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OZET

 BATI AKDENIZ BOLGESINDEKI ROSACEAE FAMILYASI BITKILERINDE

GORULEN Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et. al., iZOLATLARININ

e . “PATOLOJIK, BIYOKIMYASAL VE PCR iLE TANILARININ YAPILMASI

SERIFE BILGE OZTURK

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dal
Aralik 20600, 53 sayfa

Bu ¢alismayla ilkemizde ilk defa ates yanikhgt etmeni Erwinia amylovora nin
'. mikiobiyolojik agidan detayli olarak tammlamasi yapilmigtir. Bu ¢aligmada 6zellikle,
yumugak ¢ekirdekli meyve agaclarinda yogun olalaig gorillen bu hastalik etmeninin
tim diinyada oldufu gibi iilkemizde de heniiz kesin ¢6ziim getiren miicadele
olanaklarmin bulunmamasi nedeniyle Bati Akdeniz Bélgesinde Rosaceae familyasi
bitkilerinden izole edilen E amylovora izolatlanimn kesin tamilanmin yapilmasi

amaclanmistir

Bati Akdeniz Boélgesinde ozellikle Rosagceae familyast bitkilerinin
yetistirilmesi agisindan biiyiik potansiyel olusturan Antalya, Isparta, Burdur ili ve
ilgelerinden toplanan hastalikli bitki ¢imeklerinden izolasyonlar yapildiktan sonra, yari
selektif besi ortamlan olan MS (Miller ve Scroth 1972) ve NSA (Niitrient Sakkaioz
Agar) ortamlarnna bakterilerin ¢izimleri vapilmug, 48 saat ve 27°C’ de inkiibasyona

birakilatak E amylovora’ya ait koloniler elde edilmistir.

(Calismanin bir sontaki agamasinda hastalik etmeninin tamsi ile ilgili olarak
patojenisite testleri yapilmig ve bu kapsamda ham armut testi, tiitiinde hipersensitif
reaksiyon testi ve siirglin inokulasyonu testleri yapilmistiz. Ham armut testinde ooze
olusumu, tiitiinde hipersensitif reaksivon olusumu ve siirgiinde patojene dzel yaniklik
seklinde hastalik belirtileri saptanmustir. Patojenisite testieri, yai segici besi ortamimnda
gelisen bakterilerin patojenik £ amylovora olup olmadiklannm tespit edilmesi

bakimindan énem tasimaktadur




Patojenin biyokimyasal olarak tammlanmasi agsamasinda; katalaz testi, oksidaz

-f-fésti nitrattan nitrit Gretimi testi, asetoin testi, indol tiretimi testi, hidrojen stlfit testi,
R .

"':"'Iﬁsa'sfaﬂlﬂ parcalanmas) testi, sakkarozdan indirgenen maddeler testi, sicakhfa

hassasiyet testi, % 5 NaCl’e tolerans testi, pektinaz aktivitesi testi, King’s B testi,

KOH testi ve jelatinin hidrolizi testi uygulanmustiz Elde edilen tiim sonuglar

b * “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology™ ile paralellik gostermistir.

Hastaligin miicadelesinde genel olarak bakirli preparatlann ve antibiyotiklerin
" Jallaniimast nedeniyle bu calismada elde edilen her bir izolata bakur siilfatn bes farkls
dozu, streptomycine’in (¢ farkll dozu ve oxytetracycline’in de dort farkh dozu test

i ‘edilerek izolatlarm reaksiyonlars belirlenmistir

Bati Akdeniz Bélgesinde Rosaceae familyasi bitkilerinden elde edilen E
amylovora 1zolatlanina patolojik ve bivokimyasal testler uygulandikian sonta tiim
izolatlanin molekiiler diizeyde kesin tamlarmin yapilmast amaciyla PCR (Polimetaz
Zincit  Reaksiyonu) tekmigi kullamlmigtir.  Patojenik  bakterinin  polisakkarit
firetiminden sorumlu olan ve kromozomal DNA izerinde bulunan ams geninin (1.6

kb) cogaltilmasi ile £ amylovora izolatlannin kesin tanis: yapilnustir.

Elde edilen ve kesin tanilarn tamamlanmis olan /. amylovora izolatlarimin
plazmid profillerinin belirlenmesi asamasinda tiim izolatlanin yaklasik 30 kb

biiyiikligiinde plazmid DNA igerdikleri saptanmustir

ANAHTAR KELIMELER: Ates Yaniklig1, E. amylovora, Rosaceae, PCR (Polimeraz

Zincir Reaksiyonu)

JURI: Dog. Dr Hiiseyin BASIM (Danisman) -
Prof Dr. Oktay YEGEN
Yid. Do¢ Dr. Ibrahim YILDIRIM




ABSTRACT

IDENTIFICAT ION OF Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et. al., ISOLATES
2 OBTAINED FROM ROSACEOUS PLANTS IN WEST MEDITERRANEAN
'."{REGION BY PATHOLOGICAL, BIOCHEMICAL TESTS and PCR (Polymerase
: Chain Reaction) TECHNIQUE

SERIFE BILGE OZTURK

M. S. in Plant Protection
December, 2000, 53 Pages

In this study, isolates of Erwinia amylovora, a causal agent of fire blight, was

jdentified in detailed and in microbiological respect in Turkey. The aim of this study is

T identify isolates of Erwinia amylovora isolated from Rosaceous plants grown in the

 West Meditertanean Region of Turkey, since there is no successful control measure

. alone of the disease in Turkey and in other countries.

The bacterial isolations were made from diseased plant samples obtained from
Antalya, Burdur and Isparta proviences which have potential in terms of growing areas
of Rosaceae plants. lhe colonies of £ amylovora were obtained on semi-selective
media, MS (Miller and Scioth, 1972) and NSA (Nutrient Saccarose Agar) incubated at
27°C for 48 h.

In pathological tests, immature pear test, hypersensitive rreaction test on tobacco
and shoot inoculation test on young pear shoots wete performed for the E amylovora
isolates. Ooze formation, hypersensitive reaction and shoot blight symptoms were
determined for all the bacterial test isolates These tests were important whether the

isolated bacteria are pathogenic or not.

In the biochemical identification of the £ amylovora isolates catalase, activity
test, oxidase activity test, nitrite production test from nitrate, acetoin test, indole
production test, hydrogen siilfide test, hydrolysis of starch test, temperature sensitivity

test, NaCl (%035) tolerance test, pectinase activity test and hydrolysis of jelatin test were

ii}



by ‘Bergey’s Manuat of Systematic Bacteriology”.

Since the antibitics and copper mixtures were commonly used for the control of
ﬁre blight disease, in this study five different doses of oxytetracycline were tested and

L d:etémined the reaction of the tested isolates.

PCR (Polymerase Chain Reaction) technique was used for certain identification
:_': of E amylovora isolates by amplification of chromozomal 1.6-kb ams gene, after

pathological and biochemical tests were complated.

E amylovora isclates identified in detailed in this sudy had 30-kb plasmid
'KEY WORDS: Fire Blight, £ amylovora, Rosaceae, PCR
. COMMITTEE: Assoc. Prof Dr. Hiiseyin BASIM (Adviser)

Prof D1 Oktay YEGEN
Asst. Prof Dr. ibrahim YILDIRIM
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- .ééfmmed for all isolate. All the results obtained from biochemical tests Wef'e.s.uppo.m'ed.. -



ONSOZ

: Bu calismada, Antalya, Burdur ve Isparta ili ve ilgelerinde Rosaceae familyast
tkﬁé.rinde zararl olan ates yanikligi hastalik etmeni Erwinia amylovora’nin degisik
.kégy'bnlardaki izolatlar1 toplanarak patolojik, biyokimyasal ve PCR galigmas ile kesin

aﬁﬂgan yapilnus ve tiim izolatlarm plazmid profilleri ¢rkaribmagur

lf Yapilan galismalatn tiimit Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
é_.'l_{ir'nﬂnde gerceklestirilmistit. Bu ¢aligma konusunun belirlenmesinde, tiim laboratuvar
tekniklerini Ggrenmemde ve galismalann yiriitilmesinde her tiirlii destegi saglayan

idégerli hocam Doc¢. D1 Hiiseyin BASIM’a ilgt ve gayretinden dolay: tesekkiir ederim

Bu calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastrma Fonw'na,
:g"zil:igma imkanlarn sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma béliimii baskanlifina,
bolum bagkam hocam Prof Dr. Oktay YEGEN’e, ¢ahsmalarimda yardimiarn
esirgemeyen Zir. Yitk. Mith- Abdullah UNLU’ye (Ant. Nar ve Ser. Enst), biittin bolim
::.é.t.rkada§la.t1ma ve benim calismalarimda her tinlii destedi saglayan degerli aileme

;.Sféapnklan fedakarliklardan dolay: tesekkiir etmeyi bir borg bilivorum
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MGELER ve KISALTMALAR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Hipersensitif Reaksiyon
Mikio litre

Mili molar

Santigrad derece

Kilo baz (1000 baz ¢ifti)
Dalton

Mililitredeki canli hilere sayist
Nanometre

Ultraviyole 15181

Adenin, Guanin, Sitozin ve Timinden olusan niikleotid ¢dzeltisi

Tris-asetat tampon ¢ozeltisi

X



Sodyum Dodesil Siilfat

Fenol/Kloroform/Izoamil aikol

=
:
;
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1, Bati Akdeniz Bolgesi Erwinia amylovora izol

-.3';-21n15 gen’inin PCR ile amplifikasyonu

xi

atlarinim plazmid profilleri... .

2 B'atl Akdeniz Bilgesi Erwinia amylovora izolatlanmin plazmid profilleti, .. 3

4 ams gen’inin PCR ile amplifikasyonu .o



CIZELGELER DIZINI

: '.Qizelge 45 Erwinia amylovora izolatlaninin bakir stilfata dayaniklihik testi

x1i

- ¢'{zélge 31 ams geninin ¢ogaltilmasinda kullamlan PCR programi. ... e,
Qi:zelge 4 1. Bati Akdeniz Bélgesi’nden elde editen Erwinia amylovora izolatlar ...
C:.i;zé]getiz Biyokimyasal testler. ... ... e
C_ii'eige 4.3, Erwinia amylovora izolatlanmn streptomycine’e karsi reaksiyonlart.. .

s C_i_zeige 4 4 Erwinia amylovora izolatlannin oxytetracycline’e karsi reaksiyonlarr .



ﬂli;(;iniz tanim sektoriintin 6nemli bir bolimiind meyvecilik olugturmaktadir,
Jl érmzdekl yumusak ¢ekirdekli meyve agaclannin sayis1 56 392.000 adet olup yapilan
uretim miktann 2717900 tondur Bu miktar, genel meyve iretiminin Y4'ini
olusturmaktadn Bati Akdeniz Bolgesi Antalya ilinde yumusak cekirdekli meyve
ureummm, 31.967 tonu armut, 45354 tonu ayva, 133.875 tonu elma, 5967 tonu

Yeﬁldunya dan olusmaktadir Isparta’da ise 6.863 ton atmut, 998 ton ayva, 253.018 ton
e}ma ﬁretilmektedir. Burduy ilinde ise, 12.844 ton armut, 838 ton ayva, 28 738 ton elma

étirhi yapilmaktadit {(Anon. 1996)

_._..'lllAteg vanikhigr etmeni Erwinia amylovora (Burr) Winslow et al, yumusak
:."'c;;ékirdekli meyve afaclarimin bulundugu Rosacea familyasina dahil pek ¢ok bitkide
z.é.r'arlamnalar olugturmaktadur (Van der Zwet ve Keil 1979). Hastalik Mayis aymda
(;ii"{;ék ve siirgiinlerde nekioz ve vapraklarmn sivahlasmasi seklinde gériitir. Nekr‘:oz ve
«-slyahlagsmalar ¢igek enfeksiyonu ile tiim bitkiye yayilir Once, orta damar boyunca olan
' kahverengilesme daha sonra siyah yamkliklara dontistir, yaprakiar asag) dogru kaviilu
_'.-:.'.v:e genelde yanmrms bir gorinti alrlar Ug stirgin ve filizler hastabktan direk
.etkilenirken, kahverengi olan kabuklar siyah yammis goriiniim alir. Ug stirgéin ve
"-.:"meyvedeki simptomiar dallara ve gévdeye dogru iletler Yumusak ¢ekirdeklilerde ¢igek
i - ve siirglinden bagka meyve enfeksiyonu da goriilebilit Meyve enfeksiyonu genelde
meyve sapi ile olur. Kiciik ham meyveler once sulu, daha sonra da kahverengilesip
mumyalasan bir yapt alirlar Enfeksivonun iletlemis safhasinda ise siyahlasan meyveler
agacta asili olarak kali. Asim nemli havalarda bakterivel akintilar (ooze) bitkinin

vejetatif ve generatif aksami tizerinde gorilebilit (Agrios 1997).

Ates yamikh@i'min kontrolii ile ilgili olarak hastalikli dokunun budanmas: ve
uzaklastinlmas: bakterisitlerle yapilacak ilaclamalar gelistirilen stratejilerdis. Ates
yanikhd) ile miicadelede en etkin yontem dayamikh gesit kullammidir. Dayamkh gesit

patojenin konukcu bitki icinde ¢cogalmasina gore segitir (Crepel vd 1997),




ag{;ﬂlam kontroliinde stieptomycine ve bakir bilesikleri kullanidmaktadir.

Streptomycme nin yogun kullamimi Amerika ve Kanada gibi {lkelerde dayanikls

trélnlerln geligimini sagladigindan bu antibiyotigin etkisini azaltmisti Bakar bilesiklert

5@ ozelhkle ciceklenme doneminde fitotoksisiteden dolayr tercih edilmemektedir

-;.Hé'stahkla miicadelede mevcut yontemlerin vyetersiz kalisi, uygun baktersitlerin
"(')'II;II:ugu, antibivotik kullammuinin dezavantajlari, alternatif miicadele yontemlerinin
'éliﬁtirilmesini zorunlu kilmaktadu. Ates vamklhigy etmeni Lrwinia amylovora ile
:lgbﬁukgu bitki arasindaki iligkilerin belirlenmesi molekiller diizeyde yapilacak
-_'g'aiigmaiar ile miimkiin olabilecektir. Bu aragtirma ile Bati Akdeniz Bélgesinin Antalya,
Burdux, Isparta illeri ve ilgelerindeki Rosacea familyasi bitkilerinde gorilen ates
.:yé.l.nkl@ etmeni Erwinia amylovora izolatlariin patolojik, bivokimyasal ve PCR
festlexini iceten, farkli tekniklerle kesin tanilannm yapilmasi ve plazmid profillerinin
:f""_bélillenmesi ile patojen bakterinin molekiiler diizeyde karakterizasyonu kismen
séglanmmtlr Bu calismadan elde edilen sonuclar tilkemizde ates yanikligy hastahg ile

o _j' daha sonra yapilacak detayl calismalara 11k tutmasi bakimindan énem tasimaktadir.



RAMSAL BILGILER

Ates vamikhgina neden olan Erwinia amylovora yumusak g¢ekirdekli bitkilerde
:'n"e:,'mli zararlanmalar olusturan bakterivel bir etmendir Hastalik etmeni Rosaceq-
"'f;'r.r'l'ilyasmda 200 bitki tliriinden 40 cinste ¢nemli zararlanmalara sebep olmaktadit.
yrellikle, Cotoneaster, Pyrus, Pyracanta, Sorbus, Stranvaesia, Crateagus, Cydonia ve
: Malus unda iginde bulundugu sekiz cinste hastaligm Snemli kayiplara neden oldugu

g:éfiiliir (Van det Zwet ve Beer 1993)

: Frwinia amylovora ile ilgili olarak ilk tamimlama, 1794°de New York State’de
'-.'ortaya ¢ikartlmistir. Hastalik buradan kuzey, gliney ve batiya yayilmusty. 18807e kadar
hastaifin asil pedeni bilinmemesine 1agmen, 1817 yilnda Birlesik Devietlerin
.:"'dogusunda meyve iretilen alanlarda énemli bir problem olarak farkina vanlmusty.
‘[linois’de 1880°de ates vyamikhigi hastahik etmeni Micrococcus amylovorus olarak
“isimlendirilmistir. 1889°da bu isim Bacillus amylovorus olarak degistirilmistir. Son
olarak 1920°de Lrwinia amylovora olatak adlandinlmustie. 1800°10 yillann ortasma
dogru hastalik etmeni Kanada'ya dogru yayilmistir. 1938°de ates yamikhifi Bermuda
-..adalannda Eriobotrya japonica’da, 1984 yvilinda da Cotoneaster spp “de ve diger
Rosaceae sus bitkilerinde ortaya ¢ikanilmistir. Hastalik 1903 yilinda Kuzey Amerika
diginda Japonya'nin birkac adasinda da gortilmiistiir Hastalik etmenine 1919 yilinda
Yeni Zelenda'nin kuzeyinde Rosaceae familyasina dahil bitkilerde rastlanmistir Etmen
Ingiltere’de 1958°de, Misir’da 1964’de saptanurken, Ortadogu ve Aviupa’da 31 tlkede
yayginhik gisterdigi ortaya ¢ikanlmistir (Roberts vd 1998)

Enterobacteriaceqe familyasina dahil, gubuk seklindeki bakteri 0,6 um’den 2,5
pm’ye kadar degisen uzunlukta ve 0,5 pm’den 1,2 pum’ve kadar de@isen genislikte
bulunmaktadir. Gram (-) olan bakteri, perifrik kame¢ili zellige sahiptir (Van der Zwet
ve Keil 1979) Bakteri tarafindan olusturulan bakteriyel akintt (ooze), infeksiyondan
sonra ¢igek, siirglin, filiz ve meyvede olusmakiadiy Ooze beyazdan koyu kirmaziva
kadar degisen renkletdedir. Bakteriyel akinti igindeki E. amylovora 25-40° C’ de 400
glin yagsaminu stirdiirebilmektedir. Ooze i¢inde bulunan bakteri virillenttit Bakteriler
tarafindan olusturulan bakterivel iplikgikler siki baglarla bagh olup ancak % 20°si

bakteriyel hiicrelerden olusmaktadir. Bakteriyel iplikeiklere elma, armut ve ali¢'m

Ll



='-'eyv€ ve siirgiinleri tizerinde rastlanilmigtir. Ates yamklig1 etmeni epifitik olarak elma
_-axmut cigeklerinde stigmalarda, meyve ve yapraklarda bulunurken, endofitik olarak
da-.k51 lem ve floemde tasmmaktadir (Van der Zwet 1994). Yapilan bir ¢caligmada Vibrio

- f Schen ‘den lux operonu Sal enzimivle kesilmis, operon pfdCl17 plazmidine insert

..edﬂdlkten sonra elektropmasyonla E amylovora bakierisine aktarulnustir, Lux
- operonundak1 genlerin salgiladig: lusiferaz ve reditktaz enzimi sayesinde bakterinin
blﬂ(l icindeki hareketi gdzlenmistir. Bu g¢alismayla bakterinin ksilemde ve floemde

koIomze oldugu saptanmustir (Bogs vd 1998).

Ates vanikhig, etkiledigi bitki kisimlarina gore ¢icek, stuglin, filiz, yaprak,
;%eyve, dal ve gbdvde vaniklify olarak adiandirshr. Enfeksiyvon ¢igeklerden baslayip
iie’rleme safhasina gore ik dnce sulu islaklik seklinde belirti gésteritken daha sonra
¢icek sapina dogru ilerler Meyve siyaha doner, kurur ve genellikle afagta asili oiarak
3_-'Eél1r. Armutlarda koyu kahverengiden siyaha donen renk olusumu gbzlenirken
- elmalarda ise koyu kahverengiye doniisiim goriiliir. Hassas konuk¢ularda infekstyon
“¢icek, stirgilin ve meyvelerde meydana gelirken, yash dallardan gévdeye de yayilu
~Patojen 0-5000 m yada 5 km’den daha fazla uzakliklara yayilabilit (Van der Zwet
__-1994). Formica sp., Aphis pomi, Musca domestica, Cacopsylla pvricola, Eriosoma
: 'Zanigemm vb hastalifin epidemi olusturmasinda rol oynayan en &nemli bdceklerdir
(Van der Zwet ve Beer 1995). Meteorolojik kogullar dzellikle arazi i¢inde inokulumdan
- gigeklere ve geng filizlere patojenin yayiimasinda dnemli bir faktérdiz Amber rengine
. donen bakteriyel akintilar, bitkinin degisik aksamlanndan disain ¢ikarak hastaligm

- epidemi olusturmasinda énemli rol oynarlar (Agrios 1997).

Ates yamkligimin tamisinda farklys metotlar kullanmilmaktadir. Hastalik etmeninin
1zolasyonu yapildiktan sonra biyokimvyasal testler, patojenisite testleri, serolojik
teknikier, fatty asit profilleri ve PCR’a dayanan molekiiler tekniklerle patojenin
karakterizasyonu saglanmaktadn (Gorris vd 1996) -

Patojenisite testlerinden ham armut testi ates yamkliginin tamsinda dnemli bir
asamayt olusturmaktadi Misu’da degisik lokasyonlardan alinan izolatlann Barlett

armutlar:  {izerinde yapdan ham armut testivle patojenisite ve wvirtilensliklet
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ééérlendixﬂmig;tir Yiizey sterilizasyonu yapilan Gmnekler 10 mm  kalinh§mda
.ésildikten sonra bir 6ze dolusu bakteri ile bulastinlmistir. Kontrol olarak P syringae
iji':l'amim@m. Armut dilimlerinde 26°C°de 1-2 hafta sonucunda bakteriyel akinti

[ustugu saptanmstir (Van der Zwet 1986)

Psallidas ve Dimova (1986) elde ettikleri tiim £ amylovora izolatlarimin ham

Carmut dilimleri iizetinde ilk 6nce nekrotik lezyon daha sorra da bakteriyel akinti

__;_o-iﬁ$tu1'dugunu saptamislardur

_ Cicekler kadar taze strginlerde ates yamkhgina karst hassastilar. Stugiin
'."i:hokulasyonu degisik’ gekillerde yapilmaktadir Crepel ve Maes (1996) farkli elma
5:;'.kﬁ1tivaxlar1 filizlerinden &mekler almuglardyr. Kesilen yapraklara 10 pl 10° cfw/ml’lik
‘bakteriyel stispansiyon bulastimlmigtu. Ornekler 24 saat nemli torbalarda tutulmustur.
‘Farkhy varyetelerde dayamkhbigin farkhi olmasindan dolayr bakterinin olusturdugu

“lezyon biiytkliklerinin de farkh oldugu saptanomstir

Van der Zwet (1970) degisik armut varvetelerinde ates yamikligina dayanikidigs
.:f_-'_:' degerlendirmis, injeksiyonla yapilan inokulasyonun, spreyleme ile yapilan

inokulasyondan daha basanli oldugunu saptamistir.

| Fitopatoien bakterilerden Erwinia spp., Pseudomonas spp., ve Xanthomonas spp.
hipersensitif reakiyonu tesvik eden /rp genine sahiptir. Yapilan bir cahsmada Fa321
1zolatindaki /7p geni izole edildikten sonra E. herbicola ve P syringae bakterileriyle bu
gen acisindan benzerlikleri arastislmistir DNA hibridizasyon teknikleriyle Ea321 ve
difer £ amylovora izolatlariyla E  herbicola’da bulunan wis geni ve P syringae

bakterisindeki 4rp geninin benzerlik gésterdigi saptanmistir (Laby ve Beer 1992).

HR ile ilgili olatak elma siirgiinleri ile yapilan bir cahsmada, Erwdnia
amylovora’min virlilent strainletinin ates yamkligr simptomu olusturdugu, aviriilent
stiainlerinin ise, inokiilasyon bélgelerinde kiiciik kahveiengi lekeler olusturdugu
saptanmustir. Her 1ki tip bakteri de doku icinde ¢ogalmistn Ancak aviriilent strainierin

inokiilasyondan 24 saat sonra cogalmasi dururken digetlerinin ¢ogalmava devam ettigi
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lmU$tllf Viriilent ve aviriilent olan Erwinia amylovora HR’i tegvik etmektedir.
on mikroskobu ile tiitiin yapraklart incelendiginde sitozom, mitokondri, kloroplast

anlaninda  yikimlann olustugu saptanmist.  Yine aym caligmada, saglikli

akléi-amonyum gazi ile karst karsiya getirildiginde, Erwinia amylovora mn

.urdﬁgu nekroz ile amonyum gazi yapraklar tizerinde aym simptomu olusturmustur.
fezﬂer tarafindan nekro toksin olarak amonyumun tretelebilecegt sonucunu
':1'kazm1§tlr. Erwinia amylovora’dan izole edilen, bitki savunma reakstyonunun
.iitﬁrﬁf..'(.)lan harpin, 44 kilo dalton aguliginda olup, titiin yaprak laminasinda ¢ékmeye
en:':blmaktadlx" Nitekim kromozomal bélgede bulunan bu gen Tndiac! ile mutasyona

g-rafﬂdlg‘gmda armutta ve tiitiinde HR olusmadif1 gézlenmigtir (We1 vd 1992).

Er'wmia amylovora’nin T izolatimn genomik kiitiiphanesi PLAFR3 plazmid

vektoril kullanilarak £ coli'de olusturulmustur Daha somra bu klonlar patojenik

a;nE amylovora P66 izolatina aktarslmistir. HR kabiliyeti ve patojenisitenin

yona ugratilmasi i¢in, 7n5-lac transpozonu kullamlmigtir Genel DNA’ da hip
1'n:1f1* bu 2.1 kb’lik Hindlll/BamHl fragmentinde lokalize oldugu saptanmusti
ters vd 1990),

-Ea321’deki frp geni salkim prob olarak kullamldiginda degisik lokasyonlardan
man Erwinia amylovora strainlerinin, Fa321 ile tanimlanabilir 8rnekler olusturduklan

.l_;i'ﬂrken, Rubus tirlerinde de benzer hibridizasyon drnekleri saptanmstir (Walters vd

Ates yamkligi hastabginin diinya iizerinde gériilmeye baslamasindan beri
€gi$ik miicadele olanaklan gelistirilmistic  Hastalikla miicadelede kullanilan

uklerden biri de degisik iilkelerde uygulanmus ve uygulammakta olan, dnceden

tah’_f_hin ve uyan sistemleridir. Klimatolojik faktorlerden dzellikle yagmur ve sicaklik,

hastﬁllgln epiderni olusturmasinda Snemlidir. Onceden tahmin ve uyart sistemlefi,
-gf__‘%(_,'::migte olan epidemileri agiklama ve hastah@in arazide yayiim igin potansiyel

usturan  faktérleri  degerlendirmede  énemlidit  (Psallidas vd  1989). Bilinen

m#teorolqjik faktorler tizerinde arastirmalar hastalifs baski altina alma ve hastalik



: géli§imi ve infeksiyon seyrinin bitki gelisimini nasil engelledigini belirlemede Snem

kazanmaktadir (Jones 1992).

Billing’s sistemi 1982-1986 yillart arasinda Misir’da ates yanuklii hastaligimin

_epidemisini tahmin etmede yerlestiriimeye ¢alisilmig olan bir sistemdir. Gunlik sicaklbik

e yagis miktarina gore yapilandirilmistin. Bu sistem meteorolojik vetilerin analizine
:éiy.amr. Misir’da ve bazi Avrupa iilkelerinde bagan ile uygulanmig olup simptomlar
“ortaya ¢ikmadan Once yapilacak bir veya daha fazla ilaglama ile yeni enfeksiyonlan

_hlemede Onem kazanmistir (Abo-El-Dahab vd 1990)

~ Fransizlar tarafindan olugturulan Fuescreens uyar sistemi Yunanistan’ da elma ve
=.'giﬂm;ﬂatda ates vaniklifimn kontroliinde kullamibmistir. Denemeler sisteme uygun
__: §1arak, 1994-1995 yitlars arasinda hastahigin endemik oldugu ti¢ bolgede vuriitiilmiistiiz.
¢ gruba aynlan lokasyonlardan birinci grupta, belli periyodlarla kimyasal uygulamasi
-yapilirken, ikinet grupta fenolojik bitki gelisimine gére ilaglama vyapilmus, tclincil
:':-'gmpta ise hicbir uygulama yapimamustiz. Kimyasal uygulamalarda 100 ppm’lik
;:'stieptomycine kKullamilmustir. Denevler sonucunda hastalik simptomu gériilmedigl
::s.:l'irece kimyasal ilaglamanin yapilmamasi uygun goriilmiistit. Bu sistemde hig
':uygulama yapilmamas: yada sadece bir uygulama yapilmasi tavsive edilen kriter

:_:olmugtur (Isiantos ve Psallidas 1996).

. Maryblight, klimatolojik verilere bagl olarak, ates yamkhgmn ¢icek
i:':_6nfeksiyonlanm tahmin etmede kullamilan diger bir modeldiz. Model, bilgisayar
:.;'p'_IOgIammda kicitk degigikliklerle modifiye edilebilit. Yunanistan’da yapilan bix
'-t?ahsmada, 1991 yili Maryblight modeline gére ¢icek enfeksiyonlan olabilecegi tahmin
.::'édilmi§ken, 1984 de ise 4 infeksiyon periyodu tahmin edilmistir (Jones 1992).

5 Bitkilerin ¢esidine bagh olarak dayamikliligin degismesi, miicadele alternatifleri
.geii$tirmeyi saflamis ve buna bagli olarak, Norelli vd (1999} transgenik attasin
.S'_entezleyen “Malling 29°* ad1 altinda dayamkls eima ¢esitleri elde etmislerdir. Ornegin
magnens armudunda dallardan gbvdeye enfeksiyon birka¢ ay i¢inde ilerleyerek agaci

;6ldﬁ1mektediz‘ Sts bitkilerinden &zellikle Coronaster spp., Pyracantha spp. ve Sorbus




spp. hastalik etmenine kars: bassastu Hastahgin A.B.D’nin cesitli bolgelerinde kirmizy
 bopirtlende de zarar meydana getirdigi saptanmistir. Etmen, geng bitki dokularim yagh
olanlara gore daha fazla etkilemektedir Cevre kosullann ates yamkligi etmeninin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadur. Yiiksek nem, yagmur ve ¢evre kosullarl etmenin
konukcudaki gelisimi ve konukgunun hassasiyeti acisindan da 6nem tasimaktadir (Van
der Zwet ve Beer 1995). Hastalifin gelisim seyrini belirlemede dengeli-giibreleme de
onem kazanmaktadir. Yapilan bir c¢aligmada, Prohexadion-kalsiyum ile uygulama
yapilan elma bahgesinde, afaclarin giberellin sentezi durmus ve £ amylovora
tarafindan enfeksiyon riski azalmustir. Prohexadion-kalsiyum ile uygulama yapilan
agaclarda ikincil filizlerde belirgin olarak hastaligin meydana gelis derecesinin azaldig:

saptanmistir (Jones vd 1999}

Ates vaniklign hastalifinin kontrolit cok zor olup, etkili olan bakterisitlerden
sieptomycine ve baku  bilesikleri ilaglama programlaninda  rutin - olarak
kullamlmaktadu Streptomycine’in Kanada ve A B.D gibi tlkelerde kullanimi giderek
artarken c¢igek infeksiyonlarma karst kullanidmaktadu. Ancak antibiyotiklere kars:
dayanikli mutant olusumu s6z konusudur. A B D’nin Washington eyaletinde yapilan
yogun antibiyotikli ilaglamalar dayanikli strainlerin olusumu gibi sorunlari da yammda
getirmistir. Bu bélgelerden elde edilen bakteriyel izolatlarin izolasyonundan sonra
streptomyeine’in 10, 100 ve 1000 pg/ml’'lik dozlarina dayanikhlifi degerlendirildiginde,
elde edilen 138 izolattan 98’inin 1000 pg/ml dozlarina dayanikii oldugu saptanmistir.
Kontrol olarak Pseudomonas syringae kullamlmistir  Antibivotik dozlarnm artan

mikfarlanna bagh olarak diskler etrafinda zon olusumunun arttifs saptanmustir (Loper

vd 1991)

1988’de Misir’da yapilan bir ¢alismada, elde edilen lokasyonlardaki bakteriyel
strainlerin hassas olanlar streptomycine’in 1-2 ug/ml’lik dozlarina bile dayanamazken,
dayanikli strainlerin ise 1000-3000 pg/ml’ lik dozlatna dayamiklibk gosterdikleri
saptanmugtir. Tilim jzolatlar ham armut testinden de gegirilerek wvirtlenstikleri

degerlendirilmistir (El-Goorani vd 1989).



Molekiiler diizeyde streptomycine’e dayaniklilik, farkli cografik bolgelerden
elde edilen Erwinia amylovora strainletinde PCR ile ortaya ¢ikanlmistir (Chiou ve

Jones 1991).

Sobiczewski ve Millikan (1985) yaptikiar ¢alismada hassas strainler ile inokule
edilen ciceklerde populasyon azalmasinin streptomycine’de oxytetracycline’e gbre daha

:: fazla oldugunu saptamuiglardar.

ABD’de streptomycine’nin  yogun olarak kullantmindan  kaynaklanan
~ problemlerin gorilldiigi lokasyonlarda oxytetracycline kullanilmaktadir Bu antibiotige
~ dayanmikli mikroorganizmalarm tespiti amaciyla PCR ve Southern analizi yapilmugtir.
: Bakterilerde oxytetracycline dayamklhilik mega plazmidlerle tasinmaktadir Molekiiler
diizeyde vapilan calismalar sonucunda higbir £ amylovora stiaininde 7¢ genine

- rastlanmamistir (Schnabel and Jones 1999).

Yapilan bir calismada, A B.D’nin Washington evaletinde 44 meyve bahcesinden
alinan Orneklerden elde edilen izolatlann oxytetracycline’e davamklihklar: 10, 25, 50,
+100 pg/ml’  lik  dozlarda incelenmistit. Kontrol olarak da oxytetracycline’e
- dayamiklilikiart bilinen, Pseudomonas fluorescens A506 ve Pseudomonas syringae
‘>strain Cit7 strainleri kullamlmistir. Sonugta, elde edilen 138 izolatin, 25 pg/ml’de bu
antibiyotige karsi dayanikliligi saptanmisken diger dozlarda ise degisen miktarlarda zon
“meydana geldigi saptanmustir. Bu da tiim sirainlerin oxytetracycling’e karsi hassas

:-.'-___olduklanm gostermektedir (McManus ve Jones 1994),

Son 40 yildu streptomycine’in tarim alanlarinda yogun olarak kullamm: bu
_antibiyotige karsi dayanikh izolatlann olusumunu da saglamustir.  Dayanikhlik,
- Tn5393’te lokalize olan sz74 ve 578 genleri yada rpsl geninde clusan nokta mutasyonu
ile meydana gelmektedir Bitki yiizeyinden elde edilen fitopatojen bakterilerin gogur;:la,
- Tn5393 ve strd ve strB sekanslan bulunmustur A B.D’ nin Michigan ve Kaliforniya
éyaletlerinden elde edilen izolatlarin streptomycine’e dayanikli olup, kiiclik bir ser4

Probu ile hibridize olduklarn ortaya ¢ikanlmistir Sadece Michigan eyaletinden elde




elde edilen £ amylovora izolatinda sirA ve str B ile baglantili olan kil¢lik bir plazmide

de rastlanmistir (Palmer vd 1997).

Manulis vd (1998) Israil’de 1994-1997 willari arasinda streptomycine’e
dayaniklt wrklan saptamak lizere survey calismast yapmiglardir 18 farkl: lokasyondan,
elma, armut, ayva ve venidiinya’dan streptomycine’e dayamkh 109 strain elde
etmislerdit Dayamikh olan 100 Erwinia amylovora straininde hibridizasyon olmazken,

pozitif kontrol olarak kullanilan £ coli’ de hibridizasyon oldugu saptanmustir

Bakir bilesikler: ise, cigeklenme periyodu boyunca fitotoksisiteden dolayi
kullanilmamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, Washington’da yetistiriciligin yogun
olarak vapildigi lokasyonlarda, 138 izolatin bakira hassasiveti degerlendirilmistir
Sonugta, uygulanan 0.02 mM, 004 mM, 008 mM, 0.16 mM ve 1.10 mM’hk

dozlanindan sadece 0,16 ve 1,10°luk dozlarda bakteriyel gelismenin olmadifi

saptannustir (McManus ve Jones 1994}

Erwinia amylovora’ya karsi antagonist mikroorganizmalarla yapian biyolojik
micadele diger yontemlerle karsilastinldiginda en ideal alternatif olarak bulunmustur

(Psallidas vd 1993)

Psallidas vd (1993) farkli konukculardan elde ettigi 87 farkli antagonistin, 6
tanesinin Erwinia amylovora’va karsi ENA (Emerson Nutrient Agar), ham armut,
Pyrus amygdali cigekleri ve Cotornoaster salicifolius’un filizlerinde etkili olduklarim

saptamistir.

Stockwell vd (1996) arazi denemelerinde ates yamkhgina engel olan 2 antagonist
Pseudomonas fluorescens A506 ve Erwinia herbicola’mn streptomycine’e dayanikh
ki olan C9-1 ukimi kullanmuglardir. Antibiyotik uygulamalanndan énce ve sgma
seyreltme ile  ekim yapilip mikioorganizma  yogunluklanna  bakildiginda,
streptomycine uygulamasiun populasyon dinamigi lizetine herhangi bir etkisinin

olmadig1 saptanirken, oxyteracycline uygulamasinin ise populasyon yofunlugunu



azaltifr saptanmistin. Ates yanikhgm engelleyen biyolojik ve kimyasal metodlarin

- integrasyonu Erwinia amylovora hastalik etmenini azaltabilir

Wilson vd (1990) Erwinia amylovora ile aynr stigmatik viizeyde kolonize olan
- Erwinia herbicola’nm kolonizasyonunu elektron mikroskopta incelemisgler ve her iki
.: bakterinin bulunduklart yiizeyde antibiyosis yoluyla etkilesime gectiklerini ve
- bununda  Erwinia  herbicola  tarafindan  lretilen  antibiyotik  tarafindan
| gerceklestitildigini agiklamislardir Bu bakterilerdeki antibiyotik diretimi, plazmid
kokenli olup, elde edilen defisik stiainlerde 12 kb’lik sabit bir plazmidin varlig
saptanirken, baz: 1zolatlarda ise bundan farkl olarak 16 kb’ den biiyiik plazmidlere de
rastlanmistir. Degisik Erwinia herbicola izolatlann Crateagus monogyna’nm ¢igek ve
vapraklarindan izole edilmistir. Yapilan ham armut denemeleri, filiz inokulasyonu
denemelerinden elde edilen izolatlardan, WL9” nun %80 oramnda kontrol saglamada

bagarilr oldugu saptanmistir

Bakteriyel antagonistlerden, Frwinia herbicola EhC9-1 ve Pseudomonas

fluorescens PIAS506 izolatlarmuin bagsansinda bu  antagonistlerin, ¢igeklerdeki
kolonizasyonu ile mucadeledeki basarinin korelasyon halinde oldugu agiklanmustir

(Stockwell vd 1998).

Abo-E] Dahab ve El-Goorani (1964) elma ve armutlarda goriilen ates yamikligi
hastalik etmenine antagonistik etkide bulunan diger bit bakterinin Bacillus subtilis
oldugunu bildirmislerdir. Filtrati elde edilen Bacillus subtilis bakterisi, penicillin,
streptomycine ve oxytetracycline ile kargilastumali olarak incelenmistii Bu
¢Ozeltilerle muamele edilen diskler NSA ortamina ekilen Erwinia amylovora bakterisi
lzerine yerlestirilmistit  Ozelikle 4-10 giinlik kilittzlerden elde edilen filtratim
streptemycine, oxytetracycline ve penicillin’den daha fazla etkive sahip olduklar

goriiimiistiin

Plazmidler fitopatojenik bakterilerde ekstra kiomozomal olarak bulunan konukgu
patojen iligkilerini diizenleyen DNA pargalandir. Plazmidler bir takim kritik

ozelliklerin  bakterilere kazandilmasinda 6nemli 1ol oynamaktadiz  Ornegin
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Yanthomonas campestris pv. tomato’da metal iyonlarnma kargt dayamklilig
Saglmiarken Pseudomonas syringae pv. papulans’ ta stieptomycine dayarmikliigin
plazmidler yoluyla konjugatif olarak kodlandig: ortaya ¢ikmugtn  Bitki bakteri
interaksivonlarinda plazmidlerin - konukgu bitkinin  parazitizmi ve simbiyosis
~ olaylarninda da rol aldiklan saptanmusti. RAizobium spp.” lerin szhip oldugu mega
: plazmidlerle Leguminous bitkilerde nodiilasyon ve nitrojen fiksasyonu meydana

gelmektedir (Steinberger vd 1990).

Tiim patojenik Frwinia amylovora strainlerinin simdiye kadar 30 kb’ lik plazmid
kapsadiklan ortaya ¢ikanlmigtiz (Falkenstein vd 1988). Bu plazmid, patojentsiteye
sahip olmayip, diger dogal fonksiyonlari kodiayan genleri tasimaktadu (Laurent vd
1989). Baz: strainlerde ise biiyiikligii, 60 kb olan Pepp60 admda 2. bir plazmid ortaya
cikariimisti (Kado ve Lut 1981).

1988 yilinda, Misit’da test edilen izolatlarin % 94° iinde 25 mega dal” luk, 3
1izolatta 25 ve 43.3 mega dal’luk plazmide 1astlanitken, mini prepatasyon yéntemine
baglh olarak da, 2 izolatta hi¢ plazmid tespit edilmemistir Ancak bu c¢ahigmayla
streptomycine’e  dayaruklhibk ve koloni morfolojisinin test edilen izolatlarda

plazmidlerle baglantili olup olmadigina karar verilememistir (Abo El Dahab vd 1988).

Erwinia amylovora ile yapilan ¢alismalarda, Pea?9 plazmidinin PCR ile ¢ogalan
- fragmentinin RFLP’si ortaya ¢ikarilmmgtie. Erwinia amylovora’min CA11 strainin PCR
fragmentinin 8 bp’ lik tandemli tekzailar icerdigi saptanmistir ki bununda RFLP’ ye
neden oldugu tahmin edilmektedir. 93 uk tizerinde vyapilan calismalarda Pea29’ da
GATTACA (GAATACA) NGAATTATCA seklinde, 3-14 arasmda tekrarli sekans
oldugu ortaya grkartlmustir (Schnabel ve Jones 1998).

Erwinia amylovorg’nin  tamlanmasinda degisik primerlerle vapilan PCI’{
calismalan biivitk kolaylik saglamustir. Cotonoaster’in yaprak ve filizlerinden elde
edilen ates yanikligi patojeni ile spesifik PCR ve DNA hibridizasyon metotlarn
kullanilarak, kalix ve yiizeydeki Frwinia amylovora’min taranmasi icin metotlar

gelistirilmigtir (Guilford vd 1996).
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Taylor ve Hale (1998) Avusturalya’dan elde ettikleti Cotoneasier spp.
solatlanyla Ingiltere ve Yeni Zelanda’dan elde ettikleri, Pyrus communis, Malus spp.,
é’fateagus monogyna ve Cotoneaster melanocarpus izolatlarim molekiiler diizeyde
ncelemisterdin. PCR’da Ea7l primetleri ile 187 bp’lik bant olusumu gdzlenmistir.
Ams primerlert kullanilarak da 16 kb’lik bant olusumu gézlenmistin Fakat
kbntzollerde spesifik bant olusumu goézlenmemigtiz. AP-PCR ve RAPD ile
éoz‘onoaster’den elde edilen DNA’larin Erwinia amylovora’ya has bantlar olusturdugu

 saptanmistir.

Bereswill vd (1992) vapilan PCR calismalanyla 6 saatten az siirede tanimlamanin
'.gergeklwebilecegini saptamuslardir Ttm Lrwinia amylovora hiicrelerinde bulunan 29
* kb’lik plazmidden elde edilen iki oligomerle, 0,9 kb’ lik fragment kullanildiginda 100°

" {in tizerinde Erwinia amylovora hilcresinde g6zlenebilir bant ortaya gikmugtir
Bereswill vd (1995) vaptiklan ¢alismayla P syringae pv. syringae, E. herbicola,

kullanmuglardiz. Yapilan PCR’ da plazmid Pea2?9’ dan elde edifen 0.9 kb’lik Ps#/
fragmenti, kromozomal DNA’ dan elde edilen ams genine ait 1.6 kb’ lik kromozomal
DNA, 16S tRNA’ya ait 1 5 kb’lik DNA, transpozon Tn5’den tiretilen RPT1 primerleri
ile PCR c¢alismalan vapildiginda ams geni ve Pst/ fragmentine ait Erwinia amylovora
. strainlerinde amplifikasyon goritlirken 16S tRNA ve RPT1 primetlerinde ise PCR

sonucunda amplifikasyon olmamistir.

Erwinia amylovora elma ve armutlarda ham armut, stirgiin, yaprak ve ¢igeklerde
simptomsuz uzun siire epifitik olarak yasamaktadir Klasik olarak kullanilan metotlar
Erwinia amylovora’nin kiiglik populasyonlarim tarayamaz. Bu yuzden hassas PCR
iizerine yapulandirilmis metotlar gelistirilmistir. 5 tilkeden 10 konukg¢u tiirtinden 69
Erwinia amylovora izolat1 29 tane diger Erwinia spp. ve 4 larkli cinsten 9 bakten
izolati bu g¢ahismalarda kullanilmistir. Bakteri koleksiyonu, primerler kullan:larak
molekiiler dilzeyde tamimlanmistiz. Bu sistem Ozellikle bitki dokusundaki Erwinia

amylovora’ nin taranmasida oldukea etkilidiz (Guilford vd 1996).
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'E amylovora’ ya has olan 187 bp’lik Ea7l primerleri kullaularak PCR

_yépiimg;tu. 13 konuke¢u ve 21 tilkeden gelen Erwinia amylovora omeklerinin,

enetik olarak Pea29 plazmidinden elde edilen primerlerle tammlamalar: yapiimigtir

._(Brown vd 1996)

Erwinia amylovora’da EPS (ekstraselliiler polisakkarit) virtilenslik igin énemli
__-bir. faktordir  Konukcu hiicrenin savunma mekanizmasma karg1 koruyucu &zellik

tasr. EPS yoniinden mutant olan bireylerin patojenik olmadif goriilin. Baz

:__bakteliyofajlarm tasidifi manto proteinleri bakteriyel polisakkaritleri pargalar.
_.Bakteriyofaja ait depolimeraz enzimi kapsiler EPS’gfe baglanarak bakteriyofaj
‘konukcu hiicre vyiizeyine tutununcaya kadar pargalar. s memran reseptdriine
DNA genomunun kesimiyle EPé—depolimeraz sentezleyen DNA fragmenti £ coli’de
_.taranm1§tlr Bu calismada 3.3 kb’lik viral fragmentin niikleotid sekans analizi
- yapilnugtir. ORF (Open Reading Frame)’nin EPS-depolimeraz aktivitesini kodladig:
.- ortaya cikartlmigtir  Bu gen bagka wvekitrlere aktarilarak kodladifi enzimin

biyokimvasal yapist incelenmistir {Geider ve Kim 2000).

Ileri bir molektiler teknik olan Pulsed-Field Jel Elektroforezis Pseudomonas
- Syringae ve Xanthomonas compestris’in patovarlan arsindaki farkhilifn ortaya
koymak i¢in kullamilmistr. Bu teknik £ amylovora icin modifiye edilmistir Xbal
enzimi ile kesilip olusturulan bantlar arasinda farklilik olup olmadigi aragtinilmistar.
Kuzey Amerika’dan elde edilen E9 ve Fa-Rb strainin diger izolatlardan farklilik
gisterdigi saptanirken, Fransa’dan elde edilen strainlerin de Avrupa ve Ingiltere’den
elde edilen strainlerden farkli oldugu ortaya cikarnidmistir  Avrupa ve Yeni-
Zelanda’dan elde edilen strainlerle Misir, Yunanistan ve Tiitkive’den elde edilen

strainferin benzer &zellik gosterdiklen saptanmustir (Zhang ve Geider 1997).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Hastalikh Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Antalya, Isparta ve Burdur illeri ve ilcelerinde yogun olarak bulunan Rosaceae
-familyasina dahil olan elma, ayva, armut ve yenidiinya plantasyonlarindan elde edilmis
.;_f.ﬁasta.hkh bitki &rnekleri Ziraat Fakilltesi Bitki Koruma Bélimii Fitopatoloji
’éboratuvarma getirilmistir.

2. Patojenin Izolasyonu ve Tamsi

Rosaceae familyas: bitkilerinden elde edilen ve laboratuvara getirilen drneklerin

_izolasyonunda, 30 cm uzunlugunda ve 5 cm capinda silindir seklindeki doku kultiuti

tiipleri kullanilmistir. Bu tipler, iclerine 20 ml’ lik ¢esme suyu konularak 30 dakika
téril edilmistir. Hastalikh bitki ornekletinin, %10’ luk sodyum hipoklorit ile 4 dakika
YUZey sterilizasyonu yapilmustir. Sivi icerisine gegirilen Erwinia amylovora hiicrelerinin
eépltl ve tanilar igin yan segici selektif besi ortama, patojenisite testi, biyokimyasal test

e:_molekuler teknikler kuflanilmastir

3. Patojenin Tamis1

'-:3'._1. MS testi

Siviya gegiriten bakteriler 6ze yvardimi ile tek koloni diisecek sekilde yan segici
'. 1 ortarm olan MS (Miller ve Scroth 1972) ortamina cizilmistir. Erwinia
lovora’min tespitl i¢in 27°C’ de 48 saat inkitbasyondan sonra, kubbemsi ve turuncu

:.'te kolonilerin olusmast g6zlenmigtir (Miller ve Scroth 1972)
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1.3.2. NSA testi

Erwinia amylovora’nin tespiti i¢in ikinci bir besi ortamu olan NSA (Nifiient
Sakkaroz Agar) kullamlnustir. 27°C° de 48 saat inkiibasyondan sonra diiz, konveks ve

" siit beyazi koloni olusumu gézlenmistir.
©3.3.3. Ham Armut Testi

% 10” luk sodyum hipoklorit ile 4 dakika yiizey sterilizasyonu yapilan ham
armutlar, 1 cm buyikliginde kip seklinde kesilmis ve nemli petr1 kaplarna
-~ yerlestirilmigtir. Ham armut dilimlerinin tizerine NSA® da gelistirilen bakieri izolatlan
dze ile bulagtinlarak 27°C de inkiibe edilmistit. Ooze (bakteriyel exudat) olusumu

gdsteren izolatlar kaydedilmistir (Van der Zwet 1986).
3.3.4. Siirgiin Inokulasyonu Testi

Icinde 5 ml ¢esme suyu bulunan tiiplerde, NSA® da geligtirilen Erwinia
amylovora kolonilerinden 10° cfu/ml bakteri siispansiyonu hazirlanmistir  Armut
strgiiniinde koyu kahverengi, somra siyah tenkte, simptom olugturan izolatlar

degerlendirilmistir (Aldwinckle ve Preczewski 1976),
3.3.5. Hipersensititf Reaksiyon Testi

Elde edilen E amylovora izolatlarimin tlitlin yapraklarinda hipersensitif
reaksiyonu tegvik edip etmedigi test edilmigtir (Klement 1990). Bunun i¢in 27 gauge’lik
enjektdr kullanilmistir 10* efu/ml’lik E amylovora stispansiyonu, 10 em bovutundaki

tiitiin yapragina enjekte edilerek tiitiin bitkileri 27°C’de 48 saat tutulmustur

3.3.6. Bivokimyasal Testler

Biyokimyasal testler “*‘Bergey’s Manual of Systematic Bactetiology™ de ates

yvamklif1 etmeni Lrwinia amylovora 1¢in tespit edilmig olan testlere gére yapilmistir. Bu




testler katalaz testi, oksidaz testi, nitrattan nitrit iretimi testl, aseton testi, indol tiretimi -
testi, hidrojen siilfit testi, nisastanun parcalanmasi testi, sakkarozdan indirgenen
maddeler testi, sicakhga hassasiyeti testi, % NaCl’ye tolerans testi, pektinaz aktivitesi

" testi, King’s B testi, KOH testi ve jelatinin hidrolizi testidir.
3.3.6.1. Katalaz testi

30 pl %3°lik HyO; ¢ozeltisi lam tizerine damlatilmistic Oze ile bakteri izolatlar:
bu ¢ozelti ile kanstuilmis ve gaz c¢ikist olup olmadigma bakilmisty Gaz ¢ikisimn
olmast pozitif reaksiyon, tersi ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Klement

vd 1990).
3.3.6.2. Oksidaz testi

% 1 Glikoz +Niitrient Agar besiyerine asilanan izolatlara, %1°1ik Tetramethyl-p-
phenlylendiaming dihydrochloride solusyonu damlatilmig, kurutma kagitlan: iizerine
stitilmigtir. Sonuclar 10 saniye sonra bakteri kitlesi maviye doniigmiisse pozitif,
déntigiim 60 saniye sonra olmussa gec pozitif, 60 saniye sonra mavi renk olusumu

gozlenmezse negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacs 1956)
3.3.6.3. Nitrattan nitrit iiretimi testi

lest i¢in dnerilen besiyerinin (10 g peptont+ 5 g NaCl +2 g KNO3 + 3 g agar 1
litte su i¢inde ¢oziilmustiir) pH’s1 7’ye ayarlandiktan sonra 5’er mi tiiplere konularak
otoklavda steril edilmistit Daha somia izolatlar tiiplere agilanmis, lizerine | ml eriyik
haldeki steril sulu agar (%3) eklenmis ve 27 °C’de 7 giin inkiibasyona burakiimistir.
Sonuglar, ortamda yumusama varsa pozitif reaksiyon ve ortamda yumusama yoksa

negatif reaksiyon olarak degerlendirilmigtir (Fahy ve Hayward 1983)




3.6.4. Aseton testi

53 glikoz, 0.5 g NH4H,PO4, 0.5 ¢ KoHPO4, 02 g MSO4.7H0, 5 g NaCl, 5 g
Yeast Ekstrak 1 litre suda c¢oziildikten sonra deney tiiplerine konularak, asianan
aidérileﬂe, 27 °C’de 2-5 giin siireyle inkiibe edilmistir. Burada gelisen bakteriler

QQES—PIOkauet' ve Methyl red testlerinde kullamlmaktadis.

Voges-Prokauer testi, bakteri kiiltiiriinden alinan 1 ml &mek bir tipe konularak

65.'__1111 naphtol ve 0.2 ml %40’k KOH c¢ozeltisi ile 2 saat kanistuilip renk olusumu

:6_::2'lenmi$tir Erwinia amylovora i¢in pembe renk olusumu pozitif reaksiyon olarak

gerlendirilmistir.

Methyl kirmizis: testinde ise, 0.1 g methy! kirmuzisy 300 ml % 95°lik etil alkolde
_quldﬁkten sonra izerine 200 ml saf su eklenmistir Bu kansimdan birkag damla, 5
'ﬁﬁlﬁk bakteri kiiltiirine ilave edilmistis. pH degeri 4.2 veya daha digik ise kirmizs
enk olusmustur. Bu sonugta methyl red pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmigtiz

Klement vd 1990).
365 indol iiretimi testi

10 g tryptone ve 5 g Yeast Ekstrak 11t saf su i¢inde ¢oziilerek hazitlanan besi
ennden 5" e1 ml deney tlplerine konularak, 120° C* de 15 dakika sterilize edilmisti
*-St?fﬂ edilen besi yerine bakteri asilanmus ve 27°C° de calkalayiciya konulmugtur
_$11ama yapildiktan 2-5 giin sonra, 1 ml” lik bakteri 6rnekleri iizerine kovacs ayiract (3
dimethyl amine-benzaldhyde 75 ml amil alkolde 50-55 °C’ye ayarh su banyosuna
-éhuiarak yavas yavag eritilmistir Sofuduktan somra iizerine 25 ml HCI ilave

dilmistir) ilave edilerek testlenir Indol (Aerobik sartlar altinda bazi bakteriyel

: enZlmlenn yardimuyla seker olmadan tryptophan’in bozulmasi sonucu elde edﬂn)
"'aY_lfacmda bulunan amil alkol ile ckstrakte edilmis ve aymagla reaksiyona guerek 15
akikada kiraz kirmizist bir renk alirsa, reaksiyon (+), kirmiz1 1enk almazsa reaksiyon (-

_9131‘31( degerlendirilmistir (Dickey ve Kelman 1988).
f"-}?‘“\r?r.,‘ -
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 3.3.6.6. Hidrojen sillfit testi

Hazirlanan 7 ml besiyeri (05 g NHyHaPO, + 05 g KoHPO, + 02 g.: ks
- MgSO4THO + 0.2 g Yeast Fkstrak + 01 g cystein hydrochloride 1 litre su icinde
'.-.gijzﬁierek hazirlanmistu) tiiplere konularak steril edilmistit. % 5°lik kursun asetata
" patmlmus kurutma kagitlan da steril edilmistic. Steril tiipler igindeki ortama bakteri
~astlandiktan sonra kurgun asetatlt kagitlarda renk degisimi olup olmadign 14 gin
boyunca gozlenmistit Eger renk siyahlasiyorsa reaksiyon pozitif, siyahlasmiyorsa

negatif olarak degerlendirilmistit (Klement vd 1990).
3.3.6.7. Nisastanin parc¢alanmasi testi

Bu tesite besiyeri (A} pH's1 6.57a avarlandiktan sonra otaklav edilerek petn
kaplatina dokiilmistin. Ortamlann tizerine bakteri izolatlan ¢izilerek 7 giin inkiibasyona
buakilmistu. Bu stitenin sonunda petiinin igine ylizeyi kaplayacak sekilde lugol
sclusyonu (B) eklemmistit. Kolonilerin altinda ve c¢evresinde siyaha boyanmus
besiyerinin renginin agilmasy, pozitif olarak degerlendirilmistit. Besl yerimin siyah

olarak kalmasi ise negatif olarak kabul edilmigtit (Klement vd 1990).

{A): 5 g Yeast Ekstrak, 5 g pepton, 5 g Beef Ekstrak, 15 g agar, 2 g ¢Oziiniy
nisasta 1 litre saf su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistus.

(B): 1 g lugol +2 g KI 300 mli saf suda ¢oziilerek hazirianmigtix
3.3.6.8. Sakkarozdan indirgenen maddeler testi

Sakkarozdan indirgenen maddeler, énce 40 g sakkaroz, 10 g pepton, 5 g Beef
ekstrakt, 1 litre suda ¢6ziilerek 5%er ml tiiplere konulduktan sonra steril edilmistir. Daha
sonra tiiplere bakteriler agitanmmg ve tliplerin tizerine 5’er mil Benedict ayiract konularak
hafifce calkaladikian sonra kaynar su igenisinde 10 dakika tutulmustur Tip iginde

satunst renk olusturan bakteriler pozitif olarak degerlendirilmmgiir (Klement vd 1990)
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3.6.9. Sicakhga hassasiyet testi

_ NSA. besi vyerine asilanan bakteri izolatlan, 4°C, 27°C, 30°C, 37°C, 41°C
icakhktaki ortamlara konularak 14 giin inkibasyona birakilnug bakterilerin gelisip
~geligmemesine bagh olarak, pozitit ya da negatif olarak sonuglar degerlendirilmistit

(Klement vd 1990)
©3.3.6.10. % 5 NaCl’e tolerans testi

Nutrient broth besi verine, % 5 NaCl eklendikten sonra, otoklavda steril edilerek
petri kaplanina dékiilmistlir Bakieri izolatlari bu ortamlara cizilerek 5 glnidk
© inkiibasyonda  buakildiktan  sorwa  gelisip  gelismemelerine  bagli  olarak

 degerlendirilmistin (Klement vd 1990),
3.3.6.11. Pektinaz aktivitesi testi

Pekiolitik Erwinia spp. ve Pseudomonas spp. bakterilerin ayriminda, bu testten
yararlanilir. % 10°Iuk sodyum hipokloritte, 5 dakika steril edilen biitiin patatesler, steril
edilmis bigakla 7-8 mm kalinlifinda kesilerek icinde kurutma kagidi bulunan
nemlendiriimis petri kaplarna verlestirilir. Patates dilimlerine NSA  ortaminda
. gelistirilmis  Erwinia amylovora izolatlani 6ze yardimi ile bulastinli, 72 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra, patates dilimierinde yumusama yoksa negatif, yumusama

varsa pozitif olarak degerlendirilir (Dickey ve Kelman 1988)
3.3,6.12. King’s B testi

NSA ortaminda 24 saat gelistirilen bakteri izolatlan King B besi ortamina (20 g
Proteose peptone + 1.5 g KoHPO, 3HO0 + 1.5 ¢ MgSO4.7H:0 + 15 g Agar + 10 mi
Gliserol 1 litre saf su i¢inde ¢ozildikten sonta pH’st 7 2°ye ayarlandiktan sonra
otoklavda steril edilerek hazirlanmistir) cizildikten sonta inkiibatérde 27 °C’de iki giin

bekletilerek, 365 nm de UV’ de uliravivole lamba altinda karanlik odada kontrol
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 edilmistit  Yesil floresan pigment verenler pozitif, digerleri ise negatf olarak

- degetlendixilmistir (King vd 1954)
3.3.6.13. KOH testi

Bir lam iizerine %3’°liikk KOH ¢@zeltisinden 1 veya 2 damla konulup bakten
izolatlanimin her birl dze ile alinarak KOH damlasi iginde 5-10 saniye karnistinldiktan
sonta, dze damladan yikseltilmistir. Eger KOH viskoz bir hal almis ve uzamigsa bu
sonug pozitif bir reaksiyon olarak kabul edilmigtic Gram (-) bakterilerde bu &zellik
goriitirken gram (+) bakterilerde ise, bunun tersi durum sdz konusudur (Fahy ve

Hayward 1983).
3.3.6.14. Jelatinin hidrolizi testi

Jelatinin hidrolizi i¢in 5 g peptone 3 g Beef ekstrakt, 120 g jelatin 1 It su iginde
50°C* de su banyosunda eritilmistir. Daha sonrta bu ¢ozeltiden, 5-10 ml tiiplere
konuimus ve otoklav edilmistir Bu tliplere bakteri agilandiktan sonra 20°C’ de 7-14 giin
stireyle inkiibasyona birakilmuistic. Kontroller vapilmadan once tiipler 30 dakika stireyle
+4°C” de buzdolabinda bekletildikten sonra ortamda yumusama olmugsa bu pozitif
reaksiyon, yumugama obmamissa negatif reaksivon olarak degerlendirilmistir (Klement
vd 1990).

3.3.7. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Bakterilerin  molekiller tamimlamasinda  yapilmasinda PCR yontemi
kullanilmaktadir. Bakteriler icin direkt hiicre ile ¢alisilabildigi gibi bakterilerin total
DNA’s1 1zole edilerek PCR vapilabilmektedit Bu ¢alismada £ amylovora izolatlannin
total DNAst DNA izolasyon kit’i (Genomic DNA Purification Kit, Cat No:.A1125,
Promega) kullanilarak elde edilmistir Total DNA -asagida belirtilen vénieme gore elde
edilmistir. Kullanilan kit yontemi séyledir.

1. 15 mb® lik mikrofiij tiptine 1 ml siv1 niittient broth’da 27°C’ de 24 saat

calkalanmus bakteri kiiltiird konulur
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2. 13 000-16 000 devir/dakika’da 2 dakika santrifilj vyapilarak, pellet
olusturulur. Daha sonra sivi kisim bosaltibir.

3 600 wl hiicre pargalayict (lisin) solusyon eklenir Hicreler siispansiyon
iginde ¢éziiliinceye kadar yavagea pipetlenit

4 Pargalanan hiicreler 80 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten somra oda
sicakligina alinur

5. Par¢alanan hiicreletin tizerine 3 pl RNase solusyonu eklendikten sonra
25 kez tiip ters yiiz edilerek karisturilir.

6. Orekler 37 °C’de 15-60 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina
ahmnur
7. RNase ile muamele edilen tiiplerin iizerine 200 pl, protein c¢éktiime

solusyonu eklenir. Pargalanan hiicreler ile protein ¢Oktlirme sivisimin tamamen

karigmasi i¢in yiksek hizda 20 defa vortekslenir.

8 Ormekler, 5 dakika buz tizerinde inkiibe edilir.

9. Buzdan alinan 6rnekler, 3 dakika stireyle, 13 000-16.000 devir/dakika’da
santrifiij edilir

10, Icinde DNA bulunan iist faz temizlemek i¢in 600ul izopropanot alkol ile
karistirslir

11 DNA iplikgigi vigin halinde gérintinceye kadar tiipler vavas yavas

kar igtirly.
12, Kanstinilan Srnekler 2 dakika 13.000-16.000 deviur/dakika da santrifii]
" edilin.

13 Tiip i¢indeki ust faz, bosaltildiktan sonra gerive kalan DNA yi
temizlemek igin %70’lik etil alkol ile yikanr

14 ki dakika 13 000-16 000 devir/dakika da santrifilj edilen Grneklerden
etilalkol uzaklastiriliz,

15,  Tiipler kurutma kagidi tizerine ters ¢evrilerek 10-15 dakika bekletilerek
pelletin kurumasi saglani -

16 DNA’nin tizerine 100 pl sulandiner DNA  Rehidrasyon solusyon
ekienerek, 65°C” de 1 saat siireyle inkiibe edilir. Periyodik olarak tiipler karistinh.

17. Hazir hale gelen DNA kullanithincaya kadar 4°C” de saklanr.



gicaklify kosularinda hazulanmigtic Tek bir mikrofij tipilinde, 1 dmek i¢in (27.8 pl
bidestile saf su, 5 pb 10X buffer , 3 pl MgCl, 8 upl dNTPs, 1 ul primert
© (AMSbL=GCTACCAGCAGGGTGAG), 1 ul primer 2
(AMSbR=TCATCACGATGGIGTAQG)), baz alinarak olusturulan 25 &meklik kangim

homojen bir dagihm saplayincaya kadar karngtirimustie. PCR progiami Bereswill vd
| (1995)’e gore modifiye edilmistit. Buna gére annealing sicakhgi 52°C olarak

belirlenmis ve Cizelge 3 1°de verilmistir.

E amylovora izolatlanna ait DNA’lardan herbir mikrofiy tiiptne 4’er i
konulmugtur PCR’a verlestirilmeden &nce, Gzetlerine tek &rnek icin 6.25 pl Tag
polimeraz eklenip iyice kanstinlan master-mix’den, 46’sar ul eklenmistir. Herbir tiip
iyice pipetlendikten sonra, 50°ser pl mineral yag eklenmistit PCR reaksiyonu igin
mikroflij tiip i¢cinde bulunan DNA’lanin ugmasimt engellemek i¢in mineral yag
konulmustuz. 95° C lik blok sicakligina ulasan PCR’a tlipler verlestirilmistit Ttim bu
islemler sirasinda Tag polimeraz, DNA, MgCl, 10X buffer, dNTPs, Primer 1, Primer 2
nin oda sicakligindan etkilenmesini onlemek icin buz i¢inde muhafaza edilmesine

dikkat edilmigtir

Cizelge 3.1 Ams geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR programi

r&cakhk (°Cy Siire (Dakika) | Dongii Sayisi
95 3 1
94 ]
F 52 1 ! 35
72 1 J
7 10 ‘ 1 g
4 ; l _

Fide edilen DNA’lar +4°C’de buzdolabmda, DNA 'nin ugmasim engellemek igih'.' S

polietilen torbalarm iginde saklanmistir. PCR isleminde gerekli olan kangim sivi oda - e



- PCR’dan gikan trtinleri temizlemek igin asagidaki islemler uygulanmistic

1. Ornekler buz i¢ine alini,
2. 25ul chloroform +izoamilalkol (24:1) karisimi eklenir.
3. Kansun iki defa vorteks yapilur ve 5 dakika santrifiij edilir.

4. Olusan Ust fazdan 30 pl yeni mikrofiij tipiine konulur,
3.3.8. PCR I¢in Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR iirinteri % 1°lik agaroz’da yiiriitilmiistir PCR triinlerinin biyiikliiklerinin
saptamasi i¢in 1 kb’lik DNA marker kullanmilmagtir. 1 gl DNA leadder, 9 pl TAE ve |
il Dye kullamlarak jelin bastaki ve sondaki kuyucuguna yiiklenmistit. PCR trtintinden
ise, 9’ar pul alimp, 1 pl dye eklenerek yiikleme yapilmistu PCR dirtinleri 77 volita, 2.5
saat  virttilmiigtie. DNA leadder’daki bant olusumlaniyla kiyaslanarak PCR
iirtinlerinin biiyikligl saptanouistir. Agaroz jel daha sonta, 0.5 pl/mi olan Etidyum
Bromiit’de 15 dakika boyanmis ve polatoid filmde (Polaroid Black and White Print
Films type 554x5 inch (Sigma)) gériintitlemesi yapilmustir,

3.3.9. Dayanikhilik Testleri
3.3.9.1. Streptomycine ve oxytetracycline dayamkliik testi

Bu test i¢in standart bakteri gelistisme ortami olan LB (Luria Broth} ortami (10 g
NaCl + 5 g Yeast Ekstrak + 10 g tryptone + 15 g agar 1 litre suda c¢ozillerek pH 7.5%a
ayarlanarak hazirlanmistir) otoklavda steril edilerek petri kaplarma dokiilmistir. NSA
besi ortanuinda gelistitilen bakieri izolatlar, 10® cfu/m] yogunlugunda hazulanmistir 50
pl'lik bakteri stispansiyonu petri kabina cam baget vasitasiyla yayilmigtit. Bakteriyel
siispansiyon, besi ortami tarafindan emilip kuruduktan sonra 10, 100, 500 ve “1000
peg/ml streptomycine ¢ozeltisi steril edilmis kurutma kagidi (Whatman kagidi tip:
MN751/75/20,40) diskierine, 4’er pl damlatilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonta

olusan zon buyiikligi oOl¢lilmiistiin. Oxytetracycline i¢inde, aym deneme yapilmus,




'; ancak antibiyotik dozu olarak 10, 25, 50,100 pg/m!t’ lik dozlar baz alinarak zon

buytiklikleri dlgiilmitgtiin
3.3.9.2. Bakr siilfata dayvamikhhik testi

E amylovora izokatlanmn CuSO4’a ka1 olan 1eaksiyonlanmin belirlenmesinde
Cu™® nin besi ortanunca tutunmasint engellemek amaciyla spesifik CYE ortami (1.7 g
casitone + 0 35 g Yeast Ekstrak + 2 g glukoz + 15 g agar | litre saf suda ¢oziilmiistiir)
kullanilmagtir. Otaklavda 121°C’de 15 dakika steril edilen 50°C’ye sogutulan bu ortam
icerisine, 1 M CuSOq stogundan 0.02, 0.04, 0.08, 0 16 ve 110 uM’lik olacak sekilde
karnstiiloagtir. Daha sonra 6ze ile bakteri izolatlar: ortama ¢izilerek, 28°C” de 72 saat
inkiibasyona birakilmis ve bakteri gelisiminin olup olmadigina bakilmgti (Steinbérger
vd 1990)

3.3.10. Plazmid Ekstraksivonu

Bakterilerde ekstra kiomozom olarak bulunan plazmidler kritik Gzellikier
tagirlar. Plazmidler toksik metal iyonlanina ve antibivotiklere karsi dayamkiilig
saglayan genlere sahiptitler. Pseudomonas syringe pv. papulans'da streptomycine

dayankiihigin konjugatif plazmidlerle kotlandigim ortaya ¢ikarilmigtir (Burr vd 1988).

Bu galismada elde edilen E amylovora izolatlaninin plazmid icerikler su sekilde

. saptanmugtir

1. Bakteri izolatlart stvi LB besi ortaminda 48 saat ve 27 °C’de inkibe edilerek

gelistiriimistir.
2 10® ¢fu/ml konsantrasyonda bakteri stispansivonu hazirlanmugtir,

3. Mikrofijj tiipleri iki dakika 14.000 devir/dakika da santriftij edilmistir.
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Ust faz bosaitildiktan sonra 1 ml steril saf su ilave edildikten sonra vortekslenmis ve
tekray iki dakika 14 000 devir/dakika da santrifilj edilmigtir. Bu iglem 2. bir kez
tekrar edilmistir.

Ust faz bosaltildiktan sonra 50 pl 10X TAE peliete eklenerek hiicreler

vortekslenerek coziinmils hale getirilmistir
. Bu karnstmun tzerine 350 pl hiicre duvarianm eriten (lisin) solusyon (0.151 ¢
trisbase + 0.750 g SDS + 0.830 g NaCl, 25 mi kaynamis suda swastyla ¢oziillmiis ve

tizerine 1 N NaOH eklenmistir) eklenerek 30 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

Elde edilen karigmmin tizerine 800 pl fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1)

eklenerek mikvofiyj tipiinde el ile kuvvetlice calkalama vapilmigtir.
Siit beyazi renge dénen drnekler 7.5 dakika santrifiij edilmistic

Santriflii sonrasinda her bir tiipiin tizerindeki iist fazdan 50 pl mikropipet ile vasitas:

ile alinmistix

‘10 Bakterivel izolatlara ait olan plazmid ornekleri 4°C’de saklanmustir (Kado ve Lui

1981)

3.3.11. Plazmid Ekstraksiyonu I¢in Jelin Hazirlanmasi

Erwinia stewartii plazmidleri standart markdr olarak kullanitmistir (Coplin vd
1981) £ amylovora izolatlatina ait plazmidles, 9 ul plazmid ve 1 pl dye olmak iizere %
0 7°lik agaroza yiiklenmistii Ornekler 75 Volt'ta 3 saat yiiriitiilmiistiit Standart markaét

-

Lrwinia siewartii’ ye baglt olarak plazmid bitytiklitkleri saptannnstiz.

26




4, BULGULAR
4.1. Hastalikli Bitki Materyalinin Elde Ediimesi

Nisan-Temmuz aylarinda Bati Akdeniz Bolgesinde Antalya, Burdur, Isparta ili
ve ilgelerini kapsayan Jokasyonlarda bulunan meyve bahgelerinden Rosacea familyasina
dahil olan elma, armut, ayva, venidiinya ve diger bitkilerden hastalik etmeninin
izolasyonu yapilmistir (Cizelge 4.1).
4.2, Patojenin izolasyonu ve Tanist

Hastabikli bitki &rneklerinin - homojenizatdrle pargalanarak musluk suyuna
gecirilerek elde edilen bakterivel siispansiyonu MS (Miller ve Scroth, 1972) ve NSA

ortamina inokule edilmistir 48 saat inkiibasyon sonrasinda ttim izolatlarda

Cizelge 4 1: Bati Akdeniz Bélgesinden elde edilen Frwinia amylovora izolatlat

fzolat No Bitki Alindigs Yer
1 | Armut Bucak Giris
2 Yabani Armut Bucak Girisg
3 Ayva Bucak Giris
4 Armut Ugurlu/Bucak
5 Ates Dikeni Karpma:/Bucak
6 Armut Kizitkaya/Bucak
7 Ayva Yazir Girigi/Korkuteli
8 Armut Golova/ Korkuteli
9 Armut Gokpmar/Efmall
10 Yeni Diinya Finike/Merkez
13 Ayva Elmali/Merkez
12 Ayva Bademagaci/Bucak
13 Armut Bademagaci/Bucak
14 Ayva Alikdy/lsparta
15 Ayva Biiylikgokeeli/ Isparta
16 Ayva Apilkdy/ Isparta
17 Ayva Egirdir/Isparta

T TP Ty




MS ortaminda turuncu renkte, kubbémsi koloni &zelligi ve NSA ortaminda levan
':c'):iusumu gorilmistin (Psallidas ve Dimova 1986, Van der Zwet 1986). Elde edilen bu

sonuglar patojenin tanusmda pozitif olarak degerlendirilmistir
3. Patojenisite Testleri
4.3.1. Ham armut testi

Steril petri kabina yerlestitilip 27°C’de 48 saatlik inkiibasyona birakiimig ham
armut  dilunlerimn  tamaminda ooze (bakteriyel exudat) olusaumu  gérllmiistir

7 (Vantomme vd 1982, Van der Zwet 1986)
- 4.3.2. Siirgiin inokiilasyonu testi

Geng armut siirgiinierine, 27 gauge’lik enjektérle inokulasyon yapilmstir. Ikinei
glin sonunda inokulasyon bolgeleri etrafinda, yedinci giin  sonunda ise siirgiiniin
~ tamarminda siyah nekrotik lezyoniar gorilmistir. Agilanms siirgimler 27°C° de kiima
odalaninda tutulmustwr (Aldwinckle ve Preczewski 1976, Van der 7Zwet 1970, Van der
Zwet, 1986).

4.3.3. Hipersensitif reaksiyon testi

NSA ortaminda geligtinilen 48 saatlik bakieri kultirleri 10° cfu/ml’lik
suspansiyon seklinde blytklugi 10 cm olan Nicotiana tabacum yapraklanna enjekte
edildiginde, itk 24 saatte yaprakta hafif deformasyonlar ve renk degisimleri baglams ve
48 saat sonucunda da tiim bakterivel izolatlar nekrotik ¢okiintii seklinde kahverengi
lezyon olusumu ortaya ¢ikarmistir (Psallidas ve Dimova 1986, Crepel ve Maes 1996,

Vantomme vd 1982)




4.4. Bivekimyasal Testler

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology uygun olarak yapﬂaﬂbiybkimyasél

testlere gore elde edilen sonuglar Cizelge 4.2 de verilmigtir
4.4.1. Katalaz aktivitesi

Katalaz H,O, su ve oksijen gazim dekompoze eden bir enzimdir lim bitki
patojeni bakteriler katalaz aktivitesi agisindan pozitif' 6zellik gostertler. Iim Erwinia
amylovora izolatlan, 50 nl %3 luk H,O, cozeltisi ile kanstinldiinda gaz ¢ikisi

gdzlenmistir.
4.4.2. Oksidaz aktivitesi

Hazirlanan Nutrient agar +%1 lik glikoz igeren besi ortamina bakteriler cizilip
24-48 saat inkibe edilmistit Bakterilerin tizerine % 1 lik tetrtametil-p-phenylendiamine
damlatildiginda 60 saniye sonra renk déniisiimi mavi olmadigi i¢in reaksiyon negatif

olarak degerlendirilmistir
4.4,3, Nitrattan nitrit iivetimi testi

Hazurlanan besi ortami igerisine, bakteriler asi ignesi ile agtlanmis ve her bir tiip
tizerine, lml %3’k sulu agar ilave edilmigtin. Yedi glinlilk inkiibasyon periyodu
sonunda, tim Erwinia amylovora izolatlatinin beklendigi gibi agatli ortamda herhangt

bir yumusamaya neden olmadig1 saptanmisgtit
4.4.4. Aseton testi

Bu testi iceren Voges-prokauer testinde hazirlanan 1 mi bakteri kiiitlird igi’ile 0.6
ml naphtol (%35 lik tam doymusg alkolde ¢oziilerek hazulanmigtir) ve 0.2 ml %40 lik

KOH ¢o6zeltisi eklendiginde tlm Frwinia amylovora izolatlanmin pembe 1enk

olusturdugu goériilmiis buda pozitif reaksivon olarak kabul edilmistir. Metil kirmizis
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testinde ise, 3 mi’lik bakten kiltiirdi izerine 0.1 g 300 ml alkolde c;ozunen ve 200 m saf
su eklenen ¢ozelti bakteri kiltinl izerine eklendiginde, kirmizi renk OluSUmu -

gdzlenmemistir Buda negatif sonug olarak kabul edilmistir
4.4.5. Indo! tiretimi testi

Tripton, yeast ekstiak, ve saf sudan olusan besi ortami {izerine bakteriyel
izolatlar asilanmis ve calkalayiciva konulmustur. 5 g dimethylamine-benzaldehyde 75
ml amil alkolde eritildikten sonia tizerine 25 ml HCl tlave edilen ¢ézelty, besi yerinde
gelistirilen bakteri kiltiwlerinin iizerine eklendiginde, kiraz kirmuzisi renk olugumu

gériilmediginden, sonug negatif olarak kabul edilmistix.
4.4.6. Hidrojen siilfit testi

Hazitlanan sivi besi yerine bakteriler asilandiktan sonra kursun asetata batinlmis
ve kapaklara yapistinlan steril edilmis kurutma kagitlan kapatilmus ve 7-10 giin
inkiibasyona burakilmistir. Literatinde ifade edildigi sekilde, H;S iretiminden

kaynaklanan siyvahlagmaya hi¢bir izolatta rastlanmanmstir.

4.4.7. Sakkarozdon indirgenen maddeler testi

Hazulanan sivi besi yerine asilanan bakteri tizetine 5°er ml benedict ayitacy
eklenip 10 dakika kaynar suda tutuldugunda Erwinia amylovora’ya has sanimsi, turuncu
renk olusumu gdrilimis ve bu sonug pozitif olarak kabul edilmistir.

4.4.8. Sicakhiga hassasiyet testi

NSA besi ortamina asilanan bakteriler, 4, 27, 30, 37 ve 41 °C de bir haftabk
inkiibasyona birakildiginda 37 ve 41 °C de bakteriyel gelismenin olmad:f1 saptafumistur
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4.4.9. Pektinaz aktivitesi testi

Yiizey sterilizasyonu vapildiktan sorua hatka seklinde kesilen pétateé 'di'lirﬁ.l'é'r'ihe e

NSA da gelistirilen bakteriler agilandiginda, 4 ginlik inkiibasyon periyodu sonucunda |
patateslerde  yumugama olmadigy gériilmily ve bu durum  negatif olarak

degerlendirilmistit
4.4.10. King’s B testi

King’s B besi ottamina ¢izilerek 2 ginlitk inkiibasyon periyodunda tutulan

baktetiyel izolatlarin, UV de floresan pigment olusturmadigi saptammistic

Cizelge 4 2. Erwinia amylovora izolatlatinin biyokimyasal testiere karg: reaksiyonlan

i KlN KOHJMRIVPu 1 §) S
e l + [ i+ + - . -+
2 + - -+ - - + - - +
3 |+ I- + i i+ + - - I
4 +‘}._—+ . ¥ ¥ R R ]
3 + - + - + + - - +
6 |+ 4{ + - + + - - +
7 I+ TF - + n - - +
8 +‘{- + - + + - - l+
9 |+ - ¥ - ¥ 1 - - l+
+ S o
. + |_ - 1
N
- - +
I+ . - +

+
1
1
4

+
)

1
+
L}

1: 1zolatla:, K: Katalaz aktivitesi, N: Nitratin indirgenmesi, KOH: Potasyum hidroksit testi
MR: Metil 1ed, VP: Aseton olusumu, J: Jelatinin hidiolizi, I: indol 01u5um_u

O: Oksidaz testi, 5. Sakkarozdan indirgenen maddeler
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 4.4.11. KOH testi

NSA da gelistitilen bakteriler 6ze ile % 3°lik KOH c¢ézeltisinde vayildiginda

gram (-) bakierilere has 6zellik olan uzama goriilmdistir
4.4.12. Jelatinin hidrolizi testi

Tuplere konulan besi ortarmina bulastinilan bakteri izolatlan, 7 gin ve 27 °C de
inkiibasyona birakildiginda jelatini hidrolize ettifinden dolay:r ortamda yumusama

meydana gelmesi pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir.
4.5. Dayaniklilik Testleri
4.5.1. Streptomycine dayanikhihk testi

Yapilan streptomyeine’in 100, 500 ve 1000 pg/ml uygulamalart sonucunda
Cizelge 4.3°de goriildiigl gibi antibiyotifin dozlarina bagh olarak degisen caplarda
engelleme zonu buyiikliikleri saptanrmuistir. 100 pg/ml’lik dozda antibiyotiZin az yada
hi¢ engelleme zonu olusturmadigr goriitiirken 1000 pg/ml’lik dozda ise bakterilerin bu

antibiyotige olduk¢a dayaniksiz olduklan goriilmistir (Loper vd 1991)
4.5.2. Oxytetracycline dayamkhk testi

Streptomycine dayaruklilik testleri ile aym yontemle fakat daha farkh dozlar
kuilanjlarak bu deneme yapilmis ve sonucglar Cizelge 4.4°de verilmistic
Oxytetracycline’nin 10 pg/ml ve 25 pg/ml dozlannda zon olusumu saptanmazken, 50

ve 100 pg/ml’lik dozlarda antibivotigin etkinligi artmustir (Loper vd 1991).
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Cizelge 4 3. £rwinia amylovora 1zolatlanmn steptomycine kars: reaksiyonlan

[zolatlar ; 100pg/ml 500pg/mi

1000 pg/ml

1 0.1-0 1 03-03

0505
0505

0.6-0.6

0503

07-07

0305

04-04

0.5-G.5

0606

03505

0606

05-0.5

0.7-6.7

0.7-0.7

035-05

07-07

0503
S

Yukaridaki deferler zon gapini {cm) ifade etmektedir.

[}
LI




Cizelge 4.4 Erwinia amylovora izolatlarinin oxytetracycline karst reaksiyonlar

izolatlar 10pg/mi

-0-0
0-0
0-0
0-0
0-0
0-0

0-0
0-0
0-0

0-0
0-0
0-0
0-0
0-0
0-0
0-0
0-0

lkaridaki degerler zon ¢apim (cm) ifade etmelktedir.



;3'_ Bakara siilfata dayamklihk testi

Kullanilan CYE ortamina agilanan bakterilerin bes giinlik inkiibasyon péxiyddﬁ--
onucunda Cizelge 4 5°da gériildugi gibi gelisme farkliliklan gdsterdigi saptanmisti.

()16 uM ve 1.10 uM’da bakteriler bakur siilfata dayaniksizken 0.02, 0 04 ve 0.08 uM

éﬁ(lr siitfata dayamikli olduklan saptanmstir ( Loper vd 1991)..

Cizelge 4.5 Erwinia amylovora izolatlatmn bakur siilfata dayaniklilik testi

izolat No | 0.08 uM ( 0.16 M ' 1.10 pM
R
2 + + + - -
- 3 + + + - -
4 + + + " - -
5 -+ + + - -
6 + + + - -
7 + + + I - ’ -
8 + + + - -
9 + A T—’——- -
10 + + + - ‘—_‘
+ + + - -
+ + { + I -
+ + i + - -
+ + + - -
+ +
+ +
n

+: Bakteri gelismesi var

-: Bakteri gelismesi yok



- 4.6. Plazmid Ekstraksiyonu
Frwinia stewartii standart markor olarak baz almdiginda, yaklagik olarak 29

kb’ bk Frwinia stewartii bantiyla esdeger buyuklitkte, £rwinia amylovora izotatlanmin

timimiin plazmid icerdiklen saptanmustir (Sekil 4 1 ve Sekil 4 2)

133.§

Sekil 4 1 Batt Akdemiz Bolgesi £, amylovora izolailannin plazinid profiller

M E stewartin1,2,3,4,5,6,7, 8 ve 9: Bati Akdeniz Bolgesi F. amylovora izolatlan

R}
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Mm 1 1 12 i3 14 15 6 17

133 - §

Sekil 4.2 Ban Akdeniz Bolgesi /. amylovora izolatlaninin plazmid profilleni
M £ stewartin, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 ve 17; Bat Akdeniz Bolgesi & amylovora

1zolatlan



' 4.7. PCR (Polimeraz Zincir Reaksivonu)

k. amylovora’va 6zel 16 kb buyuklugindeki kromozomal ams geninin test

:. edilen tiim izolatlarda bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4)

Sekil 4 3. PCR 1le F. amylovora izolatlardan ams geninin amplifikasvonu
M: 1 kb’lik DNA markér; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 Bati Akdeniz Bolgesi L. amylovora

1zolatlan



m 9 10 11 12 13 14 15 16 17

kb

Sekil 44 PCRile £. amylovora izolatiardan ams genminin amplifikasyonu
M: 1 kb’lik DNA markér; 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve 17: Bat1 Akdeniz Bolgesi /-

amylovora 1zolatlarn

EA AR _ 1' s



5. TARTISMA

Bu c;al@ma ile Bati Akdeniz Bélgesindeki Rosaceae familyasy bitkilerinden elde
edilen ates yanikhigi hastalik etmeni Erwinia amylovora izolatlannin tamsy ile ilgili
olarak patojenisite testleri (ham armut testi, stirglin inokulasyonu testi, tiitiinde
hipersensitif reaksiyon testi), biyokimyasal testler (katalaz aktivitesi, oksidaz
aktivitesi,nitrattan nitrit firetimi testi, aseton testi, indol iiretimi testi, hidrojen stiifit testi,
nisastanin  pargalanmasi testi, sakkarozdan indirgenen maddeler festi, sicakhga
hassasivet testi, % 4 NaCl’ ye tolerans testi, pektinaz aktivitesi testi, King’s B testi,
KOH testi, jelatinin hidrolizi testi), dayamklihk testleri (bakira dayauklibk testi,
streptomycine ve oxytetracycline dayamklilik testi), plazmid ekstraksiyonu ve PCR

calismalart yapilmistir.

Ates yamkligi hastalik etmeni Erwinia amylovora ozellikle Bati Akdeniz
Bolgesi Antalya, Isparta, Burdur il ve ilcelerinde, yogun olarak armut ve ayvada
bulundugu saptanirken daha az miktarda ise, yabani armut ve yenidiinyada gdriilmiistiir
Ozellikle yéremizde yogun olarak yetistirilen kiiltiir armudu Santa Maria patojenden
daha fazla zarar gorinken Ankara armutlarinda bu siddette b zararlanmanin
olusmamas: da kavda deger bilgiler arasinda bulunmaktadir (Momol vd 1992). Bau
Akdeniz Bolgesinde yumusak ¢ekirdekli bitkilerden elma vetistiriciliginin yogun olarak
yapildig bolgelerde bu hastalik etmeninden kaynaklanan zaralanmalara rastlanmamigtir
Farkli bitkilerin hastaliktan farkli siddette etkilenme nedeninin bitkilerin genetik
yapisindaki farklihktan kaynaklandigi diisiinilmektedir Yillara bagl: olarak, hastalifin
epidemi haline gelmesinde ve bahgelerin hastaliktan farkh siddette etkilenmesinde
ckolojik kosullanin (yagis, sicaklik, nem vb) degisiklik gostermesi de Snemli bir

nedendir (Psallidas vd 1989, Jones 1992).

Yari segici besi ortamn MS ve standart besi ortami NSA’'va bakterilerin
izolasyonu yapumistt Her iki ortamda da sakkarozun fazla miktarda bulunmas)
bakterilerin gelisimini olumlu ve hzli olarak etkilerken bu ortamlarda bakterilerde
yogun ekzopolisakkarit iiretiminden kaynaklanan levan olusumu, kubbemsi bakteri

morfolojisine rastlanmistit (Psallidas ve Dimova 1986) Ozellikie MS ortaminda baz

40



‘pakieri izolatlarinda, turuncu renk ve levan olusumundan kaynaklanan kubbemsi bakteri
‘morfolojisine rastlanirken bu bulgular (Van der Zwet 1986) ile paralellik gosteren
sonuclart ihtiva etmekiedir Ancak farkis olarak izole edilen bazi bakteri izolatlarinda,
olugan tek kolonilerin merkezinde koyu turuncuya calan beneklenmenin oldugu
saptanmistir. Izolasyonlar sonucunda meydana gelen bu gérintiiden bu bakteri tiiriiniin

baska bir Erwinia spp. olabilecegi dusiiniilmiistiir

Patojenisite testlerinden ham armut testi hastaligin patojenisitesinin saptanmasi
ve hastaligin tammlanmasinda sik kullamlan dnemli ve basit bir tekniktir (Psallidas ve
Dimova 1986, Vantomme vd 1982, Van der Zwet 1986) Bazi Santa Maria armut
tirlerinde  Erwinia  amylovora izolatlannmin  bazilannin, aym simptomatolojivi
gostermedigi, ooze olusumunun olmadigr saptanmistir. Bunun nedeninin tamamyla
ham armudun tekstiirinden Xkaynaklandifn diisiiniilmektedir. Nisasta miktaninm
artmasuun bakteriyel geligimi smirlandirdigs bunun da ooze olusumuna olumsuz etkide
bulundugu diisiiniilmektedir. Test edilen Ankara armutlarinda baktesivel exudat ya ¢ok
gec olugmus yada hig olusmamustu. Bunun da armudun genetik olarak dayamkl

olmasindan kaynaklandig diistniilmektedir (Momol vd 1992).

Pek cok konukgu-patojen kombinasyonunda, patojen konukeu hiicre ile kontak
kurar ve patojene ait sinyaller hiicre niikleusuna dogru hareket eder Patojenin
penetrasyon noktasi etrafinda ve sitoplazmada, resin benzeri granil birikimi olur.
Bakterilerin olusturdugu hipersensitif reaksiyon hiicrelerin hiicresel membranlarnin
yikilmasiyla olur. Bunu bakteriler tarafindan zarar géren hiicrelerin nekrozisi izler HR
konukeu hiicrede patojen gelisimini sinurlandirdigindan, konukeu dayanikli ise HR kisa
zamanda (12-18 saat) olusur (Agrios 1997). Yapilan HR testinde Nicotiana tabacum da

HR olusumunun kisa siirede oldugu saptanmistir,

Siirgiin inokiilasyonu testlerinde kullamlan filizletin 5zellikle geng, sdlu ve
gevsek dokulu olmasma dikkat edilmistir. Yash olan filizlerde yapilan alismalarda,
hastalik etmeninin bitki dokusu iginde yayiimi daha yavas oldugundan simptom
gelisimi de olduk¢a yavas seyretmistir. Ancak gen¢ dokularin sulu ve gevsek dokusu,

enfeksivonun daha kisa stitede oiusmasi, patojenin bitki dokusu igerisinde yayilimim
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daha hizlandirdigindan daha kisa siirede simptom olusumuna neden olmustur {Van der

Zwet 1995).

Insan patojenleri bitki patojenleri ve bécekler zaman igerisinde kimyasallarin
cok yaygin kullanimina karst dayamikhlik gelistiimislerdiz. Funguslara uygulanan
thiram, maneb, captan gibi fungusidlere karg1, dayamklh uklara rastlanmamastir. Ciinkii
funguslar, eukarvotik canlilar olduklart i¢in, fazla sayida genin defisime uftamast
gereckmektedit. 1950’lerden bu yana bakteriyel bir etmen olan ates yanikhgi etmeni
Erwinia amylovora’nin sistemik bir antibiyotik olan streptomycine’e kars: dayamklilik

gelistirdign saptanmistit (Agrios 1997}

Yoremizde ates yamkhigr ile miicadelede rutin ve yogun olarak bakir igerikli
daha az miktarda ise antibiyotik igerikhi ilaglarm kullaniminin vaygmm oldugu
goriilmustir, Bu tiim mikroorganizma ve canhilarda oldugu gibi patojende de zamanla
ve yavas yavas gelisen dayaniklilik sorununu ortaya ¢ikarmigtir, Dayamniklilik olusumu
hastalikla miicadeleyi olumsuz yonde etkilemektedir. Olusan dayamklilikta, patojene
karg1 kullamian degisik bakir preparatlarin etkisi va azalmakta yada zamanla ortadan
kaikmaktadir. Ozellikle kullamlan 016 mM ve 110 mM’lik dozlarda bakirm
dayanikhihigs ortadan kalkmigtir. Daha ditsiik dozlarda olugan dayaniklilik ise bakirlh
preparatlarin  ekonomik olmasindan, dolayisiyla yoZun olarak kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak bakinn yitksek dozlarina karsi dayamkliligin olugmamasi
patojenin bu bélgede heniiz sorun teskil etmedigini gostermistir. Elde edilen sonugclar,

Loper vd (1991) ile paralellik g&stermektedir

Antibiyotikler kompleks formiitlii olmayip bitki iginde belli mesafelere transloke
edilirler. Mikroorganizmalardan elde edilen bu maddeler, bitki hastalikiannmn
kontroliinde kullanildiklarinda basariya ulasilmistir. Ancak ekonomik olmayisi ve
mikroorganizmalann dayaniklilik olusturmasindan kaynaklanan birtakim problemleri de
beraberinde getirmektedir. Bitki patojenlerine karst vogun, olarak kullamlan
antibiotikler arasinda streptomycine ve oxytetracycline bulunmaktadir.  Ozellikle
streptomycine ve oxytetracycline patojen mikroorganizmamn ribozomuna baglanarak

protein sentezini engelleme yoluyla etkili olmaktadir. Streptomycine, Streptomyces
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bakterisi ve Penicillum grubu funguslardan elde edilir ve mikioorganizmalar tizerinde
toksik etkive sahiptir. Yapilan tim denemelerde streptomycinin ii¢ farkli dozu olan 100,
500, 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlart kullanilmagtu. Her bir bakteri igin degisen
dozlarda, degisen zon olusumu vani dayanikhlik olustugu saptanmustir. Diisitk dozlarda
bile bu antibiyotigin bakterilerde dayaniklilik olusturmas: yogun olarak kullanimindan
kaynaklanmaktadir. 1000 ug/ml’lik dozda 0.5-0.7 em’lik zon olusumu saptanmisken,
100 pg/ml’lik dozda ise 0-0.1 cm, 500 pg/ml’de ise 0.3-0 5 cm oraninda zon olugumu
acisindan farklilik oldugu ortaya ¢ikanlmistir Bariz sekilde ortaya ¢ikan bu farklilik,
degisik lokasyonlardaki bakteriyel izolatlarin, antibiyotigin degisik dozlarina bagh
olarak dayaniklil:tklarinin da degistigini gdstermektedir (Loper vd 1991).

Mikroorganizmalaza karst yogun olarak kullamilan antibiyotiklerden biride yine
streptomyces tlirli miktoorganizmalardan elde edilen, molicutelerin de dahil oldugu pek
~ ¢ok bakteri ilizerine etkili olan oxytetracyclinedir. Bakteriyel izolatlarin degisik
dozlarinda olusan dayamkliliklanda farklilik gostermektedir 10 pne ve 25 pg/ml lik
dozlarda etkisi saptanmazken 50 pg/m!’lik doz da 0 2-0 4 cm, 100 pg/ml dozda ise 0.4-
0.5 cm arasinda degisen zon biiytikliigii saptanmistir. [lag dozlan diisiik oldugunda,
bakteriyel patojenlerin bundan etkilenmediklenn goriilirken ancak antibiyotigin 50 ve
100 pg/ml lik dozlannda Dbakteriyel izolatlarn tizerinde etkinlik gdstermeye
baslamislardir Kullamiminin az olmasina ragmen, diistik dozlarda bu antibiyotigin etkin
olmamasmin nedeni streptomycine karsi  bakterivel izolatlarin  olusturdugu
dayanikliliktan kaynakianiyor olabilecegidir. Degisik lokasyonlarda farkli dozlara bagli
olarak, dayamikliik acisindan farklibk olmadigi, ekolojik faktérlerin dayamikliligin

olugumundé direk etkisi olmadigint gostermektedir.

E amylovora izolatlariin plazmid igerikleri incelendiginde izolatlar arasinda
plasmidler agisindan farklilik géstermedikleri ortaya ¢ikmustir £ stewartii markor
olarak degerlendirildiginde tim izolatlann tamamimn 30 kb’lik plasmidg sahip
olduklan ortaya e¢ikanlmuistit (Falkeinstein vd 1988) Bakterilerde dayamkhlik,
plazmidler iizerinde bulunan genler tarafindan idare edilmektedir Plazmidler acisindan
farklillk olmamas), antibiyotige karsi dayaniklilikla ilgili olan genler agisindan da

farklilik olmadigr seklinde agiklanabilir.
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1990°11 yillarda patojenlerin tiim tiplerinin tamimlanmasi PCR  tekniklerinin
kullanimmvla vayginlasmistu. PCR’da hedef DNA’mn amplifikasyonu patojene ozel
~ pumerler vasitasiyla olmaktadir. Bati Akdeniz Bé&lgesinden elde edilen tiim izolatlann
kesin tanisi, kromozomal DNA’nin ams bolgesinden elde edilen iki primerin (AMSbL
ve AMSbR) amplifikasyonu ile ortaya cikarthmistir. 17 izolattan tamamimun amplifike
oldugu saptanmigtir. Tiim Bati Akdeniz Bolgesi izolatlarinda goritlen 1.6 kb’lik bant

olusumu Bereswill vd (1995) ile paralellik gostermektedir.




6. SONUC

Ulkemiz yumusak ¢ekirdekli mcyvé dretimi agisindan Gnemii bir potansiyele
sahiptir. Bu durumda amag, Uretimin bu kadar fazla oldugu bir sektorin fitopatolojik
agidan en az zararlanmasimt saglavacak, yenl vontem ve tekmiklerin uveulanmasina
zemin hazirlayacak g¢alismalan vapmakur Bu distinceden hareketle, ozellikle

Rosaceae tamilyast bitkilerinin yogun olarak vetistirildigi Bati Akdeniz Bolgesinde de

onemh zarartanmalar vapan ates vamukhgy hastaitk emmeni Lrwinia amylovora (Burr )

Winslow et al. hastalifn ile ilgtli olarak ¢alisgilmsur.

Laboratuvara geumnien hastalixh dmekler standart 1zolasvon vontemlen
kullanilarak izole edildikten sonra. van segict best ortams olan MS ( Miiler ve Scroth, |
1972) ve NSA (Numnent Sakkaroz Agaryva {;ilzﬂmi;;tir.‘ Her iki ortamda 1gerdidi bol :
sakkaroz vonunden, FKErwinic amyviovora baktensinin tammianmasina  olanak
tamimaktadir  Nitekim  bu  patojen sakkarozu kullandiinda.  ckropoivsakkarit
iretmekte. bu da kubbemsi koloni morfolojisi mevdana getirmektedir Her iki besi
ortaminda da gbitilen bu 6zellige ek olarak. MS ortaminda bariz sekilde bu bakterive

has olan turuncu renk olusumu da saptanmistr

Patojenisite  testlen patoiemin viriienshk kabthivetimin orava Konulmasi

agisindan Onem tastmakiadir  Tum izolatlara uygulanan, tutinde hipersensiit

reaksiyon festi, ham armut tesil ve surgiin inokulasvonu testlerinde patcjene has
ozellikler bulunmustur Ham armut dilmient dzerinde ooze olusumu gorultrken,
titinde kahvereng ¢okmeler sekiinde hipersensitii reaksivon ve siirginde de sivan

nekroz ve baston seklinde hastalik simptomu clusmustur.

Ulkemiz de patojene karsi, ¢evreve ve insan sagligina zararh olmavan uvgun

bakterisidierin yoklugu, kultiirel macadeleye zereken onemin verihmemesi, giftcilerin

kesin ve kisa siirede sonuca ulagma yolu olarak gordiklen bakirli preparatlar ve buna
g6re ekonomik oimadigindan dolayr fazla kullamimavan antibivotik uygulainanm
gindeme getirmistic Ancak ber iki kimyasal tla¢ da patojenin dayamikldik kazanmas:

gibt micadele agisindan ¢ok daha dnemli bir sorunu giindeme getirmistr Bu yiizden
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toplamlan izolatlann dayantkli olup olmadif: incelenmistir. Bu amacla bakir (bakir
oksikloriir), streptomycine ve oxytetracycline’nin izolatlar tzerindeki etkinliginin
saptanmast i¢in denemeler kurulmugtur Bakira karsi dayamkhlik testinde 0,02, 0.04,
0,08, 0,16 ve 1,10 mM’lik dozlar CYE ortaminda denenmistir Dayanikitligin
degerlendirtimesinde koléyllk saglamast ag¢isindan pozitif kontrol olarak da X
axonopodis pv vesicatoria XNVP26 straini kullamfmusur Tim izolatlarin, bakinn
sadece 0,16 ve 1,10 mM’lk dozuna hassas olduklan saptanmistir  Kurulan
streptomycine denemesinde 100, 500 ve 1000 ug/ml’lik dozlar denenirken,
oxytetracychne denemesinde ise 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik dozlar kullanilmistic
Streptomycin  denemesinde 100 pg/mide 0-0,1 cm zon olusumu saptanirken
500ug/mbP’de 0,3-0,5 cm arasinda zon olusumu ve 1000pg/mi’de 05-07 cm zon
olusumu saptanmistit Oxytetraiycline denemesinde ise bu sonuglar, 10 ve 25ng/mt’de
antibiyotifin etkin olmamas: scklinde ortaya ¢ikarken, 50 ve 100 pg/ml’de swrasiyla
02-04 ve 04-0 5 em’lik zon olusumu seklinde meydana getmistir Her ¢ denemede,
patojenin Bati Akdeniz Bélgesinde bakira ve antibiyotife dayamkhilik agisindan sorun

cikaracak boyutlara erigmedigmi gostermektedir

Patojenin molekiler dizeyde daha 1y1 tammlanmasi, epidemilerin kisa siirede
saptanmasi yamnda, patojene karsi kaltirel ve kimyasal yeni mucadele olanakiarinin
gelistrilmesindede 6nem tasimaktadir Bu amagcla son yillarda hizia gelisen PCR
tekniklerinden hareketle Frwinia amylovora’ya 6zgii kromozom lzerinde bulunan

ekzopolysakkarit iretiminden sorumiu bélgeye ait iki primer kullanilarak (AMSbL ve
AMSDb) PCR vyapumustr | kb'lik DNA markéra kullamidiinda tim bakter

izolatlarinda 1 6 kb’lik amplifikasyon géralmustiir

Tum Erwinia amylevore patojenlerimin plasmid ektraksiyonlan yapimistir
Frwinia stewartii plazmidlen standart markor olarak  kullamlmistir - Yapilan
extraksiyon sonucunda tum izolatlarin plasmid buyaklugu agisindan homojen bin
dagihm goésterdiklert saptanmstir Yapilan ¢alismalarda da ortaya kondugu iizere,

bakteriyel izolatlarin tamaminda 29 kb’lik tek bir plasmide rastlanmistir
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Ulkemiz agisindan bityitk 6nem teskil eden ates yanikhgs hastalik etmeni ile
ilgili olarak yapilan bu ¢alisma, daha sonra tlkemizde yapiacak caligmalara 1sik

tutmast acisindan onem tasimaktadir

Daha soma vapilacak detaylandinimis molekiler duzeydeki calismalar
sayesinde patojenlerin cografi dagilimi ve farkli konukculara bagh olarak genetik
gegitlilik gosterip gostermedi@i incelenebilir  lleri duzeyde vyapitacak molekiler
galismalar RAPD, AFLP, REP-PCR ve Pulsed Field Jel Elektroforezis tekmkleri

kullamlatak = amylovora strainlerinin daha detayl tanimlamalart yapiabilir

Ozellikle. ilkemizde kimyasal ila¢ kullantmim smrlandirmak icin ciftciyi
bilinglendirecek tarimsal vaynn caligmalanna destek  verilmelidir  Zamanmda
yapitacak kilturel micadeleye daha fazla onem verilmes: saglanmahdir £,
amylovora’min entegre mucadelesinde potansiyel fungus ve bakteri kékenli bivolojik
tlaglarin ve bitkisel kokenlt dogal ilaglarin kollannmimn vayginlastinlmasr amaciyla
caligmalarim vapiimast ve bu tir calismalara destek verilimesi buyitk onem arz

~ ctmektedir
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