlenmistir. Irk 4 grubu izolatlarin yogun
olmasimin viriilenslik ile baglantis1 olup olmadigini incelemek amaciyla izolatlarin
patojenisite testinde Olciilen viriilenslik degerleri ve skala degerleri ortalamasi
alinmistir (Tablo 4.11). Buna gore, bulunma orani yiiksek olan 1rk 4 grubu (yaklasik
%69°u) izolatlarin viriilenslik degeri de 1rk 1, 6 ve 8’den yiiksek olmasina ragmen, 1rk
3 ve 1tk 9°dan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ancak viriilenslik diizeyi ile irklarin

bulunma siklig1 arasinda net bir baglanti bulunamamastir.

Tablo 4.11. Irklara gore virtilenslik degerleri ortalamalari (tiim izolatlar)

Irk Hastalik siddeti Skala Irkin yayginhk oram
grubu ortalamasi degeri (%)
1 0.56 3 15
3 0.71 3 1
4 0.65 3 69
6 0.55 3 1
8 0.48 2 6
9 0.78 4 8
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Izolatlarin patojenisite testi sonuglarinda neden oldugu en yiiksek viriilenslik
degerleri dikkate alindiginda (her 1rk grubundan en yiiksek virtilenslige sahip 2 izolat);
itk 1,4 ve 9 izolatlarinin %100’e varan hastalik siddetine sebep oldugu tespit edilmistir

(Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Irklara gore viriilenslik degerleri ortalamalari (en viriilent izolatlar)

Irk Hastalk siddeti -
grubu ortalalilam Skala degeri

1 1.00 4

3 0.74 3

4 1.00 4

6 0.55 3

8 0.86 4

9 1.00 4

4.1.5. Tiim Genom Dizi Analizi Calismalari
4.1.5.1. Genom Dizileme ve Hizalama

Genom dizi analizi i¢in her bir irk grubundan farkl viriilenslik diizeylerine sahip
en az 1 wrk secilmistir. Toplamda 14 adet izolat ile genom dizi analizi ¢aligmalari
yapilmistir. Genom dizi analizi i¢in segilen X. campestris pv. campestris izolatlar
TR11 (irk 1), CS6-2 (1irk 1), SB113 (1irk 1), SA14 (irk 1), SB39-1 (1rk 3), TR7 (irk 3),
SB102 (irk 4), SB47-1 (1irk 4), SVS5 (irk 4), SB76-1 (1itk 4), AMN4-1 (itk 6), SO1 (irk
8), CM6 (1rk 8) ve AMNS (1rk 9)’dir.

DNA izolasyonunda GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich
Co., USA) isimli hazir kit kullanildiktan sonra, tiim genom dizilemesi 6zel bir firmada
(Arilab, Ankara) NovaSeq v2 cihazinda hizmet alimi seklinde yaptirilmustir. Ozel
firmaya gonderilen Orneklerin ham verileri alindiktan sonra oOncelikle kalite
degerlendirilmesi yapilmistir. Firmadan gelen dizi orneklerin dizi uzunluklari
incelendiginde, 2x150 b¢ ve alti ¢ift uglu okumalar elde edilmistir. Okumalarin

ortalama GC igerikleri yaklasik olarak %65°dir (Sekil 4.18).
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Uzunluk dagihmi GCigerigi
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Sekil 4.18.  SB47-1 isimli izolatin genom dizi okumalarinin ham veri kalite degerlendirmesi; a) 2x150
b¢ okuma biiyiikliigii, b) Ortalama %65-70 aras1 GC igerigi

Ham veri dosyalarinda (fastq formatinda dosyalar) genom dizi okumalari
oncelikle CLIMB platformunda Fastp yazilim araci (versiyon 0.23.1) ile varsayilan
parametreler kullanilarak koti, diisiik kalitede okumalarin filtrelenmesi ve varsa
adaptorlerin kesilmesi iglemleri yapilmistir. Daha sonra Fastp verileri kullanilarak
genom hizalamasi (de novo assembly) SPades (versiyon 3.15.4) kullanilarak
yapilmigtir. Genom hizalama ve birlestirme sonucunda elde edilen fasta formatindaki
diziler NCBI genom veri tabanina Biyoproje (Bioproject no. PRINA837758) olarak
yliklenerek erigsim numaralar1 alinmistir. Ayrica her bir izolat Biyodrnek (Biosample)
olarak yiiklenmistir ve genomlara ait biyodrnek numaralar1 Tablo 4.14’te verilmistir.

Genom hizalama sonrasi elde edilen fasta format1 dosyalar ayn1 zamanda BWA
(Burrows-Wheeler Aligner) isimli bir yazilim aract kullanilarak bir referans X
campestris pv. campestris SB80 isimli genoma haritalama yapilmistir. Elde edilen
bam dosyalar1 samtool araciligiyla genom kapsama derinlikleri hesaplandiginda
(genome coverage) 62.1x-145.62x araliginda genom kapsama derinliklerine sahip
olduklar tespit edilmistir (Tablo 4.13).

Elde edilen genom dizilerinde 200 bp’den biiyiik olan 72 ve 168 aralifinda
kontig say1s1 bulunmaktadir. Genom biiytikliikleri 4.91-5.06 Mb arasinda degismekte
olup, GC igerigi ise %64.96-65.22 arasinda bulunmustur (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13. Tiim genom hizalama sonrasi elde edilen veriler

) o . NCBI 1\.I-CBI Genom Genom Kontig GC icerigi

Izolat ismi  Biyoproje no Biyoornek no kapsanla Uzunlugu sayis1 (%)
derinligi (bp) (>200 bg)

TR11 PRINAR37758 SAMN28597106 123.30x 4,919,002 130 65.22
CS6 2 PRINAR37758 SAMN28597105 78x 4,963,962 168 65.19
SB113 PRINAR37758 SAMN28230579  62.1x 4,931,731 107 65.22
SA14 PRINAS&37758 SAMN28230580 103.60x 5,100,895 121 65.01
SB39 1  PRINA837758 SAMN28230581 102.50x 5,041,792 140 65.07
TR7 PRINAR37758 SAMN28230575 120x 5,169,078 104 64.96
SB102 PRINAR37758 SAMN28230576 102x 4,950,785 98 65.17
SB47 1  PRINA837758 SAMN28230574 109x 5,061,416 110 65.03
SV5 PRINAS&37758 SAMN28597104 145.62x 5,012,463 103 65.16
SB76 1  PRINA837758 SAMN28230572 87x 5,056,523 103 65.09
AMN4 1 PRINAB37758 SAMN28230573 137x 4,938,763 72 65.2
SO1 PRINAR37758 SAMN28230577  95.2x 4,969,505 116 65.13
CM6 PRINAR37758 SAMN28230578 117x 4,965,236 81 65.17
AMN5 PRINA&37758 SAMN28597103 106.15x 4,966,530 114 65.04

4.1.5.2. Genom Anotasyonu ve Filogenik Calismalar

Genom hizalamadan sonra elde edilen fasta formatinda dizilerden kodlanan
diziler, genler genom anotasyonu yapilarak tahmin edilmistir. Anotasyon i¢in Prokka
(versiyon 1.2) yazilim araci kullanilmistir. Prokka analiz sonuglarina ait veriler Tablo
4.14’de verilmistir. Buna gore genom dizilerinde, 4094 ile 4373 aras1 CDS (protein
kodlayan diziler), 54-58 aras1 tRNA, 1 adet tmRNA (Transfer-messenger RNA) ve 3
adet rRNA igerdigi saptanmigtir.

Tablo 4.14. Genom anotasyon verileri

izolat ismi CDS tRNA tmRNA rRNA
TR11 4094 54 1 3
CS6 2 4178 56 1 3
SB113 4110 55 1 3
SB76 1 4318 57 1 3
SAl4 4221 54 1 3
SB39 1 4373 55 1 3
TR7 4106 55 1 3
SB102 4272 56 1 3
SB47 1 4222 58 1 3
SV5 4266 57 1 3
AMN4 1| 4131 56 1 3
SOl 4151 55 1 3
CM6 4163 56 1 3
AMNS5 4181 57 1 3

CDS:Kodlanan dizi (Coding sequence), tRNA:transfer RNA, tmRNA: Tasiyici-mesajci RNA
(Transfer-messenger RNA), rRNA:Ribozomal RNA(Ribosomal RNA)
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Prokka anotasyonu sonrasi elde edilen GFF3 formati dosyalar1 ile Roary veri
hatt1 kullanilarak 6z ve pan genom analizi yapilmigtir. NCBI veri tabanindan irklari
tespit edilmis olan izolatlarin assembly dosyalar1 indirilerek, prokka analizi
yapildiktan sonra, Tiirk izolatlar ile birlikte Roary 3.12.0 versiyonu kullanilarak analiz
yapilmigtir. Bu amagla kullanilan irklart bilinen izolatlara ait bilgiler Materyal ve
Method bdliimiinde Tablo 3.5°de verilmistir. Sonuglarin goriintiillenmesi i¢in

Phandango (https://jameshadfield.github.io/phandango/# /) kullanilmistir (Sekil 4.19).

Pan genoma (Analiz edilen X. campestris pv. campestris genom dizilerinde
tlim gen repertuar1) dayali filogenide 1irk 4 grubundan olan SB47-1 ve SB76-1 isimli
Tiirk izolatlar; diger irk 4 grubu Xcc C7 ve SB80 ile yakin kiimelerde yer almistir.
Ancak diger bir 1tk 4 grubu izolat olan CFBP5817’e bakildiginda diger irk 4 grubu
izolatlardan farkli pan genom profili gostermistir. Irk 1 grubundan olan SA14 isimli
Tiirk izolat, diger 1 irk grubu 3811, B100 ve CFBP1869 izolatlar ile yakin kiimelerde
bulunmasina ragmen, 1rk 1 SB113 isimli izolat uzak bir kiimede, 1rk 8 grubu olan SO1

isimli izolat ile birlikte yer almistir. Pan genom filogenisine gore irklar yoniinden bazi

izolatlar ayn1 kiimede yer alirken, bazilar1 irktan bagimsiz bir sekilde yer almistir.
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Sekil 4.19. Irklari bilinen izolatlarin pan genom farkliliklar ve filogenisi. Kirmizi yuvarlak ik 1’1,
sar1 yuvarlak irk 3’1, mavi yuvarlak 1tk 4’1, yesil y1ldiz irk 6’y1, mavi yildiz irk 8’1, kirmizi
yildiz itk 9’u simgelemektedir. Sag altta yer alan grafikte genlerin populasyonda goriilme
siklig1 verilmistir.
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Ayrica NCBI’da kayitli tim X. campestris pv. campestris genomlari ile ayri bir
Roary analizi yapilmistir. NCBI kiitiiphanesinde kayitli 67 adet kaliteli genom dizisi
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ve bu caligmanin izolatlar1 ile ayr1 bir Roary analizi yapilmistir. Buradan elde edilen

veriler ile X. campestris pv. campestris izolatlar1 arasindaki filogenetik iliskiyi

anlamak amaciyla 6z genoma dayali filogenik analiz yapilmistir (Sekil 4.20).

Filogenetik aga¢ IQ-tree (versiyon

1.6.12) ile elde edilmistir, iTOL v6

(https://itol.embl.de/) web tabanli yazilim araci kullanilarak filogenetik agac

diizenlemesi, anotasyonu yapilmistir ve goriintiilenmistir. Genom sekansi igin segilen

izolatlar farkli dzellikte, farkli cografik konum ve 1rk grubundan secilmistir. Oz genom

filogenisinde, pan genomda oldugu gibi izolatlar irk profillerinden bagimsiz bir sekilde

kiimelenmistir. Ornegin, bu ¢alismanin 1k 1 izolatlar1 SB113 ve TR11 aymi kiimede

yer alirken, SA14 izolat genomu yiiksek bootstrap degerleri ile daha uzak bir kiimede

yer almistir. Ayrica bu ¢aligmanin izolatlar1 tek bir kiimede yer almamakta, tim

filogeniye yayilmistir. X. campestris pv. campestris izolatlarinin 6z genoma dayali

filogenisinde cografik orjine ve irka bagl olarak kiimelesme olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 4.20.

X. campestris pv. campestris izolatlarnin 6z genoma dayali filogenisi (1,000 bootstrap).
Izolat isimleri NCBI’da yer alan isimlendirme. Bu c¢aligmanin X. campestris pv.
campestris izolatlart kirmizi ile isaretlenmistir. Irki bilinen izolatlarin 1rk grubu parantez

igerisinde Dbelirtilmigtir. Mavi ile isaretlenenler Genbank’tan alman 1irki bilinen
izolatlardur.
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4.1.5.3. Tip III Efektorleri

Calismanin bu asamasinda, X. campestris pv. campestris’in patojenisite igin
kullandig1 baslica Tip III salgi sistemi efektorleri ve aday aviriilens genlerinin
varligi/yoklugu aragtirllmigtir. Calismada kullanilan 14 adet X. campestris pv.
campestris izolatinin yani sira Genbank’ta yer alan diger X. campestris pv. campestris
genom verileri de kullanilarak BLAST yardimiyla bilinen tip III efektorlerinin
varligi/yoklugu analiz edilmistir. Bu amagla, bilinen T3E (tip III efektdr)’lerinin ve
avirililens genlerinin yer aldig1 bir online veri tabani

(http://www.xanthomonas.org/t3e.html) kullanilmistir.

Analiz edilen X. campestris pv. campestris genomlarinda 5 ile 29 arasinda T3E’i
bulunmustur. Bunlardan, 19 adedi 6z (> %97’den fazlasinda bulunuyorr) Tip III
efektor olarak degerlendirilmistir. Buna gore, X. campestris pv. campestris’in 6z
efektorleri AvrBs2, AvrXccAl, HpaA, HrpW, XopA, XopAM, XopAG, XopAL, XopAY,
XopAZ, XopF, XopK, XopM, XopN, XopL, XopQ, XopX, XopZ ve AvrXccA2’dir (Tablo
4.15).

Geriye kalan 10 adet tip III efektoriintin varligi konusunda genomlar arasinda
degisiklik bulunmaktadir. Farklilik gosteren bu efektorler ise XopP, XopH, XopAC,
XopAH, XopAL2, XopR, AvrBsl1, XopJ, AvrXccA2, XopE ve XopD’dir (Tablo 4.15).

Farkli X. campestris pv. campestris genomlarinda test edilen efektorlerin varlig
veya yoklugunun ile irk gruplari arasinda bir baglanti olup olmadigina bakilmistir. Irki
belirlenmis olan izolatlar da ayni tip III efektorlerinin mevcut olduguna dair net bir
kantya varilmamigtir. Filogenik analizlerle, ayni1 1k grubundan olan izolat
genomlarinda farkli efektorlerin de bulundugu ve aym 1irka ait izolatlarin

populasyonunda heterojen dagilim gosterdigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.15. X. campestris pv. campestris Tip 111 efektorleri ve aday aviriilens genleri
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Tablo 4.15. (devam)

qdoy
gdox
[sg1ay
ZTydox
rdox
ydoy
ddox
Doydox
Hdoy
Hydox
TY2ox4AY
zdox
Xdox
Odoy
7dox
Ndox
wdox
Ydox
Adox
zydox
Aydox
Trdox
pydoy
wydoy
pdox
M
yodry
[V22X ANy
78g 4y

BT

izolat ismi

SO1

CM6

8004
CFBP4955

9
9

9
Bulunma yiizdesi (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 97 97 88 84 84 8l

+:gen bulunuyor -:gen bulunmuyor

AMNS5

75 50 44 44 34 3

76



4.2. Tartisma

Bu c¢aligmada, Karadeniz Bolgesi beyaz bas lahana iiretiminin yogun olarak
yapildig1 Samsun, Amasya, Tokat ve Corum illerinde siyah damar g¢iiriikliik hastalig
etmeni olan Xanthomonas campestris pv. campestris’in bolgedeki varligi,
biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik, patojenisite testi ve PCR’a dayali molekiiler tan1
testleri ile birlikte belirlenmistir. Ayn1 zamanda hastaligin tarla, kdy/mahalle, il¢e ve
il diizeyinde yayginlik, bulunma orani ile siddeti belirlenmistir. Tim izolatlar i¢in 1rk
belirleme ¢aligmalar1 yapilarak bolge izolatlarinin irk profilleri ortaya konmustur.
Bolgeyi temsilen secilen izolatlar ile yapilan tiim genom dizi analizi ¢aligmalari ile

etmenin fonksiyonel ve yapisal genomuna ait bilgiler elde edilmistir.

S6z konusu bolgede 2019 yilinda yapilan arazi ¢alismalarinda siyah damar
clirlikliik hastaliginin literatiirdeki belirtilen tipik belirtileri olan yaprak uglarindaki V
deseni seklindeki lezyonlar ve damarlarda siyahlagsma belirtileri (Cook vd., 1952;
Williams vd., 1972) incelenen tarlalarda siklikla gozlenmis (Sekil 4.1) ve izolatlar tipik

belirtileri gosteren hastalikli 6rneklerden izolasyon yapilmaistir.

Hastalik etmenin yayginligi, bulunma orani ve hastalik siddetinin belirlenmesine
yonelik olarak Samsun, Amasya, Corum ve Tokat illerinde 2019 yilinda yapilan arazi
caligmalarinda 360 farkli beyaz bas lahana iiretim alanit gezilmis ve bunlardan
330’unda tipik siyah damar c¢iiriikliik hastaligi belirtilerine rastlanilmigtir. Samsun
ilinin yayginlik (%95.93), bulunma (%34.60) ve hastalik siddeti (%14.64) oranlar
acisindan en yiiksek degerlere sahip il oldugu tespit edilmistir. En yiiksek hastalik
siddeti, bulunma ve yayginlik oranlar1 bakimindan diger iller ise sirasiyla Amasya,
Corum ve Tokat olarak belirlenmistir (Tablo 4.3). Daha 6nce Samsun’un Bafra
ilcesinde yapilan benzer bir ¢alismada ise, siyah damar ciiriikliikk hastalik siddetinin

%41.6’ya vardigi rapor edilmistir (Aksoy, 2007).

Arazi ¢aligmalarinda 2019 yilinda yeterince 6rnek toplandigi i¢in 2020 yilinda
ornek toplanmamustir. Ancak hastaligin yayginligi, bulunma orani ve siddetini
belirlemek i¢in 2020 yilinda da arazi ¢alismasi yapilmistir. Samsun’un Bafra ilgesi
beyaz bas lahana iiretiminin en yogun olarak yapildig1 (%95.60) ilge oldugu igin,
stirvey calismalar1 2020 yilinda sadece Bafra ilgesinde yapilmistir ve iki yilin verileri
karsilagtirilmistir. Bafra’da siyah damar ¢iiriikliik hastaliginin yayginligi, bulunma

orani ve siddeti 2019 yilinda sirasiyla %98.87, 39.09 ve 16.63 iken (Tablo 4.2) 2020
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yilinda sirastyla %81.35, 14.40 ve 4.83 (Tablo 4.4) olarak belirlenmistir. Hastalik
yayginliginin 2020 yilindaki oranlarmin 2019 yilina gore daha diisikk olmasinin
nedeninin iklim kosullariyla baglantili oldugu sonucuna varilmistir. Tarim ve Orman
Bakanlig1 Meteoroloji Genel Miidiirliigii’ne ait Bafra istasyonu verilere gore, 2019 y1il1
Agustos-Aralik aylarina ait ortalama nispi nem %71.84 iken 2020 yilinda %68.34,
lahana {iretim sezonunun basi olan Agustos aymda 2019 yilinda ortalama nispi nem
%74.4 iken 2020 yilinda bu deger %65.7, 2019 yilinda Agustos-Aralik aylar1 toplam
yagis miktar1 254.80 kg/m? iken 2020 yilinda 127.60 kg/m?, Agustos-Aralik aylarina
ait aylik ortalama sicakliklar 2019 yili i¢in 23.2 °C-10.3 °C iken 2020 yilinda 23.3-11.2
°C oldugu rapor edilmistir. Her iki yilin iklim verileri kiyaslandiginda, ilgedeki
ortalama nispi nem oraninin diismesi ile hastaligin yayginlik, bulunma ve siddet
oranlarinin diismesinde paralellik bulunmaktadir. Bu nedenle hastalik, epidemiyolojik
acidan ele alindiginda hastaligin yayginlig: i¢in sadece bulasik tohumun degil, aym

zamanda nemin de ¢ok etkili bir faktor oldugu anlagilmaktadir.

Serin ve nemli gecelerde lahana bitkilerinin hidatodlar iizerinde gutasyon s1visi
sagladig bilinmektedir. Gutasyon sivist mineraller, karbonhidratlar ve aminoasitler
icerdigi ve bu ortamin X. campestris pv. campestris gelisimi i¢in uygun oldugu
bilinmektedir (Curtis, 1943; Lange vd., 2016). Bu calismada da literatiir ile benzer bir
sekilde, hastaligin gelisiminde nemin etkisiyle birlikte enfeksiyon noktasinin

hidatodlar oldugu gézlemlenmistir.

Arazi c¢aligmalarinda tipik siyah damar ¢iiriikliik hastaligi belirtileri gdsteren
orneklerden toplam 330 adet aday bakteri izolat1 elde edilmistir. Ancak bunlardan 23
tanesi tanilama calismalarinda patojenisite testinde negatif reaksiyon gostermesi
nedeniyle miiteakip calismalardan ¢ikartilmis, geri kalan 307 adet izolatin tamami1 X.
campestris pv. campestris olarak tanilanmistir. Bu durumun izolatlarin izolasyonun
stirecinde saflastirilmasinda yanlis koloni se¢imi yapilmis olabilecegi veya ¢ok diigiik
viriilenslige sahip izolat olduklar1 i¢in patojenisite testinde reaksiyon

gostermemesinden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Aday X. campestris pv. campestris izolatlarinin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal test sonuglarinin literatiirde yer alan sonuglarla (Schaad, 1989; Popovic
vd., 2013) benzedigi goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada, karbonhidratlardan asit

olusumu testlerinde d-trehalose, raffinose ve d-mannitol karbon kaynaklar
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kullanildiginda izolatlar negatif reaksiyon gostermistir (Tablo 4.6). Adhikari ve
Basnyat (1999) bu ii¢ karbon kaynaginda X. campestris pv. campestris izolatlarinin
reaksiyon sonuclarinda farklilik oldugunu bildirmislerdir. D-trehalose, raffinose ve d-
mannitol karbon kaynaklarinda farkli sonuglarin mevcut olmasinin yani sira X.
campestris pv. campestris’in diger patojenik varyetelerle olan yakin benzerliginden
dolay1 fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal test sonuglarinin yeterli olmadig1 bircok

caligmada vurgulanmistir (Franken, 1992; Popovic vd., 2013).

Molekiiler tanilama g¢alismalarinda 16S rRNA ve hrpF gen bolgelerinin
cogaltilmast icin yapilan PCR islemi sonrasinda, elde edilen dizi sonuglar ile
filogenetik analiz yapilmistir. Yapilan bu ¢aligmada elde edilen 16S rRNA dizileri
NCBI’da BLAST ile analiz edildiginde diger patojenik varyetelerle de %100
benzerlige sahip oldugu goriilmiistiir. Roohie ve Umesha (2012) 16S rRNA
dizilemesinin X. campestris pv. campestris tanilamasinda pratik oldugu ve kesin
sonuclar verdigini bildirmislerdir. Daha sonradan yapilan ¢alismalarda ise 16S rRNA
dizi analizinin Xanthomonas’lar igin cins diizeyinde teshis icin yeterli oldugu, ancak
patojenik varyete ve itk diizeyinde tanilama igin yetersiz oldugu anlasilmistir (Singh
vd., 2016). Bu calismada, hrpF gen bdlgesinin ise patojenik varyete i¢in daha spesifik
sonuclar verdigi tespit edilmistir. Benzer bir sekilde, ArpF geninin birgok calismada
X. campestris pv. campestris’in molekiiler tanilamasinda kesin sonuglar verdigi ifade

edilmistir (Berg vd.,2006; Roohie ve Umesha, 2012; Rathaur vd., 2015).

Tiirkiye’den izole edilen X. campestris pv. campestris izolatlarinin ilk defa irk
diizeyinde tespiti bu ¢alisma ile yapilmistir. Irk belirleme ¢aligsmalar1 sonucunda 307
adet X. campestris pv. campestris izolatinin %69’u 1rk 4, %15°1 ik 1, %8’si 1tk 9,
%6’s1 1rk 8, %1°1 1tk 3 ve %1°1 irk 6 grubu izolat olduklar1 tespit edilmistir. Yapilan
ik tespiti calismalarinda hastalik etmenin 1rk 2, 1tk 5 ve 1rk 7 izolatlarmin bulunmadig:
belirlenmistir. Karadeniz Bolgesi’nde 1 ve 4 nolu wrklarin en yaygin irklar olduklari
tespit edilmistir. Daha dnce yapilan caligmalarda tiim diinyada en yaygin ve en viriilent
olan wrklarin 1 ve 4 nolu wrklar oldugu, 1tk 2, 3, 5 ve 6’nin ise ¢ok yaygin olmadigi
vurgulanmigtir (Vicente vd., 2001; Jensen vd., 2010; Lema vd., 2012; Vicente ve
Holub, 2013). Bu ¢alismada da benzer bir sekilde 1 ve 4 nolu irklarin en yaygin rklar

oldugu belirlenmistir.

Il, ilge ve kdy diizeyinde ik dagilimi incelendiginde birbirine yakin tarla, kdy

ve ilgelerde ayni1 itk grubu izolatlarin bulunduguna dair net bir tespit yapilamamuistir.
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Ancak genel olarak 1k 4 grubu izolatlarin tiim bdlgede daha yaygin oldugu
belirlenmistir. Yapilan bir¢ok ¢alismada X. campestris pv. campestris’in populasyon
yapisinin cografik orijin ile gii¢lii bir baglantisinin olmadig1 vurgulanmistir (Fargier
vd, 2011; Denancé vd., 2018; Dubrow vd., 2022). Yapilan bu ¢aligmada da benzer
sekilde yakin ilge veya koylerde ayni itk profili bulunmadigi ve ik diizeyinde

populasyon yapisinin cografik orjinden bagimsiz olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Izolatlarm 1rk diizeyinde yaygmliginin viriilenslik ile baglantis1 olup olmadigimi
incelemek amaciyla izolatlarin patojenisite testi ile viriilenslik degerleri
hesaplanmistir. Tiim izolatlarin viriilenslik degeri ortalamasi alindiginda, yayginlhigi
yiiksek olan 1rk 4 grubu (yaklasik %69°’u) izolatlarin viriilenslik degerlerinin
ortalamasi da itk 1, 6 ve 8’den yiiksek iken 1rk 3 ve 1rk 9°dan diisiik oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.11). Izolatlarmn viriilenslik diizeyi ve irklarin yayginligi arasinda net bir
baglant1 bulunmamuigstir. Bu ¢alismada literatiirde oldugu gibi en yaygin olan irklarin 1
ve 4 nolu wrklar oldugu tespit edilmesine ragmen en viriilent olan izolatlarin 1rk 3 grubu
izolatlar oldugu belirlenmistir. Calismada izolatlarin 211 tanesi (%68.73) 1rk 4 olarak
belirlenirken, yalnizca 3 tanesi (%0.98) 1tk 3 olarak belirlenmistir. Irk 3 izolatlarinin
viriilenslik ortalamasinin 1rk 4 izolatlarinin viriilenslik ortalamasina gore daha yiiksek
olmast Ornek sayisinin 1wk 4’e gore daha az olmasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Ancak, 1rk 4 grubu izolatlarindan %100’e varan hastalik siddetine
sebep olan izolatlar bulunurken, 1rk 3 grubu en yiiksek %77’e varan hastalik siddetine
neden olan izolatlar bulunmaktadir. Bu nedenle her irk grubundan en yiiksek hastalik
siddetine sahip ayn1 sayida izolat segilerek ortalamasi alinmistir. Bu durumda ise 1rk
1, 4 ve 9 izolatlarinin %100’e varan hastalik siddetine sebep oldugu tespit edilmistir.
Her iki hesaplama baz alindiginda da, irk 1 ve 4 nolu izolatlarin viriilenslik degerinin
yiiksek olmasindan kaynakli yaygiliginin da fazla oldugu ortaya ¢ikmistir. Benzer bir
calismada, Brezilya’da farkli lokasyonlardan elde edilen 1, 3, 4, 6 ve 9 nolu 1rk
gruplarindan secilen X. campestris pv. campestris izolatlarinin A. thaliana’da
patojenisite testi sonrasi viriilenslik a¢isindan en yliksek degere sahip irkin 4 nolu 1rk
oldugu, daha sonra sirayla itk 9, 1, 3 ve 6 grubu izolatlarin yer aldig1 belirtilmistir

(Tévora vd., 2022).

X. campestris pv. campestris irklariin ayriminda kullanilan farkli Brassica spp.
genotipleri ve bu genotiplere karst gosterilen reaksiyon ornekleri bir¢ok kaynak

kullanilarak tek bir tabloda birlestirilmistir (Tablo 2.1) ve irk ayriminda bu tablo
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referans alinmistir (Vicente vd., 2001; Fargier ve Manceau, 2007; Vicente ve Holub,
2013 ve Cruz vd., 2017). Ancak daha 6nce yapilan ¢alismalarda SxD1 (B. oleracea)
ve COB60 (B. napus) isimli genotiplerin 1rk 8 ve 9 izolatlarina kars1 reaksiyonlar test
edilmemigtir. Daha Once yapilan ¢alismalardan farkli olarak, bu ¢alismada SxD1 (B.
oleracea) ve COB60 (B. napus) isimli genotiplere itk 8 ve 1k 9 izolatlar1 inokule
edilerek reaksiyon sonuglar1 gozlemlenmistir. Caligma sonucunda, SxD1 genotipinin
itk 8 ve 1rk 9 grubu izolatlara kars1 hassas reaksiyon gosterdikleri, COB60 genotipinin

ise dayaniklilik reaksiyonu gosterdigi tespit edilmistir.

Glinlimiizde X. campestris pv. campestris ile ilgili yapilan ¢alismalar artik
genomik seviyede olup, fonksiyonel ve karsilastirmali genom ¢alismalari ile etmenin
patojenisitesinde 6nemli olan genler aragtirilmaktadir (Vicente ve Holub, 2013). Bu
caligmada, farkli viriilenslik diizeyine sahip X. campestris pv. campestris izolatlar
secilerek tiim genom dizi analizi yapilmistir. Elde edilen genom dizi biiytikliigliniin
491 — 5.06 Mb arasinda degismekte oldugu, GC igeriginin ise %64.96-%65.22
arasinda oldugu belirlenmistir (Tablo 4.13). NCBI Genbank’ta kayithh olan X
campestris pv. campestris genomlar1 incelendiginde, benzer sekilde 4.9-5.2 Mb
araliginda genom biiyiikligii ve yaklasik 65% GC igerigine sahip olduklar
goriilmiistiir. Genom anotasyonu sonrasi elde edilen veriler incelendiginde, calismada
elde edilen genomlarin 4094-4373 arasi kodlanan dizi (CDSs), 54-58 arast tRNA, 1
adet tmRNA ve 3 adet rRNA igerdikleri belirlenmistir. Bircok X. campestris pv.
campestris genomunda da benzer sonuclar elde edildigi goriilmiistiir (Qian vd., 2005;

Bolot vd., 2015; Liu vd., 2015; Fujikawa ve Inoue, 2020).

Pan genoma (bir grup icerisindeki biitiin izolatlara ait genlerin tamami1) dayal
filogenetik analizde bu ¢alisma izolatlar1 ve irki belli olan X. campestris pv. campestris
izolatlar1 secilmistir. Pan genoma dayali filogenide ayni irk grubuna ait bazi izolatlar
yakin kiimelerde yer alirken, bazilar1 farkli pan genom profili gosterdigi i¢in uzak
kiimelerde yer almistir (Sekil 4.19). Dubrow ve Bogdanove (2021) tarafindan yapilan
calismada, NCBI Genbank’ta kayitli olan X. campestris patojenik varyetelerine ait
genom dizileri ile ortalama niikleotid dizi benzerligine (ANI, Average nucleotide
identity) bakildiginda baz1 genom dizileri diisiik deger (< %95) gdstermesinden dolay1,
bazilarinin yanlis patojenik varyetelerine ayrilmis olabilecegi ve tanilamada yanlishik
yapilmis olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir. Benzer bir sekilde, izolatlarin irklara

ayrilmast siireci de dinamik bir siire¢ olup tartigmalar devam etmektedir.
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Oz genoma (bir grup igerisindeki biitiin izolatlarda mevcut ortak genlerin
tamami1) bagl olarak yapilan filogenetik analizde bu ¢alisma ile elde edilen izolatlar
kendi aralarinda ve diger lilkelerden elde edilen X. campestris pv. campestris
genomlartyla karsilastirilmistir ve irklar arasinda 6z genom agisindan bir baglanti olup
olmadig1 incelenmistir. Analiz sonucunda, bu ¢alisma ile elde edilen Tiirkiye orjinli
izolatlarin hepsinin ayni veya yakin kiimelerde yer almadig: tiim filogenetik agaca
yayilim gosterdikleri gozlemlenmistir. Cin’den izole edilen CN12 -CN18 izolatlarinin
ise ayni kiimelerde yer alirken, Belgika izolatlarinin Tiirk izolatlar1 gibi farklh
kiimelerde yer aldign goriilmiistiir (Sekil 4.20). Oz genom filogenisine gore X.
campestris pv. campestris i¢in populasyon yapisinin cografik orjinden bagimsiz
oldugu kanisina varilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da buna benzer sonuglar

elde edilmistir (Guy vd., 2013a; Roux vd., 2015).

Oz genom filogenisi ik bazinda incelendiginde ise, Pan genom filogenisine
benzer bir sekilde ayni1 irk grubuna ait bazi izolatlar ayn1 kiimede yer almasina ragmen,
bazilarinin uzak kiimelerde yer aldig1 goriilmiistiir. Singh vd. (2022) tarafindan yapilan
bir ¢alismada ise, Hindistan’dan izole edilen irk 4 grubu X. campestris pv. campestris
Xce-C7 isimli izolatin genom dizi analizi yapilmistir. Ayni patovardan B100 (irk 1),
ATCC 33913 (irk 3), 8004 (irk 9) ve CFBP 5817 isimli izolat genomlari ile birlikte
yapilan filogenetik analizinde diger irk 4 grubu izolat (CFBP 5817) ile yakin iligkili
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada sadece 4 izolat (2’si 1rk 4) ile filogenetik
analiz yapilmistir. Yapilan bu c¢alismada ise toplam 81 adet izolat (7’si ik 4) ile

filogenetik analiz yapilmistir.

X. campestris pv. campestris izolatlarinin ayni iilkeden izole edilmesine ragmen
filogenetik analizlerde ayn1 veya yakin kiimelesme gostermemelerinin nedeni olarak
etmenin tohumla bir {ilkeden diger iilkeye yayilmasi gosterilebilir (Dubrow ve
Bogdanove, 2021). Beyaz bas lahana {iretiminde verim ve kalitenin yiiksek
olmasindan dolay1 agirlikli olarak hibrit ¢esitler tercih edilmektedir ve Tiirkiye’de
kullanilan hibrit beyaz bag lahana tohumlarinin biiytik bir gogunlugu yurtdisindan ithal
edilmektedir (Ozbakir Ozer vd., 2021). Hastalikta bulagik tohumlarin primer inokulum
kaynag1 olmasindan (Cook vd., 1952) dolay1 lahana tohumlarinin ekim 6ncesi analiz

edilmesinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Tanimlanan genom dizilimlerine ek olarak farkli izolatlarin genom

dizilimlerinin tanimlanmasi ve bu ¢oklu dizilimlerin birbirleriyle kiyaslanmasi bize
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patojenisite icin Onemli genler hakkinda daha ¢ok bilgi vermektedir.
Tanimlanan/tanimlanacak olan tip III efektorlerinin farkli izolatlar arasindaki varlig
veya yoklugu genin fonksiyonunu ve evrimsel siirecini anlamamiza yardimci
olmaktadir. Ornegin, PTI’yi inhibe eden avrAC efektdrii NCBI Genbank ta kayitl X.
campestris pv. campestris genomlarinin ¢ogunda bulunmaktadir. xopAC geni ile
Arabidopsis thaliana Col-0 ekotipinde ZAR1 dayaniklilik geninin arasinda aviriilens
geni-dayaniklilik geni iligkisi oldugu belirlenmistir. Bu nedenle 1slah ve genetik
transformasyon calismalariyla ZARI1 genine bagli dayanikliligin lahanada da
saglanmasi durumunda siyah damar ¢iiriikliik hastaligiyla miicadelede umut vaadettigi
belirtilmistir. ZAR1 geninin varlig1 baska Brassicaceae tiirlerinde de saptanabilecegi
ve 1slah calismalar1 ile ticari lahana cesitlerine aktarilabilecegi diisiiniilmektedir
(Dubrow vd., 2022). Bu ¢alismada elde edilen genom ve NCBI Genbankasinda kayith
diger X. campestris pv. campestris genomlar1 kullanilarak bilinen tip III efektorlerinin

varlig1 veya yoklugu arastirilmistir.

Bilinen tip III efektorlerinin homologlarinin X. campestris pv. campestris
genomlarinda taranmasi sonucunda, 5 ile 29 arasinda tip III efektorii bulunmustur.
Bunlardan 18 tanesi analiz edilen genomlardan %97’sinden fazlasinda bulundugu igin
oz tip Il efektorleri (AvrBs2, AvrXccAl, HpaA, HrpW, XopA, XopAM, XopAG,
XopAL, XopAY, XopAZ, XopF, XopK, XopM, XopN, XopL, XopQ, XopX, XopZ ve
AvrXccA?2), geriye kalan 10 tanesinin ise bazi genomlarda mevcut, baz1 genomlarda
ise mevcut oldugu i¢in degisken (XopP, XopH, XopAC, XopAH, XopAL2, XopR,
AvrBsl, XopJ, XopE ve XopD) efektorler olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.15).
Degisken olan efektorler agisindan ayni itk grubundan olan izolat genomlarinda ayni

efektor profili gosteren bir 6rnek bulunamamastir.

Daha 6nce yapilan benzer bir ¢calismada, 45 adet X. campestris pv. campestris
genomunda bilinen T3E’lerinin homologlar1 BLAST ile taranmistir. T3E’leri 6z ve
degisken olanlar diye iki gruba ayrilmistir. Oz tip III efektdrleri izolatlarin %95’inden
fazlasinda bulunanlar olarak belirlenmistir ve toplam 15 tanesinin 6z tip III efektorii
(hpaA, hrpW, xopAM, xopL, xopN, xopK, xopQ, xopAG, xopA, avrBs2, xopZ, xopX2,
xopP, xopF ve avrXccAI) oldugu belirtilmistir. 14 adet T3E’leri ise degisken grupta
yer almistir. Bunlar; xopALI, xopAL2, xopDI, xopD2, xopG, xopE2, xopJ5, xopAC,
avrXccA2, xopAH, avrBsl, xopH, xopR ve xopX1’dir. Diger bir yandan, degisken olan
tip II efektorlerindeki diisiik GC igeriginin ve genomik kiimeler i¢in tip III
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efektorlerinin gesitliliginin yatay gen transferinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir

(Guy vd., 2013a).

Abiyotik stres kosullariin da izolatlar arasi ¢esitliligi belirledigi bilinmektedir.
Ornegin, domateste Xanthomonas gardneri ve Pseudomonas syringae pv. tomato
etmenleri genellikle daha serin bdlgelerde yaygindir (Potnis vd, 2015). Bu iki
patojenin diger bakteriyel lekeye sebep olan Xanthomonas izolatlarinda olmayan
birkag tane tip III efektorii paylastigi belirlenmistir. Ayni bolgede bulunan farkl tiir
patojenlerde yatay gen transferinin ¢esitliligin giliglii bir kaynagi olarak

gosterilebilecegi vurgulanmistir (Boulanger ve Noel, 2016).

84



5. SONUC

Siyah damar ¢iiriikliik hastalig1 Karadeniz Bolgesi’nde yaygin bir hastaliktir ve
uygun iklim kosullar1 olustugunda 6nemli verim kayiplarina neden olabilmektedir. Bu
calisma ile Karadeniz Bolgesi beyaz bas lahana iiretiminin yaklasik %99 unun
yapildigi Samsun, Amasya, Corum ve Tokat illerinde beyaz bas lahana iiretim
alanlarinda siyah damar g¢iiriikliik hastaliginin siddeti, yayginlig1 ve bulunma oram
belirlenmistir. Hastalik yayginliginin en fazla Samsun ilinde oldugu, bu ili sirasiyla

Amasya, Corum ve Tokat illerinin takip ettigi tespit edilmistir.

Tanilama caligmalar1 sonrasi elde edilen toplam 307 adet X. campestris pv.
campestris izolat1 ile yapilan irk belirleme ¢alismalar1 sonucunda, bolgede 1rk 1, 3, 4,
6, 8 ve 9 nolu izolatlar tespit edilmistir. Yapilan sorvey calismalarinda en yaygin
izolatlarin tiim diinyada oldugu gibi 1 ve 4 nolu wklar oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle, gelecekte yapilacak olan islah calismalarinin 1 ve 4 nolu irklara karst
dayaniklilik konusunda yapilmasi tavsiye edilmektedir. Hastalik etmeninin diinya
genelinde tespit edilen 1k 2, 5 ve 7 nolu izolatlarin bolgede yapilan siirveylerde
hastalikli bitkilerde varligina rastlanillamamistir. Bu ¢alisma sadece Karadeniz
Bolgesi’nde yapilmasindan dolayr diger bolgelerde de irk belirleme caligmalar
yapilabilir ve dominant irklara ait izolatlar secildikten sonra islah caligmalarinda
kullanilabilirler. Gelecekte yapilacak olan 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilecek ve bazi
amaglar i¢in 6zellikleri belirlenmis viriilent ve 1rki belli olan yerli X. campestris pv.

campestris izolatlarinin bulunmasi 1slahgilar agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Diinyada X. campestris pv. campestris ile ilgili yapilan calismalarin artik
genomik seviyede oldugu, karsilagtirmali genom c¢alismalarinin  etmenin
patojenisitesinde dnemli olan genleri anlamada 6nemli oldugu bilinmektedir ve gen
bankalarinda kayitli genom dizilerini genisletmek biiyiik 6nem teskil etmektedir. Bu
caligma ile birlikte lilkemizde genom dizilemesi yapilan ilk Xanthomonas cinsi bitki
patojeni kayit altina alinmistir. Bu acidan gelecekte X. campestris pv. campestris

patojenisitesini anlamak i¢in yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacak niteliktedir.

Siyah damar ¢iiriikliik hastalig1 ile ilgili diinyada oldukca fazla sayida ¢aligmalar
yapilmasina ragmen heniiz etkin bir miicadele bulunamamistir. Miicadele Onerileri
arasinda; sertifikali tohum kullanilmasi, hastaligin mevcut oldugu bolgelerde

Brassicaceae familyas: bitkileri disinda olan kiiltiir bitkileriyle en az 3 yillik ekim
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ndbeti uygulanmasi, hastalikli bitkilerin ve potansiyel konukc¢u yabanci otlarin
tarladan uzaklastirilmasi tavsiye edilebilir. Bazi iilkelerde bakirli preparatlarin
kullanim1 mevcuttur ancak iilkemizde lahanada ruhsatl bakirli bitki koruma iiriinii

tavsiyesi bulunmamaktadir.

Siyah damar g¢iiriikliik hastaligi icin primer inokulum kaynagi bulasik
tohumlardir. Tiirkiye’de lahanagil sebze tohumlarinin biiyiikk bir c¢ogunlugu
yurtdisindan ithal olarak gelmektedir. Lahana tohumlarinin iilkeye girisinde siyah
damar ciiriikliik hastaligma karsi herhangi bir analiz yapilmamaktadir. Ithal edilen
tohumlarin siyah damar ¢iiriikliik hastaligina kars1 test edilmesi hastaligin yayiliminda
onemli miicadele stratejisi olabilir. Ayni sekilde yerli tohumlarin da analiz edilmesiyle
ve sertifikali tohum kullanimiyla birlikte iilke icinde hastaligin yayginlasmasi

engellenebilir.
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EKLER

Ek 1. 2019 y1li arazi siirvey verileri

Ek 2. NCBI’de kayith karsilastirmali genom analizinde kullanilan Xanthomonas
campestris pv. campestris izolatlarina ait bilgiler
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Ek 1. 2019 y1li arazi siirvey verileri

Tarla
Lol:;lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 ((i ) ((;) ) ("i )
AT1 AMASYA Tasova Umutlu 3 3,11 12 100
AT2 AMASYA Tagova Umutlu 3 2,67 8 100
AT3 AMASYA Tasova Umutlu 3 4,67 10 100
AT4 AMASYA Tasova Umutlu 2 3,33 10 100
ATS AMASYA Tasova Umutlu 2 6,67 20 100
AT6 AMASYA Tasova Umutlu 2 3,33 10 100
AM1 AMASYA Merkez Karakoprii 1 1,33 8 100
AM2 AMASYA Merkez Kizilca 3 0,00 0 0
AM3 AMASYA Merkez Kizilca 2,50 0,00 0 0
AM4 AMASYA Merkez Kizilca 3 24,67 62 100
AMS5 AMASYA Merkez Kizilca 1 9,33 20 100
AM6 AMASYA Merkez Kizilca 2 6,22 20 100
AM7 AMASYA Merkez Kizilca 0,7 0,00 0 0
AMS AMASYA Merkez Kizilca 1 8,00 28 100
AM9 AMASYA Merkez Kizilca 0,2 0,00 0 0
AMI10 AMASYA Merkez Kizilca 0,2 0,00 0 0
AMI11 AMASYA Merkez Kizilca 1 0,67 6 100
AS1 AMASYA Suluova Yolpmar 0,5 12,22 30 100
AS2 AMASYA Suluova Yolpinar 1 0,44 4 100
AMNI1 AMASYA Merzifon Bulak 2 24,00 60 100
AMN2  AMASYA Merzifon Bulak 1 0,22 2 100
AMN3 AMASYA Merzifon Bulak 4 2,00 6 100
AMN4 AMASYA Merzifon Bulak 3 3,33 10 100
AMNS5 AMASYA Merzifon Bulak 1 0,00 0 0
AMN6  AMASYA Merzifon Bulak 1 1,33 4 100
AG1 AMASYA  Giimiishacikdy Yenikdy 7 6,67 20 100
AG2 AMASYA  Giimiigshacikdy Yenikdy 0,2 0,89 4 100
AG3 AMASYA  Giimiighacikdy Yenikoy 0,2 8,89 24 100
AG4 AMASYA  Giimiighacikdy Yenikoy 1 5,33 20 100
AGS5 AMASYA  Giimiighacikdy Yenikoy 0,2 4,67 14 100
AG6 AMASYA  Giimiighacikdy Yenikoy 1 42,89 90 100
AH1 AMASYA Hamamozii Merkez 0,1 29,33 56 100
AH2 AMASYA Hamamozii Damladere 0,1 3,33 10 100
AH3 AMASYA Hamamozii Damladere 2 0,00 0 0
AH4 AMASYA Hamamozii Damladere 2 12,67 30 100
AHS5 AMASYA Hamamozii Damladere 2 37,56 90 100
CMl1 CORUM Merkez Merkez 6 0,00 0 0
cM2 CORUM Merkez Tarhan 1 0,00 0 0
cMm3 CORUM Merkez Bogabagi 0,10 0,00 0 0
CM4 CORUM Merkez Bogabagi 0,10 0,00 0 0
CM5 CORUM Merkez Bogabagi 2 2,44 14 100
CM6 CORUM Merkez Bogabagi 2,50 1,11 6 100
CS1 CORUM Sungurlu Demirseyh 4 0,00 0 0
CS2 CORUM Sungurlu Demirseyh 5 2,22 20 100
CS3 CORUM Sungurlu Demirseyh 3,50 1,11 10 100
CS4 CORUM Sungurlu Demirseyh 1 0,00 0 0
CS5 CORUM Sungurlu Demirseyh 3,50 0,00 0 0
CS6 CORUM Sungurlu Demirseyh 5 0,00 0 0
CS7 CORUM Sungurlu Demirseyh 4 7,56 20 100
CS8 CORUM Sungurlu Demirseyh 7 0,00 0 0
CS9 CORUM Sungurlu Demirseyh 7 0,67 6 100
CS10 CORUM Sungurlu Demirseyh 8 2,22 12 100
CS11 CORUM Sungurlu Demirseyh 10 1,11 6 100
CS12 CORUM Sungurlu Demirseyh 12 1,11 10 100
CS13 CORUM Sungurlu Demirseyh 8 0,00 0 0
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Ek 1. (devam)

Tarla
Lol:;lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 ((i ) ((;) ) ("i )
CS14 CORUM Sungurlu Demirseyh 6 1,56 10 100
CS15 CORUM Sungurlu Demirseyh 10 2,00 10 100
CS16 CORUM Sungurlu Demirseyh 7 3,56 16 100
CS17 CORUM Sungurlu Demirseyh 12 3,11 12 100
CS18 CORUM Sungurlu Demirseyh 4 8,00 20 100
CS19 CORUM Sungurlu Demirseyh 3 0,22 2 100
¢S20 CORUM Sungurlu Demirseyh 7 1,33 8 100
COK1 CORUM Osmancik Yenidanisment 1 0,22 2 100
COK2 CORUM Osmancik Yenidanigment 0,30 0,00 0 0
COK3 CORUM Osmancik Yenidanigment 0,50 0,67 6 100
COK4 CORUM Osmancik Yenidanigment 0,30 0,00 0 0
COKS5 CORUM Osmancik Gecek 0,10 0,00 0 0
COK6 CORUM Osmancik Gecek 1 0,00 0 0
COK7 CORUM Osmancik Gecek 0,20 0,00 0 0
COKS8 CORUM Osmancik Gecek 1 0,00 0 0
TE1 TOKAT Erbaa Kalekdy 2 8,67 22 100
TE2 TOKAT Erbaa Kalekoy 1 5,78 16 100
TE3 TOKAT Erbaa Karayaki 2 0,00 0 0
TE4 TOKAT Erbaa Karayak1 6 0,00 0 0
TES TOKAT Erbaa Karayak1 7 0,00 0 0
TE6 TOKAT Erbaa Yenimahalle 4 0,00 0 0
TE7 TOKAT Erbaa Yenimahalle 2 3,56 8 100
TN1 TOKAT Niksar Buzkdy 2 1,33 4 100
TN2 TOKAT Niksar Buzkdy 1 1,33 4 100
TN3 TOKAT Niksar Buzkoy 0,5 5,11 14 100
TN4 TOKAT Niksar Yesilhisar 0,1 0,00 0 100
TNS TOKAT Niksar Yesilhisar 1 3,33 10 100
TN6 TOKAT Niksar Yesilhisar 1 8,22 26 100
TN7 TOKAT Niksar Yesilhisar 0,1 0,00 0 0
TNS TOKAT Niksar Yesilhisar 0,1 8,89 20 100
TNO TOKAT Niksar Yesilhisar 0,5 10,89 30 100
TNI10 TOKAT Niksar Yesilhisar 1 5,33 12 100
TNI11 TOKAT Niksar Yesilhisar 2 8,22 18 100
TN12 TOKAT Niksar Yesilhisar 2 9,78 20 100
TNI13 TOKAT Niksar Direkli 6,50 5,11 18 100
TN14 TOKAT Niksar Direkli 0,5 0,00 0 0
TNI15 TOKAT Niksar Direkli 5 1,33 4 100
TN16 TOKAT Niksar Direkli 10 4,89 16 100
TN17 TOKAT Niksar Buzkoy 0,5 0,00 0 100
TN18 TOKAT Niksar Buzkoy 2,50 5,33 16 100
TN19 TOKAT Niksar Glinliice 0,1 0,00 0 0
TR1 TOKAT Resadiye Bostankolu 2 1,56 6 100
TR2 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 1,33 4 100
TR3 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,3 7,56 20 100
TR4 TOKAT Resadiye Bostankolu 1 4,22 14 100
TRS TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 3,78 10 100
TR6 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 0,00 0 0
TR7 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 4,44 16 100
TRS TOKAT Resadiye Bostankolu 0,5 0,00 0 0
TR9 TOKAT Resadiye Bostankolu 1 1,78 8 100
TR10 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 0,00 0 0
TR11 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 50,67 100 100
TR12 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,2 0,00 0 0
TR13 TOKAT Resadiye Bostankolu 0,25 0,89 4 100
™1 TOKAT Merkez Hasanbaba 0,2 0,00 0 0
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Ek 1. (devam)

Tarla
Lol:;lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 ((i ) ((;) ) ("i )
™2 TOKAT Merkez Hasanbaba 1 0,00 0 0
™3 TOKAT Merkez Hasanbaba 1 6,67 20 100
T™M4 TOKAT Merkez Hasanbaba 0,5 0,00 0 0
™5 TOKAT Merkez Hasanbaba 0,2 7,33 18 100
T™6 TOKAT Merkez Hasanbaba 6 0,00 0 0
™7 TOKAT Merkez Hasanbaba 3 0,00 0 0
T™S TOKAT Merkez Gezirlik 0,5 1,33 4 100
™9 TOKAT Merkez Gezirlik 0,5 0,00 0 0
T™10 TOKAT Merkez Gezirlik 0,5 1,33 4 100
TM11 TOKAT Merkez Gezirlik 0,5 0,00 0 0
™12 TOKAT Merkez Gezirlik 0,2 2,00 6 100
TM13 TOKAT Merkez Gezirlik 0,2 0,00 0 0
TM14 TOKAT Merkez Gezirlik 0,1 0,00 0 0
TM15 TOKAT Merkez Yesilova 0,3 0,00 0 0
TM16 TOKAT Merkez Yesilova 0,5 2,00 6 100
™17 TOKAT Merkez Cerci 2 1,33 4 100
TM18 TOKAT Merkez Cergi 5 0,00 0 0
™19 TOKAT Merkez Kiiciikbaglar 2 3,33 10 100
™20 TOKAT Merkez Kiiciikbaglar 1 0,00 0 0
™21 TOKAT Merkez Kiiciikbaglar 2 0,00 0 0
™22 TOKAT Merkez Kiigtikbaglar 2 5,33 16 100
TP1 TOKAT Pazar Esentepe 1 0,00 0 0
TP2 TOKAT Pazar Esentepe 5 3,33 10 100
TP3 TOKAT Pazar Merkez 4 5,56 14 100
TP4 TOKAT Pazar Merkez 0,2 4,00 12 100
TP5 TOKAT Pazar Mentesekdyt 7 6,22 16 100
TP6 TOKAT Pazar Mentesekdyt 2 8,89 24 100
TP7 TOKAT Pazar Uziimoren 0,1 0,00 0 0
TPS8 TOKAT Pazar Uziimoren 0,1 6,67 20 100
TP9 TOKAT Pazar Baglarbas1 2 18,00 46 100
TP10 TOKAT Pazar Baglarbasi 0,1 1,33 4 100
TT1 TOKAT Turhal Dokmetepe 1 24,44 60 100
TT2 TOKAT Turhal Dokmetepe 5 3,33 10 100
TT3 TOKAT Turhal Hamam 3 3,33 10 100
TT4 TOKAT Turhal Hamam 1 0,00 0 0
TT5 TOKAT Turhal Hamam 1 0,00 0 0
TT6 TOKAT Turhal Dokmetepe 6 1,33 4 100
TT7 TOKAT Turhal Dokmetepe 0,2 6,00 18 100
TTS8 TOKAT Turhal Dokmetepe 7 10,00 26 100
TT9 TOKAT Turhal Dokmetepe 10 7,56 20 100
TT10 TOKAT Turhal Dokmetepe 7 2,67 8 100
TT11 TOKAT Turhal Dokmetepe 10 0,00 0 0
TT12 TOKAT Turhal Dokmetepe 5 0,00 0 0
TT13 TOKAT Turhal Dokmetepe 4 0,00 0 0
TT14 TOKAT Turhal Dokmetepe 8 0,00 0 0
TT15 TOKAT Turhal Dokmetepe 7 2,00 6 100
SH1 SAMSUN Havza Yenice 2 0,00 0 0
SH2 SAMSUN Havza Yenice 2 4,89 16 100
SH3 SAMSUN Havza Yenice 3 0,00 0 0
SH4 SAMSUN Havza Yenice 0,5 0,00 0 0
SHS5 SAMSUN Havza Yenice 0,2 0,00 0 0
SH6 SAMSUN Havza Yenice 2 0,00 0 0
SH7 SAMSUN Havza Ersandik 0,2 0,00 0 0
SHS8 SAMSUN Havza Ersandik 0,3 0,00 0 0
SH9 SAMSUN Havza Ersandik 1 8,67 22 100
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Ek 1. (devam)

Tarla
Lol:;lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 ((i ) ((;) ) (02 )
SH10 SAMSUN Havza Yenice 5 0,00 0 0
SHI11 SAMSUN Havza Kocapinar 0,2 0,00 0 0
SC1 SAMSUN Carsamba Koklik 2 21,33 56 100
S¢2 SAMSUN Carsamba Koklik 4 8,67 30 100
SC3 SAMSUN Carsamba Koklik 16 2,44 10 100
SC4 SAMSUN Carsamba Kokliik 6 3,33 10 100
SC5 SAMSUN Carsamba Koklik 8 0,00 0 0
SC6 SAMSUN Carsamba Koklik 5 2,44 10 100
SC7 SAMSUN Carsamba Koklik 4 4,00 12 100
SC8 SAMSUN Carsamba Koklik 7 3,33 10 100
SC9 SAMSUN Carsamba Koklik 7 9,56 30 100
SC10 SAMSUN Carsamba Koklik 4 3,33 10 100
SC11 SAMSUN Carsamba Koklik 4 2,44 10 100
SC12 SAMSUN Carsamba Koklik 2 10,00 26 100
SC13 SAMSUN Carsamba Kokliik 2 2,00 6 100
SC14 SAMSUN Carsamba Koklik 0,2 0,00 0 0
SC15 SAMSUN Carsamba Koklik 8 0,00 0 0
SC16 SAMSUN Carsamba Koklik 3 0,00 0 0
SC17 SAMSUN Carsamba Koklik 3 0,89 4 100
SC18 SAMSUN Carsamba Koklik 3 12,00 40 100
SC19 SAMSUN Carsamba Kokliik 8 2,00 6 100
SC20 SAMSUN Carsamba Kokliik 0,5 6,67 20 100
SC21 SAMSUN Carsamba Koklik 1 7,56 20 100
SC22 SAMSUN Carsamba Ovacik 0,2 2,00 6 100
SC23 SAMSUN Carsamba Ovacik 1 0,89 4 100
SC24 SAMSUN Carsamba Ovacik 0,1 3,33 10 100
SC25 SAMSUN Carsamba Ovacik 0,3 5,33 20 100
SV1 SAMSUN Vezirkoprii Yukarmarl 0,3 2,00 6 100
Sv2 SAMSUN Vezirkopri Yukarmarh 2 15,56 44 100
SV3 SAMSUN Vezirkoprii Yukarmarli 0,5 5,56 14 100
Sv4 SAMSUN Vezirkopri Yukarmarh 1 20,67 46 100
SVs5s SAMSUN Vezirkoprii Yukarinarli 3 53,33 92 100
Své6 SAMSUN Vezirkoprii Yukarmarh 3 3444 70 100
SV7 SAMSUN Vezirkoprii Yukarmarli 0,3 15,33 34 100
SV8 SAMSUN Vezirkoprii Yukarinarli 5 0,00 0 100
SV9 SAMSUN Vezirkoprii Yukarinarli 3 39,56 72 100
SV10 SAMSUN Vezirkoprii Yukarmarh 5 8,22 18 100
SL1 SAMSUN Ladik Asagigdlyaz1 3 5,56 14 100
SL2 SAMSUN Ladik Asagigdlyaz1 4 4,44 12 100
SO1 SAMSUN  Ondokuzmayis Kumcuaz Mevki 17 2,00 6 100
SO2 SAMSUN  Ondokuzmayis Kumcuaz Mevki 17 2,67 8 100
SO3 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 4 2,22 8 100
SO4 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 2 1,33 4 100
SO5 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 1 3,33 10 100
SO6 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 2 4,00 12 100
SO7 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 7 3,11 8 100
SO8 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 4 1,33 4 100
SO9 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 2 6,67 20 100
SO10 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 3 5,33 16 100
SO11 SAMSUN  Ondokuzmayis Tepekoy 1 1,33 4 100
SO12 SAMSUN  Ondokuzmayis Candir 4 3,78 14 100
SO13 SAMSUN  Ondokuzmayis Candir 2 1,33 4 100
SO14 SAMSUN  Ondokuzmayis Candir 3 2,00 6 100
SO15 SAMSUN  Ondokuzmayis Candir 0,5 1,33 4 100
SA1 SAMSUN Alagam Doyran 0,2 4,44 12 100
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Ek 1. (devam)

Tarla

Lol:;lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 ((i ) ((;) ) ("i )
SA2 SAMSUN Alagam Doyran 4 6,89 18 100
SA3 SAMSUN Alagam Doyran 0,2 1,33 4 100
SA4 SAMSUN Alagam Doyran 0,2 5,56 14 100
SAS SAMSUN Alagam Doyran 0,3 5,11 14 100
SA6 SAMSUN Alagam Doyran 0,2 2,00 6 100
SA7 SAMSUN Alacam Doyran 0,3 17,56 38 100
SA8 SAMSUN Alagam Doyran 2 7,56 20 100
SA9 SAMSUN Alacam Yenikdy 6 8,89 24 100
SA10 SAMSUN Alagam Yukarielma 0,3 33,56 70 100
SATl SAMSUN Alacam Soguk¢am 7 8,89 24 100
SA12 SAMSUN Alacam Sogukcam 10 25,56 54 100

SA13 SAMSUN Alacam Sogukcam 12 0,00 0 0
SAl14 SAMSUN Alacam Soguk¢am 5 5,56 14 100
SB1 SAMSUN Bafra Agillar 8 0,22 2 100

SB2 SAMSUN Bafra Agillar 8 0,00 0 0
SB3 SAMSUN Bafra Adakoy 5 1,11 6 100

SB4 SAMSUN Bafra Agillar 5 0,00 0 0
SB5 SAMSUN Bafra Tiirbe 10 5,78 20 100
SB6 SAMSUN Bafra Tiirbe 3 6,00 22 100
SB7 SAMSUN Bafra Tiirbe 3 1,11 6 100
SBS§ SAMSUN Bafra Tiirbe 6 16,22 50 100
SB9 SAMSUN Bafra Tiirbe 4 1,56 10 100
SB10 SAMSUN Bafra Tiirbe 6 3,33 10 100
SB11 SAMSUN Bafra Kuscular 4 1,56 6 100
SB12 SAMSUN Bafra Kuscular 2 2,44 6 100
SB13 SAMSUN Bafra Kusgular 5 3,78 10 100
SB14 SAMSUN Bafra Kuscular 1 5,56 14 100
SB15 SAMSUN Bafra Kuscular 1 3,11 8 100
SB16 SAMSUN Bafra Kusgular 5 6,67 20 100
SB17 SAMSUN Bafra Ikiztepe 4 5,78 16 100
SB18 SAMSUN Bafra Ikiztepe 1 2,00 6 100
SB19 SAMSUN Bafra Ikiztepe 1 3,78 14 100
SB20 SAMSUN Bafra Ikiztepe 7 14,89 42 100
SB21 SAMSUN Bafra Ikiztepe 6 6,89 18 100
SB22 SAMSUN Bafra Ikiztepe 5 4,22 10 100
SB23 SAMSUN Bafra Ikiztepe 4 5,78 12 100
SB24 SAMSUN Bafra Ikiztepe 6 9,33 20 100
SB25 SAMSUN Bafra Ikiztepe 12 15,11 44 100
SB26 SAMSUN Bafra Ikiztepe 6 10,44 30 100
SB27 SAMSUN Bafra Ikiztepe 7 5,78 16 100
SB28 SAMSUN Bafra Ikiztepe 12 37,33 84 100
SB29 SAMSUN Bafra Hariz 4 5,56 14 100
SB30 SAMSUN Bafra Hariz 6 48,00 100 100
SB31 SAMSUN Bafra Hariz 10 18,22 44 100
SB32 SAMSUN Bafra Hariz 3 5,56 14 100
SB33 SAMSUN Bafra Hariz 2 1,56 6 100
SB34 SAMSUN Bafra Hariz 4 2,44 10 100
SB35 SAMSUN Bafra Hariz 3 22,00 50 100
SB36 SAMSUN Bafra Hariz 2 4,89 16 100
SB37 SAMSUN Bafra Hariz 4 2,44 10 100
SB38 SAMSUN Bafra Hariz 15 11,11 36 100
SB39 SAMSUN Bafra Hariz 9 2,44 10 100
SB40 SAMSUN Bafra Hariz 10 3,56 12 100
SB41 SAMSUN Bafra Karpuzlu 4 16,44 52 100
SB42 SAMSUN Bafra Karpuzlu 25 8,00 24 100
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Ek 1. (devam)

Tarla

Lol:;lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 ((i ) ((;) ) ("i )
SB43 SAMSUN Bafra Karpuzlu 10 8,44 24 100
SB44 SAMSUN Bafra Karpuzlu 15 8,22 26 100
SB45 SAMSUN Bafra Karpuzlu 6 14,67 44 100
SB46 SAMSUN Bafra Karpuzlu 15 6,89 26 100
SB47 SAMSUN Bafra Karpuzlu 15 54,22 100 100
SB48 SAMSUN Bafra Karpuzlu 10 52,22 82 100
SB49 SAMSUN Bafra Karpuzlu 4 5,56 14 100
SB50 SAMSUN Bafra Karpuzlu 3 6,22 16 100
SBS51 SAMSUN Bafra Kosukdy 8 8,22 26 100
SB52 SAMSUN Bafra Kosukdy 5 10,67 28 100
SB53 SAMSUN Bafra Kosukdy 3 0,89 4 100
SB54 SAMSUN Bafra Kosukdy 4 1,33 4 100
SB55 SAMSUN Bafra Yesilyazi 6 5,56 14 100
SB56 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 2 3,11 12 100
SB57 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 5 9,78 32 100
SB58 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 10 3,11 12 100
SB59 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 18 7,11 24 100
SB60 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 28 8,89 28 100
SB61 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 25 25,78 60 100
SB62 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 10 10,00 26 100
SB63 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 10 18,00 42 100
SB64 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 15 16,44 40 100
SB65 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 20 11,33 30 100
SB66 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 10 7,33 26 100
SB67 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 5 8,67 30 100
SB68 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 4 5,78 20 100
SB69 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 6 3,56 12 100
SB70 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 6 2,89 10 100
SB71 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 5 10,89 34 100
SB72 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 6 6,44 22 100
SB73 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 7 4,00 16 100
SB74 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 30 13,33 40 100
SB75 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 4 7,11 20 100
SB76 SAMSUN Bafra Osmanbeyli 15 15,11 36 100
SB77 SAMSUN Bafra Kaygusuz 20 23,56 60 100
SB78 SAMSUN Bafra Kaygusuz 20 51,11 100 100
SB79 SAMSUN Bafra Kaygusuz 4 35,33 74 100
SB81-1 SAMSUN Bafra Kaygusuz 10 4,44 12 100
SB81-2 SAMSUN Bafra Kaygusuz 6 30,00 70 100
SB82 SAMSUN Bafra Lengerli 10 2,89 10 100
SB83 SAMSUN Bafra Lengerli 12 15,56 40 100
SB84 SAMSUN Bafra Lengerli 10 28,89 60 100
SB85 SAMSUN Bafra Sarikaya 30 35,56 72 100
SB86 SAMSUN Bafra Tiirbe 55 5,78 16 100
SB87 SAMSUN Bafra Karincak 8 29,33 64 100
SB88 SAMSUN Bafra Tiirbe 4 30,89 58 100
SB89 SAMSUN Bafra Tiirbe 10 24,44 80 100
SB90 SAMSUN Bafra Agillar 8 5,78 20 100
SBI1 SAMSUN Bafra Agillar 7 26,67 60 100
SB92 SAMSUN Bafra Bakirpinar 5 6,22 16 100
SB93 SAMSUN Bafra Bakirpinar 4 5,56 14 100
SB9%4 SAMSUN Bafra Kuscular 10 24,00 52 100
SB9S SAMSUN Bafra Adakoy 10 8,22 26 100
SB96 SAMSUN Bafra Sarikaya 2 15,56 40 100
SB97 SAMSUN Bafra Sarikaya 14 27,11 68 100
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Ek 1. (devam)

Tarla

Lol::lslyon 1 Iice Kdoy/Mabhalle 22;1:)1 (; ) ((;) ) ("i )
SB98 SAMSUN Bafra Karpuzlu 20 32,00 72 100
SB99 SAMSUN Bafra Karpuzlu 3 33,56 78 100
SB100 SAMSUN Bafra Agillar 15 28,00 60 100
SB101 SAMSUN Bafra Agillar 12 27,56 56 100
SB102 SAMSUN Bafra Agillar 8 13,11 30 100
SB103 SAMSUN Bafra Agillar 5 10,00 26 100
SB104 SAMSUN Bafra Agillar 5 24,89 56 100
SB105 SAMSUN Bafra Agillar 7 31,11 64 100
SB106 SAMSUN Bafra Agillar 10 30,22 60 100
SB107 SAMSUN Bafra Agillar 12 26,67 56 100
SB108 SAMSUN Bafra Agillar 3 29,78 60 100
SB109 SAMSUN Bafra Kaygusuz 20 25,11 50 100
SB110 SAMSUN Bafra Kaygusuz 12 24,89 48 100
SB111 SAMSUN Bafra Kaygusuz 15 16,89 40 100
SB112 SAMSUN Bafra Agillar 7 16,22 50 100
SB113 SAMSUN Bafra Agillar 6 64,89 100 100
SB114 SAMSUN Bafra Agillar 8 36,89 68 100
SB115 SAMSUN Bafra Tiirbe 12 5,78 20 100
SB116 SAMSUN Bafra Tiirbe 18 29,78 64 100
SB117 SAMSUN Bafra Tiirbe 10 24,44 56 100
SB118 SAMSUN Bafra Tiirbe 20 25,78 56 100
SB119 SAMSUN Bafra Tiirbe 22 8,44 20 100
SB120 SAMSUN Bafra Tiirbe 8 4,89 16 100
SB121 SAMSUN Bafra Tiirbe 8 5,78 20 100
SB122 SAMSUN Bafra Tiirbe 5 29,33 56 100
SB123 SAMSUN Bafra Tiirbe 4 7,56 20 100
SB124 SAMSUN Bafra Karpuzlu 8 28,44 60 100
SB125 SAMSUN Bafra Karpuzlu 6 8,00 24 100
SB126 SAMSUN Bafra Karpuzlu 10 4,44 16 100
SB127 SAMSUN Bafra Agillar 6 12,67 30 100

S: Hastalik siddeti (Severity), I: Hastaligin bulunma orani1 (Incidence), P: Hastaligin yaygmlik orani
(Prevalence)
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Ek 2. NCBI’de kayith karsilastirmali genom analizinde kullanilan Xanthomonas campestris pv. campestris izolatlarina ait bilgiler

izolat ismi NCBI erisim no Orijin Irk Dizileme teknolojisi Birlestirme ve hizalama (assembly) yontemi
3811 NZ_CP025750 - Irk 1 PacBio; [llumina MiSeq SPAdes v. 3.9.0
B100 NC 010688 Germany Irk 1 Sanger dideoxy sequencing PHRAP v. 2006
CFBP 1869 NZ CM002545.1 Ivory Coast Irk 1 [Nlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
Xca5 NZ HF570389.1 - Irk 1 - -
ATCC 33913 NC 003902.1 United Kingdom Irk 3 - -
CFBP 5817 NZ _CM002673.1 Chile Irk 4 [Nlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
SB80 NZ_CP089952 Turkey Irk 4 Oxford Nanopore GridION Flye v. 2.8.1-b1676
Xce-C7 NZ_CP077958.1 India Irk 4 PacBio Flye assembler v. Glimmer3
8004 NC _007086.1 United Kingdom Irk 9 - -
BJSJQ20200612 NZ_CP069085 China - Oxford Nanopore Canu v1.5 v. Racon v3.4.3
XCC2144 NZ JAHBQNO010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 3229 NZ_JAHBQQO010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 1372 NZ _JAHBRDO010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 1412 NZ JAHBRC010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 3236 NZ _JAHBQP(010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 1429 NZ _JAHBQY010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 820 NZ _JAHBRHO010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 1419 NZ _JAHBQZ010000001.1 Belgium - [llumina; Nanopore SPAdes v. Unicycler Galaxy version 0.4.8.0
GBBC 1414 NZ JAHBRB010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 1072 NZ JAHBREO010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 1071 NZ JAHBRF010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 821 NZ JAHBRGO010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
K13014 NZ JAHBQO010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GSXT20191014 NZ_CP069084.1 China - Oxford Nanopore Canu v1.5 v. Racon v3.4.3
NCPPB 528 NZ JAJFNA010000001.1 United Kingdom - [llumina NovaSeq SPAdes v. 3.15.1
CaNPIC NZ JAFFQO010000121.1 Trinidad and Tobago - [Nlumina HiSeq shovill v. 1.1.0
Ar1PC2 NZ _JAFFQP010000160.1 Trinidad and Tobago - [Nlumina HiSeq shovill v. 1.1.0
WHRI10003 NZ QVAKO01000001.1 Germany - [llumina MiSeq SPAdes v. 3.12.0
WHRI10004 NZ QVALO01000001.1 Germany - Illumina MiSeq SPAdes v. 3.12.0
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Ek 2. (devam)

izolat ismi NCBI erisim no Orijin Irk Dizileme teknolojisi Birlestirme ve hizalama (assembly) yontemi
Ar1BCAl NZ_JAFFQL010000130.1 Trinidad and Tobago - [lumina HiSeq shovill v. 1.1.0
B-1459 NZ CDNB01000026.1 Germany - - -
BrAl NZ LMTU01000046.1 Trinidad and Tobago - [llumina MiSeq CLCNGS Cell v. 5.0
Cf3C NZ _JAFFQNO010000158.1 Trinidad and Tobago - [lumina HiSeq shovill v. 1.1.0
GBBC 3220 NZ JAHBQS010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 3226 NZ JAHBQRO010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 1415 NZ JAHBRA010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 1456 NZ JAHBQWO010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 3216 NZ JAHBQUO010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.0
GBBC 1431 NZ JAHBQX010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.1
GBBC 3217 NZ JAHBQT010000001.1 Belgium - [llumina MiniSeq SPAdes v. Unicycler Galaxy v.0.4.8.2
MAFF 301176 ~ NZ JACAWTO010000001.1 Japan - [llumina HiSeq SOAPdenovo v. 1.05
MAFF 106771 JADQDU000000000.1 Japan - Ion PGM CLC Genomics Workbench v. 20
MAFF 302021 NZ_AP019684 Japan - PacBio RSII Unicycler v. 0.4.6
17 NZ CP011946.1 Taiwan - [llumina Velvetv. 1.2
MAFF 106712 AP019682.1 Japan - PacBio RSII Unicycler v. 0.4.6
Xcce8004 Xcecl NZ CP029483.1 United Kingdom - PacBio; Illumina HiSeq HGAP v. 3; pilon v. 1.21
Xcc8004 Xcc2 NZ CP029484.1 France - PacBio; Illumina HiSeq HGAP v. 3; pilon v. 1.21
WHRI8960 NZ_QUZS01000001.1 United Kingdom - [lumina MiSeq SPAdes v. 3.12.0
CFBP 1119 HG764951.1 France 1 - -
CFBP 4953 HG764953.1 Belgium - - -
CFBP 4956 HG764956.1 Belgium - - -
CFBP 6863 HG764958.1 Germany - - -
CN11 NZ HG531772.1 - - - -
CN12 NZ HG531777.1 - - - -
CN13 HG752432.1 - - - -
CN14 NZ CP017317.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
CN15 NZ CP017323.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
CN16 NZ CP017389.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
CN18 HG764945.1 - - - -
CN19 HG764942.1 - - - -
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Ek 2. (devam)

izolat ismi NCBI erisim no Orijin Irk Dizileme teknolojisi Birlestirme ve hizalama (assembly) yontemi
CN20 HG794502.1 - - - -
CNI12 Nz CP017310.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
CNI8 NZ CP017319.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
ICMP 21080 NZ CP012145.1 New Zealand: Southbridge - [Mlumina HiSeq Velvetv. 1.0
ICMP 4013 NZ CP012146.1 New Zealand: Auckland - [Mlumina HiSeq Velvetv. 1.0
CFBP 6865R Nz CMO002537.1 Australia - [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
147 NZ CM002632.1 Brazil 4 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 1124 NZ CM002627.1 France 8 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 1712 NZ CM002541.1 France 5 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 1713 NZ CM002580.1 France 5 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 4954 NZ CM002547.1 Belgium / [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 4955 NZ CMO002551.1 Belgium 9 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 5130 NZ CM002556.1 / 7 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CFBP 5683 NZ CM002558.1 France 3 [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CNO1 NZ CM002584.1 China - [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CNO3 NZ CP017308.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
CNI10 NZ CMO002605.1 China [Mlumina HiSeq SOAPdenovo v. 2.04; Velvet v. 1.2.02
CN17 NZ CP017307.1 China - PacBio HGAP v. 3; Circlator v. 1.2.1
-:Belirtilmemis
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