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OZET

BUGDAYDA TOHUM KAYNAKLI BAKTERIYEL HASTALIK
ETMENLERININ TESPITI, BAZI BUGDAY CESITLERINDE
REAKSIYONLARININ VE TRANSPOZON HAREKETLERININ
BELIRLENMESI
Hatice DEMIR
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bitki Koruma Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Haziran/2021
Danigman: Dog. Dr. Hasan Murat AKSOY

Bu ¢aligma, bugday tohumlarindan bugday bakteriyel hastalik etmenlerinin
izolasyonunu, biyokimyasal ve molekiiler tanilarin1 yapmak, elde edilen bakteriyel
izolatlarin transpozon profillerini ve sahip olduklar1 transpozonlarin inokule
edildikleri bugday cesitlerine aktarilip aktarilmadigini belirlemek ve bdylece
transpozonlarin hastalik gelisimi ile iliskisinin olup olmadigini ortaya koymak i¢in
yapilmistir. Bugday tohumlarmin yogun olarak yetistirildigi bdlgelerden toplanan
hastalikli tohum orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda Xanthomonas
translucens pv. undulosa’ya ait 9 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin viriilenslikleri,
28 bugday cesidinde saksi denemesi yapilarak belirlenmistir. Bugday cesitlerinin
yapraklarma X. translucens pv. undulosa Siph8 izolati inokule edilerek, ¢esitlerin
genomlarindaki transpozon profillerindeki hareketliligi ve/veya degisikligi Sukula,
Nikita, Houba ve Hopi isimli transpozonlara ait primer ¢iftleri kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica ayni transpozonlarla X. translucens pv. undulosa’ya ait 9
izolatin genomlarindaki transpozon profillerindeki benzerlik/farkliliklara da
bakilmstir.

Anahtar SozcUkler: Bugday, bakteriyel patojen, patojenisite, transpozon
hareketliligi



ABSTRACT

DETERMINATION, VARIETAL REACTIONS AND TRANSPOSON
MOVEMENTS OF SEEDBORNE BACTERIAL DISEASES OF WHEAT
Hatice DEMIR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Plant Protection
Master, July/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Murat AKSOY

This study was conducted to isolation, biochemical and molecular
identification of wheat bacterial disease agents, to determine the transposon profiles
of the obtained bacterial isolates and whether the their transposons are transferred to
the inoculated wheat cultivars and to determine whether the transposons are related
to disease development. lIsolations from diseased seed samples collected from
regions where wheat production was grown intensely, 9 isolates were identified as
Xanthomonas translucens pv. undulosa were isolated. The virulence of these isolates
were determined by pot experiments on 28 wheat cultivars. X. translucens pv.
undulosa Siph8 was inoculated into the leaves of wheat cultivars, and the mobility
and / or change in transposon profiles in the genomes of the cultivars were
determined using transposon primer pairs named Sukula, Nikita Houba and Hopi. In
addition, changes and / or mobility in transposon profiles of 9 isolates of X.
translucens pv. undulosa have been demonstrated by using the same transposon
primer pairs.

Keywords: Wheat, bacterial pathogen, pathogenicity, transposon movements
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1. GIRIS

Bugday (Triticum aestivum L.); Poales takimi, Poaceae familyasi, Pooideae alt
familyasi, Triticum L. cinsindendir. Bu cins igerisinde bulunan ¢ok sayida tiir yer
alir, fakat kiltiir ¢esitlerinin neredeyse hepsi Triticum aestivum L. tlrQ icerisinde
bulunmaktadir (Belderok, et al., 2000). Bugday tarimi, binlerce yildir beslenmenin
temelini olusturmus 6nemli bir besin maddesidir. Bugday c¢esitlerinin ilk ortaya
ciktigi yer, Mezopotamya olarak kabul edilmektedir. Tahillarin dogadan
toplanmasina dair tarih MO 17.000 yilma kadar uzanmaktadir (Tanno and Willcox,
2006). Daha sonra Avrupa, Kuzey Amerika ve diinyanin diger bolgelerine ulastigini
ortaya koymustur (Sezer, vd., 1997). Arkeolojik kazilarda, bugdaymn Anadolu’da 23
yabani ve 400°den fazla kiiltiire alinmis tiirii bulunmustur (Ozberk, vd., 2016).

Bugday; hem insan beslenmesinde hem de hayvan beslenmesinde besinlerin
hammaddesi olusu, gida ihtiyacinin karsilanmasi, iklimsel adaptasyona sahip olusu,
iretiminin kolay ve veriminin olusu, tasima, depolama ve isleme kolaylig1 gibi
sebeplerden o6tilirii diinya niifusunun yaklasik %35’inin temel besin kaynagmi
olusturmaktadir. Igerdigi bol karbonhidrat, yiiksek miktarda protein, vitaminler
mineral madde ve benzeri ile insan beslenmesi yoniinden biiyilk 6nem tasiyan,
diinyada ilk kiiltiire alinan ve en 6nemli besin kaynaklarindandir (Tosun, 1980).
Bugday tanesinin besin igeriginde yaklasik olarak %65-75 nisasta, %8-15 protein,
%1-5 yag, %1.5-3 seker, %1-2 kil ve %11-13 su bulunmaktadir. Bugday tanesinde
karbonhidrat, yag ve proteine ek olarak, insan ve hayvan beslenmesinde rol oynayan

vitaminler de bulunmaktadir (Kin, 1996; McKevith, 2004).

Dunya bugday iiretimi ve baslica liretici iilkeler Tablo 1.1°’de gdsterilmistir.
Diinyada 2015/2016 dodneminde toplamda 738.14 milyon ton {iretim yapilirken
2018/2019 doneminde Uretim 731.46 milyon tona diismiistiir. Bugday tiretiminde ilk
siray1 2018/2019 doneminde %18.71 oraninda AB iilkeleri alirken, Tiirkiye ise 10.
sirada %2.60 orani ile yer almaktadir. Tirkiye’de 2015/2016 doneminde iiretim 19.5
milyon ton, 2016/2017 déneminde 17.25 milyona diisiis gostermistir. 2017/2018
doneminde 21 milyona tona artmustir fakat 2018/2019 déneminde 19 milyon tona
diismiistiir (Tablo 1.1).



Tablo 1.1. Diinya bugday tiretimi ve baslica iiretici tilkeler (milyon ton) (Anonymous, 2020)

2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019
Ulkeler Uretim %  Uretim %  Uretim %  Uretim %
AB 160.48 21.74  145.37 19.22 151.13 19.83 136.86 18.71
Cin 132.64 17.97 133.27 17.62 134.33 17.62 131.43 17.97
Hindistan 86.53 11.72 87.00 11.50 98.51 12.92 99.87 13.65
Rusya 61.04 8.27 72.53 9.59 85.17 11.17 71.69 9.80
ABD 56.12 7.60 62.83 8.31 47.38 6.22 51.31 7.01
Kanada 27.65 3.75 32.14 4.25 30.38 3.99 32.20 4.40
Pakistan 25.09 3.40 25.63 3.39 26.60 3.49 25.10 3.43
Ukrayna 27.27 3.69 26.79 3.54 26.98 3.54 25.06 3.43
Arjantin 11.30 1.53 18.40 2.43 18.50 243 19.50 2.67
Turkiye 19.50 2.64 17.25 2.28 21.00 2.75 19.00 2.60
Avustralya 22.28 3.02 3182 4.21 20.94 2.75 17.30 2.36

Diger Ulkeler ~ 108.25  14.67 103.25 13.65 101.36 13.30 102.15 13.97

DUNYA 738.14 100.00 756.28 100.00 762.28 100.00 731.46  100.00
TOPLAMI

Tirkiye, Uretim miktar1 bakimindan diinyada 6nde gelen tahil yetistiricisi
ulkelerden birisidir. Tirkiye’de tarim yapilabilir 24.5 milyon hektarlik tarim alani
icerisinde 37.187.508 ton iiretimi yapilarak %53.6 ile en biiylik pay: tahillar
almaktadir. Toplam tahil alanlar1 icerisinde ise %67°lik pay ile bugday ilk sirada yer
almaktadir. Ulkemiz 2020 yil1 verilerine gore bugday ekilis alani yaklasik 6.8 milyon
hektar, 20.500.000 ton bugday iiretimi ger¢eklesmistir (TUIK, 2020).

Bugday, optimum sicaklik ve nemde iyi gelisim gOsteren bir serin iklim
tahilidir. Ozellikle ¢imlenme ddéneminde sicakligm 8-10°C, bagil nemin %60'1n
iizerinde oldugu ve yar1 kapali hava kosullarin uygun gelisim gostermektedir.
Kardeslenme ve sapa kalkma doneminde fazla sicaklik istemez. 10-15°C sicaklik,
%65 nem, az 151kl1 ve yar1 kapali havalar uygundur. Sapa kalkma ile sicaklik ve nem
istegi artar. Basaklanma doneminin hemen Oncesinde bagil nemin yiiksek olmasi

bugday verimini olumlu yonde etkiler (Siizer, 1994).



Bugday, temel bir besin kaynagidir bu sebeple diinyada liretimine Onem
verilmekte ve olast stres faktdrleri i¢in tedbirler alinmaya ¢alisilmaktadir. Canlilar
Uzerindeki stres faktorleri biyotik ve abiyotik faktérlerdir. Bunlardan abiyotik stres
faktorleri; su, kuraklik, sicaklik, sogukluk, tuzluluk, radyasyon, ¢esitli kimyasallar,
manyetik ve elektriksel alanlar, riizgar, besin yetersizligi gibi ¢evre faktorleridir.
Biyotik stres faktorleri ise fungus, virlis ve bakterilerin enfeksiyonu, mantarlar,
bocekler vb. zararli hayvan saldirilar1 sonucuyla ortaya ¢ikan faktorlerdir. (Lawlor
and Cornic, 2002; Wang, et al., 2003; Mahajan and Tuteja, 2005). Abiyotik stresin;
bitkilerde ortalama %50°den fazla {iriin kaybma neden oldugu tespit edilmistir (Bray,
et al,, 2000). Abiyotik stres sebebiyle olusan zarar bitkinin tiiriine, tolerans ve
adaptasyon yetenegine bagli olarak farklilik gdstermektedir (Kadioglu, 2004;
Madhova, et al., 2005).

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi bugday da cesitli hastalik etmenlerinin
saldirisina maruz kalmaktadir. Bugday iiretiminde verim ve kalitede kayiplara sebep

olan ¢ok sayida fungal, bakteriyel ve viral hastalik bulunmaktadir.

Bugdaylarin nitelik ve niceligini olumsuz etkileyen etmenler arasinda bugday
bakteriyel hastaliklar1 gelmektedir. Bugday bakteriyel hastalik etmenleri arasinda;
Xanthomonas translucens pv. undulosa (Smith, et al., 1919); (Vauterin, et al., 1995);
Xanthomonas translucens pv. translucens (Jones, et al., 1917); (Vauterin, et al.,
1995); Pseudomonas syringae pv. atrofaciens (McCulloch, 1920); (Young, et al.,
1978); Rathayibacter tritici (Carlson and Vidaver, 1982); (Zgurskaya, et al., 1993)

yer almaktadir.
1.1. Xanthomonas translucens pv. undulosa’nin Ozellikleri

Xanthomonas translucens, tahillardan izole edilen tohum kokenli bir hastalik
etmenidir. Patojen; spor olusturmayan, Gram (-), ¢ubuk seklinde, aerobik kutuptan
tek kameili, mukoid, parlak bir dokuya sahip, kenarlar1 diizgiin, yuvarlagimsi, ve
besleyici agar ortaminda sar1 koloniler olusturan bir bakteridir (Sands, et al., 1986).
Boyutlar1 0.4-0.8 x 1.0-2.5 mm’dir (Anonymous, 2013).

Poaceae familyasina ait bitki tiirlerinde zarar olusturarak verim ve kaliteyi
olumsuz yonde etkiler. Ana konukgular1 arpa, ¢avdar, bugday, yulaf, ve tritikaledir.
yayilma yiizdesi ¢ok diisiiktiir ancak uygun kosullar altinda ciddi zararlara sebep

olabilir (Fourest, et al., 1989). Tohumla tasinmaya ek olarak yagmur, ¢ig ve bitki



temasiyla da bulasir (Boosalis, 1952). Yapiskan eksiidatlar tarafindan tutulan
bakteriler yaprak bitleri ile tagmabilir (Boosalis, 1952; Milus and Mirlohi, 1995).
Bakteri, tohuma giris yaptiktan sonra tohumda en az 5 yil kalicihgini surdirebilir
(Forster and Schaad, 1990). Bir bilyiime déneminde 30 m?lik bir alana yayilarak
bitkileri enfekte edebilir. Hiicreler arasinda yayilir ve geligir daha sonra stomadan
gecgerek bakteriyal akint1 seklinde ¢ikis yapar. Bakteri sizintisi akar ve ince bir tabaka
halinde kurur. Tarla igerisinde yagmur, ¢ig ve bitkilerin birbirleriyle temasi ve
bakteriyel sizintilara temas eden yaprak bitleri ile yayilmaktadir. Bununla birlikte
bitkiye giris yaptiktan 10 giin gibi bir sire igerisinde bitkiyi enfekte edebilmektedir
(Hall, et al., 1981). Ayrica topraktaki ¢cok yillik bitkiler veya bitki kalintilar1 tizerinde
kiglayabilmektedir (Boosalis, 1952; Mehta, 1986). Bakteriler genis bir sicaklik
araligina (15-30°C) dayanmaktadir (Duveiller, et al., 1991). Hastalik etmeni yiiksek
bagil nem tarafindan desteklenir ve sicakligin 22°C’de oldugu havalarda optimum
gelismektedir. Bitkilerin uygun kosullar altinda ¢ok hizli bir sekilde enfekte oldugu
belirtilmistir (Fourest, et al., 1990).

Hastaligin tipik belirtileri yapraklarda uzun ince lekeler seklindedir. Bu lekeler
basta birbirinden bagimsizken, hastaligin siddeti arttik¢a birleserek genislerler. Ilk
belirtilerde bugday yapraklar1 1s18a dogru tutuldugunda arkasi goriilebilen saydam
¢izgi halindedir. Baslangicta lekeler sulu goériiniimli ve uygun nem ve sicaklik
kosullarinda bakteriyel akintili durumundadir. Enfekte olmus yapraklar dar, sulu
goriiniimlii, sinirlar1 pas renginde ve ortasi nekrotik ¢izgiler seklinde lekeler
gosterirler. Sonradan bu lekeler kahverengilesir ve kurur. Stomalardan ¢ikis yapan
bakteriyel akintilar da kurur. Bu yapi, pul pul dékilebilir. Fideler nadiren belirti
gosterir. Tohumlarin yiizeyi ise mor - siyah renk degisikligi ile parlak siyah adi
verilen bir belirti gosterir. Asir1 yogun enfeksiyonlarda saplarda koyu kahverengi
lekeler seklinde semptom gostermektedir. Hastaliktan dolay1 verim kaybi %10°dan
asag1 olabildigi gibi siddetli enfeksiyonlarda %40°a kadar ¢ikabilir. Enfeksiyonlarin
siddetlendigi zamanlarda %10-30 arasinda verim kaybina neden olur. Hastaliktan en

fazla etkilenen tritikale iken, en az etkilenen ise arpadir (Duveiller, 1989).

Bu tir daha sonra Xanthomonas translucens pv. undulosa ve Xanthomonas
translucens pv. translucens olarak bugday ve arpada yaprak ¢izgi hastaligina neden
olan iki farkli patojenik varyete olarak isimlendirilmistir. Bununla birlikte

Xanthomonas translucens pv. undulosa arpa ve bugdayda patojenik varyete olarak



hastalik yaparken, Xanthomonas translucens pv. translucens’in sadece arpada
hastalik yaptig1 belirlenmistir. Bakteriyel ¢izgi ya da siyah kavuz hastaligi, bugdayda
onemli bir hastaliktir. Bu hastalik ortalama olarak %5-10 arasinda verim kaybina
neden olurken, Amerika’da %40 oraninda {iriin kaybina neden oldugu belirlenmistir
(Chen and Ding, 1981; Adhikarj, et al., 2012). Bitki artiklar1, yabanci otlar ve toprak
baslica primer inokulum kaynagidir. Bakteri ayni zamanda tohum kdkenlidir.
Tohumla taginma c¢ok diisiik oranlarda olsa bile 6nemli bir primer inokulum
kaynagidir. Etmen kisa uzakliklara nem, yagmur veya bitkiden bitkiye temas ile
yayilir. Uzak mesafelere ise tohum yoluyla olmaktadir. Xanthomonas translucens pv.
undulosa, tahil gesitlerine gore 6nemli bir patojenik varyetedir. Tahil gesitlerinden
bugday, arpa, yulaf, celtik ve tritikaleyi enfekte ettigi belirlenmistir. Son
zamanlardaki arastirmalar, hastaliga kars1 dayamkl gesit gelistirme yoniindedir. Ug
bugday ¢esidi “Pavon, Mochis ve Angostura”, Xanthomonas translucens pv.
undulosa’ya kars1 potansiyel dayanikli ¢esitler olarak belirlenmistir (Adhikarj, et al.,
2012). Son zamanlarda patojenik varyeteler arasindaki genetik farkliliklar
(Xanthomonas campestris pv. cerealis, Xanthomonas campestris pv. hordei,
Xanthomonas campestris pv. secalis, Xanthomonas campestris pv. translucens ve
Xanthomonas campestris pv. undulosa) poliklonal ve monoklonal antibadiler,
molekiiler markirlar, yag asiti profilleri, ribozomal DNA sekans analizi, membran

protein profillerine bakilarak ayrim yapilmistir (Adhikarj, et al., 2012).
1.2. Transpozonlar

Transpozonlar, tek bir hiicrenin igerisinde bulunan ve siklikla bulunduklari
yerden koparak baska bolgelere sigrayan gen parcalaridir. Transpozonal sigramalar
iki farkli sekilde goriilebilir; transpozonal bdlgeler kendisini kopyalar ve daha sonra
bu kopyalar DNA {izerinde farkli bolgelere sigrar, bir dier sicrama ise gen
parcalarmin oldugu gibi bulunduklar1 yerden ayrilarak yeni bir bdlgeye tutunmalar1

seklinde olmaktadir (Lisch, 2013).

Transpozonal sigramalar fenotipi kokten degistirebilecek etkilere sahip
olmalar1 ve genom biiyiikliigliniin degigsmesini saglayabilmeleri agisindan ¢ok 6nemli
bir genetik mekanizmadir. Bir transpozon, kendini kopyalayip hem kendisini hem de
kopyasim1 DNA {izerinde farkli bdlgelere yapistirarak genomun biiylimesine sebep
olur. Eger bu degisim, canliya kazanim saglarsa, gelecek nesillere de gen aktarilir.

Ayrica transpozonal sigramalar ve bunlarin korunumu farkl tiirlerde kiyaslanarak,

5



canlilarin birbirleriyle olan akrabaliklar1 analiz edilebilmektedir. Birbiriyle akraba
olan tiirlerde, transpozonlarm yerlerini saptayarak varligi incelenip, akrabalik
dereceleri ve taksonomik olarak ait olduklar1 yerler gibi O6nemli sonuclara

varilabilmektedir (Fedoroff, 2012).

Bitkilerdeki dayaniklilik mekanizmasindaki rolleri ile ilgili yapilan
caligmalarda; transpozonlarin, promotor bélgesinin yeniden diizenlenmesini (Le, et
al., 2014) ve patojenlerin enfeksiyonunu kolaylagtiran efektér proteinlerin
ifadesinden sorumlu gen bdlgelerindeki losince zengin baz dizisi tekrarlarmin
(NLR’ler) ¢esitliliginin artmasimi sagladigi belirtilmistir (Seidl and Thomma, 2017).
NLR'lerin ise reseptor proteinler gibi bircok efektdr proteinlerle etkilesime girerek
bitkide dayaniklilik mekanizmasini harekete gegirdigi rapor edilmistir (Van Der
Biezen and Jones, 1998; Dangl and Jones, 2001; Dodds et al., 2006; van der Hoorn
and Kamoun, 2008). Ayrica transpozonlarin plazmit araciligiyla bakteri hiicresine
aktarilmasi sonucu; bakteri hiicresinin farkli antibiyotiklere dayaniklilik sagladigi
belirtilmistir (Charkhabi, et al, 2017). Diger bir ¢alismada ise; traspozonlarin, 1)
epidemiyolojik caligmalarda bakteriyel bitki patojenlerini belirlemek, 2) virtilensligi
azaltarak, capraz koruma saglamak, 3) yabanci otlarin biyolojik miicadelesinde
kullanilan biyolojik miicadele ajanlarinin konuk¢u araligin1 belirlemek, 4)
viriilensligi etkileyen genlerin sayisini tahmin etmek ve 5) viriilensligi belirleyen

genlerin yapisini tanilamak amaciyla kullanilabilecegi ifade edilmistir (Kim, 1982).
1.3. Polifenol Oksidazlar

Polifenol oksidazlar (PPO'lar), monofenollerin difenollere hidroksilasyonunu
(tiyrosinaz aktivitesi), difenollerin kinonlara oksidasyonunu (katekolaz aktivitesi)
katalize eden bir bir enzim grubudur (Fuerst, et al., 2006). Bu kinonlar, melanin ad1
verilen aminler, tioller ve fenolikler gibi bilesiklerle reaksiyona girerek melanin ad1
verilen karmasik koyu renkli bilesikler olustururlar (Whitaker and Lee, 1995).
Bugday tanesinde PPO aktivitesinin genetik varyasyonu farkli genotiplerde gozlenir
ve PPO aktivitesi cevreden de etkilenir (Park, et al., 1997; Ge, et al., 2003). PPO'lar
bitkilerin neredeyse her yerinde bulunur ve bitkilerde yaslanma, yaralanma,
zararlilarla - patojenlerle etkilesimler, hasat sonrasi ve depolama sirasindaki iglemler
sirasinda aktive olurlar (Mayer, 2006). Bunun sonucunda enzimatik esmerlesme
olarak bilinen bir reaksiyon meydana gelerek, gida {irlinlerinin rengini, tadini, besin

Ozelliklerini ve raf émruni olumsuz yonde etkileyen bir reaksiyon ortaya ¢ikar
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(Hurrell and Finot, 1984). Bitkilerdeki PPO’nun g0revi heniz tam olarak
bilinmemekle  birlikte,  bagisiklik  reaksiyonlarinda,  bitki bilesenlerinin
biyosentezinde ve fotosentez yapan dokularda serbest radikal suptruci olarak
davrandigi (Heimdal, et al., 1994), hasar gormiis yaprak yiizeylerinde ¢uriimede
ve ayrica bdceklere ve bitki patojenlerine karsi savunmada gorevli oldugu ileri

strilmektedir (Aydemir, 2004).



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Xanthomonas translucens’in Taksonomisi ile Tlgili Calismalar

Bakteri ¢izgi hastaligi, yeryiiziinde bugday yetistiriciliginin yapildig1 birgok
cografi bolgeden (Kuzey Amerika, Asya, Afrika, Avrupa'min c¢ogu bolgesi ve
Avustralya) tespit edilmistir (Duveiller, et al., 1997). Bati Avrupa'dan bakteri ¢izgi
hastaligina dair bir bildiriye rastlanilmamistir. Bunun nedeninin ¢evre kosullarinin
hastaligin gelisimine uygun olmamasi ve genis karantina uygulamalarindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Paul and Smith, 1989; Duveiller, et al., 1997).
Amerika Birlesik Devletleri'nde, bakteri ¢izgi hastaligi ilk olarak Midwest'teki arpa
ve bugday yetistirme alanlarinda bildirilmistir (Jones, et al., 1917; Smith, et al.,
1919). Bakteri cizgi hastalifi, Amerika Birlesik Devletlerinin ¢ogu bolgesinde
ozellikle gilineydogu bolgelerinde meydana gelen salgmlar ve salgmlar ile
bulunmugstur (Milus and Mirlohi, 1994; Tubajika, et al., 1999). Son yillarda Amerika
Birlesik Devletlerimin Upper Midwest bolgesinde bakteri ¢izgi hastaligi goriilme
sikligr artmistir (Adhikari, et al., 2012a; Kandel, et al., 2012; Curland, et al., 2018).
Bugday bakteriyel etmeni Xanthomonas translucens pv. undulosa; Tirkiye’de ise
Demir ve Ustiin (1992) tarafindan rapor edilmistir. Diinya genelinde bugday
yetistirilen neredeyse tiim alanlarda bakteriyel yaprak c¢izgi hastaliklarmin

bulundugunu bildirmislerdir (Bamberg, 1936; Duveiller, 1990).

Xanthomonas translucens, Poaceae familyasina ait bitki tiirlerinde hastaliga
neden olmaktadir. Uygun kosullar altinda ¢ok Onemli zararlara neden olabilir.
Tohumun, bakteriyel yaprak ¢izgi hastaliklari, icin ilk asilama kaynagi oldugu
disiiniilmektedir (Boosalis, 1952; Tsilosani, et al., 1977; Timmer, et al., 1987;
Forster and Schaad, 1988; Milus and Mirlohi, 1995; Rashid, et al., 2013). Tohumun
yaninda yagmurla ve bitkiler arasindaki temasla hastalik yayilwr. Tohumdaki
kalicilig1 5 yildan daha fazladir. Hiicreler arasinda geliserek sonunda stomalardan
bakteriyel akint1 seklinde ¢ikis yapar. Enfeksiyon dongiisii 10 giin gibi kisa bir siire
icinde gerceklesir. Bitki artiklarinda, yabanci otlarda kislayabilir. Nemli kosullar
altinda ve sicakligin 15-30°C araliginda hastaligin gelismesi i¢in uygundur. Fakat
optimum sicaklik 22°C ve yiiksek nispi nemde optimum geligir (Forster, et al., 1990).

Xanthomonas translucens’in konukguya 6zel patovarlari (pv.) bulunmaktadir.

Patojenik varyeteleri arpa, ¢avdar ve celtikte; Xanthomonas translucens pv. undulosa



varyeteleri bugday ve tritikalede patojendir. Xanthomonas translucens pv. cerealis
ise cok genis bir konukgu listesine sahiptir. Simptomlari; arpa ve tritikalede,
yapraklar lizerinde dar, sulu, sarimsi ¢izgiler seklinde belirti olusturur. Bugdayda
ortas1 kahverengi kenarli, simirlandirilmis nekrotik lekeler seklinde belirti gosterir.
Kavuz ve tohum kabugunun yiizeyinde morumsu siyahlagma meydana gelir ve
simptomlar 10-12 giin igerisinde goriiliir. Buna da kavuzda siyahlagsma ve

kahverengilesme ad1 verilmektedir (Shane, et al., 1987).

Calismalar, bakteri ¢izgi hastaliina baglh verim diislisiiniin genellikle bayrak
yapraklaridaki hastalik siddeti ile ters orant1 gosterdigini ve bayrak yaprak alaninin
yarismin enfekte oldugunda %20'ye kadar verim kaybma sebep oldugunu

gostermistir (Shane, et al., 1987; Duveiller and Maraite, 1993).

Bugday dane agirligindaki ve miktarindaki azalmalarla verim kayiplari
kaynaklandig1 belirtilmistir (Forster and Schaad, 1988; Tubajika, et al., 1998).
Bakteri ¢izgi hastali§1 enfekte ettigi tahillarin protein igerigini degisiklik yaparak

kalitenin diismesine neden olabilmektedir (Shane, et al., 1987).

Bakteri ¢izgi hastaligi etmeninin siniflandirilmasi ve isimlendirilmesi,
morfolojik ve biyokimyasal benzerlikleri ve ayn1 konukgular1 enfekte etme sebebiyle
birgok farkliliga neden olmaktadir. Bir siire boyunca bu bakteriler, Xanthomonas
campestris tdrlerinin altinda farkli patovarlar olarak smiflandirilmistir (Dye and
Lelliott, 1974). Baz1 bitkilerde bakteriyel yaprak c¢izgisine neden olan irklarin
translucens grubuna ve yem bitkilerinde bakteriyel solgunluga sebep olan wklarin da
graminis grubuna dahil edilmesi seklinde, Xanthomonas translucens tirinin yeni
bastan siniflandirilmas1  Onerilmistir (Vauterin, et al., 1992; 1995). Bu
smiflandirmanin, son molekiiler ve tiim genom dizisi verileriyle desteklendigi
bildirilmistir. Genomik sekans verilerinin, tahillardaki Xanthomonas translucens
patovarlarinin  Xanthomonas graminis grubu patovarlarindan genetik olarak
ayrilabilecegi de gosterilmistir (Peng, et al., 2016; Langlois, et al., 2017; Hersemann,
et al., 2017). Xanthomonas translucens bakteri grubu temel olarak patojenisite
denemelerine ve konukcu araligma gore smiflandirildig i¢cin taksonomide biiytik

farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Jones, et al., 1917).

Bakteri ¢izgi hastaliginin yapay asilama yoluyla arpada enfeksiyon olusturan
patojen, ilk olarak Bacterium translucens olarak isimlendirilmistir (Smith, et al.,
1919). Daha sonra tahillarda bakteri ¢izgi hastaligmma sebep olan bu patojen,
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Xanthomonas cinsine ait Xanthomonas translucens tiirlerini olusturmustur (Dowson,
1939).

Yapay asilama yontemiyle konukcular: enfekte etme kapasitesine bagli olarak,
Xanthomonas translusens, bes 6zel formae species (f. sp.) olarak siniflandirilmistir:
Bunlar Xanthomonas translusens f. sp. hordei (arpa), Xanthomonas translusens f. sp.
undulosa (bugday, arpa ve ¢avdar), Xanthomonas translusens f.sp. secalis (¢avdar),
Xanthomonas translusens f. sp. hordei-avenae (arpa ve yulaf) ve Xanthomonas

translusens f.sp. cerealis’dir (bugday, arpa, ¢avdar ve yulaf) (Hagborg, 1942).

Xanthomonas translusens f. sp. cerealis’in Xanthomonas translusens f. sp.
undulosa ile, Xanthomonas translusens f. sp. hordei-avenae’nin ise Xanthomonas
translusens f. sp. hordei ile birlestirilmesi gerektigini savunmuslardir (Fang, et al.,
1950).

Modern DNA, protein ve diger biyokimyasal yontemler kullanilarak,
tahillardan ve yabanci otlardan izole edilen Xanthomonas’larm taksonomisi ve
adlandirilmasi yapilmistir (Van den Mooter, 1987; Azad and Schaad, 1988; Stead,
1989; Kersters, et al., 1989; Vauterin, et al., 1992; Rademaker, et al., 2006).
Bulgulara dayanarak, tahillardan ve yabanci otlardan izole edile Xanthomonas’larin
filogenetik olarak baglantili oldugu ve yiksek ¢ozundrlukli parmak izi yontemleri
ile  degerlendirilereck  kolayca  ayrilabilecegi  diistiniilmiistir.  Boylelikle
Xanthomonaslar1 smiflandirmak i¢in X. translucens ve X. graminis olmak lzere iki
temel gruba aymma fikri olusmustur (Vauterin, et al, 1992). Bu nedenle,
Xanthomonas’larin tekrar smiflandirilmasi, tahillar1 (X. translucens grubu: pv.
undulosa, pv. translucens, pv. cerealis, pv. hordei, pv. secalis) ve yabanci otlar1 (X.
graminis grubu: pv. graminis, pv. arrhenatheri, pv. phlei, pv. poae) enfekte eden X.
campestris patovarlarinin tiimiinii kapsayacak sekilde Xanthomonas translucens tir
ismi olusturulmustur (Vauterin, et al., 1995). X. translucens'in sadece tahil ve yem
bitkilerini degil, Liliaceae familyasinda bulunan siis kuskonmaz ve Anacardiaceae
familyasinda bulunan antep fistig1 agaclarin1 da enfekte ettigi tespit edilmistir
(Rademaker, et al, 2006; Marefat, et al, 2006a; 2006b). Ilging bir sekilde,
kuskonmaz bitkisinde bakteriyel patojenler X. translucens pv. undulosa olarak
adlandirilmistir ve ¢apraz asilama yoluyla bugday: enfekte edebildigi tespit edilmistir
(Rademaker, et al., 2006). Fistik agaglarindaki bakteri ise, baglantili olmalarina

karsimn X. translucens pv. pistaciae adli yeni bir pathovar olarak belirlenmistir
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(Giblot-Ducray, et al., 2009). X. translucens pv. pistaciae, diger X. translucens
patovarlar1 ile birlikte Uluslararas1 Bitki Patolojisi Kongresi (ICPP) bitki patojeni
bakteri listesine dahil oldugu belirtilmistir (Bull, et al., 2010; 2012).

Patojenite testleri kullanilarak, X. translucens grubundaki patovarlarin genetik
benzerligi ve cesitliligini arastrmak icin daha ileri ¢aligmalar yapilmistir. X.
translucens pv. translucens'in, X. translucens pv. hordei ile esanlamli oldugunu
bildirmistir. X. translucens grubu (¢ gercek patojenik varyeteden olusmustur; X.
translucens pv. translucens, X. translucens pv. undulosa ve X. translucens pv.
cerealis. X. translucens pv. translucens arpada, X. translucens pv. undulosa hem
arpa hem de bugdayda ve X. translucens pv. cerealis ise arpa, bugday, yulaf ve brom
otunda patojen oldugu belirtilmistir (Bragard, et al., 1995; 1997). Bununla birlikte,
ABD’de toplanan ¢ogu X. translucens pv. undulosa ve X. translucens pv.
translucens 1rkinin, viriilenslikleri genellikle orijinal konukgulariyla baglantili
olmasma karsin, infiltrasyon yoluyla hem bugday hem de arpa lizerinde hastalik

belirtilerine neden oldugunu bildirmistir (Curland, et al., 2018).

Son yillarda, X. translucens taksonomisi, ¢oklu gen bdlgesi dizi analizi
yontemine gore belirlenmistir (Wichmann, et al., 2013; Gardiner, et al., 2014; Peng,
et al., 2016; Langosis, et al., 2017; Curland, et al., 2018).

DNA sekans verileriyle yapilan analizler, DNA-DNA hibridizasyonu ve DNA
markor analizi ve patojenisite testleri ile belirlenen hem tur hem de patojenik varyete
seviyelerinde X. translucens’in onceki siniflandirmalarla genel olarak ayni oldugu
bildirilmistir (Bragard, et al., 1997 ). Bunun yaninda, X. translucens pv. cerealis’in
genetik olarak X. translucens ve X. graminis patovarlarindan ayrilabilecegi ileri

sUrulmiistdr (Langlois, et al., 2017).
2.2. Xanthomonas translucens ile ilgili Cahsmalar

Xanthomonas translucens; Gram (-), ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan, 0.5—
0.8%1.0-2.5 pum boyutunda, kutuptan tek kamg¢ili bir bakteridir. Besi yerinde sar1
renkli koloniler olusturur. Hastalik etmeni Xanthomonas translucens pv.
undulosa nin, bugday yapraklarmm agirlikli olarak mezofil dokusunda yayildig:
gozlemlenmistir (Sapkota, et al., 2019).

Bununla birlikte, ayni sprey asilama yontemini kullanarak, Xanthomonas

translucens pv. translucens igin arpa yapraklarinda ¢ok az hastalik gdzlemlenmistir.
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Arpada hastalik olusturmak i¢in yapilan ¢aligmada yaprak ucunu kesme yontemi
basariyla kullanilmigtir (Pesce, et al., 2017). Diger Xanthomonas tiirlerinin farkli
dokularda hastalik meydana getirdigi bildirilmistir (Bogdanove, et al, 2011).
Ornegin, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, piring yapragi yanikligma neden olan
vaskuler bir bakteriyel patojen iken, bakteriyel yaprak c¢izgisinin nedeni olan
Xanthomonas. oryzae pv. oryzicola, vaskiiler olmayan bir bakteriyel patojendir
(Bogdanove et al., 2011). Xanthomonas translucens irklarmin konukgu seciciligi de
farklilik gosterir, bazilar1 birden fazla konukgu tiirtinii enfekte edebilirken, bazilar1 da
sadece bir konukgu tiruni enfekte etmektedir (Mellano and Cooksey, 1988). Dar bir
konuk¢u araligina sahip mutantlarm, Xanthomonas translucens'e Hsv virllenslik
genlerine sahip Tn5 transpozonu aktarilarak genis bir konukgu araligina sahip olmasi
saglanmistir (Mellano and Cooksey, 1988; Waney, et al., 1991). Bir patojenik
varyete icindeki rklar arasinda da viriilenslik derecelerinde farkliliklar
gbzlemlenmistir (Cunfer and Scolari, 1982; Milus and Chalkly, 1994; Adhikari, et
al., 2011; Sapkota, et al., 2018).

Bazi tritikale hatlarinin, bazi Xanthomonas translucens pv. undulosa irklarina

kars1 dominant direng genlerine sahip oldugu belirtilmistir (Johnson, et al., 1987,
Wen, et al., 2018).

Gram (-) bakteriyel patojenlerin neredeyse hepsi, hastalik yapma kabiliyetleri
icin tip I salgi sistemlerine (T3SS) ve T3SS tarafindan salgilanan efektor
proteinlere (T3E'ler) givenirler.  Filogenetik analizler, Xanthomonas tirlerinin
¢ogunlugunun 2 gruba ayrilabilecegini ve genellikle T3SS'yi kodlayan yiiksek
oranda korunmus bir hrp gen kiimesi icerdigini gdstermistir (Buttner and Bonas,

2010; Bogdanove, et al., 2011; Pesce, et al., 2017).

Xanthomonas translucens filogenetik olarak; Xanthomonas albilineans,
Xanthomonas theicola ve Xanthomonas sacchari’nin oldugu kiimede yer alir (Young
et al., 2008; Gardiner et al., 2014 ). Birinci gruptaki Xanthomonas albilineans ve
Xanthomonas sacchari'nin hrp gen kimesi yoktur, ancak diger tim Xanthomonas
translucens rklarmda hrp kiimesi bulunmaktadir (Pesce, et al., 2017). Xanthomonas
translucens genomlarindaki hrp lokusunun genetik yapisi ve organizasyonu irklar
arasinda biiyiik oranda korunmustur ve 1. grup Xanthomonas tiirleri ve J-

proteobakterilerdekine benzerdir (Wichmann, et al., 2013; Pesce et al., 2017).

12



Bakterilerin tohumlar {izerindeki hayatta kalma orani ve fidelere bulagsma
olasiliginin biiyiik 6l¢lide saklama kosullarma, saklama siiresine ve genotiplerin
duyarlilik diizeyine baglh oldugu gosterilmistir (Boosalis, 1952; Forster and Schaad,
1990; Milus and Mirlohi, 1995). Calismalar, yabanci otlarin, bakterinin bir
mevsimden digerine canliligini siirdiirmesinde koprii rolii oynadigini gostermistir
(Wallin, 1946; Fang, et al., 1950; Boosalis, 1952; Thompson, et al., 1989). Ayrica
hastalik etmeni bakterilerin toprakta ve hastalikli bitki artiklarinda kisa bir siireli
olarak hayatta kalabildigi ortaya konulmustur (Milus and Mirlohi, 1995; Duveiller,
et al., 1997; Stromberg, et al., 2000).

Xanthomonas translucens patojenleri bitki dokularina dogal agikliklar yoluyla
girse bile, bazilar1 buz c¢ekirdeklenme yetenegine sahip oldugu i¢in don hasarina
neden olmustur. Boylelikle yaralanma bdlgeleri olusturarak dogrudan giris i¢cin yol
act1g1 bildirilmistir (Kim, et al., 1987; Azad and Schaad, 1988; Gurion-Sherman and
Lindow, 1993). Bugday bakteriyel yaprak ¢izgi hastalig1 yagisli mevsimlerde ve
yumusak havalarda yetistiriciligi yapilan tarlalarda bulundugu i¢in gelisimi i¢in 1lik
ve nemli kosullarin 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Bakteri ¢izgi hastalig1
salgmlarinin sporadik oldugu ve yildan yila degistigi bildirilmistir (Bamberg, 1936;
Duveiller, et al., 1991; Tubajika, et al., 1998). Bugday ve arpa bakteriyel yaprak
¢izgi hastaliklar1 ara sira meydana gelmesine ve genellikle sicak ve nemli subtropik
bolgelerde meydana gelmesine ragmen, ABD’de son on yilda bazi bugday

cesitlerinin  yetistirildigi alanlarda goriilme sikligmin arttigimi  bildirmislerdir
(Adhikari, et al., 2011).

Bugday ve arpa bakteriyel yaprak cizgi hastaliklari, diinya capinda bugday
iretimi i¢in tehdit olarak kabul edildigi bildirilmistir. Bakteri ¢izgi hastaligmin
Onemi, yetistirilen bugday cesitlerinin dayanikliligi, hassasligi ve genis cevresel
kosullara bagl olarak degisiklik gosterdigi belirtilmistir (Waldron, 1929; Forster and
Schaad, 1988).

Salginlar1 baslatmak icin sicakligin diger faktorlerden daha 6nemli oldugunu
gostermistir. Bakteri ¢izgi hastalig1 salginlarinda yer alan diger faktorler arasinda;
riizgar, dolu ve dondan kaynaklanan zararlanma, ¢ig donemi ve konukgu gesidi yer
aldig1 bildirilmistir. Temiz tohum kullanimi veya tohum ilaglamasi hastaligm etkisini
azaltabildigi, ancak tarlalar arasinda bakteri ¢izgi hastaligmm yayilmasini

durdurmadig: bildirilmistir (Duveiller, et al., 1997).
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Cesitli kiiltiirel uygulamalar, bakteri c¢izgi hastaligi etkisini hafifletmeye
yardimct olabilmektedir (Duveiller, et al., 1997; Adhikari, et al., 2011). Tohum,
onemli bir birincil enfeksiyon kaynagi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle temiz
tohum kullanimi, bakteri ¢izgi hastaligi etkisini hafifletmenin bir yolu olsa da, ancak
bakteri ¢izgi hastaligi asisinin tarlalar arasinda yayilmasint durdurmamaktadir

(Duveiller, et al., 1997 ).

Tohumlardaki bakteriyi saptamak igin, secici besiyeri, serolojik testler ve PCR
testi dahil olmak tizere farkli yontemler gelistirilmistir (Forster and Schaad, 1985;
Bragard and Verhoyen, 1993; Maes, et al., 1996; Langlois, et al., 2017).

Uriin rotasyonu, bakteriler toprakta ve bitki artiklarmda kisa bir siire hayatta
kaldig1 i¢in 6nemli bir micadele stratejisi olarak kabul edilmemektedir (Milus and
Mirlohi, 1995; Duveiller, et al., 1997). Bakteriyi kimyasal veya fiziksel yontemlerle
yok etmek i¢in tohum dezenfeksiyon yontemleri gelistirilmistir (Atanasoff and
Johnson, 1920; Forster, et al.,, 1990). Bununla birlikte, farkli ¢aligmalardan elde
edilen ¢eliskili sonuglar nedeniyle tohum uygulamasmmin etkinligi hala
sorgulanmaktadir (Braun, 1920; Duveiller, et al.,, 1997). Calismalar, bakteriyel
yaprak ¢izgi hastaliginin yabanci otlarda kiglayarak bir yildan diger yila yayilmasi
icin uygun konukc¢u oldugunu gostermistir (Wallin, 1946; Fang, et al.,, 1950;
Boosalis, 1952; Thompson, et al., 1989). Hastalik etmeninin toprakta ve bitki
artiklarinda kisa bir siire hayatta kalabilecegini bildirilmistir (Milus and Mirlohi,
1995; Duveiller, et al., 1997; Stromberg, et al., 2000).

2.3. Konukcu Dayamkhhg Ile ilgili Cahismalar

Hastalik etmenine karsi kimyasal ilaglama yapilmadigindan hastaliga karsi
dayanikli ¢esit kullanimi, bugday bakteri ¢izgi hastalik etmeni ile miicadelenin tek
yolu gibi gorinmektedir. Bununla birlikte baz1 bugday veya arpa gesitlerinin hastalik
etmenine kars1 diisiik oranda direng gosterdigi belirlenmistir (Hagborg, 1974; Akhtar
and Aslam, 1986; Duveiller, et al., 1993; Alizadeh, et al., 1994; El Attari, et al.,
1996; Milus, et al., 1996; Tillman, et al., 1996; Adhikari, et al., 2011; Kandel, et al.,
2012; Sapkota et al., 2018). Ancak bugday bakteri ¢izgi hastaligina karsi bazi
tritikale hatlarmim yiiksek diizeyde direncine sahip oldugu bildirilmistir (Cunfer and
Scolari, 1982; Johnson, et al., 1987; Sapkota, et al., 2018).
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Xanthomonas translucens pv. undulosa’nin tahil ¢esitlerinden bugday, arpa,
yulaf, celtik ve tritikaleyi enfekte ettigini ve ii¢ bugday ¢esidi olan “Pavon, Mochis
ve Angostura”hastalik etmenine karst potansiyel dayanikli c¢esitler olarak

belirlemislerdir (Adhikarj, et al., 2012).
2.4. Transpozonlarla flgili Calismalar

Transpozonlar genom icinde yer degistirebilme yetenegine sahip hareketli
DNA dizileridir (Huang, et al., 2009). Transpozonlar ilk kez 1940’11 yillarin
sonlarinda Barbara McClintock tarafindan misir bitkisinde tanimlanmistir
(McClintock, 1950). Transpozonlar, genom igerisinde hareket eden ve genomdaki
dizilisi degistiren elementler olarak tanimlandigi i¢in kromozom yapist i¢in ¢ok
onemlidir. Plasmodium cinsinin birkag tiirli disinda tiim Okaryotlarda ve hemen
hemen bitln prokaryotlarda bulunan transpozonlar, 6karyotik organizmalardan bitki
genomlarmin ortalama %50-90, hayvan genomlarmin da %3-45 kadarmi
olusturmaktadir. Okaryot kromozomlarmin heterokromatin bdlgelerinin biiyiik bir
kismi1 transpozon bolgelerinden olusmaktadir. Bu hareketli elementler translokasyon,
insersiyon, duplikasyon veya delesyonla farkli kromozomlarin birbirini etkilemesiyle
yeni alellerin bulunmasima sebep olmustur. Ilaveten baska transpozonlar, aktif olarak
kromatin yapisinin meydana gelmesinde, sentromer fonksiyonunda ve sinaptonemal
komplekslerin birlesmesinde, bdylelikle hiicre boliinmesinde 6nemli bir yer alir

(Grzebelus, 2006; Jurka, 2008; Huang, et al., 2009; Thornburg, et al., 2005).

Transpozonlar, genlere ¢ok yakin bdlgelere veya genlerin promotdr bdlgelerine
de insersiyon (genetikte bir DNA dizisine bir veya daha cok baz ciftinin
eklenmesidir) yapabilmektedirler. Transpozonlar genlerin promotorlerine girerek gen
anlatimi agisindan etkisiz hale getirerek diizenlemektedirler (Biemont, 2009).
Transpozonlar; gen anlatimini, hem metil gruplarmm komsu bolgelerini etkileyerek,
hem de RNAIi (RNA interferans) mekanizmasi ile transkripsyonu 0Onleyerek
duzenlerler. Bu epigenetik gen dizenlenmesi sayesinde transpozonlar, embriyonik
gelisim doneminde doku farklilasmasindan, ergindeki farkli dokularm farkliliklarmin
korunmasma kadar birgok mekanizmada gorev almaktadirlar. Dolayisiyla
transpozonlarm, ayni1 zamanda, genomlarin yeniden dizenlenmesinde biiyiik katki

saglamig olduklar1 diisiiniilmektedir (Jurka, 2008).

Transpozonlar; dkaryotlarda gen klonlama, insersiyon mutasyonlari, transgenik
organizmalarin  bulunmasi, haritalama ve prokaryot organizmalarda klasik
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antibiyotik-direng markir1 gibi amaglarla molekiiler genetik uygulamalar1 gibi pek

cok alanda kullanilmaktadirlar (Bergman and Quesneville, 2007).

Transpozon elementleri prokaryotlarin cogunlugunda %1-3 oraninda, mayada
(Saccharomyces cerevisiae) %3, memelilerde %25-45, insanda %45 ve bugdaygiller
(Graminaceae) ve zambakgillerde (Liliaceae) %90-98 oranda bulunmaktadir.
(Kalendar and Schulman, 2005; Mansour, 2007; Lerat, 2009).

Transpozonlar, genlere ¢ok yakin bolgelere veya genlerin promotor bolgelerine
yerlestiklerinde; nokta mutasyonu, ¢erceve - kayma mutasyonu, delesyon,
diiplikasyon, inversiyon gibi birgok mutasyonlara sebep olmaktadir. Bu
mutasyonlarin sonucunda alternatif gen triinleri olusabilecegi gibi, gen iirlinii olan
protein olusmadiginda 6nemli fenotipik degisikliklere neden olabilmektedirler.
Ayrica transpozonlar, genom boyutunun biiylimesine neden olmaktadirlar. Gen
fonksiyonunu, yapismni ve aktivitesini degisiklige ugratip, genom ve kromozom

yapilarmin degismesini saglayabilmektedirler. (Anonim, 2007).

Transpozonlar, genomun hareketli elementleri olarak adlandirilmasma ragmen
kromozom yapis1 meydana gelirken, sentromer ve telomer bolgelerine yerlesmis ve
sonra inaktive duruma gec¢mistir. Bununla birlikte transpozonlarin aktivasyon
durumlar1 ¢esitli endojen ya da ekzojen faktorlerle farklilik gosterebilmektedir.
Ozellikle stres kosullar1 altinda aktivitelerinin degistigini test etmislerdir (Krishna
and Naik, 2011). Transpozonlarm, bir hiicrenin genomunda baska bir yere hareket
etmesi transpozisyon olarak adlandirilmistir. Transpozonlar kromozomlarda yeni
yerlestikleri yerlerdeki genlerin anlatimlarini degistirir. Sonugta var olan genetik
verileri etkileyerek gen anlatiminda 6nemli degisikliklere neden olurlar. Bununla
birlikte kopya sayilarini arttirabilmeleri ise replikasyon olarak adlandirilir (Mao, et
al., 2015). Replikasyonla ¢ogalan DNA transpozonlari ve retrotranspozonlar genom

blylmesine yol acar (Pagnotta, 2009).

Transpozonlar hareketlilikleri gore aktif transpozonlar ve inaktif transpozonlar
olmak {iizere iki ayrilirlar. Transpozonlar hareketli diziler olarak adlandirilsa da
cogunlugu inaktif transpozonlardan olusur. Inaktif transpozonlar aktif hale
geldiginde DNA iizerinde farkliliklara sebep olarak yeni tiirler olusur. Bu sebeple
inaktif transpozonlar, molekiiler fosil olarak da adlandirilmaktadir. Cevresel
kosullarm degismesiyle transpozonlarin aktif veya inaktif olmasi durumu
degisebilmektedir (Wessler, 2009).
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[Ik smiflandirma sistemi Finnegan (1989), tarafindan transpozonlarm hareket
mekanizmalar1 ele almarak yapilmistir. Transpozonlarin hem hareket mekanizmalar1
hem de dizi ve yapisal benzerlikleri gz Oniine alinarak O6nem sirasina gore bir
smiflandirma olusturmustur. Bu smiflandirmaya gore transpozonlar iki smifa
ayrilirlar. Smif I transpozonlar (Retrotranspozonlar); bir RNA ara iiriinii kullanarak
replikasyon hareketiyle genomda hareket eden DNA dizileridir. RNA polimeraz 11
tarafindan transkripsiyonlar1 yapilir ve kendi kodladiklar1 reverse (ters) transkriptaz
enzimleri araciligi ile cDNA’ya cevrilerek genomda baska bir bdlgeye insersiyon
yaparlar. Smif II transpozonlar (DNA transpozonlar1); bir RNA ara iirlini
kullanmadan hareket eden transpozonlardir. Hareket mekanizmalarina gore iki alt
gruba ayrilirlar. Birinci grup, konservatif tipte hareket ederler. Kodladiklar
transpozaz enzimi sayesinde bulunduklar1 bolgeden kesilir ve genomda baska bir
bolgeye insert olurlar. Buna karsin ikinci grup DNA  transpozonlari
retrotranspozonlar gibi replikatif formda hareket ederler. Retrotranspozonlardan

farkli olarak RNA ara iiriinii kullanmadigini ortaya koymustur (Wicker, et al., 2007).

Stresin bitkide olusturdugu genetik degisimlerden biri de normal biiyiime ve
gelisme boyunca inaktif durumda bulunan ve ¢esitli stres faktorleri aracilifiyla aktif
duruma gecgen bitki retrotranspozonlaridir. Retrotranspozonlar, diger bir ifadeyle
genetik hareketli elemanlar, bitkiler aleminde genis yayilim gostermekte ve bol

miktarda bulunmaktadirlar (Sigmaz, 2014).

Transpozonlarin sebep oldugu insersiyonal polimorfizmler; DNA parmak izi,
genetik haritalama ve molekdler filogeni gibi pek cok alanda belirleyici bir genetik
marker olarak kullanilabilmektedir. Retrotranspozonlarin genomdaki hareketlerini
belirlemede kullanilan pek ¢ok marker yontemi gelistirmislerdir (Schulman, et al.,
2004).

Retrotranspozonlarm ¢ogu Okaryotik organizmanin baslica genomik
bilesenleridir. Ortaya ¢ikan veriler, Okaryotik genomlarm 6nemli bir kisminin

transposable elementlerden olustugunu gostermektedir (Jurka, et al., 2007).

Retrotranspozonlar, mobil - genetik elementlerdir ve bir RNA araci yoluyla
transpoze olur. Dahili kodlama bodlgelerini ¢evreleyen dogrudan tekrarlar olan uzun
terminal tekrarlarinin (LTR'ler) varligina veya yokluguna bagl olarak LTR veya
LTR olmayan retrotranspozonlar olarak smiflandirilirlar (Staton, et al., 2009). LTR
retrotranspozonlarin  bitki genomlarindaki; yayginligi, bollugu, dagilmasit ve
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dinamizmi bu genetik elementleri 6nemli molekiiler markor kaynaklar1 haline

getirmistir (Poczai, et al., 2013).

Transpozonlar, 6zellikle de uzun bitig tekrarlar1 “long terminal repeat” (LTR)
retrotranspozonlar, bitki genomlarinin yiliksek bir ylizdesini olustururlar. “Kes-
yapistir” mekanizmasindan dolay1 retrotranspozonlar; RNA ara asamasi ile bir
genomda, farkli yerlere girebilmekte ve mutasyonlara neden olabilmektedirler.
Transpozonlarin genomdaki sayilarmin fazlaligi genellikle genom biiytkligi ile

iliskilidir (Schulman and Kalendar, 2006).

LTR’li retrotranspozonlar bitki genomlarinin ¢ok oOnemli bir yiizdesini
kapsarlar. Arabidopsis thaliana genomunun %15 kadari, arpa (Hordeum vulgare L.)
ve bugday (Triticum sp.) gibi bazi tiirlerin genomlarinin da %70-80 kadar1 bu
dizilerden olusmustur. LTR’li retrotranspozonlar evrim silirecinde genom
boyutlarmin hizli bir sekilde artmasmi saglamislardir. Ancak buna ragmen ¢ok kiigiik
bir kismu aktiftir. Baz1 durumlarda LTR’ler arasi rekombinasyon, LTR dizilerinin
yalniz kalmasima neden olmaktadir. Genomda tek basina kalan LTR dizilerine solo—

LTR denir (Marco and Marin, 2005).

DNA transpozonlarinin basit bir yapist varken, retrotranspozonlar daha
karmagik bir yapiya sahiptir. DNA transpozonlar1 bir transpozaz (Tase) enzimini
kodlar. Bu enzim DNA transpozonunu keser ve yeni bir yere entegre eder. DNA
transpozonlar1 ayrica her iki smirda LTR gibi kodlanmayan tekrar bolgeleri igerir.
Fakat bu tekrarlar, tersine ¢evrilmis yonelim olarak mevcuttur (Poulter and Goodwin,
2005). Boylece, bu tekrarlara U¢ Ters Tekrarlart (Terminal Inverted Repeats)
(TIR'lar) denir. transpozonlarin ¢ogunun transpozisyonu i¢in TIR'lar sarttir. Genel
olarak, DNA transpozonlarmin karakteristik bir Ozelligidir. Ancak, bazi
retrotranspozon gruplar1 da bu tekrar dizilerine sahiptir. Genel iki fonksiyonel bolge,
TIR dizilerinde bulunur. Birinci bolge, DNA bdolinmesinde yer alirken, ikincisi

spesifik tanima ve baglanma igin gereklidir (Szabo, et al., 2010).
2.5. Fenol Oksidaz Ile Tlgili Cahsmalar

Restriksiyon endoniikleazlar, ¢ift iplikli kisa DNA dizilerini 6zgiil bolgelerden
taniyan ve bu dizilimler i¢indeki 6zel bdlgelerden keserek, DNA’dan bir genin veya
gen tastyan DNA dizisinin ¢ikarilmasida etkin rol alan enzimlerdir (Bulut ve
Doymaz, 2001; Eroglu 2008). Biiyiikk bir kismi bakterilerden izole edilen bu
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enzimlere ait genlerin, kromozom veya plazmid DNA’s1 iizerindeki modifikasyon
genleri ile bir arada bulunmasi sebebiyle olusan sistem restriksiyon modifikasyon
sistemi olarak tanimlanmaktadir. Bu sistem; yabanct DNA’y1 6zel bolgelerden kesen
restriksiyon enzimleri ve kendi genomunun kesilmemesi i¢in ona metil gruplari
ekleyen metilaz enzimlerinden olusmaktadir (Murray, 2000; Ozcel, 2009). Bu
metilasyon sitozin ve adenin Uzerinde 4-metilsitozin, 5-metilsitozin, 5-
hidroksimetilsitozin veya 6-metiladenin seklinde olmaktadir (Bulut ve Doymaz,
2001). Bilinen bakterilerin yaklasik yarismin restriksiyon modifikasyon sistemi

vardir (Demirbag, 2008).

Konukgu-kontrol  restriksiyon — modifikasyonunu  agiklayabilmek  i¢in
gelistirdikleri molekiiler bir metotla, bazi bakteriyel suslarm DNA’y1 kesebilen
endoniikleazlara ve bu arada kendi DNA’larin1 koruyabilmek ig¢in, sus-spesifik
modifikasyon sistemine sahip olduklarini ortaya koymuslardir (Arber and Dussoix,
1965). 1k olarak, EcoB restriksiyon endoniikleazlarm niikleaz aktivitesi
gosterilmistir (Arber and Linn, 1968). 1970°de HindII’yi saflastirip, kesim ve tanima
bolgelerini karakterize etmislerdir (Smith, et al.,1970). Bu tarihten sonra pek c¢ok
restriksiyon enzimi saf olarak elde edilmistir (Bulut ve Doymaz, 2001; Murray,

2000; Ozcel, 2009).

Klonlanmig bir DNA parcasi iizerindeki restriksiyon enzimi kesim bdlgelerinin
sayisini, siralanisin1 ve aralarindaki uzakliklar hakkinda bilgi saglayabilmek igin
restriksiyon haritas1 kullanilmaktadir (Yagc1, 2001). Kopyalanmis DNA molekuli
iceren karisima restriksiyon enzimleri eklenerek DNA dizisinin klcuk parcalara
ayrilmasi saglanir ve daha sonra elde edilen restriksiyon pargalar1 jel elektroforezi ile
biiytikliiklerine gore ayristirilir. Jelde goriintiilenen bantlarin sayis1 ve uzunluklarina
gore teorik modeller olusturulur. Bu modeller olusturulurken klonlanmis DNA
molekili restriksiyon enzimleri ile tek tek ve iki enzim ile birlikte kesilerek
olusturulur. Modeller ¢ift enzim kesim sonuglarmna gore test edilir ve tahmini
pargalarin  biiyiikliikleri ile jelde goriintiilenen pargalarin  biiyiikliikleri
karsilastirilarak yorum yapilir. Bu sayede harita boyunca farkli uzunluklara sahip

DNA fragmentlerinin arasindaki uzakliklar 6lgiilebilir (Allison, 2014; Yagci, 2001).

Restriksiyon haritast yardimiyla DNA’nin kodlanmayan bolgelerinde gorulen
polimorfizmler  belirlenebilmektedir. Bazen bir  polimorfizm  restriksiyon

endoniikleaz enzimlerinin kesim bdlgelerinde olugmakta ve enzimin tanidigi
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palindromik diziyi bozmaktadir. Bdylece restriksiyon endoniikleazin tanima
dizisinde olusabilecek mutasyonal bir degisim, verilen baz c¢ifti bolgesinin
kesilmesini dnleyecektir. Ornegin: GAATTC tanima dizisi EcoRI tarafindan kesilir
ama GTATTC kesilmez. Polimorfik bdlge, palindromik diziyi bozdugu i¢in tanima
sekansina baglanamayan enzim kesim yapamaz ve DNA parcasinin uzunlugu kesilen
fragmentlere gore biiylik olur. Bu biiyilk DNA parcasi meydana gelen mutasyonu
tespit etmede kullanilir (Allison, 2014; Cimen, 2010).

Polifenol oksidaz (PPO), bitki ve hayvan dokularinda yaygimn olarak goriilen
oksidorediiktaz enzim grubuna dahil olan bir enzim grubudur. Bitkisel dokularda ilk
olarak latent (inaktif) formlar halinde sentezlenmekte ve giderek cesitli etkenlerle,
ornegin dokuda dogal olarak bulunan proteazlar veya etilen gibi birtakim solunum

metabolitlerince aktif hale getirilmektedirler (Yemenicioglu, vd., 1997) .

Bitkilerdeki polifenol oksidazin gorevi hala tamamiyla bilinmemektedir. Fakat
bagisiklik tepkimelerinde, bitki bilesenlerinin biyosentezinde ve fotosentez yapan
dokularda bagli olmayan radikal siipiiriicii olarak davrandig1 (Heimdal, et al., 1994),
zarar gormiis yaprak yiizeylerinde ciiriimede ve ayrica boceklere ve bitki
patojenlerine karsi savunmada gorevli oldugu ileri siiriilmektedir (Aydemir, vd.,
2004). Enzim ve substratlar bitki hicrelerinin birbirinden ayr1 bolimlerinde
bulunmalar1 sebebiyle zarar gormemis saglikli meyve ve sebze dokularinda,
Polifenol oksidaz enzimlerinin substratlar1 olan fenolik bilesiklerle iliskisi yok
denecek kadar azdir. Polifenol oksidaz enzimlerinin bir kismi sitoplazmada serbest
halde yer alirken, bir kismi ise hiicrenin tilakoid ve kloroplast gibi bolgelerinde,
membrana bagli olarak yer almaktadir. Buna ragmen, fenolik bilesiklerin ¢ogunlugu
vakuollerde yogunlagmis halde bulunmaktadir. Fakat doku olgunlagsmasinin sonraki
asamalarinda hiicredeki pektinazlarin faaliyetiyle, doku kontrolli ve smirli bir
sekilde degisimlere ugrar. Hasat, tasima ve isleme zamanlarinda uygulanan gesitli
islemlerle hiicre ve dolayisiyla doku biitiinliigi bozulmaktadir. Boylece, polifenol
oksidaz enzimleri kendi substratlari olan fenolik bilesiklerle ve havadaki oksijen ile
bir araya gelmektedirler (Muchuweti, et al.,, 2006). En sonunda enzimatik
esmerlesme adi verilen reaksiyon meydana gelmektedir. Bu tepkime hem polifenol

oksidaz aktivitesi hem de fenolik madde konsantrasyonuyla ilgilidir (Tas, 2009).

Polifenol oksidazlar bugday, cay, patates, salatalik, enginar, marul, armut,

papaya, iiziim, seftali, mango ve elma ile kakao gibi tohumlarda bulunmaktadir
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(Martinez, et al., 1995). Muz, seftali, kayisi, elma, iiziim, ¢ilek ve bazi tropik
meyveler ve sular1 ayrica patates, marul ve diger yaprakli sebzelerde esmerlesme
gorulmektedir. Cay, kahve, kakao, siyah tzim ve siyah incirlerde ise PPO aktivitesi
istenen bir durumdur (Casado-Vela, et al., 2005). Polifenol oksidaz; tirosinaz,
fenolaz, katesoloksidaz, katesolaz, o-difenoloksidaz, mono fenoloksidaz, klorojenik
asit oksidaz ve kresolaz olarak da bilinir ve ilk olarak 37 Schoenbein tarafindan
1856°da kesfedilmistir.

Polifenol oksidazin aktif bolgesi iki adet bakir atomundan meydana gelir
(Queiroz, et al.,, 2008). Bitki polifenol oksidazinin molekiil agirhigiyla alakal
raporlar cok cesitli ve degiskendir. Bu c¢esitlilik enzimin izolasyonu asamasinda
gerceklesen kismi pargalanmadir. Ek olarak polifenol oksidazi kodlayan birden ¢ok
gen oldugu i¢in bu molekiil agirhiginda goriilen cesitliligin genetik ¢esitlilikten
kaynaklandig1 da sdylenebilmektedir (Sommer, et al., 1994; Van Gelder, et al., 1997;
Mayer, 2006). Polifenol oksidaz1  Uluslararas1  Biyokimya  Birligi‘nin
smiflandirmasina  iki kez girmisti: EC 1.14.18.1 (monofenol, monofenol
monooksigenaz, L-dopa: oksijen oksidorediiktaz) monohidroksifenoli  o-
pozisyonuna hidroksile eder yani kresolaz aktivitesi gostererek monofenolik
bilesiklerin o-difenollere hidroksilasyonunu katalizler. EC 1.10.3.1 (1,2- benzendiol,
difenol oksidaz: oksijen oksidorediiktaz) odihidroksifenolleri okside edip hidroksil
grubundan hidrojenleri uzaklastirir ve benzokinonlar1 olusturur yani katesolaz
aktivitesi  goOstererek  o-difenollerin  okinonlara  oksidasyonunu  katalizler

(Yemenicioglu ve Cemeroglu, 1998).

Bitki polifenol oksidazlarinin mono, di, ya da polifenollerden olusan genis bir
substrat yelpazesi vardir. Yapisal olarak bir ya da daha fazla hidroksil grubu ve diger
gruplar1 bir arada tasiyan aromatik halka icerirler. PPO substratlarinin bazilar1 dogal
olarak meyve ve sebzelerde bulunmaktadir; 6rnegin, klorojenik asit, katesin ve
epikatesin acgisindan zengin olan elma, enzimatik esmerlesme i¢in olduk¢a uygundur

(Queiroz, et al., 2008).

Hale Haven seftalilerinde polifenol oksidaz enziminin niteliklerini
arastrmiglardir. Her enzim ekstraktinin termal inaktivasyon kurvesinin, baslangicta
dik bir dogru, sonra daha yatik bir dogru olmak flizere iki bdliimden olustugu
belirlenmistir. Bu nedenle seftali PPO enziminin 1siya direncli farkli iki izoenzimden

olustugu sonucuna varilmistir (Yemenicioglu ve Cemeroglu, 1998)
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma; bugday bakteriyel etmenlerinin belirlenmesi, hastalik etmenlerin
biyokimyasal - molekiiler tanilanmasi ve bugday g¢esitlerinin bakteriyel hastalik
etmenlerinin biyokimyasal - molekiiler tanilanmasi ve bugday ¢esitlerinin bakteriyel
hastalik etmenlerine karsi bazi transpozon genlerinin hareketliliginin belirlenmesi

calismalarini kapsamaktadir.
3.1. Survey Cahsmalar

Bugday bakteriyel hastalik etmenlerinin izolasyonu igin Tiirkiye’de bugday
yetistiriciligi yapilan Adana, Adiyaman, Aksaray, Amasya, Ankara, Corum,
Eskigehir, Kahramanmaras, Kastamonu, Kirsehir, Konya, Samsun, Sivas, Sanliurfa,
Tokat ve Yozgat illerine ait rastgele arazilerden, 6rnekleme yapilan illerdeki tiretim
miktarlar1 g6z Oniine almmarak hasadi yapilmis cesitli bugday tohum Ornekleri

toplanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Bugday bakteriyel hastalik etmenlerin belirlenmesi amaciyla gezilen alanlar

3.2. Izolasyon ve Patojenisite Cahsmalar:

Toplanan gesitli tohumlarm izolasyonu i¢in; 50 ml’lik falkon tiiplere 3 g olacak
bicimde tartilan tohumlarim, %1°lik NaOCl ¢ozeltisinde 2 dakika siireyle bekletilerek
yiizeysel dezenfeksiyonu yapildiktan sonra tohumlar 3 kez steril saf sudan gegirilmis

ve steril kurutma kagidinda kurulanarak dezenfeksiyonu tamamlanmustir. Daha sonra
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her bir falkon tipene 40 ml steril saf su ve 1 damla Tween 20 ilave edilmistir.
Devaminda ¢alkalayicida 24-26°C’de 2-3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Her falkon
tiipiinden 50 ve 100 pl’lik miktarlarda sivi almarak Nutrient Glukoz Agar (NGA) ve
King B Agar (KBA) besi ortamlarina ayr1 ayr1 drigalski baget yardimiyla asilama
yapilmstir.

Petrilere ekim yapilan izolatlar, 24-26°C ve 48 saat sireyle inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon siiresince petrilerde bakteriyel gelisim olup olmadigi
sirekli olarak kontrol edilmistir. Yeterli say1 ve biylikliikte gelisme gosteren
koloniler yeni besi ortamma alinarak saflastiriima islemi yapilmustir. Saflastirma
isleminde parlak goriiniimlii, mukoid, diizgiin kenarl1 olan koloniler seg¢ilmistir.
Saflagtirilan izolatlar, %350’lik steril gliserin igerisine konularak etiketlenmis ve

-20°C’de tan1 ¢aligmalari igin saklamaya alinmustir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. King B Agar (KBA) ve Nutrient Glucose Agar (NGA) ortamlarinin igerigi

Kullanilan besi ortamlarmin igerigi g/L

King B Agar (KBA):

Proteose pepton 2009
Kz HPO, 15¢
MgS0O,.7H,0 150,
Gliserin 15ml
Agar 1509
Saf su 11t

Nutrient Glucose Agar (NGA):

Beef extract 309
Pepton 500
Glukoz 259
Agar 159
Saf su 11t

3.3. Tam Testleri
3.3.1. Biyokimyasal Tani

Elde edilecek izolatlar dncelikle besi yerlerindeki koloni morfolojilerine gore
degerlendirilecektir. NGA ve KBA besi ortamlarindaki; mukoit, parlak ve yuvarlak

koloniler dikkate alinarak ve saflastrma yapilmistir. Saflagtirilan izolatlarin patojen
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ozelliklerinin olup olmadigmi anlamak amaciyla tiitiinde asir1 duyarlilik testi ve
bugday patojenisite testi yapilmistir. Patojen 6zellikte olan aday izolatlarin fizyolojik
ve biyokimyasal tanimlama testleri Bradbury (1970) ve Schaad (1988) tarafindan

uygulanan metodlara gore yapilmstir.
3.3.2. Gram Boyama Testi

Elde edilen izolatlarm hiicre duvari yapisina gore Gram (+) veya Gram (-)
oldugunu ayirt edebilmek i¢in yapilmis gram boyama testi yapilmistir. Gram boyama

testi ortamlarin icerigi:

Tablo 3.2. Gram boyama testi ortam igerigi

I. Soliisyon icerigi a/L
A Cozeltisi:

Kristal violet 2

Etil Alkol(% 95) 20 ml
B Cozeltisi:

Amonyum okzalat 0.8
Saf su 80 ml

A ve B cozeltileri, tek tek hazirlandiktan sonra karistirthp filtre kdgidindan
gecirilmistir.

Tablo 3.3. Lugol soliisyonu ve safranin soliisyonu icerigi

1. Safranin Soliisyonunun Icerigi g/L
Iyot 1g
Potasyum Iyodiir 29
Saf su 300 ml
[11. Safranin Soliisyonunun Icerigi g/L
Safranin 0 2.5
Etil Alkol (% 95) 100 ml
Kullanma Cozeltisi: Stok ¢ozeltisi 100 ml
Saf su 90 ml
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Boyama Islemleri

Lami ortasma gelecek sekilde bir damla steril su damlatildiktan sonra, besi
ortaminda 24-26°C’de 24-48 saat boyunca gelistirilen kolonilerden bir 6ze sayesinde
alinarak su damlasina karigtirilmistir. Daha sonra bakterilerin lama iyice fikse
edebilmesi amaciyla lam alevden gecirilip, 25°C’de birakilarak kurumasi igin

beklenmistir.

Birinci ¢Ozelti lam uUzerine dokildiikten sonra 1 dk bekletilmis ve musluk
suyunda indirekt olarak yikanip, lammn {izeri kurutma kagidi yardimiyla hafif bir
sekilde kurulanmistir. Bu islemin devamimda lamin tizerine Lugol ¢ozeltisi dokilip 1
dk beklenmis ve yeniden musluk suyunda indirekt olarak yikanmis kurutma kagidi
ile hafif bir sekilde kurulanmustir. i¢inde %96°lik etil alkoliin bulundugu bir behere
lamlar batirildiktan sonra 30 sn bekletilmis ve devaminda birkag saniye suda
yikanarak kurutma kagidi ile kurulanmigtir. Son asama olarak lamin dstiine safranin
cozeltisi dokiilerek 10 sn zit boyama yapildiktan sonra yeniden musluk suyunda
yikanip kurutma kagidi ile kurulanmistir. Lamlar immersiyon yagi yardimiyla 100X
objektifinde incelenmistir. incelenen lamlardaki bakteriyel hiicreler, mavi-mor renk
gosteriyorsa Gram (+), pembe-kirmizi renk gosteriyorsa Gram (-) olarak
degerlendirilmistir (Gram, 1884).

3.3.3. KOH Testi

Hazirlanan %3’liikk potasyum hidroksit c¢ozeltisinden lam iizerine 1 damla
damlatilip, NGA ve KBA besi ortamlarinda 24-26°C ve 24-48 saat sire ile
gelistirilen kolonilerden bir 6ze sayesinde alinarak ¢ozelti icerisinde belirli bir siire
dairesel hareketlerle karistirilmistir. Oze yukar1 dogru kaldirildiktan sonra eger dze
de agims1 bir uzama meydana geldiginde pozitif reaksiyon, yani izolatin Gram (-),
eger 6ze de agimsi bir uzamanin meydana gelmediginde negatif reaksiyon, yani

izolatin Gram (+) oldugunu gostermistir (Sands, 1990).
3.3.4. Katalaz Testi

Katalaz testi, tiim izolatlarin canliliklarmi kontrol etmek amaciyla yapilmistir.
Lamlar UGzerine %3’lik hidrojen peroksitten (H202) pipet yardimyla 1 ml
konulduktan sonra, 24-26°C ve 24-48 saat siireyle gelistirilmis izolatlardan bir 6ze

dolusu alinarak c¢ozelti igerisinde dairesel hareketlerle karistirilmistir. Bunun
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sonucunda ortamda hava kabarciklar1 olusuyorsa pozitif reaksiyon oldugunu

gostermistir. (Lelliott and Stead, 1987).
3.3.5. Oksidasyon - Fermentasyon Testi

Oksidasyon - Fermentasyon testi karbonhidratlarin oksijenli ve oksijensiz

ortamda kullanimlarini test etmek igin yapilmistir. Ortam igerigi:

Tablo 3.4. Oksidasyon - Fermentasyon ortam igerigi

I. Grup g/l
NHsH2PO. 1.0
KCL 0.2
MgS04.7H.0 0.2
Bromotimol mavisi 0.08
Saf su 900 ml
Agar 3

Il. Grup g/l
Glukoz 10.0
Saf su 100 ml
pH: 7.0-7.1

Ortam igerigine konulan kimyasallar agar harig tartilip otoklav sisesi icerisinde
cozelti haline getirilerek, pH’s1 %40’likk NaOH ile 7.0-7.1°e ayarlanmis ve ortamin
rengi zeytin yesili haline gelmistir. Sonrasinda ortama agar ilave edilip, otoklavda
121°C’de  maddeler homojenizasyona tabi tutulmustur. Homojenizasyon
uygulamasindan sonra ortam, 6-7 ml’lik miktarlarda tiiplere paylastirilmis ve
121°C’de 20-25 dk boyunca otoklavda sterilize edilmistir. Her bir izolat i¢in iki tiip
kullanilmistir. Her iki tiipe ayni izolattan bir 6ze dolusu batirildiktan sonra bu
tiplerden birinin Gzeri %3’liik agar ilave edilerek havayla temas: engellenmis ve
hazirlanan tipler, 24-26°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Tiiplerin 1 hafta boyunca
stirekli kontrolii yapilmustir. Tiiplerde glukozdan asit iiretimi sonucunda ortam rengi
zeytin  yesili renginden sartya doniistiiglinde pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir (Ayers, et al., 1919).
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3.3.6. Arginin Dehidrolaz Aktivitesi

Arginin dehidrolaz aktivitesi test, bazi izolatlarin anaerobik kosullarda
gelisimini saglayan iki enzime sahip olup olmadiklarini tespit eden bir testtir. Ortam
icerigi:

Tablo 3.5. Arjinin dehidrolaz aktivitesi ortam igerigi

Ortam igerigi o/l
Peptone 1.0
NaCL 5.0
K2HPO4 0.3
Agar 3.0
Phenol red 0.01
L - Arginine 10.0
pH=7. 2

Ortam igerigi agar konulmadan once pH’s1 7.2’ye ayarlanmis ve agar
konulduktan sonra 121°C’de homojenize edilip, 5-7 ml’lik miktarlarda tiiplere pay
edilmistir. Ortam 121°C’de 15-20 dk boyunca otoklavda sterilize edilmistir. Daha
sonra izolatlar 6ze yardimiyla tiiplere daldirilarak asilandiktan sonra iistleri yaklasik
olarak 3 cm yliksekliginde % 3’liik steril agar ile kapatilmistir. Hazirlanan tiipler, 24
-26°C’de 7-14 giin boyunca inkubasyona birakilmigtir. Daha sonra ortamin agik
pembe renginin kirmizi - pembe renk almasi pozitif reaksiyon olarak, ortam renginde

hi¢bir degisme olmadiginda negatif reaksiyon olarak kabul edilmistir.

3.3.7. Eskulinin Hidrolizi

Tablo 3.6. Eskulinin hidrolizi testi ortam igerigi

Ortam igerigi g/l
Yeast exract 5.0
NaCl 5.0
MgS0..7H.0 0.2
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Tablo 3.6. (Devam)

K2HPO, 0.5

NH4sH-PO, 0.5

Tablo 3.6. (devam)

Ferric amonyum sitrat 50.0 mg
Esculin(Sigma) 1.0
pH 6.8

Eskulinin hidrolizi ortami yapildiktan sonra, 121°C’de 20-25 dk boyunca
homojen edilmistir. Homojenizasyon uygulamasidan sonra ortam, 6-7 ml’lik
miktarlarda tiiplere pay edilmis ve 121°C’de 15-20 dk boyunca otoklavda sterilize
edilmistir. Izolatlar tiiplere bir 6ze dolusu batirildiktan sonra 27-28 °C’de 3-4 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ortam rengi kahverengi - siyaha doniistiigiinde

pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir.
3.3.8. Jelatini Eritme Testi

Jelatini eritme testi icin ortam; litrede, pepton 5 g, beef ekstrakt 3 g, jelatin 120
g tartilarak, 121°C’de otoklavda homojenize edilmis, 5-6 ml’lik miktarlarda tiiplere
dokiilmiis ve 121°C’de 20-25 dk boyunca sterilize edilmistir. 24-26°C’ ve 24-48 saat
stire ile gelistirilen kolonilerden, steril kabin icerisinde bir 6ze dolusu alinip tiiplere
batirilarak asilanmistir. 20°C’de 7-14 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Tuplerdeki reaksiyonu kontrol etmek icin tupler 45° agiyla egilmistir. Ortam akici
hale geldiginde pozitif reaksiyon, ortam kat1 halde kaldiginda ise negatif reaksiyon
olarak kabul edilmistir (Klement, et al., 1990).

3.3.9. Nisastanin Hidrolizi Testi

Birinci ortam, 121°C'de 15 dakika boyunca sterilize edilmis ve petrilere
dokiilmiistiir. Izolatlar, petrilere ¢izilmis ve yogun bir gelisme oluncaya kadar 24-
26°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra petrilerin tzeri Lugol Solisyonu ile
kapatilmigtir. Tepkime sonucunda ortamin rengi, koyu mavi-Siyah renge
doniigmiistiir. Kolonilerin etrafindaki agik bdlgelerin olugsmasi reaksiyonun pozitif,

acik bolgelerin olusmamasi ise reaksiyonun negatif oldugunu gostermistir.
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Tablo 3.7. Nisastanm Hidrolizi testi igerigi

I. Ortam Icerigi: g/L
Yeast extract 5.0¢9
Peptone 509
Beef extract 509
Agar 15.0¢9
Eriyebilir nisasta 20¢9

1. Lugol Solusyonu:

lodine 109
Potasyum iyodr 209
Saf su 100 ml

3.3.10. Karbon Kaynaklarmmin Kullanilmasi Testi

Tablo 3.8. Karbon kaynaklar1 kullanim testi ortam igerigi

Ortam igerigi gl
NH4sH.PO, 0.5
K2HPO, 0.5
MgS0,.7H,0 0.2
NaCl 5.0
Yeast ekstrakt 0.8
Agar 12.0
Brom cresol purple 0.7 ml
Karbon kaynagi 2.0
pH=6.8

Bu testin uygulanmasinda; l-arabinoz, d-trehaloz, mannitol, ksiloz ve inositol
isimli karbon kaynaklar1 kullanilmistir. Ortam igerigi agar disinda hazirlanip %
40°lik NaOH ile pH’s1 6,8’e ayarlandiktan sonra mor renge doniismiistiir. Sonrasinda
ortama agar ilave edilip, 121°C’de homojenize edilmistir. Homojenizasyon
isleminden sonra tlplere 7-8 ml’lik miktarlarda pay edilmistir. Tiipler 121°C’de 20-

25 dakika boyunca otoklavda sterilize edilmistir. Gelistirilen izolatlar tiiplere batirilip
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24-26°C’de bir hafta boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu sire igerisinde ortamda
asit olusumuna baglh renk degisiminin olup olmadigina bakilmistir. Ortamin rengi
mordan sar1 renge doniistiigiinde pozitif reaksiyon, herhangi bir renk degisikligi

meydana gelmediginde negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Saygili, 1995).
3.4. Patateste Pektolitik Aktivite Testi

Musluk suyunda yikanan patates yumrulari, 8-9 mm’lik kalinlikta dilimlere
bolinmistir. %1°lik NaOCI| ¢oOzeltisinde 2-4 dk bekletilerek yizeysel
dezenfeksiyonu yapilmistir. 3 kez steril distile sudan gecirilmistir. Daha sonra
sterilize edilmis mantar delici yardimiyla yumrular iizerine delikler acilmistir.
Hazirlanan dilimler, steril kurutma kagidi bulunan steril petrilere konulmustur. NGA
ve KBA besi ortamlarinda gelistirilmis bakteri izolatlarindan silispansiyon
hazirlanmistir. Bu siispansiyondan mikropipet yardimiyla 20 pl ¢ekilip patates
dilimleri iizerine ag¢ilan deliklere konulmustur. Negatif kontrol olarak steril distile su
kullanilmigtir. Deneme 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Petriler, 24-26°C’de iki giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inokule edilen bolgelerde meydana gelen
yumusama pozitif reaksiyon olarak, herhangi bir yumusama olusmamasi ise negatif

reaksiyon olarak kabul edilmistir (Lelliot and Stead, 1987).
3.5. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Testi

Tim izolatlarm NGA ve KBA’da 24-26°C ve 24-48 saat boyunca gelisimi
saglandiktan sonra 10°-10% hiicre/ml’lik siispansiyonlar1 hazirlanmustir. Tiitiin
(Nicotiana tabacum) bitkisi yapraginin alt yiizeyine, iki damar arasina steril enjektor
ile hazirlanan siispansiyon enjekte edilmistir. 48-72 saat siireyle inkiibe edilmis
bitkilerde tiitlinde duyarlilik reaksiyonunun olup olmadig: test edilmistir (Klement
and Goodman, 1967).

3.6. Patojenisite Testi

Tum izolatlar, NGA’da 24-26°C ve 24-48 saat boyunca inklbe edilerek
gelistirilmis ve 108 hiicre/ml’lik siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Daha sonra Cbzs4
izolat1 ile hazirlanan siispansiyondan bugday yapraklarmnm alt tarafindan enjektor ile
inokulasyonu yapilmistir. Kontrol olarak distile su kullanilmistir. Bitkiler 24-26°C ve
24-72 saat inkiibe edilmis ve yapraklarda kahverengi nekrotik ve/veya klorotik
alanlarin meydana gelip gelmedigi kontrol edilmistir (Zwet, 1986).
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Tiitiinde asir1 duyarliliga sebep olan izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler tani

testleri yapilmistir. Diger izolatlar ise degerlendirme dis1 birakilmiglardir.
3.7. Molekiiler Calismalar
3.7.1. Bakteriyel izolatlarin Molekiiler Tanist

Patojen 6zellik gosteren izolatlarin tanisinda; 16S rRNA korunmus gen bolgesi
hedeflenerek PCR ve sekans analizi yapilmistir. PCR ¢alismasinda Sambrook, et al.,
(1989)’in yontemi kullanilmistir. PCR reaksiyon karisimi, 0.2 ml’lik ependorf tiip

icerisinde toplam hacmi 20 pl olacak sekilde hazirlanmigtir:

Tablo 3.9. PCR reaksiyonu karigim igerigi

Reaksiyon Adi Karigim Miktar1 (ul)
Biomix red (Bioline) 10.0

1492r 1.0

27f 1.0

ddH.0 8.0

DNA X

Toplam 20

Toplam hacmi 20 pl olan PCR reaksiyon karigimi bulunan tiiplerin iglerine,
tanis1 yapilmak istenen NGA ve KBA’da 24-26°C ve 24-48 saat siirede gelisen
kolonilerden pipet ucu yardimiyla eklenmistir. Kontrol tiiplerine ise DNA

eklenmemistir. 16S rRNA gen bdlgesi i¢in;
27£:5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3°
1492r: 5°- TACCTTGTTACGACTT -3’ primer ciftleri (Lane, 1991).

Touchdown koloni PCR islemi icin kullanilan protokol su sekildedir
(Sambrook, et al., 1989):
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Tablo 3.10. Touchdown koloni PCR iglemi protokolii

Sicaklik Dongu
95°C 4
95°C 307
65 °C 307

Decrease 1 déngu

72 °C 1.5
Cycle 2 - 9kez
95°C 30°
56 °C 30”
72 °C 30

Cycle 6 - 24 kez

16 °C Forever

Calismalar sonucu elde edilen PCR drunleri, %1°lik agaroz jelde kosturulmustur.

Agaroz jel hazirlamak i¢in Tris borate-EDTA (TBE) Buffer kullanilmustir:

Tablo 3.11. TBE buffer icerigi

5x TBE Buffer U

Tris base 54.0¢
Boric acid 275¢g
EDTA 20ml0.5M
Steril saf su 500 ml

Ortam igerigi hazirlanarak steril distile su icerisinde ¢Ozundikten sonra

karigimin pH derecesi 8’¢ ayarlanmigtir. Toplam hacmin 1 1 olmasi igin distile saf
suda ilave edilmistir. Elde edilen 5x TBE bufferdan 1xTBE Buffer hazirlamak ig¢in

ise; 100 ml 5xTBE buffer, 900 ml steril saf su ile karistirilmistir. % 1°lik agaroz jel

icin; 1 g agaroz, 100 mI’lik 1xTBE buffer icerisine konulmus ve mikro dalga firinda

ara ara kargtirilarak kaynatilmistir. Boylece agaroz buffer icerisinde ¢Ozunlp

homojenize olmustur. Hazirlanan jele bantlarin goriilmesi i¢in 5 pl etidyum bromar
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ilave edildikten sonra, onceden taraklarin yerlestirildigi jel tankmna dokiilerek
sogumaya birakilmigtir. Agaroz jel donduktan sonra taraklar &zenli bir sekilde
cikarilarak, igerisinde 1xTBE buffer olan elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Elektroforez tankinda gii¢ kaynaginin negatif ( - ) kutbuna denk gelen kuyucuklara,
10 pl miktarda PCR iriinleri yiiklenerek 100 miliamperde 1 saat boyunca
kosturulmustur. Molekiiler marker olarak; Hyper Ladder 1 kb (Bioline)
kullanilmistir.  PCR  dirlinleri, UV  transliminatéorde (302nm) incelenerek
fotograflandirilmistir (Sambrook and Russell, 2001). 16S rRNA gen bolgesi
touchdown PCR’1 sonucu bant gdsteren izolatlara ait PCR {iriinlerinin sekans analizi,

ozel firma bir firmadan hizmet alimi seklinde yaptirilmistir.

Izolatlara ait 16S rRNA korunmus gen bdlgesi sekans analizi sonugclari,
‘National Center for Biotecnology Information - NCBI’ web adresindeki BLAST

analizi ile degerlendirilmistir.
3.8. Kiiltiirlerin Saklanmasi

Biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler tanis1 yapilan tiim izolatlar, Nutrient
Glukoz ve King B sivi besi yerinde 24-26°C’de 24 saat siireyle calkalayicili
inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Sonrasinda steril %50°lik gliserin igeren vida

kapakli tiiplerde 10 tekerriirli olmak Uzere hazirlanmis ve -20°C’de saklanmustir.
3.9. Transpozon Hareketliligi ile Tlgili Cahsmalar
3.9.1. Bakteriyel izolatlardaki Transpozon Hareketliliginin Belirlenmesi

Bugday bakteriyel hastalik etmenlerine ait izolatlardaki transpozonlarin
hareketlerini belirlemek igin IRAP PCR yapilmistir. IRAP PCR’da; Nikita, Sukkula,
Houba, Hopi ve Osr-30 olmak lzere 5 farkli transpozon primeri ve/veya primer ¢ifti
kullanilmistir (Tablo 3.12). PCR reaksiyon karigimi, 0.2 ml’lik ependorf tiip

icerisinde toplam hacmi 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir:
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Tablo 3.12. PCR reaksiyon karigim igerigi

Reaksiyon Adi Karisim Miktar1 (ul)
Biomix red (Bioline) 10.0

Transpozon primeri F 1.0

Transpozon primeri R 1.0

ddH:0 8.0

DNA X

Toplam 20

IRAP PCR islemi igin kullanilan protokol; 2.5 dakika boyunca 94°C'de ilk
denattirasyon, 94°C'de 30 dongu 30 saniye, 30 dongl Osr30 - Hopi i¢in 55°C, Houba
icin 51°C ve Sukula - Nikita icin 50°C 30 saniye, 72°C'de 3 dakika, 1 dongi 72°C'de
10 dakika ve 16°C’de sonsuz olacak sekilde ayarlanmistir.

Tablo 3.13. Bakteriyel izolatlar i¢in IRAP PCR’de kullanilan primerler

Primer Direction (5°-3”) Kaynakca

F: 5’-GCAGCCGATTCTCGCTCTGTTTCCG-3’

Osr30 R: 5-GGCACGCTCACACATCCGAAGGCGA-3’

F: 5’-CGCGAACCTTCCACACACAGACTAG-¥

Hopi R: 5-GGCCACGTGGGTGATCGTGTCTGCC-3’ Yuzbasioglu, 2018.
outn F: 5-CTTCGAGTGGGCTAAGGCCC -3°

R: 5-GTTTCGACCAAGCAGCCGGTCC3’
Nikita ACCCCTCTAGGCGACATCC Leigh, 2003,
Sukula GGAACGTCGGCATCGGGCTG Marakli 2018,

PCR iriinleri, 10 pl miktarda yiiklenerek 100 miliamperde 1 saat boyunca
agaroz jelde kosturulmustur. Molekiiler marker olarak; Hyper Ladder 1 kb (Bioline)
kullanilmigtir.  PCR  dirtinleri, UV  transliminatorde (302nm) incelenerek

fotograflandirilmastir.
3.9.2. Bugday Cesitlerindeki Transpozon Hareketliliginin Belirlenmesi

Bu calismada; cesitler arasindaki transpozon hareketliligine ve bakteri inokule
edilen bugday cesiti ile inokule edilmeyen ayn1 bugday ¢esiti arasindaki transpozon
hareketliliginde/profillerinde zamana (48 saat ve 1 hafta) bagh olarak farklilik olup

olmadigina bakilmigtir.

Bu amacla; Pehlivan, Yumusak Bugday, Bezostaja, Kiziltan-91, Anadolu
Beyaz, Cumhuriyet, Ekmeklik Bugday, Karahan, Ceyhan-99, Hatay-85, Bayraktar,
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Adana-99, Konya-2002, ikizce-96, Diyarbakir-81 ve Kirag-66 ¢esitleri kullanilmustir.
Bugday cesitleri, toprak karisimi (1 : 1, toprak : kum) igeren 500 ml'lik saksilara
ekilmistir. Calismada en viriilent olarak belirlenen Siph8 isimli izolat, NGA’da 24-
26°C ve 24-48 saat inkiibe edilerek gelistirilmis ve 10® hiicre/ml’lik siispansiyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlar, bugday yapraklarinin alt tarafina enjektor
ile enjeksiyon yapilmistir. Kontrol olarak distile su kullanilmigtir. En virtilent izolatin
bugday fidelerine inokulasyonundan 48 saat ve 1 hafta sonra olmak Uzere toplam 2
kez fidelerden yaprak oOrnekleri alinarak sivi azot icerisinde soklama yapilmis ve
ornekler, DNA eksraksiyonuna kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklanmistir. Sivi
azotta soklanarak elde edilen bugday cesitlerine ait yaprak Orneklerinden DNA
ekstraksiyonu; CTAB Ekstraksiyon Buffer yontemi kullanilarak yapilmistir:

3.9.3. CTAB Ekstraksiyon Buffer ile Yapilan DNA Ekstraksiyon islemi

Tablo 3.14. CTAB Ekstraksiyon Buffer Ortam Igerigi

Kullanilan maddeler:

CTAB % 2 (W/v)
NaCl 1.42M

EDTA (Ph:8) 20 mM
TrisHCI (Ph:8) 100 mM

PVP 40 % 0.2°lik (W/v)
Askorbik Asit 5mM
2-merkaptoetanol % 0.02°1ik

- 100-200 mg’lik yaprak ornekleri ependorf tUpl igine v harfi olusturacak
sekilde yerlestirilmis ve pens yardimiyla sivi azot igine daldirilmistir. Sivi azot
icerisinde birka¢ saniye tutulduktan sonra ¢ikarilmistir. Steril manuel homojenizator
yardimiyla yapraklarin toz haline getirilmesi saglanmistir. Sonrasinda ependorf icine
1000 ul’lik CTAB ekstraksiyon buffer eklenmistir ve vortekslenmistir.

- Karisimin igerisine 10 pl RNaz ve 20 pl Proteinaz K eklenip tekrar
vortekslendikten sonra 60 dakika boyunca 65°C’lik kuru blokta 60 dakika boyunca

inkiibasyona birakilmistur.
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- Karisim, 10.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifujlendikten sonra
slipernatant temiz bir ependorf tiipline aktarilmis ve oda sicakliginda 15 dakika stire
ile inkiibe edilmistir.

- Karisim, 10.000 x g'de 5 dakika santrifiijlendikten sonra esit hacimde
Kloroform: isoamyl alkol (24: 1) ile ekstrakte edilmis, vortekslenmis ve fazlari
ayrrmak i¢in 10.000 x g'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir.

- Karisimin iist faz1 temiz bir tiipe aktarilmistir.

- Ust faz ile esit hacimde izopropanol eklenmis, karistirilmis ve -20°C'de bir
gece inkiibe edilmistir.

- 10.000 x 10 g'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Slpernetant tlpten
uzaklastiridmustir. Pelet, 1 ml %96’lik etil alkol iginde 10.000 x g’de 5 dakika
boyunca santrifiijlenmistir.

- Pelet bozulmayacak sekilde % 96’lik etil alkol hafifge bosaltilmistir. Peleti 35
37°C'de kisa bir siire (5-10 dk) kurutulmustur.

- Elde edilen DNA 50 pl’lik steril su ile siispanse edilmistir.

Bugday c¢esitlerine ait DNA Orneklerindeki transpozonlarin hareketlerini
belirlemek i¢in IRAP PCR yapilmistir. IRAP PCR’da; Nikita, Sukkula, Osr30, Hopi
ve Houba olmak Uzere 5 farkl transpozon primer ve/veya primer c¢ifti kullanilmigtir
(Tablo 3.13). PCR reaksiyon karisimi, 0.2 ml’lik ependorf tiip igerisinde toplam
hacmi 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir. IRAP PCR islemleri “3.9.1 Bakteriyel
Izolatlardaki Transpozon Hareketliliginin Belirlenmesi” kismindaki protokollere

gore yapilmistir.
3.10. Enzim Aktivasyonu ile Tlgili Cahsmalar

Bu ¢alisma; bugday ¢esitlerinin DNA’larini Ecorl ve Hindlll kesici enzimleri
ile keserek ve bakteri inokule edilen bugday ¢esitlerinin bakteriyel hastalik etmenine
kars1 gosterdigi dayaniklilik/hassaslik reksiyonlari bakimindan iligkisini ortaya
koymak amaciyla yapilmistir. Ayrica, bu ¢alisma ile bakteriyel hastalik etmeninin
inokulasyonu ile bugday c¢esitlerindeki polifenol oksidaz enziminin aktivasyonu

bakimindan farklilik olup olmadigina bakilmistir
3.10.1. Kesici Enzimlerle Ilgili Calismalar

Bakteri inokule edilen ve inokule edilmeyen 48 saat ve 1 haftalik bugday
cesitlerine ait DNA’larin  polifenol oksidaz gen bdlgesi, PPOOSF (5°-
TCCGCAACTGCCAAACGC -3”) / PPOOSR (5’-GGTCCCACTGGAGTCAAGGT
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C-3’) primer ¢ifti kullanilarak PCR islemi ile cogaltilmistir. Elde edilen PCR
urunleri, EcoRI ve Hindlll kesici enzimleri ile kesilmis ve % 1’lik agaroz jelde
kosturularak, bakteri inokule edilen ve edilmeyen ayn1 gesit ile ¢esitler arasinda bir
farklilik olup olmadigma bakilmistir. Ayrica bakteri uygulamasi ile bakteri
uygulamasi olmayan c¢esitlerdeki farkliliklarin olup olmadigi polifenol oksidaz enzim
aktivasyonu bakimindan da incelenmistir. PCR reaksiyon karigimi ve PCR islemleri,
“3.7.1. Bakteriyel Izolatlarm Molekiiler Tamsi” kismindaki protokollere gore
yapilmistir. Daha sonra PCR iglemi ile ¢ogaltilan polifenol oksidaz gen bdlgesine ait
PCR drtnleri, kesici enzim reaksiyon karisimin i¢erigi hazirlanarak EcoRI ve HindlI11

enzimleri kesilmistir (Tablo 3.15).

Tablo 3.15. Kesici enzim reaksiyon karigimin icerigi

Reaksiyon Adi Karigim Miktar1 (ul)
PCR urint 15.0

Kesici Enzim Buffer1 2.5

Kesici Enzim 1.0

H.0 6.5

Toplam 25.0

Kesici enzimlerle kesilen PCR drlnleri, 37°C’de 2 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra %1’lik agaroz jelde kosturularak, gesitler arasindaki farklilip olup

olmadigma bakilmistir.
3.10.2. Polifenol Oksidaz Enzimi ilgili Cahsmalar

Bakteri inokule edilen ve inokule edilmeyen bugday cesitlerine ait
genomlarindaki polifenol oksidaz gen bolgesi, PPOOSF (5°-
TCCGCAACTGCCAAACGC -3%) / PPOOSR (5’-GGTCCCACTGGAGTCAAGGT
C-3°) primer ¢ifti (Wang et al., 2009) kullanilarak Touchdown PCR islemi ile
cogaltilmistir (Sambrook, et al., 1989). Elde edilen PCR iiriinleri; % 1’lik agaroz
jelde kosturularak, bakteri inokule edilen ve inokule edilmeyen bugday cesitlerinde
polifenol oksidaz enzim aktivasyonu bakimmdan farkli olup olmadiklar:

incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Survey Calismalan

Bugday bakteriyel hastalik etmenlerinin izolasyonu i¢in Tiirkiye’de bugday
yetistiriciligi yapilan Adana, Adiyaman, Aksaray, Amasya, Ankara, Corum,
Eskigehir, Kahramanmaras, Kastamonu, Kirsehir, Konya, Samsun, Sivas, Sanliurfa,
Tokat ve Yozgat illerine ait arazilerden, 6rnekleme yapilan illerdeki tiretim miktarlari
goz Oniine almarak hasadi yapilmis ¢esitli bugday tohum ornekleri toplanmistir

(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Toplanan bugday cesitlerinin illere gore dagilimi (TUIK, 2020)

1 Adi Ekilen Alan | Uretim (Ton) | Incelenen Bugday Cesidi | Ornek Sayisi
(da) Koy Adi
Adapar Bezostaja 1
Adana 1.013 125 Basoren Adana-99 2
Cicekli Ceyhan-99 2
Aktepe Diyarbakir-81 | 2
Adiyaman 38.264 12.654 Caykaya Adana-99 4
Gizelyurt Ceyhan-99 5
Basgaran Ikizce 2
Aksaray 72.951 25.923 Pinarbasi Bezostaja 4
Gokler Pehlivan 4
Derealan Tkizce-96 2
Amasya 45.450 11.437 Cayirozii Kiziltan-91 1
Kamish Karahan 2
Giimiigyaka Bezostaja 5
Ankara 323.204 86.659 Canakg1 Kirac-66 5
Basri Kiziltan-91 4
Calkoy Cumhuriyet 4
Corum 279.181 68.751 Akdren Bezostaja 3
Geven Anadolu Beyaz | 5
Emircik Kiziltan-91 2
Eskisehir 11.562 4.418 Guineli Anadolu Beyaz | 3
Okgu Bezostaja 3
Kangal Cumhuriyet 6
Kahramanmaras | 546.521 185.377 Altas Ceyhan-99 7
Ortakl Karahan 5
Kabaci Hatay-85 4
Kastamonu 461.189 87.476 Yesilpmar Adana-99 5
Aktag Bayraktar 4
Karahidir Anadolu Beyaz | 3
Kirsehir 37.750 10.250 Seyfe Bezostaja 3
Karincali Pehlivan 2
Yumusak
Dutlu Bugdasy 7
Konya 1.968.582 619.203 -
Camli Ikizce-96 8
Savas Konya-2002 9

38



Tablo 4.1. (Devami)

i1 Ads Ekilen Alan | Uretim (Ton) | Incelenen Koy | Bugday Cesidi | Ornek Sayist
(da) Adi

Gokelin Bezostaja 2
Samsun 135 44 Karlt Bayraktar

Girkaya Yumusak 2

Bugday

Kilig Ell(lgde;(;lk 5
Sivas 98.266 25.425 Derecik Bayraktar 7

Eskibag Pehlivan 5

Keberli Pehlivan 9
Sanlrfa 1.896.073 748.585 Izci Bayraktar 9

Goleg Bezostaja 8

Derekdy Bayraktar 2
Tokat 42.418 8.867 Kapicr Bezostaja 3

Camkady Anadolu 5

Beyaz

Alicik Pehlivan 5

Yozgat 1.076.523 264.295 Davutlu g”ado'“ 8
eyaz
Cardak Tkizce-96 6

4.2. izolasyon ve Patojenisite Cahsmalar

Bugday cesitlerine ait tohum 6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu; 150

izolattan 9 tanesinin titiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu ve bugday yapraklarinda

Klorotik — nekrotik leke yaptigi belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu izolatlarin koloni

morfolojisi, biyokimyasal, patojenisite ve molekiiler testleri yapilarak patojen oldugu

tespit edilmistir. Tohumdan yapilan izolasyon sonucu elde edilen izolatlarin ismi ve

hangi bugday ¢esitlerinden izole edildigi bilgileri Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Tohumlardan yapilan izolasyonlar sonucu elde edilen izolatlar

i1 Ads Cesit Ad1 Izolat adh
Sanlrfa Bezostaja Sabzs3
Samsun Bezostaja Shzs2
Corum Bezostaja Chzs4
Aksaray Pehlivan Akph8
Sivas Pehlivan Siph8
Yozgat Pehlivan Yph8
Yozgat Anadolu Beyaz Yab5
Kirsehir Anadolu Beyaz Kiab5
Adana Adana-99 Adad4
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Sekil 4.1. Patojenisite testi; a) Xanthomonas translucens pv. undulosa Yap5 izolatinin bugday

yapraginda klorotik - nekrotik leke olusturmasi; b) Kontrol (steril saf su uygulamasi); c)
tiitlinde asir1 duyarlilik testi

4.3. Tam Testleri
4.3.1. Biyokimyasal Tam

Titiinde asm1 duyarliliga ve bugday yapraginda klorotik - nekrotik leke
olusumuna neden olan 9 adet izolatin NGA besi ortaminda 24-26°C ve 24-48 saatlik

kolonileri; mukoid, sar1 renkli, diizgiin yiizeyli ve diizgiin kenarli gelisme
gostermislerdir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Xanthomonas translucens pv. undulosa Adad4 izolatinin NGA besi ortaminda geligimi
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4.3.2. Gram Boyama Testi
Bu test sonucunda 9 izolatin da Gram (-) oldugu anlasilmistir.

4.3.3. KOH Testi

Bu teste 9 izolat da ipligimsi bir sinme meydana getirerek pozitif reaksiyon
gostermistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8 izolatinin KOH testine pozitif reaksiyonu

4.3.4. Katalaz Testi

NGA’da 24-26°C ve 24-48 saat siireyle gelistirilmis izolatlarin kolonilerinden
bir 6ze dolusu alinarak, lam tizerindeki hidrojen peroksitle (H20.) karistirilmis ve
ortamdaki oksijenin serbest hale gegmesiyle hava kabarcigi meydana gelmistir. Tiim

izolatlar, bu teste pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Katalaz testi: a) Negatif reaksiyon, b) Xanthomonas translucens pv. undulosa
Kiab5 izolatinin pozitif reaksiyonu.
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4.3.5. Oksidasyon — Fermentasyon Testi

Oksidatif - Fermentatif testi, izolatlarm solunum seklini belirlemek amaciyla

yapilmistir. Bu test sonucunda izolatlarin 9’u da aerobik gelisim gostermistir (Sekil
4.5).

Cbzs4

Chzs4

Kontrol

Kontrol

Sekil 4.5. Oksidasyon - Fermentasyon Testi: Xanthomonas translucens pv. undulosa Cbzs4 izolatinin
aerobik gelisimi

4.3.6. Arjinin Dehidrolaz Aktivitesi

Bu teste tim izolatlar negatif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.6).

Sbzs2

Kontrol

Sekil 4.6. Arginin dehidrolaz testi; Xanthomonas translucens pv. undulosa Shzs2 izolatinin
negatif reaksiyonu

4.3.7. Eskulinin Hidrolizi Testi

NGA’da 24-26°C ve 24-48 saat siireyle gelistirilen 9 izolata ait kolomilerinde
bir 6ze dolusu almarak eskulin iceren tiiplere batirilmistir. Daha sonra 2-5 gun
boyunca 24-26°C’de inkiibe edilmistir. Ortam renginin kahverengi-siyaha
doniisliyorsa pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Bu teste tiim izolatlar pozitif

reaksiyon gostermistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Eskulinin hidrolizi testi; Xanthomonas translucens pv. undulosa Sbzs2 izolatinin pozitif
reaksiyonu

4.3.8. Jelatini Eritme Testi

Bu teste tlim izolatlar pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Jelatin eritme testi; Xanthomonas translucens pv. undulosa Kiab5 izolatinin pozitif
reaksiyonu

4.3.9. Nisastanin Hidrolizi Testi

Nisasta iceren petrilerin iizeri Lugol ¢ozeltisi ile kaplandiktan sonra kolonilerin
etrafinda acik bdlgelerin olustugu gozlemlenmistir. Bu teste tiim izolatlar pozitif

reaksiyon gostermistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Nisastanin Hidrolizi Testi: Xanthomonas translucens pv. undulosa Kiab5 izolatinin pozitif
reaksiyonu.
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4.3.10. Karbon Kaynaklarinin Kullanilmasi Testi

Bu testte; l-arabinoz, d-trehaloz, mannitol, ksiloz ve inositol isimli karbon
kaynaklar1 kullanilmistir. NGA’da 24-26°C’de 24-48 saat siireyle gelistirilen
izolatlara ait kolonilerden 1 6ze dolusu alinarak, karbon kaynaklarinin bulundugu
tuplere batirilmistir. Tiipler 24-26 °C’de bir hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Pozitif reaksiyon sonucunda ortamin mor rengi, sari - krem rengine doniigmistiir.
Tum izolatlar; l-arabinoz, d-trehaloz, mannitol ve ksiloza pozitif, inositole negatif
reaksiyon gostermistir (Sekil 4.10), (Tablo 4.3).

RA‘
Kontrol

Sekil 4.10. Karbon kaynaklari testi; Xanthomonas translucens pv. undulosa Kiab5 izolatinin pozitif
reaksiyonu.
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Tablo 4.3. izole edilen Xanthomonas translucens pv. undulosa izolatlarmin biyokimyasal test sonuglari

- 3 ~ Karbon Kaynaklar1

g ;% < * T © w £
< < m O < = L L I = < o [
5 5 = O v, =] le) ] zZ L = o T o
2 &= S X < o < _ "

- < = £ = N4
1 Adad4 - + + A + + + - + + - + + - + +
2 Akph8 - + + A + |+ |+ - + + - + + - + +
3 Cbzs4 - + + A + [+ | + - + + - + | + - + +
4 Kiab5 - + + A + + + - + + - + + - + +
5 X. translucens pv. Shzs2 - + + A + |+ |+ - + + - + + - + +

undulosa

6 Sabzs3 - + + A + + + - + + - + + - + +
7 Siph8 - + + A + | o+ | + - + + - + + - + +
8 Yab5 - + + A + + + - + + - + + - n ¥
9 Yph8 - + + A + + + - + + - + + - + +

*GB: Gram boyama; O/F: Oksidatif/Fermantatif; A: Aerobik; JE:

Jelatini Eritme; NH: Nisastanin Hidrolizi;

EH: Eskulinin hidrolizi; L-Ar, Arabinoz; Ma: Mannitol; In,

Inositol; Tr: Trehaloz; Ks: Ksiloz; PA: Pektinolitik aktivite; HR: Tiitiinde asir1 duyarlilik; PT, Patojenisite testi; - : Negatif reaksiyon; +: Pozitif reaksiyon
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4.4. Patateste Pektolitik Aktivite Testi

Bu test, bakteriyel izolatlarmm pektini parcalayan enzime sahip olup

olmadiklarin1 belirlemek i¢in yapilmistirr. Pektinaz enzimi, polisakkarit olan pektini
substrat olarak kullanmasi sonucu dokularda yumusamaya neden olmaktadir. Bu test

sonucunda Izolatlarin tamam negatif sonug vermistir (Sekil 4.11).

» LLE
S

Sekil 4.11. Pektolitik aktivite testi: a) Kontrol (steril saf su); b) Xanthomonas translucens pv.
undulosa Adad4 izolatinimn negatif reaksiyonu

4.5. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk Testi

Tim izolatlar, NGA’da 24-26°C’de ve 24-48 saat sireyle gelistirilmis Ve
izolatlarm 10® hiicre/mI’lik siispansiyonlari, titiin yapraklarmmn alt tarafindan

enjektor yardimiyla inokule edilmistir. Tiim izolatlar, tiitlinde asir1 duyarliliga sebep
olmustur (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Tiitiin bitkisi yapraklarinda asir1 duyarlilik reaksiyonu
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4.6. Patojenisite Testi

Tim izolatlar, NGA’da 24-26°C’de ve 24-48 saat sureyle gelistirilmis ve
izolatlarm 108 hiicre/ml’lik siispansiyonlari, bugday yapraklarnm alt tarafindan
enjektor yardimiyla inokule edilmistir.inokulasyondan sonra 72 saat igerisinde

yapraklarda klorotik-nekrotik alanlar meydana getirmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. Patojenisite testi; Xanthomonas translucens pv. undulosa Cbzs4 izolatinin pozitif
reaksiyonu

4.7. Molekiiler Calismalar

4.7.1. Bakteriyel Izolatlarin Molekiiler Tamsi

Titiinde asir1 duyarliliga ve bugdayda klorotik — nekrotik lekeye neden olan
izolatlarm 16S rRNA korunmus gen bdlgesi i¢in touchdown koloni PCR’1 yapilmis
ve elde edilen PCR drlnleri %1°lik agaroz jelde kosturulmustur. Agaroz jelde, 16S
rRNA gen bolgesi igin beklenen yaklasik 1500 bg seviyesinde bantlar elde edilmistir

(Sekil 4.14).

Sekil 4.14. 16S rRNA korunmus gen bolgesine ait PCR firiinlerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii
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PCR drlnleri, 16S rRNA sekans analizi i¢gin BM Lab (Ankara) firmasina
gonderilmistir.  Elde edilen niikleotid dizilerine ait kromotogram c¢iktilar1 igin
Chromos Pro Versiyon 1.7.6 programinda konsensiis sekanslar elde edilmistir. Elde
edilen konsensiis sekanslarin niikleotid BlastN analizi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) yapilmistir. Buna gore; Sabzs3, Sbzs2, Cbzs4, AkphS8, Siph8, YphS8, Yab5,

Kiab5 ve Adad4 izolatlar1 X. translucens pv. undulosa olarak tanilanmistir.
4.8. Transpozon Hareketliligi ile lgili Cahsmalar
4.8.1. Bakteriyel izolatlardaki Transpozon Hareketliliginin Belirlenmesi

Bu g¢alisma, Xanthomonas translucens pv. undulosa’ya ait izolatlarin
transpozon profillerini belirlemek i¢cin yapilmistir. Calismada IRAP PCR teknigi
kullanilmistir. PCR’da; Nikita, Sukkula, houba, hopi ve Osr-30 olmak tizere 5 farkl
transpozon primer c¢ifti kullanilmistir. IRAP PCR sonucunda; izolatlar arasinda
nikita, sukula ve houba transpozonlarina ait bant profillerinde herhangi bir farklilik
goriilmemistir (Sekil 4.15). Hopi ve Osr-30 transpozon primerleri ile PCR
amplifikasyonu sonucu ise %1’lik agaroz jelde herhangi bir bant olusumu

gdzlemlenmemistir.

Nikita Sukula

Sekil 4.15. Izole edilen bakteriyel etmenlerine ait Nikita, Sukula ve Houba transpozon profillerinin
%1°lik agaroz jeldeki goriintiileri.

Daha sonra, meydana gelen bant profilleri, “Bugday cesitlerindeki transpozon
hareketliliginin belirlenmesi” c¢aligmasindan elde edilen PCR f{iriinlerindeki bant
profilleri ile kiyaslanmis; ancak, her ne kadar bakteri izolatlarina ait bant profillerinin
bulundugu seviyede bugday cesitlerinde de bant olusumu goriilse de, bakteri
uygulamasi yapilmayan kontrol gruplarnda da aymi seviyede bant olusumlari
gozlemlenmistir. Bu nedenle bakterideki transpozon profilleri ile bakteri uygulamasi

yapilan cesitlerdeki transpozon profilleri arasinda bir iligki olmadigi sonucuna
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varilmigtir. Bir bagka deyisle, bakteri izolatlarina ait transpozon profillerinin, bakteri

inokulasyonuyla bugday ¢esitlerine aktarilmadigi ortaya konmustur.

4.8.2. Bugday Cesitlerindeki Transpozon Hareketliliginin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, en virtilen olan X. translucens pv. undulosa Siph8 izolatinin
bugday cesitlerine inokulasyonu sonucunda farkli zaman araliklarinda (48 saat ve 1
hafta) cesitlerin genomlarinda herhangi bir degisimin olup olmadigi belirlenmistir.
Bu amagla, ayni gesitin kontrol grubuna ait bant profilleri ile bakteri inokule edilen
gruba ait bant profillerindeki farkliliklar incelenmistir. Bu amagla, Siph8 izolatinin
bugday cesitlerine inokulasyonundan 48 saat ve 1 hafta sonra olmak (izere toplam 2
ayr1 zaman araliginda cesitlere ait DNA orneklerinin Nikita, Sukula, Hopi, Houba ve
Osr-30 isimli transpozon profillerinde degisimlerin olup olmadigi incelenmistir
(Tablo 4.4).

IRAP PCR’1 sonucunda; X. translucens pv. undulosa Siph8 inokule edilen ve
inokule edilmeyen kontrol grubundaki bugday ¢esitlerine ait 48 saatlik ve 1 haftalik
PCR Urdnlerindeki Nikita isimli transpozon profillerinde/hareketliliginde herhangi
bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.16) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.16. Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8’in inokule edildigi bugday gesitlerine ait

Nikita transpozon profillerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri.
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PCR drlnlerindeki Osr-30 isimli transpozon profillerinde/hareketliliginde

herhangi bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir (Sekil 4.17) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.17. Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8’in inokule edildigi bugday gesitlerine ait

Osr-30 transpozon profillerinin %1’lik agaroz jeldeki goriintiileri
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PCR drunlerindeki Sukula isimli transpozon profillerinde/hareketliliginde;
bakteri inokule edilen gesitlerin 48 saatlik uygulamasinda herhangi bir farklilik
olmamasma ragmen, 1 haftallk uygulamasinda Bezostoja ve Cumhuriyet
cesitlerinin transpozon profilinde/hareketliliginde bakteri uygulamasinin kontrol
grubu uygulamasma gore fazladan 1 yeni banta sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.18) (Tablo 4.4).

Sukula48 saatlik

Kibzs(K)
Kmcu

o
W 2
~ o
o £
¥ X

Kmcu(K)

Sekil 4.18. Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8’in inokule edildigi bugday gesitlerine ait
sukula transpozon profillerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri
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PCR urunlerindeki Houba isimli transpozon profillerinde/hareketliliginde;
bakteri inokule edilen gesitlerin 48 saatlik uygulamasinda herhangi bir farklilik
olmamasmna ragmen, 1 haftalik uygulamasinda Pehlivan cesitinin transpozon
profilinde/hareketliliginde bakteri uygulamasinin kontrol grubu uygulamasina gore
fazladan 1 yeni banta sahip oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.19) (Tablo 4.4).

Houba 48 saatlik

¥ Adidb

-~

Houba1l haftalik

Kibzs(K)

Adidb{K)

Sekil 4.19 Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8’in inokule edildigi bugday gesitlerine ait
houba transpozon profillerinin %1°lik agaroz jeldeki gorintUleri
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PCR drinlerindeki Hopi isimli transpozon profillerinde/hareketliliginde;
bakteri inokule edilen gesitlerin 48 saatlik uygulamasinda herhangi bir farklilik
olmamasina ragmen, 1 haftalik uygulamasinda Karahan g¢esitinin transpozon
profilinde/hareketliliginde bakteri uygulamasinin kontrol grubu uygulamasina gore

fazladan 1 yeni banta sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20) (Tablo 4.4).

Hopi48 saatlik

Kh(K)
Kibzs
Kibzs(K)

<
et
o
°
<

Hopil haftalk

Adidb(K)

Akz
Adc(K)

§ BIEX Adc
! RIEX

Sekil 4.20 Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8’in inokule edildigi bugday gesitlerine ait
hopi transpozon profillerinin %1°1ik agaroz jeldeki goriintiileri
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Xanthomonas translucens pv. undulosa Siph8 izolatinin bugday ¢esitlerine
inokulasyonundan 48 saat ve 1 hafta sonra olmak Uzere toplam 2 ayri zaman
araligina ait uygulamalar sonucunda; Sukula isimli transpozonun 1 haftalik
uygulamasinda Bezostoja ve Cumhuriyet ¢esitlerinde, Houba isimli transpozonun 1
haftalik uygulamasinda Pehlivan ¢esitinde ve Hopi isimli transpozonun 1 haftalik
uygulamasinda Karahan gesitinde bakteri uygulamasmin kontrol grubu uygulmasina

gore fazladan 1 yeni banta sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4).

Uygulamalara gore inokule edilen ayni ¢esit icerisindeki bitkinin transpozon
profilinde, kontrol grubundaki transpozon profiline gore fazladan 1 bantin ortaya
¢ikmasinin nedeninin; hastalik etmeni inokulasyonu ile o ¢esitin genomundaki inaktif
olan transpozonun aktif hale ge¢mesi sonucu fazladan 1 bantin ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir. Bakteri inokulasyonuna bagli olarak transpozon profillerinde
herhangi bir degisikligin/hareketliligin olmadig1 c¢esitlerde ise, transpozonlarin
bakteri inokulasyonundan etkilenmedigi ve bu nedenle transpozon profillerinde

herhangi bir hareketliligin/degisimin olmadig1 diisiincesine varilmaistir.
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Tablo 4.4. Bakteri uygulanan ve uygulanmayan bugday gesitlerine ait 48 saatlik ve 1 haftalik transpozon bant sayilari

Bugday Cesidi | Kisaltmasi Transpozon Bant Sayisi (48 saatlik) (Uygulama-Kontrol) Transpozon Bant Sayis1 (1 haftalik) (Uygulama-Kontrol)
Nikita Sukula Hauba Hopi Osr-30 Nikita Sukula Hauba Hopi Osr-30
Pehlivan Saph 8-8 4-4 5-5 9-9 3-3 8-8 6-6 8-8 9-9 4-4
Yumusak Bug. | Kyb 8-8 4-4 5-5 8-8 3-3 8-8 5-5 9-9 9-9 4-4
Bezostaja Shzs 11-11 6-6 5-5 10-10 3-3 8-8 7-6 9-9 9-9 4-4
Kiziltan-91 Ankz 10-10 3-3 5-5 11-11 3-3 6-6 7-7 9-9 7-7 4-4
Anadolu Beyaz | Eab 11-11 3-3 5-5 10-10 3-3 8-8 6-6 10-10 10-10 4-4
Cumhuriyet Ccu 10-10 3-3 6-6 8-8 3-3 7-7 7-7 10-10 8-8 4-4
Pehlivan Akph 11-11 3-3 4-4 9-9 3-3 7-7 7-7 10-9 9-9 4-4
Ekmeklik Bug. | Sieb 7-7 4-4 5-5 9-9 3-3 6-6 6-6 10-10 9-9 4-4
Karahan Akr 9-9 4-4 5-5 11-11 3-3 7-7 6-6 10-10 11-10 4-4
Ceyhan-99 Adic 10-10 3-3 5-5 9-9 3-3 6-6 7-7 9-9 9-9 4-4
Anadolu Beyaz | Yab 10-10 3-3 5-5 9-9 3-3 6-6 6-6 11-11 9-9 4-4
Hatay-85 Kh 9-9 2-2 5-5 9-9 3-3 7-7 6-6 8-8 9-9 4-4
Bezostaja Kibzs 9-9 2-2 5-5 9-9 3-3 6-6 5-5 10-10 9-9 4-4
Cumbhuriyet Kmcu 9-9 2-2 4-4 8-8 3-3 7-7 6-5 7-7 10-10 4-4
Bayraktar Thy 4-4 2-2 7-7 7-7 3-3 4-4 3-3 11-11 9-9 4-4
Adana-99 Adad 5-5 2-2 7-7 6-6 3-3 55 3-3 11-11 5-5 4-4
Konya-2002 Kko 5-5 3-2 5-5 6-6 3-3 5-5 4-4 8-8 7-7 4-4
Ikizce AKi 5-5 3-3 4-4 6-6 3-3 5-5 3-3 8-8 6-6 4-4
Diyarbakir-81 Adidb 6-6 4-4 6-6 11-11 3-3 6-6 4-4 9-9 9-9 4-4
Kiziltan-91 Akz 6-6 3-3 6-6 11-11 3-3 5-5 3-3 11-11 9-9 4-4
Kirag-66 AnK 7-7 3-3 7-7 5-5 3-3 5-5 3-3 8-8 9-9 4-4
Bayraktar Kby 6-6 3-3 4-4 5-5 3-3 5-5 3-3 8-8 8-8 4-4
Adana-99 Ka 7-7 3-3 6-6 8-8 3-3 5-5 3-3 8-8 8-8 4-4
Karahan Kmkr 6-6 3-3 6-6 8-8 3-3 5-5 3-3 8-8 8-8 4-4
Pehlivan Yph 6-6 3-3 5-5 8-8 3-3 4-4 3-3 6-6 8-8 4-4
Yumusak Bug. | Syb 5-5 3-3 5-5 7-7 3-3 5-5 3-3 6-6 7-7 4-4
Ceyhan-99 Adc 6-6 3-3 5-5 10-10 3-3 5-5 5-5 7-7 7-7 4-4
Ikizce-96 Ai 6-6 3-3 5-5 8-8 3-3 4-4 2-2 8-8 7-7 4-4
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4.9. Enzimi Aktivasyonu Ile Tlgili Cahsmalar

Bu ¢aligma; bugday ¢esitlerinin X. transluces pv. undulosa’ya karsi gosterdigi
dayaniklilik/hassaslik reksiyonlar1 bakimindan iligkisini ortaya koymak amaciyla
yapilmistir. Bu amagla, bugday ¢esitlerinin polifenol oksidaz gen bdlgesi, touchdown
PCR’1 ile c¢ogaltilmis ve elde edilen PCR iriinleri %1’lik agaroz jelde
kosturulmustur. Agaroz jelde, polifenol oksidaz gen bolgesi i¢in beklenen yaklagik
750 bg seviyesinde bantlar elde edilmistir. Daha sonra bugday cesitlerine ait elde
edilen PCR drdnleri, Ecorl ve Hindlll isimli kesici enzimler ile kesilmis ve PCR
iirtinleri % 1’lik agaroz jelde kosturulmustur. Polifenol oksidaz gen bdlgesi icin elde
edilen PCR drinlerinin jel gorintdleri ile bu PCR urunlerinin Ecorl ve Hindlll
enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen jel goriintiileri arasinda herhangi bir
farlilik gézlemlenmemistir. Bu nedenle bakteri inokulasyonu ile bugday ¢esitlerinin
hastalik etmenine kars1 gosterdigi dayaniklilik/hassaslik reksiyonlar1 arasindaki iliski
en azindan polifenol oksidaz gen bdlgesi icin ortaya konamamamistir. Ancak,
polifenol oksidaz enzim aktivasyonu bakimindan 1 ¢esitte de olsa farklilik tespit
edilmistir. Buna gore; 28 bugday ¢esitinden sadece Diyarbakir 81 isimli ¢esitin PCR
iirliniinde 2 bant olusumu meydana gelmis, diger bugday cesitlerinin PCR f{iriiniinde
ise 1 bant meydana gelmistir. Bu durumda; Wang et al. (2009)’a gore belirtilen
kritirler dikkate alindiginda, 2 banta sahip Diyarbakir 81 ¢esitinin diisiik polifenol
oksidaz aktivitesine, diger 27 bugday cesitinin ise yiiksek polifenol oksidaz

aktivitesine sahip oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Polifenol oksidaz gen bolgesine ait PCR iirtinlerinin %1’lik agaroz jeldeki gorintisi
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4.10. Tartisma

Bu calisma, bugday tohumlarinda tasinan bakteriyel hastalik etmenlerinin
biyokimyasal ve molekiiler tanilarin1 yapmak, elde edilen bakteriyel izolatlarin
transpozon profillerini ve sahip olduklar1 transpozonlarin inokule edildikleri bugday
cesitlerine aktarilip aktarilmadigini belirlemek, transpozonlarin hastalik geligimi ile
iliskisinin olup olmadigin1 ortaya koymak ve hastaliga kars1 hassaslik/dayanikliligin

enzim aktivasyonlari ile ilgili iligkisini incelemek i¢in yapilmastir.

Dinya genelinde bugday yetistirilen neredeyse tiim alanlarda bakteriyel
yaprak ¢izgi hastaliklarinin bulundugunu bildirmislerdir (Bamberg, 1936; Duveiller,
1990). Bakteriyel ¢izgi hastaligi, bugdayda onemli bir hastaliktir. Xanthomonas
translucens pv. undulosa uygun kosullar altinda ¢ok 6nemli zararlara neden olabilir.
Hastaliktan dolay1 verim kayb1 %10°dan asag1 olabildigi gibi siddetli enfeksiyonlarda
%40’a kadar ¢ikabilir. Enfeksiyonlarin siddetlendigi zamanlarda %10-30 arasinda
verim kaybima neden olmaktadir (Duveiller, 1989). Hastalik etmeni, bugdayda ortas1
kahverengi kenarli, smirlandirilmis nekrotik lekeler seklinde belirti gosterir (Shane,

et al., 1987; Duveiller et al., 1997; McMullen and Adhikari, 2011).

Xanthomonas translucens’in  konukguya 06zel patojenik  varyeteleri
bulunmaktadir. Bakteriyel yaprak ¢izgi hastalik etmeni X. translucens pv. undulosa
bugday ve arpada patojendir. Hastalik etmeni, bugdayda ortasi kahverengi kenarl,
smirlandirilmis  nekrotik lekeler seklinde belirti gosterir. Hastalik etmeninin
enfeksiyonundan sonra, 10-12 giin icerisinde simptomlar gorilir (Shane, et al., 1987,
Duveiller et al., 1997; McMullen and Adhikari, 2011). Bu ¢alismada da tohumlardan
elde edilen Xanthomonas translucens pv. undulosa izolatlarinin patojenisite testleri
sonucunda inokulasyondan sonra 10-15 giin igerisinde bugday yapraklarinda

literatiirlerde belirtilen belirtilere benzer belirtiler olusmustur.

Hastalik etmenine karsi etkili bir kimyasal miicadele yontemi olmadigindan,
hastalikla miicadelenin en etkili yolunun hastaliga kars1 dayanikli ¢esit kullanmak
oldugu belirtilmistir. Bu amagla; bugday, arpa ve diger tahil grubu bitkilerin
dayaniklilik mekanizmalar1 belirlenmistir (Hagborg, 1974; Akhtar and Aslam, 1986;
Duveiller et al., 1993; Alizadeh et al, 1994; E| Attari et al., 1996; Milus et al., 1996;
Tillman et al., 1996; Adhikari et al., 2011; Kandel et al., 2012; Sapkota et al., 2018).
Bu calismalarda, bakteriyel yaprak c¢izgi hastaligina karsi diisik dayaniklilik
seviyesinde genotipler tespit edilmis olmasina ragmen, yiiksek seviyede dayanikli
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herhangi bir genotip tespit edilememistir. Bununla birlikte, baz1 tritikale
genotiplerinin hastaliga karsi yiiksek seviyede dayanikli oldugu bildirilmistir (Cunfer
and Scolari, 1982; Johnson et al., 1987; Sapkota, et al., 2018). Hastaliga karsi, kii¢iik
daneli tahillarda kismi ve yiliksek seviyelerde dayanikliligin kalitsalligi lizerine ¢esitli
arastirmalar yapilmistir (Duveiller et al., 1993; El Attari et al., 1996; Tillman and
Harrison, 1996; Adhikari et al, 2012; Kandel et al, 2015; Wen et al , 2018).
Bakteriyel yaprak ¢izgi hastaligmma karsi dayanmiklilik seviyelerindeki kalitsalligin
genotiplere gore farklhilik gosterdigi belirtilmistir (El Attari, et al., 1996; Tillman and
Harrison, 1996). Yapilan c¢aligmalarda, bakteriyel yaprak ¢izgi hastaligmma karsi
meydana gelen dayanikliligin nicel veya nitel olabilecegi gosterilmistir. Duveiller et
al. (1993), hastaliga kars1 dayanikli 3 bugday cesidinde toplam bes gen (Blsl, Bls2,
Bls3, Bls4 ve Bls5) tespit etmistir. Bu genlerden Blsl geninin 3 bugday cesitinin
hepsinde bulunudugu ve dayaniklilik bakimindan en yiiksek seviyeyi saglayan gen
oldugu bildirilrmistir. Nicel kalitima ait ¢aligmalarda ise, 81 adet X. translucens pv.
undulosa rkinin 19 adet bugday ¢esidindeki dayaniklilik dereceleri belirlenmistir
(Milus and Chalkey, 1994). Tillman and Harrison (1996), hastaliga karsi bugday
cesitlerinden Terral 101'in dayanikli, Coker 9877'nin orta derece dayanikli, Pioneer
2548 ve Coker 9766'min hassas oldugunu, dayanikliligin ¢oklu genler tarafindan
kontrol edildigini bildirmislerdir. Bu calismada ise 28 bugday cesitinin bakteriyel
yaprak ¢izgi hastaligina kars1 dayaniklilik dereceleri belirlenmeye ¢alisilmis; ancak
kisith yetistirme kosullarinda yapraklar, normal bugday yapragina gore oldukga ince
gelistiginden ve meydana gelen lekelenmeler hizli bir sekilde yaprak yiizeyini
kapladigindan saglikli bir dayaniklilik derecelendirmesi yapilamamistir. Bu nedenle
izolasyonlar sonucu elde edilen X. translucens pv. undulosa izolatlarinin tiitiinde
asir1 duyarlilik ve bugday yapraklarinda ise klorotik — nekrotik lekelenme meydana

getirip getirmedikleri incelenmis, 9 izolatin patojen 6zellikte oldugu anlasilmistir.

Bakteriyel yaprak ¢izgi hastalik etmeninin bugday tohumlaridan izole etmek
ve hastalik etmenini tanilamak i¢in; segici besiyeri kullanilmak, biyokimyasal -
serolojik ve PCR testleri yapmak gibi farkli yontemler gelistirilmistir (Forster and
Schaad, 1985; Bragard and Verhoyen, 1993; Maes, et al., 1996; Langlois, et al.,
2017). Bu calisgmada da elde edilen izolatlar1 tanilamak icin biyokimyasal ve

molekiiler tan1 teknikleri kullanilmistir. Elde edilen izolatlarn biyokimyasal
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ozellikleri ve molekiiler tanilamada elde edilen sonuglar, literatiirlerde belirtilen tani

kriterleri ile birebir ortiismektedir.

Bugday c¢esitlerindeki transpozonlarin hareketlerini ve/veya profillerini
belirlemek igin en virllent izolat olan X. translucens pv. undulosa Siph8 izolatinin
bugday cesitlerine inokulasyonundan 48 saat ve 1 hafta sonra olmak Uzere toplam 2
ayri zaman araligina ait uygulamalar sonucunda; Sukula isimli transpozonun 1
haftalik uygulamasinda Bezostoja ve Cumhuriyet cesitlerinde, Houba isimli
transpozonun 1 haftalik uygulamasinda Pehlivan ¢esitinde ve Hopi isimli
transpozonun 1 haftalik uygulamasinda Karahan cesitinde bakteri uygulamasinin
kontrol grubu uygulamasma gore fazladan 1 yeni banta sahip oldugu belirlenmistir.
Ancak bu gesitlere ait profil farkliginin hastaliga kars1 dayaniklikli bir iliskisinin olup
olmadigi, cesitlerde benzer seviyede hastalik belirtisi olusmasi nedeniyle ortaya
konamamistir. Ancak bakteriyel yaprak ¢izgi hastalik etmeni inokule edilen ayni
cesit icerisindeki bitkinin transpozon profilinde, kontrol grubundaki transpozon
profiline gore fazladan 1 bantin ortaya ¢ikmasmmn nedeninin; hastalik etmeni
inokulasyonu ile o cesitin genomundaki inaktif olan transpozonun aktif hale
gecmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle inokulasyondan 1 hafta
sonraki transpozon profilinde farklilik olmasi artisin, bitki igerisindeki patojen
gelisimine paralel olarak ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir. Cesitlerin genomundaki
patojene bagl transpozon profillerindeki bu degisimlerin ve/veya hareketliligin,
cesitler arasindaki genetik ¢esitlilige katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
Bugday c¢esitlerinde bakteriyel yaprak c¢izgi lekesi etmeni X. translucens pv.
undulosa uygulamasi ile transpozonlarin profillerindeki degisikligi/hareketliligi ile
ilgili yapilan herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle bu calisma, X.
translucens pv. undulosa uygulamas: ile bugday genomlerindaki Sukula, Nikita,
Houba ve Hopi transpozonlarmmin profillerindeki degisikligin/hareketliligin ortaya

konmas1 bakimindan ilk kayzit niteligindedir.

Polifenol oksidazin (PPO), un gibi bugday iiriinlerinde kararmaya neden olan
en 6nemli faktorlerden biri oldugu ¢alismalarla ortaya konmustur (Baik, et al.,1995;
Hatcher, et al., 1999; Miskelly, 1996; Morris, et al., 2000). PPO fenollerden kinonlar1
katalize eder, kinonlar ise aminlerle ve thiol gruplar1 reaksiyona girerek ve
dogrudan polimerizasyon yoluyla bugday iiriinlerinin kahverengilesmesine veya

kararmasma neden olur. Bu nedenle, bugday islah calismalarinda PPO seviyesi
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diistik cesitler elde edilmeye calisilir. Bugday danesindeki PPO aktivitesi bugday
cesitlerinde farklilik gostermektedir (Park, et al., 1997; Ge, et al., 2003). Wang, et al.
(2009), bugday c¢esitlerinin genomundaki polifenol oksidaz gen bolgesinin
PPOSF/PPOS5/R primer ¢ifti ile ¢ogaltilmasi sonucu meydana gelen ¢ift banta sahip
cesitlerin polifenol oksidaz enzim aktivitesinin diisiik, tek banta sahip ¢esitlerin
polifenol oksidaz enzim aktivitesinin ise yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu ¢aligmada
da 2 banta sahip Diyarbakir 81 isimli ¢esitin PCR iirliniinde 2 bant olusumu meydana
gelmis, diger bugday cesitlerinin PCR iirlinlerinde ise 1 bant meydana gelmistir.
Buna gore; Diyarbakir 81 isimli ¢esitin polifenol oksidaz enzim aktivitesi diisiik,
diger c¢esitlerin ise polifenol oksidaz enzim aktivitelerinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ancak polifenol oksidaz enzim aktivitesi bakimindan bakteriyel yaprak

¢izgi hastalik etmenine kars1 dayaniklilik/hassaslikla ilgili bir iliski saptanamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bugday tiim diinyada ticari nemi olan en 6nemli besin kaynaklarindan birisidir.
Diinya bugday iireticilerinin Tiirkiye’ye nazaran bugday iiretiminde dekara aldiklar1
verim daha fazladir. Verim kaybina neden olan énemli faktorlerden birisi de bugday
bakteriyel hastaliklaridir. Bu nedenle, bugday bakteriyel hastaliklari ile etkili
miicadele yapilarak, meydana gelecek kaybin minimuma indirilmesi gerekmektedir.
Ancak, iilkemizde bugday bakteriyel hastaliklar ile ilgili ¢aligmalarm sayis1 oldukga
azdir.

Bu ¢alisma ile bugday tohumlarinda taginan bakteriyel hastalik etmenlerinden
bakteriyel yaprak ¢izgi hastalik etmeni X. translucens pv. undulosa’ya ait 9 adet
izolat elde edilmistir. Hastalik etmenine ait izolatlarin, biyokimyasal ve molekiler
yontemleriyle tanilar1 yapilmistir. Bunun yaninda 28 bugday cesitinin hastalik
etmenine karsi dayaniklilik reaksiyonlar1 belirlenmeye calisilmistir. Ayrica sukula,
nikita, houba ve hopi isimli transpozonlarin ve polifenol oksidaz enzim
aktivasyonunun hastalifa kars1 dayaniklilikla iligkisinin olup olmadigi arastirilmistir.
Fakat s6z konusu transpozon ve polifenol oksidaz enzim aktivasyonu ile hastaliga
kars1 dayaniklilikla ilgili olarak herhangi bir iligki ortaya konamamustir.

Xanthomonas translucens pv. undulosa, bugday ve arpada bakteriyel yaprak ¢izgi
hastaligina neden olan, 6nemli kalite ve verim kayplarina yol acan hastalik etmenidir.
Son on yilda, bakteriyel yaprak c¢izgi hastaligi, diinyadaki tiim bugday ve arpa
yetistirilen alanlarda giderek daha &nemli bir sorun haline gelmistir. Ozellikle
yagislt ve ani sicaklik degisimlerinin oldugu bdlgelerde bugday yetistirilen alanlarda
bakteriyel hastaliklarin verim kayiplarina yol agmasi ve epidemi olusturma olasilig1
nedeniyle etkili micadele yontemlerinin belirlenmesi gerekmektedir. Hastalikla etkili
miicadele icin; temiz iiretim materyali ve dayanikli ¢esit kullaniminin yaninda,
hastaliga kars1 kullanilabilecek etkili kimyasal ilaclarin da belirlemeye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla diger Xanthomonadlarm neden oldugu diger yaprak
hastaliklar1 i¢in Onerilen bir dizi bakirli preparatlarm bu hastalik i¢in de
onerilebilecegi diisiiniilmektedir.

Hastaliga kars1 dayanikli cesit gelistirilmesi i¢in 1slah ¢aligmalarma Onem
verilmedir. Bu amagcla, tritikalede bulunan hastaliga kars1 yiiksek diizeyde
dayaniklilik  genlerinin 1slah ¢aliymalariyla bugday bitkisine aktarilmasi

diistiniilebilir. Hastalikla miicadelede bir diger Onlem, patojenin viriilensligini ve
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konuk¢u dayanikliligint belirlemek icin standartlastirilmis bir  protokoliin
belirlenmesi gereklidir. Boylece hastalikla miicadelede hizli karar alinmasina
yardime1 olacaktir. Ayrica hastalifa karsi etkili miicadele stratesini belirlemek icin
hastalik dongiisiinii iyi bilinmesi gereklidir. Bu nedenle a) Hastalik etmeninin hayatta
kalma kosullarinin, b) inokulum kaynaklarinin neler oldugunun ve c) tarla
kosullarinda hastalik gelisimi i¢in uygun cevresel faktorlerin neler oldugunun
bilinmesi gerekmektedir. Ayrica bakteriyel hastalikliklarin belirtileri, Grln kayiplar1
ve miicadelesi gibi konularda ciftgilerin bilinglendirilmesi i¢in Tarmm I1 ve Ilce

Miidiirliikleri ile isbirligi yapilip egitim seminerlerinin yapilmasi faydali olacaktir.

63



6. KAYNAKCA

Adhikari, T. B., Hansen, J. M., Gurung, S. and Bonman, J. M. (2011). Identification
of new sources of resistance in winter wheat to multiple strains
of Xanthomonas translucens pv. undulosa. Plant Disease. 95: 582-588.

Adhikarj, T. B., Gurung, S., Hansen, J. M. and Bonman, J. M. (2012). Pathogenic
and Genetic Diversity of Xanthomonas translucens pv. undulosa in North
Dakota. Phytopathology. 102 (4): 309-402.

Akhtar, M. A. and Aslam, M. (1986). Xanthomonas campestris pv. undulosa on
wheat. Rachis. 5: 34-37.

Alizadeh, A., Benetti, V., Sarrafi, A., Barrault, G. and Albertini, L. (1994). Genetic
analysis for partial resistance to an Iranian strain of bacterial leaf streak (X.
campestris pv. hordei) in barley. Plant Breeding. 113: 323-326.

Allison, L. A. (2014). “Temel molekiiler biyoloji” Prof. Dr. Ali Osman Beldiiz
(haz.). Ankara. Palme Yayincilik.

Anonim, (2007). Arpa [online], Selguklu Ziraat Odasu.
http://lwww.selcukluziraatodasi.org/bitkisel/arpa.html (Erisim Tarihi: 31 Ekim
2007).

Anonymous, (2013). http://www.eppo.int/QUARANTINE/bacteria/Xanthomonas
translucens /XANTTR_ds.pdf.

Anonymous, (2020). Grain: World Markets and Trade. https://www.fas.usda.gov/
(ErisimTarihi: 23.04.2020).

Arber, W. and Dussoix, D. (1965). Host specificity of DNA produced by Escherichia
coli: 1V. Host specificity of infectious DNA from bacteriophage lambda.
Journal of Molecular Biology. vol: 11 (2). (s. 238-246).

Atanasoff, D.and Johnson, A. G. (1920). Treatment of cereals seeds by dry
heat. Journal of Agricultural Research 18: 379-390.

Aydemir, T. (2004). Partial purification and characterization of polyphenol oxidase
from artichoke (Cynara scolymus L.) heads. Food Chemistry. 87: 9-67.

Ayers, S. H., and Rupp, P. (1919). A study of the alkali-forming bacteria found in
milk. US Department of Agriculture.

Azad, H.andSchaad, N. W.(1988). The relationship  of Xanthomonas
campestris pv. translucens to frost and the effect of frost on black chaff
development in wheat. Phytopathology. 778: 95-100.

Baik, B. K., Czuchajowska, Z., Pomeranz, Y., Pomeranz, Y. (1995). Discoloration of
dough for oriental noodles. Cereal Chem. 72: 198-205.

Bamberg, R. H. (1936). Black chaff disease of wheat. Journal of Agricultural
Research. 52: 397-417.

Belderok, B., Mesdag, H., Donner, A. D. (2000). Bread-Making Quality of Wheat.
(s. 3). ISBN: 0-7923-6383-3. Springer.

Biemont, C. (2009). Are transposable elements simply silenced or are they under
house arrest? Trends in Genetics. 25 (8): 333-334.

64


http://www.eppo.int/QUARANTINE/bacteria/Xanthomonas_%20translucens%20/XANTTR_ds.pdf
http://www.eppo.int/QUARANTINE/bacteria/Xanthomonas_%20translucens%20/XANTTR_ds.pdf
https://www.fas.usda.gov/

Bogdanove, A. J., Koebnik, R., Lu, H., Furutani, A., Angiuoli, S. V., Patil, P. B. et
al. (2011). Two new complete genome sequences offer insight into host and
tissue  specificity of plant pathogenic Xanthomonas spp. Journal  of
Bacteriology. 193: 5450-5464.

Boosalis, M. G. (1952). The epidemiology of Xanthomonas translucens on cereals
and grasses. Phytopathology. 42: 387-395.

Bolgesel gostergeler, (2020). Ankara: Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK).

Bradbury, J. F. (1970). Isolation and preliminary study of bacteria from plants. Rev.
PI Path.

Bragard, C. and Verhoyen, M. (1993). Monoclonal antibodies  specific
for Xanthomonas campestris bacteria pathogenic on wheat and on other small
grains, in comparison with polyclonal antisera. Phytopathology. 139: 217-228.

Bragard, C., Verdier, V. and Maraite, H. (1995). Genetic diversity
among Xanthomonas campestris strains pathogenic for small grains. Applied
and Environmental Microbiology. 61: 1020-1026.

Bragard, C., Singer, E., Alizadeh, A., Vauterin, L., Maraite, H. and Swings,
J. (1997). Xanthomonas translucens from small grains: diversity and
phytopathological relevance. Phytopathology. 87: 1111-1117.

Braun, H. (1920). Presoak method seed treatment: A means of preventing seed injury
due to chemical disinfectants and increasing germicidal efficiency. Journal of
Agricultural Research. 19: 363-392.

Bray, E. A., Buchanan, B., Gruissem, W., Jones, R. (2000). Responses to abiotic
stresses, biochemistry and molecular biology of plants. Engineering for Stress
Tolerance. Planta. 218: 1-14.

Bull, C. T., De Boer, S. H., Denny, T. P., Firrao, G., Fischer-Le Saux, M., Saddler,
G. S. et al. (2010). Comprehensive list of names of plant pathogenic bacteria.
Journal of Plant Pathology. 92: 551-592.

Bull, C. T., De Boer, S. H., Denny, T. P., Firrao, G., Fischer-Le Saux, M., Saddler,
G. S. et al. (2012). List of new names of plant pathogenic bacteria. Journal of
Plant Pathology. 94: 21-27.

Bulut, Y. ve Doymaz, M. Z. (2001). “Uygulamali molekiiler Biyoloji”. Durmaz, R.
(haz.). Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ve mikrobiyolojideki ¢nemi. Nobel
Tip Kitapevi. (s. 109-122). Ankara.

Blittner, D. and Bonas, U. (2010). Regulation and secretion
of Xanthomonas virulence factors. FEMS Microbiology Reviews. 34: 107-133.

Carlson, R. R. and Vidaver, A. K. (1982). Bacterial mosaic, a new corynebacterial
disease of wheat. Plant Dis. 66: 76-79.

Casado-Vela, J., Selles, S. and Bru, R. (2005). Purification and Kinetic
Characterization of Polyhphenol oxidase from Tomato Fruits. Journal of Food
Biochemistry, 29: 381-401.

Charkhabi, N. F ., N. J. Booher, Z. Peng, L. Wang, H. Rahimian, M. Shams-Bakhsh, Z. Liu,
S. Liu, F. F. White, Bogdanove, A. J. (2017). Complete Genome Sequencing and
Targeted Mutagenesis Reveal Virulence Contributions of Tal2 and Taldb of

65



Xanthomonas translucens pv. undulosa ICMP11055 in Bacterial Leaf Streak of
Wheat. Frontiers in Microbiology. 8: 1-17.

Chen, D. R. and Ding, A. Y. (1981). Studies of Xanthomonas translucens f. sp.
undulosa in wheat. Acta Phylophylacica Sinica. 8: 249-254. Chinese.

Cunfer, B. M. and Scolari, B. L. (1982). Xanthomonas campestris pv. translucens on
triticale and other small grains. Phytopathology. 72: 683-686.

Curland, R. D., Gao, L., Bull, C. T., Vinatzer, B., Dill-Macky, R., Von Eck, L. et al.
(2018). Genetic diversity and virulence of wheat and barley strains
of Xanthomonas  translucens from the Upper  Midwestern  United
States. Phytopathology. 108: 443-453.

Gimen, C. (2010). Sitogenetik ve molekiiler tekniklerin klinikte uygulama alanlar:.
Yuksek Lisans Tezi. Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii. Edirne.

Dangl, J. L. Jones, J. D. (2001). Plant pathogens and integrated defence responses to
infection. Nature. 411: 826-833.

Demir, G. ve Ustiin, N. (1992). Studies on bacterial streak disease Xanthomonas
campestris pv. translucens (Jones, et al.) dye of wheat and other gramineae. J.
Turk. Phytopathol. 21: 33-40.

Demirbag, Z. (2008). Genetik Mithendisligi. (s. 43-55). Trabzon.

Dodds, P. N., Lawrence, G. J., Catanzariti, A. M., Teh, T., Wang, C. I., Ayliffe, M.
A., Kobe, B. and Ellis, J. G. (2006). Direct protein interaction underlies gene-
for-gene specificity and coevolution of the flax resistance genes and flax rust
avirulence genes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 103, 8888-8893.

Dowson, D. W. (1939). On the systematic position and generic names of the gram
negative bacterial plant pathogens. Zentr. Bakter. Parasit. Infekt. 100: 177-193.

Duveiller, E. (1989). Research on "Xanthomonas translucens™ at CIMMYT. Bulletin
OEPP/EPPO Bulletin. 19: 97-103.

Duveiller, E. (1990). Seed detection of Xanthomonas campestris pv. undulosa using
a modification of Wilbrink’s agar medium. Parasitica.40: 3-17.

Duveiller, E., Bragard, C. and Maraite, H. (1991). “Bacterial diseases of wheat in the
warmer areas - reality or myth?”” Saunders, D. (eds). in: Wheat for the Non-
traditional Warm Areas. Proc. Int. Conf. Iguazu Falls. Brazil. (s. 189-202).
Mexico. DF CIMMYT.

Duveiller, E.and Maraite, H. (1993). Study of yield loss due to Xanthomonas
campestris pv.  undulosain  wheat under high rainfall temperate
conditions. Journal of Plant Diseases and Protection. 100: 453-459.

Duveiller, E., Bragard, C. and Maraite, H. (1997). “Bacterial leaf streak and black
chaff caused by Xanthomonas translucens”. E. Duveiller, L.
Fucikovskil and K. Rudolph. (eds.). in: The Bacterial Disease of Wheat:
Concept and Methods of Disease Management. (s. 25-32). D. F: CIMMYT.
Mexico.

Dye, D. W. and Lelliott, R. A. (1974). “Genus Il. Xanthomonas”. R. E. Buchanan, R.
E. and Gibbons, N. E. (eds.). in: Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology. (s. 243-249).

66



El Attari, H., Sarrafi, A., Alizadeh, A., Dechamp-Guillaume, G. and Barrault,
G. (1996). Genetic analysis of partial resistance to bacterial leaf streak
(Xanthomonas campestris pv. cerealis) in wheat. Plant Pathology. 45: 736-
741.

Eroglu, F. (2008). Kutanéz leyismanyozlu hastalarda etken tiirlerin PCR-RFLP
yontemi ile tammlanmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitust, Adana.

Fang, C. T., Allen, O. N., Riker, A. J. and Dickson, J. G. (1950). The pathogenic,
physiological and serological reactions of the form species of Xanthomonas
translucens. Phytopathology. 40: 44-64.

Fedoroff, N. V. (2012). Transposable Elements, Epigenetics, And Genome
Evolution. Science. 338: 758-767.

Finnegan, D. J. (1989). Eukaryotic transposable elements and genome evolution.
Trends in genetics. 5: 103-107.

Forster, R. L. and Schaad, N. W. (1988). Control of black chaff of wheat with seed
treatment and a foundation seed health program. Plant Disease. 72: 935-938.

Forster, R. L., Schaad, N. W. (1990). Longevity of Xanthomonas campestris pv.
translucens in wheat seeds under storage conditions. In Proceedings of the 7th
International Conference on Plant Pathogenic Bacteria. vol: 1. (s. 329-331).
Budapest: Hungary. Akademiai Kiado.

Forster, E.,Rehms, L. D., Sands, D. C., Bjarko, M.andLund, R.
E. (1990). Eradication of Xanthomonas translucens from barley seed with dry
heat treatments. Plant Disease. 74: 816-818.

Fourest, E., Rehm, L.D., Sands, D.C., Bjarko, M., Lund, R.E., (1990). Eradication of
Xanthomonas translucens from barley seed with dry heat treatments. Plant
Disease 74, 816-818.

Fuerst E. P., Anderson J. V. and Mrris C. F. (2006). Delineating the role of
polyphenol oxidase in the darkening of alkaline wheat noodles. J. Agril. Food
Chem. 54: 2378-2384.

Gardiner, D. M., Upadhyaya, N. M., Stiller, J., Ellis, J. G., Dodds, P. N., Kazan, K. et
al. (2014). Genomic analysis of Xanthomonas translucens pathogenic on wheat
and barley reveals cross-kingdom gene transfer events and diverse protein
delivery systems. PLoS ONE.

Ge, X. X., He, Z.H., Yang, J., Zhang, Q. J. (2003). Polyphenol oxidase activities of
Chinese winter wheat cultivars and correlations with quality characteristics.
Acta Agron Sin. 29: 481-485.

Giblot-Ducray, D., Marefat, A., Gillings, M. R., Parkinson, N. M., Bowman, J.
P., Ophel-Keller, K. et al. (2009). Proposal of Xanthomonas
translucens pv. pistaciae pv. nov., pathogenic to pistachio (Pistacia
vera). Systematic and Applied Microbiology. 32: 549-557.

Gurion-Sherman, D. and Lindow, S. E. (1993). Bacterial ice nucleation: Significance
and molecular basis. FASEB (Federation of American Societies for
Experimental Biology) Journal. 7: 1338-1343.

67



Gram, C. (1884). Ueber die isolirte Farbung der Schizomyceten in Schnitt-und
Trockenpraparaten. Fortschritte der Medicin. 2: 185-189.

Grzebelus, D. (2006). Transposon insertion polymorphism as a new source of
molecular markers. Journal of fruit and ornamental plant research. 14: 21.

Hagborg, W. A F. (1942). Classification revision in Xanthomonas
translucens. Canadian Journal of Research. 20: 312-326.

Hagborg, W. A. F. (1974). Notes on bacterial diseases of cereals and some other crop
plants. Canadian Plant Disease Survey. 54: 129-151.

Hall, V. N., Kim, H. K., Sands, D. C. (1981). Transmission and epidemiology of
Xanthomonas translucens. Phytopathology. 71: 878.

Hatcher, D.W., Symons, S. J., Kruger, J. E. (1999). Measurement of time-dependent
appearance of discolored sports in alkaline noodles by image analysis. Cereal
Chem. 76: 189-194.

Heimdal, H., Larsen, M. L., and Poll, L. (1994). Characterization of polyphenol
oxidase from photosynthetic and vascular lettuce tissues (Lectuca sativa).
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 42: 1428-1433

Hersemann, L., Wibberg, D., Blom, J., Goesmann, A., Widmer, F., Vorholter, F.J. et
al. (2017). Comparative genomics of host adaptive traits in Xanthomonas
translucens pv. graminis. BMC Genomics. 18: 35.

Huang, J., Zhang, K., Shen, Y., Huang, Z., Li, M., Tang, D. and Cheng, Z. (2009).
Identification of a high frequency transposon induced by tissue culture, nDaiZ,
a member of the hat family in rice. Genomics. 93 (3): 274-281.

Hurrell, R. F., Finot, P. A. (1984). “Nutritional consequences of the reactions
between proteins and oxidized polyphenols”. Friedman, M. (eds.). in:
Nutritional and Toxicological Aspects of Food Safety. Plenum. (s. 423-435)
New York: USA.

Johnson, J. W., Cunfer, B. M. and Morey, D. D. (1987). Inheritance of resistance
to Xanthomonas campestris pv. translucens in triticale. Euphytica. 36: 603-
607.

Jones, L. R., Johnson, A. G. and Reddy, C. S. (1917). Bacterial blight of barley.
Journal of Agricultural Research. 11: 625-643.

Jurka, J., Kapitonov, V. V., Kohany, O., Jurka, M. V. (2007). Repetitive sequences in
complex genomes: structure and evolution. Annual Review of Genomics and
Human Genetics. 8: 241-259.

Jurka, J. (2008). Conserved eukaryotic transposable elements and the evolution of
gene regulation. Cellular and Molecular Life Sciences. 65 (2): 201.

Kalendar, R., Schulman, A. H. (2006). IRAP and REMAP for retrotransposon-based
genotyping and fingerprinting. Nature Protocols. 1: 2478-2484.

Kandel, Y. R., Glover, K. D., Tande, C. A. and Osborne, L. E. (2012). Evaluation of
spring wheat germplasm for resistance to bacterial leaf streak caused
by Xanthomonas campestris pv. translucens. Plant Disease. 96: 1743-1748.

Kandel, Y. R., Glover, K. D., Osborne, L. E. and Gonzalez-Hernandez, J. L. (2015).
Mapping quantitative resistance loci for bacterial leaf streak disease in hard red

68



spring wheat using an identity by descent mapping approach. Euphytica. 201:
53-65.

Kersters, K., Pot, B., Hoste, B., Gillis, M. and De Ley, J.(1989). Protein
electrophoresis and DNA:DNA hybridizations of xanthomonads from grasses
and cereals. EPPO Bulletin. 19: 51-55.

Kim, H. K. (1982). Epidemiological, Genetical, and Physiological Studies of the
Bacterial Leaf Streak Pathogen Xanthomonas campestris pv. translucens.
Montana State University Bozeman, Doktora Tezi, Montana.

Kim, H. K, Orser, C, Lindow, S. E.and Sands, D. C. (1987). Xanthomonas
campestris pv. translucens strains active in ice nucleation. Plant Disease. 71:
994-997.

Klement, Z., et al. (1990) Isolation of Bacteria. In: Klement, Z., Rudolph, K. and
Sands, D.C., Eds., Methods in Phytobacteriology, Akademiai Kiado, Budapest,
95-124.

Klement, Z. and Goodman, R. N. (1967). The hypersensitive reaction to infection by
bacterial plant pathogens. Annual Review of Phytopathology. 5 (1): 17-44.

Krishna, K. and Naik, G. R. (2011). Defective Viral Coat Protein and
Retrotransposons Might Play Role in NaCl Stress Tolerance in Pigeon Pea
(Cajanus cajan) Cultivar. World Journal of Science and Technology. 1 (2): 17-
25.

Kiin, E. (1996). Serin Iklim Tahillar.. Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Yaymlari. Ders Kitab1. 296. Ankara.

Langlois, P. A., Snelling, J., Hamilton, J. P., Bragard, C., Koebnik, R., Verdier, V. et
al. (2017). Characterization of the Xanthomonas translucens complex using
draft genomes, comparative genomics, phylogenetic analysis and diagnostic
LAMP assays. Phytopathology. 107: 519-527.

Lawlor, D.W. and Cornic, G. (2002). Photosynthetic carbon assimilation and
associated metabolism in relation to water deficits in higher plants. Plant, Cell
and Environment. 25: 275-294.

Le, T. N., Schumann, U., Smith, N. A. Tiwari, S. Au, P. C. K., Zhu, Q. H. Taylor, J.
M. Kazan, K., Llewellyn, D. J., Zhang, R. (2014). DNA demethylases target
promoter transposable elements to positively regulate stress responsive genes
in Arabidopsis. Genome Biol. 15, 458.

Leigh, F., Kalendar, R., Lea, V., Lee, D., Donini, P., and Schulman, A. H. (2003).
Comparison of the utility of barley retrotransposon families for genetic analysis
by molecular marker techniques. Molecular Genetics and Genomics. 269 (4):
464-474.

Lelliott, R. A., and Stead, D. E. (1987). Methods for the diagnosis of bacterial
diseases of plants Blackwell Scientific Publications.

Lerat, E. (2009). Identifying repeats and transposable elements in sequenced
genomes: How to find your way through the dense forest of programs.
Heredity. 104: 520-523.

Linn, S. and Arber, W. (1968). Host Specificity of DNA Produced by Escherichia
coli, X. In Vitro Restriction of Phage fd Replicative form. Proceedings of the

69



National Academy of Sciences of the USA. 59: 1300-1306 from
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.59.4.1300.

Lisch, D. (2013). How Important Are Transposons For Plant Evolution? Nature
Reviews Genetics. 14: 49-61.

Maes, M., Garbeva, P. and Kamoen, O. (1996). Recognition and detection in seed of
the Xanthomonas pathogens that cause cereal leaf streak using rDNA spacer
sequences and polymerase chain reaction. Phytopathology. 86: 63-69.

Mahajan, S. and Tuteja N. (2005). Cold, salinity and drought stress: an overview.
Archives of Biochemistry and Biophysics. 444: 139-158.

Mansour, A. (2007). Epigenetic activation of genomic retrotransposons, Journal of
Cell and Molecular. Biology. 6 (2): 99-107.

Mao, H.et al. (2015). A transposable element in a NAC gene is associated with
drought tolerance in maize seedlings. Nat. Commun. 6: 8326 doi:
10.1038/ncomms9326.

Marakli, S. (2018). Transferability of Barley Retrotransposons (Sukkula and Nikita)
to Investigate Genetic Structure of Pimpinella anisum L. Marmara Fen
Bilimleri Dergisi. 30 (3): 299-304.

Marco, A. and Marm, 1. (2005), Retrovirus-like elements in plants. Recent Research
Development Plant Sciences. 3: 15-24.

Martinez, M. V., Whitaker, J. R. (1995). The Biochemistry and Control of Enzymatic
Browning. Trends in Food Science and Technology June. vol: 6. 195-200.

Mayer, A. M. (2006). Polyphenol oxidases in plants and fungi: Going places? A
review. Phytochemistry. 67, 2318-2331.

McCulloch, L. (1920). Basal glume rot of wheat. J. Agric. Res. 18: 543-549.

McClintock, B. (1950). The origin and behavior of mutable loci in maize.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 36 (6): 344-355.

McKevith, B. (2004). Nutritional aspects of cereals. British Nutrition Foundation
Nutrition Bulletin. 29: 111-142.

McMullen, M. and Adhikari, T. (2011). Bacterial leaf streak and black chaff of
wheat. Plant Disease Management. Fargo. ND. USA: North Dakota State
University Extension Publication. PP1566.

Mehta, Y. R. (1986). “La survie de Xanthomonas campestris pv. undulosa en
conditions naturelles” in: Reunion Nacional de Pesquisa em Trigo. (s. 55).
Londrina: Brazil.

Mellano, V. J.and Cooksey, D. A. (1988). Development of host range mutants
of Xanthomonas campestris pv. translucens. Applied and Environmental
Microbiology. 54: 884-889.

Milus, E. A. and Mirlohi, A. F. (1994). Use of disease reactions to identify resistance
in wheat to bacterial streak. Plant Disease. 78: 157-161.

Milus, E. A andChalkley, D. B.(1994). Virulence  of Xanthomonas
campestris pv. translucens on selected wheat cultivars. Plant Disease. 78: 612-
615.

70



Milus, E. A. and Mirlohi, A. F. (1995). Survival of Xanthomonas campestris pv.
translucens between successive wheat crops in Arkansas. Plant Disease. 79:
263-265.

Milus, E. A., Duveiller, E., Kirkpatrick, T. L. and Chalkey, D.
B. (1996). Relationships between disease reactions under controlled conditions
and severity of wheat bacterial streak in the field. Plant Disease. 80: 726-730.

Miskelly, D. M. (1996). “The use of alkali for noodle processing”. Kruger, J. E. et al.
(eds.). in: Pasta and noodle technology. American Association of Cereal
Chemists. Inc. St. Paul. (s. 227-272).

Morris, C. F., Jeffers, H. C., Engle, D.A. (2000). Effect of processing, formula and
measurement variables on alkaline noodle color-toward an optimized
laboratory system. Cereal Chem. 77: 77-85.

Muchuweti, M., Mupure, C. H., Ndhlala, A. R., Kasiyamhuru, A. (2006).
Characterization of Polyphenoloxidase from Uapaca kirkiana Fruit. Journal of
the Science of Food and Agriculture. 86: 328-332.

Murray, N. E. (2000). Type | restriction systems: sophisticated molecular machines
(a legacy of Bertani and Weigle). Microbiology and Molecular Biolology
Reviews 64: 412-434.

Ozberk, I., Atay, S., Altay, F., Cabi, E., Ozkan, H., Ath, A. (2016). Tiirkiye nin
Bugday Atlasi. WWF-Turkiye. ISBN: 978-605-9903-07-3. [stanbul.

Ozcel, M. A. (2009). “Molekiiler parazitoloji”. Ozcel M. A, Tanyiiksel, M, Eren, H.
(haz.). Restriksiyon Endoniikleazlar. Tiirkiye Parazitoloji Dernegi. no: 22. (.
376-367). Meta Basim Matbaacilik Hizmetleri. izmir.

Pagnotta, M.A., Mondmni, L. and Porceddu, E. (2009). Quantification and
organization of WIS2-1A and BARE-1 retrotransposons in different genomes
of Triticum and Aegilops Species., Molecular Genetics and Genomics. 282:
245-255.

Park, W. J., Shelton, D.R., Peterson, C. J., Martin, T. J., Kachman, S.D., Wehling, R.
L. (1997). Variation in polyphenol oxidase activity and quality characteristics
among hard white wheat and hard red winter wheat samples. Cereal Chem
74: 7-11.

Paul, V. H. and Smith, I. M. (1989). Bacterial pathogens of gramineae: Systematic
review and assessment of quarantine status for the EPPO region. EPPO
Bulletin. 19: 33-42.

Peng, Z., Hu, Y., Xie, Z., Potnis, N., Akhunova, A., Jones, J. et al. (2016). Long read
and single molecule DNA sequencing simplifies genome assembly and TAL
effector gene analysis of Xanthomonas translucens. BMC Genomics. 17: 21.

Pesce, C., Jacobs, J. M., Berthelot, E., Perret, M., Vancheva, T., Bragard, C. et al.
(2017). Comparative genomics identifies a novel conserved protein, HpaT, in
proteobacterial type Il secretion systems that do not possess the putative
translocon protein HrpF. Frontiers in Microbiology. 8: 1177.

Pesce, C., Jacobs, J. M., Berthelot, E., Perret, M., Vancheva, T., Bragard, C. et al.
(2017). Comparative genomics identifies a novel conserved protein, HpaT, in
proteobacterial type 11l secretion systems that do not possess the putative
translocon protein HrpF. Frontiers in Microbiology. 8: 1177.

71



Poczai, P., Varga, I, Laos, M., Cseh, A., Bell, N., Valkonen, J. P. T. and Hyvonen, J.
(2013). Advances in plant gene-targeted and functional markers. A review.
Plant Methods. 9: 6.

Poulter, R. T., Goodwin, T. J. (2005). DIRS-1 and the other tyrosine recombinase
retrotransposons. Cytogenetic and Genome Research. 110: 575-588.

Queiroz, C., Mendes, L., Maria, L., Fialho, Eliane, Valente-Mesquita, V. L. (2008).
Polyphenol Oxidase: Characteristics and Mechanisms of Browning Control.
Food Reviews International. 24: 4, 361-375.

Rademaker, J. L. W., Norman, D. J., Forster, R. L., Louws, F. J., Schultz, M.
H.and De Bruijn, F. J.(2006). Classification and identification
of Xanthomonas translucens isolates, including those pathogenic to ornamental
asparagus. Phytopathology. 96: 876-884.

Rashid, A., Sajahan, M., Inam-Ul-Hag, M., Shahid, M., Ehetisham-ul-Hagq,
M., Waris, I. H. et al. (2013). Distribution of black chaff disease of wheat
caused by Xanthomonas campestris pv. translucens in different ecological
zones of Pakistan and its management through plant extracts and bio-
products. European Journal of Experimental Biology. 3: 261-266.

Sands, D. S., Mizrak, G., Hall, V. N., Kim, H. K., Bockelman, H. E., Golden, M. J.
(1986). Seedtransmitted bacterial diseases of cereals: epidemiology and
control. Arab Journal of Plant Protection. 4: 127-125.

Sambrook, J., Fritsch, E. F., and Maniatis, Y. (1989). Sequencing by the Maxam—
Gilbert Method: A Laboratory Manual.

Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001). Gel electrophoresis of DNA and pulsed-
field agarose gel electrophoresis. Molecular cloning: a laboratory manual. 1
3).

Sapkota, S.,Zhang, Q., Chittem, K., Mergoum, M., Xu, S. S.and Liu,
Z. (2018). Evaluation of triticale accessions for resistance to wheat bacterial

leaf streak caused by Xanthomonas translucens pv. undulosa. Plant Pathology.
67: 595-602.

Saygili, H. (1995). Fitobakteriyoloji. Ege (_Jni. Ziraat Fak. Bitki Koruma B6l. Ders
Kitab1. Dogruluk Matbaasi. Bornova: [zmir.

Schaad, N.W. et al., Stall, R. E. (1988). “Xanthomonas 81-84”. in: Laboratory guide
for Identification of Plant Pathogenic Bacteri. 2nd Ed. American
Phytopathological Society. (s. 138).

Schoenbein, C. F. (1856). On ozone and oronic actions in mushrooms. Phil. Mag. 11.
(s. 137-141).

Schulman, A. H., Flavell, A. J., Ellis, T. H. N. (2004). Methods Mol. Biol. 260: 145-
173.

Seidl, M. F., Thomma, B. P. (2017). Transposable elements direct the coevolution
between plants and microbes. Trends Genet. 33, 842-851.

Sezer, 1., Kurt, O. ve Kdycii, C. (1997). “Samsun Kosullarinda Bugday (Triticum
aestivum L.) Cesit ve Hatlarinin Uyum Yetenekleri Uzerinde Bir Arastirma”.
Turkiye Il. Tarla Bitkileri Kongresi Kitabi. 22-25 Eylul. (s. 517). Samsun.

72



Sigmaz, B. (2014). Tuzluluk Stresinin Bugdayda (Triticum aestivum L.) Meydana
Getirmis Oldugu Retrotranspozon Polimorfizmi Uzerine Putresinin Etkisinin
94 Belirlenmesi. Yiksek Lisans Tezi. Atatirk Universitesi. Fen Bilimleri
Enstitlst. Erzurum.

Shane, W. W., Baumer, J. S.and Teng, P. S.(1987).Crop losses caused
by Xanthomonas streak on spring wheat and barley. Plant Disease. 71: 927-
930.

Smith, E. F., Jones, L. R. and Reddy, C. S. (1919). The black chaff of wheat.
Science. 50:48.

Smith, H. O. and Kelly T. J. (1970). A restriction enzyme from Hemophilus
influenzae: Il. Base sequence of the recognition site. Journal of Molecular
Biology. vol: 51 (2). (s. 393-409).

Sommer, A., Ne‘eman, E., Steffens, J. C., Mayer, A. M. (1994). Harel, E., Import,
targeting and processing of a plant polyphenol oxidase. Plant Physiology. 105:
1301-1311.

Staton, S. E., Ungerer, M. C., Moore, R. C. (2009). The genomic organization of
Ty3/gypsylike retrotransposons in Helianthus (Asteraceae) homoploid hybrid
species. Am. J. Bot. 96: 1646-1655.

Stead, D. E. (1989). Grouping of Xanthomonas campestris pathovars of cereals and
grasses by cellular fatty acid profiling. EPPO Bulletin. 19: 51-68.

Stromberg, K. D., Kinkel, L. L.andLeonard, K. J. (2000). Interactions
between Xanthomonas translucens pv. translucens, the causal agent of
bacterial leaf streak of wheat, and bacterial epiphytes in the wheat
phyllosphere. Biological Control. 17: 61-72.

Suraj, S. and Mohamed, M. (2019). Zhaohui Liu The translucens group of
Xanthomonas translucens: Complicated and important pathogens causing
bacterial leaf streak on cereals.

Siizer, S. (1994). Bugday Tarmmimda Giibrelemenin Onemi Ile Bitki Besin
Maddelerinin Noksanliklarinin Belirtileri. Marmara’da Tarim. sayi: 59: 42-44,

Szabo, M., Kiss, J., Olasz, F. (2010). Functional organization of the inverted repeats
of 1S30. Journal of Bacteriology. 192: 3414-3423.

Tanno, K., Willcox, G. (2006). How Fast Was Wild Wheat Domesticated? Erisim
tarihi:28.07.2017. www.sciencemag.org/cgi/content/full/311/5769/1886/DC1.

Tas, C. (2009). Domat Zeytini Polifenol Oksidaz Enziminin Biyokimyasal
Ozelliklerinin Incelenmesi. Yiksek Lisans Tezi, Cukurova Universitesi, Gida
Miihendisligi A.B.D., Adana.

Thompson, D. C., Schaad, N. W. and Forster, R. L. (1989). New perennial hosts of
epiphytic populations of Xanthomonas
campestris pv. translucens. Phytopathology. 79: 1168.

Thornburg, B.G., Gotea, V., Makalowski, W. (2005). Transposable elements as a
significant source of transcription regulating signals. Gene. 365: 104-110.

Tillman, B. L., Harrison, S. A, Clark, C. A. Milus, E. A.andRussin, J.
S. (1996). Evaluation of bread wheat germplasm for resistance to bacterial
streak. Crop Science. 36: 1063-1068.

73


https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Sapkota%2C+Suraj
https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mergoum%2C+Mohamed
https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Liu%2C+Zhaohui
http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/311/5769/1886/DC1

Timmer, L. W., Marois, J. J.and Achor, D. (1987). Growth and survival of
Xanthomonas under conditions nonconductive to disease
development. Phytopathology. 77: 1341-1345.

Tosun, O. (1980). Tarla Ziraati, Ders Notu. A.U Zir. Fak. Teksir No: 44.

Tsilosani, G. A, Palavandishvili, 1. V., Kopaleishvili, A. and Tukhareli,
A. (1977). Seeds as the source of bacterial disease of wheat caused
by Xanthomonas translucens. Trudy Instituta Zashchity Rastenii Grus. USSR.
21: 127-130.

Tubajika, K. M., Tillman, B. L., Russin, J. S., Clark, C. A.and Harrison, S.
A. (1998). Relationship between flag leaf symptoms caused by Xanthomonas
translucens pv. translucens and subsequent seed transmission in wheat. Plant
Disease. 82: 1341-1344.

Tubajika, K. M., Russin, J. S. and Harrison, S. A. (1999). Analysis of bacterial leaf
streak epidemics on winter wheat in Louisiana. Plant Disease. 83: 541-548.

Van den Mooter, M., Steenackers, M., Maertens, C., Gossele, F., De Vos, P., Swings,
J. et al. (1987). Differentiation between Xanthomonas
campestris pv. graminis ISPP L 1980, pv. phleipratensis ISPP List 1980
emend., pv.poae Egli an Schmidt 1982, and pv. arrhenatheris Egli and
Schmidt 1982, by numerical analysis of phenotypic features and protein gel
electrophoresis. Journal of Phytopathology. 118: 135-156.

Van Gelder, C. W. G., Flurkey, W. H., Wichers, H. J. (1997). Sequence and
structural features of plant and fungal tyrosinases. Phytochemistry 45: 1309-
1323.

Vauterin, L., Yang, P., Hoste, B., Pot, B., Swings, J. and Kersters,
K. (1992). Taxonomy of xanthomonads from cereals and grasses based on
SDS-PAGE of proteins, fatty acid analysis and DNA hybridization. Journal of
General Microbiology. 138: 1467-1477.

Vauterin, L., Hoste, B., Kersters, K. and Swings, J.(1995). Reclassification
of Xanthomonas. International Journal of Systematic Bacteriology, 45: 472-
4809.

Van Der Biezen, E. A., Jones, J. D. (1998). Plant disease-resistance proteins and the
gene-for-gene concept. Trends Biochem. Sci. 23, 454-456.

Van der Hoorn, R. A., Kamoun, S. (2008). From guard to decoy: A new model for
perception of plant pathogen effectors. Plant Cell. 20: 2009-2017.

Yagci, A. (2001). “Uygulamali molekiiler Biyoloji” Durmaz, R. (eds.). in:
Restriction fragment lenght polymorphism ve polimeraz zincir reaksiyon bazl
tipleme yontemleri. (s. 121-109). Ankara. Nobel Tip Kitapevi.

Yemenicioglu, A., Ozkan, M. ve Cemeroglu, B. (1997). Inactivation Kinetics of
Apple Polyphenoloxidase and Activation of its Latent Form. Journal of Food
Science. vol: 62 (3), 508-510.

Yemenicioglu, A., Cemeroglu, B. (1998). Hale Haven Seftalilerinde Polifenol
Oksidaz Enzimlerinin Baz1 Nitelikleri. Tr. Journal of Agriculture and Forestry.
22: 261-265.

74



Young, J. M., Park, D. C., Shearman, H. M. and Fargier, E. (2008). A multilocus
sequence analysis of the genus Xanthomonas. Systematic and Applied
Microbiology. 5: 366-377.

Yuzbasioglu, G., Yilmaz, S., Marakli, S. ve Gozukirmizi, N. (2016). Analysis of
Hopi/Osr27 and Houba/Tos5/Osr13 retrotransposons in rice. Biotechnology
and Biotechnological Equipment. 30 (2): 213-218.

Waldron, L. R. (1929). The relationship of black chaff disease of wheat to certain
physical and pathological characters. Science. 70: 268.

Wallin, J. R. (1946). Parasitism of Xanthomonas translucens (J.J. and R.) Dowson on
grasses and cereals. lowa State College Journal of Science. 20: 171-193.

Waney, V. R, Kingsley, M. T.andGabriel, D. W. (1991). Xanthomonas
campestris pv. translucens genes determining host-specific virulence and
general  virulence on cereals identified by  Tn5-gusA insertion
mutagenesis. Molecular Plant-Microbe Interactions. 4: 623-627.

Wang, W. X., Vinnocur, B., Altman, A. (2003). Plant responses to drought, salinity
and extreme temperatures, towards genetic engineering for stress tolerance.
Planta. 218: 1-14.

Wang, X. B., C. X. Ma, H. Q. Si, Y. Q. Qiao, C. Chang, X.F. He,Y. X. Xia, (2009).
Gene markers for grain polyphenol oxidase activity in com mon wheat. Mol
Breeding. 23: 163-170.

Wen, A., Jayawardana, M., Fiedler, J., Sapkota, S., Shi, G., Peng, Z. et al. (2018).
Genetic mapping of a major gene in triticale conferring resistance to bacterial
leaf streak. Theoretical and Applied Genetics. 131: 649-658.

Wessler, S. R. (2009). The Implicit Genome [online], Eukaryotic Transposable
Elements: Teaching Old Genomes New Tricks.

Whitaker, J. R., Lee, C. Y. (1995). Recent advances in enzymatic browning. C. Y.
Lee and J.R. Whitaker, (eds.). in: Enzymatic Browning and Its Prevention.
American Chemical Society Symposium Series 600, American Chemical
Society. (s. 2-7). Washington: DC.

Wicker, T., Sabot, F., Hua-Van, A., Bennetzen, J. L., Capy, P., Chalhoub, B. and
Paux, E. (2007). A unified classification system for eukaryotic transposable
elements. Nature Reviews Genetics. 8 (12): 973-982.

Wichmann, F., Vorholter, F. J., Hersemann, L., Widmer, F., Blom, J., Niehaus, K. et
al. (2013). The noncanonical type Il secretion system of Xanthomonas
translucens pv. graminis is essential for forage grass infection. Molecular
Plant Pathology. 14: 576-588.

Wiese, M. V., 1987. Compendium of wheat diseases. Publisher The American
Phytopathological Societ. St. Paul: MN.

Zgurskaya, H. 1., Evtushenko, L. I., Akimov, V. N. and Kalakovtskii, L. V. (1993).
Rathayibacter gen. nov., including the species Rathayibacter rathayi comb.
nov., Rathayibacter tritici comb. nov., Rathayibacter iranicus comb. nov., and
SiX strains from annual grasses. International Journal of Systematic
Bacteriology. 43: 143-149.

75



Zwet, T. (1986). Identification, symptomatology, and epidemiology of fire blight on
Le Conte pear in the Nile Delta of Egypt. Plant disease. 70 (3): 230-234.

76



0Z GECMIS

Hatice Demir, Kirsehir Siddik Demir Anadolu Lisesi’ni bitirdikten sonra
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden 2019 yilinda mezun oldu. 2021
yilinda OMU LEE tezli Yiiksek Lisans programni bitirdi. (02.08.2021)

Iletisim Bilgileri
ORCID ID: 0000-0003-0084-15

77



78



	SİMGELER VE KISALTMALAR
	SİMGELER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ

	1. GİRİŞ
	1.1.  Xanthomonas translucens pv. undulosa’nın Özellikleri
	1.2. Transpozonlar
	1.3.  Polifenol Oksidazlar

	2.  KAYNAK ÖZETLERİ
	2.1. Xanthomonas translucens’in Taksonomisi İle İlgili Çalışmalar
	2.2.  Xanthomonas translucens İle İlgili Çalışmalar
	2.3. Konukçu Dayanıklılığı İle İlgili Çalışmalar
	2.4. Transpozonlarla İlgili Çalışmalar
	2.5. Fenol Oksidaz İle İlgili Çalışmalar

	3. MATERYAL VE YÖNTEM
	3.1. Survey Çalışmaları
	3.2.  İzolasyon ve Patojenisite Çalışmaları
	3.3. Tanı Testleri
	3.3.1. Biyokimyasal Tanı
	3.3.2. Gram Boyama Testi
	3.3.3. KOH Testi
	3.3.4. Katalaz Testi
	3.3.5. Oksidasyon - Fermentasyon Testi
	3.3.6. Arginin Dehidrolaz Aktivitesi
	3.3.7.  Eskulinin Hidrolizi
	3.3.8. Jelatini Eritme Testi
	3.3.9. Nişastanın Hidrolizi Testi
	3.3.10. Karbon Kaynaklarının Kullanılması Testi

	3.4. Patateste Pektolitik Aktivite Testi
	3.5. Tütünde Aşırı Duyarlılık Testi
	3.6. Patojenisite Testi
	3.7. Moleküler Çalışmalar
	3.7.1. Bakteriyel İzolatların Moleküler Tanısı

	3.8. Kültürlerin Saklanması
	3.9. Transpozon Hareketliliği İle İlgili Çalışmaları
	3.9.1. Bakteriyel İzolatlardaki Transpozon Hareketliliğinin Belirlenmesi
	IRAP PCR işlemi için kullanılan protokol; 2.5 dakika boyunca 94 C'de ilk denatürasyon, 94 C'de 30 döngü 30 saniye, 30 döngü Osr30 - Hopi için 55 C, Houba için 51 C ve Sukula - Nikita için 50 C 30 saniye, 72 C'de 3 dakika, 1 döngü 72 C'de 10 dakika ve ...
	3.9.2. Buğday Çeşitlerindeki Transpozon Hareketliliğinin Belirlenmesi
	3.9.3. CTAB Ekstraksiyon Buffer İle Yapılan DNA Ekstraksiyon İşlemi
	Buğday çeşitlerine ait DNA örneklerindeki transpozonların hareketlerini belirlemek için IRAP PCR yapılmıştır.  IRAP PCR’da; Nikita, Sukkula, Osr30, Hopi ve Houba olmak üzere 5 farklı transpozon primer ve/veya primer çifti kullanılmıştır (Tablo 3.13). ...

	3.10. Enzim Aktivasyonu İle İlgili Çalışmalar
	3.10.1. Kesici Enzimlerle İlgili Çalışmalar
	3.10.2. Polifenol Oksidaz Enzimi İlgili Çalışmalar


	4. BULGULAR VE TARTIŞMA
	4.1. Bulgular
	4.1.1. Survey Çalışmaları

	4.2. İzolasyon ve Patojenisite Çalışmaları
	Buğday çeşitlerine ait tohum örneklerinden yapılan izolasyonlar sonucu; 150 izolattan 9 tanesinin tütünde aşırı duyarlılık reaksiyonu ve buğday yapraklarında klorotik – nekrotik leke yaptığı belirlenmiştir (Şekil 4.1). Bu izolatların koloni morfolojis...
	4.3. Tanı Testleri
	4.3.1. Biyokimyasal Tanı
	Şekil 4.2. Xanthomonas translucens pv. undulosa Adad4 izolatının NGA besi ortamında gelişimi
	4.3.2. Gram Boyama Testi
	4.3.3. KOH Testi
	4.3.4. Katalaz Testi
	4.3.5. Oksidasyon – Fermentasyon Testi
	4.3.6. Arjinin Dehidrolaz Aktivitesi
	4.3.7. Eskulinin Hidrolizi Testi
	4.3.8. Jelatini Eritme Testi
	4.3.9. Nişastanın Hidrolizi Testi
	4.3.10. Karbon Kaynaklarının Kullanılması Testi

	4.4. Patateste Pektolitik Aktivite Testi
	4.5. Tütünde Aşırı Duyarlılık Testi
	4.6. Patojenisite Testi
	4.7. Moleküler Çalışmalar
	4.7.1. Bakteriyel İzolatların Moleküler Tanısı

	4.8. Transpozon Hareketliliği İle İlgili Çalışmalar
	4.8.1. Bakteriyel İzolatlardaki Transpozon Hareketliliğinin Belirlenmesi
	4.8.2. Buğday Çeşitlerindeki Transpozon Hareketliliğinin Belirlenmesi

	4.9. Enzimi Aktivasyonu İle İlgili Çalışmalar
	4.10. Tartışma

	5. SONUÇ VE ÖNERİLER
	6. KAYNAKÇA

