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SERIFE BILGE OZTURK

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Aralik 2000, 53 sayfa

Bu calismayla tilkemizde itk defa ates yanikhif1 etmeni Erwinia amylovora’ mn

‘mikrobiyolojik agidan detayll olarak tanmmlamas: yapilmistit. Bu ¢aligmada ozellikle,

yumusak cekirdekli meyve agaclarinda yogun olarak gorillen bu hastalik etmeninin

tim dinyada oldugu gibi iilkemizde de hentiz kesin ¢oziim getiren miicadele

olanaklarinm bulunmamasi nedeniyle Bali Akdeniz Bolgesinde Rosaceae familyasi

bitkilerinden izole edilen E amylovora izolatlanmm  kesin tanilarinn  yapilmasi
amaclanmigtit
Bati  Akdeniz Bolgesinde ozellikle Rosaceae familyast  bitkilerinin

yetistirilmesi agisindan biiyiik potansivel olusturan Antalya, Isparta, Burdur ili ve

ilgelerinden toplanan hastahikli bitki 6meklerinden izolasyonlar yapildiktan sonra, yal
selektif besi ortamlart olan MS (Miller ve Scroth 1972) ve NSA (Niitrient Sakkaroz

Agar) ortamlarina bakterilerin cizimleri yapiimus, 48 saat ve 27°C* de inkiibasyona

birakilarak E amylovora’ya ait koloniler elde edilmistir.

Calismamin bir sonraki agamasinda hastalik etmeninin tanist ile ilgili olarak

patojenisite testleri yapilmis ve bu kapsamda ham armut testi, tiitiinde hipersensitif
reaksiyon testi ve singiin inokulasyonu testleri yapilmugtiy Ham armut testinde ooze
olusumu, titiinde hipersensitit reaksiyon olusumu ve siirglinde patojene ¢zel yaniklik
seklinde hastalik belirtileri saptanmusti, Patojenisite testleri, yar segici besi ortaminda

gelisen bakterilerin patojenik I amylovora olup olmadiklarnin tespit edilmesi

bakimindan énem tagimaktadir.




Patojenin bivokimyasal olarak tammlanmas: agamasinda; katalaz testl, oksidaz
] testl pitrattan nitrit Gretimi testi, asetoin testi, indol tiretimi testi, hidrojen siilfit testi,
._'..._.:msastanm parcalanmas testi, sakkarozdan indirgenen maddeler testi, sicaklifa
:'3'-"._':'hassa&31yet testi, % 5 NaCl’e tolerans testi, pektinaz aktivitesi testi, King’s B testi,
_ KOH testi ve jelatinin hidrolizi testi uygulanmistir Elde edilen tiim sonuglar

'5 .'3._.[“]'3@ gey’s Manual of Systematic Bacteriology™ ile paralellik gbstermistir

_ Hastaligin miicadelesinde genel olarak bakirli preparatlann ve antibiyotiklerin
" kullaniimast nedeniyie bu ¢aligmada elde edilen her bit izolata bakur silfatin bes farkh
dozu, streptomycine’in Ug farkli dozu ve oxytetracycline’in de doért farkli dozu test

"-'.'edﬂerek izolatlann reaksiyonlari belirlenmistir

Bati Akdeniz Bolgesinde Rosaceae familyasi bitkilerinden elde edilen £
amylovora izolatlarma patolojik ve biyokimyasal testlet uygulandiktan sonra tiim
izolatlarin molekiiler diizeyde kesin tamlarmim yapilmasi amaciyla PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) teknigi kullamlmigtu. Patojenik bakterinin polisakkarit
tiretiminden sorumlu olan ve kromozomal DNA iizerinde bulunan ams geninin (1.6

kb) ¢ogaltilmas: ile £ amylovora izolatlaninin kesin tanisi yapiimistir.

Elde edilen ve kesin tamlari tamamlanmis olan £ amylovora izolatlarmn
plazmid profillerinin belittenmesi asamasinda tiim izolatlarin yaklagik 30 kb

bilyiikliigliinde plazmid DNA icerdikleti saptanmustir

ANAHTAR KELIMELER: Ates Yamklig1, £ amylovora, Rosaceae, PCR (Polimeraz

Zincir Reaksiyonu)

JURI: Dog. Dr Hiiseyin BASIM (Danisman)
Prof Dr. Oktay YEGEN
Yrd. Dog. Dr. [brahim YII DIRIM




ABSTRACT

jﬁEN_TIFICAT YON OF Erwinia amylovora (Burr,) Winslow et. al., ISO_LATES

" OBTAINED FROM ROSACEOUS PLANTS IN WEST MEDITERRANEAN

" REGION BY PATHOLOGICAL, BIOCHEMICAL TESTS and PCR (Polymerase
DA Chain Reaction) TECHNIQUE

SERIFE BILGE OZTURK

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

_ In this study, isolates of Lrwinia amylovora, a causal agent of fire blight, was
identified in detailed and in microbiological respect in Tutkey The aim of this study is
to identify isolates of Erwinia amylovora isolated from Rosaceous plants grown in the
" West Mediterranean Region of Turkey, since there is no successtul control measure

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

The bacterial isolations were made fiom diseased plant samples obtained from
Antalya, Burdur and Isparta proviences which have potential in terms of growing areas
of Rosaceae plants. The colonies of £ amylovora were obtained on semi-selective

media, MS (Miller and Scroth, 1972) and NSA (Nutrient Saccarose Agar) incubated at
27°C for 48 h

In pathological tests, immature pear test, hyper sensitive rreaction test on tobacco
and shoot inoculation test on young pear shoots were performed for the £ amylovora
isolates. Qoze formation, hypersensitive reaction and shoot blight symptoms were
determined for afl the bacterial test isolates These tests were important whether the

isolated bacteria ate pathogenic or not.

In the biochemical identification of the E 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 (%3) tolerance test, pectinase activity test and hvdrolysis of jelatin test were

i}




__.-_-.pérforme
.. by “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”

Since the antibitics and copper mixtures were commonly used for the control of

ﬁre blight disease, in this study five diffetent doses of oxytetracycline were tested and
- detemined the reaction of the tested 1solates.

PCR (Polymerase Chain Reaction) technique was used for cettain identification

of E amylovora isolates by amplification of chromozomal 1.6-kb ams gene, after
pathological and biochemical tests were complated.

E amylovora isolates -dentified in detailed in this sudy had 30-kb ptasmid
_ KEY WORDS: Fire Blight, £ amylovora, Rosaceae, PCR
COMMITTEE: Assoc. Prof Dr. Hiiseyin BASIM (Adviser)

Prof Dr. Oktay YEGEN
Agst. Prof Dr. ibrahim YILDIRIM
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ONSOZ

ae familyas:

ates yaniklig hastalik etmeni Erwinia amylovora’ min degisik

‘Bu caligmada, Antalya, Burdur ve Isparta ili ve iicelerinde Rosace

b’itklle'r'i'nde zararll olan

lokasyonlardak1 izolatlar1 topl

tanﬂaﬂ yaptimig ve tim izolatlarn plazmid profi

anarak patolojik, biyokimyasal ve PCR calismasi ile kesin

Heri gikanlmigtir

Yapilan caligmalatn tlmil Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Kotuma

bi ujnunde gergeklegtirilmistit. Bu caligma konusunun belirlenmesinde, tiim laboratuvar

iklerini 6grenmemde ve caligmalarin yiiriitilmesinde her iyl destegi saglayan

{ egetli hocam Doc. Dr Hiiseyin BASIM’a ilgi ve gayretinden dolay: tesekkiir ederim.

Pu calismada projeyl destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonu'na,

sma imkanlarl sunan Akdeniz Universitesi Bitki Koruma bolimil bagkanhfina,

_'Zbolum bagkant hocam Prof Dr. Oktay YEGENe, calismalarimda yardimiarini

éugemeyen Zir. Yitk. Mith. Abdullah UNLU’ye (Ant. Nar. ve Ser. Enst ), biitiin bolim

:-'arkadaslanma ve benim calismalarimda her tirlii destegi saglayan degetli aileme

apnklan fedakartiklardan dolay: tesekkiir etmeyi bir borg biliyorum
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’ ELER ve KISALTMALAR

Polimeraz Zincit Reaksiyonu
Hipersensitif Reaksiyon
Mikso litre

Mili molar

Santigrad derece

Kilo baz (1000 baz gifti)
Dalton

cfu/ml Mililitredeki canli hiicre say1st
.' Nanometre

Ultraviyole 15181

dNTPs Adenin, Guanin, Sitozin ve Timinden olusan niikleotid ¢Hzeltisi

TALE Tris-asetat tampon ¢ozeltisi




Sodyum Dodesil Siilfat
Fenol/Kloroform/Izoamil alkol
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: .'Bat; Akdeniz Bolgesi Erwinia amylovor
4.2 ..B.atl Akdeniz Bolgesi Erwinia amylovor

il4 47 gms gen’inin PCR ile amplifikasyonu

a izolatlarnin plazmid profilleri ...

a izolatlanmin plazmid profilleri. .. 3

4 ams gen’inin PCR ile amplifikasyonu ...
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bir bélimiini meyvecilik olusturmaktadir.

iz tanm sektarinin Hnemli
n sayist 56 392.000 adet olup yapilan

ki yumugak cekirdekli meyve agaglarini
2717 000 tondwr Bu miktar,

m

emizde
4 genel meyve {iyetiminin ¥4 int

1 miktark
de yumusak cekirdekll meyve

dir Bati Akdeniz Bolgesi Antalya ilin
967 tonu armut, 4554 tonu ayva, 133.8

i@tﬁfmakta
timinin, 31 75 tonu elma, 5967 tonu
98 ton ayva, 253 018 ton

er iinya’dan olusmaktadir. Isparta’da isc 6863 ton armut, 9
ehhé iiretilmektedir. Burdur ilinde ise, 12.844 ton armut, 838 ton ayva, 28 738 ton elma

éﬁmi yapilmaktadit (Anon. 1996).

t al, yumusak
k bitkide

Ates yaniklig etmeni FErwinia amylovora (Burr.) Winslow ¢

bulundugu Rosacea familyasina dahil pek ¢o

(Van der Zwet ve Keil 1979). Hastahk Mayis ayimnda
Nekroz ve

cekirdekli meyve agaclarinin

_zai'arlamnalax olusturmaktadus

'c;;_gék ve siirglinlerde nekroz ve yapraklarn siyahlagmasi seklinde gortiliir.
saYah1a§maiar cigek enfeksiyonu ile tiim bitkiye yayilir Once, orta damar boyunca olan

kahverengilesme daha sonra sivah yanikliklara déniist, yapraklar agag dogru kavrilar

ve genelde yanmig bir gorinti alular  Ug stirgtin ve filizler hastaliktan direk

etkilenitken, kahverengi olan kabuklar sivah yanmig goriiniim alir. Ug stizglin ve

- meyvedeki simptomiar dallara ve gvdeye dogru ilerler, Yumusak cekirdeklilerde cigek

ve stirgiinden bagka meyve enfeksiyonu da gorillebilit Meyve enfeksivonu genelde

meyve sapi ile olur. Kiigiik ham meyveler once sulu, daha sonta da kahverengilesip

fhasinda ise siyahlagan meyveler

mumyalagan bir yapi alilar Enfeksiyonun ilerlemis sa
Asin nemli havalarda bakterivel akimtilar (ooze) bitkinin

apacta asth olarak kalir

vejetatif ve generatif aksami {izerinde goriilebilir (Agtios 1997).

Ates vamkhginin tontroli ile ilgili olarak hastalikli dokunun budanmast Ve
uzaklagtrlmasi bakterisitlerle yapilacak ilaglamalar geligtirilen stratejilerdir.  Ates
yamkhgs ile miicadelede en etkin yontem dayamkh cesit kullammidir. Dayamkli gesit

patojenin konukeu bitki icinde cogalmasina gote secilir (Crepel vd 1997).




streptomycine  ve bakir bilesikleri kullaniImaktadiz.

stahvm kontroliinde
pibi titkelerde dayanikli

ine’nin yogun kullamimi Amesika ve Kanada

i sagladigindan bu antibiyotigin etkisini azaltmistir Bakar bilesikler:

amlerm geligimin
inde fitotoksisiteden dolay1 tercih edilmemektedir

ozelhkle cigeklenme dénem

astahkla miicadelede mevcut yontemlerin yetersiz kaligi, uygun baktersitlerin

yoklugu antibiyotik kullaniminin dezavantajlari, alternatif miicadele yontemlerinin

" 'ehstmlmesml sorunlu kilmaktadir. Ates yamkh§ etmeni Erwinia amylovora ile

onukgu bitks yde yapilacak

arasindaki  iligkilerin belirlenmesi molekiler  dize
eccktir. Bu aragtima ile Bati Akdemz Bilgesinin Anialya,

_gahgmaiar ile miimkiin olabil
ea familyast bitkilerinde goriilen ates

Burdux Isparta illeri ve ilcelerindeki Rosac

_yamkl1g1 etmeni Erwinia amylovora izolatlanimn patolojik, biyokimyasal ve PCR
1]t tekniklerle kesin tamlarinm yapilmasi ve plazmid profillerinin

testlerini iceten, far
molekiiler diizeyde karakterizasyonu kismen

belirlenmesi ile patojen bakterinin

mizde ates yaniklign hastalign ile

simaktadir.

: éaclanm1$t1r Bu ¢alismadan elde edilen sonuclar ilke

‘daha sonra yapilacak detayl caligmalara 11k tutmast bakimindan dnerm ta:




RAMSAL BILGILER

Ates yamkhgna neden olan Erwinia anylovora yumusak ¢ekirdekli bitkilerdé .'

o mli sarartanmalar olusturan bakteriyel bir etmendir Hastalik etmeni Rosacea:

milyasinda 200 bitki tiriinden 40 cinste dnemli sararlanmalara sebep olmaktadit,
sellikle, C
Malus’unda i¢l
gorulur (Van der Zwet ve Beer 1995)

otoneaster, Pyrus, Pyracanid, Sorbus, Stranvaesia, Crateagus, Cydonia ve

nde bulundugu sekiz cinste hastaligm Snemli kayiplara neden oldugu

FEywinia amylovora ile ilgili olarak 1Tk tammiama, 1794°de New York State’de

-:.:- ortaya ¢ikatlmigtir. Hastalik buradan kuzey, giiney ve batiya yayumigtr 1880°e kadar

*hastalizn asil pedeni  bilinmemesine ragmen, 1817 yiinda Birlesik Devletlerin

.'dogusunda meyve iiretilen alanlarda snemli bir problem olarak farkina varmistir.

fllinois’de 1880°de atey yanikhgl hastalik etmeni Micrococcus amylovorus olarak

isimlendirilmistir. 1889°da bu isim Bacillus amylovorus olarak degistirilmistit. Son

olarak 1920°de Erwinia amylovora olarak adlandiriimstur. 1800711 yillann ortasmna

. dogru hastalik etmeni Kanada'va dogru yayumugtir. 1938°de ates yanikligt Bermuda

adalaninda Eriobotrva japonica'da, 1984 yilinda da Cofoneaster spp de ve diger

Rosacege sus bitkilerinde ortaya cikarilmigtir. Hastalik 1903 yilinda Kuzey Amerika

diginda Japonya'min birkag adasinda da gorilmiigtir Hastalik etmenine 1919 yilinda

Janmistir Bimen

a’da 31 tlkede

Yeni Zelenda'nin kuzeyinde Rosaceae familyasina dahil bitkilerde 1ast
Ingiltere’de 1958°de, Misir'da 1964°de saptanirken, Ortadogu ve Aviup
yayginlik gosterdigi ortaya cikanlmigtis (Roberts vd 1998)

Enterobacteriacege familyasma dahil, cubuk seklindeki bakteri 0,6 um’den 2,5

pm’ye kadar degisen uzunlukta ve 0,5 wm’den 1,2 pm'ye kadar degisen genisiikte

bulunmaktadir. Gram (-) olan bakteri, peritrik kamgili szellige sahiptiy (Van der Zwet

ve Keil 1979). Bakteri tarafindan olusturulan bakteriyel akints (ooze), infeksiyondan
Ooze beyazdan koyu kirrmiziya

viovora 25-40° C’ de 400

i virtilenttir Bakteriler

sonra ¢icek, stirgiin, filiz ve meyvede olugmaktadi
kadar degisen renklerdedir. Bakteriyel akinti igindeki E. am
glin yasamini siirdiirebilmektedir Qoze iginde bulunan bakter
tarafindan olusturulan bakteriyel iplikgikler siki baglarla bagli olup ancak % 20°si

bakteriyel hiicrelerden olusmaktadir Bakteriyel iplikgiklere elma, armut ve alic’in

e T S e




eyve ve siirgtinleri tizerinde rastlanilmugtur. Ates yaniklip1 etmeni epifitik olarak elma
“armut gigeklerinde stigmalarda, meyve ve yapraklarda bulunurken, endofitik olarak
da silem ve floemde taginmaktadir (Van der Zwet 1994). Yapilan bir calismada Vibrio

.13;1 *den lux operonu Sal enzimiyle kesilmis, operon pfdClZ plazmidine insert
dikten somra elektmpmasyonla E  amylovora bakterisine aktarimigtir. Lux
” peronundakl genlerin salgiladig lusiferaz ve rediiktaz enzimi sayesinde bakterinin
i'.l:.:'tkl icindeki hareketi gdzlenmistir. Bu calismayla bakterinin ksilemde ve floemde

nize oldugu saptanmustit (Bogs vd 1998).

_ Ates yanikhg, etkiledigi bitki kisimlarina gore cicek, stirgiin, filiz, yaprak,
'.".eyve, dal ve govde yarukhigi olarak adlandinhr. Enfeksiyon gigeklerden baslayip
_1Iétlema safhasina gore ilk once sulu islaklik seklinde belirti gdsteritken daha sonra
‘cicek sapina dogru ilerler Meyve siyaha déner, kurur ve genellikle agacta asili olatak
.'kéhr. Armutlarda koyu kahverengiden siyaha donen renk olusumu gdzlenirken
:éiinalatda ise koyu kahverengiye dontisim goriiliz. Hassas konukgularda infekstyon
;.'-éiq,ek siirgtin ve meyvelerde meydana gelitken, yash dallardan govdeye de vayil.
:'Pato en 0-5000 m vada 5 km’den daha fazla uzakliklara yayilabilit (Van der Zwet
"_31994) Formica sp., Aphis pomi, Musca domestica, Cacopsylla pyricola, Eriosoma

5.lanigerum vb hastalifim epidemi olusturmasinda rol oynayan en tnemli boceklerdit
'.(Van der Zwet ve Beer 1995). Meteorolojik kogullar ozellikle arazi iginde inokulumdan
“ciceklere ve geng filizlere patojenin yayilmasinda énemli bir faktordur Amber rengine
dénen bakteriyel akintlar, bitkinin degisik aksamlarindan disari gikarak hastaligin

~ epidemi olusturmasinda énemli rol oynarlar (Agrios 1997).

Ates yanukligmin tanisinda farkli metotlar kullamlmaktadir. Hastalik etmeninin
izolasyonu vapildiktan somra biyokimyasal testler, patojenisite testleri, serolojik
teknikler, fatty asit profilleri ve PCR’a dayanan molekiler teknikletle patojenin

karakterizasyonu saglanmaktadn (Gorris vd 1996). -

Patojenisite testlerinden ham armut testi ates yamklhiginin tamisinda ¢nemli biy
asamay: olusturmaktadr Misi’da degisik lokasyontardan alinan izolatlarin Barleit

armutla;y  {lizerinde yapilan ham armut testiyle patojenisite  ve viriilenslikleri




clendirilmistir.  Yzey sterilizasyonu yapilan Smekler 10 mm  kalinhinda

sildikten sonra bir 6ze dolusu bakteri ile bulagtilmistic Kontrol olarak P syringae

kuilan11m1$tlr Armut dilimlerinde 26°C’de 1-2 hafta sonucunda bakteriyel akinti

olﬁstugu saptanmgtir (Van der Zwet 1986).

psallidas ve Dimova (1986) elde ottikleri tim £ amylovora izolatlarmin ham

armut dilimleri {izerinde ik once nekrotik lezyon daha sonra da bakteriyel akinti

olusturdugunu saptamislardir

Cigekler kadar taze stizgiinlerde ates vamikligma kargl hassastilar. Strglin

___mokulasyonu degisik” gekillerde yapiimaktadir  Crepel ve Maes (1996) farkli elma

El;lkultwaﬂan filizlerinden omekler almislardir. Kesilen yapraklara 10 pl 10* cfu/ml’lik

- Bakteriyel siispansiyon bulastirilmistur Ornekler 24 saat nemli torbalarda tutulmustur.

“Farkh varyetelerde dayamkithgm farkli olmasindan dolayr bakterinin olusturdugu

lezyon bitytikliklerinin de farkh oldugu saptanmistir

Van der Zwet (1970) degisik armut varyetelerinde ates yanikligma dayamkliligs

- degerlendirmis, injeksiyonla  yapilan inokulasyonun, spreyleme ile yapilan

inokulasyondan daha basanh oldugunu saptamistir.

Fitopatojen bakterilerden Erwinia spp., Pseudomonas spp., Ve Xanthomonas spp

- hipersensitif reakiyonu tesvik eden hrp genine sahiptir. Yapilan bir ¢alismada Fa32l

izolatindaki hrp geni izole edildikten sonra £ herbicola ve P syringae bakterileriyle bu

gen agisindan benzerlikleri arastinimisty DNA hibridizasyon teknikleriyle Ea321 ve

diger £ amylovora izolatlaryla £ herbicole’da bulunan wis geni ve P syringae

bakterisindeki hrp geninin benzerlik gosterdigi saptanmugtir {Laby ve Beer 1992).

HR ile ilgili olarak elma stirgiinleri ile yapilan bir caligmada, Erwénia

amylovora’mn virillent strainlerinin ates yanikligt simptomu olusturdugu, avirtlent

strainlerinin ise, inokilasyon bélgelerinde kilgik kahverengi lekeler olusturdugu

saptanmmustir. Her iki tip bakteri de doku iginde gogaimistir Ancak aviriilent strainlerin

inokiilasyondan 24 saat sonra gofalmasi dururken digetlerinin ¢ofalmaya devam ettigi




. 3 olan harpin, 44 kilo dalton agirhginda olup, tiitiin yaprak laminasinda ¢ékmeye

Imaktadir. Nitekim krombzomal bélgede bulunan bu gen 7n5tac! ile mutasyona

‘Ea321’deki Arp geni salkimu prob olarak kullamldiginda degisik lokasyonlardan
n Erwinia amylovora strainlerinin, Fa321 ile tanimlanabilii Srnekler olusturduklarn

£or! lirken, Rubus tirlerinde de benzer hibridizasyon 6rnekleri saptanmugtir (Walters vd

. Ates yarikligi hastabifimin diinya iizerinde gériilmeye baslamasindan beri
__gléik miicadele olanaklarn gelistirilmistir.  Hastalikla miicadelede kullanilan
:;klerden biri de degigik tilkelerde uygulanmis ve uygulanmakta olan, Snceden
fahf;iin ve uyart sistemleridir. Klimatolojik faktorlerden ozellikle yagmur ve sicaklik,
h?is_tﬁhfgln epidemi olusturmasinda Snemlidir. Onceden tahmin ve uyan sistemlefi,
gegﬁli$te olan epidemileri agiklama ve hastalifin arazide yayilum igin potansiyel
olusturan faksrleri degerlendirmede Gnemlidn  (Psallidas vd  1989). Bilinen

meteorolojik faktsrler iizerinde aragtirmalar hastaligi baskr altina alma ve hastalik




geligimi ve infeksivon seyrimin bitki gelisimini nasil engelledigini belirlemede 6nem

- kazanmaktadir (Jones 1992).

Biliing’s sistemi 1982-1986 yillarr arasinda Misi’da ateg yamkligr hastalifinin
epidemismi tahmin etmede yetlestiriimeye ¢abigilmug olan bir sistemdir. Gunliik sicaklik
vé yagis miktarina gore yapilandirlmisti, Bu sistem meteorolojik verilerin analizine
dayamx Misi’da ve bazi Avrupa iilkelerinde bagan ile uygulanmis olup simptomlar
ortaya gikmadan dnce yapilacak bir veya daha fazla ilagtama ile yeni enfeksiyonlan

énlemede 6nem kazanmistir (Abo-E1-Dahab vd 1990)

" Fransizlar tarafindan olusturulan Firescieens uyati sistemi Yunanistan’ da elma ve
afmutiarda ates yamkh@mn kontroliinde kullandmistir Denemeler sisteme uygun
biarak, 1994-1995 yillan arasinda hastahgin endemik oldugu ti¢ bolgede yurtitilmiigtis.
th gruba aynlan lokasyonlardan birinei grupta, belli periyodlarla kimyasal uygulamasi
pilitken, ikinci grupta fenolojik bitki gelisimine gore ilaglama yapilmus, Uglincu
upta ise hichbir uygulama yapilmamustiz, Kimyasal uygulamalaida 100 ppm’lik
streptomycine kullanilmigtir. Deneyler sonucunda hastahk simptomu  goriilmedigl
sitece  kimyasal ilaglamamin yapilmamasi uygun gdriilmiistiit. Bu sistemde hig
uygulama yapilmamasi yada sadece bir uygulama yapilmasi iavsiye edilen kriter

olmustur (Isiantos ve Psallidas 1996)

_ Maryblight, klimatolojik verilere bagh olarak, ates yamkhgimn gigek
énfeksiyonlanm tahmin etmede kullanilan diger bir modeldiz. Model, bilgisayar
Iirogrammda kitciik degisiklikletle modifiye edilebilit. Yunanistan’da yapilan bt
| alismada, 1991 yili Maryblight modeline gore gigek enfeksiyonlarn olabilecegi tahmin
edilmigken, 1984 de ise 4 infeksiyon perivodu tahmin edilmistir (Jones 1992).

Bitkilerin ¢esidine bagh olarak dayaniklihgin degismesi, miicadele alternalifleri
zgeliﬁﬁmeyi saplamis ve buna bagl olarak, Norelli vd (1999) transgenik attasin
sentezleyen ‘“Malling 29°° ad altinda dayanikli etma ¢esitleri elde etmislerdir. Ormegin
‘magnens armudunda dallardan gdvdeye enfeksiyon birka¢ ay iginde ilerleyerek agaci

Oldlirmektedir. Siis bitkilerinden 6zellikle Cotonaster spp., Pyracantha spp ve Sorbus




spp. hastahik etmenine kars: hassastir Hastahigin A B.D’nin cesitli bolgelerinde kirmizn
bogiirtlende de zarar meydana getirdigi saptanmustir. Etmen, geng bitki dokularim yash
olanlara gére daha fazla etkilemektedir Cevre kosullan ates yanmkligi etmeninin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir Yiiksek nem, vagmur ve ¢evre kosullar etmenin
konukgudaki gelisimi ve konukgunun hassasiyeti agisindan da 6nem tagimaktadir (Van
der Zwet ve Beer 1995) Hastaligin gelisim seyrini belirlemede dengeli giibreleme de
onem kazanmaktadir Yapilan bir calismada, Prohexadion-kalsiyum ile uygulama
vapuan eima bahgesinde, apaglanin giberellin sentezi dumus ve £ amylovora
tarafindan enfeksiyon riski azalmugty. Prohexadion-kalsiyum ile uygulama yapilan
agaclarda ikincil filizlerde belirgin olarak hastaligin meydana gelis derecesinin azaldi§t

saptanmistir (Jones vd 1999).

Ates yanikh@ hastaliginin kontrolit ¢ok zor olup, etkili olan bakterisitlerden
streptomycine  ve  bakir  bilesikleri ilaglama  programlaninda  rutin - olarak
kullamlmaktadi Streptomycine’in Kanada ve A B.D gibi dlkelerde kullanimi giderek
artarken ¢igek infeksiyonlarma karst kullanilmaktadir. Ancak antibiyotiklere kars
dayamkli mutant olusumu séz konusudur. A B.D’nin Washington eyaletinde yapilan
yogun antibiyotikli ilaglamalar dayanikli strajnlerin olusumu gibi sorunlan da yamnda
getirmistir. Bu bélgelerden elde edilen bakteriyel izolatlarn izolasyonundan sonra
streptomycine’in 10, 100 ve 1000 pg/ml’lik dozlarina dayanikliligy degerlendirildiginde,
clde edilen 138 izolattan 98’inin 1000 ug/ml dozlarina dayanikli oldugu saptanmigtir.
Kontrol olarak Pseudomonas syringae kullandmistir  Antibiyotik dozlarinm artan

miktarlarina bagh olarak diskler etrafinda zon olusumunun arttify saptanmigtir (Loper
vd 1991)

19887de Misir’da yapilan bir ¢alismada, elde edilen lokasyonlardaki bakteriyel
strainlerin hassas olanlarn streptomyeine’in 1-2 pg/mi’lik dozlarma bile dayanamazken,
dayamkl strainlerin ise 1000-3000 pg/ml” lk doziauna dayaniklihk gosterdikleri

saptanmistir.  Tdm izolatlar ham armut testinden de gecirilerek  viriilenslikleri

degerlendirilmistir (El-Goorani vd 1989).




Molekiiler diizeyde streptomycine’e dayamklilik, farkli cografik bélgelerden
elde edilen Erwinia amylovora strainletinde PCR ile ortaya g¢ikanlmustir (Chiou ve

Jones 1991).

Sobiczewski ve Millikan (1985) yaptiklan ¢alismada hassas strainler ile inokule
edilen ¢igeklerde populasyon azalmasinin streptomycine’de oxytetracycline’e gére daha

| fazla oldugunu saptamuslardir.

ABD’de streptomycine’nin - yogun olarak  kullanimmdan  kaynaklanan
problemlerin goriildiigii lokasyonlarda oxytetracycline kullanilmakiadir. Bu antibiotige
5 dayankli mikroorganizmalarm tespiti amaciyla PCR ve Southern analizi yapilmistir.
. Bakterilerde oxytetracycline dayamkhlik mega plazmidlerle tasmmmaktadir Molekiiler

dizeyde yapilan ¢alismalar sonucunda higbit £ amylovora straininde Tc genine

rastlanmamigtir (Schnabel and Jones 1999).

Yapilan bir ¢aligmada, A B.D’nin Washington eyaletinde 44 meyve bahcesinden
- alinan drneklerden elde edilen izolatlarnin oxytetracycline’e dayanikliliklan 10, 23, 50,
100 pg/ml” Lk dozlarda incelenmistin. Kontrol olaiak da oxytetracycline’e
dayanikhliklart bilinen, Pseudomonas fluorescens AS06 ve Pseudomonas syringae
stram Cit7 strainleri kullamlmugti. Sonucta, elde edilen 138 izolatin, 25 pg/ml’de bu
‘antibiyotige kars: dayanikhlign saptanmigken diger dozlarda ise degisen miktarlarda zon
meydana geldifi saptanmistir. Bu da tim strainlerin oxytetracycline’e karsi hassas

olduklanim gostermektedir (McManus ve Jones 1994).

Son 40 yidir streptomycine’in tarim alanlarinda yogun olarak kullammi bu
antibiyotife kars: dayanikli izolatlann olusumunu da saglamustn,  Dayanmkhlik,
_Tn5393’te lokalize olan strA4 ve sir B genleri yada rpsL geninde olusan nokta mutasyonu
ﬂe meydana gelmektedir Bitki yiizeyinden elde edilen fitopatojen bakterilerin gogun‘éia,
..Tn5393 ve sird ve sirB sekanslari bulunmustur. A B.D” nin Michigan ve Kaliforniya
lléyaletlerinden elde edilen izolatlarn stieptomycine’e dayamkli olup, klctk bir sr4

Probu ile hibridize olduklar: ortaya ¢ikanlmistir. Sadece Michigan eyaletinden elde




of

elde edilen £ amylovora izolatinda strA ve st B ile baglanuili olan kii¢tik bir plazmide

de rastlanmistir (Palmer vd 1997),

Manulis vd (1998) Israil’de 1994-1997 willani arasinda streptomycine’e

dayanikli irklan saptamak iizere survey calismast yaprmglardi 18 farkls lokasyondan,
elma, armut, ayva ve yenidiinya’dan streptomycine’e dayamkli 109 strain elde \

etmislerdit Dayamkh olan 100 Erwinia amylovora straininde hibridizasyon olmazken,

pozitif kontrol olarak kullanian E. coli’ de hibridizasyon oldugu saptanmust.

Bakir bilesikleri ise, ¢igeklenme periyodu boyunca fitotoksisiteden dolay
kullanilmamaktadir. Yamlan bir calismada, Washington’da yetistiriciligin yogun
olarak yapildig: lokasyonlarda, 138 izolatin bakira hassasiyeti degerlendirilmistit
Sonugta, uygulanan 002 mM, 0.04 mM, 008 mM, 0.16 mM ve 1.10 mM’lik
dozlanindan sadece 0,i6 ve 1,10°luk dozlarda bakteriyel gelismenin olmadigr )

saptanmustic (McManus ve Jones 1994)

Erwinia amylovora’ya karsi antagonist mikroorganizmalarla yapilan biyolojik

miicadele diger yéntemlerle karsilastinldiginda en ideal alternatif olarak bulunmustur
(Psallidas vd 1993).

Psallidas vd (1993) farkls konukeulardan elde ettigi 87 farkli antagonistin, 6

tanesinin Erwinia amyiovora’ya karst ENA (Emerson Nutrient Agar), ham armut,

Pyrus amygdali igekleti ve Cotonoaster salicifolius™un filizlerinde etkili olduklarim

saptamistir.

Stockwell vd (1996) arazi denemelerinde ates yamkhifina engel olan 2 antagonist

Pseudomonas fluorescens AS506 ve Erwinig herbicola’nin streptomycine’e dayanikh

-

1kl olan C9-1 wkini kullanmiglardir. Antibivotik uygulamalarindan 6nce ve sonia

seyreltme  ile  ekim  yapilip mikroorganizma  yogunluklarina bakildiginda,
streptomycine uygulamasimin populasyon dinamigi Uzerine herhangi bir etkisinin

olmadig1 saptamirken, oxyteracycline uygulamasinin ise populasyon yogunlugunu
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-~ azalthig saptanmistu. Ates yanikhifim engelleyen biyolojik ve kimyasal metodlann

" integrasyonu Erwinia amylovora hastalik etmenini azaltabilir

Wilson vd (1990) Erwinia amylovora ile aym stigmatik yiizeyde kolonize olan
Erwinia herbicola’mm kolonizasyonunu elektion mikroskopta incelemisler ve her iki
bakterinin bulunduklart yiizeyde antibiyosis yoluyla etkilesime gectiklerini ve
bununda  Erwinia  herbicola  tarafindan  Uretilen  antibiyotik  tarafindan
gerceklestitildigini agiklamislardir Bu bakterilerdeki antibiyotik diretimi, plazmid
kokenli olup, elde edilen degisik strainlerde 12 kb’lik sabit bir plazmidin varlig:
saptanirken, bazi izoiaﬂmda 1se bundan farkl olarak 16 kb’ den biiylik plazmidlere de
rastlanmistir. Degisik Erwinia herbicola izolatlann Crateagus monogyna’nm ¢igek ve
vapraklarindan 1zole edilmistit. Yapilan ham armut denemeleri, filiz inokulasyonu
denemelerinden elde edilen izolatlardan, WL9” nun %80 oraminda kontrol saglamada

bagarili oldugu saptanmigtir

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-El Dahab ve El-Goorani (1964} elma ve armutlarda gérillen ates yarklig:
hastalik etmenine antagonistik etkide bulunan diger bit bakterinin Bacillus subtilis
oldugunu bildirmiglerdir Filtrat elde edilen Bacillus subtilis bakterisi, penicillin,
streptomycine ve oxytetracycline ile karsilagtimali olarak incelenmistin 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 kazandinlmasinda 6nemli 10l oynamaktadiz  Ornegin




Xanthomonas campestris pv. tomato’da metal ilyonlanna karst dayamkliliZ
saplarlarken Pseudomonas syringae pv. papulans’ ta streptomycineé dayamkhiligm
plazmidler yoluyla konjugatif olarak kodlandii ortaya ¢ikmugtir. Bitki bakteri
.interaksiyonlazmda plazmidlerin  konuk¢u bitkimin  parazitizmi  ve simbiyosis
olaylarinda da rol aldiklari saptanmigtu. Rhizobium spp.” lerin sahip oldugu mega
plazmidlerle Leguminous bitkilerde nodilasyon ve nitrojen fiksasyonu meydana

. gelmektedir (Steinberger vd 1990),

Tim patojenik Erwinia amylovora strainlerinin simdiye kadar 30 kb’ lik plazmid
kapsadiklan ortaya ¢ikanlmustir (Falkenstein vd 1988). Bu plazmid, patojenisiteve
sahip olmayip, diger dogal fonksiyonlari kodlayan genleri tasumaktadu (Laurent vd
1989). Baz1 strainlerde ise biiyiikltigii, 60 kb olan Pcpp60 adinda 2. bir plazmid ortaya
cikanlmistir (Kado ve Lui 1981).

1988 yilinda, Misir’da test edilen izolatlarin % 94° {inde 25 mega dal’ luk, 3

izolatta 25 ve 43.3 mega dal’luk plazmide rastlarmtken, mini preparasyon yéntemine
bagh olarak da, 2 izolatta hi¢c plazmid tespit edilmemistir Ancak bu calismayla
stteptomycine’e  dayamklilik ve koloni morfolojisinin test edilen izolatlarda

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

Erwinia amylovora ile yapilan ¢aligmalarda, Pea29 plazmidinin PCR ile gogalan
- fragmentinin RFLP’si ortaya ¢ikariimistir. Erwinia amylovora’mn CA11 strainin PCR
fragmentinin 8 bp’ lik tandemli tekrarlar igerdigi saptanmustir ki bupunda RFLP’ ve
neden oldugu tahmin edilmektedir. 93 uk tizerinde vapilan calismalarda Pea29’ da
GATTACA (GAATACA) NGAATTATCA seklinde, 3-14 arasinda tekrarli sekans
oldugu ortaya ¢ikartilmistir (Schnabel ve Jones 1998)

Erwinia  amylovora’mn  tamlanmasinda  degisik primerlerle vyapilan PCI’{
calismalan biiytik kolayhk saglamistit. Coronoaster’in vaprak ve filizlerinden elde
edilen ates yaniklig1n patojeni ile spesifik PCR ve DNA hibridizasyon metotlart
kullamlarak, kalix ve yiizeydeki FErwinia amylovora’nin taranmasi icin metotlar

gelistiriimistir (Guilford vd 1996).
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| Taylor ve Hale (1998) Avusturalya’dan elde ettikleri Cotoneaster Spp.
iﬂatlmyia Ingiltere ve Yeni Zelanda’dan elde ettikleri, Pyrus communis, Malus spp.,

ateagus monogyna ve Coloneaster melanocarpus izolatlarini molekiiler diizeyde
ﬁéelemigierdir PCR’da Ea71 primerleri ile 187 bp’lik bant olusumu g6zlenmistir.
ms primetleri kullanilarak da 1.6 kb'lik bant olusumu gézlenmistit. Fakat
'l{bntrollerde spesifik  bant olusumu gozlenmemigtit. AP-PCR ve RAPD ile

‘Cotonoasier’den elde edilen DNA’larin Erwinia amylovora’ya has bantlar olusturdugu

- saptanmuisgtir.

Bereswill vd (1992) yapilan PCR ¢alismalariyla 6 saatten az siirede tanimlamanin
gergeklesebilecegini saptamuslardr Tiim Erwinia amylovora hiicrelerinde bulunan 29
- kb’lik plazmidden elde edilen iki oligomerle, 0,9 kb’ lik fragment kullanildiginda 100’

| Uin iizerinde Erwinia amylovora hiicresinde gbzlenebilir bant ortaya ¢ikmistir

Bereswill vd (1995) yaptiklan caligmayla P syringae pv. syringae, E. herbicola,
E. caratovora subsp atroceptica izolatlariyla beraber E  amylovora patojenini
kullanmiglardir. Yapilan PCR’ da plazmid Pea29’ dan elde edilen 0.9 kb’lik Pst/
fragmenti, kromozomal DNA’ dan elde edilen ams genine ait 1.6 kb’ lik kromozomal
DNA, 16S tRNA’va ait 1 5 kb’lik DNA, transpozon Tn3’den tiretilen RPT1 primerleri
ile PCR ¢alismalan yapildiginda ams geni ve Pst/ fragmentine ait Erwinig amylovora

strainlerinde amplifikasyon gériilinken 16S 1RNA ve RPT] primetlerinde ise PCR

sonucunda amplifikasyon olmamistir.

Erwinia amylovora elma ve armutlarda ham armut, stirgiln, yaprak ve cigeklerde
simptomsuz uzun siire epifitik olarak yasamaktadir. Klasik olarak kullanilan metotlar
Erwinia amylovora’nin kiigiik populasyonlarim tarayamaz Bu yiizden hassas PCR,
Gizerine yapilandiilms metotlar gelistirilmistir. 5 tilkeden 10 konukcu tiiriinden 69
Erwinia amylovora izolat1 29 tane diger Erwinia spp. ve 4 farkl cinsten 9 bakteri
izolat1 bu ¢alismalarda kullamlmistr. Bakteri koleksiyonu, primerler kullantlarak
molekiiler diizeyde tamimlanmust. Bu sistem zellikle bitki dokusundaki Erwinia

amylovora’nin taranmasinda oldukea etkilidiy (Guilford vd 1996).




E amylovora’ ya has olan 187 bp’lik Ea7l primerlent kullamlarak PCR
p1m1§t11. 13 konukgu ve 21 ilkeden gelen Erwinia amylovora Gineklerinin,

.geﬁetik olarak Pea29 plazmidinden elde edilen primerlerle tamimlamalart yapilmistir

rown vd 1996)

Erwinia amylovora’da EPS (eksuaselliiler polisakkarit) viriilenslik igin énemli
bir" faktordiir Konukeu hiicrenin savunma mekanizmasina karsi koruyucu ézellik
.tasu EPS yoOniinden mutant olan bireyletin patojenik olmadipn goriilin. Baz
Békteliyofajlarm tagidifi manto proteinleri bakteriyel polisakkaritleri parcalar.
 Bakteriyofaja ait depolimeraz enzimi kapsiiler EPS’,;/G baglanarak bakteriyofaj
; konukgu hiicre ylizeyine tutununcaya kadar parcalar. Dig menuan reseptdriine
“baglanan bakteriyofaj litik déneme kadar hiicre niikleik asidini injekte eder Viral
-.DNA genomunun kesimiyle EPé—depolimeraz sentezleyen DNA fragmenti £ coli’de
._:taxanmwtn Bu ¢alismada 3.3 kb’lik viral fragmentin nikleotid sekans analizi
‘vapilmigtir. ORT (Open Reading Frame)’nin EPS-depolimeraz aktivitesini kodladig:

ortaya c¢rkartlmigtit Bu gen baska vektérlere aktarilarak kodladign enzimin

biyokimyasal yapisi incelenmistir (Geider ve Kim 2000).

Ileri bir molektiler teknik olan Pulsed-Field Jel Elektroforezis Pseudomonas

" Syringae ve Xanthomonas compestris’in patovarlan arsindaki farkhligi ortaya
koymak i¢in kullanilmistir. Bu teknik £ amylovora i¢cin modifive edilmistir Xbal
enzimi ile kesilip olusturulan bantlar arasinda farklilik olup olmadi@: arastiriimistir.
Kuzey Amerika’dan elde edilen E9 ve Fa-Rb strainin diger izolatlardan farkhilik
gosterdigi saptamrkén, I'ransa’dan elde edilen strainlerin de Avtupa ve Ingiltere’den
elde edilen strainlerden farkh oldugu ortaya ¢kanlmistir Aviupa ve Yeni-
Zelanda’dan eide edilen strainlerle Muisir, Yunanistan ve Tiitkiye’den elde edilen

strainlerin benzer dzellik gosterdikleri saptanmistit (Zhang ve Geider 1997).




3. MATERYAL ve METOT
3.1, Hastahkh Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Antalya, Tsparta ve Burdur illeri ve ilgelerinde yogun olarak bulunan Rosaceage
amilyasina dahil olan elma, ayva, armut ve yenidiinya plantasyonlarindan elde edilmis

hastalikli  bitki Smekleri Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii  Fitopatoloji
Laboratuvarmna getirilmistir

3.2. Patojenin Izolasyonu ve Tams:

Rosaceae familyas: bitkilerinden elde edilen ve laboratuvara getirilen Srneklerin

izolasyonunda, 30 cm uzunlugunda ve 5 em ¢apinda silindir seklindeki doku kiiltiri

t’l‘i_pleri kullantlmigtir. Bu tipler, iclerine 20 ml” lik ¢esme suyu konularak 30 dakika

steril edilmistir. Hastalikh bitki omeklerinin, %10° luk sodyum hipoklorit ile 4 dakika
yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Sivi igerisine gecitilen Erwinia amylovora hilcrelerinin

e8piti ve tanilari icin yari secici selektif besi ortamu, patojenisite testi, biyokimyasal test
‘molekiiler teknikler kuflamImagtir.

Patojenin Tanis

;3-.1. MS testi

Siviya gecirilen bakteriler 0ze yardimu ile tek koloni diisecek sekilde van segici
ortami olan MS (Miller ve Secroth 1972) ortamuna ¢izilmistir. Erwinia
m fovora nin tespiti icin 27°C’ de 48 saat inkilbasyondan sonra, kubbemsi ve turuncu

nkte kolonilerin olusmasi g6zlenmistir (Miller ve Scroth 1972)




3.3.2. NSA testi

Erwinia amylovora’mn tespiti igin ikinci bir besi ortami olan NSA (Nutient

gakkaroz Agar) kullapulnugtir. 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 biyikliginde kiip seklinde kesilmis ve nemli petri kaplarina
yerlestirilmistir. Ham armut dilimlerinin {izerine NSA’ da gelistirilen bakteri izolatlart
5ze ile bulastmlarak 27°C de inkiibe edilmistit Qoze (bakteriyel exudat) olusumu

gosteren izolatlar kaydedilmistir (Van der Zwet 1986).

3.3.4. Siirgiin Inokulasyonu Testi

fcinde 5 ml g¢esme suyu bulunan tiiplerde, NSA’ da gelistirilen FErwinia

amylovora kolonilerinden 10° cfivml bakteri siispansiyonu hazirlanmistit.  Armut
strgiintinde koyu kahverengi, soma siyah renkie, simptom olusturan izolatlar

degerlendirilmistir (Aldwinckle ve Preczewski 1976) ‘

3.3.5. Hipersensitif Reaksiyon Testi

Elde edilen E amylovora izolatlanmn tiitin yapraklannda hipersensitif
reaksiyonu tesvik edip etmedigi test edilmigtir (Klement 1990). Bunun igin 27 gauge’lik
enjektdr kullandmistir 10° cfu/ml’lik £ amylovora siispansiyonu, 10 cm boyutundaki

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

3.3.6. Biyokimyasal Testler

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

yauklig1 etmeni Erwinia amylovora igin tespit edilmis olan testlere gore yapilmistir. Bu




testler katalaz testi, oksidaz testi, nitrattan nitrit tretimi testi, aseton testi, indol tretimi -
testi, hidrojen siilfit testi, nisastanin pargalanmasi testi, sakkarozdan indirgenen
maddeler testi, sicaklia hassasiveti testi, % NaCl'ye tolerans testi, pektinaz aktivitesi

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

30 ul %3’k a0, ¢ozeltisi lam iizerine damlatilmigtiz (ze ile bakteri izolatlars
bu c¢ozelti ile kanstuilmig ve gaz ¢ikist olup olmadigina bakilmustir Gaz ¢ikisiun
olmasi pozitif reaksiyon, tersi ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Klement

vd 1990).
3.3.0.2. Oksidaz testi

% 1 Glikoz +Niitrient Agar besiyerine asilanan izolatlara, %1°lik Tetramethyl-p-
phenlylendiamine dihydrochloride solusyonu damlatilmig, kurutma kagitlan iizerine
siitiilmiigtiit. Sonuglar 10 saniye somra bakteri Kitlesi maviye dontsmiigse pozitif,
déniisitm 60 saniye sonra olmusgsa geg pozitif, 60 saniye sonra mavi renk olusumu

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

Lest icin énerilen besiyerinin (10 g pepton+ 5 g NaCl +2 g KNO3 + 3 g agar 1
litrte su icinde ¢ozillmistiir) pH’st 7°ye ayarlandiktan soma 5’er ml tiiplere konularak
otoklavda steril edilmistii Daha sonra izolatlar tiiplere agilanmus, fizerine 1 ml eriyik
haldeki steril sulu agar (%3) eklenmis ve 27 °C’de 7 giin inkiibasyona burakitmigtir.
Sonuclar, ortamda yumusama varsa pozitif reaksivon ve ortamda yumusama yoksa

negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Fahy ve Hayward 1983)




.6.4. Aseton testi

5 g glikoz, 0.5 g NH4H:POq, 0.5 ¢ KHPO4, 02 ¢ MgS04.7H,0, 5 g NaCl, 5 g

reast Fkstiak 1 litre suda cozillditkten sonra deney tiplerine konularak, agilanan

Lieriletle, 27 °C’de 2-5 giin sireyle inkiibe edilmistir Burada gelisen bakteriler

.;jgés—Prokauer ve Methyl red testlerinde kullamlmaktadir.

Voges-Prokauer testi, bakteri kiiltiirtinden alman 1 ml érnek bir tlpe konularak

‘ml naphtol ve 0.2 ml %40°hk KOH cozeltisi ile 2 saat kanistinilip renk olugumu

gd_?l’enmigtir. Erwinia amylovora i¢in pembe renk olusumu pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir

Methyl kirmizist testinde ise, 0.1 g methy! kurmizisi 300 ml % 95°1ik etil atkolde
alditkten sonra tizerine 200 ml saf su eklenmistir. Bu kangimdan birkag damla, 5
liik bakteri kiiltiiriine ilave edilmigtir plI deferi 4.2 veya daha diistk ise karmizi

- olusmustur. Bu sonugta methyl 1ed pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistit

3.6.5. Indol iiretimi testi

| 10 g tryptone ve 5 g Yeast Ekstrak 11t saf su iginde coziilerek hazirlanan besi
yerinden 57 er ml deney tiiplerine konularak, 120° C* de 15 dakika sterilize edilmistiz
tyi—_iril edilen besi vetine bakteri asilanmus ve 27°C” de calkalayiciya konulmustur
\silama yapildiktan 2-5 giin sonra, t ml’ lik bakteri drnekleti tizerine kovacs ayiract (5
dlmethyl amine-benzaldhyde 75 ml amil alkolde 50-55 °C’ye ayarli su banyosuna
onularak yavas yavas eritilmigtii Soguduktan sonta iizetine 25 ml HCl ilave
_.'dilmistir) ilave edilerek testlenit. Indol (Aerobik sartlar altinda baz1 bakteriyel
nzimlerin yardimiyla seker olmadan tryptophan’mn bozulmast sonucu elde edilir)
ayracinda bulunan amil alkol ile ekstiakte edilmis ve ayiracla reaksiyona gizem’k 15

dakikada kiraz kurmizist bir renk alirsa, reaksiyon (+), kirmizi renk almazsa reaksiyon (-

arak degerlendiriimistir (Dickey ve Kelman 1988).




3.3.6.6. Hidrojen siilfit testi

(05 g NILHPO, + 05 g KHPOs + 02 ¢
ystein hydrochloride 1 litre su icinde

o4, 5°1ik kursun asctata

Hazirlanan 7 1 besiyeri

O0+02¢g Yeast Ekstrak + 0.1 g ¢

MgSOa Ttz
ak steril edilmistiy

azirlanmusiu) tiiplere konular
| edilmigtir. Steril tiipler il
mi olup olmadigy 14 gin

qézﬁlexek h
s kurutma kagitlan da steri
etath kagitlarda renk degisl
aksiyon pozitif, siyahlagmiyorsa

patirlmi ndeki ortama bakterl

|andikan sonra kurgun as

ast
Eger renk siyahlagiyorsa 1€

boyunca gdzlenmistit

negatif olarak degeﬂendirﬂmigtir (Klement vd 1990).

3.3.6.7. Nisastanin par calanmasi testi

ktan sonra otaklav edilerek petrl
7 giin inkiibasyona

sekilde lugol

(A) pH’st 6.57a ayariandl

Bu testte besiyent
eri izolatlan cizilerek

stitr. Ortamlarin iizerine bakt
trinin icine ytizeyl kaplayacak
vresinde siyaha boyanmis

kaplaina dokilmi

rakilmist. Bu siirenin sonunda pe
Kolonilerin altinda ve €€

pozitif olarak degerlendirilmigtir.

Klement vd 1990).

solusyonu  (B) eklenmistir.
Besi yerinin siyail

besiyerinin renginin agilmast,

olarak kalmast 1se negatif olarak kabul edilmistit (

(A). 5 g Yeast Eksuak, 5 g pepton, > £ Beef Ekstrak, 15 g agai, 2 g cdzinir

nisasta 1 lue saf su iginde gozilerek hazulanmigty.

K1 300 mi saf suda coziilerek hazirlanmgtit

(B):1 glugol +2 ¢

3.3.6.8. Sakkarozdan indirgenen maddeler testi

maddeler, once 40 g sakkaroz, 10 g pepton, 5 g Beel

Sakkarozdan indirgenen
uktan sonia steril edilmistir. Daha

erek 5’er ml tiplere konuld

ekstrakt, 1 litte suda cozil
ne 5’er ml Benedict ayiact konularax

ler agilanmus ve tijplerin Gizeri
isinde 10 dakika tutwimugtur  1Up iginde

Jernent vd 1990)

sonra tiiplere bakteri

hafifce ¢alkaladikian sonta kaynar su iget
if olarak degerlendirﬂmigtil (K

sarimsi renk olusturan bakteriler pozit
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3.6.9. Sicakhga hassasiyet testi

NSA besi verine asilanan bakteri izolatlan, 4°C, 27°C, 30°C, 37°C, 41°C

rtamlara konularak 14 gin inkiibasyona birakilmig bakterilerin gelisip

jcakliktakl o
atif olarak sonuglar degerlendirilmigtit

seligmemesine baglt olatak, pozitif ya da neg

Klement vd 1990)

3.3.6.10. % 5 NaCl’e tolerans festi

Nutrient broth besi yerine, % 5 NaCl cklendikten sonra, otoklavda steril edilerek

petri kaplarina dokiilmiistin Bakteri izolatlar bu ortamlara cizilerek 5 gliniiik :

inkiibasyonda  biwakildiktan — somia gelisip gelismemelerine bagli  olarak

degerlendirilmistir (Klement vd 1990).

3.3.6.11. Pektinaz aktivitesi testi

p. ve Pseudomonas Spp. bakterilerin ayriminda, bu testien

biitiin patatesler, steril

Pektolitik Erwinia sp
juk sodyum hipokloritte, 5 dakika steril edilen

yararlamhir. % 107
nde kurutma ka@idi bulunan

edilmis bigakla 7-8 mm kalinligmda  kesilerek ici
Patates dilimletine NSA ortaminda

72 saatlik i !

nemlendirilmis petri kaplarna yerlestirilir.

gelistirilmis Frwinia amylovora izolatlan &ze yardinn ile bulagtirili.

omnra, patates dilimlerinde yumusamé yoksa negatif, yumusama

inkiibasyon stiresinden s

varsa pozitif olarak degerlendirilir (Dickey ve Kelman 1988)

3.3.6.12. King’s B testi

NSA ortaminda 24 saat gelistitilen bakteri izolatlar: King B besi ortamina (20 ¢

ne + 1.5 g KoHPO, 3H0 + 1.5 g MgSO.. 7THLO + 15 g Agar + 10 ml

Proteose pepto
s1 7.2°ye ayarlandiktan sonta

Gliserol 1 litre saf su icinde ¢ozildiikten sonta pH’

otoklavda steril edilerek hazirlanmustir) cizildikten sonta inkiibatorde 27 °C’de iki giin

bekletilerek, 365 nm de UV’ de ultraviyole lamba altinda karanhk odada kontrol
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edilmigtit  Yesil floresan pigment vetenles pozitif, digerleri ise negatif olarak

degeﬂendirilmisﬁr (King vd 1954).

3.3.6.13. KOH testi

9.3°liik KOH ¢ozeltisinden 1 veya 2 damla konulup bakteri
kanstirildiktan

Rir lam {izerine

izolatlarimin her birl 6ze ile almarak KOH damlast iginde 5-10 sanive

yiikseltilmistis. kger KOH viskoz bir hal
Gram (-) bakterilerde bu pzellik

sonra, oze damladan almig ve uzamigsa bu

if bir reaksivon olarak kabul edilmistir

sonu¢ pozit
tersi durum sdz konusudur (Fahy ve

goriiliirken gram (+) bakterilerde ise, bunun

Hayward 1983}.

3.3.6.14. Jelatinin hidrolizi testi

jelatinin hidrolizi i¢in 5 g peptone 3 g Beef ckstrakt, 120 g jelatin 11t su icinde

50°C” de su banyosunda eritilmigtir. Daha sonra bu gozeltiden, 5-10 ml tiplere

tir Bu tiiplere bakter asilandiktan sonra 20°C’ de 7-14 glin

konuimus ve otoklav ediimis
tiipler 30 dakika siireyle

yle inkilibasyona birakitrstie. Kontroller yapilmadan once

stire
yumusama, olmugsa bu pozitif

+4°C" de buzdolabinda bekletildikten sonra ortamda
siyon olarak degerlendirilmistir (Klement

reaksiyon, yumugama olmamigsa negatif reak

vd 1990). pet

3.3.7. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonﬁ)

Bakterilerin  molekiilet tanmlamasinda  yapiimasinda PCR  yontemi

Kullanilmaktadir, Bakteriler igin direkt hitere ile calisilabildigi gibi bakterilerin total

DNA’s izole edilerek PCR yapilabilmektedit Bu calismada E. amylov
NA Purification Kit, Cat No:A1125,

ora 1zolatlarinin

total DNA’s1 DNA izolasyon kit (Genomic D

Promega) kullamlarak elde edilmistir. Total DNA asagida belirtilen yonteme gore elde

edilmistir. Kullanilan kit yontemi soyledir,

1 15 ml®> lik mikrofiij tiptine 1 ml stvi niitrient broth’da 27°C de 24 saat

calkalanmusg bakteri kiiltiirti konulur

* it st ey 2]
T o 0 T i i

o s o i K
i . ~—— e e
k R il =t L D L




2. 13 000-16.000 devir/dakika’da 2 dakika sanuifij yapilarak, pellet

olusturulur. Daha sonra s1v1 kissm bosaltifir.

3 600 w1 hiicre pargalayict (lisin) solusyon eklenir Hiicreler sispansiyon

icinde ¢oziiliinceye kadar yavasca pipettenir.

4 Par¢alanan hiicreler 80 °C’de 5 dakika inkibe edildikten sonra oda

sicakligina alinir.

5. Pargalanan hiicrelerin tizerine 3 pl RNase solusyonu eklendikten sonra

25 kez tiip ters yiiz edilerek karistirtir.
6. Ornekler 37 °C’de 15-60 dakika bekletildikten sonra oda sicakhigina

alhnir

7 RNase ile muamele edilen tiiplerin iizerine 200 ul, protein ¢dktirme

solusyonu eklenir Pargalanan hiicreler ile protein ¢Okilirme sivisimin  tamamen

karismasi igin yiiksek hizda 20 defa vortekslenir
8 Ornekler, 5 dakika buz iizerinde inktbe edilir,
9. Buzdan alinan rnekler, 3 dakika siireyle, 13 000-16.000 devir/dakika’da

santrifiyj edilir.

10. Icinde DNA bulunan iist faz temizlemek igin 600ul izopropanol alkol ile

karistirihir.
11 DNA iplik¢igi yigin halinde gbriiiinceye kadar tiipler yavas yavasg

kanstirily.
12, Karstuilan &mekler 2 dakika 13.000-16.000 devir/dakika da santrifij

© edilir.

13. Tiip igindeki st faz, bosaltildiktan sonia gerive kalan DNA i

temizlemek icin %70°lik etil alkol ile yikanu

14 iki dakika 13 000-16 000 devir/dakika da santrifilj edilen Orneklerden

etilalkol uzaklastirilir.
15.  Tiapler kurutma kafid tizerine ters gevrilerek 10-15 dakika bekletilerek

-~

pelletin kurumas: saglamr

16. DNA’min iizerine 100 ul sulandmer DNA  Rehidrasyon solusyon

eklenerck, 65°C° de 1 saat siireyle inkiibe edilit. Periyodik olarak tiipler karistilir.

17 Hazir hale gelen DNA kullanilincaya kadar 4°C” de saklanur.




Fide edilen DNA’lar +4
¢inde saklanmistit PCR isleminde gerekli
de, 1 ornek igin (27.8 pl

polietilen torbalann 1 olan karisim sivi oda

nda hazirlanmigur Tek bit mikrofiyj tipun

-: icakligy kosularn
3 pl MgCly, 8 ul dNTPs, 1 pl primerl

* pidestile saf su, 5 pl 10X buffer ,
(AMS‘OLZGCTACCAGCAGGGTGAG}, 1

(AMSbRZTCATCACGAIGGIGTAG)), baz alinar
stnbmigtir. PCR programi Bereswill vd

52°C olarak

n primet 2

ak olusturulan 25 srmeklik karigim

homojen bir dagilim saglayincaya kadar karl
(1995)’c gore modifive edilmigtir. Buna gore annealing sicakhgl

belirlenmis ve Cizelge 3 1’de verilmistir.

a izolatlanma ait DNA’lardan herbir mikrofiij tiipine 4°er ud
k icin 625 pb Taq

E amylovor

PCR’a verlestirilmeden &nce, {izetlerine tek Orne
klenmistit. Herbir tip

korulmusgtur
polimeraz eklenip iyice kanstilan master-mix’den, 46’sar ul e
en soma, 507ser pl mineral yag cklenmistin  PCR xeaksiyonu icin

jyice pipetlendikt
larin ugmasini engellemek igin mineral yag

mikroflij tiip i¢inde bulunan DNA’

konulmustur. 95° C” lik blok sicakhigina ulagan PCR’a tipler
gCly 10X buffer, INTPs, Primer 1, Primer 2’

yerlestirilmistic Ttm bu

islemler snasmda Tag polimeraz, DNA, M

enmesini onlemek icin buz iginde muhafaza edilmesine

nin oda sicakligindan etkil

dikkat edilmistir

Cizelge 3 1. Ams geninin cogaltilmasinda kullanilan PCR programi

Sicakiik (°C) Siire (Dakika)

Dingii Sayist

o*de buzdolabinda, DNA nin ugmasini engellemek iéin.'-- REERRAE




pCR’dan gikan iriinleri temizlemek icin asagidaki islemler uygulanmisti

Ornekler buz i¢ine ali,
25ul chloroform +izoamilalkol (24:1) karigimi eklenir.
Karigun iki defa vorteks yapihr ve 5 dakika santrifiij edilir.

Olusan Ust fazdan 30 pl yeni mikrofiij tiipiine konulur,

3.3.8. PCR I¢in Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR iiriinleri % 1°lik agaroz’da yiriitilmustir PCR {irtinletinin biyiikliklerinin
saptamast i¢in 1 kb’lik DNA market kullamlmistir. 1 ul DNA leadder, 9 ul TAE ve 1
nl Dye kullanilarak jelin bastaki ve sondaki kuyucuguna yitklenmistir. PCR {irtintinden
ise, 9ar p) almip, 1 pl dye eklenerek yitkleme yapilmistt PCR {irinleri 77 voltta, 2.5
saat  yilrlitiillmugtiir. DNA leadder’daki bant olugumlaryla kiyaslanarak PCR
{irtinterinin biiyiikligi saptanmustir. Agaroz jel daha sonra, 05 pl/ml olan Etidyum
Bromiir’de 15 dakika boyanmis ve polaroid filmde (Polaroid Black and White Print
Films type 554x5 inch (Sigma)) odriintitlemesi yapilmigtr.

3.3.9. Dayaniklilik Testleri

3.3.9.1. Streptomycine ve oxytetracycline dayamklhihik testi

Bu test icin standart bakteri gelistirme ortaml olan LB (Luria Broth) ortami (10 g

NaCl + 5 g Yeast Ekstrak -+ 10 g tryptone + 15 g agar 1 litre suda ¢ozillerek pH 7.57a
ayarlanarak hazirlanmigtir) otoklavda steril edilerek petri kaplarina dokiilmistir. NSA
besi ortaminda gelistirilen bakteri izolatlar, 10% cfu/ml yogunlugunda hazilanmustit 50
ul’lik bakteri siispansiyonu petri kabina cam baget vasitasiyla yayilmigtir. Bakteriyel
siispansiyon, besi ortamt tarafindan emilip kuruduktan sonra 10, 100, 500 ve 1000
peg/ml streptomycine cozeltisi steril edilmis kurutma kagidi (Whatman kagdi tip:
MN751/75/20,40) disklerine, 4’er pl damlatitmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonia

olusan zon bilylklagi olellmiigtir, Oxvtetracycline iginde, aym deneme yapilmus,




ancak antibiyotik dozu olarak 10, 25, 50,100 pg/mb’ lik dozlar baz alinarak zon

. piytiklakleri dlgtilmiigtiit
3.3.9.2. Bakur siilfata dayamklilik testi

E. amylovora izolatlanimn CuSQOy’a kars: olan reaksiyonlariin belirlenmesinde
Cu*? nin besi ortaminca tutunmasimni engellemek amaciyla spesifik CYE ortamm (1.7 g
casitone + 0.35 g Yeast Ekstrak + 2 g glukoz + 15 g agar 1 litre saf suda gdzitmiistiin)
kullamlmstir. Otaklavda 121°C’de 15 dakika steril edilen 50°C’ye sogutulan bu ortam
igerisine, 1 M CuSOy stogundan 0.02, 0.04, 0.08, 016 ve 1 10 uM’lik olacak sekilde
karigtiilmustir. Daha sonra 6ze ile bakteri izolatlar ortama cizilerck, 28°C” de 72 saat
inkiibasyona brakilmig ve bakteri gelisiminin olup olmadigma bakitmistir (Steinberger

vd 1990)
3.3.10. Plazmid Ekstraksiyonu

Bakterilerde ekstra kromozom olarak bulunan plazmidler kritik ozellikler
tasirlar.  Plazmidler toksik metal iyonlarna ve antibivotiklere karst dayamkiilig
saglayan genlere sahiptirler Pseudomonas syringe pv. papulans’'da stieptomycine

dayaniklihgn konjugatif plazmidletle kotlandigini ortaya ¢ikartimigtis (Buzr vd 1988)

Bu calismada elde edilen E. amylovora izolatlanmn plazmid icerikleri su sekilde

saptanmiglir

1 Bakteri izolatlart sivi LB besi ortaminda 48 saat ve 27 °C’de inkiibe edilerek

gelistiriimistir
2. 10® cfw/ml konsantrasyonda bakteri siispansiyonu hazirlanmigtir.

Mikrofuj tiiplesi iki dakika 14.000 devir/dakika da santrifi] edilmistir.

|




"4 Ust faz bosaltildrktan sonra 1 ml steril saf su ilave edildikten sonra vortekslenmis ve
tekrar iki dakika 14 000 devir/dakika da santrifiij edilmistiz. Bu islem 2. bir kez

tekrar edilmistir.

5 Ust faz bosaltildiktan soma 50 wl 10X TAE pellete eklenerek hiicreler

vortekslenerek coziinmiis bale gefirilmistir
6 Bu karisimin iizerine 350 pl hiicre duvarlanni eriten (lisin) sojusyon (0.151 g
trishase + 0.750 g SDS + 0.830 g NaCl, 25 mi kaynamis suda siastyla coziilmis ve

{izerine 1 N NaOH eklenmistiy) eklenerek 30 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir.

7. Elde edilen karsmmn iizerine 800 upl fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1)

eklenerek mikrofiij tiiptinde el ile kuvvetlice calkalama yapilmsgtir.
8  Siit beyazi renge donen &rnekler 7.5 dakika santrifilj edilmistiz

9 Santrifiij sontasinda her bit tiipiin iizerindeki tist fazdan 50 ul mikropipet ile vasitas:

ile alimmustiz

/10. Bakterivel izolatlara ait olan plazmid trnekleri 4°C’de saklanmistur (Kado ve Lui

1981)

3.3.11. Plazmid Ekstraksiyonu Igin Jelin Hazirlanmasi

Erwinia stewartii plazmidleri standart markér olarak kullamlmistu (Coplin vd
1981). E amylovora izolatlanina ait plazmidler, 9 pl plazmid ve 1 pl dye olmak iizere %
0 7°lik agaroza yiiklenmigtin Ormekler 75 Volt'ta 3 saat yiiriitiilmustiin Standart markét

-

Erwinia stewartii’ ye bagh olarak plazmid biiyiiklikleii saptanmmstir.

i




4. BULGULAR
4.1. Hastalikli Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Nisan- Temmuz aylatinda Bati Akdeniz Bolgesinde Antalya, Burdur, Isparta ili
ve ilcelerini kapsayan lokasyonlarda bulunan meyve bahcelerinden Rosacea familyasina

dabil olan elma, armut, ayva, yenidiinya ve diger bitkilerden hastalik etmeninin

izolasyonu yapihmstir (Cizelge 4.1)

4.2, Patojenin Izolasyonu ve Tanisi

Hastalikli bitki 6rneklerinin homojenizatérle paigalanarak musluk suyuna
gecirilerek elde edilen bakteriyel siispansiyonu MS (Miller ve Scroth, 1972) ve NSA

ortamina inokule edilmistir. 48 saat inkibasyon sonrasinda tiim izolatlarda

Cizelge 4 1: Bati Akdeniz Bélgesinden elde edilen Erwinia amylovora izolatlar1

fzolat No Bitki Almdigs Yer
1 ' Armut Bucak Giris
2 Yabani Armut Bucak Girig
3 Ayva Bucak Giris
4 Armut Ugurlu/Bucak
5 Ates Dikeni Karpinat/Bucak
6 Armut Kizilkaya/Bucak
7 Ayva Yazir Girigi/Korkuteli
8 Armut Golova/ Korkutehi
9 Armut Gokpmar/Efmall
10 Yeni Diinya Finike/Merkez
11 Ayva Elmali/Merkez
12 Ayva Bademagacy/Bucak
13 Armut Bademagaci/Bucak
14 Ayva Alikdy/Isparta
15 Ayva Biiylikgokeeli/ Isparta
16 Ayva Agilkoy/ Isparta
17 Ayva Egirdir/lsparta




MS ortamunda turuncu renkte, kubbemsi koloni ozelligi ve NSA ortaminda levan

Jusumu gorilmisti (Psallidas ve Dimova 1986, Van der Zwet 1986). Elde edilen bu

onuglar patojenin tamisinda pozitif olarak degerlendirilmistir
4.3. Patojenisite Testleri

“4.3.1, Ham armut testi

Stetil petri kabina yerlestirilip 7790 de 48 saatlik inkitbasyona birakilmig ham
armut  dilimlerinin  tamarunda  ooze (bakteriyel exudat) olugamu gOritlmustiit

© (Vantomme vd 1982, Van der Zwet 1986)

4.3.2. Siirgiin inokiilasyonu testi

Geng armut siirgiinierine, 27 sauge’lik enjektorle inokulasyon yapilmistir. lkinei

giin sonunda inokulasyon bolgeleri etrafinda, vedinci gin  sonunda ise siirgiinin
tamaminda siyah nekzotik lezyonlar goralmustir. Asilanmig stizgiinter 27°C de klima

odalarinda tutulmustur (Aldwinckle ve_Pieczewski 1976, Van der Zwet 1970, Van dex

Zwet, 1986),

4.3.3. Hipersensitif reaksiyon testi

NSA ortaminda gelistirilen 48 saatlik bakteri kiiltiirleri  10° cfu/mblik
siispansiyon seklinde biiyilikliigi 10 cm olan Nicotiana tabacum yapraklanma enjekie
edildiginde, ilk 24 saatte yaprakta hafif deformasyonlar ve renk degisimleti baglamis ve
48 saat sonucunda da tiim bakterivel izolatlar nekrotik ¢Okiinti seklinde kahverengi
lezyon olusumu oitaya gikarmust (Psallidas ve Dimova 1986, Crepel ve Maes 1996,

Vantomme vd 1982)
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4.4. Bivokimyasal Testler

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology uygun olarak yap;lan'biyokimygs'él" .

testlere gore elde edilen sonuglar Cizelge 4.2 de verilmistit

4.4.1. Katalaz aktivitesi

Katalaz 0,0, su ve oksijen gazim dekompoze eden bir enzimdir Tim bitki

patojeni bakteriler katalaz aktivitesi acisindan pozitif dzellik gosterirler. Tim Erwinia

amylovora izolatlan, 50 pl %3 lik H.0O, cozeltisi ile kanstrildiginda gaz ¢ikist

gzlenmistir.

4.4.2. Oksidaz aktivitesi

Hazirlanan Nutrient agar +%]1 lik glikoz igeren besi ortamna bakteriler ¢izilip

24-48 saat inkiibe edilmistir. Baktetilerin iizerine % 1 lik tetrametil-p-phenylendiamine :

damlatiidiginda 60 saniye sonra renk déniistimii mavi olmadig icin reaksiyon negafif

olazak degerlendirilmistir.

4.4.3. Nitrattan nitrit iretimi testi
Jazirlanan besi ortamu icerisine, bakteriler asi ipnesi ile agtlanmis ve her bir tip
iizerine, 1ml %3tk sulu agar ilave edilmistir. Yedi giinlilk inkiibasyon periyodu

sonunda, tim Erwinia amylovora izolatlarinin beklendigi gibi agaili ortamda herhangt

bir yumusamaya neden olmadif saptanmigtir

4.4.4. Aseton testi

prokauer testinde hazitlanan 1 mi bakteri kiltiirQi ig{ne 0.6
1 %40 Tik

renk

Bu testi igeren Voges-

m) naphtol (%5 lik tam doymus alkolde ciziilerek hazirlanmistir) ve 0.2 m

KOH cozeltisi eklendiginde tiim Erwinia amylovora izolatlannin pembe
] kuimizist

olusturdugu goriilmiis buda pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Met




testinde ise, 3 mi’lik bakteri kiiltirii tizerine 0.1 g 300 fnl alkélde g:ozunen%zoom

kiltini lizerine eklendiginde, kirmizi 'r‘énk"ol'ﬁsu'

su eklenen ¢bzelti bakter1

gézlenmemigtir Buda negatif sonug olarak kabu! edilmistit

4.4.5. indol tiretimi testi

Kkstrak, ve saf sudan olusan besi ortami izerine bakteriyel

Tripton, yeast €
methylamine-benzaldehyde 75

15 ve calkalayiciya konulmustur 5 g di

izolatiar agilanm
Ol ilave edilen ¢dzelti, besi yerinde

ml amil alkolde eritildikten sonza lizerine 25 ml

geligtirilen bakteri kiiltirlerinin lizerine eklendiginde, kiraz kKirmizisl renk olusumu

goriilmediginden, sonu¢ negatif olarak kabul edilmistir.

4.4.6, Hidrojen siilfit testi

Hazirlanan sivi besi yerine bakt
teril edilmis kurutma kagitlan kapatilmi
I;S iiretiminden

eriler agilandiktan sonra kuisun asetata batiriimig

ve kapaklara yapistirilan s s ve 7-10 gin

inkiibasyona birakilmstr, Literatirde ifade edildigi sekilde,

kaynaklanan siyahlagmaya higbir izolatta rastlanmamigis

4.4.7. Sakkarozdon indirgenen maddeler testi

sivi besi verine agilanan bakteri iizerine 5’er ml benedict ayiacl

a amylovora’ya has sarimsi, turuncu

Hazirlanan

p 10 dakika kaynar suda tutuldugunda Erwini
arak kabul edilmistir.

ekleni

renk olusumu goriilmiis ve bu sonug pozitif ol

4.4.8. Sicaklia hassasiyet testi

4,27, 30, 37 ve 41 °C de bir haftabk

NSA besi ortamina asilanan bakteriler,
°C de bakteriye] gelismenin olmad:fn saptafunistir

inkiibasyona birakildiginda 37 ve 41




4.4.9. Pektinaz aktivitesi testi

Yiizey sterilizasyonu yapitdiktan sonra halka seklinde kesilen patate:'s'dilirhleﬁﬁé i
NSA da gelistirilen bakteriler agilandiginda, 4 giinlitk inkiibasyon petiyodu sonucunda
patateslerde yumusama olmadig ooriilmily Ve bu durum  negatif olarak

degerlendilﬂmistir.

4.4.10. King's B testi

King’s B besi ortamimna cizilerek 2 giinlitk inklibasyon periyodunda tutulan

bakterivel izolatharm, UV de floresan pigment olugturmadigi saptanmugtir.

Cizelge 4.2 Erwinia amylovora izolatlarnnin biyokimyasal testlere kars1 reaksiyonlan
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i+ izolatlar, K: Katalaz aktivitesi, N: Nitratin indirgenmesi, KOH: Potasyumn hidroksit test |
MR: Metil ted, VP: Aseton olugumu, 3- Jelatinin hidrolizi, b {ndol ojusumu

O Oksidaz testi, S: Sakkarozdan indirgenen maddeier




4.4.11. KOH testi

NSA da gelistirilen bakteriler 6ze ile % 3°lilkk KOH gozeltisinde vayildiginda
gram (-) bakierilere has ozellik olan uzama goriilmiistlr
4.4.12. Jelatinin hidrolizi testi

Tiiplere konulan besi ortamina bulastiritan bakteri izolatlarl, 7 giin ve 27 °C de

inkiibasyona birakildizinda jelatini hidrolize ettiginden dolayl ortamda yumugama

meydana gelmesi pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir

4.5. Dayanikhilik Testleri

4.5.1. Streptomycine dayaniklihk testi

ml uygulamalan sonucunda :

Yapilan stteptomycine’in 100, 500 ve 1000 pg/

Cizelge 4.3’de gortildugil gibi antibiyotigin dozlarina bagh olarak degigen gaplarda

engelleme zonu buyiklitklerl saptanmigtit. 100 pg/ml’lik dozda antibiyotigin az yada

hi¢ engelleme zonu olugturmadigt goriiliirken 1000 pg/ml’lik dozda ise bakterilerin bu

antibiyotige oldukga dayaniksiz olduklar gétiilmiistiir (Loper vd 1991).

4.5.2. Oxytetracycline dayamkhk testi

Streptomycine dayaniklhik testleri ile aym yoniemle fakat daha fatkli dozlar

kullanilarak  bu  deneme yapimis ve sonuglar  Cizelge 4.4°de verilmistir

Oxytetracycline’nin 10 pg/mi ve 25 ng/ml dozlannda zon olusumu saptanmazken, 50

ve 100 pg/ml’lik dozlarda antibiyotigin etkinligi artmustir (Loper vd 1991).




Cizelge 4.3 Epwinia amylovora izolatlann streptomycine karsi reaksiyonlart

1000 pg/ml

vVukaridaki degerler zon gaptni (cm) ifade etmektedir.




Cizelge 4.4 Erwinia amylovora izolatlarinn oxytetracycline kars reaksiyon

fzolatlar
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5.3, Bakara siilfata dayamklihk testi

Kullanilan CYE ortamina agilanan bakterilerin bes giinlik inkiibasyon periyodu -
onucunda Cizelge 45°da gorilldugii gibi gelisme farklihklar gosterdigi saptanmustir. :
.16 uM ve 110 uM’da bakterilet hakir siilfata dayaniksizken 0.02, 004 ve 0.08 uM

kr sitfata dayanikl olduklan saptanmigtir ( Loper vd 1991)

Cizelge 4.5 Erwinia amylovora izolatlarimn bakir siitfata dayaniklibk testi

izolatNo | 0.02 uM 110 uM
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4.6. Plazmid Ekstraksiyonu

1ginda, yaklagik olarak 29

Frwinia stewartil standart markdr olarak baz almd
Ko’ lik Frwinid stewartii bantiyla esdeger buyuklitkte, Frwinia amylovord izolatlannin
tigmunin plazmid icerdiklert saptanmistit (Sekil 4 1 ve Sekil 4 2)

ylovord izolattarnm plazmid profiilert

Sekil 4 1 Bati Akdeniz Bolgest L. am
Akdeniz Bolgesi £ amylovord 17

4.5,6,7,8ve g: Baty

olatlan

M [ stewartii; ], 2,3,

36




" 12 13 ¥ 15 16 17 S

133 -
30 -

arrmn plazmid profitieri

amylovord izolatl

Sekil 4.2 Bati Akdeniz Bolgesi /1

10, 11, 12, 13, 14,15, 16 ve 17: Rati Akdeniz Bolgesi L amylovord

M f. stewarlil,

izolatlan




4.7. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

k. amylovora’ya 0zel 16 kb buyiklugindek kromozomal ams geninin test

edilen tim izolatlarda bulundugu tespit edifmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4 4)

S
ol

Sekil 4 3. PCR ile £. amylovora izolatlardan ams geninin amplifikasyonu

M- 1 kb’lik DNA markér; 1, 2, 3.4, 5,6, 7 ve & Bali Akdeniz Bolgesi k. amylovora

1zolatlan




15 16 17

11 12 13 14

pliftkasyonu !

Sekil 4.4 PCRile . amylovora izolatlardan ams geninin am

M: 1 kb¥lik DNA markor; 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve 17: Bati Akdeniz Bolgesi [

amylovora izolatlarl




5. TARTISMA

Bu c;al@ma ile Bati Akdeniz Bélgesindeki Rosaceae familyasi bitkilerinden elde
edilen ates vanikhifn hastalik etmeni Erwinia amylovora izolatlannin tams: ile ilgiks
olarak patojenisite testleri (ham armut testi, strgin inokulasyonu testi, titinde
hipersensitif reaksiyon testi), biyokimyasal testter (katalaz aktivitesi, oksidaz
aktivitesi,nitrattan nitrit firetimi testi, aseton testi, indol liretimi testi, hidrojen stilfit testi,
nisastanin  parcalanmast testi, sakkarozdan indirgenen maddeler testi, sicakhga
hassasivet testi, % 4 NaCl’ ye tolerans testi, pekiinaz aktivitesi testi, King’s B testi,
KOH testi, jelatinin hidrolizi testi), dayamkhlik testleri (bakma dayaniklibik testi,

streptomycine ve oxytetracycline dayamklilik testi), plazmid ekstraksiyonu ve PCR

calismalart yapilmistir,

Ates yanikhign hastalik etmeni Erwinia amylovora ozellikle Bati Akdeniz
Bolgesi Antalya, Isparta, Burdur il ve ilgelerinde, yogun olazak armut ve ayvada
bulundugu saptanirken daha az miktarda ise, yabani armut ve yenidiinyada goriilmiistiix
Ozellikle yoremizde yogun olarak yetistirilen kiiltiir armudu Santa Maria patojenden
daha fazla zarax goriuken Ankara armutlannda bu  siddette bir zararlanmanin
olusmamas! da kayda deger bilgiler arasinda bulunmaktadir (Momol vd 1992). Bat
Akdeniz Bolgesinde yumusak gekirdekli bitkilerden elma yetistiriciliginin yogun olarak
vapildig: bdlgelerde bu hastalik etmeninden kaynaklanan zaralanmalara rastlanmamigtit
Farkli bitkilerin hastaliktan farkli siddette etkilenme nedeninin bitkilerin genetik
yapisindaki farklihktan kaynaklandig diisiintilmektedir Yillara bagli olarak, hastalifin
epidemi haline gelmesinde ve bahgelerin hastaliktan farkly siddette etkilenmesinde
ekolojik kosullanin (yagis, sicaklik, nem vb) degisiklik gostermesi de onemli bir

nedendir (Psallidas vd 1989, Jones 1992).

Yart secici besi ortamu MS ve standart besi ortami NSA’ya bakterilerin
izolasyonu yapumusti. Her iki ortamda da sakkarozun fazla miktarda bulunmasi
bakterilerin gelisimini olumlu ve hizli olarak etkilerken bu ortamlatda bakterilerde
yogun ckzopolisakkarit tiretiminden kaynaklanan levan olusumu, kubbemsi bakteri

morfolojisine rastlanmusti (Psallidas ve Dimova 1986) Ozeliikle MS ortaminda bazi




:-bakteri izolatlarinda, turuncu renk ve levan olusumundan kaynaklanan kubbemsi bakteri
:'morfolojisine rasttanirken bu bulgular (Van der Zwet 1986) ile paralellik gdsteren
sonuclan ihtiva etmektedir Ancak farkl: olarak izole edilen bazi bakteri izolatlarinda,
olusan tek kolonilerin merkezinde koyu turuncuya calan beneklenmenin oldugu
saptanmigtit. izolasyonlar sonucunda meydana gelen bu gériintiiden bu bakter1 tliriiniin

baska bir Erwinia spp. olabilecegl ditstintilmiistiir

Patojenisite testlerinden ham armut testi hastalifin patojenisitesinin saptanmas
ve hastahigm tammlanmasinda sik kullanilan énemli ve basit bir tekniktir (Psallidas ve
Dimova 1986, Vantomme vd 1982, Van der Zwet 1986). Bazi Santa Maria armut
tirlerinde  Erwinia  amylovora izolatlannin  bazilannin, ayni simptomatolojiyi
gostermedigi, ooze olugumunun olmadig saptannustir. Bunun nedeninin tamaryla
ham armudun tekstiriinden kaynaklandifi = diisiiniilmektedir. Nisasta miktannmn
artmasinin bakteriyel gelisimi sinirlandirdigy bunun da ooze olugumuna olumsuz etkide
bulundugu disiiniilmektedir Test edilen Ankara armutlarinda bakteriyel exudat ya ¢ok
gec olusmus yada hig olusmamustiz. Bunun da armudun genetik olarak dayamkl:

olmasindan kaynaklandigi diiginiilmektedir (Momol vd 1992),

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

HR olusumunun kisa siirede oldugu saptanmigtir.

Stirgiin inokiilasyonu testlerinde kullanilan filizlerin 6zellikle geng, sdlu ve
gevsek dokulu olmasmna dikkat edilmigtit. Yagh olan filizlerde yapilan ¢alismalarda,
hastalik etmeninin bitki dokusu icinde yayihmi daha yavas oldugundan simptom
gelisimi de oldukga yavag seyretmistir. Ancak geng dokularin sulu ve gevsek dokusu,

enfeksiyonun daha kisa siirede olugsmasi, patojenin bitki dokusu igerisinde yayilimim




daha hzlandudipindan daha kisa siitede simptom olusumuna neden olmustur (Van det

Zwet 1995).

insan patojenleri bitki patojenleri ve bocekler zaman jcerisinde kimyasallarn

cok yaygin kullanimuna karst dayamikhilik gelistiomislerdir. Funguslara uygulanan

thiram, maneb, captan gibi fungusidlere kargi, dayanikl uklara rastlanmamistiz. Ciinki
funguslar, eukaryotik canlifar olduklart igin, fazla sayida genin defisime uftamasi
gerekmektedit. 1950’lerden bu yana bakteriyel bir etmen olan ates yamikhd1 etmeni
Erwinia amylovora’nin sistemik bir antibiyotik olan streptomycine’e karst dayamklilik

gelistirdipi saptanmistir (Agrios 1997).

Yéremizde ates yaniklin ile miicadelede rutin ve yogun olarak bakir icerikli
daha az miktarda ise antibiyotik igerikli ilaglarin kullanimimmn  yaygm oldugu
gériilmiistin. Bu tiim mikioorganizma ve canhlarda oldugu gibi patojende de zamanla
ve vavas yavag gelisen dayamkhilik sorununu ortaya cikarmugtir. Dayamklilik olugumu
hastalikla miicadeleyi olumsuz yénde etkilemektedir Olugan dayaniklilikta, patojene
kars1 kullamlan degisik bakir preparatlarin etkisi ya azalmakta yada zamanla ortadan
kalkmaktadir, Ozellikle kullamlan 016 mM ve 110 mM’lik dozlarda bakim
dayaniklihigs ortadan kalkmustr. Daha ditgiik dozlarda olugan dayanikliltk ise bakirh
preparatlanm  ekonomik olmasindan, dolayisiyla yogun olarak kullamlmasindan
kaynaklanmaktadir. Ancak bakinn yiksek dozlarina kars: dayvamkliligin olusmamasi
patojenin bu bélgede heniiz sorun teskil etmedigini gOstermistir. Elde edilen sonuglar,

Loper vd (1991) ile paralellik gostermekiedit

Antibivotikler kompleks formiilli olmayip bitki iginde belli mesafelere transloke
edilirler. Mikroorganizmalardan elde edilen bu maddeler, bitki hastaliklarmn
kontroliinde kullanildiklarinda basariya ulasilmistir. Ancak ekonomik olmayist ve
mikroorganizmalann dayaniklilik olusturmasindan kaynaklanan birtakim problemleri de
beraberinde getirmektedir. Bitki patojenlerine karsi yogun, olarak kullamlan
antibiotikler arasinda streptomycine ve oxytetracycline bulunmaktadir Ozellikle
streptomycine ve oxytetracycline patojen mikroorganizmanin ribozomuna baglanarak

protein sentezini engelleme yoluyla etkili olmaktadir. Streptomycine, Streptomyces




bakterisi ve Penicillum grubu funguslardan elde edilir ve mikroorganizmalar tizerinde
toksik etkiye sahiptir. Yapilan tiim denemelerde streptomyecinin ti¢ farkl: dozu olan 100,
500, 1000 pg/ml’lik konsantrasyonlart kullanilmuigtir Her bir bakteri i¢in degisen
dozlarda, degisen zon olusumu yani dayamkhlik ofustugu saptanmistir. Diistik dozlarda
bile bu antibiyotigin bakterilerde dayaniklilik olusturmas: yogun olarak kullanimindan
kaynaklanmaktadir. 1000 pg/ml’lik dozda 0 5-0.7 em’lik zon olusumu saptanmisken,
100 pg/ml’lik dozda ise 0-0.1 cm1, 500 pg/ml’de ise 0.3-0 5 cm oraninda zon olugumu
agisindan farklibk oldugu ortava ¢ikanlmigtir Bariz sekilde ortaya ¢ikan bu farklilik,
degisik lokasyonlardaki bakterivel izolatlarin, antibiyotigin degisik dozlarina bagh
olarak dayanikliliklarinin da degistigini gostermektedir (Loper vd 1991).

Mikroorganizmalara karsi yogun olarak kullanilan antibiyotiklerden biride yine
streptomyces tiirll mikroorganizmalardan elde edilen, molicutelerin de dahil oldugu pek
- ¢ok bakteri iizerine etkili olan oxvtettacyclinedir. Bakterivel izolatlarin degisik
dozlarinda olusan dayanikhiliklanda farklilik gostermektedir 10 pe ve 25 ug/ml lik
' dozlarda etkisi saptanmazken 50 ng/ml’lik doz da 0 2-0 4 cm, 100 pg/ml dozda ise 0.4-
0.5 cm arasinda deisen zon bilytikliigii saptanmustir flag dozlan diisiik oldugunda,
bakterivel patojenlerin bundan etkilenmedikler1 gériilitken ancak antibivotigin 50 ve
100 pg/ml lik dozlaninda bakteriyel izolatlann iizerinde etkinlik gOstermeye
baslamislardir Kullanimimin az olmasina ragmen, diisiik dozlarda bu antibiyotigin etkin
olmamasinin nedeni  streptomycine karsi  bakteriyel izolatlann  olusturdugu
dayanikliliktan kaynaklaniyor olabilecegidir. Degisik lokasyonlarda farkli dozlara bagl
olarak, dayamklilik acisindan farklibk olmadigi, ckolojik faktérlerin dayanmikliligin

olusumunda direk etkisi olmadigini gostermektedir.

£ amylovora izolatlarimin plazmid igerikleri incelendiginde izolatlar arasinda
plasmidler agisindan farklilik gostermedikleri ortaya ¢ikmistit E  stewartii markor
" olarak degerlendirildiginde tim izolatlann tamamimn 30 kb’lik plasmidg sahip
.olduklarl ortava ¢tkanlmistit (Falkeinstein vd 1988) Bakterilerde dayamkhhk,
plazmidler iizerinde bulunan genler tarafindan idare edilmektedir Plazmidler acisindan
farklihk olmamasi, antibiyotife karsi dayaniklilikla ilgili olan genler acisindan da

farklilik olmadig seklinde ag¢iklanabilir.

R I R R T TR RE T e—




1990’11 wvillarda patojenlerin tim tiplerinin tanumlanmasi PCR  tekniklerinin
kullammuyla yayginlasmistit. PCR’da hedef DNA’min amplifikasyonu patojene &zel
primerler vasitasiyla olmaktadir Bati Akdeniz Bélgesinden elde edilen tiim izolatlann
kesin tanisi, kromozomal DNAnin ams bélgesinden elde edilen 1ki primerin (AMSbL
ve AMSbR) amplifikasyonu ile ortaya cikarilmistir, 17 izolattan tamamimun amplifike
oldugu saptanmistir. Tim Bati Akdeniz Bélgesi izolatlarinda goriilen 1.6 kb’lik bant

olusumu Bereswill vd (1995) ile paralellik géstermektedir.
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6. SONUC

Ulkemiz yumusak ¢ekirdekli meyvé gretimi acisindan Gnemli bir potansiyele
sahiptir. Bu durumda amag, uretimin bu kadar fazla oldugu bir sektériin fitopatolojik
acidan en az zararlanmasini saglayacak, yeni yontem ve tekaiklerin uygulanmasia
zemin hazrlayacak ¢ahsmalan vapmakur Bu disiinceden hareketle, ozellikle
Rosaceae familyast bitkilerinin yogun olarak vetistiniidifr Bati Akdeniz Bolgesinde de
onemli zararlanmalar vapan ates vamkligt hastahik ewmeni Erwinia amylovora (Burr )

Winslow et. al. hastalig: ile ilgili olarak ¢alisilomgtir.

Laboratuvara getirilen hastabkhi dmekler standart izolasyon vontemler
kutlanularak izole edildikten sonra. van segict besi ortami olan MS { Muiler ve Scroth,
1972) ve NSA (Niarient Sakkaroz Agar)va ¢izilmigtir. Her ik ortamda igerdigi bol
sakkaroz véninden, Erwinia amvlovora bakwensinin tammlanmasica  olanak
tamimaktadir  Nitekim bu patojen sakkarozu kullandizinda  ekzopolysakkant
tretmekte. bu da kubbemsi kotoni morfolojisi mevdana genrmektedir Her iki best
ortaminda da gorillen bu ézellige ek olarak, MS oraminda bariz sekilde bu oakienive

has olan turuncu renk olusumu da saptanmigtr.

Patojenisite testler patojenin virdlenshk kabthivetinin oraya Konulmasi
acisindan  onem tagimaktadi  Tum izolatlara uvgulanan. tutinde hipersensitit
reaksiyon testi, ham armut tesil ve surgiin inokulasyonu tesderinde patcjene has
ozellikler bulunmustur Ham armu dilimleri Gzerinde ocoze olusumu goruilrken,
tistiinde kahverengi cokmeler sekiinde hipersensitit’ reaksivon ve sirgunde de sivah

nekroz ve baston seklinde hastabk simptomu clusmustur,

Ulkemiz de patojene karsi, gevreye ve insan sagh@ina zararh ofmayvan uygun
bakterisidierin voklugu, kultiirel miicadeleye zereken dnemin verilmemes, gifigilerin
kesin ve kisa siirede sonuca ulasma yolu olarak gordikleri bakirh preparatlar ve buna
gore ekonomik olmadigindan dolayi fazia kullandmayvan antibiyotk uygulainanil
gindeme getirmistir Ancak her iki kimyasal flag da patojenin dayamklilik kazanmasi

gibi miicadele agisindan gok daha Snemli bir sorunu gindeme getirmisiir Bu ylizden




toplamlan izolatlanin dayanuiklt olup olmadigs incelenmistit. Bu amagcla bakir (bakir
oksiklortir), streptomycine ve oxytetracycline’nin izolatlar iizerindeki etkinliginin
saptanmast i¢in denemeler kurulmugtur Bakira karsi dayamkhibik testinde 0,02, 0,04,
0,08, 0,16 ve 1,10 mM’Iik dozlar CYL ortaminda denenmisticr Dayanikiilifnn
degerlendirilmesinde kolaylik saglamasi agisindan pozitif kontrol olarak da X
axonopodis pv vesicatoria XVP26 straimi kullamimistir. Tim izolatlanin, bakinn
sadece 0,16 ve 1,10 mM’'lik dozuna hassas olduklan saptanmustit  Kurulan
streptomycine  denemesinde 100, 500 ve 1000 upg/ml'lik dozlar denenirken,
oxytetracycline denemesinde ise 10, 25, 50 ve 100 pug/ml'lik dozlar kullandmistir
Streptomycin denemesinde 100 pg/mi’de 0-0,1 om zon olusumu saptanirken
500ug/mbP’de 0,3-0,5 ¢m arasinda zon olusumu ve 1000pg/ml’de 05-07 cm zon
olusumu saptanmustir Oxytetraéycline denemesinde ise bu sonuglar, 10 ve 251g/mi’de
antibiyotigin etkin olmamas: seklinde ortaya ¢ikarken, 50 ve 100 pg/ml’de suwasivla
02-04 ve 0 4-0 5 em’lik zon olusumu seklinde meydana gelmistir Her ti¢ denemede,
patojenin Bati Akdeniz Bolgesinde bakira ve antibiyotife dayamkhlik agisindan sorun

cikaracak boyutlara erigmedigini gostermektedu

Patojenin molekiiler diizeyde daha iyl tammlanmasi, epidemilerin kisa sirede
saptanmasi yaninda, patojene kars1 kultirel ve kimyasal yent mucadele olanaklannin
gelistrilmesindede 6nem tasumaktadir Bu amagla son villarda hizla geligen PCR
tekniklerinden hareketle Erwinia amylovora’va 6zgii kromozom izerinde bulunan

_ekzopolysakkarit tretiminden sorumiu bolgeye ait iki primer kullantlarak (AMSbL ve
AMSb)Y PCR vyapilmistr 1 kb'lik DNA markéra kullaniidigmda tim  bakteri

izolatlarda 1 6 kb’lik amplifikasyon gorilmustir

Tim Erwinia amylovore patojenlerinin plasmid ektraksivonlan vapilmistir
Erwinia  stewartii plazmidleri  standart markér olarak kullamlmustir  Yapilan
extraksiyon sonucunda tim izolatlarin plasmid buyuklugu agisindan homojen biw
dagihim gosterdikleri saptanmistir Yapilan ¢alismalarda da ortaya kondugu izere,

bakteriyel izolatlanin tamarninda 29 kb’lik tek bir plasmide rastlanmistir




Ulkemiz agisindan biiyitk nem teskil eden ates varikhg hastalik etmeni ile
ilgili olarak yapilan bu caligma, daha sonra iilkemizde vapilacak caligmalara 151k
tutmas: a¢isindan 6nem tasimaktadir

Daha sonra vapilacak detaylandinilmis  molekuler duzeydeki calismatar

sayesinde patojenlerin cografi dagilimi ve farkli konukgulara bagh olarak genetik

gesitlilik  gosterip gostermedidi incelenebilir  ileri dizeyde vyamlacak molekiler
¢alismalar RAPD, AFLP, REP-PCR ve Pulsed Field Jel Elektroforezis tekniklerj

kullamlarak = amylovora strainlerinin daha detayh tamsmlamalars vapilabilir

Ozellikle. ilkemizde kimyasal ila¢ kullannmmimi simirlandirmak igin ciftgivi
bilinglendirecek tarnimsal vyaynm caligmalanma destek  verilmelidir Zamaninda
yapilacak kualtirel micadeleye daha fazla oénem verilmesi saglanmahdir £
amylovora’min entegre mucadelesinde potansivel fungus ve bakteri kokenli biyolojik
tlaglarin ve bitkisel kakenli dogal ilaglarin kullammimn yayginlastirilmas amaciyla
¢aligmalarm yapimast ve bu tir calismalara destek verilmesi bitylik énem arz

etmektedn
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