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OZET

IGDIR iLi ELMA AGACLARINDA ATES YANIKLIGI HASTALIGINA
NEDEN OLAN Erwinia amylovora (BURR.) WINSLOW et al. ETMENININ
BiYOKIMYASAL VE MOLEKULER (MIS) YONTEMLE TANISI

GOK, Gokee

Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Mesude Figen DONMEZ
Ekim 2016, 72 sayfa

Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.’in sebep oldugu ates yanikligi
hastalig1 elma, armut ve diger Rosaceae familyas: bitkilerini etkileyen en ciddi ve en
tahripkar bakteriyel hastaliklardan biridir. 2013 ve 2015 yillarinda, Igdir ilinde yaniklik
simptom gosteren elma oOrneklerinden bakteriyel izolasyonlar yapilmistir, toplam 84
bakteri straini elde edilmistir. Yapilan morfolojik (hiicre ve koloni morfolojisi,
hareketlilik testi), biyokimyasal (gram reaksiyon, katalaz, oxidaz, nisasta hidrolizi,
levan, ham armut ve 36°C’ de gelisim testleri) ve molekiiler (MIS) testler sonucunda

bakterilerin 51 tanesi Erwinia amylovora olarak tanilanmstir.

Anahtar Kelimeler: Erwinia amylovora, Ates yanikligi, MIS, Elma



ABSTRACT

APPLE TREES IN IGDIR PROVINCE FIRE BLIGHT DISEASE CAUSED BY
Erwinia amylovora (BURR.) WINSLOW et al. METHODS OF BIOCHEMICAL
AND MOLECULAR (MIS) METHODS OF DIAGNOSIS

GOK, Gokee

Master Thesis, Plant Protection Main Discipline
Thesis Adviser: Asst. Prof. Dr. Mesude Figen DONMEZ
October 2016, 72 Pages

Fire bligth caused by Erwinia amylovora ( Burr.) Winslow et al. is the most
serious and destructive bacterial disease for apple, pear and other plants belonging to
Rosaceae familiy. In 2013 and 2015, in Igdir, bacterial isolations were done from
diseased apple samples. Bacterial pathogens were identified by morphological (cell and
colony morphology, mobility test), biochemical test (catalase, oxidase, growth in 36°C,
KOH gram reaction, growth in saccharose nutrient agar) and moleculer technique
including fatty acid methyl ester profiles. In determining the pathogenicity, raw pear test
and hypersensetive reaction on tobacco were done. In this study, according to the results

these test, total 51 Erwinia amylovora strains were identified.

Key words: Erwinia amylovora, Fire blight, MIS, Apple
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1.GIRIS

1.1. Elmanin Onemi ve Yetistiriciligi

Elma, Rosaceae familyasinda yer alan soguk iliman iklim meyve tiirleri igerisinde
bulunan ve en fazla iretilen tiirlerinden birdir. Elma insan beslenmesi bakimindan
bliyiik 6nem tagimakta, herkes tarafindan zevkle yenilmektedir. Elde edilen meyvenin
bir kismi1 taze olarak tliketildigi gibi, bir kism1 da kurutularak degerlendirilmektedir.
Konserve sanayinde ¢esitli lriinler halinde islenmekte, icki ve sarap endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ayrica surup, marmelat, regel ve pasta yapiminda, meyve suyu ve
sirke iiretilmesinde olduk¢a fazla kullanimiyla &nem tasimaktadir (Ozcagiran ve ark.,

2011).

2012 yili FAO verilerine gore; diinyada yaklasik 4.8 milyon hektarlik alanda elma
tiretimi  yapilmaktadir. Ayn1 yilda diinya elma d{iretimi 76.3 milyon ton olarak
gerceklesmistir. Cin, 37 milyon tonluk iiretim hacmiyle diinya iiretiminden % 48.4 pay
almaktadir. Bu iilkeyi sirasiyla ABD (4.1 milyon ton, % 5.4 pay), Tirkiye (2.9 milyon
ton, % 3.8 pay), Polonya (2.9 milyon ton, % 3.8 pay) ve Hindistan (2.2 milyon ton, %
2.9 pay) takip etmektedir (FAOstat, 2012).

Tiirkiye yas meyve iiretiminde diinyanin Onemli {iretici {ilkelerinden birisi
konumundadir. 24 milyon hektarlik tarim alaniin yaklasik % 13’{ (3.2 milyon ha)
meyve iiretiminde kullanilmaktadir. Ulkemizde elma 2013 yilinda 3.1 milyon ton
iretim ile en ¢ok iiretilen iiclincli meyve durumuna gelmistir. 2014 yilinda 2.4 milyon

ton ve 2015 yilinda ise 2.5 milyon ton elma iiretimi ger¢eklesmistir (Anonim, 2016a).

Yumusak c¢ekirdekli meyvelerde, biotik etmenlerin (bdcekler, funguslar, bakteriler,
viriisler, nematodlar, mikoplazmalar vs.) ve abiyotik faktorlerin (sicaklik, nem, besin
elementleri, toprak sartlari, don, dolu, riizgar, kuraklik vs.) sebep oldugu bir¢ok hastalik
ve zarar s6z konusudur (Jones and Aldwinckle, 1991; Lamey and Stack, 1993; Anonim,
2014a; Kotan, 2002). Hastalik diizeyi; konuk¢unun duyarliligi, patojenin saldirganligi
ve cevre sartlarina bagl olarak degismektedir. Ancak, kiiltiirel uygulamalar, genetik
tolerans, agacin yasi, stres sartlari, ekim sikligi, dormansi periyodu hastaliklarin

epidemi olusturmasinda anahtar rol oynayan diger faktorlerdir (Goldberg, 2000). Biitiin



bu faktorlere bagl olarak bitkinin kok, kok bogazi, govde, ana dallar ve yan dallar,

stirgiin, yaprak, tomurcuk ve meyvelerinde zararlanmalar ve verim kaybi olmaktadir.

Yumusak c¢ekirdekli meyve agaclarinda goriilen ve iilkemizde de armut
yetistiriciliginde karsilasilan en onemli hastaliklar; bakteriyel ates yanikligi (Erwinia
amylovora (Burr) Winslow et al.), bakteriyel ac1 benek (Pseudomonas syringae pv.
papulans (Rose) Dhanvantari), bakteriyel tomurcuk yanikligi ve kabuk kavlamasi
(Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall.), kok kanseri (Agrobacterium
tumefaciens (E.F. Smith & Townsend) Conn), sagak kok (Agrobacterium rhizogenes
(Riker et al.)), bakteriyel dal yanikligi (Erwinia stewarti), kara leke (Venturia
inequalis), monilya (Sclerotinia fructigena), nectria kanserleri (Nectria galligena),
beyaz kok cliriikligi (Rosellinia necatrix) dir (Jones and Aldwince, 1991; Hepaksoy ve
ark., 1998; Kotan, 2002; Giinen ve Misirli, 2003).

Diinyada elma iiretiminde iilkemizin 3. sirada yer almasi ve elmanin iilkemizde en
¢ok tiretilen meyve olmasi hastalik ve zararlilardan korunma bakimindan ayri bir 6zenin
gosterilmesi gerektigini gostermektedir. Bu baglamda ates yaniklig1 hastaligi, yumusak
cekirdekli meyvelerde goriilen en tehlikeli bakteriyel hastaliklardan biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Hastaligin ekonomik &nemi ¢ok yiiksektir. E.amylovora,
ozellikle duyarli cesitlerin kullanildig1 alanlarda, meyve plantasyonlarini ve sonugta
meyve lretim miktarin1 6nemli derecede etkilemektedir. Hastaligin kisa siire igerisinde
tim Tirkiye genelinde yayilmasi ve etkiledigi meyve plantasyonlarini yangin yerine
cevirmesi, onun epidemik karakterini ve onemini daha iyi agiklamaktadir. Eger etkili ve
kalict onlemler alinmazsa, yumusak g¢ekirdekli meyve ve fidan liretimimizde 6nemli
diisiisler olabilecektir. Bu nedenle ates yaniklig1 hastaligi, hem meyveciligimiz hem de
ilke ekonomimiz agisindan acilen ele alinmasi gereken ¢ok onemli bir sorun olarak

ortaya ¢ikmaktadir (Hacioglu, 1993).

Igdir ilinde, ekonomi biiyiik 6l¢iide tarima dayalidir. Aras Nehri’nin suladigl ova,
Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki en onemli bitkisel iiretim alanlarindan birisidir. Igdir,
bahgeden bahgeye gecis yapan evleri ile iinliidiir ve bu bahgelerde kayisi ve elma
agaclar1 bulunmaktadir. Ovadaki toplam meyve bahgesi arazisinde ilk sirada kayisi,

ikinci sirada elma yetistiriciligi yapilmaktadir. Gerek tarafimizdan yapilan siirvey



caligmalar1 sonucunda gerekse elma yetistiriciligi yapan ¢iftcilerin getirdigi 6rneklerden
oldukga fazla E.amylovora ile enfekteli agac tespit edilmistir. Simptomatolojik olarak
gozlemledigimiz bu hastalik etmeninin c¢esitli yontemlerle tanilanmasi miicadele
yontemlerinin belirlenmesi i¢in gereklidir. Bu nedenle bu calisma ile Igdir ilinde
yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinda goriilen ve ¢ok ciddi verim kayiplarina yol agan
E.amylovora strainlerinin klasik ve molekiiler yontemle tanisinin yapilmasi ve buna

bagli olarak hastalikla kontrol stratejilerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.

1.2. Ates Yanikhig Hastahgi (Erwinia amylovora)

Elma, armut ve diger Rosaceae familyasini etkileyen en tahripkar hastaliklardan biri
olan ates yaniklig1 diinyada ilk olarak 1780 yilinda New York’da Hudson vadisinde
tespit edilmis ve buradan da diinyadaki 3 bolgeye tasinmustir. 1993 yilina kadar 31
iilkede ortaya ¢cikmistir (Van der Zwet, 1992; Oztiirk ve ark., 2004 ). Tiirkiye’de ise ilk
olarak Oktem ve Benlioglu tarafindan 1985 yilinda Sultandagi/Afyon’da bir armut
bahgesinde hastalik tespit edilmistir (Hacioglu, 1993; Giinen ve Misirli, 2003; Bastas ve
Saygili, 2008; Yilmaz ve Aysan, 2009; Cetin, 2014).

Hastaligin kisa bir siirede, cok onemli ekonomik kayiplara neden olmasi, elverisli
sartlarda, hastaligin bitkideki ilerleyisinin ¢ok hizli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ornegin, ABD’ de Kings Conty’ de sayist 43.700 olan armut agactnin tamamu iki yilda
Olmiis, San Joaquin vadisindeki armut agaglarinin ise % 95° i ates yanikhig1 zarari
nedeni ile sokiilmiis ve bolgede bir daha armut yetistiriciligi yapilmamistir. 1927-1928°
de Yeni Zelanda’ da elmalardaki siddetli siirglin enfeksiyonu sonucu kayip % 100
olarak tespit edilmistir. ABD'de 1936'da toplam armut iiretimi % 14 oraninda azalmistir.
1958-1969 yillarinda Ingiltere'deki toplam kayiplar; 20.000 armut, 20.000 Crataegus,
15.000 Cotoneaster ve 2000 Pyracantha olarak belirlenmistir. 1963’ de Kaliforniya'da
ates yaniklig1 zarar1 armutta % 14, elmada % 5 kaydedilmis ve armutlardaki kaybin 20
milyon dolar oldugu ifade edilmistir. 1975’ de Hollanda'da 2.000.000° dan fazla
Cotoneaster, 13.000 Pyracantha, 8.700 Stranvaesia ve 4.500 Sorbus tahrip olmustur.
1976 yilinda ise Kaliforniya’ da, sadece armutlarda, 47 milyon dolarlik kayip oldugu
bildirilmistir (Van der Zwet and Keil, 1979; Van der Zwet and Beer, 1991; Bastas ve
Saygili, 2008).



Hastaliga ates yaniklig1 denilmesinin sebebi, patojen bakterinin enfeksiyonundan
sonra agacin yangindan ¢ikmig gibi bir goriiniim almasindandir (Cinar, 1988). Hastalik
literatiirde ¢icek yanikligi, meyve yanikligi, dal yanikligi, elma yanikligi ve armut

yaniklig1 olarak da isimlendirilmektedir (Karaca, 1977).

1.2.1. Hastalik etmeni

Ates yaniklig1 hastalig1 diinyada yaklasik iki asirlik ge¢misi olan bir hastaliktir.
18. yiizyilinda ates yanikliginin nedeni olarak bocek ve fungus olmak iizere iki teori
gelismis ancak 1882’de Burrill tarafindan patojenin ilk bakteriyel tanimlanmasi
yapilarak Micrococcus amylovorus olarak isimlendirilmistir. Etmene en son 1920°de
Winslow ve arkadaslar tarafindan Erwinia cinsi i¢inde yer verilerek E.amylovora ismi
verilmistir ( Van der Zwet and Keil, 1979).

E.amylovora’ nin taksonomik pozisyonu asagida verilmistir (Anonim, 2014b).
Alem: Bacteria

Boliim: Proteobacteria

Simf: Gammaproteobacteria

Familya: Enterobacteriaceae

Takim: Enterobacteriales

Cins: Erwinia

Tiir: E. amylovora

Ates yanikligi hastaligi etmeni Enterobacteriaceae familyasinda Erwinia cinsi
iginde yer alan, gram negatif, fakiiltatif anaecorob, 3.0 nm uzunlugunda, 0.5-1.0 nm
capinda, kisa cubuk sekilli ve peritrik kamcili bir bakteridir. In vitro’da optimum 21-
28°C arasinda gelisen bakterinin, termal &liim noktasi 45-50°C” dir. Optimum pH
gelisimi 6.0-7.5’dir (Schroth and Hilderbran, 1980).

Etmen amylovorin adi verilen toksini sentezlemektedir (Schroth and Hilderbran,
1980; Agrios 1997; Aldwinckle and Jones, 1990; Kado, 2010). Patojen konuk¢u



bitkilerde sentezleyebildigi amylovorini yapay besiyerinde sentezleyememektedir.
E.amylovora yapay besiyerinde +4°C’ de uzun siire canliligini korurken dogal
kosullarda 90 giin sonunda canliligini yitirmektedir. Patojen siirgiin, meyve, agag
kabugu gibi ¢esitli bitki dokularinda damlaciklar halinde ‘ooze’ adi verilen bakteriyel
akintilar ve ‘strand’ adi verilen bakteriyel iplik¢ikler olusturmaktadir. Ooze igindeki
bakteriler genellikle virulent olup 2 yil veya daha uzun bir siire patojenitelerini

stirdiirmektedir (Van der Zwet and Keil, 1979; Tokgoniil, 1991).

E.amylovora, sakkaroz igeren besiyerlerinde mukoid koloniler olusturan, birgok
seker, organik asit ve seker alkoloidlerini karbon kaynagi olarak kullanabilen ama,
biiyiime faktorii olarak nitrojen ve nikotinik asidin amino kaynaklarina ihtiya¢ duyan bir

bakteridir (Agrios, 1997).

1.2.2. Hastahgin belirtileri

Hastalik etmeni yumusak cekirdekli meyve agaclarinin ¢igek, yaprak, dal ve
meyvelerinde 6nemli belirtiler olusturmaktadir. Bahar baslarinda 1lik nemli havalar
esnasinda, ilk simptomlar genellikle ¢i¢eklerde goriilmektedir (Fahy and Persley, 1983).
Cicekler once sulanmis gibi bir goriinim almakta sonra hizla porsiiyerek, once
kahverengi sonra siyah renge doniismekte ve genellikle agacta asili kalmaktadir (Bastas
ve Saygili, 2008). Cicekte goriilen belirtiler yakin dallardaki yapraklara sigramaktadir.
Yapraklarda ana damar boyunca ve yaprak kenarlarinda kahverengi-siyah lekeler
olugmaktadir. Siyahlagsma ilerlerken, yapraklar kivrilmakta, asagr dogru asili
kalmaktadir (Maden, 1989). Bu yapraklar yazin koyu yesil yaprakli sihhatli siirgiinlerde,
zit bir goriiniim olusturmaktadir (Bastas ve Saygili, 2008).

Hastaliktan etkilenen siirgiinler uctan geriye dogru solmaktadir. Bu siirgiinlerin
kabugu kahverengi-siyaha donmekte sonra ¢okerek sertlesmektedir. Yanik siirgiinlerde
en karakteristik simptom, siirgiin uglarinin ¢obandegnegi ya da kanca gibi bir forma
dontismesidir. Simptomlar meyve mahmuzlar1 ve u¢ dallardan asag dogru ilerlemekte
ve yan dallara gegerek yanikliklar olusturmaktadir (Van der Zwet and Keil, 1979;
Bastas ve Saygili, 2008).

Meyve enfeksiyonlart ise genellikle sapdan olmaktadir. Kiigiik olmayan

meyveler sulu bir hal almakta, sonra kahverengine donerek mumyalagmakta ve sonunda
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kararmaktadir. Olii meyveler enfeksiyondan bir ka¢ ay sonra dahi agaca asili
kalmaktadir (Maden, 1989; Fahy and Persley, 1983). Nemli kosullar altinda, meyve
tizerinde siit rengi yapiskan akint1 goriilmektedir. Akint1 rengi hava ile temas eder etmez
kahverengilesmektedir. Bakteriyel akintiyr olusturan damlalar birlesip daha biiylik
damlalar1 olusturmakta ve akarak bitki yilizeyine yayilmaktadir. Sonunda koke kadar
yayilan bakteriler tim agacin kurumasima yol agmaktadir (Bastas ve Saygili, 2008).
Ates yanikliginda kuruyan taze yapraklar ve kiigiik meyveler sert ¢ekirdekli meyvelerde
goriilen Monilya hastaligin1 andirmaktadir (Karaca, 1977). Govde, kok bogazi ve
koklerde meydana gelen bu enfeksiyon, agaglarin kisa siirede 6liimiine yol agmakta ve
ticari meyve bahgelerinde, 6nemli dl¢iide kayiplara neden olmaktadir (Van Der Zwet
and Beer, 1991; Evrenosoglu ve ark., 2014).

Hastaligin kisa siirede ¢ok hizli yayilmasmin ve ciddi zararlar olusturmasinin
nedeni patojenin yasam dongiisii ve epidemiyolojisi ile ilgilidir. Bakteri bir 6nceki
mevsim sirasinda olusan yanikliklarin kenarlarinda, diger konukgulardaki yanikliklarda,
tomurcuklarda ve belirgin sekilde saglam goriilen odun dokularinda kiglamaktadir.
Cogunlukla biiylik dallarda canliligini siirdiiriir ve 1 cm ¢aptan daha kiigiik filizlerde
nadiren kislayabilir. Patojen ilkbaharda, canli kaldig1 bu yanikliklarda aktif hale gelir,
cogalir ve bitisik saglam kabuga yayilir. Nemli veya 1slak havalarda bu bakteriyel
kiimelerin bir kismi lentiseller ve doku iizerindeki yariklardan disart ¢ikar. Bakteriyel
akint1 veya salgi olarak adlandirilan bu 6z suyu, milyonlarca bakteri ve bakteriyel yan
tiriinlerden meydana gelmektedir. Ari, sinek, karinca gibi degisik bocekler bu tatli ve
yapigkan akint1 tarafindan cezbedilir ve bu vektorler araciligiyla etmen yayilir. Bazi
durumlarda patojen yanikliklardaki akintidan sigratict yagmur damlalari ile de
tagmabilir. Akintilar kurudugu zaman bakteriyel strand adi verilen havai iplikgiler
olusturur, bunlar da riizgarla taginarak bir inokulum gorevi tstlenirler (Van der Zwet

and Keil, 1979; Bastas ve Saygili, 2008).

Hastalik etmeni nektarda hizli bir sekilde ¢ogalir, nektartodlara ulasir ve ¢igek
dokular1 i¢ine penetrasyon yapar. Enfeksiyonlu bir ¢igegi ziyaret eden arilar nektardaki
patojeni sonra ziyaret ettigi tiim ¢igeklere tasirlar. Bir defa ¢igege giren bakteri hizla
cogalir. Salgiladigr maddelerle orta lamelin ve hiicre duvarinin bazi yapt maddelerini

pargalar. Etmen esas olarak hiicreler arasi1 bosluklarda olmak {izere, ayn1 zamanda
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parcalanmis orta lamelden de igeri dogru hareket eder. Patojen ¢igeklerden asagi dogru
cicek sapma oradan da meyve mahmuzunun kabugu icine dogru ilerler. Mahmuzun
enfeksiyonu onun tizerindeki tiim ¢igeklerin, yapraklarin ve meyvelerin 6liimiine neden

olur (Van der Zwet and Keil, 1979).

Yapraklardaki stoma ve hidatodlar patojene giris kapisi olarak yardimci
olmasina ragmen yaprak enfeksiyonlarinin ¢ogu bocek, dolu gibi nedenlerle agilan
yaralardan olmaktadir. Etmen palisad parankimasindan ¢ok siingerimsi mezofilde daha
iyi ve daha hizli gelismekte, damar parankimasindan petiole gegmekte ve petiol yoluyla

govdeye ulasabilmektedir (Bastas ve Saygili, 2008).

Taze filizler ve filizlerdeki lentiseller, degisik etkenlerce agilan yaralar ve
bocekler yoluyla enfekte edilebilir. Ayni zamanda ¢igek ve yaprak enfeksiyonlari
yoluyla da, filizler enfekte edilebilirler. Filizler i¢inde bakteriler hiicreler arasinda
yasarlar ve kisa zamanda kortikal hiicrelerde ¢okme ve pargalanmaya sebep olurlar.
Geng filizlerde bakteriler floeme ulasabilirler ve buradan yukari dogru filiz ucuna ve
yapraklara tasmirlar. Enfeksiyonun ilerlemesi, dokunun sulu olusuna, sicaklik ve

rutubete baghdir (Bastas ve Saygili, 2008).

Hastaligin yayilmasinda, genel olarak bocekler en Onemli faktorlerden biri
olarak kabul edilmektedir. Yapilan aragtirmalar sonucunda 77 bdcek cinsinin patojeni
yayabildigi saptanmistir. Bunlardan bazilari: Aphis pomi (Elma afidi), Aphis mellifera
(Balaris1), Bombus terrestris (Yaban aris1), Byrobia rubrioculus, Drosophila spp.
(Sirkesinegi), Edwardsiana rosae, Eriosoma lanigerum (Elma pamuklu biti), Formica
spp. (Karincalar), Haplocampa testudinea (Avrupa elma testereli aris1), Lygus pratensis,
Musca domestica (Karasinek), Panonychus ulmi (Avrupa kirmizi1 akari), Pegomya spp.,
Psylla pyricola (Armut pisillasi), Scolytus spp. (Yazict bocekler), Tetranychus spp.
(Kirmiz1 6riimceek), Vespula spp. (Esek arisi)'dir (Van der Zwet and Keil, 1979;
Thomson, 2000; Bastas ve Saygili, 2008).

Yagmur, patojenin yayilmasinda onemli bir faktordiir. Bakteriler agacin {ist
kisimlarindan yagmur damlalar ile alt kistmlarina yayilmaktadir. Yagmurun dolayl bir
etkisi de gigeklerdeki nektarla iliskilidir. Kuru hava sartlarinda ¢igekler igindeki nektar,

bakteri gelisimi i¢in ¢ok fazla konsantredir. Ancak yagmurun etkisiyle konsantre
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haldeki nektar seyreltik hale gelerek bakterinin ¢ogalmasimi ve enfeksiyonunu
kolaylagtirmaktadir. Riizgarla yayilmada bakteri genellikle sis tanecikleri veya yagmur
damlalartyla tasinmaktadir. E.amylovora’ nin iirettigi bakteriyel iplikgiklerin riizgarin
etkisiyle ¢ok uzaklara kadar ulasip yagmur damlalariyla konukgusuna bulastigi

saptanmustir (Van der Zwet and Keil, 1979; Bastas ve Saygili, 2008).

Ates yaniklig1 hastaliginin yayiliminda kuslarin roli oldugu ve Sturnus viilgaris
(sigircik), Phylloscopus trochilus (biilbiil) gibi gogmen kuslarin bakteriyi iilkeler
arasinda tagidiklar1 disiiniilmektedir (Van der Zwet and Keil, 1979). Tiirkiye'de ates
yanikliginin ilk goriildiigii Afyon Sultandag ilgesinin yakinlarinda bulunan gollerinde
giineyden gelen gd¢men kuslarin barinma ve dinlenme yeri oldugu belirlenmis ve
ozellikle Misir ve Kibris'tan gelen gocmen kuslarin hastaligr ilk kez bu bolgeden

iilkemize bulastirdiklar1 kanisma varilmistir (Oktem ve Benlioglu, 1988; Bastas ve

Saygili, 2008).

Ates yaniklig1 insanlar, bahce aletleri, meyve ya da as1 goziiyle de yayilabilir.
Budama makaslar1 ve testereler, hastalikli dallar ve gévdenin budanmasindan sonra
dezenfekte edilmezlerse, bakterinin kolayca diger dallara ve agaglara bulagsmasina neden
olabilirler. Inokulumla temas eden eller, elbiseler, ayakkabilar ve hatta bahge aletlerinin
tekerlekleri de yayilmada rol oynayabilir (Van der Zwet and Keil, 1979; Bastas ve
Saygili, 2008).

Hastalik gelisimini etkileyen diger faktorler ise konukgular, meteorolojik
faktorler ve toprak faktorleridir. Elma ve armut agaclarinin degisik organlar1 duyarlilik
acisindan degisik reaksiyonlar gosterebilmektedir. Konukcu bitkilerin taze siirgiinleri
icerdigi karbonhidrat seviyesinin diisiik olmasi nedeniyle hastaligin ¢ikisi siiresince
genellikle ¢ok duyarlidir. Kalin ve koyu yesil yaprakli agaglarin siirgiinlerinde ise daha
fazla karbonhidrat oldugu ve ates yanikligi hastaligina daha dayanikli oldugu
bildirilmektedir. Yash yapraklarin pH degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle geng
yapraklara goére hastalia daha duyarli oldugu belirlenmistir. Oransal nem, hastalik
cikiginda ve siddetinde etkilidir. Atmosfer neminin yiiksek oldugu anda hiicreler arasi
neminde yliksek oldugu saptanmis ve ates yanikligi hastaligina kars1 armut ve elmalarin

¢ok duyarli hale geldigi belirlenmistir. Hiicreler aras1 nem % 97-98.5 oldugunda bitkiler



patojene az duyarli veya dayanikli, % 99.5 oldugunda ise ¢ok duyarli olmaktadir. Elma
agaclarinda yapilan bir ¢aligmada, % 50 oransal nemde yetisen agaclarin, % 80 ve % 90
oransal nemde yetisenlerden daha dayanikli oldugu saptanmistir. Ayrica yiiksek oransal
nem, nektardaki seker konsantrasyonunu diisiirerek bakterinin girisine olanak saglar.
Ates yanikligi enfeksiyonunun gelisimi igin gerekli sicakliklar minimum 18.5°C,
optimum 21-27°C ve maximum 32-35°C olarak kabul edilmektedir. Mekanik yaralar
olusturmasi nedeniyle dolu, hastalik ¢ikisinda etkili olabilmektedir. Genel olarak ates
yanikligi hastaligi, zengin topraklarda bulunan agaclarda, fakir topraklarda bulunan
agaclardan, daha fazla goriilmektedir. Ozellikle giibrelenen zengin topraklardaki
agaclarin dallar1 daha korpe olmakta bu da hastaliga kars1 duyarliligi arttirmaktadir.
Hastalik gelisiminde 6nemli olan bir diger etken de toprak nemi ve sicakligidir. Toprak
neminin diisiik oldugu yerlerdeki elma siirgiinlerinde daha az yaniklik gorildiigi
bildirilmigtir. 12°C ve 32°C’ lik toprak sicakliklari ates yanikligi gelisimi i¢in daha az
uygundur. Etmen su ana kadar topraktan izole edilememistir. Ancak laboratuar
kosullarinda sterilize toprakta 54 giin, steril olmayan toprakta ise 38 giin yasayabildigi
saptanmistir. Ayrica fidanlik topraginda 8 ay canli kalabildigi gozlenmistir (Van der
Zwet and Keil, 1979; Bastas ve Saygili, 2008).

1.2.3. Miicadele

Hastaliklar bitkisel iiriinlerin verim ve kaliteleri tizerinde biiytlik kayiplara neden
olmakta ve bu kayiplar depolama siiresincede devam etmektedir (Citir ve Ozer, 1997;
Doken ve ark., 2000). Zamanin 6ngdrdiigli tarimsal metodlarla daha fazla iiriin elde
etme ¢abas1 gosterilirken, hastalik ve zararlilardan olusan kayiplarin da daha diisiik
seviyede tutulmasi amaclanmaktadir (Toros ve Maden, 1991). Bitki hastaliklarinin
olusturdugu kayiplar bitki, iiriin, patojen, bolge, ¢evre ve kontrol yontemlerine baglh
olarak degisiklik gostermekte ve uygulanan kontrol yontemleri kiiltiirel, kimyasal ve
biyolojik miicadele ve dayanikli bitki kullanim1 olmak iizere 4 kisimda toplanmaktadir

(Bora ve Ozaktan, 1998; Doken ve ark., 2000).

Bakteriyel patojen E.amylovora, sadece o yilin iiriiniinii etkilemekle kalmayip,
agaclarda siirgiin, ana dal ve govdeyi de hastalandirarak gelecek yillardaki iirtine de etki

edip agac1 kurutabilmektedir. Ates Yanikligi hastaligi tim diinyada karantinaya tabi



olup, miicadelesi pahali ve insan sagligina zararlidir. Bu nedenle, dayanikli ¢esit, anag

ve ara anaglarin kullanimi, hastaligin kontroliinde birinci derecede 6nem kazanmaktadir.

1.2.3.1. Kiiltiirel miicadele

Bitki yetistirilen bolgelere patojenlerin girisini engellemek veya inokulum
miktarini ya da hastalik siddetini ekonomik zarar esiginin altina diisiirmek i¢in alinan
tedbirlerin tamami kiiltiirel miicadele olarak tanmimlanmaktadir. Kiiltiirel miicadele,
bitkilerin hastalik etmenleri i¢in uygun olmayan, fakat kendileri i¢in en saglikli olan
ortamda yetistirilmesi amaciyla alinan 6nlemleri icermektedir. Bitkilerin saglikli olarak
yetistirilmesi igin iklim ve toprak yoniinden alinmasi gereken tedbirler, rotasyon,
bitkilerin vejetasyon doneminin ayarlanmasi, patojenden ari tiretim materyali kullanimi,
hastalik etmenlerinin yayilmasini 6nleyici uygulamalar (sanitasyon ve eradikasyon) bu
miicadele programi igerisinde yer almaktadir (Doken ve ark., 2000). Budama makaslart,
bakterinin yayilisin1 6nlemek amaciyla, her kesimden sonra dezenfektan bir maddeye
batirilmalidir. Yaygin olarak evlerde kullanilan sodyum hipoklorid budama aletleriyle
bulagsmay1 6nlemede basariyla kullanilmaktadir. Budama makaslari, sodyum hipoklorid
%10'luk soliisyonuna 2 sn kadar batirildiginda bakteri 6lmektedir. Tek basina budama
uygulamasinin % 67.42 oraninda etkili oldugu (Tokgoniil ve Bagpinar, 1995) dikkate
alindiginda, hastalikli ¢icek demetleri ve siirgiinlerin gozle goriiliir lezyonlarini 15-30

cm asagidan kesmek, inokulum kaynagini ve sekonder enfeksiyonlar1 6nlemektedir.
1.2.3.2. Kimyasal miicadele

Kimyasal miicadele koruyucu, eradikant veya sistemik etkili pestisitlerin tiretim
materyali, yaprak gibi bitki kisimlarina ya da toprak ve depoya uygulanmasiyla
patojenlerin ¢ogalmasini inhibe eden veya onlar1 6ldiiren, inokulum kaynaklarinin yok
edilmesini hedefleyen tekniklerden olusmaktadir. Bakteriyel hastaliklarin kontroliinde
antibiyotik ve bakirli kimyasal formiilasyonlarin kullanilmasi yoluna gidilmis, ancak
kimyasal miicadelenin fitopatojen bakterilere karsi c¢ok basarili olmadigi tespit
edilmistir (Atthowe et al., 1992). Kimyasal miicadele kullaniminin kolay ve etkisinin
kisa siirede goriilmesi nedeniyle iiretici tarafindan kolaylikla kabul edilmis ve yaygin
olarak kullanilmistir (Sigee, 1993; Sahin and Miller, 1996). Bunun sonucunda tarimsal

savagta kimyasallarin kullanimi oldukg¢a artmig ve bu durum mikroorganizmalarda
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dayanikli 1wrklarin gelisimi, bilingsiz kullanim sonucunda ortaya ¢ikan ekonomik
kayiplar, insanlarda akut ve kronik zehirlenmeler, ¢evre kirliligi, mikrobiyal flora
icerisindeki interaksiyonlarin negatif etkilenmesi ve dogal dengenin bozulmasi gibi
bircok olumsuz etkiyi de beraberinde getirmistir (Bora ve Ozaktan, 1998; Singh et al.,
1998). Fosetyl-Al, flumequin, oxolinic asit ve CGA 73089, E.amylovora miicadelesinde
onemli Ol¢lide basarilar elde edilen kimyasallar olurken (Vanneste, 2000), bakir
oksikloriir ve maneb karisiminin ozellikle ¢igek enfeksiyonlari i¢in memnun edici

sonuglar verdigi bildirilmektedir (Momol and Yegen, 1993).
1.2.3.3. Biyolojik miicadele

Son yillarda dezavantajlar iyice anlasilan kimyasal miicadele yerine alternatif
yontemler aranmig ve daha ¢ok biyolojik miicadele ¢alismalarina agirlik verilmistir
(Singh et al., 1998). Biyolojik miicadele; dogal veya genetik yapist degistirilmis
mikroorganizmalar veya onlarin iirettikleri metabolitler kullanilarak istenmeyen zararli
mikroorganizmalarin etkisini azaltmayi, faydali bocek veya mikroorganizmalarin
etkinligini arttirmay1 hedefleyen miicadele yontemidir (Baker and Cook, 1974, Chet et
al., 1993).

Biyolojik miicadele ile 1ilgili caligmalar 1965 yilinda baslamis ve hizla
gelismistir. Birgok tiilkede kiiltiir bitkisindeki hastalik ve zararlilara karsi etkili olan
mikroorganizmalar veya bunlarin {irlinleri ticari olarak tiretilmis ve biyopreparat olarak
kullanima hazir duruma getirilmistir. Patojene kars1 daha spesifik etkiye sahip olmasi ve
bir biitiin olarak c¢evreye etkisinin ¢ok daha smirli olusu bu kontrol metodunun zirai

miicadelede kullanilma potansiyelini arttirmistir (Sigee, 1993).

Bitki hastaliklar1 ile miicadelede, biyolojik savasin basariya ulasabilmesi i¢in
biyokontrol organizmalar ile ¢evresindeki mikrobiyal flora arasindaki etkilesimlerin 1yi
bilinmesi gereklidir. Bu etkilesimlerin temelinde ise antibiyosis, rekabet,
hiperparazitizm ve tesvik edilmis sistemik dayaniklilik (SAR) olmak iizere 4 biyolojik
savas mekanizmas1 yer almaktadir (Ozaktan, 1990; Bora ve Ozaktan, 1998). Bitki
hastaliklariyla miicadelede bu mekanizmalarin kullanilmasina yonelik bir¢ok calisma
mevcuttur (Erkan, 1983; Colin, 1988; Fravel, 1988; Podile et al., 1988; Howell and
Stipanovic, 1993; Ryals et al., 1994; Hoitink and Fahy, 1986; Milner et al., 1996).
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E.amylovora’ nin biyolojik miicadelesi igin yapilan denemeler sonucunda ozellikle
Pantoea agglomerans (syn, Erwinia herbicola) ve Pseudomonas flourescens isimli
bakteriyel etmenler digerlerine oranla daha basarili bulunmustur. Bazi arastirici,
Pantoea agglomerans’ i ABD ve Fransa'daki elma bahgelerindeki ates yanikliginin

kontroliinde streptomisin kadar iyi sonug verdigi tespit edilmistir (Alay, 1997).
1.2.3.4. Hastahklara dayanikh bitki kullanim

Hastaliklara dayanikli bitki kullanimi uzun vadede en etkili, en ekonomik ve
saglikli miicadele stratejisidir (Schuster and Smith, 1983; Silva et al., 1989; Zaiter et al.,
1989; Arnaud-Santana et al., 1993,1994; Opio et al., 1996; Park et al., 1998). Son
yillarda molekiiler biyoloji alanindaki yeni gelismeler ile bitkilerde hastalik, zararli ve
kotii ¢evre kosullarina karsi saptanan dayaniklilik genlerinin kolayca ve kisa zamanda
cok sayida kiiltiir bitkisine aktarilma imkani veren bir teknoloji gelistirilmistir
(transgenik bitki tiretimi). Bu nedenle, zirai miicadele calismalarinda da bakteriyel
patojenlere karsi1 dayaniklilik geni bulunduran Kkiiltiir veya yabani bitki tiirlerinin
belirlenmesi tizerine yapilan arastirmalar artmigtir (Schuster and Smith, 1983; Silva et
al., 1989; Zaiter et al., 1989; Arnaud-Santana et al., 1993,1994; Steadman, 1994;
Mabagala, 1997; Mohan et al., 1998; Park et al., 1998). Dayaniklilik ¢alismalar1 bitki
genotiplerinde var olan ve bir veya birden fazla gen tarafindan kontrol edilen
dayanikliligin tespit edilmesi, bu dayaniklilig1 veren genlerin klonlanmasi ve agronomik
ozellikleri ¢ok 1yi olan bitkilere klonlanan genlerin transferini icermektedir (Agrios,
1997). Ulkemizde genelde yaygin olan armut cesitleri hastaliga karsi duyarlidir.
Elmalardan en ¢ok duyarli olanlar Jonathan, Rhode Island Greening, Yellow Trans-
parent, Idared, Rome Beauty, klon anaglarindan ise; M9, M26 ve M27’ dir. Yapay
inokulasyon denemelerinde Tiirkiye'de iiretimi yapilan elma ¢esitlerinin E. amylovora
'va kars1 reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen ¢alismalarda testlenen 15
elma cesidi i¢inde en duyarl ¢esidin "Spur Golden" ¢esidi oldugu ortaya konmustur.
Testlenen 22 armut gesidinin ise etmene farkli diizeylerde reaksiyon gosterdigi ancak
"Abbefetel" armut ¢esidinin en duyarl ¢esit oldugu saptanmistir (Demir ve Giindogdu,

1991).
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1.3. Bitki Patojeni Bakterilerin Tanis1

Diinya niifusuna yetecek gida maddelerinin iiretimi, kiiltlir bitkilerinin ekim
alanlarmin  genisletilmesi ve birim alandan alinacak verim miktarin1 artirict
uygulamalarla gergeklestirilebilir. Bu uygulamalar igerisinde en 6nemlilerinden birisi
modern bitki koruma yontemlerinin kullanilmasidir. Bunun sonucunda uygun olmayan
cevre kosullarinin, hastalik, zararli ve yabanci otlarin olusturacag: kayiplar en az diizeye
indirilebilecektir (Doken ve ark., 2000; Donmez, 2004). Bitkilerde verim ve kalitede
diisiislere neden olan etmenlere karsi kontrol stratejilerini ortaya koyabilmek ise
herseyden once bu etmenlerin tanilanmasma baghdir. Patojenlerin tanilariin dogru
olarak yapilmasi, patojen populasyonlar1 icerisindeki varyasyonlarin tespit edilmesi,
patojenlerin inokulum kaynaklarmmin saptanmasi, yayima sekli ve yollarinin
belirlenmesi ve bunlara bagli olarak da miicadele stratejilerinin olusturulmasi igin
mikrobiyal tam1 yontemlerinin kullanilmasi1 gereklidir. Mikroorganizmalarin tanisinda

klasik ve/veya molekiiler yontemler kullanilmaktadir (Dénmez, 2004).
1.3.1. Klasik yontemler

Mikroorganizmalarin tanisi, modern molekiiler biyoloji tekniklerinin giindeme
gelisine kadar klasik metotlara gore yapilmistir. Bu yontemler ile mikroorganizmalarin
tanisinda onlarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve patolojik karakterlerinden
faydalanilmistir. Ancak bu testler ile az sayidaki fenotipik 6zellik tespit edilmekte, bu
da mikroorganizmalar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymada ve o6zellikle tiir ve tiir alt1
taksonomik gruplar1 belirlemede yetersiz kalmaktadir (Chase et al., 1992). Klasik tani
yontemleri genellikle birbirlerinden bagimsiz olarak kullanilamamakta ve her birisi
kendisinden bagka alternatif sistemlere ihtiya¢ duymaktadir. Uzun siireli deneylere,
fazla i giiciine, yetismis arastirmacilara ihtiya¢ olusturmasi ve alinan sonuglarin farkl
yorumlara agik olusu klasik testlerin dezavantajlari arasindadir (Miller and Joaquim,
1993). Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki ilerlemeler, yeni mikrobiyal tani
tekniklerinin gelistirilmesini hizlandirmig, buna bagl olarak da molekiiler yontemler

gelistirilmis ve kullanima sunulmustur.
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1.3.2. Molekiiler yontemler

Molekiiler yontemler, mikroorganizmalart meydana getiren makromolekiillerin
iceriklerine, ¢esitliliklerine ve oranlarina bagli olarak elde edilen farkliliklardan hareket
edilerek olusturulmustur. Molekiiler yontemler karbonhidratlari, lipidleri, proteinleri ve
genetik materyalleri (DNA ve RNA) calisma materyali olarak kabul etmekte ve
bunlardan birinin veya kombinasyonlarinin kullanimi ile mikroorganizmalarin tani ve
karakterizasyonunun yapilmasini saglamaktadir (Manceau and Horvais, 1997).
Metabolik enzim profillerinin belirlenmesi (Biolog), yag asit analizleri (Mikrobiyal
Identifikasyon Sistemi), serolojik teknikler (Agliitinasyon, Immunofluorescence, Dot
Immunobinding  Assay, Immunoblot, Radioimmunoassay, Enzim-Linked
Immunosorbent Assay), gen amplifikasyonu ve genetik profiller (Randomly Amplified
Polimorphic Detection = RAPD, Restriction Fragment Length Polymorphism = RFLP,
Repetitive Extragenic Palindromic = Rep-PCR, Enterobacterial Repetitive Intragenic
Consensus = Eric-PCR, rDNA-PCR, Box -PCR, Spesifik PCR) gibi elektroforetik
yontemler son yillarda sik olarak kullanilan molekiiler metotlar olmustur. Bu
yontemlerin her birisi tek basina, alternatifsiz olarak kullanilabilmekte, kisa zamanda
cok sayida Ornek tiir alt1 seviyede tanilanabilmektedir. Elde edilen sonuclar olduk¢a
hassas ve glivenilirdir. Sistemlerin pahali olusu ve caligmalarin yetismis elemanlarca
yapilmasinin gerekliligi molekiiler yontemlerin dezavantajini olusturmaktadir. Biolog,
Mikrobiyal Identifikasyon, Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Seroloji testleri son yillarda
yaygin olarak kullanilan molekiiler tan1 yontemleri olarak bilinmektedir (Donmez,

2004).
1.3.2.1. Mikrobiyal identifikasyon sistem

Yag asitleri, hidrokarbon [CHj3-(CH,),- COOH ] yapisinda olan, tek veya
dallanmis zincire sahip makromolekiillerdir. Mikroorganizmalarin yag asitleri ¢esitliligi,
karbon atomlarinin sayisina, bu atomlar arasindaki ¢ift bag miktarina, ¢ift bagin hangi
karbon atomlar1 arasinda olduguna ve karbonlarin hidrojen atomlari tarafindan
doyurulup doyurulmamalarina baghdir (Keha ve Kiifrevioglu, 1997). Yag asidi
profillerindeki farkliliklar ise dolayli olarak mikroorganizmalar arasindaki genetik

farklilig ifade etmektedir (Sahin ve ark., 2000; Fang et al., 2001).
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Yag asidi profillerindeki farkliliklar genetiksel akrabaliklarin dolayli bir
gostergesi olup; bu profiller kullanilarak bakterilerin tanilanmasina yonelik caligsmalar
40 y1l1 agkin bir siiredir yiiriitilmektedir (Miller and Berger, 1985; Stead, 1992; Paisley,
1995). Ancak, ilk defa 1980’li yillarda MIDI firmas1 tarafindan ABD’de gelistirilerek
hizmete sunulan bilgisayar kontrollii bir gaz kromatografi sistemi yardimi ile kiiltiire
alinabilen her tiirli mikroorganizmanin tanisinda kullanilabilen Mikrobiyal Tani
Sistemi  (Microbial Identification System, MIDI Sherlock Delawaore, USA)

gelistirilmistir.

Sistem mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda (sitoplazma ve membranda)
fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit olarak bulunan yag asitlerini, sayisina,
cesitliligine ve % miktarlarina gore tan1 sonucu vermektedir (Miller and Berger, 1985).
Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS), bilgisayar kontroliinde ¢aligsmakta olup, gaz
kromatografisi, bu kromatografiyi besleyen gaz tanklari (hidrojen, azot ve hava),
bilgisayar iinitesi, bilgisayar iinitesi ile uyumlu calisan kiitiiphaneler ve yazici olmak
tizere 5 kisitmdan meydana gelmektedir (Lelliott and Stead, 1987). Anaerobik ve aerobik
bakteriler, actinomycetes, maya ve gelismis funguslar bu sistem sayesinde kolaylikla ve

cok kisa siirede tanimlanabilmektedir (Miller and Berger, 1985).
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2. KAYNAK OZETLERI

Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.’in neden oldugu ates yanikligi hastaligi
armut, elma, ayva, hurma ve yenidiinya gibi yumusak ¢ekirdekli meyve tiirlerinin en
eski, en ciddi ve en tahripkar hastaligidir. Tirkiye’nin farkli bolgelerinde (Ege,
Akdeniz, Dogu Anadolu, I¢ Anadolu, Orta Karadeniz ve Marmara) ve diinyada
yumusak cekirdekli meyve agaclarinda ates yanikligi hastaligini belirlemek amaciyla
cesitli caligmalar yiiriitiilmiis E.amylovora’ nin farkli oranlarda varligi tespit edilmistir
(Oktem ve Benlioglu, 1988; Citir 1989; Bereswill and ark., 1992; Demir ve Giindogdu,
1992; Momol et al., 1992; Bereswill et al., 1995; Guilford et al., 1996; Lecomte et al.,
1997; Zhang and Geider, 1997; Bastas ve Katircioglu, 1998; Benlioglu ve Ozakman,
1998; Crepel et al., 1998; Hepaksoy ve ark., 1998; Merighi et al., 1998; Taylor ve Hale,
1998; Yiicel 1998; Llop et al., 2000; Merighi et al., 2000; Mirik 2000; Taylor ve ark.,
2001; Basim ve ark., 2004; Barionovi et al., 2006; Hristova et al., 2006; Saygili ve ark.,
2006; Stoger et al., 2006; Bellis et al., 2007; Pirc et al., 2008; Mohammadi et al., 2009;
Pirc et al., 2009; Gottsberger, 2010; Voegele et al., 2010; Bozan, 2011; Cetin, 2014).

Tunal1 (2013), 2011 yilinda, Bursa ve Yalova illerinde Rosaceae familyasina ait
farkli konuk¢ulardan (elma, armut, ayva) ve bu konukgularin farkli cesitlerinden
bakteriyel izolasyonlar yapmistir. Patojenin tanisinda, NSA (nutrient sukroz agar), MS
(Miller and Scroth), King B besiyerlerinde gelisim, hastaligin patojenisitesinin
belirlenmesi icin ham armut testi; biyokimyasal testlerden katalaz, oksidaz, KOH ile
gram reaksiyon, jelatinin hidrolize, 36°C' de gelisim, indol iiretimi, sistinden H,O
olusumu, oksidatif-fermentatif testlerini kullanmistir. Calismada 406 adet bitki Grnegi
toplamis, yapilan biyokimyasal ve patojenisite testleri sonucunda toplanan 6rneklerden

136 adet Erwinia amylovora izolati elde etmistir.

Ivanovi¢ et al (2011), Karadag ve Sirbistan’da, 13 lokasyonda yetistirilen 8 bitki
tirtinden elde edilen 41 E.amylovora strainini tanilamak i¢in yag asit analizini
caligmiglardir. Biitlin strainlerin amylovora grup i¢in karakteristik olan 14:0 30H yag
asitini ihtiva ettigini tespit etmislerdir. 39 straini yag asit kompozisyonuna gore veri

tabaninda ilk secenek olarak E.amylovora seklinde tanimlamislardir. Spesifik yag asit
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Calistiklar1 yag asit analizi Sirbistan’dan elde edilen E.amylovora popiilasyonunun o, 3

ve v olarak belirtilen ti¢ gruba ayrildigini gostermistir.

Atasagun (2009), 2006 ve 2007 yillarinda, Konya ilinde Rosaceae familyasina
ait farkli konukgulardan ve bu konukgularin farkli ¢esitlerinden bakteriyel izolasyonlar
yapmustir. E.amylovora’ nin teshisinde, 5 % NSA, King B besiyerlerinde gelisim,
oksidatif/fermentatif test, 36°C' de gelisim, levan iiretimi, sakkarozdan indirgenen
bilesikler, asetoin liretimi, jelatinin sivilastirilmasi, nisasta, maltoz, inulin, gliserol ve
mannitol, sorbitol 'den asit {iretimi, ureaz aktivitesi, indol olusumu, esculinin hidrolizi
ve tiitlinde hipersensitif reaksiyon testlerini uygulamistir. Patojenisite testlerinde, her
izolat, elde edildigi konukcusunun fidanlarina ve ham armut meyvelerine 108 hiicre/ml
yogunlukta bakteriyel siispansiyonun inokulasyonu ile gergeklestirilmistir. Calismada
213 adet bitki 6rnegi toplamis olup bunlardan 148 adet bakteri izole etmistir. Yapilan
biyokimyasal, molekiiler ve patojenisite testleri sonucunda 84 adet teshisi E.amylovora

olarak tanilamistir.

Konya’nin Eregli ve Halkapinar ilgelerinde, M9 anaci iizerine asilanmis olan
Gala, Fuji, Summerret, Breaburn ve Granny Smith elma agaglarinda E.amylovora adli
bakterinin neden oldugu ates yaniklig1 hastalig1 tespit edilmis ve 2007 yilinda bu

hastaligin yorede elmalarda bir endemi yaptigi saptanmistir (Y1lmaz ve Aysan, 2009).

Casano et al (2008), E.amylovora’ nin 20 strainini TSA’da 3 giin 27°C’ de ve 3
strainini NA, KB, GYCA ve TSA’da 1, 3 ve 6 giin gelistirmislerdir. Bu bakterilere ait
total hiicre yag asitlerini gaz kromotografisi ile analiz etmislerdir. Yag asit
kompozisyonunun besiyerinde gelistirilen hiicrelerin fizyolojik donemi ve kromotografi
cihazinin hassasiyetine bagli olarak degisiklik gosterdigini saptamiglardir. TSA ve
NA’da 3 E.a straininin doymus tek karbonlu ve cyclic asitleri, KB ve GYCA iizerinde
gelisenlerden daha yliksek oranda oldugunu belirlemislerdir.

Kotan (2002), tarafindan yapilan bir calismada da; E.amylovora tani ve

karakterizasyonunda bu sistemin gilivenilir bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Unlii (2002), Tiirkiye' de ilk defa ates yaniklign etmeni E.amylovora’ nimn

molekiiler agidan detayli olarak tanisini ve karakterizasyonunu yapmistir. Armut, elma,
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ayva, musmula, yenidiinya ve Rosaceae familyasina ait diger bitki plantasyonlarinin
yogun oldugu Tiirkiye' nin farkli cografik bolgelerinden tespit edilen illerdeki ve ¢evre
ilgelerindeki bitkilerden ates yanikligi simptomu tasiyan bitki drneklerinden izolasyon
yapmustir. Calismasinda yar1 selektif besi ortamlar1 olan MS (Miller and Scroth, 1972)
ve NSA (Nutrient Sakkaroz Agar) ortamlarimi kullanmis ¢izgi ekim yaptig1 petrileri,
21°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilarak E.amylovora’ ya 6zel koloniler elde etmistir.
Hastalik etmeninin tanisi ile ilgili olarak ham armut, tiitiinde hipersensetif reaksiyon ve
slirglin inokulasyonlar1 testlerini igeren patojenisite testlerini yapmustir. Patojenisite
testlerinden ham armut testinde ooze olusumu, tiitiin yapraginda hipersensitif reaksiyon
olusumu ve taze armut bitkisi silirgiinlerinde patojene 6zel yaniklik seklinde hastalik
belirtilerini saptamistir. Patojenin biyokimyasal olarak tanilanmasinda; katalaz testi,
oksidaz testi, nitrattan nitrit liretimi testi, asetoin olusumu testi, indol {iretimi testi,
hidrojen stilfit testi, nigastanin parcalanmasi testi, sakkarozdan indirgenen maddeler
testi, sicakliga hassasiyet testi, % 5 NaCl’ ye tolerans testi, pektinaz aktivitesi testi,
King's B besi ortammin kullanimi, KOH testi ve jelatinin hidrolizi testlerini

uygulamistir.

Mirik (2000), Amasya ve Tokat illerinde yumusak ¢ekirdekli meyve agaclarinda
goriilen ates yanikligi (Erwinia amylovora (Burr) Winslow et al.) hastaliginin etmeninin
tanilanmasi, yayginlik durumu ve dayanikli g¢esitlerin saptanmasi amaciyla yapmistir.
Bolgede yetistirilen yumusak ¢ekirdekli meyve agacglarinda ates yanikligi hastaliginin
karakteristik belirtilerini gozlemlemis ve bu alanlardan 6rnekler alarak, laboratuvar
kosullarinda hastalik etmeninin izolasyonunu yapmustir. Elde edilen patojen bakteri
izolatlarinin tanilama galigmalarini yaparak bunlar igerisinden 14 E.amylovora tiiriine

ait izolatin ayrimin1 yapmaistir.

Benlioglu ve Ozakman (1998), tarafindan yapilan Ates Yamkligi hastaligr ile
ilgili survey c¢aligmalarinda hastalifin armut, ayva ve musmula agag¢larinda siddetli
diizeyde oldugu, fakat elma ve yenidiinyada diisiik seviyede oldugu bildirilmistir.
Aragtirmacilar tarafindan surveyler boyunca Tiirkiye’ nin yumusak cekirdekli meyve
yetistiriciligi yapilan 27 degisik alaninda yetisen hastalikli elma, ayva, armut, musmula
ve yenidiinya’ dan E.amylovora’ ya ait 56 patojenik 1rk izole edilmistir. Bu 56 Tiirkiye
izolatinin NSA’ da ve selektif ortamlar (CCI, TTN ve MMS)’ da koloni morfolojisi ve
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baz1 biyokimyasal 6zellikleri incelenmis, bakir ve streptomycine hassasiyetleri tespit

edilmistir.

Bobev et al (1998), tarafindan, Bulgaristan’ in Plovdiv bdlgesindeki ayva
agaclarindan elde edilen bitki materyallerinde E.amylovora patojeninin tespiti ve tanisi
yapilmistir. Ayn1 zamanda ortak bakteriyolojik metotlar olan morfolojik, kiiltiirel ve
fizyolojik testler de kullanilarak; armut, elma, musmula ve ayva agaclarindan elde
edilen bitki materyallerinden izole ettikleri E.amylovora’ nin karakterizasyonunu

yapmiglardir.

Manulis et al (1998), tarafindan, Israil’ de yetisen elma, armut, ayva ve
yenidiinyadan izole edilen 205 farkli E.amylovora straininin karakterizasyonu igin
calismalar yapilmistir. Calismanin yiiriitiilmesinde bu farkli strainlerin farkl konukgular
tizerindeki viriilenslik derecesi incelenmis, bunun yaninda serolojik testler yapilmis ve

molekiiler karakterleri ortaya konmustur.

Yahyagoglu (1998), éncelikle Bursa ili Osmangazi, Yildirim, Giirsu, Inegdl,
Iznik, Kestel, Orhangazi ve Yenisehir ilgelerindeki armut ve ayva bahgelerinde survey
caligmas1 yapmustir. Surveyleri 1996 yili Mayis-Eyliil aylarinda 65 armut ve 38 ayva
bahgesinde gergeklestirmistir. Calisma sonunda hastaligin E.amylovora (Burr.)
Winslow et al. oldugu yayginlik oran1 armut ve ayvalarda ortalama olarak % 16.13 ve %
55.61 oldugu belirlenmistir. Bu yayginligin ilgeler itibariyle dagilimi ise armut
cesitlerinde ortalama olarak Kestel, Inegdl, Yildirim, Yenisehir, Osmangazi ve
Yildirim, Giirsu, Orhangazi ve Iznik'te sirasiyla % 26.99, % 21.64, %20.31, % 16.62, %
12.20, % 10.63, % 7.17 ve % 2.78 olarak, ayva cesitlerinde ise (Inegdl hari¢) %69.72,
%68.86, % 26.88, % 67.29, % 72.88, % 50.21 ve % 33.01 olarak belirlemistir.
Bahgelerdeki armut ¢esitleri arasinda da hastaligin yayginlik oraninin farkli oldugunu
belirlemis ve buna gore Santa Maria, Williams, Akgaarmut, Deveci ve Margaritte
cesitlerinde hastaligin yayginlik oran sirasiyla % 17.59, % 15.82, % 9.34, % 5.24 ve %
4.55 olarak tespit etmistir. Hastalikl1 bitki kisimlarindan elde edilen 29 bakteri izolat1 ile
laboratuvar kosullarinda yapilan tanilama calismalari sonucunda etmenin E.amylovora

oldugunu saptamustir.
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Zwet and Wells (1993), Kibris, Bulgaristan ve Yugoslavya’ dan elde edilen
E.amylovora izolatlarmnin kesin tanisinda yag asit analizinin basarili bir sekilde
kullanildigin1 tespit etmislerdir. E.amylovora igin yag asit profil kiitiiphanesi 143
bakteri strainine bagli olarak olusturulmustur. Analiz i¢in E.amylovora 3 strainini 4
farkli besiyerinde (GYCA, KB, NA ve TSA) 1, 3 ve 6 giin siireyle 27°C’ de inkiibe
etmislerdir. Bakterilerin yag asit profiline gore tanisinda TSA besiyerinde 3 giinliik

inkiibasyonun en uygun ortam oldugunu belirlemislerdir.

Tan1 ve patojenisite testlerini kullanarak Tiirkiye’ de armut agaglarinda Ates
Yanikligina sebep olan iki E.amylovora’ nin izolatiyla bilinen diger izolatlari
karsilastirilmistir. Calismada E1/81, C6/6, TREa90, TREa91 izolatlar1 kullanilmistir. Bu
izolatlarin ilk olarak MS ortamindaki kolonileri incelenmis hepsinde sar1 kolonilerin
olustugu gozlenmistir. King’s B ortaminda gelistirilen izolatlar, UV 151k altinda floresan
1stma  vermemistir. Tim izolatlar Ates Yanikligi hastalik simptomu ve armut
meyvelerinde ooze olusturmustur. Bu tani ve patojenisite testlerinin sonuglar1 tiim
E.amylovora strainlerinde ayni1 sonucu verirken, kontrol amagli kullanilmis King’s B
ortaminda floresan Ozellik gosteren Pseudomonas syringae pv. syringae’ de sonug

negatif vermistir (Momol and Zeller, 1992).

Zwet et al (1987), 10 iilke ve 5 eyalette farkli rosaceous bitkilerinden 143
E.amylovora straini elde etmislerdir. Izolatlar1 agar ilave edilen TSB’de gelistirmisler,
bakterinin hiicre yag asitlerini gaz sivi kromotografisi ile tespit etmislerdir. Bakterilerin
yag asit pikleri tanimlandiginda 12:0, 14:0 ve 16:0 diiz zincirli yag asiti, 16:1 ve 18:1
doymamis yag asitleri ve 14:0 30H ve 17:0 cyclopropane yag asitleri en yiiksek oranda
bulunmustur. Daha diisiik oranlarda ise 15:0, 17:0 ve 18:0 diiz zincirli yag asitleri
belirlenmistir. Total yag asitlerinin % 1’ inin doymus tek karbonlu yag asitleri, % 9’
unu hidroksisubstituted zincirli yag asitleri, % 10’ unun cyclic asitler, % 28’ inin
doymamig yag asitleri ve yaklasik % 49’ unu doymus c¢ift karbonlu zincirli asitler

oldugunu tespit etmislerdir.

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

yapilmistir.
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2014 yilinda Igdir ilinde elma bahgelerinde tarafimizdan yapilan survey
calismalarinda, bakteriyel hastaliklarin var oldugu ve onemli derecede verim kaybina
neden oldugu gozlenmistir. Hastaligin yaygin goriildiigii bahgelerden alinan hastalikli
bitki 6rneklerinden laboratuar kosullarinda E.amylovora izole edilmistir. Yapilan 6n
caligmalar, Igdir’ da yetistirilen elma agaglarinda verim ve kalitede ekonomik zarara
sebep olan bakteriyel patojenin tanisinin yapilmasina ve miicadele metotlarinin

belirlenmesine gereksinim oldugunu gostermistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

Caligmada; Steril Kabin (ESCO, Class Il Type A2), Otoklav (HIRAYAMA, HV-50 L),
Inkiibator (MEMMERT, INB 500), Mikroskop (LEICA, DM 500), Mikrobiyal
Identifikasyon Sistemi (AGILENT, 7890A), Test Tiipii Calkalayicis1 (STUART, SB3),
Su Banyosu (MEMMERT, WNB-14), Otomatik Pipetler (EPPENDORF), Magnetik
Kanstirictr (WISESTIR, MSH-20A), pH Metre (METTLER TOLADO), Derin
Dondurucu -20 (VESTEL, FT 280), Derin Dondurucu -80 (ESCO, UUS-439B-1-SS),
Hassas Terazi (SHIMADZU, ATX224), Buzdolabi (BEKO, D9463NMS), Saf Su
Cihazi (MILLIPORE, DIRECT-Q-3UV), Mini Karstirict (WISEMIX, VM-10)

kullanilmustir.
3.1.2. Kullanmilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlamsi

Aragtirma siliresince kullanilan ¢dozeltilerin  ve besiyerlerinin  hazirlanmis  sekilleri

asagidaki gibidir:

1. %70 lik Etil Alkol: 70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ ye
tamamlanmstir. -20°C’ de muhafaza edilmistir.

2. %30’ luk Gliserol: 70 ml steril distile su igerisine 30 ml gliserol eklendikten
sonra otoklavda 121°C’ de 15 dk steril edilerek hazirlanmistr.

3. Lugol soliisyonu: 1 g iyot ve 2 g KCI tartilmigtir, toplam hacim steril distile su
ile 100 ml’ ye tamamlanarak hazirlanmustir.

4. Nutrient Agar: 1 L distile su igerisine 28 g nutrient agar karigimi (Oxo1d) ilave
edilmistir. Besiyeri otoklavda 121°C’ de 15 dk steril edildi. 45°C” ye kadar
sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

5. Nutrient Broth: 13 g nutrient broth igerigi (Oxoi1d) 1 L distile su igerisine
eklenmistir. Karisim otoklavda 121°C’ de 15 dk steril edilmistir.

6. Trypticase Soy Broth Agar (TSBA) Besiyeri: 30 g Trypticase soy broth (BBL
# 11768), 15 g graniile agar (BBL # 11849) 2 L’ lik bir erlenmayer icerisindeki
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10.

11.

12.

13.

14.

1 L dH,O igerisine ilave edilmis, 1sitmali magnetik karistirici lizerinde agar
eriyinceye kadar karistirilmistir. Daha sonra karisim 121°C° de 15 psi basing
altinda 15 dk siireyle otoklav edilmistir. Steril edilen ortam 60°C’ ye ayarli su
banyosunda sogutulduktan sonra steril kabinde petrilere (100x15 mm) 20-25 ml’
lik kisimlar halinde dokiilerek, oda sicakliginda katilasmaya birakilmstir.
Nutrient Strach Agar (NAS): 23 g nutrient agar (Difco) ve 10 g %1 lik nisasta
1 L saf su igerisine konularak otoklavda 121°C’ de 15 dk. steril edilmistir.
Sterilizasyon sonras1 45°C’ ye kadar sogutulan besi yeri steril petrilere
dokiilerek katilagmasi saglanmustir.

Nutrient Sukroz Agar (NSA): 23 g nutrient agar (Difco) ve 50 g sukroz
tartildi, toplam hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanmigtir. Besiyeri otoklavda
121°C> de 15 dk. steril edildikten sonra 45°C’ ye kadar sogutuldu ve steril
petrilere dokiilerek katilasmaya birakilmistir.

%3’ liikk KOH Cozeltisi: 3 g KOH 100 ml steril distile su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmuistir.

%7’ lik H,O, Cozeltisi: 7 ml H,O,’ in hacmi steril saf su ile 100 ml’ ye
tamamlanarak hazirlanmistir.

Hiicre Parcalama (Saponification) Cozeltisi: 150 ml metil alkol (HPLC
Grade) ve 150 ml sdH,O 1 L’ lik renkli ¢ozelti sisesine ilave edilmistir. Daha
sonra kati formdaki 45 g sodyum hidroksit (ACS Grade) eklenerek iyice
¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlanmistir.

Metillestirme (Methylation) Cozeltisi: 325 ml hidroklorik asit (6 N) ve 275
ml metil alkol (HPLC Grade) 1 L’ lik renkli ¢ozelti sisesi igerisinde iyice
¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlanmistir.

Saflastirma (Exraction) Cozeltisi: 200 ml metil-tert-butil-eter (HPLC Grade)
200 ml hexan (HPLC Grade) iizerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine
katilmistir, iyice ¢oziillinceye kadar karistirilarak hazirlanmigtir.

Bazik yikama (Base Wash) Cozeltisi: 10.8 g kat1 formdaki sodyum hidroksit
(ACS Grade) 900 ml sdH,0 igerisinde iyice ¢oziiliinceye kadar karistirildiktan

sonra 1 L’ lik renkli ¢6zelti sisesine aktarilmistir.
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3.1.3. Hastalikh bitki 6rneklerinin toplanmasi

Igdir merkeze bagli Yayci, Oba, Kasimcan, Melekli, Akyumak, Kiilliik,
Bayraktutan, Alikamerli kdyleri ve Tuzluca ilgesine baglh Gaziler koyii elma
bahgelerinden, basit tesadiifi 6rnekleme metoduna gore hastalikli bitki 6rnekleri alindi.
Surveyler, bitkilerin yaprak ve meyve donemleri olmak {izere 2 kez yapilmistir, alinan
ornekler, polietilen torbalara konularak, buz kutusu igerisinde laboratuvara getirilerek

izolasyon iglemine kadar, + 4°C’ de saklanmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Erwinia amylovora’ nin izolasyonu ve muhafazasi
3.2.1.1. Bakteriyel sizintidan izolasyon

Bakteriyel sizintidan, steril bir bistiiri ile kesit alinip icerisinde; 2-3 ml steril su
bulunan tiiplere birakilarak 6rnek tipine bagl olarak 30-60 dakika arasinda tutulmustur.
Boylece, ornek icerisinde bulunan bakterilerin sivi ortama yayilmasi saglanmistir.
Bakterilerin yayildigi bu siispansiyondan 6ze ile alinarak petrideki nutrient agar besi

yerine ¢izgi ekim yapilmstir (Saygili ve ark., 2006).
3.2.1.2. Yapraktan izolasyon

Hastalikli yapragin dig yiizeyi %70 lik ethil alkol ile dezenfekte edilmistir.
Yaprakta, hastalikli ve hastaliksiz kismi birlikte icerecek sekilde, steril bir bistiiri ile bir
parca kesilmistir. Bu kesilen parga steril bir bistiiri ile daha kiiciik kisimlara boliinmiis
ve lizerine steril su eklenerek siispansiyon haline getirilmistir. Tiim bu islemlerde gaye,
doku igerisinde bulunan bakterilerin sivi ortama ge¢mesini saglamaktir. Bu
siispansiyonlardan 6ze ile alinarak, nutrient agar besiyerine ¢izgi ekim yapilmistir

(Saygili ve ark., 2006).
3.2.2. Tiitiinde asir1 duyarhhlik (hypersensetive reaction=HR) testi

Elde edilen biitiin bakteriyel sus NA besiyerine ekilmis, 24-48 sa 27°C’ ye ayarli
inkiibatorde gelismeye birakilmistir. Gelisen kiiltiirlerden sH,O ile konsantrasyonu 10°

hiicre/ml olan soliisyonlar hazirlandi. Soliisyonlar 3cc’ lik plastik enjektorlerle tiitiin
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(Nicotiana tabacum L. Samsun) yapraklarinin alt kismindan damar aralarina enjekte
edilmistir. Inokule edilen bitkiler en az 8 sa, 151kl1 bir ortamda muhafaza edilerek
inokulasyonun yapildig1 kisimda nekroz olusup olusmadig tespit edilmistir. Olii doku
olusumu HR pozitif, olusmamasi ise HR negatif olarak degerlendirilmistir (Klement et
al., 1966; Lelliot and Stead, 1987). Pozitif kontrol olarak Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria 110c straini kullanilmstir.
3.2.3. Patojenite testi

Bu calismada, izole edilen bakterilerin patojen olup olmadiklarini belirlemek
icin Deveci armut ¢esidi kullanilmistir. Deveci armut ¢esidinin siirglinleri igerisinde
steril dH,O bulunan steril erlen mayer igerisine birakilmistir. Test edilen bakteriler
sukroz igeren nutrient agar besiyerine ekilerek 27°C’ de 24 sa inkiibe edilmistir.
Konsantrasyonu 10® hiicre/ml olacak sekilde, gelisen bakteri kiiltiirlerinden soliisyonlar
hazirlanmig ve bitkilerin yapraklarina piskiirtiilmistiir. Negatif kontrol olarak ise
sdH,O kullanildi. inokulasyon sonras: bitkiler iizerine polietilen torbalar gegirilmis ve
oda sicakliginda 3 giin bu sekilde birakilmistir. Siire sonunda torbalar ¢ikartilmis, 7-10
giin boyunca hastalik simptomlarinin olusumu goézlemlenmistir. Yapraklarda yaniklik
olusumu pozitif olarak degerlendirildi. Simptom sergileyen yapraklardan tekrar patojen
bakteri izolasyonu yapilmistir. Gelisen bakteriler saflagtirilarak daha sonraki
caligmalarda kullanilmak {izere derin dondurucu ortaminda muhafaza edilmistir.
Yapilan test 2 tekerriirlii olarak aymi sartlarda 2 kez tekrarlanmistir (Taylor, 1970;
Lelliot and Stead, 1987).

3.2.4. Morfolojik ve biyokimyasal testler

Elde edilen fitopatojen bakterilerin morfolojik (hiicre ve koloni morfolojisi,
hareketlilik testi) ve biyokimyasal (gram reaksiyon testi, katalaz, oksidaz, nisasta
hidrolizi, levan, ham armut ve 36°C’ de gelisim testi) dzellikleri belirlenmistir. Her bir

test ayni sartlarda 2 kez tekrarlanmistir.
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3.2.4.1. Morfolojik testler
3.2.4.1.a. Hiicre morfolojisi

Saflastirilmis olan bakteri strainleri NA besiyerine ekilmis, 24 sa siireyle 27°C’
de inkiibe edilmistir. Lam tiizerine 1 damla sH,O damlatildiktan sonra steril bir 6ze ile
gelisen kiiltiirlerden bakteri alinmis, 6ze ile su igerisinde iyice karistirildiktan sonra
kurumaya birakilmistir. Bakterilerin tespiti i¢in kuruyan preparat alevden gecirilmistir.
Sonra preparat tlizerine kristal viyolet boyasi damlatilarak 1-2 dk bu sekilde
bekletilmistir. Siire sonunda lamin {izerindeki boya akitilmig, SH,O ile yikama
yapildiktan sonra kurutma kagidi ile nem alinmistir. Mikroskopta inceleme igin sedir

yagt kullanilmig, immersiyon objektifinde hiicre sekli belirlenmistir (Saygili, 1995).
3.2.4.1.b. Koloni morfolojisi

Mikroorganizmalar NA iizerine nokta veya ¢izgi ekim seklinde kontamine
edilmistir. Bakteriler 48-72 sa 27°C’ de inkiibe edildikten sonra koloni meydana
getirmeleri beklenmis ve besi yerinde gelisen kolonilerin rengi tespit edilmistir (Saygili,
1995).

3.2.4.1.c. Hareketlilik testi

Litrede 10 g tryptone, 5 g NaCl ve 5 g agar (pH: 6.8-7.2) iceren yar1 kat1 formlu
besi yeri tiiplere 5’er ml konulmus ve 121°C’ de 15 dakika otoklav edilmistir. Tiip
icerisindeki besi yerine E.amylovora strainleri kiiltiir delme seklinde asilandiktan sonra
25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan 8, 24 ve 48 saat Sonra degerlendirme
yapilmistir. Inkiibasyon bolgesinden ¢evreye dogru yayilmis bir koloni gelisimi
gozlenmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Schaad et al., 2001). Pozitif kontrol olarak

MFD-120 Xanthomonas campestris pv. phaseoli straini kullanilmistir.
3.2.4.2. Biyokimyasal testler
3.2.4.2.a. Gram reaksiyon testi

Bakteri strainlerinin hiicre duvarlarindaki farkliligi belirleyebilmek i¢in bir lam

tizerine, %3’ lik KOH ¢ozeltisinden bir iki damla damlatilmistir. Ardindan NA
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tizerinde gelistirilen 24-48 sa’ lik bakteri kiiltlirlinden 6ze ile alinarak KOH ¢ozeltisi ile
5-10 sn kanstirildiktan sonra 6ze yukartya dogru kaldirilmistir. Gram negatif 6zellikte
olan mikroorganizmalarda hiicre duvarindaki peptidoglycan tabakasi tek katli olup,
takoik asit igermediginden KOH ile kolayca pargalanmis, sitoplazma sivisi serbest hale
gecmistir. Bunun sonucunda da viskoz bir uzama goriilmiistiir. Hiicre duvart 6zelligi
gram pozitif olan bakterilerde ise KOH + bakteri karisim1 sulu bir sivi halinde kalmis ve
0ze yukar1 dogru kaldirildiginda uzama gézlenmemistir (Saygili, 1995). Pozitif kontrol
olarak MFD-351 Curtebacterium flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens (Gr+) ve MFD-

75 Agrocaterium tumefaciens (Gr-) kullanilmistir.
3.2.4.2.b. Katalaz testi

Katalaz, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan H,O, ‘in parcalanarak
O, ve H;O’ya doniisiimiinii saglayan bir enzimdir. Katalaz enzimin varlik veya
yoklugunu belirlemek igin bakteri strainleri NA ortaminda gelistirilmistir. 24-48 sa’lik
bakteri kiiltiirinden bir 6ze alinmis ve tizerine 1 damla H,0; ilave edilmistir. Kabarcik
olusumu katalaz pozitif, olusmamasi ise katalaz negatif sonug¢ olarak degerlendirilmistir

(Klement et al., 1990). MFD-230 Pseudomonas syringae pv. syringae kullanilmistir.
3.2.4.2.c. Oksidaz testi

Elektron transferinde bakterilerin cytochrome c¢ proteinine sahip olup
olmadiklar1 bu testle saptandi. Solunum prosesinde cytochrome ¢ proteini (oksidaz c)
gorev almakta ve elektron transfer sisteminde maddeleri birinden digerine indirgeyerek
hiicresel enerji (ATP) olusumuna neden olmaktadir. Test i¢cin % 1 tetra methyl-p-
phenylendiamine dihydrochloride igeren diskler kullanilmigtir. Bu diskler 1 damla
sdH,O ile doyurulmus ve sonra tizerleri 24-48 sa’lik bakteri ile kaplanmistir.
Gozlemlenen mavimsi-mor renk, diskte kodlu olan kimyasal ile enzimin reaksiyona
girdigini ve bakteride citocrome c¢ proteininin oldugunu gdstermistir. Bu renk
degisiminin olusmasi pozitif, olusmamasi ise negatif sonu¢ olarak kabul edilmistir

(Kovaks, 1956; Klement et al., 1990; Saygili, 1995; Narayanasamy, 1997).
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3.2.4.2.d. Nisasta hidrolizi (amilaz)

Nisasta molekiiliinii pargalayarak biyolojik enerjiye doniistiirmede gorev yapan
amilaz enziminin var olup olmadigi bu testle belirlenmistir. NAS (NA+Starch)
besiyerine bakteriler ¢izgi ekimle kontamine edilmistir. 2-7 giinliik bir inkiibasyon
sonrasinda bakteri kolonisinin etrafinda goriilen renk agikligi veya hale amilaz pozitif
olarak degerlendirilmistir. Sonug ¢iplak gozle fark edilemediginde lugol soliisyonundan
5 ml petrilere dokiildii ve mavi renk verenler negatif, mavi renk vermeyip ekim ¢izgileri
etrafinda agik renk hale verenler pozitif olarak tespit edilmistir (Klement et al., 1990;
Saygili, 1995; Narayanasamy, 1997). Pozitif kontrol olarak MFD-265 Xanthomonas
campestris phaseoli fuscans kullanilmistir.

3.2.4.2.e. Levan (fructan) testi

Bu teste nutrient sukroz agar besi yeri kullamilmistir. Kiiltiirler ¢izgi ekim
seklinde ekilerek 27°C’ de 5 giin inkiibe edilmistir. Levan sucrase enziminin sukrozu
kullanmas1 sonucu olusan konveks, mukoid koloniler levan pozitif, konveks ve mukoid
yapida olmayan koloniler ise levan negatif olarak belirlenmistir (Klement et al., 1990;
Lelliot and Stead, 1987). Pozitif Kontrol olarak MFD-228 Pseudomonas syringae pv.

phaseolicola straini kullanilmustir.
3.2.4.2.f. Ham armut testi

Ham armutlar % 10’ luk sodyum hipoklorit ile 4 dakika yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulmustur. Steril kabinde 7-8 mm kalinlikta dilimler halinde kesilen ham armutlar
steril nemli petri kaplarina yerlestirilmistir. Bu dilimlerin tizerine NSA’ da gelistirilen
10° hiicre/ml yogunlugundaki bakteri strainleri steril igne ile bulastirilarak 27°C’ de
inkiibe edilmistir. Ooze (bakteriyel eksudat) olusturan strainler kaydedilmistir (Van der
Zwet, 1986).

3.2.4.2.9. 36°C’ de gelisim testi

Bakteri NA besiyerine ¢izgi ekim yapilmis ve 36°C’ ye ayarli inkiibatorde 3 giin
inkiibe edilmistir. Besiyeri lizerinde bakteri gelisimi olusmussa pozitif, olusmamasi

negatif olarak degerlendirilmistir (Atasagun, 2009).
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3.2.5. Molekiiler testler
3.2.5.1. Mikroorganizmalarin yag asitleri profillerine gore tanilanmasi

Saf kiiltiir olarak — 80°C° de muhafaza edilen bakteri strainlerinden yag asit
metil ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmast ve analizi yapilmistir.
Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi
(MIDI, Inc., Newark, DE) kullanilarak kiiltiire alinan strainlerin tir ve alt tiir

seviyesinde tanis1 yapilmistir.

Aerobik bakteri strainlerinin trypticase soy broth agar (TSBA) besiyerinde
gelistirilmesi

Test edilen mikroorganizmalar steril platin bir 6ze ile depo kiiltiirden alinmus,

TSBA kat1 besiyerine 4 fazli ¢izgi ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler, 24-48 sa

siireyle 27°C’ ye ayarl bir inkiibatorde inkiibasyona birakilmustir.
Yag asit methil esterlerinin saflastirilmasi

Mikroorganizmalarin yag asitlerini saf olarak izole edebilmek i¢in 4 farkli ¢ozelti
kullanilmistir. Hazirlanan 4 ¢ozelti ile aerobik bakterilerden yag asit metil esterlerinin

saflastirilmast asagidaki metod takip edilerek yapilmaistir.

1. TSBA iizerinde gelistirilen bakterilerin inkiibasyon periyodunu takiben, 4 fazli
cizim yapilmis petrilerin 3 ve 4 numarali fazlarindan canli bakteri hiicreleri steril bir
0zeyle toplanarak (~ 40mg) steril teflon kapakli cam test tiiplerine (5 ml) aktarilmis ve

tiipler etiketlenerek agizlari kapatilmistir.

2. Her bir test tiipiine 1 ml hiicre parcalayici ¢ozelti ilave edilmis ve 5-10 sn
calkalandiktan sonra test tiipler 5 dk siireyle 100°C’ lik su banyosunda bekletilmistir.
Ardindan tekrar 5-10 sn calkalanan test tiipler 25 dk siireyle 100°C’ lik su banyosunda
inkiibasyona birakilmigtir. Bu muamele ile canli hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin

serbest kalmasi saglanmistir.

3. Test tiiplerine 2 ml metillestirme ¢ozeltisinden eklendikten sonra 5-10 sn’ lik bir
calkalamadan sonra 80°C’ de 10 dk siireyle su banyosunda bekletilmis ve hemen

takiben 2 dk siireyle buz veya soguk su igerisinde sogutulmustur. Bu uygulama ile
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serbest yag asitlerine ester baglari ile metil eklenmis ve yag asitlerinden yag asit metil
esterleri elde edilmistir. Boylece yag asitlerine yliksek sicakliklarda uguculuk o6zelligi

kazandirilmastir.

4, Sogutulmus tiiplere 1.25 ml saflastirma ¢ozeltisinden eklenerek 10 dk siireyle
hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalanmustir. Tiiplerin alt kisminda asidik (inorganik), st
kisminda da organik sivi faz olmak iizere 2 ayr1 faz olustugu gozlenmistir. Yag asit
metil esterleri asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde toplandigindan pastor
pipeti kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz muhafaza

edilmistir.

5. En son asamada her tliipe 3 ml bazik yikama ¢ozeltisinden ilave edilmistir.
Tiipler 5 dk siireyle hematoloji galkalayicisinda karistirildiktan sonra 10 dk siireyle oda
sicakliginda bekletilmistir. Kullanilan ¢ozelti bazik ozellikte oldugundan, serbest yag
asit metil esterleri daha saf olarak elde edilmistir. Bu asamada da tiip icerisinde yine iki
ayr1 faz olustugu gdzlenmistir. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri igeren faz
pastor pipeti ile alinarak 2 ml gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildikten sonra
agizlart sikica kapatilmig, MIS cihaz1 {izerindeki Ornek depolama tepsisine

yerlestirilmistir.
Orneklerin mikrobiyal identification sistemi ile analiz edilmesi

Ornekler MIS cihaz iizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirildikten sonra
cihaz calistirilmis, sistem klavuzunda belirtildigi gibi tek tek analiz edilerek tam
sonuglar1 alinmistir. Her bir bakteri straini i¢in elde edilen yag asitlerinin tiirleri ve
yiizde oranlarinin ortalamalar1 belirlenmistir. Farkli bakteri strainlerinin yag asit
profilleri Minitab (Versiyon 14) Kiimeleme Analizi ile test edilmistir. Tiir ve strainler

aras1 akrabalik oranlar1 dendogram olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Survey Sonuglari

Igdir Merkez ve bu merkeze bagli Yayci, Oba, Kasimcan, Melekli, Akyumak,

Killiik, Bayraktutan, Alikamerli kdyleri ve Tuzluca ilgesine bagli Gaziler kdyii elma

bahgeleri ziyaret edilmis, 21 -70 meyve agaci olan bahg¢ede 21 - 30 aga¢ kontrol

edilmistir. Dallarda ve yapraklarda yaniklik simptomu gosteren bitkiler ve meyve

donemindeki surveylerde iizerinde siit rengi yapiskan akinti olan meyveler tespit

edilmistir. Tipik hastalik simptomlar1 sergileyen bu bitki aksamlarindan bakteri

izolasyonu ve saflagtirmasi yapilmis ve toplam 84 strain elde edilmistir. Bakteriyel

strainlerin lokasyonlarda bulunus sayilar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. 2013-2015 yillar1 arasinda elma {iiretim alanlarindan izole edilen bakteri

tiirlerinin dagilimi

izole Edilen Bakteri Tiirleri Toplam
Erwinia amylovora 51
Yersinia aldovae 7
Enterobacter intermedius 1
Bacillus thuringiensis israelensis 1
Bacillus megaterium GC subgroup A 1
Yersinia fredriksenii 3
Pseudomonas aeruginisa 2
Kluyvera cryocrescens-GC subgroup B 1
Citrobact_er amalonaticus GC subgroup B (Levinea 3
amalonatica)

Pantoea agglomerans GC subgroup C (Enterobacter) 3
Yersinia bercovieri 3
Serratia fonticola 6
Salmonella typhimurium GC subgroup B 2
Toplam 84
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4.2. Hastahkh Elma Bitkilerinden izole Edilen Bakteriyel Strainlerin Yag Asit
Profillerine Gore Tani Sonuclari

Bakteriyel strainlerin yag asitleri saflastirilarak mikrobiyal identifikasyon
sistemi (MIS) ile yapilan tan1 sonuglar1 Cizelge 4.2’ de verilmistir. Cizelgede belirtilen
sonuglara gore 51 adet Erwinia amylovora, 7 adet Yersinia aldovae, 1 adet Enterobacter
intermedius, 1 adet Bacillus thuringiensis israelensis, 1 adet Bacillus megaterium GC
subgroup A, 3 adet Yersinia fredriksenii, 2 adet Pseudomonas aeruginisa, 1 adet
Kluyvera cryocrescens-GC subgroup B, 3 adet Citrobacter amalonaticus GC subgroup
B (Levinea amalonatica), 3 adet Pantoea agglomerans GC subgroup C (Enterobacter),
3 adet Yersinia bercovieri, 6 adet Serratia fonticola, 2 adet Salmonella typhimurium GC

subgroup B olmak tizere 13 farkli bakteri tanilanmustir.
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Cizelge 4.2. Bakteriyel strainlerin yag asitlerine goére (MIS) tan1 sonuglari

T.No MIS Tani Sonucu MIS % Bitki Aksami Yer Yil S.No

1 Erwinia amylovora 58 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Kiillik 2013 GG-3
2 Erwinia amylovora 71 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Gaziler 2013 GG-6
3 Erwinia amylovora 48 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Yayci 2013 GG-7
4 Erwinia amylovora 42 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Yayci 2013 GG-8
5 Erwinia amylovora 77 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Oba 2013 GG-10
6 Erwinia amylovora 82 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Oba 2013 GG-11
7 Erwinia amylovora 69 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Yayci 2013 GG-15
8 Erwinia amylovora 61 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Yayci 2013 GG-17
9 Erwinia amylovora 74 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Yayci 2013 GG-19
10 Erwinia amylovora 57 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Melekli 2013 GG-20
11 Erwinia amylovora 73 Bakteriyel Akinti (Meyve) Igdir- Melekli 2013 GG-21
12 Erwinia amylovora 78 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Kiillik 2013 GG-22
13 Erwinia amylovora 56 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Gaziler 2013 GG-23
14 Erwinia amylovora 60 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Gaziler 2013 GG-24
15 Erwinia amylovora 60 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Bayraktutan 2013 GG-25
16 Erwinia amylovora 44 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Bayraktutan 2013 GG-26
17 Erwinia amylovora 21 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Akyumak 2013 GG-27
18 Erwinia amylovora 78 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Akyumak 2013 GG-28
19 Erwinia amylovora 59 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Yayci 2013 GG-29
20 Erwinia amylovora 69 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Yayci 2013 GG-30
21 Erwinia amylovora 73 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Yayci 2013 GG-31
22 Erwinia amylovora 78 Bakteriyel Akint1 (Meyve) Igdir- Bayraktutan 2013 GG-35
23 Erwinia amylovora 49 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Akyumak 2013 GG-37
24 Erwinia amylovora 65 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Kasimcan 2013 GG-38
25 Erwinia amylovora 69 Bakteriyel Akint1 (Meyve) [gdir- Kasimcan 2013 GG-39
26 Erwinia amylovora 52 Bakteriyel Akinti (Meyve) Igdir- Kasimcan 2013 GG-41
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Cizelge 4.2° in devami

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora

68
73
77
75
44
72
55
63
75
67
66
48
48
74
58
64
43
68
74
77
69
72
73
78
77

Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Meyve
Yaprak
Yaprak
Yaprak

Alikamerli-1gdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir
Alikamerli-Igdir

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

GG-52
GG-53
GG-54
GG-55
GG-56
GG-57
GG-58
GG-59
GG-60
GG-64
GG-67
GG-68
GG-69
GG-70
GG-73
GG-81
GG-82
GG-83
GG-84
GG-85
GG-86
GG-91
GG-99
GG-100
GG-101
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4.3. Tiitiin Bitkisinde Asirn Duyarhlhik (Hypersensetive Response=HR) Testi
Sonuclari

Izolasyon sonucu elde edilen saf bakteri strainlerinin bitki patojeni mi, saprofit
mi oldugunu ayirt etmek i¢in asir1 duyarlilik testi (HR) yapilmistir. Gelismis tiitiin
(Nicotiana tabacum L. Samsun) yapraklarinin interseliiler alanlarina bakteriyel
siispansiyonlarin siringa edilmesi sonucunda nekrotik doku olusumuna neden olanlar
HR pozitif, digerleri ise HR negatif olarak degerlendirilmistir. Toplam 84 strain i¢in
yapilan HR testi sonucunda 51 strainin HR pozitif sonug verdigi, geri kalan 33 strainin

ise HR negatif sonug verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Tiitiinde HR testi

4.4. Patojenite Testi Sonuclar:

Patojenite testi E.amylovora’ ya hassas olan Deveci Armut ¢esidinin siirgiinleri
kullanilarak yapilmistir. Yapilan patojenite testi sonucunda yapraklarda ve siirgiinlerde

yaniklik simptomu ve siirgiinlerde bakteriyel akint1 gozlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).
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3
3

Sekil 4.2. Erwinia amylovora’ nin yapraklarda olusturdugu yaniklik simptomu

Sekil 4.3. Erwinia amylovora strainlerinin siirgiinlerde olusturdugu bakteriyel akint1 ve
yaniklik simptomu
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4.5. Patojenik Bakteriyel Strainlerin Morfolojik Test Sonuclar:

Morfolojik karakterlerden hareket 6zelligi, hiicre sekli ve NA iizerindeki koloni
rengi belirlenmis ve strainlere ait sonuglar Cizelge 4.3’ de verilmistir. Hareketlilik testi
sonucunda E.amylovora strainlerinin hareketli oldugu tespit edilmistir. NA besi yerinde

E.amylovora strainlerinin krem renkli kolonilere sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. GG-20 straininin NA besiyerinde koloni gelisimi ve rengi

Cizelge 4.3. Patojen mikroorganizmanin morfolojik test sonuglari

. Hareket Hiicre NA? dz.i
Strain No MIS Tam Sonuglari L, . Koloni
Ozelligi  Sekli -

Rengi
GG-3 Erwinia amylovora Hareketli Cubuk Krem
GG-6 Erwinia amylovora Hareketli  Cubuk Krem
GG-7 Erwinia amylovora Hareketli  Cubuk Krem
GG-8 Erwinia amylovora Hareketli Cubuk Krem
GG-10 Erwinia amylovora Hareketli Cubuk Krem
GG-11 Erwinia amylovora Hareketli Cubuk Krem
GG-15 Erwinia amylovora Hareketli  Cubuk Krem
GG-17 Erwinia amylovora Hareketli  Cubuk Krem
GG-19 Erwinia amylovora Hareketli  Cubuk Krem
GG-20 Erwinia amylovora Hareketli  Cubuk Krem
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Cizelge 4.3’ in devami

GG-21
GG-22
GG-23
GG-24
GG-25
GG-26
GG-27
GG-28
GG-29
GG-30
GG-31
GG-35
GG-37
GG-38
GG-39
GG-41
GG-52
GG-53
GG-54
GG-55
GG-56
GG-57
GG-58
GG-59
GG-60
GG-64
GG-67
GG-68
GG-69
GG-70
GG-73
GG-81
GG-82
GG-83
GG-84
GG-85
GG-86
GG-91
GG-99
GG-100
GG-101

Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora
Erwinia amylovora

Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli
Hareketli

Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk
Cubuk

Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
Krem
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4.6. Patojenik Bakteriyel Strainlerin Biyokimyasal Test Sonuglari

Mikroorganizmalarin biyokimyasal test (gram reaksiyon, katalaz, oksidaz, levan,
amilaz, ham armut, 36°C” de gelisim testi) sonuclar1 Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10,
4.11, 4.12, 4.13 ve Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir.

Amilaz test sonuglart ve oksidaz test sonuglart degerlendirildiginde E.amylovora

strainlerinin negatif reaksiyon verdikleri tespit edilmistir.

Gram reaksiyon testi sonucunda bakterilerin hiicre duvarlarindaki farklilik

belirlenmis, E.amylovora strainlerinin gram negatif 6zellikte oldugu saptanmustir.

Katalaz testi sonucunda E.amylovora strainlerinin kuvvetli pozitif reaksiyon

verdikleri belirlenmistir.

Levan testi sonucunda E.amylovora strainlerinin pozitif ve kuvvetli pozitif

reaksiyon verdikleri belirlenmistir.

36°C’ de gelisim testi sonucunda E.amylovora strainlerinin negatif sonug verdigi

gozlenmistir.

Ham armut testi sonucunda ise armut meyvesine bulastirilan bakteri strainlerinin

bakteriyel akint1 (00ze) olusturdugu saptanmustir.

Sekil 4.5. Amilaz testi sonucunda GG-86, GG-52, GG-25, GG-73 strainlerinin negatif
reaksiyonu
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Sekil 4.7. Gram reaksiyon testi sonucunda (gram negatif) Erwinia amylovora
strainlerinin olusturdugu siimiiksii yap1
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Sekil 4.8. Katalaz testi sonucunda pozitif olan strainlerde goriilen kabarcik olusumu

Sekil 4.9. Solda GG-3 straininin NA+Sukroz Agarda levan koloni olusumu
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Sekil 4.10. Erwinia amylovora strainlerinin levan testi sonucunda olusturduklar1 koloni
gelisimi

Sekil 4.11. GG-100, GG-101, GG-99 strainlerinin 36°C’ de gelisim testi sonucunda
gelisme gostermemesi
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Sekil 4.12. GG-15 straininin ham armut testi sonucunda olusturdugu bakteriyel ooze

Sekil 4.13. GG-22 straininin ham armut testi sonucunda olusturdugu bakteriyel ooze
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Cizelge 4.4. Patojen mikroorganizmanin biyokimyasal test sonuglari

Strain  MIS Tam * 36°
No Sonuclari G A K L C
GG-3  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-6  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-7  Erwinia amylovora - - K" + -
GG-8  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-10  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-11  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-15 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-17  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-19  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-20  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-21  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-22  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-23  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-24  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-25 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-26  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-27  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-28  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-29 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-30  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-31 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-35 Erwinia amylovora - - K* + -
GG-37  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-38  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-39 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-41  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-52  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-53  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-54 Erwinia amylovora - - K* + -
GG-55 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-56  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-57  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-58 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-59  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-60  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-64 Erwinia amylovora - - K* + -
GG-67  Erwinia amylovora - - K* + -
GG-68 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-69  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-70  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-73  Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-81 Erwinia amylovora - - K* K* -
GG-82  Erwinia amylovora - - K* K* -
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Cizelge 4.4’ in devami

+
+

GG-83  Erwinia amylovora - -
GG-84  Erwinia amylovora - -
GG-85 Erwinia amylovora - -
GG-86  Erwinia amylovora - -
GG-91 Erwinia amylovora - -
GG-99 Erwinia amylovora - -
GG100 Erwinia amylovora - -
GG101 Erwinia amylovora - -

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

AARAARAARARARAA
AARAARAARARARAA

+
+

*G: Gram reaksiyon testi, A: Amilaz testi, K: Katalaz testi, L: Levan testi, O: Oksidaz
Testi, 36°C: 36 °C de Gelisim Testi, -: Negatif Sonug, +: Pozitif Sonuc, K*: Kuvvetli
pozitif sonug

4.7. Bakteriyel Strainlerin Yag Asit Analiz Sonuglari

Mikroorganizmalarin yag asit profillerinin analizleri sonucunda, izole edilen
bakteri strainlerinin tamamu tiir seviyesinde tanilanmistir. Yag asit analizlerine gore
yapilan tanida strainler % 45-82 benzerlik oraniyla E.amylovora olarak saptanmuistir.
Bakteriyel strainlerin yag asiti g¢esitleri ve yilizdeleri bakimindan farkliliklara sahip
oldugu goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda E.amylovora strainlerinin 10:0, 11:0,
12:0, 11:0 30H, 13:0, 12:0 20H, 12:0 30H, 14:0, Sum In Feature 1, 13:0 20H, 15:1
w8c, 15:1 wéc, 15:1 wbc, 15:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 15:0, 14:0 20H, Sum In Feature 2,
16:0 ISO, Sum In Feature 3, 16:1 wbc, 16:0, 15:0 30H, 17:0 ISO, 17:0 ANTEISO, 17:1
w8c, 17:0 CYCLO, 17:0, Sum In Feature 5, 18:1 w9c, Sum In Feature 8, 18:1 wbc,
18:0, 17:0 30H, 19:0 I1SO, Sum In Feature 7, 19:0 CYCLO w8c, 19:0, 18:1 20H, olmak
tizere 39 farkli yag asiti icerdikleri saptanmistir. Strainlerde ortak olarak bulunan yag
asitleri ise 12:0, 13:0, 14:0, 14:0 20H, 16:1 w5c, 16:0, 17:1 w8c, 17:0 CYCLO, 17:0,
18:1 wb5c, 18:0, 19:0, Sum In Feature 3 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Patojen bakterinin igerdigi yag asiti ¢esitleri ve oranlari

Yag Asitleri ve Yiizde Miktarlar

. Sum In
strain 455 930 140 0 16l e, Il 1700 181 e 19:0 Feature
No 20H whc w8c cyclo whc 3
GG-3 514 028 454 033 014 3353 015  7.03 115 006 034  -— 3090
GG-6 451 019 409 020 015 3412 016 472  1.20 044 - 3094
GG-7 532 036 440 041 013 3163 020 1062 175 008  0.23 2729
GG-8 536 040 080 044 013 31.08 021 1040 192 009  0.23 2712
GG-10 481 030 414 036 013 3399 016 833 173 010 032 008  27.92
GG-11 471 030 407 037 012 3438 019 910 199 009 039 010 2651
GG-15 487 028 410 023 013 3357 013 594  1.19 0.40 3002
GG-17 501 037 462 048 011 3382 022 1170 233 007 033 2535
GG-19 459 033 389 040 013 3326 027 1019 255 035 009 2523
GG-20 477 042 393 043 013 3221 027 1095 267 009 028 007 2508
GG-21 476 025 399 034 013 3347 019 813 180 008 031 007 2813
GG-22 475 025 403 034 013 3387 019 828 177 009 034 007 2759
GG-23 501 039 419 046 013 3268 024 1104 228 009 029 e 2647
GG-24 499 025 415 026 015 3295 016 677 126 0.29 3056
GG-25 528 026 449 039 013 3290 022 822 18 009 037 011 2837
GG-26 537 035 442 046 013 3130 020 1078 173 007 023 - 2693
GG-27 600 038  7.37 016 3255 - 899  0.65 — 3055
GG-28 464 029 396 031 013 3420 019 782 175 009 041 009  27.78
GG-29 510 042 421 043 012 3237 021 1088 197 007 025 2629
GG-30 514 031 400 038 013 3293 022 878 201 009 034 012 2741
GG-31 477 021 448 032 014 3410 020 713 166 046 012  28.06
GG-35 467 023 394 031 013 3374 020 763 170 008 037 008 2781
GG-37 524 042 445 031 012 3127 024 1063 216 0.57 2637
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Cizelge 4.5 in devami

GG-38
GG-39
GG-41
GG-52
GG-53
GG-54
GG-55
GG-56
GG-57
GG-58
GG-59
GG-60
GG-64
GG-67
GG-68
GG-69
GG-70
GG-73
GG-81
GG-82
GG-83
GG-84
GG-85
GG-86
GG-91
GG-99
GG-100
GG-101

5.07
4.98
5.24
4.59
4.60
4.60
4.52
441
4.92
5.60
4.76
4.63
4.20
4.78
5.18
5.07
4.73
5.09
4.84
5.51
5.19
4.61
4.72
4.62
4.97
4.75
4.64
4.65

0.31
0.29
0.33
0.36
0.37
0.32
0.32
0.30
0.31
0.20
0.40
0.34
0.27
0.38
0.41
0.43
0.20
0.45
0.23
0.38
0.30
0.27
0.22
0.24
0.31
0.18
0.33
0.20

4.37
4.16
4.34
3.86
3.84
3.89
3.84
3.98
4.45
4.63
3.95
3.93
3.84
3.92
4.21
4.17
4.04
4.21
4.13
4.46
4.10
3.92
3.99
4.05
4.12
4.08
3.86
3.94

0.44
0.37
0.41
0.43
0.42
0.38
0.38
0.50
0.45
0.48
0.43
0.38
0.47
0.48
0.44
0.45
0.24
0.46
0.29
0.44
0.37
0.34
0.30
0.29
0.41
0.26
0.42
0.29

0.13
0.14
0.13
0.11
0.11
0.13
0.12
0.15
0.14
0.11
0.12
0.13
0.13
0.13
0.13
0.15
0.14
0.14
0.12
0.14
0.13
0.13
0.14
0.13
0.14
0.13
0.14

33.79
33.27
31.92
33.07
33.34
33.77
33.87
33.95
33.11
32.68
32.48
33.36
33.81
33.11
31.40
31.42
33.74
32.15
32.78
31.32
32.90
34.08
33.68
33.18
33.29
33.68
33.90
34.48

0.18
0.22
0.19
0.26
0.26
0.26
0.27
0.29
0.26
0.11
0.26
0.23
0.31
0.25
0.22
0.24
0.16
0.23
0.17
0.21
0.28
0.24
0.23
0.16
0.21
0.14
0.25
0.17

11.57
8.44
10.70
10.55
10.50
9.45
9.11
9.72
8.69
8.40
10.69
9.71
7.16
10.56
10.79
10.85
6.67
10.63
7.46
10.59
6.25
7.36
7.40
7.59
10.33
6.75
10.44
5.79

1.77
1.60
1.66
2.63
2.68
2.38
2.54
2.71
2.14
0.93
2.68
2.24
2.32
2.50
2.04
2.19
1.38
2.08
1.47
1.76
191
1.90
1.73
1.41
1.88
1.31
2.53
1.57

0.07
0.09
0.07
0.10
0.09

0.06
0.07
0.10
0.09
0.08
0.07
0.09
0.09
0.08

0.09
0.09
0.09
0.10
0.09

0.26
0.32
0.23
0.31
0.34
0.42
0.41
0.47
0.37
0.30
0.30
0.36
0.50
0.32
0.24
0.25
0.36
0.27
0.31
0.22
0.41
0.42
0.40
0.32
0.28
0.34
0.37
0.47

0.09
0.09
0.10
0.12
0.13

0.11
0.09
0.08
0.07
0.06
0.06
0.06
0.06

0.20

0.08

0.06

0.08
0.16

26.13
28.34
26.91
24.67
24.30
25.52
26.10
27.33
27.18
29.46
25.34
25.66
28.50
2591
26.10
26.04
29.06
26.25
29.42
27.35
28.50
28.11
27.94
28.87
26.04
29.31
24.70
28.71
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Calismada yag asitlerinin ¢esit ve yilizdeleri bakimindan bakteri tiirleri arasi
benzerlikleri belirlemek amaciyla kiimeleme analizi yapilmistir. Yapilan kiimeleme
analizi sonucunda elde edilen dendogram grafigi ve buna bagl olarak kiimeleme analizi
sonuglar1 Sekil 4.14 ve Cizelge 4.6’ da verilmistir. Sekil 4.14 ve Cizelge 4.6 birlikte
incelendiginde; Toplam 51 bakteri tiirii i¢in genel benzerlik orani yaklasik % 45 olarak
bulunmustur. Diger bir ifade ile ele alinan o6zellikler bakimindan bakteri tiirleri
arasindaki varyasyon yaklasik % 55 olarak ifade edilebilir. Cizelge 4.6 incelendiginde;
en yiiksek benzerlik oraninin % 98.08 ile 38 ve 39 nolu tiirlerde oldugu bunu yaklasik
% 97.85 ile 12 ve 13 nolu strainlerin % 97.33 ile 40 ve 49 nolu tirlerin izledigi
goriilmektedir. Bu kiimelerin haricinde; iki tiirden olusan diger kiimeler ise [41, 19],
[22, 46], [3, 16], [20, 32], [4, 43], [29, 30] ve [28, 50] dir. Bu kiimelerin benzerlik orani
yaklasik % 96.4 ile % 93.5 arasinda degismistir. Ug tiirden olusan kiimelerden ise en
yiiksek benzerlik orant % 93.32 ile (18, 22, 46) tiirlerinden olusan kiimede gozlenirken,
bunu % 92.67 ile (4, 26, 43), % 92.57 ile (5, 11, 25) ve (27, 28, 50) kiimeleri izlemistir.

1, 31, 17 ve 2 nolu tiirler disindaki diger tiirlerden olusan kiimeye 47 bakteri tiirii
dahil olmus olup, bu kiimedeki benzerlik orani yaklasik % 83 olarak bulunmustur. Bu
kiimeye 1 nolu bakteri tiiriiniin katilmas ile benzerlik oran1 % 80.53” e, 31 nolu bakteri
tirinin katilmasi ile % 75.23° e, 17 nolu bakter1 tiirtiniin katilmasi ile % 58.11° e ve son
olarak 2 nolu bakteri tiirliniin katilmasi ile % 45.46 ya diismiistiir. 47 tiirden olusan
kiime ile birlikte; 1, 31, 17 ve 2 nolu tiirler 5 kiime olusturmustur. Ancak, 1, 31, 17 ve 2
nolu tiirler disindaki diger kiime benzerlik oranina gore kendi igerisinde istenilen sayida
alt kiimeler olarak degerlendirilebilir. Mesela; 3, 16, 4, 43, 26, 38, 39, 19, 41, 23, 48, 9,
35, 29, 30, 27, 28, 50, 12, 13, 34, 37, 10 ve 6 bir kiime; 5, 25, 11, 18, 22, 46, 45, 36, 21
bir kiime ve 40, 49, 42, 47, 7, 20, 32, 51, 14, 44, 24, 8, 15 ve 15 te bir kiime olarak
alindiginda 3 alt kiime olarak degerlendirilebilir. Bu kiimelere tek tiirden olusan

kiimeler de eklendiginde 7 kiime olarak degerlendirilebilir.

48



Cizelge 4.6. Erwinia amylovora strainleri igin kiimeleme analizi sonuglari

Kiime . Yeni Kiimedeki
Adim Benzerlik Uzakhik Birlesen Kiime .. Cesit
Sayisi Kiime
Sayisi
1 50 98.0788  0.23259 38 39 38 2
2 49 97.8524  0.26000 12 13 12 2
3 48 97.3388  0.32218 40 49 40 2
4 47 96.3844  0.43772 19 41 19 2
5 46 96.3525  0.44159 22 46 22 2
6 45 95.2149  0.57931 3 16 3 2
7 44 945534  0.65939 20 32 20 2
8 43 93.9980 0.72664 4 43 4 2
9 42 93.8731  0.74175 29 30 29 2
10 41 93.5118  0.78549 28 50 28 2
11 40 93.3181  0.80895 18 22 18 3
12 39 93.2485  0.81737 18 45 18 4
13 38 93.2303  0.81957 18 38 18 5
14 37 92.9780  0.85012 9 35 9 2
15 36 92.7561  0.87698 42 47 42 2
16 35 92.6709  0.88730 4 26 4 3
17 34 92.6217  0.89325 5 25 5 2
18 33 92.5747  0.89894 5 11 5 3
19 32 92.4607 0.91274 18 21 18 6
20 31 92.4345  0.91591 27 28 27 3
21 30 92.3520  0.92590 5 18 5 9
22 29 92.3373  0.92769 3 4 3 5
23 28 92.3244  0.92925 9 29 9 4
24 27 91.8218  0.99010 9 27 9 7
25 26 91.8022  0.99247 34 37 34 2
26 25 90.8560  1.10702 3 38 3 7
27 24 90.8065 1.11301 40 42 40 4
28 23 90.8035  1.11337 3 19 3 9
29 22 90.7518 1.11964 3 23 3 10
30 21 90.5327  1.14617 12 34 12 4
31 20 90.4866  1.15174 9 12 9 11
32 19 90.1657  1.19059 9 10 9 12
33 18 90.1201  1.19612 5 40 5 13
34 17 90.0194  1.20830 3 48 3 11
35 16 89.9938  1.21140 3 9 3 23
36 15 89.9809  1.21297 5 7 5 14
37 14 89.8583  1.22780 5 20 5 16
38 13 88.9919  1.33270 5 51 5 17
39 12 88.4874  1.39377 3 6 3 24
40 11 88.3277  1.41312 5 14 5 18
41 10 87.3097  1.53636 5 44 5 19
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Cizelge 4.6 ‘nin devanu

42 9 86.1557  1.67607 3 5 3 43
43 8 85.5059  1.75474 3 24 3 44
44 7 85.1430  1.79867 3 8 3 45
45 6 85.0366  1.81155 3 15 3 46
46 5 82.9954  2.05866 3 33 3 47
47 4 80.5278  2.35741 1 3 1 48
48 3 75.2346  2.99823 1 31 1 49
49 2 58.1080 5.0718 1 17 1 50
50 1 45.4641  6.60241 1 2 1 51

*; 1.GG-3, 2. GG-6, 3. GG-7, 4. GG-8, 5. GG-10, 6. GG-11, 7. GG-15, 8. GG-17,
9. GG-19, 10. GG-20, 11. GG-21, 12. GG-22, 13. GG-23, 14. GG-24, 15. GG-25, 16.
GG-26, 17. GG-27, 18. GG-28, 19. GG-29, 20. GG-30, 21. GG-31, 22. GG-35, 23. GG-
37, 24. GG-38, 25. GG-39, 26. GG-41, 27. GG-52, 28. GG-53, 29. GG-54, 30. GG-55,
31. GG-56, 32. GG-57, 33. GG-58, 34. GG-59, 35. GG-60, 36. GG-64, 37. GG-67,38.
GG-68, 39. GG-69, 40. GG-70, 41. GG-73, 42. GG-81, 43. GG-82, 44. GG-83, 45.
GG-84, 46. GG-85, 47. GG-86, 48. GG-91, 49. GG-99, 50. GG-100, 51. GG-101
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Sekil 4.14. Erwinia amylovora strainleri i¢in kiimeleme analizi dendogrami
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4.8. Tartisma

Erwinia amylovora (Burr.) Winslow et al.’in neden oldugu ates yanikligi
hastaligi armut, elma, ayva, hurma ve yenidiinya gibi yumusak ¢ekirdekli meyve
tiirlerinin siiphesiz en eski, en ciddi ve en tahripkar hastaligidir. Literatiir taramalarina
gore E.amylovora’ nin birgok iilkede ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir patojen
oldugu rapor edilmistir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde hastaligi belirlemek icin gesitli
calismalar yiiriitiilmiis ve elma ile armutta patojen olduklar1 saptanmistir (Oktem ve
Benlioglu, 1988; Tokgoniil, 1990; Momol et al., 1992; Demir ve ark., 1993; Bastas ve
Katircioglu, 1998; Yahyaoglu, 1998; Mirik, 2000; Atasagun, 2009). Patojenin, elverisli
sartlarda  bitkideki ilerleyisi ¢ok hizlidir. Patojen, konuk¢u bitkinin ¢icek
tomurcuklarinda, siirglinlerinde, ana dallarinda ve govdesinde yaptigi enfeksiyon ile
bitkiyi hastalandirarak kisa siirede, ¢ok 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Bozan, 2011).

Diinya iilkelerinde, yogun bir sekilde ve en yeni teknolojik gelismeler 1s18inda
hastalikla miicadele olanaklar1 aranmaktadir. Hastaliga kars1 kesin ¢6ziim saglayacak
yontem tespit edilinceye kadar hastalik etmeninin hizli, glivenilir ve erken donemde tani
ve tespitlerinin yapilmasi onemlidir. Etmenin erken ve hizli tanisinin ve tespitinin
yaptlmast sonucunda ise yapilacak erken miicadele ile hastaligin zarar1 en aza

indirilecek, bdylece tiriin kayiplarinda azalmalar oldugu goriilecektir.

Gliniimlize kadar patojenlerin tanist ve tespiti i¢in pek c¢ok yoOntem
gelistirilmistir. Bunlar arasinda; segici ve yari segici besi ortami kullanilarak morfolojik
acidan patojenin karakterizasyonu, gesitli serolojik testler (ELISA, Agliitinasyon testi
vh.), fizyolojik ve biyokimyasal testler, yag asiti metil ester (FAME) analizi, polimeraz
zincir reaksiyonu gibi yontemler yer almaktadir. Aragtirmacilar tarafindan bu yontemler
kullanilarak E.amylovora patojeninin tanisi yapilmis ve karakterizasyonu saglanmistir
(Gorris et al., 1996; Aysan ve ark., 2004; Bozan, 2011). Bu tez ¢aligmasinda izole
edilen bakteri strainlerinin morfolojik ve biyokimyasal karakterleri belirlenmistir. Elde
edilen E.amylovora strainlerine biyokimyasal karakterlerden amilaz, katalaz, oksidaz,
36°C’ de gelisim, gram reaksiyon ve levan koloni olusturma testleri uygulanmustir.

Bakteriyel strainlerin NA {izerinde olusturdugu koloni rengi ve sekli, hareketlilik
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ozellikleri tespit edilmistir. Caligmada molekiiler tekniklerden yag asiti metil ester
(FAME) analizi yapilarak bakterilerin yag asit profilleri elde edilmistir. Saf olarak elde
edilen strainlerin patojenisiteleri, hassas Deveci armut ¢esitinde tamamlanan Koch
Postiilatlar1 ve tiitiin {izerinde yapilan HR testleri ile belirlenmistir. Ayrica strainlerin
patojenisitesinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan metotlardan birisi olan ham

armut testi yapilmistir.

Ivanovi¢ et al (2011), Karadag ve Sirbistan’da, 13 lokasyonda yetistirilen 8 bitki
tiurtinden elde edilen 41 E.amylovora strainini tanilamada yag asit analizini
kullanmislardir. Biitiin strainlerin 14:0 30H yag asitini ihtiva ettigini tespit etmiglerdir.
39 straini yag asit kompozisyonuna gore veri tabaninda ilk segenek olarak E.amylovora
seklinde tanimlamiglardir. Calistiklar1 yag asit analizi Sirbistan’dan elde edilen
E.amylovora popiilasyonunun o, B ve y olarak belirtilen ii¢ gruba ayrildigini
gostermistir. Bu ¢alismada yapilan yag asit analizi sonucunda strainlerde ortak olarak
bulunan yag asitleri ise 12:0, 13:0, 14:0, 14:0 20H, 16:1 w5c, 16:0, 17:1 w8c, 17:0
CYCLO, 17:0, 18:1 whc, 18:0, 19:0, Sum In Feature 3 olarak belirlenmistir. Yag asit
kompozisyonundaki degisikligin besiyerinde gelistirilen hiicrelerin fizyolojik donemi ve

kromotografi cihazinin hassasiyetine bagli olarak farklilik gosterdigi diisiiniilmektedir.

Casano et al (2008), bakteri hiicrelerindeki yag asit kompozisyonuna besi
yerlerinin etkisini incelemislerdir. Bu amagla E.amylovora’ nin 20 strainini TSA’da 3
giin 27°C’ de ve 3 strainini NA, KB, GYCA ve TSA’da 1, 3 ve 6 giin gelistirmislerdir.
Bu bakterilere ait total hiicre yag asitlerini gaz kromotografisi ile analiz etmislerdir.
TSA ve NA’da 3 E.amylovora straininin doymus tek karbonlu ve cyclic asitleri, KB ve
GYCA liizerinde gelisenlerden daha yiliksek oranda oldugunu belirlemislerdir. Bu
arastirmada  bakterilerin  stok  kiiltiirlerinin  gelistirilmesinde NA, yag asit
kompozisyonlarmin belirlenmesinde ise TSA besiyeri kullanilmig, farkli besi

ortamlarinin etkisi degerlendirilmemistir.

Zwet and Wells (1993), Kibris, Bulgaristan ve Yugoslavya’dan elde edilen
E.amylovora izolatlarinin tanisinda yag asit analizinin basarili bir sekilde kullanildigini
tespit etmislerdir. E.amylovora i¢in yag asit profil kiitliphanesi 143 bakteri strainine

bagli olarak olusturulmustur. Analiz i¢in E.amylovora’ nin 3 strainini 4 farkh
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besiyerinde (GYCA, KB, NA ve TSA) 1, 3 ve 6 giin siireyle 27°C’ de inkiibe
etmiglerdir. Bakterilerin yag asit profiline gore tanisinda TSA besiyerinde 3 giinliik
inkiibasyonun en uygun ortam oldugunu belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda farkli
inkiibasyon siirelerinin bakterilerin yag asitlerine etkisi arastirilmamistir. E.amylovora
strainleri TSA” da 2 giin gelistirildikten sonra yag asit ekstraksiyonlar1 yapilmistir ki
Zwet and Wells (1993), calismasinda TSA besiyerinin analiz i¢in en uygun ortam

oldugunu belirtmistir.

Gorris et al (1996), E.amylovora izolasyonunu yaptiktan sonra yag asit
profillerine dayanan molekiiler teknikle patojenin karakterizasyonunu saglamislardir.
Zwet et al (1987), 10 iilke ve 5 eyalette farkli Rosaceous bitkilerinden 143 E.amylovora
straini elde etmislerdir. Izolatlar1 agar ilave edilen TSB’de gelistirmisler, bakterinin
hiicre yag asitlerini gaz sivi kromotografisi ile tespit etmislerdir. Bakterilerin yag asit
pikleri tanimlandiginda 12:0, 14:0 ve 16:0 diiz zincirli yag asiti, 16:1 ve 18:1 doymamis
yag asitleri ve 14:0 30H ve 17:0 cyclopropane yag asitleri en yiiksek oranda
bulunmustur. Daha diisiik oranlarda ise 15:0, 17:0 ve 18:0 diiz zincirli yag asitleri
belirlenmistir. Total yag asitlerinin % 1’ inin doymus tek karbonlu yag asitleri, % 9’
unu hidroksisubstituted zincirli yag asitleri, % 10’ unun cyclic asitler, % 28’ inin
doymamis yag asitleri ve yaklasik % 49’ unu doymus c¢ift karbonlu zincirli asitler
oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismada daha fazla yag asiti belirlenmistir, yag asiti
profillerindeki bu farkliligin sicaklik ve beslenme ortami gibi farkliliklardan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Bu ¢aligmada elde edilen strainlerin tamami yag asit
profillerinin analizleri sonucunda, tiir seviyesinde tanilanmistir. Yag asit analizlerine
gore yapilan tanida strainler % 45-82 benzerlik oramiyla E.amylovora olarak
saptanmistir. Bakteriyel strainlerin yag asiti ¢esitleri ve yiizdeleri bakimindan
farkliliklara sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda E.amylovora
strainlerinin 10:0, 11:0, 12:0, 11:0 30H, 13:0, 12:0 20H, 12:0 30H, 14:0, Sum In
Feature 1, 13:0 20H, 15:1 w8c, 15:1 wé6c, 15:1 wsc, 15:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 15:0,
14:0 20H, Sum In Feature 2, 16:0 ISO, Sum In Feature 3, 16:1 w5c, 16:0, 15:0 30H,
17:0 ISO, 17:0 ANTEISO, 17:1 w8c, 17:0 CYCLO, 17:0, Sum In Feature 5, 18:1 w9c,
Sum In Feature 8, 18:1 wbc, 18:0, 17:0 30H, 19:0 ISO, Sum In Feature 7, 19:0 CYCLO
w8c, 19:0, 18:1 20H, olmak tizere 39 farkli yag asiti icerdikleri saptanmistir.
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Psallidas ve Dimova (1986), armut elma ve aligtan elde ettikleri 10 tane
E.amylovora izolatinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve serolojik testlerle
karakterizasyonunu saglamislardir. E.amylovora izolatlarmin ham armut dilimleri
tizerinde ilk 6nce nekrotik lezyon daha sonra bakteriyel akint1 olusturdugu saptanmaistir.
Van der Zwet (1986), Misir’da farkli bolgelerden alinan izolatlara ham armut testi
yapmistir. Ham armutlarin ylizey dezenfeksiyonu yapildiktan sonra, 10 mm kalinliginda
kesmis ve bir 6ze dolusu bakteri ile bulastirmistir. 26°C” de 1-2 haftalik inkiibasyon
sonunda ham armut dilimlerinde bakteriyel akinti gdzlemlemistir. Unlii ve Basim
(2002), Tirkiye’ nin farkli cografik bolgelerinden elde ettikleri enfekteli bitki
materyallerinden izole edilen patojenlerin tanisinda ham armut, tiitlinde hipersensitif
reaksiyon ve siirgiin inokulasyonlar: testlerini i¢eren patojenisite testleri yapmuislardir.
Aysan ve ark (2004), ates yanikligi hastaligimin Ege ve Marmara bolgelerinde
dagilimimi belirlemek amaciyla, 2003 yilinda c¢esitli arastirmalar yapmiglardir.
Calismalarinda E.amylovora izolatlarinin tiitiinde hipersensitif reaksiyon testi ve ham
armut dilimlerinde yapilan patojenisite testlerinin  pozitif sonu¢ verdigini
kaydetmislerdir. Marutescu et al (2008), E.amylovora’ nin tiitiinde hipersensitif
reaksiyon testinde pozitif sonu¢ bulmuslardir. Tunali (2013), E.amylovora izolatlarinin
patojenitesi icin ham armut testi yapmis ve bakteriyel akint1 olusumunu gézlemlemistir.
Bu c¢alismada saf olarak elde edilen strainlerin patojenisiteleri, hassas Deveci armut
cesitinde tamamlanan Koch Postiilatlar1 ve tiitliin lizerinde yapilan HR testleri ile
belirlenmistir. Ayrica strainlerin patojenisitesinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan
metotlardan birisi olan ham armut testi yapilmistir. Tiitlinde HR testi pozitif bulunmus,
ham armut testinde ise E.amylovora igin karakteristik olan bakteriyel eksudat olusumu
gozlenmistir. Sonuglarin diger arastiricilarin elde ettigi bulgularla paralelellik gosterdigi

gorilmiistiir.

Benlioglu ve Ozakman (1998), tarafindan yapilan Ates Yaniklik Hastaligi ile
ilgili survey caligmalarinda hastaliin armut, ayva ve musmula agaglarinda siddetli
diizeyde oldugu, fakat elma ve yenidiinyada diisiik seviyede oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilar tarafindan surveyler boyunca Tirkiye’ nin yumusak cekirdekli meyve
yetistiriciligi yapilan 27 degisik alaninda yetisen hastalikli elma, ayva, armut, musmula

ve yenidiinya’ dan E.amylovora’ ya ait 56 patojenik 1rk izole edilmistir. Bu 56 Tiirkiye
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izolatinin NSA’ da ve selektif ortamlarda (CCI, TTN ve MMS) koloni morfolojisi ve
bazi biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Geider (2000), NSA besi yerinde meydana
gelen mukoid levan koloni olusumunun E.amylovora’ nin tanilanmasina olanak
sagladigimi Agrios (1997), ise E.amylovora’ nin sakkoroz igeren besi ortamlarinda
kubbemsi koloniler olusturan, bir¢ok seker, organik asit ve seker alkollerini karbon
kaynag1 olarak kullanabilen bir bakteri oldugu belirtmektedir. Marutescu et al (2008),
E.amylovora’ nin izolasyonu ve tanimlanmasinda SNA (sakkaroz nutrient agar) ve
King’s B besi ortamlarini kullanmislardir. SNA besi yerinde 450 izolatin levan tip
koloniye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Aysan ve ark (2004), calismalarinda elde
ettikleri E.amylovora izolatlarinin gram negatif, non-fluoresent ve sakkaroz nutrient
agarda levan tip koloni olusturdugunu tespit etmislerdir. Aktepe (2012), Tiirkiye’ nin
farkli yerlerinden izole ettigi E.amylovora strainlerinin NSA besi yerinde 3-5 mm
capinda kubbemsi, parlak, krem renkte, mukoid, levan tip koloniler seklinde gelisim
gosterdigini tespit etmistir. Tunali (2013), E.amylovora’ nin izolasyonunda yari segici
besi ortam1 SNA (Sakkaroz Nutrient Agar) kullanilmistir. Besi ortaminda 27°C’ de 48
saat inkiibasyondan sonra, ortamda fazla miktarda sakkarozun bulunmasinin bakterinin
gelisimini olumlu yonde etkiledigini belirtmis, bakterilerde yogun ekstra polisakkarit
iretiminden kaynaklanan levan ve kubbemsi bakteri morfolojisini pozitif olarak
degerlendirmistir. Bu ¢alismada elde edilen 51 E.amylovora straini NA besi ortamina %
5 oraninda sukroz eklenerek hazirlanan besi yerine inokiile edilmis ve parlak,
merkezden kabarik, kubbemsi, krem renkli koloniler meydana getirdigi goriilmiistiir.

Sonuglar daha 6nce yapilan ¢alismalardaki bulgular1 destekler nitelikte bulunmustur.

Unlii ve Basim (2002), Tiirkiye’ nin farkli cografik bolgelerinden elde ettikleri
enfekteli bitki materyallerinden izole edilen patojenlerin kimyasal olarak tanilanmasinda
katalaz testi, oksidaz testi, nitrattan nitrit tiretimi testi, asetoin olusumu testi, indol
tiretimi testi, hidrojen siilfit testi, nisastanin par¢alanmasi testi, sakkarozdan indirgenen
maddeler testi, sicakliga hassasiyet testi, % 5 NaCl’ ye tolerans testi, pektinaz aktivitesi
testi, King’s B besi ortamimin kullanimi, KOH testi ve jelatinin hidrolizi testini
uygulamislardir. Elde edilen sonuglarin da Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
ile paralellik gosterdigini bildirmislerdir. Atasagun (2009), 2006 ve 2007 yillarinda

Konya ilinde Rosaceae familyasina ait farkli konukgulardan ve bu konukgularin farkli
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cesitlerinden bakteriyel izolasyonlar yapmis, E.amylovora’ nin teshisinde, NSA ve King
B besi yerlerinde gelisim, oksidatif/fermentatif test, 36°C’ de gelisim, levan iiretimi,
sakkarozdan indirgenen bilesikler, asetoin iiretimi, jelatinin sivilastirilmasi, nisasta,
maltoz, inulin, gliserol ve mannitol, sorbitol ’den asit iiretimi, ureaz aktivitesi, indol
olusumu, esculinin hidrolizi ve tiitiinde hipersensitif reaksiyon testlerini esas almistir.
Aktepe (2012), Tirkiye’nin farkli yerlerinden izole ettigi E.amylovora strainlerinin
tanisinda yaptig1 oksidaz testinde ates yanikligi izolatlarinin Cytochrome C oxydase
enzimi aktive etmedikleri i¢in mavi renk olusturmadiklarini, oksidaz reaksiyonun
negatif sonug¢ verdigini saptamistir. Tunali (2013), 136 adet E.amylovora izolatina ait
kolonileri 30 ul % 3’ lLik HpO, ¢ozeltisi ile karistirmis, gaz ¢ikisi gozlemlemis ve
izolatlarin timiinii Katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Oksidaz testi i¢in bakteri
kiiltiirlinii  oksidaz test sollisyonu emdirilmis filtre kagidina silirmiis, 136 adet
E.amylovora straininin renk degisimi olusturmadigin1 bundan dolay1 oksidaz negatif
reaksiyon gosterdigini tespit etmistir. KOH Ile gram reaksiyon testi icin bakteri
strainlerinden 6ze ile alarak bir lam tlizerinde % 3’lik KOH ¢ozeltisi ile karigtirmis,
strainlerin vizkoz bir uzama gosterdigini gram negatif 6zellikte oldugunu saptamistir.
Ayrica 136 adet E.amylovora izolatinin 36°C” de gelisim gdstermedigini tespit etmis ve
sonucu negatif olarak degerlendirilmistir. Bu tez calismasinda izole edilen bakteri
strainlerinin morfolojik ve biyokimyasal karakterleri belirlenmistir. Elde edilen
E.amylovora strainlerine biyokimyasal karakterlerden amilaz, katalaz, oksidaz, 36°C> de
gelisim, gram reaksiyon ve levan koloni olusturma testleri uygulanmistir. Bakteriyel
strainlerin NA {izerinde olusturdugu koloni rengi ve sekli, hareketlilik 6zellikleri tespit
edilmistir. Strainlerin biyokimyasal 6zelliklerinden gram reaksiyon, 36°C’ de gelisim,
amilaz, oksidaz test sonuclar1 negatif, katalaz testi ise pozitif bulunmustur ki daha dnce

yapilan ¢alismalarda da bu testlerde ayn1 sonuclarin alindig tespit edilmistir.

Sonug olarak; farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda da gorildigi
gibi calismamizda elde edilen sonucglar saptanan bulgular1 desteklemektedir. Tanida
birden fazla metodun bir arada kullanilmasinin sonuglarin giivenirligini artirdigi ve bir

metotla tespit edilemeyen 6zelligin digeriyle belirlenmesini sagladigi goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz konumu itibari ile birgok tarim iiriiniiniin dogal yetisme alanidir.
Meyvecilikte ikinci sirada yumusak cekirdekli meyveler yer almaktadir. Bu meyveler
icinde en ¢ok yetistiriciligi yapilan ve tiiketilen meyveler ise elma ve armuttur. Tiirkiye’
nin hemen her bolgesinde bu meyvelere ait farkli ¢esitlerin yetistiriciligi yapilmaktadir.
Yumusak c¢ekirdeki meyvelerde verim ve kaliteyi etkileyen unsurlar igerisinde
hastaliklar énemli bir yer tutmaktadir. Ulkemiz ve diinya genelinde yapilan surveyler
sonucunda, yumusak cekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan tiim bolgelerde cesitli
yayginlik oranlarinda Ates Yanikligi tespit edilmis olup hastalik bir¢ok yerde ciddi
boyutlara ulagmis durumdadir. Yapilan arazi incelemeleri gostermektedir ki; pek cok
tiretici yumusak cekirdekli meyve yetistiriciliginden vazgeger duruma gelmistir. Bu da
bizi 6zellikle baz1 yerli armut ve elma ¢esitlerimizi kaybolma tehlikesiyle kars1 karsiya
birakmaktadir. Bu nedenle iiretim alaninda hastalik etmenleri ne kadar kisa siirede
tanilanirsa o kadar hizl bir sekilde hastalik etmeniyle miicadele islemlerine baslanabilir.
Bu sekilde hastaligin verecegi ekonomik kayip en aza indirilebilir. Bu ¢alismada Igdir
ilinde ates yanikli§i simptomu gosteren elma oOrneklerinden toplam 84 adet bakteri
straini elde edilmistir. Yapilan biyokimyasal, morfolojik, molekiiler ve patojenisite

testleri sonucunda bakteriyel strainlerden 51 adedi E.amylovora olarak tanilanmustir.

Tiim bitki hastaliklariyla miicadelede oldugu gibi ates yanikligi hastalig: ile
miicadelede de temiz iiretim materyali kullanimi alinacak ilk ©Onlemlerden biridir.
Ozellikle yeni bahge kurulmasi esnasinda biiyilk 6nemi olan bu islem sayesinde,
disaridan bulagmalar oluncaya kadar hastaligin etkili miicadelesi saglamir. Uretim
alaninda bitkiyi saglikli yetistirebilmek, dayanikli anag¢ ve c¢esit secimi, dengeli
giibreleme, bocek miicadelesi, erken uyar1 ve tahmin modellerini bolgesel olarak
gelistirerek bahar aylarinda koruyucu bakir uygulamalari, biyolojik miicadele
preparatlarindan faydalanma, kuru dallarin budanmasi ve budama esnasinda makaslarin

dezenfeksiyonu miicadele agisindan dnemli uygulamalardir.

Hastalikla miicadelede, hastaligin bulagsma yollari, saglikli bitki yetistirme
yontemleri, fiziksel, biyolojik ve kimyasal miicadele olanaklar1 dikkate alinarak c¢ok

yonlii bir miicadele programi diisiintilmelidir.
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