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OZET

KASAVA (Manihot esculenta C.) BAKTERIYEL YANIKLIK HASTALIK
ETMENI Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’ IN REAL-TIME PCR ILE
TANISI, TESPIiTi VE PULSED-FIELD JEL ELEKTROFOREZIS ILE
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Muntala ABDULAI

Doktora Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Hiseyin BASIM
Haziran 2017, 75 Sayfa

Kasava (Manihot escualanta Crantz) Gana’ da onemli bir kultir bitkisidir. Bu
caligmada, Gana'nmin 8 farkli bdlgesinden toplanan, Kasava Yanmiklik Hastaligi
simptomlar1 gosteren ornekler izole edilmis ve besi ortaminda- Nutrient Agar (NA,
Acumedia, USA) ve X. axonopodis pv. manihotis (Xam) yar1 se¢ici ortam, Cefazolin
Trehalose Agar (CTA) lizerinde gelistirilmistir.

izolatlarin duyarli kasava Esam ¢esidindeki patojenisite test sonucunda, izolatlarin
(toplam 32 adet) hepsi Xam simptomlar1 gostermis Ve inoklle edilen kasava
bitkilerinden izole edilerek Koch postulatlari tamamlanmustir.

Klasik PCR' da, Xanthomonas spesifik primer, RST2/RST3 ve Xam spesifik
Degisken Numara Tandem Tekrarlama (VNTRS) lokus primeri, XaG1l 67F/R, farkli
bitki patojeni bakterilerin genomlarindan higbir amplifikasyon tespit edilmemesine
ragmen, test edilen tim Gana ve referans Xam strainlerinden 840 ve 446 ba’lik
amplifikasyonlar elde edilmistir. Ortaya ¢ikan PCR (rlnleri, GenBank nukleotit veri
tabanindan alinan Xam strainleri ile %93 ile %100 arasinda homoloji goOsterdigi
BLASTn programi kullanilarak ortaya gikarilmastir.

Kasava yetistiriciliginde 6nemli {irlin kayiplarina sebep olan Kasava Bakteriyel
Yaniklik etmeni Xam’ in Real-Time PCR yontemi ile kisa siirede, hassas bir sekilde
tanisini yapmak amaciyla primer ve prob (LNA, Locked Nucleic Acid) setleri
gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve prob setlerinin spesifikligi; farkli Xam strainleri,
farkli bitki patojeni bakteriler ve kasava genomik DNA’s1 kullanilarak test edilmistir.
Xam izolatlarin LNA probu kullanilarak Real-Time PCR yontemi ile hassas ve secici
olarak tanilar1 ve tespitleri yapilmustir.

PCR analiz sonuglarina gore, Kasava Bakteriyel Yanikligi Hastaligin Ganadaki
yayginhigi en yiisek Ashanti (%70) bolgesinde olup, Volta (%60), Brong-Ahafo (%40),
Eastern (%40) ve Greater Accra (%20) sekilde siralamistir.

Bu calismada gelistirilen yontemin bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1 X. a. pv.
manihotis 1 hilicre olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin DNA diizeyindeki
hassasiyet sinir1 ise, 13 pg olarak tespit edilmistir.



Sonug olarak, Real-Time PCR yontemini kullanarak her birine 6zel primer ve
prob setleri gelistirilen Kasava Bakteriyel Yaniklik Hastaligina sebep olan X. a pv.
manihotis’nin hem bakteriyel hiicreden hem de hastalikl1 bitki dokularindan hizli (20-25
dk) ve hassas bir diizeyde tan1 ve tespitlerinin yapilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

Pulsed-Field Jel Elektroforezis (PFGE) yontemi ile Gana’da yaygin kasava
iretimi yapilan bes farkli bolgeden izole edilen Xam izolatlar1 arasindaki genotipik
farkliliklar1 az siklikla kesen restriksiyon enzimleri kullanilarak ortaya ¢ikarilmstir.

Gana’dan toplanan 32 izolat arasindaki genetik farkliliklar PFGE tarafindan Spel
enzimi kullanilarak belirlenmistir. PFGE sonuglarina gore tiim izolatlarin iki farkl
haplotip olusturmustur.
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PCR, Pulsed-Field Gel Elektroforezis, Tani, Tespit

JURI: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM (Danisman)
Yrd. Dog. Dr. Ozer CALIS
Dog. Dr. Mehmet Akif KILIC
Dog. Dr. Oktay ERDOGAN
Dog. Dr. Evrim ARICI



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION, IDENTIFICATION AND DETECTION
OF Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, THE CAUSAL AGENT OF
CASSAVA BACTERIAL BLIGHT DISEASE IN CASSAVA (Manihot esculenta
C.) BY REAL - TIME PCR AND PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS

Muntala ABDULAI

PhD Dissertation in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hiseyin BASIM
May 2017, 75 pages

Cassava (Manihot escualanta Crantz) is one of the most important plant cultivar
in Ghana. In this study, cassava samples showing symptoms of Cassava Bacterial Blight
diseases were collected from eight different regions of Ghana. The putative pathogen
was isolated and cultured on the Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) semi-
selective, Cefazolin Trehalose Agar (CTA) and Nutrient Agar (NA) media.

The pathogenicity test of all the 32 isolates on the susceptible Esam cassava
variety produced symptoms typical of Xam and was consistently re-isolated from the
inoculated cassava plants and thereby satisfying the Koch’s postulates.

The classical PCR was conducted using Xanthomonas genus specific primer
RST2/RST3 and Xam specific Variable Number Tandem Repeat (VNTRs) locus primer,
XaG1_67F/R, which yielded 840 and 446 bp amplification products, respectively. The
resulting PCR products were sequenced and analyzed using a BLASTn program, which
revealed homology between 93 to 100% with several other Xam strains retrieved from
the GenBank nucleotide database.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis causing serious yield loss on cassava
cultivation has been detected in a short time with a Real-Time PCR method, using the
developed probe (LNA, Locked Nucleic Acid) and primer sets. The specificity of the
developed probe and primer sets in this study were tested against different Xam strains,
various other plant pathogenic bacteria from different genus and species and cassava
genomic DNA. The Xam isolates were sensitively and selectively detected by Real-
Time PCR using LNA probes.

The results of the PCR analysis showed that Ashanti region had the highest
incidence of CBB, which recorded 70%, followed by Volta region (60%); Brong Ahafo
region (40%); Eastern region (40%) and Greater Accra region (20%).

The developed method in this study was used for the detection of Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis from cell suspension, which showed sensitivity limit of 1
cells, whereas, the sensitivity of the detection limit of the genomic DNA in picogram
(pg) of the bacterial was also found to be 13 pg.



In conclusion, Real-Time PCR method using specific primer and probe sets
detected Xanthomonas axonopodis pv. manihotis causing Cassava Bacterial Blight
disease from both bacterial cell and diseased cassava plant tissue. The developed
method was very quick and sensitive for the identification and detection of this
pathogen within relatively short time (20-25 min).

The genotypic differences between the Xam isolates isolated from the five most
cassava producing regions of Ghana were examined by Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) after digesting the genome with the rare-cutting restriction
enzymes.

The genetic differences between the 32 isolates collected from Ghana were
determined by PFGE using Spel enzyme. All the isolates were grouped into two
different haplotypes by the PFGE.

KEYWORDS: Cassava, Cassava Bacterial Blight Disease, Tomato, Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis, Real-Time PCR, Pulsed-Field Gel
Electrophoresis, Identification, Detection
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ONSOZ

Bu ¢alismada, kasava yetistiriciliginde 6nemli {iriin kayiplarina sebep olan Kasava
Bakteriyel Yaniklik etmeni, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in Real-Time PCR
yontemi ile kisa siirede ve hassas bir sekilde tanisin1 yapmak amaciyla primer ve prob
LNA (Locked Nucleic Acid) setleri gelistirilerek patojen tespit edilmistir. Pulsed-Field
Gel Elektroforezis yontemi ile, Gana’daki farkli izolatlar arasindaki genotipik
farkliliklarin ortaya konmasiyla farkli Xam strainleri elde edilmistir.

Bu tez galismasindaki arastirmalar ve laboratuar ¢alismalariin tiimii Akdeniz
Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Bitki Koruma Bolimi, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bitki
Bakteriyolojisi Laboratuarlari’nda gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan
tim teknikleri ve gerekli donanimi saglayan Sayin Hocam Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a
bana kars1 gostermis oldugu sabir ve ilgiden dolayi tesekkiir ederim.

Doktora ¢alismami Tiirkiye’de yapmami saglayan Yurtdisi Tiirkler ve Akraba
Topluluklar Baskanligina desteklerinden dolayi, ¢alismayr mali olarak destekleyen
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi’ne (BAPB), Akdeniz
Universitesi Bitki Koruma Bolimii'ne, ¢alismalarim boyunca bana her yonden destek
olan aileme ve galisma arkadaslarima tum fedakarliklardan dolay1 tesekkiirlerimi bir
borg biliyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

h saat

Mg Mikrogram

pL Mikrolitre

°C Santigrat Derece

cm Santimetre

dk dakika

g Gram

I Litre

m metre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

ng Nanogram

rpm Dakikadaki devir sayisi

pH Potenz Hidrojen

pg Pikogram

S Saniye

v Volt

Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AFLP Cogaltilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizimi

bc (bp) Baz Cifti

C Sitozin

KBYH (CBB) Kasava Bakteriyel Yaniklik Hastaligi

CTA Cefazolin Trehalose Agar

Ct Esik Dongiisti

cfu Koloni Olusturan Birim

cfu/ml Mililitredeki canli hiicre sayisi

CHEF-DR.III Sikigtirllmis Homojen Elektrik Alanlar (Clamped Homogeneous Electric
Fields)

D Dickeya

ddH.0 Iki Kere Distile Edilmis Saf Su

DNA Deoksiribonikleik Asit

dNTP Deoksi Nukleotid Trifosfat

EDTA Etilendiamintetraasetik Asit

ELISA Enzim Bagli Immiinosorbent Deneyi

EtBr Etidiyum Bromur

FAO Birlesmis Milletler Beslenme ve Tarim Orgiitii

FAM Fluorescein Amidit

G Guanin

GC Guanin/Sitozin

HS Hiicre Suspansiyonu
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Kb
GSYIH
LNA
LMP
NA
NaCl
NBY
NB
NCBI
NCPPB
oD
PCR
PFGE
PthB
pv.
rep-PCR
RFLP
RNA
RT-PCR
subsp.
SYBR
SEM
TAMRA
TAE
TBE
Taq
uv
VNTR
Xav
Xam
YDCA
3’

5’

Kilobaz

Kisi basma Gayri Safi Yurt i¢i Hasila

Kilitli Nikleik Asit (Locked Nucleic Acid)
Diisiik Erime Noktas1 (Agar) (Low-Melting-Point)
Nutrient Agar

Sodyum Klordr

Nutrient Broth Yeast

Nutrient Broth

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

Ulusal Bitki Patojenik Bakteri Koleksiyonu
Optik Yogunluk

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pulsed-Field Jel Elektroforezis

Plasmid probu

Patovar

Tekrarli Dizi Bazli PCR

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi
Ribonikleik Asit

Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Alt Tar

Synergy Brands

Taramali Elektron Mikroskobu
Karboksitetramethilrodamin

Tris Asetik Asit EDTA

Tris Borat EDTA

Thermus aquaticus

Ultra Viyole

Degisken say1 tandem tekrar (variable number tandem repeat)
Xanthomonas axonopodis vesicatoria
Xanthomonas axonopodis manihotis

Yeast Dextrose Carbonate Agar

DNA molekulunin 3' terminal hidroksil ucu 3'
DNA molekulunin 5' terminal fosfat ucu of 5'
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1. GIRIS

Kasava’nin anavatan1 Brezilya’dir. Kasava Manihot esculenta Crantz
Euphorbiaceac familyasi, Crotonoideae alt familyasi ve Manihotac sinifinda yer
almaktadir. Manihot cinsi 100 sifal1 bitki, ¢ali ve agaci icermektedir (Rogers ve Fleming
1973; Bailey 1976). Kasava, anavatani olan Brezilya'dan Afrikanin Uzak Dogu ve
Karayip Adalar1 gibi tropikal alanlarina 16. ve 17. yiizyillarda Portekizliler tarafindan
getirilmistir (Jones 1959).

Kasava bitkisinin yenilebilen kismi tebesir-beyazdan, sarimtirak renge degisen
renklerde olmaktadir. Bitkinin kokleri nisasta bakimindan zengindir ve az miktarda C
vitamini, fosfor ve kalsiyum igermektedir. Proteinler ve diger besin maddeleri yok
sayilabilecek kadar az miktarlarda mevcuttur. Bununla birlikte, kasavanin yapraklari
zengin bir protein kaynagidir, ancak baz1 amino asitlece yetersizdir. Kasava, ana besin
maddesi olarak misirin tercih edildigi ve kurakligin bir problem oldugu Dogu ve Giiney
Afrika'da tarihsel olarak 6nemli bir agligi 6nlemede rolii oynamaktadir.

Kasava bir¢ok tropik iilkede ciftlik hayvanlarinin beslenmesinde ve balik yemi
olarak kullanilmaktadir (Lam 2012; Anonim 2013). Ornegin Latin Amerika’da kasava
tabanli hayvan beslenmesi ¢ok yaygindir ve Avrupa Birligi’'nde yem i¢in kullanilan
tahillarin fiyati yiiksek oldugu zaman ¢iftlik hayvanlariin beslenmesinde yiiksek
miktarlarda kuru kasava kullanilmaktadir (Lam 2012; Anonim 2013).

Kasava, tropik iilkelerde su anda en ¢ok kiiltiirii yapilan bitkidir. Yumrulu Kok
Afrika, Latin Amerika ve Asya’da 500 milyondan fazla insanin ana besin kaynagini
olusturmaktadir. Yapraklar1 da aym1 zamanda Afrika ve Asya’nin bazi boliimlerinde
insanlar tarafindan tiiketilmektedir (Reichel-Dolmatoff 1965; Lathrap 1973). Kasava
yetistiriciligi seker kamisindan sonra ikinci sirada yer almakta ve optimum yetisme
sartlarinda hem misir hem de sorgumdan daha fazla karbonhidrat icermektedir (Loomis
ve Gerakis 1975; El-Sharkawy 1993).

Dinya’da 2014 yilinda 268 milyon ton kasava lretimi gerceklesirken, 2013
yilinda en blylk kasava ureticisi 47 milyon ton ile Nijerya’dir. Tayland, en biiyiik
ikinci Uretici olup (30 milyon ton), Endonezya (23 milyon ton) ve Brezilya (21 milyon
ton), kasava dretiminde Dinya’da Uclncl ve dordincl siralarda yer almaktadir
(Anonim 2015; Anonim 2016). Gana, kasava Uretiminde Dinya’nin en biiyiik altinci
ureticisidir ve Afrika'da {iglincii sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1). Yerel ciftgilerin
yaklasik tahminen %70'i, her y1l 14 milyon tondan fazla kasava iiretimi yapmaktadirlar.
(Anonim 2015) Gana'nin kasava iretimi 2011 yilinda 14,270,000 milyon ton iken,
2012'de 14,547,000 milyon tona yiikselmis ve 2013'te 14,990,000 milyon tona
¢ikmistir. Diinya’daki en blyik kasava ureten ulkeler Cizelge 1.1°de gosterilmektedir.
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Cizelge 1.1. Dinya’da en ¢ok kasava Uretimi yapan ulkeler (Anonim 2016)

Siralama  Ulke Kasavanin Uretim Miktar
1 Nijerya 47,406,770
2 Tayland 30.227,542
3 Endonezya 23,936,920
4 Brezilya 21,484,218
5 Angora 16,411,674
6 Gana 15,989,940
7 Kongo Demokratik Cumhuriyeti 14,611,911
8 Viet Nam 9,757,681
9 Kambogya 7,572,344
10 Hindistan 7,236,600

Kasava, Gana'nin tiim bélgelerinde yetistirilmekle birlikte 6zellikle Orta, Dogu,
Brong Ahafo, Volta ve Ashanti bolgelerinde bol miktarda bulunmaktadir (Sekil 1.1).
Gana, Gida ve Tarim Bakanlig1 istatistiklerine gore, kasava iiretimi 2007 yilindan 2011
yilina kadar tiim tarim iiretiminin %40’ma yiikselmistir (MOFA 2012). Bunun nedeni,
s0z konusu donemler arasinda hektar basina ortalama verimin %26 artis gostererek
hektar basina 12,66 den 16,17 tona ¢ikmasidir. Ayrica, 0 dénemde, tarimi yapilan arazi
miktar1 da %11 artis gostermistir (Sekil 1.1).

Kasava'nin ana dikim sezonu Mayis ile Eyliil aylar1 arasindaki yagish sezon
stresincedir. Kasava, dikimden yaklasik 12 ay sonra hasat edilir, boylece ilk hasat Mart-
Ekim aylar1 arasinda herhangi bir zamanda gergeklesebilir. Hasat edilen kasavanin
bliylik orani, dikim baslamadan onceki yagisli sezonun baslangicinda (Mayis ile
Temmuz aylar1 arasinda) piyasaya siiriiliir. Kurak sezon boyunca hasat (Kasim - Mart)
yaygin olmayip, kiigiik miktarlardadir. Gana’nin kuzeydogu ve kuzeybati bolgeleri
hari¢, kasava, sekiz bolgenin tamaminda dogu ve orta bdlgelerde yuksek orani ile
uretilmektedir.



GIRiS Muntala ABDULAI

Gana'da Kasava Uretim Bélgeleri

Yukari Bati
0%

Sekil 1.1. Gana'da kasava uretim bolgeleri (MOFA 2012)

Kasava Bakteriyel Yaniklik Hastaligi (CBB) etmeni ilk kez 1912 yilinda Brezilya
da tamimlanmis (Bondar 1912). 1970 yillarda en ¢ok Orta ve Gliney Amerika,
Karayipler, Afrika ve Asya’da bulunmustur (Bradbury 1986). CBB Afrika’da
kasava’nin en 6nemli bakteriyel hastaligi olup, ikinci sirada Kasava Mozaik Virlsu
gelmektedir (CIAT 1996). CBB’ye sebep olan etmen Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis’dir (Berthet ve Bondar 1915). CBB simptomlar1 kurak sezon sonunda ilk
yagmurlarla birlikte ortaya c¢ikmakta ve yagmurlu sezonda maksimum seviyeye
ulagmaktadir. Hastalikli bitkilerde tipik olarak 1slak koseli yaprak lekeleri, yaprak
yaniklig1 ve yaprak kayiplar1 goriilmekte ve sistemik simptomlar govde Uzerinde kanser
olusumuyla sonlanmaktadir. Ciddi salginlarda CBB geriye dogru o6liimlere de neden
olmaktadir. Patojen, bitkiyi sistemik olarak ele gecirmekte gdvdeye ve tohumlara
girmekte, fakat genellikle baslangigta simptom gorilmemektedir. Bakteri, daha sonra
tohum icinde belirli siire canli kalabilmektedir (Lozano ve Nolt 1989). Bu nedenle de
hastaligin tani ve tespiti biiyiilk 6nem tasimaktadir.

Bakteriyel patojenlerin tani ve tespitinde ge¢misten giliniimiize kadar gelistirilen
birgok yontem bulunmaktadir. Bunlar; hastalikli bitki materyallerinden besi ortamlarina
izolasyonu, fidelerde belirti izleme yontemi, test bitkilerine inokulasyon yontemi,
bakteriyofaj yontemi, serolojik yontemler, biyokimyasal yontemler,
mikroorganizmalarin yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi ve genetik farkliliklarin
esas alindig1 modern biyoteknolojik yontemlerinden olan klasik PCR (Polimeraz Zincir
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Reaksiyonu) ve Real-Time PCR (Gerg¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
yontemleridir.

Real-Time PCR drlnlerini  kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgin
olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Gelisen
teknoloji ile Real-Time PCR farkli prob sistemleri de gelistirilmis ve kullanilmaya
baslanmistir. Giinlimiizde kullanilan en gelismis en ileri prob sistemlerinden biri LNA
(Locked Nucleic Acid) adi verilen sistemdir. Bu sistemde prob tzerinde yer alan DNA
analogu monomerlerde bulunan seker halkalari metilen bir koprii ile baglanmistir. Bu
sayede monomerlerin her biri spesifik baglanma icin en uygun konformasyon olan N
konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu durum spesifik olmayan baglanmalara
izin vermemekte, problarin spesifik bolgelere olan baglanma egilimini arttirmakta ve
gerceklesen spesifik baglanmalarin daha kararli olmasini saglamaktadir. Bu tip problara
ait diziler, diger ¢alismalarda kullanilan Real-Time PCR problarin dizilerinden uzunluk
olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde baglanmasi olasiligini
ortadan kaldirmakta ve amplifikasyon isleminin daha kisa siirede gerceklesmesine
imkan saglamaktadir. LNA (Locked Nucleic Acid) probun kimyasal yapisi Real-Time
PCR yonteminin daha spesifik olarak ¢alisilmasini ve alinan sonuglarin daha hizli ve
giivenilir olmasini saglamaktadir (Anonim 2014a).

PFGE molekiiler markirlar tarafindan tespit edilememis c¢esitlililigin ortaya
cikarilmasina imkan saglamaktadir. PEGE Spel, Notl, Ascl ve/veya Apal gibi az siklikla
kesen (Rare-Cutting) enzimler kullanir, bu enzimler 30-600 kb arasinda degisen
genomik DNA’y1 6-25 kb lik parcalar halinde keser. PFGE kesim bdlgesindeki nokta
mutasyonlari, eklenmeleri, delesyonlart ve DNA bant paternlerindeki varyasyonlarla
sonuglanan yeniden dizenleme gibi genetik degisimleri tespit etmeye imkan saglar ve
farkli strainleri ayirmada kullanilabilmektedir. Her ne kadar PFGE etkili bir ayirma
teknigi olsa da, Ozel ekipmanlara gereksinim duymakta olup hizli bir metot degildir
(Murphy vd 2007). Ancak bakteriyel popiilasyonlarin ayirilmasina izin veren etkili bir
metottur. PFGE teknigi, bircok bakteriyel genom organizasyonunun ¢oklu
kromozomunu agiga ¢ikarmak veya farkli konukgulardaki biiyiik plazmidlerin varliginin
ayriminda kullanilmaktadir. PFGE icerisinde az siklikla kesim yapan (Rare-Cutting)
enzimleri kullanarak tiir teshisinde ve aymi tiir i¢erinde strain siniflandirmasina izin
vermektedir. Ayrica bu yoOntem, genom biiyiikligiiniin tahmininde ve genom
haritalamasi i¢in kullanigh data saglamaktadir (Smith ve Condemine 1990). Her ne
kadar PFGE metodu, bakteriyel genom biiyiikliigiinii belirlemede ve biitiin kromozom
degisimlerini tespit etmekte kullanilsa da (Lucier ve Brubaker 1992, Romalde vd 1991),
bu yontem X. a pv. manihotis’ in strainlerinin genetik iligskisini ve gesitliligini
belirlemede kullanilmamistir. Bu yontem ayni zamanda tiir i¢i genetik varyasyonun
kantitatif degerlendirilmesi ve verilen tiiriin bireysel izolatlarinin restriksiyon enzimi ile
elde edilen buyik fragmentlerinin karsilagtirilmast ile belirlenmesine imkan
saglamaktadir (Arbeit vd 1990).

PFGE ve az siklikla kesen restriksiyon endoniikleaz enzimleri DNA diizeyinde
cesitli bakteriyel strainleri karakterize etmede (Grothues ve Tummler 1991), genom
biiyiikliigii hakkinda onemli bilgilerin elde edilmesini ve bakteriyel kromozomlarin
fiziksel haritalarinin olusturulmasini (Kohara vd 1987, Bancroft vd 1989, Chang ve
Taylor 1990, Chen ve Widger 1993) saglamaktadir. Fiziksel haritalar, klonlanmis
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genlerin lokalizasyonunda, evrimsel ¢alismalarda kii¢iik ¢apli haritalama ¢alismalarinda
(MacDougall ve Girons 1995), virulens faktorleri kodlayan lokuslarin genomik
dagilislarini analiz etmede faydali olup genomik ¢esitliligi ve strainlerin karsilagtirmali
haritalanmas1 (Holloway vd 1994) hakkinda bilgi vermektedir. PFGE yontemi
kullanilarak X. a. pv. vesicatoria, Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae
patojenlerinin genom analizleri yapilabilmistir (Basim 1998), fakat bu calismada
kullanilan X. a. pv. manihotis (Xam) ile ilgili herhangi bir PFGE c¢alismasi
bulunmamaktadir.

Bu caligmanin ana amaglarindan birisi, kasava bitkisinde énemli kayiplara sebep
olan X. a. pv. manihotis’in patojenini Real-Time PCR ile kisa siirede ve kesin olarak
elde etmek, primer-probe gelistirmek, izolatlarin genotipik farkliliklarin1 ortaya
koymak, tanisini yapabilecek primer ve prob setleri gelistirmektir. Gelistirilen bu
yontem ile Xam izolatlarinin cografik dagilimi ve bu tiire ait ¢ok sayida izolatin elde
edilebilmesi saglanabilecektir. Bu ¢alismanin amaglarindan bir digeri de Xam’in PFGE
yontemi kullanilarak izolatlar arasindaki farkliliklarini ortaya ¢ikarmak ve farkli Xam
strainleri elde etmektir. Calisma kapsaminda elde edilecek farkli strainler ile Kasava
Bakteriyel Yaniklik hastaligina karst yapilacak dayaniklilik caligmalarina katki
saglanacaktir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kasava Bitkisi Hakkinda Genel Bilgi

Kasavanin anavatam1  Brezilya’dir. Kasava Manihot esculenta Crantz
Euphorbiaceaec familyasi, Crotonoideae alt familyasi ve Manihotae sinifinda yer
almaktadir. Manihot cinsi 100 sifali bitki, ¢ali ve agaci icermektedir (Rogers ve Fleming
1973; Bailey 1976). Kasava, anavatani olan Brezilya'dan Afrika'nin Uzak Dogu ve
Karayip Adalar1 gibi tropikal alanlarina 16. ve 17. yiizyillarda Portekizliler tarafindan
getirilmigtir (Jones 1959). Gold Coast (ginimizde Gana) 'da, Portekizliler, ticaret
limanlari, askeri birlikler ve kaleleri etrafinda bu bitkiyi yetistirmisler ve hem
Portekizliler hem de koleler tarafindan tiiketilen temel bir besin kaynagi olmustur.
Kasava, 18. yiizyilin ikinci yarisinda, Gana’nin kiyr ovalari halk tarafindan yaygin
olarak yetistirilen ve kullanilan ana iriin olmustur. (Adams 1957). Akan kabilesi,
kasava'y1 Kaleden hediye anlamina gelen "Aban Kye" nin muhtemelen kisaltmasi olan
‘Bankye’ olarak isimlendirmislerdir. Kasava’nin sahilden i¢ bolgelere dogru yayilmasi
cok yavas olmustur. Ashanti bolgesine ve Kuzey Gana'ya, 6zellikle Tamale civarina
1930'da ulasmistir. 1980'li yillarin basina kadar, orman kusagimin Akan kabilesi,
kuzeyde muz, kokoyama, sorgum ve akdari’y1 tercih etmislerdir. Kasava, 1982-1983
yillarinda ciddi kurakligin ardindan diger iirinlerin tamaminin yok oldugu pek cok
alanlara yerlesmis oldu (Korangamoakoh vd 1987). Fufu, gari ve konkonte de dahil
olmak iizere kasava ve kasava iiriinleri 20 yil 6nce oldugu gibi artik sadece kiy1
bolgelerinde degil, Gana’nin tamaminda ¢ok popiiler yiyecek haline gelmistir.

Kasava, Alt-Sahra Afrika’da (Col olmayan Afrika Ulkeleri) yaygin yetistiriciligi
yapilan tiriinlerden biridir. Piring, bugday ve misirdan sonra tiiketimde dordiincii sirada
yer alan 6nemli bir global {iriindiir. Afrika’da yaklasik bir milyar insanin beslenmesinde
kullanilan ana yiyecektir. Dlnya’ da yillik yaklagik 250 milyon ton kasava tretilirken,
bir insanin giinlik enerji ihtiyacinin {igte birini karsilamaktadir (FAO 2001; FAO
2011).

Hindistan'da, tlkenin Kerala ve Andhra Pradesh bdélgelerinde kasava, temel bir
besindir. Ayrica Assam bolgesinde Onemli bir karbonhidrat kaynagi olarak
tiketilmektedir. Tayland ve Vietnam'da Uretilen kasava, Cin'de en buyik ihracat
pazarini bulmaktadir.

Cin'de, Guangxi bolgesi Ulkenin kasava tretiminin yaklasik  %60'mi
karsilamaktadir Kasavadan birkac cesit alkollii icki de yapilmaktadir. Kasava ayni
zamanda diinya c¢apindaki bir ¢ok mutfagin 6nemli bir pargasidir. Ayrica kasava
tilketmeden Once, isleme tabi tutulmasi gereken bazi toksik Ozelliklere sahiptir.
Kasava'nin biyoyakit kaynagi olarak kullanimimin degerlendirilmesi i¢in 6nemli
aragtirmalar yapilmaktadir. Kasavadan iiretilmis, ¢amasir deterjan1 ve camasir yikama
urunleri bulunmaktadr.

Brezilya'daki kasava iiretiminin yaklasik %70'i, fakir bolgelerde, tlkenin kuzey ve
kuzeydogusunda gerceklesmektedir. Bununla birlikte, yetistiriciligi, un (karbonhidrat)
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ve nigasta’ya yonelik artan kullanim talebinin ve daha yogun {iretim ydntemlerinin
uygulandig1 giiney iilkelerinde 6nem kazanmaktadir.

Kolombiya'da, iiretimin yaklasik %50'si su anda Atlantik Kuzey sahillerinde
toplam gelirlerinin yaklasik %40'min kasava iiretiminden karsilayan kiigiikk 6lgekli
cift¢iler tarafindan geleneksel iiretim yoOntemlerinin kullanildigi alanlardan hasat
edilmektedir. Kolombiya'da, "Sour" olarak adlandirilan kasavadan elde edilen bir
fermente nisasta, "pan de yuca" ve "pan de bono" olarak adlandirilan atistirmaliklar ve
geleneksel glutensiz peynir ekmegini hazirlamak i¢in kullanilir. Karayip havzasindaki
ulkelerde, "nemli" olarak adlandirilan kalin bir kek hazirlamak i¢in nemli kasava
hamuru kullanilir. "Casabe" olarak bilinen mayasiz ekmek, o bolgede de popiilerdir.
Brezilya'da, geleneksel kasava unu drtinlerinden, "farinha de mandioca” ve 6nceden
pisirilmis bir un "farinha da mesa” Kuzey Brezilya'da ve komsu boélgelerde de
popiilerdir. Birka¢ yeni kasava unu ve nisastasi, gida endiistrisi ve fast-food satig
magazalar tarafindan kullanilmaktadir. Ornegin, ekmek iiretiminde "polvilho azedo"
olarak bilinen dogal olarak mayalanmis kasava nisastasi kullanilmaktadir. Gliney, Orta
ve Bat1 bolgelerinde, tatli ve eksi kasava nisastasi, peynir ve yumurtadan yapilan bir tiir
ekmek "pao de queijo" neredeyse tiim aileler tarafindan tiiketilmektedir. Toplam
kullanimin %48'inde, beslenme, kasava tiretiminin bolgedeki en énemli amact oldugu
tahmin edilmektedir. Kasava Bakteriyel Yaniklik (CBB) Afrika’da kasava’nin en
onemli bakteriyel hastaligidir, ikinci sirada Kasava Mozaik Virusi gelmektedir (CIAT
1996).

Kasava bitkisi zayif topraklarda ve az yagish alanlarda iyi yetismektedir; Sahra
alti Afrika tlkelerinde popiiler bir bitkidir. Kasava, asidik ile alkalilik pH degerinde,
yillik yagislarin 5 mm 50 mm arasinda deniz seviyesi ile 2200 metre arasinda, hatta
ekvatoral sicakliklara kadar ¢ok ¢esitli biiyiime kosullarina tolerans gdstermektedir. Cok
yillik bir bitki olmasi, ihtiyag oldugunda iirliniin hasat edilmesini kolaylastirmakta ve bu
durum kuraklik ve aglik donemlerinde besin kaynagi olmasini saglamaktadir. Kasava,
hem ihracata yonelik Griin olarak hem de ge¢im kaynagi olarak hizmet etmektedir.
Afrika halki, kasava, fistik ve tatli patates gibi kok ve yumru kokli bitkilere asiri
sekilde bagimlidirlar. Sahra alt1 Afrika iilkelerinin bazilarinda, kasava ana besin kaynagi
ya da ikincil besin kaynagidir. Gana'da, iilkenin GSYIH'smin (Kisi basina Gayri Safi
Yurt I¢i Hasila) %46'sim1, kasava ticareti karsilamaktadir (Anonim 2015). Ulkede
neredeyse her ¢iftci ailesi kasava yetistirmekte ve insanlarin giinliik kalori aliminin en
az %30'unu olusturmaktadir.
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Sekil 2.1. Hasat edilmis kasava yumrulari
2.2. Xanthomonas Tle Tlgili Kuramsal Bilgiler

Xanthomonas cinsine ait bakteriler, kozmopolit dagilim gosteren ve bitki patojeni
olarak bilinmeyen Xanthomonas maltophilia haricinde, bitki ile iliskili bakterilerdir ve
genellikle diger ortamlarda goriilmez. Her zaman bitki patojenleri degildir (Swings vd
1983).

Xanthomonas campestris pv. campestris izolatlari, bitki dokusu veya epifitler ile
asimptomatik olarak iliskili bulunmustur (Maas vd 1985; Angeles-Ramos vd 1991) ve
birincil bakteri patojeni tarafindan enfeksiyon sonrasi bitki dokusunun ikincil istilasiyla
smirlanmis gibi gériinen diger Xanthomonas'lar bulunmaktadir (Gitaitis vd 1987).

Xanthomonas enfeksiyonlarinin, Xanthomonas’in konukgularinda, en az 124
monokotiledon ve 268 dikotiledon bitki tiiriinde meydana geldigini gostermistir.
Monokotiledonlar arasinda konukgu serisi, en az 70 cinsi bulunan 11 familyaya
yaytlmigtir ve 170 cinsin bulundugu 57 familyadan fazla ait dikotiledon konakgi
bulunmaktadir. Angiosperm familyalarinin herhangi birinin alt smiflariyla gii¢lii bir
birliktelik bulunmamistir (Leyns vd 1984).

Her Xanthomonas tiirliniin veya patovariin konukgu araligi ¢ogu durumda ayni
bitki familyasinin birkag tiirline ya da bazen birka¢ cinsi ile smirhdir, genellikle
patojenin adi konukcu bitkinin cins ya da tir adindan tiiretilmektedir. Bazi
Xanthomonads genis konukgu araligina sahiptirler ve digerleri de bir veya daha fazla
gibi dar konukgu araligi gostermektedir (Leyns vd 1984).

Ornegin, Xanthomonas campestris pv. campestris, Brassicaceae'ye ait bitkilerin
genel bir patojendir ve Xanthomonas campestris pv. graminis, Poaceae'nin birkac
cinsini infekte etmek iken, Xanthomonas campestris pv. phlei, Xanthomonas campestris
pv. poae ve Xanthomonas campestris pv. arrhenatheri bir konukguyla sinirlidir (Egli ve
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Schmidt 1982). Bununla birlikte, pek ¢cok durumda, Xanthomonas spp.’nin konukcu
dagilimi heniiz tamamlanmamistir, ¢linkii hi¢cbir ekonomik 6neme sahip olmayan
yabani bitki tiirleri ¢ok nadir incelenmistir.

Xanthomonas Dowson, ¢ubuksu, tek hiicreli, tek kam¢ili ve Gram negatif (-) olan
bir bakteri cinsidir. Koloniler genelikle saridirlar. Cunku, hucreler Xanthomonadin
pigmenti igerirler. Xanthomonas’a ait tirlerin biiyiik gogunlugu bitki patojenidirler fakat
kicguk bir grubu saprofitik ve epifitiktir (Goto 1992). En az 124 monkotiledon ve 268
dikotiledon bitki tirleri Xanthomonas’ in bir veya daha fazla tiiriine karsi hassastir
(Hayward 1993).

Xanthomonas dogada biiyiik bir genetik ¢esitlige sahiptir. 20 DNA homoloji
grubu bu cins i¢inde tanimlanmis ve tiim gruplar genomik tiirler olarak dikkate
alimmustir (Vauterin vd 1995). Ayni tiirlerde, ortalama DNA homolojisi diizeyi, strainler
arasinda % 77’ dir. Bununla birlikte, farkli Xanthomonas campestris patovarlari
arasinda ayrilabilir. Bununla birlikte, farkli Xanthomonas DNA homoloji gruplarina
sahip olan strain ortalama DNA baglanma diizeyleri %40’ dan daha azdir. iki énemli
DNA homoloji grubu Xanthomonas campestris patovarlart arasinda ayrilabilir.
Bunlardan birincisi genomik olarak ilgili strainlerin olusturdugu bir sinif, digeri ise %80
den fazla DNA homoloji diizeyi gosteren ilgili irklarin bulundugu genomik siniftir
(Vauterin vd 1995).

2.3. X. a. pv. manihotis’e Ait Kuramsal Bilgiler

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, cogunlukla teker teker veya ¢ift olan bir
1.3 x 0.4 pm (1.01.75 x 0.280.6 um) Gram negatif ¢ubuk bakteridir. %0.5 glukoz
cozeltisi icindeki hareketli hticreler ve bir polar flagellum bulunur (Maraite vd 1981).

Saflagtirilmis izolatlardan nutrient agar plakalart {izerine ¢izilmis bakteri
kolonileri, 28 °C'de 24 saat inklibasyondan sonra gorunur hale gelir. 48 saat sonra
koloniler yaklagik 1 mm ¢apina ulasir. Koloniler beyazimsi griden krem renk, kabarik,
konveks, piiriizsiiz, parlak, tiim kenarlar ile ilk 6nce hiyalin, sonra opak ve bulanik ve
viskoz tutarlilik gosterir.

Patates Dekstroz Agar ve Tripton Soya Agar’inda bakterilerin gelismesi, Nutrient
Agardan daha hizlidir. Tetrazolyum ortamindaki koloniler (Kelman 1954) 6 glin sonra 8
mm ¢apa ulasir ve yuvarlak, piirlizsiiz parlak kirmizi merkezleri ile dar kenarlidirlar.
Pseudomonas solanacearum [Ralstonia solanacearum] mutantlarinin zayif patojenik
koloni tipine benzerler (Maraite ve Meyer 1975).

Glikoz mayasi salin (Glikoz 5 g, maya 06ziiti 5 g, amonyum dihidrojen fosfat 0,5
g, dipotasyum hidrojen fosfat 1.5 g, magnezyum silfat heptahidrat 0,2 g, sodyum klortr
5 g, agar 20 g, su 1L) Uzerindeki biylmede, koloniler agik¢a digbiikey ve parlaktir
(Maraite vd 1981).

Kasava Bakteriyel Yaniklik (CBB) ilk kez Brezilya'da Bondar (1912) tarafindan
tanimlanmis ve Bacillus manihotus adi verilmis ancak bakteriyolojik tanimlama
yapilmamistir. CBB kasavanin en Onemli bakteriyel hastaliklarindan biridir ve
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Afrika’da 6énemli Urlin kayiplarina neden olmaktadir (CIAT 1996). CBB etmeni X. a.
pv. manihotis (Xam)’ dir. Fitopatojenik bakterilerin gelismesi Uzerine yapilan
arastirmada, Starr vd (1946) bu bakteriyi Xanthomonas manihotis olarak belirtmistir.
Bitki patojeni bakterinin revizyonu ve patovar sistemin benimsenmesi ile birlikte, Dye
(1978) X. manihotis'i  X. campestris pv. manihotis olarak yeniden
isimlendirmistir.Vauterin vd (1995) bunlarin fenotip ve genomik 0Ozelliklerine
dayanarak bitki patojen bakterilerinin son listesinde referans isim olarak kullanilan X. a
pv. manihotis (Cizelge 2.1) adin1 6nermislerdir (Young vd 1996). Bouriquet (1939)’in
Madagaskar'da kasava Ulzerinde yaprak lekeleri ve yaniklig: ile iligkili bir bakteri icin
kullandig1 Bacterium robici ismi muhtemelen CBB’nin sinonimidir.

Cizelge 2.1. X. a. pv. manihotis’in bilimsel siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Filum Proteobacteria

Simif Gammaproteobacteria
Takim Enterobacteriales

Order Xanthomonadales

Familya  Xanthomonadaceae

Cins Xanthomonas

Tur Xanthomonas axonopodis pv.

manihotis (Bondar 1912); Dye 1978; Vauterin vd 1995

2.3.1. Kasava bakteriyel yanikhik hastahgi sSimptomlar:

Yapraklar, damarciklar tarafindan sinirlanan ve yaprak ayasi lizerinde diizensizce
dagilan koyu yesilden maviye, 1slak koseli lekeler (capi 14 mm) gostermektedir.
Zamanla yapragin damarlar1 veya kenarlari boyunca ¢ogu kez genisler ve birlesirler;
orta boliim kahverengiye doner ve 1slak gibi goriinen boliim genellikle sararmis hale ile
cevrili olur. Isiga dogru bakildiginda, lezyonlar yar1 saydam lekeler olarak gorindr.
Biiylite¢ altinda, lezyonun orta boliimiinden sizan kiigiik irin akinti damlaciklari
yapraklarin alt yiizeyinde goriiniir bir sekildedir. ilk basta kremsi beyaz, sonra sari
olarak parlayan damlaciklar yagmur ya da ¢igde kolayca ¢6ziinmektedir; kurudugunda
ise ince bir tortu olugtururlar. Uygun kosullar altinda (yeni yapraklar, yiiksek toprak ve
hava nemi), 1slak gibi goriinen igne ucu lekeleri yeni koseli lekeler etrafinda dagilmis
bir sekilde gelisirler. Yaprak ayasini ¢evreleyen kisim agik kahverengiye doner ve 23
giin i¢inde yaprakeiklarin genis alanlar1 sadece yaprak¢igin ucuna ya da kenaria dogru
degil ayrica koke dogru da solar. Etkilenmis boliimler sanki yilizeysel olarak
yakilmisgasina agik kahverengi ve yesil alanlar gosterirler. Bu nekroz alanlar1 yari
saydam degildir, hi¢ bakteriyel akint1 gdzlemlenmemistir ve bakteriler genisleyen yanik
lezyonlarin kenarlarinda sadece ¢ok smirli miktarlarda bulunmaktadirlar ya da
yokturlar. Siddetli bir enfeksiyonda, zamanindan Once kurumaya ve yapraklarin
dokiilmesine yol agmaktadir.

Yiksek nem kosullarinda, enfeksiyon, vaskdiler iletim demetleri yoluyla

yaprakciklardan yaprak sapina ve sirgunlere ya da saplara kadar, ilerler ve akinti
damlalarinin yani sira siyah ve koyu kahverengi damarlar seklinde de yayilabilir. Bu
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boliimler, ayn1 zamanda yapraklarin tiiketim i¢in koparilmasina ya da bocek zararina
bagli olarak olusabilen yaralar araciligiyla dogrudan enfekte olabilirler.

Odunlagsmamus siirglinde veya sapta, enfeksiyon noktasi ¢evresinde koyu yesilden
siyaha dogru 1slak gibi goriinen alan gelisir. Odunlasmamis siirgliinde veya sapta,
enfeksiyon noktasi cevresinde koyu yesilden siyaha dogru islak gibi goriinen alan
gelisir. Biylik yapiskan irin-akinti damlalari, enfeksiyon noktasindan biraz uzakta,
vaskiiler demetler ekseninde goriiniir ve ayni tarafta bulunan bir ya da birkac yaprak ani
bir siskinlik kaybi, ardindan hizli bir solma ve burugsma gosterir. Sonrasinda yaprak sap1
taban1 ¢oker ancak kurumus yapraklar genellikle bir siireligine bagh kalirlar. Yukarida
yer alan bitiin yapraklar solgunlugun ilk simptomlarini artan bir sekilde gostermektedir.
Son olarak, sapin altindan yeni filizler ¢ikarken, ‘mum’ simptomu gostererek solmusg
sapin ucunda bir fitil gibi goriinen odunlasmamis ug Sliir. Enfeksiyon sapin tabanina
dogru ilerlerken, bu filizler de sik sik bitkinin ucundan itibaren tepe kurumasina yol
acarak solarlar. Enfekte olmus filizlerde, ksilem damarlar1 kahverengimsidir.

Mikroskop altinda, damarlar bakteri, tylose ve zamkli maddeler tarafindan
tikanmig goriiniirler. Protoksilem etrafinda erimis oyuklar gelisir. Bu oyuklarin
yayilmasi ksilem halkasinin kopmasina, floemde litik (erimis) oyuklarin gelisimine ve
sonra kabuksu pekdokuda (kollenkima) lif halkasinin kopmasina yol acgar. Bunun
disinda, en son bahsedilen oyuklar degistirilmis sakizimsiya karsilik gelen koyu yesil
1islak lekeler ve kiiclik siyah damarlar olarak goriiniir hale gelirler. Bu lekeler siser,
yirtilir ve yapiskan beyaz sar1 renkte bir zamk cikarirlar. Tam olarak odunlasmis
saplarda ya da dallarda, sadece i¢ vaskiiler kahverengilesme gorunir. Enfeksiyon,
herhangi bir harici gorsel simptomun altinda 50 cm’den daha fazla yayilabilir. Sismis ve
kokleri kurumus, 6lu vaskiler doku etrafinda ¢iirtimiis lekeler gosterebilen enfeksiyon,
bazi ¢ok hassas ¢esitlerde koklere nadiren ulasabilmektedir (Lozano, 1986). Yesil
kapstillerde, 1slak genisleyen 1slak lekeler de gézlemlenebilmektedir. Boyle meyvenin
agir bir sekilde enfekte olmus tohumlari, tohum =zarfi ve kotiledonlarda ve
endospermdeki nekroz alanlarinin burusmasi ile birlikte deforme olabilir (Sekil 2.2).

11



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Muntala ABDULAI

Sekil 2.2. Kasava bitkilerinde tipik Xam simptomlar: (a) Baslangi¢ simptomu;
(b) Koseli yaprak lekeleri; (c) Yaprak solmasi (d) Yaprak yanikligi ve ekstdat

2.3.2. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in yayginhg

Kasava Bakteriyel Yanikligi ilk kez 1912' de Brezilya'da (Bondar 1912)
tanimlanmigtir. 1970'lerde Orta ve Gliney Amerika, Karayipler, Afrika ve Asya'da
kasavanin yetistigi alanlarin gogunda bulunmustur (Bradbury 1986).

Yakin zamandaki raporlarin bazilari, kasava’nin baslica bir temel gida iiriini
oldugu dikkate alindiginda artan ilgiden kaynaklanmaktadir. Gergekten de, cesitli
ilkelerdeki detayli arazi siirveyleri, ilk tespitinden kisa sure sonra Kasava Bakteriyel
Yanikligin’in yaygin goriildiigiinii ortaya ¢ikarmistir ve epidemik gelismeden ¢ok dnce
yerlestigini gostermistir (Maraite ve Meyer 1975; Persley 1979). Bazi bolgelerde,
Kasava Bakteriyel Yanikliginin son zamanlardaki girisi ve hizli yayiliminin nedeni
karantina 6nlemlerinin yeterince alinmamasidir (Kwaje 1982; Joseph ve Elango 1991).

Virulenslilik ve cografi koken arasindaki farkliliklar arasinda higbir iliski
belirlenememistir.  Afrika'dan elde edilen izolatlar, bakteriyofaj yontemi ile
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in diger orijinlerinden ayirt edilebilir (Persley
1980), Ayrica Afrika strainlerinin Giiney degisken amilaz iiretimi gézlemlenen Amerika
strainleri ile karsilastirildiginda diisiik amilaz aktivitesi vardir (Maraite vd 1981; Alves
ve Takatsu 1984).
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2.3.3. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in konukgular

Bu patojen, Kasava (Manihot esculenta) konukguna ek olarak, Manihot aipi, M.
glaziovii ve M. palmata gibi yabani tirlere de saldirir (Dedal vd 1980). Euphorbia
pulcherrima (Poinsettia) ve Pedilanthus tithymaloides’in Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis ile yapay enfeksiyonu sonucunda, kasava'da gorilen benzer simptomlar
gorilmustir. Mooter vd (1987), E. pulcherrima U(zerinde X. axonopodis pv.
manihotis’in izolatlarinin genis bir araligi asilanmis ve higbir lezyon goriilmemis veya
cok sinirli lezyon gozlenmlemistir.

Amaranthus spp., Panicum fasciculatum, Sida spp., Sorghum halepense ve
Euphorbiaceae'ye ait birkagc tir Venezuela'da olasi alternatif konukgular olarak
tanimlanmistir (Marcano ve Trujillo 1982).

Epifitik canlilik, yiiksek bagil nem, siddetli yagis ve kalin bulut ortiisii altinda
ancak kuru olmayan kosullar altinda birkag bitki tiirii lizerinde gosterilmistir (Marcano
ve Trujillo 1984).

Bununla birlikte, Ikotun (1981) Nijerya ve Kolombiya'daki caligmalarinda X.
axonopodis pv. manihotis’in, kasava bitkileri icindeki ve cevresindeki alternatif
konukc¢ularda dogal olarak hayatta kalmadigr sonucuna varmistir. Bu bilim adama,
sadece E. repanda'nin inokiilasyonu ile asir1 hassas bir reaksiyon gézlemlemistir.

Kasava ciceklerinde simptomsuz epifitik gelisim, Daniel vd (1981) tarafindan
stirekli olarak bulunmustur.

2.3.4. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in biyolojisi ve ekolojisi

X. axonopodis pv. manihotis yeni alanlara, enfekteli, simptomsuz bitki celikleri ve
tohumlartyla yayilir. Tarla igerisinde yayilma c¢ogunlukla yagmur sigramasi ile
olmaktadir (Persley 1979) ve salginlar yagisli mevsim sirasinda olusmaktadir. Ozellikle
yagmur sirasinda veya yagmurdan sonra {iriin arasinda insan ve hayvanlarin hareketi
patojenin yayilimina katkida bulunabilir (Lozano 1986).

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in tohumla bulasma olasilig1 Persley
(1979) tarafindan 30 °C'de 24 saat boyunca steril suda islatilan tohumlardan elde edilen
supernatantin as1 olarak kullanilmasi yolayla ve bir yaprak filtrasyon teknigi ile
olmaktadur.

Elango ve Lozano (1980), zenginlestirilmis embriyonik ekstraktlar {izerinde
immunfloresans (IF) ve enzim bagl bagisiklik emici test (ELISA) ile tohum iletimini
Ornekleme siiresine bagli olarak %40 embriyo enfeksiyonu ile teyit etmistir. IF'de
100.000 hucre/ml ve ELISA'da 10.000 hiicre/ml ile berrak pozitif reaksiyonlar elde
edilmistir.

IF ile birlikte yapilan histolojik arastirmalarda, Daniel ve Boher (1981), (testa,
karunkiil, endosperm, kotiledon ve embriyo) tohum {izerinde ve i¢ginde tohum basina 1
milyon bakteri bulunan patojen popiilasyonlarinin seviyelerini belirlemistir.
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Bununla birlikte, hastalikli tarlalardan enfekte bitki yetistirme materyalinin
yayitlimi, X. axonopodis pv. manihotis’nin Afrika ve Asya'da uzak mesafelere
yayilmasinin baglica araci olmustur.

Yeni kurulan plantasyonlarda birincil enfeksiyonlarin kaynagi da budur. Bunun
nedeni, ¢ogunlukla, lignali damarlarda goriiniir simptomlarin olmamasi ve patojenin
isgal edilen dokuda uzun siire hayatta kalma yetenegine baglidir (Lozano ve Nolt 1989).

Bulasik alet ve ekipmanlar ayn1 zamanda 6nemli bir yayilim aracidir. Ozellikle
yagmur sirasinda veya yagmurdan sonra ekim yoluyla insan ve hayvanlarin hareketi
patojen yayilimina katkida bulunabilir (Lozano 1986).

2.3.5. Enfeksiyon ve hastalik gelisimi

Bitkiler i¢ine girig stoma veya epidermal yaralar yoluyla olmaktadir. Orta ve Bati
Afrika'da kok enfeksiyonlar1 siklikla, Pseudotheraptus devastans tarafindan agilan
yaralardan kaynaklandigi kesfedilmistir, nadiren de bakteri vektérudir (Maraite ve
Meyer 1975). Benzer bir rol Anoplecnemis madagascariensis ve cekirge Zonocerus
variegatus icin de tespit edilmistir (Bouriquet 1939).

Enfeksiyon icin, 22-26 °C sicaklikta 12 saatlik %90-100 nispi nem gerekmektedir.
(Lozano, 1986). Biiyiime odasinda hastalik gelisimi i¢in optimum sicaklik yaklasik 30
°C'dir (Maraite ve Perreaux 1979).

Giiney Amerika'da sicakligin, Kasava Bakteriyel Yanikliginin siddetini etkileyen
onemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir. Amazon gibi bolgelerde ortalama minimum
ve maksimum sicakliklar sirasiyla 20 ve 30 °C'nin Uzerindedir, Kasava Bakteriyel
Yaniklig1, yiiksek yagislara ragmen onemli bir hastalik degildir (Takatsu vd 1978).

Yagishi mevsim boyunca 10 °C' yi asan tamponlu sicaklik varyasyonlari olan
orman bolgelerinde gundiiz/gece sicakliklarinin  diismesinin hastalik ciddiyetini
arttirdig1 bulunmustur (Lozano 1986; Joseph ve Elango 1991).

Afrika'da, Kasava Bakteriyel Yanikligi, savannah ve orman savan gegis
bolgelerinde orman bdlgelerinden veya hatta savannahlardaki orman galerilerinden daha
yaygin olarak gorilmektedir (Maraite ve Meyer 1975; Persley 1980).

Yapraklarin potasyum igerigini artirmak i¢in potasyum giibrelemesi, hastaligin
ciddiyetini azaltmaya ve verimi arttirmaya egilim gostermektedir (Odurukwe ve Arene
1980).

Parenkim yaprak veya kok dokularinin hiicrelerarasi bosluklarindaki bakteri
cogalmas1 muhtemelen pektinazlarin ve seliilazlarin tiretilmesinden (Maraite ve Weyns
1979; Dianese 1985; Boher vd 1995) miiskin maddelerle doldurulmus litik cepler, hiicre
duvarinin bozunmasi ile birlikte ortaya ¢ikar ve bakteriyel hiicre dis1 polisakarit
olusumuna neden olurler (Ikotun 1984).

Dogrudan ya da parcalanma sonrasinda, litik cepler, bakterilere, bitkide sistemik
yayilma ile sonuglanan ksileme erisim saglar. Kif simptomlarmin gorinimii ve
kapsami, 3 metiltiopropionik asit toksini (Perreaux vd 1986) ve bakteriler tarafindan
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retilen diger fitotoksik karboksilik asitler (Ewbank 1992) artmis olan yaprak
konsantrasyonu ile iliskilidir.

Bu toksinler, metiyonin (Ewbank ve Maraite 1990) veya bakterilerdeki diger
amino  asitlerin  transaminasyon  ve  dekarboksilasyon  katabolizmasinin
indiklenmesinden kaynaklanmaktadir (Ewbank 1992).

Bakteriler, aylarca sap ve sakiz iginde canli kalir. Bakterilerin hayatta kalma orani
kuru kosullarda nemli kosullardan daha yiiksektir (Persley, 1979; Thaveechai vd 1993).

Daniel ve Boher (1985), hastalifin yayillmasinin meydana geldigi yagish
mevsimlerde Kongo'da ciftlik bitkileri ve ¢esit koleksiyonlarinda simptomsuz kasava
yapraklarinda ¢ok sayida patojen bulmuslardir.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve
Penicillium purpurescens gibi dogal diismanlar1 da igerir.

2.3.6. Xanthomonas axonopodis pv. manihotisi’in ekonomik 6nemi

Kasava Bakteriyel Yanikligi, kasava yetistiriciliginde 6nemli bir tehditdir ve
oldukca duyarli cesitlerin yetistirildigi bir bolgede, patojenin veya muhtemelen daha
agresif strainlerin girisinden sonra son derece ciddi kayiplara neden olabilmektedir.

1973 yilinda, Nijerya'da Kasava Bakteriyel Yanikliginin ilk raporundan 1 yil
sonra, tahmini verim kaybi1 %75 (Ezelio 1977) olmustur. Uganda'nin bazi bolgelerinde
hastaligin ilk raporundan 2 yil sonra iiriin kayiplar1 %90-100 gibi yuksek oranlarda
gozlenmistir (OtimNape 1980).

Zahire'de, 1971 ve 1973 yillarnn arasinda Kasai ve Bandundu bolgelerindeki
epidemiler, kasava kokleri ve yapraklarinin ana besin kaynagi olarak 6nemi nedeniyle
bu alanlarda ciddi agliga neden olmustur (Maraite ve Meyer 1975).

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’den ari ve Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis ile enfekteli govde celikleri deneylerinde, OtimNape (1983), taze yumru
veriminde 40.1'den 26.6 ton/hektara varan bir azalma gozlenmistir.

Umemura ve Kawano (1983), 1974 ve 1982 yillarinda kasava'nin duyarl
klonlarinin veriminde Kolombiya'daki dogal enfeksiyon altinda direngli olanlara kiyasla
%18-92 oraninda bir verim azalmasi gozlenmistir.

Kolombiya'da bes biiyiik kasava iiretim bolgesinde yapilan CIAT arastirmasina
dayanarak, ulusal Uretimdeki tahmini azalma, yine de, 1973'te hala %6.64'tir (Lourido
1974).

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis enfeksiyonu ayni zamanda tohum
kalitesinde azalmaya neden olabilmektedir (Lozano 1986; Frison ve Feliu 1991).
Enfeksiyonlu meyvelerden yogun bulasik tohumlar, kotiledonlar ve endosperm iizerinde
nekrotik lekeler gostererek deforme olurlar. Bu tohumlarin ¢ok azi ¢imlenir (Lozano
1986).
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2.3.7. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis i¢in tam ve tespit teknikleri

Kasava Bakteriyel Yaniklik etmeni {izerine birgcok morfolojik c¢alisma
bulunmaktadir. Mamba-Mbayi vd (2014), Xam strainlerinin belirlenmesinde morfolojik,
fizyolojik karakterizasyon ve mikroskopik teknikleri kullanmistir.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in tohumla bulasma olasiligi Persley
(1979) tarafindan, 30 °C'de 24 saat boyunca steril suda islatilan tohumlardan
slipernatanti ag1 olarak kullanan bir yaprak filtrasyon teknigi ile gosterilmistir.

Sefazolin trehaloz agar (CTA) ortami ve (+) glikozdan secilen yari segici agar
ortami, kasava bitkilerinden Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in izolasyonu ve
tanimlanmasi icin gelistirilmistir (Fessehaie vd 1999).

Xam patojeni tohumlarda ELISA ve immunofloresans (IF) teknikleri kullanilarak
tespit edilmistir. Zenginlestirilmis embriyonik ekstraktlar tizerinde immiinfloresans (IF)
ve enzim bagli bagisiklik emici test (ELISA) gibi teknikleri kullanarak embriyo
enfeksiyonu %40 oldugunu teyit etmistir. IF'de 100.000 hicre/ml ve ELISA'da 10.000
hlicre/ml ile berrak pozitif reaksiyonlar elde edilmistir (Elango ve Lozano 1980).

IF ile birlikte yapilan histolojik arastirmalarda, Daniel vd (1981), testa, karunkul,
endosperm, kotiledon ve embriyo tohum iizerinde ve iginde tohum basina 1 milyon
bakteri bulunan patojen popilasyonlarinin seviyelerini belirlemislerdir.

Kasava Bakteriyel Yanikliginin nedeni olan Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis'in saptanmasi i¢in bir Dot Blot testi gelistirilmistir (Verdier ve Mosquera
1999). Kok ve vyaprak orneklerinde Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in
saptanmasi i¢in Dot Blot yonteminin genel hassasiyeti reaksiyon basia yaklasik 10%/cfu
bulunmustur.

Tir dizeyinde Xanthomonas smiflandirmasi esas olarak DNA-DNA
hibridizasyonu, yag asidi profili olusturma, Rep-PCR ve 16S rRNA gen dizilimi tzerine
kurulmustur (Stead 1989; Vauterin vd 1990). Bununla birlikte, Xanthomonas'in tir
seviyesinde tanimlanmasi hala teshis laboratuvarlari ig¢in O6nemli sorunlar ortaya
koymaktadir.

GyrB sekanslari, ayni gyrB sekanslar1 ile bir tir kompleksi olusturan
Xanthomonas euvesicatoria, Xanthomonas perforans ve Xanthomonas alfalfae harig
tim Xanthomonas strainleri ayirt edilebilir (Parkinson vd 2007).

Ojeda ve Verdier (2000), kasava ger¢cek tohumlarinda Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis patojeni tespit etmek icin bir PCR yontemi gelistirilmistir. Bu teknik
6zgul, hassas ve hizlidr.

Kolombiya’'nin farkli cografik bolgelerinde Xam’ nin strain ¢esitliligini belirlemek

Uzere Xam’in fiziksel karakterizasyonu galisilmistir (Restrepo ve Verdier 1997). Bu

amacla, farkli molekiiler markerlar Xam populasyon calismalarinda kullanilmistir.

Bunlar; smirlandirilmis par¢ca uzunlugu polimorfizmi (RFLPs), Enterobakterial

Tekrarlanan  Kalitlar aras1 Konsensus PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
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Consensus-PCR - ERIC-PCR), Cogaltilmisg Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Verdier vd 1993; Restrepo ve Verdier 1997; Restrepo vd 1999).
Bu tekniklerden bir tanesi de ilgili genomdaki bitisik tekrarlardaki polimorfizmi
belirlemek olan, lokus sekansina dayanan degisken sayili bitigik tekrarlar (VNTR) dir
ve bilgi verici markirlarin elde edilmesi i¢in 6nemlidir.

Hastalikli kasava bitkisinden Xam patojeninin tani ve tespitini yapmak amaciyla
spesifik klasik PCR primerleri arastirmacilar tarafindan kullanilmistir (Garcia vd 2007;
Van-Belkum 2007; Verdier vd 1998). X. a. pv. manihotis strainlerinin spesifik tanisini
yapmak amaciyla 898 bp’lik DNA fragmenti klonlanmig ve klonlanan DNA dizisine ait
primerler gelistirilmistir (Verdier vd 1998).

Basim ve Basim (2007), fide déneminde ciddi kayiplara neden olan tohum
kokenli Domates Bakteriyel Benek hastalik etmeni Pseudomonas tomato (syringae) pv.
tomato’nun tespit ve tanisin1 yapmak amaciyla patojene spesifik primerler ve prob
gelistirmiglerdir. Gelistirilen primer ve prob setiyle direkt bakteriyel hiicreden,
tohumdan ve hastalikli bitki dokularindan patojenin tanisi ve tespitinin Real-Time PCR
ve Real-Time Bio PCR yontemleriyle kisa siirede ve hassas bir sekilde yapilabilecegi
ortaya ¢ikarilmistir.

Hren vd (2007), Real-Time PCR yo6ntemini kullanarak asmalarda bulunan
fitoplazmalardan Flavescence doree ve Flavesence bois’in TagMan prob ve spesifik
primer setlerini kullanarak, Real-Time PCR’da tanisin1 yapmislardir. Fitoplazmalarin
tanisinda ve tespitinde yontemin hassas ve hizli oldugunu bildirmislerdir.

Basim ve Basim (2009), Asma’da ciddi kayiplara neden olan Pierce’s Hastalik
etmeni Xylella fastidiosa i¢in gelistirdikleri EBXY 1-EBXY2 primer ¢ifti ve TagMan
probu kullanarak Real-Time PCR yontemi ile oldukga kisa siirede direkt bakteriyel
hiicreden ve hastalikli asma dokusundan patojenin tanisini ve tespitini yapmiglardir.

Basim ve Caplik (2009), Domates Bakteriyel Kanser hastalik etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michinganensis ve domates bakteriyel yaprak lekesi hastalik
etmeni Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nin tanisi ve tespiti igcin Cmm’ye ait
pat-1 gen dizisi ve Xav’ye ait hrp gen dizisini kullanarak hassas ve secici bir Real-Time
PCR yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen primer ve problarin spesifikligi farkli bitki
patojeni bakteriler kullanilarak test edilmistir.

Real-Time PCR yontemini kullanilarak yapilan c¢alismalarda arastirmacilar
fitopatojen bakteriyel, fungal ve viral etmenlerin tanisinda bu yOntemin
kullanilabilecegini belirterek yontemin avantaj ve dezavantajlarinmi tartismiglardir. Real-
Time PCR yontemini klasik PCR yontemine gore 107 kat daha hassas olmasi,
kontaminasyon olasiliginin daha diisiik olmasi, elektroforezis islemine gerek
duyulmamasi, hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlar1 vardir (Freeman vd 1999,
Raeymaekers 2000). Real-Time PCR yontemi ile giinlimiize kadar farkli bitki patojeni
bakterilerin tan1 ve tespitleri yapilmistir (Basim ve Basim 2004; Basim ve Yilmaz 2005;
Basim ve Basim 2007; Benlioglu ve Ozyilmaz 2007; Basim ve Basim 2009; Basim ve
Caplik 2009; Basim ve Bozan 2011; Basim ve Oztiirk 2011; Basim ve Baki 2014).
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Wang vd (2014), turunggillerde ciddi kayiplara sebep olan Stubborn hastalik
etmeni Spiroplasma citri’ nin kisa siirede tani ve tespitini yapmak amaciyla Real-Time
PCR yontemini kullanmislardir. Real-Time PCR yonteminde c¢alismalarinda
gelistirdikleri Spiroplasma citri’nin profage gen boélgesinden Php-orfl ve Php-orf3
primerleri ile SYBR Green 1 kullanmislardir. Real-Time PCR y6nteminde yalnizca ¢ift
sarmalli DNA’ya baglandiklarinda floresan 1s1ma veren bir boya olan SYBR Green
teknigi kullanmiglardir. Real-Time-PCR yontemleriyle patojen bakterin molekdler
tanilari, hem direkt Xam hiicrelerinden hem de hastalikli bitki dokularindan ¢ok kisa
sirede (20-25 dk) saglanmistir. Optimizasyon ¢alismalan sonucunda elde edilen ve
SYBR Green 1 kullanilarak yapilan Real-Time PCR yontemiyle Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis’nin molekiler diizeyde tespitleri  ylksek hassasiyette
yapilabilecegini ortaya koymuslardir.

Atallah ve Stevenson (2006), patates yumrularinda patojen olan fungal hastalik
etmenlerinden Phytophthora infestans, Pythium ultimum, Phytophthora erythroseptica,
Fusarium sambucinum ve bakteriyel hastalik etmenlerinden Erwinia carotovora’nin
tanisi i¢cin Real-Time PCR yontemini gelistirmislerdir. Patojenisitelerinden sorumlu 6zel
gen bolgelerinden dizayn edilen primerler ve SYBR Green I kullanilarak tani
caligmalar1 yapilmistir. Calismada patates yumrularinda patojenlerin tespitinde
yontemin kullanilabilirligini gostermek hedeflenmistir.

Gallelli vd (2014), kivi (Actinidia deliciosa ve A. chinensis) yetistiriciliginde
Diinya genelinde pandemik olarak ciddi kayiplara sebep olan Pseudomonas syringae
pv. actinidiae tespiti ve tanisin1 yapmak amactyla Real-Time PCR y0Ontemini
kullanmiglardir. Bakteriyel patojen, P. s pv. actinidiae’nin Real-Time PCR yontemiyle
tanis1 ig¢in, hrpW gen bdélgesindeki 593 bp’lik internal diziliminden primerler dizayn
etmiglerdir. Gelistirilen P3F/P5R1 primerleri 147 bp, P3F/P6R primerleri 158 bp’lik
amplikon vermektedir. Prob ve primerlerin spesifikliginin belirlenmesi amaciyla farkl
P. s pv. actinidiae strainleri ve farkli tiirlere ait bakteriyel izolatlar test edilmistir.
Ayrica yapilan ¢alismada, Kantitatif Real-Time PCR ile P.s pv. actinidiae’nin Kivi
bitkisindeki populasyon degisimlerinin tespit edilmesine olanak saglamistir.

Xanthomonas kromozomunun %G+C igerigi %63-71 arasindadir (Goto 1992).
Standart elektroforezde 50 ile 100 kilobaz (kb)’ dan blyik DNA molekullerinin
gortlmesi olduk¢a zordur. Normal jel elektroforezin ayirma giici 10-50 kb DNA
fragmenti ile sinirlidir.

PFGE, agaroz jel igerisindeki biiyiik DNA molekiillerinin degisik sekillerde
hareket etmesini saglayan bir avantaja sahiptir (Cantor vd 1988). 50 kb’ dan biiyiik
DNA molekiillerinin ayrimi iki degisik elektrik alani kullanilarak (Schwartz vd 1982)
yapilmistir ve daha sonra degisik PFGE sistemleri gelistirilmistir. PFGE, genom
karakterizasyon icin giiclii bir aractir ve 80’ den fazla bakteriyel kromozomun fiziksel
haritasinin olusturulmasini saglamistir (Le Bourgeois vd 1995). Pulsed-Field Jel
Elektroforez (PFGE) yonetemi kullanilarak Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria,
Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae patojenlerinin genom analizleri
yapilabilmistir fakat bu ¢alismada kullanilan X. axonopodis pv. manihotis (Xam) ile
ilgili herhangi bir PFGE ¢alismas1 bulunmamaktadir.
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Basim (1998) Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nin genom biiyiikligi ve
fiziksel haritalanmasin1 PFGE ile ¢alismistir. Bu calismada, PFGE kullanilarak ve az
siklilikla kesen restriksiyon enzimleri ile X. a. vesicatoria’nin genome biiyiikligiini ve
bakteriye ait genomun baglangic fiziksel haritasini tanimlamistir. Farkli az siklikla
kesen restriksiyon enzimlerini farkli kesim kosullar1 altinda X. a. vesicatoria’nin
kromozomundan biiyiik DNA fragmentleri olusturmak amaciyla test etmis ve PFGE ile
bu fragmentlerin ayrilmasi amaciyla farkli yiiriitme programlar1 kullanilmistir. Spel,
Pacl, Swal ve Asel enzimleri 6 ile 30 adet DNA fragmentleri olusturmus ve optimum
kosullar altinda ayrimi saglamistir. Her bir strainin genomik biiyiikliigii PFGE ile
ayrilan DNA fragmentlerinin biiyiikliikleri toplanarak tespit edilmis ve irka bagli olarak
biydklikleri 4000 kb’ den 5000 kb’a kadar degistigi belirlenmistir. XvP26 strainin
genom biliylikligliini 5055 kb olrak tespit etmistir. Hrp, avrBs2, pig ve avrRxv gen
lokuslarin1 Spel, Pacl ve Swal ile kesilen ve PFGE ile ayrilan DNA fragmentleri
tizerine Southern hibridizasyon teknigi ile bu genlerin yerlerini belirlemistir.

Flavia vd (2005) Turunggillerde hastaliga neden olan Xanthomonas axonopodis
pv. citri (Xac) strainleri PFGE ve plazmid profilini analizi ile incelenmistir. Genomik
DNA Xbal ve Vspl az siklikla kesen enzimleri ile kesilmistir. Arjantin, Bolivya ve
Uruguay gibi farkli cografik bolgelerdeki Xanthomonas axonopodis pv. citri strainleri
arasindaki genetik degiskenlikleri ve benzerlikleri belirlenmistir. PFGE kullanarak
degerlendirilen Xanthomonas axonopodis pv. citri strainleri ekstra kromozomal genetik
elementine bagli olarak 6nemli derecede ¢esitlilik gostermistir.

Yongxiang ve Klaus (1997) calismalarinda, farkli cografi bolgelerden farkli
yillarda gesitli konuk¢u bitkiler iizerinden izole edilen Erwinia amylovora strainlerini,
agar hiicrelerindeki DNA'larin az siklilikla kesen restriksiyon enzimleri ile
kesilmelerinden sonra PFGE ile analiz etmislerdir. Enzim Xbal kesimleri ile elde edilen
bantlar farkli bdlgelerdeki strainler arasinda onemli farkliliklar oldugunu ortaya
cikarmistir. Kuzey Amerikada strainleri E9 ve bir Rubus straini Ea-Rb’nin diger E.
amylovora strainlerinden ¢ok farkli oldugunu belirtmislerdir. Fransa strainlerinin, Orta
Avrupa ve Ingiltere strainlerinden farkli olduklarini bildirmislerdir. Orta Avrupa ve
Yeni Zelanda E. amylovora strainleri Misir, Yunanistan ve Tiirkiye strainleri ile ayni
PFGE profili gosterdigini bildirmislerdir. Amerika ve Ingiltere strainlerinin genomik
DNA’larinin farkli PFGE profili gosterdigini belirtmislerdir.

Zarko vd (2012) Sirbistan’nin farkli bolgelerinde, ahududu, erik, kiraz, visne,
seftali ve armut gibi meyve agaclarin1 enfekte eden Pseudomonas syringae strainlerinin
genetik ¢esitliligini genomik DNA'larin Spel makrorestriksiyon analizini Pulsed-Field
Jel Elektroforezi (PFGE) ile tespit etmislerdir. Erik ve kiraz izolatlarinin birbirleri ile
ayni profili ve P. syringae pv. morsprunorum ile benzer profiller géstermeleri haric,
analizler sonucunda izolatlarin ¢ogunlugun tek profil gosterdigini belirtmisglerdir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Cahismada Kullanilan Bakteriyel izolatlar

CBB simptomlarin1 gosteren kasava yaprak ornekleri, 2014 yilinda Haziran,
Temmuz ve Agustos aylarinda Gana'min biiyiikk (Ana) tarimsal-ekolojik alanlarindan
toplanmistir. Gana’dan toplanan ornekler: yogun yagmurlu ormanlari, yari yaprak
doken ormanlari, iklimsel gecis bolgesi, Kiyt Sudan ve Gine Savannah bolgelerini
kapsamaktadir (Sekil 3.1). Her bir bolge i¢in toplanan kasava orneklerinin sayisi o
bolgedeki hastalik siddetinin derecesine dayanmaktadir. Ornekleme yapilan kasava
tarlalarinin her birinde zikzak seklinde rastgele 6rnekleme yontemi benimsenmistir.

Hastaligin goriildiigii alanlarda hastahgin yayginligi (%) Bansal vd (1994)
skalasina gore, asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir:
Hastalik yayginhig (%) (DI) = (Hastalikl1 bitki sayis1 / Toplam bitki sayis1) x 100
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Sekil 3.1. Gana'min biiyiik Agro-ekolojik bolgelerindeki Kasava Bakteri Yaniklik
hastaliginin cografik dagilimi

Orneklerin toplandigi yerlerin koordinatlart GPS ile belirlenmis ve asagidaki
sekilde verilmistir: Brong Ahafo- iklimsel ge¢is bolgesi, Ashanti-Yar1 yaprak doken
ormani, Greater Accra- Kiy1 Savannasi, Volta ve Gananin Dogusu (Dogu Gana)- Yari-
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yaprak doken ormani (Cizelge 3.1). Ornekler etiketlenerek, zarflarin icerisine konulmus
ve patojen izolasyonu icin laboratuvara getirilmistir.

3.2. Kasava Bitkilerinden Xam’m Izolasyonu

Gana'nin farkli tarimsal-ekolojik bolgelerinden toplanan simptomlu yapraklardan
bakteriler izole edilmistir (Cizelge 3.1). izolasyon, Akdeniz Universitesi Bitki Koruma
Bolim0 Molekuler Bakterioloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Simptomatolojik
dokular patojenin izolasyonu i¢in kullanilmis ve izolasyon yontemi (Bradbury 1970)’e
gore yapilmistir. Patojenin kolonisi, bakteri popiilasyonlar1 karigimi arasindan se¢ilmis
ve Xam yari segici Cefazolin Trehalose Agar (CTA) (3,0 g KoHPOs, 1,0 g NaH2POg,
0,3 g MgS04:7H20, 1,0 g NH4CI, 9,0 g D (+) - trehalose, 1,0 D (+) - glucose, 1,0 g
maya 0z0tl ave 14,0 g agar) ve Nutrient Agar (NA) ortamina inokile edilmistir. Petri
kaplarmin etrafi parafilm ile sarilarak 27 °C'de 3 giin inkiibe edilmistir. izole edilen
bakteri kolonileri daha 6nce Maraite (1993)’de belirtildigi gibi Xam olarak tanimlanmas,
saf kultlrler, ¢calismalarda kullanilmak tizere -80 °C'de (%30’luk gliserol, 4,8 g Nutrient
Broth) depolama ortaminda saklanmuistir.

3.3. Patojenisite Testi

Patojenisite testi puskirtme ve enjeksiyon tekniklerini igeren iki inoktlasyon
yontemi kullanilarak gerceklestirilmis ve patojenite testi i¢in kullanilan bakteri
stispansiyonu, CTA ortaminda 24 saat taze bakteri hazirlanmigtir. Bakteri koloni
slispansiyonu, petri plakalarindan steril su kullanarak 10 ml’lik tiiplere dokiilmesi
suretiyle elde edilmis ve konsantrasyonlar, spektrofotometre (Eppendorf Biophotometer
6131, Almanya) ile ODegoo degerinde (ODsoo = 0.3) yaklasik 1x10® cfu/ml'ye
ayarlanmistir. Su 1slatma (Water soaking) yontemi, Gana'nin Ashanti Bolgesi, Adidwan
koyu kasava Uretim ciftliginden elde edilen 1 yasindaki saglikli ve duyarli Esam kasava
cesitleri lizerinde yuriitiilmiustiir. Bitkilerin yapraklar1 ve gévdelerine steril igne yardimi
ile delikler agilarak, yapraklara steril su yapraklar1 kaplayacak sekilde kiigiik piiskiirtme
aleti ile pliskiirtiilmiistiir.

Bitkiler inokiilasyondan sonra 24 saat siire ile sisleme odasinda (%80-90 nemli
ortamda) bekletilmistir. Bu yontem, bitkilerde igne yardimu ile agilan deliklerin su ile
dolmasina ve bakterinin kolay hareket etmesini saglayarak bitki dokusuna daha ¢abuk
yerlesmesini saglamistir. Daha sonra bitkiler, konsantrasyonu 1x10% cfu/ml'ye
ayarlanmis bakteri siispansiyonu ile inokiile edilmistir. Ikinci ydntemde, kasava
bitkilerinin yapraklari, 1 ml'lik bir plastik siringa (26 G-0.45%13 mm-igne) ile
yapraklarin mezofil bosluklarina konsantrasyonu 1x108 cfu/ml'ye ayarlanmis bakteri
siispansiyonlar1 enjekte edilmistir. Pozitif kontrol patojen olarak kullanilan referans
izolat (NCPPB 2965) da dahil olmak iizere izolatlarin her biri, enjeksiyon yontemi ile
ayr1 ayr1 her bir yapragin ti¢ farkli bolgesine inokiile edilmistir. Sonra Koch postulatlari
uygulanmustir. Kontrol olarak kullanilan Esam kasava bitkilerine bakteri siispansiyonu
yerine destile su inokile edilmistir. Denemelerde kullanilan kasava bitkileri iklim
odasinda 30 °C'de hastalik gelisiminin izlenmesi i¢in (16 saat, 8 saat aydinlik:karanlik
kosullarda) bitkiler 6lene kadar ( 6 hafta) olarak tutulmuslardir.
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Patojenisite testindeki izolatlarin siddeti ve viriilensligi, Wydra ve Verdier (2002);
Wydra vd (1995); Wydra ve Msikita (1998)’in 1-5 skalasi yardimiyla belirlenmistir.
Mevcut skala ya gore; 1= Simptom yok; 2 = Sadece koseli lekeleri; 3 = Koseli yaprak
lekeleri, solgunluk, yaniklik, yaprak dokiilmesi ve bazen govdede/petiollerde irin akinti
4 = Yapraklarda yaniklik, solgunluk, yaprak dokiilmesi, irin akint1 ve gdvde geriye
oliim; 5 = Yapraklarda yaniklik, solgunluk, yaprak dokiilmesi, akinti, geriye 6liim ve
bitkide bodurluk (ciicelik) seklinde degerlendirilmistir.

3.4. Elektron Mikroskop Analizi
Gana'dan toplanan X. a. pv. manihotis izolatlarinin tespiti, berrak-saflastirilmis
ornek yiizey detay bilgisini ortaya ¢ikarabilen, tescilli, son derece hassas, diisiik

vakumlu ikincil elektron dedektori ile donatilmis Hitachi TM3030 Plus masa usti
taramal1 elektron mikroskopu (SEM) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Real-Time PCR’da kontrol edilen X. a. pv. manihotis Gana izolatlar1 ve
yabanci izolat

izolat . . Ulke ve
Numarasi Konukgu Bolge Koordinatlar Izolasyon yili
) N 7°14'7.4616", W Gana-2014

AS 2/1 Kasava Ashanti 1°94'12 492"
ASR3/1 ” ” ” ”
ASRA4/3 ” ” ” ”
AS5/2 ” ” ” ”
AS6/1 ” ” ” ”
AS7/2 ” ” ” ”
AS8/1 ” ” ” ”

7 7 N 7°14'5.8056", W ”
ASlO/l 1024'10'854"
AS11/1 7 " 2 ”
AS12/1 ” ” 4 ”
AS13/1
AS14/1
AS15/1 ” ” ” ”
AS16/1 ¥ 4 ” ”
AS17/1 7 7 ” ”
VRS ” Volta N 6°39'31.716", E ”
VR13 0°33'29.0232"
VR14 ” ” ” ”

” ” N 6°33'6.3108", E ”
VRsl 0°39'39.9168"

7 Brong N 7°44'49.56", W ”
BARI14 Ahafo  2°5'45.5532"
BAR16 7 7 7 ”

” ” N 8°4'45.6492", ”
BAR29 W1°42'21.9168"
BAR30 ” ” ” ”
ER15 7 Eastern N 5°57'16.2216", W ”
ER 17 0°6'54.4464"
ER19 7 7 ”
ER23
ER 26

” N 5°56'43.9368", W ”
GAR 13 G. Accra 0°5'16.3464"

” ” N 5°45'55.3212", W ”
GAR 24 0°19'35.472"
NCPPB ” . .
2965 Brazil Brazil, 1973
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3.5. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in Klasik PCR ile Tamsi

Klasik PCR isleminde kullanilan bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi i¢in -80
°C de stok kulttirde bulunan X. a pv. manihotis strainleri Nutrient Agar (NA, Acumedia,
USA) ve yari segici ortam, Cefazolin Trehalose Agar (CTA) (3,0 g of KoHPO4, 1,0 g of
NaH2POg4, 0,3 g of MgS04-7H20, 1,0 g of NH4Cl, 9,0 g D (+)-trehalose, 1,0 g D (+)-
glucose, 1,0 g maya 6z(tu , 14,0 g agar, 0.025 g cefazolin, 0,0012 g lincomycin, 0,0025
g phosphomycin ve 0,25 g cycloheximide) besi ortami igeren petrilere inokiile edilmis
ve 27 °C’de 72 saat boyunca cogaltilmistir. Bu ortamda ¢ogaltilan bakteriler steril
deiyonize su ile siispanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun 1x108 cfu/ml olmasi
saglanmistir. Inokulum konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda
Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmistir. Inokulumun optik yogunlugu 1x102
cfu/ml’ye karsilik gelen ODesgo = 0,3 olacak sekilde ayarlanmistir. X. a. pv. manihotis
patojenlerinin Klasik PCR yontemi ile tanisi kullanilan primerler, RST2/RST3
(Xanthomonas cinsi spesifik primer cifti) ve Xam variable number tandem
repeat (VNTR)'lerin spesifik primer cifti (XaGl_67F/XaGl _67R) (Cizelge 3.2) de
sekindedir.

Cizelge 3.2. Klasik PCR yontemi ile X. a. pv. manihotis etmenin tanisi i¢in kullanilan

primerler
Bakteri Primerler Dizi Referans
RST2, 5’- AGGCCCTGGAAGGTGCCCTGGA-3"  Schaad vd
X. a. pv. RST3 5’-ATCGCACTGCGTACCGCGCGCGA-3’ 2001
manihotis XaGl 67F 5’- GTCGGCGCGATCGTCATG -3’ Avrrieta-Ortiz
XaGl 67R 5- GTTGCGGCACGCCAACCT -3 vd 2013

X. a. pv. manihotis patojenlerinin klasik PCR ile tanisi gergeklestirilmesi amaciyla
kullanilan PCR programi Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. X. a. pv. manihotis strainlerinin klasik PCR ile tam1 ve tespitinin
gerceklestirilmesi amaciyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Sure Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 3dk

Denaturasyon 95 20sn

Baglanma 65 30sn 35
Uzama 72 30sn

Son Uzama 72 10sn

Klasik PCR isleminde kullanilan PCR mastermix; toplam hacim 50 pL olacak
sekilde 4 pL bakteriyel slispansiyon, primerlerin her birinden 1 pL, 8 pL dNTP
karisimi, 5 pL 10x tampon cozelti, 3 pL MgClz, 0,25 pL Taq polimeraz ve 27,8 uL
steril deiyonize saf su seklindedir. Amplifikasyon icin Techne TC-512 Gradient
Thermal Cycler (Bibby Scientific Limited, Staffordshire, Ingiltere) kullanilmistr.
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Elde edilen PCR drunleri (10 pL), %2’lik agaroz jelde 70 voltta 130 dakika
yiirlitiilmistiir. Yiriitme isleminde ve agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Baz 4,84
g, Asetik Asit [Glasiyel] 1,02 ml, 0,5 M EDTA [pH: 8,0] 2 ml, ddH,O 1000 ml)
kullanilmistir. Yiiriitme islemi sonunda PCR iiriinleri, etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile
20 dakika boyanmis ve ultraviyole 1sikta goriintiilenmistir. Gorintileme icin Vilber
Lourmat SR 12575 transilliminator ve BioCapt Version 11.02 programi kullanilmistir.

3.6. DNA Dizilemesi ve Filogenetik Analiz

Amplifiye edilen klasik PCR iiriinlerinin dizi analizleri RefGen (Gen Arastirma ve
Biyoteknoloji Merkezi - Cankaya, Ankara- www.refgen.com) tarafindan yapilmstir.
DNA dizileri Bioedit programi (versiyon 7.2.5) kullanilarak diizenlenmis ve aligment
(dizi dogrulama) yapilmistir. Elde edilen diziler, BLASTn programi  default
parametreler kullanilarak GenBank veritabanindaki diger Xam tirleriyle benzerlik
acisindan analiz edilmistir (Altschul vd 1990).

3.7. Primerler ve Problarin Tasarlanmasi

Klasik PCR yontemi ile amplifiye edilen dizilerden Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis patojenlerinin Real-Time PCR ile tanist ve tespiti i¢in 6zel primerler ve
problar tasarlanmistir (Cizelge 3.4; Sekil 3.2). Calismada kullanilan LNA prob (Cizelge
3.4; Sekil 3.2), bugin Real-Time PCR sistemleri i¢in siklikla kullanilan 25-30
nikleotidlik uzun problardan farklilik gostermektedir. LNA problar 8-9 nikleotid
uzunlugunda, fakat sahip oldugu son teknolojik 6zellikler nedeniyle uzun dizilere sahip
problar kadar giivenilir ve hassas sonuglar vermektedir. Bu ¢alismada kullanilan problar
icin  raportér boya fluorescein amidit (FAM), baskilayici boya ise
karboksitetramethilrodamin (TAMRA) dur.

Cizelge 3.4. Real-Time PCR yontemi ile X. a. pv. manihotis’in tanisi i¢in gelistirilmis
primer seti ve prob dizileri

ETMEN PRIMER DiZziSi PROB DiZiSi

X. a. pv. HBXamL 5-CTTGCCTGTTGCCATAACG-3’
manihotis HBXamR 5-ACGTCGCTTTCGTGCAAT-3’

5" CCTGCTCG &’
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ATCGGGGCGCGGCGTGTCGGTATCGGTATCGGTATCGGTGTCGGTGTCGGCGTCGGCGTCGGTGTCGGTGTC
GGTGTCGGTGTCGGTGTCGGTGTCGGTGTCGGTGTCGGCGCCATCGTGGCCGGTTTGATACCGCACTGCACTG
CGGGAAGCCTCACCGCCGACGGACGGGTGATTGCTGGCAGGGCTGTCCACAGGCGGTGCGTGGGAAAGCGG
GGCGCGCGAGGCCGATGCGTCGCCTGCGGAACTGTCGACGGCCGGCACATCGOCGCGGCGCTCCTCCCGERT
GACCTETTGCCATARCE CTTIBEIEEIEE - CCAGCGACAACG CGTCCAACGACGTGCCGGCAGTACGCGCCTGC
GCCTCCATIGCACGAAAGCGACGTTCGAATTTCAGG

Sekil 3.2. Real-Time PCR’da X. a. pv. manihotis’nin tanisi i¢in kullanilan HBXamL ve
HBXamR primerlerinin ve probun lokus dizisi iizerindeki baglanma yerleri
(Yesil renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil
etmektedir)

3.8. Real-Time PCR Optimizasyonu

X. a. pv. manihotis’in Real-Time PCR ile kisa siirede tanilarinin gergeklestirilmesi
amaciyla Real-Time PCR programi Cizelge 3.5’te verilmistir. Her bir Real-Time PCR
isleminde, toplam hacim 27,6 pL olacak sekilde 2 pL bakteriyel slspansiyon ya da
kalip DNA, 1,2 ul primer (herbirinden ayr1 ayri), 0,3 uL TagMan prob, 4,8 uL dNTP
karisimi, 3 pL 10x tampon ¢ozelti, 7,2 uL MgCl, 0,36 pL Taq polimeraz ve 9,54 pL
steril deiyonize su kullanilmistir. Calismada Cepheid Smart Cycler Il Real-Time PCR
cihazi ve Cepheid Smart Cycler programi V.2.0c programi kullanilmastir.

Cizelge 3.5. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda X. a. pv. manihotis strainleri
icin olusturulan Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) (Sil;?se) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 120 1
Denaturasyon 94 10

Baglanma 61 10 35
Uzama 72 10

Son Uzama 72 120 1

3.9. Primerler ve Problarin Xanthomonas axonopodis pv. manihotis Strainlerine
Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis patojenine 0zel tasarlanan primerler ve
problar kullanilarak kiltir koleksiyonunda bulunan X. a. pv. malvacearum, X. a. pv.
vitians, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria, Xylella fastidiosa, Erwinia amylovora bakteriyel sispansiyonun
hazirlanmasi i¢in -80 °C de stoklanan X. a pv. manihotis patojenlerine 6zel tasarlanan
primerler ve problar kullanilarak kiiltiir koleksiyonunda bulunan diger bakteri
strainlerinin (Cizelge 3.6), NA besi ortami igeren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de
72 saat boyunca ¢ogaltilmistir. NA besi ortaminda ¢ogaltilan bakteriler steril deiyonize
su ile siispanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun 1x108 cfu/ml olmas1 saglanmustir.
Siispansiyon konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf
Biophotometer 6131 (Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) kullanilmistir.

26



MATERYAL ve METOT Muntala ABDULAI

Siispansiyonun optik yogunlugu 1x108 cfu/ml’ye karsilik gelen ODgoo= 0,3 olacak
sekilde ayarlanmistir. Her strainden elde edilen slispansiyondan 2 pL alinarak Real-
Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

3.10. Primerler ve Problarin Saf DNA’dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis patojenin Real-Time PCR ile tespit
edilecek en diisiik DNA miktarinin tespiti i¢in saf DNA’dan hassasiyet calismasi
yapilmigtir. Calisma i¢in Ganada yer alan X. a. pv. manihotis strainlerinden
faydalanilmistir. DNA izolasyonunda Thermo FastPrep FP120A-230 multi tup
homojenizatér (Thermo Scientific, MA, ABD) ve Qbiogene/BIO101 FastDNA
molekdler izolasyon kitini (MP Biomedicals, Kaliforniya, ABD) iceren kombine sistem
kullamilmistir. X. a. pv. manihotis patojenlerinden izole edilen DNA’nin saflig1 ve
nanogram duizeyinde konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD), pikogram diizeyinde
konsantrasyonun belirlenmesinde Invitrogen Qubit florometre (Invitrogen, Californiya,
USA) kullanmilmistir. Real-Time PCR yonteminin hassasiyetinin belirlenmesinde X. a.
pv. manihotis igin 51 pg, 40 pg, 34 pg, 20 pg ve 13 pg DNA seviyeleri test edilmistir.
Pikogram diizeyine kadar seyreltmeler icin steril deiyonize su kullanilmistir. Elde edilen
her bir seviyedeki DNA’lardan 2 pL alinarak Real-Time PCR islemi
gergeklestirilmistir.

3.11. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primerler ve Problarin Hassasiyetinin
Belirlenmesi

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis Real-Time PCR ile tespit edilecek en
diisiik bakteri sayisinin tespiti i¢in, patojenler kiiltiir koleksiyonundan alinip CTA besi
ortaminda gelistirilmis, kolonilerden yogun bir stok c¢ozelti hazirlanmistir. Olusturulan
stok ¢ozeltiden 10’den 101%a kadar 10’un katlar1 seklinde seyreltmeler 3 tekerriirlii
olarak gerceklestirilmis ve bunlar ayr1 ayn tiiplere konulmustur. Elde edilen her bir
solisyondan 2 pL alinip Real-Time PCR islemi i¢in kullanilmigtir. Bu asamada Real-
Time PCR ile tespit edilecek en diisiik bakteri sayisinin tespiti hedeflendiginden 107
"den 1071%°a kadar seyreltilen ve ayr tiiplere alinan stispansiyonlardan 2 pL alinip 48 pL
steril deiyonize su igerisinde karistirilmis ve CTA besi ortamlarina steril yayma ¢ubuk
ile inokule edilmistir. Inokulasyondan sonra besi ortamlarinda gelisen bakteri sayilarmi
tespit etmek icin petriler 4 giin boyunca 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

3.12. Primerler ve Problarin Seciciliginin Belirlenmesi

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis icin gelistirilen primer ve problarin
ozgilliigiinii belirlemek icin her primer prob seti ilk olarak diger Xanthomonas
patojenlerine karsi test edilmis daha sonra farkli diger bitki patojeni bakteri tirleri
kullanilmistir  (Cizelge 3.6). Real-Time PCR isleminde kullanilan bakteriyel
stispansiyonlarin hazirlanmasi igin -80 °C deki stok kiltiirde bulunan izolatlar (Cizelge
3.6), NA besi ortami iceren petrilere aktarilmis ve 27 °C’de 72 saat boyunca
cogaltilmistir. Bu ortamlarda ¢ogaltilan kolonilerden biri secilerek steril deiyonize su ile
siispanse edilmistir. Bakteriyel konsantrasyonun 1x10% cfu/ml olmasi saglanmustir.
Stispansiyonun konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf
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Biophotometer 6131 kullanilmistir. Siispansiyonun optik yogunlugu 1x10% cfu/ml’ye
karsilik gelen ODeg00=0,3 olacak sekilde ayarlanmistir. Her strainden elde edilen
stispansiyondan 2 L alinarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.6. Real-Time PCR’da kullanilan farkli Xanthomonas turleri ve diger bitki
patojeni bakteri turleri

Bakteri Tura Orijin Konukgu Referans
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum Almanya Pamuk DSM 306
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria  Turkiye  Biber Basim 1999
Xanthomonas axonopodis pv. vitians Turkiye Lahana Basim 2008
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Turkiye  Fasulye Basim 2008
Acidovorax avenae subsp. citrulli Tiurkiye  Karpuz Basim 2008
C. michiganensis subp. michiganensis Turkiye Domates  Basim 2008
Dickeya chrysanthemi Almanya Domates Zngl;hOIder vd
Erwinia amylovora Turkiye  Armut Basim 2011
Pseudomonas tomato pv. tomato Tlrkiye Domates  Basim 2004
Rhizobium vitis Turkiye  Asma Basim 2015
Xylella fastidiosa Turkiye  Asma Basim 2009

3.13. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in Hastalhikh Bitki Dokularindan
Tespiti

Real-Time PCR ile hastalikli bitki dokularindan Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis’nin dogrudan tespiti icin 3 yilik duyarli Esam kasava bitkisine patojenlerin
inokulasyonu yapilmis ve ¢alisma 3 tekerrirlii olarak yuritlilmiistir. Calismada -80 °C
deki stok kultirde yer alan X. a. pv. manihotis izolatlart CTA besi ortami igeren
petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. CTA’da
gelistirilen bakteriler steril deiyonize su ile silispanse edilmis ve bakteriyel
konsantrasyonun 1x10% cfu/ml olmasi saglanmistir. Inokulum konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmistir.
Inokulum optik yogunlugu 1x10® cfu/ml’ye karsilik gelen ODg0o=0,3 olacak sekilde
ayarlanmis ve saglikli Esam kasava bitki yapraklarina injekte edilmistir. Bitkiler,
hastaligin seyri icin iklim odalarma (Bitki Koruma Boliimii kontrollii iklim odalar1)
aktarilmistir. Inokiile edilen bitkiler, simptomlarin gelismesi i¢in ortam sicakligi 30
°C’sicaklikta %350-70 nisbi nemde inkiibe edilmistir. Bitkiler inkiibasyon siirecinde,
glinde 12 saat boyunca aydinlatilmistir.

Kasava Bakteriyel Yaniklik hastaligi belirtilerinin gézlenmesi etmenlere gore
degisiklik gostermistir. Kasava Bakteriyel Yaniklik hastaligiin g6zlenmesinin
ardindan, inokulasyondan 2 hafta sonra yaniklik belirtisi gosteren hastalikli yapraklar
%70’ lik etanol ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Yaniklik belirtili hastalikli
yapraklar steril bir ortamda fosfat tampon c¢ozeltisi esliginde ezilerek pargalanmus,
patojenlerin fosfat tampona (NaCl. 7,2 g, Na2HPO4 1,48 g, K2PO4 0,43 g, ddH20 1000
ml) gecmesi saglanarak hastalikli bitki dokularindan tespitte kullanilacak stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan stok soliisyonlarda bitki kaynakli PCR inhibitorii
maddelerin  konsantrasyonlart  uygulanacak PCR  islemlerinin  basarilarini
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etkileyebileceginden stok soliisyonlar 3 kat seyreltilerek birer solusyon daha
hazirlanmistir. Her sollisyondan 2 pL alinarak Real-Time PCR islemleri yapilmaistir.

Kasava bitkisi total DNA’s1 ile tasarlanan primer ve problarin herhangi bir
amplifikasyon olusturup olusturmadiklarini kontrol etmek igin saglikli bitkilerden 6rnek
alinarak bitki total genomik DNA izolasyonu yapilmis ve ¢alismada bitki total genomik
DNA'’s1 da kontrol edilmistir. Kasava bitkilerinden izole edilen DNA’nin safligi ve
nanogram duizeyinde konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000
spektrofotometre kullanilmis ve bitki DNA konsantrasyonu yaklasik 100-150 ng/pL
olacak sekilde seyreltilmistir.

3.14. Pulsed-Field Jel Elektroforezis
3.14.1. Agaroz bloklarda genomic DNA’nin hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan bakteriyel Xam NA’da gelistirilmistir. Daha sonra
kiltirler NB’de 28 °C’de ve ¢alkalayicida (150 rpm) 24 h gelistirilmistir. Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam), oda sicakliginda steril musluk suyunda ve -70 °C de
%30 gliserol’ de saklanmistir.

Xam Gana izolatlart 27 °C’de ve calkalayicida 3 ml NB igeren tiiplerde 24 h
gelistirilmigtir. Siispansiyon 600 nm 151k dalga boyunda optik yogunlugu bir
spektrofotometre ile (Nanodrop Thermo ND-1000, Thermo Scientific, Massachusetts,
USA) 100 ng/ pL (ODeoo=0,3) ayarlanmistir. Hiicreler 2 dakika (dk) 14.000 rpm (16000
x g)’ de cokeltilerek, sonra 1 ml steril deiyonize suda yitkanmistir ve 2 dk 14.000 rpm’
de santrifiij edilerek tekrar bakteriyel hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. 500 pL’ lik TE
buffer (10 nM Tris-HCI pH: 8.0, 1 mM EDTA pH: 8:0) suspansiyonunda ¢okeltilen
bakteriyel hicreler tekrar siispansiyonu elde edildikten sonra 55 °C’ de tutulan ve 1M
Tris-HCI pH: 8.0, 1 M MgClz, 250 mM EDTA pH: 8.0 igeren steril deiyonize suda
hazirlanan esit hacimdeki %2’ lik diisiik erime noktasina sahip (LMP) agaroz ile
karistirtlmistir. Bu hilicre sispansiyon-agaroz karisimi, PFGE taraklarina pipet ile
aktarilmis ve bloklarin donmasii saglamak amaciyla 4 °C’de 20 dk tutulmustur.
Agaroz bloklart lizis soliisyonu (steril suda 250 nM EDTA pH; 9.5; %25 N-
lauroylsarcosine ve 1 mg/ml Proteinase K) icinde 50 °C’de 20 h icin lizis edilmistir.
Daha sonra agaroz bloklar1 40 °C’de 250 mM EDTA (pH 8.0) iginde saklanmustir.

3.14.2. Restriksiyon endonukleaz kesimleri

Spesifik kesim bolgeleri icin segilen Spel enzimi kullanilmistir. Bakteriyel
genomik DNA igeren agaroz blogu 5 ml TE buffer i¢cinde 30 dk yitkanmistir. Daha sonra
agaroz blogu igeren tiipe 5 ml TE buffer eklenmis ve 2 h iki kez daha yikanmistir.
Blogun yikanmasindan sonra alkol ile steril edilmis olan kesici ile bloktan 2 mm’ lik bir
kesit alinmigtir. Bloklar, restriksiyon enzimlerine ait 200 pL 1x buffer iceren mikrofj
tiplerine aktarilmistir. 15 dk sonra bu buffer taze buffer ile yer degistirilmis ve ilgili
restiksiyon enzimleri ile uygun kosullarda (37 °C de gece boyunca) kesim yapilmustir.

Agaroz jellerdeki DNA fragmentlerinin ayrimi Bio-Rad CHEF- DR 111 (Contour-
Clamped Homogeneous Electric Field) kullanilarak (Chu vd 1986) yapilmis ve %1 Sea-
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Kem agaroz 0.5x TBE buffer (45 nM Tris-HCI, 45 mM Borik asit, 1 mM EDTA pH:
8.0)’da hazirlanmustir.

Kesimden sonra bloklar, 55 °C’de 2 h bekletilen 500 pL yikama soliisyonu (steril
deionize suda hazirlanan 250 mM EDTA pH: 9.5, %25 N- laurolysarcisine) ile
yikanmustir. Bloklar %1’lik agaroz jele yerlestirilmeden 6nce 2 h 500 pL yikama
sollisyonu ile bir kez daha yikanmistir. Agaroz bloklar gukurlara yerlestirilmistir ve bu
cukurlarin tizeri 65 °C sicakliktaki %2 lik LMP agaroz ile kaplanmistir. Jel daha sonra
yuritme boyunca 14 °C sicakliga diisiiriilen ve 1.6 L 0.5 x TBE buffer igeren Bio-Rad
CHEF-DR Il Ginitesine yerlestirilmistir.

Spel enzim tarafindan kesilen DNA fragmentlerini i¢eren jeller 22 h ve 200 volt
(V) da 5 saniyeden (s) 45 saniyeye kadar degisen pulse siireleri kullanilarak
yuritilmiistiir. Jellerde markir olarak yeast Saccharomyces cerevisiae PFGE marker
(Bio- Rad) kullanilmustir.

Jeller yirataldiukten sonra 30 dk 0.5 pg/ml Etidiyum Bromide (EtBr) igeren
deiyonize su ile boyanip UV altinda goriintiilenmistir.

3.14.3. Genomik DNA parmak izlerinin analizi

DNA parmak izleri ve DNA parcasi olgiileri Vilber Lourma Biyo-Gen (11.04
versiyon) jel gorintiileyici yazilim (Marne-la-Vallee Cedex 1-Fransa) kullanilarak
dogrudan jel goriintiilerinden analiz edilmistir. Molekiler Analizler, Parmak Izi
Biyoprofili versiyon 10.03 yazilimi1 (BiolD++, BiolD ve Biyogen) kullanilmis DNA ve
fragment Olgiilerinin yokluguna ya da varligina dayanilarak degerlendirilmistir. PFGE
parmak izlerinin aritmetik ortalama (UPGMA) (Sneath ve Sokal 1973) analiziyle
birlikte dendogram agirliksiz ¢ift-grup yéntemi dahil eslesen biitiin parmak izlerinin
analizi, benzerlik matrislerinde ortaya ¢ikan profillerin kiyaslanmasi i¢in %1,0 -1,5
arasinda oynama payr penceresiyle Dice’nin katsayist (2a / (2a+b+c) (Dice 1945)
kullanilarak yapilmistir.

30



BULGULAR Muntala ABDULAI

4. BULGULAR

Arastirma sonuglar1 bes bolgede CBB’nin varligin1 ve gelisimini dogrularken ve
simptomlar 1slak kdseli yaprak lekelerini, yanma sapin damarsal nekrozu, solma yaprak
dokiimii ve sapin ugtan itibaren tepe kurumasimi kapsamaktadir (Sekil 4.1 a, b, c, d).
Ayn1 zamanda CBB patojeninin bir vektorii olan Zonocerus variegatus’un bir resmi de
Sekil 4.1°de gosterilmistir. Hastalik yayilimi, etkilenen simptomatik yapraklarin orani
olarak belirlenmistir. Ashanti ve Volta bolgelerinin (Gana’nin yar1 yaprak doken
ormani) sirastyla %70 ve %60 olmak lizere en yliksek CBB siddetine sahip oldugu
goriilmiistiir. Brong Ahafo bolgesi (derin denizle s1g deniz arasindaki bolge), Dogu
bolgesi (Yar1 yaprak doken ormanin bir bolimii) ve Biiyilk Accra bolgesi (kiyi
savanasi) sirastyla %40 ve %20 siddet gdstermislerdir. Gana’nin biitiin bolgelerinde
kasava yetistirilmektedir, ancak tiretimi Gana’nin Ashanti, Brong Ahafo, Orta, Dogu ve
Volta bolgelerinde daha yuksektir. Bu nedenle, Yukart Bati ve Dogu Bolgeleri
arastirmaya dahil edilmemistir. Belirti gdsteren kasava yapragi drneklerinden toplam 32
adet CBB izolati elde edilmistir.

Sekil 4.1. Kasava bitkisinde tipik CBB belirtileri (a) Baslangi¢ simptomu; (b)
Acil1 yaprak lekeleri; (¢) Yaprak yanikligi; (d) Geriye dogru 6liim; (e)
Patojenin vektOrl Zonocerus variegatus (¢ekirge) zararlisi
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4.1. Bakterinin Kasava Bitkilerinden izole Edilmesi

Nutrient Agar (NA) ve Cefazolin Trehalose Agar (CTA) ortaminda kolonilerin
incelenmesi ile morfolojik analiz yapilmistir. CTA ve NA ortaminda varsayilan
bakteriyel koloni blyltmesi 27 °C’de 24 h inklUbasyondan sonra saptanmustir.
Inkiibasyonun ilk asamasimin biiyiime 6zelligi, biiyiimenin sonraki asamasinda goriilen
bulanik ve vizkoz olan seffaf gérinimdir. Koloniler beyazimsi griden kremsi renge
dogru, dairesel, parlak, dis bilikey, hafif kabarik ve piiriizsiizdiir. Koloni ¢apt CTA
ortaminda yaklasik 2 mm ve NA ortaminda 1 mm olarak 6l¢iilmiistiir. CTA ortamindaki
koloninin gelisme oranlari, nispeten daha kiigiik, yavas biiyliyen ve saprofitler nedeniyle
¢ogu durumda asir1 biiylimiis koloniler yiiziinden ayirtedilmesinin ¢ok zor oldugu NA
ortamina kiyasla daha yiiksek ve serbest olmustur (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 (a) Nutrient Agar (NA) ve (b) Cefazolin Trehalose Agar (CTA) besi
ortaminda Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in koloni gelisimi

4.2. Esam Kasava Bitkilerinde Xam izolatlarimin Patojenisite Sonuclar

Esam kasava bitkilerine asilanan 32 Xam izolatin patojenik oldugu tespit
edilmigtir. CBB’nin ilk simptomlarinin, Xam asilamasindan sonra besinci giinde, kiigiik,
diizensiz, suda haslanmis gibi goriinen, koseli yaprak lekeleri seklinde gozlemlenmistir.
Asilamadan 2 hafta sonra lekeler birleserek yaprak yaniklari olugturmus, yanikliklar
yaprak kenarindan baglamis ve yaprak sapina dogru ilerlemistir. Asilamadan sonra iki
veya 3 hafta iginde bakteriyel balgik irin akinti gozlemlenmis ve sonra bitkiler
solmustur. Calismada kullanilan iki asilama yOntemi arasinda farklilik oldugu
belirlenmistir. Enjeksiyon yonteminin sprey yonteminden daha etkili oldugu
saptanmigtir. CUnki sprey yontemiyle belirtiler asilamadan bes giin sonra
g6zlemlenirken, enjeksiyon yontemiyle olan asilamadan ii¢ giin sonra suda haslanmis
gibi goOriinen simptomlar ortaya c¢ikmistir. Bakteriyel siispansiyon enjekte edilmis
kasava bitkilerinin simptom siddeti spreylenmis bitkilerden daha belirgin olmustur.
Kullanilan siddet ve viriilans skalalarina gore, Esam kasava bitkilerine asilanan bltun
izolatlar arasinda viriilansta goézlemlenebilir farkliliklar olmamustir. Negatif kontrol
olarak steril suyla islem gormiis kasava yapraklar gozle goriiliir herhangi bir belirti
gostermemistir (Sekil 4.3). Belirti gelisimi deneme sonlandirilmadan once iki ay
boyunca kayit altina alinmistir. Xam biiytimesi ve gelismesi i¢in iklim odasinda uygun
sicaklik 30 °C’dir (Maraite ve Perreaux 1979). Calisma sonlandirildiktan sonra, belirti
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gosteren yapraklar toplanmis ve varsayilan bakteri devamli olarak yeniden izole
edilmistir, boylece Koch postulatlar: yerine getirilmistir.

AT
TR

LS

Sekil 4.3. Kasava Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmenin X. a. pv. manihotis’in kasava
bitkilerine inokulasyonundan bir 6 hafta sonra yaprakta ve gévdede meydana
gelen simptomlar: (a) Saglikli bitki (Negatif kontrol); (b) Duzensiz suya
batmis agisal yaprak lekeleri (puskirtme yontemi); (c) Koseli noktalar ve
yaniklik yapraklar: (puskirtme yontemi) (d) Diizensiz suya batmis agisal
yaprak lekeleri (Enjeksiyon yontemi); (e) Yaprak yanikligi ve solma
(Enjeksiyon yontemi); (f) Yaprak solmasi ve govdede bakteriyel eksudatlar
(Enjeksiyon yontemi)
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4.3. Elektron Mikroskop Analizi

X. a. pv. manihotis'in SEM analiz sonuglari, patojenin ayrintili yapisin1 ortaya
koymustur ve bakterinin ortalama uzunlugu 1.49 pm ve c¢ap:r 367.3 nm olarak tespit
edilmistir. Analiz, Gram boyamadan sonra gergeklestirilmistir (Sekil 4.4).

V131

?I’ll ¥
|

NM D53 x15k 5.0 pm

Sekil 4.4. X. a. pv. manihotis'in SEM analiz sonuglari
4.4. X. a. pv. manihotis’in Klasik PCR ile Tanis1

X. a. pv. manihotis’nin Klasik PCR ile tanisin1 gergeklestirmek i¢in Xanthomonas
cinsi spesifik; RST2/RST3 (Schaad vd 2001) ve X. a. pv. manihotis variable number

tandem repeat (VNTR); XaG1_67F/XaG1_67R (Arrieta-Ortiz vd 2013), primer setleri
ile amplifiye edilmistir (Sekil 4.5 a; 4.5 b).
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Sekil 4.5 a. X. a. pv. manihotis izolatlarinin PCR amplifikasyonunun agaroz jeli (a)
Xanthomonas’a 6zgu primer (840 bp). 1: 100 bp marker; 2: Xam referans
strain NCPPB 2965 3-5. Ashanti bolgesi izolatlar1 6-7: Volta bolgesi
izolatlar1 8-9: Brong Ahafo bdolgesi izolatlar1 10: Dogu bolgesi izolatlar
11: Greater Accra izolatlar1 12: Negatif kontrol.

35



BULGULAR Muntala ABDULAI

b ] 8 910 11 1213141516 1718 1920 21

446 bp

446 bp

Sekil 4.5. b. VNTR lokus primeri (446 bp). M = 100 bp marker; 1: Xam referans strain,
2-16: Ashanti bolgesi izolatlar1 17-21: Volta boélgesi izolatlar1 22-25:
Brong Ahafo bolgesi izolatlar1 26-30: Dogu bdlgesi izolatlart 31-32:
Greater Accra izolatlari, Nk-Negatif kontrol

4.5. DNA Dizilemesi ve Filogenetik Analiz
VNTR analizi sonuucnda dizilenen amplikonun BLAST analizi, GenBank

nukleotit veri tabanindan elde edilen strainler ile %93 ile %100 arasinda homoloji
ortaya koymaktadir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Xam'in GenBank nukleotid benzerligi

Xam turleri VNTR dizi Erisim numarasi GenBank Benzerlik
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit Bu calismada 100%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737369.1 99%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737331.1 94%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737283.1 93%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737292.1 99%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737325.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737339.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737320.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737334.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737329.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737328.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737327.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737308.1 99%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737298.1 99%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737280.1 99%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737343.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737335.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737324.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737341.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737332.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737323.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737342.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737326.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737321.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737319.1 97%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737333.1 96%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737302.1 98%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737353.1 98%
X. a. pv. manihotis Mikrosatellit KJ737368.1 99%

Filogenetik analiz olusturmak i¢in kullanilan 32 Xam straini 282 baz uzunlugunda
homoloji gostermistir. Daha sonra aligment yapilan ve indel kisimlar1 silinen dizilere
model uygulanmis ve VNTR degerleri tespit edilmistir.

Xam izolatlar1 arasindaki evrimsel baglantinin belirlenmesi ¢ok OSnemlidir.
Dendrogram, farkli benzerlikler gosteren farkli kademelerden olusmaktadir. Gana
izolatlar1 ve referans strain, monofiletik bir grup olusturmus ve GenBank'dan toplanan
diger en yakin Xam izolatlarina ¢esitli benzerlik dereceleri gostermistir (Sekil 4.6).
1000 tekrarli kullanilan bootstrap konsensiis agaci, analiz edilen Xam taksonunun
evrimsel bir baglantisi olarak kabul edilmistir (Felsenstein 1985).
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Sekil 4.6. X. a. pv. manihotis filogenetik analizi

manihotis (CBB isolates from Ghana)

manihotis NCPPB2965

manihotis clone XaG1 67-1408
manihotis clone XaG1 67-1355
manihotis clone XaG1 67-1190

manihotis clone XaG1 67-ClIO176

manihotis clone XaG1 67-CIO37
manihotis clone XaG1 67-1343
manihotis clone XaG1 67-1345
manihotis clone XaG1 67-1384
manihotis clone XaG1 67-1357
manihotis clone XaG1 67-1344
manihotis clone XaG1 67-1336
manihotis clone XaG1 67-1365
manihotis clone XaG1 67-1187
manihotis clone XaG1 67-1201
manihotis clone XaG1 67-1236
manihotis clone XaG1 67-1246
manihotis clone XaG1 67-1213
manihotis clone XaG1 67-1391
manihotis clone XaG1 67-1371
manihotis clone XaG1 67-1342
manihotis clone XaG1 67-1380
manihotis clone XaG1 67-1335
manihotis clone XaG1 67-1369
manihotis clone XaG1 67-1348
manihotis clone XaG1 67-1347
manihotis clone XaG1 67-1341
manihotis clone XaG1 67-1390
manihotis clone XaG1 67-1334

4.6. Real-Time PCR ile X. a. pv. manihotis Izolatlarimin Tamsi

Real-Time PCR metoduyla patojenlerin tan1 ve tespitleri iki sekilde yapilmaktadir.
Bunlardan ilki patojenlerin DNA’sina spesifik olmayan ve DNA zincirleri arasina
baglanarak 1s1ma veren SYBR Green 1 adi verilen boyalarla yapilmaktadir. Ikinci
yontem ise DNA’ya spesifik olan problarla (TagMan, Molekiler Beacon, Scorpion vb)
yapilmaktadir.

X. a. pv. manihotis’in Real-Time PCR ile tanisin1 gergeklestirmek i¢in Gana’nin
bes bolgesinden toplanan X. a. pv. manihotis izolatlar: ve referans (NCPPB 2965) Xam
izolat1 kullanilarak primerler ve prob izolatlar1 spesifikligi test edilmistir. Tasarlanan
primerler ve probun X. a. pv. manihotis’ strainine spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil
4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9).
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1M | Ashanti bolgesi izolatlar1 2/1 29.86 X. manihotis
A2M | Ashanti bolgesi izolatlari 3/1 28.67 X. manihotis
A3M | Ashanti bolgesi izolatlar1 4/3 32.56 X. manihotis
AS5HE | Ashanti bolgesi izolatlar1 5/2 30.12 X. manihotis
A6 Ashanti bolgesi izolatlar1 6/1 27.67 X. manihotis
A7H | Ashanti bolgesi izolatlar1 7/2 28.86 X. manihotis
ASH | Ashanti bolgesi izolatlar1 8/1 27.13 X. manihotis
A9 Ashanti bolgesi izolatlar1 10/1 25.94 X. manihotis
A10M | Ashanti bolgesi izolatlar1 11/1 28.35 X. manihotis
A11M | Ashanti bolgesi izolatlar1 12/1 29.33 X. manihotis
A12H | Ashanti bolgesi izolatlar1 13/1 25.54 X. manihotis
A13H | Ashanti bolgesi izolatlar1 14/1 27.89 X. manihotis
Al4d Ashanti bolgesi izolatlar1 15/1 27.50 X. manihotis
A15M | Referans Kkiiltir (NCPPB 2965) 24.96 X. manihotis
A 16M | Negatif kontrol (NK) 0.00 X. manihotis

Sekil 4.7. X. a. pv. manihotis izolatlarinin Real-Time PCR ile tanisi
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1H | Ashanti bolgesi izolatlar1 16/1 29.86 X. manihotis
A2l | Ashanti bolgesi izolatlar1 17/1 28.77 X. manihotis
A3m | Brong Ahafo bolgesi izolatlar1 14 32.56 X. manihotis
AS5HE | Brong Ahafo bolgesi izolatlar1 16 30.12 X. manihotis
A6 Brong Ahafo bolgesi izolatlar1 29 27.67 X. manihotis
A7H | Brong Ahafo bolgesi izolatlar1 30 28.86 X. manihotis
ASH | Eastern bolgesi izolatlart 15 27.13 X. manihotis
A9 Eastern bolgesi izolatlar1 17 25.94 X. manihotis
Al10m | Eastern bolgesi izolatlar 19 28.35 X. manihotis
Al11m | Eastern bolgesi izolatlar1 23 29.33 X. manihotis
A12H | Eastern bolgesi izolatlar1 26 25.54 X. manihotis
A13H | Greater Accra izolatlart 13 27.89 X. manihotis
Al4 Referans kiltir (NCPPB 2965) 27.50 X. manihotis
A15M | Negatif kontrol (NK) 0.00 X. manihotis

Sekil 4.8. X. a. pv. manihotis izolatlarinin Real-Time PCR ile tanis1
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Cycles
Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1B | Greater Accra izolatlar1 24 25.66 X. manihotis
A2M | Volta bolgesi izolatlar1 R8 26.80 X. manihotis
A3 Volta bolgesi izolatlart 13 26.28 X. manihotis
AS5H | Volta bolgesi izolatlar1 14 29.23 X. manihotis
A6 Volta bolgesi izolatlart 31 23.12 X. manihotis
A7H | Volta bolgesi izolatlar1 33 24.30 X. manihotis
ASH | Referans kiltir (NCPPB 2965) 24.20 X. manihotis
A9M | Negatif kontrol (NK) 0.00 X. manihotis

Sekil 4.9. X. a. pv. manihotis izolatlarinin Real-Time PCR ile tanisi

4.7. Primerler ve Problarin Saf DNA Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primerler ve problarin genomik DNA hassasiyetini belirlemek
icin X. a. pv. manihotis’den izole edilen genomik DNA’nin 6nce nanogram diizeyinde,

devaminda pikogram diizeyinde Olgtimleri

yapilmustir.

Pikogram duzeyindeki

Olcimlerinde yaklasik 51 pg, 40 pg, 34 pg, 20 pg ve 13 pg olacak sekilde seyreltmeler
yapilmigtir. Yapilan ¢alisma sonucunda Xam izolatlar1 tespitinde kullanilan primer ve
prob setlerinin genomik DNA’dan tespit limiti 13 pg olarak belirlenmistir (Sekil 4.10).
13 pg’dan daha diisiik diizeyde DNA tespit edilememistir.
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol

All 51 pg 23.23 X. manihotis

A2l 40 pg 23.24 X. manihotis

A3 34 pg 23.30 X. manihotis

A5SH 20 pg 23.41 X. manihotis

A6 13 pgy 23.90 X. manihotis

A7H Negatif kontrol 00.00 X. manihotis

Sekil 4.10. X. a. pv. manihotis’nin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin saf
DNA’dan hassasiyeti

4.8. Direkt Bakteriden Primerler ve Problarin Hassasiyeti
Direkt bakteriden yapilan hassasiyet ¢alismasinda ¢alisma sonucunda, Real-Time

PCR ile X. a. pv. manihotis’nin direkt bakteriyel hiicreden tespit limiti 1 hticre (Cizelge
4.2) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11; Sekil 4.12).
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Cizelge 4.2. Real -Time PCR ile X. a. pv. manihotis’in direkt bakteriyel hiicreden tespiti
ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Sonucu Bakteri sayilar1 (cfu/ml)

Konsantrasyon FAM (Ct)
X. a. pv. manihotis ~ X. a. pv. manihotis x std P/N
Stok 15.47 * * * - - +
10t 17.71 * * * - - +
102 20.25 * * * - - +
103 19.93 * * * - - +
104 20.36 600 314 668 527,3 +235 +
10° 19.80 66 82 76 71,3 $2.13 +
106 20.16 11 11 12 11,3 +2.10 +
107 20.09 1 3 1 16 043 +
108 00.00 0 0 0 0 0 -
10° 00.00 0 0 0 0 0 -
1010 00.00 0 0 0 0 0 -
Negatif kontrol 00.00 0 0 0 0 0 -

* Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi
std: Standart sapma

P/N: Pozitif/Negatif

X: Aritmetik ortalama

Sekil 4.11. X. a. pv. manihotis bakteri hassasiyet ¢alismasinda NA besi ortaminda stok
10719 seyreltmedeki bakteri sayilar1 (cfu/ml)
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1l Stock Solution 20.62 X. manihotis
A2l 101 20.66 X. manihotis
A3 1072 21.08 X. manihotis
ASH 103 20.91 X. manihotis
A6 104 21.12 X. manihotis
A7TH 10 21.14 X. manihotis
ASH 10 21.43 X. manihotis
A9 107 21.54 X. manihotis
AlLOM 108 00.00 X. manihotis
Alll 10° 00.00 X. manihotis
Al2HE 1010 00.00 X. manihotis
A13H Negatif kontrol 00.00 X. manihotis

Sekil 4.12. X. a. pv. manihotis’in bakteri hassasiyet tespiti
4.9. Primerler ve Probun Seciciligi

Kasava Bakteriyel Yaniklik etmeni patojeninin tani ve tespiti i¢in tasarlanan
primerler ve problarin segiciligini test etmek amaciyla, gelistirilen primerler ve problar
kullanilarak X. a. pv. manihotis patojeni (Cizelge 3.1) ve diger bitki patojeni bakteriler
(Cizelge 3.6) ile Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir. Islem sonucunda X. a. pv.
manihotis i¢in tasarlanan primer prob setlerinin sadece X. a. pv. manihotis izolatlarina
spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Site ID | Sample ID FAM Ct | Protocol
A1l | X. a. pv. manihotis 23.17 X. manihotis
A2l | X. a. pv. malvacearum 00.00 X. manihotis
A3M | X. a. pv. vesicatoria 00.00 X. manihotis
ASH | X. a. pv. vitians 00.00 X. manihotis
A6 | X a. pv. phaseoli 00.00 X. manihotis
A7THE | A. a. subsp. citrulli, 00.00 X. manihotis
ABH | C.m. subp. michiganensis 00.00 X. manihotis
A9 D. chrysanthemi 00.00 X. manihotis
A10M | E. amylovora 00.00 X. manihotis
All1M | P. t. pv. tomato 00.00 X. manihotis
Al12E | R.vitis 00.00 X. manihotis
Al13M | X. fastidiosa 00.00 X. manihotis
A15H | Negatif kontrol 00.00 X. manihotis

Sekil 4.13. X. a. pv. manihotis izolatlarinin tespiti i¢in tasarlanan primer ve prob setinin
diger bitki patojeni bakteri tiirlerine kars1 spesifikliginin belirlenmesi
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4.10. Real-Time PCR ile Hastalikh Bitki Dokularindan X. a. pv. manihotis’in
Tespiti

Kasava Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmeni X. a. manihotis’in kasava bitkilerine
inokulasyonundan 6 hafta sonra meydana getirdigi simptomlar Sekil 4.14’te
gosterilmistir.

=

Sekil 4.14. Kasava Bakteriyel Yaniklik hastaligi etmenin X. a. pv. manihotis’in kasava
bitkilerine inokulasyonundan 6 hafta sonra yaprakta ve govdede meydana
getirdigi simptomlar (a) Yaprak solmasi (b) Govdede bakteriyel eksudatlar

Kasava vyetistiriciliginde triin ve kalite kayiplarina sebep olan X. a. pv.

manihotis’in hastalikli bitki dokularindan erken tanis1 ve tespiti i¢in Real-Time PCR
islemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.15).
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ite ID Sample ID M Ct Protocol
Alm Xam Referans strain (NCPPB 2965) 24.77 Xam
A2 Hastalikl1 bitki dokularmdan (107?) 32.81 Xam
A3 m Kasava bitki DNA 00.00 Xam
AS5H Negatif kontrol 00.00 Xam

Sekil 4.15. Tasarlanan primer ve prob seti ile X. a. pv. manihotis straininin enfekteli
kasava bitki dokusundan tespiti

4.11. Pulsed-Field Jel Elektroforezis Analizi

Bu c¢aligmada Xanthomonas axonopodis pv. manihotis’in Spel’ enzimi ile
kesilmesi ve Pulsed-Field Gel Elektroforezi ile farkli haplotipleri (strain grubu) elde
edilmigtir. Xam strainlerin kromosomal DNA’nin Spel ile kesiminde 13-16 fragment
elde edilmistir. Gana’dan toplanan 32 izolat arasindaki genetik farkliliklar PFGE
tarafindan Spel enzimi kullanilarak belirlenmistir. PFGE sonuglarina gore tiim
izolatlarin iki farkli haplotip grubu (strain grubu) olusturmustur (Sekil 4.16 a, b).

Referans strain dahil olmak {izere, Gana'nin 5 bolgesinden toplanan 32 izolatin 22
izolati, 2 haplotip ayrilmistir. A haplotipi, ortak ve ayni profili paylasan, 3 farkli
(Ashanti, Volta, Greater Accra) bolgeden 10 strainden olusmustur. Ayni profile sahip
olan haplotip B ise 3 farkli bolge ile 12 strainden olusmaktadir. Ashanti bolgesi
izolatlar1 en baskin haplotip grubunu olusturmus ve bunlar1 Volta Bolgesi, Biiylik Accra
Bolgesi ve Dogu Bolgesi izolatlarini izlemistir. (Sekil 4.16 a, b, Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Pulsed- Field Gel Elektroforezi ve Spel ile elde edilen Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis’in farkli haplotipleri (Strain gruplari)

Haplotip A

Haplotip B

Ashanti Region 2/1

Ashanti Region 3/1

Ashanti Region 5/2

Ashanti Region 11/1
Ashanti Region 12/1
Ashanti Region 13/1
Ashanti Region 16/1
G. Accra Region 13
Volta Region 14

NCPPB2965

Greater Accra Region 24

Volta Region 8
Volta Region 13
Eastern Region 23
Volta Region 31
Ashanti Region 4/3
Ashanti Region 6/1
Ashanti Region 7/2
Ashanti Region 8/1
Ashanti Region 10/1
Ashanti Region 14/1

Ashanti Region 15/1

48



BULGULAR Muntala ABDULAI

2000 kb

220 kb

Sekil 4.16. a: Pulsed-Field Gel Elektroforezi ve Spel ile elde edilen Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis’in farkli haplotiplerinin genomik profilleri. M:
Chromosomal Yeast Marker (Saccharomyces cerevisiae), 1: Ashanti
Region 2/1, 2: Ashanti Region 3/1, 3: Ashanti Region 4/3, 4: Ashanti
Region 5/2, 5: Ashanti Region 6/1, 6: Ashanti Region 7/2, 7: Ashanti
Region 8/1, 8: Ashanti Region 10/1, 9: Ashanti Region 11/1, 10: Ashanti
Region 12/1, 11: Ashanti Region 13/1, 12: Ashanti Region 14/1, 13:
Ashanti Region 15/1, 14: Ashanti Region 16/1.
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Sekil 4. 16. b: Pulsed-Field Gel Elektroforezi ve Spel ile elde edilen Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis’in farkli haplotiplerinin genomik profilleri.
M: Chromosomal Yeast Marker (Saccharomyces cerevisiae) 23:
Eastern Region 23, 25: Greater Accra Region 13, 26: Greater Accra
Region 24, 27: Volta Region 8, 28: Volta Region 13, 29: Volta Region
14, 30: Volta Region 31, 32: Referans strain (NCPPB2965).
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5. TARTISMA

Kasava, Gana'da insanlarin tiikettigi en onemli besindir. Bu ¢alismada Gana'nin
farkli ekolojik bolgelerinde yetistirilen kasava alanlarindan toplanan Kasava Bakteriyel
Yaniklik hastaligina neden olan X. a. pv. manihotis’in , klasik ve Real-time PCR ile
tanis1 yapilmistir.

Gana'da bulunan tarimsal ekolojik alanlar1 arasinda yar1 yaprak doken ormanlar,
yogun yagmurlu ormanlar, iklimsel gegis bolgeleri, kiy1 Gine, ve Sudan savanna yer
almaktadir. Slrveylerde Gana'nin 10 bolgesinden 8 tanesi ziyaret edilmis ve bes
bolgede X. a. pv. manihotis’in varlig: tespit edilmistir. Ornekleme agirlikli olarak ticari
ciftliklerde yapilmis ve kuguk ticari giftlikler Gzerine ise daha az yogunlasilmistir.
Ornekleme sonucunda, analiz edilen simptomatolojik 6rneklerden Ashanti bélgesinin en
yuksek Kasava Bakteriyel Yaniklik sidddetine sahip oldugu belirlenmistir. En ylksek
Kasava Bakteriyel Yaniklik yayginligi yine bu bolgede tespit edilmistir. Bunun nedeni
bolgedeki ¢ogu ciftei tarafindan en ¢ok tercih edilen ¢esidin Esam Kkasava gesidi olmasi
ve hastaliga kars1 bu ¢esidin daha duyarli olmasidir. Ayrica, sicaklik ve bu bolgede yer
alan yogun ormanlik alan tarafindan saglanan bitki Ortiisii, enfeksiyon siirecinin
hizlandirilmasinda kismen rol oynayabilir.

Calisma sonuglari, Kasava Bakteriyel Yaniklik hastaliginin yar1 yaprak doken
orman bolgesinde, Gana'nin diger bolgelerine goére daha yaygin oldugunu gostermistir.

Wydra ve Msikita (1998); Wydra ve Verdier (2002), tarafindan 4 Bati Afrika
iilkesinin farkli tarimsal ekolojik bolgelerinde yapilan benzer arastirmalarda, Savana
bolgelerinde, orman gegis alanlarina kiyasla CBB daha fazla yayginlik géstermis ve bu
ulkelerdeki orman bolgelerinde daha az oranda bulunmustur. Takatsu vd (1978) ve
Lozano (1986), Savana bdlgelerindeki CBB’nin yiiksek yayginlik ve siddetinin, gece ve
giindiiz sicakliklar1 arasindaki farkli iklimsel kosullara bagli olabilecegini ve bunun
enfeksiyon siirecinde 6nemli bir rol oynayabilecegini agiklamiglardir.

Gana'da orman bolgeleri yar1 yaprak doken ormanlar ve yagmur ormanlarindan
olusmaktadir. Yagmur ormani1 nemli, her daim yesil ve yas her daim yesil iki farkli
alandan olusur. Bu c¢alismada, yagmurormanlari CBB siddeti gdzlenmemistir.
Bulgularimiz Wydra ve Msikita (1998) bulgulari ile benzerlik gostermektedir. Wydra ve
Verdier (2002), 1993/1994 yillarinda yaptiklar1 ¢alismada Gana, Kamerun ve Benin
Yagmur Ormanlarinda ve Gana'nin Sudan savannah bdlgesinde CBB’nin goriilmedigini
bildirmisglerdir. Calismadan elde ettigimiz bulgular ayn1 zamanda Agnassim vd
(2007)'nin Afrika Orman bolgelerinde CBB’nin yaygmliginin yiiksek oldugu bulgulart
ile de uyumludur. Elde edilen bulgular, orman savanasinda, Gegis ve Savana
bolgelerinde Xam yayginliginin Afrika Orman Bolgelerinden daha yiiksek oldugunu
bildiren Maraite ve Meyer (1975), Persley (1980) bulgular1 ile benzerlik
gostermemektedir.

Xam’in dagilimi pek cok faktore bagli olabilir ve bunlarin arasinda enfekteli
kasava alanlarindan enfekteli simptomatik olmayan celikler, ana inokulum kaynagi ve
uzak mesafelerde yeni kurulan kasava plantasyonlarina Xam'in yayilmasinin dnemli
sebebi olmaktadir. Xam, odunlasmis kasava govdelerinde bazen gorunir simptomlar
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Uretmeyen bir vaskiler patojendir ve ayrica kasava dokusunu ¢ok uzun siirede kolonize
edebilme kabiliyetine sahiptir ve bu da patojenin yayilmasina yardimci olmaktadir
(Lozano ve Nolt 1989). Xam aynmi zamanda kasava bitkisine epidermal yaralar veya
stoma yoluyla girer ve parankima bitki dokularnin hiicre i¢i bosluklarinda ¢ogalir,
pektinazlar ve seliilazlar gibi enzimlerin iiretimi nedeniyle hiicre duvarini par¢alamaya
baslar (Maraite ve Weyns 1979; Dianese 1985; Boher vd 1995). Xam'in bir yerden bir
yere yayilmasi i¢in diger yollar, yagmur sigramasi (Persley 1979), kirli aletler, budama
bicagi, hayvanlarin ve insanlarin hareketi hastaligin yayilmasini saglamaktadir. (Lozano
1986). Xam'in bazi alanlara yeni girisi ve enfekte olmamis yerlere hizla yayilmasida
bildirilmistir (Kwaje 1982; Joseph ve Elango 1991).

Orta ve Bati Afrika tlkelerinde, Pseudotheraptus devastans, Anoplecnemis
madagascariensis gibi bdceklerin CBB’ye nadiren vektorlik yaptigi ve Zonocerus
variegatus CBB’nin ana vektorii olarak bu hastaligin yayilmasinda 6nemli bir rol
oynadigi belirlenmistir (Bouriquet 1939; Maraite ve Meyer 1975). Arastirmamizin en
ilgi ceken gozlemlerinden biri de, CBB oranlarinin yiiksek oldugu alanlarin ¢gogunda,
CBB’nin vektort olarak rol oynayan Z. variegatus'un orantili olarak daha yiiksek
oranda olmasidir (Bouriquet 1939; Maraite ve Meyer 1975). Gana’'nin Kiyi
Savannasi'ndan Orta ve Greater Accra (Gana'nin baskenti) bolgelerinde CBB'nin yer yer
yayilim gosterdigi kaydelmistir. SOrveyimiz sirasinda Orta Bolge'de CBB siddeti
Greater Accra bolgesi disinda gbézlenmezken, bu sonu¢ Gana'nin bu kiy1r bolgesinde
CBB’nin tamamen bulunmamasi anlamina gelmemektedir. Gana'nin Kuzey Bolgesinde
kalan Gine Savannah boélgesindeki, Tamale'da CBB siddeti gbzlemlenmemistir.

Hem CTA hem de NA uzerindeki izolatlar morfolojik olarak Xam'in tipik
ozelliklerini gostermistir. CTA yar1 secici besiyeri sadece bu ortamin bilesenlerini
kullanma becerisine sahip olan Xam turlerine 6zgudir. CTA ortami, izolasyon siirecinde
Xam olmayan izolatlarin taranmasinda kullanilabilir. CTA’daki Xam’in gelisimi hizl,
saprofitik bakterilerden ari ve NA’e goére daha buylk, dairesel beyaz gri-kremsi
koloniler iiretmistir. NA'da farkli bakteri popiilasyonlarmin bir karigimini igeren
bakterilerin gelisimi, varsayilan patojenin 6n tanimlamasini ¢ok zorlagtirmistir.

Patojenisite testinde 32 izolatin hepsinin duyarli Esam cassava gesitleri {izerinde
patojen oldugu dogrulanmistir. Kullanilan piiskiirtme ve enjeksiyon yontemleri farkli
simptomlar Gretirken, iretilen bakteri eksudatlarinin miktari, yaniklik ve solgunlugun
siddeti puskiirtiilen bitkilere kiyasla enjekte edilen bitkilerin yapraklarinda daha yuksek
bulunmustur. Simptom siddetinin yiiksek olmasinin muhtemel nedeni; bitki mezofilinin
bakteri siispansiyonuna dogrudan maruz kalmasindan kaynaklanabilir. Her iki yontem
arasinda farkliliklar gozlemlenmesine ragmen, izolatlar arasindaki patojenik durum
arasinda bir farklilik gézlenmemistir. Tiim izolatlar, calismada kullanilan 1-5 skalasina
gore ayni derecede hastalik siddeti gostermistir. Xam inokdle edilen bitkilerden strekli
olarak tekrar izole edilmis ve boylece Koch postulatlari saglanmigtir. Gana'da kasava
bitkisinde CBB hastaliginin etmeni olarak Xam belirlenmistir.

Ayrica, izolatlar Xanthomonas cinsine spesifik ve VNTR’nin lokus primerleri
kullanilarak tanimlanmus, tespit ve karakterize edilmistir. Her iki primer de patojenler
arasindaki degiskenligi ayirmada ¢ok etkili bulunmus ve beklenen fragment
blydkllklerini  vermistir. Xanthomonas cinsine 6zgii primer kullanimi, farkli
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bolgelerden toplanan ¢ok sayidaki 6rnegin taranmasinda yararli olmus ve ¢alismanin is
yiikii azalmasini saglamistir. Xanthomonas cinsine spesifik primer cifti ile test edilen
pozitif ornekler VNTR primerleri ile de fragment itiretmistir. VNTR primeri, kasava
yaprak orneklerinden izole edilmis Xam'in tur dlizeyinde spesifik tespitini saglamistir.

Xam popiilasyon caligmalar1 i¢in kullanilan ve gelistirilmis bir¢ok molekiiler
genetik markorler mevcuttur, bu teknikler arasinda, hedef genomda, diger molekiiler
genetik markorler tarafindan tespit edilemeyen tandem tekrar dizisindeki
polimorfizmleri saptamak ve ortaya ¢ikarmak i¢in ayirt edici bir gicl olan VNTR
lokusu markorleri yer almaktadir (Garcia-Yoldi vd 2007; Pourcel vd 2007; Van Belkum
2007; Stevenson vd 2009).

VNTR'ler son zamanlarda bitki patojenlerinin genetik varyasyon ve cesitliligini
analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu patojenler arasinda X. fastidiosa (Coletta-Filho
vd 2001); Xanthomonas citri pv. citri (Ngoc vd 2009); piring bakteriyel patojeni
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Zhao vd 2012); ve Ralstonia solanacearum
(N’Guessan vd 2013) yer almaktadir. VNTR'lerin diger DNA parmak izi tekniklerine
kiyasla ek avantajlar1 vardir. Bunlar, uygun maliyet ve daha disiik is yikudur (Van-
Belkum 2007; Chiou 2010; Fillo vd 2011). VNTR metodunun avantajlari, Xam
populasyon calismalarinda onu en yararli ve umut verici molekiiler genetik
markdorlerden biri haline getirmektedir. Xam'in gesitliligi, ¢evresel kosullarla dogrudan
iligkilidir, artan nem yiiksek Xam ¢esitliligine neden olmaktadir (Restrepo vd 2000).

Onceki arastirmalarda, Xam'in genetik ¢esitliligi, Verdier vd (1994) tarafindan
RFLP kullanilarak analiz edilmis ve sonuglar Afrika strainlerinin homojen oldugunu,
Giliney Amerika'da patojenin ¢ok degisken oldugunu ortaya koymustur. Bunun nedeni,
manihotis cinsinin, kdkeninin Guney ve Orta Amerika olmasidir. Brezilya ve Meksika
cesitliligin merkezidir (Rogers ve Fleming 1973). Dahasi, patojenin Afrika'ya girisi
nispeten yenidir ve plazmid probu (pthB) ile Afrika strainlerinin yeni RFLP analizi,
farkli haplotipleri ayirt etse de degiskenlige neden olacak kadar seleksiyon baskisina
maruz kalmamistir (Maraite vd 1981; Verdier vd 1993). (Assigbe’tse” vd 1996).

Bakteriyel patojenlerin kesin tani ve tespiti i¢in son yillarda Real-Time PCR
yonteminden faydalanilmaktadir. Klasik PCR yontemi, PCR isleminden sonra
cogaltilan DNA fragmentlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve ethidium bromide ile
boyanip ultraviole (UV) 1s1k altinda goriintiileme gibi bir takim yan islemlere ve uzun
siireye gereksinim duymaktadir. Bu yontemde, kesin sonuglar elde edilmesine ragmen is
glicii ve zaman kayiplar1 fazla olmaktadir. Bu nedenle son yillarda patojenlerin erken
tan1 ve tespitleri icin klasik-PCR yonteminde yapilan agaroz jelde yiiriitme ve UV 151k
altinda DNA fragmetlerinin goriintiilenmesi gibi ek islemlere ihtiya¢ duyulmadan daha
kisa siirede, kesin sonug elde edebilecegimiz Real-Time PCR yoOntemi gelistirilmistir
(Schaad vd 1999; Weller vd 2000; Wong ve Medrano 2005).

Real-Time PCR metoduyla patojenlerin tan1 ve tespitleri iki sekilde yapilmaktadir.
Bunlardan ilki patojenlerin DNA’sina spesifik olmayan ve DNA zincirleri arasina
baglanarak 1s1ma veren SYBR Green 1 adi verilen boyalarla yapilmaktadir. Ikinci
yontem ise DNA’ya spesifik olan problarla (TagMan, Molekiler Beacon, Scorpion vb)
yapilmaktadir. Bu ¢alismada patojenlerin tan1 ve tespitleri icin DNA’ya spesifik
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TagMan prob sistemi kullanilmistir (Wong ve Medrano 2005; Licciardello vd 2011;
Cottyn vd 2011).

Calismada giinlimiizde kullanilan prob sistemlerinden biri olan LNA problar
kullanilmigtir. LNA prob sisteminde prob {izerinde yer alan DNA analogu
monomerlerde bulunan seker halkalart metilen bir koprii ile baglandigindan
monomerlerin her biri spesifik baglanma icin en uygun konformasyon olan N
konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu sayede kullanilan problar stabil
olabilmektedir. Bu 6zellik spesifik olmayan baglanmalara izin vermemekte ve problarin
spesifik bolgelere olan baglanmalarini arttirmaktadir. LNA problara ait dizi tasarimlari
geregi Real-Time PCR ile yapilan diger caligmalarda kullanilan problarin dizilerinden
uzunluk olarak daha kisadir. Bu sayede prob dizisinin kendi i¢inde baglanma olasilig
ortadan kalkmaktadir. Problarin ve amplifiye edilen bolgenin kisa dizilerden olugmasi
amplifikasyon isleminin daha kisa siirede gerceklesmesine olanak vermektedir. LNA
probun, kimyasal yapica daha spesifik olarak calisilmasini ve alinan sonuglarin daha
hizli ve giivenilir olmasimi saglamaktadir. Bu calisma ile LNA problar kullanilarak
Real-Time PCR yonteminin 6nemi ve hassaslig1 bir kez daha ortaya konulmustur.

Real-Time PCR yonteminin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt hastalikli bitki dokularindan tespit yapilabilmesi,
bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla son yillarda
yontemin kullaniminin yayginlasmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Real-Time PCR ile
glinlimiize kadar farkli bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitleri yapilmistir (Schaad
vd 1999; Freeman vd 1999; Weller vd 2000; Van Beckhoven vd 2002; Salm ve Geider
2004; Basim ve Basim 2004; Cubero ve Graham 2005; Berg vd 2006; Basim ve Yilmaz
2005; Pujol vd 2006; Basim ve Basim 2007; Bellis vd 2007; Mavrodi vd 2007;
Benlioglu ve Ozyilmaz 2007; Dreo vd 2007; Luo vd 2008; Basim ve Basim 2009;
Basim ve Caplik 2009; Gottsberger 2010; Basim ve Bozan 2011; Basim ve Oztiirk
2011; Licciardello vd 2011; Cottyn vd 2011; Johnson ve Walcott 2012; Gallelli vd
2014).

Calismada kullanilan Real-Time PCR yonteminde yalnizca ¢ift sarmalli DNA’ya
baglandiklarinda floresan 1s1ma veren bir boya olan SYBR Green teknigi
kullanmiglardir. Diger metotlara gore ¢ok daha ekonomik olmasi, ¢alismanin kantitatif
analizden ¢ok bakterinin varligina ve tanisma yonelik hedefler icermesi nedeniyle
kullanilan SYBR Green teknigi, sadece ¢ift sarmalli DNA’ya baglanip amplifikasyon
oldugu siirece floresan yaymaktadir. Fakat bazi c¢aligmalarda kontaminasyon ya da
istenmeyen baglanmalardan kaynaklanan amplifikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. SYBR
Green 1 bu baglanmalar1 da amplifikasyon olarak verdigi i¢in bazen yanlis sonuglara
neden olmakta bu da ¢alismanin hassasiyetini diisiirmektedir.

Calismada X. a. pv. manihotis strainlerin tanis1 Real-Time PCR ile kisa siirede
yapilmistir. Populasyonda zamana bagl artis ¢igeklerde diizenli olarak devam ederken,
yapraklarda Real-Time PCR sonuglari ile kiiltiirde gelistirilen bakteri sayisinda
farkliliklar ortaya c¢ikmistir. Bu durumun yapraklarda var olan ama 6lmiis bakteriyel
hiicreler ya da ortamda canli bulunan kiiltiirde gelistirilemeyen (viable but non-
culturable (VBNC) evresinde olan) bakterilerden kaynakli olduguna baglanabilir.
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Strainin biyolojik olarak etkinligi ve varliginin kontrolii i¢in hem kiiltiir ortaminda
gelistirme hem de Real-Time PCR isleminin es zamanl olarak yapilmasi gerektigi bu
calismayla ortaya konulmustur.

Bu calisma, Kasava Bakteriyel Yanikligina neden olan X. a. pv. manihotis’in tani
ve tespitinde Gana’da ve Diinya’da LNA prob kullanilarak gerceklestirilen ilk Real-
Time PCR c¢alismasidir. Patojen, PCR’in daha ileri versiyonu olan Real-time PCR
kullanilarak belirlenmis ve reaksiyon ilerledikce amplikonun es zamanl izlenmesine
olanak saglamis ve konvansiyonel PCR ile kiyaslandiginda PCR sonrasindaki jel
hazirliklarina ihtiyag duymamaktadir (Nazarenko vd 1997). Referans strain ile birlikte
Gana izolatlari, izolatlarin tanimlanmasinin dogrulugunu teyit eden farkli ortalama Ct
degerlerine sahip farkli pikler liretmistir. Cesitli Ct diizeylerinde kaydedilen degerler,
tepkimedeki baslangic genomik hedefinin miktar1 ile ters orantihidir. Ct dengeli ve
dogru bir yontemdir, ancak bir reaksiyon esitsiz verime sahipse saptamanin dogrulugu
sinirlt olabilir, Ancak iyi optimizasyon testi, bu metodun dogrusal olmayan regresyon
gibi diger tahmin ydntemlerine kiyasla tanimlamada iyi bir standart olarak kalmasini
saglayabilir (Goll vd 2006; Karlen vd 2007).

Yapilan calismada, kasava bitkisinde verimde 6nemli kayiplara sebep olan X. a.
pv. manihotis’in bakteriyel hiicreden ve hastalikli bitki dokularindan LNA prob
kullanilarak direkt tan1 ve tespitleri Real-Time PCR yontemi ile kisa siirede kesin bir
sekilde gerceklestirilebilmistir.

Kasava Bakteriyel Yaniklig1 patojenin Real-Time PCR yontemiyle tanisi i¢in X. a.
pv. manihotis’in VNTRs loci bolgelerine ait dizilerden prob ve primerler tasarlanmistir.
Tasarlanan primer ve prob setleri test etmek amaciyla X. a. pv. manihotis (2965)
referans straini tedarik edilip caligmaya eklenmistir. Gelistirilen yontem ile tim Xam
izolatarinin tan1 ve tespitleri basariyla gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada gelistirilen Real-Time PCR yontemlerinde LNA probu
kullanildigindan  diger arastiricilar tarafindan gergeklestirilen Real-Time PCR
protokollerinden ¢ok daha hassas ve kesin sonuclar vermektedir. Daha dnce klasik PCR
yontemi ile X. a. pv. manihotis izolatar1 tan1 ve tespitinde 446 bp’lik DNA fragmentleri
cogaltilmistir.

Real-Time PCR yonteminde ise X. a. pv. manihotis izolatar1 77 bp uzunlugunda
fragmentler cogaltilmistir. Cogaltilmasi  hedeflenen bolgelerin  kisa  olmasi,
polimerizasyon reaksiyonu esnasinda tespit i¢in gerekli DNA amplifikasyonunun daha
kisa stirede gerceklesmesini saglamakta ve belirlenen PCR protokollerinde dongiilerin
daha kisa siirelerde tamamlanmasina olanak saglamaktadir.

X. a. pv. manihotis etmenin tani ve tespitinde kullanilan 20-25 déngulik klasik
PCR yontemleri, 100-155 dakikada tamamlanirken 35-45 donglluk Real-Time PCR
yontemleri 33 dakikada tamamlanmaktadir. Ayrica Real-Time PCR sistemi PCR
prosesinin bir bilgisayar araciligi ile gercek zamanl olarak kontrol edilebilmesine ve
islemin istenildiginde sonlandirilmasina olanak verdiginden; sonu¢ dongiilerin
tamamlanmasindan 6nce elde edilebilmektedir. Gergeklestirilen ¢alismalar neticesinde
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Real-Time PCR ile X. a. pv. manihotis etmenin yaklasik 32.56 dakikada tanilarinin
yapilabildigi saptanmustir.

Klasik PCR yonteminde tespitin gergeklestirilmesi i¢in ortamda bulunmasi
gereken bakteri yogunlugu genellikle 5x10? ve 1x10* cfu/ml arasinda degistigi rapor
edilmistir (Cottyn vd 2011). Bu ¢alismada gelistirilen yontemin X. a. pv. manihotis
bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1 1 hiicre olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin
DNA diizeyindeki hasasiyet smir1 ise 13 pg diizeyine kadar tespit edilmistir. Bu
calismada gelistirilen Real-Time PCR metodu ile kullanilan LNA probu genomdaki
cogalan kismin segicilik, hassaslik ve tekrarlanabilirligini saglamigtir. Bunun yaninda,
Real-Time PCR, X. a. pv. manihotis’nin direkt hastalikli kasava bitkilerinden tespiti
basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Direkt bitki dokusundan tani ve tespit imkana,
Real-Time PCR isleminin saglikli sonug¢ vermesi igin bakteriyel izolasyonun yapilmasi
gerekliligini ortadan kaldirmis, sistemin uygulanabilirli§ini ve hizin1 biiyiik 6lciide
arttirmigtir. Bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini tasinabilir Real-Time PCR
cihazlar1 ile yapilabilme olanagi, hedef patojenlerin disindaki bitki patojenlerinin
laboratuvara taginmasinin ve kiiltiire alimmasinin Oniine gegebilecektir. Bu c¢alisma,
Kasava Bakteriyel Yaniklik etmeni bakterilerin yerinde ve kisa siirede tespit ve
tanilarinin yapilabilmesine de olanak saglamistir.

VNTR analizi sonucunda dizilenen amplikonun BLAST analizi, GenBank
niikleotit veritabanindan elde edilen strainler ile %93 ila %100 arasinda homoloji ortaya
koyarken boylece bu patojenin belirlenmesini ortaya saglamistir. Genomik dizilere
dayanan bakteriyel tanimlama, tiirlerin farklilagmasinda 6nemli bir rol oynayan ve
DNA-DNA hibridizasyonunun yerine gececek yeni bir standart yontemdir (Deloger vd
2009; Richter ve Rossell6-Mora 2009), Ozellikle Ortalama Niukleotid benzerlik
(Average Nucleotide Identity) temelinde (Konstantinidis ve Tiedje 2005). Dendrogram
agaci, bu calismadaki Xam izolatlar1 ile GenBank'dan elde edilen evrimsel atalari
arasinda tutarli bir sekilde c¢elisen, ¢esitli evrimsel benzerlikler gostermistir. Cluster
analizi icin, Jukes-Cantor modeline gére maximum likelihood yéntemi (Jukes ve Cantor
1969) uygulanmistir. Bu yoOntemi, Xam izolatlar1 arasindaki evrimsel baglantinin
belirlenmesinde c¢ok ©nemlidir. Dendrogram, farkli benzerlikler gosteren farkli
kademelerden olusmaktadir. Gana izolatlar1 ve referans strainler, monofiletik bir grup
olusturmus ve GenBank'dan toplanan diger en yakin Xam izolatlarina benzerlik
gostermistir. 100 tekrarli kullanilan bootstrap konsensiis agaci, analiz edilen Xam
taksonunun evrimsel bir baglantisi olarak kabul edilmistir (Felsenstein 1985).

Sonuglar VNTR'lerin Xam tiiriiniin tanimlanmasinda yararli bir genetik markor
oldugunu gostermistir. Sekans benzerligi ve DNA-DNA hibridizasyonu arasindaki
korelasyon, Xanthomonas'ta grup ve tiirlerin insas1 i¢in kurulmustur (Young vd 2008),
Fakat bugune kadar, X. a. pv. manihotis’nin yakin akrabalari1 da dahil olmak tizere tum
genom sekanslar1 grup devamliligi igin istismar edilmemistir (Young vd 2008).

Calismada CBB etmeni Xam Gana’dan toplanan 6rnekler (izerinden hem klasik
hem de Real-time PCR ve PFGE ile tespit edilerek tanimlanmistir. Gana’nin biiyilik
boliminde CBB’nin oldukga yaygin oldugu belirlenmistir. Bu patojenin yayilmasini ve
zararini  azaltmak i¢in Dilnya’nin farkli bolgelerinde micadele yontemleri
uygulanmaktadir.
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Gana’dan toplanan 32 izolat arasindaki genetik farkliliklar PFGE tarafindan Spel
enzimi kullanilarak belirlenmistir. Referans strain dahil olmak iizere, Gana'nin 5
bolgesinden toplanan 32 izolatin 22 izolati, 2 haplotip ayrilmistir. A haplotipi, ortak ve
ayni profili paylasan, 3 farkli (Ashanti, Volta, Greater Accra) bolgeden 10 strainden
olusmustur. Aymi profile sahip olan haplotip B ise 3 farkli bolge ile 12 strainden
olugmaktadir. Ashanti bolgesi izolatlar1 en baskin haplotip grubunu olusturmus ve
bunlar1 Volta Bolgesi, Biiyilkk Accra Bolgesi ve Dogu Bolgesi izolatlarini izlemistir.
Ashanti (As 17/1) ve Volta (VR 33) Bdlgelerinin herbirinden 1 izolat, Brong-Ahafo
Bolgesi'nden 4 izolat (BA 14; BA 16; BA 29; BA 30) ve Dogu Boélgesi'nden 3 izolat
(ER 15, ER 17, ER 19), olmak tzere toplam 10 izolat PFGE ile Spel kullanilarak
haplotiplere ayrilamamistir. Bu izolatlar jel {izerinde ayirt edilemeyen gorinti
olusturmustur. Ciinkii Spel genomik DNA'larin1 farkli desenlerle kesememistir.
Gelecekte yapilacak c¢alismalarla, bu farkliliklar1 tespit edilemeyen izolatlar
housekeeping genleri kullanilarak haplotip gruplarina ayristirilabilecektir. PFGE az
siklikla kesim yapan (Rare-Cutting) enzimleri kullanarak tiir teshisinde ve ayni tiir
icesinde strain siniflandirilmasina izin vermektedir. Ayrica bu yontem, genom
biiyiikliigliniin tahmininde ve genom haritalamasi i¢in kullanisli data saglamaktadir
(Smith ve Condemine 1990). Her ne kadar PFGE metodu bakteriyel genom
biiyiikliigiinii belirlemede ve biitiin kromozom degisimlerini tespit etmekde kullanilsa
da (Lucier ve Brubaker 1992; Romalde vd 1991), bu y6ntem X. a. pv. manihotis’in
strainlerinin genetik iligkisini ve cesitliligini belirlemede kullanilmamistir. Bu yontem
ayn1 zamanda tiir i¢i genetik varyasyonun kantitatif degerlendirilmesi ve verilen tiiriin
bireysel izolatlarmin restriksiyon enzimi ile elde edilen biiylik fragmentlerinin
karsilastirilmasi ile belirlenmesine imkan saglamaktadir (Arbeit vd 1990).

Zararlar, IPM perspektifiyle alinan tedbirlerin birlesimiyle biiyiik o6lgiide
onlenebilmektedir (Lozano 1986). Kasava Bakteriyel Yanikliginin henuz goriilmedigi
alanlarda, bitkisel kaynaklara blyik 6zen gosterilmelidir. Vejetatif Gretim materyali, in
vitro meristem kultlrd ile elde edilmeli ve hastaliksiz oldugu belirlenmelidir. Bitkisel
tohumun orijini-hastalik gelisimine uygun olmayan alanlar olmali, sicaga maruz
birakilmali ve karantina altinda yetistirilmelidir. Kasava gen kaynaklarinin giivenli
tasinimi i¢in detaylar FAO/IBPGR teknik kilavuzunda yer almaktadir (Frison ve Feliu
1991).

Kasava Bakteriyel Yanikligi’nin yaygin oldugu alanlarda hastalik gériilme sikligi
temiz ekim materyalinin kullanilmasi yoluyla azaltilabilir. As1 kalemleri sadece
yagmurlu sezon sonunda yapilan kontroller sonucunda hastalik bulunmayan
plantasyonlardan alinmalidir. Hastaligin ara sira goriildiigii durumlarda, as1 kalemlerinin
sadece saglikli bitkilerden ve vaskiiler kahverengilesmenin olmadigi yerden 1 m’ye
kadar sapin en odunlagmis boéliimiinden toplanmasina biiyiik 6zen gdsterilmelidir.
Kullanilan alet ve ekipmanlar bakterisit kullanilarak diizenli bir sekilde dezenfekte
edilmelidir. Enfekte klonlar, in vitro meristem kiiltiirii yoluyla azaltilmalidir.Yeni Uriin
enfekte olmamis as1 kalemleriyle ekildiginde iiriin rotasyonu ve nadasin oldukca basarili
oldugu kanitlanmistir. Epifit yasamanin olusabilecegi tiim enfekte olmus bitki artiklar
ve yabanciotlar ortadan kaldirilmali, yakilmali ya da topragin igine goémiilmelidir.
Nobetlesme veya nadas en az bir yagmurlu sezon boyunca sirilmelidir. Bazi alanlarda,
yagmurlu sezonun baslangici yerine sonlarma dogru ekim yapilmasi biiylime
doneminde epideminin gelisimini geciktirerek verim kaybini azaltacaktir. Kasavanin
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dar1 ya da kavun ile birlikte ekiminin Kasava Bakteriyel Yanikligin1 énemli 6l¢iide
azalttig bildirilmistir (Ene 1977). Potasyum noksanligi bulunan topraklarda, gubreleme
yoluyla yapraklarin potasyum miktarlarinin arttirilmasi hastalik siddetinin azalmasina
neden olmaktadir (Odurukwe ve Arene 1980).

Bakteri ile bulasik olan bitki tohumunun 20 dakika boyunca 60 °C’de sicak suya
batirilmas1 ardindan gece boyunca 30 °C’de ya da 4 saat boyunca 50 °C’de sig
katmanlarda kurutulmas: bakteri sayisini, ¢imlenmeyi gozle goriiliir derecede
azaltmaksizin minimum saptanabilir seviyeden daha aza indirmistir (Persley 1979).

Kasava gen kaynaklarinin giivenli bir sekilde tasinmasi i¢in FAO/IBPGR teknik
talimatlari, tohumlarin gorsel olarak incelenmesini, yogunluk sec¢imini, ardindan
tohumlarin suya batirilip mikrodalga firinda su sicakligi 73 °C’ye ulasana kadar tam
glicte 1sitilmas1 ve sonra aniden suyun dokiilmesi uygulamasini 6nermektedir. Eger
mikrodalga firin yoksa, 2 hafta boyunca 60 °C’de kuru sicaklik uygulamasi islemi
tavsiye edilmektedir (Frison ve Feliu 1991). Ardindan yapilan Thiram fungisit
uygulamas1 tohumun yeniden enfeksiyonunu azaltmaktadir. Lozano ve Nolt (1989)
mikrodalga uygulamasi yapmislar ve sicakligin 73 °C yerine 77 °C olmasinin
enfeksiyonu azalttigini ifade etmislerdir.

Konukgu bitki direncinde, 6zellikle sap enfeksiyonu ve solma ile ilgili belirli
farkliliklar meydana gelmektedir. Burada direngli genotiplerin kullanimi ana kontrol
stratejisidir. Kasava Bakteriyel Yanikligina kars1 direng, ¢ogunlukla kalitsal etkileriyle,
ayni zamanda belli bir 6lglide kalitsal olmayan etkilerle birlikte ¢esitli genlere bagl gibi
gorinmektedir; dayaniklilik, hassasiyete Kkarsi resisif goriinmektedir (Hahn 1979;
Umemura ve Kawano 1983). Cesitli iilkelerden X. a. pv. manihotis izolatlari arasinda ve
ayrica tek bir iilkeden alinanlar arasinda da agresiflikte bir varyasyon gozlemlenmistir
ancak belirgin patojenik 6zellesme gozlemlenmemistir (Maraite vd 1981; Alves ve
Takatsu 1984). Giiglii bir genotip cevre etkilesimi ¢ogu kez goézlemlenmektedir.
Konukgu bitki direnci uygun giibreleme yoluyla devam ettirilmektedir.

Sonuglar, kasava Uretim materyalinde, X. a. pv. manihotis’e kars1 dayanikliligin
genis Olgiide yayilldgimi ve AFLP analizinin kasava ornekleri arasindaki genetik
benzerliklere dair nicel tahminlerin saglanmasinda etkili ve yeterli bir ara¢ oldugunu
gostermektedir (Sanchez vd 1999).

Pseudomonas fluorescens ve P. putida’nin yaprak uygulamasinin X. a. pv.
manihotis’in yol agtigi yaprak enfeksiyonunu onemli 6lclide azalttigi belirtilmistir
(Lozano 1986). Ancak, heniiz biyolojik kontroliin uygulanabilirligi pratikte kabul
gormemistir.
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6. SONUC

Gana’nin biitiin bolgelerinde Kasava yetistirilmektedir, ancak iiretimi Gana’nin
Ashanti, Brong Ahafo, Orta, Dogu ve Volta bolgelerinde daha yiiksektir. Bu nedenle,
Yukar1 Bati ve Dogu Bolgeleri arastirmaya dahil edilmemistir. Hastalik yayilima,
etkilenen simptomatolojik yapraklarin oranina gore belirlenmistir. Ashanti ve Volta
bolgelerinin (Gana’nin yar1 yaprak doken ormani) sirastyla %70 ve %60 olmak iizere en
yilksek CBB siddetine sahip oldugu goriilmiistiir. Brong Ahafo bolgesi (derin denizle
s1g deniz arasindaki bolge), Dogu bolgesi (Yart yaprak doken ormanin bir bolimii) ve
Biiyiikk Accra bolgesi (kiyt savanasi) sirasiyla %40 ve %20 hastalik siddeti
gostermislerdir.

Real-Time PCR yontemin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli, glivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt hastalikli bitki dokularindan tespit yapilabilmesi,
bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini gerceklestirmek amaciyla son yillarda
yontemin kullaniminin yayginlagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

X. a. pv. manihotis’in Gana'daki dagilimi, Xanthomonas spesifik primer ve Xam
VNTR loci primer kullanilarak konvansiyonel PCR ile belirlenmis ve her ikisi de
beklenen amplifikasyon fragmentlerini iiretmistir. Xam izolatlari, Real-Time PCR'de
hem prob hemde SYBR Green 1 boyasi kullanarak ortalama Ct degerleriyle birlikte
floresan sinyaller iiretmistir. Giiniimiizde kullanilan en gelismis en ileri prob
sistemlerinden biri LNA (Locked Nucleic Acid) ad1 verilen sistemdir. Bu sistemde prob
lizerinde yer alan DNA analogu monomerlerde bulunan seker halkalari metilen bir
kopri ile baglanmistir. Bu sayede monomerlerin her biri spesifik baglanma igin en
uygun konformasyon olan N konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu durum
spesifik olmayan baglanmalara izin vermemekte, problarin spesifik bolgelere olan
baglanma egilimini arttirmakta ve gergeklesen spesifik baglanmalarin daha stabil
olmasii saglamaktadir. Bu tip problara ait diziler, diger ¢alismalarda kullanilan Real-
Time PCR problarin dizilerinden uzunluk olarak daha kisadir. Bu sayede, prob dizisinin
kendi i¢inde baglanmasi olasiligin1 ortadan kaldirmakta ve amplifikasyon isleminin
daha kisa silirede gerceklesmesine imkan saglamaktadir. LNA (Locked Nucleic Acid)
probun kimyasal yapisi Real-Time PCR yonteminin daha spesifik olarak caligiimasini
ve alinan sonuglarin daha hizli ve giivenilir olmasini saglamaktadir (Anonim 2014-b).

Ek olarak, Gana’da izolatlarin BLAST analizi, GenBank niikleotid veritabanindan
alinan strainler ile yliksek genetik homoloji (%93-100) gdstermis ve bdylece izolatlarin
gercek kimligi teyit edilmistir.

Gana’dan toplanan 32 izolat arasindaki genetik farkliliklar PFGE tarafindan Spel
enzimi kullanilarak belirlenmistir. PFGE sonuglarina gore tiim izolatlarin iki farkl
haplotip olusturdugu bulunmustur. PFGE, molekiiler markirlar tarafindan tespit
edilememis c¢esitlililigin ortaya ¢ikarilmasina imkan saglamaktadir.

Xam izolatlar1 arasindaki evrimsel baglantinin belirlenmesi ¢ok Onemlidir.
Filogenetik analizde, farkli benzerlikler gosteren farkli kademelerden olusmaktadir.
Gana izolatlar1 ve referans strain, monofiletik bir grup olusturmus ve GenBank'dan
toplanan diger en yakin Xam izolatlarina ¢esitli benzerlik dereceleri gostermislerdir.
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Xam'm Gana'daki dagilimiin etkili bir sekilde belirlenebilmesi icin, yalnizca
ticari ciftliklere degil, aym1 zamanda iilkedeki kiiclik yerel ciftliklere de dikkatle
odaklanilmasini 6neriyoruz.

Bu caligmada gozlemlenen en biiylik sorun, hastaligin giftliklerde bulunmasi
Uzerine ciftcilerin kasava bitkilerini yok etme isteksizligi idi. Bu gift¢iler, diger
ciftgilere kasava ekim celikleri saglayarak hastalifin yayilma zincirini de genisletmekte
ve CBB kontroliinii zorlastirmaktadirlar.

Calisma bulgularinin, Gana'daki giftgilere, ¢iftliklerini kurmak igin kasava dikim
materyallerini bulasik olmayan kaynaktan almasini saglayacak, iretimlerini artirip
kirsal yoksullugu en aza indirecek ve Gana'daki gida giivenligi bosluklarin1 kapatmaya
yardimci olacagini diigiinmekteyiz.
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