Bati Akdeniz Bolgesi ortiialti yetistiriciliginde sorun olan domateste Bakteriyel Benek
(Pseudomonas syringae pv. tomato “Okabe” Y.D.&W) hastalik etmeni izolatlarinin
genetik farkhliklarinin molekiiler yontemlerle tespiti
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Bu caligmanin amaci, Bati Akdeniz Bolgesi ortlalti domates yetistiriciliginde dnemli olan Bakteriyel Benek (Pst)
hastalik etmeninin klasik ve molekiiler yéntemlerle tanilanmasi ve Pst izolatlarinin genetik farkhliklarinin ISSR ve
SRAP markirlari  kullanilarak molekuler ydntemlerle belirlenmesidir. Calisma kapsaminda, Bati Akdeniz
Bolgesi'nde domates yetistiriciliginde ortaya ¢ikan hastalik etmeninin (Pst izolatlarinin) toplanmasi igin survey
calismalari yapilmistir. Survey c¢alismasi suresince gudimli 6rnekleme yapilmis ve 10 tane Pst izolati
toplanmistir. Patojen izole edildikten sonra biyokimyasal ve molekiler yéntemlerle tanilanmigtir. Pst izolatlar
arasindaki genetiksel farklliklar ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ve SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism) molekiler markirlar ile belilenmeye ¢alisiimistir. Sonug olarak, patojenin bdlgede iklim sartlarina
baglh olarak goruldugu ve klasik ve molekiiler olarak basariyla tespit edilebildigi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel benek; Genetik farkllik; Pseudomonas syringae pv. tomato; Teshis

Detection of genetic differences of isolates of Bacterial Speck (Pseudomonas syringae pv.
tomato “Okabe” Y. D. & W) disease agent on tomato under protected cultivation using
molecular methods in Western Mediterranean region

Abstract

The aim of this study was to diagnos bacterial speck of tomato (Pseudomonas syringae pv. tomato) pathogen
using biochemical and molecular methods and to determine genetical diversity of Pst isolates by using ISSR and
SRAP molecular markers. In the study, survey studies were carried out in West Mediterranean Region to collect
bacterial pathogen of tomato (Pst). 10 Pst isolates were collected during survey studies. After isolation, the
pathogen was diagnosed with biochemical and molecular diagnostic methods. Besides, genetic diversities of Pst
isolates were determined using ISSR and SRAP molecular markers. As a result, bacterial speck of tomato was
seen depending on the climatic conditions at the region and Pst was successfully detected by using classical and
molecular methods. ISSR and SRAP markers were successively used for analyzing genetic diversity of Pst
isolates and these primers could be efficiently used to separate isolates of disease agent.

Keywords: Bacterial speck; Genetic diversity; Pseudomonas syringae pv. tomato; Diagnosis

1. Girisg Uretimi yaklasik 2 milyon ton’dur (TUIK, 2015).

Domates Uretimi yapilan hemen hemen tim
Solanaceae familyasinda yer alan domates Ulkelerde varligi rapor edilen (Sherf ve Macnab,
(Solanum lycopersicum L.), gerek ulkemizde 1986) hastaligin Ulkemizde ilk tespiti 1970'li
gerekse dinyada en fazla yetistirilen sebze yilllarin sonlarinda Ege Bolgesi'nde Saygili
turleri icerisinde yer almaktadir. Ortlalti (1975) ve Akdeniz Bolgesinde Cinar (1977)
domates yetistiriciliginin en fazla yapildigi il olan tarafindan yapilmistir. Turkiye'de domates
Antalya’da  ortlaltt domates vyetistiriciligi, tariminin giderek yayginlagsmasi ve ¢ok sayida
114 489 da plastik serada ve 44 681 da cam ¢esidin Ulkemize girmesi ile 1960’l vyillardan
serada gerceklesmektedir ve toplam domates itibaren domates bakteriyel benek hastaliginda
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bir artig gorildigu  bildiriimektedir (Oktem,
1985). Hastahdin (lkemizde 1970’li yillardan
sonra sorun haline geldigi (Aysan vd., 1995),
Dogu Anadolu Bodlgesi'nde vyapilan survey
sonucunda %20 oraninda urlin kaybina neden
oldugu (Sahin, 2001), ayrica Ege ve Marmara
Bolgesi'nde de varliginin tespit edildidi ifade
edilmektedir (Karaca ve Saygili, 1982; Maden,
1989; Kahveci ve Gircan, 1993;
Tokgondl, 1995).

Ortlialti sebze yetistiriciliginde olmasi gereken
kulturel islemlerin Ureticiler tarafindan yeterince
yaratilememesi ve seralarin iyi
havalandirlamamasindan kaynaklanan bazi
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle értialti
tariminin ve hazir fide sektérinin merkezi
konumundaki Bati  Akdeniz  Boélgesinde,
domateste bakteriyel benek hastaligina sebep
olan Pseudomonas syringae pv. tomato,
yetigtiriciligi kisitlayan bakteriyel
etmenlerdendir.

Pseudomonas syringae pv. tomato, morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve DAS-ELISA gibi

yontemlerle tanimlanabilmektedir. Fakat,
tanimlamada guvenirliligi arttirmak ve
zamandan kazanmak amaciyla molekiler

olarak tanimlama yapmak énemlidir (Zaccardelli
vd., 2005). Yine, molekiler analizler genotipler
arasinda farkhhdin var olup olmadigini
belirlemek amaciyla da yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (Baysal
vd., 2008; Soliani vd., 2010; Baysal vd., 2010;
Baysal vd., 2011; Beroiz vd., 2012;
Raghuwanshi vd., 2013; Polat vd., 2014) ve
SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism) (Devran ve Baysal, 2012; Polat
vd., 2014), genetik farklhihklari belirlemek
amaciyla kullanilan énemli markirlar arasinda
yer almaktadir. Bununla birlikte, Pseudomonas
syringae pv. tomato etmeninin  genetik
ayriminda bu 2 molekiler markirin birlikte
kullanimiyla ilgili bilgi tespit edilememisgtir.

Bu ¢alismanin amaci, Bati Akdeniz Bolgesi'nde
ortlaltl yetigtiriciligi yapilan dometeste ortaya
cilkan Pseudomonas syringae pv. tomato
etmenini klasik ve molekiler yontemler ile
tanilamak ve Pseudomonas syringae pv.
tomato izolatlari arasindaki genetiksel
farkhihklari ISSR ve SRAP molekuller markirlari
ile ortaya koymaktir.
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2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Survey calismasi yapilan domates Uretim
seralari, bolge izolatlari, Fransa Ulusal Bakteri
Koleksiyonundan temin edilen CNBP 1323/97
kodlu Pseudomonas syringae pv. tomato
referans  kdltiri,, domates bitkileri, besi
ortamlari ve sarf malzemeleri bu calismada
materyal olarak kullaniimistir.

2.2. Ybntem
2.2.1. Survey c¢alismalari ve Pseudomonas
syringae pv. tomato etmeninin izolasyonu

Survey galismalari, Antalya ilinin Merkez, Serik,
Kumluca, Finike, Demre (Kale), Kas ilgeleri ile
Mugla’'nin Fethiye ilgelerindeki ortialti domates
yetistiriciligi yapilan bdlgelerde, 2010 ve 2011
yilinda ydrGtdlmustur. Sera igerisinde s6z
konusu patojenin konukguda yarattigi tipik
hastalik belirtilerini (siyah benek seklinde
nekrotik lekeler) tasiyan bitkilerden gidimlu
ornekleme yontemine gore toplanan &rnek
bitkiler soguk zincirde laboratuvara
ulastinlmistir. Domates bitkilerinden alinan
hastalikli ve saglikli doku kisimlarini icerecek
sekilde 1-2 mm’lik alinan bitki parcgalari, %70’lik
etil alkol ile ylzeyden dezenfekte edilerek
icerisinde 2 ml steril su bulunan havanlarda
ezilmistir.

2.2.2. Elde edilen izolatlarin tanimlanmasi

izolatlarin koloni morfolojisine gére
degerlendiriimesi: Elde edilen ekstraktan bir 6ze
dolusu suspansiyon alinarak Nutrient Agar
(NA), King B (King vd., 1954) besi yerlerine
cizgi ekimi ile cizimleri yapimistir
(Schaad vd., 2001). Koloniler, referans bakteri
kultarleri ile karsilastirmali olarak 48-72 saat

25°C’de inkiibasyondan sonra
degerlendirilmistir.
Biyokimyasal testler:
a) Potasyum hidroksit testi (KOH): Taze
hazirlanan %3’luk potasyum hidroksit
solisyonundan lam {zerine bir damla

damlatildiktan sonra, Pseudomonas syringae
pv. tomato re-izolatlari ve referans izolatin
inkiibasyon sonrasi kultiriinden bir 6ze dolusu
alinarak solisyona dairesel hareketler ile
karistinlmistir. 15-20 saniye sonra 6ze yukari
kaldinldiginda  viskoz,  yapiskanimsi  bir
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siinmenin olusmasli gram negatif olarak

degerlendirilmistir (Sands, 1990).

b) Oksidaz testi: Taze hazirlanan %1’lik N, N,
N, N — Tetramethyl- 1.4 phenylene
diammonium diclorid erigi steril filtre kagidina
damlatilarak, re-izolatlar ve referans izolatin
inklbasyon sonrasi kultirinden bir 6ze dolusu
alinarak slak kurutma kagidina cizilip, 10
saniye iginde olusan koyu mor renk pozitif
olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956).

c) Katalaz reaksiyonu: 23 gL? NA le
hazirlanan ortam 121°C’de 15 dak. otoklav
edildikten sonra petrilere dokulmuastir. Re-
izolatlar ve referans bakteri kiltirt ile zigzag
seklinde asilanan petriler 25°C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra tzerlerine 1 ml %3'luk
Hidrojen Peroksit dokdlmdistir. Bir slre sonra,
katalaz aktivitesi sonucu agiga c¢ikan oksijen
kabarciklari pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilmigtir (Lelliot ve Stead, 1987).

d) Levan olusumu: Nutrient Agar besi yerine %5
oraninda sakkaroz eklenerek hazirlanmis olan
sakkaroz nutrient agar (SNA) besi yerine re-
izolatlar ve referans izolat c¢izgi ekim ile
asllandiktan sonra petriler 25°C’de 3-4 gin
inkiibe edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid
koloniler pozitif olarak degerlendirilmigtir (Lelliot
ve Stead, 1987).

e) Eskulin  (Aesculin)'in  hidrolizi:  Bakteri
kiltrleri, ortama asilandiktan sonra 28°C’de
calkalayicida 28 gun kadar bekletilmigstir.
Besiyeri renginin siyah-kahverengi bir renk
almasi pozitif olarak degerlendirilmistir (Sneath,
1956).

f) Arginine dihidrolaz testi: Hazirlanan karisim
tiplere konduktan sonra tipler otoklavda steril
edilmigtir. Bakteri kilturleri tUplere asilanmis ve
27°C'de inkube edilmistir. Pembe-kirmizi renk
pozitif, ortamin normal ten rengi olarak kalmasi
negatif olarak kabul edilmistir.

g) Pektolitik aktivite testi: Patates yumrulari
yluzeysel dezenfeksiyon icin Once deterjanli
suda yikanmis, daha sonra %1’lik NaOCl'da 3
dk bekletimis ve 3 kez steril saf su ile
durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir
bistiri ile patates yumrularinin kabuklari
soyulmustur. Steril 1slak filtre kagidi iceren steril
petri icine kabugu soyulmus 1 cm kalinhgindaki
patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu
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bakteri  kdlturi  patates  dilimi  (zerine
bulastiriimistir. 25°C’de iKi gunlik
inkibasyondan sonra degerlendirme

yapilmistir. inokule edilen bdlgedeki yumusama
pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir (Lelliot
ve Stead, 1987).

h) Tatinde asirt  duyarlilik  (Hypersensitive
Reaction-HR) testi: Tutun (Nicotiana tabacum

N.)  bitkisinin  yapraklarindaki =~ damarlara
Pseudomonas syringae pv. tomato re-izolatlari
ve referans  kdltirin 108 hicre  ml?
yogunlugundaki suspansiyonu bir enjektor

yardimi ile infilire edilmistir. 24-48 saatlik bir
inkiibasyon sonucu inokule edilen alanlarda
olusan nekrotik lekeler, pozitif reaksiyon olarak
kabul edilmistir.

2.2.3. Patojenisite testleri

Patojenisite galismalarinda, 7x10® hiicre ml?
inokulum yogdunlugu kullaniimigtir. Hazirlanan
sUspansiyon, kotiledon vyapraklari ve ilk iki
gercek vyapradl c¢ilkmis saglkh domates
fidelerinin yapraklarina spreyleme ile inokule
edilmis, bitkilerin yaralanmasi saglanmistir.
Patojenisite testlerinde, Pseudomonas syringae
pv. tomato icin CNBP 1323/97 kodlu referans
kaltdr  kullaniimistir.  Calismalarda, negatif
kontrol olarak ise steril saf su kullaniimistir.
inokule  edilen bitkiler  iklim odasina
yerlestiriimis, yiksek nem igin 24 saat sire ile
Islak posetler igerisinde tutulmus ve 1 gln
sonra nem g¢gemberinden alinarak incelenmistir.

inokulasyondan yaklasik 1 hafta sonra
yapraklardaki tipik leke olusumlarina gore
‘hastallk var” ya da “hastalik yok” olarak

degerlendirilip izolatlarin patojen olup olmadigi
belirlenmistir. Belirti gdsteren bitkilerden re-
izolasyonlar yapilimistir.

2.2.4. Molekuler analizler

DNA izolasyonu, Promega DNA izolasyon Kiti
ile yapilmistir. Bitki dokularinin fitobakteriyolojik
analizi sonrasinda, ekstraktin yine 6zel besi
yerine cizilmesiyle gelisen kolonilerden DNA
izolasyonu yapilmistir. Toplam olarak, 10 adet
Pseudomonas syringae pv. tomato izolatinin

DNA izolasyonu yapilmistir. Pseudomonas
syringae pv. tomato’nun molekiler olarak
tanilanmasinda  Zaccardelli vd. (2005)’nin

kullanmis olduklari MM5F (5'-GAA CGA GCT
GAA GGA AGA CA-3) ve MM5R (5-CAG CCT
GGT TAG TCT GGT TA-3) primerleri
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kullanilmigtir.  Pseudomonas syringae pv.
tomato icin PCR c¢alismasi, Zaccardelli vd.
(2005)nin  galismalarindan  modifikasyonlar
yapilarak gergeklestiriimistir. PCR, 2.0 ul DNA
(20 ng DNA), 2.0 pyl dNTP (0.1 mM dNTPs), 3.0
pl MgCl, (2.5 mM MgCIZ), 0.2 pyl Taq (0.6 U Taq

DNA polymerase), 2.0 ul her bir primer (0.3 uM
her bir primer), 2.0 uyl (1 X ) PCR buffer ve 15.0
pl ddH,O olmak Uzere toplam 28 ul reaksiyon

hacminde gerceklestiriimistir. PCR protokoli, 1
dongl 94°C'de 5 dak., ardindan 35 déngu
olacak sekilde, 94°C’de 1 dak., 55°C’de 50 sn,
72°C'de 1 dak. ve son olarak da 1 déngu
72°C’de 5 dak. seklinde gergeklestirilmistir.

PCR drlnleri %2.5’lik high resolution agarose
jelde yurutilmustir. Elektroforez sonrasi UV gel
goruntuleme sistemi (KODAK 200 Gel Logic)

kullanimiyla bantlar incelenmig ve
fotograflanmistir.
2.2.5. Pseudomonas syringae pv. tomato

izolatlari arasindaki genetiksel farkliligin tespiti

izolatlarda genetiksel farklilik olup olmadigini
belirlemek igin, daha 6nceki galismalarla tespit
edilen ISSR (Baysal vd., 2008, 2010, 2011;
Polat vd., 2014) primerleri ve SRAP (Devran ve
Baysal, 2012; Polat vd., 2014) primer
kombinasyonlari kullaniimigtir.

ISSR-PCR  reaksiyon ve  amplifikasyon
kogullari: PCR reaksiyonu; 1.0 yl DNA (20 ng
DNA), 1.0 pl ANTP (0.1 mM dNTPs), 1.5 ul
MgCl, (2.5 mM MgCIz), 0.2 ul Taqg (0.6 U Taq
DNA polymerase), 2.0 yl primer (0.3 uM), 1.5 pl
(1 X) PCR buffer ve 7.8 yl ddH,O olmak uzere

toplam 15 i reaksiyon hacminde
gerceklestiriimisti. PCR protokolli, 1 déngu
94°C’de 5 dak., ardindan 35 doéngl olacak
sekilde, 94°C’de 1 dak., 45-55°C'de 45 sn,
72°C'de 2 dak. ve son olarak da 1 déngu
72°C’de 5 dak. seklinde gerceklestiriimistir.

Calismada, 17 ISSR primeri kullaniimistir.
Primerlerin  baz dizilimleri Cizelge 3'de
verilmigtir.

SRAP-PCR reaksiyon ve  amplifikasyon

kosullari: PCR reaksiyonu; 1.0 yl DNA (20 ng
DNA), 1.5 pl ANTP (0.1 mM dNTPs), 1.5 pl
MgCl, (2.5 mM MgCl, ) 0.2 pl Tag (0.6 U Taq

DNA polymerase), 2.0 ul her bir primer (0.3 uM
her bir primer), 1.5 yl (1 X)PCR buffer ve 5.3 pl
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ddH,O olmak uzere toplam 15 pl reaksiyon

hacminde gercgeklestiriimistir. PCR protokold, 1
doéngu 94°C’de 2 dak., ardindan 5 doéngd,
94°C’de 1 dak., 35°C’'de 1 dak., 72°C’de 1 dak.,
35 dongu 94°C'de 1 dak, 50°C'de 1 dak,
72°C'de 1 dak. ve son olarak da 1 déngu
72°C’de 10 dak. seklinde gerceklestiriimistir.
Calismada, 12 SRAP primeri kombinasyonu
kullaniimistir. Primerlerin baz dizilimleri Cizelge
5’de verilmigtir. Tim PCR drunleri, %2.5’lik high
resolution agarose jelde yiritiimustir. Elde
edilen bantlarin baz buyuklUklerini belirlemek
amaciyla 100 bp Ladder DNA kullaniimistir. Jel,
ethidium  bromide ile  boyanarak, UV
goruntileme sisteminde (Kodak Gel Logic 200)
goruntilenmistir. Verilerin analizi, bant varligi
durumunda (1), yoklugu durumunda (0)
degerleri verilerek skor edilmistir. Markir verileri
NTSYS (Numerical Taxonomy Multivariate
Analysis System, NTSYS-pc version 2.1 Exeter
Software, Setauket, USA, Rohlf 1993)
bilgisayar paket programinda analiz edilmigtir.

Benzerlik indeksleri Dice (1945)'e gobre
hesaplanmigtir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Survey caligsmalari

Survey ¢alismalari ve patojen izolasyonu

kapsaminda elde edilen 10 Pseudomonas
syringae pv. tomato izolatlari ve elde edildikleri
lokasyon bilgileri Cizelge 1’de verilmistir.

3.2. Elde edilen izolatlarin tanilanmasi
3.2.1. izolatlarin koloni morfolojisine gére
degerlendiriimesi

NA ve King B besi yerine cizilen izolatlarin
gelisen kolonileri, referans bakteri kulturl ile
karsilastirmali olarak 48-72 saat 25°C'de
inkibasyondan sonra degerlendirilmigtir.
izolatlarin  koloni gelisimlerine gére yapilan
degerlendirme sonucunda 10 izolat
Pseudomonas syringae pv. tomato olarak
tanilanmistir.

3.2.2. Biyokimyasal testler

izolatlarin koloni geligsimlerine yénelik yapilan
ve genus ayriminda kullanilan bir dizi
biyokimyasal test; Potasyum Hidroksit testi
(KOH), Oksidaz Testi, Katalaz Reaksiyonu.
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Cizelge 1. Pseudomonas syringae pv. tomato izolatlari ve alindiklari lokasyonlar

izolat numarasi izolat adi Lokasyonu
1 1b Korkuteli
2 428 Kumluca
3 429 Kumluca
4 Korkuteli-1 Korkuteli
5 2 Demre
6 12 Kumluca
7 1 Kumluca
8 519 Kas
9 Kocayatak-1 Kocayatak
10 Demre-1 Demre
Cizelge 2. Biyokimyasal test sonuglari
Biyokimyasal testler Pst izolatlar CNBP 1323/97 kodlu Pst kilturi
KOH Gram - Gram -
Oksidaz olusumu - -
Katalaz reaksiyonu + +
Levan olusumu + +
Eskulin hidrolizi + +
Arginine dihidrolaz - -
Pektolitik aktivite - -
Tutin HR + +

532 bp

Sekil 1. Pseudomonas syringae pv. tomato’ya ait PCR analiz sonuglarinin jelde goérintiisti (M:100 bp DNA ladder,
3 ve 4: su, 1: 1nolu izolat, 2: 2 nolu izolat, 5: 3 nolu izolat, 6: 4 nolu izolat)

Levan Olusumu, Esculin (Aesculin)in Hidrolizi,
Arginine Dihidrolaz Testi, Pektolitik Aktivite
Testi, Tutinde Asiri Duyarlilik (Hypersensitive
Reaction-HR) Testi tim izolatlara uygulanmis
ve sonuglar, izolatlarin Pseudomonas syringae
pv. tomato’ya ait oldugunu gdstermistir. Tani

testleri sonucunda, 10 izolat Pseudomonas
syringae pv. tomato olarak tanilanmigtir.
Biyokimyasal test sonuglari, Cizelge 2'de
verilmigtir.

3.4. Molekiuler analizler
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3.4.1. Pseudomonas syringae pv. tomato’nun
molekliler tanilanmasi

Pseudomonas syringae pv. tomato izolatlarinin
belirlenmesi amaciyla, Zaccardelli vd.
(2005)'nin kullanmis olduklart MM5F ve MM5R
primeri kullanilmis ve 532 bp’lik bant elde
edilmistir. Sekil 1'de, 4 adet Pseudomonas
syringae pv. tomato izolatlarina ait PCR Urunu
sonucu elde edilen bantlar gérilmektedir. Bu
calismalar neticesinde, PCR testi ile 10 izolat
P.s. pv. tomato olarak tanimlanmistir.



Unlii vd. / Derim 34(2): 122-130

3.5. Pseudomonas syringae pv. tomato
izolatlari arasindaki genetiksel farkhligin
tespiti

Pseudomonas syringae pv. tomato izolatlarinin
genetik farkliliklarini  belirlemede ISSR ve
SRAP primerleri kullaniimigtir. Cizelge 3’de
g6ruldagu gibi kullanilan 17 ISSR primerinden 9
tanesi amlifikasyon olusturmamistir. Bununla
birlikte, 809 primerinden en fazla polimorfik bant
elde edilirken, 889 primerinden monomorfik

bant elde edilmistir. Ayrica, primerlerin
annealing dereceleri de Cizelge 3'de verilmistir.
SRAP primer kombinasyonlarinin annealing
dereceleri metotta belirtildigi gibi
gerceklestiriimistir. Cizelge 4'de gorildigi gibi
kullanilan 12 SRAP primeri kombinasyonundan
3 tanesi amlifikasyon olusturmamistir. Bununla
birlikte, em10-me4 primer kombinasyonundan
en fazla polimorfik bant elde edilirken, em10-
me4 primer kombinasyonundan monomorfik
bant elde edilmistir.

Cizelge 3. ISSR primerlerinin Tm (°C) dereceleri ve polimorfizm durumlari

Locus Baz dizilimi Annealing (°C) TAS PAS
809 GAGGAGAGAGAGAGAGG 55 12 8
812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 55 na -
813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 55 na -
825 ACACACACACACACACT 50 na -
826 ACACACACACACACACC 45 na -
827 ACACACACACACACACG 50 7 1
829 TGTGTGTGTGTGTGTGC 50 na -
834 AGAGAGAGAGAGAGAGCTT 50 6 1
835 AGAGAGAGAGAGAGAGCTC 55 na -
889 AGTCGTAGTACACACACACACAC 45 7 0
731 CCCACACCAC 45 7 1
112 AGAGGGCACA 45 8 3
890 VHV(GT)7 55 na -
880 GGAGAGGAGAGGAGA 55 9 5
887 DVD TCT CTC TCT CTC TC 50 na
888 BDB (CA)7 50 na -
885 BHB (GA)7 50 7 2

V:A C,G;B:G,C, T, H: A C, T; D: A G, T; na: amplifikasyon olusmamistir. TAS: Toplam allel sayisi, PAS: Polimorfik allel

sayisl

Cizelge 4. SRAP primer kombinasyonlarinin polimorfizm durumlari

komzir;]”;gonu Baz dizilimi TAS PAS
em10-me4 GACTGCGTACGAATTCATTGAGTCCAAACCGGACC 8 5
em10-me9 GACTGCGTACGAATTCATTGAGTCCAAACCGGAGG 9 0
em7-me9 GACTGCGTACGAATTCAATGAGTCCAAACCGGAGG 8 4
em7-mes GACTGCGTACGAATTCAATGAGTCCAAACCGGACT 9 5
ema-me12 GACTGCGTACGAATTTGATGAGTCCAAACCGGAGA 7 4
em11-mel GACTGCGTACGAATTCTATGAGTCCAAACCGGATA na :
em10-mell GACTGCGTACGAATTCATTGAGTCCAAACCGGAAC 9 3
ema-me11 GACTGCGTACGAATTTGATGAGTCCAAACCGGAAC 10 4
em4-me4 GACTGCGTACGAATTTGATGAGTCCAAACCGGACC 10 4
em4-mes GACTGCGTACGAATTTGATGAGTCCAAACCGGACT na :
em11-me12 GACTGCGTACGAATTCTATGAGTCCAAACCGGAGA 9 4
em11-me9 GACTGCGTACGAATTCTATGAGTCCAAACCGGAGG na :

na: amplifikasyon olusmamistir. TAS: Toplam allel sayisi, PAS: Polimorfik allel sayisi
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Cizelge 3 ve 4 incelendiginde, ISSR primeri ve
SRAP primer kombinasyonlarindan
amplifikasyon olusturmayanlarin (na) da fazla
oldugu gorilmektedir. Bu nedenle, ileride
yapllacak calismalarda yeni primer ve primer
kombinasyonlarinin  belirlenmesi  uygundur.
Ayrica, daha fazla primer ve primer
kombinasyonlarinin kullaniimasi da onerilebilir.
P. syringae pv. tomato izolatlarinin genetik
farklihklarini belirlemek igin kullanilan ISSR-731
primeri ve SRAP primerlerinden em10-mell
kombinasyonuna ait PCR urindnin jelde elde
edilen goéruntuleri Sekil 3'de verilmistir.

Pseudomonas syringae pv. tomato izolatlarinin
genetik ayriminda ISSR ve SRAP markir
sistemini  birlikte kullanilarak elde edilen
dendrogram Sekil 4’de verilmistir. Sekil 4’den
de goruldugu  gibi, Kocayatak-1  diger
izolatlardan en uzak olanidir. Bununla birlikte,
428 ve 1b izolatlari birbirine en yakin izolatlar
olarak belirlenmigti. Bu durum, S$ekil 5'de

verilen PCA dagiliminda da goriilmektedir.

4. Sonug
ISSR  markirlar, Fusarium oxysporum f.
melongenae (Baysal vd., 2010),

Pseudoperonospora cubensis (Polat vd., 2014)
ve Xanthomonas axonopodis pv. punicae
(Raghuwanshi vd., 2013) izolatlarinin genetik
farklihginin tespitinde kullaniimis ve basarili
sonuglar elde edilmistir. Yine, Beauveria spp.
izolatlarin  genetik farkhliklarini  belirlemede
kullanilmis ve 6énemli markir sistemi olarak
belirlenmistir (Wangs vd., 2005). ISSR, ayni
tirin igerisinde genetik  farkhhgr  diger
markirlardan daha iyi ortaya koymaktadir
(Baysal vd., 2011). Brezilya’'da fasulyede fungal
etmen olan Pseudocercospora  griseola
izolatlarinin genetik ayriminda ISSR
primerlerinden basarili sonuglar elde edilmistir
(Abadio vd., 2012).

-
e
—_—
-
=—
s
——-
——
o

ISSR-731 primeri

M 1 2 3 4

5

6 7 8 9 10

SRAP-em10-mell kombinasyonu

Sekil 3. Pseudomonas syringae pv. tomato izolatinda ISSR ve SRAP primerlerinden elde edilen amlifikasyonun
sonucunun jelde goéruntist (M:100 bp DNA ladder, 1-10: izolat numaralart)
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SRAP markirlari da yine izolatlar arasindaki
genetik farklihgin belirlenmesinde
kullanilabilecek markirlar  arasinda yer
almaktadir (Devran ve Baysal, 2012; Polat vd.,
2014). Sonu¢ olarak; Pseudomonas syringae
pv. tomato izolatlarinin genetik farkhliklarinin
belirlenmesinde ISSR ve SRAP markirlarinin
birlikte  kullanimina  dair  bir literattre
rastlanmamistir. Bu nedenle, ¢alisma bu
anlamda bir ilki olugturmustur.
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