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OZET

FARKLI FASULYE CESITLERININ HALE YANIKLIGI ETMENI
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ (Burkh.) Dows.”NIN CESITLI
IRKLARINA KARSI TEPKILERI VE DAYANIKLI CESITLERDEKI
DAYANIKLILIK MEKANIZMALARININ BELIRLENMESi

Bu cahgmada farkh fasulye cesitlerinin fasulye hale yamkh@ etmeni P. s. pv.
Pphaseolicola’nin farkh wklanna karsi gostermis oldugu reaksiyonlar, bitkilerin kapsiil
(meyve) ve kotiledon yapraklan iizerinde belirlenmigtir. Fasulye cesitleri arasinda
Roma-II, Efequen ve Cilena’min 1. wrk digindaki tiim bakteri irklarina kargt duyarh
oldugu tespit edilmigtir. Efequen ve Cilena gesitleri 1, Gina, Yunus-90 ve Magnum
cesitleri 2, Sehirali-90, Karacagehir-90 ve Sekerli gesitleri 3, Ayse Kadin ve Goyniik-98
cesitleri ise 4 bakteri irkina karst dayamkhhik gosterirken Roma-II, Yunus-90, Géynik-
98 ve Sekerli gesitleri 1, Sehirali-90 ve Ayse kadin gegitleri 2, Karacasehir-90 gesiti 3
bakteri irkina karsi orta derecede dayanikhlik gostermigtir. Bakterinin 6, 8 ve 9.
rklarimn testlenen tiim fasulye gesitlerinde virtilent oldugu tespit edilmistir.

Bitki kapsiillerinde gozlenen uyumlu iligki, hizhi bakteriyel ¢ogalma ve reaksiyon
noktalarinda 1slakhk olusumu ile karakterize edilmistir. Yapraklarda ise infeksiyonun
ilk donemlerinde ortaya ¢ikan islaklik simptomlarn, ilerleyen dénemlerde nekrotik hale
donugerek, bu alanlann etrafi klorotik hale ile ¢evrilmigtir. Dayamkh bitki kapsiillerinde
ortaya ¢itkan uyumsuz iliski ise olduk¢a smirh bakteriyel gelisme ve hizhi doku
bozulmalart ile ifade edilmigtir Uyumlu iligkide go6zlenenin aksine inokulasyon
noktalarinda kahverengi lezyonlar meydana gelmistir. Bu lezyonlar zamanla tamamen
kurumug, infeksiyonun ilerdi agamasinda ise ¢okmigtir. Infiltrasyonun yapildig
yapraklarda bakteriler, asin duyarliik tepkimesi (hypersensitive reaction, HR)’nin
gostergesi olan kuruma ve parlamalara (camlagma) sebep olmustur.

Uyumlu ve uyumsuz iligkilerin ortaya giktifi yapraklarda gozlenen reaksiyonlar
ve dayamkhhkta rol oynayan mekanizmalar (lignin, kalloz ve hidrojen peroksit (H,0,)
histokimyasal ¢ahigmalarla saptanmisgtir. Uyumlu iliskide infeksiyonun ilk dénemlerinde
bitki hiicrelerinin yapisinda belirgin bir degisiklik g6zlenmezken infeksiyonun ileri
donemlerinde hiicrelerde siddetli yapisal bozulmalar belirlenmistir.

Uyumsuz iligkinin gézlendii yapraklardaki reaksiyon noktalarinda bulunan
hicrelerin duvarlarinda yogun ve lokal bir sekilde lignin, kalloz, ve H,O, birikiminin
ortaya ¢iktifi yapisal degigiklikler goézlenmistir. Dayamkh bitkilerin kapsiillerinde
ortaya ¢ikan fitoaleksin (phaseollin) birikiminin, duyarh bitkilerin kapsiillerinde ortaya
¢ikandan daha yilksek diizeyde bulundugu belirlenmigtir. Kismi uyumsuziuk gosteren
gesitlerde ise bakteriyel cogalma uyumlu iliskiye oranla daha yavas olup bu hiicrelerde
dayamkhlik reaksiyonlan infeksiyonun ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikmmgtir.

2002, 61 sayfa

Anahtar kelimeler: Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Phaseolus vulgaris,
lignin, kalloz, H,O,, fitoaleksin, agir1 duyarlilik tepkimesi.



ABSTRACT
RESPONSE OF DIFFERENT BEAN CULTIVARS AGAINST DIFFERENT
RACES OF Pseudomonas syringae pv. phaseoicola (Burkh.) Dows. CAUSAL
AGENT OF HALO BLIGHT AND DETERMINATION OF RESISTANCE
MECHANISM ON RESISTANT BEAN CULTIVARS

In this study, plant responses to races of the halo blight pathogen P. s. pv.
phaseolicola were determined on pods and cotyledon leaves of different bean cultivars.
Among the bean cultivars tested; Roma-II, Efequen and Cilena cultivars found to
susceptible against all bacterial races except race 1. Efequen and Cilena cultivars were
resistant to 1 race; Gina, Yunus-90 and Magnum cultivars were resistant to 2 races;
Sehirali-90, Karacagehir-90 and Sekerli cultivars were resistant 3 races; Ayse Kadin and
Goyniik-98 cultivars were resistant 4 different bacterial races. Roma-II, Yunus-90,
Goyniik-98 and Sekerli cultivars were found to be moderately resistant to 2 races;
Karacagehir-90, was moderately resistant to 3 bacterial races. All bean cultivars were
found to be susceptible to races 6, 8 and 9.

Compatible interactions on pods from susceptible plant were characterised as
rapid bacterial growth and water soaked lesion at inoculated sites. In leaves, compatible
interactions were characterised development of water soaked lesion accompanied by
delayed tissue collapse during the early stage of the infection. By time, infiltrated area
became necrotic and surrounded by chilorotic halo. Incompatible interactions on pods
from resistant plant were expressed by restricted bacterial multiplication and rapid
tissue collapse. In contrast to susceptible interactions, brown lesion was developed
around the inoculation sites. Brown tissue progressively dessicated and collapsed by
time. Bacteria caused rapid glazing, characteristic of HR, within the infiltrated regions
of leaves of resistant plant.

Reactions observed during compatible (susceptibility) and incompatible
interactions (resistance) and mechanisms involved in diseases resistance, such as
accumulation of lignin, callose and hydrogen peroxide (H>O,), were determined by
histochemical studies. During compatible interaction, no obvious alterations to structure
of cells, was observed in the early stage of the infection. By time, however, severe
changes in cell structure were observed during the late stage of the infection. Significant
and striking cell wall alterations such as accumulation of callose, lignin and H,O, were
determined at reactions sites in resistant plant leaves. Accumulation of phytoalexin
(phaseollin), in pods were considerably higher in incompatible interactions than
compatible interactions.

Infection development on moderately resistant cultivars was expressed as reduced
bacterial growth in which, resistance reactions occured later stage of the infection.

2002, 61 pages

Key Words: Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Phaseolus vulgaris, lignin,
callose, H,O,, phytoalexin, hypersensitive reaction.
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ONSOZ

Bu ¢aligmada farkh fasulye cesitleri ile Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’mn
wrklann arasindaki konukgu-patojen iligkileri yaprak ve kapsiil inokulasyon teknikleri
kullamlarak makroskopik ve mikroskopik olarak incelenmistir. Uyumsuz iligkinin gozlendigi
dayanikh bitkilerin yaprak hiicrelerinde biriken kalloz, lignin ve H;O: histokimyasal
boyamalarla belirlenmigtir. Fitoaleksin ¢aligmalarinda ise bakterilerin farkh wklan ile inokule
edilen kapsiiller kullamimigtir.

Laboratuvar ¢alismalan MK.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji
laboratuvarlarinda yapilmustir.

Tez konumun belirlenmesinde, laboratuvar c¢aligmalan ve yazim asamasinda
yardimlanm esirgemeyen, degerli fikir ve katkilanyla ¢aligmalanimi yonlendiren saym hocam
Yrd. Dog. Dr. Soner SOYLU’ya (Mustafa kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii) ve yazm asamasindaki yardimlanindan dolayi Ar. Gér. Yusuf Ziya GUZEY’e
(Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii) tesekkiir ederim.

Is ve ozel hayatimda gerek maddi gerekse manevi desteklerini higbir zaman

esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirler...
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1.GIRIS

Baklagiller toprak kosullarina sagladigy fiziksel, kimyasal ve biyolojik
iyilesmelerle ekim nobetinde kendilerinden sonra gelen kiiltiir bitkilerine daha uygun
gelisme olanaklan saglamaktadir. Bu familyada yer alan en 6nemli bitkilerden biriside
fasulye (Phaseolus vulgaris L.)’dir. Bitkisel protein ve gesitli vitaminler bakimindan
olduk¢a zengin olan fasulye; taze, konserve ve kuru olarak diinya iilkelerinde oldugu
gibi tilkemizde de en fazla tiiketilen sebzeler arasmdadir (GUNDUZ, 2000). Tiirkiye
toplam baklagil tiretimi 2000 yihi verilerine gore 660.000 ton iken bunun 544.000
tonunu fasulye olusturmaktadir. Hatay ilinde toplam 44.899 tonluk baklagil liretiminin
35.141 tonunu yine fasulye iiretimi olusturmaktadir (ANONIM, 2000). Ulkemiz
ekonomisi igin 6nemli bir baklagil bitkisi olan fasulye iiretimi birgok bakteriyel, fungal
ve viral patojenler tarafindan olumsuz yénde etkilenmektedir.

Fasulye dretimini ve verimi olumsuz yonde etkileyen onemli  bakteriyel
hastaliklardan birisi de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’nn neden oldugu
fasulye hale yamkhgidir. Etmen ihman iklim bolgelerinde ve inokulumun fazla oldugu
yerlerde 6nemli zararlar meydana getirmektedir.

Baktert kisi tohum tizerinde ve topraktaki bitki artiklan iizerinde gecirmektedir.
Bu tohumlar ve bunlardan yetistirilen fideler primer inokulum kaynagidir. Sekonder
infeksiyonlar ise riizgar, yagmur, bocekler, kullamlan alet ve ekipmanlar ile bakterinin
infekteli bitkilerden saghkh bitkilere taginmasi ile gergeklesmektedir. Patojen bitkiye
stoma ve hidatot gibi dogal agikliklardan veya yaralardan giris yapmaktadir. Bitkiye
giris igin yapraklar iizerinde ince bir su filminin bulunmas1 gerekmektedir.

Hastaligin en tipik simptomu ilk donemlerde yaprak ust kisminda klorotik
lekelerin meydana gelmesi ve ileri donemlerde bu lekelerin etrafinda san renkli bir hale
olusumudur. Hale olusumuna bakteri tarafindan iiretilen ve bir fitotoksin olan
phaseolotoxin neden olmaktadir. Infekteli yapraklanin alt tarafinda ise suyla islatilmig
gibi 1slaklik lezyonlari olugmaktadir. Kapsiiller iizerinde de benzer klorotik Iekeler
olugmaktadir fakat kapsiillerde hale olusmamaktadir. Yogun infeksiyonlarda bu
lekelerin ortasinda bakteriyel eksudat olugmaktadir. Bu eksudat oluspumu da hastahdin
sckonder yayilmasinda Onemlidir. Patojen ciice ve c¢al fasulyelerde Onemli zararlar
olugturmaktadir. Kuzey Amerika’da birgok gegitin bulundugu bolgelerdeki bazi



kiilttirlerin hale yamkh@ina karst dayanmkh oldugu saptanmigtir. Avrupa’daki gesitler ise
¢ok duyarh olup bu bolgedeki ¢al fasulyelerinde 6nemli zararlara neden olmugtur. %0.4
oraninda bir primer infeksiyondan %34 kapsiil infeksiyonu ve %12.5 tiriin zaran, %2.6
oraninda bir primer infeksiyon kaynag: bulundugunda ise %62,5 kapsiil infeksiyonu ve
%43 iiriin zaran olugtugu rapor edilmistir (KEYWORTH, 1969; SMITH, 1986’dan).

Ulkemizde 1988-1991 yilan arasinda fasulye iiretimi yapilan 24 farkh bolgeden
toplanan 293 fasulye tohumu test edilerek bakteriyel hastalik etmenleri ile bulasiklhihig
test edilmigtir. Test edilen tohumlardan 11 tanesinin Pseudomonas syringae pv.
phaseolicaola’nin 1 nolu irki ile, 24 tohumun ise etmenin 2 nolu ki ile bulagtk oldugu
belirlenmigtir (BENLIOGLU ve ark., 1994). )

Hastalikla miicadelede hastaliktan ari tohum kullanmm ve dayamikh cesit
yetistirilmesi 6nemlidir. Tohumlarin streptomycin veya kasugamycin ile muamelesi
(TAYLOR ve DUDLEY,1977, SMITH, 1986’dan) veya kuru sicak uygulamasi
(BELLETTI VETAMIETTI, 1982; SMITH, 1986’dan) iyi sonug vermektedir fakat
tohum kokenli inokulum kontroli igin her zaman yeterli degildir .

Mikroorganizmalarin konukg¢u dizilimleri genellikle ¢ok smrhdir ve ¢ogu
zaman tek bir konukeu tiiriine 6zellesmigtir. Normal kosullarda bitkiler gevrelerindeki
mikroorganizmalarin ¢oguna karsi dayamkhdir. Béylece bitkilerin gogu mikrobiyal
saldinlara karsi dogal bir dayaniklilifa sahiptir. Konuk¢u olmama (non-host) seklindeki
dayamkhhk ya parazitin bitki tarafindan tamnmamasi ya da bitkide bulunan dayamklilik
mekanizmalarimin bir sonucudur. Buna karsin mikroorganizmalarin ¢ok az bitkiler
tizerinde kolonize olarak hastalik olusturabilmekte olup bu durum uyumiu iligki olarak
ifade edilmektedir. Buna karsin tek bir patojene karyt duyarhilikta bile énemli iiriin
zararlan ortaya cikmaktadir. Tek bir bitki hastaliimn potansiyel etkisi, patates
mildiyosii hasta: etmeni Phyfopthora infestans’m epidemik olarak yayilmasinda agik
bir gekilde gorilmiigtir. Etmen bircok Avrupa iilkesinde yetistirilen patateslerin yok
olmasma neden olmus ve 1846’da Irlanda’da patates kithg: meydana gelmistir
(PRYOR, 1987).

Bitki patojeni bakterilerin Pseudomonas solanacearum ve Erwinia amylovora
gibi bazi iyeleri genis bir konukgu dizilimine sahip olup, bu bakterilerde baz
konukgulara karsi bildirilen tiirler igerisinde kesin bir farkhlagma bulunmamaktadir.



Fakat bitki patojeni bakterilerin ¢ogu konukgu dizilimi (bitki grubu) temel ahnarak
pathovarlar (pv.) igerisinde simiflandirnimugtir.

Konukgu dizilimi bir konuk¢u ile simrlandinlmug olmayabilir ve yakindan
iligkili konukgularin bir dizilimi mevcut pathovarlara karsi duyarl olabilir. Ornegin;
Pseudomonas syringae pv. tomato domates bitkisi disginda Crusiferae familyasindan
birgok bitkiyi infekte edebilmektedir. Fakat asil ekonomik zaranm domateslerde
bakteriyel leke hastahimin etmeni olarak yapmaktadir (HENDSON ve ark., 1992).

Bitki patojenleri genellikle farkh virilens fonksiyonlara sahiptirler ve bu
fonksiyonlar onlarnin konukgu bitkide kolonize olma yeteneklerini arttinr (SALMOND,
1994; SCHAFER, 1994). Virilent patojenik bakteriler enzim tretimi, toksinler ve
ekstraseliiler polisakkaritler (EPS) gibi baz1 mekanizmalara sahiptir ve bu mekanizmalar
ile bitki hiicrelerini degigtirerek veya zarar vererek beslenip ¢ogalabilmeleri igin gerekli
optimal kosullan saglarlar.

Patojenlerin  bitkileri bu gekilde istila edebilmelerine kargin bitkilerde
patojenlere karst bazi dayamkliik mekanizmalan gelistirmiglerdir. Bitkilerin patojenlere
kars1 kendilerini hem pasif hem de aktif olarak savunduklant bilinmektedir. Savunma
sisteminin tabiatna gore dayamklihik faktorleri énceden var olan (pasif veya pre-
formed) ve infeksiyonun tesvik ettigi (active veya induced ) dayamklilik olarak iki
gruba ayrilirlar.

Onceden var olan dayamkhlikta bitkiye ait morfolojik ve kimyasal ozellikler
onemli rol oynamaktadir. Bu gekildeki dayamkhhkta kutikula tabakasimn ince veya
kahn olmasi, bitki ylizeyinde mumsu bir tabakamn olmasi, bitki yiizeyinin tiylii olmas
stoma sayist gibi morfolojik oOzellikler 6nemlidir. Bunlanin diginda bitkide 6nceden
varolan kimyasal maddelerin antimikrobiyal etkilerinin de dayamkhhkta rol oynadig
bilinmektedir. Bu maddeler arasinda fenolikler, glukosinolatlar, syanogenik glukosidler,
saponinler, alkoloidler ve antimetabolitler bulunmaktadir (MANSFIELD, 1983;
BENNETT ve WALLSGROVE, 1994; OSBOURN, 1996).

Bitkilerde bulunan aktif dayamiklihk gekillerinin harekete gegebilmesi igin
konukgu ve patojen arasinda bir sinyal ahgverigi olmasi gerekmektedir. Konukguda
bulunan ve dayamkhh@ yoneten genlerin aktif hale gegebilmesi igin bu genlerin
uyarilmast gerekmektedir. Konukgu bitkilerde bulunan dayamklhhk mekanizmalanm

harekete gegiren elisitorler, konukguya oOzellesmelerine gore spesifik ve spesifik



olmayan elisitorler olarak iki gruba aynhrlar (DIXON ve LAMB, 1990). Spesifik
olmayan elisitorler, birgok bitkide hastalik olugturan potansiyel patojenlere karg
dayamkhlik mekanizmasinin tegvik edilmesini saglamaktadir. Bu uyancilar konukgu
veya patojen orijinli olabilirler. Kimyasal ozellikleri aragtinlmg bu tip uyancilarn
genellikle proteinler, glikoproteinler, oligosakkaritler, lipid ve tiirevleri oldugu tespit
edilmigtir (EBEL ve COSIO, 1994). Bu gekildeki dayamklilikta patojene karsi tam bir
korunma saglanmamaktadr.

Spesifik elisitorler ise spesifik olmayan elisitorlerden farkl olarak belirli fungal

ve bakteriyel patojenlerde mevcut olup (irka 6zel) bitkilerde bulunan ve yalmzca bu
elisitorleri tamyan kargihkh etkilesim genlerini (R geni) harekete gegirerek
dayamkhihgin ortaya gikmasina neden olurlar (KEEN ve LITTLEFIELD, 1979). Bu tip
elisitorler aym zamanda hastalik olugturamamasi nedeniyle bunlan kodlayan genler
avirillens (avr) genler olarak adlandinlmigtir (KEEN,1992; DE WIT, 1995; ALFANO
ve COLLMER, 1996). Bugiine kadar Xanthomonas ve Pseudomonas cinsine dahil
bakteri tiirlerinden 30’dan fazla avr geni izole edilmigtir (LEACH ve WHITE, 1996).
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola-fasulye interaksiyonlarinda 5 avr-R gen
interaksiyonu tespit edilmistir (JENNER ve ark., 1991).
Infeksiyonun tegvik ettifi dayamkllikta pasif dayamkhliktan farkh olarak bir enerji
gerekmektedir. Patojenden gelen elisitor ile konukgu bitkideki reseptor arasindaki
spesifik etkilesim sonucu infeksiyon noktasinda birgok savunma mekanizmasi harekete
geeirilir  (ATKINSON, 1993). Bitkilerde bu gekilde ortaya ¢ikan savunma
mekanizmalarina 6rnek olarak agin duyarlihk tepkimesi (HR, Hypersensitive Reaction),
bitki hiicre duvarinda olusan yapisal degisiklikler (lignin, kalloz, HRGP, fenolikler vb.),
patojenisite ile ilgili proteinlerin (PR proteinleri) uyanlmasi ve antimikrobiyal
fitoaleksinlerin sentezlenmesi gosterilebilir (VANCE ve ark. 1980; HAHLBROCK ve
SCHEEL, 1989; DIXON ve HARRISON, 1990; MANSFIELD, 1990).

Asim duyarhhik tepkimesi
Iik olarak STAKMAN tarafindan 1915 yihnda bugday pasma karsi dayamkh

bugday cesitlerinde gozlenen HR, fungus penetrasyonuna tepki olarak enfekteli
hiicrelerin izl bir sekilde olmeleri ile karakterize edilmigtir. Uyumsuz bitki patojen



interaksiyonlarmin en gok rastlanan 6zelligi olan HR, gerek irka spesifik gerekse genel
dayaniklilifin gozlendigi durumlarda kargilagilan bir dayamkhhk tepkimesidir
(KLEMENT, 1982; CRUTE ve ark. 1985).

MANSFIELD (1990), HR’in konukgu hiicrelerinin patojeni tammasmm takiben
hiicre membranlarinin geri doniigiimsiiz zararlanmalan sonucu olustuBunu bildirmigtir.
Hiicre membranimin zararlanmas: sonucu tonoplast’in (vakual membran) fonksiyonunu
kaybetmesi, stoplazma diizeninin ve organellerin yapisal olarak bozulmalan, bu tip
hiicrelerin 6liimleriyle sonuglamr (BROWN ve MANSFIELD, 1991). DANGL ve ark.
(1996), uyumsuz iligki esnasinda ortaya ¢ikan HR’mn, bitki hiicresi tarafindan genetik
olarak programlanan bir g¢egit programlanmug hiicre Sliimleri oldugunu bildirmigtir.
HR’in genetik olarak bitki tarafindan programlanmis oldugu son yillarda elde edilen
mutant bitkilerle gosterilmigtir (DIETRICH ve ark. 1994). Bu mutantlar iizerinde
herhangi bir avirtilent patojen olmadan sadece gevresel uyaricilar ile tegvik edilen ve
HR’a benzeyen nekrotik hiicre dliimleri olugmaktadir.

Son yillarda yapilan galigmalarda elisitor ile muamele edile ve HR’in ortaya
giktigr bitki hiicrelerinde H', K*, CI', ve Ca™ iyonlarinda bir hareketlilik ortaya ¢ikti31
belirlenmigtir (ATKINSON, 1993; BAKER ve ark. 1993). Ozellikle Ca** iyonu normal
kosullarda hiicre stoplazmasinda olduk¢a diisikk konsantrasyonda bulunurken,
hiicrelerin  biyotik veya abiyotik faktorler tarafindan uyanlmas: sonucu Ca'
konsantrasyonunda artigin hiicre membraminda lokalize olmus olan kalloz synthesa
enzimin harekete gecirerek kalloz olugumunun tegvik edilmesinde, savunma ile iligkili
genlerin aktivasyonunda ve fitoaleksin sentezlenmesi gibi birgok hiicresel olaylarda rol
aldig: bildirilmistir (STAB ve EBEL, 1987, SOMSSICH ve ark. 1989; DIETRICH ve
ark. 1994).

Aktif oksijen tiirleri (AOS)

Bitki patojen interaksiyonlarmin baglangic asamasinda aktif oksijen tiirlerinin
(AOS, active oxygen species) ortaya ¢ikmasi HR olusumunun en belirgin
ozelliklerindendir (SUTHERLAND, 1991; MEHDY, 1994; MEHDY ve ark. 1996).
Hiicreler genclde AOS seviyesini en dugik diizeyde tutabilmek i¢in bazi koruyucu
mekanizmalar gelistirmislerdir. Baz1 kogullarda ise bu koruyucu mekanizmalar agilarak



viriis ve elisitorlerin kullamidifi birgok konukgu-patojen sisteminde yaygin olarak
gorulmistir (DOKE, 1983; DOKE ve OHASHI, 1988; APOSTOL ve ark. 1989).

AOS tirlerinden 6zellikle H;O,’nin, patojenlere karsi dayamkhlikta birgok roli
oldugu belirtilmektedir. AOS, sitotoksik etkilerinden dolayr patojenleri 6ldurerek
savunmada ilk hattt olusturdugu diginiilmektedir WU ve ark. (1995) H,O;’in
hastaliklara karsi dayamkhhktaki onemini apoplasta HyO, eksprese eden transgenik
patates bitkilerini yetigtirerek aragtirmiglardir. H;O, ayrica dayanikhilik mekanizmalarim
yonlendiren bazi genlerin tegviklenmesinde rol oynadigi belirlenmigtir. LEVINE ve
ark.(1996) 2 mM. gibi ¢ok disik konsantrasyonsaki H,O'nin soya fasulyesi hiicre
suspansiyonunda glutathion S transferaz ve glutathione peroksidaz enzimlerinin
transkripsiyonu tegvik ettigini belirlemigtir. TENHAKEN ve ark. (1995) HyO,’nin bitki
hucrelerini direkt olarak oldiirdigiini yapmug olduklan hiicre kiiltiirii ¢ahgmalan ile
tespit etmiglerdir. Yapilan gahgmalarda H>O, oldukg¢a yogun hiicre oliimlerine sebep
olmustur.

Bitki dokulannda infeksiyona tepki olarak patojenin uyarisi sonucu olugan fiziksel
bariyerlerin hiicre duvarlanm kuvvetlendirip penetrasyonu engelledigi kamsina aktif
lignin birikimlerinin meydana geldigi yerlerde H,O,’ nin lokalize olmasi ile vanlmgtir
(OLSON ve VARNER, 1993). BRUCE ve WEST (1989) elisitor kullanarak tegvik
ettikleri oksidatif agilimn fasulye bitkisinin hiicre duvarinda lignin olusumuna neden
oldugunu belirlemiglerdir. BRADLEY ve ark. (1992) fasulye ve soya fasulyesinde
yapmis olduklart ¢ahsmada HO, nin peroxidase enziminin varhgiinda hiicre duvarimn
yapistm degistirerek hidroksi prolince zengin glikoproteinlerin olugsmasina neden
oldugunu belirlemiglerdir.

AOS’nin aynca bir sinyal vazifesi gorerek komgu hiicrelerde sistemik
kazandinlms dayamkhh@ (SAR, systemic acquired resistance) tesvik ettigi
bildirilmektedir. Salisilik asit genelde SAR’in olusumuna neden olan anahtar bilegiktir.
Salisilik asit hiicrede catalase enzimini durdurarak, ortamda H,O, olusumunu arttirch,
sonucta bitkide PR-1 proteinlerinin sentezlenmesine neden oldugu tespit edilmigtir
(CHEN ve ark. 1993). Bu arastincilar ayrica farkli konsantrasyonlardaki H,O; nin
bitkide salisilik asit oluspumuna neden oldugunu bildirmiglerdir.



Hiicre Duvarinda Yapisal Degisimler

Bitki hiicre duvarlan hiicrenin seklini koruyarak patojen saldinlarina karg
mekanik bir engel olarak goérev yaparlar. Buna ragmen bazi patojenler hiicre duvarlarim
salgilamg olduklann bazi enzimler ile yikarak hiicrenin o6liimiine neden olurlar
(MANSFIELD ve RICHARDSON, 1981).

Birgok bitki patojen interaksiyonunda infeksiyona tepki olarak hiicre duvan
yapisinda bazi degisiklikler meydana gelmektedir. Bitki hiicre duvarlanmn i¢ ytzeyinde
bakteri, fungus ve virislere kars duvar benzeri materyallerin birikmesi son derece
yaygin bir tepkidir. Papilla olarak isimlendirilen bu olugumlar birgok bitki patojen
iliskisinde olugmaktadir. Papillalar goriiniim olarak ¢esitli olup, genelde bakteriyel
infeksiyonlarda yarnm ay seklinde iken, funguslarda penetrasyon hifinin etrafinda
yuvarlak oval seklinde ortaya gikmaktadir (BROWN ve ark. 1995; SKALAMERA ve
ark. 1997).

Papillanin kimyasal yapisina dair yapilan ¢aligmalarda bu birikimler igerisinde en
fazla kalloz olustugu tespit edilmigtir (SMART ve ark. 1986). Bitki igerisinde olusan
kalloz, patojenin yayithgim geciktirip bitki hiicresinin kendini toparlamasina ve diger
etkili dayamkhlik mekanizmalanmn harekete gegmesini saglar(BENHAMOU, 1992).

Bitkilerin aviriilent bakteriyel ve fungal patojenler veya elisitorler ile muamele
edilmeleri sonucu reaksiyon noktalarinda fenolik ve lignin benzeri materyallerin
biriktigi birgok aragtrmaci tarafindan bildirilmisgtir (VANCE ve ark. 1980;
NICHOLSON ve HAMMERSCHMIDT, 1992).

Lignifikasyonun ve fenoliklerin bitki hiicre duvarlarim kuvvetlendirerek 6zellikle
bakteriyel patojenler tarafindan iiretilen hiicre duvarim eriten enzim ve hormonlara karg
daha dayamkh hale gelmesini saglamaktadir. Lignifikasyon hiicre duvanmn
gecirgenligini etkileyerek bitki hiicresinden patojene besin aktanlmasim, patojenden
konukgu hiicreye gonderilen toksin ve enzimlerin gegisini engeller. Ligninin
polimerizasyonu sirasinda iretilen fenolikler ve serbest radikaller patojene karst direkt
toksik olabilmektedir (VANCE ve ark. 1980).

Bitki hiicre duvarlannin kuvvetlendirilmesinde katkida bulundugu diisiiniilen
diger bir grupta hidroxyproline ile zengin glikoproteinler (HRGP) dir. Gerek bakteriyel
gerekse fungal patojenlere karyi dayamkhlikta, hiicre duvarlarinda oldukga yogun bir



sekilde HRGP biriktigi bildirilmektedir (BENHAMOU ve ark. 1991; BESTWICK ve
ark. 1995).

PR Proteinleri

Bitki hiicrelerinde savunma mekanizmalan ile iligkili olarak cegitli proteinler
biriktirilmektedir. Patogenesis ile iligkili proteinler olarak isimlendirilen ve hidrolitik
enzimlerden olan kitinaz ve B-1,3 glukanaz’lar dayamklilikta farkh roller oynamaktadir.
Bu enzimlerin birikimlerinin uyumsuz interaksiyonlarda daha hizli gergeklegmesi
dayamklihkta rol oynadifim géstermektedir (JOOSTEN ve DE WITT,1989).

Fitoaleksinler

Fitoaleksinler, patojen saldinlarna, biyotik ve abiyotik elisitorlere tepki olarak
bitki dokusunda hizla olusturulan farkli kimyasal siniflardan olugsmug diisiik molekiil
agirhikli sekonder metabolitlerdir (MANSFIELD, 1983). KEEN (1992) hastaliklara
kargi dayamklilikta fitoaleksinlerin bir rolii oldugunu su sekilde agiklamaktadir;

- infekteli dokulardaki fitoaleksin birikiminin yeri ve zamam ile patojen geligimi
arasinda bir iligki bulunmasi

- gen-igin-gen bitki patojen sisteminde uyumsuz interaksiyonlar ile Mzl
fitoaleksin birikimi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmasi

- patojen geligsiminin lzh bir gekilde engellendigi durumlarda dayamkhhk genleri
ile fitoaleksin birikimi arasinda bir iligki bulunmasina

- metabolik inhibitorlerin kullamlmasi sonucu duyarhiligin artmast ve fitoaleksin
uretiminin bloke edilmesi

- patojenin virilensligi ile fitoaleksinlerin toleransh@: arasinda pozitif bir iligki
bulunmasi

- inokulasyondan 6nce fitoaleksin iiretiminin tegvik edilmesiyle bitki dokusunda
dayamkliigin artmasi.

MANSFIELD (1982) birgok bitkide ve oOzellikle Leguminacea ve Solanacea
familyalarmda yer alan bitkilerde baza patojenlere kar;i dayamkhlik icin fitoaleksin
tiretiminin yeterli olabilecegini bildirmigtir.



GNANAMANICKAM ve PATIL (1977a) P. s. pv phaseolicola’nm baz rklarinin
fitoaleksinleri  deoksitive ettifini bildirmigtir. Patojenin viriillensliginin  siddeti
fitoaleksinlerin deoksitive edilebilme yetenegine baghdir. Yine benzer sekilde dayamiklh
bitkilerde biriken fitoaleksinler patojenin konukgu dokuda ¢ofalmasim ve toksin
Uretimini engellemektedirr. MANSFIELD (1982) P. vulgaris tarafindan uretilen
fitoaleksinlerin P. s. pv phaseplicola’ya kars toksik oldugunu bildirmistir.

Baklagiller familyast yaygin olarak isoflavonoid iiretebilmektedir. Isaflavonoid
bilesikleri molekiil agirliklarina gére isoflavone, isaflavanone, pterocaroan ve isoflavan
olarak gruplara ayrilmaktadir.Fasulye bitkisinde, kievitone (isoflavone), phaseollin
(pterocarpan), phaseollidin (pterocarpan), ve phaseollinisoflavane (isoflavane) olarak 4
tane fitoaleksin iretilmektedir. Fasulye bitkisinde patojen saldinsi diginda CuSO4
soliisyonu ile muamele, UV 15tk uygulamasi veya sofuk uygulamas:i gibi abiyotik
etmenler de fitoaleksin tiretimini tegvik etmektedir.

Yapilan bu caligmada fasulye hale yanikligi etmeni Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola’nn gesitli iklanmin, farkh fasulye gesitleri iizerindeki reaksiyonlan tespit
edilerek, hastahga karst dayamkhlik gosteren fasulye cesitlerdeki dayaniklihk
mekanizmalan gerek yapraklarda gerekse fasulye meyvelerinde (kapsiil) yapilacak olan
biyokimyasal ve cesitli histokimyasal boyamalarin kullanilacag: mikroskopik yéntemler
ile belirlenmeye ¢aligilmigtir.



2. ONCEKI CALISMALAR

BAILEY ve BURDEN (1973), Tutiin mozaik viriisi (TMV) ile inokule edilen
fasulye yapraklarnda hiicresel kahverengilesmeler ve bu alanlarda birgok fenolik
maddenin uretildigini ve bu fenolik maddelerden bazilarrin TLC plakalan iizerinde
fungus gelisimini engelledigini bildirmiglerdir. Aynca bu bilesiklerden 4 tanesini
phaseollin, phaseollidin, phaseollinisoflavan ve kieviton olarak izole etmiglerdir.

SIGEE ve EPTON (1975), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Racel) ile
inokule edilen Red Mexican (dayanikl) ve Prince (duyarh) fasulye c¢esitlerinde
inokulasyondan 2 saat sonra hem uyumlu hem de uyumsuz reaksiyonlarda inokule
edilen alanlarda islaklik olustugunu tespit etmiglerdir. Uyumlu reaksiyonlarda 24 saat
sonra tekrar islaklk simptomlarnnin gorildiigiini, 96 saat sonra ise bu alanlarin
bronzlagmaya bagladifim, uyumsuz reaksiyonlarda ise inokulasyondan 24 saat sonra
inokule edilen alanlarda camlasma olarak adlandinlan kurumalarm ve daha ileri
donemlerde nekrotik lekelerin olustugunu bildirmiglerdir.

SIGEE, ve EPTON (1976) Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’nn farkh
wklanim French bean fasulyesinin kotiledon yapraklarina inokule etmis ve bitkide

olusan reaksiyonlari 151k ve elektron mikroskobunda incelemiglerdir.

LONG ve ark. (1985), farkh soya fasulyesi gesitlerinin Pseudomonas syringae
pv. glycinea’nn farklh wklan ile inokulasyonu sonucu dayaniklilik gosteren konukgu
hiicrelerdeki reaksiyonlant ve hiicrelerde bir fitoaleksin olan glyceolin birikimini
incelemiglerdir. Yaptiklan c¢ahgmada fitoaleksin birikimiyle bakteriyel populasyon
arasinda ters bir oranti olduunu bildirmiglerdir. Aynica dayamkhha ve duyarliiga
neden olan wklar birlikte inokule edildifinde hiicrelerde yine dayamkhhk
reaksiyonlannmn meydana geldigini ve dayamkhha neden olan irkin duyarhiia neden
olan rka karg fizyolojik olarak dominant oldugunu saptamiglardir.

HARTMAN ve ark. (1986), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ‘nm toksik
filtratlanina kars1 farkh fasulye gesitlerinin kallus kiiltiirlerinin nekroz olusumu, nekroz
olugsmadan gelismenin azalmasi ve normal gelisme seklinde reaksiyon verdigini ve
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filtrat iceren ortamda gelistirilen dayamkh gesitlerin kalluslarinda nekroz olusmadigim
belirlemiglerdir.

SOUTHERTON ve DEVERALL (1990), pas fungusu (Puccinia recondita f. sp.
tritici) ile inokule edilen dayamkh bugday cesitlerinin yapraklarinda inokulasyonda 48
saat sonra yiiksek konsantrasyonda lignin biriktigini tespit etmigler ve agmn duyarhiik
gosteren bitkilerde meydana gelen lignifikasyonun yiiksek derecede spesifik
dayamkhilikta bir rolii olabilecegini ileri siirmiiglerdir.

BENHAMOU ve ark. (1991), Fusarium oxysporium f. sp. lycopersici ile inokule
edilen duyarll ve dayamkli domateslerde hydroxiplolince zengin glikoproteinlerin
(HRGP) birikimini incelemiglerdir. Yaptiklan zaman kursu denemelerinde dayamikh
cesitlerde duyarh gesitlerden daha erken ve ytiksek oranda HRGP biriktigini, uyumsuz
reaksiyonlarda patojen tarafindan istila edilmemis hiicrelerde de HRGP birikmesinin bu
maddelerin fungal penetrasyona karg1 koruyucu bir etkisinin oldugunu bildirmiglerdir.

BENLIOGLU ve ark. (1994), Fasulye iiretimi yapilan 24 farkh bolgeden
topladiklan 293 fasulye tohumunu bakteriyel patojenler agisindan testlemigler ve 16
bolgeden toplam 62 ornegin bakteriyel yamklk patojenleri ile bulasik oldugunu
bulmuglardir.

BENNET ve ark. (1994), Botrytis cinerea, Bremia lactucae ve Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola ile inokule edilen marullarda biriken en 6nemli fitoaleksinin
Lettucenin A oldugunu tespit etmiglerdir. Aym c¢alhsmada Bremia lactucae’nin
dayamkhhifa neden olan ki ile inokule edilen marul yapraklannda HR goriilen hiicre
sayistyla Lettucenin A birikimi arasinda doru oranti oldugunu, Bremia lactucae’nin
virilent irkiyla yapilan inokulasyonlarda ¢ok diigiikk miktarda lettucenin A biriktigini
belirlemiglerdir.

DAI ve ark. (1996), Xanthomonas campestris pv. malvacearum ile inokule
edilen pamuk kotiledon yapraklaninda inokulasyondan 10 saat sonra flavonid
bilegiklerin biriktigini, konuk¢u hiicre duvarinda olugan kalloz ile zenginlestirilmis



12

papilla igerisinde ve orta lamelde fenol benzeri maddelerin biriktigini tespit etmiglerdir.
Bununla birlikte inokulasyondan 4 saat sonra dayamkh Dbitkilerde peroksidase
aktivitesinde artiy meydana gelirken, dayamkh ve duyarh gegitlerde lignin, suberin ve
catechin birikiminde bir degisiklik olmadigim, daymikh bitkilerde gorilen HR ile
flavonovid birikimi arasinda bir iligki oldugunu ve peroxidase aktivitesinin hiicre duvan

ve paramural papillada flavanovid olusumunda bir rolii oldugunu bildirmiglerdir.

MILOSEVIC ve SLUSARENKO (1996), Red mexican fasulye gesidinin 7-9
gunliik kotiledon yapraklanm Pseudomonas phaseolicola’nin avirilent ve virillen
rklanyla inokule ederek HR’mn meydana geldigi uyumsuz reaksiyonlarda goriilen aktif
oksijen metabalizmasmt ve lignifikasyonu incelemiglerdir. Ozellikle uyumsuz
reaksiyonlarda bitki hiicrelerinde asidik peroxidase, xanthine oxidase ve glutathione
reductase  aktivitesinin  arttigimm, katalaz aktivitesinin ise azaldigim tespit
etmislerdir. Aynica In situ kosullarda peroksidaz aktivitesinin inokule edilen dokularda
lignin birikimi ile dogru orantih oldugunu ve HR olugumunda aktif oksijen tiirlerinin
6nemli rol oynadigim bildirmiglerdir.

BESTWICK ve ark. (1997), Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ile inokule
edilen marullarda bakterinin istila ettigi hiicrelere komsu olan hiicrelerde yiiksek oranda
hidrojen peroksit (H,O;) biriktigini, inokule edilmemig bitkilerde ise H>O, nin yalmz
ksilem damarlarinda bulundugunu tespit etmiglerdir. Ek olarak lokalize bir sekilde
biriken H,0,’nin antimikrobiyal bir etmen gibi rol oynadigim bildirmiglerdir.

THORDAL-CHRISTENSEN ve ark. (1997), arpa-kiilleme patojeni
interaksiyonunda 3,3-diaminobenzidine (DAB) ile boyama teknidiyle dayanikli
reaksiyonlarda olusan papilladaki H,O, birikimini tespit etmigler ve arpa yapraklarinin
inokulasyonundan 6 saat sonra primer ¢im tiiplerinin, inokulasyondan 15 saat sonra ise
apresorium’un altindaki bitki hiicrelerinde H,O; biriktigini bildirmiglerdir.

FOURIE, D. (1998), Giiney Afrika’da fasulye iretimi yapilan alanlardan izole
ettikleri 1138 izolattan 967 tanesinin P. s. pv. syringae oldugunu tespit etmiglerdir. Bu
izolatlardan 255’ini fasulye cesitlerinin géstermis oldugu reaksiyonlara gore irklara
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ayirmiglar ve bakterinin 7 farkh wkim tammiamglardir. Bu wrklardan 1, 2, 6 ve 8. wkin
genis bir alana yayildigini, 9. ve 2. wkin ise bir veya iki bolgede lokal olarak
bulundugunu bildirmiglerdir.

SORIANO-RICHARDS ve ark. (1998), Colletotrichum lindemuthianum ile
inokule edilen dayamkl Flor de Mayo fasulye gesidinde inokulasyondan sonra
hipokotillerde phaseollin ve phaseolilidinin bir savunma mekanizmas: sonucu konukgu
hiicrelerinde biriktigini, bununla beraber phaseollidinin, phasollinden daha erken ve
daha yiiksek konsantrasyonda biriktigini bildirmiglerdir.

LATUNDE-DADA ve ark. (1999), hemibiotrophic bir fungus olan
Colletotrichum destructivum ile inokule edilen iki borilce (Vigna ungiuculata)
cesidinde goriilen farkh reaksiyon tiplerini 1k mikroskopu ile incelemiglerdir. Duyarh
¢esit olan cv. IT82E-60’mm dokularinda inokulasyondan sonra necrotrofik sekonder
hifleri takiben interseliiler infeksiyon keselerinin olugtugunu, dayamkh gesit olan cv.
TWX3236> da ise approserium olusumunda azalmalann meydana geldigini tespit
etmiglerdir. Aynca dayanikh cesitlerde HR sonucu hastalk geligiminin yikici
nekrotrophic fazi bloke edilmigtir. Dayanikli gesitlerin govde dokularinda kievitone ve
phaseollin’nin infeksiyonun erken déneminde ve ¢ok hizh bir sekilde biriktigini, buna
kargin duyarh gesitlerde ise fitoaleksinlerin gok yavag biriktigini ve bu dokularda
islaklik ve tipik antraknoz lezyonlarinin meydana gelmesiyle hastaifin geligtigini
bildirmiglerdir.

SOYLU (1999), Arabidopsis thaliana iizerinde mildiyo hastahk etmeni
Peronospora parasitica’mn  gelisimi  konusunda yaptigi caliymada, uyumlu iligkinin
gozlendigi duyarh ekotipler iizerinde yogun bir sporulayon ve hif gelisimi, uyumsuz
iligkinin meydana geldigi dayamkli ekotiplerde HR sonucu fungal gelisimin etkili bir
sekilde simrlandinldigini, inokulasyon noktalarinda goriilen HR ile hiicre duvarlarinda
olusturulan kalloz, lignin ve H,0, birikimleri arasinda yakin bir iligki oldugunu
bildirmigtir.
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VEINGART ve ark. (2001), Pseudomonas syringae pv. glycinea ve pv.
phaseolicola’nn viriilensligine etilen iretiminin etkisiniN aragtinldi@ ¢ahymada, etilen
negatif (efe) mutant wklarla normal wklarin inokulasyonundan sonra populasyon
yogunlugu ve bakteriyel gelismeyi karsilagtrniy ve etilen efe mutant irklarda
populasyon yogunlugunun daha digitkk oldugunu ve bitkide ¢ok zayif simptomiar
olugtugunu bildirmislerdir. Ayrica bitkiler tarafindan uretilen etilenin bitkide belirli
patojenlere karyi dayamklilig: tegvik ettifini saptamglardir.

KARAKAYA ve OZCAN (2001) Agrobacterium tumefaciens streyn A281’in
farkli fasulye cesitlerine kar;i gostermis oldugu reaksiyonlan tespit etmiglerdir.
Yaptiklan caliymada 4F-2409, Karacasehir-90, Akman-98 ve Eskigehir 855 fasulye
cesitlerinde inokulasyonu takiben hem epikotil hem de hipokotilde ur olugurken Afyon-
3, IVD-10, Goynuk-98, Yunus-90 ve Sehirali-90 cesitlerinde inokulasyondan sonra ur
olusmadigim bildirmiglerdir.

ABE ve ark. (2002), Phytophthora megasperma f. sp. glycinea (Psg) ile inokule
edilen soya fasulyelerinde uyumsuz reaksiyonlarda fungal gelisimin engellenmesinde
fitoaleksin birikimi digindaki faktérlerin de etkili oldugunu bildirmiglerdir. Fungusun
zoosporlan ile inokule edilen kotileden yapraklarda inokulasyondan 16 saat sonra Psg
ik 1’in gelisimin tamamen engellenirken 1rk 9’un gelismesinin engellenmedigini tespit
etmislerdir. Bununla beraber inokulasyondan 16 saat sonra uyumlu ve uyumsuz
reaksiyonlarda bir fitoaleksin olan glyceollin birikimi agisindan ©nemli bir fark
olmadigim bildirmiglerdir. Inokulasyondan 20 saat sonra ve daha sonraki zamanlarda
ise yalmzca uyumsuz reaksiyonlarda inokulasyon noktasimn etrafindaki hiicrelerde gok
diisiik oranda fitoaleksin birikimi oldugunu tespit etmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kiiltiir Kosullan ve Stok Kiiltiirlerin Saklanmasi

Cahgmalarda kullamlan Pseudomonas syringae pv. phaseolicola wklan John
Mansfield (Londra Universitesi, Imperial Collage)’den temin edilmistir. Bu rklann
Ozellikleri Cizelge 3.1°de verilmigtir. Bakteriler rutin olarak Luria Bertani (LB) agar,
LB broth veya King’s B (KB) agar iizerinde 25-28°C’de kiiltire alnmugtir. Sivi
kiiltirler orbital inkiibatérlerde 150-200 rpm’de calkalanarak geligtirilmigtir. Uzun
siireli saklamalar i¢in kiiltiirler gliserol igerisinde —20°C’de saklanmgtir .

Pseudomonas tiirleri ultraviole (UV) radyasyonda 366 nm’de kontrol edilmigtir;
bu kosullarda bakteri karakteristik olarak san-yesil pigmentler iiretmektedir. Kiiltiirler
rutin kullammlar igin petri kaplannda 5°C’de saklanmigtir.

3.2. Calismada Kullamlan Besiyerleri ve i¢erikleri

Calismada kullamlan tiim ortamlar 121°C’de 15dk. otoklav edilmigtir.

3.2.1. King’s B Ortam

Protease pepton 20g/1
K,HPO4 3H,0 2.5g/1
MgSO4 7TH,0 6g/1
Glyserol 30m/1l
Agar 15g/1
3.2.2. Luria Bertani Ortam
Tryptone 10g/1
Yeast Extract 5g/l
NaCl 5g/1
Glucose 1g/1

Agar 15g/t
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan P. s. pv. phaseolicola’ya ait irklar ve bunlarn bazi

ozellikleri
Irklar Karakteristik ozelligi Referans
1281A Racel D. Teverson’
882 Race2 D. Teverson
1301A Race3 Hitchin ve ark. (1989)
1302A Race4 Jenner ve ark. (1991)

1375AR Race5 [1375A’dan iiretilmistir Rif" D. Teverson

1448AR Race6 |1448A’dan iiretilmistir Rif" Fillingham ve ark. (1992)
1449AR Race7 |1449A’dan iiretilmigtir Rif" D. Teverson

2656A Race8 D. Teverson

2709A Race9 D. Teverson

1448:143 hrpL.  [Race 6’min hrpL mutanti Kan® |Mansfield ve ark. (1994)
Rif*: Rifampicine dayanikli, Kan®:Kanamycine dayamikh

b Bahge Bitkileri Aragtirma Enstitiisii

3.3. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Patojenisite Testleri
3.3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Denemelerde kullamlan fasulye gesitleri ve ozellikleri gizelge 3.2°de verilmigtir.
Kapsiiller cam seralarda 18-24°C’de yetistirilen bitkilerden elde edilmistir.
Inokulasyonlarda heniiz tohum baglamams gen¢ kapsiller kullamlmistir. Yaprak
inokulasyonlan igin kullamlacak bitkiler, 22°C sicaklik, 16saat/giinliik bir fotoperyot ve
toprak seviyesinde en az 40W/m’ gk yogunluguna sahip olan iklim odalarninda
yetigtirilmigtir.



Cizelge3.2. Denemede kullanilan fasulye gegsitleri ve kullanim amaglan.
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Roma-I1* Kuru (tohumluk)
Yunus-90” Kuru (tohumluk)
Sehiral-90" Kuru (tohumluk)
Goyniik-98" Kuru (tohumluk)
Karacagehir-90° Kuru (tohumluk)
Sekerli” Yesil (taze titketim)
Magnum’ Yesil (taze tiiketim)
Aysekadin” Yesil (taze tiketim)
Gina® Yesil (taze tuketim)
Efequen’ Yegil (taze tiketim)
Cilena® Yesil (taze tiikketim)

a. Ege Tanmsal Aragtirmalar Genel Miidirliiu
b. Ureticiden
¢. Semito Tohumculuk

3.3.2.Fasulye Kapsiillerinin inokulasyonu

Kapsiiller steril kiirdanlarla yaralama yontemi ile inokule edilmiglerdir. Steril
petriler igerisindeki KB besi yerlerinde gelistirilen iki giinlik bakteri kiiltiirlerinden
kiirdan ile alinan bakteri kolonileri kapsiiller iizerine aktanlmugtir. Inokulasyon noktalart
arasmda 0.5cm bogluk birakilmistir. Bu kapsiiller, tabamnda islak kurutma kagitlan
bulunan geffaf plastik kaplar igerisinde 22°C sicaklik ve 12saat/giinliik fotoperyot’a
sahip inkiibatorlere yerlestirilmistir. Inokulasyondan sonraki 7 giin boyunca 24 saat
arayla simptom geligmi gézlemlenmigtir

3.3.3. Kotiledon Yapraklarn inokulasyonu

Yaprak inokulasyonlarinda, 14-21 gimliikk bitkilerin kotiledon yaprakian
kullamlmugtir. Bakteriler 10ml LB agar ortamu igerisinde gece boyu gelistirilmigtir.
Geligen bakteriler 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmigtir. Ust taraftaki siipernatant
uzaklagtinlmig ve pelet kism: toplanarak 10 mM steril MgCl, igerisinde tekrar siispanse
edilip santrifiij isleminden gecirilmigtir. Siipernatant uzaklagtinlmg ve pelet 10mM
MgCl; igerisinde tekrar siispanse edilmigtir. Olugan siispansiyonun konsantrasyonu
620nm’de 0,26 veya 0,13 OD (Optik Denstite)’de spektrofotometre ile belirlenmistir.
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OD 0.26=2x10® hiicre/ml ve 0D.0.13=10® hiicre/ml’ye denk gelmektedir. Inokulasyon
sinnga ile yapraklann alt yiizeylerine damar aralarna yapilmigtir. Infiltrasyon
bolgelerinde kangmayr onlemek igin her yapraga en fazla 6 inokulasyon yapiimgtir.
Inokulasyon yapilan bolgenin etrafi kalem ile isaretlenmistir. Ik simptomlar
inokulasyondan 10-15 saat sonra goriilmiistiir.

3.4.Fitoaleksin izolasyonu
. e
3.4.1. Ince Tabaka Kromatografi (TLC)

Inokule edilen kapsillerin inkiibasyondan 24-48-72 ve 96 saat sonra inokulasyon
noktalarindan steril bir bistiii ile her wk igin toplam 0,5 mg. agihginda dokular
almarak 15 ml.’lik santrifiij tiiplerine konmustur. Bu ¢érneklerin iizerine 5 ml. metil alkol
ilave edilmis ve homogenizator ile parcalanmigtir. Hazirlanan ekstraksiyon daha sonra
3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve iistte biriken siipernatant alinarak Rotary
Evaporatorda (Buchi) 45°C’de kurutulmugtur. Kalan &rmek 500pl etanolde tekrar
siispansiyon haline getirilmigtir. Bu siispansiyonun 200p!’si ince tabaka kromatografi
(TLC) tabakalarina (Merck Si gel F3s4) yiklenmigtir.

Kromotogramlar 6n kalibrasyon tanklannda kloroform:ethanol (100:3 oramnda)
ile geligtirilmig ve UV altinda 254nm’de bakilmugtir. Olusan bantlar daha 6nceden tespit
edilmis degerler ile kargilagtinlarak belirflenmigtir. Bantlannn R¢ degerlei ve UV
altindaki goriinimleri karakteristik olup fitoaleksinlerin belirlenmesinde 6nemlidir
(Cizelge 3.3). Fitoaleksin konsantrasyonunun belirlenmesinde daha 6nceden belirlenmis
standart degerler ile UV absorbsiyon spektrumu esas alinmigtir.

Cizelge 3.3. Fasulye bitkisinde sentezlenen fitoaleksinlerin karekteristik 6zellikleri. Ry degerleri
chloroform:etheno! soliisyonunda hazirlanan ektraksiyonun Merck silica gel 60
F254 tabaka’larina yiiklenerek elde edilmistir (BAILEY ve BURDEN, 1973)

Fitoaleksin M.W. |A max Ry
Kievitone 356 210nm, 294nm, 340nm 0.05
Phaseollin 322 210nm, 230nm, 280nm,286nm.315nm 0.5
Phaseollidin 324 214nm, 230nm, 281nm, 287nm. 037
Phaseollinisoflavan 324 210nm, 229nm, 290nm, 310nm. 0.27
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3.4.2. Inokule Edilen Dokularda Biriken Fitoaleksin Miktarimn

Belirlenmesi

P. s. pv. phaseolicola’nin farkh wklan ile inokule edilen fasulye kapsiillerinden
degisik zamanlarda inokulasyon bélgelerinden Ornekler alinarak metil alkol (gr/5ml)
icerisinde eksrakte edilmigtir. Hazirlanan soliisyon daha onceki boéliimlerde aniatildig
gibi TLC tabakalarina yiiklenerek uygun solvent igeren tanklarda geligtirilmigtir.
Tabakalar tizerinde olusan phaseollin bantlan 254 nm. dalga boylu UV igik altinda
belirlenerek kursunkalemle isaretlenmistir. Isaretlenen bu bantlar steril bistiri ile
kazinarak (Sekil 3.1) steril eppendorf tiiplere konmug ve tizerine 1ml metil alkol (%100)
ilave edilerek slika ¢okene kadar mikrosantrifiijde yiiksek devirde (16000 rpm) 10 dk.
santrifij edilmigtir. Ust kisimdaki metil alkoM-phaseollin solisyonu almarak UV
spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda OD degerleri belirlenmigtir. Soliisyon
igerisindeki phaseollin konsantrasyonu BAILEY ve BURDEN (1973) tarafindan
bildirildigi gibi extinction coefficient ve molekiiler aguhgma gore ng/gr taze agirhk

olarak hesaplanmigtir (log:4.04)

Sekil 3.1. Farkh cesit-irk interaksiyonlarinda ortaya ¢ikan ve UV isik altinda
isaretlenenerek steril bistiiri ile kazinan phaseollin bantlari
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3.4.3. Fitoaleksinlerin Antimikrobiyal Etkinliginin Belirlenmesi (Bioassay)

Fitoaleksinlerin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesinde PDA (Potato
Dextrose Agar) besiyerinde gelistirilmis Botrytis cinerae fungusu kullanlmigtir. Petri
kabinda gelisen funguslar Potato Dekstrose Nutrient (agarsiz) igerisinde siispansiyon
haline getirilmistir ve filtreden gegirilerek miselyal artiklar uzaklagtinlmgtir.
Hazrlanan bu siispansiyon daha 6nceden anlatildigh gibi TLC tabaka’lanna yiiklenerek
chloroform:ethanol (100:3) igerisinde geligtirilen kromotografi izerine sprey ile
puskurtiilmigtiir. Bu tabakalar igerisinde steril saf su ile islatilmmg steril kurutma
kagitlan bulunan plastik kaplar igerisinde +24°C’de inkiibasyona birakilmug ve
fitoaleksin bantlannin bulundugu bolgelerdeki inhibisyon zonlan gozlenmigtir.

3.5. P. s. pv. phaseolicola’min Trklan ile inokule Edilmis Fasulye Cesitleri
Arasmda Olusan Reaksiyonlarm Istk Mikroskopu Altinda Incelenmesi

Bakteri ile infekteli yapraklarn mikroskopik gozlemleri ve fotograf gekimleri
faz kontras optiklerle ve Kodak fotograf makinesi ile donatilmig Olympus BXS50
mikroskop altinda yapilmugtir. Bakteri ile inokule edilen fasulye yapraklan
inokulasyondan 1, 2, 3 ve 5 giin sonra 6rneklenmigtir. Her 6rnekleme zamaninda,
rastgele segilen infekteli 3 kotiledon iizerinde en az 10 farkh infekteli alan ve bu
alanlardan da en az 20 hiicre incelenmisgtir.

Mikroskop incelemesi yapilacak yapraklar klorofilleri uzaklagtirmak amaciyla
%100°’lik methanol igerisinde gece boyunca tutulduktan sonra beyazlagan dokuyu
sabitlemek icin chloral hidrat (2.5 g/ml) igerisinde 12-24 saat bekletilmigtir. Bu gekilde
fikse edilmis dokulann %50°lik gliserol ile lam-lamel arasinda preparatlan
hazirlanmugtir.
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3.6. Bitki Hiicre Duvarlarinda Goézlenen Dayamkhhk Mekanizmalarmmn

Histokimyasal Boyamalar Ile Belirlenmesi

3.6.1. Lignin I¢in Boyama

Infekteli dokularda olusan lignin, phloroglucinol/HCL testi uygulanarak
saptanmistir (VALLET ve ark,1996). Bitki oOmekleri oda sicakhfinda %l
phlorogucinol igeren %100°lik methanol icerisinde gece boyunca bekletilmigtir.
Temizlenmis bitki doku ornekleri lam iizerine konup iizerlerine 1-2 damla konsantre
HCl damlatildiktan sonra lamel ile kapatilmighr. Ortalama 10dk. sonra liglinlesmis
yapilarda olusan renk degigimleri tespit edilmigti. Boyanmus dokularnin 2-4 saat
icerisinde renklerini kaybetmelerini onlemek igin Ornekler hemen incelenerek

degerlendirilerek fotograflan gekilmigtir

3.6.2. Kalloz i¢in Boyama

infeksiyon ve reaksiyon bolgelerinde gozlenen kalloz (1,3-B-glukan)
olusumlanim tespit etmek amaciyla anilin blue ile boyama teknii kullamlmgtir
(O’BRIEN ve MCCULLY, 1981). Daha énce methanolde klorofili uzaklagtinhp chloral
hidrat ile muamele edilmis kotiledonlar oda sicakliginda 0.1M sodyum fosfat buffer’da
(pH 0.8) hazirlanmmg %0.05 (w/v) Anilin blue solissyonunda gece boyunca
bekletilmistir. Orneklerin yine %50°lik gliserol igerisinde preparatlan hazirlanmig ve.
UV 1s1ikli mikroskop altinda incelenmistir.

3.6.3. Hidrojen Peroksit (H;0;) icin Boyama

infekteli dokularda H,O, olusumunu belirlemek igin 3,3’diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) soliisyonu kullamlmigtir. Yaprak ornekleri metil alkole
konmadan 6nce 50mM phosphate buffer (pH 6) igerisinde 1mg/ml konsantrasyonunda
hazirflanmig DAB soliisyonunda 1 gece bekletildikten sonra metil alkole aktaridmugtir.
DAB 1giga duyarh bir kimyasal olmasi nedeniyle ornekler karanhkta bekletilmigtir.
Hidrojen peroksidin DAB ile reaksiyona girmesi sonucu reaksiyon noktalarinda
kahverengilesmeler olusmustur(THORDAL-CHRISTENSEN ve ark. 1997).



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. P. s. pv. phaseolicola’nin Farkli Irklariyla Farkhh Fasulye Cesitleri

Arasinda Olugan Interaksiyonlarin Belirlenmesi

inokulasyonu takiben kapsiil ve yapraklarda gorillen makroskobik simptomlara
gore bitkilerin bakteri irklarina karsi gostermis oldugu reaksiyonlar uyumlu iligki
(duyarlilik), uyumsuz iligki (dayaniklilik) ve kismi uyumsuz iligki (orta diizeyde
duyarli) olarak ii¢ kisimda incelenmistir. Kapsiil inokulasyonu sonucunda uyumlu iligki
inokulasyon noktalarinda 1slaklik olugumu, uyumsuz iligki doku ¢okmesi ve
kahverengilesme (nekroz olusumu), kismi uyumsuzluk ise baglangigta islaklik seklinde
goriilen belirtilerin etrafinda kahverengilesmelerin meydana gelmesi ile karakterize
edilmistir (Sekil 4.1.) Uyumsuz iligkinin goriildiigli bazi gesitlerde infeksiyonun geg

dénemlerinde kahverengilesmeler goriilmiistiir

Sekil 4.1. Kapsiil inokulasyonlarinin 4. giiniinde olusan reaksiyonlar. A. Dayaniklhilik;
inokulasyon alaminda doku c¢6kmeleri ve kahverengilesme B. Kismi
uyumsuzluk, inokulasyon noktasimin merkezinde islaklik kenarlarinda ise
kahverengilesme, C.Duyarlilik; inokulasyon noktasinda islaklik olusumu

Kapsiil inokulasyonunda ilk reaksiyonlar inokulasyondan 1 giin sonra ortaya
¢ikmis olup inokulasyonun 4. giiniinde tiim reaksiyonlar birbirinden kesin bir sekilde
ayrilmuglardir (Sekil 4.2). Bu sebeple tiim degerlendirmeler infeksiyonun 4. giinlinde
yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Yaprak inokulasyonlari sonucunda da zamana ve bitki gesitleri ile bakteri
wrklarina bagh olarak farkli reaksiyonlar ortaya ¢ikmugtir. Yaprak inokulasyonlarinda
hem duyarli hem de dayamkliigin goriildiigii reaksiyonlarda meydana gelen nekrotik
dokular ilk dénemlerde ¢ok benzer olmasina ragmen duyarl reaksiyonlarda farklt olarak

inokulasyonun ileri déneminde klorotik hale olusumu meydana gelmektedir.
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Cizelge.4.1. Farkh bakteri irklan ile inokule edilen fasulye cesitlerine ait podlar

iizerinde ortaya ¢ikan reaksiyonlar
Irk/aviriilens genler (avr) *
1{2({3 4 (5|6|7 (89
1ol e)| o o ol 1] e]]1l
e | 20| 2]12]e|2)]e]|e
e o | 3|3 ]|e|e|e]o e
Dayamkhlik® | @ | o | o | o | 4 [ e | 0o | 0 | @
Fasulye cesitleri enleri (R)
3(4(5{e | e || e (e e e |5 5
Canadian Wonder® ejole[S S| S{S|{S[{S{S|S (S
Tendergreen® Jjejle{S|S(R|R|S|S|S|S|S
Red Mexican® o/4]j]e] R| S| S{S|R|SI/R|S (R
A43" 3/14|5 ]S |IR/|R|R|R|S|R|R|R
Roma Il 7171?21?71 M| S| S| S I S|S|{S|S|S
Yunus 90 2121212 S| S|IR|IR|M}|S|S|S|S
Sehirali 90 212/?71?| S  M|R{R|R|S| M|(S|S
Goyniik 98 217(?21?| S| M|IR|R|R|S|[R|S|S
Karacagehir 90 221?217 { M| M|R|R|R|S M|S|[S
Magnum 2121?21?71 S|S|{R|{R|S|S|[S|[S|S
Sekerli 2171?21?21 S{S|R{R|R|S M|S S
Aysekadin 2[?2[?[?|R/M|R|R|R|S|M|[S|S
Efequen R|(S|S|]S|S|]S|S|S!S
Cilena I R|S|S|S|[S|S|S|S]|S
Gina | S S|IR[R|[S|S|Ss|S|S

* Taylor ve ark. (1996) ve Mansfield ve ark. (1994)’e gore
S (duyarh) = Inokulasyon noktalarinda 1slaklik olugumu
R (dayamkh) = inokulasyon noktalarinda kahverengilesme ve doku gokmeleri
M (orta diizeyde dayamkh) = inokulasyondan sonraki ilk iki giinde 1slaklik daha sonra
inokulasyon bolgesinin ortasinda kahverengilesme ve etrafinda 1slaklik olugumu
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inokulasyonu takiben yapilan gozlemler sonucu uyumlu iliski inokulasyon
alaninda infeksiyonun ilk dénemlerde 1slaklik lezyonlari, ilerleyen dénemlerde ise bu
simptomlarin etrafinda sar bir hale olugumu ile, uyumsuz iliski inokule edilen alanlarda
camlagsma olarak adlandirilan kurumalar ve doku ¢6kmeleri, yaprak alt yiizeyinde
kahverengilesmeler, kismi uyumsuzluk ise ilk dénemlerde 1slaklik olusumu sonralari ise

bu alanlarda dayamklilikta oldugu gibi doku g¢okmeleri ve yaprak alt ylizeyinde

damarlarda goriilen kahverengilesmeler ile karakterize edilmistir (Sekil 4.4).

Ve

Sekil 4.2. A. Inokulasyonun 4. giliniinde olusan duyarlilik, orta diizeyde
dayaniklihik ve dayamiklilik reaksiyonlari. B. Zamana bagh
olarak simptom gelisimi

4.1.1. Uyumlu iliski

Kapsiil inokulasyonlari sonucu fasulye gesitlerinden Roma-II, Efequen ve Cilena
P. 5. pv. phaseolicola’nin 1. wki disindaki tiim irklara, Yunus-90 1, 2, 6, 7, 8 ve 9.
irklara, Sehirali-90 ve Goyniik-98 1,6,8 ve 9. wrklara, Karacasehir-90 ise 6, 8 ve 9.
rklara, Magnum ve Gina 1, 2, 5, 6, 7, 8 ve 9. irklara, Sekerli 1, 6, 8 ve 9. irklara, Ayse

Kadin ¢esidi ise 6, 8 ve 9. wrklara kar;t uyumiu reaksiyon gGstermistir. Bu tip
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reaksiyonlarda duyarlilhiin belirtisi olan 1slaklik olusumu goézlenmistir ve infeksiyonun
ileri dénemlerinde eksudat olusumu gozlenirken bazi uyumlu reaksiyonlarda ise
infeksiyonun 5. giiniinden itibaren kahverengilesmeler goriilmiistiir (Sekil 4.3). Benzer
sekilde HARPER ve ark. (1987) yaptiklar1 ¢aliymada P. s. pv. phaseolicola 1tk 1’in
Canadian Wonder ¢esidinde normalde duyarli reaksiyona neden olurken inokulasyonun
5. giiniinden itibaren inokulasyon noktalarinda kahverengilesmeler basladigini

bildirmiglerdir.

R1
R2

R3
R4

RS
R6
R7

RS
R9

Hrp

v,

Sekil 4.3. Inokulasyonun 4. (A) ve 7. (B) giinlerinde fasulye ¢esitlerinin P. s. pv.
phaseolicola’mn farkli irklarina kargi gostermis oldugu reaksiyonlar

Yaprak inokulasyonlarinda ise ilk makroskobik simptomlar inokulasyondan 1 giin
sonra gdzlenmistir. Inokulasyonun 3. giiniinden itibaren inokule edilen alanin etrafinda
sararmalar gézlenmistir. Inokulasyondan 96 saat sonra bu klorotik sararmalar artmis ve

7. giinden itibaren tiim yapraklar sarararak dokiilmeye baslamistir (Sekil 4.4).
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Yapraklarda meydana gelen bu hale olusumu ve kloroza bakteriyel bir toksin olan
phaseolitoksinin neden oldugu bildirilmistir (SIGEE, 1993).

4.1.2. Kismi Uyumsuz iliski

Roma-II 1. wrka, Yunus-90 7. wrka, Sehirali-90 2 ve 7. wrklara, G6éyniik-98 2. irka,
Karacagehir-90 1, 2 ve 7. wka, Sekerli 7. irka ve Ayge Kadin gesidi ise 2 ve 7. wklara
kars1 kismi uyumsuzluk géstermigtir. Bu tip reaksiyonlarda inokulasyondan 1 giin sonra
infekteli alanlarda 1slaklik gozlenirken infeksiyonun 2. giiniinden itibaren inokulasyon
noktasinin merkezinde 1slakhk bu 1slakhigin  etrafinda ise kahverengilegmeler
g6zlenmistir.

Yaprak inokulasyonlaninda kasiillerde oldugu gibi inokulasyondan 1 giin sonra
islakhk gozlenirken 2. giinden itibaren infekteli alandaki yaprak damarlarinda hafif
kahverengilesmeler gozlenmigtir.

4.1.3. Uyumsuz iligki

Kapsiil inokulasyonlan sonucu Efequen ve Cilena 1. wrka, Yunus-90, Magnum
ve Gina 3 ve 4. wklara, Sehirali-90, Karacagehir-90 ve Sekerli 3, 4 ve 5. wklara,
Goyniik-98 3, 4, 5 ve 7. wklara, Ayse Kadm ise 1, 3, 4, ve 5. wklara karst uyumsuz
reaksiyon gostermigtir. Uyumsuz iligkinin g6zlendigi reaksiyonlarda inokulasyonun 1.
giinii diger iki reaksiyonda oldugu gibi 1slakhk olugumu gozlenmistir. Inokulasyonun 2.
giiniinden itibaren bu alanlarda dayamkhh@in karakteristik belirtisi olan a1 duyarhhik
(HR) sonucu doku ¢okmeleri ve kahverengilesmeler gozlenmigtir.

Yaprak inokulasyonlarinda ise ilk makroskobik simptomlar inokulasyondan 12
saat sonra inokulasyon yapilan alanda yaprak alt yiizeyinde parlamalar geklinde ortaya
¢ikmgtir. Inokulasyondan 24 saat sonra ise bu alanlarda doku ¢ékmeleri ve camlagma
olarak tammlanan kurumalar gozlenmigtir. Yaprak alt yiizeyinde ise inokule edilen
alandaki damarlarda kahverengilesmeler meydana gelmigtir.
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Sekil 4.4.

Fasulye yapraklar iizerinde ortaya g¢ikan uyumlu, uyumsuz ve kismi
uyumsuz reaksiyonlar. A. Inokulasyonun ilk donemlerinde dayanikliligin
goriildiigi alanda damarlarda kahverengilesmeler (ok) B. Inokulasyonun
ileri dénemlerinde kismi uyumsuz (*) ve uyumsuz iliski (ok) sonucu
olusan reaksiyonlar. Dayamkliligin gdzlendigi alanlarda camlagma olarak
adlandinlan  kurumalar ve doku ¢Okmeleri ve damarlarda
kahverengilesmeler. C. inokulasyonun 4. giiniinde uyumlu reaksiyonlarda
inokulasyon bdlgesinin etrafinda toksin iiretiminden dolay: sararmalar (ok
ile gosterilen). D. Inokulasyonun 7. giiniinde viriilent wrkla inokule edilen
alanin etrafinda toksin iiretiminden dolayr yogun kloroz olusumu ve
kurumalar (*)
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4.2. Bakteriyel Cogalma

Steril girnga ile inokule edilen yapraklarda uyumlu iligkinin gozlendigi
reaksiyonlarda viriilent rkin hizla gogalarak bakteri populasyonunun itk 48 saat iginde
baslangictaki sayilarmin 500 katina ulagmus oldugu (5 x10® hiicre/ml) belirlenmistir. Bu
artig infeksiyondan 4 giin sonra yapraklarin nekrotik hal almasiyla azalmaya baglamgtir
(8x10° hiicre/ml). Dayamkhihgin gozlendigi yapraklarda aviriilent irkin populasyonu, ilk
24 saat iginde baslangictaki sayilarina gore 4 kat (5x10° hiicre/ml), artmus olup,
infeksiyondan 4 giin sonra bakteri sayis1 azalarak 5x10 hiicre/ml’ye diismiigtiir (Sekil
4.5). HR olugumuyla bakteriyel ¢ogalma arasinda ters bir orant1 oldugu tespit edilmistir.

12 4 —O0—Race 8

11 | ——Race 7
—A&—Race §

10 -

0

8 N

log (cfu/ml)

5 4
4 N
3 N
2 4
1 4
0 : . — l - l
0 12 24 48 72 86
Zaman (h)

Sekil 4.5. Farkh P.s. pv. phaseolicola iklan ile inokule edilmis fasulye kotiledon
yapraklarinda (cv. Sehirali-90) bakteri populasyon gelisimi. Elde edilen
degerler 3 farkh yapraktan alinan 6rneklerin ortalamasim gostermektedir. +
standart hata
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4.3. Fasulye Bitkisinin Hale Yamkhg Etmeni (P. s. pv. phaseolicola)’ ne
Kars1 Gosterdigi Reaksiyonlarin Isik Mikroskobu Altnda incelenmesi

Kotiledon yapraklarin inokulasyonunu takiben daha onceden bildirildigi sekilde
yaprak preparatlann hazirlannmg ve ornekler Olympus BX50 marka mikroskop altinda
incelenmigtir. Yapilan gozlemler, ii¢ farkh reaksiyonun kargilagtinilmas: ile yapilmms ve
inokulasyonu takiben farkli saatlerde hiicreler arasi bogluklardaki bakteriyel
kolonizasyon ve mezofil hiicrelerinde goriilen farkhlagmalar kayit edilmigtir.

4.3.1. Uyumlu Rigki

Yaprak inokulasyonundan 24 saat sonra mezofil hiicrelerde herhangi bir
bozulma go6zlenmezken hiicreler arasi bosluklarda biyiik bakteri kolonileri tespit
edilmigtir (Sekil 4.6). Inokulasyondan 48 saat sonra bakteriyel kolonilerde artis devam
ederken 72. saatten itibaren bu alanlarda phaseolitoksin uretiminden dolayr mezofil
huirelerinde bozulmalar belirlenmis ve populasyon yogunlugunda azalmalar tespit
edilmistir. Inokulasyonun 4. giiniinden itibaren ise bakteriyel populasyon azalmig ve
hiicrelerde belirgin gekilde kahverengilesmeler ve oliimler tespit edilmigtir.

4.3.2. Kismi Uyumsuz iligki

Kism: uyumsuz reaksiyon gosteren orneklerde inokulasyondan 24 saat sonra
mezofil hiicrelerinde kahverengilesmeler ve hiicreler arasi bogluklarda bakteriyel
koloniler tespit edilmigtir (Sekil 4.6). Inokulasyondan 48 saat sonra bakteriyel
kolonilerde azalma ve mezofil hiicrelerinde daha yogun kahverengilesmeler meydana
gelmisgtir. Inokulasyonun 4. giniinden itibaren ise mezofil hiicreler tamamen
kahverengilegmisgtir.

4.3.3. Uyumsuz iliski

Uyumsuz reaksiyon gosteren hiicrelerde inokulasyondan 24 saat sonra mezofil
hiicrelerde fenoliklerin birikiminden dolay1 kahverengilesme ve oliimler, hiicreler arasi
bosluklarda ise kigiik bakteri kolonileri belirlenmistir (Sekil 4.6). Inokulasyondan 48
saat sonra ise bu alanlardaki hiicre 6limleri artarken bakteriyel kolonilerde azalmalar
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meydana gelmistir. Inokulasyonun 4. giiniinde hiicreler arast bosluklarda bakteriyel
koloni tespit edilememistir.

Sekil 4.6. Yaprak inokulasyonundan 2 giin sonra duyarli (A), orta diizeyde dayanikl (B)
ve dayaniklilifin gozlendigi yaprak hiicrelerinde olusan reaksiyonlar. Duyarls
reaksiyonda saglam mezofil hiicreler arasinda biiyiik bakteri kolonileri
goriilmektedir(*). Orta diizeyde dayanikli ve dayamkl bitki hiicrelerinde
slimler ve sekil bozukluklar ortaya ¢ikmustir (ok). MH; mezofil hiicre, IB;
hiicreler arasi bogluk
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4.4. Fasulye Cesitlerinde P. s. pv .phaseolicola Irklan ile inokulasyonu
Takiben Olusan Reaksiyonlarin Histokimyasal Boyamalarla Belirlenmesi

4.4.1. Lignin

Ligninin histokimyasal lokalizasyonu phloroglucino/HCL. (PGH) ile boyama
teknigiyle belirlenmigtir. Boyama sonucu ligninde bulunan cinnamylaldehyde
gruplanyla reaksiyona giren phloroglucinol reaksiyon noktalarinda kirmizi-pembe renk
vermektedir (VALLET ve ark. 1996). Kotiledon yapraklarin bakteriyel siispansiyon ile
(10® cfu/ml) inokulasyonunu takiben uyumlu ve uyumsuz reaksiyonlarda lignin birikimi
agisindan  farklihklar ortaya c¢ikmustir. Ozellikle dayamklhiifin meydana geldigi
reaksiyonlarda yiiksek oranda lignin biriktii tespit edilmistirr REIMER ve LEACH
(1991), Xanthomonas oryzae’mn Xa-10 geni tagtyan irk: ile inokule edilen piringlerde
wrka spesifik dayamklihgin olusumuyla inokulasyon noktasinda lignin birikimi arasinda
bir korelasyon oldugunu bildirmigtir. Kontrol bitkilerde ise lignin yalmz ksilem
borularinda tespit edilmigtir.

4.4.1.1. Uyumlu iliski

Inokulasyondan 12 saat sonra uyumlu reaksiyon gorillen hiicreler ile yapilan
boyamalarda lignin birikimi tespit edilmemigtir. Inokulasyonun 24. saatinden itibaren
nekrotik lekelerin etrafindaki ksilem borularinda kontrol bitkilerinde oldugu gibi hafif
bir boyama belirlenmistir (Sekil 4.7).

4.4.1.2. Kismi Uyumsuz iliski

Kismi uyumsuz iligkide ilk lignin birikimi inokulasyondan 24 saat sonra
belirlenmigtir. Inokulasyondan 48 ve 72 saat sonra bu alanlarda lignin birikiminden
dolayr boyama siddeti artarken 96. saatten itibaren boyama giddetinde azalmalar tespit
edilmistir (Sekil 4.8).
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4.4.1.3. Uyumsuz Qliski

Uyumsuz reaksiyonda lignin ilk olarak inokulasyondan 12 saat sonra
belirlenmigtir. Boyama sonucu HR gosteren hiicreler ve bu hiicrelerin etrafindaki
damarlarda yogun bir lignin birikimi tespit edilmistir (Sekil 4.8). Inokulasyondan 24
saat sonra boyama siddeti artmig fakat 48. saatten itibaren HR sonucu hiicre dlimleri
artmasmna ragmen boyamanin siddetinde azalmalar meydana gelmistir (Sekil 4.9).
Yapilan birgcok konuk¢u patojen reaksiyonu cahgmalaninda benzer sonuglar
bildirilmigtir. SOYLU (1999), reaksiyon noktalarinda olusan yogun fenolik birikiminin
bu noktalarda 6nceden olusan ligninin kimyasal yapisim okside etmesi sonucu bu
yapilari tamyan phloroglucinol’un reaksiyon vermesini engelleyebilecegini bildirmigtir.
Vance ve ark. (1980), cinnamylaldehyde grubunun bitki veya patojen kokenli bilegikler
tarafindan oksidasyona ugratilmasi sonucu yapisimun indirgenip syringyl lignine
doniigmesi sonucu histokimyasal boyamanmn zayif reaksiyon vermesine neden oldugunu
bildirmiglerdir.
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Sekil 4.7. Uyumlu reaksiyonun goriildiigii bitki hiicrelerinde inokulasyondan 24 (A),48
(B) ve 72 (C) saat sonra hiicre duvarlarinda lignin birikimi ve boyama
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Sekil 4.8. Kismi uyumsuz reaksiyonun goriildiigii bitki hiicrelerinde inokulasyondan
24(A), 48 (B) ve 72 (C) saat sonra hiicre duvarlarinda lignin birikimi ve
boyama
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Sekil 4.9. Uyumsuz reaksiyonun goriildiigli bitki hiicrelerinde inokulasyondan 24
(A),48 (B) ve 72 (C) saat sonra hiicre duvarlarinda lignin birikimi ve
boyama. Lignin o6zellikle dlmekte olan hiicreler ve iletim demetlerinde
lokalize olmustur (ok)
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4.4.2. Hidrojen Peroksit (H;0,)

Inokulasyon noktalannda biriken H,O;’nin tespiti icin DAB boyama teknigi
kullanllmgtir. Boyama sonucu H,O; biriken bélgeler kahverengilesmistir. Uyumlu,
uyumsuz ve kismi uyumsuz reaksiyonlarda boyamann siddeti ve zamam arasinda
farklihklar olugmustur (Cizelge 4.2). inokule edilmemis kontrol bitkilerinde HyO, yalniz
ksilem borularinda tespit edilmigtir. Benzer sekilde BESTWICK ve ark. (1997), P. s
pv. phaseolicola ile inokule edilen marul yapraklannda inokulasyon alamna komsu
hiicrelerde yiiksek oranda H,O, biriktigini, inokul edilmemis bitkilerde ise H,O»-nin
yalniz ksilem damarlannda biriktigini bildirmigtir.

4.4.2.1. Uyumlu iliski

Uyumlu reaksiyonda boyamadan 12 saat sonra herhangi bir boyama goriilmezken
24 saat sonraki incelemelerde kontrol bitkilerinde oldugu gibi yalmz iletim
demetlerinde hafif kahverengilesmeler tespit edilmistir. Inokulasyondan 48-72 saat
sonra bu bolgelerdeki hiicrelerin dlmeye baglamasindan dolayr mezofil hiicrelerinde
hafif kahverengilesmeler belirlenmistir (Sekil 4.10).

4.4.2.2, Kismi Uyumsuz iliski

Kismi uyumsuz reaksiyonlarda inokulasyondan 12 sat sonra mezofil hiicrelerinde
kahverengilesmeler belirlenirken inokulasyon bélgesine komgu mezofil hiicrelerinde ise
boyama tespit edilememistir. Inokulasyondan 24 saat sonra boyamanin siddeti artmaya
baglamis ve en yogun boyama 72. saatte tespit edilmigtir. Inokulasyonun 96. saatinden
itibaren bu bolgedeki mezofil hiicrelerinde boyama giddeti azahirken komsu mezofil
hiicrelerde ise boyama giddetinde artiglar baglamugtir (Sekil 4.11).

4.4.2.3. Uyumsuz iligki

Kotiledon yapraklann viriilent ikla inokulasyonundan 12 saat sonra infekteli
bolgedeki mezofil hiicrelerinde HO, birikiminden dolay1 kahverengilesmeler
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belirlenmigtir. Inokulasyon bolgesine komsu hiicrelerde yalmz iletim demetlerinde
boyama tespit edilmistir. Inokulasyondan 24 ve 48 saat sonra infekteli alanlardaki
mezofil hiicrelerinde ¢ok yogun boyama tespit edilirken inokule edilen bolgeye komsu
mezofil hiicrelerinde ise diigiik yogunlukta bir boyama belirlenmistir(Sekil 4.12)
Inokulasyondan .72 ve 96 saat sonra ise inokulasyon bolgesinde boyamamn siddeti
azalirken bu bolgelere komgu hiicrelerde yogun bir boyama tespit edilmistir(Sekil 4.12).

Cizelge 4.2. IA: infekteli alan. UA: infeksiyon noktasimin uzagindaki hiicreler,
BOR:infeksiyon boélgesinin sminndaki hiicreler. + ve — boyamanin
siddetini belirlemektedir. —, boyama yok, +; yalmz iletim demetlerinde
hafif kahverengilesme, mezofil hiicrelerinde ¢ok hafif kahverengilesme
ve iletim demetlerinde kahverengilesme, -++; mezofil hiicrelerinde
kahverengilesme, +++; mezofil hiicrelerinde koyu kahverengilesmeler,

++++ tiim hiicrelerde gok siddetli kahverengilesme

12

24

48

96

BOR

REEEE

BOR

BOR

|1H—&|ii+%

+|:|:+H-$¢+£
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Sekil 4.10. Uyumlu reaksiyonun gériildiigii bitki hiicrelerinde inokulasyondan 24 (A),
48 (B) ve 72 (C) saat sonra H,O, birikimi ve boyama. KB, ksilem borular



39

2 ¢ so

Sekil 4.11. Kismi uyumsuz reaksiyonun goriildiigii bitki hiicrelerinde inokulasyondan
24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saat sonra H,O birikimi ve boyama
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Sekil 4.12. Uyumsuz reaksiyonun gériildiigii bitki hiicrelerinde inokulasyondan 24 (A),
48 (B) ve 72 (C) saat sonra H,0, birikimi ve boyama. A; H202 birikiminin
infekteli alanda yogunlastigim géstermektedir (*)
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4.5. Kalloz

P. 5. pv phaseolicola’mn viriilent ve aviriilen irklar ile inokulasyonu takiben anilin blue
ile boyanan ve uyumsuz iliskinin gozlendigi yapraklar 151k mikroskopu ile
incelendiginde hiicre duvarinda kalloz benzeri olusumlanim meydana geldigi tespit
edilmigtir. Anilin blue ile boyanan kallozun otofluoresans 6zellik gostererek UV 151kli
mikroskop altinda - incelendiginde parlak bir sekilde goriildiigii birgok arastirmada
bildirilmistir. SOYLU ve ark. (1998) Peronospora parasitica ile inokule edilen
Arabidopsis  thalina’'nin  6zellikle kismi uyumsuzluk gorillen reaksiyonlarda
haustoryumlarin etrafinda yuvarlak sekilde kalloz olustugunu ve UV igik altinda
oldukga parlak otofluoresans gosterdigini bildirmigti. SOYLU (1998) kalloz ve

peroxidase yogunlugunun P. s. pv. phaseolicola’nmin aviriilen irki (avrPpiA) ile inokule

edilen dokularda inokule edilmemis yapraklardan veya P. s. pv. torato’nun viriilent 1rki

(DC3000) ile inokule edilen dokulardan daha fazla oldugunu bildirmistir.

s s

Sekil 4.13. Uyumsuz iligkinin goriildiigii mezofil hiicre duvarlarinda kalloz birikimi
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4.6. Fitoaleksin Birikimi

P. 5. pv. phaseolicola’nin duyarls, orta diizeyde duyarli ve dayanikli reaksiyon
gosteren 1rklar ile inokule edilen kapsiiller bolim 3.4’te anlatildigi gibi eksrakte
edilmis ve TLC tabakalarina yiiklenerek icerisinde uygun solvent bulunan tank
igerisinde phytoalexin bantlarinin olugumu saglanmigtir. TLC plakalan UV (254) 151k
altinda incelendigine zamana ve 1rk-gesit reaksiyonuna bagli olarak hem bant olugumu
agisindan (Sekil 4.15 A,B) hem de ug/g yas agirhktaki bitki dokusunda biriken
fitoaleksin miktarinda (Sekil 4.14) farkliliklar olusmustur. Ozellikle duyarli reaksiyon
gosteren ve inokulasyonun 5. giiniinden itibaren kahverengilesmelerin gorildiugi
kapsiillerde 5. ve 7. giinde fitoaleksin miktarinda artis oldugu gdriilmiistiir. Yapilan
gézlemlerde inokule edilen kapsiillerde olusan kahverengilesmenin giddeti ile
fitoaleksin birikimi arasinda dogru oranti oldugu belirlenmigtir. Fitoaleksinlerin
antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla TLC plakalar1 {izerine, patates
dextrose (agarsiz) icerisinde hazirlanan spor slispansiyonu piiskiirtiilmiis ve bu plakalar
inkiibasyona birakildiktan sonra incelendiginde phaseollin bantlarinin  bulundugu
yerlerde fungusun gelisemedigi ve buralarda bir inhibisyon zonu olustugu tespit
edilmistir (Sekil 4.15 C).
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Sekil 4.15. Kapsiil inokulasyonu sonucu gesit-irk reaksiyonuna ve zaman bagl
olarak TLC plakalarinda olusan phaseollin bantlarimin (ok) 254nm
dalga boylu UV 11k altinda goriiniimleri (A,B). C. Uzerine fungus
sporu piiskiirtiilen TLC plakasinda phaseollin bulunan yerlerde

olugan inhibisyon zonu. S; Duyarli, M; orta diizeyde dayanikli, R;
dayanikli



SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢aligmada, farkh fasulye gesitlerinin fasulye hale yamkhg etmeni P.
s. pv. phaseolicola’ya karsi gostermis oldugu reaksiyonlar ve cesit ik spesifitesi
belirlenmigtir.

Konuk¢u patojen reaksiyonlarimn makroskobik olarak belirlenmesi bakteri
irklan ile inokule edilen kapsiillerde olusan reaksiyonlara gore yapilmistir. Fasulye
cesitleri arasinda Roma-II, Efequen ve Cilena’min 1. wrk digindaki tiim bakteri wrklanna
kargi duyarh oldugu tespit edilmigtir Efequen ve Cilena gegitleri 1, Gina, Yunus-90 ve
Magnum cesitleri 2, $ehiraﬁ-§0, Karacagehir-90 ve Sekerli gesitleri 3, Ayse kadin ve
Goyniik-98 cesitleri ise 4 bakteri wkina kars1 dayamiklilik gosterirken Roma-II, Yunus-
90, Goyniik-98 ve Sekerli gesitleri 1, Sehirali-90 ve Ayse kadin gegitleri 2, Karacagehir-
90 gesiti 3 bakteri wrkina karg1 orta derecede dayamkhhk gostermigtir. Bakterinin 6, 8 ve
9. wklannn testlenen tim fasulye gegitlerinde viriilent oldugu tespit edilmistir.
Degerlendirmeler reaksiyonlarin bariz bir sekilde birbirinden aynldig: infeksiyonun 4.
gintinde yapilmugtir.

Inokulasyonu takiben kapsiiller iizerinde infeksiyonun ilk dénemlerinde islaklik
olusumu ve sonralan bu alanlarda bakteriyel eksudat olusumu uyumlu iligki olarak
kabul edilmis, bu simptomlann gosteren cesitler duyarh olarak degerlendirilmistir.
Uyumsuz iligkinin gorildigi dayankh bitki kapsiillerinde ise ilk dénemlerde slaklik
seklinde baglayan simptomlar inokulasyonun 2. giiniinden itibaren kahverengilesmeye
baglamug ve bu alanlarda doku ¢okmeleri baglamgtir. Kismi uyumsuziugun gérildigii
kapsiillerde inokulasyonun ilk dénemlerinde 1slakhik olugurken 2. giinden itibaren bu
islak alanlann etrafinda kahverengilesmeler meydana gelmistir islakhk simptomlan bu
alan igerinde simrlandinlmmgtir. Duyarh reaksiyonlarda ise ozellikle inokulasyonun 5.
giiniinden itibaren 1slaklik siddeti iyice artmig ve tiim meyve bakteri ile enfekte
olmustur.

Uyumlu reaksiyonun gozlendifi baz gesitlerde ilging bir sekilde inokulasyonun
ilk 4 gininde islakhk simptomlanmn gorildiigi alanlarda 5. giinden itibaren
kahverengilesmeler meydana gelmigtir. Bunun sebebinin bu tiir bitkilerde bulunan ve
hastahfa kars1 dayamkhh saglayan genlerin resesif karakterde olabilecegi, bu nedenle
dayamkhh@in geligmesi igin belirli bir siireye ihtiyag duyulabilecegi diisiiniilmektedir.
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Nitekim fitoaleksin galigmalannda bu tip reaksiyon gosteren kapsiillerde 5. giinden
itibaren fitoaleksin miktarinda da artig oldugu belirlenmistir.

Yaprak inokulasyonlaninda ise uyumlu iligkide itk makroskopik simptomlar
inokulasyondan 24 saat sonra islaklik olusumu ile karakterize edilmistir. inokulasyonun
4. giiniinden itibaren bu alanlann etrafi sar1 bir hale ile ¢evrilmigtir. Sonraki dénemlerde
ise tiim yapraklar sarararak dokilmistiir. Uyumsuz iliskinin gézlendii dayamkh bitki
yapraklannda inokulasyondan 12 saat sonra ilk makroskopik simptomlar g6zlenmigtir.
24 saat sonra ise yaprak Ust ylizeyinde camlagma olarak adlandinlan parlamalar ve
kurumalar, yaprak alt yiizeyindeki damarlarda fenolik birikiminden olabilecegi
diisiiniilen kahverengilesmeler gozlenmigtir.

Inokule edilen yaprak hiicreleri histokimyasal boyalarla boyamp mikroskop
altinda incelendifinde ozellikle uyumsuz iligkinin meydana geldig dayamkh
reaksiyonlarda bitki hiicrelerinde kalloz, lignin ve H,O; gibi dayamkhhkta rol oynayan
bilegiklerin yiiksek oranda biriktigi tespit edilmigtir.

Fitoaleksin gahigmalaninda uyumsuz iliskinin go6zlendigi kapsiillerde uyumlu
iligkive oranla daha yiiksen oranda fitoaleksin (phaseollin) birikimi belirlenmigtir. TLC
plakalarinda uygun solvent igerisinde gelistirildikten sonra bu plakalar iizerine Botrytis
cinerea sporlan puskurtildiigiinde fitoaleksin bantlanmn oldugu yerlerde fungusun
gelisemeyip inhibisyon zonu olugmasi dayanikllk sonucu olusan fitoaleksinlerin
antimikrobiyal bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

Uyumlu ve uyumsuz iligkide bakteriyel gogalma acisindan biiyiik farkhhiklar
meydana gelmistir. Uyumlu iliskide inokulasyondan 48 saat sonra bakteri populasyonu
500 kat artarken, uyumsuz iligkide inokulasyondan 24 saat sonra populasyon 4 kat
artmis ve daha sonra bakteriyel populasyonda azalma meydana gelmistir. Uyumlu
iligkide ise bakteriyel populasyon inokulasyonun 72. saatinden itibaren azalmaya
baglamigtir. Uyumsuz iligkinin go6zlendigi dayamkl bitkilerde dayamkhihin bir
gostergesi olan HR sonucu bitki hiicrelerinin aniden 6lmesi ve bu hiicrelerde biriken
antimikrobiyal maddelerin etkilerinden dolay: bakteriyel ¢oalmamn erken dénemde
engellendigi diigiiniilmektedir.

Sonug olarak bu cahgmada fasulye cesitleri ile P. s. pv. syringae arsindaki
konukgu-patojen iligkisi belirlenmigtir. Elde edilen sonuclanin 1 altinda fasulye
tretimi yapilan ve P. s. pv. phaseolicola’nmn sorun oldugu bélgelerde dayanikh gesitler



ile verimi yiitksek duyarh cegitler arasinda yapilacak 1slah ¢aligmalan ile hem hastaliga
dayamkh hem de verimi yiiksek gegsitler elde edilebilir.
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