CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU

YUK SEK LiSANSTEZi

Hatice ORNEK

BEGONYADA (Begoniae sp.) BAKTERIYEL LEKE VE YANIKLIGA
NEDEN OLAN Xanthomonas axonopodis (Ssyn: campestris) pv.
begonia@ NIN  KARAKTERIZASYONU VE FARKLI BEGONYA
CESITLERININ HASTALIGA DAYANIKLIGI

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

ADANA, 2006



CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERIi ENSTIiTUSU

BEGONYADA (Begoniae sp.) BAKTERIYEL LEKE VE YANIKLIGA
NEDEN OL AN Xanthomonas axonopodis (Syn: campestris) pv. begoniae’' NIN
KARAKTERIZASYONU VE FARKLI BEGONYA CESITLERININ
HASTALIGA DAYANIKLIGI

Hatice ORNEK
YUK SEK LiSANSTEZi

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

Bu tez 16/08/2006 Tarihinde Asagidaki Juri Uyeeri Tarafindan
Oybirligi/Oycoklugu ile K abul Edilmistir.

[ 172= T (072 Imza....cocoeveviviiieene,
Dog.Dr. Yesim AY SAN Prof.Dr. Ozden CINAR Prof.Dr. Sevil ALTAN
DANISMAN UYE UYE

Bu tez Enstitimiz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmastar.
Kod No:
Prof. Dr. AzizERTUNC

Enstiti MUdiri
Imza ve Muhir

Bu calisma C.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tar afindan desteklenmistir .
Proje No: ZF2005Y L 48

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, gizelge, sekil ve fotograflarin kaynak
gosterilmeden kullanimi 5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hikiimlere tabidir.



0z

YUKSEK LISANS TEZI

BEGONYADA (Begoniae sp.) BAKTERIYEL LEKE VE YANIKLIGA
NEDEN OLAN Xanthomonas axonopodis (syn:campestris) pv. begoniae’ NIN
KARAKTERIZASYONU VE FARKLI BEGONYA CESITLERININ
HASTALIGA DAYANIKLILIGI

Hatice ORNEK
CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANABILiM DALI

Damgman: Dog. Dr. Yesim AY SAN
Y11:2006, Sayfa:66
Juri : Prof. Dr. Ozden CINAR

Juri : Prof. Dr. Sevil ALTAN

Adana, Manisa ve Istanbul illerinde Uretilen Begonia x tuberhybrida’ mn (yumrulu
begonya) yapraklarinda diizensiz lekeler, kagit gibi incelmeler ve genel bir yaniklik;
govde kisminda ise hafif bir yumusama, renk degisimi ve bakteriyel akinti
saptanmistir. Hasta begonya bitkilerinin yaprak ve govdelerinden YDC ve King B
besi yerlerinde izolasyonlarda sar1 renkte ve mukoid gelisen 17 adet bakteri izolati
elde edilmistir. Patojenite calismalarinda, tum izolatlar yumrulu begonya
yapraklarina puskurtme inokulasyonla bulastirildiginda 7-10 gin iginde yapraklarda
hastalik belirtileri gozlenmistir. Klasik bakteriyolojik teknikler, indirect-ELISA testi
ve tum hicre yag asit metil ester analizlerine (FAME) dayanan Mikrobiyal Tam
Sistemine gore patojen bakteri Xanthomonas axonopodis pv. begoniae olarak
tamlanmustir.

Etmenin yumrulu, rizomlu ve lifli koklu begonyalara ait 14 farkl: ¢esidinin ve
cilek begonyasinin bu hastaliga reaksiyonlar1 da arastirilmistir. Bu etmenin yaprak
enfeksiyonlarina karst Begonia carollina ve Begonia masoniana dayanikli olarak
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: begonya, bakteri, ELISA, hastalik dayanklilig




ABSTRACT
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CHARACTERIZATION OF Xanthomanas axonopodis (Syn: campestris) pv.
begoniae, CAUSAL AGENT OF BACTERIAL SPOT AND BLIGHT DISEASE
ON BEGONIA (Begoniae sp.) AND RESISTANCE OF DIFFERENT
BEGONIA CULTUVARS TO THE DISEASE
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In Adana, Manisa and Istanbul, irregular necrotic lesion on lecues, necrosis and
general leaf blight, rotting discoloration of stem and bacterial exudates were
obserwed on Begonia x tuberhybrida (tubercular begonia). Seventeen bacterial
strains were isolated from infected leaves and stems by several isolations on YDC
and King's medium B. In pathogenicity tests, all strains were found as pathogenic on
tubercular begonia leaves by spray inoculations within 7-10 days . All strains were
identified as Xanthomonas axonopodis pv.begoniae by classical bacteriological
System based on fatty acid methyl ester analysis (FAME).

Disease resistance of different begonia cultivars including tuberious, wax and
rex begonias were also investigated. Begonia masoniana were found as less
susceptible to leaf infections of the disease. Begonia carollina and Begonia
masoniana were found as resistance to ssem infection of the disease.

K ey words: begonia, bacteria, ELISA, disease resistance




ONSOz

Begonyada bakteriyel leke ve yaniklik hastaligi etmeni Xanthomonas axonopodis
(syn:campestris) pv. begoniae (Xab)'mn varhigi 1920'li yillarin sonlarindan beri
bilinmektedir. Begonyalarda bu hastaligin bakteriyel kokenli oldugu ilk kez 1928
yilinda Danimarka da Dawson tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra hastalik 1938
yilinda ABD’ de ortaya cikmustir. O tarihten bu zamana kadar begonya yetistirilen pek
cok yerde bu hastalik gorulmiistir. 2004 yilinda Adana, Mersin, Manisa ve istanbul
illerindeki sts bitkileri Oretimi yapan blyidk ve kicik oOlcekli tretim yerlerinde
yaptigimiz arastirmalarda begonyada yaprak yamkligi belirtileri gosteren bitkiler
tespit edilmistir (Daughtrey ve ark., 1995).

Hastaligin tek konukcusu olarak Begonya bitkisi bilinmektedir. Hastalik
bitkinin yapraklarinda tipik kahverengi lekeler ve yaniklik olusturmanmin yam sira
epifitik olarak yaprakta ve sistemik olarak da iletim demetlerinde bulunabilir.
Y apilan bu yuksek lisans tez calismasinda Begonya yapraklarinda leke belirtilerinden
etmen izole edilmis ve tamsi morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, Indirect-ELISA ve
yag asit metil ester analizi ile yapilmistir. Bu cgalismayla Cilek Begonyasinin
(Saxifraga stolonifera) da konukgusu oldugu belirlenmistir. Ayrica farkli begonya
gesitlerinin bu hastalik etmenine dayaniklilik diizeyleri de arastirilmistir. Bu tezde
elde edilen bulgularin begonya Uretimi yapan isletmelere ve bu konuda calisacak

arastiricilara faydal1 olmasini dilerim.

Zir.Muh. Hatice ORNEK
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1.GIRIS Hatice ORNEK

1.GIRIS

Gunluk yasantimizda sis bitkileri gorsel ve fonksiyonel etkileri ile hemen her
alana girmistir. Ayrica gelisen bir tarimsal sektor olarak sus bitkileri Gretiminin Ulke
ekonomisine belirli bir diizeyde katkisi da bulunmaktadir. Ulkemizde 6zellikle son
on-on bes yilda sis bitkileri Oretimi ve ticaretinde hizli ve dinamik bir artis goze
carpmaktadir. Bu artis icinde kesme cigek Uretiminde Antalya, dis mekan sis bitkileri
Uretiminde izmir ve Yalova, i¢c mekan sis bitkileri tretiminde ise Yalova ve Adana
illeri ilk siralarda yer almaktadir. Dis mekan sis bitkileri ihtiyact ¢cogunlukla kamu
kurum ve kuruluglara bagli olarak tesis edilen fidanliklarda yapilmaktadir. Ancak, bu
konuda giderek cesitlenen ve artan ihtiyaclari tam olarak karsilayacak bir yurt ici
Uretim kapasitesine ve teknolojik seviyeye ise heniiz ulasilamamistir. Ortaya ¢ikan
sis bitkileri acigr yurt disi kaynakli celik, fide, fidan ve yetiskin bitkilerle
kapatilmaya calisilmaktadhr. ithalat1 yapilan turler ic ve cis mekanda farkl: amaglar
icin kullanilmaktadir. Yurtdigi kaynakli i¢c mekan bitki turlerinin kiigik fideleri sera
kosullarinda biyuttlerek pazarlanmaktadir (Sozen ve ark. 1991; Zencirkiran, 2004).

Bu sektore bitki korumaci gozlyle bakildiginda as1 gozi, celik, fide, fidan, anag
bitki gibi 0Oretim materyali ithalati ile Ulkemize yeni hastaliklarin girisi
olabilmektedir. Oden (1991)’in bildirdigine gore tlkemizde siis bitkileri hastaliklar:
Uzerine ilk calismalar Tirkmenoglu (1953), Karel (1958), Karahan (1969) ve Grcan
(1970) tarafindan yapilan fungal hastaliklarin ilk kayitlaridir. Bornova Zirai
Miucadele Arastirma Enstitiisi tarafindan 1979-1984 yillar: arasinda sus bitkilerinde
sorun olan hastaliklar Gzerine yurUtilen proje sonucunda hicbir bakteriyel hastalik
etmeni  bulunamamustir Bakteri hastaliklarr Uzerine ilk detayli arastirma Oden
tarafindan yapilan doktora calismast olmustur (Oden, 1991). Arastirici istanbul ve
Izmir illerinde yaptigi incelemelerde krizantem ve gullerde Agrobacterium
tumefaciens (kok bogazi uru), Schlangenlcraut palustris (Kala), Ariocarpus trigonus
(Kaktis), Lilium candidum (Zambak), Sainipaulia ionatha (Afrika Menekses),
Dieffenbachia sp. (Difenbahya) ve Gerbera L. da (Gerbera) yumusak clriklige
neden olan Erwinia carotovora subsp. carotovora’yi tamlamustir (Oden, 1991). Dogu
Akdeniz bdlgesinde 2000'li yillarin baslarinda ise Gul’'lerde A. tumefaciensin ve
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1.GIRIS Hatice ORNEK

Difenbahya larda ise E. c. subsp. carotovora’ nin neden oldugu bir hastalik patlamasi
belirlenmistir (Aysan ve Sahin, 2003a; Aysan ve Cetinkaya-Y1ldiz, 2002; Cetinkaya-
Yildiz ve ark., 2004). Aysan ve Sahin (2003b) Antrium andreanum’ da (Filamingo
Cicegi) bakteriyel yamkliga neden olan Xanthomonas axonopodis pv.
dieffenbachiae’'mn tlkedeki ilk raporunu yayinlamistir. Mirik ve ark (2004) dal,
gbvde ve yapraklarda ur olusumuna neden olan Pseudomonas savastanoi’yi Adana,
Mersin, Antalya ve Izmir illerinden topladiklari Nerium oleander (Zakkum),
Jasminum officinale (Yasemin), Myrtus communis (Mersin Calisi) ve Fontonesia
phillyreoides (Cilbirti Calis))’den izole edilmis ve bu izolatlarin fenotipik
karakterizasyonlar1 yapmislardir. Konya'da Lal€'lerde sogan, yaprak ve sap
curdklagine neden olan Pectobacterium (synonim:Erwinia) carotovorum da problem
oldugu bildirilmistir (Boyraz ve ark., 2006).

Son birkag yildir Dogu Akdeniz Bblgesinde Begonya bitkilerinde yaprak lekesi
ve yanikligi belirtileri gozlenmektedir. Begonya'da yaprak leke hastaligina
Xanthomonas axonopodis (syn:campestris) pv. begoniae adli bakteri neden
olmaktadir. Bu hastalik yaklasik 50 yil1 askin bir gegmisi olan Begonya' larin énemli
bir yesil aksam hastaligidir. Begonyalarda bu hastaligin bakteriyel kdkenli oldugu ilk
kez 1928 yilinda Danimarka da Dawson tarafindan rapor edilmistir. 1938 yilinda da
ABD’de varligi belirlenmistir. O tarihten bu zamana kadar Begonya yetistirilen
hemen hemen her yerde bu hastalik gérdlmustir (Daughtrey ve ark., 1995).

Xanthomonas axonopodis pv. begoniae nin bugine kadar tespit edilmis tek
konukgusu Begonyadir. Anavatanm Hindistan olan Begonya bitkisi rizomlu, liflikokla
ve yumrulu olarak t¢ ana gruba ayrilir. Bu gruplar icerisinde yaklasik 900 farkl1 gesit
bulunmaktadir (Daughtrey ve ark., 1995).

Adana ve Mersin illerinde Uretim yapan cesitli isletmelerde 2004’ den beri
begonya yaprak yaniklig: belirtileri gosteren bitkiler tespit edilmistir. Ayrica Istanbul
ve Manisa illerinde de bu tip belirti gosteren bitki Ornekleri laboratuarimiza
gonderilmistir. Bu yuksek lisans tez calismasinda Dogu Akdeniz Boélgesinde
Begonya da bakteriyel yaprak leke ve yanikliga neden olan etmenin izolasyonu, elde
edilen izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler, serolojik (Indirect-
ELISA), molekiler (PCR) ve yag asit metil ester (Fatty Acid Methyl Ester:FAME)
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analizleriyle tamsi amaglanmistir. Patojenite testlerinde rizomlu, liflikokld, yumrulu
begonya cesitleri ve gilek begonyasi kullamlmistir. Cilek begonyasinin (Saxifraga
stolonifera) bu etmenin konukgusu olup olmadigi bilinmese de calismaya dahil
edilmistir.

Xanthomonas axonopodis pv. begoniae pek c¢ok begonya cesidinde farkl
duzeylerde hastalik olusturmaktadir. Gulizel yaprak sekillerine sahip ve uzun zaman
cigekli kalan farkli hibrit begonya g¢esitleri son yillarda tlkemize giris yapmaktadr.
Bu calisma gergevesinde biz etmeni yumrulu begonya gesitlerinden izole ettik ancak
diger cesitler de etmenin tehdidi altinda olabilir. Bu nedenle yeni ithal edilen
cesitlerde patojenin potansiyel bir tehlike olusturup, olusturmayacag: dikkate alinarak
farkli gesitlerin bu hastaliga dayanikliliginin  belirlenmesi bu yutksek lisans

calismasinin diger bir amacini olusturmustur.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Amerikan Fitopatoloji Derneginin hazirlamis oldugu yesil yaprakli ve gicekli
sis bitkileri hastaliklar1 Kkitaplarinda Pseudomonas ve Xanthomonas'larin neden
oldugu yaprak lekeleri, Erwinia yumusak ciriklikleri ve ur olusumuna neden olan
Agrobacterium tdrleri Uzerine pratik bilgiler, bakteriyel hastaliklarin simptomlari,
tamsi ve micadelesi hakkinda resimli bilgiler yer aimaktadir (Chase, 1987; Daugtery
ve ark., 1995).

Sis bitkilerinde hastalik olusturan Xanthomonas tdrleri incelendiginde
Xanthomonas axonopodis (sinonim campestris)’in pek ¢cok patovarimn gesitli siis
bitkilerinde patojen oldugu gérilmektedir. Bu turler genellikle yaprak lekesi, yaprak
ve govde yanikligi belirtileri olusturarak siis bitkileri Gretiminde 6nemli kayiplara
neden olurlar.

Florida, ABD’de Araceae familyasindan cesitli stis bitkilerinde (Aglaonema,
Anthurium, Colocasia, Dieffenbachia, Epipremnum, Philodendron, Syngonium ve
Xanthosoma) kloroz ve sistemik enfeksiyona ve sonugta bitki 6limtne neden olan
bakteriyel etmenleri Xanthomonas campestris pv. syngonii ve Xanthomonas
campestris pv. dieffenbachiae olarak tamlanmigdir. Fizyolojik ve patojenite testleri
ile yag asit analizlerine gore izolatlarin karakterizasyonunu yapilmigdir (Chase ve
ark., 1992). Norman ve Alvarez (1989 ve 1994) Anthurium andreanum da
(Filamingo Cicegi) Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae’ mn hizli tamisinda
secici besi yerine ve serolojiye dayanan bir yontem gelistirmistir. Bu etmenin
Ulkemizdeki varlig: darapor edilmistir (Aysan ve Sahin, 2003b). Etmenin Anthurium
andreanunt da molekiler yontemlere (RAPD-PCR, 1C-PCR ve nested PCR) dayanan
duyarl: tamist Uzerine g¢esitli arastirmalar bulunmaktadir (Khoodoo ve Jaufeerally-
Fakim, 2004; Khoodoo ve ark., 2005a ve 2005b ; Robene-Soustrade ve ark., 2006).

Stravato ve ark. (2004), Euphorbia pulcherrima’da (Atatirk Cicegi)
Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola’ mn varligin italya da saptamuslardhr.
Cin’de de Euphorbia pulcherrima’da (Atatirk Cicegi) yaprak lekesi etmeni olarak
Xanthomonas campestris pv. poinsettia’ nin neden oldugu belirlenmisdir (Li ve ark.,
2006).
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Sahin ve ark. (2003) 1997-1998 yillar1 arasinda sinya bitkisinde (Zinnia
elegans) yaprak lekelerine neden olan bakteriyi  morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal, yag asit analizleri ve patojenite testleriyle Xanthomonas campestris
pv. zZinniae olarak tanmlamislardir.

Bu etmenler disinda Euphorbiaceae familyasindaki bitkilerde yaprak lekesine
neden olan Xanthomonas axonopodis pv. euphorbiae, Clerodendrum phlomidis de
(Ganikarika bitkisi) patojen olan Xanthomonas campestris pv. clerodendri, Lantana
camara’da (Cali Minesi) patojen olan Xanthomonas axonopodis pv. lantanae, Ficus
spp.’de patojen olan Xanthomonas axonopodis pv. fici, Hedera helix'de (Orman
Sarmasigl) patojen olan Xanthomonas axonopodis pv. hederae, Hibiscus rosa-
sinensis'de (Japon Gull) patojen olan Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
turleri bilinmektedir (Daughtrey ve ark., 1995; Chase, 1999).

Sardunyada bakteriyel leke ve solgunluga neden olan Xanthomonas
campestris pv. pelargonii Uzerine pek ¢ok calismanin da yapildigi gortlmektedir
(Manulis ve ark., 1994; Sulzinski ve ark., 1995; Batur-Michaelis, 2003). Bu hastalik
da pek ¢ok Avrupa llkesinde ve Israil’ de yaygindir. Etmenin serolojik ve molekiler
yontemlerle hizl1 tarisi, uygun besi yerlerinin belirlenmesi, simptomsuz bitkilerde
saptanmasi icin ¢esitli  yontemler ve miicadelesi Uzerine cesitli arastirmalar
bulunmaktadir (Nameth ve ark., 1999). Bolumumiizde ise bu etmenin biyolojik
mucadelesi Uizerine bir yiksek lisans ¢alismasi da yuritilmektedir.

Bu tez calismasin yapildigi sis bitkisi olan Begonya' da bakteriyel hastalik
olarak yumusak curtklige neden olan Erwinia chrysanthemi ile yaprak lekes ve
yanikliga neden olan Xanthomonas axonopodis pv. begoniae bilinmektedir (Saltink
ve Kamerman, 1971; Benedict ve ark., 1990; Daughtrey ve ark., 1995; Chase, 1997).

Xanthomonas campestris pv. begoniae ilk kez 1928 yilinda Dawson
tarafindan Danimarka’ da Begonia socotrana x Begonia Dregei ‘Gloire de Lorraine
hibrit Begonyada tammlanip rapor edilmistir. 1938 yilinda Avrupa da ve 1939
yilinda da ABD’de varligi belirlenmistir. O tarihten bu zamana kadar Begonya
yetistirilen hemen hemen her bdlgede gordlmustir (Daughtrey ve ark., 1995).
Hastaligin ilk simptomlari Begonyanin alt yapraklarinda 1 mm capindaki kigik su
emmis lekeler seklindedir. Lekeler arttikca 6zellikle yaprak kenarlarinda diizensiz
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dairesel, nekrotik alanlar olusur ve bunlar birlesebilir. Hastalik simptomlar: Begonya
cesitlerine ve etmenin bitkiye girisine gore degisiklik gosterebilir. Etmen
hidadotlardan bitkiye giris yapmis ise yaprak kenarinda tek leke seklinde hastalik
baslar. ince uzun yaprakl: turler haric genelde yapraklarda hastalik “V” seklinde
lekeler olusturur. Liflikokli begonyalarda (Begonia x semperflorens-cultorum) ise
karakteristik yaprak lekeleri gbzlenmemistir. Bakteri kokteki yaralardan bitkiye girip
sistemik ilerlemisse, yaprak lekeleri gortilmez, bitkide solgunluk, yaprak ve gévdede
yaniklik belirtileri gozlenir. Sistemik enfeksiyonlarin ilk simptomlarindan biri de,
yaprak saplarindaki su emmis lekelerdir. Bunun sonucunda gévde ici bosaldigindan
bitkiler ¢okebilir. Ince uzun blylyen, gévdesi kalin ve sert dokulara sahip rizomlu
begonyalar (6rnegin; salon begonyasi Begonia corallina) kismen de olsa sistemik
enfeksiyonlara dayanklidir. Yumusak govdeli yumrulu ve liflikoklu gigekli begonya
cesitleri sistemik enfeksiyonlara son derece duyarlidir. Siddetli enfeksiyonlarda
yumrulu begonyalarin gigekleri hizlica kuruyarak dokulirken, yapraklart govde
Uzerinde sararmis sekilde kalir. Siddetli enfeksiyonlarda rizomlu begonyalarin
yapraklar1 kuruyarak dokulir. Yilda bir kez cigek actigi icin her zaman cicek
enfeksiyonlarina rastlamimayabilir (Daughtrey ve ark., 1995).

Yiksek sicaklik ve nem bu hastaligin gelisimini artirir.  Bulasikligin
engellenmesi patojenin yayilimi icin énemlidir. Enfekteli bitki materyalleri bulasiklik
icin 6nemli kaynaklardir. Xanthomonas axonopodis pv. begoniae bir yildan daha az
bir sire kuru havada begonya lizerinde yasayabilir. Patojen hastalik olusumundan
once birkag ay yesil aksamda epifitik olarak bulunabilir. Tohumda ise bakterinin
varligina rastlanilmamistir. Hastalik koklerden yesil aksama, yesil aksamdan koklere
tasinabilir. Bu esnada hastaligin saglikli bitkilere tasinmasi sulama suyuyla da az
oranda olabilmektedir (Daughtrey ve ark., 1995).

Atmatjidou ve ark (1991) Begonia x hiemalis yetistirilen bir alanda
Xanthomonas axonopodis pv. begoniae ile bulasik sulama suyu kullanildiginda temiz
alanlara etmenin sulama suyuyla tasinma oramimin %2.5 gibi distk bir dizeyde
oldugunu belirlemislerdir.

Xanthomonas axonopodis pv. begoniae'nin bugine kadar belirlenmis
konukcular1 Begonia alba, Begonia x hiemalis, Begonia gracilis, Begonia socotrana,
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Begonia rex-cultorum, Begonia semperflorens-cultorum, Begonia x tuberhybrida,
Begonia cucullata, var. hookeri, Begonia x drostii, Begonia x pictavenis, Begonia
schmidniana var. orosea ve Begonia rex olarak rapor edilmistir (Daughtrey ve ark.,
1995).

Begonya ¢esitlerinin pek ¢ogu bu etmene duyarli olmasina ragmen cesitler
arasinda farkhiliklar oldugu tespit edilmistir. Begonya cesitlerinin timi orta
duyarlidan ¢ok duyarliya dogru gruplandirilmistir (Strider, 1975). Pek ¢ok arastirici
bu cesitlerin orta ve ¢ok duyarli olmasi konusunda ayn: fikirde olmamasina ragmen
rizomlu begonya grubunda yer alan bazi begonya ¢esitlerinin duyarliligi konusunda
farkli gorusler vardir. Daughtrey ve ark. (1995) min bildirdigine gore Harri ve ark.
(2977) rizomlu begonyalar1 oldukga dayanikli olarak nitelerken Welhburg (1967) ¢ok
duyarl1 gesitlerin de bulundugunu belirtmektedir.

Chase (1992) rizomlu begonyalardan Begonia rex-cultorum'un 15 farkli
¢esidinin - Xanthomonas axonopodis pv. begoniae€ya duyarlilik dizeylerini
arastrmistir. New Drop, Meteor, Mikado ve Phoenix Red cesitlerin ¢ok duyarls;
Cleopatra, Her Mgjesty, Red Pride ve Tiger Kitten ¢esitlerinin orta duyarli; Duarten,
Helen Teupel, Marion Louise, Pauline, Peace, Red Dot ve Vesuvius ¢esitlerinin az
duyarl1 olduklarin: belirlemistir.

Dye adl1 arastirici bu bakterinin besinsel isteklerini belirlemis ve karakteristik
Ozdlliklerini listelemistir (Daughtrey ve ark., 1995). Xanthomonas axonopodis pv.
begoniae etmeni gubuk seklinde (0.5-0.7 x 1.0-1.5 pum) ve tek flagelluma sahiptir.
Etmen %3-4'luk NaCl (maximum konsantrasyonda) varliginda gelisir ve min/max
sicaklik istekleri 7-9°C ve 35°C’ dir. Cysteine hidrojenchlorid ve peptondan hidrojen
silfit ve sadece peptondan amonyum dretir. Etmen hidrojen, nisasta, esculin iceren
besi yerinde (tamamiyle 30 ginde) ve orta dizeyde lipolitik aktiviteye sahiptir.
Patojen Yeast Dekstroz Calsiyum Carbonat Agar (YDCA) bes yerinde parlak sari
renkte gelisirken en iyi A Selective Medium for Xanthomonas (SX) besi yerinde
gelisir (Chase, 1987).

Benedict ve ark. (1990) Xanthomonas axonopodis pv. begoniae’ min hizli ve
guvelilir ~ (patovara  spesifik) tamsinda  kullanmak  Gzere  bakterinin
lipopolisakkaritlerini  izole ederek bunlara spesifik monoklonal antibadiler
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uretmislerdir. Uretilen antiserum 130 Xanthomonas ve 89 Xanthomonas olmayan tiire
kars1 testlendiginde sadece Xanthomonas axonopodis pv. begoniae’'yr tamyarak
patovara spesifik bir monoklonal serum oldugu belirlenmistir.

Senchenkova ve ark. (1999) Xanthomonas axonopodis pv. begonia€ nin
bitkide su emmis Iekelere neden olurken virllenslik faktori olarak
lipopolisakkaritleri  kullandigimt  belirlemistir.  Zhang ve Kong (2002),
lipopolisakkaritlerin yapisinda bulunan zincirleri agiga ¢ikarmislardir.

Hakkaart ve Versluijs (1983) Xanthomonas axonopodis pv. begoniae ile
micadelede hastaliksiz Uretim materyali kullammimin dnemini vurgulamis ve
arastirict bulagik olmayan Begonya bitkileri Uretebilmek igin Begonia elitior ana
bitkilerinden doku kdilturiyle hastaliksiz bitkiler elde etmislerdir.

Bakteriyel yaprak leke ve yaniklik hastaligi 1920’ lerin basindan beri Begonya
uretiminde kayiplara neden olmasina ragmen, kimyasal kontrol disinda hastaligin
mucadelesiyle ilgili ¢cok az arastirma yapilmistir. Bakir hidroksit ve Streptomycin
slfat en iyi kimyasallardir. Streptomycin silfat 600 ppm'de ¢ok etkilidir. 200 ppm
oraninda ise haftada 2 kez uygulanabilir. Bakir hidroksit tamamiyle kontrol saglar
ancak Rieger elatior gibi bazi begonyalarda fitotoksiteye neden olabilir. Hastalik
kontrolinde enfekteli yapraklarin uzaklastirilmas: gibi kiltrel dénlemler dnemlidir.
Kultdrel dnlemler yapilmadikca kimyasal kontrolde de basar1 elde edilmez. Temizlik
onlemleri bu etmenin kontroliinde 6nemli bir uygulamadir. Uretim alanindaki hasta
bitkiler goraltr gorulmez yok edilmelidir. Sistemik enfeksiyonlara neden olacagindan
yapraklari lekeli bitkiler atilmalidir. Hastalikl1 bitki parcalar: da en kisa sirede tretim
alanindan uzaklastirilmali ve calisanlarin bunlara elle temasi engellenmelidir.
CGalisanlarin sik sik ellerini yikamalar: gerekmektedir. Ayni sekilde kullamlan sulama
suyunun da temizligi hastaligin yayilmasinda énemlidir.Y agmurlama sulama sonucu
yapraklar uzun sire 1slak kalacagindan bakteri kisa siirede hizla ¢cogalir. Bu nedenle
yagmurlama sulamadan kaginmak gerekir (Chase ve ark., 1992). Gubreleme ile
hastalik gelisimi arasinda iliski bulunmaktadir. Onerilenden daha yiiksek dozda
gubreleme yapildiginda hastalik diizeyinde azalma gozlenmistir (Chase, 1997).

Shaw and Chase, (1991) rizomlu Begonyalardan Begonia rex-cultoruntun
Mikado ¢esidi Uzerinde yaptiklar: bir ¢alismada normal doz gubrelemeye gore 3 kat
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fazla doz kullandiklarinda Xanthomonas axonopodis pv. begoniae nin neden oldugu
hastaligin siddetinde azalma tespit etmislerdir. Ancak bu tur uygulamalarin verdigi
maddi zarar ve bitkide meydana gelebilecek diger degisiklikler arastirilmamustir.
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3.MATERYAL VEMETOD

3.1.Materyal

Survey aani, boélge izolatlari, Yunanistan Benaki Engtitisinden Dr.
Alivizatos dan temin edilen BPIC 2013/94 kodlu Xanthomonas axonopodis pv.
begoniae referans kiiltirii, Almanya Georg-Agust Universitesi Dr. Rudolph’ dan
temin edilen GSPB 382 kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
GSPB 1405 kodlu Erwinia caratovora subsp. caratovora, GSPB 224 kodlu
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, GSPB 2097 kodlu Pseudomonas cichorii
referans izolatlari, 58/1 (r) kodlu Erwinia amylovora bolge izolati, Adana, Incirlik,
Tarsus ve Hatay illerinden elde edilen Begonya cesitleri, bes vyerleri, cesitli
kimyasallar, ELISA tan kiti ve PCR malzemeleri bu calismada materyal olarak

kullanil mastur.

3.2.Metod

3.2.1.Hasta Begonya Bitkilerinin Toplanmas

Adana ve Mersin'de begonya Uretimi yapan veya baska yerden getirip
satisinin yapildigr yerler Mart 2005, Subat 2006, Nisan 2006 ve Mayis 2006
tarihlerinde ziyaret edilmistir. Uretim ve satis yapan Kisilerle yapilan gorusmelerde
saksil1 halde bulunan toplam Begonya sayisi ve bu etmenden dolay: hastalanmis bitki
sayilart kaydedilmistir. Hasta Begonya bitkileri cesitli izolasyon yontemleriyle
patojen bakteriyi izole etmek icin toplanmustir. Ayrica Manisa ve Istanbul illerinde
Begonya larda benzer sikayetler olmus ve ornekler laboratuarimiza posta yoluyla

gonderilmistir.
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3.2.2. Begonyada Bakteriyel Leke ve Yanikhk Etmeninin Izolasyonu

Y aprak lekesi ve yaniklik simptomu gosteren Begonya bitkileri gazete kagidi
arasina sarilip polietilen torba igerisinde laboratuara getirilmistir. Gvde ve yaprakta
hastalikli ve saglikli kismui igeren 2-3 mm buyUkligunde bitki pargalart alinip
%70’ lik alkol veya %1’ lik NaOCI ile yluzeyden dezenfekte edilmistir. Parcalar steril
havanda %0.85 NaCl iceren saline bufferda homojenize edilmistir. Bir 6ze dolusu
slispansiyon alinip Nutrient agar, YDC agar ve King B besi yeri igeren petrilere gizgi
ekimiyle cizilmis veya 100 pl stispansiyon besi yerlerine yayilmistir. 25°C’ deki
inktbatdrde 4-5 gunlik inklibasyondan sonra gelisen koloniler incelenmis ve sari
renkli koloni morfolojisine sahip olanlar saflastirilmistir. Saflastirilan izolatlar
gelecekteki calismalarda kullaniimak Gzere egik olarak hazirlanmis YDC agar besi
yerinde gelistirilmis ve +4°C’ de buzdolabinda saklanmustir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.3. Patojenite Testi

Patojenite testinde rizomlu Begonya (Begonia carollina, B.carollina hyb
‘Lucerna’, Begonia masoniana), yumrulu begonya (Begonia x tuberhybrida), lifli
kokli begonya (Begonia semperflorens-cultorum) cesitleri ve cilek begonyasi
(Saxifraga stolonifera) kullanilmistir. Ticari olarak satin alinan Begonya cesitleri
icinde 3:2 oraninda toprak ve torf karisimi bulunan plastik saksilara (8.5 x 8.5)
sasirtilmustir. Sasirtilan bitkiler 25°C sicaklik, % 70-80 nem ve 16 saat aydinlik, 8
saat karanlik kosullardaki iklim odasinda muhafaza edilmistir.

Patojenite testinde kullamlacak bakteri inokulum diizeyi yapilan bir 6n
denemeyle tespit edilmistir. YDC besi yerinde gelistirilen 48 saatlik bolge izolatlar
ve referans kilttr spektrofotometrede 600 nm 0.2 6lciim degerine ayarlanarak
sispansiyonlar  hazirlanmistir.  Elde edilen stspansiyonlardan 100ul  alinarak
icerisinde 0.9 ml steril su bulunan tiplerde 7 kez seri sulandirmalar yapilmistir. Her
bir sulandirmadan icerisinde YDC besi yeri bulunan petrilere 100ul slispansiyon

koyulmus ve bir baget yardimi ile besi yeri tzerine yayilmistir. Her seyreltme igin tic
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adet petri kullamlmistir. 25°C’'de 48 saat inkiibasyondan sonra petrilerde gelisen
koloniler sayilarak ml’deki bakteri hiicre sayisi formule (koloni sayist x 6rnegin
seyreltme serisi x 10) gore hesaplanmustir (Klement ark., 1990). Peatojenite
calismalarinda  yaklasik 7x10° hiicre/ml inokulum yogunlugu kullanimustur.
Hazirlanan bakteri stspansiyonu bir el pilverizatori  yardimiyla yapraklara
puskirtilmustir. inokulasyonda kolaylik saglamasi amaciyla yapraklar elle hafifce
ovalanarak yaralanmasi saglanmistir. Patojenite testlerinde pozitif kontrol olarak
BPIC 2013/94 kodlu Xanthomonas axonopodis pv. begoniae referans kiltird, negatif
kontrol olarak ise steril su kullamlmustir. Inokule edilen bitkiler yukarida 6zellikleri
belirtilen iklim odasina yerlestirilmis ve yiksek nem saglamak amaciyla 24 saat
sireyle 1slak polietilen torba icerisinde tutulmustur. inokulasyondan bir giin sonra
bitkiler nem c¢emberinden alinmis ve gunlik olarak simptom gelisimi agisindan
incelenmistir. Inokulasyondan 8 giin sonra yapraktaki tipik leke olusumuna gore
hastalik var/yok olarak degerlendirilmis ve izolatlarin patojen olup olmadig:
belirlenmistir. Simptom veren bitkilerden re-izolasyonlar yapilarak elde edilen re-

izolatlar ile tant caligmalar yapilmistir.
3.2.4. Xanthomonas axonopodis pv. begoniae' min Tan Testleri
3.2.4.1.Koloni Gelisimi
3.24.1.(1).YDC Agar Bes Yerinde Gelisim

Begonyada yaprak lekesi ve yaniklik simptomu gosteren bitkilerden re-izole
edilen bakteri kilturleri ve referans izolat (BPIC 20134/94) taze hazirlanmis yeast
(maya) dekstroz kalsiyum karbonat (YDC) agar besi yeri (Ek 1) iceren petrilere ¢izgi

ekim seklinde asilanmustir. Petriler 48-60 saat 25°C’ de inktibe edildikten sonra sar1
koloni gelisimine gore degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
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3.2.4.1.(2).Nutrient Agar Bes Yerinde Gelisim

Nutrient Agar (NA) besi yerine (Ek 1) gizilen begonya re-izolatlar: ve referans
bakteri kiltlri 48-60 saat 25°C’ de inklibasyondan sonra agik sar1 koloni gelisimine
gore degerlendirilmistir (Schaad ve ark., 2001).

3.2.4.1.(3).Tween B Bes Yerinde Gelisim

Tween B besi yerine (Ek 1) cizilen begonyada bakteriyel Ieke ve yaniklik re-
izolatlar1 ve referans bakteri kltlirti 7-14 giin 25°C’ de inkiibasyondan sonra dairesel
tumsek beyaz kristalize bir alanla cevrili sar1 koloni gelisimine gore
degerlendirilmistir (McGuire ve ark., 1986).

3.2.4.1.(4).CKTM Bes Yerinde Gelisim

CKTM besi yerine (Ek 1) cizilen begonya re-izolatlar1 ve orijinal bakteri
kalturt 7-14 gin 25°C’ de inklibasyondan sonra dairesel tlimsek cevresinde temiz bir
hale bulunan sar1 koloni gelisimine gore degerlendirilmistir (Sijam ve ark, 1991;
1992).

3.2.4.1.(5). SM Bes Yerinde Gelisim
Starch-Methionine (SM) besi yerine (Ek 1) cizilen begonya yaprak leke ve
yaniklik izolatlar: ile referans bakteri kultirti 5-7 giin 25°C’ de inkuibasyondan sonra

dairesel, konveks, merkezi koyu mavi koloni gelisimine gore degerlendirilmistir
(Chun ve Alvarez, 1983).
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3.2.4.1.(6). SX Bes Yerinde Gelisim

Xanthomonas lar icin secici bir besi yeri olan SX'e (Ek 1) cizilen Begonya
yaprak leke ve yamklik izolatlar: ile referans bakteri kilturi 3-5 giin 30°C'de
inkuibasyondan sonra 4-5 mm ¢apinda dairesel, konveks, merkezi SM ortamina gore

daha agik mavi koloni gelisimine gore degerlendirilmistir (Schaad ve White, 1974).

3.24.1.(7). MD-5Bes Yerinde Gelisim

Modifiye edilmis Kado ve Heskett'in D5-Besi yerine (MD-5) (Ek 1) cizilen
begonya re- izolatlar1 ve referans bakteri kilttrti 7-10 gin 30°C’ de inklibasyondan
sonra 3-5 mm capinda dairesel, sari, parlak ve konveks koloni gelisimine gore
degerlendirilmistir (Kuan ve Minsavage, 1985).

3.2.4.2. Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Taze hazirlanan %3 lUk potasyum hidroksit soliisyonundan lam Uzerine bir
damla damlatildiktan sonra begonya re-izolatlar1 ve referans izolatin 48 saatlik
kultdrinden platin 6zeyle alinarak soltisyona dairesel hareketlerle karistirilmistir. 15-
20 saniye sonra Oze yukari kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir slinmenin
olusmasi gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990). Kontrol olarak gram
pozitif 6zellige sahip Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (GSPB 382)
kaltdra ve gram negatif 6zellige sahip Pseudomonas cichorii (GSPB 2297) kultiri

kullanilmigtir
3.2.4.3.0ksidaz Testi
Taze hazirlanan %1’ lik N; N; N; N’ - Tetramethyl- 1.4 phenylene diammonium

diclorid erigi steril filtre kagidina damlatilmistir. Begonya re-izolatlar1 ve referans

izolatin 48 saatlik kultird platin 6ze ile 1slak kurutma kagidina gizildiginde 10 saniye
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icinde olusan koyu mor renk pozitif olarak degerlendirilmistir (Kovaks, 1956).
Pozitif kontrol olarak Pseudomonas cichorii (GSPB 2097) kulttrt kulland migtir

3.2.4.4.0ksidasyon/ Fermantasyon Testi (O/F)

Litrede 2g pepton, 53 NaCl, 0.3g KHyPO,; 3g agar, 3ml %1l'lik
bromothymolblue iceren besi yeri hazirlandiktan sonra tiplere 5’ er ml konulmustur.
121°C'de 15 dakika otoklavdan sonra 50°C'ye kadar sogutulan tiplerin her birine
soguk sterilizasyon yapilan %10’ luk glikoz solisyonundan 0.5 ml ilave edilmistir.
Taze gelistirilmis 48 saatlik begonya re- izolatlar1 ve referans bakteri kultird ile
nokta asilama yapilmistir. Her izolat icin 6 tip kullamlmistir. Bu tiplerden Ggline 1
ml steril 1hk vaspar (bir 6lgl vaselin, G¢ Olgl parafin karisimi) konarak yuzeyi
kapatilmis diger Ucline hicbir ekleme yapilmamistir. 25°C'de 5-6 gunlik bir
inkUibasyondan sonra ortam renginin sartya donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir
(Sands, 1990). Kontrol olarak oksidatif ¢zellige sahip Erwinia amylovora ve
fermantatif 6zellikteki Erwinia caratovora (GSPB 1405) kulturleri kullamlmustir.

3.2.4.5.Nisasta Hidrolizasyonu

Nisastanin hidrolizasyonu icin litrede 23 gr nutrient agar iceren besi yeri
icerisine %2 oranminda eriyebilir nisasta ilave edilmistir. Bunun icin 10ml distile suda
eritilen nisasta 1sitilarak ¢ozlldikten sonra nutrient agara ilave edilmis ve 121°C’de
15 dakika otoklav edilip steril petrilere dokulmusttr. Besi yerine cizilen begonya re-
izolatlar1 ve referans bakteri kiilttri 7-14 giin 25°C’ de inkiibasyondan sonra kilturler
Uzerine lugol erigi (1g iyot ve 2g KI 300ml distile suda eritilmistir) dokulmustir.
Nisastamin hidrolizasyonu serit seklindeki bakteri kolonisinin etrafinda meydana
gelen boyanmamis alanin izlenmesiyle saptanmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif
kontrol Xanthomonas vesicatoria (GSPB 224) ve negatif kontrol olarak Erwinia

caratovora subsp. caratovora (GSPB 1405) kullamlmistir
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3.2.4.6.Katalaz Reaksiyonu

Litrede 23g nutrient agar ile hazirlanan ortam 121°C’de 15 dakika otoklav
edildikten sonra petrilere dokulmustir. 36- 48 saatlik begonya re-izolatlar1 ve
referans bakteri kultUri ile zigzag seklinde asilanan petriler 25°C’ de 24 saat inklibe
edildikten sonra Uzerlerine 1ml %3’ lUk hidrojen peroksit dokulmusttr (soltisyon taze
olarak hazirlanmamis ve koyu renkli cam siselerde muhafaza edilmistir). Pozitif
reaksiyonda birka¢ saniye icinde katalaz aktivites sonucu agiga cikan oksijen
kabarciklar1 gbzle gortlmustir (Lelliott ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (GSPB 224) kullamlmistir

3.2.4.7. Hareketlilik Testi

Litrede 10g tryptone, 5g NaCl ve 5g agar (pH:6.8-7.2) iceren ortam tlplere 5’ er
ml konulmus ve 121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir. Besi yeri yar1 kat1 formdadhr.
TUp icersisindeki besi yerine begonya re-izolatlar1 ve referans kuiltir delme seklinde
asilandiktan sonra 25°C’de inkiibe edilmistir. Iinkiibasyondan 8, 24 ve 48 saat sonra
degerlendirme yapilmistir. Inokulasyon bolgesinden cevreye dogru yayilmus bir
koloni gelisimi gozlenmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Schaad ve ark, 2001).
Pozitif kontrol olarak Erwinia caratovora subsp. caratovora (GSPB 1405) izolati

kullanilmigtir

3.2.4.8.Levan Olusumu

Nutrient Agar besi yerine %5 oraninda Sakkaroz eklenerek hazirlanan
Sakkaroz nutrient agar (SNA) besi yerine (EK 1) begonya re-izolatlar1 ile referans
izolat cizgi ekim yontemiyle asilandiktan sonra petriler 25°C’de 3-4 gin inkibe
edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak degerlendirilmistir
(Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak 58/1 (r) kodlu Erwinia amylovora’ nin
bir bolge izolat1 kullamlmstir.

16



3.MATERYAL VE METOD Hatice ORNEK

3.2.4.9.Pektolitik Aktivite Testi

Patates yumrulart ylUzeysel dezenfeksiyon icin ©nce deterjanli suda
fircalanarak yikanmis ve daha sonra %1’ lik NaOCI’da (hypo marka %48’ lik ticari
solusyon) 3 dakika bekletilmistir. NaOCI’yi uzaklastirmak icin 3 kez steril saf suile
durulanmustir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile patates yumrularinin kabuklart
soyulmustur. Steril 1slak filtre kagidi igeren steril petri igine kabugu soyulmus bir cm
kalinlhigindaki patates dilimleri yerlestirilmistir. Bir 6ze dolusu bakteri kulttrt patates
dilimi Gzerine bulastirilmistr. 25°C'de iki gunltk inklbasyondan sonra
degerlendirme yapilmustir. inokule edilen bdlgedeki yumusama pozitif olarak kabul
edilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak Erwinia caratovora subsp.
caratovora (GSPB 1405) izolat1 kullanilmigtir

3.2.4.10.Tutunde Asiri Duyar hhk Testi

Tatun (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi yapraginin alt ytizeyine damar
aralarina begonya re-izolatlar1 ve referans kiilturiin 10° hiicre/ml yogunlugundaki
stispansiyonu bir enjektor yardimu ile infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra inokule
edilen alanlarda olusan nekrotik gorinum pozitif olarak kabul edilmistir (Klement ve
Goodman, 1967). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas cichorii (GSPB 2097) kiltir

kullanil mastur.

3.2.5.Begonya izolatlarimin Indirect-ELISA Testi ile Tanis

Dogu Akdeniz Bolgesinde farkl: illerden izole edilen, patojenite, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore Xanthomonas axonopodis pv. begoniae
olarak tanilanmis begonya izolatlarinda tamy: desteklemek amaciyla ELISA testleri
Vunakis (1980) ile Coligan ve ark. (1991)’e gore Ug tekrarli olarak yapilmustr.
Calismada tim re-izolatlar  kullanmistir.  Negatif  kontrol olarak  kultir
hazirlanmasinda kullanilan PBS, pozitif kontrol olarak referans izolat kullanmlmstir.
Testte kullamlan ¢ozeltilerin igerikleri ayrica Ek 2’ de detayl1 olarak agiklanmustir.
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Tanisi desteklenecek izolatlar 48 saat YDC agar besi yerinde gelistirilmis ve bu
kiltdrlerden birer 6ze alimp 1 ml PBS icine konarak spektrofotometrede yogunlugu
600 nanometrede (nm) 0.1 absorbans degerine (Ae00:0.1) ayarlanmustir.
Suspansiyonlar ELISA plakasi (Agdia marka, katalog no BRA 23700/0500)
cukurlarina 100’er pl ve 3 tekrarl olarak yerlestirilmistir. Plaka 37°C’de bir gece
inktibe edilmistir. 30 ml PBS e 1.5g Pinar Yagsiz Sit tozu eklenerek hazirlanan
stispansiyondan her bir cukura 200 ul eklenmistir. Plaka 60 dakika oda sicakliginda
karanlikta inktbe edilmistir. Plaka dokulip 5 kez yikama tamponu (PBS+%60.05
Tween 20) ile yikanmustir. Yikama tamponu (PBS+%0.05 Tween 20) ile %2.5' luk
Pinar Yagsiz St tozunun karisimiyla primer antibady hazirlanmistir (10 ml yikama
tamponu, 0.25g Pinar Y agsiz St tozu ve 1/200 oraninda sulandirilmis 50 ul antibady
karistirilmustir). Karistirilhip her bir cukura 3 tekrarli olmak Uzere 100 pl
konulmustur. Plaka 1 saat oda sicakliginda karanlikta inkibe edilmistir. Plaka
dokulip 5 kez yikama tamponu (PBS+%0.05 Tween 20) ile yikanmstir. Yikama
tamponu (PBS+%00.05 Tween 20) ile %2.5' luk Pinar Y agsiz Sit tozunun karisimiyla
enzim konjugant hazirlanmistir (10 ml yikama tamponu, 0.25g Pinar Y agsiz Sit tozu
ve 1/200 oraminda sulandirilmig 50 pl enzim konjugant karistirilmistir). Karstirilip
her bir gukura 3 tekrarli olmak Uzere 100 pl konulmustur. Plaka 1 saat oda
sicakhiginda karanlikta inktbe edilmistir. Plaka dokilip 5 kez yikama tamponu
(PBS+%0.05 Tween 20) ile yikanmistir. Substrat tamponu (800 ml destile su, 0.1g
magnezyum Klorid hexahidrat, 0.2g sodyum azid, 97.0 ml diethonolamid pH:9.8) 1
mg/1 ml konsantrasyonda hazirlanmis (0.01 PNP (para nitrophenil phosphat) ve 10
ml substrat tamponu) ve her bir cukura 3 tekrarli olmak tzere 100 pl konulmustur.
Plaka 60 dakika oda sicakliginda karanlikta inkibe edilmistir. ELISA okuyucunda
405 nm’ de absorbans degerleri okunmus ve negatif kontrolde (PBS tamponu) okunan
degerin en az iki kat1 ve fazlasi veya pozitif kontrole yakin olan degerler pozitif

olarak degerlendirilmistir.
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3.2.6. Begonya Izolatlarinin Yag Asit Profillerinin Belirlenmesi

Calismamin bu kismn Atatirk Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezinde (Erzurum) Prof. Dr. Fikrettin SAHIN damsmanliginda
Xabz/r, Xab7/r, Xabl3/r ve Xabl4/r kodlu 4 izolat ile yapilmistir. Bakteri
hlicresinden yag asitleri izolasyonu asagida belirtildigi Uzere Chase ve ark. (1992)'ye
gore yapilmistir. Tarlerin tamsinda Mikrobiyal Identifikasyon Sisteminin (MIS)
bilgisayar paket programi kullamlip (Sherlock MIS version 4.5 Microbial ID. Inc.
Newark, Delaware) izolatlarin igerdigi yag asit turleri ve % oranlari karsilastirilarak
tant yapilmustir. izole edilen yag asitlerinin cesitliligi ve oranlar: dikkate alinarak
SPSS igtatistik programiyla izole edilen yaglarin aritmetik ortalamalar: ve standart
sapmalar1 hesaplanmistir. Bu veriler karsilastirilarak kime analizi yapilmis ve
izolatlar arasindaki akrabalik dereceleri belirlenmistir.

Bakteri hicresindeki yag astlerin izolasyonu: Tryticase soy agar (TSBA)
besi yerine (Ek 4) 4 fazli sekilde cizilen izolatlar 25 °C'de 24 saat gelistirilmistir.
Gelistirilen bakterinin 3. ve 4. fazindan toplanarak agzi teflon kapakli steril cam
tiplere konmustur. Hicreleri parcalamak icin her bir test tirine 1ml ¢ozelti 1'den
(Ek 4) eklenmistir. Ttpler 10 saniye calkalandiktan sonra 100 °C’ deki su banyosunda
5 dakika bekletilmistir. Cikartilan tlpler tekrar 10 saniye daha calkalanmistir. Daha
sonra 100°C'deki su banyosunda 25 dakika bekletilmistir. Bu islemle bakteri
hicreleri parcalanarak yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmistir. Test tUplerine 2ml
cozelti 2'den (Ek 4) eklenip 10 saniye calkalandiktan sonra tipler 80°C'deki su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bunu takiben tUpler -20°C'de 10 dakika
tutulmustur. Bu islem ile serbest yag asitlerine ester baglar: ile metil eklenerek yag
asitlerinden yag asit metil esteri elde edilmistir. Bu durum yag asitlerine yiksek
sicaklikta buharlagsma 6zelligi kazandirmaktadir. Sogutulmus tuplere 2.5ml ¢ozelti 3
(Ek 4) eklenerek 5 dakika tupler calkalanmistir. Bu asamada tUplerin alt kisminda
asidik, Ust kisminda da organik sivi fazlart olmak Uzere iki ayr1 faz olusmustur.
Pastor pipet kullanilarak tiplerin alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz
toplanmustir. En son asamada ise her tipe 3ml ¢ozelti 4 (Ek 4) ilave edilerek 5 dakika
calkalanmistir. Daha sonra tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Cozelti 4
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bazik bir solisyon olup serbest yag metil esterlerinin daha fazla saf olarak elde
edilmesini saglar. Bu asamadan sonra tUpler icerisinde yine iki farkli faz olusmustur.
Ust fazda toplanan yag asit metil esterlerini iceren faz, pastor pipet ile alinarak
2ml’lik gaz kromotografisi tuplerine aktarilmis ve agizlart sikica kapatilmistir.
TUpler MIS cihazi (HP6890, Hewlettpackard, Palo Alto, CA) Uzerindeki 6rnek
depolama birimine yerlestirilmis ve daha sonra Mikrobiyal Identifikasyon Sistemin
(MI1S) bilgisayar paket programi kullanilarak (Shelock MIS version 4.5 Microbial
ID. Inc. Newark, Delaware) her izolat tamlanmustir.

3.2.7.Begonya Cssitlerinin  Xanthomonas axonopodis. pv.begoniagya Karsi
Dayanikhginin Saptanmas

Calismada rizomlu begonya cesitlerinden 4 tane (Begonia carollina, Begonia
carollina hyb “Lucerna’, Begonia masoniana ve Begonia metallica), liflikoklu
begonyalardan 7 tane (Begonia semperflorens-cultorum hibritleri; kirmzi cigekli ve
kirmiz1 yaprakli, kirmizi gigekli ve yesil yaprakli, pembe cigekli ve kirmizi yaprakli,
pembe cicekli ve yesil yaprakli, pembe katmerli gigekli ve kirmizi yaprakli, beyaz
cigekli ve yesil yaprakli, beyaz gicekli ve kirmizi yaprakli), yumrulu begonyalardan 3
tane (Begonia tuberhybrida “Kleo”, Futta’, “Pale Pink™) ve cilek begonyasi
(Saxifraga stolonifera) olmak Uzere 15 farkli begonya cesidi kullamilmustir. Xabl/r
kodlu bolge izolatinin yaklasik 7.10° hiicre/ml yogunlugunda hazirlanan bakteri
stispansiyonu her bir bitkiye esit gelecek sekilde bir el pllverizatérii yardimyla
yaprak altina puskirtilmusttr (Sekil 3.1). Her bir bitki ¢esidinden en az 6 tane bitki
kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak her bir gesitten 3 bitki sadece su ile inokule
edilmistir. inokule edilen begonya gesitleri 25°C sicaklik, % 70-80 nem ve 16 saat
aydinlik, 8 saat karanlik kosullardaki iklim odasinda muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).
Inokulasyondan sonra bitkiler 24 saat nem gemberine (polietilen torba icerisinde)
alinmistir (Sekil 3.3). Haftada 3 kez bitkilere su verilmistir (yumrulu begonya
cesitleri haftada 2 kez sulanmustir). Simptomlar: olusuncaya kadar haftada 4 kez
bitkiler incelenmistir. inokulasyondan 15 giin sonra yapraklar 0-5 skalasina (O:
hastalik yok; 1: yapraklarin %1-10'unda hastalik var; 2: yapraklarin %11-25'inde
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hastalik var; 3: yapraklarin %26-50'sinde hastalik var; 4: yapraklarin %51-75'inde
hastalik var; 5: yapraklarin %76-100 Giinde hastalik var) gére, gévde enfeksiyonu ise
0-3 skalasina (0: hastalik yok; 1. gévdenin %1-30'u hasta; 2: gévdenin %31-60'1
hasta; 3: govdenin %61-100'U hasta) gore degerlendirilmistir. Cizelge 3.2'de
gorildugt gibi cesitler dayanikli, az duyarl, orta duyarli ve ¢ok duyarli olarak

gruplara ayrilmstir.

Cizelge 3. 1. Begonya Cesitlerinin Xanthomonas axonopodis. pv.begonia€e’ ya Karsi
Dayanikliginin Belirlenmesinde Kullanilan Y aprak Skalasi

Skala Degeri Hastalik Yuzdes Duyar hlik Diizeyi

0 hastalik yok Dayanikli
1 %1-10 Az duyarl
2 %11-25 Ortaduyarl
3 %26-50 Ortaduyarl
4 %51-75 Cok duyarli
5 %76-100 Cok duyarli

Cizelge 3. 2. Begonya Cesitlerinin Xanthomonas axonopodis. pv.begonia€e’ ya Karsi
Dayanikliginin Belirlenmesinde Kullanilan Govde Skalasi

Skala Degeri Hastalik Yuzdes Duyar ik Dizeyi
0 hastalik yok Dayanikli
1 %1-30 Az duyarl
2 %31-60 Ortaduyarlh
3 %61-100 Cok duyarli
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Sekil 3. 1. Kullanilan inokulasyon yonteminin gorinima

Sekil 3. 3. Inokule edilen bitkilerin nem gemberine alinmas
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hasta Begonya Bitkilerinin Toplanmas

Adana ve Mersin illerinde begonya Uretimi ve satisim yapan yerlere yapilan
ziyaretlerde Mersin ilinde hasta bitkilere rastlanilmamustir (Sekil 4. 1). Adana ilinde
dort farklh tarihte (2005, Subat 2006, Nisan 2006 ve Mayis 2006) yapilan
incelemelerde hasta begonya bitkileri gozlenmistir. Hasta bitkiler simptomolojik
olarak incelendiginde hastalik yogun olarak hibrit yumrulu cesitlerde tespit
edilmistir. Rizomlu ve lifli kokli begonya cesitlerinde hastaliga rastlanilmamustir.

Yumrulu gesitlerde hastalik yayginliginin %15-30 oraninda oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1. Mersin’de yumrulu begonya tretimi yapilan bir seramn gorinima
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Yumrulu cesitlerde hastalik belirtileri yapraklarin u¢ kisminda su emmis
lekeler seklinde basmus, hastalanmis kisim daha agik ve sariya yakin bir renk almistir
(Sekil 4.2). Yapraklarda hastalik “V” seklinde lekeler olusturmustur. Bu lekeler
zamanla incelmis ve kagit gibi bir gériinim almis ve kahverengilesmistir (Sekil 4.3).
bu nekrotik alanlar ileri dénemde yapragin genis alanlarimt kaplamistir. Kuruyan
yaprak dokulmeden yanmis bir sekilde govdede asili kalmustir. Bakteri iletim

demetlerine giris yaptiginda meydana gelen sistemik enfeksiyonlar sonucu govdede
bakteriyel akinti (Sekil 4.4) ve govdede yamklhik (Sekil 4.5) belirtileri tespit
edilmistir. ileri dénemde ise bitkide ¢okiisler gbzlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.3. Yapraklarda“V” seklinde lekeler ve kagit gibi incelmis gérintm
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Sekil 4.4. Sistemik enfeksiyonlar sonucu olusan bakteriyel akinti
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Sekil 4.5. Sistemik enfeksiyonlar sonucu olusan govde ve yaprak yanikligi

Sekil 4.6. Siddetli enfeksiyonlar sonucu olusan bitki 6lumu
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4.2. Begonyada Bakteriyel L eke ve Yamklik Etmeninin izolasyonu

Adana, Manisa ve istanbul’da (retilen begonya bitkilerinin yaprak ve
gbvdelerinden yapilan izolasyonlarda 4-5 giin icinde YDC besi yerinde koyu sar1 ve
King B besi yerinde agik sar1 (Sekil 4.7) renkte koloniler dominant olarak gelismistir.
Cizelge 4.1’de goruldigl gibi 17 izolat saflastirlarak bu tez calismasinda
kullanilmistar.

Sekil 4.7. King B besi yerinde gelisen acik sar1 renkte koloniler

Cizelge 4.1. Kullanilan izolatlarin kod numaralari, izole edildikleri yer ve tarih

izolatlarin izolasyon Referans
Kod Adlar1  Konukcu  izole Edildigi Yer Tarihi Kaynag
Y unananistan

BPIC 2013/94 Begonya (Referans izolat) - Dr. Alivizatos
Xabl/r Begonya Adana 2005  Tez Calismasi
Xab2/r Begonya Adana 2005  Tez Calismasi
Xab3/r Begonya Adana 2005  Tez Calismasi
Xab4/r Begonya Adana 2005  Tez Calismasi
Xab5/r Begonya Adana 2005  Tez Calismasi
Xab6/r Begonya Manisa 2005  Tez Calismasi
Xab7/r Begonya Manisa 2005  Tez Calismasi
Xab8/r Begonya Manisa 2005  Tez Calismasi
Xab9/r Begonya Manisa 2005  Tez Calismasi
Xabl10/r Begonya Istanbul 2006  Tez Calismasi
Xabll/r Begonya Istanbul 2006  Tez Calismasi
Xabl12/r Begonya Istanbul 2006  Tez Calismasi
Xabl13/r Begonya Istanbul 2006  Tez Calismasi
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Xabl4/r Begonya Adana 2006  Tez Calismasi
Xab15/r Begonya Adana 2006  Tez Calismasi
Xabl16/r Begonya Adana 2006  Tez Calismasi
Xabl17/r Begonya Adana 2006  Tez Calismasi

4.3. Patojenite Testi

Bakteri inokulumu hazirlamirken yapilan 6n denemede Agpo:0.2 6lglim
degerinde yaklasik 7x10° hiicre/ml bakteri yogunlugu hesaplanmustir. Patojenite
testlerinde bu yogunlukta hazirlanan bakteri slspansiyonu 1/100 oramnda
seyreltilerek (yaklagik 7x10° hiicre/ml) kullamlmistir. 17 adet bolge izolat1 ve
referans kiltdr ile yapilan patojenite testlerinde tiim izolatlar inokulasyondan sonraki
7-10 gun icinde begonya yapraklarimn alt yizeyinde énce su emmis ve daha sonra
karakteristik sar1 lekeler ve yamklik simptomlari olusturarak patojen o6zellikte
olduklar1 saptanmustir (Sekil 4.8). Negatif kontrol olarak sadece suyla inokule edilen
bitkilerde herhangi bir hastalik simptomu gozlenmemistir. Tipik hastalik simptomu

gbsteren bitkilerden yapilan re-izolasyonlar sonucu 17 re-izolat tekrar elde edilmistir.

Sekil 4.8. Patojenite testinde cilek begonyasinda (solda) ve lifli kokli begonyada
(sagda) olusan yaprak lekeleri ve yanikliklar:
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4.4 Bakteri izolatlarinin Tamlama Test Sonuclary

4.4.1.Koloni Gélisimi

4.4.1.1.YDC Bes Yerinde Gelisim

Begonya izolatlar1 ve referans kiltirler YDC besi yerinde mukoid, sari,
konveks koloniler seklinde gelismistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Xab 2/r kodlu izolatinin YDC besi yerindeki koloni gelisimi

4.4.1.2 Nutrient Agar (NA) Bes Yerinde Gelisim

Begonya izolatlar1 ve referans kiiltir NA besi yerinde tipik sar1 yuvarlak koloni
gelisimi gostermislerdir.

4.4.1.3.Tweeen B Bes Yerinde Gelisim

Begonya izolatlar1 ve referans kiltir Tween B besi yerinde yuvarlak, sari
timsek ve cevresinde temiz haleli koloniler gelistirmistir (Sekil 4.10).
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4.4.1.4.CKTM Bes Yerinde Gelisim

Begonya izolatlar1 ve referans kiltir CKTM yerinde 1-2 gin sonra koloni
etrafinda temiz bir halka olusturmustur (Sekil 4.10).

4.4.1.5. SM Bes Yerinde Géelisim

Begonya izolatlar1 ve referans kultir 5-7 gin sonunda, merkezi koyu mavi,
kenarlar1 daha acik renkli kubbemsi koloni gelisimi gbstermistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Xab2/r kodlu izolatinin SM (Ustte), Tween B (alt solda) ve CKTM (altta
sagda) besi yerinde olusturdugu koloni morfolojisi
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4.4.1.6. SX Bes Yerinde Gelisim

Begonya izolatlar: ve referans kiltir 5 giin sonra kubbemsi SM ortamina gore

daha acik mor renkli koloniler olusturmustur.

4.4.1.7. MD-5Bes Yerinde Gelisim

Begonya izolatlar1 ve referans kilttir 7-10 gin icinde acik sar1, parlak, kubbemsi

koloni gelisimi gbzlenmistir.

4.4.2.Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

Begonya izolatlar1 ve referans kilttr test sonucunda 6zeye yapisarak simuksi
bir yap1 olusturdugundan gram negatif olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil
4.11). Karsilastirma kaltird olarak kullanilan gram pozitif Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensisde (GSPB 382) sumiksl bir olusum gozlenmezken
Pseudomonas cichorii (GSPB 2297) kiltirii 6zeye yapisarak stimuksi bir yapi

olusturmustur.

Sekil 4.11. KOH testinde Gram negatif kultirlerinin olusturdugu simiksi yapi
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4.4.3.0ksdaz Testi

Begonya izolatlar1 ve referans kiltir oksidaz test solisyonu emdirilmis filtre
kagidina cizilen zigzaglar sonucu higbir renk degisimi meydana getirmediginden
oksidaz negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak kullamlan P.
cichorii kultard birkag saniye icinde koyu mor renk olusturmustur (Cizelge 4.4, Sekil
4.12).

By |
4

Sekil 4.12. Oksidaz pozitif (solda) ve negatif (sagda) reaksiyon

4.4.4.0ksidasyon / Fermantasyon Testi (O/F)

Degerlendirme 26°C’ de alt1 guinltk bir inkiibasyondan sonra yapilmis ve biitiin
bakteri kiltirleri oksijenli (vasparsiz) besi yerinde gelisim gostererek tUplerin rengini
sartya cevirmislerdir. Oksijensiz (vasparli) besiyerinde, elde edilen izolatlar ve
orijinal kulturlerin timl gelismediginden besi yerinin renginde bir degisme
olmamistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.13). Begonya izolatlarinin oksidatif zellikte oldugu
saptanmustir. Kontrol olarak kullanmlan Erwinia amylovora ile asilanmis oksijensiz
besiyerinde de hicbir degisim gozlenmezken Erwinia caratovora (GSPB 1405) bu
besi yerinde geliserek rengini sariya cevirmis ve fermantatif olarak
degerlendirilmistir.
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Sekil 4.13 .Oksijensiz ortamda gelisme gosteren (sagda) ve gostermeyen (soldan ilk
iki) bakteri kiltarleri

4.4.5.Nisasta Hidrolizasyonu
Nisasta besi yerine cizilen begonya izolatlar1 ve referans kiltir 7-14 ginlik
inktibasyon sonunda Gzerine lugol erigi dokuldigiunde koloni cevresinde belirgin

parlak bir alan gozlendiginden nisasta hidrolizi pozitif olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4.4, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Xab2/r kodlu izolatimn nisastay: hidrolize etmesi

4.4.6.K atalaz Reaksiyonu

Besi yerine asilama yapildiktan 24 saat sonra %3'lik H,O, dokildiginde
birkag saniye icersinde gaz kabarciklar: gosteren begonya izolatlar: ve referans kuiltir
katalaz pozitif olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.4).

4.4.7Hareketlilik Testi
Begonya izolatlar1 ve referans kiltir ile agilama yapilan bdlgenin cevresinde

koloni gelisimi gosterdiklerinden pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.4,
Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Xab2/r kodlu izolatin (solda) ve referans kiiltlrin (sagda) hareketlilik
0zelligi, negatif kontrol olarak asilanmarmis besi yeri (ortada)

4.4.8.Levan Olusumu

SNA besi yerine cizimi yapilan begonya izolatlar: ve referans kiltir levan tipi
koloniler Gretmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.16).

Sekil 4. 16. Xab2/r kodlu izolatin (sagda) ve E. amylovora’ min (solda) olusturdugu
levan tipi koloniler
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4.4.9. Pektolitik Aktivite

Begonya izolatlar1 ve referans kdltirin hi¢ biri patates dilimleri Gzerinde
yumusak curdklik olusturmamustir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Erwinia
caratovora subsp. caratovora (GSPB 1405) patates dilimlerinde yumusamaya neden
olmustur (Cizelge 4.4, Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Patateste clrimeye neden olmayan Xab2/r kodlu izolat (solda) ve
yumusak curdklik olusturan Erwinia caratovora subsp. caratovora (PD-1302)

(sagda)

4.4.10.Tutinde Asir1 Duyar ilik (Hyper sensitive Reaction-HR) Testi

Begonya izolatlar1 ve referans kiltirin hi¢ biri titin yapraklarinda tipik

asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden olmamistir (Cizelge 4.4).
Yapilan tam testleri sonucu elde edilen sonuglar topluca Cizelge 4.2'de
verilmistir. Goruldagi gibi tim testlerde begonya izolat1 ve referans izolat benzer
sonug verdiginden dolay: izolatlar Xanthomonas axonopodis pv. begoniae olarak

tanlanmustir.
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Cizelge 4.2. Tamlamatest sonuglar

Testler Begonyaizolatlar1  Referansizolat
(17 adet) (BPIC 2013/94)
Gram reaksiyon - -
Oksidaz testi - -
Oksidatatif/Fermantatif(O/F) O 0]
Nisasta hidrolizasyonu + +
Katalaz reaksiyonu + +
Hareketlilik + +
Levan olusumu + +

Pektolitik aktivite - -
Titinde HR - -

4.5. Begonya izolatlarimin Indirect-ELISA Testi fle Tamia

Agdia marka ticari tam Kkiti ile yapilan Indirect-ELISA testinde, 405nm’de
absorbans degerleri 1.317-3.346 arasinda kaydedilmistir (Cizelde 4.3). Pozitif
kontroldeki absorbans degeri 1.356 iken negatif kontrolde 0.622 olarak
belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerlerinin negatif kontrolin degerinin 2
katindan fazla olusu ve pozitif kontrole yakin olusuyla tim testlenen izolatlarin
Xanthomonas axonopodis pv. begoniae oldugu ELISA testiyle de dogrulanmustir.
Pozitif reaksiyonda ELISA plakalarimin almis oldugu sari renk de Sekil 4.18de
gorilmektedir.

w

e

Sekil 4.18. Begonya izolatlariyla yapilan indirect-EL1SA testinde plakalarinin
gOrunusi
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Cizelge 4.3. ELISA plate okuyucusunda begonya izolatlarimin okunan
absorbans degerleri (6l¢timler 405 nm' de yapil mistir)

izolat ads izolatin ahndigr yer ~ Ortalama Sonug
PBS - 0.622 -
BPIC 2013/94 Referans 1.356 +
Xcb Ur Adana 2.635 +
Xcb 2/r Adana 3.064 +
Xcb 3/r Adana 3.346 +
Xcb 4/r Adana 2.929 +
Xcb 5/r Adana 3.413 +
Xcb 6/r Manisa 2.297 +
Xcb 7/r Manisa 2.765 +
Xcb 8/r Manisa 2.588 +
Xcb 9/r Manisa 3.269 +
Xcb 10/r Istanbul 2.952 +
Xcb 11/r Istanbul 1.852 +
Xcb 12/r Istanbul 1.725 +
Xcb 13/r Istanbul 3.539 +
Xcb 14/r Adana 2.858 +
Xcb 15/r Adana 3.016 +
Xcb 16/r Adana 3.267 +
Xcb 17/r Adana 2.413 +

4.6. Begonya Izolatlarinin Yag Asit Profillerinin Belirlenmesi

Cizelge 4.4’ de de goruldigu Uzere 4 begonya izolatimin yag asit metil ester
analiz calismasi yapilmis ve yapilan bu calismada 23 farkl: yag asidi izole edilmistir
(Cizelge 4.4). Izole edilen yag asitleri, 10:0 (%1.03), 10:0 30H (%0.48), 11:0 SO
(%4.78), unknown 11:799 (%1.07), 11:0 1SO-30H (%1.7), 11:0 30H (%0.30), 12:0-
30H (%4.03), 14:0 (%2.44), 13:0 1SO-30H (%3.41), 15:0 1SO (%28.33), 15:0
ANTEISO (%9.14), 15:1 wéc (%0.8), 15:0 (%1.93), 16:0 1SO (%1.65), 16:1 w9c
(%2.38), Sum in feature 3 (%23.66), 16:0 (%5.72), 1SO 17:1 w9c (%4.25), 17:0 ISO
(%5.77), 17:0 w8c (%3.02), 17:1 wéc (%0.63), 18:0 ISO (%0.49) ve Summed
feature 3 (%23.66) olarak belirlenmistir. Izole edilen yag asitleri doymus (10:0, 14:0,
15:0, 16:0), doymamus (15:1 wéc, 16:1 w9c, 17:1 w8c, 17:1 wéc, 1SO17:1 w9c), bir
metil grubu baglanmis (11:0 1SO, 11:0 1SO-30H, 13:0 1SO-30H, 15:0 1SO, 15:0
ANTEISO, 16:0 1SO, 17:0 1SO, 18:0 I1SO), bir tane sum in features (3), hidroksil
(10:0 30H, 11:0-30H, 12:0-30H) ve bilinmeyen yag asidi (unknown 11.799) olmak
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Uzere 6 grup oldugu saptanmustir. Genelde yag asit ¢esidi ve miktar: agisindan biytk
benzerlikler oldugu gorilmektedir. Yag asitlerinden 11:0 ISO, 12:0-30H, 13:0 ISO-
30H, 15:0 IS0, 15:0 ANTEISO, Summed feature 3, 16:0, ISO17:1 w9c ve 17:0 ISO
yag agitlerinin tum izolatlarda bulundugu belirlenmistir. Diger yag asitleri agisindan
degisen oranlarda farkliliklar bulunmaktadir. Obradovic ve ark. (2004) 11:0 1SO,
11:0 1SO 30H ve 13:0 1SO 30H yag asitlerinin Xanthomonas lar igin karakteristik
oldugunu belirtmistir. Yag asit analizlerine gore yapilan tanida izolatlar %23-76
benzerlik oramyla Xanthomonas axonopodis pv. begoniae oldugu saptanmistir. Bir
izolatin MIDI sonucu Sekil 4.5’ de gorulmektedir.

Izole edilen yag asitlerinin miktarina gore yapilan analiz sonucu olusan
dendogramda 4 izolatin %92.5 oraninda birbirleri ile benzer olduklar: saptanmistir

(Sekil 4.19).

Cizelge 4.4. Begonya kiilturlerinden izole edilen yag asitleri ve bulunma oranlar: (%)

izole edilen yag Begonya izolatlar:
agtleri Xab2 Xab7 Xab13 Xabl4

10:00 1.27 0.92 1.09 0.0
10:0 30H 0.0 0.48 0.0 0.0
11:01SO 5.85 3.84 4.10 534
11:799? 1.19 1.00 1.02 0.0
11:01S0 30H 1.72 1.69 1.69 0.0
11:0 30H 0.0 0.0 0.30 0.0
12:0 30H 4.03 3.38 3.33 541
14:00 3.06 191 2.35 0.0
13:01S0 30H 3.50 3.53 291 3.71
15:01S0 26.03 28.02 28.76 30.52
15:0 ANTEISO 9.21 9.00 8.65 9.72
15:1 we6e 0.0 1.13 0.62 0.0
15:00 2.20 1.67 1.93 0.0
16:01SO 1.72 1.04 2.21 0.0
16:1w9c 3.60 1.68 1.88 0.0
Sumln Feature3 22.83 22.02 23.41 26.41
16:00 6.34 4.88 6.09 5.57
SO 17:1 w9c 3.18 4.80 3.40 5.64
17:01S0 4.28 5.90 5.24 7.67
17:1 w8c 0.0 1.99 1.03 0.0
17:1 we6c 0.0 0.63 0.0 0.0
18:01SO 0.0 0.49 0.0 0.0
SummedFeatur e3 22.83 22.02 23.41 26.41
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Cizelge 4.5. Bir begonya izolatimin MIDI sonucu

——
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Tree Diagram for 4 Cases
Single Linkage

Euclidean distances

xCB2

XCBT

KCBA13 ¢

XCB14

........................................................

Linkage Distance

Sekil 4. 19. Yag asit profillerine dayanan kiime analizi sonucu izolatlarin farklilik
oranlar

4.7.Begonya Cesitlerinin  Xanthomonas axonopodis pv. begoniag€ya Kars
Dayanikhginin Saptanmas

Farkli begonya cesitlerinin Xanthomonas axonopodis pv. begoniae'ya karsi
goserdikleri yaprak reaksiyonlari 0-5 skalasina gore degerlendirilirken gévde
reaksiyonlar1 0-3 sklalasina gore degerlendirilmis ve elde edilen bulgular Cizelge 4.6
ve 4.7’ de verilmistir. Bakteri inokulumu 15 farkli begonya cesidine yapraktan ve
gbvdeden puskirtme seklinde inokule edildiginde olusan hastalik belirtilerinde
cesitlere gore farklhilik gosterdigi belirlenmistir. Genellikle simptomlar yapraklarda
su emmis lekeler seklinde baslamis ve ilerleyen gunlerde sararma ve nekrotik alanlar
olusturmustur.

Rizomlu begonyalardan Begonia corallina hibrit “Lucerna’ da ilk simptomlar
toplu igne bas1 blytklUginde kahverengi lekelerle seklinde baslamus ileriki glinlerde
bu alanlarin yapragin tamamin kapladagi, yaprak sapinin incelip yandig: ve kirilarak
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dokaldugl gozlenmistir (Sekil 4.20). Hastalik sadece inokule edilen yapraklarda
gorilmiis ancak diger yapraklara bulasmamustir. inokule edilen yapraklarin ortalama
%77's hastalanmis ve skala degeri olarak 5 icinde yeralmistir. Govdede ise hig
hastalik belirtisine rastlanilmamis ve gévde skala degeri olarak O icinde yeral mstir.
Begonia corallina hibrit “Lucerna’ cesidin yapraklar1 hastaliga ¢ok duyarliyken
gbvdesinin hastaliga dayanikli oldugu gozlenmistir.

Sekil 4. 20. Begonia corallina hibrit “Lucerna’ ¢esidinde Xanthomonas
axonopodis pv. begoniae nin olusturdugu yaprak lekeleri ve bir dokilmis

yaprak
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Rizomlu begonyalardan Begonia corallina’da ilk simptomlar genis su emmis
lekelerle baslamis daha sonra yapraklarda yesilimsi-kahverengi renklenme ve kagit
gibi incelmeler gbzlenmis ve sonunda hasta yapraklar dokulmustir (Sekil 4.21).
Hastalik sadece inokule edilen yapraklarda gortlmis ancak diger yapraklara
bulasmamistir. Hasta yapraklar dokuldikten sonra bitki canliligim korumus ve
gelismeye devam etmistir. Inokule edilen yapraklarin ortalama %57'si hastalanms
ve skala degeri olarak 4 icinde yeralmistir. Govdede hi¢ hastalik belirtisine
rastlamimamis ve govde skala degeri olarak O icinde yeralmustir. Bu cesidin
yapraklar: hastaliga ¢ok duyarli olarak belirlenirken gévdesinin hastaliga dayanikl
oldugu saptanmustir. Benzer sekilde Chase (1987)’ nin bildirdigine gore Harri (1977)
yaptigi calismada Begonia corallina’mn govdesinin sertligi nedeniyle sistemik

enfeksiyonlara dayanikli oldugunu bildirmistir.

Sekil 4. 21. Begonia corallina’ da Xanthomonas axonopodis pv. begoniae’ nin
hastalik belirtileri
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Rizomlu begonyalarin diger bir c¢esidi olan Begonia metallica’da ilk
simptomlar yapraklarin u¢ kisminda gozlenmistir. Belirtiler kenardan ice dogru
genisleyerek yapragin tamamini kaplamis ve yapragi kurutmustur (Sekil 4.22).
Ilerleyen donemde kuruyan yapraklar dokilmustir. Yapraklarin ortalama %62’ si
hastalanmis ve skala degeri olarak 4 icinde yeralmistir. Govdenin %15’ inde kiguk
kiuctk beneklenmeler seklinde govde lekeleri kaydedilerek govde enfeksiyonu skala
degeri olarak 1 iginde yeralmistir. Bu ¢gesidin govdesi diger rizomlu begonyalara gore
daha yumusak oldugundan hastalik belirtilerinin olustugunu distinmekteyiz. Sonug
olarak Begonia metallica’ min yapraklar: hastaliga ¢ok duyarliyken olarak govdesinin
hastaliga az duyarli oldugu saptanmustir.

Sekil 4. 22. Begonia metallica’ da Xanthomonas axonopodis pv. begoniae

tarafindan hastalandirilmis ve kurumus yaprak
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Rizomlu begonyalarin diger bir ¢esidi olan Begonia masoniana’ da simptomlar
sadece yaprak kenarinda ince bir hat sekilinde kivrilma ve sari haleli
kahverengilesme seklinde ortaya cikmustir (Sekil 4.23). Hagtalik sinirli olarak kalmig
hi¢ ilerlememistir. Hastalana yapraklar dokilmemistir. inokule edilen yapraklarin
ortalama %13’ i hastalanmis ve skala degeri olarak 1 icinde yeralmistir. Govdede hig
hastalik belirtisine rastlanilmamis ve govde skala degeri olarak 0 icinde
degerlendirilmistir. Bu c¢esit hem yaprak hem de gbvde enfeksiyonlarina karsi

dayanikl1 olarak saptanmustir.

Sekil 4. 23. Begonia masoniana’ da Xanthomonas axonopodis pv. begoniae’ nin
hastalik belirtileri
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Liflikoklu begonya veya her zaman gicekli oluslariyla gigek begonyalar: olarak
adlandirdigimiz Begonia semperflorens-cultorum hibridlerinin  timinde yaprak
enfeksiyonlar: yapragin u¢ kisminda su emmis ince uzun seritler halinde baslayip
yapragin tumint kaplamistir. Enfeksiyon yapraktan yaprak sapina ve govdeye dogru
ilerlemistir. Yaprak lekeleri yerine bu cesitin tim hibritlerinde ani ve hizl1 yaprak
yanikliklar1 godzlenmistir. Sonunda tim bitkide yumusama ve c¢okusler tespit
edilmistir.

Begonia semperflorens-cultorum hibridleri arasinda en fazla hastaliktan
etkilenen gesit kirmizi gigekli ve kirmizi yaprakli gigek begonyasi olmustur. Hem
yaprak hem de gbvdede belirtiler ¢ok hizli ilerlemis ve iki bitkinin 10. gunde
tamamen ¢oktugl gozlenmistir. Y apraklarin ortalama %80’ i kurumus ve skala degeri
olarak 5 icinde yer almistir. Bu ¢esidin govdesinin yaprak kadar yumusak ve sulu
olusu nedeniyle siddetli gbovde enfeksiyonlari belirlenmistir. Govdenin %97’ si
etkilenerek bitkiler Olmustir. Devrilmis olan godvde incelendiginde sistemik
enfeksiyonlarin  oldugu saptanmustir. Bu ¢esit hem govde hem de yaprak
enfeksiyonlarina en duyarl: ¢esit olarak bulunmustur.

Begonia semperflorens-cultorum hibridlerinden beyaz cigekli ve yesil yaprakli
begonya (Sekil 4. 24) pembe katmerli gigekli ve kirmizi yaprakli begonya (Sekil 4.
25) ile kirmiz1 gigekli ve yesil yaprakli begonyalarin (Sekil 4. 26) yapraklarinda
srasiyla ortalama %57, 57 ve 70 oraninda yaniklik belirlenerek 4 nolu skala
icerisinde yer aarak yaprak enfeksiyonlarina cok duyarli cesitler oldugu
saptanmistir. Bu gesitler arasinda beyaz cigekli ve yesil yaprakli begonya govde
enfeksiyonlarinda orta duyarli iken pembe katmerli gigekli ve kirmzi yaprakl
begonya ile kirmizi gigekli ve vyesil yaprakli begonya cok duyarli olarak
belirlenmistir. Begonia semperflorens-cultorum hibridlerinden beyaz cicekli ve
kirmiz1 yaprakli begonya, pembe ¢igekli ve kirmizi yaprakli begonya ile pembe
cigekli ve yesil yaprakli begonya (Sekil 4. 27) ¢esitlerinin yapraklarinda sirasiyla %
50, 50, 37 duzeyinde yaniklik meydana gelmis, skala degeri olarak 3 icinde yer almis
ve yaprak enfeksiyonlarina orta duyarli olarak saptanmustir. Bu cesitler govde

enfeksiyonlarina gok duyarli olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4. 25. Begonia semperflorens-cultorum hibridlerinden pembe katmerli
cicekli ve kirmizi yaprakli begonyada hastalik belirtisi
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Sekil 4. 27. Begonia semperflorens-cultorum hibridlerinden pembe cicekli ve
yesil yaprakli begonyada hastalik belirtisi
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Y umrulu begonyalardan Begonia tuberhybrida ¢esitlerinden “Futta’, “Kleo” ve
“Pale Pink”’ de sirasiyla yaprak yanikligi %53, 57, 67 oraninda belirlenmis ve skala
degeri olarak 4'de yer almistir. Xanthomonas axonopodis pv. begoniae nin yaprak
enfeksiyonlarina karst bu c¢esitlerin ¢ok duyarli oldugu saptanmistir. Hastalanmis
yapraklar tamamen yanmasina ragmen dokilmemistir (Sekil 4. 28). Goévde

enfeksiyonu agisindan degerlendirme yapildiginda cesitlerin hastaliga az duyarl

oldugu belirlenmistir.

Sekil 4. 28. Begonia tuberhybrida nin hibrit illumination serisinden “Pale
Pink” cesidinde Xanthomonas axonopodis pv. begoniae nin olusturdugu yaprak
yanikliklar
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Hastalik Saxifraga stolonifera’'mn yapraklarimn ug¢ kismindan V seklinde
baglamis ve iceriye dogru genisleyerek ilerlemistir. Yapraklarda u¢ kisimlardan
baglayan genel bir sararma, yaprak lekeleri ve yapragin tamaminda yaniklik
gozlenmistir. Etkilene yapraklar kivrilarak kurumus ve yanmus bir sekilde dalda asil1
kalmistir (Sekil 4. 29). Y apraklarin ortalama %53’ i kurumus ve skala degeri olarak 4
icinde yer almustir. Gévdenin %27’ si etkilenmis ve bu c¢esit gdvde enfeksiyonlarina
ortaduyarli olarak degerlendirilmistir.

Y apilan bu ¢alismayla Saxifraga stolonifera’ mn Xanthomonas axonopodis pv.
begoniae’ min bir konukgusu oldugu saptanmustir. Saxifraga stolonifera taksonomik
olarak diger begonyalar ile ayni cins altinda yer almamaktadir. Saxifraga stolonifera
Magnoliopsida sinifindan Rosidae alt sinifindan, Rosales takimindan Saxifragaceae
familyasi cinsi icinde yer alan bir tdrdlr. Begonia turleri ise Magnoliopsida
simifindan, Violales takimindan Begoniaceae familyasi cinsi iginde yer almaktadir.
Bu calismayla Xanthomonas axonopodis pv. begoniae’ nin konukgu dizisine bir tir
eklenmistir.
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Sekil 4. 29. Saxifraga stolonifera’ da yaprak yaniklig:
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Cizelge 4.6. Begonya gssitlerinin Xab'ye kars1 gosterdikleri yaprak reaksiyonlar

yuzdesi ve skala degerleri
Cesitler Ortalama Skala | Degerlendirme
Hastalik
%’s

Begonia carollina “Lucerna’ 77 5 Cok Duyarl1
Begonia carollina 57 4 Cok Duyarl1
Begonia metallica 62 4 Cok Duyarli
Begonia masoniana 33 1 Az Duyarli
Begonia semperflorens-cultorum hibridleri

kirmiz1 gigekli ve kirmizi yaprakli 80 5 Cok Duyarli

kirmiz1 gigekli ve yesil yaprakli 70 4 Cok Duyarl

beyaz cigekli ve yesil yaprakli 57 4 Cok Duyarli

beyaz cicekli ve kirmizi yaprakli 50 3 OrtaDuyarli

pembe katmerli gigekli ve kirmizi 70 4 Cok Duyarl

yaprakli

pembe cicekli ve kirmizi yaprakli 50 3 OrtaDuyarli

pembe cicekli ve yesil yaprakli 37 3 OrtaDuyarli
Begonia tuberhybrida “ Futta’ 54 4 Cok Duyarl1
Begonia tuberhybrida “Kleo” 57 4 Cok Duyarl1
Begonia tuberhybrida “Pale Pink” 67 4 Cok Duyarl
Saxifraga stolonifera 54 4 Cok Duyarli

Cizelge 4.7. Begonya gssitlerinin Xab'ye kars1 gosterdikleri govde reaksiyonlari

yuzdesi ve skaladegerleri
Cesitler Ortalama Skala | Degerlendirme
Hastalik
%’'s

Begonia carollina “Lucerna’ 0 0 Dayanikli
Begonia carollina 0 0 Dayanikli
Begonia metallica 18 4 Az Duyarli
Begonia masoniana 0 0 Dayanikli
Begonia semperflorens-cultorum hibridleri

kirmiz1 gigekli ve kirmizi yaprakli 97 3 Cok Duyarl

kirmiz1 gigekli ve yesil yaprakli 87 3 Cok Duyarli

beyaz cicekli ve yesil yaprakli 33 2 OrtaDuyarli

beyaz cigekli ve kirmizi yaprakl 37 2 OrtaDuyarli

pembe katmerli gigekli ve kirmizi 67 3 Cok Duyarlt

yaprakli

pembe cicekli ve kirmizi yaprakli 70 3 OrtaDuyarli

pembe cicekli ve yesil yaprakli 62 3 OrtaDuyarli
Begonia tuberhybrida “ Futta’ 10 1 Az Duyarli
Begonia tuberhybrida “Kleo” 13 1 Az Duyarli
Begonia tuberhybrida “Pale Pink” 10 1 Az Duyarli
Saxifraga stolonifera 27 1 Az Duyarl
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Sonug olarak rizomlu begonyalardan Begonia carollina “Lucerna’, Begonia
carollina ve Begonia metallica, liflikokli begonyalardan-Begonia semperflorens-
cultorum hibridlerinden kirmiz: gigekli ve kirmizi yaprakli begonya, kirmizi gigek ve
yesil yaprakli begonya, beyaz cicek ve yesil yaprakli begonya ile pembe katmerli
cigek ve kirmizi yaprakli begonya, yumrulu begonyalardan Begonia tuberhybrida
“Futta’, Begonia tuberhybrida “Kleo” ve Begonia tuberhybrida “Pale Pink” ile ¢ilek
begonyasi Saxifraga stolonifera ¢ok duyarl gesitler, liflikokli begonyalardan beyaz
cigekli ve kirmizi yaprakli begonya, pembe cigekli ve yesil yaprakli begonya ile
pembe gigekli kirmizi yaprakli begonya gesitleri orta duyarli, rizomlu begonyalardan
Begonia masoniana yaprak enfeksiyonlarina az duyarl: ¢esitler olarak saptanmustir.

Liflikokli begonyalardan pembe cicekli ve yesil yaprakli begonya, pembe
katmerli cigek ve kirmizi yaprakli begonya, kirmizi gigek ve yesil yaprakli begonya
ile kirmiz1 gicekli ve kirrzi yaprakli begonya ¢ok duyarli, beyaz gicek ve yesil
yaprakli begonya, beyaz cicekli ve kirmizi yaprakli begonya ile pembe cigekli
kirmiz1 yaprakli begonya orta duyarli, rizomlu begonyalardan Begonia metallica |,
yumrulu begonyalardan Begonia tuberhybrida “Futta’, Begonia tuberhybrida “Kleo”
ile Begonia tuberhybrida “Pale Pink” ve cilek begonyas: Saxifraga stolonifera az
duyarli, rizomlu begonyalardan Begonia carollina “Lucerna’, B.carollina ve
B.masoniana govde enfeksiyonlarina kars1 dayanikli olarak saptanmustir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Begonyada bakteriyel leke ve yaniklik hastaligina neden olan Xanthomonas
axonopodis (syn:campestris) pv. begoniae’ mn tamlanmast ve farkli begonya
gesitlerinin bu hastaliga dayanikliginin arastirilmas: hedeflenen bu yiksek lisans
calismasinda elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

1. Adana, Manisa ve istanbul illerinden toplanan begonya bitkilerinde yaprak
lekesi ve yanikligi simptomu gosteren orneklerden etmen izole edilip, izolatlarin
tamst morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesiyle ve
Indirect-ELISA, ve yag asit metil ester analizleri ile Xanthomonas axonopodis pv.
begoniae olarak tamlanmustir. Yapilan bu galismayla begonyada bakteriyel leke ve
yaniklik hastaligina neden olan Xanthomonas axonopodis (Syn:campestris) pv.
begoniae’ min varlig: Glkemizde ilk olarak saptanmustir.

2. Ayrica bu calismayla Saxifraga stolonifera’mn (cilek begonyas)) da
Xanthomonas axonopodis pv. begoniae nin konukgusu oldugu belirlenmistir.

3. Farkli begonya gesitlerin bu hastaliga duyarlilig: Gizerine yapilan ¢alismada
rizomlu begonyalardan Begonia carollina “Lucerna’, Begonia carollina ve Begonia
metallica cesitleri yaprak enfeksiyonlarina c¢ok duyarli bulunurken, gdvde
enfeksiyonlarina kars: ise dayanikli bulunmuslardir. Bir diger rizomlu begonya ¢esidi
olan Begonia masoniana Yyaprak enfeksiyonuna karst az duyarli, govde
enfeksiyonlarina kars: ise dayanikli olarak saptanmustir. Liflikoklu begonyalardan
Begonia semperflorens-cultorum hibridlerinden kirmizi gigekli ve kirmizi yaprakli
begonya, kirmizi gicek ve yesil yaprakli begonya, beyaz cicek ve yesil yaprakli
begonya ile pembe katmerli ¢icek ve kirmizi yaprakli begonya yaprak
enfeksiyonlarina ¢ok duyarli, beyaz cicekli ve kirmizi yaprakli begonya, pembe
cigekli ve yesil yaprakli begonya ile pembe gigekli ve kirmizi yaprakli begonya
gesitleri orta duyarli olarak saptanmustir. Begonia semperflorens-cultorum
hibridlerinden govde enfeksiyonlar: ise, pembe cicekli ve yesil yaprakli begonya,
pembe katmerli gigek ve kirmizi yaprakli begonya, kirmizi gigek ve yesil yaprakli
begonya ile kirmiz1 gigekli ve kirmizi yaprakli begonya ¢ok duyarli, beyaz gigek ve
yesil yaprakli begonya, beyaz cigekli ve kirmizi yaprakli begonya ile pembe cigekli
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kirmiz1 yaprakli begonya gesitleri ise orta duyarli olarak saptanmuslardir. Yumrulu
begonyalardan Begonia x tuberhybrida “Futta’, “Kleo” ve “Pale Pink” cesitleri
yaprak enfeksiyonlarina ¢cok duyarli bulunurken govde enfeksiyonlarina karsi az
duyarli olarak bulunmustur. Saxifraga stolonifera (cilek begonyas) yaprak
enfeksiyonlarina karst ¢ok duyarlt  bir ¢esit olarak bulunurken, goévde
enfeksiyonlarinakarsi1 az duyarli bir ¢esit oldugu saptanmustir.

4. Bu yuksek lisans tez calismasinda elde edilen veriler dogrultusunda
yapacagim oOneriler ise asagida belirtilmistir. Bu calismayla Glkemiz igin yeni bir
hastalik belirlenmis ve Begonya Ureticileri bu hastalik konusunda uyariimalidir.
Uretim yerlerinde goriildigti zaman alinacak onlemler konusunda Ureticiler
bilgilendirilmelidir. Siddetli enfeksiyonlarin goruldigt bitkiler yok edilmelidir.
Isciler bu bitkilerle temas ettikten sonra ellerini dezenfekte etmelidir. Ardindan
Uretim alam bakirli preparatlardan biriyle ilaglanmalidir. Fazla nemden ve
yagmurlama sulamadan kaginilmalidir.

5. Saxifraga stolonifera ‘nin (Cilek Begonyasi) da bu etmenin konukgusu
oldugu tespit edildiginden bu tir diger Begonya cesitleri ile yanyana
yetistirilmemelidir.

6. Hastaligin yaprak enfeksiyonlarina dayanikli cesit belirlenmemistir.
Begonia masoniana yaprak engeksiyonlarina az duyarli olarak saptanirken Begonia
carollina ve Begonia masoniana govde enfeksiyonlarina karsi1 dayamkl: olduklari
belirlenmistir. Bu iki ¢esit Begonya' da bakteriyel leke ve yankliga neden olan bu
hastaliga kars1 dayanikl1 bitki Gretiminde 1slah materyali olarak degerlendirilebilir.
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EKLER

EK 1

Yeast Dekstroz Kalsyum Karbonat (YDC) Agar (Lelliott ve Stead, 1987)

Y east Extract
Dextrose

Calcium Carbonate
Agar

Distile Su

10.0g
20.0g
20.0g
15.0g
1000ml

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Agar (NA) Bes Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar
Digtile Su

13.0g
1000ml

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.

Tweeen B Bes Yerinde (McGuire ve Jones, 1986)

Peptone
KBr

CaCL,
Borik Asit
Agar
Distile Su

10.0g.
10.0g
0.25¢g
0.30g
15.0g
100ml

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir. Ortam 50°C’ ye kadar sogutularak
icerisine asagidaki kimyasallar ilave edilmistir.

Tween 80
Cycloheximide
Cephalexin
5-flouracil
Tobramycin

10.0ml
50.0mg
65.0mg
12.0mg
0.4mg

CKTM Besi Yeri (Sijam ve ark, 1992)

Distile Su
Soy Peptone
Bacto Tryptone
Dekstroz
L-glutamine
L-histidine
(NHz)2 HPO,
KH,PO,
MgSO,4 7H,0
CaCl,

Borik asit
Agar

900ml
2.0g
2.0g
1.0g
6.0g
1.0g
0.8g
1.0g
0.4g
0.25¢g
0.30g
15.0g
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121°C'de 15 dakika otoklav edilmistir. Ortam 50C'ye kadar sogutularak

icerisine
Tween 80
Cycloheximide
Bacitracin
Neomycin sulphate

100ml distile su icerisinde eritilen;

10.0ml

50.0mg

100.0mg

10.0mg

Cephalexin 65.0mg
5-flouracil 12.0mg

Tobramycin 0.4mg ilave edilmistir.

SNA Bes Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar
Sukroz
Distile Su

13.0g
50.0g
1000ml

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Broth Sivi Bes Yeri (Lelliot ve Stead 1987)

Nutrient broth
Distile Su

89
1000m

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.

King B Bes Yeri (King ve ark 1954)

Proteose Peptone
Gliserin

KoHPO,
MgSO,47H,0
Agar

Distile Su

20.0g
10.0ml
1.5¢9
1.5¢9
15.0g
1000ml

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir.

SX Bes Yeri (Shaad ve White 1974)

Starch (soluble-potato)
Beef extract
Ammonium chloride
K>HPO,

Methyl violet 2B
Methyl gren

Agar

Otoklavdan sonrg;
Cycloheximide

10.0g
1.0g
5.0g
2.0g9
1.0ml*
2.0ml**
15.0g

5.0ml***

*0620' lik alkolde %1’ lik solisyon.
** Sollisyon %1’ lik sulandirilacak.
**%100ml steril suicinde, 5.0g Cyc. 10.0ml methonole eklenir.
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SM Bes Yeri (Chun ve Alvarez 1983)

K2HPO, 1.0g
NaHPO4 2.69
NH.CI 1.0g
NaCl 2.0g
Mg.S04.7H,0 0.2g
CaCl,.2H,0 67.0mg
Glucose 1.0g
L-methionine 0.29
Starch (soluble-potato) 10.0g
Methyl violet 2B 1.0ml*
Methyl gren 2.0ml**
Trace element solution 1.0mi***
Triphenyltetrazolium chloride 1.0ml****
Cycloheximide 50.0mg
Agar 20.0g

*0620' lik alkolde %1’ lik soliisyon.

** Soltisyon %1’ lik sulandirilacak.

***700 ml H,O:EDTA, 250mg;FeS0,.7.H,0, 500mg;ZnS0..0,
10mg;CuS045H,0, 10mg;MnSO4.H,0, 10mg;NaMo00,4.2H,0,
25mg;NaB407.10H,0, 18mg;CoS0,.7H,0, 10mg.

**%* Soltisyon %1 sulandirilir.

MD-5Bes Yeri (Kuan ve Minsavage 1985)

D-cellobiose 10.0g*
KoHPO4 309
NaH>PO, 1.0g
NH.CI 1.0g
Mg.S04.7H,0 0.3g
Cycloheximide 0.29*
Agar 15.0g

*Otoklavdan sonra;
D-cellobiose ve Cycloheximide eklenir.



EK 2
ELISA testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

Phosphate Buffered Saline (PBS). pH:7.4 (Fosfat Tampon Cozeltis)
NaCl 8.0g

KH2PO,4 0.29
NaHPO, veya 1.15¢g
NagHPO42H,0 1.44g
NagHPO47H,0 2.39
NaHPO412H,0 2.99
KCl 0.29

NaN3 0.29

Y ukarida miktarlar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’st 0.1N

NaOH veya 0.1N HCl ile ayarlanmus ve +4°C’ de saklanmustir

ve +4

Coating buffer pH 9.6 (Kaplama Tampon Coézeltis)

NapCO3 1.599
NaHCO3 2.93g
NaNs 0.29

Y ukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’ st ayarlanms
°C’ de saklanmustir

Washing Buffer (Yikama Tamponu)
Bir litre PBS tamponu 0.5ml Tween 20 ilave edilerek hazirlanmustir.

Sample Extraction Buffer (Ornek Tamponu Cozeltisi)
Bir litre yikama tamponu c¢ozeltisi icine 20g Polyvinylpyrolidone (PVP-40)

ilave edilerek hazirlanmustir.

hazirl

Enzyme Conjugate Buffer (Konjugate Tampon Cozeltis)
Bir litre drnek tampon ¢ozeltisine 2g ovalbumin (egg albumin) ilave edilerek
anmustir.

Substrat Buffer pH:9.8 (Subtrat Tampon Cozeltis)
97 ml Diethanolamine 800ml saf su igine ilave edildikten sonra 0.2g NaN3

konmus ve HCl ile pH 9.8 e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.
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EK 3
Yag Asit Analizi Cahismasinda Kullamlan Ortam ve Cozeltiler

Trypticase Soy Broth Agar (TSBA) Bes yeri

Trypticase Soy Broth (BBL # 11768) 30.0g

Agar 15.0g

Digtilesu 1000m

121°C’ de 15 dakika otoklav edilmis ve petrilere dokulmustar.
Cozelti 1

Metil Alkol 150ml

Digtile su 150ml

Sodyum Hidroksit 45¢g

Sirasi ile 150ml metil alkol ve 150ml H,O bir litrelik renkli ¢ozelti sisesine
ilave edilmis ve daha sonra kat1 formdaki 45g sodyum hidroksit ekleyip iyice
¢cOzulunceye kadar karistirilmistir

Cozelti 2
6 N Hidroklorik Asit 325mL
Metil Alkol 225ml

Sirasi ile 6N’lik 325ml hidroklorik asit ve 225ml metil alkol bir litrelik renkli
coOzelti sisesinde iyice ¢ozininceye kadar karistirilmistir.

Cozelti 3
Methyl-tert-butyl Ether 200ml
Hexane 200ml

Sirasi ile 200ml methyl-tert-butyl ether. 200ml hexane Uzerine ilave edilerek
bir litrelik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢ozulunceye kadar karigtirilmistir.

Cozelti 4
Sodyum Hidroksit 10.89
Digtilesu 900ml

Sirasi ile 10.8g kat1 formdaki sodyum hidroksit. 900ml distile su icerisinde bir
litrelik renkli ¢ozelti sisesinde iyice ¢ozullinceye kadar karistirilmistir.
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