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OZET

ATES YANIKLIGI HASTALIK ETMENI Erwinia amylovora’ NIN LNA PROBE
KULLANILARAK KANTITATIF REAL-TIME PCR iLE TANISI ve TESPITi

Gozde BOZAN

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Kasim 2011, 92 sayfa

Yumusak cekirdekli meyve agaglarinda 6nemli kayiplara neden olan Ates
Yanikligi Hastalik etmeni Erwinia amylovora’ nin LNA prob kullanilarak Kantitatif Real-

Time PCR ile hassas ve kisa slirede tanisi ve tespiti yapilmistir.

Bakteriyel patojen, Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ydntemiyle tanisi igin,
patojenik bakterinin polisakkarit (iretiminden sorumlu ve kromozomal ams gen’ inin
1,6 kb’ lik internal diziliminden prob ve primerler dizayn edilmistir. Gelistirilen prob ve
primerler ile Erwinia amylovora genomundan, planlandigi gibi 63 bp’ lik PCR Urini
cogaltilmistir. Prob ve primerlerin spesifikliginin belirlenmesi amaciyla farkli Erwinia
amylovora strainleri ve farkli tirlere ait bakteriyel izolatlar kullanilmistir. Farkli bitki
patojeni bakterilerin genomlarindan hicbir amplifikasyon tespit edilememesine
ragmen, test edilen tim yerli ve yabanci farkl Erwinia amylovora strainlerinden 63 bp’
lik amplifikasyon elde edilmistir. Gelistirilen primer ve probun hassasiyet limiti direkt

bakteriyel stispansiyondan 6 cfu/2p, genomik DNA’ dan 10 pg olarak belirlenmistir. Bu



calismada gelistirilen prob ve primer kullanilarak gergeklestirilen Kantitatif Real-Time
PCR metoduyla, hastalikli ve saglikh vyaprak, slrgin ve c¢icegi iceren bitki
materyallerinden E. amylovora’ nin tespiti yapilarak, hastalik etmeninin giceklenme
doneminden lretim sezonunun sonuna kadar epifitik populasyonlarinin degisimlerinin

tespit edilmesine olanak saglanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kantitatif Real-Time PCR, LNA probu, Erwinia amylovora, tani,

tespit

JURI: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU
Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND DETECTION BY QUANTITATIVE REAL-TIME PCR OF Erwinia
amylovora, CAUSAL AGENT OF THE FIRE BLIGHT DISEASE

GOZDE BOZAN

M.Sc. Thesis in Plant Protection
Adviser: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM

November 2011, 92 pages

Erwinia amylovora, causal agent of Fire Blight Disease which causes significant
losses in pomaceous plants, was sensitively identified and detected in short time by

Quantitative Real-Time PCR method using LNA probe.

Probe and primers for identification of the bacterium by Real-Time PCR were
designed from internal sequence of chromosomal 1.6 kb-ams gene which is
responsible for the polysaccharide production of the pathogenic bacteria. 63 bp PCR
product from genome of Erwinia amylovora was amplified by the primer and probe as
designed. Different Erwinia amylovora strains and bacterial species were used to
determine the specificity of the probe and primers. Although no amplication was
detected from genome of different species of pathogenic bacteria, the 63 bp-
amplifications were detected from different strains of E. amylovora. While sensitivity
limit of the prob and primers from direct bacterial suspension was found to be 6
cfu/2p, the genomic DNA detection limit was 10 pg. Quantitative Real-Time PCR

method using probe and primers developed in this study gave an oppurtunity for



detection of epiphytic population of E. amylovora on diseased and healthy plant

materials including leaf, shoot and flower in early stage.

KEY WORDS: Quantitative Real-Time PCR, LNA probe, Erwinia amylovora, detection,

identification

COMMITTEE: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Prof. Dr. Kemal BENLIOGLU
Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN



ONSOz

Bu calismada, yumusak cekirdekli meyve agaclarinda ekonomik yonden énemli
kayiplara neden olan bakteriyel bitki patojeni Erwinia amylovora’ nin, kisa ve etkili
sonuca ulasmamizi saglayan molekiiler metotlardan biri olan Kantitatif Real-Time PCR

ile hastalikh bitki materyallerinden tanisinin ve tespitinin yapilmasi saglanmistir.

Bu tez ¢alismasinda arastirmalar ve laboratuar ¢alismalarinin timi Fitopatoloji
Anabilim Dali Bitki Bakteriyolojisi Laboratuarlar’ nda gergeklestirilmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan tim teknikleri ve gerekli donanimi saglayan Sayin hocam Prof.

Dr. Huseyin BASIM’ a gostermis oldugu destek ve sabrindan dolayi tesekkiir ederim.

Calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu’ na, ¢alisma
imkanlarini  sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma B&limi  Baskanhgina,
¢alismalarimda yardimlarini esirgemeyen bitiin bélim arkadaslarima ve bana yliksek
lisans doneminde her tirli destegi esirgemeyen degerli aileme yaptiklari tiim

fedakarliklardan dolayi tesekkiirlerimi bir borg biliyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZziNi
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1. GIRiS

Ulkemiz tarim sektdriiniin énemli bir bélimiini meyvecilik olusturmaktadir.
Dinya uUzerinde Uretimi gergeklestirilen bircok meyve tarinin Ulkemizde de
yetistirilebilmesi, Tiirkiye’ nin iklimi ve toprak yapisinin uygunlugu ile ilgilidir. Ulkemizin
bircok yoresinde elma, armut, ayva, musmula, lvez, erik, visne, kiraz, kizilcik, findik,
fistik, badem, ceviz, kestane, zeytin, incir, nar vb. meyve tirleri yetismektedir.
Bunlardan baska, anavatanlari Ulkemiz olan ancak yabanilerinden yararlanilan; alig,
kusburnu, boégirtlen, karayemis, melengi¢, mahlep, sumak vb. bircok meyve tiiri de

bulunmaktadir (Anonim 2007).

Turkiye’ de meyvecilik alaninda yumusak cekirdekliler (elma, armut, ayva,
musmula, yenidiinya) lretim miktari bakimindan Gzliimsi meyvelerden sonra ikinci
sirada yer almakta ve 6nemli bir meyve grubunu olusturmaktadir. Yumusak ¢ekirdekli
meyve agaclarinin Tlrkiye’ deki meyve Uretimi 3.280.082 ton’ dur. Bu Ulretimin
2.782.365 tonu Elma, 384.244 tonu Armut, 96.282 tonu Ayva, 4.205 tonu Musmula,
12.986 tonu Yenidinya’ dan olusmaktadir (Anonim 2009). Yumusak cekirdekli
meyvelerin Uretim miktari bakimindan Tirkiye’ deki dagilmi Cizelge 1.1° de

belirtiimektedir.

Cizelge 1.1. Yumusak cekirdekli meyvelerin Gretim miktari bakimindan Tirkiye’” deki

dagilimi (Anonim 2009)

Tiirkiye’ deki yumusak
cekirdekli meyve iiretimi
3.280.082 ton

Elma Armut Ayva Yenidiinya Mugmula
2.782.365 ton 384.244 ton 96.282 ton 12.986 ton 4.205 ton




Rosaceae familyasindan kultliri yapilan bir meyve tlri olan elmanin (Malus
domestica), ilk olarak Kuzey Anadolu' da, Giiney Kafkaslar, Rusya' nin glineybatisinda
kalan bolgeler ve Kazakistan' nin dogusu dolaylarinda ortaya ciktigi sanilmaktadir
(Gibson 2008). Diinya’ da 64 255 520 ton elma uretilmekte ve bu lretimin 27 507 000
tonu Cin Halk Cumhuriyet’ inde yapilmaktadir. Tirkiye, Diinya Ulkeleri arasinda elma
yetistiricilig§inde dordiinci sirada yer almaktadir ve %3.5’ lik bir paya sahiptir. Tirkiye’
de 2008 yilinda miktar olarak 8.324.348 ton, deger olarak ise yaklasik 6,5 milyar S elma
ihracati gercgeklestirilmistir (FAO 2008). Elma Uretimi Turkiye’ ye iyi bir gelir
saglamaktadir. Turkiye' de elma tiketimi kisi basina 20 kg civarinda olup, Diinya’ da en
fazla elma tliketenler arasinda yer almaktadir. Besin degeri ¢ok ylksek olan bu meyve
diger bircok meyve gibi yliksek miktarda C vitaminine esdeger olan fenolik bilesenler ve
kanser riskini, DNA hasarini azaltan degerli antioksidantlar icermektedir (Boyer ve Liu

2004).

Rosaceae familyasina ait diger bir meyve tirl olan armut (Pyrus communis) ise,
her iki yarikirenin ihman iklim kusagi Ulkelerinde yetistirilmektedir. Diinya’ da 20 105
683 ton armut lretilmekte ve bu lretimin 12 625 000 tonu Cin Halk Cumhuriyet’ inde
yapilmaktadir. Turkiye, Diinya Ulkeleri arasinda armut lretiminde yedinci sirada yer
almaktadir ve %1.7’ lik bir paya sahiptir. Tirkiye’ de 2008 yilinda miktar olarak
2.512.355 ton, deger olarak ise yaklasik 2,4 milyar S armut ihracati gerceklestirilmistir

(FAO 2008). Besin degeri yiksek olan armut iyi bir gelir kaynagidir.

Erwinia amylovora’ nin neden oldugu Ates Yanikhgi Hastaligi yumusak cekirdekli
meyve agaclarinda ve diger Rosaceae familyasina ait bitkilerde zarar yaparak énemli
Olclide ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Van der Zwet ve Keil 1979). Diinya’ nin
bircok bolgesinde bu hastalik yaygin olup Tiirkiye’ de de i¢c Anadolu Bélgesi basta olmak
Uzere, tim bolgelerde ortaya c¢ikmaktadir. Hastalik, ilk olarak 1780 de New York
eyaletinde tespit edilmis, 1884’ de re-inokulasyon denemeleri sonucunda, hastaliga
neden olan bakterinin, Erwinia amylovora oldugu saptanmistir (Van der Zwet ve Keil

1979). Avrupa kitasinda ise ilk kez 1958 yilinda ingiltere’ de goriilmustir. Turkiye’ de



ise ilk defa 1985 yilinda Sultandag ve Afyon’ da, 1987’ de Isparta ve Burdur’ da
saptanmis olup glnimiizde Ulkemizin hemen her boélgesine yayilmis durumdadir

(Oktem ve Benlioglu 1988).

Ates Yanikligi Hastaligi epidemi olusturan bir hastaliktir. Hastaligin etmeni olan
Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow vd 1920, Gram (-), peritrik kamgil faklltatif
anaerob bir bakteridir. Erwinia amylovora’ nin bilimsel siniflandirmadaki yeri ise
Cizelge 1.2’ de belirtilmistir (Martinec ve Kocur 1964). Hastalik, 6zellikle armut ve elma
agaclarina zarar vererek, 6nemli derecede Urlin kayiplarina neden olmaktadir (Van der
Zwet ve Beer 1995). ilk simptom ciceklerde ortaya cikar, nekroz ve siyahlasmalar cicek
enfeksiyonu ile tim bitkiye yayilir, genis dal ve gdvdeleri etkileyerek aga¢ olimlerine
sebep olabilir. Enfekteli cicek sulu bir gériniim alir, sonra hizla kivrilarak, asagiya dogru
asilir ve genellikle yanmis surgiinler ortaya c¢ikar. Ug siirglinler ve filizler dogrudan
etkilenir (Van der Zwet ve Keil 1979). Enfekteli surglinlerin kabuklari kahverenginden
siyaha doner ve ug kisimlari baston seklini alir. Enfekteli slirglinlerde bulunan yapraklar
kivrik ve asagiya dogru sarkik goriinir. Belirtiler stirglinlerde alt dallara dogru iner.
Enfekteli siirglinlerin etrafindaki dallarin kabugu énce sulu gériniimli daha sonra kuru,
¢Okmis gorlnir. Bu tip durumlarda enfeksiyon dali cevrelerse enfeksiyonun
yakinindaki dallar beslenemedigi icin 6lir. Enfekteli meyvelerde enfeksiyon meyve
sapindan bakterinin yayilmasiyla olusur. Olgunlasmamis kiiciik meyveler sulumsu bir
goriinis alir ve sonra kahverengilesir, burusur, mumyalasir, sonucta da siyaha dénerek
Olir. Bu tip meyvelerde bakteriyel akintilar yapiskan damlaciklar seklinde ortaya cikar
(Van der Zwet ve Beer 1995). Bakteriyel eksudat (ooze) bitkinin vejetatif ve generatif
aksami tzerinde, ilk cicekler acildiginda gorilebilir (Van der Zwet ve Keil 1979). Erwinia
amylovora, kalin dallarda kisin da canliigini sirdirebilir. Baharda bu kisimlarda
bulunan E. amylovora aktif hale gelerek cogalir ve saglikli dokularda yayilmaya baslar.
Ozellikle nemli havalar bakterinin yayilmasi icin elverislidir (Van der Zwet ve Beer

1995).



Gizelge 1.2. Erwinia amylovora’ nin bilimsel siniflandiriimasi

Alem: Bacteria

Bolum: Proteobacteria

Sinif: Gamma Proteobacteria

Takim: Enterobacteriales

Familya: Enterobacteriaceae

Cins: Erwinia

Tiir: Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow vd 1920

Patojenin, elverisli sartlarda bitkideki ilerleyisi ¢ok hizhdir. Patojen, konukgu
bitkinin ¢icek tomurcuklarinda, siirgiinlerinde, ana dallarinda ve gdvdesinde yaptigi
enfeksiyon ile bitkiyi hastalandirarak kisa strede, cok 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Ates Yanikhigl Hastaliginin, 1976 yilinda Kaliforniya’ da, sadece
armutlarda, 4.700.000 dolarlik kayba neden oldugu bildirilmistir (Van der Zwet ve Beer
1995). Glinimiizde de bu hastalik Santa Maria ¢esidi armutlarin Giretimini blylik 6lclide

sinirlamaktadir.

Bakteriyel patojenlerin tanilanmasinda ge¢misten glinlimize kadar gelistirilen
bircok yontem bulunmaktadir. Bunlar; hastalikh bitki materyallerinden besi ortamlarina
izolasyon, fidelerde belirti izleme yodntemi, test bitkilerine inokulasyon yontemi,
bakteriyofaj yontemi, serolojik yontemler (aglitinasyon, presipitasyon, ELISA gibi),
biyokimyasal yontemler ve gliniimiiz modern molekiler tekniklerden olan klasik PCR ve

Real-Time PCR yontemleridir.

Ates Yanikligi Hastaligl tim Dilinya’ da karantinaya tabi olup, miicadelesi pahali
ve insan saghgina zararhdir. Bu nedenle, micadele uygulamalari giderek azalmaktadir.
Kesin ¢6ziiminin bulunmamasi yaninda, dayanikli ¢esit, ana¢c ve ara anaglarin
kullanimi, hastaligin kontroliinde birinci derecede 6nem kazanmaktadir. Bakteriyel

patojen Erwinia amylovora, sadece o yilin Grliinlini etkilemekle kalmayip, agaclarda


http://en.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://en.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriales
http://en.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Erwinia

surgiin, ana dal ve govdeyi de hastalandirarak gelecek yillardaki Uriine de etki edip
agaci kurutabilmektedir. Bu derece dnemli olan bir hastaligin, modern biyoteknolojik
yontemler kullanilarak erken tanisi, tespiti ve hastalikli bitki materyallerinden bakteri

populasyonunun belirlenmesi kapsaminda ¢alismalar yapiimistir.

Bu calismada amag erken enfeksiyon doneminde hastalikli ve hastaliksiz bitki
materyallerinden Erwinia amylovora’ nin kesin ve glvenilir bir sekilde tanisina,
tespitine ve bakterinin erken dénemde populasyonun belirlenmesine olanak

saglayacak bir Kantitatif Real-Time PCR metodu gelistirmektir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Ates Yanikligi Hastalik etmeni Erwinia amylovora’ nin armut, ayva, elma,
yenidinya gibi yumusak cekirdekli meyve agaclarinda ciddi zararlanmalara neden
oldugu bildirilmistir (Van der Zwet ve Keil 1979). Bu konuda ¢alismalarini siirdiiren Van
der Zwet ve Beer (1995) yaptiklari arastirma sonucu bu hastaligin Rosaceae
familyasinin 40 cinsinde gorildigiini ve bunlarin icinden Cotoneaster, Crateageus,
Cydonia, Malus, Pyrus, Pyracantha, Sorbus, Stranvaesia cinslerinde 0Onemli

zararlanmalar olusturdugunu bildirmislerdir.

18. ylizyilda Ates Yanikhigi Hastaliginin nedeni olarak bécek ve funguslar olmak
Uzere iki farkl teori ortaya atilmis, ancak Burrill (1882) tarafindan patojenin ilk
bakteriyel tanimlanmasi vyapilarak patojen Micrococcus amylovorus olarak
isimlendirilmistir. isimlendirmede Bacillus amylovorus (Burr.) Irevisan, Bacterium
amylovorus (Burr.) Chester, Bacterium amylovorum (Burr.) Serbinof gibi isimler alan
etmene en son 1920 yilinda Winslow vd tarafindan Erwinia cinsi iginde yer verilerek

Erwinia amylovora ismi verilmistir (Martinec ve Kocur 1964).

Van der Zwet ve Beer (1995) tarafindan bildirildigine gore; Erwinia amylovora’
nin neden oldugu Ates Yanikligi Hastaligi ilk kez 1780 yilinda ABD’ de rapor edilmistir.
Daha sonra hastaliga Kanada’ da rastlanmis ve 1888 yilinda ABD’ nin hemen her
bolgesinde saptanmustir. Yillar gectikce Erwinia amylovora’ nin yayilisi devam etmis ve
varhigi sirasiyla Meksika ve Sili’ de belirlenmistir. Ates Yanikhgl Hastaligi Avrupa
kitasinda ilk kez 1958 yilinda ingiltere’ de gériilmistiir. Arastirmacilar hastaligin daha
sonra Polonya, Hollanda, Danimarka, Almanya, Fransa, Belgika, italya, isvec, Norvec,
Yunanistan, Lilksemburg, irlanda, Cekoslovakya, isvicre, Yugoslovya, Bulgaristan, Kibris,

Libnan, israil, Misir, Ermenistan ve Yeni Zelanda’ ya bulastigini belirlemislerdir.

Enterobacteriaceae familyasinda Erwinia cinsi icinde yer alan Erwinia amylovora

Nutrient Agar besi ortamina %5 oraninda sukroz eklenerek hazirlanan besi yerine



inoktlle edildiginde, 27°C’ de 2-3 gilin inklibasyona birakilmis ve parlak, merkezden
kabarik, kubbemsi, krem renkli koloniler (Sekil 2.1), meydana gelmistir (Lelliott 1967).
NSA ortaminda meydana gelen bu koloni yapisi, ortamda sukrozun varhgl nedeniyle
bakteri tarafindan hiicre disina levan sentezinin yapilmasi ile olusmaktadir. Levan
sentezi ile meydana gelen bu kubbemsi yapi koloni morfolojisine gore yapilan testlerde
Erwinia amylovora’ nin tanilanmasina olanak saglamaktadir (Geider 2000). Gram
negatif, fakiltatif anaerob, kisa c¢ubuk seklinde ve peritrik kamcili olan Erwinia
amylovora’ nin termal 6lim noktasi 45-50°C, optimum gelisme pH’ si 6,0-7,5" dur.
Erwinia amylovora sirgin, meyve, aga¢ kabugu gibi c¢esitli bitki dokularinda
damlaciklar halinde “ooze” adi verilen bakteriyel akintilar (Sekil 2.2) ve “strand” adi
verilen bakteriyel iplikgikler olusturmaktadir. Ooze icindeki bakteriler genellikle virulent
olup 2 yil veya daha uzun bir siire patojenitelerini siirdirmektedir. Sert yapida olan ve
zamanla kirilabilen strand’ in %20’ sini bakteriyel hiicreler olusturmaktadir (Van der

Zwet ve Keil 1979).

Sekil 2.1. Erwinia amylovora’ nin koloni gelisimi



Sekil 2.2. a) EImada bakteriyel akintilar (ooze) (Utah State University)
b) Armutta bakteriyel akintilar (ooze) (British Columbia)

Erwinia amylovora, bir onceki gelisme sezonunda meydana gelen ve
enfeksiyonlar tarafindan olusturulan hastalikli bolgelerin kenar kisimlarinda kislar,
baharda ise bu bolgelerde ¢ogalir. Patojen bdécekler, gogmen kuslar, insanlar, riizgar ve
yagmur araciligiyla ciceklere ve vejetatif slirglinlere yayilir. Konukcu dokularina yaralar
veya dogal acikliklardan (nektartod, hidatot, lentisel), bol nemin varliginda giris
yaparlar. Uygun cevre ve konukcu sartlari altinda bakteri hizla ¢ogalir ve konukcu
dokularinda ilerler. Enfekteli dokular 6nce su kaybetmis gibi gorinir, sonra kivrilir,
kurur ve yapiskan damlaciklar halinde olan “ooze” u salgilar, uygun kosullarda patojen;
vejetatif sirglnler, ikincil cicekler ve meyvelerde gelisebilir. Erwinia amylovora’ nin
yayilis sekilleri patojeni kisa ve uzun mesafelere yaymada ve hastalik dénglsinin
tamamlanmasinda ¢ok 6nemlidir. Bazen patojenin yayilmasinda farkh tasima faktorleri
birlikte etkili olabilmektedir. Enfekteli ciceklerden saglam ciceklere Erwinia amylovora’
nin tasinmasinda tozlama yapan ari gibi bocekler ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir
(Thomson 2000) (Sekil 2.3). Ayni zamanda cicek doneminde arilarin (Aphis mellifera) bu
bakterinin yayilimindaki roliiniin 6nemli oldugu saptanmistir (Tokgonl 1991). Sturnus
vulgaris (sigircik), Phylloscapus trochilus (bllbial) gibi gocmen kuslarin bu bakteriyi

Ulkeler arasinda yaydiklari da bildirilmektedir (Van der Zwet ve Keil 1979).



Sekil 2.3. Arilar polen toplarken abdomen kisimlari stigma ile temas eder. Sekilde
armut ciceginden polen toplayan arinin stigma ile temasi gézlenmektedir. Bu
yolla enfekteli c¢iceklerden saglam c¢iceklere Erwinia amylovora
tasinabilmektedir (Sherman V. Thomson- Utah State University)

Patojen yumusak cekirdekli meyve agaclarinin c¢icek, yaprak, meyve ve
govdelerini etkileyerek siddetli enfeksiyon durumlarinda aga¢ olimlerine sebep
olabilir. Ciceklerde ortaya c¢ikan ilk simptom daha sonra ilerleyerek slirgiinii sarar.
Sarginler hizla kivrilir, asagiya dogru asilir ve baston seklini alir. Bitkinin genellikle ug
sirgiin ve filizleri dogrudan etkilenir. Yanmis gorinimli bu sirginlerin kabuklari
kahverenginden siyaha doéner. Bu tip sirgiinlerde yapraklar kivrik ve asagilya dogru
sarkik goriinir. Meyve enfeksiyonu meyve sapindan girerek enfeksiyon yapar. Kiigik
ham meyveler kahverengilesir, burusur, mumyalasir ve siyaha dénerek olur (Sekil 2.4,

Sekil 2.5, Sekil 2.6) (Van der Zwet ve Keil 1979).



Sekil 2.4. Erwinia amylovora’ nin elma agacinin yapraklarindaki ve meyvelerindeki
belirtisi (Antalya, Désemealti 2010)

Sekil 2.5. Erwinia amylovora’ nin armut agacinin yapraklarindaki ve meyvelerindeki
belirtisi (Antalya, Korkuteli 2011)
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Sekil 2.6. Erwinia amylovora’ nin ayva agacinin yapraklarindaki ve meyvelerindeki
belirtisi (Antalya, Korkuteli 2011)

Bati Anadolu’ da Aydin, Balikesir, Canakkale, Denizli, izmir ve Manisa illerindeki
Ates Yanikhgi Hastaliginin dagilimi ve tarla kosullarinda degisik armut cesitlerinin
toleransi tespit edilmistir. Sonuc olarak yaklasik 70 yerli armut c¢esidi tanimlanmistir.
Tim bu cesitler hastaliga karsi degisik toleranslar gostermistir. Genellikle ge¢ sezon
cesitleri erken veya orta sezon cesitlerine gore daha dayaniklidir. Bunun yaninda Ates
Yanikhg Hastaliginin yikseklerde fazla zarar vermedigi gozlenmistir (Hepaksoy vd

1998).

Psallidas ve Dimova (1986) tarafindan, armut, elma ve alictan elde edilen 10 tane
izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve serolojik testlerle karakterizasyonu

saglanmistir.

Zhang ve Geider (1997) tarafindan, Pulsed- Field Jel Elektroforezi (PFGE) yontemi
kullanilarak, farkh tlkelerden farkh yillarda izole edilen Erwinia amylovora strainlerinin
karakterizasyonu yapilmistir. Amerika ve ingiltere’ den elde edilen Ates Yanikligi

Hastalilk simptomu tasiyan bitki materyallerinden izole edilen patojen bakteriler
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incelendiginde Erwinia amylovora’ ya ait genomik DNA’ ya benzer olmayan sonuglar
ortaya c¢ikmistir. Bu yontemle c¢alismalar dogrultusunda strainlerin gruplandiriimasi

yapimistir.

Manulis vd (1998) tarafindan, israil’ de yetisen elma, armut, ayva ve
yenidiinyadan izole edilen 205 farkh Erwinia amylovora straininin karakterizasyonu igin
calismalar yapilmistir. Calismanin yiritiilmesinde bu farkh strainlerin farkh konukgular
Uzerindeki virtlenslik derecesi incelenmis, bunun yaninda serolojik testler yapilmis ve
molekiiler karakterleri ortaya konmustur. Yapilan ELISA ve immunoflourensans
deneyler sonucu israil strainlerinde serotipik gruplar ortaya cikmamistir. Genomik
cesitlilik calismalari Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analizi kullanilarak
yapilmistir. Bu calismada da rastlantisal olarak 10 bazlik 24 primer belirlenmistir. Tim
strainlerde uygulanan bu calisma sonucunda israil’ deki Erwinia amylovora

populasyonunun benzerligi ortaya konulmustur.

Unlii ve Basim (2002), ilk defa Ates Yanikhgi Hastalik etmeni Erwinia amylovora’
nin molekdler acgidan tanisini ve karakterizasyon calismalarini yapmislardir. Tirkiye’ nin
farkl cografik bolgelerinden elde ettikleri enfekteli bitki materyallerinden izole edilen
patojenlerin tanisinda ham armut, tiitiinde hipersensitif reaksiyon ve siirgiin
inokulasyonlari testlerini iceren patojenisite testleri yapmislar. Patojenin kimyasal
olarak tanilanmasinda ise katalaz testi, oksidaz testi, nitrattan nitrit Uretimi testi,
asetoin olusumu testi, indol Gretimi testi, hidrojen silfit testi, nisastanin pargalanmasi
testi, sakkarozdan indirgenen maddeler testi, sicakhga hassasiyet testi, %5 NaCl’ ye
tolerans testi, pektinaz aktivitesi testi, King’s B besi ortaminin kullanimi, KOH testi ve
jelatinin hidrolizi testini uygulamislardir. Elde edilen sonuglarin da ‘Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology ile paralellik gosterdigini bildirmislerdir. Bitkilerden elde edilen
Erwinia amylovora izolatlarina patolojik ve biyokimyasal testler uyguladiktan sonra

molekiler diizeyde kesin tanilarinin yapilmasi amaciyla PCR yontemini kullanmislardir.
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Tirkiye’ nin alti farkh cografik bolgesinden ve elli iki farkh yerinden ve Diinya’ nin
farkl yerlerinden elde edilen E. amylovora strainlerinin patolojik, biyokimyasal ve
kromozomal 1.6 kb’ lik ams geninin PCR ile ¢ogaltilmasi ile kesin tanilari yapiimistir.
Strainlerin genetik farkliliklari, RAPD-PCR, BOX-PCR, PFGE ve Protein Elektroforezis
teknikleri kullanilarak belirlenmis. Ayrica strainlerin streptomycin, oxytetracyclin ve

bakir sulfata dayanikliliklari ve plazmid profilleri de tespit edilmistir (Basim vd 2004).

Barionovi vd (2006) tarafindan, farkl konukgu bitkilerden izole edilen Erwinia
amylovora’ nin ve strainlerinin karakterizasyonunda Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) ve Short-Sequence DNA Repeats (SSR) DNA dizi analizleri
kullanilmistir. 12 farkh cins ve farkh cografik bélgeden elde edilen 93 E. amylovora
straini; Enterobacterial Repetitive Intergenic Consesus, BOX ve Repetitive Extragenic
Palindromic primer setleri kullanilarak repetitive-sequences PCR ile incelenmistir.
Amplified ribosomal DNA restriction analizleri (ARDRA) ve 16S rDNA geninin dizi
analizleri yapilmistir. E. amylovora ve strainlerinin 16S genlerinde %99 benzerlik

gorilmus ve ayni sonuclar ARDRA analizleri ile de desteklenmistir.

Turkiye’ nin Bati Akdeniz Bolgesinde armutlarda Ates Yanikhik Hastaligl tespit
edilmis ve basit bir yontemle modifiye edilmis MS ortaminda etmenin tanisi yapiimistir

(Momol vd 1992).

Tani ve patojenisite testlerini kullanarak Tirkiye’ de armut agaglarinda Ates
Yanikhgina sebep olan iki Erwinia amylovora’ nin izolatiyla bilinen diger izolatlari
karsilastirilmistir. Calismada E1/81, C6/6, TREa90, TREa91 izolatlari kullaniimistir. Bu
izolatlarin ilk olarak MS ortamindaki kolonileri incelenmis hepsinde sari kolonilerin
olustugu gozlenmistir. King’s B ortaminda gelistirilen izolatlar, UV 1sik altinda floresan
Isima vermemistir. TUum izolatlar Ates Yanikhgl Hastalilk simptomu ve armut
meyvelerinde ooze olusturmustur. Bu tani ve patojenisite testlerinin sonuclari tim
Erwinia amylovora strainlerinde ayni sonucu verirken, kontrol amacl kullaniimis King’s

B ortaminda floresan o6zellik gosteren Pseudomonas syringae pv. syringae’ de sonug

13



negatif vermistir. Bu c¢alismayla tUim Erwinia amylovora strainlerinin bu tlr

aglitinasyon testlerinde ayni sonucu verdigi belirlenmistir (Momol ve Zeller 1992).

Benlioglu ve Ozakman (1998) tarafindan yapilan Ates Yaniklik Hastaligi ile ilgili
survey calismalarinda hastaligin armut, ayva ve musmula agaclarinda siddetli diizeyde
oldugu, fakat elma ve yenidiinyada disik seviyede oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar
tarafindan surveyler boyunca Tirkiye’ nin yumusak cekirdekli meyve yetistiriciligi
yapilan 27 degisik alaninda yetisen hastalikli elma, ayva, armut, musmula ve
yenidinya’ dan Erwinia amylovora’ ya ait 56 patojenik irk izole edilmistir. Bu 56 Turkiye
izolatinin NSA’ da ve selektif ortamlar (CCl, TTN ve MMS)’ da koloni morfolojisi ve bazi
biyokimyasal 0zellikleri incelenmis, bakir ve streptomycine hassasiyetleri tespit

edilmistir.

Yumusak cekirdekli meyve dokularinda epifitik ve endofitik olarak bulunan E.
amylovora’ ya karsi spesifik monoklonal antibodiler (MAM1F10) kullanarak, ELISA
yontemi ile patojenin tanisi ve tespiti yapilmistir. Bu yontemle Tirkiye’ nin degisik
konukgu ve cografik bélgelerinden elde edilen 58 E. amylovora izolati test edilmistir

(Yiicel 1998).

Ates Yanikhgl patojeni, E. amylovora’ nin tespiti ve tanimlanmasi PCR
calismalariyla 6 saatten az sirede yapilmistir. Tim E. amylovora hicrelerinde bulunan
29 kb’ lik plazmidden elde edilen iki oligomerle, 0.9 kb’ lik fragment kullanildiginda 100’
Un Uzerinde E. amylovora hiicresinde gozlenebilir bant ortaya ¢ikmistir. Patojenin
enfekteli bitki materyallerinden tespitinde ve tanisinin yapilmasinda bu teknigin

kullanilabilecegi bildirilmistir (Bereswill vd 1992).

Bereswill vd (1995) tarafindan, Ates Yanikligi Hastalik etmeni Erwinia amylovora’
nin tanisinda PCR yontemi kullaniimistir. PCR denemelerinde Erwinia amylovora izolati
ve 7 farkl strainini, E. caratovora subsp. caratovora, E. caratovora subsp. atroseptica,

E. chrysanthemi, E. herbicola subsp. herbicola, E. herbicola subsp. synvitivora, E.
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stewartii, Pseudomonas syringae pv. syringae, E.coli K-12 ve Bacillus subtilis izolatlarini
kullanmislardir. Yapilan PCR’ da plazmid pEA29’ dan elde edilen 0.9 kb’ lik Pstl
fragmenti, bakteri kromozomundan elde edilen ams genine ait 1.6 kb’ lik kromozomal
DNA, 16S rRNA’ ya ait 1.5 kb’ lik DNA fragmenti, transpozon Tn5’ den Uretilen RPT1
primerleri ile PCR c¢alismalari yapildiginda ams geni ve Pstl fragmentine ait E.
amylovora strainlerinde amplifikasyon goriliurken 16S rRNA ve RPT1 primerlerinde ise

PCR sonucunda amplifikasyon olmamistir.

Guilford vd (1996) tarafindan bildirildigine gore; Erwinia amylovora elma ve
armut agaclarinin ciceginde, yapraginda, sirgininde ve ham meyvesinde epifitik
olarak uzun siire simptom olusturmadan yasayabilmektedir. Klasik tespit metotlarini
kullanarak az sayidaki E. amylovora populasyonlarinin tespit edilemeyebilecegi
disincesiyle hassas ve 6zel PCR’ a dayali metodlar gelistirmislerdir. E. amylovora’ ya
0zgli 187 bp’ lik DNA fragmentinin ¢ogaltilmasinda PCR yontemini uygulamislardir. 69
E. amylovora kiltlri 10 konukgu tirden ve 5 ayri Ulkedeki uluslararasi koleksiyondan
elde edilmis ve diziye 6zel primerler de kullanilarak PCR yontemi ile kiltirlerin basarili
bir sekilde tanilari yapilmistir. Ayni zamanda 29 farkli E. amylovora straininde tanisi
yapilmistir. Kontrol amacgh 4 farkli tir bitki patojeni bakteri de PCR islemine tabi
tutulmus fakat hicbir amplifikasyon meydana gelmemistir. Tani ¢calismalarindan sonra
PCR esasli bu metot bitki dokusundaki E. amylovora’ nin tespitinde de kullaniimistir. Bu
calismaya benzer bir ¢alisma da Brown vd (1996) tarafindan yapilmistir. Erwinia
amylovora’ ya ait 13 konukgu ve 21 lilkeden gelen Erwinia amylovora kiltirlerinin
pEA29 plazmidinden dizayn edilen Ea71 primerleri kullanilarak 187 bp’ lik DNA pargasi

PCR yontemi ile cogaltiimistir.

Lecomte vd (1997), pEA29 plazmidinden dizayn edilen primerleri kullanarak
Erwinia amylovora’ nin kiltir koleksiyonundan alinan 127 straininin PCR yontemiyle
tanisint yapmislardir. DNA Mspl ve Sau3A restriksiyon enzimiyle kesilmis ve DNA
fragmentlerinin uzunlugunda degiskenlikler gdzlenmistir. Strainlere ait DNA Urinlerinin

uzunluguna gore strainler ¢ gruba ayrilmistir. Analiz edilen tirlerin ¢ogu birinci ve
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ikinci gruba yerlestirilmis. Turlerin cografi kdkeni ile baglantih olan Uglincl grup ise
Avusturya ve Almanya' nin glineyindeki Bavyera Bolgesi’ ndeki Ates Yanikligi Hastalig
olan yerlerden elde edilen bitki materyallerinden izole edilen bakteriyel strainlerden
olusmaktadir. Amplifiye olan parcanin uzunlugundaki degisimin DNA pargasinin igine

bir ekleme olmasi nedeniyle oldugu distnilmektedir.

Bobev vd (1998) tarafindan, Bulgaristan’ in Plovdiv bdlgesindeki ayva
agaclarindan elde edilen bitki materyallerinde Erwinia amylovora patojeninin tespiti ve
tanisi yapilmistir. Ayni zamanda ortak bakteriyolojik metotlar olan morfolojik, kilttrel
ve fizyolojik testler de kullanilarak; armut, elma, musmula ve ayva agaclarindan elde
edilen bitki materyallerinden izole ettikleri E. amylovora’ nin karakterizasyonunu
yapmiglardir. Tim bu izolatlarin ¢ogu Erwinia amylovora’ ya spesifik PCR ve AFLP

genom analizi gibi molekiiler metolarla da test edilmistir.

Erwinia amylovora’ nin molekiler teshis teknigi (PCR-ELISA); PCR Urinlerinin
immunoenzimatik tespiti Uzerine dayandirilarak gelistirilmistir. Farkh cografik
alanlardan ve konukgu bitkilerden elde edilen E. amylovora izolatlari ve farkli bitki
patojeni bakteriler kullanilarak yéntemin hassasiyeti test edilmistir. Calismanin
hassasiyetine bagli olarak chemiluminescent PCR-ELISA protokoli kurularak dogal
olarak enfekteli bitki organlarindan patojenin tespiti yapilmistir. Elde edilen bu

sonuglar standart PCR uygulamalariyla karsilastirilmistir (Merighi vd 1998).

Jeng vd (1998), 16S ve 23S genleri arasindaki bolgenin amplifikasyonu icin PCR
yontemini kullanmislardir. Erwinia amylovora izolatlari, E. herbicola, Pseudomonas
syringae pv. syringae ve Agrobacterium tumefaciens’ in 23S DNA fragmentinin
amplifikasyonundaki farkliliklar ortaya konmus ve bunlarin EcorRI enzimi ile kesilmeleri
sonucunda bu bakterilerin tir teshisi yapilarak ayirimlari yapilmistir. Enfekteli
ahudududan elde edilen E. amylovora izolatlari 4 PCR fragmenti olustururken enfekteli

elma ve armutlara ait izolatlarda 6 DNA bandi gozlenmistir. Bu veriler 16s/23s rRNA
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geninin PCR ile basit amplifikasyonu sonucu E. amylovora’ nin alt gruplarinin

tanimlanmasinda kullaniimistir.

Taylor ve Hale (1998), Avusturalya’ da yetistirilen Cotoneaster spp.” den izole
ettikleri Erwinia amylovora izolatlariyla, ingiltere ve Yeni Zelanda’ da yetisen Pyrus
communis, Malus spp., Crateagus monogyna ve Cotoneaster melanacarpus
konukgularindan izole ettikleri Erwinia amylovora izolatlarini molekiiler dizeyde
incelemislerdir. izolatlar Ea71 primerleri kullanilarak PCR yéntemi ile test edilmis ve
sonucunda 187 bp’ lik bant olusumu gozlenmistir. Fakat kontrollerde spesifik bant

olusumu goézlenmemistir.

Crepel vd (1998) tarafindan, E. amylovora’ nin elma, armut agaclarinda ve
Malaceae familyasi sis bitkilerinde Ates Yanikligi Hastaligina sebep oldugu
bildirilmistir.  Arastirmada meyve bahcesindeki ciceklerdeki E. amylovora
populasyonunu tayin etmek hedeflenmis ve 6zel kosullardaki molekiler tanilamanin
hassasiyetini gostermek icin drnekleme stratejileri yapilmistir. Avrupa Birligine Uye
Ulkelerde karantinaya tabi olan patojenin bahge icinde epifitik olarak yayildig
bildirilmis ve epifitik E. amylovora yogunlugu ile enfeksiyon riski arasindaki korelasyon
dusltintlmustir. Arastirmada o zamana kadar Ates Yanikhgi riskinin bahce cevresindeki
klimatolojik ve fenolojik risk olusumlarina bagh olarak uyari sistemleri ile tahmin
edildigi belirtilmigtir. Her iki faktoriin de patojenin gelisimine etkili oldugu bilinmesine
ragmen gercek patojen konsantrasyonunun olclilemedigi ve bazi Avrupa Birligi
Ulkelerinde antibiyotik formulasyonlarinin engelleyici uygulamalarina izin verildigi
belirtilmistir. Bunun da yogun kimyasal uygulamasini engelledigi ve bu kimyasal
uygulamalarin ileride etkili epifitik patojen populasyonunun ortaya cikarilmasiyla
azalacagl ortaya konulmustur. PCR’a dayali metodlarin cevredeki epifitik Ates Yanikhg
populasyonunun hizli bir sekilde tanilanmasina olanak saglayacagi da o6nemle

vurgulanmistir.
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Merighi vd (2000), Erwinia amylovora’ nin tanisinda PCR-ELISA y&ntemini
gelistirmislerdir. Bu yontemin prensibi PCR Urinlerinin immiinoenzimatik tanisinin
yapilmasidir. In vitro kosullarda amplifikasyon islemi igin plazmid pEA29’ den dizayn
edilen primerler kullanilmistir. Amplikonlar amplifikasyon boyunca 11-digoxigenin
(DIG)-dUTP ile isaretlenmistir, streptavidin kaplh ELISA mikroplakalarda hibridizasyon
icin oligonikleotid ile kaplanmis ve anti-DIG-Fab-peroxidase ile konjuge antibodiler
tespit edilmistir. Bu spesifik yontem farkli konukcu bitkilerden izole edilen Erwinia
amylovora strainleri ve Pseudomonas, Agrobacterium cins bakteriler Uzerinde
denenmistir. Saf kilturlerin  tanisinda sirasiyla ABTS (colorimetric) ve ECL
(chemiluminestic) tani denemeleri kullanilmistir. Chemiluminesent tani ile PCR-ELISA
yontemi kullanilarak enfekteli armut dallarindaki 4x10 2cfu/g gibi oldukca az bakterinin

bile tespit edilebildigi bildirilmistir.

Llop vd (2000) tarafindan, Erwinia amylovora’ nin bitki materyalinden hassas
tespiti icin tek kapali tlip nested PCR yontemi gelistiriimistir. 83 enfekteli bitki
materyelinde yapilan tespit ¢calismasinda, klasik PCR yontemi ile tespitte %55, iki tliplu
nested PCR yonteminde %71, tek tip kapali nested PCR yonteminde %78 oraninda
basarili tespit yapilabilmistir. Enfektesiz bitki materyallerinden patojenin tespitinde de
diger yontemlere gore bu yontemin daha vyiksek oranda tespit yapabildigi
belirlenmistir. Patojene spesifik primer ciftlerinin kullanildigi yéntemin klasik PCR
yontemine goére daha yilksek duyarhlikta, 6zgillilikte ve hizda calistigi ortaya

konulmustur.

Taylor vd (2001), Erwinia amylovora’ nin tespiti icin hizli ve hassas bir yontem
olan PCR yontemini kullanmiglardir. 187 bp’ lik kromozamal DNA fragmentinin
cogaltilmasiyla yapilan tespit calismasinda 5 llkeden ve 10 farklh konukgu bitkiden izole
ettikleri 69 farkh straindeki Erwinia amylovora’ nin tespitini yapmislardir. Fakat 29
farkli Erwinia tlrtnidn, 20 farkli bitki patojeni bakterinin ve saprofitik bakterilerin
Erwinia amylovora’ nin tanisi icin kullanilan spesifik primerlerle c¢alismadigi,

amplifikasyonun meydana gelmedigi, bildirilmistir. Calisma sonucunda PCR
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yonteminde kullanilan uygun primerler ile Erwinia amylovora ve strainlerinin hizli ve

glvenilir tanisinin yapilabilecegi ortaya konulmustur.

Stéger vd (2006) tarafindan, REDExtract-N-Amp™ PCR kiti kullanarak PCR
yontemiyle Avusturalya’” dan elde edilen 951 enfekteli ve enfektesiz bitki
materyallerinden patojenin tespiti yapilmistir. Calismalari sonucu yontemin, diger

klasik yontemlere goére daha hizli ve hassas galistigini belirlemiglerdir.

Chokeberry ve cilekten izole edilen yedi farkh Bulgar Erwinia amylovora
straininin, pEA29 plazmidinden ve kromozomal DNA’ nin ams gen bdlgesinden elde
edilen primerler kullanilarak multiplex PCR yéntemiyle tanilari yapilmistir. Bu yéntem
hizli ve az zaman alan bir yontem olarak kabul edilmistir. Ayni zamanda da Erwinia
pyrifoliae tirlerinin Erwinia amylovora’ dan ayrilmasinda kullanilabilecek bir yontem

oldugu belirlenmigtir (Hristova vd 2006).

Obradovic ve Kevresan (2010) tarafindan, Erwinia amylovora’ nin PCR ile
tanisinda iki yaklasimin oldugu bunlardan birinin plazmidlere bagh taninin ve digerinin
de Kromozomal DNA dizilerine bagli taninin oldugu bildirilmistir. Calismalarinda ise
Kromozomal DNA dizisine bagli tanin daha spesifik oldugu belirlenmis ve PCR yontemi
icin Erwinia amylovora’ nin kromozomal DNA’ sindan bu bakteriye spesifik FER1-F ve
FER1-R primerleri dizayn edilmistir. PCR yOntemi uygulamasinda yliksek sicakliga
dayanikli Tag DNA polimerazi kullanarak Tag DNA polimerazin calisabilecegi
uygulanabilir PCR programi olusturulmustur. Basaril bir optimizasyon sonrasinda

ylksek duyarhlikta ve patojene spesifik tani yontemi olusturulmustur.

Salm ve Geider (2004), Ates Yanikligi Hastaligina sebep olan Erwinia amylovora
patojeninin hastalikli bitki materyallerinden tespitinde kantitatif sonug veren Real-Time
PCR yontemini kullanmislardir. Yapilan calismada pEA29 plazmidinden dizayn edilen
Erwinia amylovora’ ya spesifik P29TF/ P29TR primerleri ile P29TM Tagman probe

kullanilmistir. Yontem E. amylovora ve strainleri Uzerinde denenmis ve kisa sirede
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basarili sonuglar alinmistir. Bitki materyallerinden patojenin tespitinde ise enfekteli
elma yaprak ve c¢icek dokulari kullaniimistir. Hastalikli dokularda kisa slirede E.
amylovora’ nin tespiti yapilmistir. Calisma SYBR Green 1 ve P29TF/ P29TR primerleri

kullanilarak tekrar denenmis ve benzer sonuglar elde edilmistir.

Bellis vd (2007) tarafindan, Erwinia amylovora’ nin tanisi ve tespitinde pEA29
plazmidinin 111bp DNA fragmentinin ¢ogaltilmasi icin Erwinia amylovora’ ya spesifik
dizayn edilmis E3/E4 primer setinin kullanildigi Real-Time Scorpion PCR Yodntemi
gelistirilmistir. Armut yaprak ve ciceklerinden yikama sonucu hazirladiklari epifitik
populasyonu iceren sollisyonlardaki patojenin populasyonunun belirlenmesi icin Real-

Time PCR sistemi ile kombine ¢alisma yapilmistir.

Erwinia amylovora ve Erwinia pyrifoliae patojenlerinin armut c¢iceklerindeki
rekabeti Duplex Real-Time PCR yéntemi ile ortaya koyulmustur. iki patojen ayni
konukgu bitkide bulunabilmektedir. Bu ¢alismada Duplex Real-Time PCR yontemi
kullanilarak Bartlett ¢esidi armut (Pyrus communis) ciceklerindeki patojen bakterilerin
populasyon dinamikleri incelenmistir. Bakteriyel hiicreler giceklerden yikanarak DNA
ektraksiyonu vyapilmadan PCR’ da test edilmistir. Calismanin vyiratilmesinde
bakterilere spesifik genlerden Erwinia amylovora igin levan sucrase geninin (GenBank
X75079) Erwinia pyrifoliae icin hrpW geninin (GenBank AY237642) internal diziliminden
TagMan problar ve primerler dizayn edilmistir. Calisma sonucunda Erwinia amylovora’
nin rekabet gliciinin daha fazla oldugu populasyon dinamigi sonuglarina goére

belirlenmistir (Lehman vd 2008).

Pirc vd (2008) tarafindan bildirildigine gore; Ates Yanikhigi Hastaligi Avrupa’ nin
yetistiricilik yapilan bircok alaninda goriilmektedir ve etmeni olan Erwinia amylovora
enfektesiz bitki materyallerinde diisiik oranda dahi olsa bulunmaktadir. Calismalarinda
simptom bulunmayan bitki mateyallerinden hazirladiklari sollisyonlari pEA29
plazmidinden dizayn edilen primerleri kullanarak Real-Time PCR ile test etmislerdir.

Ayni zamanda da King’s B besi ortaminda patojen bakteri gelisimi incelenmis ve
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ornekler CCT tarama testine tabi tutulmustur. Calismalarinin sonucunda da Real-Time
PCR yoOnteminin uyguladiklari diger yontemlere gore kisa sirede daha glvenilir

sonuglar verdigini belirlemislerdir.

Pirc vd (2009) tarafindan, Tagman prob kullanilarak uygulanan Real-Time PCR
yontemi gelistirilmistir. Hokkaido’ dan elde edilen Erwinia amylovora’ ya ait farkl
strainlerin ve ispanya’ dan elde edilen enfekteli armut ciceklerinden izole edilen
Erwinia pyrifoliae ve Erwinia amylovora strainlerinin Real-Time PCR yodntemiyle
tespitleri yapiimistir. Calismada kullanilmak Gzere Erwinia amylovora’ nin kromozomal
DNA’ sinin amsC gen boélgesinden, ITS bdlgesinden ve plazmidinden spesifik TagMan
probe gelistirilmistir. Gelistirilen problardan en glvenilir ve kesin sonucu verenin ams

gen bolgesinden dizayn edilen prob oldugu belirlenmistir.

Mohammadi vd (2009), Erwinia amylovora’ nin tasidigi 29 kb pEA29
plazmidinden ve kromozomal DNA’ sina ait ams gen bodlgesinden dizayn edilen
primerler ve TagMan probu kullanarak Real-Time PCR yontemi ile Erwinia amylovora’
nin tanisini ve tespitini yapmislardir. Bir strain iran’ dan, iki strain Misir’ dan, bir strain
ispanya’ dan ve 123 strain Almanya’ dan olmak iizere Ates Yanikligi Hastalik simptomu
bulunan enfekteli dokulardan izole ettikleri Erwinia amylovora strainlerini Real-Time
PCR’ da test etmislerdir. Plazmidi icermeyen bakterilerin tanisinda kromozomdan
dizayn edilen primerler ve prob kullanilmistir. Bu ¢alisma ile hem Erwinia amylovora
strainlerinin plazmid icerip icermemesi bakimindan karakterizasyonu yapilmis hem de

kullanilan yontemin tani ve tespitteki glivenilirligi ortaya konulmustur.

Gottsberger (2010) tarafindan, Erwinia amylovora’ nin 113 farkli straininin
tanisinda ve tespitinde Real-Time PCR yontemi kullanilmistir. Calismada TagMan Prob
olarak kullanilan MGB (minor-groove-binder) prob ve primerlerin spesifikligini
belirlemek icin ise farkli tirde bakteriler test edilmistir. Yontemin ve kullanilan primer-
prob setinin hassasiyetinin belirlenmesi icin farkli seyreltmeler test edilmistir. Daha

onceki yillarda arastirmacilar tarafindan yapilan klasik PCR denemeleriyle karsilastirilan

21



sonuclarda klasik PCR ile test edilemeyen diisiik miktardaki bakteri yogunlugunun bu

yontem ile tespit edilebildigi ortaya gikarilmistir.

Voegele vd (2010) tarafindan, sicaklik ve nem gibi fiziksel faktorlerin yani sira E.
amylovora patojeninin yeterli miktarda varliginin enfeksiyonun olusmasi agisindan
onemli bir etken oldugu, olusan Ates Yanikligi Hastaliginin yayilmasi sonucu yetistiricilik
yapilan alanlarda yikict sonuglarin meydana geldigi bildirilmistir. Bu durumu
degerlendirerek calismalarinda, gesitli alanlardan elde ettikleri bitki materyallerindeki
Erwinia amylovora populasyonunun kantittatif olarak belirlenebilmesi icin Real-Time
PCR yontemini kullanmiglardir. Bu yontemin 6zellikle gigeklenme déneminde patojenin
populasyonun belirlenmesine olanak sagladigi belirlenmis, patojen miktarina ait veriler
incelendiginde elde edilen logaritmik degerlerin ©6nceden tahmin modellerinin
olusturulmasinda kullanilabilecegi ortaya konulmustur. Yontemin, ayni zamanda yil
boyunca ya da uzun vadede patojenin populasyonunun farkh bitki doku ya da

organlarinda incelenmesinde 6nemli sonuglar verebilecegi bildirilmistir.

Ates yanikligl hastaliginin 6nceden tahmin modellerinden olan MARYBLYT 4.3
(Steiner vd 1996), Billing Intergrated System (BIS95) (Billing 1996), Cougarblight 98C
(Smith 1999) ve Fire Blight Control Advisory (FBCA) (Shtienberg vd 1999) sistemleri
calisilan bolgenin enfeksiyon risk glinlerinin 6nceden belirlenmesinde kullanilan 6nemli
sistemlerdir. Enfeksiyon riski tasiyan giinlerin 6nceden tahmin edilebilmesi sonucunda
o bolgede goriilen hastaligin erken miidahele ile kontrol altina alinabildigi bildirilmistir

(Shtienberg vd 2003).

Real-Time PCR yonteminin bitki patojenlerinin tanisinda ve tespitinde
kullanilabilecegi bildirilmistir (Schaad ve Frederick 2002). Yontemde patojene 06zel
dizayn edilen primerler ve floresan problarin sonuclardaki dogrulugu arttirdig
belirtilmistir. Diger bir calismada ise Amerika’ nin Gliney Bélgesinde ve Kaliforniya’ da
onemli derece Urin kayiplarina sebep olan Xylella fastidiosa patojeninin bitki

dokusundan tespiti yapilmistir (Schaad vd 2002). Klasik yontemlere gore daha kisa
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surede sonug veren Real-Time PCR yonteminin diger yontemlere gére daha guvenilir,
hassas ve patojene spesifik oldugu bildirilmistir. Yontemin bakteriyel, fungal ve viral
bitki patojenlerinin tanisinda kullaniminin avantaj ve dezavantajlarindan da

bahsedilmistir (Schaad ve Frederick 2002).

Transgenik bugdaylarda, transfer edilen genin tespitinde arastirmacilar
tarafindan kullanilan Southern Blot analizlerinin ¢ok zaman almasi nedeniyle kisa siire
sayisal sonuglar veren Kantitatif Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Calismada
kantitatif sonuclarin elde edilmesinde Housekeeping gen (referans alinan gen) olarak
puroindoline-b kullanilmistir. Gln iginde ¢ok sayida ornekle galisabilen bu ydntem

sayesinde kisa stirede guvenilir sonuglar alinmistir (Li vd 2004).

Yilmaz ve Basim (2006) tarafindan, Bati Akdeniz Boélgesinde domates bakteriyel
nekroz hastaligina neden olan Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas mediternea
izolatlarinin Real-Time PCR ile tanilama g¢alismalari yapilmistir. Calismada primer ve

SYBR Green I ile her iki patojenin Real-Time PCR’ da kisa siirede tanisi yapilmistir.

Torres vd (2005), Real-Time PCR, Klasik PCR ve Nested PCR yontemlerini
kullanarak karantinaya tabi elma, armut ve farkli tas cekirdekli meyvelerden izole
edilmis 16SrX grup fitoplazmalarin tespitini yapmislardir. Uygulamalar sonucu elde
edilen sonugclari karsilastirmislardir. Calismanin sonucunda, Nested PCR ve Real-Time
PCR sonuclari benzer ¢ikmis fakat Real-Time PCR’ in daha hassas calistigl belirlenmistir.
Klasik PCR sonuglarinin farkh ¢ikmasinin nedeni olarak ise kullanilan primerlerin tespiti
yapilan fitoplazmalarla uyumluluk gostermesi tam spesifik olmamasi olarak

distnulmastir.

Atallah ve Stevenson (2006), patates yumrularinda patojen olan Phytophthora
infestans, Pythium ultimum, Phytophthora erythroseptica, Fusarium sambucinum,
Erwinia carotovora ve farkli strainlerinin tanisi icin Real-Time PCR ydntemini

gelistirmislerdir. Bakterilerinin patojenisitelerinden sorumlu 6zel gen bdlgelerinden
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dizayn edilen primerler ve SYBR Green I kullanilarak tani galigmalari yurattlmustar.
Calismada hasat zamani boyunca patates yumrularinda patojenlerin tespitinde

yontemin kullanilabilirligini gdstermek amaglanmistir.

Pujol vd (2006), elma cicek ve yapraklarinda kolonize olan Pseudomonas
fluorecens EPS62e straininin sera ve acik tarlada Real-Time PCR yontemiyle populasyon
dinamigini incelemislerdir. Populasyonda zamana baglh artis giceklerde diizenli olarak
devam ederken, yapraklarda Real-Time PCR sonuglari ile kiltiirde gelistirilen bakteri
sayisinda farkhliklar ortaya ¢ikmistir. Bu durumun yapraklarda var olan ama 6Imis
bakteriyel hiicreler ya da ortamda canl bulunan kiltiirde gelistirilemeyen (viable but
nonculturable (VBNC) evresinde olan) bakterilerden kaynakl oldugunu belirtmislerdir.
Bu calismada sonug olarak EPS62’ e strainin populasyonu uygun kosullarda ciceklerde
artarken, yapraklarda stres ve fakir yasam nedeniyle azalmalar gorilebildigi ortaya
konulmustur. Strainin biyolojik kontroli i¢in hem kiltir ortaminda gelistirme isleminin,
hem de Real-Time PCR isleminin es zamanl olarak yapilmasi gerektigi bu ¢alismayla

bildirilmistir.

Basim ve Basim (2007), tohum kdkenli domates bakteriyel benek hastalik etmeni
Pseudomonas tomato (syringae) pv. tomato’ nun direkt hicreden, tohumdan ve
hastalikh bitki dokularindan tanisi ve tespitini, patojene spesifik primerler ve probu

kullanarak Real-Time PCR ve Real-Time Bio PCR yontemleriyle gerceklestirmislerdir.

Hren vd (2007), Real-Time PCR yontemini kullanarak asmalarda bulunan
fitoplazmalardan Flavescence doree ve Flavesence bois’ in Tagman prob ve
fitoplazmalara spesifik primer setlerini kullanarak Real-Time PCR’ da tanisini
yapmislardir. Fitoplazmalarin tanisinda ve tespitinde yontemin ¢ok duyarh oldugunu

bildirmislerdir.

Dreo vd (2007), baglarda Bakteriyel Yaniklik Hastalk etmeni Xylophilus

ampelinus’ un tanisi icin  MGB-pobun kullanildigi Real-Time PCR ydntemini
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gelistirmislerdir. Farkli cografik bolgelerden elde edilen X. ampelinus ve strainleri,
baglarda hastaliga sebep olan farkl bitki patojeni bakteriler ve fitoplazmalar YPGA veya
NA besi ortaminda 24-25°C’ de gelistirilmislerdir. Gelisen kolonilerden hazilanan
bakteriyel sispansiyon X. ampelinus igin dizayn edilen primerler ve probe kullanilarak
Real-Time PCR yontemiyle test edilmistir. Tani calismalari sonucu farkh bitki patojeni
bakteriler ve fitoplazmalarda hicbir amplifikasyon goriilmezken, X. ampelinus ve
strainlerinde amplifikasyon meydana gelmistir. Primerler ve probun patojene
spesifikligi belirlendikten sonra hassasiyet calismasi vyapilmistir. X. ampelinus
patojenine ait hazirlanan stok soliisyondan 10" den 10® e kadar seyreltmeler
hazirlanmis, Nested PCR ve Real-Time PCR’ da test edilmistir. Hassasiyet calismasi ile
Real-Time PCR yonteminin Nested PCR’ a benzer hassasiyette c¢alistig belirlenmis.
Fakat bitki materyallerinden tespitte yapilan calismada ise enfekteli kdk, govde ve
yaprak kisimlarindan hazirlanan sollsyonlarin tim seyreltmelerinde Real-Time PCR ile
X. ampelinus’ un tespiti yapilirken, Nested PCR yonteminde bazi seyreltmeler
calismamistir. Bu da Real-Time PCR’ In patojenin tanisinda ve bitki materyalinden

tespitinde daha hassas ve glivenilir bir ydontem oldugunu ortaya koymustur.

Basim ve Basim (2009), Asma’da Pierce’s Hastalik etmeni Xylella fastidiosa igin
gelistirdikleri EBXY1-EBXY2 primer cifti ve Tagman probu kullanarak, olduk¢a kisa
sirede direkt bakteriyel hiicreden ve hastalikli asma dokusundan patojenin tanisini ve

tespitini yapmislardir.

Basim ve Caphk (2009) tarafindan, domates bakteriyel kanser etmeni Clavibacter
michiganensis subsp. michinganensis ve domates bakteriyel yaprak lekesi etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ nin tanisi ve tespiti icin Cmm’ ye ait pat-1
gen dizisi ve Xav’ ye ait hrp gen dizisini kullanarak hassas ve segici bir Real-Time PCR

yontemi gelistirilmistir.

Basim ve Oztiirk (2011) tarafindan, Bakteriyel Hale Yaniklik etmeni Pseudomonas

syringae pv. phaseolicola ve Bakteriyel Yaprak Yaniklik Hastalik etmeni Xanthomonas
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axonopodis pv. phaseoli ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans
patojenlerinin patojenisiteden sorumlu 6zel gen bolgelerinden dizayn edilen primeler
ve LNA prob kullanilarak Real-Time PCR ile tanilari ve tespitleri yapilmigtir. Gelistirilen
primer ve problarin spesifikligi; farkli bitki patojeni bakteriler kullanilarak test
edilmistir. Bu yontemle bakteriyel hilicreden, tohumdan ve hastalikh bitki
materyallerinden patojenlerin hizli ve hassas bir sekilde tanisinin ve tespitinin

yapilabildigi ortaya gikarilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Galigmada Kullanilan Bakteriyel Strainler

Bu calisma kapsaminda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma

Bolimi Fitopatoloji, Bakteriyoloji Laboratuarinda Prof. Dr. Hiseyin BASIM’ a ait kiltir

stoklarinda

yer alan yerli ve yabanci Erwinia amylovora strainleri ve farkli cins ve

tirlere ait bitki patojeni bakteriler kullaniimistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).

Cizelge 3.1.

Turkiye’ nin farkh bolgelerinden elde edilen ve Real-Time PCR’ da test
edilen Erwinia amylovora strainleri

Izolat Origin Konukgu Bitki Referans
Numarasi
9 GOkpinar/ANTALYA ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
26 imamoglu/ADANA ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
30 Korucuk/DENIZLI ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
31 Kadikalesi/AYDIN ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
39 Dalbahge/MANISA ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
43 Polatli/ANKARA ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
46 PiriReis/KARAMAN ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
52 Dereagzi/VAN ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
60 Kalekoy/AMASYA ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
64 Agakoy/BURSA ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
71 Saray/TEKIRDAG ARMUT Pyrus communis cult. Santa Maria H. Basim
16 Agilkoy/ISPARTA ARMUT Pyrus communis cult. Williams H. Basim
42 Elmadag/ANKARA ARMUT Pyrus communis cult. Ankara H. Basim
33 Acipayam/DENiZzLi ATESDIKENI Pyracantha H. Basim
10 Finike/ANTALYA YENIDUNYA Eriobotrica japonica H. Basim
67 inegdl/BURSA MUSMULA Mespilus germanica H. Basim
07 Yazir/ANTALYA AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
17 Agilkoy/ISPARTA AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
37 Horsunlu/AYDIN AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
44 Sultandagi/AFYON AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
48 Merkez/ERZINCAN AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
56 Suluova/AMASYA AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
74 Pamukova/SAKARYA AYVA Cydonia vulgaris H. Basim
58 Harmanagili/AMASYA ELMA Malus communis H. Basim
49 Merkez/ERZINCAN ELMA Malus communis cult. Golden H. Basim
68 Saray/TEKIRDAG ELMA Malus communis cult. Golden H. Basim
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Cizelge 3.2. Degisik llkelerden elde edilen ve Real-Time PCR’ da test edilen Erwinia
amylovora strainleri

Nl:::;:y Origin Konukgu Bitki Referans
238 israil H. Basim
2016 Belgika UVEZ Sorbus H. Basim
1906 Belgika ADI ALIC Crataegus monogyna H. Basim
1901 Belgika DAG MUSMULASI Cotoneaster salicifolius var. Floccosu H. Basim
2085 Belgika AHUDUDU Rubus ideaus H. Basim
554 USA ARMUT Pyrus communis H. Basim
130 USA BOGURTLEN Rubus spp. H. Basim
219 USA ELMA Malus communis H. Basim
140 Hollanda ELMA Malus communis H. Basim
229 Hollanda ARMUT Pyrus communis H. Basim
322 Hollanda DAG MUSMULASI Cotoneaster dammeri H. Basim
326 Hollanda ATESDIKENI Pyracantha H. Basim
553 Hollanda AYVA Cydonia vulgaris H. Basim

Cizelge 3.3. Real-Time PCR’ da kullanilan farkl bitki patojeni bakteriler

Bakteri ismi Origin Konukgu Bitki Referans
Acidovorax avenae subsp. citrulli Amerika Karpuz N.Schaad
Rhizobium vitis Tlrkiye Asma H.Basim
Bacillus subtilis Tirkiye Toprak, Toz H.Basim
Clavibacter michiganensis subp. Michiganensis Tlrkiye Domates H. Basim
Pectobacterium caratovorum pv. caratovorum Tirkiye Domates H.Basim
Pseudomonas corrugata Tirkiye Domates H.Basim
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Tirkiye Zeytin H.Basim
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Tirkiye Fasulye H.Basim
Pseudomonas fluorescens Almanya Toprak W.Zeller
Pseudomonas tomato pv. tomato Tirkiye Domates H.Basim
Pseudomonas syringae pv. syringae Tirkiye Turunggil H.Basim
Xanthomonas campestris pv. campestris Almanya Lahanagiller W.Zeller
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria Tirkiye Domates H.Basim
Xylella fastidiosa Tirkiye Asma H.Basim

3.2. Real-Time PCR Optimizasyonu

Bu calismada Smart Cycler Il (Cepheid) Real-Time PCR cihazi kullaniimistir.
Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ile kisa siirede tanilarinin gergeklestiriimesi
amaclyla Real-Time PCR programi, 95 °C’ de 1 doéngi (2 dakika), 94 °C’ de (15 sn.), 58
°C’ de (20 sn.), 72 °C’ de (15 sn.) toplamda 35 dongi ve 72 °C’ de 1 dongi (2 dakika)

olarak belirlenmistir (Cizelge 3.4). Her Real-Time PCR isleminde kullanilan master mix
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ise; toplam volume 27,6 pl olacak sekilde 2 pl bakteriyel slispansiyon ya da template
DNA, Forward ve Reverse primerlerin herbirinden 1,2 ul, 0,3 pl Tagman prob, 4,8 ul
dNTP karisimi, 3 pl 10X Buffer, 7,2 ul MgCl, , 0,36 ul Tag polimerase ve 9,54 ul Milli Q
(MQ) su seklindedir.

Cizelge 3.4. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Erwinia amylovora igin
olusturulan Real-Time PCR programi

Erwinia amylovora

Sicaklik (°C) | Siire (Sn) Dongii Sayisi
On Ayrllma 95 120 1
(Initial Denaturation)
Ayrllma 94 15
(Denaturation)
Baélanma 58 20 35
(Anneling)
Uzama 72 15
(Extention)
Son Uzama 72 120 1
(Final Extention)

3.3. Primer ve Prob Dizayni

Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR yontemiyle tanisi igin, patojenik
bakterinin polisakkarit Gretiminden sorumlu ve kromozomal ams gen’ inin 1,6 kb’ lik
(Sekil 3.1) internal diziliminden prob ve primerler dizayn edilmistir (Cizelge 3.5).
Oncelikle klasik PCR ydntemi ile patojenisiteden sorumlu 1,6 kb’ lik amsB ve amsC,
AMSbL ve AMSbR primerleri (Bereswill vd 1995) ile cogaltilmistir (Sekil 3.2). Daha sonra
¢ogaltilan kismin dizi analizi yapilarak bu kisma 6zel primerler ve prob dizayn edilmistir.
Gelistirilen prob ve primerler ile Erwinia amylovora genomundan, planlandigi gibi 63

bp’ lik PCR Urlini ¢cogaltilmistir.
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K27 K15 K3 K4

8 H EEH T E T E T BS S E E B S EBB H
“"b""h/ CTORFATT M OREATT o s [ ORF 726 oo JORF S0 IN - DRF 375 e ORF 381 gt oo Jooesi s ORF 743 i vies o -ORFA1S - ORFAGT - ORF 368
TP ORF144 . o A SORF266 . T
position D48 D32 D12 D27 810 D4 D26
of insert 360 1856 3135 3919 6276 6979 7913 8646 9812 11829
— — > s> . >
1 kb amsG amsH amsl amsA ams8 amsC amsD amsE amsF (amsJ) (amsK) (amsL)

Sekil 3.1. Erwinia amylovora’ ya ait kromozomal DNA’ nin patojenisiteden sorumlu
amsB ve amsC' nin olusturdugu 1,6 kb’ lik gen bolgesininde icinde yer aldigi
ams geninin fiziksel haritasi. Bu bolgede tanimlanan 12 ORFs (open reading

frames) bolgesi bulunmaktadir (Bugert ve Geider 1995)

O = F € o e L GO

1500bp

1000bp

500bp

Sekil 3.2. Erwinia amylovora' ya ait amsB ve amsC'

nin (1,6 kb), AMSbL ve AMSbR

primerleri (Bereswill vd 1995) ile ¢cogaltiimasi (M: Marker (1kb), 1;2;3;4: PCR

Uriin, 5: Negatif kontrol)
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Primer ve problarin belirlenmesinde insan gen transkriptlerinin Real-Time PCR
ile belirlenmesi i¢in olusturulan LNA (Locked Nucleic Acid) sistemi kullaniimistir
(Petersen vd 2003). Calismada kullanilan LNA prob, bugiin Real-Time PCR sistemleri icin
sikhkla kullanilan 25-30 nikleotidlik uzun problardan farkliik gostermektedir. LNA
problar 8-9 niikleotid uzunlugunda fakat sahip oldugu son teknolojik 6zellikler
nedeniyle uzun dizilere sahip problar kadar glvenilir ve hassas sonuglar elde
edilmektedir. Bu calismada kullanilan problar icin Reporter boya Flourescin (FAM),

Quencher boya ise TAMRA' dir.

Cizelge 3.5. Real-Time PCR’ da Erwinia amylovora’ nin tanisi icin kullanlan polisakkarit
Uretiminden sorumlu kromozomal 1,6 kb’ lik amsB ve amsC’ nin de icinde
bulundugu bélgenin dizilimi

TCAATGCCGTAGTGCGTAAGTCAGCCAATAACTATGGTTATGGTTATGACTATTACGACTACAGCTACCA
GCAGGGTGAGAAAAGCTAGCTGCCGTGCGGAACCTTTTGACACCCGTCGAAAGGTTCCCTGATGCCGGCT
AGTATGAGTTTGTGAATGTTTAATAAGGTGCCTGGTAATGAAGGACATTTCCTTTTCGGTTGTCATACCT
GCATATAATGCATCAGAATCAATTATCACCACGCTTGATTGTCTGAACGAACAAAGCTATAAAAATTTTG
ACGTCATTATTGTCGATGACAAATCTGCCGATGCGCAAAAACTGGCAGAAGTTGTGAGCAGTGAACGCTA
CAGCGGACTAAAAATCAATTTAGTACTCTCTGAGACAAAACTGAACGGTGCGGGGGCCAGAAACCGCGGT
ATCGACCTGGCAACCGGGGACTACGTCTGTTTTCTCGACGCCGACGATGAATGGCATAAAGACAAGCTAC
AACAGAATTTGAGCCTGATTGAACGGCTGGAAGGGCAGGGCGATCGGCGCTTTATTATTTATAGTCAGGT
CAATATTATTCAGGATGGCAGCTTCCTCAAAGTCATGCCATTAAAGCCGGTCGGTGAACATGAATCAATA
GCCGAATATCTTTTTGGCTGCTACGGGTTTATCCAGACCAGTACCATCGTGCTGAAGCGTGAAGATGCGG
CTGAAATCCGTTTTGATGAAAGATACATCCGCCATCAGGATTACGATTTATGCATCCGTGCCGACAAGCT
GGGCTTTAAGTTTGTCATGATTGCTCAGCCGCTGGCTAATTATCATATGGTGACTCGATTTGGTTCGCAG
CATAAAGGTGAATCGGTTAAGTATTCTCTGTTCTGGCTGGACGCAATGAAGCCGCATCTCACCAGACGCG
ACGTTTATACCTACAAAGCCTATAAATTACCGCTGCGTTATAAGATGGATGGTAAATCATTGCAGGCCAG
CCTTAGCTTTGCCCGCTACTTTTTCTTGACCAATAAAGATAACCGCAATGACTTCCTTAAGCGCCTGATG
AATAAATTACGGACGCGTTTAACAGGAAAGTAGCCGTCGAGCAGAATAATAACGGGTAAATATATGGCTA
TATATTGGATAGTTAGCTACAGTATTCTCGTTTTTTGCTTTTTTGAACTGGCGATGATTAATCAGGCCAG
CGAAGCTAAAACGAAAATTTTGATTAACTACTTTTTCCTGATAGGGGTATTTGCGCTAATTTTATTCGCC
GGTATACGCGGGCCAGATTCTGGCATGGATGATTCACAGTATGTGGGATTTTTCCATGATTTTTCCCGTC
AAACTGGCATGACTGGTTATCAGGCGGTAGCGAACATCTACCGCTATGAGAATTTTTTCATGGTGCTGGC
CTGGGTGGCCTCGTGTTTCACCCATGAGAGCTACTTCTTCCTGTTGTTTATCAGTTTTATCGCCGTGTCG
ACCAATGCCTGGGTTTATAAAAAATATTCCCCGTTGATCTTGTGCTCGCTGTGTCTCTATTCGGCGCACC
TGTTTATCAACAAGGATATGAATCAAATCCGTTTCGGGTTATGCAGTGCCTTTGCCATTGCCTTCATATG
CAGTTTGGTGGCGCGTAATTATCTACTGGCTTTACTTTTTATCGTATTAAGTACCCAGTCTCATTCCACC
GGCTACACCATCGTGATGATTATCCCTTTCTTTTTTATTCGGGAGCGTAAGTACCTGCCGCTGGTACTGG

> amsB ve amsC bolgesi ( alti gizili kisim)
» Turuncu renkle isaretli kissmlar bu ¢calismada ams genin internal dizilimi kullanilarak gelistirilen
EAHBL ve EAHBR primerlerini, yesil isaretli kisim ise probu gostermektedir.
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3.4. Primer ve Probun Erwinia amylovora Strainlerine Spesifikliginin Belirlenmesi

Erwinia amylovora’ ya 0zel dizayn edilen primerler ve prob ile kiltir
koleksiyonunda yer alan tim E. amylovora strainlerinin tespiti yapiimistir (Cizelge 3.1,
Cizelge 3.2). Calismada kullanilan yerli ve yabanci tim E. amylovora strainleri NSA
(Nutrient Sucrose Agar) besi ortamlarinda gelistirilmistir. Gelisen bakteri kolonilerinden
bakteriyel sispansiyonlar elde edilmistir. Her strainden elde edilen siispansiyondan 2’

ser ul alinarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

3.5. Primer ve Probun Saf DNA’ dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ile tespit edilecek en dlsik DNA
miktarinin tespiti icin saf DNA’ dan hassasiyet ¢alismasi yapilmistir. Calisma igin kaltlr
kolleksiyonunda yer alan E. amylovora’ nin I2 straininden faydalaniimistir. Bu amagla
oncelikle E. amylovora’” nin DNA’ lari, Thermo FastPrep FP 120A-230 multi tlp
homozenizator ve Qubiogene/Bio 101 Fast DNA molekiiler izolasyon Kit’ ine gore izole
edilerek DNA miktarlari hassas spektrofotometrelerle (Thermo Nanodrop ND-1000 ve
Qubit (Qubiogene, Amerika)) 6lctlmustir. Calismada tespit edilebilecek en disiik DNA
miktari hedeflendiginden pikogram (pg) diizeyine kadar seyreltmeler Qubit ile

yapilmistir.

Real-Time PCR yOdnteminin hassasiyetinin belirlenmesinde 50 pg, 40 pg, 30 pg,

20 pg ve 10 pg DNA seviyeleri test edilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki DNA’ lardan

2’ ser ul alinarak Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

3.6. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primer ve Probun Hassasiyetinin Belirlenmesi

Bakteriyel patojen Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ile tespit edilecek en

dislik bakteri sayisinin tespiti icin, patojen kultlir koleksiyonundan alinip NSA besi

ortaminda gelistirilmis, gelisen kolonilerden yogun bir stok ¢ozelti hazirlanmistir.
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Olusturulan stok ¢ozeltiden 10" den 10 a kadar 10’ un katlari seklinde seyreltmeler 3
tekerrirll olarak gergeklestirilmis ve bunlar ayri ayri tiplere konulmustur. Elde edilen

her bir solisyondan 2 pl alinip Real-Time PCR islemi igin kullanilmistir.

Bu asamada Real-Time PCR ile tespit edilecek en diislik bakteri sayisinin tespiti
hedeflendiginden 10" den 10'” a kadar seyreltiien ve ayri tiiplere alinan
sispansiyonlardan 2 pl alinip 50 ul deiyonize su icerisinde karistirilmis ve NSA besi
ortamlarina steril yayma cubuk ile inokule edilmistir. inokulasyondan sonra besi
ortamlarinda gelisen bakteri sayilarini tespit etmek igin petriler 2 giin sire ile

inkiibasyona birakilmistir.

3.7. Primer ve Probun Segiciliginin Belirlenmesi

Erwinia amylovora igin gelistirilen primerler ve probun spesifitesini belirlemek

icin farkli bakteri turleri kullaniimistir (Cizelge 3.3).

Kaltir koleksiyonundan gelistirilen farkli bakterilere ait tek koloniler, her
birinde 500 ul steril deiyonize su bulunan mikrofiij tlplerine alinmis, bu tiplerdeki

sivilardan 2’ ser ul alinip Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir.

3.8. Bakteriyel Patojenin Cigekten Tespiti

Bakteriyel patojen Erwinia amylovora’ nin gigekten tani ve tespitinde; Antalya’
nin Korkuteli ilcesine bagl Yazir, Bayat, imrahor Kéyleri ve Korkuteli Merkezdeki armut,
kapama bahgelerinden elde edilen ¢icek Ornekleri kullanilmistir. Santa Maria,
Margarita, Ankara ve Williams c¢esidi armut agaclarina ait ¢icek materyalleri, tim agaci

temsil edecek sekilde agacin dort tarafindan elde edilmistir.

Armut agaclarina ait ¢icek materyalleri 100 ml fosfat buffer icinde 20-30 dk 100

rom hizindaki calkalayicida birakilmistir. Bu islemden sonra olusan slispansiyondan 10
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ml alinip 3000xg’de 10 dk santrifiijlenerek, olusan pelet PE Buffer (85 gr NaCl, 0,2 KCl,
1,15 gr NaHPO ve 0,2 gr KH,PO,) igerisinde iyice ¢ozdiriilmis ve stok bir ¢ozelti
olusturulmustur. Stok ¢cozelti 10"’ den 10 e kadar seyreltilip, bu seyreltmelerden hem
NSA (Nutrient Sucrose Agar) besi ortamina yayma yapilmistir hem de patojenin Real-
Time PCR’ da tanisi ve tespiti yapilmistir. Elde edilen herbir sollisyondan 2 ul alinip

Real-Time PCR islemi igin kullaniimistir.

3.9. Bakteriyel Patojenin Hastalikli Bitki Dokularindan Tespiti

Hastalikli bitki dokularindan Erwinia amylovora’ nin dogrudan tespiti iginde
Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir. Bu islem igin enfekteli elma ve armut

agaclarindan bitki materyalleri elde edilmistir.

Bitki materyalleri (srgiin, meyve, yaprak) laboratuar ortamina getirilerek 6nce
bu materyallere ylizey sterilizasyonu yapilmis, daha sonra steril ortamda ezme islemi
uygulanarak bakteri izolasyonu yapilmistir. Bu islem sonrasinda hazirlanan ¢ozeltiden
10" den 10 e kadar seyreltmeler yapilip, elde edilen herbir solGisyondan 2 pl alinip
Real-Time PCR islemi uygulanmistir. Buna es zamanl olarak da NSA besi ortamina

inokulasyon yapilmistir.

3.10. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR islemi nikleik asit temelli ¢alisan bir yontem oldugundan
hastalikh bitki materyalinde var olan 61l bakterilerin de tespiti miimkin olabilmektedir.
Real-Time Bio-PCR yontemi sadece canh bakteriyi test etmeyi hedefleyen bir

yontemdir.
Bu amacla o6ncelikle, bir bakteriyel siispansiyon hazirlanmis ve bu sollisyon 10"

den 107 e kadar 10’ un katlari seklinde seyreltilmistir. Tiplerdeki 6rneklerden 2’ ser pl

alinip 50 ul deiyonize su icerisinde karistirilarak NSA besi ortamlarina steril yayma
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cubuk ile inokule edilmis ve 8 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra
petrilere 1 ml steril deiyonize su eklenerek canl olan bakterilerin suya geg¢mesi
saglanmistir. Elde edilen stok bakteriyel sispansiyon 10" den 10 e kadar

seyreltilmistir. Her seyreltmeden 2 ul alinarak Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir.

3.11. Kantitatif Real-Time PCR ile Bitki Materyallerindeki Bakteri Populasyon

Degisimlerinin Belirlenmesi

Hastalikh bitki materyallerindeki bakteri sayisinin belirlenmesi i¢in Kantitatif
Real-Time PCR ydntemi uygulanmistir. ilk asamada kiiltiir kolleksiyonundan alinan
Erwinia amylovora’ nin I2 straini NSA iceren besi ortaminda gelistirilmis, gelisen
kolonilerden yogun bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden 107" den
10 a kadar 10’ un katlari seklinde seyreltme uygulanarak sollisyonlar hazirlanmistir.
Stok ve her bir seyreltilmis solisyondan 2 pl alinip Kantitatif Real-Time PCR islemi
uygulanmistir. Bu isleme es zamanli olarak da hazirlanan sollisyonlardan 2 ul alinip, 50
pl saf su ile karistirilarak, 90 mm capli petri kaplarinda NSA iceren besi ortamlarina
yayma vyapilmistir. Yayma sonucu olusan koloni sayilarini gérmek i¢cin 2 gin
beklenilmistir. Real-Time PCR’ da en disik yogunlukta amplifikasyonun gerceklestigi
sispansiyondan yayma yapilan petride 2 giin sonra meydana gelen bakteri gelisimine
bakilarak, bakteriyel koloniler sayillmistir. Sayim sonrasi elde edilen veriler Kantitatif
Real-Time PCR islemi igin programa kaydedilmistir. Kantitatif Real-Time PCR islemi
sonrasl olusan amplifikasyon degerine bagli olarak bir standart egri olusturulmustur.
Bu egride verilerin glivenilir degerlerde olabilmesi igin regrasyon degerinin 1’e yakin
olmasi gerekmektedir. Olusturulan bu referans bilgi, saghkli veya hastalikh bitki
materyallerinden hazirlanmis bir bakteriyel solisyonun 2ul’ sindeki bakteri sayisinin
belirlenmesinde kullanilabilecek diizeye getirilmistir. islem sonrasi olusan standart egri
Uzerinde de bakteri sayisina bagli olarak 06rnegin vyeri otomatik olarak
belirlenebilmektedir. Sonucta saglkli ve hastalikh bir bitki materyalinden alinan
ornekte Ates Yanikhigi Hastaligina neden olan patojenin yogunlugunu tespit edebilecek

referans bilgi elde edilmistir.
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ikinci asamada E. amylovora, bitkinin saghkli ve hastalikli kisimlarinda epifitik
olarak bulunabileceginden, ¢alismalar hem hastalikli hem de saglikh bitki materyalleri
kullanilarak yirGtalmastir. Bu materyaller, Antalya’ nin Korkuteli ilgesine bagh Yazir,
imrahor Kéyleri ve Korkuteli Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahgelerinden
elde edilmistir. Bitki materyalleri; elma, armut, ayva agaclarindan en az birine ait
olacak sekilde, agacin dort tarafindan, Mayis ayinda agaclarin giceklerinden, Haziran,
Temmuz, Agustos ve Eylil aylarinda geng sirgiin, meyve ve geng yapraklardan elde
edilmistir. Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmek Uzere laboratuar kosullarina
getirilen bitki materyallerinden, epifitik populasyonu iceren sollisyonlar hazirlanmistir.
Tek bir bitki materyalindeki epifitik populasyonunun belirlenmesi amaciyla; 5
tekerrirll olacak sekilde, bitki materyalleri PE (Phosphate Buffer) tampon ¢ozeltisinde
20 dk 100 rpm hizindaki cgalkalayiciya birakilmistir. Bu islemi takiben hazirlanan
sollsyonlar 3000xg’ de 10 dk santriflj edilmistir. Santriflij sonrasi hazirlanan
sollsyonlar Kantitatif Real-time PCR’ da test edilmistir ve buna es zamanli olarak da
NSA iceren besi ortamlarina yayma yapilmistir. Kantitatif Real-Time PCR sonucu,
referans verisi ile karsilastirilarak bakteriyel populasyona ait sayisal veriler elde edilmis,
patojen bakteri sayisi otomatik olarak belirlenmistir. Sayisal verilerin dogrulugunu
tespit etmek icin petrilerde gelistirilen bakteri sayisi ile karsilastirma yapilmistir. Elde
edilen veriler kullanilarak Erwinia amylovora’ nin aylara gore populayon dinamigi
olusturulmustur. Ayni zamanda aylara bagh belirlenen populasyon degerleri varyans
analizine tabi tutulmus ve aylarda elde edilen farkh sonuglar Duncan Coklu

Karsilastirma Testi ile karsilastiriimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ile Tanisi

Erwinia amylovora’ nin I2 straininden yararlanilarak primerlerin, probun ve
Real-Time PCR programinin kontroli yapilmistir (Sekil 4.1). Erwinia amylovora’ nin
tanisinda kullanilan primerlerin ve Real-Time PCR y6nteminin dogrulugunu ispatlamak
ve Real-Time PCR ile tek bir pik egrisinin elde edildigini gostermek amaciyla SYBR Green
ile karsilastirilmali Thermal Melting (Erime Egrisi) egrisi elde edilmistir. Erwinia
amylovora igin kullanilan primerlerin maximum erime sicakhg 90.02 °C olarak tespit

edilmistir (Sekil 4.2).

400 18.73
300-
§ 200~
E E
S 100
T 20.0 =
-100-
10 20 30
Cycles
Site ID | Sample ID FAMCt  |Protocol
Al [J|E.amy 18.73 E. amylovora
A2 INK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.1. Erwinia amylovora strainine spesifik primer ve prob ile Erwinia amylovora’
nin tespiti
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Sekil 4.2. Erwinia amylovora’ nin SYBR-melt grafigi

4.2. Erwinia amylovora’ nin Tiim Strainlerinin Real-Time PCR ile Tanisi

Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ile tanisini gerceklestirmek icin kiltir

koleksiyonunda yer alan tiim yerli ve yabanci Erwinia amylovora strainleri kullanilarak

primer ve probun strainlere spesifikligi test edilmistir. Dizayn edilen primerler ve

probun E. amylovora’ nin farkli strainlerine de spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3,

Sekil 4.4).
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] 15" 6
3 Bo 12
T f Z E 0.0
10 30 10
Cycles Cycles
Site TD |Sample ID FAMCt  |Protocol Site ID |Sample ID FAMCt | Protocal
Al 9 ANTALYA  |2089 BN e (O e =St th Ep )
Armut
Armut
A2 |60 AMASYA 22.51 E. amylovora
A2 [H[26 ADANA Armut [23.21 E. amylovora Armut
A3 [J|30 DENIZLI Armut {22.60 E. amylovora | (A3 [HI[64 BURSA Amut (2231 E. amylovora
A5 I|31 AYDIN Amut  |23.73 E amylovorn | (A5 {42 ANKARA 2229 E. amylovora
Armut
A6 .|39 MANISA Armut | 24.93 E. amylovora
A6 [H|33 DENIZLI 23.80 E. amylovora
AT . 46 KARAMAN 25.87 E. amylovora Atesdikeni
Amut A7 |10 ANTALYA 22.94 E. amylovora
A8 |52 VAN Amut 24.47 E. amylovora Yenidunya
A9 |71 TEKIRDAG  |24.76 E. amylovora At 67 BURSA 22.81 E. amylovora
Amut Musmula
Al0 [ll[16 1sPARTA 26.43 E amylovora | |A% EH[07 ANTALYA — 22.82 12, SRR
Armut Ayva
Al0 17 ISPARTA Ayva |23.69 E. amylovora
All l|37 AYDIN Ayva  |25.62 E. amylovora | bl L
| - - All |48 ERZINCAN  |23.43 E. amylovora
Al2 |44 AFYON Ayva |25.57 E. amylovora Ayva
A13 [ll[74 SAKARYA (2765 E. amylovora | [412 .lss AMASYA Ayva [23.32 E. amylovora
A
e Al3 .lss AMASYA Elma [22.74 E. amylovora
Al4 |68 TEKIRDAG  |25.36 E. amylovora ats Wll|eo ERzNCAN 281 E. amylovora
Elma .
Elma
AlS llPK-E amy 22.35 E. amylovora AlS .lpK,E_ amy 21.54 E. amylovora
Al6 llNK 0.00 E. amylovors | [a16 H[NK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.3.

Erwinia amylovora’ nin yerli strainlerinin tespiti
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
Al [|238 Israil 24.91 E. amylovora
A2 {2016 Belcika 25.71 E. amylovora
A3 [ 1906 Belcika 26.42 E. amylovora
AS || 1901 Belcika 26.66 E. amylovora
A6 2085 Belcika 27.86 E. amylovora
A7 554 UsA 28.41 E. amylovora
A 130 UsA 29.78 E. amylovora
A9 219 USA 24.95 E. amylovora
A10 | 140 Hollanda 27.24 E. amylovora
A13 1326 Hollanda 30.84 E. amylovora
Al5 J|PK-E. amy 20.77 E. amylovora
Al6 ]|NK 0.00 E. amylovora
Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
Al []229 Hollanda 26.41 E. amylovora
A2 [|322 Hollanda 26.14 E. amylovora
A3 [J|553 Hollanda 28.58 E. amylovora
A5 [|PK-E.amy 22.28 E. amylovora
A6 NK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.4. Erwinia amylovora’ nin yabanci strainlerinin tespiti

4.3. Primerler ve Probun Saf DNA’ dan Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primerler ve probun genomik DNA’ dan hassasiyetini
belirlemek icin Erwinia amylovora’ dan izole edilen saf genomik DNA’ nin oOnce
nanogram dlzeyinde devaminda pikogram dizeyinde 6l¢cimi yapilmistir. Pikogram

diizeyindeki 6lciminde 50 picogram (pg), 40 pg, 30 pg, 20 pg ve 10 pg olacak sekilde
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seyreltmeler yapilmis ve bakteriyel patojenin genomik DNA’ dan tespit limiti 10 pg

olarak bulunmustur (Sekil 4.5).

ik 21.zealieas 85

Fluorescence
[=:3
(=]

-60
10 20 30
Cycles

Site ID | Sample D FAM Ct Protocol

Al |50 pg 21.36 E. amylovora
A2 |40 pg 22.40 E. amylovora
A3 |30 pg 23.85 E. amylovora
A5 )20 pg 24.28 E. amylovora
A6 10 pg 25.85 E. amylovora
A7 INK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.5. Primerler ve probun saf DNA’ dan hassasiyeti

4.4. Direkt Bakteriden Primerler ve Probun Hassasiyeti

Real-Time PCR ile Erwinia amylovora’ nin direkt bakteriyel hiicreden tespit limiti
6 cfu/2ul (Cizelge 4.1) olarak tespit edilmistir. Bu isleme es zamanlh olarak NSA kultir
besi ortamina yapilan inokilasyon sonrasi Erwinia amylovora’ nin tespit limiti 2

mikrolitrede 6 canli bakteri hiicresi olarak bulunmustur (Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Cizelge 4.1. Real-Time PCR ile Erwinia amylovora’ nin direkt bakteriyel hiicreden tespiti

ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

RT-PCR Bakteri Sayilari (cfu/2y)
Konsantrasyon Sonucu (Ct)
Erwinia Erwinia amylovora x D P/N
amylovora
Stok 21.79 * * * - - +
10* 23.15 * * * - - +
102 23.80 * * * - - +
102 24.36 * * * - - +
10* 27.78 617 610 619 6153 472 +
10° 25.51 55 59 61 583 3.05 +
10°® 25.45 6 6 6 6 0 +
107 0.00 0 0 0 - - -
10 0.00 0 0 0 - - -
10° 0.00 0 0 0 - - -
10" 0.00 0 0 0 - - -
Negatif
0.00 0 0 0 - - -
Kontrol

d: Standart sapma x: Aritmetik Ortalama P/N : Pozitif/ Negatif

* Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayilamadi

Sekil 4.6. NSA kiltur besi ortaminda en az bakterinin tespiti
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Site ID |Sample Ix FAM Ct Protocol
Al [l|Stok 18.85 E. amylovora
A2 101 19.65 E. amylovora
A3 102 21.14 E. amylovora
As |03 21.69 E. amylovora
A6 104 23.50 E. amylovora
A7 105 24.64 E. amylovora
Ag 106 24.75 E. amylovora
A9 10-7 0.00 E. amylovora
A10 J|10-8 0.00 E. amylovora
All {109 0.00 E. amylovora
Al12 Jll|10-10 0.00 E. amylovora
A13 Nk 0.00 E. amylovora

Sekil 4.7. Primer prob setinin bakteri hassasiyeti

4.5. Primerler ve Probun Seciciligi

Erwinia amylovora’ nin tani ve tespiti icin dizayn edilen primerler ve probun
seciciligini test etmek amaciyla, Cizelge 3.1.3’ de verilen farkl cins ve tiirlere ait bitki
patojeni bakteriler ile Real-Time PCR islemi gerceklestirilmistir. islem sonucunda
Erwinia amylovora igin tasarlanan primer-prob setinin sadece Erwinia amylovora’ ya

spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Cycles Cycles
Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
AS . A.citrulli 0.00 E. amylovora A5 . P.s.pv.phaseolicola |0.00 E. amylovora
A6 | A-vitis 0.00 E. amylovora A6 M| P.flourecens 0.00 E. amylovora
A7 [H|B.subtilis 0.00 E. amylovora ||A7 [Hl|Ptt 0.00 E. amylovora
A8 [l|Cmm 0.00 E. amylovora ||A8 [H|Xcc 0.00 E. amylovora
A9 E.caratovora 0.00 E. amylovora A9 P.s.pv.syringae 0.00 E. amylovora
A10 | P.corrugata 0.00 E. amylovora Al0 | Xav 0.00 E. amylovora
All [|P.s.pv.savastonia [0.00 E. amylovora All | Xylella fstidiosa 0.00 E. amylovora
Al2 PK-E.amy 24.48 E. amylovora Al2 PK-E.amy 24.29 E. amylovora
A13 Hl[{NK 0.00 E. amylovora ||A13 [NK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.8. Farkl bakteriler denenerek Erwinia amylovora’ ya 0zel dizayn

primerler ve probun spesifikliginin belirlenmesi

4.6. Bakteriyel Patojen Erwinia amylovora’ nin Cigekten Tespiti

edilen

Erwinia amylovora’ nin ilk simptomu giceklerde gdstermesi ve giceklerde epifitik

olarak bulunan patojenin erken tani ve tespitinin yapilmasi, micadele agisindan 6énem

arz etmektedir. Bu amacla gelistirilen yontem ile Erwinia amylovora’ nin gicekten erken

tani ve tespitleri gergeklestirilmistir. Antalya’ nin Korkuteli ilgcesine bagh Yazir, Bayat,

imrahor kéylerinden ve Korkuteli merkezden elde edilen Santa Maria, Margarita,

Ankara ve Williams ¢esidi armut agaglarina ait giceklerde Erwinia amylovora’ nin

tespitinin calismasi yapilmistir. Calisma sonucunda sadece Yazir Koylinden elde edilen

Williams cesidi armut agaclarina ait ciceklerde Erwinia amylovora tespit edilmistir

(Sekil 4.9).
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23.58 30.69

10 20 30
Cycles

Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A5 W stok 30.69 E. amylovora
A6 (W 10-1 0.00 E. amylovora
A7 (W 102 0.00 E. amylovora
Az (W 103 0.00 E. amylovora
A9 PK (E.amy) 23.58 E. amylovora
Al10 [l|NK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.9. Williams ¢esidi armut agaclarindan elde edilen ciceklerde Erwinia amylovora’
nin tespiti

4.7. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR yontemi ile hastalikh bitki materyali tGzerinde bulunan canl ve
oli bakterilerin tespiti mimkin olabilmektedir. Yalniz canli bakterilerin tespitlerini
gerceklestirmek amaciyla bu ¢alismada hastalikli bitki materyalinin siirglin meyve ve
yaprak  kisimlarindan  hazirlanan  solliisyonlarla  Real-Time  Bio-PCR islemi
gerceklestirilmistir. Herbir kisim icin hazirlanan stok, 107, 107 ve 102 seviyeleri ile
yapilan Real-Time Bio-PCR islemi sonucunda sirglinlerden hazirlanan sollisyonda stok
ve 10 seviyelerinde yogunluk nedeniyle amplifikasyon goriilmezken, 102 ve 107
seviyelerinde Erwinia amylovora tespit edilmistir. Meyvelerden hazirlanan sollisyonda
stok, 10" ve 107 seviyelerinde amplifikasyon gorilmezken, 107 seviyesinde tespit
edilmistir. Yapraklardan hazirlanan sollisyonda ise stok, 10™ ve 107 seviyelerinde
amplifikasyon olusmazken, 107 seviyesinde Erwinia amylovora tespit edilmistir (Sekil
4.10). Farkh seviyelerde tespit edilmesinin nedeni hazirlanan solisyonun igerigindeki
bakteri populasyonunun yogunluguna ve bitki materyalinden kaynakh birtakim

fenoliklerin okumayi engellemesine baglidir.
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Site ID |Sample ID FAMCt  |Protocol
Al [J}|surgun stok 0.00 E. amylovora
A2 || surgun 10-1 0.00 E. amylovora
A3 [l|surgun 10-2 24.79 E. amylovora
A5 || surgun 10-3 25.44 E. amylovora
A6 meyve stok 0.00 E. amylovora
A7 | meyve 10-1 0.00 E. amylovora
A8 []|meyve 10-2 28.46 E. amylovora
A9 meyve 10-3 0.00 E. amylovora
A10 || yaprak stok 0.00 E. amylovora
All | yaprak 10-1 0.00 E. amylovora
A12 || yaprak 10-2 0.00 E. amylovora
A13 || yaprak 10-3 28.47 E. amylovora
Al4 JJINK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.10. Hastalikh bitki materyaline ait kisimlardan yalniz canh bakterilerin tespiti

4.8. Hastalikh Bitki Dokularindan Bakteriyel Patojen Erwinia amylovora’ nin

Tespiti

Yumusak cekirdekli meyve vyetistiricili§inde Urin ve kalite kayiplarina neden
olan Erwinia amylovora’ nin hastalikh bitki dokularindan tanisi ve tespiti icin Real-Time
PCR islemi gerceklestirilmistir. Antalya’” nin merkez ilgesi Désemealt’ ndaki Elma

kapama bahcesinden elde edilen hastalikli bitki kisimlarinda Erwinia amylovora’ nin
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tanisi ve tespiti yapilmistir (Sekil 4.11). Fakat ayni bolgeden elde edilen enfektesiz bitki
yapraklarinda Erwinia amylovora tespit edilememistir. (Sekil 4.12). Ayni zamanda Bursa
ilindeki elma kapama bahcesinden elde edilen Granny Smith cesidi ve Summer Red
cesidi elma agaclarina ait hastalikh bitki kisimlarinda da Erwinia amylovora’nin tanisi ve

tespiti yapiimistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14).

0 22.827508)
@ =
€ 300-
o
5 y
T 100
=300 : |
-100-
10 20 30
Cycles
Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A5 ]| Engkteli Surgun 25.42 E. amylovora
A6 | Enkteli Meyve 25.08 E. amylovora
A8 || Engkteli Yaprak 22.77 E. amylovora
A9 |PK-E. amy 22.82 E. amylovora
A10 lINK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.11. Antalya, Désemealt’’ ndaki elma agaclarina ait enfekteli kisimlarda Erwinia
amylovora’ nin tanisi ve tespiti
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0.0

A12 || Day.Cesit Yaprak  {0.00 E. amylovora
Al13 | PK-E.amy 20.73 E. amylovora
Al4 f|NK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.12. Antalya, Dosemealt’ ndaki enfektesiz elma yapraklarinda Erwinia
amylovora’ nin tanisi ve tespiti

0.0

All JB|Engkteli Surgun 24.62 E. amylovora
(G.8.)

A12 ll|Engkteli Meyve 23.99 E. amylovora
(G.5.)

A13 Jl|Enfkteli Yaprak 24.53 E. amylovora
(G.S)

Al5 B|PK- E.amy 22.46 E. amylovora

Ale INK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.13. Bursa’ daki Granny Smith c¢esidi elma agaglarina ait hastalkli bitki
kisimlarinda Erwinia amylovora’ nin tanisi ve tespiti
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22 e

300
] /‘/
g 200
7}
Q
1]
£ 100
2
L 300 |
0
10 20 30
Cycles
Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
All l|Engkteli Surgun 24.24 E. amylovora
(S.R.)
A12 | Enkkteli Meyve 24.82 E. amylovora
(S.R.)
Al13 | Enfkteli Yaprak 24.98 E. amylovora
(S.R.)
AlS PK- E.amy 22.50 E. amylovora
Al6 JRINK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.14. Bursa’ daki Summer Red cesidi elma agaclarina ait hastalikli bitki
kisimlarinda Erwinia amylovora’ nin tanisi ve tespiti

4.9. Kantitatif Real-Time PCR ile Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

Erken donemde bitki materyallerinde bulunan epifitik bakterilerin sayisinin
belirlenmesi icin Kantitatif Real-Time PCR islemi ile referans standart egri
olusturulmustur. Bunun icin hazirlanan stok ¢ozeltiden 10" den 10% a kadar 10’ un
katlari seklinde seyreltme yapilmistir. Hazirlanan seyreltmeler uygun besi ortamina
yayillmis ve gelisen koloniler sayilmistir. Sayim sonrasi elde edilen veriler Kantitatif
Real-Time PCR islemi igin Erwinia amylovora programina kaydedilmistir. Kantitatif Real-
Time PCR isleminde olusacak amplifikasyon degerine bagli olarak referans bir standart

egri olusturulmustur (Sekil. 4.15).

Antalya’ nin Korkuteli ilcesine bagl Yazir, imrahor Koyleri ve Korkuteli

Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahcelerinden elde edilen hastalikli ve saglikli
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bitki materyalleri Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmek lzere laboratuar kosullarina
getirilmis ve bitki materyallerinden epifitik populasyonu igeren sollisyonlar
hazirlanmistir. Yikama ve santrifiij islemlerini takiben hazirlanan sollsyonlar Kantitatif
Real-Time PCR’ da test edilmis ve buna es zamanli olarak da NSA igeren besi
ortamlarina yayma yapilmistir. Referans verisi ile karsilastirilarak elde edilen bakteri
populasyonuna ait sayisal veriler kullanilarak aylara bagh populasyon dinamigi

olusturulmustur.

Fluorescence
Log Concentration
s

2 A A ]
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

10 Threshold Cycle
Cycles y=-1.111x + 28.186, r-squared = 0.997
Data Type Symbel
Unknown ]
Standard L
Site ID | Sample ID FAM Ct Protocol
A9 [H|stok 19.35 E. amylovora
Al0 | 10-1 20.16 E. amylovora
All 102 21.17 E. amylovora
Al12 | 103 21.78 E. amylovora
Al3 10-4 22.78 E. amylovora
Al4 l|10-5 23.83 E. amylovora
Al5 | 10-6 24.75 E. amylovora
Al6 NK 0.00 E. amylovora

y: Bakteri sayisinin logaritmik degeri x: Real-Time PCR sonrasi saptanan Ct degeri

Sekil 4.15. Kantitatif Real-Time PCR ile referans standart egrinin olusturulmasi

4.9.1. Mayis ayinda Kantitatif Real-Time PCR ile bitki materyallerindeki bakteri

sayisinin belirlenmesi
Mayis ayinda Antalya’ nin Korkuteli ilcesine bagl Yazir, imrahor Koyleri ve

Korkuteli Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahcelerinden elde edilen enfekteli

ve enfektesiz ¢icek materyalleri Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmistir. Sonuclar,
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referans verisi ile karsilagtirilarak Mayis ayinda giceklerdeki Erwinia amylovora’ ya ait
bakteriyel populasyon belirlenmistir. Calismanin sonucunda, Yazir kdyiinden elde
edilen enfekteli tek bir armut ciceginde 2,2x10%, enfektesiz armut ciceginde 1x10°
bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.16). Korkuteli merkezden elde edilen enfekteli tek bir
armut ciceginde 3,3x10%, enfektesiz armut ciceginde 1x10’ bakteri, yine Korkuteli
Merkezden fakat farkh bir armut bahgesinden elde edilen enfekteli tek bir armut
ciceginde 2x108, enfektesiz armut ciceginde 7x10° bakteri oldugu belirlenmistir (Sekil
4.17, Sekil 4.18). Bunlarin yaninda imrahor kéyiinden ve Korkuteli Merkezde
digerlerinden farkli bir armut bahgesinden elde edilen armut ciceklerinde Erwinia
amylovora tespit edilmemistir. Korkuteli Merkezden elde edilen enfekteli tek bir ayva
giceginde 1,3x10%, enfektesiz ayva ciceginde 8x10" bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.19).
Yine merkezden fakat farkh bir ayva bahcesinden elde edilen enfekteli tek bir ayva
giceginde 1x10°, enfektesiz ayva ciceginde 1,1x10" bakteri oldugu belirlenmistir (Sekil
4.20). Yazir kdytunden elde edilen enfekteli tek bir elma ciceginde 1x10° bakteri tespit
edilirken (Sekil 4.21), enfektesiz elma ¢iceginde tespit edilmemistir. Bunun yaninda
imrahor kéyiinden ve Korkuteli Merkezden elde edilen elma ciceklerinde de Erwinia
amylovora tespit edilmemistir. Mayis ayinda ¢iceklerdeki bakteriyel populasyona ait

grafik Sekil 4.22" de verilmistir.

Site IDISAnpl! m FAM Ct
300
e A9 .I.‘\Iuk 19.35
—
g 200 //";/—"‘ AlD -Im,x 20,16
: =
~ A=~ All | Iln-: 21.17
& 200 e Al2Z .Iun 21.78
) —
Al3 Inm 22.78
% 20 30 Ald .Im-s

AS .II Enkktesiz 21.33

g
E . A6 [ll|2 Fofkeesiz 22.58
=
£ 4 A7 |3 Engkecsiz 21.12
S
B 2 AS .I Enkktesiz 2218

A9 [l|5 Enkkiesiz 2230

23.83

Cycles S
A15 [l 106 24.75

Ale BIINK 0.00

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 21 I8 Alo . & Enfckrcli 19.34
Threshold Cycle
2 A1l W7 Enekecti 19.33
¥=-L11Ix~+ 28 |86, r-aquared = 0.997

A12 I8 Fnikeeli 1814
3 9 kel 819

Data Type Symbal Al3 ]9 Enikecli 18.1
Unknawn ™ Ar4 [l 10 Enikeeti 20.44

Als | K ‘
Standand ° 15 [ PK (F.amy) 18,41

Ale |k 0.00

Sekil 4.16. Antalya, Korkuteli, Yazir’ da enfekteli ve enfektesiz armut ciceklerinde
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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ot Site ID ISl.h 1D FAM Ct Protocol
300 A9 .]s:.,k 19.35 E. amylovora
E 200 Alo l|10a 2016 E. amylovora
&
g All [lj10-2 2017 E. amylovora
H
g Al2 .1 10-3 2178 E. amylovora
& Joo 3
== = Al3 104 278 E. amylovora
Al4 .] 10-5 2383 E. amylovor
10 20 30
Cycka Ats |10 24.75 E. amylovora
Ato JlINK 0,00 E. amylovora
10 As M| Enikicsiz 20.15 E. amylovora
§°t . A6 M2 Enskiesiz 20,69 E. amylovom
e z e 5 :
E A7 |3 Enfktcsiz 20,97 E. amylovor
S 4
5 i AR . 4 Enkktesiz 20067 E. amylovora
E 0 A9 |5 Eniktesiz 21.36 E. amylovora
T ——— AlD .]b J 1898 E. amylovora
15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 2% 21 B
Threshold Cycle Al |7 Engkecti 19.57 E. amylovora
¥ = -LI1Ix + 28,186, r-squared = 0.997 AL % Enikeeli 1580 E. amylovora
Al3 .10 Engkecli 18,51 E. amylovora
Data Type Symbol
Ald [l 10 Enkkecli 18.79 E. amylovor
Unknown ] -
AlS .! 'K (F.amy) 19.35 E. amylovora
Standard L .
Al6 .l.\‘l\' 0,00 E. amylovora

Sekil 4.17. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz armut ciceklerinde
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

Iﬂh 1D IM D FAM C1 Protocol
300 1 3 A9 .INlok 19.35 E. amylovora
e Ao W01 20,16 E. amylovora
%zou ———
§ == All o2 2117 E. amylovora
& 100 ¥ L -
8 z A2 [lj1o-3 2178 E. amylovora
Qo e
[ ” < of ES— Al3 104 22,78 E. amylovora
Al4 [l ios 2383 E. amylovora
10 20 30 2475 E. amylovora
Cyclos
0.00 E. amylovora
10 AS .I'l Entkiesiz 20.31 E. amylovora
§ L M A6 .I.‘ Eniktesiz 20,87 E. amylovora
g . .
® 8 AT .I‘- Enkktesiz 20.91 E. amylovora
$ 4
5 A% . 4 Enkkiesiz 20.81 E. amylovora
2
§ 0 A9 . 5 Entkiesiz 21.32 E. amylovora
- ——— ALD .I{v Entkuch 19.85 E. amylovora
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Threshold Cycle At |7 ok 2022 £ amylovoid
y=-L11x+ 28,186, requared = 0.997 Al2 .Ix Enikicli 19.71 E. amylovora
AL ]9 Ensacti 19.65 E. amylovora
Data Type Symbol
Al4 ] 10 Enkkeeli 18,93 E. amylovora
Unknown -
AlS .II'K (E.amy) 18.57 E. amylovora
Stand b = :
e Alo [N 0.00 E. amylovor

Sekil 4.18. Antalya, Korkuteli, Merkez II’ de enfekteli ve enfektesiz armut ciceklerinde
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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o 1 q Site ID |M 1D FAM Ct Protocol
A9 .l\mk 19.35 F. amylovora
gm Al0 .llll-l 20.16 E. amylovora
§ o Al llf10-2 2117 E. amylovors
Fr 1| Al2 .llllA 2178 F. amylovora
D —
Al3 _;llll-—l 22.78 E. amylovor
Al llj 105 23.83 E. amylovora
10 20 3
Cyclos AlS . 10-6 24.75 F. amylovora
Al6 .l.\‘K 0,00 E. amylovora
10 AS .ll Enkkiceniz 22.51 E. amylovora
8
é v Ab .l! Entektesiz 22,89 E. amylovora
6
g AT .l\ Entckicsiz 2224 E. amylovora
4
A : H R B =
E 2 As |4 Enikiesic 12.81 E. amylovors
E ¢ A9 |5 Frikuesiz 22.13 E. amylovor
[ o ) AlO lltn Enfcktcli 19.58 E. amylovora
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 8
A TE ‘ 9.60 E |
Threshold Cycle Al |7 Enikacli 19.60 E. amylovors
y=-1,111x 28,186, rsquared = 0.997 Al2 . 8 Entckteli 19.85% F. amylovor
Al .l\i Engkueli 19.91 E. amylovora
Data Type | Symbol Ald l|1u Enkacli 19.34 E. amylovor
Unknown - AlS [l|PK (E.amy) 1849 F. amylovora
Standard L Ale [lINK 0.00 E. amylovora

Sekil 4.19. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz ayva ciceklerinde
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

|site 1D [sampte 1D FAMCt  [Protocol
= 19.35 E. amylovora
20.16 E. amylovora
E’W All .lm-: 21,17 E. amylovors
g‘m Al2 . 10-3 21.7% E. amylovora
T Qoo AL ] 104 2278 E. amylovora
g Ald .llﬂ-ﬁ 2383 E. amylovora
o AlS .INH‘ 24,75 E. amylovora
Alb .l.\]K 0,00 E. amylovora
AS .lI Enfkiesiz 22.7) E. amylovora
8 Ab .ll" Enkkiesiz 23.73 E. amylovora
% ] A7 .l\ Entktesiz 23197 E. amylovora
E 4 A8 .IJ Enkkiesiz 24,48 E. amylovora
3 2 A9 .lﬁ Enfktesiz 23.64 . amylovora
g o Alo |6 Enskecti 22.56 E. amylovora
%5 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 21 28 Al |7 Engkecli 2246 E. amylovora
Thiestioxd Cyese A12 | Enheeli 21.82 E. amylovora

= - L111X * 28,186, r-squared = 0997

A1 |9 Enskacti 21.87 E. amylovora
Data Type Symbol Ald .l 10 Enkkteli 2097 E. amylovora
Unknown | AlS .ll'K (E.amy) 20,54 E. amylovora
Standard ° Alb .[Nh’. 0.00 E. amylovors

Sekil 4.20. Antalya, Korkuteli, Merkez 1’ de enfekteli ve enfektesiz ayva ciceklerinde
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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[site 1D [Sampic 1D FAMCt  [Protocol
300 A9 .l,'imi: 19.35 E. amylovora
AlD .]lﬂ-l 20,16 E. amylovora
8 200
5 Al .ll!l-? 2117 E. amylovora
sm A12 o3 2178 |E. amylovora
£ goo Atz mfro4 27 |E syieiva
0
Ald .]Iil.i 2153 E. amylovora
10 Als o6 2475 E. amylovora
Alt INK 0,00 F. amylovora
As .]I Enkkich 2132 |E. amylovora
8 Ab .]3 Entkich 22.63 E. amylovora
=
$e A7 |3 ekt 252 E. amylovora
g 4 As |4 Engkech 21.95 E amylovora
‘; 2 A9 W5 Enekecti n7 E. amylovora
(]
Alo .]e. Fnicktch 21.92 F. amylovora
P e e
19 18 17 18 1% 20 21 22 23 24 2% M 2™ I8 All .l? Enktcli 21.79 E. amylovora
Threshold Cycle .
A1 [l# Ensaci 2337 E amylovora
ym-bilin - 28 186, raquared = 0.907
Al [0 Fnikieh 2.4 E. amylovora
Data Type Symbol Ald |10 Eniacli 20,50 E. amvlovora
Unknown u AlS .] PK (E.amy) 2062 E. amylovora
Standard = Alb .l\h 0.00 E. amylovora

Sekil 4.21. Antalya, Korkuteli, Yazir’ da enfekteli elma ciceklerinde bakteriyel
populasyonun belirlenmesi

6E+10
6E+09 -
2,2x10°
600000000
1,3x10°
60000000 -
6000000 -
1x10°
600000 +”
60000 -
6000 -
600 -
60
0.0 R | I | 00 (1] 00 0.0
6 /__'- gl | A — A —
imrahor Yazir Merkez |  Merkezll Merkezlll Merkezl Merkezll  imrahor Yazr Merkez |  Merkez Il
Armut Armut Armut Armut Armut Ayva Ayva Elma Elma Elma Elma
® Enfektesiz ® Enfekteli

Sekil 4.22. Mayis ayinda enfekteli ve enfektesiz ciceklerde tespit edilen bakteriyel
populasyona ait grafik
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4.9.2. Haziran ayinda Kantitatif Real-Time PCR ile bitki materyallerindeki

bakteri sayisinin belirlenmesi

Haziran ayinda Antalya’ nin Korkuteli ilcesine bagl Yazir, imrahor Koyleri ve
Korkuteli Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahcelerinden elde edilen enfekteli
ve enfektesiz yaprak ve meyve materyalleri Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmistir.
Sonuclar, referans verisi ile karsilastirilarak, Haziran ayinda yaprak ve meyvelerdeki
Erwinia amylovora’ ya ait bakteriyel populasyon belirlenmistir. Calismanin sonucunda,
Yazir Kdylinden elde edilen enfektesiz tek bir armut yapraginda 1,5x10°, meyvesinde
ise 6,5x10° bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.23). Korkuteli Merkezden elde edilen
enfekteli tek bir armut yapraginda 5x10° ve meyvesinde 6,5x10%°, enfektesiz armut
yapraginda 2,5x10° ve meyvesinde 1,25x10° bakteri belirlenmistir (Sekil 4.24, Sekil
4.25). Yine Korkuteli Merkezden fakat farkli bir armut bahgesinden elde edilen
enfektesiz tek bir armut yapraginda 5x10°, meyvesinde ise 5x10* bakteri oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.26). Bunlarin yaninda imrahor Kdéyiinden ve Yazir Kdyiinden,
fakat farkh bir armut bahgesinden, elde edilen enfektesiz armut yaprak ve
meyvelerinde Erwinia amylovora tespit edilmemistir. Korkuteli Merkezden elde edilen
enfekteli tek bir ayva yapraginda 2x10'° ve meyvesinde 3x10'°, enfektesiz ayva
yapraginda 2,5x10° ve meyvesinde 1x10° bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.27, Sekil
4.28). Yine merkezden, fakat farkh bir ayva bahcgesinden elde edilen ve Yazir Kdylinden
elde edilen enfektesiz ayva yaprak ve meyvelerinde Erwinia amylovora tespit
edilmemistir. Yazir kdylinden elde edilen enfektesiz tek bir elma yapraginda 4,5x10° ve
meyvesinde 7,5x10° bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.29). Yazir Kéyiinden, fakat farkli bir
elma bahgesinden, elde edilen enfektesiz elma yaprak ve meyvelerinde Erwinia
amylovora tespit edilmemistir. Haziran ayinda yaprak ve meyvelerdeki bakteriyel

populasyona ait grafik Sekil 4.30" da verilmistir.
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b4 smmlsmh m FAM Ct Protecol
300
A RSk 1934 E amyl
- Ao |10 2016 I amylovors
200 : p=
E - - All [ljo-2 2017 I oamylovor
e /f’ Al2 |03 2178 L amylovorns
§l=z e A3 10 2278 . amylovors
ic 20.0
o Ats |05 2183 Eoamylovon
AlS III(N- 2475 By lsvars
Alo [|NK 000 I amylovons
10 20
AS | Foackiesis Yaprak 2227 Fraimia
Cycles 101 amylovem
Ao Il osskees s Yaprak 2184 Erwima
[N iy lover
8 A7 IR nikeeis Yaprak 228K Erwinia
- amylovora
g 6 Ax R ik Yaprak 22 a0 Erwinia
4 10-1 iyl
2 A2 | Eoakiesiz Yaprak 21,60 Erwinia
o1 amylovorn
§ 0 Ao | okkiens Meyve | 20080 Erwinia
2 ] 11 amylov o
4 At Il okk e s Moyve 27 04 Frwina
1! '7 1' 21 n 25 2’. 2' 101 armylovor
Threshold Cycle A12 Wl vskre s Meyve @ M) [
] amylon
y=-1.111x+28.186, r-squared = 0,997 AL W] nERieis Mane  [oon Erwinia
1o vyl
Al Wl Tngktoas Mave  [0.00 Frwinia
Data Type Symbol 10-1 amylov o
7 AlS IR 19.4% Frwima
Unknown anylos ora
S Landa (] At Il ~K LT
Standard .

Sekil 4.23. Antalya, Korkuteli, Yazir’ da enfektesiz armut yapragi

bakteriyel populasyonun belirlenmesi

ve meyvesindeki

Site ID |8-ﬂltm FAM Ct Protocol
300 Ay | sok 19,38 I amylover
Ao [l 20016 1. amylovors
Em Al [l o2 21.17 Famylovara
Al2 |03 2178 . amylovors
i Al |lll -4 22,78 . amylovera
T .0
W Ard |05 23,81 Foamylovora
0f —'f
Als |10 2475 I amylovors
Ale [l NK K . amylovaor
10 Af | Fokkich Yaprak 2268 Frwmia
-2 amy lovor
Ao [l|Enkkiel Yaprak 2488 Erwinia
-2 amylovors
8 A7 | inkkich Yaprak 0.0 Erwinia
g 6 0.2 amylovor
4 Ax | Fnkkich Yaprak 23.9% Frwini
10-2 amylovor
2 =
AV Il Vnkkiel Yoprak 2479 Frwin
2 o 102 iy
- - L 3
2 Ao [l|tokkicnis Yapmk  [o.00 Lrw
4 101 amylovors
15 17 19 21 23 25 27 29 At Wl oskiens Yaprak 2es T4 Prwania
™ d (L] iy b o
¥ ALz -|n nikicn s Yaprak 278
y=-L111x + 28.186, r-squared = 0.997 )
Ay Wl oskesis Yaprak 2460
o
At W] okkiess Yaprak oo
Ars s 22 ex
Unknown |
. A NK 000
Standard -

Sekil 4.24. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz armut yapragindaki

bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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Site ID Is-wl- m FAM Ct Protocol
300 9 AV Stok 19,18 1 amylovora
} Ato @00 2016 1 amylovora
gm Al -Iu»: 2117 Eoamylovora
| A2 -[um 2178 L amylovora
gm) W7z~ Al Im.x 22.7% 1 amylovor
y %
& 2‘0 7 Ats [l|1o-5 23.83 E amylovora
0 - - — Als [l o6 24.75 1. amylovors
Ao IINK 0.00 1 amylovora
AS El|rnskich Meyve 1% 76 Erwini
10 20 30 10.2 amy lovor
Cycles A6 El|voskecl Meyve 19 81 Erwinia
10-2 amylovors
10 A7 BBt nskich Meyve 20.22 Erwima
10.2 amylovora
c 8 Ax | Foskich Meyve 1% 98 Erwinia
g 10-2 amylovor
6
- AV | veskieh Meyve 19,30 Erwine
4 10-2 amylovory
A0 [l|Vnskienizs Mavve 24.73 Erwinia
g 2 10-1 amylovors
0 At | Enskiens Meyve  |2276 Frwini
. 10-1 amylovora
Py
2 A2 Enkktesiz Mayve | 26.00 Erwinia
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 -Iln-x A R\
Threshold Cycle 7
ALy Il Unskiesiz Meyve 22.1% Erwinia
y=-1L111Ix+28.186, r-squared = 0.997 10-1 amylovora
Atd [l Fnrkieniz Meyve 000 Erwinn
10-1 amylovors
Data Type Symbol
Als @m|rek 1924 i
Unknown | amylovors
Ao BRINK 0.00 Erwinea
Standard L4 amylovon

Sekil 4.25. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz armut meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

Site 1D |Sample 1D FAMCt | Protocel
Ao ISk 19,35 B amylovors
Ao [0 2006 E. amylovors
At |02 21.17 Foamylovor
Al2 -[|Il-1 2178 E o amylovon
ALY lm-! 2278 Eamylovora
Ars [l o< 2182 . amylovora
Als [l o6 24.78 L amylovora
Ale ISR (IR . amylovora
As  E|vnekiesie Yaprah  |2170 Frwinia
101 iy lovor
A6 | Vockiens Yaprak | 2273 Erwima
10-1 amylovor
10 AT -ll niktesiz Yopruk | 1950
(LB}
g8
= Ax | Vockien s Yaprak 1.5
6 10-1
4 Av | oikiesiz Yaprak  |0.00 Erwinia
101 iy oy ora
2
5 At Wl Engkiesis Mevve  |o.o0 Erwini
0 10-1
At [l oxkies e Mevve 0,00 Frwanm
'2. T e Tl e e e ot e P e et U T T ey P = s (LIS ] iy howona
15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 21 28 -
Threshold Cyclo A2 -[l nickten iz Meyve 0 My Frwema
o1 vy los or
y=-1111x + 28,186, r-squared = 0.997 At El|nkkicnis Meyve |28 35 Frw
101 Ay by o
Ala -ll nkhicnis Mevve [N Frwini
Data Type Symbol T amylovors
Ars mfrx %07 Frwinia
Unknown | | iy b ora
“ Ate [l NK [T
Standard |

Sekil 4.26. Antalya, Korkuteli, Merkez II’ de enfektesiz armut yapragl ve meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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Site 1D [Sample 1D FAMCt | Protecol
300 Av sk 1935 I y
Al [ljroa 2006 1 vy lovera
gm At w102 e E. smylovon
A12 o 2178 B amyloverns
g 100 ALl 104 22.7% I amylovera
(g .120 Ald Il| o5 23183 o amylovera
0 Ars [l oo 24.78 i vy lovara
Ao Nk 000 B amyviovon
ASs | Enkkiel Yaprak 1940 Frwima
10 10-2 wlowverra
Ac | Eesckieh Yaprak 2076 Erwina
1.2 anmy lovern
A7 IR Enskich Yaprak 2041 Erwinm
10
10-2 over
c 8 Ax Il oskicl Yaprak 2294 Frwime
10-2 amy lovera
£
Av | Enxkich Yaprak 2323 Frwimm
4 2 amy lovers
2 Ato l{Eokkiesis Yaprak |23 30 Erwinm
§ 10:1 amylovon
0
At | Fnkkicsiz Yaprak 2329 Frwana
-2 10o-1 amy loverra
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 271 28
AL Il okkions Yaprak (R Vrwamia
Threshold Cycle 10.1 amy lovor
y=-L111x+ 28186, r-squared = 0.997 Ay [l|oekicis Yaprk 2294 Erwinia
1001 amy lover
Ald | Fokkicsis Yaprk 19 S% Forw i
Data Type Symbol 10-1 Ay lovar
. Als l|rx 20,34 i
Unknown = amy lovers
Standard L] Ao Wl|SK 000 Erwinmia
amy lovarn

Sekil 4.27. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz ayva yapragindaki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

slhI‘DIanlt m FAM Ct Prolocol
300 A [l sox 10,35 - amylovora
Ato Jl| o 2016 I amylovor
gm Atl @2 2117 Famylover
Al .lm.\ 2178 Eoamy lovira
; 100 ALY Im 4 229% iy lovora
£ o A4 |10 2383 Eoamylovora
L] Ats | o 24,74 Ly lovor
Ate JlINK 000 1 amylover
10 AS -I Meyve 1923
Ao |V nekieh Meyve 20,84 Erwima
0.2 amylovors
A7 | enkkicl Moyve 230 Erwinia
8 -2 amylovor
g 6 AK .I:::h:hwh Meyve 2208 I'r\ulm.n
-2 iy lovora
t
4 A | vnekieh Meyveh 19 90 Vrwima
10-2 amvlovor
§ 2 Al .’I nhkienie Moy ve FAR-1 Erwina
1.1
0
AT | Eokktens Meyse 2320 Erwini
2 10-1 amylovers
5 16 17 18 10 20 21 2 23 24 25 26 7 2 T T B r—
Threshold Cycle 101 amy lover
Alr ik tenie Mevve 22.5% Erwimia
y=-1.111x = 28.186, r-squared = 0.997 I i
Ats B Mot Movve [ 1944
Data Type  |Symbol -
Als E|rk 1976 Erwine
Unknown | i Al
Atle [l NK L Erwin
Standurd ] amy lovora

Sekil 4.28. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz ayva meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

58



Sekil 4.29. Antalya, Korkuteli, Yazir' da enfektesiz elma yapragi
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

Site ID Is_h n FAM Ct Protecol
200 1 i A sk 19,35 L amylovors
Alo [l@j1o-1 2016 . amyloverna
gm All -Ilu-?. 2017 Famylovera
Al2 .I""‘ 21,78 b amylovera
gwn ALY Ilu.-l 22,78 Eamylovera
& 0.0 Ald [0 21 K3 . amylovera
0 — Als [lj1oe 24,74 . amylovens
Ao [l NK 0.0 Eamylovera
AS E|Fokkiens Yaprak [ 2094 Erwima
10 20 30 101 smylovons
ST At |V oskiez Yaprak  |0.00 Lrwinea
-1 amyloyora
A7 v okkieis Yapak 000 Erwimia
8 1o amylovor
Ax RV ekt Yaprk [ 2150 Firwine
6 -1 mnylovor
4 A9 | vnkkiesiy Yapk | 2190 Erwinia
101 amy Loy ora
2 Ao [ nkkiesie Meyve )M Lrw
5 (N ny
o
Al IR nkkiens Mavve 23 66 Erwinia
2 -1 any lovira
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 277 ALz | okkiesie Meyve 2206 Erwinia
Threshold Cycle () Ayl o
w1 lllx+28.1 - 0997 ALY IR ekiesiz Meyve 2277 Erwinia
y 86, r-squared ot Ay lovons
I Ald [l Fokkiens Mevve LR Frawmia
Data Type Symbol . Ay lovor
oL ™ Als @|rs 2255 Frwinia
Unknown my Iy o
Standand L] Al Sk .00 Erwemnia
anmy lovars

ve meyvesindeki

6,5x10"
10
2 2xigw 3x10
BGE+10 o
BGE+09 -
600000000 -
60000000 - 6,5x10% 4.5%105
6000000 - 1,5x10% ,25x10% 7,5x10%
600000 /
60000 -
6000 -
/
600
o ¥
6
imrahor Yaair | Yazir Il Merkez| Merkezll Merkezl Merkezll Yaair Yazir | Yazir Il
Armut Armut Armut Armut Armut Ayva Ayva Ayva Elma Elma

m Enfekteli Yaprak W Enfektesiz Yaprak » Enfekteli Meyve

® Enfektesiz Meyve

Sekil 4.30. Haziran ayinda enfekteli ve enfektesiz yaprak ve meyvelerde tespit edilen

bakteriyel populasyona ait grafik
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4.9.3. Temmuz ayinda Kantitatif Real-Time PCR ile bitki materyallerindeki

bakteri sayisinin belirlenmesi

Temmuz ayinda Antalya’ nin Korkuteli ilgesine bagli Yazir, imrahor Kéyleri ve
Korkuteli Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahcelerinden elde edilen enfekteli
ve enfektesiz yaprak ve meyve materyalleri Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmistir.
Sonuglar, referans verisi ile karsilasgtirilarak, Temmuz ayinda yaprak ve meyvelerdeki
Erwinia amylovora’ ya ait bakteriyel populasyon belirlenmistir. Calismanin sonucunda,
Yazir Koylunden elde edilen enfektesiz tek bir armut yapraginda 1x10°, meyvesinde ise
3x10° bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.31). Korkuteli Merkezden elde edilen enfekteli
tek bir armut yapraginda 5x10% ve meyvesinde 1x10°, enfektesiz armut yapraginda
1x10° ve meyvesinde 3x10° bakteri belirlenmistir (Sekil 4.32, Sekil 4.33). Yine Korkuteli
Merkezden fakat farkl bir armut bahgesinden elde edilen enfektesiz tek bir armut
yapraginda 3,5x10°, meyvesinde ise 1,5x10° bakteri oldugu belirlenmistir (Sekil 4.34).
Bunlarin yaninda imrahor Kéyiinden ve Yazir Kéyiinden, fakat farkh bir armut
bahcesinden, elde edilen enfektesiz armut yaprak ve meyvelerinde Erwinia amylovora
tespit edilmemistir. Korkuteli Merkezden elde edilen enfekteli tek bir ayva yapraginda
2,5x10% ve meyvesinde 3x10%, enfektesiz ayva yapraginda 2,5x10* ve meyvesinde
3,5x10° bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.35, Sekil 4.36). Yine merkezden, fakat farkl bir
ayva bahcesinden, elde edilen ve Yazir Kdylinden elde edilen enfektesiz ayva yaprak ve
meyvelerinde Erwinia amylovora tespit edilmemistir. Yazir kdylinden elde edilen
enfektesiz tek bir elma yapraginda 2,5x10° ve meyvesinde 5x10° bakteri tespit
edilmistir (Sekil 4.37). Yazir Kdylinden fakat farkli bir elma bahcesinden ve Korkuteli
Merkezden elde edilen enfektesiz elma yaprak ve meyvelerinde Erwinia amylovora
tespit edilmemistir. Temmuz ayinda yaprak ve meyvelerdeki bakteriyel populasyona ait

grafik Sekil 4.38’ de verilmistir.
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Sekil 4.31. Antalya, Korkuteli, Yazir’ da enfektesiz armut yapragl ve
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

su.m[s_aem FAM Ct Protocel
A9 .I ok 19.35 E. amylovora
hess 7S Al0 .l 10-1 2016 E. amylovora
400 att @102 2117 E. amylovor
1 Al2 .3 21.7! : amylovor
= 300 ) — Al -lio 1.78 E. amylovor
g /, = A1 |m4 22.78 E. amylovom
o y —
§ 249 Ald 10-5 2383 E. amylovora
3 100 AlS 10-6 24.75 E. amylovom
w 0 +1
w0 Al6 .lVK 0,00 E. amylovora
A5 [E|Enikisiz Meyve  |21.92 Erwinia
-100 10-1 amylovora
10 20 3 A6 l|Engkiciz Mave  [22.12 Erwinia
Cycles 10-1 amylovora
A7 [l|Enkkiciz Meyve 1837 Erwinia
10 10-1 amylovora
5 8 - As  W|Fnikiesiz Mave  |21.53 Erwinia
2 X 10-1 amylovera
e A9 | Enkkiesiz Mevve 18,28 Erwinia
-] 10-1 amylovora
k=3
S 2 Alo [l|tnkkicsiz Yaprak | 22.38 Erwinia
? 10-1 amylovora
=0
Al | Enkkiesiz Yaprak  [22.59 Erwinia
2- T L S [ R (] L T SRSy 10-1 amylovora
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 A2 ek I 2213 ;
Al2 ‘nEktesiz Ya 22, rwania
Threshold Cycle e pdhoinn
10-1 amylovora
4 2
y=-1.111x + 28.186, r-squared = 0.997 ars [l Enkkicsiz Yaprk  [22.22 Erwinia
101 amylovora
Data Type Symbol Ald [ll|Enkkiesiz Yaprak  |22.07 Enwinia
10-1 amylovora
Unknown o] Al5 H|ek 18.33 Erwinia
amylovora
¥ [ ]
Standard ate [l|NK 0.00 Erwinia

amylovor

meyvesindeki

Site TD |s-||le m FAM Ct Protocol
Ao ]Stk 19.35 E. amylovora
Ao |01 2016 E. amylovora
300 All [@|ro-2 2117 E. amylovora
A12 l|ro-3 21.78 E. amylovom
@
§ 200 Al3 ] _[ma 22.78 E. amylovora
2 Al .IIIL_‘ 2383 E. amylovora
100
§ Ats W06 24,78 E. amylovora
Tz goo
Ale [lINK 0.00 E. amylovor
AS | Enkkiel Yaprak 19.72 Erwinia
10-1 amylovora
10 A6 El|Engkcti Yaprak  [21.87 Erwinia
Cycles 10-1 amylovom
A7 | Enkkieli Yaprak 20,80 Emvinia
10-1 amylovors
8 Ax El|Enskicti Yaprak  [20.61 Erwinia
§ 10-1 amylovom
6
£ A9 [Ml|Engkaeli Yaprak 19.99 Envinia
g 4 10-1 amylovora
o 2 AlD -[]-.nl-'.i.h_-uir Yaprak  |23.17 Erwinia
g 101 amylovory
° Atl Bl|Enektenic Yaprak  [20.87
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 A12 | Enkkicsiz Yaprak  [23.36 Erwinia
Threshold Cycle 101 amylovora
y=-1.111x + 28.186, r-squarcd = 0.997 A3 | Enkkiciz Yapk  [24.66 Erwinia
10-1 amylovor
Ald [ll|Enkkiesiz Yaprak  [0.00 Erwinia
Data Type Symbol 101 amylovor
Unknown [ Als [l|PK 20.22
Standard ® Ale |~ 0.00

amylovora

Sekil 4.32. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz armut yapragindaki

bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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Sekil 4.33. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz armut meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

Site 1D lB_h L] FAM Ct Protocol
Av | sk 19.35 E. amylovora
! b 5 Alo @0 2016 E. amylovom
All [@l|10-2 2117 F. amylovora
§ 200 Ar2 |03 31.7% E. amylovora
5 a3 mifios 22.78 E. amylovora
3
§ 100 Ald -]IIH 23.83 E. amylovor
2 300 Als [ll| 106 24.75 E. amylovora
0= Ale [Nk 0.00 E. amylovom
AS [ |Engkicli Meyve 19.66 Erwinia
10-1 amylovora
10 20 30
. A6 | Enkkecli Meyve 20.34 Erwinia
Cyel 10-1 amylovora
A7 | Engkicli Meyve 20.22 Enwinia
10-1 amylovora
= a Az [|roikecli Moyve 19.86 Erwinia
2 10-1 amylovora
B 6
‘E A9 | Enkkeli Meyve 19.75 Erwinia
g4 101 amylovora
&
38 2 Ao Wl|engkicsiz Mave  [22.87 Erwinia
2 1 amylovorn
=0 Al [ll|Enikiesiz Meyve  |23.41 Erwinia
10-1 amylovora
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 271 28 A12 | Enkkicsiz Meyve 23.31 Erwinia
Threshold Cycle 10-1 amylovora
y=-1.111x+ 28,186, r-squared = 0.997 A3 | Enekiesiz Mayve 2366 Erwinia
10-1 amylovora
Ald [l|Fnekiesiz Meyve  |0.00 Erwinia
Data Type Symbol 10-1 amylovor
5 AlS @|PK 20.37 Erwinia
Unknown amylovora
Standard L4 Ate Wl|NK 0.00 Erwinia
amylovora

SI.IDISIWIOI’D FAM Ct | Protocel
A9 19.35 E. amylovora
Alo |10 20.16 E. amylovora
All |02 2117 E. amylovora
Al12 |03 21.78 E. amylovora
8 300
g Al3 [1(14 2278 E. amylovora
oS
§ Ald 10-5 23.83 E. amylovora
o
= 100 A 10-6 24.75 E. amylovor
E " 300
Ale [l|NK 0.00 E. amylovora
AS  [l|Enkkiesiz Meyve  |17.94 Erwinia
-100 10-1 amylovors
10 v6 | Enkkt M 18.59 E:
A6 csiz Meyve .S ‘rwinia
Cycles ¥
10-1 amylovora
A7 l|Entacsiz Mave  |18.20 Erwinia
10-1 amylovora
a9 5 Enik Meyve 2.5 :
€ Ax [l Enekiesiz Meyve  [22.2 Erwinia
% 8 -, 101 amylovors
-"g' 6 A9 Hl|Enekiesiz Meyve  [22.26 Erwinia
£ 4 10-1 amylovora
o
o 5 Al0 | Enfkicsiz Yaprak | 1814 Erwinia
2 ] 101 amylovora
All Il|Enkkiesiz Yaprak 18,33 Frwinia
= . - o " " o . - . o e ~ 4 4 10-1 amylovora
14 16 18 20 22 24 26 28 N T srade HAS =
Al2 nf iz Ya frwinia
Threshold Cycle « e
101 amylovor
y=-L111x + 28.186, r-squared = 0.997 A1 | Enkkiesiz Yoprak  |21.74 Erwinia
101 amylovor
s ol Al4 [l |Fnkkiesiz Yaprk 22.23 Erwinia
Data Type ymb 1041 amylovor
AlS 9 29 1
Unknown ] Als @l|ex 15.29 Erwinia
amylovor
Standard L Ale |~k 0.00 I
amylovor

Sekil 4.34. Antalya, Korkuteli, Merkez II’ de enfektesiz armut yapragi ve meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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Sh!DISI-III'D FAM Ct | Protocol
Ao I|swk 19.35 E. amylovora
Alo [l]|1o1 2016 E. amylovom
300 A1l lf102 2117 E. amylovora
Al2 -lum 21.7% E. amylovom
8 200 Al3 |m4 22.78 E. amylovora
3
b Als Wl[10s 23 83 E_amylovor
£ 100
S 24.75 E. amylovom
i 0.0
T :" 0.00 E. amylovorm
AS | Entkieli Yaprak 19.88 Erwinia
1041 amylovera
10 Ao [l|Enskieli Yaprak 21.37 Erwinia
10-1 amylovora
A7 |Enkkicli Yaprak 23.42 Envinia
10-1 amylovora
» At [l|Enekich Yoprak |24 Erwinia
§ 10-1 amylovora
% 6
= A9 |Enkkicli Yaprak 20.25 Erwinia
g4 10-1 amylovors
é 2 A10 | Enkkicsiz Yaprak | 24.36 Erwinia
2 10-1 amvlovors
-
o Al [l|Fokkieic Yoprak  [24.25 Erwinia
. A | 10-1 amylover
i5 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 A12 El|Enikeesiz Yaprk | 24.32 Erwinia
Threshold Cycie 1041 amylovom
y=-1.111x + 28.186, r-squared = 0.997 A13 | Enkkicsiz Yaprak 23,88 Erwinia
10-1 amylovom
Ald | Enkktesiz Yaprak  |24.18 Erwinia
Data Type Symbol -1 amylover
Unknown ] AlS [|PK 20.39 Erwinia
amylovor
Standard L Ato [l|NK 0.00 Erwinia

amylovorn

Sekil 4.35. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz ayva yapragindaki

bakteriyel populasyonun belirlenmesi

y=-1.111x + 28.186, r-squared = 0,997

10-1

FAMCt  |Protecol
19.35 E. amylovora
300 20,16 E. amylovora
2017 E. amylovora
-3 e
2200 A12 ll|10-3 2178 E. amylovora
s =
2 ——— A1z mfios 22.78 £ amylovora
3 100 Als |05 23,83 E. amylovora
T 0.0
T 2 A1s [ll]10-6 24.75 E. amylovors
0
Ale JINK 0,00 E. amylovora
AS  [H|Enikicli Meyve 20.22 Erwinia
10 30 10-1 amylovora
Cycles A6 | Engkici Mayve 20,98 Erwinia
101 amylovor
A7 [M|Engkicti Meyve 2037 Erwinia
s 8 10-1 amylovora
6 Ax | Enekich Meyve 20.33 Erwinia
= 10-1 amylovora
3 A9 [Ml|Entkicli Meyve 20,44 Erwinia
é 2 10-1 amylovora
g A0 [l Enekieic Mayve  [20.52 Erwinia
0 10-1 amylovor
2 e —a All l|Engkiesiz Mayve  [24.74 Erwinia
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 10-1 amylovora
Threshol 1
pabolc.Cyae A12 | Enkktesiz Meyve  [20.49 Erwinia

Data Type

Symbol

Unknown

Standard

Sekil 4.36. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ve enfektesiz ayva
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

63

Al3 . Enkkiesiz Meyve

10-1 amylovor

Ald4 l|Enikiesiz Meyve  |22.80 Erwinia
10-1 amylovors

AlS [l|PK 20.31 Erwinia
amylovora

Ale [l|NK 0.00 Erwinia

amylovora

meyvesindeki



site | D FAMCt  |Protocot
Ao [l|swk 19.35 E. amylovora
200 1 94 At0 [llf1o1 20.16 1. amylovora
’ Al [l|10-2 2117 E. amylovora
2 200 —_— A12 @103 2178 E. amylovora
2
g = A1z f104 22.78 1. amylovora
§ 100 - = A1s W05 2383 £ mmylovons
£ 300 - a1s [ll]10-6 24.75 E. amylovora
0 = — Ale [Nk 0.00 £ amylovors
| AS M|Entkiciz Mave 1993 Erwinia
10-1 amylovora
10 20 30
Cycles A6 [ll|Entkicsiz Mave  [20.80 Erwinia
10-1 amylovor
A7 [l|Enkkicsiz Mayve  [20.71 Enwinia
9 101 amylovor
§7 As  [l|Eakkicis Moyve 20,33 Erwinia
E 5 10-1 amylovor
€ A9 [ll|Enkkisiz Meyve  [0.00 Erwinia
g 3 101 amylovor
1 A0 [l|Enkkiesiz Yaprak 2333 Erwinia
3 0.1
- -
-1 » Al l|Enkkicsiz Yaprak  [23.62 Erwimia
I R I R R S N S = o 10-1 amylovora
15 17 19 21 23 25 27 2 A12 [l|Engkicsiz Vaprak  |25.93 Erwinia
Threshold Cycle 10-1 amylovomn
y=-1L111x + 28.186, r-squared = 0.997 A3 | Engkicsiz Yaprak 26.99 Erwima
10-1 amylovora
Al W[ Entkieiz Yaprak  [22.80 Erwinia
Data Type Symbol 10-1 amylovora
Unknown | | Als (K 2043 Erwinia
amylovors
Standard [ ] Als [l|NK 0.00 Erwinia
amylovora

Sekil 4.37. Antalya, Korkuteli, Yazir I’ de enfektesiz elma yapragi ve
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

meyvesindeki

6E+09

600000000

],

60000000

6000000

I,
=
=
=
(=]
™

S
600000 - 2,5%10

60000 -

6000 -

600

60

6 T T T T T T T T T T
Merkez | Merkez Merkez |
Armut 1T Armut Ayva

Yazir |
Armut

Yazir |l
Armut

imrahor
Armut

Yazir |
Elma

Yazir
Ayva

Merkez
Il Ayva

Yazir Il
Elma

M Enfekteli Yaprak m Enfektesiz Yaprak m Enfekteli Meyve

Merkez
Elma

B Enfektesiz Meyve

Sekil 4.38. Temmuz ayinda enfekteli ve enfektesiz yaprak ve meyvelerde tespit edilen

bakteriyel populasyona ait grafik
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4.9.4. Agustos ayinda Kantitatif Real-Time PCR ile bitki materyallerindeki

bakteri sayisinin belirlenmesi

Agustos ayinda Antalya’ nin Korkuteli ilcesine bagh Yazir, imrahor Koéyleri ve
Korkuteli Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahcelerinden elde edilen enfekteli
ve enfektesiz yaprak ve meyve materyalleri Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmistir.
Sonuclar, referans verisi ile karsilastirilarak, Agustos ayinda yaprak ve meyvelerdeki
Erwinia amylovora’ ya ait bakteriyel populasyon belirlenmistir. Calismanin sonucunda,
Yazir Koyunden elde edilen enfektesiz tek bir armut yapraginda 3x10%, meyvesinde ise
2x10” bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.39). Korkuteli Merkezden elde edilen enfekteli
tek bir armut yapraginda 4x10° ve meyvesinde 6,5x10° bakteri belirlenmistir (Sekil
4.40). Yine Korkuteli Merkezden fakat farkli bir armut bahgesinden elde edilen
enfektesiz tek bir armut yapraginda 9,5x10?, meyvesinde ise 3x10* bakteri oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.41). Bunlarin yaninda imrahor Kéyiinden ve Yazir Kéyiinden,
fakat farkh bir armut bahcesinden, elde edilen enfektesiz armut yaprak ve
meyvelerinde Erwinia amylovora tespit edilmemistir. Korkuteli Merkezden elde edilen
enfekteli tek bir ayva yapraginda 4x10° ve meyvesinde 6x10° bakteri tespit edilmistir
(Sekil 4.42). Yine merkezden, fakat farkli bir ayva bahcesinden, elde edilen ve Yazir
Kéylinden elde edilen enfektesiz ayva yaprak ve meyvelerinde Erwinia amylovora
tespit edilmemistir. Yazir koylinden elde edilen enfektesiz tek bir elma yapraginda
3x10* ve meyvesinde 9x10* bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.43). Yazir Kéyunden fakat
farkli bir elma bahgesinden elde edilen enfektesiz elma yaprak ve meyvelerinde
Erwinia amylovora tespit edilmemistir. Agustos ayinda yaprak ve meyvelerdeki

bakteriyel populasyona ait grafik Sekil 4.44" de verilmistir.
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Sekil 4.39. Antalya, Korkuteli, Yazir' da enfektesiz armut yaprak ve
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

site 1D [Sampic 1D FAMCt | Protocol
A9 | stok 19.35 E. amylovora
400 1 -
Alo [ll]1o-1 2016 E. amylovora
300 All @102 21.17 E. amylovora
8 A12 W03 21.78 E. amylovora
§ 200
E Al13 Mo 22.78 E. amylovora
g 100 Als [l|10-s 23.83 E. amylovor
[ 0
A1s [l 106 24.75 E. amylovora
Ale iNK 0.00 E. amylovora
~100 AS  [l|Enfktesiz Meyve  |22.53 Erwinia
10 20 30 amylovora
cles
Sy A6 | Entkicsiz Mayve  [26.18 Erwinia
amylovora
9 A7 E|Fotkiesizc Mave  |24.60 Erwin
= amylovora
2 5 A5 El|Entkicsiz Moyve 22,83 Erw
£ snylovoes
€ 3
S 4 A9 |Enikiesiz Meyve  |29.84 Erwinia
9 amylovora
Q [ ]
2 A10 | Entkieiz Yaprak  [22.93 Erwinia
33 .
amylovora
-
S . ST All -|| niktesiz Yaprok 22,67 Erwin
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 amylovora
Threshold Cycle A12 [l Enikiesiz Yapmk  [25.29 Erwinia
amylovora
y=-1.111x + 28.186, r-squared = 0,997
A13 | Entkicsiz Yaprk  [28.30 Erwinia
amylovora
M me sml'l] A4 [l |VnEktcsiz YVaprak 22.48
1 AlS rK .23
Unknown | Al 12
Ale I~ 0.00 Erwinia
Standard * PG

meyvesindeki

Siite |n|s-p|-m FAM Ct Protocol
A9 19.35 E. amylovora
Ato [l|10-1 20.16 E. amylovora
e All |02 21.17 E. amylovora
300 A12 |03 21.78 L. amylovora
@
2 A13 |10 22.78 E. amylovora
8 200
] Ala [l|1o-s 23.83 E._amylo
e
S 100 Als [ll| 106 24.75 i
[
£0.0 Aloe |~k 0.00 E.
AS  [|Engkicli Meyve 21.33 Erwinia
100 amylovora
10 A6 | Engkicli Meyve 22,35 Erwinia
amylovora
A7 | Enkkicli Meyve 21.89 Erwinia
amylovora
- 8 As | Enikiel Meyve 21.61 Erwinia
§ . amylovora
H A9 M| Engkicli Meyve 21.90 Erwinia
g4 amylovora
s
8 2 Ato [ll| Enskkteli Yaprak 22.54 Erwinia
g amylovor
9 A1l | Engkieli Yaprak 21.76 Erwinia
2 amylovora
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 271 28
A12 Il Enkkieli Yaprak 22.11 Erwinia
Threshold Cycle
amylovora
¥ =-1.111x + 28.186, r-squared = 0.997 A13 | Enkkieli Yaprak 21.52 Erwinia
amylovora
A4 | Engkich Yaprak 22.06 Erwinia
Data Type Symbol o
Tl [} Als Pk 19.71 Erwini
Lnkno\vn amylovors
Standard ® Ale [l|NK 0.00 Erwi

amylovora

Sekil 4.40. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli armut yaprak ve meyvesindeki

bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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Sekil 4.41. Antalya, Korkuteli, Merkez II’ de enfektesiz armut yaprak ve meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

Site 1D IS_I-I» FAM Ct | Protocol
AY -Is:nk 19.38
400 @ Al -Ixu—l 20016 <. amylovora
p All -Iw-! 21.17 E. amylovora
- 300 10-3 21.78 E. amylovora
o A
§ 200 "/ = A 104 22.7% E. amylovora
8 Ald -IIII-S 2383 E. amylovora
-3 3
2 100 = —_— Als |06 24.75 E. amylovora
— Al6 [INK 0.00 . amylovora
AS  l|Engktesiz Meyve  [22.38 Erwinia
100 amylovor
10 20 30 = e
A 1 M Ve 23.12 E a
Cycles Al Enkkiesiz Meyve 1 Erwinia
amylovor
A7 E|Enkkiesiz Meyve  |25.44 Erwinia
amylovorm
5 ® A8 .El-m‘:mm, Moyve |22.94 Erwinia
] amylovora
6 =
s
= 4 A2 l|Enkkiciz Meyve 24.78% Erwinia
§ amylovora
S
S 2 A10 Jl|Fnkkiesiz Yaprak |22 07 Frwinia
oy amylovom
= g .
ALl [l|Enkiesiz Yaprak |22 98 Erwinia
| I amylovom
1 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 271 28
2 . 3 5 5 3
Threshold Cycle A12 IR Engkiesiz Yaprak  [25.11 Erwinia
amylovom
- -
SAERIE) Rt NN - L S — | A1 [ll|Enikicsiz Yaprak | 24.53 Erwinia
amylovor
Ald [l Enkkicsiz Yaprak 0,00 Erwinia
Data Type Symbol amylovom
15 PK 19.1% 8 e
Unknown n Als E|PK trinin
Standard ® Ale H|NK 0.00 Erwinia
amylovora

Site 1D ISI-II 1] FAM Ct Protocel
AU .Imol.- 1935 . amylovor
[%89 5 AlD -lm-1 20016 E. amylovom
300
All .Im-: 21.17 E. amylovor
5 el = Al2 .Ill’,_‘t 21.78 E. amylovom
3 Al3 }lm-: 22,78 E. amylovom
e L4
g 100 1 Al4 .Im-s 23.83 E. amylovom
o~ 0.0 = 24.75 E. amylovom
o 0.00 E. amylovom
AS | Engkicli Meyve 21.44 Erwinia
10 20 30 amylovors
Cycles A6 Hl|Enekicti Meyve  [22.13 Erwinia
amylovora
10 A7 IR Entkicli Meyve 21.99 Erwinia
amylovora
§ 8
= As | Enkkech Meyve 21.5% Erwinia
Ees amylovors
§
S 4 A9 | Enfkieli Meyve 21.77 Erwima
i A amylovora
2 Ato [l Enikeeli Yaprak 2188 Erwinia
= 0 amylovors
- .., Al | Enkkicli Yoprak 22.27 Erwinia
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 271 28 amylovora
Threshold Cycle A12 Wl|Enech Yoprak  [21.91 Ecwinia
y=-1.111x + 28.186, r-squared = 0.997 amylovora
A3 [l Enikieli Yaprak 21.77 Erwinia
amylovors
Data Type Symbol Al [l Eoskecti Yaprak 21,67 Erwinia
amylovors
Unknown = Als Pk 18.82 Erwinia
amylovors
Standard L Al Il 0.00 Frwin
amylovors

Sekil 4.42. Antalya, Korkuteli, Merkez I’ de enfekteli ayva yaprak ve meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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Sekil 4.43. Antalya, Korkuteli, Yazir’ da enfektesiz elma yaprak ve
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

6,5X10°

6x10°

3X10¢
9,5X10°

siteip | D FAMCt  |Protocol
A9 IS( ok 19.35 E. amylovora
o 1 Moz od32 A s L
Alo ll10-1 20.16 E. amylovora
o o = All Moz 2117 E. amylovora
8 200
2 L A2 l|03 2178 E. amylovora
s
-{% > ars w104 22.78 E. amylovora
5 100 - Z=
s A | Als W] 105 23.83 E. amylovora
o 0.0 ? &=
—— =P Als @106 24.75 E. amylovora
Ale |~k 0.00 E. amylovors
As M| Enkkiesiz Meyve  |24.30 Erwinia
10 20 30 wnylovora
Cycles A6 | Engkiesiz Meyve  |26.30 Erwinia
amylovora
A7 | Enkkicsiz Meyve  |0.00 Erwinia
2 amylovor
£ As | Enikiciz Mayve  [2477 Erwinia
§ A9 M| Enkkiciz Mayve  |21.30 Erwinia
1 amylovora
8 e - =
§ - A10 | Enfkeesiz Yaprak 2238 Erwinia
-3 - amylovora
! - Al | Enkkteniz Yaprak  [22.88 Erinia
14 16 18 20 22 24 26 28 30 3z amylovom
Threshold Cycle A2 | Enekicis Yaprak 2793 Erwinia
Tlileathss oo amylovom
=-].111x +28. r-squared = (.
¥ - A1 | Fnikiesis Yaprak 29.32 Erwinia
amylovem
A4 [l Enkkiesiz Yaprak 0,00 Erwinia
DataType  |Symbel P
1 AlS 'K 9.42
Unknown | ] Als lljrk 9 Erwinia
amylovora
Al NK 0.00
Standard L -

meyvesindeki

6000000
600000
60000
6000
600

60

P aff ¥4 6
Yazr | Yaurr I Merkez| Merkezll  Yazir  imrahor  Yaarl Yaar Il Merkez | Merkez I
Elma Elma Ayva Ayva Ayva Armut Armut Armut Armut Armut
® Enfekteli Yaprak ® Enfektesiz Yaprak [ Enfekteli Meyve ® Enfektesiz Meyve

Sekil 4.44. Agustos ayinda enfekteli ve enfektesiz yaprak ve meyvelerde tespit edilen

bakteriyel populasyona ait grafik
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4.9.5. Eyliil ayinda Kantitatif Real-Time PCR ile bitki materyallerindeki bakteri

sayisinin belirlenmesi

Eylil ayinda Antalya’ nin Korkuteli ilcesine baglh Yazir, imrahor Kéyleri ve
Korkuteli Merkezdeki armut, elma ve ayva kapama bahcelerinden elde edilen enfekteli
ve enfektesiz yaprak ve meyve materyalleri Kantitatif Real-Time PCR’ da test edilmistir.
Sonuclar, referans verisi ile karsilastirilarak, Eylil ayinda yaprak ve meyvelerdeki
Erwinia amylovora’ ya ait bakteriyel populasyon belirlenmistir. Calismanin sonucunda,
Korkuteli Merkez’ den elde edilen enfektesiz tek bir armut yapraginda 6x10,
meyvesinde ise 5x10 bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.45). Bunun yaninda imrahor
Koéylnden, Yazir Kdylinden ve Korkuteli Merkezden fakat farkli bir armut bahgesinden,
elde edilen enfektesiz armut yaprak ve meyvelerinde Erwinia amylovora tespit
edilmemistir. Korkuteli Merkezden elde edilen enfekteli tek bir ayva yapraginda 4x10*
ve meyvesinde 2,8x10* bakteri tespit edilmistir (Sekil 4.46). Yine merkezden, fakat
farkh bir ayva bahgesinden, elde edilen ve Yazir Koylinden elde edilen enfektesiz ayva
yaprak ve meyvelerinde Erwinia amylovora tespit edilmemistir. Yazir Kéylinden ve
Korkuteli Merkezden elde edilen enfektesiz elma yaprak ve meyvelerinde de Erwinia
amylovora tespit edilmemistir. Eylil ayinda yaprak ve meyvelerdeki bakteriyel

populasyona ait grafik Sekil 4.47’ de verilmistir.
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Sekil 4.45. Antalya, Korkuteli, Merkez’ deki enfekteli armut yaprak ve meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi

300/ E. amylovora
E. amylovom
All .||0-3 2117 E. amylovor
00| Al2 .]IO-J 21,78 E. amylovora
.0 A13 [l 104 278 E. amylovor
o 105 23.83 E._amylover
A1s [l 1oe 24.75 1y lovors
10 Ale | NK 0.00 V. amylovir
As | Enskac Meyve 25 Erwinia
vy oo
Aé | Foskicl Meyve 25 K1 Frwinia
amylovon
8 A7 W|Ensrici Moyve  [25.50 Erwinia
7 vy lovonm
As [l Entoadi Moyve 26,30 Erwinia
5 vy lovaors
A9 | Fnkkicli Meyve FLE FErwinia
3 iy loven
1 Al .Ilinﬂ:ldl Voprak  |25.64 Hrwinia
amylovorm
§-1' - e Al ot v "
agrak 25.74 Erwinia
v levars
"5 17 13 21 23 25 i ALz Il Pokkiei Yaprak 2566 Frwinia
Threshold Cycle Shorderum
- pi A3 | Enkichi Yaprak 24,095 Erwinia
¥=-1.111x + 28,186, r-squared = 0.997 amylovora
Ala [l Entdoeli Yoprak 25.446 Erwinia
P T vy lovons
hm m AlS -Is-u 1920 Frwinia
Unknown ylovom
Ale ll|~s 0,4 Erwinia
Standard = I amylovora

—
E. amylovom
AlD .| 10-1 20.16 E. amylovom
“] Al ._lll}-! 21.17 E. amylovom
1001 Al2 -llu-S 21.78 E. amylovor
200 Ald Il 104 22.78 E. amylovom
Al4 .| 10-5 23,83 E. amylovors
1001 24.75 E
£ 0 ; S mmylovors
Ale |~ 0,00 E. amylovors
AS | Eotkieli Meyve 24.9% Erwinia
=100t |y lovora
10 An | Eneae Meyve 2828 Firwinia
amylovor
A7 | inkkieli Meyve 33,74 Erwinia
Ay lovors
B Ax | Eokkieli Moyve 3338 Frwinia
sy lovor
L] A5 [l Fnkici Meyve  |25.12 Frwinia
4 anylovon
At | Enikeeli ¥aprak 33 48 Erwinia
8 2 amylovors
g o All [l enkecl ¥ aprak 000 Erwinia
iy lovors
2 A1z IR Eokkreti ¥aprak 24,83 Frwinia
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 b
Thrashold Cycle Ald Il Enkiel Yoaprak 2224 Erwinia
¥ =-L111x + 28,186, raquared = 0.997 amylovom
Ald [l Enkkich Yaprak 24,51 Erwinia
R - A L amylovom
Data Type iw Als @] 19,48 Frwinia
Unliown amylovora
Ale ll|~x GE Erwinia
Standard . amylovars

Sekil 4.46. Antalya, Korkuteli, Merkez' deki enfekteli ayva yaprak ve meyvesindeki
bakteriyel populasyonun belirlenmesi
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600000

4
60000 + g 2,8x10°
‘/
6000 +
600
6x10
s 2X1U
60
000000000000 - 0000 0000 L 0000 0000 0000 0000
6 4 T S e
imrahor  Yazir Yazir Il Merkez Merkez  Yazir  Merkez Merkez  Yazir Yazirll  Merkez
Armut  Armut  Armut  Armut  ITArmut  Ayva Ayva Il Ayva Elma Elma Elma
M Enfekteli Yaprak M Enfektesiz Yaprak Enfekteli Meyve B Enfektesiz Meyve

Sekil 4.47. Eylil ayinda enfekteli ve enfektesiz yaprak ve meyvelerde tespit edilen
bakteriyel populasyona ait grafik

4.9.6. Aylara bagh populasyon dinamiginin belirlenmesi ve verilerin analizi

Kantitatif Real-Time PCR yontemi ile Korkuteli Bolgesindeki populasyonu sayisal
olarak belirlenen Erwinia amylovora patojeninin Excel programina veri girisi yapilarak
bolgedeki ortalama populasyon dinamigi belirlenmistir. Sekil 4.48’ de armut, elma,
ayva agaclarindan elde edilen bitki materyallerinde tespit edilen Erwinia amylovora’ ya
ait aylara bagh populasyon dinamigi verilmistir. Sekil 4.49’ da ise aylara bagh
populasyon degerleri tek bir egride belirtilmistir. Elde edilen sonuglara gore
populasyonun Haziran ayinin 18’ ne kadar yikseldigi o tarihten sonra populasyonda
dismelerin oldugu belirlenmistir. Fakat Eylil ayr sonuglarina bakildiginda elmalarda

sifir diizeyine ulasan populasyonun, armut ve ayvalarda ulasamadigi belirlenmistir.
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6E+10
6E+09
600000000
60000000
6000000

600000 == Populasyon Dinamigi ARMUT

=@ Populasyon Dinamigi AYVA
60000 . o
Populasyon Dinamigi ELMA
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600

60

6
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Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylial

Sekil 4.48. Korkuteli Bolgesindeki armut, elma ve ayva agaglarinda epifitik olarak

bulunan Erwinia amylovora’ nin aylara bagh populasyon dinamigi

GE+10

6E+09

600000000

60000000

6000000
600000 s=gm=Populasyon Dinamigi

60000

6000

600

60

6 r . .
10 12 14 16 18 20 10 12 14 16 18 20 10 12 14 16 18 20 10 12 14 16 18 20 10 12 14 16 18 20

Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil

Sekil 4.49. Korkuteli Bolgesindeki Erwinia amylovora’ nin aylara bagh populasyon
dinamigi

Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos, Eylul aylarinda Korkuteli Bélgesinden elde
edilen bitki materyallerinde tespit edilen Erwinia amylovora patojeninin; Real-Time
PCR ile ve kiltur ortaminda gelistirilerek populasyonu sayisal olarak belirlenmistir.
Sonuclar varyans analizine tabi tutulmus ve aylar arasinda bulunan farkh sonuglar
Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile karsilastiriimistir. Sicaklik ve nem diizeylerinin
aylara gore farklihk gostermesi, populasyon degerlerindeki farklihgr ortaya

¢cikarmaktadir. Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’ de Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile
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hesaplanan, farkli sicaklhik ve nem degerlerine sahip aylarda elde edilen bakteriyel
populasyona ait logaritmik degerler ve standart sapma degerleri verilmistir.
Gizelgelerde logaritmik degerler Uzerinde verilen a,b,c,d ve e harfleri sonuglarin
birbirinden farkli oldugunu ifade etmektedir. Cizelge 4.2’ de ise sicaklik ve neme bagh 5
aydaki populasyon degerlerindeki varyasyon yani farkhlik ve bu farklihgin 6nem
derecesi belirtilmektedir. Yapilan varyasyon analizi sonucu serbestlik derecesi; 5 ay
dikkate alindigi icin bir eksigi 4 olarak belirlenmis ve SAS programina girilen aylara bagh
populasyon degerlerinin logaritmalarinin kareleri ortalamasi program tarafindan
12,88437500 olarak hesaplanmistir. Serbestlik derecesi ve Kareler ortalamasi
kullanilarak SAS programi tarafindan hesaplanan F degerinin blyuklGglu varyasyonun
onemli derecede fazla oldugunu belirtmekte ve F degerinin Ustiinde belirtilen g yildiz
(***) varyasyondaki 6nem derecesini ifade etmektedir. Program tarafindan F degeri
dikkate alinarak hesaplanan P degeri 0.001’ den kiiglik ¢iktigi icin istatistiksel sonuglara
gore bolgenin sicaklik ve nem degerlerinin patojenin populasyonuna P <0.001 6nem
diizeyinde etkili oldugu ortaya konulmustur. Sonug olarak sicaklik ve nem degerlerinin

patojenin populasyon miktarini nemli derecede etkiledigi bu ¢alismayla belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Korkuteli Bolgesinden Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos, Eylil aylar
suresince tespit edilen Erwinia amylovora populasyonuna ait varyans
analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari Serbestlik Kareler F
Derecesi Ortalamasi
(bakteri (log))
SICAKLIK-NEM 4 12,88437500 9073,5***

***P<0.001 diizeyinde 6nemli
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Gizelge 4.3. Korkuteli Bolgesinden %100 giceklenme déneminde elde edilen gigeklerde
tespit edilen Erwinia amylovora patojeninin Kantitatif Real-Time PCR’ dan
ve kiltlir ortamindaki gelisiminden elde edilen sayisal degerlere ait
ortalamalarin Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

NEM Erwinia amylovora

AY SICAKLIK (°C) sayisi
log + d /gicek

Min. Ort. Max. Min. Ort. Max.
Mayis 4,10 10,69 17,21 64 90 99 8,33%+0,04
log: logaritmik deger
d: standart sapma

Cizelge 4.4. Korkuteli Bolgesinden elde edilen sirginin kisimlarindan tespit edilen
Erwinia amylovora patojeninin Kantitatif Real-Time PCR’ dan ve kiltir
ortamindaki gelisiminden elde edilen sayisal degerlere ait ortalamalarin

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Erwinia amylovora

AYLAR SICAKLIK (°C) NEM sayisl
logtd /siirgiin

Min. Ort. Max. Min. Ort. Max.

Haziran 10,12 17,56 26,71 50 85 99 9,64°+0,05
Temmuz 13,21 24,29 35,42 24 59 94 7,92°40,03
Agustos 10,60 20,27 31,12 33 71 99 5,025%0,04

Eyliil 9,17 18,57 30,16 30 66 99 3,48°+0,009

log: logaritmik deger
log®, log®, log", log®, log®: logaritmik degerlerdeki farkliligi ifade etmektedir

d: standart sapma
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5. TARTISMA

Ulkemiz ve Diinya genelinde yapilan surveyler sonucunda, yumusak cekirdekli
meyve yetistiriciligi yapilan tim bdlgelerde cgesitli yayginlik oranlarinda Ates Yanikligi
tespit edilmis olup hastalik cok yerde ciddi boyutlardadir. Ekonomik kayiplar anlaminda
yapilan arazi incelemeleri gostermektedir ki; pek cok liretici yumusak cekirdekli meyve
yetistiriciliginden vazgecer duruma gelmistir. Bu da 6zellikle bazi yerli armut ve elma

cesitlerimizi kaybolma tehlikesiyle karsi kargiya birakmaktadir.

Hastaligin etmeni olan Erwinia amylovora; cicek enfeksiyonu ile tim bitkiye
yayilip, genis dal ve govdeleri etkileyerek, 6zellikle armut, elma ve ayva agaclarina zarar
vermektedir. Patojenin uygun kosullarda yayilmasi ve bitki icindeki ilerleyisi ¢ok hizlidir.
Bu derece hizli yayilan patojenin yarattigi hastalikla micadele ¢cok zor ve pahalidir.
Diinya Ulkelerinde, yogun bir sekilde ve en yeni teknolojik gelismeler i1siginda hastalikla
miicadele olanaklari aranmaktadir. Hastaliga karsi kesin ¢6zim saglayacak yéntem
tespit edilinceye kadar hastalik etmeninin hizli, glivenilir ve erken déonemde tani ve
tespitlerinin yapilmasi 6nemlidir. Erken ve hizli tanisinin ve tespitinin yapilmasi
sonucunda ise yapilacak erken micadele hastaligin zararini en aza indirecektir. Boylece
Urin kayiplarinda azalmalar oldugu gorilecektir. Hastalikla erken micadelede,
hastaligin bulasma vyollari, saghkli bitki yetistirme yontemleri, fiziksel, biyolojik ve
kimyasal miicadele olanaklari dikkate alinarak c¢cok yonli bir micadele programi

dustintlmelidir.

GUnumize kadar patojenlerin tanisi ve tespiti igin pek ¢ok yodntem
gelistirilmistir. Bunlar arasinda segici ve yari secici besi ortami kullanilarak morfolojik
acidan patojenin karakterizasyonu, cesitli serolojik testler (ELISA, Aglitinasyon testi
vb.), fizyolojik ve biyokimyasal testler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu gibi yontemler
yer almaktadir. Arastirmacilar tarafindan bu yontemler kullanilarak Erwinia amylovora
patojeninin tanisi yapilmis ve karakterizasyonu saglanmistir. Psallidas ve Dimova (1986)
armut elma ve aligctan elde ettikleri 10 tane izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal

ve serolojik testlerle karakterizasyonunu saglamislardir. Momol vd (1992) Tiirkiye’ nin
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Bati Akdeniz Bolgesinde armutlarda Ates Yanikligl Hastaligini tespit etmisler ve basit bir
yontemle modifiye edilmis MS ortaminda etmenin tanisini yapmislardir. Gorris vd
(1996) hastalik etmeninin izolasyonunu vyaptiktan sonra biyokimyasal testler,
patojenisite testleri, serolojik teknikler ve fatty asit profilleri’ ne dayanan molekiler
tekniklerle patojenin karakterizasyonunu saglamislardir. Bobev vd (1998) ortak
bakteriyolojik metotlardan morfolojik, kiltirel ve fizyolojik testler kullanilarak armut,

elma, musmula ve ayvada patojen olan bakterilerin karakterizasyonunu yapmislardir.

Arastirmacilar tarafindan yillardir uygulanan bu klasik testlerin dezavantaji
oldukg¢a uzun zaman almasi ve bazi durumlarda kesin sonug¢ vermemesidir. Ayni
zamanda kontaminasyon riskinin de yiiksek olmasidir. ilk kez 1985 yilinda bilim
diinyasina sunulmus olan nikleik asit temelli ¢alisan PCR sistemlerinin, organizmalar ile
ilgili en kesin bilgileri hizli ve dogru bir sekilde verdigi ortaya konmustur. Breswill vd
(1992) vyaptiklari  PCR c¢alismalariyla 6 saatten az silirede tanimlamanin
gerceklesebilecegini saptamislardir. Farkh bitki patojenlerinin tanisinda ve tespitinde
guvenilir, hizl sonug vermesinden ve tekrarlanabilirligi ylksek olmasindan dolayr PCR
yontemleri arastirmacilar tarafindan tercih edilen bir sistem olmustur. Bu sistem
gelistirilerek gunimize kadar ileri diizeyde yayginlasmistir. Guilford vd (1996)
Cotoneaster’ in yaprak ve filizlerinden izole edilen, Ates Yanikhgl Hastaligina neden
olan patojenin tanisi ve tespiti icin PCR ve DNA hibridizasyon metotlarini
kullanmislardir. Brown vd (1996) 13 konukgu ve 21 lilkeden gelen Erwinia amylovora
orneklerinin, genetik olarak pEA29 plazmidinden dizayn edilen primerleri kullanarak
PCR yontemiyle tanimlamalarini yapmislardir. Taylor vd (2001) PCR yodntemi ile
yaptiklari ¢alismada 5 Ulkeden ve 10 farkh konukgu bitkiden izole edilen 69 farkli

straindeki Erwinia amylovora’ nin tanisi kisa siirede yapilmigstir.

Hastalik etmenlerinin tani ve tespitleri icin kullanilan nikleik asit temelli calisan
bu PCR yontemi diger metotlara oranla daha glivenilir ve kesin sonucglar vermektedir.
Fakat Klasik PCR yonteminde, PCR sonunda agaroz jel elektroforezi cihazinda DNA

fragmentlerinin yiratilmesi ve jelin ethidium bromide ile boyanip, DNA bantlarinin
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ultraviole (UV) 1sik altinda gorintilenmesi gibi islemlerin uygulanmasi gerekir. Bu
nedenle analiz islemleri zaman almaktadir. Ayrica Klasik PCR ydnteminde
kontaminasyon riski vardir ve islem kalitatif sonu¢ vermektedir. Bu nedenle son yillarda
patojenlerin erken tani ve tespitleri icin 20-30 dk gibi kisa zamanda ve kesin sonug elde
edebilecegimiz, PCR sistemlerinin en gelismis hali olan Real-Time PCR ydntemi
gelistirilmistir. PCR Grlnlnin 6zglin, hassas ve diger metotlara gore daha kolay tespit
edilebildigi bu yontemde, her bir PCR donglisiinde olusan flouresan isinimi araciligi ile
son Urin miktari es zamanl olarak tespit edilebilmektedir (Li vd 2004). Kantitatif sonug
veren bu yontemde tlpler agilmadan taniya gidildigi icin kontaminasyon riski de

disuktir. Ayrica sistemin duyarhligl, 6zglllugl ve tekrarlanabilirligi yuksektir.

Galismada yumusak ¢ekirdeklilerde Ates Yanikligina neden olan patojenin, tanisi
ve tespitinde, Smart Cycler Il olan Real-Time PCR cihazi kullanilmistir. Diger Real-Time
PCR cihazlarindan farklh olarak bu cihaz bakterileri ¢ok kisa sirede tanisini
yapabilmekte, arazi kosullarinda kullanilabilmekde ve kantitatif sonuglariyla patojenin

populasyon yogunlugu hakkinda bilgi verebilmektedir.

Diinya’ da karantinaya tabi olan Ates Yanikhgl Hastaligi ekonomik acidan énemli
kayiplara neden oldugu icin yetistiriciler acisindan ¢ok 6nemlidir. Hastaligi ortadan
kaldirmanin kesin ¢6zimu dayanikh cesit, ana¢ ve ara anaglarin kullanimidir. Bununla
ilgili galismalar melezleme yolu ile Ates Yanikligina dayanikli armut cgesitlerinin
gelistirilmesi amaci ile 2004 yilinda Egirdir Bahge Kiltlrleri Arastirma Enstitlsi ve
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii isbirligi ile baslatilmistir ve
calismalar surdirilmektedir (Oztiirk vd 2007). Yapilan dayanikli cesit gelistirme
calismalari sonuclanana kadar bu hastalig engellemek veya zarari en aza indirebilmek
icin bugin yapilabilecek en faydali yontem erken donemde hastaligin tespit edilip,
populasyon yogunlunun belirlenmesi ve duruma uygun miicadele programinin
olusturulmasidir. Bu amacla, bu calismada Erwinia amylovora’ nin gicekten, bakteriyel

hiicreden, hastalikli bitki dokularindan direkt tani ve tespitlerini gerceklestirmek ve
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populasyon yogunlugunu kantitatif olarak belirlemek icin Kantitatif Real-Time PCR

yontemi gelistirilmistir.

Erwinia amylovora’ nin Real-Time PCR ile tani ve tespitlerini gerceklestirmek
amaciyla primerler ve prob dizayn edilmistir. Gelistirilen bu primerler ve prob seti ile
Erwinia amylovora’ nin hastalikl bitki dokularindan tespiti yapilmistir. Salm ve Geider
(2004) yaptiklari calismada Erwinia amylovora’ nin hastalikli bitki materyallerinden
tespitinde Real-Time PCR yontemini kullanmislardir. Denemede pEA29 plazmidinden
dizayn edilen Erwinia amylovora’ ya spesifik primer ve prob kullaniimistir. Salm ve
Geider’ in galismalarinda kullanmak Uzere plazmidden dizayn ettikleri primerler ve
probun aksine ¢alismamizda patojenik bakterinin polisakkarit Gretiminden sorumlu ve
kromozomal ams gen’ inin 1,6 kb’ lik internal diziliminden prob ve primerler dizayn
edilmistir. Calismamizda kullanilan primer ve prob seti Salm ve Geider’ in ¢alismasinda
kullanilan ya da buna benzer ¢alismalarda kullanilan primer ve prob setlerinden daha
spesifik ve glivenilir sonuglar vermektedir. Clinkl ¢alismamizda Erwinia amylovora’ ya
0zel dizayn edilmis primerlerin yaninda 6zel dizayn edilmis LNA prob kullanilmistir. Bu
proba ait dizi, Real-Time PCR ile yapilan diger calismalarda kullanilan problarin
dizilerinden uzunluk olarak daha kisadir. Béylece prob dizisinin kendi icinde baglanmasi
olasihigl ortadan kalkmis olmaktadir. Prob dizisinin kisa olmasi ayni zamanda
amplifkasyon isleminin daha kisa siirede gerceklesmesine neden olmaktadir. Sonucta
bu 6zel dizayn edilen probe daha spesifik olarak galisilmasini saglar ve alinan sonug

dolayisiyla daha glivenilir olmaktadir.

Primerler ve probun sadece Erwinia amylovora ve farkli strainlerine spesifik
oldugunu belirlemek icin; primer ve prob seti farkl bitki patojeni bakteriler Gzerinde
test edilmis ve sonugta herhangi bir amplifikasyon goérilmemistir. Pirc vd (2009) Real-
Time PCR yéntemiyle Erwinia amylovora’ nin, Hokkaido’ dan ve ispanya’dan elde
edilen farkh strainlerinin tanisini, Erwinia amylovora’ nin kromozomal DNA’ sinin amsC
gen ve ITS bolgesinden gelistirilen spesifik TagMan probe yapmislardir. Yine buna

benzer bir calisma Gottsberger (2010) tarafindan yapilmistir. Calismasinda Erwinia
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amylovora’ nin farkl strainlarinin tanisinda ve tespitinde Real-Time PCR ydntemini
kullanmistir. Kullandigi probe ve primerin spesifikligini test etmek igin ise farkl tlrde
bakteriler test etmistir. Calismada TagMan Prob olarak MGB (minor-groove-binder)
prob kullanilmistir. Yapilan calismalarda kullanilan primerler ve problarin yaninda
calismamizda kullanilan 6zel dizayn edilen primer ve prob seti, farkli strainlerin

tanisinin yapilmasinda avantajlari yoniinden daha gtlivenilir sonuglar vermektedir.

Real-Time PCR yonteminin Erwinia amylovora igin hassasiyet ¢alismalari da
gergeklestirilmistir. Yontemin tespit edebilecegi en dislk bakteri sayisi 6 cfu/2p olarak
belirlenmistir. Saf genomik DNA’ dan hassasiyette ise ¢esitli seyreltmeler yapilarak 10
pg da bile patojenin tanisinin miimkiin oldugu ortaya konulmustur. Bu uygulamayla da

yontemin ve primer prob setinin ne derece hasssas ¢alistigi vurgulanmistir.

Real-Time PCR yonteminde, bitkisel materyali Uzerinde sadece canli olarak
bulunan  bakteriyel patojenlerin  tespiti icin Real-Time Bio-PCR islemi
gerceklestirilmistir. Bilindigi Gzere hastalikli bitki materyalleri lizerinde hem canli hem
de 610 bakteriler birarada bulunabilmektedir. Bu yéntem niikleik asit temelli ¢alisan bir
sistem oldugu icin 6lU bakterilerin de tespitini yapabilmektedir. Yapilan Real-Time Bio-
PCR calismasinda sadece canli bakterilerin tespiti amaglanmistir. Bu uygulamayla da
sadece canli bakterilerin tespit edilebilirligi belirlenmistir.  Hastahkli  bitki
materyallerindeki epifitik bakteri populasyonun belirlenmesinde de Kantitatif Real-
Time PCR yontemi uygulanmistir. Li vd (2004) Kantitatif Real-Time PCR ydntemini
transgenik bugdaylarda trasfer edilen gen sayisini belirlemek icin kullanmislardir. Fakat
calismalarinda daha oOnceki vyillarda arastirmacilar tarafindan referans olarak
olusturulmus puroindoline-b housekeeping gen olarak kullanilmistir. Calismamizda ise
bitki materyalleri (zerinde bulunan epifitik bakterilerin sayisinin belirlenmesi icin
Kantitatif Real-Time PCR islemi ile referans standart egri kendi uygulamalarimiz sonucu
bulunmustur. Bu yontem uygulanirken bitki materyali lzerinde bulunabilecek 6l
bakterilerin uygulamanin sonucunu yaniltabilecegi disiiniildiglinden buna es zamali

olarak besi ortamindaki bakteri gelisimine de bakilmistir. Sonuclar varyans analizine

79



tabi tutulmus ve aylar arasinda bulunan farkh sonuglar Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi ile karsilastirilmistir. Populasyon degerlerindeki farklihgin, sicaklik ve nem
dizeylerinin aylara gore farklihk gostermesinden kaynaklandigi belirlenmistir.
Bolgemize benzer bir iklime sahip olan Kaliforniya’ nin pasifik sahillerindeki lretim
alanlarinda yapilan gézlemler sonucunda Ates Yanikligi Hastalig i¢cin dnceden tahmin
modeli gelistirmistir. Bu modele gore y ekseninde; sicakligin, x ekseninde; 1 Marttan 1
Mayis’ a kadar olan zamanin yer aldigi bir grafik cizilmistir. 1 Mart’ ta 6lclilen ortalama
sicakhk 16,7 °C, 1 Mayis’ ta olgllen ortalama sicaklik 14,4 °C olarak belirlenmis ve bu
sicaklik degerleri kritik sicakhk noktalari olarak alinmistir. Grafikte olusan sicaklik
egrisinin altinda ilaglama yapmanin gerekmedigi ancak sicakligin, sicaklik egrisini
asmasl durumuda Erwinia amylovora’ nin epifitik populasyonun arttigi, yagislar ve
sulama ile ciddi boyutlarda epidemilerin meydana geldigi belirtilmistir (Agrios 1988).
Gahsmamiz, sicaklik derecesinin 10,69°C oldugu ve %100 giceklenmenin goruldiga 14
Mayis tarihinde Korkuteli Bolgesinde ciceklerde Erwinia amylovora’ nin tespit edilmesi
fakat enfeksiyonun goriilmemesi veya gorilen yerlerde ciddi boyutta olmamasi, bunu
takiben Haziran ayinin 18’ inde ortalama sicaklik derecesinin 17,56 °C’ ye yikseldigi
bolgede Sekil 4.49° da gorildugh gibi Erwinia amylovora populasyonun ciddi
boyutlarda en yiksek dizeye ulasmasi Kaliforniya icin gelistirilen sicakhga bagh

onceden tahmin modelini desteklemektedir.

SICAKLIK (°C)

A

16,7 /r/“;*@-“‘”“
/O
14,4 ‘/M ~

> AYLAR
1 MART 1 MAYIS

Sekil 5.1. Sicakliga bagh olusturulan Ates Yanikhgi Hastaliginin 6nceden tahmin modeli
(Agrios 1988)
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Aylara bagl patojen bakteri populasyonun belirlendigi bu yontem, populasyon
yogunluguna bagl olarak uygun miicadele programinin hazirlanmasina olanak
saglayabilecektir. Bu da miicadele yontemlerini uygularken daha bilingli, cevreye ve

insan saghgina zarar vermeyecek diizeyde davranmamiza olanak saglayabilecektir.

Real-Time PCR y6nteminin kolaylgi; tani ve tespitlerin hizli, glivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki dokularindan tespit yapilabilmesi, kantitatif
sonuglar verebilmesi bitki patojeni bakterilerin tani ve tespitlerini gergeklestirmek
amaciyla son vyillarda yontemin kullaniminin yayginlasmasinda 6nemli rol

oynamaktadir.
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6. SONUC

Ulkemiz konumu itibari ile bircok tarim driininiin dogal yetisme alanidir.
Yetistirilen tarim GrUnlerinin ise blylk bir kismini meyve olusturmaktadir. Meyvecilikte
ikinci sirada yumusak ¢ekirdekli meyveler yer almaktadir. Bu meyveler iginde en ¢ok
yetistiriciligi yapilan elma ve armut en ¢ok tiketilen meyvelerdendir. Tirkiye’ nin
hemen her bolgesinde farkh gesitlerinin yetistiriciligi yapilmaktadir. Elma ve armut
yetistiriciliginden elde edilen gelir daha fazla oldugu icin en fazla verimi elde etmek ¢ok
onemlidir. Yetistiricilik yapilirken verimi etkileyebilecek her tirli problem 6nceden

distintilmeli ve 6nlemler dnceden alinmalidir.

Ulkemizin ve diger diinya (lkelerinin bircok bdlgesinde yaygin olan Ates
Yanikligi Hastaligi yumusak c¢ekirdekli meyve agaclarinda ve diger Rosaceae familyasina
ait bitkilerde ciddi Urin ve kalite kayiplarina sebebiyet vermektedir. Kalite kayiplari
nedeniyle Urinlerin pazar degerleri dismekte ve ekonomik agidan da kayiplar

olusmaktadir.

Hastalik, hem o yilin hem de gelecekteki yillarin Urinline etki edip agaci
kurutabildigi icin Ulkemiz ve diger Ulkelerde de karantinaya tabidir. Bu hastaligin
kimyasal micadelesi ¢evreye ve insan sagligina zararl oldugu icin dayanikh gesitlerin
kullanimi en kokten ¢6zim yoludur. Dayanikh cesitlerin tespiti ile ilgili calismalar halen
sirerken, bu calisma ile hastaligi en az zararla o6nleyebilmek amaglanmistir. Bu
dogrultuda da hastaligin erken tanisinin ve teshisinin yapilmasi i¢in Real-Time PCR

sistemi kullaniimistir.

Real-Time PCR’ da hastaligin etmeni olan Erwinia amylovora’ ya 6zel primerler
ve prob dizayn edilmistir. Prob ve primerlerin sadece Erwinia amylovora’ ya ait DNA
dizisine uygun oldugu icin farkh strainlerin test edilmesi sirasinda amplifikasyonun
meydana geldigi, diger farkli bakterilerin DNA dizisiyle uyusmadigi icin amplifikasyonun

meydana gelmedigi ortaya konmustur. Bu uygulamanin amaci primer ve probun
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sadece Erwinia amylovora’ ya spesifik oldugunu ortaya koymaktir. Boylece hastalikli bir
bitki materyalinin analizi yapilirken materyal baska bir bakteriyle bulasik dahi olsa
amplifikasyon olusumunun meydana gelmeyecegi belirlenmistir. Bu primer ve probun
Erwinia amylovora’ nin diger strainleriyle de uyustugunu ortaya koymak igin ise
Tirkiye” nin ve diger ulkelerin farkli bolgelerinden toplanan hastalikh bitki
orneklerinden izole edilmis olan ve su an Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma BolimU Fitopatoloji, Bakteriyoloji Laboratuarinda Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’ a
ait kdltur stoklarinda yer alan Erwinia amylovora strainleri Gizerinde test edilmistir. Test
sonucunda meydana gelen amplifikasyonla farkl strainlerinde tespitinin yapilabilecegi

belirlenmistir.

Patojen bakterinin bitkideki populasyonu ilk asamada az sayida olabilir. Az
sayidaki bakteri populasyonun bile tespit edilebildigini ortaya koymak icin ise farkh
seyreltmeler hazirlanarak, bu seyreltmeler Erwinia amylovora’ ya spesifik primer ve
prob kullanilarak Real-Time PCR’ da test edilmistir. Yontemin tespit edebildigi en az
bakteri sayisi 6 cfu/2p olarak belirlenmistir. Bunun yaninda genomik DNA’ dan
hassasiyet calismasi ile de 10 pg da bile patojenin tanisinin mimkiin oldugu ortaya

konulmustur.

Real-Time PCR yontemi nikleik asit temelli ¢galisan bir yontem oldugundan
hastalikh bitki dokularinda 6li bakteriler de olsa tespiti yapilabilmektedir. Bio-PCR
uygulamasiyla bitki materyali lizerinde bulunan canli bakteriyel patojenlerin tespitinin

de yapilabildigi ortaya konmustur.

Hastalikli  bitki materyalindeki bakteri yogunlugu hastaligin derecesini
bilmemiz ve ona gbére bir miicadele programi hazirlamamiz agisindan dnemlidir. Bu
hastaliga neden olan patojen bakteri ciceklerde epifitik olarak bulunur daha sonra
yayilarak sirglinlere gecer ve hastaligin belirtileri olusmaya baslar. Hastalik kendini
gostermeden cicekler acinca ciceklerden hazirlanan soliisyon Real-Time PCR’ da test

edildiginde o bitkide patojen bakteri Erwinia amylovora var ise amplifikasyon meydana
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gelir. Bu durumda sadece o bitkide patojenin oldugunu tespit etmis ve o patojene
spesifik primer prob kullandigimiz icin o patojenin tanisini yapmis oluruz. Patojenin o
bitkideki populasyonu hakkinda bilgi vermez. Bu durum da yapilacak miicadelede ilag
diizeyinin fazla veya yetersiz olmasina neden olabilir. Uygulanacak doz fazla olursa bu
hem cevreye hem de insan saghgina zararli bir durumdur. Ayni zamanda da ¢ok
masraflidir. Uygulanacak doz yetersiz olursa da hastaligl engelleyemeyiz. Bu sorunlarin
Oniine gecmek icin Real-Time PCR ile hastaliga neden olan bakteri populasyonunun
kantitatif olarak belirlenebildigi ortaya konmustur. Kantitatif Real-Time PCR yontem ile
populasyon yogunluguna bagh olarak hazirlanacak uygun miicadele programi ile

olabilecek en saglikli ve glivenilir miicadelenin yapilabilecegi belirlenmistir.

Real-Time PCR yonteminin kolayhgi, tani ve tespitlerin hizli, glivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki dokularindan tespit yapilabilmesi, bitki
patojeni bakterilerin tani ve tespitlerini gerceklestirebilmesi, bitki materyalindeki
bakteri yogunlugunu kantitatif olarak belirleyebilmesi, bu yontemin son vyillarda
kullaniminin yayginlasmasinda 6nemli rol oynamistir. Bu ¢alisma ile Real-Time PCR

yonteminin dnemi ve hassasligi bir kez daha ortaya konulmustur.
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