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OZET

Doktora Tezi

DOGU ANADOLU BOLGESI’NDE YETISTIRILEN YUMUSAK CEKIRDEKLI MEYVE
AGACLARINDAN [ZOLE EDILEN PATOJENIK VE SAPROFITIK BAKTERIYEL
ORGANIZMALARIN KLASIK VE MOLEKULER METODLAR iLE TANISI VE
BiYOLOJIK MUCADELE IMKANLARININ ARASTIRILMASI

Recep KOTAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman : Dog. Dr. Fikrettin SAHIN

Elma, armut, ahlat, ayva, musmula ve yenidiinya; diinyanin birgok bilgesinde oldugu gibi
Tiirkiye’de de ticari olarak yetistiriciligi yapilan nemli yumusak gekirdekli meyvelerdendir. Bu
meyvelerde, bakterilerin de iginde bulundugu birgok patojenin sebep oldugu &nemli
hastaliklardan dolay1 kalite ve verim kaybi olmaktadir.

Bu galigmada; Dogu Anadolu Bolgesi’nde yetistirilen yumusak gekirdekli meyvelerden izole
edilen biitiin bakteriyel organizmalarin (patojenik ve saprofitik) klasik ve mikrobiyal
identifikasyon sistemi (MIS), 16S-23S rDNA ve Eric-PCR gibi molekiiler teknikler
kullanilarak; bakteriyel strainlerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri, yag asiti
metil esterlerinin profilleri ve genetik parmak izleri belirlenmisgtir.

MIS sistemi kullanilarak 36 bakteriyel cinse ait 76 farkl tiir ve toplam 324 strain tanilanmustir.
12 tiire ait (40 Erwinia amylovora, 20 Pseudomonas syringae pv. syringae, 6 Erwinia
rhapontici, 4 Pseudomonas putida, 3 Pseudomonas huttiensis, 2 Chromobacterium
violaceum, 2 Pantoea agglomerans, 1 Alcaligenes piechaudii, 1 Bacillus pumilus
GC. Subgroup B, 1 Enterobacter intermedius, 1 Pseudomonas aeruginosa ve 1
Pseudomonas  cichorii) toplam 82 strain yumusak g¢ekirdekli meyvelerde patojenik
bulunmustur. Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae pv. syringae’nin digindaki
bu 10 tiiriin yumusak c¢ekirdeklilerde patojen oldugu ilk defa bu g¢aligmada
belirlenmigtir. 53 strainin tiitlinde agirt duyarlilik testi sonucu pozitif ama patojenite testi
sonucu negatif Olarak tespit edilmistir. 189 saprofitik strain Erwinia amylovora ve
Pseudomonas syringae pv. syringae patojenlerine karsi potansiyel biyokontrol ajan olarak in-
vitro ve in-vivo’da test edilmistir. In-vitro’da etkili oldugu gézlenen potansiyel biyoajaniarm in-
vivo denemeleri sonucunda ise 16’smin (9 Pantoea agglomerans, 1 Alcaligenes
piechaudii, | Bacillus pumilus, 1 Chromobacterium violaceum, 1 Pseudomonas putida
ve | Serratia liguefaciens) ates yanikligt ve/veya tomurcuk yanikligi hastaligim énlemede
dnemli derecede etkili oldugu belirlenmistir.

2002 , 217 sayfa

Anahtar Kkelimeler: Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, MIS, PCR,
Biyokontrol



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PATHOGENIC AND SAPROPHYTIC
BACTERIAL ORGANISMS FROM POME FRUITS GROWN IN EASTERN ANATOLIA
REGION OF TURKEY BY COMMERCIAL AND MOLECULAR TECHNIQUES, AND
RESEARCHES ON THE BIOLOGICAL CONTROL STRATEGIES

Recep KOTAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Fikrettin SAHIN

Apple, pear, montain pear, quince, madlar and loquat are some of the pome fruits commercially
grown in many places in the world, including Turkey. There have been a number of pathogens,
some of which are bacteria, know to cause economically important diseases and reduction in the
quality and yield of pome fruit production.

In the present study, all bacterial organism (pathogenic and saprophytic) have been isolated
from pome fruits grown in Eastern Anatolia Region of Turkey were identified and their
morfological, physiological and biochemical characteristics, fatty acid methyl ester profiles and
genetic fingerprints have been studied by using commercial and molecular techniques including
Microbial Identification System (MIS), 16S-23S rDNA and Eric-PCR.

Of total 324 strains in 76 species of 36 bacterial genera were identified by MIS, 82 strains
belong to 12 bacterial species (40 Erwinia amylovora, 20 Pseudomonas syringae pv.
syringae, 6 Erwinia rhapontici,4 Pseudomonas putida,3 Pseudomonas huttiensis, 2
Chromobacterium violaceum, 2 Pantoea agglomerans, 1 Alcaligenes piechaudii, 1
Bacillus pumilus GC. Subgroup B, 1 Enterobacter intermedius, 1 Pseudomonas
aeruginosa and 1 Pseudomonas cichorii) were found to be pathogenic on pome fruits.
With the exception of Erwinia amylovora and Pseudomonas syringae pv. syringae 10
bacterial species including were first time identified as pathogens of pome fruits in this study.
53 strains were hypersensetivity positive on tobaco plant, but not pathogenic on pome fruits
tested. Evaluation of the remaining 189 saprophytic strains in order to determine potential
biocontrol agents against pathogenic strains of Erwinia amylovora and Pseudomonas syringae
pv. syringae in in-vitro and in-vivo tests showed that 16 test strains (9 Pantoea agglomerans,
1 Alcaligenes piechaudii, 1 Bacillus pumilus, 1 Chromobacterium violaceum, 1
Pseudomonas putida and 1 Serratia liquefaciens) have great capacity to be used as
biocontrol agent for management of fire blight and shot blight diseases.

2002 , 217 pages

Keywords: Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. syringae, MIS, PCR, Biocontrol
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°C : Santigrat derece

ng : Mikrogram

pul : Mikrolitre

A : Absorbans

bg : Baz ¢ifti

cm : Santimetre

dk : Dakika

DNA : Deoxiriboniikleikasit

g : Gram

kb : Kilobaz

L : Litre

M : Mol

mA : Miliamper

MIS : Mikrobiyal Identifikasyon Sistem
ml , : Mililitre )

mm : Milimetre

mM : Milimol

ng : Nanogram

nm : Nanometre

nM : Nanomol

PCR : Polimerase Chain Reaction
pM : Pikomol

rDNA : Ribozomal DNA

RNA : Riboniikleikasit

s : Saniye

sa : Saat

sH,O : Steril su

dH,0 : Distil su

sdH,0 : Steril ve distil su

sddH,0 : Steril, distil ve deiyonize su
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1. GiRIiS

1.1. Yumusak Cekirdekli Meyveler ve Ulkemiz Ekonomisindeki Yeri

Yumugsak gekirdekli meyveler grubunda yer alan; elma (Malus communis L.), armut
(Pyrus communis L.), ahlat (Pyrus pyrifolia Burm.) Nakai), ayva (Cydonia oblonga
Mill), musmula (Mespilus germenica L. ve yenidiinya (Eriobotrya japonica L.),
dimyada sicak iklim sartlannmin hakim oldugu bélgelerde yetistirilen ¢ok yillik
bitkilerdir (Lamey and Stack 1993). Softralik, konserve, meyve suyu, regel, marmelat,
tursu ve endistriyel alanda gesitli amaglarla kullanilan bu meyveler iilkemizde de

yaygin olarak yetistirilmektedirler.

Toplam meyve uretimi, yumusak ¢ekirdekli meyve iretimi ve aga¢ sayilan ile ilgili
istatistiki  bilgiler ¢izelge 1.1’de verilmigtir. Diinyada toplam meyve iiretimi
432.296.000 ton olup, Tiirkiye bu iiretimde 13.933.034 ton ile kiigiimsenemeyecek bir
oneme sahiptir (Anonymous 2001ab). Diinyada yumusak cekirdekli meyve tretim
degeri 76.365.107 ton olup bunun 2.921.500 tonu Tiirkiye’de tiretilmektedir. Tiirkiye, -
toplam yumugak gekirdekli meyve iiretiminin 2.450.000 tonunu elma, 360.000 tonunu
armut, 95.000 tonunu ayva, 11.500 tonunu yenidiinya, 5.000 tonunu musmula ve
dierleri olusturmaktadir (Anonymous 2001b). Dogu Anadolu Bolgesi'nde yer yer
meyvecilik yapilan o6nemli tarim alanlan mevcut olup 1996 verilerine gore
2.060.733.722 ton olan Tirkiye bitkisel iiretim degeri igerisindeki bu bolgenin pay1
77.080.873 ton ile kiigiimsenemeyecek bir yerdedir (Anonymous 1996). Bu bolgede
Ozellikle Ardahan, Artvin, Erzincan, Erzurum, Igdir ve Kars’taki bazi mikro klima
alanlarinda ekonomik anlamda meyvecilik yapilmaktadir. Bu alanlarda yapdan .
yumugak gekirdekli meyve iiretim degerleri incelenecek olursa ozellikle elma ve armut
iiretiminde bu bolgelerin 6nemli bir potansiyelinin oldugu goériilmektedir (¢izelge 1.1).
Tiirkiye’de toplam meyve agaci sayist 593.804.700 olup, bunun 55.549.300’unii
yumusak ¢ekirdekli meyveler olugturmaktadir. Ancak, bu degerin 46.856.000’tinii
meyve veren 8.693,300'sint ise meyve vermeyen yumugsak gekirdekliler olusturmaktadir

(sizelge 1.1) (Anonymous 2001a,b).
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Guniimiizde tanm driinlerinde gorillen verim ve kalite kayiplanmin en 6nemli
sebeplerinden birisi bitki hastaliklanidir. Kottt gevre kogullari (don, dolu, riizgar,
kuraklik vs.) ve/veya patojenik mikroorganizmalarin (fungus, bakteri, viriis, viroid,
fitoplazma vs.) saldinsina maruz kalan bitkilerin normal hayatsal faaliyetlerindeki
bozulma ve buna bagli olarak meydana gelen, dogrudan veya dolayli zararlanmalar bitki
hastalifs olarak tammlanmaktadir. Food and Agriculture Organization (FAO) tarafindan
yaymnlanan 1993 yih istatistiklerine goére, her yil diinya tarim iiriinlerinin en az %12’lik
bir bolimi (tarla ve depo sartlarinda) patojen mikroorganizmalarin neden oldugu bitki
hastaliklarindan dolayt kaybedilmekte; bu oran az geligmis veya gelismekte olan
iilkelerde daha da fazla olmaktadir (Anonymous 1993). Yapilan aragtirmalar, bitki
hastaliklarina %60-75 oraminda fungus ve bakteriler, %10-15 oraninda viriis ve
viroidler, %10 oraninda ise diger patojenler ve gevresel faktorlerin sebep oldugunu
gostermektedir (Agrios 1997). 1996 wyih istatistiklerine gore 432.296.000 ton olan
toplam diinya meyve tretimindeki hastalik, bécek ve yabanci otlardan dolay1 meydana
gelen kayip 113 milyon ton olup, bu kayiplar igerisinde hastaliklar 61 milyon ton
kayipla onemli bir yere sahiptir (Agrios 1997). Yine aym aragtiriciya gore meyve
tiretiminde hastaliklardan dolayt %12.6, boceklerden dolayt %7.8 ve yabanct otlardan
dolay ise %3.0 olmak iizere toplam %23.4 oraninda bir kayip soz konusudur. Yumugak
gekirdekli meyvelerde gorillen en onemli bakteriyel hastaliklardan kabul edilen ateg
yanikligt hastaigimn siddetli enfeksiyon yaptifn durumlarda, armut iiretiminde %50,
elma iretiminde ise %20’lere varan kayiplara sebep oldugu belirtiimektedir

(Anonymous 2000a).

Yumusak g¢ekirdekli meyvelerde de; biotik etmenlerin (bocekler, funguslar, bakteriler,
viriisler, nematotlar, mikoplazmalar vs.) ve abiyotik faktorlerin (sicaklik, nem, besin
elementleri, toprak sartlan, don, dolu, riizgar, kuraklik vs.) sebep oldugu birgok hastalik
ve zarar soz konusudur (Jones and Aldwinckle 1991, Lamey and Stack 1993,
Anonymous 2001c). Hastalik diizeyi konukgunun duyarhligs, patojenin saldirganhif ve
cevre sartlarina bagh olarak de@igmektedir. Ancak, kiiltirel uygulamalar, genetik
tolerans, agacin olgunlugu, stres sartlari, ekim sikligi, dormansi periyodu hastahiklann

epidemi olugturmasinda anahtar rol oynayan diger fakt6rlerdir (Goldberg 2000). Biitiin

-



bu faktorlere bagh olarak bitkinin kok, kok bogazi, gévde, ana dallar ve yan dallar,

siirgiin, yaprak, tomurcuk ve meyvelerinde zararlanmalar ve verim kayb: olmaktadir.

Ulkemizde yumugsak ¢ekirdekli meyvelerde gorillen bakteriyel hastaliklann
belirlenmesine yonelik birgok galiyma yapidmistir (Momol 1990, Momol vd 1991,
Demir ve Giindogdu 1991, Momol et al. 1992, Momol and Yegen 1993, Turan ve
Tokgoniil 1993, Anonymous 1994, Tokgonil ve Cmar 1991, Maden vd 1995, Mirik
2000). Ancak, ekonomik Oneme sahip bazi meyvelerin yetistirildigi Dogu Anadolu
Bolgesi’nde goriilen bakteriyel hastaliklarin belirlenmesine yénelik herhangi bir ¢gahgma
yapiimadigs dikkati gekmektedir. Bu galigma ile, Dogu Anadolu Bélgesi’nde ekonomik
anlamda yetistiriciligi yapilan meyve bahgelerinde; |

1) Yumugsak gekirdekli meyve agaclan tizerinde epifitik ve endofitik olarak bulunan
patojenik veya saprofitik bakteriyel organizmalarin izolasyonu,

2) Klasik metodlara ilaveten molekiiler yontemler kullamlarak izolasyonu yapilan
organizmalarin tanist,

3) Bu patojenlere karsi biyolojik miicadelede kullamlabilecek biyolojik ajanlarn
belirlenmesi,

4) Bolgede ekonomik zarara neden olan hastalik etmeni bakterilerin populasyon

karakterlerinin belirlenmesi amaglanmgtir.

1.2. Yumusak Cekirdekli Meyve Agaclarinda Goriilen Bakteriyel Hastaliklar:

Yumugak ¢ekirdekli meyve agaglarinda yaygin olarak goriilen en Onemli bakteriyel
hastaliklar; bakteriyel ates yamkhfi (Erwinia amylovora (Burrill) Bergey et al),
bakteriyel act benek (Pseudomonas syringae pv. papulans (Rose) Dhanvantari),
bakteriyel t(;murcuk yanikligs ve kabuk kavlamasi (Pseudomonas syringae pv. syringae
van Hall)), kok kanseri (Agrobacterium tumefaciens (E. F. Smith & Townsend) Conn),
sacak kok (Agrobacterium rhizogenes (Riker et al.)), bakteriyel dal yamkhg: (Erwinia
stewarti)’ dir (Jones and Aldwinckle 1991).



1.2.1. Atey yamikhg: (Erwinia amylovora (Burrill) Bergey et al.)

E. amylovora’mn sebep oldugu ates yamklig1 hastaligy, bakteriyel bir etmen tarafindan
meydana getirildigi saptanan ilk bitki hastalifidir (Smith 1920, Beer and Opgenorth
1976). Bu bakterinin, Rosaceae familyasina ait 39 farkli cins ve 128 tiire ait bitkilerde
hastalik yaptig1 belirtilmektedir (Beer and Opgenorth 1976). Elma, armut ve ayva bagta
olmak tizere yenidiinya, musmula gibi birgok yumusak g¢ekirdekli meyve agaglan
disinda, dag mugmulasi, ates dikeni, livez ve birgok siis bitkisi ile orman florasinin da
bu patojenin konukgular1 arasinda oldugu bilinmektedir (Van der Zwet and Keil 1979,
Van der Zwet et al. 1988, Collman 2000). E. amylovora;, Enterobacteriaceae
familyasinda, gram negatif, fakiiltatif anaerobik, sukroz igeren besi ortamlarinda yayvan
koloniler olugturan, birgok seker, organik asit ve seker alkollerini karbon kaynagi olarak
kullanabilen ancak, biiylime faktorii olarak nitrojen ve nikotinik asitlerin amino
kaynaklarina ihtiyag duyan, optimum gelisme sicakliginin 27°C, peritrik kamgilan ile
hareket edebilen ve gubuk seklinde bir bakteridir (Agrios 1997).

Hastalipin simptomlart Van der Zwet ve Keil (1979)’de soyle ozetlenmektedir:
Hastalik, ismini yumusak cekirdekli meyve agaglarinin {izerindeki hastalikli dokulara
(cigek, yaprak, siirgiin, dal ve govdeler) atesten yanmig gibi bir gbriiniim veren
simptomlardan almaktadir. Hastalifin ilk belirtileri ilkbaharda ¢icek demetlerinde ve
taze siirgiinlerde goriilir. Hastalikh gigek ve siirgiinler dnce solgunlasarak, sicak suda
haglanmig gibi bir gériiniim alir. Sonra kahverengileserek zamanla siyahlagmaktadirlar.
Enfeksiyonlar floem dokusundan yayilir ve sartlar uygun oldugu takdirde geng
siirgiinlerde hastaligin ilerleme hiz1 bir giinde 10-20 cm’yi bulur. Siyahlagan stirgiinlerin
u¢ kismindan geriye dogru kivrilma goriilmekte ve hastahifin agagta yayilma sekli
geriye dogru oliim geklinde olmaktadir. Yapraktaki ilk belirtiler ise, ana damardaki
siyahlasma ve solgunluktur. Siddetli enfeksiyonlarda bu yapraklar kahverengilegerek ve
siyahlasarak dallar tizerinde asth kalmaktadir. Dal ve gévdede kahverengileserek iceri
dogru ¢oken simptomlar kanser olarak adlandirilmaktadir. Nemli havalarda, kanserli
dokularin yiizeyinde krem renkli bakteriyel akint1 olmakta ve bu akmtilar kurudugunda
kahverengilesip yapiskan bir gériiniim almaktadir ki bu da hastalifin bir bagka tipik



belirtisi olarak ortaya gikmaktadir. Patojen, biitiin konukgularda benzer simptomlara
sebep olmakta ancak, en agir enfeksiyonlar armutlarda goriilmektedir. Hastalik etmeni,
kist bir 6nceki yildan kalan dal ve govdelerdeki kanserli dokularin kenarlarindaki kabuk
dokusu icinde gegirmektedir (Van der Zwet and Keil 1979). ilkbaharda sicaklarin
yiikselmesi ile kanserli dokularin etrafinda gogalan bakteriler, bocek, riizgar ve
yagmurlarin  yardimiyla yeni olusan ¢igek ve siirgiinlere tasinmakta ve ilk
enfeksiyonlarin basladigr belirtilmektedir (Momol 1990). Ciceklenme déneminde
yiiksek rutubet ve 18-24°C sicaklik ilk dénem enfeksiyonlar igin ideal sartlar olup
hastaligin meydana getirdigi enfeksiyonlar iginde en yaygim da gigek enfeksiyonlar
olmaktadir (Behlioglu ve Ozakman 1992). Primer enfeksiyonlardan sonra hastalik,
iletim demetleri kanah ile agagta dallara dogru ilerlemekte ve sekonder enfeksiyonlan
baslatmaktadir. E. amylovora’nin birkag hiicresinin vascular sistemden giris yapmasinin
sistemik enfeksiyon ic¢in yeterli olabilecegi belirtilmektedir (Crosse et al. 1972).
Sekonder enfeksiyonlar sezon boyunca devam edebilmekte ve siirgiinlerde, yapraklarda,
meyvelerde veya dallarda olusan bakteriyel eksudat (akint1) ve iplikgikler 6nemli
inokulum kaynagim tegkil etmektedirler (Momol 1990). Yaralanmis dokularin bakteri
icin uygun giris noktalan oldugu vurgulanmaktadir (Van der Zwet and Keil 1979).
Ayrica, yil igerisindeki hastaliklt dokular yiizeyinde olusan bakteriyel akintilar yagmur,
riizgar, bocekler, kuglar ve budama ile yeni bitkilere taginarak sekonder enfeksiyonlar
olusturmaktadir (Oktem ve Benlioglu 1988a, Momol vd. 1991). Enfeksiyonlar sonbahar
sonlarinda iyice yavaslar, patojen kigin lokalize olur ancak, ilkbaharda tekrar aktif hale
geger (Benlioglu ve Ozakman 1992). Bakteri hiicrelerinin Rosaceae familyasi iginde yer
alan bu konukgu bitkilerde epifitik olarak bulundugu ve epifitik populasyonlarin ise
ilkbaharda meydana gelecek olan enfeksiyonlar i¢in nemli inokulum kaynaf

olugturduklar1 kaydedilmektedir (Van der Zwet and Keil 1979, Van der Zwet et al.
1988).

Hastalifin yayilmasinda ozellikle bal arilarimin biiyitkk rol oynadigi, afitler ve armut
psylla’st gibi sokueusemici afiz yapisina sahip bdeeklerin etmeni tagimakla kalmayip,
aynt zamanda dokuya gitigi icin de yara agtiklari ve patojen icin giris delikleti
olusturduklar kaydedilmektedir (Van der Zwet et al. 1988). Patojen bakterinin bitkilere



girisi dogal agikliklardan (lentisel ve stomalar) olmasina ragmen, siirgiin ve dallardaki
enfeksiyonlar genellikle yaralardan olmaktadir (Oktem ve Benlioglu 1988b, Momol
1990). Yapilan bir galigmada patojenin ¢igeklerde kolonize oldugu ve stigmalar
tizerinde predominant bir sekilde bulundugu, yagmurlarla stigmalara ve diger gicek
kisimlarina tagindir ve burada enfeksiyonun gergeklestigi, ozellikle %20-30°dan daha
digiik nemli sartlarda bakteri populasyonunun azaldigs tespit edilmigtir (Thomson
1986).

Ates yamklg1 hastaligt, Avrupa’da itk defa 1957 yihnda Ingiltere’de goriilmiis ve gok
kisa stirede Avrupa’ya yayilmgtir (Van der Zwet and Keil 1979). Van der Zwet and
Keil (1979)’e gore; bu hastalik diinyada yer yer 6nemli zararlara neden olmug, Kuzey
Amerika’da ilk goriildiga yillarda illinios elma endiistrisine biyik zarar vermis,
Kaliforniya’nin Kings bolgesinde 1902°de 43.700 armut afaci sayist 1904’de sifira
inmigtir. Dogu Akdeniz’de 1982’de Misir’in Nil deltasinda armutlarda siddetli bir ateg
yanikhg epidemisi ortaya c¢ikmug 1984’de Kibrs’ta kayit edilmig, 1985 yilinda ise
Israil’de goriilmiigtiir (Beer ef al. 1986). Hastaligin Tiirkiye’de itk kez 1985 yilinda Orta .
Anadolu bolgesinde, Afyon ili Suntandag Ilgesi'nde armut agaglarinda gozlendigi
bildirilmektedir (Oktem and Benlioglu 1988a). Ulkemizde yapilan birgok galigmalar
sonucunda bu hastahifin yumugak ¢ekirdekli meyve yetistiricilii yapilan hemen her
bahgede bulundugu ve en Onemli bakteriyel hastalik oldugu 1985’de baglayan
epideminin giiniimiizde 6nemli boyutlara ulagtig1 belirtilmektedir (Momol 1990, Momol
vd. 1991, Demir ve Gindogdu 1991, Tokgonil 1991, Turan ve Tokgonal 1993,
Anonymous 1994, Mirik 2000).

1.2.2. Tomurcuk yamklhig: (Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall.)

P. 5. pv. syringae’nin sebep oldugu tomurcuk yamklgi hastalifinin sert ve yumusak
gekirdekli meyvelerle birlikte sebze ve birgok tarla bitkisi tiirlerinde patojen olarak
bulundugu ve genis bir konuk¢u dizisine sahip oldugu vurgulanmaktadir (Jones et al.
1981, Canfield et al. 1986, Romantschuk and Bamford 1986). Ancak, P. syringae



strainferinin konukgu spesifik hastaliklara neden oldugu bu nedenle farkli bitki turleri
lizerinde hastalik olusturan P. 5. pv. syringae strainleri arasinda patojenite dzelliklerinin
farkh oldugu bilinmektedir (Endert and Ritchie 1984). Bu patojenin italya’da Latium
Bolgesi’nin kuzeyindeki genis bir alanda kivi (Actinidia deliciosa A. Chev) meyve
agaglarinda da cigek tomurcuklarn iizerinde kahverengi ve koyu nekrotik lekelere sebep
oldufu tespit edilmigtir (Balestra and Varvaro 1997). P. s. pv. syringae;
Enterobacteriaceae familyasinda, gram negatif, oksidaz negatif, aerobik, sukroz ieren
besi ortamlarinda yayvan koloniler olugturan, demir icermeyen besi ortamlarinda
floresant pigment treten, gogu strainleri buz niikleasyon pozitif, jelatini 3 giin icinde
hidrolize edebilen, polar kamgilari ile hareket edebilen ve gubuk seklinde bir bakteridir
(Agrios 1997).

Hastalik simptomlan Jones ve Aldwinckle (1991)’ de s6yle 6zetlenmistir. Enfekte olmug
armut tomurcuklarinmn petal ve sepal yapraklan iizerinde patlama ve porsiimeler
gozlenmekte, iklim kogullart uygun olursa hastalik yayilmasini devam ettirmekte, gigek
ve ¢icek sapimin once kahverengi bir renk almasina, daha sonraki dénemlerde ise
siyahlagmasina neden olmaktadir, Geng sirgiinlerin ucunda kuruyan bu tomurcuk ve
yapraklarin agag tizerinde asih kalmasi ise tipik bir hastalik belirtisidir. Hastah§m ileri
donemlerinde meyvedeki simptomlarim gérmek miimkiin olup meyvede olusan
nekrotik lezyonlar. zamanla tiim meyveyi kaplamakta, hatta meyve sapim da igine alan
bir siyahlagma olugmaktadir. Olgunlagmamig meyvelerde meyve dékilmesine sebep
olmakta, yapraklarda da nadir olmakla birlikte nekrotik lekeler seklinde hastaligin
simptomlian kendini gstermektedir.

Patojen kigi, tomurcuk ve yaprak yaralarinda gecirmekte, erken ilkbaharda yaprak ve
cigeklerdeki kolonizasyon igin buralar inokulum kaynagi olusturmakta, patbjen yagmur,
silama suyu ve boceklerle taginarak kutikuladaki mikroskobik yaralar ve dogal
agikliklardan penetrasyon yapmaktadir (Doidge 1917, Panagopoulos and Crosse 1964,
Mansvelt and Hattingh 1989, Hattingh et al. 1989). Patojen riizgar, yagmur ve bocekler
yardimiyla daldan dala hatta aBagtan afaca taginmakta, bu hastalikla enfekteli bitkilerde



diger bakteriyel bitki hastaliklarindan dolay1 olugan kabuk kavlamasi geligimi tegvik
edilmektedir (Mansvelt and Hattingh 1986ab).

Hattingh et al. (1989), bu patojenin, zayif bir patojen olarak sadece konukgunun stres
sartlarinda bulundugu zaman hastalifa sebep oldugu, konukgu bitki dokusu iizerinde
epifitik olarak kolonize oldugu ve konukgu bitkiler arasinda sistemik olarak yayildigim
belitmektedirler. Yapilan elektron mikroskobu ¢aligmalarinda, patojenin yaprak
dokusuna basta stoma olmak tizere difer dogal agikliklann da kullanarak girdigi,
patojenin yaprak ve tomurcuklarda kolonize oldugu, patojen olmayan strainlerin ise
tomurcuklarda kolonize olmayr bagaramadigi tespit edilmigtir (Mansvelt and Hattingh
1989). 1k ve kuru havalarin hastalifin gelisimini simrlandirdidi, patojenin enfeksiyon
yapabilmesi igin digik sicaklik ve nemin gerekli oldugu bildirilmektedir (Teviotdale
and Gubler 2000).

Tomurcuk yamkhg hastahgy; ilk olarak 1914 yilinda ingiltere’de Barker ve Grove
(1914) tarafindan armutlarda tespit edilmig olup, ginimiizde armut yetigtiriciligi
yapilan birgok bolgeye yayildigi tahmin edilmektedir (Jones and Aldwinckle, 1991).
Montesinos ve Vilardell (1990)’e gore bu hastalik Ingiltere’ye ilave olarak ispanya,
ftalya, Yunanistan, Fransa, Yeni Zelanda, Giiney Afrika, Sili, Kanada ve Amerika
Birlegik Devletleri’nde de kayit edilmigti. Daha ¢ok Malling 9 (Malus domestica
Borkh)’'un anag olarak kullamldift elmalarda siddetli zarara sebep olan bu hastahgn
1987 ve 1988 yillaninda British Kolombiya ve Fraser Valley’de agaglarda %60’lara
varan oliimlere sebep oldugu belirtilmektedir (Jones and Aldwinckle 1991). Tiirkiye’de
ise bu hastalikla ilgili herhangi bir kayit bulunmamaktadir.

1.2.3. Aa benek (Pseudomonas syringae pv. papulans (Rose) Dhanvantari)

P. 5. pv. papulans’in sebep oldugu ac1 benek hastalifi; daha gok elmalarda problemlere
neden olmakta ve 25 elma varyetesinin bu patojene karst hassas oldugu belirtilmektedir

(Jones and Aldwinckle, 1991). P. 5. pv. papulans, Enterobacteriaceae familyasinda,
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gram negatif, oksidaz negatif, aerobik, sukroz igeren besi ortamlarinda yayvan koloniler
olusturmayan, demir igermeyen besi ortamlarinda floresant pigment ireten, g¢ogu
strainleri buz niikleasyon aktif, polar kamgilars ile hareket edebilen ve cubuk seklinde
bir bakteridir (Agrios 1997).

Jones ve Aldwinckle (1991) tarafindan hastaligin simptomlar soyle Ozetlenmistir.
Haziranin baslarinda meyve yiizeyindeki su emmis seklinde goriilen kiigitk yesil lekeler,
zan‘lanla geliserek ozellikle hasada yakn bir donemde gok sayida, ¢aps 1-5 mm’yi bulan
yiizeysel lezyonlara donigmekte, lekelerin gogunlugu diizenli bir sekilde olup tek bir
meyve Uzerinde 100’e yakin leke gorilebilmektedir. Patojen odun dokusu tizerindeki
kanser tipi hastaliklari tegvik edebilmekte olup, meyveler stoma enfeksiyonlarma karst
gok hassastirlar (Owings 1996). Jones ve Aldwinckle (1991), P. 5. pv. papulans’m kst
elma agaclanmin tomurcuklaninda, babge topraginda ve enfekteli meyveler iizerinde
gecirdigini  belirtmektedirler. Aym aragtinicilara gore; Ilkbaharda geng yaprak ve
tomurcuklar gorilmeye bagladifi zaman, etmen yaprak, gicek ve meyveler iizerine,
yagmur ve bocekler yardimiyla, diger yapraklara ve agaglara yayilmaya baglamakta, ik
ve nemli havalar hastalifin yayilmasint hizlandirirken bakteri populasyonunda énemli
artiglara sebep oldugu, hastaliin meyvelerde oliime ve ciddi anlamda bir verim kaybina
sebep olmadifn ancak, meyvelerin pazar degerini 6nemli olgiide diigtirdugi

vurgulanmaktadir (Ellis and Madden 2000).

Hastahifin Amerika Birlesik Devletleri’nde Mutsu (Crispin) elma varyetelerinde 6nemli
kayiplara sebep oldugu belirtilmekte, Fuji ve RedCort varyeteleri iizetinde de son
zamanlarda azda olsa gorilmesine ragmen Mutsu digindaki varyetelerde ekonomik
anlamda zarar vermedigi kaydedilmektedir (Burr and Hurwitz 1981). Aym galigmada,
bu hastahifin Kanada, italya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde kaydedildigi ancak,
Mutsu varyetesinin ticari olarak onemli oldugu bilinen Japonya’da hastalija
rastlanmadids belirtilmektedir. Mutsu elma varyetesi ile bitigik olarak bulunan Golden
Delicious varyetesinde de bu hastalifin onemli derecede zarara neden oldugu rapor
edilmistir (Van der Zwet et al. 2001). Tiirkiye’de ise bu hastalikla ilgili herhangi bir
kayit bulunmamaktadir,
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1.2.4. Kabuk kavlamas: (Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall.)

P. 5. pv. syringae’nin neden oldugu kabuk kavlamast hastaligi, dinyamin pek ¢ok
yerinde elmalarda 6nemli zararlara sebep olmaktadir (Jones and Aldwinckle 1991).
Tomurcuk yanikhiina da sebep olan bu patojenin bazi morfolojik ve biyokimyasal

ozellikleri daha onceki boliimde bahsedilmistir.

Hastalik, ilkbaharda kabuk tizerinde hafif kabarik giines yami seklinde goriilmekte, ilk
once 4-5 mm ¢apinda olan bu lekeler zamanla biiytiyerek biitiin dalin etrafim sarmakta,
zamanla nekroza doniigen bu simptomlarin dal ve siirgiinlerin birlesme yerlerinde,
tomurcuk ve budama sonucu olugan yara mahallinde de goriildugi belirtilmektedir.
Hastahkli meyve tizerinde de benzer bir kabariklik ve tomurcuklarda 6limi takiben
kahverengilesme ve kararma, siddetli enfeksiyonlarda yaz sonuna dogru sirgiinlerde
geriye dogru olim ve agacin timden 6liimiine sebep olmaktadir. Patojenin kiglamasi ve
yayilmasi ile ilgili bilgiler daha once agiklanan tomurcuk yamkhgi hastaligindakilerle
aymdir. Patojenin 6zellikle sicak iklime sahip birgok bolgede elma agaglari {izerinde
epifitik olarak bulundugu ve Giiney Afiika’nin elma yetigtirilen bitiin bolgelerinde
mevcut oldugu belirtilmektedir (Jones and Aldwinckle 1991). Italya’da 1996 yilinda bu
hastaligin ozellikle kumlu topraklarda tesis edilmis meyve bahgelerinde 2500 elma
agaciin  Slimiine sebep oldugu belirtilmektedir (Scortichini and Morone 1997).
Tiirkiye’de ise bu hastalikla ilgili herhangi bir kayit bulunmamaktadir.

1.2.5. Kok kanseri (Agrobacterium tumefaciens (E. F. Smith & Townsend) Conn)

A. tumefaciens 93 familyaya ait odunsu bitkiler ve yabanci otlar iizerinde kok kanserine
sebep olmaktadir (Moore and Cooksey 1981). A. tumefaciens; Rhizobiaceae
familyasinda, gram negatif, acrobik, potato dexrose agarda beyaz krem renkli ve
konveks koloniler olugturan, Ti plazmid olarak adlandirilan ekstra kromozomal yapiya
sahip, 6 peritrik kamgtlar: ile hareket edebilen ve gubuk seklinde bir bakteridir (Agrios
1997). Amerika Birlesik Devletleri’'nde Pasifik Kuzeybati’da elma ve armut gallerinden
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ve rthizosferden yaygin olarak izole edilen Agrobacterium®un biovar 1 ve biovar 2
olmak tizere iki straini tamimlanmis ancak, bunlardan sadece biovar 2’nin patojen
oldugu tespit edilmistir (Moore and Cooksey 1981). Daha sonraki yillarda yapilan bir
¢aligmada ise asmalarda patojen oldugu goriilen biovar 3 tanillanmistir (Burr et al.
1987).

Patojen toprak rutubetine bagh olarak toprakta hareket edebilmekte, sulama suyu,
bicekler ve bahge aletleri ile yayilabilmekte ve enfeksiyon igin mutlaka yaralarin
gerekli oldugu belirtitmektedir (Moore and Cooksey 1981). Gloyer (1934)’e gore
bakteri duyarli bir bitki dokusunu enfekte ettikten sonra, sicakligin da 20°C'nin iizerinde
olmasi durumunda 2-4 hafta sonra kiigiik galler olugabilmekte ancak, sicakligin 15°C ve
daha asagisina diigmesi durumunda gal olusumu durmakta, hatta 3-4 yil simptomlar

latent bir durumda kalabilmektedir (Moore and Cooksey 1981).

Hastaligin meyve bahgesi ve fidanliklarda 6nemli bir yayilim alanina sahip oldugu,
elmada diger yumugak ¢ekirdekli meyvelere gore daha 6nemli zarara sebep oldugu ve
yer yer Tiirkiye’de de bu hastalikla bulagik alanlarin oldugu kaydedilmektedir (Demir
1995, Turan ve Tokgoniil 1993).

1.2.6. Sacak kokliilitk (4grobacterium rhizogenes (Riker et al.))

A. rhizogenes’in neden oldugu sagak kokliliik hastaliy; daha ¢ok elmada goriilen agint
bir sagak kok olusumu ile karakterize edilmekte olup, yaygin ve bir o kadar da
karmagiktir. Hastalik simptomunun bakteri tarafindan olusturulabildigi gibi, bitkinin bir
cesit ozelligi de olabilecegi belirtilmektedir (Moore et al. 1980). 4. rhizogenes;
Rhizobiaceae familyasinda, gram negatif, aerobik, potato dexrose agar (PDA)’da beyaz
krem renkli ve konveks koloniler olusturan, Ri plazmid olarak adlandirilan ekstra

kromozomal yapiya sahip, peritrik kamgilar ile hareket edebilen ve gubuk seklinde bir
bakteridir (Agrios 1997).
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Bu bakterideki patojenite genlerini tamtyan ekstra kromozomal yapimin Ri plazmid
olarak adlandinldigy, Ri plazmidin kok hiicresine nakli ile hiicreye transfer edilmesi
sonucu bitki hormonlarimin agin iretimine (6zellikle auxin) ve sonugta bitkinin hormon
uretimindeki dengesinin bozulmast ile sagak kok olusumuna sebep oldugu
belirtilmektedir (White et al. 1982). 4. rhizogenes’in morfolojik ve biyokimyasal
Ozellikleri A. tumefaciens’e gok benzeyen ve birbirinin birgok agidan ayni olan iki
hastaliktir. Bu benzerlik gerek hastaligin olusumu ve gerekse epidemiolojisi agisindan
mevcut oldugu igin miicadele metodu olarak 4. tumefaciens igin Gnerilen yontemler bu
hastalik icin de oOnerilmektedir. Diinyada iizerinde ¢ok sayida galisma yapilmug bir
hastalik degildir. Tirkiye’de de bu hastalik ile ilgili her hangi bir galigmaya

rastlanmamugtir.

1.2.7. Bakteriyel yanikhik (Erwinia stewarti)

E. stewarti’nin sebep oldugu bakteriyel yamklik hastaligi atey yanikhgma g¢ok
benzemekte olup elma, musmula, armut ve diéer yakin akraba tiirlerde goriilmektedir
(Pataky 2000). E. stewarti, Enterobacteriaceae familyasinda, gram negatif, fakiiltatif
anaerobik, hareketsiz, nitrat liretemeyen, sart pigment olugturan ve gubuk geklindedir

(Schaad 1994).

Genellikle ihk ve nemli havalarda goriilen bu hastalik yaprak, kabuk ve odun
dokusunda normal yegsil renkten kolayca ayirt edilebilen yanmig gdriintmii ile tipik olup
sirgilin, yaprak ve tomurcuklarda yamklia, dal ve siirgiin uglarinda oliimlere sebep
olmaktadir (Pataky 2000). Tomurcuk enfeksiyonu yaprak ve govde enfeksiyonlarina
gore daha yaygindir. Ileri donemlerde kahverengi ve siyaha dontigen lekeler ates
yankligina gok benzemekte olup bu lekelerin saglikli dokudan kesin hatlarla aynilmas:
ayit edici ve tipik bir ozellik olarak goriilmektedir (Pataky 2000). Bu hastaligin
epidemiolojisine ait gok detaylt bilgi bulunmamakta olup Tiirkiye’de de herhangi bir

kayda rastlanmamigtir.
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1.3. Bitki Patojeni Bakterilerin Tanilanmasi ve Karekterizasyonu

Diinyada siirekli artig gosteren insan niifusuna paralel olarak artan gida ag1gin1
kargilamak amactyla, mevcut tarmsal Grtinlerin verim kapasitesinin artinlmasimn yans
sira, bu drinlerin verim ve kalitesini azaltan faktorlerin de miimkiin olabildigince
asgariye indirilmesi ve bunun igin uygun miicadele metodlarin geligtirilmesinin
gerekliligi ortaya gikmaktadir. Mikroorganizma orijinli hastaliklar ile etkili miicadele
stratejilerinin gelistirilmesi i¢in, inokulum kaynadi patojenlerin dogru tamilanmasi ve
karakterlerinin ortaya konulmasi gerekir. Mikroorganizmalarin  siniflandinlarak
taksonomideki yerlerinin belirlenmesine tam; tamlanmig mikroorganizmalarin kendine
has ozelliklerinin belirlenmesine, birbirleri ile akrabalik ve benzerliklerinin ortaya
konulmasina ise karekterizasyonu denilmektedir (Miller and Joaquim 1993). Bakteriyel
organizmalarin tant ve karakterizasyonunda kullamian pek ¢ok metod vardir (Lelliott et
al. 1966, Young 1991, Koike et al. 1999). Bu metodlar klasik ve molekiiler metodlar

olmak tizere ikiye ayriimaktadr.

1.3.1.Klasik metodlar

Mikroorganizmalarin daha ¢ok fenotipik karakterleri hakkinda bilgi veren morfolojik,
biyokimyasal, fizyolojik ve patolojik dzelliklerinin belirlenmesi klasik yontemler olarak
adlandinlir. Bu yontemlerin, daima alternatif sistemlere ihtiyag duymasi, daha ¢ok cins
diizeyinde bir tamt yapilabilmesi, yani tir ve tiir alti kategorilerin bu sistemlerle
belirlenememesi, hem uzun zaman almast hem de sonuglarin kontaminasyon ve el
becerisine bagli olarak degisebilmesi gibi birgok dezavantajlari vardir (Miller and
Joaquim 1993). Giiniimiizde klasik yontemler ile yapilan tami ve teshislere fazla itibar
da edilmemektedir. Bazi mikroorganizmalar i¢in kullamlan ¢ok spesifik klasik
metodlara bagvurulsa dahi, bu y6temler tek baglarina patojen bakterilerin tanist ve
hastahklarin  teshisinde yeterli olmamakta, mutlaka molekiiler metodlar ile

desteklenmesine gerek duyulmaktadir.
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1.3.2. Molekiiler metodlar

Son yillarda, -biyoteknoloji ve genetik miihendislik alanindaki gelismelere baglt olarak
mikroorganizmalarin tam ve teshis yontemlerinde de hizh geligmeler olmustur (Kersters
1985, Miller and Berger 1985, Miller and Martin 1988, Guillorit-Rondeau et al. 1996,
Scortichini et al. 1996, Zhailg and Geider 1997). Mikroorganizmalarin hedef tespit
edilen makro molekiillerinin bilesimi ve oransal yiizdelerden yararlamlarak gelistirilen
tam teknikleri olarak serolojik teknikler (Immunofloresans, Radioimmunoassay,
Immuno Blot, Dot Immunobinding Assay ve Enzim-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)), niikleik asit -analiz teknikleri (rDNA-PCR (Ribozomal DNA), Rep-PCR
(Repetitive extragenic palindromic), Eric-PCR (Enterobacterial repetitive intragenic
consensus), Box-PCR ve Spesifik PCR), yag asit analizleri (Mikrobiyal identifikasyon
sistemi) ve metabolik enzim profillerinin (Biyolog) ve protein profillerinin (SDS-
PAGE=Sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis) belirlenmesi gibi
molekiiler yontemler stralanabilir (Jackman 1985, Miller and Martin 1988, Miller and
Joaquim 1993, Guillorit-Rondeau et al. 1996). Bu sistemlerin pahali olmasi ve yetismis
elemanlara ihtiyag duyulmasi gibi dezavantajlart olsa da; dogru, giivenilir, tir alti
kategorilerini de belirleyebilme ve gok sayida 6rnegi ok kisa siirede tamlayabilmesi

gibi de birgok avantajlart mevcuttur.

1.3.2.1. Serolojik teknikler

Antijen ve antikor iligkisine dayanlarak mikroorganizmalarnin tamsinda yaygin olarak
kullanilan tam teknikleridir. Bitki materyallerinin uluslararas1 degigimindeki biyik
artiglar, bunlanin serbestce degerlendirildigi alanlara hastaliklar sokma olasihg ve saghk
testleri uygulamasinda hizli rutin tekniklere olan ihtiyacin artmasi, daha hizh ve
giivenilir sonuglar veren tekniklerin kullaniimasim zorunlu hale getirmistir. Son yillarda
tibbi mikrobiyolojiden alinan sonuglarda oldugu gibi, serolojik reaksiyonlann
spesifikligi bitki patojeni bakterilerin dogru tams: igin de pratik serolojik metodlarn

gelismesini saglamistir (Saygtlt 1995).
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1.3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR ilk defa 1985 yihnda Saiki ve galisma arkadagslari tarafindan kansizhk (sickle cell
anemia) hastalifinin teshisi amaciyla gelistirilmis ve kullanidmgtir (Saiki ef al. 1985).
Daha sonraki yillarda gesitli amaglarla kullanilan bu metod sayesinde tip, ziraat, biyoloji
ve genetik ile ilgili bilim dallarinda g¢ok sayida yeni buluslar ve gelismeler olmustur
(Bej et al. 1991, Henson arid French 1993, White 1993).

PCR; genetik materyaller (DNA -ve RNA) iizerinde segilmis bir veya birden fazla
bolgenin in vitro sartlar altinda oligoniikleotit primer ve Tag polimeraz enzim
kullamlarak, bir otomatik termocycle sistem yardimiyla gogaltilmasidir (White 1993).
Patojen-konukgu arasindaki uyumlu interaksiyonu kodlayan patojenite, virulanslik,
avirulanshk, toksin, enzim ve hormon iiretimini kodlayan genler gibi bazi genler vardir.
Farkli patojenlerde bulunan bu tiir genlerin baz diziligleri, kromozom iizerinde
dagilimlan ve tekrarlanma sikligi hakkinda elde edilen genetik bilgiler, bu patojenlerin
kimligi hakkinda bilgi verir. Bu nedenle yukarida bahsedilen genlerden bir veya birkagi
igin spesifik olan oligoniikleotit primerler sentezlenebilmektedir. Bu primerlere spesifik
genleri tagtyan patojenlerin neden oldugu hastalikli dokulardan alinan 6rneklerden izole
edilen genetik materyaller (DNA, RNA), PCR ile kolayca ¢ogaltilarak (amplifiye
edilerek) elde edilen PCR iriinleri agaroz jel elektroforez {izerinde yiiriitiildiikten sonra,
patojenlere spesifik DNA bant veya bant profilleri saptanmakta ve boylece hastalik
sebebi olan etmenin tamist ve aym zamanda hastaligin teshisi yapilmig olmaktadir

(Miller and Joaquim 1993).

Bugiin, genetik akrabaliklarin belirlenmesinde DNA analizleri yaygin olarak
kullanilmakta, gerek insanlarda ve gerekse diger canlilarda kromozom {izerinde kisa ve
siklikla tekrarlanan bazi baz diziliglerinden yararlaniimaktadir (Weingard and Volksch
1997). lzole edilen DNA’lar iizerindeki hedeflenen bolgeler PCR yontemi ile
cogaltilarak elde edilen DNA parmak izleri (fingerprintleri), birbirleri ile
kargilagtinlarak  farkli bireyler arasindaki genetik akrabalifin  belirlenmesine
¢ahgilmaktadir (Miller and Joaquim 1993). Mikroorganizmalarin genomik DNA’lar
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iizerinde sik tekrarlanan bazi kalitsal baz diziligleri vardir (White 1993). Ornegin
bakteriyel organizmalarda bulunan Rep (repetitive extragenic palindromic), Eric
(Enterobacterial repetitive intergenic consensus) ve Box olarak isimlendirilen DNA
bolgelerinden elde edilen PCR oprofillerine gore test edilen bakteriyel strainler
arasindaki genetik akrabaliklar hesaplanabilmektedir. Ozellikle rutin testler igin PCR,
¢ok ucuz, hassas, secici ve kisa siirede sonug veren bir metodtur. Seroloji (ELISA)
digindaki diger molekiiler metodlar ile tamst miimkiin olmayan birgok obligat fungal ve
bakteriyel mikroorganizmalar, standart kiiltiir ortamlarinda gogaltilamayan (fitoplazma
ve riketsia vb.) ve g¢ogalmalani igin konukgu hiicre sistemine ihtiyag duyan (viris,
viroid) patojenlerin  sebep oldugu hastaliklann teshisi PCR ile kolayca
yapilabilmektedir. Yumusak gekirdekli meyve agaglarinda hastalik olusturan bakteriyel
patojenlerin PCR yontemi kullanilarak tanilanmasina yonelik birgok galigma yapilmigtir

(Stefan et al. 1994, Pascal et al. 1997, Weingard and Vélksch 1997).

1.3.3.3. Mikrobiyal identifikasyon sistem (MIS)

itk defa 1985 vyiinda, ABD'de MIDI, inc. firmas: tarafindan gelistirilen,
mikroorganizmalar yag asitlerine gore tamlayan bir sistemdir (Miller and Berger 1985).
Yap asitleri (CHs-(CHz),-COOH); mikroorganizmalanin hiicrelerinde sitoplazma ve
diger hiicresel organellerin gift tabakali membranlarinda; phospholipid, glycolipid veya
lipopolysaccharide formunda bulunan hydrocarbon yapisindaki makro molekiillerdir
(Miller and Berger | 1985). Yag asitleri igerdikleri karbon (C) atomlannin sayisina,
karbon atomlan arasindaki ¢ift baj sayisna, hangi karbon atomlan arasinda ¢ift bad
olduguna ve karbonlarin hidrojen (H) atomlan tarafindan doyurulmug olup
olmamalarina gore farkli isimler almaktadirlar. Prokaryotik hiicrelerde genellikle tek ve
¢ift sayih karbon (C9 -C20) igeren yad asitleri bulunmaktadir (Roy 1988). Genetik
olarak ayni olan mikroorganizmalarm hiicrelerindeki yag asitlerinin saysst, gesitliligi ve
%olarak miktarlar1 (yag asitleri profili) aym olup gevre kogullani aym oldugu siirece
degismemektedir' (Sahin  1999). Yani yag asitleri profillerindeki farkliliklar,
rhikroorganizmalar arasindaki genetiksel akrabaliklarin dolaylt bir gostergesidir (Sasser
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1990). Bu nedenle kultir ortaminda (standart besi yerlerinde) gogalabilen
mikroorganizmalarin, gerek tanis1 ve gerekse onlarin taksonomik simiflarinin saptanmasi
icin yag asitleri profillerinin kullamlabilecegi, birgok bilimsel ¢aliyma ile ispatlanmgtir
(Wayne Moss et al. 1972, Wayne Moss ef al. 1973, Roy 1988, Vauterin et al. 1996).
Yumusak cekirdekli meyvelerde hastalik olugturan bakterilerin yag asitlerine gore
tamlanmasina yonelik birgok ¢aligma mevcuttur (Wayne Moss et al. 1972, Wayne Moss
et al. 1973).

1.3.3.4. Biolog tam sistemi

Mikroorganizmalarin sahip olduklart metabolik enzimlerin farkhiifina bagh olarak
kullanabildikieri karbon kaynaklanmin da farkh olacagim esas alarak tam yapan bir
tekniktir (Konopka et al. 1998, Jay and Aaron 1991, Michael et al. 1993, Miller et al.
1993, Verniere et al. 1993, Holmes ef al. 1994, Alexandra et al. 1995). Biolog (Biolog
Inc, Hayward, CA. USA) 1990’li yillarin ikinci yarisindan itibaren rutin testlerde
kullamlan bir mikroplate sistemidir. Mikroplate igindeki gukurlara énceden kodlanmg
farkh karbon kaynaklarimn (ekerler, alkol, deterjan ve amino asit tirlerinden olugan
toplam 95  karbon kaynafy) kullammindaki  farkliiklara  bagh  olarak
mikroorganizmalarin metabolik profillerini belirleyen ve tandayan bir sistemdir

(Bochner 1989).

Biolog sistemi kullamlarak hem mikroorganizmalarin tamsi yapilmakta hem de
organizmanin kullanabildigi karbon kaynaklanmin belirlenmesi ile biyolojik miicadele
calismalarinda kullamlacak organizmalanin rekabetik o6zelliklerinin de belirlenmesi
saglanmaktadir (Konopka et al. 1998). Bu sistemin yavay gelisen veya in-vitro
kz)sullarda geligemeyen mikroorganizmalarin  diginda  bitin  mikroorganizmalann
(Fungus, bakteri, actinomycetes, maya) tamsinda ve tiplendirilmesinde kullamlabilecegi
tavsiye edilmektedir (Verniere et al. 1993).
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1.4. Bakteriyel Hastalhklarla Miicadele

Yukarida anlatilan tamt yontemleri ile, patojenik etmenleri belirlenen hastaliklann
miicadelesinde kullanilacak stratejilerin neler olmasi gerektigi, yillardir bitki korumaci
bilim adamlan tarafindan tartiglmaktadir. Bitki hastaliklarna bagl olarak tanm
triinlerindeki nicelik ve nitelikteki azalmayr ortadan kaldirmak igin, etkili zirai
miicadele metodlarmin  uygulanmasi zorunludur. Son yillarda bakteriyel bitki
patojenlerine kargt yaygin olarak kullanilan zirai miicadele yontemleri ana hatlar ile
kimyasal miicadele, hastaliklara karst dayanikh bitki varyetelerinin gelistirilmesi ve
kullammm, kiiltirel onlemler ve biyolojik miicadele olmak iizere dort ana baghk altinda
incelenebilir (Jones and Andwinckle 1991).

1.4.1. Kimyasal miicadele

Aktif igerikleri farkli olan kimyasal pestisitler kullamilarak, bitkilerin toprak alti ve
toprak Ustii aksaminda veya ekim materyalleri (tohum, yumru, sogan, gelik, vb)
tizerinde bulunan patojenlerin gogalmasim engelleyen veya bu patojenleri yok etmeyi
hedefleyen bir miicadele yontemidir. Bu metod ile kisa vadeli uygulamalarda, 6zellikle
fungal bitki hastaliklarina kargi etkili ve baganh sonuglar alinabilmektedir. Ancak,
viris, viroid ve bakteri gibi birgok bitki patojenlerine kargi etkili olan kimyasallann
gelistirilememis olmass, siirekli olarak kullamlan kimyasallara karsi patojenlerin direng
kazanmasi, kullanilan kimyasallarin uzun vadede insan ve hayvan saghgi tehdit
etmesi, dogal dengeyi bozmasi ve treticiler i¢in pahali bir miicadele metodu olmasi gibi

birgok olumsuzluklari da beraberinde getirmektedir (Jones and Andwinckle 1991).

1.4.2. Dayamkhhk

Bitki patojenlerine karsi etkili, giivenilir, zararsiz ve ekonomik bir zirai miicadele

seklidir. Fakat birgok patojene kargt kullanilabilecek dayaniklihk genlerinin kaynaginin
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bilinmiyor olmast en 6nemli sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Guniimiizde klasik
1slah teknikleri kullanilarak, bilinen dayaniklilik genlerinin bir bitki varyetesinden diger
bir varyeteye aktarlmasi, olduk¢a uzun zaman aldigi gibi, gogunlukla basarisizlikla
sonuglanmaktadir. Simdiye kadar tek bir patojene karst dayamkh bitki varyeteleri
gelistirilmesine ragmen, aym anda degisik birgok bitki patojenlerine karg1 dayanikh olan
bir bitki varyetesi gelistirmek miimkiin olamamistir. Molekiiler biyoloji, genetik
mithendisligi ve biyoteknoloji alamindaki hizli gelismeler, bitki hastaliklari ile
miicadelede de yeni gelismelere sebep olmug ve transgenik bitkilerin elde edilmesine
biyitk katkilar saglamigtir. Bu yolla hem istenilen birgok iyi karakterlerin yeni bir
varyeteye aktarilmasi, hem de hastaliklara kargi dayanikli varyetelerin elde edilmesi

basanlmigtir (Reynoird et al. 1999).

1.4.3. Kiiltiirel miicadele

Hastaliksiz tarim alanlarina yeni patojenlerin bulagmasini engeliemek veya bulagik olan
bolgelerde patojen populasyonunu bask: altina almak i¢in kullanilan tedbirlerin
tamammt igerir. Ekim ve dikim i¢in kullamlan tarim makinelerinin dezenfekte edilmesi,
patojenlerden anndinimig tohum, fide veya fidan kullamlmas;, enfekteli bitki
artiklarmin yok edilmesi, budama, toprak igleme, nobetlese ekim ve nadas gibi
uygulamalar kiiltiirel miicadele metodu olarak tammlamir. Ancak, kiiltiirel yontemlerle
bitki hastaliklarinin kontrolii, diger zirai miicadele metodlann gibi tek bagina etkili ve

bagarih degildir (Jones and Andwinckle 1991).

-

1.4.4. Biyolojik miicadele

Dogal veya genetik yapist degigtirilmiy mikroorganizmalar (biyolojik savag elamanlari
= genellikle fungus ve bakteriler) ya da onlarin urettikleri metabolitler kullamlarak
patojen mikroorganizmalarin ortadan kaldirlmast veya populasyonlarinin baski altina

alnmasim amaglayan bir tarimsal savag yontemidir (Chet et al. 1993). Son yillarda
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kimyasal miicadelenin insan ve hayvan saglif ile gevre tizerindeki olumsuz etkileri her
gecen giin daha iyi anlagilmaktadir. Buna bagh olarak, tanimsal iretimde kimyasal
pestisitlerin kullanimint azaltan veya yasaklayan yeni tarim politikalanimin (organik
tanm ve surdirtlebilir tannm ) geligtirilmesi | ile, tanimsal savag stratejileri icerisinde
biyolojik miicadele oldukga fazla ilgi gérmeye baslamistir. Thomas ve Willis (1998),

biyolojik miicadelenin riskli ama gerekli oldugunu belirtmektedirler.

Biyolojik miicadelenin temel prensibi ve hedefi;, insan ve gevre iizerine olumsuz etkileri
olmayan, maliyeti diigiik, genis spektrumlu ve her tiirlii gevre sartlannda kullanim
imkam olan biyolojik ajanlarin belirlenmesi ve bunlarin tarla, sera ve depo kosullarinda
bitki hastaliklarinin kontrol edilmesinde kullanilmasidir (Cross and Polonenko 1996).
Bu nedenle, ozellikle geligsmis tlkelerde biyolojik kontrol ajanlarnin tespiti ve bu
ajanlarin degisik ¢evre sartlarna adaptasyonu, sera ve tarla sartlarinda etkinlikleri, uzun
vadeli depolama ve tagima gartlarina dayamkli formulasyonlarnn geligtirilmesi iizerine
¢ok sayida bilimsel galiymalar yapilmasi dikkat ¢ekmektedir (Cook and Baker 1983,
Papavizas 1985, Chet et al. 1993, Cartwright and Benson 1995, Lumsden et al. 1995,
Leibinger et al. 1997). Ulkemizde, organik tanm yapmak veya tanmsal iiretimde
kimyasal kullanimim azaltacak entegre hastalik miicadele programlar olugturmak igin,
biyolojik savas stratejilerini gelistirmeyi hedefleyen bilimsel ¢aligmalann sayist her
gegen giin artmaktadir (Momol 1990, Momol vd 1991, Tokgoniil 1991, Tokgoniil ve
Cinar 1991, Demir ve Giindogdu 1993, Hacioglu 1993, Turan ve Tokgoniil 1993, Demir
1995, Ozakman 1995, Ustiin 1995, Evrenasogiu 1995, Erdogan 1999, Ulke 1999, Demir
vd. 2002).

Biyolojik miicadele ¢aligmalarimin her gegen giin daha da onem kazanmasi, miicadele
ile ilgili galigmalarin da bu yone kaymasina sebep olmaktadir. Molekiiler biyoloji,
genetik miihendislifi ve biyoteknoloji alamindaki yeni bilimsel buluslar ve geligmeler
bitki hastaliklani ile biyolojik miicadelede de onemli gelismelere sebep olmugtur.
Biyolojik miicadelenin, biyokontrol organizma ile patojen ve ¢evredeki diger
mikrobiyal organizmalar arasindaki iligkiye gore; 1) Antibiyosis 2) Besin elementleri ve

yasama yeri yoniinden rekabet, 3) Hiperparazitism, 4) Konukgu bitkilerin sistemik
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dayamkhlik mekanizmalarinin tegvik edilmesi olmak iizere dort temel prensibi vardir (
Handelsman and Stabb 1996).

1.4.4.1. Antibiyosis

Bir organizmanin, biyokontrol organizma olarak segiminde gz 6niine alinan en 6nemli
kriterin antimikrobiyal metabolitlerin tretimi oldugu belirtilmektedir (Handelsman and
Stabb 1996). Biyolojik kontrolde agik bir gekilde tammlanan ilk antibiyotik P.
fluorescens strain 2-79 ve P. aureofaciens strain 30-84’den elde edilen ve bugdayda

karapasin kontroliinde kullanilan phenazine olmugtur (Andrade et al. 1994).

Nikaido (1994), biyokontrol organizmalarin birden fazla antibiyotik Uretmeleri
sebebiyle farklh antibiyotiklere karst olugacak dayanikliligin gok disiik frekansta
olacagmi, dogada biyokontrol organizmalar ile aym gevreyi paylasan patojen
populasyonunun ¢ok az oldugunu, dolayisiyla biyokontrol organizmalar tarafindan
iiretilen antimikrobiyal kimyasallara karst dayamklhligin, kimyasal ilaglara karst olugan
dayanikliifa oranla ¢ok daha yavag olacagim belirtmektedir. Biyokontrol organizmalar
kimyasal ilaglar gibi genis bir alana yayilarak, patojen veya patojen olmayan genig bir
organizma grubunu etkisi altina almamaktadir. Bu da dayamkliik mekanizmasimn
olusma riskini azaltan bir faktordiir. Ancak, zaman igerisinde biyokontrol ajanlarimn
agint kullammina bagh olarak bu ajanlar tarafindan iretilen antimikrobiyal kimyasallara
karst da patojenlerin dayanikli strain veya irklar geligtirebilecekleri yoniinde sgiipheler

mevcuttur (Davies 1994).

1.4.4.2. Rekabet

Biyokontrol iligkide iki besin elementi bilyiik 6nem arz eder ki, bunlar karbon ve demir

elementleridir (Handelsman and Stabb 1996). Dogal olarak var olan veya biyolojik
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micadele amaciyla digardan ilave edilen mikroorganizmalar, toprakta bitki kok
bolgesine kolonize olurlar ve bitkiler tarafindan salgilanan eksudatlan karbon kaynag
olarak tiiketirler. Seliiloz, hemiselilloz ve pektin gibi kompleks karbonhidratlan iceren
kok musilajlan sadece bazi ozelleymiy mikroorganizmalar tarafindan pargalanabilir
(Foster et al. 1983). Kompleks karbonhidratlan kullanma kabiliyeti ofan organizmalar
mikrobiyal rekabette avantajli olduklan i¢in daha iyi kolonize olurlar. Bu nedenle
biyokontro!l ajanlarin patojenlere gre karbon kaynag kullaniminda daha tistiin rekabet
kabiliyetine sahip olmast gerekir (Paulitz 1991).

Patojen ve antagonist mikroorganizmalar arasindaki iligkide onem arz eden bir diger
besin elementi de demirdir. Mikroorganizmalar demir ihtiyaglanim karsgilamada
siderofore denilen pigment proteinlerinden faydalamrlar. Sideroforlar lipopeptid
yapisinda diigiik molekiil agichkh proteinler olup, demir iyonlarina (Fe*’) baglanarak
bakteri hiicresine tagirlar (Leong 1986). Birgok floresant pseudomonadlar demir oram
diigiik topraklarda, biyolojik miicadele amact ile kullanlan biyokontrol bakterinin
patojen bakteri ile iligkisinde biyokontrol bakterinin lehine olan, san-yesil renkli
sideroforlar, pyoverdin ve pseudobactin iiretirler (Leong 1986, Hohineicher et al. 1996,
Budzikiewicz et al. 1997a,b, Meyer et al. 1997, Risse et al. 1998, Kinzel et al. 1998,
Beiderbeck et al. 1999, Meyer et al. 1998, Kilz et al. 1999, Miinzinger et al. 1999). Bu
proteinler topraktaki demir iyonlanna baglanarak olugturduklan siderofore-demir
komplekslerini bakteri hiicresine tagirlar, Boylece, Ozellikle de demir elementi
yoniinden zayif topraklarda (rhizosfer bolgesinde) siderefor iireten mikroorganizma,
demir ahmina el koyarak patojen organizmanin demirden faydalanma kabiliyetini

azaltmakta ve sonugta patojeni baski altina almaktadir (Leong 1986).

1.4.4.3. Hiperparazitism

Canh mikroorganizmalara karst bagka canli organizmalann kullanildigi bir miicadele
seklidir, Parazitizmin esast hiicre duvanm eriten yada pargalayan enzimlerin

iiretilmesine dayanir. Bu amagla kullamlan biyoajanlar, urettikleri hidrolitik enzimler
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ve/veya direk enfeksiyonlart ile patojenlerin hiicrelerini pargalayarak onlann
populasyonlarim baskilarlar (Fridlender ef al. 1993). Proteaz, Seliiloz, B-1,3 glucanase ve
chitinase gibi hidrolitik enzimleri iireten birgok bakteri ve fungus hiperparazit olarak

tarimsal savagta kullamlmaktadir.

Bakteriyel organizmalardan bazilarinin patojen bakterileri dogrudan parazitledikleri
bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada in-vitro testleri ile Bdellovibrio bacteriovorus
bakterisinin fitopatojen bakterilerden Pseudomonas spp. strainleri iizerinde hiperparazit

oldugu goériilmiigtiir ama aym basari in-vivo’da tekrarlanamamigtir (Scherff 1973).

1.4.4.4, Sonradan kazamilms sistemik dayaniklihk

Biyokontrol organizmalar kullanilarak, konuk¢u bitkilerin sistemik dayamklilik
mekanizmalarinin  aktif hale getirilmesi esasina dayanan bir bagka onemli biyolojik
miicadele metodudur. Bu mekanizmay1 Cross Protection, SIR ve SAR olmak tizere lig

grupta ele almak miimkiindiir.

a) Capraz korunma (Cross protection): Biyokontrol organizmalar tarafindan konukgu
dokusu iginde anﬁbiyosis, yer ve besin icin yarigma, hifsel interferens ya da parazitizm
gibi mekanizmalardan birisi ya da bunlann kombinasyonu ile viriilent patojenin

gelisiminin dnlenmesi olarak tanimlanir (Bora ve Ozaktan 1998).

b) SIR (Systemic induced resistance): Patojen olmayan bir mikroorganizmanin bir
biyolojik savay elemam gibi ya da zayif virtilent bir patojenin gergek bir patojen gibi
davranarak, konukgu bitkinin savunma sistemini duyarh kilmasi, boylece o bitkinin
sonradan gelecek herhangi bir saldirya hazir duruma gelmesi olarak tammlanir (Bora
ve Ozaktan 1998). Bu durum, saltsllik asidin htereler arast boglukta birlkimine baghdir
ve patojenite ile ilgili PR proteinlerini kodlayan genlerin aktivasyonu ile karakterize

edilir (Cook and Baker 1983). Son zamanlarda segilen non-patojenik ve koklere
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kolonize olmayan biyokontrol bakterilerinin de sistemik resistanlik mekanizmasm
baslattigs belirtilmektedir (Hoffland et al. 1996, Pieterse et al. 1996).

¢) SAR (Systemic aquaried resistance): Bir patojenin primer ve sekonder
enfeksiyonlarina kars, bitkilerde ya var olan dayanikliligin tesvik edilmesi ya da bitkide
dogal olarak mevcut olmayan ancak, biyokontrol organizmalar veya kimyasallarin
uyarist ile sonradan fizyolojik olarak kazamlan, bitkinin patojen enfeksiyonuna karst

gosterdigi bir reaksiyon olarak tanimlamir (Shulaev et al. 1995)).

SAR fikirsel olarak; baglatma ve devam ettirme olarak iki safhada ele alinabilir.
Baglatma safhast gegici olabilir ve dayanikliigin gelismesine yol agan olaylann tiimiinii
kapsarken, devam ettirme sathasi ise, baglatma sonucu olarak ortaya ¢ikan, oncekine
benzer ancak, daha muntazam bir dayaniklilik mekanizmasidir (Ryals ef al. 1994).
Shulaev et al. (1995), yaptiklari ¢aligmada, salisilik asit (SA) ve benzoik asit
(Benzothiadiazole BTH) tiirevlerinin, birer bitki aktivatorii olarak konukgu bitkilerde
patojenite ile ilgili PR proteinlerinin birikmesine neden oldugunu ispatlamiglardir. Buna
bagh olarak bitkilerde fitoaleksinler olarak adlandirilan diisiik molekiiler agirhikli bu
antimikrobiyal maddeler, enfeksiyonu takiben enfeksiyon mahallinde veya gevresinde
birikerek bitkilerde sistemik olarak bir dayaniklilik mekanizmasimin ortaya gikmasina
neden olmaktadir. Bitkilerde dayamkliik mekanizmasimn tek bilegeni fitoaleksinlerin
sentezi ve birikmesi degildir. Dayaniklihfa sebep olan diger bilesikler arasinda B-1,3-
glucanase, chitinase gibi bakteriyel ve fungal hiicre duvarlarna zarar veren litik
enzimlerin sentezi, patogenesisle ilgili proteinlerin sentezi, fiziksel bariyerler,
lignifikasyon, papilla, suberin, kallus ve agglutinin olusumu sayilabilir (Van Loon and

Antoniw 1982).

Giiniimiizde yapilan galigmalar daha gok SAR’in galiyma mekanizmasi ile ilgilidir.
Yapilan bir galisma da; biyokontrol organizma olarak kullandan P. fluorescens strain
CHAO, bir viral patojene karst sistemik resistanlikta rol oynayan SAR ile ilgili
proteinlerin iiretiimesini tegvik ettigi ayrica SAR’da signal transduction’da rol oynayan

salisilik asit miktarinda da artiga neden oldugu belirtiimektedir (Maurhofer et al. 1994)
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Birgok floresant pseudomonaslar tarafindan iretilen pyochelin ve salisilik asit gibi
sidereforlarin  konukgu bitkinin dayaniklihik mekanizmasim faaliyete gegirerek,
biyokontrol organizma ile patojen organizma arasindaki rekabette, patojen

organizmanin aleyhine bir durum olugturdugu belirtilmektedir (Maurhofer et al. 1994).

Sentetik olarak iiretilen, salisilik asit 2,6 diclorizonikotinik asit (INA) ve
Benzothiadiazole (BTA=Actigard=CGA 245704) kimyasallanmn degisik bitki
familyalarinda sistemik dayamkliik mekanizmalarint uyardigs saptanmigtir (Louws et al.
1996, Louws ef al. 2001, Ryals et al. 1994, Silverman et al. 1993, Tokunaga ef al. 1998).
Cevre ve dogal fauna iizerinde olumsuz etkileri olmayan, ancak, genis spektrumlu ve
uzun siire etkili olan bu kimyasallar bitki aktivatorii olarak isimlendirilirler. Fakat bitki
aktivatorlerinin bitkilerin dayaniklilik sistemlerini harekete gegirmesine ragmen Dbitki
geligimi ve verimi iizerine ise olumsuz etkilerinin (fitotoksik) oldugu goézlenmistir
(Sahin vd 2000). Bitki aktivatorlerinin olumsuz yan etkilerinin ortadan kaldinlmas: igin
yeni kimyasal formulasyonlarm hazirflanmast ile ilgili  bilimsel galiymalar

siirdiiriilmektedir.

Son yillarda dinyada oldugu gibi Turkiye’de de biyolojik miicadele ile ilgili
calismalarin sayisi artmaktadir. Ancak, yapilan galigmalarin biyiik bir cogunlugu sebze
hastaliklarimin kontrol edilmesine yoneliktir. Molekiiler biyoloji, genetik mithendislii
ve biyoteknoloji alanindaki yeni bilimsel buluglar ve gelismeler bitki hastaliklan ile
biyolojik miicadelede de yeni bir gag agmustir. Biyoteknolojik yontemlerin biyolojik
miicadelede iki farkli uygulama alam vardir. Bunlardan birincisi, bitki hastaliklar1 veya
patojenlerine kargi dayamklilik genlerinin aktarimas: ile elde edilen genetik yapisi
degistirilmis  (genetically  modified  organisms=GMO) kaltir  bitkilerinin
gelistirilmesidir. Bu tir bitkilere transgenik bitkiler denir. Transgenik bitkilere aktanlan
genler orijinlerine ve kodladiklari proteinlere bagh olarak farkli isimler alirlar. Bugiine
kadar geligtirilmig transgenik bitkilerde bulunan transgenler; 1) Bitki orijinli genler 2)
Patojen orijinli genler, 3) Antimikrobiyal proteinleri kodlayan genler ve 4) Antikor
genleri (Plantibodies) olarak dort farkh grup halinde simflandirmak miimkiindiir
(Nofelli et al. 1994, Broekaert et al. 1997, Fermin-Munoz et al. 2000, Rommens and
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Kishmore 2000). Her ne kadar bazi bilim adamlani transgenik bitkilerin tiretilmesini bir
biyolojik miicadele stratejisi olarak kabul etmeseler dahi, elde edilen transgenik
bitkilerin patojenlere kargt gostermis olduklann direng reaksiyonlan biyolojik
miicadelenin SAR mekanizmasi ile agiklanmaktadir (Strittmatter et al. 1995, Cao and
Dong 1998, Fermin-Munoz ef al. 2000, Rommens and Kishmore 2000). Genetik yapisi
degistirilmis mikroorganizmalarin geligtirilmesi ve bitki hastaliklarina kargt biyolojik
milcadelede kullamlmast diger bir biyoteknolojik yaklagimdir. Bu amagla daha ¢ok
bakteriyel organizmalardan faydalanilir, Tarmsal iretimde kullamlan GMO’lar,
genellikle potansiyel biyolojik ajan olarak segilmig bakterilere biyolojik miicadeledeki
basar1 oranlanm veya etkilerini artirmak igin agafida stralanan karakterlerin bir veya
birden fazlasim kodlayan genlerin kazandirlmas: ile elde edilirler. Antimikrobiyal
kimyasallarin iiretimi, hidroliktik enzimlerin sentezi, siderofore iiretimi, kotil gevre
kosullann ve toksik kimyasallara karsi dayamkhlik, konukg¢u bitkilerin SAR
mekanizmalarim tegvik eden metabolitlerin iiretimi gibi karakterleri kodlayan genlerin
aktanldigt biyolojik ajan bakteriler sirdiirilebilir veya organik tarim sistemi igin

vazgegilmez bir gelecek olarak kabul edilmektedir (Kirschenmann and Kirschenmann
1998, Marrone 1999, Ishimaru 2000).

1.5. Bakteriyel Hastahklar ile Miicadelede Erken Tahmin ve Uyan Sistemlerinin

Kullanimi

Bakteriyel hastaliklara karsi koruyucu bakterisitler ile yapilan micadele bazi yillar
gereginden fazla ve zamansiz yapilabilmektedir. Hastaliin epidemi yapacagi yil
tahminlemek, bakteri populasyon dinamifi {izerinde ¢aliymak ve uygun zamanda
ilaglama yapabilmek ekonomik ve ¢evresel sorunlar agisindan Onemli kazanglar
saglamaktadir (Momol 1990). Atey yanikligi hastalifin yumusak cekirdekli meyvelerin
en tahripkar bakteriyel hastalifn olmakla beraber ¢evre sartlarmin da uygun oldugu
yillar siddetli epidemilere neden olmaktadir. Bu hastalikla kimyasal miicadelede
bagariya ulagilabilmesi i¢in 6n tahmin ve uyan sistemi gelistiriimistic. Koruyucu

bakterisit kullamoum iyi zamanlayabilmek igin bugiin kullanilan tahmin sistemlerini
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1955’te Mills gelistirmeye baslamigtir. Ates yanikhigmma karsi kullamlan tahmin
sistemlerinde sicaklik, nem, yagis, etmen popﬁlasyonu izleme, hastalik yogunlugunu
kontrol etme, konukgu fenolojisi ve gelismesi esas kriterler olarak kullanlmaktadir
(Billing 1979). Son yillarda iklimsel faktorleri esas alan degisik sistemler de ateg
yanikligini tahmin etmek igin gelistirilmigtir. Bu sistemlerden iki tanesi halen Kalifornia
ve lllinois’de yetistiricileri ilaglama zamani konusunda uyarmak i¢in kullanilmakta olup
bu iki sistemde de 18°C tizerindeki sicakliklar esas alinarak gelistirilmistir (Van der

Zwet et al. 1987).

Moltmann (1996)’a gore elma ve armutta gigeklenme boyunca sicaklik enfeksiyonun
gelismesinde sinirlayict bir faktor olmaktadur. Yetistirici meyve bahgesinde fenolojik
gelismeleri dikkate alarak ilaglama yapip yapmayacagina karar vermektedir. Giiney Bati
Almanya’da Billing Modeli ve Maryblyt Modeli olarak bilinen iki 6n koruma sistemi
bir bilgisayar sistemine c¢evrilmistir. Armutlarda enfeksiyon simptomlarinin geligmesi
i¢in 18°C esas alinmakta ve 30 hava istasyonundan elde edilen bilgiler toparlanarak bir
onceki giinlin meteorolojik bilgileri giinlik olarak kaydedilmektedir. 1 ml’nin
asagisindaki yagmur ve agir ¢iy diigiisii yaprak rutubetinin &giilmesi ile tespit
edilmektedir. Bir saatten daha uzun bir siire yaprak rutubetinin artmaya devam etmesi
yagmur ve agir ¢ig disilistine delalet etmektedir. Her iki modelin gosterdigi bir
enfeksiyon giiniinde o giin veya hemen. ardindan ilég:lama yapilmasi Onerilmektedir.
Ticari meyve yetistiricileri bu bilgileri telefonla &grenebilmektedirler. Maryblyt
modelinde inkiibasyon periyodu olduk¢a uzun tutulmaktadir. Bu nedenle elmada ilk
simptomlar bu model ile beliflenen risk giinlerinden birkag giin sonra meydana
gelmektedir. Her iki modelde. de armutlarda tam ¢iceklenme donemi, elmada ise
cigeklenmenin baglangici ve tag yapraklarin dokimit periyodu risk giinleri olarak
belirlenmistir. Diger taraftan sicak ve kuru giinler de enfeksiyon risk giinleri
olabilmekiedir. Bu giinler Billing modeline gére belirlenmis fakat Maryblyt modelinde
yer almamaktadir. Kesin olmayan ¢ig ol¢timlerine ve sicak, kuru giinlerin enfeksiyon
tizerine etkilerine bakilarak ilaglama Onerilmektedir. 18°C ve iizerindeki kiimillatif
sicaklik dereceleri 110 saate ulagtifinda da ilaglama Snerilebilmektedir. Tiirkiye’de de

bu hastalikla miicadelede erken uyan sisteminden faydalamlmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Ulkemizde yumugak gekirdekli meyvelerde gorilen bakteriyel hastaliklarin
belirlenmesine ve yayginlik oranlanmin tespit edilmesine yonelik bazi galigmalar
meveuttur (Momol 1990, Momol vd 1991, Tokgoniil 1991, Tokgéniil ve Cinar 1991,
Demir ve Giindogdu 1993, Turan ve Tokgoniil 1993, Demir 1995, Bastag 1998,
Yahyaoglu 1998, Ulke 1999). Ancak, yapilan gahigmalarm biiyiikk gogunlugu ateg
yamkhginin etmeni E. amylovora lizerinedir. Ates yamklhgi hastaligr; 1985’ten sonra
Turkiye’de Karadeniz, Ege, Dogu Akdeniz ve Orta Anadolu Bolgesi’'nde 6nemli
epidemiler olugturmustur (Momol 1990). Ates yanikligimn Bati Akdeniz Bolgesi’nde
ozellikle armut ve ayvalarda onemli kayiplara yol agtig1 saptanmistir (Momol vd 1991).
Dogu Akdeniz Bolgesin’de yapilan siirveylerde, armutlarda %42.37 oraminda bir
yayginlik belirlenmis, yenidiinya fidanlarinda da ciddi bir tehlike olugturdugu tespit
edilmigtir (Tokgoniil ve Cinar 1991). Demir ve Giindogdu (1993), bu hastalifin
iilkemizde bagta armut olmak iizere ayva ve elmada problem olusturdugunu, bunun
yamnda Pyrus spp., Eriobotrya japonica, Pyracantha spp., Crataegus spp. ve Mespilus
germanica’da da enfeksiyon olugturdugunu belirtmiglerdir. Turan ve Tokgoniil (1993),
1990-1991 yillarinda Akdeniz Bolgesi’ndeki meyve fidanhklarinda goriilen fungal ve
bakteriyel  hastaliklarin tespiti izerine yaptiklan bir ¢aliymada;, Adana, Antalya,
Gaziantep, Hatay, Icel ve Kahramanmarag illerinde toplam 47 meyve fidanliginda
sirveyler yapmug, 3000 yenidiinya fidam tizerindeki gozlemler neticesinde ateg
yanikligin ilkbaharda %2.6, sonbaharda %7.3 oraminda yaygnhigim saptamslardir, il
bazinda yapilan siirveylerde ise; Igel’de bu hastaligin yayginlik oranini %16.66 olarak
belirlenmis, ¢aligmada diger illerde bu hastalifa rastlandigina dair bir bilgi
verilmemigtir. Aynt ¢aligmada; fidanliklarda yapilan s6kiim doénemi kontroileri sirasinda
kok kanseri ile bulagik fidan gorilmemis ancak, iptal edilen bir fidanliktaki fidan kok
kalintilaninda tiimorlere rastlanmugtir. Yapilan bir bagka galigmada ise; atey yamkligt
hastaliginin yogunlugu Amasya’da %8.9 ve Tokat’ta %14.4, yayginlik oram ise sirayla
%68 ve %71 olarak tespit edilmigtir (Mirik 2000). Kok kanserinin; tilkemizde elmada
armuttan daha gok zarara sebep oldugu, meyve bahgesi ve fidanliklarda yer yer bu
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hastalik ile bulagtk alanlarin oldugu kaydedilmektedir (Demir 1995, Turan ve Tokgoniil
1993).

Kotan ve Sahin (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, P. 5. pv. syringae’nin Dogu
Anadolu Bolgesi’nde kaysilarda 6nemli derecede zararlara sebep oldugu belirtilirken; P.
5. pv. populans ve E. stewarti’nin ise mevcudiyetine dair herhangi bir galismaya

rastlanmamgtir,

Fitopatojen bakterilerin bitkilerde enfeksiyon olugturmalarinda enzim, toksin ve
hormonlarin rol oynadif: bilinmektedir. E. amylovora ve E. stewarti’nin enzim ve
toksin iireterek bitkilerde kloroz, nekroz ve geriye dogru olimlere sebep oldugu
belirtilmektedir (Crosse et al. 1972). Schwartz et al. (1991)’a gore, E. amylovora’nin
tretmiy oldugu disik molekiil agirlikh bilesikler bitki hiicrelerine etki etmekte, L-2,5-
dihydrophenyl-alanine konukg¢u bitki dokusunun oksidatif savunma mekanizmasina
karst E. amylovora’yr korumakta ve atey yamkhigimn gelisimi icin ekstraseliiler

polisakkaritler gerekli olmaktadir.

Pseudomonadlar ise konukgu dokuya penetrasyonlarindan sonra polisakkarit, hiicre
duvanm pargalayan hidrolitik enzimler, toksinler, buz niikleasyon aktif proteinler ve
muhtemelen bitki hormonlan salgilayarak konukgu bitki hiicrelerinin metabolizmasin
bozmakta ve bitkilerde gesitli simptomlara sebep olmaktadir (Gross and Cody 1985). 4.
tumefaciens’in Ti plazmidinin (Moore and Cooksey 1981), A. rhizogenes’in ise Ri
plazmidinin (Moore and Cooksey 1981) kok hiicresine nakli ile hiicreye transfer edilen
T-DNA’nin, hiicre kromozomu ile birlegerek bitki hormonlarimin aginn tretimi yada
tiretimdeki dengenin bozulmasi sonucu, bitkinin kok ve nadiren de kok bogazi
kisimlarinda hiicre biiyiime ve boliinmesinin  hizlanmast sonucu kanserlere ve

sigkinliklere ya da sagak kok olusumuna sebep oldugu belirtilmektedir

Schwartz et al. (1991) birgok bitki patojeni bakterinin virulanshginda toksik
metabolitlerin rol oynadigim belirtmektedirler. Yapilan bir ¢aliymada Rubus bitkisinden

izole edilen E. amylovora strainlerinin konukgu spesifikligi gosterdigi Malaceae
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bitkisinde hastalik olugturmadig tespit edilmigtir (Norelli et al. 1984). Ancak, E.
amylovora’nin  farkh strainleri arasindaki virulanshik farkbligindan dolayi, elma
varyeteleri iizerinde ik spesifiklii gosterebilmesine ragmen, patovarlar arasinda
konukgu dizisine bakilarak bir alt gruplandirma yapmamn  miimkin olmadif
bildirilmektedir (Norelli e al. 1988). Schwartz et al. (1991), E. amylovora’mn iiretmig
olduu diisik molekiil agihkl bilegiklerden L-2,5-dihydrophenyl-alanine’nin bir

virulanslik faktérii oldugunu belirtmektedirler.

P. syringae patovarlanmn sebep oldugu birgok hastalikta coronatine (COR)
fitotoksininin virulanshik faktérii olarak rol oynadigi bildirilmig (Sato et al. 1983) ancak,
daha sonra yapilan bir galigmada coronatine fitotoksinin konukguya duyarli olmayip
coronafacic asit ve coronamic asitten meydana geldigi, tretiminin sicakhfa duyarl
oldugu ispatlanmistir (Bender et al. 1996). Schwartz et al. (1991), P. syringae
patovarlarinda coronatine, phaseolotoxin, tabtoxin ve diger bazi toksinlerin varligimin
biyokimyasal veya genetik olarak belirlenebildigini, P. syringae’nin toksin iiretmeyen
strainlerinin yapraklar tizerinde normal olarak kolonize olabildigini ancak, herhangi bir
simptom olugturmadigini, toksinlerin bitki enzim aktivitesinin inhibitori oldugu
belirtmektedirler. P. s. pv. syringae strainlerinin  ¢ogunlugu bir cyclic
lipodepsinonapeptide toksin olan ve konukgu bitkilerde nekrotik simptomlara neden
olan syringomycin iiretmektedirler (Gross 1991). Syringomycin {iiretimi yoniiyle
mutasyona ugrami§ yabani strainlerin %35’inde virulanshifin azaldify tespit edilmigtir
(Quigley et al. 1993). Yapilan bir diger ¢aligmada ise syringomycinin (iretimini
kodlayan genin syrP oldugu ortaya ¢ikarilmig olup, iretilen bu toksinin virulanshgin
belirlenmesinde onemli rol oynadigi belirtilmektedir (Zhang et al. 1997). Enfekteli
bitkilerde yaglimst sulu lekelerin olusumu ile iligkisi oldugu belirtilen alginate’nin ise
kromozomun 18 kb’lik bolgesindeki genler tarafindan sentezlendigi bildirilmis olup, bu
genlerin virulanshikla iligkisi saptanamamugtir (Vazquez et al. 2000). Yapilan bir
calismada 16 farkli konukgudan izole edilen 81 P. 5. pv. syringae strainimn leylak ve
armut bitkisi ve fasulye kabugu uzerinde suni inokulasyon yontemiyle yapilan
patojenisite testleri sonucunda; toplam 81 strain arasindan 55’1 leylak bitkisinde
nekrotik lezyonlara, diger konukgulardan izole edilen toplam 52 strainden sadece 8’i ve



32

fasulyeden izole 1 strainin fasulye kabugu iizerinde tipik su emmis gri renkli lezyonlara,
sadece armuttan izole edilen strainlerin hepsinin armut bitkisinde nekrotik lezyonlara
sebep oldugu ancak, diger konukgulardan izole edilen strainlerin armut bitkisinde ya hig
simptom olusturmadigt ya da inokulasyon noktasinda gok zayif reaksiyonlara sebep
oldufu belirtilmekte olup fasulye ve armut bitkisinden izole edilen P. 5. pv. syringae

strainlerinin konukgu spesifikligi gosterdigi belirtilmistir (Yessad-Carreau et al. 1994).

Fitopatojen bakterilerin tamlanmasinda gegmiste tamamen klasik yontemler
kullanihrken, giinimiizde g¢ogunlukla molekiller yontemler tercih edilmektedir. Bu
amagla serolojik metodlar, PCR ve MIS sistemi yaygin olarak kullamlmaktadir.
Fitobakteriyolojide serolojik galiymalarin ¢ok eskiye dayandigt ve ilk antiserum
tretiminin 1912’de Ziphel tarafindan gergeklestirildigi bildirilmektedir (Saygilt 1995).
0 éﬁnden bu giine kadar bir gok bakteri tiirit igin spesifik poliklonal antiserumlarin
ve/veya duyarhligy ve segiciligi daha fazla olan monoklonal antikorlarin iretildigi ve

rutin testlerde kullamldigt g6zlenmektedir.

Ulkemizde bu alandaki galismalar gok da yeni olmayip, Tiirkoglu ve Oktem (1976) ates
yamkligt hastaligi etmeni E. amylovora’mn tamlanmasina yonelik yapmig olduklan bir
caliyjmada, tavsan kanindan elde ettikleri antiserumun 1/20 oramina kadar
sulandinildiktan sonra bile lam agliitinasyon metodu ile bu patojenin tamsinda
kullamlabilecegini belirtmiglerdir. Poliklonal antiserumlar ile yapilan serolojik testlerde
E. amylovora strainleri arasinda biiyiik oranda bir benzerlik tespit edilmigtir (Van der
Zwet and Keil 1979).

Uzun yillar immunofluorescense staining ve ELISA tekniklerinde poliklonal
antiserumlar kullamlmuig ancak, E. amylovora’nmin yumugak cekirdekli meyvelerden
izole edilen diger epifitik bakterilerden ya da diger patojenik bakterilerden agtk olarak
ayirt edilemedigi gorilmigtir (McLaughlin et al. 1989). Lin et al. (1987), E.
amylovora’min antijenlerine kargi spesifik reaksiyon gosteren 10 monoklonal antikor
saptamig ve tamda kullanmuglardir. Son yillarda serolojik galigmalarda, farkh bitki
patojeni prokaryotlarin tam ve teghisinde daha kullamgh ve poliklonal antiserumlardan
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daha duyarh olan monoklonal antikorlar kullaniimaya baglanmistir (Klopmeyer and
Kelman 1988, McLaughlin ef al. 1989).

Son yillarda patojenlerin tiir, alt tiir ya da patovar diizeyinde taksonomik gruplarinin
belirflenmesinde  kullanilabilecek antijenler iizerine g¢ok sayida galisma yapilmigtir.
Nitekim toplam 49 pathovan olan P. syringae strainlerinin hiicre duvarnindaki
lipopolisakkaritler izole edilerek serolojik gruplamada pathovarlann ayirt edilmesinde
kullamimug ancak, bagarili olunamamigtir (Young et al. 1991, Guillorit-Rondeau et al.
1996). Baslangigtaki serolojik ¢aligmalar, P. syringae’nin hiicre duvarindaki
lipopolisakkaritlerde bulunan ve dominant bir antijen olan Q-antijenine yonelik
olmugtur (Guillorit and Samson 1993). Ancak, daha sonraki galigmalarda Q antijenine
gore yapilan serolojik gruplandirmanin, ayn1 Q-serogruplanna ait bagka patovarlann da
bulunmasi nedeni ile siiflandirmada yetersiz oldugu anlagitmigtir (Guillorit-Rondeau et
al. 1996). Daha sonraki yillarda P. syringae pathovarlan ile yapilan gahymalarda ise
farkh pathovarlara ait strainlerin benzer antijenik ozelliklerinden faydalamlarak
serolojik gruplamalar yapiimistir. Bu amagla yapilan bir ¢aliymada, P. syringae, P.
viridiflava ve P. cichorii tirleri i¢in flagellar antijen spesifikligi aragtinlmus, iki farkl
flagellar serotip (H1 ve H2) tamumlanmustir. P. s. pv. aptata, P. s. pv. helianthi, P. 5. pv.
pisi, ve P. 5. pv. syringae serotip H1; P. cichorii, P. s. pv. delphinii, P. s. pv. glycinea,
P. s. pv. lacrymans, P. s. pv. movri, P. 5. pv. morsprunorum, P. s. pv. persicae, P. s. pv.
phaseolicola, P. s. pv. tabaci ve P. s. pv. tomato serotip H2 olarak tamimlanmgtir
(Guillorit-Rondeau et al. 1996). Aym caliymada P. viridiflava’mn her iki serotip
ozelliginin yant stra tiplendirilemeyen bir flagellar 6zellik gosterdigi;, P. corrugata, P.
fluorescens ve P. tolaasii tiirlerinin ise H1 ve H2 serotip ozelligi gostermedigi tespit

edilmis ve bu tiirler Q serogruplarina da dahil edilememistir.

A. tumefaciens’in biyolojik ve fizyolojik testler ile biovar diizeyinde tamlanmasi gok
yogun bir ¢aba ve agin zaman gerektirmektedir. Serolojik testler daha hizh tamlama
imkam saglamaktadir (Burr et al. 1987). Yapilan bir ¢aliymada A. tumefaciens strain
B6’nin lipopolisakkaritlerinden elde edilen strain spesifik antijenin, diger strainler ve

farkll tiir bakteriler ile reaksiyona girmedigi belirlenmistir (Bouzar et al. 1988). Bir
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diger caliymada ise direk bitki materyali kullamlarak ELISA yontemi ile AbF21-
1D3G7C8 monoklonal antikor ile A. tumefaciens biovar 3’in tanidanabildigi
belirtilmektedir. Ancak, bu yontem ile biovar 3’iin timér olusturan yada olusturmayan

strainlerinin ayirt edilmesi miimkiin olmamgtir (Bishop et al. 1989).

Bakterilerin simflandiniimasinda kullamilan bir diger metod ise hiicre duvarindaki yag
asitleri profillerinin belirlenmesidir, Bakteriyel organizmalarin tamsinda kullamlmak
tizere toplam 200’Un Uzerinde yag asidi tiri kullamlmakta olup; bunlar doymus,
doymanug, hydroxy, cyclopropane, iso ve anteiso yag asitlerini igermektedir (Roy
1988). Yag asitleri ile bakterilerin tanilanmasma yonelik c¢aligmalar 40 yili agkin bir
stiredir yuriitilmektedir (Paisley 1995). Ancak, ilk defa 1980°li yillarda MIDI inc
firmas: tarafindan ABD’de gelistirilerek hizmete sunulan bilgisayar kontrollii bir gaz
kromatografi sistemi yardimi ile kiiltiire ahnabilen her tiirlii mikroorganizmanin
tanisinda  kullanilabilen Mikrobiyal identifikasyon sistem (Microbial Identification
System=MIS) MIDI Sherlock Delawaore, USA) gelistirilmistir. Bu sistem ile bakteriyel
organizmalar alt tir diizeyinde bile tamlanabilmekte ve birbirlerinden ayirt
edilebilmektedir (De Boer and Sasser 1986). E. cloacae, E. aerogenes ve E.
agglomerans tiitlerinin tiir diizeyinde birbirlerinden ayut edilmesinde cis-9 10-
methyleneoctadecanoic asit, cis-9-hexadecenoic asit, octadecanoic asit ve dodecanoic
asit piklerinin gok énemli oldugu belirtilmektedir (Robles et al. 1999). Ancak, yapilan
literatiir aragtirmalaninda E. amylovora’nin tam ve karakterizasyonunda bu sistemin

yaygun olarak kullanildigina rastlanmamigtir,

Yag asidi profillerine gore P. syringae patovarlan da birbirlerinden ayirt
edilebilmektedir. Dallanmig yada diiz zincir asitleri, cyclopropane ve hydroxy asitlerin
bulunup bulunmamasi yada bulunuyorsa miktarlan, Pseudomonas tiirlerinin
birbirlerinden ayirt edilmesinde kullamlabilecegi belirtilmisticr (Wayne et al. 1972,
Wayne et al. 1973). Ornegin, P. 5. pv. tomato, P. s. pv. populans’da 17:0
cyclopropane’nin bulunmayip diger patovarlarda bulunmasi bu patovarlarin ayirt

edilmesini miimkiin hale getirmigtir (Roy 1988).
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Agrobacterium cinsi bakterilerde tiimér olujumuna neden olan plazmitler hiicre duvan
yag asitleri profillerine etki etmedigi gorilmigtir (Roy 1988). Hiicresel yag asidi
komgozisyonu esas alinarak birgok mikroorganizmada oldugu gibi Agrobacterium
cinsinde de tamlama yapilabilmektedir. Cyclopropane yag asitlerinin miktarma bagh
olarak A4. tumefaciens bakterisi 3 biotip diizeyinde birbirinden ayirt edilebilmekte ve
tamlanabilmektedir (Jarvis et al. 1996).

Mikroorganizmalarin rutin olarak tamlanmasi ve karekterizasyonunda kullanilan birgok
metod vardir. Ancak, bilim adamlan siirekli olarak molekiiler metodlan esas alan daha
hizh, duyarlh ve spesifik metodlar izerine yogunlagmiglardir. E. amylovora’nin
tamlanmasinda, monoklonal antikorlarin kullanimint igeren serolojik teknikler ve segici
besi yerlerinin kullammum igeren birgok teknik kullandmakta ancak, patojenin bitki
dokusunda ¢ok diisik konsantrasyonlarda bulunmasi durumunda daha duyarhi olan
molekiiler tekniklere ihtiyag duyulmaktadir. Bakterilerin cins ve tir diizeyinde
tanilanmasinda son zamanlarda geligtirilen molekiiler markirlanin kullanimina yonelik
¢ok sayida aragtirma mevcut olup bu yolla birgok bitki patojeni bakteri
tanilanabilmektedir (Clark et al. 1993, Bereswill ef al. 1995, McManus and Jones
1995a,b, Momol et al. 1997).

E. amylovora’nin tamlanmasinda ilk olarak Beereswill et al. (1992), PCR yontemini
kullanmiglardir  (Laurent et al. 1989). Bu metodta; E. amylovora’da yaygin olarak
bulunan plazmid pEA29’u iizerine spesifik bir bolgenin amplifikasyonu esas alinmgtir.
Bu bolgenin 0.9 kb’lik PsfI fragment G geni oldugu belirlenmigtir (Beereswill et al.
1993). Fakat daha sonralann McManus ve Jones (1995a) tarafindan yapilan ¢ahigmalarda
E. amylovora’ya spesifik yeni bir PCR amplifikasyon bolgesi olan 1.1 kb’lik Pstl
fragment F bolgesini belirlemiglerdir. Aym aragtincilann ilave caligmalarinda amplifiye
edilen Psfl fragment F bolgesinin de tanilamada yeterince kullanigh olmadigim
belirtmiglerdir. Yapilan bir diger galiymada, rep-PCR ve PCR-ribotyping teknikleri
kullanilarak, genetiksel olarak akraba bitki tirlerinden izole edilen E. amylovora
strainlerinin, Rubus spp.’den izole edilen strainlerden ayit edilebilecegini
bildirilmektedir (McManus and Jones 1995b). 16S rRNA (16S rDNA)’y1 esas alarak
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Erwinia cinsinin filogenetik analizi iizerine son zamanlarda yaymnlanmig ¢ok sayida

¢aligma mevcuttur (Maes and Garbeva 1994, Kwon ef al. 1997 ; Hauben et al. 1998).

Daha Onceleri patojenik fluoresant Pseudomonas strainleri, konukgu bitkilerdeki
patojenitelerine gore tir diizeyinde smiflandinlirmakta iken; zamanla bu tiirler
bitkilerdeki patojenitelerine gore patovar diizeyinde gruplandinlmigtir (Young et al.
1991). Bu simflandirma, P. syringae patovarlaninin tamlanmasinda genig bir kullanim
alamina sahip olmakla birlikte, son 15 yildir bazi sayisal (numerikal) taksonomi
¢ahisanlari, besin elementleri ve kimyasallarin ayirt ediciligini (Yessad-Carreau et al.
1994), yag asidi (Stead 1992) ve protein (Van Zyl and Steyn 1990) profillerini esas
almiglardir. Louws et al. (1994), rep PCR yontemini kullanarak, diger smiflandirma
metodlart ile gok agtk olarak ayit edilemeyen Pseudomonas ve Xanthomonas tiir ve
patovarlanni daha basit, hizi ve kullamsh bir yontem olan genomik parmak izi yontemi
ile belirleyebilmiglerdir. Yapilan bir caliyjmada RFLP (restriction fragment length
polymorphism) yontemi ile, tiitiinde patojenik P. syringae strainlerinde hrp ve argF
genlerinin korundugu, konukguya spesifik strainlerin yiiksek diizeyde genetik benzerlik
gosterdigi belirlenmistir (Scholz et al. 1994). Bakteriler arasindaki genomik tiirleri
belirlemek igin, DNA-DNA hibridizasyon teknikleri standart metod olarak
bilinmektedir. Bu teknik ile P. syringae tiirleri arasinda 9 genomik tiir belirlenmigtir
(Gardan et al. 1995). Johnsen et al. (1996), klasik testler ve API 20NE’nin P. syringae
strainlerinin  sinuflandirilmasinda  giivenilirligi yiksek olan metodlar oldugunu ancak,
Biolog GN ve Rep-PCR metodlarmin en yitksek verimlili§i olan metodlar oldugunu
belirtmektedirler. Bu patojenin 50’nin iizerinde patovarimin mevcut oldugu belirtilmekte
(Young et al. 1991) olup, yapilan bir galismada; 14 restriksiyon enzimi kullanilarak
RFLP yontemi ile, ribozomlart kodlayan RNA’lar i¢in kodon tegkil eden rrs (168S), rrl
(23S) ve bu iki kodon arasinda noncoding DNA dizisi olarak bilinen ve ITS1 olarak
adlandinlan bolgelerin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen genetik profillere gore
30 patovar belirlenebilmigtir (Manceau and Horvais 1997). Bir bagka galigmada Eric,
Rep, ve IS50-primerleri ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu bilinen biitin P.
syringae patovarlarinin digilk bir maliyetle belirlenebilecegi ispatlanmighr (Weingard
and Vélksch 1997).
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Agrobacterium cinsindeki bakterilerin tiir tanis1 ise uzun siire fitopatojenik karekterleri
esas almarak yapilmistir. Bu problem olusturmaktadir ¢iinkii; patojenite genleri Ti
plazmidler  iizerinde  bulunmakta, patojen olan strainlerin  plazmidlerini
kaybedebildikleri ve patojen olmayan strainlerine aktarabildikleri, bdylece strainlerin
tir kategorileri Ti plasmidlerinin varlifina ya da yokluguna bagli olarak degisebildigi
belirtilmektedir (Moore and Cooksey 1981). Yapilan bir ¢alismada;, 4. tumefaciens
biovar 1, 2, 3, ve Agrobacterium rubi tiirlerinin kromozomlar1 ve plazmitlerinin
amplifiye edilen DNA’larimin RFLP yontemi ile karekterize edilebildigi tespit edilmistir
(Ponsonnet and Nesme 1994). Ancak, aym ¢aligmada 16S rDNA ve 23S rDNA
arasindaki intergenik bolgede oldukga yiiksek diizeyde bir polimorfizm oldugu ancak,
tiirlerden ziyade strainlerin gruplandinimasinda amplifiye edilen 16S rDNA’nin analizi
ile birbirlerinden belirgin olarak ayirt edilebilen profiller elde edildigi belirtilmigtir.
Sonug olarak ; RFLP metodunun konjugatif Ti plazmitlerin ve strainlerin birbirlerinden

bagimsiz olarak tanilanmasinda kullanigh oldugu goriilmiigtiir.,

Yumusak cekirdekli meyve agaglaninda goriilen bakteriyel hastaliklardan 6zellikle, ates
yamkhgmna karst miicadelede kimyasal miicadele, dayamkh ¢esit, kiiltiirel onlemler ve
biyolojik miicadele alanlarinda da ¢ok sayida galigma yapilmigtir. Bitki hastaliklan ile
kimyasal miicadele yapilirken gerek ilag tiirii, gerek ilaglama zamani, gerekse ilaglama
dozu dikkat edilmesi gereken onemli konulardir. Fitopatojen bakteriyel organizmalara
karst koruyucu bakterisitlerin, giceklenme déneminin baglamasi ile 5 giin arahklarla
yapilmas: tavsiye edilmektedir (Bayot and Ries 1986). Yapilan bir ¢aligmada ates
yanikhigi hastalifi gorillen armut ve ayvalarda ¢igeklenme siiresince 5 giin ara ile 7
ilaglama yapilnug, bakir oksikloriir ve maneb karigimi, fitotoksiteye neden olmadan
kontrole gore %82.47 etkili bulunmug, amonyakl bakir siilfatin kontrole gore etkisi ise
%61.04 olarak belirlenmigtir (Momol vd 1991). Ulkemizde bakteriyel hastaliklara karg:
genelde bakurlt preparatlar (%2’lik bordo bulamaci) tavsiye edilmekte ancak, bunun
gigeklenme periyodunda ve yagigh havalarda kullamldiginda fitotoksik etki yapabildigi
belirtilmektedir (Benlioglu ve Ozakman 1992). Ates yamklig ile miicadelede bitki
besin elementlerinin de O6nem arz ettigi, biiyiime sezonunda nitrojenli giibre

uygulamasindan kagimlmas:t gerektigi, bakir terkipli fungusitlerin ve antibiyotiklerden
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streptomisin uygulamasinin etkili bir kontrol sagladigy belirtilmektedir (Watkins 1992).
Bagka bir galiymada ise; ates yarkligs hastalifina karsi bazi kimyasallarin in-vitro’da
ve armut meyve parcaciklart idzerinde etkinlikleri test edilmig, in-vitro’da en iyi
aktiviteyi Streptomisin gosteritken bunu Tri-Miltox (bakir tuzlan+Maneb) takip
etmigtir. Aliette (Phosetyl-Al)’nin ise fazla bir etkisinin olmadig goriilmisgtir (Saygih
and Ustiin 1996).

P. s. pv. syringae ile kimyasal miicadelede ise, patojenin dormant halde bulundugu
donemde agaglarin bakirlt ilaglarla ilaglanmast onerilmekte ancak, son yillarda
patojenin bu tir ilaglara karst dayaniklilik olugturdugu belirtiimektedir (Mansvelt and
Hattingh 1986a). Ellis ve Madden (2000), P. s. pv. syringae’nin streptomisine dayamkh
wrklarmmin mevcut oldugunu, streptomisin-fosetyl-Al kombinasyonu uygulanmasimn

hastahgin kontroliinde daha etkili olabilecegini belirtmiglerdir.

Aci benek hastahd ile miicadelede kimyasal miicadele tavsiye edilmemekte olup daha
az duyarl gesitlerin yetistirilmesi onerilmektedir (Boom and Fisher 1989). P. s. pv.
papulans’in miicadelesinde petal yapraklarn dokilmesinden sonra en geg iki hafta
icerisinde ilk, daha sonrada birer hafta arliklarla iki kez yapilacak antibiyotik
uygulamasinin hastahifi onleyebilecegi ancak, birkag yil siireyle yapilacak kesintisiz
antibiyotik uygulamasindan sonra patojenin dayamkli strainlerinin geligebilecegi
diigiiniilmektedir (Van der Zwet et al. 2001). Kok kanserine ve sagak kok olusumuna
karst ise kimyasal miicadelenin onerilen bir miicadele yontemi olmadifi, daha g¢ok
kiiltiirel uygulamalara agirhik verilmesi gerektigi bildirilmektedir (Moore and Cooksey
1981). Mansvelt ve Hattingh (1986a,b), kok kanseri hastahif: ile miicadelede toprak
fumigasyonunun hastahgt onlemede etkili olmadig, hatta gal olujumunu hizlandirdiim
belirtmektedirler.

Kimyasal miicadelenin en 6nemli dezavantajlarindan birisi de patojenlerin zamanla
dayanikhlik kazanmasidir (Loper et al. 1991). Streptomisin bagta ates yamkhgi olmak
tzere birgok bakteriyel bitki hastahfm kontrol etmek igin kullamlmaktadir ancak,
birgok bitki patojenlerinin bu antibiyotige karst dayamkldik kazandigi gézlenmistir
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(Loper et al. 1991). E. amylovora’nmn streptomisine dayanikli strainlerinin varligy, ilk
olarak 1971 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde kaydedilmis olup, daha sonra farkl
bolgelerde de rapor edilmistir (Chiou and Jones 1991, Loper et al. 1991). Streptomisine
karst E. amylovora’mn dayaniklillk genlerinin kaynaBint tespit etmeye yonelik
caligmalarda iki mekanizmanin mevcut oldugu; bunlardan birisinin kromozomal,
(Schroth et al. 1971) digerinin ise plazmid orijinli oldugu belirtitmektedir (Chiou and
Jones 1991). P. s. pv. syringae (Sundin and Bender 1993), E. amylovora (Chiou and
Jones 1993) ve P. s. pv. populans’in (Jones et al. 1991) farkll strainlerinde
streptomisine dayanikliigin kaynaklarindan birisinin de strA-strB  aminoglycoside

phosphotransferase geni oldugu belirlenmigtir.

Streptomisine dayanikliligi kontrol eden genler agisindan farkli E. amylovora strainleri
arasinda izolasyon bolgelerine gore farkliliklar oldugu saptanmustir. Kaliforniya ve
Washington’dan izole edilen E. amylovora strainlerinde streptomisine karg
dayanikliiga rastlanir iken, New York’tan izole edilenlerde rastlanmamig, Michigan’da
ise 19 bahgeden alinan orneklerden sadece bir bahgeden izole edilen strainlerde
rastlanmigtir (Chiou and Jones 1991). New York’ta 38 farkli bahgeden, ates yamklig
simptomu sergileyen armut ve elmadan izole edilen toplam 357 izolasyon arasinda E.
amylovora’min streptomisine dayanikli strainlerine rastlanmaz iken, dort bahgeden
alinan elma orneklerinden izole edilen oksidaz pozitif ve oksidaz negatif Pseudomonas
spp. ve P. agglomerans strainlerinde streptomisine dayamklihik tespit edilmigtir (Burr et
al. 1993). Demir ve Giindogdu (1993), yapmig olduklan bir ¢ahsmada; Tirkiye’de
farkh konukgu ve farkh bolgelerden izole ettikleri 595 E. amylovora strainlerinin,
streptomisin  siilfat’a karst minimum inhibasyon konsantrasyonunun 2-10 pg/ml
oldugunu; bahge sartlarinda armut gigek tomurcuklarina yitksek dozlarda Cupravit
(Copper oxychloride), Copac E (Cupra ammonium), Aliette (phosetyl-aluminium) ve
Agrimicina (streptomisin) uygulamasinin tomurcuk enfeksiyonlarii onlemede bagarih

oldugunu tespit etmislerdir.

Yapilan bir bagka galigmada; Amerika Birlesik Devletleri’nde Michigan’da sekiz meyve
bahgesinden izole edilen toplam 152 strain gram negatif bakterinin %97’sinde
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streptomisine dayamklilik tespit edilmiy olup, bu bakteriler arasinda P. syringae
patovarlari, P. fluorescens, P. aeruginosa, P. putida, E. amylovora ve E. herbicola
tiirleri ve Acinetobacter, Aeromonas ve Flavobacter cinslerine dahil birgok tiirde
bulundugu belirtilmistir (Sobieczewski et al. 1991). Scheck et al. (1996) yapmig
olduklann bir ¢ahiymada, Amerika’mn Pasifik Kuzeybati’sinda Willamette Vadisi,
Oregon ve Washington’da farkli odunsu bitkilerden 1982-1983 yillann arasinda izole
edilen 192 P. syringae straininin %25’inin bakira dayanikli ve streptomisine hassas,
%7’sinin bakira hassas streptomisine dayanikli oldugunu, bakir ve streptomisine
dayaniklt irka rastlanmadigini, %68’inin bakir ve streptomisine hassas oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayni galigmada, 1992-1993 yillari arasinda izole edilen 467 P. syringae
straininin %24’tniin bakira dayamkl ve streptomisine hassas, %6’simn bakira hassas
streptomisine dayanikli, %24’iiniin bakir ve streptomisine dayanikli, %46’siun ise bakir

ve streptomisine hassas oldugu tespit edilmigtir.

Act benek hastaliginin etmeni olan P. s. pv. populans’da da streptomisine dayamkhlik
tespit edilmiy olup, dayaniklilik genlerinin konjugatif plazmitlerde mevcut oldugu
belirtilmistir (Burr et al. 1988, Norelli e al. 1991).

Bitki hastahklan ile miicadelede 6nem arz eden yontemlerden birisi de dayamkh bitki
varyetelerinin  geligtirilmesidir. Yumugak ¢ekirdekli meyvelerde goriilen bakteriyel
hastahklarla ilgili olarak yapilan dayanikliik ¢aligmalarimn bityiik bir ¢ogunlugu ates
yanikligma yoneliktir. Kanada’da yapilan bir islah galigmasinda; ates yamkligina
mukavim ve yiiksek kaliteli gegitlerin elde edilmesi amaglanmig;, Pyrus communis, P.
ussuriensis, P. pyrifolia’dan elde edilen seleksiyonlari ve gesitleri igine alan gok sayida
dayamkh cesitler kullamlmugtir. Dayanikhlar; Seckel, Waite, Maxine, Old Home,
Farmingdale ve Kieffer gesitlerinden veya P. ussuriensis ‘76’ ve P. pyrifolia ‘pj-1’ gibi
tiir seleksiyonlarindan elde edilmistir. P. communis’in arzu edilen meyve karakterlerinin
elde edilmesi igin, selekte edilen gesitler 6zellikle Bartlett ile geriye ¢aprazlanmigtir. Bu
caligmalar sonucunda ates yamiklifma yiiksek seviyede dayamklilik gosteren ve tescil
ettirilen 3 seleksiyondan Harrow Delight ve Harvest Queen 1981°de Harrow Sweet ise

1990°da pazara c¢ikarilmigtir (Hunter 1993). ABD’de elma anaglarimn ates yamkhgina
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karst mukavemetinin genetik miihendisligi ile artiriimasina yonelik birgok aragtirma
mevcuttur. Ates yamkligina karst en iyi armut ebeveynlerini tespit etmek amaciyla
yapilan bir ¢aligmada 21 kargihkli kombinasyondan yaklagik 4000 ¢ogiir elde edilmig ve
her ¢ogiirde 6 siirgiin E. amylovora ile inokule edilmis ve her yaz nekroz geligimi
izlenmigtir. Standart cesitlerden Bartlett, Max Red Barlott, Coscia, Bella di Giugno ve
Stark Delicious’un iyi meyve kalitesine sahip ancak, diisik mukavemet gosteren gegsitler
oldugu, Nain Vert’in ise bodur ve son derece hassas bir gesit oldugu tespit edilmigtir
(Bagnara et al. 1993). Aym c¢ahigmada her seye ragmen bu standart gesitlerin oldukca
mukavim doéller verdigi ve bu yolla iyi meyve kalitesine sahip ebeveynlerden, ateg
yanikligma mukavim olanlarin slah ve selekte edilmesinin miimkin oldugu
belirtinektedir. Yapilan bir diger ¢aliymada; baktériyel hiicreleri pargalayan proteinleri
sifreleyen genleri elma anaglarina transfer etmek ve E. amylovora’ya karst mukavemet
kazanmig transgenik hatlari selekte etmek amaciyla, M7 anacin lytic proteinleri
(bakterileri parcgalayan) igeren genlere sahip 172 transgenik hatti elde edilmigtir. Bu
hatlardan 51 tanesi attacin E, 98 tanesi cecropin SB-37, 18 tanesi cecropin Shiva-1 ve 5
tanesi de lysozyme genini igermektedir. Buna ilaveten pBI 121 plazmid vektorler
aractifiyla lytic proteinleri igermeyen genlerin tagindig: 15 adet M7 hatt1 selekte
edilmigtir. M7 anacina bakterileri pargalayan proteinleri gifreleyen attacin E geni
transforme edilmis ve T1 transgenik elma anaci elde edilmigtir. Yapilan tarla
denemelerinde T1 anacinin transforme olmamig M7 anaglarina ve bu geni tagimayan
transgenik M7 anaglanina oranla atey yamkligmna son derece dayamkh oldugu
gozlenmigtir. M7 transgenik anaci lytic protein genlerinin etkisini belirlemek amaciyla
kullanlmaktadir fakat ticari degeri ¢ok diigiktiir. Lytic proteinleri bulunduran
transgenik M26 ve M9 anaclarinin tiretimi iizerine calismalar devam etmektedir (Norelli

et al. 1996).

Gen aktarimi yoluyla transgenik bitki varyeteleri elde edilerek, bazt hastaliklara karg
dayanikhilik kazandinlabilecegi de son yillarda iizerinde Snemle durulan konulardandr.
Birgok bitkideki lytic proteinlerin anti bakteriyel rol oynadiklani bilinmektedir
(Mourgues et al. 1998). Yapilan bir gahgmada, Cecropia giivesinin (Hyalophora

cecropia) hemolinimflerinin iretmis olduklari attacin proteinlerinin iiretiminden
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sorumlu attacin E genlerinin bazi armut varyetelerine aktarilarak elde edilen transgenik
armutlarin, ates yanikligina karsi dayamklilik kazandigi tespit edilmigtir (Reynoird ef al.
1999).

Gerek seleksiyon ile gerekse gen aktarimi yolu ile birgok yumusak cekirdekli meyve
agact varyetesi gelistirilmigtir. Van der Zwet et al. (1988) ise, bu hastalia karg;
armutlarda anag olarak Old Home, O4l/Farmingdale hibridi ve Pyrus calleryana; gesit
olarak ise Ayers, Magness, Maxine ve Orient’i 6nermektedir. Bir baska c¢aligma ile;
Jonathan, Rome Beauty ve Yellow Transparent elma gesitlerinin ve Bartlett ve Forelle
armut cesitlerinin ates yamkligina kargt olduk¢a duyarh gesitler oldugu belirtilmektedir
(Watkins 1992). Bagnara et al. (1993) ise bu hastaliga kargi, Avrupa’da en hassas elma
cesitlerinin Braeburn, Cox, Gala, Gloster, Idared, James Grieve, Jynagold, Jonathan ve
Mclntosh oldugunu en hassas armut gesitlerinin ise Beurre Bose, Beurre Durondeau,
Comice, Conference, Elsa, Passe Crassane ve Williams oldugunu belirtmektedirler.
Anonymous (2000a)’da ates yanikligina kargi, Jonathon, Red Delicious, Gala, Pink
Lady elma gesitlerinin duyarl, Delicious, Golden Delicious, Stayman Winesap elma
cesitlerinin ve M4, M7 ve MM111 elma anaglarnin ise az duyarli oldugu; ayrica gogu
armut cegitlerinin  duyarli olmakla beraber OHF333 armut anaglarimin olduk¢a
dayanikh, quince BA29 ayva anaglarmin duyarh ve quince C’nin ise g¢ok duyarh
oldugu belirtilmektedir. Tiirkiye’de ise Demir ve Giindogdu (1993)’'nun yapmug
olduklan bir calismada duyarh armut gesitleri olarak Williams, Santa Maria, Coscia,
Morettini, Abbe Fetel, June Beauty, Doyenne de comice, Passa crassane, Beurre Hardy,
Akga, Mustafa Bey, Ankara ve Haci Hamza, kismen dayanikli armut cesitleri olarak
Duchese d’Angouleme, Beurre Clairgeau, Marguerita Marillant, Starkrimson, Cermai,
Migrik 2106 Tezeren, Lemon, Dr. Julet Guyor ve Wilder; duyarh elma cegidi olarak
Sport Golden; kismen dayanikli elma gesidi olarak Starkspur Golden, Golden Delicious,
Auvil spur, Mutsu, Zanzavia, Grany Smith, Starkrimson Delicious, Kagel series,
Aksaki, Amasya misket ve Starking Delicious; dayanikl elma ¢esidi olarak ise Red
Spur, Starkearliest ve Staymared’i belirlemis olup, ozellikle Santa Maria, Williams,
Coscia, Mustafa Bey ve Riza Bey armut gegsitlerinin, Rome Beauty, Sport Golden ve

Dalbast: elma cegitlerinin ve Istanbul ayva gesidinin E. amylovora ile siddetli bir sekilde
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enfekte oldugunu tespit etmiglerdir. Tirkiye’de yapilan bir baska calijmada ateg
yanikligina karsi 15 elma 22 armut ve 5 ayva gesidinin duyarliligs test edilmig; Sport
Golden elma gesidi, Abbefetel armut gesidi ve Istanbul ayva cesidi en duyarh c.esitier
oldugu gozlenmigtir (Demir ve Giindogdu 1991). Oldukga yaygin yetigtirilen Santa
Maria gesidi ile kurulan bahgelerin iki yil gibi kisa bir siirede bu hastaliktan dolays
tamamen yok oldugu belirtilmektedir (Demir ve Giindogdu 1991, Momol vd 1992).

Van der Zwet ve Beer (1995a,b), elma ve armut cesitlerinin E. amylovora’ya karsi
duyarlihk ve dayamkhlify asagidaki sekilde siuflandirmuglardir: Asin duyarh elma
gesitleri: Barry, Ben Davis, Braeburn, Burgundy, Fuji, Gala, Ginger Gold, Granny
Smith, Idared, Jonagold, Jonathan, Lodi, Mursu (Crispin), Niagar, Nittany, Raritan, Red
Yorking, Rhode Island Greening, Rome Beauty, Spigold, Starr, Twenty Ouance,
Yellow Transparent ve York Imperial, duyarh elma cesitlerii Baldwin, Beacon,
Cortland, Earligold, Gloster, Golden Delicious, Grimes Golden, Gravenstein Holly,
Jerseymac, Jonamac, Julyred, Macoun, Maiden Blush, Mcintosh, Milton, Mollies
Delicious, Monroe, Northern Spy, Puritan, Quinte, Redfree, Scotia, Spartan, Spijon,
Starkspur Earliblaze, Stayman, Summer Rambo, Summerred, Wayne, Wealthy ve
Winesap; dayanikli elma gesitleri: Arkansas Black, Britemac, Carroll, Delicious, Early
Mcintosh, Empire, Jamba, Liberty, Melba, Nothwestern Greening, Priscilla, Stark
Bounty, Stark Splendor, Turley, Viking ve Wellington, asin duyarh armut gesitleri:
Barlett, Clapp’s Favorite, Flemish Beauty, Gorham, Hardy, Sheldon ve Winter Nelis;
duyarh armut gesitleri: d’ Anjou, Comice, Douglas, Duchess, Ewart, Garber, Lincolin ve
Seckel; dayamkh armut gesitleri: Kieffer, LeConte, Magness, Maxine, Moon Glow,

Starking Delicious, Tyson ve Waite’dir.

Tiirkiye’de de ates yamklifma karst dayamkli ve duyarli gesitlerin belirlenmesine
yonelik cok sayida caligma yapilmugtir. Ticari armut gesitlerinden E. amylovora’ya karst
Ankara’nin en dayamkl, Santa Maria’nin ise en hassas cesit oldufu aynca, Williams,
Coscia, Mustafa Bey ve Riza bey’in de hassas gesitler arasmda yer aldigy
belirtilmektedir (Momol and Yegen 1993). Aysan et al. (1994) Lemon, Kieffer ve Haci

Hamza armut gegitlerinin zayif duyarl; Ankara, Mustafa Bey ve Akga’nim orta derecede
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duyarl;, Migirik, Williams, Cermai ve Laleliye’nin ise yiiksek derecede duyarh
olduklarim bildirmektedirler. Tokgoniil (1994) ise, Yuvarlak Gukurgdbek (E. tip-1),
Akko X111, Tozo, Armut Sekilli, Yuvarlak Gukurgébek (E. tip-2), Tanaka (Alanya), M.
Maire, Yuvarlak Cukurgobek (E. tip-4), Kanra, St. Mitchel, Uzun Cukurgobek, Baffico,
Ottovianni, Hafif Cukurgobek, Wiktor, Dr. Tarabut, Gold Nugget ve Sobii Oval loquat
gesitlerinin atey yanikligma karst gok duyarlt oldugunu belirtilmektedir. Mirik (2000),
yapmig oldugu bir ¢aliymada ise; ates yamkligna karst Amasya’da yetistirilen armut
gesitlerinden Santa Maria ve Williams’in en hassas cesitler oldugunu ve bunlant
Mustafabey, Akga ve Ankara armut gesitlerinin izledigini, en dayamkh g¢esidin ise
Keklik ¢esidi oldugunu belirtmektedir. Ayva ¢esitlerinden Esme ve Ekmek duyarl
bulunmustur. Aym galigmada Tokat’ta yetistirilen Williams, Santa Maria ve Akga armut
cesitleri hastalifa karsi en hassas cesitler olarak belirlenmis bunlari Mustafabey ve
Ankara cesitlerinin izledigi belirtilmigtir. En dayanikhi g¢esit olarak Gyaver olarak
adlandinilan Keiffer cesidi goriilmiigtiir. Ayva gesitlerinden Esme, Ekmek ve Limon
dayanikli gesitler olarak belirlenmistir. Hem Amasya hem de Tokat’ta yapilan
gozlemlerde elma gesitlerinden Golden Delicious ve Starking Delicious daha dayamkh
bulunurken, bu gesitleri Misket takip etmigtir. Fakat yerel Yaz Elmas: (Alyanak) ve
Stark Earliest gesitleri hastalifa ¢ok duyarh bulunmugtur. Callery armut ¢esidinin ateg
yanikhigina dayamkli oldugu halde E. stewarti’nin sebep oldugu bakteriyel yamkhga
kar$1 hassas oldugu belirtilmektedir (Pataky 2000).

Ozellikle ates yamkhg gibi ok tahripkar hastaliklara karst miicadelede hassas gruba
giren ¢esitlerin  yetigtiricilifinin ekonomik olmadigy, orta derecede mukavemet
gosterenlerin ise bakteriyel ilerleme veya doku Oliimlerinin 6n tahmin sistemine gore
uygulanan kimyasal kontrol ve kiiltiirel tedbirler ile hastalifin derecesinin
azaltilabilecegi belirtilmektedir (Maroofi and Mostafavi 1996). Tomurcuk yamkhg
hastaliiun daha gok Malling 9 (Malus domestica Borkh)’un anag olarak kullaniddig
elmalarda siddetli zarara sebep oldugu belirtilmektedir (Jones and Aldwinckle 1991).
Aci benek hastah@ ile miicadele agisindan da dayanikh gesitlerin kullamm 6nemlidir.
Yeni bahgeler tesis edilitken Mutsu varyetesinin kullamlmast onerilmez iken,

meyvelerin tam gelisme dénemlerinde de agii sulamadan kaginilmas:1 gerekmektedir



45

(Boom and Fisher 1989). Yine aym arastirict, yogun populasyon olusturmus Mutsu
varyetesi dikilmis elma bahgelerine yakin olan Rome Beauty, Puritan, Cortland, Red
Delicious ve Golden Delicious varyetelerinde de simptom olugabilecegini
belitmektedir. Bu hastalifin Amerika Birlesik Devletleri’nde Mutsu (Crispin) elma
varyetelerinde 6nemli kayiplara sebep oldugu belirtilmekte, Fuji ve RedCort varyeteleri
iizerinde de son zamanlarda azda olsa goriilmesine ragmen Mutsu digindaki varyetelerde
ekonomik anlamda zarar vermedigi kaydedilmektedir (Burr and Hurwitz 1981). Kabuk
kavlamasi hastaliinin Starkrimson, Top Red Delicious, Oregon Spur, Redchief ve anag
olarak Merton 793 elma varyetelerinde bilyiik zararlara neden oldugu Golden Delicious,
Granny Smith, Smoothee ve Starking Delicious elma varyetelerinde siddetli enfeksiyon
olmasa da benzer simptomlar olugturdugu vurgulanmaktadir (Jones and Aldwinckle
1991). Kok kanserine karsi hassas konukgularin baginda elma ve armudun yer aldig,
Malling 7, 9 26 elma varyetelerinin bu hastalifa karsi diger varyetelerden daha duyarh
oldugu belirtilmektedir (Moore and Allen 1986 ).

Dayanmikl ve duyarh gesitlerin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda, aym gesidin
bir galigmada dayanikli olarak belirlenmesine kargilik bir diger galigmada duyarh olarak
belirlendigi veya bunun tersinin olabildigi goriilmektedir (Norelli et al. 1987). Yapilan
bir galigmada bazi E. amylovora strainlerine agirt dayamkh olan elma ¢egsitlerinin bazi
strainlere kargt duyarl olabilecegi, bu yiizden dayamklilik degerlendirmeleri yapilirken
bu bakterinin strainler arasinda virulanshk farkimn olabilecegi dikkate alinmasi
gerektigi bildirilmektedir (Norelli et al. 1987). Atey yamklhigs etmeni E. amylovora
strainleri arasinda race (irk) spesifik virulanshgin oldugunu belirten birgok galiyma
vardir (Norelli et al. 1984, Norelli et al. 1986, Norelli et al. 1987). Yapilan bir
caligmada; E. amylovora strain Ea 273’lin birgok elma ¢egidinde patojen oldugu ancak,
Quinte, Ottawa 523’de hastalik olugturmadig, strain Ea 266’nin ise Novole ve Malus X
robusta No.5’de ya hastalik olugturmadift ya da ¢ok zayif enfeksiyon olusturdugu
belirtilmektedir (Norelli et al. 1988). Schwartz et al. (1991), birgok bitki patojeni
bakterinin virulanaliinda tokeik waddelerin w8l oyiadiging P, syringae’nin  tokain
iretmeyen strainlerinin yapraklar {izerinde normal olarak kolonize olabildigini ancak,

herhangi bir simptom olugturmadifim belirtmektedirler. Aym aragtincilar, E.
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amylovora’mn tretmis oldugu L-2,5-dihydrophenyl-alanine’nin bir virulanslik faktorii
oldugunu belirtmektedirler. Patojenik P. syringae patovarlarinin sebep oldugu birgok
hastalikta; coronatine (COR) fitotoksininin virulanslik faktorii olarak rol oynadit
belirtilmistir (Sato et al. 1983). Daha sonra yapilan bir galiymada ise; Coronatine
fitotoksininin konukguya duyarli olmayip coronafacic asit ve coronamic asitten
meydana geldigi ve iretiminin sicaklifa duyarli oldugu belirtiimektedir (Bender et al.
1996).

Genel olarak bakteriyel hastaliklara karst kimyasal miicadele tek bagina yeterli
olmamakta, kimyasal miicadele ve kiiltiirel tedbirler kombine olarak yiiriitiilmektedir.
Hastalikli agaglarin enfekteli dallan ve siirgiinleri durgun dénemde enfeksiyon
noktasimn en az 20 cm altindan saglam kisimdan kesilmeli, hastalikli dal ve siirgiinler
toplamp uygun bir yerde yakilarak imha edilmeli ve budamada kullamlan aletler
mutlaka dezenfekte edilmelidir (Benlioglu ve Ozakman 1992). Kiiltiirel 6nlemlerden
budama; bakteriyel hastaliklar igin tizerinde 6nemle durulmast gereken bir yontem olup,
bakteriyel hastaliklara karyt budamanin tek bagina siddetli hastalik kosullarinda dahi,
hastahigin ilerlemesini durdurmak igin yeterli oldugu belirtilmektedir (Van der Zwet and
Keil 1979). Aym aragtincilar, zayif geligen yumugak siirgiinlerin bir epidemi aninda ateg
yamkhifina ¢ok hassas oldugunu belitmektedirler. Diigiik azot ve yiiksek potasyum
seviyesinin, bunun tam tersi kombinasyona gore daha az atey yanikligina neden oldugu
ve hiicreler arast nem arttikca, ates yanikhgina hassasiyetin de arttif1 vurgulanmaktadir
(Momol 1990). Bu hastahifa, gelismenin yavag oldugu fakir topraklara gdre zengin
topraklarda daha sik rastlandifi, agir topraklarda ve yer altt su seviyesinin yitksek
oldugu yerlerde daha fazla ates yanikhigt gorildigii ve meyve bahgelerinin kurulacag
yer segiminde drenaji iyi topraklann tercih edilmesinin gerektigi belirtilmektedir
(Momol 1990). Tokgoniil ve Bagpinar (1995) yaptiklan bir caligmada; atey yaniklig
hastaligs ile miicadelede bakirl ilaglarin ve budamanin etkisini aragtirmuglar; hastalia
duyarh oldugu bilinen Santa Maria armut gegidinin bulundugu bahgelerde yapilan
caligmalarda bakirlh preparatlanin etkilerinin  %30.6 ile %69.74 arasinda, yalmz

budamanin ise %62.47 oraninda hastalifs 6nledigini kaydetmiglerdir.
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Aysan ve Cmar (1991), yapmus olduklan bir diger aragtirmada ise; turunggillerde dal
yamkhgina da sebep olan P. 5. pv. syringae’nin kurumusg yapraklarda bile 9 ay canli
kalabildiklerini tespit etmiglerdir. Malvick ve Moore (1988), aym bolgede akgaagag,
armut ve bu bitkiler altinda bulunan g¢imlerden izole ettikleri epifitik P. syringae
strainlerinin  patojenite testleri sonucunda, akgaagaglardan izole edilen strainlerin
%87’sinin akgaagacta, armutlardan izole edilen strainlerin %15’inin armutlarda
patojenik oldugunu, ¢imlerden izole edilen strainlerin %55’inin akgaagacta, %29’unun
ise armutta patojen oldugunu ortaya koymusglardir. Bu sonuca dayamlarak ¢im ve
akcaagag gibi bazt odunsu bitkilerin patojen P. syringae bakterisinin iyi bir inokulum
kaynagt oldugunu belirtmektedirler. Bu da bakteriyel hastaliklarla kiiltirel miicadelede

yabanci ot ve alternatif konukgu miicadelesinin de 6nem arz ettigini gostermektedir.

Kok kanseri ve sagak kok hastaliklarina karst miicadelede kiiltiirel dnlemler hastahigin
onlenmesi agisindan bityikk 6nem arz etmektedir. Organik madde miktari ve pH gibi
toprak faktorleri de gal olusumu iizerine etkili olmaktadir. Hastaliksiz fidan
kullamimal, kurulacak meyve bahgeleri iyi drenaj edilmis topraklarda kurulmal,
dayanikh gesitler tercih edilmeli, 6zellikle de kok bolgelerinde yara agilmamasina 6zen
gosterilmeli, miimkiinse kuyu suyu ile sulama yapilmahdir (Jones and Aldwinckle
1991). Mansvelt ve Hattingh (1986a,b) ise, sanitasyon ve bazi kiiltiirel uygulamalarin,
kok kanseri hastalig) ile miicadelede dnem arz ettigi, toprak fumigasyonunun hastaligi
onlemede etkili olmadigy, hatta gal olusumunu hizlandirdig, yeni dikilen elma ve armut
fidanlarmin  streptomisin  soliisyonuna  daldinlmasinin  yararlt olacag, anag olarak
kullanilacak fidanlarn duyarli gegitlerden segilmemesi, dikim sirasinda koklerde
mimkiin oldufunca yara agilmamasi, yeni tesis edilecek bahgelerin miimkiin oldugunca

drenajinin iyi olmasinin gerektigini belirtilmektedirler.

Biyolojik miicadele ile ilgili ilk gahigmalar ise 1961 yillarinda baslamtg (Ross 1961) ve
ginimiize kadar yapilan baganih galigmalar sayesinde, birgok iilkede kiiltiir
bitkilerindeki hastaliklara karst etkili olan bakteriyel biyoajanlar yada bunlann driinleri
ticari olarak tretilmiy ve biopestisit olarak formile edilerek pazara sunulmugtur

(Anonymous 2000b). ABD’de E. amylovora’ya kars1 uygulanan P. fluorescens strain A-
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506 bakterisinin ticari preparatt BlightBan’in erken uyan sisteminin uyarist ile
agaglarda enfeksiyon baglamadan kullanldiginda gok etkili oldugu belirtiimektedir
(Smith 2001). Kullanilan bu biyokontrol iiriin, ates yanikligina kars1 gelistirilen ilk ticari
biyokontrol preparat olup 1995 yilinda ticari olarak piyasaya siiriilmiistiir (Stelljes and
Senft 1998). Giniimiizde ticari preparat olarak kullanilan AQ10, Aspire, Binab T,
Biofox C, Bio-Fungus, Bio-save 100, Bio-save 110, BlighBan A506, Cedomon,
Companion, Conquer, Contans, Deny, EcoSom, Fusaclean, Galltrol-A, HiStick N/T,
Intercept, Kodiak, Kodiak HB, Kodiak AT, KONI, Mycostop, Nogall, Norbac 84C,
Paec}l, Phagus, Polyversum, Primastop, Protus, Rhizo-Plus, Rhizo-Plus Konz,
RootShield, Rotstop P.g. Suspension, Root Pro, Serenade, SoilGard, Spot-Less,
Subtilex, Supresivit, Sistem 3, T-22G, T-22 Planter Box, Tieco, Trichoderma 2000,
Trihodex, Trichopel, Trichoject ve Trichodowels gibi gok sayida bakteriyel ve fungal
preparat vardir (Stellies and Senft 1998, Hollis 2000). Bunlardan Pseudomonas
Sfluorescens AS06’nin tirtinii BlightBan A506 ve Bacillus subtilis’in tiriinii Serenade ates
yanikligina, 4. radiobacter Strain 84’in iriinii Galltrol-A, 4. radiobacter’in iiriinii
Nogall ve Diegall, A. radiobacter Strain K84’iin iiriinii Norbac 84C kok kanserine kargt

basartyla kullamimaktadir (Hollis 2000).

Daha once yiriitiilen bir biyolojik miicadele galigmasinda; farkli konukgu bitkilerden
izole edilen 80°’den fazla bakterinin E. amylovora’ya kars1 antagonistik aktiviteleri test
edilmig, c¢ahigmalar in-vitro’da agar diffizyon testinde, olgunlagmamis meyve
parcalarinin biyotestinde ve tarla gartlaninda yapilmmstir. Cok sayida bakteri strainimn
atey yanikligina karst pozitif antagonistik bir etki gosterdigi tespit edilmistir (Zeller and
Wolf 1996). Cok etkili olarak gozlenen Erwinia herbicola’nin E.h.89 nolu strainimn
tarla sartlarinda Catoneaster bitkisinde %70 kontrol sagladif belirlenmigtir. Yapilan bu
calismada in-vitro, biyotest ve tarla testlerinde strainlerin aktiviteleri arasinda iyi bir
korelasyon gorilmemis ancak, E. herbicola E.h.89 straim biitiin testlerde iyi sonug
vermigtir (Zeller and Wolf 1996). Utkhede (1996), Agrobacterium, Alcaligenes,
Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Hafnia, Pseudomonas, Rhizobium ve
Serratia cinsine dahil birgok bakteri tiriiniin birgok bitki patojenine karyi tarla

sartlarinda da etkili oldugunu belirtmektedir.
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Son yillarda, dinyada oldugu gibi Tirkiye’de de biyolojik miicadele ile ilgili
galigmalarm sayist artmaktadir (Momol 1990, Ozaktan ve Tiirkiisay 1994, Demir 1995,
Tokgoniil ve Bagpmar 1995, Anonymous 1997, Kotan 1997, Bora vd 1995, Kotan et al.
2000, Sahin vd 2000). Ozaktan ve Tiirkiisay (1994) tarafindan yriitilen bir
arastirmada; armut agaglarindan izole edilen epifitik bakterilerin E. amylovora’ya kargi
antagonistik etkileri in-vitro’da test edilmis, E. herbicola’nn %64’i fluorescens
Pseudomonaslarin ise %57’si yiiksek etkili bulunmugtur. Erdogan (1998) tarafindan
yapilan bir bagka caliymada ise Isparta ve cevre ilgelerinde elma, armut ve ayva
agaclarinda yapilan izolasyonlardan elde edilen epifitik bakteriler, igerisinde 58 strainin
E. amylovora’ya kargt yiiksek derecede antagonist oldugu, elma agaglarindaki
antagonistik bakteri populasyonunun armut ve ayvaya gore daha yogun oldugu tespit

edilmistir,

P. syringae besin istegi yoniinden ¢ok yonlii bir organizmadir. Bu tiiriin patojen
olmayan bircok straini de farkli bitki tiirleri tizerindeki patojenlere kars1 antagonistik
etki gostermektedir. Bu antagonistik bakteriler, ozellikle yumugak cekirdekli meyveler,
muz, turunggiller ve bazi sebzelerin yaralanmig dokular tizerinde veya dogal agikliklann
girig bolgelerine kolonize olarak patojenlerin buralardan enfeksiyon yapmalarina engel
olmaktadirlar (Anonymous 2000c). P. syringae strain ESC-11’in; elma ve armut
iizerinde enfeksiyonlara sebep olan Mocor spp., Botrytis cinerea ve Penicillium
expansum’u; turunggiller iizerinde enfeksiyonlara sebep olan Penicillium digitatum ve
Penicillium italicum’u kontrol edebildigi belirtilmektedir (Janisiewicz and Marchi 1992,
Janisiewicz and Jeffers 1997). P. syringae ESC-11 straini BioSave'™ 110 adi altinda
ozellikle depolanan elma ve armutlarda; P. syringae ESC-10 straini ise BioSave™ 100
adi alunda depolanmig turinggil meyvelerinde goriilen birgok enfeksiyona karg: ticari
olarak iiretilen biopestisitlerdendirler (Janisiewicz and Jeffers 1997). Birgok yumusak
¢ekirdekli meyvelerden izole edilen saprofitik P. syringae bakterisi ve Deutermycota,
Basidiomycota ve Ascomycota smufina dahil birgok fungusun Penicillium expansum ve
Botrytis cinerea gibi depolanmig iiriinlerde de ozellikle yaralanmug dokularda girig
yaparak enfeksiyonlara sebep olan patojenlere karyi etkili biyokontrol organizmalar
oldugu belirtiimektedir (Janisiewicz 1987). Beyaz funguslardan Sporobolomyces roseus
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ve Candida oleophila’mn yumusak gekirdekliler ve turunggiller iizerindeki mavi kif ve
gri kife kargt etkili birer antagonist olduklan ve Candida oleophila’nin Aspire adi

altinda ticari formulasyonu gelistirilmigtir (Janisiewicz 1987, Droby et al.1998).

Kok kanserinin biyolojik miicadelesine yonelik bazi ¢aligmalar mevcuttur. Yapilan bir
galiymada, 4. radiobacter (Beijerinck ve van Delden ) Conn strain K-84’tin odun
dokusunda iirettigi agrocin 84 antibiyotiginin, bitkilerde tiimor olusumuna sebep olan 4.
tumefaciens’e karst kullamldigy ancak, zamanla bu patojenin agrocin 84’e karst
dayanikhlik olusturdugu belirtilmektedir (Vicedo et al. 1993). Demir (1995) yapmug
oldufu bir galigmada, Izmir’in Menderes ve Balgova ilgelerinde kasimpatilarda gal
olusturarak ¢igek verimi ve kalitesinin diigmesine sebep olan A. tumefaciens biotype I'in
in-vitro’da agrocin 84’e¢ dayanikh oldugunu, domateste yiiriitilen biyolojik kontrol
denemelerinde ise K-84’iin gal olusumunu engelledigini belirtmektedir. Bir bagka
cahymada; elma govde ve kok bolgesinden yapilan izolasyonlarda elde edilen 80
fliloresan Pseudomonas spp’den sekiz strainin in-vitro sartlardaki kiltir ortaminda A.

tumefaciens’in buytimesini inhibe ettigi belirtiimektedir (Canfield and Moore 1991).

Arazi sartlannda biyoajanlanin patojenlere kargi etkilerinin test edilmesi sera gibi
kontrollu sartlara gore ¢ok daha zordur. Daha dogru tespitlerin yapilabilmesi i¢in son
zamanlarda ilging yontemlerin kullamldigi galigmalara rastlamak miimkiindiir. Kenneth
et al. (2001), E. herbicola strain C9-1 ve P. fluorescens strain A506 biyoajanlanimin, E
amylovora’ya karst etkinliklerinin bahge kogullarinda daha dogru tespit edilebilmesi
icin, cigeklenme periyodu Oncesi biyoajanlarin bitkilere piskiirtiilmesi ve ardindan
patojenin dondurulmug ve toz haline getirilmig kultiirlerinin polene kangtinilarak, bu
polenleri ziyaret eden bal arlan vasitasi ile, patojenin ¢igekler ve bitkiler arast
yayllmasmnin daha etkili bir gekilde gerceklesmesi salanmig ve sonugta %50 oraminda

bir bagan elde edilmistir.

Buz niikleasyon pozitif (INA") bakterilerin yumusak cekirdekli meyvelerin de iginde
bulundugu birgok meyve agacinda don zararmin olugmasinda onemli rol oynadikian

bilinmektedir. Don zaranmn onlenmesinde de ¢esitli mikroorganizmalann
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kulla.‘mlmasma yonelik gahsmalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada; buz niikleasyon
negatif (INA") olduklari tespit edilen P. fluorescens ve P. putida bakterileri kullanifarak,
sera ve bahge sartlarinda P. s. pv. syringae’nin ve buna bagh olarak don zararinin %98
oraninda kontrol altina alinabildigi belirtilmigtir (Cody et al. 1987). Don zararinmn besin
elementleri ile iligkisi aragtinloug ve yapilan galismada; P. syringae’nin kolonizasyonu
srasinda inorganik fosfatin yetersizliginin, yiiksek buz niikleasyon aktivitesine sebep
oldugu tespit edilmistir (Blondeaux and Cochet 1994). Yapilan bir diger calismada ise;
ticari bir fidanhkta geriye dogru 6liimiin gorildigi Malling 9 (M9) anacindan izole
edilen ARS 4 bakteriyel straint P. 5. pv. syringae olarak tamlanmug, fidanlik ve seralarda
taze yaralanmig elma ve armut bitki govdesine inokulasyonu sonucu geriye dogru 6liim
olusturmustur. Bu strainin armut ve elma dallarinda kabuk kavlamasina da sebep oldugu
gorilmiigtiir. M9 anacinin sofuk ile muamele edilen hasta dallarinda, muamele
edilmeyenlere goére onemli derecede daha fazla geriye dogru oliime rastlanmigtir

(Sholberg and Quamme 1999).

Ates yamkligi hastaligs, yumusak gekirdekli meyvelerin verime dogrudan etki eden en
tahripkar hastah@idir. Sirlt sayida kimyasalin bu hastahft 6nlemede yine smirh
etkilere sahip olmalan, gigek enfeksiyonlarindan korunmak igin yapilan ilk ilaglama
zamaninin bilyilkk 6nem tagimasit ve hastalifin gelisimini pek ¢ok faktoriin (sicaklik,
yags, fazla azotlu giibreleme, sik sulama, agir budama, duyarls gesit, vb.) etkilemesi, bu
hastaligin minimum zarar vermesini saglayacak entegre miicadele kavramim gesitli

iilkelerde giindeme getirmigtir (Van der Zwet and Beer 1991, Anonymous 1991).

Ates yanikh@1 erken uyan sistemi ile tahmin edilebilmesi en zor hastahkiardan biridir
(Momol 1990). Bu nedenle koruyucu bakterisitlerle yapilan miicadele, bazi yillar
gereginden fazla ve zamansiz uygulanabilmektedir. Hastaligin epidemi yapacagi yih
tahmin etmek, bakteri populasyon dinamigi iizerinde galijmak ve uygun zamanda
ilaglama yapabilmek ekonomik ve gevresel sorunlar agisindan Onemli kazanglar

saglamaktadir (Momol 1990).
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Ates yamkhifina kargi kullanilan tahmin sistemlerinde sicaklik, nem, yagis, etmen
populasyonu izleme, hastalik yogunlugunu l;ont(ol etme, konukgu fenolojisi ve
geligmesi esas kriterler olarak kullamlmaktadir (Billing 1979). Son yillarda ates
yamkhigini tahmin etmek igin, iklimsel faktorleri esas alan degisik sistemler
geligtirilmigtir. Bu sistemlerden iki tanesi halen Kaliforniya ve Illinois’de yetistiricileri
ilaglama zamam konusunda uyarmak i¢in kullaniimakta olup bu iki sistemde de 18°C

lizerindeki sicakliklar esas alinarak gelistirilmistir (Van der Zwet et al. 1987).

Tiirkiye’de birgok hastalik ve zararliya kargi tahmin ve erken uyan calismalar
yapilabildigi gibi, ates yaniklifina kars1 da son zamanlarda bazi ¢aligmalar yapiimigtir.
Tokgoniil ve Cinar (1995)in yapmig olduklari bir ¢alismada; Dogu Akdeniz
Bolgesi’'nde armutlarda ates yamklig1 hastaliinin enfeksiyon risklerinin iklim kosullart
ile iligkisi aragtirilmng 1990-1994 ylli'arlnda armutlarda Qigeklenme periyodu siiresince
iklim verileri ve hastalik ¢ikisi kaydedilmis, BRS (Billing’s Revised Sistem)'den
yararlanarak yapilan degerlendirmede, maksimum sicakliklarin 24°C ve lizerinde
oldugunda, yeterli yagis olmasa bile siddetli hastalik ¢ikisi olabildigi gézlenmisgtir.
Turinggil dal yamkligina da sebep olan P. s. pv. syringae’nin epidemi yapmasinda ise

yagisin sicakliktan ¢ok daha etkili olabilecegi belirtilmektedir (Aysan ve Cinar 1991).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal
3.1.1. Kullamlan patojen ve saprofit bakteriler

Bu ¢alismada; 1999, 2000 ve 2001 yillaninda yapilan siirvey galigmalarinda; Erzurum
(Oltu, Olur, Ispir, Senkaya, Tortum, Uzundere), Kars (Kagizman), Artvin (Yusufeli) ve
Igdir (Kadikiglak) illerinde meyvecilik yapilan alaniardaki meyve bahgelerinden, tipik
bakteriyel hastalik simptomlan (siirgiin kurumasi, geriye dogru olim, yapraklarda
nekroz, kabuk kavlamasi, bakteriyel akint1 ve meyvelerde nekrotik lekeler) sergileyen
yumusak gekirdekli meyvelerden elma, armut, ayva, musmula ve yenidiinyadan izole

edilen bakteriyel strainler (patojen ve saprofit) kullaminustir.

3.1.2. Kullamilan test bitkileri

Asin duyarhilik testlerinin yapilmasinda; sera sartlaninda tohumdan yetistirilen ve
saksilara sagirtilan bir aylk tiitin (Nicotina tabacum L. var. Samsun)  bitkisi
kullamlmustir. Patojenite ve biyolojik miicadele in-vivo testlerinde ise test bitkisi olarak,
Dogu Anadolu Bolgesi'nde ticari olarak iretimi yapilan ve gerek literatiir bilgilerine
dayanilarak (Demir ve Giindogdu 1991, 1993) gerekse de siirvey galigmalarindaki
gozlemlere dayanilarak Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae pv. syringae’ye
kars: hassas oldugu tespit edilen sport golden elma gesidinin bir yilik geng siirgiinleri
kullaniimugtir.
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3.2.Yiontem

3.2.1. Hastahkh bitki érneklerinin toplanmasi

Yapilan siirveylerde; yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarindan elma, armut, ayva,
mugmula ve yenidiinyada tipik bakteriyel hastalik simptomu sergileyen yaprak, siirgiin,
dal ve meyve 6rnekleri ve kurumug fidanlarin toprak istii aksamina ilave olarak kok
bolgelerinden alinan &Ornekler toplanip, etiketlenerek, polietilen torbalar igerisinde
laboratuara getirilmis ve izolasyon yapilincaya kadar buz dolabinda +5°C'de muhafaza

edilmistir.

3.2.2. Bakteriyel mikroorganizmalarmn izolasyonu ve muhafazas:

Toplanan hastalikli bitki materyalleri, musluk suyunda yikandiktan sonra simptomlarina
bakilarak tasnif edilmigtir. Yapraklarda direk yaprak kesiti, dal veya meyvelerde ise gok
ince kesitler alinarak mikroskobik incelemeler sonucunda hastalikli doku ile saglikli
dokunun kesistigi noktada bakteriyel akinti gézlenenler segilmistir. Secilen enfekteli
bitki 6rnekleri, dnce igerisinde %951ik etil alkol bulunan bir kapta 1 dak bekletilerek
yiizeysel olarak steril edilmistir. Alkol ile muamele edilen bu ornekler sdH,O’dan
gegirilmistir. Izolasyonlar igin standart (NA=Nutrient Agar, YDC=Yeast Dextrose
Carbonate Agar, PDA=Potato Dextros Agar (Lelliot and Stead 1987) ve segici
(KB=King's medium, NAS=Nutrient Agar+%5 Sukrose ) (King et al. 1954, Klement et

al. 1990) kabul edilen besiyerleri kullanilarak izolasyon galigmalari yapilmistir.

Yaprak, stirgiin ve dal 6rneklerinden hem hastalikli hem de saglikli dokuyu igeren
bolgelerden, kiigtik parcalar kesilerek steril tiipler icerisindeki 2 ml sH,O suda bir sa
bekletildikten sonra, pipetle bu soliisyondan birkag damla alinarak, standart veya segici
besi yerlerine transfer edilip, cam bagetle yayilmistir. Hastalikli meyvelerden ise ya
dogrudan igne ile ekim yapilmis ya da kiigiikk pargalar kesilerek dogrudan besiyerine

transfer edilmigtir.  25°C’de inkiibasyona konularak, gelisen kangik bakteri
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kolonilerinin hem biyolojik kontrol ¢aligmalarinda kullanilmak iizere ¢ok yogun
gelisenlerinden hem de E. amylovora ve P.s. pv. syringae’nin tipik koloni yapisini
sergileyen kolonilerden alinarak, tekrar ¢izgi ekimle ekilmis ve saf kiiltiirler elde
edilmigtir. KB ve NAS gibi segici besi yerleri kullanildiginda gelisen kolonilerin, ya
NAS besiyerinde levan koloni olusturanlari ya da KB besiyerinde 280 nm dalga

boyundaki UV lambasinda bakilarak fliioresan renkte olanlart alinarak saflagtiriimasi

yoluna gidilmistir.

Her bakterinin 24 sa’lik saf kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak, igerisinde 500 pl
%30’luk glycerol (70 ml sdH,O ve 30 mi glycerol) ve 500 ul LB Broth (1L dH,O’ya 10
gr tryptone, 10 gr NaCl ve 5 gr yeast extract ilave edilerek hazirlanmigtir) bulunan
eppendorf tiiplere aktarilmig, etiketlenmis ve tiim hiicreler homojen bir gekilde
pargalanincaya kadar kanstiricida karistinilarak, daha sonraki galigmalarda kullamimak

tizere —80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Bakteriyel strainlerin yag asit profillerinin belirlenmesi

Hastalikli bitki drneklerinden yapilan izolasyonlarda, saflagtinlarak muhafaza edilen
bakteri strainlerinden yag asit metil ester ekstraksiyonu (fatty acid methyl ester=
FAMEs) izolasyonu, saflagtirilmast ve analizi asagida anlatilmigtir. Mikrobial
Identification Sistemi=MIS (MID], Inc., Newark, DE) kullamilarak bakteriyel
organizmalarin tamst yapilnugtic (Miller and Berger 1985, Stead 1988, Stead 1992,
Paisley 1995). Bu testler biitlin drnekler i¢in 3 kez tekrar edilmis ve ylizde olarak en

yiiksek tan1 sonucu kesin sonug olarak degerlendirilmistir.



56

3.2.3.1. Trypticase soy broth agar (TSBA)’in hazirlanmasi ve tanilanacak bakteri

strainlerinin kiiltiire alinmasi

Aerobik bakteriler igin kullanilan 30 gr trypticase soy broth agar (TSBA) 1 L dH,0
icerisinde eriyinceye kadar karistirildiktan sonra 121°C 'de, 15 psi basing altinda 15 dk
siireyle otoklavda sterilize edilmig, 60°C'ye ayarli su banyosunda sogutularak, 20-25
ml'lik besiyeri aseptik sartlar altinda steril petrilere (100x15 mm) aktanilmistir. Besiyeri
katilagincaya kadar oda sicakliginda bekletildikten sonra kullamlmistir. Tanis1 yapilmak
istenen mikroorganizmalar; steril platin bir 6ze ile test edilecek aerobik bakterinin tek
bir kolonisinden, TSBA kat1 besiyerine 4 fazl ¢izgi ekim yapilarak, her bir ekim petrisi
silinmeyecek sekilde etiketlendirilmigtir. Ekim yapilmig petriler 25°C 'de 24 sa siireyle

inkiibasyona birakilmigtir.

3.3.3.2. Yag asidi metil esterlerinin saflagtiriimasi

Mikroorganizmalarin yag asitlerini saf olarak izole etmek igin 4 farkli ¢ozelti

kullanilmusgtir.

Cozelti 1: Bakteri hiicrelerinin parcalanmasi (Saponification): Sirasiyla 150 ml
metil alkol (HPLC grade) ve 150 ml dH,O 1 L'lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edilmis,
daha sonra kati formdaki 45 gr sodyum hidroksit (ACS grade) eklenip iyice
¢oziiliinceye kadar kangtirtlmagtir,

Cozelti 2: Metillestirme (Methylation): Sirastyla 325 ml hidroklorik asit (6.00N) ve
255 ml metil alkol (HPLC grade) 1 L'lik renkli ¢dzelti sisesinde iyice ¢oziiliinceye
kadar karigtiriimigtr.

Cozelti 3: Saflagtirma (Extraction): Sirasiyla 200 ml methyl-tert-butyl ether (MTBE,
HPLC grade) 200 ml hexane {izerine ilave edilerek 1 L'lik renkli ¢zelti sisesinde iyice

¢oziiliinceye kadar karigtirilmustr,
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Cozelti 4: Bazik yikama (Base wash): Sirasiyla 10.8 gr kati forumdaki sodyum
hidroksit (ACS grade) 900 m! dH,O igerisinde, 1 L'lik renkli ¢dzelti sisesinde iyice

¢oziiliinceye kadar karistirtlmas.

Hazirlanan bu dort ¢ozelti kullanilarak asagida belirtilen metodla aerobik bakterilerden
yag asit metil esterlerin saflastiriimasi yapilmustir.

1. 25°C’de 24 sa’lik inkiibasyon periyodunu takiben TSA besi ortamina 4 fazli ¢izgi
ekimi yapilan bakteri strainlerinin 3. ve 4. fazlarindan canli bakteri hiicreleri steril bir
oze ile toplanarak (~40 mg), agizlan teflon kapakli steril cam test tiiplerine (5 ml)
aktarilmug, test tiipleri etiketlenerek agizlari képatllmlstlr.

2. Her bir test tiipiine 1 ml ¢6zelti 1 ilave edilmisg, 5-10 s c¢alkalandiktan sonra 5 dk
stireyle 100°C 'lik su banyosunda bekletilmistir.  Cikarilan tiipler tekrar 5-10 s
calkalanarak 25 dk siireyle 100°C 'lik su banyosunda inkiibasyona birakilmigtir. Bu
muamele ile canli hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin serbest kalmasi saglanmustir.

3. Test tiiplerine 2 ml ¢ozelti 2 eklenerek 5-10 s’lik bir ¢alkalamadan sonra 80°C 'de
10 dk siireyle su banyosunda bek!letilmis ve hemen takiben 2 dk stireyle buz veya soguk
su icerisinde sogutulmustur. Bu uygulama ile serbest yag asitlerine ester baglari ile
metil eklenerek, yag asitlerinden yag asit metil esterler elde edilmistir. Bu durum yag
asitlerine yiiksek sicakliklarda buharlagma 6zelligi kazandirmaktadir.

4, Sogutulmusg tiiplere 1.25 ml gozelti 3 eklenerek 10 dk stireyle hematoloji ¢alkalayicist
ile calkalanmistir. Bu asamada tiiplerin alt kisminda inorganik, iist kisminda da organik
sivi fazlar1 olmak iizere iki ayni faz olusmustur. Yag asit metil esterler asidik fazdan
ayrigarak organik faz boélgesinde toplanmustir. Pastér pipeti kullanarak tiiplerin alt
kismindaki asidik faz atilmig ve organik faz muhafaza edilmistir.

5. En son asamada ise her tiipe 3 ml ¢ozelti 4 ilave edilerek, 5 dk siireyle ¢alkalandiktan
sonra 10 dk siireyle oda sicaklifinda bekletilmistir. Cozelti 4 bazik bir soliisyon olup
serbest yag asit metil esterlerini daha saf olarak elde etmemize yardimci olmaktadir.
Tiip icerisinde yine 2 ayn faz olugsmustur. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri
iceren faz pastor pipeti ile alinarak 2 ml'lik gaz kromotografi tiiplerine transfer edilmis

ve agizlan sikica kapatilmugtir.
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3.2.3.3. Orneklerin mikrobiyal identifikasyon sistemi ile (MIS) analiz edilmesi

Agizlant sikica kapatilan gaz kromotografi tiipleri, MIS cihazt {izerindeki 6rnek
depolama tepsisine yerlestirildikten sonra, cihaz galigtinlarak sistem kilavuzunda
belirtildigi gibi ornekler tek tek analiz edilmis ve tam sonuglari alinmugtir. Patojen
olduklan belirlenen strainlerin tiir ve strainlerin igerdikleri yag asiti tiirleri ve yiizde
oranlarina bakilarak SPSS (Statistical Package for Social Sciences)’de analiz edilmis,
aritmetik ortalamalan ve standart sapmalan hesaplanmigtir. Bu program ¢ok kapsamli
bir istatistiksel analiz programu olup, diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu

caliymada SPSS’in Windovs altinda galigan 9.0 siiriimii kullantmugtir.

3.2.4. Tiitiinde asi1 duyarhilik (Hiper Sensetivite=HR) testi

izole edilen biitin bakteriyel strainler, bakteriler icin genel bir besiyeri olan YDC
besiyerine ekilmis 24 sa’lik kiiltiirlerinden sH,O igerisinde hazirlanan soliisyonlan,
yaklagik olarak 10* hiicre/ml konsantrasyona ayarlanarak, tiitiin (Nicotina tabacum L.
var. Samsun) yapraklarmin damarlar arasina 3 cc’ lik plastik giringalar ( Becton
Dickinson ve Co. Franklin Lakes. NJ ) ile sinnga edilmigtir. Bitkiler 24-48 sa siireyle
sera gartlarinda bekletilerek, inokulasyonun yapildigi bolgelerde 6li doku (nekroz)
olusumu takip edilmigtir. Olii doku olugturanlar HR + (pozitif), olusturmayanlar ise HR
— (negatif) olarak degerlendirilmigtir (Klement et al. 1964). Negatif kontrol olarak ise sd
H,0 kullanihmugtir. Test 3 tekerriirlii olarak aym sartlarda 3 kez tekrar edilmigtir.

3.2.5. Patojenite testlerinin yapalmas:

Bakteriyel strainlerin patojenitelerinin test edilmesi igin kullamlan pek gok yontem
vardir (Mansvelt and Hattingh 1986a,b, Scheck et al. 1997, Scortichini and Moreno
1997). Bu caligmada patojenite testleri sport golden elma gesidinin bir yillik geng
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stirgiinleri kullanilarak yapilmistir. Izole edilen bakterilerin patojen olup olmadigin: test
etmek igin, arazideki gozlemlere bagh olarak E. amylovora ve P. s. pv. syringae’ye
kars1 hassas oldugu tespit edilen sport golden elma g¢egidinin bir yillik geng siirgiinleri
20-30 cm boyunda kesilerek %80-85 nemde bllylime ¢emberlerinde bekletilmistir.
Patojenitesi test edilecek bakterilerin YDC besiyerine ekilmis 24 sa’lik kiiltiirlerinden,
bakteri konsantrasyonu 10® hiicre/ml olacak sekilde ayarlanarak hazirlanan soliisyonlar
stirgiinler tizerine piiskiirtiilmiigtiir. Bakteri solusyonu piiskiirtiilen siirgiinler, steril H,O
ile dolu olan plastik bardaklar igerisine koyularak {izerine polietilen torbalar
gecirilmigtir. Ornekler oda sicakliginda 5-6 hafta bekletildikten sonra yapraklarda
nekroz olusumuna bakilarak, nekroz olusturanlar patojenite + (pozitif) ve nekroz
olusturmayanlar patojenite — (negatif) olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak
sdthO kullanilnugtir. Belirti olugan dokulardan patojenin yeniden izolasyonu ve
saflagtirmasi yapilmus, daha sonraki ¢aligmalarda kﬁllanmak tizere muhafaza edilmigtir.

Test 3 tekerriirlii olarak aym sartlarda 3 kez tekrar edilmistir.

Bu teste ilave olarak patojenitesi yapilacak bakterilerin hazirlanan 10® hiicre/ml’lik
konsantrasyonlarindan 10 ml’lik steril cam deney tiiplerinin igerisine 5’er ml konularak;
icerisine 8 mm uzunlugunda kesilen ve %95’lik alkolde 1 dk bekletildikten sonra steril
su ile durulanarak yiizeysel sterilizasyon yapilan saglikl: siirgiinler konulmus ve tiiplerin
agizlari pamuk tikaglar ile kapatilmistir. Oda sicakliginda 2 hafta siireyle bekletildikten
sonra degerlendirme yapilmigtir. Stirgiinlerin tiipler icerisine daldirilan kisimlarinda kabuk
ile odun dokusu arasindaki renk degisimi ve nekroz olusumuna bakilmistir. Dokuda
renk degisimi ve nekroz olusan siirgiinlerden alinan kii¢iik doku pargaciklari sdH,O
icerisinde ezilerek elde edilen soliisyonlardan NAS besiyerine gizgi ekim yapilmigtir.
Petriler 25°C’de inkiibasyona birakilarak gelisen kolonilerin levan &zelligine
bakilmigtir. Kabuk ile odun dokusu arasinda renk degisimi ve nekroz olusumu ve bu
kisimlardan yapilan ekimlerde levan kolonilerin gelisimi bu bakterilerin patojen olmasi
olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak sdH,O kullamlmugtir. Test 3 tekerriirlii
olarak ayni sartlarda 3 kez tekrar edilmistir.
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3.2.6. Potansiyel biyokontrol organizmalarin in-vitro’da patojene karsi test

edilmesi

izole edilen mikroorganizmalar MIS’de tanilandiktan sonra HR ve patojenite testleri
sonucunda — olanlar potansiyel biyoajan olarak in-vitro ve in-vivo’da test edilmistir. Bu
testler igin Sensetive Agar (SA) besiyeri kullanilmistir (Lelliot and Stead 1987). Bu
amagla énce HR ve patojenite testleri sonucu + olan ve MIS’de tanilama yiizdesi en
yiitksek olan P. 5. pv. syringae strain RK-257 ve E. amylovora strain RK-228 patojenik
bakterileri SA igeren petrilerin tiim yiizeyine ¢izgi ekim ile ekilmis, daha sonra bu
petrilerin tam ortasina potansiyel biyoajanlar tek ¢izgi halinde ekilerek bir hafta stireyle
25°C' de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibe edilen bu kiiltiirler bir hafta boyunca her giin
kontrol edilerek, biyoajanlarin fitopatojenleri antibiyosis ve hiperparazitism etkilesim
ile kontrol edip etmedigi tespit edilmistir. Antibiyosis etkilesimde biyoajanlarin koloni
olusturdugu besiyerinin etrafinda fitopatojenlerin gelisimlerinin engellendigi bolgenin
(intibition zone) uzunlugu mm olarak olgiilerek, elde edilen deger biyoajanin antibiyosis
etkinligini belirlemede kullamhmstﬁ. Hiperparazitism iligkilerde ise biyoajanlar
zamanla tiim petriyi kapladigi i¢in zon 6lgiimii yaptlmamistir.. En uzak noktalardan 6ze
ile alinan bakteri numuneleri tekrar besi yerlerine ekilerek, patojen ve biyokontrol
bakterilerin gelisip geligmedikleri takip edilmis, patojen bakterinin hi¢ gelismedigi
uygulamalar hiperparazitik etki gdsteren potansiyel biyoajan olarak tanimlanmigtir. SA
besiyeri demir iyonlar1 yoniinden fakir oldugu i¢in, biyoajanlardan siderofore iireten
organizmalar bu besiyeri lizerinde flourecent renk degisimine sebep olmus,
mikroorganizmalarin rekabet kabiliyetlerini artirdigi diigiintilen sideroforlar {ireten
biyoajanlar kolayca belirlenebilmigtir. Test 3 tekerriirlii olarak aym sartlarda 3 kez tekrar
edilmistir (Braun-Kiewnick ef al. 1997, Klopmeyer and Kelman 1988, Braun-Kiewnick ef al.
2000).
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3.2.7. In-vitro’da etkili oldufu gozlenen potansiyel biyokontrol organizmalarin
in-vivo’da P. s. pv. syringae strain RK-257 ve E. amylovora strain RK-228’e kars
tek tek test edilinesi

In-vitro'daki test sonuglarina gore petri lizerinde denenen patojen bakterilere kargt SO0 mm
veya daha fazla inhibasyon zonu olugturan saprofitik bakteriler gok etkili potansiyel biyoajan
olarak kabul edilmigtir. Potansiyel biyoajan olarak segilen bu bakter strainleri genel bir
besiyeri olan NA'a ekilmig, elde edilen 24 sa’lik kiiltiirlerin her birisinin sHO ile 10
hiicre/ml’lik konsantrasyonlani hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyonlardan 150 ml
alinarak, aym sekilde hazirlanan 10® hiicre/mP’lik konsantrasyondaki P. 5. pv. syringae
strain RK-257 ve E. amylovora strain RK-228 soliisyonlan ile egit hacimde kangtinlmgtir.
Elde edilen patojen-biyoajan karigimlarinin her birisi igin 3'er adet bir yillik sport golden elma
cesidi  kullanilmugtir, Siirgiinler 6nce musluk suyunda iyice yikandiktan sonra tzerinden
sH,O dokiilerek inokulasyona hazir hale getirilmistir. Plastik torbalara bogaltilan biyoajan-
patojen kanigimu bakteri soliisyonlarina daldinilan siirgiinler, igerisinde sH,O bulunan plastik
bardaklara konularak iizerine plastik torba gegirilmig ve oda sicakh@inda 2 hafta muhafaza
edilmigtir. Pozitif kontrol olarak sadece P. s. pv. syringae strain RK-257 ve E. amylovora
strain RK-228 bakterileri, negatif kontrol olarak ise sdH,O kullaniimugtir. Bu siirenin
sonunda siirgiinlerdeki yapraklarda nekrotik leke olusumunun baglayip baglamadig: kontrol
edilmistir. Yapraklarda nekrotik lekelerin olugumu bu biyoajanin hastalifi 6nlemede etkisiz
oldugu (-: negatif), nekrotik lekelerin olusmamasi ise etkili oldugu (+: pozitif) yoniinde
degerlendirilmigtir. Test 3 tekerriirlii olarak aym sartlarda 3 kez tekrar edilmigtir (Braun-
Kiewnick et al. 1997, Klopmeyer and Kelman 1988, Braun-Kiewnick et al. 2000).

3.2.8. In-vitro’da etkili oldugu gozlenen potansiyel biyokontrol organizmalarn
in-vivo’da P. s. pv. syringae strain RK-257 ve E. amylovora strain RK-228’e karsi
kombinasyonlar halinde test edilmesi

In-vitro'da ¢ok etkili olduklan belirlenen potansiyel biyoajanlarin farkli tiirleri ve farkl
patojen grubuna etki edenleri ikili kombinasyonlar halinde ve hepsi birlikte denenmistir.
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Biyoajanlar PDA'ya ekilerek elde edilen 24 sa’lik kiiltiirlerin her birisinin sdH,0 ile 10°
hiicre/m’lik konsantrasyonlart hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyonlardan 50’ser mi
alinarak ¢izelge 4.3’de belirtilen kombinasyonlan olusturacak sekilde kangimlar elde
edilmigtir. Bu kangimlardan alinan 50 ml’lik bakteri soliisyonlan ile aym sekilde hazirlanan
P. s. pv. syringae strain RK-257 ve E. amylovora strain RK-228 soliisyonlan esit hacimlerde
kangtinlarak olugan kangimlar, biyoajanlarin tek tek uygulamasindaki gibi siirginlere sprey
edilerek, 2 haftalik siirenin sonunda simptom gelisimi degerlendirilmistir. Poxzitif kontrol
olarak sadece P. 5. pv. syringae strain RK-257 ve E. amylovora strain RK-228
bakterileri, negatif kontrol olarak ise sdH,O kullanilmigtir. Bu siirenin sonunda siirgiinlerdeki
yapraklarda nekrotik leke olugumunun baglayip baglamadigi kontrol edilmistir, Yapraklarda
nekrotik lekelerin olusumu bu biyoajantarin hastaligi 6nlemede etkisiz oldugu (+: pozitif),
nekrotik lekelerin olugmamas: ise etkili (- negatif) oldugu yoniinde degerlendirilmigtir. Test 3
tekerriirlii olarak aym sartlarda 3 kez tekrar edilmigtir (Braun-Kiewnick et al. 1997,
Klopmeyer and Kelman 1988, Braun-Kiewnick ef al. 2000).

3.2.9. Morfolojik ve biyokimyasal testler

Yapilan in-vitro ve in vivo testleri sonucunda etkili biyoajanlarin ve patojenlerin
morfolojik (hiicre morfolojisi, koloni morfolojisi ve hareketlilik) ve biyokimyasal
(oksidaz, gram reaksiyon, katalaz, arginine dehydrolase, levan, nitrat iiretimi ve
fluorescent pigment iiretimi (KB)) ozellikleri belirlenmigtir. Testler 3 tekerriirlii olarak
aynt sartlarda 3 kez tekrar edilmigtir (Buchanan and Gibbons 1974, Saygth 1995).

3.2.9.1. Morfolojik testler

3.2.9.1.1. Hiicre morfolojisi

Saflagtirilan bakterilerin YDC besiyerine ekilmiy 24 sa’lik kiiltiirlerinden, 6ze ile

dokundurularak alinan hiicreler, lam iizerine ilave edilen bir damla sdH,O igerisine
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aktarilarak lam yiizeyine homojen bir sekilde iyice yayilmis, havada kurumas i¢in bir
stire bekletilmistir. Preparat kuruduktan sonra lamin alt yiizii alevden gegirilmek
suretiyle bakteriler tespit edilmigtir. Preparat boya sehpasi iizerine konularak metilen
mavisi (3-5 dk) veya kristal viyole (1-2 dk) veya da sulu karbol fiiksin (15-30 s) gibi
boyalardan birisi kullanilarak preparat iizerine dokiilmiis ve belirtilen siire kadar
bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda boya lamin yiizeyinden akitilarak sdH,O ile
yikanmustir. Kurutma kagidi ile kurulanmig, bir damla sedir yagi damlatilarak
mikroskopta immersiyon objektifinde incelenmis ve hiicrenin sekline (yuvarlak, gubuk,

spiral) bakilmistir (Saygili 1995).

3.2.9.1.2. Koloni morfolojisi

Saflastirtlan bakteriler ¢izgi ekimle YDC besiyerine ekilerek, 25°C’de inkiibasyona
birakilmug, 24-48 sa’lik bakteri kiiltiirlerindeki kolonilerin rengine bakilmigtir (Saygih
1995).

3.2.9.1.3. Hareketlilik testi

YDC besiyerine ekilerek, 25°C’de inkiibasyona birakilan 24-48 sa’lik bakteri
kiiltiirlerinden, 6ze ile bir miktar alinarak igerisinde sdH,O bulunan cam tiiplere
aktarilmis, karigim hafifce egilerek numunenin lam fizerine yayilmasi saglanmustir. Bu
soliisyondan 6ze ile alinan bir damla siv1 lamelin ortasina konulmug, lamelin lama
temas edecek noktalarina vazelin siiriilerek, ¢ukur lamin gukur kismi lamel {izerindeki
damlay: kapatacak sekilde qukur lam lamel iizerine kapatilmigtir. Damlanin kenarlara
akmasina firsat vermeden preparat hemen ters gevrilerek mikroskopta incelenmigtir.

Mikroorganizmanin hareketli olup olmadigina bakilarak, hareketli olanlar saptanmigtir

(Saygih 1995).
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3.2.9.2. Biyokimyasal testler

3.2.9.2.1. Oksidaz testi

%] Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride igeren kit halindeki tabletler
sdH,0 ile doyurulduktan sonra, nutrient agar + %1 glikoz igeren besiyerine ekilen 24-
48 sa’lik bakteri kiiltiiriinden alinan bir 6ze dolusu bakteri tablet tizerine yayilmustir.
Test edilen organizmanin cytochrom C oksidase enziminin var olmasi durumunda, bu
enzimin reaksiyona girmesi sonucu mavi renk olugmustur. Mavi renk olusumu +,

olusmamasi ise — olarak degerlendirilmistir (Kovacs 1956).

3.2.9.2.2. Gram reaksiyon testi (Potasyum hidroksit=KOH)

%3liik potasyum hidroksit soliisyonundan bir damla lam fizerine damlatilarak, YDC’de
geligtirilen 24-48 sa’lik bakteri kiltiirinden bir 6ze dolusu bakteri alinarak, damlatilan
KOH soliisyonu ile iyice kanstnlmstir. Ozenin kanigima dokunduktan sonra yukari
kaldirilmast ile karistmda sakiz gibi bir uzamanm olmast KOH +, olmamast ise KOH -
olarak degerlendirilmistir. Gram — bakterilerin KOH ile muamelesi sonucu, hiicre
duvarimin pargalanmast ile sitoplazma ve nikleer materyalin agiga ¢ikmasi nedeniyle
bir viskoz yapimn olustugu bilinmektedir. KOH + bakteriler Gram —, KOH - bakteriler
ise Gram + olarak degerlendirilmigtir (Fahy and Hayward 1983).

3.2.9.2.3. Katalaz testi

Katalaz, hidrojen peroksit (H20,)'i pargalayip H,O ve O: gazmna doniigtiiren bir
enzimdir. YDC’de gelistirilen 24-48 sa’lik bakteri kiltirinden bir 6ze dolusu alinarak
lam tzerine konulmug ve {izerine bir damla H;O, damlatilmugtir. Kabarctk olusumu

katalaz +; olusmamast ise katalaz — olarak degerlendirilmigtir (Klement et al. 1990).
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3.2.9.2.4. Arginine dehydrolase testi

Bu test i¢in Thornley 2A besiyeri kullamlmustir. 1 L dH,0’ya 1 gr peptone, 5 gr NaCl, 3
gr K2HPO4, 3 gr agar, 0.01 gr phenol red ve 10 gr arginine HCl ilave edilerek magnetik
karigtiricida kanigtinloms ve pH’st 7.2°ye ayarlanmustir. Cozeltiden 2’ser ml 5 ml’lik
cam ftiiplere aktanlmis ve agizlan pamuk tikaglarla kapatilmistir. 121°C’de 15 dk
otoklav edilen tiipler ¢ikarlarak katilagmalar: beklenmigstir. YDC’de gelistirilen 24-48
sa’lik bakteri kiltiirtinden steril gubuk 6ze ile tek bir koloni alinarak, Thornley 2A
besiyeri igeren tiiplere saplama ekim yapilmis, tizerine 1 ml otoklav edilerek sicaklig
50°C’ye diisiiriilmiis %3'liik steril su agar1 ilave edilmistir. Numuneler 7-15 giin siireyle
25°C’de inkiibasyona birakilmig, pembemsi kirmizi renk olusumu arginin +, normal
renk olan ten rengi (agik pembe) ise arginin — olarak degerlendirilmistir (Thornley

1960).

3.2.9.2.5. Levan testi

Nutrient Agar’a %5 sucrose ilave edilerek hazirlanan besiyerine, test edilecek bakteriler
¢izgi ekimle ekilerek 25°C’de 3-5 gilin inkiibasyona birakilmigtir. Besiyerinde gelisen
kolonilerin konveks ve mukoid bir yapida olmasi levan +, konveks ve mukoid bir

yapida olmamast ise levan — olarak degerlendirilmistir (Miller and Schroth 1972).

-

3.2.9.2.6. Nitrat iiretimi testi

Besiyeri igin; 10 gr peptone (Difco), 5 gr NaCl, 2 gr KNO3, 3 gr agar (Difco)
kaynatilarakl L dH,O’da Qﬁzﬁlmﬁs, NaOH ile konsantre edilerck pH 7.0’a ayarlanarak,
3’er ml 10 ml’lik cam tiiplere dokiilmiiy ve agizlarn pamuk tikaglarla kapatilmigtir.
121°C’de 15 dk otoklav edildikten sonra sogutularak test edilecek bakteriler igne ile

saplama ekim yapilarak, iizerine 1 ml otoklav edilerek sicakligt 50°C’ye disiirtilmiis
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%3’lik su agart dokiilmiis ve 25°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmigtir. Ortamin
oksijenle iligkisi kesilmis oldugundan, nitrifikasyon yapabilen bakterilerin ortamdaki
nitrattan faydalanarak gelismeleri +, nitrifikasyon yapamayanlarin ise gelismemeleri -

olarak degerlendirilmistir (Fahy and Hayward 1983).

3.2.9.2.7. Fluorescent pigment testi

KB besiyeri igin; 1 L dH,O’ya 20 gr proteose peptone (Difco), 15 gr KoHPOy, 15 gr
MgSO4 .7 H,0, 15 gr agar ve 10 ml glycerol ilave edilerek hazirlanan karisim 121°C’de
15 dk otoklav edildikten ve bir siire sogutulduktan sonra petrilere dokiilmiistiir.
Petrilerdeki nemin kurumas igin bir siire bekletilmis, sonra ¢izgi ekimle test bakterileri ,
ekilerek 48 sa siireyle 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kiiltiirlere ultraviyole
i1k altinda bakilarak, petri ylizeyindeki fliioresan renk olusumu incelenmistir. Yesil-sar
renkte goriilenler fltioresan +, digerleri ise {liloresan — olarak degerlendirilmistir (King

et al. 1954).

3.2.10. Molekiiler testler

Patojen strainlerin (HR + ve patojenite +) birbirleri ile olan genetiksel akrabaliklar 16S-

23S tDNA ve Eric-PCR yontemleri kullamlarak belirlenmistir.

3.2.10.1. Genomik DNA saflagtiriimasi

Test edilecek bakteriyel strainlerden saf DNA’nin elde edilmesi Leita ef al. (1994) ve
Louws ef al. (1994)a gore yapiimistir,

a. Saflagtirilan bakteriler; 1 L dH,O’ya 10 gr tryptone, 10 gr NaCl ve 5 gr yeast extract
ilave edilerek 121°C’de 15 dakika otoklav edilerek hazirlanan 40’ar ml’lik LB (Luria
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broth) besi yerlerine ekilerek, 25°C’ye ayarh yatay ¢alkalayicili inkiibatorde 24-48 sa
gelistirilmistir.

b. Sivi besiyerinde gelisen bakteri kiiltiirlerinin her birisinden otomatik pipetle 1 ml
almarak 1.5 mI'lik agz1 kapakl plastik mikro santrifij tiplere aktarilmis, mikro santrifij
aletinde 12 bin devirde 10 dk tutularak bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. Tiipiin agz1 agilarak
alttaki ¢okelek kalacak sekilde tistteki sivt atifmustir. Bu iglem tiiplere tekrar 1 ml sdH,0
ilave edilerek iki defa tekrar edilmistir.

c. Tiiplere 760 pl TE buffer (10 mM Tris (Trisma Base)’den 1.21 gr alinarak 100 ml
sdH,0 ile kanstinlarak HCI ile pH 8’e ayarlanmigtir. ImM EDTA’dan 0.3722 gr
alinarak sdH,O ile kanstinliug HCI ile pH 8¢ ayarlanmistir. Elde edilen bu iki
sollisyon 1/1 oraninda kanstinlarak TE buffer elde edilmistir. Karigim +5°C’de
muhafaza edilmistir.), 40 pl %10 SDC (10 gr Sodyum desatol siilfat 100 ml sdH,O’ya
ilave edilerek 68°C’e kadar 1sitilmig HCI ile pH 7.2’ye ayarlanmistir. Elde edilen
karisim +5°C’de muhafaza edilmigtir.) ve 8 pl Proteinase K (100 mg/ml’lik orijinal
Proteinaz K'ya 10 ml sdil,O ilave edilerek kanstinlmis ve -20°C’de muhafaza
edilmistir.) siwrasiyla ilave edilerek, tiiplerin agz1 sikica kapatildiktan sonra seykirda
calkalanmig ve 37 °C’de sicak su banyosunda 1 sa bekletilmistir.

d. Tiipler agilarak 100 pl 5 M NaCl (29.22 gr NaCl 100 ml sdH,O ile karistirtlmigtir.
Elde edilen karigim +5 °C’de muhafaza edilmistir.) eklenmis, 10 dk oda sicakhiginda
yatay calkalayicida sallanarak DNA dolagik bir halde ¢okeltilmigtir.

e. 100 pl %10 CTAB-1M NaCl (80 ml sdH;0;’ya 4.1 gr NaCl eklenerek isitilarak
¢oziilmiis, kaynamaya baslaymca yavas yavas 10 gr CTAB ilave edilmis ve en sonunda
hacim sdH,0 ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Elde edilen karistm +5°C’de muhafaza
edilmistir.) eklenerek 65°C’de sicak su banyosunda 10 dk bekletilmig, DNA protein ve
polisakkaritlerden ayrigtirilmagtir.

f. 500 ul chloroform isoamyl alkol (100 ml chloroform 100 m! isoamy!l alkol ile
kanistirtlnugtir. Elde edilen karigim +5°C’de muhafaza edilmistir.) eklenerek 10 dk oda
sicaklifinda yatay calkalayicida sallanmig ve bdylece DNA’nin bu siviya baglanarak
iiste ¢ikmasi saglanmig ve tiipiin (st kism pastor pipeti kullanilarak alinmig ve yeni

tiiplere aktarimigtir.
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g. 500 pul phenol chloroform (100 ml phenol 100 ml chloroform ile karistinlmistir. Elde
edilen kansim +5°C’de muhafaza edilmistir.) eklenerek mikrosantrifiiide12 bin devirde
10 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir.

h. Tiiptin tstiindeki sivi atilarak 600 pl -20°C’de muhafaza edilen 1zopropanol’den
eklenmis, sicak su banyosunda 10-15 dk bekletilip ¢ikarildiktan sonra mikro santrifiijde
12 bin devirde 10 dk santrifiij edilmistir.

j- 300 pl -20°C’de muhafaza edilen %70 EtOH eklenerek 12 bin devirde 10 dk santrifiij
edilmistir.

k. 20 dk vakumda kurutulimus ve 200 pl TE buffer eklenerek 4°C’de stok soliisyonu

olarak muhafaza edilmistir.

3.2.10.2. DNA konsantrasyonlarimin &lgiilmesi ve c¢aliyma soliisyonlarinin

hazirlanmasi

Kristal kiivetler kullamlarak spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’de TE buffer ile kor
stfirlanmistir. Stok soliisyonlarinin her birisinden 2 pl alinarak 998 pl TE buffer ile
karistirilmig, 260 nm ve 280 nm’de absorbanslar -6lgiilerek kaydedilmigtir. 260 nm’de
olgiilen DNA konsantrasyonunun 280 nm’de 6l¢iilen protein konsantrasyonuna oram
bulunmustur. Hesaplanan oranin 1 ile 1.7 arasi olan numuneler galisma soliisyonu
hazirlamak i¢in kullanilmig, digerleri ise yeniden DNA izolasyonuna tabi tutulmustur.
Stok soliisyonun DNA konsantrasyonlarinin hesaplanmas; asagidaki formiile gore
yapiinugtir.
Mevcut DNA konsantrasyonu (pg/ml) = 50 (DNA i¢in kullanilan sabit deger) x 500
(dilisyon katsayis1) x 260 nm’deki absorbans
Her bir 6rnek igin ayr1 ayr1 hesaplanan mevcut DNA konsantrasyonundan asagidaki
formiile gore ¢aligma konsantrasyonlat1 hesaplanmustir.
DNA c¢ahsma konsantrasyonu (ng/pl) = Istenen Konsantrasyon (50 ng/pl) x
Hazirlamak Istenilen Hacim (200 pl) / Ornegin Meveut DNA Konsantrasyonu (ug/ml)
Elde edilen deger hazirlanacak ¢alisma konsantrasyonu i¢in alinmasi gereken pl
cinsinden DNA miktaridir. Bulunan bu deger 200°den ¢ikarilarak, hazirlanacak ol
s et
TS
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calisma konsantrasyonu i¢gin alinmast gereken TE buffer miktar1 bulunmus, belirlenen
miktarlarda DNA ve TE buffer alinarak mikro santrifiij tiiplerde galisma soliisyonlan

olusturulmustur.

3.2.10.3. Test strainlerinin 16S-23S rDNA genleri ve intraspacer bilgenin PCR

amplifikasyonu

Stok primer konsantrasyonlart asagldaki. formiile gore hesaplanmustir.

Mevcut primer konsantrasyonu (nM/pl) = 260 nm’deki absorbans x nM per OD
degeri x 500 dilisyon faktorii |

Her bir primer i¢in hesaplanan bu deger asagida galisma soliisyonu konsantrasyonunun
hesaplanmasi i¢in verilen formiilde yerine konularak ¢alisma konsantrasyonlari
hesaplannmugtir.

Primer ¢alisma konsantrasyonu (nM/ml) = Stok soltisyonun konsantrasyonu pM x
Hazirlamak istenen hacim (200 pl) / 260 nm’deki absorbans x nM per OD degeri x
1000

dNTP ¢aliyma soliisyonunun hazirlanmasi: 80 pl 10 nM’lik orijinal ANTP
soliisyonudandan alinarak 920 pl sdH,0 ile karigtinlmastir.

a. I\;Iaster mix hazirlamak igin; ¢alisilacak her bir 6rnek igin 38 ul sdH,0, 5 pl 10X PCR
buffer (100 mM Tric-HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0.01%gelatin), 1.5 pl
dNTP (deoxynucleoside triphosphate karisimi=dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her
birisinden 25mM), 1 pl primer 7R (reverse GGTTACCTTAGATGTTTCAGTTTC), 1
ul primer 4F (forvard GGCTTGGATCACCTCCTT) ve 0.5 pl Tag DNA polymerase
(Promega Crop., Madison, Wis.) 1.5 ml’lik eppendorf tiipte hazirlanmistir.

b. Her tiipe 50 pl master mix ve DNA ¢alisma soliisyonlarinin her birisinden ayrn ayn 5
il DNA konularak, iizerine buharlagmayi énlemek i¢in 50 pl minarel oil (Sigma) ilave
edilmistir ve hafifge parmak hareketi ile ¢calkalanmistir. Sadece master mix’den olusan
bir tiip ise kontrol olarak kullanilmigtir.

c. Ornekler PCR otomatik ‘termocycle aletine (Eppendorf Mastercycler Gradient

Authorized Thermal Cycle) konularak; denaturation basamaginda 94°C’de 3 dk ve
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takip eden denaturation igin 94°C’de 1 dk, annealing basamaginda 50°C’de 1 dk ve
extention basamaginda 72°C’de 1.5 dk olmak iizere, su ii¢ basamak igin toplam 34
tekrar olacak sekilde ve son tekrarda extention basamaginda 74°C’de 4 dk olacak

sekilde programlanmis ve istenen DNA bélgelerinin amplifikasyonu yapilmugtir.

3.2.10.4. 16S-23S rDNA-PCR iiriinii aplikanlarin elektroforez jelde yiiriitiilmesi

a. 50 ml 10X TBE (100 mM Trizma-HCI pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %0.01
jelatin) buffer 950 ml sdH,0 ile kanstirilarak 0.5X TBE running buffer elde edilmistir.
b. 0.5X running bufferden 100 ml alinarak igerisine 0.9 gr agaroz ilave edilmis,
mikrodalga fininda 4 dk kaynatilmigtir. 60°C’ye kadar sogutularak igerisine 20 pl
ethidium bromid ila;/e edilmistir.

c. Elektroforez jel kiivetine (Biogen Apelex) test edilecek 6rnek sayisina bagh olarak
uygun sayida disleri olan tarak yerlestiriferek, icerisine bu siv1 formdaki agaroz jeli (~60
’C) dokiilmiis 15-20 dk bekletilerek donmasi saglanmis ve taraklar dikkatlice
cikartlnustir.

d. Donan jel kiivete yerlestirilerek yiizeyini ince film tabaka seklinde kaplayacak
miktarda running buffer ilave edilmistir. l

e. Ilk gukura 5 ul PCR marker (bant uzunlugu: 50-150-300-500-750-1000-1500-2000
baz ¢ifti=bg) pipetle bosaltiimstir.

f. Diger gukurlara %100 liik gliserol’dan 40 ml alinarak igerisine 0.1 gr phenol blue
karistirllmis ve hacmi 1X TBE buffer ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanan boyanin
10 pl “si ile 20 ul PCR iiriinii karigtirlarak tatbik edilmistir.

g. Son gukura ise; negatif kontrol olarak 6rneklerle birlikte PCR cihazina konulan
master mixten 20 pl alinarak 10 pl boya ile karigtirilmig ve tatbik edilmistir.

h. Elektroforez jel diizenegi 130 volta ayarlanarak 6rnekler 3 sa jel {izerinde
ylirlitilmistiir.

I. 6lu$a11 .bantlar image analysis system’i (Bio-Rad, Quantity One Imaging and

Analysis PDQuest 2-D Gel Analysis Software,User Guide for Version 4.1 Windows)
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kullanilarak. dalga boyu 312 nm olan UV transilluminatorde (Gel Doc 200 BIO-RAD)

degerlendirme yaptlmistir. Biitiin 6rnekler ayni sartlarda 3 kez tekrar edilmistir.

3.2.10.5. Test strainlerinin Eric PCR metoduna gore genetik profillerinin

belirlenmesi

a. 200 ml Gitschier Buffer (Kogan ef al. 1987) hazirlamak i¢in; 6nceden dH,O ile
hazirlanarak otoklav edilen 1 M (NH4);SO4’den 16.6 ml, 1 M Tris-HCI (pH 8.8)’den 67
ml, 1 M MgCly'den 6.7 ml, 0.5 M EDTA (pll 8.8)’nin 1:100’liik diliisyonundan 1.3 ml
ve 14.4 M Pmercapto-ethanol’un ticari solusyonundan 2.08 ml alinarak kanstinlan
soliisyonun hacmi yaklagik olarak 106 ml sdH,O ile 200 m!’ye tamamlanarak 1 ml’lik
eppendorf tiiplerine dagitilmistir (Rademaker and Bruijn 1996).

b. 1:1:1:1 oranminda hazirlanan 100 mM  dNTP (deoxynucleoside triphosphate
kartsimi=dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her birisinden 25mM) solusyonundan 100’er
ul eppendorf tiiplerine aktarilarak — 20°C’de muhafaza edilmigtir.

c. 850 pg/ml’lik nuclease igermeyen BSA (Bovium serum albumin) solusyonundan
20°ser pl eppendorf tiiplerine aktarilarak — 20°C’de muhafaza edilmistir.

d. %100°lik DMSO (Dimethyl siilfoxide) solusyonundan 0.5’er ml eppendorf tiiplerine
aktarilarak -20°C’de muhafaza edilmigtir. Kisa siire sonra kullanilacak olan bir tiip
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

e. Otoklav edilen ddH,O’dan 5 ml’lik agz1 vidali kapakl steril tiiplerin her birisine
2.5"er ml bosaltilarak buzdolabinda muhafaza edilmistir.

f. 0.3 pg/ml olacak sekilde hazirlanan primer 1 (ERIC IR; CAC TTA GGG GTC CTC
GAA TGT A) ve primer 2 (ERIC 2; AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G)
solusyonlar1 200’er pl olacak sekilde eppendorf tiiplerine aktarilarak —20 °C’de
muhafaza edilmistir.

g. Tag DNA Polymerase 5 U/ul konsantrasyond‘a hazirlanarak -20°C’de, mineral oil ise
buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmisgtir.

h. Master mix hazirlamak igin; galisilacak her bir 6rnek i¢in 5 pl 5x Gitschier Buffer,

0.2 ul BSA (20 mg/ml), 2.5 pl DMSO (%100), 12.65 pl ddH,0 (Box igin 13.65pl), 1.25
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pul dNTP (1:1:1:1), 1 pl primer 1, 1 pl primer 2 ve 0.4 pl tag DNA polymerase (5 U/ pl)
alinarak 1.5 ml’lik eppendorf tiipte karigtirilmagtir.

1. Her tiipe 24 pl master mix ve buharlagmayr onlemek igin 1 damla mineral oil
eklendikten sonra; her tiipe PCR’da ¢ogaltilacak DNA ¢alisma soliisyonlarimin her
birisinden ayrt ayrn 1 pl DNA ilave edilmis ve hafifce parmak hareketi ile
calkalanmigtir. Sadece master mix’den olusan bir tlip ise kontrol olarak kullanilmistir.

i. Ornekler PCR otomatik termocycle (Eppendorf Mastercycler Gradient Authorized
Thermal Cycle) aletine konularak; denaturation basamaginda 95°C’de 7 dk ve takip
eden denaturation i¢in 94°C’de 1 dk, annealing basamaginda 52°C’de 1 dk ve extention
baséuna@nda 65°C’de 8 dk olmak iizere, su ii¢ basamak i¢in toplam 35 tekrar olacak
sekilde ve son tekrarda amplikan sentez (extention) basamaginda 65°C’de 16 dk olacak

sekilde programlanmig ve istenen DNA boélgelerinin amplifikasyonu yapilmigtir.

3.2.10.6. Eric PCR iiriinii amplikanlarin elektroforez jelde yiiriitiilmesi

a. 500 ml’lik bir siseye 250 ml 0.5 x TAE buffer konularak igerisine 3.75 gr agarose
ilave edilmis ve mikrodalga firinda 4 dk kaynatilarak ¢6ziinmesi saglanmistir.

b. 50-70°C’ye kadar sogutularak jel kiivetine (Biogen Apelex) test edilecek 6rnek
sayisina bagh olarak uygun sayida disleri olan tarak yerlestirilmis, icerisine bu sivi
dokiilerek 15-20 dk bekletildikten sonra donmasi saglanmig ve taraklar ¢ikarilmigtir.

¢. Donan jel igerisinde 0.5 x TAE buffer bulunan kiivete yerlestirilmis, jelin yiizeyini
ince film tabaka geklinde kaplayacak kadar bu buffer ilave edilmistir.

d. Her marker hatt1 igin bir ¢ukurcuga 2 pl 1 kb’lik merdiven marker (bant uzunlugu:
50-150-300-500-750-1000-1500-2000 baz ¢ifti=b¢) 4 ul ddH,O ve 1.5 pl 6x loading
buffer (%50°lik glycerol igerisine %0.25 xylene cyanol FF ve %0.25 bromophenol blue
ilave edilerek hazirlanmigtir) karigtirilarak pipetle uygulanmustir.

e. Diger gukurlara ise her PCR {rilinlinden 6 pl alinarak 1.2 loading buffer ile
kanistinlarak tatbik edilmistir.

f. Son ¢ukura ise; negatif kontrol olarak 6rneklerle birlikte PCR cihazina konulan

master mix tatbik edilmistir.
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g. Elektroforez jel diizenegi 70 volt ve 25-30 mA’ya ayarlanarak soguk bir odada
ornekler 18-19 sa jel iizerinde yiiriitillmiistiir.

h. 0.5 x TAE buffer solusyonuna ml’sinde 0.6 pg ethidium bromide olacak sekilde
hazirlanan boyama solusyonu igerisine alman jel, yatay c¢alkalayicida 30 dk
inkiibasyona birakilmigtir,

1. Olusan bantlar image analysis system’i (Bio-Rad, Quantity One Imaging and Analysis
PDQuest 2-D Gel Analysis Software,User Guide for Version 4.1 Windows)
kullanilarak, dalga boyu 312 nm olan UV transilluminatorde (Gel Doc 200 BIO-RAD)

degerlendirme yapilmustir. Biitiin 6rnekler aymi sartlarda 3 kez tekrar edilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1, Siirvey Sonuglan

Artvin (Yusufeli), Erzincan, Erzurum (Oltu, Olur, Ispir, Senkaya, Tortum, Uzundere),
Igdir (Kadikislak) ve Kars (Kagizman) merkez il, ilge ve koylerinde; meyvecilik yapilan
alanlardaki yumugak ¢ekirdekli meyve agaglanndan alinan hastalikli orneklerden
toplam 324 strain elde edilmigtir. Yapilan siirvey caligmalarinda s6z konusu biittin
bolgelerde yumugsak gekirdekli meyvelerde bakteriyel hastaliklarin tipik simptomu olan
¢igek ve siirgiin yaniklig1 ve geriye dogru 6lime rastlanoustir (sekil 4.1, 2, 3, 4). Fakat
timor ve sagak koklenme simptomlan sergileyen meyve agaclart saptanmamustir. Kiglar
agini sert gegen ve ilkbahar donlannin gok énemli oldugu Dogu Anadolu Bolgesi'nde
geng siirgiinlerdeki don zaran da dikkati gekmektedir. izole edilen bakteri strainlerinin
saflagtirlmast asamasinda Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae pv.
syringae’nin tipik koloni yapist goriinimiinde olan kolonilerin saflagtinimasinin yam
sira; daha sonraki biyolojik miicadele ¢aligmalarinda bir avantaj saglayacag
diisiiniilerek ve besi ortaminda geligen farkli koloni ozellikleri tagtyan ve ozellikle en

yogun geligen kolonilerin de saflagtinimasina galigilmgtir.



Seldige e yan{kllgl (Erwim‘a Sekil 4.2. Ates yankhg (Erwinia
(ITX_IOYO’jfl)Inln elma agacindaki genel amylovora)nin  elma  sirgiinindeki
ESnnnit simptomu

Sekil 4.4. Ates yankhgt (Erwinia
amylovora)mmn  armut  sirgiinindeki
simptomu

Sekil 4.3. Ates yanklg (Erwinia
amylovora)nin  armut meyvesindeki
simptomu
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4.2. Hastahkh Bitki Orneklerinden izole Edilen Bakteriyel Strainlerin Yag Asit

Profillerine Gore Tam Sonugclari

Bakteriyel strainlerin yag asitleri saflagtinlarak mikrobiyal identifikasyon sistemi
(MIS)’ ile yapilan tant sonuglari cizelge 4.1°de verilmigtir. Cizelge 4.2°de 6zetlenen bu
sonuglara goére; 3 adet Acinetobacter calcoaceticus, 3 Acinetobacter Jjohnsonii, 1
Acinetobacter radioresistens, 3 Actinomadura yumaensis, 1 Aerococcus vridans, 7
Agrobacterium radiobacter, 2 Agrobacterium rubi, 17  Alcaligenes piechaudii, 2
Alcaligenes xylosoxydans, 1 Bacillus GC group 22, 2 Bacillus cereus GC subgroup A,
2 Bacillus lentimorbus, 3 Bacillus licheniformis, 1 Bacillus marinus, 4 Bacillus
megaterium GC subgroup A, 1 Bacillus megaterium GC subgroup B, 1 Bacillus
megaterium GC subgroup B, 1 Bacillus mycoides GC subgroup A, 4 Bacillus pumilus
GC subgroup A, 13 Bacillus pumilus GC subgroup B, 1 Bacillus simplex, 2 Bacillus
subtilis, 1 Brevibacillus brevis, 1 Brevibacillus laterosporus, 1 Brevibacterium casei, 1
Brevundimonas diminuta, 1 Burkholderia cepacia, 8 Burkholderia pyriocinia, 3
Chromobacterium violaceum, 2  Chryseobacterium indologenes, 2 Citrobacter
amalonaticus, 1 Citrobacter freundii, 1 Clavibacter michiganense, 4 Curtobacterium
flaccumfacien, 17 Enterobacter agglomerans GC subgroup 1, 2 Enterobacter
agglomerans GC subgroup Ill, 1 Enterobacter cloacae, 5 Enterobacter intermedius,
40 Erwinia amylovora, 2 Erwinia caratovora, | Erwinia chrysanthemi biotype I, 2
Erwinia chrysanthemi biotype 1V, 3 Erwinia chrysanthemi biotype V, 7 Erwinia
rhapontici, 1 Escherichia coli, 6 Klebsiella pneumoniae, 1 Klebsiella terrigena, 1
Klebsiella trevisanii, 1  Kocuria rosea, | Kocuria varians, 13  Leclercia
adecarboxylata, 1 Methylobacterium mesophilicum GC subgroup A, 1 Micrococcus
Iylae, 1 Neisseria mucosa, 1 Neisseria subflava, 38 Pantoea agglomerans, 1
Pediococcus pentosaceus, 1 Photobacterium damsela, 2 Plesiomonas shigelloides, 1
Proteus vulgaris GC subgroup A, 1 Pseudomonas  acruginosa, 20 Pseudomonas
syringae pv. syringae, 1 Pseudomonas balearica, 1 Pseudomonas chlororaphis, 3
Pseudomonas _cichorii, 3 Pseudomonas doudoroffii, 1 Pseudomonas fluorescens-
biotype A, 2 Pseudomonas fluorescens biotype B, 11 Pseudomonas huttiensis, 4

Pseudomonas putida biotip A, 1 Pseudomonas putida biotype B, 3 Pseudomonas
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savastonoi pv. fraxinus, 1 Pseudomonas syringae pv. populans, 1 Pseudomonas
syringae pv. tabaci, 1 Pseudomonas viridiflava, 2 Ralstonia pickettii, 1 Salmonella
typhimurium, 3 Serratia fonticola, 1 Serratia grimesii, 8 Serratia liquefaciens, 1
Sphingomonas capsulata, 1 Vibrio alginolyticus, 1 Vibrio hollisae ve 1 Yersinia
enterocolitica olmak iizere toplam 76 farkli tiir tanilanmstir. Aynca Bacillus
megaterium, Bacillus pumilus ve Enterobacter agglomerans’in 2 farkli GC subgroup’u
ve Erwinia chrysanthemi’nin ise 3 farkl biotip’i belirlenmistir. RK-121 nolu strain ise

MIS sisteminde tiir diizeyinde tanilanamamig Bacillus GC group 22 olarak tanilanmigtir.

Tanlanan bitiin bakteriyel ~strainlerin lokasyon ve konukgu agisindan  dagihimint
gosteren bilgiler gizelge 4.2°de verilmistir. Bu izolasyonlarin il bazinda dagilimi
Erzurum 199, Artvin 41, Igdir 35, Kars 25 ve Erzincan 24’tir. Konukgu bazinda

dagilimi ise armut 185, elma 90, ayva 23, ahlat 12, yenidiinya 8 ve musmula 6’dir .
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Patojen bakterilerin igerdikleri yag asitleri ve bunlann yizde (%) oranlan g¢izelge
4.3’de, yag asitlerinin % aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi ise gizelge 4.4°de
verilmigtir. Farkli tiirler arasinda igerdikleri yag asidi gesitliligi % oranlan agisindan gok
bityitk oranlarda farkliliklar bulunmasina ragmen; E. amylovora, E. rhapontici ve P.
agglomerans gibi yakin akraba tiirler arasinda biiyilk benzerlikler bulunmaktadir. Bu
tiirlerin tgtinde de 12:0, 14:0, 16:0, 17:0, 17:0 cyclo ve 18:1 w7c yag asitleri biitiin
strainlerde bulunmasina ragmen; 18:0 yag asidinin biiyiik bir oranda benzerliginin yant
stra diger yag asitlerinin mevcudiyeti agisindan degiskenligin oldugu gortlmektedir. P.
aeruginosa, P. cichorii, P. huttiensis, P. 5. pv. syringae ve P. putida turleri arasinda da
bityitk oranda bir benzerlik vardir. Bu tirlerin biitiin strainlerinde 12:0, 12:0 20H, 12:0
30H, 16:0, 17:0 cyclo, 18:0 ve 18:1 w7c yag asitleri goriilmesine ragmen difer yag
asitleri agisindan degisen oranlarda farkhiiklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar da tiir
hatta tiir alt seviyede bu sistemin tani yapabilmesini saglamaktadir. E. amylovora ve P.
5. pv. syringae tirleri arasinda ise; 12:0, 16:0, 17:0 cyclo; 18:0 ve 18:1 w7c yag
asitlerinin her iki tirde de bulunmast gibi bir benzerlik olmasimin yam sira; P. 5. pv.
syringae strainlerinin tamaminda gorilen 12:0 20H ve 12:0 30H yag asitlerinin E.
amylovora strainlerinde bulunmamast ve E. amylovora strainlerinin tamaminda gortlen
14:0 ve 15:0 yag asitlerinin P. 5. pv. syringae strainlerinin tamaminda gorillmemesi gibi
farklthiklar bulunmaktadir. E. amylovora ile E. rhapontici arasinda onemli bir farkliik
goriilmez iken P. huttiensis ve P. s. pv. syringae arasinda 12:0 20H yag asidinin P. s.
pv. syringae’nin bitiin strainlerinde bulunmasina ragmen P. huttiensis strainlerinin
tamaminda bulunmamas: gibi bir farklillk goze garpmaktadir. P. s. pv. syringae strain

RK-257’nin MIS tant sonug raporu EK 1 ve EK 2’de verilmistir.
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4.3. Tiitiinde Asir1 Duyarliik (Hiper Sensetivite=HR) ve Patojenite Test Sonuglar

Saflagtirilan bakteriyel strainler igin tiitiin bitkisinde yapilan agin duyarlilik (Hk) (sekil
4.5), elma surgiiniinde (sekil 4.6) ve siirgiin kesitinde (ekil 4.7) yapilan patojenite test
sonuglan gizelge 4.5°de verilmigtir. Titin yapraginda nekroz olugturanlar HR +
(pozitif), olusturmayanlar ise HR - (negatif) olarak degerlendirilmigtir. Patojenite
testlerinde ise yapraklarda ve siirgiinde hastalik belirtisi olusturanlar ve siirgiin kesitinde
odun ile kabuk dokusu arasinda kahverengi nekrozlar olugturanlar +, digerleri ise —
olarak degerlendirilmigtir.  Toplam 324 strainin; 207’si HR ve patojenite testleri
sonucunda -, 82’si HR ve patojenite + veya z+ (zayif pozitif), 35’1 ise HR + ve

patojenite - sonug vermistir.

HR ve patojenite + ve/veya z+ olarak belirlenen bakteriler arasinda 1 adet Alcaligenes
piechaudii, 1 adet Bacillus pumilus GC. Subgroup B, 2 adet Chromobacterium
violaceum, 1 adet Enterobacter intermedius, 40 adet E. amylovora, 6 adet Erwinia
rhapontici, 2 adet Pantoea agglomerans, 1 adet Pseudomonas aeruginosa, 1 adet
Pseudomonas cichorii, 3 adet Pseudomonas huttiensis, 20 adet P. s. pv. syringae ve 4
adet Pseudomonas putida straini olmak Uzere toplam 12 farkh tiir ve 82 bakteriyel
strain tespit edilmistir. Bu patojen strainlerinde lokasyon ve konukg¢u agisindan
dagilimini g6steren bilgiler ¢izelge 4.6°da verilmigtir. Patojenlerin il bazinda dagilim;
Erzurum 31, Artvin 19, Erzincan 14, Igdir 11 ve Kars 7°dir. Konukgu bazinda dagihim
ise armut 59, elma 11, ahlat 7, ayva 4 ve yenidiinya 1’dir. Mugmuladan ise herhangi bir

patojen bakteri tanulanamamgtir.

Toplam 40 olan E. amylovora strainlerimn 31°i armuttan, 6’s1 elmadan ve 3’u ise
ahlattan; toplam 20 olan P. s. pv. syringae strainlerimn 15’i armuttan, 4’4 ahlattan ve
I’i ise ayvadan izole edilmigtir. Patojen oldugu belirlenen difer bakterilerden A.
piechaudii elmadan, B. pumilus GC. Subgroup B elmadan, C. violaceum armut ve
yenidiinyadan, E. intermedius armuttan, E.  rhapontici armut ve elmadan, P.
agglomerans armut ve elmadan, P. aeruginosa elmadan, P. cichorii armuttan, P.

huttiensis ayvadan, P. putida ise armuttan izole edilmigtir. E. amylovora’nin 8’1 Artvin,
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8’1 Erzincan, 14’41 Erzurum, 6’s1 Igdir ve 4’ Kars’tan; P. s. pv. syringae’nin ise 7’si
Artvin, 6’s1 Erzincan ve 7’si Erzurum’dan izole edilmistir. Diger patojen oldugu
belirlenen bakterilerden; A. piechaudii 13dir’dan, B. pumilus GC. Subgroup B
Erzurum’dan, C. violaceum Erzurum ve Artvin’den, E. intermedius Erzurum’dan, E.
rhapontici Kars, 1gdir ve Erzurum’dan, P. agglomerans Erzurum’dan, P. aeruginosa

Kars’dan, P. cichorii Kars’dan, P. huttiensis Artvin’den, P. putida ise Erzurum’dan

cesitli ilge ve kdylerden izole edilmigtir.



10

Ayirt Duyarhibik (HR) Testi

Ams 0 B

Sekil 4.5. Asiri duyarlilik (HR) testi sonucu. A: Erwinia amylovora strain RK-228 ve
Ay: Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-257 (HR + =pozitif), B\: Pantoea
agglomerans strain RK-79 ve B,: Negatif kontrol sdH,O (HR - =negatif)

Sekil 4.6. Golden elma ¢esidi siirgtnlerinde yapilan patojenite test sonucu. A: Kontrol
(sdH;0), B: Erwinia amylovora strain RK-228, C: Pseudomonas syringae pv. syringae
strain RK-257
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Sekil 4.7. Golden elma gesidi siirgiin kesitlerinde yapilan patojenite test sonucu. A:
Alcaligenes piechaudii (RK-155), B: Kontrol (sdH,0), C: Pantoea agglomerans (RK-
86), D: Bacillus pumilus GC subgroup B (RK-194), B: Erwinia amylovora (RK-228), F:
Pseudomonas syringae pv. syringae (RK-257) ve G: Bacillus pumilus (RK-106)
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Cizelge 4.5. Bakteriyel strainlerin agiri duyarlilik ve patojenite testi sonucu”

LLNO |MIS TANI SONUCU KONUKCU HR | P-1 | P-II
RK-1 Agrobacterium radiobacter Elma-Dal - - -
RK-2 Agrobacterium radiobacter Elma-Dal - - -
RK-3 Serratia liguefaciens Elma-Dal -l -] -
RK-4 Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal - - -
RK-§ Erwinia amylovora Elma-Dal + |+ +
RK-6 Bacillus subtilis Elma-Dal - - -
RK-7 Acinetobacter calcoaceticus Armut-Dal - | - -
RK-8 Bacillus licheniformis Armut-Dal - | - -
RK-9 Erwinia amylovora Armut-Dal + | + | +
RK-10 | Pantoea agglomerans Armut-Dal + |+ | +
RK-11 Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ | +
RK-12 | Bacillus lentimorbus Armut-Dal - - -
RK-13 |Actinomadura yumaensis Armut-Govde - - -
RK-14 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Meyve + |+ | +
RK-15 | Erwinia chrysanthemi biotype V Armut-Dal - - -
RK-16 | Bacillus licheniformis Armut-Dal - - -
RK-17 | Bacillus pumilus GC subgroup B Armut-Meyve - - -
RK-18 | Erwinia amylovora Armut-Dal + 1+ | +
RK-19 | Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ | +
RK-20 | Erwinia carotovora Armut-Dal + ] - -
RK-21 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + | + | +
RK-22 | Salmonella typhimurium Armut-Dal - - -
RK-23 | Bacillus mycoides GC subgroup A Armut-Meyve - - -
RK-24 |Actinomadura yumaensis Armut-Meyve - - -
RK-25 |Acinetobacter radioresistens Armut-Dal - -0 -
RK-26 | Citrobacter freundii Armut-Yaprak | - | - | -
RK-27 |Klebsiella pneumoniae Armut-Meyve -1 -1 -
RK-28 | Pseudomonas putida biotip A Armut-Yaprak [z+ | + | +
RK-29 | Chryseobacterium indologenes Musgmula-Dal - - -
RK-30 | Methylobacterium mesophilicum GC subgroup A | Musmula-Dal O I
RK-31 | Bacillus pumilus GC subgroup A Armut-Dal -1 -1-
RK-32 | Pantoea agglomerans Armut-Dal - - -
RK-33 | Agrobacterium rubi Armut-Dal - - -
RK-34 | Agrobacterium rubi Armut-Dal - - -
RK-35 Erwinia caratovora Armut-Dat + - -
RK-36 | Bacillus licheniformis Armut-Dal -1 -1 -
RK-37 | Curtobacterium flaccumfaciens Armut-Dal -] - -
RK-38 | Sphingomonas capsulata Armut-Dal - -1 -
RK-39 | Agrobacterium radiobacter Armut-Dal - - -
RK-40 | Brevibacterium casei Armut-Dal - - -

* 1. NO: izolasyon numaras, HR: Tuttn bitkisinde agir1 duyarlik testi, P-I Siirgiinde
patojenite testi, P-II: Sirgiin kesitlerinde kabuk ile odun dokusu arasinda_patojenite
testi, +: Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, z+: Zayif pozitif reaksiyon, ~HR testi
sonucu 24 sa’de — iken 48-72 sa’te + gikmugtir
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Cizelge 4.5. (devam)

RK-41 | Agrobacterium radiobacter Armut-Dal - - -
RK-42 | Agrobacterium radiobacter Armut-Dal - - -
RK-43 | Bacillus subtilus Armut-Dal N R
RK-44 | Pantoea agglomerans Musmula-Dal - - -
RK-45 | Chryseobacterium indologenes Musmula-Dal - - -
RK-46 | Pseudomonas savastonoi pv. fraxinus Armut-Dal + 1 -] -
RK-47 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ | +
RK-48 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + | + | +
RK:=49 | Pseudomonas savastonoi pv. fraxinus Armut-Dal + | - -
RK-50 |Kocuria varians Armut-Dal - - -
RK-51 | Bacillus megaterium GC subgroup A Armut-Dal - - -
RK-52 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ | +
RK-53 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + | + | +
RK-54 | Pseudomonas viridiflava Armut-Dal - -1 -
RK-55 | Erwinia chrysanthemi biotype IV Armut-Dal -1 -1 -
RK-56 | Clavibacter michiganense Armut-Dal + 1 -1 -
RK-57 | Pseudomonas savastonoi pv. fraxinus Armut-Dal + -1 -
RK-58 | Escherichia coli Armut-Dal -] - -
RK-59 | Pantoea agglomerans Arnut-Dal - - -
RK-60 |Klebsiella terrigena Ahlat-Dal - - -
RK-61 | Pseudomonas cichorii Musmula-Dal + | - -
RK-62 | Acinetobacter johnsonii Ayva-Dal - - -
RK-63 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ | +
RK-64 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 11 Elma-Dal - - -
RK-65 | Enterobacter agglomerans GC subgroup IlI Elma-Dal - - -
RK-66 |Brevundimonas diminuta Elma-Dal - - -
RK-67 | Erwinia chrysanthemi biotype 11 Elma-Dal - - -
RK-68 | Erwinia chrysanthemi biotype V Armut-Dal -1 -1 -
RK-69 |Kocuria rosea Armut-Dal - - -
RK-70 |Bacillus simplex Armut-Dal - -1-
RK-71 |Micrococcus lylae Ayva-Dal -t -1 -
RK-72 | Pantoea agglomerans Ayva-Dal - - -
RK-73 | Bacillus pumilus GC subgroup B Ayva-Dal - - -
RK-74 | Bacillus megaterium GC subgroup B Armut-Dal - - -
RK-75 | Bacillus cereus GC subgroup A Armut-Dal -1 - -
RK-76 Alcaligenes piechaudii Armut-Dal - - -
RK-77 |Pantoea agglomerans Ayva-Dal - - -
RK-78 |Leclercia adecarboxylata Armut-Dal - - -
RK-79 | Pantoea agglomerans Elma-Dal - - -
RK-80 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -1 -1-
RK-81 |Serratia liquefaciens Elma-Dal - -] -
RK-82 | Enterobacter intermedius Elma-Kabuk -l -1 -
RK-83 | Pantoea agglomerans Armut-Dal - - |~
RK-84 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -l -1 -
RK-85 | Pantoea agglomerans Elma-Dal - - -
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Cizelge 4.5. (devam)

RK-86 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -
RK-87 | Pantoea agglomerans Elma-Dal +
RK-88 | Serratia grimesii Yenidiinya-Dal | -
RK-89 | Plesiomonas shigelloides Armut-Dal -
RK-90 | Enterobacter intermedius Armut-Dal +
RK-91 | Enterobacter intermedius Armut-Dal -
RK-92 | Pantoea agglomerans Armut-Dal -
RK-93 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -
RK-94 | Pantoea agglomerans Elma-Dal +
RK-95 | Serratia liquefaciens Elma-Dal -
RK-96 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -
RK-97 | Pantoea agglomerans Armut-Dal -
RK-98 | Serratia liquefaciens Armut-Dal -
RK-99 | Serratia liquefaciens Armut-Dal -
RK-100 | Pantoea agglomerans Elma-Dal +
RK-101 |Pantoea agglomerans Elma-Dal -
RK-102 |Serratia liquefaciens Elma-Dal -
RK-103 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal -
RK-104 | Enterobacter intermedius Armut-Dal -
RK-105 |Alcaligenes piechaudii Elma-Dal -
RK-106 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal +
RK-107 | Serratia liquefaciens Armut-Dal -
RK-108 | Erwinia chrysanthemi biotype V Armut-Dal -
RK-109 | Alcaligenes piechaudii Armut-Dal -
RK-110 |Acinetobacter calcoaceticus Armut-Dal >
RK-111 | Enterobacter intermedius Armut-Dal -
RK-112 | Alcaligenes piechaudii Elma-Dal -
RK-113 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -
RK-114 | Curtobacterium flaccumfaciens Ayva-Dal -
RK-115 | Photobacterium damsela Ayva-Siirgiin -
RK-116 |Alcaligenes piechaudii Armut-Siirgiin -
RK-117 | Pantoea agglomerans Armut-Siirgiin -
RK-118 | Pantoea agglomerans Armut-Siirgiin -
RK-119 | Acinetobacter calcoaceticus Armut-Siirgiin -
RK-120 | Pantoea agglomerans Ayva-Siirgiin -
RK-121 | Bacillus GC group 22 Armut-Siirgiin -
RK-122 | Pantoea agglomerans Armut-Siirgiin -
RK-123 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -
RK-124 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 1 Armut-Siirgiin -
RK-125 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Armut-Siirgiin -
RK-126 | Pantoea agglomerans Ayva-Siirgiin -
RK-127 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Ayva-Siirgiin -
RK-128 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Armut-Siirgiin -
RK-129 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Armut-Dal -
RK-130 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Elma-Dal z+
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Cizelge 4.5. (devam)
RK-131 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Elma-Dal -] - -
RK-132 | Alcaligenes piechaudii Elma-Dal - - -
RK-133 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 1 Elma-Dal - - -
RK-134 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Elma-Dal - - -
RK-135 | Erwinia rhapontici Elma-Siirgiin - - -
RK-136 | Alcaligenes piechaudii Elma-Siirgiin - - -
RK-137 | Alcaligenes piechaudii Elma-Siirgiin - - -
RK-138 | Pantoea agglomerans Elma-Siirgiin - - -
RK-139 | Pantoea agglomerans Yenidiinya-Dal | - - -
RK-140 | Pseudomonas syringae pv. tabaci Armut-Siirgiin | + | - | -
RK-141 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 1 Musmula-Dal - - -
RK-142 | Pseudomonas putida biotype A Armut-Dal -1 -0 -
RK-143 | Alcaligenes piechaudii Armut-Siirgiin -0 -1 -
RK-144 | Neisseria mucosa Armut-Siirgiin - |- -
RK-145 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Elma-Siirgiin - - -
RK-146 |Leclercia adecarboxylata Elma-Siirgiin - -1 -
RK-147 |Alcaligenes piechaudii Ayva-Siirgiin - - -
RK-148 | Alcaligenes piechaudii Yenidiinya-Dal - - -
RK-149 | Alcaligenes piechaudii Armut-Siirgiin -1 -1 -
RK-150 |Serratia fonticola Yenidiinya-Dal | - | - | -
RK-151 |Leclercia adecarboxylata Armut-Siirgiin - - -
RK-152 |Klebsiella pneumoniae Armut-Kabuk - - -
RK-153 | Pantoea agglomerans Yenidiinya-Dal | - - -
RK-154 |Pantoea agglomerans Armut-Siirgiin - - -
RK-155 |Alcaligenes piechaudii Elma-Siirgiin + [+ | +
RK-156 | Alcaligenes piechaudii Armut-Siirgiin - - -
RK-157 | Alcaligenes piechaudii Elma-Dal -1 -1 -
RK-158 |Alcaligenes piechaudii Elma-Dal - -0 -
RK-159 | Plesiomonas shigelloides Elma-Tomurcuk | - - -
RK-160 | Pantoea agglomerans Elma-Dal - - | -
RK-161 | Bacillus megaterium GC subgroup A Elma-Dal - -t -
RK-162 | Bacillus pumilus GC subgroup B Armut-Siirgiin - - -
RK-163 |Leclercia adecarboxylata Yenidiinya-Dal | - - -
RK-164 |Leclercia adecarboxylata Armut-Siirgiin - - -
RK-165 | Chromobacterium violaceum Elma-Dal - - -
RK-166 |Pseudomonas cichorii Armut-Siirgiin + |+ | +
RK-167 |Leclercia adecarboxylata Elma-Dal + | - -
RK-168 |Pseudomonas aeruginosa Elma-Siirgiin + 1+ [+
RK-169 | Pantoea agglomerans Blma-Kabuk - - -
RK-170 |Acinetobacter johnsonii Armut-Siirgiin - -0 -
RK-171 |Acinetobacter johnsonii Elma-Dal - - -
RK-172 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 1 Armut-Siirgiin -1 - -
RK-173 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 1 Armut-Siirgiin - - -
RK-174 | Klebsiella pneumoniae Armut-Siirgiin - - -
Elma-Dal - - -

RK-175

Klebsiella pneumoniae
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Cizelge 4.5. (devam)

RK-176 |Leclercia adecarboxylata Elma-Dal - - -
RK-177 |Serratia fonticola Elma-Dal -] -] -
RK-178 | Vibrio hollisae Elma-Dal _ - -
RK-179 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Elma-Dal - - -
RK-180 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Armut-Dal - - -
RK-181 |Klebsiella pneumoniae Armut-Meyve - - -
RK-182 | Leclercia adecarboxylata Armut-Siirgiin - - -
RK-183 | Enterobacter agglomerans GC subgroup 1 Armut-Dal - - -
RK-184 | Leclercia adecarboxylata Armut-Dal - - -
RK-185 |Leclercia adecarboxylata Armut-Siirgiin -} -1 -
RK-186 |{Leclercia adecarboxylata Armut-Siirgiin -1 -1 -
RK-187 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal - - -
RK-188 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal - - -
RK-189 | Erwinia rhapontici Armut-Siirgiin  |z+ | +
RK-190 |Agrobacterium radiobacter Armut-Yaprak | - | - | -
RK-191 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Meyve - | - -
RK-192 |Klebsiella pneumoniae Elma-Dal - - -
RK-193 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal - - -
RK-194 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal - - -
RK-195 | Enterobacter agglomerans GC subgroup I Yenidiinya-Dal | - - -
RK-196 | Pantoea agglomerans Elma-Dal - - -
RK-197 |Alcaligenes xylosoxydans Elma-Dal - - -
RK-198 | Pantoea agglomerans Armut-Dal -V~ -
RK-199 | Proteus vulgaris GC subgroup A Elma-Dal - - -
RK-200 | Pseudomonas huttiensis Elma-Dal -] -1 -
RK-201 | Bacillus pumilus GC subgroup B Elma-Dal - - -
RK-202 | Pseudomonas huttiensis Armut-Dal - - -
RK-203 |Pseudomonas huttiensis Elma-Dal + | - -
RK-204 | Pseudomonas syringae pv. syringae Ayva-Siirgiin = |z+ | + | +
RK-205 | Pantoea agglomerans Elma-Dal -1 -1 -
RK-206 |Alcaligenes piechaudii Armut-Dal - - -
RK-207 | Erwinia chrysanthemi biotype IV Elma-Dal - - -
RK-208 | Erwinia rhapontici Armut-Dal + |+ ]+
RK-209 | Bacillus pumilus GC subgroup A Armut-Dal -l -1 -
RK-210 | Enterobacter cloacae Armut-Dal -] - -
RK-211 | Pseudomonas huttiensis Elma-Dal - - -
RK-212 | Ralstonia pickettii Ayva-Siirgiin - - -
RK-213 | Pseudomonas huttiensis Armut-Dal + | - -
RK-214 | Erwinia amylovora Elma-Dal + | + | +
RK-215 | Pseudomonas huttiensis Ayva-Dal + 1 -] -
RK-216 |Erwinia amylovora Elma-Dal + |+ | +
RK-217 | Brwinia amylovera Armut-Dal + |+ ]+
RK-218 | Erwinia amylovora Elma-Dal + 1+ |+
RK-219 | Erwinia rhapontici Elma-Dal + | + | +
RK-220 | Pseudomonas huttiensis Ayva-Dal z+ | - | -
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Cizelge 4.5. (devam)

RK-221 |Agrobacterium radiobacter Elma-Dal - - -
RK-222 | Ralstonia pickettii Ayva-Dal - | .- -
RK-223 | Yersinia enterocolitica Elma-Dal - - -
RK-224 | Erwinia amylovora Elma-Dal + |+ | +
RK-225 | Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ |+
RK-226 |Erwinia amylovora Armut-Dal ¥+ |+
RK-227 | Erwinia rhapontici Armut-Dal + |+ | +
RK-228 | Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ | +
RK-229 |Serratia fonticola Armut-Dal - -] -
RK-230 | Bacillus pumilus GC subgroup A Armut-Dal - - -
RK-231 | Chromobacterium violaceum Armut-Dal + |+ [ +
RK-232 | Erwinia amylovora Armut-Dal + | + | +
RK-233 | Vibrio alginolyticus Armut-Dal - - -
RK-234 |Erwinia rhapontici Armut-Dal + [+ | +
RK-235 | Erwinia amylovora Armut-Dal + 1+ |+
RK-236 | Erwinia amylovora Armut-Dal + 1+ | +
RK-237 | Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ |+
RK-238 | Pseudomonas putida biotype B Armut-Dal + | + | +
RK-239 | Pseudomonas putida biotype A Armut-Dal + |+ | +
RK-240 | Bacillus pumilus GC subgroup A Elma-Dal - - -
RK-241 | Pseudomonas huttiensis Armut-Dal z+ -
RK-242 | Pseudomonas balearica Armut-Dal - -
RK-243 | Erwinia rhapontici Armut-Dal + | +
RK-244 | Bacillus megaterium GC subgroup A Elma-Meyve - - -
RK-245 |Klebsiella trevisanii Ayva-Meyve = - -
RK-246 | Erwinia amylovora Elma-Tomurcuk | + | + | +
RK-247 | Pseudomonas cichorii Armut-Dal + | - -
RK-248 | Actinomadura yumaensis Elma-Siirgiin - - -
RK-249 | Pseudomonas putida biotype A Armut-Siirgiin | + +
RK-250 | Curtobacterium flaccumfaciens Armut-Meyve -7 -1 -
RK-251 |Serratia liquefaciens Elma-Meyve - -1 -
RK-252 | Curtobacterium flaccumfacien Armut-Dal -1 -1 -
RK-253 | Pantoea agglomerans Ayva-Dal + | - -
RK-254 | Pseudomonas fluorescens- biotype A Armut-Dal z+ | - | -
RK-255 | Pseudomonas fluorescens- biotype B Armut-Dal + | -] -
RK-256 |Pseudomonas fluorescens- biotype B Armut-Dal + 4§ - | -
RK-257 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ | +
RK-258 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ |+
RK-259 | Chromobacterium violaceum Yenidiinya-Dal | + | + | +
RK-260 | Pseudomonas huttiensis Ayva-Siirgiin + |+ | +
RK-261 |Pseudomonas huttiensis Ayva-Siirgiin + |+ | +
RK-262 | Pseudomonas huttiensis Ayva-Siirgiin + |+ | +
RK-263 | Bacillus pumilus GC subgroup B Armut-Dal + | - -
RK-264 |Pseudomonas syringae pv. syringae Ahlat-Dal + 1+ |+
RK-265 |Pseudomonas syringae pv. syringae Ablat-Dal + | + | +
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RK-266 |Pseudomonas syringae pv. syringae Ahlat-Siirgiin + |+ | +
RK-267 | Pseudomonas syringae pv. syringae Ahlat-Dal + |+ | +
RK-268 | Erwinia amylovora Armmt-Dal + |+ | +
RK-269 |Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ | +
RK-270 |Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ | +
RK-271 | Erwinia amylovora Ahlat-Dal + | + | +
RK-272 | Erwinia amylovora Abhlat-Dal + 1+ |+
RK-273 | Erwinia amylovora Ahlat-Siirgiin + |+ | +
RK-274 | Pseudomonas doudoroffii Ahlat-Dal + | - | -
RK-275 |Burkholderia pyrrocinia Abhlat-Dal - - -
RK-276 |Burkholderia pyrrocinia Ahlat-Dal -l -1 -
RK-277 |Burkholderia cepacia Armut-Siirgiin - - -
RK-278 | Neisseria subflava Armut-Siirgiin | + | - | -
RK-279 | Brevibacillus laterosporus Armut-Siirgiin + | - -
RK-280 | Bacillus megaterium GC subgroup A Armut-Siirgiin | + | - -
RK-281 | Erwinia amylovora Armut-Siirgiin + |+ |+
RK-282 | Pseudomonas doudoroffii Armut-Siirgiin - -1 -
RK-283 | Erwinia amylovora Armut-Siirgiin | + | + | +
RK-284 | Erwinia amylovora Armut-Stirgiin | + | + | +
RK-285 | Erwinia amylovora Armut-Siirgin | + | + | +
RK-286 | Erwinia amylovora Armut-Siirgiin § + | + | +
RK-287 | Erwinia amylovora Armut-Siirgiin | + | + | +
RK-288 | Burkholderia pyrrocinia Elma-Siirgiin - - -
RK-289 | Burkholderia pyrrocinia Elma-Siirgiin -] -] -
RK-290 | Leclercia adecarboxylata Armut-Siirgiin | + | - -
RK-291 |Erwinia amylovora Armut-Siirgiin + |+ | +
RK-292 | Erwinia amylovora Armut-Siirgiin | + | + | +
RK-293 |Alcaligenes xylosoxydans Armut-Siirgiin + | - -
RK-294 | Bacillus marinus Elma-Siirgiin + | - -
RK-295 | Bacillus lentimorbus Yenidiinya-Dal | - - -
RK-296 |Leclercia adecarboxylata Elma-Siirgiin - - -
RK-297 | Pediococcus pentosaceus Armut-Siirgiin - - -
RK-298 | Pseudomonas syringae pv. populans Armut-Siirgin | + | - -
RK-299 |Burkholderia pyriocinia Armut-Siirgiin - -1-
RK-300 |Burkholderia pyriocinia Armut-Siirgiin -t -1 -
RK-301 |Bacillus cereus GS Subgroup-A Armut-Siirgiin -1 -1 -
RK-302 | Burkholderia pyrrocinia Elma-Siirgiin -1 -1 -
RK-303 | Pantoea agglomerans Elma-Siirgiin + | - | -
RK-304 | Pseudomonas chlororaphis Elma-Siirgiin - - -
RK-305 |Aerococcus vridans Armut-Siirgiin [z+ | - | -
RK-306 |Erwinia amylovora Armut-Siirgiin | + | + | +
RK-307 | Erwinia amylovora Armut-Siirgim | + | + | +
RK-308 | Erwinia amylovora Armut-Siirgin  [z+ | + | +
RK-309 | Burkholderia pyriocinia

RK-310 |Erwinia amylovora
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Cizelge 4.5. (devam)
RK-311 |Erwinia amylovora Armut-Siirgin  [z+ | + | +
RK-312 |Erwinia amylovora Armut-Siirgin_ [z+ | + | +
RK-313 | Pseudomonas doudoroffii Armut-Sirgiin _ |z+ | - | -
RK-314 | Citrobacter amalonaticus Armut-Dal + | - -
RK-315 | Citrobacter amalonaticus Armut-Dal -1 - -
RK-316 |Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ | +
RK-317 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + 1+ +
RK-318 |Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + | + | +
RK-319 | Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + | + 1 +
RK-320 | Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ | +
RK-321 |Pseudomonas syringae pv. syringae Armut-Dal + |+ |+
RK-322 | Erwinia amylovora Armut-Dal + |+ | +
RK-323 |Erwinia amylovora Armut-Dal + | + | +
RK-324 | Brevibacillus brevis Armut-Dal -l - -
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4.4. Potansiyel Biyokontrol Organizmalarin Patojen E. amylovora strain RK-228 ve

P. s. pv. syringae strain RK-257 *ye karsi in-vitro ve in-vivo Test Sonuclari

Potansiyel biyoajanlanin patojenite testleri sonucunda, olusturduklan hastalik simptomuna
bakilarak kuvvetli patojenik olduklan belirlenen E. amylovora strain RK-228 ve P. s. pv.
syringae strain RK-257’ye karsi in-vitro’da olugturduklart inhibasyon zonlan, etki
mekanizmalan ve test sonuglan cizelge 4.7°de verilmigtir. Baz1 bakteriyel strainlerin etkisiz
oldugu gozlenirken (sekil 4.8), bazilan antibiyosis (sekil 4. 9), bazilani ise hiperparazitik etki
(sekil 4. 10) gostermiglerdir. In-vitro’da hiperparazitik etki gosterenler ve 50 mm’nin
iizerinde inhibisyon zonu olusturanlar etkili kabul edilerek in-vivo’da test edilmistir.
Bunlar arasinda 12 adet P. agglomerans (strain RK-79, RK-80, RK-84, RK-85, RK-86,
RK-92, RK-113, RK-123, RK-153, RK-154, RK-160, RK-169, 7 adet 4. piechaudii
(strain RK-105, RK-136, RK-137, RK-143, RK-156, RK-157, RK-158), 2 adet
Laclercia adecarboxylata (strain RK-163, RK-164) ve 1’er adet Bacillus pumilus
(strain RK-103), Curtobacterium flaccumfaciens (strain RK-114), Erwinia
chrysanthemi (strain RK-67), E. intermedius (strain RK-91), E. rhapontici (strain RK-
135), Chromobacterium violaceum (strain RK-165), P. putida (strain RK-142) ve
Serratia  liquefaciens (strain RK-102) straini bulunmaktadir (gizelge 4.10). Bu
potansiyel biyoajanlar igerisinde P. agglomerans, A. piechaudii, B. pumilus, E.
intermedius, E. rhapontici, C. violaceum ve P. putida tirlerine ait cizelge 4.9°da
verilen bazi strainlerin patojen oldugu da belirlenmistir. Bu durum biyolojik miicadele
actsindan bir dezavantaj teskil etmekte olup; bu strainlerin ileride yapilacak toksisite

calismalarinin 6nemini daha da artirmaktadir.

In-vitro testleri sonucunda; RK-1-3, RK-8, RK-12, RK-15-16, RK-24, RK-29-34, RK-36-
45, RK-50-51, RK-54-55, RK-58-60, RK-62, RK-65-66, RK-68-78, RK-83, RK-88-89,
RK-93, RK-95-99, RK-101, RK-104, RK-107-111, RK-115-121, RK-133, RK-139,
RK-141, RK-144, RK-152, RK-159, RK-161-162, RK-170-173, RK-175-176, RK-179-
190, RK-192, RK-195, RK-197-202, RK-209-212, RK-221-222, RK-229, RK-233, RK-
242, RK-244-245, RK-248, RK-250-252, RK-275-277, RK-282, RK-288-289, RK-295-
297, RK-299-302, RK-304, RK-315, RK-324 stain numarali bakteriler tamamen etkisiz
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bulunmus ve in-vivo’da denenmeye gerek duyulmamstir. Bu strainlerin haricindeki HR
ve patojenite — olan biitiin bakteriyel strainler ise in-vitro’da az yada gok hiperparazitik

ve /veya antibiyosis etki gdstermiglerdir.

In-vitro’da E. amylovora’ya karsi RK-84, RK-105, RK-143 ve RK-160 nolu strainler
hiperparazitik etki gosterirken, RK-67, RK-79, RK-80, RK-123 ve RK-156 nolu
strainler ise 50 mm’nin iizerinde inhibasyon zonu olugturmustur. Buntardan RK-156 ve

RK-160 in-vivo’da da bu patojene karst etkili bulunmusgtur.

Aym sekilde in-vitro’da P. s. pv. syringae’ye karst RK-79, RK-84, RK-105, RK-113,
RK-143, RK-158 ve RK-164 nolu strainler hiperparazitik etki gosterirken; RK-85, RK-
86, RK-91, RK-92, RK-102, RK-103, RK-114, RK-135, RK-136, RK-137, RK-142,
RK-153, RK-154, RK-157, RK-163, RK-165 ve RK-169 nolu strainler ise 50 mm’nin
tizerinde inhibasyon zonu olusturmugtur. Bunlardan RK-79, RK-86, RK-103, RK-142,
RK-154 ve RK-165 in-vivo’da da bu patojene karst etkili bulunmustur.

Gerek hiperparazitik gerekse antibiyosis 6zelliginden dolay1 In-vitro testlerinde RK-85,
RK-86, RK-102 ve RK-153 strain numaral bakteriler E. amylovora strain RK-228¢ kars;
RK-156 strain numaralt bakteri ise P. 5. pv. syringae strain RK-257"ye kargt 50 mm’nin
alinda zon olusturmasina ragmen in-vivo’da etkili bulunmuslardir. RK-79 strain
numarah bakteri in-vitro’da her iki patojene karsi da ¢ok etkili bulunurken; in-vivo’da
sadece P. s. pv. syringae strain RK-257’ye kargt etkili oldugu g6zlenmistir. Bazi bakteriyel
organizmalarin in-vivo’da hi¢ etkili olmadifh gozlenirken (gekil 4. 12); bazi etkili
biyoajanlarin direk siirgiinde ve siirgiin kesitinde kombinasyonlar halinde yapilan
uygulamasinda (RK-105+RK-156), (RK-156+RK-103), (RK-79+RK-164), (RK-
80+RK-84), (RK-160+RK-142) ve (RK-105+RK-103+RK-114+RK-164+RK-79+RK-
142) hem E. amylovora strain RK-228’¢ kars1 karst hem de P. 5. pv. syringae strain RK-
257’ye karst %100 etkili oldugu tespit edilmistir (gizelge 4.8). Yapilan uygulamalarda
ozellikle (RK-105+RK-103+RK-114+RK-164+RK-79+RK-142) kangimindan olugan

uygulama denemenin biitiin tekerriirlerinde en etkili sonucu vermistir (sekil 4. 13, 14).
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Sekil 4.8. Serratia liquefaciens RK-
98'in  Erwinia amylovora strain RK-
228'e kars1 in-vitro'da etkisizligi

Sekil 4.10. Pantoea agglomerans strain
RK-160’m  Erwinia amylovora strain
RK-228'e kars1 in-vitro'da hiperparazitik
etkisi

Sekil 4.9.  Bacillus  pumilus GC
subgroup A strain  RK-240’in
Pseudomonas  syringae pv. syringae
strain  RK-257’e  karsi  in-vitro'da
antibiyotik etkisi
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Sekil 4.11. Etkili potansiyel biyoajanlarin siirgiinde in-vivo test sonuglari: A: Etkili
biyoajan (Pantoea agglomerans strain RK-86+ Erwinia amylovora strain RK-228), B:
(Pantoea agglomerans strain RK-86+ Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-
257), C: Negatif kontrol (sdH,0), D: Pozitif kontrol (Erwinia amylovora strain RK-
228), E: Pozitif kontrol (Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-257)

Sekil 4.12. Etkisiz potansiyel biyoajanlarin siirgiinde in-vivo test sonuglar: A: Etkisiz
biyoajan (Acinetobacter calcoaceticus strain RK-7+ Pseudomonas syringae pv.
syringae strain RK-257), B: Negatif kontrol (sdH,0), C: Etkisiz biyoajan (Bacillus
pumilus GC subgroup B strain RK-194+ Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-
257), D: Pozitif kontrol (Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-257)
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100

(CADJENF)

Sekil 4.13. Potansiyel biyoajanlarin siirgiin kesitindeki in-vivo test sonuglart: A: Negatif
kontrol (sdH,0), B: Pozitif kontrol (Erwinia amylovora strain RK-228), C: (RK-105,
RK-103, RK-114, RK-164, RK-79 ve RK-142 kombinasyonu+ Erwinia amylovora
strain RK-228), D: (Pantoea agglomerans strain RK-86+ Erwinia amylovora strain RK-
228), E: (Pantoea agglomerans strain RK-44+ Erwinia amylovora strain RK-228) ve F:
(Pantoea agglomerans strain RK-44+ Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-
25%)

Sekil 4.14. Etkili potansiyel biyoajan kombinasyonlarinin siirgiindeki test sonuglart. A:
RK-105, RK-103, RK-114, RK-164, RK-79 ve RK-142 kombinasyonu+Erwinia
amylovora strain RK-228, B: RK-105, RK-103, RK-114, RK-164, RK-79 ve RK-142
kombinasyonu+Pseudomonas syringae pv. syringae strain RK-257, C: Negatif kontrol
(sdH0).
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4.5. Patojen ve Etkili Biyoajanlarin Morfolojik Test Sonuclar

Biitiin patojenik bakterilerin ve potansiyel biyokontrol organizmalarm bazi morfolojik
(hareketlilik, hiicre sekli, koloni rengi) 6zellikleri belirlenerek sonuglar gizelge 4.9 ve
4.10°da verilmigtir. Cukur lamda yapilan hareketlilik testinde biitiin potansiyel biyoajan
ve patojenik bakterilerin hareketli oldugu, sekil olarak ise uzun ya da kisa gubuk
seklinde oldugu belirlenmigtic. YDC besiyerinde olugturduklari koloni renginde ise
tirler arasinda geniy bir degiskenligin oldugu belirlenirken; aym tiiriin farkh strainleri
arasinda tam bir benzerlik gorilmistir. E. amylovora ve P. s. pv. syringae strainlerinin
gubuk seklinde, hareket edebildigi ve YDC besiyerinde beyaz renkli koloni ofusturdugu

gozlenmistir,

4.6. Patojen ve Etkili Biyoajanlarin Biyokimyasal Test Sonuclar

Biitin  potansiyel biyokontrol organizmalarin ve patojenik bakterilerin  bazt
biyokimyasal (oksidaz, katalaz, potasyum hidroksit, nitrat, arginin, levan olusumu ve
pigment iiretimi) dzellikleri belirlenerek sonuglar gekil, 4.15, 16, 17, 18, 19, 20 ve 21°de
goruldigi gibi gozlenmiy ve ¢izelge 4.9 ve 4.10°da verilmigtir. Pafojen oldugu
belirlenen bakterilerin oksidaz testleri sonucunda biitiin A. piechaudii strainleri, C.
violaceum RK-165 ve P. putida RK-28, RK-142, RK-238, RK-239 ve RK-249, P.
aeruginosa RK-168 ve P. cichorii RK-166 strainleri + sonug verirken diger biitiin
strainler — sonug vermistir. Katalaz ve KOH testleri sonucunda sadece B. pumilus strain
RK-106 - diger biitiin bakteriyel strainler ise + sonug¢ vermislerdir. Nitrat testi
sonucunda E. rhapontici RK-243, , P. aeruginosa RK-168, P. cichorii RK-166, C.
violaceum RK-165 ve P. putida RK-142 ve RK-249 nolu strainler + sonug verirken
diger bitiin strainler — sonu¢ vermiglerdir. Arginin testleri sonucunda E. chrysanthemi
RK-67, C. violaceum RK-165, RK-231ve RK-259, E. rhapontici RK-234, P.
aeruginosa RK-168, P. cichorii RK-166, P. putida biotype A RK-28, RK-142, RK-238,
RK-239 ve RK-249 strainleri ve biitiin P. huttiensis strainleri + sonug verirken diger

bakteriyel strainlerin test sonucu negatif ¢tkmmgtir. Levan teti sonucunda C. violaceum
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RK-165, RK-231 ve RK-259, E. intermedius RK-90, biitiin E. amylovora, P. 5. pv.
syringae, E. rhapontici ve P. huttiensis strainleri degigen oranlarda z+ veya + sonug
verirken digerleri — sonug vermigtir. KB testi sonucunda ise; C. violaceum RK-165, RK-
231 ve RK-259, biitiin P. putida, P. aeruginosa, P. cichorii, P. huttiensis ve P. s. pv.
syringae strainleri degigen oranlarda z+ veya + sonug verirken digerleri — sonug

vermigtir.

Yapilan galigmalarda; bitiin E. amylovora strainlerinin oksidaz -, katalaz +, potasyum
hidroksit +, nitrat -, arginin -, levan olusumu + ve pigment iiretimi ise — olarak
belirlenirken, biitiin P. 5. pv. syringae strainleri ise oksidaz -, katalaz +, potasyum
hidroksit +, nitrat -, arginin , levan olusumu + ve pigment iiretimi ise + sonug vermigtir.
Biyokimyasal ozellikler bakimindan E. amylovora ve P. s. pv. syringae strainlerinin
arasinda tam bir korelasyon gozlenirken;, E. rhapontici olarak tanilanan, HR ve
patojénite + olarak belirlenen RK-189, RK-208, RK-219, RK-227, RK-234 ve RK-243
numaral strainlerden RK-208, RK-219, RK-227 ve RK-243 E. amylovora ile aym
sonuglan verirken; farkli olarak RK-189 nolu strain levan — ve RK-234 arginin + sonug
vermigtir. P. huttiensis olarak tamlanan, HR ve patojenite + olarak belirlenen RK-260,
RK-261 ve RK-262 numarali strainler ise P. s. pv. syringae strainleri ile aym sonuglarn

vermigtir.

Potansiyel biyoajanlardan 4. piechaudii oksidaz, katalaz ve potasyum hidroksit +; nitrat,
arginin, levan ve KB — ; B. pumilus ve C. flaccumfaciens katalaz +; oksidaz, potasyum
hidroksit, nitrat, arginin, levan ve KB —; C. violeceum oksidaz z+, katalaz, potasyum
hidroksit, nitrat, arginin, levan ve KB +; E. chrysanthemi katalaz, potasyum hidroksit
ve arginin -+, oksidaz, nitrat, levan ve KB -; E. intermedius, E. rhapontici, L.
adecarboxylata, P. agglomerans ve S. liquefaciens katalaz, potasyum hidroksit +,
arginin, oksidaz, Vnitrat, levan ve KB -; P. putida straini ise levan -, katalaz, potasyum

hidroksit +, arginin, oksidaz, nitrat ve KB + sonug vermistir.
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Sekil 4.15. Pseudomonas syringae pv. Sekil 4.16. Erwinia amylovora ve
syringae’nin NAS (Nutrient Agar+%S5 Pseudomonas  syringae pv. syringae
Sukroz)'daki levan koloni yapist disindaki bakterilerin NAS (Nutrient

Agar+%S5 Sukroz)'daki koloni yapisi

Sekil 4.17. Arginin testi; A: Arginin + Sekil 4.18. Nitrat Testi; A: Nitrat +
(pozitif), B: Kontrol, C: Arginin — (pozitif), B: Kontrol, C: Nitrat —
(negatif) (negatif)



Sekil 4.19. King’s B (KB) besiyerinde
fluoresant  pigment iiretimi  testi.
Erwinia amylovora strain RK-228, KB—

(negatif)

Sekil 4.21. Etkili biyoajanlarin King’s
B (KB) besiyerinde fluoresant pigment

dretimi  testi. A:  Pseudomonas
Sfluorescens RK-165, KB + (Pozitif), B:
Erwinia  rhapontici RK-135, KB-

(negatif)
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Sekil 4.20. King’s B (KB) besiyerinde

fluoresant  pigment  iiretimi  testi.
Pseudomonas  syringae pv. syringae
strain RK-257, KB + (pozitif)
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4.7. 16S-23S rDNA-PCR Amplifikasyon Sonuclar

Patojen olduklan belirlenen bakterilerden izole edilen genomik DNA iizerindeki 16S-
235 rDNA bolgesi 4F ve 7R primetleri ile PCR’da (Eppendorf Mastercycler Gradient
Autherized Thermal Cycle) amplifiye edildikten sonra elde edilen amplikonlar
elektroforezde (Biogen Apelex) yiritiilmiistir. Jel dokiimantasyon sisteminde (Gel Doc
200 BIO-RAD) goriintiilenen bant profillerinin analizleri Quantity One Imaging and
Analysis PDQuest 2-D Gel Analysis Software kullanilarak degerlendirilmigtir. Sonuglar
sekil 4.22, 23, 24, ve 25’te verilmistir.

HR ve patojenite testleri sonucunda pozitif reaksiyon veren bakteri tiirlerinin her
birisinden bir strain segilerek, PCR iiriinleri elektroforez jelde yiiriitiilmiig ve farkh bant
profilleri elde edilmistir. 4. piechaudii strain RK-155; 850 ile 650 bg molekiiler
agirhginda iki bant olustururken, B. pumilus GS. Subgroup B strain RK-106; 600 ile
450 bg iki bant, C. violaceum strain RK-231; 800 bg tek bant, E. intermedius strain RK-
90; 750 ile 800 bg iki bant, E. amylovora strain RK-5 ve E. rhapontici strain RK-219;
1000, 800 ile 650 bg ii¢ bant, P. agglomerans strain RK-87; 250 ile 150 bg iki bant, P.
aeruginosa strain RK-168; 800 ile 250 bg iki bant, P. cichorii strain RK-166 ve P.
putida strain RK-28; 800 bg tek bant, P. huttiensis strain RK-260; 650 bg tek bant ve P.
s. pv. syringae RK-257; 750 bg tek bant olugturmugtur (sekil 4. 22).

Farkli veya aymi konukgu ve bolge kistaslan gz Oniine alinarak segilen RK-5, RK-214,
RK-271, RK-225, RK-9, RK-291, RK-226, RK-268 ve RK-232 strain numarah E.
amylovora’lar ve RK-11, RK-47, RK-257 RK-321, strain numarali P. s. pv.
syringae’lerin PCR iiriinleri birlikte elektroforez jelde yiriitilmius ve E. amylovora
strainleri 1000, 800 ile 650 bg ii¢ bant olugtururken P. s. pv. syringae strainleri 750 bg
tek bant olugturmugtur. Aymi jelde yiritiilen RK-189 strain numaral E. rhapontici, E.
amylovora’larla aym 1000, 800 ile 650 bg ii¢ bant olugtururken, RK-215 strain numarah
P. huttiensis de P. s. pv. syringae strainlerinden farkh olarak 650 bg tek bant
olusturmustur (gekil 4. 23).



156

Aymni bolge aynt konukgu, farkh bolge farkli konukgulardan izole edilen RK-9, RK-18,
RK-19, RK-225, RK-291, RK-312, RK-217, RK-270, RK-268, RK-232,, RK-218, RK-
216 ve RK-271 strain numarall E. amylovora’larin hepsi 1000, 800 ile 650 bg ii¢ bant
olusturmustur (sekil 4. 24). Aym kriterler dikkate alinarak segilen RK-21, RK-53, RK-
258, RK-318, RK-317, RK-316, RK-319, RK-47, RK-264, RK-265, RK-266, RK-RK-
14 ve RK-204 strain numarali P. s. pv. syringae’lerin 750 bg tek bant olusturdugu
goriilmistiir (sekil 4. 25). Gerek E. amylovora gerekse de P. s. pv. syringae strainleri

arasinda bant sayist ve uzunlugu agisindan herhangi bir farklihk gorilmemigtir.
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Sekil 4.22. HR ve patojenite pozitif biittin farkh tiirlerin 16S-23S rDNA-PCR
elektroforez sonuglari. M: Markir, 1. hat: Alcaligenes piechaudii (RK-155), 2. hat:
Bacillus pumilus (RK-106), 3. hat: Chromobacterium violaceum (RK-231), 4. hat:
Enterobacter intermedius (RK-90), 5. hat: Erwinia amylovora (RK-228), 6. hat:
Erwinia rhapontici (RK-219), 7. hat: Pantoea agglomerans (RK-87), 8. hat:
Pseudomonas aeruginosa (RK-168), 9. hat: Pseudomonas cichorii (RK-166), 10. hat:
Pseudomonas huttiensis (RK-260), 11. hat: Pseudomonas syringae pv. syringae (RK-
257), 12. hat: Pseudomonas putida (RK-28) ve K: Kontrol (-)

Sekil 4.23. Farkli boélge ve konukgulardan izole edilen Erwinia amylovora,
Pseudomonas syringae pv. syringae, Erwinia rhapontici ve Pseudomonas huttiensis
strainlerinin  16S-23S rDNA-PCR elektroforez sonuglann. M: Markir, 1. hat: E.
amylovora strain RK-S, 2. hat: RK-214, 3. hat: RK-271, 4. hat: RK-9, 5. hat: RK-291, 6.
hat: RK-226, 7. hat: RK-268, 8. hat: P. 5. pv. syringae RK-14, 9. hat: RK-47, 10. hat:
RK-257, 11. hat: RK-321, 12. hat: E. rhapontici strain RK-219, 13. hat: P. huttiensis
strain RK-260 ve K: Kontrol (-)



Sekil 4.24, Aym bolge ve konukgu, farkh bolge ve konukgulardan izole edilen Erwinia
amylovora strainlerinin 16S-23S rDNA-PCR elektroforez sonuglari. M: Markur, 1. hat:
E. amylovora strain RK-9, 2. hat: RK-18, 3. hat: RK-19, 4. hat: RK-225, 5. hat: RK-
291, 6. hat: RK-312, 7. hat: RK-217, 8. hat: RK-270, 9. hat: RK-268, 10. hat: RK-232,
11. hat: RK-218, 12. hat: RK-216, 13. hat: RK-271 ve K: Kontrol (-)

Sekil 4.25. Aym bolge ve konukgu, farkli bolge ve konukgulardan izole edilen
Pseudomonas syringae pv. syringae strainlerinin 16S-23S rDNA-PCR celektroforez
sonuglari. M: Markir, 1. hat: P. s. pv. syringae strain RK-21, 2. hat: RK-53, 3. hat: RK-
258, 4. hat: RK-318, 5. hat: RK-316, 6. hat: RK-318, 7. hat: RK-319, 8. hat: RK-47, 9.
hat: RK-264, 10. hat: RK-265, 11. hat: RK-266, 12. hat: RK-14, 13. hat: RK-204 ve K:

Kontrol (-)
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4.8. Eric (Enterobacterial repetitive intrgenic consensus) PCR Amplifikasyon

Sonuglan

Eric-PCR metoduna gore test edilen bakteri strainlerinden alinan genetik profiller sekil
4.26, 27, 28 ve 29°da verilmistir. HR ve patojenite testleri sonucunda pozitif reaksiyon
veren bakteri tiirlerini temsilen segilen bir strain, PCR iriinleri elektroforez jelde
yuriitilmis ve farkli bant profilleri elde edilmistir. 4. piechaudii strain RK-155; 700,
600, 350 ile 200 bg molekiler agirhginda dért bant olustururken, B. pumilus GS.
Subgroup B strain RK-106; 350, 300 ile 200 bg ii¢ bant, C. violaceum strain RK-231;
800, 320, 300 ile 200 bg dort bant, E. intermedius strain RK-90; 800, 650 ile 300 bg iig
bant, E. amylovora strain RK-5; 1500, 1200, 1000, 900, 500, 400, 350 ile 250 bg sekiz
bant, E. rhapontici strain RK-219; 1200, 1100, 850, 750, 650, 550, 450, 350 ile 200 bg
dokuz bant, P. agglomerans strain RK-87; 1800, 1700, 1100, 900, 850 bg bes bant, P.
aeruginosa strain RK-168; 1200, 900, 650, 600 ile 450 bg bes bant, P. cichorii strain
RK-166; 1400, 1150 ile 850 bg ii¢ bant, P. putida strain RK-28; 1400 ile 650 bg iki
bant, P. 5. pv. syringae RK-257; 2100, 2000, 1500, 1000, 750, 550, 100 ile 60 bg sekiz
bant ve P. huttiensis strain RK-260; 1800, 1400, 500 ile 700 b¢ doért bant olugturmustur
(sekil 4. 226).

E. rhapontici ile E. amylovora ve P. huttiensis ile P. s. pv. syringae tiirleri arasinda
gerek bant sayilann gerekse bant uzunluklari agisindan 6nemli farkliliklar bulunmugtur
(sekil 4. 27). Farkh bolge ve konukgu durumu da dikkate alinarak segilen E. amylovora
strainleri kendi arasinda Eric-PCR bant profillerine gore karsilastinhinca gok biiyiik
oranda bir benzerlik gorilirmistiir (gekil 4. 228) . RK-19, RK-228 ve RK-232 nolu
strainlerde 250 bg¢’lik bant gok belirgin goriiliirken diger strainlerde ya hi¢ goriilmemis
ya da gok belirgin degildir. Aymt farklihk 1500 bg’lik bantta da mevcuttur. Bu bant RK-
226, RK-217, RK-228, RK-268 ve RK-232 nolu strainlerde belirgin iken digerlerinde
ya hi¢ yok ya da belirgin olarak goriilmemektedir.

Genel bant profili agisindan aym benzerlik P. 5. pv. syringae strainlerinin kendi arasinda
da meveuttur (sekil 4. 229). RK-21, RK-257, RK-258, RK-319, RK-265, RK-266 ve
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RK-204 nolu strainler arasinda tam bir benzerlik varken, RK-316, RK-264 ve RK-14
strain numaral bakteriler de kendi aralarinda bir benzerlik gostermelerine ragmen 60
be’lik bant bunlarda goriilmemektedir. RK-317 ve RK-321 strainleri digerlerinden farkh
olarak 700-750 bg’lik iki bant olugturmugtur. Yine RK-317, RK-318 ve 321 stranleri ise
50-60 bg lik iki bant ile diger strainlerden farkh oldugu gozlenmisgtir.
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Sekil 4.26. HR ve patojenite pozitif bitiin farkh tirlerin Eric-PCR elektroforez
sonuglan sonuglari. M: Markar, 1. hat: Alcaligenes piechaudii (RK-155), 2. hat: Bacillus
pumilus (RK-106), 3. hat: Chromobacterium violaceum (RK-231), 4. hat: Enterobacter
intermedius (RK-90), 5. hat: Erwinia amylovora (RK-228), 6. hat: Erwinia rhapontici
(RK-219), 7. hat: Pantoea agglomerans (RK-87), 8. hat: Pseudomonas aeruginosa
(RK-168), 9. hat: Pseudomonas cichorii (RK-166), 10. hat: Pseudomonas huttiensis
(RK-260), 11. hat: Pseudomonas syringae pv. syringae (RK-257), 12. hat:
Pseudomonas putida (RK-28) ve K: Kontrol (-)

Sekil 4.27. Aym bolge ve konukeu, farkli bolge ve konukgulardan izole edilen Erwinia
rhapontici-Erwinia amylovora ve Pseudomonas syringae pv. syringae-Pseudomonas
huttiensis strainlerinin Eric-PCR elektroforez sonuglari. M: Markir, 1. hat: E.
rhapontici strain RK-189, 2. hat: RK-208, 3. hat: RK-219, 4. hat: RK-227, 5. hat: RK-
234, 6. hat: RK-243, 7. hat: E. amylovora strain RK-228, 8. hat: P. s. pv. syringae strain
RK-257, 9. hat: P. huttiensis strain RK-260, 10. hat: RK-261, 11. hat: RK-262 ve K:
Kontrol(-)
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Sekil 4.28. Aym bolge ve konukgu, farkli bolge ve konukgulardan izole edilen Erwinia
amylovora strainlerinin Eric-PCR elektroforez sonuglann. M: Markir, 1. hat: E.
amylovora strain RK-9, 2. hat: RK-18, 3. hat: RK-19, 4. hat: RK-225, 5. hat: RK-291,
6. hat: RK-312, 7. hat: RK-217, 8. hat: RK-270, 9. hat: RK-268, 10. hat: RK-232, 11.
hat: RK-218, 12. hat: RK-216, 13. hat: RK-271 ve K: Kontrol (-)

Sekil 4.29. Farkli bolge ve konukgulardan izole edilen Pseudomonas syringae pv.
syringae strainlerinin Eric~PCR elektroforez sonuglari. M: Markur, 1. hat: P. 5. pv.
syringae strain RK-21, 2. hat: RK-53, 3. hat: RK-258, 4. hat: RK-318, 5. hat: RK-316,
6. hat: RK-318, 7. hat: RK-319, 8. hat: RK-47, 9. hat: RK-264, 10. hat: RK-265, 11. hat:
RK-266, 12. hat: RK-14, 13. hat: RK-~204 ve K: Kontrol (-)
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5. TARTISMA ve SONUC

Dogu Anadolu Bélgesi’nde Artvin, Erzincan, Erzurum, 13dir ve Kars merkez il, ilge ve
koylerinde yapilan strveyler sirasinda, yumusak gekirdekli meyvelerde tipik bakteriyel
hastalik simptomu olan gigek ve siirgiin yamikligs ile geriye dogru 6liime rastlanmstir.
Izole edilen toplam 324 bakteriyel strainin; 64’G 1999, 131°i 2000 ve 129°u ise 2001
yilinda izole edilmigtir (gizelge 4.1).

Bakteriyel izolasyonlannn MIS (Microbiyal identification system) sisteminde
tantlanmast sonucunda 78 farkli tiir belirlenmigtir. MIS sonuglari (gizelge 4.1),
morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari (¢izelge 4.8,9) ve molekiiler metodlar (gekil
4. 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29) ile %100 liikk bir benzelik gostermesi, bu sistemin
bakteriyel organizmalarin tanisinda bagariyla  kullanilabilecegini  gostermektedir.
Yapilan arastirmalarda E. amylovora’nin tamsinda MIS sisteminin kullanildigina dair
bir bilgiye de rastlanmamigtir. Farkh patojen bakteri tiirleri arasinda yag asiti tirii ve %
oranlart agisindan bilyitk bir farkliik olmasina ragmen, aym tiiriin farkli strainleri
arasinda bu parametreler agisindan biiyilk bir oranda benzerlik bulunmaktadir (gizelge

4.3,4).

Yapilan izolasyonlarda toplam 40 olmak iizere 1999’da 4, 2000’de 1 ve 2001 yilinda 35
Erwinia amylovora straini tanilanirken; 1999°da 8, 2000’de 1 ve 2001 yilinda ise
toplam 11 Pseudomonas syringae pv. syringae straini tamlanmgtir. Bu bakterilerin
konukgu agisindan dagilimi ise; toplam 40 olan E. amylovora straininin 31’i armut, 6’s1
elma ve 3’ii ahlattan, toplam 20 olan P. s. pv. syringae straininin 15’i armut, 4’d ahlat
ve 1’i ayvadan izole edilmistir. Bagta armut olmak {izere elma, ahlat ve ayvada da
bakteriyel patojenlerden dolayi bir zararin olduBu gorillmistir. Dogu Anadolu
Bolgesi'nde yetistirilen yumugak g¢ekirdekli meyveler tizerinde hastalik olugturan bu

patojenler ilk defa bu ¢aliymada saptanmigtir.

Ancak, biitiin illerden E. amylovora ve/veya P. s. pv. syringae’nin izole edilememesi

bu bolgelerin bu hastalik yonii ile temiz oldugu anlamina gelmemelidir. Ciinki; bu
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¢alismanin izolasyon agamasinda sadece patojenik bakteriler degil aym zamanda
potansiyel biyolojik ajanlarin da izolasyonu amaglanmigtir. Bakteriyel patojenlerin daha
aktif olduklar: giceklenme dénemlerinde yapilan izolasyonlarda patojenlerin daha yogun
olarak gelistigi gozlenirken; gigeklenme periyodunu takiben yapilan izolasyonlarda,
basta Pantoea agglomerans (sinonim=Erwinia herbicola) ve Enterobacter agglomerans
olmak iizere saprofitik bakterilerin petrilerde daha yogun gelistigi goriilmiistiir.
Ciceklenme periyodunun kisalign da patojenlerin yogun olarak izole edilmesini
engellemistir. Bu galismada patojenik bakteri tiirii olarak; E. amylovora ve P. s. pv.
syringae’ye ilaveten Alcaligenes piechaudii, Bacillus pumilus GC. Subgroup B,
Chromobacterium violaceum, Enterobacter intermedius, Erwinia rhapontici, Pantoea
agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cichorii, ve Pseudomonas
huttiensis ve Pseudomonas putida tiirlerine ait toplam 82 bakteriyel strain tespit

edilmistir.

Potansiyel biyokontrol bakteri olarak ise toplam 10 bakteri tiiriine ait 22 bakteri straini
daha izole edilmistir. Nitekim daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda da rapor edildigi gibi
E. amylovora ve P. s. pv. syringae strainleri 6zellikle gigeklenme déneminde bitki
dokusunda yogun oldugu i¢in izolasyonu daha kolaydir. Takip eden periyotta patojen
bakteriler bitki dokusunda durgun dénemde olduklar igin izolasyonlar1 daha zordur
(Jeng et al. 2001). Ayrica P. agglomerans gibi saprofitik organizmalar, daha hizli
geliserek E.  amylovora ve P. s. pv. syringae gibi patojenik bakterilerin geligimini
engellemekte veya gelismelerini baskiladiklart igin patojen strainlerin izolasyonundaki
basar1 orammini diigiirmektedirler (Jeng et al. 2001). Johnson and Stocwell (1998)
yaptiklar1 bir ¢aligmada; elma ve armut bahgelerinde yapilan izolasyonlarda
Arthrobacter, Bacillus, Clavibacter, Curtobacterium, Erwinia, Klepsiella, Micrococcus,
Pantoea ve Pseudomonas bakteri cinslerine dahil genig bir patojen grubunun yaygin
olarak bulundugunu ve bu mikrobiyal populasyonun c¢esitliligine 6rtil alt1 bitkilerinin
zenginligi ve degisen cevre faktorlerinin etki ettigini belirtmislerdir. Jeng et al. (2001)
ise; meyve bahgelerindeki P. agglomerans populasyonunun biiyiime sezonu boyunca
arthgini, Pseudomonas tiirlerinin ise giceklenme periyodu boyunca daha baskin olan

bakteriyel tirler oldugunu belirtmektedirler. Tamlanan tiirler yapilan bu ¢aligmalar
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destekler niteliktedir. Ayrica P. s. pv. syringae patojeni daha ¢ok serin ve nemli iklim
kosullarinda yogunluk gosteren bir patojendir. Artan hava sicakligs ile birlikte bu
patojenin populasyonunun baskilandigr daha 6nceki ¢alismalar ile ortaya konulmustur.
Bu nedenle geg dénemlerde alinan bitki 6rneklerinden P. s. pv. syringae strainlerinin

izolasyonundaki basarisizlik bu ¢alismada da gériilmiistiir.

Ozellikle ilk iki yil yapilan izolasyon ¢alismalarinda; biyokontrol organizmalarin da
izolasyonu hedeflendigi igin, ekim yapilan petrilerden saflagtirma yapilirken daha ¢ok
yogun olan organizmalar tercih edilmigtir. Nutrient agar gibi (NA) genel besiyerinde ilk
24 saatte gelisen kolonilerden ozellikle P. agglomerans ve E. agglomerans tiirii
bakterilerin koloni yapilarmin E. amylovora ve P. s. pv. syringae’nin koloni yapisina
cok benzemeleri ve bu saprofitik organizmalarin E. amylovora ve P. s. pv. syringae’nin
bulundugu ortamlarda iyi kolonize olmalar1 dolayisiyla, saflastirilan bakterilerin biiyiik
bir kisminin bu organizmalar oldugu MIS sonucunda belirlenmistir. Ancak, ii¢iincii yil
yaptlan izolasyonlarda NAS (Nutrient agar +%5 sokroz) ve KB (King’s B) gibi segici
besi yerleri de kullanilarak daha ¢ok E. amylovora ve P. s. pv. syringae’nin izolasyonu

hedeflenmigtir.

E. amylovora’mn; bagta armut olmak iizere ayva ve elmalarda da biiyiik problem
olusturdugu goériilmiistiir. Bu hastaligin Tiirkiye’de 1987-1989 yillar1 arasinda iilkenin
batisindan dogusuna dogru yayildigt; 1990 yilinda Ermenistan’da da tespit edildigi ve
doguya dogru yayilmasina hizla devam ettigi belirtilmektedir (Van der Zwet 1996). Bu
bolgede ates yanikh@i hastalifinin uzun yillardan beri mevcut oldugu sanilmaktadir.
Hatta yerli gesitlerden tesis edilmis birgok bahgenin bile tamamiyla elden ¢ikmasina
sebep oldugu bu galisma ile belirlenmistir. Bazi1 ¢aligmalarda gozlenen literatiir bilgileri
de armut agaglanimin ates yamkhgma kars;i daha hassas oldugu gergegini

desteklemektedir (Van der Zwet and Keil 1979, Momol 1990).

Bazi bahgelerde P. s. pv. syringae’nin sebep oldugu tomurcuk yanmikliga hastaligina da
rastlanmistir. Ozellikle armut agaclarindaki zaran dikkati ¢ekmektedir. Tamilanan

toplam 20 strainin 15°i armuttan, 4’4 ahlattan ve 1°i ise ayvadan elde edilmistir. P. s.
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pv. syringae strainlerinin buz niikleasyon aktivitesine sahip olmasindan dolay: hastalik
siddetini tegvik ettigi belirtilmektedir (Lindow ef al. 1982). Soguk iklime sahip ve
ozellikle ilkbahar donlannin ¢ok 6nemli oldugu Dogu Anadolo Bolgesi igin bu
patojenin biyilk onem arz ettifi agikardir. Tomurcuk yamklh: hastaliginin geligimi
iizerine yapilan bir diger caligmada;, daha sonraki enfeksiyonlardan kaynaklanacak
hastaliklar ve patojenin populasyonu arasindaki iligkiye ve patojenin patojenik
ozelliklerine sogugun etkisi arastinilmig, ki baglangicinda dormant ¢igek
tomurcuklarindaki buz niikleasyonunun miktanimin artmasina baglh olarak, bakteri
populasyonunda belirgin bir artis oldugu goriilmiistiir (Montesinos ve Vilardell 1990).
ilk olarak Dogu Anadolu Boélgesi’nde Kotan ve Sahin (2002) tarafindan 2001 yilinda
kaysilarda yapilan bir caliyma ile P. s. pv. syringae’nin kaysi yetigtiriciligini ciddi
manada tehdit ettigi rapor edilmistir. Yine bu bolgede dut yetistiricilifi yapilan
alanlarda Pseudomonas syringae pv. mori’nin 6nemli derecede zararlara sebep oldugu
saptanmugtir (Sahin ef al., 1999). Ancak, bu patojenin yumusak gekirdekli meyvelerde

epidemi olusturdugu ilk defa bu ¢alisma ile belirlenmistir.

A. tumefaciens ve A. rhizogenes biovar 3’ln sebep oldugu sagak kék veya kanser
olusumunun, 6zellikle kigt sert gegen bolgelerde don zaranna maruz kalan bitkilerde
ilkbaharda hizla artacag belirtilmektedir (Burr ef al. 1987). Dogu Anadolu Bolgesi’nde
yiiriitilen bu galigmada; Agrobacterium cinsine ait potansiyel patojen tiirler olarak 7
Agrobacterium radiobacter ve 2 Agrobacterium rubi straini saptanmig ancak, bu

strainlerin patojen olmadiklan belirlenmistir.

Bakteriyel hastaliklarin ozellikle ¢igek enfeksiyonlariin hizla yayilmasina; hastaliklt
fidanlarin bolgeye kontrolsiizce sokulmasimn yam swra yine bolgede yaygin olarak
yapilan anciligm da 6nemli rol oynadifi samimaktadir. Bahge icerisinde yayilmasina
ise, yapilan bilingsizce budamamn ok etkili oldugu, budama yapilirken patojenlerin
dormant oldugu donemler dikkate alinmadan ve budama aletlerinin dezenfeksiyonuna

gereken itina gosterilmeden yapildig1 digiintlmektedir.
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Izole edilen bakterilerin patojenitelerinin test edilmesinde tiitiin yapragi, elma siirgiinii
ve siurgin kesiti kullamlmigtir. Cok yillik odunsu bitkilerde hastahk olusturan
mikroorganizmalarin patojenite testlerinin yapilmasinda bazi zorluklar bulunmaktadir
(Miller and Schroth 1972). Bu zorluklarin en 6énemlisi sera gibi kontrollii sartlarda bu
testlerin yapilabilmesi igin odunsu ¢ok yillik bitkilerin gelistirilmesi hem ¢ok zor hem
de ¢ok uzun zaman almaktadir. Bu yiizden E. amylovora ve P. s. pv. syringae gibi
baktertyel patojenlerin patojenite testlerinin daha kolay yapilabilmesi igin, tiitinde HR
testi ve konukgulardan alinan siirgiinler iizerinde patojenite testleri alternatif metod

olarak gelistirilmistir (Klement 1967, Sahin et al. 1999).

E. amylovora’nin patojenitesinin test edilmesi i¢in 6kiiz bezelyesi (Vigna sinensis)'nin
(Layne 1964), yine E. amylovora ve P. s. pv. syringae’nin patojenitesinin test edilmesi
icin Nicotiana tabacum’un (Klement 1967) kullanilabilecegi belirtilmektedir. Bu iki
metod da arzu edilen sonuglar1 vermesine ragmen, test bitkilerinin ¢ok Onceden
saksilarda yetigtirilmesinin gerekliligi aragtincilan siirekli daha hizli sonug verebilen
metodlarin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara sevk etmektedir. Bu amagla Ritchie ve
Klos (1974) tarafindan armut fidelerinde yapilan teste gok benzer ama daha hizh sonug
verebilen ve ekonomik olarak laboratuar sartlarmda yapilabilen bir metod gelitirilmis,
ve bu metodda dollenmis elma (Malus sylvestris cv.Jonathan) tohumlarindan gelistirilen

fideler kullanilarak daha izl sonug alinabilmigtir.

E. amylovora’mn giigli ve zayif virulent strainlerinin birbirlerinden ayirt edilebilmesi
icin gelistirilmis selektif besi yerleri de mevcut olmasina ragmen (Ark 1937; Kado and
Heskett 1970, Miller and Schroth 1972), patojenite testlerinde patojen organizmanin
konuk¢u dokuda olusturdugu hastahk simptomunun goézlenmesi Koch postulate
kurallanimin tamamlanmasi agisindan énemlidir. Bu galigmada ise; tutinde yapilan agin
duyarhlik testlerine ilave olarak, bir yillik geng elma siirgiinleri tizerine patojenitesi test
edilecek bakteriyel organizmalar piskiirtilmily ve siirgiin kesitleri iginde patojen
bakteriyel soliisyonlarin bulundugu tiipler icerisine konularak, aym anda hem
yapraklarda hem de kabuk ile odun dokusu arasinda olusan simptomlarin gelisimi

izlenmigtir. Diger meyve tiirlerinde oldugu gibi elma siirgiininde ve stirgtin kesitinde
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yapilan patojenite test sonuglarinin paralellik gostermesi, bu yontemin E. amylovora ve
P. s. pv. syringae gibi bakteriyel organizmalarin patojenitelerinin test edilmesinde

bagaryla kullanilabilecegini gostermektedir (Sahin et al. 1999).

MIS sonucunda E. amylovora ve P. s. pv. syringae olarak tanilanan biitiin strainlerin
patojen olduklan belirlenmistir. P. s. pv. syringae strain RK-204 nolu bakteri asin
duyarlilik (Hypersensetivite (HR) testinde zayif pozitif (z+) reaksiyon verirken,
patojenite testlerinde pozitif (+) reaksiyon vermigtir. P. syringae patovarlarinda
patojenite ile iligkili olarak bir fenotipik ve genotipik degigkenligin oldugu birgok
caliymada belirtilmigtir (Palleroni et al. 1973, Dye et al. 1980, Gross et al. 1984). E.
amylovora ve P. s. pv. syringae strainlerinin yanisira Alcaligenes piechaudii RK-155,
Bacillus  pumilus RK-106; Chromobacterium violaceum RK-231 ve RK-259
Enterobacter intermedius RK-90;, Erwinia rhapontici RK-189, RK-208, RK-219, RK-
227, RK-234 ve RK-243; Pantoea agglomerans RK-10 ve RK-87; Pseudomonas
aeruginosa RK-168; Pseudomonas cichorii RK-166; Pseudomonas huttiensis RK-260,
RK-261 ve RK-262 ve Pseudomonas putida’nin RK-28, RK-238, RK-239 ve RK-249
strainlerinin de yapilan agirt duyarlilik ve patojenite testleri sonucunda patojen olduklan
tespit edilmigtir. Bu tiirlerin gesitli bitki tiirlerinde ve insanlarda patojen olduklarina dair
bilgile;' mevcuttur (Baird and Gitaitis 1997, Saleh et al. 1997, Midani and Rathore 1998,
Peel et al. 1988, Yen-Li Chou et al. 2000). Ancak, yapilan arastirmalarda E. amylovora,
P. 5. pv. syringae ve B. pumilus haricindeki bu bakterilerin, yumusak cekirdeklilerde
patojen olduklarina dair bir bilgiye rastlanmamigtir. Bu durum sz konusu bakterilerin

patojenite genlerinin tespit edilmesi ile ancak izah edilebilir:

B. pumilus daha g¢ok antibiyosis 6zelligi dolayist ile biyolojik kontrolde kullamilan
onemli bir biyoajan olarak bilinmekte; bu bakterinin bazi strainlerinin ise tag ve
yumugak c¢ekirdekli meyvelerde yaralanms odun dokusundaki ¢iirtimeyi tesvik ettigi de
belirtilmektedir (Saleh et al. 1997). Misir’da yapilan bir galiymada; olgunlagmamug
seftaliler tizerindeki bakteriyel lekelerin sebebinin B. pumilus oldugu tespit edilmigtir

(Saleh et al. 1997). Bu galigmada elmadan izole edilen B. pumilus strain RK-106’nin
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HR ve patojenite testleri sonucu da + gtkmugtir. B. pumilus’in Tiirkiye’de yumugak

¢ekirdekli meyvelerde hastalik olusturdugu ilk defa bu ¢aligma ile ortaya konulmustur.

P. agglomerans’in da patojen strainlerinin bulundugunu gosteren bazi caligmalar
mevcuttur. Baird ve Gitaitis (1997), Kaliforniya’da Georgia bolgesinde pamuktan
yaptiklan izolasyonlarda P. agglomerans olarak tamladiklan bakteriyel strainlerin,
pamuk kozalaklarindaki liflerde giiriimeye sebep oldugunu tespit etmislerdir. Gitaitis
(1997), yapmus oldugu bir diger caliymada, P. agglomerans ve Pantoea ananas’in
soganda yaptiklan patojenite testleri sonucunda P. agglomerans’n herhangi bir
simptom olusturmadifint ancak, P. ananas’in yapraklarda yamkhk, sapta ¢iiriime ve
cigeklerde oliime sebep oldugunu tespit etmiglerdir. Yapilan bu galigmada da asin
duyarlilk ve patojenite testleri sonucunda P. agglomerans strain RK-87 strainimn HR
testi sonucunun pozitif oldugu, elma siirgiiniinde yapraklarda nekrotik lekelere, kabuk
ile odun dokusu arasinda ise giiriimeye sebep oldugu goézlenmistir, Bu g¢alima P.

agglomerans’in elmada patojen oldugunun itk kaydidir.

A. pieshaudii (Peel et al. 1988), C. violaceun (Midani and Rathore 1998) ve P.
aeruginosa (Argelik vd. 2000) tiirlerinin insan sagligi agisindan da ¢ok ciddi problem
olugturabilecek organizmalar oldugu bilinmektedir. izolasyonlarda 17 4. pieshaudii, 3
C. violaceum ve | P. aeruginosa izole edilmistir. Bunlardan 1 A. pieshaudii, 2 C.
violaceum ve 1 P. aeruginosa strainin HR ve patojenite test sonuglann + olarak
belirlenmigtir. P. aeruginosa Kagizman’dan, C. violaceum Penek-Senkaya, Uzundere
ve Yusufeli’nden, A. pieshaudii ise 6’s1 Tortum, 3’G Uzundere, 2’si Olur, 2’si 1gdir,
2’si Oltu ve 2’si Yusufeli’nden izole edilmigtir. izole edilen yerlerden basta Tortum
olmak iizere bir¢cogu lafim sularmin kangtift dere yataklarindaki sularla sulanan
bahgelerin yaygin oldugu yerlerdir. 4. piechaudii’nin insanlarda kulak akintisindan
izole edildigi ve patojenik bir rol oynadig belirtilmistir (Peel et al. 1988). Yapilan bir
baska calismada; C. violaceum’un insanlarda nadiren de olsa Oliimle sonuglanabilecek
enfeksiyonlara sebep olabilecegi; deride, burunda, akciyer, karaciger ve dalakta gesitli
hastaliklara ve deride g¢ibanlara sebep olabilecegi ve bazi antibiyotiklere de dayamkl
oldugu bildirilmektedir (Midani and Rathore 1998, Yen-Li Chou et al. 2000). P.
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aeruginosa’min ise gidalar agisindan 6nem arz ettii saprofit bir tiir olmakla birlikte
gastroenterik hastahklara neden olabilecegi bildirilmigtir (Argelik vd. 2000). Bu
bakterinin violacein adi verilen bir antibiyotik pigment iirettigi tespit edilmigtir (Rettori
and Duran 1998). Literatiir taramalarina gére insan ve bitkiler arasinda ortak patojen
olarak bilinen sadece iki bakteri (Burkholderia cepacia ve P. aeruginosa) bilinmektedir.
Bu {:ahsma ile A. piechaudii ve C. violaceum’un da insan ve bitki arasinda transfer

edilen ortak patojenler olarak ilk defa bu galigma ile ortaya konulmustur.

Kucheryava et al. (1999) yaptiklart bir ¢aligmada; izole edilen Pseudomonas, Erwinia,
Bacillus ve Curtobacterium cinslerine dahil baz1 antagonistik bakterilerin, yapilan HR
testi sonucunda titiin bitkisinde ve patojenite testi sonucunda tohumdan yetistirilen
elma fidanlarinda nekrotik lezyonlara sebep olduklarini belirtmiglerdir. Bu galiymada da
bazi saprofitik organizmalar ya sadece HR +, ya da hem HR + sonug vermis hem de
patojenite testleri sonucunda elma siirgiinlerinde ve yapraklarinda nekrozlara sebep
oldugu gorilmigtir (Tablo 4.1.). Bu nedenle HR + ve/veya patojenite + olan bakteriler

potansiyel biyoajan olarak degerlendirilmemistir.

HR testleri sonucunda + oldugu gorillen ancak, patojenite testleri sonucunda — olan
bakterilerin yumugak cekirdekliler haricindeki diger sebze ve/veya meyvelerde patojen
olmasi muhtemeldir. E. chrysanthemi’nin birgok bitki tiriinde patojen oldugunu
bildiren g¢aligmalar mevcuttur (Dickey 1979, Dickey et al. 1987, Bradshaw-Rouse et al.
1988). Patates, musir, piring ve birgok siis bitkisinde solgunluk, yaniklik ve yumugak
giiriikliige neden oldugu bilinen E. chrysanthemi’nin Suudi Arabistan’nin Al-Quassim
Bolgesi’nde farkh birgok hurma gesidinde yapraklarda kloroz ve nekrozlarla baglayip,
sirgiinlerde ani o6limlere neden olan bir hastalifa sebep oldugu belirtimektedir
(Abdalla 2001). Bu galigmada yapilan izolasyonlarda da elma ve armuttan toplam 6 adet
E. chrysanthemi straini elde edilmis, yapilan HR ve patojenite testlerinde bu strainlerin
higbirisinin pozitif sonug vermedigi, RK-67 nolu strainin biyokontrol ¢aligmalarinda

etkili potansiyel biyoajan oldugu tespit edilmistir.
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insan sagh@i agisindan onem arzeden bakterilerin bitki dokularinda yogun bulunmast;
bu bolgede daha ¢ok dere kenarlarinda tesis edilen bahgelerin, sehir sebeke sularimn
direk baglt oldugu dere sulan ile sulanmalarimin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Sulama suyu ile bitki kok bolgesine kadar gelen bakteri yine kokler vasitastyla alinarak,
sistemik olarak veya yagmur ve riizgar gibi gesitli hava akimlan vasitasiyla tabandaki
mikrobiyal flora bitkilerin toprak iistii bolgelerine taginabilmektedir. Bu sonuglar;
tiikettigimiz gidalar tzerinde bulunan bitki patojeni mikroorganizmalarin yamsira,
bitkiler tizerinde hastalik olugturmayan ancak, insan sagligim tehdit eden potansiyel
klinik patojenleri, giinlik olarak tiikettigimiz gidalar {izerinde alabilecegimiz gergegini
ortaya koymaktadir. Ayrica igme sularimin oldugu kadar tarimda kullamlan sulama

sularinin da temizliginin 6nemli oldugunu gostermektedir.

lzolasyonlar sirasinda petride yogun olarak gelisen organi2malarin saflagtiriimas: da
biyolojik miicadele caligmalan icin aynt bir avantaj saglamstir. A. piechaudi, B.
pumilus, Curtobacterium flaccumfaciens, E. chrysanthemi, E. intermedius, E.
rhapontici, Laclercia adecarboxylata, P. agglomerans, Pseudomonas fluorescens, P.
putida ve Serratia liquefaciens bakterilerinin bazi strainlerinin in-vivo ¢aligmalarinda E.
amylovora ve/veya P. s. pv. syringae gibi bakteriyel patojenleri kontrol edebildigi tespit
edilmigtir. Bu organizmalarin bir ¢ogu ticari olarak pratik kullammda gelecek vaad
etmektedir. Ancak, biyolojik miicadele galiymalarinda in-vitro ve/veya in-vivo’da etkili
oldugu tespit edilen bakterilerin ticari formulasyonlarinin {iretilmesi asamasindan 6nce
toksisite ¢aligmalarimin yapilmasi, lizerinde hassasiyetle durulmasi gereken Gnemli

konulardandir. -

Biyokontrolde etkili oldugu belirlenen bakterilerden 4. piechaudii’nin baz: strainlerinin
kulak iltihaplarina sebep olabileceginin bildirilmesi (Peel et al. 1988), bu bakterinin
biyokontrolde kullammi agisindan bir dezavantaj teskil etmekte olup, daha sonra
yapilmas: digiiniilen klinik galigmalarin onemini daha da artirmaktadir. Ancak, bu
bakterinin toprak orjinli zararh ve hastallk etmenlerine karst da basanyla
kullamlabilecegine dair galigmalar da mevcuttur. Hallmann et al. (1998), yaptiklar bir
calismada; pamuk ve kabakgillerin kéklerinde 6nemli zarara sebep olan Meloidogyne
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incognita parazitik nematodu ile bazi endofitik bakterilerin populasyon dinamigi
arasindaki iligkiyi arastirnmg, 4. piechaudii’nin bitki parazitik nematotlar, toprak orjinli
zararh  bocek ve patojen mikroorganizmalarin  biyolojik  miicadelesinde
kullanilabilecegini belirtmiglerdir. L. adecarboxylata’nin gocuklarda kronik peritoneal
hastaliklara sebep oldugu tesbit edilmis olup (Fattal and Deville 2000) bu ¢aligmada
biyokontrolde etkili oldugu gorilen RK-163 ve RK-164 nolu strainlerinin klinik
¢aligmalarimn iyi yapiimasi gereklilifini ortaya koymaktadir.

Biyolojik miicadelede kullamlan bakterilerin ¢ok farkli etki mekanizmalarindan
faydalamlmasi s6z konusudur. Bu galigmada potansiyel biyoajanlarin, izole edilen farkl
bakteriyel patojen tiirlerine karst ne olgiide etkili olduklarimin tespit edilmesinin
yamsira bu biyoajanlarin etki mekanizmalari da belirlenmistir. Bu caligmada; izole
edilen potansiyel biyoajanlarin; gerek antibiyosis, gerek hiperparazitik, gerekse
rekabetik ozellikleri incelenmigtir. Bu galigmada izole edilen 206 potansiyel biyoajan
bakteri straininden 11 tiire ait toplam 29 bakteri straini gerek E. amylovora gerekse P. s.
pv. syringae’'ye karst daha etkili antibiyosis, hiperparazitik ve/veya rekabet
ozelliklerinin oldugu in-vitro testleri ile ispatlanmistir. Bu bakteri strainlerinin tekli ve
kombinasyonlar halinde in-vivo deneme sonuglanida in-vitro testlerini desteklemistir
(cizelge 4.7,8). A. piechaudii RK-137, C. flaccumfaciens RK-114, E. rhapontici RK-
135, ve P. agglomerans RK-113 strainleri sadece P. s. pv. syringae’ye kargi etkili
olurken diger strainler hem E. amylovora hem de P. s. pv. syringae’ye karst etkili
olmustur. E. chrysanthemi RK-67, L. adecarboxylata RK-163, C. violaceum RK-165 ve
S. liquefaciens RK-102 strainleri sadece antibiyosis etkilerinden dolayr patojenik
bakterileri baski altina alirken; L. adecarboxylata RK-105 ve RK-143, P. agglomerans
RK-84 ve RK-113 hiperparazitik etkilerinden dolayr patojenik bakterileri bask: altina
almiglardir. Diger strainler ise her iki mekanizmayr da kullanmglardir. Aynca
potansiyel biyokontrol ajanlarin strainleri arasinda etki mekanizmalant yonii ile bir
farkhligin oldugu gibi; aym strainin farkhi patojen bakteriye gore etkisi de farkh
olabilmistir. Ornegin L. adecarboxylata RK-164 nolu straini E. amylovora’ya karsi
antibiyosis etki gosterirken P. s. pv. syringae’ye karst hiperparazitik etki gostermistir.

Ancak, potansiyel biyokontrol ajanlarin biiyiik bir g¢ogunlugu hiperparazitik etki
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mekanizmasim kullanarak in-vitro ve in-vivo’da etkili olmuglardir (¢izelge 4.7). Sonug
itibari ile kullanilan potansiyel biyokontrol organizmalarda tiirler arasinda oldugu gibi
aym tarin farkli strainleri arasin da gerek etki miktar1 gerekse de etki mekanizmasi

agisindan farkliliklar goriillmektedir.

Bu caligmada etkili biyoajan olabilecegi saptanan bazi bakteri tiirlerinin farkli patojen
gruplarina karsi etkili olduklant daha 6nce yapilan bazi galigmalarda rapor edilmistir
(Colyer and Mount 1984, Whipps 1992, Zeller and Wolf 1996, Whiteman and Stewart
1998). Bu ¢aligmada etkili biyoajan olarak saptanan S. liquefaciens (RK-102)’in
vziimlerde hastalik olusturan Botrytis cinerea’ye karst antagonistik etki gosterdigi,
fungusun. sporilizasyonunu onemli olgiide engelledigi Whiteman ve Stewart (1998)
tarafindan belirlenmigstir. P. putida turiine ait strainlerin trettigi bazi mikrobiyaller ile
birgok bitki tiiriinde hastalik olusturan fungus izolatlart ve bakteri strainlerine kargt
biyolojik miicadelede etkili bir sekilde kullanilabilecegi rapor edilmektedir (Colyer and
Mount 1984). Nitekim bu tiire ait bakteri strainlerinde RK-142 bu ¢alismada da etkili

biyoajan olarak ispatlanmugtir.

Hiperparazitik o6zelliginden faydalamilarak farkli patojen gruplanna etkili olan
potansiyel biyoajanlar da mevcuttur. S. marcescens'in F. oxysporium ve Sclerotium
rolfsi'ye, B. megatorium ve E. uredovora'mn ise Puccinia graminis gibi fungal
patojenlere kargi etkili hiperparazitik biyoajan olduklari belirtilmektedir (Whipps 1992).
Potansiyel biyoajanlanin genig patojen grubuna kars;t etkili olmalann biyolojik
micadelede Onemli bir avantaj olarak degerlendirilmelidir. Cavdar ve hiyarlar
iizerindeki Phythium ultimum’a karst Enterobacter cloacae (Nelson et al. 1986),
bezelyede solgunluga sebep olan F. oxysporum f. sp. pisi’ye kars1 S. marcescens (Jones
et al. 1986), fasulyede hastalik olusturan R. solani’ye kars1 Escherichia coli, (Shapira et
al. 1989) ve fasulyede S. rolfsii ve turpta F. o. f. sp. redolens’e karst Pseudomonas
spp.’nin  (Sundheimk et al. 1988) Kkitinaz iireten rekombinantlan parasitism
dzelliklerinden yararlamlarak biyolojik miicadelede kullamlmaktadir, Ayrica, turp
iizerinde hastalik olugturan F. o. fsp. redolens, bezelyede solgunlu@a sebep olan F. o. f.

sp. pisi, fasulyede Sclerotium rolfsii ve R. solani’ye kar§1 S. marcescens'in kitinolitik
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enzim (retiminden yararlanlarak bu hastaliklarin miicadelesinde 6nemli gelismeler
saglanmustir. E. coli ve S. marcescens’deki kitinaz enzimini kodlayan genlerin P.
putida’ya aktanlmasi sonucu, bu patojenlere kargt fasulye fideliklerinde koruma

saglanmstir (Chet et al. 1993).

Besin elementleri yoniinden rekabete dayali biyokontrol organizmalarin da daha ¢ok
tohumla tagman ve toprak orijinli hastaliklara karst basaniyla kullanildig
belirtilmektedir (Paulitz 1991). Bu basarinmn sirm;  bitkilerin  kok bolgesi veya
tohumlarindan salgilanan besin maddelerinin bu bélgede kolonize olan biyokontrol
organizmalarin gelisimini olumlu yonde etkilemesidir (Schroth and Hancoock 1982,
Paulitz et al. 1992). Bu galigmada da hastalikli dokulardan ¢ok yaygin olarak izole
edilen 4. piechaudii ve P. agglomerans tiirlerinin rekabetik 6zelliklerinden dolay1 bu
kistmlarda yogun olarak gelistikleri ve bu &zelligin biyolojik miicadelede oldukga

pozitif etki olugturacag: diisiiniilmektedir.

Baktériler tarafindan tegvik edilen (biyolojik olarak) SAR, toprak, tohum ve yaprak
orijinli bitki hastaliklarma karst kullantlan en etkili biyolojik miicadele yontemidir.
Konukgu bitkileri farkh patojen gruplarina kargt uzun siireli olarak korumasi, sistemik
olusu, ag1 ile nakledilebilmesi, patojenlerin yeni strain olusumuna kargt daha stabil
olmasi ve uyanlmig dayaniklilk gosteren bitkilerden ekstrakte edilen bitki
aktivatorlerinin tohum ilaglamasi ve piiskiitme gseklinde uygulanabilmesi SAR’in
tanilanan bazi avantajlandir (Ryals et al. 1994). Sentetik olarak tretilen bazi bitki
aktivatorlerinin (Salisilik asit, INA, Benzedole gibi) zirai miicadelede kullanilmas: ile
elde edilen bagarilar, SAR’1 yakin gelecekte kimyasal miicadeleye karsi kullanilabilecek
tek alternatif yontem gibi gostermektedir. Fakat bitki aktivatorleri kullanilarak tegvik
edilen SAR, birgok kiiltiir bitkisinde fitotoksik yan etkiler gostermesi ve gok yillik
bitkilere uygulanamamasi bu yontemin su anda tarimsal iretimde yaygin olarak
kullamimasina engel teskil etmektedir. Bu ¢aligmada etkili oldugu gozlenen potansiyel
biyoajanlarin sadece yaprak patojenlerine karst degil toprak orjinli birgok patojenin
baski altina alinmasinda da etkili olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bitki gelisimini

ve SAR1 tegvik etme Ozelliklerinin olup olmadifi aynica aragtinlmas: gereklidir.
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Literatiire gore; C. flaccumfaciens’in patojen strainlerinin bulunmasmin yanistra
patojen olmayip aksine bitki biiyiimesini tesvik eden strainlerinin de mevcut oldugu
belirtilmektedir (Guimaraes et al. 2001). Bu ¢alismada da 4 adet C. Sflaccumfaciens
straini izole edilmis, bunlardan RK-114 nolu strain ise etkili potansiyel biyoajan olarak
saptanmustir. Yapilan bir diger galismada ise kabakgillerde P. s. pv. syringae’nin sebep
oldufu yaprak lekesi ve Colletotrichum orbiculare’nin sebep oldugu yaprak lekesi ve
antraknoz hastaliklarina kargt kullanilan methyl bromide fumigasyonuna alternatif
olarak C. f. pv. flaccumfaciens strain ME1, B. pumilus strain INR7 ve B. subtilis strain
GBO03 kullamlmig, hastalik oraninda onemli bir diisigiin gozlenmesinin yansira bitki
gelisimininde de onemli 6lgiide tesvik edildigi belirlenmigtir (Raupach and Kloepper
2000).

Fluorescent Pseudomonaslardan P. putida 'min, SAR ile ilgili olan PR1a proteinlerini
sifreleyen genlerin expressionunu tegvik ettigi ispatlanmgtir (Zdor and Anderson 1992).
Yapilan bir bagka caliyjmada ise, P. fluorescens bakterilerinin, Fusarium solgunluk
hastaliklarinin etki altina alinmasinda, canli bakterilerin etkili oldugu kadar, bakteriyel
hiicrelerin  hiicre yiizeyindeki lipopolisakkaritlerin de dayanikhlign artirabildigi
gozlenmigtir (Leeman et al. 1995). P. fluorescens, S. marcescens ve P. putida
bakterilerinin bazi strainleri hiyar ve turp bitkilerinde patojen olan Colletotrichum
lindemuthianum, CMV, P. syringae pv. lachrymans ve F. oxysporium patojenlerine
kargy sistemik dayanikliii uyardifi saptanmugtir (Whipps 1992). Bu nedenle bu
¢aligmada izole edilen potansiyel biyoajanlarin sadece yumusak ¢ekirdekli meyve

tirlerinde degil diger bitki tirlerinde de SAR’1 tesvik edebilme potansiyellerinin

aragtiriimasi gerekir.

Rekabette biyokontrol organizmaya avantaj saglayan birtakin ozellikler olabilmektedir.
Bir c¢aligmada, soya ve bezelye tohumlarindan sizan etanol ve acetaldehydin’in
Phythium ultimum’un sporangiumlarinca emilerek hifsel geligmenin tegvik edildigi
gorilmugtir. P. putida NIR ile soya ve bezelye tohumlarinin muamelesi sonucu,
ortamdaki etanol karbon kaynagina doniistiirilerek patojen organizmanin sporangial

tiremesi ve hif gelisimi zayiflatilmig ve bo yolla kontrol saglanmstir (Paulitz 1991).
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Elma kiillemesinin kontroliine yénelik yapilan bir diger ¢alismada izole edilen Erwinia,
Pseudomonas, Bacillus ve Curtobacterium cinslerine ait 150 epifitik bakterinin
igerisinde 5 P. fluorescens ve 1 B. pumilus straininin Venturia inaequalis’ in misel
gelisimi ve sporlanmasi iizerine etki ettifi ve bu organizmalann iyi bir potansiyel

biyokontrol ajan olabilecegi bildirilmistir (Kucheryava et al. 1999).

Biyolojik miicadelede kullanilacak organizmalarn biyokontrol mekanizmalarindan
birkagina sahip olmalari ve genis bir patojen grubuna etki etmeleri tercih edilmektedir.
Hiperparazit biyokontrol organizmalarin; kontrollii sartlarda tohuma, topraga yada koke
uygulanmalan ile hastaliklarin baski altina alindigi ancak, sicakhk, toprak suyu ve
toprak pH’st gibi birgok cevresel gartlarin kontrol edilememesi sonucu tarla sartlarinda
in-vitro’daki bagarimin tekrar edilemedigi belirtilmektedir (Scherff 1973). Antibiyotik
tireten mikroorganizmalarin aksine hiperparazitler belli bir uzakhkta parazitik etkilerini
gosteremezler. Hiperparazitizm, konukgu ve parazitin kesinlikle yakin bir iligki
kurmasim gerektirir (Bora ve Ozaktan 1998). Bu nedenle sadece hiperparazit
mekanizmast olan bakterilerilerin biyolojik miicadeledeki bagar1 sansi daha sinirhidir. P.
agglomerans’in bacteriocin ireterek E. amylovora’yt inhibe ettigi, yer ve besin
elementleri yoniinden de patojen bakteri ile rekabete girerek etkili oldugu bilinmektedir
(Zeller and Wolf 1996). Bunun yaninda E. amylovora ve saprofit bakteriler arasindaki
motility ve chemotaxis interaksiyonu da patojen enfeksiyonunda Onemli rol

oynamaktadir (Klopmeyer and Ries 1987).

Bu galigmada etkili potansiyel biyoajan olduklari tespit edilen 11 farkls tiir ve toplam 29
strain belirlenmigtir. Bugiine kadar ticari formiilasyonlann hazirlanmg ve bitki
hastaliklarina karst pratikte kullamlan gok sayida mikrobiyal pestisit bulunmaktadir. Bu
preparatlarin ¢ogu antibiosis etki mekanizmasi ile toprak orijinli fungal etmenlerin
kontrolii igin geligtirilmigtir. Antibiyosis etkiye sahip bir biyoajamn, yeterince besin
buldufu zaman daha fazla antibiyotik salgilayabilecegi ger¢egi, bu tiir organizmalarn
genellikle toprak orijinli hastaliklanin kontroliinde bagsari ile kullamlabilecegini
gostermektedir (Bora ve Ozaktan 1998). Ancak, antibiyotik iiretme &zelliginden

faydalamlarak yaprak lekesi hastaliklani ve hasat sonrasi hastaliklarina karsi da bu tiir



177

biyoajanlarin kullanilabilecegini destekleyen ¢ok sayida caliyma vardir (Colyer and
Mount 1984, Janisiewicz and Roitman 1988, Cnar ve Aysan 1995, Kotan 1997, Kotan
vd 2000, $ahin vd 2000). Nitekim, bu galismada izole edilen potansiyel biyoajanlardan
farkl etki mekanizmalar1 olan bakteri strainlerinin karigimindan  elde edilen
formulasyonlann, elmada E. amylovora ve P. s. pv. syringae’ye karst etkili oldugu
gozlendigi gibi; diger bitkiler veya tanm iiriinlerinde tarla, sera ve depo kosullarmda

biyolojik miicadelede kullanilmas1 da miimkiin olabilir.

Ates yanikhginn biyolojik miicadele yontemi ile kontrol edilmesine yonelik ¢ok sayida
aragtirma mevcut olup ¢alismalar P. agglomerans iizerine yogunlagmig durumdadir,
Yapilan bir galigjmada farkli konukgu bitkilerden izole edilen 80’den fazla bakteri E.
amylovora’ya karst antagonistik aktivitelerine gore test edilmig, ¢ok sayida bakteri
strainimin atey yanikhigina kars1 pozitif antagonistik bir etki gosterdigi tespit edilmigtir.
Cok etkili olarak gozlenen P. agglomerans’in E.h.89 nolu straininin tarla sartlannda
Caroneaster bitkisinde %70 kontrol sagladig belirfenmigtir. Yapilan bu ¢alismada in-
vitro, biyotest ve tarla testlerinde strainlerin aktiviteleri arasinda bir korelasyon
gorilmemis ancak, E. herbicola E.h.89 straini biitiin testlerde iyi sonu¢ vermistir (Zeller
and Wolf 1996). Bu galiymada da yapilan in-vitro ve in-vivo testlerinde P. agglomerans

strainleri arasinda tam bir korelasyonun oldugu sdylenemez.

P. agglomerans daha ¢ok biyolojik miicadelede kullanilan saprofitik bir bakteri olarak
bilinmektedir. Ancak, bu bakteri bitkilererin yam sira insan ve hayvanlar iizerinde de
bulunabilmektedir. Lindh et al. (1991) yapmig olduklan bir ¢aligmada insan, hayvan ve
bitkisel dokulardan izole ettikleri 65 P. agglomerans straininden sadece bitkilerden
izole edilen 22 strainin alpba-methyl-glycoside’den ge¢ asit iiretmeleri yoniiyle
digerlerinden farkh bir fenotipik ozellik gosterdiklerini bildirmislerdir. Bu bakterinin
sicakhktaki diigiigii takiben intracellular proteinlerinin oraninda bir artiy oldugu ve
bunun bakterinin soguga adaptasyonunda rol oynadig: bildirilmistir (Koda et al. 2000).
Hatta kurbagadan izole edilebilen bu bakterinin kurbaganin kisin ¢ok diistik sicaklikta
dahi donmadan hayatim devam ettirmesinde énemli rol oynadig: belirtiimektedir (Lee et

al. 1995). Nunes et al. (2001) yaptiklar: bir ¢aliymada P. agglomerans strain CPA-2’nin
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soguk depo sartlarinda armutlarda problem olusturan B. cinerea ve P. expansum’a kargt
¢ok iyi koruma sagladifim tespit etmiglerdir. Bu 6zeliliginden dolay1 P. agglomerans’in
Dogu Anadolu gibi ¢ok soguk iklime sahip bolgelerde dahi kolaylikia kullamlabilecegi
digiinilmektedir. Hatta bu caligmada yapilan izolasyonlarda P. agglomerans
strainlerinin  patojen mikroorganizma faunasina karst boéyle bir avantaja sahip

olmasindan dolay: daha yogun ve yaygin olarak bulundugu sanilmaktadir.

Bu bakterinin biyokontrol mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik yapilan bir
galismada demir (Fe") iyonlan yoniinden rekabete girdigi ve bitkilerin SAR
mekanizmasi harekete gecirdigi  bildirilmigtir. Ayrica bu bakterinin toprakta
¢oziinmemis halde bulunan fosfatin bitkilerin kullanabilecegi forma donistiiriilmesinde
onemli rol oynadig: bildirilmistir (Kim et al. 1998). Bugday tanelerinde yanikhiga sebep
olan P. 5. pv. syringae’ye karst kullanilan bitki aktivatérit CGA-245704 tek bagina %94-
98 oraninda etkili bulunurken, P. agglomerans’im %72-100 oraminda etkili oldugu

gorilmugtir (Braun-Kiewnick et al. 1997).

Wright et al. (2001) P. agglomerans strain Eh318’in iiretmis oldugu pantocin A ve
pantocin B  antibiyotiklerinin in-vitro’da E. amylovora’yr inhibe ettigini
belirtmektedirler. De Lucca et al. (1995) ise P. agglomerans’in iiretmig oldugu bir
biyoaktif peptit olarak bilinen Cecropin A’nin antibakteriyel ozellik tasidigim
kaydetmiglerdir. Costa et al. (2001) bu bakterinin turinggil meyvelerinde, tag ve
yumusak ¢ekirdekli meyvelerde bazi fungal hastaliklara karyt ticari preparati
hazirlanarak giiniimiizde basariyla kullanildifint belirtmektedirler. Aym arastiricilar P.
agglomerans strain CPA-2’nin portakallar iizerinde problem olusturan Penicillium
digitatum ve P. italicum patojen funguslan lizerine etkili oldugunu belirtmektedirler.
Yapilan bir bagka ¢alismada P. agglomerans bugday tanelerinde yamkliga sebep olan P.

5. pv. syringae’ye karst kullamlmig ve tarla denemelerinde %45-74 oramnda etkili

bulunmugtur (Braun-Kiewnick ef al. 2000).

P. agglomerans strain D5/23 ve Klepsiella pneumoniae strain CC12/12 bakterilerinin

farkh bugday varyetelerinde toprak tustii ve toprak alti uygulanmasi sonucunda hem
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bakterilerin hiicre gelisimlerine hem de bitkilerin gelisimi tzerine olan etkilerine
bakdmis, P. agglomerans’m hem fillosferde hem de rizosferde iyi kolonize olmastyla
birlikte bitki buyiimesinde belirgin bir artisa sebep oldugu, K. preumoniae’mn ise kok
bolgesinde daha iyi kolonize olup bitkinin kok geligimini artirdigi tespit edilmigtir
(Remus et al. 2000). Bu caliymada da izole edilen 6 K. pneumoniae straini olup in-vitro
ve in-vivo'da etkisiz oldugu belirlenmis ancak, kok gelisimi iizerine etkisi
aragtinlmamigtir. Daha sonraki galigmalarda bu yoniiniin arastirilarak degerlendirilmesi

distiniilmektedir.

Piring bitkisinin kok bolgesinden izole edilen bir P. agglomerans strainlerinin diigiik
oranda seliloz ve pektinaz iirettigi, gusA geni sayesinde mineral fosfati g¢ozebilme
kabiliyetine sahip olduklart ve bu bakterilerin 2,4-D ile muamele edilen bitkinlerin
olusturduklart bol miktardaki kisa ve ince lateral koklerde daha iyi kolonize olduklan
gorilmistiir (Verma et al. 2001). Bu sonug gdsteriyor ki toprak orijinli hastaliklann
miicadelesinde de P. agglomerans baganyla biyoajan olarak kullanilabilir. Bu ¢aliymada
da etkili potansiyel biyoajan olarak goriilen bu bakterilerin hem fillosferde hem de
rizosferde iyi kolonize olabilmesi biiyiikk bir avantaj olarak goriilmektedir. Yine
bugdayin kok bolgesinden izole edilen Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
licheniformis, Bacillus atrophaeus, Paenibacillus macerans, Vibrio proteolyticus,
Xanthobacter agilis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter taylorae, Enterobacter
asburiae, Kluyvera cryocrescens, Pseudomonas stutzeri ve Chryseomonas luteola
tiirlerine ait 30 bakteriyel strainin hepsinin fosfati ¢ozebilme kabiliyetinde olduklar
ancak, en etkilisinin V. proteolyticus oldugu belirtilmektedir (Vazquez et al. 2000). Bu
calismada da izole edilen 2 Vibrio tiiriinden ileride yapilacak galigmalarda bu ozellikleri

test edilerek faydalanilabilir.

Yapilan bazi galigmalarda; P. agglomerans’a genetik manipulasyonlarla bazi 6zellikler
aktarilabilmigtir (Barbirato ef al. 1997, Chou ef al. 1998). Bir galismada gdziinemeyen
inorganik fosfat1 ¢oziinebilir hale getiren bakterilerden olarak bilinen P. agglomerans’in
bu ozelligi toprak pH’sinda herhangi bir degisiklide sebep olmadan genetik
manipulasyonlarla artirilabilmigtic (Kim ef al. 1998). Bu calismada da biyolojik
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kontrolde baz bakterilerin degisik kombinasyonlarinda basarili sonuglar alinmig olup,
bu bakterilerde yapilacak bazi genetik manipulasyonlar ile basan sanslaninin daha da

artinlabilecegi diigiiniilmektedir.

Yapilan bir bagka galismada P. agglomerans strainlerinden izole edilen
lipopolisakkaritlerinin farelerdeki kanserli hiicrelerin gelisimini siirlandirdiginin tespit
edilmesi bu bakterinin farkli alanlarda da kullanilabilecegini giindeme getirmekte olup

onemini daha da artirmaktadir (Goto et al. 1996).

izole edilen saprofitik organizmalarin sadece biyolojik miicadelede kullanilabilirlikleri
agisindan  degerlendirilmeleri yanlig olur. Bu bakteriler igerisinde bitki biiyiimesini
tesvik edenlerin olabileceginin yam siwra, 6zellikle meyve agaglarinda sorun olan
geliklerin koklendirilmesinde de kullanilabilecekleri belirtilmektedir (Damiano ve
Monticelli 1998). Ornegin bu galismada da izole edilmis olan A. rhizogenes’in patojen
olmayan tiirleri de mevcut olup Damiano ve Monticelli (1998) yapmig olduklari bir
¢aligmada hormon uygulamasi yapmadan in-vitro sartlarda A. rhizogenes strain 1855 ile
muamele edilen elma, armut ve erik geliklerinde koklenmenin tegvik edildigini
belirtmektedirler. Yine izole edilen 7 adet 4. radiobacter ve 2 adet A. rubi straini ileride
yaptlacak ¢aligmalarda meyve ¢eliklerinin koklendirilmesi amaciyla kullanilabilecegi
dusiiniilmektedir. Ancak, yapilan bir bagka galiymada A. radiobacter ve A. tumefaciens
Biovar 3’iin asmalarda kok glirimesine sebep oldugu belirtiimektedir (Burr et al. 1987).
Dolayisiyla bu strainlerin biovarlanimin belirlenmesi ve detayli patojenite testlerinin
yapilmas1 gerekliligi gozden kagirilmamahdir. Kirmizi yoncada bitki biiyiimesini tegvik
etmek ve nodul olusumunu artirmak amaci ile yapilan bir ¢aliymada; B. megaterium,
Bordetella avium ya da Curtobacterium luteum bakterilerinin tek tek veya Rhizobium
leguminosarum BV trifolii ile birlikte yapilan kombinasyonlarinda bitki biyiimesini
tesvik ettikleri; Bacillus insolitus, B. brevis ya da A. rhizogenes bakterilerinin
Rhizobium leguminosarum BV trifolii ile birlikte yapilan kombinasyonlarinda bitkide
nodul olusumunu tegvik ettikleri belirtilmektedir (Sturz et al. 1997).
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Son yillarda ABD ve Kanada gibi biyoteknoloji alaninda ileri olan iilkelerde transgenik
bitki ve GMO (Genetically modified organism)’larin gelistirilerek biyolojik miicadelede
kullantima sunulmasi ile tanmsal tiretimde kimyasal tiiketiminin azaltilmas: noktasinda
onemli basanlar elde edilmistir (Kirschenmann and Kirschenmann,1998). Ancak, bu tiir
genetik yapis1 degistirilmig bitki veya mikroorganizmalarin sorumsuz ve kontrolsiiz bir
sekilde dogaya birakilmasinmin gelecekte gesitli biyolojik ve ekolojik sorunlara (biyolojik
cesitlilikte degisim, yeni patojen ve zararhlarin iiretilmesi, mikrobial kirlilik gibi) neden
olabilecegi noktasina birgok bilim adami ortak goriige sahiptir (Giddings 1998, Gorlack
1994, Stephenson and Warnes 1996). Ekolojik dengenin korunmast icin tarimsal
tretimde dogal (genetik yapisi degistirilmemis) biyolojik ajanlarin kullamlmasinin daha

dogru olacag digiinilmektedir.

Dogu Anadolu meyve agaglarinda ozellikle gigek agma doneminde don zararmin gok
yaygin olarak gorildugii bir bolgedir. Bu galigmada biyolojik miicadelede etkili
olduklan gozlenen potansiyel biyoajanlarin, buz niikleasyon karakterleri belirlenip, don
zararina kargt etkinlikleri daha sonraki caligmalarda test edilecektir. Yapilan bir
caliyjmada, INA'(buz niikleasyon negatif) olduklarn tespit edilen P. fluorecens ve P.
putida bakterileri kullanilarak, sera ve bahge sartlannda P. s. pv. syringae’nin ve buna
bagh olarak don zararinin %98 oraminda kontrol altina alinabildigi belirtiimektedir
(Cody et al. 1987). Bir diger galigmada INA" P. syringae strainlerinin, gileklerde
tomurcuklar iizerindeki INA" (buz nilkleasyon pozitif) P. syringae strainlerine kargt don
zararint  Onleyebildigi ama INA'P. fluorecens’lara karst etkili olamadif;; INA™ P.
fluorecens strainlerinin ise P. syringae strainlerine karst diger P. [fluorecens

strainlerinden daha etkili oldugu tespit edilmistir (Lindemann and Suslow 1987).

Biyolojik kontrol ¢aligmalarinda g¢ok olumlu sonuglar veren bu bakterilerin, ileride
yapilacak toksisite galigmalani sonucunda da olumlu sonuglarin alinmasi durumunda
ticari formulasyonlarimin tiretilmesi diiginiilmektedir. Biyokontrol test sonucunda gok
olumlu sonug veren ancak, insan saghgt agisindan risk tagtyabilecek olan organizmalar
mevcuttur. Fontana et al. (2001) yapmus olduklan bir galigmada; insanlarin solunum

yolundan izole edilen K. pneumonia, E coli ve E. cloacae strainlerinin %90’dan
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fazlasimn 6, E. aerogenes ve S. marcescens strainlerinin %90’dan fazlasimin 3
antibiyotie karyt dayaniklihk kazandigim belirtmektedirler. Bazi organizmalar da
vardir ki ¢ok basit bir takim gevresel sirlayici faktérlerden dolayr insan sagh@
agisindan higbir risk tagimamaktadir. P. syringae strain ESC-10 ve ESC-11’in hasat
sonrast depolama asamasinda elma, armut ve turinggillerde problem olugturan bazi
fungal hastaliklara karg1 etkili bir koruma sagladii, bu bakterinin maksimum 32 °C’ye
dayanabildigi ve insanin viicut sicakligmin 37 °C olmast dolayist ile canliligim

siirdiiremeyecegi belirtilmektedir (Hollis 2000).

Yapilan in-vitro ve/veya in-vivo ¢aligmalan her ne kadar potansiyel biyoajanlarin
uygulanabilirlii konusunda ipucu verse de arazi kosullarinda da bu organizmalarin
etkinliklerinin mutlaka test edilmesi gerekmektedir. Ates yankhgmn biyolojik kontrol
cahigmalarinda gerek bu hastaliga karsi agin duyarli olmasi gerekse bir yillik geng
siirgiinlerin asir1 ¢igek dretim kapasitesine sahip olmast dolayis: ile crab elma
tomurcuklannin  iyi  bir model olugturdugu belirtilmektedir. Yapilan bakteri
uygulamasim takiben 24 saatlik nemli bir periyodun sonucunda biyokontrol bakterilerin
populasyonunun ¢igek tomurcuklannda arttifi ve hastalik etmenini baski altina aldig

belirtilmektedir (Pusey 1997).

Bu calismada E. amylovora ve P. s. pv. syringae luzerine etkili oldugu goriilen
potansiyel biyoajanlarin sadece bu patojenlerin miicadelesinde kullanilabileceklerini
diiginmek yalnig olur. Aym tiir organizmalarin diger birgok bakteriyel ve fungal ‘
patojenlerin miicadelesinde kullanilabilirligine yonelik gok sayida galisma vardir. Bu
agidan etkili bulunan organizmalanin diger fungal ve bakteriyel patojenler tzerine

etkileri daha sonraki ¢aligmalarda denenecektir.

Bakteriyel hastaliklarla miicadelede tek bir miicadele yontemi kullamlmasimin yerine
entegre miicadele programlan iizerinde durulmasi gerekmektedir. Sonug olarak ateg
yamkhgina kargt 1slah programlarina agulk verilmeli, yiksek Kkaliteli ve mukavim

gesitler geligtirilerek adaptasyon caligmalan yapilmali, aynica entegre miicadele
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programlart uygulanmalidir. Kiltiirel tedbirler ve karantinaya da gereken ozen

gosterilmelidir.

Biyoajanlarin  biyokontrol igin aranan temel ozelliklerinden (antibiyosis, rekabet,
hiperparazitizm ve sistemik dayamkhligin uyaniimast) miimkiinse hepsine, degilse en az
birden fazlasna sahip olmasi, farkhi iklim ve muamele sartlarina dayamkli olmast,
degisik bitki patojenlerine (bakteri, fungus ve viriis) kargt etkili (genis spektrumlu)
olma§l, basta insan ve hayvanlar olmak iizere, gevre iizerine direk yada indirek olumsuz
etkilerinin olmamasi, hazirlanan ticari formulasyonlarn uzun siireli depolanma

sartlarina dayarukli olmast biyoajanlarda aranan temel dzelliklerdir (Whipps 1992).

Biyolojik miicadelenin en 6nemli avantajlarindan birisi de kullanilan biyoajanlarin tek
bir patojen organizma iizerine etkili olmayip birgok patojen organizma iizerine etkili
olmasidir. Yapilan bir ¢alismada E. herbicola strain C9-1’in iiretmis oldugu herbicolin
O ve herbicolin 1 antibiyotiklerinden o6zellikle herbicolin O’nun E. amylovora’nin
yamsira genig bir prokaryotik bakteri grubunu inhibe ettigi belirtiimektedir (Ishimaru et
al. 1988).

Patojen organizmalarin antibiyotiklere dayanikliliginin yam sira, potansiyel biyokontrol
organizmalarin da antibiyotiklere dayaniklilifs séz konusudur. Biyokontrol organizma
icin avantaj tegskil eden bu durum antibiyotikler ile biyoajanlann birlikte
kullamlabilirligini giindeme getirmigtir. Yapilan bir ¢aligmada streptomycin ve
oxytetracycline dayaniklt oldugu gorillen P. fluorescens strain AS06 biyokontrol
bakterisinin antibiyotikler ile birlikte kombine kullamlmasi durumunda, armut
agaclanndaki ateg yaniklis ve don zararmna karsi %40-50 oraninda bagari sagladif

tespit edilmigtir (Lindow et al. 1996).

Giiniimiizde mikroorganizmalarin tanisinda her ne kadar modern tekniklerin
kullaniimas1 hizla yayginlagsa da, klasik tam: teknikleri ozellikle moderin tekniklerin
pahalili olmasi1 ve yetismis elemanlara ihtiyag duymas: dolayis: ile birgok arastirmact

tarafindan hala giincelligini korumaktadir. Bu ¢ahgmada da bazt morfolojik ve
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biyokimyasal testler yapilmistir (gizelge 4.9,10). izole edilen patojenik ve potansiyel
biyokontrol ajanlarin tamamunin hareketli ve gubuk formunda oldugu ve degisik renkte
koloni olusturduklan gozlenmistir. Ancak, A. piechaudii, E. intermedius ve P.
agglomerans tiirlerinin mukoid yapida koloni olugturmalar tipik bir 6zellik olarak goze
carpmaktadir, Bu tiirlerin gok hizh bir gekilde gelistikleri bu yiizden de E. amylovora
ve P. 5. pv. syringae tirii bakterilerin izolasyonunu giiglestirdikleri gozlenmistir. Test
sonuglarinda B. pumilus digindaki biitiin bakteri tiirlerinin katalaz ve potasyum hidroksit
test sonuglan da + ¢ikmugtir. A. piechaudii tiirlerinin tamaminin yan sira, P. putida RK-
142, RK-28, RK-238, RK-239 ve RK-249, P. aeruginasa RK-168, P. cichorii RK-166,
ve C. violaceum un patojenik olmayan RK-165 nolu strainleri oksidaz + sonug verirken,
diger biitiin bakteriyel strainler negatif sonug vermistir. C. violaceum’un patojenik olan
RK-231 ve RK-259 strainlerinin - sonug vermesi patojenik olanlardan bu y&nii ile bir
farkhilk gostermigtir. Bu strainlerin nitrat tretimi testi de diger patojenik olmayan
strainin aksine - olarak belirlenmistir. Oksidaz testi ve nitrat {iretimi testi bu tiriin

patojenik ve saprofitik tiirlerinin birbirlerinden ayirt edilmesinde kullanilabilir.

Biitin P. 5. pv. syringae strainlerinin arginin testlerinin — sonug verirken diger
Pseudomonas tirlerinden P. aeruginosa, P. cichorii, P. huttiensis ve P. putida biyotip
A’min biitin strainlerinin + sonu¢ vermesi, bu pathovann diger tirlerden ayirt
edilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada bulunan sonuglar

bu ¢alismada bulunan sonuglari destekler niteliktedir (Sobieczewski et al. 1991).

E. amylovora ve P. s. pv. syringae tiirii bakterilerinin NAS besiyerinde levan koloni
olusturmas: bu iki patojenik bakterinin difer saprofitik veya patojenik bakterilerden
ayirt edilmesinde; P. s. pv. syringae strainlerinin ise KB besiyerinde pigment iiretmesi
bu iki bakterinin birbirinden kolayca ayirt edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
Ancak, bu iki tiire ilave olarak C. violaceum RK-165, RK-231 ve RK-239, E. rhapontici
RK-208, RK-219, RK-227, RK-234 ve RK-243, P. huttiensis RK-260, RK-261 ve RK-
262 ve P. putida RK-238 ve 239’un da levan testi sonucunun + olmasi bu testin ayirt
ediciliginin tartismaya agik oldufunu gostermektedir. Ancak, yapilan bir ¢aliymada

klasik metodlarla birlikte segici ve yari segici besiyerlerinin kullamlmasi ile E.
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amylovora’mn  diger yaprak ve ¢igek epifitik bakterilerinden ayirt edilebilecegi
belirtilmektedir (Bereswill et al. 1998). Yine Miller ve Schroth (1972) tarafindan
gelistirilen segici besiyerinin kullanilarak E. amylovora’mn epifitik P. agglomerans’dan
ayirt edilebilecegi bildirilmektedir. Her ne kadar bu iki metoda dayanilarak tam yapmak
saglikli olmasa da, bu iki testin kullamlarak biyikk bir mikroorganizma grubunun
elemine edilmesi molekiiler ¢aligmalara zaman avantaji saglamast agisindan 6nem
tagimaktadir. Arginin testi ve KB testi P. s. pv. syringae ile E. amylovora’mn levan
testi sonuglarinin benzerliinin aksine bu iki bakteriyi birbirlerinden ayirt etmede
kullamlabilir. Cok sayida biyokimyasal ozelligin bir arada kullamlarak tirler arasinda
bir aymmm yapilabilecegi ancak, bunun gok zaman alacag diistniiliirse molekiiler
tekniklerin kullamlmasinin nekadar 6nemli oldugu gergegini bir kez daha ortaya

koymaktadir.

Yapilan bir galigmada;Tirkiye’de farkli konuk¢u ve farkli bolgelerden izole edilen 595
E. amylovora straininin morfolojik ve fizyolojik karakterlerinin aym oldugu, strainler
arasinda bir farkin olmadig rapor edilmigtir (Demir ve Giindogdu 1993). Bu ¢aligmada
da morfolojik, biyokimyasal ve patolojik test sonuglan daha 6nce saptanan bulgulan
destekler nitelikte bulunmus, strainler arasinda higbir fark tespit edilememigtir. Ancak,
P. s. pv. syringae strainleri arasinda aym benzerlik gozlenememistir. Yapilan bir
caligmada bitiin patojenik pseudomonaslarin fluoresant ve oksidaz negatif oldugu
belirtilmektedir (Buchanan and Gibbons 1974). Bu ¢aligmada elde edilen patojen P. s.
pv. syringae strainleri arasinda morfolojik ve biyokimyasal test sonuglan benzerlik
gostermektedir. Ancak, yapilan bir diger ¢aligmada armut agaglarindan izole edilen 39
epifitik ve endofitik P. syringae bakterilerinin genomik DNA parmak izlerinde, armut
ve kiraz meyveleri iizerinde yapilan patojenite testlerinde, titiinde asin duyarlilik
testlerinde ve buz niikleasyon aktivite testlerinde genig bir degiskenligin oldugu tespit

edilmigtir (Whitesides and Spotts 1991).

MIS tam sonuglarinda farkh tiirler arasinda gerek igerdikleri yag asidi tiirleri gerekse de
yiizdeleri bakimindan bir farkliligi oldugu gorilmektedir (gizelge 4.3,4). E. amylovora

ve P. 5. pv. syringae tirleri arasinda her iki tiriinde 12:0, 16:0, 17:0 cyclo ve 18:1 w7c
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yag asitlerini igermeleri yoni ile bir benzerlik olmasina kargin, dier yag asitleri tiirii
yoniiyle aralarinda énemli farkhliklarin oldugu gériilmektedir. 12:0 20H, 12:0 30H yag
asitleri biitiin P. 5. pv. syringae strainlerinde bulunurken E. amylovora’da test edilen 40
strainden sadece 5 tanesinde goérilmiigtiir. Her iki tiiriinde strainleri arasinda buyiik
oranda bir benzerlik belirlenirken bazi yag asitleri yéniiyle de bir degiskenligin oldugu
goze carpmaktadir. Ancak, bu degiskenlifin tamamen konukgu ya da izole edildikleri
cografik alan farkliifindan kaynaklanmadigy disiiniilmektedir. Ciinkii aym konukgu ve
aym cografik alanlardan izole edilen strainler arasinda da bazi yag asitleri yéni ile
farkhliklarin  oldugu gorilmektedir. Pseudomonas tirleri arasinda da belirgin
farklilklarin oldugu agiktir. Yag asidi profillerindeki farklilklar genetiksel akrabaliklarin
dolayli bir gostergesi oldugu, Xanthomonas ve Pseudomonas pdtovarlanimn yag asidi
profillerindeki farkhliklara gére ayirt edilebicegi belirtilmektedir (Louws er al. 1994).
Yapilan literatiir aragtirmalarinda daha énce bu sistemin E. amylovora’mn tamsinda hig
kullamlmadig;, bu yoniiyle bu galigmanin ilk kayit oldugu 6nem arz etmektedir. MIS
sisteminin rutin ¢aligmalar igin gerek zaman agisindan gerekse de ekonomok olmast

bakimindan gok uygun bir tant yontemi oldugu digtiniilmektedir.

Molekiiler teknikler kullamilarak hastalik simptomu sergilemeyen bitki dokusunda
epifitik bir bakteri gibi bulunan ¢ok diigiik oranlardaki patojenik bakterilerin bile tanisi
yapilabilmektedir (Momol et al. 1997). Bu nedenle son yillarda filogenetik
taksonomistler bakterilerin familya, cins ve tiir diizeyinde tanilanmasi i¢in standart bir
metod olarak 16S-23S rRNA bolgelerin analizinde faydalanmiglardir (Woese 1987).
tDNA’lar canh organizmalarin hayatta kalmalan igin gerekli ve muhafaza edilmsi
zorunlu olan genlerdir (Hirano and Upper 1983). Ancak, 16S rDNA’mn bagarili bir
sekilde amplifikasyonunun, bakteriyel populasyonun homojenitesine ve DNA'nin elde
edilme kalitesine baglt olarak degisebilecegi ve bu metodun direk bitki drneklerinden
patojenin tamlanmasi igin uygun olmadigi belirtilmektedir (Bereswill et al. 1995).
Bakterilerin tarust igin 16S rRNA gen dizilerine ilave olarak 16S-23S rDNA
bolgelerinin bakterilerdeki mevcudiyetindeki heterojenlik ve ITS (Intergenic spacer
region) bolgelerin bulunmasi durumunda metodun kullamlabilecegi belirtilmektedir

(Tyler et al. 1995). Oligoniikleotit primerler 16S-23S rRNA (16S-23S rDNA)’'yi
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kotlayan genlerin ITS degisken olmayan bolgelerine spesifiktirler ve bu durum birgok
bakterinin tam ve karekterizasyonuna izin vermektedir (Jensen et al. 1993). Bu teknik
kullamlarak E. amylovore’mn tiir diizeyinde tanilanmasi yapildigr gibi farkh
kaynaklardan izole edilen birgok bakteri tiiriiniin tamisinda da kullamlmgtir (McManus
and Jones 1995b). Bu metot birgok insan patojeni Pseudomonas tirlerinin kolayhkla

ayirt edilmesine de imkan saglamaktadir (Tyler et al. 1995).

Bu ¢aligmada PCR’da ¢ogaltilan 16S-23S rDNA bdlgelerinin elektroforez jelde
yliriitillmesi sonucw; A. piechaudii strain RK-155; 850 ile 650 bg molekiiler agirhiginda
iki bant olustururken, B. pumilus GS. Subgroup B strain RK-106; 600 ile 450 bg iki
bant, C. violaceum strain RK-231; 800 bg tek bant, E. intermedius strain RK-90; 750 ile
800 bg iki bant, E. amylovora strain RK-S ve E. rhapontici strain RK-219; 1000, 800 ile
650 bg ii¢ bant, P. agglomerans strain RK-87; 250 ile 150 bg iki bant, P. aeruginosa
strain RK-168; 800 ile 250 bg iki bant, P. cichorii strain RK-166 ve P. putida strain RK-
28; 800 bg tek bant, P. huttiensis strain RK-260; 650 bg tek bant ve P. s. pv. syringae
RK-257; 750 bg tek bant olusturmustur (sekil 4. 22). E. amylovora strainleri 1000, 800
ile 650 bg ii¢ bant olustururken P. s. pv. syringae strainleri 750 bg tek bant
olusturmugtur. Aynt jelde yuritilen RK-189 strain numaralh E. rhapontici, E.
amylovora’larla aym 1000, 800 ile 650 bg li¢ bant olugtururken, RK-215 strain numaralt
P. huttiensis de P. s. pv. syringae strainlerinden farkli olarak 650 b¢ tek bant
olusturmugtur (sekil 4. 23). Aym bolge aym konukgu, farkh bolge farklh konukgu
ozellikleri dikkate alinarak segilen E. amylovora strainlerinin hepsi 1000, 800 ile 650 bg
iic bant olusturmustur (sekil 4. 24). Aym hususlar dikkate alinarak segilen P. s. pv.
syringae’lerin 750 bg tek bant olugturdufu gorilmistir (sekil 4. 25). Gerek E.
amylovora gerekse de P. 5. pv. syringae strainleri arasinda bant sayisi ve uzunlugu
agisindan herhangi bir farklilik gorilmemigtir. Ancak, E. amylovora ile E. rhapontici ve
P. 5. pv. syringae ile Pseudomonas huttiensis’in 16S-23S rDNA bant profillerinin ¢ok
benzer oldugu bu metod ile ayirt edilemeyecegi goriilmistiir. Patojen bakterilerin 16S-
23S rDNA bant profillerindeki farkliliklar; farkh cografik kosullardan olabilecegi gibi
Burr et al. (1993)’de belirtildigi gibi strainler arasinda ilaglara dayamkhhktaki

farkiliktan da kaynaklanabilecegi sanilmaktadir. Bu caligmada segici ve yan segici
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besiyerlerinin kullanimi ile birlikte, 16S-23S rDNA PCR teknigi ile E. amylovora ve P.
5. pv. syringae tiirlerinin birbirlerinden kolayca ayirt edilebilecegi goriilmiistiir. E.
amylovora ve P. s. pv. syringae strainler arasinda da 165-23S rDNA baﬁt profilleri
agisinda herhangi bir farkliigin  olmadigi belirlenmistir. Bu ¢ahsmada elde edilen
sonuglar daha &nce E. amylovora ve P. s. pv. syringae strainleri ile yapilan galigmalarda

elde edilen bulgularla benzerlik gostermektedir.

Jeng et al. (2001) yaptiklan bir galigmada; meyve bahgelerinden izole edilen patojenik
ya da saprofitik Gram negatif bakterilerin tanilanmasinda 16S-23S rDNA teknigini
kullanmiglar, 165-23S rDNA interspacer bolgedeki PCR iiriintiniin cins diizeyi kadar tiir
diizeyinde de 11 bakteriyel strain arasinda farkhihk gésterdigini tespit etmiglerdir. Buna
gore P. fluorescens 850 b¢’lik tek bir bant olustururken, P. syringae strainleri buna
benzer ancak, 900 bg’likten daha kiigilkk, Xanthomonas arbicola 800 bg’lik,
Agrobacterium vitis ise 1500 bg¢’lik tek bir bant olugturmugtur. Aym ¢aligmada elma ve
armuttan izola edilen E. amylovora strainleri birbirlerine benzer 4 belirgin bant
olustururken, Cotoneaster’den izole edilen 2, ahudududan izole edilen ise 3 belirgin
bant olusturmustur. PCR’da amplifiye edilen ITS bolgelerinin Haelll restriction
profillerinde P. fluorescens strainleri 520-350 b¢’lik iki bant olustururken P. syringae
strainleri 520-380 bg’lik, elma ve armuttan izole edilen biitiin E. amylovora strainleri 3,
ahudududan izole edilen E. amylovora strainleri ise 2 belirgin bant olusturmustur. Bu
calismada Pseudomonas tiirlerinin 165-23S rDNA bant profilleri birbirlerine gok benzer
¢tkmmg; ancak, aralarindaki farkhiliklar Eric PCR yontemi ile belirlenmistir. Aym
farklihklarin RFLP yontemi ile de ortaya koyulabilecegi diigiiniilmektedir. Ponsonnet ve
Nesme (1994), Agrobacterium tiirlerinde de 16S-23S rDNA arasindaki interspacer
bolgede yiiksek oranda bir polimorfizm oldugunu ve bu metodun PCR-RFLP medoduna
ilave olarak strainler arasindaki farkliigin  belirlenmesinde kullanilabilecegini
belirtmiglerdir. Anzai et al. (2000) ise 16S rRNA PCR teknigi ile Pseudomonas
cinsindeki bazi bakterilerin tiir diizeyinde tanilanabilecegini belirtmislerdir.

Eric PCR iiriiniinlerinin bant profillerinde ise; 4. piechaudii strain RK-15S5; 700, 600,
350 ile 200 b¢ molekiiler agirlifinda dort bant olugtururken, B. pumilus GS. Subgroup B
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strain RK-106; 350, 300 ile 200 bg ii¢ bant, C. violaceum strain RK-231; 800, 320, 300
ile 200 bg dort bant, E. intermedius strain RK-90; 800, 650 ile 300 bg ii¢ bant, E.
amylovora strain RK-5; 1500, 1200, 1000, 900, 500, 400, 350 ile 250 bg sekiz bant, E.
rhapontici strain RK-219; 1200, 1100, 850, 750, 650, 550, 450, 350 ile 200 bg dokuz
bant, P. agglomerans strain RK-87; 1800, 1700, 1100, 900, 850 b¢ bes bant, P.
aeruginosa strain RK-168; 1200, 900, 650, 600 ile 450 bg bes bant, P. cichorii strain
RK-166; 1400, 1150 ile 850 bg ii¢ bant, P. putida strain RK-28; 1400 ile 650 bg iki
bant, P. s. pv. syringae RK-257; 2100, 2000, 1500, 1000, 750, 550, 100 ile 60 bg sekiz
bant ve P. huttiensis strain RK-260; 1800, 1400, 500 ile 700 bg dért bant olusturdugu
gorilmiistiir (gekil 4. 26).

E. rhapontici ile E. amylovora ve P. huttiensis ile P. s. pv. syringae strainleri arasinda
gerek bant sayilan gerekse bant uzunluklani (genetik figerprint) agisindan O6nemli
farkhiiklar bulunmustur (sekil 4. 27). Farkh bolge ve konukgu durumu da dikkate
alinarak secilen E. amylovora strainlerinin bant profillerinde g¢ok biiyiik oranda bir
benzerlik gorilirmistiir (sekil 4. 228). 250 bg’lik bant bazi strainlerde gok belirgin
goriiliirken bazi strainlerde ya hig goriilmemis ya da ¢ok belirgin degildir. Aym farkhlik
1500 bg’lik bantta da mevcuttur. Genel bant profili agisindan aym benzerlik P. s. pv.
syringae strainlerinin kendi arasinda da mevcuttur (gekil 4. 229). Bazi strainler arasinda
tam bir benzerlik gozlenirken, bazi strainler arasinda ¢ok ufak farkhliklar belirlenmistir.
Bu farkhliklar konuk¢u ve lokasyon farkliigina bagll olabilecegi gibi deneydeki

hassashk hatasidan da kaynaklanabilmektedir.

Farklt tiirlerin Eric-PCR bant profillerinde, 6nemli derecede farkliiklarin oldugu
goriiliirken E. amylovora ve P. s. pv. syringae strainleri arasinda onemli bir farklihgin
olmadipy gorillmiistiir. Ancak, gok yakin akraba tiir olarak bilinen E. rhapontici-E.
amylovora ve P. huttiensis-P. s. pv. syringae arasindaki farkhliklarin 6nemli derece
oldugu goriilmigtiir. Direk bitki dokusunda organizmanin tamlanmasina imkén veren
PCR tekniginde Eric PCR yontemi ile E. amylovora ve P. s. pv. syringae’nin kolaylikla
birbirinden ayirt edilebilecegi gorulmugtiir. Konukgu ve lokasyon farkliifi gz onine
alindifinda 16S-23S rDNA-PCR bant profillerinde B. amylovora ve P. s. pv. syringae
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strainleri arasinda higbir farkhiiin olmadiy; Eric-PCR bant profillerinde ise E.
amylovora ve P. s. pv. syringae strainleri arasinda ¢ok biyiik bir oranda benzerligin
oldugu, ¢ok diisiik bir oranda goriilen farkliliklarin da konukgu veya lokasyona bagh
olmadigt gorilmistir. Bu metod ile bitki dokusunda gok disiikk populasyonlarda
bulunan bakterilerin bile tanilanabilmesi, ozellikle koruyucu ilaglamanin ¢ok Gnemli

oldugu bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde 6nem arz etmektedir.

Eric PCR metodunun P. syringae patovarlanmin karekterizasyonunda kullaniimasmna
yonelik galismalar mevcuttur (Louws et al. 1994, Weingart and Vélksch 1997, Little et
al. 1998). Yapilan bir gahiymada farkh konukgulardan izole edilen P. 5. pv. syringae
strainlerinin Eric PCR yontemi kullanilarak karekterizasyonu yapilmis; seftali, armut,
fasulye, giil, limon, kivi, dan, okiizkuyrugu ve domatesten izole edilen strainler
arasindaki bant profillerinde 104 strainin 95’inde 4 bantin benzer oldugu ancak, diger
bantlar arasinda belirgin bir farkliliin oldugu belirlenmigtir (Little et al. 1998). Ancak,
aym ¢ahgmada kaysidan izole edilen biitiin strainlerin genetik profilleri benzer
¢tkmustir, Bu sonuglarin tag gekirdeklilerde hastalik olusturan P. s. pv. syringae
strainleri- arasinda konukguya ozellesmenin oldugunu gosterdigi belirtilmistir. Yapilan
benzer bir caliymada P. syringae patovarlan arasinda Eric PCR sonucuna gore
genetiksel akrabaliklara bakilmug; patovarla arasinda énemli farkliliklarin oldugu ancak,
aym patovarn farkli strainleri arasinda herhangi bir farkliifin olmadigi belirlenmigtir
(Louws et al. 1994). Weingart ve Volksch (1997), Eric, Rep ve IS50 PCR metodlarimn
P. syringae patovarlannmn karekterizasyonunda basit, hizli ve digiik maliyetli bir

yontem olarak bagartyla kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

E. amylovora’min tamlanmasina yonelik farkli ¢aligmalar da mevcuttur. Bereswill et al.
(1992) 29-kb plazmitindeki DNA pargalarina spesifik primerler kullamlarak yapilan
PCR yontemi ile simptomsuz bitki dokusundaki E. amylovora’nin tamlanabilecegini
belitmektedirler. Yapilan bir diger c¢ahsmada 127 E. amylovora straini plazmid
pEA29’un bir gen parcasinin PCR’da amplifikasyonu ile test edilmiy ve DNA
zincirlerinde bir mutasyonun oldugu gérilmistiir (Lecomte et al. 1997). Aym ¢aligmada

DNA iiriiniiniin uzunluguna gore strainler 3 gruba aynlmi§, analiz edilen strainlerin
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gogunlugunun 2 grupta toplandidi, diger strainlerin ise cografik orijinlerine gore 3.
grupta kimelendigi belirlenmigtir. Yapilan bir diger c¢aliymada; E. amylovora’nin
homogeneous bir tiir oldugu diigiiniilmiig ancak, bu 6nemli karakterin farklt cografik
orijinlerden elde edilen strainlerin birbirlerinden ayirt edilmesinde RFLP (Restriction
fragment length polymorphism) tekniginin kullamlamayacagi kaydedilmigtir (Vanneste
1995). Yapilan literattir aragtirmasinda Eric-PCR  yontemi  kullanilarak - E.
amylovora’nin tanilanmasina yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle de
yapilan bu c¢alisma E. amylovora’mn tanllanmasinda Eric-PCR  yOnteminin
kullanilabileceginin ilk kaydidir. Ayrica 16S-23S rDNA ve Eric-PCR yontemi ile E.
amylovord ve P. 5. pv. syringae strainlerinin yam sira yumusak gekirdekli meyvelerde
patojen oldugu saptanan diSer patojen bakteri strainlerinin de tam ve

karekterizasyonunun yapilabilecegi ilk defa bu galigma ile ortaya konulmustur.

Tirkiye ekonomisinde gerek ig tiketim gerekse ihracat agisindan gok onemli olan
yumugak gekirdekli meyvelerde ekonomik anlamda kayiplara sebep olan bakteriyel
hastaliklarin belirlenmesi, miicadele programlannin gelistirilmesi agisindan 6nem arz
etmektedir. Son yillarda, gerek insan sagligma gerekse hayvan saghgma zaral olan,
dogal dengenin bozulmasinda onemli katkilari oldugu bilinen kimyasal miicadelenin
arttk arzu edilmeyen bir miicadele yontemi oldugu agikardir. Bunun igin siirekli
alternatif miicadele yontemleri geligtirilmektedir. Bu ¢aligmada etkili olduklan
belirlenen biyoajanlarin, toksisite ¢aligmalarnmin da yapilarak olumlu sonuglarin
bulunmast durumunda ticari preparatlanmin yapilarak piyasaya siiriilmesi Gnemli
avantajlar saglayacaktir. Yine molekiiler metodlardan 165-23S rDNA-PCR ve Eric-
PCR teknikleri kullanilarak ¢ok izl bir gekilde bu patojenlerin tamlanmasi, gerek
hastaliklarla miicadelede erken onlemlerin alinmasi, gerekse de bu hastaliklarin

yaylmasinda en Onemli etken oldugu diisiiniilen hastalkh fidanlarin belirlenmesinde

avantajlar saglayacag diistinilmektedir.

Yapilan bu caligmada; E. amylovora ve P. s. pv. syringae’nin biitiin strainlerinin
yamsira A. piechaudii, B. pumilus, C. violeceum, E. intermedius, E. rhapontici, P.

agglomerans, P. aeruginosa, P. cichorii, P. huttiensis ve P. putida’nin da baz
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strainlerinin yumugak ¢ekirdeklilerde patojen oldugu belirlenmigtir. Yapilan literatiir
aragtirmalarinda  E. amylovora, P. s. pv. syringae ve B. pumilus’un haricindeki diger
tiirlerin yumugak ¢ekirdeklilerde patojen olduklarina dair bir bilgiye rastlanmamustir. Bu
calisma; 4. piechaudii, C. violeceum, E. intermedius, E. rhapontici, P. agglomerans, P.
aeruginosa, P. cichorii, P. huttiensis ve P. putida’mn yumusak cekirdeklilerde patojen
oldugunun ilk kaydidir. Bu tiirler icerisinde A. piechaudii, C. violeceum ve P.
aeruginosa insan sagh@ agisindan da 6nem arz eden tiirlerdir. Ozellikle de pigiriimeden

tiiketilen bazi sebze ve meyvelerin potansiyel klinik bakterilerini tagiyabilecegi riski

unutulmamalidir.



193

KAYNAKLAR

Abdalla, Y., 2001. Sudden decline of date palm trees caused by Erwinia chrysanthemi.
Plant Dis., 85, 24-26.

Agrios, G. N., 1997. Plant Pathology. Department of Plant Pathology University of
Florida, Academic Press, 635, USA.

Alexandra, T., Bernards, L., Dijkshoorn, J., Van der Toorn, B., Bochner, R. and Van
Boven, C. P. A, 1995. Phenotypic characterization of 4cinetobacter strains of
13 DNA-DNA hybridisation groups by means of the biolog system. J. Med.
Microbiology, 42, 113-119.

Andrade, O. A., Mathre, D. E. and Sands, D. C., 1994. Suppression of Gaeumannomyces
graminis var. tritici in Montana soils and its transferability between soils. Soil Biol.
and Biochem., 26, 397-402.

Anonymous, 1991. Integrated Pest Management for Apples and Pears. Division of
Agriculture and Natural Resources, University of California, Publication 3340,
164-169, USA.

Anonymous, 1993. Food and Agricultural Organization (FAO), 1993 Production Year
Book. FAO, Rome.

Anonymous, 1994, Ates yamkhg hastalifin Bursa’da meyve bahgelerini kasip
kavuruyor. Hasad, 10,113, 19-23.

Anonymous, 1996. Bolgeler itibariyle Tirkiye tarimsal uretim degerleri. Devlet
Istatistik Enstitiisi (DIE), ftp:/ftp.dpt.tr/pub/ekutup 99/it 99/il 99-43 xis.

Anonymous, 1997. Control of fire blight on pome fruit trees with Erwinia herbicola,
08/958, 475, U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service,
http://ott.arsusda.gov/Inv/a958475 htmi.

Anonymous, 2000a. Fire blight of pome fruit. http:// www2.dpi.qld.gov.aw/dpinotes/
hortic/deciduous/h98045.html.

Anonymous, 2000b. Commercial biocontrol products for use againist soilborne crop
disease. On-Line: hitp://www.barc.usda.gov/ psi/ bpdlprod/ bioprod.html.
Anonymous, 2000c. Pseudomonas syringae (saprophytic strain) and fruit yeasts.

http://www. Nysaes.cornell.edu/ent/biocontrol/pathogens/pseudomonas_s.html.

Anonymous, 2001a. http://www.die.gov.tr / TURKISH/ ISTATIS/ESG1/ TURKIYE/
tarim3.htm.

Anonymous, 2001b. http:// www. tarim.gov.tr/ istatistikler/ TR/ tr_ meyve  uretimi.
html.

Anonymous, 2001c. hitp:// www.msstate.edw/ Entomology/ planthpath/ fruit/ pome/
pomeinfo.html.

Anzai, Y., Kim, H., Park, J. Y., Wakabayashi, H. and Oyaizu, H., 2000. Phylogenetic
affiliation of pseudomonads based on 16S rRNA sequence. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, 50,4, 1563-1589.

Arcelik, M., Kamuran, A., Cakir, i., Dogan, H. B., Giirgiin, V., Halkman, A. K., Kaleli,
D., Kuleagan, H., Ozkaya, D. F., Tunail, N. ve Tikel, C., 2000. Gida
Mikrobiyolojisi ve Uygulamalar1. Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii, 522, Ankara.

Ark, P. A, 1937. Variability in the fire-blight organism Erwinia amylovora.
Phytopathology, 27,1-28.



194

Aysan, Y. ve Cmnar, O., 1991. Turunggil dal yaniklifinin mevsimsel gelisimi ve yagan
stiresi tizerinde aragtirmalar. VI. Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildirileri,7-11
Ekim 1991, izmir, Tirkiye, 414-418.

Aysan, Y., Tokgonill, S., Cmar, O. and Kiiden, A., 1994. Researches on resistant
reactions of pears against Erwinia amylovora (Burr.) Winsiow et al. 9. Congres of
the Mediterranean Phytopathological Union, Kusadasi-Aydin, Tiirkiye, 311-313.

Bagnara, G. L., Rivalta, L., Loghi, M., Quarta, R. and Lecomte, P., 1993. Cross
combinations for fire blight resistance in pear. Acta Hort., 338, 369373.

Baird, R. E. and Gitaitis, R. D., 1997. First report of cotton lint rot by Pantoea
agglomerans in Georgia. Plant Dis., D-1997-0326-01N (on-line).

Balestra, G. M. and Varvaro, L., 1997. Pseudomonas syringae pv. syringae causal agent
of disease on floral buds of Actinidia deliciosa (A. Chev) Liang et Ferguson in

-Italy. J. Phytopathology, 145, 375-378.

Barbirato, F., Larguier, A., Conte, T., Astruc, S. and Bories, A., 1997. Sensitivity to pH,
product inhibition, and inhibition by NAD" of 1,3-propanediol dehydrogenase
purified from Enterobacter agglomerans CNCM 1210. Archives of Microbiology,
168 (2), 160-163.

Barker, B. T. P. and Grove, O., 1914. A bacterial disease of fruit blossom. Ann, Appl.
Biol, 1, 85-97.

Bastas, K. K., 1998. Erwinia amylovora’nin Konya Ilinde yayginligiun tespiti {izerine
aragtirmalar. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisd, Yiiksek Lisans Tezi,
66.

Bayot, R. G. and Ries, S. M., 1986. Role of motility in apple blossom infection by
Erwinia amylovora and studies of fire blight control with attractant and repellent
compounds. Phytopathology, 76, 441-445.

Beer, S. V. and Opgenorth, D. C., 1976. Erwinia amylovora on fire blight canker
surfaces and blossoms in relation to disease occurance. Phytopathology, 66, 317-
322, ‘

Beer, S. V., Shabi. E. and Zutra, D., 1986. Fireblight in Israel-1985 observations and
recommendations, Bull, OEPP/EPPO, 16, 639-645.

Beiderbeck, H., Risse, D., Budzikiewicz, H. and Taraz, K., 1999. A new pyoverdin
from Pseudomonas aureofaciens (Part LXXVII of the series Bacterial
Constituents). Z. Naturforsch, 54, 1-5.

Bej, A. K., Mahbubani, M. H., and Atlas, R. M., 1991. Amplification of nucleic acids
by polymerase chain reaction (PCR) and other methods and their applications.
Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 26, 301-334.

Bender, C., Palmer, D., Penaloza-Vazquez, A., Rangaswamy, V. and Ullrich, M., 1996.
Biosynthesis of coronatine, a thermoregulated phytotoxin produced by the
phytopathogen Pseudomonas syringae. Arch. Microbiol., 166, 71-75.

Benlioglu, K. ve Ozakman, M. 1992. Yumugak gekirdekli meyve agaglarinda gorilen
ates yamkhg1 hastahig (Erwinia amylovora) ve miicadelesi. Zirari Miicadele
Arastirma Enstitiisti, Ankara.

Bereswill, S., Bugert, P., Bruchmuller, I. and Geider, K., 1995. Identification of the fire
blight pathogen, Erwinia amylovora by PCR assays with chromosomal DNA.
App. and Env. Microbiology, 61, 2636-2642.



195

Bereswill, S., Jock, S., Bellemann, P. and Geiger, K., 1998. Identification of Erwinia
amylovora by growth morphology on agar containing copper sulfate and by
capsule staining with lectin. Plant Dis., 82, 158-164.

Bereswill, S., Pahl, A., Bellemann, P., Berger, F., Zeller, W. and Geider, K., 1993,
Efficient detection of Erwinia amylovora by PCR analysis. Acta Hort., 338, 51-
58.

Bereswill, S, Pahl, A., Bellemann, P., Zeller, W. and Geider, K., 1992. Sensitive and
species-specific detection of Erwinia amylovora by polymerase chain reaction
analysis. App. and Env. Microbiology, 58, 11, 3522-3526.

Billing, E., 1979. Warning systems for fire blight. EPPO Bull, 9, 45-51.

Bishop, A. L., Burr, T. J., Mittak, V. L. and Katz, B. H., 1989. A monoclonal antibody
specific to Agrobacterium tumefaciens Biovar 3 and its utilization for indexing
grapevine propagation material. Phytopathology, 79, 995-998.

Blondeaux, A and Cochet, N., 1994. Ice-nucleating activity of Pseudomonas syringae
cultivated on natural substrate; influence of phosphate. Applied Microbiology
and Biotechnology, 4, 6, 627-631.

Bochner, B., 1989. ‘Breathprints’ at the microbial level, ASM News, 55, 536-539.

Boom, W. G. and Fisher, P., 1989. Blister spot of apples, http:// www. gov. on. ca/
OMAFRA / englisl/ crops/ facts/ 89-100.htm.

Bora, T. ve Ozaktan, H., 1998. Bitki Hastaliklariyla Biyolojik Savas. Prizma Matbaasi, 205,
Izmir, Tiirkiye.

Bora, T., Ozaktan, H,, ve Yildiz, M., 1995. Tarla kosullarinda kavun ve karpuz Fusarium
solgunluklannin siderofor iireten flouresnt pseudomonaslarla onlenmesi {izerine
aragtrmalar. V1II. Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildirileri, 26-29 Eyliil 1995, Adana,
Tiirkiye, 216-219.

Bouzar, H., Moore, L. W. and Schaup, H. W., 1988. Lipopolysaccharide from Agrobacterium
tumefaciens B6 induces the production of strain-specific antibodies. Phytopathology,
78, 1237-1241.

Bradshaw-Rouse, J. J., Sequeira, L., Kelman, A. and Dickey, R. S., 1988. Partial
characterization and serological specificity of the lipopolysaccharide of Erwinia
chyrisanthemi. Phytopathology, 78, 996-999.

Braun-Kiewnick, A., Jacobsen, B. J. and Sands, D. C., 1997. Possible biocontrol
mechanisms in the Pseudomonas syringae-Pantoea agglomerans interaction.
Phytopathology, 87,11. Publication no P-1997-0077-AMA.

Braun-Kiewnick, A., Jacobsen, B. J. and Sands, D. C., 2000. Biological contro! of
Pseudomonas syringae pv. syringae, the causal agent of basal kernel blight of
barley, by antagonistic Pantoea agglomerans. Phytopathology, 90, 368-375.

Broekaert, W. F., Cammue, B. P. A, De Bolle, M. F. C., Thevissen, K., De Samblanx, G. W.
and Osborn, R. W., 1997. Antimicrobial peptides from plants. Critical Reviews in
Plant Sciences, 16, 297-323.

Buchanan, R. B. and Gibbons, N. E., 1974. Bergey’s manual of determinative
bacteriology, 8™ ed., Williams and Wilkins Company, 1269, Baltimore.

Budzikiewicz, H., Minzinger, M., Taraz, K. and Meyer, J. M., 1997a. Schizokinen the
siderophore of the plant deleterious bacterium Ralstonia (Pseudomonas)
solanacearum ATCC 11696. Z. Naturforsch, 52, 496-503.



196

Budzikiewicz, H., Kilz, S., Taraz, K. and Meyer, J. M., 1997b. Identical pyoverdins
from Pseudomonas fluorescens 9AW and from Pseudomonas putida 9BW. Z.
Naturforsch, 52, 721-728.

Burr, T. J. and Hurwitz, B., 1981. Seasonal susceptibility of Mutsu apples to
Pseudomonas syringae pv. papulans. Plant Dis., 65, 334-336.

Burr, T. J., Bishop, A. L., Katz, B. H., Blanchard, L. M. and Bazzi, C., 1987. A root-
specific decay of grapevine caused by Agrobacterium tumefaciens and A.
radiobacter Biovar 3. Phytopathology, 77, 1424-1427.

Burr, T. J, Katz, B. H. and Bishop, A. L., 1987. Populations of Agrobacterium in
vineyard and nonvineyard soil and grape roots in vineyards and nurseries. Plant
Dis., 71, 617-620.

Burr, T. I, Norelli, J. L., Katz, B., Wilcox, W. F. and Hoying, S. A., 1988.
Steptomycin-resistance of Pseudomonas syringae pv. syringae in apple orchards
and its association with a conjugative plasmid. Phytopathology, 78, 410-413.

Burr, T. J., Norelli, J. L., Reid, C. L., Capron, L. K., Nelson, L. S., Aldwinckle, H. S.
and Wilcox, W. F., 1993. Steptomycin-resistant bacteria associated with fire
blight infections. Plant Dis., 77, 63-66.

Canfield, M. L. and Moore, L. W., 1991. Isolation and characterization of opine-
utilizing strains of Agrobacterium tumefaciens and fluorescent strains of
Pseudomonas spp. From roorstocks of Malus. Phytopathology, 81, 440-443.

Canfield, M. L., Baca, S. and Moore, L, W., 1986. Isolation of Pseudomonas syringae
from 40 cultivars of diseased woody plants with tip dieback in Pacific Northwest

-nurseries. Plant Dis., 70, 647-650

Cao, H, Li X, and Dong X, 1998. Generation of broad-spectrum diseasé resistance by

overepression of an essential regulatory gene in systemic acquired resistance. Proc. of
' the Nat. Acad. Of Sci., USA, 95, 653-6536.

Cartwright, D. K. and Benson, D. M., 1995. Optimization of biological control of Rhizoctonia
stem rot of poinsettia by Paecilomyces lilacinus and Pseudomonas cepacia. Plant
Dis., 79, 301-308.

Chet, I, Barak, Z. and Oppenheim, A., 1993. Genetic engineering of microorganisms for
improved biocontrol activity. biotechnology in plant disease control. J. Wiley (ed),
New York, USA, 397.

Chiou, C. S. and Jones, A. L., 1991. The analysis of plasmid-mediated streptomycin
resistance in Erwinia amylovora. Phytopathology, 81, 710-714.

Chiou, C. S. and Jones, A. L., 1993. Nucleotide sequence analysis of a transposon (7n5393)
carrying streptomycin resistance genes in Erwinia amylovora and other gram-
negative bacteria. J. Bacteriol., 175, 732-740.

Chou, J. C,, Mulbry, W. W. and Cohen, J. D., 1998. The gene for indole-3-acetyl-L-aspartic
acid hydrolase from Enterobacter agglomerans: Molecular cloning, nucleotide
sequence, and expression in Escherichia coli. MGG-Molecular&General Genetics,

259(2), 172-178.

Clark, R. G, Hale, C. N. and Harte, D., 1993. A DNA approach to Erwinia amylovora
detection in large scale apple testing and in epidemiological studies. Acta Hort.,
338, 59-66.

Cody, Y. S., Gross, D. C., Proebsting, E. L. Jr. and Spotts, R. A., 1987. Suppression of
Ice nucleation-active Pseudomonas syringae by antagonistic bacteria in fruit tree

orchards and evaluations of frost control. Phytopathology, 77, 1036-1044.



197

Collman, S. J, 2900. Ctoneaster problems. http://www.plantammesty.org/6024_pages/old
gold_archives/phcCotoneaster.shtml.

Colyer, P. D. and Mount, M. S., 1984. Bacterization of potatoes with Pseudomonas putida
and its influence on postharvest soft rot diseases. Plant Dis. 68, 703-706.

Cook, R. J. and Baker, K. F., 1983. The nature and practice of biological control of plant
pathogens. APS, 539, St Paul, Minn.

Costa, E., Teixido, N., Usall, J., Atares, E. and Vinas, 1., 2001. Production of the biocontrol
agent Pantoea aglomerans strain CPA-2 using commercial products and by-products.
L\ttp://link.springer.de/link/service/journals/O0253/contents/ .../s002530100666ch100.

tm.

Cross, J. V. and Polonenko, D. R., 1996. Anindustry perspective on registration and
commercialization of biocontrol agents in Canada. Canadian Journal of Plant
Pathology, 18, 446-454.

Crosse, J. E., Goodman, R. N. and Shaffer, W. H., 1972. Leaf damage as a predisposing
factor in the infection of apple shoots by Erwinia amylovora. Phytopathology, 62,
176-182.

Cmar, O. ve Aysan, Y., 1995. Domates bakteriyel leke etmeninin (Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria) canlilifi iizerine toprak solarizasyonunun ve
biyolojik kontrolde antagonistlerin kullanilma  olanaklarmin  aragtinimas.
Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildirileri, 26-29 Eyliil 1995, Adana, Tiirkiye,
423-425.

Damiano, C. and Monticelli, S., 1998. In-vitro fruit trees rooting by Agrobacterium
rhizogenes wild type infection. Electronic Journal of Biotechnology, ISSN:
0717-3458, vol.1, no. 3.

Davies, J., 1994. Inactivation of antibiotics and the dissemination of resistance genes.
Science, 264, 375-382.

De Boer, S. H. and Sasser, M., 1986. Differentiation of Erwinia carotovora Ssp.
carotovora and E. carotovora ssp. atroseptica on the basis of cellular fatty acid
composition. Can. J. Microbiol., 32, 796-800.

De Lucca, A. J, Jacks, T. J. and Brogden, K. A, 1995. Binding between
lipopolysaccharide and cecropin A. Molecular and Cellular Biochemistry. 151,
2, 141-148.

Demir, G. and Giindogdu, M., 1993. Fireblight of pome fruit trees in Turkey,
Distribition of the disease, chemical control of blossom infections and
susceptibility of some cultivars. Acta Hort., 338, 67-74.

Demir, G. ve Giindogdu, M., 1991. Yumusak gekirdekli meyve agaclarinda gortilen ates
yanikhi1 (Erwinia amylovora (Burr) Winslow et al) hastaligy iizerinde
araghrmalar. V1. Tirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildiriler, 7-11 Ekim, izmir,

_ Turkiye, 299-302.

Demir, G., 1995. Kasimpat1 iiretim alanlarinda kok uru (Agrobacterium tumefaciens)
hastalift ve kontrolii. VII. Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildirileri, 26-29 Eyliil,
Adana, Tiirkiye, 398-401.

Demir, G., Giindogdu, M. ve Ustiin, N., 2002. Kok kanseri (Agrobacterium tumefaciens
(Towsend) Conn) hastalifina karst biyolojik kontrol yonteminin gelitirilmesi
iizerinde arastirmalar. http://www.tagem.gov.tt/projeler 97/bsag/bsag6.html.



198

Dickey, R. S.., 1979. Erwinia chrysanthemi: A comparative study of phenotypic
properties of strains from several host and other Erwinia species.
Phytopathology, 69, 324-329.

Dickey, R. S., Claflin, L. E. and Zumoff, C. H., 1987. Erwinia chrysanthemi.
Serological comparisions of strains from Zea mays and other hosts.
Phytopathology, 77, 426-430.

Doidge, E. M., 1917. A bacterial blight of pear blossom occuring in South Africa. Ann.
Appl. Biol,, 4, 50-74.

Droby, S., Cohen, L., Daus, A., Weiss, B., Horev, B., Chalutz, E., Katz, H., Keren-
Tzun, M. and Shachnai, A., 1998. Commercial testing of aspire: a yeast
preparation for the biological control of postharvest decays of citrus. Biological
Control, 12, 97-101.

Dye, D. W., Bradbury, J. F., Goto, M., Hayward, A. C,, Lelliott, R. A. and Schroth, M.
N., 1980. International standards for naming pathovars of phytopathogenic
bacteria and list of pathovars names and pathotypes. Review of Plant Pathology,
59, 153-168.

Ellis, M. A. and Madden, L. V., 2000. Effectiveness of fosetyl-aluminum and
streptomycin alone and 1n combination for control of blister spot on ‘Mutsu’
apples in Ohio and New York. Plant Health Progress, DOI:10.1094/PHP-2000-
1204-01-RS.

Endert, E. and Ritchie, D. F., 1984. Detection of pathogenicity, measurement of
virulence and determination of strain variation in Pseudomonas syringae pv.
syringae. Plant Dis., 68, 677-680.

Erdogan, O., 1999. Isparta ilinde yumugak gekirdekli meyve agaclarinda ates yamikhgt
etmeni (Erwinia amylovora)ne karsi antagonist bakteriyel mikrofloramin
saptanmast {izerinde galiymalar. Adnan Menderes Universitesi. Yiiksek Lisans
Tezi. 48.

Evrenasoglu, Y., 1998. Erwinia amylovora’ya dayamikh ve hassas armut cesitlerinde
fenolik bilesiklerin belirlenmesi tzerine bir aragtirma. Ege Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 81.

Fahy, P. C. and Hayward, A. C., 1983. Media and methods for isolation and diagnostic
tests. plant bacterial disease. Academic Press, 337-378, Sydney.

Fattal, O and Deville, G., 2000. Leclercia adecarboxylata peritonitis in a child receiving
chronic peritoneal dialysis. Pediatr. Nephrol, 15,186-187.

Fermin-Munoz, G. A., Meng, B., Ko, K., Mazumdar-Leighton, S., Gubba, A. and Carroll, J.
E., 2000. Anew era plant pathology plant protection. Biotechnology, http://
www.scisoc.org/ feature/ BioTechnology/ Top.html.

Fontana, R., Cascio, G. L., Ligozzi, M., Fiscia, O. and Oldoni, T., 2001. Antimicrobial
susceptibility of respiratory isolates of Enterobacteriaceae and Staphylococcus aureus
in Italy: Incidence and trends over the period 1997-1999. http://link.springer.
de/link/service/journals/ 10096/contents/.../s 100960100628ch100. htm.

Foster, R. C., Rovira, A. D. and Cock, T. W., 1983. Ultrastructure of the root-soil Interface.
St. Paul: Am. Phytopathol. Soc., 157.

Fridlender, M., Inbar, J. and Chet, 1., 1993. Biological control of soil-borne pathogens by a B-
1,3 glucanase-producing Pseudomonas cepacia. Soil Biol. and Biochem,, 25, 1211-

1221.



199

Gardan, L., Shafik, H. L. and Grimont, P. A. D., 1995. DNA relatedness among
pathovars of P. syringae and related bacteria. In: Abstract of the 5™ International
Conference on Pseudomonas syringae Pathovars and Related Pathogens.
Biologische Bundesanatalt fir Land und Forstwirtschaft, Braunschweig,
Germany. 142.

Giddings, G., 1998. The release of genetically enginered micro-organisms and viruses into the
environment. New Phytologist, 140, 2, 173-184.

Gitaitis, R. D., 1997. First report of a leaf blight, seed stalk rot and bulb decay of onion
by Pantoea ananas in Georgia. Plant Dis. D-1997-0731-02N (on-line).

Gloyer, W. O., 1934. Crowngall and hairy root of apples in nursery and orchard. N. Y.
Agric. Exp. Stn. Bull. 638. 30.

Goldberg, N. P., 2000. Apple disease control. http://www.cahe.nmsu.edu/pubs/_hh-

- 317 .html.

Gorlack, K., 1994. Problems in the introduction of genetically-engineered microorganism into
the environment. Acta Microbiologica Polonica, 43, 2, 121-131.

Goto, S., Sakai, S., Kera, J., Suma, Y., Soma, G. and Takeuchi, S., 1996. Intradermal
administration of lipopolysaccharide in treatment of human cancer. Cancer
Immunology, Immunotherapy, 42, 4, 255-260.

Gross, D. C. and Cody, Y. S., 1985. Mechanism of plant pathogenesis by Pseudomonas
species. Can. J. Microbiol, 31, 403-409.

Gross, D. C., 1991. Molecular and genetic analysis of toxin production by pathovars of
Pseudomonas syringae. Annu. Rev. Phytopathol., 29, 247-278.

Gross, D. C., Cody, Y. S., Proebsting, Jr. E. L., Radamaker, G. K. and Spotts, R. A,
1984. Ecotypes and pathogenicity of ice nucleation active Pseudomonas
syringae isolated from deciduous fruit tree orchards. Phytopathology, 74, 241-
248.

Guillorit-Rondeau, C. and Samson, R., 1993. Serological specificity of the
lipopolysaccharides, the major antigens of Pseudomonas syringae. Journal of
Phytopathology, 137, 157-171.

Guillorit-Rondeau, C., Malandrin, L. and Samson R., 1996. Identification of two
serological flagellar types (H1 and H2) in Pseudomonas syringae pathovars.
European Journal of Plant Pathology, 102, 99-104.

Guimaraes, P. M., Palmano, S., Smith, J. J., de Sa, M. F. G. and Saddler, G. S., 2001.
Development of a PCR test for the detection of Curtobacterium fleccumfaciens
pv. flaccumfaciens. Antonia Van Leeuwenhoek International Journal of General
and Molecular Microbiology, 80, 1, 1-10.

Hacioglu, E., 1993. Erwinia amylovora’ya karst in-vitro ve iv-vivo kosullarda bazi
kimyasallarin  bitki ekstraktlannnin ve antagonistlerin  etkileri. Akdeniz
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 81.

Hallmann, J., Quadt-Hallmann, A., Rodriguez-Kabana, R. and Kloepper, J. W., 1998.
Interaction between Meloidogyne incognita and endophytic bacteria in cotton
and cucumber. Soil Biology and Biochemistry, 30, 7, 925-937.

Handelsman, J, and Stabb, E. V., 1996. Biocontrol of soilborne plant pathogens. The Plant
Cell, 8, 1855-1869.

Hattingh, M. J., Isabel, M., Roos, M. and Mansvelt, E. L., 1989. Infection and systemic
invasion of deciduous fruit trees by Pseudomonas syringae in South Africa. Plant
Disease, 73, 10, 784-789.



200

Hauben, L., Mqore, E. R. B, Vauterin, L., Steenackers, M., Mergaert, J., Verdonk, L.
and Swings, J., 1998. Phylogenetic position of phytopathogens within the
Enterobacteriacea. Syst. Appl. Microbiol., 21, 384-397.

Henson, J. M and French R., 1993. The polymerase chain reaction and plant disease
diagnosis. Ann. Rev. of Phytopathology, 31, 81-109.

Hirano, S. S. and Upper, C. D., 1983. Ecology and epidemiology of foliar bacterial
plant pathogen. Ann. Rev. of Phytopathology., 21-243-269.

Hoffland, E., Hakulinen, J. and van Pelt, J. A., 1996. Comparision of systemic
resistance induced by avirulent and nonpathogenic Pseudomonas species.
Phytopathology, 86, 757-762.

Hohineicher, U., Hartmann, R., Taraz, K. and Budzikiewicz, H., 1996. Pyoverdin,
ferribactin, azotobactin a new triade of siderophores from Pseudomonas
chlororaphis ATCC 9446 and its realation to Pseudomonas fluorescens ATCC
13525. http://www.uni-koein.de/math-nat-fak/orgchem/budzi/htm/abstr 1 .html.

Hollis, L., 2000. Biopesticide fact sheet. http://www.epa.gov/pesticides/biopesdicides
/factsheets/fs00644 1e.htm.

Holmes, B., Costas, M., Ganner, M., On, S. L. W. and Stevens, M., 1994. Evaluation of
biolog system for identification of some gram-negative bacteria of clinical

- importance. Journal of Clinical Microbiology, 1970-1975.

Hunter, D. M., 1993. Pear breeding for the 21 st century-program and progress at
Harrow. Acta Hort., 338, 377-381.

Ishimaru, C. A., 2000. Biotechnology and plant associated bacteria: Genes, genomes, GEMs
and beyond. Phytopathology, 90, 109.

Ishimaru, C. A, Klos, E. J. and Brubaker, R. R., 1988. Multiple antibiotic production by
Erwinia herbicola. Phytopathology, 78, 746-750.

Jackman, P. J. H., 1985. Bacterial taxonomy based on electrophoretic whole-cell protein
patterns. The Society for Applied Bacteriology, 415-429.

Janisiewicz, W. J. and Jeffers, S. N., 1997. Efficacy of commercial formulation of two
biofungicide for control of blumold and gray mold of apples in cold storage.
Crop Protection, 16, 629-633.

Janisiewicz, W. J. and Marchi, A., 1992. Control of storage rots on various pear cultivar
with saprophytic strain of Pseudomonas syringae. Plant Disease, 76, 555-560.

Janisiewicz, W. J. and Roitman, J., 1988. Biological control of blue mold and gray mold
on apple and pear with Pseudomonas cepacia. Phytopathology, 78, 1697-1700.

Janisiewicz, W. J., 1987. Postharvest biological control of blue-mold on apples.
Phytopathology, 77, 481-485.

Jarvis, B. D. W., Sivakumaran, S., Tighe, S. W. and Gillis, M., 1996. Identification of
Agrobacterium and Rhizobium species based on cellular fatty acid composition.
Plant and Soil, 184, 143-158.

Jay, L. G. and Aaron, 1, M., 1991. Classification and characterization of heterotrophic
microbial communities on the basis of patterns of community-level sole-carbon-
source utilization. App. and Env. Microbiology, 2351-2359.

Jeng, R. S., Svircev, A. M., Myers, A. L., Beliaeva, L., Hunter, D. M. and Hubbes, M.,
2001. The use of 16S and 16S-23S rDNA to easily detect and differentiate
common Gram-negative orchard epiphytes. Journal of Microbiological Methods,

44, 69-77.



201

Jensen, M. A., Webster, J. A. and Straus, N., 1993. Rapid identification of bacteria on
the basis of the polymerase chain reaction-amplified ribosomal DNA spacer
polymorphisms. App. and Env. Microbiology, 59, 945-952.

Johnsen, K., Andersen, S. and Jacobsen, C. S., 1996. Phenotypic and genotypic
characterization of phenanthrene-degrading fluorescent Pseudomonas biovars.
App. and Env. Microbiology, 3818-3825.

Johnson, K. B. and Stocwell, V. O., 1998. Manegement of fire blight: a case study in
microbial ecology. Ann. Rev. Phytopathology, 36, 227-248.

Jones, A. L. and Aldwinckle, H. S., 1991. Compedium of apple and pear diseases. APS
PRESS, The American Phytopathological Society, 61-66. .

Jones, A. L., Norelli, J. L. and Ehret, G. R., 1991. Detection of streptomicyn-resistant
Pseudomonas syringae pv. populans in Michigan apple orchards. Plant Dis., 75,
529-531.

Jones, J. B., McCarter, S. M., and Gitaitis, R. D., 1981. Association of Pseudomonas
syringae pv. syringae with a leaf spot disease of tomato transplants in southern
Georgia. Phytopathology, 71, 1281-1285.

Jones, J. D., Grady, K. L., Suslow, T. V. and Bedbrook, J. R., 1986. Isolation and
characterization of genes encoding two chitinase enzymes from Serratia marcescens.
EMBO J., 5, 467-473.

Kado, C. I. and Heskett, M. G., 1970. Selective media for isolation of Agrobacterium,
Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas and Xanthomonas. Phythopathology,
60, 969-976.

Kenneth, J., Virginia, S., Randy, M., David, S., Joyce, L. and Rodney, R., 2001. Effect
of antagonistic bacteria on establishment of honey-bee dispersed Erwinia
amylovora in  pear blossoms and on fire blight  control.
http://www.omgk.hu/tekrfb. html.

Kersters, K., 1985. Numerical methods in the classification of bacteria protein
electrophoresis. Society for General Microbiology, 337-368.

Kilz, S., Lenz, Ch., Fuchs, R. and Budzikiewicz, H., 1999. A fast screening method for
the identification of siderophores from fluorescent Pseudomonas spp. by liquit
chromatography/electrospray mass spectrometry. J. Mass Spectrom, 34, 281-
290. '

Kim, -K. Y., Jordan, D. and McDonald, G. A., 1998. Enterobacter agglomerans
phosphate solubilizing bacteria and microbial activity in soil: effect of carbon
sources. Soil Biology and Biochemistry, 30, 8-9, 995-1003.

King, E. 0., Ward, M. K and Raney, D. E., 1954. Two simple media for the
demonstration of pyocyanin and fluorescin. J. Lab. Clin.Med., 44, 301-307.

Kinzel, O., Tappe, R., Gerus, 1. and Budzikiewicz, H., 1998. The synthesis and
antibacterial activity of two pyoverdin-ampicillin conjugates, entering
Pseudomonas aeruginosa via the pyoverdin-mediated iron uptake pathway. J.
Antibiotics, 51, 499-507.

Kirschenmann, A. and Kirschenmann, F., 1998. Genetic enginering and organic food:
The proposed USDA rule on organic agriculture. Biotechnology and
Development Monitor, 34, 18-20.

Klement, Z., 1967. Rapid detection of the pathogenicity of some phythopathogenic
bacteria by the hypersensitive reaction of plants. Proc. of the first workshop on



202

K/}llytoba?teriology (2nd ed.) Edited by Goodman. Univ. Missouri, Columbia,

issouri.

Klement, Z., Farkas, G. L. and Lovrekovich, L., 1964. Hypersensitive reaction induced
by phytopathogenic bacteria in the tobacco leaf. Phytopathology, 54, 474-477.

Klement, Z., Rudolph, K. and Sands, D. C., 1990. Methods in phytopathology.
Akademiai Kiado, 153-180, Budapest.

Klopmeyer, M. J and Kelman, A., 1988. Use of monoclonal antibodies specific for
pectate lyase as serological probes in the identification of soft rot Erwinia spp.
Phytopathology, 78, 1430-1434.

Klopmeyer, M. J and Ries, S. M., 1987. Motility and chemotaxis of Erwinia herbicola
and its effect on Erwinia amylovora. Phytopathology, 77, 909-914.

Koda, N., Aoki, M., Kawahara, H., Yamade, K. and Obata, H., 2000. Characterization
and properties of intracellular proteins after cold acclimation of the ice-
nucleating bacterium Pantoea agglomerans (Erwinia herbicola) 1FO12686.
Cryobiology, 41, 3, 195-203.

Kogan, S. K., Doherty, M. D. and Gitschier, J. G., 1987. New England J. of Medicine.
317, 16, 985-990.

Koike, S. T., Barak, J. D., Henderson, D. M. and Gilbertson, R. L., 1999. Bacterial
blight of leek: A new disease in California caused by Pseudomonas syringae.
Plant Dis., 83, 165-170.

Konopka, A., Oliver, L. and Turco, Jr., R. F., 1998. The use of carbon substrate
utilization patterns in environmental and ecological microbiology. Microb.,
Ecol.,, 35, 103-115.

Kotan, R. and Sahin, F., 2002. First record of bacterial cancer by Pseudomonas syringae
pv. syringae, on apricot trees in Turkey. http://www.bspp.org.uk/ndr/july2002/
2002-11.htm.

Kotan, R., Sahin, F., Demirci, E., Ozbek, A., Eken, C. and Miller, S. A., 2000.
Evaluation of antagonistic bacteria for control of Fusarium dry rot of potato.
Phytopathology, 89, 41.

Kotan, R, 1997. Biber ve domatesteki bakteriyel leke hastalify (Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye.)’nin biyolojik ve kimyasal kontrolii.
Atatiirk Univversitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii,Yitksek Lisans
Tezi. 49.

Kovacs, N., 1956. Identification of Pseudomonas pyocyanea by the oxidase reaction.
-Nature, London, 170,173.

Kucheryava, N., Fiss, M., Auling, G. and Kroppenstedt, R. M., 1999. Isolation and
chracterization of epiphytic bacteria from the phyllosphere of apple, antagonistic
in vitro to Venturia inaequalis, the causal agent of apple scab. Systematic and
Applied Microbiology, 22, 3, 472-478.

Kwon, S. W., Go, S. J., Kang, H. W, Ryy, J. C. and Jo, 1. K,, 1997. Phylogenetic
analysis of Erwinia species based on 16S rRNA gene sequences. Int. J. Syst.
Bacteriol., 47, 1061-1067.

Lamey, H. A. and Stack, R. W., 1993. Disease of apples and other pome fruits. Nort
Dakota State University, NDSU Extension Service, 454. USA.
http://www.ext.nodak.edu/extpubs/plantsci/hortcrop/pp454w.htm.



203

Laurent, J.,, Barny, M. A., Kotoujansky, A., Dufriche, P. and Vanneste, J., 1989,
Characterization of a ubiquiotous plasmid in Erwinia amylovora. Molecular
Plant-Microbe Interactions, 2, 4, 160-164.

Layne, R. E. C., 1964. Cowpea a new and useful host of Erwinia amylovora. Can. J. Bot.
42, 1711-1713.

Lecomte, P., Manceau, C., Paulin, J. P. and Keck, M., 1997. Identification by PCR analysis
on plasmid pEA29 of isolates of Erwinia amylovora responsible of an outbreak in
central Europe. Europen Journal of Microbiology, 13, 91-98.

Lee, M. R, Lee, R. E Jr., Strong-Gunderson, J. M. and Minges, S. R. 1995. Isolation of
ice-nucleating active bacteria from the freeze-tolerant frog, Rana sylvatica.
Cryobiology, 32, 4, 358-365.

Leeman, M., Van Pelt, A.J., Den Ouden, F.M., Heinsbroek, M., Bakker, P.A.H.M. and
Schippers, B., 1995. Induction of systemic resistance against fusarium wilt of
radish by lipopolysaccharides of Pseudomonas fluorescens. Phytopathology, 85 ,
9,1021-1027.

Leibinger, W., Breuker, B., Hahn, M. and Mendgen, K., 1997. Control of postharvest
pathogens and colonization of the apple surface by antagonistic microorganisms in the
field. Phytopathology, 87, 1103-1110.

Leita, R. P., Minsavage, G. V., Bonas, U. and Stall, R. E., 1994. Detection and identification
of phytopathogenic Xanthomonas strains by amplification of DNA sequences related
to /hrp genes of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. App. and Env.
Microbiology, 60, 1068-1077.

Lelliot, R. A. and Stead, D. E., 1987. Methods for the diagnosis of bacterial diseases of plants.
Black Well Scientific Puplication, 157, Oxford.

Lelliott, R. A., Billing, E. and Hayward, A. C., 1966. A determinative scheme for the
fluorescent plant pathogenic pseodomonads. J. Appl. Bacteriol. 29, 470-489.

Leong, J., 1986. Siderophores: Their biochemistry and possible role in the biocontrol of
plant pathogens. Annu. Revi. Phytopathology, 24, 187-209.

Lin, C. P, Chen, T. A., Wells, J. M. and Van der Zwet, T., 1987. Identification and detection
of Erwinia amylovora with monoclonal antibodies. Phytopathology, 77, 376-
380.

Lindemann, J. and Suslow, T. V., 1987. Competition between ice nucleation-active wilt
type and ice nucleation-deficient deletion mutant strains of Pseudomonas
syringae and Pseudomonas fluorescens biovar 1 and biological control of frost
injuri on strawberry blossoms. Phytopathology, 77, 882-886.

Lindh, E., Kjaeldgaard, P., Frederiksen, W. and Ursing, J., 1991. Phenotypical
properties of Enterobacter agglomerans (Pantoea agglomerans) from human,
animal and plant sources. APMIS: Acta Pathologica, Microbiologica, et
Immunologica Scandinavica, 99, 4, 347-352.

Lindow, S. E., Ay, D. C. and Upper, C. D., 1982. Bacterial ice-nucleation: A factor in
frost injury to plants. Plant Physiol., 70, 1084-1089.

Lindow, S. E., McGourty, G. and Elkins, R., 1996. Interactions of antibiotics with
Pseudomonas fluorescens strain A506 in the control of fire blight and frost
injury to pear. Phytopathology, 86, 8, 841-848.

Little, E. L., Bostock, R. M. and Kirkpatrick, B. C., 1998. Genetic characterization of
Pseudomonas syringae pv. syringae strains from stone fruits in California. App.
and Env. Microbiology, 64, 10, 3818-3823.



204

Loper, J. E., Henkels, M. D., Roberts, R. G., Grove, G. G, Willett, M. J. and Smith, T. J.,
1991. Evaluation of strepromycin, oxytetracycline, and copper resistance of Erwinia
amylovora isolated from pear orchards in Washington State. Plant Dis., 75, 287-

-290.

Louws, F. J., Fulbright, D. W., Stephens, C. T. and Bruijn, F. J., 1994. Specific genomic
fingerprints of phytopathogenic Xanthomonas and Pseudomonas pathovars and
strains generated with repetitive sequences and PCR. App. and Env.
Microbiology, 60, 2286-2295.

Louws, F. J., Wilson, M., Campbell, H. L., Cuppels, D. A., Jones, J. B., Shoemaker, P.
B., Sahin, F., and Miller, S. A. 2001. Field control of bacterial spot and bacterial
speck of tomato using a plant activator . Plant Dis., 85.

Louws, F.J, Ritchie, D. F., Kousik, C. S., Romero, A. M. and Pollard, D. W.,1996.
Evaluation of plant-activator CGA-245704 50W for control of bacterial spot of
tomato. 12 th. annual Tomato Disease Workshop. 5-6 December 1996, Columbus,
Ohio, ABD, 18-20.

Lumsden, R. D., Lewis, J. A. and Fravel, D. R., 1995. Formulation and delivery of biocontrol
agents for use against soilborne plant pathogens, Biorational Pest Control Agents.
Formulation and Delivery, F. H. Hall and J. W. Barry (ed), American Chemical
Society, Washington, DC, 166-182.

Maden, S., Erzurum, K., Yiirit, A., Giirer, M. ve Unal, E.,, 1995. M. M. 106 elma
anaglarinda gorillen kuruma nedenlerinin tespiti Gzerinde aragtirmalar. VL
Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildiriler, 26-29 Eyliil, Adana, Tiirkiye, 199-203.

Maes, M. and Garbeva, P., 1994. Detection of bacterial phytopathogens based on
nucleic acid technology. Parasitica, 50, 75-80.

Malvick, D. K. and Moore, L. W., 1988. Population dynamics and diversity of
Pseudomonas syringae on maple and pear trees and associated grasses.
Phytopathology, 78, 1366-1370.

Manceau, C. and Horvais, A., 1997. Assesment of genetic diversity among strains of
Pseudomonas syringae by PCR-restriction fragment length polymorphism
analysis of rRNA operons with special emphasis on P. syringae pv. syringae.
App. and Env. Microbiology, 498-505.

Mansvelt, E. L. and Hattingh, M. J., 1986a. Bacterial blister bark and blight spurs of
apple in South Africa caused by Pseudomonas syringae pv. syringae. Plant Dis.,
70, 403-405.

Mansvelt, E. L. and Hattingh, M. J., 1986b. Pear blossom blast in South Africa caused
by Pseudomonas syringae pv. syringae. Plant Pathol., 35, 337-343.

Mansvelt, E. L. and Hattingh, M. J., 1989. Scanning electron microscopy of invasion of
apple leaves and blossoms by Pseudomonas syringae pv. syringae. App. and
Env. Microbiology, 533-538.

Maroofi, A. and Mostafavi, M., 1996. Evaluation of resistance of apple, pear and quince
varieties to fire blight. Acta Hort., 411, 395-399.

Marrone, P. G., 1999. Microbial pesticides and natural product as alternatives. Outlook on
Agriculture., 28, 3, 149-154.

Maurhofer, M., Hase, C., Meuwley, P., Metraux, J. P. and Defago, G., 1994. Induction of
systemic resistance of tobacco to tobacco necrosis virus by the root-colonizing
Pseudomonas  fluorescens strain CHAOQ: influence of gacA and of pyoverdine
production. Phytopathology, 84, 139-146.



205

McLaughlin, R. J., Chen, T. A. and Wells, J. M., 1989. Monoclonal antibodies against
Erwinia amylovora, characterization and evaluation of a mixture for dedection
by enzyme-linked immunosorbent asssay. Phytopathology, 79, 610-613.

McManus, P. S. and Jones, A. L., 1995a. Detection of Erwinia amylovora by nested
PCR and PCR-dot-blot and reverse-blot hybridizations. Phytopathology, 85,
618-623.

McManus, P. S. and Jones, A. L., 1995b. Genetic fingerprinting of Erwinia amylovora
strains isolated from tree-fruit crops and Rubus spp. Phytopathology, 85, 1547-
1553.

Meyer, J. M., Stintzi, A., Coulanges, V., Shivaji, S., Voss, J. A., Taraz, K. and
Budzikiewicz, H., 1998. Siderotyping of fluorescent pseudomonads
characterization of pyoverdines of Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas
putida strains from Antarctica. Microbiology, 144, 3119-3126.

Meyer, J. M., Stintzi, A., De Vos, D., Cornelis, P., Tappe, R., Taraz, K. and
Budzikiewicz, H., 1997. Use of siderophores to type pseudomonads the three
Pseudomonas aeruginosa pyoverdine systems. http://www.uni-koein.de/math-
nat-fak/orgchenvbudzi/htm/abstr16.html.

Michael, M., James, W. B., Virginia, K. Q. and James, C. M., 1993. Evaluation of
biology for identification of members of the family Micrococcaceae. Journal of
Clinical Microbiology, 67, 3170-3173.

Midani, S. and Rathore, M., 1998. Chromobacterium violaceum infection. South Med.
J., 91, 464-466.

Miller, 1., and Berger, T., 1985. Bacteria identification by gas chromatography of whole
cell fatty acids. Hewlett-Packard Gas Chromatography Application Note,
Hewlett-Packard Co., Alto, CA., 228-238.

Miller, J. M., James, W., Biddle, W., Virginia, K., Quenzer, K. and James, C. Mc.,
1993. Evaluation of biolog for identification of members of the family
Micrococcaceae. Journal of Clinical Microbiology, 36, 3170-3173.

Miller, S. A. and Joaquim, T. R., 1993. Diagnostic techniques for plant pathogens.
Biotechnology in Plant Disease Control, 17, 321-339.

Miller, S. A. and Martin R. R, 1988. Molecular diagnosis of plant disease.
Phytopathology, 26,409-432.

Miller, T. D. and Schroth, M. N., 1972. Monitoring the epiphytic population of Erwinia
amylovora on pear with a selective medium. Phytopathology, 62, 1175-1182.

Mirik, M., 2000. Amasya ve Tokat illerinde yumugak gekirdekli meyve agaglarindaki
ates yamkh@ (Erwinia amylovora (Burr.) Winslow ef al) hastahfinin oram,
duyarh ve dayanikh gegitlerin tespiti. Yilksek Lisans Tezi, http:// www. trakya.
edu. tr/ kutuphane/ Tezler/Fen_Bilimleri/bitki_koruma.htm.

Moltmann, E., 1996. Experience with different prediction systems for control of fire
blight in southwest Germany. Acta Hort., 411, 131-134.

Momol, M. T. and Yegen, O., 1993. Fire blight in Turkey. Acta Hort., 338, 37-39.

Momol, M. T., 1990. Ates yanikliimin epidemiyolojisi ve miicadelesi. Ak. U. Zir. Fak.
Derg., 3, 1-2, 25-38.

Momol, M. T., Momol, E. A., Lamboy, W. F., Norelli, J. L., Beer, S. V. and
Aldwinckle, H. S., 1997. Characterization of Erwinia amylovora strains using
random amplified polymorphic DNA fragments (RAPD;). J. Appl. Microbiol,
82, 389-398. ‘



206

Momol, M. T,, Yegen, O., Basim, H., Rudolp, K. and Zachowski, M. A., 1991. Bati
Akdenizde Erwinia amylovora’min neden oldugu atey yanikliginin epidemisi ve
miicadelesi. VI. Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildirileri, 7-11 Ekim, , izmir,
Tiirkiye, 301-305.

Momol, M. T., Yegen, O., Basim, H. and Rudolph, K., 1992. Identification of Erwinia
amylovora and the occurence of fire blight of pear in Western Mediterranean
Region of Turkey. The Journal of Turkish Phytopath., 21, 1, 41-47.

Montesinos, E. and Vilardell, P., 1990. Relationships among population levels of
Pseudomonas syringae, amount of ice nuclei and incidence of blast of dormant
flower buds in commercial pear orchards in Catalunya, Spain. Phytopathology,
81, 113-119.

Moore, L. W. and Allen, J., 1986. Controlled heating of root-pruned dormant Prunus
spp. seedlings before transplanting to prevent crown gall. Plant Dis., 70, 532-
536.

Moore, L. W. and Cooksey, D. C., 1981. Biology of Agrobacterium tumefaciens: Plant
Interaction. Pages 15-46 in: The Biology of Rhizobiaceae. Suppl. Int. Rev.
Cytol. Suppl. 113. K. Giles, ed. Academic Press, New York.

Moore, L. W, Aichele, M. D., Millikan, D. F. and Johnson, H. G., 1980. Reevaluating
hairy root disease. Am. Nurseryman, 151, 2, 116-117.

Mourgues, F., Brisset, M. N. and Chevreau, E., 1998. Strategies to improve plant
resistance to bacterial diseases through genetic engineering. Trends Biotechnol,,
16, 203-2009.

Miinzinger, M., Taraz, K., Budzikiewicz, H., Drechsel, H., Heymann, P., Winkelmann,
G., and Meyer, J. M., 1999. S,S-rhizoferrin (enantio-rhizoferrin) a siderophore
of Ralstonia (Pseudomonas) pickettii DSM 6297-the optical antipoda of R,R-
rhoziferrin isolated fungi. BioMetals, 12, 189-193.

Nelson, E. B., Chao, W. L., Norton, J. M., Nash, G. T. and Harman, G. E., 1986. Attachment
of Enterobacter cloacae to hyphae of Pythium ultimum posible role in the biological
control of Pythium preemergence damping off. Phytoparhology, 76, 327-335.

Nikaido, H., 1994. Prevention of drug access to bacterial targets: Permeability barriers and

. active efflux. Science, 264, 382-388.

Norelli, J. L., Aldwinckle, H. S., Beer, S. V. and Lamb, R. C., 1987. The effects of
virulence of Erwinia amylovora on the evaluation of fire blight resistance in
Malus. Phytopathology, 77, 1551-1555.

Norelli, J. L., Aldwinckle, H. S., Destefano-Beltran, L. and Jaynes, J. M., 1994. Transgenic
‘Malling 26 apple expressing the attacin E gene has increased to Erwinia amylovora .
Euphytica, 77,123-128.

Norelli, J. L., Aldwinckle, H. S. and Beer, S. V., 1984. Differential host X pathogen
interactions among cultivars of apple and strains of Erwinia amylovora.
Phytopathology, 74, 136-139.

Norelli, J. L., Aldwinckle, H. S. and Beer, S. V., 1986. Differential susceptibility of
Malus spp. Robusta 5, Novole and Ottowa 523 to Erwinia amylovora. Plant Dis.,
70, 1017-1019.

Norelli, J. L., Aldwinckle, H. S. and Beer, S. V., 1988. Virulence of Erwinia amylovora
strains to Malus sp. Novole plants grown in vitro and in the greenhouse.
Phytopathology, 78, 1292-1297.



207

Norelli, J. L., Burr, T. J,, Lo Cicero, A. M., Gilbert, M. T. and Katz, B. H., 1991.
Homologous streptomycin resistance gene present among diverse gram-negative
bacteria in New York State apple orchards. App. and Env. Microbiology, 57,
486-491.

Norelli, J. L., Jensen, A., Momol, M. T. and Cummins, J. N., 1996. Increasing the
resistance of apple rootstock to fire blight by genetic engineering. A progress
report. Acta Hort., 411, 409-411.

Nunes, C., Usall, J., Teixido, N. and Vinas, 1., 2001. Biological control of postharvest
pear disease using a bacterium, Pantoea agglomerans CPA-2. International
Journal of Food Microbiology, 70, 1-2, 53-61.

Owings, M. A., 1996. Apple production Newsletter. Jr. Agricultural Extension Agent.

‘ http:/henderso.ces.state.nc.us/newsletters/apple/aug96/a. html

Oktem, Y. E. ve Benlioglu, K., 1988a. Yumusak gekirdekli meyve agaglarinda goriilen
ates yanikligi hastalig1 (Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.) lizerinde
caligmalar. V. Turkiye Fitopatoloji Kongresi Bildiri Ozetleri, 18-21 Ekim,
Antalya-Tiirkiye, TUBITAK yayinlar, TOAG,128, 643.

Oktem, Y. E. and Benlioglu, K., 1988b. Studies on fire blight (Erwinia amylovora
(Burr.) Winslow ef al.) of pome fruits. The Journal of Turkish Phytopathology,
17, 3, 106.

Ozakman, M., 1995. Armut agaglarinda Erwinia amylovora’mn epifitik populasyonu
tizerinde caligma. Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiksek Lisans
Tezi, 32.

Ozaktan, H. ve Turkisay, H., 1994. Bazi epifitik bakterilerin ates yanikhigi etmeni
Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al’ya antagonistik etkileri iizerine
aragtirmalar. Tirkiye 3. Biyolojik Miicadele Kongresi, 25-28 Ocak, Izmir,
Tiirkiye, 231-238.

Paisley, R., 1995. MIS whole cell fatty acid analysis by gas chromatography. MIDI,
Inc., Newark, DE, 5.

Palleroni, N. J., Kunisawa, R., Contopoulou, R. and Doudoroff, N., 1973. Nucleic acid
homologies in the genus Pseudomonas. International Journal of Systematic
Bacteriology, 23, 333-339.

Panogopoulos, C. G., and Crosse, J. E., 1964, Blossom blight and related symtoms
caused by Pseudomonas syringae van Hall on pear trees. Annu. Rep. East
Malling Res. Stn. Kent, 47,119-122.

Papavizas, G.C., 1985. Trichoderma and Gliocladium: biology, ecology, and potential
for biocontrol. Phytopathology, 23, 23-54.

Pascal, L., Charles, M., Jean-Pierre, P. and Marianne, K., 1997. Identification by PCR
analysis on plasmid pEA29 of isolated of Erwinia amylovora responsible of an
outbreak in Central Europe. Kluver Academic Publishers, 92-98, Printed in the
Netherlands.

Pataky, N., 2000. Bacterial blast or fire blight? http://www.ag.uiuc.edw/cespubs/hyg/htmy/
200004 .html.

Paulitz, T. C., 1991. Effect of Pseudomonas putida on the stimulation of Pythium ultimum
by seed volatiles of pea and soybean. Phytopathology, 81, 1282-1287.

Paulitz, T. C., Anas, O. and Fernando, D. G., 1992. Biological control of Phythium damping-
off by seed-treatment with Pseudomonas putida: relationship with ethanol production
by pea and soyben seed. Biocontrol Science and Technology, 2, 193-201.



208

Peel, M. M., Hibberd, A. J., Kink, B. M. and Williamson, H. G., 1988. Alcaligenes piechaudii
from chronic ear discharge. Journal of Clinical Microbiology, 26, 8, 1580-1581.

Pieterse, C. M. J., Wees, S. C. M., Hoffland, E., Pelt, J. A. and Loon, L. C., 1996.
Systemic resistance in Arabidopsis  induced by biocontrol bacteria is
independent of salicylic acid accumulation and pathogenesis-related gene
expression. Plant Cell, 8, 8, 1225-1237.

Ponsonnet, C. and Nesme, X., 1994. Identification of Agrobacterium strains by PCR-
RFLP analysis of pTi and chromozomal regions. Archives of Microbiology, 161,
4, 300-309.

Pusey, P. L., 1997. Crab apple blossoms as a model for research on biological control of
fire blight. Phytopathology, 87,1096-1102.

Quigley, N. B, Mo, Y. Y. and Gross, D. C., 1993. SyrD is required for syringomycin
production by Pseudomonas syringae pathovar syringae and is related to a
family of ATP-binding secretion proteins. Mol. Microbiol., 9, 787-801.

Rademaker, J. L. W. and Bruijn, F. J., 1996. Characterization and classification of
microbes by rep-PCR genomic fingerprinting and computer assisted pattern
analysis. In: G. Caetano-Anolles & P. M. Gresshoff (eds): DNA markers:
Protocols, Applications and Overviews J. Wiley & Sons, Inc., in press.

Raupach, G. S. and Kloepper, J. W., 2000. Biocontrol of cucumber diseases in the field
by plant growth-promoting rhizobacteria with and without methyl bromide
fumigation. Plant Dis., 84, 10, 1075.

Remus, R., Ruppel, S., Jacob, H. J.,, Hecht-Buchholz, C. and Merbach, W., 2000.
Colonization behaviour of two enterobacterial strains on cereals. Biology and
Fertility of Soil. 30, 550-557.

Rettori, D. and Duran, N., 1998. Production, extraction and purification of violacein and
antibiotic pigment produced by Chromobacterium violaceum. World Journal of

. Microbiology and Biotechnology, 14, 5, 685-688.

Reynoird, J. P., Mourgues, F., Norelli, J., Aldwinckle, H. S., Brisset, M. N. and
Chevreau, E., 1999. First evidence for improved resistance to fire blight in
transgenic pear expressing the attacin E gene from Hyalophora cecropia. Plant
Science, 149, 21-31.

Risse, D., Beiderbeck, H., Taraz, K., Budzikiewicz, H. and Gustine, D., 1998. Corrugatin
a lipopeptide siderophore from Pseudomonas corrugata. Z. Naturforsch, 53,
295-304.

Ritchie, D. F. and Klos, E. J., 1974. A laboratory method of testing pathogenicity of
suspected Erwinia amylovora isolates. Plant Disease Reporter. 58, 2, 181-183.
Robles, V. E., Ramirez, G. P., Gonzales, A. M. E., Sainz, M. G., Martinez, R. B,,
Duran, D. A. and Chavez, R. D., 1999. Application of gas chromatography in the
identification of Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes and
Enterobacter agglomerans. Revista Latinoamericana de Microbiologia, 41, 1,

11-16.

Romantschuk, M. and Bamford, D. H., 1986. The causal agent of halo blight in bean,
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, attaches to stomata via its pili.
Microbial Pathogenesis, 1, 139-148.

Rommens, C. M. and Kishmore G. M., 2000. Exploiting the full potential of disese-
resistance genes for agricutural use. Current Opinion in Biotechnology, 11, 120-
125.



209

Ross, AF, 1961. Localized acquired resistance to plant virus infection in
hypersensitive hosts. Virology, 14, 329-339.

Roy, M. A,, 1988. Use of fatty acids for the identification of phytopathogenic bacteria.
Plant Dis., 72, 460.

Ryals, J., Uknes, S. and Ward, E., 1994. Systemic acquired resistance. Plant Physiol,,
104, 1109-1112.

Sahin, F., Kotan, R. and Donmez, M. F., 1999. First report of bacterial blight of
Mulberries caused by Pseudomonas syringae pv. mori in the eastern Anatolia
Region of Turkey. Plant Dis., 83, 1176.

Saiki, R., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K. B.,, Horn, G. T., Erlich, H. A., and
Arnheim, N. 1985. Enzymatic application of B-globin genomic sequences and
restrictiton site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science 230:1350-
1354,

Saleh, O. 1., Huang, P. U. and Huang, S. H., 1997. Bacillus pumilus, the cause of

- bacterial blotch of immature balady peach in Egypt. J. Phytopathology, 145,
447-453.

Sasser, M., 1990. Identification of bacteria through fatty acid analysis in Methods in
phytobacteriology (Z. Klement, K. Rudolph, and D. Sands, eds.). Akademia
Kiado, Budapest, 199-204.

Sato, M., Nishiyama, K. and Shirata, A., 1983. Involvement of plasmid DNA in the
productivity of coronatine by Pseudomonas syringae pv. atropurpurea. Ann.
Phytopathol. Soc. Jpn., 49, 522-528.

Saygih, H. and Ustiin, N., 1996. Studies on effectiveness of some chemicals to fire blight
pathogen (Erwinia amylovora Burr. Winslow et al.). Acta Hort., 411, 331-335.

Saygili, H., 1995. Fitobakteriyoloji. Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Béliimii, 203, Bornova-IZMIR.

Schaad, N. W., 1994. Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic Bacteria. APS
Press, The American Phytopathological Society, 164, St. Paul, Minnesota 55121,
USA.

Scheck, H. J., Canfield, M. L., Pscheidt, J. W. and Moore, L. W., 1997. Rapid evaluation of
pathogenicity in Pseudomonas syringae pv. syringae with a lilac tissue culture
bioassay and syringomycin DNA probes. Plant Dis., 81, 905-910.

Scheck, H. J., Pscheidt, J. W. and Moore, L. W., 1996. Copper and streptomicyn resistance in
strains Pseudomonas syringae from Pacific Northwest Nurseries. Plant Dis., 80,
1034-1039.

Scherff, R. H., 1973. Control of Bacterial blight of soybean by Bdellovibrio bacteriovorus.
Phytopathology, 63, 400-402.

Scholz, B. K., Jakobek, J. L. and Lindgren, P. B., 1994. Restriction fragment length
polymorphism evidence for genetic homology within a pathovar of Pseudomonas
syringae. App. and Env. Microbiology, 1093-1100.

Schroth, M. N. and Hancock, J. G., 1982. Disease supressive soil and root colonizing bacteria.
Science, 216, 1376-1381.

Schroth, M. N., Thomson, S. V. and Moller, W. J., 1971. Streptomycic resistance in Erwinia
amylovora. Phytopathology, 69, 565-568.

Schwartz, T., Bernhard, F., Theiler, R. and Geider, K. 1991. Diversity of fire blight pathogen
in production of dihydrophenylalanine a virulence factor of some Erwinia amylovora

strains. Phytopathology, 81, 873-878.



210

Scortichini, M. and Morone, C., 1997. Bacterial blister bark of apple trees in Italy. J.
Phytopathology, 145, 401-403.

Scortichini, M., Janse, J. D., Rossi, M. P. and Derks, J. H. J.,, 1996. Characterization of
Xanthomonas campestris pv. pruni strains from different host by pathogenicity test
and analysis of whole-cell fatty acids and whole-cell proteins. J. Phytopathol., 144,
69-74.

Shapira, R., Ordentlich, A., Chet, I. and Oppenheim, A. B., 1989. Control of plant diseases by
chitinase expressed from cloned DNA in Escherchia coli. Phytopathology, 79,
1246-1249.

Sholberg, P. L. and Quamme, H. A., 1999. Dieback of pome fruit rootstocks caused by

) Pseudomonas syringae. Can. J. Planth Sci., 79, 387-394.

~Shulaev, V., Leon, J. and Raskin, 1., 1995. Is salicylic asid a translocated signal of
systemic acquired resistance in tobacco? The Plant Cell, 7, 161-1701.

Silverman, P., Nuckles, E., Ye, X.S., Kuc, J. and Raskin, 1., 1993, Salicylic acid,
ethylene, and pathogen resistance in tobacco. Molecular Plant-Microbe
Interactions, 6, 6, 775-781.

Smith, E. F., 1920. An introduction to bacterial diseases of plants. W. B. Saunders,
Philadelphia, 1, 688.

Smith, T. J., 2001. Principles of fier blight control in the Pacific Northwest USA.
http:www.ncw.wsu.edu/fireblt6.htm.

Sobieczewski, P., Chiou, C. S and Jones, A. L., 1991. Streptomycin-resistant epiphytic
bacteria with homologous DNA for streptomycin resistance in Michigan apple
orchards. Plant Dis., 75, 1110-1113.

Stead, D. E., 1988. Identification of bacteria by computer-assisted fatty acid profiling.
Acta Hort., 225, 39-46.

Stead, D. E., 1992. Grouping of plant pathogenic and some other Pseudomonas spp. by
using cellular fatty acid profiles. Int. J. Syst. Bacteriol. 42, 281-295.

Stefan, B., Peter, B., Beate, V., Matthias, U., Caro, L. B. and Klaus, G., 1994.
Identification and relatedness of coronatine-producing Pseudomonas syringae
pathovars by PCR analysis and sequence determination of the amplification
products. App. and Env. Microbiology, 2924-2930.

Stelljes, K. B. and Senft, D., 1998. Fire blight control nature’s way, Agricultural
Research, 9, 14-16.

Stephenson, J. R. and Warmes, A., 1996. Release of genetically modifield micro-organisms
into the environment. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 65, 1, 5-
14.

Strittmatter, G., Janssens, J., Opsomer, C., and Botterman, J., 1995. Inhibition of fungal
disease development in plants by engineering controlled cell death. Biotechnology,
13, 1085-1088.

Sturz, A. V., Christie, B. R, Matheson, B. G. and Nowak, J, 1997. Biodiversity of
endophytic bacteria which colonize red clover nodules, roots, stem and foliage and
their influence on host growth. Biology and Fertility of Soil, 25, 13-19. (ISSN: 1432-
0789 electronic version).

Sundheimk, L., Poplawski, A. R. and Ellingboe, A. H., 1988. Moleculer cloning of two

" chitinase genes from Serratia marcescens and their expression in Pseudomonas
species. Physiol. Mol. Plant Pathol,, 33, 483-491.



211

Sundin, G. W. and Bender, C. L., 1993. Ecological and genetic analysis of copper and
streptomycin resistance in Pseudomonas syringae pv. syringae. App. and Env.
Microbiology, 59, 1018-1024.

Sahin, F., 1999, Mikroorganizmalarin yag asitleri profillerine gore tamsi (Microbial
Identification System). Uygulamali Molekiiler Biyoloji Teknikleri Kursu.
Atatiirk Universitesi Biyoteknoloji Uygulama ve Aragtirma Merkezi, 66,
Erzurum-Tirkiye.

Sahin, F., Kotan, R., Demirci, E. ve Miller, S. A., 2000. Domates ve biber bakteriyel
leke hastalign ile biyolojik savasta actigard ve bazi antagonistlerin etkinligi.
Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 31, 1, 11-16.

Teviotdale, B. L. and Gubler, W. D., 2000. Apple bacterial blossom blast. UC., IPM
Pest Manegment Guidelines Apple., 7/98. http://www.ipm.ucdavis.edw/PMG/
r4100811.html.

Thomas, M. B. and Willis, A. J., 1998. Biocontrol-risky but necessary? Trends in
Ecology & Evolution. 13, 8, 325-329.

Thomson S. V., 1986. The role of the stigma in fire blight infections. Phytopathology,
76, 476-482.

Thornley, M. J., 1960. The differentiation of Pseudomonas from other gram negative
bacteria on the basis of arginin metabolism. J. Appl. Bact., 23,37-52.

Tokgonill, S. ve Bagpinar, N, 1995. Yumugak g¢ekirdekli meyve agaglaninda ateg
yamklig1 hastahgi (Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al)’mn miicadelesi
iizerinde ¢alismalar. VI. Tirkiye Fitopatoloji Kongresi Bildiriler, 26-29 Eylil,
Adana, Tirkiye, 411-413.

Tokgonil, S., 1991. Dogu Akdeniz Bolgesinde armutlarda ates yamkligi hastaligs
(Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al)’mn tamst ve yaygnhigi {zerine
aragttrmalar. Cukurova Univversitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma

_Boliimil, Yiiksek Lisans Tezi. 61.

Tokgoniil, S. ve Cinar, 0., 1991. Dogu Akdeniz Bolgesinde armutlarda ates yamkhig
hastaligs (Erwinia amylovora (Burr) Winslow et al.)’mmn tamsi ve yaygmlik
durumu tizerinde aragtirmalar. VI. Tiirkiye Fitopatoloji Kongresi, Izmir, Tiirkiye,
303-306.

Tokgoniil, S. ve Cinar, O., 1995. Dogu Akdeniz Bolgesinde armutlarda ateg yanikli31
hastalig1 (Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.)’mn enfeksiyon risklerinin
iklim kosullar1 ile iligkisi Gizerinde ¢aligmalar. VII. Tirkiye Fitopatoloji
Kongresi, Adana, Tiirkiye, 407-410.

Tokgoniil, S., 1991. Dogu akdeniz bolgesinde armutlarda ates yamkhg hastahf
Erwinia amylovora (Burr. Winslow et al.)’min tamst ve yaygmlik durumu iizerine
aragtirmalar. Zirai Miicadele Arastirma Enstitiist, 49, Adana, Tiirkiye.

Tokgoniil, S., 1994. Reactions of some loquat cultivars to fire blight (Erwinia amylovora
(Burr.) Winsiow et al.) 9. Congres of the Mediterranean Phytopathological Union,
Kusadast-Aydin, Tiirkiye, 291-292.

Tokunaga, Y., Keon, J.P.R. and Hargreaves, J.A., 1998. Benzothiadiazole activates
systemic acquired resistance gene expression and disease resistance in barley.
ICPP98 7th International Congress of Plant Pathology, 2, Theme 1, 1, 4, 23.

Turan, K. ve Tokgénil, S., 1993. Akdeniz Bolgesi meyve fidanliklarinda goriilen fungal
ve bakteriyel hastaliklarin tespiti tizerinde gahigmalar. Bitki Koruma Biilteni, 33,
3-4,109-118.



212

Tiirkogly, K. ve Oktem, Y. E., 1976. Ates yanikligi etmeni (Erwinia amylovora
(BURR.) WINSLOW ET AL:)'nin teshisinde kullamilmak iizere antiserum
hazirlanmast Gizeride ¢aligmalar. Bitki Koruma Biilteni., 16, 2, 101-105.

Tyler, S. D., Strathdee, C. A., Rozee, K. R. and Johnson, W. M., 1995. Oligonucleotide
primers designed to differentiate pathogenic Pseudomonas on the basis of the
" sequencing of genes coding for 16S-23S rRNA internal transcribed spacers.
Clin. Diag. Lab. Immunol, 2, 448-453.

Utkhede, R. S., 1996. Potential and problems of developing bacterial biocontrol agents.

) Can. J. of Plant Path., 18, 455-462.

Ulke, G., 1999. Ates yamkllgl hastaligt etmeni (Erwinia amylovora)’nin biyolojik
mucadele51 tizerine bir aragtirma. Cukurova Univversitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki

} Koruma Boliimii, Yitksek Lisans Tezi. 42.

Ustiin, N., 1995. Ates yanikhigy etmeni (Erwinia amylovora Burril Ninslow et al.)’ne
etkili kimyasallarin belirlenmesi iizerinde aragtirmalar. Ege Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 23.

Van der Zwet, T. and Beer, S. V., 1991. Fireblight its nature, prevention and control, a
practical guide to integrated disease management. U. S. Departmant of
Agriculture, Agriculture Information Bulletion No: 631, 83.

Van der Zwet, T. and Beer, S. V., 1995a. Fire blight-its nature,prevention and control,
USDA Agriculture Information Bulltein Number 631. http:/www.caf wvu.eduw/
kearneysville/tables/pearfireblightsus.htm.

Van der Zwet, T. and Beer, S. V., 1995b. Fire blight-its nature,prevention and control,
USDA Agriculture Information Bulltein Number 631. http:/www.caf wvu.edu/
kearneysville/tables/fbsus.htm.

Van der Zwet, T. and Keil, H. L., 1979. Fire Blight-A Bacterial Disease of Rosaceous
Plants. U. S. Dep. Agric. Handb., 510, USA.

Van der Zwet, T., 1996. Present worldwide distribition of fire blight. Acta Hort., 411,
331-335.

Van der Zwet, T., Steiner, P., Barrat, J. G., Hickey, K. D. and Yoder, K. S., 1987.
Development of a blossom blight prediction system for Appalachian fruit

-growing region. Acta Hort., 217, 125-132.

Van der Zwet, T., Yoder, K. S. and Biggs, A. R., 2001. Blister spot, Pseudomonas
syringae pv. syringae. http:// www. caf wvu. edw kearneysville/disease
descriptions/omblist.html.

Van der Zwet, T., Zoller, D. C. and Thomson, S. V., 1988. Controling fire blight of pear
and apple by accurate prediction of the blossom blight phase. Plant Dis., 72,
467-472.

Van Loon, L. C. and Antoniw, J. F., 1982. Comparison of the effects of salicylic acid and
ethephon with virus induced hypersensitivity and acquired resiistance in tobacco.
Plant Pathology, 88, 237-256.

Van Zyl, E. and Steyn, P. L., 1990. Differentiation of phytopathogenic Pseudomonas and
Xanthomonas species and pathovars by numerical taxonomy and protein gel
electrophoregrams. Syst. Appl. Microbiol., 13, 60-71.

Vanneste, J. L., 1995. Erwinia amylovora. In: Singh US, Singh RP and Kohmoto K (eds)
Pathohenesis and host specificity in plant disease: histopathological, biochemical,
genetic and molecular bases. Vol. 1 Prokaryotes, 21-41, Pergamon Press, Oxford,
London.



213

Vauterin, L., Yang, P. and Swings, J., 1996. Utilization of fatty acid methyl esters for
the differentiation of new Xanthomonas species. Int. Journal of Systematic
Bacteriology, 298-304.

Vazquez, P., Holguin, G., Puente, M. E., Lopez-Cortes, A. and Bashan, Y., 2000,
Phosphate solubilizing microorganisms associated with the rhizosphere of
manroves in a semiarid coastal lagoon. Biology and Fertility of Soils, 30, 5/6,
460-468.

Verma, S. C., Ladha, J. K. and Tripathi, A. K., 2001. Evaluation of plant growth
promoting and colonization and ability of endophytic diazotrophs from deep
water rice. Journal of Biotechnology, 91, 2-3, 127-141.

Verniere, C., Pruvost, O., Civerolo, E. L., Gambin, O., Jacquemound-Collet, J. P. and
Luisetti, J., 1993. Evaluation of the biolog substrate utilization system to identify
and assess metabolic vatiation among strains of Xanthomonas campestris pv.
citr., App. and Env. Microbiology, 243-249.

Vicedo, B., Penalver, R., Asins, M. J. and Lopez, M. M., 1993. Biological control of
Agrobacterium tumefaciens colonization and pAgK 84 transfer with Agrobacterium
radiobacter K84 and the tramutant strain K1026. App. and Env. Microbiology, 59,
309-315.

Watkins, J. E., 1992. Fire blight of apple, pear and woody ornamentals. Plant Diseases, G92-
1120-A, Electronic version. http://www.ianr.unl.edw/pubs/plantdisease/g1120. htm.

Wayne Moss, C., Samuels, S. B. and Weaver, R. E., 1972. Celluler fatty acid composition of
selected Pseudomonas species. App. and Env. Microbiology, 24, 596-598.

Wayne Moss, C., Samuels, S. B, Liddle, J. and McKinney, R. M., 1973. Occurence of
branched-chain hydroxy fatty acid in Pseudomonas maltophilia. Journal of
Bacteriology, 12, 1018-1024.

Weingart, H. and Volksch, B., 1997. Genetic fingerprinting of Pseudomonas syringae

" pathovars using ERIC-, REP-, and ISS0-PCR. J. Phytopathology, 145,339-345.

Whiteman, S. A. and Stewart, A., 1998. Suppression of Botrytis cinerea sporulation on
irradiated grape leaf tissue by the antagonistic bacterium Serratia liquefaciens.
New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science, H98022.

Whipps, J. M., 1992. Status of biological disease control in horticulture. Biocontrol Science
and Technology. 2, 3-24. |

White, B. A., 1993. PCR Protocols Current Methods and Applications. Humana Press,
397, New Jersey, USA. Blister spot of apples. http:// www. gov. on. ca/
OMAFRA/ english/ crops/ facts/ 89-100.htm

White, F. F., Ghidossi, G., Gordon, M, P. and Nester, E. W., 1982. Tumor induction by
Agrobacterium rhizogenes involves the transfer of plasmid DNA to the plant
genome. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79, 3193-3197.

Whitesides, S. K. and Spotts, R. A., 1991. Frequency, distribution and characteristics of
endophytic Pseudomonas syringae in pear trees. Phytopathology, 81, 453-457.

Woese, C. R., 1987. Bacterial evolution. Microbial. Rev., 51, 221-271.

Wright, S. A., Zumoff, C. H., Schneider, L. and Beer, S. V., 2001. Pantoea agglomerans
strain EH318 produces two antibiotics that inhibit Erwinia amylovora in vitro. App.
and Env. Microbiology, 67, 1, 284-292.

Yahyaoglu, M. M., 1998. Bursa yoresinde atey yamklign (Erwinia amylovora (Burr)
Winslow et al) fizerinde ¢aligmalar, Uludag Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi, 55.



214

Yen-Li Chou, M. D., Po-Yi Yangi, M. D., Chung-Chi Huang, M. D., Hsieh-Shong Leu,
M. D.,, Thomas, C. Y. and Tsao, M. D., 2000. Fatal and non-fatal
chromobacterial septicemia report of two cases. Chang Gung Med. J., 23, 492-
497.

Yessad-Carreau, S., Manceau, C. and Luisetti, J., 1994. Occurrence of specific reactions
induced by Pseudomonas syringae pv. syringae on bean pods, lilac and pear
plants. Plant Pathology, 43, 528-536.

Young J. M., Bradbury, J. F., Davis, R. E., Dickey, R. S., Ercolani, G. L., Hayward, A. C. and
Vidaver, A. K., 1991. Nomenclatural revisions of plant pathogenic bacteria and list of
names 1980-1988. Rev. of Plant Path., 70, 211-221.

Young, J. M., 1991. Pathogenicity and identification of the lilac pathogen, Pseudomonas
syringae van Hall (1902): Ann. Appl. Biol. 18, 283-298.

Zdor, R. and Anderson, A. J., 1992. Influence of root colonizing bacreria the defensee
response on of bean. Plant Soil, 140, 99-107.

Zeller, W. and Wolf, B., 1996. Studies on biological control of fire blight. Acta Hort., 411,
341-345.

Zhang, J. H., Quigley, N. B. and Gross, D. C., 1997. Analysis of the syrP gene, which
regulates syringomycin synthesis by Pseudomonas syringae pv. syringae. App.
and Env. Microbiology, 63, 2771-2778.

Zhang, Y. and Geider, K., 1997. Differentiation of Erwinia amylovora strains by
pulsed-field gel electrophoresis. App. and Env. Microbiology, 63, 4421-4426.



215

EKLER

EK1

1:024047.92A |1053] Rk257

Volume: DATA File: E024047.92A
Tvpe: Samp Bollle: H
Crealed: 4/4/02 11:33:49 M

Sample ID: RK257

Seq Counter: 12
Mathod. ‘FSBA4O

1D Number: 1053

Profile:

RT  Respmse Av/HlE Rbact ECL  Peak Name Pereent
1565 1672108 0023 - 7.029 SOLVENT PEAK -
1.678 9943 0.023 ceen 7.265 -
1.740 13956 0.026 . 7398 ———-
1.776 S6nR - 0.020 Y 7471 -
1.807 040 0.034 — 7.538 -
1 869 1099 0.021 ——- 7.663 -
2.247 1765  0.095 e R.A457 coen
2.69) 197 0028 1.408 9387 R0 3001 0.20
2,987 252 0.026 1,348 10.000 10:0 0.25
357 436 0.028 vaun 10.838 —eee
4.008 4905 0.027 1219 11419 10:0 301§ 4.36
4514 FARREERINIXT 1473 11999 120 6.27
4.614 653 0038 1.167 12093 11:0 18O 3011 0.55
SRR~ 36 0038 1o 13176 12:0 200 2.61
6 200 4617 0.037 1.073 13453 12:03001 361
9.719 S0831 0 004 0942 15816 Sum Inl'enfure 3 RENG

omz ad 0ol 0.9 16.000  16:0 2057
11080 540 0.032 0905 16,631 170150 .36
15813 1346 0.040 0.894 16888 17:0 CYCLO 0.8R8
12.250 6315 0,036 - 17318 e
12,598 17y no4s 0867 17.520 16030101 074
i R22Y 006 ORSS 17822 1R wie 17587
[RENY RSR ondy ORIR 17999 1810 0.$)
11.564 GYR  0.038 0844 18079 11 methyl 18:1 w7c L0.43
18.774 683 003 0.796 19366 19:0 10 methyt 0.40

anan sos - - —-- Summed Feature 3 468

Comment

< mint

< min

- mint

- min 1t

- minil

< mintl

< min rt

“CY. deviates -0.005
1. devintes 0.000

FCIL deviates -0.003
ECCY. deviates -0 001

‘1. deviates 0,001
- deviates -0.001
. duviates -0 001
1. deviates -} 006

. deviates 0.000
. deviates 0.001
devintes 0.000

ECT. devintes 0001
101 deviates -0 (i)
FCL deviates -0 001
FCH. deviates -0.002
ECT, devintes -0.002
16:1 wle/15 iso 2011

Comment?

Reference -0 010

Reference 0oy

.1 w7 b5 dee 2081
Refierence 0006
Reference 0008
Reference -0 006

Referenee 0067

15:0 150 2001 16-twTe

Reference ECL Shifl: 0.008
Total Named: 144358
Total Amount: 137268

ECL Deviation: 0.003
Total Response: 145429
Percent Named: 99.26%

Number Reference Peaks: 6

Matches:

Libravy Sim Index Entry Name

TSBA40 4.10 0.851 Pseudomonas-syringae-syringae
0.827 Pseudomonas-syringae-phaseolicola
0.783 Pseudomonas-syringae-glycinea
0.771 Pseudomonas-fluorescens-biotype F
0.734 Chromobacterium-violaceum
0.675 Pseudomonas-viridiflava*
0.658 Pseudomonas-syringae-papulans
0.644 Pseudomonas-syringae-maculicola
0.644 Pseudomonas-savastanoi pv. {raxinus
0.633 Pseudomonas-syringae-pisi
0.625 Pseudomonas-syringae-tabaci
0.620  Pseudomonas-cichorii*
0.615 Pseudomonas-putida-biotype I3*
0.590 Pseudomonis-syringae-morsprunorum

. 0575 Pseudomonas-syringae-atrofaciens

0.562 Pseudomonas-syringae-lomato
0.561 Pseudomonas-coronafaciens

Sherlock Version 4.0

Page 1

Printed on 04-Apr-2002



216

EK 2

Dafa‘Flle C:\SHERLOCK\RAW\E02404.792\A0121053.D
Sherlock 1d: Rk257

Injection Date : 4/4/02 11 37 17 PM

Sample Name : 1053 vial : 11

Acg. Operator : Inj 1
Inj Volume : 2 ul

Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\SMIDISA. M

Last changed : 4/4/02 11:33:49 PM

MIDI Aerobe method saved on ChemStation Version 4.02
Switched to new integration algorithm 11-Nov-98

- -t N o
3 N S 8 . B ¥ >
|
g
>
= 7 =776 1740 ”—“‘.ﬂﬁﬁré
o 2247 5
o 2693
f2883 a
- 3537 >
- 4008 2
BT 4514 o
o &
o
5.838
2 6.200
~
(6
N = 9719
3 10.017
. 11.080
[4Lm3
= | 12250
N 1‘-12.598
BT R 13.120
- 13438
a1 F
LﬁJM
3
m
~.
? ‘mhr
. - - R

*+%* End of Report **¥

Instrument 1 4/4/02 11:58:04 PM 4



217

OZGECMIS

Erzurum’un Senkaya Ilgesi Gaziler Koyli’'nde 1968 yihinda dogdu. ilk ve orta
ogrenimini aym yerde, lise 6grenimini ise Erzurum’da tamamladi. 1987 yilinda girdigi
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’nden 1991 yilinda mezun
oldu. 1995 yilinda aym béliimde yiiksek lisansa bagladi. 1996 yilinda yiiksek lisans tez
caligmasi yapmak tlizere 6 ay siireyle Amerika Birlesik Devletleri, Ohio State
Universitesi'ne gitti. 1997 yilinda yiiksek lisansim bitirdi ve aym boliimde doktoraya
basladi. 1998 yilinda Atatiirk Universitesi Oltu Meslek Yiiksekokulu Gida Teknolojisi

Boliimii’ne arastirma gorevlisi olarak atandi. Halen bu gorevini siirdiirmektedir.



